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研究成果の概要（和文）：本研究は、相同組換えの中心酵素である RAD51 のヌクレオソーム上

での組換え反応機構を明らかにすることである。本研究によって、試験管内でのクロマチン構

造上での解析系を新たに確立し、クロマチン構造の違いが RAD51 の組換え活性に影響を及ぼ

すことが明らかになった。そのことから、クロマチン構造の動的制御が、直接的に相同組換え

反応を制御しうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to characterize the mechanism of
RAD51-mediated homologous pairing on nucleosomal DNA templates. In this study, we
established in vitro system to detect homologous paring in nucleosomal DNA templates.
We found that the linker histone significantly inhibited the homologous pairing on the
nucleosomal DNA. These results suggest that the dynamic action of chromatin may
regulate homologous recombination.
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１．研究開始当初の背景
相同組換えは放射線や活性酸素などによ

って内外的に生じる DNA の二重鎖切断損傷
を修復する主要な経路の一つであり、細胞の
生存及びゲノムの安定維持に必須の大変重
要な機構である。相同組換え機構では損傷し
た DNA 領域と相同な DNA 領域を検索し、
検索した無傷の DNA を鋳型として復元し修
復するため、遺伝情報を失うことなく修復す
ることが可能である。RAD51 はヒトの相同
組換えの中心酵素であり、相同な DNA 領域
の検索に必須のタンパク質である。相同組換
え機構は大腸菌からヒトに至るまで高度に
保存されており、その反応過程も類似してい
るが、真核生物においては DNA がクロマチ

ン構造を形成している点で原核生物と大き
く異なる。クロマチン構造は、ヒストン（H2A,
H2B, H3, H4）に DNA が巻き付いたヌクレ
オソームを構成単位とし、それが高度に折り
畳まれて形成される。このようなクロマチン
構造は相同組換えの各反応過程において障
壁となると考えられ、クロマチン構造がダイ
ナミックに構造変化しながら、相同組換え修
復が行われていると考えられる。しかしなが
ら、このようなクロマチン構造と相同組換え
の機能的な関係性についてはほとんどわか
っていない。

２．研究の目的
本研究の目的は、相同組換えの中心酵素で

機関番号：３２６８９

研究種目：若手研究（B）

研究期間：2011 ～ 2012

課題番号：23710221

研究課題名（和文） 相同組換えタンパク質ＲＡＤ５１のヌクレオソーム上での組換え反応

機構の解析

研究課題名（英文） Functional analysis of RAD51 on nucleosomal DNA templates

研究代表者

高久 誉大（TAKAKU MOTOKI）

早稲田大学・理工学術院・次席研究員（研究院講師）

研究者番号：30547071



ある RAD51 のヌクレオソーム
構を明らかにすることである
クロマチン構造制御機構が相同組換
いてどのような機能を担っている
することを目指した。

３．研究の方法
クロマチン構造が RAD51 の

え反応に及ぼす影響を解析するため
には以下のことを行った。まず
クロマチン構造上での組換え
る実験系を確立するため、解析
パク質及び DNA を大腸菌もしくは
を用いて精製した。精製したタンパク
DNA を用いて、ヌクレオソーム
る DNA 基質上での組換え反応解析系
管内で再構築した。確立した解析系
異なるヒストンからなるヌクレオソームが
組換え反応に及ぼす影響及び
化因子が及ぼす影響について

４．研究成果
(1) 試験管内再構築系の確立

まず、解析に必要なタンパク
RAD54, ヒストン H2A, H2B, H3.1, H4
DNA 基質を精製した。精製したヒストンと
DNA を用いて、ヌクレオソームがタンデム
に並んだクロマチン様 DNA 基質
作製したクロマチン DNA 基質
RAD51 及び RAD54 存在化での
（homologous pariing 活性）について
その結果、RAD51 単独ではクロマチン
基質上では組換え反応を行うことができず
クロマチンリモデリング因子
共存在下において組換え反応
確かめられた
（図１）。

図１．クロマチン DNA 基質上
による組換え反応解析系
再構築した解析系の反応模式図
び解析結果（下段）。
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行うにあたり、RAD51 依存的

のヌクレオソーム上での反応機
らかにすることである。それにより、
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RAD51 の組換え反応を活性化
らかになり、その研究成果を
発表した（図２, 発表論文(3)
れまでに GEMIN2 などの因子
スプライシングに関与することがわかって
いるタンパク質であり、脊髄性筋萎縮症
因遺伝子としても知られる。
って、初めてこの SMN が相同組換
することが示唆された。

図２． SMN-GEMIN2 複合体
依存的な組換え反応の活性化
発表論文(3) Figure 4C,4D より

(2) クロマチン構成因子の
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においては著しく RAD51 及び RAD54 の組
換え活性が阻害されることが明らかになっ
た（図３）。一方、ヌクレオソームを含まな
い DNA に H1 を添加したところ、H1 による
RAD51 及び RAD54 の組換え活性の阻害は
顕著でなかった。これらのことから、リンカ
ーヒストン H1 は、RAD51 のヌクレオソー
ム上での組換え反応に特異的に阻害効果を
示すことが明らかになった。

(3) RAD51活性化因子のヌクレオソーム基質
上での活性

RAD51 が相同組換えにおいて機能する際
には、様々な因子と相互作用し協同的に働く
ことが示唆されている。これまでに RAD51
の活性化因子として知られる、RAD52 及び
RAD51AP1 をリコンビナントタンパク質と
して精製し、上記にて確立した試験管内再構
築系を用いて、これらの因子が RAD51 のヌ
クレオソーム上での組換え活性に及ぼす影
響を調べた。その結果、RAD51AP1 及び
RAD52 のどちらについても、RAD51 依存的
なヌクレオソーム基質上での組換え反応の
活性化は見られなかった。そのことから相同
組換え経路において、RAD51AP1 及び
RAD52 はヌクレオソーム上で行われる
RAD51 の機能には関与しないことが示唆さ
れた。

(4) 考察

以上の解析から、試験管内でのクロマチン

構造上での解析系を新たに確立し、リンカー

ヒストン H1 が RAD51 依存的な組換え活性

を著しく阻害することが明らかになった。こ

のことは、クロマチン構造の違いが、直接的

に相同組換え反応を制御しうることを示唆

しており、クロマチン構造の動的制御が相同

組換えの反応機構に密接に関わると考えら

れる。H1 を含むヌクレオソームは、染色体

のあらゆる領域に存在すると考えられ、H1

を含むクロマチン上においても相同組換え

は行われなければならない。そのため今後、

H1 を含むクロマチン構造上において、どの

ようにその阻害的な効果を克服し、相同組換

えを行っているのかを明らかにする必要が

ある。
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