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研究成果の概要（和文）：生細胞核内でクロマチン構造の変化と遺伝子発現の動態を明らかにするために、本研
究では独自の翻訳後修飾可視化技術とCRISPR/Cas9を応用した特定ゲノム領域の可視化およびエピゲノム編集を
組み合わせて、生細胞イメージング計測を行った。ヘテロクロマチン構造領域からのRNA Polymerase 2 
(RNAPol2)の活性化において、ヒストンH3 Lys27などのアセチル化修飾がRNAPol2の活性化とは独立に先行して起
こること、転写活性化に伴いクロマチンの凝集性と運動性がダイナミックに変化し、クロマチンの運動性はヒス
トン修飾やRNA Pol2の活性化と相関があることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the dynamics of chromatin structural changes and 
transcriptional activation in live-cell imaging by combining post-translational modification 
specific probes against histone and RNA Polymerase 2 (RNAPol2) with CRISPR/Cas9-based visualization 
of specific genomic regions and manipulation of the epigenome. The histone acetylation including 
H3K27ac preceded and was independent of activation of RNAPol2. The chromatin structure changed and 
the mobility correlated with histone modifications and RNAPol2 states.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： エピジェネティクス　遺伝子発現制御　ヒストン修飾　クロマチン　生細胞イメージング　CRISPR/Cas9
　エピゲノム編集　RNA Polymerase 2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、従来の細胞を固定するようなスナップショット的な解析では理解が進んでいなかった、環境応
答や細胞分化の際にクロマチン構造がどのように変化し、遺伝子発現が制御されているのかという問題に取り組
んだ。反応過程の経路図的な理解にとどまらず、ヒストン修飾を介したクロマチンの運動性制御とRNAPol2活性
化との相関など、転写制御の新たな側面の発見につながった。また、人為的な遺伝子発現制御は細胞の形質を操
作するための技術として重要であり、将来的な高効率な細胞の分化誘導やリプロクグラミングの基盤技術開発に
つながることが期待でき、再生医療等にも広く波及効果を及ぼすと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒストンの翻訳後修飾は遺伝子発現制御に重要な役割を果たしており、細胞の形質発現制御の
基盤として働いている。クロマチン免疫沈降と次世代シーケンサーを組み合わせた ChIP-seq に
よるエピゲノム解析から、ヒストンの特定のアミノ酸残基の翻訳後修飾と転写活性に高い相関
があることが分かっている。また、3C (Chromosome Conformation Capture)をベースとするク
ロマチン間相互作用の解析から、クロマチン高次構造の形成が遺伝子発現制御に重要であるこ
とが明らかになりつつある。しかし、細胞を固定して解析するようなアプローチでは、あるスナ
ップショットを見ているに過ぎず、発生や分化、環境応答の際に、クロマチン構造がどのように
変化し、遺伝子発現が制御されているのかという問題に関してはあまり理解が進んでいない。生
細胞イメージングによる先行研究において、ホルモン応答性遺伝子アレイを用いた転写活性化
では、ヒストン H3 Lys27 のアセチル化 (H3K27ac)が、RNA Polymerase 2 (RNAPol2)の転写開
始から伸長への移行を促進していることが明らかにされている。しかしながら、ここで使用して
いた遺伝子アレイでは、あらかじめ H3 Lys4 のトリメチル化 (H3K4me3)や H3K27ac が高く、
すみやかに転写が起こるように準備されたクロマチン状態の特徴を有していた。一方、不活性な
クロマチン構造から転写がどのように活性化するのかは明らかにできていない。また、クロマチ
ンの運動性が転写活性と相関することが分かってきたが、ヒストン修飾の関与については不明
である。 
 
 
２．研究の目的 
生細胞イメージング計測により、生細胞核内で転写制御のダイナミクスを明らかにする。ヘテロ
クロマチン領域からの転写活性化として、ヒト細胞での熱ショック応答における Satellite III 
(Sat3)領域からの non-coding RNA の転写に着目し、不活性なクロマチン構造からどのように
RNAPol2 が活性化されるのかを明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 熱ショック応答での Sat3 転写活性化の可視化 
熱ショック応答のマスター転写因子である HSF1 に mCherry 等の蛍光タンパク質を融合し、安
定発現細胞株を樹立した。ヒストンや RNAPol2 の翻訳後修飾を生細胞で可視化するために
FabLEM 法を用いた。FabeLEM 法では、修飾特異的モノクローナル抗体から抗原認識断片 Fab 
を調整し、蛍光標識した後にビーズローディングにより細胞に導入した。生細胞イメージングに
は、スピニングディスク型共焦点顕微鏡システム (ニコン Ti-E, 横河電機 CSU-W1, Andor 
iXon3 EM-CCD)を使用し、4D 画像解析には Imaris (Bitplane)を用いた。 
(2) 転写活性化に伴う Sat3 領域の動態解析 
CRISPR/Cas9 を利用し、ヌクレアーゼ活性を失活させた dCas9 に sfGFP 等の蛍光タンパク質
を融合し、Sat3 領域に対するガイド RNA（sgRNA）とともに細胞に発現させた。熱ショック応
答に伴う Sat3 クロマチン領域の凝集性 (体積)および運動性を生細胞イメージングから計測し
た。より高速でのイメージングを行うために、生細胞イメージングには先のシステムに加えて、
Dragonfly (Andor)共焦点ユニットを使用した。 
(3)エピゲノム編集を用いたヒストン修飾の機能解析 
Sat3 領域での転写活性化におけるヒストン修飾の機能を明らかにするために、dCas9 にヒスト
ン修飾酵素等の機能ドメインを付加し、人為的にヒストン修飾や核内局在を操作した状態で、熱
ショックに応答した Sat3 転写活性化を生細胞イメージングした。 
 
