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要旨

細菌染色体の複製は複製起点（血C）あたりの細胞質量が一定の値（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（細胞周期当たり一一度だけ）厳密に制御され

ている。複製開始にはイニシエータータンパク質maAが血C内に連続して存在するその結合配列（maA

bx）に結合することが必須である。大腸菌ではmaAの過剰発現や血Cと同様に強くmaAが結合するmaA

bxクラスター（d戒A）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maAbxの量

比によって決定されると考えるモデルが提唱されている（Titmtionmodel）。また、IhaAはATPとADPの両

方と結合し、ATP結合型（活性型）の比率が複製開始直前に上昇することや、複製開始後の血Cの隔離に関

与するSeqAの遺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maAの活性変換や

S∝lAが関与する制御も重要であるとされている。しかし、これらのモデ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。枯草菌では血＆4の発現制御が大腸菌と異なり、大腸菌でmlaAbxを過剰供給

するとmaAがこれに結合し、血aAの自己抑制が解除されて転写が増加するのに村して、枯草菌ではmaAbx

を供給してもd禍Aの転写は増加せず、複製開始が阻害（不和合性）される。また、枯草菌血血は複製開始

後の一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一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Titrationmodel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。一方、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haN（β－SubunitofDNArx）lynwraseIII）とHda（址）mOIQgOuStO肋一aA）によるblaAの不括化、

S叫Aによる複製開始後の血Cの細胞膜への隔離が知られているが、枯草菌にはS印AやⅢa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Titrationmdelは考えにくいが、新たな制御系を知るためにはmaA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、d姻A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、maA量を増加させると複製の伸長が阻害された。d姻A上流にmaAbx、下流

に血dVがコードされていることから、血＆4と血dVがオペロンを形成し、そして、このオペロンの転写が

DnaAにより制御されていると予想された。そこで、IhaAiを変動させ、これらの遺伝子発現への影響を解

析した結果、確かに両遺伝子がオペロンを形成し、その転写はmaA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maN枯渇が原因であると考えられたので、血aⅣ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maA量を変動させ、フローサイトメーター

で複製開始点量を解析した結果、m朋A量が野生株の1．5－3．3倍に増加すると、血Cあたりの細胞質量

（massk）rigin）が野生株に比べ6－15％減少したが、さらにnlaAiを増加させてもmasshriginはそれ以上減
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しなかった。大腸菌でもmaA量を増加させると複製伸長阻害が生じ、複製開始への効果は正確に角晰され

ていないが、本研究ではDnaN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m朋A過剰発現でmass伽ginが野生株より17一朝％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。DnaA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maAの活性を抑制する機構が存在し、本研究によるmaA過剰

発現の効果はその抑制機構とのバランスが乱れたためではないかと考えられる。

IhaA過剰発現株の解析から、DnaA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ハイブ

リッド法による解析でmaAと相互作用することが示されたYめAがその制御に関わる可能性が考えられた。そこ

で、叩わA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、叩bA発現制御株を作製し、フローサイトメーターを用いて解析した結果、フマル酸を炭素源とする

最少培地で、野生株では大部分の細胞が2個の血Cを持ち、一部の細胞が4個の血Cを持っているのに対して、四摘

発規制御株では、YabA量が減少すると共に、4個のotjC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、奇数個の血Cを持つ細胞（開始の同調性の乱れにより生じる）や、5個以上の血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、Y油AはmaA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一員で

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SqiとS仰が複製開始制御にも関わることを見いだした。

S画）Jは血C近くに結合し、その挙動は血Cのそれとよく一致することから血Cの位置を知るためのマーカー

として用いられる。この目的で甲噸融合株を作製したが、この株ではmass伽ginが野生株に比べ約23％減少

し、タンパク質量あたりのDNA量（DNA舟rotein）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、甲OW破壊株で解析したところ、maSSk＞riginが野生株に比べ

約33％減少し、DNA如拙血は野生株の約1．5倍に上昇したので、甲0Ⅳ破壊により開始時期が早まることがわかっ

た。ところが、ざ¢一軍形Ⅳオペロンの破壊では複製開始にほとんど影響しなかった。これらのことから、Sqjが複製

開始を早める活性を持ちS仰がそれを抑制していると考えられた。そこで、Sqj過剰発現株を作製したところ、

masshriginが野生株に比べ約25％減少し、DNAわTDteinは野生株の約1．5倍になった。以上の結果より、Sqjは複製

開始の正の制御因子であり、S匹OJがS（可のその機能を抑制していると考えられる。事実、SqiとS匹OJの同時過剰

発現では、Sqj過剰発現による複製開始への影響が中和された。

本研究から枯草菌DnaAによるdnaAdaNオペロンの自己抑制が血YjYOT初めて証明され、haA過剰

発現による複製開始へ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。その結果、枯草菌ではmaA

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、m朋A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、大腸菌のモデルとは異なり、枯草菌ではmaA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、この開始ポテンシャ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DnaAO）活性を制御してその抑制機情の1つに関わり、Sqj－SpoOJシステムはこの抑制機構

のどれかに作用して開始ポテンシャルを解放させる役割を担っていると考えられる。g¢一甲0〝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。今後、S（再と相互作用する因

子の解析やYal）A－maA相互作用の生化学的角晰等によってこのモデルの妥当性が証明されると思われる。
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Ⅰ序論

1．細菌の細胞周期

多くの細菌の染色体は環状分子であり、その複製はある決まった位置（orfC：

originofchromosome）から開始して、両方向へ複製フォークが進み、一定の位置

（terc：terminusofchron10SOme）で終了する。複製されて倍加した染色体は染色体分

配、細胞分裂によって娘細胞に2分され、細胞周期が完了する。こうした一一連の紺

胞周期で、タンパク質合成を阻害すると、進行中の複製は最後まで正常に進行する

が、複製開始は起こらない。このように、複製開始は新規のタンパク質合成を必要

とする特異な反応であり、明らかに伸長反応とは区別することができ、染色体複製

はその開始段階で厳密に制御されていると考えられている（vonMeyenburgand

Hansen，1987）。

大腸菌や枯草菌などの細菌は、同じ37℃でも、グルコースのみを栄養源とす

る最小培地では60分毎に分裂するが、その培地にアミノ酸や塩基などを加えると20

分毎に分裂するようになる。このように、細菌は生育条件によってその世代時間

（G）を大きく変化させるが、同じ温度のとき、伸長反応にかかる時間（C）と複製

終了から細胞分裂にかかる時間（D）は一定であることが示されている（Cooperand

Helmstetter，1968）。例えば、大腸菌では37℃のとき、C＝40分、D＝20分である

が、増殖速度が遅いとき（例えばG＝70分：G＞C＋Dのとき）、分裂から最初の開

始までの時間（B）に10分かかる（図1－A）。増殖速度が早くなると（例えばG＝

30分：G＜Cのとき）、複製開始は2世代前の細胞分裂と同時に起こり、細胞分裂周

期を通して細胞あたりのorfCは4個である（図1－B）。つまり、複製開始は前の周

期の複製が終了する前に起こっている。この現象を多分岐複製といい、細菌の細胞

周期で特異的に観察される現象である。このように、細菌は、複製開始の時期のみ

を変化させ、環境の変化に対応し、その世代時間を調節している。

ここまで述べてきたように、細菌の細胞周期は染色体複製の開始段階で制御

されていると考えられているが、その複製開始のタイミングはどのようにして決め

られているのであろうか。細菌では増殖速度が早くなると細胞あたりの平均のorfC

数が増加すると共に、平均の細胞長も増加する。そして、増殖速度によらず、複製

が起こるときのorfCあたりの細胞質量は一定であることが示されており、この倍は

開始質量と呼ばれている。（Donachie，1968）。近年、この間姶質量は増殖速度に応

じて変動することが示されたが（Churchwardeta］．，1981；Woldetal．，1994）、対数増
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図1．細菌の細胞周期　［文献（Helmstetter，1996）を改変］

異なる増殖速度における染色体複製の開始、終了と細胞の成長、分裂の関係を模式的に示した。
図では、染色体を直線で示し、複製フォーク（黒丸）は左から右へ進行している。また、細胞分
裂周期における細胞あたりのoJづC数の変化をグラフで示した。

（A）：世代時間が70分のときの周期（B）：世代時間が30分のときの周期

－C：伸長反応にかかる時間㈱D：終了から分裂までにかかる時間

G：世代時間B：分裂から最初の開始までの時間
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殖期の細胞集団では、個々の細胞の開始質量は狭い範囲内で一定であることも観察

されている（Boyeerれ1996）。こうしたことから、複製開始と細胞質量の増加に

は密接なつながりがあり、複製開始の制御は細胞質量の増加を認識して行われてい

ると考えられる。この制御機構に関しては、本研究のテーマでもあり、ト2－dの項

で詳しく述べたい。

2．細菌における複製開始の機構とその制御

a．細菌のot・iCとDnaAの普遍性

細菌の複製開始にはoLjCへのイニシエータータンパク質DnaAの結合が必須

である。細菌のorfCは、プラスミドとして複製できる染色体DNA断片をクローニ

ングすることにより大腸菌で初めて単離され、わずか245bpの配列が必要かつ十分

であった。（YasudaandHirota，1977）。そのoLjCプラスミドの複製は染色体複製に

必須な遺伝子群に依存すると共に、複製開始が起こる時期も染色体複製の開始と同

調していたことから、その245bpの配列中には染色体複製の開始とその時期の制御

に必要な情報が含まれていると考えられる（HelmstetterandLeonard，1987）。その配

列中にはTTATCCACAを基本とする9塩基対からなる配列（DnaAbox）が繰り返し

て存在している。この配列にDnaAが結合し、その結果、DNAの高次構造が変化し

て、近傍のATに富む領域でDNAの2本鎖が開裂する（Herricketa］．，1996；Messer

andWeigel，1996）。

枯草菌でも、大腸菌と同様の方法で、吉川らの研究グループにより、OrfCプ

ラスミドの単離が試みられたが、成功しなかった。そこで、細胞内で最初に複製す

る制限酵素断片のクローニングと塩基配列の決定が行われた（Moriyaeta］．，1985；

Ogasawaraeta］．，1985a）。そこには大腸菌dnaAと相同な遺伝子が存在し、その前後

にはDnaAboxのクラスターも見いだされた（Ogasawaraetal．，1985b）。この両方の

DnaAboxクラスターにDnaAが結合し（Fukuokaetal．，1990）、その結合が複製開始

に必須であることが明らかにされた（Moriyaeta］．，1990）。その領域は約2kbpにも

及ぶことから、OrfCプラスミドが単離できなかった理由の1つであると考えられて

おり、この領域をクローニングすることで、OrfCプラスミドとして枯草菌の細胞内

で複製することが示されている（Moriyaeta）．，1992）。また、枯草菌でも、DnaA

boxにDnaAが結合することによって、その下流のATに富む流域でDNAの2本鎖

が開裂することが明らかにされている（Krauseetal．，1997）。

現在では、多くの細菌でdnaA遺伝子とoLjC配列が同定されており（Moriya

etal．，1999；Schapereta）．，2000；Zawilaketal．，2001）、OrjC配列中にはDnaAboxが

高く保存されていることから、DnaAboxは複製開始に必須なシス配列として細菌で

6

⊥」



グラム陽性細菌

βacノノ血5ぶUわ〟〟ぶ

均）impJ鮎maC〟山

∫坤roJTリ℃e5〟再da〃ぶ

AケCOわacfe血m5m曙m∂血

グラム陰性細菌

励cムedc揖∂COノf

鳥eudo〃－On鮎p血da

CⅢわbacrercJ℃5Ce〃山5

乃】em】Uぶ伽m甲山山ぶ

卿〃　　　　　　　　　　血aA　　　　血8〃

／」「　　　。　　　　　＿「一＼

血aA

甲打I〃

／1「

Jpm〃

∠±コ

血aA

甲Jm〃

∠±コ

I l約40kbp

血aⅣ

♭一山十ゝ
l＿　　　J

血aⅣ

山＿＿＿＿＿且＿、⊂一＼

」

血aA 血aⅣ

⊂ごゝ

「「「エス

卦‖。一帖帖．「ユズ
l＋！

血aA　　　　　血a〃

＿工±ゝ
約200kbp

血aⅣ

－「■」、＼

∴∴、lぎこ＿‘ ■♭■　　　♭

約2kbp

】

如dA血∂A

∠±コ

月b〟coわacfeりγJo〟

伽J4Jg　　　　　　　血aA　　　　（加∂Ⅳ

∠「‥一＿＿工±ゝ
」－　　　1　約600kbp

図2．細菌orfC領域の構造

OrIC配列が同定されている細菌のDnaAboxの位置と並びをグラム陽性細菌とグラム陰性細菌
で分けて示した。

＞　‥DnaAboxコンセンサス配列　P：1塩基違いの配列？：2塩基違いの配列　∪‥OriC

普遍的であると考えられる（図2）。そのDnaAboxはグラム陰性細菌ではd。aAの

上流、もしくは下流の1カ所にクラスターとして存在しており、また、血Aから離

れた位置への転座も見られる。一方、グラム陽性細菌ではDnaAを挟んで2カ所に
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クラスターが存在するのが特徴的である。枯草菌を除くグラム陽性細菌では血aA下

