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研究成果の概要（和文）：本計画研究では、相同組換えによるDNA二重鎖切断修復の分子機構を解明することを
目指した。相同組換え修復の初期過程では、DNA二重鎖切断末端がMre11ヌクレアーゼによってプロセスされ、1
本鎖DNAが生成される。Rad51タンパク質は1本鎖DNAに結合して、ドナーとなる二重鎖DNAの相同性検索とDNA鎖交
換を触媒する。これらの反応を高純度に精製したタンパク質を用いた試験管内再構成系を用いて解析した。その
結果、初期過程においては、Ctp1タンパク質がMre11を活性化する分子機構、中期過程においては、Rad51による
DNA鎖交換反応を速度論的解析し、これらの反応の分子メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate the molecular principle of homologous 
recombination-mediated DNA double-strand break repair in vitro. In the early stage of homologous 
recombination, the DNA double-strand break end is processed by Mre11 nuclease to produce 3' 
protruded ssDNA, which becomes a substrate of Rad51 protein. The Rad51 protein binds to the 
single-stranded DNA. The resultant presynaptic filament initiates the homology search and catalyzes 
strand exchange with the double-stranded DNA serving as the donor. These reactions were analyzed 
using an in vitro reconstitution system consisting of highly purified protein. We have elucidated 
that the molecular mechanisms by which the Ctp1 protein activates Mre11 and by which Rad51 promotes 
the DNA strand exchange reaction in three steps.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回明らかにしたCtp1によるMre11エンドヌクレアーゼの活性化機構やRad51のDNA鎖交換反応は、関与するアミ
ノ酸残基が真核生物において高度に保存されていることから、真核生物における相同組換え分子機構の普遍的な
共通機序であると考えられ、その学術的意義は極めて大きい。相同組換えに関与する多くのタンパク質は、がん
抑制タンパク質として知られており、今回の知見はがん発生機構の解明に寄与することが予想され、医学的にも
期待される。さらに、本研究期間で開発したFRETを利用したリアルタイム解析系は他の多くのダイナミズム解析
に応用利用できる可能性があり、その高い波及効果が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  

DNAの二重鎖切断（DNA double strand breaks; DSBs）は、細胞にとって最も危機的な
DNA損傷の一つである。これは、電離放射線暴露やある種の抗がん剤投与、また、DNA合成阻
害に伴う複製フォークの崩壊によって、偶発的に発生する。一方、生存に不利な DSB形成だけ
ではなく、予めプログラムされた DSBが生成し正常な細胞機能に必須の役割を果たす場合もあ
る。たとえば、減数分裂や酵母の接合型変換などで DSBがプログラムされて生じ、それが引き
金となって組換えがおこる。どちらの場合でもDSBが修復されないままだと細胞は死に到るが、
通常、進化的に保存された DNA修復機構によって修復されている。 

DSB修復は、非相同末端結合反応、もしくは、
相同組換えによって修復される。特に、相同組換えは、
姉妹染色体が存在する細胞周期において活発に働き、
正確に修復できる細胞機能として、進化的に保存され
たシステムである。また、プログラムされた DSBは、
相同組換え機構によって修復され、その生命機能（減
数分裂組換えや接合型変換）を発揮する（図 1）。 
相同組換えは、3 つのステップに分けられる。

初期反応では、DSB が形成されたあと、Mre11-
Rad50-Nbs1 (MRN)複合体がリクルートされ、DSB
末端が処理され、3‘が突出した 1本鎖 DNA (ssDNA)
が形成される。生じた ssDNA は、次のステップで
Rad51 リコンビナーゼの基質となり、相同な二重鎖
DNA と鎖を交換する。最終ステップでは、組換え体
の二重鎖DNAが生成される。研究開始当初は、Mre11
エンドヌクレアーゼの活性制御や Rad51 の鎖交換反
応の分子機構において多くの不明点があった。 
 
２．研究の目的 
本計画研究では、高純度に精製した蛋白質コンポーネントを用いて、相同組換えによる DSB修
復を試験管内で再構成し、その作動原理を解明することを目的とした。特に、次の項目に注力し
た。 
(1) 組換え初期反応において、MRN 複合体が Ctp1 によって活性化されることが示唆されてい
る。そこで、MRN-Ctp1 複合体を再構成して、Nre11 エンドヌクレアーゼ活性がどのよう
に Ctp1によって活性化されるのか、その分子機構の解明に焦点を当てた。 

