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略語一覧 

 

ATP  adenosine 5’-triphosphate 

bp base pair 

dsDNA double-stranded deoxyribonucleic acid 

CD  circular dichroism 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 

HhH Helix-hairpin-Helix 
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POF premature ovarian failure 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

SNP  single nucleotide polymorphism 

ssDNA single-stranded deoxyribonucleic acid 

Tris Tris hydroxymethyl aminomethane 

VNTR variable number of tandem repeat 
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第 1 章 序論 

 

1－1. はじめに 

ヒトをはじめとした多くの生物はDNAを担体として遺伝情報を保持している。

生物は細胞を基本単位とし、その中に DNA を収納している。細胞分裂の際に、

親細胞から娘細胞にゲノム DNA が受け継がれる。このゲノム DNA の配列が進

化の過程で変動することにより、配列情報の差異が生じて、300 万種を超える生

物種が生み出された。特に、真核生物は、減数分裂による配偶子の形成、受精

によるゲノムの再編によって、種の多様性を生み出している。一方、ゲノム DNA

は、紫外線や放射線などの外的要因、DNA 複製時のエラーや活性酸素などの内

的要因により、常に損傷を受けている。DNA 損傷により DNA に変異が蓄積す

ると、細胞死や癌化などを引き起こすことが知られている。生物は多様な DNA

損傷を修復するために DNA 損傷修復機構を備え、ゲノム DNA 配列の恒常性の

維持に努めている。このように生物はゲノム DNA の安定維持と配列情報の流動

化という、相反する機能を有して生命体を維持しているのである。 

 

1－2. 減数分裂 

胞子や卵子・精子などの配偶子ができる際の細胞分裂を減数分裂という。1883

年に E. van Beneden らにより、線虫の一種 Ascaris の配偶子の核には、2 本の染

色体のみが含まれ、受精によって 4 本の染色体を含む接合子を形成することが

発見され、以降の研究に影響を与えた (Hamoir, 1992; Petronczki et al., 2003)。 

有性生殖を行う多くの生物には、2 本の染色体を一対とした常染色体と性別に

より保有数の異なる性染色体が含まれている。このような生物を二倍体生物と
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よぶ。これら一対の常染色体は一方が父親由来、もう一方が母親由来であり、

この 2 つの染色体の DNA 配列情報は酷似しているが、同一ではないので相同染

色体とよばれる。それに対して、同じ染色体から複製された 2 本の染色体を姉

妹染色分体という。 

体細胞分裂では、DNA複製後、姉妹染色分体がコヒーシンという分子の働き

で付着した状態になっており、付着したままの姉妹染色分体の動原体が紡錘体

の両極と結合し、その後、コヒーシンが壊れて姉妹染色分体間の結合が解離す

る。この結合の解離後、姉妹染色分体が紡錘体の両極へと分離されることで、

均等に染色体が分配される (図 1B)。そのため、体細胞分裂で生じた娘細胞には、

父親由来・母親由来の両方の染色体が含まれ、最終的には遺伝的に同一の娘細

胞が 2 つできる (Alberts et al.,2002; Dej and Orr-Weaver, 2000) (図 1B)。 

一方、減数分裂は 1 回のDNA複製後、2 回の細胞分裂を行い、一倍体の配偶子 

(精子・卵子) を形成する。1 回目の分裂 (第一減数分裂) で、倍加した相同染色

体どうしが対合して娘細胞に分配され、2 回目の分裂 (第二減数分裂) で姉妹染

色分体が分離し、一倍体の配偶子を作り出す (図 1A)。このように細胞分裂によ

り二倍体の細胞から一倍体の配偶子が形成され、染色体が半減することから、

減数分裂 (meiosis: 減少を意味するギリシャ語) と呼ばれる。DNA複製の完了後

から減数分裂が開始されるまでの間には、長い減数分裂前期が存在する (図 1A

②-⑤)。倍加した相同染色体同士が対合し、4 本の姉妹染色分体からなる二価染

色体を形成する。対合した相同染色体では、父親由来の染色体の一部と母親由

来の相同な染色体が部分的に交換される遺伝的組換えが起こり (図 1A③)、相同

染色体間の物理的な連結であるキアズマが形成される (図 1A④)。中期には、2

個の相同染色体が紡錘体に結合し (図 1A⑤)、その後、二価染色体が相同染色体

に分離し、紡錘体の両側に移動して細胞は分裂する (図 1A⑥)。減数分裂の第二
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分裂は、体細胞分裂とほぼ同じである。DNAの複製が起こらずに、2 個の姉妹染

色分体に結合する紡錘体が形成され、この紡錘体が体細胞分裂と同様に姉妹染

色分体の動原体に結合する (図 1A⑦)。それにより、姉妹染色分体間には紡錘体

による張力が生じ、均等に分離される (Alberts et al.,2002; Dej and Orr-Weaver, 

2000) (図 1A⑧)。減数分裂において、交差によって生じたキアズマは (図 1A④)、

正確な染色体分離において重要な役割を果たしている。キアズマは、第一分裂

期の後期に紡錘体により両極に引き離されるまで相同染色体間を一つにまとめ

ている (Carpenter, 1994)。このキアズマが形成されないと、第一分裂の際に染色

体が正しく並ぶことができず、染色体の不分離を引き起こす。すべての染色体

間での乗換えは必須である。 

減数分裂期の 90%かそれ以上の時間は、第一減数分裂前期である。第一減数

分裂前期は、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 5 段階に分けられる。まず、レプトテン期で、倍加した相同

染色体が凝縮する。ザイゴテン期では、相同染色体同士の対合が開始され、続

いて、パキテン期では、シナプトネマ複合体と呼ばれる長いはしご状のタンパ

ク質のコアを持つ特殊な構造が形成され始める。減数分裂期組換えは、このシ

ナプトネマ複合体が形成される以前に行われると考えられている。対合の完了

とともにパキテン期がはじまり、数日続き、ディプロテン期になると、相同染

色体間の対合が解離しはじめ、キアズマが観察されるようになる。最後のディ

アキネシス期では、相同染色体同士が、キアズマで連結されたまま染色体分配

装置である紡錘体の赤道面へ移動する。減数分裂期の各段階に要する時間は、

種によっても、雄性配偶子か雌性配偶子かによっても異なる。しかし、減数分

裂期の相同染色体の部分的交換により形成されるキアズマは、すべての生物種

において必須である。 
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1－3. 減数分裂期組換え 

相同 DNA 組換えは、減数分裂期、体細胞分裂期の両方に機能している。減数

分裂期の第一分裂期に引き起こされる減数分裂期組換えは、染色体の分離と

DNA 配列の変動に依存した生物進化において重要な役割を担っている。一方、

体細胞分裂期における相同 DNA 組換えは、紫外線や放射線、DNA 複製時のエ

ラーなどにより引き起こされるDNA二重鎖切断損傷を修復する際に重要な役割

を果たす。 

減数分裂期組換えでは、位置的、時間的に制御された DNA 二重鎖切断が導入

されることで相同 DNA 組換えが開始される。DNA 二重鎖切断は、相同染色体

の一方に Spo11 とよばれる減数分裂期特異的なエンドヌクレアーゼにより導入

される (Keeney et al., 1997; Neale et al., 2005) (図 2①)。次に、二重鎖切断部位が

エキソヌクレアーゼでプロセシングされることにより、3’突出型の単鎖 DNA

領域が形成される (Keeney et al., 1997; Bergerat et al., 1997; Neale et al., 2005; 

Neale and Keeney, 2006) (図 2②)。相同染色体間において、形成された単鎖 DNA

と相同配列を持つ二重鎖 DNA が検索され、ヘテロ二重鎖とよばれる中間体を形

成する (図 2③)。この過程を相同 DNA 対合反応という。相同 DNA 対合反応が

おこると、ヘテロ二重鎖領域が拡大し、単鎖 DNA と二重鎖 DNA により形成さ

れた分岐点が移動する。これを DNA 鎖交換反応という (Neale and Keeney, 2006; 

Bishop, 2006) (図 2④)。その後、相同な二本鎖に入り込んだ一本鎖 DNA の 3’末

端をプライマーとして新たに DNA が合成されて (図 2⑤)、ヘテロ二重鎖領域が

更に広げられる。切断された DNA と相手方の DNA が結合し、Holliday 構造と

いう組換え中間体が形成される (図 2⑥)。Holliday 構造がヌクレアーゼにより解

離され、減数分裂期組換えは終了する (図 2⑦)。Holliday 構造の解離の仕方によ

って、交差型組換え体または非交差型である遺伝子変換型組換え体が生じる。 
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相同 DNA 組換え機構反応の要は、相同 DNA 対合反応および DNA 鎖交換反

応である。この反応は、大腸菌の RecA により触媒される (Shibata et al., 1979; 

McEntee et al., 1979; Cox et al., 1981; Kahn et al., 1981; Shibata et al., 1982)。RecA は

ATP を補因子として、単鎖 DNA と相同配列をもつ二重鎖 DNA の間でヘテロ二

重鎖を形成する。そして、ATP の加水分解に伴い単鎖 DNA の 5’から 3’方向

にヘテロ二重鎖を伸長させ (分岐点移動)、DNA 鎖交換を行う (Cox et al., 1981; 

Kahn et al., 1981)。RecA は ATP 結合に依存して、相同鎖を検索していると考え

られている (Shibata et al., 1979; McEntee et al., 1979; Cox et al., 1981; Kahn et al., 

1981)。真核生物においては、大腸菌の RecA のホモログとして RAD51 と DMC1

が発見されている (Bishop et al., 1992; Shinohara et al., 1992)。RAD51 が体細胞分

裂および減数分裂の両過程において働くのに対して DMC1 は減数分裂期のみに

働いている。 

 

1－4.  減数分裂期組換え酵素 DMC1 

DMC1 は、出芽酵母の減数分裂期組換え欠損株から減数分裂特異的な遺伝子

として発見された (Bishop et al., 1992)。この DMC1 は大腸菌の RecA のホモログ

であり、酵母から植物、ヒトに至るまで幅広く保存されている (Habu et al., 1996)。

真核生物における RecA のもうひとつのホモログとして、RAD51 が発見されて

いる (Aboussekhra et al., 1992; Basile et al., 1992; Shinohara et al., 1992; Shinohara et 

al., 1993; Morita et al., 1993; Yoshimura et al., 1993)。DMC1 が減数分裂期特異的に

働くのに対して (Bishop et al., 1992; Habu et al., 1996)、RAD51 は体細胞分裂期、

減数分裂期の両方に働く (Shinohara et al., 1992; Shinohara et al., 1993)。Rad51 ノ

ックアウトマウスは初期胎生致死になることが報告されている (Lim and Hasty, 

1996; Tsuzuki et al., 1996)。Rad51 欠損ニワトリ DT40 細胞では、自発的な染色体
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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)。一方、Dmc1 ノックアウトマウスでは、胎生致死にはならず減数分裂期

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 (Pittman et al., 1998; 