流のDnaAboxクラスターのみが複製開始に必須であるが、枯草菌ではこの両方が必

須であり（Moriyaetal．，1992）、この領域間でDnaAの結合によりループ構造が形成

されると考えられている（YoshikawaandWake，1993）。事実、jnvjtroにおいて、そ

のループ構造が確認されている（Krauseetal．，1997）。

一方、血aA遺伝子は複製開始が特異的に阻害される大腸菌の温度感受性変異

体の単離とその解析によって発見された（vonMeyenburgandHansen，1987）。DNA

複製に関与する遺伝子は細胞増殖にも必須であり、非許容温度でDNA合成が阻害さ

れることにより、細胞増殖が停止する温度感受性変異株としてKohiyamaらにより最

初に単離された（Kohiyamaetal．，1966；Kohiyama，1968）。DNA複製の変異株の内、

伸長反応が阻害されるものは、非許容温度でもDNA合成が直ちに停止するが、開始

反応が特異的に阻害されるものは、非許容温度にしても進行中の伸長反応は最後ま

で進むため、DNA合成は徐々に停止する。Kohiyamaらに続いて、諸グループによ

り単離されたd朋Aの多くの変異は、そのすべてが開始反応のみを阻害した。そし

て、KornbergらによるjnvjtTOでの複製開始の再構築実験から、DnaAがイニシエー

ターとしての機能を持つことが証明された（FullerandKornberg，1983）。DnaAは現

在までに仝ゲノム配列が決定されたすべての真正細菌で高度に保存されており、真

正細菌に普遍的なイニシエーター蛋白質であると考えられている。

DnaAの構造はアミノ酸配列の保存性から4つのドメインに分けられる

（Messeretal．，1999）。N末端のドメインIは最も短いドメインである。それに続く

ドメインⅠⅠは保存性の低い領域で、ドメインⅠⅠⅠが最も保存されている。ドメイン

ⅠⅤもドメインⅠⅠⅠに次いで保存性が高い領域である（図3）。大腸菌ではド

InteractionwithDnaB

（24－86135－148）
＿＿＿＿＿　　　　　　　　　　＿＿＿．＿＿＿　　　■　　■l■l　　　　　．．

01igomerization

（1－86）

Ⅰ

（1－5‘）

ATPbinding

（168－236）

ⅠⅠⅠ

（130－350）

DNAbinding

（374－467）

図3．DnaAの構造
大腸菌DnaAのドメイン構造を示した。（）内はアミノ酸配列を表す。

8

L



メインIとIIの一部がDnaAの多量体形成と、DnaBヘリケースとの相互作用に必要

な領域であることが示されている（Suttoneta］．，1998；Weigeletal．，1999；Seitzeta］．，

2000）。ドメインⅠⅠⅠはATP結合ドメインで、多くのヌクレオチド結合タンパク質

との相同性が高い領域であり（SkarstadandBoye，1994）、ドメインIVの大部分は

DNAへの結合に必要な領域である（RothandMesser，1995）。また、ドメインIIIの

LLJ部もDnaBとの相互作用に必要であることが示されている（Seitzeta］．，2000）。

b．複製開始に関与するその他のタンパク質

複製開始には、DnaAの結合により解離したDNA上にヘリケースが導入され

ることが必要である。先に述べたように、大腸菌DnaAにはヘリケース（DnaB）と

相互作用するドメインがあり、このドメインとDnaB－DnaC（ヘリケースローダー）

複合体が相互作用し、ヘリケースが導入される（Fangerれ1999）。枯草菌では

DnaAとDnaC（枯草菌DNAヘリケース）以外に、3種類の複製開始に必須な蛋白

質（DnaB、DnaD、DnaI）が存在し、それらがヘリケースの導入に働いていると考え

られている。DnaIは大腸菌DnaCヘリケースローダーと相同性があり（Kooninand

Bork，1992）、酵母2ハイブリッド法で枯草菌DnaCヘリケースとの強い相互作用が

確認されている（Imaietal．，2000）。枯草菌DnaBは一本鎖DNAへの強い結合能を

持ち（Sueoka，1998）、大腸菌ヘリケースローダーも同様の活性を持つことから

（Learnetal．，1997）、枯草菌では大腸菌ヘリケースローダーの働きをDnaBとDnaI

の2つの蛋白で行っていると考えられている。DnaDは機能未知であるが、酵母2ハ

イブリッド法でDnaAと相互作用することが示されている（Ishigo－Okaeta）．，

2001）。

c．d朋A遺伝子の発現制御

大腸菌のdnaAはoTiCから約42kb（1min）離れた位置に存在し、L‾F流の

dnaN（DNAポリメラーゼIIIの／？サブユニットをコードする遺伝子）、1t，CF（DNA

組み換えに関与する遺伝子）とオペロンを構成している（Perez－Rogeretal．，1991；

QuinonesandMesser，1988；Sakakibaraetal，1981）。一方で、dnaNとTeCFはそれぞれ

のプロモーターからも転写される（Armengodetal．，1988）。dnaA遺伝子上流には2

つのプロモーター（血aAJpとd朋A勿）があり（Hansen，1982）、その2つのプロモ

ーターの間に1個のDnaAboxが存在し、そこにDnaAが結合することにより、dnzIA

の転写は抑制される。DnaA過剰発現株では両方のプロモーターからの転写が野生株

の25％まで減少し、dnaA温度感受性株では、非許容温度でDnaAによる自己抑制が

9
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Kuchereretal．，1986）。また、01jCプラスミドなどでDnaAboxを過剰に供給する

と、細胞内のDnaAがそれに結合するため、dnaAの自己抑制は解除され、転写が増

加する（Hanseneta）．，1987）。こうしたDnaAによる自己抑制の他に、dnaAの転写

はDammethylaseによるメチル化の影響も受ける。dnaAプロモーター付近には多く

のGATC配列（Dammethylaseの認識配列）が存在し、この領域のメチル化により

dnaAの転写は増加し（BraunandWright，1986）、逆に、dam変異株ではDnaA量が

野生株に比べ減少する（Landoulsieta］．，1989）。同調培養系で、経時的にdnaAの転

写を解析すると、複製開始直後から細胞分裂周期の約1／3の間血aAは転写されな

い（OgdeneraL1988）。その期間は血∂Aプロモーター領域が半メチルの状態（複

製後、片方のDNA鎖のみがメチル化されている状態）である期間と一致し

（CampbellandKleckner，1990）、複製開始後のdnaAプロモーター領域はoriCと同

様に（I－2－e参照）細胞膜に隔離されていると考えられている（Lueta］．，1994；

Ogdener正，1988）。こうした制御により、血aAの発現は細胞周期を通じて大きく

変動して、細胞分裂周期の1／3が過ぎると血aAの転写が始まり、一定期間経過す

るとその転写は停止する（Theiseneta］．，1993）。

－‥一方、枯草菌では、DnaAboxを含むプラスミドの共存はorjCからの複製に不

和合性を示し、大腸菌と対照的である（Moriyaeta］．，1988）。先に述べたように、

大腸菌ではDnaAboxを過剰供給しても、自己抑制が解除され、dnaAの転写が増加

するため、そのプラスミドは安定に維持される。しかし、枯草菌では、DnaAboxを

含むプラスミドを細胞に導入しても、dnaAの転写は増加せず（Moriyaeta］．，

1999）、染色体の複製開始が阻害される（図3）。枯草菌血aAのプロモーターは多

くのDnaAboxに挟まれているため、そのプロモーターからの転写はDnaAにより抑

制されると考えられる。事実、DnaAの温度感受性変異株を非許容温度で培養する

と、DnaAが不安定となり、分解されてその細胞内濃度は一時低下するが、ただち

にdnaAの転写量が増大し、タンパク量も野生株レベルに回復する（Moriyaetal．，

1990）。このように、枯草菌でも血aAの転写は自己抑制されていると予想できる

が、それはDnaAboxの供給によっては解除されないので、大腸菌のような単純な自

己抑制ではないと考えられるが、まだその制御の機構はわかっていない。

また、枯草菌では血a月の温度感受性変異株を非許容温度で培養し、複製開始

を抑制すると、血aAの転写も同時に停止する。その細胞を許容温度に戻して、複製

を再開させると、血aAの転写は複製開始後すぐに起こり、一定期間経過すると停止

する（Ogasawaraetal．，1985b）。この変異株では、非許容温度でdnaAの転写は起こ

らないにも関わらず、タンパク質合成を阻害するクロラムフェニコールの存在下で

許容温度に戻すと、新規のタンパク質合成なしに、複製は一回だけ開始する
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（Murakamietal．，1976）。これらの事実から、枯草菌では、DnaAは複製開始後すぐ

に、次の複製開始に必要な量が合成され、その後、転写は自己抑制されると予想で

きる。このように、枯草菌と大腸菌では血∂Aの発現様式が異なり、次で述べるよう

に、複製開始制御の機構も異なっている可能性を示唆している。

大腸菌

DnaAboxプラスミド　　　　　　　　DnaA

⊂）＿＝：∴こニ
ーlヽ■■ヽ′ヽ■W dnaAmRNA

ヲ写受㌍AT DnaAbox dhaA

⑳　◎　◎

0

「「
○

十

十

［コ／グ

自己抑制の解除

薗噂

複製開始

園田

DnaA

O O

◎

P血aA

DnaAbox

クラスターl

枯草菌

「′

0

DnaAboxプラスミド

○。⊂）

（加aAmRNA

血aA

［二ニコ

DnaAbox AT
クラスター2

0

自己抑制の持続

不和合性

図4．DnaAbox過剰供給の効果（大腸菌と枯草菌の比較）
大腸菌と枯草菌それぞれの01ゴCとdnaAプロモーター領域の構造を示し、DnaAboxを含むプラスミ
ドを細胞に導入したときの影響を模式的に示した。

d．複製開始時期の制御

先に述べたように、細菌では、DNA複製は細胞質量が一定量（開始質量）に

到達すると始まると考えられる。複製開始は新規のタンパク質合成を必要とする反
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応でもあり、複製開始時期は、細胞質量の増加と同調して合成されるタンパク質性

の因子によって規定されていると考えるモデルが提唱され（Autorepressormodel：

SompayracandMaaloe，1973）、その候補としてもっとも注目されたのがDnaAで

あった。

大腸菌では、DnaAの過剰発現により開始質量が減少することから、複製開

始時期は細胞内DnaA量によって決定される可能性が考えられた（Lobner－01esenet

a］．，1989）。その後、詳細な解析が行われ、DnaA量の増加に伴い、OriC数は野生株

の2倍程度まで上昇するが、同時に、強い複製伸長阻害も生じることが明らかにさ

れた（AtlungandHansen，1993）。また、dnaAの発現を人為的に制御できる系を構築

し、その発現を停止させてDnaAを枯渇させた後、3段階の強さで発現を再開させ

ても、DnaAの蓄積速度に関わりなく、一定量蓄積したときに複製は開始することが

示された（HansenandAtlung，1995）。先にも述べたが、大腸菌ではDnaAboxを過

剰供給するとdnaAの発現量も増加することから、細胞内のDnaAとDnaAboxの量

比のバランスは特定の値に保たれるように制御されていると考えられる。細胞内で

DnaAboxに対するDnaAの量比が最も高くなるのは複製開始直前であるので、複製

開始はDnaAとDnaAboxの量比によって決定されると考えるInitiatortitrationmodel

が提唱された（Hanseneta），1991）。このモデルでは、合成されたDnaAは、まず、染

色体DNA上に散在する親和性の高いDnaAboxに結合し、DnaAが十分量蓄積する

と、OriC内に存在する親和性の低い1つのDnaAbox（boxR3：SamittetaI．，1989）へ

結合し、複製開始複合体が形成され、複製が開始すると考えられている。事実、染

色体上には、OTiC以外にDnaAとの親和性の高いDnaAboxが多数存在し（Rothand

Messer，1998）、その内の一カ所のDnaAboxクラスター領域（datA）の欠失により

複製開始時期が早くなり（Kitagawaetal．，1998）、逆に、DnaAboxの過剰供給は複

製開始時期を遅延させる（Christenseneta］．，1999）。

こうした大腸菌で提示されているInitiatortitrationmodelでは、DnaAとDnaA

boxの量比によって複製開始時期が決定されると仮定されているが、この考えは過去

の解析結果や新たに行われた解析結果と一致していないことも指摘されている。

（1）開始質量は栄養条件により変動するので（Churchwardeta），1981；Freyeta］，

1981）、このモデルに従うと、DnaA量も栄養条件に応じて変動するはずであるが、

そのような変動は起こらない（Chiaramelloetal，1989；Freyeta］，1981）。（2）dnaA

の発現は低温で誘導され、14℃でDnaA量は37℃の2倍程度まで増加するが、開

始質量は変化しない（AtlungandHansen，1999）。（3）oriCを一部欠失し、プラス

ミド由来の複製起点を染色体に組み込んだ細胞では、染色体複製がそのプラスミド

の複製系に依存してランダムに開始するのに対し（KoppesandNordstrom，1986；
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Eliassonetal，1996）、その細胞に導入した01jCプラスミドは正常な細胞と同じ周期

で複製を開始する（EliassonandNordstrom，1997）。染色体の複製がランダムに開始

するので、細胞内のDnaAとDnaAboxの量比も無秩序に変動しているはずである

が、01jCプラスミドは正常な周期で複製を開始するので、Initiatortitrationmodelとは

大きく矛盾が生じる。

このように、Initiatortitrationmodelは多くの矛盾を抱えており、現在はDnaA

の活性変換やSeqAが関与する制御も合わせて幾つかの他のモデルが考えられてい

る。DnaAにはアデニンヌクレオチド結合部位があり、DnaAはATPとADPの両方

と高い親和性を持ち、ATP結合型のDnaA（ATP－DnaA）がjnvltroの複製開始に必

須である（Sekimizuetal．，1987）。ADP－DnaAとATP－DnaAはどちらも

TTATCCACAを基本とする9塩基対のDnaAboxには結合できるが（Schaperand

Messer，1995）、最近、ATP－DnaAのみが結合するATP－DnaAboxがotjCやdnaAの

プロモーター領域に同定され（AGatctを基本とする6塩基対からなる配列）、それ

らへのDnaAの結合が開始反応や、dnaAの転写抑制に必須であると提案されている

（Specketal．，1999；SpeckandMesser，2001）。こうしたATP－DnaAとADP－DnaAの

細胞内での比率は細胞周期を通じて大きく変動しており、複製開始直前にATP－

DnaAが増加し、複製開始が起こるとすぐにADP－DnaAが増加する（Katayama，

2001）。このことから、複製開始時期の決定にはDnaAの活性変換も重要であると

考えられている。また、SeqAは複製開始後の半メチル化状態にあるoJイCに特異的に

結合し、OrfCを細胞膜に隔離する働きを持っている（Luerれ1994）。この働きに

よって、2回以上の連続した複製開始を抑制しているが（ト2－e参照）、5eqA破壊

株では開始質量も減少することが示されている（Boyeerれ1996）。このことか

ら、複製開始時期の決定には、正の制御因子であるDnaAと負の制御因子である

SeqAのバランスが重要であると議論されている。しかしながら、これらのモデルは

開始質量を認識する機構を説明するにはまだ不十分である。

一方、枯草菌では血∂Aの発現制御が大腸菌と異なり、血aAは複製開始後の

一定期間しか転写されないことは先に述べた。このことから、DnaAは複製開始以前

から一回分の複製開始に十分な量が既に準備されていると予想される。また、枯草

菌では、DnaAboxを供給してもdnaAの自己抑制は解除されないので、DnaAと

DnaAboxの量比で複製開始時期が決定されると想定されているInitiatortitration

modelは考えにくいが、それに代わるモデルはまだ提案されていない。

e．2回以上の連続した複製開始の抑制機構

複製開始はその時期の制御と共に、2回以上連続して起こらないように厳密

13

」



に制御されている。この両方の制御によって、複製は正しい時期に細胞周期あたり

ただ一度だけ開始する。大腸菌では複製されたDNAは片方の鎖のみがメチル化され

た状態となり、この半メチル化状態の01jCからは複製が開始されない（Russeland

Zinder，1987）。新しく複製された半メチル化状態のDNAは、大部分が5分以仙こ

Damメチレース（DNA－adeninemethylase）によりメチル化され、仝メチル化状態と

なるが、OJゴC領域だけは細胞周期の約1／3もの間、半メチル化状態のままである

（Lueta）．，1994）。この一Eclipseperiod’と呼ばれる期間の存在にはSeqAが必要で、

半メチル化状態のotjCDNAに特異的に結合して01jCを細胞膜に隔離し、Damメチ

レースによるメチル化を抑制していると考えられている（Onogietal．，1999）。この

ため、複製開始は一Eclipseperiod’には起きない。

また、大腸菌では複製開始後にATP－DnaAが急速にADP－DnaAに不括化され

（Kurokawa，etal．，1999）、その不括化にはDnaN（β－SubunitofDNApolymeraseIII）

とHda（HomologoustoDnaA）が関与していると考えられている（Katayamaeta）．，

1998；KatoandKatayama，2001）。dnaAcos変異株では、このようなDnaAの不満化

が行われず、2回以上の連続した複製開始が起こり、細胞分裂や細胞増殖が阻害さ

れる（Kellenberger－Gujereta］．，1978；Katayama，1994；KatayamaandKornberg，

1994；KatayamaandCrooke，1995）。hdaの破壊によっても同様に連続した複製開始が

起こり、細胞増殖が阻害される（KatoandKatayama，2001）。こうした機構によって

2回以上の連続した複製開始が抑制され、IEclipseperiod’が過ぎたときには、DnaA

が染色体上のDnaAboxにタイトレートされており、複製は細胞質量が開始質量に達

し、新たに開始ポテンシャルが形成されるまで開始しない。

－一一方、枯草菌にはDamのようなメチル化のシステムは無く、SeqAやHdaも

保存されていないことから、大腸菌とは異なった制御系が存在すると考えられてい

るが、その制御に関わる因子はまだ発見されていない。

3．本研究の目的

複製開始制御に関わる因子として大腸菌で見いだされたSeqAやHdaは、

部のグラム陰性の腸内細菌にしか保存されてない。このことから、グラム陽性細菌

とグラム陰性細菌では複製開始制御の様式が大きく異なっている可能性が考えられ

る。枯草菌はグラム陽性細菌の代表として、古くから大腸菌と共に複製に関する研

究が盛んに行われ、染色体複製の機構の解明に大きく貢献してきた。しかし、複製

開始制御に関しては、まだ人腸菌に比べ未知な部分が多く、DnaA以外には、その制

御に関わる因子は発見されていない。そこで、本研究では枯草菌を用いて、複製開
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始制御機構の全容を明らかにすることを目的とし、以下の実験を行った。

