
九州大学・理学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(B)（一般）

2023～2020

DNA複製と相同性依存的修復の正確性維持機構を統御する反応の解明

Unraveling the regulation of fidelity in DNA replication and homology-directed 
repair

５０４５２４２０研究者番号：

高橋　達郎（Takahashi, Tatsuro）

研究期間：

２０Ｈ０３１８６

年 月 日現在  ６   ９ １１

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：ミスマッチ応答機構は、DNA複製の誤りを修正するだけでなく、類似配列間の誤った
組換えも抑制する、ゲノムの品質管理機構である。興味深いことに、これら二つの反応は共通のセンサーによっ
て開始されるが、下流の動作は異なり、分岐メカニズムもよく分かっていない。本研究では、特に組換え制御の
メカニズムとクロマチン上での動作に焦点をあて、ツメガエル卵核質抽出液または精製タンパク質を用いて試験
管内再現系を構築することで、その動作原理と分岐制御のメカニズムを解析した。また、構築した系を利用し、
組換えの正確性を向上させる因子、低下させる因子を同定した。本成果は、ゲノム安定性の基礎的理解に貢献す
る。

研究成果の概要（英文）：The mismatch repair system handles both DNA biosynthesis and recombination 
errors to increase the fidelity in DNA replication and recombination. While these reactions are 
triggered by the same mismatch sensors, the downstream events are highly diverged. Importantly, the 
molecular mechanism of recombination regulation by the mismatch repair system remains ambiguous, and
 the pathway-choice mechanism of the two pathways is also poorly understood. In this study, we 
established biochemical model systems that recapitulate the regulation of recombination using 
Xenopus egg nucleoplasmic extracts and purified proteins. Using these systems, we identified factors
 that affect the fidelity of recombination. These results contribute to the basic understanding of 
genome maintenance.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノムの安定性は、がんなどのゲノム安定性疾患や、老化の背景として重要である。本研究で取り扱うミスマッ
チ応答機構は重要ながん抑制機構として知られ、この機構の破綻は孤発性および遺伝性発がんの原因のひとつと
なっている。本研究の成果は、ミスマッチ応答機構の動作原理の理解を進めるもので、基礎科学としてのゲノム
安定性、ゲノム品質管理の理解に貢献する。また、本研究成果は、ゲノム安定性維持機構の解明を通じて、発が
んや老化の理解にも貢献する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) MutSホモログのミスマッチセンサー複合体によって制御されるミスマッチ応答機構は、真
正細菌から真核生物まで広く保存された DNA修復機構である。このシステムは、DNA合成の
誤りによって生じるミスマッチ塩基を修復して複製正確性を高める（複製エラー修復）だけでな
く、類似配列間での誤った相同組換えを抑制して組換え正確性も高める（組換えエラー抑制）こ
とが知られる。すなわち、この機構は複製と組換えの誤りに応答するゲノム品質管理機構として
動作する。 
(2) ミスマッチ応答機構が果たすこれら二つの役割は、真正細菌から真核生物まで良く保存され
