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研究成果の概要（和文）：染色体の機能構造を細胞周期の進行と連動して巧みに調節することは細胞増殖制御に
おける自然の理である。本研究ではゲノムDNA複製の完了と細胞分裂とを連係するモジュールの解明を行なっ
た。まず代表者はモデル生物カウロバクターを用いて、染色体の細胞内位置情報と細胞分裂とを連係する新規タ
ンパク質ZapTを発見した。ZapTは複製終結点に直接結合し、複製終結点と細胞分裂装置とを直接連結させた。こ
の連結により、複製終結点と細胞分裂装置の細胞内配置が適切に調節されることがわかった。さらなる解析か
ら、ZapTは分裂装置と連係して複製終結点DNAをコンパクトに折りたたみ、細胞内の適切な配置を保証すること
がわかった。

研究成果の概要（英文）：A fundamental of life is to coordinate the chromosome architecture with cell
 cycle progression in order to faithfully propagate genetic information. In this study, we aimed at 
addressing the molecular and cellular mechanisms controlling cell division in coordination with 
chromosome replication termination. We identified ZapT as a novel cell division protein associated 
with DNA. ZapT is required for normal cell division, ensuring strict colocalization of divisome with
 chromosome terminus. We show that ZapT has the affinity for both divisome and chromosome terminus, 
which help to organize the terminus DNA into a clustered structure over the divisome. Biochemical 
characterization revealed that ZapT and the divisome subunits ZauP and ZapA interacted directly to 
form a highly ordered ternary complex. Together, we propose that ZauP-dependent clustering of 
ZapT-DNA complexes plays a distinct role in organizing the replication terminus and the Z-ring. 

研究分野： 分子微生物学

キーワード： 染色体ダイナミクス　細菌　細胞分裂　細胞周期　DNA複製

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌の増殖機構は我々の健康維持と直結する。細菌に起因する種々の問題に取り組むための基礎は「細菌増殖に
ついて分子レベルで詳細に理解すること」にある。そこで我々は、細菌増殖の本質である遺伝情報継承システム
の解明を目指して研究を行なった。
本研究ではカウロバクターをモデル生物とし、複製終結点と細胞分裂装置とを連係する新規タンパク質ZapTを発
見し、その分子細胞メカニズムを解明した。緑膿菌やブルセラ菌などの病原性細菌にもZapTホモログは保存され
ており、本研究成果はひろく細菌界で保存された原理の解明に貢献したと言える。

※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 
 染色体の機能構造を細胞周期の進行と連動して巧みに調節することは、細胞増殖制御におけ
る自然の理である。動物細胞の場合、有糸分裂中に核膜内でセントロメアやテロメアが特異的に
局在し、姉妹染色分体の相同的接着や染色体分配を促す。加えて、染色体の細胞内配置は染色体
複製や遺伝子転写などの種々の細胞内反応にまで影響する。このような重要性にもかかわらず、
染色体構造・位置と機能とを連携する時空間オーガナイザーやその制御メカニズムに関する我々
の理解にはまだ大きなギャップが残されている。 
 核膜をもたない細菌においても染色体の細胞内位置情報が細胞周期制御に極めて重要な役割
を担う。これまでに研究代表者はアルファプロテオバクテリアに属するモデル生物のカウロバ
クター・クレセンタス（以下、カウロバクター）の研究を行い、細胞内で異なる位置に収納され
た二つの染色体のうち、一方だけが染色体複製をスタートするしくみについて解明している。カ
ウロバクターは非対称に細胞分裂し、細胞周期プログラムの異なる二つの娘細胞（以下、それぞ
れストーク細胞、鞭毛細胞と呼ぶ）を生じる。分裂直前の細胞は２コピーの同一染色体をそれぞ
れ異なるスペースに収納し、厳密に娘細胞へと分配する。このとき、将来のストーク細胞に収納
される染色体のみが即座に複製できるよう複製起点の選択的ライセンス化が起こる。このため、
分裂直後のストーク細胞は即座に染色体複製を始めるのに対し、鞭毛細胞はストーク細胞へと
分化するまで染色体複製を抑制する。しかしこのような細胞運命決定の分子機構は不明であっ
た。応募者はサイクリン様に働く低分子 cyclic di-GMPシグナリングを解析し、新規レセプター
CckA キナーゼが cyclic di-GMP 結合依存に複製起点をライセンス化することを明らかにした。
分裂前には cyclic di-GMP の細胞内濃度勾配が形成されるため、ストーク極側に局在する cyclic 
di-GMP結合 CckA がストーク極側の複製起点のみを選択的にライセンス化しうる。 
 
