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要旨	
 

	
 生命が存続し続ける上で、子孫にゲノムを安定的に継承することが不可欠である。

また、多様性を持った子孫を獲得することは、生命が環境の変化に適応し、進化して

行く上で、極めて重要である。 

	
 真核生物は、子孫を継承する際に減数分裂を行う。この際に、両親由来の相同な染

色体間で組換えを起こす（遺伝的組換え）。この組換えは、配偶子に多様な遺伝情報

を継承するだけでなく、配偶子への正常な染色体分配にも必須である。すなわち、減

数分裂期の遺伝的組換えは、多様な子孫を安定的に獲得する上で不可欠なプロセスで

ある。 

	
 減数分裂期の遺伝的組換えは、DNA二本鎖切断（double-strand breaks; DSBs）によ

って開始される。DSB 形成は、遺伝的組換えの初期反応として組換えの“場所”と

“頻度”を決定する極めて重要な反応であると考えられる。 

	
 DSB は種間でよく保存された Spo11 タンパク質と、複数の Spo11 補助因子の働き

によって形成される。DSB は染色体上において一様な頻度で起こるわけではなく、

高頻度で起こる“ホットスポット”が存在する。全てのホットスポットに共通の DNA

配列は存在せず、ホットスポットがどのようにして決定されるのかは、未だ明らかに

なっていない。しかしながら、近年、減数分裂期に特異的に見られる染色体の高次構

造が DSBの制御に重要な役割を果たす可能性が示唆されてきた。 

	
 減数分裂前 DNA複製を終えた染色体は、姉妹染色分体を接着するコヒーシン及び

複数の軸因子によって構成される“軸部”と、そこから遊離した“ループ部”からな

る三次元的高次構造を形成する。先行研究により、DSB ホットスポットの大部分が

ループに位置することが示された。これに対し、Spo11補助因子がループではなく軸

部に結合する、という観察結果が報告された。このパラドックスを解決する考え方と
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して、ループに位置する DSBホットスポットと軸部が連結することで DSBが形成さ

れるという、“軸−ループ連結モデル”が提唱された。しかしながら、軸−ループの連

結を介した DSB制御の分子機構の詳細は明らかになっていない。 

	
 そこで本研究では、軸−ループ構造による DSB制御の分子機構の解明を試みた。ま

ず、分裂酵母を用いて、ChIP-chip法により DSB因子の局在をゲノムワイドに検証し

た。その結果、軸因子 Rec10が、他の DSB因子の軸部結合の基盤となることが明ら

かになった。さらに Rec10が軸部に加えて、Mde2依存的にループの DSBホットスポ

ットにも結合することが明らかになった。これはすなわち、Mde2によって軸−ループ

連結が誘導されることを示唆する。Mde2は複製チェックポイントの支配を受けて、

DNA複製完了後に発現が誘導される。これらの結果から、Mde2は軸−ループ連結と

いう染色体高次構造の変化とDNA複製チェックポイントを連係させるリエゾン因子

として、DSB形成を時空間的に制御する、という新規の概念を提唱した。 

	
 続いて、出芽酵母においてコヒーシン Rec8の局在を ChIP-seq法により高解像度で

明らかにし、先行研究により示されている高解像度の DSBの分布と比較することで、

軸部とDSBホットスポットの位置関係を詳細に解析した。その結果、Rec8結合部位、

すなわち軸部近傍において DSB ホットスポットの頻度が顕著に低いことを示した。

転写因子Gal4のDNA結合ドメインと Spo11を融合したGal4BD-Spo11を軸部近傍に

強制結合させたところ、DSB 形成が抑制されることが明らかになった。さらに、軸

部近傍において、H3K4me3 レベルが低下していることを明らかにした。先行研究に

おいて、DSB ホットスポット周辺に見られる H3K4me3 が DSB ホットスポットと軸

部の連結を促進する可能性が示唆されている。軸部近傍では H3K4me3レベルが低い

ために軸−ループ連結が起こりにくく、結果として DSBホットスポットが形成されに

くいのではないかと考えられる。 
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略語一覧	
 

BSA (Bovine serum albumin) 

CDK (Cyclin-dependent kinase) 

ChIP (Chromatin immunoprecipitation) 

DDK (Dbf4-dependent kinase) 

DSB (Double-strand break) 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGTA (Ethylene glycol tetraacetic acid) 

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 

HU (Hydroxy urea) 

MNase (Micrococcal nuclease) 

MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) 

NDR (Nucleosome-depleted region) 

ORF (Open reading flame) 

PBS (Phosphate-buffered saline) 

PHD (Plant homeodomain) 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) 

TBS (Tris-buffered saline) 

TE (Tris-EDTA) 

TSS (Transcription start site) 

TTS (Transcription termination site) 

UAS (Upstream activator sequence) 
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1.序論 

1-1.減数分裂期の遺伝的組換えの研究意義	
 

	
 生命が生存し続ける上で、ゲノムを安定的に維持し、子孫へと継承して行くことが

不可欠である。 

	
 生命は増殖を行う際に、DNA複製によりゲノム DNAを倍加させる。この DNA複

製時に生じる DNA損傷は、損傷した DNAを無傷の相同な DNAと組換える（相同組

換え）ことで修復される。また、ゲノムは放射線など外的要因によっても損傷を受け

るが、これらの損傷も同様に相同組換えによって修復される。このように生命は、不

可避なDNA損傷を修復する際に相同組換えを利用することで自発的なゲノム再編成

を抑制し、ゲノムを安定的に維持している。 

	
 これとは逆に、生命が積極的にゲノム再編成を誘導する現象が存在する。減数分裂

期の遺伝的組換えである。 

	
 真核生物はゲノムを子孫に継承する際に減数分裂を行う。この過程において、両親

から受け継いだ相同な染色体（相同染色体）は、DNA 複製を経て姉妹染色分体を形

成した後、相同染色体間の組換え（遺伝的組換え）を行い、その後、2回の連続的な

分裂を経て、配偶子（精子•卵子等）を形成する（図 1A）。遺伝的組換えにおいて、

生命は自発的に DNAを切断した後、相同染色体間の組換えにより修復を行うことで

両親由来の遺伝情報をシャッフルし、多様な遺伝情報を持った子孫を獲得する。生命

は自身の持つゲノムを切断するという危険な行為を経て、子孫に多様なゲノムを伝承

するのである。さらに、この遺伝的組換えよって生じる相同染色体間の物理的な接着

（キアズマ）は、配偶子形成に必要な染色体分配をも保証する。 

	
 この遺伝的組換えは、DNA複製、転写といった他の DNA代謝とは異なり、新たな

ゲノムを創出する唯一の生命現象である。遺伝的組換えにより多様性を獲得すること
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で、生命は環境の変化に迅速かつ適切に対応し、持続的に存続することが可能になる。

減数分裂期の遺伝的組換え機構を解明することは、生物の生命継承原理の理解に繋が

る、学術的に極めて重要な研究課題である。 

	
 加えて、本研究の成果は、減数分裂期の組換え異常に由来すると考えられるダウン

症や不妊症などの疾患原因の解明にも役立つと考えられる。 
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図 1.減数分裂の進行と軸−ループ連結を介した遺伝的組換え開始（DSB）制御	
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(A) 減数分裂の進行と減数分裂組換え（遺伝的組換え）。減数分裂前 DNA複製によっ

て形成された姉妹染色分体は、コヒーシンによって繋ぎ止められる。相同組換え（遺

伝的組換え）は DNA 二本鎖切断（double-strand breaks; DSBs）によって開始され、

DSB は相同組換えによって修復される。相同組換えを終えた染色体は 2 回の連続的

な染色体分配を経て、半数体の配偶子（精子•卵子等）を形成する。 

(B) 減数分裂期特異的な軸−ループ構造。軸部は、コヒーシン及び複数の軸因子によ

って形成される。DSBホットスポットは大部分がループに存在する。 

(C) 軸−ループ連結を介した DSB 制御。ループに位置する DSB ホットスポットは、

軸部との連結（軸−ループ連結、軸−ループ相互作用）を介して DSB を形成すると考

えられている。 

(D) DSB導入後の組換え反応。Spo11は DSBを導入した後、DNAと共有結合する。

その後、エンドヌクレアーゼによる DNA一本鎖切断を受け（黒矢印）、Spo11と短い

DNAの複合体（Spo11-oligo）は染色体から除去される（段階 I）。Spo11-oligoが除去

された染色体 DNAはエキソヌクレアーゼによる加工（赤矢印）を受け、3’突出末端

を生じる（段階 II）。突出した DNA末端は無傷の相同染色体の DNA二本鎖へと侵入

し、相同鎖間の対合と DNA合成を経て修復される（段階 III）。 
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1-2.遺伝的組換えを開始する DNA 二本鎖切断（DSB）制御機構	
 

	
 前述の通り、遺伝的組換えは自発的なDNA二本鎖の切断（DNA double-strand breaks: 

DSBs）によって開始される。遺伝的組換えが“どこ”で“どの程度”起こるかが、

その後の染色体分配、配偶子（子孫）の多様性に大きな影響を与える。DSB形成は、

遺伝的組換えの初期段階として組換えの“場所”及び“頻度”を決定する、極めて重

要な反応であるといえる。 

	
 DSB は染色体上において一様な頻度で起こるのではなく、高頻度で起こる“DSB

ホットスポット”が存在する。全ての DSB 部位に共通な DNA 配列は見つかってお

らず、転写因子による結合、局所的なクロマチン構造、染色体高次構造などの様々な

要因によって DSB部位は決定されると考えられているが（Pan et al. 2011）、詳細な機

構は明らかになっていない。 

	
 DSBは種間でよく保存されたSpo11によって導入される（Keeney et al. 1997）。Spo11

は II 型トポイソメラーゼ様のタンパク質であり、DSB 形成には、Spo11 に加えて複

数の Spo11補助因子が必要である。Spo11及び Spo11補助因子（以下、総称して DSB

因子とする）は酵母からマウスまで保存されているが（表 1）、各因子がどのように

機能することで DSB形成を制御しているかは、不明の点が多い。 

	
 以下では、DSB 因子、局所的なクロマチン構造、及び染色体高次構造による DSB

制御機構について、先行研究により得られた知見を記述する。 
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表 1.DSB 因子の保存性	
 

 

 

  

�������	��
�

S. pombe S. cerevisiae M. musculus References
Rec6 - - (Lin & Smith 1994; Ponticelli & Smith 1989; Cervantes et al. 2000)
Rec7 Rec114 REC114 (Kumar et al. 2010; Molnar et al. 2001; Ponticelli & Smith 1989)
Rec12 Spo11 SPO11 (De Veaux et al. 1992; Lin & Smith 1994)
Rec14 Ski8 - (De Veaux et al. 1992; Evans et al. 1997)
Rec15 Mer2 - (De Veaux et al. 1992; Lin & Smith 1995a)
Rec24 Mei4 MEI4 (Kumar et al. 2010; Martin-Castellanos et al. 2005; Steiner et al. 2010)
Mde2 - - (Gregan et al. 2005)
Rec10 Red1 - (Lin & Smith 1995b; Lorenz et al. 2004; Ponticelli & Smith 1989)
- Rec102 -
- Rec104 -
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1-2-1.DSB 因子による DSB 制御 

	
 Spo11は DSBホットスポットにおいて DSBを導入後、DNAに共有結合する。DSB

に続いて起こるエンドヌクレアーゼによる DNA 一本鎖切断により、Spo11 と短い

DNA（short oligos; 〜21-37 ntと≤12 ntの二種類）による複合体（Spo11-oligo）は染色

体 DNAから除去される（Neal et al. 2005）。Spo11-oligoが除去された染色体 DNAは、

エキソヌクレアーゼによる加工を受け、数百 bp程度の 3’突出末端を生じる。これが

無傷の相同染色体の DNA 二本鎖へと侵入し、相同鎖間の対合と DNA 合成を経て修

復される（図 1D、Keeney 2001）。 

	
 出芽酵母においては、9個の Spo11補助因子が DSB形成に必要である。Spo11を含

むこれら 10 個の DSB 因子は 4 種の複合体（Spo11-Ski8、Rec102-Rec104、

Mer2-Mei4-Rec114、Mre11-Rad50-Xrs2）を形成する（図 2A、Arora et al. 2004; Jiao et al. 

2003; Kee et al. 2004; Li et al. 2006; Maleki et al. 2007）。 

	
 Spo11-Ski8 複合体は DNA 切断反応を触媒する上で核となる。Rec102-Rec104 複合

体は Spo11-Ski8 複合体及び Mer2-Mei4-Rec114 複合体と相互作用する。Mer2 はコイ

ルドコイルドメインを有し、CDK（サイクリン依存キナーゼ）及び DDK（Cdc7-Dbf4

キナーゼ、Dbf4 依存キナーゼ）による段階的なリン酸化を受ける。このリン酸化は

DSB形成に必須であり（Henderson et al. 2006; Sasanuma et al. 2008; Wan et al. 2008）、

DDK による Mer2 のリン酸化は減数分裂前 DNA 複製後に起こると考えられている

（Murakami & Keeney 2008; Blitzblau & Hochwagen 2013）。DSBは通常 DNA複製後に

形成されるが（Borde et al. 2000）、Mer2-Mei4-Rec114複合体は、DNA複製と共役し

て行われる DSB形成制御に重要な役割を果たす。Mre11-Rad50-Xrs2複合体は多くの

種で DSB形成後の DNA修復に関与しているが、出芽酵母においては DSB形成自体

に必須である。 
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 分裂酵母においては、遺伝学的解析により 6個のRec12（出芽酵母 Spo11ホモログ）

補助因子（Rec6、Rec7、Rec14、Rec15、Rec24、Mde2）が同定された（De Veaux et al. 

1992; Gregan et al. 2005; Martin-Castellanos et al. 2005; Ponticelli & Smith 1998）。Rec14、

Rec7、Rec24 はそれぞれ出芽酵母 Ski8、Rec114、Mei4 のホモログである。Rec15 は

分裂酵母の DSB 因子の中で唯一コイルドコイルドメインを有することから、出芽酵

母 Mer2 のホモログではないかと考えられる。Mde2 は配列相同検索からはホモログ

の存在が示されていない。分裂酵母Mei4（出芽酵母Mei4のホモログとは異なる）は

減数分裂後期の進行を制御する重要な転写因子であり、Mde2 は Mei4 によって発現

が制御される遺伝子群（Mei4-dependent expression）の 1つとして同定された。 

	
 所属研究室の先行研究により、分裂酵母の DSB 因子は、 SFT 複合体

（Rec7-Rec15-Rec24、seven-fifteen-twenty four）と DSBC複合体（Rec6-Rec12-Rec14、

DSB core）を形成し、Mde2が SFT複合体の Rec15及び DSBC複合体の Rec14と相互

作用することが明らかになった（図 2B、三好ら 2012）。 
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図 2.出芽酵母及び分裂酵母における DSB 因子複合体	
 

(A) 出芽酵母 Spo11と補助因子。 

(B) 分裂酵母 Rec12（Spo11ホモログ）と補助因子。 

  



 13 

1-2-2.クロマチン構造による DSB 制御	
 

	
 DSB の制御において重要な役割を果たす要因の 1 つとして、局所的なクロマチン

構造が挙げられる。出芽酵母を用いた先行研究により、調べられた複数の DSB ホッ

トスポットはヌクレアーゼによって切断されやすい“開いた”クロマチン構造を形成

していることが明らかになった（Ohta et al. 1994; Wu & Lichten 1994）。また、ゲノム

ワイド解析により、出芽酵母の DSB ホットスポットは主にヌクレオソーム非存在領

域（nucleosome-depleted regions; NDRs）に存在し、その大部分が遺伝子のプロモータ

ー領域に位置することが示された（Keeney 2008; Lichten 2008; Lichten & de Massy 

2011; Pan et al. 2011）。分裂酵母の DSBホットスポットの多くは長い遺伝子間領域に

存在するが、これらの DSBホットスポットの多くが NDRに位置することが近年明ら

かになった（de Castro et al. 2012）。これらの報告から、DSBホットスポット周辺はク

ロマチンが開いた構造を取り、Spo11 等の DSB 因子が機能しやすい状態であること

が示唆されている。 

	
 DSB制御に重要な役割を果たす局所的なクロマチン構造のもう 1つの要因として、

ヒストン修飾が挙げられる。 

	
 出芽酵母においては、ヒストンメチル化酵素 Set1 によって引き起こされるヒスト

ン H3 の 4番目のリジン残基のトリメチル化（H3K4me3）が DSBホットスポット周

辺で見られる（Borde et al. 2009）。DSBホットスポット周辺の H3K4me3はマウスに

おいても見られ、ヒストンメチル化酵素 Prdm9がマウスの DSBホットスポットの決

定に重要な役割を果たすことが、近年明らかになった（Baudat et al. 2010; Myers et al. 

