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研究成果の概要（和文）：相同DNA組換えは二本鎖切断とその修復経路選択で制御される。SPO11組換え開始蛋白質と、
RecA/Rad51組換え酵素に注目し、(1) 新バイオアッセイ系でイネとシロイヌナズナのSpo11自身がもつ二本鎖切断活性
を同定した。(2) Rad51に結合するSrs2 DNA融解酵素の経路選択機能を明らかにした。(3) Rad51の非相同末端結合関与
という意外な成果を得た。(4) RecA自身の機能制御機構を明らかにした。標的組換えと標的変異を自在に操る可能へ一
歩近づいた。

研究成果の概要（英文）：Homologous DNA recombination (HR) is regulated by double-strand DNA-break (DSB) 
formation and recombination-pathway choice among two types of HR (non-crossing-over and crossing-over) 
and non-homologous end-joining (NHEJ). (1) Using new bio-assays, we identified rice and Arabidopsis 
SPO11s (meiotic recombination-initiating proteins) and their intrinsic DSB-forming activity for the first 
time. (2) We identified using a newly devised genetic assay, DSB-repair pathway-choice functions of Srs2 
helicase, which forms an active complex with Rad51 (a eukaryotic RecA-family recombinase). (3) We 
unexpectedly found that Rad51 functions in end-joining fidelity of the canonical NHEJ. (4) We revealed by 
structural and biochemical studies, roles of an acidic residue on a flexible loop of RecA in selecting 
ssDNA in its various in vitro functions, and in activation and inactivation of its recombinase activity. 
These results suggest new roles of RecA/Rad51 in all the three major DSB-repair pathways.

研究分野： 生化学、遺伝学、タンパク質構造科学

キーワード： ゲノム構築　ゲノム再編　ゲノム維持　遺伝的多様化　二本鎖切断修復　経路選択　RecA/Rad51
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１．研究開始当初の背景 
交配育種は、単なる変異体選択に比べ極め

て高速である。この技術で多様な環境に適応
した作物等が育種され、百年以上に渡る実績
による安心感もある。しかし、比較的速く育
種できるイネでさえ、懸念されている急激な
環境変動対応には交配育種は不十分である。 
交配育種の作動原理は DNA 二本鎖切断と

いう傷の相同(DNA) 組換えによる修復であ
る（図 1）。配偶子形成での相同染色体分離に
伴う、両親に由来する一対の同じ遺伝子（対
立遺伝子）の間でしか起こらない組換えから、
10%程度もの塩基配列の食い違いを許容する
トリの免疫遺伝子を創る DNA 配列ファミリ
ー間の組換えまで、組換えホットスポットで
相同組換え開始が制御されている。株化細胞
での人為的組換え開始・抑制制御による遺伝
子創出によって任意抗原の特異抗体を迅速
生産する ADLib 法を、我々が実現した。こ
れは新規遺伝情報創出という、相同組換えの
もつ遺伝的多様化機能の一端を示す。 
更に、相同組換えは、コピー・ペーストに

よる二本鎖切断修復（gene conversion）だけ
でなく、その外側に位置する染色体部分を入

れ替える交叉を伴うことがある（図 1）。倍数
体体細胞での相同染色体間の交叉は、発ガン
の原因として知られるヘテロ接合性喪失
（LOH）を招く。更に高等動植物では、二本
鎖切断は、主に相同組換えと異なりエラー、
即ち突然変異を伴うことが多いと考えられ
ていた非相同末端結合（NHEJ）で修復され
ることが知られるようになった。これら３種
の組換え経路のどれが選ばれるかは、二本鎖
切断修復の結果を大きく左右する（図 1）。 
 
