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研究成果の概要（和文）：多くの生物種のゲノム中には各種の反復配列が存在し、ガンや遺伝病を引き起こす染色体再
編の原因となる。試験管内DNA複製系を用いて、鋳型DNA中の長い逆向き反復配列のDNA複製に対する影響を解析した結
果、この反復配列は複製に依存して十字構造を取り、複製の進行を一時的に阻害することを明らかにした。大腸菌のSb
cCDタンパク質は十字構造DNAを末端から分解し、二本鎖DNA切断を引き起こして、遺伝的不安定性をもたらすことが分
かった。

研究成果の概要（英文）：Various kinds of repetitive sequence present in genomes of many species are known 
to be a cause of genetic instability which leads to genetic diseases and cancer. We found that a long 
inverted repeat is transformed to a cruciform DNA in a manner dependent on DNA replication. E. coli SbcCD 
appeared to have a novel enzymatic acitivity that cleaves such a cruciform DNA, and this enzyme perhaps 
causes the genetic instability at long inverted repeats.

研究分野：分子遺伝学、生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 代表者は、通常の細胞増殖における遺伝的
変化、特に比較的小さな変化（自然突然変異）
の原因と発生機構の研究を行ってきた（Maki, 
Annu Rev Genetics, 2002）。その研究の過程
で、突然変異の発生を in vitro（oriCプラス
ミド試験管内 DNA複製系）と in vivo（増殖
中の細胞）の両方で比較検証しながら変異の
発生を解析することが重要と考え、それが可
能な実験系を開発した（Fujii et al, 1999, 
Kanie et al., 2007）。これは、大腸菌の rpsL
遺伝子を標的にした変異検出系であるが、塩
基置換変異の検出効率が高いだけでなく、遺
伝子機能を損なう全てのタイプの変異（フレ
ームシフト、欠失、重複、逆位、挿入など）
を塩基配列レベルで容易に解析でき、さらに
細胞内で自然に生じる相同組換えも検出で
きる特徴を持っている。rpsL変異検出系での
解析において、通常の増殖を行っている大腸
菌細胞では点突然変異とほぼ同じ程度に自
然相同組換えや欠失、重複、逆位などが発生
していることを見いだした。欠失や重複など
では発生部位の周辺に繰り返し配列が存在
する場合がほとんどであった。そこで、点突
然変異の起源を解明することと同様に、これ
らの染色体再編や染色体異常の発生原因を
突き止めることを開始した。 
 一倍体の大腸菌では大きな欠失や転座な
どの解析に限界があるので、二倍体出芽酵母
の実験系を開発して研究を進めたが（Umezu 
et al., 2002）、染色体上に散在する繰り返し
配列間での相同組換えが最も重要な役割を
果たしていることが判明した。さらに、これ
らの欠失や転座の発生原因については、DNA
損傷に依存しない複製フォークの stall が関
与 す る こ と を 示 唆 す る 結 果 を 得 た
（Watanabe et al., 2002）。また、遺伝研の
グループとの共同研究により、複製フォーク
の stall には転写装置との衝突などの相互作
用も一つの原因であることを示す結果も得
られた（Ide et al., 2010）。近年、DNA複製
フォークの stall やそれをモニターする機構
の研究が国内外で盛んになっているが、染色
体再編・染色体異常の研究においては、DNA
二本鎖切断（Double Stranded DNA Break, 
DSB）とその修復機構の重要性が明らかにな
っており、DNA複製フォークの stallがDSB
の誘発に深く関わることが想像されている
（Helleday et al., 2007）。しかしながら、複
製フォーク stallに関連するDSBの誘発につ
いては世界的にも不明な点が多い。その中で
も英国の Leachらによる 246 bpの逆向き反
復配列（IR-246）の研究が大きな進展を見せ
ている（Eykelenboom et al., 2008, Darmon 
et al., 2010）。IR-246は大腸菌ゲノム上で極
めて不安定であり、数世代で大腸菌ゲノムか
ら消失し、その周辺配列に欠失などの染色体
異常を引き起こす。Leach らは IR-246 の不
安定性に関与する複数の遺伝子を同定し、そ
れらには DNA 複製や組換えに関与するもの

