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研究成果の概要（和文）： 
	
 染色体 DNAの複製開始には、高次な DNA-タンパク質複合体の形成が必要であり、細胞周期
においてはその複合体の機能の制御が必要です。本研究ではモデル細胞として大腸菌を用い、
複製起点 DNA と複製開始因子 DnaA タンパク質が形成する高次複合体を解析し、複製開始反
応に重要な部分構造と新たな分子機構を解明しました。さらに DnaA に対する主要な制御因子
を解析し、その相互作用様式を新たに解明したことに加え、新たな分子機構も解明しました。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The initiation of the chromosomal DNA replication requires formation of higher-order nucleoprotein 
complexes and their functions must be regulated during the cell cycle. In this study, by analyzing 
higher-order complexes formed by the replication origin DNA and the replication initiator DnaA protein 
in E. coli as a model cell, we identified subcomplexes important for replication initiation reactions and 
revealed novel molecular mechanisms. Moreover, by analyzing major factors regulating DnaA functions, 
we revealed a novel regulatory mechanism for DnaA in addition to novel interaction modes between 
DnaA and the factors. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 細胞性生物の染色体 DNA の複製開始とそ
の制御には、DNA-タンパク質の高次複合体
が主要な役割を演じていることがわかって
きた。特に、高次複合体の形成過程や構造変
化、他因子との相互作用が、複製開始反応の

遂行と制御に重要であること明らかになっ
てきたのである。原核、真核を問わず、複製
開始複合体は、広域の DNA とタンパク質多
量体からなる高次複合体である。大腸菌の複
製開始因子 ATP-DnaAは、真核生物の複製起
点認識因子（ORC因子）同様、ATPと相互作
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用する AAA+ドメインをもつタンパク質であ
る。真核生物では構成蛋白質因子が多種だが、
大腸菌では、複製起点 oriC（245 bp）と
ATP-DnaA のみで複製開始複合体の基幹構造
が形成されるという単純性がある。これらの
特性を活用し、研究代表者は、大腸菌の複製
開始複合体中におけるATP-DnaAによる基本
相互作用様式を独自に解明し、これに基づき、
開始複合体の基本構造のモデルと活性化メ
カニズムを新たに提唱した（J. Biol. Chem. 
2005,2008; Genes Dev. 2009等）。 
	
 また、研究代表者は新規 DnaA 結合因子と
して DiaA タンパク質を初めて同定し、これ
が複製開始複合体の新規構成因子であるこ
とを解明した（J Biol Chem, 2004; Genes Dev, 
2007等）。DiaAホモログは真正細菌に広く保
存されている。さらに、構造生物学グループ
との共同研究により研究代表者グループは、
DnaA の全て（４つ）のドメインの立体構造
解明に成功した（Nucleic Acids Res, 2003; J 
Biol Chem, 2007, 2008等）。加えて、これらを
基に研究代表者は、複製開始のキー反応であ
る oriC DUE（２重鎖開裂部位）における２重
鎖 DNA 開裂反応（局所的な１本鎖化）に特
異的に関わる機能モチーフも独自に解明し、
新たな分子機構を提唱した（J Biol Chem, 2008
等）。さらに、研究代表者と研究分担者（植
田）は、解明した DnaA ドメイン I の立体構
造上に DnaB ヘリカーゼ相互作用部位を同定
した（J Bio. Chem, 2008: JBC Paper of the Week
受賞論文）。 
	
 複製開始後は、過剰複製を抑制するため、
開始複合体が不活化される。研究代表者は、
適時的な DnaA 不活性化機構を初めて見いだ
している（Katayama et al., Cell, 1998）。この
機構（RIDA）では、DNA ポリメラーゼのク
ランプ因子と新規制御因子Hdaとに依存して、
DnaA結合 ATPの加水分解が促進され、不活
性な ADP-DnaA が産生される。Hda は DnaA
同様、AAA+ドメインをもつ。近年、RIDAの
基幹機構は、原核、真核に共通するものであ
ることもわかってきた（Arias & Walker, 
Nature Cell Biol. 2006他）。 RIDAは、B. Lewin
著の教科書「Genes」にも掲載された。RIDA
の分子機構と制御機構の解明推進の重要度
が高まっている。 
	
