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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

の多様性の減少や、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、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を分子レベルで明らか

にした。 
 
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 showed how a 
chromosomal structural protein regulates initiation of meiotic recombination at a 
molecular level. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）減数分裂：減数分裂は、有性生殖を行
う生物が子孫を残すために配偶子を形成す
る分裂である。減数分裂期には DNA 複製、相
同染色体間での組換え、相同染色体の分配、
ついで姉妹染色体の分配が順次起こる。この

時、複雑かつ高度に制御された染色体構造の
変化、局在の変化が生じる。これら高次の諸
現象が分子レベルで連携をとりながら進行
する。 
 
（２）減数分裂期相同組換え：減数分裂期の
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相同組換えは、遺伝的多様性の獲得と正確な
染色体分配の保証という点で重要な役割を
持っている。相同染色体の正確な分配には、
相同染色体を一時的につなぎ止める必要が
ある。そのためには、①交叉を伴う相同組換
えと、②コヒーシンと呼ばれるタンパク質複
合体による姉妹染色分体のつなぎ止めが必
要である。コヒーシンは 4つのサブユニット
からなり、体細胞分裂期型も存在し、姉妹染
色分体の分配などに係わっている。減数分裂
期型は体細胞分裂期のサブユニットの一つ
が Rec8 タンパク質に置き換わっているとい
う特徴がある。 
 
（３）減数分裂期相同組換えの開始反応（DSB
形成）：減数分裂期の相同組換えは、DNA の二
本鎖切断（DSB 形成）により開始される。DSB
形成には、DNA 切断の活性中心を持つと考え
られている Spo11に加え、出芽酵母では少な
くとも 9 個のタンパク質（Spo11補助因子群）
が必要である。これらの因子が順次 DSB形成
部位に結合し、安定な複合体を形成した後、
活性化され、DNA の切断が起こると考えられ
ている。近年、DSB形成が高次の染色体構造、
局所的な染色体構造、ヒストン修飾、細胞周
期などにより空間的、時間的に厳密に制御さ
れている事が明らかにされつつある。 
 
（４）DSB 形成とコヒーシン：減数分裂期相
同組換えとコヒーシン（特に Rec8）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、ほとんど明
らかになっていなかった。これまでに、Spo11
と Rec8 の関係を解析することで、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。しかし、Spo11 補助
因子群や DSB 複合体形成に Rec8 がどの様に
関与するのかといった分子レベルでのメカ
ニズムを明らかにする事は出来ていなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
DSBタンパク質と Rec8の関係を分子レベルで
解析することで、Rec8が DSB 形成のどの段階
（結合、複合体形成、活性化）に係わってい
るのかを明らかにし、染色体高次構造による
DSB形成制御機構の解明を目指す。 
 
（１）Spo11と Rec8の相互作用 
これまでに Rec8 が Spo11 の染色体への結合
に係わっていることを示してきた。さらに、
減数分裂初期において Spo11 が有意に Rec8
結合部位に結合していることも示した。しか
し、この結合が直接的なのか、間接的なのか
は明らかになっていない。そこで、Spo11 が
Rec8 と物理的な相互作用をしているのかど

うかを明らかにする。 
 
（２）Spo11 補助因子群と Rec8の関わり 
REC8遺伝子を欠損させると、調べた染色体領
域については、ほとんどの領域で Spo11の結
合が起こらなくなる。また、Spo11 の DSB 形
成部位への結合に先立ち、Mei4、Mer2、Rec114
が DSB形成部位に結合する。そこで、それら
の結合が Rec8 によって制御されているのか
を明らかにする。 
 
（３）DSB 形成複合体形成への Rec8の関わり 
Rec8が DSB形成タンパク質の染色体への結合
にのみ関与しているのかどうかを明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
タンパク質間の相互作用を検出する手法（免
疫沈降法など）、DNA とタンパク質間の相互作
用を検出する手法（クロマチン免疫沈降法な
ど）、ゲノムワイドな解析手法（タイリング
アレイとクロマチン免疫沈降法による解析、
ChIP-chip法）、Spo11テザーリング技術（図
１）を用いて、Rec8の DSB形成における役割
を分子レベルで解析する。 

 
（１）Spo11と Rec8の相互作用 
Rec8による Spo11の染色体上の局在制御が直
接的な作用による物なのかを明らかにする
ために、Spo11と Rec8の物理的な相互作用の
検出を行った。 
①免疫沈降法による検出：Spo11に FLAG エピ
トープタグを Rec8 に HA エピトープタグや
myc エピトープタグを融合させ、体細胞分裂
期の細胞や減数分裂期の細胞で構成的に発
現させた。FLAGエピトープタグに対する抗体
を用いて免疫沈降を行った。その後、HA や



