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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュ初期胚で発現する遺伝子について、128-512細胞期における各遺伝
子領域の核内局在箇所をHybridization chain reaction（HCR）を用いて調べた。各遺伝子間の相対距離には特
徴的な傾向はみられず、互いに核内にランダムに配置していることが示唆された。ジェネリア・リサーチキャン
パス（アメリカ、バージニア州）を訪問し、ライトシート顕微鏡SiMViewを用いたライブ観察を行った。また、
ウッズホール海洋生物学研究所（アメリカ、マサチューセッツ州）で開催されたdiSPIM workshopに参加し、ラ
イトシート顕微鏡diSPIMの基本原理や操作法を習得した。

研究成果の概要（英文）：Nuclear localization of genes during zebrafish early zygotic genome 
activation (128-512 cell stages) was investigated using Hybridization chain reaction (HCR). The 
results showed that relative distances of genes varied in the nucleus, which suggested that each 
gene localizes randomly in the nucleus during early zygotic genome activation. The living embryos 
injected with live-cell probes for transcription activation and histone modification were imaged 
using a SiMView lightsheet fluorescence microscope at Janelia Research Campus (VA, USA). The 
principal and operation of a diSPIM lightsheet microscope were learned by anticipating the diSPIM 
workshop held in Marine Biological Laboratory (MA, USA).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
初期発生過程における胚ゲノム活性化メカニズムは、未だ明らかでない部分が多く残されている。細胞核内の
DNAはヒストンタンパク質と結合したヌクレオソームを基本単位として、クロマチンと呼ばれる高次構造を形成
して機能的に収納されている。近年のクロマチン研究において、初期発生過程の転写活性化とクロマチン高次構
造の制御に注目が集まっている。本研究成果は当該分野の新たな知見として重要な意義を持つことが期待され
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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

有性生殖において、受精後しばらくの間は
胚ゲノムからの転写活性がない状態で発生
が進む。この間は卵子に蓄積された母性因子
（RNA、タンパク質）により細胞機能が営ま
れ、その後母性因子が減少していくと、胚ゲ
ノムからの大規模な転写活性化がおこる。胚
ゲノム活性化がどのようなメカニズムでお
こるのかについては、諸説唱えられているが
明白な答えは未だ得られていない。クロマチ
ン免疫沈降シーケンシング解析（ChIP-seq）などから、ヒストンの翻訳後修飾のダイナミック
な変化が観察されているが、転写活性化とヒストン修飾の因果関係は詳しく調べられていなか
った。この「ヒストン修飾の変化が転写活性化を促進しうるのか」という問いに答えるために
は、まず転写活性化の前後でのヒストン修飾レベルの変化を継時的に観察する必要がある。我々
はこれまで、翻訳後修飾に特異的な抗体に由来する蛍光プローブを用いて、生きた細胞の中で
転写活性化やヒストン修飾を可視化する技術を開発してきた。特に、Fab-based Live 
Endogenous Modification Labeling（FabLEM）は、抗原
結合断片（Antigen binding fragment; Fab）さえ調製でき
ればどの修飾でも観察できる比較的簡便な方法である
（図 1; Hayashi-Takanaka Y. et al. JCB. 2009; NAR. 
2011）。 
基課題「胚性ゲノム活性化に伴うヒストン修飾動態の

in vivo イメージング」（基盤 C、平成 27～30 年度）では、
転写活性化の指標として、RNA ポリメラーゼ II 最大サブ
ユニット C 末端反復配列（TSPTSPS）中の Ser2 リン酸
化（RNAP2 Ser2ph）に対する蛍光標識 Fab を一細胞期
のゼブラフィッシュ胚にマイクロインジェクションによ
り導入しライブイメージングを行った。取得したタイム
ラプス画像から細胞核と細胞質のシグナル強度を定量化
して細胞質に対する細胞核のシグナル比を算出すること
で、一細胞レベルでの継時的な修飾動態を計測した。こ
れまでの解析の結果、（1）RNAP2 Ser2ph 特異的 Fab の
細胞核への濃縮率を指標として、全ゲノムレベルでの転
写活性化を可視化することができること（図 2）、（2）全
ゲノムレベルの転写活性化に先んじて、細胞核内
で活性化型 RNA ポリメラーゼの局所的な集積
（foci）が見られること（図 3）、（3）ヒストン H3 
Lys27 アセチル化修飾（H3K27ac）レベルが、全
ゲノムレベルでも fociでも転写活性化よりも先に
上昇すること（図 2、3）、を明らかにした（Sato Y. 
et al. Development 2019）。 

 
２．研究の目的 

本研究では、基課題をさらに発展させるため、発生初期に見られる局所的な RNAP2 Ser2ph
の集積部位（図 3）において、どのような遺伝子群が転写されているのかを明らかにし、初期胚
の転写活性化機構を解明することを目的とした。具体的には、生細胞中の転写産物の可視化法や、
固定した細胞の mRNA の 1 分子レベルでの可視化、定量解析法を独自に樹立しているニューヨ
ーク大学の Timothee Lionnet博士（Long X. et al. Nat Methods. 2017; Trcek T. et al. Nat Protoc. 
2017）と共同研究を開始し、Lionnet 博士の転写産物可視化技術と我々の Fab による転写活性化