 また、DnaA を活性化する制御機構につい
てはほとんど未解明だったが、最近、研究代
表者は、これに関わる新たな制御因子
「DARS」を見いだした。DARS は、ゲノム
DNA因子であり、複数の DnaAを吸着し特殊
な複合体を形成させることにより、
ADP-DnaAから ADPを解離させ ATPの再結
合を促す（Genes Dev, 2009）。DARSは細胞周
期中での複製開始タイミング制御に必須で
あった。 
 

２．研究の目的 
（１）複製開始複合体の分子解剖により主要
開始機構を解明する。---これまでの解析から、
新たに、複製開始複合体は、特異的な役割を
もつ部分複合体構造をもつことがわかって
きた。部分複合体構造の構成と機能について、
独自のアッセイ系や変異体 DnaA を用いて生
化学的、合成生物学的に詳細に解析する。 
（２）DnaB ヘリカーゼ装着に関わる主要機
構を解明する。---複製開始複合体による２重
鎖開裂後、DnaBヘリカーゼが DNAに装着す
る。この過程では、DnaB-DnaA相互作用、お
よび、DnaB-DnaCヘリカーゼローダー相互作
用が必要である。先述した DnaA ドメイン I
上の部位に加え、DnaAドメイン III(AAA+ド
メイン)上に第２のDnaB結合部位があること
が示唆されている。変異体解析により第２の
DnaB結合部位を同定し、DnaBへリカーゼの
装着過程における役割を解明する。また、
DnaC の機能構造解析等も既に進めており、
これらの結果にもとづき、DnaB へリカーゼ
の装着の基幹分子機構を解明する。 
（３）RIDAにおける Hda機能制御機構とク
ランプ-Hda-DnaA複合体における主要相互作
用機構を解明する。---RIDAが、Hdaと DNA
装着型クランプにより活性化することは、過
去に申請者が示した（Cell, 1998; EMBO J., 
1999,2001 他）。最近、申請者は ADP 結合に
より Hdaが活性化されることを示した（J Biol 
Chem, 2008）。これらの結果をふまえ、クラン
プ-Hda-DnaA間の主要相互作用をさらに解明
する。 
（４）ADP-DnaA を ATP-DnaA に変換する
「DARS」の主要機能メカニズムを解明する。
---すでに、細胞粗抽出液中に未知の活性化因
子があることを見いだしていた（Genes Dev. 
2009 他、未発表データ）。その後の精製解析
により、活性化因子は複数存在することも示
唆されている（未発表）。よって、活性化因
子を同定して DARS上での複合体動態、およ
ぶ、増殖相や細胞周期における DARS活性制
御機構について解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）複製開始複合体の分子解剖による開始
機構解析---まず、oriC変異体や DnaA変異体
などを、in vitro再構成系に適用して、開始複
合体形成能、複製開始能、1本鎖 DNA結合能、
DnaB ヘリカーゼ装着能などを解析し、開始
複合体内の要となる機能構造と開始反応機
構を解明する。P1アッセイ[DUE開裂（１本
鎖化）能の検出]やフットプリント解析に加え、
EMSA法やプルダウン法を基に独自に創出し
た解析法を用いて、DnaA-１本鎖 DUE結合能、
DiaA結合能、DnaB結合能などを定量的に解
析し、これらの結果を総合的、体系的に検討
する。 
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（２）DnaB ヘリカーゼ装着に関わる主要機
構を解析---上と同様に、対象因子の変異体、
および、in vitro再構成や独自に創出した解析
法を用いて、複製開始複合体への DnaB ヘリ
カーゼ装着機構を、DnaB-DnaA相互作用動態、
DnaB-DnaC 相互作用動態を中心として解明
する。変異体の作成に関しては、これまでの
研究分担者との共同研究である DnaA ドメイ
ン I の構造解析から得られた詳細な構造情報
に基づき焦点を絞って進める。 
（３）RIDAにおける Hda機能制御機構とク
ランプ-Hda-DnaA複合体における主要相互作
用機構を解析---上と同様に、対象因子の変異
体、および、in vitro再構成や独自に創出した
解析法を用いて、さらに、RIDAにおける Hda
の分子機構、および、DnaA-Hda-クランプの
相互作用機構解析に焦点を絞って解析する。 
（４）ADP-DnaA を ATP-DnaA に変換する
「DARS」の主要機能メカニズムの解析---上
と同様に、対象因子の変異体、および、in vitro
再構成や独自に創出した解析法を用いて、
DARS の活性化因子の探索と解析、および、
機能構造の解析、複合体形成の動態解析を進
める。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）複製開始複合体の分子解剖による開始
機構解析---開始複合体の部分構造の解明に成
功した。これにより、DNA二重鎖の開裂と１
本鎖DNAの結合、および、DnaBヘリカーゼの
装着に関わる部分構造が明確になった（図１）。
さらに、DNA二重鎖の開裂に必要な、新たな
複合体動態を解明し、これをssDUE recruitment 
(呼び込み)と命名した。ここではDNA屈曲因
子IHFタンパク質によって、１本鎖化したDUE
のDNA鎖がDnaA多量体に呼び込まれ、DnaA
と直接結合することが、キーとなる。また、
DnaBへリカーゼの結合や1本鎖DNAへの装着
の動態を解析した結果、ここで明らかにした
開始複合体の部分構造との対応が示された。
そこで、これらの結果を統合して、複製開始
複合体の構造動態の新たなモデルを構築した
（図１）。この成果は論文２編にまとめ国際
誌に発表するとともに、Nature Rev. Microbiol.
誌の総説としても発表した。このモデルに示
された基本構造は、他の研究者による総説や
論文にも採用されており、広く支持されるよ
うになっている。さらにDnaAのATP/ADP結合
をサポートする新たな機能構造を見出し、論
文発表した。 
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 図１：開始複合体の新たなモデル 
 
