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研究成果の概要（和文）：哺乳類の減数分裂チェックポイントにおいて重要な機能を果たすHORMAD2のリン酸化
修飾の機能的意義を明らかにするため、ゲノム編集により非リン酸化型およびリン酸化模倣型点変異マウスを作
製して、その表現型を解析した。その結果、マウスHORMAD2のC末端付近のリン酸化には、対合チェックポイント
の活性を適度に抑制する機能があることが示唆された。この結果から、数的に貴重な卵母細胞では、軽度の対合
不全を見逃して細胞数を確保するメカニズムが存在する、という興味深い仮説が得られた。

研究成果の概要（英文）：HORMAD2 is a key protein in mammalian meiotic checkpoint. Functional 
significance of mouse HORMAD2 phosphorylation was examined by generating phospho-deficient and 
phospho-mimetic mutants by genome editing using CRISPR/Cas9. Present results suggest that the 
phosphorylation at the C-terminal region of mouse HORMAD2 plays a role in the inhibitory regulation 
of the synapsis checkpoint. This result leads to an interesting hypothesis that there is a mechanism
 ignoring a slight synapsis failure to avoid excessive oocyte loss.

研究分野： 細胞遺伝学

キーワード： 減数分裂　チェックポイント　リン酸化　細胞死　ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、哺乳類の生殖細胞における減数分裂の正常な進行を監視する分子機構のひとつである対合チェ
ックポイントの新たな側面を、HORMAD2の点変異マウス作製により明らかにしたものである。その分子機構を明
らかにすることはまだ出来ていないが、今後の解析によりHORMAD2の分子機能とそのリン酸化による制御機構を
解明することにより、ヒトの不妊・習慣流産の発生機序を理解するために重要な基礎的知見が得られる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 不妊や不育といった生殖機能関連の疾患の原因解明はあまり進んでいない。一方で少子化が
急速に進む現状において、この問題に対する社会的な関心は非常に高まっており、特に女性に見
られる流産は、全妊娠の約１５％と高頻度で起こることから多くの出産を望む女性が経験する
ものである。流産が３回以上連続する状態は「習慣流産」と呼ばれ、流産頻度は加齢とともに上
昇するため、近年の晩婚化や出産年齢の高齢化などの社会的背景によりこの疾患が生じる頻度
も高まっている。習慣流産の半数以上は胎児の染色体数異常によるもので、主に卵子の減数分裂
時の染色体不分離によって生じるが、これまでは確率的な事象とみなされており、染色体数異常
が生じやすい生物学的・生理的メカニズムについてはあまり検討されていない。私はこれまでに
哺乳類の減数分裂に関与する新規遺伝子の探索と機能解析を行ってきた中で、HORMAD1 欠損マウ
スの雌が、正常に排卵し妊娠するが出産に至らない、という習慣流産の表現型を示すことを見い
だした。HORMAD1 欠損では相同染色体間の組換えに異常を生じると同時に「対合不全をチェック
して細胞死を起こすメカニズム（対合チェックポイント）」が機能しないために、全ての卵子で
染色体数異常を生じた。この結果は、対合チェックポイントの機能が不十分であれば卵子の染色
体数異常が増加して習慣流産を引き起こしてしまう可能性を示唆している。さらにその後の解
析により、HORMAD1 によって対合不全部位にリクルートされる HORMAD2 が対合チェックポイント
に中心的な役割を果たす分子であることを明らかにしたが、HORMAD2 の具体的な分子機能は未解
明であった。HORMAD2 の C 末端付近のリン酸化修飾に着目した予備的な解析では、HORMAD2 の
Ser284 を非リン酸化型の Ala284 に変異させたマウスの卵巣では卵母細胞の細胞死が亢進し、逆
にリン酸化模倣型の Asp284 に変異させたマウスの卵巣では対合不全による細胞死が部分的に抑
制されることを示唆する結果を得た。これらの予備的知見を基に、対合不全を生じた卵母細胞の
細胞死誘導の分子機構とその調節機構を解明することにより、染色体不分離が生じる生物学的・
生理的メカニズムに迫りたいと考え、本研究課題を提案した。また本研究の成果は、ヒトの不妊・
習慣流産の発生機序を理解するために重要な基礎的知見となることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、哺乳類の対合チェックポイントにおいて重要な機能を果たす HORMAD2 タンパク質

の分子機能を解明し、そのリン酸化による制御機構を明らかにすることを目指した。具体的な目
標は、以下の３点である。 
 

1. ゲノム編集マウスの作製と表現型解析による HORMAD2 のリン酸化の機能解析 
2. HORMAD2 のリン酸化状態と細胞死誘導との関連についての形態学的・生化学的解明 
3. HORMAD2 依存的に誘導される細胞死とリン酸化による抑制的制御の分子機構の解明 
 
