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研究成果の概要（和文）： 
正常な野生型細胞においては DNA 相同組換えの反応は非常に高い正確性をもって完了している。
高度な反応制御機構の存在が期待されているが、詳細な分子メカニズムは未解明である。相同
組換え反応において中心的役割を担う Rad51タンパク質に着目し、反応促進・阻害に直接関わ
る制御タンパク質を数種加えた in vitro再構成系を構築し解析した。生化学的解析の結果、未
成熟な Rad51フィラメントがヘリカーゼ・ユビキチン化の標的になる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In wild type cells, homologous recombination (HR) is required for repair of 
double-stranded DNA breaks (DSBs). If not processed properly, DSBs could cause 
detrimental effects in cells such as chromosome rearrangement, cell death, tumorigenesis 
and so on. HR, therefore, must be tightly regulated. To clarify the molecular mechanism 
of regulating HR, we have characterized Rad51-mediated reactions in vitro with several 
factors (activators, mediators, helicases and ubiquitin systems).  
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１．研究開始当初の背景 
 生物のゲノム恒常性維持や多様性産出は
高い正確性をもった DNA相同組換え機構を必
要とする。しかし、反応進行の不具合や不適
切な組換え反応の誘発は逆に癌化や細胞死
を引き起こす。そのため、正常な細胞内では
不適切な組換え反応を認識し特異的に阻害
するメカニズムが存在していると考えられ
るがほとんど未解明なままであった。そこで
我々は相同組換えタンパク質 Rad51が DNA上
に形成する Rad51フィラメントの品質制御に
着目した。真核生物の DNA相同組換え・組換
え修復は、Rad51リコンビナーゼが二重鎖 DNA
切断部位に形成された単鎖 DNAに結合してフ

ィラメント構造をつくり、相同鎖検索、鎖交
換を直接行なう。我々は in vitro において
分裂酵母 Fbh1 DNA ヘリカーゼが未成熟な
Rad51 フィラメントを単鎖 DNA から引き剥が
すことで不適切な組換え開始反応のキャン
セルに関わり、逆に、活性化因子 Sfr1-Swi5
によって安定化・活性化された Rad51フィラ
メントは Fbh1 に耐性を示すことを見出して
いた。さらに、Fbh1 は in vitro で Rad51 を
ユビキチン化することも見出した。以上の背
景から、Rad51 フィラメントの品質制御メカ
ニズムに焦点を当て、分裂酵母相同組換えの
in vitro再構成系を駆使し、解析を進めてい
た。 
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２．研究の目的 
 相同組換えの反応は非常に複雑であるが、
正常な細胞では高い正確性をもって完了し
ている。これは、品質の悪い組換え反応を選
別して積極的に排除する品質管理機構の存
在を思わせる。Rad51 と Sfr1-Swi5、さらに
Fbh1の関係性に注目し、これらがどのように
働き合い、高度な反応の正確性を生み出すの
か。分子メカニズムを明らかにすることで
Rad51 フィラメントのクオリティコントロー
ル（品質管理）機構の解明と普遍性を示した
いと考えた。 
 遺伝学的解析から、分裂酵母において不適
切な組換え反応の阻害に働くヘリカーゼは
３種類（ Srs2, Rqh1, Fbh1）存在する。
Sfr1-Swi5 結合型の活性型 Rad51 フィラメン
トは Fbh1 のヘリカーゼ活性によるフィラメ
ント解消に耐性を示すことを見出したが、こ
の分子メカニズムを明らかにしたい。さらに
分裂酵母では Sfr1-Swi5経路とパラレルに働
く Rad55-Rad57 経路が存在し、Rad55-Rad57
も Rad51に結合し活性型にすると予想される。
Rad55-Rad57 結合型 Rad51 フィラメントにつ
いても検証する。また Fbh1 だけでなく Srs2
や Rqh1 についても比較検討する。ヘリカー
ゼの使い分けが、最終的な相同組換え産物の
違いを生み出すとも考えられており非常に
注目される。 
 特に、分裂酵母 Fbh1 は他のヘリカーゼと
は異なり、SCF 型ユビキチンリガーゼの構成
因子であり、この活性によっても相同組換え
の制御に働くことが予想される。我々は Fbh1
によるユビキチン化のターゲットタンパク
質としてRad51を見出したが、現段階でRad51
のユビキチン化が組換え反応にどう影響す
るのか（分解系に進むのか機能変換に関わる
のか）不明である。そこでまず遺伝学的解析
を用いて細胞内での Rad51のユビキチン化の
意義を明らかにしたい。ユビキチン化部位変
異の影響を解析する。Rad51 の機能変換に関
わるのであれば、in vitro系を用いてユビキ
チン化 Rad51を調製、精製し、機能解析する
ことでも明らかにできると考えた。 
 Fbh1 は分裂酵母だけでなくヒトにも高度
に保存されている。このことから、分裂酵母
Fbh1で見出された二段階（ヘリカーゼ活性と
ユビキチンリガーゼ活性による）の相同組換
え制御機構は、ヒトにおいても保存されてい
ると考えられる。ヒト Fbh1 とヒト Rad51 を
用いた in vitro系を準備し、Rad51フィラメ
ントに対するヘリカーゼ活性ならびにユビ
キチン化活性について検証したい。 
 
