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研究成果の概要（和文）：クロマチン動作原理解明を目的として、新しい技術開発により「動的クロマチン構造
と機能」研究を展開した。高解像度の多色同時観察が特長の生細胞多色蛍光１分子イメージング超解像顕微鏡を
構築した。移動部分軌跡解析法など、超解像ナノ解析・分子動態と相互作用定量化法を開拓した。高精度分子動
態解析のために、動態を保持したままガラス表面に分子を導入する試料作成方法を開発した。領域内共同研究に
より、ヌクレオソームとRNAポリメラーゼ、ヒストンバリアントによる違い、転写制御タンパク質、クロマチン
リモデリングINO80複合体、核小体液相構造に関し、生細胞動態の分子動態・局在・相互作用を解析し、新しい
描像を得た。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of understanding the molecular mechanism of chromatin 
functions, we have developed integrated microscopy with improved resolution in multi-color 
single-molecule super-resolution microscopy by optimizing illumination and stabilization of optics. 
We have also developed a new method, moving subtrajectory analysis using single-molecule tracking, 
which provides us spatiotemporal to quantification of not only dynamics but also the kinetics of 
interactions using single-color images. Combined use of this with multi-color simultaneous imaging 
and super-resolution microscopy, enables integrated analysis of different kinds of molecules with a 
spatiotemporal resolution and in relation to cellular activity. Using these techniques, we carried 
out imaging analysis of molecular dynamics and interactions of nucleosomes, RNA polymerase II, 
histone variants, transcription regulatory proteins, the INO80 chromatin remodeling complex, and the
 multilayer structure of the nucleosome.

研究分野： 生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 光学顕微鏡の分野では、日本が先駆けて開
拓した１分子研究が、生きた細胞の動態可視
化・定量解析という新たな発展を遂げている。
さらに、超解像顕微鏡法という新たな世界的
潮流が起こっており、光学限界（光の波長の
約半分）を超えた分解能で可視化できる。
SIM (Structured Illumination 
Microscopy)・ PALM/STORM (STochastic 
Optical Reconstruction Microscopy)法や、
STED (STimulated Emission Depletion) 法
の超解像顕微鏡法が用いられ始めている。空
間分解能は、xy 方向に 30～60 nm、z 方向に
約 140 nm～600 nm と光学限界を大きく超
えている。大きな可能性を秘めた超解像イメ
ージングは、いずれの方法も欧米で開発され
たものであり、日本発の技術は無い。 
 一方、これらの方法には原理的に多色化・
リアルタイム性に難があり、超解像に関する
新しい技術開発も待たれている。申請者は、
当初から新規技術開発により１分子研究の
分野を開拓してきた。細胞表面では対物レン
ズ型全反射照明法１分子イメージング 
(Tokunaga et al., BBRC, 1997; Kitamura, 
et al., Nature, 1999)、細胞内部には薄層斜光
(HILO)照明法を開発し、従来法より S/N 比
が 2～8 倍高い画質を実現した(Tokunaga et 
al., Nat Methods, 2008)。これを基に、１分
子イメージング定量解析とナノ計測を展開
発展させている。 
 
２．研究の目的 
 広範な生命機能の基盤として、DNA 生物
学の大きな命題となっている、動的クロマチ
ン構造の実体を解くことを目的とする。その
ために、クロマチンの構造変化と分子間相互
作用を、直接可視化し計測する。１分子超解
像解析法の開拓を行い、新学術研究領域内に
おける共同研究を展開して「動的クロマチン
構造と機能」の解明を計る。 
 光学顕微鏡のトピックとなっている超解
像イメージングでは、30～60 nm の高精度が
得られる。しかし、生細胞イメージングに用
いると、数十ナノメートル解像を得るために
時間分解能を犠牲にしており、リアルタイム
性に難点がある。そこで、超解像法と生細胞
イメージングの両方の利点を生かし、動的ク
ロマチン構造の研究に適した新しい技術を
開発する。高解像度と多色同時観察とを実現
する生細胞多色蛍光１分子イメージング超
解像顕微鏡を構築する。また、超解像ナノ解
析法、分子動態と相互作用の定量化法を開拓
する。これにより、クロマチン構造の細胞レ
ベル in vivo 分子動態・要素間相互作用・核
内配置のダイナミズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 生細胞多色１分子イメージング超解像顕
微鏡の構築。細胞表面では対物レンズ型全反
射照明法１分子イメージング (Tokunaga et 

