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研究成果の概要（和文）：DNAの塩基配列間に相同性を見出し相同領域を交換する反応は相同組換えと呼ばれ生
命に普遍的に存在する。相同組換え反応の中核を担うのは大腸菌のRecA及びそのファミリーに属するタンパク質
（RecAホモログ）である。多くの真核生物は体細胞分裂期で発現するRecAホモログであるRad51以外に減数分裂
期特異的に発現するDmc1を持つ。本研究ではDmc1が２種類の補助因子により異なるメカニズムで活性化されるこ
とを明らかにした。Swi5-Sfr1複合体がDmc1のプレシナプティックフィラメントを安定化する段階で機能するの
に対してHop2-Mnd1複合体はDNA鎖交換の開始反応を強く促進すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The reaction of finding homology between DNA sequences and exchanging 
homologous regions is called homologous recombination and is ubiquitous in life. RecA and its family
 of proteins (RecA homologs) play a central role in homologous recombination. Many eukaryotes have 
two RecA homologs, Rad51 and Dmc1. While Rad51 is expressed in both somatic and meiotic cells, Dmc1 
is expressed only during meiosis. In this study, we found that Dmc1 is activated by two types of 
accessory factors through different mechanisms: the Swi5-Sfr1 complex functions in the stabilization
 of Dmc1 presynaptic filaments, whereas the Hop2-Mnd1 complex strongly promotes the initiation 
reaction of DNA strand exchange The Hop2-Mnd1 complex is thought to strongly promote the initiation 
reaction of DNA strand exchange.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 相同組換え　減数分裂　DNA二重鎖切断　分裂酵母　RecAホモログ　Dmc1　Rad51　DNA修復
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研究成果の学術的意義や社会的意義
相同組換えはDNA傷害修復に重要なだけでなく、遺伝情報を次世代に伝える上で根幹をなす減数分裂にも必須の
機能を持つ。本研究では減数分裂期組換えに中心的役割を果たすDmc1の活性化メカニズムを明らかにした。具体
的には２種類の補助因子であるHop2-Mnd1とSwi5-Sfr1が独自の働きによりDmc1を活性化するメカニズムを分子レ
ベルで明らかにした。減数分裂期組換えが異常になると不妊や遺伝性疾患の原因となることが知られている。本
研究で得られた知見が生殖異常の原因究明や症状改善の手がかりとなることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

DNA の塩基配列間に相同性を見出し相同領域を交換する反応は相同組換えと呼ばれ生命に普遍

的に存在する。相同組換え反応の中核を担うのは大腸菌の RecA 及びそのファミリーに属するタ

ンパク質（RecA ホモログ）である。多くの真核生物は体細胞分裂期で発現する RecA ホモログで

ある Rad51 以外に減数分裂期特異的に発現する Dmc1 を持つ一方、一部の真核生物（線虫やハエ）

は減数分裂を行うにも関わらず Dmc１を持たない。減数分裂期に二種類の RecA ホモログが機能

することの意義は生物学的に見ても大変興味深いがまだまだ不明な点が多い。これらの RecA ホ

モログはその活性化因子においても興味深い要求性を示す。出芽酵母で Dmc1 の補助因子として

働く Mei5-Sae3 複合体は減数分裂期特異的に発現するが、分裂酵母や高等真核生物でそれら対

応する Swi5-Sfr1 複合体は体細胞分裂期にも発現し Rad51 を活性化する。一方で出芽酵母と分

裂酵母の両方で減数分裂期に Dmc1 特異的補助因子として働く Hop2-Mnd1 複合体はヒトやネズミ

では体細胞分裂期にも発現し Rad51 と協働する。Rad51 と Dmc1 の機能的違いや補助因子要求性

の違いの分子レベルでの理解は殆ど進んでいなかった。 

 

２．研究の目的 

多くの真核生物は体細胞分裂期で発現する RecA ホモログである Rad51 以外に減数分裂期特異的

に発現する Dmc1 を持つ。本申請では Rad51 と Dmc1 という二種類の RecA ホモログの機能的相違

を明らかにすることを目標として掲げた。特に、これらのタンパク質の活性化に必要な補助因子

の違いに着目し、分裂酵母のDmc1の活性化に必須な２種類の補助因子（Hop2-Mnd1とSwi5-Sfr1）

が Dmc1 とどのように協働するのか、その活性化メカニズムの理解を目指した。 

 