2010; Parvanov et al. 2010）。一方、分裂酵母の DSBホットスポット周辺においては、

H3K4me3ではなく H3K9のアセチル化（H3K9ac）が見られる（Yamada et al. 2004; 

Yamada et al. 2013）。 
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 このように DSB ホットスポットとヒストン修飾には相関関係が見られるが、特定

のヒストン修飾を示す全ての部位が DSB ホットスポットになるわけではない。逆に

DSB ホットスポットであっても、上記のようなヒストン修飾が見られないものも存

在する。 

	
 これと対応する観察結果として、ヒストン修飾酵素やヒストン修飾残基の変異体に

おける表現型が、必ずしも予測通りにならないケースが存在する。例えば、出芽酵母

の Set1 欠損株及び H3K4A 変異体では、一部のホットスポットで DSB の頻度が著し

く低下するものの、DSBが完全に消失するわけではない（Borde et al. 2009; Sollier et al. 

2004; Sommermeyer et al. 2013）。一方、分裂酵母では H3K9A変異体において DSBの

頻度の低下は見られるものの、影響は部分的に留まる。また DSB ホットスポット周

辺で H3K4me3は見られないが、Set1の欠損株で DSBへの影響が観察される（Yamada 

et al. 2013）。 

	
 マウスの場合は、多くの DSBホットスポットが、ヒストンメチル化酵素の 1つで

ある Prdm9が有する zinc fingerの認識配列と一致する部位に見られる。これらの DSB

ホットスポット周辺で検出される H3K4me3レベルは、転写開始点（transcription start 

site; TSS）に比べて高くはない。興味深いことに、Prdm9-/-マウスでは、DSB ホット

スポットの場所が TSS近傍へと変化する（Brick et al. 2012）。 

	
 このように、ヒストン修飾を介した DSB の制御は種によって異なる上に、重層的

かつ複雑である。 

 

1-2-3.染色体高次構造による DSB 制御	
 

	
 局所的な制御に加えて、DSB 形成制御において極めて重要な役割を果たすのが、

染色体高次構造である。減数分裂前 DNA複製の進行に伴い、コヒーシンによる姉妹
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染色分体間の接着が起こる。DNA 複製後の染色体は、コヒーシン及び複数の軸因子

（出芽酵母 Red1、分裂酵母 Rec10、マウス SYCP3など）によって形成される“軸部”

と、そこから外側に遊離する“ループ部”からなる三次元的高次構造を形成する（図

1B）。 

	
 出芽酵母 rad50S変異体（この変異体では DSBが修復されずに蓄積するため、DSB

部位の検出が簡便である）における DSB 部位の分布と、コヒーシンの分布を比較し

た結果、DSB がコヒーシン結合部位の間の領域、すなわちループ部で生じることが

明らかになった（図 1B、Blat et al. 2002; Glynn et al. 2004; Kugou et al. 2009）。 

	
 DSB がループ部で形成されることと一見して矛盾するが、Mer2-Mei4-Rec114 複合

体などの Spo11補助因子が軸部に局在することが報告されている（Panizza et al. 2011）。

このパラドックスを解く考え方として、ループ部に位置する DSB ホットスポットは

軸部と連結することで Spo11を活性化し、DSBを形成する、という“軸−ループ連結”

モデルが提唱されている（図 1C、Blat et al. 2002; Kleckner 2006）。 

	
 軸−ループ構造による DSB形成制御において極めて重要な役割を果たすのが、コヒ

ーシン Rec8である。Rec8は減数分裂期においてのみ発現する、コヒーシンのクライ

シンサブユニットである。Rec8 は軸因子（出芽酵母 Red1、Hop1、分裂酵母 Rec10）

の軸部への結合に必要であることが既に報告されている（Klein et al. 1999; Panizza et 

al. 2011; Lorenz et al. 2006）。出芽酵母の軸因子 Red1及び Hop1は通常レベルの DSB

形成に必要であり、分裂酵母の軸因子 Rec10（出芽酵母 Red1ホモログ）は DSB形成

に必須である（Hollingsworth & Ponte 1997; Mao-Draayer et al. 1996; Blat et al. 2002; 

Ellermeier & Smith 2005）。 

	
 また、所属研究室の先行研究により、Rec8を欠損した出芽酵母において、DSB形

成が領域特異的な影響を受け、多くの染色体領域で DSB の頻度が低下することが明
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らかになっている（Kugou et al. 2009）。さらに、Spo11が DSB形成前に軸部において

Rec8と共局在することが示されている（Kugou et al. 2009）。 

	
 マウスにおいては、Rec8 に加えて Rad21L が減数分裂期特異的に発現するが

（Ishiguro et al. 2011; Lee & Hirano 2011）、Rec8と Rad21Lの二重欠損マウスにおいて、

軸因子 SYCP3は軸部に完全に局在できなくなる（Llano et al. 2012）。 

	
 以上の結果から、コヒーシン Rec8 は軸−ループ構造の基盤として軸因子及び DSB

因子の軸部への局在を制御し、DSB の頻度及び場所を空間的に制御する可能性が示

唆される。 

 

1-3.本研究の課題	
 

	
 本研究では、軸−ループ構造による遺伝的組換え開始（DSB形成）制御の分子機構

の解明を試みた。実験対象として、分裂酵母及び出芽酵母を用い、主な実験手法とし

て、クロマチン免疫沈降法（ChIP）と高解像度ゲノムタイリングアレイを組み合わせ

た ChIP-chip法、あるいは ChIPと次世代シークエンサーを組み合わせた ChIP-seq法

を用いることで、Rec8及び DSB因子の染色体上の局在をゲノムワイドに検証した。 

	
 

1-3-1.<第 1 章>	
 分裂酵母における DSB 制御機構	
 

（Mde2 による複製チェックポイントと連係した軸−ループ連結制御）	
 

	
 まず、分裂酵母を用いて、軸−ループ構造による DSB制御の分子機構について解析

を行った。まず、Rec8の結合部位を ChIP-chip法によりゲノムワイドに調べ、“軸部”

を決定した。これにより、分裂酵母においても DSB がループで起こることを確認し

た。また、SFT 複合体の構成因子の局在も ChIP-chip 法により解析した。その結果、

これらの因子は、軸因子 Rec10依存的に軸部へと結合し、Mde2と共に安定的にルー
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プ上の DSB ホットスポットに結合することが示された。この結果は、軸因子 Rec10

が軸部において SFT 複合体の結合の基盤となることを示している。加えて、Rec10

がMde2依存的にループ上の DSBホットスポットにも結合することを示した。Mde2

は複製チェックポイントの支配を受けて、DNA 複製完了後に発現が誘導される。従

って、Mde2は軸−ループ相互作用という染色体高次構造の変化と DNA複製チェック

ポイントを連係させる、DSB の重要な時空間制御因子であるという、新規の分子メ

カニズムを提唱することにした。 

 

1-3-2.<第 2 章>	
 出芽酵母における DSB 制御機構	
 

（軸部近傍における DSB コールドスポット形成）	
 

	
 出芽酵母においては、分裂酵母 Mde2 のホモログは見つかっておらず、Mde2 のよ

うに発現が複製チェックポイントによって制御される DSB 因子も存在しない

（Blitzblau & Hochwagen 2013）。近年、COMPASS複合体（Complex Proteins Associated 

with Set1）の Spp1が、PHDフィンガーによって DSBホットスポット周辺の H3K4me3

を認識し、軸部に局在している Mer2 との相互作用することで、ループ上の DSB ホ

ットスポットと軸部の連結を促進するのではないかという仮説が提唱されている

（Acquaviva et al. 2013; Sommermeyer et al. 2013; Borde & de Massy 2013）。しかし、前

述の通り、H3K4me3 を示す全ての部位が DSB ホットスポットになるわけではなく、

軸−ループ連結を介した DSB制御の詳細な機構は明らかになっていない。 

	
 本研究ではまず、ChIP-seq法により Rec8の局在を高解像度で調べ、近年明らかに

なった高解像度の DSB部位の分布と比較することで、軸部と DSB部位の位置関係を

詳細に検証した。その結果、DSB ホットスポットはループ内にほぼ一様に存在する

が、軸部（Rec8 結合部位）近傍では、その頻度が顕著に低いことを示した。転写因
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子 Gal4の DNA結合ドメイン（Gal4BD）と Spo11を融合し、ループ部あるいは軸部

近傍に強制結合させたところ、軸部近傍においてのみ Gal4BD-Spo11 による DSB が

抑制されることが明らかになった。この原因として考えられることの 1つとして、軸

部における H3K4me3 レベルの低下を明らかにした。すなわち、軸部近傍では

H3K4me3 レベルが低いために軸−ループ連結が形成されにくく、結果として Spo11

による DNA切断活性が局所的に抑制され、DSBホットスポットが形成されにくいの

ではないかと考えられる。 
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2.材料と方法（分裂酵母）	
 

2-1.分裂酵母株	
 

	
 全ての実験において、同調性の高い減数分裂誘導を行うために、pat1-114半数体の

温度シフトによる減数分裂誘導系を用いた（Iino & Yamamoto 1985）。各タンパクの C

末端への FLAG及び HAタグの付加は、pSLF172ベクターを用いた形質転換により行

った（Forsburg & Sherman 1997）。各遺伝子の欠損株は、遺伝子の ORF 内に薬剤耐性

遺伝子マーカー（hygromycin (hph)、Clonnat/noursethecin (nat)）を挿入した DNA断片

を PCR増幅し、内在性の遺伝子をマーカーを挿入した DNA断片で置換することによ

り作成した。使用した分裂酵母株は表 2に示した。OTM株は、三好博士から供与さ

れた。 
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表 2.本研究で使用した分裂酵母株	
 

 

 

�����
��������
	

Strain Genotype

�� OTM587 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 mde2-3HA:ura4+

OTM598 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 mde2-3HA:ura4+


�� OTM413 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6

OTM598 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 mde2-3HA:ura4+


�	 OTM611 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec14-3HA:ura4+

OTM651 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 mde2-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+


�
 OTM658 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 mde2-3Flag:kanMX6

OTM651 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 mde2-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+


�� OTM688 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec24-3HA:ura4+

OTM660 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec24-3HA:ura4+

OTM727 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec24-3HA:ura4+ rec12::hygMX6

OTM742 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec24-3HA:ura4+ mde2::hygMX6


�� OTM611 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec14-3HA:ura4+

OTM708 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec12-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+

OTM760 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec12-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+ mde2::natMX6


� OTM540 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec24-3Flag:kanMX6 rec8-3HA:ura4+
OTM595 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+

OTM416 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+

OTM578 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec10::hygMX6

OTM442 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec24::hygMX6

OTM727 h-


�� OTM416 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+

OTM720 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec6::hygMX6

OTM700 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec24-3HA:ura4+ rec7::hygMX6

OTM444 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec12::hygMX6

OTM744 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec14::hygMX6

OTM442 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec24::hygMX6

OTM514 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec8::hygMX6

OTM578 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec10::hygMX6

OTM727 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ mde2::hygMX6


�	 OTM595 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+

OTM725 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec6::hygMX6

OTM701 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec6-3HA:ura4+ rec7::hygMX6

OTM649 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec12::hygMX6

ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ mde2::hygMX6
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OTM749 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec14::hygMX6

OTM607 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec15::hygMX6

OTM653 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec24::hygMX6

OTM753 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ rec8::hygMX6

OTM729 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec10-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+ mde2::hygMX6


���
 OTM416 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec15-3Flag:kanMX6 rec7-3HA:ura4+

OTM651 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 mde2-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+

OMI32 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 mde2-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+ rec15::hygMX6


�� OTM708 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec12-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+

OTM760 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec12-3Flag:kanMX6 rec14-3HA:ura4+ mde2::natMX6


� OTM540 h- ade6-M26 ura4-D18 pat1-114 rec24-3Flag:kanMX6 rec8-3HA:ura4+
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2-2.分裂酵母の減数分裂誘導	
 

	
 栄養増殖寒天培地（YES寒天; 0.5% BactoTM yeast extract、3% dextrose、200mg/l ア

デニン、200ml/l ロイシン、200mg/l ヒスチジン、100mg/l ウラシル、2% 寒天）で 3

日間培養した株を、5ml YES液体培地（0.5% BactoTM yeast extract、3% dextrose、200mg/l 

アデニン、200ml/l ロイシン、200mg/l ヒスチジン、100mg/l ウラシル）で 1-2 x 107 

cells/mlになるまで一晩振盪培養した。0.05 x 107 cells/mlになるように 100mlのMM+N

培地（MM培地（Alfa et al. 1993）を 1% dextroseに変更し、200mg/l アデニン、200ml/l 

ロイシン、200mg/l ヒスチジン、200mg/l ウラシルを加えた）に移し、1-2 x 107 cells/ml

になるまで一晩振盪培養した。3,000 rpmで 2分間遠心した後、10mlの滅菌水で 2回

洗浄し、0.5 x 107 cells/mlになるように 200mlのMM-N培地（MM+N培地からアデニ

ン、ロイシン、ヒスチジン、ウラシル、NH4Clを除いた）に移した。16-20時間振盪

培養し、G1期に停止させた。ここまでの培養を全て許容温度（25℃）で行った。G1

期に停止させた細胞を 3,000 rpm で 2 分間遠心した後、150ml の MM+1/10N 培地

（MM+N培地を 0.05% NH4Clに変更した）に懸濁し、1.3-1.5 x 107 cells/mlとした。

制限温度（34℃）に移して振盪培養し、減数分裂に誘導した。 

 

2-3.クロマチン免疫沈降（ChIP）	
 

	
 先行研究（Hirota et al. 2007）の方法を改変し、以下のような手順で行った。 

2-3-1.in	
 vivoクロスリンク	
 

	
 分裂酵母培養液に、37% ホルムアルデヒド溶液を終濃度 1%になるように加えて室

温で 15分間インキュベートし、in vivoクロスリンクを行った。その後、氷上で 45分

間インキュベートし、クロスリンクを停止した。3,000 rpm、4℃で 2分間遠心した後、

PBS（137mM NaCl、8.1mM Na2HPO4、2.68mM KCl、1.47mM KH2PO4）で 2回洗浄し、
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液体窒素にて凍結した後、使用するまで-80℃で保存した。 

2-3-2.細胞抽出	
 

	
 凍結細胞に lysis buffer 140 / Complete / PMSF（0.1% sodium deoxycholate、1mM EDTA 

(pH 8.0)、50mM HEPES-KOH (pH 7.5)、140mM NaCl、1% Triton X-100、1x Complete, 

EDTA-free (Roche、プロテアーゼ阻害剤)、1mM Phenylmethylsulfonyl fluoride）と 0.5mm 

ジルコニアビーズを加え、マルチビーズショッカー（安井機械）を用いて細胞を完全

に破砕した。細胞破砕液を Handy Sonic model UR-20P（トミー精工）を用いて超音波

処理し、染色体 DNAを平均 500bpの長さに断片化した。その後、12,000 rpm、4℃で

10分間遠心し、この上清を細胞抽出液とした。 

2-3-3.免疫沈降	
 

	
 Dynabeads protein A（Invitrogen）を PBS / 0.5% BSAで 3回洗浄した後、抗体（抗

FLAG抗体（Sigma）あるいは抗 HA抗体 16B12（Covance））を加えて 4℃で 1時間イ

ンキュベートした。その後、PBS / 0.5% BSAで 2回洗浄し、細胞抽出液と混合し、4℃

で 3 時間インキュベートすることで免疫沈降を行った。免疫沈降後のビーズを lysis 

buffer 140で 3回、lysis buffer 500（0.1% sodium deoxycholate、1mM EDTA (pH 8.0)、

50mM HEPES-KOH (pH 7.5)、500mM NaCl、1% Triton X-100）で 2回、LiCl / detergent 

buffer（0.5% sodium deoxycholate、1mM EDTA (pH 8.0)、10mM Tris-HCl (pH 8.0)、250mM 

LiCl、0.5% Nonident P-40）で 1回洗浄した。洗浄後のビーズを 2x stop buffer（20mM 

Tris-HCl (pH 8.0)、20mM EDTA (pH 8.0)、100mM NaCl、1% SDS）に懸濁した（IP溶

液）。 

2-3-4.DNA 精製	
 

	
 免疫沈降に用いなかった細胞抽出液の一部を 2x stop bufferと混合し、input溶液と

した。IP溶液と input溶液を 75℃で一晩インキュベートし、クロスリンクを解消した。
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その後、プロテアーゼ Kを加えて 55℃で 3時間インキュベートし、タンパク質を分