Yoshida et al., 1998)。また、dmc1 遺伝子を欠損させた酵母では、組換え中間体で

ある二重鎖切断が蓄積し、シナプトネマ複合体の形成異常が観察され、減数分

裂期組換えが抑制される (Bishop et al., 1992)。 

RecA や RAD51 は DNA 依存的な ATP 加水分解能をもち、単鎖 DNA および二

重鎖 DNA 結合能をもつ。RAD51 は単鎖 DNA に結合して、らせん状フィラメン

ト構造を形成する。そして RAD51 のらせん状フィラメントが ATP 依存的に相同

DNA 対合反応と DNA 鎖交換反応を行う (Baumann et al.,1996; Sung, 1994)。減数

分裂期特異的なホモログである DMC1 も、RAD51 と同様に DNA 依存的な ATP

加水分解能、単鎖 DNA および二重鎖 DNA 結合能を有し、ATP 依存的に相同 DNA

対合反応、DNA 鎖交換反応を行う (Li Z et al., 1997; Hong et al., 2001; Sehorn et al., 

2004; Bugreev et al., 2005)。出芽酵母の解析により、DMC1 は姉妹染色体間では

なく相同染色体間の相同 DNA 組換えに優位に働くことが明らかにされた 

(Schwacha and Kleckner, 1997)。このことは、DMC1 は、減数分裂期にのみみられ

る過程、キアズマ形成に重要な役割を果たすとことを示唆している。 

DMC1 と RAD51 は互いに 50%以上のアミノ酸相同性を有しており、単量体

の立体構造は非常に類似している (図 3D, E)。それにもかかわらず、異なった会

合状態を示す。DMC1 は、DNA に 8 量体リング構造で結合するとの報告がなさ

れており、 X 線結晶構造解析の結果においても DMC1 は 8 量体リング構造を形

成することが明らかにされた (Masson et al., 1999; Passy et al., 1999; Kinebuchi et 

al., 2004) (図 4A)。しかし、近年、電子顕微鏡観察により、DMC1 は単鎖 DNA 上

でRAD51と類似したらせん状フィラメント構造をも形成することが報告された 
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(Sehorn et al., 2004; Bugreev et al, 2005) (図 5)。 

DMC1 の 8 量体リング構造のプロトマー間で

は、258 番目のグルタミン酸 (Glu: E) が、隣接

した DMC1 のプロトマーのチロシン 194 (Tyr: 

Y)、アルギニン 192 (Arg: R)、アスパラギン 163 

(Asn: N) の 3 つのアミノ酸と水素結合を形成し

ている (Kinebuchi et al., 2004)。この Glu258 は、RAD51 では保存されていないた

め、RAD51 と DMC1 の会合状態の差異の原因になると考えられる。8 量体リン

グ構造である DMC1 は、これらの水素結合のため、DMC1－DMC1 間に位置す

る ATP 結合部位がタイトであり、リング構造には ATP が結合できないことが推

測されている。そのため、DMC1 の 8 量体リング構造は不活性型であると考え

られているが、相同 DNA 組換え反応における、らせん状フィラメント構造、8

量体リング構造、それぞれの機能については、未だ不明である。RAD51 や古細

菌の RecA のホモログである RadA においても、らせん状フィラメント構造、7

量体リング構造の両方の立体構造解析が行われている (Conway et al., 2007; Wu 

et al., 2005; Shin et al., 2003) (図 4B, C)。 

RecA においては、約 6.2 分子でらせんを 1 周するフィラメント構造が複数報

告されている。その構造を比較すると、様々ならせんのピッチをもっているこ

とが明らかになっている。らせんのピッチの幅は、72－97 Å とらせんによって

異なり、RecA フィラメントの柔軟性を示唆している (Chen et al., 2008; VanLoock 

et al., 2003; Yu et al., 2001; Bell, 2005)。 

DMC1 と RecA 類縁タンパク質群 (RAD51 や RadA) の一次配列を比較すると

ATPase ドメインは高い相同性を示す (図 3A)。フィラメント構造において、フ

ィラメントの内側に L1、L2 と呼ばれる DNA 結合ループが存在し(図 4C)、これ
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らが相同 DNA 対合の活性中心であると考えられている (Matsuo et al., 2006; 

Chen et al., 2008)。一方、相同性を示さない領域、RecAのC末端ドメインとDMC1、

RAD51 および RadA の N 末端ドメインも存在する (図 3A)。RecA の C 末端ドメ

インと、RAD51 および RadA の N 末端ドメインは、立体構造上の相同性はみら

れなかったが (図 3B, C)、フィラメントの立体構造ではどちらも同じ位置に存在

して溶媒に露出しており、これらのドメインが、DNA 結合能を有することが報

告されている (Kurumizaka et al., 1996; Aihara et al., 1999; Aihara et al., 1997)。RecA

の C 末端ドメイン、RAD51 の N 末端ドメインは、対合の活性中心と思われる

L1 および L2 ループへのゲートウェイとして機能するというゲートウェイ仮説

が提唱されている。DMC1 では、N 末端ドメインの立体構造が明らかになって

いないが、N 末端ドメイン欠失変異体の解析から、DMC1 の N 末端領域も DNA

結合に重要であると考えられている (Kinebuchi et al., 2004; Kinebuchi et al., 2005)。

フィラメント構造を形成した際には、他の RecA 同様、N 末端ドメインは、DNA

をフィラメント内部へ誘導する役割を果たしている。 

 

1－5. 一塩基多型 (SNP) と疾患 

遺伝情報を担うゲノムDNAは、任意に選んだ 2 人の間では約 99.9%が同じ配

列であるが、0.1%の配列に差異が存在する (International SNP Map Working Group, 

2001; International HapMap Consortium, 2005)。このDNA配列の差異を遺伝子多型

と呼ぶ。遺伝子多型には一から数十塩基の挿入や欠失、数塩基から数十塩基配

列を 1 単位とする繰返し配列の回数が個人間で異なるもの (Variable Number of 

Tandem Repeat: VNTR) など様々な種類が存在する。遺伝子多型のうち一塩基が

他の塩基に置換されているものを一塩基遺伝子多型  (Single Nucleotide 

Polymorphism: SNP) と呼ぶ。これらの一塩基多型は転写活性の違いやmRNAの
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安定性の違いから、タンパク質の発現量に影響を与える場合がある。また、タ

ンパク質のアミノ酸置換が引き起こされ、タンパク質の活性や構造などタンパ

ク質の性質に影響を与える場合が考えられる。近年、SNP解析により、疾患関連

遺伝子や特定薬剤反応性の個体差が急速に明らかになりつつある。既に、癌、

心筋梗塞、糖尿病などをはじめとした数多くの疾患に関連する遺伝子が特定さ

れている  (Unoki et al., 2008; Shen et al., 2007; Ovarian Cancer Association 

Consortium, 2008)。DMC1 にも多くの遺伝子多型が見つかっている。DMC1 の遺

伝子欠損株やマウスでは配偶子の形成異常を引き起こすことが知られており、

DMC1 遺伝子多型と不妊症との関連性が示唆されている。 

 

1－6. 卵子の形成と早期卵巣不全 (POF) 

卵母細胞は、始原生殖細胞が着床前期の発生初期から減数分裂期に入ること

で形成される。まず、始原生殖細胞が形成途中の生殖腺に移動し、レプトテン

期、ザイゴテン期、パキテン期を経て卵母細胞となり、第一減数分裂前期の最

後のステージで停止する。その後、停止していた卵母細胞は、出生時にディプ

ロテン期、ディアキネシス期へと進行し、決まった数の卵母細胞を卵巣に保持

して出生すると考えられている (Telfer et al., 2005; Skaznik-Wikiel et al., 2007)。出

生時に正常な卵母細胞が卵巣内に貯蓄されていることが、その後の卵子の成熟

および排卵に重要である。 

早期卵巣不全 (Premature Ovarian Failure: POF) は、40歳未満の女性における卵

巣機能不全で不妊の原因の一つである (Nelson et al., 2005)。POFは、6ヵ月以上

の月経の停止  (無月経 ) で、血中の卵胞刺激ホルモン  (Follicle Stimulating 

Horomone: FSH) 値が40 IU/l 以上を呈する症例である (Coulam, 1982; Vegetti et 

al., 2000)。POFによる不妊症は比較的一般的な疾患であり、女性の約1%が発症
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すると推定される (Chatterjee et al., 2007; Mandon-Pépin et al., 2008)。POFの発症は

多くの場合原因不明であるが、自己免疫疾患、ウィルス感染、X線照射などによ

り発症すると考えられている。また、POF患者の家系調査やPOFとX染色体異常

との関連性などから、遺伝的要素が重要な役割を果たしていることが示唆され

ている (Davison et al., 2000; Marozzi et al., 2000; Rizzolio et al., 2006; Portnoi et al., 

2006)。X染色体上のいくつかの遺伝子 (Bone Morphogenetic Protein-15: BMP15 や

Kit Ligand: KITLGなど) は、POFの原因遺伝子としてヘテロ接合体のバリエーシ

ョンが報告されている (Di Pasquale et al.,2006; Hui et al., 2006)。近年、突然変異

によりPOFを引き起こす常染色体遺伝子が同定された。FOXL2遺伝子はその一つ

で、変異があると頭蓋顔面異常、眼瞼異常に加えて、卵巣不全による不妊を引

き起こす (Cao et al., 2001; Chatterjee et al., 2007)。また、TGF-β RIII (Transforming 

Growth Factor-β type III Receptor)、GDF9 (Growth Differentiating Factor-9)、GALT1 

(Galactose-1-phosphate uridylyltransferase) などもPOFの原因として報告されてい

る (Chand et al.,2007; Kovanci et al.,2007; Mlinar et al.,2005)。いくつかの遺伝的メ

カニズムは明らかになったものの、多くのケースにおいて、POF発症の原因は未

だに不明な点が多い。 

減数分裂特異的に働く遺伝子のノックアウトマウスの解析から、これらの遺

伝子不全がPOFに類似した表現型を示すことが報告されており、疾患との関連性

の解明が期待されている。近年、不妊症の患者から、DMC1の200番目のメチオ

ニン (Met，M) がバリン (Val，V) に置換されているDMC1-M200Vホモ接合体が

発見された。この患者は、15歳から21歳までは正常な月経周期を示していたが、

28歳で無月経状態に陥り、POFと類似の症状を呈した (Mandon-Pépin et al., 2008; 

Mandon-Pépin et al., 2002)。このことから、DMC1-M200Vホモ接合体とPOFとの関

連性が疑われる。 
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1－7. 本研究について 

減数分裂期において相同 DNA 組換えは、染色体の正確な分離と生物の多様性

の獲得において重要な生体反応である。この反応の要は、相同 DNA 対合・鎖交

換反応である。減数分裂期組換え欠損は、染色体の不分離を引き起こし、染色

体異常や不妊症を引き起こす。従って、減数分裂期組換え機構を解明すること

は非常に重要である。減数分裂期組換えのメカニズムが明らかになれば、不妊

症の原因解明にも繋がることが期待できる。また、相同 DNA 組換えについての

研究は、遺伝子治療や、農作物の品種改良などの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中心的ステップである相同 DNA 対合・鎖交

