
１． はじめに

生物はさまざまな化学的，物理的要因により日常的に
DNAに傷害を受けている．しかしその傷害は，DNA修復
機構によって克服されている．傷害が二本鎖 DNAの片方
の鎖に起こった場合，その傷害部位を取り除き，もう片方
の正常な相補鎖を鋳型にして DNA複製により修復するこ
とができる．しかし，強い電離放射線等により二本鎖
DNAが切断され，その近傍の DNA領域が欠失する傷害
が起こったときは，相補鎖を鋳型に DNA複製するという
手法が使えない．そこで，相同染色体あるいは DNA複製
後の姉妹染色分体から塩基配列の相同な部位を探し出し，
その遺伝情報をコピーすることにより修復する．この修復
方法が相同組換えである．相同組換えのほかに，切断部位
を直接つなぐ非相同末端結合という修復方法もあり，高等
生物になるほどその頻度は高くなる．しかし，非相同末端
結合では欠失した塩基情報を復元することはできない．相
同組換えは，DNA修復だけでなく，減数分裂期にも高頻
度で観察され，均等な染色体分配に重要である．減数分裂
期の相同組換えは，生物自ら二本鎖 DNAを切断すること
により開始され，DNA修復と同様な機構により DNA切
断部位の修復と再編を行う．またそこに関与する酵素群に
も共通性がある．相同組換えにおいて最も重要とされるの
は，切断された DNAと無傷の DNAが，塩基配列の相同
な部位で対合する過程である．この過程を相同対合という
（図１A）．相同対合では，二本鎖切断［図１A（１）］の末端

にヌクレアーゼによって生じた数百塩基の一本鎖 DNA部
分［図１A（２）］と塩基配列の相同な部位が，無傷の二本鎖
DNAから探し出される．そして一本鎖 DNAが二本鎖
DNAに侵入し，相補鎖と塩基対を形成する．このとき“D-
loop”（displacement loop）と呼ばれる構造体が形成される
［図１A（３）］．この相同対合には複数のタンパク質が関与し
ているが，出芽酵母において中核の一つをなしているのが
Rad５２である．Rad５２は出芽酵母の相同組換えにおいて必
須なタンパク質である．RAD５２ 遺伝子の欠失は相同組換
えに関与する RAD５２ エピスタシスグループ（RAD５１，
RAD５２，RAD５４，RAD５５，RAD５７，RAD５９）のほかの遺
伝子の欠失に比べ，最も重篤な組換え欠損を引き起こすこ
とが知られている．そのため，Rad５２は相同組換えにおい
てきわめて重要な役割を担っていると考えられている．本
稿では近年明らかになった相同組換えにおける Rad５２の
分子メカニズムを概説したい．

２． Rad５２の構造

出芽酵母の Rad５２は約５２kDaの単一ポリペプチドから
なる（図１B）．当初，塩基配列の解析から遺伝子プロモー
ターに最も近い ATG翻訳開始コドンからアミノ酸配列の
番号が数えられ５０４残基とされていたが，後の研究で３番
目の ATGコドンから翻訳が始まっていることが明らかに
なった１）．しかし慣例として，Rad５２のアミノ酸番号は１
番目の ATGコドンから数えられ，Rad５２の研究には３番
目の ATGコドンから発現させたタンパク質（３４～５０４ア
ミノ酸）が用いられている．
Rad５２は，その機能と構造の違いから N末端側半分と C

末端側半分の領域に大別できる（図１B）．Rad５２の N末端
側半分は酵母からヒトまで高度に保存されており，多量体
リング構造の形成と DNA結合に重要である．著者（香川）
らはヒト Rad５２の N末端側半分の立体構造（図１C）を明
らかにした２）．その構造は出芽酵母をはじめとするほかの
生物種でも保存されていると考えられている．さらにヒト
Rad５２については点変異体解析により DNA結合に関与す
るアミノ酸残基を同定している．それらの構造上の位置か
ら，DNAはリング構造の外側に沿って結合すると考えて
いる（図１C）３）．真核生物以外の生物種においても Rad５２
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と同様にリング構造を形成したり DNAと結合したりする
大腸菌 RecOやファージ Red等があり４，５），Rad５２の N末
端側領域の構造と機能は生物界において広く保存されてい
る．
一方，Rad５２の C末端側半分は，RPA（replication protein

