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高解像手法を用いた生細胞におけるクロマチンドメインの解析

政策•メディア研究科修士課程2年 

野崎慎

要旨

真核生物において， クロマチン構造は転写，複製，細胞周期など，様々な細胞機能に関わる重  

要な要素である .ヒトゲノムDNAの長さは2 mに達することが知られており，直径10 pmの核や太 

さ700 nrnの染色体にどのように梱包されているのかということは長くの間議論されてきた.クロ  

マチンの構造モデルとして，30 nmクロマチン線維モデルが支持されてきたが，近年のX線構造解 

析やクライオ電子顕微鏡を用いた研究により，一般的に30 nmクロマチン線維構造は存在しないこ 

とが示された .そして，新しいクロマチン構造のモデルとして，不規則にクロマチンが凝集し， ク 

ロマチンドメインと呼ばれる塊を形成する irregular foldingモデルが提唱されている .これらの研究  

結果を踏まえ， クロマチン構造を明らかにするために，本研究では薄層斜光照明法を用いて生細  

胞内におけるヌクレオソームの観察を行った .まず，間期の核においてヌクレオソームの分布を 

観察したところ，その分布はランダムではなく，空間的な偏りを持つことが示された .さらに， 

分裂期においても同様の結果を得ることができた .このヌクレオソームの空間的な偏りはヌクレ  

オソームが凝集して存在し， クロマチンドメインを形成していることを示している .更なる詳細な 

解析を行った結果，間期と分裂期においてクロマチンドメインの大きさはあまり変化せず，その代 

わりにドメイン間の距離が変化していることが示された .これらの結果から， クロマチンドメイ 

ンは保持されつつ， ドメイン間の距離が変化することによって間期から分裂期へのクロマチン凝 

縮が起きる染色体形成の新しいモデルを提案した .生細胞における1分子レベルの大規模なヌクレ 

オソーム観察は初めてであり， これからのクロマチン研究に貢献することが期待される.
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1.序論

生 命 が 誕 生 し て か ら 38億 年 の 間 ， 生 命 の 設 計 図 で あ る ゲ ノ ム は 受 け 継 が れ て き た .ほ と ん ど の 生  

物 の 場 合 ， ゲノムの本態は DNAで あ る .我 々 ヒ ト の 体 は 約 6 0兆 個 の 細 胞 か ら で き て お り ， これら 

の 細 胞 は も と も と 1個 の 細 胞 ， 受 精 卵 に 由 来 す る . 2 の 4 6乗 が 約 70兆 で あ る こ と か ら ， 1 個 の 細 胞  

が約 4 6回 分 裂 す る と 我 々 の 体 の 細 胞 数 に 匹 敵 す る こ と が 推 測 さ れ る .そ し て ， 1個 の ヒ ト 細 胞 に は  

全 長 約 2 mにも達するゲノム DNAが 収 め ら れ て い る .こ の 巨 大 な 分 子 を 間 期 に お い て は 直 径 10-20 

pmの 核 に ， 分 裂 期 に お い て は 直 径 700 nmの 染 色 体 に 折 り 曼 ま な け れ ば な ら な い . DNAは太さ 2 nm 
の ”ヒモ "であるが， こ の よ う な 巨 大 な ”ヒモ”を ど の よ う に し て 小 さ な 核 や 染 色 体 に 折 り 畳 ん で い る  

のだろうか .

DNAは 核 酸 の 一 種 で あ り ， 負 に 帯 電 さ れ て い る .そ の た め お 互 い が 反 発 し 合 い そ の ま ま 密 に ま  

と め る こ と は 困 難 で あ る .そ こ で ， 正 に 帯 電 し て い る 塩 基 性 の ヒ ス ト ン と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 に  

巻 き 付 く こ と で ， こ の 反 発 を 多 少 打 ち 消 す こ と が で き る .真 核 生 物 に お い て は ， このヒストン夕  

ン パ ク 質 の 周 り に DNAが 巻 き 付 く こ と に よ り ， ヌ ク レ オ ソ ー ム と い う 線 維 構 造 を 形 成 す る .ヌ ク  

