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研究成果の概要（和文）：相同性依存的修復（HDR）はDNA二重鎖切断の修復に重要であるが、類似配列間での異
所的なHDRはゲノム不安定性の原因となる。HDRの正確性はミスマッチ修復（MMR）経路によって維持されている
が、その詳細な動作原理は大部分未解明であり、またそれらがクロマチン上で機能するしくみも明らかでない。
本研究ではツメガエル卵抽出液を用いてHDRを試験管内再現し、その正確性維持に必要な因子を同定、および反
応機構を解析した。さらにMMR依存的反応がクロマチン上で働くしくみの一つを解明した。これらの成果は、MMR
が関わるHDRおよびDNA複製正確性維持機構の理解を進展させるものである。

研究成果の概要（英文）：Homology-directed repair (HDR) is critical for the repair of DNA 
double-strand breaks, while HDR between similar but non-identical sequences can give rise to 
chromosome instability. The quality of HDR is maintained by the mismatch repair (MMR) pathway. 
However, the molecular mechanism of these reactions remains largely uncertain. In this study, we 
recapitulated an HDR reaction in Xenopus egg extracts, identified factors that maintain the accuracy
 of HDR, and studied the quality-control mechanism of HDR. We also discovered a novel mechanism that
 assists in the MMR reaction on chromatin. These studies contribute to the understanding of the 
MMR-dependent quality-control system for HDR and DNA replication.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 相同性依存的修復　ミスマッチ修復　染色体安定性　DNA複製　一本鎖アニーリング　ツメガエル卵抽出
液　試験管内系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノムの塩基配列情報の正確な継承と維持は生物にとって必須であるのみならず、ヒトの健康にも大きく関連す
る。本研究では、DNAの複製と、DNAの切断修復の二つの反応の正確性維持に重要な「ミスマッチ修復」システム
の動作原理を、特に真核生物の染色体基本構造であるクロマチンに注目して解析し、新たなミスマッチ修復補助
システムを同定するに至った。またDNA切断修復の正確性維持機構についても関与する因子の同定など、メカニ
ズムの理解が進展した。これらの成果は、基礎生物学における学問的知見を発展させるのみならず、ゲノム不安
定性に関連するヒト疾患の理解にも寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
（1）放射線や化学物質による DNA 二重鎖の切断は、異所的な、すなわち誤った組換えを介して
染色体の再編や転座を引き起こし、がんや遺伝病の原因となる。誤った組換えが起こる際には、
DNA は類似配列を利用して組換えられるため、ほとんどの場合組換えの中間体に多数の塩基ミス
マッチが生じる。興味深いことに、このような誤った組換えは、ミスマッチ修復（MMR）システ
ムによって抑制されている。 
 
（2）MMR は DNA 合成エラーを修復し、突然変異を抑制する DNA 修復機構としてよく知られる。
DNA 合成エラーを修復するには、誤って合成された新生 DNA 鎖の塩基を特異的に修復する必要が
ある。一方で誤った組換え由来のミスマッチの場合、ミスマッチ塩基の修復と、組換え中間体の
解消による組換えの抑制という、二つの異なる下流反応が起こる。たとえば対立遺伝子座での、
正常な組換えにおいても多型由来の少数のミスマッチが生じることがあるが、この場合はミス
マッチの修復と組換えの完了が優先される。一方、異所的な組換えの場合は多数のミスマッチが
生じることが多く、この場合は組換え中間体の解消が優先的に起こる。このように MMR システム
は、ミスマッチがどのような過程で生じたかに応じて適切に下流の応答反応を制御しているが、
この重要な制御機構はほとんど理解されていない。 
 
（3）ミスマッチの処理におけるもう一つの重要な問題は、真核生物では全ての反応がクロマチ
ン上で起こることである。上述のようにミスマッチはその形成プロセスに応じて適切に処理さ
れる必要があるが、ミスマッチ塩基対のみから形成プロセスを特定することは不可能である。従
ってミスマッチに対する適切な応答は、必ずミスマッチ周辺の DNA 構造の識別や探索に依存す
る。ところが、ヒストンは DNA を強固に巻き付けて修復因子のアクセスや DNA の構造変化を制限
する。従って細胞がミスマッチに対して適切に応答するには、MMR システムをクロマチン上で機
能させることが必須である。しかしながら、ミスマッチに対する応答がクロマチン上でどのよう
に起こるかは、ほとんど理解されていなかった。 
 
２．研究の目的 
（1）そこで本研究では、MMR が制御する合成エラー修復と類似配列間組換え抑制の、個々のメ
カニズムおよび分岐経路の制御メカニズムを、特にクロマチン構造との関連に注目して解明す
ることを目指した。 
 
（2）具体的には、①クロマチン上で MMR 機構が合成エラーを修復するためのしくみ、②MMR 機
構が類似配列間組換えを抑制する分子メカニズム、③合成エラー修復と類似配列間組換えの分
岐メカニズム、の三点に分けて研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）ツメガエル卵の核質抽出液（Nucleoplasmic extract, または NPE）は、効率よく DNA 合成、
ミスマッチ修復、相同性依存的修復、クロマチン形成を起こす、生理的な試験管内実験系である。
本研究者は、ミスマッチを一カ所に持つプラスミド DNA を作製し、これを NPE に加えて DNA 合
成エラー修復を試験管内再現した。 
 
