
Roslin研究所がなぜ，クローンヒツジを作製したのか，そ

の必然性が理解できよう．実際，ヒトの凝固因子�を発現

するトランスジェニックヒツジのクローン Pollyが同年に

報告されている１４）．NKT細胞から核移植によってクロー

ンマウスができた割合は１．５％（４／２７２）であり，ヒツジ

の乳腺の場合と比較した場合よりも有為に高い（０．３６％，

１／２７６）．従って選択されたトランスジェニックヒツジの

NKT細胞を使用して核移植を行えばより高効率でクロー

ンが得られると考えられる．
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相同組換えのメディエーター

１． は じ め に

相同組換え（HR）は，DNA損傷の修復，崩壊した複製

フォークの回復，減数分裂期における正常な染色体分配な

ど，広範な生理機能に関わっている．HRの中心的な反応

は，リコンビナーゼが触媒する相同な２分子 DNA間の鎖

交換反応であり，バクテリアでは RecAタンパク質が，真

核生物では Rad５１と Dmc１タンパク質が，この反応酵素

として広く保存されている．Rad５１は，体細胞分裂期と減

数分裂期の両方の組換え反応に必須の働きをしているが，

Dmc１は減数期分裂のみに働く．Rad５１と Dmc１はアミノ

酸配列上高い相同性を有し，また，ヒト Rad５１と大腸菌

RecAの場合でも，約３０％の相同性があることから，

DNA鎖交換反応における酵素学上の基本的メカニズムや

機能を発現するタンパク質の立体構造的基盤は，進化を通

じて高度に保存されていると考えられる．しかし，真核生

物のリコンビナーゼの試験管内 DNA鎖交換活性は，RecA

と比べて格段に弱く，多くの補助因子が同定されている．

なかでもメディエーターと呼ばれる補助因子の研究が最近

大きく進展してきた．本レビューでは，この因子の相同組

換え反応における役割について概説した．

図１ 相同組換え反応の初期過程
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２． 相同組換え初期過程の反応モデル

