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研究成果の概要（和文）：大腸菌IHFは配列特異的に結合するDNA屈曲因子である。IHF結合は染色体複製開始や
遺伝子の転写制御に重要である。DARS2とdatAは複製開始因子DnaAの活性を制御する染色体DNA因子であり、IHF
結合に依存して活性化される。複製開始前、DARS2が一時的にIHFと結合し活性化されDnaAを活性化する。複製開
始後、datAが一時的にIHFと結合し活性化されDnaAを不活化する。本研究では、IHF結合の新規な制御因子候補が
複数見出された。さらにdatA上流のtRNAオペロンからの転写流入がdatA-IHF複合体の解離に必要であること、ま
たdatA領域内での複数の転写終結機構などが解明された。

研究成果の概要（英文）：E. coli IHF protein is a DNA bender binding to DNA sequence-specifically. 
IHF binding supports the initiation of replication at the chromosomal origin, oriC as well as 
transcription regulation of various genes. DARS2 and datA are chromosomal DNA elements that control 
the activity of the replication initiation protein DnaA, and are timely activated depending on IHF 
binding. Before the replication initiation, DARS2 is temporarily activated by IHF binding, 
activating DnaA. After the replication initiation, datA is temporarily activated by IHF binding, 
inactivating DnaA. Here, multifaceted analyses were conducted to elucidate the mechanism underlying 
such controls. As a result, several novel candidate regulators of IHF binding were discovered. In 
particular, transcription readthrough from the tRNA operon upstream of datA was revealed to sustain 
timely dissociation of the datA-IHF complex. Multiple transcription termination mechanisms were also
 revealed to operate within the datA region.

研究分野：分子生物学、生化学、分子遺伝学

キーワード： DNA複製　DnaA　DNA屈曲　複合体動態　細胞周期

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
datA-IHF複合体は複製開始因子DnaAの活性を抑制する。本研究では、datA-IHF複合体の解離はtRNAオペロンから
の転写流入に依存することがわかった。tRNAの転写は細胞増殖が停止する増殖相やアミノ酸枯渇等によりタンパ
ク質合成が阻害される環境（緊縮制御下）では阻害される。このような状況では、tRNAの転写阻害により
datA-IHF複合体が構成的に形成され、DnaAの不活化を進める、と考えられる。つまり増殖相や環境応答、あるい
は転写―翻訳系と連係した複製開始の新たな制御メカニズムが発見された。さらにDARS2-IHF複合体の新たな制
御因子候補が見出されたことなども重要な進展と言える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
大腸菌 IHF は DNA に塩基配列特異的に結合し結合部位を鋭く屈曲させるという特異な機能

をもつタンパク質である。IHF は、染色体の複製開始複合体にも含まれるほか、核様体の構造形

成、多様な遺伝子の転写制御、DNA 組換え反応の制御など、細胞内で多彩な役割を演じている。

しかしながら、これまでは、細胞周期の制御因子としては重要視されていなかった。 
   研究代表者は世界最先端レベルで大腸菌染色

体複製の制御機構の解析を進めており、特に高次

複合体である複製開始複合体の動態解析や、複製

開始タンパク質 DnaA の活性制御システム

（DnaA サイクル）を解明してきた（引用文献①）

(図１, 2)。まず複製開始は、ATP 結合型 DnaA タ

ンパク質（ATP-DnaA）に依存する。ATP-DnaA 
分子は、DNA 屈曲因子 IHF が結合した複製起点

oriC DNA 上で特異的な多量体となり、複製開始

反応を進める。その後、RIDA システムでは、複

製開始後の DNA 上に装着した DNA ポリメラー

ゼのクランプ因子と Hda タンパク質との複合体

が、ATP-DnaA と相互作用し ATP 加水分解により不活性化させる(図１,2)。また DDAH システ

ムでは、ゲノム DNA 因子 datA と IHF タンパク質との複合体が一時的に形成され、複数の ATP-
DnaA 分子と相互作用し ATP 加水分解を促す(図１,2)（引用文献②）。このように RIDA システ

ムと DDAH システムはともに複製開始後に DnaA を不活性化される。これらは過剰な複製開始

反応の阻止に必須である。IHF 結合により datA 部位が屈曲すると、特異的な ATP-DnaA 複合

体形成を促すと考えられている。一方、 datA-IHF 複合体が適時的に形成・解離するための分

子機構や制御機構は不明である。ただし datA-IHF 複合体の解離には転写が必要であることが

示唆されていた（引用文献②）。 
  さらに次回の細胞周期での複製開始のため、ADP-DnaA は、DARS システムによりヌクレ

オチド交換が促進され、ATP-DnaA に変換されて再活性化する(図１,2)。DARS システムでは、

ゲノム上の DNA 因子 DARS2 が主要な役割を果たしている。DARS2 には核様体形成タンパク

質 Fis と IHF タンパク質とが複製開始前に一時的に結合して、ATP-DnaA の産生のため活性化

する(図１,2)（引用文献③）。Fis は増殖期特有に発現する転写因子でもあり、DARS2 活性の増

殖相特異的な制御を担っている。一方、DARS2-IHF 複合体が適時的に形成・解離されるための

分子機構や制御機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
 複製開始の制御を担う特異的な DNA 因子と DNA 屈曲因子 IHF, Fis, DnaA との結合動態を

