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研究成果の概要（和文）：複製フォーク進行の異常は、ゲノム不安定性から疾患に繋がる。そこでDNA損傷応答
機構は、その異常に対処してゲノムを安定に保つ。しかし、複製フォークの細胞内動態や、その動態への損傷応
答の影響は不明である。この問題を大腸菌で解明するため、複製フォーク速度を正確に測る新しい方法を開発し
た。そして、細胞内の複製フォークの速度分布はかなり均一であること、また、その速度は主に複製装置のDNA
ポリメラーゼIIIが決めることを明らかにした。さらに、DNA損傷応答では、dinBによるDNAポリメラーゼIIIの複
製フォークからの解離、および、recAの新規機能が、複製フォーク速度の減少に働くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：When replication fork progression is aberrant, genome becomes instable by 
replication stress, leading to pathological disorders. Thus, the DNA damage response ensures genomic
 stability under replication stress. However, the dynamics of fork movements in cells and impact of 
the damage response on the dynamics remains unknown in any organism. To approach these problems in 
Escherichia coli cells, I had developed a new technique to accurately measure fork speed in the 
cells. Here, using the technique, we found that speed distribution of individual forks is relatively
 uniform but contains three subpopulations that have different speeds. A major determinant of fork 
speed was DNA polymerase (Pol) III in the replication machinery. Furthermore, onset of the DNA 
damage response uniformly decreased speed of individual forks. The slowdown mechanism was operated 
by detachment of the major speed determinant, Pol III, from forks by DinB (pol IV), and a noble 
function of RecA recombinase.

研究分野： 分子生物学

キーワード： DNA複製　複製フォーク　DNA損傷応答　SOS応答　一分子解析　DNAコーミング　DNAポリメラーゼ　DNA
組換え酵素
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１．研究開始当初の背景 
（１）複製フォークの細胞内動態 
染色体の複製では、DNA ポリメラーゼな
どの多数の複製酵素が巨大な複合体を形成
して、新生 DNA鎖を合成しながら Y字型
の複製フォークと共に染色体上を移動する 
(Kornberg and Baker, 1992)。大腸菌での
DNA複製の生化学的な解析は、個々の複
製酵素の基本的な働きの解明に多大な貢献
をしてきた（Higuchi et. al., 2003； van 
Oijen & Loparo, 2010）。そして、その知見
は真核生物にも概ね当てはまる(O’Donnell 
et al., 2013 )。 
 ところが、これらの生化学的な解析では、
DNA基質は多様な塩基配列やトポロジーを
持つ細胞内の DNAを反映していない。また、
細胞内のゲノム DNAは裸でなく、バクテリ
アで核様体タンパク質、あるいは、真核生物
でヒストンにより凝集した染色体構造を形
成している。さらに、細胞内の複製フォー
クは、転写装置の RNA ポリメラーゼとの
衝突、DNAの損傷、あるいは、細胞応答
などによって影響を受けている（Mirkin 
and Mirkin, 2007; Branzei and Foiani, 
2010）。 
 一方、複製フォークの進行阻害がゲノム
不安定性を生むと､ヒトでは発癌等の疾患
に繋がる（Gaillard et al., 2015）。そのため、
細胞内での複製フォーク動態の解明は、DNA
複製とゲノム安定性の関係を理解するため
に重要である。しかし、細胞の生理条件に
依存した動的変動を含めて、複製フォーク
の細胞内動態の全体像はバクテリアでも真
核生物でも未解明であり、複製酵素の生化
学的な解析などから想像されるレベルに留
まっている。	
 
（２）DNA損傷応答時のDNA複製 
DNA の傷などにより DNA複製が阻害され
ると、ゲノムを安定に保つために、バクテリ
アは SOS 応答、真核生物はチェックポイン
トと呼ばれる DNA損傷応答機構を活性化す
る ( Friedberg et. al., 2006 )。チェックポイ
ントでは、複製フォークの速度がスローダウ
ンする。この DNA損傷応答による複製フォ
ーク進行の調節は、損傷した染色体 DNAの
複製によって生じるゲノム不安定性の抑制
と関係している。しかし、その分子機構はい
ずれの生物種でも解明されていない。約 50
年前に提唱されて最も解明が進んでいる大
腸菌の SOS 応答は、複製フォークの速度調節
の観点からこれまで研究されておらず、複製
フォーク速度のスローダウンさえも証明さ
れていなかった (Kreuzer, 2013 )。 
 
（３）大腸菌細胞内の複製フォーク 
大腸菌は真核生物よりも単純なゲノム構造
を持ち、DNA複製の理解が進んでいるにも
拘らず、細胞内の複製フォークの動態解明は
進んでいない。正常時および DNA損傷応答
時の大腸菌細胞内での複製フォークの動態

