
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６８９

基盤研究(A)（一般）

2016～2013

クロマチンにおける相同組換えの分子機構に関する研究

Studies for homologous recombination in chromatin

８０３００８７０研究者番号：

胡桃坂　仁志（Kurumizaka, Hitoshi）

早稲田大学・理工学術院・教授

研究期間：

２５２５００２３

平成 年 月 日現在２９   ５ ２４

円    35,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、クロマチン構造によって凝縮されている染色体ゲノムDNA上で、相
同組換えがどのように行われているか、その分子機構を解明することである。本研究では、in vitro相同組換え
反応系とクロマチン再構成系とを独自に融合させることで、高次クロマチン上における相同組換え反応機構を明
らかにした。また、ヒストンバリアントによって形成される多様なクロマチン構造が、相同組換え反応を制御す
ることを見出した。さらに、相同組換えの中心酵素であるRAD51とDMC1の機能差異について重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the molecular mechanism of 
homologous recombination reactions in the higher-ordered chromatin. In this study, we established 
the homologous pairing assay in nucleosomal template in vitro, and clarified the mechanism of 
homologous pairing reactions in in the higher-ordered chromatin. In addition, we found that the 
chromatin structure containing histone variants regulates the homologous pairing activities. 
Furthermore, we also found the functional differences of RAD51 and DMC1, which are key enzymes in 
homologous recombination.

研究分野： 生化学、構造生物学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 相同組換えは、放射線や活性酸素によって
生じた DNA 二重鎖切断損傷を正確に修復す
る機構である。また相同組換えは、減数分裂
期において、雌雄のゲノム DNA 間での遺伝
的組換え(減数分裂期組換え)の中心反応であ
り、ゲノム DNA の多様性の創出に働く。そ
のため、相同組換え機構の破綻は、DNA 二
重鎖切断損傷修復の不具合による発がんや、
遺伝的組換えの欠損にともなった減数分裂
期の染色体不分離による不妊症など、様々な
疾患の原因となる。 
 RAD51及びDMC1は50%以上のアミノ酸
相同性を持つタンパク質であり、相同組換え
の中心反応である相同的対合反応を触媒す
る。RAD51 は体細胞と減数分裂期の細胞の
両方で機能するのに対し、DMC1 は減数分裂
期特異的に発現して機能する。しかし、減数
分裂期組換えにおける両者の機能分担は未
だ明らかではない。 
 一方で、真核生物のゲノム DNA はクロマ
チン構造を形成し、核内に収容されている。
クロマチンは、ヒストン 8 量体(H2A、H2B、
H3、H4 がそれぞれ 2 分子)に DNA が巻きつ
いたヌクレオソームを基本単位として、それ
らヌクレオソームがリンカーDNA によって
数珠状に連結することで形成される構造体
である。さらに、クロマチンは、リンカーヒ
ストン H1 が結合することによって、さらに
高次に折り畳まれ、高次のクロマチン構造が
形成される。クロマチンの基本単位であるヌ
クレオソームは、RAD51 の相同的対合反応
に対して阻害的に働くことが知られている。
この障壁は、クロマチン構造変換因子
RAD54 が機能することで解消される。しか
し、リンカーヒストン H1 が結合した高次の
クロマチン上で、どのように相同組換えが触
媒されているのかに関して、その分子機構は
明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 RAD51 および DMC1 による相同的対合反
応に関しては、これまで裸の DNA を用いた
生化学的解析を中心に展開してきた。そのた
め、クロマチン構造中でのこれらの相同組換
え酵素の反応機構の解明は、重要な課題であ
る。特にリンカーヒストンが結合した高次の
クロマチンでの相同的対合反応に関しては、
全く報告がなされていなかった。そこで本研
究では、ヌクレオソームとリンカーヒストン
によって形成される高次のクロマチン構造
における、RAD51 および DMC１依存的な相
同組換え反応の分子機構を、試験管内再構成
系を用いた生化学的手法と出芽酵母を利用
した分子生物学・遺伝学的手法によって解明
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 当研究室が独自に開発してきた、in vitro
相同組換え反応系とクロマチン再構成系を

