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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、組換えの制御に働く分裂酵母 F-box ヘリカーゼ、Fbh1 の生化学的解析を行ない、Fbh1
のヘリカーゼ活性が未成熟な組換え中間体を解消すること、及び、ユビキチン化活性が組換えに直接
働く因子 Rad51 のユビキチン化に働くことを明らかにした。Rad51 ユビキチン化の意義は不明であるが、
質量分析計で同定したユビキチン化部位から、Rad51 の DNA 結合能が変化することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To reveal the Fbh1 (F-box DNA helicase) function in regulation of homologous recombination, 
we characterized Fbh1 biochemically. We showed that helicase activity of Fbh1 is required 
for dissociation of premature Rad51-filament. Our in vitro ubiquitination assay revealed 
that SCFFbh1 promotes ubiquitination of recombination protein Rad51, suggesting that 
ubiquitin ligase activity of Fbh1 could directly regulate homologous recombination.  
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１．研究開始当初の背景 
 ２本の相同な DNA 分子を交換する相同組
換えは生物に普遍的な生命現象である。その
反応産物の形状から、相同組換えは交叉型組
換えと非交叉型組換えに分けられる。減数分
裂期においては交叉型組換えが頻繁に観察
され、ゲノムの多様性に寄与するとともに、

染色体分配に必須であることが知られてい
る。一方、体細胞分裂期では非交叉型組換え
が主に観察される。交叉型組換えは厳密に抑
制されており、もっぱら DNA 二重鎖切断の
修復や崩壊した複製フォークの再生など、細
胞にとって非常事態のみに働くように多重
制御されている。出芽酵母を中心とした様々
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な研究によって、体細胞分裂期の相同組換え
の制御に関わる因子として、大腸菌 RecQ ホ
モログおよびSrs2という２つのDNAヘリカ
ーゼが同定されている。両者は交叉型組換え
の抑制に重要であり、それぞれ異なる組換え
中間体の解消に働くことが明らかになりつ
つあるが、依然として不明な点も多く残され
ており、国内外の複数の研究室で盛んに解析
が行なわれてきた。2005 年に、この２つのヘ
リカーゼとは独立して組換え中間体の解消
に働く新規 DNA ヘリカーゼ Fbh1 を共同研究
者のグループが同定した。Fbh1 は N 末端側に
F-box、C 末端側にヘリカーゼモチーフをもつ。
F-boxはユビキチンリガーゼE3の一種である
SCF 複合体の F-box サブユニットに共通して
みられるモチーフであり、F-box サブユニッ
トは標的タンパク質の認識を行ない、そのユ
ビキチン化を促進する。分裂酵母 Fbh1 の
F-box、ヘリカーゼモチーフの変異はいずれ
も DNA ダメージ感受性を示す。従って、Fbh1
はユビキチン化活性およびヘリカーゼ活性
をもつことが予想されるため、これらの活性
が組換え中間体の解消にどのように機能す
るかを生化学的に解析することとした。 
 本研究計画の予備実験として、バキュロウ
イルス発現系を利用し、Fbh1 リコンビナント
タンパク質を精製したところ、単鎖 DNA 依存
的ATP加水分解活性および3’->5’の方向性
をもつDNAヘリカーゼ活性がみられた。次に、
Fbh1 を含む分裂酵母 SCFFbh1 複合体をバキュ
ロウイルス発現系から精製し、ヒトユビキチ
ン活性化酵素 E1 及びユビキチン結合酵素 E2
と組み合わせた試験管内ユビキチン化反応
系を構築したところ、Fbh1 依存的に Rad51 が
ユビキチン化されることを見いだしていた。 
 
２．研究の目的 
 出芽酵母 Srs2 へリカーゼはそのトランス
ロケーション活性によって、Rad51 ヌクレオ
フィラメント（単鎖 DNA に Rad51 が結合した
タンパク質-DNA 複合体）から Rad51 を一掃す
る活性を有している。へリカーゼモチーフの
高い相同性やヒト Fbh1 の出芽酵母 srs2Δ株
の相補の結果などから、Fbh1 へリカーゼ活性
も Srs2 と同様な機能を果している可能性が
強く示唆される。一方、我々が予備実験にて
観察したRad51のユビキチン化は完全にFbh1
に依存していたが、限定的であった。このこ
とは、我々の構築した試験管内 Rad51 ユビキ
チン化反応が生体内を十分に反映していな
い可能性が考えられる。Fbh1 においては、
Rad51 ヌクレオフィラメントのトランスロケ
ーションと同時にユビキチン化反応を行な
うとすれば非常に合目的である。そこで、
Fbh1 による組換え中間体の解消機構のモデ
ルを立て、このモデルの検証を試みた。まず
始めに、（１）Fbh1 が Rad51 ヌクレオフィラ

