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Summary

　IIIegitimate　recombination （Nonhomologous 　recombination ） occurs 　between　nonhomologous

sequences 　or 　short　homologous 　sequences 　at　two 　different　sites　of 　DNA （s），and 　results 　in　chromo −

some 　rearrangements 　including　deletion，　duplicatiop，　insertion，　or 　translocation．　We 　hav6 　devel・

oped 　an　in　vitro 　system 　for　elucidating 　the　molecular 　basis　of 　illegitimate　recombination 　using 　an

in　viか’o　packaging　mixture 　for　phage λ DNA 　that　consists 　of　lysates　of 　induced　lysogens　of　E．　coli，

and 　found　that　the　recombination 　is　catalyzed 　by　DNA 　gyrase ，　E．　coli　DNA 　topoisoerase 　II，　and

does　not 　require 　short 　homology．　Subsequently，　we 　developed　an 　in 鋤 o　assay 　system 　for　the

quantitative 　analysis 　of 　illegitimate　recombination 　during　the 　formation　of 　specialized 　transduc
・

ing λ伽 phage 　in　E．　coli，　and 　found　that　the　short −homology −independent　illegitimate　recombina −

tion（SHIIR ＞also 　occurs 　in　vivo 　in　oxolinic 　acid （an 　inhibitor　for　DNA 　gyrase　A 　subunit ＞−treated

E，coli　cells　and 　in　temperature −sensitive　gyrA 　mutants ．　On　the　basis　of 　these　results ，　we 　proposed

that 　SHIIR　is　mediated 　by　subunit 　exchange 　between 　DNA 　gyrase ．　 On 　the　 other 　hand ，　 short −

h 。m 。1。gyd ，p 。nd ，nt　ill，gitim ・t・ ・ec ・ mbi ・・ti・n （SHI）IR） w ・・ enh ・nced 　by ・1t・avi ・1・t （UV ）

1ight・irradiation．　With 　regard 　to　the　manner 　in　which 　UV 　light・irradiation　induces　SHDIR ，　we

proposed 　a　model 　in　which 　DNA 　double−strand 　breaks （DSBs）occur 　dependent　upon 　UV 　light−

related 　DNA 　damage ．　We 　searched 　for　factors　which 　participates　in　the　process ，　and 　found　that

UV 　light・induced　illegitimate　recombination 　is　dependent　on 　RecJ　protein 　and 　suppressed 　by

RecQ 　protein ．　To　examine 　the　mechanism 　of　illegitimate　recombination 　in　eukaryotes ，　we 　
deve−

loped　a　plasmid 　system 　for　quantitative 　analysis 　of　deletion　formation　in　S．　cereviSiae，　and 　found

that　Rad50，　Mre11 ，　Xrs2　proteins 　are　involved　in　this　process ．　Moreover ，　Hdfl　protein ，　a　yeast

homologue 　of　Ku70 ，
　and 　its　interacting　factor，　Sir4　protein 　are　responsible 　for　the　end ・joining

process ，廿lereby 　suggesting 　that 　Hdfl　protein 　and 　silencing　factors　alter　broken　DNA 　ends 　to

create
　an 　inactivated　chromatin 　structure ，　which 　ls　necessary 　for　the 　re −joining　of　DNA 　ends ．

Keywords ；Megitimate　recombination ，　 short −homology −dependent　and −independent，　 type　II

　DNA 　topoisomerase，λbio　transducing　phage ，　 silencing 　factors
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λbio　phages 　have 　defects　in　the　red −gam 　region 　of λ DNA ，　and 　these　phages 　can 　form　p 旦aques

　　　 on 　a　Iawn 　of 　E ．　coli　P2 正ysogen （Spi
−
phenotype ）．

緒 言

　最 近，さ ま ざまな遺伝子疾患 が，そ の 原因 遺伝子 の 欠

失 （deletion）や 重 複 （duplication），挿 入 （insertion），転

座 （translocation）， 逆位 （inversion）な ど と い っ た 染色

体異常 に よっ て 引 き起 こ され る こ とが わ か っ て きた．例

えば，骨格 筋 の 変性や 壊死 を引 き起 こ す性染色体劣性筋

ジ ス トロ フ ィ
ー
症 の 場合，そ の 多 くは ，原 因遺 伝子 で あ

る DMD （duchnne 　muscular 　dystrophy）遺伝子の 欠失

や 重 複 に よる もの で あ る．ま た，以 前 よ り腫 瘍細胞 に お

い て は染色体 異 常が観察 され る こ とが 知 られ て い た が，
慢性骨髄性白血 病（CML ・・chronic 　 myelogenous 　 leu−

kemia）の 原 因遺伝子が ，第 9 番染色体 と 第 22番 染 色 体

の 相互転 座 に よ り形 成 さ れ る Bα 〜遵 B 五 融 合遺伝子 で

あ る こ とが 見 出 され て 以 来，主 に 造 血 器 腫 瘍 と肉腫 に お

い て ，数 多 くの 融合遺伝 子 が 報 告 され ， さ らに ，非腺性

遺 伝 性 大 腸 癌 （HNPCC ＝hereditary　 nonpolyposis

colorectal 　 cancer ）の 原 因 遺伝 ｝が，大腸菌 に お い で
DNA 複製 の 際 に 誤 っ て取 り込 まれ た塩基 や，鋳 型 DNA
の
一

部が 複製 さ れず に生 じた 欠失を修復 す る 「ミ ス マ ッ

チ修復」 に 必 要 な 遺伝 子で あ る muts 遺伝 子
」P　mutM

遺伝 P の ホ モ ロ グ で あ る こ とが 明 らか に さ れ る に い た

り，癌化 も また，染色体 異 常 が 原因で 起 こ る こ とが わ か

っ て き た．

　私 た ち は，こ の よ うな染色体異常 の 原因 とな る 「非相

1司的 組換 え」 が ， 紫外線や活性酸素な どの 環境 の ス トレ

ス に よ っ て 亢 進 さ れ る こ と を 見 出 し （lkeda　et　al．，
1995 ；Onda 　et 　al．，1999），そ の 分 子機構 の 解 明 を試 み

て い る．本論文 に おい て 私 た ち は，まず始 め に ， こ の よ

うな環境の ス トレ ス に よ っ て 誘導 され る非 相同的組換え

の 分 子機構 に つ い て報 告す る．

1．非相同的組換えとは何か

　「非相 同 的 組換え」 とは ， DNA 上 の 異な るふ たつ の 部

位 に お い て ，相同性 の ない 塩基配列 や ，高 々 数 bp の 短 い

相同性の ある塩基配 列 の 間 で 起 こ る組 換 え で あ り，長 い

相 同性 の あ る 塩 基 配 列 の 間 で 起 こ る 「相 同的組 換 え

（homologous 　recombination ）」と は対照的 で あ る と い

う意味 で 非 相同的組換 え （nonhomologous 　 recombina ．

tion）と呼 ば れ る．
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　非 相 同的組 換 え は，「非 正 統 的組 換 え （illegitimate

recombination ）」と も呼 ば れ るが ，そ もそ もこ の 言葉 は，

本来 ，
バ クテ リア に 溶原化 した λ フ ァ

ー
ジ が 誘 発 され る

際 に ご くまれに 形成 さ れ る ， そ の ゲ ノ ム の
一

部 が λ フ ァ

ージ 由来 の，もう
一

部 が バ ク テ リア由来 の DNA か ら な

る 特殊 な フ ァ
ージ の 形成過程 に お い て 起 こ る組換 え を指

して 用 い られ た 言 葉 で ある（Fig．1＞a
．

　後 に Franklin （1966＞は，バ ク テ リア の 染色体 に お ける

欠失や ， 上 で 述べ た特 殊 形 質 導入 フ ァ
ー

ジ の 形 成の よう

に ， ご く ま れ で，で た ら め （haphazard）な
“
genetic

event
”

を
“

unusual 　 recombination
”

