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研究成果の概要（和文）：染色体 DNA の複製反応は、遺伝情報を正確に娘細胞へと伝達するため

に厳密な制御を受けている。研究代表者は、この染色体複製が制御される仕組みについて大腸

菌を研究対象に解析を行った。大腸菌では、複製反応を開始する因子 DnaA を不活性化する制御

経路が知られている。本研究では、DnaA と不活性化因子間の相互作用様式を明らかにした。さ

らに、複製開始を制御する新たな因子の探索および同定を行った。	
 

 
研究成果の概要（英文）：The	
 initiation	
 of	
 chromosomal	
 replication	
 is	
 strictly	
 controlled	
 
to	
 ensure	
 that	
 chromosomal	
 DNA	
 is	
 replicated	
 only	
 once	
 per	
 cell	
 cycle	
 in	
 all	
 cellular	
 
organisms.	
 In	
 Escherichia	
 coli,	
 the	
 DnaA	
 initiator	
 is	
 inactivated	
 to	
 repress	
 extra	
 
initiations	
 by	
 the	
 Hda-replicase	
 clamp	
 complex.	
 Here,	
 this	
 study	
 showed	
 that	
 specific	
 
amino	
 acid	
 residues	
 of	
 DnaA	
 N-	
 and	
 C-terminal	
 domains	
 are	
 important	
 for	
 interaction	
 with	
 
Hda.	
 Moreover,	
 candidates	
 of	
 novel	
 initiation	
 regulation	
 factors	
 were	
 searched	
 by	
 protein	
 
purification	
 methods,	
 and	
 then	
 identified	
 by	
 mass	
 spectrometry	
 analyses. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)全ての細胞性生物の増殖において、遺伝
情報を担う染色体 DNA の複製は、必要不可欠
なイベントの一つである。この DNA 複製は、
細胞周期の適切な時期に一度だけ起こり、正
確に二倍化するよう厳密に制御されている。
この制御は主に複製開始段階で起こり、その
基本的な原理は原核生物、真核生物を問わず
保存されている。申請者は、複製開始研究が

最も進んでおり、かつ非常にシンプルな複製
開始機構を有する大腸菌を研究対象として、
複製開始を適時的に起こすよう制御する分
子機構の解明を目指す。 
(2)大腸菌の DNA 複製開始反応は、染色体上
に唯一存在する複製起点(oriC)上で起こる。
oriC は開裂領域と複数の DnaA 結合領域から
構成されている。開始タンパク質 DnaA の ATP
結合型(ATP-DnaA)が oriC上の DnaA 結合領域
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に集合することで、特異的な高次複合体を形
成し、開裂領域での二重鎖 DNA 開裂を引き起
こす。これを引き金として、開裂した一本鎖
DNA 領域上に DnaA との相互作用を介して
DnaB ヘリカーゼが装着され、一本鎖 DNA 領域
を拡大することで複製開始反応が完了する。
その後、一本鎖 DNA 領域にプライマー合成酵
素と DNA ポリメラーゼが装着し、新生鎖 DNA
が合成される。一細胞周期中に一度だけ適切
なタイミングで複製開始を起こす制御には、
複製開始促進と抑制の 2つのシステムがあり、
これらが適度なバランスを維持しているこ
とが重要である。大腸菌の複製開始の促進お
よび抑制には以下に示す機構が明らかにな
っている。	
 
	
 
①DnaAの oriC上への集合促進とDnaBヘリカ
ーゼ装着抑制	
 
	
 複製開始を適時的に促進する DiaA タンパ
ク質(DnaA	
 initiator-associating	
 factor)
は、ホモ 4 量体構造を形成し複数の DnaA 分
子と複合体を形成する。これにより、oriC上
へ DnaA 分子を効率的に集合させることで二
重鎖 DNA の開裂を促進する(Keyamura	
 et	
 al.	
 
Genes	
 Dev.	
 2007;	
 Ishida	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 
Chem.	
 2004)。加えて、DiaA は開裂反応の促
進後、続く DnaB ヘリカーゼの装着を抑制す
る。これは、DiaA と DnaB が DnaA 分子内の共
通領域で結合するためである。この抑制の解
除には、DiaA を DnaA から解離させ、DnaB 装
着を促す因子が必要であることも明らかに
なっている(Keyamura	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 
2009)。この作用により、DnaB は適切なタイ
ミングで DNA 上に装着されるよう制御されて
いると考えられる。	
 
	
 
②DnaA の不活性化	
 
	
 複製開始後、DNA 上に装着した DNA ポリメ
ラーゼのサブユニットの一つであるクラン
プと Hda タンパク質の複合体によって、DnaA
に 結 合 し た ATP が 加 水 分 解 さ れ る
(Su’etsugu	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 2008;	
 
