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研究成果の概要（和文）：細胞が分化や外部からのシグナルに応答する際に遺伝子発現が変動する。本研究は、
転写の活性化と不活性化におけるヒストン修飾の意義を理解するために、独自に開発した生細胞の翻訳後修飾可
視化系を駆使した解析を行った。転写活性化においては、熱ショックストレス誘導性転写活性化にヒストンH3の
アセチル化が重要であることを明らかにした。また、マウス胚性幹細胞の分化の過程で、X染色体が不活性化す
る際に、ヒストンH3とH4のメチル化が起こる様子を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Gene expression patterns exhibit dynamic changes as cells differentiate and 
respond to external signals. To understand the significance of histone modifications in 
transcriptional activation and inactivation, we conducted this study using a unique system for 
visualizing post-translational modifications in living cells. In transcriptional activation, we 
found that acetylation of histone H3 is important for heat shock stress-induced transcriptional 
activation. In addition, we showed how methylation of histone H3 and H4 accumulates during 
X-chromosome inactivation during mouse embryonic stem cell differentiation.

研究分野：細胞生物学・エピジェネティクス

キーワード：  遺伝子発現　クロマチン　ヒストン修飾　転写制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、刺激に応答した遺伝子活性化過程や発生・分化過程におけるクロマチン修飾の時空間的変化を明ら
かにした。クロマチン構造変化と転写の制御は遺伝子発現の根幹を成しており、単一細胞レベルでの生細胞計測
を中心とした解析により、この制御機構の一端を解明することができた。この基盤研究の成果は、高効率な脱分
化系・分化誘導系の確立や薬物動態評価等の基盤技術開発にも将来的につながると考えられ、再生医療、生殖医
療、薬剤開発等にも広く波及効果を及ぼすと期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

真核生物の細胞核ゲノム DNA はヒストンと共にヌクレオソームと呼ばれる構造を基本単位と
するクロマチンとして存在する。遺伝情報の発現には、転写因子の DNAへの結合に加えてクロ
マチンや細胞核構造のレベルでの制御が重要であることがわかってきた。例えば、クロマチン免
疫沈降と大規模塩基配列解析（ChIP-seq）により、様々ヒストンの翻訳後修飾と遺伝子制御と
の関係がゲノム規模で明らかにされてきた（Kimura et al, J Hum Genet, 2013）。また、クロマ
チン間相互作用の解析により、細胞内におけるゲノムの 3 次元構造も明らかになりつつある。
しかしながら、生細胞で転写やクロマチン構造のダイナミクスを解析する手法が限られている
ことなどにより、発生・分化・環境応答の際に、単一細胞でクロマチン構造がどのように変化し
遺伝子発現が制御されるのか、という問題に関してはあまり解明が進んでいない。短期間で起こ
る刺激に応答した転写活性化から長期にわたって起こる染色体不活性化の確立など、転写の活
性化や抑制、また、それらの記憶など、様々な現象を異なる時間軸で統合的に理解するには、細
胞レベルから個体レベルまでの生細胞解析が重要となっている。 

 研究代表者らは、修飾特異的モノクローナル抗体由来のプローブを用いて、内在性のヒストン
や転写を担う酵素である RNA ポリメラーゼ II の翻訳後修飾を生細胞で可視化・追跡する２つ
の系を開発してきた（図 1；Kimura et al, Histochem Cell Biol, 2015）。ひとつは、モノクロー
ナル抗体から抗原結合断片（Fab）を調製し蛍光標識したプローブを細胞に導入する FabLEM
（Fab-based Live Endogenous Modification Labeling）法である（Hayashi-Takanaka et al, 
JCB, 2009; NAR, 2011; PLoS One, 2014; Stasevich et al, Methods, 2014）。この方法は、ほと
んどのモノクローナル抗体に適用可能であるが、観察時間が 1-3日程度に限られる。もうひとつ
は、遺伝子コード型のプローブを発現させる方法である。この方法では、抗体を産生するハイブ
リドーマ細胞から抗体重鎖と抗体軽鎖の可変領域をコードする cDNA をクローニングし、蛍光
蛋白質を融合した一本鎖可変領域抗体（scFv; single-chain variable fragment）として発現させ
る。このmintbody（modification-specific intracellular antibody）と名づけた遺伝子コード型
細胞内抗体を用いることで、長時間観察や動物個体の観察も可能になった（Sato et al, Sci Rep, 
2013; JMB, 2016）。 
これまでに、FabLEM により、ステロイドホルモン（グルココルチコイド）によるマウス乳
がんウィルス（MMTV; mouse mammary tumor virus）プロモーターアレイの転写誘導系を用
いて転写活性化のキネティクスを解析し、ヒストン H3 Lys27 のアセチル化（H3K27ac）が転
写の開始から伸長への移行を促進することを明らかにした（Stasevich et al, Nature, 2014）。こ
のMMTV遺伝子アレイ上では、ホルモン添加前からH3K4のメチル化と H3K27のアセチル化
が見られ、転写活性化の準備ができているクロマチン状態としての特徴を有していた。そこで、
不活性クロマチンの転写活性化系として、熱ショックストレスによる Satellite 3（Sat3）領域の
非コード RNAの転写活性化に着目した。この系では、通常の 37℃の培養条件下では Sat3領域
は H3K9がメチル化されているが、43℃に温度を上昇させると H3K9や H3K27がアセチル化
され、転写が活性化されることが分かった。 
一方、mintbodyに関しては、H3K9acと H4K20me1に特異的なプローブを発表してきたが、
最近、H3K27のトリメチル化（H3K27me3）と伸長型 RNAポリメラーゼ IIの指標となる最大
サブユニット C 末端ドメイン繰返し配列中の Ser2 リン酸化（RNAP2-Ser2ph）に対する
mintbodyの候補が得られている。また、H3K9ac と H4K20me1の mintbodyを発現するノッ
クインマウスも作製済みであり、これらのmintbody発現細胞や発現個体を用い解析が可能とな
っている。 
 これらの独自の技術と近年可能になってきた CRISPR/dCas9（ヌクレアーゼ活性のない Cas9）
融合蛍光蛋白質を用いたゲノム可視化技術、クロマチン操作技術を組み合わせて解析すること
で、刺激と発生・分化に伴うクロマチン動態の解明を行うことが可能であるため、本研究を計画
した。 