A）や Rad５１と直接相互作用し（図１B），これらのタンパ
ク質と相同組換えにおいて協同的に働くために重要であ
る．この領域は，生物種間でのアミノ酸配列の相同性は低
く，天然変性領域を多く含むため決まった構造をとらない
と予想される．また，SUMO化修飾部位や，核移行シグ
ナルが存在し，Rad５２の機能制御に重要であると考えられ
ている．しかし，その役割や詳細な分子機構については未
解明である．

３． Rad５２の生化学的機能

Rad５２は相補的な一本鎖 DNA間のアニーリングを促進
する６）．また一本鎖と二本鎖 DNAの両方に結合し，単独
で相同な一本鎖と二本鎖 DNAの相同対合を触媒する．こ
れらの機能が相同組換えにおいてどのような役割を果たす
のかはいまだ明らかにされていないが，アニーリングにつ
いてはセカンドエンド DNAキャプチャー７）や，シングル
ストランドアニーリング８）と呼ばれる組換え経路に重要で
あると考えられている．
Rad５２は上述の機能のほかに，試験管内で Rad５１が触媒

する相同対合反応を促進する機能を持っている．Rad５１が
触媒する相同対合を試験管内で解析する反応系の一つに，
基質 DNAとして環状一本鎖 DNA（Xファージ DNA等）
と直鎖状二本鎖 DNAを用いた系［鎖交換反応，図１D（i）］

図１ 相同組換えの初期過程，Rad５２の構造，および試験管内組換え反応系
（A）相同組換えの初期過程．相同組換えは二本鎖 DNA切断によって開始され（１），切断
末端に一本鎖 DNAが生じ（２），その一本鎖 DNAと塩基配列の相同な部位が相同染色体ま
たは姉妹染色分体（マゼンタ色）から探し出され相同対合する（３）．このときに一本鎖 DNA
は二本鎖 DNAに侵入し，相補鎖と水素結合を形成し“D-loop”を形成する．（B）Rad５２の
一次構造．緑色の領域は Rad５２オーソログ間で高度に保存されている．N末端側に DNA結
合と自己会合領域，C末端側に Rad５１および RPAとの相互作用領域がある．NLSは核移行
シグナルである．（C）ヒト Rad５２ N末端側半分の立体構造（PDB ID：１KN０）．予想される
DNA結合部位を淡い赤色で示した．（D）試験管内で相同対合を解析する反応系．（i）鎖交
換反応，相同性のある環状一本鎖 DNAと直鎖状二本鎖 DNAの間で，環状一本鎖 DNAが
直鎖状二本鎖 DNAの相補鎖の末端で対合（水素結合）し，その対合領域が伸長し，最終産
物として開環状二本鎖 DNAと直鎖状一本鎖 DNAが形成される．（ii）D-loop形成，相同性
のある直鎖状一本鎖 DNAと右巻き超らせんをもつ閉環状二本鎖 DNA（超らせん二本鎖
DNA）の間で，直鎖状一本鎖 DNAが超らせん二本鎖 DNA相同領域に侵入し対合体（水素
結合）が形成される．このときに形成された産物を「D-loop」という．
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がある．Rad５１はまず環状一本鎖 DNAに連続して結合
（co-operative binding）し多量体フィラメント構造を形成す
る必要がある．しかしこのとき，一本鎖 DNAの二次構造
は，Rad５１による一本鎖 DNA上でのフィラメント形成と
相同対合を阻害する．その二次構造を解消するには RPA
が必要となる．実際，生体内では二本鎖 DNA切断の末端
に生じた一本鎖 DNAにまず RPAが結合すると考えられ
ている．しかし試験管内の鎖交換反応系で，Rad５１より先
に RPAを添加すると，対合体形成は著しく阻害される．
Rad５１は，一本鎖 DNA上を覆った RPAを取り除くことが
できないためである．ではどうやって RPAを取り除いて
Rad５１が一本鎖 DNAに結合しているのかという問題が生
じてくる．
そこに働いているのが Rad５２である．Rad５２は，Rad５１