枯草菌では大腸菌で提案されているInitiatortitrationmodelは考えにくいが、

新たな制御系を知るためにはDnaA過剰発現の効果を解析することは重安である。

そこで、dnaAの発現を人為的に制御できる菌株を作製し、DnaA宣の変動が複製開

始に及ぼす効果を解析した。また、本研究では、枯草菌YabAとSoj－SpoOJが複製開

始制御に関わる因子であることを見いだした。YabAは、最近、酵母2ハイブリッド

法による解析でDnaAと相互作用することが示されたタンパク質であり、複製開始

制御に関わっている可能性が考えられたので、yabA発現制御株を作製し、YabA量

を変動させ、その変動が複製開始に及ぼす効果を解析した。S叶SpoOJはこれまで染

色体分配に関わっていると考えられていたが、我々はこれらのタンパク質が複製開

始制御において重要な働きをしていることを見いだし、複製開始制御における役割

を解析した。
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ⅠⅠ材料と方法

1．材料

a．菌株とプラスミド

本研究で使用した菌株を表1に、プラスミドを表2に示した。また、各プラ

スミドの作製に使用した合成プライマーの配列を表3に示した。

b．培地

Lbroth（LB）

10g

5g

5g

Penassaybroth（PAB）

17．5g

S750－fumalate

lX

lX

O．1％

0．5％

BactoTryptone（Difto）

BactoYeastExtract（Difto）

NaCI

Perliter

Antibioticmedium3（Difco）

Perliter

S750Salts

Metals

Glutamate

Fumarate

10XS750Salts

O．5M MOPS

lOOmM　　（NH4）2SO4

50mM KH2PO4

KOHの涼加によりpH7．0に調整した。

100XMetals

O．2M

70mM

MgC12

CaC12
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5mM

O．1mM

lOO匹g／m1

2mM

O．5mM

YPDAmedium

20g

lOg

50ml

SDmedium

6．7g

lOOml

MnC12

ZnC12

Thiamine－HCI

HCI

FeC13

Diftopeptone

Yeastextract

40％glucose

perliter

Yeastnitrogenbasewithoutaminoacids

lOXdropsolution

Perliter

10Xdropsolution（withoutLysineandTryptophan）

300mg

1500mg

200mg

200mg

2（犯mg

300mg

200mg

500mg

200Omg

300mg

200mg

L－1soleucine

L－Valine

L－Adeninehemisulfate salt

L－ArginineHCI

L－HistidineHClmonohydrate

L－LysineHCI

L－Methionine

L－Phenylalanine

L－Threonine

L－Tyrosine

L－Uracil

Perliter

2．方法

a．大腸菌の形質転換とプラスミドDNAの調製
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大腸菌C600株、DH5α株、TC1963株にエレクトロボレーションでプラスミ

ドDNAを導入し、抗生物質を含むLBプレートで形質転換体を選択した。これを抗

生物質を含むLB培地10ml中で1晩培養し、アルカリSDS法（Sambrooke（a）1989）

でプラスミドDNAを抽出した。

抗生物質は以下の濃度で使用した。

アンピシリン　　　　　　50い′g／ml

テトラサイクリン　　　　10トtg／ml

スペクチノマイシン　　100匹g／ml

カナマイシン　　　　　　50けg／ml

b．塩基配列の決定

日的とする配列をPCRにより増幅し、それを鋳型にABI社のdRhodamine

TerminatorCycleSequencingReadyReactionあるいはBigDyeTM TerminatorCycle

SequencingReadyReactionを用いて付属のマニュアルに従い反応し、ABI310型シー

ケンサーで塩基配列を決定した。

c．枯草菌の形質転換

枯草菌の形質転換はKunstらの方法（Kunstetal．1994）に従い、形質転換体

の選択は各抗生物質を含むPAB寒天培地で行った。

抗生物質は以下の濃度で使用した。

エリスロマイシン　　　　0．5鵬／ml

クロラムフェニコール　　5匹g／ml

スペクチノマイシン　　100匹g／ml

テトラサイクリン　　　10トg／ml

ネオマイシン　　　　　　5トtg／ml

d．酵母の形質転換

18



酵母の形質転換はItoらの方法（ItoeraL1983）に従い、形質転換体の選択は

ロイシン、トリプトファンを含まないSD寒天培地で行った。

e．ノーザンハイプリダイゼーション

枯草菌RNAの調製：Igo＆Losickの方法に従って枯草菌から仝RNAを抽出

した（IgoandLosick，1986）。まず、細胞をPAB培地で0・D・6。。＝0・3まで培養し、集

菌した。その菌体に0．55mlのLETSbuffbr［100mMLiCl，10mMTris－HCl（PH7．4），1

％（w／v）SDS］、0．5mlのガラスビーズ（直径0．35－0．50mm）、0．5mlの水飽和フェノー

ルを加え、4分間ボルテックスミキサーを用いて激しく撹拝し細胞を破砕した。遠

心により細胞ザンサを除いた後、上宿に等量のphenol／chloroform／isoamylalcohol

（25：24‥1byvolume）を加えて撹拝し、遠心後、水層を回収した。この溶液に1／20量

の4MLiCl、2．5倍量のエタノールを加えて遠心し、核酸を沈殿させた。風乾後、

300ulの1％のDEPC処理水に溶解し、3倍量の4MNaOAc（PH6．0）を加え－20℃で1

時間放置し、遠心することによりRNAのみを再度沈殿させた。このRNAを50ul

のDPEC処理水に溶解し、260nmの吸収を測定し、濃度を求めた。

ノーザンハイプリダイゼーション：1％ホルムアミド変性ゲルを用いて5鵬

のRNAを電気泳動により分離し、ナイロンメンブランHybondTMN＋（Amersham）にプ

ロットした。80℃、3時間のベーキングによりRNAをメンブランに固定後、メテ

レンブルーでrRNAを染色し、泳動したRNA量がほぼ等しいことを確認した。

プローブには、以下のように調製したAnti－SenSeRNAを川いた。まず、T7

RNAポリメラーゼのプロモーター配列を付加したプライマーを用いてPCRで目的

遺伝子のコード領域約300bpを増幅し、アガロースゲル電気泳動後、このDNA断片

をBIO－RAD社のPrep－A－GeneDNAPurificationKitを用いて精製した。このDNA断

片を鋳型とし、BoehringerMannheim社のDIGLabelingKit（SP6rr7）を川いてT7RNA

ポ1）メラーゼによりDIG（digoxigenin）標識されたRNAプローブを作成した。

このRNAプローブとメンブラン上のRNAとのハイプリダイゼーションは

BoehringerMannheim社のDIGDetectionKitにより行った。ハイプリダイズしたシグ

ナルはkit中のAP（alkalinephospatase）標識抗DIG抗体と、蛍光色素CSPD（

C18H2。ClO7PNa2）をAPの基質として用いることにより、X線フイルム上に検目し

た。

f．ウエスタンブロソティング
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試料の調製：対数増殖期［0．D．（600）＝0．4］の菌液1mlから菌体を集め、I

nlg／mlのリゾチームを含む10％sucrose－50mMTris－HCl溶液48坤こ懸濁し、37℃、

5分間処理した。その後、等量の2×samplebuffer（5％glycerol，2％SDS，0・01％

BPB，2mMDTT）を加え、沸騰水浴中で5分間処理しSDSポリアクリルアミドゲル屯

気泳動の試料とした。

ウエスタンブロソティング：この試料中の蛋白質を10－20％のSDS－ポリア

クリルアミドグラデイエントゲルを用いて電気泳動し、分離した。タンパク質の染

色にはクマシーG－250を含むGelCodeBlueStainReagent（PIERCE）を使用した。分離

した蛋白質をPVDF膜HybondTM－P（Amersham）にプロットし、このメンブランをブ

ロッキング溶液（5％ドライミルク、30mMトリスバソファーPH7．4、200mM

NaCl）で処理した。続いて、一次抗体（枯草菌DnaAに対するウサギ抗体）と反応

させた後洗浄し、さらにHRP標識抗ウサギーヤギ抗体（BIOPAD）と反応させ

た。シグナルの検出にはECL＋Plus（Amersham）を使用した。

g．蛍光顕微鏡による変異株の細胞形態および核様体の観察

枯草菌をLBあるいはPAB培地を用いて37℃で培養し、対数士朗再期［0．D．

（600）＝0．4］で集菌した。その細胞を70％のエタノール中で4℃一晩処理し、固定し

た。固定した細胞を10mMTris－HCl（PH7．5）で3回洗浄後、10mMTris－HCl（PH7・5）－

10mMMgC12緩衝液に懸濁し、Poly－L－Lysine処理したスライドグラス上に塗布し

た。風乾後、DAPI染色し、落射蛍光顕微鏡（オリンパスBX50－FLA－PDH）で観察し

た。さらに、カラー冷却CCDカメラ（C5810Hamamatsu）を用いて蛍光像を取り込

んだ。

h．フローサイトメーターを用いた細胞内orfC数の測定

枯草菌をPAB培地を用いて37℃で培養し、対数増殖期【0．D．（600）＝0．4］で

その一部を取り、集菌し、さらに細胞を70％のエタノールを用いて細胞を固定した

（TO試料）。残りの培養液は、クロラムフェニコール（最終濃度200鵬／ml）を加

え、さらに5時間培養した後、集菌し、細胞固定を行った（T3試料）。固定した細

胞を10mMTris－HCl（pH7．5）で3回洗浄後、10mMTris－HCl－10mMMgC12緩衝液

に懸濁した。その後、ミスラマイシン（0．09mg／ml）－エチジウムブロマイド（0．02

mg／ml）溶液を加え、BRYTEHSフローサイトメトリーシステム（BIORAD）を川

いて細胞内orfC数に相当する染色体DNA数を測定した。
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表1．本研究に使用した菌株

菌株　　　　　　　　　　　遺伝子型　　　　　　菌株の由来あるいは参考文献

且5UわJfJf5

CRK6000　　　　　　　　J）UrAJ良川efβ5，加5Aj，gUaβ．

dnaA欠失株（NTS6311）　cRK6OOO，SPOII〃：：PRKl（OTiN），△dnaA（ochremutation）．

DnaA過剰発現株

（NIS2020）

DnaA－DnaN過剰発現株

（NIS2021）

CRK6000，PutA：：PtpmH－JacO－dnaA．

NIS2020，pUrA：：PJpm〃－ノ肛0－（加aん血aN．

DnaA－DnaN過剰発現、dnaA欠失株

（NIS2〔）22）

γaわA破壊株

γ∂bA発現制御株

5pOOノーg々）株

5POOJ破壊株

叩ト5P劇J欠失株

Spj過剰発現株

Sqj－SpoOJ過剰発現株

SpoOJ過剰発現株

SpoOJ過剰発現株

s可J2株

s可J6株

叩0〃り株

叩0〃J4株

、、J－‘…J7什

g．coJf

C600

DH5α

TC1963

∫．cerevJ5J∂e

AH109

NIS202l，△dnaA（OChremutation）．

CRK6000，△yabAnpYOl（specr）

CRK6000，△yabAnpYOl（specr），amyE：：Pspac－yabA．

CRK6000，SpO〃－g々）

CRK6000，5PO〃：：e汀nC．

CRK6000，△sQi－SPOa］npYO3（tetr）

CRK6000，amyE：：Pspac－SQ］．

CRK6000，amyE：：Pspac－SQ）－SPOOJ．

CRK6000，amyE：：Pspac一叩00J・

（SDノアm〃）

CRK6000，amyE：：Pspac－SDTPmH－SPOOJ．

CRK60OO，amyE：：Pspac－SqiI2－SPOOJ．

CRK6000，amyE：：Pspac－SQj16－SPOOJ・

CRK6000，∂mγE：：P叩aC－5り－SPO〔1〃j．

CRK6000，amyE：：Pspac－SQ）－SPOOJI4・

CRK6000，amyE：：Pspac－SQ）－V）00J17・

叫媚44，わ5d尺，山一りわトりeuβ6，ノ肛yい0〃A2J．

SuPE44，△1acU169（≠80IacZ△M15），hsdR）7，tt！CAl，endAI，

gJrA夕6，rJ】トJ，代〟＝．

dnaA46int（mini－Rl）RBl－dnaA：：）acZ，at7］D］39．△（ara，）eu）7697，

△ねcズ刀，g∂ル，gaノK，5frA．

MA乃，rワト夕刑，kリブーj，JJ2，UJⅥj－52，厨5－200，gaJ4△，g∂JβOJ，

LY52了ニGAい【ノA5－GAいmm－〃J5j，M占い，

GAL2uA5－Gノ4L2mm－ADだ，

U尺Aj＝MgLJuA5－MEいmm－ねcZ・

Moriyac∫aL（1りり0）

Hassanef∂J．，（1997）

今井（1ウリ6）

PSM5100→NIS2020

NIS6二弓11ゲノム→

NIS2021

PYOOl→CRK6000

pYOO2→γJiわA破壊株

Imaie一正，（2000）

研究室ストック

PYOO3‾ナCRK60（附

pYOO4→CRK6000

pYOO5→CRK6000

PYOO6‾→CRK6O（X）

PYOO7→CRK（i（）（旧

pYO31→画一叩0〃欠失相

pYO32→5旬－5PO（〃欠実相

pYO33→叫－5pO〃欠実相

pYO34→叫一岬0〃欠失梢

pYO35→叫一5p（｝〃欠矢椅

研究室ストック

研究室ストック

Andrupe（a］（1988）

CLONTECH

→は形質転換を示す
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表2－1．本研究に使用したプラスミド

プラスミド　　　　　作成方法とプラスミドの説明　　　　　入手先と参考文献

pSM5100

pBR322

pDLT3

PYOOl’

pYOOl

PYOO2

PYOO3’

PYOO3

PYOO4

pYOO5

pYOO6

pYOO7

pGBT9

PGBT9－d旧A

pGBT9－dJl∂N

pGBT9一γabA

pGAD424

PGAD424－dnaA

PGAD424－d胴N

PGAD424－γaわA

図6

大腸菌で複製できる複製起点と、大腸菌での選択マーカーとして用いるアンピシリ
ンの耐性遺伝子（bJ∂）をコードしているプラスミド。

大腸菌で複製できる複製起点と、bノ∂、枯草菌での選択マーカーとして用いるクロラ

ムフェニコール耐性遺伝子、IPTGで発現が制御できるP5p∂Cをコードしているプラ
スミド。

プライマーセットYOFFOトYOFROlとYOBFOl－YOBROlで増幅したyabA上流断
片（Hind‖l－XhoI）と下流断片（XhoトBamHT）をpBR322のHindJJl－BamHIサイ
トにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOSPFOl－YOSPROlでS．aureusゲノムDNA（トランスポゾン

