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要旨

減数分裂 は、 生殖細胞 が一 回の染色体 複製 の後 に二回 の連続 した染色体 分配

を行 うことによ り、半数体 の配偶子 を形成す るた めの過程 である。DNA合 成期

にお いて複 製 され た姉妹 染色 分体 の間には、 コ ヒー シン複合体 によって直 ちに

接着が確 立 され る。 さ らに、相 同染色体 の間 に も組 み換 えによ り形成 されたキ

アズマ によって つなが りが生 まれ、これ らが減数第一分裂 中期 まで維 持 され る。

第一分裂後 期 にな ると、コ ヒー シン複合体 が染色体 の腕部か ら解 離 し、キ アズ

マ を支 えて いた腕 部の接着 が失われ る ことによって相 同染色体 が分離 し、反対

方向 に分配 され るが、一方 で、セ ン トロメアにお いて はコ ヒー シン複合体 が残

存 し、姉妹 セ ン トロメア間の接 着が維持 され るた め姉 妹染色分体 は分離せ ず、

これ らは第 二分裂 で初 めて分 離 して分配 され る。私 は分裂酵母 を用 いて、減数

第一分裂 にお ける相 同染色体 の分離 には、セパ レース と呼 ばれ るプ ロテアーゼ

が コヒー シン複合体 の減 数分裂特 異的サ ブユニ ッ トRec8を 染色体 腕部で切断す

る ことが 必要で あ るこ とを示 した。 さ らに、遺伝学 的ス ク リーニ ングか ら新規

タ ンパ ク質 シュゴシ ンSgo1を 同定 し、これが減数第一分裂 にお いてセ ン トロメ

アでRec8を セパ レー スか ら保護 し、姉妹セ ン トロメア間の接着 を維持す るのに

必要 な因子で ある こ とを明 らか に した。 シュゴシ ンは あ らゆ る真核 生物 に保存

された タンパ ク質 であ り、ヒ トホモ ログで あるhSgo1、hSgo2は いずれ も体細胞

分裂 において姉妹 セ ン トロメア間 の接着 の保護 に必要で あった。 これ らの こと

か ら、 シュ ゴシ ンは機能 的 にも高度 に保 存 され た姉 妹セ ン トロメア間の保護 因

子で ある と考 え られ る。 さ らに、 ヒ トシュゴシンはII型 プ ロテ インフォスフ ァ

ターゼ(PP2A)と 複合体 を形成 して機能す る ことか ら、 シュ ゴシンが フォス フ ァ

ターゼ活性 を利用 して姉妹セ ン トロメア間を保護す る ことが示唆 された。



Abstract

Meiosis consists of two rounds of chromosome segregation following a single 

replication of the DNA to produce haploid gametes. Cohesion between sister chromatids 

is established by cohesin complex during S phase, and homologous chromosomes are 

also physically linked by chiasmata, which are formed by recombination. At the 

anaphase onset of meiosis I, cohesin is released from chromosome arms to destroy 

cohesion along the chromosome arms, leading to resolving chiasmata, and thereby 

homologous chromosomes segregate to the opposite sides. However, at centromeres 

cohesin complex is retained to maintain centromeric cohesion of sister chromatids until 

meiosis II, when sister chromatids are segregated. I show that cleavage of a 

meiosis-specific cohesin subunit Rec8 by a protease separase is required for the

separation of homologous choromosomes during meiosis I in fission yeast. Furthermore, 

I identified a novel protein Sgo1 (shugoshin), which is required for retention of 

centromeric cohesion of sister chromatids by protecting Rec8 from separase at 

centromeres during meiosis I. Shugoshin is widely conserved among various eukaryotes, 

and I found that each of two human shugoshins hSgo1 and hSgo2 is required for 

protection of centromeric cohesion during mitosis in human cells. From these results, 

shugoshin is defined as a functionally conserved protector of the centromeric cohesion 

of sister chromatids. Since shugoshin functions as a complex with type II protein 

phosphatase 2A (PP2A), shugoshin may utilize its phosphatase activity to protect 

centromeric cohesion.



第一章 序

真核生物はその目的に応 じて二つの異なる細胞分裂様式を使い分けている。

一つは増殖するときに用いられる体細胞分裂であ り、もう一つは生殖細胞が半

数体の配偶子を形成するときに用 いられ る減数分裂である。体細胞分裂のとき

に染色体分配 に失敗 して娘細胞に染色体の過不足が起 こると、細胞は遺伝子発

現のバランスを失ってほとんどの場合死 に至るか、そ うでなければ癌細胞 とな

る可能性が高い。また、生殖細胞 における染色体の過不足は、ダウン症やター

ナー症、クラインフェルター症 といった先天性の疾患の原因にな りうる。この

ため、いずれの場合 において も、染色体分配はきわめて正確に行われる必要が

ある。染色体分配の制御機構を理解することは、細胞がいかに遺伝情報 を受け

継 ぐか という生物学的に基本的な問題を明 らかにするのみな らず、医学的にも

大きな意義があると考えられる。

体 細 胞 分 裂 の過 程 にお いて は 、DNA合 成 期 に複 製 され て で き た姉 妹 染 色 分 体

の 間 に は直 ち に コ ヒー シ ン と呼 ば れ る タ ンパ ク質 複 合 体 に よ っ て 接 着 が 確 立 さ

れ る 。 体 細 胞 分 裂 に お け る コ ヒー シ ン複 合 体 は 主 に2つ のSMC(structural

maintenance of chromosome)タ ンパ ク質Psm1/Smc1、Psm3/Smc3と 、 ク ライ シ ン

フ ァ ミ リー タ ンパ ク質Rad21/Scc1/Mcd1、 お よびPsc3/Scc3/SAの 合 計4つ のサ ブ

ユ ニ ッ トか ら構 成 され 、 これ らは あ らゆ る 真 核 生物 の 間 で 高 度 に保 存 さ れ て い

る。Smc1お よびSmc3は そ れ ぞ れ 分 子 内coiled-coilを 形成 して 棒 状 の 構 造 を と

り、 二 つ が 末 端 で 会 合 す る。 さ ら に、 も う一 方 の 末 端 に はRad21が そ れ ぞ れ を

橋 渡 しす る よ う に結 合 す る こ と に よ り、 コ ヒー シ ン複 合 体 は環 状 の構 造 を と る

こ とが 分 か って い る 。 これ らの こ とか ら、 環 状 の コ ヒー シ ン複 合 体 が 姉 妹 染 色

分 体 ペ ア を 囲 い 込 む よ う に して 接 着 させ る と い う モ デ ル が 提 唱 さ れ て い る(図

1a)(Nasmyth and Haering,2005)。 分 裂 期 に入 る と、 ス ピ ン ドル の 両 極 か ら伸 び た



微小管が姉妹染色分体間の接着を感知することで姉妹染色分体のペアを認識 し、

姉妹動原体を正 しく反対方向か ら捕 らえ、分裂中期 までに染色体 を細胞の赤道

面に整列させようとする。 このとき、染色体が正常に整列するまでの間、細胞

はその過程に異常がないかをスピン ドルチェックポイン トと呼ばれる機構 によ

り監視 している。 もし例えば、姉妹染色分体間の接着に欠損があると、スピン

ドル微 小管 は正 しい姉妹染色 分体ペ アを認識で きず、そ の結果 、姉妹動原体 を

ランダムな方 向か ら捕 らえて しまう。 このよ うな異常 が起 こる と、細胞 はMad2

な どのス ピン ドル チェ ックポイ ン トタ ンパ ク質 を活性化 し、Mad2は 分裂後期 へ

の進行 に必要 なAPC(anaphase-promotoing complex、 分裂後期促進複 合体)に 結合

して 阻害す る(Peters,2002)。 すべての染色体が ス ピン ドル微 小管 によ り正 しく捕

らえ られ、染色体 が赤道面 に整列す る と、ス ピン ドルチ ェ ックポイ ン トはオ フ

にな り、これ によ りAPCが 活 性化す る。APCは セパ レー スのシ ャペ ロンであ る

セ キ ュ リンを分解 す る ことで、セ パ レー ス を 自由に して活 性化 す る(Yanagida,

2000)。 セパ レースは プロテ アーゼ の一種 であ り、特異的 にコ ヒー シ ンサ ブユニ

ッ トRad21を 認識 して切断す る。そ の結果 、コ ヒー シ ン複合体 によ る姉 妹染色

分体 間 の接着 が解 除 され、 これが 引 き金 とな って姉 妹染 色分体 が分 離す る(図

1b)(Hauf et al.,2001;Tomonaga et al.,2000;Uhlmann et al.,2000)。 そ して、 これ ら

が二 つの娘細胞 に均等 に分配 され、 さ らに生 まれ た娘細 胞が また染色体 の複 製

と分配 を繰 り返す ことによ って、細胞が増殖 して い く。

以 上のよ うに、体細胞分裂 は一 回の複 製の後 に一 回の染色体分配 を行 い、 同

数 の染色体 を持 つ娘細胞 を生み 出 して増殖す る過程 で あるが 、 これ に対 し減 数

分裂 は、一 回の複 製 の後 に二 回 の染色体 分配 を行 うことによ り半数体 の配偶 子

を形成す る過程 であ る。DNA合 成期 にお いて複製 された姉妹染色分体 の間 には

や は りコヒー シ ン複合体 によ って接着 が確 立す るが、 この とき、減数分裂特 異

的なRad21相 同因子 であるRec8が 、Rad21に 置 き換わ って コヒー シン複合体



(Rec8コ ヒー シ ン)を構 成す る(Klein et al.,1999;Watanabe and Nurse,1999)。 さ らに、

相 同染色体 の間で組 み替 え を起 こる ことによ りキ アズ マ と呼 ばれ る構造体 が形

成 され、相 同染 色体 間 にも物理的 なつなが りが生 じる。減 数第 一分 裂の 中期 に

かけて、体細胞 分裂時 とは異な り、ス ピン ドル 微小管 は姉 妹動原体 を一方 向か

ら捕 らえ、 さ らにキ アズマ を介 した相 同染色体 間 の連結 力 を利用 して相 同染色

体ペ ア を反対方 向 に引っ張 り、染色体 を赤道面 に整列 させ る。後期 にな る と、

Rec8コ ヒー シンは染色体腕部か ら解離 し、キアズマ を支えて いた腕部 にお ける

姉妹 染色分体 間の接着 が失われ、相 同染色体 が反対方 向に分離す る。 と ころが

一方 で、セ ン トロメアにお けるRec8コ ヒー シンは残存 し、姉妹セ ン トロメア間

の接着 は維 持 され る。そ して、続 いて起 こる減数第 二分裂 の後 期 において初 め

て、セ ン トロメアのRec8コ ヒー シンが解 離 し、姉妹 染色分体 間 の接着が完全 に

消失 して これ らが反対方 向 に分離す る。 このよ うに減数分裂 にお いては、複製

の間に確 立 され た染色体 間の接着 を、第 一分裂時 に腕部 で、第二分裂 時 にセ ン

トロメアで段階 的 に解 除す る ことによ り、第一分裂 で相 同染色体 を、第 二分裂

で姉妹染色分体 をそ れぞ れ分配 させ る ことを可能 に して いる(図1c)。

分裂酵母 にお いては、減数第一分裂後期 にRec8コ ヒー シンが染色体腕部か ら

解離す る ことが分 か って いたが、 どのよ うな メカニズム で起 こるのかは知 られ

て いなか った。 しか し、体 細胞 分裂時 にはRad21が セ パ レース によって切断 さ

れ る ことか ら、減 数分裂時 に もRec8が セパ レー スによ って切断 され る ことで コ

ヒー シン複合体が解離す るのではな いか と考 え られた。実際 に、Rad21の セパ レ

ース に認識 され る部位 によ く似た配列 がRec8に も見出 されて いた(Uhlmann et

al.,1999)。

また、減数第 一分裂 にお いて、染色体腕部 ではRec8コ ヒー シンは解離す るの

に対 し、セ ン トロ メアで は残存 して姉妹 セ ン トロメア間 の接 着 を維持 す る。 こ

の ことは、減数分裂 にお ける段 階的な染 色体分離 を考 える上で もっ とも重要な



問題点 であるが、そ の分 子 メカニズムは ほとん ど分か って いな かった。

分裂酵 母 のセ ン トロメアは、哺乳動物 な ど と同 じよ うに リピー ト配列 で構 成

され 、 中央領域 と周縁ヘ テ ロクロマチ ン領 域 に分 け られ るが 、特 に周縁 ヘテ ロ

ク ロマ チ ン領 域 が 姉 妹 セ ン トロメ ア接 着 に重 要 で あ る(Nonaka et al.,2002)

(Bernard et al.,2001)。 減数第一分裂前 にRec8コ ヒー シ ンの染色体 上の局在 量 を

調べ る と、Rec8は 染色体腕 部 に比べてセ ン トロメアの中央領域 と周縁 ヘテ ロク

ロマチ ン領域 の両方 に濃 縮 されてお り(Watanabe et al.,2001)、 周縁 ヘテ ロク ロマ

チ ン領域へ の局在 はHP1(heterochromatin protein 1)の 分裂 酵母ホモ ログである

Swi6に 依存 して いる。周縁 ヘテ ロクロマチ ンへ のRec8コ ヒー シ ンの濃縮が失わ

れたswi6遺 伝子 破壊株 にお ける減数分裂 で は、減数第一分裂後 に維持 され るべ

き姉妹セ ン トロメア間の接着が失われて しまう(Kitajima et al.,2003)。この ことは、

減数第一分裂前 に周縁 ヘテ ロクロマチ ンへRec8コ ヒー シンが濃縮 される ことが、

第一分裂 にお いて姉 妹セ ン トロメア間の接 着 の維持す る上で必 要で ある ことを

示 して いる。

しか しなが ら、Rec8コ ヒー シンの濃縮だ けで は姉妹セ ン トロメア間の接 着の

維持 を達成す るのには十分 ではない。なぜな ら、体細胞分裂 にお いてRec8を 強

制的 に発現 させ る ことによ りRec8コ ヒーシ ンを機能 させ ると、や は りRec8コ

ヒー シンは分裂前 にSwi6依 存的 に周縁ヘテ ロクロマチ ン領域 に濃縮 され るにも

かかわ らず 、分裂後期 にRec8が セ ン トロメアで残存す る ことは見 られな いため

で ある。 この ことは、減数第一分裂時 にRec8コ ヒー シ ンがセ ン トロメアで維持

され るためには、体細胞 分裂 で は発現 して いな い、Rec8を 解離 か ら保護す る減

数分裂特異 的な因子 が存在 す る ことを示唆 して いる。

そ のよ うな因子 の候 補 として、出芽酵母Spo13と シ ョウジ ョウバエMei-S332

が挙 げ られ る。Spo13は 減数 分裂特 異的 に発現 す るタ ンパ ク質 で あ り、SPO13

遺伝 子破壊株 にお いて は、減数第一分裂後 に接着 が維 持 され るべ き姉妹染 色分



体 が 分離 して し ま う。 また 、Spo13とRec8を 体 細 胞 分 裂 時 に強 制 発 現 させ る と

分 裂 後 期 にお け るRec8の 分 解 が 阻 害 され る こ とか ら、Spo13はRec8の 保 護 因 子

で あ る 可能 性 が 示 唆 され た(Shonn et al.,2002)。 しか し、Spo13はRec8の み な ら

ずRad21の 分 解 を も阻害 す る(Lee et al.,2002)こ とや 、Spo13の 局 在 がセ ン トロ メ

ア特 異 的 で は な い こ と、Spo13は 動 原 体 の方 向 性 の 制御 に も深 く関 わ って い る

(Katis et al.,2004;Lee et al.,2004)こ とな どか ら、セ ン トロメ ア のRec8を 特 異 的 に

保護す る因子 とは考え に くい。 また 、他 の真核 生物 にお いてSpo13の ホモ ログ

は見 出せ ない。シ ョウジ ョウバエMei-S332は 減数分裂 にお ける姉妹セ ン トロメ

ア間の接着 の維 持 に必要 であ り、減 数第一分裂 前期か ら第 二分裂 中期 までセ ン

トロメア に局在 し、姉妹セ ン トロメアが分離す る第二分裂後 期 にな ると消失す

るタンパ ク質 であ ることか ら、セ ン トロメアRec8の 保 護因子 と して魅 力的な候

補で ある(Kerrebrock et al.,1995)。 しか しなが ら、Mei-S332は 他 の真核生物 にホ

モ ログが見 出せ ず、また、 ショウジョウバエ にお いて はRec8ホ モ ログの存在 が

はっき りと分 か らない(Heidmann et al.,2004)こ とか ら、真核生物 に共通 した現象

で ある姉 妹セ ン トロメア間の接着 の保護 の分子機構 を理解す る段階 には至 って

いな か った。分裂 酵母 にお け る研 究 か らは、保存 された動原体 タ ンパ ク質で あ

るBub1キ ナーゼが減数第一分裂 にお けるセ ン トロメアRec8の 維持 に必要 であ

る とい う報告 がな された(Bernard et al.,2001)。 しか しなが ら、Bub1は 減数分裂

特異 的な タンパ ク質で はな く、体細胞 分裂時 に も発現 し、分裂 期 においてス ピ

ン ドル チ ェックポイ ン トに必須で あ り、動原体 が微 小管 を捕 らえる機能 にも寄

与 している ことが分 か って いる(Bernard et al.,1998;Bernard et al.,2001)。 これ ら

の ことか ら、Bub1キ ナーゼ は分裂期 のセ ン トロメア にお いて複数 のターゲ ッ ト

を有す るタンパ ク質であ ることが示唆 され 、Rec8の 特 異的な保護 因子 とは考 え

に くい。

哺乳 動物 にお け る体細胞 分裂で は、減数分裂 に似た姉妹 セ ン トロメア間の接



着の維 持が見 られ る。すなわ ち、DNA複 製 の後 の間期 には染色体 全長 にわた っ

て コヒー シ ン複 合体が局在 し接着 を確立 して いるが、分裂期 の前期 か ら前 中期

にか けて、大部分 の コ ヒー シン複合体 は染色体腕部 か ら解離 し、セ ン トロメア

では残存す る。これ によ り、中期 までに姉妹染色分体 の腕部 での接着は緩むが、

姉妹セ ン トロメア間の接着は強固 に維持 され る(Waizenegger et al.,2000)(図20a)。

続 いて起 こる後期 には、セ ン トロメアで残存 した コ ヒー シン複合体 のRad21サ

ブユ ニ ッ トをセパ レース が切 断 して姉妹 染色分体 を分 離 させ る。 このよ うな哺

乳動 物 にお ける分裂 前期 か ら前 中期 にか けて の染色体 腕部 のコ ヒー シン複 合体

の解離 は、酵母 における体細胞 分裂では ほとん ど起 きな い と考 え られて いる。

哺乳 動物 の分裂 前期 か ら前 中期 にお ける コ ヒー シ ン複 合体 の染色体腕部 か ら

の解離 は、Poloキ ナーゼ とAurora Bキ ナーゼ に依 存 してお り(Losada et al.,2002;

Sumara et al.,2002)、 特 に最 近で はPoloキ ナーゼが コ ヒー シンサ ブユ ニ ッ トの一

つSAを リン酸化す ることが重要で ある とい う報告がな された(Hauf et al.,2005;

Sumara et al.,2004)。Poloキ ナーゼはin vitroでSAサ ブユニ ッ トを リン酸化 し、

また、リン酸化部位 に変異 を導入 したSAサ ブユニ ッ トを発現 させ る と、分裂 前

期お よび前 中期 にお いて コ ヒー シ ン複合体 が染色体腕部か ら解 離で きな くな る。

これ らの ことは、分裂 前期お よび前 中期 にはセ ン トロメアで コ ヒー シン複合体

をPoloキ ナーゼ による解離 か ら保護す る因子が存在す ることを示唆 して いる。

私 は、まず分裂 酵母 にお けるRec8コ ヒー シンの解離 のメカニズム につ いて解

析 した。減 数第 一分裂 時 にRec8が セ パ レース に依存 して切断 を受 けて いる こと

を示 し、また、Rec8の 中 にセパ レース に認識 され る配列 を二ヶ 所(う ち一 ヶ所が

予測 された もので 、一ヶ所は未知の もの)見 出 し、 これ らに変 異 を導入 した非切

断型 のRec8を 発現 させた減数分裂で は、第一分裂で相 同染色体 の分離が起 こら

な い ことを示 した(第 三章)。



さ らに、減数第一分裂 にお いて腕部 のRec8が セ パ レース によ って分解 され

る一方でセ ン トロメアのRec8が 分解 されない ことに着 目 し、いまだ 同定 されて

いな い、真核生物 に保存 され た姉 妹セ ン トロメア接着の保護 因子 を同定 す る こ

とを試 みた。分裂 酵母 にお いて遺伝学的 ス ク リー ニ ングを行 い、新規遺伝 子 を

同定 して これ をsgo1+(シ ュゴ シン)と命 名 した。Sgo1は 減数分裂特 異的な タンパ

ク質で あ り、減数第一分裂 のセ ン トロメアにおいてRec8コ ヒー シンをセパ レー

スか ら保護す る因子 であ ることを明 らか に した(第 四章)。

また 、ホモ ロジー解 析か ら、シ ュゴシ ン様 の配列 を持つ タ ンパ ク質が あ らゆ

る真核 生物 に存在す る ことを見 出 した。 さ らに、 哺乳動物 までそ の機能 が保存

されて いる ことを示 すた め、 ヒ トシュゴ シンの解析 を行 った。 ヒ トシュゴ シン

は、分裂酵母Sgo1と は異 な り体細胞分裂 時 にも発現 してお り、体 細胞分裂 にお

け る分裂 前期 か ら前 中期 にか けて姉妹セ ン トロメアの接着 を保 護 して いる こと

を明 らか に した(第 五章)。

最後 に、 シュゴ シンが姉妹セ ン トロメア接着 を保護す る分子 メカニ ズム につ

いて理解す るた め、共 同研究 によ りシュゴ シン と物理 的相互作 用 をす るタ ンパ

ク質 を探索 し、 シュゴシ ンはPP2Aと 複合体 を形成す る ことを見 出 した。PP2A

は分裂期 にお いて シュ ゴシン とともにセ ン トロメアに局在 し、姉 妹セ ン トロメ

ア間の接着 に必要で ある ことを示 した(第 六章)。



第二章 材料と方法

1.大 腸 菌 株

本 研 究 で は表1に 示 した 大腸 菌株 を用 いた 。 分 裂 酵 母 か らの プ ラス ミ ドDNA

の 回収 、 プ ラス ミ ドの 構 築 、 一般 的 な遺 伝 子 操 作 に はXL1-Blueを 用 いた 。部 位

特 異 的 突 然 変 異 導 入 の 際 に はRZ1032を 用 いた 。大 腸 菌 に組 換 え タ ンパ ク質 を発

現 させ る際 に はBL21(DE3)を 用 いた 。 大 腸 菌 はLB培 地(1% Bacto TRYPTONE,

0.5% Yeast extract,0.5%NaCl[pH～7.2])で 培 養 した 。 培 地 に は、 必 要 に応 じて終

濃 度40μg/ml ampicilin、35μg/ml kanamycinを 添 加 して 用 い た 。寒 天 培 地(プ レー

ト)と して 使 用 す る際 に は、1リ ッ トル 当 た り15gの 寒 天 を添 加 した 。

表1.本 研究に用いた大腸菌株 とその遺伝子型

2.大 腸 菌 プ ラス ミ ドと組 換 えDNA操 作

DNAの 制 限 酵 素 に よ る切 断 、結 合 、 平 滑 末 端化 、 アガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、

大 腸 菌 の 形 質 転 換 な ど の 操 作 は 、 標 準 的 な プ ロ トコ ル に 従 っ て お こ な っ た

(Sambrook et al.,1989)。 プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー と してpUC119、pBluescript-KS+お よ

びpBluescript-SK+(Stratagene)を 使 用 した 。 大 腸 菌 の 形 質 転 換 は18℃ 法(Inoue et



al.,1990)に よ り 行 っ た 。

3.分 裂酵母株

本研究で用いた分裂酵母の菌株とその遺伝子型を表2に 示す。

表2.本 研究で用いた分裂酵母の菌株とその遺伝子型







4.分 裂酵母培養 のための培地

分裂酵母 の通常 の培養 には、完全栄養培地 としてYEAを 、最少合成 培地 とし

てSDま た はMMを 用 いた。窒素源飢餓 を行わせ る際には,SD培 地 で前培養 し、

MM-N培 地へ移 した。分裂酵母 の接合および胞子形成 を誘導す る際 にはSSAま

た はSPA培 地 を用 いた。各培地 の組成(1リ ッ トル 当た り)を以 下に示す。プ レー

トを作製す る際には20g(SPA培 地 の場合 は30g)の 寒 天 を添加 した。

・ YEA:完 全 培 地 。kanr「遺 伝 子 挿 入 株 の 選 択 時 に は 、G418(Geneticin)を 終 濃 度

0.1mg/mlに な るよ う に添 加 して 用 いた 。ウ ラ シル 要 求 性 株 を選 択 す る 際 に は,

5-FOAを 終 濃 度1mg/ml加 え た.