al., BBRC, 1997; Kitamura, et al., Nature, 
1999)、細胞内部には薄層斜光(HILO)照明法
(Tokunaga et al., Nat Methods, 2008)を基に、
生細胞対応の多色同時蛍光１分子観察を可
能にし、超解像顕微鏡法を融合する。(2)多色
超解像ナノ解析法の開発と定量化法の開発。
クロマチン構造変化と分子間相互作用を直
接可視化・定量するために、多色同時１分子
蛍光イメージングを用いた超解像ナノ解析
法と１分子軌跡追跡法とを融合し、新しい解
析法を開発する。これらの顕微鏡と解析法を
用い、以下を行う。(3) ヌクレオソームと
RNAポリメラーゼの生細胞動態と相互作用。
(4)ヒストンバリアントの生細胞動態におけ
る違いと機能の関係。(5) 核小体の多層構造
における液相特性。(6)転写制御タンパク質の
生細胞動態。(7)クロマチンリモデリング複合
体サブユニットの生細胞動態。(8)高精度超解
像解析のための試料作成方法の開発。以上を、
新学術研究領域内外との共同研究により推
進する。 
 
４．研究成果 
(1) 生細胞多色１分子イメージング超解像顕
微鏡の構築。多色同時観察・高解像度高画質
結像系・10 ミリ秒以上の時間分解能を有する
仕様として、１分子イメージング顕微鏡を構
築した。細胞核内でも細胞表面と同等の高画
質性能を有している。動的クロマチン研究の
ため、１分子顕微鏡法・PALM/STORM 超解
像法・生細胞多色同時イメージングの融合、
高解像度化、操作性向上を行った。 
 生細胞観察用に 10 nm 以上の高解像度と
多色同時観察ができるのを特長とする。また、
空間的高精度の PALM/STORM 超解像観察
と、動的特性を追える 1分子イメージング（図
１）とを同時観察できるのも特長である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、4 色まで対応できる多色顕微鏡の
特長を生かし、超解像や１分子イメージング
とは別の色の蛍光標識を、領域マーカーとし
て用いる。これにより、20～30 nm 精度の分
子局在、分子動態、分子間相互作用と、対象
とする領域との関係を直接計測できる。これ

図１. 生細胞核内ヌクレオソームの１分子イ
メージングと軌跡追跡。（左）蛍光標識ヒスト
ンH3.1を定常発現したHeLa細胞の蛍光１分
子画像。輝点１個１個が１分子。バー：5 μm。
（右）1 つの細胞核内で得られた軌跡の例。ス
テップ間隔 33 ms で、21 ステップの軌跡９
つを示す。バー：200 nm。 



は、本研究の大きな独自性と特長であり、従
来にない知見を創出してゆくことができる。 
 
(2) 多色超解像ナノ解析法の開発と定量化法
の開発。同時多色イメージング画像から、
PALM/STORM 超解像分子局在解析と、1 分
子イメージング軌跡追跡解析とを行う統合
的・相関的な定量解析法を構築した。 
 新しい定量解析方法として、１分子軌跡追
跡を用いた移動部分軌跡解析（moving 
subtrajectory analysis）法を開発した(Ito et 
al., Sci Rep, 2017)。１分子イメージング動画
中の分子１個１個の位置を正確に求め、時間
とともに動いてゆく様子を、軌跡として追跡
する（図２）。 
 従来の解析方法では、１つの軌跡の全ての
点を一度に使うので、１つの軌跡から１個の
データしかとれなかった。また、途中で動き
方が変化するために正確な数値が求められ
なかった。今回開発した移動部分軌跡解析法
では、軌跡の一部（部分軌跡、subtrajectory、
図２の例では 11 点）のみを使って動きに関
する数値（拡散係数など）を求め、さらに、
部分軌跡を 1点ずつずらしながら解析を繰り
返す。これにより正確にかつ多くのデータが
得られる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、多色画像において、１分子画像と
は異なる蛍光色の画像から領域マーカー画
像を得て、図２C のように領域内・境界・外
に分類して解析する。これにより、移動部分
軌跡解析法では、拡散係数、動きの種類（単
純拡散・閉じ込められた拡散・方向性ある拡
散の 3 種類）と、そのパラメーター（閉じ込
めの大きさ・方向性運動の速度）を、時間・
場所（空間）の関数として求められる。また、
拡散係数の大小から相互作用 ON/OFF 状態
を識別し、両状態間の遷移速度から結合解離
速度係数を求めることができる。 

