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研究成果の概要（和文）： 本研究課題の遂行により、下記の成果を得た。 

i) 試験管内ヌクレオソーム再構成系と原子間力顕微鏡とを組み合わせ、試験管内で 30nm のク

ロマチンファイバーを再構築することに成功した。 

ii) 高速走査型原子間力顕微鏡を用いて、細胞内で機能するタンパク質の作用機序に関する分子

基盤を解明した。 

iii) サブミクロンサイズの蛍光パーティクルを生細胞の細胞質にインジェクションし、レーザ

ートラップによりそれを細胞内で操作する技術を確立した。 

iv) 量子ドットに核移行ペプチドを結合させ、間期の培養細胞核内に量子ドットを導入する技

術を確立した。 

v) 核内の足場タンパク質に関する網羅的解析を行い、核内骨格タンパク質の性質や機能に関す

る多くの知見を得た。 

 

研究成果の概要（英文）： In this project, we have obtained the following results; 

i) By combining in vitro nucleosome reconstitution procedure and atomic force microscopy, 

“30-nm-chromatin fiber” was successfully reconstituted. 

ii) By utilizing fast-scanning atomic force microscopy, molecular mechanisms of various enzymatic 

functions and processes have been elucidated. 

iii) We established the technique to microinject a fluorescent particle into a living cell and 

manipulate it by optical trap without damaging the cell. 

iv) By attaching nuclear localization signal peptide to quantum dots, we established the method to 

deliver nano-particles into a living cell nucleus.  

v) Structural and functional properties of nuclear scaffold proteins have been obtained by 

combining proteomics, bioinformatics, molecular biology and biochemistry. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞内のタンパク質をはじめとする生体高
分子の多くは、自由拡散状態と、ある秩序を
持った“高次機能性複合体”を形成した状態
の二つの異なる状態間の平衡状態にあるが、
タンパク質が実際に機能を発揮するのは、こ
の高次機能性複合体である場合が多い。細胞
が正常に機能するには、これら数多くの高次
機能性複合体が、適切な時間に(時間性)、適
切な場所で(空間性)、適切な相手(特異性)と相
互作用することが必要とされる。 

 

２．研究の目的 

本研究は、(i) 多種多様なナノ・マイクロパ
ーティクル、(ii) SPM やレーザートラップな
どによる１分子操作技術、 (iii) AFM や蛍光
顕微鏡などの一分子観察技術、を組み合わせ、
“高次機能性複合体”を細胞内において再構
成し、それを定量的・時間的・空間的に厳密
にコントロールしながら、その形成機構や細
胞内での動態および物理化学的性質を測定
することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

パーティクルの時間・空間特異的運搬技術の
確立 

ポリスチレン粒子や量子ドットなどのパー
ティクルを細胞内に運搬する技術を確立す
る。このために、レーザートラップシステム
を購入する。核内へパーティクルを運搬する
ために、間期核に直接運搬する方法と、細胞
分裂後期をねらって細胞内に導入する方法
とを検討する。 

染色体関連タンパク質の核内での動態解析 

遺伝子の核内における 3 次元的配置はその遺
伝子の活性化状態により変化すると考えら
れている。そこで、ヘテロクロマチン構成タ
ンパク質（HP1）を吸着させた蛍光パーティ
クルを核内に配置し、single particle tracking 

法で核内でのパーティクルのブラウン運動
を解析する。これにより、核内における染色
体の mobility とヘテロクロマチン化との間の
関係を明らかにする。 

キネトコア生成のメカニズムと力学的解析 

細胞分裂時の染色体の分配に重要な役割を
果たしているキネトコア構造が、どのように
構築され機能しているかは理解されていな
い。そこで、キネトコアを構成すると考えら
れている様々なタンパク質(CENP-E, INCENP

など)を結合させた蛍光パーティクルを細胞
分裂前期の細胞に運搬し、染色体分配期にお
いてどのような挙動を示すかを観察・解析す
る。このために倒立顕微鏡および細胞培養チ
ャンバーを購入する。 

中心体における微小管形成機構と細胞分裂期
における役割 

微小管形成の場である中心体が、細胞分裂時
の染色体分配にどのような役割を果たして
いるかを解析する。中心体の構成タンパク質
の一つである-tubulin 等を結合させたパーテ
ィクルを、中心体をレーザーであらかじめ破
壊しておいた細胞内に送り込み、そこで中心
体を形成させ、その挙動を観察・解析・操作
する。 
 
