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研究成果の概要（和文）：生物の個体を形成する細胞の増殖において、遺伝情報を担う染色体

DNA の複製は必要不可欠な反応である。代表者は、この染色体複製が開始されるメカニズムつ

いて大腸菌を研究材料に解析を行った。大腸菌では、染色体 DNA 上の複製開始点に DnaA-DiaA

タンパク質複合体が結合した後、DnaB タンパク質が装着することで染色体複製を起こす事がで

きる。本研究では、DnaA-DiaA 複合体の結合様式の解析を行った。さらに、DiaA タンパク質を

DnaA から解離させるタンパク質の探索を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：In many cellular organisms, chromosomal replication initiation 
requires the regulated formation of dynamic higher-order complexes. E. coli DnaA-DiaA 
complexes form a specific multimer on oriC, resulting in DNA unwinding and DnaB 
helicase loading. DiaA, a DnaA-binding protein, directly stimulates the formation of 
ATP-DnaA multimers on oriC and ensures timely replication initiation. In this study, the 
structural model of DnaA-DiaA complex was determined. Moreover, a DiaA-regulating 
factor was searched. 
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１．研究開始当初の背景 
 (1)全ての細胞性生物の増殖、個体と種の
維持において、遺伝情報を担う染色体 DNA の
複製は、必要不可欠なプロセスである。染色
体 DNA 複製は、細胞周期の適切な時期に一度

だけ起こるように厳密に制御されている。こ
の制御は主に複製開始段階で起こっている。
代表者は、複製開始研究が最も進んでいる生
物の一つである大腸菌を材料として、複製開
始制御機構の全貌を分子レベルで理解した
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いと考えている。 
 
 (2)大腸菌の染色体 DNA 複製開始反応は、
染色体DNA 上に唯一存在する複製起点(oriC)
上で起こる。oriCは AT-rich な開裂領域と複
数の DnaA 結合領域から構成されている。開
始タンパク質 DnaA の ATP 結合型が oriC上の
DnaA 結合領域を介して、特異的な高次複合体
(開裂複合体)を形成し、AT-rich 領域での二
重鎖 DNA 開裂を引き起こす。これを引き金と
して、開裂した一本鎖 DNA 領域上に DnaB ヘ
リケースが装着され、一本鎖 DNA 領域を拡大
していくことで複製開始反応が進行してい
く。このような一連の複製開始反応の制御、
つまり、複製開始が一細胞周期中で起こるタ
イミングを決定している機構や過剰な複製
開始を抑止する機構（Katayama et al. Cell 
1998）は、DnaA を標的としている場合が多い。
我々の研究グループは DnaA を標的とした複
製開始促進因子の探索を行い、新規因子とし
て DiaA タンパク質を同定している(Ishida 
et al. JBC 2004)。ホモ 4 量体である DiaA
は、複数の DnaA 分子と複合体形成し、oriC
上への DnaA の集合を促進する。さらに、DiaA
は ATP-DnaA と oriCの特異的な高次複合体形
成を促進し、二重鎖 DNA の開裂を促す。この
ようなメカニズムにより DiaA は複製開始を
促進している(Keyamura et al. Genes Dev. 
2007)。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、oriC 上での DiaA を介した高
次複合体がどのように二重鎖 DNA を開裂し、
DnaB ヘリケースを装着させるのかに着目し
た。以下の目的を掲げ研究を遂行する。 
 
(1)目的 1. DiaA を含む DnaA-oriC 開裂複合
体の構造様式を決定する。 
 DnaA は四つの機能ドメインに分かれてお
り、その部分タンパク質ごとの解析から DnaA
全体の構造が明らかになっている(Abe et al. 
JBC 2007; Fujikawa et al. Nucleic Acid Res. 
2003)。さらに、その構造から DnaA-oriC 開
裂複合体様式が提唱されている(Erzberger 
et al. Nat. Struct. Mol. Biol. 2006; Ozaki 
et al. JBC 2008)。また、DiaA のホモ 4 量体
構造と DnaA 結合部位が明らかになっている
(Keyamuraet al. Genes Dev. 2007)。そこで、
代表者は、DnaA内のDiaA結合部位を決定し、
DiaA と DnaA の結合様式を明らかにする。さ
らに、構造学的知見と統合し、どのような複
合体構造が二重鎖DNAを開裂させているのか
理解したいと考えている。 
 
