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研究成果の概要（和文）：クロマチン構造の動的変化は、遺伝情報の発現と維持を介して細胞の形質発現制御の
基盤形成に働くと考えられる。本研究は、クロマチン動態の正確な「計測」と「再構築」を行い、生細胞や生物
個体におけるクロマチンの動的変化とその機能発現における意義を明らかにすることを目的として行った。クロ
マチンを構成する主要な蛋白質であるヒストンの翻訳後修飾やDNAのメチル化を生きた細胞や個体で観察・計測
する系を開発し、ヒストンのアセチル化が転写の活性化に重要な役割を果たすことを見出すなど、本研究は遺伝
子発現制御の基本メカニズムの解明に大きく貢献した。

研究成果の概要（英文）：Chromatin dynamics plays an important role in cell regulation through the 
control of gene expression and genome integrity. This study aimed to reveal the significance of 
chromatin dynamics by quantitative measurements and reconstruction in living cells. We have 
developed techniques to monitor histone modification and DNA methylation in living cells, and 
revealed the function of histone acetylation in gene activation. This study greatly contributed to 
understand the basic mechanism of gene regulation in living cells.

研究分野： 細胞生物学・エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
クロマチン構造の動的変化は、遺伝情報の発
現と維持を介して細胞の形質発現制御の基
盤形成に働くと考えられる。クロマチンは細
胞核内で動的な構造であり、ミリ秒単位の局
所的ゆらぎから、遺伝子の転写に応じた秒・
分単位の構造変化、さらに細胞の分化や老化
に伴う時間・日、あるいは年単位でのマイク
ロメートルに及ぶ核内配置の変化まで、様々
な時空間スケールで変化する。また、細胞や
個体が受けた環境変化やストレスにより大
きく変化したクロマチン構造の次世代への
継承も最近報告されている。 
生細胞におけるクロマチンの動態は、蛍光

蛋白質融合ヒストンなどにより観察されて
きたが、特定の機能ドメインに着目した計測
はほとんど行われていない。これまでに研究
代表者や分担者は、FabLEM (Fab-based Live 
Endogenous Modification Labeling) や細胞
内修飾特異的一本鎖可変領域抗体 mintbody 
(modification-specific intracellular 
antibody) などを開発し、培養細胞や初期胚
レベルで、ヒストンの分子動態やヒストン修
飾と DNA メチル化の動態を生きたまま可視
化してきた。これらの独自の技術を用いて、
新しい視点からクロマチン構造が理解でき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、クロマチン動態の正確な「計測」
と「再構築」を行い、生細胞や生物個体にお
けるクロマチンの動的変化とその機能発現
における意義を明らかにすることを目的と
して行った。 
（１）「計測」：生細胞イメージングによるク
ロマチン動態の理解 
mintbody や FabLEM による細胞や生体内での
クロマチン動態計測技術を確立する。具体的
には、mintbody を発現する培養細胞やノック
イン（KI; knock-in）マウスを作製し、初期
胚や各種体細胞、幹細胞、がん細胞を用いた
計測により、発生・分化過程やストレス応答
時におけるクロマチン構造変化を明らかに
する。特に、H4K20me1 が不活性 X染色体に濃
縮されることに着目し、初期発生や核リプロ
グラミング過程における X 染色体不活性化、
再活性化の動的変動メカニズムを明らかに
する。また、転写活性化や複製の過程におけ
るクロマチン動態を解明するために、新規プ
ローブの開発を行うと共に、培養細胞のモデ
ル系を用いて転写活性化におけるヒストン
修飾の意義を明らかにする。 
（２）「再構築」：再構成ポリヌクレオソーム
解析によるクロマチン動態制御の理解 
新学術領域代表者により作製された再構成
ポリヌクレオソームを培養細胞や受精卵の
核に導入し、その動態を内在性クロマチンの
データと比較し、クロマチン動態と転写など
の機能発現制御に重要な要素を明らかにす
る。 

