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研究成果の概要（和文）： 
リコンビナーゼである Rad51 は相同組み換えにおいて中心的な働きをする。生体内で組換
えが起こるときは Rad51 に加え、メディエーターと呼ばれる補助因子を必要とする。
Swi5-Sfr1 複合体はメディエーターとして同定され、その後の研究によってリコンビナー
ゼの活性化因子として働くことが示された。この因子の構造科学的な知見を得るためＸ線
結晶解析により構造決定したところ、ブーメラン様の構造をとっており、Rad51 フィラメ
ントの溝に入り込めるような形状をしていた。Swi5-Sfr1 はフィラメントの溝に入り込み、
フィラメントを安定化していることが強く示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Rad51 has a central role in recombination, assembling onto single-stranded DNA as a 
nucleoprotein filament and catalyzing the invasion and exchange of homologous DNA 
sequences. Generally, Rad51 requires the assistance of mediators to overcome the 
inhibition by RPA. The Swi5-Sfr1 complex has been identified as a mediator, and 
recent studies have shown that it can activate recombinases directly, and thus this 
complex is the first molecule for the recombinase activator.  
We describe the crystal structure of the C-terminal half of Sfr1 in complex with Swi5 
from S. pombe. Swi5 and Sfr1 form a parallel coiled-coil heterodimer, joined firmly 
together by formation of two newly identified leucine-zipper motifs and a bundle. 
Remarkably, the coiled-coil is sharply kinked, generating an elongated and curved 
shape. This molecular shape is suitable for binding within the reconstituted helical 
groove of the Rad51 filament, causing the activation of Rad51 filament by stabilizing it 
as an active form with a longer helical pitch. Biochemical analysis shows that the 
C-terminal region of Sfr1 complexed with Swi5 possesses the essential function of 
Swi5-Sfr1 for a recombination activator, while the N-terminal region of Sfr1 plays a 
role for the efficient recruitment of the Swi5-Sfr1 complex. Swi5-Sfr1 is conserved from 
yeast to humans, and therefore the phenomena presented here would be prevalent 
among all eukaryotic organisms. 
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１．研究開始当初の背景 
相同組換えに依存した遺伝情報の再編成は
生命の基本現象の一つであり、種の多様性を
付与する進化のドライビングフォースであ
る。また、損傷 DNA を正確に修復すること
によってゲノムの安定性を維持する。このよ
うに相同組み換えは DNA 損傷の修復、崩壊
した複製フォークの回復、減数分裂期におけ
る正常な染色体分配など広範な生理機能に
関わっている。 
相同組み換えは DNA 二重鎖切断によって

開始され、引き続き Mre11-Rad50-Nbs1 
(MRN)複合体を中心とした高次タンパク質
複合体によって３‘末端が突出した単鎖 DNA 
(ssDNA)が生成される。生じた ssDNA 領域
に、ssDNA 結合タンパク質 RPA が速やかに
結合する。その後、RPA が除去されながら
Rad51 リコンビナーゼ （分裂酵母の場合
Rhp51 ） が 、 ssDNA 上 に presynaptic 
filament を形成する。これらの過程は原核生
物でも真核生物でも基本的には同じである
と考えられている。しかしながら真核生物の
Rad51 は活性が弱く、さらに Rad51 は RPA
が結合した一本鎖 DNA に対して弱い結合活
性しか示さずフィラメント形成ができない。   

このため真核生物では Rad51 フィラメン
トの形成を仲介するメディエーターを必要
とする。これまでメディエーターはいくつか
同定されており、最初に同定された Rad52
（ 分 裂 酵 母 の 場 合 は Rad22 ） は
Rad55-Rad57ヘテロ二量体と協調的に働く。
その後、Rad51 の補助因子として Swi5-Sfr1
複合体が同定された。Swi5-Sfr1 複合体は、
Rad55-Rad57 ヘテロ二量体と同様な働きを
しながら、しかし、独立して Rad51 依存的
修復経路で働くことが明らかとなった（PNAS 
2003; EMBO 2007）。さらに、減数分裂特異的
なリコンビナーゼである Dmc1 に対しても、
Swi5-Sfr1 複合体が DNA 鎖交換を促進する
ことも報告された（NatureSMB 2006）。両方の
リコンビナーゼに機能できるメディエータ
ーは世界で最初の例でありこの日本で発見
されたユニークな Swi5-Sfr1メディエーター
に注目する。 
 
