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研究成果の概要（和文）： 
 １分子イメージング観察と力計測を用いて、染色体の局所領域に一過的に作られる特殊な構

造と変化を明らかにすることを目的とした。鮮明な細胞内部の１分子イメージング法を用い、

細胞核内外の分子動態・相互作用を、時空間の関数として可視化し、個々の時空間場で直接観

察計測する１分子イメージング定量技術の特性を生かし、細胞内の「その場」計測を推進した。

多色同時１分子イメージングによる核内分子の定量ナノ解析により、局所的局時的なイベント

に基づく細胞システム“場”における分子動態・相互作用の特性が、多次元の定量情報相関で

明らかにできることを示した。生細胞中の分子動態を 10nm オーダー分解能で定量し、機能と

分子ダイナミクスの関係を明らかにする道を拓いた。１分子計測とシミュレーションを用い、

“場”におけるエントロピーの果たす重要性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that clear visualization of single molecules 
in cells enables their molecular quantification. The object of this research is to clarify 
structures and their changes of DNA and protein complexes that are formed transiently 
and locally. We examined fluorescent protein-labeled nuclear proteins, such as 
transcription factors, RNA polymerase II and nucleosome remodeling factors, by 
simultaneous multi-color single-molecule imaging using HILO microscopy. Quantification 
on molecular dynamics and interactions with multi-dimensional analysis and 
10-nm-resolution analysis of the images enabled us to classify states of the proteins and 
interactions. This approach provides a tool to understand yet mystifying mechanism of 
regulation and expression of genetic information.  
    In parallel, we carried out single-molecule force measurement and molecular dynamics 
simulations on the same subjects. Quasi-statical unfolding of single molecules of 
staphylococcal nuclease and double-stranded DNA by constant-rate mechanical stretching. 
The mean energies to disrupt elementary structures were a few times of the thermal 
energy (1~3 kBT), which agrees with their stochastic feature. The results showed that 
entropy is a key property on the “genetic information field”. 
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１．研究開始当初の背景 
 日本を中心として誕生した１分子イメー
ジング研究は、重要な潮流となって発展して
いる。大きな方向性として、生きた細胞での
イメージングと、定量解析へと発展している。 
 徳永は、当初から新しい技術を開発し１分
子研究の分野を開拓してきており、対物レン
ズ型全反射照明を用いた１分子イメージン
グにより、細胞表面の１分子イメージングを
可能にした(Tokunaga et al., BBRC, 1997)。
細胞内部の観察も進んでおり、その中でも薄
層斜光(HILO)照明法は、従来の落射照明法よ
りも S/N 比が 2～8 倍高い高画質な画像をも
たらす (Tokunaga et al., Nat. Methods, 
2008)。バイオイメージングの分野では、数
値情報化が重要な研究動向となっている
(Megason & Fraser, Cell, 2007)。１分子イメ
ージングは、細胞内における動態と相互作用
に関わる諸量を、空間・時間・分子種の関数
として定量することができる(Tokunaga et 
al., Nat. Methods, 2008)。 
 ダイナミックに変化し、特定の時期に特定
の局所領域に限局して起こる遺伝情報「場」
を解明するためには、平均値でなく、個々の
分子・部位を直接に生きた細胞で「その場」
計測できる、１分子イメージングが適してい
る。さらに、細胞内で定量情報が計測できる
という点も、本研究領域に適している。本研
究は、１分子研究を、生命科学における新た
な領域を開拓し発展させる事ができる。 
 
２．研究の目的 
 １分子イメージング観察・計測・定量法を、
染色体の局所領域に一過的に作られる特殊
な構造と変化を明らかにするために最適化
する。開発した技術を駆使し、細胞核内外の
物流や構造を、時空間の関数として「その場」
計測する。蛋白質の 1 分子イメージング計測
技術に、先駆的な貢献をしてきており、鮮明
な細胞内部の１分子イメージングを実現で
きる顕微鏡法を開発済みであったが、さらに
当目的のために開発改良する。染色体は、非
常に多くの蛋白質と複合体を形成し、高度に
高次な構造体として機能している。しかも、
その構造は、転写・複製・修復・組換えなど
の生命現象において一定不変でなくダイナ
ミックに変化する。DNA の全領域で一斉・
一律に起こるのではなく、機能に応じ、特定
の時期に特定の局所領域に限局して段階的
に起こる。その複雑さと、適切な「その場」
計測技術がないため、その実態は未解明の点
が多い。個々の時空間場で直接観察計測でき

るという１分子イメージング定量技術の特
性を生かし、細胞内での「その場」計測を推
進することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）顕微鏡イメージングシステム・定量解
析システムの構築 
 多色同時蛍光１分子イメージング観察と
定量法を最適化した仕様の顕微鏡を、既に構
築済みのものを改良するとともに、新規技術
開発を行った。 
（２）生細胞多色同時１分子イメージング 
 異なる色の蛍光タンパク質もしくは蛍光
色素で標識したタンパク質分子と、それらを
細胞内で発現もしくは取り込んだ細胞を調
整し、(1)で開発した１分子顕微鏡で生細胞観
察を行った。 
（３）核内分子の定量ナノ解析による「その
場」計測 
 細胞内部での高 S/N 比の画像を生かし、生
きた細胞内部における分子数・濃度・相互作
用時間・解離定数・拡散係数・物理的動態特
性といった、分子動態と分子間相互作用に関
わる諸量を上記多色同時１分子イメージン
グ画像の解析から求め(Tokunaga, et al., 
Nature Methods, 2008)、時間・空間・多種
分子(多色)の関数として定量する研究を進め
た。 
 