解明して複製開始制御の動的な分子機構と IHF 動態の意義を理解する。 
 
３．研究の方法 
（１）datA-IHF 複合体の解離に必要な転写（RNA 産物）の同定とその制御機構を解明するた

め、datA 周辺領域の転写産物とその動態を解析する

ため逆転写 qPCR 法やノーザンブロット法を適用す

る。さらにその産物の意義を変異体解析から解析す

る。変異体作成にはゲノム編集法を適用し、FACS 法

により変異体の細胞周期と DNA 複製を解析する。ゲ

ノム-IHF 結合は ChAP-qPCR 法により解析する。 
（２）DARS2-IHF 複合体および datA-IHF 複合体の

解離を進める因子の生化学的探索のため、細胞粗抽
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出液をプルダウン法に適用し、IHF 解離活性をもつ画分を精製する。 
（３）DARS2-IHF 複合体および datA-IHF 複合体の解離を進める因子の分子遺伝学的探索のた

め、DARS2 あるいは datA をもつマルチコピープラスミドを用いて、DARS2 や datA の機能を

阻害する遺伝子をゲノムワイドに解析する。 
（４）細胞周期と連係した IHF 結合動態をゲノムワイドに解析する。そのため、細胞周期を同

調した細胞群を新たなゲノム-フットプリント法（GeF-Seq 法）に適用し、ヌクレオチドレベル

での IHF 結合動態を解析する。 
（５）DARS2-Fis 複合体の解離を進める分子機構を解析するため、Fis 結合部位の多様な変異

体を用いて、試験管内再構成系を活用した生化学的解析とゲノム編集法等で作成した変異体を

用いた分子遺伝学的解析を進める。 
 

４．研究成果 

（１）datA-IHF 複合体の解離に必要な転写（RNA 産物）の同定とその制御機構 
 datA 上流には、orn 遺伝子、glyVXY
オペロン（tRNA-Gly オペロン）、機能

未知 ORF yieV の３つの転写単位があ

りそれぞれの転写プロモーターがある。

datA下流には queG 遺伝子がある。転

写プロモーターの向きからは、それぞれ

の転写産物が datA を通過（リードスル

ー）する可能性があった（図３）。そこ

でそれぞれの転写プロモーターの欠失

変異体や転写単位内での転写終結部位（ターミネーター）の挿入変異体を多数作成して機能解析

した。その結果、glyVXY オペロンの転写プロモーターが datA 機能の抑制に必須であることが

わかった。RNA 産物を詳細に解析すると、一部の転写産物が datA の IHF 結合部位を通過（リ

ードスルー）することがわかった（図３）。さらにゲノム-IHF 結合 (ChAP-qPCR) 解析から、

この転写リードスルーが IHF の解離に必須であることがわかった。 
  glyVXY オペロンの末端は datA領域と繋がっているが、そこに転写終結部位（アテニュエ

ーター）と DnaA 結合部位（DnaA box）があり、これらが glyVXY オペロンを通過した転写の

一部をそれぞれ独立に終結（減衰）させていた（図３）。そのため datA の IHF 結合部位をリー

ドスルーする転写のレベルは、glyVXY オペロンの転写プロモーターからの転写開始と転写減衰

との二つの機構で制御されていることがわかった。さらに複製開始後、datA-IHF 複合体が形成

される場合は、転写減衰により転写リードスルーは大きく阻害された。一方、glyVXY プロモー

ターの転写開始活性は細胞周期に依存する変動はなかった。 
 これらの結果より、datA-IHF 解離因子（未知）がはらたくためには、datA 転写リードスル

ーの存在が必要条件であることがわかった（図３）。転写リードスルーにより datAへの IHF 結
合が不安定化されるため適時的に datA-IHF 解離因子が機能できるようになると考えられる。

一方で、glyVXY は tRNA-Gly の遺伝子群であるため、増殖相やタンパク質合成活性と連係した

転写制御機構を持つ。このことは datA 機能が同様な連係機構により制御されることを意味して

いる。つまり、本研究により、転写―翻訳系と連係する複製開始制御パスウェイが新らたに示さ

れた。 
（２）DARS2-IHF 複合体および datA-IHF 複合体の解離を進める因子の生化学的探索 
 細胞粗抽出液をプルダウン法に適用し、IHF 解離活性をもつ画分を複数同定することができ

た。それぞれの画分の精製を進め、候補因子を絞り込み、MASS-SPEC 解析により複数の因子

を同定した。それぞれの因子の遺伝子変異体を解析した。さらに多様な解析条件を検討して、こ

のアプローチでの探索解析を展開した。 
（３）DARS2-IHF 複合体および datA-IHF 複合体の解離を進める因子の分子遺伝学的探索 
 ゲノムワイドな探索解析を行った。その結果、複数の候補因子が分離できた。それぞれの因子

の遺伝子変異体を解析したところ複製開始制御への影響が起こるものが同定された。特に複数

種の変異細胞で DARS2-IHF 複合体や datA-IHF 複合体の解離が阻害された。 
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（４）新たなゲノミクス手法（GeF-seq 法）によって細胞周期にしたがった IHF とゲノムとの

特異的相互作用動態を解析した。特に複製開始時特異的に起こる IHF と複製起点 oriC との相互

作用がゲノム全体から見ても特異的に強固なものであることがわかった。 
（５）DARS2-Fis 複合体動態の解析から、Fis も、IHF と同様に細胞周期の特異的なタイミ

ング（複製開始の前）で一時的に DARS2 と結合することを見出した。Fis 結合部位の詳細

な解析から、ATP-DnaA レベルが高いときは、ATP-DnaA 分子が Fis 結合部位でオリゴマ

ーを形成し、Fis 結合を競争阻害することがわかった。複製開始後、ATP-DnaA レベルが低

下し、ADP-DnaA レベルが高くなると、Fis が DARS2 に結合できる。この時、DARS2-IHF-
Fis 複合体が形成され、DnaA 再活性化（ADP-DnaA→ATP-DnaA 変換）を進める。このように

ATP-DnaA による DARS2-Fis 結合のフィードバック阻害機構が解明された(図１,2)。 
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