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研究成果の概要（和文）：相同組換えは遺伝情報の維持に重要な生理機能で全ての生物種で保存されている。相
同組換えは多段階の複雑な反応が組合わさって進行するが、その中でRecAファミリーリコンビナーゼによって触
媒されるDNA鎖交換反応が中心的なステップである。しかし、リコンビナーゼによってどのように相同DNA配列が
認識されてDNA鎖が交換されるかは不明であった。そこで、本研究では真核細胞型RecAファミリーリコンビナー
ゼであるRad51の変異体を多数作製して、DNA鎖交換反応をリアルタイムで解析し、この反応の分子メカニズムを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Homologous recombination is a biological mechanism that is essential for the
 maintenance of genetic information and is conserved in all species. DNA strand exchange reaction 
catalyzed by RecA family recombinases is a central step of homologous recombination. However, it has
 been unclear how homologous DNA sequences are recognized and how DNA strands are exchanged by 
recombinases. In this study, to clarify the molecular mechanism of this reaction, we generated many 
mutants of Rad51, a eukaryotic RecA family recombinase, and analyzed DNA strand exchange reaction in
 real-time.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
相同組換えの機能不全は発ガンや不妊の原因になり、近年ではゲノム編集の際にも重要な役割を果たしていると
考えられている。特にRad51リコンビナーゼは乳ガンの原因遺伝子であるBRCA2と直接相互作用しており、ガンの
マーカーや抗ガン剤の標的として注目されている。本研究によって明らかになったRad51リコンビナーゼによる
DNA鎖交換反応の分子機構は、発ガンのメカニズムの理解に貢献することが期待される。また、この研究で新た
に構築したリコンビナーゼの酵素活性をリアルタイムで定量的に解析する手法は抗ガン剤の評価にも有用である
と考えられる。

※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 
相同組換えはゲノムの維持と遺伝的多様性の創出に必須な機構で、全ての生物種で保存された
重要な生命機能である。DNA 鎖交換は相同組換えの中心的な反応であり、進化的に保存された
RecA ファミリーリコンビナーゼによって触媒される。この反応の初期過程では、単鎖 DNA にリ
コンビナーゼが螺旋状に結合して presynaptic フィラメントが形成される。そして
presynaptic フィラメントはドナーとなる二重鎖 DNA を相同性に関係無く無作為に捕捉して 3
本鎖 DNA 複合体を形成し、その複合体中で相同配列の検索を行い、相同配列が見つかると鎖の
交換を行う。リコンビナーゼが単鎖 DNA 上に presynaptic フィラメントを形成する過程につい
ては研究が進んでいたが、特にこの presynaptic フィラメントが二重鎖 DNA を捕捉して 3本鎖
DNA 複合体を形成して以降の反応機構については、この複合体が不安定で解析が困難であるた
めに不明であった。そこで我々は DNA を蛍光ラベルし蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET) の原理
を利用して、分裂酵母 Rad51 による DNA 鎖交換反応をリアルタイムで観察する実験系を確立し
た。そして、Rad51 依存的 DNA 鎖交換反応は 2つの中間体（C1と C2）を経て進行する 3ステッ
プからなることを発見し(図 1)、C1 中間体においては、取り込まれた二重鎖 DNA は、最初に形
成された Rad51-単鎖 DNA フィラメント
（presynaptic フィラメント）中の単鎖
DNA と整列しているだけであるが、C2中
間体においては、取り込まれた二重鎖
DNA の相補鎖は presynaptic フィラメン
ト中の DNA と対合し（すなわち鎖を交
換し）、新しくヘテロ二重鎖が形成され
ていることを実験的に明らかにした。 
   
２．研究の目的 
本研究では、上記の DNA 鎖交換反応のリアルタイム解析から、特に C1から C2中間体への遷移
の段階が、すなわち反応中間体の内部で DNA 鎖が交換されてヘテロ二重鎖が形成される過程
が、この反応の本質であると考えてこの反応段階の分子機構を明らかにすることを目的とし
た。  
 
３．研究の方法 
(1)構造生物学的アプローチによって Rad51 の DNA 鎖交換反応の活性部位を予測 
現在までの構造生物学的解析から、RecA ファミリーリコンビナーゼは 2つの DNA 結合部位
（Site Ⅰ と Site Ⅱ）を持つことがわかっている。Site Ⅰは presynaptic フィラメントの軸
に位置し 2つのループ構造（L1と L2）によって構成されている。また、リコンビナーゼが単鎖
または二重鎖とフィラメントを形成する際に、フィラメントの内部にある DNA はこれら 2つの
ループ構造によって DNA 塩基のスタッキング相互作用を壊されて B 型 DNA が 1.5 倍引き伸ばさ
れた構造をとることが知られている。そして、この DNA の伸長構造が相同配列の検索と DNA 鎖
交換に重要だと予想されている。一方で、Site Ⅱ にはフィラメント上で軸から少し離れたと
ころに位置し、DNA のリン酸骨格との静電的相互作用を利用して相同性を必要としない無作為
なドナー二重鎖 DNA の取り込みに重要な働きを果たすと考えられている。 
 そこで、DNA 鎖交換反応の活性中心となるアミノ酸残基を同定するために RecA の結晶構造解
析を元に分子置換法で分裂酵母 Rad51 の構造を分子置換法によって再構成し、上記の DNA 結合
部位(Site Ⅰ と Site Ⅱ)から候補となるアミノ酸残基をピックアップした。そして、それら
の残基をそれぞれアラニンに置換した変異体 Rad51 を作製し、変異体 Rad51 タンパク質を精製
した。  
 