Yeast extract* 5g 0.5%(w/v)

グ ル コ ー ス 20g 3%(w/v)



アデ ニ ン 50mg 0.005%(w/v)

・ SD:合 成選 択培地。 ア ミノ酸 類が含 まれて お らず 、菌株 の栄養 要求性 を用 い

た選択 に用 い、形質転換体 を選択 に も使用 した。栄養要求性株 の培養の際 には、

必要な栄養素(*1)を 添加 して用 いた。

Yeast nitrogen base without amino acids 6.7g 0.67%(w/v)

グ ル コ ー ス 10g 1%(w/v)

※ 分裂 酵母 では頻繁 にnmtプ ロモーター(後 述)を 有す る発現ベ クターが用 い ら

れるが、SD培 地 は このプ ロモーター を抑制す る。

・MM(MM+N):最 少選択培地。 この培 地はチア ミンを含有 しないため、nmtプ

ロモーター は脱 抑制 され 、下流 につな いだ遺伝 子 の発現 を誘導す る ことが でき

る。

フ タ ル 酸 水 素 カ リ ウ ム 3g 14.7mM

Na2HPO4 2.2g 15.5mM

NH4Cl 5g 93.5mM

グ ル コ ー ス 10g 1%(w/v)

50×Salt stock(*2) 20ml

10,000×Mineral stock(*3) 0.1ml

1,000×Vitamin stock(*4) 1ml

・MM-N:窒 素源飢餓培地。接合 、胞子形成 を誘導す るときや、増殖 をG1期 停



止 させ るときな どに使用 した。MM培 地 か らNH4Clの み を取 り除 いた培地 であ

る。

・SSA:合 成胞子形成培地

20×SSA(*5) 50ml

グ ル コ ー ス 10g 1%(w/v)

1MCaCl2 0.68ml

1N NaOH 4.2ml (pH～5.9)

・SPA:合 成胞子形成培地

グ ル コ ー ス 10g 1%(w/v)

KH2PO4 1g

1000×Vitamine stock(*6) 1ml

*1 培地 に添加 した栄養 素

(終 濃 度)

アデ ニ ン 50μg/ml

ウ ラ シル 50μg/ml

L-ロ イ シ ン 200μg/ml

*2 50×Salt stock:

(11当 た り)

MgCl2・6H2O 53.3g 260mM



CaCl2・2H2O 0.735g 5.00mM

KCl 50g 670mM

Na2SO4 2g 14.1mM

*3 10 ,000×Mineral stock:

(100ml当 た り)

H3BO3 500mg 80.9mM

MnSO4・4H2O 530mg 23.7mM

ZnSO4・7H2O 400mg 13.9mM

FeCl3・6H2O 200mg 7.40mM

(NH4)6Mo7O24・4H2O 1000mg 2.47mM

KI 100mg 6.02mM

CuSO4・5H2O 40mg 1.60mM

ク エ ン 酸 1000mg 47.6mM

*4 1 ,000×Vitamin stock:

(100ml当 た り)

パ ン トテ ン酸 100mg 4.20mM

ニ コ チ ン 酸 1000mg 81.2mM

イ ノ シ トー ル 1000mg 55.5mM

ビオ チ ン 1mg 40.8μM

*5 20×SSA:

(11当 た り)

L-ア スパ ラギ ン酸 10g 75.1mM



KH2PO4 40g 294mM

Na2HPO4 4g 28.2mM

MgSO4・7H2O 10g 40.6mM

(NH4)2SO4 40g 303mM

trace elements(*6) 2ml

*6 trace elements:

(100ml当 た り)

H3BO3 500mg 80.9mM

CuSO4・5H2O 40mg 1.60mM

KI 100mg 6.02mM

FeCl3・6H2O 200mg 7.40mM

MnSO4・4H2O 530mg 23.7mM

(NH4)6Mo7O24 1000mg 2.47mM

ZnSO4・7H2O 400mg 13.9mM

5.分 裂 酵 母 の 一般 的 な 取扱 い と遺 伝 学 的 解 析

分 裂 酵 母 の 一般 的 な 遺 伝 学 的 解 析 はGutzら の方 法 に従 っ た(Gutz et al.,1974)。

分 裂 酵 母 の胞 子 は ア ミ ロー ス 様 の多 糖 類 を蓄 積 す るの で 、 ヨ ウ素 蒸 気 処 理 に

よ り胞 子 を含 む コ ロニ ー は 茶 褐 色 に 染 色 され る 。 この 性 質 を利 用 して 胞 子 形 成

能 を検 定 した 。

分 裂 酵 母 の 形 質 転 換 は 岡崎 らに よ り改 良 され た 酢 酸 リチ ウ ム法(Okazaki et al.,

1990)を 改 変 して お こな った 。YEAま た はSDの 液 体 培 地 で培 養 した 細 胞 を遠 心

集 菌 した後 、酢 酸 リチ ウ ム-TE溶 液(0.1M Lithium-acetate、10mM Tris-HCl(pH7.5)、

1mM EDTA)に 懸 濁 した 。懸 濁 液 を0.05mlず つ マ イ ク ロチ ュー ブ に分 注 し、DNA



(0.1-1μg)、 サ ケ精 子DNA(キ ャ リアDNAと して)お よ び300μlの40%(w/v)ポ

リエ チ レン グ リコー ル(#4000)-酢 酸 リチ ウム-TE溶 液 を添 加 して室 温 で1時 間 イ

ンキ ュ ベ ー トした 。 さ らに 、40μlのdimethylsulfoxide(DMSO)を 加 え て 混 合 し、

42℃ で5分 間 熱 シ ョ ック を与 えた 。 熱 シ ョッ ク後 上 清 を遠 心 除去 し、細 胞 をSD

に懸 濁 して 選 択 培 地 に広 げた 。

h+/h-の二倍体細胞 を作 成す る際 にはade6変 異 をマーカー として利用 した。 ア

デニ ン要求性 変異で あるade6-M210変 異 とade6-M216変 異 は同一遺伝子座 の変

異 であ るが 、相 互 に相補 し合 い、 この二つ のア リル を同時 に細胞 内 に有す る株

は ア デ ニ ン 非 要 求 性 とな る(遺 伝 子 内 相 補)。ade6-M210変 異 を 持 つ 株 と

ade6-M216変 異 を持つ株 とを交配 し、アデニ ン非要求性 の細胞 を選択す る ことで

二倍体 を得 た。

ランダムス ポア処理 は、以下 のよ うに行 った。胞子形成 して いる プ レー ト上

の細胞 を掻 き取 り、滅菌水 に懸濁 した後 、グル スラーゼ(NEN)に よ り胞子嚢 を溶

解 し、胞子 を遊離 させ た。胞子 を適 当量のSDに 懸濁 し、適 当な培地 に胞子 をま

いた。 生存 率 を測 定す る場合 は、YEAに 胞子 をまいた。

6.分 裂 酵 母 の ベ クタ ー プ ラス ミ ド

分 裂 酵 母 の 形 質 転 換 に は下 記 の シ ャ トル ベ ク タ ー を用 い た 。

pREP1,41,81,3(Maundrell,1990)

pGFT81,pGFT82

nmt1プ ロモー ター の下流 にマルチク ローニ ングサイ トが存在 し、leu1変 異 を

相補す る出芽酵母LEU2遺 伝子(pREP1,41,81)を マーカー と して持 つpUC119由

来 のベ クターで、分裂酵 母内で は分裂酵母 由来 の 自律複 製配 列(ars1)に よって複

製 され る。nmt1プ ロモー ター はチ アミ ン存在下 で発現 が抑制 され 、チ ア ミン非

存在下 で下流 の遺 伝子発現が誘導 され る。野 生型のnmt1プ ロモー ター は極 めて



強 力で あるた め、TATAボ ックスに人為的 に変異 を導入 し、発現量 を抑 えたプ ロ

モー ターが作製 され てい る。pREP1は 本来のmmt1プ ロモーター、pREP41は 変

異 を導入 して発現量 を約8分 の1に 抑 えた もの、pREP81は 発現量 を約80分 の1

に抑 えた も ので あ る。 チ ア ミ ン存 在 下 で は そ れぞ れ 非存 在 下 の 転 写 量 の100分

の1ほ どの活 性 しか な い。pREP3はnmt1xプ ロモ ー タ ー が使 わ れ て お り、pREP81

程 度 の 発 現 量 を誘 導 で き る。pGFT81はnmt81プ ロモ ー タ ー 下 にGFPが 挿 入 さ

れ た プ ラス ミ ドで あ り、pGFT82はpGFT81のLEU2マ ー カ ー がura4+マ ー カー

に置き換わ った もので ある。nmt1プ ロモーター によ る転写量の活性 は、チ ア ミ

ン除去後 細胞分裂 を約5回(野 生型 を30度 で培養すれ ば15時 間)行 った ころに最

大 となる。

7.分 裂 酵 母 か らのDNAの 調 製

分 裂 酵 母 の ゲ ノムDNAお よ び プ ラス ミ ドDNAの 回 収 には 以 下 の 方 法 を用 い

た。1.5～5mlの 培 地 で 培 養 した 細 胞 を 回収 し、02mlのbreaking buffer(1%SDS,

500mM NaCl,200M Tris-HCl[pm8.0],10mM EDTA)、0.3gの グ ラス ビー ズ(φ=

0.5mm)、 お よび0.2mlの フェノール/ク ロロホルム を加え、5分 間激 しく撹拌 し

て細胞 を破砕 した。その後、室温で5分 間遠心 し、上清 を回収 した。エタ ノー

ル沈殿 を行 ってDNAを 沈降 させ、風 乾後 、滅菌水 に溶解 してDNA溶 液 とした。

8.減 数分裂 の誘 導

一 倍体 細胞 を減 数分裂 へ誘導す る場合 は、対数増殖 中 の細胞 を遠 心 回収 し、

上清 を取 り除いた後 、 ロイ シン溶液(20mg/ml)に 懸濁 し、SPAプ レー ト上で26.5

度で培養 した。h+株 とh-株 を掛 け合わせて観察す る場合 は、懸濁液 を等量ずつ混

合 してSPAプ レー ト上 にスポ ッ トした。減 数第一分裂 後 に停 止 させ る場合 は

mes1変 異 を導入 した細胞 を用 いた。



二 倍 体h+/h-細 胞 を減 数 分 裂 へ 誘 導 す る 場 合 は 、MM-N液 体 培 地 を用 い た 。

MM(NH4Cl5g/l)培 地 で～5x106 cells/mlに な る ま で培 養 し、遠 心 回 収 した 。細 胞 を

MM-Nで2度 洗 浄 した 後 、 ～1x107 cells/mlに な るよ う にMM-N培 地 に懸 濁 して

培養 した。減数第 一分裂 前期 で停止 させ る場合 はmei4変 異 を導入 した細胞 を用

いた。 また、減数 第一分裂 中期 に細胞 を停止 させ る場合 は、減数第 一分裂 の中

期か ら後期へ の移行 に必要な遺伝 子で あるslp1+(CDC20の 分裂 酵母 ホモ ログ)の

プロモー ター を、減 数分裂 にお いて発現が抑制 され るrad21+プ ロモーター(Prad21)

に置換 した株 を用 いた。

細胞 を同調 的に減 数分裂 へ誘導 させ るため には、二倍体 のpat1-114高 温感受性

変 異 株(Iino and Yamamoto,1985)を 用 い た 。 二 倍 体h-/h-も し く はh+/h+のpat1-114

株 をMM(NH4Cl 5g/l、1%YEを 含 む)培 地 で25℃ で ～2x106 cells/mlに な る ま で 培

養 し、遠心 回収 した。細胞 をMM-Nで2度 洗浄 した後 、前培養 と等量 のMM-N

培地 に懸濁 し25℃ で16時 間培養す る ことで細胞 をG1期 に同調 した。そ の後 、

NH4Cl(終 濃度0.1g/l)を 添 加 して制限温度で ある34℃ で培養 し、Pat1を 不活化す

ることで減数分裂 に誘導 した。減数分裂 の進行 をモニターす るた め、細胞 に-20℃

に冷えた メタノール を加 える ことによ り固定 し、DAPIで 染色 す ることで細胞 内

の核 数 を数 えた。

9.一 本鎖DNAの 調 製 お よ び部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入(Kunkel,1985)

DNA配 列 に変 異 を導 入 す る 目的 で 用 いた 。大 腸 菌 ベ クタ ーpUC119、pBluescript、

に ク ロー ニ ン グ した遺 伝 子 に対 して お こな った 。 これ らの プ ラ ス ミ ドで 大 腸 菌

株RZ1032を 形 質 転 換 し、形 質 転 換 体 を ウ リジ ン(2μg/ml)、 お よ び ヘ ル パ ー フ ァ

ー ジM13KO7を 含 む1 .5mlのLB培 地 で1時 間 培 養 した 後 、カ ナ マ イ シ ン を添 加

して フ ァー ジの 感 染 した菌 を選 択 し、37度 で2日 間培 養 した 。 遠 心 分 離 によ り

沈殿 した 大 腸 菌 を捨 て 、上 清 にPEG-NaCl(20%PEG(#6,000),2.5M NaCl)を300



μl添加 し、4℃ に30分 間静置す る ことで フ ァー ジを沈殿 させ た。遠心 によ り上

清 を除いた後 、TEに 懸濁 し、フェ ノール抽 出お よび を行 ってタ ンパ ク質 を除去

した。最後 にエタ ノール沈殿 によ りDNAを 回収 し、50μlの滅菌水 に溶解 させた。

これ によ り、ウ リジンを含有 したssDNAを 得た。

次 に、ssDNAにT4 polynucleotide kinase(Takara)を 用 い て 末端 を リン酸 化 した

変 異 オ リ ゴDNAを ア ニ ー ル させ 、 残 りの 一 本 鎖 部 分 をT4 DNA polymerase

(Takara)を 用 いて 二 本 鎖 と した後 、最 後 にT4 DNA ligase(Takara)に よ りニ ック

の な い 二 本鎖DNAプ ラ ス ミ ドと して大 腸 菌 株XL1-Blueに 形 質 転 換 した 。 正 し

く変 異が入 ってい ることは、XL1-Blue株 よ り回収 した プラス ミ ドDNAの 配列

を決定す る ことによ り確 認 した。

10.酵 母株 の 作 製

1)rec8変 異 株 の作 製

pUC119ベ ク ター にG418耐 性 遺 伝 子 で あ るkanrとura4+を ク ロー ニ ン グ し、

さ らにGFPも しくはFLAGを コー ドす るDNA配 列 を挿入 した。rec8 ORFと そ

のプ ロモーター領域 を含むDNA断 片 をPCRに よ り増幅 し、同時 にSalI.とBglII

制限酵 素サ イ トをそれぞれ5'と3'末 端 に付加 した 。DNA断 片 を制限酵素処理 し

た後 、 これ らを上 記 の プ ラス ミ ドにGFPお よ びFLAGとin frameに な る よ うに

挿 入 した(pUK-Prec8-rec8+-GFP(or-FLAG))。 こ の プ ラ ス ミ ドか ら、rec8+内 の

ApaI-NotI DNA断 片(75-561ア ミ ノ酸 に対 応 す る)を 制 限 酵 素 処 理 に よ り切 り出 し、

pBluescript SK+に 挿 入 した 。この プ ラス ミ ド上 でKunkel法(前 述)に よ り変 異 を導

入 した 。変 異 が導 入 され たApaI-NotI断 片 を元 の プ ラス ミ ド(pUK-Prec8-rec8+-GFP

(or-FLAG))へ 、ApaI-NotIを 利 用 して 入 れ 替 え る こと に よ り、変 異 型 のrec8を 含 む

pUK-Prec8-rec8*-GFP(or-FLAG)を 得 た 。 また 、 体 細 胞 分 裂 にお い てRec8の 発 現

を極 力 抑 え るた め 、 体 細 胞 分 裂 にお いてmRNAを 不安 定化 す る こ とが 分 か って



い るspo5+遺 伝 子 の3'UTRをGFPも し くはFLAGの3'側 に挿 入 した 。kanr内 の

NruIサ イ トで プ ラス ミ ドを線 状 化 したDNAをrec8::kanr ura4-D18株 に導 入 した 。

安 定 な ウ ラ シル 非 要 求 性 の コ ロニ ー を選 択 し、PCRに よ り適 切 に遺 伝 子 組 み換

えが 起 こ った こ と を確 認 した 。

2)sgo1Δ 株 の 作 製

Bahlerら に よ る 方 法(Bahler et al.,1998)に よ り、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 持 つ プ ラ ス

ミ ドで あ るpFA6a-kanrま た はpKS(FAura4)を 鋳 型 と して 、ｓgo1+ORFの5'側 と3'

側 にそれぞれ相 同な配列80baseを 持 つプ ライマーセ ッ トを用 いてPCRに よ りマ

ーカーDNA断 片 を増幅 し、野生株 に導入 した。安定 なG418耐 性 あるいはウ ラ

シル非要 求性 のコ ロニー を選 択 し、適 切な組み換 えが起 こった ことを、それぞ

れゲ ノムDNAを 鋳型 にしたPCRよ り確 認 し、sgo1::kanr株 とsgo1::ura4+株 を得

た。

3)sgo1+-GFP株 の 作 製

ま ず 、Bahlerら に よ る 方 法(Bahler et al.,1998)に よ り、pFA6a-FLAG'-kanrを 鋳

型 と して 、sgo1+ORFの3'末 端 と3'UTRに そ れ ぞ れ 相 同 な 配 列80baseを 持 つ プ

ライマーセ ッ トを用 いてPCRに よ りDNA断 片 を増幅 し、野生株 に導入 した。

安 定なG418耐 性 の コロニー を選択 し、適切な組み換 えが起 こった ことを、ゲ ノ

ムDNAを 鋳型 に したPCRと ウェスタ ン解析 によ り確 認 し、sgo1+-FLAG<<kanr

株 を得 た 。ま た 、同様 に次 に 、sgo1+-FLAG<<kanr株 の ゲ ノムDNAを 鋳 型 と し、

sgo1+-FLAG<<kanrの5'上 流400bpか らFLAGま で をPCRで 増 幅 し、同 時 にSalI

とBglIIを そ れぞ れ5'側 と3'側 に付 加 した 。 これ らを、pGFT81のSalI-BamHIサ

イ トに導 入 し、pGFT81(Psgo1-sgo1+-FLAG-GFP)を 得 た 。さ らに 、GFPの3'側 に位

置 す るXhoI-SacIサ イ トを用 いて 、ゲ ノム か らPCRで 増 幅 したsgo1+の3'UTRを



導入 した。得 られた プラス ミ ドをSalI-SacIに よ り消化 し、DNA断 片 をsgo1::ｕra4+

株 を用 いて形質転換 した。5-FOAを 含 む培地上で ウラシル要求性 の コロニー を

選 択 し 、PCRに よ り適 切 に 遺 伝 子 組 み 換 え が 起 こ っ た こ と を 確 認 し、

sgo1+-FLAG-GFP株 を得た。本論文で はFLAGタ グを利用 した実験 を行 って いな

いため、 「結果 と考察 」では これ をsgo1+-GFPと 記す 。

4)Sgo1強 制 発 現 株 の 作 製

Bahlerら に よ る 方 法(Bahler et al.,1998)で 行 っ た 。nmt1プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持

つ プ ラ ス ミ ドpFA6a-kanr-P2nmt1を 鋳 型 と して 、sgo1 ORFの400bp5'上 流 と5'

末端 にそれぞれ相 同な配 列80baseを 持つ プ ライマーセ ッ トを用 いてPCRに よ り

DNA断 片 を増幅 し、野 生株 に導入 した。安定 なG418耐 性 のコ ロニー を選択 し、

適切 な組み換 えが起 こった ことを、ゲ ノムDNAを 鋳型 に したPCRに よ り確認

し、Pnmtl-sgo1+株 を得た。

11.Rec8と 共 発 現 した と き に細 胞 が 致 死 に な る遺 伝 子 の ス ク リー ニ ン グ

ま ず 、rec8+ ORFをpGFT82のSalI-BamHIサ イ トに ク ロ ー ニ ン グ し、

pGFT82(rec8+)を 得 た 。 これ をh-leu1 ura4-D18株 に導 入 し、ス ク リー ニ ン グ のホ

ス ト株 と した 。 ホ ス ト株 に、cDNAラ イ ブ ラ リー(減 数 分 裂 中 の細 胞 か ら調 製 さ

れ たcDNAをpREP3(LEU2マ ー カ ー 、nmt1xプ ロモ ー タ ー)に 挿 入 した ライ ブ ラ

リー)(山本研究室 、秋 吉修士論文)を 導入 し、nmtプ ロモーターの発現 を抑制す る

SD培 地 にまいた[Rec8の 発現OFF、 ライブ ラリーの発現OFF]。 コロニーが形

成 された ら、 これ らを二種類 の培地 に レプ リカ した。

培地1:MM+N [Rec8の 発現ON、 ライ ブ ラリーの発 現ON]

培 地2:MM+N+Ura+5-FOA [Rec8の 発 現OFF、 ライ ブ ラ リー の発 現ON]

どち らの 培 地 もチ ア ミ ン を含 まな い ので 、nmtプ ロモ ー タ ー が脱 抑 制 され て 発



現 が 誘 導 され る。た だ し、Ura+の 細 胞 は5-FOAを 含 む 培地 に生 育 で きな い ので 、

培 地2で はpGFT82(rec8+)を 失 った細 胞 が 選 択 され て コ ロニ ー を形 成す る。 この

た め 、 培 地2で はRec8は 発 現 しな い 。

また、1mg/lのMagdala Red(ナ カ ライ)を 培地 に添加 しておいた。これ によ り、

死 細胞 を多 く含む コ ロニー はよ り赤 く染 まる。両者 の培地 に形成 され た コロニ

ー を見比べ、培地2よ りも培地1の 方で よ り赤 く染 まったコ ロニー を ピックア

ップした。 これ らの細胞 か らライブ ラ リー 由来の プラス ミ ドDNAを 回収(前 述)

し、 配 列 を決 定 した 。

12.ウ ェ ス タ ン解 析

分 裂 酵 母 に お い て は 、細 胞 を 遠 心 回 収 後 、HB buffer(25mM MOPS,15mM EGTA

(pH6.9),15mM MgCl2,60mM β-glycerophosphate,15mM p-nitrophenylphosphate,

0.1mM sodium vanadate,1% Triton X-100,1mM PMSF)を 添 加 して 、5分 間 煮 沸 し た 。

その後約1mgの グラス ビーズ(φ=0.5mm)を 加 え、20秒 間激 しく撹拌 して細胞

を破砕 し、1分 間氷上 に静置 した後 、再 び20秒 間激 しく撹拌 した。チュー ブの

底 に注射針 で穴 を開け、新 しいチ ュー ブに重ねて遠心 して細胞破 砕液 を回収 し

た 。 そ の 後SDS-PAGE buffer(終 濃 度2%SDS,0.1M DTT,50mM Tris-HCl(pH6.8),

0.1% Bromophenol Blue,10% Glycerol)を 添 加 し て 加 熱 処 理 し た 。

HeLa細 胞 に お い て は 、 細 胞 を 回 収 後 、PBSで 一 回 洗 浄 し てSDS-PAGE buffer

に 懸 濁 し た 後 、5分 間 煮 沸 した 。

サ ンプ ル をSDS-PAGEし た後 、 タ ンパ ク質 をPVDF Immobilon(MILLIPORE)

メ ン ブ ン レ ン に転 写 し た 。 メ ン ブ レ ン を1時 間 、5%ス キ ム ミル ク(ナ カ ラ

イ)-TBST(0.9% NaCl,20mM Tris-Cl(pH7.4),0.05% Tween-20)で ブ ロ ッキ ング した

後 、1%ス キ ム ミル ク-TBSTに 一 次 抗 体 を適 量 加 え て4度 で1晩 イ ンキ ュベ ー ト

した 。TBSTで3回 洗 浄 後 、1%ス キ ム ミル ク-TBSTに 二 次 抗 体 を適 量 加 え て 室



温 で1時 間 イ ンキ ュベ ー トした 。TBSTで3回 洗 浄後 、ECL plus(Amersham)に よ

り検 出 した 。一 次 抗 体 は 、以 下 の 濃 度 で 用 いた 。 ウサ ギ 抗Rec8抗 体1:1000、 マ

ウス 抗 チ ュー ブ リン抗 体TAT-1(分 裂 酵 母 の実 験 に つ い て使 用)1:5000、 ウサ ギ抗

Sgo1抗 体1:1000、 ウ サ ギ 抗hSgo2抗 体 1:1000、 マ ウ ス 抗Bub1抗 体(MBL、1:1000)、

マ ウ ス 抗 チ ュ ー ブ リ ン 抗 体DM1A(Sigma、HeLa細 胞 の 実 験 に つ い て 使 用)

1:5000、 ウ サ ギ 抗hSgo2抗 体1:1000、 ヤ ギ 抗PP2A-A抗 体(Santa Cruz)1:2000。

13.ChIP法

斉 藤 博 士 らの 方 法 に改 良 を加 え て行 っ た(Saitoh et al.,1997)。

酵 母 の 培 養 液 に、終 濃 度3%に な る よ う にパ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ドを加 え 、18℃

で30分 固 定 し、終 濃 度0.125Mに な る よ うに2.5M Glycinを 加 え た 。細 胞 を 回収

し、 氷 冷 したbuffer 1(50mM Hepes-KOH(pH7.5),140mM NaCl,1mM EDTA,1%

Triton X-100,0.1% Na-Deoxycholate)で4度 洗 浄 した 。 そ の 後 、complete mini

(Roche)と1mM PMSFを 加 え たbuffer 1に 懸 濁 し、約1mgの グ ラス ビー ズ(φ=0.5

mm)を 加 え 、20秒 間激 し く撹 拌 して細 胞 を破砕 し、1分 間氷 上 に静 置 した。 さ ら

に これ を3回 繰 り返 した 。 この チ ュー ブ の底 に注 射 針 で 穴 を 開 け 、新 しい チ ュ

ー ブに重ねて遠心 して細胞破砕 液 を回収 した。上清 で沈 殿 を再懸濁 し、超音 波

処理 を施 した(氷上 で1分 間の冷却 を挟みなが ら、15秒 間の処理 を4回 繰 り返 し

た)。 遠心 して沈殿 物 を沈 降 させた後 、上清 を回収 し、1μlの 抗GFP抗 体(BD

Biosciences)を 加 え 、4℃ で2時 間 混 和 した 。 そ の 後 、protein A sepharoseを 加 え て

さ ら に4℃ で2時 間 混 和 し た 。 遠 心 に よ り ビー ズ を 回 収 し 、buffer 1、buffer 1'

(50mM Hepes-KOH(pH7.5),500mM NaCl,1mM EDTA,1% Triton X-100,0.1%

Na-Deoxycholate)、buffer 2(10mM Tris-HCl(pH8.0),0.25M LiCl,0.5% NP-40,0.5%

Na-Deoxycholate)で そ れ ぞ れ3回 ず つ 洗 浄 し た 。 さ ら にTE(10mM

Tris-HCl(pH8.0),1mM EDTA)で2回 洗 浄 した の ち 、TER(TE+10μg/ml RNaseA)



に懸 濁 して37℃ で15分 間 反 応 させ 、RNAを 消 化 した 。 さ らに 、0.25%SDSと

250μg/ml proteinase Kを 添 加 して37℃ で8時 間 以 上 静 置 した 。 続 いて65℃ で6

時 間保 温 す る こ と に よ りホ ル ム アル デ ヒ ド架 橋 を解 消 した 。 フ ェ ノー ル ・ク ロ

ロホル ム抽 出 の後 、エ タ ノール 沈 殿 を行 ってDNAを 回 収 した 。全 細 胞 破 砕 液 に

対 して も、 同様 に処 理 し、DNAを 回 収 した 。

続 いて 、得 られ たDNAに 対 してLightCycler-DNA Master SYBR Green I kit

(Roche)とLightCycler(Roche)を 用 いて 定 量 的PCRを 行 った 。 プ ライ マ ーセ ッ ト

と して 、 セ ン トロ メ ア の 中央 領 域(cnt、imr)、 セ ン トロ メ ア の周 縁 ヘ テ ロ ク ロ マ

チ ン領 域(dh、dg)、 染 色 体 腕 部(lys1、mes1)、 セ ン トロ メ ア以 外 の ヘ テ ロ ク ロマ

チ ン領 域(mat;mating-type locus、TAS;テ ロ メ ア)を そ れ ぞ れ 用 い た 。 プ ライ マ ー

の 配 列 はmat(5'-GTATGTGGAACAAGAGAAG-3'

5'-CTCGCCTGCTTACATTTTAAGG-3')を 除 い て 報 告 さ れ た も の を 用 い た

(Yokobayashi et al.,2003)。

14.分 裂 酵 母 にお け る抗 体 染 色

細 胞 を回 収 した の ち 、3%パ ラ ホ ル ム アル デ ヒ ドを含 むPEM buffer(100mM

PIPES,1mM EGTA,1mM MgSO4,pH6.8)に 懸 濁 し、1時 間室 温 で イ ンキ ュベ ー ト

す る こ と に よ り 固 定 し た 。 そ の 後 、PEMS buffer(PEM+1.2M sorbitol,0.5%

β-mercaptoethanol)に 懸 濁 し 、終 濃 度0.1mg/mlのZymolyase 20Tを 加 え て37℃ で

30分 間イ ンキ ュ ベ ー トし、 細 胞 壁 を消 化 した 。 洗 浄 後 、1% Triton-X100を 含 む

PEMに 懸 濁 して1分 間 混 和 した 後 、PEMBAL(PEM+1%BSA,0.1%NaN3,15%

L-lysine)に 再 懸 濁 して30分 間混 和 した 。そ の後 、1次 抗 体 をPEM中 で 一 晩 反 応

させ た 。1次 抗 体 と して マ ウス 抗 チ ュー ブ リ ン抗 体TAT-1(1:200)、 ウサ ギ 抗Sgo1

抗 体(1:100)、 ウ サ ギ抗GFP抗 体(BD Biosciences、1:100)を そ れ ぞ れ 用 い た 。

PEMBALで3回 洗 浄 後 、PEMBAL中 で2次 抗 体 と1～2時 間 反応 させ た 。2次 抗



体 と してCy3抗 マ ウ ス 抗 体(Chemicon、1:100)、Alexa488抗 ウ サ ギ 抗 体(Molecular

Probes、1:100)を 使 用 し た 。DNAを 染 色 す る た め にDAPI

(4,6-diamidino-2-phenylindole)を 用 い た 。

15.HeLa細 胞 の 培 養

HeLa細 胞 は10%FBSと0.03%L-グ ル タ ミ ン を含 む ダル ベ ッコ変 法 イ ー グル 培

地(DMEM、 ニ ッス イ)を 用 いて 、37℃ 、5% CO2の 下 で 培 養 した 。myc-Rad21を

発 現 誘 導 可 能 なHeLa細 胞 株(IMP、Jan-Michael Peters博 士 よ り供 与)(Hauf et al.,

2001)は200μg/ml G418(invitrogen)と100μg/mlハ イ グ ロマ イ シ ンBを 加 え た培 地

で 培 養 した。myc-Rad21の 発 現 は2μg/ml Doxycyclin(Sigma)を 加 え て48時 間 培

養 す る こ とに よ り誘 導 した 。

16.RNAi

効 率 的 に ノ ッ クダ ウ ンで き るsiRNAの 配 列 を デザ イ ンす る た め に、Dharmacon

社 によ る プ ロ グ ラム(http://www.dharmacon.com/sisesign/)を 利 用 し、さ らに、報 告

されていたガイ ドライ ン(Ui-Tei et al.,2004)を 参考 に して標 的配 列 を決定 した。

日本 バイ オサ ー ビス社 に依 頼 し、標 的配 列 に対す るセ ンス鎖 とア ンチセ ンス鎖

のRNAを 合成 した。以下 に今 回の実験 にお いて用 いたセ ンス鎖 の配列 につ いて

示す 。

hSgo1(5'-GUCUACUGAUAAUGUCUUATT-3')

hSgo2(5'-GCACUACCACUUUGAAUAATT-3')