ている。ところが興味深いことに、真正細菌と真核生物では、これらの二つの反応に機能する因
子群、およびそれらの酵素活性に無視できない差異があり、したがって、これら二つの反応動作
のディテールは、真正細菌と真核生物で、少なくとも部分的に異なると予想されている。特に真
核生物では、複製エラーの修復と組換えエラーの抑制に必要な因子群が大きく異なっている。 
(3) 具体的には、真核生物の複製エラー修復、組換えエラー抑制両方において、ミスマッチセン
サーであるMutSホモログ複合体は必須である。しかしながら、その下流因子は大きく異なり、
複製エラー修復にはヌクレアーゼであるMutLα、Exo1、複製クランプ PCNAなどが必要であ
るのに対し、組換えエラー抑制にはこれらの因子の機能は必要とされないか、あるいはマイナー
な役割しか果たさないと考えられている。その逆に、組換えエラー抑制にはヘリカーゼが必須で
あるが、真核生物の複製エラー修復にはヘリカーゼは要求されない。 
(4) 真核生物においては、ゲノムがクロマチン構造を取るという点で、さらなる複雑性が存在す
る。一般的に、クロマチン構造は DNA複製、転写、修復などの障害となり、真核生物はクロマ
チン構造を移動、解体、あるいは変換することで、これらの反応をスムースに進めるためのメカ
ニズムを有する。この反応の中心酵素が、ATP 依存性クロマチンリモデリング因子であり、こ
の酵素は特に転写を中心に、複製、修復なども含めた様々なゲノム維持反応を促進する。しかし
ながら、ミスマッチ応答機構が制御する上記二つの反応が、どのようにしてクロマチン上で機能
するかについての知見は、極めて限定的である。 
(5) 我々のグループでは、ツメガエル卵核質抽出液をモデル系に、ミスマッチ応答機構が制御す
る様々な反応の試験管内モデル化に取り組んできた。本研究の開始時点では、複製エラー修復反
応のモデル化と、それを用いた複製エラー修復のメカニズム理解（Kawasoe et al., eLife, 2016）、
クロマチン上での反応促進機構の同定（Terui et al., Genes Dev, 2018）を達成していた。後者
については、クロマチンリモデリング因子 Smarcad1 が、主たるミスマッチセンサー複合体で
あるMutSαと相互作用すること、これによってミスマッチ塩基周辺のヌクレオソームが広い範
囲で排除されることを示した。また、組換えエラー抑制の試験管内モデル化も進めてきた。 
(6) 一方で、本研究の開始時点で、複製エラー修復と組換えエラー抑制を分岐させるクリティカ
ルなメカニズムや、組換えエラー抑制の動作メカニズムの大半はよく分かっていなかった。また、
Smarcad1が複製エラー修復を促進する動作原理も不明であった。さらに、組換えエラー抑制が
クロマチン上で機能する仕組みについては全く分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 上述のように、複製エラー修復と組換えエラー抑制は、同じミスマッチセンサーを起点とし
て起動する反応でありながら、下流因子および最終産物は大きく異なる。さらに、これらの反応
はクロマチン上で起こるはずである。本研究では、複製エラー修復と組換えエラー抑制の分岐メ
カニズムの理解、およびこれらの反応がクロマチン上で起こる仕組みの理解を、長期達成目標に
掲げた。 
(2) この目標を分解、整理すると、一つの要素は組換えエラー抑制の動作メカニズムにたどり着
く。すなわち、組換えエラー抑制の動作原理が分からなければ、その反応制御機構を理解するこ
とはできないからである。したがって、本研究計画の主たる具体的達成目標は、組換えエラー抑
制反応の動作原理の解明に置いた。 
(3) また同様に、組換えエラー抑制がクロマチン上で起こる仕組みの理解には、クロマチン上で
ミスマッチ応答機構を補助するシステムのメカニズム理解が不可欠である。Smarcad1が関与す
る経路は、この機構の重要な部分を担っていると予想されるため、Smarcad1がミスマッチ応答
機構を促進する動作の理解は、本研究の長期目標を達成するために必須であると考えられた。こ
れらのことから、本研究の具体的達成目標の一つに、Smarcad1依存的クロマチンリモデリング
反応のメカニズム解明を置いた。 
 
３．研究の方法 
(1) 上記の具体的な達成目標は、全て複合的な生物反応の理解であり、その達成には、アプロー
チのさらなる分解と、多面的な解析が必要となる。特に組換えエラー抑制の理解には、反応全体
を再現するモデル系からの知見と、部分反応の再現による要素分解的な知見の両方が必要であ
ると考えた。 



