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研究成果の概要（和文）：生殖細胞の研究は必須かつ急務だがヒトや高等生物では倫理的・技術

的な問題を抱える。この問題を克服するため、生殖・減数分裂の研究に分裂酵母をモデル生物

とし十数年前より研究を続けている。“他段階差引法”という独自技術とゲノム情報を基盤とし

た網羅的解析によって減数分裂特異的に転写誘導される遺伝子群の包括的単離と機能解析を行

い、哺乳動物にも存在する遺伝子を多数同定・解析することで哺乳動物の生殖メカニズムへの

理解を目指す。 
 
研究成果の概要（英文）：Germ cell research in humans and higher organisms, but is 
essential and urgent task facing the ethical and technical issues. To overcome this problem 
continues to study more than ten years ago with a model organism for the study of meiosis 
in fission yeast reproduction. Isolation and functional analysis performed comprehensive 
transcription of genes specifically induced by meiosis-based comprehensive analysis of 
genome information and proprietary technology that also exist in mammalian genes aimed 
at understanding the mechanism of mammalian reproduction identified by analyzing a 
large number. 
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2008 年度 600,000 180,000 780,000 
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2010 年度 600,000 180,000 780,000 

総 計 3,400,000 540,000 3,940,000 
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１．研究開始当初の背景 
不妊は再生やクローン技術の問題と密接

に関っている。これらの技術を利用するた

めには生殖メカニズムを正しく理解するた

め分子レベルでの研究が必須かつ急務であ

る。生殖細胞は染色体数が半減する点で体

細胞分裂と大きく異なった分裂様式をとる

が、高等な生物では倫理的・技術的な問題

を抱え、未知の領域が残された分野である。

哺乳動物の生殖細胞の培養系が存在しない

こと、ポストゲノムの時代を迎えても生

殖・減数分裂期でいったいどのくらいのど

の遺伝子が働き体細胞分裂と異なる分裂を

起こすのか網羅的に解析されていない点な

機関番号：１４４０１ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2007 ～ 2010 

課題番号：１９７１０１６４ 

研究課題名（和文） 分裂酵母の減数分裂特異的発現遺伝子群の包括的単離と機能解析 

                     

研究課題名（英文） Functional analysis and comprehensive isolation of meiosis-specific 

genes in Schizosaccharomyces pombe. 
研究代表者 
奥崎 大介（OKUZAKI DAISUKE） 
大阪大学・微生物病研究所・助教 
研究者番号：００３４６１３１ 



 

 

