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論文題目 
哺乳類の減数分裂期に染色体末端“テロメア”に形成される	
 

新規タンパク質複合体の同定と機能解析	
 

 
1 .  序論   
	
 我々哺乳類の体は DNAにコードされた遺伝情報とその緻密な発現制御によ
って形成され、維持されている。DNAは種々の構造タンパク質と結合し染色
体と呼ばれる構造体を形成する。細胞は分裂の際に染色体を正確に複製・分配

することで遺伝情報を次世代へと伝えており、その分配異常は様々な遺伝子疾

患の原因となることが知られている。特に、配偶子形成に特化した細胞分裂で

ある減数分裂時における染色体分配の異常は、不妊症やダウン症、ターナー症

候群など、重度の先天的遺伝子疾患を引き起こすことが知られており、医学的

な観点からも、その分子メカニズムの解明は早急な課題である。 
	
 近年、分裂酵母を用いたモデル研究から、染色体末端構造であるテロメアが

減数分裂時の染色体制御において重要な機能を持つことが明らかにされた

(Chikashige et al., 2006)。通常、染色体分配の際には染色体のセントロメア領
域が動きの起点（動原体）として働くが、減数第一分裂前期にはテロメアが起

点となり、染色体は核膜に沿った運動を行う。平岡らは、分裂酵母において減

数分裂期特異的に発現するテロメアタンパク質 Bqt1/2が、核膜タンパク質複
合体 SUN/KASHと結合することでこの染色体運動を促進していることを見い
だした。SUN/KASHは核膜を貫通し、その核質側でテロメアと、細胞質側で
Dynein-Dynactinなどの細胞質モータータンパク質と結合する。この橋渡しに
より、細胞質モータータンパク質による駆動力が核内の染色体へと伝達される。

この運動は最終的に相同染色体の対合・組換えを促進することで減数第一分裂

における正常な染色体分配を保証している。 
	
 哺乳類を代表するモデル生物であるマウスにおいても、核膜タンパク質 SUN 
1/KASH5が正常な減数分裂の進行に必須であることが報告されているが
(Ding et al., 2007; Horn et al., 2013; Morimoto et al., 2012)、分裂酵母 Bqt1/2
のようなこれらと相互作用するテロメアタンパク質は知られていない

(Hiraoka and Dernburg, 2009; Scherthan et al., 2011)。また細胞内で実際に
テロメアを起点とした染色体運動を観察した例も存在せず、その制御メカニズ
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ムは現象の存否もふくめて不明であった。酵母等のモデル生物と比較して、マ

ウスにおける遺伝学的研究が遅れている主な要因は、その遺伝子操作の困難さ

にある。高等動物の減数分裂前期の進行には組織内で隣接して働く支持細胞の

働きが必要であり、酵母等の単細胞生物やヒト培養細胞等に用いられる in 
vitroでの簡便な遺伝子操作が適用できない。従って、その解析には遺伝子導入
マウスや KOマウスなど個体レベルでの遺伝子操作を必要とする。 
	
 本研究で筆者らは、電気穿孔法による生体マウス減数分裂組織内への一過的

な外来遺伝子導入システム (in vivo electroporation法) を導入し、条件検討の
結果、マウス精母細胞へと効率よく外来遺伝子を発現させることに成功した。

そして in vivo electroporation法を用いたGFP融合タンパク質の発現やそれに
よる減数分裂期染色体運動の live観察、新規遺伝子の局在スクリーニングを行
い、減数分裂期テロメアによる染色体制御分子メカニズムを明らかにした。 
 
2 .  減数分裂期前期における染色体運動の l ive 観察  
	
 脳神経科学の分野でマウス脳組織への遺伝子導入技術的として確立・応用さ

れている生体内電気穿孔法 (in vivo electroporation) を用い、マウス精巣内へ
の外来遺伝子の一過的な導入を試みた。DNA濃度やマウスの週齢、パルス電
圧などのパラメーターの至適化を行った結果、外来遺伝子をコードした組換え

Plasmid DNAを生体マウスの精母細胞内へと効率よく導入することに成功し
た。この技術をもとに、蛍光タンパク質 GFPと融合させたテロメアタンパク
質 TRF1 (GFP-TRF1) を一過的に精母細胞内に発現させ、減数分裂期における
テロメア動態の live 観察を行った。その結果、酵母等のモデル生物と同様に、
第一分裂前期特異的に染色体のテロメア領域が核膜へと連結され、連結された

テロメアを起点として染色体全体がダイナミックに運動する様子が観察された。

微小管重合阻害剤である Nocodazoleの添加でこの運動が抑圧されたことや、
免疫染色法により細胞質モータータンパク質 p150 (Dynactin) のテロメアへ
の集積が観察されたことから、細胞質微小管および微小管結合モータータンパ

ク質がこの運動に寄与していることが示唆された。 
 
3 .  減数分裂期特異的なテロメアタンパク質 TERB1 の同定  
	
 次に、DNAマイクロアレイなどの遺伝子発現データベースから減数分裂組
織 (精巣・卵巣) で発現が高いことが予測されていた遺伝子群 349遺伝子に着
目し、実際にマウスの各組織から抽出した RNAをテンプレートに用いた RT- 
PCR法により、各標的遺伝子 mRNAの組織特異的な発現量を査定した。その
結果、うち 4つの遺伝子が減数分裂前期で特異的に発現していることを見いだ
した。これら 4つの遺伝子に GFPを融合させ、in vivo electroporation法によ
りマウス精母細胞内へと発現させた結果、新規遺伝子 Ccdc79がコードするタ
ンパク質が染色体末端に特異的な局在を示すことが明らかになった。CCDC79
はヒトを含む哺乳動物間に広く保存されたタンパク質であり、その後の解析か
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ら既知のテロメアタンパク質 TRF1とヘテロ複合体を形成することでテロメア
リピート DNAに配列特異的に結合し、テロメアへと局在することが示された。
上記の結果から筆者らは、この新規タンパク質を TERB1 (Telomere repeat 
binding bouquet formation protein) と命名した。 
 
 
4 .  TERB1 はテロメアを起点とした染色体運動を促進する  
	
 Gene trap法により Terb1遺伝子の発現を欠損させたマウス (Terb1KO) を
作製し、その表現型解析を行った。その結果、Terb1KOマウスは雌雄共に一見
正常な発育を示したが、減数分裂進行の異常により配偶子形成が起きず、不妊

の表現型を示すことが明らかになった。次に、減数分裂の過程で具体的にどの

ような異常が生じているかについて免疫染色法による検証を行った。まずテロ

メアの動態を観察すると、野生型では、TERB1が局在する減数第一分裂前期
を通じてテロメアが核膜へと連結されていたのに対して、Terb1KOマウスでは
多くのテロメアが核膜から離脱している様子が観察された。さらに GFP-TRF1
を発現させ live観察を行ったところ、野生型で観察されたテロメアを起点とし
た染色体運動が Terb1KOマウスでは著しく抑圧されていることが明らかにな
った。同様の異常は Sun1KOマウスでも観察された。さらに、SUN1/KASH5
タンパク質や細胞質モータータンパク質 p150の局在を精査したところ、いず
れも野生型ではテロメアに局在したのに対し、Terb1KOではそれらの局在が完
全に消失していた。以上の結果から、TERB1が SUN1/KASH5/p150のテロメ
ア局在を介してテロメアと核膜の結合および続く染色体運動を制御しているこ

とが示唆された。 
 
5 .  TERB1 は cohesin 局在を介してテロメア DNA を構造的に補強する  
	
 酵母 two-hybrid法により TERB1と相互作用する因子の網羅的スクリーニン
グを行った結果、減数分裂期において染色体軸構造形成に働くことが知られて

いる cohesin複合体のサブユニット SA3が同定された。その後の解析から SA3
は TERB1のMybドメインを含む C端領域と結合することが明らかになった。
さらに免疫染色法により cohesin複合体のテロメア局在を観察すると、野生型
では染色体の軸形成前段階からテロメアへと集積し、軸形成後もその末端にお

いてテロメアと共局在したのに対して、Terb1KOマウスでは顕著にその局在が
減少しており、cohesinの減少に起因することが報告されているテロメア DNA
間の異常な連結や伸張が頻繁に観察された。これらの表現型は in vivo electro- 
poration法による野生型 TERB1Fullの発現により有意に抑圧されることが明ら

かになった。さらに live観察の結果、Terb1KOで低下した染色体運動が
TERB1Fullの発現によって有意に回復する様子が観察された。一方で、Mybド
メインを欠いた TERB1ΔMybを発現させた細胞では cohesinのテロメア局在や
テロメア構造異常が抑圧されないばかりか、より重度のテロメア構造異常が引
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き起こされた。これは cohesinの集積がないまま、染色体運動が回復したため
だと考えられる。実際に、live観察の結果、TERB1ΔMybを発現した場合では

TERB1Fullよりは弱いものの染色体運動の回復が観察された。以上の結果から、

TERB1を介した cohesinのテロメア集積が、染色体駆動力に耐えうる強固な
テロメア構造を形成することや、それによりその駆動力を染色体全体へと効率

良く伝搬することに働いていることが示唆された。 
 
6 .  総括  
	
 本研究により高等動物であるマウスにおいても、染色体のテロメア領域が減

数第一分裂前期特異的に染色体運動の起点“テロメア動原体”として重要な働

きを担っていることが明らかになった。またその分子メカニズムは、

SUN1/KASH5との協調的な作用など、分裂酵母で示された枠組みと類似した
点が見られる一方で、cohesinを介したテロメア DNAの補強など、進化の過程
で獲得されたと考えられる、より複雑化した制御が働いていることも同時に示

唆された。cohesinは染色体分配の際に動きの起点として働くセントロメア/動
原体においてもその構造維持に働いている事が知られており、共通した制御が

“テロメア動原体”で観察されたことは大変興味深い知見である。また、本研究
で導入された in vivo electroporation法は哺乳類減数分裂期における分子機能
解析において有用なツールになり得るばかりか、遺伝子欠損マウスに対する表

現型相補にも応用可能であったことから、将来的にはヒト不妊症患者に対する

遺伝子治療への応用が期待される。 
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1 ,  序  
	
 我々哺乳類の体はゲノムにコードされた複雑な遺伝情報とその緻密な発現制

御によって形成され、維持されている。これらのゲノム情報は、A (アデニン)・
T (チミン)・G (グアニン)・C (シトシン) という僅か４種類の核酸の順列とし
て暗号化され、DNA分子として細胞核内に折り畳まれている。DNAはさらに
種々の構造タンパク質と結合し、染色体と呼ばれる構造体を形成する。生物は

細胞分裂の際にこの染色体を正確に複製し分配する事で遺伝情報を次世代へと

伝えている。そして染色体にコードされた暗号、すなわち塩基配列は、進化の

過程で無秩序に（突然変異）、あるいは方向性を持って（自然選択的に）変動し、

高度に複雑化したと考えられている。このように DNA・染色体は生命の設計
図ともいえる重要な情報を媒介しているが、その一方で DNA塩基配列のうち
実際に遺伝子をコードする領域はごく僅かであることが知られている。例えば

人の場合、およそ９０％以上の DNA配列が遺伝子として機能しないランダム
な配列、あるいは反復配列からなる。ゲノムプロジェクト以降急速に蓄積され

てきた遺伝子機能に関する知見と比して、それら一見無意味な塩基配列（非コ

ード領域）が持つ役割に関しては、未だその多くは明らかにされていない。 
	
 我々哺乳類の染色体末端テロメア（“telos”末端、“meros”部位）は、機能
性のある非コード領域として古くから知られており、細胞分裂の際に染色体分

配の起点となるセントメア同様に染色体の構造維持やゲノムの安定性において

重要な役割を持つことが知られている(Palm and de Lange, 2008)。テロメア
DNAは TTAGGGを基本単位とする６塩基 DNAの反復配列からなる。TTAGG 
G反復配列には、その配列に特異的な結合能を有するタンパク質複合体
Shelterinが結合し、強固な DNAタンパク質複合体（nucleoprotein complex）
を形成することでテロメアの構造維持や機能制御に関わっている。例えば、直

鎖 DNAの末端は、それが DNAの損傷箇所（DNA double strand break）と構
造的に類似することから、潜在的に DNA修復経路の標的になり得る。DNA修
復経路の活性化は染色体同士の異常な結合（non homologous end-joining）や
細胞増殖の停止 (DNA damage response) を引き起こすことが知られており、
細胞の癌化や細胞死、老化のリスクファクターとなる。Shelterinを構成する
TRF2（telomere repeat binding factor 2）タンパク質は、DNA末端に T-loop
と呼ばれるキャップ構造を作ることで、これらの応答からテロメア DNAを保
護している(Doksani et al., 2013)。また、TRF1（telomere repeat binding factor 
1）タンパク質は DNA複製期においてテロメア DNAの複製を促進することで、
テロメア長やその構造維持に働くことが知られている(Martinez et al., 2009; 
Sfeir et al., 2009)。さらに、DNA複製を繰り返すことで生じるテロメア DNA
の短縮（末端複製問題）は細胞老化の指標として広く知られており、TRF1/TRF2
やその下流で働く TIN2/TPP1/POT1タンパク質がテロメア伸張に働く酵素で
あるテロメレースの局在・活性を制御することでテロメア長の安定化に働いて