解した。その後、QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）を用いて DNAを精製し、

EB bufferにて溶出した。 

2-3-5.Realtime	
 PCR を用いた定量解析（ChIP-qPCR）	
 

	
 SYBR® Premix ExtaqTM II（タカラバイオ）と ABI 7300 Real-Time PCR System（Life 

Technologies）を用い、添付のマニュアルに従って IP及び inputサンプル中の DNA量

を測定した。使用したプライマーペアは以下の通り。 

sib1: 

5’-TGGCTCTAGATGTATCAGCG-3’ 

5’-ACGGCTGTCGAATCAGTTAC-3’  

mbs1: 

5’-AAACACTGGTCATCTCGGAACCAGC-3’ 

5’-TCCTTTGCAGTGAATGGTTGGGCTAC-3’ 

sat1: 

5’-TCATCTCATTAAGAGTGTTCGG-3’ 

5’-GATGCAAAGCAAATGCGCAAGT-3’ 

SPBC3H7.03: 

5’-TGCCATGAATTCCTATCGTAG-3’ 

5’-GTTGCAAGGCTTATGTACATAC-3’ 

bir1: 

5’-CTTGCTCTGTAGCTTAGGAG-3’ 

5’-GACAGAAACGTCGGAAACTC-3’ 
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2-4.ChIP-chip によるタンパク質の DNA 結合領域の決定	
 

2-4-1.タイリングアレイによるシグナルの検出	
 

	
 IVT (in vitro transcription) Amplification法（Katou et al. 2006）に従って、IP DNAサ

ンプル及び input DNAサンプルの増幅、断片化、末端標識を行った。その後、Affymetrix 

Chromatin Immunoprecipitation Assay Protocol（P/N 702238 Rev. 3、Affymetrix）に従っ

て、各DNAサンプルをGeneChip® S. pombe Tiling 1.0FR Array（P/N 900647、Affymetrix）

に、それぞれハイブリダイゼーションした。Affymetrix Fluidics stationでアレイを洗

浄、染色し（Midi-euk2.v3プロトコール）、GeneChip Scanner 3000 7Gでスキャンを行

い、各プローブに対するシグナルを得た。 

2-4-2.タンパク質の結合領域の予測	
 

	
 得られたシグナルデータから、CisGenome v2ソフトウェア（Ji et al. 2008）を用い

て、DSB因子（Rec10、Rec15、Mde2）及び Rec8の DNA結合領域を予測した。まず、

CisGenome v2ソフトウェアの tilemapv2_importaffyコマンド（初期設定）を使用して、

全てのアレイについてのシグナルの正規化（quantile normalization 法）を行った。そ

の後、tilemapv2コマンドを用いて、各サンプルについて IP DNAサンプルと input DNA

サンプルの統計的比較を行い、DSB因子及び Rec8の DNA結合領域を決定した。使

用したパラメーターの内、初期設定と異なるパラメーターを以下に示す。なお、参照

ゲノム配列は、Sanger Genome Databaseの 2004年 9月版を使用した。 

DSB因子：[Method to Compute FDR] = UMS, [W] = 38, [Window Boundary] = 750, 

[Standardize MA Statistics] = No, [Region Boundary Cutoff, MA>] = 0.33, [Max Gap within 

a Region] = 750, [Max Run of Insignificant Probes within a Region] = 25, [Min Region 

Length] = 750, [Min No. of Significant Probes within a Region] = 25 

Rec8：[Region Boundary Cutoff, MA>] = 0.1, [Expected Hybridization Length] = 140, [Max 
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Gap within a Region] = 1300, [Min Region Length] = 1300, [Min No. of Significant Probes 

within a Region] = 20 

2-4-3.各タンパク質の結合領域と DSB 部位との比較解析	
 

	
 DSB因子（Rec10、Rec15、Mde2）及び Rec8の結合領域とDSB部位（Hyppa et al. 2008）

を比較するために、CisGenome v2 ソフトウェアを使用して、より厳しい定義で結合

領域を求めた。tilemapv2コマンドのパラメーターを以下に示す。 

DSB因子：[Method to Compute FDR] = UMS, [W] = 38, [Window Boundary] = 750, 

[Standardize MA Statistics] = No, [Region Boundary Cutoff, MA>] = 0.33, [Max Gap within 

a Region] = 750, [Max Run of Insignificant Probes within a Region] = 25, [Min Region 

Length] = 750, [Min No. of Significant Probes within a Region] = 25 

Rec8：[Method to Compute FDR] = Estimate from Left Tail, [W] = 13, [Window Boundary] 

= 260, [Standardize MA Statistics] = Yes, [Region Boundary Cutoff, MA>] = from 0.96, 

[Expected Hybridization Length] = 150, [Min No. of Significant Probes within a Region] = 

10 

2-4-4.GEO	
 accession	
 number 

	
 本研究により得られた DSB 因子（Rec10、Rec15、Mde2）及び Rec8 の ChIP-chip

データは、Gene Expression Omnibus（GEO）に登録した（accession numberはそれぞ

れ GSE31846と GSE52863）。 

 

2-5.sequential	
 ChIP（re-ChIP）	
 

	
 先行研究（Ishizaka et al. 2012）の方法を改変し、以下のような手順で行った。 

2-5-1.一次免疫沈降	
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 通常の ChIP同様に抗 FLAG抗体（Sigma）で免疫沈降を行い、洗浄を行った後、

ビーズを elution buffer（10mM Tris-HCl (pH 7.6)、1mM EDTA (pH 8.0)、1% SDS、10mM 

Dithiothreitol）に懸濁した。室温で 15分間インキュベートすることで免疫沈降された

タンパク質−DNA複合体を溶出し（一次溶出）、これを再度繰り返した（二次溶出）。

一次溶出液と二次溶出液を混合した後、9倍量の lysis buffer 140 / Complete / PMSFを

加えた。Dynabeads protein A（Invitrogen）を PBS / 0.5% BSAで 3回洗浄した後、この

希釈溶出液に加えて 4℃で 30分間インキュベートし、変性した一次抗体を除去した。

これを二次細胞抽出液とした。 

2-5-2.二次免疫沈降	
 

	
 Dynabeads protein A（Invitrogen）を PBS / 0.5% BSAで 3回洗浄した後、抗体（抗

FLAG抗体（Sigma）あるいは抗 HA抗体 16B12（Covance））を加えて 4℃で 1時間イ

ンキュベートした。その後、PBS / 0.5% BSAで 2回洗浄し、二次細胞抽出液と混合

し、4℃で 3時間インキュベートすることで免疫沈降を行った。免疫沈降後のビーズ

を lysis buffer 140で 1回、lysis buffer 500で 1回、LiCl / detergent bufferで 1回洗浄し、

洗浄後のビーズを 2x stop bufferに懸濁した（IP溶液）。 

2-5-3.DNA 精製	
 

	
 免疫沈降に用いなかった二次細胞抽出液の一部を 2x stop bufferと混合し、input溶

液とした。IP溶液と input溶液を 75℃で一晩インキュベートし、クロスリンクを解消

した。その後、プロテアーゼ Kを加えて 55℃で 3時間インキュベートし、タンパク

質を分解した。その後、QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）を用いて DNAを

精製し、EB bufferにて溶出した。 
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2-6.共免疫沈降	
 

2-6-1.細胞抽出	
 

	
 減数分裂誘導後 4時間の細胞を 3,000 rpm、4℃で 2分間遠心して回収し、液体窒素

にて凍結した後、使用するまで-80℃で保存した。凍結細胞に lysis buffer / Complete / 

PMSF（25mM MOPS (pH 7.2)、5mM EDTA (pH 8.0)、0.1% Nonident P-40、100mM KCl、

1mM Dithiothreitol、10% glycerol、1x Complete, EDTA-free (Roche、プロテアーゼ阻害

剤)、1mM Phenylmethylsulfonyl fluoride）と 0.5mm ジルコニアビーズを加え、マルチ

ビーズショッカー（安井機械）を用いて細胞を完全に破砕した。細胞破砕液を 12,000 

rpm、4℃で 10分間遠心し、この上清を細胞抽出液とした。 

2-6-2.免疫沈降	
 

	
 Anti-Flag M2-agarose resin（Sigma）を PBS / 0.5% BSAで 3回洗浄した後、細胞抽出

液と混合し、4℃で 2時間インキュベートすることで免疫沈降を行った。免疫沈降後

のビーズを lysis bufferで 4回洗浄し、2x SDS sample buffer（125mM Tris-HCl (pH 6.8)、

20% glycerol、4% SDS、2% β-mercaptoethanol、0.001% Bromophenol blue）を加えて 100℃

で 5分間インキュベートし、IPサンプルとした。 

	
 細胞抽出液の一部は同量の 4x SDS sample bufferと混合して 100℃で 5分間インキ

ュベートし、WCEサンプルとした。 

 

2-7.共免疫沈降（クロスリンクあり）	
 

	
 先行研究（Tsukahara et al. 2010）の方法を改変し、以下のような手順で行った。 

2-7-1.in	
 vivoクロスリンク	
 

	
 分裂酵母培養液に、11% ホルムアルデヒド溶液（11% ホルムアルデヒド、100mM 

NaCl、1mM EDTA (pH 8.0)、0.5mM EGTA (pH 8.0)、50mM Tris-HCl (pH 7.6)）を終濃



 29 

度 0.9%になるように加えて室温で 10分間インキュベートし、in vivoクロスリンクを

行った。その後、氷上で 20分間インキュベートし、クロスリンクを停止した。3,000 

rpm、4℃で 2分間遠心した後、PBSで 4回、IP buffer（50mM HEPES-KOH (pH 7.5)、

140mM NaCl、1mM EDTA (pH 8.0)、0.1% Triton X-100）で 1回洗浄し、液体窒素にて

凍結した後、使用するまで-80℃で保存した。 

2-7-2.細胞抽出	
 

	
 凍結細胞に IP buffer / MNase / Complete / PMSF（50mM HEPES-KOH (pH 7.5)、

140mM NaCl、1mM EDTA (pH 8.0)、0.1% Triton X-100、4U/5x109 cells Nuclease 

micrococcal (Sigma)、3mM CaCl2、1x Complete, EDTA-free (Roche、プロテアーゼ阻害

剤)、1mM Phenylmethylsulfonyl fluoride）と 0.5mm ジルコニアビーズを加え、マルチ

ビーズショッカー（安井機械）を用いて細胞を完全に破砕した。細胞破砕液を Handy 

Sonic model UR-20P（トミー精工）を用いて超音波処理した後、0.5M EDTA (pH 8.0)

を終濃度 3mMになるように加えてMNaseを不活性化した。その後、12,000 rpm、4℃

で 10分間遠心し、この上清を細胞抽出液とした。 

2-7-3.免疫沈降	
 

	
 Anti-Flag M2-agarose resin（Sigma）を PBS / 0.5% BSAで 3回洗浄した後、細胞抽出

液と混合し、4℃で 2時間インキュベートすることで免疫沈降を行った。免疫沈降後

のビーズを IP bufferで 4回洗浄し、1.5x SDS sample buffer（75mM Tris-HCl (pH 6.8)、

15% glycerol、3% SDS、167mM Dithiothreitol、0.1% Bromophenol blue）を加えて 100℃

で 5分間インキュベートし、IPサンプルとした。 

	
 細胞抽出液の一部は同量の 3x SDS sample bufferと混合して 100℃で 5分間インキ

ュベートし、WCEサンプルとした。 
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2-8.ウェスタンブロット	
 

	
 SDSで変性処理した IPサンプル及びWCEサンプルを、0.9% アクリルアミドゲル

を用いて電気泳動により分離した。分離されたタンパク質を polyvinylidene fluoride 

(PVDF) membrane（Millipore）に転写し、一次抗体（抗 FLAG抗体（Sigma、希釈率

1:10,000）あるいは抗 HA抗体 12CA5（Roche、希釈率 1:5,000））、二次抗体（抗 mouse 

IgG抗体 HRP標識（GE Healthcare、希釈率 1:5,000））で処理した後、ImageQuant LAS 

4000（GE Healthcare）で検出を行った。 
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3.材料と方法（出芽酵母）	
 

3-1.出芽酵母株	
 

	
 全ての実験において、同調性の高い減数分裂の誘導が可能な SK1 バックグラウン

ドの株を使用した。Rec8、Spo11、Gal4BD-Spo11タンパクの C末端への FLAGタグ

の付加は、pU6H3FLAG ベクターの FLAG カセット部分を PCR 増幅し、形質転換に

より行った（De Antoni & Gallwitz 2000; Katou et al. 2003）。使用した出芽酵母株は表 3

に示した。 
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表 3.本研究で使用した出芽酵母株 

 

 

  

�����
��������
	

Strain Genotype
�� YSD3 a/α arg4-bgl/arg4-nsp cyh2-z/" REC8-6His-3FLAG-loxP-KanMX-loxP/"

���� YSD7 a/α arg4/" trp1::ADH1-GAL4BD-SPO11-TRP1-KanMX/" REC8-6His-3FLAG-loxP-KanMX-loxP/" spo11Δ::URA3/"
������ TFY372 a/α VMA1-105/" sae2Δ::KanMX/"

TFY011 a/α VMA1-105/" trp1::ADH1-GAL4BD-SPO11-TRP1-KanMX/"  spo11Δ::KanMX/"  sae2Δ::KanMX/"
YMD97 a/α arg4-bgl/arg4-nsp cyh2-z/" trp1::ADH1-GAL4BD-SPO11-3FLAG-TRP1-KanMX/" spo11Δ::URA3/"

��� RKD1311 a/α arg4-bgl/arg4-nsp cyh2-z/" SPO11-6His-3FLAG-loxP-KanMX-loxP/"
All strains are homozygous for ura3 lys2 ho::LYS2 leu2Δ
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3-2.出芽酵母の減数分裂誘導	
 

	
 ρ+選択寒天培地（YPG寒天; 1% BactoTM yeast extract、2% BactoTM peptone、3% 

glycerol、2% 寒天）で 2日間培養した株を、栄養増殖寒天培地（YPD寒天; 1% BactoTM 

yeast extract、2% BactoTM peptone、2% dextrose、2% 寒天）で 2日間培養した。シン

グルコロニーを 3ml YPD液体培地（1% BactoTM yeast extract、2% BactoTM peptone、2% 

dextrose）で一晩振盪培養し、1/100 に希釈して 5ml の前胞子形成培地（SPS; 0.5% 

BactoTM yeast extract、1% BactoTM peptone、0.17% BactoTM yeast nitrogen base w/o amino 

acid and ammonium sulfate、1% potassium acetate、0.5% ammonium sulfate、50mM 

potassium hydrogen phthalate、適量の CSM (Complete Supplement Mixture)、0.006% 化

学信越シリコーン KM-27FNET (消泡剤)、pH5.5）で 8 時間振盪培養した。2.0 x 105 

cells/mlになるように適量の SPS培地に移し、4-6 x 107 cells/mlになるまで振盪培養し

た。3,000 rpmで 3分間遠心した後、SPS培地と同量の滅菌水で洗浄し、倍量の胞子

形成培地（SPM; 1% potassium acetate、1/5量の CSM、0.001% polypropylene glycol）に

懸濁し、2-3 x 107 cells/mlとした。500mlフラスコに 50mlずつ分注し、激しく振盪培

養し、減数分裂に誘導した。全ての培養を 30℃で行った。 

 