どが挙げられる。 我々はこの問題を克服す

るため、生殖・減数分裂の研究に分裂酵母

を優れたモデル生物として選択し国内外の

研究グループより先駆けて十数年前より研

究を続けている。 
“他段階差引法”という独自の技術とゲノ

ム情報を基盤とした網羅的ノーザン解析に

よって分裂酵母の減数分裂特異的に転写誘

導されている meu+, mcp+ 遺伝子群の包括

的単離と機能解析を行ってきた。現在まで

哺乳動物にも存在する遺伝子を多数同定・

解析し、本研究の目的である哺乳動物への

理解の準備に確実に近づいている。 
 
２．研究の目的 
これまで同定した多数の meu+, mcp+ 遺

伝子群のうち、減数分裂特異的な現象を理

解するために新規遺伝子の機能解析を行う。

特に、我々は Meu13, Mcp7 が減数分裂組

み換えチェックポイント制御機構に関わる

ことを明らかにしたことからそのシグナル

を受けて行われる２回の核分裂が何故連続

して起こるかという問題について展開しよ

うと試みた。他グループのマイクロアレイ

を用いた解析から減数分裂期では数多くの

遺伝子の発現が上昇していることが明らか

になり、減数分裂期特有の染色体の相同組

み換えや 2 回の連続した染色体分配にこれ

らの遺伝子群が関わり、体細胞分裂期には

ない様々なタンパク間互作用も増加してい

ると予想できた。特にタンパクの質複合体

形成に必要で生物間において普遍的に存在

するコイルドコイルモチーフに着目した。

前述のデータベースからコイドコイルモチ

ーフを有する機能未知な約 60 個のタンパ

ク質に候補を絞り、ノザンブロットから厳

密な減数分裂期での発現パターンを調べて

みた。その結果、7 つの遺伝子の減数分裂

特異的な発現を見出し、これらを mcp+ 

(meiotic coiled coil protein)遺伝子群と名

づけた。Mcp7 が他段階差引法により単離

された相同染色体の対合と組換えに必要な

Meu13 と相互に結合し機能していること

を証明し報告している。同時に Mcp6 は真

核生物において相同染色体間の組み換え反

応を促進するこの時期特有のブーケ構造を

形成するために必要な中心体構造タンパク

質の１つであることも報告している。

Mcp5 についても相同染色体間の組換え反

応を促進するために必要であることがわか

り、継続的に解析を進めている。このよう

に mcp7+,6+,5+,4+,3+,2+,1+遺伝子の減数分

裂における個々の役割と連携を解析し、減

数分裂期の全体像の一端を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)対象遺伝子破壊株の作製 
①相同染色体間の組換え頻度の低下を計測 
②減数分裂期の核の運動を GFP で可視化 
(2) 対象遺伝子のタグ融合変異株を作成 
①SPB 因子、核タンパク質と比較する。 
②微小管の構造解析 
(3)細胞生物学的解析に加え、リン酸化修飾、

タンパク質間相互作用を調べる生化学的解

析手法 
(4)細胞内の網羅的発現解析を行うマイク

ロアレイ解析 
 
４．研究成果 
(1) Mcp4 の研究成果 
減数分裂に特有なタンパク質間相互作用

に着目し、７つの減数分裂特異的 Coiled-coil

タンパク質を単離解析を行った。減数第二分

裂期の F-アクチンの局在に関与する Mcp4 タ

ンパク質について、アクチンは細胞の形態形

成に重要な因子であることは言うまでもな

いが、精子形成においても精細胞特異的アク

チンが半数体精子細胞の形態形成に重要で

あることが知られている。分裂酵母の F-アク



 

 