いると考えられている(Latrick and Cech, 2010; Nandakumar et al., 2012)。 
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2 ,  テロメアによる減数分裂期染色体運動の制御  
	
 これら細胞の老化や癌化の抑制といった機能の他にも、テロメアは減数分裂

時の染色体制御において極めてユニークな機能を持つことが知られている。減

数分裂は体細胞分裂から進化したと考えられている特殊な細胞分裂様式のひと

つである（Fig.1）。通常の体細胞分裂とは異なり、１回の DNA複製の後に２
回の連続した分裂（第一分裂・第二分裂）がおこるため、結果として生じる娘

細胞の DNA量・染色体数は半減される。従って酵母などの単細胞真核生物に
おいては２倍体から１倍体の細胞を産生する際に、高等動物においては精巣・

卵巣において配偶子を産生する際に行われる。通常、細胞分裂期における染色

体の運動は、体細胞分裂・減数分裂いずれにおいても、紡錘体を形成するスピ

ンドル微小管と染色体上のセントロメア領域に形成された動原体タンパク質と

の結合により制御される。動原体とスピンドル微小管の結合は染色体全体に張

力を伝え、染色体の分裂中期での細胞中央領域への整列や、続く後期における

均等分配を制御する。ところがこの分裂中期における染色体運動とは別に、減

数分裂の前段階（第一分裂前期）においては、染色体が核膜に沿ってランダム

に（あるいは方向性を持って）運動を行うことが知られており、この時、染色

体はセントロメアではなくテロメアを起点とした運動をおこなう (Fig.2a) 
(Hiraoka and Dernburg, 2009)。 
	
 第一分裂前期特異的なテロメア主導の染色体運動は、古くから報告があり、

興味深い生命現象の１つとして多くの議論がなされてきた。その生物学的機能

としては減数第一分裂期前期特異的な染色体制御である相同染色体の対合・組

換え反応を促進していると考えられている。我々真核生物は父方・母方から由

来する２本１組の染色体（相同染色体）を持っている。各染色体には生命活動

に必須な遺伝情報がコードされているため、減数分裂の際に再びそれらを別々

の配偶子へと振り分ける（減数させる）際には、まず、第一分裂において相同

染色体同士が対になり、別々の細胞へと均等に分配される必要がある (Fig.1)。
例えばヒトの場合２３対４６本の染色体があり、それぞれの染色体は自身を除

いた残り 45本の染色体の中から正しいペアを認識し、物理的に近接し、対合
する必要がある。この相同染色体同士が物理的に近接する過程にテロメア主導

の染色体運動が働いていると考えられている。 
 
3 ,  Bqt1/2 タンパク質の発見  
	
 減数分裂期におけるテロメア主導の染色体運動は、現象レベルでの報告は古

くからあったものの、その分子メカニズムは近年まで謎であった。2006年に平
岡らは分裂酵母を用いた研究により、減数分裂期特異的なテロメアタンパク質

Bqt1/Bqt2がこの染色体運動に働いていることを明らかにした (Fig.2b) 
(Chikashige et al., 2006)。平岡らはまず、分裂酵母において、減数分裂期特異
的に発現量が上昇する遺伝子群に着目し、それらの遺伝子を一つ一つ欠損させ 
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た酵母株を作製した。次に、それらの遺伝子破壊株を減数分裂に誘導し、顕微

鏡観察により染色体運動を観察した。その結果、Bqt1およびその相互作用因子
として同定された Bqt2破壊株では、テロメアを起点とした核膜に沿った染色
体運動が著しく阻害されること、そして最終的に相同染色体の対合・組換え頻

度の低下による胞子形成の異常が起こることを発見した。その後の解析により、

Bqt1/2がテロメアタンパク質 Rap1との結合を介してテロメアに局在すること、
さらに核膜上で核膜タンパク質複合体である SUN/KASH（分裂酵母において
は Sad1/Kms1）と複合体を形成すること、そしてその結合が細胞質のモーター
タンパク質 Dyneinや Kinesinによる駆動力を、核膜を隔てた染色体へと伝達
していることなどが明らかになった (Fig.2b)(Chikashige et al., 2006; 
Yoshida et al.)。その後、出芽酵母でも同様に、Ndj1という減数分裂期特異的
なタンパク質が核膜上でテロメアと SUN/KASH（Mps3/Csm4）との連結を担
うことで、テロメアを起点とした核膜上での染色体運動を促進していることが

明らかになった(Conrad et al., 2008)。また、線虫を用いた研究からも、染色
体末端付近に形成される Pairing centerと呼ばれる減数分裂期特異的な構造体
が、テロメアに代わり、核膜タンパク質 SUN/KASH（SUN1/ZYG12）への橋
渡しに機能していることが明らかになった(Phillips and Dernburg, 2006; Sato 
et al., 2009)。我々哺乳類を代表するモデル生物であるマウスにおいても、やは
り減数分裂期に入るとテロメアが核膜へと連結される現象が古くから観察から

されており、その特徴的な SUN domainや KASH domainの配列から、減数
分裂期にテロメアと連結される核膜タンパク質 SUN1/KASH5が同定されてい
る(Ding et al., 2007; Horn et al., 2013; Morimoto et al., 2012)。 
 
4 ,  マウス核膜タンパク質複合体 SUN1/KASH5 の発見  
	
 真核生物の核膜は内膜と外膜からなる二重膜構造をとる。SUN domainタン
パク質は核膜の内膜に埋め込まれ、その一端（N端）を核質側に、SUN domain
を含むもう一端（C端）を内膜と外膜に挟まれた領域（膜間腔、Lumen）に突
出させている。KASH domainタンパク質は核膜の外膜に埋め込まれており、
KASH domainを含む一端（C端）を Lumen側に突出させ、そこで内膜から
伸びた SUN domainと結合し、もう一端（N端）を細胞質側に突出させ、そこ
で細胞質のモータータンパク質等と相互作用する (Fig.2b)。この SUN/ KASH
を介した細胞質と核質の橋渡しは、細胞質のモーター駆動力を核内の構造体に

伝達しており、遺伝子の転写から細胞形態の維持など、細胞機能における多く

の重要な役割を担うことが知られている。減数分裂期染色体運動の制御もその

一つである(Hiraoka and Dernburg, 2009)。 
	
 マウスでは 5つの SUN domainタンパク質、5つの KASHドメインタンパ
ク質がこれまでに見つかっており、それぞれ組織特異的な発現・機能を有して

いる。Min Hungらのグループは、これらマウス SUNドメインパラログのう
ち、減数分裂組織を含む多くの組織で普遍的に発現が見られる SUN1のノック
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アウト（KO）マウスの表現型解析を行い、マウスにおいても SUN1が減数分
裂期特異的なテロメアと核膜の結合に必須であること、そしてそれが相同染色

体の対合や組換えを促進していることを見いだした(Ding et al., 2007)。また、
筆者と森本らは、マウスにおいて SUN1と複合体を形成する減数分裂組織特異
的な KASH domainタンパク質 KASH5を同定し(Morimoto et al., 2012)、続
く Rouxらによる KOマウスの解析と合わせて、マウス減数分裂期における
SUN1/KASH5複合体の役割を明らかにした(Horn et al., 2013)（Fig.2b）。 
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5 ,  高等動物における減数分裂期テロメア制御  
	
 減数分裂期の核膜側を制御する遺伝子群 SUN/KASHが酵母からヒトまで進
化的に広く保存されていたのに対して、テロメア側の制御には、分裂酵母（Bqt1 
/Bqt2）と出芽酵母（Ndj1）の間ですら全く異なる独自の遺伝子が機能してお
り、その進化的保存性は極めて低い。従って、高等動物であるマウスの減数分

裂期においては、核膜タンパク質 SUN1/KASH5の関与以外には全く知見がな
く、細胞内で実際にテロメアを起点とした染色体運動を観察した例もないため、

その制御メカニズムは現象の存否もふくめて不明であった。Scherthan らは、
酵母において Bqt1/2や Ndj1のテロメア局在に必要であった Shelterinタンパ
ク質の 1つである Rap1に着目し、そのマウスホモログ Rap1遺伝子のノック
アウト (KO) マウスを作製することでそのメカニズムの解明を試みた
(Scherthan et al., 2011)。しかし予想に反して Rap1KOマウスでは雌雄共に減
数分裂の進行が正常であることが明らかになった。 
	
 酵母等のモデル生物と比較してマウスにおける減数分裂の研究が遅れている

主な要因は、その遺伝子操作の困難さにあると言える。高等動物における減数

分裂前期の進行には組織内で隣接して働く支持細胞の働きを必要とするため、

減数分裂前期細胞（前期精母細胞・前期卵母細胞）の生体外 (in vitro) 培養技
術は未だ確立されていない。従って酵母等の単細胞生物やヒト培養細胞等に用

いられる遺伝子ノックアウトやノックダウン、外来遺伝子の導入による一過的

な形質転換などの簡便な遺伝子操作が適用できず、その解析には遺伝子導入マ

ウスや KOマウスの作製など、多くの時間と費用、そして労力を要する個体レ
ベルでの遺伝子操作を必要とする。 
 
6 ,  本研究の内容  
	
 本研究で筆者らは、電気穿孔法による生体マウス減数分裂組織内への一過的

な外来遺伝子導入システム (in vivo electroporation法) を導入し、条件検討の
結果、マウス精母細胞へと効率よく外来遺伝子を発現させることに成功した。

この技術をもとに、GFP融合タンパク質を発現した精母細胞の live観察を行
い、高等動物であるマウスの減数分裂期においても、染色体がテロメアを起点

としてダイナミックに運動していることを明らかにした。 
	
 さらに、DNAマイクロアレイなどの遺伝子発現データベースから減数分裂
組織 (精巣・卵巣) で発現が高いことが予測されていた機能未知の遺伝子群に
着目し、in vivo electroporation法を用いた網羅的な局在スクリーニングを行
なった。その結果、機能未知の新規遺伝子 Ccdc79が減数分裂期特異的なテロ
メアタンパク質をコードしていることを見いだした。CCDC79はヒトを含む哺
乳動物間に広く保存されたタンパク質であり、その後の解析から、CCDC79が
既知のテロメアタンパク質 TRF1とヘテロ複合体を形成することでテロメアリ
ピート DNAに配列特異的に結合し、テロメアへと局在することが示された。
上記の結果から、筆者らはこの新規タンパク質を TERB1 (Telomere repeat 
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binding bouquet formation protein) と命名した。 
	
 Terb1は減数分裂進行に必須な遺伝子であり、Terb1遺伝子を欠損させたマ
ウス(Terb1KOマウス) は、雌雄共に不妊の表現型を示した。また、Terb1KO
マウスを用いた分子機能解析から、TERB1が酵母等のモデル生物で示された
ように SUN1/KASH5や細胞質モータータンパク質 P150のテロメア局在を促
進することで核膜に沿ったテロメア主導の染色体運動を引き起こしていること

が明らかになった。そして、その染色体運動が、続く相同染色体の対合・組換

え反応を正常に遂行する上で必須な制御であることが示された。 
	
 さらに、興味深い事に、TERB1は染色体の軸構造を形成するコヒーシンタ
ンパク質複合体のテロメア局在を促進しており、それにより運動の起点となる

テロメア DNA領域を構造的に補強していることが示された。コヒーシンは染
色体分配の際に動きの起点として働く動原体/セントロメアにおいても、その構
造維持に働くことが知られており、共通した制御が減数分裂期の“テロメア動

原体”で観察されたことは大変興味深い発見である。 
	
 以上、本研究では TERB1の分子機能解析を通じて、高等動物の減数分裂期
におけるテロメアによる染色体制御分子メカニズムの大枠を解明する事ができ

た。減数分裂における染色体制御の異常は不妊症やダウン症、ターナー症候群

といった多くの先天的遺伝子疾患の原因になると考えられており、本研究によ

り得られた知見は、基礎生物学的な観点からみて大変意義深いものであるばか

りか、将来的にはヒト疾患原因遺伝子の究明やそれによる遺伝子治療など、医

学・臨床への応用にも繫がるものだと考えられる。 
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第二章	
 結果と考察  
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第一節	
 生体内電気穿孔法によるマウス減数分裂組織への外来遺伝子導