２．研究の目的 
二本鎖切断がシグナルとなって相同組換え
は開始され、リコンビナーゼによって触媒さ
れる DNA 鎖交換反応が素過程となる。即ち、
リコンビナーゼが単鎖 DNA 上の数珠状に螺
旋を形成して結合したヌクレオプロテイン
フィラメントがこの反応構造体として機能

し、相同な二重鎖 DNA の検索と鎖交換を触
媒する。加えて、真核生物の相同組換えに特
徴的なことは、リコンビナーゼの鎖交換活性
が低く活性化因子を必要とすることである。 

Swi5-Sfr1 複合体は日本で発見されたリコ
ンビナーゼ活性化因子であり、遺伝学及び生
化学的な解析でも日本が大きくリードする。
本研究では Swi5-Sfr1複合体によるリコンビ
ナーゼ活性化機構をモデル系として、相同組
換えの中心的イベントである鎖交換反応の
分子構造基盤を原子レベルで確立すること
を目標にした。 

こ の 研 究 目 標 を 達 成 す る た め に は
Swi5-Sfr1 複合体、さらには Swi5-Sfr1・リ
コンビナーゼ・DNA というシグナルに適応
した超分子複合体の構造解明が必須である。
このために申請者は多方面からのアプロー
チによって研究を遂行する。まずはこれら超
分子複合体のX線結晶解析を行い原子レベル
での構造解明を行う。さらに平行して電子顕
微鏡単粒子解析、X 線小角散乱法による低～
中分解能解析を行いながら最終的には併せ
て生化学的な実験を行いこれまで未知であ
った DNA 鎖交換反応の実体を明らかにする。
研究対象とするタンパク質はそのホモログ
が酵母からヒトまで存在しており、ここで得
られた知見は真核生物における相同組み換
えの普遍的な原理になるといえる。 
 
３．研究の方法 
本 研 究 で は 分 裂 酵 母 由 来 Swi5, Sfr1, 
Rad51(Rhp51),に注目し多方面からのアプロ
ーチによって構造解析を進めていく。Sfr1 に
は N 末側半分が天然変性領域だと考えられ、
この部分を削った Sfr1C と Swi5 の複合体構
造を X 線結晶構造解析によって解明する。ま
たこの複合体が全長の Swi5-Sfr1と比べメデ
ィエーターとしての活性を保持しているか
どうかを確認する。さらに Rad51 のフィラ
メント構造が Sfr1-Swi5を添加することによ
りどのように変化するか電子顕微鏡により
観察する。X 線小角散乱による低分解能構造
解析も平行して行う。 
具体的に以下のような実験を行う。 
（１）Swi5-Sfr1C の鎖交換反応 
分裂酵母由来Swi5は85アミノ酸からなる比
較的小さなタンパク質である。同じく分裂酵
母由来の Sfr1 は 299 アミノ酸からなるタン
パク質である（下図参照）。C 末側はどの種
でも保存されている領域（緑は保存性が高く
黄色はやや保存性が低い）であるが、N 末側
180 残基は天然変性領域であり保存性は低い