3-3.クロマチン免疫沈降（ChIP）	
 

	
 先行研究（Kugou et al. 2009）の方法を改変し、以下のような手順で行った。 

3-3-1.in	
 vivoクロスリンク	
 

	
 出芽酵母培養液に、37% ホルムアルデヒド溶液を終濃度 1%になるように加えて室

温で 10分間インキュベートし、in vivoクロスリンクを行った。その後、2.5M グリシ

ンを終濃度 125mMになるように加えて室温で 5分間インキュベートし、クロスリン

クを停止した。3,000 rpm、4℃で 2分間遠心した後、TBS（20mM Tris-HCl (pH 7.6)、
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150mM NaCl）で 2回洗浄し、液体窒素にて凍結した後、使用するまで-80℃で保存し

た。 

3-3-2.細胞抽出	
 

	
 凍結細胞に lysis buffer 140 / Complete（0.1% sodium deoxycholate、1mM EDTA (pH 

8.0)、50mM HEPES-KOH (pH 7.5)、140mM NaCl、1% Triton X-100、1x Complete, 

EDTA-free (Roche、プロテアーゼ阻害剤)）と 0.5mm ジルコニアビーズを加え、マル

チビーズショッカー（安井機械）を用いて細胞を完全に破砕した。細胞破砕液をコバ

リス（Covaris）を用いて超音波処理し、染色体 DNAを平均 300bpの長さに断片化し

た。その後、15,000 rpm、4℃で 15分間遠心し、この上清を細胞抽出液とした。 

3-3-3.免疫沈降	
 

	
 Dynabeads protein A（Invitrogen）を PBS / 0.5% BSAで 3回洗浄した後、抗 FLAG

抗体（Wako）を加えて 4℃で 1時間インキュベートした。その後、PBS / 0.5% BSA

で 2回洗浄し、細胞抽出液と混合し、4℃で 3.5-5.5時間インキュベートすることで免

疫沈降を行った。免疫沈降後のビーズを lysis buffer 140で 2回、lysis buffer 500で 1

回、LiCl / detergent bufferで 2回、TEで 1回洗浄した。洗浄後のビーズを TE /1% SDS

（50mM Tris-HCl (pH 8.0)、10mM EDTA (pH 8.0)、1% SDS）に懸濁し、65℃で 15分

間インキュベートすることで、免疫沈降されたタンパク質−DNA 複合体を溶出した

（一次溶出）。溶出後のビーズを TE /0.67% SDS（50mM Tris-HCl (pH 8.0)、10mM EDTA 

(pH 8.0)、0.67% SDS）に懸濁し、65℃で 5分間インキュベートすることで更なる溶出

を行い（二次溶出）、二次溶出液を一次溶出液と混合した（IP溶液）。 

3-3-4.DNA 精製	
 

	
 免疫沈降に用いなかった細胞抽出液の一部を TE /1.33% SDS（50mM Tris-HCl (pH 

8.0)、10mM EDTA (pH 8.0)、1.33% SDS）と混合し、input溶液とした。IP溶液と input
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溶液を 65℃で一晩インキュベートし、クロスリンクを解消した。その後、プロテア

ーゼ Kを加えて 50℃で 2時間インキュベートし、タンパク質を分解した。その後、

QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）を用いて DNAを精製し、EB bufferにて溶

出した。 

 

3-4.ChIP-seq によるタンパク質の結合ピークの検出	
 

3-4-1.ライブラリ調製とシークエンスラン	
 

	
 NEBNext ChIP-Seq Library prep master mix set for Illumina（P/N E6240、NEB）を用い

て、IP DNAサンプルと input DNAサンプルにシークエンス用配列の付加と PCRによ

る増幅を行った（ライブラリ調製）。この際に、NEB Next multiplex oligos for Illumina

（P/N E7335、NEB）を併用し、マルチプレックス用バーコード配列も合わせて付加

した。シークエンスは、MiSeq（Illumina）とMiSeq Reagent Kit v2（50 cycles）（P/N 

MS-102-2001、Illumina）を用い、4サンプル/ランの 50 bpシングルエンドマルチプレ

ックス解析を行った。 

3-4-2.リードのマッピング	
 

	
 FASTX-Toolkit（http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/）を用いて、品質の低いリー

ド末端配列のトリミング（Q値 20以下）、及び品質の低いリードの除去（Q値 20以

上の配列の割合が 80%以下）を行った。その後、tagdust（Lassmann et al. 2009）を用

いて、Illuminaのシークエンス用配列を含むリードの除去を行った。残ったリードを、

bowtieソフトウェア（Langmead et al. 2009）を用いて出芽酵母の参照ゲノム配列（ゲ

ノムバージョン sacCer1と sacCer2と SK1）にマッピングした。マッピングパラメー

ターは、「-n 3」を除いて初期設定を使用し、ゲノム中の繰り返し配列にはランダムに

マッピングを行った。 
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3-4-3.タンパク質の結合領域の検出	
 

	
 まず、ゲノム全体を 10-bp binに分割した。続いて、drompaソフトウェア（Nakato et 

al. 2013）の parse2wigコマンドを用いて、各 binに含まれるリード数の計算と正規化

を行った。「-binsize 10 –F3 47 –flen 150」以外は、初期設定を用いた。その後、各 bin

についての DNA濃縮度（DNA enrichment; IP/input）を、前後 300 bp以内に含まれる

データの平均として計算した。結合領域は drompa ソフトウェアを用いて決定した。

「-sw 300 –binsize 10 –ipm 1 -divide –ethre 1.2」以外は、初期設定を用いた。その後、

600 bp 以下の長さの領域をピークリストから除いた上で、 PeakSplitter

（http://www.ebi.ac.uk/research/bertone/software）を用いて、結合領域を更に細かいピー

クに分割した。「-c 第 3四分位点の値 –v 0.4」以外は、初期設定を用いた。 

	
 出芽酵母の Rec8については、検出されたピークから、セントロメア周辺（70 kb）

及びテロメア周辺（各染色体末端から 30 kb）に位置するピークを除いた上で、上位

75%以上の DNA enrichmentを示すピークを「Rec8結合部位」とした。 

	
 Gal4BD-Spo11については、Rec8に比べてピークが顕著でなかったため、より厳し

い定義で結合ピークを求めた。具体的には、染色体腕部に位置するピークの内、上位

25%以上の DNA enrichmentを示すピークのみを、有意な Gal4BD-Spo11結合部位であ

るとした。 

3-4-4.GEO	
 accession	
 number	
 

	
 本研究により得られた Rec8、Spo11、及び Gal4BD-Spo11の ChIP-seqデータは、Gene 

Expression Omnibus（GEO）に登録した（accession numberは GSE52863）。 

	
 

3-5.サザンハイブリダイゼーション	
 

	
 先行研究（Borde et al. 1999）の方法を改変し、以下のような手順で行った。	
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3-5-1.ゲノム DNA 抽出	
 

	
 減数分裂誘導後 0、5、8時間の sae2欠損細胞をそれぞれ 35ml、20ml、20mlずつ、

3,200gで 5分間遠心して回収し、使用するまで-20℃で保存した。凍結細胞を zymolyase 

solution（0.1M EDTA (pH 8.0)、0.96M sorbitol、1% β-mercaptoethanol、1mg/ml zymolyase 

20T）に懸濁し、37℃で 45 分間インキュベートした。その後、4,500g で 5 分間遠心

し、spheroplast化した細胞を extraction buffer（50mM EDTA (pH 8.0、50mM Tris-HCl (pH 

8.0)、0.5% SDS、0.2mg/ml プロテアーゼ K)に再懸濁し、65℃で 1時間インキュベー

トした。その後、5M 酢酸カリウムを終濃度 1.4Mになるように加え、氷上で 10分間

インキュベートした。16,000g、4℃で 30 分間遠心し、上層をイソプロパノールと混

合して沈殿させ、75% エタノールでリンスした。生じた DNA沈殿に TE / 0.1mg/ml 

RNaseA を加えて 37℃で 1 時間インキュベートし、RNA を消化した。その後、3M 

sodium acetate (pH 5.2)と 100% エタノールを加えてエタノール沈殿させ、75% エタノ

ールでリンスした。生じた DNA 沈殿を TE に溶かし、約 5µg の DNA を適当な制限

酵素で処理した後、電気泳動に使用した。 

3-5-2.電気泳動	
 

	
 電気泳動は、0.8% アガロースゲル、泳動バッファーには 1x TAE（40mM Tris-acetate、

1mM EDTA (pH 8.0)）を使用し、80Vで 13時間行った。 

3-5-3.サザンハイブリダイゼーション	
 

	
 電気泳動後のゲルを Nylon membrane（Amersham Hybond-XL、GE Healthcare）の上

に乗せ、バキュームブロッター（GE Healthcare）を用いたアルカリトランスファー法

により DNAを転写した。その際に、まず Denature solution（1.5M NaCl、0.5M NaOH）

をゲル表面に加えて 45分間吸引し、その後 Transfer solution（1.5M NaOH、0.25M NaOH）

を加えて 5-6時間吸引した。転写後のメンブレンを 2x SSC（0.3M NaCl、33.7mM sodium 
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citrate、pH 7.0）で 3 回洗浄し、ハイブリダイゼーションボトルに入れて 0.125M 

Na2HPO4 (pH 7.4)で洗浄した後、Hybridization buffer（1% BSA、7% SDS、1mM EDTA 

(pH 8.0)、0.25M Na2HPO4 (pH 7.4)）を加えて 20 rpm、62℃で 30分間プレハイブリダ

イゼーションを行った。その後、Hybridization bufferを交換し、32Pで標識された DNA

プローブを加えて 62℃で一晩、ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼ

ーション後のメンブレンをWash buffer（1% SDS、1mM EDTA (pH 8.0)、0.1M Na2HPO4 

(pH 7.4)）で洗浄した後、autoradiography film（GE Healthcare）に現像した。なお、DNA

プローブは、以下に示すプライマーペアを用いて出芽酵母ゲノム DNAから増幅した

DNA断片を、Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP)（GE Healthcare）を用いて 32P

でランダム標識し、ProbeQuant G-50 Micro Columns（GE Healthcare）で精製して使用

した。 

GAL2: 

5’-CGGAGTTATAGAGGATTCGC-3’ 

5’-GAAGTTTGACCTTCTTGATGTC-3’ 

YNL241c: 

5’-GGTGCCAGAAGTAAACTATCC-3’ 

5’-CTCATCGGGTTCATCTACTC-3’ 

YLR333c: 

5’-GCCTCCAAAGCAACAATTGTC3-’ 

5’-CGTTACATACGATTGTCACTG-3’ 

YOR219c: 

5’-GAACGGAGATTTTGCCATCC-3’ 

5’-CATATATCCAGTCTGGTTTGG-3’ 
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3-6.permutation	
 test による軸部近傍での DSB ホットスポット頻度の評価	
 

	
 Rec8結合部位近傍において、DSBホットスポットの頻度が有意に低いかどうかを

検証する方法として、permutation testを用いた。DSBホットスポットが遺伝子のプロ

モーター領域に多く存在することを考慮し、各 DSB ホットスポットと最も近い下流

の TSSとの距離を固定したまま、DSBホットスポットを TSS上流にランダムに配置

する方法を用いた。具体的には、まず、染色体腕部に位置する 3,175 個の DSB ホッ

トスポットに対し、最も近い下流の TSSとの距離（d1, d2, ... d3175 bp）を算出した。

次に、先行研究（Jiang & Pugh 2009）により示されている遺伝子の内、染色体腕部に

位置する 4,836遺伝子からランダムに遺伝子を選び、その遺伝子の TSSの上流 d1 bp

の位置に DSBホットスポットを配置した。これを 3,175個の DSBホットスポット全

てに対して同様に行い、TSS 上流にランダムに割り当てられた 3,175 個の DSB ホッ

トスポットについて、Rec8間領域における相対的な位置と、最も近い Rec8結合部位

までの物理的な距離を算出した。この試行を 105回繰り返し、Rec8結合部位近傍（Rec8

間領域における相対値：0-0.05/0.95-0.1、0-0.1/0.9-1、Rec8結合部位までの物理的な距

離：0.6 kb、0.8 kb、1 kb、1.5 kb、2kb）に位置する DSBホットスポットの頻度が実

際に観察された頻度よりも小さくなる回数（N）を求め、p値（=N/105）を算出した。 

	
 また、Rec8結合部位近傍の TSS上流において、それ以外の TSS上流に比べて DSB

ホットスポットの頻度が有意に低いかどうかを検証するために「Rec8 結合部位近傍

（Rec8結合部位から≤0.8 kb）に位置する 197個の TSSと、それ以外（Rec8結合部位

から>0.8 kb）の 4,639個の TSSとで、TSSから最も近い上流の DSBホットスポット

までの距離の平均は等しい」という帰無仮説の検証を permutation testにより行った。

具体的には、染色体腕部に位置する 4,836遺伝子をランダムに 197個と 4,639個の 2

グループに分割し、各グループについて、TSS と最も近い上流の DSB ホットスポッ
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トまでの距離の平均を求めた。この試行を 105回繰り返し、2 つのグループの平均距

離の差が、実際に観察された距離の差よりも大きくなる回数（N）を求め、p値（=N/105）

を算出した。加えて、Rec8結合部位近傍とそれ以外の境界を 0.6 kb、1 kb、1.5 kb、2 

kbに設定し、同様の解析を行った。 
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4.<第 1 章>	
 結果	
 

4-1.分裂酵母においても DSB はループで形成される	
 

	
 出芽酵母の rad50S変異体における DSB部位は、Rec8結合部位の間に位置するこ

とが報告されている（Glynn et al. 2004; Kugou et al. 2009）。Rec8は軸部を構成する因

子の 1つであることから、DSBはループで起こると考えられている（Blat et al. 2002; 

Kleckner 2006）。しかし、分裂酵母においては DSB部位と Rec8結合部位の位置関係

は明らかにされていない。そこで本研究ではまず、ChIP-chip法により Rec8の分布を

ゲノムワイドに調べ、既に報告されている DSB部位の分布と比較することにした。 

	
 DSBが起こると考えられる減数分裂誘導後 4時間の細胞において、Rec8はセント

ロメア、テロメア、及び染色体腕部において顕著な結合を示し、561ヶ所の Rec8結

合部位が検出された（図 3A）。先行研究において報告されている rad50S変異体の DSB

ホットスポットの分布（Hyppa et al. 2008）と比較したところ、両者はほとんど一致

しなかった（1.4%（5ヶ所/365ヶ所）の DSBホットスポットのみが Rec8結合部位、

すなわち軸部と一致した、図 3A）。また、Rec8結合部位と DSBホットスポットとの

相関を統計的に調べたところ、Rec8の局在は DSBホットスポットと逆相関を示した

（図 3B）。これにより、分裂酵母においても DSBはループで起こることが明らかに

なった。 

 

4-2.Rec15 は Rec10 依存的に軸部に結合する	
 

	
 所属研究室の先行研究において、三好ら（2012）は網羅的な yeast two hybrid及び

質量分析を行い、分裂酵母において DSB形成に必須である 10個の因子は、Spo11の

ホモログである Rec12を含む DSBC複合体（Rec6-Rec12-Rec14）と SFT複合体

（Rec7-Rec15-Rec24）の 2種の複合体を形成することを示した。また、Mde2が DSBC
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複合体のRec14及びSFT複合体のRec15と相互作用すること、軸因子（分裂酵母Linear 

