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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、DNA への傷を修復する経路の一つである相同組換え

機構に関与する Shu 複合体蛋白質の機能解析を行った。その結果、Shu 蛋白質複合体は、相同

組換えに中心的な役割を持つ Rad51 蛋白質の働きを助ける重要な機能を持っていることが分か

った。さらに研究計画通り、Shu 複合体の蛋白質立体構造の決定し、構造生物学的な観点から

も Rad51 蛋白質との関係性を明らかにすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Homologous recombination is essential mechanism to repair DNA 
damage, such as double strand breaks. In this grant period, I found that Shu complex 
assists the role of Rad51 protein, which plays a central role in homologous recombination. 
Based on research proposal, I also successfully determined the crystal structure of Shu 
complex, thereby could clarified the structural relationship between Rad51 and Shu 
protein complex.  
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１． 研究開始当初の背景 

 
減数分裂期組換え反応は、細胞が自らの DNA
に二重鎖の切断(DSB)を導入することが端緒
となる。DSB は、ともすれば遺伝情報の欠失
などをもたらす細胞にとって極めて危険な
反応である。この反応は、素過程において体
細胞分裂期に起こる偶発的な DNA損傷と同様
な機構によって修復されると考えられてお
り、減数分裂期組換え反応の研究は、体細胞
分裂期での組換えの理解につながると考え

られている。現在までに組換え反応の中核を
なす Rad51 蛋白質を含め、この反応に関与す
る多くの因子が単離されているにもかかわ
らず、それらの分子作用機序は未知な部分が
多い。本研究課題では、組換えに関与するこ
とは分かっているが、機能未知な部分が多い
4つの因子Psy3, Csm2, Shu1, Shu2 (以後PCSS
と呼ぶ)に注目して、解析を行った。 
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２．研究の目的 
DSB 形成後、Rad51 蛋白質がその場所に正し
く結合するためには、メディエーターと呼ば
れる多くの因子が順序良く機能することが
必要である。私は、組換え反応に関与する新
規因子として同定されていた遺伝子、PCSS 遺
伝子に着目し解析を行っていたところ、予備
実験として PCSS 蛋白質が、Rad51 蛋白質のメ
ディエーターとして機能している可能性が
示唆されていた。そこで、減数分裂期の機能
解析を通して、Shu 蛋白質がどのように
Rad51p の組み換え部位への結合を制御して
いるのかを解明することを本研究の目的と
した。 
 
３．研究の方法 
PCSS 蛋白質の機能解析をするにあたり、次の
2点に着目して解析を行った。 
(1) PCSS 蛋白質の細胞内分子挙動 

免疫沈降、クロマチン免疫沈降、質量分
析などを用いて、PCSS 間相互作用、新規
相互作用蛋白質の同定を行った。 

(2) PCSS 蛋白質の生化学的特性、構造解析 
精製蛋白質を準備し、PCSS 複合体として
の分子特性や結晶構造解析を行った。構
造解析に関しては、蛋白質研究所内の中
川敦史研究室と共同研究を行った。 
 

４．研究成果 
まず、出芽酵母細胞を用いて PCSS 遺伝子欠
損細胞を作成し、減数分裂期における表現型
を解析した。4 つの変異株すべてにおいて、
(1)減数分裂期の進行遅延、(2)配偶子の生存
率の低下が観察された。4 つの中で psy3 と

csm2 遺伝子欠損の表現型は、shu1,shu2 変異
株より上述の 2点において強いことが分かっ
た(shu1,shu2 変異
株 ～ 70 ％ 、
psy3,csm2 変異株
～50%胞子生存率、
図 1)。間接蛍光抗
体法によりpcss変
異株を用いて、
Rad51 と Dmc1 蛋白
質（減数分裂期に
働くもう一つのリ

コンビナーゼである）の染色体上への結合を
調べた(図 2)。その結果、(1)PCSS 蛋白質が
欠損しても、Dmc1 蛋白質の染色体上への結合
には影響を与えない、(2)Rad51 蛋白質の結合
のみが影響を受けることが分かった。さらに
このことは、同じような活性をもつ Rad51 と
Dmc1 蛋白質が独立した制御を受けて結合し
ている可能性を示唆している。 
次に既知の Rad51メディエーター蛋白質との
関係性をクロマチン免疫沈降と間接蛍光抗
体法により調べた。その結果、rad55 変異株
でも PCSS は DSB が起こった場所に結合する
ことができることが分かった。また PCSS 蛋
白質が欠損しても、Rad52 蛋白質の染色体上
への結合は正常であることが分かった。これ
らのことは、今まで知られている既知の
Rad51 メディエーターとは独立して PCSS が
機能していることを示唆している。 
減数分裂期組換えが起こっている時間から
調整した細胞抽出液から PCSS 複合体構成因
子 で あ る Shu2 蛋 白 質 を 精 製 す る と
Psy3:Csm2:Shu1:Shu2 が 1:1:1:1 の比で結合
していることが明らかになった。またこの画
分をゲルろ過カラムによって分
画すると 4 量体に相当する分子
サイズ(約 100kDa)にそれぞれの
蛋白質が検出されることから、
PCSS 蛋白質は 1:1:1:1 の化学量
比を持つ 4 量体を形成して機能
していると考えられる(図 3)。 
次に研究計画に準じて、PCSS 蛋
白質の精製を試みた。まず 4つの
遺伝子を様々な組み合わせで大
腸菌内で発現させたが生化学的
な解析に用いるだけの十分な発
現量を得ることができなかった。
そこで遺伝子欠損の表現型を基
に Shu1/Shu2、Psy3/Csm2 の組み合わせで大
腸菌を用いて精製を行った。その結果、結晶
化に十分な量の蛋白質を取得することがで
きた。これらの蛋白質を用いて DNA 結合活性
を調べた結果、Psy3/Csm2 二量体のみに DNA
結合活性があり、Shu1/Shu2 二量体にはない
ことが分かった。この結果は、Shu1 蛋白質の
DSBサイトへの結合にPsy3蛋白質を必要とす
るクロマチン免疫沈降実験の結果に一致す
るものである。次に阪大蛋白研の中川敦史研
究室と共同研究により、これらの蛋白質を用
いて結晶構造解析を試みた。その結果
Psy3Csm2 二量体の結晶化と構造解析に成功
した。驚くべきことに Rad51 蛋白質と Psy3
も Csm2 も構造的に非常に似た蛋白質である
ことが分かった。アミノ酸配列上、Psy3/Csm2
は全く Rad51 蛋白質の相同性はない。図 4に
すでに報告がある Rad51蛋白質の二量体構造
を示す。 
クロマチン免疫沈降実験の結果、PCSS 蛋白質
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の欠損により Rad51 蛋白質の DSB サイトへの
結合が全く見られないことから、PCSS 蛋白質
複合体が、まず DSB サイトに結合し目印とな
ることで、既知のメディエーターとは別に、
Rad51 蛋白質を正しい位置に呼び込んでいる
可能性が考えられる。 
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