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研究成果の概要（和文）：本研究課題の目的は、試験管内で相同組換えを制御して利用すること

により、人工的に新規遺伝子、新規タンパク質を創出する基盤技術を構築することである。そ

こで本課題では、まず相同組換えに必要と考えられるすべてのタンパク質群の大量調製を行っ

た。続いて、それらタンパク質群を用いて、相同組換えの素過程を試験管内に再構成し、その

最適化を図った。そして最終的には、すべてのタンパク質群を試験管内に混合し、相同組換え

系全体を再構成することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to reconstitute homologous recombination 
in vitro, which can be used to produce hybrid genes and proteins. In this study, all 
proteins which participate in homologous recombination were prepared. Using these 
proteins, each step of homologous recombination was reconstituted in vitro. After 
optimization of each step, whole homologous recombination system was successfully 
reconstituted in vitro.     
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１．研究開始当初の背景 

有性生殖において、父方、母方由来の遺伝
子を混合する DNA 相同組換え（相同組換え）
は、卵や精子などの配偶子を形成する際に必

ず行われ、生命に遺伝的多様性を付与する重
要な生命現象である。この反応は時に互いに
似た配列を持つ領域で DNA を組換え、DNA に
含まれる情報を混合し、新しい遺伝子、新し



いタンパク質を創製する。現代まで動植物の
新しい品種などを生み出してきた交配や育
種技術は、まさにこの現象を利用したものだ
といえる。さらに研究開始当時においては、
生誕時には持ち得ない抗体に対応する遺伝
子も、相同組換えによって創出されることが
明らかになっており（Nature Biotech., 23, 
731-735, 2006）、相同組換え反応が、もとも
と存在する遺伝子同士を掛け合わせ、新しい
機能を持った遺伝子やタンパク質の創出に
直結した非常に重要な現象だと考えられる
ようになっていた。 
 
 
２．研究の目的 

本研究課題の目的は、試験管内で上述の相
同組換えを制御して利用することにより、人
工的に新規遺伝子、新規タンパク質を創出す
る基盤技術を構築することであった。この技
術の確立は、世の中に存在しない新たな生理
活性分子や酵素を創出することを意味して
おり、医学、農学、生物学など多分野におい
てブレークスルーになることは間違い無い
と考え、その発案に至った。 
 当時は、上述の相同組換えを模して新しい
遺伝子を人工的に創出するというと、PCR を
利用したキメラ遺伝子（由来が異なる複数の
遺伝子から構成されるハイブリッド遺伝子）
の作製があげられることが多かった。この方
法でも、新しい形質を持ったタンパク質を探
索することは不可能ではなかったが、非効率
で、ブレークスルーを生み出す手法にはなり
えていなかった。実は、PCR がまだ一般的で
ない時代にはキメラ遺伝子は相同組換えを
利用して作製されていた（J. Mol. Biol., 226, 
651-660, 1992）。これは、混ぜ合わせたい一
対の似た遺伝子をプラスミドにのせて大腸
菌内に挿入し、大腸菌内で大腸菌が自然に行
う相同組換えを利用するというものであっ
た。しかしながら、本手法は生細胞を用いた
DNA 組換え実験を伴うため、バイオエンジニ
アリングなどの分野で活用されることなく
PCR に取って代られるようになった。 

研究開始当初、細胞内での相同組換えに関
与するタンパク質群とその機能が明らかに
なりつつあり、試験管内で相同組換えを効率
よく起こせる可能性が見えてきていた。そこ
で、本研究課題では、相同組換えに必要なす
べてのタンパク質群を試験管内に混合し、試
験管内で相同組換えを起こすことを大きな
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

本研究課題では、まず、試験管内での相同
組換えに必要と考えられるタンパク質群
（RecA, RecF, RecJ, RecO, RecQ, RecR, RecX, 

RuvA, RuvB, RuvC, SSB, DNA
ポリメラーゼ，DNA リガーゼな
ど）を全て単離精製する必要が
あった。その際、常温下の試験
管内で相同組換えを進行させ
ること、また、将来的には産業
的にも応用することを考慮し、
使用するタンパク質は常温で
安定であり、精製が容易で大量
調 製 し や す い 高 度 好 熱 菌
Thermus thermophilus（tt）由
来のものを採用した（好熱菌タ
ンパク質は大腸菌内で大量発
現させた後，熱処理で大半の大
腸菌由来のタンパク質を除く
ことが可能である，左図，レー

ン１：菌体破砕液，レーン２：熱処理後の上
清，矢印：ttRecX）。 

タンパク質の精製が完了次第、それらタン
パク質による試験管内での相同組換え反応
を各ステップに分割して観察した。その際、
タンパク質濃度や濃度比などを変化させ、そ
の最適化を行なっていった。同時に、機能を
欠損させた各タンパク質の変異タンパク質
を調製し、それらを系に添加するなどして反
応の可逆性を抑制し、これら相同組換え系の
綿密な制御法に対する知見を得た。 
 最終的に、すべてのタンパク質群を一同に
試験管内に混合し、相同組換え反応全体の再
構成を試みた。モデル系としてプラスミド
DNA を使用し、組換えられる方を直鎖状二本
鎖 DNA、組換えられる DNA に配列を提供する
テンプレートとして環状二本鎖 DNAを用意し
た（下図参照）。RecJ，SSB を用いて直鎖状二



本鎖DNAの末端を3端突出単鎖DNAに加工し、
そこに 3端突出単鎖 DNA 領域を相同な二本鎖
DNA に対合させる活性を持つ RecA、また SSB
で覆われた単鎖 DNA 領域を RecA に受け渡す
役割を持つ RecF，RecO，RecR を加え、その
試験管内での生成物をアガロース電気泳動
により解析した。 
 
 
４．研究成果 

試験管内相同組換えに必要と考えられる
タンパク質群（RecA，RecF，RecJ，RecO，RecR，
RecX，SSB）の大量調製に成功し、１）RecJ， 
SSB を用いて試験管内で二本鎖 DNA を 3 端突
出単鎖 DNA へ加工することに成功した（上述
のアガロース電気泳動において、蛋白ありの
レーンの直鎖上 DNAが蛋白なしのレーンのも
のよりも短くなっているのは、直鎖上 DNA が
3 端突出単鎖 DNA へ加工されたためである）。
２）その際、必要と考えられていたヘリカー
ゼは必要ないことを明らかにした。３）RecO，
RecR を用いて、SSB で覆われた単鎖 DNA 領域
を RecA に受け渡すことに成功した。４）そ
の際、必要と考えられていた RecF も必要で
ないことを明らかにした。さらに、５）これ
ら素過程を詳細に解析し、各過程における最
適なタンパク質の濃度比の決定に成功した。
最終的にすべてのタンパク質を試験管内に
混合し、６）直鎖状二本鎖 DNA の両 3端突出
単鎖 DNA 領域がそれぞれ環状二本鎖 DNA の相
同領域に対合した、三量体プラスミド DNA の
生成に成功した（アガロース電気泳動の図参
照）。このことは、試験管内に用意した二対
の DNA間で相同組換えが生じたことを示して
いる。  
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