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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、分裂酵母を主要な生物モデル系として、申請代表者らによって独自に発見
された因子を中心に、これらの因子がどのように組換え反応に関与するのか詳細に解析した。特に、以下の2点におい
て大きな成果を得ることができた。１）Swi5-Sfr1タンパク質複合体のX線立体構造を決定し、Rad51依存的DNA鎖交換反
応の活性化機構についてモデルを提唱した。２）ヘリカーゼ活性とユビキチンE3活性をもつFbh1が、それぞれの活性を
利用して、Rad51リコンビナーゼに対して正負の制御をして、組換え反応のクオリティコントロールをしていることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied the molecular functions of previously identified proteins to elucidate 
the conserved mechanism of homologous recombination in fission yeast, a eukaryotic model organism. This 
led to several substantial accomplishments, with the following two discoveries having the highest 
importance. 1) We determined the crystal structures of the Swi5-Sfr1 complex. Based on the structure, 
together with biochemical analysis of the structure-function relationship, we have proposed a molecular 
model for the activation of Rad51-dependent DNA strand exchange. 2) We showed that the helicase and 
ubiquitin E3 ligase activities of Fbh1 plays a critical role in dual regulation of Rad51-dependent DNA 
strand exchange. We propose that Fbh1 contributes to the quality control aspect of homologous 
recombination (DNA repair) in mitosis.

研究分野： 分子生物学
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様	 式	 Ｃー１９、Ｆー１９、Ｚー１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	
	 相同組換え (修復) は、大きく３ つの反応
ステップ（初・中・後期：図１） に分かれる。
相同組換えの初期過程は、DNA 二重鎖切断 
(DNA double-strand break: DSB) の導入と切
断末端のプロセッシングのステップである。
DNA 二重鎖切断は、プログラムされたもの
（減数分裂期や接合型変換）や、偶発的な場
合（例えば、電離放射線の暴露や変異原投与） 
がある。いずれも Mre11-Rad50-Nbs1（MRN）
複合体を中心とした高次タンパク質複合体に
よって、3’末端が突出した単鎖 DNA (ssDNA) 
に変換される。我々は網羅的検索から多数の
組換え関連遺伝子を同定しており、そのなか
の一つとして、ヒトのナイミーヘン症候群の
原因遺伝子の分裂酵母ホモログ nbs1+ 遺伝子
がある。Nbs1タンパク質は、MRN 複合体と
協働する因子の一つである (Ueno et al. MCB. 
2003) 。2008 年には、nbs1-S10 変異の多コ
ピーサプレッサーとして nip1+ (別名 ctp1+ : 
以降 ctp1+に統一) 遺伝子を同定し、この遺伝
子産物が、MRN 複合体の制御因子である可
能性を示した (Akamatsu et al. MCB. 2008) 。
なお、Ctp1は、ヒトの癌抑制遺伝子産物 CtIP 
のホモログである。 
	 引き続き、P. Russell 及び、J. Tainerのグル
ープと共同して Nbs1 の X 線立体構造を決定
した。さらに、Ctp1 の SXT 配列を含むリン
酸化オリゴペプチドが Nbs1の FHAドメイン
と結合することを示した (Williams et al. Cell 
2009) 。 
	 MRN 複合体によって生じた ssDNA 領域
に、ssDNA 結合タンパク質 RPA が速やかに
結合する。その後、ssDNA から RPA が除去
されながら Rad51 リコンビナーゼが結合し、
presynaptic filament が形成される（中期過程）。 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

	

	

	

	

	

