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研究成果の概要（和文）：相同組換えの中心反応は、RecA ファミリーリコンビナーゼによるDNA鎖交換反応であ
る。本申請研究では、分裂酵母の２つのRecAファミリーリコンビナーゼ（Rad51とDmc1）について、その反応制
御機構を詳細に解析した。その結果、１）３ステップDNA鎖交換反応機構における２種類のRad51 DNA結合モチー
フの役割、２）2種類の補助因子Swi5-Sfr1とHop2-Mnd1が段階的に互いを補うように作用するDmc1のDNA鎖交換反
応促進機構、３）Swi5-Sfr1複合体補助因子がRad55-Rad57補助因子を介してRad51にリクルートされる高次複合
体形成機構など、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study dissects the regulatory mechanisms of two RecA family 
recombinases, Rad51 and Dmc1, in the process of fission yeast Schizosaccharomyces pombe homologous 
recombination, focusing on the DNA strand exchange reaction. We found that 1) two Rad51 DNA binding 
motifs play a distinct, crucial role at different steps in the three-step DNA strand exchange 
process, 2) Dmc1, with the aid of auxiliary factors Swi5-Sfr1 and Hop2-Mnd1, enhances the DNA strand
 exchange reaction in a sequential fashion, 3) the binding residues of Sfr1 to Rad51 are identified 
by NMR and UV induced cross-linking experiments, and 4) the Swi5-Sfr1 complex is recruited to Rad51 
via another auxiliary factor Rad55-Rad57 complex.

研究分野： 分子生物学、分子遺伝学

キーワード： 相同組換え　組換え修復　DNA鎖交換反応　RecA ファミリー　リコンビナーぜ　Rad51　分裂酵母　Dmc1
　ATPase

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RecAファミリーリコンビナーゼがどのように相同鎖を認識し、それに続くDNA鎖交換反応が進行するのか、その
メカニズムは長い間、分子生物学の重要な課題となっていた。しかし、今回の研究により、DNA結合モチーフが
これらの過程に直接関与し、どのように反応が進むのかを分子反応論的に具体的に示すことができた。さらに、
Rad51とDmc1の二つのリコンビナーゼでは、それぞれ二種類の因子による異なる活性化の分子反応機構が明らか
になった。これらの成果は、相同組換えの分子機構研究だけでなく、DNAの複製や修復といった関連分野、さら
にはガン発生機序に関連する医学分野にも大きな影響を与える、重要な学術的成果となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
相同組換えや組換え修復は共通な３段階のステップに分けられる。初期過程は、DNA の二重

鎖切断（DNA double strand break: DSB）の切断末端が加工され、3’末端が突出した単鎖 DNA 
(single-stranded DNA: ssDNA) が生成される過程、中期過程は、生じた ssDNA 領域に ATP 依存

的組換え酵素である RecA ファミリー リコンビナーゼが結合して presynaptic フィラメントを

形成し、それが相同組換えの中心となる DNA 鎖交換反応を行う過程であり、バクテリアでは

RecA、真核生物では体細胞分裂と減数分裂の両方で働く Rad51 と減数分裂特異的な Dmc1 な

どが関与する。後期過程は、組換え中間体である D-ループや Holliday 構造がプロセッシング

される過程である。本申請研究では、中期過程でおこる RecA ファミリー リコンビナーゼ の
うち、分裂酵母の Rad51 と Dmc1 よる DNA 鎖交換反応のメカニズムに注目した。 

Rad51 依存的 DNA 鎖交換反応には様々な活性化補助因子が関与していることが知られてい

る。分裂酵母の場合、Swi5-Sfr1 複合体と Rad55-Rad57 複合体が、独立のパスウエイで働き、分

裂酵母 Rad51(spRad51)による DNA 鎖交換反応を活性化する (Akamatsu et al PNAS 2003, EMBO 
J 2007)。申請者のグループは、これまでの解析から、Swi5-Sfr1 複合体は Rad51 presynaptic フ
ィラメントを安定化することで、DNA 鎖交換反応を促進する（Hurata et al Nat Struct Mol Biol 
2006, Kurokawa et al PLoS Biol 2008）。 