Element: LinE）の 1つである Rec10が SFT複合体の Rec15と相互作用することを示

した（図 2B）。本研究では、実際にMde2が Rec15及び Rec14と in vivoで相互作用す

ることを共免疫沈降法により示し、sequential ChIP（re-ChIP）法により、これらの因

子が DSBホットスポットにおいて共局在することを明らかにした（図 4A-D）。さら

に、Mde2の欠損細胞において、SFT複合体が不安定化すること（SFT複合体の構成

因子間の相互作用が低下すること）を示した（図 4E, F）。続いて、これらの DSB因

子が染色体上においてどのような機能を果たしているか、ChIP-chip法を用いてゲノ

ムワイドに検証を行った。 

	
 まず、軸因子 Rec10の分布を調べ、軸部構成因子であるコヒーシン Rec8の結合部

位と比較した（図 3A）。その結果、ゲノム全体で検出された 634ヶ所の Rec10結合部

位の内、315ヶ所（49.7%）が一致した（図 3E）。また、既に報告されている DSBホ

ットスポット（Hyppa et al. 2008）と比較したところ、29.7%（188ヶ所/634ヶ所）が

一致した。これら Rec10の結合部位と、Rec8結合部位及び DSBホットスポットとの

相関を統計的に調べたところ、Rec10の局在は Rec8結合部位及び DSBホットスポッ

ト双方に相関を示した（図 3C）。これにより、軸因子 Rec10は軸部に加えて、少なく

とも部分的あるいは一時的に DSBホットスポットにも結合することが示された

（例：mbs1ホットスポット、図 3A）。 

	
 続いて、SFT複合体の Rec15 の分布を調べた（図 3A）。その結果、43.7%（292 ヶ

所/668ヶ所）が DSBホットスポットと一致し、29.8%（199ヶ所/668ヶ所）が軸部（Rec8

結合部位）と一致した（図 3D, E）。また、Rec15の結合部位の 67.5% （451ヶ所/668

ヶ所）が Rec10 結合部位と一致し、特に軸部において非常に良く一致した（96.0%、

191ヶ所/199ヶ所）。 
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 これらの結果と、Rec15と Rec10が物理的に相互作用するという先行研究（三好ら 

2012）から、Rec15の染色体における局在は、Rec10によって制御されている可能性

が考えられた。この可能性を検証するために、Rec10の欠損細胞（rec10∆）を用いて

Rec15 の分布を調べた（図 3A）。その結果、軸部（Rec8 結合部位）における Rec15

結合部位のみが顕著に減少した（野生型で 199 ヶ所に対し、rec10∆株で 8 ヶ所、図

3D, E）。一方、DSBホットスポットにおける Rec15結合部位はあまり減少しなかった

（野生型で 292ヶ所に対し、rec10∆株で 170ヶ所）。これらの結果から、Rec10は Rec15

の軸部への結合に必要であるが、DSB ホットスポットへの結合には必要ではないこ

とが示唆された。 

	
 続いて、Rec10を含む全ての DSB因子の欠損細胞を用いて、Rec15の軸部への結合

を ChIP-qPCRにより定量的に検証した（図 5A、表 4）。その結果、DSBC複合体（Rec6、

Rec12、Rec14）の欠損細胞においては、Rec15の軸部への結合には大きな変化が見ら

れなかったが、SFT複合体（Rec7、Rec15、Rec24）及びMde2の欠損細胞では減少は

観察されず、むしろ若干の増加が見られた。一方、Rec10及び Rec8の欠損細胞では、

Rec15の軸部への結合がほぼ完全に失われた。 

 

4-3.Rec15 は Rec24/Mde2 依存的に DSB ホットスポットに結合する	
 

	
 続いて、Rec15の DSBホットスポットへの結合が他の DSB因子に依存するかどう

か、検証を行った。各 DSB 因子の変異体を作成し、mbs1 ホットスポットにおける

Rec15の結合を、ChIP-qPCRにより定量的に調べた。その結果、DSBC複合体（Rec6、

Rec12、Rec14）を欠損した細胞においては Rec15の結合に変化は見られなかったが、

SFT 複合体（Rec7、Rec24）及び Mde2 の欠損細胞においては、Rec15 の結合が著し

く低下した（図 5A、表 4）。 
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 そこで、Rec24 及び Mde2 の欠損細胞（rec24∆株、mde2∆株）を用いて、Rec15 の

分布を ChIP-chip法によりゲノムワイドに調べた。その結果、やはり DSBホットスポ

ットにおいて、Rec15の結合の顕著な低下が見られた（図 3A, D）。一方、rec24∆株、

mde2∆株において、軸部における Rec15の結合の減少は見られなかった（野生型で 199

ヶ所に対し、rec24∆株で 300ヶ所、mde2∆株で 298ヶ所、図 3D, E）。これにより、Rec15

の軸部への結合は、Rec24及びMde2に依存しないことが示唆された。 

	
 なお、rec24∆株や mde2∆株において、Rec15 の結合があまり減少しない例外的な

DSBホットスポットが複数観察された。これらの DSBホットスポットは、Rec15が

顕著に結合している軸部と近接しているために、DSB ホットスポットにおける結合

量の減少が観察しにくくなっているのではないかと考えられる。 

 

4-4.Rec10 の DSB ホットスポットへの結合は Mde2 及び SFT 複合体に依存する	
 

	
 前述の通りに、軸因子 Rec10の分布を ChIP-chipによりゲノムワイドに検証した結

果、Rec10 は軸部（Rec8 結合部位）に加えて、DSB ホットスポットにも結合するこ

とが明らかになった（図 3A、表 4）。Rec10の DSBホットスポットへの結合は、ルー

プに位置する DSBホットスポットと軸部との相互作用（軸−ループ相互作用）を介し

ていると考えられる。 

	
 そこで、軸−ループ相互作用がどのように制御されているか検証するために、DSB

因子の欠損細胞を用いて Rec10 の DSB ホットスポット（mbs1、sat1）及び軸部

（SPBC3H7.03、bir1）への結合を ChIP-qPCRにより調べた（図 5B, C、表 4）。その

結果、Rec10の DSBホットスポットへの結合は、SFT複合体及びMde2の欠損細胞で

著しく低下した。 
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 一方、DSBC複合体の欠損細胞では、DSBホットスポットへの結合に変化は見られ

なかった。Rec10の軸部における結合は、Rec8の欠損細胞で低下が見られたが、DSBC

複合体の欠損細胞では変化が見られず、SFT複合体及びMde2の欠損細胞ではわずか

な増加が見られた。以上の結果から、SFT 複合体及び Mde2 の共同作業が軸−ループ

相互作用に必要であることが示唆された（表 4）。 
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図 3.Rec15 は Rec10 依存的に軸部に、Rec24/Mde2 依存的に DSB ホットスポットに結

合する	
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(A) ChIP-chipによって明らかにした Rec10、Rec15及び Rec8の分布。減数分裂誘導

後 4 時間の細胞をホルマリン固定し、ChIP-chip 解析を行った。縦軸はシグナル強度

（IP/input、log2）を表す。濃緑色（Rec10）、濃青色（Rec15）、濃赤色（Rec12）、濃

桃色（Rec8）の領域は、各因子が有意に結合している領域を示す（有意な結合領域の

決定方法は“材料と方法（分裂酵母）”を参照）。横軸の橙色の四角は遺伝子の ORFを

示す。Rec12のデータは先行研究（Hyppa et al. 2008）を参照した。mbs1は DSBホッ

トスポット。 

(B) DSBホットスポット周辺のRec8の結合。365ヶ所のDSBホットスポットに対し、

周辺 10 kb の領域における Rec8 の結合（シグナル強度（IP/input、log2））を R

（http://www.r-project.org）の smooth.splineコマンドを用いて平均化した。 

(C) Rec8結合部位及び DSBホットスポット周辺の Rec10の結合。561ヶ所の Rec8結

合部位、及び 365ヶ所のDSBホットスポットに対し、周辺 10 kbの領域におけるRec10

の結合（シグナル強度（IP/input、log2））を平均化した。 

(D) Rec8結合部位及び DSBホットスポット周辺の Rec15の結合。 

(E) Rec8及び Rec12結合部位と重複する Rec10、Rec15結合部位の数。 
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図 4.Mde2 は SFT 複合体（Rec15）と DSBC 複合体（Rec14）と相互作用し、SFT 複合体

を安定化する	
 

(A) Mde2と Rec15の相互作用。減数分裂誘導後 4時間の細胞をホルマリン固定し、

MNase 処理後に共免疫沈降を行った。IP サンプルに対し、3%（Rec15-Flag）、1.5%

（Mde2-HA）量のWCEを用いた。アスタリスクは非特異的バンド。 
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(B) Mde2と Rec15の DSBホットスポットにおける共局在。減数分裂誘導後 4時間の

細胞をホルマリン固定し、sequential ChIP（re-ChIP）を行った。抗 FLAG抗体で一次

免疫沈降を行った後、抗 HA 抗体で二次免疫沈降を行った。DSB ホットスポット

（mbs1）、コールドスポット（sib1）において qPCRにより IP効率を測定した（各領

域は図 5B参照）。 

(C) Mde2と Rec14の相互作用。減数分裂誘導後 4時間の細胞をホルマリン固定し、

MNase 処理後に共免疫沈降を行った。IP サンプルに対し、3%（Mde2-Flag）、1.5%

（Rec14-HA）量のWCEを用いた。黒矢印は、Mde2-Flag及び Rec14-HAの位置を示

す。アスタリスクは非特異的バンド。 

(D) Mde2と Rec14の DSBホットスポットにおける共局在。減数分裂誘導後 4時間の

細胞をホルマリン固定し、(B)同様に re-ChIPを行った。 

(E) Mde2による SFT複合体の安定化。減数分裂誘導後 4時間の細胞を回収し、共免

疫沈降を行った後、ウェスタンブロットにより検出した。IP サンプルに対し、5%量

のWCEを用いた。アスタリスクは非特異的バンド。 

(F) Mde2に依存しない DSBC複合体の安定性。減数分裂誘導後 4時間の細胞を回収

し、(E)と同様に共免疫沈降を行った後、ウェスタンブロットにより検出した。IPサ

ンプルに対し、5%量のWCEを用いた。 
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図 5.Rec15 と Rec10 の DSB ホットスポットへの結合は Mde2 及び SFT 複合体に依存す

る	
 

(A) DSB因子の欠損細胞における Rec15の DSBホットスポット及び軸部への結合。

減数分裂誘導後 4 時間の細胞をホルマリン固定し、ChIP を行った。コールドスポッ

ト（sib1）、DSBホットスポット（mbs1）、軸部（SPBC3H7.03）の各領域において qPCR
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により IP効率を測定した。 

(B) qPCR により検証を行った各領域（コールドスポット：sib1、DSB ホットスポッ

ト：mbs1、sat1、軸部：SPBC3H7.03、bir1）の模式図。 

(C) DSB因子の欠損細胞における Rec10の DSBホットスポット及び軸部への結合。

減数分裂誘導後 4 時間の細胞をホルマリン固定し、ChIP を行った。コールドスポッ

ト（sib1）、DSBホットスポット（mbs1、sat1）、軸部（SPBC3H7.03、bir1）の各領域

において qPCRにより IP効率を測定した。 
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表 4.Rec15 及び Rec10 の軸部及び DSB ホットスポットにおける結合	
 

	
 

	
 

	
 	
 

�����
������
��������	����������
���

DSB hot spot axis DSB hot spot axis

wt +++ + +++ +++
rec6Δ, rec12Δ, rec14Δ (DSBC) +++ + +++ +++
rec7Δ, rec15Δ, rec24Δ (SFT) - ++ - ++++

mde2Δ - ++ - ++++

rec10Δ + -

rec8Δ + - -/+ -

Rec15 Rec10
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4-5.Mde2 は複製チェックポイントと連係し、SFT 複合体を DSB ホットスポットにおい

て安定化して DSBC 複合体を呼び込む	
 

	
 続いて、DSB制御におけるMde2の役割に着目した。mde2+遺伝子の転写は、転写

因子Mei4に依存する（Abe & Shimoda 2000）。また、mei4+遺伝子の転写は、Rad3-Cds1

依存的な複製チェックポイントの制御下にあり、複製チェックポイントが活性化され

た場合には mde2+遺伝子の転写は起こらない（Ogino & Masai 2006）。所属研究室にお

ける先行研究により、DSB因子の中でMde2のみが、複製阻害剤であるヒドロキシウ

レア（HU）添加により発現が完全に消失することが明らかになった（図 6A、三好ら 

2012）。複製チェックポイントの活性化により、Mde2の機能が抑制されていることが

示唆される。 

	
 本研究により、Rec15の DSBホットスポットへの結合が、mde2∆株において rec24∆

株と同様に著しく低下することが、ゲノムワイドに明らかになった（図 3A, D、表 4）。

また、mde2∆株において、SFT複合体が不安定化することを示した（図 4E, F）。これ

らの結果から、Mde2 は DSB ホットスポットにおける SFT 複合体の安定的な結合を

制御していると考えられた。 

	
 そこで、Mde2の染色体上の局在を ChIP-chipにより検証したところ、Mde2は軸部

への結合は弱い一方、DSB ホットスポットにおいて顕著な結合を示した。さらに、

このMde2の DSBホットスポットへの結合は、Rec15に依存することが明らかになっ

た（図 6B-D）。これらの結果は、Mde2と SFT複合体が協調的に機能することで DSB

ホットスポットに安定的に結合することを再度強く示唆する。 

	
 さらに、DSBC複合体の構成因子であるRec12のmbs1ホットスポットへの結合は、

Mde2の欠損細胞で消失した（図 6E）。以上の結果から、Mde2は DSBホットスポッ

トにおいて SFT複合体を安定化し、DSBC複合体を DSBホットスポットへと呼び込
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む機能を持ち、この機能を DNA 複製チェックポイントと連係させることで DSB 形

成を制御していることが示唆された。 
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図 6.Mde2 は SFT 複合体と協調的に DSB ホットスポットに結合し、DSBC 複合体を DSB

ホットスポットに呼び込む	
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(A) DNA複製阻害剤 HU添加によるMde2の発現抑制。20mM HU（ヒドロキシウレ

ア）存在、非存在下で減数分裂に誘導し、誘導後 0、2、4、6、8時間の細胞を回収し、

タンパク質抽出後にウェスタンブロットにより検出した（左）。細胞内の DNA 含量

をフローサイトメトリーにより調べ、DNA複製の進行を確認した（右）。共に三好ら

（2012）による先行研究。 

(B) ChIP-chipによって明らかにしたMde2の分布。減数分裂誘導後 4時間の細胞をホ

ルマリン固定し、ChIP-chip解析を行った。表示は図 3A同様。 

(C) Rec8結合部位及び DSBホットスポット周辺のMde2の結合。561ヶ所の Rec8結

合部位、及び 365ヶ所の DSBホットスポットに対し、周辺 10 kbの領域におけるMde2

の結合（シグナル強度（IP/input、log2））を平均化した。 

(D) Rec8及び Rec12結合部位と重複するMde2結合部位の数。 

(E) mde2欠損細胞における Rec12の DSBホットスポットへの結合。減数分裂誘導後

4 時間の細胞をホルマリン固定し、ChIP を行った。コールドスポット（sib1）、DSB

ホットスポット（mbs1）、軸部（SPBC3H7.03）の各領域において qPCR により IP 効

率を測定した。 
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5.	
 <第 1 章>	
 考察	
 

5-1.染色体高次構造による DSB 制御モデル	
 

	
 本研究により、DSB因子がループ部に位置する DSBホットスポット及び軸部にど

のように集合し、軸−ループ連結構造を確立するのかが、初めて明らかになった。具

体的には、DSB因子が形成する 2つの複合体が、段階的かつ協調的に DSBホットス

ポットへと集合するモデルが考えられる（図 7）。 

	
 減数分裂前の DNA 複製の進行に伴い、コヒーシン Rec8 及び軸因子 Rec10 によっ

て軸部が構成され、減数分裂期に特有の軸−ループ構造が確立される。Rec15は Rec10

によって軸部へと呼び込まれ、それと同時に SFT複合体とMde2は強調的に、ループ

に位置する DSB ホットスポットへと結合する。安定的にホットスポットに結合した

Mde2/SFT複合体は、Rec15の自己相互作用（三好ら 2012）を中心としたタンパク間

相互作用によって、軸部と DSB ホットスポットの連結を誘導する。軸部に近接した

DSBホットスポット上の Mde2/SFT複合体は、DSBC複合体を DSBホットスポット

へと呼び込む。この DSBC複合体の呼び込みにおいて、Mde2と Rec14の相互作用が

重要であると考えられる。 

	
 このモデルの優れた点は、ループに位置する DSB ホットスポットが軸部と相互作

用する仕組みと DNA 複製の連係が明確になったこと、また、軸因子が DSB 形成に

影響を及ぼす理由についても説明可能となったことである。 

	
 今回提唱したモデルにおいて、Mde2 は DSB ホットスポットにおいて SFT 複合体

を安定化し、それに続いて DSBC複合体を DSBホットスポットへ呼び込むという機

能を果たすと考えられる。この過程においては、以下の 2つの分子機構が考えられる。 

	
 第 1は、Mde2は Rec15との相互作用を介して SFT複合体を安定化し、その後Mde2

は Rec15 から離れ、新たに Rec14 との相互作用を介して DSBC 複合体を呼び込む、
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という機構である。第 2は、Mde2は Rec15及び Rec14と同時に相互作用することで、

SFT複合体と DSBC複合体の相互作用を仲介する、という機構が考えられる。 

	
 第 2の機構の場合、SFT複合体と DSBC複合体は in vivoで相互作用することにな

る。実際に、Bonfils & Martin-Castellanos が、SFT 複合体の Rec7 と DSBC 複合体の

Rec12 との相互作用を共免疫沈降により検出している（ S. Bonfils & C. 