この過程では、メディエーターと呼ばれる
Rad52 や Rad55-Rad57 ヘテロ二量体が協調
的に働く。我々は、分裂酵母の Rad57 ホモロ
グ (Tsutsui et al. Genetics 2000) や、Swi5-Swi2- 
Swi6、及び、Swi5-Sfr1複合体を同定していた
(Akamatsu et al. PNAS. 2003; EMBO J. 2007) 。
元々Swi5 は、ドイツのグループによって接合
型変換に関与する遺伝子として同定されたも
のであるが、我々は、Rad51の補助因子として、
Swi5-Swi2-Swi6 複合体は接合型変換に、また、
Swi5- Sfr1は相同組換えに、それぞれ特異的に
働くことを明らかにした (Akamatsu et al. 
PNAS. 2003; EMBO J. 2007) 。 
	 2006 年には、Swi5-Sfr1 複合体が Rad51に
よる in vitro DNA 鎖交換反応を促進するこ 
とを発見した。(Haruta et al. Nat. SMB. 2006)。
2008 年には、Swi5-Sfr1 複合体、Rad52、RPA、
Rad51 リコンビナーゼからなるDNA鎖交換
反応系を構築した。これは、世界で初めての
組換え中期過程の試験管内完全再構成系とし
て学術的意義が極めて高い (Kurokawa et al. 
PLoS. Biol. 2008) 。また、Rad51を用いて、真
核生物のリコンビナーゼで初めて試験管内反
応によるHolliday 構造形成に成功した 
(Murayama et al. Nature 2008) 。また、2011年
には、減数分裂特異的リコンビナーゼ Dmc1
を用いて、Holliday 構造形成反応に成功した 
(Murayama et al. Genes Dev. 2011) 。 
	 Swi5-Sfr1 複合体の構造解析に着手し、2011
年には、分析超遠心エレクトロスプレーイオ
ン化質量分析（ESI-MS）にて、Swi5とSfr1が
1:1の複合体を形成していることを明らかに
した。同時に、Swi5-Sfr1 複合体の溶液中での
摩擦比 (F/F0) が2.0±0.2と、極めて大きい値
をとることが分かった。さらに、Swi5-Sfr1 複
合体、及び、Sfr1に対するモノクローナル抗
体との複合体（Swi5-Sfr1-Fab複合体）のX線小
角散乱 (SAXS) 解析をし、Swi5- Sfr1 複合体
が“く”の字 型 構造(dogleg-shaped structure) 
をしていることを示した。Swi5-Sfr1複合他は、
ATP結合型Rad51フィラメントの溝に配置し、
DNA 鎖交換反応を活性化するというモデル
を提唱した (図２．Kokabu et al. 2011)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1．相同組換えのモデル 
図2．Swi5-Sfr1 とRad51 フィラメントとの複合体
モデル 



	 中-後期過程は、組換え中間体であるD-loop
やHolliday 構造が解消される過程である。原
核生物では、RuvABC リゾルバゾームがその
役割を担っている。上述の網羅的検索により、
Fbh1 ヘリケースを同定し、遺伝学的解析から、
組換え中間体のプロセッシングに働くことを
示唆していた (Morishita et al. MCB. 2005)。	
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２．研究の目的	
	
相同組換えは、最も重篤な DNA 損傷である
二重鎖切断を正確に修復する機構として機能
する。それゆえ、ゲノムの安定性を維持する
重要な遺伝的メカニズムの一端を担い、発ガ
ン抑止機構の一つとしても働く。相同組換え 
(修復) は、大きく３ つの反応ステップ（初・
中・後期：図１） に分かれるが、本申請研究
では、分裂酵母を主要な生物モデル系として、
申請代表者らによって独自に発見された因子
（Ctp1、Swi5-Sfr1 複合体、 Fbh1 ヘリケー
スなど） を中心に、各ステップを再構築し、
これらの因子がそれぞれの反応過程にどのよ
うに関与するのかについて分子レベルで解明
することを目的とした。一部は、ヒトタンパ
ク質ホモログを用いて、その普遍性を確認す
ることとした。さらに、中−後期間の連続反応
を再構成し、ステップ間の連携機構の解明を
目指した。これらのアプローチより、染色体
動態における時空間的ダイナミズの分子反応
論機構論の確立を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
	
本申請研究では、遺伝学的解析の他、精製した
タンパク質を用いた生化学的解析、生物物理学
的解析、構造生物学的解析、遺伝学的解析など、
様々な解析方法により、多面的なアプローチを
取った。 
	
