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略略語語一一覧覧   
  

ATP : adenosine 5'-triphosphate 

bp : base pair 

BSA : bovine serum albumin 

CBB : coomassie brilliant blue 

D-loop : displacement loop 

DNA : 2’-deoxyribonucleic acid 

dsDNA : double-stranded DNA 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

EtBr : ethidium bromide 

GFP : green fluorescent protein 

IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

LB : lysogeny broth (Luria-Bertani) 

MMC : mytomycin C 

Ni-NTA : nickel-nitrilotriacetic acid 

OD : optical density 

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 

rDNA : ribosomal DNA 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

ssDNA : single-stranded DNA 

TAE : Tris-acetate-EDTA 

TBE : Tris-borate-EDTA 

Tris : Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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第第 1章章		 序序論論  

1-1		 ははじじめめにに  

	 細胞は生物の基本単位であり、その遺伝情報はゲノム DNAに記されている。有性生

殖を行う生物の細胞は、次世代へ遺伝情報を伝える役割を果たす生殖細胞と、体を形成

する体細胞に大別される。DNA 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。 

	 多くの生物は、父親由来および母親由来の二組の染色体をもつ二倍体細胞である。一

方、生殖細胞から生み出される配偶子 (動物では卵、および精子)は一倍体の細胞であ

る。生物は、一倍体の配偶子を形成するために、減数分裂と呼ばれる特殊な形式の細胞

分裂を行う。そして、父親由来および母親由来の配偶子が融合することにより二倍体の

接合子となり、互いの遺伝情報が混ぜ合わさ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 DNAを混ぜ合わせ、その多様性を獲得してき

た。 

 

1-2		 減減数数分分裂裂  

	 上述のように、一倍体の配偶子を形成するためには、二倍体の細胞から一倍体の細胞

をつくりださなければならない。そのため、生物は減数分裂によって染色体数を半減さ

せることで、一倍体の配偶子を形成する。 

	 二倍体細胞には、父親由来と母親由来のDNA配列の似た染色体が一対ずつ存在する。

この一対の染色体は、同一ではないが、その DNA配列が似ていることから相同染色体

とよばれる。また、相同染色体からそれぞれ複製された二本の染色体を姉妹染色分体と

よぶ。体細胞分裂では、相同染色体が複製された後に、姉妹染色分体が娘細胞へと均等
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に分配されるため、同一の DNA配列をもつ二つの娘細胞が生じる (図 1 A)。一方、減

数分裂では、DNA 複製後、二回の連続した細胞分裂が行われることで、一倍体の配偶

子が形成される (図 1 B)。この二回の連続した細胞分裂は、第一減数分裂および第二減

数分裂と呼ばれる。第一減数分裂期では、倍化した相同染色体間に相同組換えによって

キアズマが形成された後、一対の相同染色体が娘細胞に別々に分配される。この時、父

方由来と母方由来の相同染色体が娘細胞のどちらに分配されるかはランダムであり、原

理的な組み合わせは 2n (nは染色体数)となる。その後、第二減数分裂期において姉妹染

色分体が均等に分配され、一倍体の配偶子が形成される (図 1 B)。 

	 減数第一分裂期は染色体の構造変化に伴って、レプトテン期、ザイゴテン期、パキテ

ン期、ディプロテン期、ディアキネシス期の五つの段階に分けられている (Fraune et al., 

2012)。レプトテン期では、染色体が凝集し紐状の構造が観察される。ザイゴテン期で

は相同染色体同士が対合し、パキテン期において減数分裂期特異的な染色体構造体であ

るシナプトネマ構造が形成され、相同染色体同士が接着する。ディプロテン期には、相

同染色体間が交叉するキアズマが観察され、ディアキネシス期で染色体が赤道面に移動

する。第二減数分裂期は、体細胞分裂と同様に数時間以内に進行するが、減数第一分裂

期の期間は精母細胞と卵母細胞で異なることが知られている。減数分裂期相同組換え

（以降、減数分裂期組換えとする）は、レプトテン期からパキテン期において行われる

と考えられている。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、正確な染色体分離に重要な役割を果たす (Petronczki et al., 2003; Neale & 

Keeney, 2006)。キアズマの形成不全は、染色体の不分離を引き起こし、染色体分配異常

に起因する不妊症、およびダウン症の原因となる (Pittman et al., 1998)。また、キアズマ

形成による相同染色体の乗換えによって、父方由来と母方由来の遺伝情報が部分的に交 
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図図 11		体体細細胞胞おおよよびび減減数数分分裂裂のの模模式式図図				

((Molecular Biology of the Gene FIFTH EDITION を参照) 

(A) 体細胞分裂では、DNA 複製後、父方と母方の染色体のそれぞれ 1 対ずつが娘細胞に均等に分

配される。そのため、親細胞の遺伝情報を引き継いだ二倍体の娘細胞が二つ生じる。	

(B) 減数分裂では、第一減数分裂、第二減数分裂の二回連続した細胞分裂が行われる。そのため、

一つの二倍体細胞から四つの一倍体細胞が生じる。第一減数分裂期では、相同染色体間が	

対合した後、相同組換えが行われる。相同組換えによって形成されるキアズマは、第一減数

分裂における正確な染色体分配に必須である。シナプトネマ複合体は減数分裂期特異的な染

色体構造であり、相同染色体間を接着させる役割をもつ。  
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換される。このように、減数分裂期組換えはゲノム DNA配列の変動をもたらすことか

ら、生物の多様性を生む要因であると考えられている。 

 

1-3		 減減数数分分裂裂期期組組換換ええ  

	 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 DNA複製時のエラー等によって

生じた DNA 二重鎖切断損傷を修復する経路として働く (Symington, 2002; West, 2003; 

Sung & Klein, 2006)。一方で、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 DNA 配列の変動において重要な役割を果たす (Petronczki et al., 

2003; Neale & Keeney, 2006)。体細胞における相同組換え修復は、S期で複製された姉妹

染色体を利用し、組換えを行う。そのため、相同組換え修復は細胞周期に依存し、主に

S 期から G2 期にかけて行われる (Branzei & Foiani, 2008)。一方で、減数分裂期組換え

では、姉妹染色体間よりも優先的に相同染色体間で組換えが行われることが報告されて

いる (Roeder, 1997; Schwacha & Kleckner, 1997)。 

	 減数分裂期組換えの反応機構を以下に示す (図 2)。減数分裂期組換えは、SPO11によ

って DNA二重鎖切断が導入されることで開始される (図 2 A)。SPO11は古細菌トポイ

ソメラーゼ VIのホモログであり、活性中心部位であるチロシン残基のエステル転移反

応によって DNA鎖を切断する (Keeney et al., 1997; Keeney, 2008)。また、SPO11は DNA

切断後に DNAと共有結合した状態で残存する (Keeney et al., 1997; Keeney, 2008)。次に、

エキソヌクレアーゼによって DNAの 5’端が消化され、3’端突出型の単鎖 DNA領域が

数キロベースにわたって形成される (Mimitou & Symington, 2008; Zhou et al., 2014; 図 2 

B)。その際に、DNAに共有結合している SPO11は、DNAとともに二重鎖切断部位か
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ら遊離する (Keeney et al., 1997; Keeney, 2008)。その後、形成された単鎖 DNA領域と相

同な塩基配列を有する無傷な二重鎖 DNAが検索され、その相同な領域間において単鎖

DNAと二重鎖 DNAが対合し、ヘテロ二重鎖 DNAが形成される。この一連の過程を相

同的対合反応という (図 2 C)。相同的対合反応後、形成されたヘテロ二重鎖 DNA領域

は DNA鎖交換反応によって拡大される (Symington, 2002; West, 2003; San Filippo et al., 

2008; Renkawitz et al., 2014; 図 2 D)。次に、DNAポリメラーゼがヘテロ二重鎖 DNAを

形成した単鎖 DNAの 3’端を起点とし、DNA合成を行うことで損傷を受けた DNA領域

が復元される (図 2 E)。DNA合成後、合成された DNA末端と切断されたもう一方の末

端が結合することで Holliday構造が形成される (図 2 H)。相同組換えは、Holliday構造

を介さない SDSA (Synthesis-dependent strand annealing) 経路、または Holliday構造を介

した修復経路によって修復が完了すると考えられている。SDSA経路では、単鎖 DNA

由来の 3’端を起点として新たに合成された DNA鎖がDNAヘリケースによって解離し、

切断されたもう一方の相補的な単鎖 DNAとアニーリングし、DNA合成が行われること

で修復が完了する (図 2 F)。そのため、SDSA経路では非交叉型組換え体 (遺伝子変換

型) のみが生じる (Nassif et al., 1994; Allers et al., 2001; 図 2 G)。一方で、Holliday構造

を介した修復経路では、切断されたもう一方の単鎖 DNAが、ヘテロ二重鎖形成によっ

て置き換えられた DNAループ（Displacement loop; D-loop）領域とアニーリングし、連

結することで、Double Holliday構造が形成される (Szostak et al., 1983; 図 2 H)。その後、

Double Holliday構造は Holliday構造特異的な働くヌクレアーゼによって解離され、染色

体が交叉する交叉型組換え体、または非交叉型組換え体が生じる (図 2 I, J)。交叉組換

え体は、第一減数分裂期においてキアズマとして観察される。興味深いことに、減数分

裂期組換えでは、相同染色体間での交叉部位が少なくとも一つは生じる機構  
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図図 22		減減数数分分裂裂期期組組換換ええののモモデデルル		

((NNeeaallee		&&		KKeeeenneeyy,,22000066;;		KKrreejjccii		eett		aall..,,22001122		よよりり改改変変))  

減数分裂期組換えは SPO11 による DNA 二重鎖切断が導入されることで開始される。DNA 二重鎖切

断後、エキソヌクレアーゼによって DNA 末端が消化されることで、3’端突出型の単鎖 DNA 領域

が形成される。その後、形成された単鎖 DNA 領域と相同な領域を無傷な二重鎖 DNA から検索さ

れ、ヘテロ二重鎖 DNA が形成される。さらに、DNA ポリメラーゼが二重鎖 DNA に侵入した単鎖

DNA の 3’端をプライマーとして、DNA 合成することで、失われた遺伝情報を復元する。SDSA 経

路では、新たに合成された単鎖 DNA がヘリケースによって解離し、アニーリングすることで非

交叉組換え体が生じる。Holliday 構造を介した修復経路では Double	Holliday 構造が形成され

た後、その解離の仕方によって、非交叉組換え体もしくは交叉組換え体が生じる。 
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(Crossover assurance)と、複数の交叉部位の近接を防ぐ機構が (Crossover interference)が働