Bub1(5'-CCAGUGAGUUCCUAUCCAATT-3')

PP2A-Aα(5'-AGACUUGACAUGUUGGUUGTT-3')

PP2A-Aβ(5'-UUUCUACUCCAAGUGCUAGTT-3')

Mad2に つ いて は既 に報 告 の あ る配 列 を 用 い た(Luo et al.,2004)。



annealing buffer(100mM potassium acetate,15mM HEPES-KOH pH 7.4,1mM

magnesium acetate)で セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 を 最 終 濃 度 が20μMに な る よ う

に 混 合 し 、90℃ で1分 間 過 熱 後 、37℃ で 一 時 間 静 置 して ア ニ ー ル させ 、siRNA

duplexと した 。

20μlのsiRNA duplexを160μlのOpti-MEM(invitrogen)に 希 釈 し、 また 、4μlの

Oligofectamine(invitrogen)を16μlのOpti-MEMに 懸 濁 し、15分 間静 置 した 。 両

者 を混 合 し、さ ら に15分 間 静 置 した 後 、これ を直 径3.5cmの デ ィ ッ シ ュ上 に0.8ml

のOpti-MEMの も とで 培 養 され た20%コ ン フル エ ン トのHeLa細 胞 に加 え た 。

さ らに37℃ で6時 間培 養 した後 、20% FBSを 含 むDMEM培 地1mlを 加 え た 。

2日 間培養後 に細胞 を回収 して解 析 を行 った。 コ ン トロール のサ ンプル と して

siRNAの 代わ りにH2Oを 用 いた。

17.HeLa細 胞 にお け る抗 体 染 色

1)myc-Rad21、PP2A-A、PP2A-Cの 染 色

Waizeneggerら に よ る方 法(Waizenegger et al.,2000)に 改 良 を加 え て 行 った 。 直

径10cmの デ ィ ッ シ ュで 培 養 した お よそ80%コ ン フル エ ン トのHeLa細 胞 か ら、

mitotic shake-offに よ り分 裂 期 の細 胞 を 回収 した 。 細 胞 を遠 心 して1mlのPBSで

洗 浄 した 後 、0.1mlとPBSに 懸 濁 し、cytospin(Shandon)で15,000rpm、15分 遠 心

す る こ と よ りス ライ ドガ ラス 上 に細 胞 を付 着 させ た 。0.1% Triton X-100を 含 む

PBSで2分 間処 理す る こ と によ り細 胞 をpre-extractし 、1分 間PBSで 洗 浄 後 、4%

パ ラホ ル ム アル デ ヒ ドを含 むPBSの 中で15分 間 固定 した 。PBSで 洗 浄 後 、再 度

0.1% Triton X-100を 含 むPBSで5分 間 処 理 し、PBSで 洗 浄 した後 、 ブ ロ ッキ ン

グ溶液(3% BSA (Roche)を 含 むPBS)の 中で30分 間静置 した。一次抗体 と二次抗

体 の反応 はブロ ッキ ング溶液 中で行 った。一次抗体反応 を2時 間行 い、PBSで

洗浄後 、二次抗体反応 を1時 間行 った。一次抗体 は ウサギ抗myc抗 体CM-100



(Gramsch、1:1000)、 ヒ トACA抗 体(順 天 堂 大 、 高 崎 博 士 よ り供 与 、1:1000)、 ヤ

ギ 抗PP2A-A抗 体(Santa Cruz、1:1000)、 マ ウ ス 抗PP2A-C抗 体(BD Biosciences、

1:1000)、 ウ サ ギ 抗hSgo1抗 体(1:1000)、 ウ サ ギ 抗hSgo1抗 体(1:1000)を 用 い た 。

二 次 抗 体 はAlexa488抗 ウ サ ギ 抗 体(Molecular Probes、1:1000)、Cy3抗 ヒ ト抗 体

(Jackson ImmunoResearch、1:1000)、Alexa488抗 ヤ ギ 抗 体(Molecular Probes、1:1000)、

Cy3抗 ウ サ ギ 抗 体(Chemicon、1:1000)、Alexa488抗 マ ウ ス 抗 体(Molecular Probes、

1:1000)を 用 い た 。3μg/mlのHoechst33342でDNAを 染 色 し た 。

2)hSgo1、hSgo2、PP2A-B56α 、Bub1、 チ ュ ー ブ リ ン 、Cyclin Bの 染 色

Liuら に よ る 方 法(Liu et al.,2003)に 改 良 を 加 え て 行 っ た 。 カ バ ー グ ラ ス 上 で 培

養 した お よそ80%コ ン フル エ ン トのHeLa細 胞 をPBSで 一 回洗 浄 し、4%パ ラホ

ル ム アル デ ヒ ドを含 むPBSの 中で7分 間 固定 した 。PBSで 洗 浄 後 、0.2% Triton

X-100を 含 むKB(10mM Tris HCl(pH7.5)、150mM NaCl、0.1%BSA(Roche))で5

分 間 処 理 し、KBで 洗 浄 した 。 一 次 抗体 と二 次 抗 体 の反 応 はKBで 行 った 。 一 次

抗 体 反 応 を2時 間行 い 、KBで 洗 浄後 、二 次 抗 体 反 応 を1時 間行 っ た 。一 次 抗 体

は ウサ ギ 抗hSgo1抗 体(1:1000)、 ウサ ギ抗hSgo2抗 体(1:1000)、 マ ウ ス 抗Bub1抗

体(MBL、1:1000)、 マ ウ ス抗 チ ュー ブ リン抗 体DM1A(Sigma、1:1000)、 マ ウス 抗

PP2A-B56α 抗 体(BD Biosciences、1:1000)、 マ ウ ス 抗 サ イ ク リ ンB1抗 体

GNS-1(Santa Cruz、1:1000)を 用 い た。二 次 抗 体 はAlexa488抗 ウサ ギ抗 体(Molecular

Probes、1:1000)、Cy3抗 マ ウ ス 抗 体(Chemicon、1:1000)、Cy3抗 ウ サ ギ 抗 体(Chemicon、

1:1000)、Alexa488抗 マ ウ ス 抗 体(Molecular Probes、1:1000)を 用 い た 。3μg/mlの

Hoechst33342でDNAを 染 色 し た 。

18.染 色 体 ス プ レ ッ ドとギ ム ザ 染 色

Haufら に よ る 方 法(Hauf et al.,2003)を 参 考 に して 行 った 。 直 径10cmの デ ィ ッ



シ ュで 培養 した お よそ80%コ ンフル エ ン トのHeLa細 胞 か ら、mitotic shake-off

に よ り分 裂 期 の 細 胞 を 回収 した。 細 胞 を含 む2mlの 培 地 に対 し2mlの ミ リQ水

を加 え て 素 早 く混 合 し、5分30秒 静 置 した 。Carnoy's solution(75%メ タ ノー ル 、

25%酢 酸)を10ml加 え て 細 胞 を 固 定 し、 遠 心 に よ り細 胞 を 回 収 してCarnoy's

solutionで3回 洗 浄 した後 、 最終 的 に100μlに 懸 濁 した 。 この溶 液 をス ライ ドガ

ラ ス に20cm以 上 の距 離 か ら落 とす こ とで 、染色 体 をス プ レッ ドした 。ス ライ ド

ガ ラス が 十分 に乾 いた 後 、5%ギ ムザ 溶 液(Merck、pH6.8)に 浸 して7分 間 染 色 し

た。水 で3回 洗 浄 し、常 温 に放 置 して ス ライ ドガ ラス を乾 かせ た 。最 後 に 、Entellan

(Merck)を 用 いて マ ウ ン トした 。

19.セ ン トロ メ ア シ グナ ル の定 量 化

HeLa細 胞 につ い て 免疫 染 色 を行 った 後 、 一 つ のサ ンプル に対 し20の 分裂 前

中期 の細 胞 をMetaMorph imaging software(Universal Imaging)を 用 い て 撮影 した 。

一 つの細胞 につ いて 、セ ン トロメア にお ける シグナル の 中で最 も強 いシグナル

の強度 を測定 し、 さ らにそ の近傍 の領域 の シグナル強度 を測定 してバ ック グラ

ウ ン ドの値 とした。セ ン トロメア シグナル強度 か らバ ックグ ラウ ン ドの シグナ

ル 強度 を引いた値 をそ れぞれ測定 し、平均値 と標準偏差 を求 めた。 コ ン トロー

ルRNAiの 値 を100%と して グラフに示 した(図31)。

20.hSgo1の ク ロー ニ ン グ

デ ー タ ベ ー ス 上 に登 録 され たQ9BVA8(hSgo1)のcDNAは5'側 が 欠 けて お り、

ORFの 全長 を含 んでいなか ったので、以下 の方法で全長 のhSgo1 ORFを 含む

cDNAを クローニ ング した。

human Tesitis cDNAラ イ ブ ラ リ ー(BD Biosciences)か ら、hSgo1 cDNAの5'側 を

増 幅 す る た め 、 ラ イ ブ ラ リー ベ ク タ ー の ク ロ ー ニ ン グ サ イ トの5'側 の 配 列 を 認



識 す る プ ライ マ ー(5'-CTCGGGAAGCGCGCCATTGTG-3')と 、Q9BVA8 cDNAに

含 ま れ るhSgo1の 既 知 配 列 を 認 識 す る プ ラ イ マ ー

(5'-CAGATTTAGATTCTAAAATG-3')を 用 い てPCRを 行 っ た 。このPCR産 物 を鋳

型 と し て 、 予 測 さ れ るPCR産 物 の よ り 内 側 を 認 識 す る プ ラ イ マ ー

(5'-GCCATTGTGTTGGTACCCGGG-3') と

(5'-GGTCCTTGCTCCATTGACAAGCA-3')を 用 いてnested PCRを 行 った 。得 られ

たPCR産 物 をTOPO TA cloning kit(invitrogen)を 用 いて ク ロー ニ ング し、独 立 な

複 数 の ク ロー ン につ い て配 列 を決 定 した 。 そ の結 果 、hSgo1 ORFは527ア ミ ノ

酸 を コー ドす る こ とが 明 らか にな った 。得 られ た 配 列 情 報 はDDBJに 登 録 した 。

21.抗 体 の作 製

1)大 腸 菌 を用 い た組 換 え タ ンパ ク質 の 作 製

sgo1+遺 伝 子 のORF全 長 をpGEX4T-2(Pharmacia)とpET19b(Novagen)に ク ロー

ニ ン グ し、大 腸 菌BL21(DE3 c+)に 導 入 してGST(glutathione-S transferase)融 合 あ

る い はHis融 合 組 み 換 え タ ンパ ク質 を発 現 させ た 。 大 腸 菌 をLB培 地 で37℃ で

OD600=0.4に 達 す る まで 培 養 し、 終 濃 度0.2mMと な る よ うにIPTGを 添 加 して

25℃ に移 した 。 さ らに4時 間 培 養 後 、細 胞 を遠 心 回収 し、 可 溶 化buffer(40mM

Tris-HCl(pH7.5),5mM EDTA,1% Triton X-100+complete mini(Roche))に 懸 濁 し、

ソ ニ ケ ー シ ョ ン を20秒 、3回 行 っ た。 遠 心 して沈 殿 物 を取 り除 き、 上 清 を グル

タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス4B(Amersham)あ る い は 第Ni-NTAセ フ ァ ロ ー ス(Novagen)

と4℃ で2時 間 混 和 し 、そ の 後 ビ ー ズ をwash buffer(40mM Tris-HCl(pH7.5),5mM

EDTA)で 洗 浄 した 。GST-Sgo1を20mM還 元 型 グル タチ オ ン溶 液(50mM Tris-HCl,

pH7.5)を 用 い て 、His-Sgo1を0.25Mイ ミ ダ ゾ ール 溶 液(50mM Tris-HCl,pH7.5)を

用 いて そ れ ぞ れ 溶 出 した 。溶 出 したGST-Sgo1をPBSで 透 析 処 理 した後 、 キ ア

ゲ ン 社 に 依 頼 し てGST-Sgo1を ウ サ ギ に 免 疫 し た 。His-Sgo1はcoupling buffer



(0.1M NaHCO3,05M NaCl pH8.3)に 透 析 した 。

血 清 か ら抗Sgo1抗 体 を 精 製 す る た め 、CNBr-activated Sepharose(Pharmacia)に

His-Sgo1を 結 合 させ た 。CNBr-activated Sepharose(Pharmacia Biotech)1gを1mM

HClに よ り洗 浄 した 後 、coupling bufferに 透 析 さ れ たHis-Sgo1を 加 え て4℃ で1

晩 混 合 し た 。coupling bufferで 洗 浄 し た 後 、0.1M Tris-HClpH8.0で2時 間 静 置 し

た 。そ の 後 、acetate buffer(0.1M acetic acid,05M NaCl,pH4.0)で 洗 浄 し 、次 にTris

buffer(0.1M Tris-HCl,0.5M NaCl,pH8.0)で 洗 浄 し た 。 こ れ を3回 繰 り返 し 、最 後

にPBSで 洗 浄 して 、His-Sgo1結 合 ビ ー ズ を 得 た 。

ウサギか ら得 られ た抗 血清は、等量の飽和硫安溶液 を加 えて4℃ で1時 間静

置 し、遠心 を行 って沈殿 をPBSで 懸濁 した。 さ らにも う一 回硫安沈殿 を行 って

PBSに 溶解 した後、PBSで 透析 した。そ の後 、His-sgo1結 合 ビーズ を加 え、室

温 で1時 間 混 合 した 。 ビー ズ をwash buffer(20mM Tris-HCl pH7.5,0.5M NaCl)で

洗 浄 し、0.2M Glycine-HCl pH2.4を 加 え る こ とで 溶 出 した 。 溶 出液 はす ぐ に2M

Tris-HCl pH8.4を1/10量 加 え る こ とでpHを 中性 に戻 した。得 られ た抗 体 溶 液 を

PBSで 透 析 した 。

ま た 、Rec8(全 長)、hSgo1(109-491ア ミ ノ酸)、hSgo2(331-631ア ミノ酸)に 対

応 す るcDNAを そ れ ぞ れ ク ロー ニ ング し、 同様 の方 法 で そ れ ぞ れ に対 す る抗 体

を精 製 した 。

22.酵 母two-hybrid法

Matchmaker Two-Hybrid system(Clontech社)を 酵 母two-hybrid法 を 行 っ た 。 検

定 を 行 う 各 遺 伝 子 のORF全 長 をPCRに よ り増 幅 し 、pGBKT7(DNA結 合 ドメ イ

ン融合 タ ンパ ク質 を発現)とpGADT7(転 写活性 化 ドメイ ン融合 タ ンパ ク質 を発

現)に それぞれ ク ローニ ングした。これ らのプラス ミ ドを用いて、出芽酵母AH109

株 を形 質 転 換 した 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロー ル と して 、pGBKT7-P53お よ び



pGADT7-T-antigenを 使 用 した 。 選 択 培 地 に は 、SD-His+1mM3-ATを 用 い 、そ

れぞ れ3つ の独 立 な 形 質 転 換 体 につ いて 検 定 した 。



第三章 減数第一分裂 における相同染色体 の分離にはセパ レースに

よるRec8の 切断が必要である

減数分裂 前のDNA合 成期 において複 製 された姉妹染色分体 間にはRec8コ ヒ

ー シ ンによ って接着が確立 され、 さ らに相 同染色体 間 に もキ アズマ を介 した物

理 的相互作用 が生 まれ る。 これ らの接着 は減数第 一分裂 中期 まで維持 され るが、

後期 になる とRec8コ ヒー シンは染色体 腕部か ら解離す る。す る と、キ アズマ を

支 えて いた腕部 の接着が解 除 されて相 同染色体 が分離す る。 これ らの ことか ら、

Rec8コ ヒー シ ンの染色体 腕部か らの解離が第一分裂 にお ける相 同染色体 の分離

に必要 と考 え られ たが、Rec8コ ヒー シンが どのよ うなメカニズムで染色体か ら

解離す るのか については分 か って いなか った。

体細胞分裂 における コヒー シン複合体 の解離 は、Rec8と 相 同なサ ブユニ ッ ト

Rad21が セ パ レー ス に認 識 され、 切断 され る ことによ って起 こる(Hauf et al.,

2001;Tomonaga et al.,2000;Uhlmann et al.,2000)。 分 裂 酵 母Rec8の 中 に も、 セ パ

レー ス に よ って 認 識 さ れ る配 列 に似 た 配 列 が 存 在 して お り(Uhlmann et al.,1999)、

Rec8もRad21と 同 様 に減 数 第 一 分 裂 後 期 にセ パ レー ス に よ って 分解 され る可 能

性 が 考 え られ た 。

結果

Rec8は 減数分裂 にお いてセパ レー スCut1に 依存 して分解 され る

Rec8が セパ レー ス によって分解 され る可能 性 につ いて検 討す るため 、 まず

Rec8の タンパ ク質を検 出できる抗体 を作製 した。大腸菌 に発現 させた組み換 え

Rec8タ ンパ ク質 をウサギ に免疫 し、ウサ ギ抗Rec8抗 体 を精製 した(材 料 と方法

を参照)。作製 した抗体が分裂酵母の細胞抽出液内でRec8を 認識するかを調べる



た め、 ウエス タン解 析 を行 った。細胞抽 出液 は、減数第 一分裂前期 の進行 に必

要なmei4+遺 伝 子(Horie et al.,1998)の 変 異株 を窒素源飢餓 によ り減数分裂 に誘導

し、減数第 一分裂 前期 に同調 させた細胞か ら作製 した。ウエス タン解析 の結果 、

抗Rec8抗 体 はい くつかのバ ン ドを検 出 し、その うち80kDa付 近 の複数 のバ ン ド

はrec8遺 伝 子 破 壊 株 で は検 出 され な か っ た(図2a、 デ ー タ は示 さ な い)。Rec8は

80kDa付 近 に リン酸 化 を受 け て複 数 の バ ン ドを示 す こ とが 分 か って お り(Parisi et

al.,1999)、 これ らのバ ン ドがRec8に 対 応 す る と結 論 した 。 また 、43kDaの バ ン

ドはrec8Δ 株 にお いて も検 出 され た の で 、抗 体 の ク ロス リア ク トに よ る も の と考

え られ た 。

続 いて、減数分裂 の進行 に伴 ってRec8タ ンパク質の量が どの よ うに変化す る

か を調 べた。分裂酵母 にお いて は、pat1-114高 温感 受性 変異株 を制限温度 に温度

シ フ トす る こ とで極 めて 同調 的 な減 数分 裂 を誘 導す る こ とが で き る(Iino and

Yamamoto,1985)。 減数分裂誘導後 、一 時間おき に細胞 を回収 して ウエス タン解

析 用 にサ ンプル を調整 し、またそれ と同時にDAPI染 色 を行 って細 胞内 の核数 を

数 える ことによ り、減数分裂 の進行 をモニ ター した。減数分裂誘導後 、4-5hrで

減 数 第 一 分 裂(1核 か ら2核 へ の移 行)、5-6hrで 第 二 分 裂(2核 か ら4核 へ の移 行)