入	
 

  
	
 哺乳類の減数分裂進行には、組織内で精母・卵母細胞に隣接する支持細胞の

働きが必要である事が知られている。従って、精母・卵母細胞の in vitroでの
培養技術は未だ確立されておらず、簡便な遺伝子操作による形質転換（外来遺

伝子導入）が困難である。そこで、本章では脳神経科学などの分野で技術的に

確立され、用いられている生体内電気穿孔法 (in vivo electroporation法)を用
いて、マウス精巣内への外来遺伝子の一過的導入を試みた。電気穿孔法 (electr- 
oporation) は、細胞に電気パルスをかけることで細胞膜を一時的に不安定化し、
外来遺伝子を細胞内に取り込ませる形質転換法である。培養細胞だけでなく組

織内での遺伝子導入にも応用でき、実際にこの技術を用いてマウスの精巣内へ

と GFPタンパク質を一過的に発現させた先行研究も少なからず存在する
(Ogawa et al., 1997)。しかし、その効率は非常に低く分子機能解析などの実用
化にまで至った例はこれまでに報告されていない。 
 
1-1  In vivo  e lectroporation 法の手順  
	
 哺乳類細胞で強い遺伝子発現を誘導することが知られている CMVあるいは
CAGプロモーターの下流に、GFPタンパク質および目的遺伝子の cDNAをサ
ブクローニングした plasmid DNA (pCAG-GFP-X, pCMV-GFP-X) を調整した 
(なお、融合タンパク質は GFP以外にも、HAや MYCタンパク質が強い発現
を示した) 。DNAは、大腸菌ペレットからアルカリ法により精製し、終濃度が
5μg/μlになるように HBSバッファーに懸濁した。１精巣１回あたり 9μlの
DNA溶液をインジェクションに用い、また、DNA溶液には色素 10× Fast 
Green (Sigma) を１μl添加した。DNA溶液の精巣内への導入にはグラスキャ
ピラリー (1×90mm, NARISHIGE) を用いた。グラスキャピラリーはプーラ
ー (PC-10 , NARISHIGE) によって熱変成させ、その先端が約 0.05-0.1mm径
になるよう調整した。 
	
 17-20日齢の ICR雄マウスを用意し、インジェクションの約 10分前に適量
の 0.5%ペントバルビタールナトリウム水溶液を腹腔注射し、麻酔させた 
(Fig.3a)。これにより約 1-5時間麻酔が効いた状態を維持できる。次に、マウ
ス腹部を正中線に沿って切開し、精巣を露出させた。マウスピペットを用いて

DNA溶液をグラスキャピラリー内に充填し、輸精管の付け根周辺に位置する
精巣網 (rete testis) と呼ばれる領域にインジェクションした。精巣網には精細
管が寄せ集まっており、この領域にインジェクションすることで精細管内部へ

と効率良く DNA溶液が浸透する。インジェクション後、DNA溶液が精細管内
部まで良く浸透するよう、約 1時間放置した。その後、ピンセット型の電極を
装備した electroporator (CUY21, BEX) によって electroporationを行った 
(Fig.3a)。Electroporationの際には生理食塩水を精巣に滴下し、通電を改善さ
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せた。35V50ミリ秒のパルスを計４回かけた後、電極板を逆転させて逆方向へ
と同様の電気パルスをかけた。その後、精巣を腹部に戻し、真皮および表皮を

縫合した。 
 
1-2  DNA 濃度の検討  
	
 DNA濃度が発現効率に与える影響を査定するために、様々な DNA濃度で
electroporationを行い、その発現効率を調べた。Electroporationから 24時間
後に精巣から精母細胞を回収し、Dry-down法による固定後、GFP抗体を用い
た免疫染色法によって GFP融合タンパク質の発現頻度を測定した。SYCE3 
(Synaptonemal complex)、MIS12 (Kinetochore)、KASH5 (Telomere)、SCP3 
(Axial element)、RAD21L (Axial element) の５種類のタンパク質を試したが、
いずれも DNA濃度依存的に発現効率が改善される傾向が見られた (Fig.3b)。
例えば SYCE3の場合、5μg/μlの濃度で electroporationを行うと平均して
34%の精母細胞で GFPの染色体軸への局在が観察されたが、DNA濃度を希釈
するとその効率は顕著に減少し、0.32μg/μlの DNA溶液を用いた場合では 9%
の細胞でしか発現が確認できなかった。なお、5μg/μl以上の濃度では、DNA
溶液の粘性が上昇し、マウスピペットによる扱いが困難になるため electropor- 
ationには適さないと判断した。 
	
 さらに、この見かけの発現効率は発現させる遺伝子にも大きく依存した 
(Fig.3b)。例えば染色体軸 Axial elementの構成タンパク質である SCP3や
RAD21Lの場合、5μg/μlの濃度においてもそれぞれ 6.5%・7.2%の精母細胞
でしかその発現が確認できなかった。この見かけの発現効率の違いは、タンパ

ク質の発現実量のみならず、発現したタンパク質の細胞内での安定性や turno- 
ver効率の相違にも大きく依存すると考えられる。実際に、GFP抗体を用いた
Western blotにより精巣抽出液内での GFP融合タンパク質の発現量を査定し
た結果、GFP-RAD21Lは免疫染色による観測と同様に発現が非常に低く
Western blotによる検出が困難であったのに対して、GFP- SCP3は免疫染色
による観測とは異なり強い発現が観察された (Fig.3c)。Gfp-Scp3遺伝子を
electroporationした細胞集団の中には、染色体軸への局在は見られないが、核
全体に GFPの強いシグナルが観察される細胞 (GFPは過剰発現されているが
内在性のものと置き換わっていない細胞) (Fig.3d) が含まれていたことからも、
少なくとも GFP-SCP3の場合はタンパク質の turnover効率が低い事が、その
見かけの発現効率を左右する一因になっていると考えられる。 
 
1-3  マウス週齢の検討  
	
 次に、マウスの週齢が発現効率に与える影響を査定するために、生後 17、30、
60日齢 （dpp） の ICR雄マウスに対して Gfp-Syce3遺伝子の electroporation
を行ない、その発現効率の相違を免疫染色法により測定した (Fig.3e)。17日目
は first wave (第一波) と呼ばれる、減数分裂が半同調的に進行している時期に
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あたる。30日目は First waveの精母細胞が減数分裂を終え、精子形成段階に
入る時期にあたる。そして、60日目は精子形成が完了し、雄マウスが性成熟す
る時期にあたる。また、週齢が上がると精巣が大きくなることから、その体積

に比例させてインジェクションに用いる DNA量を増やし、また大きさに比例
させてパルス電圧を強くした (Fig.3e)。 
	
 Electroporationから 24時間後に精巣から精母細胞を回収し、GFP抗体を用
いた免疫染色法によって GFP-SYCE3の発現頻度を測定した結果、17dppでは
31%の精母細胞で発現が見られたのに対し、30dppでは 22%、60dppでは 3.5%
にまで減少した。このことから幼齢のマウスを用いるほど高い発現効率が得ら

れることが結論された。その理由としては、成熟マウスでは、精細管の内部に

半数体細胞が充填されており、精細管の表層に位置する精母細胞まで DNA溶
液が浸透しづらくなることや、あるいは、精巣の体積が大きくなることで電気

パルスの通電効率が下がることなどが考えられるが、定かではない。なお、17
日齢よりも若いマウスの場合、精巣が小さく扱いが困難であるばかりか、電気

刺激によって組織が壊死してしまうケースが多かったため electroporationに
は適さないと判断した。 
1-4  インジェクションから electroporation までの待機時間の検討  
	
 インジェクションした DNAが精細管に拡散し、充填されるにはある程度の
時間を要すると考えられる。そこで、インジェクションから electroporation
までの待機時間を変化させ、その待機時間が発現効率に与える影響を査定した。

生後 17齢 （dpp） の ICR雄マウス精巣に対して Gfp-Syce3遺伝子のインジ
ェクションを行ない、その直後 (0min)、30分後 (30min) 、60分後 (60min) に
electroporationを行い、腹部を縫合した。electroporationから 24時間後に精
母細胞を回収し、GFP抗体を用いた免疫染色法によって GFP-SYCE3の発現
頻度を測定した。 
	
 その結果、インジェクション直後 (0min) と 60分後 (60min) に electropor- 
ationした場合では、後者の方が 2倍以上の高い発現効率が得られることが明
らかになった (Fig.3f)。実際に、60分間待機することで DNA溶液に混合した
色素 (FastGreen; Sigma) が精巣内に広く拡散している様子が観察できた。ま
た、60分以上の待機時間は、マウスが麻酔から覚めてしまう危険性が高まるた
め、実験には適さないと判断した。 
	
 以上の結果から、DNA濃度、マウスの週齢、インジェクションから electropor- 
ationまでの待機時間という、3つのパラメーターを至適化する事が、マウス精
巣への in vivo electroporation法において高い発現効率を得るために重要な要
素になることが示された。 
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1-5 減数分裂期染色体運動の l ive 観察  
	
 分裂酵母や出芽酵母、線虫などのモデル生物における先行研究から、減数第

一分裂前期には染色体末端テロメア（線虫の場合は pairing center）が核膜タ
ンパク質 SUN/KASHと連動することで、染色体が核膜に沿った運動を行うこ
とが知られている(Hiraoka and Dernburg, 2009)。マウスにおいても、固定細
胞の観察から減数第一分裂前期に核膜とテロメアが連結されること、また

SUN1/KASH5がその連結に必要であることが報告されているが、実際に生き
た細胞内でテロメア運動を観察した報告はない(Ding et al., 2007; Horn et al., 
2013; Morimoto et al., 2012; Scherthan et al., 2000)。 
	
 そこで、in vivo electroporation法を用いて蛍光タンパク質 GFPとテロメア
タンパク質 TRF1の融合タンパク質 GFP-TRF1をマウス精巣内に一過的に発
現させ、減数分裂期テロメア運動の live観察を試みた。Electroporationから
24時間後に精巣を取り出し、細胞をばらし、PBSおよび液体培地で洗浄後、
Cell-Tak（BD Bioscience）により細胞接着処理を行った dishに細胞をまいた。
そして、約 30分静地した後、蛍光顕微鏡を用いて live観察を行った。その結
果、精母細胞（Pachytene期）において GFP-TRF1のシグナルが非常にダイ
ナミックな運動を行っている様子が観察された（Fig.3g）。さらに、培地に添加
した Hoechst33342によって DNA（特にセントロメア近傍ヘテロクマチン領
域が強く染まる）を可視化すると、やはり GFP-TRF1同様に、染色体全体が激
しい運動を行っている様子が観察された。このような染色体運動はテロメアが

核質に分散している体細胞分裂期の細胞では観察されなかった。また、培地に

微小管重合阻害剤である nocodazoleを添加した場合にはこのような運動は観
察されなかった。以上の結果から、マウスにおいても、減数分裂期の細胞では

細胞核膜に連結されたテロメアを起点として染色体がダイナミックに運動を行

うこと、そしてそれが細胞質微小管および微小管結合モータータンパク質 (第
六節参照) の働きによるものであることが明らかになった。 
 
1-6  欠損遺伝子（KO）の相補実験  
	
 最後に in vivo electroporation法による欠損遺伝子の相補実験を行った。具
体的には減数分裂異常の表現型を示すことが知られている Sun１遺伝子欠損マ
ウス (Sun1KO)(Ding et al., 2007) の精巣内に、in vivo electroporation法に
より Gfp-Sun1、あいは Sun1-Myc遺伝子を発現させ、その表現型が抑圧され
るかどうかを検証した。Electroporationから 72時間後に精巣を取り出し、免
疫染色法により減数分裂進行を観察した結果、Sun1の欠損による減数分裂期
の表現型が SUN1-MYCが発現した精母細胞において有意に抑圧されているこ
とが明らかになった (Fig.4a-c)。 
	
 まず、テロメア (TRF1) の動態を観察すると、SUN1-MYCが発現していな
い細胞では多くのテロメアが核の内部に分散していたのに対して（平均 15個
のテロメアが内部に局在）、SUN1-MYCが発現した細胞では殆ど全てのテロメ
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アが核表層へと連結されており（平均すると約 1個のテロメアが内部に局在）、
SUN1の欠如によるテロメアと核膜の連結異常が相補されたことが示された 
(Fig.4a)。また SUN1-MYC自体の局在を観察すると、TRF1と核表層において
共局在することが明らかになった。 
	