Katayama	
 et	
 al.	
 Cell	
 1998)。これにより、
DnaAは二重鎖DNA開始活性を持たないADP結
合型 DnaA(ADP-DnaA)へと変換される。この抑
制的制御は、RIDA	
 (Regulatory	
 inactivation	
 
of	
 DnaA)と呼ばれ、過剰な複製開始を抑えて
いる。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 DnaA は 4 つの機能ドメインに分類される。
この内、N 末端に位置するドメイン I は、立
体構造解析から疎水性残基の密集したポケ
ットが存在しており、この部位でDiaAやDnaB
ヘリカーゼと相互作用する(Keyamura	
 et	
 al.	
 
J.	
 Biol.	
 Chem.	
 2009)。また、このドメイン
は RIDA 反応にも必要である(Su’etsugu	
 et	
 

al.	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 2005)。このことから、
DnaA ドメイン I が DiaA や DnaB だけでなく、
RIDA 構成因子(クランプ、Hda)とも相互作用
することで、複製開始の促進と抑制のシステ
ムを互いに制御できるような仕組みになっ
ていると考えられる。	
 
	
 本研究では、DnaA ドメイン I を介した上記
の２つの制御システムの分子メカニズムに
ついて理解する。さらに、各制御システムの
分子メカニズムを基盤として、これらを統合
し、各制御システムがどのように相互に連携
し機能しているのかについて理解すること
を目指す。	
 
 
３．研究の方法 
DnaA の不活性化機構にける DnaA-Hda 相互作
用様式の解析	
 
(1)DnaA の Hda 相互作用残基の決定	
 
	
 これまでの研究から DnaA ホモログタンパ
ク質の部分的な立体構造が明らかになって
いる。また、Hda についてもそのホモログタ
ンパク質の立体構造が明らかになっている。
そこで、これらの基本構造を基に DnaA と Hda
の複合体の全体構造予測を行う。さらに、
DnaA の N 末端（ドメイン I）については、タ
ンパク質間相互作用が予想される分子表面
残基をターゲットに解析を行う。	
 
	
 
①Hda との相互作用が予想されるアミノ酸残
基について、変異導入を行い、解析に必要な
変異 DnaA タンパク質を精製する。	
 
	
 
②精製した DnaA 変異体について、Hda による
DnaA 不活性化活性を測定する。	
 
	
 
(2)DnaA 変異体と Hda の結合活性	
 
	
 プルダウン法、SPR 解析およびゲル濾過解
析を用いて、DnaA 変異体の Hda に対する結合
能を測定する。	
 
	
 
(3)DnaA 変異体の複製開始活性	
 
	
 変異部位の機能特異性を検討するため、複
製開始活性の有無を DNA 合成量や DNA 二重鎖
開裂活性を指標に判断する。	
 
	
 
(4)細胞内における DnaA 変異体の活性	
 
	
 DnaA 変異体を細胞内へ導入した際の影響
を検討する。具体的には、細胞の生存率や ATP
結合型 DnaA の蓄積量を解析する。	
 
	
 
DiaA 解離因子の探索・同定と DnaB ヘリカー
ゼ装着制御メカニズムの解析	
 
(1)研究代表者は、すでに oriC	
 DNA 断片を用
いたプルダウン法を構築し、タンパク質粗画
分中に oriC 上の DnaA に結合した DiaA を解
離させる活性を見出している。そこで、この
活性を指標にカラムクロマトグラフィーを



 

 

用いてタンパク質粗画分からの DiaA 解離因
子の精製を進める。	
 
	
 
(2)DiaA 解離因子の候補は MS（質量分析）解
析法を用いて決定する。決定された候補因子
についてはタンパク質発現系を用いて精製
を行う。次に精製した候補因子の DiaA 解離
活性を測定し、目的因子の同定を行う。	
 
 
(3)DiaA 制御因子がどのようなメカニズムで
DiaA を DnaA から解離させ、DnaB ヘリカーゼ
の装着を促すのか、各精製タンパク質を用い
て試験管内で再構成し解析する。また、変異
導入により機能モチーフの同定と構造—機能
相関解析を行い、機能メカニズムを解明する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
DnaA の不活性化機構にける DnaA-Hda 相互作
用様式の解析	
 