の ピー クが 見 られ た(図2b)。 精 製 した抗Rec8抗 体 を用 い て ウ エ ス タ ン解 析 を行

った と こ ろ、Rec8は2-3hrで 蓄 積 し始 め 、第 一 分 裂 お よ び第 二 分裂 が 起 こる4-6hr

にか け て 分解 され て い く ことが 分 か った(図2c)。 さ らに 、5hrに63kDaの バ ン ド

が特 異的 に検 出 され、 これ はRec8の 切断産物 に対応す る可能性 が考 え られ た。

次 に、Rec8の 分解がセパ レー スに依存 している可能性 を調べ るため、分裂酵

母 セパ レースCut1に 変異の あるcut1-206温 度 感受性 変異(Uzawa et al.,1990)を 導

入 した株 を作 製 し、制限温度下で 同調的な減数分裂 を誘導 した。そ の結果 、cut1+

株 に 比 べ 、cut1-206株 で は核 分 裂 が 著 し く阻 害 され る こ とが 判 明 した(図2b)。 さ

らに、ウ エ ス タ ン解 析 に よ りRec8の 量 の 変 化 を調 べ る と、cut1-206株 で はcut1+



株 に比べてRec8の 分解が著 しく阻害 されて いた(図2c)。 分解 されず に残存 した

Rec8は 脱 リン酸化 を受 けてお り、 これ は、第一分裂 と第二分裂 において積極的

にRec8を リン酸化 して いたキ ナーゼ が、分裂後 に不活性化 されたためか も しれ

ない。また、63kDaの バ ン ドが この株 で は薄 くな って いた ことか ら、このバ ン ド

はRec8の 切断産物 に対応す る と考 え られた(図2c)。cuｔ1+株 にお いてRec8の 切

断産 物は5hrで 検 出され、その後す ぐに消失す るが 、この ことはセパ レース によ

るRad21の 切 断産 物 が 出 現 後 す ぐ に消 失 す る こ と と一 致 して お り(Tomonaga et

al.,2000;Uhlmann et al.,1999)、 コ ヒー シ ンの 切 断 産 物 が 積 極 的 に分 解 され る メカ

ニ ズムがある ことを示唆 して いる。 これ らの結果 か ら、減数分裂 にお いてRec8

の分解 は主 にセパ レー ス依存的 に起 こ り、また、セパ レース は核分 裂 に必要 で

ある ことが分か った。Rec8の 分解 がセ パ レースの不活性化 によって完全 には阻

害 され なか ったので、マイナー にRec8の 分解 に寄与す るセパ レース非依存 的な

機構 が存在す るか もしれな い。

セパ レースはRec8の2つ のサイ トを認識 して切断す る

分裂酵母Rec8に は、セパ レースによ って認識 されて切断 され るコ ンセ ンサ ス

配列 に似 た配 列が存在す る ことが指摘 され ていた(図3、site 373)(Uhlmann et al.,

1999)。本研究 室の宮崎 は、この部位 に変異 を導入 したrec8-RD1株 を作製 したが、

rec8-RD1変 異 はRec8の 分解 に部分 的に しか影 響 を及 ぼさなか った(宮 崎 、修 士

論 文)。そ こで、 この部位 の近傍 にさ らに切断 され得 る配 列 を探索 した ところ、

これ まで 知 られ た コ ンセ ンサ ス配 列 と部 分 的 に類 似 した配 列 を見 出 した(図3、

site384)。 これ らの配 列 がRec8の 分 解 に必 要 で あ るか を調 べ る た め 、site384に 変

異 を導 入 したrec8-RD2、site373と384の 両 方 に導 入 したrec8-RDRDを そ れぞ れ

作 製 し(図3)、C末 端 にGFP(green fluorescent protein)を 融 合 させ て 、染 色体 上 の

rec8+遺 伝 子 と置 き 換 えた 。 コ ン トロール と してrec8+-GFP株 を 同様 に作 製 し、



この株で は、rec8Δ株 にお ける表現型で ある姉妹 染色分体 間の早期分離 と胞子 生

存率 の低下が見 られ ない(図4d)こ とか ら、Rec8-GFPタ ンパ ク質が機能 的である

ことを確認 した。

そ れ ぞ れ の株 でpaｔ1-114変 異 を用 いて 同調 的 に減 数 分 裂 を誘 導 し、核 分 裂 の

進 行 とRec8タ ンパ ク量 の 変 化 を調 べ た 。rec8+-GFP株 で は 、 核 分 裂 は5-7時 間

に起 こ り(図4a)、 そ の 間 にRec8-GFPの 分 解 が 起 こ って いた(図4b)。 こ こでRec8

抗体 によ り検 出され た切 断産 物の泳動度がC末 端 にGFPを 融合 させ た もの とそ

うでな い もの とで変化 がなか ったため(図2c、4b)、 検 出 された切断産物 はN末

端側 であ った と考 え られ る。C末 端側 の断片 は検 出 され なか ったが 、出芽酵母

Rad21の セ パ レー ス に よ るC末 端 側 の切 断 断 片 はN-end rule pathway(Bachmair et

al.,1986)に よ り迅 速 に分 解 され る こ とが 知 られ て お り(Rao et al.,2001)、 分裂 酵 母

Rec8のC末 端 側 の 切 断 断 片 も 同様 の機 構 で 迅 速 に分 解 され る こ とが考 え られ る。

site373に 変 異 を導 入 したrec8-RD1-GFP株 で は、核 分 裂 は正 常 な 速 度 で 進 行 し

(図4a)、Rec8-RD1-GFPの 分解 は一 時 間 ほ ど遅 れ る もの の、最 終 的 に は分解 され

た(図4b)。 切 断産 物 はrec8+-GEP株 の 場 合 と同 じ く5hrに 現 れ た が 、そ の 泳 動 度

はわ ず か に速 くな って いた 。これ らの こ とは 、Rec8-RD1-GFPはsite373よ り もN

末端 側 で 切 断 を受 けた こ とを示 唆 して い る。

そ こで 、site373に 加 えsite384に 変 異 を導 入 したrec8-RDRD-GEP株 につ いて

調 べ て み る と、Rec8-RDRD-GFPは 分 解 が 著 し く阻害 され 、切 断産 物 は検 出 され

な か っ た 。また 、核 分 裂 も起 こ りに く くな って い た(図4a&b、rec8-RDRD-GFP)。

site384の み に変 異 を導 入 したrec8-RD2-GFPで はRec8-GFPの 分 解 と核 分 裂 と も

に影 響 が な か った(図4a&b、rec8-RD2-GFP)。

これ らの 結 果 は 、 セ パ レー ス は減 数 分 裂 に お い てRec8のsite373お よ びsite384

を認 識 して 切 断 し、 分解 して い る こと を示 して い る。Rrec8+-GFP株 で はsite373

で 切 られ た 切 断 産 物 が 検 出 さ れ る こ と か ら 、 通 常 は 二 つ の 配 列 の う ち 主 に



site373で 切断が起 こる と考 え られる。 また、rec8-RDRD株 で は核分裂 が著 しく

阻害 され ることか ら、Rec8の 分解 は減 数分裂 にお ける核分裂 に必要 である こと

が分 か った。

これ らの結果 をさ らに確認す るた め、pat1-114変 異 による人為 的な減数分裂 で

はな く、 よ り生理的 な条 件で ある窒 素源飢餓 によ る減数 分裂 を行 わせ、減数分

裂終 了後 にRec8-GFPの シグナル を観 察 した。分裂酵母 では、減数分裂 によって

4つ の核 に均等 に染色体が分配 され、最終 的 にその周 りに均等な大 きさの4つ の

胞子が 形成され る。rec8+-GFP株 で は、減数分裂 が終 了 した ことを示す胞子 の形

成 が起 こった細胞 で、Rec8-GFPの シグナル は完 全 に消失 して いた。これ に対 し、

rec8-RDRD-GFP株 で は、Rec8-GFPが 残存 して いた(図4c)。 この結果 は、図4b

の結果 と一致す る。 さ らに、rec8-RDRD-GEP株 で は核分裂 の失敗 を反 映 して大

きさが不均等 な胞 子が形成 されて いた(図4c)。 これ らの胞子 につ いて ランダムス

ポ ア解 析 を行 った ところ、rec8+-GFP、rec8-RD1-GFP、rec8-RD2-GFP株 にお け

る胞子 は60～70%の 生存率で あったの に対 し、rec8-RDRD-GFP株 にお ける胞子 は、

2%し か 生育 できなか った(図4d)。 この ことか ら、Rec8の セパ レー スによる分解

は生存可能 な配偶 子の形成 に必須で ある ことが分 か った。

非切 断型Rec8-RDRDは 染色体 の不分 離 を引き起 こす

rec8-RDRD-GEP株 で は、核分裂が著 しく阻害 され るものの、依然 として～60%

の細胞 で分裂 した核 が見 られ る(図4a)。 これ らの核分裂 が、相 同染色体 あるいは

姉妹 染色分体 の分 離 を反 映 した ものか を調べ るため、特 定の染色体 上の領域 を

GFPで マー クす る手法 を用 いた。

分裂酵母 では、染色体上 の特定 の領域 にLacOリ ピー ト配列 を挿入 し、さ らに

LacO配 列 を認識 して結合す るLacIタ ンパ ク質 にGFPと 核移行配 列(NLS)を 融合

させたLacI-NLS-GFPを 細胞 内で発現 させ る ことによ り、その領域 をGFPシ グ



ナル によ り可視化す る ことが できる(図5b)。 この実験で は、I番 染色体 のセ ン ト

ロメア近傍(セ ン トロメアか ら30kb)に 位置 す るlys1遺 伝子座 をGFPで マー ク し

た株(以 下、cen1-GFPと 呼ぶ)を 用 いた。 これによ り、III番 まで ある分裂酵母 の

染色体 の うち、I番 染色体が形成す る一 つの相 同染色体ペア に含 まれ る4本 の染

色体 のみ を可視化 す る ことがで き、 これ らが分 離す るか どうか を解 析す る こと

ができ る。

cen1-GFP株 の染色体上 のrec8+遺 伝子 をrec8+(コ ン トロール)お よびrec8-RDRD

に置 き換 え、窒 素源飢餓 によ り減数分裂 を誘導 した。一 日培 養後、多 くの細胞

が減数分裂 を終 了 した ことを確認 して細胞 を回収 した。まずDAPI染 色 によ り細

胞 内の核 数 を観察す ると、rec8+株 で は～80%の 細胞 が4つ の均等な核 を持 ち、

減数分裂 が正常 に終 了 した こ とを示 して いた。残 りの～20%は 減 数分裂 の途 中の

細胞 で、減数分裂 誘導 の同調 が完全 ではな い ことを示 して いる。それ に対 し、

rec8-RDRD株 で はや は り核分裂 が著 しく阻害 されて いたが 、～40%で 分離 した核

が観察 された(図5a)。 この結果 は、図4aに おけるpat1-114変 異 によ って誘導 し

た減数分裂 の結果 とほ とん ど一致 して いる。

次 に、これ らの細胞 にお いてcen1-GFPを 観察す る ことによ り、一つの相 同染

色体 ペアに含 まれる4本 の染色体 につ いて、 これ らが分離 したか どうか を調べ

た。 図5bに お いて、強いGFPの ドッ ト状の シグナルが染色体上 のcen1領 域 を

示す ものであ り、そ の周 囲を囲 う弱 いシグナルはLacI-NLS-GFPが 核 内 に拡散 し

た もので あ り、核 を示す。rec8+株 で は、～80%の 細胞 で ドッ ト状 のcen1-GFPシ

グナルが4つ の核 に1つ ずつ均等 に存在 し、2組 の姉妹染色分体(4本 の姉 妹染色

分体)が 減数分裂 を経 て均等 に1本 ずつ分配 された ことを示 して いた。残 りの～

20%は 、減数分裂途 中の細胞 で ある。 ところがrec8-RDRD株 で は、ほ とん どす

べて の細胞 でcen1-GFPド ッ トが1つ のみの核 内 にとどまってお り、相 同染色体

のペ アに含 まれて いた 染色体 が ほ とん ど分離 しな か った こと を示 して いた(図



5b)。 この ことは、rec8-RDRD株 にお いて観察 され た分裂 した核(図5a)は 、相 同

染色体 のペア の中の染色体 が分 離 した ことで生 まれ た もので はな い ことを示 し

て いる。分裂 した核 は、 もとも とつなが りのない異な る相 同染色体 のペア(た と

え ばI番 染色体 のペ ア とII番 染色体 のペ ア)が、減数分裂 中にス ピン ドル微小管

によってそ れぞれ移 動 させ られ て形成 された もの と考 え られ る。以上 よ り、セ

パ レース によって切 断 される部位 に変異 を導入 したRec8-RDRDを 発現す る減数

分裂では、相 同染色体 の分離 が起 こ らな いと結論 した。

キ アズマ の除去 によ りRec8-RDRDに よる相 同染色体 の不分離 が解 消 され る

減 数第一分裂 の前 まで相 同染色体 間 の接 着 を担 ってい るのは、染色体腕 部 に

お いて組み換 えによって形成 されたキアズマ と、それ を支え るRec8コ ヒー シン

複合体で ある。 も し、減数第一 分裂 にお ける相 同染 色体 の分離 が 、染色体 腕部

のRec8が 切断 され てキアズマが解 消す る ことによって 引き起 こされ るとすれ ば、

キアズマが形成 され ない変 異体 にお いて は非切断型Rec8-RDRDに よ る相 同染色

体 の不分離 は見 られ な いはず であ る。そ こで、キ アズマ の形成 に必要 な遺伝子

であ るrec12+遺 伝子(Young et al.,2002)の 破壊株(rec12Δ)にrec8-RDRD変 異 を導入

し、減数分裂 にお ける染色体分配 を調べた。

この 目的 のた め、II番 染色体 の腕部 に位 置す るcut3遺 伝子 座 をGFPで マー ク

し、減数分裂後 に これ らが分配 された か を観察 した。rec8-RDRD株 で は、ほ と

ん どの細胞でcut3-GFPド ッ トは一つ の核 に留 まってお り、染色体が分離 しなか

った こ とを示 していた(図6a)。 この結果 は、I番 染色体 につ いて 同様 に行 った 図

5bに お ける結果 と一致 して いる。 これ に対 し、キ アズマが形成 されな い変異株

で あるr8c8-RDRDrec12Δ 株 にお いては、お よそ半数(56%)の 細胞 でcut3-GFPド

ッ トが二つ の核 に分配 されて いた(図6a)。 この ことは、rec12Δrec8-RDRD株 の

減数分裂 にお いては、染色体 分配が一 回のみ起 こった ことを示 して いる。



rec12Δrec8-RDRD株 で見 られた一 回の染色体分配 が、相 同染色体 の分離 によ

る ものか、それ とも姉妹染色分体 の分離 によ るものか を調べ るため、以下 の実

験 を行 った。分裂酵母 では、それぞ れh+とh-の 接合型 を持つ一倍体細胞 を混ぜ

て窒 素源飢 餓条件 下 にお くと、 これ らが接 合 して核融合 を起 こし、それぞれ の

細胞 由来 の相 同染 色体 どうしが組み換 え を起 こしてペア を形成す る。 この こと

を利用 し、h+細 胞 のみ にII番 染色体 のセ ン トロメア近傍 をマークす るcen2-GFP

を持たせ 、これ とh-細 胞 を掛 け合わせ ることで、II番染色体 の相 同染色体 ペアの

うち、片方 のみ(し たがって2本 の姉妹染色分体)をcen2-GFPで 可視化す ること

がで きる(図6b)。 この系 にお いて 、野 生株 に減数分裂 を行 わせ た後、GFPシ グ

ナル を観察す る と、ほ とん どの細胞 で2つ のcen2-GFPド ッ トが2つ の核 に分配

されて いた(図6b、rec8+wild-type)。 ここでcen2-GFPド ッ トが1つ の核 内 に留 ま

って いた少数 の細胞 は、減数 分裂が まだ完 了 して いな い細胞 であ る と考 え られ

る。 これ に対 し、rec8-RDRD株 においては、 ほとん どすべての細胞でcen2-GFP

の分配 が起 こって お らず 、姉 妹染色分体 が分離 しなか った ことを示 して いた。

この結果 は、図5bお よび図6aの 結果 と一致 している。キアズマが形成 されな

いrec8-RDRDrec12Δ 株 にお いて は、rec8-RDRD株 と同様 にcen2-GFPは 分配 され

ず に一つの核 内 にと どまってお り、姉妹 染色分体 が分離 しな か った ことを示 し

て いた。 この ことか ら、図6aで 観察 されたrec8-RDRDrec12Δ 株 にお ける一 回の

染 色体 分配 は、姉 妹染色分体 で はな く相 同染色体 が分離 した もので あ った と結

論 した。図6aのrec8-RDRDrec12Δ 株 にお いてお よそ半数 の細胞で しかcut3-GFP

の分配 が見 られなか った のは、rec12Δ株で は減 数第一分裂 中期 にお いて相 同染色

体 間のつな が りを欠 くため、微小管 が正 しい相 同染色体 のペア を認識 できず、

そ の結果、相 同染色体 をランダムな方向 に引っ張 って分配 して しま ったた め と

考 え られ る。 これ らの解析結果 か ら、Rec8-RDRDに よ り引き起 こされ る相 同染

色体 の不分 離は、 キアズマが解消 されな い ことが原 因 とな って起 きて いた こと



が 分 か った 。

染色体腕部 のRec8コ ヒー シンの除去 によ りRec8-RDRDに よる相 同染色体 の不

分 離が解消 され る

減数分裂時 にお けるRec8コ ヒー シン複合体 は動原体部位 と染色体 腕部でそ の

組成が異な ってお り、動原体部位 では主 にPsc3が 、染色体腕部で はPsc3に 代わ

ってその減数分裂特 異的な相 同因子 であ るRec11が 主 にサ ブユニ ッ トと して機

能 して いる ことが 明 らかになってい る。rec11+遺 伝子破壊株(rec11Δ)にお いて は、

減数第一分裂 の前 にRec8コ ヒー シンが染色体腕 部 に局在で きず 、一方でセ ン ト

ロメア にお いて はPsc3を サ ブユニ ッ トと して用 いる ことで局在す ることができ

る。(Kitajima et al.,2003)。コ ヒーシ ン複 合体 は、減数第一分裂 の後期 では染色体

腕 部で のみ 消失 し、セ ン トロメアで はそ の局在 を残す 。 この ことは 、減 数第一

分裂 にお ける相 同染色体 の分離 が、染色体腕部 にお けるRec8の 切断が 引き金 と

な って起 こる可能性 を示唆 してい る。 も しそ うで あれ ば、染色体 腕部 で姉 妹染

色分体 間の接着 を担 って いるRec8-Rec11コ ヒー シン複合体 をrec11+遺 伝 子破壊

によ り除去 す る ことで、Rec8-RDRDに よ る相 同染色体 の不分離 が解 消 され るは

ずで ある。

そ こで、rec8-RDRDrec11Δ 株 の減 数分裂終 了後 にcut3-GFPを 観察 す る ことで、

相 同染色体 が分 離 した かを調 べた。す る と、rec8-RDRD株 で はほ とん どの細胞

でcut3-GFPド ッ トは一つの核 内に留 まったままであったの に対 し、rec8-RDRD

rec11Δ株で は、お よそ35%の 細胞でcut3-GFPド ッ トが2つ の核 に分配 されて い

る様子 が観察 された(図6a)。 この ことは、rec8-RDRDrec11Δ 株 において、一 回の

みの染色体分 配が起 こった ことを示 して いる。 この一回 の染 色体分配 が相 同染

色体 の分 離 によ る もの か姉 妹 染色 分 体 の分 離 に よ る もの か を調 べ る た め 、

cen2-GFPを 相 同染色体 のペ アの うち片方 のみ にマー クして姉 妹染色分体 の分配



を調べた ところ、rec8-RDRDrec11Δ 株で は姉妹 染色体 は分配 されて いなか った

(図6b)。 よ って、rec8-RDRDrec11Δ 株 において観察 された一回のみの染色体分配

は、相 同染 色体 の分離 による ものであ る ことが分 か った 。 これ らの ことか ら、

染色体 腕部 にお けるRec8切 断が減数第 一分 裂の相 同染色体分離 の引き金 になる

とい うことが強 く示唆 された。お よそ35%の 細胞 で しか染色体 分配が見 られなか

ったの は、以下 の2つ の理 由のた め と考 え られ る。 まず、rec11Δ株 で は減数第一

分裂 中期 において、 キアズマ を支 え る染色体腕部 の姉妹染色 分体 間の接着 力を

欠 くので、その結果 、ス ピン ドル 微小管が相 同染色体 間のつなが りを十分 に感

知で きず 、相 同染色体 をランダムな方向 に引っ張 って しまった ことが考 え られ

る(この場合70%の 細 胞で ランダムな分配が起 きた ことになる)。 また、rec11+が

破壊 されて染色体腕部 のRec8-Rec11コ ヒー シン複 合体 が失われ る と、主 にセ ン

トロメアで機能す るRec8-Psc3複 合体 が染色体腕部 に も部分 的 に局在 して接着

をサポー トす る ことが分か って いる。したがって 、rec11Δ株 にお いて は染色体腕

部 にお けるRec8が 完 全 には除去 されてお らず 、そのためお よそ30%の 細胞 では

相 同染色体 の分離が積極 的に阻害 され た と考 え られる。

また 、 これ らの結果 は、rec8-RDRDrec11Δ 株 で は姉妹染色分体 の分離が起 こ

らな いこ とを示 して いる(図6b)。 この ことは、染色体腕部 にお けるRec8コ ヒー

シンの除去 は減数第一 分裂 にお け る相 同染 色体 の分離 には十 分 であ るもの の、

第二分裂 にお ける姉妹 染色分体 の分離 には十分でな い ことを示 して いる。そ こ

で、rec11Δrec8-RDRD株 で姉 妹染色分体 の不分離が起 きたの は、セ ン トロメア

にお いて非 切断型のRec8-Psc3コ ヒー シン複合体が姉妹染色分体 間の接着 を持

続 したた めで ある と考 えた。 もしこの考 えが正 しけれ ば、Psc3を さ らに不活性

化す る ことで姉妹 染色分体 の分離 が引き起 こされ るはずで ある。そ こで、psc3+

遺伝子 の温度感受性変 異psc3-2Tを さ らに導入 したrec8-RDRDrec11Δpsc3-2T株

を用 いて、減数分裂 にお ける姉 妹染色分体 の分配 を観察 した。す る と、 この株



で は38%の 細胞 でcen2-GFPが2つ の核 に分配 されてお り(図6b)、 姉妹 染色分体

の分離 が引き起 こされ た ことを示 して いた。姉妹染色分体 の分配が38%の 細胞

で しか起 こらなか った のは、姉妹 染色分体 間の接着が失 われた ため にス ピン ド

ル微 小管 が ランダム に引っ張 って しまった ことと、psc3-2T変 異 によ るPsc3の 不

活性化 が部分 的であ った ことが重な った ため と考 え られる。 これ らの ことか ら、

セ ン トロメアにお ける非 切断型 のRec8-Psc3は 姉 妹染色分体 の不分離 を引き起

こす ことが分 か った。 この ことは、減 数第二分裂 にお いて、セパ レースがセ ン

トロメアのRec8を 切 断す ることが、姉 妹染色分体 の分離 に必要 である とい うこ

とを示唆 している。

考 察

これ らの結果 か ら、減数第一分裂 においてRec8は セパ レース によって切断 さ

れ る こと、 またそれが相 同染色体 間のつなが りであ るキ アズマ を解 消す ること

で相 同染色体 を分 離 させ る ことに必要 で ある ことが明 らか にな った。 これ らの

結果 は、出芽酵 母 にお ける解 析 の報告 と一致す る(Buonomo et al., 2000)。 また、

染 色体 腕部 のRec8コ ヒー シ ンを遺 伝 学 的 に取 り除 く ことによ って 非切 断型

Rec8-RDRDに よ る相 同染色体 の不分離 が解消 された ことか ら、減数第一分裂 に

お ける相 同染色体 の分離は、染色体腕部 のRec8が 切断 され る ことが 引き金 にな

って起 こる ことが強 く示 唆 された 。セ パ レー スの活 性が減 数第一分裂 にお ける

相 同染色体 の分離 に必要 であ る ことは、線虫 とマ ウス にお いて も示 されてい る

(Siomos et al., 2001; Terret et al., 2003)。 ただ し、カエルの卵子 にお ける実験で は、

セパ レー スの活性化 に必要なAPCが 第一分裂 の相 同染色体 の分離 に必要な いと

い う可能性 が示唆 されてお り(Peter et al., 2001)、 染色体腕部 のRec8コ ヒー シン

を解離 させ るセ パ レー ス非依存的な機構 が存在 してい るのか も しれな い。



続 いて 起 こる 減 数 第 二 分 裂 にお け る姉 妹 染 色 分 体 の 分 離 に つ いて は 、

rec8-RDRDrec11Δ 株 にお いてセ ン トロメアに残 ったRec8-RDRDが 姉妹染色分体

の不分離 を引き起 こした(図6b)こ とか ら、や は り第二分裂 において もセパ レース

がセ ン トロメアのRec8を 切断す ることが必要で ある ことが示唆 され た。 しか し

なが ら、rec8-RDRDrec11Δ 株 にお けるRec8-RDRDの 局在 が、野 生株 の減数第二

分裂 におけ るRec8の 局在 を完全 にミミック して いた確 証 はな い ことか ら、これ

を結論す る ことはで きない。例 えば、減 数第一分裂 にお いて あ る程度 の量のセ

ン トロメアRec8が セ パ レース によ って切断 され る ことが重要で あ り、続 く第二

分裂 では残存 したRec8が セパ レース非依存 的な機構 によってセ ン トロメアか ら

解離 させ られ てい る可能性 も考 え られ る。

第二分裂 においてセパ レースがセ ン トロメアRec8を 切断 し、そ れが姉妹染色

分体 の分離 に必要 で ある ことを証 明す るた めには、第 一分裂後 か ら第二分裂 が

起 こるまで の間 にセパ レース を特異 的 に不活性化 しな くて はな らな い。 しか し

な が ら、分裂酵母 にお ける第一分裂か ら第二分裂 までの時 間は1時 間程 度 と短

く、 この間 に同調 的 にセパ レース を不活 性化す る ことは技術 的 に非常 に困難 で

ある。マ ウスや カエル な どにお ける卵子 で は、減数第 二分裂 の前 に細胞 周期 が

一旦停 止す るので、そ の とき に抗体 をイ ンジェク ションす るな どしてセパ レー

スの機 能 を阻害 し、第二分裂 にお ける姉 妹染色分体 の分離 を観察 す る ことが可

能 か もしれない。

セパ レー スは、実際 に第一 分裂 のみ な らず第二分裂 にお いて も活 性化 されて

いるのだ ろ うか。体細胞分裂 の分裂期 にお いて は、中期 にセパ レー スはセキ ュ

リンと複合体 を形成 してス ピン ドル微 小管上 に局在 し、後期 にな る とセ キ ュ リ

ンが分解 され 、それ によ りセパ レー スが 自由になる ことで活性化 す る ことが知

られ ている(Yanagida,2000)。 減数分裂 にお いて は、分裂酵母 と出芽 酵母の研 究か

ら、第一分裂 中期 にセ キュ リンはス ピン ドル微 小管 に局在 し、第一分裂後期 に



消失 した後、続 いて起 こる第二分裂 中期 に再度 ス ピン ドル微 小管 上 に局在 し、

また第二分裂後 期 に消失す る ことが観察 されて い る(Salah and Nasmyth,2000)(宮

崎 、修士論 文)。 これ らの ことは、減数分裂 にお いて 、第一 分裂 と第二分裂 のそ

れぞ れの後期 にセパ レースが特異 的 に活 性化 され る ことを示唆 してお り、第二

分裂 にお ける姉 妹染色分体の分離 はセパ レー スがセ ン トロメアRec8を 切 断す る

ことで起 こる とい う考 え を支持 して いる。

したが って 、減 数分裂 の染色体分離 は、次 のよ うな メカニズム で起 こる と考

え られ る。減数第一分裂 にお いて活性化 されたセパ レースは、染色体 腕部のRec8

を切 断す る ことで相 同染色体 を分離 させ る。続 いて起 こる減 数第二分裂 で は、

おそ らく、再度 セパ レースが活性化 し、セ ン トロメアに残 ったRec8を 切 断 して

姉妹染色分体 を分 離 させ ると考 え られ る。(図6c)。

ここで 、減数第一分裂 においてセ パ レー スが染色体腕部 のRec8を 切 断 して解

離 させ るのに対 し、なぜセ ン トロメアのRec8は 残存 す るのか とい う大 きな疑 問

が 生 じる。第 四章において、 この問題 につ いて解析 を行 う。



第四章 シュゴシンは減数第一分裂においてセン トロメアRec8を

セパ レースによる切断か ら保護す る

減数第一分裂 にお いて、染色体腕部 のRec8が セパ レース によ って切断 されて

相 同染色体 の分離が起 こるが 、一方で、セ ン トロメアのRec8は 残存 し、姉妹セ

ン トロメア間の接着 を維持す る。セ ン トロメアで姉妹染 色分体 ペ アがつな ぎ と

め られ る ことによ り、続 いて起 こる第二分裂 にお いて、 ス ピン ドル微 小管が正

しく姉妹染 色分体 ペ ア を認識 して これ らを反対 方向 に均等 に分配す る ことがで

き ると考 え られ る。減数第一分裂 において、Rec8が セ ン トロメアで のみ残存す

るメカニズムは、分か って いなかった。

結 果

セ ン トロメアRec8を 保護す る因子 のスク リーニ ング

体 細胞分裂 にお いて、Rec8を 強制発現 させ る ことでRec8コ ヒー シン複合体 を

Rad21コ ヒー シン複 合体 に置き換 えて機能 させ ることがで きる。す る と、分裂後

期 にRec8は 第一分裂 後期 と同様 にセパ レー スによる分解 を受 けるが、染色体腕

部のRec8の みな らずセ ン トロメアのRec8も 切断 を受 けて しまい、姉妹染色分

体 は分離 して娘細胞 に均等 に分配 され る(図7b、 後 述)。この ことは、減数第一分

裂 時 にはRec8を セ ン トロメアでセパ レース によ る切断か ら保 護 して いる因子が

存在 し、それ は体細胞分裂時 には発現 して いない という可能性 を示唆 して いる。

そ こで、体細胞分裂 にお いてRec8と 未知な る保護 因子 を共発現 させ る と、Rec8

が分裂後期 にセ ン トロメアで保護 され、姉妹 染色分体 の不分離 が 引き起 こされ

ると考えた(図7c)。 このよ うな細胞で は、細胞分 裂 にお いて姉妹染色分体 を均等

に分配で きず、多 くが死 に至 るはず である。そ こで、体細胞分裂 にお いてRec8



と共発現 させ る と細 胞 を致死 にす る遺伝 子 を、減数 分裂 中の細 胞か ら作 製 され

たcDNAラ イ ブ ラリー(山 本研 究室、秋吉修士論文)か ら探索 した。

具体 的 には、rec8+遺伝 子 をura4+マ ー カー のプ ラス ミ ドに挿入 し、これ をura4

欠損株 に形質転換 した。Rec8の 発 現はnmt81プ ロモ ーター(チ ア ミン除去 で誘導

可能)で 制御で きるよ うにした。 この プ ラス ミ ドを保持 した分裂酵母 に、 さ らに

nmt1xプ ロモー ター(チ ア ミン除去 で誘導可能)で 発現 を制御 できるcDNAラ イ ブ

ラリー(LEU2マ ー カーのプ ラス ミ ド)を導入 し、チ アミンを加 えたプ レー ト培地

上で コロニー を形成 させた[Rec8の 発現OFF、 ライブ ラ リー の発現OFF]。 コ

ロニー形 成後 、 これ を二種類 のプ レー ト培地 に レプ リカ した。 一つ は、 チア ミ

ンを含 まな い培地(培 地1)で あ り、もう一つ は、チ アミンを含 まず 、5-fluoroorotic

acid(FOA)を 加 えた培地(培 地2)で ある。5-FOAを 加 えた培地 では、細胞 はura4+

マーカー のプ ラス ミ ドを保持で きないの で、 これ を失 った細胞 が選 択 されて コ

ロニーが形成 され る。 したが って 、培地1上 で は[Rec8の 発現ON、 ライブ ラ

リーの発現ON]、 培地2上 では[Rec8の 発現OFF、 ライ ブ ラリーの発現ON]

となる。今 回の 目的 は、Rec8と 共発現 した ときのみ致死 にす る遺伝子 の探索 な

ので、培地1上 で のみ死細胞が多 くなる コロニー をピックア ップ した。死細胞

が多 い コロニー は培地 中に加 えた フロキ シンBに よ って赤 く染 まるので、 これ

を指標 にした。

ライ ブ ラリーサイズ65万 の ライ ブラ リーか らお よそ70万 のコ ロニー を探索

し、そ の うち再現性 のあ る65の クロー ンを得た。 シー ケ ンス解 析か ら、 これ ら

は18種 類 の遺伝 子 由来のcDNAを 含 んで いることが分か った。 これ らの うち、

機 能 が 未 知 で あ っ た 遺 伝 子 に つ い て 遺 伝 子 破 壊 株 を作 製 した と こ ろ 、

SPBP35G2.03cの 遺伝子破壊株 にお いて減数分裂特 異的な表現型が見 られ たので、

これ をRec8の 保護 因子 をコー ドす る候 補遺伝子 としてsgol+(シ ュゴ シン)と命

名 し、 さらなる詳細な解析 を行 った。



体細胞分裂 におけるRec8とSgo1の 共発現は姉妹染色分体の不分離 を引き起 こ

す

Rec8とSgo1の 共発現が細胞 を致死 にす る ことを確 認す るため に、Rec8とSgo1

をそれぞれADH1プ ロモーター とnmt1プ ロモー ター によ り体細胞分裂 にお いて

強制 発現 させた。す る と、そ れぞ れ一方 のみ の強制発 現で は生育 にほ とん ど影

響せず 、また、Rec8の 代わ りに体細胞分裂 型の相同因子で あるRad21をSgo1

と共発現 させて も影 響がなか った。ところが 、Sgo1とRec8を 同時 に発現 させる

と、細胞 は生育で きな くなった(図8a)。 この ことは、Sgo1がRad21で はな く、

Rec8と 共 に特異的 に機能す るタ ンパ ク質 である ことを示唆 してい る。

次 に、実 際に分裂後期 においてSgo1がRec8を 保護 し、姉妹染色分体 の不分

離 を引き起 こして いるか どうか を調 べた。 この 目的のためcen2-GFP株 を用 い、

マー クされたII番 染色体 の姉妹 染色分体 のペ アが細胞分裂 にお いて分配 され た

か を調べた。Sgo1の 発 現 を誘導 して15時 間後、分裂後 に形成 されたセ プタムを

持つ細胞 にお いてcen2-GFPシ グナル を観察 した。す る と、Rec8とSgo1の 片方

のみ を発現 した株 では、ほとん どの細胞 にお いて2つ のcen2-GFPド ッ トはセ プ

タム を挟 んだ2つ の娘細胞 に一 つず つ均等 に分配 されて いたの に対 し、Rec8と

Sgo1を 共発現 した株で は、～60%の 細胞で2つ のcen2-GFPド ッ トが2つ の娘細

胞の うち一方 に入 って しまって いる様子 が観 察 された(図8b)。 これ は、cen2-GFP

でマー ク された姉妹 染色分体 のペアが分裂期 に分離 しなか った ことを強 く示唆

して いる。

Sgo1とRec8の 共発現株 で見 られた姉妹染色分体の不分離が、分裂後期 にお い

てSgo1がRec8を 保護 したため に起 こった ものであ るのか を調べ るた め、免疫

染色 を行 ってRec8-GFPの 局在 を観察 した。分裂 の時期 を示すため に抗チ ューブ

リン抗体で ス ピン ドル微 小管 を染め、またDNAを 同時 に染色 した。分裂前 の間



期 の核 にお いて、Rec8は ドッ ト状 の局在 を示 した(図8c)が 、これはRec8が セ ン

トロメアに多 くリクル ー トされ るためであ る(Watanabe and Nurse,1999)。 間期 に

おいてRec8-GFPの 局在 にSgo1の 発現 は影響 を及 ぼさなか ったが、ス ピン ドル

微 小管 が 伸長 して染 色体 が分 離 した 時期 で あ る分裂 後期 の核 を観察 す る と、

Sgo1を 発現 して いない細胞 ではRec8-GFPの シグナルが消失 してお り、 また、

均等 な量 の染色体 が反対 方向 に分離 して いる様子 が観察 され たの に対 し、Sgo1

が発現 してい る細胞で は、84%の 分裂 後期でRec8-GFPの セ ン トロメア と思 われ

る ドッ ト状 の シグナル が残存 し、 また、一部 の染色体が 分離 に失敗 しス ピン ド

ル の中央 に留 まる様 子が高 い頻度 で観 察 された(図8c)。 これ らの ことは、Sgo1

を体細胞分裂 において強制発現す ると、Sgo1が 分裂後期 にセ ン トロメアでRec8

をセパ レー スによ る分解 か ら保護 し、そ の結果 、姉妹セ ン トロメア間の接着 が

解 除されず に姉 妹染色分体 の不分離 を引き起 こした ことを強 く示唆 して いる。

Sgo1は 減数第一分裂 にお いてセ ン トロメアRec8の 維持 に必要で ある

異常 の解析 は、体細 胞分裂 細胞 にRec8とSgo1を 強制発 現 した 人為 的な系で

行 った ものである。続 いて 、Sgo1が 実 際 に減数分裂過程でRec8を 保護す る機能

を果た して いるかを調 べるため に、sgo1遺 伝子破壊株(sgo1Δ)を 作製 した。sgo1Δ

株 の生育 はあ らゆる条件 にお いて完全 に正常で あ り、Sgo1は 体 細胞分裂 には必

要でな い ことが分 か った(デ ータは示 さな い)。次 に、cen2-GFP株 を用 い、sgo1Δ

株 の減数分裂 においてII番 染色体が どのよ うに分配 され るか を観察 した。 ここ

で は、II番染色体 の相 同染色体 ペアの うち、片方のみ をcen2-GFPで マー ク した。

野生株 に減 数分裂 を行わせ る と、減数第 一分裂で相 同染色体 は分配 され るが姉

妹 染色 分 体 は 同 じ方 向 に移 動 す る。 したが って 、姉 妹 染色 分 体 上 の2つ の

cen2-GFPシ グナルは同一方向 に移動 し、続 いて起 こる第二 分裂で姉妹染色分体

が分配 され るのに伴 い、cen2-GFPが 反対方 向に移動す る。 これ によ り、減数分



裂 終 了後 に形 成 され る4つ の核 にお け るcen2-GFPの パ ター ン は 、(1、1、0、0)

