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研究成果の概要： 
 
本研究は、分裂酵母の 2 種類の組換えメディエーター（Rad22, Swi5-Sfr1）が、協調して Rad51
リコンビナーゼによる DNA 鎖交換反応を促進することを in vitro で証明した。この時、
Swi5-Sfr1 複合体は Rad51 の ATP 依存的 DNA 結合能の上昇を引き起こし、Rad22 は RPA にコート
された単鎖 DNA に Rad51 をリクルートするという、２つのメディエーターの異なる役割分担に
よる詳細な分子メカニズムが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 

組換え反応の中心的な反応は、相同な２

分子の DNA 間での鎖交換反応であり、

リコンビナーゼによって触媒される。代

表的なリコンビナーゼとして、バクテリ

アの RecA タンパク質、真核生物では、

体細胞分裂と減数分裂の両方で機能する

Rad51 タンパク質（分裂酵母ホモログは

Rhp51 と呼ばれることもある）と、減数

分裂期特異的な組換え反応に関与する

Dmc1 の２種類のリコンビナーゼが良く

知られている。これらのリコンビナーゼ

はお互いにアミノ酸配列上の相同性が高

 



く、それゆえ鎖交換反応は生物種を越え

て共通の基本メカニズムで進行すると考

えられている。 
 リ コ ン ビ ナ ー ゼ は 、 単 鎖 DNA

（ssDNA）上でらせん状に結合してヌク

レオプロティンフィラメントを形成し、

この構造体によって DNA 鎖交換反応が

触媒される。一般に、真核生物型リコン

ビナーゼはフィラメント形成能が低く、

そのためメディエーターと呼ばれる活性

化因子を必要とする。最も良く研究が進

んでいる出芽酵母では、これまでに

Rad52 と Rad55-Rad57 ヘテロ二量体の

２種類の因子がメディエーターとして同

定されている。Rad55 や Rad57 は、

RecA/Rad51/Dmc1 と一次構造上の相同

性を有することから、Rad51 パラログと

呼ばれている。 

 セキツイ動物では、Rad52 に加えて、

5 種類の Rad51 パラログ（Rad51B/C/D, 

及び Xrcc2/3）の存在が知られている。

また、家族性乳癌の原因遺伝子産物の一

つであるBrca2が26Sプロテアゾームの

コンポーネントの一つである Dss1 サブ

ユニットと結合して、Rad51 による鎖交

換反応を促進することが示されている。 

 以上のことから、セキツイ動物では、

Rad51 ヌクレオフィラメント（言い換え

ると Rad51 依存的組換え反応経路）が複

数の独立した経路から形成されることが

示唆されるが、詳細は不明である。また、

それぞれのメディエーターの機能分担や

機能差異などは、全く解明されていない。 

 分裂酵母では、Rad52 の構造的機能的

ホモログとして Rad22 が知られている。

rad22 欠損株は、出芽酵母 rad52 変異株

と同様に相同組換えや組換え修復におい

て最も重篤な表現型を示し、Rad22 メデ

ィエーターが分裂酵母細胞内で極めて重

要な機能を果たしていることがわかる。 
 我々は、これまで分裂酵母の組換え修

復に関与する遺伝子を網羅的に分離同定

した。その最初の過程で、Rhp57（分裂

酵母 Rad57 ホモログ）を同定した。さら

に Rhp57 は Rhp55（分裂酵母 Rad55 ホ

モログ）と結合して、Rad51 活性を補助

することを示唆していた（Tsutsui et al., 
2000, 2001）(以下、出芽酵母の命名法に

合わせて、それぞれ、Rad57、Rad55 と

呼ぶ)。その後、接合型変換に関与する遺

伝子として同定された Swi5 が、その結

合パートナーを替えることによって、接

合型変換特異的（Swi5-Swi2 複合体）、

もしくは、組換え修復特異的（Swi5-Sfr1
複合体）Rad51 複合体を形成することを

示した。また、組換え修復においては、

Rad55-Rad57 と Swi5-Sfr1 が、独立し

た平行経路として機能することを発見し