は未解明のままである。それは、増殖速度の
速い大腸菌で、真核生物よりも 10 倍以上も
速い複製フォークの速度を正確に測ること
が困難なためであった。そこで、大腸菌細胞
内で複製フォークの速度を一分レベルで正
確に測定して、その生理的な動態を議論でき
る方法が望まれていた。 
 
（４）大腸菌のDNA複製研究の新局面 
本研究の代表者は、大腸菌を用いた細胞内の
複製フォーク動態の解明を目指して、本研究
の準備段階で、一分子レベルで大腸菌細胞内
の複製フォーク速度を正確に測定できる新
しい実験系（eCOMB 法、イーコーム法）を
開発した。そして、人為的に SOS 応答を恒常
的に誘導すると、複製フォークの平均速度が
有意に減少すること、さらに、その減速に進
化的に保存された少なくとも二つの遺伝子
（dinB と recA）が働くことを予備的に明ら
かにした。しかし、この予備的な実験で、SOS
応答は恒常的に誘導されており、生理的な条
件とは異なっていた。また、SOS 応答では
dinB と recA を含む 40 種類の遺伝子(SOS
遺伝子群)の発現が上昇しており、dinB と
recA 以外の遺伝子の発現上昇も減速に関わ
っている可能性を研究開始当初は否定でき
なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、複製フォークの速度を正確に測
る新規の実験法を用いて、大腸菌細胞で正常
時と SOS 応答時の複製フォーク動態の詳細
を解明する。さらに、dinB と recA 遺伝子が
SOS 応答時に複製フォークの進行をスロー
ダウンする機構についても明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA分子コーミング法 
DNA 分子コーミング法（DNA molecular 
combing）では、複製開始の頻度や細胞内の
複製フォークの数に影響を受けずに、複製フ
ォークごとに単分子速度（single-molecule 
rate）を決定できる( Bensimon et .al., 1994 )。
この方法では、ブロモ・デオキシウリジン
（BrdU）などのチミジンの類似体でパルス標
識した細胞のゲノム DNAを真っ直ぐに伸張
して、ガラス表面に一分子ずつファイバー状
に固定する。その DNAファイバーに対して
チミジン類似体に対する蛍光抗体を反応さ
せてから、顕微鏡でチミジン類似体を可視化
してパルス標識された DNAファイバーの長
さを測る。つまり、細胞内の 1分子の複製フ
ォークでパルス標識時間あたりに合成され
た DNAの長さを可視化して、1分子の複製
フォークの速度を正確に求める。 
 
（２）eCOMB法 
DNA 合成速度の速い大腸菌に DNA分子コ
ーミング法を適用するためには、BrdU を数
分間で取り込む大腸菌株が必要である。しか
し、そのような細胞株はこれまでに存在しな



かった。そこで、野生型 K12 株である
MG1655 細胞をゲノム改変技術（Datsenko 
and Wanner, 2000）で改変して、BrdU を
数分間に非常に高い効率で取り込む新規の
チミジン要求性の大腸菌株 eCOMB(イーコ
ーム, E. coli for combing)を作製した（Pham 
et. al., 2013）。この eCOMB 細胞と DNA分
子コーミングによって複製フォークの速度
を極めて正確に測定できる新しい実験法
(eCOMB 法)を本研究の解析に使用した
(Pham et. al., 2013)。複製フォークの平均速
度は、経時的に BrdU で標識した eCOMB 細
胞を用いて求めた。また、様々な変異をゲノ
ム改変技術でeCOMB細胞に導入して複製フ
ォークの動態解析に使用した。 
 
（３）dinB と recA 遺伝子の過剰発現 
SOS 応答では、LexA リプレッサーの不活性
化によって、dinB と recA 遺伝子を含む 40
種類以上の SOS 遺伝子群の発現が上昇する 
(Kreuzer, 2013)。dinB と recA 遺伝子が複製
フォーク速度を減速する機構を解明するた
めに、dinB と recA 遺伝子だけを SOS 応答
と生理的に同じレベルに過剰発現する。その
ために、LexA リプレッサーが結合するプロ
モーター部位を変異させた遺伝子をプラス
ミドにクローン化して、１コピーで細胞に導
入してeCOMB法で複製フォークの動態を解
析した。また、このプラスミドの遺伝子に
様々な変異を導入して同様にeCOMB法で複
製フォークの動態を解析した。さらに、dinB
を過剰発現した細胞の突然変異は、抗生物質
リファンピシンに対する耐性変異頻度によ
って解析した。 
 
