
ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ研究科博士論文要旨

所属

(主指導教百)
細胞遣伝学講座(小笠原直毅教陵)

小椋義俊 平成14年1月8目

題目 枯草菌における複製開始の制御機構に関する研究

要旨

細菌染色体の複製は複製起点(onlC )あたりの細胞質量が-定の値(開始質量)に達したときに始まり､

しかもその複製開始は2回以上連続して起きないように(細胞周期当たり-度だけ)厳密に制御されている｡

複製開始にはｲﾆｼｴ-ﾀ-ﾀﾝﾊﾟｸ質maAがonrC内に連続して存在するその結合酉汐rJ (IhaA box)に結

合することが必須である.大腸菌ではIhaAの過剰発現やon'cと同様に強くIhaAが結合するIhaA boxｸ

ﾗｽﾀ- (datA)の欠失により開始質量が減少することから､複製開始時期はmaAとmaA boxの量比によ

って決定されると考えるﾓﾃﾞﾙが提唱されている(Titradon model).また､ IhaAはATPとADPの両方と結

合し､ ATP結合型(括性型)の比率が複製開始直前に上昇することや､複製開始後のon.Cの隔離に関与する

SeqAの遣伝子破壊株で開始質量が減少することから､複製開始時期の決定にはDnaAの滑性変換やseqAが

関与する制御も重要であるとされている｡しかし､これらのﾓﾃﾞﾙは開始質量を認識する機構を説明するの

にまだ不十分である.枯草菌ではdlaAの発現制御が大腸菌と異なり､大腸菌でIhaA boxを過剰供給すると

maAがこれに結合し､ dlaAの自己抑制が解除されて転写が増加するのに対して､枯草菌ではmaA boxを

供給してもdnaAの転写は増加せず､複製開始が阻害(不和合性)される.また､枯草菌dnaAをま複製開始後

の-定期間しか転写されないことが示唆されており､ maAは複製開始以前から-回分の複製に十分な量が

既に蓄積されていると予想されている.こうした事より､枯草菌ではTitradon modelは考えにくいが､複製

開始制御に関わる他の因子は発見されていない｡ -方､ 2回以上の連続した複製開始を抑制する機構として､

大腸菌ではmbN (b-subunitofDNApolymerase III)とHda (f!omologous to _IhaA)によるIhaAの不活化､ SeqA

による複製開始後のonLCの細胞膜-の隔離が知られているが､枯草菌にはSeqAやHdaが無いことから大腸

菌とは異なる制御系が存在すると考えられる｡

上述のように枯草菌ではTib･adon modelは考えにくいが､新たな制御系を知るためにはIhaA過剰発現の影

響を解析することは重要である｡その目的で､ dnaAの発現を染色体上の別の位置から人為的に制御できる

菌株を作製したが､ IhaA量を増加させると複製の伸長が阻害された｡ dnaA上流にIhaA box､下流にdnaN

がｺ-ﾄﾞされていることから､ dnaAとdnaNがｵﾍﾟﾛﾝを形成し､そして､このｵﾍﾟﾛﾝの転写がIhaAに

より制御されていると予想された｡そこで､ IhaA量を変動させ､これらの遣伝子発現-の影響を解析した

結果､確かに両遺伝子がｵﾍﾟﾛﾝを形成し､その転写はIhaAにより抑制された.これらのことから､ maA

過剰発現に伴う複製伸長阻害はIhaN枯掲が原因であると考えられたので､ dnaNの発現を補える系を作製し

たところ､その複製伸長阻害は取り除かれた.この株でIhaA量を変動させ､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒ-ﾀ-で複製

開始点量を解析した結果､ maA量が野生株の1.5 - 3.3倍に土即口すると､ on-Cあたりの細胞質量hass/origin)

が野生株に比べ6 - 15%減少したが､さらにmaA量を増加させてもmass/originはそれ以上減少しなかった｡

大腸菌でもIhaA量を増加させると複製伸長阻害が生じ､複製開始-



の効果は正確に解析されていないが､本研究ではIhaNを補うことにより､複製伸長阻害が取り除かれるこ

とを見いだした｡また､大腸菌ではmaA過剰発現でmass/originが野生株より17 - 44%減少すると報告され

ているが､枯草菌ではその影響は大腸菌より小さかった. maAが複製開始以前から既に十分量蓄積されて

いると考えられることからも､枯草菌では複製開始時期が来るまでIhaAの活性を抑制する機構が存在し､

本研究によるIhaA過剰発現の効果はその抑制機構とのﾊﾞﾗﾝｽが乱れたためではないかと考えられるo

lhaA過剰発現株の解析から､ maAの活性を抑制する機構の存在が示唆されたが､最近､酵母2ﾊｲﾌﾞﾘ

ﾂﾄﾞ法による解析でIhaAと相互作用することが示されたYabAがその制御に関わる可能性が考えられた｡

そこで､ yabA破壊株を作製したところ､細胞増殖には影響しないが複製開始に異常がみられた.その影響を

詳細に解析するため､ yabA発現制御株を作製し､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒ-ﾀ-を用いて解析した結果､ﾌﾏﾙ酸を

炭素娠とする最少培地で､野生株では大部分の細胞が2個のonlCを持ち､ -部の細胞が4個のon.Cを持っ

ているのに対して､ yabA発現制御株では､ YabA量が減少すると共に､ 4個のon.Cを持つ細胞の割合が上昇

し､開始時期が早くなっていた｡そのとき､奇数個のonlCを持つ細胞(開始の同調性の舌Lれにより生じる)

