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相同組換え初期反応に重要なリセクション

１． は じ め に

相同組換えは，生物のゲノム DNAの恒常性維持に重要

な過程である．相同組換えで中心的な役割を担う RecA

（recombination A，真核生物では Rad５１（radiation sensitive

５１））タンパク質は，一本鎖の DNAとの複合体をつくり，

タンパク質―一本鎖 DNA複合体（ヌクレオプロテインフィ

ラメント）を形成して相同鎖の対合を行う．相同組換えの

効率（頻度）は，通常の二本鎖 DNAを一本鎖 DNAに変

換すること，及びその一本鎖 DNAに RecAタンパク質を

いかに結合させるかによって左右される．最近相同組換え

機構の初期反応において，「リセクション」をキーワード

とする新しい知見が複数報告されている．

２． リセクション

二本鎖 DNA切断点で DNA末端を修飾し，比較的長い

３’端をもつ一本鎖 DNA領域をつくることを「リセクショ

ン」と呼ぶ．このような構造をつくることは，細菌の SOS

反応の誘導や DNA修復に重要である．

相同組換えの代表的モデルである二本鎖切断修復は，二

本鎖 DNAの切断によって開始する．平滑に近い DNA末

端では，RecAタンパク質はヌクレオプロテインフィラメ

ントを形成できないので，一本鎖 DNA部分を露出させる

（リセクション構造をつくる）必要がある．最近この過程

で働く候補となるタンパク質の同定が相次いでいる．例え

ば，酵母では二本鎖 DNA切断点にはMRX（Mre１１（meiotic

recombination１１）-Rad５０-Xrs１（X-ray sensitive１））複合体が

結合することが既に知られていたが，ここに Sgs１（slow

growth suppressor１）ヘリカーゼと Exo１（exonuclease１）な

どが働いてリセクション構造を作ることが報告された１～３）．

古細菌，あるいはヒトのタンパク質を用いた試験管内再構

成実験でも，同様のヘリカーゼとヌクレアーゼがリセク

ション構造を作ることが示された４，５）．

３． 大腸菌の RecF組換え経路～細菌からヒトまで

共通の相同組換え経路

相同組換えの様式は，これまで原核生物と真核生物で異

なるとされていた．例えば原核生物の大腸菌は二つの相同

組換えの機構（RecBCD経路と RecF経路）を備え，DNA

の二本鎖切断点から開始される組換えは前者が，一本鎖

ギャップから開始される組換えは後者が担うと考えられて

いた．一方，真核生物では Rad５２タンパク質が関与する

組換え経路が知られている．これには，組換えで中心的な

役割を担う Rad５１タンパク質の働きをサポートする「メ

ディエーター」と呼ばれるタンパク質（群）が重要である６）．

この Rad５２-Rad５１組換え経路は DNAの二本鎖切断修復を

行うことが可能だが，実は大腸菌の RecF経路と真核生物

の組換え経路の間には共通点が多い．

私たちは最近，試験管内再構成実験を用いて大腸菌の

RecF経路も DNA二本鎖切断修復に関与することを示すこ

とができた７）．この実験では，近年相同組換えの初期反応

に重要であることが示唆されている二本鎖 DNA切断点の

「リセクション」も観察することができた．さらに，真核

生物と同様にメディエータータンパク質の重要性も明らか

となり，相同組換え経路の，すべての生物における共通の

性質が明確になった．

４． RecF組換え経路の構成分子

大腸菌の RecF経路の初期反応には，RecA，RecF，

RecO，RecR，RecQ，RecJ，RecN，一本鎖 DNA結合タン

パク質（SSB）などのタンパク質が関与する８）．相同組換

えでは，いかにして RecAタンパク質の働ける場を用意で

きるか，言い換えれば，いかにして長い一本鎖 DNA領域

を作り，そこへ RecAタンパク質を乗せる（ローディング）

かが重要である．なぜなら，作成された一本鎖 DNAには

SSBタンパク質がまず結合するので，それを RecAタンパ

ク質と置き換える必要があるからである．RecF経路では，

RecQヘリカーゼと RecJヌクレアーゼが協調して長い一本

鎖 DNA領域を作り，そこへ RecF-RecO-RecR（RecFOR）

タンパク質複合体が RecAタンパク質を乗せると考えられ

ていた（図１）．RecAタンパク質が相同鎖 DNAの検索と
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DNA鎖の交換反応を行い，相同な二本鎖の一方の鎖が取