 

 

myc エピトープタグに対する抗体を用いて、
ウエスタンブロッティングを行い、Spo11 と
共に Rec8 を濃縮することが出来たかを検出
することで、Spo11と Rec8の物理的な相互作
用を調べた。 
②Spo11 テザーリングとクロマチン免疫沈降
法による検出：野生型株と Gal4BD-Spo11 発
現株に対して、Rec8 に FLAG エピトープタグ
を融合させた。クロマチン免疫沈降法や
ChIP-chip法を用いて両株における Rec8結合
部位を比較することで、Rec8 が Gal4BD 結合
部位に呼び込まれるかを検出することで、
Spo11と Rec8の相互作用を調べた。 
 
（２）Spo11 補助因子群と Rec8の関わり 
REC8 遺伝子欠損株で Spo11 の結合に先立つ
Mei4、Mer2、Rec114 の染色体への結合が正常
に起こるかを調べる。REC8遺伝子欠損株と野
生型株について、Mei4、Mer2 または Rec114
に FLAG エピトープタグを融合させた。 
ChIP-chip法により Rec114の染色体上の局在
を調べ、野生型株と欠損株で比較した。 
 
（３）DSB 形成複合体形成への Rec8の関わり 
Rec8が DSB形成タンパク質の染色体への結合
にのみ関与するのであれば、強制的に DSB形
成タンパク質を結合させれば DSBが形成され
るはずである。Spo11に転写因子 Gal4 の DNA
結合ドメイン（Gal4BD）を融合させることで
（Spo11テザーリング）、人為的に DSBを形成
させることが可能となる。この系を使用して、
Rec8が DSB形成のどの段階に係わっているの
かを明らかにする。 
①人為的 DSB 形成系における Rec8 の役割：
REC8遺伝子欠損株で Spo11テザーリングによ
り人為的に DSB 形成を誘導できるかを、サザ
ンブロッティングを行い、検証を行った。 
② DSB 複合体形成への Rec8 の関与：
Gal4BD-Spo11発現株に対して、全ての Spo11
補助因子（Mei4、Mer2、Rec114、Rec102、Rec104、
Ski8、Mre11、Rad50、Xrs2）に FLAG エピト
ープタグを融合した。それらの REC8 遺伝子
欠損株も作製した。Gal4BD-Spo11 の結合部位
に DSB形成補助因子が結合してくるかどうか
を調べるために、それらの株について、クロ
マチン免疫沈降法とリアルタイム PCRによる
定量的な解析を行った。 
 
４．研究成果 
Rec8は、直接的あるいは間接的に Spo11の染
色体への結合を制御することで、DSB 形成に
係わっていることが示されているが、Rec8と
DSB 補助因子との関係、分子レベルでの制御
機構については分かっていなかった。本研究
では、Rec8 と Spo11、DSB 補助因子に着目し
て解析を行い、分子レベルでの制御機構の一
端を明らかにすることが出来た。 

 
（１）Spo11と Rec8の相互作用 
Rec8が Spo11と直接的に物理的な相互作用を
して、Spo11 の局在を制御している可能性が
考えられる。そこで、免疫沈降法により Spo11
と Rec8 の物理的な相互作用の検出を試みた
が、現在までに検出できていない。 
 免疫沈降法による相互作用の検出が困難
であると判断し、Spo11 テザーリングとクロ
マチン免疫沈降法による Spo11 と Rec8 の相
互作用の検出を試みた。Spo11と Rec8の間に
何らかの相互作用があれば、Spo11 の局在変
化に伴い、Rec8の局在も変化すると予想され
る 。 野 生 型 の Spo11 を 発 現 す る 株 と
Gal4BD-Spo11 を構成的に発現する株に対し
て、Rec8 に FLAG エピトープタグを融合し、
ChIP-chip法を行い、減数分裂期の Rec8の全
染色体上の局在を明らかにした。どちらの株
でも、Rec8 は染色体全体に渡り数十 kb の間
隔で局在していた。両株について Rec8 の結
合部位の分布を比較したが、著しい変化は認
められなかった。しかし、Rec8の結合量につ
いて比較を行ったところ、幾つかの人為的
DSB形成部位で Gal4BD-Spo11発現株の方が強
い結合を示す事を示唆する結果が得られた。 
 それらの領域についてより定量性の高い
方法（クロマチン免疫沈降とリアルタイム
PCRを用いた方法）を用いて、経時的に Rec8
の結合量を比較した。その結果、DSB 形成時
期において、確かに、それらの領域では
Gal4BD-Spo11 発現株で Rec8 の結合量が増加
していることが示された。さらに、ChIP-chip
法で有意な差が見られなかった人為的 DSB形
成部位数カ所についても定量的な解析を行
ったところ、その中の一カ所、GAL2プロモー
ター領域では、量的には僅かではあるが、統
計上有意に Gal4BD-Spo11発現株で Rec8の結
合が増加していた。 
 以上のように、直接的か間接的かは分から
ないが、DSB形成時期に Spo11と Rec8が相互
作用することを初めて示唆することが出来
た。また、減数分裂期における Rec8 の局在
を、これまでにない高解像度で全染色体につ
いて明らかにすることが出来た。Rec8は姉妹
染色分体の分配や染色体の高次構造の構築
などでも非常に重要な役割を担っているた
め、減数分裂の研究において Rec8 の局在デ
ータは非常に利用価値が高いと考えられる。 
 