とな る(図9a)。 と ころ が 、sgo1Δ 株 にお け る減 数 分 裂 の染 色 体 分 配 を この 系 によ

り観 察 す る と、～50%の 細 胞 で 正 常 な(1、1、0、0)の パ ター ンが 見 られ る もの の 、

残 り～50%の 細 胞 で は(2、0、0、0)あ る い は(0、2、0、0)の パ ター ンが見 られ た(図

9a)。 この こ とは 、 減 数 第 一 分 裂 で は 正 常 に姉 妹 染 色 分 体 が 同 じ方 向 に移 動 した

もの の 、第 二 分 裂 に お いて 、姉 妹 染 色 分 体 の 分 配 が 完 全 に ラ ンダ ム にな っ て し

ま った こ とを示 して い る 。

減数第 二分裂で は、第一分裂後 も姉妹 染色分体 のペアがセ ン トロメアで接着

され た ままに維持 され る ことで、ス ピン ドル微小管 が正 しい姉妹 染色分体 ペ ア

を認識す る ことが でき、 した が って これ らを正確 に反対 方向 に分 配す る ことが

で きる と考 え られて いる(図1c)。 この ことか ら、sgo1Δ株で第二分裂 にお ける姉

妹染色分体 の分配 が ランダム にな った のは、第一分裂後 に維持 され るべ き姉 妹

セ ン トロメア間の接着が失わ れて いたた め と考 え られ る。 この可能性 を直接検

討す るた め、cen2-GFPで マー ク した株 を減数分裂へ と誘導 し、減 数第二分裂へ

の進行 に必要な遺伝子 であ るmes1+遺 伝 子(Izawa et al., 2005)の 変 異 を用 いて減数

第二分裂 の前 に細胞 周期 を停 止 させた。 これ らの細胞 を観察す る と、野 生株 で

は減数第一分裂終 了後 に形成 された2つ の核 のそれぞれ の中で、姉妹染色分体

ペ アに由来す る2つ のcen2-GFPシ グナル は二点 が重な ってほぼ一点 に観察 され

た ことか ら、姉妹 セ ン トロメア間 の接着 が維持 されて いる ことが分 かる。 と こ

ろが、sgo1Δ株 では、 これ らのcen2-GFPシ グナル が高頻度 に離 れて しまって い

る様子 が観 察 された(図9b)。 この ことは、sgo1Δ株 では減数第 一分 裂後 に維持 さ

れ るべ き姉妹セ ン トロメア間の接着が失われて しまった ことを示 して いる。

以 上 の結果 は、sgo1Δ株 で は減数第 一分 裂後 にセ ン トロメアで残存 す るべ き

Rec8が 失われて しま った可能 性 を支持す るもので ある。そ こで、sgo1Δ株 の減数

分裂 においてRec8の 染色体 上の局在の変化 を調べた。



まず 、セパ レー スの活性化 が起 こる減数第一分裂後期 よ り前 のRec8の 局在 量

を定量 的 に調 べ るため、二 倍体 のrec8+-GFP株 を減 数分裂 に誘導 し、さ らにmei4

変異 を用 いて第 一分裂前期 に細胞周期 を同調 した細胞 を用 いてChIP(chromatin

immunoprecipitation)解 析 を行 った。細胞 を固定 してDNAを 断片化 した後 、抗GFP

抗体 を用 いて免疫 沈降 を行 う ことによ り、Rec8-GFPが 局在 して いた領域 のDNA

を精製 した。 これ を鋳型 として定量的PCRを 行 うことによ り、染色体上 の どの

領域 のDNAが 精製 されたか を調べた。プライマーセ ッ トとして、セ ン トロメア

の中央領域(cnt、imr)、 セ ン トロメア の周縁 ヘテ ロク ロマ チ ン領域(dh、dg)、 染

色体腕部(lys1、mes1)を それぞれ用 いた。す ると、減数第一分裂 前期 にお いて 、

sgo1Δ株 では野 生株 とほ とん ど変わ らな い量 のRec8-GFPが 染色体 のいずれ の領

域 にお いて も局在 して いることが確認 された(図10a)。 この ことか ら、sgo1Δ株 で

は減数第一分裂 前期 にお けるRec8の 局在 には異常がな い ことが分 か った。

次 に、減数第一分裂後期 にお けるRec8の 局在量 について調べた。減数第一分

裂後期 に細胞 を同調 してChIP解 析 を行 うこ とは技術的 に困難 なので、細胞 内の

Rec8-GFPの シグナル を顕微鏡下 で観察 す ることによ り調べ る ことにした。分裂

の時期 を知 るため、CFPを 融合 したチ ューブ リンを発現 させ る ことによ り同時

にス ピン ドル微 小管 を可視化 した。減 数分裂誘導後 、 これ らのシ グナル を観察

す る と、短 いス ピン ドル微小管 を持つ第一分裂 中期 において、Rec8-GFPは 染色

体全体 に局在 してお り、 この時期 に野生株 とsgo1Δ 株 との間でRec8-GFPの 局在

量 に差 は見 られ なか った(図10b)。 これ は、図10aに お ける結果 と一致 して いる。

ところが、ス ピン ドル微 小管 が伸長 して染色体 が分離 した時期 であ る第一分裂

後期 の細胞 を観察す ると、野 生株 では染色体腕部 のRec8-GFPが 分解 され て消失

し、セ ン トロメアで ドッ ト状 の局在 が見 られ る(60%)の に対 し、sgo1Δ株で はほ

とん どの細胞で この時期 にセ ン トロメ アのRec8-GFPが 消失 して しまっていた

(3%)(図10b)。 この とき野生株 とsgo1Δ 株 の両方で核 内に拡散 した弱 いシグナル



が見 られ るが、これは染色体 に結合 して いな いRec8-GFPに よるシグナル である

と考 え られ る。 また、それ に続 いて起 こる第二分裂前 中期(2つ の短 いス ピン ド

ル微小管 を持つ細胞)に お ける細胞 にお いて も、野生株 で はRec8-GFPの セ ン ト

ロメアの局在が見 られ る(65%)の に対 し、sgo1Δ株 では これが失われて いた(6%)。

これ らの結果か ら、sgo1Δ株 では、減 数第 一分裂後 期の前 まで はRec8は 正常

に染色体上 に局在 して いるが 、第一分裂後 期 にセパ レースが活性化 した ときに、

染色体腕部 のRec8と 共 にセ ン トロメアのRec8も 失われて しまった ことが強 く

示唆 され た。以上 によ り、Sgo1は 減 数第一分裂 にお いてセ ン トロメアのRec8

をセパ レース による分解か ら守 り姉妹セ ン トロメア間 の接着 を維持 す る ことに

よ り、続 く第二分裂 で姉妹染色分体 が正 しく分配 され る ことを保証 して いる こ

とが明 らか にな った。

Sgo1は 減数第一分裂特 異的 にセ ン トロメアに局在す る

次 に、Sgo1の 生理 的な発現 と細胞 内局在 を調べ るため、抗Sgo1抗 体 を作製 し

た。野生株 とsgo1Δ 株 において減数分裂 を窒 素源飢餓 によ り誘導 し、これ らの細

胞抽 出液 に対 して抗Sgo1抗 体 を用いてウエスタ ン解析 を行 った ところ、35kDa

のバ ン ド(Sgo1は319ア ミノ酸、予測分子量37.1kDa)が 野生株 の抽 出液 で特 異的

に認識 された(図11a)。 その他 のバ ン ドは抗体 のクロス リアク トで ある と考 え ら

れ る。

続 いて 、減数 分裂 の進行 に伴 ったSgo1の タ ンパ ク質 量 の変化 を調べ た。

pat1-114温 度感受性株 を同調的 に減数分裂へ誘導 し、1時 間毎 に細胞 内の核 数 を

数 える ことによ り減数分裂 の進行 をモニター した。減数第一分裂 は4-5hrで 、第

二分裂 は5-6hrで 起 こっている ことを確 認 した。これ らのサ ンプル につ いて、抗

Sgo1抗 体 を用 いて ウエ スタン解析 を行 った。す る と、Sgo1は 体細胞分裂 の細胞

(0hr)では発現 してお らず、減数第一分裂 に先 立ち(4hr)特異的 に発現 が認め られ、



その後第一 分裂 の進行 に伴 って速や かに分解 されて い くことが分か った(図11b)。

次 に、Sgo1の 細胞 内局在 を調べ るため、細 胞 を窒素源飢餓 によ り減数分裂 へ

と誘導 し、抗Sgo1抗 体 を用 いて 免疫 染色 を行 った。 また、分裂 の時期 を知 るた

め に、 同時 に抗 チ ュー ブ リン抗体 で も染色 を行 った。す ると、減数 第一分裂 中

期 においてSgo1は 核 内で ドッ ト状 に局在 し、後期 に入 って核 が分裂す る とその

局在 が著 しく減 少 し、核分 裂 の進行 とと もに完 全 に消失 した。第二 分裂で は、

Sgo1は 現れ る ことがなか った(図11c)。sgo1Δ 株 では このよ うな シグナル は観察

されなか ったので、 これ は抗体 のク ロス リア ク トに由来す るもので はな い こと

が確 認 された(デ ー タは示 さな い)。

さ らに この結果 を確認す るた め、染色体 上のsgo1+遺 伝子 をGFPが 融 合 した

sgo1+-GFPに 置 き換 え、減 数分裂 を誘導 してSgo1-GFPの 局在 を生細胞 中で観察

した。sgo1+-GFP株 にお いてはsgo1Δ 株 で見 られたよ うな減数分裂 にお ける染色

体分 配の異常は見 られなか ったので、Sgo1-GFPは 機能的で ある(デ ータは示 さな

い)。Sgo1-GFPは 第一分裂 中期 に ドッ ト状 に局在 し、第一分裂後期 に消失 してい

た(図11d)。 この結果 は、抗Sgo1抗 体 によ る免疫染色 の結果 と一致 してい る。

減 数第 一 分裂 にお け るSgo1の ドッ ト状 の 局 在 が セ ン トロ メ ア で あ る 可 能性 を

調 べ る た め 、 セ ン トロ メ ア 上 に 形 成 さ れ る 動 原 体 の タ ンパ ク 質 で あ るMis6

(Saitoh et al., 1997)にCFP(cyan fluorescent protein)を 融 合 させ た タ ンパ ク質 を発 現

させ て 、減 数第 一分 裂 にお いて そ れ らの 局在 を 比 較 した 。 す る と、Sgo1-GFPは

CFP-Mis6と 密 接 して 局 在 して い た の で 、Sgo1は セ ン トロ メ ア か も し くは そ の 近

傍 に局在 す る ことが 分 か った(図12a)。

続 いて、Sgo1が 局在す るセ ン トロ メアの領域 を詳細 に知 るため、ChIP法 を用

いて解 析 を行 った。sgo1+-GFPの 二倍体細胞 を用い、窒 素源飢餓 によ り減数分裂

を誘導 した。 ここで 、Sgo1が セ ン トロメアに局在す る時期 であ る減数第一分裂

中期 に細胞 を 同調す るため に、第一分裂 中期か ら後 期へ の移行 に必要 な遺伝子



であ るslp1+(CDC20相 同遺伝子)の プ ロモーター を、減数分裂 に発現 が抑制 され

るrad21+の プ ロモー ター(Prad21)に置 き換 え、細 胞 を減数第一分裂 中期 に停 止 さ

せた。これ によ り、～60%が 第 一分裂 中期 にある細胞集団 を回収す る ことが でき

た。ChIPを 行 った後 、DNAを 検 出す るた めのPCRに 用 いた プライ マーセ ッ ト

と して、 図10aで 用 いた もの に加え、セ ン トロメア以外 のヘテ ロク ロマチ ン領

域(mat;mating-type locus、TAS;テ ロメア)をそれぞれ用 いた。そ の結果 、セ ン ト

ロメアの周縁ヘテ ロク ロマチ ン領域のDNAが 特異的 にSgo1-GFPと 共沈す る こ

とが分か った(図12b)。 セ ン トロメア周縁ヘテ ロクロマチ ン領域 は減数第一分裂

にお け る姉 妹セ ン トロメア間 の接着 の維 持 に重 要 であ る ことが 知 られ てお り

(Kitajima et al., 2003)、Sgo1が 周縁ヘテ ロクロマチ ン領域 に局在す る ことは、Sgo1

がRec8を 保護 して姉 妹セ ン トロメア間の接着 を維持す るタンパ ク質 である とい

う考 え と一致す る。

これ らの結果 か ら、Sgo1は 減数第一分裂特異 的なセ ン トロメアタ ンパ ク質で

あ り、特 にセ ン トロメアの周縁ヘテ ロク ロマチ ン領域 に局在す る こ とが分 か っ

た。Sgo1は 、時 間的 にも、空間的 にも、まさ にRec8が セパ レース によ る分解 か

ら保護 され るべき ところに存在 して いる と言 える。

Sgo1の セ ン トロメア局在 にはBub1が 必要で ある

分裂酵母 にお ける研 究か ら、保存 され た動原体 タ ンパ ク質 であ るBub1キ ナー

ゼ は体細胞分裂 と減数分裂 の分裂期 にお いて多機 能な タンパ ク質で あ り、ス ピ

ン ドル チ ェ ック ポ イ ン トや 正 常 な微 小 管 に よ る動原 体 の捕 捉 に必 要 で あ り

(Bemard et al.,1998)、そ して減数第一分裂 においては これ らに加 え、セ ン トロメ

アRec8の 維 持 に機 能 して いる ことが示唆 されて いた(Bemard et al., 2001)。 これ

らのBub1の 機能 の うち、減数 第一分裂 にお けるセ ン トロメアRec8を 維持す る

機能は、Sgo1の 機能 と一致 して いる。そ こで、Bub1の 機能 の一 つはSgo1を 制



御す ることではな いか と考 えた。

まず、報告 された結果 を確認す るため、bub1+遺 伝子破壊株(bub1Δ)に おいて、

減数第 一分 裂後 期お よび第二分裂 前中期 でセ ン トロメアRec8が 維持 され て いる

か を観察 した。す る と、確か にbub1Δ 株 では維持 され るべきセ ン トロメアRec8

が失われ てお り、そ の程度 はsgo1Δ 株 にお け るそれ とほ とん ど変 わ らな かった

(図10b)。 この ことか ら、Bub1が 減数第 一分裂 にお けるセ ン トロメアRec8の 維

持 に必要 であ ることが確認 された。次 に、Bub1がSgo1の 局在 を制御 してい る

可能性 を検 討す るため、bub1Δ 株 においてSgo1-GFPシ グナル を観察 した。す る

と、野 生株 にお いてはSgo1-GFPは セ ン トロメア に局在 して ドッ ト状 のシグナル

を示す の に対 し、bub1Δ 株で はSgo1-GFPは セ ン トロメア に局在で きず 、核 内に

拡散 した シグナル を示 して いた(図11d)。 減数第 一分裂 中期 に同調 した細胞 でウ

エスタ ン解 析 を行 った ところ、野 生株 とbub1Δ 株の 間でSgo1-GFPの タ ンパ ク質

の量 に大 きな差 はなか った ので、bub1Δ 株 でSgo1-GFPの 局在 が失われ た のは

Sgo1-GFPの 発現や安 定性 に変化があ ったためで はな い(図11e)。 これ らの ことか

ら、Bub1はSgo1の セ ン トロメア局在 に必要 である ことが明 らか にな った。 こ

れ によ り、Bub1はSgo1の 局在 を制御す る ことによってセ ン トロメアRec8を 維

持す る役割 を果 た して いると考 え られ る。

真 核 生物 にお いて 広 くシ ュ ゴ シ ン と相 同 な配 列 を持 つ タ ンパ ク質 が見 出 され る

シ ュ ゴ シ ンが ほ か の真 核 生 物 に保 存 され た タ ンパ ク質 で あ る か ど うか を調 べ

る た め 、Sgo1の ア ミ ノ酸 配 列 を基 にBLAST検 索 を行 っ た と こ ろ、 分 裂 酵 母

SPAC15A10.15(Sgo2と 命 名)、 出芽 酵 母YOR073W(ScSgo1と 命 名)、 ア カパ ンカ

ビB23G1.060を 有 意 にSgo1と 相 同性 の あ る タ ンパ ク質 と して検 出 で きた が 、菌

類 以 外 の真 核 生物 で は有 意 な も の を見 出す こ とは で き な か った 。そ こで 、Sgo1、

Sgo2、ScSgo1、B23G1.060の 間 で特 に 保存 され た 配 列 を持 つ領 域 をBlock Maker



プログラム(Henikoff et al., 1998)に よ り探索 した結果 、 これ らのタ ンパク質 はN

末端 とC末 端 にそれぞ れ保 存 された領域 を持つ ことが 明 らか にな った。COILS

プログラム(Lupas et al., 1991)に よ り、N末 端 の保存 され た領域 はcoiled-coil構 造

をとることが予測 され、また 、C末 端 の領域 は塩基性 ア ミノ酸 に富む領域で あっ

た。 さ らに、MASTプ ログラム によ りこれ らの保存 された二つ の領域 をそれぞ

れN末 端 とC末 端 に持つタ ンパ ク質 を検 索 した。この結果 、ショウジ ョウバエ、

線 虫、 シロイヌナズナ 、マ ウス、そ して ヒ トといった あ らゆる真核 生物 のそれ

ぞ れ にお いて、 シュゴシ ンホモ ログ として一 つあ るい は二つ の候 補 を得 る こと

ができた(図13)。 これ らの ことか ら、シュゴ シンは広 く真核 生物 に保存 された タ

ンパク質 であ る可能性 が示唆 された。

驚 くべ き ことに、 シ ョウジ ョウバ エにお けるシュゴ シンホ モ ログと して は、

Mei-S332が 候補 に挙 が った。Mei-S332は 減数分裂 にお いてセ ン トロメアに局在

し、姉妹セ ン トロメア間の接着 に必要で ある ことが報告 されて いた(Kerrebrock et

al., 1995)が 、他の生物 にホモログが見 出され ない ことか ら、シ ョウ ジョウバエ に

特異 的なタ ンパ ク質 であ ると考 え られて きた。実際、Mei-S332を 用 いてBLAST

検索 をして も、今 回挙 げ られ た シュゴシ ンホモ ログの候 補 は一 つ も ヒッ トしな

い。 しか し、今 回、複 数の シュゴシン様 タンパ ク質 の間で共通す る2つ の領域

を見 出 し、Mei-S332も これ らを併せ持 つ と分 か った ことで、Mei-S332は 機能 的

に も保存 され たシ ュゴシンホモ ログ として定 義す る ことがで きる と考 え られ る。

分裂酵母 、シ ロイヌナズナ、マ ウス、 ヒ トにお いて は、それぞれ2つ ず つの

シュ ゴシン様 タ ンパ ク質が見 出 された。分 裂酵母 の もう一つ のシ ュゴシンであ

るSgo2は 、体細胞分裂 において も発現 してお り、分裂期 にセ ン トロメアに局在

す るタ ンパ ク質で あ ったが、体細 胞分裂 にお いて も減数 分裂 にお いて も姉妹セ

ン トロメア間の接着 の維持 には必要 なか った(デ ータは示 さな い)。



考察

本研究 によ り、減数第 一分裂 においてセ ン トロメアRec8を 保護す る因子の候

補 として遺伝 学的なス ク リーニ ングか ら新規 タ ンパ ク質Sgo1を 同定 した。Sgo1

は実 際 に減数第 一分裂特 異的 に発現 してセ ン トロメアに局在 し、第 一分裂 でセ

ン トロメアRec8を 維持す るため に必要で あった。これ らの ことか ら、Sgo1は 減

数第一分裂 にお いてセ ン トロメアでRec8を セパ レース によ る切断か ら保護す る

因子 で ある と考 え られ る。第 一分裂 の後期 にお いてセ パ レー ス は染色 体 上 の

Rec8を 切断 しよ うとするが、セ ン トロメアで はSgo1に よってRec8が 保護 され

て いるため、染色体腕部のRec8の みが切断 を受 ける。これ によ り染色体腕部 で

キ アズマ を支 えて いた接着 が解 除 され る ことによ り相 同染色体が分離 し、一方

で姉妹 染色分体 はセ ン トロメアでつ なぎ とめ られた ままにな る。そ のおか げで

第二分 裂 にお いてス ピ ン ドル微小管 が正 しい姉 妹染色分体 ペ アを認識 して これ

らを反 対方向 に引 っ張 る ことがで き、後 期 に再度活 性化 したセパ レースが今度

はセ ン トロメアRec8を 切断 し、姉妹染色分体 の分離 を起 こす と考 え られ る(図

14。

Sgo1は 減 数第 一分裂 の後期 の間に分解 され、続 いて起 こる第二分裂で は現れ

な い。後 期 に特異的 にAPCを 活 性化す る因子で あるslp1+の 発現 を減数分裂 にお

いて抑制す る とSgo1の 分解 が遅 れ る(デー タは示 さな い)こ とか ら、Sgo1はAPC

の下流 にお いて分解 されて いると考 え られ る。Sgo1の マ ウスホモ ログmSgo1お

よび カエル ホモ ログXSgo1は 、少な くともin vitroでAPCに よ りユ ビキ チ ン化

されて分解 され る ことが示 されて いる(Salic et al.,2004)。APCは タンパ ク質 内の

特異 的な アミ ノ酸配列 を認 識 してそれ をユ ビキチ ン化す る ことが知 られて いる

(Peters,2002)が 、Sgo1お よびそのホモ ログの中で実 際 にAPCの 標 的 となってい

る配列 はい まだ見 出 されて いな い。



Sgo1が 第一分裂後期 に分解 され、第二分裂 では現れな い ことは、第二分裂後

期 にお いてセパ レースがセ ン トロメアRec8を 切断する ことを可能 にす るた めに

重要であ ると考え られ る。 しか しなが ら実 際には、Sgo1を 第二分裂 にお いて強

制的 に発現 させ る ことによ りセ ン トロメアに局在 させて も、第二分裂後 期 にお

ける姉妹染 色分体 の分 離 はほ とん ど正常 に起 こる(デ ー タ は示 さな い)(Rabitsch

et al.,2004)。 この ことは、減 数第一分裂 にはSgo1と 協調 して働 く未知 の因子が

存在 し、それ は第二 分裂 にお いて は発現 して いな い ことを示唆 して いる。また、

体細胞 分裂 にお けるSgo1とRec8の 共発 現はセ ン トロメアRec8の 保護 を引き起

こす のに十分 で あった ことか ら、そのよ うな未知の 因子 は体 細胞分裂 には発現

してお り、Sgo1依 存 的 にセ ン トロメアRec8の 保護 に機 能す るもの と考 え られ る。

もしくは、体細胞分裂 にお けるSgo1の 強 制発現 の量は過剰な もので あった ので、

Sgo1が よ り接着 の保 護 に直接的な 因子で あ り、Sgo1単 独 を過剰 に発現 させ さえ

すれ ば未知の 因子 の助 けが な くとも接着 の保護 を実現 できるのか も しれな い。

sgo1Δ株 の減数分裂で は、第一分裂 における相 同染色体 の分 配は正常 に起 こる。

これは、第一分裂 の染色体分配 が異常 であるrec8Δ株 の表現型 とは異な る。減数

第一分裂 中期 にお いては、ス ピン ドル微小管 が姉 妹動原体 を同一方 向か ら捕 ら

えて 引っ張 るが、rec8Δ株 では この とき姉妹動原体が反対方 向か ら捕 らえ られて

しまう。 このため、第 一分裂後期 には姉妹染色分体 が反対方 向 に分離 して しま

うことが分か って いる(Watanabe and Nurse, 1999)。 これ らの ことは、Rec8は 姉妹

染色分体 を接着 させ る機能 の他 に、姉 妹動原体 が微小管 によ って捕 らえ られ る

方向 を決 定す る(一 方 向性 の姉 妹動原体 を形成 す る)役割 を も担 って お り、Sgo1

は後 者の機能 には関わ って いな い ことを示 している。Rec8は 染色体上 の特 にセ

ン トロメア 中央領域 と周縁ヘ テ ロク ロマチ ン領域 に局在す るが、セ ン トロメア

中央領域のRec8を 取 り除 くと第 一分裂 中期 にお ける一方向性 の姉妹動原体が形

成 されな くな る(Yokobayashi and Watanabe, 2005)。 その一方で、周縁 ヘテ ロク ロ



マチ ン領域 のRec8を 取 り除 くと一方 向性 の姉妹 動原体の形成 は正常 な ものの、

第 一分 裂後期 にお いて 姉妹セ ン トロメ ア間の接着が維持 されな くな って しまう

(Kitajima et al.,2003)。 これ らの結果 と、Sgo1が 周縁ヘテ ロク ロマチ ン領 域 に特

異 的に局在す る ことと考 え合わせ る と、セ ン トロメアのRec8の うち中央領域 の

Rec8は 一方 向性 の姉 妹動原体 の形成 を、周縁ヘテ ロクロマチ ン領域 のRec8は 姉

妹セ ン トロメア間 の接着 をそれぞれ担 って いる もの と考 え られ る。 減数第二分

裂で は、姉妹動原体 は反対 方向か ら捕 らえ られ る(二方向性 の動原体)。セ ン トロ

メア中央領域 にはSgo1は 局在 しないので 、第 一分裂後期 にお いて 中央領域 の

Rec8は セパ レース によ り分解 され る ことが予測 され るが、 この ことは第二分裂

までに動原 体 の方 向性 を一方向性 か ら二 方向性 に変 換す る ことに寄 与 して いる

か も しれ ない。

Sgo1の セ ン トロメア局在 はBub1に 依存 して いた。Bub1の キナーゼ活性 中心

に変異 を導入 した株 にお いて もSgo1の セ ン トロメア局在 が失われ る(本研究室

の川島 による)の で、Bub1は そ のキナーゼ活性 によ ってSgo1の 局在 を制御 して

いると考 え られ る。Bub1がSgo1を 直接 リン酸化す ることでそ の局在 を制御す

る可能性が考 え られたが、少な くともin vitroで 分裂酵母Bub1はSgo1を リン酸

化 しな い(川 島)の で、Bub1は 他 の因子 の リン酸化 を介 して シュ ゴシンをセ ン ト

ロメア に局在 させ て いる可能 性が 高い。 シュゴ シンはセ ン トロメア周縁ヘ テ ロ

クロマチ ン領域 に局在 す るので、Bub1は この領域 に局在す るタンパ ク質 である

Aurora B複 合体 な どの タンパ ク質 を リン酸化す る ことで、 シュゴシンがセ ン ト

ロメアに局在す るための足場 を作 って いるのか もしれ な い。

Sgo1の 配列 を基 に した コン ピュー タ解析 か ら、 さまざまな生物が シュゴ シン

様 のタンパ ク質 を持 つ ことが明 らか にな った。 これ らの タンパ ク質 はN末 端側

のcoiled-coil領 域 とC末 端側 の塩基性領域 で保存 された配列 を持 っていたので、

これ らの領域が特 にシュ ゴシンの機能 に重要 であ る可能性 が考 え られた。実 際



に、 これ らの保 存 され た配 列(N29、150、S294、P293、R296、K298、L299、R300)