くことがわかっている (Bishop & Zickler, 2004; Shinohara et al., 2008)。また、相同染色体

での交叉部位の数は、DNA二重鎖切断の数に依存せず、一定数に保たれることも報告

された (Crossover homoeostasis) (Martini et al., 2006; Cole et al., 2012)。このように、減数

分裂期組換えにおける交叉組換え体の形成は厳密に制御されている。しかし、その詳細

なメカニズムは不明である。 

	 相同組換えの中核を担う相同的対合反応は、バクテリアでは RecAによって触媒され

る。RAD51および DMC1はバクテリア RecA の機能的ホモログとして同定された、真

核生物における相同組換えの中心的な酵素である (Aboussekhra et al., 1992; Basile et al., 

1992; Bishop et al., 1992; Shinohara et al., 1992, 1993; Habu et al., 1996)。RAD51は体細胞お

よび減数分裂期の細胞で発現するのに対して、DMC1は減数分裂期のみにおいて発現し、

機能する (Shinohara et al., 1992, 1993; Bishop et al., 1992; Habu et al., 1996)。 

 

1-4		 相相同同組組換換ええ酵酵素素 RAD51 

	 RAD51 は体細胞における相同組換え修復で機能する中心的な酵素であり、酵母から

植物、哺乳類に至るまで広く進化的に保存されている (Aboussekhra et al., 1992; Basile et 

al., 1992; Shinohara et al., 1992, 1993)。マウスにおいて RAD51 遺伝子を欠損させると胎

生致死となることがわかっている (Lim & Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996)。さらに、ニ

ワトリ由来の DT40細胞において RAD51 遺伝子を欠損させると、DNA損傷が蓄積し細

胞死が引き起こされることが報告されている (Sonoda et al.,1998)。これらのことから、

RAD51は生物の生存に不可欠なタンパク質である。 

	 生化学的解析から、RAD51は単鎖 DNAおよび二重鎖 DNAとの結合活性を有し、 
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DNA依存的な ATP加水分解活性を示すことがわかっている (Ogawa et al., 1993; Sung, 

1994 Benson et al., 1994) 。また、RAD51は ATP依存的に相同的対合反応及び相同鎖交

換反応を触媒することが明らかになっている  (Sung, 1994; Baumann et al., 1996; 

Maeshima et al., 1996; Gupta et al., 1997)。さらに、電子顕微鏡および X線結晶構造解析

から、RAD51は右巻きのフィラメント構造を形成することが報告されている (Ogawa et 

al.,1993; Benson et al., 1994; Sung et al., 1994; Conway et al., 2004; Chen et al., 2010)。興味

深いことに、RAD51フィラメントのらせんのピッチは ATPの有無で変化し、ATP存在

下では ATP非存在下と比較してピッチが長いことがわかっている。また、ATP 存在下

では、RAD51のフィラメント構造に結合した DNAは B型 DNAと比較して、約 1.5倍

に引き伸ばされていることがわかっている (Ogawa et al., 1993)。このことから、DNA

が引き伸ばされることが、相同的対合反応において重要な役割を果たすことが考えられ

ているが、その詳細な分子機構は未だ不明である。 

	 相同的対合反応過程のモデルを図 3に示す。RecA、RAD51および DMC1を含む相同

組換えタンパク質は、ATP存在下で単鎖 DNAに結合 (Primary DNA binding) し、右巻

きのフィラメント構造を形成する (図 3 B)。その後、相同組換えタンパク質−単鎖 DNA

複合体は二重鎖 DNAに結合 (Secondary DNA binding) し、相同組換えタンパク質−単鎖

DNA−二重鎖 DNAの三者複合体を形成する (図 3 C)。この時、二重鎖 DNAが結合する

部位は、単鎖 DNA が結合している部位と異なると考えられている (Kurumizaka et al., 

1996, 1999; Renkawitz et al., 2014)。この三者複合体の中で相同鎖検索が行われ、相同な

領域が見つかると相同的対合反応によってヘテロ二重鎖が形成され、置き換えられた一

本鎖 DNAが解離する (図 3 D)。RecA−DNA複合体の X線結晶構造解析から、RecAは

L1ループおよび L2ループとよばれる２つのループを介して DNAと結合することが明 
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図図 33		 相相同同的的対対合合反反応応過過程程のの模模式式図図				

((引引場場樹樹里里,,		22000099 よよりり改改変変))		

(A) エキソヌクレアーゼによって 3’端突出型の単鎖 DNA 領域が形成される。	

(B) 相同組換えタンパク質-	単鎖 DNA 複合体の形成。RecA、Rad51、および DMC1 を含む相同組換

えタンパク質は、ATP 存在下で右巻きのフィラメント構造を形成し、活性型となる。	

(C) 相同組換えタンパク質-	単鎖 DNA 複合体は、鋳型の二重鎖 DNA に結合し、三者複合体を形成

する。三者複合体は単鎖 DNA と相同な DNA 配列を鋳型鎖から探し出す、相同鎖検索の中間体

である。	

(D) 相同な領域がみつかると、ヘテロ二重鎖 DNA 領域が形成される。このとき、置き換えられた

一方の DNA 鎖が分離する。この構造を D-loop 構造とよぶ。	
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らかになった (Chen et al., 2008)。この DNA結合ループは RAD51においても保存され

ている (Matsuo et al., 2006; Reymer et al., 2009)。相同的対合反応は、単鎖 DNAと二重鎖 

DNAの両方が DNA結合ループに結合することで、触媒されると考えられている。その

ため、相同組換えタンパク質−単鎖 DNA複合体に結合した二重鎖 DNAは、フィラメン

トの内側に導かれる必要がある。相同組換えタンパク質−単鎖 DNA 複合体に二重鎖

DNAが結合する部位 (以降、secondary DNA binding siteと称する) は RecAにおいて同

定され、C 末端ドメインが二重鎖 DNA との結合に重要であることが示された 

(Kurumizaka et al.., 1996, 1999) 。この C末端ドメインは、フィラメントの外側に結合し

た DNA を内側の DNA 結合ループへと導くゲートウェイであると考えられている 

(Kurumizaka et al.., 1996, 1999)。一方で RAD51では、N末端ドメインが RecAの C末端

ドメインと同様の機能を持つことが考えられている (Aihara et al., 1999; Yu et al., 2001; 

Galkin et al., 2006)。近年、出芽酵母 Rad51 (出芽酵母由来は Rad51と表記)の変異体解析

から、188 番目のアルギニン残基、361 番目のリジン残基、371 番目のリジン残基が、

Rad51の secondary DNA binding に重要なアミノ酸残基として特定された (Cloud et al., 

2012)。実際に、これらの 3 つの塩基性のアミノ酸残基をアラニンに置換した Rad51 変

異体 (以下、Rad51-II3A変異体と表記)は、単鎖 DNAに結合し、フィラメント構造を形

成するが、三者複合体形成能および相同的対合活性は欠損していることが明らかになっ

ている (Cloud et al., 2012)。このように、RAD51が相同的対合反応を触媒するために重

要な DNA結合部位などが明らかになりつつあるが、相同的対合反応の詳細な分子機構

は依然として不明瞭である。 

 

1-5		 減減数数分分裂裂期期特特異異的的相相同同組組換換ええ酵酵素素 DMC1 
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		 DMC1 は RAD51 同様にバクテリア RecA のホモログとして同定されたが、RAD51

は体細胞および減数分裂期の細胞の両方で発現するのに対して、DMC1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 (Bishop et al., 1992; Habu et al., 1996)。

DMC1 遺伝子を欠損させたマウスは、RAD51 遺伝子欠損のよう胎生致死にはならない

ものの、減数分裂期組換え欠損を示し、配偶子形成不全を引き起こし不妊になることが

明らかになっている (Pittman et al.,1998; Yoshida et al.,1998)。また、dmc1 を欠損させた

出芽酵母では、DNA 二重鎖切断が蓄積しシナプトネマ複合体の形成不全が引き起こさ

れる (Bishop et al.,1992)。さらに、ヒトの不妊症患者から相同組換え活性が低下した

DMC1の一塩基多型がみつかっており、DMC1遺伝子多型と不妊症との関連性が指摘さ

れている (Mandon-Pépin et al., 2002; Mandon-Pépin et al., 2008; Hikiba et al., 2008)。 

	 DMC1は、RAD51と約50%のアミノ酸配列の相同性を有しており、RecA やRAD51 同

様に、DNA 結合活性を有し、DNA 依存的な ATP 加水分解活性を示すことがわかって

いる (Li et al., 1997; Hong et al., 2001; Sehorn et al., 2004)。また、DMC1は ATP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示された (Li et al., 1997; Hong 

et al., 2001; Sehorn & Sung, 2004, Sakane et al., 2008)。このように、DMC1と RAD51の生

化学的な性質は類似しているが、それぞれ異なる会合状態を示すことがわかっている。

電子顕微鏡による観察から、DMC1は 8量体のリング構造を形成し、そのリング構造が

積み重なるように DNAに結合することが明らかになった (Masson et al., 1999; Passy et 

al., 1999) 。また、X線結晶構造解析による解析からも、DMC1は 8量体のリング構造

を形成することが示された (Kinebuchi et al., 2004)。この DNA 上で観察される DMC1

のリング構造は RAD51 ではみられないことから、リング構造を形成して DNA に結合

することは DMC1の特徴であるといえる。その一方で、DMC1は ATP存在下において、
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RAD51と同様に DNA上でらせん状のフィラメント構造を形成し、相同的対合反応およ

び鎖交換反応を触媒することも報告された (Sehorn et al., 2004; Burgreev et al., 2005)。そ

のため、DMC1 のリング構造は ATP と結合することによって、活性化型のフィラメン

ト構造へと変換されることが考えられている (Kagawa & Kurumizaka, 2010)が、DMC1

のリング構造の機能とその意義は明らかになっていない。 

	 上述のように、DMC1と RAD51の生化学的な性質は似ているが、DMC1は減数分裂

期特異的に発現することから、RAD51とは異なる機能を有することが考えられている。

出芽酵母における解析から、RAD51 は姉妹染色体間で相同組換えを行うのに対し、

DMC1は姉妹染色体間ではなく、相同染色体間での相同組換えに優位に働くことが明ら

かになっている (Roeder, 1997; Schwacha & Kleckner, 1997)。このことは、DMC1は相同

染色体間でのキアズマ形成に重要な役割を果たすことを示唆している。また、DMC1

によって形成された D-loop 構造は、RAD51 のそれと比べて DNA ヘリケースによって

解離しにくいことが明らかになった (Bugreev et al., 2012)。このことは、DMC1依存的

な相同組換え反応では、非交叉組換え体を生じる SDSA経路ではなく、Holliday構造を

介した修復経路が選択されることを示唆している (図 2 を参照)。さらに、DMC1 は

RAD51 や RecA とは異なり、鎖交換反応によって形成される塩基対間にミスマッチを

含んでいても、安定的な塩基対を形成することが明らかになった (Lee et al., 2015)。父

方および母方由来の相同染色体の DNA配列は、ほぼ同一であるものの若干異なる。そ

のため、このミスマッチ存在下でも鎖交換反応を触媒できるという DMC1 の性質は、

相同染色体間での相同組換えに重要であると考えられている。RAD51と DMC1の機能

差異の解明は、減数分裂期組換えによるキアズマ形成のメカニズムを理解する上で重要

である。 
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1-6 		 減減数数分分裂裂期期組組換換ええににおおけけるる RAD51のの機機能能  