 
３．研究の方法 
 
（１）FabLEM による生細胞のヒストン修飾イ
メージング 
ヒストンや RNA ポリメラーゼ II の翻訳後修
飾特異的モノクローナル抗体を精製し、抗原
結合断片（Fab）を調製した後、Alexa488、
Cy3、Cy5 等の蛍光色素で標識した。培養細胞
へはビーズローディング法、ゼブラフィッシ
ュ初期胚へはマイクロインジェクション法
を用いて導入した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）Mintbody の作製 
修飾特異的抗体を産生するマウスハイブリ
ドーマから mRNA を抽出し、可変領域部位を
RT-PCR により増幅し、クローニングした。蛍
光蛋白質との融合蛋白質として発現するよ
うな融合遺伝子を作製し、大腸菌や培養細胞、
マウス個体で発現させた。 
 
（３）蛍光顕微鏡観察と計測 
蛍光観察は、倒立顕微鏡（Ti-E；ニコン）、
スピニング型共焦点顕微鏡（CSU-W1；横河電
機）、または、ポイントスキャン型共焦点顕
微鏡（FV1000；オリンパス）を用いて行った。
画像の定量化は、Image J、Mathematica、
Imaris 等により行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）FabLEM 法の確立  
FabLEM により生細胞内のヒストン修飾動態
の計測が可能であるが、同一の Fab でも結合
させる蛍光色素によってバックグラウンド
や細胞質の凝集したシグナルの現れ方に差
が生じる。そこで、生細胞観察に適した蛍光
色素の探索を行い、Alexa488（緑）、Cy3（赤）、
Cy5 または CF640（近赤外）が細胞内のイメ
ージングに適していることを見出した。また、
細胞周期を通じたヒストン H3 のアセチル化
と RNA ポリメラーゼ II のリン酸化動態につ
いても明らかにした。 

図１．FabLEM 
（科研費 NEWS 2015, vol 2, p12 より） 



 
(２）ステロイドホルモンによる転写活性化
のキネティクス 
RNAポリメラーゼIIの活性化のキネティクス
とヒストン修飾の役割を明らかにするため、
活性化型 RNA ポリメラーゼ II の指標となる
リン酸化に対する修飾抗体を作製し、FabLEM
法により生細胞計測を行った。モデル系とし
て、グルココルチコイドで誘導される遺伝子
アレイの転写活性化を計測し、数理モデルへ
のフィッティングにより、転写活性化のキネ
ティクスを明らかにした。また、ホルモン刺
激前にH3K27acレベルが高い細胞では転写因
子（グルココルチコイド受容体）の遺伝子ア
レイへの集積と RNA ポリメラーゼ II の転写
開始から伸長への移行が促進されることが
分かった。これらの生細胞解析の結果は、ク
ロマチン免疫沈降と大規模DNA塩基配列解析
（ChIP-seq）による内在性遺伝子の解析から
も支持された。これらの結果などから、
H3K27ac の転写活性化における意義と分子機
構を明らかにした（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(３）ゼブラフィッシュ発生過程におけるヒ
ストン修飾動態 
胚性ゲノム活性化（ZGA; zygotic genome 
activation）や分化の過程でのヒストン修飾
動態を明らかにするため、ゼブラフィッシュ
受精卵を用いて FabLEM 計測を行った。ゼブ
ラフィッシュの胚発生過程では、初期には転
写がおこらずDNA複製と細胞分裂を素早く繰
り返すが、9～10 回分裂すると転写が誘導さ
れZGAが起こることが知られている。実際に、
転写伸長反応の際に起こるRNAポリメラーゼ
II のリン酸化特異的 Fab は、発生初期には細
胞核に局在化しないが、ZGA の時期に細胞核
の一部に濃縮しはじめることがわかった。現
在、様々なヒストン修飾抗体特異的 Fab を用
いて FabLEM 計測を行っており、ヒストン H3
アセチル化レベルがZGAの際に上昇するとの
結果が得られている。今後、クロマチン制御
を介したZGAのメカニズムの解明が期待でき