一般に，相同組換え反応は DNA二重鎖切断（DNA

double-strand break; DSB）によって開始される（図１）．ま

ず，DSB末端がプロセスされ３′末端が突出した一本鎖

DNA（single-stranded DNA; ssDNA）が生じ，そこへ ssDNA

結合タンパク質 RPAが結合する．続いて，RPAが Rad５１

へ置き換わり，Rad５１が ssDNA上に連続的に結合した右

巻きのヘリカルフィラメントが形成される．この Rad５１

フィラメント構造が HRを行う反応場であり，HRの素反

応である相同鎖の検索と DNA鎖交換反応を行う．その結

果，ssDNAが相同鎖 DNAに入り込んだ D-loop構造と呼

ばれる中間体ができる．この中間体がさらにプロセスされ

て組換え体が生じることになるが，これにはいくつかの異

なる経路が提唱されており，詳細については，他の総説を

参照されたい１）．

３． 相同組換えのメディエーター

試験管内で Rad５１依存的 DNA鎖交換反応を行う際，

RPAは必須のタンパク質補助因子である．その理由とし

て，二つの主な役割が提唱されている２）．	ssDNAに結合

し，その二次構造を解消することによって連続的な Rad５１

フィラメント形成を促進する．�DNA鎖交換反応の進行

に伴って二重鎖 DNA（dsDNA）基質から ssDNAが生じる

が，この ssDNAに RPAが結合して逆反応を抑制する．こ

れら二つの促進効果は非常に大きな役割をしており，RPA

を添加しないとほとんど DNA鎖交換反応は進まない．し

かしながら，RPAには阻害効果もある．すなわち，RPA

が最初から反応溶液中に存在する（もしくは，RPAと Rad

５１の両者を同時に添加する）と，DNA鎖交換反応の効率

が極度に低下する．そのため，効率良い DNA鎖交換反応

を起こさせるには，Rad５１フィラメントを形成させた後に

RPAを添加する必要がある．この添加順序依存性は，

RPAが Rad５１より ssDNAに対して高い親和性を持つから

である．すなわち，RPAが予め存在すると Rad５１の

ssDNAへの結合が阻害され連続的なフィラメント形成が

できない．ところが，実際には細胞内で RPAが組換え開

始部位上に早い時期から集積することが知られている３）．

それゆえ，組換え反応を開始するためには，先に結合して

いる RPAを除去し，その上に Rad５１フィラメントを形成

するメカニズムが必要となる．この機能を有するタンパク

質がメディエーターである．

誤解されやすいのだが，相同組換えにおけるメディエー

ターは，DNA鎖交換反応を仲介するという意味ではなく，

RPAによる阻害効果を解消して，Rad５１フィラメントの

形成を仲介するタンパク質因子というのが定義である２，３）．

すなわち，in vivo 実験では，その遺伝子（もしくはタン

パク質）依存的に Rad５１の集積が起こる因子であり，in vi-

tro 実験では，RPAが予め存在しても，効率良く Rad５１

フィラメント形成させることができる因子である．このよ

うな特性が実験的に示されれば，メディエーターの定義に

合致することになる．これまでに同定された Rad５１メ

ディエーターを表１にまとめた．すべて Rad５１との相互

作用と DNA結合能を持つことが知られている４）．

４． 出芽酵母 Rad５２と Rad５５-Rad５７ヘテロ二量体

出芽酵母 Rad５２は，メディエーターとして最初に定義

されたタンパク質である２～５）．すなわち，Rad５２を添加す

ることによって，試験管内 DNA鎖交換反応における RPA

の阻害効果を効率良く解消することが示された５）．そもそ

表１ Rad５１メディエータータンパク質

出 芽 酵 母 分 裂 酵 母 ヒ ト
Rad５１との
相互作用

DNA
結合能

特 徴 な ど

Rad５２ Rad２２ Rad５２ ＋ ss, ds アニーリング活性
Rad５５-Rad５７ Rhp５５-Rhp５７ Rad５１B,

Ead５１C,
Rad５１D
XRCC２，
XRCC３

＋ ss＞ds Rad５１パラログ

Sae３-Mei５ Swi５-Sfr１ Swi５-Sfr１ ＋ ss, ds Rhp５１を活性化
Dmc１に対してもメディエーター活
性を示す

DSS１は存在するが BRCA
２オルソログは存在しない

DSS１は存在するが BRCA
２オルソログは存在しない

BRCA２-DSS１ ＋ ss, ds 中央部に BRC反復配列，C末端の
DNA結合ドメイン中に OBフォー
ルドと HTHモチーフ

Rad５１との相互作用，DNA結合能，活性は太字のタンパク質の知見である．

４５０ 〔生化学 第７９巻 第５号

みにれびゆう



も，rad５２変異株では，相同組換えや組換え修復がほとん

ど起こらず，多数の組換え変異株のなかで，最も重篤な組

換え欠損を示す．遺伝学的解析から組換え遺伝子の多く

が，Rad５２タンパク質と同じ組換え経路で働くことが示唆

されており，このような遺伝子は，RAD５２エピスタシス

群に分類されている４）．このなかで，RAD５２は最も上位

で働いており，rad５２変異株では，DSB部位での Rad５１

の集積が起こらない３，６，７）．この事実は，Rad５２がメディ

