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	 細 胞 は生物の基本単位であり、その遺伝情報はゲノム D N A に記されている。

D N A の遺伝情報は体細胞分裂によって、親細胞から娘細胞に受け継がれ、生殖細

胞を通じて世代から世代へと伝えられる。多くの真核生物は、父親由来と母親由

来の染色体を 1 セットずつ有し、合計 2 セットの染色体をもつ二倍体細胞である。

一方、真核生物の配偶子は一倍体の細胞である。生物は減数分裂と呼ばれる特殊

な形式の細胞分裂を行うことで、一倍体の配偶子を形成する。形成された父親由

来および母親由来の配偶子が融合することで、二倍体の接合子となり、互いの遺

伝情報が混ざった新たな個体が生まれる。このように、生物は有性生殖によって

二個体のゲノム D N A を混ぜ合わせ、その多様性を獲得してきた。  

	 相 同 組換えは、体細胞と減数分裂期の細胞の両方で機能しており、生物に必須

の機構である。体細胞における相同組換えは、電離放射線や D N A 複製時のエラ

ー等によって生じた D N A 二重鎖切断損傷を修復する機構として働く。一方、減

数 分 裂 期 の 細 胞 に お い て 、 相 同 組 換 え は 相 同 染 色 体 の 均 等 分 配 と 、 ゲ ノ ム D N A

配列の変動に重要な役割を果たす。このように、相同組換えは生物のゲノム D N A

の安定維持とその変動による生物進化の推進という、相反する役割を担う。減数

分裂期組換えは、染色体上の特定の位置に D N A 二重鎖切断が導入されることで

開始される。 D N A 二重鎖切断後、形成された単鎖 D N A と相同な配列を有する二

重鎖 D N A が対合し、ヘテロ二重鎖 D N A が形成される。この一連の過程を相同的

対合反応という。相同的反応後、形成されたヘテロ二重鎖 D N A 領域は D N A 鎖交

換反応によって拡大される。続いて、D N A の修復合成が起こり、相同組換え反応

の中間体である H o l l i d a y 構造が形成される。その後、 H o l l i d a y 構造が解離するこ

とでキアズマが形成される。減数分裂期組換えによって形成されるキアズマは、

物理的に相同染色体を連結し、正確な染色体分配に重要な役割を果たす。  

	 相 同 組 換 え の 中 核 で あ る 、 相 同 的 対 合 反 応 は バ ク テ リ ア R e c A の ホ モ ロ グ の

R A D 5 1 および D M C 1 によって触媒される。 R A D 5 1 および D M C 1 は真核生物にお

ける相同組換えの中心的酵素であり、酵母、植物から哺乳類などに広く進化的に

保存されている。 R A D 5 1 および D M C 1 は両者共に、 D N A 結合活性を有し、 D N A

依存的な A T P 加水分解活性を示す。また、両者は A T P 存在下で相同的対合反応

および相同鎖交換反応を触媒することがわかっている。このように R A D 5 1 および

D M C 1 の生化学的性質は酷似している。興味深いことに、 R A D 5 1 は体細胞および

減数分裂期の細胞で働くのに対して、 D M C 1 は減数分裂期特異的に発現し、機能

することがわかっている。そのため、減数分裂期組換えは R A D 5 1 と D M C 1 の両

者が協調して働くと考えられている。遺伝学的解析から、 D M C 1 は減数分裂期組

換えにおけるキアズマ形成に必須の因子であり、その中心的な役割を果たすこと

が明らかになっている。しかし、減数分裂期組換えにおける R A D 5 1 の役割と機能

については未だ不明瞭な点が多い。近年、シロイヌナズナにおいて r a d 5 1 遺伝子

欠損株に、R A D 5 1 の C 末端に G F P が付加された融合タンパク質  (以下、R A D 5 1 - G F P  

N o .1  



  
  

 

と表記 )  を発現させると、D N A 二重鎖切断損傷を誘発する薬剤であるマイトマイ

シン C  に対して高感受性を示すのに対し、減数分裂期における交叉組換え体の形

成効率は野生型と同程度であることが示された。このことは、R A D 5 1 は相同的対

合活性とは異なる、減数分裂期特異的な機能を有することを示唆している。  

	 本 研 究では、減数分裂期組換えの分子機構を理解することを目的とし、 R A D 5 1

の減数分裂期特異的な機能に着目した。R A D 5 1 - G F P を発現させたシロイヌナズナ 	

の 減数分裂期組換えは野生型と同様に進行するという報告から、R A D 5 1 - G F P は減

数分裂期特異的な機能を解明する上で有用な変異体であると考えた。そこで、本

研究ではその生化学的な解析を行うことで R A D 5 1 の減数分裂期特異的な機能を

明らかにすることを試みた。本研究により、R A D 5 1 - G F P は相同的対合活性が著し

く 低 下 し た 変 異 体 で あ る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 相 同 対 合 活 性 が 低 下 し た