換反応を触媒するDMC1 注 1) に着目した。近年のゲノム解析の結果により、DMC1

に多くの一塩基多型が発見され、NCBI のデーターベースに登録されている。そ

のうち、DMC1 のコーディング領域には 3 つの一塩基多型 (DMC1-M200V,  

DMC1-G150D, DMC1-I37N) が存在する (NCBI refSNP ID: rs2227914, rs58396845, 

rs1129426) (図 6)。本研究では、DMC1-M200V と DMC1-I37N バリアントに注目

した。DMC1-M200V バリアントはヘテロ接合体の平均遺伝子頻度が 0.204 であ

り、ホモ接合体はほとんど報告されていなかったが (NCBI refSNP ID: rs2227914)、

前記した様に、DMC1-M200V ホモ接合体を有する不妊の女性が発見された 

(Mandon-Pépin et al., 2008; Mandon-Pépin et al., 2002)。これは一症例のみの報告で

あったが、DMC1-M200V バリアントと POF による不妊症との関連性が推測され

る。一方、37 番目のイソロイシン (Ile, I) がアスパラギン (Asn, N) に置換され

ている DMC1-I37N バリアント注 2) (NCBI refSNP ID: rs1129426) は、遺伝子頻度お

よび疾患との関連性を示唆するような報告はない。Ile37 は DMC1 の N 末端ドメ

インに位置する (図 6)。DMC1 は ATPase ドメインの構造が明らかになっている
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が、N末端ドメインの構造は未だに明らかになっていない (Kinebuchi et al., 2004)。

DMC1 のホモログである RadA や RAD51 の N 末端ドメインは二重鎖 DNA と結

合することが報告されている (Chen et al., 2007; Aihara et al., 1999)。また、RadA

や RAD51 と同様に、DMC1 の N 末端ドメインは、二重鎖 DNA 結合および 8 量

体リング構造の形成において重要であると考えられている (Kinebuchi et al., 

2005)。これらの事実により、DMC1-I37N バリアントは、Ile37 が Asn に置換さ

れることで、DMC1 の N 末端ドメインの構造変化を引き起こし、二重鎖結合お

よび組換え活性に影響を及ぼすと考えられる。DMC1 の組換え活性の低下は、

減数分裂期組換え欠損を引き起こし、不妊になることが推測される。 

本研究では、DMC1 一塩基多型が DMC1 の相同 DNA 組換え活性に及ぼす影

響と不妊症との関連性を解明することを目的とした。生化学的・構造生物学的

手法により、DMC1 遺伝子多型が、DMC1 の相同 DNA 組換え活性の低下を引き

起こすことを示した。更に、DMC1 遺伝子多型が及ぼす DMC1 の機能への影響

と不妊症との関連性を議論した。 

 
注 1）本論文ではヒト DMC1 を DMC1 と表記し、その他の生物種については、その都度、生物種を表記した。 

注 2）現時点では、DMC1-I37N は遺伝子多型か変異 (レアバリアント) か定かではないが、本論文では DMC1-I37N バリ

アントと統一表記を用いることにした。 
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第 2 章 DMC1-M200V バリアントの構造・機能解析 

 

2－1.  背景 

DMC1は、相同DNA対合・鎖交換反応を触媒する減数分裂期組換えにおいて

不可欠なタンパク質である。Dmc1のノックアウトマウスやA272Pという変異を

もつDmc1Mei11/＋マウスでは、配偶子の形成が異常になり不妊になることが報告

されている (Pittman et al., 1998; Yoshida et al., 1998; Bannister et al., 2007)。DMC1

による減数分裂期組換えは正常な配偶子の形成に重要である。更に、近年、不

妊症の患者の遺伝子解析から、DMC1のエクソン10に位置する33551番目のアデ

ニンがグアニン (sequence AY520538 in Genbank) にホモ接合置換されている一

塩基多型が発見された (Mandon-Pépin et al., 2002; Mandon-Pépin et al., 2008)。こ

の一塩基多型がMet200からValへのアミノ酸置換を引き起こし、それにより、

DMC1-M200Vホモ接合体が不妊症の原因になる可能性が示唆された。しかし、

この遺伝子多型がDMC1の組換え活性に及ぼす影響は明らかになっていない。本

章では、生化学的・構造生物学的解析により、DMC1-M200VバリアントがDMC1

の機能に及ぼす影響およびその意義について解明を試みた。 

はじめに、DMC1-M200Vバリアントの 8量体リング構造を決定した。

DMC1-M200Vバリアントでは、α-11ヘリックス上のMet200とα-13ヘリックス上

のMet249との疎水的相互作用が低下すること、そのために構造の安定性の低下

を引き起こすことを明らかにした。更に、in vitroにおける相同DNA組換え活性

が低下することを発見し、DMC1-M200Vバリアントが不妊症の原因のひとつに

なりうることを示した。そして、Met200残基の近傍の変異体の解析から、DMC1

の構造におけるMet200の役割について考察した。加えて、Arg252の変異体の解
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析により、DMC1の新たなDNA結合部位をも明らかにした。 

 

2－2. 材料および実験方法 

2－2－1. DNA  

本実験で使用した DNA は、下記の通りである。濃度は全てヌクレオチドあた

りのモル濃度を表記している。 

 

・ΦX174 RF I DNA (New England BioLabs) 

 

・ΦX174 Viron DNA (New England BioLabs) 

 

・pET-15b-DMC1 

pET-15b (Novagen) プラスミドの NdeI-BamHI サイトに DMC1 遺伝子が挿入され

ているプラスミド。このプラスミドは東京大学の宮川清博士より供与を受けた。 

 

・pET-15b-DMC1-M200V  

pET15b-DMC1 を用いて部位特異的変異法により ATG (Met200) を GTG (Val)に

置換した。pET15b-DMC1 を鋳型として、QuickChange II XL Site-Directed 

Mutagenesis kit (Stratagene)と下記のプライマー1、2 を用いて PCR 法により DNA

断片を増幅した。その後、DpnI により 37℃で 1 時間処理することで鋳型 DNA

を消化して、増幅した pET-15b-DMC1-M200V の DNA を得た。 

1: 5’-CTA GTG AAC ATC AGG TGG AGC TAC TTG ATT ATG TAG C-3’  

2: 5’-GCT ACA TAA TCA AGT AGC TCC ACC TGA TGT TCA CTA G-3’ 
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・pET-15b-DMC1-M249V 

pET15b-DMC1 を用いて pET-15b-DMC1-M200V と同様の方法により Met249 を

Val に置換して作製した。プライマー3、4 を使用した。 

3: 5’-GCA AAA ATT GGC CCA GGT GTT GTC ACG ACT C-3’ 

4: 5’-GAG TCG TGA CAA CAC CTG GGC CAA TTT TTG C-3’ 

 

・pET-15b-DMC1-R252G 

pET15b-DMC1 を用いて pET-15b-DMC1-M200V と同様の方法により Arg を

Gly252 に置換して作製したプラスミド。プライマー5、6 を使用した。 

5: 5’-GCC CAGATG TTG TCA GGC CTC CAA AAA ATC-3’ 

6: 5’-GAT TTT TTG GAG GCC TGA CAA CAT CTG GGC-3’ 

  

・pET-15b-DMC1-R252S 

pET15b-DMC1 を用いて pET-15b-DMC1-M200V と同様の方法により Arg252 を

Ser に置換して作製したプラスミド。プライマー7、8 を使用した。 

7: 5’-GAT TTT TTG GAG GCT TGA CAA CAT CTG GGC-3’ 

8: 5’-GCC CAG ATG TTG TCA AGC CTC CAA AAA ATC-3’ 

 

・p11d-tRPA 

このプラスミドはアイオワ大学 Marc Wold 博士より供与を受けた。 

 

・pGsat4  

pGEM-T-easy (Promega) に 198 bp のヒト α-サテライト配列を挿入したプラスミ

ド。 
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・D-loop アッセイ用基質 

HPLC 精製した 50-mer SAT-1 オリゴヌクレオチド及びスーパーコイル状の

pGsat4 (3218bp) を基質として用いた。SAT-1 の単鎖 DNA 配列は 5’－ATT TCA 

TGC TAG ACA GAA GAA TTC TCA GTA ACT TCT TTG TGC TGT GTG TA－3’で

ある。10 mM SAT-1 を 20 ユニット T4 polynucleotide kinase (New England BioLabs)

と 20 μCi (γ-32P) ATP を含む 50 μl 反応溶液中で 37℃において 30 分間反応させ、

SAT-1 の 5’末端を 32P にて標識した。その後、illustra™ ProbeQuant G-50 Micro 

Column スピンカラム (GE Healthcare Bioscience) を用いて、8,000×g で 2 分間、

遠心を 2 回行うことにより、余分な ATP を除去した。 

スーパーコイル状のプラスミドを得るために以下の調製法を用いた。まず、

pGsat4 を大腸菌 DH5α株 (TOYOBO) に導入し、100 μg/ml アンピシリンを含む

LB 培地 5 ml で 37 ℃、8 時間前培養した。その培養液 1 ml を 100 μg/ml アンピ

シリンを含む 500 ml の LB 培地に植菌し、16 時間培養した。6,000×g、4℃で

15 分間遠心することにより集菌し、50 ml M9 バッファー [1 mg/ml NH4Cl, 3 

mg/ml KH2PO4, 6 mg/ml Na2HPO4] で洗浄後、再度 6,000×g、4℃で遠心した。遠

心により得られた沈殿物を 20 ml の TES バッファー [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 

mM EDTA, 10% sucrose] で溶解した。2 mlの lysozyme溶液 (5 mg/ml) を添加し、

ゆるやかに混合し、氷上で 10 分間静置した。最終濃度が 0.1%になるように

N-laurosyl-sarcosine 溶液を加え、ゆっくりと混ぜた後、92,560×g、 4℃で 1 時間

遠心した。その上清をフェノール/クロロホルム抽出およびエタノール沈殿する

ことにより、プラスミドを回収した。そして、1 ml TE バッファー [0.1 M Tris-HCl 

(pH 8.0), 1 mM EDTA] に溶解し、10 mg/ml RNaseA (80 μl) を加えて 37℃で 30 分

間インキュベーションした。27,000×g で 5 分間遠心して不純物を取り除いた後、

5-20%ショ糖密度勾配溶液 (30 ml) の上に重層し、98,600×g、20℃で 15 時間遠
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心した。遠心後、フラクションコレクターを用いて溶液を分取し、0.8%アガロ

ースゲルを用いてスーパーコイル状の DNA を含む画分を確認して回収した。得

られたスーパーコイル状の DNA を 1 L の TE0.1 バッファー [10 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 0.1 mM EDTA] に対して 24 時間透析した。 

 

2－2－2. DMC1、DMC1-M200V の精製 

pET15b-DMC1 および pET15b-DMC1-M200V バリアントは、His6-tag 融合タン

パク質として発現される。DMC1 タンパク質は、Kinebuchi らの方法で精製を行

った (Kinebuchi et al., 2004)。 

pET-15b-DMC1 プラスミドを大腸菌 BL21 (DE3) codon plus-RIL 株に導入し、

LB プレート (100 μg/ml アンピシリン、35 μg/ml クロラムフェニコール) に塗布

して 37℃で一晩培養した。LB プレート上のコロニーをかき集めて 100 μg/ml ア

ンピシリン 35 μg/ml クロラムフェニコールを含む LB 培地 5 L に植菌し、30℃で 

OD600 が 0.6 になるまで振盪培養した。OD600 が 0.6 に達したら、IPTG (終濃度 1 

mM) を添加し、更に、30℃で一晩培養した。11,000×g、4℃で 5 分間遠心して

大腸菌を集菌し、50 ml のバッファーA [50 mM Tris-HCL buffer (pH 8.0), 0.5 M 

NaCl, 10% glycerol, 5 mM imidazole, 2 mM 2-mercaptoethanol] に懸濁した。超音波

破砕機を用いて懸濁した大腸菌を破砕した。27,000×g、4℃で 20 分間遠心し、

その上清を 4 ml の Ni-NTA アガロース (Qiagen) と混合し、4℃で 1 時間バッチ

法により His6 タグ融合 DMC1 と Ni-NTA アガロースビーズを結合させた。その

アガロースビーズをエコノカラム (Bio-Rad) に充填した。ビーズを 150 ml のバ

ッファーA で洗浄し、5 mM から 500 mM imidazole の直線的な濃度勾配にて溶出

した。DMC1 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 Bioscience) を添加し、2 L のバッファーB [20 mM 
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Tris-HCL buffer (pH 8.0), 0.2 M KCl, 10% glycerol, 0.25 mM EDTA, 2 mM 

