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相同 DNA組換えは互いに相同な二本鎖 DNA分子の間で互いに対応する DNA部分を交換ま
たは置き換える現象である。これは，普遍的な遺伝現象であり，遺伝，進化の要に働く一方，こ
れまでも農業生物等の育種・改良の主要な手段であった。遺伝子治療など，ゲノム全体を対象と
する新技術の核としても期待されているが，人為的制御手段の不在が壁である。確率現象といわ
れてきた相同DNA組換えも，実際には生体のプログラムにより緻密に調節されている。そこで，
相同組換えの遺伝・進化での機能，調節の機構の解明を目指し，相同組換えの未知の機能を探る
一方，そこに働く生体分子群とそれらの相互作用の分子構造と機能，それら生体分子群をコード
する遺伝子の変異効果の解析を基礎に，相同組換えの開始の分子機構，ゲノムの構成の動態，遺
伝機構についての理解を進めてきた。その成果として，従来の技術の壁を越える道筋が見え始め
てきた。

1. 組換え開始の分子生物学と，生体高分子間相互作用
解析のための NMR分光法

（1）組換え開始の分子生物学（美川，伊藤，井川，太田，
柴田，高杉＊1，吉益 ＊2，八森 ＊3，斎藤＊3，本多 ＊4）
相同組換えは，両親のそれぞれに由来する相補鎖からで

きる分子間二本鎖，ヘテロ二本鎖を共通の中間体として起
こる。ヘテロ二本鎖は，生体内では，二本鎖切断，切断端
の一本鎖化，その一本鎖部分と相手の二本鎖 DNAとの間
でのヘテロ二本鎖形成を経てできる。一本鎖部分と二本鎖
DNAとの反応は RecA/Rad51属タンパクが行う。これま
で RecA/Rad51属タンパクの結合で誘導される特異な伸長
DNA 構造を NMR 分光法を用いた解析で明らかにし，そ
れを基に分子立体構造データに基づくはじめてのヘテロ二
本鎖形成反応機構モデルを提出した。本年度は相同組換え
開始を支配する制御された二本鎖切断の要に働くMre11と
DNAの相互作用についての研究を行った。Mre11は Rad50

や Xrs2と複合体を形成し，Spo11による二重鎖切断を制御
すると言われている。これまでに，Mre11の C末端領域を
欠損した変異株は二重鎖切断やそれに先立つ染色体構造変
化を行えないことや，この領域を欠失した変異タンパク質
は DNA結合能の低下を示すことを明らかにしている。こ
れらのことは，Mre11の C末端領域が DNAと直接相互作
用することを示唆する。そこで，Mre11の C末端領域にお
ける DNA結合能を NMR分光法を用いて解析することを
始めた。安定同位体標識された Mre11の C 末端領域を調
製し，NMR スペクトルを DNAの有無双方で測定したと
ころ，顕著な化学シフトの変化が観察された。このことか
ら，Mre11の C末端領域が直接 DNAと相互作用すること
が明らかになった。
（2）生体高分子間相互作用解析のためのNMR分光法（伊
藤，柴田，高杉 ＊1，Rajesh＊5，倉島 ＊3）

DNA-タンパク質，タンパク質-タンパク質間の相互作用
を解析するために，分子量 30～40 kDaのタンパク質複合
体を標的とした構造解析法の開発を行った。酵母 YUH1と
ubiquitin（Ub）共有結合複合体（35 kDa）をモデルとして

解析を行った。重水素化などの手法を駆使することによっ
て，YUH1側Ub側ともほとんどすべての主鎖 1H/13C/15N

と側鎖 13Cシグナルを帰属することができた。この結果を
基に選択的プロトン標識試料を用いて側鎖 1Hシグナルの
帰属を行っている。現在，従来の NOEを用いた手法と，残
余双極子カップリングや常磁性効果などの遠位距離情報を
得る手法を組み合わせて，高次構造解析法の確立を目指し
ている。

2. 個体における核ゲノムの安定性と組換え制御（川崎，
中山＊3，丸山 ＊3，柴田）
（1）ショウジョウバエ相同的組換え関連遺伝子産物

RECQEタンパクの機能
ショウジョウバエより見いだした RECQE タンパクの
精製を引き続き行い，その性状を明らかにした。すなわち
RECQEタンパクの ATP分解活性は単鎖DNA依存性を強
く示し出芽酵母やブルーム症候群原因遺伝子産物の各RecQ