り替えられてできる十字型のホリデー組換え中間体が生じ

る（図１の下から２番目の左側の DNA構造）．このホリ

デー組換え中間体は，ホリデー構造分岐点移動酵素である

RecG，あるいは RuvABタンパク質複合体によって引継が

れ，RuvCタンパク質が分岐点を切断することで相同組換

えは完了すると考えられている．反応の初期に働く RecQ，

RecJタンパク質は，組換え反応後期にも働くことが示唆

されている．例えば過剰な RecQタンパク質は組換え反応

を阻害する．また，RecJタンパク質は交換されてできた

一本鎖 DNAを分解して組換え中間体を安定にする９）．

RecFOR複合体は RecAタンパク質の一本鎖 DNAへの結

合を助けるが，そのためこれらは「メディエーター」と呼

ばれ，酵母では Rad５２，Rad５５，Rad５７，Rad５９などのタン

パク質がその機能を担うと考えられている１０，１１）．このよう

なメディエーターが組換え反応で重要な機能を果たしてい

るという意味で，大腸菌の RecF経路と酵母の組換え経路

は相似（アナログ）であると言える．実際に，RecOタン

パク質と Rad５２タンパク質の間には弱いながらも配列の

ホモロジーがあり１２），RecFと Rad５０タンパク質の一部の

図１ RecF経路による二本鎖 DNA切断修復の初期反応モデル
二本鎖 DNA末端から RecJヌクレアーゼが５’端一本鎖 DNAを削る．RecQヘリカーゼはこの反応を促進するかもしれないが（上），
下の図では反応を阻害する可能性も示した．こうしてできたリセクション構造をもつ二本鎖 DNA末端が，RecAタンパク質による
相同鎖対合の基質となる．RecF経路で RecAタンパク質を一本鎖 DNAに乗せる機構には２通り考えられている．左：RecF-RecO-
RecR（RecFOR）タンパク質複合体が二本鎖と一本鎖の境目で働いて RecAタンパク質を乗せる．右：RecO-RecR（RecOR）タンパ
ク質複合体が，一本鎖部分のどこからでも RecAタンパク質を乗せる．
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間には立体構造のアナロジーが指摘されている１３）．

５． 試験管内再構成実験

私たちは，大腸菌の RecF経路がこれまで信じられてき

た一本鎖ギャップ修復ばかりでなく，DNA二本鎖切断修

復を行うことを示すために，この経路に関わるタンパク質

をそれぞれ精製し，試験管内再構成実験を行うことにし

た．この実験系では，線状二本鎖 DNAがプロセスされた

後に，スーパーコイル DNAとの複合体を形成する，いわ

ゆる「組換え中間体」が観察される．結果として，RecQ，

RecJ，RecF，RecO，RecR，RecA，SSBの７種類のタンパ

ク質が同じ反応条件で働いて，これらのタンパク質依存的

に（あるいは促進的に）二本鎖切断から始まる組換え反応

を再構成することができた（図２）７）．

この反応に必要なタンパク質を決定するために，上の反

応で含まれていたタンパク質をひとつずつ，あるいは組合

わせを変えて除いてみた（図３）．その結果，この反応に

必要な因子は，RecA，RecJ，RecO，RecRであり，RecF，

RecQ， SSBタンパク質は反応を促進することが分かった．

また，上で紹介したように RecQタンパク質は，過剰に加

えると阻害的に働くことが示された７）．ヌクレアーゼの要

求性がヘリカーゼに比べて高いことは，超高熱菌の組換え

経路再構築実験によっても示されている５）．

この実験により，新たに重要な知見が得られた．それ

は，相同鎖の交換反応が抑えられている時（例えば，RecA

タンパク質が反応に含まれていない時）に顕著であるが，

図２ RecF相同組換え経路による DNA二本鎖切断修復過程の再構成実験
A：反応模式図．相同領域をもつスーパーコイル DNAと線状二本鎖 DNAを，上に挙
げた七つの精製したタンパク質と反応させてできる「組換え反応中間体」をアガロー
スゲル電気泳動によって観察する．B：二つの大きさの異なるスーパーコイル DNAを
基質とすることで，組換え中間体が線状二本鎖 DNAとスーパーコイル DNAからでき
ていることが分かる．右側のラベル実験では，線状二本鎖 DNAの３’末端にラベルが付
けられている．反応時間は左から，０，１５，３０，６０分．
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線状二本鎖 DNAが RecQと RecJタンパク質の協調作用に

