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蛋白質の活性に着目した、新しい網羅的遺伝子解析の試み

●水島　徹

熊本大学院医学薬学研究部

〈研究の目的と進め方〉
ゲノム情報を用いた解析によって、ある蛋白質に依存

して発現が変化する遺伝子、あるいは、ある蛋白質と結
合する蛋白質の網羅的な同定が盛んになされており、数
多くの有益な情報がもたらされている。しかし蛋白質の
本質は生化学的活性であり、その生化学的活性に着目し
た網羅的解析により、その蛋白質に関してより本質的な
情報がもたらされると我々は考えている。特に、複数の
活性を持った蛋白質に関しては、個々の活性に着目した

（個々の活性ごとの）網羅的解析が重要であると思われる
が、そのような試みは全くなされていない。本研究の目
的は、複数の生化学的活性を持った、大腸菌染色体DNA
複製開始蛋白質DnaAに対し、ゲノム情報を活かした、
個々の活性に着目した網羅的解析を行い、DnaAの機能ネ
ットワークの全体像を明らかにすることである。
DnaAはoriginDNAに結合した後、重合し二本鎖DNAを開
裂させると同時にDNAヘリカーゼであるDnaBをorigin上
にロードすることによりDNA 複製を開始させる。DnaA
は複製開始時のみ活性化され、それ以外の時不活性化さ
れている必要がある。DnaAが膜リン脂質の助けを借りて
ATPと結合することによって活性化され、及びDnaA自身
が持つATPase活性により、不活性化される。このような
複製開始因子としての役割以外にも、DnaAはDNAに非
特異的に結合しDNA 高次構造形成に関与していることを
我々は報告した（Mizushima, T., et al. Biochemistry
1996）。またDnaAは複数の遺伝子のプロモーターに結合
しその発現を抑制することも知られている。

このようにDnaAは多くの生化学的活性を持った多機能
蛋白質である。我々は既に部位特異的変異導入法を用い
て、ATP結合(Mizushima, T., et al. J. Biol. Chem.1998)、
ATPase(Mizushima, T., et al. EMBO J.1997)、膜リン脂質
結合(Hase M., et al. J. Biol. Chem. 1998; Makise M., et al.
J. Biol. Chem. 2000; Makise M., et al. J. Biol. Chem. 2001)、
非特異的DNA結合(Makise M., et al. Mol. Microbiol. 2002;
Makise M., et al. Biochem. J. 2002)、及びDnaA同士の結
合（重合）(Mima S., et al. Biochem. J. 2002)それぞれの活
性に関して、必須アミノ酸残基を世界に先駆け同定し、
その変異蛋白質の解析を行いこれらの活性の複製におけ
る役割を明らかにしてきた。また、DnaB結合、及び
origin特異的DNA結合に関しては、他の研究グループが
必須アミノ酸残基を同定している。そこでそれらのアミ
ノ酸に変異を持つdnaA変異株、及び変異DnaA蛋白質を
用いて、それぞれの活性を介して、発現が変化する遺伝
子、及びDnaAに結合する因子を網羅的に同定する。

このように本研究提案は、我々がこれまでに蓄積して
きたDnaAに関する情報とゲノム情報の両者を活かした独
創的な研究提案である。この解析から得られる情報と最
近報告されたDnaAのX線結晶構造解析から得られる情報
を合わせることにより、DnaAの機能の全体像を理解でき
ると考えている。また我々は最近、真核生物の複製開始
因子ORCが、DnaAとよく似た機能（ATPaseによって不
活性化される、膜リン脂質に結合する、非特異的にDNA

に 結 合 す る な ど ） を 有 し て い る こ と を 発 見 し た
（Mizushima, T., et al. Genes & Dev. 2000; Takahashi, N.,
et al. J. Biol. Chem. 2002）。従って本研究は、真核生物に
おけるDNA 複製研究、及び複製と他の生体内反応との間
の協調的な制御機構の研究にも有用な情報をもたらすと
考えている。

