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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳類の減数分裂チェックポイントに重要な役割を果たすHORMAD1およびHORMA
D2のリン酸化修飾に着目し、そのリン酸化のタイミングや染色体上の局在、チェックポイント機構における機能的意義
を明らかにすることを目指した。これまでの解析により、多数の対合不全が生じた際にHORMAD1のSer307が顕著にリン
酸化されることや、HORMAD2のSer284のリン酸化が、対合不全を生じた卵母細胞の細胞死を引き起こすメカニズムに関
与する可能性を示すことができた。これらの結果は、哺乳類の減数分裂チェックポイントとその活性化の分子機構を解
明する端緒となる成果である。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed the phosphorylation of HORMAD1 and HORMAD2, 
which are recently identified as key molecules for mammalian meiotic checkpoints. We generated 
phospho-specific antibodies against multiple phosphorylation sites of HORMAD1 and HORMAD2, and examined 
their distribution in mouse spermatocytes and oocytes by immunofluorescence staining. As a result, we 
found that HORMAD1 was phosphorylated at Ser307 along entire unsynapsed axes without any DNA double 
strand breaks. We also found that HORMAD2 phosphorylation at Ser284 was localized on the particular 
unsynapsed axes where pseudo sex bodies were formed, while HORMAD2 distributes along entire unsynapsed 
axes, suggesting that HORMAD2 phosphorylation at Ser284 might be involved in the activation process of 
synapsis checkpoint. These results provide clues to reveal the molecular mechanism of meiotic checkpoint 
signaling in mammals.

研究分野： 細胞遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 第一減数分裂前期に起こる相同染色体間
の組換えや対合は、正確な染色体の分配に必
須の現象であり、その正常な進行を監視・保
証するチェックポイント機構が存在すると
考えられるが、哺乳類におけるその分子機構
は長らく不明であった。最近私たちは酵母の
減数分裂チェックポイントに必須な遺伝子
Hop1の哺乳類ホモログであるHormad1および
Hormad2 の遺伝子ノックアウトマウスを作
製・解析し、その結果 HORMAD1 および HORMAD2
に依存した対合不全をチェックする機構（対
合チェックポイント）が哺乳類の減数分裂に
おいて機能することを明らかにした。さらに
HORMAD1 が HORMAD2 の機能に必要であり、対
合不全を生じた卵母細胞の細胞死には、
HORMAD2 に依存した meiotic silencing of 
unsynapsed chromatin (MSUC) と呼ばれる現
象が重要なことも明らかになった。またこれ
までに HORMAD2 は、対合不全が多数生じた際
に、非対合部分全体に分布する一方、HORMAD2
に依存する MSUC は核内の１ヶ所のみで起こ
ることがわかっていた。この興味深い現象を
ヒントとして、MSUC が起こる場所では
HORMAD2 が活性化されるようなメカニズムが
ある、という仮説を立て、本研究ではこのメ
カニズムの候補として、リン酸化シグナルに
よる活性化機構の可能性を検討しようと考
えた。具体的には、HORMAD1 および HORMAD2
のリン酸化修飾に着目し、そのリン酸化のタ
イミングや染色体上の局在、チェックポイン
ト機構における機能的意義を明らかにする
ことで、哺乳類の減数分裂チェックポイント
の活性化機構を明らかにしたいと考えた。 
 
２．研究の目的  
 本研究の目的は、哺乳類の減数分裂におけ
る減数分裂チェックポイントとそのリン酸
化シグナル伝達の分子基盤を理解すること
であり、そのために必要な具体的な研究目標
は以下の３つである。 
 HORMAD1およびHORMAD2の複数のリン酸化

部位の同定とその修飾のタイミングや局
在の解明 

 HORMAD1およびHORMAD2のリン酸化に依存
した相互作用因子の同定 

 哺乳類の減数分裂チェックポイントに関
与するリン酸化・脱リン酸化酵素の同定 

 
３．研究の方法 
（１）HORMAD1、HORMAD2のリン酸化特異的抗
体の作製 
 マウス各組織のリン酸化タンパク質の網
羅的解析で検出されているHORMAD1および
HORMAD2のリン酸化部位のうち、進化的に保
存されているアミノ酸や予想されるキナー
ゼの情報などを元に、HORMAD1については、
Ser307とSer378、HORMAD2については、Ser284
とSer288に着目し、それぞれの部位のリン酸