と 呼ぴ ，こ れ が

“
normal 　recombination

”
（すなわ ち相 同 的組 換え）と は

異 な り，い わ ゆ る rec 遺伝子 の 機能に依存 しない こ と を

示 した．こ れ に よ り ， 非 相同的絹換 え と相 同 的組 換え と

は ， 基質 と な る ふ た つ の DNA 鎖 の 塩基配列 の 相同性 の

必 要性 の み な らず，そ の 反 応 の 分 子 機構 もまた 異 な っ て

い る こ とが 明 らか に な っ た，

2．染色体異常と非相同的組換え

　ヒ トに お け る染色体異常の 研究 は ， 染色体 の 観察技術

の 向 上 に よっ て もた ら され た．今世紀初頭 に議論 とな っ

た ，
ヒ トの 染色体数 に 関す る 論 争 （48説 が 正 しい か 47説

が正 しい か を巡 る 対 立 ）は，培 養 細 胞 を材料 と して 用 い た

り，い わ ゆ る 「押 しつ ぶ し法」 を適用 した りす る こ とに

よっ て ， 従来 の パ ラ フ ィ ン切 片法 に よ り観 察 さ れ て い た

染色体像 よ り も明確 な染色体像を顕微鏡 下 に観察す る こ

と が で きる よ うに な り，そ の 決着 をみ た が （Tjio　and

Levan， 1956＞，続 く 1958 年，　 Ford らが 同様な 方法 で

Turner症候群の 患者 （外 見 的 に は女 性で あ る が，小 児様

の 発育不 全を示 し，しば しば 翼 状 頸 や 外反肘 を伴 う〉の 染

色体 数 が 45で，X 染色体を 1個 しか 有して い な い こ と を

示すに い た り， ヒ トの 染色体異常の 研究 は隆盛 を迎 え た．

　その 後，1960 年代に は，ヒ トの 末梢 血 を採 取 して ， そ

の な か に含 ま れ る リ ン パ 球 を培 養 し，その 染色体 を観察

す る方法 が 開 発 され，こ の こ とは，種 々 の 先天性疾 患 の

原因 とな る染色体異常の 発見 を促 し，さ らに は ，正 常 八

の 染色体の 観 察 に よ る，染色体 の 多型 や 転 座染色体の 発

見をもた ら した．さ ら に進 ん で ，1970年代 に は ， 染色体

を縞状 の 濃淡 の バ ン ドに染 め分 け るさ ま ざ まな 分 染法 が

広 く行われ る よ うに な り，こ れ らの 分染法 は ， 形 態学的

に類 似 して い る 染色体 の 識 別 や 同定を可能 に す る の み な

らず，染 色 体 異 常の 異常部位 の 同定，すなわ ち切断部位

や 再結合部 位 の 特定を可 能 に した．

　 さらに，近年 の 分 子 生 物学的手法 の 発展 は ，
こ れ まで

顕 微鏡下 に 観察 され た 染色体 異 常の 塩基配列 レ ベ ル で の

解析を可 能 に した が，こ れ に よ っ て ，ヒ トに お い て 観 察

さ れ る染色体異 常 の 構造が，バ ク テ リアや フ ァ
ー

ジ に お

い て 観察 され る非相同的組換 え の 産 物 の 構造 と共通 して

い る こ とが 明 らか にな っ た．し たが っ て，バ ク テ リア や

フ ァ
ー

ジ に お け る非相 同 的組 換 え の 分 子機構の 解 明 が ，

ヒ トの 染色体 異 常の 発 生 機構 の 解 明 に 貢献 す る こ とが 考

え られ る ように な っ た．

3．非相同的組換え の分子機構の解明の試み

　　一H 型 の DNA トポア イソ メ レー
ス （大

　　腸菌 DNA ジャ イ レー
ス）によ っ て 触媒

　　される非相同的組換えの発見
一

　DNA 複 製や 転写など，他の DNA 関 連反応 に 比 べ ，非

相同的 組換 えの 分 子機構 の 解明 が 立 ち 遅 れ て い た の は，

Franklin （1966）が 述べ た ように，こ の 反 応が，ご く「ま

れ」で，「で た らめ 」に起 こ るもの で あ る た め，検出が 困

難 で あ っ た か らで あ る．すなわち，反 応の 起 こ る頻度が

非 常 に 低 い うえ に，こ の 反 応 が ，基質 とな る ふ た つ の

DNA 鎖 の 塩基配列 に 長 い 相 同性 を必 要 とせ ず，　DNA 上

の ありとあ らゆ る部位 で 起 こ る た め
， 均

一・
な反 応産物 が

得 られ な か っ た の で ある．

　それに 対 して 池 田 ら （1981）は，すで に確立 さ れて い た

λ フ ァ
ー

ジ の in　 vitro パ
ッ ケ

ー
ジ 系 を利用 し ，　 in　vitro

に お い て 非相同的組換 え を再現す るこ とに 成 功 した．λ

フ ァ
ージ の in　vitro パ ッ ケ

ージ 系 と は，λ フ ァ
ー

ジ 粒予

の in　vitro 再構成系の こ とで あ り，大腸 菌 に 溶原化 して

い る λ フ ァ
ージ を誘発 させ る こ とに よ っ て 調製 した細

胞粗抽出液 （溶 菌 液）を用 い ，外 か ら加 え た λDNA を蛋

白の 殻 （λ プ ロ ヘ ッ ドと尾部）に パ
ッ ケージ させ ，感染能

力 の あ る フ ァ
ー

ジ 粒 子 を得 る と い うもの で あ る．池 田ら

（1981）は，細胞粗抽 lli，液に ，
λDNA とは相同性の な い プ

ラ ス ミ ド pBR 　322 を加 え る と，λDNA の
・・一

部が 欠失 し，

そ こ に pBR 　322が 挿 入 さ れ た よ うな 構 造 を 持 つ

DNA ，ま さ し く
“
hybrid　genetic　structure

”
（Campbell ，

1962）をゲ ノ ム とす る フ ァ
ージ が 形成 さ れ る こ と に 気づ

い た の で あ る．

　 こ の 反 応を触媒す る 酵素が DNA ジ ャ イ レ
ース （大 腸

菌 DNA トポア イソ メ レ
ース II）で ある こ と を 明 らか に

した の が，以 下 の 実験 で あ る．池 田 ら （1981）は ，こ の 系

に お い て ，DNA ジ ャ イ レ
ー

ス の 阻 害 剤 の
一

種 で あ る オ

キ ソ リン 酸を反 応液 に 加 え るこ と に よっ て ， 組 換 えが 促

進 され る こ とを見 1申1 した．当時 はオキソ リ ン 酸 の 標 的 は

DNA ジ ャ イ レ
ー

ス の ふ た つ の サ ブユ ニ ッ トの ひ とつ で

あ る GyrA 蛋 臼 と考 え ら れ て い た の で （そ の 後，　DNA ト

a
こ の フ ァ

ージ を用 い れ ば，バ ク テ リア の 遺伝 子 を他 の バ ク テ リア に導 入す る こ とが で きる こ とか ら，こ の よ うな

フ ァ
ージ は 「特殊 形 質 導 入 フ ァ

ー
ジ 」 と呼 ば れ る．なお，Campbell （1962＞は，こ の ようなフ ァ

ージ の ゲ ノム を，

い み じ く も
“
hybrid　genetic 　structure

”
と呼 ん だ．
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ボ ア イ ソ メ レ
ー

ス IVの 発 見 に よ っ て，オ キ ソ リ ン酸 が こ

の 酵素をも標的 とする薬剤 で ある こ とが 明 らか に な っ た

（Kato　et　al．， 1992））， オ キソ リ ン 酸 は GyrA 蛋 白に 作 用

す る こ とに よっ て 非相同的組換え反 応 を促 進 させ て い る

こ とが 考え られ た．実際，オ キ ソ リン 酸や そ の プ ロ トタ

（a）

（b）

（c）

・… vag ・ に 膿 、．

Oxol 聖R 薤C　acid

Asse ・ blyラ

・ub … t・exch ・ng ・　“

（d》

（e） 屮’辞哩曜叩　”　　　叫曽”、　tt乱　艝　，ttttt　、　广」ノ

Fig．2　DNA 　 gyrase　 subunit 　 exchange 　 model 　 for

　　　 illegitimate　 recombination 　（lkeda　 et　 al．，
　　　 1982）．ADNA 　gyrase 　deaves　DNA （b＞，　 and

