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相同 DNA組換えは一対の二本鎖 DNA分子の間で，切断と再結合によって，互いに塩基配列
が極めてよく似ている（相同な）部分を交換または置き換えることで起きる遺伝現象である。こ
れは，遺伝，進化を支配する DNA 生物では普遍的な現象である。農業生物等での伝統的な育
種・改良の主要な手段である交配育種の原理でもある。相同組換えの人為的高頻度誘導が可能に
なれば，安全な遺伝子治療など，ゲノム全体を対象とする新技術実現の核となると期待されてい
る。我々は，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，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を基礎に理解を深める研究を進めてきた。その成果と
して，確率現象といわれてきた相同 DNA組換えに働く生体プログラムによる緻密な調節分子機
構を明らかにしてきた。さらに，その分子機構の理解から「相同組換えが DNA固有の機能であ
る」という仮説を導いた他，ミトコンドリア DNAの相同組換え機能の解析から，相同 DNA組
換えの要に働く DNA反応である相同 DNA対合の意外な機能を明らかにした。相同 DNA対合
とは，一本鎖 DNAと二本鎖 DNAとの間で塩基配列が似た部分を探し出し，分子間二本鎖組換
え中間体を作る反応である。（本年度終結）

1. 組換え反応の分子機構（美川，伊藤（隆），井川 ＊1，
柴田，吉益＊2，本多＊3，井上＊4，増田＊4，片岡＊4，関山
＊4，神保 ＊4，山田 ＊4）
相同的 DNA組換えに働く反応が多くの酵素反応と異な
る点は，反応基質も DNAという高分子であるため反応で
の空間的制約が大きく，酵素論，生化学，分光法など従来
の研究手法での解析が困難で研究の進展を阻んできたこと
である。本分担課題の目的は相同的 DNA組換え反応をそ
こに働くタンパク質や DNAの分子間，分子内の相互作用
を基に理解することである。
本年度は研究対象として，相同 DNA対合反応そのもの
に働く RecAタンパク質と RecAタンパク質に作用して相
同 DNA 対合反応の機能調節に働く RecF，RecO，RecR，
SSBタンパク質（すべて好熱性細菌 Thermus thermophilus

由来），また RecA タンパク質とは構造が全く異なるが相
同 DNA対合活性を持つMhr1タンパク質（出芽酵母由来）
を取り上げた。研究手段として，X線結晶解析や NMR分
光法による原子分解能での立体構造解析，生化学的手法や
各種分光法による分子間相互作用解析，標的変異法による
分子改変効果解析を総合的に用い，以下の成果を得た。（1）
RecAタンパク質については，コアドメインのNMR分光法
による構造解析を試み，主鎖アミドプロトンシグナルの帰
属を終えた。この NMRシグナルを指標にして，補助因子
ATPの非加水分解アナログである ATPγSの添加の効果を
観察した結果，ATPの結合が RecAタンパク質全体に大き
く影響を及ぼすことが明らかになった。（2）RecF，RecO，
RecR，SSBタンパク質間の相互作用をゲル電気泳動法によ
り解析した結果，RecF⇔RecR⇔RecO⇔SSBという直接相
互作用があることが明らかになった。（3）RecRタンパク質
についてはこれまでに得られた NMRシグナルを解析する
ことによりその二次構造を決定した。また，主鎖アミドプ
ロトンシグナルの帰属を用いてRecRタンパク質上のRecO

タンパク質との相互作用部位をアミノ酸残基レベルで決定
した。（4）RecOタンパク質についても，主鎖アミドプロ
トンシグナルの帰属を終えた。さらに，蛍光標識した一本
鎖 DNAとの結合を蛍光強度の変化を指標に測定した結果，
SSBよりも強固に一本鎖 DNAと結合することが明らかに
なった。また，SSBが RecAの一本鎖 DNA依存性の ATP

加水分解活性を阻害する条件において，RecOは逆にその
活性を促進することを見いだした。これらの結果から，一
本鎖 DNAへの結合力の違いで RecOが SSB を置き換え，
RecAタンパク質の一本鎖DNAへのローディングを促進す
る機構が示唆された。（5）酵母ミトコンドリアのMhr1タ
ンパク質はアミノ酸配列も立体構造も RecAファミリーと
は異なり，また ATPを必要とせずに相同 DNA対合反応を
促進する。このタンパク質が行う相同的対合が RecAファ
ミリーによる反応と同じかどうかを検証するために，Mhr1

