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研究成果の概要（和文）：不活性X染色体動態を生細胞で観察するため、二つのヒストン修飾動態可視化系を確立した
。一つは、蛍光標識抗原結合断片（Fab）の導入による可視化系である。この系を利用することで、トリメチル化ヒス
トンH3K27を指標に不活性X染色体の細胞周期における動態解析が可能になった。もうひとつはDNAにコードされる蛍光
蛋白質融合一本鎖可変領域抗体による系であり、長時間や生体内観察が可能となる。今後、これらの系を用いて発生や
分化に伴うエピジェネティクス修飾の変化を追跡することが出来ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In order to visualize dynamics of inactive X chromosome, we developed two methods 
monitoring histone modifications in living cells. The first method uses fluorescently labeled antigen-bind
ing fragment (Fab), which binds to endogenous modifications when loaded into living cells. Using this tech
nique, we were able to track the behavior of inactive X chromosomes, where trimethylated histone H3K27me3 
is enriched, during the cell cycle. The second method is a genetically encoded system using a single-chain
 variable fragment tagged with the green fluorescent protein. These methods will be useful to track epigen
etic changes during development and differentiation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）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、リジン残基（K）のメ
チル化、アセチル化、ユビキチン化、アルギ
ニン残基（R）のメチル化、セリン残基（S）
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、染色体凝縮などに重要
な役割を果たしていることが分かってきて
いる。特に、ヒストン H3 のメチル化は、DNA
のメチル化と共にエピジェネティックな遺
伝子発現制御において中心的な機能を持つ
ことが明らかになってきた。細胞の分化や刺
激に応答したヒストン修飾のダイナミック
な変化は、免疫染色や ChIP（chromatin 
immunoprecipitation; クロマチン免疫沈
降）などにより解析されており、そのゲノム
ワイドな動態も ChIP-chip や ChIP-seq など
の網羅的方法で明らかになりつつある（Wang 
et al., Curr Opin Genet Dev 19: 127, 2009）。
しかしながら、個々の細胞レベルにおけるヒ
ストン修飾の時空間動態はほとんど解明さ
れていない。 
 
（２）研究代表者は、これまでにヒストン修
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、蛍光標識したのち細
胞に導入することで、リン酸化ヒストン H3 
Ser10（H3S10ph）の動態を可視化することに
成功している。生細胞内で、蛍光標識 Fab は
H3S10ph を認識し、細胞周期の進行に伴うリ
ン酸化のダイナミクスを検出することがで
きた。この蛍光標識 Fab による生細胞イメー
ジングは、細胞周期の進行にはほとんど影響
を及ぼさず、少なくとも 2回の細胞分裂が顕
微鏡下で観察された。そこで、本研究では、
特異的抗体を用いたヒストン修飾可視化系
を確立し、ヒストン H3 Lys27 のトリメチル
化（H3K27me3）などを指標にすることで、不
活性化X染色体の動態を明らかにできると考
えた。並行して、蛍光標識 Fab の導入の代わ
りに、GFP 融合 Fab を発現する DNA コンスト
ラクトを作製し、持続的な発現による Fab 蛋
白質の可視化系の開発を行うことで、個体レ
ベルで長時間に渡るヒストン修飾動態の観
察を行うことが出来ると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
（１）蛍光標識 Fab を用いて、生きた細胞内
でエピジネティックなヒストン修飾を検出
する系を確立する（図１A）。そのために、Fab
の細胞への導入法や蛍光色素の検討を行う。 
 
（２）GFP 融合抗体の細胞内発現による可視

化系を構築する（図 1B）。ヒストン修飾特異
的抗体を産生するハイブリドーマから可変
領域をコードする cDNA をクローニングし、
GFP 融合抗体の発現系を構築する。 
 
（３）不活性化 X染色体の動態を生きた細胞
で明らかする。蛍光標識 Fab もしくは GFP 融
合抗体の発現系により、生細胞内で不活性 X
染色体の動態を可視化し、細胞周期動態を解
明する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）蛍光標識 Fab によるヒストン修飾の生
細胞可視化 
蛍光標識Fabの導入や蛍光色素などの条件検
討には HeLa 細胞を用いた。蛋白質導入試薬
としては、JBS Protein Transduction kit
（Jena Bioscience）、ImmunoCellin Antibody 
Delivery Reagent （ BioCellChallenge ）、
Ab-DeliverIN（OZ Biosciences）等を用い、
それぞれの推奨プロトコルに従った。また、
蛍光色素としては、Cy3（GE Healthcare）、
Chromeo546（Active Motif）、HiLyte555（同
仁化学）、CF555（ Biotium）、BODIPY-TMR
（Invitrogen）等の N-Hydroxysuccinimidyl 
ester 誘導体を用いて、Fab のリジン残基の
アミノ基とカップリングを行った。 
 
