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研究成果の概要（和文）：本課題は、ゲノムDNA配列上の任意の領域を認識する細胞内プローブを構築し、細胞分化過
程における特定の遺伝子領域のヒストン修飾動態を観察することを目的とした。ゲノムDNA配列上に散在する中程度反
復配列を抽出し、TALEsプローブの構築を試みたところ、生細胞で標的特異的に可視化できるものは得られなかった。
一方で、ヒト培養細胞に導入したANCHORシステムと活性化型RNAポリメラーゼ特異的mintbodyにより、特定の遺伝子領
域の転写活性化状態を生細胞で観察することが出来た。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to visualize the dynamics of histone modification in the 
specific gene loci in living cells. To visualize specific genome loci, we searched repetitive DNA 
sequence enriched in single loci and designed TALE protein. However, TALEs that are expected to bind to 
these sequences failed to label them in living cells. On the other hand, using a mintbody specific to 
phosphorylated RNA polymerase II combined with ANCHOR system that labeled the specific locus, active 
transcription at the single gene locus was visualized in human cells.

研究分野：細胞生物学

キーワード： エピジェネティクス　イメージング　クロマチン
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) DNAメチル化やヒストン修飾などによる
後成的遺伝子発現制御 (エピジェネティク
ス) は、細胞機能制御に重要な役割を担って
いることが近年幅広い分野で明らかにされ
ている。特にヒストンの翻訳後修飾によるク
ロマチン制御は、細胞世代を通して安定に伝
達されると同時に、分化刺激により動的に変
化しうる。我々はこれまでに、修飾特異的抗
体由来の生細胞プローブを用いた２種類の
ライブイセルメージング系を開発してきた。
これらの方法はいずれも、ゲノム全体のヒス
トン修飾動態や、不活性 X染色体に濃縮され
るヒストン修飾を、生細胞で追跡するのに良
いツールである。しかし、特定の遺伝子領域
の修飾動態を調べたい場合は、その遺伝子領
域を生細胞で標識する系と組み合わせる必
要がある。 
(2) 哺乳類の生細胞核内のゲノム DNA 上の
特定配列の可視化は、人工的あるいはウィル
スにより外来配列を多コピー挿入するモデ
ルにより行われているが、内在の配列を可視
化する系はマウスメジャーサテライト等の
巨大反復配列の例以外は未だ存在しない。 
 
２．研究の目的 
 
ゲノム DNA 配列上の任意の領域を認識する
細胞内プローブを構築し、細胞分化過程にお
ける特定の遺伝子領域のヒストン修飾動態
を観察する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ゲノム DNA上の中程度反復配列の探索 
ヒトやマウスのゲノム配列の約半分の領域
は、反復配列で構成されている。繰り返しの
単位(塩基数)、反復回数、複雑度や分布は様々
である。この中から、特定の領域に濃縮され
る中程度反復配列 (101～105) を見出し、こ
の配列を特異的に認識する細胞内蛍光プロ
ーブを作製することで、ゲノム上の特定領域
を可視化する（図 1A）。 
 
(2) 特定の遺伝子領域の生細胞イメージング 
(1)で見出した標的候補配列から数個を選び、
それぞれに特異的に結合する TALEs を構築
し、蛍光タンパク質融合型の発現ベクターを
作製する。 
 
(3) ヒストン修飾可視化プローブの作製 
我々はこれまでに、ヒストン修飾動態を生細
胞で可視化するために、蛍光タンパク質を融
合 し た 一 本 鎖 可 変 領 域 を
modification-specific intracellular antibody 
(mintbody)プローブとして利用するシステ
ムを開発している。ヒストンH3K9ac特異的
mintbody について既に報告しているが、本
課題では新たなmintbody作製に取り組む。 

 
 
(4) 特定の遺伝子領域のヒストン修飾動態の
可視化 
(2)で開発した DNA 可視化プローブと(3)で
開発した mintbodyを同時に細胞へ導入し、
特定の遺伝子領域のヒストン修飾動態の可
視化を行う。系が上手く動くことが確認でき
た場合、遺伝子改変マウスを作製し、生体イ
メージングに挑戦する。 
 