(2)目的 2. DnaB ヘリケース装着機構および
DiaA 制御機構を明らかにする。 
 DiaA はタンパク質粗画分を用いた試験管

内ミニ染色体 DNA 複製系を促進する。一方、
精製複製タンパク質を用いた試験管内ミニ
DNA 複製系を阻害する。現在までにこの阻害
のターゲットは、oriC上の二重鎖 DNA 開裂後
に起きる DnaB ヘリケース装着段階であるこ
とが分かっている(Keyamura et al. JBC 
2009)。このことより、タンパク質粗画分中
に DiaA を標的として、その活性を制御し、
DnaB 装着を円滑に行わせるような因子の存
在が示唆される。この DiaA 制御因子の同定・
解析により、DiaA による二重鎖 DNA 開裂促進
後に起こる DnaB 装着機構を解明するだけで
なく、DiaA 制御機構についても解明したいと
考えている。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的は DiaA 介した複製開始複合
体の解明と DiaA 制御機構の解明にある。そ
のため、生化学的・構造学的手法を用いた
DnaAと DiaAの結合様式の解明とDiaA活性制
御因子の同定およびその機能解析を行う。下
記に、その具体的な研究方法について述べる。 
 
(1)DnaA の DiaA 結合残基の決定 
 代表者は NMR 解析により、DnaA の N 末端領
域で DiaA と相互作用することが予想される
アミノ酸残基を複数見出している。また、そ
の内の一つについて変異体解析を行った結
果、DiaA 結合能が欠損していた(Keyamura et 
al. JBC 2009)。そこで、残りのアミノ酸残
基についても結合解析を行う。 
①DiaA と結合するアミノ酸残基の候補につ
いて、変異を導入し、変異 DnaA タンパク質
を精製する。 
②変異 DnaA が DiaA と結合するか検討する。
方法は、プルダウン法を用いる。 
 
(2)DiaA を介した DnaA-oriC 開裂複合体様式
の決定 
①変異 DnaA と野生型 DnaA を混ぜ、DiaA によ
る DnaA 集合促進および開裂促進能を検討す
る。これにより、oriC上に複数結合している
DnaA 分子への DiaA 結合様式を解明する。 
②DiaA、DnaA 構造と上記解析結果を踏まえ、
DiaA と DnaA の結合様式を予測し、それを開
裂複合体モデルに組み込む。 
 
(3)DiaA 制御因子の活性を評価する実験系の
構築 
 プルダウン法において、DiaA は DnaA-DnaB
結合を阻害するため、DiaA が DnaA から外れ
る事が、DnaB の DnaA 結合に必要であると考
えられた。そこで、DnaA-DiaA 複合体からDiaA
を解離させるような活性を指標に粗画分中
からの DiaA 制御因子の探索を行う。そのた
め、まず DiaA 添加依存的に複製を促進する
粗画分を DnaA-DiaA 結合実験系（プルダウン



法）に加え、DnaA から DiaA が解離する条件
を決定する。 
 
(4) DiaA 制御因子の単離および同定 
①加熱処理した粗画分が DnaA から DiaA を解
離させるか検討する。この実験により、DiaA
制御因子がタンパク性因子か非タンパク性
因子のどちらかを見極める。 
②タンパク性因子の場合 
タンパク質粗画分をカラムクロマトグラフ
ィーで分画し、DiaA 制御タンパク質の精製を
進める。この方法で候補となったタンパク質
は、MS(質量分析)解析法を用いて同定する。
同定された因子は、ヒスチジンタグ融合型タ
ンパク質として精製し、機能解析に用いる。 
③非タンパク性因子の場合 
熱処理した粗画分をクロマトグラフィー
(HPLC)および薄層クロマトグラフィー(TLC)
を駆使して分画し、精製を行う。精製した候
補因子は MS および NMR 解析法を用いて同定
する。 
 
(5)DiaA 制御因子の機能解析 
①タンパク性因子の場合 
(A) 同定されたタンパク質に対応する遺伝
子の欠失変異株を作製し、複製開始への影響
についてフローサイトメーターやリアルタ
イム PCR を用いて検討する。また、既知の機
能モチーフがあるのかデータベースを用い
て検索する。機能モチーフがある場合は、そ
のモチーフに変異を導入し、同様に複製開始
への影響を検討する。 
(B) 同調培養した細胞を用いて、DiaA 制御因
子の転写量および細胞内量の変動を測定す
る。 
(C) DiaA による DnaB 装着阻害を回復する機
構の解明を行う。 
方法は、プルダウン法、SPR 解析、ゲルろ過
解析を駆使して行う。 
1. DiaA と同定されたタンパク質が直接結合
するか検討する。 
2. DiaA 制御因子が oriC上の DiaA-DnaA 複合
体に与える影響を検討する。 
3. DiaA 制御因子存在下、非存在下の DnaB 装
着実験系に DiaA を加えてできる複合体を分
離し、複合体形成の相違を検討する。 
(D) 制御因子のアミノ酸配列から、既知の機
能モチーフがある場合は、そのモチーフに変
異を導入し、DnaB 装着阻害を回復するか検討
する。 
(E) 既知のタンパク質の場合は、その関連因
子を検索し、上述と同様の方法で解析を行っ
ていく。 
②非タンパク性因子の場合 
(A) 非タンパク性因子と関連するタンパク
質を文献やデータベースを用いて検索する。
関連するタンパク質があれば、その遺伝子あ