レオソ一 ム は ，” beads on a string”とも呼ばれ， 糸 巻 き に 似 た ヒ ス ト ン の 周 り に ヒ モ の よ う な DNA 
が 巻 き 付 い て い る よ う な 構 造 を 形 成 す る .こ の ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 は H2A， H2B, H3， H4 といっ 

た 4種 類 の タ ン パ ク 質 が 2個 ず つ そ れ ぞ れ 集 ま る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る .こ の ヒ ス ト ン に 150 bpの 

DNAが 巻 き 付 く こ と で 直 径 約 1 1 nmの ヌ ク レ オ ソ ー ム 線 維 を 形 成 し ， リ ン カ 一 と 呼 ば れ る 約 50 bp 
のDNA配 列 を 挟 み な が ら 周 期 的 な 構 造 を 形 成 し て い る i. こ の ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 の ヒ ス ト ン テ 一  

ノレという部分に起きるメチル化やアセチル化などの修飾は， エ ピ ジ エ ネ テ ィ ク ス と 呼 ば れ る 塩 基 配  

列 の 変 化 を 伴 わ ず に ， 後天的な 修 飾 に よ っ て 制 御 を 行 う 一 群 に 関 わ っ て い る .

更 な る 高 次 構 造 を 考 え た と き ，核 内 や 染 色 体 内 で ヌ ク レ オ ソ ー ム は ど の よ う に 束 ね ら れ て い る  

の だ ろ う か .ヌ ク レ オ ソ ー ム や 結 合 タ ン パ ク 質 の 集 合 に よ っ て 形 成 さ れ る の が ク ロ マ チ ン 構 造 で  

あ る .こ の ク ロ マ チ ン が ど の よ う な 構 造 で あ る か と い う こ と は 長 く の 間 議 論 が 続 け ら れ て き た .  

ゲノムDNAは 生 命 に お け る 情 報 リ ソ ー ス で あ る が ， そ の リ ソ ー ス を 活 用 す る た め に は ， 情 報 を 読  

み 出 す 必 要 が あ る .転 写 因 子 や 複 製 開 始 タ ン パ ク 質 が ゲ ノ ム DNA上 の 情 報 を ど の よ う に 探 索 し ， 

読 み 出 す の だ ろ う か .こ れ は ， ク ロ マ チ ン 構 造 が ， 転 写 や 複 製 な ど の 細 胞 内 に お け る 主 要 な プロ 

セ ス と 密 接 に 関 連 し て い る こ と を 示 し て い る .こ の た め ， ク ロ マ チ ン 構 造 を 明 ら か に す る こ と  

は，様 々 な 生 命 研 究 の た め に 重 要 な こ と で あ る .

分 裂 に お い て ゲ ノ ム DNAは 複 製 し ，2倍 に な る 必 要 が あ る .複 製 さ れ た 長 い DNAを2個 の 細 胞 に  

分 配 す る た め に は ， DNAの 絡 み 合 い を 防 ぎ ， 分 離 時 に お け る 物 理 的 な 衝 撃 に 耐 え る 必 要 が あ る . 

そ の た め ， DNAが コ ン パ ク ト に 凝 縮 さ れ る こ と な く 分 配 し て し ま う と ， DNAが 絡 ま っ た り ， 切 れ  

た り し て し ま う .こ の 分 裂 期 に お い て ， ゲノムDNAが 凝 縮 す る こ と に よ り 現 れ る 構 造 体 が 分 裂 期  

染 色 体 で あ る .染 色 体 を 表 す ”c h r o m o s o m e ” と い う 名 は ギ リ シ ャ 語 に 由 来 し ， 英 語 で は ，，c 〇i 〇r 

b o dゾ’を 意 味 す る .そ の 名 の 通 り ， 染 色 体 は 細 胞 内 に お い て 非 常 に よ く 染 色 さ れ ， 観 察 す る こ と が  

容 易 で あ る .し か し ， こ の よ う な 分 裂 期 染 色 体 が ど の よ う に し て 形 成 さ れ る の か と い う の は 未 だ  

明 ら か で は な い .間 期 で は ， こ の よ う な 棒 状 の 染 色 体 構 造 を 観 る こ と は で き な い が ， 分 裂 期 に お  