と複合体を形成する９）とともに RPAとも結合する能力を
持っている１０）．そして，Rad５２は一本鎖 DNAに結合して
いる RPAを Rad５１と置き換える働きがあり，これを「メ
ディエーター活性」と呼ぶ（図２A）１１，１２）．この活性は酵母
Rad５２のほかにも，乳がんの原因遺伝子であるヒトの
BRCA２や，T４ファージの UvsYが持っている．このよう
にさまざまな生物種にメディエータータンパク質が存在す
ることから，相同組換えにおいて RPAと Rad５１の置換反
応は重要であると考えられる．興味深いことに，これらの
タンパク質はアミノ酸配列と立体構造がまったく異なるに
も関わらず，同じ反応を触媒する．メディエータータンパ
ク質がどのような分子機構で RPAと Rad５１の置換反応を
行うのか，そしてその仕組みに共通した分子機構が存在す
るのかどうかは明らかにされていない．

４． Rad５２と Rad５１との相互作用

Rad５２と Rad５１複合体形成には Rad５２の C末端側が関
与している．著者らは，Rad５２の多量体形成領域を欠失し
た C末端側半分の断片（Rad５２２３３―５０４）が Rad５１の多量体を
解体し，Rad５１と１：１のヘテロ二量体を形成することを
見いだした（図２B）１３）．この複合体形成には，Rad５２の３４９
番目のフェニルアラニン（F３４９）と４０９番目のチロシン
（Y４０９）が重要である（図１B）１３）．全長 Rad５２においてそれ
らのアミノ酸をアラニンに置換した変異体（Rad５２F３４９A／
Y４０９A）では，メディエーター活性が失われていた１３）．こ
れらの結果は，Rad５２のメディエーター活性において，
Rad５１が単量体の状態で RPAが結合した一本鎖 DNA上へ
誘導される機構を示唆している．
これら２か所の結合部位のうち，F３４９から始まる４ア

ミノ酸 Phe-Val-Trp-Ala（FVTA）は，ほかの生物種の Rad５２
オーソログ（Kluyveromyces lactis，Ashbya gossypii，Candida
glabrata，Schizosaccharomyces pombe）にもみられ，Rad５２

の C末端側半分が Rad５１の多量体を解体する機能が他属
の酵母 Rad５２の間でも高度に保存されていると予想され
る．また FVTA配列は出芽酵母 Rad５１どうしの重合に必
要な領域にみられることから，一本鎖 DNAに結合した
RPAが Rad５１へと置き換えられる過程において，Rad５１
の多量体フィラメント形成と，Rad５１と Rad５２の相互作用
が拮抗していると考えられる．さらに FVTA配列と類似
した配列は，ヒト Rad５１のメディエーターである BRCA２
にも存在する（ヒト BRCA２の場合，FHTA）．このように
FVTA配列は Rad５１との複合体形成に重要で普遍的な配列
であると考えられる．

５． Rad５２の二本鎖 DNA結合活性の役割

Rad５２は相同対合の前段階でメディエーターとして働く
が，その一方で著者らは，Rad５２が相同対合に直接的に働
くことも見いだした１４）．それを解析するために，相同対合
のもう一つの反応系を用いた［D-loop形成，図１D（ii）］．
この系では，直鎖状一本鎖 DNAと右巻き超らせんを持つ
閉環状二本鎖 DNAが基質 DNAとして用いられる．この
系を用いて，Rad５１と Rad５２の両者の存在下で，効率よく
D-loopが形成される反応条件を見つけた．この D-loop形

