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研究成果の概要（和文）：相同（DNA）組換えが変調を来すと、ゲノムが不安定になりガン等を引き起こす。本研究は
天然変性領域の分子機能を細胞の相同組換えでの働きと結びつけて理解することを目指した。特に、組換えでの分子機
能がよく分かっていなかったRad52とSrs2を取り上げた。組換えの要に働くRecA族組換え酵素に作用する、これらのタ
ンパク質の天然変性領域のアミノ酸残基を同定し、それらの変異の効果を解析して、それぞれの組換えでの分子機能に
ついての理解を深めた。特に、Srs2について、倍数体細胞での正確な二本鎖切断修復を保障する未知の働きを明らかに
し、さらに、従来の組換え機構モデルの一部の見直しを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Degeneration of homologous DNA recombination causes cancer and other diseases.  We
 studied the functions of intrinsically disordered regions (IDRs) of Rad52 and Srs2, and their interaction
s with a RecA-family recombinase, Rad51, and other related proteins.  Using mutagenesis, we identified ami
no acid-residues in the IDRs of Rad52 and Srs2, which are involved in the interaction with Rad51.  A key f
inding from these studies is that Srs2 functions to facilitate the accurate repair of double-strand breaks
 without loss of heterozygosity in diploid mitotic cells.  Our results further suggest a revision of doubl
e-strand-break repair model first proposed Szostak et al (1983).  The proposed model includes the repair D
NA synthesis-free capture of the processed single-strand DNA tail from the second end of the same double-s
trand break (Miura et al. PNAS 2013).
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１．研究開始当初の背景 
ヒトなど、高等動物は、生命活動に必要な

エネルギーの多くを酸素呼吸に依存してい
る。そのため、体細胞では酸素呼吸の副産物
として活性酸素種（ROS）が発生する。ROS
は炎症やストレスでも発生する。これらの
ROSは、ゲノムDNAに二本鎖切断を入れる。
これが修復されないと細胞死やガン化など
を引き起こす。二本鎖切断は相同(DNA)組換
え、または非相同末端結合（NHEJ）で修復
される。減数分裂は相同組換えに依存してお
り、ゲノムの多様化に働く。非相同末端結合
は切断端同士が切断端周辺の塩基配列の同
異に関わりなく結合する。それに対して、相
同組換えは、両切断端が、それらと共通な塩
基配列を持つ鋳型DNA (図 1, TP)をコピーす
ることで、二本鎖切断を正確に治すと言われ
ている。現在、図 1 に示す２つの経路の何れ
かで起こると言われている。ともに、DNA

の二重鎖切断端から加工されてできる末端
単鎖 DNA 域の一方と鋳型二重鎖 DNA とが
相同 DNA 対合してヘテロ二重鎖と置き換え
られた DNA 鎖のループ（Ｄループ）を作る
ことで開始する（図 1 (3)）。DNA の傷として
起こる二本鎖切断とは別に、減数分裂期組換
えでは Spo11 がプログラムに従って特定の
DNA 配列に二重鎖切断を入れるという組換
え開始制御が知られている。体細胞組換えで
も、活性酸素種が伝える信号に従って、酸化
DNA損傷除去修復酵素として知られるNtg1
が二本鎖切断を入れる開始制御が見つかっ
ている。相同 DNA 対合は RecA 族組換え酵
素 RecA、Rad51 や Dmc1 が行う。組換え開
始に働くこれらの酵素と相互作用する多数
のタンパク質群が見つかり、それらの間の複
雑な相互作用ネットワークが組換えに働く
ことが明らかになってきたが、それらの分子

レベルでの機能は一部しか分かっていない。
相同組換え開始酵素 Spo11, Nth1, Rad51, 
Dmc1 とそれらと相互作用する BRCA2、
Rad52、Srs2 のすべてについて、複数の予測
プログラムで天然変性領域が予測された。ま
た、原核生物の酵素であるが、RecA の N 末
端には RecA 同士が重合したときと DNA と
相互作用したときに限り、一定の構造をとる
天然変性領域がある。それに対応した Rad51
の N 末端近くにも、類似した部位がある。こ
のように、組換え開始に働く酵素とタンパク
質群は、天然変性領域の機能を理解する研究
の良い材料である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、組換え開始酵素 Spo11 による
DNA 二重鎖切断と、RecA 族組換え酵素が中
心になって行う組換え中間体を形成する分
子機構に着目した。これらの機構において、
天然変性と推定された領域がどのような相
手と相互作用を介して組換え過程の反応で
機能し、どのような遺伝的結果を引き起こす
のかを明らかにすることを目的とした。そし
て、相同組換えで見られる天然変性領域によ
る相互作用の特異性を決める原理とその普
遍的な機能に迫ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
天然変性領域での相互作用の存在が明ら