	 減数分裂期の細胞では、RAD51 に加えて、DMC1 も機能する。そのため、減数分裂

期組換えでは RAD51 と DMC1 の両者が協調して働くことが考えられている。遺伝学

的解析により、DMC1は減数分裂期組換えに必須であり、中心的な役割を果たすことが

明らかになっているが、RAD51の役割については未だ不明瞭な点が多い。 

	 出芽酵母を用いた解析から、減数分裂期組換えにおいて Rad51依存的な組換え反応は

Hed1、Mek1、Red1によって抑制されることが報告された (Busygina et al., 2008, 2012; Niu 

et al., 2009; Liu et al., 2014)。Hed1は Rad51と直接結合することによって、Rad51の補助

因子である Rad54 との結合を阻害する一方で、Mek1 は Rad54 をリン酸化することで、

Rad51 の Rad54 との相互作用を阻害する。また、Red1 は姉妹染色体間における Rad51

依存的な組換えを抑制することがわかっている。興味深いことに、これらの Rad51依存

的な組換え反応の抑制を解除すると、相同染色体間での組換え効率が低下することが明

らかになった (Liu et al., 2014)。そのため、Rad51依存的な組換え反応の抑制は、 Dmc1

による優先的な相同染色体間での組換えに重要であることが考えられている。 

	 近年、相同的対合活性が欠損した Rad51 II3-A変異体を導入した酵母株は、電離放射

線に対して高い感受性を示す一方で、減数分裂期組換えにおける相同染色体間の組換え

効率は野生型と同程度であることが報告された (Cloud et al. , 2012)。このことは、Rad51

の相同的対合活性は減数分裂期組換えには必須でないことを示唆している。また、シロ

イヌナズナにおいて Rad51遺伝子欠損株に、RAD51の C末端に GFPが付加された融合

タンパク質 (以下、RAD51-GFPと表記) を発現させると、DNA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 (MMC)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示された (Da Ines et 
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al., 2013)。これらの事実は、RAD51 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。 

 

1-7		 本本研研究究  

	 減数分裂期組換えは、相同染色体の正確な分配とゲノム DNA配列の変動による生物

進化の推進に重要な役割を果たしている。減数分裂期組換えの中核である相同的対合反

応は、真核生物において RAD51と DMC1によって触媒される。減数分裂期には RAD51

に加え、DMC1が発現することから、両者が協調的に働くことが考えられている。減数

分裂期組換えにおいて、DMC1 はその中心的な役割を担うことが知られているが、

RAD51の役割とその機能については明らかになっていない。RAD51と DMC1の機能差

異の解明は、減数分裂期組換えの分子機構を理解する上で重要である。また、減数分裂

期組換えの分子機構の理解は、不妊治療や、農作物の品種改良に向けたゲノム加工技術

への応用が期待される。 

	 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、RAD51 の減

数分裂期特異的な機能について着目した。前述のように、Rad51-ll3A 変異体および

RAD51-GFP は体細胞における相同組換え修復は阻害するが、減数分裂期組換えには影

響を与えないことが示されている (Cloud et al., 2012; Da Ines et al., 2013)。このことは、

減数分裂期組換えにおいて、RAD51 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。しかし、減数分裂期組換えにおいて RAD51がど

のように機能するかについては、その詳細な分子機構は明らかでない。 

	 シロイヌナズナにおいて、Rad51遺伝子欠損株に RAD51-GFPを発現させると、相同

組換え修復欠損を示す一方で、減数分裂期組換えによるキアズマの形成効率は野生型と
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同程度であること示された (Da Ines et al., 2013)。この事実から、RAD51-GFP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、本研究ではその生化学的

な解析を行うことで RAD51の減数分裂期特異的な機能を明らかにすること試みた。シ

ロイヌナズナの RAD51の生化学的解析は、これまでに全く行われておらず不明である。

そこで、本研究を行うにあたり、シロイヌナズナ RAD51と 90%の高い相同性を示すイ

ネ (Oryza sativa subsp. Japonica) 由来の RAD51を用いた。イネ RAD51は RAD51A1、

RAD51A2 の非対立性遺伝子が二つ同定されており、その生化学的な性質は胡桃坂研究

室の先行研究によって既に明らかになっている (Morozumi et al., 2013)。そのため、

RAD51の減数分裂期特異的な機能を明らかにする上で、イネ RAD51は有用な実験材料

であると判断した。 

	 RAD51 の減数分裂期特異的な機能を解明するために、イネ RAD51-GFP をリコンビ

ナントタンパク質として大腸菌内で発現させ、精製する系を確立した。まず、GFPがイ

ネ RAD51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。そ

の結果、イネ RAD51-GFP の相同的対合活性は、野生型 RAD51 と比較して著しく低い

ことが明らかになった。減数分裂期には RAD51 に加え、DMC1 が発現しているため、

両者が協調的に働くことが予想された。そこで、イネ RAD51-GFPがイネ DMC1依存的

な相同的対合反応に与える影響を解析した。その結果、イネ RAD51はイネ DMC1依存

的な相同対合反応を著しく促進することがわかった。次に、相同的対合活性が低下した

イネ RAD51-GFPが、イネ DMC1依存的な相同的対合反応に与える影響を解析した。そ

の結果、イネ RAD51-GFPは野生型と同様にイネ DMC1依存的な相同的対合反応を促進

することから、RAD51の相同的対合活性は DMC1依存的な相同的対合反応の促進に必

須でないことが明らかになった。さらに、ヒト RAD51を用いて同様の解析を行った結
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果、ヒトにおいても同様の活性が保存されていることがわかった。以上のことから、

RAD51 は自身で相同的対合反応を触媒できるのに加えて、DMC1 依存的な相同的対合

反応を促進する補助因子としての活性を有することが明らかになった。これらの結果を

総括し、RAD51の減数分裂期組換えにおける役割とその機能について考察した。 
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第第 2章章		 実実験験方方法法  

2-1		 リリココンンビビナナンントトタタンンパパクク質質のの精精製製  

2-1-1 イネ RAD51A1および RAD51A2の精製 

	 イネ RAD51A1および RAD51A2の精製は引用文献 (Morozumi et al., 2013)を参考にし

た。イネ RAD51A1または RAD51A2遺伝子を NdeI-BamHl部位に挿入した、pET-15bベ

クター (Novagen)を用いて大腸菌 BLR(DE3)pLysS を形質転換させた。プレート上のコ

ロニーを LB培地で懸濁しながら回収し、100 µg/mlアンピシリンおよび 35 µg/mlクロ

ラムフェニコールを添加した LB 培地に植菌し、30°C で振盪培養した。OD600= 0.4-0.5

まで培養した後、IPTG を最終濃度 1 mM になるように加え、His6タグ融合 RAD51A1

またはRAD51A2 (以下、His6-RAD51A1またはHis6-RAD51A2と略)の発現誘導を行った。

6,810×g、4℃で 10分間遠心し、集菌した菌体を Aバッファー (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 

2 M NaCl, 10 mM EDTA, 10% glycerol, 5 mM 2-mercaptoethanol,)で懸濁し、超音波破砕機

を用いて細胞を破砕した。その後、細胞破砕液を 27,216×g 、4℃で 20 分間遠心分離

した。得られた上清の可溶性画分を 3 mlの cOmplete His-Tag Purification Resin (Roche)

を混合し、4℃で 1時間ゆるやかに混合することで、His6-RAD51A1または His6-RAD51A2

を cOmplete His-Tag Purification Resin へ結合させた。 His6-RAD51A1 または

His6-RAD51A2 を結合させた cOmplete His-Tag Purification Resin をエコノカラム 

(Bio-Rad)に充填し、20 mM Imidazole を含む 150 mlの Aバッファーで洗浄した後に、

20-300 mM imidazoleの直線的な濃度勾配にてレジンに結合した目的タンパク質を溶出

した。His6-RAD51A1または His6-RAD51A2を含む溶出画分に、タンパク質 1 mgあたり

8ユニットの Thrombin protease (GE Healthcare Bio-science)を加え、Bバッファー (20 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 500 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10% glycerol, 5 mM 2-mercaptoethanol)に対
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して透析を行いながら、His6タグを切除した。切除後、Cバッファー (20 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 2 M NaCl, 10 mM EDTA, 5 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol) で平衡化した

Superdex 200 HiLoad 26/60 (GE Healthcare Bio-science)に His6タグを除去したタンパク質

溶液を付加した。溶出画分を回収し、Dバッファー(20 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 400 

mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol) に透析後、-80℃で保存

した。 

 

2-1-2 イネ RAD51A1-GFPおよび RAD51A2-GFPの精製 

	 イネ RAD51A1 または RAD51A2 遺伝子が組み込まれた pET-15b ベクターを改変し、

RAD51A1-GFP および RAD51A2-GFP の発現ベクターを作製した。イネ RAD51A1 また

は RAD51A2 遺伝子の終止コドンの代わりに、リンカー配列の Pro-Val-Ala-Thr および

EGFP遺伝子を挿入した。RAD51-GFP遺伝子は pET-15bベクターの Ndel-BamHl部位に

挿入されている。イネ RAD51A1-GFPおよび RAD51A2-GFPの精製は野生型と同様の方

法で行った。 

 

2-1-3 イネ DMC1Aの精製 

	 イネ DMC1Aの精製は引用文献 (Sakane et al., 2008)を参考にした。イネ DMC1A遺伝

子を NdeI-BamHl部位に挿入した、pET-15bベクターを用いて大腸菌 BL21(DE3) condon 

plus RILを形質転換させた。プレート上のコロニーを LB培地で懸濁しながら回収し、

100 μg/ml アンピシリンおよび 35 μg /ml クロラムフェニコールを添加した LB培地 

5 Lに植菌し、30℃で OD600= 0.4 になるまで培養した。その後、IPTGを最終濃度 1 mM

になるように加え、His6タグ融合イネ DMC1A (以下、His6-DMC1A と略)の発現誘導を
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行った 30℃で一晩培養した。6,810×g、4℃で 10分間遠心し、集菌した菌体を、40 ml