エーターとして機能していることを示唆する in vivo の証

拠でもある．

Rad５５と Rad５７は，同じ RAD５２エピスタシス群に属す

る遺伝子産物である．これらのアミノ酸配列は，Rad５１と

高い相同性を有することから Rad５１パラログと呼ばれて

いる４）．両者とも Rad５１と違って自己会合の活性はなく，

Rad５５と Rad５７で安定なヘテロ二量体を形成することが知

られている．このヘテロ二量体は，Rad５１依存的試験管内

鎖交換反応における RPAの阻害的効果を解消することが

示されており，メディエーターに分類されている８）．

rad５５もしくは rad５７欠損株の組換え修復欠損は，Rad

５１の多量発現によって抑圧される９）．また，ssDNA結合能

が上昇した Rad５１タンパク質変異体によっても，組換え

修復欠損が抑圧される１０）．これらの事実は，Rad５５-Rad５７

ヘテロ二量体が Rad５１フィラメントの形成もしくは安定

化に関与していることを示唆している．興味深いことに，

rad５５もしくは rad５７欠損株の組換え修復欠損は，Rad５２

の過剰発現によっても抑圧される９）．このことは，Rad５５-

Rad５７の機能（の一部）が多コピーの Rad５２タンパク質に

よって代替されうることを示唆している．ところが，Rad

５２は RPAと直接的に結合できるが，Rad５５もしくは Rad

５７タンパク質は，RPAと直接相互作用することができな

い．このことは，これら２種類のメディエーターがその機

能を発揮する分子機構が異なっていることを予想させる．

５． 脊椎動物におけるメディエーター

RAD５２遺伝子は脊椎動物でも広く保存されている．し

かし，鳥類や哺乳類の細胞では，HRに RAD５２遺伝子は

必須ではないし，また，Rad５２非依存的に Rad５１は DSB

部位に集積される．これらの事実は，脊椎動物細胞では

Rad５２が Rad５１の主要なメディエーターとして機能してい

ないことを強く示唆している．代わりに Rad５１パラログ

や BRCA２が主要なメディエーターとして機能しているこ

とが分かってきている．

脊椎動物には，５種類の Rad５１パラログ（XRCC２，

XRCC３， Rad５１B， Rad５１C及び Rad５１D）が知られている．

これらは，XRCC２-Rad５１D，Rad５１B-Rad５１C，XRCC３-Rad

５１Cのヘテロ二量体や，Rad５１B-Rad５１C-Rad５１D-XRCC２

のヘテロ四量体を形成する．五つのパラログすべて，Rad

５１の DSB部位への集積には必須であることから，各々の

メディエーター機能が予想される．実際，試験管内 Rad５１

鎖交換反応において，Rad５１B-Rad５１Cが RPAの阻害効果

を一部解消することが報告されている１１）．

６． BRCA２-DSS１複合体

BRCA２は家族性乳がんの原因遺伝子の一つとして同定

され，後に Fanconi貧血症の原因遺伝子の一つである

FANCD１と同一遺伝子であることが明らかになった１２）．

様々な生物種で，BRCA２オルソログが存在するが，出芽

酵母や分裂酵母には存在しない．ヒトやマウスの BRCA２

欠損細胞では，Rad５１が DNA損傷部位に集積できないこ

とから Rad５１の制御因子である可能性が予想されていた

が，メディエーターとして ssDNA上の RPAから Rad５１へ

の置き換えに必須な役割をしていることが示された１３）．

ヒト BRCA２は３１４８アミノ酸からなる巨大タンパク質

で，中間領域に BRC反復配列，その C末端側に DNA結

合ドメイン，さらにその C末端側に核移行シグナルを有

する．BRC反復配列は，約３０アミノ酸からなる配列を一

単位として，それが合計８回繰り返されるものである．反

復配列の数は，哺乳類鳥類ではすべて８個であるが，カビ

Ustilago maydis や線虫 Caenorhabditis elegans では１個，

原生動物のトリパノソーマでは１５個存在することが知ら

れており，生物によって大きく異なる．BRCA２は，この

BRC反復配列を介して Rad５１タンパク質と結合する．

DSS１は，真核生物において高度に保存された７０アミ

ノ酸からなるタンパク質で，BRCA２の DNA結合ドメイ

ンを介してBRCA２と相互作用する．カビU. maydisの dss１

変異株は，brh２（BRCA２オルソログ）や rad５１変異株と

同様の組換え修復欠損を示すこと，ヒトやマウスの細胞で

DSS１をノックダウンすると，損傷部位への Rad５１集積が

起こらないことなどから，細胞内では BRCA２と DSS１が

複合体を形成して DSBメディエーターの機能を果してい

ると考えられる．

U. maydis のオルソログ Brh２が，Dss１との複合体とし

て精製された．この複合体を Rad５１依存的鎖交換反応に

添加すると，少量（Rad５１に対して１／２０から１／１０量）で

反応を促進する．詳細な生化学的解析から，Brh２-Dss１複

合体は，ssDNA-dsDNAジャンクションを特異的に認識
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し，その部位を起点として，結合した RPAを剥がしなが

