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研究成果の概要（和文）：減数分裂におけるDNA複製の制御は、相同染色体の対合・組換え・分配を正常に行う
ために重要である。DNA複製および相同染色体の対合・組換えを正常に行うために必要なクロマチン構造につい
て解析を行い、以下のことを明らかにした。（１）染色体の核内配置が、DNA複製タイミングの制御に影響を与
える。（２）減数分裂コヒーシンが作るクロマチン構造が相同染色体の対合に必須である。（３）ヒストンH2A
のバリアントであるH2A.zが相同染色体の組換えに重要な役割を果たす。（４）ヒストン分子種の量的バランス
が染色体分離の正常な進行に重要である。

研究成果の概要（英文）：DNA replication is important for pairing, recombination, and segregation of 
homologous chromosomes in meiosis. We analyzed chromatin structures required for DNA replication, 
pairing, and recombination, and obtained he following results. (1) Positioning of chromosomes within
 the nucleus affects the timing of DNA replication. (2) Chromatin structures produced by meiotic 
cohesins is essential for pairing homologous chromosomes. (3) A histone H2A variant, H2A.z, plays an
 important role in recombination of homologous chromosomes. (4) The molecular balance of histone 
species is important for the normal progression of chromosome segregation.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 染色体　細胞核

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
減数分裂は、ヒトなどでは２倍体の体細胞から卵子や精子のような１倍体の配偶子を作る特殊な細胞分裂がそれ
に相当し、そこでの異常は不妊やダウン症などの異常につながるために、減数分裂の仕組みの解明は世代を越え
たゲノムの継承を保証するために、学術的にも社会的にも重要な課題となっている。しかし、ヒトで減数分裂の
過程や分子メカニズムを解明するのは困難である。解析が容易な分裂酵母で得られた成果は、ヒトをはじめとす
る真核生物に普遍的な仕組みの理解につながり、学術的にも社会的にも重要である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

 減数分裂は、有性生殖を行う真核生物にとってゲノムを子孫に継承するための普遍的で重要

なプロセスである。ヒトなどでは２倍体の体細胞から卵子や精子のような１倍体の配偶子を作

る特殊な細胞分裂がそれに相当し、そこでの異常は不妊やダウン症などの異常につながるため

に、減数分裂の仕組みの解明は世代を越えたゲノムの継承のために重要な課題となっている。 
 減数分裂においては、体細胞分裂と異なり、1 回の DNA 複製に引き続き、連続する 2 回の染

色体分配によって染色体数を半分にする。この過程で、父母に由来する相同染色体が対合し、組

換えを生じる。１回目の分配では相同染色体が分離し（還元分配）、DNA 複製により生じた姉妹

染色分体は２回目に分離する（均等分配）。これまで、還元分配と均等分配における染色体分離

の制御については理解が進んできたが、相同染色体の認識と対合の仕組みについて、まだ不明の

ことが多く残されていた。 
 このような減数分裂を特徴づける染色体の挙動は、ヒトから単細胞真核生物である分裂酵母

まで普遍的に見られる。しかし、ヒトなどの高等動物では、減数分裂は卵巣や精巣など体内で、

かつ長い時間をかけて起こるため、その過程や分子メカニズムを解明するのは困難である。それ

に対して、分裂酵母では、培地から窒素源を枯渇させるだけで減数分裂を誘導でき、８時間ほど

で減数分裂が完了するため、減数分裂の全過程を生きたままで連続的に追跡できるという利点

があり、分裂酵母での研究に期待が寄せられていた。 
 
２．研究の目的 

 減数分裂は有性生殖を行う真核生物にとってゲノムを子孫に継承するための普遍的で重要な

プロセスである。相同染色体の対合・組換えと還元分配は減数分裂を特徴づける現象であり、こ

の過程において、本来は危険な DNA 二重鎖切断を安全な相同組換えに変換し、組換えにより生

じた相同染色体間の接着が染色体の正確な分配を保証する。これを実現するために特有のクロ

マチン構造が作られ、DNA 複製から相同染色体組換えを経て染色体分配に至る一連の事象がチェ

ックポイント機構を介して互いに制御され協調して進行する。本研究では、この一連の過程で減

数分裂に特有に形成されるクロマチン構造の分子基盤とその形成メカニズムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

