
染色体染色体染色体染色体テリトリーテリトリーテリトリーテリトリー・・・・タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質・・・・核内核内核内核内小分子群小分子群小分子群小分子群のののの同一細胞内同一細胞内同一細胞内同一細胞内でのでのでのでの可視化系可視化系可視化系可視化系のののの開発開発開発開発     

 

研究代表者名・所属：  田辺秀之   総合研究大学院大学  先導科学研究科  

研究期間：平成１７年度～２０年度  

交付決定額：平成１７年度  ３００万円  

      平成１８年度  ２８０万円  

平成１９年度  ４４０万円  

      平成２０年度  ４４０万円  

 

研究成果研究成果研究成果研究成果：：：：     

 

本研究課題では、3D-FISH法による染色体テリトリー（CT）、クロマチン、DNA領域

の3次元核内配置解析を通じて、それぞれの階層における空間配置の基本的性状を把

握するとともに、核タンパク質や核内小分子を観察対象として、それらとクロマチン

やDNA領域との間で、どのような相互作用が生じているかを視覚的に明らかにするこ

とを目的として研究を進めた。まずCTと核タンパク質の同一核内における同時可視化

系の確立を目指した。諸条件を検討し、以下の２通りの手法を確立した。  

1) 完全同時可視化法：通常の3D-FISH法の蛍光検出時にDNAプローブとタンパク質の

免疫蛍光染色（ IF）を同時に行う手法。ビオチン標識抗体とCy3標識抗体が塩酸処理

と熱変性処理に比較的強い耐性を示す抗体であることを利用して、CTとHistone H2B、

LBR、Ki-67などとの同時可視化法を確立した。  

2) マージ方式同時可視化法：核タンパク質の大部分は3D-FISH法の必須なステップで

ある塩酸処理と熱変性処理により蛍光シグナルを消失してしまう。本法は、予め細胞

固定後にタンパク質の IFを行って3次元画像（A）を取得し、その後、塩酸処理と熱変

性処理を行い、3D-FISH法を実施してCTの蛍光検出後に再び3次元画像（B）を取得し、

（A）と（B）をマージする手法である。画像（B）取得時に、スライド上の同一細胞

核を見つけなければならないが、予め画像（A）取得時に低倍率視野での記録を取る

こと、xyz-positionの記録をとること、ステージ上の目盛を0.1mm単位に刻むことによ

り、マージ（ reposition）を容易にすることが可能となり、本法（3D-FISH-IF 組合せ

法）を確立した。この手法を応用して、NELF body（NB; Negative Elongation Factor）、

Cajal body（CB）、Histone 遺伝子DNA領域（Histone; 6p21.3）のHeLa細胞核における

同一核内可視化実験を行った（Narita et al., 2007；下図参照）。  

NELF body（NB; Negative Elongation Factor : yel low）、

Cajal body（CB; Anti-Coi lin: red）、ヒストン遺伝子

DNA領域（Histone;  6p21.3: green）のHeLa細胞での同

一核内可視化の成功例。NB/CBの結合頻度はG1期で

高いが、Histone DNAが転写される S期ではNB/CBの

結合頻度が下がり、NB/Histの結合頻度が上がること

から、NBはCBの制御下でHistone mRNAの成熟に寄与

しているものと考えられた（Narita et  al . ,  2007より）。 

さらにCTと核タンパク質のみならず、RNAを重ねた同一核内での多重蛍光可視化系の

開発を試みた。これは3D-FISH-IF 組合せ法にRNA-FISH法を組み合わせることで可能

となった。具体例として、IFによりFibrillarin（核小体に局在）を検出後、3D-RNA-FISH



により5S rRNA、3D-DNA-FISHによりCT13qおよびCT21qを検出して

同一細胞核での同時可視化系プロトコールを確立した。核小体周辺

部に rDNA領域を介してCTが配置されている状態が確認できた（左

図：5S rRNA: red、CT13q: purple、CT21q: skyblue、細胞核：TIG-1-20）。

一方、RNA分子群の局在の全体像を把握するために、sytoRNA select

染色を併用していく過程で、分裂期細胞では染色体自身と染色体を

覆い囲む領域にRNAの局在が集中していることを見出した。様々な

細胞種においても同領域が観察されたことから、染色体を覆い囲む

この領域を「分裂期染色体包括領域：mitotic chromosome coating 

sphere (MiCCS)」と命名した（左図：sytoRNA select: green、細胞核：

TIG-1-20）。MiCCSに含まれるRNA分子群に関してはマイクロアレイ

による詳細な解析を実施中である。本研究を通して、核内染色体、タンパク質、RNA

分子群の同一核内における各種可視化系プロトコールを確立することができ、本手法

を応用し、CTおよび核内小分子群のダイナミクスと本態について、引き続き明らかに

していきたい。また3D-FISH法を主軸として領域内の班員の方たちと多くの共同研究

を進めさせていただいた点が最大の成果であり、論文として発表準備を進めている。 
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