かである組換え酵素 Rad51、Rad52、Srs2
など組換え初期に働くタンパク質について
取り上げた。当初は、相互作用の相手がまだ
明らかでない組換え開始酵素 Spo11 と
Ntg1/Nth1 も対象にしたが、組換え酵素を中
心にした研究から意外な成果が出てきたの
で、こちらに集中した。単離したこれらの酵
素、タンパク質について主に生化学手法を用
いて試験管内での生化学機能を確定し、天然
変性領域の分子機能の解明を行った。一方、
高等動物モデルである酵母で、遺伝学手法を
駆使して、生体で行われている相同組換えで
の、天然変性領域の機能を解析した。これら
の解析結果を総合的に考察することで天然
変性領域を介したタンパク質間相互作用の
分子機能理解と生体での組換え機能の理解
とを結び付けた。 
 
４．研究成果 
(1) 組換えメディエーターRad52のC末端側
天然変性ドメインと Rad51 N 末端の天然変
性領域の機能：組換えメディエーターとは、
一本鎖 DNA 域に先ず結合する一本鎖結合タ
ンパク質（RPA, SSB）を排除し、同時に RecA
族組換え酵素を一本鎖 DNA に載せる一群の
タンパク質である。真核生物では、Rad52 の
機能として見つかり、Rad52 と乳がん原因遺
伝子 BRCA2 が代表である。Rad52 には種間
で構造が保存されている N 末端 DNA 結合ド
メインと保存されていない C 末端ドメイン
がある。我々は、ヒトの C 末端ドメインだけ

図１ 相同組換えの 2 つの経路：一対の平行線は二重ラセン
DNA を、点線は新たに合成された DNA 鎖を示す。SDSA 経
路ではジーンコンバージョンだけが起こる。交叉は減数分裂
には欠かせないが、倍数体体細胞では、LOH (ヘテロ接合性
喪失) を起こし、劣性変異を顕在化させ発ガンなどを引き起
こす。なお、本研究で、(3)から(4)へ進む段階と、二本鎖切断
修復経路の(4)(5)について、この図に示したこれまでの説で
は説明できない結果が得られた。 



を大腸菌細胞で発現して単離し、その部分が
単独では一定の折りたたみ構造を持たない
ことを NMR で確認した。酵母の Rad52 の C
末端ドメインだけを大腸菌細胞で発現・単離
し解析を行った。Rad51 はそれ自身で螺旋繊
維状の重合体を作るが、Rad52 C 末端ドメイ
ンを加えると脱重合し、それと 1:1 の複合体
を作った（図 2）。さらに、Rad52 の C 末端
ドメインには、Rad51 自身の重合に働く部位
に見られるアミノ酸配列 FVTA と共通配列
があった（図 2, A、349-352 番アミノ酸残基
の領域）。そこで、その中に F349A （Phe-349
の Ala 置換）変異を導入した。F349A は
Rad52C 末端ドメインの Rad51 への結合と
その脱重合活性のいずれをも阻害したこと
で、Rad52C 末端ドメインの Phe-349 が
Rad51 との結合に働くことが分かった。この
結合は Rad51 同士の結合と拮抗することで、
Rad51 の重合を阻害すると考えられる。さら
に、Rad52C 末端ドメインは、既に Rad51
との結合に働く別の部位が知られていた（図
2, A、409-412 番アミノ酸残基の領域）ので、
その中の F409A 変異の効果を調べたところ、
弱いが同様の結果を得た。さらに遺伝学解析
と生化学解析により、Rad52 の天然変性領域
中の Phe-349、Phe-409 での Rad51 との結
合が、Rad52 のメディエーター活性と細胞の

組換え修復で重要な働きをすることが明ら
かになった(Kagawa NAR 2014)。 
 
(2) Rad51 組換え酵素に働く Rad52 の新機
能：我々は既に 2 倍量の Rad52 が試験管内
でRad51の相同DNA対合活性を著しく促進
することを明らかにしている。本研究で、
Rad52のN末端ドメインにあるDNA結合機
能は、この Rad51 の相同 DNA 対合活性促進
機能は必要ではあるが、Rad52 の組換えメデ
ィエーター機能には不要であることが分か
った（Arai JBC 2011）。Rad52 の C 末端ド
メインはこの Rad51 促進機能に必要ではあ
ったが、既に述べた F349A と F409A は、こ
の促進機能を損なわなかった。(1)と(2)の結果
は、Rad52 の組換えメディエーター機能とそ
の Rad51 促進機能とは互いに独立した別の
組換えでの機能であることが明らかになっ
た。 
 