（２）GFP 融合抗体発現ベクターの作製 
ヒストン修飾特異的抗体を産生するマウス
ハイブリドーマから RNA を調製し、cDNA 作製
後にPCRにより抗体重鎖および軽鎖の可変領
域を増幅した。これらの PCR 産物をリンカー
付加プライマーを用いたPCRにより１本鎖に
連結し、GFP と融合したコンストラクトを作
製した。これら GFP 融合一本鎖可変領域抗体
（GFP-scFv）発現ベクターを HeLa 細胞にト
ランスフェクションし、次の日に蛍光顕微鏡
下で局在を観察した。また、クロマチン全体
との局在性を比較する場合は、Hoechst33342
で生細胞の DNA を染色した。 
 
（３）新規ヒストン修飾抗体の作製 
修飾ペプチドを用いた免疫とスクリーニン



グにより、ヒストン H4 の翻訳後修飾に対す
る抗体を作製した。これらの抗体の特異性の
評価は、ELISA、ウェスタンブロッティング、
免疫染色により行った。 
 
（４）H3K9ac 特異的 GFP-scFv 抗体発現細胞
株の樹立と脱アセチル化酵素阻害剤処理 
H3K9ac 特異的 GFP-scFv 発現ベクターを U2OS
細胞にトランスフェクションし、G418 の存在
下で培養することで安定発現株を選択した。
この細胞株にヒストン脱アセチル化酵素阻
害剤（トリコスタチン A; TSA）を様々な濃度
（0-100 nM）で添加し、H3K9ac-GFP-scFv の
クロマチン結合性と細胞内局在を FRAP
（ fluorescence recovery after 
photobleaching）等で解析した。 
 
（５）不活性 X染色体動態の解析 
ヒト線維芽細胞IMR90やテロメラーゼで不死
化されたヒト偽二倍体細胞 hTERT-RPE1 等に
Alexa488 標識 H3K27me3 特異的 Fab と Cy3 標
識 PCNA （ proliferating cell nuclear 
antigen）を導入し、蛍光顕微鏡下でタイム
ラプス観察を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）蛍光標識 Fab の細胞への導入の最適化 
蛋白質の細胞への導入は、マイクロインジェ
クションやエレクトロポレーション、ビーズ
ローディングなどの物理的方法に加え、脂質
やポリアルギニンペプチドを利用した導入
試薬なども市販されている。そこで、各種方
法で蛍光標識 Fab を導入し、その効率や毒性
などを比較した。その結果、試薬による方法
に比べて、物理的方法がより効率的に導入で
きることが分かった。特に、接着性の高い細
胞に関しては、ビーズローディング法が最も
簡便であり、比較的多くの細胞に短時間で導
入できた。また、浮遊細胞にはエレクトロポ
レーションも有効であったが、比較的高濃度
の蛍光標識 Fab が必要であった。これらの結
果から、通常の導入にはビーズローディング
方を用いることとした。 
 
（２）蛍光色素の選択 
異なるヒストン修飾を同時に可視化するた
め、様々な波長・化学特性を持つ蛍光色素に
ついて、生細胞観察における適性（光安定性、
Fab の標的への結合活性、Fab の細胞内安定
性）を解析した（図２）。緑色の蛍光色素で
は、Alexa488 が光安定性に優れており、Fab
の活性や安定性にもほとんど影響を及ぼさ
なかった。一方、赤色蛍光色素の多くは Fab
の活性を低下させたほか、細胞質での凝集体
も顕著にみられた。その中では、Cy3 が最も
Fab の活性に影響を与えず、また光安定性も
優れていた（図２）。赤外領域の色素では、
Cy5 が最も生細胞観察に適していた（Cy3 と
同程度）が、他の波長の色素と比べ著しい退