３．研究の方法 

分裂酵母の相同組換え反応を試験管内で再構成すべく、２つの RecA ホモログである Rad51 と

Dmc1、更には RecA ホモログの補助因子である Swi5-Sfr1 複合体と Hop2-Mnd1 複合体、相同組換

えに必須な一本鎖 DNA 結合タンパク質複合体である RPA を大腸菌を用いて大量発現し精製を行

った。タンパク質間の相互作用をプルダウンアッセイにより体系的に調べるとともに補助因子

と各々の RecA ホモログとの機能的相互作用を、試験管内で再構成した DNA鎖交換反応検出系に

より精査した。また、DNA鎖交換反応に先立って必須な中間体である一本鎖 DNA と RecA ホモロ

グの複合体形成に対する補助因子の効果を物理化学的手法と生化学的手法を組み合わせて高感

度で検出した。 

 

４．研究成果 

（１）Hop2-Mnd1 による Dmc1 の活性化により組換え中間体ネットワークが形成される 

分裂酵母の減数分裂期相同組換えにおける DNA 鎖交換反応を試験管内で再構成すべく、減数分



裂期特異的 RecA ホモログである Dmc1 と、その主要な活性化因子である Swi5-Sfr1 複合体およ

び Hop2-Mnd1 複合体、更には相同組換え反応に必須の働きをする一本鎖 DNA 結合タンパク質複

合体である RPA を大腸菌内で大量発現させ、それぞれについて高純度の精製サンプルを得た。こ

れらを相同性を有する一本鎖 DNA と二本鎖 DNA に添加することで Dmc1依存的に高効率の DNA鎖

交換が検出された。Swi5-Sfr1 と Hop2-Mnd1 は両方とも Dmc1依存的 DNA鎖交換反応を強く活性

化したが、その最終産物のゲル移動度は大きく異なっていた。Swi5-Sfr1 の存在下では一本鎖 DNA

と二本鎖 DNA が一対一で DNA 鎖交換を行い、多くの反応が最終産物（一本鎖 DNA が相手の二本

鎖 DNA の内の相補的な DNA鎖と完全にアニールする状態）まで到達する。一方で、Hop2-Mnd1 の

存在下では極めて大きな分子量を示す DNA ネットワーク構造が形成されたことから、一本鎖 DNA

が複数の二本鎖 DNA を相手に活発に DNA鎖交換反応を行っていることが強く示唆された。 

 

（２）Dmc1 は Hop2-Mnd1 および Swi5-Sfr1 と異なる部位を介して結合する 

Hop2-Mnd1 と Swi5-Sfr1 は共に Dmc1 と物理的相互作用を示した。それではこれらの因子は Dmc1

の同じ部位に対し競合的に相互作用しているのだろうか。この問いに答えるため、プルダウンア

ッセイを用いて結合実験を行った。His6でタグした Hop2-Mnd1 と Dmc1 を混合したのちニッケル

レジンで Hop2-Mnd1 をプルダウンすると Dmc1 が共沈する。その際タグを持たない Hop2-Mnd1 を

加えると、その添加量に相関して共沈する Dmc1 の量は低下した。一方でタグを持たない Swi5-

Sfr1 を添加したところ共沈する Dmc1 の量は変化せず、加えた Swi5-Sfr1 に応じて Swi5-Sfr1 の

共沈量の増加が見られた。以上から Hop2-Mnd1 と Swi5-Sfr1 はそれぞれ Dmc1 の異なる部位を認

識して Dmc1 と相互作用していることが示唆された。 

 

（３）Hop2-Mnd1 は DNA鎖交換反応を促進する際の二本鎖 DNA末端要求性をバイパスする 

試験管内の DNA 鎖交換反応においては環状一本鎖 DNA と線状二本鎖 DNA を基質として用いるの

が一般的である。その際、線状二本鎖 DNA末端には短い一本鎖 DNA の存在することが効率の良い

DNA鎖交換反応の必須条件である。上述（１）の結果より、Hop2-Mnd1 存在下では一本鎖 DNA に

結合した Dmc1 が複数の二本鎖 DNA を相手に、並行して DNA鎖交換を開始していることが示唆さ

れた。もし二本鎖 DNA末端の一本鎖部分が通常の DNA鎖交換開始点だとすれば、Hop2-Mnd1 存在

下では二本鎖 DNA 末端に一本鎖 DNA が存在しなくても効率の高い DNA 鎖交換反応が起こること

が予想される。実際、平滑末端を形成する制限酵素を使い線状二本鎖 DNA を調整し DNA鎖交換を

アッセイしたところ、Swi5-Sfr1 は DNA 交換を活性化出来なかった一方で Hop2-Mnd1 は末端に一

本鎖 DNA が存在する時と同等の高い DNA鎖交換反応を引き起こした。このことから Hop2-Mnd1 は

Dmc1 による DNA鎖交換反応の内、特に開始反応を強く促進することが示唆された。 

 