の Aバッファー (50 mM Tris-HCl (pH8.0), 0.5 M NaCl, 10 mM imidazole, 10% glycerol, 2 

mM 2-mercaptoethanol,)で懸濁し、超音波破砕機を用いて細胞を破砕した。細胞破砕液を

27,216×g 、4℃で 20 分間遠心分離し、得られた上清と 3ml の Ni-NTA アガロースレ

ジン (QIAGEN) を混合し、4℃で 1 時間ゆるやかに混合することで、His6-DMC1A を

Ni-NTA アガロースレジンに結合させた。その後、Ni-NTA アガロースビーズをエコノ

カラム (Bio-Rad)に充填し、150 mlの Bバッファー (50 mM Tris-HCl (pH8.0), 0.5 M NaCl, 

10 mM imidazole, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol,) で洗浄した後に、10−500 mM 

imidazole の直線的な濃度勾配にてレジンに結合した目的タンパク質を溶出した。

His6-DMC1Aを含む溶出画分に、タンパク質 1 mgあたり 2ユニットの Thrombin Protease 

(GE Healthcare Bio-science)を加え、Cバッファー (20 mM Tris-HCl (pH8.0), 0.2 M KCl, 

0.25 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol) に対して一晩透析を行ないなが

ら、His6タグを DMC1Aから切除した。Heparin Sepharose (GE Healthcare) 4mlをエコノ

カラムに充填し、ペリスタポンプを用いてタンパク質溶液をエコノカラムに負荷した。

60 mlの Cバッファーで洗浄後、0.2−1.0 M KClの直線的な濃度勾配により DMC1 A を

溶出した。溶出画分を SDS-PAGE により確認し、最終精製物として D バッファー (20 

mM HEPES-KOH (pH7.5), 0.5 M KCl, 0.25 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM 

2-mercaptoethanol) に透析し、-80 ℃で保存した。 

 

2-1-4 ヒト RAD51の精製 

	 ヒト RAD51の精製は引用文献 (Ishida et al., 2008; 石田恭子, 2010; 高久誉大, 2010)を

参考にした。ヒト RAD51遺伝子を NdeI-BamHl部位に挿入した、pET-15bベクターを用
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いて大腸菌 JM109(DE3) codon plus RILを形質転換させ、His6-tag RAD51を過剰発現させ

た。過剰発現させた菌体を超音波破砕で破砕した後、Ni-NTA アガロースレジン 

(QIAGEN) を用いて精製した。溶出された His6-tag RAD51に Thrombin proteaseを加え、

His6-tag を切除した。切除後、スペルミジンによって RAD51 を沈殿させた。沈殿した

RAD51を溶解し、MonoQカラム(GE Healthcare) に負荷した。その後、溶出したサンプ

ルを回収し、最終精製物とした。 

 

2-1-5 ヒト RAD51-GFPの精製 

	 	 ヒト RAD51遺伝子が組み込まれた pET-15bベクターを改変し、RAD51-GFPの発現

ベクターを作製した。ヒト RAD51 遺伝子の終止コドンの代わりに、リンカー配列の

Pro-Val-Ala-Thrおよび EGFP遺伝子を挿入した。RAD51-GFP遺伝子は pET-15bベクタ

ーの Ndel-BamHl 部位に挿入されている。このプラスミドベクターを大腸菌 BLR(DE3) 

pLysSに導入し、形質転換させた。プレート上のコロニーを LB培地で懸濁しながら回

収し、100 µg/mlアンピシリンおよび 35 µg/mlクロラムフェニコールを添加した LB培

地に植菌し、30°Cで振盪培養した。OD600= 0.6まで培養した後、IPTGを最終濃度 0.5 mM

になるように加え、His6タグ融合 RAD51-GFP (以下、His6-RAD51-GFPと略)の発現誘導

を行った。6,810×g、4℃で 10 分間遠心し、集菌した菌体を、A バッファー (50 mM 

Tris-HCl (pH8.0), 500 mM NaCl, 5 mM imidazole, 10% glycerol, 5 mM 2-mercaptoethanol)で

懸濁し、超音波破砕機を用いて細胞を破砕した。その後、細胞破砕液を 27,216×g 、4℃

で 20 分間遠心分離した。得られた上清の可溶性画分を 2 ml の Ni-NTA アガロース 

(QIAGEN) を混合し、4℃で 1 時間ゆるやかに混合することで、His6-RAD51-GFP を

Ni-NTA アガロースへ結合させた。His6-RAD51-GFPを結合させた Ni-NTA アガロース
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レジンをエコノカラム(Bio-Rad)に充填し、100 ml の B バッファー (50 mM Tris-HCl 

(pH8.0), 500 mM NaCl, 10 mM imidazole, 5 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol) で洗浄し

た。洗浄後、10−500 mM imidazoleの直線的な濃度勾配にてレジンに結合した目的タン

パク質を溶出した。His6-RAD51-GFPを含む溶出画分に、タンパク質 1 mgあたり 7ユニ

ットの Thrombin proteaseを加え、Cバッファー (50 mM Tris-HCl (pH8.0), 200 mM KCl, 

0.25 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol)に対して透析を行いながら、His6

タグを RAD51-GFPから切除した。Heparin Sepharose (GE healthcare) 3 ml をエコカラム

に充填し、タンパク質をエコノカラムに負荷した。その後、150 ml の C バッファーで

洗浄し、0.2−1 M KClの直線的な濃度勾配にて Heparin Sepharoseに結合した RAD51-GFP

を溶出した。溶出した RAD51-GFP の画分を、C バッファーへ透析し、MonoQ (GE 

healthcare)へ負荷した。10 mlの Cバッファーで洗浄後、Dバッファー (50 mM Tris-HCl 

(pH8.0),  600 mM KCl, 0.25 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol, 10% glycerol)で溶出し

た。最終精製物を Eバッファー(20 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1 mM 

EDTA, 10% glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol) に対して透析し、-80 ℃で保存した。 

 

2-1-6 ヒト DMC1の精製 

	 ヒト DMC1の精製は引用文献 (Hikiba et al., 2008; 引場樹里, 2009)を参考にした。ヒ

ト DMC1 遺伝子を NdeI-BamHl 部位に挿入した、pET-15b ベクターを用いて大腸菌

BL21(DE3) condon plus RILを形質転換させ、His6-tag DMC1を過剰発現させた。過剰発

現させた菌体を超音波破砕で破砕した後、Ni-NTA アガロースレジン (QIAGEN) を用

いて精製した。溶出された His6-tag DMC1に Thrombin proteaseを加え、His6-tagを切除

した。切除後、DMC1を Heparin Sepharose (GE healthcare)に負荷した。その後、溶出し
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たサンプルを回収し、最終精製物とした。 

 

2-2		 DNA基基質質  

	 本研究に用いた DNA 基質について以下に記す。本論文中の DNA 濃度の表記は全て

ヌクレオチドあたりのモル濃度である。 

 

2-2-1  φX174DNA 

	 φX174環状単鎖 DNAおよびφX174二重鎖 DNAは、New England Biolabsより購入し

た。φX174直線状二重鎖 DNAは Pstlで切断後、フェノールクロロホルムで除タンパク

処理し、エタノール沈殿させることで精製した。 

 

2-2-2  環状二重鎖 DNA   

	 環状二重鎖 DNAの精製は参考文献 (Kagawa et al., 2001)を参考に行った。環状二重鎖

DNA は、アルカリ変性を行わず、界面活性剤を用いた非変性の精製法によって調製し

た。環状二重鎖DNAは pIC20Rベクターを改変したCP943を用いた (Sinha et al., 2008)。

CP943には、5S rDNA配列がタンデムに 10個連結された中央に、Gal4 結合部位および

E4プロモーターの配列が挿入されている。 

 

2-2-3  オリゴ DNA 

	 三者複合体形成アッセイおよび D-loop formation アッセイに用いたオリゴ DNAの配

列を示す。オリゴ DNAは日本遺伝子研究所にて合成したものを購入した。 

	 イネ RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、イネ RAD51A2-GFP、および
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イネDMC1Aの三者複合体形成アッセイおよびD-loop formation アッセイは 70 merのオ

リゴ DNAを用いて解析した。その配列を以下に示す。 

5’-CCGGTATATTCAGCATGGTATGGTCGTAGGCTCTTGCTTGATGAAAGTTAAGCTA

TTTAAAGGGTCAGGG-3' 

	 また、ヒト RAD51、ヒト RAD51-GFP、ヒト DMC1 の三者複合体形成アッセイおよ

び D-loop formation アッセイは 90 merのオリゴ DNAを用いて解析した。その配列を以

下に示す。 

5’-CCGGTATATTCAGCATGGTATGGTCGTAGGCTCTTGCTTGATGAAAGTTAAGCTA

TTTAAAGGGTCAGGGATGTTATGACGTCATCGGCT-3' 

	 これらの配列は 5S rDNA配列と相同な DNA配列である。5S rDNA配列は CP943環

状二重鎖 DNA に 10 箇所存在することから、相同的対合反応の効率が良く、その解析

に適している。 

 

2-3		 D-loop formationアアッッセセイイ  

	 D-loop formationアッセイは、 Shibata et al., 1979に示された方法を改変して行った。

イネ RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、イネ RAD51A2-GFP、イネ DMC1A

の反応は、25 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 1 mM DTT, 3 mM ATP, 1 mM MgCl2の条件で行

った。2価のカルシウムイオンはヒト RAD51および DMC1の相同的対合活性を亢進す

ることが知られている (Bugreev & Mazin, 2004; Bugreev et al., 2005)。そのため、ヒト

RAD51、ヒト RAD51-GFP、およびヒト DMC1の反応は、20 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 

1 mM DTT, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 20 mM creatine phosphate,  

0.75 mg/ml creatine kineaseの条件で行った。単鎖 DNA-相同組換えタンパク質複合体を
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形成するために、単鎖DNA (3 µM)とイネRAD51A1、イネRAD51A2、イネRAD51A1-GFP、

イネ RAD51A2-GFP、ヒト RAD51、またはヒト RAD51-GFPを 9 µlの反応溶液で混合し、

氷上で 15分間おいた後、37℃で 5分間反応させた。次に、1 µlの環状二重鎖 DNAを混

合し、37℃で 10分間反応させた。その後、2 µlの 0.2% SDSと 1.5mg/ml proteinase K 

(Roche)を加え、37℃で 15分間反応させることで除タンパク質処理を行った。反応産物

を 1%アガロースゲル、1×TAEバッファーで 4V/cmで 120分間電気泳動することで分

離した。電気泳動後、アガロースゲルを乾燥させ、イメージングプレートに露光し、

FLA-7000 (GE Healthcare)によって検出した。 

	 イネ RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、イネ RAD51A2-GFP、イネ

DMC1Aの反応は 70 merの単鎖 DNA (3 µM)および環状二重鎖 DNA (30 µM)を用いて行

った。また、ヒト RAD51、ヒト RAD51-GFP、ヒト DMC1の反応は 90 merの単鎖 DNA 

(3 µM)および環状二重鎖 DNA (100 µM)を用いて行った。 

		  

2-4		 ゲゲルルシシフフトトアアッッセセイイ  

	 ゲルシフトアッセイは、Garner et al., 1981に示された方法を改変して行った。φX174

環状単鎖 DNA (20 µM)またはφX174直線状二重鎖 DNA (20 µM)をイネ RAD51A1、イネ

RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、イネ RAD51A2-GFP、ヒト RAD51、またはヒト