に変 異 を導 入 す る と、いず れ もSgo1の 機 能 が 失 わ れ た(本 研 究 室 の川 島 に よ る)。

また 、 シ ョウ ジ ョウバ エMei-S332に お い て も これ らの 領 域 が そ の機 能 に重 要 で

あ る ことが 知 られ て い る(Tang et al.,1998)。 あ らに、Mei-S332は そ れ 自身 と結 合

す る こ とが 知 られ て お り、N末 端 のcoiled-coil領 域 が そ の相 互 作 用 に重 要 で あ る

ことが 示 唆 され て い る。分 裂 酵 母Sgo1ど う し もtwo-hybridに お いて 結 合 す る こ

と を示 して お り(デ ー タ は示 さ な い)、 シ ュ ゴ シ ンタ ンパ ク 質 はN末 端coiled-coil

を介 して 形 成 され たmultimerと して 機 能 す る の か も しれ な い 。



第五章 ヒトシュゴシンは体細胞分裂における姉妹セントロメア間

の接着の保護に必要である

分裂酵 母Sgo1の ア ミノ酸配列 を基 に して、さまざまな生物 か らシュゴシン様

の配 列 をもつタ ンパ ク質 を見 出 した ものの、その相 同性 は極 めて限 られてお り、

分裂酵母Sgo1と シ ョウジ ョウバ エMei-S332を 除 いては、 これ らのタ ンパ ク質

が機 能的 に保存 され た タンパ ク質 であ る と結論で きない。そ こで、 シュゴシ ン

の機 能が広 く真核 生物 で保存 され て いる ことを示す ため、 ヒ トにお いて見 出 さ

れた2つ のシュゴ シン様 タ ンパ ク質 につ いて機能解析 を行 うことに した。 ヒ ト

においては、 シュゴシン様 のタンパ ク質 が2つ 見 出 され、それぞれQ9BVA8と

Tripinで あった。Q9BVA8は これ まで まった く解 析が なされて いな いタ ンパ ク質

であ り、Tripinは 命名 されて いた ものの、機能的な解析 は報告 され ていな いタ ン

パク質であった。Q9BVA8をhSgo1、TripinをhSgo2とし、解析を行うことにし

た。

結果

hSgo1とhSgo2は 体細胞分裂 に発 現 し、分裂期 にお いてセ ン トロメア に局在す

る

デー タベース にお けるhSgo1とhSgo2のcDNAは 、それぞ れ乳がんや子宮が

んな どの細胞 か ら調 製 された もので あった。 この ことは、 これ らのタ ンパ ク質

は体 細胞分裂 にお いて も発現 して いる可能性 を示唆 している。

hSgo1のcDNAはORFの 全 長 を含 んでお らず 、5'側が 欠けた ものであ ったので、

ヒ トcDNAラ イ ブ ラ リー を用 いて全長 のORF配 列 を決定 し(「方法 と材料」を参

照)、 これ によ りhSgo1は527ア ミノ酸か らな るタ ンパ ク質 であ る ことが予測 さ



れた。hSgo2のcDNAはORFの 全長 を含 んでお り、1265ア ミ ノ酸 か らなるタ ン

パ ク質で ある ことが予測 され た。hSgo1お よびhSgo2タ ンパ ク質 を検 出す るため、

それぞれ に特 異的 な抗体 の作製 を行 った。そ れぞれ の組 み換 えタ ンパ ク質 をウ

サギ に免疫 し、得 られた血清 か らアフィニテ ィ精 製 によ って抗hSgo1抗 体 と抗

hSgo2抗 体 をそれぞれ精製 した。

hSgo1は 体細胞分裂 にお いて発現 して いる ことが示 唆され ていたので、ヒ トの

培養 細胞で あるHeLa細 胞 か ら抽 出液 を作製 して、抗hSgo1抗 体 を用 いて ウエス

タ ン解 析 を行 った。そ の結果 、75kDa付 近 に複数か ら成 るバ ン ド(hSgo1の 予測

分子量は60kDa)を 検 出 した。また このバ ン ドはhSgo1のRNAi(後 述)を 行 った細

胞 では消失 した(図15a)こ とか ら、真 にhSgo1に 対応す るもので ある ことが分か

った。複数 のバ ン ドが重な るよ うに検 出された ことか ら、hSgo1は リン酸化 の制

御 を受 けて いるのか も しれな い。90kDaに もhSgo1RNAiに よ って消失す るバ ン

ドが検 出 されたが、 これ は何 らかの翻訳後修飾 を受けたhSgo1に 由来す る もの

か もしれな い。そ の他 のバ ン ドは、抗体 の クロス リア ク トで ある と考 え られ る。

この ことか ら、hSgo1は 分裂酵母Sgo1と は異な り、体細胞分裂 にお いて も発現

している ことが示 された。

次 に、hSgo1の 細胞 内局在 について調 べ るため、HeLa細 胞 にお いて抗Sgo1

抗体 を用 いて免疫染色 を行 った。 また、細胞周期 の時期 を知 るた めに同時 に抗

チ ューブ リン抗体 で微小管 を、Hoechst33342でDNAを 染色 した。

図15bに 示す よ うに、分裂期 の前期 の細胞 では、間期 には緩 んで いた染色体

が凝 縮 し始 め、微小管 は中心体 をコアに してス ピン ドル極 を形成 し始 める(pro)。

前 中期 にな ると、染色体 は凝縮 して棒状 の形態 をと り、 ス ピン ドル微 小管 が姉

妹染色 分体 間の接 着 を感知 して正 しい姉妹 動原 体 ペ ア を反 対方 向 か ら捕 らえ

(prometa)、 中期 まで に染色体 をス ピン ドルの赤道面 に整列 させ る(meta)。 後期 に

な ると姉妹染色 分体が分 離 して これ らが反対方 向 に移 動 し(ana)、終期 に細胞質



分裂 が起 こって分裂期が終 了す る(telo)。

hSgo1は 、間期 の細胞 では シグナル を示 さなか ったが、分裂期 の前期 か ら中期

にかけて染色体 上 に点 状の シグナル を示 し、それ らは後期 の間 に消失 して い っ

た(図15b)。hsgo1のRNAiを 行 った細胞 では これ らの シグナル は観察 され な く

なったので、これ らは真 にhSgo1タ ンパ ク質 を検 出 した もので ある(後述、図31a)。

分裂期 におけ る点状 のhSgo1の 局在 が、セ ン トロメアにお ける ものである可能

性 を検 討す るため、動原体 タ ンパ ク質CENP-Aを 認識 す る抗 体 を用 いて、hSgo1

と共 に免疫 染色 を行 った。す る と、分裂 前 中期 にお いて、hSgo1はCENP-Aの 近

傍 に局在 して いた。また 、中期 において明 らかなよ うに、hSgo1は2つ のCENP-A

シグナル の間 に挟 まれ るように局在 して いる ことが分 か った(図16a)。 ヒ トの細

胞 にお いて は、分裂 中期 に、姉妹 動原体 ペアが ス ピン ドル微 小管 によって反対

方 向に引 っ張 られ る ことで、 これ らは2点 か らな るダブ レッ トとして観察 され

る。この ことか ら、hSgo1が2つ のCENP-Aシ グナル に挟 まれ るよ うに局在 して

いた ことは、hSgo1は 姉妹 動原体 ペアの間、すなわ ちイ ンナーセ ン トロメア と呼

ばれる部位 に局在 して いる ことを強 く示 唆 して いる(図16c)。 この可能性 につ い

て確 かめ るため、イ ンナーセ ン トロメア に局在 す るタンパ ク質 であるAurora B

と共 にhSgo1を 免疫 染色 した。する と、分裂前 中期 と中期 のいずれ にお いて も

hSgo1とAurora Bは 一致 した局在 を示 した(図16b)。 これ らの結果か ら、hSgo1

は体細胞分裂 にお け る分裂前期 か ら中期 までイ ンナーセ ン トロメアに局在 し、

後期 に消失 して い くとい うことが明 らか にな った。

次 に、hSgo2に つ いて も 同様 に発 現 と局在 につ いて 調 べ た 。HeLa細 胞 抽 出液

を用 い て ウエ ス タ ン解 析 を行 った と こ ろ、 抗hSgo2抗 体 に よ っ て～190kDaの バ

ン ド(hSgo2の 予 測 分 子 量 は145kDa)が 検 出 され 、 これ はhSgo2のRNAi(後 述)を

行 った 細 胞 で は消 失 して い た(図17a)。 さ らに 、免 疫 染 色 によ り細 胞 内局 在 を観

察 す る と、hSgo2は 、hSgo1と 同様 に 、間 期 の 細 胞 で は シ グ ナ ル を示 さず 、分 裂



期 の前期 か ら中期 まで に染色体 上 に点状 のシ グナル を示 し、後期 の間 に消失 し

て いた(図17b)。hsgo2のRNAiに よ りこれ らの シグナル は観察 され な くなった

ので、 これ らは真 にhSgo2の 局在 を示す もので ある(後述、 図31b)。 動原体 タ ン

パ ク質CENP-AとhSgo2の 局在 を比較す る と、分裂 前 中期 にお いて 、hSgo2は2

つのCENP-Aシ グナルの間 に挟 まれ るよ うに局在 してお り、hSgo1と 同 じくイ ン

ナーセ ン トロメアに局在 している ことが分 か った(図18a)。 さ らに、分裂 中期 に

な ると、hSgo2は イ ンナーセ ン トロメアのみな らず動原体 部位 にまでそ の局在 を

広 げて いるよ うに見受 け られた。 この結果 を確 認す るた め、イ ンナーセ ン トロ

メアタンパ ク質で あるAurora Bと 共 にhSgo2を 免疫 染色 した。す る と、分裂前

中期 にはhSgo2はAurora Bと 一致 した局在 を示 したが、分裂 中期 には、hSgo2

はAurora Bよ りも動原体側 にそ の局在 を広 げていた。(図18b)。 これ らの ことか

ら、hSgo2もhSgo1と 同様 に体細胞分裂 にお いて発現 し、分裂前 中期 にイ ンナー

セ ン トロメア に、 中期 にイ ンナーセ ン トロメア に加 えて よ り動原体 に近 い部位

に局在 し、後 期 に消失 す るとい うことが分 かった。 中期 において局在部 位が広

がるのは、hSgo2は ス ピン ドル微 小管 によ って姉妹動原体 が反対方向 に引っ張 ら

れる ことを感知 し、そ の局在 を移動 させて いるのか もしれ ない。

分裂 中期 まで セ ン トロ メ ア に 局在 し、後 期 で 消失 す る とい うhSgo1とhSgo2

の 局在 は 、分 裂 酵 母 の 減 数 第 一 分 裂 にお け るSgo1の 局在 パ タ ー ン と類 似 性 が見

られ る。 ま た 、 ヒ トに お け るイ ンナ ー セ ン トロ メ ア は、 分 裂 酵 母 に お け るセ ン

トロ メ ア周 縁 ヘ テ ロ ク ロマ チ ン領 域 に対 応 し、姉 妹 セ ン トロ メ ア 間 の接 着 に重

要 で あ る(Bemard et al ., 2001; Hauf et al., 2001; Nonaka et al., 2002)と 考 え られ て お

