
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２４０１

基盤研究(C)

2014～2012

１分子蛍光観察手法を用いた分化初期化の単一細胞エピジェネティクス

Detection of single cell epigenetic status using single molecule imaging

５０３１８８０４研究者番号：

藤田　英明（Fujita, Hideaki）

独立行政法人理化学研究所・生命システム研究センター・客員研究員

研究期間：

２４５７０１９１

平成 年 月 日現在２７   ５ ２９

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は生細胞内１分子蛍光イメージング手法を用い、エピジェネティカル変化の可
視化を目指すことである。本研究では、核タンパク質動態変化の一分子観察と、ヒストンアセチル化のレポーターの一
分子観察、の二つのアプローチによって達成した。
分子動態の変化に関しては、蛍光タンパク質ダイマーの移動度が、iPS細胞とPartial-iPS細胞で変わることを見出した
。ヒストンアセチル化レポーターに関してはHistacを改変し、一分子観察を行った。トリコスタチンＡ処理によってFR
ET効率が上昇したことから、この改変Histacはエピジェネティカルな変化を捉えることが可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study is to construct a method to report the epigenetical change 
using single molecule imaging. I have achieved this by measuring the diffusion property of fluorescent 
protein within the nucleus, and by using reporter for histone acetylation, Histac.
I found that fluorescent protein dimer change its diffusion dynamics by the differentiation status of the 
cell. Fluorescent protein dimer show higher diffusion in fully reprogramed iPS than in partially 
reprogrammed iPS. Modified Histac capable of single molecule imaging was constructed by replacing Venus 
with photo-activatable GFP. ES cell expressing this modified Histac increased FRET efficiency by 
treatment with trichostatin A, which shows that this modified Histac is capable of reporting the histone 
acetylation status.

研究分野： 生物物理
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１．研究開始当初の背景 
細胞分化は従来、遺伝子発現などのジェネ

ティカルな変化が主な原動力と考えられて
きたが、近年エピジェネティカルな変化も重
要な役割を果たしていることが明らかにさ
れた。他方、分化の初期化は iPS 細胞開発の
経緯から、いかなる遺伝子群が関わっている
のかが明らかにされており、ジェネティカル
な必要十分条件はいわば最初から「既に解が
出た」状態である。その一方、分化の初期化
過程におけるエピジェネティカルな変化に
関しては精力的に研究が行われ、現在 ES 細
胞と iPS細胞における差についてしきりに議
論が行われているところであり、どのような
経路をたどって幹細胞様状態へと変遷して
いるかなどのメカニスティカルな部分に関
しては闇の中である。分化の初期化は様々な
改善がなされているものの、相変わらず時間
がかかり効率が悪く、生細胞イメージングな
どの手法によるメカニズム探求を難しくし
ている。本研究では、エピジェネティカルな
変化をイメージングによって捉え、分化の初
期化メカニズムを調べる。 
 
２．研究の目的 
分化の過程における経時的なエピジェネ

ティカル変化は様々な系で確認されている。
一方、分化の初期化に関しては、実際に初期
化される細胞の割合が非常に少数であるこ
とと、分化の初期化に長時間かかりいつ初期
化されるのかわからないといった問題のた
め、従来の細胞生物学的手法では研究が難し
かった。本研究では生細胞内１分子蛍光イメ
ージング手法を用い、分化の初期化過程にお
けるエピジェネティカル変化の可視化を目
指す。 
 
３．研究の方法 
本研究ではエピジェネティカルな変化を

イメージングによって観察するために二つ
の手法を用いた。 
（１）第一の手法は核内タンパク質の移動

度からクロマチン構造を推測する方法であ
る。一般的に未分化の細胞ではクロマチン構
造がゆるく可動性が大きいことが示されて
いる。つまり、核内において自由に拡散して
いる分子は未分化細胞では動きが早く、分化
している細胞では遅いことが予測される。そ
こで、核内における蛍光タンパク質の動きを
１分子で観察することにより、クロマチン構
造が推測できる。 
（２）第二の手法は理化学研究所にて開発

されたヒストンアセチル化のレポーター
Histac を用いる方法である（引用文献①）。
HRDT のブロモドメイン両端に蛍光体を付与
した FRET プローブは、ヒストンのアセチル
化状態によって FRET 効率を変化させる。ド
ナーに光励起 GFP を、アクセプターに有機色

素を用いることにより核内のヒストンアセ
チル化状態を一分子で観察することが可能
になる。 
 
４．研究成果 
（１）核内タンパク質動態の一分子観察 
クロマチンのパッキング状態変化は細胞核
内のメッシュワークを変化させ、核内分子動
態が分子サイズ依存で変わることが考えら
れる。そこで、蛍光タンパク質 mKate2 に核
内移行シグナルを付与し、その動態が細胞の
分化によって変化するかを調べた。mKate2 単
量体と mKate2 をタンデムに２つ、及び４つ
繋げたコンストラクトを準備し、iPS 細胞分
化状態における動態変化を調べた。未分化の
iPS 細胞（図１青）、及び部分的に初期化され
た iPS 細胞（引用文献②）（Partial-iPS：図
１赤）内においてmKateモノマー、ダイマー、
ヘテロマーの移動度を FRAP によって確認し