　　　 the　 gyrase・DNA 　 complex ，　 cleavable 　 com −

　　　 plex ，　assembles 　with 　another 　complex ，　form−
　　　 ing　the　tetrameric　structure （c）．The 　dissoci−
　 　 　 ation 　of　 the　 tetrameric　 ferm　results 　 in

　　　 subunit 　exchange 　that　leads　to　the　exchange

　 　 　 of 　DNA 　strands （d＞．

イブで あ るナ リ ジ キ シ ン 酸 に 耐性 を示す gytA 遺 伝子 の

変異 株（nald 　26）か ら細 胞 粗 抽 出液 を調 製 し た 場合 に

は，オ キ ソ リン 酸 に よ っ て は 組換えは促進 され なか っ た．
そ の 後，DNA ジ ャ イ レ ー

ス の もうひ とつ の サ ブ ユ ニ
ッ

トで ある GyrB 蛋白の 阻害剤の
一

種 で あ る クマ マ イ シ ン

に よっ て組 換 え が 阻害 さ れ る こ とが 示 され，こ の 過 程 が

DNA ジ ャ イ レ
ー

ス それ自体 に よ っ て 触媒 さ れ る こ とが

示 唆 され た．

　 実際，精製され た DNA ジ ャ イ レース を反 応液 に 加え

る こ と に よ っ て 組換 え が 促進 され る こ と （Ikeda　et　al．，
1984a ）， お よび オ キソ リン 酸存在 下で の 組換え産物を解

析 した結 果 ， DNA ジ ャ イ レ ー
ス に よるDNA の 切 断部

位 とオ キ ソ リン 酸 に よっ て 誘 導 さ れ る非相 同 的 組 換 え の

反 応産物 の 組換え部位 が よ く
一

致 し て い る こ と （Ikeda
et 　 al ．， 1984b ）が 明 らか に な る に い た り，こ の 反応 が

DNA ジ ャ イ レ ー
ス に よ っ て 触媒 さ れ る こ とが 示 され

た．

　 DNA ジ ャ イ レ ー
ス は，一

方の DNA 鎖 に 二 重鎖切 断

を導入 し， その 間をもう
一

方 の DNA 鎖を通過 させ ，切 断

した DNA 末端 を再 び 結 合 させ る こ と に よ っ て ，　 DNA
の リン キ ン グ 数 を 増 減 さ せ る活 性 を持 つ こ とか ら

b

，

DNA ジ ャ イ レ ー
ス に よ っ て 触媒さ れ る非相 同的組 換 え

反 応 の 分 子機 構 と して ，池 田 ら （1982）は，二 重鎖切 断 が

導入 さ れ た DNA 鎖 と DNA ジ ャ イ レ
ー

ス が 結合 し た 中

間 産 物，い わ ゆ る 「ク リーバ ブ ル ・コ ン プ レ ッ ク ス 」が

独 立 にふ たつ 存在 し，両者 が 互 い に 接近 ， 結合 した 後，
再び 解離す る際 ， サ ブ ユ ニ ッ トの 交換 が起 こ り，結果 と

して それぞ れ の サ ブ ユ ニ ッ トに 結 合 して い た DNA 鎖 の

交換が 起 こ る こ とに よ っ て 組 換 え が 起 こ ると考え， この

モ デ ル を 「DNA ジ ャ イ レ ース ・サ ブ ユ ニ
ッ ト交 換 モ デ

ル 」と呼 ん だ （Fig．2＞．オ キ ソ リン酸 は二 重鎖切 断 が 導入

され た DNA 鎖 の 再結合の 過程 を阻害する こ とに よ り，
こ の ようなク リーバ ブ ル ・コ ン プ レ ッ クス を蓄積 させ る

こ とが 示 され て い る の で ，DNA ジ ャ イ レ
ー

ス に よ る組

換 え反応 にお け る オ キ ソ リ ン 酸 の 促 進 的効果 は
， ま さ し

くこ の ク リーバ ブ ル ・コ ン プ レ ッ ク ス の 数 を増加 させ る

こ とに あ る と説明 す る こ とが で きる．

bATP
存 在 下 に お い て ，基 質 が よ り弛緩 して い る ときは，リン キ ン グ数 を減少 させ る こ とに よっ て 負の ス

ーパ ー
コ イル を導 入 し，逆 に 基質が よ ワ負 に ス ーパ ー

コ イ ル して い る ときは，リ ン キ ン グ数 を増大 させ る こ と に よ っ て

DNA を弛緩 させ る （Kataoka 　et　al．，1996）．その 際，反応 の 飽 和 点 は反 応温 度 に依存 して 変 化 し，よ O低温 で は

よ り負に ス ーパ ー
コ イル し，よ り高温 で は よ り弛緩 す る こ とが 示 されて い る （Kataoka 　et　aL ，1996）．こ の 性 質 は ，

熱 刺 激 を与えた と きの 大 腸 菌 細胞 の DNA の ス
ー

パ ー
コ イ リ ン グ の 変 化 を説 明す る もの で あ る（Ogata　et　al．，

1994）．
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4．H 型の DNA トポアイ ソメ レー
ス によ