た（Akamatsu et al., 2003）。 
 出芽酵母 Rad55-Rad57 複合体は、メデ

ィエーターとして機能すること、また、

分裂酵母Rad55-Rad57とSwi5-Sfr1の遺

伝学及び細胞生物学的解析に基づく機能

的相似性から、Swi5-Sfr1 は Rad51 に対

してメディエーターとして機能する可能

性が考えられたが、2006 年、我々は、生

化学的にこれを証明した（Haruta et al., 
2006）。 
 さらに、様々な状況証拠から Swi5-Sfr1
が Dmc1 に対してもメディエーターとし

て機能することが予想され、この仮説も

生化学的に証明した（Haruta et al., 
2006）。 
 これらの一連の事実から、３種類のメ

ディエーター（Rad55-Rad57, Swi5-Sfr1
及び Swi5-Swi2）が、単にリコンビナー

ゼの活性化因子というだけにとどまらず、

リコンビナーゼフィラメントに作用して、

最終産物を決定する組換えの制御因子と

しての機能を果していることが強く示唆

される。それゆえ、組換え反応の制御を

正確に理解するためには、メディエータ



ーの機能解析が不可欠である。 
  
 
２．研究の目的 
 DNA 鎖交換反応は、リコンビナーゼが ssDNA

上に結合したヌクレオプロティンフィラメントによ

って触媒される。リコンビナーゼに加えて ssDNA

結合タンパク質である replication protein A 

(RPA) も組換え反応に必須な因子である。とこ

ろが、リコンビナーゼは、RPA より ssDNA に対す

る結合能が弱く、実際、ssDNA が生じると直ちに

RPA が結合することが示されている。そのため、

最初に RPA が ssDNA に結合してしまうと、リコン

ビナーゼフィラメントが形成できず、鎖交換反応

が阻害される。この RPA による阻害効果を解消

して、リコンビナーゼの ssDNA 上へのローディン

グを促進し、効率良く鎖交換反応を起こさせる

因子として、「メディエーター」が定義された。 

 我々は、上記のように、Swi5-Sfr1 複合体のメ

ディエーター活性を証明していた (Haruta et 

al., 2006）。しかし、RPA による阻害に対して、

Swi5-Sfr1 の解消効果はこれまでに報告された

「 メ デ ィ エ ー タ ー 」 に 比 べ て か な り 低 く 、

Swi5-Sfr1 の本来の機能は、むしろ、Rad51 フィ

ラメントの活性化に特化したものであると予想さ

れた（Haruta et al., 2006）。 

 遺伝学的解析から、ssDNA 領域に最初に

RPA が 結 合し た あと、この 部位に 、 Rad22

（Rad52 ホモログ）が Rad51 をリクルートすると考

えられる。また、Rad22 と Swi5-Sfr1 は相同組換

え（修復）において同じ経路で機能することが

示されている。このことは、同じ反応経路でな

ぜ２種類のメディエーターが必要なのか、すな

わち、２種類のメディエーターの機能分担の解

明が最も興味深い問題である。このことを明ら

かにすることを、本研究の最優先課題とした。 
 
 
３．研究の方法 

 同じ反応経路でなぜ２種類のメディエーター

が必要なのか、再構成系を利用して、この問題

の解明を試みた。そのために、試験管内３本鎖

DNA 交換反応を利用した。３本鎖 DNA 交換反

応は、M13 やφX174 ファージ由来の circular 

ssDNA（css）とそれと相同な線状二重鎖 DNA

（linear double stranded DNA: lds）を基質として

用いる。鎖交換反応は、リコンビナーゼによる

相同塩基対合(homologous pairing)と DNA 鎖

転移（strand transfer）によって進行する。反応

中間体は、接合分子(joint molecule: JM)、最終

反応産物は nicked circular (NC)と線状 ssDNA

（linear ssDNA: lss）であり、２種類の基質(css と

lds)と反応産物（JM と NC）はアガロース電気

泳動によって分離解析した。 

 