メントの解消に働くか、（２）単鎖 DNA 存在
下で Rad51 のユビキチン化が促進されるか、
について解析を行なう。次に、（３）組換え
反応の粗過程におけるユビキチン化の役割
を解析するために、分裂酵母においても近年
確立された試験管内 DNA 鎖交換反応系
（Haruta et al., 2006）と共役した試験管
内ユビキチン化反応系を構築する。さらに、
（４）Rad51 のユビキチン化に必須なリジン
残基の同定や（５）細胞内での Rad51 のユビ
キチン化の同定、について、生化学的解析と
遺伝学解析を織り交ぜて詳細に検証し、Fbh1
による相同組換え制御の分子機構の解明を
目指した。 
 
３．研究の方法 
 前準備として、必要なリコンビナントタン
パク質を大量調製した。ユビキチン E3 複合
体SCFFbh1の昆虫細胞を宿主としたバキュロウ
イルス発現系はすでに構築していたため、精
製条件を至適化した上でスケールアップし
て発現・精製を行なった。またヘリカーゼ活
性との協調関係を調べるため、ヘリカーゼ活
性に必要な Walker motif A の変異タンパク
質の発現系もすでに構築していたため、同様
に SCFFbh1複合体として発現・精製した。分裂
酵母ユビキチン活性化酵素 E1 及びユビキチ
ン化酵素 E2 に関しては大腸菌大量発現系を
構築し、精製を行なった。これらの精製タン
パク質を用いて、「目的」で掲げた項目につ
いて、それぞれ以下の方法で解析した。 
 
（１）Fbh1 が Rad51 ヌクレオフィラメントの
解消に働くか 
 以前報告されている出芽酵母 Srs2 による
Rad51 ヌクレオフィラメントの解消は、単鎖
DNA から解離した Rad51 を二重鎖 DNA に結合
させ、二重鎖 DNA に結合した量を測定すると
いう間接的な評価系が用いられた。より直接
的に評価するため、磁気ビーズに固定化した
単鎖 DNA（以下、単鎖 DNA ビーズと呼ぶ）を
調製し、これに結合している Rad51 の量を直
接測定する系を構築した。単鎖 DNA の長さに
よる違いも考慮するため、約 80、600、1200
ヌクレオチドの３種類を作製した。Rad51 の
結合条件を検討した後、Fbh1 添加によって、
Rad51 が解離するかを測定する。単鎖 DNA ビ
ーズに結合した画分（ビーズ画分）と結合し
なかった画分（上清画分）を SDS-PAGE した
後に、CBB-G250 で染色し、Rad51 のバンドの
強度を定量した。 
 
（２）単鎖 DNA 存在下で Rad51 のユビキチン
化が促進されるか 
 上記（１）の解析で作製したビオチン化単
鎖 DNA を用いて、Rad51 の全量が単鎖 DNA に
結合する比を決定し、必要十分な量の単鎖



 

 

DNA を試験管内ユビキチン化反応系に添加し、
Rad51 のユビキチン化量を調べた。定量は抗
Rad51 抗体による Western blot を行なったの
ちに、蛍光強度測定装置を使って定量した。 
 
（３）組換え反応の粗過程におけるユビキチ
ン化の役割の解析 
 試験管内 DNA 鎖交換反応は、単鎖 DNA とそ
れと相同な二重鎖 DNA を基質として、Rad51
レコンビナーゼ、２種類のタンパク質
（Swi5-Sfr1 及び RPA）を必要とする。そこ
で、各々のコンポーネントの Rad51 ユビキチ
ン化への影響を調べた。 
 
（４）Rad51 のユビキチン化に必須なリジン
残基の同定 
 ユビキチン化反応後、SDS-PAGE による分離
を行ない、銀染色してユビキチン化 Rad51 の
バンドを切り出した。切り出したユビキチン
化 Rad51 を含むゲル片をトリプシン消化し、
その消化物を回収し、質量分析計（LC-MS）
によって、ユビキチン化部位を同定した。 
 上記実験によって同定された Rad51ユビキ
チン化部位（リジン残基）をアルギニンに置
換した変異タンパク質を部位特異的点突然
変異導入法で作製した。大腸菌大量発現系で
発現し、精製した。この変異タンパク質を用
いて試験管内ユビキチン化反応系を行ない、
ユビキチン化されるかどうかを調べた。 
 
（５）細胞内での Rad51 のユビキチン化の同
定 
 カンプトテシンまたはブレオマイシン存
在下や細胞周期を同調した細胞において、
Rad51 のユビキチン化の検出を試みた。野生
型と fbh1 欠損株で行ない、抗 Rad51 抗体に
よる Western blot で、電気泳動の際の移動
度の違いで評価した。 
 