チンには減数分裂特異的なものはない為、胞

子形成時の特別な機能は時期特異的な他の

因子によって制御されていると考えられる。

Mcp4はF-アクチンや Meu14が形成する先端

リング構造の更に内側にリング構造を形成

していた。この局在性はこれまでに報告され

てきた分裂酵母の局在解析の中のどれにも

属さず、全く新しい減数分裂特異的構造体で

あった為、その新規性が評価され Eukaryotic 

Cell の表紙として取り上げられた。減数分裂

期の F-アクチンの局在性にリンクするこの

新規構造体の研究は前例のない最先端に位

置してた。Mcp4 は分裂酵母以外にオルソロ

グは見出せないが、Mcp4 の研究は全生物細

胞の基本骨格の一つであるアクチンのダイ

ナミクス制御に関する全く新しい進化的知

見が得られた。mcp4 破壊株では F-アクチン

の特徴的なリング形態のほとんどが異常に

なり、形成した破壊株由来の胞子は NaCl 感

受性を示し、発芽の遅れや生存率の低下が見

られた。これらの結果から、Mcp4 は F-アク

チンのポジショニングに関与し、正常な胞子

形成過程に貢献していると結論した。 

(2) Mug27 の研究成果 

減数分裂特異的に発現するLatsファミ

リーメンバーであるMug27について機

能解析を行った。第二減数分裂後に起こ

る配偶子形成過程の制御メカニズムに

は不明な点が多い。Latsファミリーは有

糸分裂期において、核分裂後に起こる細

胞質分裂の最終段階を制御するが、減数

分裂においても核分裂後の配偶子形成

を制御すると予想した。この経路は分裂

酵母ではSeptation Initiation Network(SI

N)として知られており、その構成タンパ

ク質の多くが高等生物まで保存されて

いる。mug27破壊株の解析を行った結果、

Latsファミリーが分裂酵母の配偶子膜で

ある前胞子膜の形成という膜の再構築

過程に必須の役割を持つことを示した。

更に第二分裂時にSPBから一部の核が分

離するという興味深い現象を見出した。

このことはMug27が核膜とSPBとの結合

維持に機能することを示唆している。続

いて、Mug27が既知のSINタンパク質と

は異なる性質を持っており、そのリン酸

化酵素活性が正常な前胞子膜形成に必

須であることを示した。一方で、SINに

関わるLats2ホモログであるSid2の過剰

発現によりmug27の変異株で生じる異常

を回復できることを発見した。これらの

実験結果から、Mug27はSINと一部協調

して配偶子膜形成を促進するモデルを

提唱し、胞子形成過程におけるLatsリン

酸化酵素の関わりを明らかにした。本研

究で得られた成果は、配偶子形成制御に

重要な知見をもたらすと考える。  

(3) Mug28 の研究成果 

多段差引法（段階的サブトラクション法）

を用い、分裂酵母の減数分裂で特異的に転写

される多数（68 個）の non-coding RNA を単

離した。次いで、協調して機能する RNA 結

合タンパク質の機能解析を進めた。減数分裂

期で特異的に発現誘導される mug28+は RNA

認識モチーフを３つ持つタンパク質をコー

ドする。mug28+の mRNA と Mug28 タンパク

質は減数第一分裂期から減数第二分裂期に

かけて発現が誘導され、GFP-Mug28 は主に細

胞質に局在した。mug28+破壊株は減数分裂へ

誘導すると、野生株と比較して顕著に胞子生

存率が低下した。その形状を観察すると半数

以上が、４胞子が出来たあとで胞子壁が出芽

したような異常な形態を示し、２ケ（達磨状）

あるいは 3 ケ（串団子状）の胞子を形成して

いた。電子顕微鏡観察(TEM)による解析によ

り、mug28+破壊株では胞子壁の厚い胞子や達



 

 

磨状の形態が異常な胞子が数多く観察され

た。これらのことから、mug28+破壊株では胞

子成熟に異常が見られると思われたので、前

段階で生じる前胞子膜の形成について

Psy1-GFP で可視化して破壊株の前胞子膜を

詳細にタイムラプス観察によって調べてみ

た。その結果、４核を取り囲んだ前胞子膜か

ら更に新たな前胞子膜が出芽して余分な前

胞子膜が形成される様子が観察された。また

mug28+破壊株では前胞子膜の伸長を先導す

る Meu14 タンパク質の挙動にも異常が見ら

れた。以上の結果から、Mug28 の機能は胞子

壁の適正な成熟の制御であることが示唆さ

れた。 

(4) Mek1 の研究成果 

分裂酵母の減数分裂特異的プロテインキ

ナーゼある Mek1 は、分裂酵母の Cds1 やヒト

やマウスの Chk2 に類似した構造を持ち、減

数分裂期相同組換えと減数分裂チェックポ

イント制御に必要である。Mek1 の減数分裂

における役割を知るため、Mek1 が仲介する

キナーゼカスケードの機能解析を行った。ま

ず、上流のキナーゼとして Rad3/Tel1 による

リン酸化部位の同定を行った。その結果、T15

に隣接する S12/S14 も含めた 3 ケ所のリン酸

化部位が同定できた。ここに T15 はチェック

ポイントに必要であることが報告されてい

る Cds1 の T11、hChk2 の T68 に対応する。

rad3tel1 二重破壊株における減数分裂過程で

の Mek1 のリン酸化状態（ウエスタン法）と

キナーゼ活性（in vitro リン酸化アッセイ）の

顕著な低下は、このリン酸化が Mek1 の活性

化に重要であることを示唆する。一方、mek1

破壊株(mek1�)は相同組換え頻度が半減する

が、これら 3 アミノ酸をアラニンに置換した

mek1-S12AS14AT15A株では僅かしか頻度が低

下しなかった。次いで Mek1 の自己リン酸化

部位をキナーゼ領域内に 1 か所同定し、この

アミノ酸をアラニンに置換した変異株を調

べたところ、リン酸化活性と相同組換え頻度

の低下を確認できた。これらの結果はこのリ

ン酸化カスケードの後半部分が減数分裂期

相同組換えに重要である事を示す。さらに

Mek1 のリン酸化標的を検索し、減数分裂期

相同組換えに必須の Tid1 と Mus81 を見出し、

それぞれにおいて複数のリン酸化部位を決

定した。このうち Mus81 については、Mek1

およびCds1を用いた in vitro のリン酸化解析

から、Mek1 によってのみリン酸化される 2

つのアミノ酸、および Mek1 と Cds1 によって

リン酸化される１つのアミノ酸を同定した。

これらをアラニンに置換した変異株を用い

た Mek1 依存的なリン酸化標的の挙動につい

ても報告し、Mek1 が仲介するキナーゼカス

ケードの詳細明らかにした。 
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