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研究成果の概要（和文）： 
特定のヒストン修飾を持つクロマチンの構成成分とダイナミクスを明らかにするため、ヒスト
ン修飾特異的モノクローナル抗体を用いた免疫沈降と質量分析、及び、生細胞観察を行った。
転写抑制や活性化に関わる修飾の特異的抗体ビーズを作製し、クロマチン免疫沈降を行い、共
沈した蛋白質を同定した。また、抗体の抗原結合断片を調製し蛍光標識した後、培養細胞に導
入することで、生きた細胞でヒストン修飾を検出することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To understand the structure and dynamics of specialized chromatin harboring distinct 
histone modifications, we employed chromatin immunoprecipitation followed by mass 
spectrometry analysis and live cell imaging by using modification-specific monoclonal 
antibodies. Using affinity beads coated with different antibodies, distinct sets of 
proteins were identified as components of chromatin enriched in specific modifications. 
A method for visualizing specific histone modifications in living cells was also 
developed. 
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物の細胞核中の DNA は、クロマチン
の基本単位であるヌクレオソーム構造（146
～147 塩基対の DNA が、H2A、H2B、H3、H4、
各 2分子ずつからなるヒストン 8量体を取り

巻いた構造）をとって存在している。ヒスト
ン分子の修飾は、Lys 残基のメチル化、アセ
チル化、ユビキチン化、Arg 残基のメチル化、
Ser と Thr 残基のリン酸化など多岐にわたっ
ており、遺伝子発現制御、DNA 修復、染色体
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凝縮などに重要な役割を果たしている。従っ
て、これらの修飾の制御機構を明らかにする
ことは、染色体機能発現の基本原理を理解す
るうえで必須な課題であるだけでなく、再生
医療や癌などの疾病の治療にも貢献できる
と考えられる。 
 ゲノム上のヒストン修飾のプロファイルの
解析には、修飾されたヒストンを特異的に認
識する抗体を用いたクロマチン免疫沈降
（ChIP）が用いられ、また、特異抗体を用い
た免疫蛍光染色により細胞核内におけるヒ
ストン修飾の空間的情報も得ることができ
る。修飾ヒストンに対する抗体は多種類に渡
って市販されているが、その多くはウサギポ
リクローナル抗体であるため、ロット間で差
がある上に、我々が行った ELISA による解析
では、特定の修飾に対する特異性が低いもの
も多く見られた。そこで、我々は修飾ヒスト
ンを特異的に認識するモノクローナル抗体
の作製を進めてきた。実際に、これらの抗体
を用いてクロマチン免疫沈降（ChIP）を行っ
たところ、トリメチル化 H3 Lys4（H3K4me3）
は転写されている遺伝子の転写開始点付近
に、ジメチル化 H3 Lys4（H3K4me2）は開始点
から少し下流に、そしてトリメチル化H3 Lys9
（H3K9me3）は不活性な遺伝子に濃縮されて
存在することが確認できた。従って、我々が
樹立したモノクローナル抗体を使用するこ
とで、特別な修飾を持つクロマチンの構成成
分や生細胞における動態を系統的に明らか
にできると考え、本研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ChIP とプロテオミクスを用いた
生化学的方法、及び、蛍光標識抗体を用いた
細胞生物学的方法により、特異的な修飾をも
つヒストンが濃縮されたクロマチンの構造
と動態を明らかにすることを目的として行
った。具体的には、修飾ヒストンモノクロー
ナル抗体を用いて ChIP を行い、特定の修飾
を持つヒストンを含むクロマチンを回収し、
プロテオミクス解析によりそれぞれの修飾
ヒストンと結合している蛋白質の同定を行
う。そして、それらのクロマチン構成蛋白質
の細胞周期に伴う変化、及び酸化ストレスや
熱ショックなど様々な刺激に対応した変化
を明らかにする。さらに、特異的修飾抗体に
より回収されるヒストンがどのようなバリ
アントにより構成されるか、また、その他に
どのような修飾を受けているのかを明らか
にする。また、蛍光標識抗体を用いて生細胞
内の異なる修飾クロマチンドメインの動態
を明らかにすることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）特定の修飾を持つヒストンを含むクロ