 次に、TRF1のシグナル数を定量することで相同染色体の対合状態をモニタ
ーした。通常、未対合だと 80個、XY染色体の片腕以外が完全に対合すると
41個の TRF1シグナルが理論上観察される。Sun1KOマウスでは対合異常に
より 72個 (中央値) の TRF1シグナルが観察されたのに対して、SUN1-MYC
が発現している細胞では 57個 (中央値) にまで減少していた (Fig.4b)。この
ことから、SUN1-MYCの発現により Sun1KOマウスにおける対合異常が相補
されたことが示された。実際に相同染色体の対合領域にのみ特異的に局在する

ことが知られている Synaptonemal complexの構成因子である SCP1タンパク
質の局在を免疫染色によって観察すると、SUN1-MYCが発現していない細胞
ではその染色体上への局在は部分的にしか観察されなかったものの、発現して

いる細胞では染色体全長に渡って SCP1が局在している様子が観察された 
(Fig.4c)。 
	
 これらの表現型相補は GFP-SUN1を発現させた細胞では観察されなかった
ことから、electroporation操作によって引き起こされたものではなく、
SUN1-MYCの発現によって Sun1遺伝子の機能相補が起きた結果であると考
えられる。また、SUN1-MYCとは対照的に、GFP-SUN1は細胞内で機能でき
ないことも同時に示唆された (Fig.4a-c)。 
	
 さらに、Sun1KOマウスだけではなく、染色体軸の構造形成過程に必須な減
数分裂期特異的なタンパク質RAD21L欠損マウス (Rad21lKO) (Herran et al., 
2011)に対しても Gfp- Rad21lの electroporationによる同様の相補実験を行い、
やはりその軸構造形成の異常や相同染色体対合異常が有意に抑圧できることが

示された (Fig. 4d-e)。 
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1-7 総括  
	
 本章ではマウス精巣への in vivo electroporation法による外来遺伝子導入を
試みた。さらに、その技術を基に、減数分裂組織におけるテロメア運動の live
観察を行ない、これまで報告されているモデル生物と同様に、マウスにおいて

も微小管依存的なテロメア主導の染色体運動が減数分裂前期細胞特異的に観察

されることが明らかになった。さらに、Sun1や Rad21lなどの遺伝子欠損マウ
スでみられる減数分裂期染色体制御の異常を、in vivo electroporation法によ
る一過的な遺伝子導入により相補する実験にも成功した。今後の課題としては、

相補実験に用いた Sun1lKOおよび Rad21lKOマウスにおいて、減数分裂の進
行だけではなく、最終的な個体レベルの表現型である、精子形成不全および不

妊の表現型を抑圧できるかどうかを見極めたい。正常な精子形成まで相補され

た場合には、体外受精や顕微授精などの手法を用いることで不妊個体由来の子

孫を産生することが可能になると考えられる。従って、ヒト不妊症患者に対し

てもその原因遺伝子を特定することで配偶子形成を相補することが可能になる

と予想され、遺伝子治療への応用が期待される。 
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第二節	
 新規テロメアタンパク質のスクリーニング  
  
	
 酵母等のモデル生物で報告があるように、哺乳類の減数分裂期においても染

色体のテロメア領域が減数第一分裂前期特異的に染色体運動の起点“テロメア

動原体”として機能することが示唆された (第一節)。しかし、その分子メカニ
ズムに関しては、保存された核膜タンパク質複合体 SUN/KASHの関与以外に
は知見がない。本節では、哺乳類の減数分裂期にテロメア動態を制御する遺伝

子を同定するため、減数分裂期特異的な遺伝子群の網羅的局在解析を試みた。 
 
2-1  マイクロアレイおよび in  vivo  e lectroporation法による新規遺伝子
の局在スクリーニング  
	
 マイクロアレイを用いた先行研究によりマウスの精巣および卵巣において相

対的に高い発現を示す遺伝子群が特定されている(Gallardo et al., 2007)。これ
ら 349遺伝子の中から、データベース検索を行い、これまでにその機能の報告
がないもの 27遺伝子を絞った。次に、マウスの各組織から抽出した RNAをテ
ンプレートに用いた RT-PCR法により、各標的遺伝子 mRNAの組織特異的な
発現量を定量的に査定した（Fig.5a）。その結果、うち４つの遺伝子 (Gm364、
Tex16、1700011F14Rik、Ccdc79) が減数分裂前期の細胞を含む精巣および胎
児期の卵巣で特異的に発現していることを見いだした。これら４遺伝子の全長

cDNAをクローニングし、GFPと融合させ、in vivo electroporation法により
マウス精巣内へと一過的に発現させた。その後、これらの遺伝子がコードする

タンパク質の精母細胞内における局在を、GFP抗体を用いた免疫染色法により
査定した。その結果、1700011F14 Rikおよび Ccdc79の 2遺伝子がコードす
るタンパク質が、それぞれ染色体上において特異的な局在パターンを示すこと

が明らかになった。 
	
 1700011F14Rik遺伝子がコードする機能未知タンパク質は、精母細胞 (Pac- 
hytene期) において染色体軸（SCP３）に沿った点状の局在を示した（Fig.5b）。
SCP3が強く染色される XY染色体に限定してこのような局在を示す細胞も観
察された。これらの局在パターンは相同組換え反応を制御するタンパク質群 
(RAD51、DMC1、RPA、MSH4/5など) のそれと酷似しており、おそらく
1700011F14RIKはこれらのタンパク質と同様に相同組換え反応の制御に関与
した機能を有していると予想された。 
	
 次に Ccdc79遺伝子の解析を行った。まずマウスの各組織から抽出した RNA
をテンプレートに用いた RT-PCR法により Ccdc79遺伝子の発現が減数分裂組
織で高い特異性を示すことを再確認した (Fig.5c)。さらに GFP融合タンパク
質を精巣内に発現させ免疫染色法による局在解析を行った結果、GFP-CCDC79
が精母細胞特異的に染色体軸末端へと局在することが明らかになった（Fig.5d）。
このシグナルは既知のテロメアタンパク質である TRF1と共局在したことから
テロメアであると結論された (Fig.5e)。後述する機能解析から、我々はこの新



 
 

25 

規タンパク質を TERB1 (telomere repeat binding bouquet formation protein) 
と命名した。 
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2-2 TERB1 は脊椎動物間に保存された減数分裂期テロメアタンパク質で
ある  
	
 免疫染色法により内在性 TERB1の局在を査定するため、リコンビナント
TERB1タンパク質（523-767a.a.）を抗原に用いて、抗ラビット抗体を作製し
た。作製した抗体を用いて免疫染色を行った結果、TERB1は精母細胞および
卵母細胞いずれにおいても減数第一分裂の前期特異的にテロメアへと局在する

ことが明らかになった (Fig.6a-b)。また TERB1タンパク質のアミノ酸配列を
解析すると、その N末に 2箇所のアルマジロリピート、中央領域に 1箇所のコ
イルドコイル、C末に 1箇所のMybドメインを有することが分かった (Fig6c)。
興味深いことに既知のテロメア DNA結合タンパク質である TRF1/TRF2も、
やはり C末に１箇所の Mybドメインを有しており、その Mybドメインを介し
てテロメア DNAに直接結合することが知られている(Jain and Cooper, 2010; 
Palm and de Lange, 2008)。TERB1の Mybドメイン配列を他の Mybドメイ
ンタンパク質のそれと比較すると、テロメア結合能をもつ TRF1/TRF2のそれ
と最も相同性が高く、TERB1が進化的に TRFタンパク質から派生した可能性
が示唆された (Fig6c)。一方で、TRF1/TRF2の Mybドメインを構成するアミ
ノ酸残基のうち、構造解析からテロメア DNAと直接接触すると考えられてい
る残基に関しては、TERB1の Mybドメイン内にはあまり保存されていないこ
とも同時に明らかになった(Nishikawa et al., 2001)。従って TERB1の Myb
ドメインが、それ自体でテロメア DNAに結合する性質があるか否かに関して
は、未だ結論がついていない（第四節参照）。 
	
 次に、Terb1遺伝子の進化的保存性を調べるために、NCBIデータベースを
用い、他の生物群のゲノム中から TERB1のアミノ酸配列と類似したタンパク
質をコードする遺伝子を探索した。その結果、Terb1遺伝子が魚類 (D.rerio) か
らヒト (H.sapiens) を含む脊椎動物間に高度に保存されたていることが明ら
かになった (Fig.7)。 
 
2-3	
 総括  
	
 In vivo electroporation法を用いた網羅的局在解析から、新規遺伝子
Ccdc79/Terb1が脊椎動物間に広く保存された減数分裂期特異的なテロメアタ
ンパク質をコードしていることが明らかにされた。 
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第三節	
 Terb1KO マウスは減数分裂の異常により不妊の表現型を示す	
 

 
	
 本節では Terb1遺伝子欠損マウス (Terb1KO) を作製し、その表現型を解析
することで TERB1タンパク質の分子機能解明を試みた。 
 
3-1  Terb1KO マウスは雌雄共に不妊の表現型を示す  
	
 Terb1遺伝子の 12番目と 13番目のエキソンに挟まれたイントロン領域に
gene trapカセットが挿入された遺伝子座を持つ ES細胞株 (KOMP) (Fig.8a) 
を基に、Terb1 gene trapキメラマウスを作製した。キメラマウスと野生型マ
ウスの戻し交配からヘテロマウスが得られ、さらにヘテロ同士の交配からメン

デル則に従った確率でホモマウスが得られた (Fig.8b)。これらのマウス精巣抽
出液に対して TERB1抗体を用いた Western blotを行った結果、野生型で観察
された TERB1タンパク質の発現が、ヘテロ (+/-) では半減し、ホモ (-/-) では
消失していることが明らかになった (Fig.8c)。また、精母細胞の免疫染色から
も、野生型 (+/+) で観察された TERB1のテロメア局在が、ホモ (-/-) では完
全に消失していることが示された (Fig.8d)。以上の結果からホモ gene trapマ
ウスでは TERB1の発現が消失していることが示された。従って以降このマウ
スを Terb1KOマウスと表記する。 
	
 Terb1KOマウスは一見正常な発育を見せたが、雌雄共に不妊の表現型を示し
た。雄マウスの精巣を摘出すると、野生型の同腹と比較しその大きさに顕著な

退縮が観察された (Fig.8e)。組織切片を用いた HE染色および TUNELアッセ
イから、Terb1KOマウスでは半数体細胞が産生されていないことや (Fig.8f)、
精細管表層付近に位置する精母細胞において TUNEL陽性細胞が多く観察され
ること (自己細胞死が多発していること) が明らかになった (Fig.8g)。雌マウ
スにおいても同様に、Terb1KOでは卵巣が顕著に退縮し、濾胞や成熟卵の発育
が観察されないことが明らかになった (Fig.8h-i)。以上の結果から、TERB1
は減数分裂の進行に必須であり、Terb1KOマウスは雌雄共に配偶子形成の不全
から不妊の表現型を示すことが示された。 
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3-2 TERB1 は相同染色体の対合に必要である  
	
 次に、Terb1KOにおいて減数分裂進行のいずれの過程に異常が生じているか
を明にするために、細胞レベルでの表現型解析を行った。まず、染色体軸 Axial 
elementを構成するタンパク質 SCP3と相同染色体の対合領域にのみ局在する
ことが知られている Synaptonemal complexを構成するタンパク質 SCP1の共
免疫染色により、精母細胞における相同染色体の対合状態を観察した

(Meuwissen et al., 1992)。その結果、ヘテロ由来の精母細胞は生後 18日目に
おいて、すでに 7割以上の精母細胞で相同染色体の対合が完了していた
（Pachytene期; SCP3と SCP１が常染色体上において完全に共局在する）の
に対して、Terb1KO由来の精母細胞は全く対合が起きていないか（Leptotene
期; SCP１が染色体上に局在しない）、あるいは非常に限定された領域において
のみ部分的な対合が観察されるに止まった (Zygotene期; SCP3と SCP１が常
染色体上において部分的に共局在する) (Fig.9a)。このような対合異常は胎児期
の卵母細胞においても同様に観察された (Fig.9b)。以上の結果から TERB1が
相同染色体の対合過程に必須であることが結論された。 
	
 相同染色体の対合は続く相同染色体の組換え反応に必要であることが知られ

ている (Fig.1)。そこで組換え反応の初期に観察される DNA二重差切断 (DSB) 
箇所に結合する事が報告されている DMC1タンパク質の局在を免疫染法によ
り観察することで、Terb1KOマウスにおける相同組換え反応の進行を査定した。
その結果、野生型の精母細胞では減数分裂の進行に伴い DMC1の局在が増え 
(Leptoteneから Zygotene期)、対合の完了とともに DSBが修復され減少した
のに対し (Pachytene期)、Terb1KOでは DMC1局在の異常な蓄積が観察され
た (Fig.9c)。さらに DNA損傷のマーカーである H2AXヒストンのリン酸化シ
グナル (γH2AX) を観察したところ、Terb1KOではやはりその異常な蓄積が
観察された (Fig.9d)。以上の結果から、Terb1KOマウスでは相同組換えの開
始反応である DNA二重差切断は正常に起こるが、その後の修復過程が起こら
ずに組換え反応が異常停止していることが示された。組換え反応の最終産物で

