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〈要 約〉
　真核生物は減数分裂期において遺伝的組換えを起こすことにより子孫に遺伝的な多様性をもたらしている．減数分裂期に入るとDNAが複製され，ついで，軸およびループとよばれる高次構造が染色体に形成される．ループにはホットスポットとよばれる領域が含まれており，DNAの複製ののち，DNAはこのホットスポットにおいて切断される．このDNA二本鎖切断ののち，切断されたDNAの末端は無傷の相同染色体のDNA二本鎖に挿入され，遺伝的組換えが開始される．DNA二本鎖切断にかかわるタンパク質は酵母を中心に数多く単離されてきたが，DNA二本鎖切断が時間的および空間的に制御される分子機構については不明な点が多く残されていた．今回，分裂酵母を用いた解析から，DNA二本鎖切断にかかわるタンパク質は，DSBC複合体とSFT複合体と名づけた2つの複合体を形成することがわかった．DSBC複合体の中核をなすSpo11という酵母からヒトまで保存されたタンパク質は，基本的にループにあるホットスポットにDNA二本鎖切断を導入する．一方，SFT複合体は軸の全域に結合していたが，その一部はループにあるホットスポットにも結合していた．このことから，軸とループとのあいだに相互作用が生じ，DSBC複合体とSFT複合体とが結びついてDNA二本鎖切断が起こることが示唆された．DNAの複製が完了すると，S期チェックポイントが解除され，Mde2という第3のグループのDNA二本鎖切断タンパク質が発現する．Mde2はホットスポットにおけるSFT複合体の安定的な結合を促進し，ループにあるホットスポットを軸に連結させるはたらきをもつことがわかった．Mde2により軸とループとの連結が生じると，DSBC複合体がホットスポットに作用してDNA二本鎖切断が形成され遺伝的組換えが開始される．すなわち，Mde2が，DNAの複製，染色体の高次構造の形成，DNA二本鎖切断タンパク質の集合を統合的に調整するリエゾンタンパク質としてはたらいていることが，今回，はじめて明らかになった．
はじめに

