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研究成果の概要（和文）：DNA 相同組換えによる DNA 修復は染色体を安定に維持するのに必須の

生命現象であるが、そこに働く蛋白質群が明確に分かっているのは原核生物の RecF 経路のみで

ある。本研究課題では、相同組換え制御のモデル系として RecF 経路に働く蛋白質群（RecA，RecF，

RecO，RecR，SSB）を取り上げ、それら蛋白質間の相互作用とその組換え制御との関係を解析し

た。その結果、これまでにない詳細な制御モデルの提唱に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Homologous recombinational repair (HRR) is an important pathway 

to maintain genomic stability. The RecF pathway is a bacterial HRR, in which RecA, RecF, 

RecO, RecR, and SSB proteins regulate HRR via their interactions. In this study, 

relationships between the interactions and regulation of HRR have been analyzed. As a 

result, a model mechanism of HRR regulation based on the protein-protein interaction was 

proposed.  
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１．研究開始当初の背景 

DNA 相同組換えによる DNA 組換え修復
はヒトでは染色体を安定に維持し発癌や老
化を防ぐのに必須の生命現象であり、その基
本的な機構は生命で共通である。研究開始当
初、そこに働く蛋白質群が明確に分かってい
る経路は原核生物の RecF 経路のみであり、
組換えを制御する複数の蛋白質（RecA，RecF，
RecO，RecR，SSB，RecX）が協調的に働く

ことにより、組換え修復を進行させることが
知られていた。当初までに研究代表者が明ら
かにしていたこととして、①RecOは SSBと
同程度の単鎖 DNA 結合活性を持ち、単鎖
DNA 上で SSB と入れ替わること、②RecO

のみではSSBを単鎖DNA上から解離させら
れないこと、③RecF，RecO，RecRが溶液中
共存する時には RecF２分子、RecR４分子か
らなるリング状の RecFR 複合体が主に形成
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されること、④RecFR 複合体は二本鎖 DNA

に強く結合すること、⑤RecR は RecO に相
互作用して、RecO の単鎖 DNA 結合様式に
変化を与えること、⑥RecOR 複合体は RecA

の活性を促進すること、⑦RecR 上の RecO

の相互作用部位と RecF の相互作用部位はオ
ーバーラップしていること、などが挙げられ
る。研究代表者は、さらにこれら蛋白質の
個々の機能やその複合体としての機能、また、
それらの間に存在する相互作用や、その相互
作用が各蛋白質の機能に及ぼす影響などを
解析することにより、DNA 組換えの制御機
構の理解が深まると考え、本研究課題の発案
に至った。 

 

２．研究の目的 

研究開始までに得られた結果から研究代
表者は次のような RecF 経路のモデルを提唱
した。１）DNA傷害の結果生じた単鎖 DNA

部分に SSB が結合する。２）RecO が SSB

と単鎖 DNA 上で入れ替わり、SSB を単鎖
DNA から解離させやすい状態にする。３）
RecFR複合体が二本鎖DNA上を移動し、（お
そらく RecO に誘導されて）二本鎖 DNA と
単鎖 DNAの境界に結合する。４）RecFR複
合体中の RecR が単鎖 DNA 上の RecO に相
互作用することによりSSBがRecOから解離
する。ギャップ領域に RecOR 複合体が形成
し、RecA がフィラメント形成しやすい単鎖
DNA構造を構築する。５）RecAがギャップ
領域から核蛋白質フィラメントを形成し、相
同組換え反応によって傷害部位を修復する。 
本研究では、組換え制御のモデル系として

これら RecF 経路に働く蛋白質群を取り上げ、
それらの単体や複合体としての機能、また、
それらの間に存在する相互作用が系全体に
与える影響を詳細に解析した。そして、上述
のモデルを検証しつつ、最終的には DNA 相
同組換え制御において生命に普遍的に存在
する機構を明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