あるキアズマ構造の形成に機能する MLH1タンパク質の免疫染色においても、
野生型で観察されたシグナルが Terb1KOマウスでは観察されなかったことか
ら (Fig.9e)、Terb1KOでは相同組換え反応、特に DSBの修復過程の異常によ
り、キアズマ形成が起きていないことが結論された。 
	
 相同染色体の対合や組換え反応には、それに先立つ相同染色体の相互認識・

接近過程 (pairing) が必要であると考えられている。相同染色体が正しいペア
を相互認識する分子メカニズムは未だ明らかにされていないが、その接近過程

にはテロメアを主導とした染色体運動が必要であると考えられている 
(Fig.2a)(Hiraoka and Dernburg, 2009)。対合や組換えの異常が観察されたこ
とから、Terb1KOではその接近過程に異常が生じている可能性が考えられた。
そこで免疫 FISH (Fluorescence in situ hybridization) 法によってマウス 8
番染色体を蛍光標識し、相同染色体の近接状態を観察した。その結果、野生型
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では対合に先立って相同染色体同士が近接することで、8番染色体が１つの融
合したシグナルとして観察されたのに対して（Leptotene期で 70%が pairing
していた）、Terb1KOでは部分的な対合が始まる Zygotene期においてすら、
殆どの細胞で 2つの分断されたシグナルが観察されることが明らかになった
（Zygotene期においても 30%しか pairingしていない）(Fig.9f)。これらの観
測から Terb1KOでは対合に先立つ相同染色体の近接過程に異常が生じている
事が結論された。またテロメアタンパク質 TRF1のシグナル数の定量からも同
様の結論が得られた (Fig.9g)。 
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3-3 TERB1 はテロメア主導の染色体運動に必要である  
	
 Terb1KOでは相同染色体の近接/対合/組換え過程に異常が生じていることか
ら、それらに必要であると考えられているテロメア主導の染色体運動 (Fig.2、
Fig.3f) が正常に起きていなことが予測された。そこでまず、核膜 LAMIN B
とテロメア TRF1の共免疫染色により、テロメアと核膜の結合状態を観察した。
その結果、野生型では減数分裂前期の精母細胞において、ほぼ全てのテロメア

が核膜上に連結されていたのに対して、Terb1KOでは多くのテロメアが核膜か
ら離脱している様子が観察された (Fig.10a)。すでに報告があるように
Sun1KOマウスでも同様の異常が観察された(Ding et al., 2007)。また、
Terb1KOや Sun1KOマウスと同様に、対合異常によって Zygotene-like期で
減数分裂が異常停止することが知られている Scp3KOや Spo11KOマウスでは、
テロメアと核膜の結合自体は正常に起きていた。従って、Terb1KOや Sun1KO
で観察されたテロメアと核膜の結合異常は、対合の異常や細胞周期の停止によ

って間接的に引き起こされたものではないと結論された (Fig.10a)。なお、同
様の表現型は雌の卵母細胞においても観察された (Fig.10b)。以上の結果から、
TERB1が減数分裂期前期におけるテロメアと核膜の結合を促進していること
が示された。 
	
 次に、in vivo electroporation法により、生きた精母細胞内に GFP-TRF1お
よびGFP- SCP3を共発現させ、テロメアおよび染色体軸を可視化することで、
減数分裂期染色体運動の live観察を行った。その結果、以前の観察 (Fig.3g) と
同様に野生型では非常にダイナミックな染色体運動が観察されることが明らか

になった (Fig.10c)。また、三次元で得られた liveイメージを精細に解析し、
同一のテロメア (矢頭で示した) およびヘテロクロマチン領域 (*で示した) を
時間毎に追跡した結果、染色体はその相対的な位置をおおよそ維持しながら、

全体として一方向的に回転運動を行っていることが明らかになった（Fig.10c）。
さらに、個々のテロメア間の相対的な距離も同時に変動しており（Fig.10c; グ
ラフ）、また特徴的なクネクネとうねるような染色体軸の運動 (chromosome 
wiggling) (Fig.10d) が観察されたことから、個々のテロメアは回転と同時にラ
ンダムな運動を行っていることが示された。また、これらの運動は培地内に微

小管重合阻害剤 nocodazoleを添加することで停止したことから、細胞質微小管
の働きによるものだと結論された (Fig.10e)。 
	
 次に、Terb1KO由来の精母細胞を用いて同様の解析を行った結果、野生型で
観察されたダイナミックな染色体運動が著しく抑圧されている様子が観察され

た (Fig.10e)。また同様の表現型は Sun1KO 精母細胞においても観察された。
以上の結果から、TERB1および SUN1は減数分裂期特異的なテロメアと核膜
の結合に必要であり、それにより核膜に沿ったテロメア主導の染色体運動を促

進していることが示された。 
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3-4 総括  
	
 Terb1KOマウスを用いた組織病理学的な表現型解析から、TERB1が配偶子
形成に必須であることや、細胞レベルでの分子機能解析から、TERB1がテロ
メアと核膜の結合を担うことでテロメア主導の核膜に沿った染色体運動を促進

していることが明らかになった。また、その核膜に沿った染色体運動は減数分

裂の進行に必須な過程である相同染色体の近接/対合/組換え反応に必須である
ことも同時に示された。 
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第四節	
 相互作用タンパク質の探索  
 
	
 本節までの解析から TERB1が減数分裂期特異的なテロメアタンパク質であ
り、核膜に沿った染色体運度を制御することで相同染色体の近接/対合/組換え
反応を促進していることが示された。本節ではその分子メカニズムを明らかに

するため、TERB1と相互作用する因子の探索を試みた。 
 
4-1  TERB1 は TRF1、SUN1、SA3 と直接結合する  
	
 TERB1の分子機能を明らかにするため、酵母 two-hybrid法により TERB1
と相互作用するタンパク質の網羅的スクリーニングを行った。まず、TERB1
の全長をベイトに、マウスの精巣 cDNA libraryをプレイに用いた酵母 two- 
hybridスクリーニングを行った結果、テロメアタンパク質である TRF1および
染色体軸タンパク質であるコヒーシン複合体の構成因子 SA3が同定された 
(Fig.11a)。その後の解析から TRF1および SA3が TERB1の C断片 
(372-767a.a.) と直接結合することが示された (Fig.11b)。さらに、TERB1と
相互作用する可能性が高い候補因子として、テロメアタンパク質 TRF2・RAP1
や核膜タンパク質 SUN1・SUN2との結合を酵母 two-hybrid法により検証し
た結果、TERB1の N端 (1- 371a.a.) が SUN1の N端 (1-210a.a.)と直接結合
することが明らかになった (Fig.11b)。 
	
 これらの相互作用が実際に in vivoにおいても起きているかどうかを検証す
るために、マウス精巣抽出液から TERB1抗体を用いた免疫沈降実験を行った。
その結果、TRF1、SUN1/KASH5複合体、SA3コヒーシンが、いずれも TERB1
と有意に共免疫沈降されることが明らかになった (Fig.11c)。以上の結果から、
TERB1がテロメアタンパク質 TRF1やコヒーシン SA3、そして SUN1/KASH5
複合体の SUN1N末端と相互作用していることが結論された。 
	
 なお、SUN1のパラログである SUN2に関しては酵母 two- hybrid法および
免疫沈降法いずれにおいても TERB1との結合は観察されなかった 
(Fig.11b,d)。さらに、マウス精巣に対して SUN2抗体を用いた免疫染色を行っ
た結果、体細胞においては、SUN2の核膜に沿った一様な局在が観察されたが、
SCP3シグナルが観察される減数分裂前期の細胞や特徴的な DNA形状を呈す
る半数体細胞では、細胞内のいずれの領域にもその局在が観察されないことが

明らかになった (Fig.11e)。マウスの生殖組織内においては、SUN1・SUN2以
外の SUNドメインタンパク質は発現していないことがすでに報告されており
(Horn et al., 2013)、本研究の結果と考え合わせると、SUNドメインタンパク
質のうち、SUN1パラログのみが減数分裂期テロメアにおいて機能していると
考えられる。 
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4-2 TERB1 は TRF1 とヘテロ複合体を形成することでテロメア DNA に
結合する  
	
 TERB1のテロメア局在メカニズムを明らかにするため、GFPと融合させた
様々な TERB1断片を野生型精母細胞内へと発現させ、そのテロメア局在能を、
GFP抗体を用いた免疫染色法により査定した。その結果、TERB1の Mybドメ
インに隣接するC端領域 (523-699a.a.) がテロメア局在に必要十分な領域であ
ることが明らかになった (Fig.12a)。この領域は酵母 two-hybrid法において
TRF1と相互作用するのに必要十分な領域と一致したことから (Fig.12b)、我々
はこの領域を TRF1結合ドメイン (TRFB; TRF1 binding domain)と命名した。
さらに、MBPタンパク質と TRFBドメインの融合タンパク質 (MBP- TRFB) を
ヒスチジンタグした TRF1 (HIS-TRF1) と共に大腸菌内に発現させ、アミロース
ビーズによる精製を行った結果、両者が正確に 1:1の量比からなるヘテロ複合
体を形成することが明らかになった (Fig.12c)。TRF1は体細胞分裂期において
1:1の量比からなる安定したホモダイマーを形成することでテロメア DNAに
結合していると考えらている(Bianchi et al., 1997)。本研究の結果から、減数
分裂期においては TRF1ホモダイマーの一部が TRF1-TERB1ヘテロ複合体 
(あるいはヘテロダイマー) に置き換わることで、減数分裂期特異的なテロメア
機能を発揮していることが示唆された。また、この TRF1とのヘテロ複合体形
成が、TERB1のテロメア局在に必要十分な制御である事も同時に示された。 
	
 次に、in vitro で調整したタンパク質 MBP-TERB1、HIS-TRF1、MBP-TERB1 
-HIS-TRF1複合体 (Fig.12d) をそれぞれ RI (Radio Isotope) 標識した 12連テ
ロメア反復 DNA (TTAGGG)12と混合し、その in vitro における DNA結合能
の査定を行った (Electron mobility shift assay; EMSA) (Fig.12e)。その結果、
既に知られている通り HIS-TRF1は強い DNA結合能を有し、プローブ DNAの
移動度低下が観察されたが (Fig.12e、lane3)、MBP-TERB1はそれ自体では DNA
結合能を示さないことが明らかになった (Fig.12e、lane2)。また、別々に調整
した HIS-TRF1を MBP-TERB1と混合しても HIS-TRF1-DNA複合体の移動度に大
きな変化をもたらさなかったことから (Fig.12e、lane4)、MBP-TERB1が in vitro
において安定化した TRF1ホモダイマーに対しては効率良く結合できない可能
性が示唆された。一方で、MBP-TERB1-HIS-TRF1のヘテロ複合体は DNA結合
能を有しており、プローブ DNAの著しい移動度低下が観察された。さらに、
この結合は RI標識を行っていない過剰量のテロメアDNAの競合添加で抑圧さ
れ、ランダムな配列では抑圧されなかったことからテロメア DNA配列特異的
な結合であることが示された (Fig.12e、lane6-10)。ただし、TERB1は in vitro
において、それ自体でオリゴマーを形成する性質があり (データは示さない)、
MBP-TERB1-HIS-TRF1複合体もその性質を引きずることで非常に高分子量の複
合体を形成しており、ゲルへの貫入は観察できなかった (Fig.12e, lane6)。 
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 次に TERB1の Mybドメインが MBP-TERB1-HIS-TRF1のヘテロ複合体の
DNA結合能に関与しているかどうかを検証するために、TERB1の Mybドメ
インを欠損させたヘテロ複合体 MBP-TERB1ΔMyb-HIS-TRF1を調整した 
(Fig.12f)。タンパク質量を希釈させ DNA結合能を査定した結果、TERB1-Myb
ドメインを欠いた MBP-TERB1ΔMyb-HIS-TRF1は全長の MBP-TERB1-HIS-TRF1と
比較して、その DNA結合能がおよそ半分程度に低下することが明らかになっ
た (Fig.12g)。従って、TERB1の Mybはそれ自体では DNA結合能を持たな
いが (少なくともでは in vitroでは検出されなかったが)、TRF1とヘテロ複合
体を形成した場合においてのみ、その DNA結合の安定化に働いていることが
示唆された。 
	