これらの研究成果により、対合チェックポイントを抑制的に制御するメカニズムの存在とその
生理的意義が明らかになることで、なぜヒトでは流産（卵母細胞染色体の数的異常）が高頻度で
起こってしまうのか、という疑問に対するひとつの答えの可能性が示せることを期待して研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）HORMAD2 C 末端付近のリン酸化部位のゲノム編集マウス作製 
 マウス HORMAD2 の C 末端近く、284〜288 番目のアミノ酸のリン酸化状態として、a) pSer-Phe-
Glu-pSer-Ser (pS284+pS287)と b) pSer-Phe-Glu-Ser-pSer (pS284+pS288)の２種類が検出され
ていた。これまでに Ser284 をアラニンに置換した Ala284（非リン酸化型）とアスパラギン酸に
置換した Asp284（リン酸化模倣型）変異マウスを既に作製していたが、その表現型の違いがあ
まり顕著ではなかったため、本研究では全てのリン酸化部位の Ser を置換した
Ala284+Ala287+Ala288非リン酸化型およびAsp284+Asp287+Asp288リン酸化模倣型の各変異マウ
スを作製し、その表現型解析を行った。これらのゲノム編集マウスの作製においては、国立研究
開発法人日本医療研究開発機構（AMED）創薬等ライフサイエンス研究支援基盤事業 創薬等先端
技術支援基盤プラットフォーム（BINDS）の課題番号 JP18am0101120 の支援を受けた。 
 
（２）HORMAD2 リン酸化部位ゲノム編集マウスの表現型解析 
 各変異体の１〜２ヶ月齢の卵巣重量を計測した上で、卵巣全体の組織切片を作製し、卵母細胞
特異的抗体（c-kit、MVH）を用いた免疫染色による全卵母細胞数の解析を行った。細胞死の解析
は、生後０日の卵巣を採取して全載凍結標本を作製し、アポトーシス特異的抗体（cleaved PARP1）
を用いた免疫染色による解析を行った。 
 
（３）多重蛍光免疫染色およびウエスタンブロットによる HORMAD2 各変異体の挙動解析 
免疫染色およびウエスタンブロットにより全ての変異体を検出するため、C 末端以外を認識す



る抗体が必要であったが、マウス HORMAD2 の N 末端付近および分子の中間部分に結合する有用
な精製抗体を得ることが出来、それらを解析に使用した。標本としては、各変異体の成体精巣の
精母細胞や、出生直後の卵巣の卵母細胞の染色体標本を作製して多重蛍光免疫染色を行った。ウ
エスタンブロットは、各変異体の精巣タンパク質を細胞質画分と核画分に分画した試料を使用
した。また当初予定していたマウス HORMAD2 のリン酸化状態特異的モノクローナル抗体の作製
と、それを用いた野性型精母細胞および卵母細胞における詳細なリン酸化状態の形態学的解析
には着手することが出来なかった。 
 
４．研究成果 
（１）HORMAD2 のリン酸化部位の新たな点変異ゲノム編集マウスの作製 
以前の研究で、HORMAD2 の１ヶ所のリン酸化部位(Ser284)について、ゲノム編集により非リン

酸化型(Ala284)とリン酸化模倣型(Asp284)に改変したマウスを作製して表現型解析を行い、非
リン酸化型 HORMAD2 マウスの卵巣では卵母細胞の細胞死がやや亢進し、逆にリン酸化模倣型
HORMAD2 マウスの卵巣では対合不全による細胞死が部分的に抑制される、という予備的な結果を
得ていた。本研究では、リン酸化部位変異体の表現型がより明確になることを期待して、マウス
HORMAD2のC末端付近の３ヶ所のリン酸化部位(Ser284/287/288)全てをゲノム編集により非リン
酸化型(Ala284/287/288)とリン酸化模倣型(Asp284/287/288)に改変したマウスの作製を行い、そ
の確立に成功した。さらに、これらのゲノム編集マウス作製の際の副産物として、リン酸化部位
を含む C 末端配列を欠失した複数の変異体を得た。これらの変異体マウスは、後述のように
HORMAD2 タンパク質の機能解析に有用な変異体として活用可能である。 
 
（２）HORMAD2 のリン酸化部位ゲノム編集マウスの表現型 
３ヶ所のリン酸化部位(Ser284/287/288)について、非リン酸化型(Ala284/287/288)とリン酸化