　多様性は生物の大きな特質である．一方で，生物は遺伝情報を安定的に子孫に継承していく必要がある．いっけんすると，遺伝情報の多様性の獲得という変革的な側面と，生命の安定的な継承という保守的な側面は二律背反するようにみえる．しかし，生物は減数分裂という巧妙なしくみによりこれを破綻なく達成している．減数分裂は有性生殖を行う生物の生殖細胞においてみられ，染色体セットの数が半減する特別な分裂様式である．この減数分裂の最大の特徴のひとつは“遺伝的組換え”である．遺伝的組換えはDNAの複製ののち，あらかじめプログラムされたDNA二本鎖切断（DNA double-strand break：DSB）が生じ，切断されたDNA末端が無傷の相同染色体のDNA二本鎖に挿入されることで相同組換えが起こりゲノム情報が再編成される現象である（図1）．このとき，両親に由来する相同染色体のあいだにキアズマという構造が形成され，これにより相同染色体の正確な分配が保証されている．したがって，遺伝的組換えの異常は相同染色体の不分離をもたらし，ひいては，染色体の異数性による先天的な染色体異常疾患，あるいは，精子や卵などの配偶子の形成異常をきたし不妊症などにつながることが知られている．すなわち，多様性を獲得する遺伝的組換えは，子孫への遺伝情報の安定的な継承と表裏一体で不可分な関係にある．
　DNA二本鎖切断の分子機構の理解は出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）の研究が端緒となった．まず，酵母からヒトまで保存されたSpo11というDNA切断活性をもつタンパク質が出芽酵母において同定された1,2)．Spo11は減数分裂期に特異的に発現し，DNAの複製ののち，相同染色体の分離にさきだちDNA二本鎖切断を導入し組換えを開始する．そのほか，DNA二本鎖切断に必要な補助タンパク質（出芽酵母では，9つ）が存在することや，それらの一部はSpo11と複合体を形成することなどが明らかにされた．Spo11の活性化はどのように制御されているのだろうか？　注目すべきこととして，放射線など偶発的な要因ではランダムな位置にDNAの損傷が生じるのに対し，Spo11によるDNA二本鎖切断の導入部位は“ホットスポット”とよばれる染色体の特定の領域に限定されていることがあげられる．減数分裂期の染色体では，DNAの複製にともない“軸”と“ループ”とに区分の可能な染色体の高次構造が構築される（図1）．ホットスポットはこのループに多く観察される．一方，軸の形成に異常を示す酵母株ではDNA二本鎖切断に顕著な異常がみられることから3-7)，ホットスポットとは離れた位置にあると考えられる軸もDNA二本鎖切断に関与することが示された．
　この研究では，軸とループからなる染色体の高次構造を介しDNA二本鎖切断はどのように制御されているのか，出芽酵母とは異なる分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）を用いて，その分子機構の解明に取り組んだ．
1．DNA二本鎖切断タンパク質はDSBC複合体とSFT複合体を構成しMde2がこの複合体2つを結びつける
　分裂酵母ではSpo11のホモログであるRec12のほか，Rec6，Rec7，Rec14，Rec15，Rec24，Mde2がDNA二本鎖切断に必要な補助タンパク質として知られていたが，それぞれの役割はよくわかっていなかった．そこで，まず酵母ツーハイブリッド法，および，それぞれのタンパク質複合体の質量分析による解析により，分子間相互作用ネットワークを網羅的に明らかにした．その結果，これらのタンパク質は，Rec12を含むRec6-Rec12-Rec14（DSB core：DSBC）複合体と，Rec7-Rec15-Rec24（seven, fifteen, twenty-four：SFT）複合体を構成することがわかった．これら以外の第3のカテゴリーに属するMde2は，この2つの複合体にそれぞれ含まれるRec14およびRec15と相互作用することが示された．したがって，Mde2はDSBC複合体とSFT複合体とを結びつけるタンパク質であると推測された．また，それぞれのタンパク質の発現時期を調べたところ，SFT複合体の構成タンパク質はほかのタンパク質にさきがけ，S期の後半から発現することがわかった．このことから，SFT複合体はDNA二本鎖切断に先行して，なんらかの重要な役割をはたしている可能性が示唆された．
2．軸を構成するタンパク質Rec10はSFT複合体を軸に呼び込む