マチンの構成成分の同定 
 H3K9me3 、 ア セ チ ル 化 H3 Lys9/27
（ H3K9/27ac）、トリメチル化 H3 Lys27
（H3K27me3）特異的モノクローナル抗体を精
製し、protein Aアガロースに吸着させた後、
dimethyl pimelimidate で架橋することで、
抗体ビーズを作製した。コントロールとして
マウス IgG と RNA ポリメラーゼ II 特異的抗
体ビーズも作製した。 
 細胞をホルムアルデヒドで処理してクロ
マチン蛋白質と DNA を架橋し、超音波処理に
よりクロマチンの断片化を行った。断片化さ
れたクロマチンを抗体ビーズと混合し、ビー
ズに結合したクロマチンを回収した。SDS で
クロマチンを溶出した後、熱処理により脱ク
ロスリンクし、SDS-ポリアクリルアミドゲル
電気泳動（SDS-PAGE）で分離した。蛋白質の
検出は、Coomassiee Brilliant Blue 染色、
特異的抗体を用いた Westernブロッティング、
質量分析などにより行った。 
 
（２）ヒストン修飾特異的モノクローナル抗
体を用いた生細胞内ヒストン修飾ダイナミ
クスの可視化 
 修飾特異的モノクローナル抗体から Fabを
調製し、蛍光色素とコンジュゲートした後、
ビーズローディング法を用いてガラスボト
ムディッシュ上の培養細胞に導入した。そし
て、EM-CCD を装着した蛍光顕微鏡を用いてタ
イムラプス観察を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）特定の修飾を持つヒストンを含むクロ
マチンの構成成分の同定 
 特定のヒストン修飾を持つクロマチンを
濃縮するために、修飾ヒストン特異的抗体ビ
ーズを調製した。HeLa 細胞を１０分間ホルム
アルデヒド処理して蛋白質と DNAの架橋を行
った後、これらのビーズを用いてクロマチン
免疫沈降を行い、目的の修飾が免疫沈降物に
濃縮されているかどうかを Westernブロッテ
ィングにより確認した（図１）。その結果、
H3K9me3 及び H3K9/27ac が、それぞれの特異
的抗体ビーズにより回収されることが明ら
かになった。 
 この免疫沈降産物を SDS-PAGE で分離後、
ゲルの断片化、トリプシン消化を行い、質量
分析(LC－MS）により、共沈する蛋白質を同
定した。その結果、ヒストン H1 や FACT 
(Facilitating Chromatin Transcription) 
などクロマチンに比較的多量に存在する蛋
白質は、H3K9ac と H3K9me3 抗体ビーズで共に
回収されることが分かった。また、転写や修
復 の 制 御 に 関 わ る PML (Promyelocytic 
Leukemia) は H3K9/27ac 抗体ビーズに、ヘテ
ロクロマチン蛋白質 HP1 は H3K9me3 抗体ビー



 

 

ズにそれぞれ回収された。一方、mRNA のポリ
アデニル化に関わる因子（PABPC4; poly A 
binding protein, cytoplasmic 4 など）は
RNAポリメラーゼII抗体ビーズに回収された
ほか、いくつかの転写因子は H3K9ac ビーズ
と RNA ポリメラーゼ II 抗体ビーズの両方へ
の結合が見られた。これらの結果は、それぞ
れのヒストン修飾の持つ役割（つまり
H3K9me3の転写抑制とH3K9acの転写活性化に
おける機能）と一致している。また、条件的
ヘテロクロマチンに濃縮される H3K27me3 に
特異的な抗体ビーズを用いた免疫沈降物に
は、多くの核小体関連因子が含まれていた。
しかし、核小体関連蛋白質が条件的ヘテロク
ロマチンの形成に直接関与するのか、あるい
はヘテロクロマチンが核膜や核小体の近傍
に局在するための位置効果によるものなの
か、については今後の解析が必要である。本
研究により、ヒストン修飾特異的抗体ビーズ
を用いたクロマチン免疫沈降により得られ
た蛋白質を質量分析で同定することで、特異
的ヒストン修飾を持つクロマチンの構成成
分を網羅的に解析できることが明らかにな
った。 
 また、ホルムアルデヒドによる架橋の影響
を検討したところ、架橋したクロマチンを用
いたほうが多種類の蛋白質が同定されたが、
両者で共通して検出される蛋白質も多く同
定された。従って、ネイティブクロマチン
ChIP と架橋したクロマチンを用いた ChIP の
両方を併用することで、特定のヒストン修飾