Tn554：Murphye†aL，1985）より増幅したプロモーター配列を含むスペクチノマイシ
ン耐性遺伝子をpYOOl’のガム0Ⅰサイトにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOFO2－YORO2で増幅したSD配列を含むyabA全長をpDLT3
の11indIH－BamHIサイト（Pspacプロモーターの下流）にクローニングしたプラス
ミド。

プライマーセットYOFFO3－YOFRO3とYOBFO3－YOBRO3で増幅しtsQi上流断片
（HjndIll－Xbal）とspou下流断片（XbaトBamH］）をpBR322のflindlIIrBamHI
サイトにクローニングしたプラスミド。

pBEST307（Itaya，1992）よりXbaIで切り出したテトラサイクリン耐性遺伝子を
pYOO3■のズb∂1サイトににクローニングしたプラスミド。

OguractこIl・，2（）m

研究室ストック

Moriyaclal・，1998

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

プライマーセットYOFO4－YORO4で増幅したSD配列を含むsQj全長をpDLT3の
flindIII－BamHlサイト（Pspacプロモーターの下流）にクローニングしたプラスミド。　本研究

プライマーセットYOFO5－YORO5で増幅した画のSD配列からspouの停止コドン
までをpDLT3のBamHlサイト（Pspacプロモーターの下流）にクローニングしたプ
ラスミド。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　本研究

プライマーセットYOFO6－YORO5で増幅したSD配列を含むspooJ全長をpDLT3
のβ∂m川サイト（Pspacプロモーターの下流）にクローニングしたプラスミド。　　　　本研究

プライマーセットYOFO7－YORO5で増幅したTPmHのSD配列を含むsp（勅J全長を
pDLT3のBamHIサイト（Pspacプロモーターの下流）にクローニングしたプラスミド。本研究

酵母と大腸菌で複製可能な複製起点、GAL4DNAbindingドメイン、酵母（トT）プトフ
ァン合成遺伝子）と大腸菌（bIa）での選択マーカーをコードしているプラスミド。　　　CLONTECH

pGBT9のBamM－PstlサイトにdnaA（TnrSt5aa）をクローニングしたプラスミド。IsigoLOkaetal．，2OOl

プライマーセットYOFll－YORllで増幅したdnaN全長をpGBT9のBamHトPstI
サイトにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOF12－YOR12で増幅したyabA全長をpGBT9のEcoRl－B：lmHl
サイトにクローニングしたプラスミド。

酵母と大腸菌で複製可能な複製起点、GAL4アクチベーションドメイン酵母（ロイシ
ン合成遺伝子）と大腸菌（bla）での選択マーカーをコードしているプラスミド。

本研究

本研究

CLONTECH

pGAD424のβamHI一朽rIサイトにd朋A（上流5アミノ酸欠失）をクローニング
したプラスミド。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ishigo－Okaetal．．2州l

プライマーセットYOF‖－YOR11で増幅したdnaN全長をpGAD424のBnmHJ－
Psrlサイトにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOF12－YOR12で増幅したyabA全長をpGBT9のEcoRl－BnmHI
サイトにクローニングしたプラスミド。

本研究

本研究
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表2－2．本研究に使用したプラスミド

l

F

巨

：．

．i

l

プラスミド　　　　　作成方法とプラスミドの説明　　　　　入手先と参考文献

PYO31

pYO32

pYO33

pYO34

pYO35

プライマーセットYOF3l－YORO5で増幅したsQjのSD配列から叩O（〃の停止コドン

までをpDLT3のBamHlサイトにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOF32rYORO5で増幅したsQjのSD配列からspoOJの停LLコドン

までをpDLT3のBamHlサイトにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOFO5＿YOR33とYOF33－YORO5で増幅した断片を、プライマー

セットYOFO5－YORO5でPCRライゲーション法により接続し（sqi－SPOOJ］3断片）、

pDLT3のBamHJサイトにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOFO5＿YOR34とYOF34－YORO5で増幅した断片を、プライマー

セットYOFO5LYORO5でPCRライゲーション法により接続し（sQjrspou］4断片）、

pDLT3のBamHIサイトにクローニングしたプラスミド。

プライマーセットYOFO5＿YOR35とYOF35－YORO5で増幅した断片を、プライマー

セットYOFO5－YORO5でPCRライゲーション法により接続し（sqi－SPOu17断片）、

pDLT3のBamHlサイトにクローニングしたプラスミド。

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究
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表3．本研究に使用した合成プライマー

プライマー　　　　　　　　　　　　　　　配列

YOFFOI

YOFROI

YOBFOI

YOBROI

YOSPFOI

YOSPROl

（〃血dⅢ）

（ガムpl）

（ズわ0Ⅰ）

（β∂mHり

（βamHl，EcoRI，ズカ0Ⅰ）

（〃血dIlI，〟p〃1，ズわ0Ⅰ）

YOFO2（〃血dIII）

YORO2（BamHI）

YOFFO3

YOFRO3

YOBFO二号

YOBRO：弓

YOFO4

YORO4

YOFO5

YORO5

YOFO6

YOFO7

（β∂mHI）

（ズわal）

（ズb∂り

（〃血dIII）

（〃血dItl）

（βamHl）

（β∂mHI）

（βa〃1HI）

（β∂mHり

（βamHl）

YOFll（βamHI）

YORll（PsEI）

YOF12（gcoRl）

YOR12（β∂mHl）

YOF31（βa汀IHI）

YOF32（βaJ刀HI）

YOF：弓3

YOR3二号

YOF：弓4

YOR34

YOF：弓5

YOR：弓5

aagaagCIT CACTGCTGACGGCCG

CtCCtCgag CGTTAATCTGTGGTTTGTGC

CIcctcgag CTTCCGCATAAGACGGGAGC

ggaggatccGCGATTCGGAGATGCTCG

g2a22atCC2aattCCtC2aどTTCAAAAATTATATGGAG ATCTG

aa2aa2Ct一望EtaCCCtCビaEGTTATTGCAATAAAATTAGCC

aagaagcttGCACAAACCACAGATTAACG

ggaggatccTATGCGGAAGCCmTCCC

ggaggatccGATGGCATGGCGAGAGCGG

tct tct agaCATGAACATGTACTATCTTGC

tc‖ct aGAGCTTTTGTCTGA ACG AG

aagaagcttGAACAGACCGTTCAACCGG

aagaagcttGATAGTACATGTTCATGTG

ggaggatCCAAGGCC11TAGCCATTCGC

ggaggatccGATAGTACATGTTCATGTG

ggaggatcCAITTATGATTCTCGTTCAGAC

ggaggatccrrTAGATrTTrAGCAAAGGAAGTGGCTG

ggaggatcccagctattcctc gagggaggtgtc ataaATGGCTAAAGGCCT

TGG AAAAGG

ggaggatccGTATGAAATTCACGATTCAAAAAGATCGTC

Ct榊TTAATAGGTTCTGACAGGAAGG
gaagaattcTTGGATAAAAAAGAGrrrAmG

ggaggatccCTATTTmATTTAAGAATGACAG

ggaggatccGATAGTACATGTTCATGTGAAAGTAGGTGACATCGT

GGG AAAAATCATAGC AATTACGAACCA AAA AGtCGG GG

ggaggatccGATAGTACATGTTCATGTGAAAGTAGGTGACATCGT

GGG AAA AATCATAGCAATTACGAACCA AAA AGG CGG GGTCG

G CCA AAC AACG

CCA AGA AAACACGCTGATGACGAG G

CCTCGTCATCAG CGTGTTTTCrrrG G

CGG CGTTTTGCAGCG GCA AAG C

GCTTTGCCGCTGCAAA ACG CCG

CGTTAATGAGGGGAArrTG C

GCAATTCCCCTC ATTAACG

大文字はテンプレートDNAとアニールする配列、小文字はタグとして付加Iした配列、太字は甲m〃

のSD配列、下線は制限酵素の認識配列で、（）内にその制限酵素名を示した。
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ⅠⅠⅠ結果

1．DnaA量の変動が複製開始に及ぼす効果

a．DnaA過剰発現株の解析

大腸菌のInitiatortitrationmodelでは、DnaAの過剰発現やDnaAboxクラスタ

ー（datA）の欠失で複製開始時期が早まることから、複製開始時期はDnaAとDnaA

boxの量比によって決まっていると考えられている。枯草菌では、d朋Aの発現制御

が大腸菌と異なるので、Initiatortitrationmodelは考えにくいが、DnaA過剰発現の効

果を解析することは重安である。その目的で、当研究室において、dnaAの発現を染

色体上の別の位置（puJA領域）から人為的に制御できる菌株が作製された（今井、

1996）。その株には、IPTGで発現制御可能なプロモーター（枯草菌TPmHプロモー

ターと大腸菌Jacオペレ一夕ーとの融合プロモーター）と血aAが結合してpu∫仏領

域に組み込まれており、0，5，10，20，50匹MIPTGで発現誘導すると、DnaA量はそれ

ぞれ野生株の1．1，l．8，2．3，3．0，4．8倍になる（図5－A，B）。しかし、この株は50いノM

IPTGを添加したとき、液体培地では一定期間増殖できるものの、寒天平板上にはコ

ロニーを形成せず、100LLMIPTGでは液体培地でも培養できなかった。20匹MIPTG

を含む液体培地で培養した細胞をDAPI染色し、蛍光顕微鏡下で観察すると、細胞

は伸長し、核様体の分布も異常であった（図5－C）。このような細胞形態の異′訂は

SOS応答が誘導されたときによく観察されることから、SOS応答時に発現が誘導さ

れるdinCプロモーターの活性を指標にSOS応答の有無を調べた。その結果、DnaA

量の増加と共にこのプロモーター活性が増大したので、この細胞ではSOS応答が誘

導されていることが明らかとなった（今井、1996）。SOS応答は複製伸長阻害に

よっても誘導されることが知られており、観察されたSOS応答は、DnaA過剰発現

によってDnaNが枯渇し、それが原因で複製伸長阻害が起きて誘導されたと考えら

れた。

b．DnaAによるdnaA－dnaNオペロンの転写制御

枯草菌dnaAの下流にはdnaNがコードされ、dnaAの上流にはDnaAboxが

クラスターを形成している。枯草菌ではこれまでに（加aAとd胴Ⅳがオペロンを形成

し、その発現はDnaAによる制御を受けていると考えられていたが、そのことはま

だinYIYOで証明されていなかった。我々はDnaA過剰発現によって引き起こされた
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A

B

C

P′ア椚〃－JαCO

■　　　　■　　　　　　　　　　　　　＿＿

刀7山一ク〟J止　　　血A　　ねcJ c（‡J J用y－）ツズA

野生株

mG（匹M）

相対値

0

1，0

NoIPTG

血aA過剰発現株

0

1．1

5

1．8

10　　　20　　　50

2．3　　　3．0　　　4．8

20けMmG

図5．DnaA過剰発現株の構造、DnaA発現量の解析、及び細胞形態の観察
A：M過剰発現株の即d領域
血血道伝子をpurA領域にmGで発現誘導可能なP草m〃一九忙0と結合して組み込んでいる。
c融：クロラムフェニコール耐性遺伝子、ねcJ：大腸菌由来ねcオペロンのDNA結合型転写抑制蛋白
質をコードする遺伝子
B：各mG濃度におけるmaA発現量のウエスタンプロット法による解析

各バンドのシグナル強度をNIHmageで定量し、野生株との相対値で表した。1m濃度が高いサン
プルはシグナル強度が高く検量線が直線にならないので、実際の定量には希釈したサンプルを用い
た。
C：蛍光顕微鏡による加過剰発現株の細胞のDAPI像
20mMImを含むPAB培地で0．D．（600）＝0．2まで培養したDnaAiB剰発現の細胞をエタノールで

固定後、DAPl染色し、蛍光顕微鏡で観察した。囲中のバーは10岬lのスケールを表す。

複製伸長阻害がDnaAによるdnaA－dT］aNオペロンの転写抑制、すなわちDnaN

（DNAポリメラーゼⅢのβサブユニット）枯渇が原因であると予想した。そこ
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で、DnaA過剰発現株とdnaA欠失株を用いてDnaA量を変動させ、dnaAとdnaNの

転写単位とその発現変化をノーザンハイプリダイゼーションで解析した。血∂A欠失

株では、血aAが複製開始に必須な遺伝子であることから、叩0〃〃領域に納豆菌低コ

ピー数プラスミドpLS32の複製起点を組み込み、複製開始をプラスミドの複製系に

依存させた上で、dnaAにオーカー変異を導入している（Hassanetal．，1997）。この

ため、この株ではd朋Aの転写産物は野生株と同じサイズで検出できる。

野生株では、血aAプローブで血aA単独の約1．7kb（矢印③，図6－C）と

血aA－d朋Ⅳオペロン由来の約2．9kb（矢印①，図6－C）の転写産物が検出された（図

6－A；レーン1）。dnaNプローブでも約2．9kb（矢印①，図6－C）の転写産物が検

出できたことから、d朋Aと血aⅣはオペロンを形成していることがわかった（図6－

B；レーン1）。また、d朋Aとd朋Ⅳの間にはp非依存性ターミネーター様の配列が

存在し、血aA上流のプロモーターからの転写が一部この領域で停止すると予想され

る。そのために、血aAプローブで血aA単独のサイズに相当する転写産物も検出さ

れたと考えられる。

dnaA欠失株では、dnaAプローブで約1．7kb（矢印③，図6－C）と約2．9kb

（矢印①，図6－C）のバンドが、dnaNプローブでは約2．9kb（矢印①，図6－C）の

バンドが増加し、d朋Aプロモーターからの転写量が増加していることがわかった

（図6－A・B；レーン2）。また、この株では血∂Ⅳプローブで他のレーンで弱く検

出されていた血∂Ⅳ単独のサイズに相当する転写産物（矢印④，図6－C）も増加した

（図6－B；レーン2）。血aA内部から血aⅣ上流までの領域とレポ一夕一道伝子と

して耐熱性菌由来のβ－ガラクトシダーゼをコードする短aBを融合させ、LacZ活性

を指標にこの領域のプロモーター活性を測定したが、活性は全く検出されなかった

（結果は記載しない）。このことから、d朋Ⅳ単独の転写産物は血aA－dnaⅣオペロン

として転写された後、プロセッシングを受けて切断された可能性が高いと考えられ

る。

DnaA過剰発現株では、涼加したIPTG濃度の上昇に伴いdnaAプローブで約

1．7kbのバンド（矢印③，図6－C）が、dnaNプローブでは約2．9kbのバンド（矢印

①，図6－C）が減少し、血∂Aプロモーター活性が抑制されていることがわかった

（図6－A・B；レーン3～6）。しかし、dnaAプローブでは約2．9kbのバンド（矢

印②，図6－C）がDnaA過剰発現株で増加していた（図6－A；レーン3～6）。

血aAプローブはd朋A一血aⅣオペロン由来の転写産物にハイプリダイズするが、pU∫仏

領域に挿入した血∂A由来の転写産物ともハイプリダイズする。IPTG涼加濃度のⅠ二

昇に比例して、この約2．9kbのバンドが強くなること、pUJ仏領域の血∂A－ねcJの良さ

がこの2．9kbとほぼ一致することから、この転写産物はpリノ仏領域に挿入したdn∂A
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由来のものであると考えられる。

