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研究成果の概要（和文）： 

減数分裂は、有性生殖を行う生物が配偶子を形成するための分裂である。この時、相同染色体
間での遺伝的組換えが必要である。組換えが起こらなくなると、生物の多様性の減尐や、染色
体異常による疾患につながる。減数分裂期の染色体は様々なタンパク質と相互作用することで、
ダイナミックに構造を変化させる。本研究では、ゲノムワイドな解析手法とバイオインフォマ
ティクス技術を用いて、染色体の高次構造構築に重要な因子が、どの様に組換え開始制御機構
に係わっているのか解析した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Meiosis is a special type of cell division for sexual reproduction and produces gametes. 
Genetic recombination between homologous chromosomes is required for meiosis. A defect 
in the recombination results in declining biodiversity and disorders caused by 
chromosomal abnormality. Meiotic chromosomes interact with various proteins. The 
interaction dynamically alters chromosome structure. In this study, we analyzed an 
initiation mechanism of meiotic recombination by a chromosomal structural protein using 
genome-wide analyses and bioinformatics. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）減数分裂 

 減数分裂期には、DNA 複製、相同染色体
間での組換え（相同組換え）の開始、シナプ
トネマ構造の形成、相同染色体の分離・分配、
姉妹染色分体の分配が、この順に秩序だって
実行される。特に DNA 複製期には、染色体
構造の大きな変化を伴うことが知られてい
る。 

 

（２）姉妹染色分体接着因子 

 染色体接着因子（コヒーシン）は 4 種類の
タンパク質からなる複合体である。DNA 複
製によって形成された姉妹染色分体はコヒ
ーシンによって接着され、正確な姉妹染色分
体の分配が保証される。また、DNA 修復や
遺伝子発現制御などにも関与する。減数分裂
期には、体細胞分裂期型 Scc1 が減数分裂型
Rec8 に置換され、減数分裂期特有の高次染
色体構造の構築に関与する。興味深いことに、
減数分裂期であっても、尐数ではあるが Scc1

を含むタイプのコヒーシンが染色体上に残
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存する。しかし、その意義はまだよく分かっ
ていない。 

 

（３）減数分裂期相同組換えの開始反応 

 相同組換えは、DNA が二本鎖切断（DSB）
を受けることによって開始される。DSB 形成
には、DNA 切断の活性中心をもつ Spo11 タ
ンパク質とその他数個の補助タンパク質が
必要である。DSB は染色体上で一様な頻度で
形成される訳ではないことから、位置を決定
するための空間的な制御機構があると考え
られている。 

 

（４）DSB 形成と減数分裂期型コヒーシン 

 減数分裂期型コヒーシンの構成タンパク
質である Rec8 と組換えの関係は以前から報
告されていた。しかし、Rec8 による DSB 形
成制御機構という点で、ほとんど分かってい
なかった。これまでに、Spo11 と Rec8 の関
係について解析することで、Rec8 あるいは
Rec8 を介した染色体高次構造に依存した
Spo11 の DSB 部位への誘導配置機構の存在
を初めて明らかにした。興味深いことに、
DSB 形成が Rec8 に依存している領域と、依
存していない領域があることも明らかにな
った。しかし、なぜ領域によって依存性が異
なるのか、非依存領域では異なる機構により
DSB 形成が制御されているのか、そのメカニ
ズムはどの様なものなのかについては明ら
かになっていない。 

 

２．研究の目的 

 DSB 形成は時空間的に厳密な制御を受け
ている。これまで、DSB 形成の位置決定制御
の研究を行ってきた。その中で、染色体接着
因子（コヒーシン）に依存して DSB が形成
される領域と、形成されない領域が存在する
ことを示した。本研究では、以下の解析を通
じて、コヒーシン非依存・依存型の DSB 分
布制御機構の全容の解明を目指す。 

 