に加えて、ヘアピン DNA に特異的なエンド
ヌクレアーゼをコードする sbcCおよび sbcD
遺伝子が含まれることを見いだしている。最
近の研究から、彼らは IR-246が DNA複製の
最中に lagging鎖合成の鋳型が単鎖 DNAに
なる時にヘアピン DNA が生じ、それを
SbcCDが切断することによりDNA鎖が分解
され、lagging鎖上に生じた DSBが姉妹染色
体間での相同組換えや染色体異常を誘発す
ると説明している。DSBが構造特異的なエン
ドヌクレアーゼにより誘発される点が新し
い考えであるが、これらの分子遺伝学的研究
だけでは、DSB誘発の分子機構については想
像の域を出ず、詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 複製フォークの進行により二本鎖 DNA が
開裂すると、複製フォークの先頭には開裂し
た二本鎖 DNA 部分のらせんが移動して正の
超らせんが生じる。二本鎖 DNA に蓄積され
る正の超らせんのレベルには限度があり、そ
れに達すると二本鎖 DNA の開裂は不可能に
なり、複製フォークの進行は強く抑制される。
この状況を解決するのが DNA ジャイレース
であり、正の超らせんを解消するだけでなく、
ATP加水分解を伴って二本鎖DNAに負の超
らせんを導入する。これにより、複製フォー
クの進行は再開することができる。申請者ら
は、in vitro oriCプラスミド DNA複製系を
用いて、鋳型 DNA 中の長い逆向き反復配列
（IR-246）が DNA複製にどのような影響を
及ぼすかを調べている間に、複製フォークの
進行と DNA ジャイレースの働きにより逆向
き反復配列が十字構造を形成することを示
唆する予備的な結果を得た。さらに、SbcCD
は単鎖 DNA 上のヘアピン構造よりも十字型
DNA を効率良く連続的に分解し、十字構造
の根元で DSB を形成することを示す予備的
な結果も得ていた。このことより、Leachの
モデルとは異なり、DSBは複製フォークの先
頭のまだ複製されていない鋳型二本鎖 DNA
に生じるモデルを着想するに至った。 
 本研究の目的は、長い逆向き反復配列の遺
伝的不安定性の原因を分子レベルで明らか
にすることである。また、真核生物 Mre11
複合体の原核生物ホモログである SbcCD の
新規の酵素活性についても詳細を明らかに
することとした。さらに、複製と DNA ジャ
イレースに依存する DNA トポロジーの変化
は逆向き反復配列のみならず、様々なタイプ
の繰り返し配列の遺伝的不安定性全般に重
要ではないかと考え、順向き反復配列および
CAG リピートなどでも複製フォーク進行阻
害やSbcCDによるDSB誘発が生じるかどう
かを解析することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究で用いる oriCプラスミド DNA
には、ラムダファージに由来する 246 bp の
逆向き反復配列を導入し、対照実験に用いる



プラスミドとしては片方の繰り返し配列を
全く関連のないものに置換したものを用い
た。DNA 変性が起きないように中性条件で
の DNA 精製法を用いて鋳型 DNA を調製し
た。 
（２）in vitro oriCプラスミド複製系に必要
な 20 種類程度のタンパク質を大量にかつ高
純度に調製し、すでに我々が開発していた
oriC からの特定の一方向の複製フォークで
の DNA 合成の検出・解析を行った。複製産
物の解析は、アルカリアガロースゲルおよび
シーケンスゲル電気泳動、二次元ゲル電気泳
動にサザンブロッティングを組み合わせて
行った。leading 鎖新生鎖や岡崎フラグメン
トの長さの分布や経時的な変化の分析から、
単一の複製装置複合体により leading 鎖と
lagging 鎖が協調して合成されている状況で
の複製フォークの進行阻害を詳細に解析し
た。 
 
