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緒　言

　減数分裂は，ヒトでは卵子や精子を作る特殊な細胞分裂がそれに相当し，そこでの失敗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 複製の後に，２回の染色体分配が連続して起こることによ
って染色体数を半分にする．その間，父母に由来する２本の相同染色体が対合し，相同染色体間で組換えが生じる．１
回目の分配では相同染色体が分離し（還元分配），姉妹染色分体は２回目に分離する（均等分配）．このような減数分裂
を特徴づける染色体の挙動は，ヒトやマウスなどの高等動物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，ヒトやマウス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
に，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，分裂酵母においては，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，短時間（８時間ほど）で減数分裂が完了する．私たちは，分裂酵母の利点を活か
し，分子遺伝学的手法とバイオイメージング技術を併用して，減数分裂の染色体ダイナミクスの研究を進めてきた．分
裂酵母では，体細胞分裂から減数分裂に移行すると，核内の染色体配置がセントロメアクラスターからテロメアクラス
ターへと劇的に変化すること示し，さらにその分子メカニズムを明らかにしてきた 1)．この分子メカニズムが高等動物
でも普遍的にみられ，発生過程での形態形成など広範な高次生命現象に関わる．
　本研究では，分子遺伝学的手法により分裂酵母のさまざまな変異株を作製し，生細胞蛍光イメージングや超解像蛍光
イメージングを用いることにより，減数分裂期に特有の染色体構造およびそのダイナミクスを解析し，非コード RNA
が相同染色体の対合に寄与することを明らかにした．

方　法

１．生細胞蛍光イメージング
　分裂酵母の染色体を生細胞で蛍光イメージングするために，染色体の特定の部位に lacO 配列のリピート配列を挿入
した細胞株を作製し，lacO 配列に特異的に結合する lac リプレッサータンパク質に GFP（緑色蛍光タンパク質）を融
合させた LacI-GFP により蛍光標識した（図１）．これにより，相同染色体の対合を生細胞で連続的に追跡することが
可能になった 2)．また，テロメア配列に特異的に結合するタンパク質を GFP または RFP（赤色蛍光タンパク質）で蛍
光標識することにより，テロメアを可視化した．
　また，相同染色体の対合部位の網羅的な検索を行う目的で，ゲノムワイドに約 100 kbp 間隔で lacO リピート配列を
挿入した一群の分裂酵母細胞株を作製した．これにより染色体の約 130 箇所を生細胞可視化できるようになった．こ
れは染色体のダイナミクスを研究する様々な実験に活用できる有用な資源となる．

２．超解像蛍光顕微鏡
　高分解能でクロマチン構造を観察するために，超分解能顕微鏡法として，3D-SIM (Three-Dimensional Structured
Illumination Microscope) を活用した．分裂酵母の細胞核は非常に小さい（直径２マイクロメートル）ため，蛍光量が
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少なく暗いのが問題であったが，光学系の調整･観察条件の最適化により，3D-SIM によって分裂酵母の染色体繊維を
トレースできる（図２）．減数分裂期の染色体構造の観察には，この方法を用いた．

図 1． 染色体の生細胞蛍光イメージング.
Ａ）染色体の特定部位を生きたままの細胞で蛍光標識する方法．Ｂ）染色体上の２箇所（緑と赤）を蛍光標識し
た分裂酵母細胞の蛍光顕微鏡像．核の形状は DNA 特異的蛍光色素で染色した（青）．右は模式図．Ｃ）蛍光標
識した染色体部位を生細胞で連続観察．同じ細胞で動きを追跡できる（左から右に時間変化）．

図 2． 超解像顕微鏡イメージング.
減数分裂前期の細胞核．ヒストン GFP で染色したクロマチン繊維．
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結果および考察

１．減数分裂期の相同染色体対合における RNA の役割
　染色体上に蓄積する非コード RNA が相同染色体対合に果たす役割を明らかにするために，まず，減数分裂期の染色
体の挙動を，生きた細胞で観察するための蛍光顕微鏡法を開発し，相同染色体対合での染色体構造の動態を解析した
3)．つぎに，RNA と相互作用するクロマチン因子を同定することを試みた．
　これまでの研究から，我々は，Sme2 遺伝子から転写される meiRNA と呼ばれる非コード RNA が染色体上に蓄積す
ること，その蓄積が相同染色体の対合に寄与することを明らかにしている（図３）4-6)．本研究では，meiRNA と相互
作用するタンパク質複合体を同定することを試みた．meiRNA の結合因子として Mei2 タンパク質がすでに知られて
いるが，meiRNA の Mei2 結合配列を削除しても残りの RNA が対合を促進できることから，Mei2 タンパク質は対合
に関与しないと結論できた．そこで新規な因子を同定するために，独自に作製した GFP 融合ライブラリから核内にド
ットを作るものを検索し，RNA と共局在する因子 10 数個を選別した．それぞれの因子の欠損変異株を作製し，相同染
色体対合頻度が低下するものを選別した．この中には，RNA のポリＡ付加に関与する因子群が含まれたことから，転
写された RNA がポリＡ付加と連動して染色体に蓄積することが相同染色体対合に必要であることが示唆された．ま
た，非コード RNA のポリＡ付加サイトを欠失させると染色体に蓄積しなくなり，相同染色体対合頻度が低下した（Ding
et al., 未発表）．このことから，転写された RNA がポリＡ付加と連動して染色体に蓄積すること，RNA の染色体蓄積
が相同染色体対合に必要であることが明らかとなった．

図 3． 相同染色体対合の仕組み．
Ａ）RNA が相同染色体の対合を促進する仕組み．Ｂ）RNA が染色体に蓄積する仕組み．

２．減数分裂の進行に影響を与える染色体と細胞核の構造
　減数分裂期に形成される特有の染色体構造が，染色体の正常な機能にどのように関わるか解析を行った．まず，生細
胞蛍光イメージングを用いて，テロメアクラスターに障害があると，減数分裂期のスピンドルの形成に異常が出ること
を明らかにした 7)．また，DNA 複製に障害があると減数分裂前期の遅延が起こることも明らかにした 8)．さらに，ク
ロマチンタンパク質であるコヒーシンについて，減数分裂期の染色体構造に対する役割を検討した．コヒーシンは，複
製された染色体を接着させる因子であり，減数分裂期では，体細胞分裂型 (Rad21) から減数分裂型 (Rec8) に置換され
ることが知られている．これまでの研究から，Rec8 の変異体ではクロマチン構造が変化することがわかっていたが 3)，
本研究では，相同染色体の対合と分離に対する影響を解析した．超分解能顕微鏡法である 3D-SIM を用いて，減数分裂
期の染色体繊維をトレースすることによって染色体構造を解析した．その結果，減数分裂型コヒーシン Rec8 の変異体
では，染色体腕部･セントロメアおよび sme2 遺伝子座のいずれの部位においても相同染色体の対合が低下していた．　
このことから，相同染色体の対合のためには，減数分裂型コヒーシンによって形成されるクロマチン構造が必要である
と結論した（Ding et al., 未発表）．
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