（１）全染色体における Rec8 非依存領域の
特定 

 従来の結果は、旧型のタイリングアレイを
使用していたため、一部の染色体についてし
か解析ができていない。そこで、全染色体に
ついて解析が可能なタイリングアレイを導
入し、全ゲノムレベルで Rec8 非依存領域を
明らかにする。 

 

（２）データマイニングによる特徴分析 

 Rec8 非依存領域に存在する DSB 部位につ
いて、配列的特徴を情報解析により分析する。 

 

（３）体細胞分裂期型コヒーシンの役割 

 減数分裂期に残存する体細胞分裂期型コ
ヒーシン Scc1 の役割に注目する。Scc1 の結

合領域を全ゲノムレベルで解析し、Rec8 非
依存領域との関連を調べる。また、減数分裂
期に Scc1をRec8 の代わりに発現させ、DSB

形成の分布にどのような変化が生じるかを
検証する。 

 

３．研究の方法 

 ChIP-chip法や ChIP-Seq法による全ゲノム
レベルの染色体因子の動態解析、分子生物学
的なアプローチと、バイオインフォマティク
ス手法による解析を組み合わせ、Rec8非依存
的な DSB 形成の空間制御機構を解析する。 
 
（１）全染色体における Rec8 非依存領域の
特定 
 野生型株と REC8 遺伝子欠損株について、
DSB形成複合体結合部位の比較を行い、REC8
遺伝子欠損株で影響が生じる領域を全染色
体上にマッピングした。 
 まず、野生型株または REC8 遺伝子欠損株
であり、DSB 形成複合体の構成タンパク質遺
伝子に FLAG エピトープタグを付加した株を
作製した。減数分裂誘導を行い、DSB形成時
の細胞を回収し、FLAGエピトープタグに対す
る抗体を用いて、クロマチン免疫沈降を行っ
た。回収した DNAを Affymetrix 社のタイリ
ングアレイ（GeneChip S. cerevisiae Tiling 
1.0R Array）を用いて検出した。目的タンパ
ク質の結合領域を決め、両者の比較を行った。 
 
（２）データマイニングによる特徴分析 
 特定した Rec8非依存領域について、種々
のバイオインフォマティクスのツールを用
いて解析を行った。 
 具体的には、領域内に含まれる遺伝子の機
能（GOアノテーション）、トランスポゾンの
局在、DNA複製開始点などの機能配列、GC 含
量、染色体上の位置などの視点で共通点の探
索を行った。 
 
（３）体細胞分裂期型コヒーシンの役割 
 一部の染色体領域では、体細胞分裂期型コ
ヒーシン（Scc1型）が減数分裂期型コヒーシ
ン（Rec8型）の代わりをしているのではない
かと考え、体細胞分裂期型コヒーシンの関与
を検討した。 
 まず、HAエピトープタグを付加した Scc1
を発現する株を作製した。次に、REC8 ORFに
HA エピトープタグ配列を挿入した SCC1 配列
を挿入した株を作製した。両者を減数分裂期
に誘導し、DSB形成時期の細胞を回収し、HA
エピトープタグに対する抗体を用いて、クロ
マチン免疫沈降を行った。回収した DNAを次
世代シークエンサー（Illumina 社）を用いて
検出した。それぞれの株について、Scc1の結
合領域を解析した。 
 



 

 

４．研究成果 
 ゲノムワイドな解析手法とバイオインフ
ォマティクス技術を駆使し、染色体高次構造
の構築に重要なコヒーシンに着目して解析
することで、減数分裂期相同組換え開始反応
である DSB形成と染色体高次構造についての
新たな知見を得ることができた。 
 これまで一部の染色体についてしか分か
っていなかった減数分裂期型コヒーシン非
依存的な DSB形成領域を、全ゲノムレベルで
明らかにした。さらに、それらの領域につい
て共通点の探索を行った。これまで詳細は不
明であった体細胞分裂期型コヒーシンの減
数分裂期における局在を明らかにした。また、
研究の過程で、減数分裂期における ChIP-Seq
法（ゲノムワイドにタンパク質の染色体への
結合領域を検出する方法）の解析方法を確立
した。 
 