分裂酵母の各種変異株を用い、減数分裂期において DNA 複製から相同染色体の対合・組換えを

経て染色体分配に至る一連の過程で形成されるクロマチン構造をイメージング解析する。その

構成成分をプロテオミクス解析で同定し、関連遺伝子の破壊や改変による機能解析によって分

子メカニズムを解明する。さらに、この一連の過程におけるヒストンの修飾状態を遺伝的解析、

生化学的解析およびイメージング解析により解析する。これらを総合し、クロマチン機能に与え

るヒストン修飾の影響を明らかにする。 

DNA 複製と相同染色体対合に必要なクロマチン構造およびヒストンの修飾状態を遺伝学的解

析・生化学的解析・イメージング解析により研究する。 
遺伝学的解析：ヒストン H4 の K8 と K12 のアセチル化が DNA 複製に寄与する仕組みを遺伝

的に解析するために、H4-K8R/K12R 変異を抑制する遺伝子を検索する。そのために、ゲノム

DNA ライブラリーで H4-K8R/K12R 変異株を形質転換してマルチコピーサプレッサーを得る。 
生化学的解析：また、K8 と K12 がアセチル化されたヒストン H4 のペプチド断片を生化学的に

作製し、これと相互作用するタンパク質を質量分析により同定する。また、遺伝的解析で得られ

た候補タンパク質とアセチル化されたヒストン H4 ペプチド断片との相互作用を生化学的に検

証する。 
イメージング解析：相同染色体の対合・組換えに必要な減数分裂に特有のクロマチン構造を生細

胞蛍光イメージングおよび超解像蛍光顕微鏡で観察する。減数分裂に特有のクロマチン構造が

どのように作られるか、各種の遺伝子を改変した変異株で観察し、構造形成の分子メカニズムを

明らかにする。 
  



４．研究成果 

（１）DNA 複製に必要なクロマチン構造 
 分裂酵母において、減数分裂の DNA 複製期にクロマチンの脱凝縮がおこるが、これにはヒス

トン H4 の 8 番目と 12 番目のリジン(K8、K12)のアセチル化が必要である（図１）。ヒストン

H4 の K8、K12 をアルギニンに置換した変異株（H4-K8R/K12R）は、DNA 複製ストレスを誘

起する薬剤ヒドロキシウレア(HU)に対

し超感受性を示し、低濃度の HU存在下
で増殖不能となる。H4-K8R/K12R 変異

株は低濃度の HU存在下で全くコロニー

を形成しないため、耐性株を容易に検出

できると期待できたが、一方で、分裂酵

母ゲノムにはヒストン H4 遺伝子が３個

あり、野生型のヒストン H4 が残ってい

る 状 態 で ヒ ス ト ン H4 遺 伝 子 に

K8R/K12R 変異を導入しても、表現型が

現れない可能性が高い。この問題を回避

するために、野生型ヒストン H4 遺伝子

をすべて破壊した上で、１個のヒストン

H4 遺伝子を H4-K8R/K12R 変異で置換

し、これが唯一のヒストン H4 として発

現するように、変異株を作成した。この

ような遺伝的背景を持つヒストン H4-
K8R/K12R 変異株を、分裂酵母のゲノム

ライブラリで形質転換し、HU超感受性

を抑制するマルチコピーサプレッサー

を探索した。その結果、HU超感受性を

抑制する耐性株 63 個を得た。これらの

クローンからプラスミドを回収し、DNA
配列を決定したところ、11種類の相補断

片に分類された（図２）。このうちの一つ

として得られたタンパク質（図２上）に

着目し、ヒストン H4 との結合について

生化学解析を行ったところ、ヒストン

H4 の K8 および K12 がアセチル化され

ている場合のみ、このタンパク質が結合

することがわかった（図３）。DNA 複製

に必要な因子が、ヒストン H4 のアセチル化に

依存して、クロマチンに集積することで、複製を

開始することが推察された（図４）。その他のク

ローンの相補断片を絞り込んだ結果、不思議なこ

とに、相補能を持つタンパク質コード領域や非コ



