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細菌 の染色 体複 製 は、複製 開始 タ ンパ ク質DnaAが 複製 開始点(o〃C)に 結合す るこ

とに よ り開始す るが、染 色体複製 は細胞周期 に一度 だ け起 こるよ うに、 開始段 階で厳

密 に制御 されてい る。 その制御 において、大腸 菌で はHdaタ ンパ ク質 による、DnaAに

結合 したArpの 分解 を通 したDnaAの 不活’性化 が重要 な役割 を果 た してい るこ とが明 ら

かになってい るが 、枯 草菌 にはHdaの ホモ ログは存在 しない。 一方、低GCグ ラム陽性

細菌 に保存 されてい るYabAが 、Hdaと 同様 に、DnaAと 複 製伸長 タ ンパ ク質DnaN(slide

clamp)の 両方 と相互作用す る因子 として 同定 された。そ の欠損株 では過剰複 製 開始 が

起 こ り、複製 の同調性 が失 われ る ことか ら、YabAは 複製 開始 を負 に調節す る因子で あ

る と考 え られ るが、その分子機能 は不明で あった。

まず、枯草菌YabAが 大腸 菌Hdaと 同様 に、砺〃4の 発 現 を 自己制御 してい るか、YabA

発 現量 を人為 的 に増減 させ るこ とによって解析 したが、影 響 は認 め られ なかった。 ま

た、YabA量 は、DnaAの 染 色体上 の分布 、or/Cへ の結 合量 に も影響 を与 えない こ とを

明 らか に した。この こ とか ら、YabAはHdaと は異 なる分 子機 能 を持つ と考 えた。そ こ

で、DnaA上 のYabA結 合部位 を2ハ イブ リッ ド法に よ り解析 した。DnaAの 部分配列

を使 った解析 か らは、ArP結 合部位 であ るdomianIIIと 、そ して、YabAと の相互 作用

を失 う点変異株 の解析 か らは、YabAはArp結 合 ポケ ッ トの反対側 に結合す るこ とが

明 らか になった。 この結果 は、HdaがDnaAのArp結 合 ポ ケ ッ トに直接結合す るこ と

とは異 なってい た。得 られたDnaA変 異株 の 内、枯 草菌の染色体複製 開始 に必須 で あ

るDnaDの 相 互作用 を弱 いなが らも保持 してい る変異DnaA(DnaAY144c)は 、iηWo

の実験で も、野生型DnaAと 比較 してoγicと の結 合 に変化 はないが、YabAと の相互作

用 が 弱 くな ってい るこ とを示 した。 この変 異 を持つ 枯 草菌株(励 磁 η44c株)で は、

DnaA-YabAの 相互作用依存 的に観 察 され るYabAの 細胞 内局在 を失 ってお り、枯 草菌

内で も相互作用 を失 ってい るこ とを確認 した。 また、励α鋤44C株 で は、γα捌 欠損株 と

同様 に染 色体 の過剰複製 が観 察 され、DnaA-YabAの 結合 が複製 開始制御 に直接必要 で

あ るこ とを示 した。面 白い ことに、酵母2ハ イブ リッ ド解析 で得 たDnaDと の相互作

用 を失 う変異DnaAの 変異部位 をマ ッピング した結果 は、YabAとDnaDがDnaAの 同

じ領域 を認識 してい る ことを示唆 してい た。

こ うした結果 よ り、DnaAがDnaDと の相 互作用 に よ り複製 を開始 した後に、DnaN

との相 互作用 によ り複製 開始複合 体 に導入 され たYabAが 、DnaA-DnaDの 相互作用 を

阻 害 し、DnaA-YabA複 合体 と して安定 し存在す るこ とに よ り染 色体複製 を負 に制御す

る とい う、大腸菌 と異 なる新 たな染 色体複製 開始 の抑制機構 を提 唱 した。
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細胞周期 の制御 は生命 活動 の根 幹 にあ る重要 な分 子機 構 で ある。 細菌 において も、

