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研究成果の概要（和文）：本研究は、生細胞１分子イメージング観察と定量解析により、転写サイクルの動態観
察と転写に関わるタンパク質群の個々の振る舞いや相互作用を、時空間の関数として高精細に定量することを目
的とした。独自に開発した薄層斜光照明法を基に、１分子蛍光顕微鏡システムの最適化を行い、転写サイクルの
複雑な時空間制御の解明を進めた。薄層斜光照明法を用いた超解像イメージングにより、転写関連タンパク質に
ついて高精細な空間分布解析を行った。１分子軌跡追跡による時空間動態と結合解離の定量解析法を開発し、転
写因子の結合解離や、リモデリング複合体構成タンパク質の核内構造との相互作用ダイナミクスの解析を進め
た。

研究成果の概要（英文）：Transcription cycle consists of various protein factors, which interact in 
different ways depending on their stage in the cycle. Single-molecule approaches provide 
quantitative and high-resolution analysis, through capturing heterogeneous behavior of the protein 
factors. 
By installing a single-molecule fluorescence microscope based on our original HILO illumination 
method, we analyzed the interaction of transcription factors and molecular dynamics of chromatin 
remodeling complex. Super-resolution imaging with HILO microscopy realized high-resolution analysis 
in the spatial distribution of transcription-related proteins. We further developed an 
image-analyzing method using single-molecule tracking approach. Combining this technique with 
three-color simultaneous single-molecule imaging, we quantified the dynamics and kinetics of 
molecules. This approach facilitates the spatiotemporal quantification of the dynamics and kinetics 
of interactions of protein factors in transcription cycle.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
これまでのイメージングによる転写機構研
究では、FRAP による RNA ポリメラーゼの
動態解析、新生 RNA のラベルによる転写の
量的解析などにより１細胞レベルでの知見
が得られてきている。しかし転写はダイナミ
ックに変化するタンパク質複合体により、時
空間的に制御されると考えられる。その解明
には、平均値でなく、個々の分子・部位を直
接生きた細胞で計測する１分子観察・定量解
析法が適している。我々が新規開発した蛍光
照明法（HILO: 薄層斜光照明法）により、
生細胞核内での１分子観察が可能になった
（引用文献 1）。１分子観察・定量解析により
滞在時間、拡散係数、結合数などの算出を通
して核内タンパク質因子の挙動を明らかに
してきた。近年、アメリカ、ドイツ、フラン
スでも転写の１分子アプローチに注目が集
まっており、１分子観察による転写機構研究
の発展が見込まれていた。我が国においても、
生化学、構造解析、ゲノム情報、計算科学を
含めた総合的アプローチにより強力に転写
機構研究を進めることが必要であった。 
 
＜引用文献＞ 
(1) Tokunaga M, Imamoto N, Sakata-Sogawa, 
K. Highly inclined thin illumination 
enables clear single-molecule imaging in 
cells. Nat Methods. 5, (2) 159-161 (2008) 
 
２．研究の目的 
１分子イメージング観察と定量解析を、転写
サイクルの動態観察のために最適化する。開
発した技術を駆使し、転写に関わるタンパク
質群の個々の振る舞いや相互作用を、時空間
の関数として高精細計量する。転写反応では
RNA ポリメラーゼ、転写因子群の多くのタ
ンパク質が複合体を形成し機能している。複
合体は一定不変でなく、細胞刺激応答により
ダイナミックに変化している。しかも、特定
の時期に DNA の特定の場所に限定し段階的
に起きる。複雑な時空間制御を適切に計測す
る方法が無いために未解明の点が多い。個々
のタンパク質を直接観察計測できる１分子
イメージング定量技術の特性を生かし、核内
での転写サイクルの時空間制御解明に迫る
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 転写サイクル解析のために、独自開発技
術である薄層斜光照明法による１分子イメ
ージング顕微鏡システムを最適化し使用し
た。さらにこのシステムを超解像イメージン
グに適用し、高精細な空間分布解析を行った。 
 
(2) 複数のタンパク質因子を同時に１分子
イメージング解析するための、複数種タンパ
ク質同時発現細胞系の構築法を開発した。こ
の構築方法の特色は、細胞のゲノムに１コピ
ーだけ発現させることと、プロモータ選択に