４．研究成果 
（１）正常な大腸菌の複製フォークの動態： 
 本研究では、複製フォークの単分子速度を
極めて正確に測定できる eCOMB 法（Pham 
et. al., 2013）を用いて、複製フォークの動
態を解明した。まず、正常な大腸菌細胞内で、
複製フォーク速度の分布を初めて決定した。
その結果、個々の複製フォーク進行の速度は
かなり均一であった。さらに、速度分布の統
計的な解析から、複製フォークの速度分布は
少なくとも３つの速度集団から構成されて
いることが初めて示された。このうち最も遅
い速度集団の複製フォークは、染色体上の転
写装置などの要因によって進行を阻害され
て減速されている可能性がある。 
 
（２）大腸菌の複製フォーク進行の駆動力： 
大腸菌の複製フォークで働く複製装置の中
で分子モーターは、六量体 ATPase の DnaB 
DNA ヘリカーゼ、ヌクレオチドを重合する
DNAポリメラーゼ III(Pol III)、RNA プライ
マーを合成する DnaG プライマーゼである
(Patel et al., 2011）。これらのどの分子モー
ターが複製フォーク進行の駆動力に最も貢
献しているかは明らかでなかった。そこで、
ヌクレオチドの重合速度が 1/3 に低下した

Pol III の dnaE173 変異（Sugaya et. al., 
2002）を eCOMB に導入して、複製フォー
クの速度をeCOMB法で解析した。その結果、
複製フォークの平均速度は1/3に低下してい
たことから、DNAポリメラーゼのヌクレオ
チド重合活性が細胞内の複製フォークの推
進力に主要な貢献をしていることが初めて
明らかとなった。 
 さらに、この dnaE173 細胞では、複製フ
ォークの速度が減少しても、細胞体積あたり
の平均 DNA合成量が野生株と同等であるこ
とを見出した。この結果は、細胞内の複製フ
ォークの進行速度の変化に合わせて複製開
始のタイミングを調節して、染色体 DNA量
を一定に保つ機構があることを示唆する。 
 
（３）SOS応答時の細胞のフォーク動態： 
DNA損傷時に蓄積する一本鎖DNAに RecA
タンパク質が結合すると活性化される。この
活性化された RecA は LexA リプレッサーを
自己切断させる。その結果、LexA リプレッ
サーによって発現抑制されていた 40 種類以
上の SOS 遺伝子群の発現が上昇して、一過的
に SOS 応答が誘導される。準備段階で、LexA
リプレッサーをコードする lexA 遺伝子を
eCOMB 細胞で欠損させて人為的に恒常的な
SOS 応答を誘導して、複製フォークの速度を
解析した。そして、複製フォークの速度は
SOS 応答によって有意に半減することを予
備的に明らかにした。 
 本研究では、SOS 応答のマスター遺伝子で
ある recA 遺伝子の温度感受性変異 recA441 
(Lavery and Kowalczykowski, 1988)を
eCOMB 細胞に導入して、温度シフトによっ
て一過的に SOS 応答を誘導して eCOMB 法
で複製フォークの速度を解析した。その結果、
生理的な条件と同様に RecA を介して一過的
に誘導された SOS 応答時でも複製フォーク
の速度は有意に半減することを明らかにし
た。さらに、SOS 応答時の複製フォークの速
度分布を決定したところ、その分布の全体が
低速領域にシフトしており、個々の複製フォ
ーク進行が SOS 応答で一様に減速すること
が明らかとなった。 
 前述のように、複製装置の DNA ポリメラ
ーゼの dnaE173 変異によって複製フォーク
の速度が減少しても、細胞体積あたりの平均
DNA合成量が野生株と同等であった。しか
し、SOS 応答を発現している細胞で複製フォ
ークの速度が減少した際には、平均 DNA合
成量は野生株と比べて減少していた。これは、
複製開始タイミングを調節する機構が SOS
応答では働かず、複製フォーク速度の減少が
DNA複製の遅延に結びつくことで、DNA損
傷によるストレスに対処している可能性を
示唆している。 
 
（４）dinB 又は recA による複製の減速： 
dinB と recA 遺伝子を SOS 応答時と同じ生
理的なレベルに過剰発現するプラスミドを、
損傷応答していない正常なeCOMB細胞に導



入して、DNA複製フォークの速度を測定し
た。その結果、いずれのプラスミドでも複製
フォークの進行は減速した。この本研究での
結果から、SOS 応答時の dinB と recA 遺伝
子の発現上昇だけが、それぞれ独立に複製フ
ォーク進行のスローダウンに必要であり、そ
れら以外の SOS 遺伝子群の発現上昇は減速
に必要ないと結論できた。 
 一般的に、DNA損傷などによる複製フォ
ークの進行阻害はゲノム不安定性に繋がる
( Friedberg et. al., 2006 )。そこで、SOS 応
答時の dinB 遺伝子による複製進行の阻害が
ゲノム安定性を生じるかを、dinB 遺伝子を
SOS 応答時と同じレベルに過剰発現した
eCOMB 細胞で生じる突然変異を検出して検
討した。その結果、dinB 遺伝子の生理的なレ
ベルでの過剰発現は、突然変異頻度にほとん
ど影響しないことが明らかとなった。このこ
とは、SOS 応答時の複製フォーク進行の調節
はゲノム安定性に影響せずに、一般的な複製
阻害とは異なることを示唆している。 
 