RAD51-GFPと混合し、10 µlの反応溶液で 37 ℃で 15分間反応させた。イネ RAD51A1、

イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、およびイネ RAD51A2-GFP の反応は、25 mM 

HEPES-NaOH (pH7.5), 1 mM DTT, 3 mM ATP, 1 mM MgCl2の条件で行った。ヒト RAD51

およびヒト RAD51-GFPの反応は、20 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 1 mM DTT, 1 mM ATP, 

1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 20 mM creatine phosphate, 0.75 mg/ml creatine kineaseの条件で
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行った。反応溶液を 0.8%アガロースゲル、3.3V/cmで 150分間電気泳動することで反応

産物を分離した。その後、エチジウムブロマイドを用いて DNAを染色し、LAS-4000 (GE 

Healthcare)で撮影した。 

 

2-5		 ATPaseアアッッセセイイ  

		 ATPaseアッセイは、 Shibata et al., 1979に示された方法を改変して行った。1.5 µM

のイネRAD51A1、イネRAD51A2、イネRAD51A1-GFP、イネRAD51A2-GFP、ヒトRAD51、

またはヒト RAD51-GFPを 10 µlの反応溶液(24 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 1 mM MgCl2, 

80 mM NaCl, 0.4 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM DTT, 5 µM ATP, 5 nCi [γ-32P] ATP 

(NEG502A, PerkinElmer))に混合し、φX174環状単鎖 DNA (20 µM)存在下または非存在下

において 37 ℃で 30分間反応させた。その後、5 µlの 0.5 mM EDTAを加えることで反

応を停止させ、遊離したリン酸を展開溶液 (0.5 M LiCl, 1M formic acid)を用いた薄層ク

ロマトグラフィーによって展開した。展開した薄層クロマトグラフィーを、イメージン

グプレートに露光し、FLA-7000 (GE Healthcare)によって検出した。 

 

2-6		 三三者者複複合合体体形形成成アアッッセセイイ   

		 三者複合体形成アッセイは、Kagawa et al., 2002に示された方法を改変して行った。

イネ RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、およびイネ RAD51A2-GFPの反

応は、25 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 1 mM DTT, 3 mM ATP, 1 mM MgCl2の条件で行った。

ヒト RAD51およびヒト RAD51-GFPの反応は、20 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 1 mM DTT, 

1 mM ATP, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 20 mM creatine phosphate, 0.75 mg/ml creatine 

kineaseの条件で行った。単鎖 DNA−相同組換えタンパク質複合体を形成させるために、
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単鎖 DNA (3 µM)とイネ RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、イネ

RAD51A2-GFP、ヒト RAD51、またはヒト RAD51-GFPを 9 µlの反応溶液で混合し、氷

上で 15 分間おいた後、37℃で 5 分間反応させた。次に、単鎖 DNA−二重鎖 DNA−相同

組換えタンパク質の三者複合体を形成させるために、1 µlの環状二重鎖 DNAを混合し、

37℃で 10 分間反応させた。その後、グルタルアルデヒドを 0.09%の濃度になるように

加え、37℃で 10 分間反応させた。反応産物を、1%アガロースゲル、0.5×TBE バッフ

ァーで 3.3V/cmで 150分間電気泳動することで分離した。電気泳動後、アガロースゲル

を乾燥させ、イメージングプレートに露光し、FLA-7000 (GE Healthcare)によって検出し

た。	  

	 イネ RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、イネ RAD51A2-GFPの反応は

70 merの単鎖 DNA (3 µM)および環状二重鎖 DNA (30 µM)を用いて行った。また、ヒト

RAD51およびヒト RAD51-GFPの反応は 90 merの単鎖 DNA (3 µM)および環状二重鎖

DNA (100 µM)を用いて行った。 

 

  



 
 

32 

第第 3章章		 結結果果  

3-1		 イイネネ相相同同組組換換ええタタンンパパクク質質のの精精製製  

	 RAD51-GFP は DNA 二重鎖切断を誘発する MMC や電離放射線に対して高感受性を

示すことが報告されている (Da Ines et al., 2013)。一方で、RAD51-GFPを発現させた減

数分裂期の細胞では、交叉組換え体の形成効率が野生型と同程度であることが報告され

ている (Da Ines et al., 2013)。このことは、RAD51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する。そこで、RAD51-GFPを用いて、減数分

裂期特異的な RAD51 の機能を解析することを試みた。現在までに、植物を用いた

RAD51-GFPの遺伝学的解析が行われてきた。そこで、イネ (Oryza sativa subsp. Japonica) 

由来の RAD51に着目し、イネ RAD51A1、RAD51A2、RAD51A1-GFP、RAD51A2-GFP、

および DMC1Aをリコンビナントタンパク質として精製した。最終精製物を SDS-PAGE

によって解析し、高純度にイネ RAD51A1、RAD51A2、RAD51A1-GFP、RAD51A2-GFP、

および DMC1Aを精製できたことを確認した (図 4)。 

 

3-2		  C末末端端にに付付加加さされれたた GFPはは RAD51依依存存的的なな相相同同的的対対合合反反

応応をを阻阻害害すするる  

	 RAD51-GFP は MMC や電離放射線に対して高感受性を示すことが報告されている 

(Da Ines et al., 2013)。このことは、RAD51-GFPが相同組換え活性が低下していることを

示唆する。そこで、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFP依存的な相同的対合

反応を D-loop formation アッセイにより生化学的に解析した。この解析では、相同的対

合反応の反応産物である D-loop 構造を指標とし、イネ RAD51A1-GFP およびイネ

RAD51A2-GFPの相同的対合活性を評価した (図 5 A)。解析の結果、野生型イネ  
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図図 44		 イイネネ相相同同組組換換ええタタンンパパクク質質のの精精製製		

(A) イネ RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、イネ RAD51A2-GFP の精製。それぞれの最

終精製物 (0.75 µg)を 12% SDS-PAGE で展開し、クマシーブリリアントブルー (CBB)で染色

した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 1A より引用)  

(B) イネ DMC1A の精製。最終精製物(0.75	µg)を 12%	SDS-PAGE で展開し、クマシーブリリアント

ブルー(CBB)で染色した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 4A より引用)	
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RAD51A2の相同的対合活性は、野生型イネRAD51A1と比較して高いことがわかった。

このことは、先行研究の結果と一致する  (Morozumi et al., 2013)。そこで、イネ

RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51-GFPの相同的対合活性を野生型と比較した。その結

果、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFPの相同的対合活性は、野生型と比較

して、著しく低いことがわかった (図 5 B, C)。これらの結果から、C末端に付加された

GFPは RAD51依存的な相同的対合反応を阻害することが明らかになった。 

 

3-3		 イイネネ RAD51-GFPはは DNA結結合合活活性性をを有有すするる  

	 3-2において、RAD51-GFPの相同的対合活性が、野生型と比較して、著しく低いこと

が明らかになった。そこで、RAD51-GFP の相同的対合活性が野生型と比較して低い理

由を明らかにするために、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFPの DNA結合

活性をゲルシフトアッセイにより解析した。その結果、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ

RAD51A2-GFPは単鎖DNAおよび二重鎖DNAに結合することがわかった (図 6 A, B)。

二重鎖 DNAにおけるイネ RAD51-GFPの DNA結合は、野生型と比較してやや亢進し、

そのバンドの帯域も異なることがわかる (図 6B)。このことから、GFPが RAD51の DNA

結合性もしくは、RAD51の会合状態に影響を与えている可能性が考えられる。 

 

3-4 イイネネ RAD51-GFP はは野野生生型型とと同同程程度度のの ATP 加加水水分分解解活活性性をを

有有すするる  

	 野生型イネ RAD51A1およびイネ RAD51A2は、単鎖 DNA依存的な ATP加水分解活

性を有する (Morozumi et al., 2013)。3-3において、イネ RAD51-GFPは単鎖 DNAおよ

び二重鎖 DNAに結合することが明らかになった。そこで次に、イネ RAD51A1-GFPお 
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図図 55		 イイネネ RRAADD5511AA11--GGFFPP おおよよびびイイネネ RRAADD5511AA22--GGFFPP のの相相同同的的対対合合活活性性	

(A) D-loop	formation アッセイの模式図。アスタリスクは 32P で標識した単鎖 DNA の 5’端を示

す。RAD51 または RAD51-GFP を単鎖 DNA(3	µM)と混合することで、RAD51-単鎖 DNA 複合体が

形成される。その後、環状二重鎖 DNA(30	µM)を加えることで、RAD51-単鎖 DNA-二重鎖 DNA

の三者複合体が形成される。その後、除タンパク質処理することで、D-loop 構造を検出し

た。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 3A より引用)	

(B) イネ RAD51A1-GFP の相同的対合活性。タンパク質濃度は、それぞれ 0.2	µM(レーン 2,5)、0.6	

µM(レーン 3,6)、1	µM(レーン 4,7)である。レーン 1 はタンパク質非存在下におけるコント

ロール実験である。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。

((Kobayashi et al., 2014) Fig. 3B より引用)	

(C) イネ RAD51A2-GFP の相同的対合活性。タンパク質濃度は、それぞれ 0.2	µM(レーン 2,5)、0.6	

µM(レーン 3,6)、1	µM(レーン 4,7)である。レーン 1 はタンパク質非存在下におけるコント

ロール実験である。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。

((Kobayashi et al., 2014) Fig. 3C より引用)	
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図図 66		 イイネネ RRAADD5511AA11--GGFFPP おおよよびびイイネネ RRAADD5511AA22--GGFFPP のの DDNNAA 結結合合解解析析		

(A) 単鎖 DNA に対するイネ RAD51A1-GFP およびイネ RAD51A2-GFP の結合解析。φX174 単鎖 DNA(20	

µM)とイネRAD51A1(レーン2-4)、イネRAD51A2(レーン5-7)、イネRAD51A1-GFP(レーン8-10)、

もしくはイネ RAD51A2-GFP(レーン 11-13)を混合し、37℃で 15 分間インキュベートした。反

応させたサンプル溶液を 0.8%アガロースゲルで展開し、EtBr で染色した。タンパク質濃度

はそれぞれ 1 µM(レーン 2,5,8,11)、2 µM(レーン 3,6,9,12)、4	µM(レーン 4,7,10,13)であ

る。レーン１はタンパク質非存在下のコントロール実験である。css;	circular	

single-strand。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 1B より引用)	

(B) 二重鎖 DNA に対するイネ RAD51A1-GFP およびイネ RAD51A2-GFP の結合解析。直線状φX174 二

重鎖DNA(20	µM)とイネRAD51A1(レーン2-4)、イネRAD51A2(レーン5-7)、イネRAD51A1-GFP(レ

ーン 8-10)、もしくはイネ RAD51A2-GFP(レーン 11-13)を混合し、37℃で 15 分間インキュベ

ートした。反応させたサンプル溶液を 0.8%アガロースゲルで展開し、EtBr で染色した。タ

ンパク質濃度はそれぞれ 1 µM(レーン 2,5,8,11)、2 µM(レーン 3,6,9,12)、4	µM(レーン

4,7,10,13)である。レーン１はタンパク質非存在下のコントロール実験である。lds;	linear	

double-strand。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 1C より引用)	
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よびイネ RAD51A2-GFPの DNA依存的な ATP加水分解活性を解析した。その結果、単