（２）Spo11 補助因子群と Rec8の関わり 
Rec8 と Spo11 の関係は示唆されていたが、
Spo11に先立ち染色体に結合する Rec114との
関係は全く調べられていなかった。そこで、
Rec114の DSB形成時期における局在を、高解
像度で全染色体について調べた。これまでに、
明らかになっている Spo11の局在と比較した
ところ、非常に高い相関を示していた。REC8



 

 

遺伝子欠損株についても Rec114 の局在を調
べ、野生型と比較した。その結果、多くの領
域で結合量が減少していることが分かった。
Rec114 の結合が減少していた領域は、ほぼ
Spo11 の結合が減少していた領域と一致して
いた（図２、例として第５番染色体を示す）。
以上の結果から、Rec8 あるいは Rec8 を介し
た染色体構造が、DSB 形成タンパク質の染色
体への結合が重要であると考えられる。さら
に、今後、Rec114と同様に Spo11 よりも前に
染色体に結合する Mei4、Mer2 についても調
べる必要がある。 

 
（３）DSB 形成複合体形成への Rec8の関わり 
Spo11 のテザーリングの系を用いて、Rec8 が
DSB 形成複合体の形成に必要であるかを検証
した。Gal4BD-Spo11を発現させると、減数分
裂期に GAL2 遺伝子プロモーター領域に人為
的に DSB 形成を誘導することが出来る。REC8
遺伝子を欠損させても、テザーリングの効果
により Gal4BD-Spo11は GAL2遺伝子プロモー
ター領域に結合し、DSB が形成されると予想
できる。しかしながら、実際には人為的な DSB
形成頻度は著しく減少することが明らかに
なった。 
 REC8 遺伝子欠損株では、GAL2 遺伝子プロ
モーター領域に Gal4BD-Spo11は結合するが、
DSB 補 助 因 子 が 結 合 し な い 、 つ ま り
Gal4BD-Spo11 と相互作用して複合体を形成
できないという可能性が考えられる。各 DSB
補助因子に FLAG エピトープタグを融合し、
定量的な方法でその可能性を調べた。その結
果、Gal4BD-Spo11 を発現する REC8 遺伝子欠
損株では、Gal4BD-Spo11を発現する株と比較
して、DSB 形成補助因子の結合量が減少して
いることが明らかになった（ただし、Xrs2に
ついては FLAG タグを付加すると減数分裂に
異常が生じることが分かったため、実施して
いない）。因子により減少の頻度が異なって
いることも分かった。これらのことから、
Rec8は DSB形成複合体の形成にも係わってい
ると考えられる。また、これまでに Spo11 と
DSB 補助因子の物理的な相互作用が調べられ
ているので、そのデータを交えて考察するこ

とで、DSB 形成複合体形成における Rec8の役
割について明らかにしたい。 
 
本研究の結果より、Rec8 あるいは Rec8 を介
した染色体構造が DSBタンパク質の染色体上
への結合に加え、DSB 形成複合体形成にも関
与していると考えることが出来る。もしかす
ると、これまで考えられていなかったが、減
数分裂期相同組換えの開始と染色体分配が
Rec8 を通して密接に関わり合っているのか
もしれない。今後、Rec8と DSB形成補助因子
との物理的な相互作用の検出、あるいは Rec8
と DSBタンパク質の相互作用を仲介する新規
因子の探索などを通して、染色体高次構造に
よる DSB形成メカニズムの全貌が解明される
ことが期待される。 
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