 上記の EMSAアッセイにおいて、別々に調整した HIS-TRF1（ホモダイマー）
と MBP- TERB1を混合しても両者の結合が観察されなかったことから、TERB1
が TRF1のホモ相互作用に必要な領域と排他的に結合する可能性が示唆された。
そこで、酵母 two-hybrid法により、TERB1が TRF1のいずれの領域と結合す
るかを検証した結果、予想した通り、TRF1のホモ相互作用を媒介することが
報告されている TRF1の N端に位置する TRFHドメイン(Fairall et al., 2001)
が、TERB1との結合に必要十分な領域であることが明らかになった (Fig.12h)。
以上の結果から、TERB1が TRF1と (おそらくそのホモ相互作用と排他的に) 
結合することでヘテロ複合体を形成し、テロメア DNAに配列特異的に結合す
ることが示された。 
 
4-3  TERB1 はリン酸化制御によってテロメアから脱局在する  
	
 リン酸化酵素 (Kinase) によって媒介されるタンパク質のリン酸化修飾は、
基質タンパク質に負電荷を付加することでその構造変化やタンパク質間の相互

作用調節に働くことが知られている。従って in vivoにおけるリン酸化修飾部
位や時期の特定は、目的タンパク質の分子制御機構を理解する上で重要な情報

になると考えられている。質量分析法を用いた先行研究において、マウス組織

内におけるタンパク質リン酸化修飾部位が網羅的に同定されており(Huttlin et 
al., 2010)、それらのデータベースから TERB1の 647番目のスレオニン (T647) 
が in vivoでリン酸化修飾を受けることが見いだされた。 
	
 脊椎動物間で TERB1のアミノ酸配列を比較すると T647やその周辺配列は
進化的に高度に保存されており、この領域が TERB1の分子機能において重要
な機能を有することが予測された (Fig.13a)。さらに、T647は TRF1との相互
作用に必要充分な領域 (TRFBドメイン) 内に位置しており、この残基へのリ
ン酸化が TERB1と TRF1との相互作用を調節している可能性が示唆された。
そこで、T647の非リン酸化型変異体 (T647A) およびリン酸化模倣型変異体 
(T647D) を用いて、酵母 two-hybrid法による TRF1との結合能の査定を行っ
た。その結果、T647D変異体では、野生型や T647Aと比較して、TRF1との
結合能が顕著に減少することが明らかになった (Fig.13a)。さらに、GFPと融
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合させたこれら変異体を野生型マウスの精巣内に一過的に発現させ、そのテロ

メア局在量を定量した結果、T647D変異体ではその局在が有意に減少すること
が明らかになった (Fig.13b)。 
	
 T647は細胞周期調節に関わる kinaseである CDK1の標的配列と一致し、さ
らにこの標的配列を構成するアミノ酸残基はいずれの生物種においても保存さ

れていた (Fig.13a)。CDK1活性が上昇する減数第一分裂前期の終盤から中期
にかけて TERB1のテロメア局在が消失する事実 (Fig.6a) と考え合わせると、
in vivoにおいて TERB1のテロメア局在、すなわち TRF1との結合能が、時期
特異的な CDK1によるリン酸化によって負に制御されている可能性が考えら
れた。そこでまず、TERB1の T647番が実際に CDK1によってリン酸化修飾
を受けるかどうかを in vitroにおいて検証した。リコンビナント
CDK1-CyclinB複合体を酵素に、TERB1の T647を含む C断片を基質に用い、
IR標識した ATPの取込みによりリン酸化を検出した結果、TERB1の C断片
が実際に CDK1-CyclinBによってリン酸化されていること、そしてそのリン酸
化が非リン酸化型変異体 T647A で減少することが明らかになった (Fig.13c)。
このことから TERB1の T647が in vitro において CDK1-CyclinBによってリ
ン酸化修飾を受けることが明らかになった。 
	
 次に、TERB1のリン酸化 T647番を特異的に認識するリン酸化抗体 (pT647
抗体) を作製し、TERB１との反応性を Western blotにより検証した。その結
果、pT647抗体が、TERB1を ATPの存在化で CDK1-CyclinBと反応させた
場合においてのみ、そのリン酸化を特異的に認識することが明らかになった。

さらに非リン酸化型である T647Aや他の CDK1の標的配列である S696のリ
ン酸化には反応しなかったことから、pT647抗体が T647のリン酸化に対して
高い特異性が持つことが示された (Fig.13d)。 
	
 T647 のリン酸化が実際に in vivo において起きているのかを検証するため、
野生型精母細胞に対して pT647抗体を用いた免疫染色を行った。コントロール
として TERB1抗体を用いた免疫染色も同時に行った。その結果、TERB1のシ
グナルは前期を通じてほぼ一定してテロメアに観察されたのに対して (対合す
ることで Pacytene期には Leptotene期の約 2倍になり、対合の途中段階
Zygotene期や対合が解消される時期Diplotene期にはその中間的な値になる)、
テロメアにおける pT647のシグナルは前期の終盤 (Pachytene期から
Diplotene期) にかけて急激に強くなることが明らかになった (Fig.13e)。実際
に pT647のテロメアシグナルを TERB1のそれで平均化すると、Diplotene期
に向けて顕著に増加する傾向が見て取れた (Fig.13f)。酵母ツーハイブリッド法
の結果と考え合わせると (Fig.13a)、このリン酸化は TERB1と TRF1との結
合を弱めることで TERB1のテロメア離脱を促進していると考えられ、実際に
リン酸化が増える前期の終盤 (Pachytene期から Diplotene期) にはテロメア
から離脱し、核質に分散した TERB1のシグナルが顕著に観察されることが明
らかになった (Fig.13e)。 
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4-4 総括  
	
 TERB1の相互作用因子の解析から、TERB1が核膜タンパク質 SUN1や染色
体軸を形成するコヒーシン SA3と直接結合することが示された。さらに、
TERB1が TRF1とヘテロ複合体を形成することでテロメアDNAへと直接結合
することや、この TRFBドメインを介した TRF1とのヘテロ複合体形成が
TERB1のテロメア局在に必要充分な制御である事が明らかなった。さらに、
減数第一分裂前期終盤には CDK1 による TERB1 へのリン酸化修飾が起こり、
TRF1との相互作用が弱まる事で、TERB1のテロメアからの脱局在が促進され
ることが示唆された。 
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第五節	
 TERB1 はコヒーシン局在を介してテロメア DNA を構造的に補
強する  
 
	
 酵母ツーハイブリッド法および免疫沈降法による相互作用因子の解析から、

TERB1がコヒーシン複合体の構成因子 SA3と直接相互作用することが明らか
になった (第四節)。コヒーシン複合体は複製された姉妹染色分体を繋ぎ止める
役割を持ち、さらに染色体の構造維持やそれによる遺伝子の転写制御などにも

働いている(Nasmyth and Haering, 2009)。また、減数分裂期には体細胞とは
異なる構成因子からなるコヒーシン複合体が働くことが知られており、体細胞

期の機能に加え、減数分裂期特異的な染色体軸構造 (Axial element) の形成な
どに機能していることが知られている(Herran et al., 2011; Ishiguro et al., 
2011; Lee and Hirano, 2011; Llano et al., 2012)。本節では TERB1と SA3と
の相互作用がもつ機能的意義の解明を試みた。 
 
5-1  コヒーシン複合体は TERB1 依存的にテロメアへと局在する  
	
 コヒーシン複合体の減数分裂期特異的な構成因子である SMC1βおよび
RAD21Lの KOマウス精母細胞において、部分的に核膜から離脱したテロメア
が観察されることが報告されている(Adelfalk et al., 2009; Herran et al., 
2011)。筆者らの解析からも、RAD21Lそしてそのパラログである REC8の KO
精母細胞において、テロメアが部分的に核膜から離脱している様子が観察され

た (Fig.14a)。RAD21Lおよび REC8は、哺乳類の減数分裂前期にそれぞれ独
立した異なるコヒーシン複合体を形成しているが、TERB1と直接相互作用し
た SA3サブユニットは (Fig.11a-b)、そのいずれにも含まれる共通サブユニッ
トであることが知られている(Lee and Hirano, 2011)。従って、これらテロメ
アで機能していると考えられるコヒーシン複合体は、RAD21L型および REC8
型いずれも、TERB1と SA3の相互作用を介してテロメアに集積している可能
性が考えられた。実際、精母細胞において SA3の免疫染色を行うと、染色体軸
構造が形成される前段階（Leptotene期）から TERB1と共局在し、軸構造が
形成された後 (Zygotene期) も TERB1が局在するテロメア領域に集積してい
る様子が観察された (Fig.14b)。 
	
 上記の可能性に対してさらなる検証を行うために、TERB1およびコヒーシ
ン複合体のテロメアにおける局在依存性を精査した。テロメアマーカーとして

TRF1抗体を、コヒーシンマーカーとして SMC3抗体 (全てのコヒーシン複合
体に含まれる共通サブユニット) を用いて精母細胞の共免疫染色を行ったとこ
ろ、野生型では両者が染色体末端において共局したのに対して、Terb1KOでは
その共局在が顕著に減少することが明らかになった (Fig.14c)。また、TRF1と
RAD21L、TRF1と REC8、いずれの共免疫染色においても同様の傾向が観察
された (Fig.14d)。さらに、TERB1の免疫沈降サンプルを各コヒーシン抗体で
ブロットしたところ、共通サブユニットである SA3・SMC3のみならず、
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REC8・RAD21Lともに TERB1との共免疫沈降が検出された (Fig.14e)。以上
の結果から、TERB1が in vivoにおいてコヒーシン複合体と相互作用している
ことや、それによりのコヒーシン複合体のテロメアへの集積を促進しているこ

とが結論された。 
	
 また、これらの免疫染色において、TRF1シグナルの形状を詳細に解析した
結果、Terb1 KO細胞ではテロメア領域の異常な伸張（split）やテロメア間の
連結（bridge）が頻繁に観察されることが明らかになった (Fig.14f)。同様のテ
ロメア構造異常はコヒーシン SMC1βの KOマウスにおいてすでに報告があり
(Adelfalk et al., 2009)、コヒーシンがテロメアから減少した結果生じたもので
あると考えられる。 
	
 逆に、コヒーシン KOマウスにおける TERB1の局在を検証した結果、REC8、
RAD21Lいずれの KOマウスにおいても TERB1は正常にテロメアに局在する
事が明らかになった (Fig.14g)。 
	
 以上の結果から TERB1がコヒーシンの上流で働き、そのテロメア局在を促
進することで、テロメア構造の維持に働いていることが結論された。 
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5-2 TERB1 によるコヒーシン集積は染色体動力に耐えうる強固なテロメ
ア構造の形成やそれによる染色体運動の促進に機能している  
	
 次に SA3との結合が TERB1のどの領域によって媒介されているかを明らか
にするため TERB1の様々な断片を用いて酵母 two-hybrid法による相互作用解
析を行った。その結果、SA3は TRFBドメインおよび Mybドメインを含む
TERB1の C端領域（372-767a.a.）と結合することが明らかになった。この結
合は Mybドメインを欠くことで顕著に減少し、さらに、Mybドメイン単独で
も SA3との結合能を有する事が明らかになった (Fig.15a)。 
	
 In vivoにおける Mybドメインの機能を検討するため、Terb1KOマウスの精
巣に対して GFP標識した TERB1の全長 GFP-TERB1Fullまたは Mybドメイン
を欠いた GFP-TERB1ΔMybを相補し、Terb1KOの表現型が抑圧されるかどうか
の検証を行った (Fig.15b)。その結果、興味深いことに GFP-TERB1Fullの発現に

よって Terb1KOの表現型が有意に抑圧されたのに対して、GFP-TERB1ΔMybを

発現させた細胞ではテロメアにおけるコヒーシンの集積が特異的に相補されな

いことが明らかになった (Fig.15c)。また、コヒーシンの減少によってもたら
されるテロメア構造の異常も同様に、GFP-TERB1Fullの発現においてのみ相補さ

れた (Fig.15c)。なお、テロメアと核膜の結合 (Fig.15d) や相同染色体の
pairing/対合異常 (Fig.15e) は GFP-TERB1ΔMybの発現により、GFP-TERB1Full

ほどではないが、非常に効率よく相補されたことから、TERB1の Mybドメイ
ンが in vivoにおいてコヒーシン局在に特化した機能を有していることが示さ
れた。 
	
 さらに、Terb1KO精母細胞に対して GFP-TERB1Fullまたは GFP-TERB1ΔMyb

を発現させ、染色体運動の live観察を行った結果、GFPが発現していない細
胞（Terb1KO）では染色体運動が殆ど観察されなかったのに対して、
GFP-TERB1Fullや GFP-TERB1ΔMybを相補した細胞では、染色体運動が有意に回

復している様子が観察された (Fig.16a)。また、DNA (Hoechst33342) のシグ
ナルを基に定性的な解析を行った結果、いずれの変異体を発現させた細胞でも

