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「高等真核細胞で標的組み換えの効率を上昇させる方法の開発」 

 

１．研究実施の概要 

{研究のねらい} 

①  本申請書の研究目的は、動物細胞で増殖中に起こる多数のゲノム DNA 損傷とその修復シス

テムについて様々な DNA 修復経路の変異クローンを作成することによって解明することにある。

この目的のために、標的組み換え効率が高いため動物細胞で唯一系統的な遺伝学的解析が

可能なニワトリ B リンパ細胞株、DT40 を使い、系統的に遺伝子ノックアウト細胞を作製する。 

②  相同 DNA 組み換えは、DNA 損傷修復システムの１つの経路である。この相同 DNA 組み換え

を特に重点的に解析することにより、ニワトリ B リンパ細胞株でなぜ高効率に標的組み換えが起

こるかを解明する。 

{成 果} 

酵母を使った遺伝学的解析からこれまで１５種類の相同 DNA 組み換えに関与する遺伝子が単

離され、そしてそれらのヒトホモログも場合によっては複数種類（合計１８種類）見つかった。これら

のホモログのなかの１２種類の遺伝子の欠損細胞を既に作製し、その表現型を解析した。 

{今後の見通し等} 

DNA組み換えに関与する遺伝子がコンスタントに発見されている。我々は、これらの遺伝子の変

異株を作製することにより、いかなる哺乳動物細胞株よりも多種類のミュータントが使えるという実験

系のメリットをより拡大できる。そして既知遺伝子を網羅的に解析する方法によって、概要②の目標

を達成できるであろう。 

２．研究実施内容 

①  遺伝子ノックアウト細胞の作製（論文２） 

相同 DNA 組み換えに関与する遺伝子は、酵母からヒトまで保存されている（図１）。そして相同

DNA 組み換えは、生殖細胞が減数分裂するときに起ることが知られている。我々は細胞分裂のと

きに DNA 複製に伴う損傷を修復するために、相同 DNA 組み換えがおそらく数十回／分裂の頻度

で起っていることを示した。相同 DNA 組み換えは、少なくとも十数種類のタンパク分子（RAD52 エ

ピスタシスグループと呼ぶ）によって進行する。我々は、RAD52 エピスタシスグループの各分子の

欠損細胞を系統的に作製、解析することにより、相同 DNA 組み換えの機能は以下の４種類の方法



で評価しうることを明らかにした（相同 DNA 組み換えの機能の低下の程度にしたがってよりローマ

数字の高い異常が加わる）：(I)標的組み換え効率、(II)姉妹染色分体交換、(III) late S - G2 期の放

射線感受性、(IV)染色体段裂の自然発生。 

 

②  相同 DNA 組み換えと DNA 合成とのあいだのリンク 

相同 DNA 組み換えは、次の２点で DNA 合成とリンクしている。まず、相同 DNA 組み換えは、

DNA 合成のステップを必ず伴うが、それに関与する DNA ポリメラーゼは酵母でもよくわかっていな

い。このステップにより組み換え中間体は安定化されるはずであり、標的組み換えの律速段階の１

つであろう。もう１つのリンクは、相同 DNA 組み換えが DNA の塩基損傷によって停止した複製を回

復させる２種類の複製後修復経路（図２、もう１つの経路が損傷乗り越え DNA 合成）の１つである点

である。 

最近新規 DNA ポリメラーゼが７種類以上単離された。これらの複製後修復経路への関与を解明

するために、これらのポリメラーゼの欠損細胞を作製した。そして、Pol zeta は、従来予想されたよう

に損傷乗り越え DNA 合成に関与するだけでなく、相同 DNA 組み換えにも関与することがわかった

（論文作成中）。 

③  コヒーシンの機能解析（論文 1） 

姉妹染色分体は M 期の中期までコヒーシンと呼ばれるタンパク分子群により結合する（コヒージョ

ン）。そしてコヒーシンのなかで Scc1 と呼ばれる分子が分解されることが引き金になって、M 期は中

期から後期に移行し、姉妹染色分体は互いに解離し紡錘糸によって各姉妹染色分体はそれぞれ

両極に引かれていく。この姉妹染色分体のコヒージョンが、分体間の相同組み換えにも影響を与え

るか否かを解明するために、Scc1 の条件致死欠損細胞を作製した。そして、コヒージョンが、相同

組み換えにはそれほど重要ではないが、M 期においてこれまで知られていなかった機能を持つこ

とを解明した。 

④  DNA 組み換えに関与するタンパクの構造解析（伊藤グループ） 

RecA や Rad51 などの、DNA 組換えに関与する蛋白質の多くは、重合して DNA 分子に結合し、
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相同組み換えに関与する遺伝子の一次構造は、

酵母からヒトまで保存されている。



生物機能を発揮する。NMR 法は、生体内に近い条件での測定が可能で、相互作用の解析に優れ

ているが、重合しやすい蛋白質や分子量の大きな蛋白質への応用は困難であった。これを解決す

るために、高分子蛋白質複合体の構造解析に向けた NMR 測定手法、解析手法の開発を行った。 
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３．研究実施体制 
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