るいはタンパク質について解析を行う。解析
手順はタンパク性因子の解析の場合と同様
に行う。 
(B) DiaA による DNA 複製阻害を回復する機構
の解明を行う。 
解析手順はタンパク性因子の解析の場合と
同様にして行う。 
 
４．研究成果 
(1)DnaA の DiaA 結合残基の同定 
①NMR解析によりDiaAと相互作用する事が予
想された DnaA の N 末端内のアミノ酸残基に
変異導入を行い、数種類の変異 DnaA タンパ
ク質を精製した。 
②精製した変異 DnaA と DiaA との結合をプル
ダウン法で解析した結果、DnaA E21A と DnaA 
F46A 変異体の DiaA 結合能が顕著に低下して
いる事が明らかになった。さらに、DnaA F46A
について解析した結果、この変異体は、DiaA
依存的な oriC 上への DnaA 集合や二重鎖 DNA
開裂活性も欠損している事が明らかになっ
た。 
 
(2)DnaA-DiaA 結合様式の決定 
 NMR 解析および(1)の解析で明らかにした
DiaA 結合残基と既に同定済みであった DiaA
の DnaA 結合残基(Keyamura et al. Genes Dev. 
2007)から、本研究で初めて、DnaA-DiaA 結合
様式を明らかにした。 
 
(3) DiaA を介した DnaA-oriC開裂複合体様式
の決定 
 DiaA 結合の欠損した DnaA F46A と野生型
DnaA の混合実験を行った結果、oriC 上の全
ての DnaA に DiaA が結合する必要がない事が
明らかになった。この結果をこれまでに提唱
されているDnaA-oriC開裂複合体モデルに導
入することで、新規の DiaA-DnaA-oriC 開裂
複合体モデルを提唱した。 
 
(4)DnaB ヘリケース装着メカニズム 
 DnaAのDiaA結合部位を明らかにした事で、
DiaA 結合部位が DnaB ヘリケースの結合部位
と重複している事が考えられた。そこで、
DnaA F46A を解析した結果、この変異体は、
DnaB 結合能を欠損している事が明らかにな
った。さらに、DiaA は oriC上での DnaA-DnaB
相互作用を阻害する事が明らかになった。ま
た、この阻害は、タンパク質粗画分により解
除されることが明らかになった。 
 以上の結果から、DiaA が二重鎖 DNA の開裂
反応を促進後、oriC 上の DnaA から解離する
ことが、続く DnaB ヘリカーゼの装着に必要
であることを初めて明らかにした。また、こ
の反応には、DiaA を DnaA から解離させる因
子が必要であることが考えられ、この因子と
DiaA によって、DnaB ヘリケースの装着が制



御されているという新しい概念を提唱した。 
 
 以上の研究成果は、原著論文(Keyamura et 
al. J. Biol. Chem. 2009)にて発表済みであ
る。 
 
(5)DiaA 制御因子の探索実験法の構築 
これまでの解析結果から、DiaA 制御因子の一
つは、oriC上の DnaA から DiaA を解離させる
因子である事が予想された。そこで、oriC DNA
断片を用いてDnaA-DiaA を回収する実験系に
タンパク質粗画分を添加した結果、予想通り
DiaA の回収低下が見られた。そこで、この実
験系を活用し、タンパク質粗画分からの DiaA
制御因子の精製を行うことにした。 
 
(6)DiaA 制御因子の精製 
①タンパク質粗画分を加熱処理し、DiaA 解離
活性を調べた結果、顕著に活性が低下するこ
とが明らかになった。熱失活し易い事より、
タンパク性因子である可能性が考えられた。 
②DiaA 制御タンパク性因子を同定するため、
解離活性を指標に硫安沈殿、タンパク質精製
用カラムクロマトグラフィーの検討を行っ
た。現在までに、20-30 種類まで候補因子を
限定できている。 
 
(8)今後の研究および展望 
①DiaA 制御因子の候補は、ゲルろ過後、MS
（質量分析）解析により同定する。さらに、
候補因子の精製を行い、活性を指標に目的因
子の同定をはかる。 
②因子の同定後、研究の方法（5）に従い、
DiaA 制御因子の機能解析、DiaA および制御
因子による DnaB ヘリケース装着制御メカニ
ズムの解明、DiaA 制御関連因子の同定と解析
を行う予定である。 
③これまで、DnaB ヘリケースの装着制御メカ
ニズムの存在は、研究代表者以外に提唱して
おらず、上記メカニズムの証明と解明は、染
色体複製開始の制御研究に新たな展開を切
り開くものと思われる。 
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