ファミリーとは性格を異にした。これに加えて ATP分解
活性より強い GTP分解活性を見いだした。このような性
質は RecQスーパーファミリーのみならず，DNAヘリカー
ゼの中でもめずらしい。ATP 分解活性と GTP 分解活性
が同一の活性中心に由来している結果を得た。また，この
GTP分解活性がヌクレオチド結合モチーフ内のアミノ酸の
違いに由来している可能性を示した。他の結果と合わせて
RECQEタンパクが新しいタイプの RecQホモログである
可能性を示し，RECQEタンパクの反応機構としてモデル
を提出した。
（2）初期胚でのRECQEタンパクと共同して働くタンパク

RECQEは RecQスーパーファミリーに保存されるヘリ
カーゼ領域および特異的領域に加え最長のユニークな C末
側領域を有し，N末領域は非常に短い。RECQEタンパク
C末側領域との融合タンパクによる遺伝子発現活性化を指
標とした酵母 2-hybrid法によりショウジョウバエ初期胚の
cDNAライブラリィなどをスクリーニングした。その結果，
5つの候補を得ることができた。さらにグルタチオン-S-転
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移酵素との融合タンパクとグルタチオンの特異的結合を利
用した GST pull down 法によりその物理的相互作用につ
いて検討をした結果，5つのうち 2つについてその相互作
用を確認した。加えてさらにもう 2つ物理的相互作用を行
う候補を見いだした。また，ショウジョウバエ培養細胞に
RECQEとこれと物理的相互作用を行う候補を導入しそれ
ぞれの細胞内局在，免疫沈降法による検討などを行った。
これらの結果から，RECQEタンパクは他のタンパクと共
同して核ゲノムの安定化と組換え制御を行い，初期胚での
正確で迅速な S期の進行に関わっている可能性が示された。

3. ミトコンドリア DNAの組換え機能（凌，柴田，千
本木＊1，高野 ＊4）

MHR1 遺伝子の 1塩基置換変異であるmhr1-1 は，我々
が初めて見つけたミトコンドリア DNAの相同組換えを著
しく損う変異である。この mhr1-1 は，更にミトコンドリ
アでの DNA修復を損うばかりではなく，ミトコンドリア
DNAの保持にも欠損を示す。生物界で広く見られる細胞レ
ベル，個体レベルでミトコンドリア DNAのコピーを均一
にし，それを維持する現象，ホモプラスミー成立過程にも
欠損を示すことを見いだした。さらに，mhr1-1 でみられる
ミトコンドリアDNA脱落は，単にミトコンドリアDNAの
酸化損傷の修復ができないことによるばかりではなく，細
胞分裂（発芽）で新生ミトコンドリア DNAが娘細胞へ分
配される過程に欠陥があることを明らかにした。

Mhr1タンパクを大量発現すると，このタンパクの機能
依存的に，大腸菌細胞の分裂，核様体の分離を妨げること
を見いだした。この表現型は複製した DNAの分離を抑制
する変異と共通である。Mhr1タンパクを大腸菌細胞で大
量発現し，精製したところ，二本鎖DNA，一本鎖 DNAに
結合する活性を持つこと，この活性は，mhr1-1 変異で無く
なること，更に，大腸菌での核様体の分離抑制を説明しう
る活性として，DNAを凝集させる活性を持つことを見いだ
した。
これらの研究と並行して，ミトコンドリア DNAの損傷
修復に関わる変異株の選択の過程で単離した鉄イオンの異
常蓄積をもたらすミトコンドリア ABC transpoterの遺伝
子の 1アミノ酸置換変異，atm1-1 示す変異表現型は，細胞
内で発現させた人のオルソログ，MTABC3が相補すること
が分かり，atm1-1 細胞は，ヒトのMTABC3遺伝子の細胞
機能を調べる系としても使えることが分かった。

4. アポトーシスの分子生物学
（1）アポトーシス実行に関わるタンパク質分解酵素の性
状解析（森島，中西＊4，清和 ＊3）
カスパーゼ-12が哺乳類細胞の小胞体にかかるストレス

に依存して活性化し，細胞を死に至らしめることを明らか
にした。
（2）分子シャペロンの持つ未知機能の解明（森島，柴田，
水村＊1）
分子シャペロン，HSP70はミトコンドリア内で特定の酵

素に結合し，その基質特異性，安定性，比活性を大きく変
換させる。HSP70，酵素それぞれの分子内における結合領
域および活性変換に関わる領域の限定を進めた。

＊1 基礎科学特別研究員，＊2ジュニア・リサーチ・アソシエ
イト，＊3 研修生，＊4 研修生（埼大大学院），＊5 協力研究員
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