以上の結果から、血aAと血aⅣはオペロンを形成し、このオペロンの転写は

DnaAによる負の制御を受けることがわかった。このことから、DnaA過剰発現株で

観察されたDnaA量の増加に伴う複製伸長阻害はDnaN枯渇が原因である可能性が

極めて高くなった。そこで、血aAの発現誘導時に、血aⅣも増加できる菌株を作製

した。

A

2・8－＼無針率壊纏轟覿霊
壬二三＝宰棋均頼擁
（kb）

B

2．8・・・－

l．9一－

1．6－－

l．0－

（kb）

1

革帯

2

貴岩音

3

鱒鱒

C

一←（釘　　a

′睾

藻粟

′三√当

4　　5　　6

壊麺打壊壷結♯章一←①

一←④

b

Pl加αA

d〃〟A d〃〟〃

③17kb　　　④12kb

①2．9kb

PJp〝‡〟・ねcO

d〃〝A J〟CJ

l　　　　　】

②2．8kb

図6．DnaA過剰発現株とdnaA欠失株を用いたdnaA－dnaNオペロンの転写解析

A，Bにはそれぞれ血aA及び血∂Ⅳプローブを用いて得られたノーザンハイプリダイゼーションの結

果を示した。矢印は検出されたバンドを示し、その番号はC，Dの模式図に示した予想転写物の番号

と一致している。レーン1：野生株、レーン2：dnaA欠失株、レーン3－6：0，5，10，20FLMIPTG

存在下で培養したDnaA過剰発現株

C－a，bにはそれぞれorLC領域、DnaA過剰発現株のpuTA領域の遺伝子構成を示した。また、予想

される転写物とその長さそれぞれの遺伝子構成の下に示した。使用したプローブの位置は灰色の太

線で示されている。

c．DnaA－DnaN過剰発現株の作製

血∂Aと血aⅣの発現を同時に制御できる菌株を作成するためのプラスミド

psM5100を作成した。このプラスミドは、DnaA過剰発現株のpu〃1領域に組み込

まれたP叩m〃－ねcOの制御下にある血aAの下流に、さらに血aⅣを挿入することを
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目的として、血。Aの5∂JI切断部位から下流の領域、血aN全長、tetr（枯草菌での選

択マーカーであるテトラサイクリン耐性遺伝子）を持っている（図7－A）。このプ

ラスミドを用いてDnaA過剰発現株を形質転換し、Pu頭領城のdnaAf流にdnaNを

導入した（図7－A）。このプラスミドはpu∫仏領域のd朋A以外に、OrfC領域の

血。A＿血。Ⅳオペロン部位でも組換えを起こす可能性があるが、OrfC領域で組換えを

起こした形質転換体はIPTG添加に伴い複製伸長阻害が生じ、生育できない。そこ

で、形質転換体の選択は10pg／n11のテトラサイクリンと50uMIPTGを含む培地で

行った。得られた形質転換体で目的の位置にプラスミドが挿入されていることを

PCRで確認した（結果は記載しない）。

d．DnaA＿DnaN過剰発現株の細胞形態の観察

DnaA過剰発現株ではDnaA量の増加に伴い複製伸長阻害が生じ、増殖速度

が低fしていた。ところが、本研究で作成したDnaA－DnaN過剰発現株では、DnaA

量を増加させてもその増殖速度は低下せず、野生株と同じであった。このことは

D。aA＿DnaN過剰発現株では複製伸長阻害が起きていないことを示唆している。複製

伸長阻害が起きると細胞は伸長するので、DnaA－DnaN過剰発現株でこの阻害が起き

ていないことを確認するために、この細胞をDAPI染色し、蛍光顕微鏡下で観察し

た。その結果、DnaA過剰発現株では20pMIPTGを含む培地ですると細胞が仲良し

ていたのに対し（図5－C）、DnaA－DnaN過剰発現株では同量のIPTGを添加しても

細胞の伸長は観察されず、核様体の分布も正常であった（図7－B）。これらのこと

から、D。aNの供給により、DnaA過剰発現に伴う複製伸長阻害は取り省かれること

がわかった。

e．DnaA量の変化が複製開始に及ぼす影響

これまでの解析から、DnaA－DnaN過剰発現株ではDnaA量を増加させても複

製伸長阻害は起こらないことがわかり、この株を用いることによって、複製開始に

おけるD。aA過剰発現の影響を正確に解析することが可能となった。しかし、この

株では、発現制御可能なpu∫仏領域（P∫叩｝〃」acO制御下）のdnaAと本来の位置

（。dC領域）の血∂Aが共存しているため、DnaA量が減少した場合の影響を解析す

ることができない。そこで、本来の位置の血aAにオーカー変異を導入し（5番目の

アミノ酸をコードするコドンをオーカーに代えた）、d朋Aの発現が完全にP∫pm〃－

］acOで支配される菌株を作製した。（図8－A）。ところが、この株をIPTGを含ま

ない培地で培養すると野生株と同じ速度で増殖した。このときのDnaAをウェスタ
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図7．DnaA－DnaN過剰発現株の作製とその細胞形態と核様体の分布
A：DnaA＿DnaN過剰発現株作製模式図

psM5100をDnaA過剰発現株のpuTA領域に存在するdnaA（SalI切断部位下流）に1重交差で
組み込んだ。形質転換体はテトラサイクリンと50岬IPTG（血C領域への組み込みは生育でき
ない）を含む培地で選択した。

psM5100：pBR322にdnaA遺伝子の5alI切断部位から下流の領域、dnaN遺伝子全長、Ietr（枯
草菌での選択マーカーであるテトラサイクリン耐性遺伝子）が図に示すように挿入されてい
る。
地‥アンピシリン耐性遺伝子、C∂r：クロラムフェニコール耐性遺伝子、JacJ‥大腸菌由来1acオ
ペロンのDNA結合型転写抑制蛋白質をコードする遺伝子

B：蛍光顕微鏡下で観察したDnaA－DnaN過剰発現株の細胞のDAPl像

20uMIPTGを含むPAB培地で0・D・（600）＝0・2まで培養したDnaA－DnaN過剰発現株の細胞をエ
タノールで固定後、DAPI染色し、蛍光顕微鏡で観察した。国中のバーは10岬のスケールを表

ンプロット法で検出し、そのシグナル強度をNIHimageで定量した結果、DnaA量は

野生株の約20％であった（図8－B）○これは、IPTGを含まない培地でも、LacIリ

プレッサーによる抑制が不十分であるため、pu∫A領域のプロモーターからの漏れで

血。Aが発現しているからであると考えられる。

野生株とDnaA－DnaN過剰発現株（IPTGを0－100uMの範囲で培地に添加）

をPAB培地（富栄養培地）で対数増殖期まで培養し、タンパク質合成阻害剤である

クロラムフェニコールを添加（新規の複製開始を阻害）し、さらに5時間培養（進

行中の複製が終了）した細胞の細胞内DNA量（細胞内血C数に相当）をフローサ

イトメーターにより測定した。クロラムフェニコールの添加により、新たな複製開

始は阻害されるが、複製伸長は継続する○この薬剤の存在下で培養することによ
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図8．oLjC領域のdnaAにオーカー変異を導入したDnaA－DnaN過剰発現株の構造、
及び、DnaA発現量と複製開始の解析
A：OTjC領域のdnaAにオーカー変異を導入したDnaA－DnaN過剰発現株の構造
B：DnaA発現量のウエスタンプロット法による解析

各バンドのシグナル強度をNIHimageで定量し、野生株との相村値で表した。IPTG濃度が高いサン
プルはシグナル強度が高く検量線が直線にならないため、実際の定量には希釈したサンプルを用い
た。
C：DnaA－DnaN過剰発現株のフローサイトメトリー

PAB培地で増殖している対数増殖期の培養にクロラムフェニコールを添加し、さらに5時間培養し
た細胞を解析した。
D：野生株のフローサイトメトリーと開始質量の計測方法

a：クロラムフェニコール処理後の細胞のDNAhistogram．b：村数増殖期の細胞のLightscatter
Ilistogranl．

開始質量の計測方法を野生株の例で以下に示す。まず、DNAhistogramから黒で示した4つの複製起
点を持つ細胞（複製開始前の細胞）と白で示した8つの複製起点を持つ細胞（複製開始後の細胞）
の比を求め、その値を元にLightscatterhistogramから複製開始が起こる細胞質量（Mi：Cell
massatinitiation）を求める。その値を複製開始前の細胞に存在するoTjC数、この場合は4、で割った
値が開始質量（複製開始が起こるorfC数あたりの細胞質量）である。
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り、複製は最後まで進行し、フローサイトメーターでこの細胞のDNA量を測定する

とそれは細胞内に存在する染色体数を計測することになる。また、この染色体数

は、クロラムフェニコール涼加時に存在した複製開始点数に合致する。この原理

で、細胞内0再C数を測定することができる○フローサイトメトリーの結果、野生株

では、大部分が4個のorfCを持つ細胞（複製開始前の細胞）で、一部が8個のorfC

を持つ細胞（複製開始後の細胞）であることがわかった（図8－D）。複製開始後の

細胞数がかなり少ないことから、複製は細胞分裂の直前に開始していることがわか

る。

一方、IPTGを含まない培地で培養したDnaA－DnaN過剰発現株には、OriCを

2個持つ細胞、3個持つ細胞、そして4個持つ細胞の3種類が混在していた（岡8－

c）。このことから、この条件下では、複製開始の同調性（細胞内に複数個存在する

。rfCが同時に複製を始める現象）が失われ、細胞内に開始が遅れた0再Cが存在する

と思われる。このような場合、正確な開始質量を求めることができないので、細胞

あたりの平均の。再C数と平均の細胞長を算出し、それらの値から0再Cあたりの細

胞質量（Mass／origin）を計算した○その結果、DnaA量が野生株の20％に減少す

るとMass／originは野生株に比べ約30％上昇し、全体として複製開始時期が遅くな

ることがわかった（表4）。増殖速度や細胞長が変化すると、フローサイトメトリ

ーのパターンも変化するが、表4に示すようにこの培養条件では増殖速度も細胞長

も野生株とほぼ同じであった。5あるいは10pMIPTGを加えたときには、DnaA量

が野生株のそれぞれ約80％と約130％で、（図8－B）開始質量も野生株とほぼ等

しかった（図8－C）。これらの結果から、複製開始の同調性の維持や∴l－Eしい時期

に複製が開始されるためには、野生株レベルのDnaA量があれば十分であり、DnaA

による転写制御は必要でないことがわかった。

20pMIPTG存在下では、DnaA量は野生株の約1・5倍になり、OTiCを8個持

っ細胞の割合が少し上昇し、開始質量が野生株に比べ約10％減少した（図8－B，C，

表4）。DnaA量が約3．3倍増加すると（50pMIPTGの涼加）、さらに01jCを8個

持つ細胞の割合が上昇し、Mass／originが野生株に比べ約15％減少し（図8－B，C，

表4）、全体的に複製開始時期が早くなっていることがわかった。このとき、OrfC

を5～7個持つと思われる細胞も検出された（図8－C）。これは、クロラムフェニ

コール存在下での培養で複製が終了していないために、本来は8個の0再Cを持つ細

胞であるにも関わらず、そのDNA量が少ないためにこの位置に検出された可能性も

考えられた。しかし、サザンプロット法で同じサンプルのorfCと妃rCの比率を調べ

たところ、その量比はほぼ1であった（結果は記載しない）。従って、0再Cを5、
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7個持つ細胞に相当するピークの存在は、複製伸長阻害が原因ではなく、開始の同

調性が乱れ、細胞内で開始を早めたoriCが存在するためであると考えられる。DnaA

量をさらに増加（100巨MIPTGの涼加）させても、Mass／originはそれ以上減少しな

かった（図8－B，表4）。また、100トM以上のIPTGを漆加してもDnaA量はそれ以

上増加しなかった。

以上の結果より、枯草菌でも、DnaA量の増加と共に、Mass／originが15％ま

で減少し、複製開始時期が早まることがわかった。また、DnaA量が野生株より低下

すると、複製開始時期が遅くなったことから、複製開始時期はDnaA量によって規

定されている可能性が示唆された。しかしながら、枯草菌では、d朋Aの転写が複製

開始後の一定期間しか起こらない（ト2－C参照）ことから、大腸菌で提示されてい

るInitiatortitrationmodel（I－2－d参照）は考えにくい。加えて、dnaBの温度感受性

変異株では、非許容温度で血aAの転写は起こらないにも関わらず、非許容温度で培

養した後、クロラムフェニコールの存在下で許容温度に戻すと、複製は一回だけ開

始する（I－2－C参照）。これらのことから、DnaAは複製開始以前から既に十分量

用意されていて、その活性は複製開始時期が来るまで抑制されていると考えられ

る。その抑制機構の存在のため、DnaA過剰発現の影響が大腸菌に比べ小さかったと

考えられる（大腸菌ではMass／originが17－44％まで減少：Lobner－Oleseneta］．，1989

；AtlungandHansen，1993）。これらのことから、本研究によるDnaA過剰発現の効果

はその抑制機構とのバランスが乱れたためではないかと思われた。
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表4．野生株と種々の濃度のIPTG存在下で培養したDnaA－DnaN過剰発現株の
世代時間、平均の細胞長、開始質量、Mass／origin

菌株と涼加した　　　　世代時間　　　平均の細胞長

1PTG濃度（LLM）　　　（分）

野生株

DnaA－DnaN過剰発現株

0

5

10

20

50

100

（相村値）

開始質量
（相対値）

Mass／origin
（相対値）

54±2 1．00

58±2　　　　　　0．98±0．04

56±2　　　　　　0．94±0．02

56±1　　　　　1．01±0．06

58±4　　　　　　1．06±0．01

57±1　　　　　1．07±0．03

56±2　　　　　　1．14±0．05

1．00

1．01±0．01

0．98±0．05

0．90±0

1．00

1．32

1．07

1．01

0．94

0．85

0．89

すべての値はPAB培地、30℃で培養したサンプルから求めた。平均の細胞長は対数増殖期の細胞

のLightscatterhistogramから求め、3回の実験の平均で表した。開始質量は図8－Dに示した方法
により求め、3回の実験の平均で表した。－は開始の同調性が乱れているため計算を行っていない

