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研究成果の概要（和文）：本研究では大腸菌の複製開始複合体、および、その主要構成因子DnaAタンパク質の活
性を制御する複合体について、多様な試験管内再構成系を活用して、体系的に解析した。その結果、まず、複製
開始複合体におけるDnaAタンパク質の多量体形成と２重鎖DNA開裂を支える重要な分子機構が解明された。さら
に、DnaAタンパク質の活性を制御すために働く、染色体上の非コードDNA因子DARSとdatAについては、DnaAタン
パク質との複合体形成様式や、細胞周期と共役する機能制御機構が発見された。

研究成果の概要（英文）：This study functionally and structurally analyzed, using various in vitro 
reconstitution assays, replication initiation complexes in Escherichia coli and complexes which 
regulate activity of DnaA protein, a major factor in replication initiation complexes. First, 
important mechanisms supporting complex formation of DnaA protein and DNA unwinding function in 
replication initiation complexes were revealed. Second, important mechanisms supporting complex 
formation of DnaA protein with chromosomal non-coding DNA elements, DARS and datA, as well as 
functional coupling of these complexes with the cell cycle were revealed.

研究分野：分子生物学、生化学

キーワード： 遺伝学　ゲノム　蛋白質　細菌　分子機械　DnaA　複製開始制御　高次複合体
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１．研究開始当初の背景 
	 大腸菌では複製開始因子 ATP-DnaA が、
複製起点 oriC DNA 上で多量体を形成し、２
重鎖 DNA の局所的開裂（１本鎖化）と複製
へリカーゼ DnaB の装着と１本鎖 DNA への
導入を進める。研究代表者は大腸菌の複製開
始複合体およびDnaA活性を制御する複合体
を体系的に解析し一連の先駆的成果を挙げ
てきた。 
	 まず、研究代表者は、複製開始複合体にお
ける DnaA 間の相互作用を詳しく解明し、
ATP の認識機構とそれによる oriC 上での
DnaA 多量体化と複合体活性化の基本原理を
解明した（J Biol Chem 2005, Genes Dev 
2007他）。また DnaA の４つのドメインの立
体構造解明に成功した（Nucleic Acids Res 
2002, J Biol Chem 2007(Paper of the Week
受賞), 2008）。並行して２重鎖 DNA 開裂機構
を解析して、DnaA の１本鎖結合部位を新た
に見出た (J Biol Chem 2008)。さらに DNA
屈曲因子 IHF の役割と DnaA 多量体の役割
分担を解明した（Nucleic Acids Res 2013, J 
Biol Chem 2013）。これらに基づき、新たな
複製開始複合体の構造と２重鎖 DNA 開裂機
構のモデル「ssDNA recruitment 機構」を提
出した。 
	 このモデルは DNA の超らせん構造と
ATP-DnaA 多量体によって形成されるらせ
ん型構造によって２重鎖 DNA が局所的に開
裂し、生じた１本鎖領域が IHF と DnaA 分
子によってDnaA多量体らせんの中心腔に導
かれDnaAと結合し安定化されることを示し
ている (ssDNA recruitment 機構)。この 1
本鎖 DNA 安定化機構は DnaB ヘリカーゼの
導入にも必須であることも実証した（Nucleic 
Acids Res 2013）。DnaA N 末ドメインの
DnaB ヘリカーゼ結合部位もすでに解明した
（J Biol Chem 2013 2007）。 
	 さらに研究代表者は複製開始後にDnaAを
適時的に不活化させる主要制御機構 RIDA 
(Regulatory Inactivation of DnaA)を見出し
た (Cell 1998; EMBO J 1999, 2001; J Biol 
Chem他 2002〜2013)。RIDA では、新規発
見の Hda 蛋白質が DNA ポリメラーゼ III の
クランプ因子（真核細胞 PCNA オーソログ）
と DNA 上で複合体を形成して、ATP-DnaA
と相互作用しその ATP を加水分解して不活
性な ADP-DnaA に変換する。RIDA の欠損
は過剰な複製開始と細胞増殖阻害に帰結す
る。さらに近年、Hda は ADP 結合により活
性化されることを解明した（J Biol Chem 
2008）。 
	 加えて研究代表者はRIDAと独立に機能す
る第２の DnaA-ATP 加水分解システムを発
見し、DDAH (datA-dependent DnaA-ATP 
hydrolysis)と命名した（Proc Natl Acad Sci 
USA 2013）。DDAH は複製開始タイミング
の制御と過剰複製開始の抑制に必須である。
この制御系では染色体上の datA 部位で数分
子 の ATP-DnaA が 複 合 体 を 形 成 し