タンパク質に結合した一本鎖 DNAの立体構造を NMR分
光法で解析した。その結果，Mhr1タンパク質に結合した
一本鎖 DNAは RecAタンパク質と結合したときと同じ特
殊構造（DNA のデオキシリボース環の 2CH2 と隣接した
ヌクレオチド残基の塩基との間の疎水的相互作用で安定化
される伸張構造）をとることを示す結果を得た。このこと
から，この特殊構造は相同 DNA対合を行うタンパク質に
共通の機構であり，相同的対合は本質的に DNA自身の性
質で起こる反応であるという我々の仮説を裏付けることが
できた。

2. 生体高分子間相互作用解析のための NMR 分光法
（伊藤（隆），柴田，伊藤（か）＊3）
生体高分子間の相互作用の系について NMR解析を行う
場合には，対象となる系の分子量の増大による測定感度の
著しい低下，および NMRシグナルのオーバーラップとい
う 2つの大きな問題が生じる。この問題を解決し，「分子量
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の壁」を押し上げる試みとして，重水素化をはじめとした
安定同位体標識法の開発と，TROSY法を用いた測定手法
の改良が行われており，高分子量タンパク質やタンパク質
複合体に対しても NMRによる詳細な解析が可能になって
きている。
我々はこれまで，特に高分子量複合体試料の迅速な高次
構造解析のための選択的プロトン標識に注目し方法論的な
開発研究を行ってきた。また，高分子量タンパク質に最適
化した NMR測定法の開発も行ってきた。
本年度はこれまでの方法論的研究を踏まえて，ヒトミト
コンドリアに存在するABC輸送体の 1つであるABCB6タ
ンパク質（93 kDa）の C末端可溶性領域（ABCB6-C，285

アミノ酸残基，31.5 kDa）について実際に試料調製および
NMR解析を行った。ヒトABCB6タンパク質は，当研究室
の共同研究において，酵母 ATM1ホモログとして同定され
た。ATM1は鉄の恒常性維持を行うことでミトコンドリア
機能の維持に寄与していることが示唆されている。ABCB6

は現在のところ機能未知であるが，ATM1同様にミトコン
ドリアの鉄の恒常性維持に寄与していることが想像され，
ミトコンドリア病の原因遺伝子の可能性もある。

2H/13C/15N均一標識 ABCB6-C試料を調製し，ヌクレ
オチド非結合型および ADP結合型の双方について，主鎖
NMRシグナルの帰属のために TROSYタイプの 3重共鳴
NMR測定を行った。解析の結果，ヌクレオチド非結合型
においては，ヌクレオチド結合付近を中心に，局所的な構
造多形性に伴う化学交換によると推定される NMRシグナ
ルの著しいブロードニングが観測された。一方で ADP結
合型では，前述のヌクレオチド結合領域において NMRシ
グナルのブロードニングの解消が見られたのに加え，膜貫
通ドメインとの相互作用が示唆されているドメインに新た
なシグナルのブロードニングが観測された。この結果はヌ
クレオチド結合に伴う ABCB6-Cの構造変化および他ドメ
インとの情報伝達と密接な関連があると推察される。

3. ミトコンドリアゲノムの維持と遺伝の遺伝的組換え
依存機構（凌，柴田，堀 ＊4，和田 ＊4）
パン酵母のMHR1遺伝子の 1塩基置換変異であるmhr1-1

は，我々が世界に先駆けて分離したミトコンドリア DNA

の相同組換え欠損変異である。この mhr1-1は，さらにミ
トコンドリアでの DNA修復を損なうばかりではなく，ミ
トコンドリア DNAの子孫細胞への分配にも欠損を示す一
方，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。ホモプラスミーとは，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などオルガネラ
ゲノム DNAのコピーを均一にし，それを維持する細胞質
遺伝で普遍的現象である。これまでに，Mhr1 タンパク質
が，相同的DNA対合を行う活性を持つことを見いだし，そ
の活性が，ミトコンドリア DNAの相同的組換え，修復に
働くだけでなく，ローリングサークル型 DNA複製を誘導
に働くこと，ローリングサークル型 DNA複製でできる直
列多量体（コンカテマー）が，分配の必須な中間体である
ことを示した。この機構は，1 つの DNA を鋳型とする多
数のコピーの子孫 DNAを選択的に子孫へ分配する結果と
なるために，ホモプラスミー成立を説明できる。本年度は
mtDNAの複製開始点（rep/ori）と呼ばれる塩基配列を持