２．研究の目的 

相同組換えを誘導する二本鎖切断を能動
的に制御する系を生体はもつ。その系に介入
して相同組換えを自在に制御できれば、ゲノ
ム上の指定した部位で修正、入れ替え、削除
や追加という遺伝情報の編集、新規遺伝子創
出によって、交配育種と同じ原理を使いなが
ら、ゲノムの改変に要する時間を大きく短縮
できる。また、組換え開始時に決まると言わ
れている二本鎖切断修復の経路選択機構に
ついての理解は、標的組換えになるかなど結
果の予知と安全性確保に欠かせない。そこで、
鍵になる SPO11 組換え開始酵素と、二本鎖
切断末端に働き組換えの運命を決める RecA
族組換え酵素（RecA, Rad51）、それと協力し
て働く酵素の機能と機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 異種バイオアッセイ系：Spo11 蛋白質自
身が本当に二本鎖切断活性を持つかを示す
ため、また、植物の Spo11 候補のどれが、実
際に二本鎖切断活性を持つかを検定するた
めに、ショウジョウバエの卵母細胞で植物の
Spo11 候補遺伝子だけを発現させ、二本鎖切
断が起こるかどうかを細胞学的、および遺伝
学的に検定する２種類の異種バイオアッセ
イ系を開発した（⑦）。 
(2) イネの Spo11 候補遺伝子発現解析：イネ
の穂の発達段階で形態的に減数分裂以後の
花粉の発達段階が分かる。減数分裂期、その
後の発達期に応じた試料を集め、real time 
RT (Reverse Transcription)-PCR により、
Spo11 候補遺伝子の mRNA 量を計測した。 
(3) Double Holliday 中間体を経由する交叉
型相同組換え、交叉を伴わない SDSA 経路に
よる非交叉型相同組換え、NHEJ 結合の測
定：出芽酵母細胞と、レポーターDNA を用
いる交叉組換えアッセイ系に加えて、SDSA
による相同組換えを特異的に圧制する系を
新たに構築して解析を行った。  
(4) SDSA-NHEJアッセー：レポーターDNA、
ura3-intΔ isceI は、456bp 部分を欠いた
URA3遺伝子、選択マーカー（LEU2遺伝子）、
DNA 複製開始点（ARSH4）とセントロメア
（CEN6）をもつ。ura3 の欠失部分の両側は
3365 塩基対、1492 塩基対の、ゲノム DNA
（染色体 XI、染色体 V）との相同配列をもつ
（図 2A; ⑥）。456bp 部分を欠いた跡には、
I-SceI エンドヌクレア－ゼ切断配列が入れて

図 1．真核生物における DNA 二重鎖切断の修復：二本
鎖切断は、相同 DNA 組換え、または、非相同末端結合
（NHEJ；経路 C）の何れかの組換えで修復される。非相
同末端結合は修復部分に欠失変異を生じることがまゝあ
る。倍数体体細胞では、対立遺伝子部分が欠失部分に
含まれると、ヘテロ接合性喪失（LOH）を生じる。相同組
換えは更に、Double Holliday 中間体（A４）を経由し、交
叉（crossover）体もできる経路 A と、SDSA と呼ばれる交
叉体を伴わない経路 B がある。経路 A も LOH を生じるリ
スクがあるが、経路 B は LOH を生じない。1➪2 の段階
で、相同組換えか NHEJ かの選択が行われ、2➪3 の段
階で、経路 A か経路 B かの選択が行われるが、機構が
分かっていなかった。高等真核生物の体細胞では経路C
が優先する。体細胞での相同組換えでは経路 B が選ば
れ、減数分裂では A が選ばれ、相同染色体分離での半
数体化働くキアズマを形成する。（図は⑥より改変）

Ｄループ 
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ある。I-SceI で切断し、直鎖状 DNA として
酵母細胞に導入する。この切断部位が修復さ
れ環状に戻ると細胞でプラスミドとして維
持され、その leu2 変異を相補し、ロイシン
のない培地でも生育できる（Leu+）。 

SDSA アッセイでは、DSB の両端が染色体
XI、V 上のそれぞれの相同領域を鋳型にして
欠けている部分をコピーしつゝ単鎖として
伸長する。両切断端から合成され互いに相補
配列をもつ一本鎖 DNA 部分が鋳型から離れ
アニールすることで、環状に戻り、URA3 遺
伝子が回復し、細胞の ura3 変異を相補する
（Ura+、生育にウラシル要求がなくなる）。
この Ura+形質転換体を計測する（図 2B）。 

NHEJ アッセイでは、二本鎖切断端が結合
し環状になれば、Leu+になるが、Ura 要求性
のまゝで、細胞は薬剤 5-FOA に耐性でいる
（5-FOAR; 図 2C）。正確に修復された場合、
この細胞から回収したプラスミド DNA は
I-SceI で切断でき、不正確な修復では I-SceI
で切断できない。これで正確な NHEJ か不正
確な NHEJ かを判別できる。（⑥） 
(5) 変異 RecA の生化学機能解析：調べるア
ミノ酸残基の置換変異を導入した変異 recA
遺伝子を多量発現プロモーター制御下に置
いたプラスミド DNA を構築し、本来の recA
遺伝子を欠いた大腸菌に導入した。発現を誘
導した変異 recA 蛋白質を定法で精製した。
RecA の生化学機能として、DNA 結合を電気
泳動度シフトアッセイ（EMSA）で、活性化
に有効な DNA 結合を DNA 依存型 ATPase
アッセイと SOS repressor である LexA 蛋白
質の自己切断アッセイで、組換え酵素活性を
ゲル電気泳動Ｄループアッセイで調べた。 