（４）Hop2-Mnd1 は一本鎖 DNA上に形成される Dmc1 のプレシナプティックフィラメントを安定

化しない 

相同性検索および DNA 鎖交換反応においては切断された DNA 二重鎖の末端近傍に形成される一



本鎖 DNA に Dmc1 がフィラメント状に結合することが必要であり、この DNA-Dmc1 複合体をプレ

シナプティックフィラメントと呼ぶ。プレシナプティックフィラメントを安定化することは相

同組換えを活性化する有効な制御手段となっている。試験管内でプレシナプティックフィラメ

ントの安定化を調べるために２種類のアッセイ系を用いた。１つ目は RPA chase assayであり、

この方法ではまず一本鎖 DNA上にDmc1フィラメントを形成させ、その後 Swi5-Sfr1またはHop2-

Mnd1 存在下でインキュベートを行う。その後反応液に RPA を加える。Dmc1単独の場合は RPA と

一本鎖 DNA の結合が Dmc1 の一本鎖 DNA に対する親和性を上回るので、一本鎖 DNA上の Dmc1 は

徐々に RPA置き換わる。Swi5-Sfr1 存在下でこのアッセイを行うと RPA の Dmc1 に対する置換が

強く抑制された。一方で Hop2-Mnd1 を加えた場合は、加えない場合と同様に一本鎖 DNA上の Dmc1

は効率よく RPA に置換された。さらに蛍光異方性を用いてプレシナプティックフィラメントの

安定性を検証した。蛍光基でラベルした一本鎖 DNA状にDmc1フィラメントを形成させ Swi5-Sfr1

もしくは Hop2-Mnd1 でインキュベートしたのちサンプルを希釈することで、Dmc1 の一本鎖 DNA

からの解離を標識 DNA の蛍光異方性を測定することで検出した。上述の結果と同様に、Swi5-Sfr1

存在下では Dmc1 の DNA からの解離が強く抑制された一方で、Hop2-Mnd1 は Dmc1 フィラメントの

安定性に殆ど影響を与えなかった。以上より Swi5-Sfr1 は Dmc1プレシナプティックフィラメン

トの安定化に寄与するのに対して Hop2-Mnd1 はその過程に影響を及ぼさないことが分かった。 

 

（５）Swi5-Sfr1 と Hop2-Mnd1 は Dmc1 の DNA鎖交換反応を異なるメカニズムで段階的に活性化

する 

細胞内で起こっている事象により近い反応を試験管内で実現するため、アッセイに使用する DNA

に改良を加えた。細胞内では、まず切断を受けた DNA の末端に一本鎖 DNA が形成されそこに RecA

ホモログに結合することでプレシナプティックフィラメントが形成される。プレシナプティッ

クフィラメントはゲノム中の二本鎖 DNA を対象に検索を行い、相同な領域を見つけると DNA 鎖

交換反応により一本鎖 DNA を二本鎖 DNA 間に侵入させる。そこで、このような相同性検索を試験

管内反応系にも反映させるため、加える一本鎖 DNA に対して相同領域が二本鎖 DNA の真ん中部

分にのみ存在する二本鎖 DNA を基質に用いた。この基質を用いた場合、Swi5-Sfr1 は Dmc1 の DNA

鎖交換反応を促進することが出来なかった一方で、Hop2-Mnd1 は DNA鎖交換を活性化することが

出来た。一方で、細胞内で DNA が二重鎖切断を受けた場合、切断末端に最初に結合するのは RPA

であり、RPA が Dmc1 に置換されるには Swi5-Sfr1 が必要である。この条件を試験管内反応系に

反映させるため、まず一本鎖 DNA に RPA を加えたのち Dmc1、Hop2-Mnd1 および Swi5-Sfr1 を加

えたところ、Hop2-Mnd1 と Swi5-Sfr1 はどちらも単独では Dmc1 の DNA鎖交換反応を促進するこ

とが出来なかったが、両方を加えた場合のみ反応が強く促進された。 

 

以上より、Dmc1 が２種類の補助因子により異なるメカニズムで活性化されることを明らかにし

た。Swi5-Sfr1 が Dmc1 のプレシナプティックフィラメントを安定化する段階で機能するのに対

して Hop2-Mnd1 は DNA 鎖交換の開始反応を強く促進すると考えられる。この二種類の補助因子



を同時に加えることで Dmc1 による DNA鎖交換反応は RPA 存在下でも強く促進されたことから、

Hop2-Mnd1 と Swi5-Sfr1 はお互いに対し相補的に Dmc1 を活性化していると考えられる。興味深

いことに Swi5-Sfr1 は Rad51 も活性化することが出来る一方で、Hop2-Mnd1 の活性化は Dmc1 に

特異的であった。Hop2-Mnd1 は Dmc1 と Rad51 の両方と物理的相互作用を示すことから、このよ

うな活性化の特異性が何に由来するのか現時点では明らかではなく、今後の研究の課題である。 
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