ード RNA領域を見つけることができず（図２下）、DNA 配列そのものに相補能がある可能性に

ついて、引き続き検討している。 
 HU 感受性に影響するタンパク質

を探索する過程で、候補として DNA
損傷修復に関わるとの報告のあった

Cdb4タンパク質にも注目した。分裂

酵母 Cdb4 は、ヒト Ebp1 を初め、多

くの真核生物に高度に保存されてい

るにもかかわらず、その機能がわかっ

ていなかった（図５）。薬剤感受性の

解析を行った結果、cdb4 遺伝子破壊

株は HU 感受性を示さないことが確

認され、Cdb4 は H4-K8R/K12R の

HU 感受性には直接影響しないと結

論した。一方で、cdb4 遺伝子と核膜

孔複合体の nup184 遺伝子の両方を

欠失すると、生育できなくなることが

わかった（図６）。さらに分裂酵母

Cdb4 Nup184 二重欠損株の致死性

を、ヒト Ebp1(Cdb4ホモログ)が異種

間相補したことから、種を越えて普遍

的 な 機 能 が あ る と 結 論 し た

(Osemwenkhae et al, Genes to Cells 
2020)。Cdb4 が Nup184 と合成致死

になること、および合成致死がヒト

Ebp1 で相補されることから、これま

でわからなかった機能を解明する道

筋が得られた。 
 染色体内部に存在する DNA 複製

が遅い領域には、テロメアタンパク質

の一つ Rif1 が局在するが、この領域

は DNA 複製期にテロメア近傍にリ

クルートされていることを発見し、染

色体の核内配置が複製タイミングの

制御に関わることを明確に示した

図６ 分裂酵母Cdb4と合成致死
になる変異株のスクリーニング

（左）スクリーニングストラテジー
ゲノムのcdb4 遺伝子を破壊した上で、
cdb4 遺伝子を持つプラスミド（選択
マーカー：ura4 遺伝子）でレスキュー
しておき、 EMSで変異を導入。ura4 遺
伝子を持つと生育できない条件で、プラ

スミドを落とさせた時に、増殖できない
変異株をスクリーニング。

（上）得られた変異株の例
Uracil を含まない培地（左）で生育し、
5-FOAを含む培地（右）で生育できない。



（Ogawa et al, EMBO Journal 2018)。 
 さらに、ヒストンの修飾状態を生細胞イメージングで

追跡することに成功した。特異的抗体の抗原認識領域を

コードするDNA断片を生細胞に導入することによりヒス

トン修飾を生細胞イメージングできる。この方法は、ヒ

ストンの特定残基のメチル化やアセチル化に対する特

異的モノクローナル抗体を作成し、その可変領域をコー

ドする塩基配列に GFP 遺伝子を融合して細胞に導入

し、各種の特異的蛍光抗体を遺伝的にコードすることで

実現するものである（図７）。この方法で、ヒストン H4
のアセチル化を生細胞で追跡したところ、このアセチル

化が減数分裂過程で変動することがわかった。胞子細胞

で、ヒストン H4 のアセチル化が亢進するのは、やがて

胞子が発芽して DNA 複製を開始するための待機状態で

あると考えている。 

（２）相同染⾊体の対合に必要なクロマチン構造 

研究開始当初、長鎖非コード RNA が特定の染色体領域（1箇所）

の対合を促進することを見つけていたが、本研究において、さらに、

同様の領域が、３本の染色体それぞれに 1個ずつ、計３個あり、こ

の領域に９種類のRNA結合タンパク質が集積することを発見した 
(Ding et al, Nature Communications 2019)。この３つの領域に、それぞ

れ異なる長鎖非コード RNA が蓄積する（図８）。さらに、その仕

組みとして、クロマチンに蓄積する非コード RNA と一群の RNA
結合タンパク質が作る複合体が液相分離によって相同染色体をた

ぐり寄せることを明確に示した(Ding et al, Nature Communications 
2019)。一方、減数分裂コヒーシンを欠損すると、非コード RNA が