つmtDNA断片のみを持つ呼吸欠損（HSr−）半数体細胞を
正常な半数体と接合させると，その子孫がほぼ全てmtDNA

断片のみを持つ呼吸欠損となる現象「超抑制現象」に注目
して mtDNAを解析した結果，複製開始点特異的な DNA

二本鎖切断でローリングサークル型 DNA複製が開始する
ことを示す証拠と，その DNA二本鎖切断に働く遺伝子を
明らかにした。その結果，遺伝的な多様性を引き起こす相
同 DNA組換えと逆に遺伝的均一化であるホモプラスミー
化をもたらすローリングサークル型 DNA複製とが，DNA

二本鎖切断とそれに続く相同DNA対合というDNA反応段
階を共有しているという意外な事実が明らかになった。さ
らに，相同 DNA対合後，組換えへ進むかローリングサー
クル型 DNA複製へ進むかは，相同 DNA対合を触媒する
タンパク質の特性によることが示唆された。

4. アポトーシスの分子生物学（森島，中西 ＊3，柴田）
アポトーシス（細胞死）は正常な発生やホメオスタシス
の維持などに必要で，その異常はがんをはじめとする数多
くの病気の原因となる。この重要な現象の実行において中
心的な役割を果たす一群のプロテアーゼ，カスパーゼ族に
ついてその機能と制御機構を明らかにすることを研究目的
としている。特に発生におけるアポトーシス，種々のスト
レスによって起きる病理学的アポトーシスなど生体内での
細胞運命決定に関わるカスパーゼの機能と制御に注目して
いる。
異常な立体構造を持つタンパク質が小胞体内に蓄積する
状態を小胞体ストレスと呼び，このストレスの強度が強い
場合や長時間継続する場合にはカスパーゼファミリーが活
性化してアポトーシスを引き起こすことが分かってきた。
カスパーゼ 12 は小胞体ストレスによって特異的に起動す
るイニシエーターカスパーゼであり，ミトコンドリアの関
与無しにアポトーシスを引き起こすことを昨年度までに明
らかにした。本年度は小胞体ストレス誘導性アポトーシス
におけるアポトーシス調節タンパク質の役割について新た
な知見を得た。アポトーシス促進タンパク質 Bimは増殖中
の細胞では細胞質ダイニンに結合していて機能を発揮しな
いことが知られている。ツニカマイシンなどの薬剤を細胞
に与えて人為的に小胞体ストレスを発生させたところ，約
20時間後に小胞体への Bimの蓄積が見られた。この時間
帯はカスパーゼ 12が小胞体膜上で活性化し始める時間帯と
一致していた。小胞体移行シグナルを付加した Bimを過剰
発現させるとアポトーシスが引き起こされた。カスパーゼ
12の活性化を抑制するタンパク質を合わせて発現させると
アポトーシスは抑制されることから，Bimはカスパーゼ 12

経路の活性化を通してアポトーシスを誘導していることが
示唆された。昨年度までの知見と合わせて，カスパーゼ 12

の調節機構，機能発現機構の大枠が見えてきた。

＊1嘱託職員，＊2基礎科学特別研究員，＊3ジュニア・リサー
チ・アソシエイト，＊4 研修生

Homologous DNA recombination is the rearrangement
of genetic information through the breakage-and-rejoining
of homologous DNA molecules. A goal of our research is to
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understand the mechanisms and principles working on or
governing eukaryotic homologous recombination and their
biological consequence. The development of new genome-
wide technology is within our long-term scope. Our cur-
rent studies are focused on the initiation steps of homolo-
gous recombination in eukaryotes, and the biological roles
of recombination. For this purpose, using various eukary-
otic systems from yeasts to human beings and bacterial
proteins, we are analyzing molecular structures and inter-
actions of proteins and DNA involved in homologous re-
combination at the atomic resolution, and biological con-
sequences of the mutations in the genes encoding such pro-
teins. Our results suggest that homologous recombination
is an intrinsic molecular feature of DNA and a mechanism
to adapt organisms to nutritional stress by increasing ge-
netic variations, and that the early stages of homologous
recombination work as a system to segregate mitochondrial
homoplasmic cells (all copies of mtDNA in a cell have the
same sequence) from heteroplasmic cells during vegetative
growth of yeast cells.