2-mercaptoethanol] に対して一晩透析しながら、His6 タグを切断した。なお、透

析バッファーは途中で一回交換した。His6 タグが除去されたことを SDS-PAGE

により確認した。タンパク質溶液を 4 ml の Heparin-Separose (GE Healthcare 

Bioscience) カラムに添加し、100 ml のバッファーB で洗浄した。その後、0.2 M

から 1.0 M KCl の直線的な濃度勾配にて DMC1 を溶出した。濃度の濃いフラク

ションを回収し、最終精製物とした。その最終精製物を Amicon Ultra Ultrasel-30K 

(MILLIPORE) フィルターカートリッジに加え、4,000×g、20 分間遠心すること

により限外濾過濃縮した。濃縮後の溶液は、10 倍量のバッファーC [20 mM 

HEPES-KOH buffer (pH 7.5), 0.5 M KCl, 10% glycerol, 0.25 mM EDTA, 2 mM 

2-mercaptoethanol] を加えて再び濃縮するという作業を 2 回繰り返し、バッファ

ー置換を行った。DMC1-M249V、DMC1-R252G および DMC1-R252S 変異体につ

いても DMC1-M200V バリアントと同様の方法で精製した。 

 

2－2－3.  RPA の精製 

RPA タンパク質の精製は Henricksen らの方法に基づいておこなった

(Henricksen et al., 1994)。p11d-tRPA プラスミドを大腸菌 BL21 (DE3) codon 

plus-RIL 株 (Stratagene) に導入し、LB プレート (100 μg/ml アンピシリン、

35μg/ml クロラムフェニコール) に塗布して 37℃で一晩培養した。100 μg/ml ア

ンピシリン、35 μg/ml クロラムフェニコールを含む 2.5 L の TB 培地 (Tryptone 

25g, NaCl 12.5g) にシングルコロニーを植菌し、37℃で一晩静置培養した。その

後、OD600 が 0.6 になるまで振盪培養を行い、IPTG (終濃度 400 mM) を添加し、

更に、37℃で 2 時間振盪培養した。11,000×g、4℃で 5 分間遠心して集菌した大

腸菌を 50 ml のバッファーD [30 mM HEPES-KOH buffer (pH 7.8), 10% glycerol, 
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0.25 mM EDTA, 0.25% inositol, 0.01% NP-40, 1 mM DTT] に懸濁し、超音波破砕機

を用いて破砕した。得られた細胞破砕液を 27,700×g、4℃で 20 分間遠心し、そ

の上清をバッファーD で平衡化した Affi-Gel Blue (Bio-Rad) カラムに負荷し、50 

mM KCl、0.8 M KCl、0.5 M NaSCN をそれぞれ 100、100、150 ml 含むバッファ

ーD でそれぞれ洗浄した。そして、1.5M NaSCN を含むバッファーD (80 ml) に

よりタンパク質を溶出させた。得られたタンパク質を 2 L のバッファーE [25 mM 

Tris-HCl bufffer (pH 7.5), 50 mM KCl, 10% glycerol, 0.01% TritonX-100, 1 mM DTT] 

に対して一晩透析後、17,300×g、4℃で 15 分間遠心することにより、析出した

沈殿を除いた。上清をバッファーEで平衡化した 10 mlの hydroxyapatite (Bio-Rad) 

カラムに注入し、100 mlのバッファーF [20 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5), 

10% glycerol, 0.01% TritonX-100, 1 mM DTT] で洗浄後、20 mM から 300 mM リ

ン酸バッファーの直線的な濃度勾配によりタンパク質を溶出させた。得られた

タンパク質溶液を 2 L のバッファーE に対して一晩透析した。バッファーE で平

衡化した MonoQ (GE Healthcare Biosciences) カラムに透析後のタンパク質溶液

を負荷し、10 ml のバッファーG [25 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 50 mM KCl, 10% 

glycerol, 1 mM DTT] で洗浄した。50 mM から 400 mM KCl の直線的濃度勾配に

より RPA を溶出させた。最終精製物を 1 L バッファーG に対して透析した。 

 

2－2－4.  glutaraldehyde による架橋実験  

DMC1-WT (4.5 μg) および DMC1-M200V バリアント (4.5 μg) を反応溶液 5 μl 

[20 mM Hepes-KOH buffer (pH 7.5), 450 mM KCl, 0.25 mM EDTA, 2 mM 

2-mercaptoethanol, 10% glycerol , 0.025% glutaraldehyde] 中で 5 分間、室温でイン

キュベートした。2.5 μl の 1 M Tris-HCl (pH 8.0)で反応を停止させた。反応を停

止後、2.5 μl SDS バッファー [4% SDS, 10 mM DTT and 20% glycerol] を加えた。
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2-15%のアクリルアミドグラジエントゲルにより 2 時間電気泳動し、Coomassie 

Brilliant Blue により染色し、バンドを検出した。 

 

2－2－5.  ゲルシフトアッセイ法 

ΦX174 スーパーコイル状二重鎖 DNA (5386 bp, 10 μM) (New England BioLabs) 

および ΦX174 環状単鎖 DNA (5386 bases, 20 μM) (New England BioLabs) を基質

として用いて、各タンパク質の DNA 結合活性を調べた。DMC1 とそれぞれの

DNA を 10 μl の反応溶液 [20 mM Hepes-KOH (pH 7.5), 0.25 or 0.3 M KCl, 1 mM 

ATP, 1 mM MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 1 mM DTT] 中で 37℃、10 分間反応させた。反

応に用いたタンパク質濃度は、3.75、7.5、15 μM である。0.8%アガロースゲル、

1×TAE (40 mM Tris acetate, 1mM EDTA) を用いて 3.3 V/cm の条件下で 2 時間半

泳動し、0.5 μg/ml エチジウムブロマイドで染色し、FAS-III (TOYOBO) で撮影し

た。 

 

2－2－6.  D-loop アッセイ法 

DMC1-WT、DMC1-M200V バリアントおよび DMC1-M249V 変異体と 1 μM 32P

標識 SAT-1 (50-mer) を 10 μl の反応溶液 [20 mM Hepes-KOH (pH 7.5), 1 mM ATP, 

(1-5 mM) MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 1 mM DTT, 20 mM creatine phosphate, 75 μg/ml 

creatine kinase] 中で、37℃、5 分間インキュベーションし、その後、30 μM pGsat4

を加え反応を開始させた。反応の停止は、1% SDS、1.7 mg/ml proteinase K (Roche 

Applied Science)、37℃で 15 分間インキュベーションすることにより行った。1%

アガロースゲル、0.5×TBE (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA) を用いて 3.3 V/cm

の条件下で 3 時間泳動し、ゲルを乾燥させ、イメージングプレートに感光させ

た。BAS-2500 イメージングアナライザー (Fujifilm) によりバンドを検出し、

28 
 



Image Gauge ソフトウェアにより定量した。 

 

2－2－7.  strand-exchange アッセイ法 

DMC1-WT、DMC1-M200V バリアントおよび DMC1-M249V 変異体を、20 μM 

ΦX174環状単鎖DNA (New England BioLabs) と混合し、10 μlの反応溶液 [20 mM 

Hepes-KOH (pH 7.5), 0.25 or 0.2 M KCl, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 1 

mM DTT 20 mM creatine phosphate 75μg/ml creatine kinase] 中で、37℃、10 分間反

応させた。その後、RPA (終濃度 2 μM) を加え、更に 37℃で 10 分間反応させた。

PstI (TOYOBO) 制限酵素処理により線状化した 20 μM ΦX174 二重鎖 DNA を加

え、60 分間反応させた。反応の停止は、1% SDS、1.7 mg/ml proteinase K (Roche 

Applied Science) を添加し、37℃で 20 分間インキュベーションすることで行った。

タンパク質の除去をしたサンプルを 1%アガロースゲル、1×TAE (40mM Tris 

acetate, 1mM EDTA) を用いて 3.3 V/cmの条件下で 3時間泳動することで分離し、

SYBER Gold (Invitrogen) により染色してバンドを検出した。 

 

2－2－8.  ATP 加水分解活性 

DMC1-WT、DMC1-M200V バリアントおよび DMC1-M249V 変異体を 1.5 M 

NaCl 存在下で、100 μl の反応溶液 [20 mM Hepes-KOH (pH 7.5), 125 mM KCl, 1 

mM MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 1 mM DTT] 中で混合し、37℃で 10 分間インキュベー

ションした後、1 mM ATP (Roche, ATP sodium salt) を加え、37、 42、 47℃で 60

分間インキュベーションした。100 μl の反応溶液のうちの 20 μl に 100 mM EDTA

を 30 μl に添加し、反応を停止した。50 μl のサンプル (20 μl 反応溶液＋30 μl 

EDTA) に 500 μl のリン酸化定量液を加えよく混ぜ、34% (w/v) tri-sodium citrate 

dehydrate を 50 μl を加え、マイクロプレートリーダー (Bio-Rad) にて 600 nm の
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波長において吸光度を測定した。なお、リン酸定量液とは、0.0045% (w/v) 

malachite green oxalate と 4.2%(w/v) hexaammonium heptamolybdate tetrahydrate を

3：1 で混合し、その後を 100 分の 1 量の 10% (w/v) polyvinyl alchol を加えて混合

したものである。 

 

2－2－9 .  DMC1-M200V の結晶化 

DMC1-M200V バリアントの最終精製試料を 500 ml の緩衝液 [20 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 50 mM KCl, 0.25 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol] に対して一晩透

析した。8 mg/ml DMC1-M200V バリアントタンパク質溶液 1 μl とリザーバー溶

液 [0.1 M sodium citrate buffer (pH 5.5), 50 mM MgCl2, 9% PEG 2000 MME] 1 μl を

カバーガラス上で混合しドロップ溶液を作製し、密閉空間でそのドロップを 500 

μl リザーバー溶液に対して 20℃で平衡化させた。約 1 週間インキュベートし、

0.5 mm×0.5 mm×0.05 mm の結晶が得られた。 

 

2－2－10. X 線回折データの収集 

結晶をクライオプロテクタント溶液 [0.1 M sodium citrate buffer (pH 5.5), 50 

mM MgCl2, 9% PEG 2000 MME，30% PEG400] に浸し、N2 気流下で急速冷却し、

100 K の低温条件下で回折データを収集した。回折データは SPring-8 放射光施設

のビームライン BL26B2 を用いて収集した。測定したデータは DENZO 

(Otwinowski and Minor,1997) を用いて処理し、SCALEPACK (Otwinowski and 

Minor, 1997) を用いてスケーリングを行った。MOLREP プログラムを用いて、

分子置換法より DMC1-M200V バリアントの構造を決定した (CCP4, 1994)。本解

析で用いた結晶は空間群 (正方晶、体心格子) I422 に属し、結晶の格子定数は

a=b=124.09 Å、c=217.87 Å である。 
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サーチモデルとして、DMC1の立体構造 (Protein Data Bank accession number 