(2) Rad51による DNA鎖交換反応は、長い間、多くの研究者によって解析されているが、未だ
にその反応機構は不明な点が多い。そこで、本研究では、リアルタイムアッセイ系を導入し
て、動的な解析から、分子機構を明らかにしようとした。 

(3) Swi5-Sfr1タンパク質複合体は Rad51の補助因子として機能する。実際に Rad51とどのよ
うに相互作用し、どのように活性化するのか、その分子機構の解明を目指した。 

(4) プログラムされた DSB修復のモデル系として、分裂酵母の接合型変換を解析し、どのよう
にドナーDNAが選択されるのか、その分子機構の解明を目指した。 

 
３．研究の方法  
(1) 相同組換えに関与するタンパク質の精製 
分裂酵母由来のMre11-Rad50 タンパク質複合体、Nbs1タンパク質、Ctp1タンパク質、
Rad51、RPA、Swi5-Sfr1、Cka1など必要なタンパク質を、大腸菌（T7系）、酵母、昆虫
細胞などの多量発現系を用いて高発現後、高純
度に精製し、試験管内で再構成した。 

(2) Mre11エンドヌクレアーゼの活性測定 
両末端にビオチン付加したオリゴヌクレオチド
をアニールして二重鎖 DNAを作製し、その後ス
トレプトアビジンを付加することで、末端をブロ
ックした。このブロックにより、Mre11 のエキ
ソヌクレアーゼ活性は検出されず、エンドヌクレ
アーゼ活性だけをモニターした（図 2）。 

(3) DNA鎖交換反応のリアルタイムアッセイ系 
蛍光共鳴エネルギー移動（Fluorescence 
Resonance Energy Transfer: FRET）を用い
て、DNA鎖交換反応におけるDNAの対合
（pairing）と解離（dissociation）をそれぞれ
リアルタイムでモニターできる系を確立した
（図3）。Rad51はssDNAに数珠状に結合して、
鎖交換反応を触媒する。このタンパク質･核酸複
合体をRad51プレシナプティックフィラメント

図 1．相同組換えによる DSB 修復と
染色体再編成の模式図． 

図 2．Mre11 エンドヌクレアーゼ 
活性測定用DNA 基質． 
 



とよぶ。対合アッセイでは、プレシナプティ
ックフィラメントを形成するssDNAをフル
オレセインで、ドナー二重鎖の相補鎖をロー
ダミンで標識した。両者が対合するとFRET
が生じ、フルオレセインの蛍光強度が低下す
る (図3A)。一方、解離反応では、フルオレ
セインとローダミンで標識したドナー二重鎖
を用いた (図3B)。プレシナプティックフィ
ラメントを形成するssDNAと鎖交換がおこ
ると、ドナー二重鎖が解離することで、フル
オレセインの蛍光強度が上昇する。1秒毎の
蛍光変化を測定し、DynaFitプログラム
(http://www.biokin.com/dynafit/) を用い
て、反応機構をシミュレーションした。 

