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研究成果の概要（和文）：配偶子の染色体数に異常が生じると、流産や先天性疾患に繋がることがわかっているが、そ
の多くが減数第一分裂における不正確な染色体分配に起因すると考えられている。今回、ヒトと類似の減数分裂機構を
有する出芽酵母を用いて、減数第一分裂での正常な染色体分配に必須であるDNA二重鎖切断から交叉型組換えに至る分
子メカニズムの解明を目指し、中心的な役割を果たすと推察されるZip3と協調して働く因子の探索を行った。本研究で
、DNA二重鎖切断部位に局在する9-1-1がZip3の染色体上局在を促進し、さらにZip3はC末端領域を介して、組換え因子M
sh4-Msh5をリクルートすることを見出した。

研究成果の概要（英文）：During meiosis, crossover formation between homologous chromosomes is essential fo
r proper segregation of homologous chromosomes. In this study, mutation analysis of Zip3 and identificatio
n of Zip3-interacting proteins were performed to reveal how Zip3 contributes to meiotic crossover formatio
n. I revealed that 9-1-1 clamp which localizes on DNA double-strand break sites promotes the localization 
of Zip3 on the chromosomes, then C-terminus of Zip3 recruits the recombination factor, Msh4-Msh5 complex, 
to the chromosomes.
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１．研究開始当初の背景 
 
次世代に遺伝情報を繋ぐための重要な手
段である減数分裂では、相同染色体間でゲノ
ム情報の改変（相同組換え）がなされたあと、
二度の細胞分裂（減数第一分裂、第二分裂）
を経て半数体の配偶子が形成される。この際、
減数第一分裂での均等な染色体分配に必須
となるのが、相同染色体間の唯一の物理的結
合であるキアズマと呼ばれる構造で、これは
交叉型組換えを経て構築される。交叉型組換
えの形成には、相同染色体間に梯子状に構築
されるシナプトネマ複合体が必要だと考え
られている。シナプトネマ複合体は酵母から
ヒトまで広く保存されているが、その構築メ
カニズムは理解が進んでいない。 
出芽酵母の主要なシナプトネマ複合体構
成因子として、これまでに ZMM 因子と呼ばれ
る 8 種類のタンパク質（Zip1、Zip2、Zip3、
Msh4、Msh5、Mer3、Spo16、Spo22）が同定さ
れている。各 ZMM 因子破壊株の表現型解析を
行ったところ、機能的なシナプトネマ複合体
が構築されず、かつ他のすべての ZMM 因子も
正常に局在しないのは、zip3 破壊株のみであ
った。よって、Zip3 が SC 構築において中心
的な役割を担っていると考えられる
（Shinohara M. et al., Nat. Genet., 2008）。
また出芽酵母以外でも、ヒトの Zip3 ホモロ
グである RNF212 の SNP が組換え頻度に影響
することが報告されている（Kong A et al., 
Science, 2008）。一方で他の ZMM 因子に関し
ては、破壊株の表現型解析はなされているも
のの機能解析はほとんど進んでいない。加え
て、各因子間を繋ぐ研究や他の相互作用因子
の同定が進んでおらず、このことがシナプト
ネマ複合体構築メカニズムの解明を妨げて
いると言える。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでに Zip3 が減数分裂進行、特に減
数第一分裂におけるシナプトネマ複合体構
築および交叉型組換え反応において中心的
な役割を担っていることは推察されている
が、それ以上の機能解析は進んでいない。本
研究では、Zip3 の相互作用因子を明らかにす
ることで、これまで未知であったシナプトネ
マ複合体構築や交叉型組換えの分子メカニ
ズムの解明に近付くことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）Zip3 の機能領域の特定 
Zip3 の機能領域を特定するために、Zip3
の C末端 FLAG タグ融合型変異体株（N末端領
域にある Ring-finger モチーフに点変異を
導入した Zip3H80F-FLAG、C 末端側を欠失した
Zip31-196-FLAG と Zip31-314-FLAG）を作製し、
表現型解析を行った。 
（２）Zip3 の相互作用因子の同定 

 相互作用因子を探索する手法として通常
は細胞抽出液からの免疫沈降がよく用いら
れるが、Zip3 は酵母ライセート中では可溶化
しないため、免疫沈降には適さない。そこで、
タグ融合型Zip3組換えタンパク質を調製し、
酵母ライセートと混合した後、タグを用いて
Zip3 を含む複合体をプルダウンすることに
した。 
 
