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研究成果の概要（和文）：EVL がヒトのⅠ型トポイソメラーゼである TOPOⅢαと共に単鎖 DNA

のカテネーション反応を引き起こすことが明らかになり、これらが協同して相同組換え修復で

働くことが示唆された。また、EVL の C 末端側に存在する EVH2 ドメインが EVL の相同組換え修

復における機能ドメインであることが示された。さらに、RAD51、RPA 及び TOPOⅢαが末端のな

い DNA 基質間で組換え反応を起こすことが明らかになり、これらが相同組換えの初期過程にお

いて協同的に働き、組換え中間体の安定化を促すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：EVL promotes ssDNA catenation in the presence of human
TOPOIII, which is a type I topoisomerase. Therefore EVL and TOPOIII may function in
the processing of DNA intermediates formed during homologous recombinational repair
(HRR). C-terminal EVH2 domain of EVL is responsible for the recombination activity of
EVL. RAD51, RPA and TOPOIII promote recombination reaction between circular ssDNA
and supercoiled dsDNA. It suggests that these proteins cooperatively function in the initial
step of HRR.
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１．研究開始当初の背景
放射線などによってDNA の二重鎖切断損

傷が生じるが、この DNA の二重鎖切断損傷
を修復する機構の一つとして相同組換え修
復がある。ヒトの相同組換え修復におてい中
心的に働く酵素がRAD51である。RAD51 は、
相同組み合え修復における最も重要な相同
な DNA 配列を検索及び対合反応の過程にお
いて働くと考えられている。しかしながら、

Rad51 の試験管内でのそれらの組換え活性
は、大腸菌ホモログである RecA のそれと比
較すると著しく弱いことから RAD51 には共
同的に働く因子がいると考えている。申請者
らはこれまでに、ヒト RAD51 の新規相互作
用因子としてヒト EVL を同定し、EVL が
RAD51 の二重鎖切断損傷部位へのローディ
ングに関わり、RAD51 の組換え活性を促進
することを細胞生物学的解析及び生化学的
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解析から明らかにしている。

２．研究の目的
相同組換えタンパク質 RAD51

作用因子である EVL の相同組換
ける機能を明らかにすることが
的である。具体的には、
（１）相同組換え修復に関わる
び TOPOⅢαによって末端のない
換え反応を起こすのかどうかを
（２）それと同時に EVL による
換え活性の活性化のメカニズムを
ことも目指す。
これらを明らかにすることで
ける相同組換え修復に必須な
構の反応メカニズムの解明につなげること
が、本研究の当該分野における

３．研究の方法
EVL の相同組換え修復機構

解析を行うために、リコンビナントタンパク
質を用いた生化学的解析を行
計画を以下に記す。

（１）RAD51、EVL 及び TOPOⅢ
ナントタンパク質として精製

（２）精製したタンパク質と環状単鎖
び超らせん環状二重鎖 DNA を
の相同な領域で組換え反応が
か（ヘミカテマーができるかどうか
泳動、電子顕微鏡により解析

（３）TOPOⅢαの有する活性への
を調べる。さらに、TOPOⅢαが
と相互作用するのかどうかも

（４）EVL 欠失変異体による
による RAD51 の組換え活性の活性化
ズムを考察する。

４．研究成果
（１）EVL と TOPOⅢαの機能的相互作用
べた結果、EVL及びTOPOⅢαによって
のカテネーションが起こることが
なった。

（２）

RAD51 の新規相互
相同組換え修復にお

らかにすることが、本研究の目

わる RAD51、EVL 及
のない基質間で組

こすのかどうかを明らかする。
による RAD51 の組

のメカニズムを解明する

、真核生物にお
な相同鎖検索機
につなげること

における意義である。

における機能
リコンビナントタンパク

なう。具体的な

Ⅲαをリコンビ
する。

環状単鎖 DNA 及
用いて、両 DNA
起こるかどう

ヘミカテマーができるかどうか）を電気
する。

への EVL の影響
が RAD51 や EVL
解析する。

解析から、EVL
活性化のメカニ

機能的相互作用を調
によって単鎖DNA

こることが明らかに

Biacore及びAffi-Gel樹脂を
解析から、EVL は TOPOⅢαと
とが明らかになった。

（３）さらに、TOPOⅢαの有
状二重鎖 DNA のリラクゼーション
が影響を及ぼさないことが示

（４）RAD51及びTOPOⅢαにより
と超らせん環状二重鎖 DNA の
基質間で複合体（ヘミカテマー
ることを明らかにした。

（５）環状単鎖 DNA 及び超らせん
DNA 混在下では、RPA により
鎖 DNA リラクゼーション活性
とも示された。

（６）RPA は相同組換えの初期過程
形成される単鎖 DNA に結合
RAD51 の鎖交換反応を促進することが
になっているが、このRPA存在下
及び TOPOⅢαによるヘミカテマーの
が著しく増加することが示された
解析から、RAD51、TOPOⅢα
組換えの初期過程において協同的
換え中間体の安定化を促すことが
た。

（７）EVL 欠失変異体による
の 221〜418 番目のアミノ酸領域
の結合や RAD51の組換え活性
あることが明らかになった
EVLの C末端領域に存在する
EVL の相同組換え修復における
であることが示された。

（８）EVL のパラログである
についても生化学的解析を行
換え活性の促進活性などの
組換えに関わる活性を有することが
になった。このことから、EVL
における機能を VASP 及び MENA
うことが示唆された。
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