 



２．研究の目的 

本研究は、転写活性化と不活性化におけるヒストン修飾の意義を理解するために、生細胞解析を
中心として以下の点を明らかにすることを目的として行った。 

（１）転写活性化：熱ショックストレス誘導における転写活性化機構に着目し、培養細胞系を用
いて転写因子の結合から転写伸長に至る過程のキネティクスを明らかにする。特に、ヒストン修
飾、ヒストン交換、基本転写因子の動態を RNA ポリメラーゼ II の活性化と同時に生細胞計測
を行うことで、転写活性化におけるそれぞれの関係性を明らかにする。さらに、熱ショックで転
写誘導される領域のヒストン修飾やヒストン交換を人為的に制御して転写活性化を計測するこ
とで、ヒストンの修飾や動態の意義を明らかにする。 

（２）転写不活性化：X染色体の不活性化に着目し、培養細胞の分化系とマウス胚を用いて、不
活性化に伴うヒストン修飾動態を明らかにする。X 染色体の不活性化の際におこる脱アセチル
化、H3K27トリメチル化、H4K20モノメチル化の過程を生細胞観察により明らかにする。その
際、CRISPR/dCas9-EGFPによるゲノム可視化系を併用し、あらかじめ X染色体の一部を標識
しておく。また、X染色体上の複数の領域を同時に可視化し、染色体凝縮過程を追跡する。これ
らの計測結果を統合して解析することで、X 染色体不活性化に伴うクロマチン構造変化を単一
細胞レベルで明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（１）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 
ストレスに応答した転写活性化におけるヒストン修飾の動態を解明するために、赤色蛍光蛋白
質や HaloTagと融合した熱ショック転写因子（HSF1-mCherry、HSF1-Halo）を発現する細胞
に修飾特異的 Fabを導入し、その局在変化を解析する。 

（２）細胞分化・脱分化に伴う X染色体の不活性化と再活性化におけるクロマチン動態 
雌のほ乳類体細胞では、遺伝子量補償機構として片方の X 染色体が不活性化する。この不活性
化の過程で、ヒストン H3と H4の脱アセチル化、H3K27のトリメチル化、H4K20モノメチル
化、プロモーター上の DNA 脱メチル化などが X 染色体上で大規模に起こることが知られてい
る。そこで、mintbody プローブと CRISPR/dCas9 を用いたゲノム可視化技術を組み合わせ、
長時間観察により、X染色体不活性化に伴うクロマチン構造変化を明らかにする。 

 
４．研究成果 

（１）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 
HSF1が集積する Sat3）に局在化する dCas9-EGFP
システムを構築し、さらに mCherry や HaloTag と
融合した熱ショック転写因子（HSF1-mCherry, 
HSF1-Halo）を発現する細胞を樹立した。この細胞の
培養温度を 37℃から 43℃にシフトしたところ、
Satellite IIIへの HSF1の集積が見られた（図 2A）。
また、時間経過とともに Satellite III領域が脱凝縮す
る様子も観察された（図 2A）。 

HSF1-mCherry を発現する細胞に、ヒストン
H3K27アセチル化修飾特異的 Fab（H3K27ac Fab）
と転写開始の指標となる RNA ポリメラーゼ II Ser5
リン酸化特異的 Fab（RNAP2 Ser5ph Fab）を導入
し、温度シフトによる Sat3領域への集積を解析した。
その結果、HSF1-mCherryの集積の次にH3K27acが
集積し、遅れて RNAP2が活性化されることが分かっ
た（図 2B）。この結果から、ヒストンのアセチル化が
転写の活性化に働くことが示唆された。 
そこで、dCas9と酵素ドメインを融合したタンパク質を発現させ、Sat3領域のヒストン修飾
を変化させる系を構築した。ヒストン H3K9の脱メチル化酵素 KDM4Dを融合させると、H3K9
メチル化レベルが低下し、ヒストンアセチル化酵素である p300のアセチル化酵素ドメインを融
合させると 37℃においてもH3K27のアセチル化が上昇した。このアセチル化された状態では、
37℃でも転写が起こることが分かった。また、熱ショックによる転写活性化の過程で脱凝縮した
Sat3領域は、熱ショック前に比べて運動性が増した。これらの結果は、ヒストンアセチル化が、
転写活性化因子の結合を促進して転写活性化を誘導しうることを示している。 



