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１． はじめに

長いひも状のゲノム DNAは細胞核内で３次元的に折り
たたまれて存在している．この DNAの情報は多種多様な
タンパク質によって検索・読み出しがなされ，細胞のさま
ざまな機能に貢献している．しかし，この情報検索のメカ
ニズムについてはいまだによくわかっていない．ゲノム
DNAはコアヒストンに巻きついてヌクレオソーム線維
（beads-on-a-stringまたは１０nm線維）と呼ばれる構造体を
形成している１～３）．長い間，このヌクレオソームは直径
３０nmの規則的なクロマチン線維に折りたたまれ，そこか
らさらに規則的な階層構造をとると考えられてきた４～７）．

しかしながら，我々が行ったクライオ電子顕微鏡観察や放
射光 X線散乱解析をはじめとするいくつかの実験によっ
て，クロマチンは細胞内で不規則に折りたたまれた構造を
とることがわかった．これは「線維が溶けているような状
態」であり，「パックの中に詰められた糸こんにゃくのよ
うな状態」といい換えると想像しやすいだろう．すなわち，
３０nmクロマチン線維は細胞内にほとんど存在しないこと
が明らかになったのである（図１）８～１５）．
不規則な折りたたみ構造は，古くから提唱されていた規

則正しい階層構造と比べて物理的束縛が少ないため，局所
的によりダイナミックであることが予想される．つまりヌ
クレオソーム線維はゆらいでおり８～１０，１２，１３），このゆらぎは，
タンパク質がゲノム DNA中のターゲット部分を探し出す
ために重要であると考えられる．それでは，どのようにし
たら，タンパク質などが自由に動き回る（拡散する）生細
胞内のクロマチン環境を調べられるだろうか？ そして，
細胞内でタンパク質はどのように目的のクロマチン領域に
たどり着くのだろうか？ これらの根本的な疑問にアプ
ローチするため，我々は１分子イメージング１６～１８）やモンテ
カルロ計算機シミュレーション１９，２０）などといった in vivo／in
silico の手法を組み合わせて用いることにした．
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ゲノム DNAは細胞の核内で３次元的に折りたたまれ，クロマチンと呼ばれる構造を形成して
いる．近年，我々の行った実験をはじめとするいくつかの研究によって，クロマチンは定説で
あった規則的な３０nmの構造を持たず，ヌクレオソーム線維が不規則に折りたたまれて構成
されていることがわかってきた．この構造ではヌクレオソームは物理的な束縛を受けないた
め，よりダイナミックな状態であることが予想される．これは，タンパク質がゲノム DNAを
検索するのにきわめて有利であると考えられる．最近我々は，ヌクレオソームの１分子イメー
ジングにより，生きた動物細胞においてヌクレオソームが局所的にゆらいでいることを発見し
た．さらに，モンテカルロ計算機シミュレーションなどを組み合わせ，ヌクレオソームのゆら
ぎはタンパク質のクロマチンへのアクセシビリティを向上させ，ゲノム情報が検索される際に
きわめて重要であることを示した．
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２． 生細胞におけるヌクレオソームの１分子イメージン
グ

どのようにすれば生きた動物細胞を用いてヌクレオソー
ムがゆらいでいるところを観察できるだろうか？ これを
実現するため，生細胞におけるヌクレオソームの１分子イ
メージングを試みた．まず，１分子のヌクレオソームを観
察するために，光活性化型緑色蛍光タンパク質（photoacti-
vatable-GFP，PA-GFP）をコアヒストンの安定な構成成分
であるヒストン H４２１）に融合し（図２A）２２～２４），この融合タン
パク質を非常に低いレベルでシカ DM細胞およびヒト
HeLa細胞に発現させた２５）．そして，１分子イメージングの
ため，細胞内の限られた範囲だけを照らし出すことができ
る斜光照明の顕微鏡システム２６）を用いて観察を行った（図
２B）２３）．PA-GFPは通常，４０５nmの波長によって活性化さ
れないと GFPの蛍光を発しない（図２A右）２３）．しかし意
外なことに，４０５nmレーザーによる活性化を行わなくて
も，DMおよび HeLa細胞においてごく少数の PA-GFPが
自発的に活性化し（図２A左）２３），それらを核内で蛍光輝点
として観察できることがわかった（図２A左および２
C）２３，２５）．さらに，PA-GFP-H４の輝点は，１分子による蛍光
の特徴である１段階の蛍光退色が起こることが観察され
た２５）．また，PA-GFP-H４の細胞内発現量は内在性 H４の

