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研究成果の概要（和文）：本研究は、１分子レベルでのクロマチン構造の再構築とその動的変化の解析系を開発
を目指し、研究を遂行した。１分子レベルでのクロマチン再構成の予備実験として、試験管内でのクロマチン再
構成を試みた結果、ミクロコッカスヌクレアーゼアッセイによりクロマチン構造の再構成が示された。次に1分
子イメージングでは、開発した顕微鏡コアユニットを用いて、分子コーミング法に基づき１分子レベルでのクロ
マチン形成DNAを直接観察することができた。今後の展開として、開発した顕微鏡コアユニットに全反射照明ユ
ニットを実装しながらクロマチン形成DNAの形成条件を最適化することで、その動的構造変動の解析を実施して
いく。

研究成果の概要（英文）：This study was undertaken with the aim of developing a system to reconstruct
 chromatin structure at the single-molecule level and to analyze its dynamic changes. The chromatin 
structure was shown to be reconstituted by the micrococcal nuclease assay. Next, chromatin-forming 
DNA was directly observed at the single-molecule level based on the molecular combing method using 
the developed microscope core unit.
In the future, the dynamic structural variation of chromatin-forming DNA will be analyzed by 
optimizing the formation conditions of chromatin-forming DNA.

研究分野：合成生物学

キーワード： 1分子蛍光イメージング　DNA　マイクロ流体デバイス　微細加工　クロマチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、（１）試験管内でのクロマチン構造の再構成、（２）開発した顕微鏡コアユニットによるDNA１分
子の蛍光イメージング、（３）クロマチン形成DNAの１分子蛍光イメージングについて成果を得られた考えてい
る。これらの成果は、クロマチン構造の再構築やその動的変化がゲノム安定化維持に果たす役割を明らかにする
ための技術が開発される要素技術となったと考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）真核生物の染色体 DNA はクロマチンとよばれる高次構造をとる。これまでの研究で、クロ
マチン構造は状況に応じて局所的に折り畳みや弛緩が生じ、それに伴い遺伝子発現や染色体機
能を制御していると考えられている。これらの研究の多くはクロマチン構造を再構成した閉環
状 DNA を用いて解析することが可能な転写反応の制御に関する研究に集中している（引用文献
１）。しかし、クロマチン構造が動的に変化しながら反応を開始・進行させる複製への影響につ
いてはクロマチン構造の変化を捉えるための有用な解析系が確立されていないことから、未だ
に限られた知見しかない。そのため、クロマチン構造の弛緩や折り畳みでどの程度の超らせん密
度が生じると、その歪みの解放に伴いどの種類の非 B型の DNA 構造が誘導され、それらが DNA 複
製にどのような影響を与えるのか？といった問題は、本研究課題の核心をなす学術的「問い」と
して存在している。 

 
２．研究の目的 
（１）上記の問題を解決するため、本研究では、これまでの試験管内実験などの研究手法では解
析することが難しい、１分子レベルでのクロマチン構造の再構築系技術の開発やその動的変化
の解析技術を開発することを目的として実施した。 
 
（２）本研究のようなアプローチは、現在も主流である試験管内実験による多分子レベルの解析
から１分子レベルの解析へとパラダイムシフトを提示するものであり、分子生物学の新たな展
開において重要な技術となると考えている。 
 
３．研究の方法 
（１）試験管内でのクロマチン再構成実験 
 試験管内でのクロマチン再構成はクロマチン再構成キットに従い実施した（Active Motif 社
製）。簡潔に述べると、４種類のコアヒストン（H2A、H2B、H3、H4）とクロマチン形成因子（ヒ
ストンシャペロン因子）を含む高塩緩衝液を調製し、氷上で 15分間インキュベートした。その
後、調製産物に低塩緩衝液を加えて後、さらにクロマチン形成因子（ATP要求性クロマチンリモ
デリング因子）、ATP、超らせん DNA、ATP 再生酵素群を加え、27℃、4 時間インキュベートする
ことで、試験管内でクロマチン構造を再構成させた。クロマチン形成 DNA はミクロコッカスヌク
レアーゼアッセイによってヌクレオソーム構造単位へ切断した。切断産物は、フェノールクロロ
ホルム抽出及びエタノール沈殿によって精製した後に、アガロースゲル電気泳動によって評価
した。 
 
（２）アミノシラン処理ガラス基板の調製 
 アミノシラン処理をしたガラス基板は、大重ら（引用文献２）の報告に従って調製した。ガラ
ス基板（24 x 60 mm、松波ガラス）は、1% アルカリ洗剤（富士フイルム和光純薬）に室温で一
晩浸し、脱イオン水で洗浄した。その後、ガラス基板を 30%の過酸化水素に 3 時間以上浸漬し、
脱イオン水で洗浄した後、乾かした。ガラス基板表面を洗浄した後、ガラス基板を原液エタノー
ル中の 10％の 3-アミノプロピルトリエトキシシラン（ナカライテスク）を含む原液エタノール
に室温で 2時間浸漬し、脱イオン水で洗浄した後、乾かした後 100℃で一晩ベークした。 
 