 
４．研究成果  
(1) MRN複合体の制御機構 
分裂酵母 Ctp1がリン酸化されることで、MRN複合体を活性化されることが、遺伝学的な解
析から提唱されていたが、その分子的実態は全く不明であった。そこで、まず、我々は、試験管
内でMRN-Ctp1複合体の再構成系を試みた。そのために、まず、カゼインキナーゼ 2 (CK2)を
用いて、Ctp1をリン酸化した。質量分析解析によって、リン酸化部位を同定したところ、遺伝
学的解析などから以前に提唱されていた部位と一致した。リン酸化 Ctp1をMRN複合体と混和
すると、両者は共沈降したことから、MRN複合体と Ctp1との高次複合体が確認された。一方
Ctp1をリン酸化しないときには、この複合体は形成されないことから、MRN-Ctp1複合体形成
は、Ctp1のリン酸化に依存していることが分かった。 
さらに、MRN-Ctp1複合体形成には、Nbs1が必須であること、また、リン酸化 Ctp1が Nbs1
と結合することを証明し、リン酸化 Ctp1が Nbs1を介して MRN-Ctp1高次複合体が形成され
ることを明らかにした。 
重要な知見として、MRN-Ctp1複合体が形成されると、Mre11のエンドヌクレアーゼ活性が
数 10 倍上昇することが分かった。一方で、非リン酸化 Ctp1 を用いた場合、過剰量の Ctp1 を
添加すると(MRN に対して 1000 倍以上の Ctp1 量)、Mre11 エンドヌクレアーゼの活性化が観
察された。この結果は、リン酸化によるMRN-Ctp1複合体形成はエンドヌクレアーゼの活性化
に導くが、Ctp1のリン酸化そのものはエンドヌクレアーゼの活性化には直接関与しないことを
示唆している。 
  次に、様々な Ctp1の短縮変異体を用いて、Mre11エンドヌクレアーゼの活性化に必要な領
域を求めたところ、Ctp1の C末端の 15アミノ酸がその活性化に必須の働きをしていることが
分かった。 
以上のことから、Ctp1が CK2 によってリン酸化され、Nbs1 を介して MRNと複合体を形
成すると、Ctp1 の C 末端が作用して Mre11 のエンドヌクレアーゼを活性化するという反応モ
デルを提唱した。 

 
(2) 分裂酵母 Rad51による DNA鎖交換反応の解析 
FRET を利用したリアルタイムアッセイ系で DNA 鎖交換反応を解析した。図 4 には、Swi5-
Sfr1存在下でRad51によるDNA 鎖交換反応をリアルタイム対合アッセイによって解析した代
表的な結果を示している。蛍光強度を 1 秒毎に測定し赤でプロットした。これを、DynaFit を
用いてシミュレーションした理論曲線を青色で示した。その結果、Rad51による DNA鎖交換反
応は、次の反応式で示す、3 ステップで進行すること
を明らかにした。Swi5-Sfr1は、K2と K3のステップ
を促進することが分かった。 

 
 
 

[A]=[酵素･単鎖 DNA複合体] 
[B]=[相同 DNA] 
[C1]=[中間体 1] 
[C2]=[中間体 2] 
[D]=[放出された 一本鎖 DNA] 
[E]=[ヘテロ二重鎖 DNA]  
 

A B 

図 3．DNA 鎖交換反応をリアルタイムで
モニターする 2つのアッセイ系. 
(A)対合アッセイ(B)解離アッセイ薄い橙
色の楕円は Rad51 単量体、緑はフルオレ
セイン、赤はローダミンを表す。 

図4．対合アッセイの代表的な結果. 赤
の点は実測値。これをシミュレーショ
ンし、理論曲線を青色で示した。 



さらに、K1ステップでは ATPの結合、K2及び K3
では ATPの加水分解が必要なことが分かった。また、
以前に、Mg++イオンの代わりに Ca++イオンを用いる
ことで DNA 鎖交換反応がより促進されるという報
告があったが、これは、Ca++イオンによって ATP加
水分解が無くても K2 ステップが効率よく進行する
ためであることが分かった。 
  C1中間体とC2中間体の構造を解析したところ、
C1 ではドナー二重鎖 DNA は対合状態を保ったまま
でプレシナプティックフィラメント中の ssDNAと並
んで配置しているが、C2 では、ドナー二重鎖 DNA
の相補鎖とプレシナプティックフィラメント中の
ssDNAが対合しヘテロ二重鎖を形成していることが
判明した。 
  Rad51 はサイト 1 とサイト 2 とよばれる DNA
結合部位がある。さらに、サイト 1には、ループ構造
が 2カ所あり、ループ 1とループ 2がプレシナプテ
ィックフィラメント中の ssDNAを挟み込む構造が提
唱されている（図 5）。しかし、これらの DNA結合モ
チーフが、実際にどのように DNA鎖交換反応を進行 
させるのか、全く不明であった。そこ
で、我々は、それぞれのモチーフで
保存されているアミノ酸をアラニ
ンに置換したミュータントを作製
して、FRETを利用したリアルタイ
ムアッセイによって解析した。その
結果、（1）Rad51プレシナプティッ
クフィラメント複合体は、Rad51の
サイト 2を用いて二重鎖DNAを捕
捉し、C1中間体が形成される（2）
ループ 1 が二重鎖 DNA と結合す
ることによって、C1中間体が形成・
安定化される（3）相同 DNA配列が
見つかると、ループ  2 によって
DNA鎖交換が促進され、C1中間体
から C2中間体へ遷移する、の 3つ
のメカニズムが明らかになった（図
6）。また、これを基に構造モデルを
構築して、活性中心を形成するアミ 
ノ酸残基と DNA鎖の動きを予測し 
た（図 7）。 
 

