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1.研究実施の概要 

◆研究のねらい 

DT40を含むニワトリ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。 

◆研究の概要 

標的組み換えは、導入したDNAと染色体DNAとの相同DNA組み換え（homologous 

recombination = HR）である。HRの機構は、酵母からヒトまでほぼ保存されている（研究

実施内容の図1参照）。我々は、酵母遺伝子のニワトリホモログ遺伝子をDT40細胞でノッ

クアウトする逆遺伝学的解析により、高等真核細胞のHR機構を解析する。このような進化

上の保存は、HR以外のDNA組み換え・修復機構にもあてはまる。そこで、HRと機能的に相

互作用する組み換え・修復経路についても逆遺伝学的方法で解析をおこなう。 

◆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。平成１４年度は、DNAポリメラーゼとBrca2（家族性乳癌原因遺伝子）と

を主に解析した。 

◆今後の見通し等 

DNA組み換えに関与する新規遺伝子が複数種類分裂酵母で見つかり（分担研究者、岩崎

グループおよび阪大、品川研究室）、そのヒト・ニワトリホモログと考えられる遺伝子も

同時に見つかっている。 

2003年度中にニワトリゲノムプロジェクトがイギリスで完了する。よって遺伝子ノックア

ウトクローン間のタンパク発現のパターンを比較して、差違のある分子を同定できるよう

になる。 

 

2.研究実施内容 

① 標的組み換えの機構解析 

研究目的）本申請書の研究目的は、DT40を含むニワトリ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ことにある。 

方法）これまで、酵母で相同組み換えに関与することが解明された遺伝子のニワトリ

ホモログの機能解析をおこなってきた。本年度は、高等真核細胞にのみ存在する遺

伝子（図1）、Brca2の遺伝子座に様々な変異を人工的にノックインしたDT40細胞を

作製した（図３）。 

結論）Brca2ヌル細胞は致死であった。Brca2分子のなかでRad51との結合に関与するモ

チーフ（BRC1-8）のなかのBRC1、BRC3、BRC8より3’側を削ったtruncation mutantsを

作製した。そして、BRC1 truncationは致死だが、BRC3 truncationは生存でき、

BRC8 truncationとC末端のNLSのみを削った欠損細胞はほぼ同じ表現型を示すことが

わかった。BRC3 truncationでは、標的組み換え効率が約1桁低下していた。 

② 分裂酵母で見つかった相同DNA組み換えに関与する新規遺伝子：swi5とSfr1 

研究目的・方法）Rhp51と共同して機能する分子を遺伝学的手法でスクリーニングする。 

結論）岩崎グループは，接合型変換に関与する遺伝子swi5を解析した．その結果，

Swi5はRhp51依存的且つRhp55/Rhp57非依存的な組換え修復経路で機能することを明

らかにした．また，この経路は，Swi5-Sfr1-Rhp51というタンパク質複合体が関わる

ことを示した． 

武田グループは，swi5のニワトリホモログの候補をDT40でノックアウト中である。 

③ 複製時に生じた損傷を修復するシステムの系統的解析 

研究目的・方法）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（図

２）。この経路は、主に複製のときに生じた損傷（2重鎖切断と複製ブロック）を修

復するのに使われる。相同DNA組み換え以外の、複製にリンクして機能する修復経路

（例、損傷乗り越え修復（図２））を、DT40を使った系統的な逆遺伝学的解析方法

で調べる。 

結論）損傷乗り越えに機能するDNAポリメラーゼζをDT40でノックアウトした。そのpolζ

細胞は、損傷乗り越えにもならず、放射線照射によって生じた2重鎖切断の、相同組

み換えによる修復にも関与することがわかった。 

④ 2重鎖切断後の初期反応 

研究目的）2重鎖切断が起こってから数分以内に、様々な生化学反応が始ることが最近

明らかになってきた。そして数分以内の反応が修復経路の選択に関与する可能性が

ある。本研究の目的は、2重鎖切断後の初期反応を、DT40を使った系統的な逆遺伝学

的解析方法で調べることである。 

方法）その最初のステップとして、中山グループと武田グループは共同で、ヒストン

H2AXのセリン139のリン酸化の意義について、セリン139をアラニンに置換した

（S139A/null）細胞を作製することによって解析した。 

結論）S139A/null細胞では、電離放射線照射によって誘導されるG2チェックポイント

が起こらなかった。相同組み換えは、正常であった。 



⑤ DNA組み換えに関与するタンパクの構造解析 

DNA組換えに関与する蛋白質の多くは，重合して働く。伊藤グループは、重合状態を構

造解析する目的で、高分子蛋白質複合体のNMR測定手法を開発した。 

 

3.研究実施体制 

 武田グループ 

① 研究分担グループ長： 

武田 俊一 （京都大学大学院医学研究科、教授） 

② 研究項目： DT40の標的組み換えの遺伝学的研究を担当 
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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。



 伊藤グループ 

① 研究分担グループ長： 

伊藤 隆   理化学研究所 遺伝生化学研究室 研究員 

② 研究項目：DT４０細胞由来の新規分子の構造及び生化学的解析 

 篠原グループ 

① 研究分担グループ長： 

篠原 彰   大阪大学大学院理学研究科、助手 

② 研究項目：生化学的解析、酵母two-hybrid解析を担当 

 中山グループ 

① 研究分担グループ長： 

中山 建男  宮崎医科大学 教授 

② 研究項目：新規タンパク質の同定を担当 

 岩崎グループ 

① 研究分担グループ長： 

岩崎 博史   横浜市立大学 助教授 

② 研究項目：相同DNA組み換えに関わる分裂酵母の新規遺伝子の同定とその機能解析

を担当 
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