 この新しい解析方法により、分子の動きが、
時間や場所によりどのように変化してゆく
かを、数値情報として追うことが始めて可能
となった。そればかりでなく、分子が他の分
子と結合する速さと解離する速さ、即ち分子
間相互作用の速度定数とを１分子の動きの
みから求めることを初めて実現した。 
 
(3) ヌクレオソームと RNA ポリメラーゼの
生細胞動態と相互作用（東大・胡桃坂研、東
工大・木村研との領域内共同研究）。 
 ヒストンH3.1のPALM法による観察によ
り、ヌクレオソームの超解像画像を得た（図
３）。クラスター状の分布が見られ、そのク
ラスターの粗密も場所により異なっている
ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、超解像観察と同時に、１分子イメー
ジングし分子動態を解析した。１分子軌跡追
跡から、１箇所近傍でゆらぐ動きと、拡散的
な動きの２種類がみられ、その間を１分子内
で速く遷移しているとの、生細胞内ヌクレオ
ソームの新たな動的描像を得た。 
 
(4) ヒストンバリアントの生細胞動態におけ
る違いと機能の関係（胡桃坂研、木村研、九
大・大川研との領域内共同研究）。 
 ヒストンバリアント H3.1、H3.3、H2A.Z1
他を蛍光標識し、同時に RNA polymerase II
を他の色で蛍光標識し、生細胞で２色同時超
解像１分子イメージングを行った。軌跡超解
像解析から、多くのバリアントで上記(3)の２
状態が見られた。超解像局在は、それぞれに
分布の違いが見られた。核内における超解像
局在と１分子動態の、バリアントによる違い
は、機能との関係を示している。 
 
(5) 核小体の多層構造における液相特性（癌
研・斉藤研との領域内共同研究）。 
 多層の液相からなる核小体内各相におけ
る１分子動態の違いを、１分子イメージング
法と FRAP 法とにより解析した。中間層
(DFC)と最外層(GC)に局在するタンパク質
分子を蛍光標識し、まず FRAP 法で秒以上の
時間オーダーにおける動態を解析した。次に、

図 ２ . 移 動 部 分 軌 跡 解 析 （ moving
subtrajectory analysis）法では、動態に加え
結合解離速度定数も時間・場所の関数として
定量計測できる。(A)１分子イメージング画像
から、個々の分子の軌跡追跡を行う。(B)１分
子 軌 跡 中 の 一 定 長 さ の 部 分 軌 跡
(subtrajectory)に関し動態解析を行う。部分軌
跡を全軌跡中で移動させて解析することによ
り、経時変化を追う。(C)２値化した領域マー
カー画像を用いて部分軌跡を領域の内・境
界・外に分類する。各領域に移動する時間的
な頻度、即ち状態間の遷移速度から結合解離
速度定数を求めることができる。 

図３. 生細胞におけるヌクレオソームの１分
子超解像イメーイング。（左）蛍光標識ヒスト
ンH3.1を定常発現したHeLa細胞の超解像イ
メージング。バー：5 μm。（右）拡大図。生
細胞で、超解像による高精度(20～30 nm)分子
局在と、同時に他色を使って図１と同様の１
分子イメージング軌跡追跡解析による１分子
動態とを、同時に観察し定量できるのが本研
究の大きな特長である。 