５％以下であると推測され，一つのヌクレオソームに同時
に２分子の PA-GFP-H４が取り込まれるのはきわめてまれ
であると考えられた２５）．これらの結果より，観察された蛍
光輝点はそれぞれ１分子の PA-GFP-H４によって標識され
た１分子のヌクレオソームであると結論づけられた２５）．

３． 生きた動物細胞におけるヌクレオソームの局所的な
ゆらぎ

ヌクレオソームのゆらぎを実際に観察するため，まず
我々は，PA-GFP-H４を発現する DM細胞を斜光照明法を
用いて観察し，間期クロマチンおよび分裂期染色体内のヌ
クレオソームのシグナルを動画（～３０ms／frame）として
記録した．観察した蛍光輝点は点拡がり関数でフィッティ
ングし，正確な中心を決定した．そして，０から０．１８秒
間で，ヌクレオソームがゆらいでいるところを捉えること
に成功した２５）．次に，PA-GFP-H４を発現する HeLa細胞に
おいても同様に解析を行い，同様なヌクレオソームのゆら
ぎを観察した２５）．これにより，ヌクレオソームのゆらぎが
哺乳類細胞での一般的な現象であることが示唆された．ま
た，興味深いことに，ヌクレオソームのゆらぎの分布が，
間期クロマチンでも分裂期染色体でも同じようにみえた
（～５０nm／３０ms）２５）．
一方，ガラス表面に精製した GFPを固定した場合（図

図１ DNAから間期クロマチンや分裂期染色体までの構造の模式図
長い間，ヌクレオソームは３０nm線維などの規則的な構造に折りたたまれている
（中段左）と考えられていた．しかし最近，不規則に折りたたまれて収納されてい
る（中段右）ことが示された．文献１０，図１より一部改変．
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３Cおよび３D）２３），動きの平均は１２．８±０．２nm／３０msであ
り，生細胞で観察した PA-GFP-H４の 動き（～５０nm／
３０ms）２５）に比べて非常に小さかった．したがって，顕微鏡
観察システムそのものに起因する動きは，ヌクレオソーム
の動きと比較してごくわずかであることがわかった．
これまでの実験は PA-GFP-H４を用いて行ってきた．し

かしながら，ヒストン H４の N末端テール部分はアセチル
化，メチル化など多くの修飾が起こることが知られてお
り，PA-GFPによる立体障害によって，H４の N末端テー
ルの適切な修飾やその修飾機能に支障が起こる可能性も否
定できない．このため，H４の C末端側に PA-GFPを融合
させた H４-PA-GFPを作製し，解析を行った（図３A）２３）．

ヌクレオソームのゆらぎの２次元的な軌跡の典型例および
動きの分布を図２D２３）および図３B２３）にそれぞれ示している．
この分布プロファイルは PA-GFP-H４で得たものと一致し
ていた２５）．この結果から，ヌクレオソームのゆらぎは PA-
GFPの融合位置に影響されないことが示された． さらに，
ヌクレオソームの動きに対して細胞全体あるいは核の動き
がどれくらい寄与しているか評価するため，同じタイムフ
レームにおけるヌクレオソーム全体の重心の動きを計算し
た（図４A）２３）．計算した重心の動き（５．５±０．１nm／３０ms）
（図４B）２３）は図３A２３）および３B２３）で示した動きよりも非常に
小さかった．また，この重心の動きは特徴的な方向性を持
たず，等方的であることが示された（図４B）２３）．そしてこ

