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研究成果の概要（和文）：大腸菌の複製開始複合体は、複製起点DNA、開始因子DnaA蛋白質、IHF蛋白質等から成
り、DNAの１本鎖化と複製へリカーゼDnaBの１本鎖DNAへの導入を進める。研究[１] 「複製起点へのDnaBヘリカ
ーゼの導入の分子機構の解明」では、主に、DnaA蛋白質による複製起点DNAの１本鎖化の分子機構、および、
DnaA蛋白質と複製へリカーゼDnaBの相互作用機構を明らかにした。また、研究 [２] 「DnaA制御システムにおけ
る適時的な機能制御の分子機構の解明」では、主に、DnaAを適時的に活性化するDARSシステムにおけるDnaA複合
体動態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The replication initiation complex in E. coli consists of the origin DNA, 
the initiator protein DnaA, the DNA-bending protein IHF and so on. This complex promotes unwinding 
of the origin DNA and loading of the replicative helicase DnaB to the unwound DNA region. In the 
research #1 “Analysis of loading mechanism of DnaB helicase to the origin DNA”, I mainly revealed 
the molecular mechanism of the unwinding of origin DNA by DnaA and the interaction mechanism between
 DnaA and DnaB. Also, in the research #2 “Analysis of functional mechanisms of the regulatory 
systems for DnaA”, I mainly revealed dynamic mechanism of DnaA complex formed in the DARS system 
which activates DnaA in a timely manner during the cell cycle.

研究分野：分子生物学・生化学

キーワード： DNA複製開始　高次複合体　試験管内再構成系　蛋白質　細菌　遺伝子　分子機械　AAA+ファミリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複製起点DNAの一本鎖化と複製へリカーゼの一本鎖DNAへの導入は、染色体DNAの複製開始における共通機構と言
える。それらにおける主要機構を解明したことには、大腸菌のみならず、細胞増殖の原則的な分子動態を理解す
るために高い学術的意義がある。さらにDnaAを適時的に活性化する主要な分子機構を解明したことにも、細菌の
増殖における原理的な分子機構を理解するために高い学術的意義がある。特にこの成果は独創性も高く、国際的
な学術専門家団体(F1000Prime)からも高く評価された。さらに抗菌剤等の新たな医薬品開発の基盤としても発展
性をもつものといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 概論：原核生物でも真核生物でも共通して、染色体の複製開始は、複製起点で形成される
高次で動的な複合体によって遂行される。そして、複製起点の二重鎖 DNA の局所的開裂（一
本鎖化）が起こり、次いで、複製へリカーゼが一本鎖 DNA 部位へ導入される。これらは、複
製開始複合体が遂行する「二大イベント」となっている。 
 大腸菌の複製開始複合体は、複製起点 oriC DNA、開始因子 ATP 結合型 DnaA タンパク質
（ATP-DnaA）多量体、DnaA 集合促進因子 DiaA タンパク質、そして、 DNA 屈曲タンパク質
IHFから成る。ここでは DiaAタンパク質を含む開始複合体をホロ複合体、そして、DiaAが解
離した複合体をコア複合体と呼ぶ。oriC 領域は、二重鎖開裂領域 DUE (Duplex Unwinding 
Element)と DnaA集合領域 DOR（DnaA Oligomerization Region）から成る。DORには、1個の IHF
タンパク質と 11個の DnaAタンパク質が特異的な部位に結合する。DiaAタンパク質は複数の
DnaAタンパク質と同時に結合してコア複合体を安定化する。 
 複製開始ホロ複合体は DUE開裂を遂行する。次いで、DiaA蛋白質が解離して、代わりに複
製へリカーゼ DnaBとローダー蛋白質 DnaC の複合体(DnaB-DnaC複合体)がコア複合体に結合
すると考えられる。そして DnaAとの結合を通して DnaB-DnaC複合体が DNA開裂（一本鎖化）
部位に運ばれて、DnaCにより DnaBが一本鎖 DNAに装着されると推定されている。 
 また研究代表者は、構造生物学者との共同研究を進め、DnaA 蛋白質の４つのドメインの構
造を解明した。機能解析も並行して進め、ドメイン Iの Phe46残基部位が、DiaA蛋白質および
DnaB ヘリカーゼとの特異的かつ共通の結合部位であることを突き止めた。ドメイン II は柔軟
なリンカーであり、DnaBへリカーゼを一本鎖化 DNAに装着する際、重要な役割を持つと思わ
れる。ドメイン IIIは、AAA+ファミリー型 ATP結合/加水分解モチーフと DnaA-DnaA相互作用
部位(Arg285)があり Head-to-tail型のオリゴマーを形成できる。ドメイン IVは HTHモチーフを
中心とした二重鎖 DNA結合部位であり DnaA box（DnaA結合配列）に結合する。 
 これらを基盤として、研究代表者は大腸菌の複製開始複合体および DnaA 活性の制御系を体
系的に解析し、一連の先駆的成果を挙げてきた。細胞周期においては、活性型の ATP-DnaA分
子は、複製開始時に特異的に増加し、複製開始後は、不活性な ADP-DnaAに変換してゆくこと
も過去に解明していた。さらに、後述するように、研究代表者はこのような DnaA 活性化・不
活性化を制御する分子機構についても見出していた。 
 