5 μm



１分子イメージングし、１分子軌跡追跡から
拡散係数を求めた。これは数十ミリ秒～数秒
以下の時間オーダーの動態定量情報を与え
る。FRAP法、１分子イメージング法ともに、
１分子動態が明確に異なっていた。中間層で
は、動きが遅く、動く範囲も狭かった。一方、
最外層では、動きがより速く、動く範囲も広
かった。さらに、リボソームを構成するサブ
ユニットの一つを shRNA ノックダウンさせ
た細胞で同様のことを行ったところ、最外層
での動きが遅くなった。 
 これらのことは、液相状態により明確に分
子動態が異なること、核小体においては、リ
ボソームが形成される外側では、リボソーム
間の分子相互作用が弱くなり、動き易くなる
ことを意味している。 
 
(6)転写制御タンパク質の生細胞動態（東工
大・山口研、横浜市大・高橋研との共同研究）。 
 転写開始複合体の構成因子として転写制
御および伸長制御を行うメディエーター複
合体のサブユニット Med26 と、そのドメイ
ン欠失変異体、転写伸長制御因子である
NELF と DSIF に関し、１分子イメージング
超解像顕微鏡と FRAP 法により、分子動態・
局在と転写制御機能の関係を明らかにした。 
 MED26 の C 末側領域は、N 末端ドメイ
ンよりも強く核内で他の分子と相互作用し
動きが遅くなった。MED26 の中央領域では、
核内の他の分子との相互作用は見られなか
った。これらは、MED26 の C 末側領域は
メディエーター複合体を介して Pol II と結
合し、MED26 の  N 末端ドメインには
pausing 状態で基本転写因子 TFIID が結
合しており、TFIID が脱離すると二つの異な
る転写伸長因子複合体 SEC または LEC が
結合し転写が再開されるという機能とよく
一致しており、機能と動態との関係を定量的
に示すことができた。 
 転写伸長制御因子に関して、NELF は
DSIF に比べ、結合・解離ともに速く、DSIF
が核内構造体と長時間結合していることを
示した。DSIF の平均結合時間から、転写伸
長中に DSIF の交換が行われていることを示
唆された。さらに、阻害剤や変異体を用いた
研究から、NELF と DSIF の結合・解離速度
が、転写伸長活性と相関していることが明か
となった。 
 
(7)クロマチンリモデリング複合体サブユニ
ットの生細胞動態（東北大・原田研、木村研
との領域内共同研究）。 
 リモデリング INO80 複合体構成分子であ
る、アクチン関連タンパク質 Arp4・Arp5・
Arp8、アクチン、Ino80 タンパク質を GFP
標識し定常発現した生細胞にて、１分子イメ
ージング法と、FRAP 法により、分子動態を
解析した。さらに、ATP 活性欠損の変異タン
パク質により ATP活性による効果も調べた。 
 数十ミリ秒～数秒以下の時間オーダーの
動態定量情報を与える１分子軌跡追跡定量

解析と、数秒以上の時間オーダーの動態定量
情報を与える FRAP 解析と合わせることに
より、生細胞内のクロマチンリモデリング
INO80 複合体の動態を定量化した。構成分子
による違い、ATP 作用機序と構成分子の役割
に関し INO80 複合体の新しい描像を得た。 
 
(8)高精度超解像解析のための試料作成方法
の開発。 
 10 nm 超の高精度で分子動態の超解像解
析を行うために、細胞表面分子の本来の動態
を維持したまま、分子や細胞を基板上に保持
する系を開発した。ガラス表面上に構築した
脂質二重膜は、流動性があり、ビオチン化脂
質を使って生体分子の結合も可能であるの
で、この目的に適している。しかし従来法で
は、煩雑なガラス表面洗浄処理や専用装置が
必要であるため、試料調整調製に困難が伴い
利用が限られていた。 
 本研究では、脂質二重膜をガラス基板上に、
均一な膜を再現性高く、簡便に作製する方法
を開発した。生細胞イメージング、１分子解
析、in vitro 表面分子分析など、広汎な利用
を可能にした（Ito et al., Anal Sci, 2014. 
Selected as Hot Article Award）。 
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