４．研究成果 
（１）顕微鏡イメージングシステム・定量解
析システムの構築 
 まず光学系の収差の極小化を行い、細胞内
部特に核内の１分子画像が理論点像に近づ
くよう結像系全般を見直し、光学系を最適化
した。機械的ドリフトを最小限にする焦準機
構の導入改良を行った。４色までの多色蛍光
を同時に観察できる１分子顕微鏡において、
生きた試料の臨機の変化に随時に対応でき
る PC 制御システム、多色同期画像取得 PC
システムを構築改良した。細胞内部での高
S/N 比の画像を生かし、細胞内部における分
子数・濃度・相互作用時間・解離定数・拡散
係数・物理的動態特性といったパラメータを、
多種分子・時間・空間の関数として求めるた
めの画像定量解析ソフトシステムを開発改
良した。その結果、性能の格段の向上ととも
に、より高画質化による定量解析の質的向上
をもたらした。 
（２）生細胞多色同時１分子イメージング 
 RNA PolymeraseII（大阪大学・木村宏博
士との領域内共同研究）、NFkB 等の転写因



子 と そ の 相 互 作 用 分 子 や 制 御 分 子 、
actin-related proteins 等のクロマチンリモ
デリング因子やスプライシング関連タンパ
ク質（東北大学・原田昌彦博士との領域内共
同研究）、メチル化・アセチル化等修飾ヒス
トン（大阪大学・木村宏博士との領域内共同
研究）、PML body タンパク質・核膜タンパ
ク質・ヘテロクロマチンタンパク質等の核構
造および構造制御分子（熊本大学・斉藤典子
博士、大阪大学・平岡泰博士、情報通信機構・
原口徳子博士との領域内共同研究）に焦点を
あて、複数色同時１分子イメージングを生き
た細胞で展開した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）核内分子の定量ナノ解析による「その
場」計測 
 分子動態と分子間相互作用に関わる定量
解析結果は、細胞を分子システムとしてシミ
ュレーションする上で、従来得られることが
困難であったものである。免疫細胞における
シグナル伝達活性化の定量解析から、約 50
分子の微小集合体がシグナル伝達を引き起
こすこと、従来のシグナル伝達の描像とは異
なり、情報の“質”を維持しながら核へとシ
グナルが伝達されることが明らかとなった。 
 1 分子画像から軌跡を追跡し、分子動態の
複数種パラメータを定量化した（図２）。こ
れら複数種定量結果から、転写に関わる分子
群やクロマチンリモデリング因子の時空間
的な分子動態や分子種の違いが明らかとな
り、動態・相互作用の分類が可能となり、“場”
の特性と分子機能との関連が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、多色蛍光同時１分子イメージング解

析の新たな展開として、10 nm 分解能での分
子間・分子内動態と相互作用の定量解析法開
拓を行った。異なる色の画像間距離計測は、
２点識別分解能の光学限界である 0.61×開
口数／波長 の制約を受けない。各色の輝点
重心位置を計測し、その間の距離を時空間の
関数として求めた。この超解像定量解析法は、
転写“場”における、分子動態と分子機能の
関係を明らかにすることができた。 
 
（４）細胞システム“場”におけるエントロ
ピーの重要性 
 独自開発の分子間力顕微鏡により、タンパ
ク質 N-,C-両末端を準正的に引っ張り unfold
させる１分子計測と、分子動力学 simulation
を行った。１分子計測と MD シミュレーショ
ンが良い一致を示した。１分子の構造形成に
関わる過程は、非常にダイナミックで確率的
であり（図３）、力の大きさが引っ張る速度
の log に比例していることを見出した。これ
は、エントロピー＝log（状態数）から、相互
作用できる“状態”の数・頻度、即ちエント
ロピーが、“場”の機能に重要な役割を果た
していることを示している。(Fukagawa, et 
al., BIOPHYSICS, 2009)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 同様に、DNA２重らせんの塩基対を引き離
してゆくunzippingの１分子計測と分子動力
学 simulation を行い解析した。分子動力学
simulation 結果から、エントロピーを求めた。 
力学的エネルギー地形とエントロピー地形
を比較し、DNA unzipping からエントロピー
とエネルギーが二重らせん構造形成に同程
度の寄与をしていることを見出した。 
 以上の結果は、中程度の強さの非常に多数
の相互作用の集積が関与して“場”を形成し
ていることに起因しており、相互作用の探索
空間（状態数）の制御すなわちエントロピー
の制御が、“場”の特性に大きな鍵を握って
いることを示している。 
 
５．主な発表論文等 
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図１. アセチル化
修飾ヒストン（赤）
と RNA polymer-
ase II（緑）の生細
胞多色同時１分子
イメージング、１
秒平均像（木村宏
博士との共同研
究）。転写ファクト
リーの存在を示
唆。バー、5μm。

図２.転写因子 Sp1
の１分子画像と自
動軌跡追跡（木村宏
博士、原田昌彦博士
との共同研究）。軌
跡から拡散速度・最
大移動距離・相互作
用（滞在）時間・軌
跡曲線形状といっ
た、分子定量情報を
解析。バー、5μm。

図３.  
１分子計
測 と MD
シミュレ
ーション
による分
子構造の
動的特性
解明 
（BIO- 
PHYSICS
, 2009） 
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