ことを示す。Mass／originは平均の細胞長と村数増殖期の細胞をクロラムフェニコールで5時間処
理した細胞のDNAhistogramから求めた細胞あたりのoLjC数の平均値を元に計算し、3回の実験で
得た値の平均値を野生株との相対値で表した。
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2．DnaAと相互作用するYabAの機能解析

a．酵母2ハイブリッド法によるDnaA、DnaNとYabAの相互作川角神子

最近、フランスのEhrlichらの研究グループにより、枯草菌の染色体複製に関

与するタンパク質と相互作用するタンパク質が、酵母2ハイブリッド法を用いた網

羅的な解析によりスクリーニングされた。その結果、YabAがDnaAとDnaNの両方

と相互作用することが示唆された。この解析には、枯草菌ゲノムDNAをランダムに

切断し、その断片をGAL4転写活性化ドメインと結合させたライブラリーが用いら

れていた。そこで、まず、Ehrlichらの結果を再確認するために、yabA全長をGAL4

転写活性化ドメインあるいはGAL4DNA結合ドメインと融合させ、YabAとDnaA、

YabAとDnaNの相互作用を調べた。

酵母2ハイブリッド法では、転写因子Ga14がDNA結合ドメインと転写活性

化ドメインの2つのドメインで分断され、それぞれが大腸菌と酵母の両方で複製可

能なpGBT9とpGAD424上にコードされている。それぞれのプラスミドに札的遺伝

子をクローニングすることにより、各ドメインと融合したタンパク質を酵母細胞内

で発現させることが可能である。DNA結合ドメインと融合させたタンパク質と転写

活性化ドメインと融合させたタンパク質とが酵母細胞内で相互作用すると、Ga14の

両方のドメインが接近し、転写因子としての活性が回復する。そして、Ga14プロモ

ーターの下流にコードされたレポ一夕一道伝子の発現を指標に目的蛋白質間の相互

作用を評価することが可能である。本研究で用いたシステムではレポ一夕一道伝子

としてアデニンとヒスチジン合成系の遺伝子が使用されている。

酵母2ハイブリッド法で用いるプラスミドpGBT9（Ga14DNA結合ドメイン

と選択マーカーとしてトリプトファン合成系の遺伝子を持つ）とpGAD424（Ga14転

写活性化ドメインと選択マーカーとしてロイシン合成系の遺伝子を持つ）にd朋Aを

クローニングしたプラスミドはすでに当研究室で作成されていたので、γabAと

d朋Ⅳをそれぞれのプラスミドへクローニングした。各組み合わせのプラスミドで酵

母AHlO9株を形質転換し、トリプトファンとロイシンを含まないSD寒天培地で形

質転換体を選択した。得られた形質転換体を5mMの3AT（ヒスチジンの競合阻害

剤）を加え、トリプトファン、ロイシン、アデニン、ヒスチジンを含まないSD寒

天培地で培養し、その増殖能を指標に2つのタンパク質問の相互作用を評価した。

その結果、コントロールとして川いた片方のプラスミドにのみインサートを持つ組

み合わせでは、いずれも4日間の培養でコロニーは形成されなかった（凶9）。

方、YabAとDnaAの組み合わせでは2日後に、YabAとDnaNの組み合わせでも4
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図9．酵母2ハイブリッド法によるYabAとDnaA，DnaNとの相互作用解析
各組み合わせのプラスミドで形質転換した酵母をSD寒天培地（－1eu，－trp，－ade，－his，＋5mM3AT）上で
30℃、2日間（上）と4日間（下）培養した。

日後にコロニーの形成が確認された（図9）。また、融合するGAL4ドメインを交

換しても、同じ結果が得られた（例えば、PGAD－dnaA，PGBTryabAの組み合わせと

pGAD－yabA、PGBT－dnaAの組み合わせ）。これらのことから、YabAは確かに、

DnaA、DnaNと相互作用することが酵母2ハイブリッド法を用いて明らかにされ

た。

b．γabA破壊株の作製と蛍光顕微鏡による細胞形態と核様体の観察

YabAはDnaA、DnaNと相互作用することから、染色体複製に関与すると考
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えられるが、その機能は明らかになっていなかった。細菌におけるYabAの保存性

を探るために相同性検索を行った結果、YabAが保存されているのほ、山s血8

肌伽卯呼胱丸山肋血血糊札　βぬ血沈血血弧、S坤切口COCCUざaび肥Jざ、

S岬山川CCV叩胴皿血貞q S．Ⅳ呼出鰐、エa山田CCぴ∫J8血で、いずれも枯草菌と比較

的近縁のLowGCグラム陽性細菌であり、枯草菌の複製開始に必須で、DNAヘリケ

ースのローディングに関与していると考えられているDnaB、DnaD、Dnalが保存さ

れている生物種と一致していた。この結果は、YabAもDNAヘリケースのローディ

ング過程で倣いていることを示唆しているのかもしれない。YabAの機能解析を行う

ために、まず、ア8bA破壊株を作製することにした。ア虚血Aはか9bpの比較的小さい

遺伝子であったので、2重交差によってスベタチノマイシン耐性遺伝子で置き換え

ることにより、その全長を欠失させた（表1）。デカbA下流に存在する遺伝子の発現

はスベタチノマイシン耐性遺伝子のプロモーターによって保証されている。アabA破

壊株をPAB培地で培養したところ、その生育速度は野生株とほほ同じであった（結

果は記載しない）。このときの細胞をDAPI染色し、細胞形態と核様体の分布を蛍

光顕微鏡下で観察した結果、野生株に比べ細胞長が長くなった細胞や2つの核様体

がつながったような細胞が数多く見受けられた（図10：矢印）。伸長した細胞では

複製開始の解析が難しくなることや、YabA蛋白量の減少に伴う変化をより詳細に解

析するために、アabA発現制御株を作製した。

図10．ア8bA破壊株の細胞形態と核様態の分布
pAB培地で培養した対数増殖期の野生株とyabA破壊株の細胞をエタノールで固定後、DAPI染色
し、蛍光顕微鏡下で観察した。回申のバーは2匹Mのスケールを表す

c．囲むA発現制御株の作製とその解析

デabA発現制御株は、叩bA破壊株の叫yg領域にⅣTGで発現が制御できる

P平月Cプロモーターをァa掴全長と連結して組み込むことによって作製した（表1、
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図11－A）。γ∂bA発現制御株の解析には、フマル酸を炭素源とする最小培地を川い

て行った。0－100pMIPTGを添加して30℃で培養したyabA発現制御株の倍加時

間は、いずれも野生株の74分とほぼ等しかった。これらの細胞をDAPI染色し、細

胞形態と核様態の分布を蛍光顕微鏡下で観察した。その結果、IPTGを含まない培地

で培養すると、γabA破壊株と同様に（図10：矢印）、細胞が伸長し（平均の細胞

長が野生株の1．24倍：表5）、2つの核様体がつながった細胞が多数観察された

（図11－B）。10pMIPTGを添加しても、細胞長は野生株とほぼ等しかったが（表

5）、2つの核様体がつながった細胞は観察された。それに村して、20uMIPTG存

在下では、細胞長、細胞形態、核様体の分布はいずれも正常であった（表5、図1

1－B）。これらのことから、IPTG濃度を20トLMまでの範囲で低下させることによ

り、細胞分裂や核様体の分布への影響がない条件下で、YabA量の減少が複製開始に

およぼす影響を解析することが可能であると考えられた。

野生株の細胞をフローサイトメーターで解析したところ、この最少培地で培

養した場合には、大部分が2個のoJゴCを持つ細胞（複製開始前の細胞）で一部が4

個のoJゴCを持つ細胞（複製開始後の細胞）であった（図11－C）。このことから、

複製は細胞分裂周期の後期に開始していることがわかる。γabA発現制御株では、

100い′MIPTGを添加したとき、4個のoIjCを持つ細胞の割合が野生株よりわずかに

減少し（図11－C）、Mass／originが野生株に比べて9％増加した（表5）。20－50

pMIPTG存在下ではIPTG量の減少に伴って、4個のoriCを持つ細胞の割合が上昇

し（図11－C）、Mass／originは野生株に比べて15％まで減少した。これらの条件

下では、複製開始の同調性の乱れにより生じるorfCを奇数個持つ細胞や、2回以上

の連続した複製開始により生じるorfCを5個以上持つ細胞もほとんど検出されな

かった。複製開始の同調性が維持されながら複製開始後の細胞数の割合が対数増殖

期細胞集団中で増加することから、YabA量（yabA発現量）の低下により複製開始

時期が早くなっていることがわかる。20pMIPTG以上では、増殖速度や細胞長にも

変化が見られず、フローサイトメトリーにおけるこの変化は増殖速度や細胞長の変

化に起因したものではない。これらのことから、YabAはDnaAの活性を制御し、複

製開始を抑制している可能性が考えられた。また、IPTGを含まない培地で培養した

ときは、細胞が伸長し、核様体の分布にも異常が生じていた。この影響は複製開始

時期が通常より早まりすぎたことによる2次的な影響で、細胞分裂や染色体分配な

どの細胞周期に影響した可能性が考えられる。
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図11．ア8bA発現制御株の構造と、種々の濃度のpTGを含む培地で培養したァ8bA
発現制御細胞のフローサイトメトリー
A：γ謡わA発現制御株の構造
乎eC．・スベクチノマイシン耐性遺伝子、C叙：クロラムフェニコール耐性遺伝子、J甜Z＝β一ガラクト
シダーゼ適伝子、血d：大腸菌由来J∬オペロンのDNA結合型転写抑制蛋白蛋をコードする退転子
B：蛍光顕微鏡下で観察した野生株とァahA発現制御株の細胞のDAPI像
野生株と押上止発現制御株（2叫MIPTGの添加、あるいは添加しない）S75。－フマル顧培地で
0．D．（600）＝0．2まで培養したDnaArDnaN過剰発現株の翻包をエタノールで固定後．DAPI染色し、

蛍光顕微鏡で観察した。図中のバーはヱトunのスケールを表す。
C：野生株とァ∂bA発現㈲御株のフローサイトメトリー
300c、S75。－フマル酸培地で増殖している対数増殖斯の培養にクロラムフェニコールを添加し、さ
らに5時間培養した細胞を用いた。
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表5野生株と各IPTG濃度の培地で培養したγabA発現制御株の世代時間、細胞長
と細胞分裂から複製開始までの時間

菌株と添加した　　　　　　　平均の細胞長　　　　　　細胞あたりの　　　　　　　Mass／origin

l門G濃度恒M）　　　　（相対値）　　　　平均の0再C数　　　　（相対値）

野生株

γ∂bA発現制御株

100

50

20

10

0

l．00

1．01

l．02

0．97

0．97

1．24

2．7

2．5

2．9

3．1

1．00

l．09

0．95

0．85

細胞長は、MacSCOPEver2．58（MITANI）をもちいて300個DAPI染色した細胞の長さを計測
し、その平均値を野生株の平均細胞長に対する相対値で表した。細胞あたりの平均のorfC数は
図10のDNAhistogramから求め、3回の実験で得た値の平均値を示した。Mass／originは平均
の細胞長と、細胞あたりの平均のorfC数の値より算出し、野生株に対する相対値で表した。
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3．Sqj－SpoOJシステムによる複製開始制御

a．叩0〃－g申株と叩0〃破壊株の解析

SqjとSpoOJは枯草菌の胞子形成の初期段階で機能していることが既に報吉

されている。SpoOJは染色体DNAのoIjC領域を細胞極近くへ配向させ（Sharpeand

Errington．，1996）、Sojは胞子形成の初期に発現する遺伝子群の転写を負に制御して

いる。S句のこの転写制御活性はまたSpoOJにより抑制されている（Quiseland

Grossman．，2000）。一方で、これら2つの遺伝子はオペロンを構成し、対数増殖期

でも発現している。また、これらSqjとSpoOJはそれぞれ大腸菌低コピー数プラス

ミドの分配に必須なParAとParBのファミリーに属し、このことから両タンパク質

は対数期の細胞の染色体分配にも関与していると考えられている。しかし、叩0〃

破壊株において数パーセントの無核細胞が放出されるという報告（Iretonef∂L

1994）があるものの、現実にはこれらのタンパク質が対数期の染色体分配に直接関

与していることを示す明確な実験データは今のところ報告されていない。両タンパ

ク質はプラスミド以外に、腸内細菌を除く、胞子を形成しない多くの細菌でも保存

されていることから、対数期において重要な働きをしている可能性が考えられる。

カウロバクタ一においてはSqjとSpoOJのホモログの両方が細胞増殖に必須で

（MohlandGober，1997）、これらが細胞分裂に関与していることを示唆する結果が

報告されている（Mohleraノ．，2001）。

枯草菌では、SpoOJは染色体DNA上でoIjCを中心とした約20％の領域に点

在する8カ所の結合配列に結合する（LinandGrossman．，1998）。細胞内でのSpoOJ－

GFPのFociの数とその挙動はoIjCのそれと一致していることから（Lewisand

Errington．，1997）、SpoOJはotjCの位置を知るためのマーカーとしてよく用いられ

る。我々もこの目的で叩0〃」g年）融合株を作製したが（図12－A－a）、驚くべきこ

とに、複製開始時期が野生株に比べて早くなっていることがわかった。この細胞を

フローサイトメーターを用いて解析すると、野生株に比べてorfCを8個持つ細胞

（複製開始後の細胞）の割合が増加し（図12－B）、また、Mass／originも野生株

に比べて約23％減少した（表6）。増殖速度、細胞長共に野生株と同一であったこ

とから、この結果は叩0〃」g申株では複製開始時期が野生株よりも早くなっているこ

とを示している。複製開始時期が早くなるとそれと同時に細胞内DNA量が増加す

る。そこで、この株のDNA／proteinを求めたところ、フローサイトメーターによる

解析結果と一致して、野生株の約1．2倍に増加した（表6）。複製開始時期が早く

なったのはGFPとの融合によってSpoOJ機能が部分的に欠損したためであると考え
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図12．甲0〃－gヰ，株と甲0〃破壊株の構造とその細胞のフローサイトメトリー
A‥甲0αトg卑）株（a）と甲0〃破壊株（b）の構造
pBR：pBR322の配列、Cat：クロラムフェニコール耐性遺伝子、eTmC：エリスロマイシン耐性遺伝子

B‥野生株、岬0〃－g車株及び甲0〃破壊株のフローサイトメトリー
PAB培地で培養した村数増殖期の培養にクロラムフェニコールを涼加し、さらに5時間培養した細
胞を解析した。

られる。そこで、叩0〃欠損に伴うこの影響を確認するために、甲0〃破壊株を作製

したところ（図12－A－b）、OrfCを8個持つ細胞の割合がさらに増加し（図12－

B）、Mass／originが野生株に比べて約33％減少し、DNA／proteinは野生株の約1．5

倍に上昇した（表6）。また、叩0〃破壊株では、甲00J－g申株では見られなかった

orfCを6個持つ細胞のピークが観察されたことから、開始の同調性も乱れているこ

とがわかった（図12－B）。これらのことから、叩0αJ欠損に伴って複製開始時期

が早くなり、開始の同調性も乱れることがわかった。
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表6．各棟の平均の細胞長、細胞あたりの平均のoIjC数、Mass／origin、DNA／

菌株　　　平課長　器君三Lを笈　M霜靂in DNA／protein

野生株

叩0仇トgfわ株

gpoo∫破壊株

1．00　　　　　4．5±0．1　　　　l．00

0．98　　　　　5．8±0．2　　　　　0．77

1．17　　　　　8．0±0．1　　　　　0．67

叫一叩00J欠失株　　　1．03　　　　　5．1±0．2　　　　　0．92

Soj過剰発現株
（1mMIPTG）

Soj－SpoOJ過剰発現株
（1mMIPTG）

1．16　　　　　7．0±0．2　　　　　0．75

1．20　　　　　4．3±0．1　　　　1．27

0．041

±0．002

0．049

±0．001

0．060

±0．001

0．044

±0．001

0．060

±0．001

0．034

±0．002

すべての値はPAB培地、30℃で培養したサンプルから求めた。細胞長はMacSCOPEver2．58
（MITANI）をもちいて300個の糸田胞の長さを求め、その平均値を野生株との相対値で表した。細
胞あたりの平均のorfC数は対数増殖期の細胞をクロラムフェニコールで5時間処理した細胞の