本研究の目的は DNA 相同組換え反応の制
御機構をそこに働く蛋白質の詳細な相互作
用に基づいて理解することである。これらを
実現するために本研究では、注目した蛋白質
に対する相互作用を網羅的に同定できる
NMR 分光法を用いた。また、使用する蛋白
質として、安定で物理化学的な測定に向いて
いる高度好熱菌 Thermus thermophilus
（Tth）由来のものを使用した。安定同位体
標識された試料（通常の試料ではプロトンし
か観測されないため、各蛋白質を NMR観測
可能な核種である 13C，15N などの安定同位
体で標識する必要がある）を調製し、その主
鎖のアミドプロトンを帰属する為の一連の
測定と解析を行った。これらにより、RecA, 

RecR, RecO, RecXについては相互作用をア
ミノ酸残基レベルでモニタできる系を順次
構築した。得られた各蛋白質に対する高分解
能な相互作用解析系を用いて、DNA など基
質との相互作用部位や他の蛋白質との相互
作用部位の解析を行った。さらに、得られた
相互作用部位の情報を基にして部位特異的
変異を導入し、その相互作用に欠損を持つ変
異体を調製した。これら変異体を用いて生化
学的な解析を行うことにより、それら相互作
用がどのような働きを持つのかを解析した。 
 
４．研究成果 
（１）SSBを単鎖 DNAから除去するメカニ
ズムの解明。SSBは DNA損傷などの結果生
じた単鎖 DNA領域に結合し、RecAによる組
換え修復までの間その部分を保護する役割
を持つ。RecOと RecRはその単鎖 DNA領域
をSSBからRecAへ受け渡す役割を持つがそ
の詳細は明らかにされていなかった。研究代
表者はこれまでにRecOがSSBに直接相互作
用することを明らかにしていたことから、
RecO と SSB の相互作用解析を目的とした
NMR 測定を行った。その結果、RecO の C

末端ドメインのポジティブチャージを帯び
た領域に SSB の C 末端領域が相互作用する
ことを明らかにした。さらに、SSBに相互作
用しない RecO変異体を調製し、その詳細な
生化学的実験を行った。その結果、RecO は
SSB と相互作用し、SSB に結合している単
鎖 DNA を自身の OB フォールドに移すこと
によりSSBから単鎖DNAを解離させている
ことが示唆された。本結果をもとに、SSBと
相互作用して単鎖 DNA に結合する数多くの
蛋白質に共通な SSB 除去メカニズムの提唱
に至った。 

（２）RecX が RecA 活性を阻害するメカニ
ズムの解明。これまで、RecX は RecA フィ
ラメントの伸長末端に結合し、そのフィラメ
ント形成を抑制することにより RecA の活性
を阻害していると考えられて来た。しかしな
がら、研究代表者は RecXと SSBが直接相互
作用することを世界で初めて明らかにし、
SSB存在下では RecAに対する RecXの阻害
効果が増大することを見出した。さらに、
NMR解析により RecXの SSB結合部位を同
定し、その結果を基に RecA には相互作用す
るがSSBに相互作用しないRecX変異蛋白質
を調製した。そして、この変異体が SSB 非
存在下では野生型と同程度の阻害を示すに
も関わらず、SSB存在下では野生型に見られ
る阻害の増大を示さないことを明らかにし
た。SSBは単鎖 DNA上を移動しながらその
二次構造を解消するため、RecA のフィラメ
ント形成を促しその活性を促進することが
知られている。今回得られた結果から、SSB

に RecX が結合することにより SSB の単鎖



 

 

DNA上での動きが抑制され、その結果 RecA

のフィラメント形成、さらにはその活性が阻
害されるという全く新しい阻害メカニズム
が明らかになった。 

（３）RecA の活性に対する RecO の影響。
これまでに、RecA に直接相互作用する蛋白
質としては RecX しか報告されていない。し
かしながら、研究代表者は RecO も RecA と
相互作用することを見出した。そこで、これ
らの蛋白質の相互作用が RecA の触媒活性に
どのような影響を与えるかについて詳細に
解析を行った。その結果、RecO の相互作用
は RecA の組換え活性に阻害的に働くことが
明らかになった。 

（４）RecA のループ領域のダイナミクス。
RecA にはその触媒反応に重要と考えられる
２つのループ領域（L1ループ，L2ループ）
が存在する。そこで、それらループのダイナ
ミクスについて LD（linear dichroism）を中
心とした分光法を用いて解析した。その結果、
これらループのダイナミクスが DNA 結合や
Mg 濃度などによって変化することを明らか
にした。 
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