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研究成果の概要（和文）：

SPring-8 でのＸ線散乱実験により、ヒト染色体構造に関して定説を覆す発見をした。定説の
30 nm クロマチン線維やクロマチン繊維の規則的折り畳みは存在せず、ヌクレオソーム線維が
不規則に折り畳まれていることを示した。また、凍結水和生体試料では氷が広がっているため、
Ｘ線回折顕微法の従来のデータ解析アルゴリズムが適用できないが、空間的に制限された照明
を用いる新たな手法の提案によりこの問題を解決した。

研究成果の概要（英文）：
We revised the established theory of the structure of human chromosomes by X-ray
scattering experiments conducted using SPring-8. Experimental data indicate irregularly
folded nucleosome fibers without a 30-nm chromatin structure or regularly folding of
chromatin fibers. We also proposed a new coherent imaging method using a confined
illumination, which can be applicable also to frozen-hydrated biological samples with
extended ice layer, to overcome the limitation of conventional data analysis algorithm in
X-ray diffraction microscopy.
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１．研究開始当初の背景
従来型のＸ線レンズを用いたＸ線顕微鏡

では、高性能のＸ線レンズの作製が困難なた
め以下のような難点があった。（１）高い空

間分解能が得られない。（２）厚い試料の三
次元イメージングができない（レンズの被写
界深度による制限）。（３）非染色の生体試料
のようにＸ線にとって透明な試料（位相物

機関番号：10101

研究種目：基盤研究(B)

研究期間：2010 ～ 2012

課題番号：22310075

研究課題名（和文） コヒーレントＸ線回折を用いたクライオバイオイメージング

研究課題名（英文） Cryo-bioimaging by using coherent X-ray diffraction

研究代表者

西野 吉則 （NISHINO YOSHINORI）

北海道大学・電子科学研究所・教授

研究者番号：40392063



体）をイメージングするのが難しい。これに
対し、X 線回折顕微法（ＸＤＭ）はレンズ等
のＸ線光学素子を必要としない新型のＸ線
顕微鏡である。このため、従来法の問題を取
り除き、非染色の厚い生体試料の内部を、高
コントラスト、高分解能で三次元イメージン
グできる。XDM では、コヒーレントＸ線回
折データから、計算機上で散乱の逆問題（位
相問題）を解くことによって、試料像を再構
成する。Ｘ線は透過能が高いため、透過電子
顕微鏡などでは不可能であった、マイクロメ
ートル・オーダーの厚い試料に対しても、薄
切片のように「破壊」することなく、三次元
イメージングができる。さらに、XDM は、
非染色の生体試料のように、Ｘ線にとって透
明な試料に対しても、高いコントラストで内
部構造をイメージングできる。

XDM の生体試料に対する応用研究に関し
ては、本研究提案者らが世界をリードしてい
る。XDM による世界初の生体試料観察は、
2003 年に研究代表者らによって行われた大
腸菌の二次元投影像イメージングである (J.
Miao et al., “Imaging Whole Escherichia
Coli Bacteria by Using Single-Particle
X-Ray Diffraction” , PNAS 100, 110-112
(2003))。その後、XDM による生体試料の二
次元イメージングの報告がいくつかあった
が、三次元でのイメージングが長い間の課題
であった。最近、本研究提案者らは、非染色
ヒト染色体の観察に成功した（Y. Nishino et
al., “Three-Dimensional Visualization of a
Human Chromosome Using Coherent
X-Ray Diffraction”, 102, 018101 (2009)）。
これは XDM による世界初の生体試料の三
次元イメージングである。この研究は、従来
の顕微鏡では観察が難しかった構造を、XDM
によって実際に見ることができた成果とし
て、Nature や Physics Today で取り上げら
れるなど、世界的な注目を集めた。

２．研究の目的
コヒーレントＸ線を利用したＸ線回折顕

微法(XDM)は、透過電子顕微鏡など従来の顕
微法では難しかったマイクロメートル以上
の厚みをもつ生体試料の内部を、高コントラ
スト、高分解能で観察でき、世界的に注目さ
れている。本研究では、XDM によるクライ
オバイオイメージングに向けた研究開発を
行う。これにより、ヒト染色体、細胞核、精
子などにおけるヒトゲノムDNA の折り畳み
構造の理解に貢献することを目的とする。ク
ライオバイオイメージングには、2 つの重要
な意義がある。（１）試料の放射線損傷を抑
え、より高空間分解能での試料観察が期待さ
れる。（２）「生きた」状態に近い凍結水和生
体試料の観察が可能となる。

３．研究の方法
従来の XDM 研究では室温で乾燥した生体

試料が扱われていた。本研究では生物学的・
医学的に意義の高い、極低温試料の測定を目
指した技術開発を行う。特に、氷などからの
バックグラウンド散乱の影響がある場合に
も有効な試料像再構成アルゴリズムの検討
などを行う。研究では、手法開発と平行して、
ヒト染色体、細胞核、精子などを生物学・医
学的意義が特に高い生体試料と位置づけ、ヒ
トゲノムＤＮＡ 構造解析を目指す。