Martin-Castellanos、personal communication）ことから、後者の機構が支持される。1

つの解釈として、Mde2が単独で SFT複合体とDSBC複合体を結びつけるのではなく、

Mde2と SFT複合体が安定的に結合することで、初めて DSBC複合体が結合するため

の土台が完成するのかもしれない。Mde2の役割について更なる検証を進める必要が

ある。 
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図 7.Mde2 による軸−ループ連結を介した DSB 制御モデル	
 	
 

	
 減数分裂前 DNA複製の進行に伴い、コヒーシンによる姉妹染色分体間の接着が起

こり、減数分裂期に特異的な軸−ループ構造が形成される。SFT複合体の Rec15は軸

因子 Rec10 依存的に軸部に結合する。DNA 複製が完了すると、Rad3-Cds1 依存的な

複製チェックポイントが解除され、Mde2が発現する。Mde2は SFT複合体を安定化

し、Mde2 と SFT 複合体は強調的に、ループに位置する DSB ホットスポットに結合

する。Mde2は DSBホットスポットと軸部の相互作用（軸−ループ連結）を仲介し、

Mde2依存的に、Rec12を含む DSBC複合体が軸部と連結した DSBホットスポットへ

と結合する。Rec10、SFT 複合体、Mde2 と複合体を形成した DSBC 複合体は活性化

され、DSB形成が起こる。 
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5-2.Mde2/SFT 複合体の呼び込みにおける局所的なクロマチン構造の役割	
 

	
 本研究で提唱したモデルにより、Mde2/SFT複合体がどのようにして DSBホットス

ポットに結合するのか、という新たな課題が浮上する。1つの可能性として、局所的

なクロマチン構造やヒストン修飾が重要な役割を果たしているかもしれない。序章で

述べたように、近年、ヒストン修飾やクロマチン構造が DSB ホットスポットの位置

の決定に重要な役割を果たす、という報告がなされている（Borde et al. 2009; Yamada 

et al. 2004; Yamada et al. 2013; Baudat et al. 2010; Parvanov et al. 2010; Myers et al. 2010）。

Mde2/SFT複合体が、ヒストン修飾あるいはそれと関係したクロマチン結合因子と相

互作用している可能性が高い。今後、この可能性について検証していきたい。 

 

5-3.Rec15 は軸−ループ相互作用の核である	
 

	
 所属研究室における先行研究により、Rec15が Yeast two hybridにより自己相互作

用を示すことが明らかになった（三好ら 2012）。この自己相互作用を介して、Rec15

は軸部と DSBホットスポットそれぞれに結合した DSB因子の集合を促進し、ループ

に位置する DSBホットスポットと軸部の連結を誘導すると考えられる。 

	
 Rec15のホモログである出芽酵母のMer2は、CDKや DDKなどの細胞周期制御因

子の標的であり、リン酸化されることで他の DSB 因子との相互作用を促進すること

が報告されている（Henderson et al. 2006; Sasanuma et al. 2008; Wan et al. 2008）。 

	
 分裂酵母においては、Rec15ではなく、Rec7が DDKの標的となっている可能性が

示唆されている（正井ら、未発表データ）。事実、DDK の機能を欠損した細胞では

DSBが形成されない（Ogino et al. 2006）。また、Rec7のタンパク量とリン酸化レベル

は、Rec15あるいは Rec24の欠損細胞において共に低下する。従って、細胞周期に依

存した Rec7のリン酸化が、DSBホットスポットにおける SFT複合体の安定的な結合
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を制御している可能性がある。さらに興味深いことに、HUで処理した細胞において、

Rec7のリン酸化レベルの低下が観察された（三好ら 2012）。一方、Rec7のリン酸化

レベルは Rec12の欠損細胞において変化が見られなかった（三好ら 2012）ことから、

HU 処理によるリン酸化レベルの低下は、DSB 非依存的なものであると考えられる。

このことは、Rec7 のリン酸化が複製チェックポイントの制御下にある可能性を示唆

する。今後、Rec7のリン酸化が果たす役割について検証を進めていきたい。 

 

5-4.Mde2（リエゾン因子）は複製チェックポイントと連係して軸−ループ相互作用を

介した DSB 形成機構を制御する	
 

	
 本研究において、Mde2は DSB形成に必要な軸−ループ連結構造の確立に必要であ

るだけでなく、DNA複製チェックポイントの標的として、DNA複製が完了する前に

DSBが生じないように制御する機能も有することが明らかになった。この結果から、

Mde2 は複製チェックポイントと連係しながら、軸−ループ相互作用を仲介して DSB

を制御するリエゾン因子（“liaisonin”、liaison はフランス語で「繋げる•橋渡しする」

の意）として機能する、という新たな概念を提示することにした。 

	
 この概念は、分裂酵母において DSB 形成は DNA 複製自体ではなく複製チェック

ポイントによって制御される（Murakami & Nurse 2001, Tonami et al. 2005）、という先

行研究と一致する。分裂酵母の減数分裂において、Rad3-Cds1依存的な複製チェック

ポイントは複製フォークの安定性の維持だけでなく、転写因子Mei4の制御下遺伝子

（mde2+を含む）の発現を抑制することで、DSB を含む下流の反応を制御している

（Ogino & Masai 2006, Young et al. 2004）。rad3及び cds1の変異体は HUにより複製

を阻害した細胞において DSBを形成する。しかしながら、本研究おいて HU処理し

た細胞に Mde2を過剰発現させたところ、DSBは形成されなかった。このことから、
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例えば前述した Rec7 のリン酸化など、Mde2 以外にも複製チェックポイントの標的

となる DSB因子が存在するのではないかと考えられる。 

	
 出芽酵母においても、分裂酵母同様に DNA 複製自体は DSB 形成には必要ではな

い（Hochwagen et al. 2005）。前述の通り出芽酵母の DSB因子の 1つであるMer2は

CDK 及び DDK の標的であり、これらのキナーゼによる Mer2 のリン酸化が DSB 形

成に必須である（Henderson et al. 2006; Sasanuma et al. 2008; Wan et al. 2008）。近年、

Mec1（分裂酵母 Rad3ホモログ）-Rad53（分裂酵母 Cds1ホモログ）依存的複製チェ

ックポイントが DDKの活性を抑制し、Mer2のリン酸化を介して DSB形成を制御す

る可能性が示された（Blitzblau & Hochwagen 2013）。しかしながら、mec1の変異体は

HU で処理した細胞において DSB 形成が起こるのに対し、rad53 の変異体では DSB

形成が起こらない。また、分裂酵母 Mde2 のように HU 処理により発現が消失する

DSB因子は見つかっていない。出芽酵母の複製チェックポイントによる DSB制御に

ついては、まだ未解明の点が多い。 

	
 軸−ループ連結を介した DSB制御モデルは、出芽酵母において DSBホットスポッ

トが軸部構成因子（コヒーシン、Red1（分裂酵母 Rec10 ホモログ）等）の結合部位

の間に観察されたことから、提唱されたモデルである。先行研究において、軸−ルー

プ連結を実験的に示唆する報告はなされていない。しかしながら、出芽酵母の Red1

の局在を ChIP-seqにより検証した結果、分裂酵母 Rec10と同様に、軸部に加えて DSB

ホットスポットにも結合することが明らかになった（伊藤ら、未発表データ）。この

結果から、DSB制御に関わる染色体構造の保存性は高いと考えられる。 

	
 前述の通り、出芽酵母においてMde2同様に複製チェックポイントによって発現が

制御されている因子は存在しないが、例えばMer2のリン酸化のように、複製チェッ

クポイントの標的と成り得る DSB因子は存在する。今後、これらの因子が DSBホッ
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トスポット及び軸部にどのように結合し、どのように軸−ループ連結構造を形成する

のか、検証していく必要がある。 

	
 本研究において、配列検索からはMde2のホモログを同定することができなかった。

しかしながら、分裂酵母は出芽酵母に比べてループの長さが長く（第 2章に記述）、

クロマチン構造など、より高等真核生物に近いことから、他の生物種においてMde2

と同等の機能を有する因子が存在する可能性は極めて高い。将来的には、X線解析を

用いたMde2の立体構造の解析や、マウスなどの高等真核生物におけるMde2のオル

ソログの同定を通じて、リエゾン因子（“liaisonin”）の普遍的な役割について検証し

ていきたい。 
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6.	
 <第 2 章>	
 結果	
 

6-1.Rec8 結合部位間の距離	
 

	
 ChIP-chip 法を用いた先行研究において、出芽酵母の rad50S 変異体における DSB

部位は、Rec8結合部位の間に位置することが報告されている（Glynn et al. 2004; Kugou 

et al. 2009）。しかしながら、DSB部位と軸部の詳細な位置関係は明らかにされていな

い。 

	
 近年、DSB導入後に生じる Spo11-DNA複合体（図 1D、Spo11-oligo）の DNA配列

を次世代シークエンサーを用いて解析することにより、高解像度での DSB 部位の分

布が明らかになった（Spo11-oligo mapping、Pan et al. 2011）。また、ChIP法と次世代

シークエンサーを組み合わせることにより（ChIP-seq法）、ChIP-chipよりも高解像度

での Rec8の局在解析が可能となった。そこで本研究では、これらの新技術を用いて

明らかになったDSB部位とRec8結合部位の位置関係を、詳細に検証することにした。 

	
 まず、Rec8 の全ゲノムにおける分布を、ChIP-seq 法を用いて調べた（図 8A）。所

属研究室の先行研究により、減数分裂誘導後 3-5時間において Rec8の局在は変化し

ないことが示されている（Kugou et al. 2009）。本研究では減数分裂誘導後 4時間の細

胞を用いて検証を行った。その結果、Rec8 はセントロメア及び染色体腕部において

顕著な結合を示した。セントロメア周辺（70 kb）及びテロメア周辺（各染色体末端

から 30 kb）を除いた染色体腕部において、724ヶ所の Rec8結合部位が検出された（図

8B）。これはすなわち、出芽酵母においては 8 遺伝子に 1 ヶ所の割合で Rec8 結合部

位が存在することを意味する。また、先行研究における報告と同様、Rec8 の結合部

位はコンバージェント方向に転写される遺伝子の間に多く位置することが明らかに

なった（図 8C）。 

	
 Rec8は軸部を構成する因子の 1つであるため、隣接する Rec8結合部位に挟まれた
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領域は、最小のループであると考えられる。そこで、染色体腕部に位置する Rec8結

合部位に対し、各 Rec8結合部位によって挟まれる領域（Rec8間領域）の長さの分布

を調べた（図 8B）。Rec8 はセントロメア及びテロメア周辺において、染色体腕部と

は異なった局在パターンを示し、また、これらの領域においては DSB の頻度が低い

ことが既に報告されている。そこで本研究では、染色体腕部に位置する Rec8結合部

位のみを考慮することとした。その結果、Rec8間領域の長さの平均値は 13.6 kb、中

央値は 12.1 kbであった（表 5）。 

	
 続いて、第 1 章において ChIP-chip により局在を明らかにした分裂酵母の Rec8 に

ついても、染色体腕部における Rec8間領域の長さの分布を調べた（図 9）。その結果、

Rec8間領域の長さの平均値は 23.6 kb、中央値は 20.2 kbであり、出芽酵母と比較して

約 2倍であることが明らかになった。 
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図 8.出芽酵母 Rec8 の分布	
 

(A) ChIP-seqによって明らかにした Rec8の分布。減数分裂誘導後 4時間の細胞をホ

ルマリン固定し、ChIP-seq解析を行った。Rec8の分布（緑色）の縦軸は DNA enrichment

（IPタグカウント/inputタグカウント）、DSBの分布（赤色）の縦軸は Spo11-oligoタ

グカウントを表す。濃緑色の領域は、Rec8 が有意に結合している領域を示す（有意

な結合領域の決定方法は“材料と方法（出芽酵母）”を参照）。横軸の灰色の四角は遺

伝子の ORFを示す。Spo11-oligoのデータは先行研究（Pan et al. 2011）を参照した。 

(B) Rec8間領域の長さの分布。染色体腕部において検出された 724ヶ所の Rec8結合

部位に対し、隣り合う Rec8結合部位の間の領域を“Rec8間領域”と定義した（全 693
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領域）。 

(C) Rec8結合領域の、遺伝子内領域、遺伝子間領域に位置する割合。染色体腕部に位

置する 724 ヶ所の Rec8結合部位は、遺伝子内領域に位置するものと、遺伝子間領域

に位置するものの 2 つに分類された。さらに、遺伝子間領域に位置する 292 ヶ所の

Rec8 結合部位は、コンバージェント方向の遺伝子間領域、ダイバージェント方向の

遺伝子間領域、タンデム方向の遺伝子間領域に位置するものの 3つに分類された。遺

伝子内領域、遺伝子間領域の決定は、先行研究（Jiang & Pugh 2009）により示されて

いる遺伝子の転写開始点（TSS）、転写終結点（TTS）に従って行った。 
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表 5.出芽酵母 Rec8 結合の特徴	
 

 

Region 

Length of 

inter-Rec8 segments (kb) 

Width of 

Rec8 peaks (kb) 

Strength of 

Rec8 binding1 

 

mean median mean median mean median 

arm 13.6 12.1 2.5 2.4 2.53 2.30 

centromeric 7.4 6.4 3.7 3.4 3.29 2.91 

telomeric 19.0 7.3 2.2 2.0 2.25 1.93 
1Values represent DNA enrichment (IP/input) of peak summits 
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図 9.分裂酵母 Rec8 間領域の長さの分布	
 

	
 ChIP-chipにより明らかにした 561ヶ所の Rec8結合部位（図 3A）の内、染色体腕

部に位置する 468 ヶ所の Rec8 結合部位に対し、隣り合う Rec8 結合部位の間の領域

を“Rec8間領域”と定義した（全 462領域）。 
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6-2.Rec8 結合部位近傍に形成される DSB コールドスポット	
 

	
 次に、本研究によって明らかになった出芽酵母 Rec8 の結合部位を、“Spo11-oligo 

mapping”によって明らかになった DSB 部位（Pan et al. 2011）と比較検証した。

“Spo11-oligo mapping”により、出芽酵母全ゲノムにおいて 3,600ヶ所の DSBホット

スポットが同定され、その内 3,175ヶ所が染色体の腕部に位置している。そこで、こ

れら染色体腕部に位置する DSBホットスポットについて、Rec8間領域における相対

位置を調べた。その結果、DSBホットスポットの頻度は、Rec8間領域においてほぼ

一様であった（図 10A）。また、各 Rec8間領域に含まれる DSBホットスポットの数

は、0個から 17個まで幅があり（平均 4.3個、図 10B）、各 Rec8間領域における DSB

の頻度（DSB ホットスポットの数と Spo11-oligo のカウント数の合計）と Rec8 間領

域の長さとの間には、正の相関が見られた（図 10C）。 

	
 興味深いことに、Rec8間領域の中心部でほぼ一様である DSBホットスポットの頻

度が、Rec8結合部位の近傍では著しく低いことが明らかになった（図 10A、青矢印）。

この Rec8 結合部位近傍における“DSB コールドスポット”は、Rec8 結合部位から

0.8 kbの領域で見られ（図 10D）、この領域にはわずか 2.7%（86ヶ所/3,175ヶ所）の

DSBホットスポットしか含まれていない。これらの結果から、Rec8結合部位（軸部）

で挟まれた領域（ループ）は DSBが起こりやすい状態にあるが、Rec8結合部位近傍

では、DSBが起こりにくい状態にあることが明らかになった。 
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図 10.Rec8 間領域における DSB ホットスポットの分布	
 

