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研究成果の概要（和文）：　Mre11 complexはゲノム安定維持機構において中心的な役割を果たすヌクレアーゼ複合体
であるが、その働きには未だ不明な点が多い。本研究計画では大腸菌Mre11 complex（SbcCD）のDNA高次構造特異的ヌ
クレアーゼ活性の解析を行った。当初の予想に反し、DNA高次構造による活性の制御は顕著には見られなかったが、そ
の検証過程において大腸菌Mre11 complexのヌクレアーゼ活性がDNA末端構造によって変化することを見いだした。得ら
れた結果は今後ヒトMre11 complexの酵素活性制御機構や生体内での役割の分子機構の研究を進める上で重要な基礎的
知見となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The Mre11/Rad50 complex has important roles in various genome maintenance 
pathways. In this research project, we analyzed a novel type of nuclease activity found for Escherichia 
coli Mre11/Rad50 complex, SbcCD. Unexpectedly, nuclease activities of SbcCD were not significantly 
affected by a secondary structure on substrate DNA, but we found that the activity of SbcCD is modulated 
by the presence of DNA end. SbcCD specifically cuts off the top of a cruciform DNA or the end of dsDNA by 
making incisions on both strands. The finding of this a novel, DNA-end dependent nuclease activity will 
provide new insights in the future research and may help us understand the role of the Mre11/Rad50 
complex in the human cell.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 遺伝情報の維持伝達は DNA複製と DNA修復
の二つの機構が担う。この両機構において
Mre11 complex（ヒトMre11-Rad50-Nbs1(MRN)、
出芽酵母 Mre11-Rad50- Xrs2(MRX)、古細菌
Mre11-Rad50(MR)、バクテリア SbcC-SbcD 
(SbcCD)）が多彩な役割を果たしていること
が知られている。Mre11 complex は停止した
複製フォークの安定化や再開、テロメアの維
持、減数分裂組換えなどにおいて重要な働き
を担うほか、DNA 二本鎖切断（DSB）末端の認
識や相同組換えなどの DNA 修復反応、チェッ
クポイントシグナル伝達など様々なDNA修復
機構で働く事が報告されている。 
 また Mre11 complex を形成するサブユニッ
トの変異は神経変性や早期発がんを伴う
Ataxia telangiectasia-like disorder
（Mre11 変異）や Nijmegen brekage syndrome
（Nbs1 変異）といった深刻な遺伝性疾患を引
き起こす。酵母や古細菌、バクテリアなどで
も、Mre11 complex の変異により DSB を引き
起こす放射線や変異原性化学物質に高感受
性になることや、DNA 複製や減数分裂組換え
の異常が高頻度で起こるようになることも
良く知られている。 
 このように Mre11 complex が生体内でゲノ
ム安定維持において必須の役割を果たすこ
とが明らかになってきた一方で、その分子機
構については不明な点は多い。例えば相同組
換えでは、DSBによって生じた DNA末端を 5’
側から削り、3’突出末端を作るプロセス
（resection）に Mre11 complex が必須であ
る こ と が 示 さ れ て い る が 、 反 対 に
Non-homologous end joining では、DNA 末端
を他のヌクレアーゼによる分解から保護す
るために Mre11 complex が必要である。しか
しどのように単一の複合体が複数の経路で
異なる役割を担うかは解明されていない。 
 こうした分子レベルでの理解を深めるた
めには、Mre11 complex の生化学的解析が重
要である。Mre11 complex はヌクレアーゼ複
合体であり、主な活性としては一本鎖 DNA エ
ンドヌクレアーゼ活性、二本鎖 DNA 3’→5’
エキソヌクレアーゼ活性、ヘアピン構造依存
的エンドヌクレアーゼ活性を持つことが報
告されている。しかし、例えば前述の相同組
換えでも、Mre11 complex のエキソヌクレア
ーゼ活性の方向（3’→5’）と resection の
方向（5’→3’）が逆であるなど、その活性
についても多くの謎が残り、更なる生化学的
解析が必要であると考えられた。 

 
２．研究の目的 
 
 私たちはこれまで大腸菌内で逆向き反復
配列（パリンドローム配列）が遺伝的不安定
性を引き起こす分子機構について調べてき
た。Mre11 complex がこの遺伝的不安定性を
誘発することが報告されていたことから、大
腸菌 Mre11 complex（SbcCD）を精製しその活
性を調べたところ、報告されていた活性に加
え、逆向き反復配列が形成する DNA 高次構造
（十字架構造）に対して切断活性を示すこと
を見いだした。更に、その切断様式は既知の
ヌクレアーゼ活性によるものとは異なって
いたことから、何らかの新規ヌクレアーゼ活
性により十字架構造DNAの切断が起きている
ことが推測された。 
 そこで本研究計画では、この新たに見いだ
された十字架構造特異的な新規DNA切断活性
について詳細に解析し、その分子機構を明ら
かにすることを目的とした。また十字架構造
の他に、生体内では相同組換えにおけるホリ
デイジャンクション構造や停止した複製フ
ォークで見られるチキンフット構造などの
DNA 高次構造が知られている。そこでこうし