(2)DNA 鎖交換反応のリアルタイム解析 
 現在までに構築したオリゴ DNA を
蛍光標識して DNA 鎖交換反応の際の
中間体形成と最終産物の生成をそれ
ぞれリアルタイムで観察し、得られ
た反応曲線を化学反応速度論的に解
析する実験系を用いた(図 2)。 
 
(3)Rad51-単鎖 DNA または二重鎖 DNA
フィラメントの形成と解離をリアル
タイムで解析 
 蛍光ラベルされたオリゴ単鎖・二
重鎖 DNA を用意しリアルタイムで蛍光異方性を測定することで Rad51 が DNA 上にフィラメント
を形成・解離する過程をリアルタイムで観察した(図 3A)。 
 
(4)Rad51-単鎖 DNA または二重鎖 DNA フィラメント中の DNA のコンフォメーション解析 



  ドナーとアクセプターの 2
種の蛍光基でラベルされたオ
リゴ単鎖・二重鎖 DNA 準備
し、Rad51 と混合し Rad51-単
鎖 DNA または Rad51-二重鎖
DNA フィラメントを形成させ
る。フィラメントを形成させ
ると単鎖と二重鎖 DNA の両方
とも Rad51 によって伸長され
るので、Rad51 混合前と後で
ドナーとアクセプターの距離
が変化する。そこで、ドナー
とアクセプターの蛍光を測定
して FRET 効率を計算するこ
とで、フィラメント中の DNA
のコンフォメーションを解析
した(図 3B)。 
 
４．研究成果 
(1)DNA 結合部位 Site Ⅰの L2
ループがヘテロ二重鎖形成に
重要である 
 Rad51 の L2 ループの変異体(Rad51-V295A)を解析した結果、C1から C2 中間体への遷移の段階
で特異的に反応が進行しなくなることがわかった。また、この変異体では、単鎖と二重鎖 DNA
に対して野生型と同等の結合活性を有し、フィラメント中で単鎖 DNA を引き伸ばすことができ
たが、一方で二重鎖 DNA の伸長が野生型に比べて著しく弱くなっていることがわかった。これ
らのことから L2ループ(Rad51-V295)が反応中でヘテロ二重鎖 DNA が形成される際、すなわち
C1 から C2中間体への遷移の際に、C2中間体内部の DNA コンフォメーションを安定化しこの反
応を促進していると考えられた。つまり、この DNA 結合部位が DNA 鎖交換反応の活性中心であ
ると言える。 
 
(2)DNA 結合部位 Site Ⅰの L1 ループは DNA3 本鎖中間体形成に重要である 
 Rad51 の L2 ループの変異体(Rad51-R257A)を解析した結果、この変異体では DNA 鎖交換反応
の際に安定的に C1 中間体が形成できないことがわかった。さらにこの変異体では単鎖 DNA への
結合と伸長活性は野生型と同等であったが、二重鎖 DNA に結合することができなかった。これ
らのことから L1ループ(Rad51-R257)は DNA 鎖交換の際にドナー二重鎖 DNA を相同鎖検索のため
に Site Ⅰ近傍で安定的に保持するために重要であると考えられた。 
 
(3)DNA 結合部位 Site Ⅱは DNA のエントリーゲートとして働く 
 Rad51 の Site Ⅱの変異体(Rad51-R324AK334A) を解析した結果、この変異体では C1中間体は
形成されるがその形成速度が野生型の約 200 倍程度遅くなっていた。さらにこの変異体では
Rad51-DNA フィラメント形成速度が野生型に比べて著しく遅くなっていた。一方で興味深いこ
とに一度フィラメントが形成されると、フィラメントの安定性やフィラメント中の DNA のコン
フォメーションは野生型と遜色なかった。これらのことから、Site Ⅱ(Rad51-R324K334)は単
鎖・二重鎖にかかわらず DNA が Rad51 に捕捉されて複合体を形成する際のエントリーゲートと
して機能していると考えられた。 
 
 上記の(1)〜(3)より、Rad51 による DNA 鎖交換反応においてそれぞれの DNA 結合部位が協調
して相同 DNA 配列の検索と鎖の交換を行なっている分子機構を酵素学的に明らかにした。 
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