い て は 明 確 に 観 る こ と が で き る .こ の よ う な ク ロ マ チ ン 構 造 の 動 的 な 変 化 は ど の よ う に し て 起 き  

る の だ ろ う か .そ も そ も ， 間 期 に お け る ク ロ マ チ ン 構 造 と 分 裂 期 染 色 体 に お け る ク ロ マチン構造  

は 大 き く 異 な っ て い る の だ ろ う か .こ の よ う な こ と か ら ， 染 色 体 構 造 は 1〇〇年 以 上 に わ た り 生 物 学  

者 た ち の 興 味 を 集 め て き た .間 期 の ク ロ マ チ ン 構 造 と 分 裂 期 染 色 体 の ク ロ マチ ン 構 造 の 相 違 を 明  

ら か にすることが， 分 裂 期 染 色 体 形 成 の 謎 を 解 く 足 が か り に な る と 考 え ら れ る .

上 述 し た よ う に ク ロ マ チン構 造 は ， 真 核 生 物 に お け る 転 写 ， 複 製 ， 分 化 ， 分 裂 な ど の 細 胞 機 能  

と関わりが深く， そ の 理 解 は 重 要 で あ る . 30年 以 上 の 間 ， クロマ チン構 造 は 3 0 細 クロマチン線維  

と い う モ デ ル が 定 説 化 し て い た が ， 2000年 代 後 半 か ら の 取 り 組 み に よ り ， 新 し ぃ モ デ ル が 構 築 さ  

れ つ つ あ る .こ の クロマ チン構 造 の 見 直 し に よ り ， 分 裂 期 染 色 体 形 成 の 本 質 を 明 ら か に で き る の
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ではないかという期待が高まっている .本研究では，生細胞におけるクロマチン構造について ， 1 

ヌクレオソームレべルの観察によって明らかにする .そして，間期から分裂期への移行の際に起  

きるクロマチンの動的な構造変化に関する新しいモデルを提案する.

現在， クロマチン構造に関する認識が大きく変わりつつある .従来のクロマチン線維モデル  

が，30 nm線維構造を基としているのに対し，新しい irregular foldingモデルやフラクタルグロ 

ビュールモデルはクロマチンドメインやグロビュールと呼ばれるヌクレオソームが不規則に集合し 

て形成される塊（小球）を基にしている.このような構造は生細胞内において観察可能なのだろう  

か .生細胞においてこれらのヌクレオソームの塊が観察された例は無い .また ， irregular foldingモ 

デルのような新しいモデルから分裂期染色体形成の新しいモデルを組み立てられるだろうか .こ  

のような興味意識を根底において，本研究は行われている.

クロマチンは固定などの操作によって構造が変化するため，生細胞で観察を行う必要がある. 

これまでのクロマチン観察の難点としては，適切なスケール（50-200 nm) において観察する手法が 

存在しなかったことが挙げられる .例えば電子顕微鏡は〜30 nmのスケールにおける観察に適して 

おり，一般的な蛍光イメージングは>200 nmのスケールにおける観察に適しているため，50-200 

nmのスケールにおける観察は一般的に難しい2.し か し ，最近の研究ではPALMやSTORM, STED 
と呼ばれる超解像顕微鏡法が開発され，50-200nmのスケールにおいても観察が可能となっている 

3-7.し か し ，超高解像顕微鏡法で一般的に用いられている全反射照明法は観察を行いたい物体の  

空間内における位置により，観察が困難である場合がある .このような制約のため，上記したよ 

うな方法はクロマチンの観察には不向きであり，特に分裂期染色体の観察は非常に困難である  

2,8.こ れ ま で に ，固定した細胞におけるヌクレオソームについて，超解像顕微鏡法を用いて観察  

を試みた研究はあるが，生細胞において大規模に観察した例はまだ無い9,10. また，分裂期染色体 

形成に関わる問題を解決するためには，間期と分裂期の両方においてクロマチンを観察し， どの 

ようなクロマチン構造の変化が起きているかを明らかにする必要がある .本研究では，生細胞に 

おけるクロマチンの観察を行うために，間期と分裂期における 1 ヌクレオソームレべルの観察から 

推察する .そして，間期と分裂期におけるクロマチンの動的な構造変化の関係性を探る .そのた  

めに，本研究ではまずインドホエジ力といつ生物積の細胞において，PA-GFP (photo activated GFP) 
と呼ばれる蛍光タンパク質を結合したヒストンを発現させる .そして，薄層斜光照明法と呼ばれ  

る全反射照明法とは異なる照明方法を用いることによって間期と分裂期におけるヌクレオソーム 

の分布決定を行い， クロマチンドメイン構造に関する解析を行う.