本計画研究を申請にあたり、蛍光共エ

ネルギー移動（ Fluorescence resonance 
energy transfer: FRET）を用いた２種類のリ

アルタイムアッセイ系を確立し、反応ダ

イナミズムを解析することに成功してい

た（図１）。これは、presynaptic フィラメ

ントを形成する ssDNA を標識するか、

DNA 鎖交換によって放出される ssDNA
を標識するかの違いによって、FRET によ

るアクセプターの蛍光が減少する（DNA
鎖対合反応アッセイ）、もしくは上昇する

（DNA 鎖交換反応アッセイ）ことをモニ

ターするものである。このアッセイ系に

よって、spRad51 による DNA 鎖交換のリ

アルタイムモニターが可能となる。 
このシステムを利用して、反応キネティクスのシミュレーションを実施した。その結果、DNA

鎖交換反応が 2 つの中間体（C1 と C2）を経て 3 つのステップで進行することが明らかになった

（図 2）。最初のステップ１では、presynaptic フィラメントとドナー二重鎖 DNA（dsDNA）と

の間で最初の複合体 C1 が形成される。次のステップ２では、C1 複合体から第二の複合体 C2 へ

移行する。最後のステップ３では、C2 複合体からヘテロ二重鎖が形成され、その形成に関与し

なかった方の ssDNA 鎖が元の dsDNA から放出される。 
Swi5-Sfr1 複合体は、ステップ 2（C1 から C2 への遷移）とステップ 3（C2 から ssDNA の放

出）を促進し、これには Rad51 の ATP 加水分解が必要である。 
2 つの中間体（C1 と C2）をさらに詳しく分析し、C1 では presynaptic フィラメント中の ssDNA

とドナーの dsDNA が並んで配置されているが、C2 では presynaptic フィラメント中の ssDNA が

dsDNA の相補鎖と絡み合って新たな二重鎖（ヘテロ二重鎖）を形成していることを明らかにし

ていた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．FRET を利用した DNA 鎖交換反応の 
二種類のリアルタイムアッセイ法  

 

図 2．spRad51 による DNA 鎖交換反応のモデル図．灰色の球は Rad51 を示す。C1 と C2 では、二重
鎖の対合鎖が異なることに注意． 



２．研究の目的 
本申請では、上記の FRET を利用したリアルタイムアッセイ系に加え、様々な手法を有効に

利用して、次の問いを解明することを目指した。 
1) Rad51 による DNA 鎖交換反応の分子機構解明 
2) Swi5-Sfr1 複合体や Rad55-Rad57 複合体など、Rad51 補助因子による鎖交換反応の活性化機

構の解明 
3) 分裂酵母 Dmc1 リコンビナーゼによる DNA 鎖交換反応機構の解明 
 
３．研究の方法 
Rad51 による DNA 鎖交換反応の分子機構解析には、Rad51 の２つの DNA 結合部位(Site I と Site 
II) の変異体を用いて解析した。Site I には 2 本の DNA 結合ループ（L1 と L2）及び、第 2 DNA
結合部位内の 2 カ所の DNA 結合部位アミノ酸を、それぞれアラニンに置換した変異体を解析し

た。また、Swi5-Sfr1 と Rad51 の相互作用は、NMR と部位特異的クロスリンク法を用いた。その

他、通常の分子生物学的手法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
1) Rad51 による DNA 鎖交換反応の分子機構解明 

分裂酵母 Rad51 の第 1 DNA 結合部位 (Site I) 内の 2 本の DNA 結合ループ（L1 と L2）及
び、第 2 DNA 結合部位 (Site II) 内の 2 カ所の DNA 結合部位アミノ酸を、それぞれアラニ

ンに置換した変異体を作成し、解析した。その結果、Arg-257（L1 ループ）はドナー二重鎖

の捕捉に、Val-295（L2 ループ）は中間体遷移，第 2 DNA 結合部位は ssDNA及び dsDNA
の呼び込みに重要な働きをしていることを明らかにした (Ito et al Nat comm 2020)。これら

の結果を総合して、DNA 鎖交換反応モデルを提唱した（図 3）。 
2) 分裂酵母の減数分裂特異的リコンビナーゼ Dmc1、及び、補助因子 Swi5-Sfr1 と Hop2-Mnd1