1. Molecular biology of the initiation of eukary-
otic homologous recombination

In these studies, we analyze the molecular structures
and intermolecular interactions involved in homologous re-
combination at an atomic resolution, with the use of NMR,
X-ray crystallography and other spectroscopic means.

RecA protein and its eukaryotic homologue, Rad51 pro-
tein, must both cooperatively interact with other proteins
to form heteroduplex joints for homologous recombination.
In 2004 to 2005, we studied the RecA, RecF, RecO and
RecR, SSB proteins of Thermus thermophilus. The RecF,
RecO and RecR proteins cooperate with the RecA pro-
tein in the RecF-pathway of homologous recombination in
eubacteria, and we chose this multiprotein system as a
general model of the machinery for heteroduplex joint for-
mation in both prokaryotes and eukaryotes. We identified
the interactions of RecF, RecR, RecO and SSB proteins as
RecF⇔RecR⇔RecO⇔SSB. We finished the assignments
of the NMR HSQC signals to the amino acid-sequences
of RecA-core domain, RecO and RecR protein, and de-
termined the interaction sites of RecR protein with RecO
protein at the amino acid-sequence level. We are analyzing
the interaction sites of RecA-core domain, RecO protein in
addition to RecR protein with DNA, their partner proteins
and nucleotide cofactors.

On the other hand, we previously showed that the
binding to the RecA/Rad51 protein induced an extended
DNA structure, which is stabilized by the stacking inter-
action between the methylene moiety at the 2 position of
a deoxyribose and the base of the neighboring nucleotide
residue on the 3 side. Based on this finding, we proposed
that homologous pairing is an intrinsic function of DNA
and not a specific function of a protein. Inspired by this
assumption, we demonstrated that various structurally un-
related proteins catalyzed homologous pairing in the ab-
sence of ATP, and the Mhr1 protein is one such exam-
ple. We analyzed the structure of oligo-single-stranded
DNA bound to Mhr1 protein by TR-NOE, an NMR tech-
nique. In this study, we found that the single-stranded
DNA bound to the Mhr1 protein induced a unique struc-
ture very similar to that of the single-stranded DNA bound
to the RecA/Rad51 protein. This indicates that the mech-
anism of homologous pairing by Mhr1 protein and that by
RecA/Rad51 proteins are the same.

2. NMR techniques for the analysis of biomacro-

molecules
Recent developments on protein stable isotope labelling

and TROSY-based NMR measurements were applied to
the C-terminal soluble domain of human mitochondrial
ABCB6, ABCB6-C (285 a. a., 31. 5kDa). ABCB6 is
a half-type ATP-binding cassette (ABC) transporter pro-
tein. Like its Saccharomyces scervisiae homologue, Atm1p,
ABCB6 is proposed to be responsible for transporting a
precursor of the iron-sulfur (Fe/S) cluster from mitochon-
dria to cytosol.

We performed TROSY-based triple-resonance experi-
ments on uniformly 2H/13C/15N-labelled ABCB6-C both
in the nucleotide-free and ADP-bound states in order to
obtain backbone resonance assignments. Results on the
nucleotide-free form of ABCB6-C showed that backbone
NMR resonances were not detected for around 20% of non-
proline residues, which are mainly distributed around the
nucleotide binding pocket, suggesting conformational mul-
tiplicity of this region. In contrast, for the ADP-bound
state, backbone resonances were assignable around the
nucleotide-binding pocket, suggesting that ADP-binding
immobilised the local conformation. In addition, extra
unobservable residues were found to be located around
the helical domain, which has been proposed to be re-
sponsible for the interaction with the trans-membrane do-
main. This proposes a signalling mechanism that connects
nucleotide-binding events and the conformational changes
in the trans-membrane domain.