1V5W) の座標軸をB-factorsの再設定を行わずに用いた。モデルの精密化は、CNS

プログラムを用いて行った (Brunger et al.,1998) 。全ての図はPyMOLプログラム

により作製した (DeLano, 2002)。 構造の座標データはProtein Data Bank: PDBへ

登録した。PDB IDコードは2ZJBである。 

 

2－2－11. 円偏光二色性 (CD) スペクトル解析 

DMC1 (2 μM)、DMC1 変異体 (2 μM) を 1 cm 石英セルを用いて JASCO J-820 

spectropolarimeter (Japan Spectroscopic Co., Ltd) にて測定した。全てのサンプルは

20 mM potassium phosphate (pH 7.0)、50 mM KCl の存在下で測定した。 

 

2－3. 結果と考察 

2－3－1. DMC1-M200V の精製 

DMC1 の一アミノ酸置換である DMC1-M200V バリアントが DMC1 の構造に

及ぼす影響を解析するために、DMC1-M200 V バリアントをリコンビナントタン

パク質として精製し、構造生物学的・生化学的解析を行った。まず、pET15b-DMC1

を用いて部位特異的変異法により pET15b-DMC1-M200V プラスミドベクタ―を

作製した。このプラスミドベクタ―を用いて、DMC1-M200V バリアントを N 末

端に His6 タグを融合させたリコンビナントタンパク質として大腸菌内で発現さ

せた。Ni-NTA (Qiagen) カラムで粗精製後、thrombin protease (GE Healthcare 

Biosciences) で処理することにより His6 タグを除去し、Heparin-Sepharose (GE 

Healthcare Biosciences) カラムを用いて精製した (図 7A)。15% SDS-PAGE による

分析の結果、DMC1-M200V バリアントの最終精製物には不純物がほとんど含ま

れておらず、DMC1-WT とほぼ同じ精製度で精製できることを確認した (図 7B)。 
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また、DMC1-M249V 変異体も DMC1-M200V バリアントと同様に精製し、

DMC1-WT とほぼ同じ精製度で精製できた (図 7B)。 

 

2－3－2.  glutaraldehyde による架橋実験 

精製した DMC1-WT、DMC1-M200V バリアントを用いて glutaraldehyde によ

る架橋実験を行い、その会合能を解析した。その結果、DMC1-M200V バリ 

アントは、DMC1-WT と同様に 8 量体形成能があることが明らかになった (図

7C)。 

 

2－3－3.  DMC1-M200V の結晶化および結晶構造解析 

得られた精製 DMC1-M200V バリアントを用いて結晶化を行った。最終精製

試料 8 mg/ml タンパク質溶液とリザーバー溶液 [0.1 M sodium citrate buffer (pH 

5.5), 50 mM mgCl2, 9% PEG 2000 MME] を用いて、ハンギングドロップ法により、

20℃で 1 週間インキュベーションし、DMC1-M200V バリアントの単結晶を得た。 

分子置換法により 3.5 Å の分解能で DMC1-M200V バリアントの ATPase ドメ

インの構造を決定した (表 1)。その構造を図 8 に示す。DMC1-M200V バリアン

トは、DMC1-WT と同様に 8 量体リング構造を形成していた  (図 8A)。

DMC1-M200V バリアントにおいては、Met200 は Val に置換されており、α-11 ヘ

リックスの中央付近に位置している (図 8B) 。図に示すように Val200 の側鎖は

Met249 の残基により形成される疎水性コアに面しており、Met249 残基の側鎖と

の距離は約 4 Å であった (図 8C, D)。従って、DMC1-WT と同様にこの 2 つの残

基間の疎水性相互作用は存在しているが、DMC1-M200V バリアントでは α-11 と

α-13 ヘリックスの疎水性相互作用が DMC1-WT よりも低下していると考えられ

た。そのため α-11 と α-13 ヘリックス運動性が高くなり、DMC1 の立体構造が不 
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安定になると予想した。 

 

2－3－4. DMC1-M200V の熱安定性の解析 

X 線結晶構造解析の結果から、DMC1-M200V バリアントは、DMC1-WT と比

較して立体構造が不安定であると予想された。DMC1 は、1.5 M NaCl 存在下で

ATP 加水分解活性を有する (図 9A)。それぞれの構造安定性を明らかにするため

に、ATP 加水分解活性を指標に DMC1 の熱安定性を解析した。 

まず、1.5 M NaCl 存在下、37℃の条件において ATP 加水分解活性を測定した。

その結果、DMC1-M200V バリアントは DMC1-WT と同じ程度の ATP 加水分解

活性を示した (図 9A) 次に、DMC1 の ATP 加水分解活性の温度依存性を解析す

るため、37、42、47、52℃の温度条件で 60 分間反応させた時のリン酸量を測定

した。DMC1-WT は、42℃で ATP 加水分解活性が上昇したが、DMC1-M200V バ

リアントでは、そのような ATP 加水分解活性の上昇は認められなかった (図 9B)。

更に、47℃では、DMC1-M200V バリアントは DMC1-WT よりも ATP 加水分解活

性が顕著に低下した。これらの結果は、DMC1-WT よりも DMC1-M200V バリア

ントは、熱的安定性が低下していることを示している。 

 

2－3－5.  DMC1-M200V の相同 DNA 対合活性 

DMC1 の相同 DNA 対合活性を生化学的解析により調べた。本実験では、相同

DNA 対合反応の in vitro 実験系である、D-loop アッセイ法を用いた。D-loop ア

ッセイ法は、単鎖オリゴヌクレオチドと相同な塩基配列を含むスーパーコイル

状の二重鎖 DNA とを基質として用いることで、相同 DNA 対合反応を D-loop と

呼ばれる反応生成物として検出する実験系である (図 10A)。この方法は、ヒト

および酵母 DMC1 の相同 DNA 対合活性を解析するために用いられている (Li et  
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al., 1997; Hong et al., 2001)。  

本実験では、基質として 32P で標識した 50-mer の SAT-1 単鎖オリゴヌクレオ 

チドとスーパーコイル状の pGsat4 (3218bp) 二重鎖 DNA を用いた。

DMC1-M200V バリアントを用いて、D-loop アッセイ法による解析を行った。そ

の結果、1～3 mM Mg2＋の存在下では、DMC1-WT と比較して、D-loop 形成能が

低下していた (図 10B lane 2-7)。生理条件よりも高い 4～5 mM Mg2＋存在下では、

D-loop 形成能の低下は認められなかった。低い Mg2＋濃度における DMC1-M200V

バリアントの相同DNA対合活性の欠損を確かめるために、3 mM Mg2＋存在下で、

様々な濃度のDMC1-M200Vバリアントを用いて相同DNA対合活性を解析した。

いずれの濃度においても、DMC1-M200V バリアントでは DMC1-WT の約半分ほ

どの相同 DNA 対合活性しか示さなかった  (図 10C)。このことからも、

DMC1-M200V バリアントは相同 DNA 対合活性が中程度低下していることが明

らかになった。更に、反応時間を 0 分間から 60 分間まで変えて、DMC1 による

D-loop 形成を経時的に解析した。DMC1 により形成される D-loop の量は反応時

間 5～10 分で最大になった (図 10D)。その時の DMC1-M200V バリアントによる

D-loop 形成量は、DMC1-WT の約 2/3 ほどであった。反応時間 10 分以降では、

DMC1 により形成された D-loop 量が徐々に減少した(図 10D)。DMC1-M200V バ

リアントでは、D-loop 形成に中程度の欠損を示すが、D-loop の解離は WT と同

様に起こることことを示している。 

 

2－3－6.  DMC1-M200V による DNA 鎖交換活性 

 相同 DNA 組換え機構においては、相同 DNA 対合反応に引き続いて DNA 鎖

交換反応が行われる (Shibata et al., 1982; Wu et al., 1982)。D-loop の解離は DNA

鎖交換反応の結果としておこる。DMC1-M200V バリアントでは、D-loop の解離 
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反応に欠損を示さなかったことから、DNA 鎖交換反応は DMC1-WT と同様にお

こることが予想された。この可能性を解析するために、DNA 鎖交換反応の in vitro 

実験系として strand-exchange アッセイ法を用いた。strand-exchange アッセイ法は、

相同 DNA 対合反応により短いヘテロ二重鎖領域ができ、続いて鎖交換反応が起

きる過程で形成される反応生成物 (JM と NC) を検出する実験系である (図

11A) 。 

本実験では、基質として ΦX174 環状単鎖 DNA (NEW England BioLabs) と線状

化した ΦX174 二重鎖 (NEW England BioLabs) を用いた。200 mM KCl、37℃の条

件下で strand-exchange アッセイを行ったところ、DMC1-M200V バリアントでは

DMC1-WT とほぼ同じ DNA 鎖交換活性を示した (図 11B lane 2-7)。DMC1-WT 

ATP 加水分解活性で 42℃の温度条件下でも、同じ結果が得られた (図 11B lane 

9-14) 。これらの結果から、DMC1-M200V バリアントは、相同 DNA 対合活性が

やや減弱しているにもかかわらず、DNA 鎖交換活性には影響を与えないことが

明らかになった。 

次に、47℃の高温条件下における DNA 鎖交換活性を解析したところ、15 μM 

DMC1-WT においては残存活性がみられたが (図 11B lane 18)、DMC1-M200V バ

リアントでは残存活性がみられなかった  (図 11B lane 21)。この結果は、

DMC1-M200V バリアントの 47℃における ATP 加水分解活性の結果と一致して

いた (図 9B)。以上の結果は、DMC1-M200V バリアントの構造の安定性低下が

DNA 組換え活性の欠損を引き起こすことを示唆している。 

 

2－3－7.  DMC1-M249V 変異体の生化学的解析 

X 線結晶構造解析において、DMC1 の Met200 残基は、疎水性コア内に接触し

ている Met249 残基と直接疎水性相互作用をしていた (図 8 C)。このアミノ酸残 
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基は、出芽酵母においては保存されていないものの分裂酵母からヒトの DMC1

においては保存されている (図 12A)。DMC1-M200V バリアントは Met が Val に 

置換されていることで、α-13 ヘリックス上の Met249 残基との疎水性相互作用が

低下した。α-11 と α-13 ヘリックス間での可動性が大きくなるため、DMC1 の立

体構造が不安定になると考えられた。Met200 が相互作用する Met249 残基を Val

に置換した変異体は、DMC1-M200V バリアントと同様に構造が不安定になり、

相同 DNA 対合活性が低下することが予想される。 

そこで、部位特異的変異法を用いて DMC1-M249V 変異体を作製した。まず、

DMC1-M249V 変異体をリコンビナントタンパク質として精製した (図 7B)。精

製した DMC1-M249 変異体を用いて、glutaraldehyde による架橋実験を行い、そ

の会合能を解析した。その結果、DMC1-M249V 変異体は、DMC1-WT と同様に

8 量体形成能を有していた (図 7C)。DMC1-M249V 変異体は、DMC1 の会合状態

に影響を与えないことが明らかになった。次に、相同 DNA 対合活性および DNA

鎖交換活性を解析した。その結果、DMC1-M249V 変異体は、相同 DNA 対合活

性と DNA 鎖交換活性のどちらの活性においても顕著な低下を示した (図 12B, 

C)。DMC1-M200V バリアントと DMC1-M249V 変異体の相同 DNA 対合・鎖交換

活性を比較すると、DMC1-M249V 変異体に、著しい活性の低下が認められた。

これは、Met249 残基が疎水性コア内に接触するアミノ酸残基であるため、Met200

残基だけでなく他のアミノ酸残基とも相互作用していることが考えられる。そ

のため、M249V 変異体が及ぼす DMC1 の立体構造および相同 DNA 組換え活性

への影響は大きいと考えられる。Met200 の相互作用する Met249 残基において

も相同 DNA 対合・鎖交換活性が低下していることから、Met200 と Met249 残基

の相互作用は、DMC1 の相同 DNA 組換え活性に重要性であることが強く示唆さ

れた。 
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2－3－8.  DMC1-R252G、DMC1-R252S 変異体の解析 