　組換えのホットスポットは軸ではなくループに偏在している．ところが，さきに述べたとおり，軸もDNA二本鎖切断に決定的な役割をはたしている．分裂酵母ではさきにあげたDNA二本鎖切断タンパク質とは別に，Rec10という軸を構成するタンパク質のひとつがDNA二本鎖切断に必要である6)．DNA二本鎖切断の部位から空間的に隔たった軸が，どのようにしてDNA二本鎖切断を制御しているのであろうか？　このパラドックスを解決する仮説として，DNA二本鎖切断にさきだちループにあるホットスポットが一過的に軸に接触するという“軸-ループ連結”仮説が提唱されていた4)．この仮説をもとに，DNA二本鎖切断タンパク質と軸を構成するタンパク質とが相互作用する可能性を網羅的に検証した．その結果，SFT複合体の構成タンパク質であるRec15が，軸を構成するタンパク質Rec10と相互作用することを見い出した．Rec15とRec10の発現時期はともに軸とループとが相互作用すると考えられているS期であり，上記の仮説によく合致した．そこで，これらのタンパク質の染色体への局在化のタイミングやその分子機構について解析を進めた．
　それぞれのタンパク質の局在を全ゲノムにおいて決定するため，クロマチン免疫沈降法（chromatin immunoprecipitation：ChIP）とゲノムタイリングアレイ法とを組み合わせたChIP-on-chip法を用いた．軸を構成するタンパク質であるRec10の結合部位を調べたところ，減数分裂期において染色体の全域に散在して結合がみられた．Rec10の結合はほとんどが軸を示すものであったが，慎重に観察するとホットスポットに結合する成分も認められた．Rec10はホットスポットへの直接的な結合が想定されない軸を構成するタンパク質である．したがって，この現象は軸とループにあるホットスポットが，おそらくDNA二本鎖切断タンパク質を介して相互作用した結果，Rec10がホットスポットに近接することになり，その帰結としてホットスポットにRec10が結合しているように観察されたと解釈することができた．この考えを検証する目的で，SFT複合体の構成タンパク質またはMde2を欠損させ，Rec10のホットスポットへの結合を調べた．その結果，予想どおり，これらの変異株ではRec10の軸への結合は影響をうけないのに対し，ホットスポットへの結合だけが特異的に消失することが確認された．また，DSBC複合体の構成タンパク質を欠損させた場合はRec10の分布に変化はみられなかった．以上の結果から，Rec10を含む軸は，SFT複合体およびMde2のはたらきを介してホットスポットと相互作用することが明らかになった．
　この仮説をさらに補強する目的で，SFT複合体の構成タンパク質であるRec15の局在をくわしく解析した．その結果，Rec15はホットスポットのほか軸にも結合し，Rec10と非常によく似た局在を示すことがわかった．Rec10の欠損株においてRec15の局在を調べると，ホットスポットへの結合は保持される一方，軸における結合はほぼ完全に失われていた．この結果は，さきの仮説とは矛盾しなかった．また，この結果から，SFT複合体の軸への結合にはRec10が重要であること，また，SFT複合体のホットスポットへの結合には別のタンパク質が必要であることが明らかになった．
3．DNA複製の完了をまって発現するMde2

　SFT複合体がホットスポットに結合するしくみについて解析を行った．まず，SFT複合体の構成タンパク質であるRec7あるいはRec24を欠損させ，もうひとつのSFT複合体の構成タンパク質Rec15の染色体における局在がどのように変化するかを調べた．その結果，Rec15の軸への結合は保持されていたが，ホットスポットへの結合は大きく減少していた．この結果から，SFT複合体を構成するそれぞれのタンパク質は，複合体を形成してはじめてホットスポットに結合することが推測された．
　SFT複合体を安定化しホットスポットに結合させるタンパク質として，Mde2に注目した．解析の結果，Mde2は軸にはほとんど結合しておらず，おもにホットスポットに局在することがわかった．興味深いことに，Mde2の欠損株ではSFT複合体の安定性が著しく損なわれ，Rec15のホットスポットへの結合は消失した．一方，Rec15を欠損させると，Mde2もSFT複合体と同様にホットスポットに結合できなくなった．これらの結果から，Mde2はSFT複合体を安定化し，高次の複合体の形成をつうじてホットスポットに結合することが示唆された．
　mde2+遺伝子はDNA複製の完了ののち転写されると報告されていた8)．ヒドロキシ尿素のようなDNA複製阻害剤を添加すると，S期チェックポイントが活性化され，その下流にある転写因子の発現が抑制されることで，mde2+遺伝子の転写が抑制される．そこで，DNA複製阻害剤を処理したときのすべてのDNA二本鎖切断タンパク質およびRec10の存在量をイムノブロット法により調べた．その結果，DNA複製阻害剤の処理によりMde2だけは発現しなかったが，ほかのすべてのタンパク質（Rec6，Rec7，Rec12，Rec14，Rec15，Rec24，Rec10）は発現が確認された．以上の結果から，DNA複製の完了ののち“軸とホットスポットとの連結”を保障するMde2が発現し，染色体の高次構造の構築が完了するというスキームが明らかになった．
4．3つの異なるプロセスを連係させるリエゾンタンパク質Mde2