　　っ て触媒される ， 相同配列を必要と しな

　　い非相同的組換えhX　in　vivo におい て起

　　こることの証拠
一

非相同的組換えを定量

　　的に検出する in　vivo ア ッ セ イ ・シス テ

　　ムの確立と癌治療の現場か らの 報告
一

　こ れ ま で 報告 さ れ て きた，バ ク テ リア の 染色体やプ ラ

ス ミ ドな ど，跏 伽 o に お い て 検 出され る 非相 同 的 組 換 え

は ， す べ て ，塩基 配列 に短 い （4− 10bp ）相 同 性 の あ る

DNA 鎖 の 問で 起 こ っ て い た もの で あ っ た （Farabaugh

et 　 aL ，1978 ；Studier　 et 　 aL ，1979；Pribnow　 et　 al り

1981 ；Albertini　 et　 a1．，1982 ；Jones　 et　 al．，1982 ；

Marvo 　 et　al．，1983；Lopez 　 et 　 aL ，1984 ；Yi　 et 　al ．，

1988 ；Kumagai 　and 　Ikeda，1991）．そ れ に対 し，上 で

述 べ た in　vitro に お い て大腸 菌 DNA ジ ャ イ レ
ー

ス に よ

っ て 触媒 され，オ キ ソ リ ン 酸 に よ っ て 促進 され る非 相 同

的 組 換 えは，相同性 の な い （1− 3bp ）DNA 鎖の 間 で起 こ

っ て い た （Naito　et　aL ，1984）．したが っ て ，DNA ジャ イ

レ
ー

ス に よ っ て触媒 される非相同的組 換 え は，こ れ まで

に 知 ら れ て い な い もの で あ るか ，腕 vivo に お い て は実際

に は起 こ らな い 反 応 で あ る可 能性 が 考 え られ た．

　 そ こ で，池田 ら （1995）は in　 vivo に お い て 非 相 同 的 組

換 え を定量的に 検 出す るア ッ セ イ・シ ス テム （λSpi
一
ア ッ

セ イ）の 確立を試 み た．その 原理 は ， 溶原化 して い る λ

フ ァ
ー

ジ が 誘発される 際 に 非相同的組 換えに よっ て 形 成

さ れ る λbio　？殊形 質導入 フ ァ
ージ を選 択 し，総 フ ァ

ー

ジ 数 に 対 す る λ伽 特 殊 形 質導 入 フ ァ
ー

ジ 数 の 割合 を求

め ，そ の 値 を もっ て 非 相 同 的組 換 えの 頻 度 と定義する，

とい うもの で あ る （Fig．1）．λbio特殊形質導入 フ ァ
ー

ジ

（λSpi
一

フ ァ
ージ ）と は，λDNA の

一・一
部 と大腸菌 染 色 体

DNA の
…部 （わあ 遺伝子 を遺伝 マ ーカ ーと して 持 つ ）か

らな る ハ イ ブ リッ ド DNA をゲ ノ ム とするフ ァ
ー

ジ を意

味 し，そ の ほ とん どは，λDNA の attL 近 傍 に マ ッ プ さ

れ る red 　in9伝子 と gam 遺 伝 子 と の 両方 を 欠失 して い る

（λbio＋ red
−
gam

−
）．こ の よ うな 変 異 フ ァ

ー
ジ は，野 生

型 フ ァ
ージ が感染する こ との で きな い P2 フ ァ

ー
ジ 溶 原

菌（WL 　95）に も感染す る こ とが で き る た め ，　WL 　95 の 菌

液を塗 っ た 寒 天 培 地 上 に プ ラ
ーク を形 成 す る こ とが で き

る．ま た，こ こ で 用 い て い る λ フ ァ
ージ （λ el857 ）は，

cI リプ ッ レ ッ サー
が 温 度感受性 に なっ て い る た め，溶原

菌 を熱 処理 す れ ば 容 易 に λ フ ァ
ー

ジ を誘発 さ せ る こ と

が で き る （熱誘発）．か くし て，熱 誘 発 に よ り集積 し た

フ ァ
ー

ジ を用 い
， P2 フ ァ

ー
ジ が 溶原化 して い な い 大腸

菌（YmeD を指示菌 と して プ ラ
ー

クを形 成 させ ，そ の 数

を計測す る こ と に よっ て 総 フ ァ
ー

ジ 数を算出す る
一

方，

WL 　95を 指 示 菌 と し て プ ラ
ーク を形 成 さ せ ，

λSpi
一

フ ァ
ージ数 を算出 し，両者 の 比 を求 め ，λSpi

一
フ ァ

ージ

の 出現頻度 と した．

　こ の ような シ ス テ ム を用 い て ，　in　vivo にお け る非相同

的 組 換えに 対す るオ キ ソ リ ン 酸 の 効果 を検討 し た と こ

ろ，オ キ ソ リン 酸 に よっ て 組 換えが 促進 され る こ とが わ

か っ た （Shimizu　et 　a1．，1995＞．しか も，この と き組 換え

の 産 物 を 解 析 す る と，短 い 相 同性 （平均 8bp ）の あ る

DNA 鎖の 間 で起 こ っ て い る もの の 他 に，　in　vitro に お い

て DNA ジ ャ イ レ ース に よ っ て 触 媒 され，オ キ ソ リ ン 酸

に よ っ て 促進 され る非相同的組換 え同様 ， 相同性 の な い

（平均 1bp ）DNA 鎖 の 間で 起 こ っ て い るもの が 存在 し て

い た．さ ら に，オキソ リン 酸や ナ リジ キシ ン 酸 に耐 性 を

示 す gyrA 変 異 株 （nata26 ＞で は，オ キ ソ リン 酸 に よ る

組 換 え の 促 進 は観 察 さ れ なか っ た．した が っ て ，DNA

ジ ャ イレ
ース に よ る非相同的組換 え は，碗 伽 o に お い て

も実際 に起 こ る反 応で あ り，
こ れ まで 知 られ て い なか っ

た新 しい タ イプ の 組換 え で ある こ とが 示 され た．

　最 近，ミニ F プ ラ ス ミ ドをベ ク タ
ーと して 用 い た プ ラ

ス ミ ド ・
シ ャ ッ フ リン グ法 （Kato　and 　Ikeda，1996）に よ

り分 離 した gyrA 遺伝 r一の 温 度感受性変異株 の な か に オ

キ ソ リ ン酸 非 存 在 下 で λSpi
一

フ ァ
ージ の 出現頻度 が ．ヒ

昇 す る もの が 複数存在す る こ とが 見 出 され た が （Shimi−

zu 　et　a1．， 1997；Ashizawa 　et　al．，　unpublished ），こ れ

らの 変 異 株 は 高温 に お い て DNA に二 重鎖切断 を導入 す

る こ とは で きて も，再結合 させ る こ との で きない 株 で あ

っ た （Ashizawa　et　aL ，　 unpublished ）．さ らに，変異

gyrA 遺伝 子 の 遺 伝 子 産物 を精製 し，そ れ らの 蛋 白の

DNA ス
ーパ ーコ イ リ ン グ活性 の 測 定 を 試み た と こ ろ，

変 異 GyrA 蛋臼の 反 応 産物の なか に，野 生 型 GyrA 蛋白

の 反 応産物 に は観察 され な い
， 直鎖状 DNA が 検 出 さ れ

た （Ashizawa　et　al．，　unpublished ＞，こ れ らの 結果 は，

先 に 述 べ た 「DNA ジ ャ イ レ
ース ・サ ブ ユ ニ

ッ ト交換 モ デ

ル 」を支持す る もの で あっ て，変異 GyrA 蛋臼が 存在す

る ， あ る い は 野 生 型 GyrA 蛋 臼の 活性 が，オ キソ リン 酸

存在 下 など，あ る 条件 ドで 変 化す る な ど して ，DNA に 二

重 鎖切断が 導 入 されて も再 結 合 され な い よ うな状 態が 続

い た と き， DNA ジ ャ イ レ ース に よ る組 換 えが 誘 導 さ れ

る もの と思 わ れ る （Fig．2）．

　 DNA ジ ャ イ レ ース の DNA ス
ーパ ーコ イ リ ン グ活性

を促進 させ る蛋臼性 因 子 と して は，ピ ス トン 様蛋白の ひ

とつ で あ る HU （真核 HMG の フ ァ ン ク シ ョ ナ ル ・ア ナ

ロ グ 〉（Yang 　and 　Ames ，1990）や，分 子 シ ャ ペ ロ ン の
一

種で あ る熱 シ ョ ッ ク蛋 白 DnaK （真核 hsp　70 ホ モ ロ グ ）

（Ogata　et　al．， 1996）が 存在す るが ，　 HU 蛋白の 欠失変 異

株で は DNA ジ ャ イ レ ース 依存 の 非相 同的組 換えが 亢進

す る こ と が わ か O （Shanado 　et　al．，1998），　 DNA ジ ャ イ

レ ース に よ っ て 触媒 され る組 換えが in　 vivo にお い て 実

際に 起 こ っ て い る こ とが 確 か め られ る と と もに，そ の 分

子機構 が 解 明 され つ つ あ る．

　　こ の ような組 換 え は，T4 フ ァ
ージ の DNA トポア イ

15

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS)

NII-Electronic Library Service

The 　Environmental 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan 　（JEMS ｝

ソ メ レ ース （Ikeda　et　aL ， 1986）や 真核 の DNA トポア イ

ソ メ レ ー
ス II（Bae 　et　aL ，1988）で も触媒され る こ と か

ら ， この 反応はウ イル ス は お ろ か 原核 か ら真 核 に い た る

ま で 高度 に 保存 され て い る もの で あ る こ とが 考 え られ

る．実際 DNA トポ ア イ ソ メ レ ース IIを標的 とす る制

癌剤 の 投 与 に よ り，副作 用 と して 急性 白血 病 （ALs ；

acute 　leukemias）が 誘発 さ れ る こ とが 知られ て い るが，
こ の よ うな 急性自血 病の 患者 の リン パ 球で は，第 11番染

色体 の あ る領域（11q23 ）が 切断 され，他の さまざ ま な染

色体領域 と結合 した よ うな相互転座 が 頻 繁 に 観察 され

る．こ の とき，こ の 領域 に 存在す る 掴 LL 遺伝子 （ALLI

遺伝 子 ）の 構 造 を解析す る と
， そ の 切断部位 の 近傍 に は

DNA トポ ア イ ソ メ レ ース IIの 結合部位 が存在 して い る

こ とが わ か っ た （Negrini　et 　aL ，1993 ；Gu　et　al．，1994）．
したが っ て ，II型 の DNA トポ ア イソ メ レ ー

