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研究成果の概要（和文）：染色体の特異的領域を、lacO/LacI配列を導入して構築したクロマチン可視化ライン
を用いて、生きた細胞内で4次元イメージングにより可視化解析ができた。これにより、固定細胞の細胞核を材
料にした従来の解析では得られなかった染色体相互作用の動態情報を取得した。染色体相互作用の制御因子とし
てクロマチンリモデリング因子RAD54を同定し、核内構造の動態制御メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to reveal the dynamics of chromatin in 
nuclei. We successfully performed four-dimensional live-cell imaging using lacO/LacI inserted 
visualization lines. Based on this system, we could get dynamic data of chromatin-interaction in the
 nucleus of living cells. We identified a chromatin remodeling protein RAD54 as a regulator 
responsible for chromatin interaction and revealed a part of molecular mechanism in subnuclear 
chromatin dynamics.

研究分野：生命動態学

キーワード： クロマチン　核内構造
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１．研究開始当初の背景 

個々の染色体 DNAごとに高度に区画化され

た領域から細胞核構造が成り立っていると

考えられている。この染色体テリトリー仮説

は 、 固 定 細 胞 を 用 い た 蛍 光 in situ 

hybridization (FISH)法や次世代シークエン

サーによる Hi-C 法(ゲノムをクロスリンクさ

せて近接した DNA配列を決定する DNAインタ

ラクトーム解析)により実証されつつある。

これにより、染色体は凝縮する前から一定の

構造を細胞核中に保ち相互作用することが

明らかになった。 
 
２．研究の目的 
染色体の特異的領域を、生きた細胞内で 4 次
元高精細ライブセルイメージング法を用い
て可視化する。これにより、固定細胞の細胞
核を材料にした従来の解析では得られなか
った染色体相互作用の動態情報を取得する。
この情報を基に、染色体相互作用に立脚した
核内構造の動態制御メカニズムを明らかに
する。また、申請者らが発見した染色体相互
作用を制御する因子を突破口に、核内構造ダ
イナミクスの分子メカニズムを明らかにす
ることで、染色体相互作用の重要性を明らか
にし、核内構造ダイナミクスの意義を明確に
する。 
 
３．研究の方法 
lacO/LacI システムによる染色体特異的領域
の可視化ラインを構築し、4 次元ライブセル
イメージングにより染色体相互作用の動態
情報を得た。次に、主要器官の発生･分化段
階ごとに取得した染色体相互作用の動態デ
ータを解析した。また、染色体相互作用の制
御タンパク質を同定した。 
 
(1)lacO/LacI システムによる染色体領域特
異的可視化ラインの構築 
器官や組織を生きたまま染色体特異的領域
の DNA を可視化するために、lacO/LacI 配列
をシロイヌナズナに形質転換した。挿入部位
を PCR で同定して各染色体の短腕、長腕部位
に挿入されたラインを確立した。ヘテロクロ
マチン領域への挿入や染色体位置効果によ
るサイレンシングが起こり、蛍光が生じない
可能性があるので、多くのラインを確立して、
次世代に安定的に蛍光がイメージングでき
るラインを選抜した。また、ライブセルイメ
ージングは、申請者が保有する高精細 4D ラ
イブイメージング顕微システムを活用した。 
 

(2)染色体相互作用ライブセルイメージング 

構築した染色体領域特異的可視化ラインを
使用して、シロイヌナズナの根・葉・茎など
の主要器官の発生･分化段階ごとに、lac シグ
ナルの動態を高精細 4D ライブイメージング
システムにより解析した。根の分裂領域と伸
長領域で lac シグナル間の距離が異なり、そ

の距離が振動しながら変化していることが
示された。染色体相互作用の時空間特異的な
動態情報を取得した。 
 
(3)染色体相互作用制御因子の変異体を用い
た解析 
 シロイヌナズナの変異体を収集し、染色体
特異的領域可視化ラインと交雑して、イメー
ジング解析を実施した。この解析を通じて、
染色体相互作用の動態周期、速度、局在性な
ど、各パラメーターを制御している因子を同
定した。各器官特異的に染色体相互作用を制
御している因子の同定も進め、その変異体の
表現型から、発生･分化における染色体相互
作用の重要性を明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) lacO/LacI 配列導入ラインによる相同染
色体座の可視化 
シロイヌナズナにlacO/LacI 配列を導入して
構築したクロマチン可視化ラインを用いて、
生きている植物細胞における染色体の動き
を、蛍光タンパク質を用いて詳細に解析しま
した。具体的には、クロマチン蛍光タグシス
テムという染色体の一部を可視化する技術
を用いて、相同な染色体座の距離に着目した
解析を行いました（図 1）。その結果、普通の
状態では相同染色体は細胞核内において一
定の長さを保って離れていました。しかし、
放射線を照射したところ、相同染色体が接近
しました。このように、染色体相互作用をラ
イブイメージングで捉えることに成功しま
した(Hirakawa et al. 2015)。さらに、RAD54
というクロマチンリモデリング因子がなく
なった変異体では、放射線を照射しても相同
染色体の接近はみられませんでした。従って、
lacO/LacI 配列導入ラインによる相同染色体
座の可視化ラインを用いて、染色体の特定領
域の相互作用を制御する因子を特定するこ
とができました。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 (引用文献) 
Hirakawa, T., Katagiri, Y., Ando, T. and 
Matsunaga, S. (2015) DNA double-strand 
breaks alter the spatial arrangement of 
homologous loci in plant cells. Sci. Rep., 
5, 11058. 
 
(2)クロマチンリモデリング因子 RAD54 の解
析 
クロマチンリモデリング因子は、クロマチン
からヒストンタンパク質の除去やヒストン



修飾の変化を介して、クロマチン動態をダイ
ナミックに変化させます。そこで、RAD54 を
緑色蛍光タンパク質 EYFP で標識したシロイ
ヌナズナ形質転換株を作製し、細胞内局在を
観察しました。その結果、RAD54 は細胞核に
局在しており、DNA 二本鎖切断を誘導する放
射線を照射したところ、細胞核内でドット状
の構造体を形成しました。この構造体を
「 RAD54 フォーサイ」と名付けました
(Hirakawa et al. 2017)。この RAD54 フォー
サイは細胞核内のクロマチン相互作用に重
要な役割を果たしていることがわかりまし
た。 

 
(引用文献) 
Hirakawa, T., Hasegawa, J., White, C and 
Matsunaga, S. (2017) RAD54 forms DNA 
repair foci in response to DNA damage in 
living plant cells. Plant J., 90, 372-382. 
 
(3)国内外へのインパクトと今後の展望 
放射線を含む環境ストレス応答時に、植物の
染色体相互作用が変化することを明らかに
した初めての報告例となり国内外にインパ
クトを与えました。クロマチンリモデリング
因子である RAD54 のフォーサイ形成機構を調
べることで、DNA 損傷応答におけるクロマチ
ン構造変化や染色体相互作用の制御メカニ
ズムの一端が解明されることが考えられま
す。RAD54 フォーサイは、検出に特殊な実験
手法を必要としないため、植物のストレス応
答能を評価する上で有用な指標となること
が期待されます。 
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