を高純度に精製し、試験管内で Dmc1 依存的鎖交換反応系を再構成して反応機構を解析し

た。その結果、2 種類の補助因子は、全く異なる機構で Dmc1 を活性化しており、この二つ

の補助因子が段階的に互いを補うように Dmc1 の DNA 鎖交換反応を促進することを明ら

かにした (Tsubouchi et al PNAS 2021)。 
3) Swi5-Sfr1 複合体による Rad51 の DNA 鎖交換反応の活性化機構 

NMR及び、細胞内クロスリンクの実験から、Sfr1 の N 末半分に Rad51 との相互作用に関

与する部位が 2 カ所存在することを明らかにした（図 4A 及び B）。この 2 カ所の相互作

用アミノ酸 7 個をすべてアラニンに置換した変異体 Sfr1-7A を作成した。Rad51 による試

験管内鎖交換反応に対する影響を調べたところ、Swi5-Sfr1-7A 複合体は、活性化能をほと

んど示さなかった。興味深いことに、sfr1欠失変異株は組換え DNA 修復能に欠損を示した

が、sfr1-7A 変異株においては、それがほとんど観察されなかった（図 4C）。ところが、

rad57 欠損変異株のバックグラウンドでは、sfr1-7A 変異株も sfr1 欠損株と同等の欠損を

示した（図 4D）。 
 

 
 
図 3．Rad51 による DNA 鎖交換反応の分子機構のモデル． Rad51 の 3 個の単量体を A, B, C と表した．
DNA 結合ループ 1 の R257、ループ 2 の V295 は各生物種 Rad51 間に高度に保存されているアミノ酸残基
である．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（Ito et al Nat Commun 2020）． 



Rad51 結合部位を欠損した Sfr1 の免疫共沈降実験などの解析から、Rad55-Rad57 複合体が

Swi5-Sfr1 複合体と相互作用して働くことを明らかにした。すなわち、Swi5-Sfr1 が Rad55-
Rad57 を介して Rad51 にリクルートされる新規機構を明らかにした（図 4E; Argunhan et al 
eLife 2020)。 

 
 

 
 
図 4． Sfr1-N 末端領域の spRa51 との相互作用部位の解析  (A) 添加する Rad51 の量を変化させ
た 15N 標識 Sfr1N の 1H-15N HSQC スペクトルの重ね合わせ図．(B) 光反応性アミノ酸 p-ベンゾイ
ル-L-フェニルアラニン (pBPA) を用いたクロスリンク実験結果の例．Sfr1 の S-109, P-110, L-111, R-
112 を置換し spRad51 とクロスリンクした反応産物を SDS-PAGE で解析した．(C)と(D)  Rad51 結合部
位のアラニン変異体（sfr1-7A)の紫外線損傷修復能．Sfr1 欠失株（sfr1D）は高い紫外線感受性を示す
が、sfr1-7A 単独変異では紫外線損傷修復に大きな欠損を示さない (C) ．一方、rad55 欠損変異株
（rad55D）との二重変異では、sfr1-7A と sfr1Dは同等の高い感受性を示した．(E) Swi5-Sfr1や Rad55-
Rad57 複合体を含む、Rad51 補助因子の物理的且つ遺伝的相互作用モデル（Argunhan et al eLife 
2020) 



その他、申請研究の段階では想定していなかった、以下の成果を得ることができた 
 
4) リコンビナーゼによる鎖交換反応の基質の生成機構は、MRN-Ctp1/CtIP が重要な働きをし

ている。本期間に、分裂酵母 Ctp1 の C 末端 15 アミノ酸が、Mre11 のエンドヌクレアーゼ

活性を促進することを見出した。またこの配列をヒト CtIP タンパク質も有しており、同様

にヒト MRE11 エンドヌクレアーゼ活性を促進した。このことから、真核生物に共通する普

遍的な MRN制御機構を明らかにした (Zdravković et al, PNAS 2021)。 
5) 分裂酵母 Rrp1 タンパク質はトランスロケース活性とユビキチンリガーゼ活性を有するユ

ニークなタンパク質である。この２種類を活性によって Rad51 を制御していることを明ら

かにした (Muraszko et al Nucleic Acids Res 2021)。 
6) 担子菌酵母 Naganishia Liquefaciens (ナガニシア酵母)のドラフトゲノムを決定し、Rad51 を

始めとする相同組換えに関与する遺伝子群を解明した（Han et al MRA 2020）。さらに、そ

れらの欠損株を作成して遺伝学的解析を行い、Rad51 と Rad52 タンパク質は異なる組換修

復経路で組換え機構を介した遺伝子ターゲッティングに働くことを明らかにした (Palihati 
et al Curr Genet 2021)。 
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