	
 Pan et al. (2011)によって同定された 3,600 ヶ所の DSB ホットスポットの大部分

（3,175ヶ所）は染色体腕部に位置する。これら 3,175ヶ所の DSBホットスポットに

ついて、Rec8 間領域（全 693 領域）における分布を検証した。セントロメア周辺、

及びテロメア周辺は Rec8 結合部位間の距離が染色体腕部に比べて短く、異なった

Rec8の局在パターンを示すため、これらの領域に位置する DSBホットスポット（425

ヶ所）は解析対象から除いた。 

(A) Rec8間領域におけるDSBホットスポットの相対的な位置。注目すべき点として、

Rec8結合部位の近傍において、DSBホットスポットの数が顕著に低下している（青
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色矢印）。 

(B) Rec8間領域における DSBホットスポットの数と、Rec8間領域の長さの相関。黒、

青、水色の線は、≤70kb、≤25kb、≤5kbの Rec8間領域のプロットに対する回帰直線を

示す。 

(C) DSB強度（各 Rec8間領域に位置する DSBホットスポットの Spo11-oligoカウン

トの総和）と Rec8間領域の長さの相関。回帰直線は(B)と同様。 

(D) DSBホットスポットの頻度と、各 DSBホットスポットから最も近い Rec8結合部

位までの距離。Rec8 結合部位近傍（Rec8 結合部位から≤0.8 kb、青色線）において、

DSBホットスポットの頻度が顕著に低い。 
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6-3.軸部近傍における Gal4BD-Spo11 依存的な DSB 形成	
 

	
 Rec8結合部位近傍において DSBコールドスポットが形成される理由として、軸部

近傍では Spo11の DNA切断活性が抑制されている可能性が考えられた。そこで、こ

の可能性を検証するために、Gal4BD-Spo11による Spo11の強制結合系を用いた。転

写因子 Gal4の DNA結合ドメイン（Gal4BD）と Spo11を融合させることで、天然の

DSBホットスポットに加えて、Gal4結合配列においても新たに DSBを導入すること

ができる（Pecina et al. 2002）。Gal4BD-Spo11を Rec8結合部位近傍に強制結合させた

場合に DSBが導入されるか、検証することにした。 

	
 まず初めに、Gal4BD-Spo11 を発現する細胞において Rec8 の局在を ChIP-seq によ

り調べた（図 11A）。その結果、Gal4BD-Spo11発現細胞における Rec8の分布は、野

生型及び Gal4BD のみの発現細胞と変化しないことが確認された。また、

Gal4BD-Spo11は減数分裂に入る前から Gal4結合配列（UAS）に結合していることを

確認した。これらの結果から、Gal4BD-Spo11の染色体への結合は、軸−ループ構造の

形成に影響しないことが示された。 

	
 続いて、Gal4BD-Spo11を Rec8結合部位近傍に強制結合させた場合に DSBが導入

されるかどうか、サザンハイブリダイゼーションにより検証を行った。先行研究によ

りGal4BD-Spo11依存的なDSB形成が報告されているGAL2遺伝子のプロモーターに

位置する UAS において、DSB が導入されることを確認した（図 11B）。一方、Rec8

結合部位近傍（Rec8結合部位から≤0.8 kb）に位置する UASについては、検証を行っ

た全 5 ヶ所において、DSBが検出されなかった（図 11C-E、及びデータ非表示）。 

	
 今回検証を行った領域の 1つである YNL241c領域には、2つの UASが存在する。1

つは Rec8結合部位から 0.3 kb（“軸近接 UAS”）、もう 1つは 0.9 kb（“軸遠位 UAS”）

離れている。これら 2つの UASにおける Gal4BD-Spo11の結合を ChIP-seqにより調
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べたところ、GAL2 プロモーターの UAS よりは弱いものの、同程度の結合が確認さ

れた。しかしながら、軸遠位 UASにおいては Gal4BD-Spo11依存的な DSBが弱いな

がらも検出されたものの、軸近接 UASにおいては DSBが検出されなかった。 
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図 11.Rec8 結合部位近傍における Gal4BD-Spo11 誘導型 DSB 形成	
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(A) 野生型及び GAL4BD-SPO11株における Rec8の分布。減数分裂誘導後 4時間の細

胞を固定し、ChIP-seq解析を行った。表示は図 8A同様。 

(B)-(E) GAL2 (B)、YNL241c (C)、YLR333c (D)、YOR219c (E) 各領域におけるサザンブ

ロット解析。sae2欠損株（rad50S変異体同様、DSBが修復されずに蓄積する変異体）

を減数分裂誘導後 0、5、8時間に回収し、サザンブロット解析により DSBの検出を

行った。減数分裂誘導後 0時間の Gal4BD-Spo11の分布（黄色）と、誘導後 4時間の

Rec8の分布（緑色）を併せて示した。Gal4BD-Spo11、及び Rec8が有意に結合してい

る領域をそれぞれ濃緑色、濃黄色で示した（有意な結合領域の決定方法は“材料と方

法（出芽酵母）”を参照）。Gal4結合配列（UAS）の位置は白抜き矢頭で示した。YOR219c

領域(E)には UASは存在しないが、有意な Gal4BD-Spo11結合ピークが存在する（黒

塗り矢頭、有意な結合領域の決定方法は“材料と方法（出芽酵母）”を参照）。Rec8結

合部位は緑色の点線で、Rec8 結合部位近傍≤0.8 kb の領域は薄緑色の四角で示した。

各 Gal4結合部位（白抜き矢頭、黒塗り矢頭）から最も近い Rec8結合部位までの SK1

配列上の距離は以下の通り。UASproximal、YNL241c 領域(C)：332 bp、UASdistal、YNL241c 

領域(C)：917 bp、YLR333c 領域(D)：55 bp、YOR219c 領域(E)：130 bp。黒色矢印は

天然の DSB、赤色矢印は Gal4BD-Spo11誘導型 DSBを示す。アスタリスクはクロス

ハイブリダイゼーション由来の非特異的バンド。 
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6-4.DSB 形成時における Spo11 の軸部への結合	
 

	
 所属研究室における先行研究により、Spo11 が DSB を形成する前に軸部において

Rec8 と共局在し、その後 DSB 形成時には、ループに位置する DSB ホットスポット

へと局在を変化させることが示された（図 12A、Kugou et al. 2009）。このことから、

Spo11が DSB 形成時に軸部から離れることで、軸部近傍において DSBコールドスポ

ットが形成される可能性が考えられた。この可能性をゲノムワイドに検証するために、

減数分裂誘導後 3-5時間の細胞をホルマリンで固定し、Spo11の分布を ChIP-seq法に

より調べた（図 12B）。統計解析の結果、DSB 形成時（減数分裂誘導後 4 時間前後）

においても、Spo11が軸部に相当量結合していることが明らかになった。これにより、

軸部近傍における DSB コールドスポット形成は、Spo11 の軸部からの局在変化が理

由ではないことが示された。 
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図 12.DSB 形成時期における Spo11 の分布	
 

(A) ChIP-seqによって明らかにした Spo11の分布。減数分裂誘導後 3、4、5時間の細

胞をホルマリン固定し、ChIP-seq解析を行った。表示は図 8A同様。 

(B) Rec8結合部位及び DSBホットスポット周辺の Spo11の結合。染色体腕部に位置
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する 724ヶ所の Rec8結合部位に対し、周辺 5 kbの領域における Spo11の結合（DNA 

enrichment (IP/input)）を R（http://www.r-project.org）の smooth.splineコマンドを用い

て平均化した（左）。DSBホットスポットの内、Spo11-oligoカウント上位 25%の DSB

ホットスポットについても、同様に解析した（右）。 
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6-5.Rec8 結合部位近傍における H3K4 の低メチル化	
 

	
 出芽酵母の DSBホットスポット周辺では、H3K4me3レベルが高いことが報告され

ている（Borde et al. 2009）。そこで、Rec8の分布について、先行研究により調べられ

た H3K4me3レベル（Zhang et al. 2011）との比較検証を行った。その結果、先行研究

による報告と同様、DSBホットスポット周辺 0.5 kbの領域において、ヌクレオソー

ム量（ヒストン H3の量）が顕著に少ないことを確認した（図 13A、Hansen et al. 2011; 

Pan et al. 2011）。また、Rec8結合部位周辺 0.5 kbの領域においても、ヌクレオソーム

量がわずかながら減少していることが明らかになった（図 13B）。 

	
 H3K4me3レベル（H3量で平均化した値）については、先行研究による報告と同様

に、ホットスポット周辺で高い一方、DSB ホットスポット自体（ホットスポットの

中心から 0.1 kbの領域）は顕著に低い（図 13C、Borde et al. 2009; Hansen et al. 2011; 

Tischfield & Keeney 2012）。これに対しRec8結合部位周辺 0.8 kbの領域では、H3K4me3

レベルが低いことが初めて明らかになった（図 13D）。これにより、軸部近傍におい

て H3K4me3レベルが低いことが示された。 

	
 先行研究において、コヒーシンはコンバージェント方向に転写される遺伝子の間に

局在することが報告されている（Glynn et al. 2004; Lengronne et al. 2004）。一方で、DSB

ホットスポットの多くは、遺伝子のプロモーター領域に存在する（Baudat & Nicolas 

1997; Pan et al. 2011; Tischfield & Keeney 2012）。これらの観察結果から、軸部近傍で

DSBホットスポットの頻度が低いのは、Rec8結合部位近傍にプロモーターが少ない

だけではないか、という懸念が考えられた。 

	
 そこで、これについて検証するために、転写開始点（transcription start site; TSS）及

び終結点（transcription termination site; TTS）周辺における Rec8の結合と H3K4me3

レベルを比較した。TSS 及び TTS の位置については、既に報告されているデータを
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参照した（Jiang & Pugh 2009）。その結果、TTS周辺において、確かに Rec8が多く結

合しており、H3K4me3レベルが低いことが示された（図 13E）。この傾向は、特にコ

ンバージェント方向に転写される遺伝子の TTS周辺で顕著に見られた。 

	
 続いて、DSB ホットスポットの大多数が遺伝子のプロモーターに存在することを

考慮した上で、DSBホットスポットの頻度が Rec8結合部位近傍で有意に低いかどう

か検証するために、permutation testを行った。この解析では、染色体腕部に位置する

3,175 ヶ所の DSB ホットスポットそれぞれについて、下流に位置する最も近い TSS

までの距離を調べ、その距離を維持したまま DSBホットスポットを TSSの上流にラ

ンダムに割り振る、という方法を用いた。その結果、DSB ホットスポットが遺伝子

のプロモーターに頻出することを考慮した上で、Rec8結合部位近傍における DSBホ

ットスポットの頻度が有意に低いことが示された（Rec8間領域が 0-0.1/0.9-1.0の領域

で p<0.05、Rec8結合部位から≤0.8 kbの領域で p<0.001、その他のパラメーターにつ

いては表 6参照）。 

	
 TSSは Rec8結合部位近傍（Rec8結合部位から≤0.8 kb）にも存在する（同一方向に

転写される遺伝子の間など、図 8C）。これらの TSSにおいては、Rec8結合部位から

離れた領域に位置する TSSに比べて H3K4me3レベルが低く（図 13F）、DSBコール

ドスポットの割合も高い（図 13G）。さらに、permutation testの結果、Rec8結合部位

近傍（Rec8 結合部位から≤0.8 kb）の TSS と DSB ホットスポットとの距離は、他の

TSSと比べて有意に大きいことが明らかになった（表 7）。 

	
 以上の結果から、Rec8結合部位近傍に位置するプロモーター領域は、Rec8結合部

位から離れた領域に位置するプロモーターに比べて、確かに DSB ホットスポットを

形成しにくいことが明らかになった。 
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図 13.H3K4me3 レベルと Rec8 結合の逆相関	
 

	
 H3及び H3K4me3の分布について、先行研究（Zhang et al. 2011）における減数分
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裂誘導後 2時間の ChIP-seqの結果の midpoint値を参照した。H3タグカウントは 3-bp 

binで平滑化した後、全タグカウントで標準化することで“H3 enrichment”として示し

た。H3K4me3 タグカウントは、H3 同様に 3-bp bin で平滑化し、全タグカウントを

H3 と揃えた上で H3 タグカウントで標準化し、“H3K4me3 enrichment”とした。DSB

ホットスポット、Rec8結合部位、転写開始点（TSS）、転写終結点（TTS）周辺の H3

及び H3K4me3のデータは、3 binで平均化された後、Rの ksmoothコマンドに従って

平均化された。 

(A、B) DSBホットスポット及び Rec8結合部位周辺の H3レベル。3,600ヶ所の DSB

ホットスポット (A) 、あるいは染色体腕部に位置する 724ヶ所の Rec8結合部位 (B)

に対し、周辺 4 kbの領域における H3のデータを平均化した。 

(C、D) DSBホットスポット及び Rec8結合部位周辺の H3K4me3レベル。青色点線は

Rec8結合部位から±0.8 kbの位置を示す。 

(E) TSS及び TTS周辺の H3レベル、H3K4me3レベル、Rec8の結合。上段は先行研

究（Jiang & Pugh 2009）によって示されている全遺伝子（5,771遺伝子）の TSS及び

TTSに対して、下段はこれらの内、コンバージェント方向に転写される遺伝子（2,200

遺伝子）に対して、周辺 1,500 bpの領域における H3、H3K4me3、Rec8のデータを平

均下化した。 

(F) Rec8近接 TSS、遠位 TSS周辺の H3K4me3レベル。染色体腕部に位置する遺伝子

（4,836遺伝子）の TSSを、Rec8結合部位近傍（Rec8結合部位から≤0.8 kb）に位置

するもの（Rec8 近接 TSS、197 ヶ所）と、そうでないもの（Rec8 遠位 TSS、4,639

ヶ所）に分類し、Rec8近接 TSS、遠位 TSSそれぞれに対し、周辺 1,500 bpの領域に

おける H3K4me3データを平均化した。 

(G) Rec8近接、遠位領域における DSBコールドな TSSの割合。各 TSSについて、TSS
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上流に位置する最も近いDSBホットスポットまでの距離を測定した。197ヶ所のRec8

近接（≤0.8 kb）TSSの内 113ヶ所（57%）が、TSS上流 400 bpに DSBホットスポッ

トを 1つも持たない“DSBコールド”な TSSであった。一方、4,639ヶ所の Rec8遠位

（>0.8 kb）TSSの内、1,438ヶ所（31%）が“DSBコールド”な TSSであった。 

(H) Rec8結合部位周辺における DSBホットスポットの数と H3K4me3レベルの相関。

染色体腕部に位置する 724 ヶ所の Rec8 結合部位に対し、周辺 4 kb の領域における

H3と H3K4me3のデータを平均化した。青色点線は Rec8結合部位から 0.8 kbの位置

を示す。 
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表 6.Rec8 結合部位近傍における DSB ホットスポットの数	
 	
 

 

  Observed p-value1 

Relative position in inter-Rec8 segments: 0-0.05/0.95-1 102 0.00085 

Relative position in inter-Rec8 segments: 0-0.1/0.9-1 345 0.03 

Distance from closest Rec8 binding site: ≤0.6 kb 64 0.023 

Distance from closest Rec8 binding site: ≤0.8 kb 86 0.00027 

Distance from closest Rec8 binding site: ≤1 kb 132 0.00027 

Distance from closest Rec8 binding site: ≤1.5 kb 334 0.0071 

Distance from closest Rec8 binding site: ≤2 kb 573 0.019 
1Probability for obtaining less than observed number based on 105 permutation runs 
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表 7.Rec8 近接 TSS 及び遠位 TSS から上流の最も近い DSB ホットスポットまでの平均