DMC1 の立体構造から、Met200 から Val に置換されることにより影響を受け

る可能性があるアミノ酸残基を調べたところ、Arg252 残基が考えられた。Arg252

残基は β-CH2、γ-CH2 が Met200 残基と疎水結合する距離に存在する。そこで、

Arg252 残基が Met200 残基との相互作用ができないと考えられる DMC1-R252G、

DMC1-R252S 変異体を作製した。DMC1-R252G 変異体は Arg252 を Gly に、

DMC1-R252S 変異体は Ser に置換した変異体である。Gly は β-CH2、γ-CH2 をも

たず、Ser は γ-CH2 に親水基があるため、疎水性相互作用が形成できないと考え

られる。この様に DMC1-R252G、DMC1-R252S 変異体は、側鎖が DMC1-WT と

は大きく異なるため、その二次構造に影響を及ぼすことが考えられた。そのた

め、リコンビナントタンパク質としてこれらの変異体を精製し、CD スペクトル

解析を行った。DMC1-R252S、DMC1-R252G 変異体は、WT と同じ CD スペクト

ルを示し、DMC1-R252S、DMC1-R252G 変異体は DMC1 の二次構造には影響を

及ぼさないことを確認した (図 13A)。次に、DMC1-R252S、DMC1-R252G 変異

体の DNA 鎖交換活性を解析したところ、どの濃度でも反応生成物が検出されな

かった (図 13B)。この結果から、DMC1-R252S、DMC1-R252G 変異体には DNA

鎖交換活性はないか、もしくは著しく低下していることがわかった。 

そこで、これらの変異体の DNA の結合活性が欠損しているのではないかと考

え、ゲルシフトアッセイにより DNA 結合活性を調べた。その結果、予想に反し

て、単鎖 DNA 結合活性は、DMC1-R252G では WT とほぼ同じ程度の活性を示

した (図 13C lane 10-12)。また、DMC1-R252S 変異体では、若干の単鎖 DNA 結

合活性の低下を示した (図 13C lane 6-8)。それに対し、二重鎖 DNA 結合活性は、

どちらの変異体においても顕著な欠損を示した (図 13D lane 6-8, lane 10-12)。

DMC1-R252S および DMC1-R252G 変異体の DNA 鎖交換反応の欠損は、二重鎖
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DNA 結合の顕著な低下に起因していると考えられる。Arg 252 残基は、DMC1

の表面に露出しているため、二重鎖 DNA 特異的な DNA 結合残基として働いて

いることが示唆される。 
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第 3 章 DMC1-I37N バリアントの生化学的解析 

 

3－1.  背景 

DMC1 は、減数分裂期に必須の相同 DNA 組換え酵素である。近年、マウスに

おいて Ala272 が Pro に置換された Dmc1-A272P 変異 (Dmc1Mei11) が不妊を引き

起こすことが示された (Bannister et al., 2007)。この Ala272 は、DNA 結合サイト

である L2 ループに位置する。Dmc1-A272P では、DNA 結合および相同 DNA 対

合活性の低下がみられる。更に、DMC1 遺伝子多型の一つ DMC1-M200V ホモ接

合体の女性が不妊になるという報告がなされている (Mandon-Pépin et al., 2002; 

Mandon-Pépin et al., 2008)。この DMC1-M200V バリアントについては、第 2 章で

記載したように、相同 DNA 組換え活性が低下することを示した。これらの事実

は、相同 DNA 組換え活性に影響を及ぼす DMC1 のアミノ酸置換が不妊症の原

因になる可能性を示唆している。 

本解析では、N 末端ドメインの DMC1 バリアントである Ile37 が Asn に置換さ

れている DMC1-I37N バリアントに着目した。DMC1 のホモログである RadA や

Rad51 の N 末端ドメインは二重鎖 DNA と結合することが報告されており (Chen 

et al., 2007; Aihara et al., 1999)、DMC1 の N 末端ドメインも同様な働きをすること

が予想されている。DMC1 の N 末端ドメインの構造は決定されていないが、

DMC1 の N 末端ドメイン欠失変異体の解析により DNA 結合および相同 DNA 対

合活性が欠損することが明らかにされている (Kinebuchi et al., 2005)。また、N

末端ドメイン欠失変異体では、8 量体リング構造ではなく 7 量体リング構造をと

ることが示されている (Kinebuchi et al., 2005)。このことから、DMC1 の N 末端

領域は DMC1 の構造安定性においても重要な役割を果たしていることが予想さ
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れる。Ile37 が Asn に置換されることにより、DMC1-I37N バリアントは、DMC1

の N 末端ドメインの構造を変化させることが推測され、DMC1 の二重鎖結合お

よび DMC1 の組換え活性に影響を及ぼすことが考えられる。 

本解析では、DMC1-I37N バリアントが DMC1 の組換え活性に及ぼす影響につ

いて明らかにすることを目的とした。DMC1-I37N バリアントをリコンビナント

タンパク質として精製し、生化学的解析を行ったところ、二重鎖 DNA 結合が低

下することを発見した。また、DMC1-I37N バリアントは高い Ca2+濃度において

は相同 DNA 対合・鎖交換活性を有するが、通常 DMC1 の相同 DNA 対合・鎖交

換活性が検出される条件では全く活性を示さないことを明らかにした。これら

のことから DMC1 と DMC1-I37N バリアントの間には大きな生化学的性質の違

いがあることを見出した。 

 

3－2. 材料および実験方法 

3－2－1. DNA  

本実験で使用した DNA は、下記の通りである。濃度は全てヌクレオチドあた

りのモル濃度を表記している。 

 

・pET-15b-DMC1-I37N 

pET15b-DMC1 を用いて pET-15b-DMC1-M200V と同様の方法により Ile37 を

Asn37 に置換して作製したプラスミド。プライマー9、10 を使用した。 

9: 5’-AAC GTG GCT GAC AAT AAG AAA CTG AAA-3’ 

10: 5’-TTT CAG TTT CTT ATT GTC AGC CAC GTT-3’ 

 

その他に用いた DNA は、第 2 章の 2－2－1. DNA の項に記載した。 
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3－2－2. DMC1-I37N の精製 

DMC1-I37N タンパク質の精製方法は、第 2 章の 2－2－2. DMC1、DMC1-M200V

の精製の通り行った。 

 

3－2－3. ゲルシフトアッセイ法 

2 章の 2－2－5. ゲルシフトアッセイ法の項に記載した。 

 

3－2－4.  D-loop アッセイ法 

DMC1 タンパク質あるいは DMC1-I37N バリアントと 1 μM 32P 標識 SAT-1 

(50-mer) を 10 μlの反応溶液 [20 mM Hepes-KOH (pH 7.5), 50 mM KCl, 1 mM ATP, 

1 mM MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 1 mM DTT, 20 mM creatine phosphate, 75 μg/ml 

creatine kinase] 中にそれぞれ 1、2、4、8 mM CaCl2 を添加し、37℃で 5 分間イン

キュベーションし、その後、30 μM pGsat4 を加え反応を開始させた。反応の停

止は、1% SDS、1.7 mg/ml proteinase K (Roche Applied Science)、37℃で 15 分間イ

ンキュベーションすることにより行った。1%アガロースゲル、1×TAE (40 mM 

Tris acetate, 1mM EDTA) を用いて 3.3 V/cm の条件下で 3 時間泳動し、ゲルを乾

燥させ、イメージングプレートに感光させた。BAS-2500 イメージングアナライ

ザー (Fujifilm) によりバンドを検出し、Image Gauge ソフトウェアにより定量し

た。 

 

3－2－5.  strand-exchange アッセイ法 

DMC1 タンパク質あるいは DMC1-I37N バリアントを、20 μM ΦX174 環状単鎖

DNA (New England BioLabs) と混合し、10 μl の反応溶液 [20 mM Hepes-KOH (pH 

7.5), 0.25 or 50 mM KCl, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 1 mM DTT 20 
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mM creatine phosphate 75 μg/ml creatine kinase] 中に、それぞれ 1、2、4、8 mM CaCl2

を添加し、37℃で 10 分間反応させた。その後、RPA (終濃度) を加え、更に 37℃

で 10 分間反応させた。PstI (TOYOBO) 制限酵素処理により線状化した 20 μM 

ΦX174 二重鎖 DNA を加え、60 分間反応させた。反応の停止は、1% SDS、1.7 mg/ml 

proteinase K (Roche Applied Science) を添加し、37℃で 20 分間インキュベーショ

ンすることで行った。タンパク質の除去をしたサンプルを 1%アガロースゲル、

1×TAE (40 mM Tris acetate, 1mM EDTA) を用いて 3.3 V/cm の条件下で 3 時間泳

動することで分離し、SYBER Gold (Invitrogen) により染色してバンドを検出し

た。 

 

3－2－6.  ATP 加水分解活性 

DMC1 タンパク質あるいは DMC1-I37N バリアントは反応溶液  [20 mM 

Hepes-KOH (pH 7.5), 125 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 1 mM DTT] 中で

混合し、単鎖 DNA 存在下および非存在下で ATP 加水分解活性を測定した。

DNaseI 処理の実験においては、1 ユニットの DNaseI (Roche Applied Science) を

反応溶液に添加し、37℃で 30 分間インキュベーションした。1 mM ATP (Roche, 

ATP sodium salt) を加え、37℃で 60 分間インキュベーションした。20 μl の反応

溶液に 100 mM EDTA を 30 μl 添加し反応を停止させた。50 μl のサンプル (20 μl 

反応溶液＋30 μl EDTA) に 500 μl のリン酸化定量液を加えよく混ぜ、34% (w/v) 

tri-sodium citrate dehydrate を 50 μl を加え、マイクロプレートリーダー (Bio-Rad)

にて 600 nm の波長を測定した。なお、リン酸定量液とは、0.0045% (w/v) malachite 

green oxalate と 4.2% (w/v) hexaammonium heptamolybdate tetrahydrate を 3：1 で混

合し、その後、100 分の 1 量の 10% (w/v) polyvinyl alchol を加えて混合したもの

である。 
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3－2－7.  円偏光二色性 (CD) スペクトル解析 

DMC1 (2 μM)、DMC1-I37N バリアント (2 μM) を 1 cm 石英セルを用いて

JASCO J-820 spectropolarimeter (Japan Spectroscopic Co., Ltd) にて測定した。全て

のサンプルは 20 mM potassium phosphate (pH 7.0)、50 mM KCl の条件下で 222 nm

の波長を測定した。1℃/min で 20℃から 98℃まで温度を上昇させた。 

 

3－3．結果と考察 

3－3－1.  DMC1-I37N の精製 

DMC1 の一アミノ酸置換体である DMC1-I37N バリアントが DMC1 の構造に

及ぼす影響を解析するために、DMC1-I37N バリアント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。まず、N 末端に His6 タグを融合さ

せたリコンビナントタンパク質として DMC1-I37N を大腸菌内で発現させ、

Ni-NTA (Qiagen) カラムで粗精製後、thrombin protease (GE Healthcare Biosciences) 

