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研究成果の概要（和文）：減数分裂期は、減数分裂期特異的な機構と体細胞分裂期システムの修

飾を土台として成立すると考えられるが、その詳細は不明である。本研究では、体細胞分裂期

の DNA 損傷に応答する DNA 損傷チェックポイントキナーゼ Rad53 が、減数分裂期に計画的に形

成される DNA 二重鎖切断に応答しない生物学的意義について検討した。その結果、減数分裂細

胞は、Rad53 が促進する体細胞期型の組換え修復を抑えることによって、配偶子形成に必須で

ある減数分裂期組換えを促進する可能性を示した。	 

	 
研究成果の概要（英文）：In	 this	 study,	 I	 asked	 why	 a	 DNA	 damage	 checkpoint	 kinase	 Rad53	 
fails	 to	 respond	 to	 meiotic	 programmed	 DNA	 double-strand	 breaks	 (DSBs).	 	 This	 was	 a	 
mystery	 given	 that	 a	 single	 mitotic	 DSB	 can	 activate	 Rad53	 and	 that	 about	 200	 programmed	 
DSBs	 are	 formed	 in	 meiosis.	 	 I	 found	 that	 meiotic	 cells	 may	 suppress	 the	 mitotic	 types	 
of	 recombination	 repair	 modulated	 by	 Rad53	 to	 promote	 meiotic	 recombination.	 	 The	 data	 
shed	 light	 on	 how	 cells	 alter	 mitotic	 systems	 to	 execute	 meiosis	 to	 produce	 normal	 gametes.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 減数分裂細胞が計画的に形成した DNA 二重
鎖切断(DSB)は、減数分裂期組換えを開始す
る。減数分裂期組換えは相同染色体を対合さ
せ、減数分裂における染色体の正確な分配を
確実にする。結果、遺伝的多様性を持った正
常な配偶子が作られる。従って減数分裂期組
換えは、相同染色体間で起き、機能的なゲノ
ム変化を生む。しかしゲノム安定性の維持が
重要な体細胞において、DNA の傷として生じ

た DSB の相同組換え(HR)による修復は、相同
染色体間より姉妹染色体間で優位に起きる。
ゲノム変化を起こさない姉妹染色体間 HR と
違い、親由来ゲノム間で起こる相同染色体間
HR は、体細胞では Loss	 of	 Heterozygosity
などのガン化と関係する染色体異常を生む。
一方、減数分裂期組換え(相同染色体間 HR)
の欠損はダウン症候群や自然流産につなが
る染色体分配異常を起こす。この HR 修復の
違いを制御する機構は未知であるが、その解
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明は減数分裂期と体細胞分裂期の根本的な
違いを規定するだけでなく、ヒト疾患に関連
する染色体の異常な動態の理解につながる。	 
	 申請者は、DSB の HR 修復制御機構とその破
綻のゲノムへの影響の理解を最終的な目的
として出芽酵母の体細胞分裂期と減数分裂
期における DSB 応答に着目した。体細胞分裂
期の DSB には酵母から高等動物まで保存され
た「DNA 損傷チェックポイント」が活性化さ
れ、ゲノム安定性の維持に関与する。減数分
裂期の計画的 DSB には「組換えチェックポイ
ント」が活性化され、減数分裂期組換え(相
同染色体間 HR)の進行を促進する。興味深い
ことに DSB を認識するセンサーと最初に活性
化するキナーゼ Mec1(ATR ホモログ)は両方の
経路で共通であるが、その下流が異なる。DNA
損傷チェックポイントでは Rad53 キナーゼ
(Chk2 ホモログ)が活性化され、組換えチェッ
クポイントでは Rad53 パラログの Mre4 キナ
ーゼが活性化される。Mre4 と異なり、Rad53
と HR 制御の関係はわかっていなかったが、
私は、「Mec1 が DSB シグナルを Rad53 あるい
は Mre4 に伝える分岐点の解析は HR 制御の理
解を助けるのではないか」と考えた。	 
	 
２．研究の目的	 
	 
	 申請者は体細胞分裂期における Rad53	 と
その活性化蛋白 Rad9 の分子機構を明らかに
してきた。次に体細胞分裂期において Rad53
は１個の DSB でも活性化されるが、細胞あた
り 200 個近く形成される減数分裂期 DSB に対
しては活性化されないことに注目した。そこ
で減数分裂期において Rad53 が計画的 DSB に
応答しない生物学的意義と Rad53 が活性化さ
れないメカニズムの理解を目的に本研究を
行った。	 
	 