2.手法と対象 

3•結果

本研究は国立遺伝学研究所との共同研究であり， まだデータが非公開のため，方法と結果の掲  

載を控えさせていただく.

4•講論

クロマチン構造の理解は真核生物の様々な細胞機能理解のために重要である .本研究では斜光  

照明法を利用することで， これまで不可能であった生細胞におけるヌクレオソームの観察に成功 

した .そして DM細胞の間期と分裂期，HeLa細胞の間期におけるヌクレオソームの分布を観察  

し， クロマチン構造の推定を行った .まず，DM細胞の間期の核内では， ヌクレオソームは半径  

〜70 nmの領域において，空間的に偏りを持つ分布を示していることが'RDF解析により示された. 

これはそれぞれのヌクレオソーム周辺70 nmにおいてヌクレオソーム同士が密に存在していること 

を意味する .この結果により， クロマチンドメインやフラクタルグロビュールと呼ばれる先行研 

究で示唆されていたようなヌクレオソームの集合によって形成される塊を，生細胞において初め 

て観察することに成功した 11，12.ま た ，それらクロマチンドメインの大きさと頻度に関する分布は 

べキ乗分布に従うことが示された .そして， このヌクレオソームの分布に関する性質は，間期だ
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けではなく分裂期においても観察することができた .分裂期では， ヌクレオソームは染色体内に 

おいて，半径〜80 nmの領域で偏りを持つ分布であることがRDF解析により示された .このことか  

ら，分裂期においても， クロマチンドメインのようなヌクレオソームの集合体が染色体内に存在 

すると考えられる .また， クロマチンドメインの大きさとその頻度に関する分布は間期と同様  

に，分裂期でもべキ乗分布に従うことが示された .このヌクレオソームの空間的な偏りに関する  

傾向はインドホエジ力のみならず； ヒ ト HeLa細胞でも観られたことから （ data not shown)， 種特有 

の性質ではなく，高等真核生物共通の性質であると考えられる.

序論において，間期と分裂期におけるクロマチン構造の違いを問題提起した .本研究では，間 

期と分裂期におけるヌクレオソームの分布について比較し，その分布は局所的には非常に類似し 

ていることを示した .これは局所的な領域において，間期と分裂期におけるクロマチン構造の間 

にあまり違いがないことを示している .過去のクライオ電子顕微鏡を用いた研究では，.分裂期染 

色体と核内におけるクロマチン構造が類似していることが示唆されている13，14.この研究結果と本  

研究の結果は一致する .しかし，分裂期と間期のマクロなスケールにおいては， その構造は大き 

く異なる .間期と分裂期において， クロマチンドメイン自体の大きさはあまり変化しないことが 

示されたが， クロマチンドメイン間の距離の比較により， ドメイン間の距離が変化していること 

が示された.

