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研究成果の概要（和文）：DnaAを含む複製開始複合体につい、粗い分子モデルを用いたシミュレーションによっ
て複合体構造を組み立て、次に高精度分子モデルに焼き直した。これにより従来不可能であった多数のタンパク
質とDNAを含む複製開始複合体のコンピューター内で構築することに成功した。コンピューターで構築した複製
開始複合体は、両側にある2組のDnaA 5量体と、中央で孤立したDnaA単量体と3つの部分構造に分かれていた。生
化学的実験を通して、この複製開始複合体の構造は、実験結果と高い整合性があることがわかった。今回の研究
成果により、開始複合体の構造や働きを原子レベルに近い精度で詳しく知ることができるようになった。

研究成果の概要（英文）：For DNA replication ignition complex made of DnaA and others, we constructed
 a coarse-grained model first, which is reverse-mapped to obtain atomic structure of the complex for
 the first time. The constructed model is made of three sub-complexes. By biochemical experiments, 
it was shown to be consistent with the experimental data. This study revealed near-atomic structural
 model of the DNA replication initiation complex.

研究分野：生物物理
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１．研究開始当初の背景 
背景：これまでの蛋白質構造機能研究は、し

ばしば一つの機能ドメインを切りだしその

構造機能を精細に調べることで成果を挙げ

てきた。しかし、多くの蛋白質は複数の機能

ドメインをもちその集合として働いている。

その際、各ドメインの機能は、単純和として

ではなく、生物学的な意味をもって統合され

ていると考えられる。しかし、蛋白質の複数

の機能ドメインがいかに機能統合されてい

るのかは、よく理解されていない。シグナル

伝達の scaffold 蛋白質 Ste5 では、複数の入力

シグナルに応答してドメイン間の構造がア

ロステリックに変化しそれが出力に決定的

な役割を果たす(Lim ら, Cell 2009, Science 

2011, 同 2012)。この例のように、多機能多ド

メイン蛋白質におけるドメイン間の構造可

塑性によって実現される機能統合を理解す

ることは、蛋白質高次機能の新しい描像を与

え、分子構造情報から細胞レベルのシステム

生物学に切り込むための鍵を握るであろう。 

 研究動向及び位置づけ：多機能多ドメイン

蛋白質において、しばしばドメイン間に存在

するフレキシブルリンカーが研究を困難に

している。蛋白質全長の結晶構造解析はほぼ

不可能である。X 線溶液散乱、電子顕微鏡、

一分子計測などからは限られた時空間情報

しか得られない。その点で分子動力学（MD)