た様々な構造
を持つ DNA（左
図）を基質と
し て 用 い 、
Mre11 complex
の活性がどの
ように変化す
るかを調べる
う こ と で 、
Mre11 complex
の活性制御機
構や生体内で
の働きの理解
を深めること
を目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
 長い逆向き反復配列（111-bp 単位）を導入
したプラスミド DNA を用いて、十字架構造を
形成させた基質DNAを調製する。大腸菌Mre11 
complex をこの基質 DNA と反応させ、切断様
式を詳細に解析する。またその際、シークエ
ンスゲル電気泳動と部位特異的プローブを
用いたサザンブロットを組み合わせた高感
度なDNA産物解析法を用いて１塩基単位で切
断箇所を同定する。 



 十字架構造DNAに対するヌクレアーゼ活性
の解析が終了した後は、類似の構造を持つ基
質 DNA（前頁上図）を用いて切断様式を調べ
る。様々な高次構造を持つ DNA に対する活性
を調べる事で、基質のどのような構造が
Mre11 complex のヌクレアーゼ活性を制御す
るかを調べる。 
 ヌクレアーゼ活性の解析で特異的基質と
なる DNA 高次構造が判明した場合は、その基
質DNAへの結合をゲルシフトアッセイや表面
プラズモン共鳴分析法（Biacore 解析）を用
いて調べる。また強い相互作用を示す高次構
造DNAが見いだされた場合は複合体の構造解
析を行う。 
 大腸菌ヒト Mre11 complex 解析が終了した
後は、バキュロウイルス発現系を用いてヒト
Mre11 complex を発現・精製する。ヒト Mre11 
complex を用いて大腸菌と同様の解析を行い、
大腸菌 Mre11 complex で見られた活性との共
通点、相違点を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
 当初計画した通り、逆向き反復配列によっ
て形成される十字架構造 DNA を用い、大腸菌
Mre11 complex による切断様式を詳細に調べ
た。その結果、大腸菌 Mre11 complex は十字
架構造の先端から ATP依存的に二本鎖 DNAの
両鎖を同時に切断し、10 bp を単位とする短
い二本鎖 DNA 断片を産生する、他に類を見な
い新規二本鎖 DNA 切断活性（後述、Bi-endo
活性）を持つ事が明らかとなった（下図）。 

 次に十字架構造 DNA 以外の様々な基質 DNA
を用いてヌクレアーゼ活性を調べた。研究計
画当初は十字架構造などの高次構造特異的
にこの新規活性が見いだされると予想して
いたが、驚いた事に大腸菌 Mre11 complex は
十字架構造 DNAやヘアピン構造 DNAのみなら
ず、コントロールとして使用した高次構造を
持たない直鎖状二本鎖DNAを基質としても同
様の新規二本鎖 DNA 切断活性を示した。 

 1998 年の報告以来、大腸菌 Mre11complex
は 3’-5’エキソヌクレアーゼ活性により直
鎖状二本鎖DNAを切断すると考えられてきた
（下図）。なぜこれまでこの新規二本鎖 DNA
切断活性が報告されなかったか調べたとこ

ろ、基質 DNA
長によって大
腸 菌 Mre11 
complex の活
性が劇的に変
化し、長い DNA
はこの新規活
性で、短い DNA
は 既 知 の
3’-5’ エ キ
ソヌクレアー
ゼ活性により
切断されるこ

とが明らかとなった。 
 この新規二本鎖DNA切断活性はエンドヌク
レアーゼ活性にも関わらず環状二本鎖DNAは
切断せず、DNA末端依存的にDNAを切断した。
その一方でDNA末端がヘアピンなどでキャッ
プされていても同様に切断する特異な活性
であった（上図）。そこでこの活性を DNA 
end-dependent binary endonuclease 
activity（Bi-endo 活性）と名付け学術雑誌
にて発表  (Lim et al., Nucleic Acids 
Research, 2015)するとともに、学会等でも
報告を行った。 
 上述のように当初の予想に反してDNA高次
構造は大腸菌 Mre11 complex のヌクレアーゼ
活性に大きな影響は与えなかったため、研究
計画後半には大きな変更が生じ、予定してい
た DNA 結合実験や構造解析に代わり Bi-endo
活性の制御機構について調べる様々な生化
学実験を実施することとなった。しかしそれ
らの解析によって得られた研究結果は当初
の目的通り、Mre11 complex の性質や働きに
ついて多くの新発見を与えるものであった。
また当初計画通りヒト Mre11 complex の発現
•精製についても着手し、精製度は高くない
ものの報告されているヌクレアーゼ活性を
示すヒト Mre11 complex の精製にも成功した。
これらの研究成果は、今後のヒト Mre11 
complex のヌクレアーゼ活性およびその制御
機構の分子機構についての研究を進める上
で重要な基礎となる研究成果であり、本研究
計画については充分に当初目的を達成でき
たと考えている。 
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