より、１分子レベルでタンパク質発現が可能
なことである。従来の一過性発現で問題にな
った過剰発現タンパク質による影響を避け
ることが可能という利点もある。さらに、蛍
光タンパク質を発現させるだけでなく、抗体
による蛍光標識法を組み合わせることによ
り複数色のリアルタイム１分子同時観察を
進めることができた。 
 
(3)１分子顕微鏡で得られた画像データの解
析方法を開発した。輝度中心位置から、ナノ
メートルの高精細で分子位置決定し、その軌
跡を追跡した。複数種蛍光タンパク質の画像
解析により、タンパク質分子間の相互作用に
ついて空間動態と結合解離の定量解析を進
めた。 
 
４．研究成果 
(1) 転写開始におけるヌクレオソームリモ
デンリングの役割解明のために、INO80 複合
体構成タンパク質について、１分子イメージ
ング解析と FRAP（光褪色後蛍光回復法）を組
み合わせた解析を進めた。領域内の原田昌彦
および連携研究者の木村宏との共同研究に
より、構成タンパク質である Ino80, Arp4, 
Arp8 の解析を進めた。HeLa 細胞で定常発現
させた蛍光ラベル Ino80について、輝度中心
位置から、ナノメートルの高精細で分子位置
決定し、その軌跡を追跡した。核内の Ino80
分子は、核内を広く動く分子、ほとんど動か
ない分子や、両状態を遷移する分子が見られ
た（図１）。１分子動態の高精細な軌跡追跡
法を開発することにより、細胞内 ATPが複合
体への結合解離に重要な役割を果たしてい
ることを明らかにした（伊藤、光塾、2016）。
また、原田昌彦らとの共同研究により、構成
タンパク質である核内アクチンの可視化を
進め、核内アクチンが OCT4 などの転写因子
の発現を活性化することを明らかにした
（Biosci. Biotechnol. Biochem. 79, 242- 
246, 2014）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．Ino80の軌跡追跡 
 



(2) 細胞の活性化に伴う転写因子の細胞質
から核への移行を解析する目的で、核膜孔複
合体の 3色同時１分子イメージングの観察系
を確立した。核膜孔複合体構成タンパク質を
位置マーカーとして、核膜通過時のタンパク
質の定量解析が可能になった。また、分裂酵
母の核膜孔複合体構成タンパク質の蛍光１
分子定量解析により、発芽酵母やヒトと異な
る特徴的な組成を示すことが分かった
（Nucleus 5, 1-14, 2014）。 

 
(3) RNAポリメラーゼ IIの最大サブユニット
C 末端（CTD）の繰返し配列（YSPTSPS）中に
あるセリンのリン酸化状態は、転写開始点結
合時（非リン酸化状態）、転写開始時（5 番目
のセリンリン酸化）、転写伸長時（2番目のセ
リンリン酸化）で変化する。木村宏らとの共
同研究により、リン酸化セリンに対する蛍光
抗体フラグメントを用いて、転写開始型と転
写伸長型に対する結合タンパク質の推移を
解析した。ホルモン添加時に、ホルモン誘導
性遺伝子の繰返し配列（遺伝子アレイ）にお
ける遺伝子活性化を可視化した。この方法に
より、ヒストン H3 アセチル化が転写因子の
DNA への結合と転写伸長反応の両方に働くこ
とを明らかにした（図２）。（Nature 516, 
272-275, 2014）。 

 

図２．ホルモン添加による遺伝子活性化 
 
(4) 核内転写関連タンパク質の動態は、細胞
外からの刺激に応答し変化しているために、
細胞表面での刺激受容体分子の動態解析も
重要な情報である。特に免疫細胞などの浮遊
細胞では、細胞表面分子の本来の動きを維持
しながら細胞を観察用のディッシュに保持
することが求められる。このために、ガラス
支持脂質二重膜を簡便に構築する方法を確
立した(Anal.Sci.30, 1103-1106, 2014)。こ
の方法により、細胞表面から核内へのシグナ
ル伝達を含めて、核内転写関連タンパク質の
刺激応答の詳細な解析が可能になった。 