３．研究の方法 
(1) Rad51フィラメントが Sfr1-Swi5によっ
て Fbh1に耐性（ヘリカーゼ活性・ユビキチ

ンリガーゼ活性の両方）となるメカニズムの
解析： 
 Rad51自身の変化（活性化）によって Fbh1
に耐性になるのなら、ATPアナログである
AMPPNP存在下（Rad51は活性化状態）では
Sfr1-Swi5非依存的にFbh1耐性となる可能性
がある。この条件下で Rad51フィラメントの
解消実験や Rad51ユビキチン化実験を行なう。
解消実験のアッセイ方法はマグネットビー
ズを用いた単鎖 DNA プルダウン法を用いる。 
 
(2) Rad51フィラメントに対する Fbh1と他の
へリカーゼ（Srs2、Rqh1）の活性比較や
Sfr1-Swi5と Rad55-Rad57メディエーターの
効果の違いの検討： 
① Rad55-Rad57タンパク質の大量発現・精
製： 
 Sfr1-Swi5との比較のために用意する。当
時 Rad55-Rad57を生化学的に解析した論文は
P.Sungらによる出芽酵母の一報（1997年）
しかなかった。大腸菌からの精製が困難であ
り、彼らも大腸菌ではなく出芽酵母から苦労
して精製している。今回、昆虫細胞発現系や
分裂酵母から精製することも視野に入れ、ま
ずは大腸菌で検討してみる。 
② Srs2タンパク質の大量発現・精製： 
 Fbh1との比較のために用意する。Srs2は
出芽酵母からの精製例が報告されており、分
裂酵母でも同様に精製できると期待される。
一度大腸菌発現系を試してみて、その結果次
第で昆虫細胞発現系、酵母発現系を用いるこ
とを予定している。 
③ Rqh1タンパク質の大量発現・精製： 
 Fbh1との比較のために用意する。Srs2同
様、一度大腸菌発現系を試す。 
④ Rad51フィラメントの解消実験： 
 まず、Srs2、Rqh1が単鎖 DNA上の Rad51を
引き剥がせるかを検討する。Fbh1同様に
Rad51フィラメントの解消がみられたら、次
は Sfr1-Swi5存在下で阻害されるかを検討す
る。また Sfr1-Swi5のかわりに Rad55-Rad57
存在下ではどうか、比較実験をおこなう。 
⑤ Rad51ユビキチン化の阻害実験： 
 Fbh1による Rad51のユビキチン化は、
Sfr1-Swi5存在下では阻害された。これを
Sfr1-Swi5のかわりに Rad55-Rad57存在下で
試してみる。方法は in vitro ユビキチン化
系を用いる。 
 
(3) Rad51のユビキチン化の意義を明らかに
する： 
① 分裂酵母における Rad51ユビキチン化の
遺伝学的解析： 
 分裂酵母内において実際に Rad51がユビキ
チン化された場合、そのユビキチン化は分解
系に進むのか、機能変換に進むのかを明らか
にしたい。後述のユビキチン化リジンの同定



により、Rad51変異体を作製、細胞内で発現
させることで表現型を解析する。以上の細胞
を用いた解析では、細胞内 Rad51タンパク質
の量的変化・修飾解析（ウェスタンブロット）、
細胞内局在解析（蛍光顕微鏡）、DNAダメージ
や薬剤感受性の解析手法を取り入れ、ユビキ
チン化の意義について検討する。 
② ユビキチン化 Rad51の生化学的解析： 
 ユビキチン化が Rad51の機能変換に働く場
合、生化学的アプローチは非常に有効である。
ラージスケールで Rad51を in vitroユビキ
チン化させ、ユビキチン化 Rad51を精製・分
離して生化学的に活性を測定する（DNA結合
能やタンパク質間相互作用、ATPase活性な
ど）。また、in vitroでユビキチン化させた
Rad51を用い、Rad51のユビキチン化リジン
残基を質量分析によって同定する。Rad51の
リジン残基全１５カ所をそれぞれアルギニ
ンに置換した変異体も作製済みであるので、
それら変異体も用いる。 
 