距離	
 	
 

 

Border (kb)1 Number of TSSs Average distance (bp) p-value2 

 proximal distal proximal distal  

0.6 127 4709 4423 1145 <0.00001 

0.8 197 4639 3495 1134 <0.00001 

1 296 4540 3023 1114 <0.00001 

1.5 636 4200 2126 1095 0.00002 

2 1009 3827 1782 1085 0.00006 
1Cutoff to determine Rec8-proximal and -distal TSSs 
2Probability for obtaining less than observed difference between the average distances based 

on 105 permutation runs 

 

TSSから、TSS上流に位置する最も近い DSBホットスポットまでの距離の平均が、

Rec8近傍に位置する TSS（Rec8近接 TSS）の方が Rec8近傍に位置しない TSS（Rec8

遠位 TSS）よりも長いことは、すなわち Rec8 近接 TSS の方が、TSS 上流における

DSB ホットスポットの頻度が低い（DSB コールドスポットを形成しやすい）ことを

意味する。 
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7.	
 <第 2 章>	
 考察	
 

7-1.出芽酵母、分裂酵母、及びマウスにおけるループの長さ	
 

	
 本研究により、減数分裂期の染色体に特有の軸—ループ構造が酵母においてどのよ

うな特徴を有しているか、明らかになった。今回、出芽酵母の染色体腕部において

693の Rec8間領域が同定された。この Rec8間領域の長さは、ループ長の最小値であ

ると想定され、その長さは 5 kbから 50 kbまで多岐に渡る（平均値は 13.6 kb、中央

値は 12.1 kb）。 

	
 本研究により得られた結果は、既に報告されている有糸分裂期のコヒーシン結合部

位間の距離と一致する（Glynn et al. 2004; Lengronne et al. 2004）。この結果から、減数

分裂期の二倍体の出芽酵母は、最大で 1,386（693 x 2）のループを有すると考えられ

る。仮に全てのループが相同染色体間で対合していると仮定すると、693のループ対

を有することになり、これは出芽酵母一細胞において検出される DSB の数（〜200）

の 3-4倍に相当する。 

	
 全ゲノム中に存在するループの長さと数は、種によって異なる。本研究により、分

裂酵母の Rec8間領域の長さは出芽酵母の約 2倍であることが明らかになった（平均

値は 23.6 kb、中央値は 20.2 kb）。また、染色体腕部における Rec8間領域は 462領域

検出され、これは出芽酵母の 67%に相当する。 

	
 マウスの常染色体のループの平均長は 6 µm（Novak et al. 2008）、レプトテン期の常

染色体のループの平均 DNA長は、79-94 kb/µmである（Kauppi et al. 2011）。従って、

マウスの常染色体のループの DNA長は約 500 kbであると考えられ、これは出芽酵母

の最小ループ長（Rec8間領域の距離）の約 50倍に相当する。減数分裂期の二倍体の

マウスのゲノムサイズは 5.0 Gbであるため、約 10,000のループを有することになり、

この数は、酵母のわずか 6倍に過ぎない。 
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 先行研究において、1つのループが 1つの DSB形成ユニットとして機能する（1つ

のループにおいては 1 つの DSB が形成される）、というモデルが提唱されている

（Kleckner et al. 2003）。このモデルを踏まえると、ループの長さ（約 50倍の差）に

比べて明らかに差の小さいループの数（約 6倍の差）が、DSBの数（1細胞当たりの

DSBの数が酵母とマウスでほぼ同等）を制御する可能性が考えられる。 

	
 本研究により、1 つのループが複数の DSB ホットスポットを含むことが明らかに

なった。このモデルに従うと、1 つのループに含まれる複数の DSB ホットスポット

の中で、1 ヶ所のみが実際に DSB を形成すると考えられる。この考えは、ゲノム上

にDSBホットスポットが大多数存在するにもかかわらず1細胞においてはわずか200

ヶ所程度でしか DSB が起こらないという観察結果と矛盾しない。ループ内において

DSB 部位がどのようにして選択されるのか、今後その機構について検証していきた

い。 

 

7-2.Rec8 結合部位近傍における DSB コールドスポット形成	
 

	
 本研究により、DSBホットスポットの頻度が Rec8結合部位近傍（Rec8結合部位か

ら≤0.8 kbの領域）で顕著に低いことが明らかになった。これにより、軸部近傍にお

いて、“DSBコールドスポット”が形成されていることが示唆された。 

	
 今回、Gal4BD-Spo11を軸部近傍に強制的に結合させたところ、DSBは検出されな

かった。検証を行った領域の 1つである YNL241c領域には、2つの UASがあり、Rec8

結合部位から 0.9 kb離れた UAS（軸遠位 UAS）においては Gal4BD-Spo11依存的な

DSB形成が検出されたが、Rec8結合部位から 0.3 kb離れたもう 1つの UAS（軸近接

UAS）においては、DSB が検出されなかった（図 11C）。これらの 2 つの UAS にお

ける Gal4BD-Spo11の結合量は同程度（ChIP-seqによる Gal4BD-Spo11の結合量は、
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それぞれ GAL2 UASの 8.8%と 8.5%）であることから、軸近接 UASは、Rec8結合部

位近傍における DSB 抑制機構の制御下にあるのではないかと考えられる。実際に、

軸近接 UASは、ゲノムワイドに DSBコールドスポット形成が観察された領域（Rec8

結合部位から≤0.8 kbの領域）の範囲内に位置している。 

	
 本研究では Rec8 結合部位近傍（Rec8 結合部位から≤0.8 kb）に位置する 5 ヶ所の

UASについて Gal4BD-Spo11の強制結合による DSB誘導を検証したが、その全てに

おいて DSB 形成は見られなかった。ChIP-seq により、これら全ての領域において

Gal4BD-Spo11の有意な結合が検出されたことから、Rec8結合部位近傍では Spo11に

よる DSB形成（DNA切断活性）が局所的に抑制されている可能性が示唆される。し

かしながら、今回検証を行わなかった UAS においては、Gal4BD-Spo11 により DSB

が誘導される可能性は否定できない。 

	
 ゲノムワイドに検証を行う方法として、“Spo11-oligo mapping”を Gal4BD-Spo11系

に適用し、Gal4BD-Spo11-oligoを検出する方法が極めて有効であると考えたが、成功

に至らなかった。原因としては、細胞内に過剰に発現させた Gal4BD-Spo11の内、DSB

を導入し DNA（oligo）と複合体を形成する Gal4BD-Spo11 分子の割合が極端に少な

く、免疫沈降による Gal4BD-Spo11-oligoの収量が少なかったことが挙げられる。 

	
 出芽酵母において、DSB ホットスポットの多くは遺伝子のプロモーター領域に存

在する（Baudat & Nicolas 1997; Pan et al. 2011; Tischfield & Keeney 2012）。一方で、Rec8

結合部位は TTSに多い。そのため、Rec8結合部位近傍での DSBコールドスポットの

形成は、単純に Rec8結合部位近傍に TSSが少ないことによって生じている可能性が

考えられた。しかし、TSS の分布を考慮して統計解析を行った結果、Rec8 結合部位

近傍では DSBホットスポットの頻度が有意に低いことが明らかになった（表 6）。ま

た、Rec8 結合部位近傍（Rec8 結合部位から≤0.8 kb）にも TSS は存在し、これらの
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Rec8近接 TSSは、Rec8結合部位から離れた領域に位置する TSSに比べて DSBコー

ルドスポットを形成しやすいことが明らかになった（図 13G）。 

	
 Rec8結合部位近傍において DSBホットスポットが形成されにくいことから、極端

に短いループは DSB コールド領域を形成するのではないかと推測できる。実際に、

長さが 2 kb以下の Rec8間領域（Rec8間領域全 693領域の内 14領域）のほとんどが、

Rec8間領域の長さから想定される通り、DSBホットスポットを持たないことが明ら

かになった（図 10B、インセットと回帰直線）。さらに、このような長さが 2 kb以下

の Rec8間領域は、単純に Rec8間領域の長さから想定される以上に DSBの頻度が小

さいことが明らかになった（図 10C、インセットと回帰直線）。出芽酵母のセントロ

メア周辺は DSBホットスポットがほとんど存在せず、また、Rec8結合部位が密集し

ている（表 5）。Rec8結合部位近傍での DSB抑制機構が、セントロメア周辺における

DSBコールド領域の形成に寄与しているのではないかと考えられる。 

 

7-3.Rec8 結合部位近傍における DSB 抑制機構	
 

	
 Rec8結合部位近傍において DSBホットスポット形成を抑制する機構の 1つとして、

軸部近傍では Spo11の DNA切断活性が抑制されている可能性が考えられる。本研究

において Gal4BD-Spo11 を軸部近傍に強制結合させた結果、DSB の誘導が検出され

なかったことから、この可能性は支持される。先行研究においては、軸部近傍の Gal4

結合部位でも Gal4BD-Spo11 依存的に DSB が誘導されることが報告されている

（Robine et al. 2007）。しかしながら、この結果は 1-3kbの ORFプローブを利用した

低解像度の ChIP-chip のデータに基づいているため、本研究で示した Rec8 結合部位

から≤0.8 kbという狭い領域での DSB抑制を議論することはできない。 

	
 2つ目の可能性として、DSB形成時には Spo11が軸部から離れる、という機構が考
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えられた。しかしながら、ゲノムワイド解析の結果、DSB形成時にも Spo11 は軸部

に相当量結合していることが明らかになった。すなわち、Spo11の軸部からの局在変

化は、軸部近傍でのコールドスポット形成の要因ではないと考えられる。 

	
 本研究により、Rec8結合部位近傍（Rec8結合部位から≤0.8 kbの領域）において、

H3K4me3 レベルが顕著に低下していることが明らかになった。近年の報告により、

COMPASS 複合体の構成因子の 1 つである Spp1 が DSB ホットスポット近傍の

H3K4me3を認識し、軸部に結合する DSB因子Mer2との相互作用を介して、ループ

に位置する DSB ホットスポットと軸部との連結を促進する、というモデルが提唱さ

れている（Borde & de Massy 2013）。従って、軸部近傍では H3K4me3が起こらないた

めに、軸とループの連結が抑制され、その結果、DSB ホットスポットが形成されな

いのではないかと考えられる（図 14）。実際に、Rec8結合部位近傍で DSBホットス

ポットの頻度が低い領域の範囲（Rec8結合部位から≤0.8 kb）と H3K4me3レベルが低

い領域の範囲は、良く一致している（図 13H）。 

	
 現在のところ、Rec8結合部位近傍で H3K4me3レベルを低下させる分子機構につい

ては明らかになっていない。しかし、転写がなんらかの形で軸部近傍でのこのような

ヒストン修飾パターンを制御しているのではないかと考えられる。コヒーシンが遺伝

子の TTSで頻繁に検出されることが既に報告されており、これは、RNAポリメラー

ゼ II によってコヒーシンが遺伝子の 3’末端へと押し出されることが原因ではないか

と考えられている（Lengronne et al. 2004）。 

	
 先行研究により、Jmjファミリーの H3K4me3デメチレースである Jhd2の変異体に

おいて、TTSから≤0.3 kbの領域で特異的に H3K4me3レベルが上昇することが報告さ

れている（Xu et al. 2012）。この領域は、H3K4me3レベルの低下が見られる Rec8結

合部位近傍の領域と良く一致する。従って、Jhd2などのヒストンデメチレースが Rec8
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結合部位に局在し、H3K4me3の形成を阻害しているか、あるいは、H3K4me3レベル

が低い状態を維持している可能性が考えられる。 

	
 その他の可能性としては、Rec8結合部位が TTS周辺に多く存在する結果、K3K4me3

レベルが高い TSSの頻度が Rec8結合部位近傍で相対的に低くなり、結果として Rec8

結合部位近傍の H3K4me3レベルの低下として観察されたと考えることもできる。し

かしながら、Rec8結合部位近傍に位置する TSS上流の H3K4me3レベルが、Rec8か

ら離れた領域に位置する TSS上流に比べて低下していることから（図 13F）、この可

能性は低いと考えられる。 

	
 今後、出芽酵母の Jmjファミリーヒストンデメチレース全てについて、変異体を用

いて Rec8結合部位近傍での H3K4me3レベル、及び DSBコールドスポット形成へ影

響を検証していきたい。 
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図 14.軸部近傍における DSB 抑制モデル	
 	
 

	
 減数分裂期特異的なコヒーシンである Rec8に加え、Spo11、Mer2を含む複数のDSB

因子が DSB 形成の前後に軸部に結合している。Spp1は、ループに位置する DSBホ

ットスポット周辺の H3K4me3を認識し、Mer2との相互作用を介して軸−ループ連結

複合体の形成を促進する。Rec8結合部位近傍の染色体領域は H3K4me3レベルが低い、

または H3K4me3 が起こらないため、軸−ループ連結が起こりにくく、そのために、

DSBホットスポットの形成が抑制されている。 
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7-4.軸部近傍における DSB コールドスポット形成の意義	
 

	
 軸部近傍で DSB コールドスポットを形成する生物学的意義とは一体なんなのだろ

うか。 

	
 DSBは基本的にはループで形成され、Spo11によって切断された DNA末端は、相

同配列を持った無傷の二本鎖 DNAへと侵入し、相同組換えによって修復される。DSB

修復の鋳型には、相同染色体あるいは姉妹染色分体が使用されるが、序章でも述べた

通り、相同染色体間で行われる組換えによって生じるキアズマは、正常な染色体分配

に必須である。そのため、全ゲノムにおいて形成される DSB の内、常に一定数が相

同染色体間で修復されるように、厳密に制御されている（Martini et al. 2006）。 

	
 軸部はコヒーシン結合部位であり、姉妹染色分体間の距離が極めて近いため、軸部

近傍で形成された DSB は相同染色体ではなく姉妹染色分体間で組換え起こす可能性

が高い。軸部近傍における DSB コールドスポットの形成は、相同染色体間での組換

えの確率の維持に寄与し、それにより正常な染色体分配を保証しているのでなはいか

と考えられる。 
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8.総括	
 

	
 本研究ではまず、分裂酵母においても DSBがループ部で生じることを示した。そ

の上で、Mde2が DSBホットスポットと軸部の連結（軸−ループ相互作用）という染

色体高次構造の変化と DNA複製チェックポイントを連係させることで DSBを時空

間的に制御するリエゾン因子（“liaisonin”）である、という新規の分子メカニズムの

提唱に成功した。 

	
 また、出芽酵母を用いて Rec8結合部位（軸部）と DSBホットスポットの位置関係

を詳細に検証した結果、軸部近傍において DSBコールドスポットが形成されること

を見出した。軸部近傍において H3K4me3レベルの低下が明らかになったことから、

軸部近傍では軸−ループ連結が形成されにくいために、DSBホットスポットの形成が

抑制されているのではないかと考えられた。 

	
 今後、出芽酵母やマウスにおいてリエゾン因子を同定し、普遍的な機能を検証して

いくと共に、H3K4me3などのヒストン修飾とリエゾン因子の関係を明らかにしてい

くことで、染色体高次構造を介した遺伝的組換え開始（DSB）機構の詳細が更に明ら

かになっていくと考えられる。 
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三好知一郎博士には、分裂酵母の実験を丁寧にご指導頂きました。また、山田貴富助

教には、研究について貴重な助言をして頂きました。心より感謝申し上げます。 

	
 大学 4年次から今に至るまで、太田研究室に在籍された多くの方々にお力添えを頂

きました。この場を借りて御礼申し上げます。 
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公表に際し、以下を付記します： 
 
この博士論文（平成 26年 3月 24日学位授与）の第 2章は、Genes to Cells誌
掲載論文（Volume 19, Issue 5, pages 359-373）を元にしたものです。 
 
最終版は下記 URLをご参照ください。 
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/gtc.12138/abstract 
 
( The definitive version is available at www3.interscience.wiley.com. ) 
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