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研究成果の概要（和文）：ミスマッチ修復はDNA合成エラーを修復して複製正確性を上げるのみならず、類似配
列間の組換えを抑制して相同組換えの正確性を高めるDNA修復機構である。組換え抑制のメカニズムと二つの反
応の分岐制御を知るため、本研究では類似配列間の組換え抑制を再現する試験管内系を構築した。本実験ではま
ずツメガエル卵抽出液にDNA基質を加え、一本鎖アニーリングによる修復を再現した。さらにアニーリング領域
間に配列の不一致を導入するとアニーリング反応が著しく抑制され、この抑制にはミスマッチ認識複合体とRecQ
型ヘリカーゼが必要であった。今後は本実験系を発展させ、反応過程の解析、および機能する因子の解析を進め
る予定である。

研究成果の概要（英文）：The mismatch repair system not only increases the replication fidelity by 
correcting replication errors but also improves the recombination fidelity by preventing 
illegitimate recombination. To study how these reactions are branched and how illegitimate 
recombination is inhibited, we established an in vitro model system that recapitulates the 
inhibition of recombination between divergent sequences. We induced single-strand annealing repair 
of DNA double-strand breaks by adding DNA substrates into nucleoplasmic extracts of Xenopus eggs and
 found that sequence divergence between the annealing units significantly reduces the annealing 
reaction. We also found that the mismatch-recognition complex and a RecQ-family helicase prevent 
annealing of divergent sequences. This system will be useful to study the recombination 
intermediates and factors that are involved in the inhibition of illegitimate recombination. 

研究分野：分子遺伝学

キーワード： ミスマッチ修復　相同組換え　ツメガエル卵抽出液　無細胞系　DNA二重鎖切断損傷
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１．研究開始当初の背景 
(1)ミスマッチ修復（MMR）は、DNA 合成エラー
を修復して遺伝情報の複製正確性を高める
DNA 修復経路である。高等動物においては突
然変異率の上昇が個体の発がんに直結するた
め、MMR 機構は重要な発がん抑制経路でもあ
る。MMR は DNA 合成エラーの修復に加え、類似
するが同一でない配列間での相同性依存的修
復を抑制するためにも機能する。この場合、
類似 DNA 間の鎖交換によってミスマッチ塩基
対（ヘテロ二重鎖）が生じ、このミスマッチ塩
基対が組換えを抑制する起点となると考えら
れている。この反応は抗組換え反応
（antirecombination）として知られ、バクテ
リアからヒトまで保存されている。抗組換え
反応は、DNA 合成エラー修復と平行して遺伝
情報の安定維持に重要な役割を果たす。
（George	et	al.,	2012,	Jiricny,	2013）	
(2)MMR経路におけるミスマッチ塩基の修復は、
ミスマッチセンサーである MutS 複合体がミ
スマッチ塩基を認識、結合することで開始す
る。大腸菌では、MutS の下流で MutL 複合体、
UvrDヘリカーゼなどが機能してエラーを含む
DNA 鎖を除去する。また抗組換え反応にも同
じセットの因子、MutS、MutL、UvrD が機能す
る事が知られる。	
(3)真核生物では、MutS ホモログである MutS
αおよびMutSβの二つのミスマッチ認識複合
体が MMR 経路に機能する。DNA 合成エラーの
修復経路では、MutSα（または MutSβ）の下
流で MutLαエンドヌクレアーゼ、Exo1 エキソ
ヌクレアーゼが機能し、エラーを含む DNA 鎖
を除去する。大腸菌と異なり、真核生物では
この過程に DNA ヘリカーゼの寄与は必須でな
い。一方で抗組換え反応においては、二つの
MutS ホモログ複合体の下流で RecQ 型ヘリカ
ーゼが機能し、類似配列間での相同性依存的
修復を抑制すると考えられている(Sugawara	
et	al.,	2004)。ヒト細胞は 5つの RecQ ホモ
ログヘリカーゼを持つが、どれが抗組換え反
応に機能するかはまだ明確にされていない。	
(4)真核生物において、DNA 合成エラー修復に
必要な因子と抗組換え反応に必要な因子が
MutS ホモログ以外で異なることは、すなわち
二つの反応経路が MutS ホモログの下流で分
岐することを意味する。この分岐機構は、MMR
が関わる二つの反応の制御機構であり、二つ
の反応それぞれの素過程に深く関わっている
であろう。しかしながら、この制御がどのよ
うなメカニズムで達成されるかについては、
ほとんど分かっていない。また、抗組換え反
応がどのような反応機構を経て機能するかも
よくわかっていない。抗組換え反応の試験管
内再現系は確立しておらず、これは上記二つ
の重要な問題が解決していない理由の一つで
ある。	
	
