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研究成果の概要（和文）： MutS2 蛋白質は相同組換えを抑制する働きを持つが、抑制の反応

機構は不明であった。そこで、高度好熱菌 MutS2 の構造機能解析を行った。MutS2 の C 末
端ドメインの X 線結晶構造解析の結果、このドメインは DNA 切断酵素に特徴的な構造を持

つことが分かった。また、生化学的解析により、MutS2 全長が相同組換えの初期中間体を好

んで切断することを明らかにした。以上より、MutS2 は、初期中間体を解消することで相同

組換えを抑制すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： Recent studies revealed the existence of a novel anti-recombination 
enzyme, MutS2; however the mechanism by which MutS2 inhibits homologous 
recombination has been unknown.  To elucidate the mechanism, we performed structural 
and functional analyses on Thermus thermophilus MutS2.  X-ray crystallographic 
analysis on the C-terminal domain of MutS2 revealed that this domain resembles the 
structures of known endonucleases.  Furthermore, biochemical experiments demonstrated 
that MutS2 preferentially incises the early intermediates in homologous recombination.  
These results indicate that MutS2 suppresses homologous recombination through a novel 
mechanism involving resolution of early intermediates.   
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１．研究開始当初の背景 
 

多くの生物のゲノムが解読された現在、ゲ
ノムにコードされている蛋白質の機能を明
らかにすることが重要であるが、現段階では

機能が全く分からない蛋白質が数多く残されてい
る。これらの蛋白質の機能を明らかにすることに
よって、生物に共通の重要な生命現象や、工業的・
医学的に応用可能な機能の発見がもたらされる可
能性がある。そのような機能未知蛋白質のひとつ、



MutS2 は MutS ファミリーと呼ばれる生
物界に広く存在する蛋白質ファミリーに属
する。MutS ファミリー蛋白質は特徴のある 
DNA 構造を認識する蛋白質群で、DNA 修
復や組換えなど多様な生体反応に関与する
と考えられている。近年、MutS2 が DNA 相
同組換えの抑制に関わる可能性が報告され
た。過剰な相同組換えは、好ましくない遺伝
情報の変化をもたらすため、生物は相同組換
えを抑制する機構を備えていると予想され
る。しかし、MutS2 がどのような活性を持
ち、どのような反応機構で相同組換えを抑制
しているのかは知られていなかった。 

 

 
２．研究の目的 
 

MutS2 がどのような反応機構で DNA 相
同組換えを抑制するのかを、立体構造解析お
よび生化学的解析により明らかにすること
を目的とした。この目的のために、高度好熱
菌由来 MutS2 を用いた。高度好熱菌由来蛋
白質は、熱に安定で、立体構造解析やその他
の物理化学的解析が容易であることが知ら
れている。 

図 1: MutS の触媒ドメインの立体構造（2 本鎖 
DNA の結合様式は推測モデル） 

 
 

３．研究の方法 
 

 
また、生化学的な解析により、MutS2 C 末端ド

メインが実際に DNA 切断活性（エンドヌクレア
ーゼ活性）を持つことが確かめられた。さらに、
MutS2 の N 末端ドメインは相同組換えの初期中
間体構造である、分岐 DNA 構造に対して強い親
和性を示すこと、MutS2 全長はそれらの中間体構
造の分岐部分を好んで切断することが分かった 
(図 2)。 

立体構造解析では、SPring-8 の放射光によ
る X 線結晶構造解析を行い、特に MutS2 の
触媒ドメインに注目して解析を行った。X 線
結晶構造解析の結果から予想された機能を
生化学的解析によって確認した。この実験に
おいては、MutS2 の全長および各ドメインに
ついて、DNA 結合能、DNA 切断活性を詳細
に調べた。さらに、MutS2 の細胞内における
役割を明らかにするために、マイクロアレイ
解析を行った。 

 
 
 

 
 

４．研究成果 
 

 
 

モデル生物として用いた高度好熱菌にお
いて mutS2 遺伝子を破壊すると、相同組換
え効率の上昇が認められた。このことから、
多くの生物と同様に、高度好熱菌内において
も MutS2 は相同組換えを抑制する働きを持
つ事が分かった。そこで、高度好熱菌 MutS2 
の構造機能解析を行った。 

 
 
 
 

 
 
図 2: MutS2 による相同組換え中間体構造（分岐 
DNA 構造）の切断。MutS2 を通常の DNA であ
る直鎖状 DNA または相同組換え反応の途中で
生じる分岐した構造を持つ DNA と反応させた。
MutS2 は、直鎖状 DNA をほとんど切断しなかっ
たが、分岐 DNA を強く切断した。 

まず、X 線結晶構造解析のために MutS2 
の全長について結晶化を試みたが、結晶は得
られなかった。そこで、MutS ファミリーの
中でも MutS2 にしか見られない特徴的な C 
末端ドメインに注目し、このドメインの結晶
化を試みたところ、良質な結晶が得られ、
SPring-8 放射光を用いた構造解析に成功し
た（図 1）。その結果、このドメインは、既
知 の  DNase I や  RNase E と い っ た 
DNA/RNA 切断酵素（エンドヌクレアーゼ）
に特徴的な構造を持つことが判明した。 

 
 
これらの結果から、MutS2 は初期中間体構造を

切断・解消するという直接的な方法で、相同組換
えを抑制すると考えられる。これまでに、中間体
構造をヘリカーゼ活性でほどく、という相同組換



え抑制機構は知られていたが、エンドヌクレ
アーゼ活性により中間体を切断するという
直接的な抑制機構は初めての報告である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3: MutS2 による DNA 組換え反応の抑制
モデル。DNA 組換え反応の開始により、青
い DNA 鎖が赤い DNA 鎖にもぐり込み、分
岐した DNA 構造が形成される。MutS2 は、
分岐 DNA 構造に結合し、DNA 鎖を切断す
ることで組換え反応の進行を阻害する。 
 
 

さらに、MutS や MutL といったミスマッ
チ DNA 修復系酵素群が MutS2 の活性に影
響を与えることを明らかにし、これらの酵素
に関しても構造機能解析を行い、新たな 
DNA 修復機構の存在の可能性を示した。 
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