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研究成果の概要（和文）：ゲノムは、ユークロマチンとヘテロクロマチンに分かれる。ユークロマチンは脱凝縮してお
り、ヘテロクロマチンは凝縮していると考えられている。超分解能顕微鏡により分裂酵母の間期核クロマチン構造を解
析した結果、サブテロメア領域のヘテロクロマチンが脱凝縮している一方、高度に凝縮した約50kbの領域が隣接してい
るという、通説とは全く異なるクロマチン構造を見出した。このクロマチン領域の凝縮は、HP1ホモログなど既知のヘ
テロクロマチン形成とは異なる遺伝経路により支配されていた。

研究成果の概要（英文）：Fission yeast has been a classical model organism for gene silencing. However, lit
tle is known about its chromatin structure due to the small size of the genome. Here we used super-resolut
ion fluorescence microscopy to observe condensation levels of interphase chromatin in fission yeast. Unexp
ectedly silent chromatin is less condensed than the rest of euchromatin in fission yeast. Furthermore, the
 subtelomeric silent regions are flanked by highly condensed, but non-silencing chromatin body, which we n
amed as knob. The regions of knob span for about 50 kb devoid of methylated histones. Knob condensation wa
s independent from HP1 homolog swi6. The unusual chromatin structure indicates that gene silencing in fiss
ion yeast is not a direct consequence of chromatin condensation.
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１．研究開始当初の背景 
ゲノムは、機能と構造の異なるドメイ

ンからなり、ユークロマチンとヘテロクロ

マチンに大きく分かれると言われている。

ユークロマチンでは遺伝子発現が行われて

おり、ヘテロクロマチンでは転写が起こら

ないと考えられている。近年、ヒストン修

飾やタンパク質結合部位に関する全ゲノム

のデータが使用可能になり、これまで以上

に詳細かつ機能的にゲノムを区分するクロ

マチンの種類が予想されている。ショウジ

ョウバエやヒト細胞では、機能の異なる 5
種類以上のクロマチンが存在すると考えら

れている。 
一方、100kb におよぶドメインレベル

の広域な遺伝子群の転写調節は、クロマチ

ン高次構造や凝縮率の変化と対応している

と考えられている。マウス細胞などでは、

転写活性のないヘテロクロマチンが凝縮し

ている様子が明確に観察されている。一方、

ユークロマチンを形成するゲノムドメイン

の間にどれほどの凝縮率の差があるのかは

不明である。したがって、近年急速に明ら

かになりつつあるゲノムの一次元的情報と

核内での三次元構造を結びつける手法が急

務である。 
クロマチンの構造は 10-200nm と言わ

れているが、これは光の回折限界よりも微

細なために通常の光学顕微鏡で観察できな

い。そのため電子顕微鏡が使用されてきた

が、固定、乾燥、染色などの問題から、生

理的な条件でのクロマチン構造は未だにほ

とんど理解されていない。 
近年、超分解能の蛍光顕微鏡法が開発

され、研究状況に変化が訪れた。超分解能

蛍光顕微鏡は、様々な手法により約 250nm
の回折限界を回避して、最終的に 20-100nm
の超分解能を実現する。主な手法には、

3DSIM、PALM、STED などがあり、それ
ぞれに長所と短所がある。申請者は、3DSIM
法が 3次元的に分解能が向上することから
核の観察に向いていること、また、多色イ

