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研究成果の概要（和文）：　本申請課題では，哺乳類の減数分裂における相同染色体の対合・組換えと染色体の
凝縮の分子メカニズムについて調べた。
　第一減数分裂前期に形成されるシナプトネマ複合体内における減数分裂型コヒーシンRAD21LとREC8の局在位置
を明らかにした。また，減数分裂型コヒーシンRAD21Lを体細胞に異所発現させると相同染色体間の距離が近づく
ことを発見した。ノックアウトマウスを使用した解析によって，卵母細胞の減数分裂においては，コンデンシン
IIが染色体の形成・分離に主要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we examined the molecular mechanism that regulates synapsis
 and recombination of homologous chromosome as well as chromosome condensation and separation during
 mammalian meiosis.
We showed that meiotic cohesins are localized at the connection sites between axial and transverse 
filaments of the synaptonemal complex in mouse spermatocytes. We also found that ectopic expression 
of meiotic cohesin subunit RAD21L shortened the distance between homologous chromosomes in somatic 
cultured cells. Using knockout mice, we demonstrated that condensin II plays a main role in 
chromosome condensation and segregation during meiosis of mouse oocytes.

研究分野：発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 減数分裂は，生殖細胞が配偶子形成過程に
行う特殊な分裂であるが，多くの動植物が行
うことからも明らかなように，種の保存と進
化を支える普遍的な現象であると言える。減
数分裂では，体細胞が行う通常の分裂とは異
なり，DNA 複製後に２回の連続する分裂が起
こり，それによって染色体数が半減する。と
りわけ第一減数分裂では，前期に相同染色体
どうしが対合・組換えを起こす結果，後期に
相同染色体が分離する。続く第二減数分裂に
おいて，体細胞分裂と同様に，DNA 複製時に
複製された染色体のペアである姉妹染色分
体が分離する（図 1）。このように減数分裂で
は体細胞分裂と異なる染色体の挙動が見ら
れるが，それがどのような分子メカニズムで
起こるのかについてはまだ明らかとなって
いない。その解明は，家畜の繁殖やヒトの生
殖医療の観点からも重要である。 

 真核生物における染色体の接着や凝縮・分
離には，コヒーシンとコンデンシンと呼ばれ
るタンパク質複合体が重要な役割を担う。コ
ヒーシンは4つのサブユニットから構成され
るが，哺乳類の生殖細胞では，いくつかのサ
ブユニットが減数分裂特異的なコヒーシン
サブユニットに置き換わる（図 2）。ノックア
ウトマウスを用いた解析から，それらのサブ
ユニットは減数分裂に特徴的な染色体動態
に必須であることが明らかとなっている。し
かし，REC8 と RAD21L はともに RAD21 の代わ
りとなる減数分裂特異的サブユニットであ
るが，それらの機能の役割分担についてはよ
くわかっていない。また，コンデンシンには
I と II の 2 つのタイプが存在し（図 2），と
もに減数分裂においても発現するが，減数分
裂におけるそれらの制御や役割分担につい
てもまだよくわっていないことが多い。 

 
２．研究の目的 
(1) 相同染色体の対合と組換えにおける減
数分裂特異的コヒーシンサブユニット
RAD21LとREC8の制御と役割を明らかにする。 
 
(2) 減数分裂およびその後の胚発生におけ
るコンデンシン I と II の役割を明らかにす
る。 
 
(3) 減数分裂に特徴的な染色体高次構造と
遺伝子発現との関連について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス初期胚におけるコンデンシンの役
割の解析 
 Smc2 ヘテロ欠損の雌雄マウスから採取し
た卵子と精子を用いて，受精後，最長 4日間
胚培養を行った。胚を固定後，免疫蛍光染色
により SMC2 タンパク質の有無を調べるとと
もに，染色体，セントロメア，ヘテロクロマ
チンの状態を共焦点顕微鏡下で観察した。 
 
(2) 減数分裂の染色体凝縮におけるコンデ
ンシン Iと II の機能 
 コンデンシン Iと IIに共通のサブユニット
(SMC2)，I に特異的なサブユニット（CAP-H）
あるいは II に特異的なサブユニット
（CAP-H2）を卵母細胞特異的にノックアウト
するため，それぞれの Floxed マウスと
Zp3-Cre マウスあるいは GDF9-iCre マウスと
交配させた。得られた産仔から卵母細胞を採
取し，体外成熟培を行い，ライブセルイメー
ジングあるいは固定・免疫傾向染色して，染
色体の形状や動態を観察した。 
 
(3) シナプトネマ複合体上のコヒーシンの
局在解析 
 マウス精巣から精母細胞を採取し，固定後，
シンプトネマ複合体の構成分子（SYCP3 や
SYCP1），減数分裂型コヒーシンサブユニット
（RAD21L や REC8），組換え中間体（MSH4）に
対する特異的抗体を使用して免疫蛍光染色
を行った。染色後のサンプルを超分解能を持
つ光学顕微鏡法 3-Dimensional Structured 
Illumination Microscopy(3D-SIM)により観
察し，シナプトネマ複合体内の上述のタンパ
ク質の局在位置を決定した。 
 
(4) 体細胞における減数分裂型コヒーシン
の異所性発現の影響 
 マウス線維芽細胞 NIH3T3 に，RAD21L-GFP
を発現するプラスミドベクターをトランス
フェクションし，2４時間培養後に，X染色体
あるいは 11 番染色体の一部分を認識するポ
ントプローブを用いて FISF 解析を行った。
共焦点顕微鏡下で観察し，GFP の蛍光により
発現細胞を検出し，FISH シグナル間の距離を
測定した。対照区には，GFP シグナル陰性細
胞を使用し，体細胞分裂型のコヒーシン