DNA運動の回復が見られたものの、GFP-TERB1Fullと比較して GFP-TERB1ΔMyb

を発現した細胞では染色体運動の回復が悪いことが明らかになった (Fig.16b)。
実際に個々の GFPシグナル （テロメア） を 3次元的に追跡しその移動速度
を定量した結果、GFP-TERB1Full (0.147μm/sec) と比較して GFP-TERB1ΔMyb 

(0.113μm/sec) ではその移動速度が約 77%にまで減じていることが示された 
(Fig.16c)。さらに、興味深いことに、live観察後の精母細胞を固定し、免疫染
色法によりテロメア構造の異常 (split length) を観察した結果、GFP-TERB1Full 
を発現させた細胞では Terb1KOで観察されるテロメアの異常伸張が有意に抑
圧されていたのに対して、GFP-TERB1ΔMybを発現させた細胞では、核膜上にお

いて、GFPを発現していない細胞よりも重度のテロメア構造異常が引き起こさ
れる事が明らかになった (Fig.15d)。これは GFP-TERB1ΔMybの発現により、コ

ヒーシン集積を欠いた状態でテロメアが核膜へと連結され、運動が回復した結
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果であると考えられる (Fig.15e)。 
	
 以上の結果から、TERB1を介したコヒーシンのテロメア集積が、染色体駆
動力に耐えうる強固なテロメア構造を形成し、駆動力を染色体全体へと効率良

く伝搬することで染色体運動の促進に機能していることが示された。 
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5-3 総括  
	
 酵母 two-hybrid法による相互作用ドメイン解析から TERB1の Mybドメイ
ンを含む C端領域が SA3コヒーシンと直接相互作用することや、Terb1KOマ
ウスを用いた相補実験から Mybドメインが in vivoにおいてコヒーシンのテロ
メア局在に必要であることが明らかになった。この Mybドメインを介したコ
ヒーシンのテロメア局在は、染色体運動によってテロメアと核膜の連結部位で

生じる負荷からテロメアを構造的に保護することに働いていると考えられる。

その結果、染色体駆動力が染色体全体へと適切に伝搬され、正常な染色体運動

が促進される。コヒーシンは染色体分配の際に動きの起点として働くセントロ

メア/動原体領域にも集積することが知られており、おそらくコヒーシン集積を
介した強固な染色体構造の形成は、運動起点となるクロマチン領域に共通して

みられる機構であると考えられる。 
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第六節	
 SUN1/KASH5/Dynactin のテロメア局在制御  
 
	
 酵母からヒトまで進化的に高度に保存された核膜タンパク質複合体

SUN/KASHは、核膜構造の維持や細胞質/核質間の橋渡し因子として機能して
いることが知られている。特に分裂酵母・出芽酵母・線虫の減数分裂期におい

ては、テロメア領域 （線虫の場合は pairing center）に集積することで、細胞
質モータータンパク質による駆動力を染色体へと伝搬し、核膜に沿った染色体

運動を促進していることが知られている(Hiraoka and Dernburg, 2009)。マウ
スにおいても SUN1および減数分裂期特異的な KASHドメインタンパク質
KASH5が減数分裂の進行に必須な機能を持つことが報告されている(Ding et 
al., 2007; Horn et al., 2013; Morimoto et al., 2012)。本研究では、マウスの減
数分裂期においても、やはり同様に染色体が核膜に沿ってダイナミックな運動

を行う事や、その運動が TERB1および SUN1に依存することが明らかにされ
た (第一・三節)。さらに、TERB1と SUN1が直接結合することから、両者が
減数分裂期テロメアにおいて密接な機能的相関性を有している事が示唆された 
(第四節)。そこで、本節では TERB1と SUN1/KASH5複合体のテロメア局在
における相互依存性の検証を試みた。 
 
6-1  TERB1 は SUN1/KASH5 のテロメア局在に必要である  
	
 TERB1抗体を用いた免疫染色法により、野生型精母細胞における TERB1
の局在を精査した結果、テロメアと核膜の結合が開始する初期 Leptotene期に
おいて、TERB1は核膜上に連結されたテロメアへと強く集積したのに対して、
核質に取り残されたテロメアには殆ど局在しないことが明らかになった 
(Fig.17a)。シグナル強度を上げると核質内のテロメアにも微弱な局在が観察さ
れたことから、TERB1はまず、核質内で微弱な局在をし、その後テロメアが
核膜上に連結されることでその局在が安定化されると考えられる。また、Sun1 
KO精母細胞においても同様の局在パターンが観察されたことから、TERB1の
テロメア局在および核膜上での集積は SUN1には依存しないことが示された 
(Fig.17a)。 
	
 次に、SUN1抗体を用いた免疫染色により野生型精母細胞における SUN1の
局在を精査した。その結果、初期 Leptotene期において、核膜上のテロメアに
は SUN1の点状の局在が観察されたのに対して、核質内のテロメアには全くそ
の局在が観察されないことが明らかになった (Fig.17a)。これらの観察結果は、
本来 SUN1が核膜タンパク質として機能している事を考えると理に叶ってい
る。さらに、Terb1KO精母細胞を用いた解析の結果、Terb1KO細胞では核質
内のテロメアだけでなく核の表層付近に位置するテロメアからも、SUN1の局
在が消失していることが明らかになった (Fig.17b)。SUN1と複合体を形成し、
そのテロメア局在が SUN1に依存することが知られている外膜タンパク質
KASH5 (Morimoto et al., 2012) も同様に、Terb1KO精母細胞ではそのテロメ
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ア局在が消失していた (Fig.17c)。また Terb1KO精母細胞において、テロメア
から離脱した SUN1/KASH5が核膜上の限られた領域に集積している様子が頻
繁に観察された (Fig.17c)。 
	
 以上の結果から、TERB1が SUN1/KASH5非依存的にテロメアへと結合し、
核膜表層において SUN1/KASH5のテロメア集積を促進していることが明らか
になった。 
 
6-2  Dynactin は TERB1/SUN1 依存的にテロメアに局在する  
	
 先行研究において著者らは、KASH5が in vivoにおいて Dynein-Dynactin 
complexの構成サブユニット p150と相互作用していることを示した
(Morimoto et al., 2012)。Dynein- Dynactin complexは微小管依存的なモータ
ータンパク質であり、減数分裂期におけるテロメア主導の染色体運動の駆動力

を生んでいると考えられる。そこで p150抗体を用いた免疫染色法によりその
局在の検証を行った。その結果、p150が減数第一分裂前期を通してテロメア領
域に特異的に局在することが明らかになった (Fig.17d)。次に、Sun1KOおよ
び Terb1KO精母細胞を用いて同様の観察を行ったところ、いずれの変異体に
おいても p150のテロメア局在が消失することが明らかになった (Fig.17e)。以
上の結果から、細胞質モータータンパク質 Dynactin p150が TERB1/SUN1依
存的に減数分裂期テロメアへと特異的に局在することが示された。 
 
6-3  総括  
	
 TERB1が SUN1/KASH5非依存的にテロメアへと局在し、核膜上のテロメ
ア結合部位に SUN1/KASH5を集積させること、さらにその下流で染色体運動
の駆動力となる細胞質モータータンパク質Dynactin p150のテロメア局在が制
御されていることが明らかになった。 
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第三章	
 展望  
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1  テロメア -核膜結合部位の電子顕微鏡解析  
 
	
 本研究において新規に同定されたテロメアタンパク質 TERB1は、哺乳類の
減数分裂期において、核膜タンパク質 SUN1と協調することで減数分裂期特異
的に見られるテロメア-核膜間の結合を保証していると考えられる (Fig.10a)。
その一方で、Terb1KOおよび Sun1KOいずれにおいても半数近くのテロメア
が未だ核表層に局在していることも明らかになった。これらはテロメアがラン

ダムに核質に分散した結果とも考えられるが、TERB1や SUN1非依存的な何
らかの制御メカニズムによって積極的に核表層へとテロメアが運ばれている可

能性も残されている。これらの可能性は、電子顕微鏡解析によりテロメア-核膜
連結部位のミクロ構造を観察する事で区別できると考えられる。電子顕微鏡を

用いた先行研究から、野生型精母細胞ではテロメアと核膜の連結部位に

attachment plateと呼ばれる電子密度の濃い特徴的な構造体が形成される事
が報告されている(Liebe et al., 2004)。この attachment plateの有無が、野生
型で観察される正常なテロメア-核膜間の結合を示す指標になると考えられる。
従って、Terb1KOおよび Sun1KOにおいて attachment plateが正常に形成さ
れているか否かを、電子顕微鏡解析により今後明らかにしていきたい。 
 
2  TERB1 の下流で働く TAP1/2 複合体の機能解析  
 
	
 本研究における酵母 two-hybrid法を用いた解析から、TERB1の N末端が
SUN1と直接相互作用することが示された (Fig.11a-b)。また SUN1のテロメ
ア局在は TERB1に依存しており (Fig.16b)、この直接結合を介して TERB1が
SUN1の局在・機能制御を行っている可能性が示唆された (Fig.16f)。しかし
TERB1の N端を介した SUN1との相互作用の in vivoにおける機能的意義は
未だ推測の域を出ていない。むしろ、上記の仮説に反するデータとして、筆者

らは Terb1KOマウス精巣内に TERB1の N末端を欠いた断片 TERB1ΔNを発

現させる事で、部分的にではあるが、テロメアと核膜の結合、SUN1のテロメ
ア局在、そして相同染色体の対合が相補されることを見いだしている（データ

は示さない）。従って、TERB1には、N末を介した相互作用以外にも、SUN1
の局在やそれによる染色体運動や対合を促進する何らかの機能があると考えら

れる。それらの制御に関わる候補因子として、筆者らは TERB1と直接結合し、
TERB1依存的にテロメアへと局在する 2つの新規テロメアタンパク質 TAP1/2 
(TERB1 associated protein 1/2) を同定している（データは示さない）。TAP1/2
は TERB1の C端との直接結合する事でテロメアへと局在し、実際に Terb1KO
精母細胞に TERB1ΔNを発現させる事でその局在が相補される事が示されてい

る。従って、この TERB1C端を介した TAP1/2の局在が、TERB1の Nを介し
た SUN1との相互作用とは独立に、SUN1の局在・機能制御に働いていること
が予測される。今後 TAP1/2の KOマウスを作製し、その表現型解析を通じて



 
 

59 

TERB1やその下流で働く TAP1/2複合体による減数分裂期テロメア制御の分
子メカニズムをより詳細に明らかにしていきたい。 
 
 
3  In vivo electroporation 法による配偶子形成相補  
 
	
 本研究では高等動物減数分裂組織への簡便な外来遺伝子導入技術として in 
vivo electroporation法を導入した。そして条件検討の結果、外来遺伝子をコー
ドする組換え Plasmid DNAを生体マウスの精母細胞内へと効率よく導入する
ことに成功した (Fig.3)。実際に本研究を通じて行った種々の解析から、本手
法が高等動物の減数分裂期分子制御メカニズムを明らかにする上で極めて有用

かつ実用的なツールになり得ることが証明された。さらに特筆すべきは、Sun1、
Rad21L、Terb1KOマウスで観察された相同染色体の対合異常や減数分裂進行
の異常停止が、本手法による欠損遺伝子の相補によって有意に抑圧できた点で

ある (第一・五章)。本研究では、減数分裂の進行が Pachytene期まで相補され
ることを確認するに止まったが、今後はこれらの精母細胞が実際に減数分裂を

完了し、妊娠可能な精子にまで分化可能か否か検証を行いたい。もし精子形成

が可能になった場合には人工授精や顕微授精などの手法を用いることで個体形

成まで可能になると考えられる。従って将来的には、ヒト不妊症患者に対して

も、その原因遺伝子を特定する事で本手法による遺伝子治療が可能になると考

えられる。 
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第四章	
 材料と方法  
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1  大腸菌株  
	
 プラスミドの構築、一般的な遺伝子操作には DH5α株を、組換えタンパク質
の発現には BL21(DE3)c+株を用いた。大腸菌は LB培地（1%BactoTRYPTONE, 
0.5%Yeast Extract, 0.5%NaCl）で培養し、必要に応じて抗生物質（40µg/ml, 
Ampicilin、35µg/ml, Kanamycin)を添加した。 
 
2  大腸菌からの組換えタンパク質の精製  
	
 タンパクの発現には大腸菌株 BL21(DE3)c+を用いた。HISおよび MBP融合
組換えタンパク質の発現にはそれぞれ pET28c+、pMal-C2ベクターを用い、
精製には Ni-NTAセファロースビーズおよびアミロースベーズをそれぞれ用い
た。MBP-TERB1と HIS-TRF1のヘテロ複合体は、それぞれのベクターを同時に
形質転換した大腸菌抽出液からアミロースベーズによって精製した。 
 