DNAhistogramから求め、3回の実験で得た値の平均値を表した。Mass／originは平均の細胞長と細
胞あたりの平均のoIIC数の値を元に計算し、野生株との相対値で表した。DNA／proteinは核酸と
ProteinはSchneiderの方法に従い分画し、DNAとProteinの濃度はそれぞれBurton，sとLowry，sの
方法に従って求め、そのDNA濃度の値をProtein濃度の値で割って求めた。

b．sQj－SPOCU欠失株、Sd過剰発現株とSqj－SpoOJ過剰発現株の解析

上述のようにSojとSpoOJは胞子形成に関与し、叩0〃破壊株では胞子形成

が初期の段階で停止するが、5可を同時に破壊すると胞子形成は正常に進行する

（Iretonerれ1994）。複製開始においても、同様の現象が観察される可能性が考え

られたので、5可一岬0〃破壊株の作製を試みた。5可と叩0〃はオペロンを形成してい

るので、このオペロンを2重交差でテトラサイクリン耐性遺伝子と置き換えること

によって欠失させた（表1）。この株をフローサイトメーターで解析した結果、

DNAヒストグラムのパターンが野生株とほぼ等しくなり（図13－A）、Mass／

originとDNA／Proteinも野生株とほぼ等しい値を示した（表6）。この結果は、
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5pO〃破壊による複製開始への効果が失われることを示している。この結果は、ま

た、Sqjが単独で発現すると複製開始時期が早められることを示唆している。そこ

で、この可能性を検証するために、叫過剰発現株を作製し、その過剰発現が複製開

始に及ぼす影響を調べた。

Sqj過剰発現株は、P叩aCプロモーターの下流に5可遺伝子全長を結合して、

それをamyE領域に組み込むことにより作製した（表1）。100pMIPTGを加える

と、Sqj量は野生株の約3．5倍に増加し、0再Cを8個持つ細胞の割合が野生株に比

べて増加した（図13－A，B）。1mMIPTG存在下では、SQj量は野生株の約8．8倍

になり、0万Cを8個持つ細胞の割合がさらに上昇すると共に6個持つと思われる細

胞も多数検出された（図13－A，B）。このとき、Mass／originを計算すると野生株

に比べて約25％減少し、DNA／proteinは野生株の約1．5倍に上昇した（表6）。こ

れらのことから、5可が単独で発現したり、過剰発現すると複製開始時期が早まるこ

とがわかった。また、OrfCを6個持つと思われる細胞が出現していることから複製

開始の同調性も乱れていることがわかる。この結果は、さらに、SpoOJがS句の機能

を抑制していることを示唆している。そこで、この可能性を検証するために、S句と

SpoOJの同時過剰発現を行った。Sqi－SpoOJ過剰発現株は、IPTGの添加で発現が誘導

できるP叩aCプロモーターの下流に5可一岬0〃オペロン全長を結合して、それを

amyE領域に組み込むことにより作製した（表1）。この株では、1mMIPTGの涼

加でSoj量が野生株の約8．1倍に、SpoOJ量が野生株の約13・2倍に上昇した（図13

－B）。この細胞をフローサイトメーターで解析したところ、予想どうりS（わ過剰発

現による複製開始への効果が失われていた（図13－A）。そして、S可欠失株では、

複製開始に大きな影響はなかった（結果は記載しない）。以上の結果から、S句は複

製開始時期を早め、SpoOJが叫のその機能を抑制していると考えられた。

また、Sqj－SpoOJ過剰発現株では、細胞が伸長することにより（平均の細胞長

が野生株の約1．2倍）、Mass／originが野生株に比べ約27％増加し（表6）、複製

開始時期が遅くなっていることがわかった。このフローサイトメトリーの結果と一

致してDNA／proteinも野生株に比べて約20％減少した（表6）。この影響がSpoOJ

量の増加によって引き起こされている可能性を調べるため、IPTGの漆加で発現が誘

導できるP5p∂Cプロモーターの下流に5pO〃遺伝子全長を結合して、それを∂mγ丘諾亘

域に組み込むことによって、SpoOJ過剰発現株を作製した（表6）。しかし、この株

では、1mMIPTGを含む培地で培養してもSpoOJ量は野生株の約l．6倍にしか増加

しなかった（図14－B）。SPOOJは構造遺伝子のN末端側5bpがsQj遺伝子と重

なっており、この重なりが5pO〃の翻訳効率を上昇させている可能性が考えられ
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図14．野生株、SQj－SPOOJ欠失株、各IPTG濃度で培養したSoj過剰発現株と
Soj－SpoOJ過剰発現株のフローサイトメトリーとSQj、SpoOJの発現量

A：野生株、S（再POOJ欠失株、各IPTG濃度で培養したSqi過剰発現株とSoj－SpoOJ過剰発現株のフ
ローサイトメトリー

PAB培地で培養した対数増殖期の培養にクロラムフェニコールを添加し、さらに5時間培養した細
胞を解析した。

B：各IPTG濃度におけるSoj過剰発現株とSoj－SpoOJ過剰発現株のSoj、SpoOJ発現量。
ウエスタンプロット法によりSqトSpoOJ蛋白質を検出した。各バンドのシグナル強度をNIHimage
で定量し、野生株との相対値で表した。実際の定量には希釈したサンプルを用いた。

る。これが原因となり、5pOαJ単独では翻訳効率が低くなり、タンパク質量が思っ

た程増加しなかったと思われる。事実、5可破壊株ではSpoOJ量が野生株より減少

した（約1／2）。そこで、5pO〃のSD配列を翻訳効率の高い甲m〃（50Sリボゾー

ムを構成するタンパク質の1つであるL34をコードする遺伝子）のSD配列と置き
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図14．野生株と1mMIPTGを含む培地で培養したSpoOJ過剰発現株とSpoOJ過剰
発現株（SDJp∫刀功　のフローサイトメーターによる0石C数の測定、SpoOJの発現
量、Mass／origin

A：野生株と1mMIPTGを含む培地で培養したSpoOJ過剰発現株とSpoOJ過剰発現株（SDIPn7H）の
フローサイトメトリー

PAB培地で培養した対数増殖期の培養にクロラムフェニコールを揺加し、さらに5時間培養した細
胞を解析した。

B．1nlMIPTGを含む培地で培養したSpoOJ過剰発現株とSpoOJ過剰発現株（SDTT）mH）のSpoOJ発
現量

ウエスタンプロット法によりSpoOJ蛋白質を検出した。各バンドのシグナル強度をNIHlmageで定量
し、野生抹との相対値で表した。実際の定量には希釈したサンプルを用いた。

C：野生株とSpoOJ過剰発現株（SDIPmH）の細胞長、細胞あたりの平均のonC数、Mass／ongln値
細胞長はMacSCOPEver2．58（MITANI）をもちいて300個の細胞の長さを求め、その平均値を野生

株との相対値で表した。細胞あたりの平均のorJC数は村数増殖期の細胞をクロラムフェニコールで

5時間処理した細胞のDNAhlStOgramから求め、3回の実験で得た値の平均値を表した。Mass／
orlglnは平均の細胞長と細胞あたりの平均のorJC数の値を元に計算し、野生株との相対値で表し
た。

換えたSpoOJ過剰発現株を作製した。その結果、この方法でもSpoOJ量は野生株の

約2．7倍までにしか増加せず、フローサイトメーターを用いて解析しても、そのパタ

ーンには野生株と大きな違いは見られず、Mass／orlginの値も野生株とほぼ等しかっ
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た（図14－A，C）。これらのことから、遺伝子の重なりによる翻訳効率の上昇に加

え、SpoOJタンパク質の効率よい発現を与える何らかの機構がぶ可－5pO〃遺伝子間に

存在していると考えられる。また、SpoOJ量が野生株の約3倍に上昇しても、その

増加は複製開始時期を遅らせることはないということがわかった。これらのことか

ら、SpoOJが3倍以上増加したときか、あるいはSqjとSpoOJが同時に過剰発現した

ときに、複製開始時期が遅くなると考えられた。

c．5可と叩0〃の点突然変異株の解析

Spjは転写因子としての活性を持ち、胞子形成初期に働く遺伝子群の転写を抑

制することが知られている（QuiselandGrossman．，2000）。また、S叶GFP融合タン

パク質を蛍光顕微鏡下で経時的に観察すると、核様体の両端間を（Marstonand

Errington．，1999）もしくは、細胞の両極間を（Quiseleta］．，1999）振動するように移

動する。このようなS（力の細胞内挙動は、5pOⅣ破壊により失われ、その代わり核様

体全体に（MarstonandErrington．，1999）もしくは、細胞全体に（Quiseleta］．，1999）

拡散するように変化する。これらの観察結果と本研究結果（5pO〃破壊で複製開始時

期が早まる）を合わせて考えると、Sqiの本来の局在能が失われることが、複製開始

制御の乱れを生じさせているように考えられる。そこで、その可能性を確認するた

めに、S句の局在に異常が生じることが報告されている5可と叩0〃の点突然変異株

における複製開始を解析した。

5句点突然変異株として、そのATP結合部位に変異が導入され、その結果、

Sqjの局在に異常が生じる2株が単離されている（Quiseletal．，1999）。この内、

Sqj12は細胞全体に拡散し、Sqj16は細胞の一方の極に局在するが、移動能を失って

いる（表7）。SPOCU点突然変異株では、Sqjは核様体全体に拡散する（Autreteta］．，

2001）。その内、叩00J13変異株では、SpoOJが細胞全体に小さなFociとして分散す

るのに対し、SPOJ14とspooJ17変異株では、SpoOJがそのDNA結合能を失うと共に

細胞全体に拡散するようになる（表7）。既に報告されているこれらの変異株は、

5可一叩0（り欠失株のa〃】γ占領城に表7中に示す各変異を導入した5可一叩0〃オペロンを

組み込むことによって作製し（SqjLSpoOJ過剰発現株の作成と同様の方法）、解析は

50匹MIPTGを添加して行った。

これらの変異株をPAB培地で培養し、フローサイトメーターを用いてその複

製開始を解析した。その結果、Sqjが核様体全体に分散する5POα〃4株と叩0α〃7株

では、予想どうり野生型株（5可＋叩0〃＋株）に比べてorfCを8個持つ細胞の割合が

増加し、Mass／originが野生型株よりそれぞれ27％と36％減少した　個15、表
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♭ 表7．画と叩0〃の各変異株の表現系

薗株 変異の種類　　核様態の分布　　　SpoOJの局在

SpoOJの

DNA結
合能

S可の局在

sqi＋spou＋　　　　　　　　　　Normal Normal　　　＋　　　　Normal

SQj12　　　　　　　G12V ND ND ND

SQj16　　　　　　　K16Q ND ND ND

Throughout

thecell

Cellpolebut

nooscillation

SPO（〃13　　　　　　　R80A Abnormal Fuzzy　　　　　　＋　　　　　Nucleoids

SPO〔け14　　　　　　Nl12A Abnormal Diffuse Nucleoids

SPOOJ17　　　　　　ElO6G Abnomal Diffuse Nucleoids

NDは解析が行われていないことを示す。

8）。このことから、これらの株では複製開始時期が早くなっていることがわかっ

た。しかしながら、叩0α〃j株でも同じようにSojが核様体全体に分散するにも関わ

らず、そのフローサイトメトリーやMass／originの値に野生型株と大きな違いは見

られなかった（図15、表8）。これらのことから、Sojの細胞内挙動の変化と複製

開始制御の乱れには密接な関係はないことが示唆された。また、Sqjが細胞全体に分

散する5叫2株では、SpOOJ14，17株とは逆に、野生型株に比べてorfCを2個持つ細

胞の割合が増加し、Mass／originが野生型株より13％増加した（図15、表8）。

このことから、この株では複製開始時期が遅くなっていることがわかった。この結

果は、さらに、叩0αJ破壊による複製開始制御の乱れ（複製開始時期が早くなる現

象）は、Sojの細胞内挙動の変化によるものではないことを強く示唆している。加

えて、5叫6株ではSqjが細胞の一方の極に局在し、その位置で静止していることか

ら、核様体と交わることはないと思われる。この株では、野生型株に比べてorfCを

8個持つ細胞の割合が増加し、Mass／originが野生型株より14％減少した（図1

5、表8）。これより、この株では複製開始時期が早くなっていることがわかっ

た。この結果も、S句が核様体と常に交わるように分布することが複製開始時期が早

まる原因ではないことを示している。以上の結果から、岬0〃破壊でS句は核様体全

体や細胞全体に拡散し、核様体と常に交わるように分布するが、このことが複製開

始時期が早まる原因ではないことがわかった。また、SpoOJ14，17変異タンパクは

DNA結合能を失い（表7）、これらの変異を導入した株では複製開始時期が早まっ
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たことから、SpoOJによるSqjの抑制にはDNA結合能が必要である可能性が示唆さ

れた。そして、S¢12株では複製開始時期が遅くなり、叫16株では複製開始時期が

早くなった。このことは、Sqjが複製開始を正負に制御できる機能を持っている可能

性を示唆している。
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図15．各5¢、甲0〃ノ蕉突然変異株のフローサイトメトリーによる0膏C数の測定
PAB培地で培養した対数増殖期の培養にクロラムフェニコールを添加し、さらに5時間培養した
細胞を解析した。

表8．各棟の平均の細胞長、細胞あたりの01jC数の平均値、Mass／0riginの測定と

菌株　　　平詣昔長　竿琵莞£3宗「㌫窟苧in

Sqi＋SpoOJ＋

Sqi12

Sp、j16

SpoOJ13

SpoOJ14

SpoOJ17

1．00

1．07

l．01

0．96

1．1（1

1．02

4．0

3．8

4．7

4．1

6．4

6．4

1．00

1．13

0．86

0．93

0．73

0．64

すべての値はPAB培地、30℃で培養したサンプルから求めた。細胞長はMacSCOPEver2．58
（MITANI）をもちいて300偶の細胞の長さを求め、その平均値を野生株との相対値で表した。細
胞あたりの平均のorfC数は対数増殖期の細胞をクロラムフェニコールで5時間処理した細胞の

DNAhistogramから求め、3回の実験で得た値の平均値を表した。Mass／originは平均の細胞長と細
胞あたりの平均のorfC数の値を元に計算し、野生味との相対値で表した。
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ⅠⅤ考察

1．dnaA＿dnaNオペロンとDnaAによるそのオペロンの転写制御

大腸菌では、dnaAプロモーター領域にDnaAboxが存在し、そこにDnaAが

結合することによって、血aAの転写が抑制されることが知られている。ストレプト

マイセス属においても、dnaAプロモーター領域のDnaAboxを欠失すると、dnaAの

転写が増加することから、自己抑制の存在が示唆されている（Jakimowiczeta］．，

2000）。枯草菌にも、dnaA上流にはDnaAboxのコンセンサス配列とその1塩基違

いの配列が8個存在する。そこにDnaAが結合することがDNaseIfootprinting法で確

認されていることから（Fukuokaeta］．，1990）、DnaAによる自己抑制の存在が予想

されていた。そこで、DnaA過剰発現株とdnaA欠失株を用いて、DnaA量を変動さ

せ、ノーザンハイプリダイゼーション法によりd朋Aの発現変化を解析したところ、

dnaAの転写がDnaAにより抑制されていることが1nYjvoで初めて確認できた。この

ように、枯草菌と大腸菌では共に、血aAの転写は自己抑制されていることがわかっ

たが、大腸菌ではDnaAboxの過剰供給によりこの自己抑制が解除されるのに対し

（Hansenetal．，1987）、枯草菌では解除されない（Moriyaetal．，1999）。また、枯草

菌の血a月温度感受性変異株を非許容温度で培養し、複製開始を抑制するとd胴Aは

転写されないが、許容温度に戻して、複製を再開させると血aAの転写もそれと同時

に起こり始める（Ogasawaraeta）．，1985b）。これらのことから、枯草菌ではdnaAプ

ロモーター領域に結合したDnaAは複製が開始するまで、何らかの機構により外れ

なくなっており、転写は抑制され続けていると考えられる。

一方、本来の位置のdnaAにオーカー変異を導入したDnaA－DnaN過剰発現株

では、dnaAの発現がputA領域のPTPmH－1acOにより完全に制御され、DnaAによる

転写の制御が存在しないにも関わらず、DnaA量が野生株と等しいときには、複製開

始も野生株と変化はなかった。このような現象は大腸菌でも同様に観察されている

（Lobner－01esenetal．，1989）。これらのことから、DnaAによる転写の自己抑制は複

製開始時期の決定には重要でなく、DnaA量が一定量以上に増加しないようにするた

めに必要であると思われる。

また、本研究の転写解析では、血aAとその下流に位置する血aⅣがオペロン

を形成していることを明らかにした。血aA遺伝子内部からd朋Ⅳ上流領域のプロモ

ーター活性を調べたが、その活性は検出できなかったことから、血aNの転写は

血∂Aプロモーターに完全に依存していると考えられる。血aAとd朋Ⅳの＿並びは多く

の細菌で保存されており、大腸菌でもこれらの遺伝子がオペロンとなっている

（Perez－Rogeretal．，1991；QuinonesandMesser，1988；Sakakibaraetal，1981）。
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2．DnaA過剰発現に伴う複製伸長阻害