図 5．Rad51 プレシナプティックフィラ
メントの立体構造モデル．一分子の
Rad51 は、白、または、灰色の球を用い
て、空間充填モデルで表した。それぞれ
の分子のなかで、サイト 1 中のループ
1は青色、ループ 2を赤、サイト 2は黄
色で表した。1 本鎖 DNA (緑色)はルー
プ 1と 2で挟まれている。 

図 7．Rad51 による DNA 鎖交換反応の分子機構．ループ 1の R257、ループ 2 の V295 は各種 Rad51
に高度に保存されているアミノ酸残基である。Rad51 の 3個の単量体を A, B, C と表した。プレシ
ナプティックフィラメントが 2重鎖 DNA（青と緑の鎖からなる二重鎖）を捕捉し、最初の C1複合
体を形成する。その後、鎖を交換してヘテロ二重鎖（赤と青の鎖からなる二重鎖）を含む C2複合
体ができ、最終的に、1 本鎖 DNA（緑）を放出して、Rad51・二重鎖 DNA フィラメント（ポスト
シナプティックフィラメント）が形成される。ポストシナプティックフィラメントのヘテロ二重鎖
DNA の中に V295 が刺さり、この構造を安定化している。 

図 6．DNA 鎖交換反応における Rad51 リコンビナーゼの
DNA 結合モチーフの役割． 



(3) Swi5-Sfr1タンパク質複合体と Rad51の相互作用 
Swi5-Sfr1タンパク質複合体は、Sfr1のN末端を介して、Rad51と相互作用する。今回、NMR
と in vivoクロスリンキング法を用いて、Rad51との相互作用に関与する Sfr1上のアミノ酸残
基を同定した。次に、特に相互作用が強い 7残基について、アラニンに置換した変異体 Sfr1-7A
を作製し、その特徴を in vitro で解析したところ、Rad51 との相互作用を示さず、その結果、
Rad51の DNA鎖交換反応を活性化することはなかった。しかし、変異型遺伝子を分裂酵母細胞
内に戻して、その DNA修復能を解析すると、ほとんど欠損を示さなかった。ところが、一方で、
rad57欠損との二重変異株（rad57D sfr1-7A）は rad57D sfr1D二重変異株と同様、高い DNA
損傷感受性を示した。このことは、Sfr1-7Aの Rad51相互作用の欠損は、Rad57が存在すると
抑制されることを示唆している。実際、部分精製した標品を用いて、Swi5-Sfr1と Rad55-Rad57
複合体が相互作用することを示した。これらの事実から、細胞内では、Rad55-Rad57 と Swi5-
Sfr1 が複合体を形成して、Rad51 の DNA 鎖交換反応を補助するという新しいモデルを提唱し
た。 

 
(4) 分裂酵母の接合型変換の分子機構解析 
プログラムされた DSBの修復機構のモデルとして、接合型変換の分子機構を解析した。本研究
期間の初期に、接合型変換に関与する遺伝子を網羅的に探索し、HULCや Set1C複合体を形成
する遺伝子群を見出した。接合型変換では mat 座のサイレンシングが重要な働きをしているの
で、これらのオープンクロマチン化に関与する遺伝子の関与は意外であった。これらの遺伝子が
ドナーの選択に関与していることを見出しており、更に詳細な解析を行っているところである。 
  接合型変換時の DNA鎖交換反応では、Swi2-Swi5複合体が Rad51の補助因子として機能
する。本研究期間中に、Swi2-Swi5 複合体を精製し、Rad51 に対する機能を解析した。その結
果、Rad51の DNA鎖交換活性を上昇させる機能を見出した。現在、なぜ、接合型変換特異的に
働くのか等などについて、様々な方法を用いて解析しているところである。 
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