を持つクロマチンに強固に結合する蛋白質
と一過性もしくは弱く結合する蛋白質を区
別できると考えられた。 
  
（２）ヒストン修飾特異的モノクローナル抗
体を用いた生細胞内ヒストン修飾ダイナミ
クスの可視化 
生細胞におけるヒストン修飾ダイナミクス
の解析に用いるため、ヒストン修飾特異的モ
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。その蛍光標識 Fab
を培養細胞に導入すると、固定細胞を用いた
免疫染色で見られるパターンと同様な局在
が観察された。特に、ヒストン H2B-mRFP を
発現する細胞を用いて、特定の修飾とヒスト
ン全体の分布を生きた細胞内で比較するこ
とが可能になった。ジメチル化 H3 Lys9 
（H3K9me2）特異的抗体は、H2B-mRFP と同様
にクロマチン全体に局在するが、H3K9/K27ac
特異的抗体は H2B-mRFP が濃縮されない脱凝
縮したユークロマチン部分に局在した（図
２）。 

 
 また、不活性 X 染色体上に濃縮される
H3K27me3 を特異的に認識する Alexa488 標識
Fab をヒト培養細胞に導入すると、不活性 X
染色体の数に対応した数の濃染される部位
が観察された（図３）。正常核型を持つヒト
女性由来の繊維芽細胞では、２本の X染色体
のうち１本が不活性化されるため一箇所の
濃染部位が見られた。一方、X 染色体を４本
持つ Klinefelter症候群患者由来の繊維芽細
胞では、３本の不活性 X染色体が存在するた
め、３箇所の濃染部位が見られた。これらの
不活性 X染色体は、固定した細胞を用いた免
疫染色や fluoresce in situ hybridization
により観察されていたように、核膜や核小体
の近傍に存在した。 



 

 

 さらに、マウス雌細胞に Alexa488 標識
H3K27me3特異的Fabと Cy3標識 H3K27ac特異
的 Fab を同時に導入した結果、H3K27me3 が濃
縮する領域から H3K27acが排除されているこ
と、及び分裂期の不活性染色体上にも
H3K27me3 が保持されていることが明らかに
なった（図４）。また、H3K27me3 特異的 Fab
を用いて不活性 X染色体の動態を解析したと
ころ、細胞周期を通じて細胞核内でのダイナ
ミックな局在性の変化は見られなかった。し
たがって、不活性 X染色体は核膜周辺や核小
体周辺に局在したまま複製することが示唆
された。 
 また、リン酸化 H3 Ser10（H3S10ph）特異
的 Fab を用いて、細胞周期に伴うヒストンリ
ン酸化のダイナミクスを解析した。HeLa 細胞
に Alexa488 標識 H3S10ph 特異的 Fab を導入
し、タイムラプス観察を行ったところ、H3S10
のリン酸化 foci が染色体凝縮の 10～20分前
から検出でき、その後凝縮した染色体に高度
にリン酸化が起こることが明らかになった

（図５）。H3S10ph 抗体を導入された細胞も通
常どおり複数回分裂したことから、Fab の導
入と蛍光イメージングは適切な条件で行う
限り細胞増殖に影響を与えないことが確認
された。 
 様々な細胞種で染色体凝縮前の H3S10リン
酸化の時期を測定したところ、染色体分配異
常が高頻度で見られるがん細胞ではリン酸
化が染色体凝縮の直前に起こるのに対して、
正常二倍体細胞では S 期後半や G2 期の早い
時期から見られることが明らかになった（図
３）。また、正常二倍体細胞で H3S10ph foci
が検出できる時期にそのリン酸化酵素であ
る aurora B の阻害剤を添加すると foci が消
失した。このことから、間期のリン酸化状態
はリン酸化と脱リン酸化のダイナミックな
バランスにより維持されていると示唆され
た。 
 
 本研究により、修飾ヒストン特異的モノク
ローナル抗体を用いることで、特定の修飾を
持つクロマチンの構成成分とダイナミクス
を明らかにすることが可能になると示唆さ
れた。今後、更なる解析により、ヒストン修
飾のダイナミクスとその意義が明らかにな
ると考えられる。 
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