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研究成果の概要（和文）：超分解能蛍光顕微鏡手法の3DSIMによる生細胞観察手法を開発し、生き

た分裂酵母のクロマチンを直接観察した。生きた分裂酵母の間期クロマチンは、100-150nmの径

を持つ比較的大きな繊維状の高次構造を形成していた。ヒストン修飾の抗体染色を行い、ヒスト

ン修飾とDNA繊維を多色3DSIM観察し、重なりを定量化した。その結果、転写部位のみが脱凝縮し

て凝縮したクロマチン繊維から突出していることを見出した。	
 

 
研究成果の概要（英文）： I developed a method for live observation using super-resolution 
microscopy, 3DSIM, and applied on live fission yeast. The interphase chromatin in live 
fission yeast formed fibrous structures with a diameter of 100-150 nm. Chromatin in fixed 
fission yeast nuclei was stained with antibodies against modified histones and observed 
with 3DSIM, then the level of overlap with the DNA mass was quantitatively analyzed. 
The results showed that regions associated with ongoing transcription were de-condensed 
and extended from fibrous structures. 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報である DNA は、生体内では約
200bpごとにヒストン８量体（ヌクレオソー
ム）に巻かれることにより、密に凝集した形
で細胞核に格納されている。DNA 配列を遺
伝情報の一次構造とするならば、ヌクレオソ
ームは、遺伝情報の二次構造といえる。試験
管内での再構成では、リンカーヒストンの取
り込みに応じて様々な凝縮度を持つ 30nm繊

維が形成される。これは、遺伝情報の三次構
造といわれる。DNA 上のヌクレオソーム密
度の変化や、30nm繊維の凝縮度合いにより、
遺伝子の転写が制御されていると示唆され
ている。さらに電子顕微鏡観察により、細胞
核内にはより大きな繊維構造（60-200nm 繊
維）が観察されており、クロマチンは更なる
高次構造を持つと考えられている。このよう
な凝縮度の変化や、高次構造の変化は、転写
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領域の形成、ヘテロクロマチン形成、有糸分
裂時の凝縮した染色体の形成など、様々な核
やクロマチンの機能と直結した動的構造で
あると考えられている。 
しかし、間期細胞核内のクロマチンは高密度
に収納されており、その繊維を可視化するた
めの適当なイメージング技術が欠落してい
たため、直接的観察は困難であった。電子顕
微鏡による繊維構造の観察がなされている
が、観察に必要な強力な化学固定や、脱水に
よるクロマチン構造の変形があり、報告され
た構造は様々である。したがって、クロマチ
ン高次構造変化の直接観察には、生体分子を
傷つけず、高分解能であり、さらに標識特異
性の高い顕微鏡技術が不可欠である。 
近年、光の解析限界を超える超分解能蛍光顕
微鏡技術が報告された。この技術は、これま
で欠落していた分解能領域を埋める新しい
技術と考えられる。従来の蛍光顕微鏡の分解
能は 250nm 程度が限界とされてきたが、新
しい技術を用いれば、20-100nm の分解能で
生体物質を標識特異的に観察することが可
能である。超分解能蛍光顕微鏡技術の一つで
ある 3D structured illumination microscopy
（3DSIM）は、三次元干渉波からなる縞模様
の励起光（structured illumination）を用い、
本来観察不可能な高周波要素を計算により
再構築する。生体分子に損傷の少ない超分解
能蛍光顕微鏡技術を用いて、これまでブラッ
クボックスとされていた間期細胞核内のク
ロマチン構造の本来の姿を直接観察するこ
とが可能になったと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の具体的目的は、（１）真核生物の間
期細胞核におけるクロマチン繊維の構造的
特徴を明らかする（２）遺伝子発現の多い領
域などと、顕微鏡で見られた繊維との関連を
明らかにすることである。この二つの観察と
その解析により、これまで推測されてきた遺
伝子発現と高次構造制御の構造的関連を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）生物試料	
 
観察に使用した分裂酵母は、Edinburgh	
 
minimal	
 medium 中で 26℃の振盪培養をした。
観察には、2-5x106cells/ml の密度に達した
細胞を用いた。野生型に 972h-を用いた。	
 
	
 
（２）固定と抗体染色	
 
固定液には、4%ホルムアルデヒド、80mM	
 
HEPES-K、35mM	
 HEPES-Na、2mM	
 EDTA、0.5mM	
 EGTA、
0.5mM	
 spermidine、0.2mM	
 spermine、15mM	
 
2-mercaptethanol を混合した物を用いた。細
胞は１０-２０分間固定した後、PEMS 溶液

（80mM	
 PIPES、1mM	
 EDTA、1mM	
 MgCl2、1.2M	
 
sorbitol、pH	
 6.8）により 3 回洗浄した。各
洗浄では、緩やかな撹拌を 5分間行った。
Zymolyase 処理（36℃30 分）により細胞壁を
消化後、1%TritonX-100とPEMS混合液により、
10 分間の細胞膜溶解を行った。PEMS で 3 回
洗浄した後、通常の抗体染色を行った。使用
した抗体は、木村宏（大阪大学）より供与さ
れたモノクローナル抗体を使用した。抗体染
色の後、0.2µg/ml の DAPI により細胞核を染
色し、Glycerol や Prolong	
 Gold（Invitrogen）
などのマウント剤を加えた。観察中に細胞が
動かないように少量（1.5µl）の溶液をカバ
ーグラスで封入した。	
 
（３）イメージング方法	
 
3DSIM、および STORM イメージングには、OMX
顕微鏡（Applied	
 Precision	
 Inc.）を用いた。
使用する油浸オイルの算出のため、以下の式
を用いた。	
 