鎖 DNA存在下において、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFPは野生型と同

程度の ATP加水分解活性を有することがわかった (図 7 A)。また、野生型と同様に、

単鎖 DNA非存在下では、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFPは ATP加水分

解活性をほとんど示さないことがわかった (図 7 B)。これらの結果から、野生型と同様

に、イネ RAD51-GFPは DNA依存的な ATP加水分解活性を有することが示唆された。 

 

3-5		  C末末端端にに付付加加さされれたたGFPはは RAD51−−単単鎖鎖 DNA−−二二重重鎖鎖 DNA

のの三三者者複複合合体体のの形形成成をを阻阻害害すするる  

	 相同的対合反応の過程において、単鎖 DNAに結合した RAD51は二重鎖 DNAに結合

し、相同鎖検索の中間体である、RAD51−単鎖 DNA−二重鎖 DNA の三者複合体を形成

する (図 3)。そこで、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFPの三者複合体形成

能を野生型と比較した。解析では、32Pにより放射性標識した単鎖 DNAとイネ RAD51A1、

RAD51A2、RAD51A1-GFP、または RAD51A2-GFPを混合し、RAD51−単鎖 DNA複合体

を形成させた。その後、RAD51−単鎖 DNA−二重鎖 DNA の三者複合体を形成させるた

めに、環状二重鎖 DNA を混合し、反応させた (図 8 A)。解析の結果、野生型イネ

RAD51A1 およびイネ RAD51A2 はその濃度依存的に三者複合体を形成することがわか

った (図 8 B, C レーン 3-5)。一方、イネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFPは、

野生型と比較して、三者複合体形成能が著しく低いことが明らかになった (図 8 B, C レ

ーン 7-9)。また、この実験においてもイネ RAD51A1-GFP またはイネ RAD51A2-GFP−

単鎖DNAの複合体の形成量は野生型と同程度であることを確認できた (図 8 B, C レー

ン 6, 10)。これらの結果は、RAD51-GFPは野生型 RAD51と比較して、三者複合体形成 
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図図 77		 イイネネ RRAADD5511AA11--GGFFPP おおよよびびイイネネ RRAADD5511AA22--GGFFPP のの AATTPP 加加水水分分解解活活性性		

(A) 単鎖 DNA 存在下におけるイネ RAD51A1-GFP およびイネ RAD51A2-GFP の加水分解活性。ATP

加水分解活性の測定には{γ-32P}ATP	(5	µM)を用いた。	φX174 単鎖 DNA(20	µM)とイネ

RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、もしくはイネ RAD51A2-GFP と混合し、37℃で

30 分間反応させた。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。

((Kobayashi et al., 2014) Fig. 1D より引用)	

(B) DNA 非存在下におけるイネ RAD51A1-GFP およびイネ RAD51A2-GFP の加水分解活性。イネ

RAD51A1、イネ RAD51A2、イネ RAD51A1-GFP、もしくはイネ RAD51A2-GFP と混合し、37℃で

30 分間反応させた。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。

((Kobayashi et al., 2014) Fig. 1E より引用)	
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図図 88		 イイネネ RRAADD5511AA11--GGFFPP おおよよびびイイネネ RRAADD5511AA22--GGFFPP のの三三者者複複合合体体形形成成		

(A) 三者複合体形成アッセイの模式図。アスタリスクは 32P で標識した単鎖 DNAの 5’端を示す。

RAD51 または RAD51-GFP を単鎖 DNA(3	µM)と混合することで、RAD51-単鎖 DNA 複合体が形成

される。その後、環状二重鎖 DNA(30	µM)を加えることで、RAD51-単鎖 DNA-二重鎖 DNA の三

者複合体が形成される。三者複合体はグルタルアルデヒドで架橋し、1%アガロースゲルで分

離した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 2A より引用)	

(B) イネ RAD51A1-GFP の三者複合体形成。タンパク質濃度は、それぞれ 0.2	µM(レーン 3,7)、0.6	

µM(レーン 4,8)、1	µM(レーン 5,6,9,10)である。レーン 1,2 はタンパク質非存在下における

二重鎖 DNA の有無を比較したコントロール実験である。レーン 6,10 は RAD51A1 のコントロ

ール実験である。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。

((Kobayashi et al., 2014) Fig. 2B より引用)	

(C) イネ RAD51A2-GFP の三者複合体形成。タンパク質濃度は、それぞれ 0.2	µM(レーン 3,7)、0.6	

µM(レーン 4,8)、1	µM(レーン 5,6,9,10)である。レーン 1,2 はタンパク質非存在下における

二重鎖 DNA の有無を比較したコントロール実験である。レーン 6,10 は RAD51A1 のコントロ

ール実験である。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。

((Kobayashi et al., 2014) Fig. 2C より引用)	
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活性が低いため、相同的対合活性が低下したことを示唆する。 

 

3-6		 イイネネ RAD51-GFP ははイイネネ DMC1A 依依存存的的なな相相同同的的対対合合反反応応

をを促促進進すするる  

		 RAD51-GFP を発現させた減数分裂期の細胞では、交叉組換え体の形成効率が野生

型と同程度であることが報告されている (Da Ines et al., 2013)。このことは、RAD51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。前

項までに、イネ RAD51-GFPは野生型と同程度の DNA結合活性および ATP加水分解活

性を有するが、その三者複合体形成能および相同的対合活性は、野生型と比較して著し

く低下していることを明らかにした。そこで、相同組換え活性が著しく低下した

RAD51-GFPを用いて、RAD51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。 

	 減数分裂期組換えではRAD51に加え、DMC1が機能する (Shinohara et al., 1992, 1993; 

Bishop et al., 1992; Habu et al., 1996)。さらに、出芽酵母の Rad51は、Dmc1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、Rad51 が Dmc1 の活性化因子として

減数分裂期組換えにおいて機能することが示唆されている (Cloud et al., 2012)。そこ

で、イネ RAD51 がイネ DMC1 依存的な相同的対合反応に与える影響を、D-loop 

formation アッセイにより解析した。DMC1依存的な D-loop形成量は、反応開始から

10 分で最大となる。そのため、本解析では反応開始から 10 分後に反応を停止させた。

解析の結果、出芽酵母の Rad51 と同様に、イネ RAD51A1 および RAD51A2 は、イネ

DMC1A 依存的な相同的対合反応を相乗的に促進することがわかった (図 9 A)。次に、

相同的組換え活性が低下した RAD51-GFPが、DMC1依存的な相同的対合反応に与える 
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図図 99		 イイネネ RRAADD5511AA11--GGFFPP おおよよびびイイネネ RRAADD5511AA22--GGFFPP にによよるる		

イイネネ DDMMCC11AA のの相相同同的的対対合合活活性性のの促促進進		

(A) イネ RAD51A1 およびイネ RAD51A2 によるイネ DMC1A の相同的対合活性の促進。イネ DMC1A(1	

µM)と 32P で標識した単鎖 DNA を RAD51A1 または RAD51A2 存在下で反応させた。RAD51A1 およ

び RAD51A2 の濃度はそれぞれ 0.2	µM(レーン 3,7)、0.4	µM(レーン 4,8)、0.6	µM(レーン

5,6,9,10)である。その後、環状二重鎖 DNA	(30	µM)を加え、37℃で 10 分間反応させた。レ

ーン 2 はイネ DMC1A 単独でのコントロール実験である。また、レーン 6,10 は RAD51A1 およ

び RAD51A2 単独での実験である。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中

に示した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 4B より引用)	

(B) イネ RAD51A1-GFP およびイネ RAD51A2-GFP によるイネ DMC1A の相同的対合活性の促進。イネ

DMC1A(1	µM)と 32P で標識した単鎖 DNAを RAD51A1-GFP または RAD51A2-GFP 存在下で反応させ

た。RAD51A1-GFP および RAD51A2-GFP の濃度はそれぞれ 0.2	µM(レーン 3,7)、0.4	µM(レー

ン 4,8)、0.6	µM(レーン 5,6,9,10)である。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準

偏差を図中に示した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 4C より引用)	
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影響について解析した。その結果、イネ RAD51A1-GFPおよび RAD51A2-GFPは、野生

型と同程度にイネ DMC1A 依存的な相同的対合反応を促進することが明らかになった 

(図 9 B)。また、野生型 RAD51では、一定の濃度 (0.6 µM)でイネ DMC1依存的な相同

的対合反応を著しく促進するのに対し (図 9A レーン 5, 9)、RAD51-GFPでは、その濃

度的に促進することがわかった (図 9B レーン 3-5, 7-9)。これらの結果から、DMC1依

存的な相同的対合反応の活性化に RAD51の相同組換え活性は必須ではないことが示唆

された。 

 

3-7		 RAD51 がが有有すするる DMC1 補補助助因因子子ととししててのの機機能能ははイイネネかからら

ヒヒトトにに至至るるままでで保保存存さされれてていいるる  

	 イネ RAD51を用いた解析から、RAD51 は DMC1依存的な相同的対合反応を促進す

る補助的な活性を有することが明らかになった。そこで、同様の活性がヒト RAD51に

おいて保存されているかを解析した。解析を行うために、ヒト RAD51、RAD51-GFP、

および DMC1 をリコンビナントタンパク質として精製した。最終精製物を SDS-PAGE

によって解析し、高純度にヒト RAD51、RAD51-GFP、および DMC1を精製できたこと

を確認した (図 10 A)。 

	 精製したヒト RAD51-GFPの生化学的性質を解析した。ヒト RAD51-GFPの相同的対

合活性を、D-loop formation アッセイにより解析した。その結果、ヒト RAD51-GFP の

相同的対合活性は野生型と比較して著しく低いことがわかった (図 10 B)。次に、単鎖

DNAおよび二重鎖 DNAに対する、ヒト RAD51-GFPの DNA結合活性をゲルシフトア

ッセイにより解析した。その結果、ヒト RAD51-GFPは単鎖 DNA、および二重鎖 DNA

に対して結合することがわかった (図 11 A, B)。さらに、ヒト RAD51-GFPの DNA依存
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的な ATP加水分解活性を解析した。その結果、ヒト RAD51-GFPは単鎖 DNA存在下に