４．研究成果 
 
(1) ゲノム DNA上の中程度反復配列の探索 
図 1B に示すように、前原一満博士（九州大
学）の協力により DNA 配列の網羅的解析を
行い、ヒトおよびマウスのゲノム配列上には、
中程度反復配列 (101～105)が全域に渡って
散在することがわかった。このような配列の
なかから、TALEsの標的となるものをヒト 9
番染色体およびマウスX染色体から各一箇所
ずつ選択した。 
 
(2) 特定の遺伝子領域の生細胞イメージング 
(1)で選択した DNA 配列を標的とする
TALEs 発現ベクターを構築し、GFP 融合型
として培養細胞に発現させた。これらの
TALEsは、細胞核内への局在がみられたもの
の、大部分は核小体へ濃縮され、一部は foci
を形成していた。FRAP解析の結果、この foci

図 2 TALEs プローブによ
るDNA標識 
9 番染⾊体の中程度反復
配列を標的とする TALEs
を HeLa 細胞に発現させ
が、核小体への集積と非特
異的な fociがみられた。 

図 1 ゲノムDNA内在配列可視化の戦略 
A: ゲノムDNAに存在する中程度反復配列
から特定の領域に濃縮される配列を標的と
して選び、蛍光タンパク融合型TALEsプロ
ーブにより検出する。B: 100 万塩基対中
におよそ100回繰り返す約20塩基のユニ
ットの出現頻度。 

A 
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は非特異的な集積であることが示唆された
（図 2）。 
 
(3) ヒストン修飾可視化プローブの作製 
修飾特異的抗体を産生するハイブリドーマ
細胞から抗体可変領域をコードする遺伝子
を取得し、GFP融合型として細胞に発現させ
た。約 40 種類のクローンから、細胞内に安
定に発現する 2 クローン（H4K20me1 およ
び活性化型 RNA ポリメラーゼ II 特異的
mintbody）を得た。 
 
(4) 特定の遺伝子領域のヒストン修飾動態の
可視化 
DNA 領域の生細胞可視化法については、当
初予定していた TALEs で良好なプローブが
得られなかったため、新たなシステムとして
トゥールーズ第三大学 Kerstin Bystricky博
士の開発したANCHORシステムの導入を試
みた。ANCHORシステムは、ANCH（INT）
配列とそれに特異的に結合する OR（ParB）
タンパク質の結合を利用したものである。
ANCH配列をゲノムDNAに挿入する必要が
あるが、この断片は比較的短く、挿入された
ゲノム領域への影響が少ない。また ORタン
パク質の DNAへの結合は、DNAを鋳型とす
る生理的な機能にはほとんど影響しないと
考えられている。ANCH配列の隣にMS2遺
伝子を配置することで、MS2-coating protein 
（MCP）による転写産物の可視化もできる。 
 ANCH 配列を導入したヒト培養細胞に
mCherry-OR3、iRFP-MCP、活性型 RNAポ
リメラーゼプローブ（mintbody）を同時に発
現させたところ、図 3に示すように、三者の

局在を生きた細胞の中で観察することがで
きた。今後は、mintbody の解像度を改善す
るため、一分子解析などを試みる予定である。 
 
本研究により、内在ゲノム領域可視化の標的
となりうる中程度反復配列が、ゲノム DNA
配列上に多数存在することがわかった。当初
の計画では、これらの標的配列を認識する
TALEs プローブを用いて遺伝子領域を可視
化する予定であったが、有用なものは得られ
なかった。一方で DNA 配列を生細胞でター
ゲットする技術は、急速に進歩しており、
CRISPR/Cas9や ANCHORシステムなどで
成功例が報告されている。我々は標的領域へ
の影響が比較的少ないとされるANCHORシ
ステムを導入し、活性型 RNA ポリメラーゼ
特異的 mintbodyと共に観察することに成功
した。今後、mintbody の空間解像度を向上
させることで、特定の遺伝子領域の転写活性
化やヒストン修飾の動態を生細胞で観察す
る有用なツールとなることが期待される。 
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