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研究成果の概要（和文）： 

本研究では Swi5-Sfr1 複合体に注目し、この複合体および相互作用分子である Rad51 との超

分子複合体の構造機能相関解析を行った。Swi5 と Sfr1 の C 末端側領域の複合体の結晶構造を

明らかにし、この複合体が Rad51 の活性化に必須である事を明らかにした。さらに X 線小角

散乱解析など複数の解析手法を組み合わせる事で、Swi5-Sfr1 複合体が Rad51 フィラメントの

溝に入り込む事で活性化することと、Sfr1 の天然変性領域が活性化に重要である事を明らかに

した。本研究により、これら複合体が行う相同組み換えによる鎖交換反応の分子機構モデルを

構築できた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, I made focus on the structure-function relationships of Swi5-Sfr1 
complex that interacts Rad51. I revealed the complex structure of Swi5 and C-terminal 
region of Sfr1 by X-ray crystallography and found that this protein complex is essential 
for Rad51 activation. Furthermore, we showed that Swi5-Sfr1 complex enters the 
groove of Rad51 filament in the activation process, and intrinsically disorder regions of 
Sfr1 is important in the process. From these results, I proposed a model of Rad51 
activating mechanism by Swi5-Sfr1. 
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１．研究開始当初の背景 
 相同組換えによる DNA修復は遺伝情報の欠
失を含まない DNA 修復経路であるため、正確
性が高い DNA 修復機構である。真核生物では
Rad51 と呼ばれる酵素が鎖交換反応を触媒し、
相同組換えの中心的な役割を担っている。し
かし Rad51だけでは鎖交換反応を促進するこ

とはできず、メディエーターと呼ばれる相互
作用因子を必要とする。これらメディエータ
ーにより、相同組換え反応が調節され、細胞
内で適切に DNA修復が起こることが知られて
いる。 
 研究協力者である岩崎博史により、分裂酵
母に存在する Swi5, Sfr1 の二つの蛋白質複
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合体を形成し、Rad51 と直接相互作用するこ
とで、鎖交換反応を促進することが明らかに
された。これまでに Rad51 による鎖交換反応
機構および Rad51とメディエーターによる活
性調節機構の詳細は不明な点が多い。さらに
Swi5-Sfr1 と Rad51 との相互作用機構は全く
未知であった。 
 またさらに Rad51 の相同組換え機構は
Rad51 単独や DNA との複合体での X 線結晶構
造解析, NMR などの解析が進められている。
鎖交換反応機構の詳細なメカニズムは明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 
(1) Swi5-Sfr1 複合体構造を明らかにする。
Swi5 と Sfr1 は複合体になり初めて Rad51 を
活性化できる。また Sfr1 は単独で不安定で
ある。複合体構造を明らかにすることにより、
Sfr1 の安定化機構を明らかにし、Rad51 活性
化機構解明のための構造基盤を得る。 
 
(2) Rad51-Swi5-Sfr1 の構造および Rad51 と
の複合体形成による構造変化を明らかにす
る。Rad51 は一本鎖 DNA に結合し、フィラメ
ントを形成することで鎖交換反応を触媒す
ることが知られている。そのフィラメントピ
ッチが不活性・活性状態で変化していること
が知られている。X 線小角散乱解析などの手
法を用いることで、その構造変化における
Swi5-Sfr1 の寄与を明らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1) Sfr1 は N 末端側(Sfr1N)と C 末端側
(Sfr1C)の機能が異なり、N末端側の機能は未
知であり、C末端側は Swi5 との相互作用に必
須であることがわかっている。そこで、
Swi5-Sfr1C を大腸菌共発現系で大量発現、精
製、結晶化し、結晶構造解析を行った。また
Sfr1N はその配列から二次構造をとっていな
い天然変性領域であることが予想される。こ
の領域と Swi5-Sfr1 全長の X線小角散乱解析
を行うことにより、低分解能溶液構造を明ら
かにした。 
 
(2) X 線結晶構造解析および小角散乱解析二
より明らかにした構造をもとに、Rad51 の活
性化に関与している領域を調べるために、変
異体を作製し、生化学的手法を用いて調べた。 
 
４．研究成果 
(1) Swi5 と Sfr1C 末端側領域(Sfr1C)の結晶
構造を 2.2Å分解能で明らかにした。
Swi5-Sfr1C が複合体を形成すること、この複
合体が Rad51 の活性化に必須である事を明ら
かにした。この複合体は Rad51 の活性化に必
須であることと明らかにした分子形状から
Swi5-Sfr1 複合体は Rad51 が形成するフィラ

メントの溝に入り込むことで Rad51 のフィラ
メントピッチを固定化し、活性化に寄与して
いることが示唆された。この仮説を検証する
ために複合体の電子顕微鏡解析、X 線小角散
乱解析を行い、実際にフィラメントの溝に入
り込んでいること、フィラメントピッチが活
性化状態で固定化されていることを明らか
にした。 
 さらに Sfr1 の N 末端側領域(Sfr1N)はほと
んど二次構造を保持していないことを X鮮少
各散乱解析、CD 測定により明らかにした。ま
た変異体の生化学的解析により、Swi5-Sfr1C
の機能を促進する働きをもち、DNA や Rad51
結合能を持つ事を明らかにした。これら結果
を Structure 誌に報告した。 
 
(2) 結晶構造解析では Sfr1N と Sfr1C を分け
て解析していたため、Sfr1 の全体構造は明ら
かにできなかった。そこで Swi5-Sfr1 全長複
合体の X 線小角散乱解析を行い、その低分解
能溶液構造を明らかにした。Swi5-Sfr1 は細
長い棒状の構造をしていたため、そのトポロ
ジーを知るのは困難であったが、複数のモノ
クロナール抗体との複合体の SAXS を測定す
る事により、Swi5-Sfr1 複合体のトポロジー
を明らかにし、X 線結晶構造解析では明らか
にできなかった Swi5-Sfr1の全体構造を明ら
かにした。この結果は抗体を用いることで、
X 線小角散乱解析により分子の全体構造を明
らかにする新規の手法である。また明にした
構造から Rad51 と Swi5-Sfr1 のストイキオメ
トリーが複数対一分子であることが示唆さ
れた。このことはこれまでの機能解析および
我々の結晶構造解析の結果と一致しており、
Swi5-Sfr1 は複数の Rad51 プロトマーと同時
に相互作用することで、Rad51 のフィラメン
トピッチの固定化に寄与していると予想さ
れる。これらの結果は the Journal of 
Biological Chemistry 誌に報告した。 
 
(3) またさらに一連の変異体の機能解析を
行うことで、DNA 結合領域と Rad51 結合領域
の決定を行なった。その結果、それぞれ結合
領域はとても小さく 10-20残基程度であるこ
とを明らかにした。 
 この研究の過程で Sfr1Nが天然変性領域で
ある事を SAXS、CD、NMR、MS 解析により明ら
かにした。また SAXS と MS を組み合わせるこ
とにより天然変性領域の同定や解析を行っ
た結果について The Analyst 誌に報告した。 
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