(4) 分裂酵母の結果が普遍的で保存された
ものかを、ヒト Fbh1とヒト Rad51を用いて
解析する： 
① ヒト Rad51タンパク質の大量発現・精製： 
 大腸菌発現系を利用する。 
② ヒト Fbh1タンパク質とヒト Cul1-Rbx1
複合体の大量発現・精製： 
 ヒト Fbh1はこれまでに昆虫細胞発現系を
用いて条件検討をおこなっている。分裂酵母
Fbh1の場合と同様、ヒト Fbh1も単体では発
現が非常に不安定であり、Skp1とのヘテロダ
イマーとして発現させることで比較的安定
に精製できることがわかっている。そこで、
Fbh1-Skp1複合体として発現・精製する。ま
たユビキチン化の反応においては分裂酵母
の場合同様、ヒト Cul1-Rbx1複合体と
Fbh1-Skp1複合体を混合して SCFユビキチン
リガーゼ複合体を形成させ、アッセイに加え
る。 
③ ヒト Rad51とヒト Fbh1を用いた生化学的

解析： 
 分裂酵母の結果同様に、ヒトにおいても
Rad51フィラメントをFbh1は解消できるのか、
さらに、Rad51のユビキチン化を促進するこ
とができるのだろうか。普遍性を解析するた
め、同様の DNAプルダウンアッセイや in 
vitroユビキチン化アッセイで検討する。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 

 
① Rad51フィラメントがSfr1-Swi5によっ

て Fbh1に耐性（ヘリカーゼ活性・ユビキチ
ンリガーゼ活性の両方）となるメカニズムの
解析： 
 分裂酵母 Rad51を AMPPNP存在下で ssDNA

に安定に結合させ、Fbh1によるフィラメント
解消実験を行なった。結果ではフィラメント
の解消は見られなかった。しかし Rad51も
Fbh1も ATPaseであることを考えると、本実 
験系には大きな問題がある。今後 Sfr1-Swi5
非依存的に Rad51が活性型フィラメントを形
成できるような Rad51変異体タンパク質の取
得が望まれる。一方、Rad51ユビキチン化実
験の結果、ssDNA存在下では Fbh1によるユビ
キチン化が著しく阻害されることがわかっ
た。これは、フィラメント形成に伴う Rad51
の構造変化により、ユビキチン化サイトがマ
スクされた可能性、もしくは Fbh1において
DNA存在下でのユビキチンリガーゼ活性の変
化に起因する可能性があり、メカニズム解明
のためには今後さらに検証が必要である。
Sfr1-Swi5は Rad51に結合することで、Rad51
の構造変化（フィラメント型）を引き起こす
ことが構造解析から最近明らかになってき
た。この構造変化が Rad51のユビキチン化制
御に重要であると期待される。 
  
②  Rad51フィラメントに対する Fbh1と他 
のへリカーゼ（Srs2、Rqh1）の活性比較や
Sfr1-Swi5と Rad55-Rad57メディエーターの
効果の違いの検討： 
 分子メカニズムを試験管内アッセイ系を
用いて明らかにするため、アッセイに必要
なタンパク質群の大量発現・精製に重点を置
いた。 
 
(ⅰ) Rad55-Rad57タンパク質の大量発現・精
製： 
 Rad51の活性化に働くと期待される
Rad55-Rad57については文献等から精製が困 
難であると考えられていたが、今回発現条件
を詳細に検討し、低温発現・共発現によって
大腸菌でも発現・精製が可能であることが
わかった。カラムクロマトグラフィーを駆
使し、少量ながらも精製標品を得られたので
相同組換えの生化学的アッセイ系に加えて
解析を行うことができた。 
 
(ⅱ)Srs2タンパク質の大量発現・精製： 
 大腸菌発現系を試したが、可溶化が困難で
あることがわかった。少量は精製できたが、
アッセイに加えるほどの純度が得られてい
ない。昆虫細胞発現系の検討が必要である。 
 
(ⅲ）Rqh1タンパク質の大量発現・精製： 
 大腸菌での発現・精製が困難であること
がわかった。昆虫細胞発現系を検討。 
 
 Fbh1ヘリカーゼとの機能比較をする予定
であった Srs2と Rqh1の発現・精製が完了し
ていないこと、ならびに Rad55-Rad57を用い
た実験については ATPase活性・DNA結合能解



析・DNA鎖交換反応を含め解析中であること
から、④⑤の実験計画については結論を出せ
ていない。ただし、タンパク質精製に関して
昆虫細胞での条件検討の結果、今後精製で
きる可能性が見出せたことは大きい。 
 
③  Rad51のユビキチン化の意義を明らかに 
する： 
(ⅰ) 分裂酵母における Rad51ユビキチン化
の遺伝学的解析： 
 分裂酵母 Rad51は DNAダメージ後、細胞内
タンパク質量が数倍に上昇することがウェ
スタンブロットで確認された。また、定常期
では、タンパク質量が激減していることもわ
かった。転写レベルでの制御もしくはユビキ
チン化による分解制御の可能性を示唆して
いる。今後、プロテアソーム変異株を用いた
解析を進める。また、後述のユビキチン化リ
ジン K86の同定から Rad51変異株を作製した。
今後表現型を解析することで、ユビキチン化
の意義について解析できると期待している。 
 