(3) 抗組換え酵素と言われていた Srs2 DNA
ヘリカーゼ（二重鎖を解く酵素）の天然変性
領域と Rad51、スライディングクランプ
PCNA との相互作用の新たな組換え機能：
Srs2 は ATP の加水分解を伴って DNA の二
重鎖をほどく活性（ヘリカーゼ活性）を持つ。
SRS2 遺伝子を欠く変異は体細胞での相同組

図 2 Rad52 C 末端ドメインの結合による Rad51 重合体の解
離：A. Rad52 全体、大腸菌で発現させた Rad52 C 末端ドメイン
とRad52 N末端ドメイン。酵母Rad52のN末端は、最初のATG
から34 番目のMetコドンであり、その番号でアミノ酸残基の番
号を示す。C. 上から、Rad52 C 末端ドメインのみ、Rad51 だ
け、Rad51 と Rad52 C 末端ドメイン混合液のゲル濾過。最下部
に示した混合液のゲル濾過の各画分の SDS ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動像で、タンパク質のピーク画分では、Rad51 と
Rad52 C 末端ドメインが 1:1 で複合体を作っていることが分か
る。この量比は沈降平衡法でさらに確認した （KagawaNAR 
42, 941, 2014, Fig. 1 から転載）。 

図 3 SDSA アッセイと、非相同末端結合(NHEJ)アッセイ：形
質転換体内で自律複製し１コピーだけ維持されるように DNA
複製開始配列（ARS）、セントロメア配列（CEN）、維持体を選
択できる遺伝マーカー（LEU2）をもつプラスミド DNA に対し
て、中央部を欠き、そこに、I-SceI エンドヌクレア－ゼの切断
配列を組み込んだウラシル合成系の遺伝子 URA3 の変異遺
伝子 ura3-intΔisceI を導入した。また、宿主となる細胞のゲ
ノムの本来の URA3 (染色体 V 上)の転写方向 5’側の領域と
その上流に欠失変異 5’Δ-ura3 を入れ、さらに、URA3 の 5’
上流部分から 5’Δ-ura3 の一部と重なる配列まで（ura3-3’
Δ）を染色体 XI に組み込んだ。この Ura-Leu-の表現型を示す
宿主細胞に対して、試験管内で I-SceI で切断したプラスミド
DNA で形質転換を行う。プラスミド上の URA3 の不足部分を
ura3-3’Δと 5’Δ-ura3 とを 5’側, 3’側切断端それぞれから
相同 DNA 対合、修復合成でコピーし、アニールさせるという
SDSA 経路による二本鎖切断修復で環状になる。環状にな
ったプラスミド DNA は安定に保持されて宿主細胞を、
Ura+Leu+形質転換体にする。一方、I-SceI による二本鎖切
断が NHEJ で修復されたプラスミド DNA をもつ形質転換体
は、Leu+となるが、Ura- であり、薬剤 5-FOA 耐性のまゝであ
る。もし、この修復が正確ならば、形質転換体から回収した
プラスミド DNA は、I-SceI により切断可能であり、エラーがあ
れば I-SceI で切れなくなる。以上によって、同じ DNA と宿主
を用いる形質転換実験で、SDSA、正確な NHEJ、エラーを伴
う NHEJ とを同時に測定できる（Miura Genetics 2012）。 



換えを大きく促進すること、試験管内で
Rad51 による相同 DNA 対合阻害を支持する
結果があることから、抗組換え酵素といわれ
ていた。 
① SDSA 経路での Srs2 の機能：二本鎖切断
修復経路での相同組換えの影響を受けずに、
SDSAによる相同組換えだけを測定する方法
は、これまでなかった。研究分担者の草野ら
は、SDSA だけを特異的に測定できるアッセ
イ法を開発した（図 3）。この方法を用いて組
換えに影響を与える遺伝子の変異の影響を
調べたところ、Srs2 が交叉を抑制することは
確認されたが、SDSA による相同組換えには

必要なタンパク質であることが明確に示さ
れた。また、機能未知の DNA/RNA ヘリカー
ゼに擬せられていた Irc20 が Srs2 と同じ経
路で、しかも SDSA と二本鎖切断修復経路と
の共通部分で働くことが明らかになった
（Miura Genetics 2012）。また、RNA ウイ
ルスアンタゴニストとして知られている
Slh1タンパク質が Irc20とともに二本鎖切断
修復の開始に関与していることが示唆され
た（第 35 回日本分子生物学会）。 