R A D 5 1 - G F P は、 D M C 1 依存的な相同的対合反応を促進することを明らかにした。

また、 D M C 1 依存的な相同的対合反応を促進するという R A D 5 1 の補助的機能は、

イネとヒトにおいて保存されていることを示した。  

	 本 論 文は、四章で構成されており、各章の概要を以下に述べる。  

	 第 一 章では、これまでに明らかになっている減数分裂期組換えの機構の概要、

及び R A D 5 1 と D M C 1 の先行研究における知見を解説する。さらにこれらの背景

に基づいて、本研究の目的と位置づけ、意義を示す。  

	 第 二 章においては、本研究で行った実験方法について述べる。リコンビナント

タンパク質の精製方法や D N A の調製方法、さらに生化学的解析手法について示

す。  

	 第 三 章では、 R A D 5 1 - G F P の生化学的解析を行った結果を示す。植物の R A D 5 1

代表として、イネ  ( O r y z a  s a t i v a  s u b s p .  J a p o n i c a )  由来の R A D 5 1 に着目し、イネ

R A D 5 1 A 1、 R A D 5 1 A 2、 R A D 5 1 A 1 - G F P、 R A D 5 1 A 2 - G F P、および D M C 1 A をリコン

ビナントタンパク質として精製した。まず、G F P がイネ R A D 5 1 による相同的対合

反応に及ぼす影響を生化学的な手法を用いて解析した。植物および哺乳類の

R A D 5 1 - G F P を発現させた体細胞はマイトマイシン C や電離放射線に対して高感

受性を示す。このことは、体細胞における相同組換えを介した D N A 損傷修復に

おいて、R A D 5 1 - G F P が相同組換え因子として機能しないことを示唆した。そこで、

イネ R A D 5 1 A 1 - G F P およびイネ R A D 5 1 A 2 - G F P 依存的な相同的対合反応を解析し

た。その結果、イネ R A D 5 1 - G F P の相同的対合活性は、野生型 R A D 5 1 と比較して

著しく低下していることが明らかになった。R A D 5 1 - G F P の相同的対合活性が野生

型と比較して低下している理由を明らかにするために、D N A 結合活性および A T P

加水分解活性の解析を行ったところ、R A D 5 1 - G F P は野生型と同定度の活性を有す

ることがわかった。次に、相同的対合反応において必須の過程である、 R A D 5 1 -

単鎖 D N A -二重鎖 D N A の三者複合体形成能を野生型と比較した。その結果、イネ

R A D 5 1 - G F P の三者複合体の形成能は、野生型 R A D 5 1 と比較して著しく低下して
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いることがわかった。以上の結果から、 R A D 5 1 の C 末端に付加された G F P は、

三 者 複 合 体 形 成 の 過 程 を 阻 害 す る こ と を 示 し た 。 減 数 分 裂 期 組 換 え で は R A D 5 1

に加え、 D M C 1 が発現する。さらに、出芽酵母の R a d 5 1 は、 D m c 1 依存的な相同

的対合反応を活性化することが示されており、減数分裂期組換えにおいて R a d 5 1

が D m c 1 の活性化因子として機能することが示唆されている。そこで、組換え活

性が顕著に低下した R A D 5 1 - G F P を用いて、 R A D 5 1 の D M C 1 の活性化因子として

の機能を明らかにすることを試みた。そして、イネ R A D 5 1 - G F P がイネ D M C 1 A 依

存的な相同的対合反応を促進することを明らかにした。これらの結果から、D M C 1

依存的な相同組換え反応の促進には、R A D 5 1 の組換え活性は必須でないことが明

らかになった。さらに、同様の活性がヒト R A D 5 1 においても保存されていること

がわかった。  

	 第 四 章では、これまでの知見と本研究で得られた知見を総括し、減数分裂期に

おける R A D 5 1 の役割について考察した。また、これまでに明らかになっている出

芽酵母 R a d 5 1 の立体構造を元に、R A D 5 1 - G F P のモデル構造を構築した。このモデ

ル構造を元に、 R A D 5 1 の C 末端に付加された G F P が相同的対合反応を阻害する

原因について考察した。  
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