色がみられた。現時点での最適な色素の組み
合わせは、Alexa488（488 nm 励起）、Cy3（543 
nm 励起）、Cy5（633 nm 励起）であると結論
づけられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）新規ヒストン修飾抗体の作製 
ヒストン H4 のメチル化とアセチル化修飾に
特異的なモノクローナル抗体を作製し、蛍光
免疫染色や蛍光標識Fabを用いた生細胞イメ
ージングを行った。特に、アセチル化 H4K5
（H4K5ac）は、新規にアセンブリしたクロマ
チンに見られ、細胞周期の解析に役立つと考
えられた。 
 
（４）GFP 融合抗体発現系の開発 
GFP-scFv の発現によるヒストン修飾の長期
的な観察系の開発を推進した。10 種類以上の
ヒストン修飾抗体をコードする遺伝子から
可変領域をクローニングし、蛍光蛋白質との
融合蛋白質として培養細胞内での発現を試
みたところ、2 種類の抗体に関して細胞内で
安定に機能する抗体可変領域の発現に成功
した。特に、アセチル化ヒストン H3 リジン 9
（H3K9ac）特異的 GFP-scFv の安定発現細胞
株を構築し、解析を行った。H3K9ac-GFP-scFv
は、生細胞内でユークロマチン領域に局在し
（図３）、H3K9ac が活性クロマチン領域に存
在するというこれまでの知見と一致した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、細胞をヒストン脱アセチル化酵素阻
害剤で処理すると、ヒストンのアセチル化レ
ベルの上昇に応じたH3K9ac-GFP-scFvの動態
変化と核への局在化が見られた（図４）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
こ れ ら の 結 果 か ら 、 こ の Mintbody 
(modification-specific intracellular 
antibody)と名付けたGFP-scFvプローブによ
り生細胞の H3K9ac レベルが計測できること
が明らかになった。 
 さらに、個体レベルで H3K9ac を可視化する
ために、H3K9ac-mintbody を発現するショウ
ジョウバエとゼブラフィッシュの作成を行
った。これらのトランスジェニック動物は、
野生型と同様に生育し、生殖も可能であった
ことから、mintbody を用いた可視化系は、発
生や分化、生殖を阻害しないことが明らかに
なった。また、ショウジョウバエ胚の発生の
過程で、転写が開始する時期に H3K9ac のシ
グナルが顕著に上昇した。 
 
 
（５）不活性Ｘ染色体の動態 
Alexa488 標識 H3K27me3 特異的 Fab と Cy3 標
識 PCNA を女性由来ヒト細胞に導入し、細胞
周期に伴う不活性X染色体の細胞核内動態を
追跡した。固定された細胞標本を用いた報告
では、不活性 X染色体は S期に核膜周辺から
核小体近傍へダイナミックに移動すること
が示唆されていた。しかし、生細胞解析の結
果、その細胞核内局在は DNA 複製の時期を含
め細胞周期が進行してもダイナミックな変
化は見られなかった（図５）。従って、不活
性化の維持に核小体との相互作用は必ずし
も必要ではないことが明らかとなった。 
さらに、複数の細胞種における不活性 X染
色体の細胞核内局在と複製時期を解析した
結果、ヒト細胞では不活性 X染色体は S期の
終了直前に細胞核内局在を変化させずに複
製することが明らかになった。また、複製後
には H3K27me3 レベルが低下することを示唆
する知見が得られたため、免疫染色などを用
いて H3K27me3 や H3K9me2 の細胞周期に伴う
変動を解析した。その結果、不活性 X染色体
に限らず、核全体の H3K27me3 レベルが S 期
に低下することが明らかになった。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）今後の展望 
本研究により、ヒストン修飾動態の生細胞可
視化のための二つの系が確立できた（図 1）。
一つは、蛍光標識 Fab の導入による可視化系
であり、この系では蛍光標識 Fab を細胞に導
入することで簡便にヒストン修飾が観察可
能である。この方法は、Fab-based Live 
Endogenous Modification labeling（FabLEM）
と名付けた（図 1A）。もうひとつは DNA にコ
ードされる scFv-GFP による系であり、長時
間や生体内観察が可能となる。この scFv-GFP
プ ロ ー ブ は 、 Modification-specific 
intracellular antibody（Mintbody）と名付
けた（図 1B）。今後、これらの系を用いて発
生や分化に伴うエピジェネティクス修飾の
変化を追跡することが出来ると考えられる。 
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