２．研究の目的 
(1)これらの背景を踏まえ、本研究では抗組換
え反応の動作原理、および抗組換え反応とDNA

合成エラー修復の分岐機構の解明を目指した。	
(2)具体的には、まず抗組換え反応を試験管内
でモデル化し、反応中間体や関与する因子の
解析を可能とすることを目標とした。	
(3)DNA合成エラー修復反応の試験管内再現系
は既に確立されており、本研究者らも独自に
これを再現する試験管内系を構築済みである。
そこで次に、DNA 合成エラー修復と抗組換え
反応を同時に再現可能な系を確立し、これを
用いて二つの反応の分岐機構を明らかにする
ことを目指した。	
	
３．研究の方法 
(1)	ツメガエル卵の核質抽出液(NPE)は、試験
管内で効率よく DNA 合成や修復を再現する実
験系である。これまでに、NPE 中で相同組換え
因子 Rad51 に依存した相同組換えが起こるこ
とも報告されている（Long	et	al.,	2011）。
そこで本研究では NPE に制限酵素で切断した
DNA 基質を加え、相同性依存的修復の試験管
内モデル化を試みた。	
	
４．研究成果	
(1)類似配列間の相同性依存的修復を試験管
内再現するためのモデル系として、本研究で
は一本鎖アニーリング（SSA）経路による DNA
二重鎖切断修復に注目した。SSA は DNA 二重
鎖切断部位を挟んで両側に相同領域が存在す
る場合にはたらく相同性依存的修復経路であ
り、DNA 末端の削り込み、相同部分のアニーリ
ング、DNA 末端のプロセシングとライゲーシ
ョンによって進行する（参考：図１）。SSA の
組換え産物はリピート配列を一つ以上失うた
め、オリジナルの DNA と容易に区別可能であ
る。また、反応経路が比較的単純であるため、
中間体の解析も容易であると考えられた。こ
れに加え、出芽酵母の遺伝学的解析から、SSA
経路による DNA 二重鎖切断修復は、相同領域
間に配列の違いが存在する場合、MMR 経路に
よる抑制を受ける事も示されている。	
(2)SSAを再現するため、図1に示すように420	
bp の相同領域を持たせたプラスミド DNA 基質
を作成した。これをリピートの間で切断して
NPEに加え、一定時間インキュベートした後、
回収してゲル電気泳動により解析した結果を
図2に示す。導入したDNA二重鎖切断損傷は、
非相同末端結合（NHEJ）および SSA によって
修復されることが期待される。実際に、NHEJ
産物と思われる、もとのプラスミドと同じ大
きさの産物は容易に確認された。さらに、SSA
産物と思われる、もとのプラスミド基質より
も小さい DNA 産物が時間経過と共に蓄積して
いく様子が観察された。これらの産物に加え、
分子間での NHEJ あるいは SSA によると思わ
れる多量体 DNA が観察された。これらの産物
のうち、どれが NHEJ 産物でありどれが SSA 産
物であるかを鑑別する目的で、繰り返し部分
を制限酵素により切断して解析したところ、
NHEJ と SSA 産物を特定し、産物蓄積の経時変
化を追うことができた。NHEJ は DNA 二重鎖切