〈研究開始時の研究計画〉
（１）DNAチップを用いた、各種dnaA変異株において発
現が変化する遺伝子の解析

我々を中心としたこれまでの研究により、DnaAが有す
る種々の活性（ATP結合、ATPase、膜リン脂質結合、非
特異的DNA結合、DnaA同士の結合（重合）、DnaB結合、
origin特異的DNA結合）に関して、必須アミノ酸残基が
同定され、そのアミノ酸に変異を持つdnaA変異株も単離
されている。我々は、変異による遺伝子発現変化を調べ
る際には、細胞増殖（DNA複製）が停止するような変異
株だけでなく、部分的に影響を受けるような変異株も解
析すべきと考えているのでまずそのような部分的な変異
株を各活性に対して得る。例えば、必須アミノ酸を類似
のアミノ酸に変換することなどによりそのような変異株
が得られると考えている。

次に、種々の活性に関するすべての変異株を使って、
変異により発現が変化する遺伝子を、大腸菌全遺伝子を
含むDNAチップを使って検討する。このような検索で機
能未知の遺伝子が見つかった場合には、その遺伝子破壊
を行いその機能を調べる。また興味深い遺伝子に関して
は同時に、その遺伝子産物を精製しDnaAと相互作用する
かを調べるとともに、試験管内DNA 複製再構成系、
DnaAが関与する遺伝子の試験管内転写系、DnaA依存の
DNA 高次構造形成系など、我々がこれまでに確立してき
た試験管内再現系を用いてそのタンパク質の解析を行う。

（２）DnaAと相互作用する因子の網羅的検索
生化学的には、GST融合型DnaAを用いた解析を行う。

我々は既にGST融合型DnaAを使って、グルタチオンビー
ズによりDnaA を沈殿させた時、DnaBなどが共沈するこ
とを見いだしている。そこでこのシステムを使って、細
胞粗抽出液からDnaAと結合する因子を検索する。上述の
種々の変異タンパク質を用いて、例えばATPと結合でき
ないDnaAとは結合できないが、野生型のDnaAとは結合
できる因子を検索することにより、個々のDnaAの活性を
介して、DnaAと結合する因子を網羅的に同定する。興味
深い因子が得られたら、まず上述の試験管内の系（DNA
複製系など）に加えその影響を調べる。また遺伝子を単
離し、変異株を作成しその因子の役割を明らかにしたい

（この研究に遠心機が必要である）。
一方、two-hybrid法を使って、細胞内でDnaAと相互作

用する因子の検索も行う。この場合も、各種の変異dnaA
遺伝子を使って、個々のDnaAの活性を介して、DnaAと
結合する因子を網羅的に同定する。興味深い遺伝子が得
られたら、まずその遺伝子破壊を行いその細胞内での機
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能を調べる。次に、その遺伝子産物を精製しDnaAと相互
作用するかなど生化学的解析を行う。

〈研究期間の成果〉
まず我々は、それぞれの活性を介して発現が変化する

遺伝子の同定に必要な、ATP結合、重合、膜リン脂質結
合、ATPase活性部位に変異を持つ、温度感受性dnaA変
異株の作成を行った。そして重合活性に関する変異株と
DNAチップ技術を用いて、変異により発現が変化する遺
伝子の同定を行った。数多くの遺伝子が同定されたが、
特にDnaKなど分子シャペロン関連の遺伝子が多かった。
一方我々はGST Pull-downアッセイを用いた方法で、
DnaAの重合活性依存にDnaAに結合する蛋白質を検索し
た。興味深いことにやはり分子シャペロンが同定された。
以上の結果から我々は、DnaAの重合に分子シャペロンが
関与しているのではないかと考え、実際に試験管内複製
再構成系を用いて、精製したDnaKがDnaAの重合を促進
し、DNA複製を促進することを見出した。これまでdnaK
変異株がなぜdnaの性質を示す（DNA複製を行えない）
のかは不明であったが、この研究によりDnaAの重合を促
進するためであることが分かった。一方、ATP結合活性
に関しても同様の解析を行い、DnaB蛋白質（DNAヘリ
カーゼ）とDnaAの結合がDnaAのATP結合に依存してい
ることを見出した。この結果は、ATP結合型DnaAが
DnaBを複製開始点に導入し複製が開始され、その後、
DnaAのATPase活性が促進されDnaAがADP型に変化する
とDnaBがDnaAから離れ複製反応が進行する（DNAヘリ
カーゼは複製フォークと共にゲノム上を移動する必要が
ある）という機構の存在を示唆している。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究により、蛋白質活性に着目した遺伝子ネットワ

ーク解析が大変有用であることが分かったので、他の蛋
白質へ応用することにより大きな成果が生まれることも
期待できる。
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