ス に よ っ て

触媒 され，そ の 阻害剤 に よ っ て 促進 され る非 相同的組 換

え が ，ヒ トの 体 内 で も起 こ っ て い る こ とが 認 知 さ れ る よ

うに な っ た．こ れ な どは い わ ば ， 大 腸菌か ら ヒ トに い た

る まで 共 通 に 起 こ る 疾患の 例 とい え る だ ろ う．

5．紫外線や変異原物質 ， 活性酸素など ， 環

　　境のス トレス によ っ て誘導される ， 短い

　　相同配列を必要 とする 非相同的組換え

　 先に 述 べ た DNA ジ ャ イ レ ース に よ っ て 触媒され る 非

相 同 的組 換 え は，そ の 阻 害剤 で あるオ キソ リ ン 酸 に よっ

て 促 進 され る こ と か ら， あ る意味で は環 境 の ス トレ ス に

よ っ て 誘導 され る非 相同的組換 えと考 え る こ とが で きる

（オ キ ソ リ ン 酸 は 熱 シ ョ ッ ク応答 や SOS 応答な ど の ス

トレ ス 応答を誘 導す る薬剤で あ る こ とが 知 られ て い る）．
私たち は，特殊形質導入 フ ァ

ージの 形 成時 に起 こ る 非相

同的組換 え を検出す る in　 vivo ア ッ セ イ ・シス テム の 確

立 の 過 程 に お い て
， 紫外線な ど，他の 環 境の ス トレ ス も

ま た非相 同的組 換 え を誘導す る こ と を 発見 し た （lkeda

et 　aL ， 1995）．た だ し，こ の 場合は，　 DNA ジ ャ イ レ ース

に よ っ て触媒 され る非相同的組 換 え とは 異な り，短 い 相

1司配列 を必 要 とする組換えで あ っ た （Yamaguchi 　et　al．，
1995＞．したが っ て ，非相 同 的 組換え に は

， II型 の DNA
トポア イ ソ メ レ ース に よ っ て 触媒 され ， そ の 阻害剤 に よ

っ て 促進 され る ， 相同配列を必 要 と しな い タイプ と，紫

外線 な ど の 環 境 の ス トレ ス に よっ て 誘導 され る，分 f機

構 が 明 ら か で は な い ，短 い 相 同 配 列 を必 要 とす る タ イプ

とが 存在 す る こ とが 明 らか に な っ た，

　紫外線 に よ っ て 誘導さ れ る 非相同的組 換 え の 発 見の 経

緯は，以下 の 通 りで あ る．λSpi
一
ア ッ セ イ に お い て は ，

λ フ ァ
ージ を 増 殖 させ る た め に 熱誘発 を採用 して い る

が，こ れ は ， こ こ で 用い て い る λ フ ァ
ー

ジ （λ cl857 ）の

cI リプ ッ レ ッ サ
ー

が 温度感受性で ある た め で あ る，λ フ

ァ
ージ を誘発 させ る 方法 と して は，他 に も紫外線雌射 に
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Fig．3　Stimulation　of 川 egitimate 　recombination 　by　UV
　　　 light−irTadiatien（lkeda 　et　aI．，1995），E ．　 coli　HII162
　　　 （as　594　except λ c1857 　ind

−
） or 　HII243 （as 　HI1162

　　　 except 　reeAl ）was 　grown 　to　2　x 　lOs　cellsfml 　
at

　3D℃

　　　 inλYP 　broth，　and 　the　culture 　was 　irradiated　te　UV

　　　 Iight　for　varieus 　periods　in　a　glass 　dish．　Induction　of
　　　 the　prophage 　was 　carried 　out 　by　incubation　at 　42℃

　　　 f｛〕r15 　min ，　and 　the　culture 　was 　then　incubated　at

　　　37℃ for　2　hr．　The　number 　of 　plaques 　on 　Ymel 　was

　　　 defined 　as　the　concentration 　of 　total　phages 　and 　the

　　　 number 　of　plaques 　on 　P21ysogen　WL95 　was 　defined

　　　 as 　the　concentration   f　Spi−phages ．　The　frequency

　　　 of 　jUegitimate　 recombination 　 was 　defined　 as　the

　　　 ratio 　of　the　concentration ‘⊃f　Spi−phage 　to　the　con −

　 　 　 cent 「ati 〔〕n 　of　total　phages ，

よ っ て 誘発 させ る方法 が あ るが ， こ こ で 用い て い る λ フ

ァ
ー

ジ の ind遺伝子 は変異 を持 つ た め，紫外線照射 に よ

っ て は λ フ ァ
ー

ジ を誘発 させ る こ と は で きない ．一方，
cl 遺 伝子 と ind遺伝 子 とが 野生 型 で あ る λ フ ァ

ー
ジ を

溶 原化 フ ァ
ー

ジ と して 採用 し，紫外線 照 射 に よっ て λ フ

ァ
ー

ジ を誘発 させ ，特殊形質導入 フ ァ
ー

ジ の 出現頻度を

測定 し た と こ ろ ， その 頻度 は，熱 処理 に よ っ て λ フ ァ
ー

ジ を誘 発 させ る ア ッ セ イ ・シ ス テ ム に よ っ て 測定 され た

特殊 形 質導入 フ ァ
ー

ジ の 出現 頻度 に 比 べ ，非常 に 高 い 値

を示 す こ と に 気づ い た．

　こ れ らふ た つ の ア ッ セ イ・シ ス テ ム の 違 い は，λフ ァ
ー

ジ の 誘発の させ 方 だ け な の で ，紫 外線照射 の 効果 は ，
λ

フ ァ
ージ の 誘 発 の み な らず ， 組 換 え その もの の 促進 に も

あ るの で は な い か と考えた．も し，そうで ある な らば，
熱処理 に よ っ て λ フ ァ

ージ を誘発 させ る ア ッ セ イ ・
シ ス

テ ム に お い て も，紫 外線 を照射すれ ば組 換 えの 頻度 が 高

くなる は ずで ある．実際，こ の ア ッ セ イ ・シ ス テム に お

い て ，照射 した 紫外線 の 線量 に 依 存 して 組換 えの 頻 度が

ヒ昇 し，そ の 値 は，紫外線照 射 に よ っ て λ フ ァ
ージ を誘

発 させ るア ッ セ イ ・シ ス テ ム に よ っ て 測定 され た値 とほ
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ぽ 同 じ値 を示す こ とが わ か っ た （Fig．3 ；lkeda　 et 　 aL ，