（図のグレイの領域）。そこでこの領域を欠
失させた Sfr1C（図の緑の領域）を作成し、
この領域が全長と同様な鎖交換反応を促進
させる活性を有するかどうか確認する。 
（２）Swi5-Sfr1C の X 線結晶構造解析 
Swi5 単独および Swi5-Sfr1C の X 線結晶構
造解析を行い、この領域の立体構造を決定す
る。 
（３）Swi5-Sfr1 の添加による Rad51 フィラ
メントの構造変化 
Rad51フィラメントがSwi5-Sfr1の添加によ
ってどのように変化するか、電子顕微鏡およ
びＸ線小角散乱法により観察する。 
（４）Sfr1 の N 末端側の役割 
Sfr1 の N 末端側がどのような役割を担って
いるか、生化学的に検討する。 
 
４．研究成果 
（１）Swi5-Sfr1C の鎖交換反応 
Swi5 と Sfr1C は全長同士と同様１：１の複
合体を形成することを超遠心分析により決
定した。これまで化学量比が２：１だとされ
てきたが、実は１：１であることがわかった。
Swi5-Sfr1C は全長 Swi5-Sfr1 とほぼ同等の
最大活性をもつが、そのためには約１０倍程
度の量が必要であることがわかった。 
 
（２）Swi5-Sfr1C の X 線結晶構造解析 
Swi5 単独では一本の長いαヘリックスを形
成していたが、Swi5-Sfr1C 複合体では３つ
のαヘリックスに分かれていた。一方 Sfr1
も３本のαヘリックスコイルドコイル構造
を作っていることがわかった（下図）。コイ
ルドコイル構造の疎水コアを形成している
アミノ酸は種を超えて保存されているため、
Swi5-Sfr1 はこれと同様な構造をもつことが
考えられる。また全体の形として鋭く屈曲し
ている。この屈曲構造は Rad51 リコンビナ
ーゼが形成するフィラメント構造の溝にち

図 Swi5-Sfr1C のリボン図および模式図 
 

ょうどあてはまることから、Swi5-Sfr1 のメ
ディエーターとしての働きは Rad51 の溝に
入り込むことでフィラメントを安定化する
ことが強く示唆された。 
 
（３）Swi5-Sfr1 の添加による Rad51 フィラ
メントの構造変化 
Rad51 のフィラメント単独および Swi5-Sfr1
を混合した電子顕微鏡像をみると、単独では
Rad51 のフィラメントが観測されるが、混合
後はフィラメントの溝が消失していること
がわかった。このことは Swi5-Sfr1 がフィラ
メントの溝に結合し、その結果溝が観測され
なくなったためと考えられる。 

図 左 Rad51 フィラメントの電顕像 
右 Swi5-Sfr1 添加後の電顕像 
左は溝が観測されるが、右では溝が観測され
ていない。 
 
（４）Sfr1 の N 末端側の役割 
今回構造解析されなかった領域である Sfr1
の N 末側領域(Sfr1N)の役割について検討し
た。Sfr1N のＸ線小角散乱および CD スペク
トルを測定したところ予想通り、明確な構造
をとっておらず、この領域は天然変性状態で
あることがわかった。Sfr1N は Swi5 と結合
することはできず、鎖交換反応も有していな
かった。 
一方、Sfr1N は DNA や Rad51 フィラメント
に対し親和性を有することがわかった。興味
深いことに Swi5-Sfr1C は DNA や Rad51 フ
ィラメントに対する親和性は極めて弱い。 

図 Sfr1NのＸ線小角散乱データにより得ら
れたクラツキープロット（左）と CD スペク
トル（右） 
 
以上のことから Swi5-Sfr1による活性化機構
は、次のように考えられる。天然変性領域で
ある Sfr1N が Rad51 フィラメントにまず結
合する。Swi5-Sfr1C はフィラメントへの親



和性は弱いので Sfr1N が必要である。その後
Swi5-Sfr1C がフィラメントの溝の入り込み
フィラメントを安定化する。しかし、結合し
た状態のままでは鎖交換反応を起こせない
ので、結合したり解離したりを繰り返すもの
と考えられた。Sfr1N はアンカーのような働
きをしていると思われる。 
図 Swi5-Sfr1によるRad51フィラメントの

活性化モデル 
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