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研究成果の概要（和文）：相同組換えは、DNA の二重鎖切断修復と遺伝的組換えに働く必須の生

命反応である。ヒトにおける相同組換え経路では多数のタンパク質が働いているが、現在解明

されているタンパク質群のみでは、その反応機構を部分的にしか説明することができない。本

研究では、相同組換えにおいて働く新規のタンパク質として、GEMIN2、EVL、PSF などを同定し、

それらの相同組換え素過程における役割を明らかにした。また、既知の組換え修復タンパク質

FANCD2 のユビキチン化に、DNA と FANCI が重要であることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Homologous recombination functions in DNA double strand break
repair and meiotic recombination. Several proteins that are involved in the homologous
recombination have been identified. However, missing recombination factors still exist in
the homologous-recombination pathway. In this study, in humans, GEMIN2, EVL, and PSF,
have been identified as novel homologous recombination proteins. Biochemical analyses
with purified proteins revealed their functions in homologous recombination in vitro. In
addition, we also found that FANCD2, an essential recombination protein, is robustly
monoubiquitinated in the presence of DNA and FANCI.
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１．研究開始当初の背景
ゲノム DNA の二重鎖切断は、環境中や生体

内の要因によって日常的に引き起こされて
いる。相同組換えは、二重鎖切断を速やかに
かつ正確に修復し、ゲノム情報を安定に維持
する重要な役割を担っている。このような体
細胞分裂期での役割に加え、相同組換えは減

数分裂期における遺伝的組換えの主要な経
路としても古くから知られている。

真核生物における相同組換えの中心酵素
は RAD51 である。RAD51 は、損傷部位に形成
された単鎖 DNA 領域と無傷の二重鎖 DNA との
間で対合体を形成する。この反応を“相同的
対合反応”と呼ぶ。一方、RAD51 の減数分裂
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期特異的ホモログとして、DMC1 が知られてい
る。減数分裂期での相同組換えでは、RAD51
と DMC1 の両方が必要であるが、それらの役
割分担については全く明らかにされていな
い。また、相同組換えを生体内で効率良く遂
行するためには、RAD51 や DMC1 と相互作用す
る多くのタンパク質が必要である。現在、お
よそ十数種類のタンパク質群（RAD51/DMC1 調
節因子群）が、この RAD51 および DMC1 を中
心とした相同組換えにおいて働くタンパク
質として同定されている。しかし、これらの
タンパク質群の機能の詳細はいまだ明らか
にされておらず、加えて、これらのタンパク
質群のみでは、生体内での迅速かつ正確な相
同組換えを説明するには不十分である。この
ことは、いまだ未同定の相同組換えタンパク
質が存在することを示している。

２．研究の目的
本研究では、相同組換えの分子機構の解明

を、未同定の因子群の解析などを通して行う。
ヒトにおける相同組換え経路では多数のタ
ンパク質が働いているが、現在解明されてい
るタンパク質群のみでは、その反応機構を部
分的にしか説明することができない。そこで
本研究では、相同組換えにおいて働く新規の
タンパク質を同定し、その生化学的機能およ
び立体構造を明らかにすることで、相同組換
え素過程の反応機構の解明を目指す。

３．研究の方法
先行研究により得ている相同組換え因子

候補群の情報から解析対象を選定し、それら
相同組換え因子候補をリコンビナントタン
パク質として精製する系を確立する。そして、
それらの機能を生化学的解析によって、立体
構造を X線結晶構造解析によって明らかにす
る。具体的には、これまでに応募者らが酵母
を用いた two-hybrid 法および HeLa 細胞抽出
液を用いたプロテオミクス解析によって得
た、ヒトの RAD51、RAD51B、RAD51C、RAD51D、
XRCC2、XRCC3 および DMC1 と相互作用するタ
ンパク質候補群（数百）の情報をから、モチ
ーフ解析や高次構造予測、pI 値や分子量など
を基準に精製可能なタンパク質を選定し、選
んだ数種についてリコンビナントタンパク
質として発現・精製する系を確立する。そし
て、選定された解析対象をリコンビナントタ
ンパク質として精製し、それらの相同組換え
における役割を、試験管内で再構成した相同
組換え部分反応系によって解析する。具体的
には、単鎖および二重鎖 DNA に対する結合活
性、RAD51 および DMC1 との結合活性、RAD51
および DMC1 の ATP 加水分解活性や相同的対
合活性に及ぼす新規因子の影響などについ
て検討する。並行して、RAD51 と DMC1 の機能
分担メカニズムを解明するために、ヒト

RAD51とDMC1の相同的対合もしくは鎖交換活
性における異同を明らかにする。

４．研究成果
先行研究により得ている相同組換え因子

候補群の情報から解析対象としてヒト EVL、
GEMIN2、および SPF45 を選定し、それら相同
組換え因子候補をリコンビナントタンパク
質として精製した。そして、それらの機能を
生化学的解析によって検討した。まず EVL に
関して、これまで当研究グループによって明
らかにされていた、相同組換え中心酵素
RAD51 の DNA 組換え反応の活性化機能に加え
て、EVL がトポイソメラーゼと直接相互作用
し、環状単鎖 DNA をカテネーションする活性
を有することを発見した。次に、ヒト GEMIN2
が RAD51 と直接相互作用して、相同組換え修
復を活性化する新規の因子であることを明
らかにした。さらに、ショウジョウバエやア
ラビドプシスにおいて相同組換えへの関与
が指摘されていた SPF45のヒトホモログを精
製し、ヒト SPF45 が組換え中間体である
Holliday構造特異的に結合するDNA結合タン
パク質であることを明らかにした。また、相
同組換えに関わる新規タンパク質としてヒ
ト PSF を同定した。PSF は精巣で高発現して
おり、RAD51 および減数分裂期特異的相同組
換え酵素である DMC1 の相同組換え活性を顕
著に促進する活性を有することを見出した。
PSFによるDMC1の相同組換え活性の促進メカ
ニズムについて詳細な解析を行ったところ、
PSF は単鎖および二重鎖 DNA を凝集させ、DNA
分子ネットワークを形成させることにより、
DMC1 が相同組換え反応を促進しやすい場を
提供していることが明らかになった。さらに、
相同組換えにおいて重要な役割を担う、
FANCD2およびFANCIの活性化機構についての
解析を行った。FANCD2 は、ユビキチン化され
ることによって活性化されることが知られ
ている。そこで、FANCD2 および FANCI をリコ
ンビナントとして精製する系を確立し、試験
管内でのユビキチン化の解析を行った。その
結果、FANCD2 のユビキチン化には、ユビキチ
ン化酵素である E1、E2、および E3 に加え、
FANCI が必須であることが明らかになった。
加えて、FANCD2 のユビキチン化は、DNA が存
在することで 100倍近く活性化されることを
発見した。これらの結果は、相同組換え分子
機構の理解ための重要な新知見を与えたと
考えられる。
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