(ⅱ)ユビキチン化 Rad51の生化学的解析： 
 Rad51を in vitroでユビキチン化させ、電
気泳動後にユビキチン化 Rad51バンドを回収
し質量分析した結果からは K86が候補に上が
っている。Rad51 K86R を大腸菌を用いて発
現・精製した。in vitroユビキチン化反応系
に加えたが、ユビキチン化バンドの完全な消
失は見られなかった。二次的サイトがあると
考えられる。 
 in vitroでユビキチン化した Rad51を精製
し機能解析（活性測定）を予定していたが、
ユビキチン化効率が低く、アッセイに加える
ほどのタンパク質量を取得できなかった。今
回、新たな知見として Rad51のユビキチン化
が in vitroで促進される条件を見出すこと
に成功した。この条件を発展させることで予
定していた活性測定が可能になると期待し
ている。 
 
④  分裂酵母の結果が普遍的で保存された 
ものかを、ヒト Fbh1 とヒト Rad51 を用いて
解析する： 
(ⅰ)ヒト Rad51タンパク質の大量発現・精製： 
 大腸菌発現系を用いた。低温発現条件を用
いることでアッセイに必要量のタンパク質
を取得することに成功した。 
 
(ⅱ) ヒトFbh1タンパク質とヒトCul1-Rbx1
複合体の大量発現・精製： 
 昆虫細胞発現系により、Fbh1-Skp1 複合体
として発現・精製した。ヒト Cul1-Rbx1複合
体についても昆虫細胞発現系を用いた。 
 
(ⅲ)ヒト Rad51 とヒト Fbh1 を用いた生化学
的解析： 

 分裂酵母だけでなくヒトバージョンのタ
ンパク質を用いてフィラメント解消実験・
ユビキチン化に関する生化学的解析を行な
った。普遍性に関する目標はほぼ達成できた
と考えている。 
 
（２）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
  
Rad51 が DNA の組換え反応を直接行なうタ

ンパク質であることを考えると、Fbh1による
Rad51 制御機構の持つ影響力と重要性は容易
に想像できる。Rad51 フィラメントの質の違
いに着目できたことは革新的であり分野に
新しい視点を与え発展性も高い。上述のヘリ
カーゼや活性化タンパク質の比較検討は相
同組換え全体像の理解に結びつくポテンシ
ャルを秘めているにもかかわらずこれまで
ほとんど解析されていない。加えて、DNA 相
同組換えにおけるユビキチン修飾の研究も
これから新分野開拓の可能性を十分秘めて
いる。 
 相同組換えの機能不全は、不妊症、遺伝的
高多発性癌（家族制乳癌など）やゲノム不安
定症候群（Bloom、Werner 症候群など）の疾
病の直接的な原因になっている。Fbh1も疾患
の原因である可能性もある。分裂酵母から出
発する本研究の解析結果はヒトにも適用で
きる普遍性を有し、医学的にも大きく貢献し
うるだろう。 
 
（３）今後の展望 
 Rad51 フィラメント自体の活性／不活性と
ヘリカーゼ耐性の関係性は非常にユニーク
な発見であり、今後も引き続き注目していき
たい。また、活性化因子は分裂酵母では
Sfr1-Swi5 の他に同活性が予想される
Rad55-Rad57複合体の２種類存在し、さらに、
ヘリカーゼは３種類（Fbh1と同活性が予想さ
れる Srs2、Rqh1）存在する。ヒトではさらに
多様化しておりヘリカーゼ（Fbh1、BLM、RecQL
シリーズ、WRN など）、Rad51 活性化因子
（Sfr1-Swi5、Rad51B,C,Dなど、XRCCシリー
ズなど）これらの関係性、複数の存在意義も
全く不明である。この複雑な関係性を理解し
整理することは、適切・不適切な組換えを説
明する糸口になる。しかし、生化学的解析に
必要な精製タンパク質の取得の困難さが大
きな壁となっており、特にヘリカーゼは宿主
細胞への毒性も高く、可溶化発現／高純度精
製が難しい。この問題をクリアすることが今
後の生化学的解析に必須だろう。 
 Fbh1 は分裂酵母だけでなくヒトにも高度
に保存されている。Fbh1によるユビキチン化
が Rad51の相同組換え反応をどう制御してい
るのかについても引き続き解析を行いたい。  
 本研究によって、生物における普遍的なメ



カニズムの１つが明らかにできるのではな
いかと期待している。 
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