（２）細胞分化・脱分化に伴う X染色体の不活性化と再活性化におけるクロマチン動態 

トリメチル化 H3K27（H3K27me3）特異的細胞内可変領域抗体（Mintbody；modification-
specific intracellular antibody）を開発した（図 3）。この H3K27me3-mintbodyは、H3K27me3
を特異的に認識するため、分化したマウス雌細胞に存在する不活性 X 染色体上に濃縮し、生細
胞で不活性 X染色体の動態解析に有用であることが分かった（図 3）。 

次に、細胞分化に伴う X 染色体の不活性化時のクロマチン動態を明らかにするため、X 染色
体可視化系の開発を行った。CRISPR/dCas9-GFPによるゲノム可視化系を用いて、最大 4箇所
の X 染色体領域を生細胞で可視化に成功することに成功した。しかし、標的の繰返し配列が低
コピーであるため生細胞観察のためにはゲノム領域の明るさが十分ではなかった。そこで、
super-folder GFP（sfGFP）を 3回タンデムに繋いだ 3xsfGFPを用いることで、長時間のタイ
ムラプス観察が可能な明るさを達成することができた。また、4箇所の可視化では、2本のＸ染
色体が近接した場合
に、どちらの染色体
由来のシグナルかを
区別することが難し
かったため、分化誘
導系のタイムラプス
観察には、Ｘ染色体
の 2 箇所を標識した
マウス胚性幹細胞を

用いた（図 4A）。この
細胞に H3K27me3-
mintbody、または、
H3K27me3-
mintbody と
H4K20me1-
mintbody の両方を
同時に発現させて、
分化誘導に伴う X染
色体不活性化過程の

解析を行った（図４
B）。 

DXZ4 領域と Xist
領域の 2 箇所を同時
に可視化し、2点間距
離を計測すること
で、染色体の凝縮度
を評価することが可
能となった。胚性幹
細胞の培地から LIF
を除いて細胞分化を
誘導すると、一部の



細胞では両方の X染色体アリル上に H3K27me3-mintbodyが一過的に濃縮し、また、未分化状
態時に比べて DXZ4領域と Xist領域の 2点間の距離も短くなった。さらに分化が進むと、片方
のアリルでは H3K27me3-mintbodyの濃縮が見られなくなるとともにもう片方のアリルでの広
がりが確認できた（図 4C）。この H3K27me3-mintbodyの挙動は、Xist RNAと同様であり、細
胞分化の初期課程では Xist 領域の近傍で一過性にヘテロクロマチンが形成されると考えられた。 
さらに、H3K27me3-mintbody（mCherry）と H4K20me1-mintbody（SNAP）を同時に発現
させて、それらの不活性 X染色体への集積を解析した結果、H3K27me3と H4K20me1はほぼ
同時に蓄積することが示唆された（図 4D）。 
さらに、H4K20me1-mintbody 発現マウスを用いて、生殖細胞分化に伴うヒストン修飾動態
の解析を行ない、H4K20me1が XYボディに濃縮するダイナミクスを明らかにした。 

 
これらの結果から、転写活性化はヒストンのアセチル化を介して迅速に起こるのに対して、転
写抑制に働くクロマチン構造の確立は比較的ゆっくりと進行することが考えられた。これは、エ
ピジェネティクスの制御を理解するうえで非常に重要な知見である。刺激に応答した転写活性
化が速やかに行われないと、細胞の生死や正常な発生に影響があるのに対して、転写抑制がゆっ
くりと起こったとしても、細胞の生存には影響しないと考えられる。また、発生や分化の過程で
は、転写された RNAの分解や翻訳制御によっても遺伝子発現が調節される。また、転写抑制が
ゆっくりと起こることで、活性状態に戻りうる可塑性を生じさせていることも重要であるかも
しれない。 

 
本研究では、刺激に応答した遺伝子活性化過程や発生・分化過程におけるクロマチン修飾の時
空間的変化を明らかにした。クロマチン構造変化と転写の制御は遺伝子発現の根幹を成してお
り、単一細胞レベルでの生細胞計測を中心とした解析により、この制御機構の一端を解明するこ
とができた。この基盤研究の成果は、高効率な脱分化系・分化誘導系の確立や薬物動態評価等の
基盤技術開発にも将来的につながると考えられ、再生医療、生殖医療、薬剤開発等にも広く波及
効果を及ぼすと期待できる。 
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