RAD21-GFP 発現細胞も，比較のため用いた。
また，本実験に用いた GFP 融合型のコヒーシ
ンサブユニットが他のコヒーシンサブユニ
ットと複合体を形成する能力を調べるため，
in vitro 転写翻訳後に，抗 GFP 抗体用いて免
疫沈降を行い，他のコヒーシンサブユニット
に対する抗体を用いたウェスタンブブロッ
ト解析によって免疫沈降物中のサブユニッ
トの有無を確かめた。 
 
 
４．研究成果 
(1)初期胚におけるコンデンシンの役割 
 コンデンシン I と II に共通のサブユニッ
トである Smc2 遺伝子をノックアウトすると
胚性致死となる。初期胚の発生過程における
SMC2 の機能を調べるため，Smc2 ヘテロ欠損
の雌雄マウスから採取した卵子と精子を用
いて，体外受精・胚培養を行い，観察した。
その結果，胚培養 4日目に，SMC2 タンパク質
が枯渇した胚では，胚盤胞へ発生するものの，
胚に含まれる細胞数は，野生型の胚と比較し
て有意に少なかった。また，SMC2 枯渇胚の細
胞では，染色体の凝縮不全や不分離のため，
分裂期で細胞周期が停止していることが明
らかとなった。これらの結果から，コンデン
シンは哺乳類の初期胚発生においても，染色
体の凝縮・分離に機能することが示唆された。
また，胚盤胞を構成する間期の細胞において，
SMC2 枯渇胚ではヘテロクロマチンの点状シ
グナルがコントロールと比較して少数で大
型化することから，間期のクロマチン構造に
もコンデンシンが影響を与えていることが
示唆された。今後の課題として，間期のクロ
マチン構造の変化と遺伝子発現制御との関
連を明らかにする必要がある。 
 
(2) 減数分裂の染色体凝縮におけるコンデ
ンシン Iと II の機能 
 Cre-LoxP システムにより，卵母細胞特異的
にコンデンシン I およびコンデンシン II に
特異的なサブユニットの遺伝子をノックア
ウトし，その影響を調べた。その結果，コン
デンシン IIのサブユニット Cap-h2 をノック
アウトした時には，染色体の形成（染色体の
個別化，凝縮）が妨げられ，染色体の分離に
も異常が見られた。一方，コンデンシン Iサ
ブユニットCap-hのノックアウト卵母細胞で
は，通常通り，減数分裂が進行し，受精後に
胚移植すると個体へと発生した。また，コン
デンシン I と II に共通のサブユニット Smc2
を卵母細胞特異的にノックアウトした時も
染色体の凝縮や分離に異常が検出された（図
3）。これらの結果から，卵母細胞における減
数分裂期の染色体の凝縮や分離には，コンデ
ンシン II が主要な役割を果たし，コンデン
シン I は機能するとしてもコンデンシン II
によりその機能は補えることが示唆された。 
 
 

 
(3) シナプトネマ複合体におけるコヒーシ
ンの局在 
 相同染色体の対合と組換えは，シナプトネ
マ複合体の形成と並行して起こる。シナプト
ネマ複合体は，各染色体に沿って形成される
axial elements が 相 同 染 色 体 間 で
transverse filamentsと呼ばれるジッパー様
の構造により結合されることによって形成
される。これまでの報告から，コヒーシンは
axial elementsに沿って局在することがわか
っていたが，シナプトネマ複合体内の詳細な
局在位置についてはわかっていなかった。そ
のため，3D-SIM と呼ばれる高解像度の光学顕
微鏡システムを用いて，REC8 と RAD21L の局
在を調べた。その結果，２つのコヒーシンサ
ブユニットは共に，axial elements と
transverse filaments の間（つまり繋ぎ目部
分）に局在し，RAD21L の方が REC8 よりも少
し内側に局在することが明らかとなった。組
換え中間体の構成分子である MSH4 とのシグ
ナルの重なりをシナプトネマ複合体上で調
べたところ，RAD21L の方が REC8 よりもその
割合が高かった。また，ザイゴテン期の細胞
の未対合領域において，相同染色体間に
RAD21L のシグナルが観察された。これらの結
果およびその発現時期から，RAD21L は相同染
色体の対合と組換えに特化したコヒーシン
サブユニットであることが示唆された。また，
染色体長軸方向に沿う REC8 と RAD21L の局在
は，対合状態の相同染色体間で必ずしも一致
しなかった。このことから，減数分裂期のコ
ヒーシンの局在は染色体全長に渡って常に
決まっているわけではなく，遊動的であるこ
とが示唆された。 
 
(4) 体細胞における減数分裂型コヒーシン
の異所性発現の影響 
 マウスの線維芽細胞に，減数分裂型コヒー
シンサブユニット RAD21L を異所発現させ，
FISH 法により相同染色体間の距離を測り，そ
の影響を調べた。その結果，体細胞分裂型の
RAD21-GFP を発現させた細胞では，対照区
（GFP 発現細胞）と比較して，相同染色体間
の距離は変わらなかったが，RAD21L-GFP 発現



細胞では，相同染色体間の距離が有意に短縮
した。さらに，RAD21L の N末端部分を削除す
ると，コヒーシンサブユユニットの１つであ
る SMC3 と相互作用できないことを試験管内
の結合アッセイによって確かめた。この
RAD21L の部分欠失変異体を用いると，相同染
色体の距離は対照区と変わらなかった。これ
らの結果から，RAD21L を含むコヒーシンは相
同染色体の相互認識・結合に関わることが示
唆された（図 4）。また，今回の発見は，体細
胞において，減数分裂期に起こる相同染色体
の対合や組換えと類似した現象を人工的に
引き起こす技術開発へとつながる可能性も
ある。 
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