(2) そこで本研究では、まず第一のアプローチとして、ツメガエル卵核質抽出液をモデル系に、
組換えエラー抑制を試験管内モデル化し、その動作原理を探ることを試みた。さらに第二のアプ
ローチとして、組換え酵素やミスマッチセンサー、ヘリカーゼを精製し、これらを試験管内で混
合することで、鎖交換反応や DNA 鎖の引き剥がし反応を再構成することを目指した。 
(3) クロマチン上での反応を支える中心因子である Smarcad1の動作原理の理解には、生化学的
なモデル化が必須と思われた。そこで、ヌクレオソーム、ミスマッチセンサー、Smarcad1を用
いてヌクレオソーム一つを変換するモデル系を構築し、これを利用して Smarcad1 の動作原理
を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 我々はまず、ツメガエル卵核質抽出液をモデル系に、組換えエラー抑制の試験管内モデル化
に取り組んだ。本研究開始時点までに、一本鎖アニーリング（SSA）を組換え反応のモデルに用
いることで、相同性が 100%でない配列間での SSA の抑制を試験管内再現することに成功して
いた。また、特異的抗体を用いた免疫除去を利用し、このときに必要なヘリカーゼの同定にも成
功していた。これらを土台に、本研究では、組換えエラー抑制を高感度に検出する系の構築に取
り組んだ。 
(2) 具体的には、二つの異なる基質を混合
し、複数 SSA反応を競合的に行わせる系
を構築した（図１）。この系では、相同性
が100%のペアと100%でないペアを用意
し、これらを混合して競合的に SSA反応
を行わせる。相同性が 100%であるペアが
どの程度好まれ、100%でないペアがどの
程度排除されるかは、組換えエラー抑制
の効率を反映するはずである。 
(3) この競合アッセイを用いることで、ミ
スマッチセンサーMutSα、および組換え
エラー抑制のヘリカーゼが、共に SSAの
正確性を向上させる役割を持つことが示
された。さらに、時間経過を追って反応を
解析することで、それぞれの反応産物が生じるキネティクスも明らかにした。 
(4) 意外なことに、この系から複製エラー修復因子MutLαを免疫除去すると、SSAの正確性の
向上が観察された。このことは、ヌクレアーゼであるMutLαは組換えエラー抑制と拮抗して機
能する事を示唆する。この結果は同時に、複製エラー修復と組換えエラー抑制の分岐はスイッチ
的ではなく、むしろ二つの経路が拮抗的に動作することを予想させる。この点については今後の
重要な研究課題となる。 
(5) 我々は次に、組換えエラー抑制を部分反応に分解し、それぞれを精製タンパク質を用いて再
構成しようと試みた。具体的には、組換え酵素 Rad52に依存した SSA反応、ヘリカーゼに依存
した鎖引き剥がし反応、ミスマッチセンサーによるミスマッチ認識反応をそれぞれ、あるいは組
み合わせて再現し、SSAの正確性向上を再現することを試みた。 
(6) Rad52 に依存した SSA 反応については多数の先行研究がある。これらと一致し、我々自身
が精製したツメガエル Rad52も、効率の良い SSA促進を示した。また、ヘリカーゼについても
活性測定の先行研究があり、我々自身でもヘリカーゼ活性を観察することに成功した。 
(7) 興味深いことに、Rad52とヘリカーゼを混合することで、一定レベルの SSA正確性向上が
観察された。この実験ではミスマッチセンサーを加えていないことから、ヘリカーゼ単独でも一
定のミスマッチ指向性を持ち、限定的な組換えエラー抑制を行う能力があることが示唆された。
ただし、この結果の解釈には慎重を要する。すなわち、相同性が低いペアでは当然に DNAのア
ニーリング安定性が低く、本実験はこの影響を受けている可能性がある。そこで今後は、より長
い DNA基質を利用するなど、DNAの熱的安定性の影響を受けにくい系を構築していく必要が
あると考えられた。さらに、ミスマッチセンサーをこの系に加えることは必須であり、今後その
条件検討を進めていくことが必要である。 
(8) Smarcad1の関与する反応については、ヌクレオソーム、ミスマッチセンサー、ミスマッチ
塩基、Smarcad1 からなるシンプルなリモデリング系を構築し、その動作原理の理解を進めた。
重要なことに、Smarcad1はミスマッチセンサーとミスマッチ塩基に依存した、一方向性のクロ
マチンリモデリング活性を示した。この結果は、Smarcad1がミスマッチ応答機構を補助するメ
カニズムの本質的な動作であると予想され、Smarcad1が組換えエラー抑制を促進する可能性を
含め、今後の研究の重要な土台となる成果が得られた。この研究は、一部をがん研究会、がん研
究所の大学保一博士との共同研究として行った。 
(9) これらに加え、研究を発展させるための新しい試みも行った。ミスマッチ応答機構の理解に
は、ミスマッチセンサー複合体を中心とした相互作用ネットワークを解明することが必須であ
る。この目的のため、免疫沈降実験、ミスマッチ DNA 結合因子の網羅的同定実験などを進めた。
また、真核生物のミスマッチセンサーには、MutSα、MutSβの二つがあるが、これら二つの因
子の相互作用ネットワークの違いについても解析を進めた。この研究は、熊本大学発生医学研究