おいて ATP 加水分解活性を示すことが明らかになった  (図 11 C)。また、ヒト

RAD51-GFP の三者複合体形成能を解析した。その結果、ヒト RAD51-GFP の三者複合

体形成能は野生型と比較して、著しく低下していることがわかった (図 12 A, B)。これ

らの結果は、イネ RAD51-GFP を用いた生化学的解析の結果と一致する。そこで次に、

ヒト RAD51がヒト DMC1依存的な相同的対合反応に与える影響を D-loop formation ア

ッセイにより解析した。その結果、ヒト RAD51はヒト DMC1依存的な相同的対合反応

を促進することがわかった  (図 12 C)。さらに、相同的対合活性が低下したヒト

RAD51-GFPは、野生型と同程度に、ヒト DMC1依存的な相同的対合反応を促進するこ

とが明らかになった(図 12 C)。これらのことから、RAD51が有する DMC1の補助因子

として活性は、イネとヒトにおいて保存されていることが明らかになった。 
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図図 1100		 ヒヒトト相相同同組組換換ええタタンンパパクク質質のの精精製製おおよよびびヒヒトト RRAADD5511--GGFFPP のの相相同同的的対対合合活活性性 

(A) ヒト DMC1、ヒト RAD51、ヒト RAD51-GFP の精製。それぞれの最終精製物(0.75	µg)を 12%	

SDS-PAGE で展開し、クマシーブリリアントブルー(CBB)で染色した。((Kobayashi et al., 2014) 

Fig. 5A より引用) 

(B) ヒト RAD51-GFP の相同的対合活性。RAD51(0.125	µM,0.25	µM,0.5	µM,1	µM)または

RAD51-GFP(0.125	µM,0.25	µM,0.5	µM,1	µM)を 32P で標識した単鎖 DNA(3	µM)と混合し、そ

の後、環状二重鎖 DNA(100	µM)を加えることで D-loop 構造を形成させた。同実験を独立に

三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 6B より引

用)	
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図図 1111		 ヒヒトト RRAADD5511--GGFFPP のの DDNNAA 結結合合活活性性おおよよびび AATTPP 加加水水分分解解活活性性のの解解析析		

(A) 単鎖 DNA に対するヒト RAD51-GFP の結合解析。φX174 単鎖 DNA(20	µM)とヒト RAD51 レーン

2-5)、もしくはヒト RAD51-GFP(レーン 6-10)を混合し、37℃で 15 分間インキュベートした。

反応させたサンプル溶液を 0.8%アガロースゲルで展開し、EtBr で染色した。タンパク質濃

度はそれぞれ 0.5 µM(レーン 2,7)、1 µM(レーン 3,8)、2 µM(レーン 4,9)、4	µM(レーン 5,10)

である。レーン１はタンパク質非存在下のコントロール実験である。css;	circular	

single-strand。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 5B より引用)	

(B) 二重鎖 DNA に対するヒト RAD51-GFP の結合解析。直線化φX174 二重鎖 DNA(20	µM)を用いて、

(A)と同じ実験を行った。css;	circular	single-strand。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 5C よ

り引用)	

(C) 単鎖DNA存在下におけるヒトRAD51-GFPの加水分解活性。φX174単鎖 DNA(20	µM)とヒトRAD51

もしくはヒト RAD51-GFP と混合し、37℃で 30 分間反応させた。ネガティヴコントロールと

してタンパク質非存在下の実験を行っている。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標

準偏差を図中に示した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 5D より引用)	
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図図 1122		 ヒヒトト RRAADD5511--GGFFPP にによよるる三三者者複複合合体体形形成成おおよよびびヒヒトト DDMMCC11 のの相相同同的的対対合合活活性性のの促促進進 

(A) ヒト RAD51-GFP の三者複合体形成。タンパク質濃度は、それぞれ 0.125	µM(レーン 3,8)、0.25	

µM(レーン 4,9)、0,5 µM(レーン 5,10)、1 µM(レーン 6,7,11,12)である。レーン 1,2 はタン

パク質非存在下における二重鎖 DNA の有無を比較したコントロール実験である。レーン 7,12

は RAD51 のコントロール実験である。同実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を

図中に示した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 6A より引用)	

(B) ヒト RAD51-GFP によるヒト DMC1 の相同的対合活性の促進。ヒト DMC1(1	µM)と 32P で標識し

た単鎖 DNA をヒト RAD51 またはヒト RAD51-GFP 存在下で反応させた。ヒト RAD51 およびヒト

RAD51-GFP の濃度はそれぞれ 0.125	µM(レーン 3,7)、0.25	µM(レーン 4,8)、0.5	µM(レーン

5,6,9,10)である。その後、環状二重鎖 DNA(100	µM)を加え、37℃で 10 分間反応させた。同

実験を独立に三回に行い、その平均値と標準偏差を図中に示した。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 

6C より引用)	
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第第 4章章		 総総合合討討論論  

		 シロイヌナズナにおける解析から、Rad51遺伝子欠損株に RAD51-GFPを発現させる

と、相同組換え修復欠損を示す一方で、減数分裂期組換えによるキアズマの形成効率は

野生型と同程度であること示された (Da Ines et al., 2013)。この事実から、RAD51-GFP

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

は、RAD51-GFPを用いて、RAD51の減数分裂期特異的な機能を明らかにすることを目

的とした。そのために、RAD51-GFP をリコンビナントタンパク質として精製し、生化

学的解析を行った。その結果、RAD51-GFP は野生型と同程度の DNA 結合活性および

ATP 加水分解活性を有するが、その三者複合体形成能および相同的対合活性は、野生

型と比較して著しく低下していることが明らかになった。減数分裂期組換えでは

RAD51に加え、DMC1が発現する (Shinohara et al., 1992, 1993; Bishop et al., 1992; Habu et 

al., 1996)。さらに、出芽酵母の Rad51は、Dmc1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 Rad51が Dmc1の活性化因子として機

能することが示唆されている (Cloud et al., 2012)。そこで、組換え活性が顕著に低下し

た RAD51-GFP を用いて、RAD51 の DMC1 の活性化因子としての機能の詳細を明らか

にすることを試みた。具体的には、RAD51-GFPが DMC1依存的な相同的対合反応に与

える影響を解析し、RAD51-GFPが DMC1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、DMC1 依存的な相同組換え反応の促進には、RAD51

の組換え活性は必須でないことが示唆された。さらに、同様の活性がヒト RAD51にお

いても保存されていることがわかった。本章では、これらの解析の結果から、RAD51

が有する相同的対合活性と減数分裂期特異的な補助的機能について議論する。 
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4-1		 RAD51-GFPがが相相同同組組換換ええ修修復復にに与与ええるる影影響響  

	 RAD51-GFP の生化学的解析の結果から、RAD51-GFP が相同組換え修復に与える影

響を考察した。シロイヌナズナを用いた解析から、Rad51 遺伝子欠損株に RAD51-GFP

を発現させると、MMC に対して高感受性を示すことがわかっている (Da Ines et al., 

2013)。また、RAD51-GFP を発現させたニワトリ DT40細胞およびマウス ES細胞は放

射線や MMCに対して高感受性を示すことが報告されている (Yu et al., 2003; Forget et 

al., 2007; Uringa et al., 2015)。これらの結果は、体細胞における相同組換えを介した DNA

損傷修復において、RAD51-GFP が相同組換え因子として機能しないことを示唆する。

本研究の解析の結果から、イネ RAD51A1-GFP および RAD51A2-GFP の相同的対合活

性は、野生型と比較して著しく低下していることが明らかになった (図 5)。RAD51-GFP

の相同的対合活性が野生型と比較して低い理由を明らかにするために、イネ

RAD51A1-GFP およびイネ RAD51A2-GFP の DNA 結合活性を解析した。その結果、イ

ネ RAD51A1-GFPおよびイネ RAD51A2-GFPは、野生型と同程度に単鎖 DNAおよび二

重鎖 DNAに結合することが明らかになった (図 6)。また、イネ RAD51A1-GFPおよび

イネ RAD51A2-GFPは単鎖DNA依存的なATP加水分解活性を有することが明らかにな

った (図 7)。野生型 RAD51は、DNA結合ループ (L1ループおよび L2ループ)を介して

DNA に結合することが知られている  (Matsuo et al., 2006; Reymer et al., 2009)。

RAD51-GFP は野生型と同程度に、DNA に結合することから、RAD51-GFP は DNA 結

合ループ (L1 ループおよび L2 ループ)を介して DNA に結合すると考えられる。次に、

相同的対合反応において必須の過程である RAD51−単鎖 DNA−二重鎖 DNA の三者複合

体形成に関して解析を行った。その結果、イネ RAD51-GFPおよびイネ RAD51A2-GFP 

の三者複合体形成能は、野生型と比較して著しく低下していることがわかった (図 8)。  
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このことは、RAD51の C末端に付加された GFPは、secondary DNA binding siteへの DNA

結合を阻害することを示唆している。さらに、ヒト RAD51-GFPを用いて同様の解析を

行ったところ、イネ RAD51-GFPの解析結果と一致した (図 10, 11, 12A)。以上の結果

より、RAD51の C末端に付加された GFPは、相同的対合反応の過程における三者複合

体形成の過程を阻害することが明らかになった (図 13)。 

	 これまでに、出芽酵母由来の Rad51 フィラメントの立体構造が明らかになっている

(Conway et al.,2004; Chen et al., 2010)。そこで、この立体構造を元に RAD51-GFPのモデ 

ル構造を構築した (図 14 A)。このモデル構造は、Rad51の C末端にリンカー配列を介 

して GFPを付加させた立体構造を示す (図 14 B)。図 14 Bに示すように、GFPは RAD51  

フィラメントの外側に位置していることがわかる。RecA の変異体解析を元に、出芽酵

母 Rad51の 188番目のアルギニン残基、361番目のリジン残基、371番目のリジン残基

は、secondary DNA binding に重要なアミノ酸残基として特定されている (Kurumizaka et 

al., 1996, 1999; Cloud et al., 2012)。これらの塩基性のアミノ酸残基は Rad51フィラメン

トの外側に位置することがわかる (図 14 B マゼンダ)。そのため、C末端に付加された

GFPは、DNAが RAD51の secondary DNA binding siteに近接するのを物理的に阻害する

ことが考えられる。また、RAD51の secondary DNA binding に重要な部位として、N末

端ドメインが知られている (Aihara et al., 1999; Yu et al., 2001; Galkin et al., 2006)。

RAD51の N末端ドメインは、結合した DNAを内側の DNA結合ループ領域へと導くゲ

ートウェイであると考えられている  (図 14 B レッド；Aihara et al., 1999; Yu et al., 2001; 

Galkin et al., 2006)。そのため、C末端に付加された GFPは、N末端ドメインの DNA結

合を阻害している可能性が考えられる。しかし、構築したモデル構造では、C末端に付

加された GFPは RAD51の N末端ドメイン付近に位置しない。これらのことから、C末 
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図図 1133		 CC 末末端端にに付付加加さされれたた GGFFPP はは三三者者複複合合体体形形成成過過程程をを阻阻害害すするる 
本研究により、RAD51-GFPは単鎖 DNAに結合し、フィラメント構造を形成するが、

その後の三者複合体形成およびヘテロ二重鎖の形成が阻害されることが明らかになっ

た。そのため、RAD51-GFPは体細胞の相同組換え修復において機能しないことが考え

られる。 
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図図 1144		 RRAADD5511--GGFFPP フフィィララメメンントトののモモデデルル図図		 		