（４）dinB によるフォーク進行の減速機構： 
試験管内の生化学的な解析から、dinB にコ
ードされた DNA ポリメラーゼ IV（Pol IV、
または DinB）は、Pol III よりも遅いヌクレ
オチド重合活性、さらに、Pol III を複製フォ
ークから解離させる活性を持つことが解っ
ている（Furukohri et. al, 2008; Uchida, et. 
al., 2008）。Pol IV の遅いヌクレオチド重合
活性が複製フォーク進行のスローダウンに
必要かを遺伝学的に解析するために、DNA
合成活性を欠損した変異型の dinB 遺伝子を
本研究で作成したプラスミド発現系で発現
させて DNA複製の速度を測定した。その結
果、この変異型の dinB でも複製フォークの
減速を生じた。この結果は、Pol III よりも遅
い Pol IV 活性のヌクレオチド重合は複製フ
ォークの速度低下の原因でないことを示す。 
 Pol IV が Pol III を複製フォークから解離
させる活性には Pol IV の C 末端のアミノ酸
配列が関与している。そこで次に、この C末
端配列を欠損した変異型の dinB 遺伝子をプ
ラスミド発現系で過剰発現して、複製フォー
クの速度を解析した。その結果、この Pol IV
の領域は複製フォーク速度の減少に必要で
あることを明らかにした。これまでの生化学
的な解析結果と合わせて考えると
( Furukohri et. al, 200; Uchida, et. al., 
2008)、Pol IV による複製フォークの減速に
は、Pol III を複製フォークから解離して、複
製フォーク進行への駆動力提供を一時的に
阻害することが関与している。しかし、Pol IV
のヌクレオチド重合は減速に関与しないこ
とから、Pol IV が Pol III と入れ変わって、
遅いヌクレオチド重合によって小さな駆動
力を複製フォークに提供することが減速に
大きく寄与していない。 
 
（５）recA によるフォークの減速機構： 
recA は SOS 応答のマスター遺伝子であると

共に、DNA相同組換えに働く RecA リコン
ビナーゼをコードしている（Cox, 2007）。
recA には様々な変異遺伝子が単離されてお
り、それらが細胞中の多様な RecA 機能の理
解に役立ってきた（Cox, 2007）。RecA の
どのような機能が複製フォーク進行のスロ
ーダウンと関係しているかを、既知の様々な
recA変異遺伝子をeCOMB細胞に導入して、
eCOMB 法で複製フォークの速度を測って、
複製フォーク進行のスローダウンに寄与す
る recA の機能を遺伝学的に検討した。 
  recA441 変異を持つ細胞は 42 度で培養す
ると、通常細胞に存在する生理的なレベルの
一本鎖 DNAに対する RecA の結合が促進さ
れて、RecA タンパク質が DNA損傷なしで
も活性化されて SOS 応答が誘導される
(Lavery and Kowalczykowski, 1988)。この
recA441 変異を eCOMB細胞に P1形質導入
法で導入して,eCOMB recA441 細胞を作成
した。この細胞を 42 度で培養して、複製フ
ォークの進行を調べたところ、その速度は
lexA を欠損した eCOMB 細胞と同等に低下
していた。しかし、活性化された RecA で自
己切断されない LexA をコードする lexA51
変異を eCOMB recA441 細胞に導入すると、
42 度でも SOS 応答は誘導されず、複製フォ
ークの速度は野生株並みに回復した。この結
果から、recA の一本鎖 DNAへの結合や、
RecA の活性化自体は複製フォークの速度低
下に直接関与しないことが明らかとなった。 
 DNA 組換え反応には RecA の ATPase 活
性と二本鎖 DNA結合活性が必須である。次
に、それぞの活性を欠損した変異型 recA を
eCOMB で過剰発現して複製フォークの速度
を測定したところ、両方の活性は複製フォー
ク進行の減速に関与しないことが明らかと
なった。これらの結果は、recA による複製
フォーク進行の減速が、DNA鋳型に結合し
た RecA による物理的なフォーク進行阻害に
よって生じている可能性を否定する。さらに、
RecAによるSOS応答時の複製フォークの減
速機構には、DNA相同組換え以外の RecA
の新規の機能が働いていることを示す。 
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