染色体 の複 製 ・分配 と細胞分裂 は、細胞 の成 長 と協調 的 に進 む よ うに厳密 に制 御 され

てお り、その 中で、染 色体 の複製 開始時期 の制御 が中心 にあ る と考 え られ てい るが、

そ の詳細 な分子機構 は完全 には理解 されてい ない。

大腸 菌では、複製 開始 タンパ ク質DnaAと 複 製 開始 点oγ1Cの 相互作 用 による開始複

合体 の形成 に よ り複 製 が開始す るが、その後、複製 伸長 タンパ ク質DnaNと の相互作

用 を介 してHdaタ ンパ ク質が導入 され 、DnaAが 不活 化 され 、過剰 な複製 が抑 制 され

る。HdaはDnaAと 直接 相互 作 用 し、活 性 型 で あ るArP-DnaAを 不 活性 型 で あ る

ADP-DnaAに 変換す る。 しか し、Hdaは 細菌 に普遍 的 に存在す るもので はな く、枯草

菌 には存在 しない。 一方、枯 草菌 を含 む低GCグ ラム陽性細 菌に保存 され、染色体複

製 開始 を抑制す る因子 として、YabAタ ンパ ク質 が最 近同定 され たが、その分子機構 は

明 らかになっていない。

申請者 は、Hdaと 同様 に、YabAがDnaAに 加 えてDnaNと の相互作用す るこ とか ら、

Hdaと 同様 にDnaAの 活性変化 に関与す る可 能性 を、細胞 内YabA量 を人為 的 に変化 さ

せ、品碗 発 現の 自己制御、DnaAの 染色体上 の分布 、DnaA-oτ1Cの 相 互作用 に対す る

影響 を解析 し、Hdaと は異な り、YabA量 の変化 はそれ らに影響 を与 えない こ とを明 ら

か に した。 この結果 と一致 して、YabAと の相互 作用 を失 う変異DnaAを 酵 母2ハ イブ

リッ ド法 に よ り単離 した ところ、HdaがDnaAのArp結 合ポ ケ ッ トに直接結合 す るの

に対 して、YabAはArp結 合 ポケ ッ トの反 対側 に結合 す る ことが明 らか にな った。そ

して、そ うした変異DnaAは 細胞 内において もYabAと の相互作用 を失 ってお り、その

結果 、過剰 な複製 開始 が起 こる ことを確認 した。興 味深 い こ とに、酵母2ハ イブ リッ

ド解析 に よって得 られたDnaDと の相 互作用 を失 ったDnaA変 異部位 のマ ッピングの

結果 、YabAとDnaDがDnaAの 同 じ領域 を認 識 してい る ことが示唆 された。 こ うした

実験結果 に基づ き、申請者 はYabAはDnaDとDnaAの 相 互作用 を競合的 に阻害す るこ

とによ り、複製 開始 を負 に制御 す る とい う新 しい分子機構 を提唱 した。

この よ うに、本論 文は枯草菌YabAタ ンパ ク質 と相 互作用す るDnaA上 の部位 を同定

す るこ とによ り、DnaA及 びDnaNと の相互作用 とい う大腸 菌Hdaと 同 じ性質 を持 ちな

が らも、YabAはHdaと 異 なる機構 で過剰 な複製 開始 を抑制す る とい う、非 常 に興 味深

いモ デル を示唆 した。 このモデル は、今 後直接 的な証 明が必要で はあ るが、細 菌の染

色体複製 開始 の制御 機構 とい う普遍的機構 にお け る、種毎 の特殊 性 の研 究 に大 き く貢

献す るものであ る。 また、 この結果 は、基礎 生物 学の上 で重 要 な結果 を得たの みでな

く、新 た な抗生物 質探索 とい う、実用 面で も意義 の ある もので ある。 よって、本論 文

は博 士(バ イオサイエ ンス)の 学位 論文 と して価値 の ある もの と認 める。