る。 
 
（４）マウス生体内のヒストン修飾動態 
H4K20me1 に特異的な mintbody プローブを開
発した（図３）。H4K20me1 は、雌由来の培養
細胞では不活性X染色体に濃縮されることが
報告されており、実際にマウス雌培養細胞の
生細胞観察によりH4K20me1-mintbodyが不活
性 X 染色体に濃縮されることが確認された。
H4K20me1-mintbody 発現細胞を用いた解析か
ら、興味深いことに H4K20me1 は発生の比較
的初期では不活性 X染色体に濃縮するが、細
胞分化に伴いその濃縮が見られなくなるこ
とが見出された。H4K20me1 は、これまでに細
胞周期の制御、DNA 損傷修復制御、転写制御
など様々なクロマチン機能制御に関わるこ
とが示されており、mintbody 発現マウスやそ
れ由来の細胞を用いることで、その制御機構
の解明に貢献できると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
（５）マウス生体内の DNA メチル化動態 
発生や細胞分化過程におけるグローバルな
DNA メチル化状態の変動を生きたまま観察す
ることを目的に、メチル化 DNA を認識する
MBD1（Methyl-CpG Binding Domain protein 1）
蛋白質の MBDドメインに mCherry を融合した
プローブを全身で発現するマウス（MethylRO
と命名）を作製した。このマウスの着床前初
期胚発生過程及び ES 細胞の樹立過程の長期
間にわたって生細胞イメージングを行うこ
とで、細胞分化が進行するに伴って特にセン
トロメア領域の DNA メチル化が上昇し、かつ
ヘテロクロマチン構造が形成されていく様
子を捉えることに成功した。また、MethylRO
マウスを用いて、イメージングのみならず
mCherry抗体を用いたChIP-seqによりマウス
個体での任意の組織におけるDNAメチル化領
域も明らかにできることを示した。 
 
 
 
 
 
 

 
（６）マウス新規ヒストン H3 バリアント

図２．転写制御におけるヒストンアセチ
ル化の役割 
（科研費 NEWS 2015, vol 2, p12 より） 

図３．H4K20me1-mintbody 
（J Mol Biol, 428, 3885, 2016 より） 

図４．DNA メチル化可視化プローブを発
現するマウス MethylRO 



（H3t）の機能 
H3t 遺伝子は、精巣で特異的に発現するヒス
トン H3 のバリアントである（図５）。H3t の
ノックアウト（KO）マウスを作製したところ、
H3t-KO マウスの雄は完全に不妊であり、精巣
では精子形成過程のごく初期に異常があり、
精子がまったく形成されないことが明らか
となった。この結果は、組織特異的なヒスト
ン H3 バリアントが個体レベルで重要な機能
を担っていることを示した最初の例となっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 

 
（７）熱ショック応答のクロマチン導体 
熱ショックストレスに応答した内在性転写
単位の活性化メカニズムの解明のために、
mCherry や HaloTag 融合型の熱ショック転写
因子（heat shock factor 1; HSF1)を発現す
る細胞を樹立し、FabLEM 解析により、熱ショ
ックに応答したヒストンとRNAポリメラーゼ
II の翻訳後修飾の動態を解析した。また、
dCas9-EGFP と特異的な sgRNA を用いて、サテ
ライトIII領域の生細胞可視化系を開発した。 
 
（８）細胞核の再構築 
マウス受精卵の細胞質にDNAビーズを導入す
ると、クロマチンアセンブリと部分的な核膜
形成が起こることを見出した。核膜形成の効
率は細胞質のビーズの場所に影響を受ける
ことが示唆された。また、クロマチンビーズ
の作製条件についても検討した。 
 
（９）将来展望 
本研究により、ヒストン修飾や DNA メチル化
などクロマチン修飾の計測が可能になった。
特に、リン酸化型 RNA ポリメラーゼ II とヒ
ストン修飾の同時可視化によるキネティク
ス計測により、ステロイドホルモンに対する
迅速な転写活性化におけるヒストンアセチ
ル化の意義を明らかにすることができた。ま
た、ヒストン修飾や DNA メチル化を生体内
で可視化する系を構築し、モデルマウスの作
製も行うことができた。今後、これらの技術
や材料が発生や分化の際の遺伝子発現制御
機構の解明に役立つと期待できる。 
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