（６）ユビキチン化の生物学的意義 
 以下の２つの解析によって、生体内におけ
る Rad51ユビキチン化の役割の考察を試みた。 
 精製したユビキチン化 Rad51 を用いて、
Rad51 の活性がどのように変化するかを調べ
るため、Rad51 ユビキチン化の反応条件の至
適化を行なった。 
 研究の方法（４）によって作製したユビキ
チン化部位変異を分裂酵母野生型株に導入
し、得られた変異株の DNA ダメージ感受性を
野生型株と比較し、組換え修復能を調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）〜 （６）について、以下の成果を得
た。（３)は予想と異なる結果が得られたため
に、申請時の計画を変更した。 
 

（１）について 
 約 80、600、1200 ヌクレオチドの３種類の
単鎖 DNA ビーズを使って、Rad51 ヌクレオフ
ィラメントの形成効率を調べ、約 600 ヌクレ
オチドの単鎖 DNA ビーズを選択した。この磁
気ビーズで Rad51 フィラメントを作製し、
Fbh1 を添加したところ、Fbh1 のヘリカーゼ
活性依存的に Rad51 が単鎖 DNA から乖離する
ことが観察できた。興味深いことに、メディ
エータである Swi5-Sfr1タンパク質複合体存
在下では、その Rad51 の乖離は起こらなかっ
た。すなわち、Fbh1 が未成熟な Rad51 フィラ
メントは解消するが、成熟した（活性型）
Rad51 フィラメントは解消できないことが明
らかとなった。 
 
（２）について 
 Rad51 が結合するのに必要十分な量の単鎖
DNA を試験管内ユビキチン化反応系に添加し、
ユビキチン化させたところ、意外なことに、
Rad51 のユビキチン化は阻害された。考えら
れる理由の一つとして、Fbh1 が高い単鎖 DNA
依存的 ATPase 活性を有しており、ユビキチ
ン化にも必要な ATPを消費してしまうことが 
挙げられる。ヘリカーゼ欠損タンパク質を使
った解析は試みたが、この可能性を検証する
ことはできなかった。 
 
（３）について 
 試験管内 DNA 鎖交換反応は、単鎖 DNA とそ
れと相同な二重鎖 DNA を基質として、Rad51
レコンビナーゼ、２種類のタンパク質
（Swi5-Sfr1 及び RPA）を必要とし、さらに、
これらコンポーネントを添加する順序を厳
密に制御することが鎖交換反応に必須であ
る。前述の理由から、DNA 鎖交換反応系と共
役した in vitro ユビキチン化反応の構築は
困難であったため、鎖交換反応の各ステップ
に必要なコンポーネントの存在下で Rad51ユ
ビキチン化の変化を調べることとした。その
結果、メディエータである Rad22 存在下で
Rad51 のユビキチン化は著しく促進される一
方、同じくメディエータである Swi5-Sfr1 タ
ンパク質複合体存在下では阻害された。
Rad22 による促進効果は単鎖 DNA 存在下でも
みられるため、Rad22 によって Rad51 フィラ
メントが形成されるステップがユビキチン
化の標的であり、Rad51 フィラメント形成が
進んで Swi5-Sfr1タンパク質複合体が含まれ
た活性型フィラメントは標的とならないこ
とが示唆された。 
 
（４）について 
 ユビキチン化反応後、SDS-PAGE による分離
を行ない、銀染色してユビキチン化 Rad51 の
バンドを切り出した。切り出したユビキチン
化 Rad51 を含むゲル片をトリプシン消化し、



 

 

その消化物を回収し、質量分析計（LC-MS）
によって、少なくとも１カ所のユビキチン化
部位（８６番目のリジン残基）を同定した。
このリジン残基は Rad51 の HhH モチーフ内に
存在するが、HhH モチーフは DNA 結合に重要
と考えられているため、ユビキチン化により
Rad51 の DNA 結合能の変化が示唆された。 
 同定したRad51の K86をアルギニンに置換
した変異体を作製し、タンパク質を精製した。
この変異タンパク質を用いて試験管内ユビ
キチン化反応系を行なったところ、ユビキチ
ン化の程度は低下したが、完全には消失しな
かったため、ユビキチン化部位は複数存在す
ることが示唆された。 
 
（５）について 
 カンプトテシンやブレオマイシンを処理
した細胞において、Rad51 のユビキチン化の
検出をウェスタンブロットによって試みた
が、これまでのところユビキチン化の検出は
出来ていない。プロテアソームの変異株での
解析を行なう準備を進めたが、最終年度内に
解析することはできなかった。 
 
（６）について 
 ユビキチンおよび Rad51に付加したエピト
ープタグを利用して、ユビキチン化 Rad51 の
精製を計画したが、Rad51 のユビキチン化効
率が悪く、十分なタンパク量を得られなかっ
た。ユビキチン化反応条件の検討をしたもの
の、劇的に反応性を高めるには至らなかった。 
（４)で同定したユビキチン化部位の変異株
（K86R）を作製し、DNA ダメージ感受性を調
べたが、顕著な感受性はみられなかった。こ
れは変異タンパク質を用いたユビキチン化
反応の結果から予想される通り、ユビキチン
化部位が複数存在する可能性を示している
と考えられた。 
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