処理し、His6 タグを除去し、Heparin-Sepharose (GE Healthcare Biosciences) カラム

を用いて精製した。15% SDS-PAGE による分析の結果、DMC1-I37N バリアント

の最終精製物はいくつかの分解物が混在していることがわかった (図 14A)。そ

のため、DMC1-I37N バリアントでは、WT と比較して安定性が低下することが

示唆された。 

 

3－3－2.  DMC1-I37N の CD スペクトル解析 

DMC1-I37N バリアントはリコンビナントタンパク質として精製できたが、WT

よりも分解物が多かったことから、DMC1-I37N バリアントは分解されやすく不

安定であることが予想された。そこで、構造安定性を解析するため、CD スペク

トル解析を行った。20℃から 98℃まで 1℃ずつ温度を上昇させ、DMC1-WT、 
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DMC1-I37N バリアントの 222 nm の波長での CD 値を測定した。その結果、

DMC1-WT の Tm 値は 65℃、DMC-I37N バリアントの Tm 値は 57℃であり、

DMC1-I37N バリアントは DMC1-WT よりも低い温度で変性する。これより、

DMC1-I37N バリアントの熱安定性は DMC1-WT と比較して低下していると結論

した (図 14B)。 

 

3－3－3.  DMC1-I37N の ATP 加水分解活性 

DMC1-I37N バリアントの ATP 加水分解活性を解析した。DMC1-WT は、単鎖

DNA 存在下で ATP 加水分解活性を示す (図 15A)。しかし、125 mM KCl、単鎖

DNA 非存在下においては、DMC1-WT の ATP 加水分解活性を検出することはで

きない (図 15A)。一方、DMC1-I37N バリアントは、単鎖 DNA 存在下および単

鎖 DNA 非存在下どちらにおいても ATP 加水分解活性を示した (図 15B)。

DMC1-WT は、DNA 非存在下で ATP 加水分解活性を示さない。そのため、単鎖

DNA 非存在下における DMC1-I37N バリアントの ATP 加水分解活性は、精製し

た DMC1-I37N バリアントへの DNA の混入による可能性が疑われる。そこで、

精製した DMC1-I37N バリアントの 260 および 280 nm の波長における吸光度を

測定した。A280/A260 比は 1.29 であり、ほぼ DMC1-WT と同じであった。従って、

DMC1-I37N バリアントへのヌクレオチドの混入は、DMC1-WT と同程度である

ことがわかった。また、ATP 加水分解活性の解析に用いた DMC1-I37N タンパク

質溶液について 0.8%アガロースゲルを用いて電気泳動し、DNA の有無を解析し

た。その結果、精製した DMC1-I37N バリアントタンパク質には、DNA が検出

されなかった。これらの結果は、精製した DMC1-I37N タンパク質には、DNA

の混入はないということを示している。更に、DNaseI で処理することにより、

DMC1-I37N バリアントの ATP 加水分解活性に及ぼすか影響を解析した。DNaseI  
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処理の有無により、DMC1-I37N バリアントの ATP 加水分解活性が影響されるこ

とはなかった (図 15C)。以上の結果から、DMC1-I37N バリアントの DNA 非依

存的な ATP 加水分解活性は、DNA の混入によるものではないと結論した。DNA

非存在下の高い塩濃度条件 (1.5 M NaCl) において、DMC1-WT は ATP 加水分解

活性を示す。DNA 非存在下において、DMC1-WT は低い塩濃度条件 (0 - 0.3 M 

KCl) では ATP 加水分解活性を示さないが、高い塩濃度条件 (> 0.5 M KCl) にお

いて ATP 加水分解活性を示した (図 15D)。反対に、DMC1-I37N バリアントは、

DNA 非存在下、低い塩濃度 (< 0.5 M KCl) においては、ATP 加水分解活性を示

すが、高い塩濃度 (> 1.0 M KCl) においては、ATP 加水分解活性を示さなかった。

これらの結果は、DMC1-I37N は DMC1-WT とは異なる条件において ATP 加水分

解活性を有することを示している。 

 

3－3－4.  DMC1-I37N による DNA 鎖交換活性 

次に、DMC1-I37N バリアントの DNA 鎖交換反応について調べた。DNA 鎖交

換反応の in vitro 実験系として strand-exchange アッセイ法を用いた。このアッセ

イ法では、ΦX174 ファージ環状単鎖 DNA (5386 塩基) と PstI 処理することによ

り線状化した ΦX174 二重鎖 DNA (5386 塩基) を基質として用いた。 

まず、200 mM KCl 存在下で DMC1 の DNA 鎖交換活性を解析した。その結果、

DMC1-I37N バリアントは、DNA 鎖交換活性が著しく低下していることが明らか

になった (図 16B)。DMC1 の DNA 鎖交換活性は、Ca2＋により活性化される 

(Bugreev et al., 2005)。 Ca2＋存在下における DMC1-WT、DMC1-I37N バリアント

の DNA 鎖交換活性について調べた。DMC1-WT において、0、1、2 mM の低い

Ca2＋濃度では DNA 鎖交換活性の上昇がみられたが (図 16C lane 2, 4, 6) 、4、8 

mM の高い Ca2＋濃度では活性化せずにむしろ抑制された (図 16C lane 8, 10)。一 
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方、DMC1-I37N バリアントにおいては、0、1、2 mM の低い Ca2＋濃度では DNA 

鎖交換活性を示さず (図 16C lane 3, 5, 7)、4、8 mM の高い Ca2＋濃度では活性を

示した (図 16C lane 9, 11)。 更に、DMC1-I37N バリアントの相同 DNA 対合活性

についても解析したところ、低い Ca2＋濃度では活性を示さず、高い Ca2＋濃度で

活性化し (図 17B lane 9, 11)、DNA 鎖交換活性が活性化する条件と一致した。こ

れらの結果は、DMC1-WT と DMC1-I37N バリアントは、相同 DNA 対合活性お

よび DNA 鎖交換活性の至適条件が大きく異なることを示している。 

 

3－3－5.  DMC1-WT、DMC1-I37N 共存下における DNA 鎖交換活性 

ヘテロ接合体 DMC1-WT/DMC1-I37N の状態を模倣するために、DMC1-WT と

DMC1-I37N バリアント共存下における DNA 鎖交換活性を解析した。DMC1-WT

による DNA 鎖交換が活性化される条件 (200 mM KCl) で、DMC1-WT と

DMC1-I37N バリアントを様々な混合比にし、DNA 鎖交換活性を調べた。その結

果、DMC1-WT の至適条件下では DMC1-WT の濃度に依存した活性を示し、

DMC1-I37N バリアントの影響は確認できなかった。逆に、DMC1-I37N バリアン

トの活性化が検出できる条件 (8 mM Ca2+)では、DMC1-I37N バリアントの濃度

に依存した活性を示し、DMC1-WT の影響は確認できなかった (図 18 lane 9, 11)。

これらの結果から、DMC1-WT、DMC1-I37N バリアントは、共存下において互

いの活性に影響を及ぼさないことが明らかになった。 

 

3－3－6.  DMC1-I37N の DNA 結合活性 

Ile37 は DMC1 の N 末端ドメインに位置しているアミノ酸残基である。RAD51

タンパク質の N 末端領域は、直接 DNA に結合することが示唆されている 

(Aihara et al., 1999)。そこで、DMC1-I37N の DNA 結合活性を解析した。 
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DMC1-I37N バリアントでは、ほぼ WT と同じ単鎖 DNA 結合活性を示した (図

19A)。しかし、DMC1-I37N バリアントの二重鎖 DNA 結合活性は、顕著に減少

した (図 19B)。これらの結果は、DMC1 タンパク質の N 末端ドメインは、二重

鎖 DNA 結合活性に重要であることを示している。これらの結果より、

DMC1-I37N の相同 DNA 対合・鎖交換活性の欠損は、二重鎖 DNA 結合能の低下

に起因していると考えられた。 
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第 4 章 総合討論 

 

4－1.  DMC1 バリアントの相同 DNA 組換え活性 

4－1－1.  DMC1-M200V の相同 DNA 組換え活性 

本研究では、不妊症との関連性が示唆されている DMC1 の一塩基多型、

DMC1-M200V バリアントの構造生物学的・生化学的解析を行った。 

DMC1-M200Vヘテロ接合体 (DMC1-M200V/DMC1) の平均遺伝子頻度は0.204

で、ホモ接合体はほとんど検出されていない。近年、不妊症の患者から

DMC1-M200V ホモ接合体が発見され (Mandon-Pépin et al., 2008; Mandon-Pépin et 

al., 2002)、この一塩基多型が、DMC1 タンパク質の構造や機能に影響を及ぼすこ

とにより、不妊症の遺伝的原因の一つになることが予想された。この可能性を

明らかにするために、DMC1-M200V バリアントをリコンビナントタンパク質と

して精製し、結晶化を行った。X 線結晶構造解析の結果、DMC1-M200V バリア

ントは、8 量体リング構造を形成し、DMC1-WT との大きな構造上の違いは見出

されなかった (図 8A)。しかし、DMC1-M200V バリアントでは α-11 と α-13 ヘリ

ックスの疎水性相互作用が DMC1-WT よりも低下していることを構造生物学的

に示した。生化学的解析の結果、DMC1-M200V バリアントは DMC1-WT よりも

安定性が低下していることが明らかになった (図 8C, D)。興味深いことに、

DMC1-M200V バリアントでは in vitro における減数分裂期組換えが中程度の欠

損を示した (図 10B, C)。また、分裂酵母 (Schizosaccharomyces pombe) を用いて

行った in vivo 解析において、DMC1-M200V に対応する変異 (dmc1-M194V) を導

入した変異株も減数分裂期組換えの中程度の欠損を示した (Hikiba et al., 2008)。

以上の構造生物学・生化学・遺伝学的解析の結果は、DMC1-M200V バリアント
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では、減数分裂期における DMC1 の機能が部分的に欠損することを強く示唆し

ている。 

DNA 結合ループである L2 の A272P に変異がある Dmc1Mei11/＋では、オス特異

的に不妊になることが示されている  (Bannister et al., 2007)。若いメスの

Dmc1Mei11/＋においては、受精は正常に行われるが、始原卵胞細胞の数が減少す

る。そのため、加齢に伴い不妊になることが予想されている。A272P は相同 DNA

対合活性を示さないことから、ヘテロ接合体である Dmc1Mei11/＋では、DMC1 の

組換え活性が正常の半分程度欠失していると推測される。DMC1-M200V バリア

ントのホモ接合体は不妊症の女性から見出された。この女性も加齢に伴い POF

を発症したことから、始原卵胞細胞の数が少なかった可能性が考えられる。こ

れらのことから、DMC1 の組換え活性は出生時の始原卵胞細胞数に影響を与え

ることが考えられる。本解析において DMC1-M200V バリアントでは、DMC1 の

組換え活性が部分的に欠損を示した。このことは、DMC1-M200V バリアントが、

POF の遺伝的原因の一つになりうることを強く示唆している。DMC1-M200V ホ

モ接合体が POF による不妊症の原因になりうるということを更に解析するため

には、DMC1-M200V をノックインしたマウスの不妊発症率の解析や、不妊症患

者の DMC1 遺伝子多型の解析が必要であり、現在進行中である。 

DMC1 は 8 量体リング構造とらせん状のフィラメント構造を形成することが

知られており (Kinebuchi et al., 2004; Passy et al., 1999; Masson et al., 1999; Sehorn 

et al., 2004; Sauvageau et al., 2005)、らせん状フィラメント構造が、相同 DNA 対

合・鎖交換反応の活性型であると考えられている (Bugreev et al., 2005; Pittman et 

al., 1998)。しかし、DMC1 のらせん状フィラメント構造の X 線結晶構造は未だ

に明らかになっていない。X 線結晶構造解析の結果、古細菌 RadA や酵母の Rad51

ではフィラメント構造が明らかにされている (Wu et al., 2004; Wu et al., 2005; 
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Conway et al., 2004; Chen et al., 2007)。古細菌の RadA の X 線結晶構造では、Mg2+