や､ 5個以上のon-Cを持つ細胞(2回以上の連続した複製開始により生じる)はほとんど検出されなかった｡

これらのことから､ YabAはIhaAと相互作用することにより複製開始を抑制する能力を持つことを示してお

り､開始時期を制御しているｼｽﾃﾑの-員である可能性が示された｡

本研究ではさらに､染色体分配に関与するSojとSpoOJが複製開女輔[J御にも関わることを見いだした｡ SpoOJ

はonlC近くに結合し､その挙動はonlCのそれとよく-致することからon'Cの位置を知るためのﾏ-ｶ-

として用いられる｡この目的でspoOJ-g#,融合株を作製したが､この株ではmass/originが野生株に比べ約23%

減少し､ﾀﾝﾊﾟｸ質量あたりのDNA量(DNA/pmtein)は野生株の約1.2倍になることがわかった｡この影

響がGFPとの融合によるSpoOJ機能の部分的欠損であると考え､ spooJ破壊株で解析したところ､ mass/origin

が野生株に比べ約33%減少し､ DNA/proteinは野生株の約1.5倍に上昇したので､ spoOJ破壊により開始時期

が早まることがわかった｡ところが､ soj - spoGJｵﾍﾟﾛﾝの破壊でをま複製開始にほとんど影響しなかったoこ

れらのことから､ Sqiが複製開始を早める沿性を持ちSpoOJがそれを抑制していると考えられた｡そこで､ Sqi

過剰発現株を作製したところ､ mass/originが野生株に比べ約25%減少し､ DNA/proteinは野生株の約1.5倍に

なった.以上の結果より､ Sojは複製開始の正の制御因子であり､ SpoOJがSojのその機能を抑制していると

考えられる｡事実､ SojとSpoOJの同時過剰発現では､ Soj過剰発現による複製開始-の影響が中和された｡

本研究から枯草菌IhaAによるdnaA,dnaNｶぺﾛﾝの自己抑制がin w.voで初めて証明され､ ､IhaA過剰発

現による複製開始-の影響が複製伸長阻害が起こらない条件で正確に解析されたoその結果､枯草菌ではIhaA

量を増加させても大腸菌ほど複製開始時期は早まらないことがわかり､ IhaAの活性制御が複製開始時期の

決定により重要であると考えられた｡さらに､ YabAやspooJの枯渇によって複製開始時期が早まることも見

いだした｡この結果は､大腸菌のﾓﾃﾞﾙとは異なり､枯草菌ではIhaAも含めて複製開始に必須な因子群が

複製開始以前から既に十分量準備されており､この開始ﾎﾟﾃﾝｼﾔﾙを正しい時期が来るまで抑制する制御

系が存在していることを示している｡ YabAはIhaAの浄性を制御してその抑制機構の1つに関わり､ Soj -

SpoOJｼｽﾃﾑはこの抑制機構のどれかに作用して開始ﾎﾟﾃﾝｼﾔﾙを解放させる役割を担っていると考え

られる｡ soj "poOJ破壊では複製開始に大きく影響しないことから､この制御を相補する別の制御系の存在も

示唆されるo今後､ Sojと相互作用する因子の解析やyabA-IhaA相互作用の生化学的解析等によってこのﾓ

ﾃﾞﾙの妥当性が証明されると思われる｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名小椋義俊

細菌染色体の複製開始は､細胞の増殖速度の変化すなわち分裂周期の変化に対応し

て､細胞分裂と同調して起こるように厳密に制御されている｡細菌の染色体複製は開

始蛋白質DnaAが複製開始点に存在するその結合配列DnaA boxに結合することによ

って始まる｡大腸菌においては､ DnaA蛋白質と染色体DNA上に散在するDnaAbox

の量比がある-定の値に達した時に複製が開始するように制御されているというﾓﾃﾞ

ﾙが古くから提唱されているが､その他の制御ｼｽﾃﾑの存在も知られており､最終

的な結論は出ていない｡また､ｸﾞﾗﾑ陽性菌を代表する枯草菌についても､ DnaAと

DnaAboxが複製開始に必須であることが実験的に証明されているが､開始時期の制御

機構についての実験ﾃﾞ-ﾀはほとんど得られていない｡申請者は､この問題に関して､

以下の実験結果を得た｡

1)人為的にDnaA蛋白質の発現量を制御できる菌株を作製し､ DnaA量が野生株の

0.8-1.5倍の範囲にあれば､複製開始の制御に大きな影響を与えない｡ 3倍以上にした

時にはやや複製開始時期が早まる｡

2)新規遣伝子yabAを破壊すると､複製開始時期が早くなる｡ YabA蛋白質はDnaA

及び複製装置の本体であるDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅠⅠⅠのβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(DnaN)と相互

作用する(酵母2ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ系による解析結果)｡

3)染色体分配に関与すると考えられているsoj spoaJ遺伝子の破壊株や過剰発現株

を作製､解析し､細胞内でSoj, SpoOJ両蛋白質の量比が崩れ＼soj量が増えるような事

態になると､複製が通常よりも早く始まることを明らかにした｡

これまで､枯草菌ではDnaA以外に複製開始を制御するような因子は見つかってい

なかった｡本研究により､ yabA, soj-spoaJがそのような因子として新たに同定され､

興味あることに､ yab4 spoOJは破壊されると複製開始時期が早くなるという共通の

性質を示した｡この結果から､枯草菌では複製開始能力が複製開始以前から既に蓄積

されているが､その能力は正しい開始時期が来るまで何らかの機構により抑えられて

いると考えられる｡このような複製開始制御ﾓﾃﾞﾙは大腸菌でも提示されていない新

しいﾓﾃﾞﾙである｡

以上のように､本論文は細菌における複製開始の制御機構に斬新なﾓﾃﾞﾙを提案す

るもので､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡よって審査委員-同は､本

論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