３．研究の方法	 
	 
(1)減数分裂期特異的な Rad53 過剰発現によ
る影響の理解。	 
	 減数分裂期特異的に Rad53 活性を増加され
るために、減数分裂期特異的蛋白である Dmc1
のプロモーターの下に Rad53 を配置した
（RAD53-op）。またキナーゼ活性を失った変
異 rad53-KDも同様に作成した（rad53-KD-op）。
Rad53-op 株では減数分裂期導入後、内在性
Rad53 のおよそ 5~10 倍の発現量が観察され
た（図２）。次に Rad53 の過剰発現が減数分
裂期に及ぼす影響を３つの方法によって検
討した:	 A)	 DAPI 染色によって核分裂をモニ
ターして減数分裂期進行の観察を行った;	 B)
サザンプロッティングによる計画的 DSB と組
換え体の検出を行った;	 C)	 蛍光免疫染色法
によって組換え蛋白 Rad51 の局在の観察を行
った。	 

	 
(2)減数分裂期において Rad53 が活性化しな
いメカニズムの理解。	 

体細胞分裂期における Rad9 による Rad53 活
性化機構を述べる。DSB が起きると、Rad9 が
DSB 近傍のクロマチンに結合し、Mec1 にリン
酸化を受ける。リン酸化 Rad9 は Rad53 と結
合する。結果、Rad53 は DSB 近傍に呼び込ま
れ Mec1 にリン酸化を受けて活性化される。	 
	 減数分裂期では Rad53 が計画的 DSB に局在
できないことが報告された。よって Rad53 抑
制機構を調べるために、減数分裂期 DSB を差
別化して Rad9 による認識を抑える因子 X、ま
た Rad9 に結合して Rad9 を DSB 近傍あるいは
Rad53に結合させない因子Yを考えた(図１)。	 
	 
①因子 X の存在を検討するために Rad9 が計
画的 DSB 近傍に局在できるかを調べた。これ
までクロマチン免疫沈降法や蛍光蛋白 GFP と
Rad9 の融合蛋白法によって、体細胞分裂期で
は Rad9 の DSB 局在が示されているので、同
様の方法を用いた。	 
	 
②因子 X と因子 Y が Rad9 に結合する蛋白で
ある可能性があるので、ラージスケールの免
疫沈降によって Rad9 と結合する蛋白を同定
した。	 
	 
③減数分裂期特異的変異株において Rad53 が
活性化されているものがないか調べた。活性
化型のリン酸化 Rad53 はウェスタンブロット
によってバンドがシフトするので、変異株の
細胞抽出液を調製し検討した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)減数分裂期特異的な Rad53 の過剰発現は
減数分裂期組換えに悪影響を与える。	 
	 
①RAD53-op 株では減数分裂期の進行が遅延
することがわかった（図２）。この遅延は、
計画的 DSB が形成されない spo11-YF 株や組
換えの異常を検知できない mre4∆株では一部

 
図１ 減数分裂期DSBに対するRad53活性化抑制の
モデル 



解除されることことから Rad53 活性の増加が
減数分裂期組換えを阻害する可能性が考え
られた。さらにこの可能性を支持する結果得
た。RAD53-op株では計画的 DSB の消失と組換
え体形成の遅れを観察し、また組換え蛋白
Rad51 局在時間が野生株より長くなっている
こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 効 果 は
rad53-KD-op 株では全く観察されないことか
ら、Rad53 のターゲットを介した作用である
ことがわかる。以上の結果から Rad53 がその
ターゲットを通して計画的 DSB が形成された
後、減数分裂期組換えが進行する過程に何ら
かの影響を与えることが明らかとなった。	 

