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研究成果の概要（和文）：減数分裂期の染色体分配には、二本鎖DNA切断（DSB）の修復が生む相同染色体の交叉
が必須である。その制御機構の解明を目的に、減数分裂異常のゼブラフィッシュENU変異体imoを調べた。mcmdc2
ノックアウトとの相補テストによって原因遺伝子を同定し、シナプトネマ複合体のSycp1とSycp3、およびDNA 
recombinaseのDmc1、DSBマーカーのリン酸化ヒストンH2AX、DNA修復タンパク質Msh5、テロメアの動態を解析し
た。その結果、この変異体ではDSB修復中間体の形成・安定化が異常となることが示唆された。また、卵母細胞
では染色体の異数性は起こるものの卵形成は進むことがわかった。

研究成果の概要（英文）：Generation and repair of DNA double strand breaks (DSB) during homologous 
recombination (HR) is a key step in meiosis that promotes proper alignment and segregation of 
homologous chromosomes; however, the mechanisms underlying this process remain largely unknown. In 
this study, we identified the causative gene in the zebrafish ENU mutant imo, which exhibits 
abnormal meiosis, by complementation testing with mcmdc2 knockout. We then analyzed the dynamics of 
the synaptonemal complex Sycp1 and Sycp3, the DNA recombinase Dmc1, the DSB marker phosphorylated 
histone H2AX, the DNA repair protein Msh5, and telomere pairing in the mutants. Our results suggest 
that the formation and stabilization of DSB repair intermediates during HR are not normal in this 
mutant. We also found that although chromosomal aneuploidy occurred in oocytes, oogenesis 
progressed.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 減数分裂　Mcmdc2　ゼブラフィッシュ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Mcmdc2は、ショウジョウバエとマウスにおいてDSB修復に機能する新規因子であることが示唆されているが、そ
の分子機構は未知である。本研究から、ゼブラフィッシュではMcmdc2はDSB修復中間体の形成・安定化に働き、
精子形成過程は減数分裂期で停止する一方で、卵母細胞が減数分裂を超えて発達することが示された。この因子
が染色体の正常な分配に一義的に働くことが予想される。本研究では、3xFLAG-Stag-mcmdc2系統やMcmdc2の協働
制御因子Mcm8の変異体を作出できているため、今後、これらを用いて解析を進めることで、この複合体が染色体
分配に果たす役割を解明できると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
減数分裂期の相同組換えは、プログラムされた DNA の二重鎖切断（double strand break: DSB）と
その修復により起こる。この過程では、細胞に重篤な損傷をもたらす恐れがある DSB を確実に
修復すると同時に、染色体分配において相同染色体間の物理的結合を担う交叉を一対の相同染
色体あたり少なくとも一ヶ所形成する必要がある。DSB は染色体あたり数十ヶ所起こるため、
交叉を伴う DSB 修復とそれ以外の DSB 修復の過程は、減数分裂特異的な多くの因子による厳密
な制御を受けると考えられるが、そのメカニズムは未知の部分が多い。また、体細胞にも存在す
るユビキタスなDNA 修復のマシナリーと減数分裂特異的な因子がどのように協働して減数分裂
期の DSB 修復を行うのか、さらにその修復機構の破綻がどのように染色体の分配異常をもたら
すのかについてはほとんど明らかになっていない。 
研究代表者は、エチルニトロソウレアによるゼブラフィッシュ変異体から減数分裂異常変異

体 imo を単離し (Saito et al. 2011 Dev Dyn)、次世代シーケンシングによる解析の結果、imo の原
因変異と思われるナンセンス変異を mcmdc2 (minichromosome maintenance domain containing 2) 遺
伝子内に見つけた（未発表）。このタンパク質のショウジョウバエホモログ、DNA 修復タンパク
質 MEI-217/218 は体細胞の DNA 修復に関わる Mcm8 と複合体を形成し、減数分裂期の DSB 修
復に関わる可能性が示されている（Kohl et al, 2012 Science）。また、Mcmdc2 は脊椎動物で保存さ
れており、減数分裂期の DSB 修復に関わる新規因子であることがマウスにおいて示唆されてい
る（Finsterbusch et al, 2016 Plos Genet;  McNairn et al, 2017 Genetics）。しかし、MCMDC2 の修復
過程や染色体分配における役割は未知のままである。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ゼブラフィッシュで見つかった imo 変異体に対して、mcmdc2 変異体であることの
確認と、DSB から DNA 修復までの種々の減数分裂期相同組換え制御因子の動態変化の解析を進
め、Mcmdc2 が関わる減数分裂期 DSB 修復の段階と染色体分配への影響を明らかにすることを
目的とした。マウス Mcmdc2 変異体と異なり、imo 変異体のメスは卵子を産生するため、卵母細
胞の解析から新規の機能が見つかることが期待される。そして、複合体を形成することが予想さ
れる mcm8 を併せて解析することで、交叉を伴う DSB 修復過程における mcmdc2 の新規機能を
解明できる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) imo 変異体との相補テストを目的に、ゲノム編集により mcmdc2 ノックアウトを作製し、imo
変異体と交配して、表現型解析を行った。(2)相同組換えのプロセスはシナプトネマ構造の形成
過程とリンクするため、その構成因子の Sycp1 と Sycp３を用いた免疫組織化学解析を行った。
野生型と比較することで異常となる表現型を調べた。また、減数分裂期における特徴的なテロメ
アの挙動を把握するために、テロメアを蛍光テロメアポリアミド (TPA)で標識して解析した。
(3) DSB 形成から修復の過程における異常を把握するために、DSB マーカーのヒストン H2AX、
DNA recombinase の Dmc1、DNA ミスマッチ修復タンパク質の Msh5 (mutS homolog 5) に対して
免疫細胞化学解析を行った。Msh5 タンパク質に対する抗体は新たに作製して用いた。(4) imo 変
異体の卵子の異常を解析する目的で、発生した胚の染色体数をフローサイトメーターで解析し
た。(5) Mcmdc2 と Mcm8 との相互作用を解析するために、タグ標識した mcmdc2 遺伝子を導入
したトランスジェニック系統を作出するとともに、ゲノム編集により mcm8 変異体を作出した。 
 