融合させることで、相同組換えの中心反応で
ある相同的対合反応をクロマチン基質上で
解析することが可能になった。具体的には、
大腸菌にてリコンビナントタンパク質とし
て発現精製したヒトのヒストンやリンカー
ヒストンを用いて、ヌクレオソーム、ポリヌ
クレオソーム、ポリヌクレオソームとリンカ
ーヒストンとの複合体などを試験管内で再
構成した。そして、ヒトの RAD51、DMC１、
および相同組換えにおいて働くクロマチン
構造変換因子である RAD54 をリコンビナン
トタンパク質として調製し、それらによる相
同的対合反応を、再構成したクロマチンを基
質として行った。またリンカーヒストンバリ
アント群として、H1.0, H1.1, H1.2, H1.3, 
H1.4, H1.5, H1T などを精製し、それらリン
カーヒストンの相同的対合反応における差
異についても検討した。また相同的対合反応
を in vivo で解析する系を構築するために、
出芽酵母ミニクロモソームを用いたクロマ
チン形成機構の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) リンカーヒストン H1 を含む高次クロマ
チン上での相同組換え反応機構の解明 
 高次クロマチン上における相同組換え反
応機構を明らかにするために、RAD51 及び
RAD54 が触媒する相同的対合反応の解析系
を確立した。まず、ヒトのヒストンをリコン
ビナントタンパク質として精製し、塩透析法
によって 5S DNA のリピート配列を含むプ
ラスミド DNA 上にヌクレオソームを再構成
した。得られたポリヌクレオソームに、ヒト
のリンカーヒストン H1.2 を、ヒストンシャ
ペロンである Nap1 の存在下で結合させるこ
とで、リンカーヒストンを含む高次クロマチ
ンを試験管内で再構成することに成功した。
再構成したリンカーヒストンを含む高次ク
ロマチン構造は、相同組換え酵素である
RAD51 とクロマチン構造変換因子である
RAD54 の存在下でも、相同的対合反応に対
して阻害的であることが明らかになった。 
 ヒストンシャペロン Nap1 は、リンカーヒ
ストンのクロマチンへの結合を促す一方で、
過剰に存在するとリンカーヒストンのクロ
マチンからの脱落を促進することが知られ
ていた。そこで、リンカーヒストンを含む高
次クロマチンでの、RAD51 および RAD54
依存的な相同的対合反応を、過剰量の Nap1
存在下で検討した。その結果、Nap1 がリン
カーヒストン H1 を含む高次クロマチンでの
相同的対合反応を、著しく促進することを明
らかにした。実際に Nap1 は、高次クロマチ
ンからリンカーヒストン H1 を除去すること
で、RAD54 によるクロマチン構造変換を誘
導することで高次クロマチンを弛緩し、相同
的対合反応を促進することが明らかになっ
た。以上の研究成果は、リンカーヒストンを
含む高次クロマチン上での相同組換え反応
の機構を世界に先駆けて解明したものであ