ら５′から３′方向に Rad５１フィラメント形成を促進するこ

とが明らかになった１４）．

C末端側の約８００アミノ酸からなるヒトの短縮 BRCA２

変異体と DSS１及び ssDNAの３者複合体の X線立体構造

が決定された１５）．その結果，DNA結合ドメインは，dsDNA

を認識するへリックス-ターン-へリックス（HTH）モチー

フを含むヘリカルドメインと，ssDNAを認識する OB

フォールドから構成され，この構造が ssDNA-dsDNAジャ

ンクションに対する特異的認識に関与していることが示唆

された．興味深いことに，BRC反復配列を一つだけ含む

短いペプチドを多量発現したり，in vitro 反応系に添加す

ると，Rad５１のフィラメント形成が阻害される１６，１７）．融合

タンパク質を用いた別の実験から，BRCA２のメディエー

ターとしての最小機能単位は，１個の BRCと ssDNA結合

ドメインであることが示されている１８）．それゆえ，BRCA２

は BRC反復配列を介して Rad５１と相互作用し，DNA結合

ドメインを介して Rad５１のターゲッティングが行われる

という比較的単純な分子機構が考えられるが，RPAの除

去に BRCA２や DSS１がどのように関わっているのかは依

然不明である．

興味深いことに，DSS１はプロテアソームの１９S制御複

合体のサブユニットの一つである．DNA損傷部位にプロ

テアソームが集積するという報告があるが，DNA修復に

おけるプロテアソームの機能についてはほとんど解明され

ていない．DSS１は，DSB修復とプロテアソームとの関わ

りあいを解明する上での重要な鍵タンパク質である．

大腸菌 RecF-RecO-RecR複合体も，BRCA２-Dss１のよう

なメディエーターとして機能し，RecAを ssDNA-dsDNA

ジャンクションにリクルートすることが示されている．驚

いたことに，２種類のメディエーター間には配列や立体構

造上の相同性が全く見られない．

７． 分裂酵母 Swi５-Sfr１

分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe には，出芽酵母の

Rad５１，Rad５２，Rad５５，Rad５７のオルソログである Rhp

５１，Rad２２，Rhp５５，Rhp５７がそれぞれよく保存されてい

る．近年，我々は分裂酵母の新しい組換え因子として Swi５-

Sfr１複合体を同定した１９）．遺伝学的な解析から，この複合

体は，Rhp５１に依存し且つ Rhp５５-Rhp５７には依存しない

組換え修復経路で機能していることが明らかになった．す

なわち，分裂酵母の Rhp５１依存的組換え修復経路には，

Rhp５５-Rhp５７副経路と Swi５-Sfr１副経路の少なくとも二つ

の副経路が存在することが示唆される．

精製した Swi５-Sfr１複合体は，Swi５が２分子，Sfr１が１

分子からなる複合体を形成している．試験管内鎖交換反応

を解析した結果，Rhp５１と RPAのみではほとんど検出で

きなかった鎖交換活性が，少量の Swi５-Sfr１複合体（Rhp５１

に対して１／２０から１／１０量）を加えることで大幅に上昇し

た２０）．出芽酵母やヒトの Rad５１の場合，DNA（特に ssDNA）

依存的に ATPase活性が検出される．しかし，分裂酵母

Rhp５１は，DNAが無くても比較的高い ATPase活性がある

反面，DNAを添加しても ATPase活性の上昇はほとんど

みられない．しかし，Swi５-Sfr１複合体を加えると，ssDNA

特異的に ATPase活性が上昇する．一方，Swi５-Sfr１の添加

によって ssDNAに結合している Rhp５１の量的な変化はみ

られない．以上のことから，Swi５-Sfr１は不活性型から活

性型へ Rhp５１フィラメントの質的変化を誘導するものと

考えられる．出芽酵母 Rad５５-Rad５７ヘテロ二量体の研究

からの類推から，分裂酵母 Rhp５５-Rhp５７複合体もメディ

エーター活性を有していることが想像される．上述したよ

うに二つのメディエーター Swi５-Sfr１と Rhp５５-Rhp５７は，

異なる組換え経路を形成しており，これら二つのメディ