(2) 複製開始複合体：研究代表者は複製開始複合体の詳細な解析から、oriC上では 2つの DnaA 
五量体、すなわち左側および右側サブ複合体が形成されることも見出した。IHF による DNA
屈曲は、DUE 開裂を促進し、生じた一本鎖 DUE は、左側サブ複合体を形成する DnaA分子の
ドメイン III の特異的部位(H/B モチーフと命名)と結合し安定化される。つまり、基本的には
DUE開裂は、IHFと左側 DnaAサブ複合体との共同作用によって遂行される。これらによって
２重鎖 DNA 開裂の主要分子機構は解明できた。研究代表者はこの機構を、ssDUE recruitment
機構（開裂一本鎖呼び込み機構）と命名した。これは本研究の目的となる開始複合体と DnaB
ヘリカーゼの相互作用動態の解明のため重要かつ先端的な基盤となる。これまでに、両方のサ
ブ複合体がそれぞれ１分子の DnaBヘリカーゼと結合することも示唆されている。 
 
(3) DnaA活性の制御系：加えて、これまでに研究代表者は DnaAに対する３つの主要制御シス
テム(DARS, RIDA, DDAH)を見出している。DARS システムは、適時的な DnaAの活性化を支
える。つまり、DARS1 および DARS2 という染色体上の非コード DNA 因子が、不活性な
ADP-DnaAを ATP-DnaAに変換する。細胞内では DARS1より DARS2がより強力に働く。これ
らの DNA因子上で ADP-DnaA複合体が形成され、DnaA-DnaA相互作用より ADP が解離して
代わりに ATP が結合する。さらに最近、DRAS2 は複製開始前に IHF と結合して活性化される
ことも解明した。 
 そして複製開始後は、RIDAシステムおよび DDAHシステムによって、ATP-DnaA分子の ATP
加水分解が促進されて DnaAは不活化される。RIDAシステムは DNA複製と共役して活性化す
る：すなわち、DNA 装着した DNA ポリメラーゼのクランプ(PCNA ホモログ)サブユニットが
仲介因子 Hda タンパク質と結合して、ATP-DnaA と相互作用し ATP 加水分解を活性化する。
DDAHシステムでは、datAという染色体上の非コード DNA因子と ATP-DnaAが複合体形成し
ATP加水分解を活性化する。さらにこの反応は、IHFが複製開始後に datA因子と結合すること
により適時的に活性化される。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景に基づき、染色体の複製サイクルを制御する動的高次複合体の重要な分子
機構を解明することを目的とする。そのため、複製開始複合体に関する研究と DnaA 制御シス
テムに関する研究の２つを遂行する。 
 