 
４．研究成果 
(1) 異種バイオアッセイ系を用いた、イネと
シロイヌナズナの Spo11 の同定 

Spo11 は、減数分裂期開始に働く二本鎖切
断導入に必要なことは遺伝学、細胞生物学的
な解析で明らかになっているが、その蛋白質
自身が二本鎖切断活性を担うかは確定して
いなかった。そこで、ショウジョウバエを用
いて構築した異種バイオアッセイ系で、植物
Spo11候補のどれが二本鎖切断を入れること

ができるかを解析した。シロイヌナズナでは
AtSpo11-1, AtSpo11-2 いずれもが二本鎖切
断機能を示した（図 3; ⑦）。この結果は、他
に植物由来の蛋白質は存在しないので、
Spo11-1、Spo11-2 自身が二本鎖切断活性中
心を持つことを示す。これらの遺伝子の変異
はいずれも減数分裂が異常になることが知
られており、いずれも Spo11 であると結論し
た。一方、これらそれぞれのオルソログであ
るイネの Spo11A, Spo11B（図 4）の内、前
者は二本鎖切断機能を示したが、後者は示さ
なかった。一方、シロイヌナズナにはオルソ
ログが存在せず、進化系統樹では、酵母など
カビの Spo11 に近い Spo11D（図 4）が極め
て強い二本鎖切断機能を示した（図 3; ⑦）。 
そこで、イネの花粉母細胞の発達段階を追

って試料を集め、細胞から mRNA を抽出し
て、体細胞で TopoVI として働く Spo11C も
含めて発現レベル解析を行った。その結果、
Spo11D だけが、減数分裂期に高いレベルで
発現しその後発現が減少することが示され
た。これらの結果から、Spo11D がイネの
Spo11 であると結論した（図 5; ⑦）。 

 

図 2．SDSA-NHEJアッセ（⑥）：A. レポーターDNA、
B. SDSA アッセイでの二本鎖切断修復産物 
C. NHEJ アッセイでの二本鎖切断修復産物 

図  3．ショウジョウバエ mei-w68 (DmSpo11 欠損 ) 
mus301（DNA helicase の一つを欠く）二重変異体の卵
母細胞を用いた、異種バイオアッセイ系によるシロイヌ
ナズナ（At）とイネ（Os）SPO11 発現による二本鎖切断
の検出。卵母細胞核の形態で見分ける方法でも同じ結
果を得た。 

図 4．AtSpo11-1, AtSpo11-2, AtSpo11-3, OsSpo11A, 
OsSpo11B, OsSpo11C, OsSpo11D の進化系統樹解析
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(2) アンチ組換え酵素 Srs2 DNA 融解酵素
（helicase）の組換えでの機能 

異種バイオアッセイ系では二本鎖切断が
修復されないようにmus301変異ホモ接合体
を用いた。ところが、Mus301 等 DNA 融解
酵素の二本鎖切断修復での機能は明らかで
は無かったので取り上げた。特に出芽酵母の
Srs2 DNA 融解酵素の欠損変異は組換え促進
となり、試験管内の系では、Rad51 の組換え
酵素活性阻害の報告もあり、アンチ組換え酵
素と言われていた。交叉型組換えを測るレポ
ーターDNA の系では、srs2 欠失変異導入は
組換えの 3 倍程度の促進になった（図 6C; 
⑤）。即ち Srs2 は交叉の抑制に働いているこ
とが示された。一方、新たに開発した SDSA
アッセイと NHEJ アッセイで解析したとこ

ろ、Srs2 は SDSA 経路による相同組換えに
は必要であった（図 7; ⑥）。更に、Srs2 は
NHEJ には抑制的に働くが（図 7; ⑥）、その
欠損は NHEJ を不正確にすることが分かっ
た（⑥）。このように、Srs2 は、相同組換え
と NHEJ を通して、組換え経路の選択に深く
関わり、LOH の抑制に働くことが明らかに
なった。 

そこで、Srs2 の機能ドメイン（図 6A）を
解析した。Rad51 への結合機能を残基
783-859 番領域に同定すると共に、Rad51 と
の結合は、SDSA 経路による相同組換えに必
要で交叉型組換え抑制に働くことを明らか
にした。さらに、Srs2 の DNA 融解酵素活性
を損なう、Lys41 変異（K41A, K41M）解析
の結果、この活性は SDSA には必要であるが、
交叉抑制には不要であることが分かり（図 6B, 
C; ⑤）、図 1 に示した組換え経路選択機構の
理解に重要な手がかりが得られた。 
 