４．研究成果 

① 試験管内における染色体再構成系に向け
ての基盤技術の確立 

真核細胞の核内では DNA はクロマチン構造
とって存在している。人工細胞を再構築する
上で、染色体・クロマチンレベルでのゲノム
構造構築や機能発現の仕組みを理解するこ
とは不可欠である。これまでに原子間力顕微
鏡や蛍光顕微鏡を用いた１分子観察により
以下の成果を得た。 

図１ 試験管内クロマチン再構成による成果 



(i) 高次クロマチンファイバーの試験管内再
構成：これまで再構成が不可能とされていた
30 nm ファイバーを、長鎖 DNA、コアヒスト
ンおよびリンカーヒストン H1 を用いて再構
成することに成功した（研究成果[32]）(図１)。
また、II 型トポイソメラーを再構成クロマチ
ンに加えることにより、この 30nm ファイバ
ーが絡まるようにしてクロマチン凝集が誘
引されることを観察した（研究成果[24]）。ま
た、転写活性の促進／制御に関与するタンパ
ク質が再構成クロマチンの高次構造を大き
く変化させることも明らかにした（研究成果
[30]）。 

(ii) 染色体構築に関与するタンパク質群の機
能解析：大腸菌、酵母、動物細胞の核や染色
体を自然に近い状態で観察する技術を確立
し、これらの染色体が数段階の階層構造で構
成されていることを示した（研究業績[17, 18, 

22, 25, 31]）。この階層構造の構築には、ヒス
トンやヒストン様タンパク質に加え、DNA の
トポロジーや RNA、他の染色体タンパク質が
深く関与していることも明らかにした。また、
AFM を用いた１分子力学測定系を立ち上げ、
タンパク質間相互作用を数ピコニュートン
の精度で測定することに成功した（研究業績
[19, 27]）。 

(iii) 高速走査型原子間力顕微鏡（高速 AFM）
による酵素１分子反応のリアルタイム観
察：新たに開発された高速 AFM を用いて、
酵素１分子反応解析法を確立し、これまでに
制限酵素が DNA を切断する様子（研究業績
[20, 26]）や、分子シャペロンの構造変化（研
究業績[28]）をミリ秒単位の時間分解能で観
察・解析を行うことに成功した。 

② 細胞内再構成系に向けてのマイクロ・ナ
ノパーティクルの化学修飾および細胞内
での観察・操作法の確立 

以下の通り、マイクロ・ナノパーティクルを
細胞内に導入するための基盤技術を確立し
た。 

(i)マイクロインジェクションによる細胞内へ
の導入とレーザートラップによる細胞内操
作：培養した HeLa 細胞にマイクロパーティ
クルを導入する方法を検討した。マイクロイ
ンジェクションにより、0.5 m の蛍光ビーズ
を HeLa 細胞の細胞質に導入することに成功
した。ビーズ懸濁液の濃度をコントロールす
ることにより、導入するビーズの数をコント
ロールすることが可能である。さらに、この
導入したビーズをレーザートラップで捕捉
し、細胞質内を自由に移動させる技術も確立
した（図３）。 

(ii) 量子ドットの化学修飾、タンパク質の結
合技術および核内への運搬法の確立：転写因
子などの核内で機能するタンパク質は、細胞
質で合成されて核内に輸送される。核膜には
核膜孔複合体と呼ばれる巨大なタンパク質
複合体が存在し、核―細胞質間の物質輸送を
担っている。これまでに、核移行シグナル
（Nuclear Localization Signal）を量子ドットに
結合させ、核内輸送に必要な因子と共に HeLa

細胞の細胞質に添加すると、この量子ドット
が核内に輸送されることを確認した。この量
子ドットの動きを二焦点顕微鏡を用いて追
跡するシステムを立ち上げた。 
 
③ナノパーティクルの核内導入法の確立 
(i) 核移行ペプチドを用いた核内パーティク
ル導入法：細胞核内へタンパク質等の高分子
を輸送するには、分裂間期に核膜上にある核
膜孔複合体を介して能動輸送する場合と、分
裂期に核膜が一度崩壊して再構築される際
にランダムに核内に取り込まれる場合とが
ある。核膜孔複合体を介した物質輸送には、
インポーティンと呼ばれる一連のタンパク
質群により媒介される経路が主要な役割を
果たしている。ここではこの経路を利用して、
核膜を崩壊させることなくナノパーティク