（２）DnaBヘリカーゼ装着に関わる主要機構
--- DnaA-DnaB相互作用部位の探索を進め、複
製開始時のDnaB装着に必要となる新たな機
能構造の解明に初めて成功した。かつて研究
分担者との共同研究によりDnaAドメインIの
DnaB結合部位を解明したが、今回の新たな発
見が加わったことで、ほとんど不明であった
DnaA-DnaB相互作用について新たな機構が解
明された。この成果についてはすでに学会発
表した。さらに、研究分担者との共同研究に
よりDnaB-DnaC結合における機能構造も解析
し、重要なアミノ殘基を新たに特定した。  
（３）RIDAにおけるHda機能制御機構とクラ
ンプ-Hda-DnaA複合体における主要相互作用
機構---Hda-クランプ相互作用解析を進め、Hda
とクランプの相互作用に重要となる新たな機
能構造を見出した。特にこれはHdaの機能制御
に重要であった。この成果については、すで
に学会発表した。さらに、クランプ-Hda-DnaA
複合体における、新たな相互作用機構を解明
した。すなわち、DnaAドメイン I および IV 
がHdaと相互作用すること、および、この相互
作用に重要なアミノ酸殘基を明らかにした。
加えて、DnaAとHdaのAAA+ドメイン間の相
互作用様式についてもアミノ酸レベルで詳細
に解明した。これらにより、Hda-DnaA間にお
ける基盤的な相互作用機構については、ほぼ
解明されたといえる。この成果については、
論文３編にまとめ国際誌に発表するとともに、
米国Cold Spring Harbor Laboratory Pressの専門
書「DNA Replication」にも記載した。これらに
より当研究室が独自に発見し解析してきた
RIDAについて、その分子機構と制御機構の
理解が一段と深まった。  
（４）ADP-DnaAをATP-DnaAに変換する
「DARS」の主要機能メカニズム--- DARSを
活性化する制御因子を同定し、これらの精製
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因子をもちいてin vitro 再構成系の構築に成
功した。これによりDnaA-DARS複合体形成の
制御メカニズムを詳細に解析し、制御因子の
役割を解明した。これらにより、細胞増殖モー
ドと共役してDARS複合体の活性化を制御す
るキーメカニズムが解明された。この成果に
ついては、すでに学会発表した。さらに、こ
の研究過程で、DnaA活性の制御に関わるゲノ
ムDNA因子datAが、IHF結合に依存して
DnaA-ATP加水分解反応を進めることを新た
に解明し、この制御経路をDDAH
（datA-dependent DnaA-ATP hydrolysis）と命名
した。datA部位へのIHF結合は複製開始後に促
進されるため、適時的にDnaAを不活化するこ
とができる。これにより、DnaA活性制御サイ
クルの全体像が書き変わった（図２）。これ
はDARS解析の過程からの合理的な発展であ
るが、一種のセレンディピティーであるとも
いえ、本研究の計画以上の発展を示す一端で
もある。この新たなdatA機能の解明は、大変
高く評価されており、Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA誌に論文を掲載した。 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図２：DnaA サイクル；代表者独自の発見を太
四角で示す	
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