3. Biological functions of mitochondrial DNA
recombination

The functions of DNA recombination in mitochondria
were ignored by most scientists, probably because of the
absence of observed mitochondrial DNA (mtDNA) recom-
bination in mammals and the absence of isolated mtDNA
recombination-defective mutants. Some years ago, we iso-
lated the first example of a mutant defective in mtDNA re-
combination from the yeast Saccharomyces cerevisiae. We
found that that the mutation, mhr1-1, is a single base-
pair substitution of a nuclear gene, MHR1, and simultane-
ously causes deficiencies in mtDNA-repair, the partitioning
of replicated mtDNA into daughter cells and the segrega-
tion of homoplasmic cells (in which all copies of mtDNA
have the same sequence) from heteroplasmic ones during
vegetative growth. The vegetative segregation of homo-
plasmic cells is a general genetic behavior of organelle
genomes, in contrast to meiotic segregation of alleles in
Mendelian inheritance. Molecular biological studies on
MHR1 revealed its biochemical function (catalyzing ho-
mologous DNA pairing) and previously unknown roles in
mtDNA replication and partitioning and in the establish-
ment of homoplasmy; i.e., concatemers formed by Mhr1
protein-initiated rolling circle replication are the essential
intermediates for the mtDNA partitioning into daughter
cells, and upon the transmission into daughter cells, the
concatemers are processed into circular monomers. This
mechanism results in the selective transmission of a num-
ber of clonal copies of a single template mtDNA, and thus,
explains the mechanism of the vegetative segregation of ho-
moplasmic cells. Actually, the defective mutation, mhr1-1,
and the overexpression of normal Mhr1 protein result in
the delay and the acceleration of the vegetative segrega-
tion, respectively.

4. Molecular biology of apoptosis
Endoplasmic reticulum (ER) stress activates caspase-

12, triggering the ER stress-specific cascade for imple-
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mentation of apoptosis. Fractionation of myoblast cells
revealed that ER stress led to translocation of Bim, a
proapoptotic member of the Bcl-2 family, from a dynein-
rich compartment to the ER. Although the toxic effect of
Bim had been previously observed only at the mitochon-
drial outer membrane, overexpression of a Bim derivative,
Bim (ER), targeted at the surface of the ER led to apopto-
sis. A transfectant overexpressing the caspase-12 suppres-
sor protein was resistant to Bim (ER), suggesting that the
toxic effect of Bim on the ER is dependent on activation
of caspase-12. These results suggest that translocation of
Bim to the ER in response to ER stress is an important
step towards the activation of caspase-12.
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よる損傷 DNAの修復機構”, Workshop on DNA Repair,

Recombination and Mutagenesis 2005,京都, 1月 (2005).

凌楓, 堀晶子, 柴田武彦: “ミトコンドリア DNAの均一性と
不均一性化に働く相同組換え開始機構”, 第 22回染色体
ワークショップ, (文科省科学研究費補助金特定領域研究
「ゲノムホメオスタシスの分子機構」，「細胞核ダイナミク
ス」), 仙台, 1月 (2005).

笹沼博之,久郷和人,柴田武彦,太田邦史: “減数分裂期DNA

二本鎖切断機構の解析”, 第 22回染色体ワークショップ,

(文科省科学研究費補助金特定領域研究「ゲノムホメオス
タシスの分子機構」，「細胞核ダイナミクス」), 仙台, 1月
(2005).

久郷和人, 森沙織, 笹沼博之, 白髭克彦, 柴田武彦, 太田
邦史: “減数分裂初期における出芽酵母染色体上のMre11,
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科省科学研究費補助金特定領域研究「ゲノムホメオスタ
シスの分子機構」，「細胞核ダイナミクス」), 仙台, 1 月
(2005).

瀬尾秀宗, 升岡美恵子, 武田俊一, 室伏擴, 柴田武彦, 太田
邦史: “抗体遺伝子座における相同組換え活性化とその応
用”, 第 22回染色体ワークショップ, (文科省科学研究費補
助金特定領域研究「ゲノムホメオスタシスの分子機構」，
「細胞核ダイナミクス」), 仙台, 1月 (2005).

佐藤真之, 東海武史, 藤村真, 井上弘一, 工藤俊章, 山口勇,

木村真: “デオキシニバレノールの生合成：トリコテセン
骨格への修飾基の導入について”, 日本農芸化学会 2005
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東海武史,佐藤真之,越野広雪,川崎常臣,藤村真,井上弘一,

渡邊秀典, 北原武, 工藤俊章, 山口勇, 木村真: “ゲノムプ
ロジェクト情報を利用した新規トリコテセン生合成遺伝
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(2005).
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野口莉枝子, 坂野真平, 木村真, 山口勇, 藤村真: “アカパン
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