図２ ヌクレオソームの１分子イメージング
（A）一般的に，PA-GFPは４０５nmのレーザーで活性化されて蛍
光を発する（右）．しかし，ごく一部の PA-GFP-H４はレーザーに
よる活性化なしに自発的に活性化する（左）．ヌクレオソームの
１分子イメージングではこの自発的に活性化した PA-GFP-H４を
観察している．（B）斜光照明法２６）の模式図．４８８nmのレーザー
を搭載したニコンの TIRF顕微鏡システムを用いた．薄層の光を
当てることで，細胞内の限られた範囲のみを照らすことができ
る．（C）PA-GFP-H４を発現させた DM細胞に対して，斜光照明
法を用いて行ったヌクレオソームの１分子イメージング．ヌクレ
オソーム１分子が一つの蛍光輝点として観察できる．ヌクレオ
ソームの追跡には u-trackというソフトウェア３３）を用いた．一つ
一つの輝点を点拡がり関数でフィッティングし，正確に輝点の中
心を決定した２２）．（D）蛍光を発するヌクレオソーム１分子の代表
的な軌跡．図２は文献２３，図３から転載．
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れは，細胞や核の大局的な動きもヌクレオソームの動きに
ほとんど寄与しないということを示している．
ヌクレオソームのゆらぎをさらに解析するため，DM細

胞および固定した GFPの平均２乗変位（MSD）（m２）を
標準誤差とともにプロットした（図４C）２３）．このヌクレオ
ソームのプロットに対する指数関数のフィッティングか
ら，MSD＝０．０２２t０．３６という関係が得られた（図４C）２３）．す
なわちMSD値は短時間に急速に増加し，その後時間経過
とともに傾きが小さくなる．この結果は，ヌクレオソーム
は運動しているものの，その運動はある領域内に制限され

ているというモデルを示唆するものである．また最近，
McNallyのグループが H２B-EGFPを用いたシングルヌクレ
オソームの追跡データを報告しているが２７），我々が PA-
GFP-H４を用いて得たデータと一致している．

４． クロマチン環境の in silico での再現

では，ヌクレオソームがゆらいでいる環境はどのように
有利なのだろうか？ 我々はこの問いに答えるため，計算
機上でクロマチン環境を再現することを試みた．さまざま

図３ H４-PA-GFPのヌクレオソーム１分子解析
（A）間期の DM細胞における，３０ms（左），６０ms（中央），９０ms（右）でのヌ
クレオソームの動き（７細胞から２０，０００点）．３０msにおける動きの平均値±標
準誤差を示してある．（B）３０ms（左），６０ms（中央），９０ms（右）での x-y 平面
におけるヌクレオソームの動きの分布．７細胞から３，０００点解析している．標準
誤差（SDxおよび SDy）を図中に示している．（A）および（B）で示した値は，
もともとは２次元で計算している．３次元での値を得るために，これらの値に�
１．５をかけた．（C）ガラス表面に固定した高感度緑色蛍光タンパク質（EGFP）
の３０ms（左），６０ms（中央），９０ms（右）での動きのヒストグラム（n＝
１３００）．３０msにおける動きの平均値±標準誤差を示してある．（D）３０ms
（左），６０ms（中央），９０ms（右）での x-y 平面における EGFPの動きの分布．標
準誤差（SDxおよび SDy）を図中に示している．図中右下の枠内に３倍に拡大し
た分布を示した．図３は文献２３，図４から転載．
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なクロマチン環境下でのタンパク質の動きを調べるため，
我々が蛍光相関分光法（FCS）により得た核内や染色体内
の EGFPペンタマー（～１５０kDa）の拡散係数（D，表１）２５）

をパラメーターとして用い，メトロポリスモンテカルロ計
算機シミュレーション１９，２０）を行った．EGFPペンタマーは
EGFP５個を直列に連結させたもので（EGFP五量体），細
胞内のタンパク質の拡散（動き）を調べるためのモデルタ
ンパク質である．このシミュレーションでは，ヌクレオ
ソームは流体力学的直径が１０nmの球（図５２３）における赤
い球）として，EGFPペンタマーの分子は直径１３nmの球
（図５２３）における緑の球）として，それぞれ計算されている．
まず，ヌクレオソームの濃度を０．１mMおよび０．５mMと
して計算した（図５A）２３）．０．５mMは，分裂期染色体やヘ
テロクロマチンのように凝縮したクロマチン環境に相当す
る２８～３０）．仮想的なクロマチン環境におけるシミュレーショ