４．研究成果 
 
（１）Zip3 の機能領域の特定 
Zip3 変異体株において、変異体 Zip3 タン
パク質の局在解析を行ったところ、
Zip3H80F-FLAG は染色体上への非局在化を示し
た 。 一 方 で 、 C 末 端 側 を 欠 失 し た
Zip31-196-FLAG および Zip31-314-FLAG は、野生
型同様に染色体上への局在を保持していた。
このことから、Zip3 の染色体上局在には N末
端領域が必須であることがわかった。 
続いて、各変異体株でシナプトネマ複合体
の構築を観察したところ、Zip31-196-FLAG と
Zip31-314-FLAG はいずれも野生型（Zip3-FLAG）
に比べてシナプトネマ複合体の伸張が不十
分であった。加えて、Zip31-196-FLAG と
Zip31-314-FLAG では欠損の度合いに大きな差
は見られなかったことから、全長 482 アミノ
酸のうち315 番目以降のC末端領域が機能部
位であることが明らかとなった。 
 また、各変異体株でサザンブロット法を用
いて交叉型組換えの産物量を調べたところ、
Zip3H80F-FLAG は zip3 破壊株同様に野生型の
およそ半量、Zip31-314-FLAG は zip3 破壊株ほ
どではないものの、野生型に比べて有意な減
少を示した。実際に、Zip31-314-FLAG 株におい
て、交叉型組換えに必須のタンパク質である
Msh4-Msh5複合体のうちMah5の局在を観察し
たところ、染色体上への局在が消失していた。
さらに、Zip31-314-FLAG 株と Zip31-314-FLAG と
msh5 の二重変異株で胞子生存率を比較した
ところ、それぞれ 36％、31％と大きな差が見
られなかったことから、配偶子形成における
Msh5 の機能は Zip3 の C 末端領域にほぼ依存
していることがわかった。一方で、msh5 破壊
株の胞子生存率は Zip31-314-FLAG 株より有意
に高い 50％であったことから、Zip3 の C 末
端領域は、Msh4-Mhs5 複合体のリクルート以
外の点でも、配偶子形成に寄与していること
が示唆された。 
以上の結果から、Zip3 は N末端領域を介し
て減数分裂期染色体に局在し、さらに C末端
領域を介してMsh4-Msh5複合体を染色体上に
リクルートすることで、交叉型組換えの形成
に寄与していると考えられる。 
（２）Zip3 の相互作用因子の同定 
 タグ融合型 Zip3 組換えタンパク質を調製
するにあたり、複数のタグを検討した結果、
FATT タグ（Sangawa T. et al., Protein Sci., 
2013）を用いた場合にのみ、全長 Zip3 を可
溶性画分に発現させることに成功した。



FATT-Zip3 を酵母ライセートと混合し、相互
作用因子をプルダウンしたところ、上述の組
換え因子である Msh5 が検出された。これは
（１）で得られた、Zip3 が Msh4-Msh5 をリク
ルートするという知見をサポートする結果
である。 
 さらに、Zip3 と相互作用する因子として、
DNA 損傷チェックポイントクランプである
9-1-1 複合体（Ddc1-Rad17-Mec3）が同定され
た。実際に、9-1-1 の欠損株では、Zip3 の染
色体腕への局在が抑制されることが確認さ
れている。よって、9-1-1 は Zip3 と物理的に
相互作用することで、Zip3 の染色体腕への局
在を促進することが示唆された。 
 また、Zip3 の C末端領域の GST タグ融合組
換えタンパク質を発現・精製し、酵母ライセ
ートを用いたプルダウンにより Zip3 の C 末
端領域特異的に相互作用する因子を同定す
る系も構築した。これにより今後、Msh4-Msh5
複合体以外にも Zip3 と協調して配偶子形成
に寄与する因子の同定が出来るものと期待
される。 
 
以上のように本研究では、減数分裂期にお
いて、DNA 二重鎖切断部位にリクルートされ
る 9-1-1 複合体と、DNA 二重鎖切断部位で交
叉型組換えを制御するMsh4-Msh5複合体の間
をZip3が仲介していることを明らかにした。
さらに、Zip3 の C末端領域に配偶子形成に寄
与する機能領域があることを見出した。 

 
【モデル図】DNA 二重鎖切断部位において
9-1-1 クランプと Msh4-Msh5 を仲介すること
で、交叉型組換えを促進する Zip3 タンパク
質。 
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