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研究成果の概要（和文）：葉緑体はシアノバクテリアが細胞内共生し誕生したため、葉緑体はシアノバクテリア
由来の独自のゲノムを保持している。さらにシアノバクテリア、葉緑体ともに1細胞（1葉緑体）内に複数コピー
のゲノムを保持している。しかし、細胞の成長に伴いどのように複数コピーゲノムを保持しているのかという詳
細な機構は不明であった。本研究の結果、複製されるゲノムは複数コピーのうち1つのみであり、その制御は
DnaAというイニシエーター因子の活性によって制御されていることが明らかとなった。さらに、DnaAの量、活性
を厳密に制御することにより、成長の速度に伴い複製されるゲノムコピー数も厳密に制御されていることも明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Chromosome ploidy has diversified during evolution in all of the three 
domains of life, bacteria, archaea, and eukaryotes. Cyanobacteria (and chloroplast) maintain 
multiple copies of chromosomes (genomes). Although a correlation between ploidy level and cell size 
has been observed in bacteria and eukaryotes, it is poorly understood how replication of multi-copy 
chromosomes is regulated and how ploidy level is adjusted to cell size. Here we show that only one 
(or a few) copy of multiple chromosomes is replicated at once in the cyanobacteria and that this 
restriction depends on regulation of DnaA activity. Moreover, when cell growth rate was increased or
 decreased at a constant temperature, DnaA level, DnaA activity, and the number of replicating 
chromosomes also increased or decreased, resulting in nearly constant chromosome copy number per 
unit cell volume.

研究分野：ゲノム生物学

キーワード： DnaA　DNA複製　ゲノム倍数性
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１．研究開始当初の背景 
DNA複製は地球上の全生物にとって、個を維
持する上で最も重要なプロセスの一つであ
る。そのため DNA 複製は厳密に制御されて
おり、その制御機構も非常によく保存されて
いる。原核生物の DNA 複製は DnaA という
複製開始因子が複製開始点（oriC）に結合し、
二本鎖を解離したのち、複製複合体がリクル
ートされ複製が開始する（Katayama et al., 
2010）。この複製開始点は GC skew（C-G/C+G
で示されるリーディング、ラギング鎖での複
製時変異バイアス）によって容易に予測でき、
実際、多くの原核生物は GC skewのシフトポ
イントが oriCと終結点（terC）である。また、
dnaA 遺伝子は現存するすべての原核生物に
保存されていることから、その起源は原核生
物誕生初期に獲得したと考えられ、
oriC-DnaA による複製開始機構は原核生物に
普遍的に存在すると考えられてきた。 
しかし近年、申請者らの研究より光合成原核
生物であるラン藻（シアノバクテリア）には、
DnaA“依存型”と“非依存型”の2タイプが存在
することが実験的に明らかになりつつある。
さらに、シアノバクテリアは 1細胞あたり複
数コピーゲノムを保持する倍数体であると
いう特徴がある（大腸菌などは 1細胞あたり
1 つのゲノムを保持する 1 倍体）。このゲノ
ムの倍数性と細胞サイズには正の相関性が
あることが示唆されているが（図 1）、どの
ように相関関係を維持しているのかという
詳細な機構はほとんど分かっていない。この
ような DnaA非依存の機構が生物一般に存在
するかも含めて、DNA複製という生命の根幹
的現象から、生物の多様性と普遍性を理解す
ることは重要である。 

 
２．研究の目的 
染色体の倍数性はすべての生物群に見られ
る形質である。真核生物の多くは 2倍体であ
り、4 倍体以上のものも存在する。一方、原
核生物においては大腸菌、枯草菌のような 1
細胞あたり 1つのゲノムしか持たない 1倍体
がモデル生物として用いられてきた。しかし、
原核生物にも１細胞あたり複数コピーゲノ
ムを持つ種（倍数体）が多岐の系統群に存在
する。好熱菌、デイノコッカスや多くのシア
ノバクテリアは倍数体である。またシアノバ

クテリアが共生し誕生した葉緑体内には
10-1000 コピーもの複数ゲノムが存在してい
ることもわかっている。さらに、葉緑体には
dnaA遺伝子が保存されておらず、葉緑体の複
製機構はほとんど明らかとなっていない。こ
のことから、シアノバクテリア、葉緑体に共
通した DNA 複製開始機構の存在が想起され
る。またゲノムの複数性と細胞サイズとの相
関関係は様々な生物郡に見られることから、
普遍的な現象であることが予想される。しか
し、複数コピーの染色体をどのように維持し
ているのかという、基本的なメカニズムは不
明である。 
本研究では、複数コピー染色体が細胞の成長
に相関し、どのように維持されているのかを
明らかにすることを目的とし、シアノバクテ
リアと葉緑体を用いて研究をおこなった。 
 
