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研究成果の概要（和文）：出芽酵母は、複製起点、セントロメア、テロメアの染色体機能の最小領域をもちいて
完全に人工合成の染色体（人工ミニ染色体）を構築できる。人工ミニ染色体は減数第一分裂期で高頻度の不分離
を示す一方で第二分裂では正常に分配することを示した。また、不分離の原因は減数分裂期交叉型組換え欠損に
よると考えられたため人工ミニ染色体上にGAL1プロモーターのUASを挿入しGal4BD-Spo11発現株において解析を
行ったが改善はみられなかった。一方で、染色体軸因子のMek1キナーゼの自己リン酸化による活性化は減数分裂
期組換えの鋳型選択に重要な機能を果たしその変異株では異所性の組換えが高頻度で起きることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotes, Saccharomyces cerevisiae allows the construction of fully 
artificially synthesized chromosomes using the minimum regions of the basic units of chromosomal 
function such as replication origin, centromeres, and telomeres. Here we show that the artificial 
mini-chromosomes show frequent non-disjunction of homologs during the first division of meiosis 
while normal segregation during the second division. In addition, since the cause of non-disjunction
 was considered to be meiotic crossover recombination deficiency, UAS sequence of the GAL1 promoter 
was inserted on the artificial mini-chromosome and analyzed chromosome segregation in Gal4-BD-Spo11 
expressing strains, but no improvement was observed. On the other hand, autophosphorylation-mediated
 activation of the chromosomal axis factor Mek1 kinase plays an important role in template selection
 for meiotic recombination, revealing that ectopic recombination occurs frequently in the 
phosphorylation-deficient mek1 mutant.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： 減数分裂期　相同組換え　人工染色体　染色体分配

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1真核生物の中でセントロメア、テロメア、複製開始点など染色体の必須要素が明らかになっている出芽酵母
で、人工染色体にさまざまな人工DNA配列を付加することによって引き起こされる減数分裂期組換えの挙動の変
化について解析を行うことで、細胞内における染色体サイズの認識とそれに応じた交叉型組換え制御機構につい
て明らかにし、次世代に継承可能にするための最小のゲノム要素を明らかにすることができる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで減数分裂期染色体上での交叉型組換えの数と配置の制御に関して、染色体高次
構造体の構成因子と減数分裂期特異的な因子が複雑に共役することで「ゲノム量を正確に半分
にする」ことを成し遂げていることを明らかにしてきた。染色体という分配するべき構造体とし
ての存在と、遺伝情報発現ソフトウェアとしての機能を両方持つという制約から、変異細胞の中
で染色体が失われても、それがどのようにして失われたのかを明らかにすることは困難であっ
た。そこで、ゲノム外の人工染色体を用いることで、ソフト面での制約をなくし構造体としての
染色体の特性に限定して解析を行うことを考えた。出芽酵母のミニ染色体は、ベクターとして利
用されてきた歴史がある。真核生物の中で出芽酵母は、細胞増殖時の複製起点、セントロメア、
テロメアの染色体機能の基本ユニットの最小領域をもちいて完全に人工合成の染色体を構築で
きる、おそらく唯一の生物である。それでも、それらは減数分裂期での不分離率が高く、完全な
染色体としては機能しない。そこで、何が足りないのか？という視点から、減数分裂期での分配
を保証するためにはどのような DNA 配列、あるいは染色体機能（クロマチン、転写等）を必要と
するのか「足し算」の視点から解析したいと考えた。このような目的で、合成生物学的アプロー
チは未だ行われたことが無く、萌芽的な段階の研究であると考えた 
 
２．研究の目的 
減数分裂期組換えは遺伝多様性の創出と、減数第一分裂での染色体の正確な分配を保証する。ま
た、細胞レベルでの老化のリセット、進化や種の隔離、交配による育種においても重要な過程で
ある。減数分裂期組換えは自らのゲノムを切断するプログラム DSBによって開始し、その後、染
色体のサイズによって異なる減数分裂期組換えの数と配置の制御機構を行う。出芽酵母は染色
体機能に必要な要素をすべて含んだ人工染色体にさらにさまざまな人工 DNA 配列を付加するこ
とで得られる、人工染色体上の減数分裂期組換えの挙動の変化について①次世代に継承しうる
人工ミニ染色体の構築、②相同染色体として振る舞うのに必要な相同性についての解析を行う。
この解析により、次世代に継承可能な染色体サイズの認識とそれに応じた普遍的な交叉型組換
え制御機構、さらに次世代に継承可能にするための、減数分裂期に特化した最小のゲノム要素を
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 次世代に継承しうる人工ミニ染色体の構築 