４．研究成果 
 
はじめに、CRISPR-Cas9 法により、mcmdc2 遺伝子のエキソン 8 に対して変異導入を行い、2-bp
欠失の変異体を作出した。この mcmdc2 ノックアウトと imo 変異体とで相補性テストを行い、
imo 変異体の減数分裂異常表現型が mcmdc2 の変異に起因することを確認した。そこで、この変
異体に対して、シナプトネマ複合体の染色体軸構造の形成過程を、Sycp3 を用いて解析したとこ
ろ、軸形成には異常は認められなかったが、続いて起こる相同染色体間での対合に異常があるこ
とがわかった。そこで、シナプトネマ複合体の染色体架橋要素の Sycp1 を調べたところ、ザイゴ
テン初期から Sycp1 の架橋が正常に形成されていないことが認められた。Sycp1 の長さを定量化
した結果、ザイゴテン期の Sycp1 の伸長が有意に減少していることがわかった（図１）。さらに、
ゼブラフィッシュの Sycp1 による架橋形成はテロメアから始まるため、TPA を用いてテロメア
のペアリングを解析した。その結果、mcmdc2 変異体では、テロメアのペアリングが正常に進ん
でいないことが明らかとなった（図２）。 
続いて、DSBとその修復過程への影響を調べるために、リン酸化ヒストンH2AX、およびDmc1、



Msh5 を解析した。DSB によって起
こるヒストン H2AX のリン酸化は
変異体でも確認された。同様に、
DSB の修復過程で生じる一本鎖
DNA に結合する Dmc1 の局在が変
異体においてもみられたことか
ら、Mcmdc2 は DSB 形成には必須
でないことが示唆された。しかし
ながら、野生型に比べて変異体で
は非常に強い Dmc１の集積が見ら
れ、野生型ではそのシグナルが減
少するザイゴテン末期まで維持さ
れていることがわかった（図３）。
さらに、組換え中間体を安定化す
る機構を持つ Msh5 は変異体では
減少していることがわかった。以
上の結果から、mcmdc2 変異体は、
DSB および一本差 DNA へのプロ
セシングは正常に進むものの、そ
の後の DSB 修復中間体の形成も
しくは安定化が正常に起こらない
ことが示唆された。   
一方、マウスと異なり、ゼブラ

フィッシュの mcmdc2 変異体のメ
スは卵子を産生する。そこで、変
異体の卵子を野生型精子と受精さ
せて、胚を発生させたのち、その
細胞の染色体数をフローサイトメ
ーターで解析した。その結果、染
色体の異数性が認められ、減数分
裂過程を超えて卵母細胞は発達す
るものの、組換え異常が起こって
いることがわかった。おそらく、
マウスとゼブラフィッシュの卵母
細胞では、染色体異数性のチェッ
クポイントに違いがあるものと推
測される。 
また、Mcmdc2 タンパク質の局

在や相互作用因子の解析を目的に
リコンビナントタンパク質の免疫
を進めたが、良い抗体を得ること
ができなかった。そこで、3xFLAG-
S-tag 標識した mcmdc2 コンストラ
クトを導入したトランスジェニッ
ク系統を作出した。さらに、
Mcmdc2 と協働して組換えに関わ
ると考えられる mcm8 の変異体を
作製した。この変異体のオスは不
妊となることを検証済みである。
現在、メスの表現型と詳細な解析
を進めているところである。 
以上の結果から、ゼブラフィッ

シュ Mcmdc2 は DSB 修復中間体
の形成・安定化に働き、この異常
は精子形成過程に強く影響がでる
ことが示唆された。また、ショウ
ジョウバエと同様に、Mcm8 と複
合体を形成して働く可能性が見え
てきた。本研究で作出した、
3xFLAG-Stag-mcmdc2 系統や mcm8 変異体を用いることで、その相互作用を検証できるとともに、
卵母細胞の解析により、これらの因子が染色体の正常な分配に必要であることを示すことがで
きると期待される。本研究課題の成果をもとに、脊椎動物における Mcmdc2-Mcm8 複合体の正確
な機能を明らかにできると考えている。 

図 2. mcmdc2 変異体におけるテロメアペアリング異常。野
生型に比べ、TPA foci が減少せず、ペアリングが起こってい
ない。  

図 1. mcmdc2 変異体における Sycp1 形成異常。野生型に比
べ、伸長していない。PL;プレレプトテン期, L;レプトテン
期, EZ;ザイゴテン初期, MZ;ザイゴテン中期, LZ;ザイゴテ
ン末期, IL;インターロック期, P;パキテン期  

図 3. mcmdc2 変異体における Dmc1 の異常局在。野生型に
比べ、Dmc1 は過剰に集積し、その集積が残る。  
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