り、この点 で もhSgo1お よびhSgo2と 分裂 酵 母Sgo1は よ く似 た 特 徴 を持 つ と言

え る。 ま た 、 シ ョウ ジ ョウバ エMei-S332も 体 細 胞 分 裂 にお い て イ ンナ ー セ ン ト

ロ メ ア に局 在 す る こ とが 知 られ てお り(Blower and Karpen,2001)、 これ らの こ と

はhSgo1とhSgo2が 真 に シ ュ ゴ シ ンの ホ モ ロ グで あ る こ とを支 持 して い る 。



hSgo1お よびhSgo2のRNAiに よ って ス ピン ドルチ ェックポイ ン ト依存 的な分

裂 期 の停止が 引き起 こされ る

次 に、hsgo1とhsgo2の 分 裂 期 にお け る機 能 につ いて 解 析 す る た め 、RNAiを

用 いてhSgo1の ノ ッ クダ ウ ン を行 う こ とに した。 効 率 的 に ノ ッ クダ ウ ンで き る

siRNAの 標 的配 列 を予 測 し、そ の標 的 配 列 に対 す るセ ンス お よび ア ンチ セ ンス

の23ベ ー スRNAを ア ニ ー ル させ てsiRNA duplexを 形 成 させ た 。これ らのsiRNA

をHeLa細 胞 に導 入 して2日 間培 養 した後 、細 胞 を 回収 して ウ エ ス タ ン解 析 を行

った と ころ、hSgo1お よ びhSgo2の 発 現 が そ れ ぞ れ 著 し く抑 制 され て い る こ とが

確 認 で き た(図15a、 図17a)。hSgo1 RNAiはhSgo2の セ ン トロ メア 局 在 量 に ほ ぼ

影 響せ ず(後 述 、 図31b)、 またhsgo2 RNAiは ウ エ ス タ ン解 析 にお いてhsgo1の

タ ンパ ク質 量 に ほ ぼ影 響 しな い(図17a)こ とか ら、 これ らのsiRNAは そ れ ぞ れ 特

異 的 にhSgo1とhSgo2を 認 識 して い る と考 え られ る 。

続 いて、hsgo1も しくはhsgo2をRNAiし た ことによる細胞 への影 響 を調べた。

RNAiを 行 って2日 間培養後 、DNAを 染色す る ことで分裂期 にあ る細胞の割合

をカ ウン トした。す る と、コン トロール の細胞 では3%の 細胞 が分裂期 にあった

の に対 し、hsgo1 RNAiを 行 った細胞で はそ の割合 が17%に まで上昇 して いた(図

19a)。 これ らの細胞 につ いて免疫染色 を行 い、ス ピン ドル微 小管 とDNAを 観察

した と ころ、コ ン トロールで は中期 まで に染色体 が赤道 面 に整列す るが、hSgo1

RNAi後 の細胞 で は、赤道面 に整列で きない染色体 を持つ、前 中期 の細胞が多 く

観察 された(図19a&b)。hSgo2RNAiを 行 った細胞 で も、hSgo1 RNAiの 場合 よ り

も割合 が小 さい ものの、 同様 に分裂期 の細胞 が蓄積 す る表現 型が見 られ(10%)、

それ らは主 に前 中期 と中期の細胞で あった(図19a&b)。 これ らの ことか ら、hSgo1

も しくはhSgo2を 失 った細胞 で は、分裂期 に異常 をきた し細胞周期が停止 もし

くは遅延す る ことが分 か った。



細胞 は、分裂期 に染色体 を赤道 面 に整列 させ る過程 に異常 を感知 す る と、ス

ピン ドル チェ ックポイ ン トと呼 ばれ る機構 によ り細胞周期 を停止 させ る ことが

知 られて いる。そ こで 、hsgo1 RNAiとhsgo2 RNAiに よって見 られた分裂期 の

細胞 の蓄積 が、ス ピン ドルチ ェ ックポイ ン トによ る細胞周期 の停止 によ るもの

で ある可能性 を考 えた。 これ につ いて検討す るため、 ス ピン ドル チ ェ ックポイ

ン トの構成 因子で あるMad2をRNAiす る ことで、hSgo1 RNAiお よびhSgo2 RNAi

で見 られた分裂期の停止が抑圧 され るか を調 べた。Mad2のsiRNAは 、すで に効

率的な抑制効果が報告 されて いる配列 を使用 した(Luo et al., 2004)。hSgo1も しく

はhSgo2とMad2を 同時 にRNAiす る と、hSgo1も しくはhSgo2単 独 のRNAi

で見 られた分裂 期 の細胞 の蓄積 が見 られ な くな った(図19a)。 この ことか ら、

hsgo1お よびhsgo2をRNAiし た細胞 では、分 裂 中期 まで に何 らか の異常が生 じ、

ス ピン ドル チェ ックポイ ン トを活性化 して細胞 周期 を停止 して しま うという こ

とが明 らか にな った。hsgo1とhsgo2のRNAiで 一部 の細胞 しか分裂期 に停止 し

なか った のは、RNAiを 細胞 周期が非 同調 的な細胞 に対 して行 った こと、RNAi

の効 果が一過 的かつ部分 的で ある こと、 も ともと翻訳 され ていた タ ンパ ク質が

細胞 内 に残存 して いた ことな どが原 因 として考 え られ る。

hSgo1お よびhSgo2は 分裂前期 か ら前 中期 にお ける姉妹セ ン トロメア間 の接着

の維持 に必要で ある

それでは、hSgo1とhSgo2の 体細胞分裂 にお ける機能 とは何 だろ うか。哺乳動

物 にお ける体細 胞分裂 では、分裂期 の前 には コヒー シ ン複合体 が姉妹 染色分体

を全長 にわ た って接着 させ て いるが、分裂前期 か ら前 中期 の間 にコ ヒー シン複

合体 は染色体腕 部か ら解 離 され 、腕 部の接着 の多 くが解除 され る ことが知 られ

て いた(Losada et al., 1998; Losada et al., 2002; Sumara et al., 2002)。 一方で、セ ン ト

ロメアで は コヒー シ ン複合体 は解離 せず に残存 し、姉妹セ ン トロメア間の接着



を維持 して姉妹 染色分体 ペア をつな ぎ とめ る。セ ン トロメア に残 った強固な接

着 のお か げで 、ス ピン ドル微 小管 は正 しい姉妹染 色分体 ペア を認識 して これ ら

を動原体で反対 方向へ引 っ張 り、中期 まで に赤道面へ 整列 させ る ことがで きる。

後期 にな る と、セ ン トロメア に残 った コヒー シン複合体 のRad21サ ブユニ ッ ト

を、 この時期 に特 異的 に活性化 したセパ レー スが切断 して姉 妹染色分体 を分離

させ る(図20)(Hauf et al., 2001)。 そ こで、分裂 酵母Sgo1が 減 数第 一分裂後期 にお

いてRec8コ ヒー シンを保護 していたの と同様 に、ヒ トhSgo1とhSgo2は 、体細

胞分裂 の分 裂前期 か ら前 中期 にお いてセ ン トロメアで コ ヒー シ ン複合体 を解 離

か ら保 護 し、姉 妹 セ ン トロ メ ア間 の 接 着 を維 持 して い る の で は な いか と考 えた 。

この 可 能 性 に つ い て検 討す るた め 、hsgo1お よ びhsgo2のRNAiを そ れ ぞ れ 行

った 後 、 分 裂 前 中期 にお け る染 色体 像 を観 察 す る こ とに した 。RNAiを 行 って2

日後 に分 裂 期 の細 胞 をmitotic shake-offに よ って 回収 し、 ス ライ ドガ ラス 上 で 染

色 体 を ス プ レ ッ ドして ギ ムザ 染 色 を行 っ た 。 コ ン トロー ル で は 、 ほ とん ど の分

裂 前 中期 の細 胞 で 「X」字 型 の 染 色体 像 が 見 られ た 。 これ は 、姉 妹 染 色 分 体 間 の

接 着 が 染 色体 腕 部 で は 緩 ん で い る も の の 、 セ ン トロ メ アで は 強 固 に維 持 され て

い る こ とを示 して い る 。 これ に対 し、hSgo1 RNAiを 行 っ た細 胞 で は、 分 裂 前 中

期 の70%の 細 胞 で 姉 妹 染 色 分 体 が 完 全 に分 離 して ば らば らに な って お り(sisters

separated、 赤)、22%の 細 胞 で 分 離 しか け て い る様 子(centromeric cohesion lost,

sisters still associated、 ピン ク)が 観 察 され た(図21)。 また 、hSgo2RNAiを 行 っ た

細胞で も、hsgo1 RNAiの 場合よ りも頻度 は低 かった ものの、41%の 細胞で姉妹

染色分体が分離 していた(考 察 を参照)。 この ことか ら、hSgo1とhSgo2は 分裂 前

中期 にお ける姉妹セ ン トロメア間の接着 の維持 に必要 である ことが分か った。

次 に、hsgo1に つ いてさ らに詳細 な解 析 を行 う ことに した。hsgo1 RNAiに お

いて、姉 妹セ ン トロメア間の接着 が失わ れた のは維 持 され るべ きコ ヒー シン複

合体 が失 われた ためで ある可能性 を検 討す るため、 これ らの細胞 にお いて コ ヒ



ー シ ンサ ブユ ニ ッ トRad21の 染 色 を行 う こ とに した 。 こ の 目的 の た め 、Rad21

にmycタ グ が 付 加 され たmyc-Rad21を 発 現 誘 導 可 能 なHeLa細 胞(Hauf et al.,

2001)を 用 いた 。 このmyc-Rad21は 機 能 的 で あ る こ とが 示 され て い る 。発 現 を誘

導 した後 にhSgo1のRNAiを 行 い 、2日 後 に分 裂 期 の細 胞 を 回収 して 抗myc抗 体

で 染 色 を行 った 。 また 、 動 原 体 をACA抗 体(順 天堂 大 、 高 崎 博 士 よ り供 与)に よ

り同 時 に染 色 した 。 す る と、 コ ン トロー ル で は前 中期 の 染色 体 でmyc-Rad21が

セ ン トロ メア に残 存 して い る様 子 が 観 察 され た("centromeric endchment"、63%)。

myc-Rad21が 染 色 され な か った 細 胞("no staining"、24%)はmyc-Rad21の 発 現 誘 導

が さ れ な か っ た もの で あ り、 染 色 体 腕 部 に も染 色 が 見 られ た 細 胞(13%、 “arm

staining”)は分 裂 前 中期 の 中で も初 期 の細 胞 を反 映 して い る と思 わ れ る 。 これ に

対 し、hSgo1をRNAiし た 細 胞 で は、セ ン トロ メア に残 存 したmyc-Rad21を 持 つ

細 胞 が ほ とん ど見 られ な か った(3%)(図22)。 この こ とか ら、hSgo1は 分 裂 前 期

と前 中期 の 間 にセ ン トロ メ ア の コ ヒー シ ン複 合体 を維 持 す る た め に必 要 で あ る

こ とが 分 か った 。

Bub1はhSgo1お よびhSgo2の セ ン トロメア特異的 な局在 に必 要で ある

分裂 酵母Sgo1は 、減数第一分裂 にお いてBub1に 依存 してセ ン トロメアに局

在 して いた(図11d)。 そ こで、 ヒ トhSgo1とhSgo2も 同様 にヒ トにお けるBub1

ホモ ログによ ってそれ らの局在が制御 され ている可能性 を考 えた。ヒ トBub1は

やは り分裂 期 に動原体 に局在 し、マウスBub1の ドミナ ン トネガテ ィブを用 いた

実験 か らス ピ ン ドル チ ェ ック ポ イ ン トに必 要 で あ る こ とが 示 唆 され て い た

(Taylor and McKeon, 1997)が 、ヒ トBub1のRNAiに よ る解 析ではス ピン ドルチ ェ

ックポイ ン トへ の寄 与が見 られず 、む しろ分裂 前 中期か ら中期 まで に効 率的 に

染 色 体 を赤 道 面 へ 整 列 させ る の に必 要 で あ る との 報 告 が な され て い た(Johnson

et al., 2004)。 これ らの こ とか ら、Bub1は 分 裂 期 の 動 原 体 にお いて 何 らか の機 能



を果 た して い る と考 え られ た もの の 、 そ の 詳 細 につ いて は不 明 で あ っ た 。

Bub1のmRNAを 特 異 的 に認 識 す るsiRNAを 設 計 し、RNAiを 行 った 。Bub1

RNAiを 行 って2日 後 、 抗Bub1抗 体 を用 いて ウエ ス タ ン解 析 を行 った と こ ろ、

Bub1の 発 現 が 抑 制 され て い る こ とが確 認 で き た(図19c)。 そ こで まず 、Bub1 RNAi

を行 う こ と に よ っ て 分 裂 期 の停 止 や 遅 延 が 引 き 起 こ さ れ る か を 調 べ た 。Bub1

RNAiを 行 っ て2日 後 に、染 色 体 をHoechst33342で 染 め て 観 察 す る こ と によ り分

裂期 にあ る細 胞 の割合 をカウン トした。す ると、コン トロール では3%の 細胞 が

分裂期 にあ ったの に対 し、Bub1 RNAiで はそ の割合が9%に まで 上昇 して いた(図

19a)。また、これ らの分裂期 の細 胞の 中で は、特 に赤道面 に整列 できない染色体

を持 つ前 中期 の細胞が多 く観察 され た。 これ らの結果 は他 の グル ー プか ら報 告

され たBub1 RNAiの 結果 とほぼ一致 して いる(Johnson et al., 2004)。ただ し、hSgo1

やhSgo2 RNAiで は多 くの染色体が 整列 に失敗 した細胞 が多か った のに対 し、

Bub1 RNAiで は少数 の染色体 のみが整列 に失敗 した細胞が多 く見 られた(図19b)。

次 に、hsgo1の 局在がBub1 RNAiに よ って変化す るか を調べ るた め、Bub1

RNAi後 の細胞 を固定 し、抗hsgo1抗 体お よび抗Bub1抗 体 によって免疫 染色 し

た。す る と、コ ン トロール ではBub1は 動原体、hSgo1は セ ン トロメアを示す ド

ッ ト状 の シグナルが観察 されたが、Bub1 RNAiを 行 った細胞 で はhsgo1は そ の

ドッ ト状 の局在 を失 い、そ の代わ り染色体全長 にわた って弱 く局在 して いた(図

23a)。 この こ とか ら、Bub1はhSgo1の セ ン トロ メア へ の 局 在 化 に必 要 で あ る こ

とが 明 らか に な った 。続 い て 、hSgo2の 局 在 につ いて 同様 に調 べ た 。コ ン トロー

ル で は 、hSgo2は セ ン トロメ ア を示す ドッ ト状 の シ グナ ル が 観 察 され た が 、Bub1

RNAiで はそ れ らの シ グ ナル が 消 失 して いた(図23b)。 この と き 、hSgo2はhSgol

の よ う に染 色 体 全 長 にわ た って 弱 く局 在 す る こ とは な か った 。 この こ とか ら、

Bub1はhSgo2の 局 在 に必 要 で あ る こ とが 分 か った 。これ らとは 逆 に 、Bub1の 動

原 体 局 在 はhSgo1も し くはhSgo2に 依 存 して いな か った(デ ー タ は示 さ な い)。 こ



れ らの結果 は、Bub1は シュゴシンのセ ン トロメアへ の局在 を促進す る役割 を持

ち、 これ は分裂 酵 母 と ヒ トの問 で保存 され た機 能 で あ る こと を示 して いる。

hsgo1はBub1 RNAiを 行 う と染色体全 長 にわ た って弱 く局在 した ことか ら、

hSgo1は も ともと染色体上 に局在 する能 力 を持 って いるのか も しれな い。そ して、

Bub1はhSgo1を 染色体腕部 に局在 しないよ うに、またセ ン トロメア に濃縮 され

るよ うに制御 している と考 え られ る。

Bub1 RNAiを 行 った細胞 ではセ ン トロメア特異 的な接着 の保 護が失われ る

Bub1 RNAiを 行 った細胞 では、 ヒ トhsgo1お よびhsgo2の 局在 に異常が あっ

た ことか ら、分裂 前期か ら前 中期 にお ける姉妹セ ン トロメア 間接 着の保護 にも

異常が ある ことが考 え られ た。そ こで、Bub1 RNAiを 行 って2日 後 に分裂期 の

細胞 を回収 し、分裂 前 中期 にお ける染色体 をギムザ染色 によ り観察 した。 コ ン

トロー ルで は、 ほ とん どの細胞 にお いて セ ン トロメアで接着が維 持 され 、染色

体腕部 で は緩 んだ 「X」字型 の染色体 像が見 られた。 これ に対 し、Bub1 RNAi

を行 った細胞で は、39%の 細胞 で染色体 腕部の接着が緩 まず に姉妹染色分体 がタ

イ トに接着 して しまっている もの(tight cohesion all along chromosomes、 青)が見 ら

れ 、 また28%の 細 胞 で セ ン トロ メ ア の接 着 が緩 み 、 しか し姉 妹 染 色 分 体 の ペ ア

は保 た れ て い る もの(centromeric cohesion lost, sisters still associated、 ピ ンク)が 見

られ た(図21)。 この こ とか ら、Bub1 RNAiを 行 った 細 胞 で は、 染 色 体 腕 部 にお

いて 接 着 の解 除 が 起 こ りに く く、 一 方 で セ ン トロ メ ア に お い て は維 持 され るべ

き接 着 が 失 わ れ や す い とい う こ とが考 え られ た 。

この ことをさ らに確 かめ るため、次の実験 を行 った。分裂 前 中期 に細胞 を停

止 させ る と、染色体 が過凝縮 し、それ に伴 って染色体腕 部 にお ける接着 の解 除

が さ らに進行す る ことで 、 「X」字型 の染色体 像 をよ り明確 に観察 で きるよ うに

な る。 そ こで、分裂 期 の細胞 に微小管 の重合阻害剤 であ るノコダゾール を加 え



る ことで ス ピン ドルチ ェックポイ ン トを活性化 させ 、分裂 前 中期 に細胞 を4時

間停止 させ た。 この とき、Bub1　 RNAiを 行 った細胞 は ノコダ ゾール の存在下 で

分裂前 中期 に停止 し続 けた(デ ータは示 さな い)ので 、少な くとも本研 究 にお ける

Bub1　 RNAiの 条 件でス ピン ドルチ ェ ックポイ ン トは正常 に機能 して いる と考 え

られ る。4時 間 の停止後 、細胞 を回収 して染色体 をス プ レッ ドし、ギムザ染色 し

た。 コン トロー ルで は98%の 細胞 にお いてセ ン トロメアで接着 が維持 され る一

方、腕部で は染色体 が開 いて明確 な 「X」字型 の染色体像 を とっていた。しか し、

Bub1　RNAiを 行 った細胞 にお いて は、 「X」字型 の染色体像 をとる細胞の割合 は

19%に とどま り、64%の 細胞で は依然 として染色体 の腕部が開かず、また一方で、

セ ン トロメアで維持 され るべ き接着が緩 んで いた(図24a)。 残 りの17%は 染色体

腕 部 の接着 が緩 まず に姉妹染色分体 が全 長 にわた ってタイ トに接着 して しまっ

て いるもので あった。

さ らに、セ ン トロメア間 の接着 につ いてよ り定量 的 に調べ るため、 これ らの

細胞 につ いて染色体 をスプ レッ ドし、ACA抗 体 を用 いて動原体 を免疫 染色 した。

スプ レッ ドされた染色体 上には2つ のACAシ グナルが対 を成 したダブ レッ トが

観察 され 、 これ は姉 妹動原体 ペア を示 してい る。 コ ン トロール で は、姉妹 動原

体 ペ アが近 接 してお り、姉妹セ ン トロメア間の接着 が維 持 され て いる ことを示

していたが、 これ に比べBub1　 RNAiを 行 った細胞 にお いて は、姉 妹動原体 ペ ア

の距離 が長 くな って いるよ うに見受 け られた(図24b)。 そ こで、姉 妹動原 体ペ ア

の距離 を各染 色体 につ いて 計測 して 定量 化 した と ころ、 コ ン トロール に比べ

Bub1　RNAiで はおよそ0.2μm有 意 に長 くな って いる ことが分 かった(図24c)。 こ

の ことか ら、Bub1　 RNAiを 行 った細 胞で は姉妹セ ン トロメア間の接着が弱 くな

っている ことが確認 され た。

次 に、Bub1　 RNAiの 細胞 で見 られ た染色体接着 の制御 の異常が、 コヒー シン

複 合 体 の 局 在 の 異 常 に よ る もの で あ る可 能 性 を検 討 した 。 そ の た め に 、



myc-Rad21を 発現す るHeLa細 胞 につ いてBub1 RNAiを 行 い、抗myc抗 体 とACA

抗体 を用 いて免疫 染色 を行 った。す る と、Bub1 RNAiを 行 った細胞で はコン ト

ロール に比べ、染色体 腕部 に もmyc-Rad21の 局在 が見 られ る細胞 の割合が著 し

く上昇 して いた(図22)。 この ことか ら、Bub1 RNAiを 行 った細胞で は分裂前期

か ら前 中期 にか けて染色体腕 部 にお ける コヒー シ ン複 合体が解離 しに くくな り、

そ れゆえ腕部 の接着が解 除 され に くくな る と考 え られ た。

これ らの結果 か ら、Bub1 RNAiを 行 う と、分裂前期 か ら前 中期 にお いて染色体

腕部 の コ ヒー シ ン複合体 が解 離 しに くくな り、解 除 され るべ き染色体腕部 の接

着 が維 持 され 、 また一方 で、強固 に維持 され るべ きセ ン トロメアで の接着 が弱

まる とい うことが明 らか にな った。

Bub1 RNAiに お ける染色体 腕部での接着 の維持 はhsgo1 RNAiに よ り解 消 され

る

Bub1 RNAiを 行 った細胞 では、hsgo1が 染色体全長 にわ たって弱 く局在 す るよ

うにな り、hSgo1お よびhSgo2の セ ン トロメア局在 が失われた(図23a&b)こ とか

ら、 この ことが姉 妹セ ン トロメア 間の接 着の維持 が弱 くな った原 因 と考 え られ

た。一 方で 、染色体 腕部 において は接着 が解 除 され に くくな るが、 これ につい

て は、弱 く染色体全長 にわた って局在 したhSgo1が 異所的 にコ ヒー シン複合体

を保護 して しまった ことによ る可能性が考 え られ た。 もしそ の考 えが正 しけれ

ば、Bub1 RNAiに お ける染色体腕部 での接着の維持は、さ らにhsgo1 RNAiを 行

うことによ り解 消 されるはずで ある。

この可能性 を検討す るため、Bub1とhsgo1を 同時 にRNAiし た後 、分裂期 の

細胞 につ いて染色体 をスプ レッ ドし、ギ ムザ染色 によ り染色体像 を観察 した。

す る と、Bub1 hsgo1 RNAiを 行 った細胞 においては、80%の 細胞で は姉妹 染色分

体が完全 に分離 してお り、18%の 細胞で はセ ン トロメア間 の接着が失われ て姉妹



染色分体 が離 れか けて いた(図21)。Bub1単 独 のRNAiで 見 られた 、姉妹 染色分

体 間が全長 にわた って タイ トに接着 して いるよ うな細胞 は見 られ なか った。 こ

の ことか ら、Bub1 RNAiを 行 った細胞 で染色体腕部 の接着が維持 され たのは、

誤 って染色体腕部 に局在 したhSgo1が 異所 的にコ ヒー シン複合体 を保護 した た

めである と考 え られた。

考察

hSgo1とhSgo2の 解 析結果か ら、hSgo1とhSgo2は 体 細胞分裂 の分裂前期 か ら

前 中期 にお いて 、セ ン トロメアで コ ヒー シン複合体 を維持 し、分裂 中期 まで姉

妹 セ ン トロメア間 を接 着 させ た ま ま にす る役割 を持 つ と考 え られ た(図25)。

hsgo1とhsgo2をRNAiし た細胞で は、前期 か ら前 中期 にか けて染色体か らす べ

て のコ ヒー シ ン複 合体が解 離 して しま う ことで、姉妹染色分体 が 早期 に分離 し

て しま い、そ の結 果、 ス ピン ドル微 小管 が正 しい姉妹染色分体 のペア を認識 で

きな くなるため に、Mad2を 介 した ス ピン ドル チェ ックポイ ン トが活性化 して細

胞周期が停止 して しまうことが分か った。一方 、Bub1 RNAiを 行 った細胞で 、

染色体 腕部 にお いて コ ヒー シン複合体 が解離 されな くな り、そ のため腕部 の接

着 が解 除され にくくな って いた。これ は、hSgo1が 染色体 全長 にわた って弱 く局

在 し、,異所的 にコ ヒー シ ン複合体 を解 離か ら保護 したた めで ある ことが示唆 さ

れた。また、セ ン トロメアで は維持 され るべ き接着 が弱 まってお り、これはhSgo1

のセ ン トロメア にお ける局在量が減少 した ことと、hSgo2の セ ン トロ メア局在 が

失われ た ことが原 因であ ると考 え られた(図25)。

hSgo1 RNAi後 の分裂 期の細 胞の うち92%の 細 胞で姉妹セ ン トロメア間の接 着

が失われ ていた ことか ら、hSgo1 RNAiに よる分裂 前 中期 の停止 はほ とん どが姉

妹 セ ン トロメア間 の接着 が失 われ た こ とが原 因で ある と考 え られた が、hSgo2



RNAiに よる分 裂期 の停 止 はそ の半数 以上がセ ン トロメア間の接着 の欠損 を伴

って いなか った(図21)。 これ には、hSgo2が 姉妹セ ン トロメア間の接着 の維 持の

他 にも何 らか のセ ン トロメア機 能 を担 って い る とい う可 能性 と、 も し くは、

hSgo2 RNAiで は分裂前 中期 に入 った時点で は姉妹セ ン トロメア間の接着が弱 ま

って いる ものの完全 に失われ てお らず、 しか しなが ら接着 が弱 いため にス ピン

ドルチ ェ ックポイ ン トを活性化 し、それ によ る分裂期停止 の間 に徐 々 に接着が

失われて い くという可能性が考 え られ る。後者 の可能性 は、hSgo2 RNAiで 見 ら

れ る姉妹セ ン トロメア間の接着 を失 った細胞 の ほとん どは過 凝縮 した染色体 を

持つ(図21、 データ は示 さない)こ とによって支持 され る。 これ に対 し、hSgo1

RNAiで は過凝縮 して いな い染色体で も姉妹 染色分体 の分離 が見 られ る(図21)。

これ らの ことか ら、hSgo2よ りもhSgo1が よ り直接的 に姉妹セ ン トロメア間の接

着 の保護 に機能 して いるのか もしれ ない。

Bub1 RNAiを 行 うと、hsgo1は 染色体全長 にわた って弱 く局在 す るようにな り、

染色体腕 部で異所的な接着 の保護 を引き起 こす と考 え られ た。この とき、hSgo2

はセ ン トロメア にも染色体腕部 にも局在が見 られ ない。この ことか ら、hSgo1は

hSgo2が な くて も、少 な くともある程度 、接着 の保護 を実行 でき るのか も しれな

い。 しか しなが ら、Bub1 RNAiに お ける異所的 な接着 の保護 にhSgo2も 寄与 し

てい る可能性 を完全 には否定で きず、これ を確 かめ るため にはBub1とhSgo2を

同時 にRNAiし た後 の接 着の保 護 につ いて調べ る必要が ある。

本研究 にお けるBub1 RNAiに お いて は、ス ピン ドル チェ ックポイ ン トの機能

には影 響が見 られず、 これは報告 され たBub1 RNAiの 表現 型 と一致 して いた

(Johnson et al., 2004)が 、 この後 、Bub1は ス ピン ドル チェ ックポイ ン トの機能 と

微 小管が染色体 を赤道 面に効 率的 に整列 させ るための機能 の両 方 を併せ持 つ こ

とが示 され、RNAiに よる完全なBub1の 除去 は両方 の機能 に欠損 を引き起 こす

が、部分的 なBub1の 除去 は染色体 を整列 させ る機能のみ に異常 をきた し、この



と き は む し ろス ピ ン ドル チ ェ ッ クポ イ ン トは 活 性 化 され る とい う こ とが 示 唆 さ

れ た(Meraldi and Sorger, 2005; Tang et al., 2004)。 した が って 、Bub1の ス ピ ン ドル

チ ェ ッ クポ イ ン ト以 外 の機 能 の一 つ が 、hSgo1お よ びhSgo2を 介 した 姉 妹 セ ン ト

ロ メ ア間 の 接 着 の維 持 で あ り、本 研 究 にお け るBub1 RNAiで は これ を欠 いた た

め に染 色 体 が 効 率 的 に整 列 で きず 、 ス ピ ン ドル チ ェ ッ クポ イ ン トをむ し ろ活 性

化 し、 分 裂 期 の細 胞 の蓄 積 を引 き 起 こ した と考 え られ る。

hSgo1とhSgo2は 体細 胞分裂 に発現 して いたが 、これ は、減数 分裂特 異的 に発

現す る分裂酵母Sgo1と は異な る点 である。哺乳動物 の体細胞分裂 における、分

裂前期 と前 中期 で染色体腕部 の接着が解 除 されセ ン トロメアでは維持 され る と

い う現象 は、分裂 酵母で はほ とん ど起 こ らな い と考 え られて い る。 このため、

分裂酵母 の体細胞分裂 にはhSgo1やhSgo2の ようなコ ヒー シンを保護 す る機能

が必要な いと考 え られ る。 この ことが、分裂酵母Sgo1が 減数分裂 特異的な 因子

に特化 した原 因であろ う。一方、シ ョウジ ョウバエMei-S332は 、hSgo1やhSgo2

の よ うに体細 胞分裂 にも発現 して いる。 ショウジ ョウバエ の体 細胞分裂 では 中

期 まで に染色体がX字 型の像 をとるので、姉妹セ ン トロメア間接着の保護の機

構 が存在す る と考 え られ るが、この ときMei-S332は 姉妹セ ン トロメア間 の接着

の維持 に必 須で はな いものの、それ を強 く保つ ことに寄与 して いる ことが示唆

されて いる(LeBlanc et al., 1999)。シ ョウジ ョウバ エでは姉 妹セ ン トロメア間の接

着 の保護 には シュゴ シン以外 の因子 も関与 し、そ れ らが よ り必須な機能 を果た

して いるのか も しれ ない。

本研究 にお いては、癌細胞 由来で あるHeLa細 胞 にお いてhSgo1お よびhSgo2

タ ンパ ク質 の解析 を行 ったが、正常細胞 にお ける解 析 は行 って いない。た だ し、

hSgo1とhSgo2が 細 胞分 裂 にお ける染色体分配 の極 めて基本的な機構 に必須 で

ある ことか ら、正常細胞 にお いて もhSgo1とhSgo2は 発 現 して機能 して いる と

考 え られ る。hSgo1は 、乳癌抗 原NY-BR-85と して血清学的 にも同定 され てお り、



ヒ トの乳 癌 の90%で3-11倍 の過 剰 発 現 を して い る ことが 報 告 され て い る

(Scanlan et al., 2001)。 癌細胞 において過剰 に発 現 したhSgo1は 姉 妹セ ン トロメア

間の接着 に影響 を及 ぼ して 異常な染色体分 配 を引き起 こす ことで、癌細胞 によ

く見 られ る特徴 である染色体 数異常 に関与 して いるか も しれな い。

第 四章 において示 したよ うに、分裂酵母Sgo1は 減数第一分裂 においてセ パ レ

ース を阻害す る と考 え られるの に対 し、 ヒ トhSgo1とhSgo2は セパ レース を阻

害 しない と考 え られ る。なぜ な ら、セパ レースが活性化 す る分裂 中期か ら後期

へ の移行 にお いて 、hSgo1とhSgo2は セ ン トロメアに局在 して いるに もかかわ ら

ず、セパ レー スはセ ン トロメアのRad21を 切断す るか らで ある。 この分裂酵母

Sgo1と ヒ トhSgo1お よびhSgo2の 違 いにつ いて考察 す るため には、 シュゴシン

による姉妹 セ ン トロ メア間接着 の保護 にお け る分子 メカニズム を知 る必要が あ

る。第 六章では、 シュ ゴシンが機 能す る分子 メカニ ズムを理解 す る ことを 目指

す。



第六章 ヒ トシュゴシンはPP2Aと 協 同して姉妹セ ン トロメア間の

接着を保護す る

これ まで に、分裂酵母Sgo1は 減数第一分裂後期 にお いてRec8コ ヒー シンを

セパ レース による切 断か ら保護す ることで、 また、 ヒ トホモ ログhSgo1は 体細

胞 分裂 前 中期 にお いてRad21コ ヒー シン複合体 を解離か ら保護す る ことで、姉

妹セ ン トロメア間の接着 を維持 す る ことを示 した。 しか しなが ら、 シュゴ シン

が どのよ うな分子 メカニズムで コヒー シ ン複合体 を保護 して い るのか について

は、分か って いな かった。

結果

hSgo1はB56サ ブユニ ッ トを含 むPP2Aと 複合体 を形 成す る

シュゴシンが機能す る分子 メカニズム につ いて解析す るた め、hSgo1と 物理的

に相互 作用す るタンパ ク質 を探索す る ことにした。この 目的 のため、hSgo1のN

末端 にFLAGタ グを付 加 したFLAG-hSgo1を 発現で きるプ ラス ミ ドを作製 した。

産 総研 ・夏 目研 究室 との共 同研究 によ り、FLAG-hSgo1を293T細 胞 に発現 させ

た後 、抗FLAG抗 体で免疫沈 降 を行 い、共沈 したタ ンパ ク質 をmass spectrometry

(MS)解 析 によ り決定 した。

検 出 され た タ ンパ ク質 の 一 覧 を図26aに 示 す 。 これ らの検 出 され た タ ンパ ク

質 の うち 、セ リ ン-ス レオ ニ ン プ ロテ イ ン フ ォス フ ァタ ー ゼ2A(PP2A)に つ いて 着

目 した 。PP2Aは 触 媒 サ ブ ユニ ッ トPP2A-C、 構 造 サ ブユ ニ ッ トPP2A-A、 そ して

基 質特 異 性 や 局 在 を制 御 す る 可 変 的 なBサ ブユ ニ ッ ト(PP2A-B/B55、-B'/B56、-B"、

-B'"の いず れ か)の3つ のサ ブ ユ ニ ッ トか ら成 る複 合 体 で あ る(Janssens and Goris,

2001)。 複 合 体 形 成 に はPP2A-CとPP2A-Bの そ れ ぞ れ が 構 造 的 土 台 と な る



PP2A-Aに 直 接結 合す る ことが 知 られ て い る(図27c)。 今 回 のMS解 析 によ り、

PP2A-CとPP2A-Aに 加 え 、複 数 あ るBサ ブユ ニ ッ トの 中 か らPP2A-B56の ア イ

ソ フ ォー ム(α,β,γ,δ,ε)が特 異 的 に検 出 され た が 、PP2A-B56以 外 のBサ ブユ ニ

ッ トは いず れ も検 出 され な か った 。 この こ とは、PP2A-B56を 含 むPP2A複 合体