（１）全染色体における Rec8 非依存領域の
特定 
 Rec8非依存的な DSB形成領域の全貌を明ら
かにするために、ゲノムタイリングアレイを
用いた ChIP-chip法を行った。当初は DSB形
成複合体の中心的な活性を示す Spo11を想定
していたが、Spo11 よりも早いタイミングで
染色体に結合すると考えられる Rec114 につ
いて解析を行うこととした。解析の結果、全
染色体について、Rec8 非依存的な Rec114 結
合領域を明らかにする事ができた（図）。こ
れまでの研究から、これらの領域は Rec8 非
依存的な DSB形成領域に対応すると考えるこ
とができる。 

図. Rec8非依存的な Rec114結合領域 

染色体番号順に昇順で並べた。オレンジが結合部位。 

（２）データマイニングによる特徴分析 

 バイオインフォマティクス技術を駆使し
て、Rec8 非依存的な DSB 形成領域の特徴を
明らかにした。 

 Rec8 非依存的な DSB 形成領域は、各染色
体に数十 kb のドメインをつくっているよう
な分布を示していた。そのため、共通なモチ
ーフ配列を探索することはできなかった。ま
た、染色体の末端付近に分布しているケース
が比較的多い傾向がみられた。 

 一部の領域では、特殊な染色体構造をとる
ことで、遺伝子発現制御や配列機能維持を行
っている可能性も考えられる。そこで、その
領域に存在する遺伝子について機能や転写
という点で共通点がないか、あるいはその領
域に特別な機能配列がないかを調べた。Rec8
非依存的な DSB形成領域に含まれる遺伝子を
抽出して、特定の遺伝子機能（GOアノテーシ
ョン）を含む遺伝子が有意に多く含まれてい
ないか解析を行ったが、その様な傾向はみら
れなかった。トランスポゾン、DNA 複製開始
点、セントロメアなどの機能配列との位置と
の比較も行ったが、特に特徴的な傾向をつか
むことはできなかった。GC含量との比較も行
ったが、関係はみつからなかった。以上のこ
とから、クロマチン構造やヒストン修飾、核
内配置などと関与している可能性が高いと
考えられる。 

 

（３）体細胞分裂期型コヒーシンの役割 
 減数分裂期に体細胞分裂期型コヒーシン
と減数分裂期型コヒーシンが存在すること
から、減数分裂期においてこれらのコヒーシ
ンが機能分業を行っている可能性も考えら
れる。そこで、Scc1 について減数分裂期にお
ける染色体上の局在を ChIP-Seq法を用いて
解析した。その結果、減数分裂期型コヒーシ
ンと似た分布をすることが明らかになった。
特に、Rec8非依存的な DSB形成領域との相関
はみられなかった。 
 次に、Rec8 非存在下でのみ Scc1 が染色体
に結合し、Rec8の機能を部分的に代替する可
能性が考えられる。そこで、REC8遺伝子破壊
株（REC8の ORFに SCC1の ORF 置き換えた株）
を用いて Scc1の ChIP-Seq法を行った。しか
し、Rec8共存下と同様な分布を示した。さら
に、現在、その株を用いて Rec114 の局在が
正常に起こるのかを解析中である。 
 
 非依存領域はドメインを形成して分布し
ており、染色体末端に比較的多く分布してい
る傾向が見られた。全ての領域についての共
通点は見つかっていないことから、クロマチ
ン構造やヒストン修飾、核内配置などと関与
している可能性も考えられる。それらについ
てさらに解析を行うことで、減数分裂期型コ
ヒーシンに依存しない新規の組換え開始部
位決定の制御機構を明らかに出来る可能性
がある。 
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