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研究成果の概要（和文）：相同組換えは、遺伝情報の断裂であるDNA二重鎖切断損傷を正確に修復する、遺伝情
報の安定維持に必須の修復経路である。相同組換えでは、塩基配列の相同性を利用して無傷のDNAを探索し、修
復に利用する。本研究では、相同組換えの正確性を制御する反応に着目し、精製タンパク質を用いて反応を人工
的に再構成することで、その制御メカニズムの解明を目指した。これまでに、反応の再構成に必要と予測される
全タンパク質を精製した。それらは全て、内在性タンパク質とほぼ同程度の活性を有していた。さらに反応全体
像を理解するために、着目する反応を3つに分割し、それぞれの反応の鍵となる反応まで再構成した。

研究成果の概要（英文）：Homologous recombination (HR) is one of the important pathways to repair DNA
 double-strand breaks (DSBs). It utilizes the sequence homology around DSB sites to repair DSBs. In 
this study, I aimed to elucidate the regulatory mechanisms that control the fidelity of HR by 
reconstituting the reaction using purified proteins. Up to now, I have purified all the factors 
predicted to be required for the reconstitution. They have almost the same activities as the 
endogenous proteins in our biochemical experimental system. I divided the reaction required to 
control the fidelity of HR into three reactions and reconstituted the key reaction in each reaction.
 

研究分野： DNA修復・複製
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム中にはよく似た配列が多数存在し、それらは誤った組換えの原因となる。相同組換えの正確性の破綻は、
染色体異常や染色体喪失などを引き起こし、それらは細胞のがん化や細胞死につながる。一方で、遺伝的な多様
性を生み出すためには、ある程度の配列不一致を許容して組換えを行う必要がある。本研究によって、組換えの
正確性を制御する反応が理解されれば、基礎科学だけでなく医学的な側面などへも、重要な知見を提供できるこ
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 

（1）遺伝情報の安定維持は、種や個体の維持、発がんの抑制に必須である。相同組換え

（homologous recombination：HR）は、致死的な DNA 損傷である DNA 二重鎖切断（DNA double-

strand break：DSB）を、塩基配列の相同性を利用して正確に修復する重要な修復経路である。HR

反応は、DSB 末端の削り込みと、組換え因子による相同鎖探索によって進行する。しかしなが

ら組換え因子の正確性は十分ではなく、最大で 10〜20%程度異なる配列間においても組換えが

起こることが報告されている（Anand et al., Nature, 2017）。 

（2）類似配列間において組換えが起こると、組換え中間体にミスマッチ塩基が生じる。中間体

上に生じたミスマッチは、MutSαミスマッチセンサー複合体が認識する（Honda et al., PNAS, 2014）。

その後、MutSαは DNA ヘリカーゼを呼び込み、生じた中間体を解消し、誤った組換えを中止さ

せ、正しい組換えへと誘導する（Sugawara et al., PNAS, 2004）。この反応は抗組換え反応と呼ばれ、

組換え配列間に、たった 0.3%の相違がある場合にも機能する（Datta et al., PNAS, 1997）。一方で、

ミスマッチは、MutLαエンドヌクレアーゼ、PCNA 複製クランプに依存した合成エラー修復に類

似した塩基修正を受けることでも解消され、この場合、遺伝子変換を起こす（Sugawara et al., PNAS, 

2004）。すなわち、抗組換え反応と塩基修正反応の経路切り替え制御、あるいは 2 つの反応のバ

ランス制御は、組換えが許容する配列類似度を決める決定的要素であると予想される。ところが、

これら 2 つの反応の制御メカニズムは十分に理解されていない。また、数多くの生化学解析から

得られた塩基修正反応の豊富な知見に対し（Jiricny, CSH perspect Biol, 2013）、抗組換え反応の生化

学解析は乏しく、その分子メカニズムはほとんどわかっていない。 

 

 

２．研究の目的 

（1）本研究では精製タンパク質を用いて類似配列間での組換え反応、ならびにその組換えの正

確性を制御する反応を試験管内再構成することで、① 抗組換え反応の分子メカニズムの解明、

② 抗組換え反応と塩基修正反応を分岐させる要素の解明、を目指した。 

（2）所属研究室では、ツメガエル卵核質抽出液（Nucleoplasmic extracts：NPE）を用いて、脊椎

動物における抗組換え反応の解析を進めている。我々はその解析系を用いて、組換え反応の正確

性に影響を与える要素を複数見出している。それらについて本研究で構築する試験管内再構成

系を用いて検証していくことで、組換えの正確性を決定づける要素の特定と、その要素によって

影響を受けるステップの特定を試みた。 

 

