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研究成果の概要（和文）：相同 DNA 組換えは、ゲノムの安定維持に重要である。その分子機構を

明らかにするために、組換え反応を触媒するタンパク質 RAD52 と一本鎖 DNA との複合体の立体

構造を X 線結晶構造解析法により明らかにした。RAD52 に結合した一本鎖 DNA は、これまでに

類のない右巻きのらせん構造を形成し、塩基が露出していることが分かった。この構造は、効

率よく相同組換えを行うのに適していると考えられた。相同組換えの詳細な分子機構を説明す

る初めての構造である。

研究成果の概要（英文）：Homologous recombination is an important mechanism for genomic
stability. To understand the underlying molecular mechanisms, three-dimensional
structures of RAD52-single-stranded DNA complexes were solved by X-ray crystallography.
The single-stranded DNA bound to RAD52 has a characteristic, right-handed helical
structure, with bases exposed to the solvent. This structure appears suitable for the
efficient search of homologous DNA sequences. The present structure provides the first
clear view of how DNA homology search takes place.
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１．研究開始当初の背景

相同組換えは、DNA を正確に修復すると同
時に減数分裂において遺伝子の多様性を生
み出すという、生物にとって重要な働きを担
う。

また相同組換えは、ゲノムの情報を正確に
書き換えるツールとして、医療、食物の品種
改良、遺伝子工学など、あらゆる分野での応
用が期待されている。
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しかし、組換え反応の詳細な分子機構は未
だ未解明であり、これを明らかにするために
必要である構造生物学的解析はごくわずか
しか報告されていない。

相同組換えの分子機構を解明する上で、も
っとも重要な酵素の一つが、RAD52 タンパク
質である。これまでの申請者の研究によって、
RAD52 が組換え反応を触媒する酵素であるこ
とが明らかになっている。

RAD52 は、生物界で広く保存されている
RecA ファミリーの組換え酵素群と、アミノ酸
の配列および立体構造がまったく異なるこ
とから、RAD52 をはじめとする新規の組換え
酵素群の存在が考えられる。従って、RAD52
の分子機構の詳細な解析は、RecA ファミリー
など他の種類の組換え酵素と共通した、相同
組換えの基本的な分子機構を明らかにする
と同時に、RAD52 をはじめとする新規の組換
え酵素群特有の機能と役割について重要な
知見を与えることが考えられる。

２．研究の目的

本研究は、DNA 組換え反応の分子機構を解
明することを目的とする。申請者は組換え反
応を触媒する RAD52 に着目し、RAD52 がどの
ようなメカニズムで DNA間の相同な領域を検
索するのかを、RAD52・DNA 複合体の X線結晶
構造解析より明らかにすることを目指す。

３．研究の方法

これまでの研究から、RAD52 はポリプリン
配列（polyA）より、ポリピリミジン配列
（polyT、polyC）に優先的に結合することが
分かっていた。そして RAD52/polyC 複合体に
ついては、構造解析が可能な大きさの結晶が
得られていた。しかし、この結晶は壊れやす
く、結晶から得られる X線回折情報が極めて
少ないため、構造解析が困難であった。

本研究では、結晶構造解析に耐えうる良質
なRAD52/一本鎖DNA複合体の結晶を調製する
ために、一本鎖 DNA の配列に再度着目した。
polyC オリゴヌクレオチドで良質な複合体結
晶が得られなかった理由として、複合体が不
均一であることが考えられた。そこで、polyC
配列の中に、プリン残基を様々な位置に挿入
した配列をデザインし、それぞれの配列を用

いて複合体の結晶化を行った。その結果、構
造解析に耐えうる良質な結晶が得られる配
列が見つかった。

この結晶について、SPring-8 放射光施設で
X 線回折データを収集し、分子置換法によっ
て構造を決定した。

４．研究成果

(1) 主な成果

 RAD52/一本鎖 DNA 複合体は、3.0Å 分解能で
構造決定した（図 1）。

一本鎖 DNA は DNA 結合部位と予測されてい
た RAD52リングの外周に存在する塩基性の溝
の中には結合せず、溝の入り口付近に結合す
ることが分かった。この領域には、我々が以
前アラニンスキャン変異導入法によって同
定した DNA 結合に重要なアミノ酸残基
（Lys102 と Lys133）が存在する。従って、
今回の結晶構造は、以前の生化学的解析結果
と一致することが確認された。

一本鎖 DNA は、特徴的ならせん構造を形成
し、塩基が周期的に溶媒にむき出しになって
いることから、DNA の相同検索および対合反
応に適した構造であることが考えられた（図
2）。今回の構造をもとに、RAD52 が触媒する
一本鎖 DNA同士のアニーリング反応の詳細な
メカニズムを提案することができた。

図 1 RAD52/一本鎖 DNA 複合体の結晶構造
一本鎖 DNA（赤）は RAD52 リング（シアン）
の外側を巻き付く形で結合する。



(2) 国内外における位置づけとインパクト

今回明らかになったRAD52/一本鎖DNA複合
体の構造は、相同組換えの詳細な分子機構を
説明する初めての例である。詳細な分子機構
が明らかになると、立体構造に立脚した
RAD52 の組換え活性を制御する薬剤や変異体
の設計が可能になる。相同組換えの異常は、
がんや遺伝病の原因であり、また相同組換え
はゲノムの情報を正確に書き換えるツール
として、医療、食物の品種改良、遺伝子工学
など、あらゆる分野での応用が期待されてい
る。従って、本研究成果は、これらの分野の
研究に与えるインパクトが大きいことが考
えられる。

(3) 今後の展望

現在、遺伝子などをターゲットした相同組
換えの効率は低く、相同組換えを利用した遺
伝子治療などは実用化に至っていない。今後
の展望として、組換え反応の効率を高めるた
めの RAD52 の人為的改良や、RAD52 と結合し
て、RAD52 の反応を促進する化合物のデザイ
ンなどが考えられる。

逆に、RAD52 の組換え活性を阻害する化合
物のデザインも考えられる。近年、RAD52 は
がん細胞特異的に機能することが示唆され
た。従って、RAD52 の活性を阻害する化合物
は、抗がん剤として有用な可能性がある。
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