た（図１）。 
上図に示す通り、細胞の分化度によって核内
タンパク質動態は変化し、より分化している
ほど移動度が低いことがわかった。この移動
度の差は mKate2 のダイマーで最も大きく表
れることが示された。また、２量体で発行す
る tdTomato と４量体で発光する DsRed は、

 

図１：iPS 分化状態の差による蛍光タン

パク質動態の変化 



分子量は mKate2 をタンデムに２つ、もしく
は４つ繋げたものと大きく変わらないが、そ
のストークス半径は大きく異なる。そこで、
tdTomoato と DsRed をの動きが細胞分化によ
ってどのように変わるかを調べ、mKate2 の結
果と比較した（図２）。すると、tdTomato と
DsRed は mKate2 が２つ、もしくは４つタンデ

ムに繋がっている場合と比べ、移動度は大き
く下がることがわかった。 
次に、これらのプローブ（mKate、mKate x2、

mKate x4、tdTomato、DsRed）の拡散速度を
ES 細胞、iPS 細胞、Partial-iPS 細胞、及び
繊維芽細胞（MEF）の核内にて一分子計測し
た（図３）。DsRed の拡散は他のプローブと比
べて非常に遅く、また、mKate2 x2 はその大
きさと比べると拡散速度が大きいことがわ
かった。また、mKate2 x2 は細胞の分化度に
よって拡散速度を大きく変えることから、核
内のエピジェネティカルな変化を示してい
る可能性が高いことが示された。 
 
（２）Histac を用いたヒストンアセチル化状
態の一分子観察 
エピジェネティカルな変化を一分子蛍光

観察で捉えるため、理研で開発されたヒスト
ンのアセチル化を観測可能なプローブ
Histac（BRDT のブロモドメイン両端にそれぞ
れ CFP と Venus を融合した FRET プローブ）
の Venus を 光 活 性 化 が 可 能 な
photo-activatable-GFP（PAGFP）に、CFP を
SNAP-tag に置き換えたプローブを作成した
（図４上）。このプローブを恒常的に発現す
る HEK293T 細胞を作成し、TMRSTAR（SNAP-tag
に結合する赤色色素）によって染色した。

PAGFP－TMRSTAR 間で FRET が起きていること
を確認するため、PAGFP を活性化させたのち、
TMRSTAR を褪色させたところ GFP の蛍光が増
大することが確認され、作成したプローブ内
で FRET が起きていることが確かめられた。
この改変した Histac がヒストンアセチル化
のプローブとして働いているかどうかを確
認するため、細胞を 1μM のトリコスタチン
Ａ（TSA）にて３時間処理したところ、FRET
効率の上昇が確認されたことから改変
Histac がヒストンアセチル化のレポーター
として使えることが確かめられた（図４下）。 
次に、このプローブが１分子観察可能であ

るかを調べるため、染色した改変 Histac 発
現 HEK293T 細胞を PALM 顕微鏡により観察し
たところ（図５）、4000 以上の輝点が単一核
中に観察された。GFP の蛍光は TMRSTAR によ
る染色によって有意に落ちることから、FRET
が起きているここがわかる。 

次に、ES 細胞分化によるエピジェネティカ
ルな変化を捉えるため、改変 Histac をマウ
ス ES細胞に導入した。TSA処理によって FRET
効率の上昇が見られたことから、開発したプ

 

図２：tdTomato と DsRed、mKate2 の

比較 

 

図３：一分子計測によるプローブの拡散

速度計測 

 

図４：一分子観察用改変 Histac と TSA

処理による FRET 効率の変化 

 

図５：PALM 顕微鏡による改変 Histac

の一分子観察 



ローブは ES 細胞内においてもヒストンアセ
チル化状態を観察可能であることが確認さ
れた。一方、観察される輝点の数は HEK293T
細胞よりも少なく、核あたり~1000 個程度で
あった。ES 細胞の未分化状態を安定させるた
め、培養は LIF に加えて２種類の小分子イン
ヒビター（2i：MEK の阻害剤と GSK3 の阻害
剤）を加えた状態と、分化後の状態として LIF
と 2i を除いた環境下で１週間培養したもの
を用意し、FRET 効率の違いを調べたが有意な
差は見られなかった。これは、プローブの発
現が弱いことや未分化→分化ではヒストン
のアセチル化状態変化がTSA処理と比べて大
きくないことによるものと思われる。 
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