1995）．こ の 紫外線照射 に よ っ て 誘導 され る非相同的 組換

え は，recA 遺 伝 子 の 変 異 株 で も同様 に 観察 され る の で ，

RecA 機 能 に 依 存す る相 同 的組 換 え の 副産物を検出 して

い る もの で は な い し， RecA プ ロ テ アーゼ を必 要 と す る

SOS 応答 の 結果 ， 起 こ る反 応 で もな い ．

　それ で は，ど うして紫外線照射 に よ っ て 組 換 えが 促 進

され るの か が 問題 とな るが，紫外線 照射 に よ っ て DNA

に チ ミン ダイマ
ー

な どの 損傷が 生 じ，その 除去修復 の 過

程 で 誤 っ た塩 基 が取 り込 まれ る こ と に よ り，変 異 が 生 じ

るこ とが 知 られ て い るの で，紫 外 線が 持 つ ，変 異 を誘発

す る と い う性質 が，組換 え に 寄与 して い る可 能 性 が 考え

られた．もしそうで あ るな らば，紫外線 に限 らず変 異 を

誘発するもの で あ るな らば，すべ か ら く組換 え を誘導す

べ きで ある．実際，強力な変異誘発剤で ある ニ トロ ソ グ

ア ニ ジ ン や ア フ ラ トキ シ ン B ， に よっ て 非相同的組換 え

の 頻 度 が 上 昇 す る こ と が わ か っ た （Ikeda 　et　aL ，1995）．

した が っ て，こ の 過 程 に は，DNA の 損 傷が 必 要 で あ る こ

とが 示唆 され た．

　同 じこ とは活性酸素 に つ い て もい え ， 大 腸 菌 を過 酸化

水素水で 処理 す る と，λSpi
一
ア ッ セ イに お い て ，非相同

的組換 えの 頻度 が 上昇す る こ と が わか っ た （Onda 　 et

aL ，1999）．活性酸素 に よ っ て 生 じる DNA 損傷 と して

は ， 8・オ キ ソ グア ＝ ン が 知 られ て い るが，その 修復 に 関 与

す る mutM 遺 伝 子 の 欠 失 変 異 株 で は，組 換 え の 頻 度 が

さ ら に 上 昇す る の で，活性酸素に よ っ て誘 導 され る非相

同的組換 え もま た，DNA の 損傷 に よ っ て 引 き起 こ され

る もの と思 われ る．

6 ．環境の ス トレス によ っ て誘導される ， 短

　　い相同姓を必要 とする非相同的組換え の

　　分子機構の解明

　 そ れで は環境 の ス トレ ス に よ っ て 誘導 さ れ る非相同的

組換 え は どの ような分 子 機構 で 起 こ るの だ ろ うか．

λSpi
一
ア ッ セ イ に お い て 検 出され る非相同的組換 えは，

λDNA の 欠 失 と大腸 菌 染色体 DNA の 挿 入 で ある．欠失

に は，ふ たつ の 異 な る分 子 機構 が 存 在 し，ひ とつ は 鋳 型

とな る DNA の
一一部 が 複製 さ れ ず，娘 DNA 鎖 か らそ の

部分 が 消失す る こ とに よ っ て 起 こ るもの で あ る．欠失が

起 こ っ た 部位 に は，しば しば順方向 の 反復配列が 認め ら

れ る こ とか ら，こ の よ うな配 列 を鋳 型 に 持 つ と き，DNA

ポ リメ レ ース の ス リッ プが 起 こ る の で あろ う と考えられ

て い る．

　 もうひ とつ の 欠失の 分 子 機構 は，そ の 部位 が 切 り 出 さ

れ る こ と に よ っ て 起 こ る もの で あ る．λSpi一ア ッ セ イ

は，い わ ば λDNA の 異 常 な 切 り出 しを検出す る もの で

あ り ， した が っ て ， こ こ で起 こ る 欠失 は切 り出 しに よ る

もの で あ る．切 り出 し に よ る 欠 失 の 最 初 の 段階 は，

λDNA と大腸 菌 染色体 DNA と に そ れ ぞ れ 二 重鎖切 断

が 導入 され る こ となの で （Fig．1），私た ちは，紫外線照射

に よっ て 組換 えが 亢 進 され るの は，紫 外線 に よ っ て こ の

よ うな 二 重 鎖切 断 が 促 進 され る か らで は な い か と考 え

た，

　 しか しなが ら，紫外線 は γ 線な ど とは異 な り，DNA に

直接 的 に二 重鎖切 断を導 入 す る こ とは ない こ とが ，精製

さ れ た T7 フ ァ
ージ の DNA を用 い た in　 vitro に おけ

る 実験 に よ っ て 示 さ れ て い る（Smith　 and 　Hanawalt，
1969）．そ れ に 対 して，除去 修復や 組換 え修復の で きない

大腸 菌の 変異 株 に 紫外線 を照射 した後，さ ら に 大 腸 菌 を

イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン し た 場合 に は，染色体の 崩壊 が 起 こ

り， 低分 子 量 の DNA 断片が 観察 され る こ とが 報告 さ れ

て い るの で （Wang 　and 　Smith， 1986），　 in　vivo に お い

て は紫外線 に よ っ て DNA 二 重 鎖 切 断が 誘導され る こ と

が 考 え られ る．

　すで に紫外線照射 に よ っ て 生 じた DNA の 損傷部位 で

は 複製 フ ォ
ー

ク の 進行 が 停滞す る こ とが 知 られ て い る の

で （Rupp 　and 　Howard −Flanders
，
1968），私 た ち は，そ

の 際 ， 鋳型 と な っ た DNA 鎖 が
一

本鎖 とな る た め，切 断 を

受 けや す くな るの で は な い か と考え た．と ワわけ，紫外

線照射 に よ っ て誘導 され る非 相同 的 組 み 換 えの 産物を解

析す る と，高頻度 に 組 み 換 えが 起 こ る 部位 （ホ ッ ト・ス ポ

ッ ト）の 近傍 に は ，また して も順向 き反 復配 列 が 存在 して

い た の で （Yamaguchi 　et 　al．，1995），鋳型 DNA 鎖 に 生

じ た 損傷部位で 複製 フ ォ
ーク の 進行 に ブ レ

ーキ が か か

り， そ の 近 傍 に 存在す る順 向 き反復配 列 で ス リ ッ プ し，

鋳 型 DNA 鎖 が 湾 曲す る こ と に よ っ て 生 じ た
一

本鎖

DNA の ル ープ を ， そ の よ うな構造 を特 異 的 に認識 し，切

断す る ヌ ク レ ア
ーゼ が

．
叨断す る こ とに よ っ て 二 重鎖 切 断

が 形 成 され る の だ ろ うと考 え た （Fig．4 ；Yamaguchi 　et

aL ，　1995＞，さらに ，そ の 後の 解析 に よ り，ホ ッ ト・ス ポ

ッ ト領域 に は ， 約 140bp の 逆 向 きの 反 復 配 列 が 存在 し

て い る こ とが わ か っ た．逆 向 き反 復 配 列 を持 つ
一

本鎖

DNA は，ス テ ム ・
ル
ープ や クル シ フ ォ

ーム 構造 の よ うな

特殊な二 次構造を形成す る こ とが 知 られ て い る の で ， 鋳

型 DNA 鎖 の 損傷部位 で 複製 フ ォ
ーク が 停滞 した と き，

こ の よ うな二 次構 造 が 形 成 さ れ，任意 の 箇所 で 切 断を 受

け，二 貢鎖 切 断 が 形 成 され る こ と が 考え ら れ る．い ずれ

にせ よ ， 私 た ち の モ デ ル は ， 複 製 フ ォ
ーク の 進行 が 損傷

部位で 停滞する こ と を前提 と して い る の で ， 紫 外線照射

に よ っ て 誘導 さ れ る DNA 二 重 鎖tJj　Wtに DNA 複 製 の 伸

長反応が 必 要か 否 か を検証 しなけれ ば な ら な い ．閭接 的

な証拠 と して は，dnaB 遺伝子 の 温度感受性変異株 で は

紫 外 線 照 射 後 の 非 相 同 的 組 み 換 え の 頻 度 が 低 ドす る

（Yamashita　et　al．，　unpublished ）こ とが挙 げ られ よ う．

こ の場合，dnaB遺伝子の DNA 複製の 開始段階 の 変異

株 （ス ロ
ー・ス トッ プ ・フ ェ ノ タ イプ を示す〉で は 効果 は

なく，伸 長 段階 の 変異株（ク イッ ク ・ス トッ プ ・
フ ェ ノ タ
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・・g・… nt ＜ 一 ・・Ali・ase
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一

Fig．4　A 　 prop 〔｝sed 　 mechanism 　 of　 UV 　 light−irradiation−

　 　 　 induced　illegitimate　 recombination ．　A 　lesion　 is　 in・

　 　 　 duced　by　UV 　light−irradiation（a ），and 　DNA 　replica ・

　　　 tion　occurs 　with 　the　damaged 　DNA 　 as　a　template

　　　 （b＞．The　progression　of　replication 　folk　arrests 　at

　　　 the　lesion　（c），　 and 　the　template 　DNA 　is　broken

　　　 enzymaticaUy （single −strand 　break ），resulting 　in　the
　　　 formation　of　double−strand 　break （d）．The 　ends 　of

　　　 DNA 　is　processed （e），annealed （f）and 　ligated（g）．
　　　 DnaB 　protein 　is　involved　in　the　step 　of 　the　progres・

　 　 　 sion 　of　 replication 　forks，　 and 　RecJ 　 protein　 per ・

　 　 　 ticipates　in　 either 　the　 step 　 of 　the　fo  ation 　 of

　　　 double−strand 　breaks （d）or　the　processing 　of　DNA
　　　 ends （e）．Anneaiing　is　dependent　on 　short 　homology

　　　 （f），and 　this　step 　is　suppressed 　by　RecQ 　protein，
　 　 　 Ligation　is　carried 　out 　by　DNA 　ligase．
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イブ を示す）で 効果が あ るの で，少 な くと も紫 外線照 射 に