メージングが可能である点に注目し、

3DSIM を用いて多色で核観察を行うため、

3DSIM の分解能に対応した高精度の色合

わせ技術を開発した。異なるチャネルの画

像は、サンプルの屈折率により多少のずれ

が生じるが、申請者の考案した画像取得法

と計算法を用いれば、観察しているサンプ

ルでの位置ずれを正確に知ることが可能と

なり、高精度な共局在計測を行うことがで

きる。 
申請者は、ゲノムドメインの凝縮率を

計測するためのモデル生物として、分裂酵

母を選択した。分裂酵母の微小な核（直径

約 2µm）が顕微鏡観察に適していることに

加え、高い遺伝子密度（0.5 遺伝子/kb）の
ため、ゲノムのほとんどがユークロマチン

で、ヘテロクロマチンも簡単に見分けられ

るからである。上記の特徴から、ヒストン

修飾などゲノムの一次元的特徴と顕微鏡で

観察できる三次元的構造の対応が容易であ

る。 
 
２．研究の目的 

本研究の具体的目的は、（１）真核生
物の間期細胞核におけるクロマチン繊維の
構造的特徴を明らかする（２）遺伝子発現
の多い領域などと、顕微鏡で見られた繊維
との関連を明らかにすることである。この
二つの観察とその解析により、これまで推
測されてきた遺伝子発現と高次構造制御の
構造的関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）生物試料 
観察に使用した分裂酵母は、Edinburgh 
minimal medium中で 26℃の振盪培養をし
た。観察には、2-5x106cells/mlの密度に達
した細胞を用いた。野生型に 972h-を用い
た。 
（２）固定と抗体染色 
固定液には、4%ホルムアルデヒド、80mM 
HEPES-K、35mM HEPES-Na、2mM EDTA、
0.5mM EGTA、0.5mM spermidine、0.2mM 
spermine、15mM 2-mercaptethanolを混合し
た物を用いた。細胞は１０-２０分間固定し
た後、PEMS溶液（80mM PIPES、1mM EDTA、
1mM MgCl2、1.2M sorbitol、pH 6.8）により
3回洗浄した。各洗浄では、緩やかな撹拌
を 5分間行った。Zymolyase処理（36℃30
分）により細胞壁を消化後、1%TritonX-100
と PEMS混合液により、10分間の細胞膜溶
解を行った。PEMSで 3回洗浄した後、通
常の抗体染色を行った。使用した抗体は、
木村宏（大阪大学）より供与されたモノク
ローナル抗体を使用した。抗体染色の後、
0.2µg/mlの DAPIにより細胞核を染色し、
Glycerolや Prolong Gold（Invitrogen）など
のマウント剤を加えた。観察中に細胞が動
かないように少量（1.5µl）の溶液をカバー
グラスで封入した。 
（３）イメージング方法 
3DSIM、および STORMイメージングには、
OMX顕微鏡（Applied Precision Inc.）を用
いた。使用する油浸オイルの算出のため、
以下の式を用いた。 
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（NA:3DSIMに用いるレーザー光の角度か
ら予想される開口数、n0：レンズの屈折率、
n1:油浸オイルの屈折率、n2:標本の屈折率、
s:対物レンズの動作距離、z:カバーグラス表
面から目的の焦点面への距離） 
式４に従い、固定細胞の 3DSIMには、
1.514-1.516の、ライブ 3DSIMには 1.520の
油浸オイルを用いた。 
（４）画像解析方法 
3DSIMの再構築には SoftWoRX（Applied 
Precision）を用いた。多色画像の位置合わ
せには、カスタムプログラムを作成した。
多色画像をフーリエ変換し、位相だけを取
り出して逆フーリエ変換することにより像
の外形のみを抽出し、この情報を用いて相
互相関関数などを用いて、外形が合致する
最適な位置を計算した。STORMの再構築
には、申請者の作成したソフトウェアを用
いた。 
 
４．研究成果 

3DSIMにより、分裂酵母の間期核のヒ
ストン修飾により定義される様々なゲノム

ドメインの凝縮率を計測した。凝縮率は、

上記の正確な色合わせ技術を用い、DAPI
のシグナル強度との重なりで計測した。図

1Aに結果の一部を示すとおり、クロマチン
構造はクローズドとオープンの二つに分け

られた。クローズドは、意外にも H3K36me3、
H3K9Ac、H3K4me2などのユークロマチン
領域から構成されていた。一方、オープン

は、H3K4me3や RNA polymerase IIなど、
ユークロマチンの中でも現在転写されてい

る領域だった。このことから、ユークロマ

チンは一様にオープンではなく、転写され

ている領域だけが脱凝縮してオープンにな

り、それ以外は比較的凝縮していることが

明らかになった。 
オープンな領域には意外にも、ヘテロクロ

マチンと定義されてきたサイレンシング領

域が含まれていた（図 1A、H3K9me3、
Cnp1-GFP、Taz1-GFP）。DNA濃度の計測と
して DAPI でなく、ヒストンを用いても結
果は同様であった。この生物では、サイレ

ンシング領域は脱凝縮していることが示さ

れた。 
さらに、サブテロメアのサイレンシング領
域は、高度に凝縮した領域が隣接している
ことが分かった（図 1B）。この凝縮クロマ
チン体は記載が無かったため、「ノブ」と名
付けた。ノブは、ほとんどのヒストン修飾
抗体で染色されなかった（図 1C）。ヒスト
ン修飾の少ない領域を、利用可能な全ゲノ
ム ChIP データと見比べたところ、サブテ
ロメア内側の 50kb程度に、これまでユーク
ロマチンと考えられていたが、ヒストン修
飾が少ない領域が存在することが分かった
（図 1D）。lacOアレイを挿入して、この領
域がノブであることを確認した。 

ノブ形成に必要な遺伝子を調査した
ところ、サイレンシングに必須の遺伝子で
ある HP1 ホモログの swi6 や H3K9 のメチ
ル化酵素の clr4などを欠損しても凝縮に変
化がなかった。したがってノブは、既知の
クロマチン凝縮とは全く異なる新規の遺伝
的経路により、間期にクロマチン凝縮を起
こすと考えられる。 
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