DnaA-ATP 加水分解を起こす。datA には
DnaA box（特異的結合配列）クラスターが
あり datA 特有の DnaA 間相互作用により
DnaA-ATP 加水分解が起こる。複製サイクル
における適時的な DDAH 活性化機構の解明
が今後重要である。 
	 加えて、DnaA 活性化因子は多くの研究者
が長年多くの探し求めてきたものだった。研
究代表者は、この因子が染色体上の新規DNA
因子であることを初めて見出した（Genes 
Dev 2009）。そして研究代表者はこれを
DARS [DnaA-Reactivating Sequence]と命
名した。DARS はヌクレオチド交換によって
ADP-DnaA を ATP-DnaA に変換して活性化
する。DARS は oriC や datA と同様に DnaA 
box クラスターをもっており、DnaA の多量
体化が DARS 機能のキーとなる。DARS 機能
制御の機構の解明が今後の重要課題である。 
 
２．研究の目的 
	 大腸菌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。まず研究(１)では、複製開始複合体の主
要機能である２重鎖開裂と複製ヘリカーゼ
の導入の分子機構を in vitro 再構成系を駆使
して解析する。特に２重鎖開裂機構に重点を
置き、個々の DnaA 分子の役割について定量
的な相互作用データと蛋白質の構造に基づ
いて理解できるようにする。そしてこれらの
新知見について出芽酵母の複製起点結合タ
ンパク質複合体 ORC への拡大を図る。 
	 また研究(２)では、Hda、DARS および
datA における、適時的な機能制御の主要分
子機構を解明する。やはり in vitro 再構成系
を駆使して動的な高次複合体の分子機構を
解析するとともに、新たな制御因子を探索し
その分子機構をも解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro 再構成系の活用による機能解
析 
	 代表者は、精製蛋白質による oriC DNA 複
製、各種 DNA への DnaB ヘリカーゼ導入に
加え、RIDA, DDAH, DARS 機構の in vitro
再構成系を独自に構築して活用している。こ
れら、および、これらをさらに発展させた高
度な再構成系を新たに開発して分子機構解
析を進める。特に変異体の蛋白質や DNA 因
子をこれらの系に適用して野生型因子との
比較解析を行う。 
（２）複合体の構造動態の解析 
	 代表者はこれまでもゲル濾過法、プルダウ
ン法, EMSA, フットプリント法、SPR 法、
蛍光偏光解消法等、多様な技術を駆使してき
た。本解析でもこれらの手法を活用する。上
と同様にこれらの手法でも変異体と野生型
の比較解析を行う。 
（３）細胞周期解析 
	 代表者はこれまでも細胞周期の同調培養
法等に加え、フローサイトメーター（FACS）