４．研究成果 
（１）長い逆向き反復配列の遺伝的不安定性
の分子機構 
 in vitro oriCプラスミド DNA 複製系を用い
て、鋳型 DNA 中の長い逆向き反復配列
（IR-246）が DNA複製にどのような影響を
及ぼすかを詳細に解析した結果、IR-246の直
前および先頭の反復配列中で leading 鎖 DNA
合成が阻害されること、lagging 鎖では岡崎
フラグメントの合成開始のパターンが
IR-246 に依存して変化することを明らかに
した。leading 鎖合成の阻害は DNA ジャイ
レースの濃度が低いほど強くなることから、
複製フォークの進行に伴って蓄積する正の
超らせん構造を解消する DNA ジャイレース
の働きにより逆向き反復配列が十字構造を
形成し、leading 鎖合成は鋳型の前方に存在
するヘアピン構造により進行が阻害され、
lagging 鎖では DNA ヘリカーゼの進行速度
が低下するためにプライマー形成のタイミ
ングが変化することが強く示唆された。また、
SbcCDを in vitro oriCプラスミドDNA複製
系に加えると、DNA複製に依存して IR-246
の部位で leading鎖および lagging鎖の両方
が切断されることを見いだした。これらの結
果から、長い反復配列は複製フォークの進行
とトポイソメラーゼの働きにより、複製フォ
ークが到達する前に十字構造を形成して
DNA複製やDSBの形成に影響を及ぼすとい
う新しい分子モデルを提唱することができ、
学術論文として発表した（Lai et al., 2016）。
一方で、当初計画した in vivo での解析は、
DNA ジャイレースの特異的阻害剤を用いた
研究で期待した結果が得られなかったこと
から、sbcCD欠損株での染色体異常の解析な
どを現在も進めている状況である。特に、
rpsL 変異検出系は相同染色体間組換えの発
生頻度も同時に測定できる特徴を有してい
ることから、rpsL遺伝子配列の後半部を含む
逆向き反復配列を rpsL 遺伝子配列の下流に

導入して、逆向き反復配列に依存した染色体
異常を特異的に検出・解析する実験系を開発
した実験系に用いる大腸菌株の作成がほぼ
完成したので、SbcCDと DNAトポイソメラ
ーゼの効果を解析する準備が整った。 
（２）IR-246に依存した十字構造の発生機構
を解析する実験系の構築 
 oriCプラスミドDNAを鋳型にした試験管内
複製系を基にして、複製フォークの進行を詳
細に解析する実験系を用いて、複製に依存し
た十字構造の発生を解析する方法を開発し
た。まず、タグ付きの Tusタンパク質とタグ
にアフィニティを持つ磁気ビーズを用いて、
複製装置が結合した状態での複製中間体を
インタクトな状態で分離する技術を開発し
た。さらに、in vitro oriC系での反応を DNA
ジャイレースを加えずに進めた際に生じる
複製フォークの進行が停止した複製中間体
の定量解析を行い、この条件で複製中間体が
安定して存在することを確認した。さらに、
タグ付きのTusタンパク質を用いた分離法に
より、DNA ジャイレース非存在下で生じる
複製中間体を分離する実験を行い、この実験
系が十分に解析に用いることができること
を示した。分離した複製中間体に DNA ジャ
イレースを再添加して複製フォークを始動
した時に、逆向き反復配列 IR-246 に依存し
た十字構造が発生するかどうかを解析する
準備を進めている。 
（３）SbcCDタンパク質の生化学的解析 
 精製した SbcCD と十字構造やヘアピン構
造を含む各種 DNA 基質を用いて、詳細な酵
素学的解析を行った。その結果、SbcCDは二
本鎖 DNA の長さに依存してヘアピンを含む
DNA 末端でのヌクレアーゼ反応のモードを変
えることが明らかになり、学術論文として発
表した（Lim et al., 2015）。ヘアピンあるい
は二本鎖DNAの長さが20 bp以下の場合は、
片方の DNA 鎖にニックを導入するエンドヌ
クレアーゼ活性と、その部位から DNA を分解
するエキソヌクレアーゼの活性を示す。一方、
二本鎖 DNAの長さが 20 bp以上の場合は、
DNA 鎖あるいはヘアピンの末端からスター
トして、両方の DNA 鎖に同時にニックを導
入する新規のエンドヌクレアーゼ活性を示
し、反応はプロセッシブに進んで行き、切断
産物として 10 bpの小さな DNA断片を直積
する。 
（４）ハンチントン病の原因遺伝子に含まれ
る単純繰り返し配列の遺伝的不安定性 
 oriCプラスミド DNA複製系を用い、ハン
チントン病の原因遺伝子であるヒト HTT 遺
伝子に存在するCAG/CTGリピートがDNA複
製にどのような影響を及ぼすかを調べた。
CAG/CTGリピートは不完全なヘアピン構造
を取り得ることが報告されていたが、IR-246
で見られた DNA 複製の一時的な阻害は検出
できなかった。しかし、CAG/CTGリピート
の周辺に存在する CCG/CGG の７回繰り返
し配列が顕著な DNA 複製の阻害を引き起こ



すことを発見した。生化学的な解析を進め、
この複製阻害は十字構造やヘアピン構造に
よるものではなく、未知の機構、おそらくは
CCG/CGGリピートが特異的な構造を取るこ
とによる DNA 鎖伸長反応の阻害であること
が示唆された。これらの成果を学術論文とし
て発表した（Le et al., 2015）。 
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