 
(5) 転写伸長因子 NELFと DSIFは、転写の開
始から伸長を経て終結にいたるまで、RNA ポ
リメラーゼ IICTDのセリンリン酸化に関連し
て、相互作用のタイミングが異なると考えら
れている。領域内の山口雄輝らとの共同研究
により、リン酸化阻害剤および DSIF の各種
ドメイン欠失変異体を用いた１分子イメー
ジングおよび FRAP 解析により、転写伸長因
子のダイナミクス解明を進めた（伊藤、池田、
生物物理学会、2015）。さらにリン酸化阻害
剤存在下での FRAP 解析を行い、リン酸化部
位による相互作用安定性の違いを明らかに
した。（國見、生物物理学会、2016） 
 
(6) 核小体は核内に存在する最も大きな構
造体であるが、生体膜に囲まれずに構造を維
持しているという特徴を持ち、タンパク質お
よび RNA を含んでいる。また、核小体は RNA
結合タンパク質と結合していることが知ら
れている。核小体ではリボソーム合成を行う
という重要な役割があるにもかかわらず、膜
がない状態でそのような構造を取るメカニ
ズムは未だにわかっていない。連携研究者の
斉藤典子との共同研究により、RNA 結合タン
パク質ノックダウン条件下での核小体構成
タンパク質の動態を解析し、核小体構造維持
への関与を明らかにした。（松本、生物物理
学会、2016） 
 
(7) 転写因子 IPAS は、低酸素状態で HIF 依
存的に抑制性の転写因子として機能する一
方、酸化ストレスに対応して、ミトコンドリ
アのアポトーシスを誘導するという 2つの機
能を有する。東北大の十川和博との共同研究
により、IPAS とミトコンドリア局在マーカー
の 2 色同時１分子イメージング解析を行い、
IPAS の細胞内局在を詳細に解析することに
より、IPASが核内構造およびミトコンドリア
膜タンパク質と相互作用していることを明
らかにした。さらに核内因子 HIF-1α および
ミトコンドリア局在の IPAS 結合タンパク質
Bcl-XL共発現下での FLIM-FRET の結果と合わ
せて、これらのタンパク質の結合により、
IPAS の構造変化が引き起こされることを明
らかにした。（ J.Biochem. 161, 291-296, 
2017） 
 
(8) 炎症反応は、病原体侵入に対抗する生体
防御反応として重要な免疫応答である。一方
で、過剰な炎症反応は、自己免疫疾患やアレ
ルギー疾患の原因となるため、活性化と同時
に抑制が不可欠となる。そのための機構の一
つとして、炎症反応抑制タンパク質 PDLIM2
が核内において炎症性転写因子である NF-κ
B をポリユビキチン化し、核内プロテアソー
ムで分解する機構が明らかになったが、
PDLIM2 の活性制御の分子メカニズムはまだ
不明である。2 色同時１分子イメージング解
析により、PDLIM2の LIMドメインが核内での



分解に寄与していることを明らかにした（伊
藤、瀧本、アメリカ生物物理学会、2014）。
さらに、炎症抑制因子 MKRN2を発見し、PDLIM2
と協同的に NF-κB のユビキチン化と分解に
作用することを明らかにした。（Sci Rep. 7, 
46097, 2017） 
 
(9) 転写反応を始め、多くの細胞内反応にお
いて、タンパク質複合体が形成されしかも細
胞刺激応答によりダイナミックに変化して
いる。タンパク質因子が複合体に結合・解離
する様子は、１分子イメージングで可視化す
ることが可能である。一方で、イメージング
データから個々のタンパク質因子がどのよ
うに複合体と相互作用しているかを解析す
る方法が求められている。この解析のモデル
系として、免疫細胞活性化初期過程に重要な
役割を果たしている T細胞受容体マイクロク
ラスターを用い、１分子軌跡追跡による時空
間動態と結合解離を定量する解析法を開発
した。３種類の TCR シグナルタンパク質因子
による 3 色同時１分子観察を行い、マイクロ
クラスター内外での各タンパク質因子の結
合解離を解析したところ、マイクロクラスタ
ー内外でのタンパク質因子の動態の詳細な
定量データを得ることができた。（論文投稿
中）。この方法により、核内での転写因子の
結合解離のダイナミクスや、リモデリング複
合体構成タンパク質の核内構造との相互作
用ダイナミクスの解析が可能になった。 
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