エーターが Rhp５１フィラメントの活性に対してどのよう

な生化学的効果を引き起こすのか，その相違点に大変興味

が持たれる．

Swi５は Swi２とも複合体を形成する．この Swi５-Swi２複

合体は，接合型変換に特異的で DNA修復には関与しな

い．一方，Swi５-Sfr１複合体は，接合型変換には関与せず，

Rhp５１依存的な相同組換え修復に働く１９）．Swi２の C末端

側領域は，Sfr１全長と相同性を有することからも，Swi５-

Swi２複合体が接合型変換における Rhp５１依存的鎖交換反

応を活性化する因子である可能性が高い．

８． Dmc１と Swi５-Sfr１

出芽酵母における Swi５-Sfr１のオルソログは Sae３-Mei５

である２１）．しかし，出芽酵母の Sae３-Mei５は，減数分裂期

に特異的に発現し，体細胞分裂時の組換え修復には関与し

ない．Sae３-Mei５は，Dmc１と相互作用し Dmc１の組換え

部位への集積に必須であることが示されていた．分裂酵母

Swi５-Sfr１複合体は，組換え修復のみならず減数分裂期組

換えにも関与していることから，この複合体が Dmc１に対

してもメディエーターとして機能する可能性が考えられ

た．そこで，我々は試験管内の鎖交換反応を用いて検証し

た．その結果，Swi５-Sfr１を添加すると，分裂酵母 Dmc１

依存的 DNA鎖交換反応性が上昇した２０）．活性化機構は
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Rhp５１の場合とは異なり，Swi５-Sfr１は Dmc１の DNA結合

能を上昇させた．しかも，RPAによる阻害効果が効率よ

く抑制された．これらの事実は，Swi５-Sfr１が Dmc１のメ

ディエーターとして機能することを明確に示している．

交叉を伴う組換え体が高頻度に生成されるのが減数分裂

期の特徴であり，この反応には Rad５１と Dmc１の両方が

必須である．それぞれのフィラメントがどのように時間

的，空間的な制御を受けているのかは今後の大きな課題で

あり，両方のリコンビナーゼと相互作用する Swi５-Sfr１の

研究はその解明の手がかりとなるだろう．

９． 最 後 に

ほとんどの生物種において，２種類の Rad５１メディエー

ターのペアで一つの組換え経路が形成されている．例え

ば，出芽酵母では，Rad５２と Rad５５-Rad５７複合体，分裂酵

母では，Rad２２と Rhp５５-Rhp５７複合体，もしくは，Rad２２

と Swi５-Sfr１複合体，ヒトなどの脊椎動物では，Brca２-Dss１

と Rad５１パラログなどである．このように２種類のメ

ディエーターを必要とする理由はなぜだろう？ 細胞内で

は RPAが最初に ssDNAに結合するというドグマがある．

メディエーターの定義を化学反応論的に書き換えると，

「先に結合している RPAを除去し，Rad５１のフィラメント

形成を促進する因子」となろう．しかし，これまでに同定

されているメディエーターには，それ自身単独で RPAを

ssDNAから引き剥がす活性は報告されていない．強固に

結合した RPAを引き剥がすという反応は，エネルギー消

費反応であり，それゆえ，ATPase活性を有する Rad５１そ

のものが担っていると考えるのが自然であろう．例えば，

Rad５１が ssDNA上にフィラメントを延ばしながら，RPA

を順に取り除いていくというモデルなら至極合理的であ

る．そして，Rad５２や Brca２は，RPAにコートされた ssDNA

上の適切な組換え開始部位に Rad５１をリクルートし，

Swi５-Sfr１やパラログタイプのメディエーターは，その部

位から伸長していくフィラメントを安定化かつ活性化する

因子として働いていると仮定しよう．そうだとすると，同

じ経路での２種類の異なる機能を有するメディエーターの

必要性も理解できる．今後，このような仮説の検証も含め

て，同じ組換え経路で働く二つのメディエーターの機能分

担について様々な解析が展開されることが望まれる．
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