ンは以下のようにして行う（図５B）２３）．まず，設定したい
濃度に合わせて空間にたくさんの球を設置し（図５B２３）に
おける第１段階），動く順番をランダムに割り振る（第２
段階）．そして１番の球からランダムな方向に動かしてい
く（第３段階）．動きの量は拡散係数に基づく（標準偏差
の）３次元正規分布に従う．また，この移動でほかの球と
衝突した場合は，動かさずに元の位置にとどめる．その
後，次の球に移り（第４段階），同様にその球を動かして
いき，これをすべての球について行う．最終的に，１３nm
の球（EGFPペンタマー）の動きを追跡する．
その結果，０．１mMのヌクレオソーム環境では，EGFP

ペンタマーはほぼ自由に動くことができた（図５C左）２３）．
一方で，凝縮したクロマチンに相当する０．５mMのヌクレ
オソーム環境では，ヌクレオソームを固定した状態では
EGFPペンタマーは最初の位置からあまり遠くまでは動く

図４ 生きた哺乳動物細胞におけるヌクレオソームのゆらぎ
（A）同じタイムフレームにおけるたくさんのヌクレオソームから重心の
動きを計算する方法の模式図．黒い矢印はヌクレオソームのゆらぎを示
している．黒い矢印を足し合わせた重心の動きは，それぞれのヌクレオ
ソームの動き（黒い矢印）に比べて非常に小さい．（B）３０msでの重心
の動きのヒストグラム（左）および x-y 平面における分布（右，７細胞
から３５０点）．図中右下の枠内に１０倍に拡大した分布を示す．（C）間期
クロマチンでのヌクレオソーム（左）およびガラス表面に固定した EGFP
（右）における，０から０．１８ sでの平均２乗分布（MSD）と標準誤差．
ヌクレオソームは異常拡散しているといえる．これは，ヌクレオソーム
は範囲を制限された状態でゆらぐというモデルを示唆している．エラー
バーは平均値の標準誤差を表している．ヌクレオソームのMSDのプ
ロットは，もともと２次元で計算している．３次元の値を得るため，２
次元でのMSD値を１．５倍した．図４は文献２３，図５から転載．
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図５
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ことができなかった（図５C中央）２３）．この環境では EGFP
ペンタマーは狭い場所に入り込んでしまい，スタックして
しまっていた（図５D左）２３）．そこで次に，ヌクレオソーム
がわずかにゆらぐことができる状態にしてシミュレーショ
ンを行った．このとき，ヌクレオソームは動けるものの，
可動域はある範囲に制限されており，いわば「鎖につなが
れた犬」のような状態にした．このような局所的にダイナ
ミックな環境では，０．５mMのヌクレオソーム環境であっ
ても EGFPペンタマーはほとんど自由に拡散できた（図５
C右および図５D右）２３）．驚くべきことに，ヌクレオソーム
のたった１０～２０nmのゆらぎで EGFPペンタマーは十分
に自由に拡散できるようになった２５）．さらに重要なこと
に，間期クロマチン環境のように，ヌクレオソームが０．１
～０．４mMといった低濃度下でも，ヌクレオソームのゆら
ぎが EGFPペンタマーの動きを促進することがわかった．
これらの結果から，ヌクレオソームのゆらぎによってタン
パク質の拡散が促進され，クロマチンへのアクセシビリ
ティが向上しているということが示された２５，３１，３２）．

５． ヌクレオソームのゆらぎはゲノム情報検索における
基礎である

この一連の研究では，生きた動物細胞におけるヌクレオ
ソームのゆらぎを明らかにした （図６）２３，２５）．モンテカル
ロシミュレーションの結果から，このヌクレオソームのゆ
らぎがタンパク質の運動を促進していることが示唆された
（図６）２３，２５）．加えて，ヌクレオソームのゆらぎがあること
で，さまざまな DNA配列がクロマチンドメインの表面に

頻繁に露出することが予想される．これに対して，３０nm
クロマチン線維のような静的で規則的な構造では DNA配
列の多くの部分が内側に隠れてしまうと考えられる．強調
したいのは，タンパク質の運動や DNA配列の露出が促進
されることでクロマチンへのアクセシビリティが増大する
ということである．
最近我々は，間期クロマチンが「クロマチンの液滴」の