(1)DnaA の Hda 相互作用残基の決定	
 
①DnaAドメインIの立体構造および構築した
DnaA-Hda 複合体モデルから、Hda との相互作
用が予想された DnaA の N 末端に位置するド
メイン I内のアミノ酸残基に変異導入を行い、
数種の変異 DnaA タンパク質を精製した。ま
た、DnaA-Hda 複合体モデルから、DnaA の C
末端に位置するドメイン IV（DNA 結合ドメイ
ン）内に新たに Hda との相互作用残基が見つ
かったため、同様に変異 DnaA タンパク質を
精製した。	
 
	
 
②精製した変異 DnaA タンパク質について、
Hdaに依存したDnaAの不活性化活性を測定し
た。その結果、ドメイン I変異体の 2 種およ
びドメイン IV 変異体の 2 種について、その
活性が低下していることがわかった。	
 
	
 
(2)DnaA 変異体と Hda の結合活性	
 
	
 不活性化活性の低下した変異体について、
プルダウン法、SPR 解析やゲル濾過解析を用
いて Hda との相互作用を調べた結果、変異体
の Hda 結合活性が低下していることがわかっ
た。	
 
	
 
(3)DnaA 変異体の複製開始活性	
 
	
 DnaA ドメイン IV 変異体について、DNA 結
合活性、DNA 合成活性や DNA 二重鎖開裂活性
を調べた結果、これらの活性は保持されてい
た。このことから、今回同定したアミノ酸残
基は、Hda との相互作用に特異的に機能して
いることが示唆された。	
 
	
 
(4)細胞内における DnaA 変異体の活性	
 
	
 DnaA ドメイン IV 変異体を大腸菌細胞で発
現したとき、複製開始点である oriC 依存的
に増殖阻害が引き起こされることがわかっ
た。このことから、細胞内において、変異体

は不活性化されずに過剰な複製開始を引き
起こすことが示唆された。さらに、DnaA ドメ
イン Iおよび IV 変異体を細胞内で発現させ、
変異体の ATP 結合型 DnaA 量を調べた結果、
野生型に比べ増加していることがわかった。
このことから、同定したアミノ酸残基は細胞
内においても Hda による不活性化に重要であ
ることが示唆された。	
 
	
 
(5)DnaA-Hda複合体モデルからのDnaA不活性
化制御メカニズム	
 
	
 本解析結果より、DnaA の２つのドメイン内
での Hda 相互作用残基が同定された。また、
これまでの解析により、DnaA のドメイン III
と Hda との相互作用様式が明らかになってい
る(Nakamura	
 and	
 Katayama,	
 Mol.	
 Microbiol.	
 
2010)。これらの結果を総合することで、DnaA
と Hda の相互作用様式の全体像がほぼ明らか
になった。特に本研究から派生した DnaA ド
メイン IV 変異体の解析結果から、DnaA が
DnaA 結合配列に結合した場合、結合した DnaA
は Hda により不活性化されないという新たな
制御モデルを提唱した。	
 
	
 
	
 上記 DnaA ドメイン IV 変異体の解析につい
ては、原著論文（Keyamura	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 
Chem.	
 2011）として発表済みである。また、
DnaA ドメイン I 変異体の解析については、下
記学会により発表済みである（学会発表②参
照）。	
 
	
 
DiaA 解離因子の探索・同定と DnaB ヘリカー
ゼ装着制御メカニズムの解析	
 
(1)DiaA 解離因子を同定するため、DiaA 解離
活性を指標に複数のタンパク質精製カラム
を用いて精製した結果、20 種類程度まで候補
因子を絞り込むことができた。	
 
	
 
(2)精製された複数の候補因子について、質
量分析によりタンパク質同定を行った。	
 
	
 
(3)数種のタンパク質について発現株を用い
て精製を行い、DiaA 解離活性を測定した。そ
の結果、精製した因子の中で DiaA 解離活性
を示す因子は同定できなかった。このことか
ら、タンパク質精製が未だ完了していない候
補因子の中に存在している可能性が考えら
れた。また、複数の因子が DiaA 解離活性に
必要である可能性も考えられた。	
 
	
 
	
 上記解析結果については、下記学会により
発表済みである（学会発表①、⑥参照）。	
 
	
 
今後の研究展開	
 
(1)DnaA のドメイン I については、Hda に加
えて、DiaA や DnaB ヘリカーゼとも相互作用
する。これら複数のタンパク質がどのように



 

 

共通領域を共有し、また相互に制御されてい
るかを検討する予定である。	
 
	
 
(2)同定した DiaA 制御因子の候補は、さらに
タンパク質精製を行い、DiaA 解離活性を測定
することで、その原因因子を特定する。また
同定完了後は、DiaA 制御因子の機能解析、
DnaA ドメイン I からの DiaA 解離メカニズム
および制御因子による DnaB ヘリケース装着
制御メカニズムの解明を進める予定である。	
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