Time (msec)

Z
-a

x
is

 (
n

m
)

0

0

500

20

h

ATP unsaturating condition

図２ 高速原子間力顕微鏡（上）がとらえたカル

シウムポンプの構造変化。 

図３ マイクロインジ
ェクションにより生細
胞内に導入された蛍光

ビーズ。0.1m から
1m の大きさのビー
ズを細胞質に導入し、

レーザートラップで操
作することが可能にな
った。 



ルを核内に輸送する技術を確立した。まず、
アミノ末端をビオチン化した核移行シグナ
ルペプチド（bi-YGGPKKKRKVEDP）をスト
レプトアビジンを結合させた量子ドットに
結合させる。これをインポーティン α、β、
RanGDP、NTF2 などのタンパク質と共にジギ
トニン処理した HeLa 細胞に加え、量子ドッ
トの動きを蛍光顕微鏡で観察した。すると、
30 分後には核内にいくつかの量子ドットが
観察された（図４）。これは、インポーティ
ン β を加えなかった場合には見ることができ
なかったので、上記の経路を使って核内に輸
送されたものと考えられる。また、この量子
ドットを生細胞の細胞質にマイクロインジ
ェクションする技術を確立し、生きた細胞の
核内へナノパーティクルを輸送する技術を
確立した。 

(ii)タンパク質核移行メカニズムの解明：さら
なる輸送効率アップを目指し、核膜孔複合体
とインポーティンの相互作用に関してその
分子基盤を理解する試みを続けてきた。その
結果、a) 核膜孔複合体はフェニルアラニンを
多数有するサブユニット（ヌクレオポリン）
から構成されており、その内部は疎水的な環
境であること、b)インポーティン β と精製し
たヌクレオポリンとの相互作用は疎水的相
互作用であること、c) インポーティン β は周
囲の環境によって、親水性、疎水性両方の性
質を持ちうる両親媒性のタンパク質である
こと、d) インポーティン β の両親媒性は、多
数の α ヘリクスの不安定性と密接な関係があ
ることなどを明らかにした[業績 1, 16]。 

 

iii) 両親媒性ヘリクスを用いた高効率パーテ
ィクル核内導入法の確立： i) アミノ酸の点
突然変異により、より高い輸送能を有する
importin の作成に成功し、ii) importin の構
造変化と表面疎水性の変化が輸送に必要不
可欠であることを明らかにし、iii) 長さ、電
荷、疎水性の異なる様々なコイルドコイル領
域を用いて核移行シグナルや輸送因子非依
存的にパーティクルを核内へ輸送するシス
テムを構築し、iv) 核膜孔複合体の構成因子
における翻訳後修飾等を解析し、糖の付加、
ジスルフィド結合、リン酸化が核内への物質

輸送に大きな役割を果たしていることを明
らかにした。これらの成果により、核内への
物質輸送機構に関する新たな理解が進むと
ともに、核内へ様々な分子を輸送するための
新たな手法を構築する基盤技術が確立され
たと考えられる。 

 

④核内機能性高次複合体の形成原理と再構
成への挑戦 

遺伝子の核内における 3 次元的配置はその遺
伝子の活性化状態により変化すると考えら
れている。この配置には、染色体関連タンパ
ク質のみならず、核内の構造的タンパク質
（足場タンパク質、scaffold）が重要な役割を
果たしている。これまでに、核内足場タンパ
ク質に関与すると思われる機能未知タンパ
ク質の機能解析を進め、FAM27E1、MAK16、
及び WDR46 等のタンパク質の機能に関する
新しい知見を得た。 

 In vitro のタンパク質合成系は人工細胞を構
築する上で必須の技術である。ここでは、マ
イクロパーティクルとレーザートラップ技
術とを組み合わせ、リボソームによるタンパ
ク質合成の反応機構を解析した。ヘアピン構
造をとるメッセンジャーRNA の両端をラテ
ックスビーズ（直径 5 m）に結合させ、一方
をガラスピペットに固定し、もう一方をレー
ザートラップで補足し、リボソームがタンパ
ク質を合成する際にヘアピン構造を開裂さ
せる様子を追った。この結果、リボソームは
停止と移動とを繰り返しながら、3 塩基ずつ
のステップで進行してゆくことが明らかに
なった[業績 13]。 
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