ようにみえる多数のコンパクトなクロマチンドメインから
成り立っているというモデルを提唱している１０，１３）．ヌクレ
オソームのゆらぎによるクロマチンへのアクセシビリティ
の促進は，コンパクトなクロマチン環境においてより劇的
になるため２５），この液滴のようなクロマチンドメインに対
してゆらぎが特に重要な役割を担っていると考えられる．
転写，DNA修復，複製，組換えなどといった多くの生物
学的プロセスは，「ゲノム DNAを検索するステップ」が
必須である．たとえば転写制御の際，転写因子や転写複合
体のターゲット配列への到達を，ヌクレオソームのダイナ
ミックなゆらぎが助けている．また，ダイナミックで不規
則な折りたたみはループ構造をとりやすく，それによって
プロモーター配列とエンハンサー配列の相互作用が促進さ
れる．動物細胞で観察されたヌクレオソーム線維のダイナ
ミックな性質は，このような生物学的プロセスの原動力に
なっていると思われる．
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図５ モンテカルロ計算機シミュレーションによって再構築したクロマチン環境
モンテカルロ計算機シミュレーションとは，たくさんの物体をランダムに動かすことができる計算手法である．一般的にコンピュー
タシミュレーションは，直接的に顕微鏡的手法を用いて観察するのが難しい場合や，その観察したい状態を実験的に作り出すのが難
しい場合に用いられ，調べたい分子の挙動を推測するのに役立つ．（A）ヌクレオソームは１０nmの赤い球としてシミュレーション
を行った．この球は０．１mM（左）および０．５mM（右，分裂期やヘテロクロマチンのクロマチン環境に相当）の濃度になるように
ランダムに，しかし重ならないように配置されている．EGFPペンタマーは１３nmの緑色の球で表している．（B）シミュレーション
の方法を模式的に表している．詳細は本文参照．（C）さまざまな環境下での１３nmの球すなわち EGFPペンタマーの軌跡．１０nmの
赤い球（ヌクレオソーム）が固定されていて濃度が０．１mMのとき，１３nmの球（EGFPペンタマー）は自由に動き回ることができ
る（左）．しかし，１０nmの球が固定されていて０．５mMのとき，１３nmの球（EGFPペンタマー）は開始の位置からあまり動くこと
ができない（中央）．１０nmの球（ヌクレオソーム）がゆらいでいる環境にすると，０．５mMの濃度であっても１３nmの球（EGFPペ
ンタマー）は自由に動き回ることができる．このとき，１０nmの球（ヌクレオソーム）は「鎖につながれた犬」のようにゆらぐ．鎖
の長さ，すなわちそれぞれのヌクレオソームの可動範囲は２０nmである．０．２msにおける１３nmの球（EGFPペンタマー）の経時的
な軌跡三つを青色，赤色および緑色で示している．（D）タンパク質（緑色）が固定されたヌクレオソームの間で動けなくなってい
る状態（左）およびヌクレオソームがゆらいでいるおかげで自由に動くことができる状態（右）の模式図．図５は文献２３，図２か
ら転載．

表１ 生細胞における EGFPモノマー，トリマーおよびペンタマーの拡散係数（D，m２／s）

溶 液 細 胞 質 間期クロマチン 分裂期染色体

EGFP モ ノ マ ー ７５．９±２．３ ２３．４±４．３ ２０．６±３．６ １４．５±１．９
EGFP ト リ マ ー ４３．２±１．４ １１．２±１．５ ９．１±１．９ ６．９±１．６
EGFPペンタマー ３１．６±２．３ ７．３±１．４ ６．７±１．１ ３．６±１．１
文献２５，図２より改変．蛍光相関分光法（FCS）によって調べた．蛍光相関分光法は細胞
内の微小な観察領域の蛍光分子（この場合 EGFP）の動きを，蛍光強度のゆらぎによって
検出する方法である．観察したいものを蛍光標識し，その蛍光強度を調べることによっ
て，細胞の核や染色体内部の環境を間接的に知ることが可能である．
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図６ 最近の知見を模式的に表したもの
ヌクレオソーム線維は不規則に折りたたまれて収納
されている．そして，ヌクレオソームはゆらいでお
り，これによってクロマチンへのアクセシビリティ
を向上させている．クロマチンのゆらぎは，タンパ
ク質などがゲノム情報を検索する際に重要である．
文献２３，図１より一部を転載．
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