の可視化技術を合わせることで、ゼブラフィッシュ胚ゲノム活性化初期に、産生される転写産物
の種類とその発現レベル、さらに遺伝子の核内局在を明らかにすることを目的とした（図 1）。 

３．研究の方法 

① ゼブラフィッシュ初期胚において活性化される遺伝子の核内配置 
Heyn らの報告（Heyn P. et al. Cell Reports 2014）をもとに、ゼブラフィッシュ初期胚で早期に
発現する遺伝子 9 個を選択し、Hybridization chain reaction（HCR）法により nascent RNA を
検出するためのイントロンプローブの設計を行った。ゼブラフィッシュ受精卵に転写開始可視化
プローブ（Alexa Fluor 488 標識 RNAP2 Ser5ph-Fab）をマイクロインジェクションし、共焦点
蛍光顕微鏡を用いてライブイメージングを行った。128 細胞期、256 細胞期、512 細胞期につい
て、転写開始 foci が観察されたタイミングで胚を固定した。固定した胚に対して標的となる遺
伝子の HCR プローブを用いてハイブリダイゼーション反応を行った。遺伝子間の相対的な核内
配置の比較を行うため、発生初期のステージを通して顕著な転写活性化が観察されたマイクロ
RNA 遺伝子（miR-430）に対する RNA FISH を同時に行った。HCR および FISH 反応後の胚を
共焦点顕微鏡を用いて観察し、画像解析ソフト ImageJ により遺伝子間の距離を調べた。 

② ライトシート顕微鏡を用いたゼブラフィッシュ初期胚の高速・高解像度ライブイメージング 
ジェネリア・リサーチキャンパス（アメリカ、バージニア州）において、フィードバック補正機
能のあるライトシート顕微鏡 SiMView を用いて、転写活性化及びヒストン翻訳後修飾を可視化
するための蛍光プローブを導入したゼブラフィッシュ初期胚のライブイメージングを行った。ま
た、ウッズホール海洋生物学研究所（アメリカ、マサチューセッツ州）で開催された diSPIM 
workshop に参加し、diSPIM ライトシート顕微鏡の基本原理や操作法を習得した。 

４．研究成果 

① ゼブラフィッシュ初期胚において活性化される遺伝子の核内配置 
ゼブラフィッシュ初期
胚で早期に発現する遺
伝子 9個について、512
細胞期の転写開始時に
タイミングを合わせて
固定した胚に対して
HCR お よ び RNA 
FISH を行い、プロー
ブの特異性および感度

の検証を行った。染色したサンプルはスピニン
グディスク型共焦点顕微鏡を用いて撮影した。
Cirbp 遺伝子の検出例を図４に示した。9 個の
遺伝子うち、hnrnpa1、Nanog、Cirbp の 3 つ
が検出可能であった（表１）。hnrnpa1、Nanog、
Cirbp 遺伝子について、128 細胞期、256 細胞
期、512 細胞期の胚で検出を行った。Nanog 遺
伝子についての解析例を図５に示した。各遺伝
子と miR-430 転写産物との核内相対位置を
ImageJ で解析した（図６）。128 細胞期から 512
細胞期の間で、各遺伝子間の相対距離には特徴
的な傾向はみられず、互いに核内にランダムに配置していることが示唆された。 

 



 

② ライトシート顕微鏡を用いたゼブラフィッシュ初期胚の高解像度イメージング 
ジェネリア・リサーチキャンパス（アメリカ、バージニア州）を訪問し、Philipp Keller 博士お
よび Advanced Imaging Center の協力のもと、ライトシート顕微鏡 SiMView を用いた観察を行
った。転写活性化及びヒストン翻訳後修飾を可視化するための蛍光プローブを導入したゼブラ
フィッシュ初期胚のライブ観察画像を図７に示す。SiMView はフィードバック補正機能を搭載
しているため、ゼブラフィッシュ初期胚全体を高度な時
空間分解能でライブ観察することができた。この観察結
果は、基課題の成果と併せて論文に発表した（Sato Y. et 
al. Development 2019）。また、ウッズホール海洋生物学
研究所（アメリカ、マサチューセッツ州）で開催された
diSPIM workshop に参加し、diSPIM ライトシート顕微
鏡の基本原理や操作法を習得した。固定したゼブラフィ
ッシュ胚を観察したところ、Z 軸方向の解像度の改善が
みられた（図 8）。しかしながら、直行する 2 つの光路を
用いた画像取得には時間がかかるため、初期胚の速い変
化をとらえるためには撮影速度を短くする工夫（シグナ
ル輝度を向上させるなど）が必要であることが分かった。 
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