シミュレーションは柔らかい構造の動的な

性質を調べるのに適しており、上記の実験と

相補的に用いることで高い可能性をもつ。た

だ、多機能多ドメイン蛋白質の構造変化につ

いて、その規模のために現時点で原子レベル

の MD シミュレーション解析は困難である。

高田らは 10 年以上にわたり、原子レベルよ

りも分解能を落とした粗視化モデルを独自

に開発しており、本研究でもその粗視化モデ

ルなどを適用することでこの問題を解決す

る。 

 着想に至った経緯：高田らは過去数年、多

機能性転写因子 p53 のシミュレーション機能

解析を行ってきた。p53 は DNA 修復、細胞周

期停止、アポトーシス誘導などに関連する転

写を活性化する（高田,検崎 JACS2012）。面白

いことに、p53 蛋白質は 2 つの DNA 結合ドメ

インをもつ。特異的配列への結合には第一の

DNA 結合ドメインが使われる。一方、実験と

高田らの計算は、非特異的 DNA 配列には第

二の DNA 結合ドメインが主要な役割を果た

すことを明らかにした。すなわち p53 は、非

特異的と特異的 DNA 配列に対して、異なる

ドメインで DNA と結合し大きく異なる４次

構造をとる。そのことは非特異的 DNA 上の

探索効率を高めつつ、特異的 DNA に強く結

合するために有利なのかもしれない。この研

究で、細胞状況に応じて４次構造を変える多

機能多ドメイン蛋白質の重要性を痛感した。

多くの生命現象で活躍する蛋白質はまさに

多機能多ドメイン蛋白質であり、その構造可

塑性を通じた機能統合は、蛋白質機能理解の

骨格をなすと考えるに至った。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞生物学的に極めて重要

な役割をもつ３つの多機能多ドメイン蛋白

質システムをターゲットとして、リンカーな

どの構造可塑性（アロステリック効果）を通

じてどのように複数の機能ドメインが相関

し、機能統合を実現できるのか、理論的に明

らかにすることである。３ターゲットとして、

１）多機能性転写因子 p53、２）染色体複製

開始因子 DnaA、３）MAP キナーゼ・シグナル

伝達の scaffold 蛋白質 Ste5、を中心とする

システムを研究する。１，２については、実



験研究者と連携して研究を推進する。 

 
３．研究の方法 
Ａ）３つのターゲット p53, DnaA, Ste5 各々

について、高田が分子動力学（MD）シミュレ

ーション研究を進める。機能統合に重要なフ

レキシブルリンカー（の一部分）の全原子 MD

を行い、リンカーの構造情報を得る。これを

マルチスケール技法によって粗視化モデル

に反映させ、粗視化モデルで蛋白質全長およ

びその複合体の機能シミュレーションを行

う。粗視化シミュレーションには、高田、検

崎らが開発中のソフトウエア CafeMolを用い

る。p53 については、全長 4 量体の非特異的

DNA 結合モードから特異的結合モードへの構

造動態計算を行う。DnaA については、DnaA

がまず大腸菌 oriC の二重鎖に結合し、その

後二重鎖を開裂して一本鎖に結合するまで

の構造動態計算を行う。Ｂ）p53, DnaA につ

いて、実験と比較検証を行う。Ｃ）これらの

研究からのフィードバックとして、検崎と高

田は、粗視化モデルの改良を行う。 

 

４．研究成果 

DnaA の研究についは、複製開始複合体の

構造をコンピューターシミュレーションす

る研究（研究代表者・高田彰二・京都大学）

と生化学的に実験解析する研究（研究協力

者・片山勉・九州大学）との連係で進めた。 

まず生化学実験情報を参考にして粗い分

子モデルを用いたシミュレーションによっ

て複合体構造を組み立て、次にその構造をす

べての原子を含む高精度分子モデルに焼き

直した。最後に高精度のシミュレーションを

続けることで、これまで不可能であった多数

のタンパク質と DNA を含む複製開始複合体

のコンピューター内で構築することに成功

した。この手法は今回の研究を通して新規に

開発したものである。 

コンピューターで構築した複製開始複合

体は、複製起点の DNA、11 個の DnaA タン

パク質（図１で緑と青の分子はすべて DnaA。

分子を区別するために交互に配色）、2 個 1 組

の IHF タンパク質（図１の黒）を含む。コン

ピューターで構築した複製開始複合体は、両

側にある 2 組の DnaA 5 量体と、中央で孤立

した DnaA 単量体と 3 つの部分構造に分かれ

ていた。

 

九州大学で行った生化学的実験を通して、

コンピューターで構築した複製開始複合体

の構造から予想される性質が、実験結果と高

い整合性があることがわかった。生化学的な

解析では精製した DnaA タンパク質や IHF タ

ンパク質を複製起点の DNA と結合させて、

開始複合体を試験管内で再構成して行った。 

今回の研究成果により、開始複合体の構造

や働きを原子レベルに近い精度で詳しく知

ることができるようになった。これは染色体

DNA が複製するメカニズムを理解するため

に欠かせないものである。また、今回分かっ

た開始複合体の構造や働きは、多くの生物に

共通する基本的な生命原理である可能性も

ある。 

 p53 については、認識エレメントを含む 2

本鎖 DNA上に全長 p53の 4量体分子を配置し、

p53が認識エレメントを探索する過程を、粗

視化分子シミュレーションにより詳細解析

した。まず、実験的には高精度で解明されて

いなかった全長 p53の 4量体が DNAに結合し

た 3次元構造を、分子シミュレーションによ

って提案することが出来た。とくに、コアド

メインが DNA認識エレメントに特異結合する

と、もうひとつの DNA結合ドメインであるＣ



末端ドメインは DNAからやや離れる。この全

体構造は、p53が非特異的な配列に結合した

構造とは全く異なるものであった。p53 が、

非特異的な配列上をスライディングすると

きと、認識エレメントを探して強く結合する

ときとで、まったく異なる全体構造をとるこ

とは、探索速度の高速化と探索後の安定な結

合という、一見すると相いれない二つの要請

を満足するために実現されていると推測で

きる。

 

 p53 の C 末端領域には 6 か所のアセチル化

サイトがあり、それらのアセチル化が転写活

性に正に寄与することが示唆されているが、

その作用機序は未知である。本研究で、6 か

所のアセチル化サイトすべてをアセチル化

すると（正確には、アミノ酸の電荷をゼロに

しているだけである）、p53の認識エレメント

探索機構に劇的な変化がみられた。すなわち、

アセチル化 p53 は、DNA 上をスライディング

することがほとんど出来ず、主に 3次元拡散

によって認識エレメントに到達した。 

 課題タンパク質・DNA 複合体の計算を通じ

て、粗視化分子シミュレーションは、他のシ

ミュレーション法とは異なる長時間シミュ

レーションを可能にし、有用であったが、同

時に改良すべき点もさまざまに見られた。高

田と検崎（共同研究者）らは協力して、シミ

ュレーション法の改良を続け、その改良をソ

フトウエア CafeMolに組込んだ。CafeMolは、

高田らが独自に開発を続けている粗視化生

体分子シミュレーションソフトウエアであ

り、従来の原子レベルの分子動力学シミュレ

ーションに比して、約 100000 – 10000000倍

の高速化を実現した（ただし、精度は落ちる）。

現在、ソフトウエア（CafeMol 3.0）はウェ

ブ上で（ソースコードとして）公開されてお

り、国内外で利用が進みつつある。 
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