 
４．研究成果 
(1) 熱ショック応答での Sat3 転写活性化の可視化 
熱ショックに応答した Sat3 領域でのヒストン修飾の変
化と RNAPol2 活性化のキネティクスを明らかにするた
めに、HSF1-mChery を安定発現する hTERT RPE-1 細
胞を用いて、FabLEM 法による生細胞イメージングを行
った。熱ショック誘導後、HSF1-mCherry は Sat3 領域に
集 積し 2 つ の 大 きな 局 在 を示 す 。 続い て 、 そ こに
H3K27ac、転写開始型 RNAPol2 である Ser5 がリン酸化
された RNAPol2Ser5ph が集積してきた(図 1)。転写伸長
型である Ser2 リン酸化型 RNAPol2Ser2ph は、さらに遅
いタイミングで集積してきた。H3K27ac に加えて、
H3K9ac 等も RNAPol2 の活性化に先行していた。ヒスト
ンのアセチル化修飾と RNAPol2 活性化の依存関係を調
べるために、各種阻害剤を添加した条件で調べた。THZ1
や Flavopiridol を添加し、RNAPol2 のリン酸化を阻害し
た条件においても、HSF1 に続き H3K27ac が集積してき



たことから、ヒストンのアセチル化は RNAPol2 活性化とは独立に先行して起こることが分かっ
た。一方、ヒストンのアセチル化を認識し結合する BRD4 等を JQ1 により阻害した条件では、
RNAPol2 のリン酸化の集積が遅延あるいは減弱していたことから、ヒストンのアセチル化とそ
の下流で機能する BRD4 が RNAPol2 活性化に重要であることが分かった。固定細胞を用いた
免疫染色と ChIP-qPCR 解析から、H3K27ac, H3K9ac に加えて H3K18ac, H4K5acK8ac などの
ヒストンアセチル化修飾も熱ショック後の Sat3 領域に集積していることが分かった。一方、
H3K4me3 や H3K36me3 など、転写活性と正の相関が知られているメチル化修飾は集積してい
なかった。また、ヘテロクロマチン構造の基盤となっている H3K9me3 は、熱ショック後も Sat3
領域で高いレベルで維持されていたことから、ヘテロクロマチン構造を解消せずに、ヒストンア
セチル化修飾が導入され、RNAPol2 活性化に機能していると考えられる。 
 
(2) 転写活性化に伴う Sat3 領域の動態解析 
dCas9-3xsfGFP と Sat3 配列に対する sgRNA を hTERT 
RPE-1 細胞に発現させると、2つの foci として Sat3
領域を可視化できる。熱ショック誘導後、この領域
に HSF1 が集積してくる (図 2)。dCas9 で可視化した
Sat3 領域の体積を計測したところ、HSF1 の集積に伴
い、体積が増加し、クロマチン構造が脱凝集してい
ることが分かった。THZ1 や JQ1 存在下でも、熱ショ
ック後に Sat3 領域の体積が増加したことから、ヒス
トンのアセチル化修飾より下流、RNAPol2 の活性化
には依存せずに、クロマチンの脱凝集が起こること
が分かった。次に、dCas9 で可視化された 2つの foci
間の距離変動から算出される平均二乗変位として
MSCD (Mean Square change in distance)を計測したところ、Sat3 領域の運動性は、熱ショック
誘導後、一過的に亢進し、その後減弱することが分かった。それぞれ、ヒストンアセチル化修飾
と RNAPol2 活性化のタイミングに対応していたことから、阻害剤存在下で計測を行った。その結
果、THZ1 存在下では、クロマチンの運動性は亢進したままであったことから、RNAPol2 の活性
化、特に転写開始型への移行がクロマチンの運動性を制限していることが示唆された。 
 
(3)エピゲノム編集を用いたヒストン修飾の機能解析 
ヒストンのアセチル化修飾を特定ゲノム領域に
導入するために、dCas9 に p300 酵素活性ドメ
インを融合した。Sat3 に対する sgRNA ととも
に発現させると、熱ショック前から Sat3 領域に
H3K27ac が高度に集積していた (図 3)。RT-
qPCR により RNA の発現量を調べたところ、熱
ショック前から Sat3 の転写が亢進していた。ま
た MSCD も亢進していたことから、アセチル化
の 導 入 に よ る ク ロ マ チ ン 運 動 性 の 亢 進 が
RNAPol2 活性化に寄与している可能性が考え
られた。そこで、クロマチンの運動性を制限す
るために、核内局在も変化してしまうが、CRISPR-GO システムを導入し、dCas9 に ABI ドメ
イン、核膜内膜に存在する Emerin に PYL1 ドメインを融合し、アブシジン酸添加によるヘテロ
二量体形成を介して、Sat3 領域を核膜近傍に繋留した。Sat3 領域が核膜近傍に繋留された細胞
では、熱ショック後のクロマチン運動性の亢進は見られず、HSF1 や H3K27ac の集積は起こる
が、リン酸化型 RNAPol2 が減弱していた。このことから、クロマチンの運動性亢進が RNAPol2
活性化に重要であると考えられる。また、dCas9 に KDM4D を融合させると、Sat3 領域での
H3K9me3 が減少、MSCD の亢進が見られ、熱ショック後の Sat3 転写量が増加していた。この
ことから、H3K9me3 による転写抑制の機能には、クロマチン運動性の制限が関わっていること
が示唆された。 
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