分裂期染色体構造の問題は長くの間研究されてきたが， これまで分裂期染色体形成に関する決 

定的なモデルは存在していない .そのため，本研究で得られた結果から過去に提唱されていた階  

層的クロマチンモデルに代わる新しいモデルを提唱するル气本論文で新しく提案する染色体凝縮 

のモデルは， クロマチンドメイン自体はあまり変化せず， ドメイン間の距離が短くなることによ 

り，染色体が形成されるモデルである .染色体内においては， コンデンシンというタンパク質が  

軸状に形成され， その周りをヌクレオソームが取り囲んでいることが知られている8.このこと  

からコンデンシンを軸にし， その周りにクロマチンドメインが寄り集まることで棒状の染色体を  

形成すると考えられる .このモデルは従来の階層構造モデルとは異なり，規則的な構造は持たな 

い .ま た ，間期において既にクロマチンドメインが存在し， それらが凝縮することによって高次 

の染色体構造をつくり，染色体内においてもクロマチンドメイン自体は保持されると考えられる 

(図1) . このモデルでは， クロマチン内では従来考えられていたよりも凝縮時に大きな変化が起き  

ていないことを意味している .また，本研究では間期と分裂期におけるクロマチンドメインのサ  

イズと頻度はべキ乗分布に従うことが示された .これは小さいドメインほど多く，大きいドメイ 

ンほど少ないことを示している .この結果により，べキ乗分布に従うクロマチンドメインの収納  

における体積は，染色体形成時に最小化されると考えられる .このことからも，べ キ 乗に従うク 

ロマチンドメインは間期から存在し，それらが凝集することによって密度が高い染色体が形成さ  

れると考えられる.

過去の研究において， クロマチンドメインは機能的ドメインと空間的ドメインについて考えられ 

てき た .し か し ，それらの多くはサイズがとても大きい•フラクタルグロビュールに関しては  

H i-C自体が1 Mb程度の解像度しか持たないため，核内におけるヌクレオソームの充填率を3〇 %で 

考えた場合，最小で半径 150 n m の小球となってしまう 1U9. またK alh orらは， クロマチングロ 

ビュールに関わるゲノムD N Aの平均的な長さは6 .8  M bと推定しており， この小球の空間的な大きさ 

は半径が約290  n m と な る 19.これは染色体の直径が7〇〇腕であることを踏まえるととても大き  

い .このことからも，彼らが示しているのは，本研究で示したクロマチンドメインの吏なる集合  

のような高次の構造であると考えられる .また従来の ChIP-Seq解析から示されるようなドメイン  

のサイズは， その決定方法における閾値の設定によって大きく変化することから比較が難しぃ  

20’21•本研究で示したドメインのサイズは半径が〜80 nm付近までの大きさであったがこれをゲノ  

ムサイズに変換すると約140 kbになる•ヒトのゲノムサイズを3 Gb，遺伝子数を2〇〇〇〇個と見積も 

ると，約 150 kbに一つの割合で遺伝子が登場する .このことからも，今回示したクロマチンドメィ
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ンは1個から数個程度の遺伝子を含むゲノムDNAが凝集することによって形成された塊であると考  

えられる .このようにゲノム上の領域と直接比較を行うことはまだ困難な状態ではあるが，解決 

して空間的領域とゲノム上の領域の関係性を明らかにしたい.

本研究において，生細胞でもヌクレオソームの分布に偏りがあることを示すことができた .こ  

れからの研究の進展として，今回提唱した分裂期染色体形成のモデルの是非について更なる調査  

を行う必要がある .また上記したが， クロマチンドメインと機能的特徴の関係性が注目されてい 

る .このようなクロマチン構造と遺伝子発現機能の関連が強い領域として，ヘテロクロマチンと 

ユークロマチンが挙げられる .古くから， ヌクレオソームが凝集している領域であるへテロクロ 

マチンや， ヌクレオソームが緩んでいる領域であるユークロマチンは転写活性や不活性化と強く 

関わっていることが知られている.このような領域のクロマチン構造はどのようになっているのだ  

ろうか .斜光照明法を用いて， 1 ヌクレオソームレべルによって観察することでその違いを示すこ 

とができると考えている .また， クロマチンの構造と，様々な細胞機能は密接に閨係している . 

例えば，核内において転写因子がどのように振る舞い，ゲノム上の遺伝情報を探索するのかという 

ことは大きな問題である .今回得られたヌクレオソームの空間的なデ一夕を手がかりに， クロマ 

チン構造と遺伝情報探索の関係を明らかにしていきたい.
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図1:染色体凝縮に関する新しいモデル

間期から分裂期に移行する際に起きる染色体凝縮の新しいモデルを示した .一つ一つの丸はク  

ロマチンドメインを示している.間期ではそれぞれが離れて存在しているが，分裂期においてはコ 

ンデンシンを中心として， クロマチンドメインが寄り集まって凝縮することで棒状の染色体が形成 

される.
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