SDSA 経路では、Srs2 はその天然変性と予
測された領域の、それぞれに特異的な部位で、
Rad51 とは直接結合し、また、PCNA とは直
接結合し、かつ PCNA に連結した SUMO と
結合することが必要であること、Srs2のATP
分解を伴う二重鎖を解く活性を必要とする
ことが分かった（図 4, A, C、Miura PNAS 
2013）。この研究で、Srs2 は抗組換え酵素で
はなく、相同組換えで積極的な役割をもつタ
ンパク質であることが示された。Rad51 との
相互作用でヘテロ二重鎖部位に呼び込まれ
た Srs2 は、PCNA を呼び込み、自身の ATP
分解のエネルギーを使って二重鎖 DNA を解
く酵素活性で、PCNA を足場とする DNA 合
成酵素による修復 DNA 合成を補助すると考
えられる。 
② 二本鎖切断修復経路での Srs2 の機能：交
叉型相同組換えは、相同染色体同士の識別と
対合の安定保持を通して、相同染色体の分離
（姉妹細胞に相同染色体を一つずつ配分し
半数体を作る）に欠かせない。そのため、交
叉は減数分裂に欠かせない。しかし、交叉は
倍数体の体細胞ではヘテロ接合性の喪失を
伴い、それがガン抑制遺伝子で起これば発ガ
ンの原因になるなど、ヘテロ接合体で隠れて
いる劣性変異を顕在化させ、健康に有害な影
響がある。 

先に述べた通り、Srs2 は体細胞で交叉を抑
制しているが、変異の交叉に対する効果を解
析した結果、Srs2 の Rad51 と PCNA への直
接結合は、交叉抑制に必要であるが、SUMO
を介した PCNA への結合は必要ないことが
分かった。さらに意外なことに、Srs2 の ATP
分解と二重鎖を解く活性は交叉抑制に必要
ないことが明らかになった（図 4 A, E、Miura 
PNAS 2013）。この結果は、図１に示した従
来の交叉の機構である二本鎖切断修復経路
では説明困難で、この機構を見直す必要があ
る。我々は、図 5 に示した機構を提案した。
図 1 の(4)段階である修復 DNA 合成の前に、
Ｄループ部位から3’ 側に二重鎖DNA上に重
合していくRad51による相同DNA対合で一
本鎖 DNA 化した第 2 端捕捉が起こるという
機構である（Miura PNAS 2013）。Ｄループ
から二重鎖 DNA 部位への RecA の重合の伸
長は研究代表者により、また、二重鎖 DNA
に結合した RecA による一本鎖 DNA との相
同 DNA 対合は他の研究者により試験管内で
示されている。 

 

E 

図 4 Srs2 の欠失変異の相同組換えへの効果： A. 検討し
た変異の位置。783-859 が Rad51 との結合に必要な部位。
PIP は PCNA が直接結合する部位、SIM は PCNA に結合し
た SUMO が結合する部位。K41M, K41A はいずれも Srs2 の
ATP 分解活性と二重鎖を解く活性を損なう置換変異。C. 欠
失変異の SDSA による組換えへの効果。860-998 欠失以外
の調べた全ての変異が SDSA による組換えを損なう。E. ダ
ブルホリデー中間体を経由する交叉への効果。各変異の交
叉に対する影響。交叉については ARS と CEN を持たないプ
ラスミド DNA の宿主 DNA への組み込みで測定した。Srs2
全体、Rad51 との結合部位、または、PIP 部位の欠失変異で
は交叉が増加するが、K41M,または K４１A 置換変異では交
叉が増加しないことから、Srs2 の二重鎖を解く活性は交叉
の抑制に必要ないことが分かる。（Miura PNAS 110, 16067, 
2013, Fig. 3 から転載） 
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③ 相同組換えと非相同末端結合（NHEJ）：
SDSAアッセイでは組換え体の選択法を換え
るだけでNHEJも同時に測定できる（図3）。
その結果、意外にも、野生型での NHEJ によ
る二本鎖切断の修復においてエラーは全く
検出されなかった。一方、変異体解析の結果、
Rad51と Srs2の機能喪失では NHEJによる
二本鎖切断修復が昂進し、さらに、修復体の
10-20％がエラーを伴っていた。この結果は、
Rad51と Srs2が不正確なNHEJを抑制する
機能をも併せ持っているという新たな事実
を示す（Miura Genetics 2012; Miura PNAS 
2013）。 
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