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研究成果の概要（和文）： 
 染色体 DNA の複製開始反応は、細胞の増殖を制御する重要なポイントです。大腸菌の染色
体複製を開始させる DnaA蛋白質には、開始反応を起こせる活性型と起こせない不活性型とが
あります。本研究で初めて、DnaA を活性型に変換する DARS 因子（染色体上の特殊な DNA
配列）とその作動機構、DnaA 結合因子 DiaA の開始反応促進機構、複製開始後に DnaA を不
活性化する因子 Hdaの作動機構が明らかになりました。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Initiation of the chromosomal DNA replication is a crucial reaction that regulates the cell 
proliferation. The active form of Escherichia coli DnaA protein initiates the chromosomal 
replication, whereas the inactive form does not. This study revealed for the first time that 
specific DNA sequences (termed DARS) on the chromosome directly activate DnaA. 
Moreover, it revealed molecular mechanisms in stimulation for the initiation reaction by 
the DnaA-binding protein DiaA and in post-initiational inactivation of DnaA by Hda 
protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 ATP結合型 DnaAは、染色体 DNAの複製

起点 oriC 上で特異的な多量体（複製開始複
合体）を形成して、複製開始反応（oriC内の
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局所的２重鎖 DNA 解離）を引き起こす。こ
れによりDnaBヘリカーゼなどの複製伸長反
応に必要な酵素群が１本鎖化 DNA に装着し
て、染色体 DNA 複製を進める。DnaA によ
る複製開始反応は、染色体複製制御の主要ポ

イントとなっている。また、DnaA は、真核
生物の ORC(複製起点結合複合体)構成因子
と同様にAAA+型 ATPaseファミリーに属す
る。 
(1) 大腸菌細胞内では、通常、不活性型の
ADP-DnaAが活性型の ATP-DnaAより高濃
度で存在する。そして複製開始前特異的に

ATP-DnaA 濃度が上昇し、ADP-DnaA 濃度
を超える（過去の成果：EMBO J. 1999）。し
かしながら、複製開始前に多量に存在する

ADP-DnaA を基に ATP-DnaA を産生する
DnaA活性化因子の実体は不明であった。 
(2)複製開始複合体は、ATP-DnaA 多量体に
より形成されると考えられていた。しかしな

がら、この複合体の構成因子、形成機構、全

体像、構造変化などの機能構造動態はまだ十

分解明されていなかった。 
(3) 複製開始後、DNAポリメラーゼ IIIホロ
酵素により DNA 合成が進められる。この過
程で DNA 上に装着されたクランプ因子と
Hda タンパク質により、DnaA-ATP 加水分
解が進められ、ADP-DnaA濃度が高まる。こ
の制御系は過剰開始抑制に必須であり、過去

に RIDA（Regulatory Inactivation of DnaA）
と命名した(Cell, 1998; EMBO J., 2001)。
Hdaも AAA+ファミリーである。しかしなが
ら、DnaAとHdaとの相互作用機構、および、
Hda 機能制御はほとんど解明されていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、複製開始に関わる制御シ

ステムの分子機構とネットワークを明らか

にするため、大腸菌の複製開始タンパク質

DnaA の機能制御メカニズムを解析する。そ
のため、（１）適時的な複製開始のために DnaA

を再活性化するシステムの探索と解析、（２）複

製開始反応を促進する新規 DnaA 結合因子

DiaA の作動機構の解析、（３）過剰開始を抑制

するためにDnaAを不活性化するRIDAシステム

の分子機構と制御様式の解析、を主目的とし

た。 
 
３．研究の方法 
 変異体を用いて生細胞解析を行う分子遺

伝学、蛋白質の生細胞内局在性解析や細胞周

期パラメーターを解析する細胞生物学、精製

蛋白質などを用いる生化学、多数の精製因子

を試験管内で組み合わせ高度な生物機能を

再構成する合成生物学を用いて総合的、融合

的な方法を用いた。共同研究者による構造生

物学も組み入れた。 

 

４．研究成果 

(1) 本研究で初めて、ゲノム上の DNA 因子
が DnaA のヌクレオチド交換を進め、

ADP-DnaAを ATP-DnaAに変換することが
解 明 さ れ た 。 こ の DNA 因 子 を

DARS(DnaA-Reactivating Sequence)と命
名した。DARS欠失株では、ATP-DnaA濃度
が高まらず、複製開始タイミングが遅延した。

DARSは、３つのDnaA結合部位（DnaA box）
を含む必須コア領域と制御領域からなる。

DARS コア領域では、特異的な ADP-DnaA
多量体が形成させる。このとき DnaAの構造
変化がもたらされヌクレオチド交換が進む

と思われる。DARS機能の制御因子の存在も
明らかになっている。これらが細胞の増殖状

態に応じて DARS機能、および、複製開始反
応を制御していると思われる。DARS様配列
は、病原菌を含む真正細菌種に広く保存され

ている。今後は、DARS機能制御因子の同定
と機能メカニズムの解明が重要な課題とな

る。 
(2) 本研究により、新たに、複製開始複合体
には、新規因子 DiaA が含まれることがわか
った。DiaA はホモ四量体を形成し複数の
DnaA 分子を繋ぎ止める。これによって、
DnaA 多量体形成と複製開始反応を促進する。
細胞周期中での適時的な複製開始には DiaA
が必須である。また、DnaA 上の DiaA 結合
部位と DnaBヘリカーゼ結合部位は、構造上
重複していることを解明した。さらに、DnaA
から DiaA を解離させる新たな制御因子の存
在も明らかにした。DiaA 解離は、oriC２重
鎖開裂後のヘリカーゼ装着に必要となる。細

胞内 DiaA 動態解析からも、これらの解析と
一致する結果が得られている（仁木班との共

同研究）。なお、DiaAホモログは、病原菌を
含む極めて多種の真正細菌に保存されてい

る。今後は、開裂複合体から DnaBヘリカー
ゼ装着に至る反応過程での DiaA の動態とそ
の制御因子の同定と制御機構の解明が重要

課題となる。 
(3) 本研究では、Hda と ATP-DnaA の相互
作用による DnaA-ATP 加水分解メカニズム
を解明した。これにより、タンパク質間相互

作用に重要なAAA+特有の機能構造が新たに
見いだされた。また、本研究で初めて、Hda
機能が ADP 結合により活性化されることを
解明した。Hda-ADP 解離因子の存在も示さ



 3 

れており、Hdaの ADP結合の制御は、RIDA
機能制御に重要と思われる。今後は、Hdaの
ADP結合/解離の動態、および、Hdaの ADP
結合制御因子の同定とその機能メカニズム

の解明が重要課題となる。 
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