断修復の第一選択経路と考えられており、非
常に速い反応であることが知られる。これと
対応し、NPE においても 5 分以内の早い段階
から NHEJ 産物が観察された。一方で SSA 産物
の蓄積は 20 分頃から始まっており、SSA は
NHEJに比べて遅い反応であることが示された。
さらに最終的な産物の量を比べると、NHEJ 産
物よりも SSA 産物の方が優勢であることが、
再現よく確かめられた。従って、SSA を主たる
修復経路とする相同性依存的修復の試験管内
再現系を確立することができた。	

	
  図 1:SSA を再現するための DNA 基質 

	
	
	

	
	 	 図 2:NPE 中で起こる SSA 反応	
	
(3)次の重要な問題は、プラスミドの相同領域
間に配列の違いを導入した場合、SSA がどの
ような影響を受けるかであった。これを調べ
るため、繰り返し配列の一方に、約 4%および
8%の変異を導入した。この DNA を切断して NPE
に加えたところ、SSA 産物が顕著に減少する
ことが分かった。さらに、SSA の量が減るだけ
でなく、SSA産物の生成が大きく遅れており、
早い段階ではアニーリング中間体と思われる
DNA 断片も観察された。アニーリングに対す
る影響は、8%の配列変異を導入した方が顕著

に大きかったため、8%変異を以下の実験の標
準条件と定めた。	
(4)もし MMR 機構が機能することでヘテロ二
重鎖間の SSA が阻害されるのなら、MMR 因子
を除去した NPE においてはヘテロ二重鎖間の
SSA が回復するはずである。これを調べるた
め、鍵となる MMR 因子である、MutS 複合体の
免疫除去を行った。真核生物の MutS ホモログ
には MutSα(Msh2-Msh6)および MutSβ(Msh2-
Msh3)の二つの複合体が存在するが、本研究者
らが作成した基質の場合は一塩基ミスマッチ
が生じるため、一塩基ミスマッチを優先的に
認識するMutSαが主たる認識複合体として機
能すると予想された。そこで、Msh6 に対する
抗体を用いてMutSα複合体を NPE から除去し
たところ、ヘテロ二重鎖間での SSA が、産物
の最終的な量、産物生成のタイミング共に顕
著に回復した。さらに、バキュロバイラスと
昆虫細胞を用いて作成した組換えMutSα複合
体を反応に戻したところ、ヘテロ二重鎖間の
SSA が再度抑制された。これらの結果は、NPE
中で観察されたヘテロ二重鎖間の SSA は、
MutSαの機能によって抑制される事を示して
いる。本実験によって、類似配列間の相同性
依存的修復を MMR 機構が抑制する反応（抗組
換え反応）を再現する試験管内系が確立した。	
(5)出芽酵母では、RecQタイプヘリカーゼであ
る Sgs1 ヘリカーゼが抗組換え反応に機能す
る事が報告されている(Sugawara	 et	 al.,	
2004)。ツメガエルでは RecQ1 から RecQ5 まで
の 5つの RecQ ホモログが存在し、そのうちの
RecQ1、RecQ2（Bloom）、RecQ3（Werner）につ
いては、ヒトにおいて MutSαと相互作用する
ことが報告されている（Pedrazzi	 et	 al.,	
2003,	Doherty	et	al.,	2005,	Saydam	et	al.,	
2007）。これらの情報から、ツメガエルでも上
記のうちいずれか、あるいは複数の RecQ ヘリ
カーゼが抗組換え反応を担うことが予想され
た。そこでこれらの因子に対する抗体を作成
し、免疫除去によってヘテロ二重鎖間の SSA
に対する影響を調べたところ、免疫除去によ
って抗組換え反応を失うものを一つ同定した。
現在、他の RecQ ヘリカーゼについて確認を進
めると同時に、組換えタンパク質を作成して
戻し実験を行うことで、同定したヘリカーゼ
が抗組換え反応を担うことを証明しようして
いる。	
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