	
４．研究成果	
 
(1) Swi5-Sfr1 複合体の構造機能解析 

Sfr1のN末端を切除したSfr1C (181-299aa) と
Swi5との複合体の結晶化に成功し、2.2Åの
解像度で構造を決定した。Swi5のヘリック
ス１ (α1)とSfr1のα1、及び Swi5のα2と
Sfr1のα2 がそれぞれ coiled-coil 構造を形
成し、Swi5のα3とSfr1のα3 が２つのα2
から成る coiled-coil 構造を挟むように配置
されている。２つのcoiled-coil構造ともロイ
シンジッパーで強固に結びつけられ、２つ
の二次構造は、約130度折れ曲がっている。
この折れ曲がり構造は、多数の相互作用に
よって安定に維持されている（図３）。 
	 構造機能相関解析により、1)  Sfr1 のN末
端 (1~180aa) は、天然変性領域を形成し、
Rad51との最初のインターフェースである
こと。2) Swi5-Sfr1C 複合体は、Rad51 フィ
ラメントと弱い結合をして、DNA鎖交換反
応を活性化すること、を明らかにした。さ
らに、Sfr1のC末端側に位置する飛び出した
β-シートは、DNA鎖交換反応には寄与しな
いことが分かった。 
	 これらの解析結果をもとに、Swi5-Sfr1複
合体がDNA鎖交換反応を活性化する分子機
構について、モデルを提唱した。すなわち、
フレキシブルな Sfr1 N 末端領域 (1-180aa)  
は、最初に Rad51 フィラメントと結合し、
これがアンカーとなって、Swi5-Sfr1C 複合
体とRad51 フィラメントの溝との相互作用
を仲介する。Swi5-Sfr1C 複合体は、Rad51
フィラメントの活性型を維持するように働
き、これによって Rad51 フィラメント安定
化することで DNA 鎖交換反応が促進され
るというモデルである（図４）。以上の成
果は、「５．主な発表論文等」〔雑誌論文〕
の５に発表した。 
	 SAXSと新しく開発した electrospray 
ionization ion mobility mass spectrometry 
(ESI-IM-MS) を用いて、結晶化困難なSfr1全
長からなるSwi5-Sfr1複合体の立体構造を解
析した。その結果、気相ではSwi5-Sfr1複合
体は、極めてコンパクトな構造をしている
ことが判明した。この成果は、「５．主な
発表論文等」〔雑誌論文〕の４に発表した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 図 3．Swi5-Sfr1C の X 線立体構造モデル 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 線形偏光二色性分光法を用いて、Rad51 
フィラメントに対するSwi5-Sfr1複合体の
効果を解析した。その結果、Swi5-Sfr1複
合体が存在すると、ssDNAの塩基が、フィ
ラメント軸に対してより垂直に近い形で
配置 (coplanar alignment)されることが分
かった。この効果は、DNA結合能を欠い
たSwi5-Sfr1C複合体でも同様に観察され
た。このことから、Swi5-Sfr1複合体によ
るDNA鎖交換反応の活性化は、DNAでは
なく、主にRad51 に作用して引き起こさ
れるものであると予想された。Ca2+も
Rad51依存的鎖交換反応を活性化するが、
Swi5-Sfr1 複合体と同様に、coplanar 
alignmentを誘導した。興味深いことに、
Ca2+の効果とSwi5-Sfr1 複合体の効果とは
相加的では無かった。以上のことから、
Swi5- Sfr1 複合体やCa2+で誘導される
coplanar alignmentが相同な二重鎖DNAと
のペアリングに重要な働きをすることで
促進効果をひきおこしていると考えられ
る。この成果は、「５．主な発表論文等」
〔雑誌論文〕の２に発表した。 
 

(2) Dmc1リコンビナーゼ依存的DNA鎖交
換反応の制御機構 

Dmc1リコンビナーゼ依存的DNA鎖交換
反応に対するRad22 (spRad52)とSwi5-Sfr1
複合体の効果について、生化学的解析を行
った。その結果、Swi5-Sfr1複合体はDmc1
リコンビナーゼ依存的DNA鎖交換能を劇
的に上昇させることが分かった。すなわち、
Dmc1はRPAが結合したssDNA上に効率的
にリクルートされ、Swi5-Sfr1複合体が
Dmc1のフィラメント形成を促進するとと
もに、そのDNA鎖交換能を活性化するこ
とを明らかにした。 