を用いて詳細な解析を行ってきた。上と同様
にこれらの手法によって変異体と野生型の
比較解析を行う。 
	
４．研究成果 
(１) 複製開始複合体の分子動態の解明 
	 大腸菌の複製開始複合体では、DnaA 蛋白
質の多量体および DNA 屈曲因子 IHF 蛋白質
からなる高次複合体が形成される。これまで
に、このような高次複合体は複数の機能的サ
ブ複合体から成立していることを明らかに
した。本研究では、このような複合体動態を
詳細に理解するため、まず、DnaA 多量体に
含まれる個々のDnaA分子を特異的に解析す
ることを試みた。そのため、大腸菌 DnaA の
DNA 結合ドメインを、大腸菌 DnaA box
（DnaA 結合部位）配列と異なる配列に特異
的に結合する高度好熱菌DnaAホモログのそ
れに置換した。このように複数作成したキメ
ラ DnaA のうち１種は、期待通り、大腸菌
DnaA box 配列には結合せず、高度好熱菌
DnaA box 配列には結合した。このキメラ
DnaA の変異体、および、複製起点 oriC 内の
特定の DnaA box を高度好熱菌 DnaA box 配
列に個々に置換した変異 oriC を組み合わせ、
in vitro, in vivo 両面から、複合体の形成と機
能を詳しく解析した。これらの結果に基づき、
開始複合体を形成するDnaA分子の配向様式
を解明し、新たな複合体構造モデルを創出し
た（発表論文⑦）。 
	 ひきつづき代表者は、キメラ DnaA を活用
して２重鎖開裂の分子機構を解析した。これ
により多量体中の個々のDnaA分子の役割が
初めて明らかとなり、２重鎖開裂の分子機構
についても相互作用データと蛋白質の構造
に基づき詳細に理解できるようになった（投
稿論文の改稿中：学会発表④,⑤,⑧,⑫）。	
	 代表者は、分子動力学研究者との共同研究
により、これまで不明だった複製開始複合体
の精密構造の解明に取り組み、これまでの実
験解析のデータともよく一致する新規な構
造モデルの構築に成功した。これにより
DnaA 多量体形成の分子原理や２重鎖開裂に
おける複合体動態が、蛋白質の相互作用機構
や機能構造に基づき、合理的に理解できるよ
うになった（発表論文②）。 
	 さらに代表者は開始複合体と複製ヘリカ
ーゼDnaBとの相互作用の制御機構も解析し、
これを制御する新たな因子を見出し、その分
子機構を解明した（発表論文⑤）。 
	 このような基盤に基づき代表者は酵母
ORC の解析も進めた。特に ORC と DNA と
の相互作用機構の解明のため多数の部位特
異的変異体を作成し in vivo、in vitro 両面か
ら詳しく機能解析した。まずこのような解析
を迅速に進めるため、効率の良い新たな ORC
大量生産・精製系を開発した（発表論文④）。
そして、野生型と変異型の精製 ORC の分子
機能を比較解析して、 複製起点 DNA との結
合に重要な、新たな機能構造を見出した。こ

れにより、ORC-DNA 複合体の形成における
新たな分子機構が解明された（発表論文⑥）。	
 
(２) 新たな複製開始制御因子の分子機構の
解明：適時的な機能制御 
	 RIDA 系において DnaA 蛋白質と相互作用
し複製開始を制御する Hda 蛋白質について、
新たに作成した多数の変異体を in vivo、in 
vitro 両面から詳細に機能解析した結果、新た
な機能構造が示唆された。 
	 また DDAH 系において DnaA 蛋白質と相
互作用する染色体上の非コード DNA 因子
datA 領域の分子機構解明のため、多数の変
異体を作成して in vivo、in vitro 両面から詳
細に解析を進めた。その結果、機能的 DnaA
多量体の形成に重要となる datA の新たな機
能構造、および、datA の超らせん構造によ
って機能的DnaA多量体の形成が促進される
ことが明らかになった（発表論文①）。 
	 並行してゲノム編集技術を用いて DARS2
の機能解析を進めた結果、この非コードDNA
因子の染色体上の位置が DARS2 機能に重要
であることを明らかにした（発表論文③）。 
  さらにDARS2 の制御因子を探索した結果、
核様体形成因子である IHF蛋白質とFis蛋白
質が DARS2 機能の活性化に必須であること
を突き止めた。しかも、IHF 蛋白質は細胞周
期に依存して、複製開始前に一時的に
DARS2 に結合した。Fis 蛋白質は対数増殖期
特異的に DARS2 に結合した。代表者は、以
前に IHF 蛋白質は細胞周期に依存して、複製
開始後に一時的にdatAに結合してDDAHを
活性化することを解明している（Proc Natl 
Acad Sci USA 2013）。このことと今回の発見
を合わせて、DARS2, DDAH、そして RIDA
が適時的に機能して複製開始を厳密に制御
することが体系的に理解できるようになっ
た（発表論文⑧）。 
	 さらに細胞周期と共役する DARS2 機能制
御機構の解明を目指して解析を続けた結果、
大腸菌粗抽出液中にDARS2から IHF蛋白質
を解離させる特異的な活性が見出された。生
化学的手法によってこの活性の精製を進め、
数種の候補因子を明らかにした。 
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