(A) RAD51-GFP単体のモデル構造。それぞれ構造情報は、それぞれ出芽酵母 Rad51 (グ

レー, PDB ID; 3LDA)と EGFP (グリーン, PDB ID;2Y0G)を用いた。出芽酵母 Rad51の

secondary DNA binding siteである、Arg188, Lys361, Lys371の残基はそれぞれイエロ

ーで示した。また、Rad51の N末端ドメインをレッドで示している。白の破線はリ

ンカー領域である、Pro-Val-Ala-Thrを表す。矢印はリンカーを介して付加された GFP

の可動域を表す。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 7A より引用し、改変) 

(B) RAD51-GFPフィラメントのモデル構造。白の垂線は、Rad51-GFPフィラメントの

軸を示す。((Kobayashi et al., 2014) Fig. 7B より引用し、改変)  
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端に付加された GFPは、DNAが RAD51の secondary DNA binding siteに近接するのを

物理的に阻害し、RAD51の相同組換え活性を阻害することが予想された。 

 

4-2		  減減数数分分裂裂期期組組換換ええににおおけけるる RAD51のの機機能能  

	 次に、減数分裂期組換えにおける RAD51の機能について考察した。シロイヌナズナ

を用いた解析から、RAD51-GFP は相同組換え修復において機能しない一方で、減数分

裂期組換え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て

いる (Da Ines et al., 2013)。本研究の生化学的解析から、RAD51-GFP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見出した。したがって、RAD51 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が考えられた。 

	 本研究において、イネ RAD51はイネ DMC1A依存的な相同的対合反応を著しく促進

することを明らかにした (図 9 A)。さらに、相同的対合活性が低下したイネ RAD51-GFP

は、野生型と同様にイネ DMC1A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 (図 9 B)。これらのことから、DMC1依存的な相同的対合反応の促進に RAD51の相

同組換え活性は必須ではないことが示唆された。また、RAD51 は相同的対合活性に加

え、DMC1依存的な相同的対合反応を促進する補助因子としての活性を有することが明

らかになった。DMC1 依存的な相同的対合反応を促進する補助因子としての活性は、

RAD51 の減数分裂特異的な機能であると考えられる。先行研究において、相同的対合

活性が欠失した Rad51-II3A は Dmc1 依存的な相同的対合反応を促進することが示され

ている (Cloud et al., 2012)。また、Rad51-II3Aは単鎖 DNAに結合し、フィラメント構造

を形成するが、三者複合体形成能および相同的対合活性は欠損していることが明らかに

なっている (Cloud et al., 2012)。そのため、RAD51-GFPは、出芽酵母において報告され
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た Rad51-II3Aと機能的に類似していることがわかった。 

	 RAD51による DMC1依存的な相同的対合反応の促進は、DMC1濃度が suboptimalな

条件において顕著にみられた (図 9, 図 12)。それに対して、DMC1濃度が optimalな条

件では RAD51による活性化効率が低いことがわかっている (未発表データ)。DMC1濃

度が optimal な条件では、RAD51-DMC1 複合体形成よりも DMC1 複合体形成に平衡が

偏るため、その活性化効率が低いのではないかと考えられる。 

	 RAD51 および DMC1 は幅広い生物種間において高度に保存されている	

(Aboussekhra et al., 1992; Basile et al., 1992; Bishop et al., 1992; Shinohara et al., 1992, 1993; 

Habu et al., 1996)。そこで、イネ RAD51を用いて見出された DMC1の補助因子として

の活性が、ヒト RAD51において保存されているかを調べた。解析の結果、ヒト RAD51

およびヒト RAD51-GFPは、ヒト DMC1依存的な相同的対合反応を促進することが明ら

かになった (図 12 B)。これらの結果より、RAD51が持つ DMC1の補助因子として機能

は、植物から哺乳類にまでわたる生物種間で保存されていることが示唆された。一方で、

線虫やハエなどの一部の生物種においては DMC1のオルソログが存在しない (Neale & 

Keeney, 2006)。そのため、これらの生物種における減数分裂期組換えは、DMC1特異的

な機能を要求しない RAD51依存的な組換え反応であることが考えられる。出芽酵母や

マウスの第一減数分裂期では、減数分裂期組換えの進行に伴い、減数分裂期特異的な染

色体構造であるシナプトネマ複合体が形成される (Fraune et al., 2012)。一方、DMC1の

オルソログが存在しない線虫やハエでは、シナプトネマ複合体が形成された後に減数分

裂期組換えが行われる (Gatcia-Muse & Boulton, 2007)。そのため、シナプトネマ複合体

が先に形成されることが、DMC1を要求しないことと繋がっているのかもしれない。今

後の解析が期待される。 
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	 本研究において、DMC1 依存的な相同的対合反応の促進には、RAD51 の相同的対合

活性は必須でないことが明らかになった (図 9, 12B)。したがって、RAD51は相同的対

合活性に加え、DMC1依存的な相同的対合反応を促進する補助因子としての活性を有す

る。しかし、減数分裂期組換えにおいて、RAD51 がこれら二つの機能をどのように使

い分けているかについては未だ不明である。出芽酵母における解析から、Rad51依存的

な組換え反応は Hed1、Mek1、Red1 によって抑制されており、これらの Rad51 依存的

な組換え反応の抑制の解除は、相同染色体間での組換え効率の低下につながることがわ

かっている (Busygina et al., 2008, 2012; Niu et al., 2009; Liu et al., 2014)。その中でも、

Hed1および Mek1は Rad51の補助因子である Rad54との結合を阻害することで、Rad51

依存的な相同的対合活性を著しく低下させることが示されている (Busygina et al., 2008, 

2012; Niu et al., 2009)。これらの RAD51依存的な組換え反応の抑制機構により、RAD51

は相同組換え因子から DMC1 の補助因子へと切り替えられるのかもしれない。組換え

活性が抑制された RAD51 は DMC1 の補助因子として機能し、その後の DMC1 を中心

とした優先的な相同染色体間の組換えに関与することが考えられる。現在までに、Hed1

および Mek1ホモログによる Rad51依存的な組換え反応の抑制機構は、その他の生物種

において見つかっていない。しかし、それと類似した機能を有するものがいくつか報告

されている。シロイヌナズナでは、出芽酵母 Hop1および Red1のホモログである、ASY1

と ASY3 は DMC1 依存的な相同染色体間の組換え経路の選択に必須であることが報告

されている (Sanchez-Moran et al., 2007; Ferdous et al., 2012)。また、マウスを用いた遺伝

学的解析から、シナプトネマ複合体の構成因子である SYCP3は、RAD51依存的な姉妹

染色体間での組換えを抑制することが示唆されている (Li et al., 2011)。減数分裂期組換

えの分子機構を理解する上で、RAD51の抑制機構の解明は重要な課題である。 
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4-3		 今今後後のの展展望望  

	 本研究では、RAD51が DMC1依存的な相同的対合反応を促進する補助因子としての

活性を有することを生化学的手法により示した。これまでに、DMC1依存的な組換え反

応を活性化する補助因子 (RAD54B、HOP2-MND1複合体、RAD51AP1、Swi5-Sfr1複合

体 Mei5-Sae3複合体)が同定されており、その分子機構の解析がなされている (Hayase et 

al., 2004; Tsubouchi et al., 2004; Petukhova et al., 2005; Enomoto et al., 2006; Haruta et al., 

2006; Sarai et al., 2006; Dray et al., 2011; Murayama et al., 2013)。これらの補助因子は

DMC1または RAD51と直接相互作用し、それぞれの相同的対合反応および鎖交換反応

を促進することが知られている。RAD54Bは SWI/SNF2ファミリーに属し、ATP加水分

解のエネルギーによって DNA にポジティブスーパーコイルを導入し、RAD51 および

DMC1の相同的対合反応および鎖交換反応を促進する(Sarai et al., 2006)。HOP2-MND1

複合体、RAD51AP1、Swi5-Sfr1 複合体は DMC1 または RAD51 のフィラメント構造を

安定化させることで、相同的対合反応および鎖交換反応を促進する (Petukhova et al., 

2005; Enomoto et al., 2004, 2006; Haruta et al., 2006; Dray et al., 2011; Murayama et al., 

2013)。Mei5-Sae3複合体は DMC1の DNA上への集積を促進することで、相同的対合反

応および鎖交換反応を促進すると考えられている (Hayase et al., 2004; Tsubouchi et al., 

2004)。しかし、RAD51がどのようにして DMC1依存的な相同的対合反応を促進するの

か、その詳細なメカニズムについては不明である。減数分裂期組換えにおいて、RAD51

および DMC1は DNA二重鎖切断部位の近傍に局在し、両者が混在したフィラメントを

形成することが考えられている (Bishop, 1994; Tarsounas et al., 1999; Shinohara et al., 

2000)。さらに、RAD51とDMC1が相互作用するという報告もなされている(Masson et al., 
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1999; Tarsounus et al., 1999)。しかし、DNA上で RAD51および DMC1がどのような複合

体を形成するかについては明らかになっていない。RAD51-DMC1 複合体のモデルとし

て、RAD51と DMC1が混じり合ったヘテロのフィラメントを形成するモデルが考えら

れる。また、それぞれが独立したホモのフィラメントが特定の領域で形成するモデルが

考えられる。今後、X 線結晶構造解析や一分子蛍光イメージングにより、これら

RAD51-DMC1 複合体の詳細が明らかになることで、減数分裂期組換えの反応機構の詳

細が明らかになると期待される。 

	 本研究では、裸の DNA上における RAD51および DMC1の生化学的解析を行った。

しかし、真核生物のゲノム DNAはヌクレオソームを基本単位としたクロマチン構造を

形成している。クロマチンは in vitroでの RAD51による相同的対合反応に対して阻害的

である (Alexiadis and Kadonaga, 2002; Jaskelioff et al., 2003; Zhang et al., 2007; Sinha and 

Peterson, 2008)。クロマチンによる阻害効果は、クロマチンリモデリング因子である

RAD54 やヒストンシャペロン Nap１によって解消されることが明らかにされている 

(Alexiadis and Kadonaga, 2002; Jaskelioff et al., 2003; Zhang et al., 2007; Sinha and Peterson, 

2008; Machida et al., 2014)。一方で、減数分裂期の細胞ではクロマチン構造に加え、シナ

プトネマ複合体と呼ばれる減数分裂期特異的な染色体構造が形成される(Fraune et al., 

2012)。生体内の減数分裂期組換えはシナプトネマ複合体上で行われるが、シナプトネ

マ複合体中でDMC1および RAD51がどのように相同組換え反応を触媒するのかについ

ては全くわかっていない。したがって、減数分裂期組換えをより詳細に理解するために

は、減数分裂期特異的なクロマチン構造を形成するシナプトネマ複合体上での、DMC1

および RAD51が触媒する相同組換え反応のメカニズム解析が必要である。 
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