４．研究成果
本課題で用いられるＸ線回折顕微法の装

置を用いて、ヒトの分裂期染色体の構造を詳
しく解析した。ＤＮＡはヒストンに巻きつい
てヌクレオソームとなり、このヌクレオソー
ムが 30-nm クロマチン線維に折り畳まれ、さ
らに規則正しい階層構造を取ることで染色
体が構築されると長年考えられてきた。分子
生物学の最も有名な教科書である「細胞の分
子生物学」では、過去 25 年以上にわたって、
この定説が掲載されてきた。また高等学校の
生物 II の教科書にも記載されている。しか
し、大型放射光施設 SPring-8 で得られた実
験データを解析したところ、この定説を覆す
結果が得られた。
まず、SPring-8 の BL45XU においてＸ線小

角散乱（ＳＡＸＳ）測定を行った。その結果
30 nm の周期構造は検出されず、30 nm のク
ロマチン線維が存在しないことが示唆され
た。さらに SPring-8 の BL29XU において超小
角Ｘ線散乱（ＵＳＡＸＳ）測定を行った。実
験の配置図を図１に示す。ＵＳＡＸＳ実験の
結果、図２に示すように、50～1000 nm の範
囲において、周期的な構造は観察されなかっ
た。これらＸ線散乱実験データにより、分裂
期のヒト染色体は、図３に模式図を示すよう
に、ヌクレオソーム線維の不規則な折り畳み
によって構築されていることを発見した。本
研究内容を論文にまとめ投稿し、EMBO
Journal 誌に掲載された。この成果は、EMBO
Journal 誌、日本経済新聞、日経産業新聞、
日刊工業新聞などでも解説記事がとりあげ
られた。



図１ SPring-8 BL29XU における超小角Ｘ線
散乱(USAXS)測定の実験配置の模式図

図２ 分裂期のヒト染色体に対する
Ｘ線散乱実験の結果

図３ 染色体の中では、ヌクレオソーム線維
が不規則に折りたたまれている。
染色体には、コンデンシンやトポイソ
メラーゼ II という蛋白質が軸のよう
に存在する。

さらに、間期の HeLa 細胞の単離核に対す
る散乱実験を SPring-8 において行った。ま
ず BL45XU で行ったＳＡＸＳ測定の結果 30 nm
の構造は検出されず、分裂期染色体と同様に、

図４ 間期のヒト染色体に対する
Ｘ線散乱実験の結果

ヒト間期クロマチンにも 30 nm のクロマチン
線維が存在しないことが示唆された。また
BL29XU で行ったＵＳＡＸＳ測定においても、
図４に示すように、50～1000 nm の範囲にお
いて、間期クロマチンに周期的な構造は観察
されなかった。間期クロマチンの限られた領
域では 30 nm 線維や他の規則的な階層構造が
存在している可能性は否定できないが、ＳＡ
ＸＳやＵＳＡＸＳ測定の結果から、間期クロ
マチンの大部分の構造もヌクレオソーム線
維が不規則に折り畳まれていると考えられ
る。上記の成果を論文にまとめ Nucleus 誌に
掲載された。
また、ヒト精子を研究材料に用いて、ＸＤ

Ｍ測定を行った。精子は、細胞核からなる頭
部、運動のためのＡＴＰを合成するミトコン
ドリアを含む中片部、べん毛の尾部から構成
される。頭部の精子核にはヒトゲノムＤＮＡ
が非常にコンパクトに収納されている。その
構造を調べることは、生物学的にも医学的に
も非常に有意義である。ヒト精子を単離し、
窒化シリコン薄膜に固定し、 SPring-8
BL29XUL でコヒーレント X 線を照射した。測
定は、まず、電子密度が最も高い頭部の精子
核に対して行った。７つの試料に対して、い
ずれも精度の高いコヒーレントＸ線回折パ
ターンを測定することに成功した。図５に測
定したコヒーレントＸ線回折パターンの一
つを示す。

図５ SPring-8 BL29XU において測定した
ヒト精子の頭部からの高精度コヒ
ーレントＸ線回折パターン

凍結水和生体試料では、試料粒子の周りは
氷の層が広がっている。従来のＸ線回折顕微
法のアルゴリズムでは孤立した試料を仮定
するため、凍結水和生体試料には従来のアル
ゴリズムをそのまま適用できない。我々は空
間的に制限された照明を用いることで、擬



似的に試料を孤立させ、ひとつのコヒーレ
ント回折データのみから試料像を再構成す
る新手法を提案した。計算機シミュレーショ
ンの結果、図６に示すような複雑な試料構造
を持つ場合にも、新たに開発した手法の有効
性を示す結果が得られた。上記の成果を論文
にまとめ Optics Exprss 誌に掲載された。
また、試料を時間的に凍結させる試みとし

て、Ｘ線自由電子レーザー施設 SACLA を用い
たコヒーレントＸ線回折顕微法測定を行っ
た。

図６ 空間的に制限された照明を用いる
Ｘ線回折顕微法の新手法の数値
シミュレーション
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