３．研究の方法 
（1）複製、転写中のゲノムの細胞内局在解
析 
まずは複数コピーゲノムの動態、役割を調べ
るため、複製中のゲノム、転写中のゲノム動
態を解析した。複製フォーク（複製進行中の
複合体）をモニターするために、single strand 
binding protein（SSB）に蛍光タンパクを融合
し、さらに転写においては RNA polymerase 
subunit（RpoC2）に蛍光タンパクを融合し局
在を解析することで、転写中のゲノムを可視
化した。この解析においては、共通性を見出
すため、DnaA依存、非依存だと示唆される 2
種の異なるシアノバクテリアと葉緑体
（Cyanidioschyzon merolae; 以下シゾン）を用
いてい解析した。 
 
（2）細胞の成長と染色体コピー数、複製さ
れる染色体数の相関関係の解明 
細胞サイズとゲノムコピー数の相関関係が
成り立つ機構を解明するため、（1）で確立し
たモニタリングシステムを用いて解析する。
可能性としては、ゲノムコピー数の増加に伴
い細胞が大きくなる（成長する）か、または
細胞サイズの増加（成長）に伴いゲノムコピ
ー数が増加するのかという二つの仮説が考
えられる。この仮説を明らかにするため、（i）
複製頻度、ゲノムコピー数を変化させた場合
の細胞の成長速度、大きさへの影響を解析す
し、（ii）成長速度を変えた場合の複製頻度、
ゲノムコピー数への影響を検証した。 
	
４．研究成果	
（1）複製、転写中のゲノムの細胞内局在解
析 
SSB-GFP の細胞内局在を解析した結果、
DnaA 依存、非依存のシアノバクテリアのど
ちらにおいても、フォーカスは細胞内に 1つ
または 2つであった。このことから、複製さ
れているゲノムは複数あるゲノムのうち 1つ
であることがわかった。また、シゾン葉緑体
においても、ジャイレース（GyrA）の局在を



調べた結果、葉緑体内にフォーカスは 1つの
みであった。このことから、複製しているゲ
ノムは 1部であることが示唆されるが、揚力
体内の複数ゲノムを区別できていないため、
今後はより解像度よく観察する必要がある。 
一方、2 種のシアノバクテリアにおける
RpoC2-GFPの局在を解析した結果、すべての
ゲノムに局在していた。このことから、ほぼ
すべてのゲノムから遺伝子発現が起こって
いることが明らかとなった。 
 
（2）細胞の成長と染色体コピー数、複製さ
れる染色体数の相関関係の解明 
（i）複製頻度、ゲノムコピー数を変化させた
場合の細胞の成長速度、大きさへの影響 
複製頻度を変えるため、DnaA の変異体を作
製した。その結果、DnaAの内在性 ATPase活
性欠損変異を導入した DnaAを発現させたと
きに、複製されるゲノム数が 3つ以上に増加
し、これに伴い細胞内のゲノムコピー数も増
加した。このことから、複製するゲノムコピ
ー数は DnaAの活性によって厳密に制御され
ていることが示唆された。 
次に、この変異株を用いて生育速度への影響
を検証した。その結果、野生株と比較して、
生育速度、細胞の大きさは全く変化しなかっ
た。このことから、複製するゲノム数、細胞
内のゲノムコピー数は細胞成長、細胞サイズ
に全く影響しないことがわかった。 
（ii）成長速度を変えた場合の複製頻度、ゲ
ノムコピー数への影響 
光の強度を変えることで成長速度を変えた
場合の複製されるゲノム数、細胞内のゲノム
コピー数への影響を検証した。その結果、生
育が遅いほど、複製されるゲノム数は少なく
なり、生育が速いほど複製されるゲノム数が
増加した。一方、生育速度によらず、ある細
胞体積あたりのゲノムコピー数はほとんど
変化しないことがわかった。 
さらに、生育速度の変化における DnaAタン
パク量、活性を検証した結果、生育速度、複
製活性に比例し、DnaA 量、活性ともに上昇
することがわかった。このことから、生育速
度によって DnaAの量、活性を制御すること
で、複製するゲノムコピー数を制御している
ことが明らかとなった。 
以上の結果より、複数コピーゲノムのをすべ
て同時に複製するのではなく、細胞の成長に
あわせて厳密に複製するゲノム数を制御し
ていることが明らかとなった。これは、細胞
内を一定の状態に保つという面でも非常に
理にかなっている。もし複数コピーをすべて
同時に複製した場合、もしくは大腸菌など 1
倍体生物の場合、細胞内の遺伝子量は急激に
2 倍になるため、遺伝子発現量も必然的に 2
倍程度に変動してしまう（図 2; Simultaneous 
replication）。一方、細胞が大きくなるにつれ
て徐々にゲノムを増やすと、急激な遺伝子量
の増加はなく、転写量も一定に保たれると考
えられる（図 2; Stepwise replication）。 

倍数体生物は一見コストの面でも 1倍体生物
よりも不利なように思えるが、細胞内環境変
動を小さく抑えるという面では非常に有効
なシステムである。シアノバクテリアは光合
成を行うため、昼夜で劇的に外界環境が変化
する。このように細胞内の変動を小さくする
ということは、外界の環境変動に対応するた
めにも役立っている可能性も示唆される。 
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