(1)	
 
	
 
	
 
(2)	
 
	
 
(3)	
 
	
 
	
 
(4)	
 
	
 

（NA:3DSIM に用いるレーザー光の角度から
予想される開口数、n0：レンズの屈折率、n1:
油浸オイルの屈折率、n2:標本の屈折率、s:
対物レンズの動作距離、z:カバーグラス表面
から目的の焦点面への距離）	
 
式４に従い、固定細胞の 3DSIM には、
1.516-1.518 の、ライブ 3DSIM には 1.520 の
油浸オイルを用いた。	
 
（４）画像解析方法	
 
3DSIM の再構築には SoftWoRX（Applied	
 
Precision）を用いた。多色画像の位置合わ
せには、カスタムプログラムを作成した。多
色画像をフーリエ変換し、位相だけを取り出
して逆フーリエ変換することにより像の外
形のみを抽出し、この情報を用いて相互相関
関数などを用いて、外形が合致する最適な位
置を計算した。STORM の再構築には、申請者
の作成したソフトウェアを用いた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）ライブ 3DSIM 法の開発	
 
OMX 顕微鏡を用いた 3DSIM では、100 倍の油
浸対物レンズが必須である。培養液中に存在
する細胞には、屈折率の差によるレンズの収
差により 3DSIM 法を用いることができない。
そこで、収差の補正に必要な油浸オイルの屈
折率を算出した（研究の方法を参照）。分裂
酵母の核は直径 2µm と小さいため、カメラの

€ 
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使用チップ領域を最小限に抑えることによ
り、画像取得時間を 6.8 秒にまで縮めること
に成功した。	
 
クロマチンの動きは緩やかなので、この速度
で観察可能である。この方法により観察した
生きた分裂酵母の細胞核には、明確な繊維構
造が観察された（図 1）。このように観察され
た細胞は、その後正常に細胞分裂を行うこと
が可能であること
から、観察された
構造は、生理的条
件の細胞に存在す
ると考えられる。	
 
以上の結果から、
分裂酵母の DNA は、
約 100 から 150nm の
比較的大きな繊維
構造を形成してい
ることが初めて明
確に証明された。	
 
（２）細胞固定法の開発	
 
生細胞に観察された繊維構造をより詳細に
解析するためには、固定細胞を用いた抗体染
色による観察が不可欠である。しかし、染色
体構造は、化学固定により変形する可能性が
あるので、生きた細胞に見られた構造を基準
として、化学固定した DNA 構造を比較した。
その結果、通常用いられる化学固定法では、
繊維構造が肥大化することが明らかになっ
た。そこで、二つの手法を組み合わせた化学
固定液を作成した。一つは、化学固定時に架
橋されるアミノ基の減少による pH の低下を
高濃度の緩衝液により抑制することで化学
固定が瞬時に行われる手法であり、もう一つ
は、二価陽イオンにより活性化されるタンパ
ク質や DNA の分解酵素の活性をキレート剤に
より抑え、多価陽イオンを代替として用いた
手法である。この化学固定液により、生細胞
とほぼ同様の構造を再現することが可能に
なった。	
 
（３）多色画像の位置合わせ手法の開発	
 
OMX 顕微鏡は波長毎に結像するカメラが異な
るので、多色の画像を取得すると位置や角度、
倍率などが異なってしまう。このため、高い
分解能の多色画像を取得しても、それぞれの
相関を正確に知ることが難しかった。そこで、
3DSIM で観察した多色の画像を、nm 単位の精
度で正確に重ね合わせるプログラムを作成
した。蛍光ビーズで計測した結果、精度は XY
軸方向で 4-8nm、Z 軸方向では 30nm であった。	
 
（４）間期細胞核 DNA の様々な凝縮率	
 
間期細胞核のヘテロクロマチンとセントロ
メア領域を抗体染色により可視化し、3DSIM
の多色画像を用いて DNA の凝縮率を比較した。
その結果、ヘテロクロマチンの領域は、
100-150nm 繊維状構造の一部に過ぎず、それ
以外の領域と比較して特別に高い凝縮率は

認められなかった。一方、セントロメア領域
は、繊維状構造の外部に位置していた。この
ことから、核内 DNA には、繊維状構造の外部
に存在する脱凝縮した領域と、繊維構造を形
成する凝縮した領域が存在することが明ら
かとなった。	
 
（５）ユークロマチンの転写領域が脱凝縮し
ている	
 
ユークロマチンを形成するヒストンには、転
写の状態に関連した多様な化学修飾が知ら
れている。その化学修飾に対する特異的抗体
により、ヒストン修飾と凝縮率の比較を行っ
た。その結果、転写と関係のあると考えられ
ていた H3K36me3 や H3K9Ac などのヒストン化
学修飾が凝縮した領域に多く見られること
が分かった。これらの修飾を受けたヒストン
の約 60％は凝縮した繊維状構造の内部に見
られた。一方、H3K4me3 で修飾されたヒスト
ンは、凝縮した繊維状構造の外部に位置する
物が多く、内部に見られた割合は約 40％であ
った。また、転写を行う RNA	
 polymerase	
 II
の抗体で染色したところ、転写している領域
は H3K4me3 と同様に凝縮した繊維状構造の外
部に位置する物が多く、内部に見られたのは
約 40％であった。従って、これまでユークロ
マチンのマーカーはすべて転写と関わり、脱
凝縮していると考えられていたが、H3K36me3
や H3K9Ac は染色体の凝縮に関わりが強く、
H3K4me3 や RNA	
 polymerase	
 II は、弛緩に関
わりが強いことが明らかになった。	
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