	 一方、Rad52は、Dmc1のssDNA結合を阻
害した。これは、Dmc1はRad52と結合能が
なく、Rad52がRPAに結合することで、
Dmc1のRPAに対する結合が阻害されるこ
とが原因となっていた。すなわち、Rad52
による阻害効果は、RPAに対する競争的阻
害であった。以上の結果は、Dmc1のDNA
鎖交換反応は、Swi5-Sfr1複合体による促
進とRad52による抑制の２つの制御を受
けていることを示唆している。さらに、
Rad52に関しては、Rad51依存的DNA鎖交
換については活性化、Dmc1依存的DNA鎖
交換については抑制効果を示し、2種類の
リコンビナーゼに対して正負の制御、すな
わち、全く逆の作用を示すことを明らかに
した。この成果は、「５．主な発表論文等」
〔雑誌論文〕の３に発表した。 
 

(3) Fbh1ヘリカーゼによるRad51プレシナプ
ティックフィラメントの品質管理 

これまでの様々な解析から、F-boxを有する
ヘリカーゼ分裂酵母 Fbh1は、相同組換えを
調節すると考えられていた。我々は、HO エ
ンドヌクレアーゼで誘発した DSB の修復
スペクトラムを解析し、Fbh1 は交差型組換
え体の形成を抑制することを見出した。一
方、交差型組換え体生成における Srs2 や 
Rqh1 ヘリカーゼの寄与は極めて限定的で
あり、出芽酵母の知見とは異なっていた。 
	 Fbh1 タンパク質を Skp1との複合体とす
ることで精製に成功した。精製した Fbh1- 
Skp1 複合体は、Rad51 プレシナプティック
フィラメントから Rad51を引き剥がし、こ
の活性によって Rad51 依存的 DNA 鎖交
換反応が阻害された。この引き剥がし反応
は Swi5- Sfr1 複合体によって緩和された。
さらに、Fbh1-Skp1 複合体と Pcu1- Rbx1 複
合体から再構成された SCFFbh1 複合体は、ユ
ビキチンリガーゼ E3 活性を示し、Rad51 
をユビキチン化した。 
	 さらに、定常期では、Fbh1 依存的に 
Rad51 のタンパク量が低下することがわか
った。この現象は、Fbh1のF-boxに依存的で、
ヘリカーゼドメインに非依存的であった。
上記の結果は、一見無関係に見える 2 種類
の活性、すなわちDNAヘリカーゼ/トランス
ロカーゼ反応とユビキチンリガーゼ反応を
介して、Fbh1がRad51 依存的相同組換えを
負に調節することを示唆している。 
	 一方、Fbh1-Skp1複合体は、一旦Rad51 依
存的 DNA 鎖交換が開始された後には、
DNA 鎖交換反応を促進することが判明し
た。このことは、Rad51—Fbh1を介した中−後
期ステップでの連続的な共役反応を示唆す
る。さらに、この結果は、in vivo において
は、Fbh1 は組換え促進活性を持っている可
能性を示唆する。すなわち、Fbh1 は、Rad51
依存的組換えにおいて、正負の制御機能を
果たす組換えのレギュレーターとして機能
している可能性を強く示唆した（図５）。 

図 4．Swi5-Sfr1 複合体による Rad51 依存
的 DNA 鎖交換反応活性化のモデル 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これら一連の成果は、「５．主な発表論文
等」〔雑誌論文〕の１に発表した。 

 
(4)	その他	
	 初期過程に関与する Mre11、Rad50、Nbs1、
Ctp1などが関与する。これらの発現精製系を
構築し、それぞれのタンパク質の生化学的解
析を行っている。 
	 Swi5-Sfr1 複合体と遺伝学的に平行して機
能する Rad55-Rad57複合体の多量発現系の構
築に成功した。 
	 また、Swi5-Sfr1複合体や Rad55-Rad57複合
体が Rad51と相互作用するのに重要な働きを
しているアミノ酸残基を同定する目的で、
Rad51 の表面に位置すると予想されるアミノ
酸残基のアラニンスキャニングを行った。そ
の結果、数カ所の候補残基を同定した。 
	 ヒト Rad51の精製方法を改良して安定供給
を可能とした。また、ヒト Swi5及びヒト Sfr1
の発現系を構築した。Brca2 の発現精製系を
検討し、改良しているところである。	
	
	
５．主な発表論文等	
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	
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