よっ て 誘導 され る非相同的組 み換 え に は DNA 複製 の 伸

長反応が 必要 で あ る．DNA 複製 の 伸 長 反 応 は DNA 二

重鎖 切 断 の 形 成 過 程 に 寄与 して い る の か も知 れ な い

（Fig．4）．

　 次 に ，紫外線照射 に よ っ て 誘導 さ れ る非 相同的組 換 え

の 分子機構 を解 明 す るため に，こ の 過 程 に 関与す る さ ま

ざまな因 子 を遺伝学的 に同定する こ とを試 み た．そ の 際 ，

相 1司的組 換えに関与する遺伝子 の 中 に，非相同的組換え

に も関与する遺 伝 子 が 存在す る 可 能性を考え，rec 変 異

株の な か に 紫外線照射後，組 換えの 頻 度 が 上 昇 しな い よ

うな もの が 存在す る か 否 か を検討 し た。そ の 結 果 ， 相同

的組換 え の RecF 経路 や RecE 経 路 に 関
．
与す る recJ 遺

伝子 の 破壊株で は ， 紫外線を照射 し て も組換 え が 促進 さ

れ ない こ とが 示 され た （Ukita　 and 　Ikeda，1996）．さ ら

に，recJ 破壞株 に お い て 低頻度なが ら も起 こ る組換えの

産物 を解析 した とこ ろ，こ の 株で は ，野 生 株 に お い て観

察 され る 組換 えの ホ ッ ト・ス ポ ッ トが 検 出 さ れ な い こ と

が わ か っ た ，し た が っ て
，

γθ6」 遺 伝 子 が 紫外線 照 射後 に

ホ ッ ト・ス ポ ッ トで 起 こ る非 相 同 的 組換 え に 必 要で あ る

こ とが 示 され た．精製 さ れ た RecJ 蛋臼は，一・本鎖 DNA

を 5’末端 か ら 3’

末端 の 方向 に 分解す る DNA エ キ ソ ヌ

ク レ ア
ー

ゼ 活性 を持 つ の で （Lovett　and 　Kolodner，
1989），非相同的 組 換 えに お け る RecJ 蛋 白 の 役 割 と し

て ，紫外線照 射 に よ っ て 切 断 を受 け た DNA 鎖 の 末 端 を

分 解す る こ と に よ り， 短 い 相同配列 を持つ DNA 鎖 との

結合 を促 進 させ て い る 可能性 が 考 え られ た （RecJ 蛋 白

が DNA 二 重 鎖切 断 の 形成後 に 働 くとす る仮 説）（Fig．

4 ；Ukita　and 　Ikeda，1996）．一
方，　 RecJ 蛋白が 紫外線

照射後の DNA 二 重鎖切 断 の 過程 に 寄与す る 可 能性 も考

え られ る の で （RecJ 蛋 臼が DNA 二 重鎖 切 断 の 形 成 過 程

に 働 くとす る仮 説 ），現 在 こ の 仮 説 を検証 して い る （Fig．
4）．

　
一

方 ， recJ 遺伝子 と同様 に相同的組換えの RecF 経 路

や RecE 経路 に 関与す る recQ 遺伝 子 の 破壊株 で は ，

recJ 破壊株 とは 逆 に，紫外線照射後 ， 組 換えが 野 生株以

Eに 亢進す る こ とが示 され た （Hanada 　et　al．，1997）。た

だ し，こ の 株 で は，紫 外 線 非 照 射時 で も組 換 えが 高頻 度

に起 こ るの で ， RecQ 蛋 白 は，紫外線照射 の 有無 に 関 わ ら

ず，非相同的組換 え を抑制 して い る こ とが わか っ た．精

製 さ れ た RecQ 蛋白は，二 本鎖 DNA を 3’末端 か ら 5’

末端 の 方向 に 解離す る DNA ヘ リケ ース 活 性 を持 つ の

で，こ の 過程 に お け る RecQ 蛋 白の 役 割 と して ，RecQ 蛋

自が，短 い 相 同 性 を持 つ DNA 鎖同士 の 結合 を抑制 して

い る こ とが 考 え られ る （Fig．4 ；Hanada 　et 　al．
，
1997）．

最 近，癌 が 多発す る ブ ル
ー

ム 症候群 や早 老 病 と して 知 ら

れ る ウ ェ ル ナ
ー

症候群 の 原因 遺伝 子 が recQ 遺 伝 子 の ホ

モ ロ グ で あ る こ とが 明 らか に され た が ， ひ とつ の 可能性

と して，癌化や 老 化 は，非 相同的組換 え が抑制 され ず，
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染色体 異 常 が 多 発す る こ と に よ っ て 起 こ るの か も知 れ な

い 、

　 こ の 他，こ の 過程 に 関 与 す る因 子 と し て ，DNA の 折 り

曲げ に 働 くFis蛋 臼 や IHF 蛋 白 （Shanado 　et　al ．，　1997）

な どが 見 出されて お り，今後 は こ れ ら遺 伝学的 に 同定 さ

れ た 蛋 自を精製 し，紫外線照射 に よ っ て 誘 導 さ れ る非相

同的 組 換 え を in　vitro に お い て 再構 成 す る こ と に よ っ

て ，そ れ ぞ れ の 蛋臼の 役割を明 らか に して い きた い と考

えて い る．

7．真核生物における非相同的組換えの分子

　　機構の 解明

　大腸 菌 を材料 と して 用 い て 明 らか に して きた 非 相1司的

組換 え の 分 子機構が，真核生 物 に も共通 で あ るか ， ま た

異 な る分 子機構 が 存在す るか を明 らか に す る こ とは，染

色体異常，ひ い て は遺 伝 子疾患や 癌化，老化な ど，高次

の 生 命現 象 を理 解す る うえ で 重 要 で あ る．そ こ で ，塚 本

ら （1996a ）は ，酵母 を材 料 と して 用 い ，プ ラス ミ ドに お け

る非 相 同的 組 換えを定量的 に 検 出す る in　 vivo ア ッ セ

イ ・シス テ ム を確立 した．その 原理 は，カ ナバ ニ ン と シ

ク ロ ヘ キ サ ミ ド と い うふ た つ の 薬剤 に 耐性 を示す酵母

に ，そ れ ぞ れ の 薬 剤 に 対 す る感受性 をもた らす ふ た つ の

遺伝子 （CANI 遺伝子 と CYH2 遺伝
．
了
・
）を隣 り合 わせ に

持 つ プ ラ ス ミ ド（YCpL 　2）を導 入 し て （こ の プ ラ ス ミ ド

を持 つ 酵 母 は カ ナ バ ニ ン とシ ク ロ ヘ キサ ミ ドを 含 む 寒天

培地 に は コ n ＝ 一を形成す る こ と はで き な い ），
こ れ らふ

た つ の 遺 伝 子 を同時 に 欠失 した ようなプ ラ ス ミ ドを持つ

酵母 （こ の よ うな プ ラ ス ミ ドを持 つ 酵母 は カ ナバ ニ ン と

シ ク ロ ヘ キサ ミ ドを含 む 寒天 培地 に 再び コ ロ ニ ーを形成

す る こ とが で き る よ うに な る）を選択 し，その 出現頻度 を

もっ て 非相同的組換 え の 頻 度 と定 義 す る と い うもの で あ

る．こ う して 検出 され た 欠失は，両末端の DNA 鎖 の 聞 に

短 い 相 同性 （1− 5bp ）が 存在 した こ とか ら，短 い 相同 配

列 を必 要 とす る タ イプ の 非 相同的組換え に より起 こ っ た

もの で あ る こ とが わ か っ た．

　次 に，こ の 過程 に 関与す る 因子 を同定す る こ と を目的

と して ，大腸 菌に お け る 紫外線照 射後の 非 相同的組換え

に対 して rec 　nj異 の 効果を検討 した よ う に，酵 母 に お け

る相同的 組 換 えや 胞 子 形 成時 の 減数分 裂の 際 に 起 こ る相

1司的組換 え に 必 要 な遺 伝 子 の 変異 の 効果を検討 した．そ

の 結果，こ の 過 程 に RA1 ）50，
　 RAD52 ，　 MRE11 ，お よ

び XRS2 遺伝 子 が 関 与 して い る こ とが 示 され た （Tsu−

kamoto 　et　al ．，　1996　a ）．こ れ らの 遺 伝 子 の 役割 を明 らか

に す るた め ，組 換 え の 検出 に 用 い た YCpL 　2 プ ラ ス ミ ド

に セ ン トロ メ ア （動原体 ）をふ た つ 持 た せ た プ ラ ス ミ ドを

構築 した （Tsukamoto 　et　al．，1997　a＞．こ の プ ラ ス ミ ド

を酵 母に 導入 す る と，細胞 分 裂の 際 に そ れ ぞ れ の セ ン ト

ロ メ ア が 両極 に 引 っ 張 られ る た め に DNA 二 重鎖切 断 が

2 ヵ 所で 起 こ り，組換 えが 誘導 さ れ るの で，非 相同的組

換えの 最初の 段階で ある DNA 二 重 鎖切 断は 必 要 で は な

く，最後 の 段階で ある DNA 末端 の 結 合 （エ ン ド・ジ ョ イ

ニ ン グ〉の み を検 出す る こ と が で き る．そ の 結 果，

RAD52 遺伝
1j’