り、相同組換え修復反応におけるクロマチン
動態制御について重要な知見を与えた。 
 
(2) 高次クロマチンの構造多様性が相同組
換え反応に与える影響 
 細胞核内のクロマチンには、ヒストンバリ
アントや、リンカーヒストンバリアントが存
在し、それらが多様なクロマチン構造を形成
している。そこで、リンカーヒストンバリア
ントが相同組換え反応に与える影響を試験
管内において解析した。そのために、リンカ
ーヒストンバリアント群 H1.0, H1.1, H1.2, 
H1.3, H1.4, H1.5, H1T をリコンビナントタ
ンパク質として発現・精製を行った。これら
のリンカーヒストンバリアント群を含む再
構成クロマチンを試験管内で調製し、RAD51
および RAD54 によって触媒される相同的対
合反応系により評価した。その結果、体細胞
に発現するリンカーヒストン H1 は相同組換
え効率を著しく阻害するのに対して、生殖細
胞特異的に発現するリンカーヒストン H1T
はその阻害効果が著しく低いことが明らか
になった。さらに、リンカーヒストン H1T
を含む高次クロマチンの性状解析を、分析超
遠心法による沈降速度解析によって行った
ところ、体細胞型のリンカーヒストン H1 を
含むクロマチンと比較してより弛緩した高
次のクロマチン構造を形成していることが
わかった。これらの結果は、リンカーヒスト
ン H1Tが結合したクロマチンの高次構造は、
体細胞型のリンカーヒストン H1 が結合した
クロマチン構造とは異なり、相同組換えを誘
導し易い特殊な構造であることを示唆した。
以上の研究成果は、リンカーヒストンバリア
ント群によって形成される多様な高次クロ
マチン構造が、相同組換え反応の制御に重要
な役割を果たしていることを示した。 
 
 (3) クロマチン構造上における RAD51 と
DMC1 の機能差異 
 減数分裂期の細胞では、RAD51 に加えて、
DMC1 が発現して機能している。しかし、減
数分裂期組換えにおいて、なぜ RAD51 と
DMC1 といった２種類の相同的対合酵素が
必要であるかについては明確にされていな
い。そこで、RAD51 および DMC1 依存的な
組換え反応を、上述した再構成クロマチンを
用いた反応系によって解析した。その結果、
驚いたことに、減数分裂期特異的な DMC1
と RAD51 とは、クロマチン構造を形成した
基質 DNA 上での相同的対合活性が著しく異
なっていることが明らかになった。そこで、
RAD51 と DMC1 と、ヌクレオソームとの結
合を解析した結果、RAD51 はヌクレソーム
に効率よく結合するのに対して、DMC1 はヌ
クレソームへの結合が著しく低いことがわ
かった。さらに、部分的にヌクレオソームが
形成された基質に対しては、DMC1 は、ヌク
レオソームが形成されていない DNA 領域で、
優先的に相同的対合反応を触媒することが

明らかになった。ヌクレオソームが形成され
ていない染色体領域は、減数分裂期の組換え
ホットスポットに存在する。そのためこれら
の結果は、DMC1 が組換えホットスポットで
の組換えに特化した機能をもつことを示唆
した。以上の研究成果は、減数分裂期組換え
の分子機構に重要な知見を与えるものであ
る。 
 
 (4) 細胞内でも DNA 配列のクロマチン構
造形成への影響 
 高次クロマチン構造の相同組換えへの影
響を細胞内で検討するために、出芽酵母のミ
ニクロモソームを用いたクロマチン構造解
析を行った。まず、相同組換えが高頻度で起
こることが想定される、テロメア配列を含む
DNA を、出芽酵母ミニクロモソームに導入
し、そのクロマチン構造への影響をマイクロ
コッカルヌクレアーゼを用いたヌクレオソ
ームマッピング法によって解析した。その結
果、テロメア DNA 配列は、出芽酵母内では
ヌクレオソームの形成を阻害する働きを持
つことが明らかになった。同様な実験を、ヌ
クレオソーム形成が負に調節されると考え
られる DNA 配列を用いて行った。その結果、
ヌクレオソーム形成を阻害する DNA 配列は、
遺伝子の発現を活性化することが明らかに
なった。これらの事実から、ヌクレオソーム
形成を負に制御する DNA 配列は、ミニクロ
モソームを用いた細胞内での相同組換えを
活性化する可能性が考えられた。現在、相同
組換え因子群とミニクロモソームとの相互
作用や、それらのクロマチン構造への影響に
ついて、出芽酵母を用いて解析中である。 
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