蓄積しても相同染色体の対合が起こらないことから、減数分裂コヒーシン Rec8 が作るクロマチ

ン軸構造が相同染色体の対合に必須であると結論した。 

（３）染色体分離に必要なクロマチン構造 

分裂酵母の減数分裂期に、ヒストン H2A量が低下すると、染色体分離に異常が出ることを明ら

かにした。２個のヒストン H2A遺伝子の１つを破壊した株では、染色体分離の時に、染色体の

末端がからまったような形態を示し、胞子生存率が低下した。この不分離を起こす領域が、染色

体末端のリボソーム DNA リピート配列であることを明らかにした（図９）。この変異株に対し

て、3個のヒストン H3/H4遺伝子

のうち 2 つを破壊すると、染色体

分離異常が軽減し、胞子生存率が

上昇した。このことから、ヒスト

ン分子種の量的バランスが重要

であると結論した (Yamamoto et 
al, Scientific Reports 2019）。また、

分裂酵母のヒストン H2A バリア
ントである H2A.z が、減数分裂

において、相同染色体の組換えの

制御に影響を与えることを明らかにした(Yamada et al, Current Genetics 2018; Yamada et al, Nucleic 
Acids Research 2018)。さらに、ヒストン H2A のユビキチン化がヒストンシャペロンとの相互作

用を介してクロマチン機能を制御することを明らかにした (Murawska et al, Molecular Cell 2019)。 

（４）基盤技術の開発 
研究に必要な基盤技術の開発も行った。多重染色した蛍光顕微鏡画像の色ずれを除去するプロ

グラムを開発し、論文で発表するとともに、プログラムをオープンリソースとして Web で公開

した(Matsuda et al, Scientific Reports 2018)。これにより、超解像蛍光顕微鏡で得られた 3次元多重

染色画像を正確に重ね合わせることが可能になった。 

抗体-GFP融合
タンパク質の発現

ヒストン修飾

クロマチン

可変領域遺伝子 GFP遺伝⼦

図７ ヒストン修飾の生細胞イメージング



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計27件（うち査読付論文　25件／うち国際共著　3件／うちオープンアクセス　7件）

2020年

2020年

2020年

2020年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.1016/j.bpj.2020.01.037

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Roles of Remote and Contact Forces in Epithelial Cell Structure Formation

Biophysical Journal 1466～1478

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する

 ４．巻
Nakano Tadashi、Okaie Yutaka、Kinugasa Yasuha、Koujin Takako、Suda Tatsuya、Hiraoka Yasushi、
Haraguchi Tokuko

118
 １．著者名

10.1016/j.molcel.2019.11.016

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
The Chaperone FACT and Histone H2B Ubiquitination Maintain S.?pombe Genome Architecture through
Genic and Subtelomeric Functions

Molecular Cell 501～513.e7

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Murawska Magdalena、Schauer Tamas、Matsuda Atsushi、Wilson Marcus D.、Pysik Thomas、Wojcik
Felix、Muir Tom W.、Hiraoka Yasushi、Straub Tobias、Ladurner Andreas G.

77
 １．著者名

10.1111/gtc.12757

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Human Ebp1 rescues the synthetic lethal growth of fission yeast cells lacking Cdb4 and Nup184

Genes to Cells -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Osemwenkhae Osaretin P.、Sakuno Takeshi、Hirano Yasuhiro、Asakawa Haruhiko、Hayashi‐Takanaka
Yoko、Haraguchi Tokuko、Hiraoka Yasushi

-
 １．著者名

Intracellular ATP levels influence cell fates in            Dictyostelium discoideum
differentiation

Genes to Cells -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1111/gtc.12763

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
Hiraoka Haruka、Nakano Tadashi、Kuwana Satoshi、Fukuzawa Masashi、Hirano Yasuhiro、Ueda
Masahiro、Haraguchi Tokuko、Hiraoka Yasushi

-
 １．著者名

 ２．論文標題  ５．発行年



2019年

2019年

2019年

2019年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.1038/s41598-019-43633-5

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Histone H2A insufficiency causes chromosomal segregation defects due to anaphase chromosome
bridge formation at rDNA repeats in fission yeast

Scientific Reports 7159

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Yamamoto Takaharu G.、Ding Da-Qiao、Nagahama Yuki、Chikashige Yuji、Haraguchi Tokuko、Hiraoka
Yasushi

9
 １．著者名

10.1038/s41598-019-44941-6

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有
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Nuclear formation induced by DNA-conjugated beads in living fertilised mouse egg

Scientific Reports 8461

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ３．学会等名
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