模倣型(Asp284/287/288)に改変した各変異体および SPO11 欠損との二重変異体マウスの卵巣重
量の解析を行い、非リン酸化型 HORMAD2 マウスでは、SPO11 欠損などにより対合不全を多数生じ
た際に、野性型 HORMAD2 の卵巣よりも卵母細胞が減少する可能性が示された。一方で、リン酸化
模倣型 HORMAD2 マウスの卵巣重量は野性型と同等であった。但し、実際の卵母細胞数や細胞死の
定量的解析はまだ途中段階であり、更に緻密な解析が必要である。さらに意外な結果として、ゲ
ノム編集の際に偶然作出された複数の C 末端欠損変異体では、対合不全による卵母細胞の細胞
死が野性型 HORMAD2 に比べて高度に亢進し、対合不全を生じた卵母細胞がほぼ完全に失われる
ことが示された。これらの結果は、マウス HORMAD2 の C 末端のリン酸化が、対合チェックポイン
ト活性を適度に抑制するために必要であることを示唆しており、対合不全を生じた卵母細胞を
ほぼ完全に排除可能なシステムが存在する一方で、実際にはこの活性を適度に抑制するメカニ
ズムが機能していることは、その進化的意義の観点から非常に興味深い。 
 

（３）多重蛍光免疫染色およびウエスタンブロットによる HORMAD2 各変異体の挙動解析 
 本研究で作出した HORMAD2 の各変異体について、細胞死誘導活性が異なることと相関して各
変異体の分子挙動が異なる可能性を検討するため、精母細胞および卵母細胞における染色体軸
や核内ドメインへの局在を、多重蛍光免疫染色により形態学的に解析した。その結果、各変異体
間で局在の違いは見られなかった。また HORMAD2 は核と細胞質の両方に分布する分子であり、細
胞質への分布増加が細胞死誘導に関わる可能性も想定されたため、各変異体の核：細胞質存在比
をウエスタンブロットにより解析したが、これについても各変異体間で明瞭な違いは見られな
かった。以上の結果は、各変異による表現型の違いが、分子の局在の違いではなく、分子機能の
違いによってもたらされる可能性を示す。 
 
（４）HORMAD2 のリン酸化状態依存的に結合するタンパク質（複合体）の同定 
当初予定していたリン酸化状態特異的結合タンパク質の解析は、各変異体の表現型が当初不

安定であり、詳細な解析が十分に行えなかったことや、卵巣が非常に小さい組織であり質量分析
に必要な組織試料を十分に得ることができなかったため、残念ながら実行に至らなかった。しか
し、本研究で得られた HORMAD2 の C末端欠損変異体は、細胞死誘導活性が非常に強い変異体であ
ることから、今後の解析において、この C末端変異体と強く結合するタンパク質を同定すること
で、減数分裂チェックポイントによる卵母細胞の細胞死に関与するタンパク質群を網羅的に同
定することが容易になることが期待出来る。 
 
全体のまとめとして、本研究の目標のうち、HORMAD２の C 末端付近のリン酸化部位について、

１ヶ所および３ヶ所のリン酸化部位を非リン酸化型やリン酸化模倣型にした変異体を作出し、
その表現型を解析することで、これらのリン酸化が分子機能の調節に関与する可能性を示すこ
とができた。さらに偶然作製された C 末端欠損変異体で対合不全による細胞死が高度に亢進す
ることも明らかになったことから、マウス HORMAD2 の C 末端のリン酸化は、対合チェックポイン
トの活性を適度に抑制するはたらきがあり、軽度の対合不全を見逃すことで、数的に貴重な卵母
細胞の細胞数を確保するメカニズムが存在する、という興味深い仮説を得ることが出来たと考
えている。一方で表現型のより緻密な解析や、実際にこれらのリン酸化が HORMAD2 分子の挙動や
機能に及ぼす影響、HORMAD2 の各リン酸化状態特異的に結合する因子の同定などは予定通りに行



うことができなかった。これらの目標を達成するには、C末端欠損変異体を含めた各変異体の卵
巣試料を用いた HORMAD2 結合因子の質量分析による同定や、非リン酸化型とリン酸化模倣型の
ベイトを用いた酵母ツーハイブリッド法による比較解析が有用であり、今後の課題である。減数
分裂チェックポイントの分子機構とその制御機構を解明することは、ヒトの不妊や不育の原因
となりうるメカニズムの理解に繫がり、更には将来的に行われる可能性がある in vitro での配
偶子形成の品質管理を行うために必須の課題になると考えている。 
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特異的抗体を用いたマウスHORMAD1のC末端アイソフォームの発現解析

マウスHORMAD2のＣ末端欠損変異体では対合不全チェック機構が亢進する
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第一減数分裂前期の各サブステージにおけるHORMAD1のリン酸化状態

第一減数分裂前期におけるマウスHORMAD1のリン酸化状態の同定と局在解析
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