(3) RecA 族組換え酵素の NHEJ への関与 

SDSA アッセイで Rad51 の必要性を確認 
したが、同じレポーターを用いる NHEJ アッ
セイで、rad51 欠失変異により NHEJ が著し
く昂進することが分かった（図 8; ⑤）。この
NHEJ は、lig4 変異で抑制されることから正
統的 NHEJ であることが分かった。また、正
統型 NHEJ は思いの他正確であるが、rad51
欠損変異はそれを著しく不正確にした（⑤）。
このことは、Rad51 は、正統的 NHEJ の抑
制に働く一方、その正確さ維持にも働くとい
うことを示す。従来 NHEJ は Rad51 の機能
とは独立というのが定説であった。 

 
(4) RecA 族組換え酵素原型の RecA の分子機
能制御とその機構 

ここまで述べた成果で、二本鎖切断修復の

図 5．定量的 real time RT-PCR によるイネの Spo11 パ
ラログの発現解析。花粉母細胞での減数分裂からの発
達段階（A0 から A10 までと開花直前(BB)）,による発現
レベルの変化と、根、葉細胞での発現レベルとの比較

図 8．Rad51 は、NHEJ
を強く抑制する。rad51
欠 損 変 異 は い ず れ も

NHEJ のレベルを 4-5 倍

増 加 さ せ る 。 最 近 、

NHEJ に は Ku70- 
Ku80、Lig4 に依存する

正統（canonical）型、数

塩基以下の相補塩基対

を基にし必ず欠失変異

を伴う microhomology 
mediated 型、それ以外

の変異を伴う不正確な

NHEJ に分類できること

が分かってきた。 

図  7 ．
DNA 融
解 酵 素
Srs2 と
irc20 の
SDSA と
NHEJ で
の働き 

図 6．Srs2 の Rad51 結合ドメインと、DNA 融解活性
の SDSA 経路と Double Holliday (dHJ) 中間体経路
での働き。A. Srs2 の機能ドメイン。C. SDSA アッセ
イ、E. 交叉(dHJ) アッセイ 

A B

C
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３つの経路（図 1、A-C）の経路選択に Rad51
と Srs2 が深く絡んでいることが明らかにな
った。特に Rad51 の NHEJ への関わりはこ
れまで確立してきたパラダイムと抵触する。 

一方、以下述べるように Rad51 組換え酵
素の原型 RecA の分子機能研究成果は、
RecA/Rad51 の未知の機能を示唆した。 

X 線結晶構造解析の結果、ループ L1 中の
Asp161 が DNA 結合の特異性に働くことが
予測された（①）。DNA 結合アッセイ
（EMSA）、DNA 依存型 ATPase アッセイ、
LexA 蛋白質の自己切断アッセイのいずれに
於いても、Asp161 を中性アミノ酸残基に置
き換えた D161A、D161N 変異は、いずれも
RecA の DNA 結合において、一本鎖型への選
択性を失わせた（①）。 

RecA/Rad51 族組換え酵素は、互いに相同
な一本鎖 DNA と二重鎖 DNA とを塩基対切
り換えにより対合して組換え中間体（Ｄルー
プ、図 1）を形成する組換え酵素活性をもつ。
この反応でも RecA/Rad51 は、先に一本鎖
DNA に結合してから、二重鎖 DNA に反応し
てＤループを作る。一方、先に RecA や Rad51
を二重鎖 DNA と反応させると組換え酵素活
性が著しく阻害されるが、D161A 変異は、こ
の阻害も解除することが分かった（図 9; ①）。
即ち、Asp161 は、一本鎖 DNA への優先結
合だけでなく、先に一本鎖 DNA と反応する
か、二重鎖 DNA と反応するかでおこる分子
機能スイッチにも働き、組換え酵素阻害条件
下でRecA/Rad51が未知の機能を持つ可能性
が示唆された。 

 
(5) 今後の展望 
高等生物同様、外来 DNA の NHEJ による

無作為挿入が高頻度に起こる一真菌種の

Rad51 と Srs2 酵素が、出芽酵母と同様に強
く相互作用することを確認しつつある。また、
Rad51/RecA の未知機能についても手がかり
を得て、解析を進めている。Spo11 の二本鎖
切断機能と、Rad51 と Srs2 による組換え経
路選択制御の理解の推進は、生体の相同組換
え人為的促進制御による標的組換え実現へ
の重要な一歩である。最近、CRISPR-Cas9
により真核生物の標的部位に二本鎖切断を
導入するゲノム編集が開発されたが、相同組
換えと NHEJ の制御が自在にできない。
Rad51 と Srs2 が、NHEJ にも機能すること
が確かなこととなり、その機構が理解できれ
ば、標的組換えと標的変異とを自在に操るこ
とも可能になるであろう。 
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