 
２．研究の目的 
 増殖中の細菌は染色体複製・分配のプロセスと連動してダイナミックに染色体の構造を変化
する。このため、染色体をグローバルに、そして、ローカルに制御する原理が遺伝情報の継承の
極めて重要な鍵となる。モデル細菌カウロバクターにおいて、染色体の複製起点と複製終結点は
それぞれ異なる細胞極に配置されている。染色体複製が始まると、姉妹複製起点の一つは別の細
胞極へと移動し、また、複製終結点は細胞中央へと移動し、そこで局在化する。この時、細胞の
分裂装置は複製終結点と共局在している。この共局在は細胞中央での細胞分裂を保証するが、染
色体複製終結点と分裂装置との相互作用を司る分子やそのメカニズムは不明であった。そこで、
本研究では染色体複製・分配のプロセスと連動した染色体の動的制御を解明することを最終目
標とし、複製終結点に形成される複合体構造の同定、分子細胞レベルでの性状解明、および制御
メカニズムの解明を行うこととした。 
 染色体の位置情報を利用した細胞周期制御は生命の本質である。本研究は細菌の染色体ダイ
ナミクスと細胞周期制御との連係機構の解明を通じて、生命に共通の原理を解読する。染色体研
究実績が蓄積している大腸菌の場合、染色体の特定の位置に結合する蛋白はいくつか報告され
ている。しかしながら、染色体の動的な時空間移動を司る蛋白は未発見である。本研究はカウロ
バクター研究を端緒として染色体のダイナミクスを支配する制御因子を発見し、染色体分配・細
胞分裂研究のブレイクスルーを起こす。このように細菌増殖の新たな制御機構は抗菌剤の標的
となりうるので、本研究成果は創薬にも直結している。 
  
 
３．研究の方法 
 先行研究により、研究代表者は細胞分裂装置と相互作用しうる新規 DNA 結合タンパク質 ZapT
（研究代表者が命名）を発見した。研究代表者は ZapTが染色体複製終結点と細胞分裂とを連係
すると仮定し、以下の方法を用いて多角的に検証した。 
 
１）細胞内 ZapT機能の解析 
 研究代表者は zapT遺伝子欠失変異株を構築し、野生株との比較解析を行なった。特にライブ
セルイメージング手法を用いて、zapT 遺伝子欠失による細胞分裂への影響を解析した。また、
蛍光蛋白融合型 ZapT 発現株を構築し、ZapTの細胞周期依存的な細胞内動態まで解析した。 
 
２）ZapTと複製終結点との相互作用解析 
 研究代表者はクロマチン免疫沈降法と次世代シーケンスを利用し、ZapT の染色体結合領域を
解析（ChIP-seq）した。 
 
３）ZapTと細胞分裂装置との相互作用解析 
 研究代表者は精製蛋白を準備し、ZapT と細胞分裂装置からなる高次複合体の試験管内再構成



に挑戦した。 
 
４）ZapTの機能構造解析 
 ZapTの部分欠失変異タンパク質を精製し、ZapTの機能に重要なモチーフを解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
成果１ 新規分裂装置結合タンパク質 ZapTによる複製終結点と分裂装置の制御的連係 
 まず、カウロバクター野生株のライブセルイメージングを行い、複製終結点と細胞分裂装置と
が細胞周期を通して細胞内で共局在することを初めて発見した。研究代表者はこの共局在に関
与する因子を探索し、ZapT 蛋白を発見した。ZapT 欠損株の解析より、ZapTは複製終結点と細胞
分裂装置の共局在に必要であることがわかった。また ZapT 欠損株では分裂装置の形成遅延が観
察されたことから、ZapTは正常な細胞分裂に必須であることがわかった。 
 ZapTのメカニズムを明らかにするため、相互作用因子解析を行った。結果、ZapT相互作用候
補因子として分裂装置のコアサブユニットである ZapA と ZauP とが同定された。ライブセルイ
メージングの結果、これらのサブユニットと ZapTは細胞内で共局在することがわかり、ZapT、
ZapA、および ZauPからなる高次複合体の形成が強く示唆された。 
 ZapTは DNA結合ドメインを含むことから、直接複製終結点と相互作用することが予想された。
この検証のため、ChIP-seqによって ZapTによって占有される染色体の位置をゲノムワイドに同
定した。その結果、予想通りに ZapTは複製終結点の近傍に親和性を示すことがわかった。分裂
装置の 
 ZapTの細胞内機能をさらに明らかにするため、ZapT 過剰発現株を解析した。その結果、ZapT
過剰発現が細胞の分裂を強く阻害することがわかった。このとき、分裂装置と複製終結点の細胞
内相互作用が著しく阻害されていることが、ライブセルイメージングにより明らかとなった。従
って、ZapTの正常な機能は染色体ダイナミクスと細胞分裂との連係に重要であると考えられる。 
 これら一連の成果をまとめ、米国微生物学会の mBio 誌に論文発表した (Ozaki et al., 2020；
代表者が責任著者)。本論文は発表直後にもかかわらず、ヨーロッパ微生物学会連盟が発行する
総説論文や Nature communications 誌の原著論文に引用されており、関連分野の研究推進に大
きく貢献したと言える。また、国内外の学会やオンライン会議でも本成果を発表した。 
 