化特異的なウサギポリクローナル抗体を作
製した。これらの抗体の特異性を検証するた
め、a)染色体標本の脱リン酸化処理により各
抗体の結合がリン酸基依存的であること、b) 
HORMAD1またはHORMAD2を欠損した精母細胞
を試料として、各抗体の結合が目的のタンパ
ク質に特異的であること、などを確認した。 
 
（２）減数分裂染色体における HORMAD1/ 
HORAMD2 のリン酸化の局在解析 
 野性型およびいくつかの減数分裂特異的
遺伝子（Hormad1、Hormad2、Spo11、Dmc1）
欠損マウスの成体精巣や出生前後の卵巣か
ら、精母細胞および卵母細胞の染色体標本を
作製し、上述の HORMAD1 および HORMAD2 のリ
ン酸化特異的抗体を用いた多重蛍光抗体染
色法を行い、これらのリン酸化が起こる減数
分裂のステージや核内局在などについて、詳
細な形態学的解析を行った。 
 
（３）対合不全を生じた卵母細胞の細胞死の
解析 
 具体的な研究目標の２つめに挙げたリン
酸化依存的相互作用因子の同定は、当初正常
精巣ライブラリーを用いた酵母ツーハイブ
リッド法を行う予定であったが、対合チェッ
クポイントに機能する分子を探索するには、
実際に対合チェックポイントが活性化され
る時期の卵母細胞で働く遺伝子をスクリー
ニング対象にする必要があると考えた。その
ためにはまず対合不全を生じた卵母細胞の
細胞死がいつ起こるのかを知る必要があっ
た。そこでアポトーシスマーカーを cleaved 
PARP1、卵母細胞マーカーを SYCP3 として、
squash 法を改良した方法で作製した卵巣（胎
齢１８日、生後０、１、２日）の全載標本の
免疫染色を行い、SPO11 欠損（多数の対合不
全を生じる）および HORMAD1 ヘテロ欠損（軽
度の対合不全が生じる）の卵母細胞における
アポトーシスの頻度を経時的に計測した。 
 
４．研究成果 
（１）対合チェックポイントの活性化と関連
する HORMAD2 のリン酸化部位の同定 
 本研究で着目した HORMAD2 の Ser284 と
Ser288 のリン酸化について、まず野性型精母
細胞染色体標本の免疫染色により各リン酸
化の局在を解析した結果、Ser284 のリン酸化
は、ザイゴテン後期に残存する非対合部分の
染色体軸上と、パキテン期のXY染色体軸上、
Ser288 のリン酸化はパキテン期の XY 染色体
上に検出された。さらに詳細な解析を行い、
Ser284 のリン酸化は、ザイゴテン期の対合不
全部位に見られるH2AX 陽性のクロマチン領
域と一致した局在を示す傾向が見られた。さ
らにこれらのリン酸化がHORMAD2による対合
チェックポイントの活性化機構（すなわち、
MSUC によるγH2AX 陽性クロマチン領域の形
成機構）に関与する可能性を検討するため、
SPO11欠損卵母細胞においてMSUCの部位と一



致するかどうかを検討した。その結果、
HORMAD2 は SPO11 欠損で生じた多くの非対合
染色体軸上全体に分布するのに対し、Ser284
のリン酸化は、γH2AX 陽性クロマチン領域
（pseudo sex body と呼ばれる）の染色体軸
上にその形成初期から常に検出されること
が明らかになった。この結果は、減数分裂に
おける MSUC の活性化に HORMAD2 の Ser284 の
リン酸化が関与する可能性を示唆し、哺乳類
の対合チェックポイントの分子機構を解明
する端緒として重要な成果である。 
 
