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研究成果の概要： 
 本研究計画では、特に、高次蛋白質複合体の立体構造と特異機能との連関を基盤とし
て、染色体複製開始の主要な分子機構を解明することを目指した。成果として、大腸
菌の複製開始蛋白質 DnaAによる複製開始複合体の高次構造を推定解析し、DNA開裂
のためキーとなる複製開始複合体の機能構造を同定した。および、DNA開裂のメカニ
ズムを開始複合体の機能構造と連関させて解明した。さらに、DNA 開裂後におこる、
DnaBヘリカーゼ装着開始機構を解明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 染色体 DNA の複製開始は、複製起点
DNA と特異的なタンパク質（開始タン
パク質）とで形成される複合体（開始複
合体）で起こる。開始複合体が活性化さ
れると、複製起点の２重鎖 DNA を局所
的に１本鎖化（DNA開裂）する（開裂複
合体）。ここに DNA ヘリカーゼや DNA
ポリメラーゼなど、伸長反応に必要な因
子が装着し、DNA合成反応を進める。こ
のとき、開始タンパク質は一時的に複製

起点 DNAから解離する可能性がある。 
 染色体複製開始の分子機構の解析が最
も進んでいる種の１つである大腸菌にお
いてさえ、いまだに複製開始複合体の高
次構造や DNA 開裂の分子メカニズムは
解明されていない。大腸菌では開始タン
パク質DnaAが複製起点oriC DNA上で多
量体を形成することにより開始複合体と
なる。我々は構造情報とコンピュータシ
ミュレーションを用いて、DnaAの複合体
構造モデルを作成した。我々は、 oriC上
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で多量体となった DnaA がリング（また
は螺旋）状複合体となり、そのポア内表
面に新たな機能構造が形成されることを
仮定したのである。その機能は１本鎖
DNAと相互作用し、複製開始反応を進め
るキーとなるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、この独自の構造モデルや
実験基盤を利用して、複製開始複合体の
高次構造を解析し、DNA開裂のためキー
となる複製開始複合体の機能構造を同定
すること、および、DNA開裂のメカニズ
ムを開始複合体の機能構造と連関させて
解明することを第１の目的とする。第２
に、複製開始複合体形成のための
DnaA-DnaA 相互作用部位を新たに同定
し、機能メカニズムと連関させて、その
意義を解明する。さらに、DNA 開裂後、
生じた１本鎖DNA上へのDnaBヘリカー
ゼ装着機構と複製開始複合体の動態関係
を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）開裂複合体の機能構造解析 
 ポア部位の推定と一部の変異体解析
（複製開始能の検討）を終了している。
よって、変異体の ATP/ADP結合能、２
重鎖 DNA結合能を解析する。これらに
欠損がなければ、実際に複製起点 DNA
上で高次複合体を形成できるか否かをゲ
ルシフト法とフットプリント法で解析す
る。さらに 1本鎖 DNA結合部位および
DnaA間相互作用部位の解析を進め、その
結果に基づき、ATP-型 DnaAタンパク質
複合体立体構造から DNA開裂反応メカ
ニズムをまとめる。 
（２）DnaB相互作用解析 
 DnaA N末ドメインがDnaB相互作用領
域であるので、この領域の変異体を作成
し、DnaBヘリカーゼアッセイ、NMR解
析などを用いて検討する。複製開始複合
体の形成メカニズムとあわせて検討する。 
（３）ヘリカーゼローダーDnaCの機能解

析 
 ６量体リングとなった DnaBの各プロ
トマーに DnaCが結合することがわかっ
ている。また、DnaAと DnaCの中心ドメ
インには構造的相同性がある。そこで、
DnaAの機能構造を参考にして、DnaCの
ATP結合/加水分解ドメインの変異体を
多数作成する。機能欠損した DnaC変異
体を選出し、DnaB相互作用能、ATP相
互作用能、DNA (2重鎖および１本鎖) 相
互作用能を解析する。 
 

４．研究成果 

 複製開始反応と２本鎖DNA開裂反応に
特異的に必要とされるアミノ酸残基の同

定し、DNA開裂のメカニズムの新規モデ
ルを提唱した（J. Biol. Chem., 2008）。その
後さらに、複製開始複合体形成に必要な

DnaAの機能アミノ酸残基を新たに数種
同定し、DnaA高次複合体の全体像の点か
ら上記モデルを裏付けた。加えて、DnaA
が多数集合する複製開始DNA領域の機能
構造を新たに同定し、複製開始複合体の

機能構造と複製開始DNA領域の機能構造
との相関を明らかにした（日本遺伝学会

ベストペーパー賞受賞）。 
 DnaA N末ドメインの立体構造決定に基

づき、DnaBヘリカーゼ装着に必要な機能
アミノ酸残基を同定し、DnaBヘリカーゼ
装着機構モデルを新たに提唱した（J. Biol. 
Chem., 2007：JBC Paper of the Week受賞）。
その後、さらに別のアミノ酸残基もDnaB
ヘリカーゼ装着に必要であることがわか

った。これらを総合して、DnaBヘリカー
ゼ装着部位の構造が判明し、提唱したモ

デルを裏付けた（論文投稿済み）。さらに、

DnaCの機能構造解析も計画通り進め、重
要な機能アミノ酸を同定した（学会発表

済み）。これらにより、頭書の目的を十分

達成することができた。 
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