成果２ ZapTによる染色体高次構造の動的制御 
 前述の ChIP-seq により、ZapT が染色体終結点近傍の複数の部位に結合することがわかった。
他方、ライブセルイメージングにおいて、細胞内 ZapTは明瞭な単一の輝点（クラスター）を形
成することがわかった。これらの観察結果から、細胞内 ZapTを介して染色体複製終結点がコン
パクトに折り畳まれると仮定した。この ZapTによる染色体高次構造の制御が細胞周期制御に重
要であると考え、仮説の検証を行なった。 
 まず、研究代表者は ZapTの染色体結合における分裂装置の要求性を明らかにするため、zapA
や zauP 欠損変異株における ZapT―染色体終結点結合を解析した。結果、ZapTの染色体終結点結
合は zapAや zauPに非依存的であることが判明した。 
 次に、ZapTクラスター形成における分裂装置の要求性を明らかにするため zapAや zauP 欠損
変異株における ZapT のライブセルイメージングを行なった。結果、ZapT のクラスター形成は
zapAや zauPに強く依存することが判明した。 
 さらに ZapT のクラスター形成メカニズムを理解するため、試験管内で ZapT クラスターの再
構成を行なった。まず ZapT、ZapAと ZauPをそれぞれ大腸菌内で発現させ、高純度になるまで精
製した。これらの精製標品をもちいてゲル濾過解析を行なった。その結果、ZapT は２量体形成
蛋白であることがわかった。さらに ZapT、ZauP、ZapAの順番で相互作用し、高次な複合体を形
成することがわかった。さらなるプルダウン実験により、ZapTは ZauPに依存してクラスター形
成することがわかった。 
 ZapTのクラスター形成に重要なモチーフを明らかにするために、ZapT 変異体解析を行なった
まず配列解析より、ZapT の C 末端に特徴的な疏水性ドメインが存在することがわかった。この
C 末端ドメインを欠失した ZapT は細胞内機能を欠損することがわかった。また、精製された C
末端ドメイン欠失 ZapTは ZauPとの結合能を顕著に減弱した。一方、野生型 ZapTと同様に C末
端ドメイン欠失 ZapTは２量体形成活性を保持した。これらより、ZapTの C末端がクラスター形
成に重要であることが判明した。 
 最後に、ZapTの C末端ペプチド（29アミノ酸）が細胞内で分裂装置と共局在することを明ら
かにするため、ライブセルイメージングを行なった。蛍光タンパクに ZapTの C末端ペプチドの
みを融合させ、カウロバクター菌内で発現させると、予想通り蛍光蛋白は分裂装置と共局在した。
なお、今回の研究に利用した 29アミノ酸からなるペプチド鎖は分裂装置を特異的に標識しうる
分子の中で最も短いものであることから、分裂装置の細胞内解析にも利用できる新たなアプリ
ケーションの発見につながった。 
 これら一連の成果をまとめ、米国微生物学会の mBio 誌に論文発表した (Ozaki et al., 2021；
代表者が責任著者)。また、国内外の学会やオンライン会議でも本成果を発表した。 



成果３  
細菌の染色体動態と細胞周期制御についての近年の進歩をまとめ、英文総説を発表した (Ozaki 

2019；代表者が責任著者)。 
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