 
図 1: SSA 正確性アッセイ 
アッセイの概念図。⼆つの基質を混合することで、相
同性が完全なペアと不完全なペアを競合させる。(B)実
験結果例。競合条件では、相同性が完全なペアが優先
的に組換えを起こし、不完全なペアの組換えは抑制さ
れる。 



所、石黒啓一郎博士との共同研究として行った。 
(10) また、関連研究として複製エラー修復に必須の複製クランプ、PCNA の動態も解析した。
PCNA はクランプローダー複合体によって DNA に乗せられ、アンローダー複合体によって
DNAから外される。本研究では、複製エラー修復のメカニズム理解のために、アンローダー複
合体の動作についても解析を進めた。ツメガエルが持つクランプローダー、アンローダー複合体
を個別に免疫除去し、Atad5 を含む複合体が主たるアンローダーであることを突き止めた。ま
た、ミスマッチセンサー由来のペプチドが、Atad5による PCNAアンローディングを阻害する
事も見いだした。これらの結果は、Atad5が PCNAをクロマチン上から除去すること、ミスマ
ッチ応答機構はミスマッチセンサーを介してこれを阻害し、複製エラー修復に必要な PCNAを
確保することを示唆する。本研究は英国 Dundee大学の J. Julian Blow 博士らとの共同研究と
して実施した（Kawasoe et al., J Biol Chem, 2024）。 
(11) さらに、組換えエラー抑制と関連して、DNAの切断修復に伴うDNA 鎖のプロセッシング、
および DNA 鎖の検知機構についても解析を進めた。ツメガエル卵抽出液では、DNAの構造セ
ンサーである MRN 複合体と 9–1–1 複合体が、重複して DNA 切断損傷検知に必要であった。
また、意外なことに、これら二つのセンサー複合体は、DNA二重鎖切断末端の削り込みにも必
要であった。これらの結果は、SSAなどの組換え反応に先立って、MRNと 9–1–1の二つの DNA
構造センサー複合体が、切断末端の適切な検知とプロセッシングをオーガナイズすることを示
す。本研究は、長浜バイオ大学の大橋英治博士との共同研究として行った。（Tatsukawa et al., 
Nucl Acid Res, 2024） 
(12)本研究では、組換えエラー抑制のメカニズム理解、ミスマッチ応答にともなうクロマチンリ

モデリングのメカニズム理解、ミスマッチ応答機構の動作メカニズム理解、DNA二重鎖切断応答

のメカニズム理解を進め、それぞれに重要な進展を得た。特に組換えエラー抑制については、必

要とされる因子と、大まかな動作が描写できるようになり、今後の研究のための重要な土台が構

築された。またクロマチンリモデリング因子 Smarcad1についても、その基本的な動作メカニズ

ムが分かってきた。今後は、これらをさらに複雑に組み合わせ、より詳細な動作原理を理解する

ことで、複製エラー修復と組換えエラー抑制の決定的な分岐機構が明らかになると期待される。 
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