3  マウス臓器および培養細胞からの Total  RNA の抽出  
	
 4週齢のマウス体内から摘出した臓器、または、10cm Dishにおいて 100%
コンフレントになるまで培養したマウス NIH3T3細胞を、それぞれ 1mlの
Trizolに懸濁後、常温にて 30分間攪拌した。破砕しにくい臓器の場合は、予
め液体窒素によって凍結させ、乳鉢等で粉砕してから同様の操作を行った。そ

の後 200ulのクロロホルムを添加し、懸濁し、3分常温に静置後、4℃1300rpm
で 15分遠心した。上清を回収し、別のチューブに移し、500ulのイソプロパノ
ールを加えて懸濁し、再び 4℃1300rpmで 15分間遠心した。上清を捨て、1ml
の 75%エタノールを添加し、4℃1300rpmで 5分間遠心した。上清を捨て風乾
し、得られたペレットを RNase Free滅菌水 200ulに懸濁した。回収した total 
RNAは-80℃にて凍結保存した。 
 
4  RT-PCR 
	
 3で得られた total RNAを希釈し、うち 0.02ugを 1反応あたりのテンプレ
ートに用いた。目的遺伝子 cDNA配列から、イントロンを挟む 200-500bpの
断片を増幅するプライマーを設計し (下に示す)、One step RT-PCR
（Invitrogene）によって逆転写 PCR反応を行った。PCRのサイクル数は
35-45cycleの間で適宜変化させた。 
 
Primers 
mTERB1-F : 5’-gtctgaagtatcacatgggc-3’ 
mTERB1-R : 5’-ttcttttcaaatttgtgttt -3’ 
GAPDH-F:5’-ttcaccaccatggagaaggc-3’ 
GAPDH-R:5’-ggcatggactgtgtggtcatga-3’ 
mSYCE3-F:5’-atggctgattccgatcctg-3’ 
mSYCE3-R:5’-tcactgcttgcgcttgg-3’ 
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5  マウス遺伝子のクローニング  
	
 遺伝子 cDNAのクローニングは、マウス（B6由来）testis cDNA libraryを
テンプレートに用いた PCR反応により行った。 
 
6  酵母ツーハイブリッドスクリーニング  
	
 Gal4 DB-Myc融合タンパク発現ベクター (pGBKT7) にクローニングした全
長 Terb1を Baitとし、これを出芽酵母 AH109株に形質転換したのち、市販の
マウス testis cDNA library (Clontech) を Preyとして形質転換し、制限培地に
よるセレクションを行った。ライブラリーサイズの約 2倍に相当する 739×104

個の細胞に形質転換を行い、総計 181コロニーが陽性クローンとして検出され
た。いくつかの陽性クローンに関しては、回収した plasmidを再び baitと共
に形質転換することで再現性の確認を行った。陽性コントロールとして

pGBKT7-p53および pGADT7-T抗原を用いた。選択培地には His合成阻害剤
である 3ATを終濃度にして 5mM添加した SD-HisAdeプレートを用いた。 
 
7  ウェスタン解析  
	
 サンプルを SDS-PAGEにより分離した後、タンパク質を PVDF Immobilon
（MILLIPORE）メンブレンに転写した。メンブレンを 1時間、5%BSA/TBST 
（0.9% NaCl, 20mM Tris-Cl (PH7.4), 0.05% Tween-20）でブロッキングした
後、同様の液に一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、5%BSA/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。 
 
8  抗血清の作製  
	
 遺伝子の全長あるいは断片を含む cDNAをクローニングし（下に示す）、
pET28c+ベクターにサブクローニングした。大腸菌株 BL21 (DE3) c+にベクタ
ーを導入して、His融合組換えタンパクを精製した。得られたタンパク質を抗
原として、2週間おきに 4回に分けて免疫を行い、最後の免疫から 1週間後に
全採血により抗血清を得た。抗血清には 0.1%（W/V）の NaN３を添加し 4℃で
保存した。 
 
Antigens 
TRF1 Full：1-421 a.a.     TERB1 C：523-767 a.a.     SUN1 N: 1-210 a.a. 
 
9  抗体のアフィニティー精製  
	
 CNBr-activated Sepharose（Pharamacia） 0.35gを 1mM HCLにより洗浄
し、coupling buffer（6M グアニジン塩酸塩、PBS）に懸濁した。次に同様の
bufferでよく透析したリコンビナントタンパク質を混ぜ、2時間反応させた。
さらに Coupling bufferで洗浄したのち、0.1M Tris-HCL (PH8.0) を加え 2時
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間ブロッキングを行った。その後、100mM Glycine-HCL (PH2.5)、10mM 
Tris-HCl (PH8.0)、PBSの順に洗浄し抗原結合ビーズを得た。抗血清に対し適
量の抗原結合ビーズを加え、1時間反応させたのち、ビーズを PBSで洗浄した。
100mM Glycine-HCl (PH2.5) を加え抗体を溶出させ、直ちに 1/10量の 1M 
Tris-HCl（PH8.0）を加え中和した。得られた抗体は PBSで透析し、4℃で保
存した。 
 
10 マウス精母細胞サンプルの調整（Dry-Down 法）  
	
 マウス精母細胞サンプルは Dry-Down法(Peters et al., 1997; Tarkowski, 
1966)によって調整した。精巣を性成熟した雄マウスから摘出したのち、PBS
中で懸濁した。フィールターで組織片を除いた後、遠心し、 細胞ペレットを再
び PBSで洗浄した。血球計測板により細胞数を計測し、1~5×103 cells / µlの
細胞密度になるよう PBSに懸濁した。低張処理を行った後（30mMTri-HCl 
PH7.5, 17mMTri Sodium Citrate, 5mMEDTA, 50mMSucrose）（100mM 
Sucrose）、低張液と等量の固定液（1%PFA, 0.1%Triton X-100, PBS ）を添加
した。細胞懸濁液をスライドグラス上にスポットし、湿潤な環境下で 4-12hr
固定を行ったのち自然乾燥させた。サンプルは-80℃で保存した。 
 
11 マウス卵母細胞サンプルの調整（Dry-Down 法）  
	
 卵巣を受精後 15日-19日経過した雌胎児から摘出し、PBSで洗浄後、37℃20
分間コラゲナーゼで処理した。PBSで洗浄後、低張液（30mMTri-HCl PH7.5, 
17mMTri Sodium Citrate, 5mMEDTA, 50mMSucrose）に 10分間浸したのち、
等量の固定液（1%PFA, 0.1%Triton X-100, PBS ）とともにスライドグラスに
スポットし、湿潤な環境下でゆっくり自然乾燥させた。自然乾燥後は-80℃で
保存した。 
 
12 マウス精母・卵母細胞の免疫染色  
	
 Dry-Down法によって調整したプレパラートを、解凍後すぐに 0.1%Triton 
X-100を含む PBSに浸し、10分静置した。PBSで 2回洗浄した後、5%BSA/PBS
で 15分間ブロッキングを行い、その後同様の液に一次抗体を希釈し、抗体反
応を約 1時間から O/Nで行った。PBSにより 5分 3回洗浄した後、二次抗体
反応を 1時間行った。PBSにより 5分 3回洗浄し、マウンティング剤（70%グ
リセロール/PBS/DAPI）を添加後、カバーグラスで封入した。 
 
13 マウス精母細胞の免疫 FISH 染色  
	
 免疫 FISH染色は先行研究に基づいて行った(Ding et al., 2007)。まず、
Dry-down法で調整したサンプルにビオチン標識されたマウス 8番染色体プロ
ーブ (Applied Spectral Imaging) を添加し、カバーガラスで封入後、85℃で
10分間変成させた。37℃で 72時間結合反応をさせた後、42℃にて 50%ホルム
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アミド/0.5×SSCおよび 1×SSCでそれぞれ 5分 2回ずつ洗浄した。その後、
12で示した手順に従って免疫染色を行った。また二次抗体反応時にストレプト
アビジン標識された Cy5を添加する事で FISHプローブを色素標識した。 
 
14 マウス精巣抽出液の調整および免疫沈降  
	
 約 25匹の成熟雄マウスから回収した精巣に 25mlの低塩 IPバッファー 
(20mM Tris-HCL, PH7.4, 50mM KCl, 0.4mM EDTA, 5mM MgCl2, 10% 
glycerol, 0.1% Triton X-100, 1mM β-mercaptoethanol, protease inhibitor, 
phosphatase inhibitor) を添加して、ホモジナイズした。円心分離後のペレッ
トに対して 25mlの高塩 IPバッファー (20mM HEPES, PH7.0, 400mM KCl, 
0.4mM EDTA, 5mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1% Triton X-100, 1mM β
-mercaptoethanol, protease inhibitor, phosphatase inhibitor) を添加して、
氷冷下で sonicationを行った。4℃で 30分放置したのち、再び氷冷下で
sonicationを行なった。4℃で遠心分離し上澄みを回収した。回収した上澄み
を 4℃で超円心し、上澄みを 0.45μmポアサイズのシリンジフィルターにて濾
過して、高塩精巣抽出液を得た。免疫沈降実験はこの高塩精巣抽出液に 100 μ
gの TERB1抗体または等量の Rabbit IgGを添加して行った。4℃で 1時間抗
体と反応させた後、さらに適量の protein Aセファロースビーズを添加して 1
時間反応させた。円心により回収したビーズを 1mlの高塩 IPバッファーによ
り 5回以上洗浄した後、結合タンパク質を 100mM Glycine-HCl (PH2.5) によ
って溶出した。 
 
15 in  vivo  e lectroporation 法  
	
 CAGあるいは CMVプロモーターの下流に GFPおよび目的遺伝子 cDNAを
クローニングしたプラスミドを設計し、約 5μg/ulの濃度になるよう HBSバッ
ファーに懸濁した。うち 9μlを色素 (FastGreen) と混合し 1回あたりのイン
ジェクションに用いた。16-30週齢の雄マウスを用意し、インジェクションの
約 10分前に、適量のペントバルビタールナトリウム水溶液を腹腔注射し麻酔
させた。麻酔後、腹部を切開し、精巣を露出させた。グラスキャピラリーおよ

び口腔ピペットにより DNA溶液を操作し、双眼実体顕微鏡下において精巣網
領域にインジェクションを行った。約 60分放置した後、エレクトロポレーシ
ョンを行った。35V50msecの電気パルスを 4回流し、さらに電極版を逆転さ
せて同様のパルスを流した。その後、精巣を腹部に戻し、真皮および表皮を縫

合した。局在解析や live観察はエレクトロポレーションから 24時間後に、ま
た KOマウスの相補実験は 72時間後に、精巣から精母細胞を回収して行った。 
 
16 精母細胞の l ive 観察  
	
 14で記した手法に基づき GFP融合タンパク質を精巣内に発現させ、24時間
後に精巣から精母細胞を回収した。PBSで 2回、live観察用液体培地 
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(Leibovitz’s L-15 medium with 4mM L-Glutamine, 10% FBS and 400ng/mL 
Hoechst33342) で 1回洗浄を行った後、あらかじめ 30分間 Cell-tak (BD 
Biosciences) 処理 (細胞接着処理) を行った dishに細胞を広げた。33℃恒温条
件下においた顕微鏡のステージ上にて、30分間静地した後、同条件下で live
観察を行った。培地には必要に応じて終濃度 5μMの Nocodazoleを添加した。
露光時間は 0.15秒 (GFP)、0.025秒 (Hoechst33342) を目安にした。 
 
17 EMSA アッセイ  
	
 in vitroにおいて調整した 12連テロメアリピート DNA (TTAGGG)12の末端

を制限酵素 EcoRI/NOTIで切断後、クレノー酵素によってα32P-dCTPの存在
下で 37℃1時間反応させ、その末端を RI標識した。反応バッファー (20 mM 
HEPES-KOH pH 7.9, 5% Glycerol, 4% ficoll, 20 ng carrier DNA, 0.5 µg poly(dI-dC), 
0.5 mM DTT, 100 mM KCL, 1 mM MgCl2) 中で、1反応あたり 200ngのリコンビ
ナントタンパク質 (ヘテロ複合体や 2種類のタンパク質を混合する場合は合計
400ngになるように添加した) を 0.5ngのラベルしたプローブと混合し、最終
容積を 10μlになるよう調整した。室温で 30分反応させた後、反応液を 6%の
未変性ポリアクリルアミドゲルにロードし、0.5×TBEバッファー中で 130V、
2時間電気泳動を行った。電気泳動後ゲルを乾燥させ、イメージアナライザー
にて DNA移動度を検出した。競合実験は、RI標識を行っていない 12連テロ
メアリピート DNA (TTAGGG)12またはコントロール配列(GATGGT)12 を
50ngまたは 150ng反応系に添加して行った。 
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