（2）また相同領域を持つプラスミド DNA を切断して NPEに加え、相同性依存的修復の一経路で
ある一本鎖アニーリング（SSA）を検出した。 
 
４．研究成果 
（1）この研究の開始までに、本研究者はミスマッチ塩基周辺でヌクレオソームが広範囲に排除
されることを発見していた。また、MMR による合成エラー修復がクロマチン上で起こるしくみを
解明する目的で、大阪大学の小布施博士らとの共同研究で、ミスマッチを持つ DNA に呼び込まれ
る因子を網羅的に同定し、SNF2ファミリーのクロマチンリモデリング因子 Smarcad1 とヒストン
シャペロン FACT を候補因子として得ていた。本研究において、これら因子の MMR、およびヌク
レオソーム排除への寄与を詳細に調査した。 
 
（2）Smarcad1 を NPEから免疫除去すると、ミスマッチに依存してヌクレオソームが排除される
程度が有意に低下した。さらに、Smarcad1 と FACTをともに NPEから免疫除去した場合、Smarcad1
単独除去と比較して、ヌクレオソームの排除がさらに低下した。一方で FACTの単独除去では有
意な変化は観察されなかった。これらの結果は、Smarcad1 がヌクレオソーム排除を補助してお
り、FACTはさらに補助的な役割を担うことを示唆する。 
 
（3）Smarcad1 のミスマッチ修復への影響を調べるため、ミスマッチを持つ DNA を NPE中でまず

クロマチン化させ、その後、鎖特異的な MMR 反応を誘導した。この実験において Smarcad1 を NPE

から除去すると、ミスマッチ修復の効率が有意に低下した（図：右のグラフを参照）。さらに、

昆虫細胞を用いて発現、精製した組換え Smarcad1タンパク質を、Smarcad1 を免疫除去した NPE



に加え戻すと、ミスマッチ修復効率が回復した。これらの結果は、Smarcad1 がクロマチン上で

のミスマッチ修復を補助する因子である事を強く示唆する。 

 

（4）高知工科大の田中博士らとの共同研究で、出芽酵母を用いて Smarcad1 ホモログ Fun30 の

MMR に対する寄与を遺伝学的に調べた。fun30 単独欠失では顕著な表現型が見られなかったが、

ミスマッチ修復因子との二重欠失において相乗的な表現型が観察され、Fun30が MMR経路に関与

することが示唆された。 

 

（5）MMR経路が相同性依存的修復の正確性を維持する機構を解析する目的で、SSA を用いた実験

系を構築し、相同領域にミスマッチを生じるような組み合わせにおいて、SSA の効率が大きく低

下する、つまり類似するが同一でない配列間の SSA が抑制されることを見いだした。 

 

（6）このときの SSA効率の低下は、NPEから MMR 因子 MutSαを免疫除去すると見られなくなっ

た。この結果は、MutSαの関わる反応が、類似配列間の SSA を抑制していることを示す。 

 

（7）さらに、MutSαと同様に、RecQ ファミリーヘリカーゼの一つが類似配列間の SSA を抑制す

ることを見いだした。このヘリカーゼの免疫除去によって類似配列間 SSA の頻度が大きく上昇

し、組換えタンパク質の加え戻しによって類似配列間 SSA が抑制された。抑制にはヘリカーゼモ

チーフが必須であった。従って、この RecQ ヘリカーゼが、ヘリカーゼモチーフを介して SSA を

抑制することが強く示唆された。 

 

（8）類似配列間の SSA が抑制されるメカニズムを詳細に検討した。類似配列間 SSA においては、

抑制に関与すると思われる一本鎖 DNA を含む SSA 中間体が蓄積していた。さらに、SSA の最終産

物では、配列不一致に由来するミスマッチは多くが修正されていた。したがって、類似配列間の

SSA はアニーリングステップで MMR経路による阻害を受け、反応の進行が抑制されるが、そのス

テップを越えてアニーリングが進行した場合は、MMR経路による塩基修正を受け、SSA 完了に至

ることが推測された。 

 

（9）さらに、類似配列間 SSA の抑制に必要な DNA 要素、タンパク質要素を探索し、新規反応を

含むいくつかの重要な手がかりを得つつある。この点については現在解析が進行中である。 

 

（10）以上を総括する。クロマチン上でミスマッチ修復を促進する反応については、これまで知

られていなかった新規反応を発見、関与する因子を同定し、反応の分子機構を推定するに至った。

また相同性依存的修復の正確性維持機構について、新しい試験管内モデル実験系を確立し、関与

する因子の同定と反応メカニズムの推定を進めつつある。さらにこれら反応の分岐機構につい

て、重要な手がかりを得るに至っており、この点については現在研究が進行中である。このよう

に、本研究における所期の目的については、相当の部分で十分な成果が得られ、部分的には当初

想定した以上の進展が見られた。 

 

図：Smarcad1 はクロマチン上でのミスマッチ修復を促進する（adapted from Terui et al., Genes 

Dev, 2018, under the CC BY 4.0 license） 
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