 

４．研究成果 

 in vivo の機能解析から、Rad22 と Swi5-Sfr1

複合体は同じ経路で働くことが示されている。

そこで、上述の３本鎖交換反応において、予め

RPA で コ ー ト し た  ssDNA を 用 意 し て 、

Rad51-Swi5-Sfr1 依存的な鎖交換反応を開始

したところ、Rad22 の添加によって、RPA による

阻害効果が完全に解消された。 

 Rad22 を加えない鎖交換反応系（Rad51, 

Swi5-Sfr1 及び RPA だけをタンパク質因子とす

る）では、上述のように、RPA が結合する前に

Rad51 の安定なフィラメントを形成させる必要が

あった。この条件に加えて、lds を最後に添加

するという人為的コントロールが必要であった。

ところが、Rad22 を加えた鎖交換反応系では、

lds 添加の順番依存性までもキャンセルされた。

すなわち css と lds が入った混合液に対して、タ

ンパク質混合液（Rad22、Rad51、Swi5-Sfr1、及

び RPA）を加えると鎖交換反応が効率良く起こ

った。このことは、Swi5-Sfr1 依存的な Rad51 組

換え経路の in vitro 試験管内完全再構成系が

確立できたことを示唆する。 

 次に、RPA の阻害効果の解消機構について

詳細に解析した。その結果、単鎖 DNA に結合

した RPA を引き剥がすタンパク質ファクターは

Rad51 であり、Rad22 や Swi5-Sfr1 複合体では

ないことが明らかになった。しかし、この引き剥

し活性は Swi5-Sfr1 複合体によって大きく上昇

した。Rad22 を加えただけでは、引き剥がし活

性 の 上 昇 は 微 々 た る も の で あ っ た が 、



Swi5-Sfr1 複合体と Rad22 ともに存在すると，引

き剥がし活性は最も上昇した。 

 Rad51 の単鎖 DNA に対する結合能の

on-rate は、Swi5-Sfr1 複合体もしくは Rad22 に

よって影響されない。しかし、いったん単鎖

DNA に結合した Rad51 は Swi5-Sfr1 複合体に

よって安定化されることがわかった。この効果

は、Rad22 によっては引き起こされない。 

 これらの事実や、他の詳細な生化学的解析

から、Swi5-Sfr1 複合体が Rad51 フィラメントを

鎖交換反応コンピテントな状態に活性化する

活性化因子として機能し、一方、Rad22 は、主

に RPA にコートされた ssDNA 部位へ Rad51 を

リクルートするリクルーターとして機能すること

が示唆された。すなわち、2 種類のメディエータ

ーの機能的差異が本研究で初めて明らかにな

った。 

 以上の成果は、論文５、kurokawa et al に

報告した。その他の研究成果として、以下に

発表論文の要旨をまとめる。 

（１）Hishida et al. 慢性的に低線量の紫

外線に照射された酵母細胞の耐性機構にお

いて、Rad6 経路が重要であることを明らかに

した。 

（２）分裂酵母 Mcl1 のセントロメア構造へ

の機能を示唆した。 

（３）分裂酵母の新しい組換え修復遺伝子

Nip1+を同定、キャラクタリぜーションをし

た。 

（４）Mus81 が複製フォークの崩壊時の修復

に重要な働きをしていることを明らかにし

た。 

（５）上記のとおり。 

（６）Holliday 構造の試験菅内形成に真核生

物のリコンビナーゼで初めて成功した。 

（７）Swi5 の総説 

（８）２つの Rad51 副経路（Swi5/Sfr1 依存

経路と Rhp55/Rhp57 依存経路）の in vivo に

おける機能的差異を明らかにした。 
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