（３）アミノシラン処理ガラス基板上へのクロマチン形成 DNA の固定化 
 再構成されたクロマチン構造における 1分子蛍光イメージングでは、３−（１）の試験管内で
のクロマチン再構成実験手順に従い、バクテリオファージラムダ DNA にクロマチン構造を再構
成させた。分子コーミング（液滴移動）法によってアミノシラン処理をしたガラス基板にクロマ
チン形成 DNA を固定させた。その後、1分子蛍光イメージングによって観察した。 
 
（４）顕微鏡セットアップと解析 
 タンパク質-DNA 複合体は、青色 LED蛍光ユニット（OptoSigma）と 100 x 1.3（NA）油浸対物
レンズ（オリンパス）を備えたコアユニット顕微鏡（OptoSigma）を用いて観察された。励起波
長と発光波長は、488 nmのフィルターセット（EX448-63、DM494、EM526-52；OptoSigma）を用い
た。SYTOX Green（励起、504nm；発光、523nm；Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）およ
び mClover3（励起、506nm；発光、518nm）で染色したλDNA の画像を冷却 CMOS カメラ（CS-67M、
ビットラン）で捉え、画像記録インターフェース（BPU-30、ビットラン）で記録した。それぞれ
の単一 DNA 分子の長さは、画像処理ソフトウェア ImageJを用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）試験管内でのクロマチン再構成実験 
 １分子レベルでのクロマチン再構成の予備実験として、試験官内でのクロマチン構造の再構



成を実施した。４種類のコアヒストンとクロマチン形成因子
NAP-1や ATP要求性クロマチンリモデリング因子を用いて、試
験管内で超らせん状態下での環状 DNA に対してクロマチン構
造を再構成させた。形成クロマチンは、ミクロコッカスヌクレ
アーゼによって切断された（図１）。結果、クロマチン非形成
DNA では、ミクロコッカスヌクレアーゼによって、100 bp 以
下の短い DNA断片へと切断された（図１のレーン１）。一方、
クロマチン形成 DNA では、ミクロコッカスヌクレアーゼの切
断によって、断片化された DNA ラダーが示された（図１のレ
ーン２）。これは、ミクロコッカスヌクレアーゼによって、ク
ロマチン形成 DNA におけるヌクレオソームの DNA 領域は切断
されず、ヌクレオソーム間のリンカーDNA が切断されたためで
ある。ヌクレオソーム１単位あたり、185 bpの DNA巻き付く
ため、185 bpを１単位とした DNA断片化のラダーが確認され
た。以上結果、試験管内で、クロマチン構造の再構成を実証することができた。 
 
（２）試験管内でのクロマチン再構成実験 
 本研究では、１分子レベルでの DNA 分子及びクロマチンの動的挙動を捉えるため、１分子イメ
ージングに適した独自の顕微鏡ユニットシステムを開発した（図２A）。開発した顕微鏡ユニット
は、標的対象物に適した検出システムへと改良することができるため、１分子イメージングとい
う特殊な系において適合する。開発した開発した顕微鏡ユニットが安定的に働くことを評価す
るため、マイクロ流体デバイスを用いて、蛍光標識したバクテリオファージラムダ DNA（45-kb）
の動的挙動を観察したところ、安定的にラムダ DNA１分子が直接観察された（図２B）。以上から、
１分子レベルでのクロマチン形成 DNA の蛍光イメージングの準備が整った。 
 

 
（３）クロマチン再構成の 1分子蛍光イメージング 
 次に試験管内でクロマチン形成 DNA において、１分子レベルでの蛍光イメージングを実施し
た。水溶液中の DNA 分子はブラウン運動によって、縮まるよう振舞う。縮んだ状態の DNA 分子は
蛍光標識したとき、輝点として観察されるため、１分子レベルでのクロマチン形成 DNA を捉える
ことが難しい。そこで本研究では、ガラス表面に正電荷を帯びたアミノシラン処理ガラスを用い
て、分子コーミング法によりクロマチン形成 DNA を伸長させた。結果、クロマチン非形成であ
る、裸の DNA では、長さが 16 µm程度の伸長 DNA が観察された（図３左）。一方、クロマチン形
成 DNA では、長さが 3µm程度の DNA や
輝点の DNA が観察された（図３右）。ク
ロマチン形成 DNA の長さがクロマチン
非形成 DNA の長さよりも５倍程度短い
ことから、DNAがクロマチン形成によっ
てコンパクトに折り畳まれたことが示
された。以上の結果、１分子レベルでの
クロマチン形成 DNA の直接観察ができ
た。 
 
（４）まとめ 
 本研究では、試験官内でのクロマチン構造の再構成及び開発した独自顕微鏡を用いて１分子
レベルでのクロマチン構造を直接観察に成功した。今後の展開では、伸長状態を維持したクロマ
チン形成 DNA の形成条件を最適化することで、その動的構造変動の解析を実施する。また、１分
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図１ クロマチンのDNA断⽚化
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子イメージングでは背景光により対象物が観察できない問題が生じたため、今後、全反射照明ユ
ニットを独自顕微鏡に実装することで、この問題を解決する。 
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