がhSgo1と 特 異 的 な 物 理 的相 互 作 用 を して い る こと を示 して い る。

この結 果 は 、本研 究 室 の石 黒 に よ って 、HeLa細 胞 にお い て 内在 的 なhSgo1を

抗hSgo1抗 体 で 免疫 沈 降 す る とPP2A-A、PP2A-C、PP2A-B56α が 共 沈 し、他 の

タイ プ のBサ ブユ ニ ッ トで あ るPP2A-B55は 共 沈 しな い こ とに よ っ て確 認 され

た(図26b)。PP2A-A、-C、-B56α の うち 最 も効 率 的 にhSgo1と 共 沈 した の は

PP2A-B56α で あ り、 この こ とはhSgo1がPP2A-B56α を介 してPP2Aと 相 互 作 用

す る可 能 性 を示 唆 して い る。また 、hSgo2を 抗hSgo2抗 体 に よ り免 疫 沈 降す る と、

PP2A-A、PP2A-Cが 共 沈 す る こ とが見 出 され た が 、PP2A-B56α は検 出 され な か

った(図26c)。hSgo2はPP2A-B56以 外 の サ ブユ ニ ッ トを介 してPP2Aと 相 互 作 用

し、そ の複 合体 に はPP2A-B56は 含 まれ な い か 、も し くは極 め て 量 が少 な い と考

え られ る。これ らの 実 験 にお いて 、hSgo1とhSgo2の 共 沈 は検 出 され な か っ た(デ

ー タ は示 さな い)の で
、hSgo1とhSgo2は そ れ ぞ れ 独 立 な 複 合 体 を形 成 して い る

と考 え られ る。

さ らに、yeast two-hybrid法 を用 いて 、 そ れ ぞ れ の タ ンパ ク質 の 間 で の相 互 作

用 の有 無 を検 討 した。そ の結 果 、hSgo1はPP2A-Aβ と陰 性 で あ った が 、PP2A-B56δ

と陽 性 を示 した(図27a)。 この こ とは、PP2A-B56とhSgo1が 直 接 的 に相 互 作 用

をす る こ とを示 唆 して い る。 また 、hSgo1はPP2A-Aβ と陰 性 で あ っ た が 、 同 じ

細 胞 にPP2A-B56δ を さ らに発 現 させ る こ とで 陽 性 に転 じた(図27b)。 これ らの こ

と は、hSgo1はPP2A-B56と の 直 接 的 な相 互 作 用 を介 してPP2A複 合 体 と結 合 す

る(図27c)こ と を示 唆 して お り、 この考 え はhSgo1に よ る免 疫 沈 降 にお け る結 果

と も一 致 して い る。 また 、hSgo2は 、PP2A-B56δ とは陰 性 で あ った が 、PP2A-Aβ



と弱 いな が ら も陽性 を示 した(図27a)こ とか ら、hSgo2はPP2A-Aと 直 接 的 に相

互 作 用 す る の か も しれ な い。

B56サ ブユニ ッ トを含むPP2Aは 分裂期 にお いてセ ン トロメアに局在す る

PP2AがhSgo1と 複 合 体 を 形成 す る な らば 、これ らのサ ブユ ニ ッ トはhSgo1と

同 じ く分 裂 期 の イ ンナ ー セ ン トロ メア に局 在 す る はず で あ る 。そ こで 、HeLa細

胞 にお いて 抗PP2A-B56α 抗 体 と抗hSgo1抗 体 を用 い て 免疫 染 色 を行 った 。 す る

と、PP2A-B56α は 分 裂 期 の前 期 か ら中期 ま でhSgo1と セ ン トロ メ ア に共 局 在 し、

hSgo1と 同様 に後 期 で 消 失 す る こ とが 分 か っ た(図28a)。 さ ら に、 分 裂 期 の 染 色

体 をス プ レ ッ ドし、PP2A-B56α を染 色 す る と同 時 にACA抗 体 によ り動原 体 を染

色 して 、PP2A-B56α の 詳 細 な 局 在 位 置 を決 定 した 。PP2A-B56α は、hSgo1と 同様

に、姉 妹 動 原 体 ペ ア に挟 まれ るよ う にイ ンナ ー セ ン トロ メ ア に局 在 して い た(図

28b)。 続 いて 、PP2A-AとPP2A-Cに つ いて も免 疫 染 色 を試 み た が 、 これ らは分

裂 期 の細 胞 にお い て 細 胞 全 体 に拡 散 して お り、 染 色 体 上 の局 在 を決 定 す るの は

困 難 で あ っ た(デ ー タ は示 さ な い)。 そ こで 、分 裂 期 の 細 胞 を0.1% Triton X-100

-PBSに よ りpre-extractし 、そ の後 固定 して 免疫 染色 を行 った 。す る と、PP2A-A

とPP2A-Cは いず れ も分 裂 前 中期 にセ ン トロ メ ア とス ピ ン ドル 極(矢 頭)に 局 在 し、

後 期 にな る とセ ン トロメ ア 局在 は 消 失 す る こ とが 分 か っ た(図28c&d)。 これ らの

結 果 か ら、分 裂 期 にお いてPP2A-B56サ ブ ユ ニ ッ トを含 むPP2A複 合 体 はhSgo1

とセ ン トロメ ア に共 局 在 す る こ とが 分 か った 。 細 胞 全体 お よ び ス ピン ドル 極 に

局 在 す るPP2A-AとPP2A-Cは 、PP2A-B56以 外 のBサ ブユ ニ ッ トとPP2A複 合

体 を形 成 して い る と考 え られ る。

PP2Aを 機能破壊すると姉妹セ ントロメア間の接着の保護が失われる

次 に、hSgo1お よびhSgo2の 機能で ある姉妹セ ン トロメア間 の接着 の保護 に



PP2Aが 必要であ るか を調べ るた め、PP2Aの 機能 をRNAiに よ りノックダウン

す る ことを試 みた。PP2Aの サ ブユニ ッ トの うち、hSgo1に 特 異的なサ ブユニ ッ

トであるPP2A-B56をRNAiす る ことが理 想的 と思われたが、PP2A-B56は5つ

の異 なるアイソ フォームが存在 す るため、これ らをす べて 同時 にRNAiす ること

は技術 的 に困難 と考えた。そ こで、2つ のアイソ フォーム しか持たな いPP2A-A

サ ブユニ ッ トをRNAiに よ りノックダ ウンす ることに した。PP2A-Aα お よびβに

対す るsiRNAを 作製 し、RNAiを 行 って2日 後、抗PP2A-A抗 体(αとβの両方 を

認識す る)、抗hSgo1抗 体 、抗hSgo2抗 体 、コ ン トロール として抗 チ ュー ブ リン

抗体 を用 いてウエスタ ン解析 を行 った ところ、PP2A-Aの タ ンパ ク質量の減少が

見 られ、hSgo1お よびhSgo2の タンパ ク質量 には変化 がなか った(図29a)。 続 い

て、PP2A-A RNAiに よる分裂期へ の影響 を調べ るため、分裂 中期 まで細胞 質内

に局在 し、後期 に分解 されて消失す るタンパ ク質で あるサイ ク リンBを マーカ

ー として用い、またDNAを 染色す ることによって 、細胞 が分 裂期 の どの時期 に

あるか を判別 してその数 をカ ウン トした。す る と、コン トロールで は2%の みの

細胞 が分裂 前中期 にあ ったの に対 し、PP2A-A RNAiを 行 った細 胞で は15%の 細

胞 が分裂 前中期 に留 まって いた(図29b)。 さ らに分裂期 における異常 につ いて詳

しく調べ るため、抗チ ュー ブ リン抗体 を用 いてス ピン ドル微 小管 を抗体 染色 し

た ところ、PP2A-A RNAiを 行 った細胞で は、分裂期 に染色体 を赤道面 に整列 さ

せ ることができず、 またス ピン ドル極が過剰 に形成 され ていた(図29c)。 これ ら

のPP2A-A RNAiに よ る表現型は、PP2Aの 阻害 剤であ るオカダ酸 を加えた とき

の表現型 と一致 してお り(Van Dolah and Ramsdell,1992;Vandre and Wills,1992)、

今回見 られたRNAiの 表現型が確か にPP2Aの 機能 をノックダ ウン した ことによ

る ものであ る ことを示 して いる。

次 に、PP2A-AをRNAiし た細胞 において、hSgo1やhSgo2のRNAiと 同様 に、

分裂前 中期 に姉妹染色分体 の早期分離が見 られるか を調 べた。RNAiし た分裂期



の細胞 を回収 し、微 小管 重合(ス ピン ドル形成)阻 害剤で あるノ コダゾールで4時

間処 理 した後 、染色体 をス プ レッ ドして染色体 像 を観察 した。 ノコダゾール 処

理 を行 ったの は、細胞 を分裂 前中期 で停 止 させ るこ とで染色体 をよ り凝縮 させ 、

そ の像 を観察 しやす くためで ある。 コ ン トロール で は、 ほとん どの細胞 で 「X」

字 型の染色体 像 を とってお り、姉妹 染色分体 間の接着が染色体腕部 で解 除 され、

一方 でセ ン トロメアでは維持 されてい る ことを示 して いた。 と ころが、PP2A-A

RNAiを 行 った細胞 では、セ ン トロメアでの接 着が失われて姉妹染色分体 が離 れ

か けて いる もの(cen lost、～15%)や 、姉妹染色分体 が完全 に離れて しまっている

もの(separated、～30%)が 高頻度で見 られた(図30)。 これ によ り、PP2Aは 分裂 前

中期 にお いて姉 妹セ ン トロメア間 の接着 の維持 に必要 であ る ことが分か った。

この結果 を さ らに確 認す るため、PP2Aの 阻害剤であ るオカ ダ酸 を加 えた とき

に同様 の影 響 が見 られ るか を調べ た。分裂期 の細 胞 を回収 し、 ノコダ ゾール を

加 えた培地 中で細胞 を分裂前 中期 に停止 させ なが ら、オカ ダ酸で8.5時 間処理 し

た。 オカダ酸 を加 えな か った ほ とん どの細胞 は姉 妹セ ン トロメア間の接着が維

持 されて いたの に対 し、オ カダ酸処理 した89%の 細胞 では これが失われて姉妹

染色分体が分離 して しまって いた(図30b)。 この ことは、PP2Aの フォスフ ァタ

ーゼ活性 が姉妹 セ ン トロメアの接着 の維持 に必須 の役割 を果た して いる ことを

示唆す る。PP2A-A RNAiに お いてオカダ酸処 理よ りも姉妹染色分体 の分離 が見

られた頻度 が低 か った(図30a&b)の は、PP2A-A RNAiに よるPP2A-Aの 抑制 が完

全 でなか ったためか も しれな い。

PP2AはhSgo2に 依存 してセ ン トロメア に局在す る

続 いて 、PP2AとhSgo1お よびhSgo2の 機能 に関 して相互依存性 を調べ るため、

それぞれ をRNAiし た細胞 で免疫 染色 を行 う ことによ り、これ らの局在 が変化 す

るかを調 べた。まず 、hSgo1お よびhSgo2がPP2Aの セ ン トロメア局在 に必要で



あ る可 能 性 を検 討 した 。す る と、hSgo1をRNAiし た 細 胞 で は 、分 裂 前 中期 にお

いてPP2A-B56α 、PP2A-A、hSgo2は いず れ も正 常 にセ ン トロメ ア に局在 して い

た(図31a&b&c)。 これ に対 し、hSgo2をRNAiし た 細 胞 で は 、hSgo1の 局 在 は 正

常 で あ った も の の 、PP2A-B56α とPP2A-Aは セ ン トロ メ アか ら局 在 が失 わ れ て い

た(図31a&b&c)。hSgo2 RNAi後 の ウ エ ス タ ン解 析 で はPP2A-Aの タ ンパ ク 質 量

に変 化 はな か った(図17a)の で 、PP2Aタ ンパ ク質 が 不 安 定 に な っ た こ と によ る

も ので はな い。 これ らの こ とか ら、PP2Aが セ ン トロ メ ア に リクル ー トされ る た

め に はhSgo2が 必 要 で あ り、hSgo1は 必 要 な い こ とが 明 らか にな った 。次 に 、逆

にPP2AがhSgo1お よびhSgo2の 局 在 に必 要 で あ る可 能 性 を検 討 した 。す る と、

PP2A-AをRNAiし た 細 胞 で はhSgo1の セ ン トロ メ ア局 在 が 弱 くな り、 一方 で

hSgo2の 局 在 は 正 常 で あ った(図31a&b)。PP2A-A RNAiに よ っ て細 胞 内 のhSgo1

の 量 は変 化 しな い(図29a)の で 、 これ はhSgo1タ ンパ ク質 が 不 安 定 に な った こ と

に よ る もの で はな い 。 そ れ ぞ れ の 分 裂 前 中期 にお け るセ ン トロ メ ア の シ グ ナル

の強 さ を定 量 化 した結 果 を 図31eに 示 した 。 これ らの 結 果 か ら、PP2AはhSgo2

に依 存 して セ ン トロメ ア に リク ル ー トされ 、またPP2AはhSgo1が 効 率 的 にセ ン

トロ メ ア に局 在 す る た め に必 要 で あ る と考 え られ た 。 た だ し、hSgo2 RNAiに お

いてPP2Aが セ ン トロメ ア か ら失 わ れ て も、hSgo1は 正 常 にセ ン トロメ ア に局在

で き る の で 、細 胞 質 内 に拡 散 したPP2Aの 機 能 がhSgo1の 効 率 的 な セ ン トロ メア

局 在 に重 要 な の か も しれ な い 。

考察

以上 の結果 か ら、体細胞分裂 の分裂 前 中期 にお いてPP2AはhSgo1、hSgo2と

共 に姉 妹セ ン トロメア間の接 着 を保護す る こ とに機能 して いる ことが分 かった

(図32)。hSgo2はPP2Aの セ ン トロメア局在 に必須であ った こと と、また免疫沈



降 によ りPP2Aと の物理 的相互作用 が確 認 された ことか ら、hSgo2はPP2Aを 物

理 的相互作 用 を介 してセ ン トロメア に リクルー トす る ことが示 唆 され る。 セ ン

トロメアに局在 したhSgo2-PP2A複 合体 が コヒー シン複 合体 の保護 に直接的 に

働 くか につ いて は現時点 では明 らかでな く、PP2Aこ そが コ ヒー シン複合体 に直

接的 に働 く因子で あ り、hSgo2は その リクルー ター として のみ機能 してい るとい

う可能性 も考 え られ る。一方で、hSgo1はPP2Aの セ ン トロメアへの リクル ー ト

には必要で はなか った。免疫沈降 とtwo-hybridの 実験結果 は、hSgo1はPP2Aと

B56サ ブユニ ッ トを介 して複合体 を形成す ることを強 く示唆 して いる。これ らの

ことを考 え合わせ る と、PP2AがhSgo1よ りも先にセ ン トロメア に局在 し、次 に

hSgo1がPP2Aと の相互作用 を介 してセ ン トロメアに リクルー トされ る とも考え

られ る。 しか しなが らこの考 えは、PP2Aが セ ン トロメアに局在 で きな いhSgo2

RNAiに おいてhSgo1が 正常 にセ ン トロメアに局在で きる とい う結果 と矛盾す る。

したが って、hSgo1は セ ン トロメアPP2Aを 介 して リクル ー トされ るので はな く、

あ る程度 それ とは独 立 にセ ン トロメ アへ局在 で き る と考 え られ る。た だ し、

PP2A-A RNAiに お いてhSgo1の 局在が減少 した ことか ら、細 胞質 内に拡散 した

PP2AがhSgo1を 間接的 に制御す る ことによ りhSgo1の セ ン トロメア局在能 を高

めて いるのか も しれ ない。以上 の考察 か ら、hSgo2が セ ン トロメア にPP2Aを リ

クルー トし、それ とは独立 に(しか し部分的 に細胞質 内のPP2Aに 依存 して)セ ン

トロメアに局在 したhSgo1と セ ン トロメアPP2AがB56サ ブユニ ッ トを介 して

複合体 を形成す る とい う可能性 が考 え られ る。

この考 えが 正 しい とす れば、hSgo1とPP2Aの 複合体 はセ ン トロメア上で のみ

形成 され るはずで ある。 図26bお よびcに お ける免疫沈 降実験 には、非 同調的

な細胞 か ら低塩濃度 のバ ッファー で調 製 した細胞抽 出液 が用 い られ てお り、そ

れ にはク ロマチ ン上の(そ れ ゆえセ ン トロメア上の)タ ンパ ク質 は含 まれて い

な い と考 え られ る。それ にも関わ らずhSgo1とPP2Aの 相 互作用が検 出され、細



胞 質内で も これ らが複合体 を形成 して い る ことが示 唆 され た。 しか しなが ら、

そ の共沈効率 は極 めて低 い。分裂期 に細 胞 を同調 し、 さ らにク ロマ チ ン上のタ

ンパ ク質 を精製 、可溶化 した後 に免疫沈降 を行 えば、よ り効率 よ くhSgo1とPP2A

が共沈す るのか もしれない。

hSgo1、hSgo2、PP2Aの うち、いずれがセ ン トロメアのコ ヒーシ ン複合体 の保

護 に最 も直接 的に機能 してい るのだ ろうか。hSgo1 RNAiに おいて は、hSgo2と

PP2Aが セ ン トロメアに局在 で きるにも関わ らず、ほ とん どの分裂期 の細胞 で姉

妹セ ン トロメア間の接着 の保護 に欠損 があ る。 この ことは、PP2Aお よびhSgo2

がセ ン トロメアに局在す る ことはコ ヒー シン複合体 の保 護 に十分 で はな い こと

を示 して いる。 また一方で、hSgo2 RNAiに お いてはhSgo1が セ ン トロメア に局

在で きる にも関わ らず 、姉妹セ ン トロメア間の接着 の保 護 に欠損 が見 られ る。

これ らの ことは、三 者の いずれ も、それぞ れがセ ン トロメ アに局在 す るだ けで

はコ ヒー シン複合体 を保護す るの に十分 ではな く、む しろそれ らがセ ン トロメ

アにおいて機能 を分 担 しあい、協 調的 に機 能す る ことが重要で ある ことを示唆

して いる。

hSgo2は 、そ の機能 として少な くともPP2Aの セ ン トロメアへ の リクルー トを

担 って いる ことが示 され た。それで はhSgo1とPP2Aの 考 え られ る機能 とは何 だ

ろ うか。最近 、分裂前期 と前 中期 における染色体腕部 の接着の解 除 は、主 にPolo

キナーゼが コ ヒー シンサ ブユニ ッ トSAを リン酸化 してコ ヒー シン複合体 を染

色体腕部 か ら解離 させ る ことによ って起 こる ことが示 された(Hauf et al.,2005;

Sumara et al.,2002)。 この ことか ら、PP2Aは セ ン トロメアにお いてそ の フォス フ

ァターゼ活性 を用 いてPoloの キナーゼ活性 と拮抗 し、 コヒー シン複合体 を脱 リ

ン酸化す る こ とで解離 か ら保護 して いるのか も しれな い。実 際 に、本研 究室 の

石黒 によ り、Poloに よって リン酸化 されたSAを 、HeLa細 胞か ら免疫沈降 した

hSgo1-PP2A複 合体 がin vitroで 脱 リン酸化 でき る ことが示 されて いる(論文投稿



中)。PP2Aが コヒー シン複合体 を脱 リン酸化す る とすれ ば、hSgo1の 機能 はPP2A

をセ ン トロメ アで活性 化 した り、基質 との親和性 を高めた りす る ことに寄 与 し

て いるのか も しれな い。あ るいは逆 に、PP2AはhSgo1やhSgo2を 脱 リン酸化す

る ことによ り活性化 し、活性化 したhSgo1やhSgo2が 何 らかの機 構で コヒー シ

ン複合体 を解 離か ら保 護す る とい う可能性 も考 え られ る。活 性化 されたhSgo1

やhSgo2が 構造 的にコ ヒー シン複 合体 をシール ドす る ことでコ ヒーシ ン複合体

がPoloキ ナーゼ によって リン酸化す る ことを妨 げて いる可能性 も考 え られ る。

コヒー シ ン複 合体 が リング状 の構 造 を とって姉妹染色分 体 を囲 うよ うに束 ねて

い るとすれ ば、Poloキ ナーゼ によ って リン酸化 された コ ヒー シ ン複 合体 が染色

体 上か ら解 離す る際 はそ の リング状 の構造 が開かれ ると考 え られ るが、hSgo1は

コヒー シ ン複合体 の リング状構造 を安定化 す る ととに機能 し、 コヒー シ ン複合

体 がPoloキ ナーゼ によって リン酸化 を受 けて もそ の リングが開かないよ うにし

て いるのか も しれ ない。



第七章 まとめと展望

本研 究 によ り、分裂酵母Sgo1が 減数第一分裂 にお いてセ ン トロメアでRec8

コ ヒー シ ン複 合体 をセ パ レース によ る切 断か ら保護 し、姉 妹セ ン トロメア間 の

接着 を保護す る こと(第三 、四章)、 また、ヒ トhSgo1お よびhSgo2が 体細胞分裂

の分裂 前期か ら前 中期 にお いてセ ン トロメアでRad21コ ヒー シン複合体 をPolo

キナーゼ によ る解 離か ら保護す る こと(第五 、六章)が 明 らか にな った。 これ らの

ことか ら、 シュゴシ ンは真核生物 にお いて機能 的 に保存 された姉妹セ ン トロメ

ア間の接着 のプロテ クターで ある と考 え られる。

本研 究 で、ア ミノ酸配 列の相 同性 か ら多 くの真核 生物 におけ るシュゴ シンホ

モ ログの候補 を挙 げたが、そ の後 、現 在 まで に実際 にい くつか につ いて機能的

な解 析がな され、既 に報告 されて いる。分裂酵母Sgo2は 、本研 究室 と他 のグル

ー プによ って解析が行われ、減数分裂特異的なSgo1と は異な り体細胞分裂 に も

発現 して お り、姉妹セ ン トロメア間の接着 の保 護 には必要 な く、そ の代わ りス

ピン ドルチ ェックポイ ン トに機能 して いる ことが分 かった(川 島、未発表)。 出芽

酵母 では、本研 究室 と他 のグルー プによる解析 か ら、ScSgo1が 減数第一分裂 に

お けるセ ン トロメアRec8の 保護 に必要で ある ことが示 された(Katis et al.,2004;

Marston et al.,2004)。ScSgo1は 体 細胞分裂 にも発現 し、体細胞分 裂で は姉妹セ ン

トロメア間の接着 の維 持 にほ とん ど機 能 していな いが、そ の代 わ りス ピン ドル

チ ェックポイ ン トに機能 して いる(Indjeian et al.,2005)こ とか ら、分裂酵母 のSgo1

とSgo2の 両 方の機 能 を併せ持 った タンパ ク質で ある と考 え られ る。また、 トウ

モ ロコシにお ける不稔 変異体 の解 析か ら、今 回 シュゴシ ン様 タ ンパ ク質の候補

として挙 げた シロイ ヌナズナAT5G04320.1の トウモ ロコ シホモ ログZmSgo1が

同定 され、ZmSgo1は 分裂酵母Sgo1と 同様 に減数分裂特 異的な発現 を示 し、や

は り減数第一分裂 にお いてセ ン トロメアRec8の 保護 に必 要であ る ことが示 され



た(Hamant et al.,2005)。 しか しな が ら、哺 乳 動 物 の減 数 分 裂 に お け る シ ュ ゴ シ ン

の機 能 解 析 は い まだ 報 告 され て お らず 、 ヒ トまで 保 存 さ れ た 減 数 分 裂 に お け る

姉 妹 セ ン トロ メ ア間 の 接 着 の保 護 機 構 を完 全 に理 解 す る た め に は 、 この解 析 を

行 う必 要 が あ る。 また 、本 論 文 に お け る 分裂 酵 母Sgo1の 解 析 の 報 告 後 、 他 の グ

ル ー プ によ って 同様 の結 果 が報 告 され(Rabitsch et al.,2004)、 ヒ トhSgo1の 解 析 に

つ い て も 同 時 期 に他 の グ ル ー プ か ら報 告 さ れ て い る の で 、 こ こ に 併 記 す る

(McGuinness et al.,2005;Salic et al.,2004;Tang et al.,2004)。

分裂 酵母Sgo1も 、本研究室 の作野 と川島 によ り、PP2Aと 共 に減数第 一分裂

にお ける姉妹セ ン トロメア間の接着 の保護 に機能 して いる ことが分 か った(論 文

投 稿 中)。 この ことは、真核 生物 にお いて シュゴシ ンによ る接着保護 の分子 メカ

ニズムが保存 されて いる ことを示 唆 して いる。分裂酵母PP2AのB56サ ブユニ

ッ トの一つPar1は 、Sgo1と 直接相互作用 し、 またSgo1に 依存 して減数分裂特

異的 にセ ン トロメアに局在 していた。 これ らの ことか ら、分裂酵母Sgo1は ヒ ト

hSgo1とhSgo2の 両方 の特徴 を併せ持つのか も しれな い。par1+遺 伝子の破壊株

で は、減数第一分裂 にお ける姉妹セ ン トロメア間の接着 の保護 がsgo1Δ 株 と同様

に失われた。 この ことは、減 数分裂 にお いて はSgo1とPP2Aの どち らも接着 の

保護 に必要で ある ことを示 してお り、ヒ トにおけ る結果 と一致す る。ところが 、

体細胞分裂 にお いてRec8とSgo1を 過剰発現 した とき には、Sgo1がRec8を 保

護す るた めにPP2Aは 必要な い ことが分か った。この ことは、過剰発現 の条件 で

はSgo1単 独 でRec8を 保護す る ことがで きる ことを示 してい る。一方で、体細

胞分裂 にお いてPar1を 過剰 にセ ン トロメア に濃縮 させ ると、Sgo1が な くて も

Rec8は セ ン トロメアで保護 され るよ うにな る。この ことは、過剰 なPPP2Aも 単

独 でRec8を 保護で きる ことを示 して いる。これ らの ことか ら、Sgo1とPP2Aは

互 いに異 なる機構 でRec8を 保護 す る能力 を持ち、両者が複合体 を形成す る こと

で協調 的に機能 して いる可能性が示唆 され た。



分裂酵母Sgo1は 、減数第 一分裂 にお いてRec8コ ヒー シン複合体 をセ パ レー

スによる切 断か ら保護す る。 これ に対 し、 ヒ トhSgo1は 体細胞分裂 の分裂 前期

か ら前 中期 にか けてRad21コ ヒー シン複合体 をPoloキ ナーゼ による解離 か ら保

護す る。続 いて起 こる分裂 中期 か ら後期 の移行 の とき にhSgo1は セ ン トロメア

に局在 して いるに もかかわ らず 、セパ レース によ るRad21コ ヒー シ ン複合体 の

切断 を阻害 しな い。分裂酵母Sgo1と ヒ トhSgo1は 、コヒー シン複合体 の保護 に

お いて 同 じよ うな メカニ ズム を有 しなが ら、なぜ最終 的に阻害す る相 手が異 な

るのだ ろうか。

一 つ の可 能 性 と して
、Rec8の セ パ レー ス によ る切 断 がPoloキ ナー ゼ に依 存 し

て お り、 一 方 でRad21の 切 断 はPoloキ ナ ー ゼ に依 存 して いな い と い う考 えが あ

る。 出芽 酵 母 にお いて は 、Rec8はPoloキ ナ ーゼ に依 存 して リ ン酸化 され 、そ の

こ とが セ パ レー ス に よ る切 断 に重 要 で あ る 可能 性 が 示 唆 され て い る(Clyne et al.,

2003;Lee and Amon,2003)。 一 方 で 、Rad21もPoloキ ナ ー ゼ に よ って リン酸 化 さ

れ るが 、そ の リン酸 化 は セ パ レー ス に切 断 さ れ る効 率 を 高 め る も の の 必 ず しも

必 須 で は な い(Alexandru et al.,2001;Hauf et al.,2005;Hornig and Uhlmann,2004)こ

とが 報 告 され て い る。 これ らの こ とか ら、分 裂 酵 母Sgo1とPP2Aは 減 数 第 一 分

裂 にお いて セ ン トロ メ アでRec8を リ ン酸 化 され な い方 向 に作 用 し、 そ の結 果 、

Rec8の セ パ レー ス に よ る切 断 が 阻害 され るの か も しれ な い 。 あ る い は、 セ パ レ

ー ス また は そ の 活 性 化 因子 をSgo1とPP2Aが セ ン トロ メア で 直 接 抑 えて い る の

か も しれ な い。

シュゴシ ンは姉妹セ ン トロメア接着 の プ ロテ クター と して機 能す る一 方で、

分裂酵母Sgo2と 出芽酵 母ScSgo1が ス ピン ドルチ ェックポイ ン トにも機能す る

ことは、2つ の機能 の関連性 を考 える うえで非 常に興 味深 い。ス ピン ドルチ ェッ

クポイ ン トは、分裂期 にお いてス ピン ドル微 小管 が姉妹動原体 ペ アを反対 方向

か ら正 しく捕 らえて 引 っ張 るまで細胞 周期 を止めてお く機構 であ るが、分裂酵



母Sgo2と 出芽酵母ScSgo1は 、姉妹セ ン トロメア間の接着 を監視す る ことによ

り、姉妹 動原体 がス ピン ドル微 小管 によ って反対 方向 に引っ張 られ た ときに生

まれ る、姉 妹セ ン トロメア間の接着部位 にかか る物 理的な 力 を感知 して いるの

か も しれ な い。 また、カ エル卵抽 出液か らは、微 小管 形成 を誘 導す るタ ンパ ク

質 と して 生化学 的 にカエルXSgo1が 同定 され ている(Salic et al.,2004)。シュゴシ

ンが微 小管 と相互作 用 しうる性 質 を備 えて いる ことか ら、 シュ ゴシ ンは姉妹動

原体が ス ピン ドル微 小管 によって反対方 向か ら捕 らえた ことを、セ ン トロメア

で微小管 と相互作用す るによって感 知す るのか も しれな い。 ヒ トhSgo2は 姉妹

動原体 がス ピン ドル微小管 によ り反対方 向か ら捕 らえ られ る とイ ンナーセ ン ト

ロメアか ら動原体近 くに移動す る ことが分か ってお り(図18a&b)、hSgo2は 姉妹

セ ン トロメア間 の接 着の保護 に機 能す る と共 に、微 小管 と相互 作用 して動原体

の機 能 に関わ っている可能性 も考 え られ る。

それで は、 シュゴ シンは どのよ うな分子 進化 を経 て、姉妹セ ン トロメア間接

着の保護 とス ピン ドル チェ ックポイ ン トという2つ の機能 を獲得す るに至 った

のだ ろ うか。真核 生物 はも ともと、体 細胞 分裂 によ って遺伝情 報 のコ ピー を娘

細胞 に分配 しなが ら増殖す る とい う単純 なサ イ クル を繰 り返す だ けだったが 、

その後 、遺 伝子 を シャ ッフルす る ことで遺伝 の多様性 を生み出すた め に、減数

分裂 とい う特別な機 構 を獲得 した と考 え られ る。減 数分裂 を獲 得す る以前の真

核 生物 にお けるシュ ゴシンは、分裂期 に微 小管が反 対方 向か ら捕 らえる ことを

感 知す るため に、そ の物理 的な張力が もっ ともか かる部位 であ るセ ン トロメア

にお ける接着 を強 固 にす る役割 を果た して いた のか も しれ な い。哺乳 生物で は

体 細胞分裂 にお ける姉妹セ ン トロメア間の接着 の維 持が重要 で あるため、 シュ

ゴシンはそ れ らを保 護す るよ うに進化 し、一方で 出芽酵母や分 裂酵母 にお いて

は、体細胞 分裂 で姉 妹セ ン トロメア間 の接着 を強 固す る機能 が薄れ 、ス ピン ド

ルチ ェ ックポ イン トに特化 して機能す るよ うに進化 した ので はな いだ ろうか。



そして、酵母 をは じめとする真核生物においても、減数分裂では姉妹セン トロ

メア間の接着の維持が半数の染色体 を配偶子へ確実に分配するために必須であ

るので、セン トロメアで接着を保護する機能が進化 したと考え られる。

本研 究 によ って、真核 生物 にお ける減 数分裂 および体細胞分 裂 の染 色体 分配

を考 え る上 で重要な 問題 で あった、姉 妹セ ン トロメア間 の接着 の保護 という現

象 に対 し、 シュゴシン というそ の中心的な役割 を果たす タ ンパ ク質 を同定 した

ことによ り、分 子的 な理解 へ の大 きな手がか りを得 る ことがで きた 。今後 さ ら

に、 シュゴ シンの周 囲 に存在す る制御 因子 を調 べて い くことで、染色体 分配 に

働 く様 々な制御 メカニ ズムの分子的 な理解 を深 める ことが できる と考 え られる。
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図1

図1:体 細 胞分裂と減数分裂における染色体分配

a)コ ヒーシン複合体の構造を示 した。Smc1とSmc3が そ

れぞれ桿 状の構造をとって会合 し、Rad21が それらを橋

渡しするように結 合することでリング状の構造をとり、姉

妹染色分体を囲い込むように接着させると考えられる。右

下にコヒーシン複 合体の電子 顕微 鏡像を示す。

b)体 細 胞分裂 においては 、姉妹染色 分体 間はRad21を

含むコヒーシン複合体 によって接着され 、後期 になるとセ
パレースによってRad21が 切断され ることで姉妹染色分

体の接着 が解 除され 、染色体 が分離する。

c)減 数 分裂においては、Rec8を 含 むコヒーシン複 合体

が姉妹染色 分体 間を接着 し、またキアズマにより相 同染

色体間にもつながりが 生まれ る。第一分裂 においては染

色体腕部 のRec8コ ヒーシンが解 離して相同染色体 が分

離する一方、セントロメアではRec8コ ヒーシンが残 存する

ので姉妹染 色分体 は分離せず 、これらは第二 分裂で初

めて分離する。下 にそれ ぞれ の時 期におけるRec8(赤)

の局在とセントロメア(CEN、 緑)、DNA(青)を 示す。



図2

図2:分 裂酵母セパレースCut1はRec8の 分解 に必要である

a)h90 mei4Δ 株(PY452)を 窒素源飢餓 により減 数分裂 に誘導し、第一 分裂前に停止させた。抗Rec8杭 体

を用いてウエスタン解析 を行った。80kDa付 近に複数からなるRec8の バンドを検出した。アステリスクはク

ロスリアクトによるものである。

b)二 倍体のpat1-114/pat1-114 cut1-206/cut1-206株(PZ91、 右)とそのコントロールとしてcut1-

206/cut1+株(PZ90、 左)をG1期 に同調し、34度 の制限温度に移すことでPat1とCut1を 同時に不活性化し

て減数分裂を誘導させた。一時 間毎 に細胞を回収し、メタノール 固定後DAPI染 色でDNAを 観 察すること

によって核 分裂 の進行をモニター した(n>100)。cut1+株 では4-5時 間に減数第一 分裂、5-6時 間に減数第

二分裂が起 こっている。cut1-206株 では核分裂が 著しく阻害されていた。

c)一 時間毎 に回収したサンプルにつ いてウェスタン解析を行った。抗Rec8抗 体(上)と コントロールとして

抗チューブりン杭休TAT-1(下)を 用いた。cut1+株 ではRec8は3hrか ら蓄積し、5hrか ら分解 されていった。

5hrでRec8の 切断産 物と思われるバンドが検 出された。cut1-206株 ではRec8の 分解が著しく阻害されて

いた。