図２ 相同組換えにおける酵母 Rad５２の機能
（A）メディエーター活性．Rad５２（赤色）は Rad５１（青色）お
よび一本鎖 DNA（黒色）と結合した RPA（オリーブ色）と相
互作用し，RPAを Rad５１と置換する．（B）酵母 Rad５２の C末
端側半分の断片による Rad５１多量体フィラメントの解体．（C）
Rad５２による D-loop形成の促進．Rad５１に結合した Rad５２は二
本鎖 DNAと結合し，二本鎖 DNAを Rad５１に受け渡すことで
D-loop形成反応を促進する．
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成には比較的短い一本鎖 DNA断片（２５９塩基）を用いた
ため，二次構造の影響をほとんど受けず，RPAも必要と
しなかった．また，Rad５２単独の D-loop形成が検出できな
い条件（高マグネシウム濃度，１２mM）であるため，Rad５１
が触媒する相同対合を Rad５２が促進していると考えられ
る（図２C）．興味深いことに，この反応では，Rad５２の N末
端側半分に存在する１１７番目のリシン（K１１７）と１４８番
目のアルギニン（R１４８）が重要であることがわかった１５）．
これらのアミノ酸をアラニンに置換した Rad５２K１１７A／
R１４８A変異体は二本鎖 DNAを捕らえることができないた
めに D-loop形成の効率が低いことを突き止めた．この結
果は，著者（香川）らが行ったヒト Rad５２の点変異体解
析の結果とよく一致する３）．したがって，Rad５２はメディ
エーター活性のほかに，相同対合において二本鎖 DNAを
捕らえる機能を持ち，捕らえた二本鎖 DNAを Rad５１に受
け渡しているメカニズムが考えられる．

６． おわりに

ここでは Rad５２が相同組換えにおいて，Rad５１と協同的
に働く際の役割を中心に述べたが，Rad５２はさらに多様な
働きをしている．Rad５２は，D-loop形成によって生じた非
相補一本鎖 DNAと二本鎖 DNA切断のもう片方の切断末
端にある一本鎖 DNA部分とのアニーリングに働く（セカ
ンド DNAキャプチャー）ことが報告されている７）．この
ように Rad５２は，相同対合初期の RPAを Rad５１に置き換
えるメディエーター活性，相同対合体形成過程の三者複合
体［一本鎖 DNA-（Rad５１・Rad５２）-二本鎖 DNA］形成，相
同対合後期のセカンド DNAキャプチャーに関与し，相同
対合の全過程に働いている．また，Rad５１非依存的な相同
組換え経路で働く Rad５９との関与が示されているだけで
なく，酵母接合型転換に関わる部位特異的組換えや非相同
末端結合にも関与している．Rad５２にはまだ知られてない
機能があるのかもしれず，今後の研究の発展が期待され
る．
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●新井直人（あらい なおと）
日本大学生物資源科学部応用生物科学科専
任講師．博士（学術）．
■略歴 １９６３年埼玉県に生る．８７年日本
大学農獣医学部卒業．９２年埼玉大学大学
院修了（８６～９２年理化学研究所研修生）．
コーネル大学博士研究員，理研奨励研究
員，新技団研究員（東海大学総合医学研究

所），日本大学助手を経て２０００年より現職．
■研究テーマと抱負 相同組換えに関わるタンパク質の役割を
明らかにし，複数のタンパク質を反応系に入れて如何に細胞内
の現象を再現できるかに挑戦したい．また，相同組換えを用い
たゲノム改変技術の開発も試みていきたい．
■ウェブサイト http:／／hp.brs.nihon-u.ac.jp／～inasweb／
■趣味 山歩き，音楽・映画鑑賞．

●香川 亘（かがわ わたる）
明星大学理工学部生命科学・化学系准教
授．博士（理学）．
■略歴 １９９７年米国ミシガン州Wayne

State大学理学部卒業．２００３年東京大学大
学院理学系研究科生物化学専攻博士課程修
了．０３～０６年理化学研究所基礎科学特別
研究員．０６～０９年同研究所研究員．０９～

１２年早稲田大学次席研究員・助教．１２年より現職．
■研究テーマと抱負 ゲノムの安定維持に寄与するタンパク
質・タンパク質およびタンパク質・核酸複合体の構造生物学的
研究を行っています．研究で得られた知見を，がんなどの難病
の治療法の開発に役立てられることを期待して，日々研究を
行っています．
■ウェブサイト http:／／www.hino.meisei-u.ac.jp／chem／kagawalab／
ja／index.html
■趣味 自然や風景のカメラ撮影，音楽鑑賞（特にクラシック
音楽）．
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