（２）DNA 切断に依存せず対合不全に依存す
る HORMAD1 のリン酸化部位の同定 

ウエスタンブロットによる解析で、SPO11
を欠損した精母細胞や卵母細胞（DNA 切断が
形成されず対合不全を多数生じる）では
HORMAD1 の大部分がリン酸化型で存在するこ
とが示されていたが、そのリン酸化部位や機
能的意議は不明であった。Ser307 と Ser378
のリン酸化特異的抗体を用いた蛍光免疫染
色により、野生型精母細胞では Ser307 と
Ser378 のリン酸化はどちらもザイゴテン期
の非対合部分やパキテン期の XY 染色体の軸
上で検出された。しかし SPO11 欠損精母細胞
においては、Ser307 のリン酸化が非対合部分
全体に見られる一方、Ser378 のリン酸化は
pseudo sex body 部位にまれに検出される、
という興味深い結果が得られた。この結果か
ら、対合不全に依存する HORMAD1 の主要なリ
ン酸化部位が Ser307 であることが明らかに
なった。マウス HORMAD1 のこれらのリン酸化
は DNA 切断に依存しておらず、対合不全に依
存して活性化される未知のキナーゼによっ
て起こる可能性が示唆され、酵母 Hop1 のリ
ン酸化がDNA損傷に依存するのとは対照的な
結果であった。またそれぞれのリン酸化が異
なる局在を示すことは、HORMAD1 の複数の機
能の制御にそれぞれ異なるリン酸化修飾が
関与する可能性を示唆しており興味深い。 
  
（３）対合チェックポイントによる卵母細胞
の細胞死のタイミング 
 対合チェックポイントの活性化に重要と
思われるHORMAD2のリン酸化を同定できたこ
とで、この HORMAD2 のリン酸化部位と相互作
用する因子を同定し対合チェックポイント
の分子機構について更なる知見を得たいと
考えたが、チェックポイントの活性化の時点
（HORMAD2 Ser284 のリン酸化は胎齢１８日
頃）から卵母細胞の細胞死がどのようなタイ
ミングでおこるのか、という基礎的なデータ
が現状では不足していた。そこでまず対合不
全を多数生じるSPO11欠損卵母細胞と比較的
軽度の対合不全を生じるHORMAD1ヘテロ欠損
卵母細胞を材料として、対合不全による卵母
細胞の細胞死のタイミングを詳細に解析し
た。その結果、胎齢１８日の時点では、細胞
死はあまり顕著ではなく、生後 0.5 日に、ア
ポトーシスが顕著に増加することを明らか

にした。この結果から、ちょうど出生の時期
に対合チェックポイントの活性化とそれに
続く卵母細胞のアポトーシスが起こること
が明らかとなり、その分子メカニズムを解析
する試料としては、出生直後の卵巣が適して
おり、タンパク質レベルでの網羅的解析や酵
母ツーハイブリッドスクリーニング用のラ
イブラリー作製のための組織採取に必要な
情報を得ることができた。 
 
（４）リン酸化特異的相互作用因子の同定お
よび関与するキナーゼの同定について 
 当初目標としていた HORMAD1 および
HORMAD2 のリン酸化部位に相互作用する因子
の同定は、残念ながら本研究の期間内に達成
することはできなかったが、試料とするべき
卵母細胞の採取時期を特定できたので、目的
の達成に向けて一歩進むことができたと考
えている。また HORMAD1 および HORMAD2 のリ
ン酸化を行うキナーゼを同定したいと考え、
基質配列の特徴や減数分裂染色体上の局在
などの状況証拠から候補となるキナーゼを
絞り込もうと考え、約１０種類程度のキナー
ゼについて抗体を購入し、その局在解析を行
った。その結果、HORMAD1 の Ser307 のリン酸
化については CHK1 や MAPKAPKs など、HORMAD2
の Ser284 のリン酸化については CHK2 や
MAPKAPKs などが、それぞれ有力な候補と考え
られる結果を得たが、どちらも最終的な同定
には至らなかった。 
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