以 外は エ ン ド
・

ジ ョ イ ニ ン グ の 過程 に 寄

与 して い る こ とが 明 ら か に な っ た （Tsukamoto 　et　aL ，

1997a ）．Mre 　11 蛋 白 は一本鎖 DNA を 3’

末端 か ら 5
’
末

端 の 方向 に 分解す る DNA エ キ ソ ヌ ク レ ア
ー

ゼ 活性 を持

ち（Paull　and 　Gellert，1998），
か つ Rad 　50蛋白と Xrs　2

蛋 自 と で 三者複合体 を形 成 す る こ と （Johzuka　and

Ogawa ，1995＞が 知られて い るの で ，こ れ らの 蛋白 は，切

断 を受 け て 生 じた DNA 末端 を分 解 し，一
本鎖 DNA を

露出させ る こ とに よ っ て エ ン ド ・ジ ョ イニ ン グ を促 進 さ

せ て い る こ とが 考 え られ る．一．一方，Rad 　52蛋 白は 相同的

組 換 え に 関与するの で ，こ の 蛋 白は ， 相同的組 換 え に よ

り，
二 量体 の プ ラ ス ミ ドを形成 させ

，
ふ た つ の セ ン トロ

メ ァ を持 つ プ ラス ミ ドを生 じさせ るこ と に よ り， 間 接的

に 非 相 同 的 組 換 え に寄与するの か も知 れ な い ．

　 こ の 他 に も，塚 本 ら （1996b ）は，免疫 グ ロ ブ リン 遺 伝 子

の 再編 成 時 に 起 こ る V （D ＞J 組 換 えに 関与す る Ku 　70 蛋

臼の 酵母 ホ モ ロ グ （Hdf　1）が 非 相 同的組 換 え に 関与 して

い る こ と，と りわ け，ふ た つ の セ ン ト ロ メ ア を持 つ

YCpL 　2 の 組 換えに 関与す る こ とか ら ，
こ の 蛋 白が エ ン

ド・ジ ョ イ ニ ン グ の 過程 に 関与す る こ と を見 出 した．Ku

蛋 自は DNA 末端 に結合す る性質 を持 つ こ と か ら， この

蛋 臼は，DNA 末端同士 を接近 させ るこ とに よ っ て エ ン

ド・ジ ョ イ ニ ン グ を促 進 させ て い る こ と が 考 え られ る．

さ ら に，Hdf 　1 蛋 白 と相互 作 用 す る因 子 と し て 同定 した

Sir　4蛋白や，　 Sir　4蛋 LIと と もに働 く Sir　2 蛋 臼 と Sir　3

蛋 自もまた，エ ン ド・ジ ョ イニ ン グ に 関与す る こ と が 明

らか に な っ た （Tsukamoto 　et　a1．，1997　b）．　 Hdf　1蛋 臼

が ，Sir　2，　Sir　3，お よび Sir　4 蛋臼や ピ ス トン と複 合体 を

形成 して テ ロ メ ア 領域 などを不活化させ る こ と（サ イ レ

ン シ ン グ）を考慮す る と，DNA が 切断 を受 け た と き，

Hdf　1 蛋肖が こ れ らサ イ レ ン シ ン グ因 ゴ
・
と と もに DNA

末 端 を不 活 化 し，エ ン ド・ジ ョ イ ニ ン グ を促 進 させ て い

る Tr∫能 性 が 考 え られ る （Fig．5 ；Tsukamoto 　and

Ikeda，1998）．しか しなが ら，サイレ ン シ ン グ 因 ／・の 役

割 に つ い て は ，サ イ レ ン シ ン グ 因 子 が 接合型決定遺伝子

の 発現 を抑制す る こ と に よ っ て 間 接的 に エ ン ド・ジ ョ イ

ニ ン グ に 関 与 して い る とい う説 （Astr6m　et　 aL ，1999 ；

J．Harber，私信〉もあ り，現 在 ，検討 中で あ る．

　 また ， 大 腸 菌 RecQ 蛋白同様，その 酵母 ホ モ ロ グ で あ

る Sgs　l 蛋 白 もま た，非 相同的組換えを抑制 して い る こ

とが わか っ た （Yamagata 　et　al．，1998）．先に 述べ た よう

に，ウ ェ ル ナ
ー症 候群や ブ ル

ーム 症候群 の 原 因遺伝子（そ

れ ぞ れ WRN ，お よび BLM ）の 産 物は RecQ ホモ ロ グな

の で ，それ ぞ れ が Sgs　1 蛋臼の 代 わ り に 働 き 得 るか 否 か

を検証 した とこ ろ ， sgsl 遺伝 f’を破壊 し，そ の 代 わ りに

野生型の WRIV ，お よび βLM 遺伝子 を挿 入 した酵母で
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Fig．5　A　putative　model 　for　DNA 　end −joining（Tsukameto　et　aL ，1997b；Tsukamoto 　and 　Ikeda ，1998）．
　　　 IIdfl　protein 　and 　Ku8  homoIogue　bind 　to　broken　DNA 　ends （b） and 　then 　recruite 　si正encing

　　　 f・・t・ r・ （・〉，・e ・ uh ・ g　in　f・rm ・ti・n ・f　h・t・… h・・ m ・tin−lik・ ・t・u，t。 re，　whi 、h　i、　necess 、 rV’　f。，

　 　　 rejoining （⊃f　the　DNA 　ends （d）．

は，非相同的組 換 えの 頻 度 は 上 昇 し なか っ た。した が っ

て ，WRN 蛋白や BLM 蛋 臼が 非 相 同 的 組 換 え を抑 制 し

て い る こ とが 明 らか に な っ た．ウ ェ ル ナ ー症 候群やブ ル

ーム 症 候 群 の 患 者 の 細胞で は
， 染色 体の 不安定性 が 観察

され るが，その 原 因 は WRN 蛋 臼 や BLM 蛋自の 組換え

抑 制機能の 欠損 に あ る こ とが考え られ る．

結 語

　大腸菌や 酵母 な ど，単細胞生 物を材料 と して ，遺伝学

的，な らび に 生 化学的手法 を用 い る こ とに より，非相同

的 組 換 え の 分 子 機構 の
一

端 を 明 ら か に す る こ とが で き

た．その 結果 と して ， ヒ トに お い て 観察 され る染色体 異

常の 発生機構 を説 明 す る こ とが 可能 と な り，ひ い て は ヒ

トの 遺伝子 疾患や 癌 化，老 化 とい っ た高次 の 生 命現 象 ま

で をも，私 た ち が 解 明 した 非 相 同 的 組 換 えの 分 子機構 に

より推察する こ とが で き る よ うに な っ た．

　と りわ け，私 た ちが 見 出 した環境 の ス トレ ス に よ り誘

導 さ れ る非 相同的組 換 えの 研究 は，最近，問題 となっ て

い る環境汚染 に よ る ヒ トの 疾患を理 解す る うえで 重 要 と

な る で あろ う．
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