　Mde2はSFT複合体とともにホットスポットへ呼び込まれて結合した．そして，Mde2はSFT複合体のみならず，DSBC複合体の構成タンパク質であるRec14とも相互作用した．DSBC複合体の構成タンパク質の欠損株では，SFT複合体および軸を構成するタンパク質Rec10の局在は変化しなかった．以上を総合すると，DSBC複合体はSFT複合体とは独立に構築され，SFT複合体とMde2により形成された軸-ループ複合体を着地点として最終的に呼び込まれると考えることができた．この仮説を検証する目的で，Mde2の欠損株におけるDSBC複合体の構成タンパク質Rec12のホットスポットへの結合を調べたところ，その結合にはMde2が必要であることがわかった．
　以上の結果をまとめると，つぎのようなモデルが考えられた（図2）．減数分裂期に入るとDNAの複製がはじまり，減数分裂の進行に重要な染色体の高次構造である軸とループが形成される．このとき，Rec10が軸へと結合し，つづいてここにSFT複合体の一部であるRec15が呼び込まれる．S期チェックポイントがDNA複製の完了を検知してMde2の発現を誘導する．そののち，Mde2がSFT複合体の安定化をつうじて軸とループにあるホットスポットを連結し，軸-ループ複合体を形成する．最後に，Mde2を介してDSBC複合体がホットスポットに呼び込まれ，DNA二本鎖切断が導入される．このようなはたらきをするMde2を，“結びつける”というフランス語liaisonにちなみ，“リエゾニン”（liaisonin）と名づけた．
おわりに

　減数分裂期におけるDNA組換えは，つねにリスクととなりあわせのプロセスともいえる．たとえば，ヒトなど高等真核生物のゲノムDNAには反復配列が非常に高頻度で現われるため，DNAの複製のまえにDNA二本鎖切断が導入されると，相同組換えによりヘテロ接合性喪失（loss of heterozygosity）や染色体の転座あるいは欠失をひき起こしかねない．リエゾニンの存在は，そのような危険性を回避するうえできわめて意義が大きいと思われる．
　今回，分裂酵母を用いてリエゾニンの存在を示したが，種々の状況証拠から，多くの真核生物に共通した分子機構が存在するものと考えられる．今回，データベースの検索からはMde2のホモログは見い出せなかったが，多くのDNA二本鎖切断タンパク質は進化的に保存されていることが明らかになりつつある9,10)．今後，構造生物学的あるいは機能解析的な手法からリエゾニンのオーソログが発見されるだろう．
　遺伝子内領域において頻繁に組換えが起こると，重篤な変異が簡単に伝播してしまうだろう．興味深いことに，多くの場合，組換えのホットスポットは遺伝子内領域ではなく遺伝子間領域に位置する．軸を構成するタンパク質Rec10の欠損株でもSFT複合体は依然としてホットスポットに結合したことから，ホットスポットには，それ自体を規定するある種の情報（メタ情報）が存在するに違いない．このようなメタ情報については，ヒストンの化学修飾などによるエピゲノム修飾の重要性が示唆されている．Mde2とSFTとの複合体がどのようなメタ情報を認識してホットスポットを形成しているのか，新たな研究課題が提起されたといえる．
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〈図説明〉
図1　減数分裂期における染色体の構造，DNA組換え，染色体の分配

減数分裂期に入ると，DNAの複製ののち，姉妹染色分体はコヒーシンにより接着される．この接着部位を中心に軸の構造が形成される．ループは軸から遠位に位置する領域をさす．つづいて，DNA二本鎖切断が起こり，両親に由来する相同染色体のあいだでの組換えをへてゲノムの再編成が行われる．ひきつづき起こる連続した2回の細胞分裂にともない，それぞれの配偶子に半数体のゲノムセットが受け継がれる．
図2　リエゾンタンパク質Mde2によりDNA複製と染色体の高次構造の変化とが連係してDNA組換えが開始されるモデル

Rec6，Rec7，Rec10，Rec12，Rec14，Rec15，Rec24は，数字のみで示した．