(1) 研究[１]では、複製開始複合体の分子機構に焦点を置く。上述のように、これまでに大腸菌
の複製開始複合体の二重鎖開裂については主要な分子機構の解明に成功している。そのため、
本研究では、複製開始複合体の２重鎖開裂に引きつづく「複製起点への DnaB ヘリカーゼの導
入の分子機構」について重点的に解析し主要分子機構を新たに解明する。またこれまで解明し



てきた DnaA-DNA 相互作用機構を基盤にして、未だ理解されていない真核細胞（出芽酵母）
ORC（DnaAオーソログ複合体）と DNAとの相互作用機構を新たに解明する。 
 
(2) 研究[２]では、DARS因子および datA因子の分子機構と制御機構に焦点を置く。上述のよう
に、これらは新たな複製開始制御因子であり、研究代表者は基盤的な分子機構の解明に成功し
ている。この基盤を活用して、「DnaA制御システムにおける適時的な機能制御の分子機構の解
明」について重点的に解析する。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は、oriC DNA複製システム、各種 DNAへの DnaBヘリカーゼ導入システムに加
え、DARSシステム, DDAHシステム, RIDAシステムについて精製タンパク質による in vitro再
構成系を独自に構築している。本研究でもこれらを活用した。複合体動態解析についてはプル
ダウン法, EMSA（ゲルシフト）法、フットプリント法等、目的に応じた幅広い多様な技術を駆
使しした。ゲノムレベルの部位特異的変異体作成に加え、フローサイトメトリーによる細胞周
期解析、蛍光顕微鏡による細胞内局在解析等の in vivo実験も最先端技術で実行した。 
 さらに、複合体動態解析においては、独自に創出した大腸菌 DnaAドメイン I-IIIと高度好熱
菌 DnaAドメイン IVからなるキメラ DnaAを活用した。高度好熱菌が例外的に異なる DnaA box
配列をもつことに基づくもので、oriC、DARS 因子、datA因子など多数の DnaA boxをもつ DNA
領域において形成される DnaA 複合体において、任意の DnaA プロトマーの機能を特異的に解
析できる新規な実験系である。この実験系は in vivoにおいても in vitroにおいても適用でき、
実際にそのような両面で活用した。 
 
４．研究成果 
(1) 研究[1]: 複製起点への DnaBヘリカーゼの導入の分子機構 
① まず DnaBヘリカーゼ導入の分子機構の基盤となる、複製起点 oriC DNAと DnaAとの相互
作用機構を詳細に解析した。特に二重鎖開裂領域 DUE の一本鎖 DNA と左サブ複合体（DnaA
五量体）との相互作用の分子機構を重点的に解析した。なかでもキメラ DnaA を活用した変異
体解析を、染色体複製の in vivo解析、および、精製タンパク質と in vitro再構成系に適用し、
精密な解析を進めた。その結果、特定の DnaAプロトマー２つの一本鎖 DUEとの結合が二重鎖
開裂を支えるため必須であることが明らかとなった。この結果に基づき、複製開始複合体によ
る二重鎖開裂反応の新たな分子機構モデルを提唱し、論文として発表した。国際的な研究競争
があるなかでも、ここまで詳細な複製開始複合体の動態解析には他に並ぶものがなく、この成
果は先駆的なものと言える。 
 
② さらに DnaBヘリカーゼの導入のために重要となる特異的な DnaA-DnaBの相互作用機構を
解析した。特異的な DnaA-DnaB の相互作用には二段階あると考えられ、これまでにその一段
階目に必要な DnaA ドメイン I の機能構造は解明した（「１．研究開始当初の背景」参照）。よ
って二段階目に必要な DnaA の機能構造を探索するため多数の変異体を新たに作成して、染色
体複製の in vivo解析、および、精製タンパク質と in vitro再構成系を用いた DnaA-DnaB相互作
用解析を精密に進めた。その結果、ドメイン IIIの His136残基が二段階目の DnaA-DnaBの相互
作用を支えることを解明した。この結果に基づき、複製開始複合体による DnaB ヘリカーゼの
導入の新たな分子機構モデルを提唱し、論文として発表した。この新たなモデルは、前述の二
重鎖開裂反応の分子機構と極めて高い整合性・合理性をもつものである。 
 