	 
②計画的 DSB は形成された後、末端が消化さ
れて一本鎖 DNA が生じ、組換え反応が進む。
そこで Rad53 がどのような DSB 末端に対して
作用するか知るために、DSB 末端が異なった
状態で止まる変異株において Rad53 を過剰発
現した時の作用を観察した。sae2∆変異株で
は、DSB 末端消化が起こらないため、未消化
DSB 末端が蓄積する。Rad53 過剰発現は sae2∆
変異株の DSB に対して影響を示さなかった。
次に、減数分裂期組換えの DNA 鎖交換反応に
欠損を示す dmc1∆株での Rad53 の過剰発現の
作用を検討した。dmc1∆株では DSB が修復さ
れないため DSB の過剰消化が起こるが、Rad53
を過剰発現すると、過剰消化が抑制された。
さらに時間が経つと DSB の消失が観察された。
DSB の消失は DSB の組換え修復によるもので
あった。なぜなら dmc1∆株では蓄積する Rad51
の局在が dmc1∆	 RAD53-op 株では消失し、そ
の消失は、体細胞分裂期で Rad51 とともに組
換え修復に働く Rad54 に依存していたからで
ある（図３）。また dmc1∆	 rad53-KD-op 株で
は DSB の消失は全く起こらなかったことから
Rad53 がターゲットのリン酸化によって組換
え修復を促進することが明らかとなった。	 
	 
③これまでに dmc1∆株における Rad51 の過剰
発現も DSB を修復することが示されているが、
その組換え修復は、相同染色体間で起き、減

数分裂細胞にとって機能的であることが知
られている。よって Rad51 の dmc1∆株におけ
る過剰発現は、正常な配偶子形成につながる。
そこで dmc1∆	 RAD53-op 株を調べたところ、
相同染色体間で組換えは起こっておらず、形
成された配偶子は致死であった。このことは
Rad53 の過剰発現は減数分裂細胞にとって機
能的でない姉妹染色体間の組換えを促進す
る可能性が示唆された。よって①で述べた
RAD53-op(DMC1)株で観察された減数分裂期
組換え（相同染色体間組換え）の阻害は、姉
妹染色体間組換え過程との衝突によるもの
かも知れない。	 
	 このような Rad53 による組換え制御機能は
世界で始めて示されたものである。姉妹染色
体間組換えは体細胞分裂期の DSB 修復にとっ
て重要であるので、今後 Rad53 ターゲットの
同定と解析は、姉妹染色体間組換えのメカニ
ズムの理解に貢献できると期待される。	 
	 
(2)減数分裂期の計画的 DSB 部位には Rad53
の活性化に必要な Rad9 の結合が抑制されて
いる。	 
	 
①Rad9-HAあるいはRad9-YFP融合蛋白を発現
する株で、それぞれ染色体免疫沈降と蛍光蛋
白局在観察により検討したが、Rad9 の DSB 部
位への結合は観察されなかった。従って、可

 
図 2 減数分裂期における Rad53 過剰発現による細
胞周期進行の遅延 

 
図3 dmc1∆株おけるRad53過剰発現は計画的DSB
の修復を促進する 



能性 X、すなわち減数分裂期には Rad9 が DSB
部位に局在する事を阻害する因子のあるこ
とが示唆された。	 
	 
②Rad9 は減数分裂期の細胞抽出液中で不安
定なので精製できないが、体細胞分裂期から
精製でき、Rad9 結合蛋白として HDAC	 構成蛋
白 Sum1 を同定した。Sum1 は、減数分裂期中
期に誘導される遺伝子群の転写抑制因子で
あり、減数分裂期特異的な転写活性因子であ
る Ndt80 が活性化される時期に不活化される。	 	 	 
	 Ndt80 が活性化されると Rad53 活性化の抑
制が解除される結果を得つつあり、Sum1 の不
活化時期と一致することから、Sum1 が Rad9
の DSB 局在阻害因子である可能性が考えられ
る。また複数のプロテオミクス解析が Sum1	 
のS712を	 Mec1がリン酸化することを示して
いる。よってリン酸化の機能は未知であるが、
Sum1 は Rad9 と共に Mec1 ターゲットである。
Mec1 が組換えチェックポイントを介して
Ndt80 の活性化を抑えていることを考え合わ
せると、Sum1 のリン酸化の機能解析は今後重
要課題である。	 
	 
③減数分裂期における Rad53 抑制機構の手が
かりとして Rad53 を活性化している減数分裂
期特異的変異を検索し、rec8∆変異株を得た。
よって減数分裂期特異的コヒーシンで染色
体構造の要である Rec8 が Rad53 抑制に関与
することが示唆された。今後は、Rec8 や Sum1
がどのように Rad9 の計画的 DSB への局在を
抑えているか調べる必要がある。	 
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