酵母ゲノム由来の DNA 複製開始起点と、セントロメア配列、出芽酵母に由来しない選択マーカ

ーを含む環状プラスミド、 ARS-CEN プラスミドに TGリピート（テロメア配列）を付加した線状

DNA 分子（人工ミニ染色体）を合成し、このミニ染色体を安定に保持する２倍体細胞を作成する。

このミニ染色体の K. lactis 由来の URA3遺伝子に hetero-allelic変異を導入することで減数

分裂期交叉型組換えに由来する組換え体を容易に検出できる。また、減数分裂期組換えに必須

のDMC1遺伝子をミニ染色体にクローニングし、ゲノム状のDMC1遺伝子を破壊しておくことで、

単純に胞子形成の可否を指標に、このミニ染色体にランダムな人工 DNA 配列を挿入し、その遺

伝情報を、減数分裂期組換えを経て安定に配偶子に継承しうるかどうかスクリーニングを行う。

また、保持しやすい配列とそうでない配列の傾向について NGS 解析から共通点について遺伝子

情報学的解析を行う。 

(2) 相同染⾊体として振る舞うにはどれほどの相同性が必要か？ 

種の隔離は２種間で配偶子形成が起こらないことを一つのきっかけとしておこると考えられる。

ミニ染色体において、相同領域と非相同領域が混在したときにどれくらいの相同領域があれば

相同染色体として減数分裂期交叉型組換えを行い、配偶子に正確に分配することができるのか。

挿入配列の大きさと配列が異なるミニ染色体を持った２媒体細胞の交叉型組換えの配置などか

ら明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) 次世代に継承しうる⼈⼯ミニ染⾊体の構築 

 本研究においてまず、pYAC4 ベクターを元に図１のような人工ミニ染色体を構築し、出芽酵母

の異なる接合型 a 株とα株に導入した。接合後に非選択条件下での人工ミニ染色体の減数分裂



期導入後の胞子での保持率は胞子生

存率 98％に対して 67％と低く多くが

不分離を起こしていることが分かっ

た。一方で人工ミニ染色体の不分離に

ついては４つの胞子のうち４つの胞

子すべてに人工ミニ染色体が分配さ

れたものが 40％，３つが 8％、２つが

35％，１つが 8％､ ０が 9％という内

訳でランダムに胞子致死による数学

的分布シミュレーションによる期待

値と比較して偶数の胞子に分配され

たものが 75％でありこれは減数第一

分裂期で不分離が起きていることを

示唆している (Shinohara et al., 

2008)。また，図 1 に示す、hetero-

allelic変異を持つ二種の人工ミニ染

色体を相同染色体と見立てて、解析を

行った。これらの人工ミニ「相同」染

色体の分離がメンデル則に従ったも

ので4つの胞子に正しく分配されたの

は 68％､第一分裂期での不分離が

23％､第二分裂での不分離が 9％であ

った。この結果もまた、人工ミニ染色体の分配の欠損は減数第一分裂期での相同染色体の不分離

にある事を表している。減数第一分裂期の染色体不分離はキアズマ形成の欠損、セントロメアの

単極化、染色体腕部のコヒージョンのいずれかの欠損に由来することが予想される。また，染色

体の形状として線状でも環状でも同様の欠損が観察されたことから減数分裂期交叉型組換えが

人工ミニ染色体上で起きていないことが不分離の原因と考えられた。そこで、減数第一分裂期で

の相同染色体の分配に必須のキアズマ形成を人工ミニ染色体上で誘導するために、人工ミニ染

色体上の片方に GAL1プロモーターの UASを導入し Gal4-BD-Spo11による DSB 導入を人工的に誘

導した(Sasanuma et al., 2007)。しかし、Gal4-BD-Spo11による効果は観察されず、人工ミニ

染色体上への DSB 導入だけでは不十分である事が明らかとなった。人工ミニ染色体上への Gal4-

Spo11による DSB 導入の効率と、キアズマへと変換される交叉型組換えの有無や修復経路の解析

など、さらに今後に向

けて検証が必要であ

る。 

 一方で、人工ミニ染

色体上への酵母ゲノ

ムからのランダム配

列挿入による減数分

裂期分配に必要な領

域のスクリーニング

については大きなフ

ラグメントが入ると

安定化する傾向があ

るが現時点では共通

配列などは見つかっ

ていない。引き続き、

挿入配列を削除して

必要領域の同定を進

めていく。 

 

 

相同染色体として振る舞うにはどれほどの相同性が必要か？ 
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今回作成した hetero-

allelic 変異を持つ二

種の人工ミニ染色体は

お互いに 4 塩基の違い

しか存在しないが全体

の 25％の胞子に対して

しか正常に分配されて

いない。この数値は人

工ミニ「相同」染色体が

減数第一分裂期におい

てランダムに分配され

ていることを示してい

る。そこで，先ず，通常

の細胞がどのようにし

て相同染色体と姉妹染色分体を組換えの鋳型として認識し選択しているのかについて解析を行

った。キアズマへと変換される減数分裂期交叉型組換えの鋳型選択に関しては姉妹染色分体で

はなく、相同染色体のアリル間で行われることが知られており、減数分裂特異的な染色体軸因子

である Hop1-Red1-Mek1 が必要である事が分かっている。また Hop1-Red1-Mek1 は Spo11 による

減数分裂期組換え開始のための DNA二本鎖切断導入にも必要であり(Cesari et al., 2020)この

因子が染色体上に局在して染色体軸を形成する事が減数第一分裂期における染色体分配には必

要である。特に Mek1はチェックポイントキナーゼとしての機能を持ち，鋳型選択の情報伝達に

おいて重要な機能を果たす(Subramanian et al., 2016)。私たちは Mek1 活性化に必要な自己リ

ン酸化部位を同定しそのリン酸化変異株を作成した。この mek1 変異株では、Spo11 による減数

分裂期 DSB 形成には欠損はみられないが組換えが姉妹染色分体でも相同染色体上のアリル間で

も起きずに異所性の組換えが亢進することを見いだした(図 3，論文準備中)。また，軸形成開始

に関して Hop1 の染色体上へのローディングに Mek1 のリン酸化シグナル経路で脱リン酸化反応

を担う Pph3が必要である事を示した(Li and Shinohara, in revision)。今後は人工ミニ染色

体上での軸形成過程と減数分裂期 DSB 形成および組換えの鋳型選択制について解析を行胃明ら

かにしたいと考えている。 
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tid1Δmek1-DD䛾特徴 ～昨年度研究結果まとめ～

 ●tid1Δmek1-D,D䛿tid1欠損条件下で減数分裂期特異的なバンドが検出

　 ⇒WTと異なる、本来䛾LEU2遺伝子座と導入ホットスポット䛾短い相同領域でできる組換え産物

　　　　　　　⇒D,Dで䛿正常な組換え修復䛿起こらず、異所性䛾組換えが発生する
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