③ 特異的な DnaA-DnaBの相互作用機構については、以上のように DnaA側の機能構造の解明
に成功した。この結果に基づき、対応する DnaB 側の機能構造の解析を進めた。多数の変異体
を新たに作成して同様に解析を進めた。その結果、DnaB 側の重要な機能残基を見いだすこと
ができ、学会で発表した。 
 
④ 加えて、DnaB とヘリカーゼローダーDnaC との相互作用機構について構造生物学者との共
同研究を遂行した。研究代表者は、特に両者の相互作用界面に位置する残基について多数の変
異体を作成し、染色体複製の in vivo解析、および、精製タンパク質と in vitro再構成系を用い
た DnaB-DnaC相互作用解析を精密に進めた。その結果、それら残基の機能的重要性を初めて明
らかにすることができた。これらの結果に基づいて、DnaB-DnaC複合体の立体構造と相互作用
機構、および、DnaCによる DnaB の構造変換モデルを提案し、論文として発表した。 
 
⑤ 大腸菌では IHF や HU などの核様体形成因子が複製開始に重要であることから、これらの
細胞内機能についても解析を広めた。その結果、染色体の均等分配に重要となる因子の細胞内
局在性に特異的な核様体形成因子が重要であることがわかり、論文として発表した。当該論文
は特に独創性が高く、国際的専門家団体（F1000Prime）により推薦論文に選ばれた。 
 
⑥ DnaAと共通するドメイン構造をもつ酵母菌 ORC（複製起点認識複合体）の主要サブユニッ
ト Orc1について DNAとの相互作用機構の解析を遂行した。以前作成していた特定の変異体に



関して、染色体複製およびゲノミクスによる結合部位の in vivo解析、および、精製タンパク質
の DNAとの相互作用解析を精密に進めた。その結果、一本鎖 DNAとの相互作用の新たな分子
動態が明らかとなり、論文として発表した。 
 
(2) 研究[2] : DnaA制御システムにおける適時的な機能制御の分子機構 
① DnaA蛋白質の活性を制御する非コードDNA因子DARSにおけるDnaA-DnaA相互作用機構
についてキメラ DnaA を活用して詳細に解析した。DnaA は AAA+ドメインをもち、oriC にお
ける開始複合体ではこのドメイン間の head-to-tail 型の相互作用によってオリゴマー形成する。
これは AAA+タンパク質ファミリーの原則通りである。一方、DARS における DnaA 複合体で
は、２分子の DnaAが head-to-tail相互作用することに加え、この２分子のうちの１分子と隣接
するもう１分子が head-to-head型の相互作用を行うことが解明された。head-to-head型の相互作
用界面に存在し、この相互作用を支えるキーとなるアミノ酸残基（Gln208）も同定した。この
ような様式での相互作用は AAA+タンパク質ファミリーでは初めての発見である。さらに ADP
の解離には、この head-to-head型の相互作用が必須であることもわかった。head-to-head相互作
用は AAA+ドメインの構造変化をもたらし、ADP親和性を低下させると考えられる。この構造
変化に重要と重われるアミノ酸残基（Leu290）も同定した。これらの結果により、DARS 因子
によってDnaAからADPが解離し、再活性化される主要な分子機構が理解できるようになった。
これらの成果をまとめ論文として発表した。当該論文は、高い重要性と独創性をもち、国際的
専門家団体（F1000Prime）により推薦論文に選ばれた。 
 
② DARS因子や datA因子に適時的に結合する IHF 蛋白質の制御因子について、遺伝学的な手
法や生化学的な手法をもちい多角的に探索を進めた。その結果、タンパク質因子や RNA 因子
の特異的機能が示唆され、個々に詳しい検討を進めた。これらの結果について学会で発表した。 
 
③ 複製開始複合体の全体構造や分子機構、および、DnaA 制御システムの分子機構について、
研究代表者の成果を含め、近年の進歩をまとめ、英文総説を発表した。 
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