に結合するアミノ酸残基である Asp246 残基が、DMC1 の α-13 ヘリックスに相

当する α-ヘリックス上に位置している (Qian et al., 2007)。そのため、DMC1 の

α-13 ヘリックスは Mg2+結合サイトであると推測され、この α-ヘリックスを形成

するアミノ酸残基の変異は、金属イオン結合サイトの構造を変化させることが

予想された。DMC1 の Met200 残基は、α-13 ヘリックス上に位置する Met249 残

基と直接、疎水結合を形成しているため、DMC1-M200V バリアントは Mg2+イオ

ンの結合に影響を与えるのではないかと考えられる。本解析から DMC1-M200V

バリアントでは、1～3 mM の Mg2+濃度における相同 DNA 対合活性の低下を示

したが、4～5 mM の Mg2+濃度においては、WT とほぼ同程度の活性を示した (図

10B)。このことは、DMC1-WT と DMC1-M200V バリアントでは Mg2+イオンの

感受性が異なることを示している。ヒトの細胞内において、遊離の Mg2+イオン

は、0.5～1.0 mM 濃度で存在すると考えられており (Romani and Scarpa, 2000; 

Schmitz et al., 2003)、DMC1-M200V バリアントが 1～3 mM の Mg2+濃度で示す相

同 DNA 対合活性の低下は、生体内でも同様に起こると考えられた。DMC1 にお

いて、Mg2+イオンの結合は 8 量体リング構造から活性型フィラメントへ誘起し

ていると考えられており、そのため、Mg2+イオン依存的な活性型フィラメント

構造形成に部分的欠損を示すのかもしれない。実際、DMC1-M200V バリアント

では構造安定性の低下が検出されている (図 9D, 11B)。興味深いことに、RadA

の Asp246 残基に相当する DMC1 のアミノ酸残基は Glu258 であり、隣接した

DMC1 のプロトマー間において 3 つのアミノ酸と水素結合を形成し、構造の安

定化に寄与している (Kinebuchi et al., 2004)。Mg2＋イオンの結合によって、Glu258

残基が形成している3つの水素結合が失われ、8量体リング構造の解離が起こり、

らせん状フィラメント構造へのスイッチングが行われるのかもれない。 
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以前の研究で、RAD51 およびRadAのN末端ドメインは、DNA結合モチーフ

(Helix-hairpin-Helix: HhH) であることが明らかにされている (Chen et al., 2007; 

Aihara et al., 1999; Wu et al.,2004)。RAD51 のN末端ドメインはDNAと結合し、結

合したDNAをフィラメント内部に存在するDNA結合ループ (L1 およびL2) へと

導く働きをしていると推測されている (ゲートウェイ仮説)。DMC1 においても、

N末端ドメインはDNA結合部位として機能し (Kinebuchi et al., 2005)、同様な働き

をしていることが考えられる。DMC1 がフィラメント構造をとったと仮定した

場合のα-11、α-13 ヘリックス、Met200 およびArg252 の位置を、RadAフィラメン

ト構造モデル (PDB ID: 1XU4) 上に示した (図 20) 。その結果、DMC1 のα-11

ヘリックスに位置するMet200、α-13 ヘリックスに位置するMet249、Arg252 残基

は、溶媒に露出しており、DNA結合サイトとして機能しうる位置に存在するこ

とが明らかになった。DMC1-R252GおよびDMC1-R252S変異体を作製し、生化学

的解析を行ったところ、これらの変異体は、DNA二重鎖結合とDNA鎖交換反応

に顕著な欠損を示した (図 11B，D)。これらの結果は、図 20 で示した構造モデ

ルと一致しており、α-13 ヘリックス上に位置するArg252 残基は、二重鎖DNA特

異的なDNA結合残基として働いていることを示唆している。これは、ゲートウ

ェイ仮説を支持するものであった。これらのことから、DMC1-M200Vバリアン

トはDMC1 の組換え活性に影響を与えると結論された。DMC1 フィラメントと

DNAとの共結晶構造解析により、Met200 の役割が明らかになるだろう。 
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－1－2.  DMC1-I37N の相同 DNA 組換え活性 
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 近年のゲノム解析の結果、DMC1 にも多くの一塩基多型が発見され、そのう

DNA 依存的 ATP 加水

分

ち DMC1 のコーディング領域に 3 種類の一塩基多型が存在することが明らかに

なった。そのうちの一つである DMC1-M200V バリアントは、in vitro における組

換え活性が中程度に欠損することにより、不妊症の原因になりうることを第 2

章において示した。DMC1-I37N バリアントも、DMC1 のコーディング領域のア

ミノ酸が置換されたレアバリアントである。この DMC1-I37N バリアントは、ヒ

トにおける保有頻度は未だに明らかにされていない。本研究では、DMC1-I37N

の生化学的性質を解析し DMC1-WT との比較を行った。 

DMC1-I37N バリアントでは、DMC1-WT が有する単鎖

解活性、高塩濃度誘導性の ATP 加水分解活性を示さず、低い塩濃度における

DNA 非依存性の ATP 加水分解活性を示した (図 15)。また、相同 DNA 対合・鎖

交換活性においても DMC1-WT において活性を示さない高い Ca2+濃度において

活性を示した (図 14, 15)。これらの結果は、DMC1-I37N バリアントにおいては、

DMC1-WT と生化学的性質が大きく異なることを意味する。そこで、これら

DMC1-WT、DMC1-I37N バリアントのどちらの至適条件が、減数分裂期組換え

に近い状況であるのかという疑問が生じる。哺乳類におけるパキテン期の精母

細胞の Ca2+濃度は、30-40 nM であるという報告がある (Herrera et al., 2001)。そ

のため、4 mM から 8 mM の高い Ca2+濃度を要求する DMC1-I37N バリアントは、

減数分裂期組換え時においては、不活性型であることが推測される。DMC1-WT

と DMC1-I37N バリアントの混在下において、DNA 鎖交換活性を解析したとこ

ろ、DMC1-I37N バリアントは DMC1-WT の活性化および不活性化のどちらも示

さなかった (図 18)。このことは、ヘテロ接合体 (DMC1/DMC1-I37N) において

は野生型のみが働き、DMC1 ホモ接合体の活性の半分程度になっていると考え

られる。そのため、DMC1-I37N バリアント単独での in vitro 解析の結果のような
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劇的な相同 DNA 組換え欠損は示さず、中程度な欠損を引き起こすことが予想さ

れる。また、DMC1-I37N バリアントは二重鎖 DNA 結合活性の低下を示した (図

17)。この結果は、DMC1 の N 末端ドメインが DNA 結合サイトであることを示

唆しており、DNA を DMC1 フィラメント内部へ導く働きをしているという仮説

を支持するものである。これらのことから、DMC1-I37N バリアントは、

DMC1-M200V 同様に不妊症の原因の一つになりうる可能性が考えられる。更な

る DMC1 のゲノム解析が期待される。 

 

4－2.  展望 

構造生物学的・生化学的解析により、DMC1 バリアントが DMC1

酵母 Swi5-Sfr1、出

 本研究では、

の組換え活性に及ぼす影響について明らかにした。減数分裂期組換えの中心的

ステップである相同 DNA 対合反応と DNA 鎖交換反応において、DMC1 は重要

な役割を果たしており、本研究で明らかにした DMC1 バリアントは、これらの

活性を中程度に欠損していた。DMC1 は減数分裂期組換えに必須の因子である

ため、重篤な欠損は淘汰されると考えられる。そのため、DMC1 の中程度の欠

損は、POF の原因の一つになる可能性がある。今後、不妊症患者のゲノムワイ

ドシークエンス解析や、DMC1 バリアントをノックインしたマウスを作製し、

不妊症の発症頻度の解析をすることにより、DMC1 バリアントと不妊症の関連

性が明らかになることが期待される。DMC1-M200V あるいは DMC1-I37N ノック

インマウスが不妊症を引き起こす場合には、不妊症のモデル生物として発症メ

カニズムの詳細な解析と薬剤スクリーニングをはじめとした治療法の検討を行

うことが可能であり、不妊症治療への応用が期待できる。 

 DMC1 の活性化因子として、現在までに、RAD54B、分裂

芽酵母 Mei5-Sae3、TBPIP/HOP2-Mnd1 などが報告されている。RAD54B は DMC1
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と直接相互作用し、ATP 加水分解エネルギーを用いて DNA を巻き戻し、DMC1

および RAD51 の相同 DNA 対合反応を促進する (Sarai et al., 2006; Tanaka et al., 

2002)。Swi5-Sfr1 複合体も同様に、DMC1 および RAD51 の相同鎖対合反応を促

進する (Haruta et al., 2006)。Mei5-Sae3 複合体は、DMC1 と三者複合体を形成し、

DMC1 の組換え部位への assembly を促進すると考えられている (Hayase et al., 

2004; Tsubouchi et al., 2004)。更に、TBPIP/HOP2-Mnd1 複合体が、DMC1 および

RAD51 による DNA 鎖交換反応を促進することが明らかになっている (Enomoto 

et al., 2006; Petukhova et al., 2005; Enomoto et al., 2004)。減数分裂期組換えは、時・

空間的に精密に制御された機構である。そのため、これらの報告された活性化

因子以外にも、減数分裂期特異的に DMC1 と協調して働く因子の存在が考えら

れている。減数分裂期組換えの分子機構を解明するためには、DMC1 と相互作

用する新規タンパク質の同定・網羅的解析が必要である。 

 DMC1 の活性調節には、翻訳後修飾が関わる可能性も考えられる。RAD51に

 

おいては、リン酸化やSUMO化など翻訳後に修飾されることが報告されている 

(Conilleau et al., 2004; Yuan et al., 1998; Li et al., 2000)。白血病細胞において、

RAD51は、恒常的にリン酸化される。このRAD51 の恒常的リン酸化部位は、

RAD51 のフィラメント形成の際の単量体同士のインターフェイスに位置する

ことが、生化学的および分光学的解析により明らかになっている (Conilleau et al.,

2004)。このRAD51のリン酸化部位は、単鎖DNAとの結合にも重要な部位であり、

リン酸化されることにより、RAD51の構造・機能に影響を及ぼすと考えられる。

本学、胡桃坂研究室において、質量分析をもちいたプロテオミクス解析により、

DMC1と相互作用する新規因子群を探索した結果、セリンスレオニンキナーゼが

発見された (未発表)。RAD51と同様にDMC1もリン酸化を受けることにより、

構造・機能が影響されるのかもしれない。DMC1の翻訳後修飾とそれに伴う構
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造・機能変化の解析は、活性化因子の解明と共にDMC1が制御する減数分裂期組

換え機構を解明する上で重要である。 

哺乳類において、精子は出生後の第二次性徴期に減数分裂が開始されること

に
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