 

３．研究の方法 

（1）組換えの正確性を決定づける反応について解析するためには、① 類似配列間での組換え反

応、② 誤った組換え中間体の解消反応、③ 塩基修正反応、の3つの反応を再構成する必要があ

る。まず、それぞれの反応への関与が報告されている因子に関して（Spies and Fishel, CSH Perspect 

Biol, 2015）、発現系・精製系の構築を行った。精製したタンパク質については、NPE系や生化学解

析系を用いて活性を解析した。 

（2）上記精製タンパク質を用いて、反応全体の再構成に必要な要素である 3 つの反応をそれぞ



れ再構成した（Genschel and Modrich, Mol Cell, 2003, Dzantiev et al., Mol Cell, 2004, Saydam et al., NAR, 2007, 

Saotome et al., iScience, 2018 などを参照）。その後、それぞれの反応を組み合わせながら反応を最適

化していき、最終的に反応全体を再構成することを計画した。また、所属研究室の解析から明ら

かとなった、組換えの正確性を変化させる要素が、反応の何を変化させているのか詳細に解析す

ることで、類似配列間での組換えとその正確性を制御する要素の解明を目指した。 

 

 

４．研究成果 

（1）それぞれの反応を再構成するため、昆虫細胞発現系、もしくは大腸菌発現系を用いて、反

応に必要なすべての因子の発現、ならびに精製系の構築に取り組んだ。これまでに、すべての因

子において、複数種類のカラムを用いて、夾雑物のほとんど含まれないレベルにまで精製した。

また、ほぼすべての因子に対し、NPE を用いた加え戻し実験により、内在性タンパク質とほぼ同

程度の活性を有することを確認した。NPEへの加え戻し実験ができないタンパク質については、

生化学解析系を用いて活性を確認した。 

（2）組換え反応の再構成系として、既存の情報を参考に、組換え因子 Rad52 に依存した組換え

反応を再構成した（Saotome et al., iScience, 2018 など）。Rad52 に依存した組換え反応は一本鎖アニ

ーリング（Single-strand annealing：SSA）と呼ばれ、所属研究室の NPE を用いた解析においても

反応系として利用している。これまでに、Rad52 による類似配列間での組換え反応の再現にも成

功し、組換え酵素 Rad51 による既知の情報と一致して（Anand et al., Nature, 2017）、Rad52 のみで

は、10%程度の配列不一致を許容し、組換え反応が進行することを見出した。 

（3）誤った中間体の解消反応を再現するため、オリゴ DNA を用いて誤った組換え中間体を模

した基質を作成し、ヘリカーゼによる中間体の引き剥がしを解析した。私たちはこれまでに、脊

椎動物における類似配列間の組換えの抑制を担う因子として、Werner を見出している。これま

でに、過去の解析と一致して、Werner が MutSαや一本鎖 DNA 結合タンパク質 RPA を加えるこ

とで、そのヘリカーゼ活性が促進されることを見出した（Saydam et al., NAR, 2007, Shen et al., NAR, 

1998, Brosh et al., JBC, 1999 など）。 

（4）塩基修正反応には、修復する鎖の特異性を生み出すために、一本鎖断点が試験管内解析に

おいて必要である（Holmes et al., PNAS, 1990, Thomas et al., JBC, 1991）。試験管内の解析では、一本鎖

断点のミスマッチに対する位置関係によって必要因子が異なる（Genschel and Modrich, Mol Cell, 2003, 

Zhang et al., Cell, 2005, Dzantiev et al., Mol Cell, 2004, Constantin et al., JBC, 2005）。これまでに私は、全長

約 300 bp の基質を用いて、MutLαによる鎖特異的な切断（一本鎖断点がミスマッチの 3ʹ側にあ

る場合）や、ミスマッチ塩基周辺の塩基を除去する ExoI エキソヌクレアーゼによる鎖の削り込

みのステップ（一本鎖断点がミスマッチの 5ʹ側にある場合）について再現した。 

（5）これまでに、3 つの反応において、類似配列間での組換え反応については再構成を完了し、

誤った組換え中間体の解消反応や塩基修正反応については、それぞれの鍵となる反応までの再

現に成功した。未だ反応効率が悪いため、それらを改善することが喫緊の課題である。しかし、

類似配列間での組換えの正確性の解析において、それぞれの鍵となる反応を検出指標として解

析を進めていける段階には到達したと考えている。 
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