よってプロセスされるということである（図３）．現在こ

の反応について詳しく解析を進めているが，線状二本鎖

DNAに存在する制限酵素のサイトが，プロセスされた後

にその制限酵素で切断できるか調べることによって，数百

bp程度のリセクションが観察されている．

６． RecFORタンパク質は，SSBがなければ要求されない

RecFORタンパク質は，SSBタンパク質で覆われている

一本鎖 DNAに，それと代わって RecAタンパク質を結合

させる．試験管内実験系では SSBタンパク質を除くこと

ができるので，SSBタンパク質がなければ，RecFORタン

パク質の要求性が低くなるかどうかを検証することができ

る．そのような実験をしてみると，予想通り組換え中間体

形成に対して，RecFORタンパク質は必須ではなくなっ

た７）．また，この反応がこれらのタンパク質が同時に作用

しないと起きないのか，それとも二本鎖 DNAのプロセシ

ングと相同鎖対合の二つの素過程に分けられるかを検証し

たところ，二つの反応をアンカップルできた７）．すなわち，

RecQヘリカーゼと RecJヌクレアーゼで一本鎖部分が露出

した“リセクト”された二本鎖 DNAが用意されれば，タ

ンパク質を除去した後，この基質 DNAに残りのタンパク

質（SSB，RecF，RecO，RecR，RecA）を加えれば，組換

え中間体を作ることができた．

７． RecF経路での RecQ-RecJによるリセクション

この RecF経路試験管内再構成実験における新しい発見

は，RecJヌクレアーゼによるリセクション機能である．

大腸菌の RecJヌクレアーゼは，５’→３’の方向性をもつ一本

鎖 DNA分解酵素であることが知られていたが，今回この

酵素の重要な活性として，二本鎖 DNAの５’鎖を末端から

二本鎖領域の内部に向かって削ることが示された．RecQ

ヘリカーゼは，RecJヌクレアーゼの働きを促進すると考

えられ，ヌクレアーゼとヘリカーゼがリセクション構造を

作る過程で重要であることは，生物種を問わず DNA二本

鎖切断修復機構に共通であるようだ１～５）．

８． お わ り に

多数の生物の全ゲノム塩基配列決定から，RecBCD経路

に比べて，メディエーターが関与する RecF経路と相似の

組換え機構が，広く生物界に保存されていることが確認さ

れた１４）．これまで二本鎖切断修復のマイナーな経路と考え

図３ RecF経路再構成反応からタンパク質を除いた時の効果
左から１，３，１２番目の反応はすべてのタンパク質が含まれる対照実験．基質である二本鎖 DNAの位置より下にスメアが観察され
ることは，二本鎖 DNAが末端から削られていく様子を反映している．反応条件は，図２Bのスーパーコイル DNA（小）を使ったも
のと同じ．
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られていた大腸菌の RecF経路も二本鎖切断を効率良く修

復できることが示されたことで，このメディエーター経路

が相同組換えの生物共通の機構と考えてよいと思われる．

この過程は，二本鎖切断点からの二本鎖 DNAの修飾（リ

セクション），メディエータータンパク質（群）による RecA

様タンパク質の一本鎖 DNA部分へのローディング，およ

び RecA様タンパク質による相同鎖の対合に分けることが

できる．さらに真核生物でも，この過程に関与する多くの

タンパク質が報告されているが９），それらをひとまとめに

して反応させることができるようになれば，ここで紹介し

た大腸菌の RecF経路と似ていることが明らかにされるで

あろう．
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耳下腺腺房細胞における唾液分泌メカニズ
ム

１． は じ め に

ヒトは１日に０．５～１．５リットルもの唾液を分泌する．

このように大量の唾液を口腔内に放出していることより唾

液腺は極めて活発に機能していると考えられる．超高齢社

会を迎え，唾液分泌量の低下による口腔乾燥を訴える患者

が増加している．唾液分泌が低い状況下では，口腔内粘膜

が乾き口の中がヒリヒリする，スムーズに話をすることが

できない，食事が不味くうまく飲み込めない，感染症に罹

り易く虫歯になり易い等々，口腔機能の著しい低下が予測

される．高齢者の QOL（クオリティーオブライフ）を考

える上で唾液分泌は口腔機能確保に重要な要素となってい

る．唾液の主な成分は９９％以上を占める水分であるが，

残り１％弱の大部分を占める唾液タンパク質が唾液に多く

の機能を持たせている．唾液タンパク質は極性を持つ腺房

細胞の分泌顆粒に貯蔵され（図１A）腺腔内に開口分泌さ

れる．その後，チャンネルや輸送体を通って放出される水

や各種イオンと共に原唾液を構成し，介在部導管，線条部

導管，排泄導管を通り唾液となって口腔内へ放出される．

唾液タンパク質の分泌経路には三つの経路が知られてい

る１）（図１B）．刺激による分泌である調節性分泌経路

（図１B，�），刺激とは無関係の小胞による構成性分泌経

路（図１B，�），および未成熟分泌顆粒が成熟する過程で

派生してくる小胞による構成性様分泌経路（図１B，�）で

ある．主なタンパク質分泌は刺激を受けて開口放出を行う

調節性分泌経路であるのに対し，刺激のない状態でも残り

二つの経路を経て僅かずつ唾液は分泌され続ける．

筆者らは唾液腺の開口分泌機構解明を目的として耳下腺
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