本研究から、DnaAを単独で過剰発現すると複製伸長阻害が生じることがわ

かった。大腸菌でも同様に、DnaA過剰発現で複製伸長阻害が生じ、OriCから50kbp

以内の領域で、複製フォークが停止すると示されている（Atlubgetal．，1993）。本研

究では、DnaNの供給により、DnaA過剰発現に伴う複製伸長阻害が取り除かれるこ

とを明らかにした。大腸菌でも、d朋Aと血aⅣがオペロンを形成していることか

ら、複製伸長阻害はDnaN枯渇が原因であ．る可能性が考えられる。

3．DnaA量の変動が複製開始に及ぼす影響

これまでに、いくつかのグループが大腸菌を用いて、DnaA過剰発現が複製開

始に及ぼす影響を解析している。Lobner－01senらはDnaA過剰発現により細胞質量あ

たりのoIjC数（Origin／mass）が野生株に比べ20％まで増加（Mass／originは17％

まで減少）すると報告しているが（Lobner－01senetal．，1989）、Atlungらは80％　ま

で増加（Mass／originは44％まで減少）すると報告している（Atlungeta］．，1993）。

このように、DnaA過剰発現の効果が2グループで大きく異なる理由の1つとして、

AtlungらはDnaAを過剰発現すると複製伸長阻害が生じ、その度合が実験条件によ

り異なるためであると説明している（Atlungeta）．，1993）。XuとBremerらのグル

ープでは、DnaA過剰発現で、30℃ではDNAの濃度が20％しか増加しないが、42

℃では2倍程度まで増加し、温度によってDnaA過剰発硯の効果が大きく異なるこ

とを示している（XuandBremer，1988）。この結果も、複製伸長阻害の影響で実験条

件（温度）によってDnaA過剰発現の影響に違いが生じたと説明されている。本研

究では、DnaNの供給により、DnaA過剰発現に伴う複製伸長阻害が取り除かれるこ

とを見いだした。大腸菌では、DnaNがDnaAの不活性化に関与していることが報告

されている（Katayanlaetal．，1998）。本研究で作製したDnaA－DnaN過剰発現株では

DnaNも同時に過剰発現されているので、DnaN単独の過剰発現の影響を解析した

が、DnaNを野生株の10倍程度に過剰発現させても、複製開始には影響しなかった

（結果は記載しない）。このことから、DnaA－DnaN過剰発現では、DnaN過剰発現

の影響はないと考えられ、この株を用いることにより、DnaA過剰発現の影響を正確

に解析することが可能となった。

DnaA－DnaN過剰発現株で、DnaA量を変動させ、複製開始への影響を解析し

た結果、DnaA量が減少すると複製開始時期が遅くなり、増加すると早くなった。こ

のことから、枯草菌でも大腸菌と同じように、複製開始時期はDnaA量によって規

定される可能性が示唆された。しかし、DnaA過剰発現の影響は大腸菌に比べて小さ
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く、枯草菌と大腸菌とでは複製開始制御の機構が異なっていることも示唆された。

大腸菌で提案されているInitiatortitrationmodelでは、合成されたDnaAは、

まず、親和性の高い染色体上のDnaAboxに結合し、DnaAが十分量合成されると、

親和性の低い血aAプロモーター領域に結合し、d朋Aの転写は抑制され、それと同

時に、OTiC内の親和性の低いDnaAboxへ結合し、複製が開始されると考えられてい

る（Hanseneta），1991）。DnaAboxの過剰供給により、dnaAの転写が増加すること

や（Hansenetal．，1987）、DnaA過剰発現やdatA領域の欠失で、複製開始時期が早

まることは（Kitagawaeta）．，1998；Lobner－01senetal・，1989；Atlungeta］・，1993）、こ

のモデルを支持する結果である。一方、枯草菌では、血aAの転写が複製開始後の一

定期間しか起こらないと考えられる上に（Ogasawaraeta］．，1985b）、DnaAboxを過

剰供給してもdnaAの転写は増加しない（Moriyaeta）．，1999）。これらのことから、

DnaAは複製開始後すぐに次の複製開始に十分な量が合成された後、その転写は次の

複製が開始するまで抑制されていると考えられ、Initiatortitrationmodelとは合わな

い。そして、合成されたDnaAは複製開始時期が来るまで何らかの機構によりその

活性が抑制されていると予想される。大腸菌ではDnaA過剰発現でmass／originが

17－44％まで減少するのに対し、枯草菌では15％までしか減少しなかったのは、こ

の抑制機構が過剰発現したDnaAもある程度まで抑制したからであると思われる。

この抑制機構を発見し、その活性を高めることができれば、DnaAを過剰発現しても

複製開始時期は早まらないと考えられる。

4．YabAはDnaAと相互作用して複製開始を抑制している

本研究では、YabA量の減少に伴って、複製開始時期が早くなることを見いだ

した。YabAはDnaAと相互作用することから、DnaAの活性を制御して複製開始を

抑制している可能性が考えられる。大腸菌HdaはDnaNと共に、DnaAの不括化

（ADP結合型への変換）に関与していると考えられていて、わd∂破壊株では2回以

上の連続した複製開始が起こり、細胞増殖が阻害される（KatoandKatayama，

2001）。YabAはDnaNとも相互作用することから、Hdaと機能的に似た働きを持っ

ていると考えられていた。しかし、γ∂bAを破壊しても細胞が少し仲良するものの、

細胞増殖には影響しなかった。また、yabA発現制御株でYabA量を細胞分裂に影響

がでない範囲（20匹MIPTG以上）で減少させても、2回以上の連続した複製開始を

起こした細胞はほとんど検出されなかった。YabA量減少に伴い複製開始時期が早

まったことから、YabAは大腸菌Hdaとは異なり、主に複製開始時期の決定に関与

していると考えられる。IPTGを含まない培地で培養したときは、OrfC数が2倍以上
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に増加した細胞も検出されたが、細胞が伸長していたので、その細胞が2回以上の

連続した複製開始を起こした結果生じたかどうかは判断できなかった。細胞が仲良

したのは恐らく、複製開始時期が早まった2次的な影響で、染色体分配や紺胞分裂

に異常が生じたためではないかと思われた。

また、我々はDnaAのATP結合部位にあたる153番目のバリンをイソロイシ

ンに変えることによって（血aAVJ5jJ変異）、2回以上の連続した複製開始が起こ

ることを見出している（結果は記載しない）。大腸菌血∂Aco5変異（ATP結合部位

の変異）によっても2回以上の連続した複製開始が起こり、この変異タンパクは

ATPとADPの両方と結合できなくなっていて、常時活性化状態である

（Kellenberger－Gujeretal．，1978；Katayama，1994；KatayamaandKornberg，

1994；KatayamaandCrooke，1995）。このことから、DnaAV153Ⅰ変異タンパクもATP

やADPとの親和性が変化したか、ATPの加水分解能に異常が生じ、常時活性型に

なっていると考えられる。フローサイトメーターによる解析でも、この変異を導入

した株では、2回以上の連続した複製開始を起こした細胞が多数観察された。この

株でYabA量を減少させると、さらに過剰な複製開始が起こり、細胞増殖が阻害さ

れた（結果は記載しない）。これは、DnaAV153I変異により、2回以上の連続し

た複製開始が起こっている上に、YabA量の減少で複製開始時期が早まり、細胞が増

殖できなくなるレベルで過剰複製が起こった結果であると考えられる。この結米

は、さらに、YabAによる複製開始時期の制御は、DnaAのATP－ADP結合型の変換

とは独立して機能していることを強く示唆している。今後、このDnaAV153Ⅰ変異タ

ンパクを用いたYabAとDnaAの生化学的な解析（1nvjtro複製系、DnaAのATP加水

分解の解析など）から、YabAによるDnaAの活性制御機構がより明らかになると思

われる。また、YabAはDnaAの活性を制御し、複製開始を抑制していると考えられ

るので、YabAを過剰発現した場合には、DnaA量を増加させても、複製開始時期は

早まらないと予想され、今後、このような実験も必要であると思われる。

5．S（カーSpoOJシステムによる複製開始制御

SqjとSpoOJはそれぞれ大腸菌低コピー数プラスミドの分配に必須なParAと

PraBのファミリーに属する。さらに、SPOOJ破壊株において数パーセントの無核細

胞が放出されることから叫とSpoOJは対数期の染色体分配に関与していると考え

られている（IretoneraL1994）。本研究では、これらのタンパク質が複製開始制御

にも関与していることを見いだした。S（わ過剰発現株や叩0αJ破壊株で複製開始時期

が早まり、5可一叩0〃破壊株、5可欠失、そしてSqj－SpoOJ過剰発現株では複製開始に

大きく影響しないことから、S句は複製開始時期を早め、SpoOJがSqjのその機能を

53

＿＿」

≧
l

l

】

〔

…



抑制していると考えられる。

Sqjは核様体の両端間を（MarstonandErrington．，1999）もしくは、細胞の両極

間を（Quiseletal．，1999）振動するように移動するが、この局在はspoaT破壊により

異常が生じ、S（申ま核様体全体に広がるような分布を示す。このことが、複製開始時

期が早まる原因である可能性が考えられた。この考えと一致してSqiの局在が叩0〃

破壊と同じになる5pO仇＝何と5pO（リノ7株では複製開始時期が早くなっていた。しか

しながら、同様にSqjが核様体全体に拡散する甲0肌j変異株では、複製開始に異常

は見られなかった。また、頑張株では、S句が細胞極に局在し、そこからの移動能

を失っているので、Sqjと核様体は交わることがないと考えられるにも関わらず、こ

の株では複製開始時期が早まった。これらの結果から、叩0〃破壊によって複製開始

時期が早まったのは、Sqjが核様体全体に拡散することが原因ではないことがわかっ

た。また、5可J2株では複製開始時期が遅くなった。5可を欠失しても、複製開始に

は大きな影響がないことから、この変異により、Spjが複製を抑制する活性を持った

と考えられ、この変異株のさらなる解析も興味深い。

また、Sqjは転写因子としての活性を持つことが知られている。叩0〃の破壊

によって、対数期での発現が変化する遺伝子群をマクロアレイ法で解析したとこ

ろ、γVdCの転写が増加し、γda5とγWZAの転写が減少した（結果は記載しない）。

Sqj過剰発現株でも、これらの遺伝子の発現が叩0〃破壊株と同様に変化することが

ノーザンハイプリダイゼーション法で確認できた（結果は記載しない）。これらの

遺伝子は、複製開始制御に関与している可能性が考えられたが、いずれも機能未知

の遺伝子であった。そこで、これらの遺伝子産物の複製開始制御への関与を調べる

ために、発現が増加したものはその過剰発現株を、減少するものはその破壊株を作

製し、フローサイトメーターで解析したが、いずれもその複製開始は野生株と変化

はなかった（結果は記載しない）。これらのことから、Sojは転写因子としての機能

は持っているが、Sqjによる複製開始の制御は、この転写因子としての機能とは異な

る可能性が高いと考えられる。

YabAやSpoOJの枯渇により複製開始時期が早まることから、複製開始に必

須な因子群は複製開始以前から既に準備できていることがわかる。そして、この開

始のポテンシャルは複製開始時期が来るまで何らかの機構により抑制されていると

思われる。S（わはその抑制機構に関わる因子と相互作用し、開始ポテンシャルを角牢

放させる働きを持っている可能牲が考えられる。今後、酵母2ハイブリッド法や免

疫沈降法などを用いて、S（わと相互作用する因子を探索する必要があると思われる。

その因子の発見により、枯草菌における複製開始制御の機構がより明らかになって

くると考えられる。
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本研究から、SpoOJはSojの活性を制御していることが示唆されたので、

SpoOJとSqjは細胞内で相互作用している可能性が考えられる。Plプラスミドにお

いては、ParA（Sqjホモログ）とParB（SpoOJホモログ）の相互作用が生化学的な解

析や、酵母2ハイブリッド法を用いた解析で証明されているが（Daviseta）．，1992；

SurteesandFunnell，1999）、枯草菌とカウロバクターでは、生化学的な相互作用解析

が行われたものの、その相互作用は確認できていない（MohlandGober，1997：Cervin

eraL1998）。本研究でも、酵母2ハイブリッド法を用いて解析したが、その相互作

用は確認できなかった（結果は記載しない）。SqjとSpoOJの相互作用は、今後の課

題として残されたが、その解析には血vfvoでの実験系を用いる必要があると思われ

る。また、SQj－SpoOJ過剰発現株では、Sqj過剰発現の効果が失われると共に、複製

開始時期が遅くなった。このことから、SpoOJはSqjの活性を抑制する以外に、別の

機能も持っている可能性が考えられる。本研究では、SpoOJの過剰発現が十分に行え

なかったが、今後、過剰発現の系を改良し、SpoOJ過剰発現の効果を詳細に解析する

必要があると思われる。そして、SpoOJはSqj以外の因子の活性を制御している可

能性も考えられるので、SpoOJと相互作用する因子の探索も望まれる。
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6．本研究のまとめと枯草菌における複製開始制御のモデル

本研究から、YabAやSpoOJの枯渇により、複製開始時期が早まることがわ

かった。この結果は、枯草菌では複製開始以前からDnaAを含め複製開始に必須な

すべての因子群が既に十分量準備されていることを強く示唆し、血aAの転写が複製

開始後の一定期間しか起こらないという過去の実験結果（Ogasawarae（a］．，1985b）と

一致している。このように枯草菌では、複製開始以前から既に開始のポテンシャル

は形成されていて、それを抑制している機構が存在すると思われる（凶16）。こ

のため、枯草菌では、DnaA過剰発現でMass／originが15％までしか減少しないと

考えられる（大腸菌では、17％－44％　まで減少：Lobner－01senetaI．，1989；Atlunget

al．，1993）。大腸菌で提案されているInitiatortitrationmodelでは、DnaAboxに対する

DnaAの量が十分量蓄積したとき、すなわち、開始ポテンシャルが形成されたとき

に、複製が開始すると考えられているので、この点でこのモデルと大きく異なる。

また、このような考えはその他の細菌でも想定されていなかった。

YabAはDnaAと相互作用し、その枯渇により開始時期が早まることから、

DnaAの活性を制御し、開始ポテンシャルを抑制する機構に関与している可能性が考

えられる（図16）。d朋Aの転写はこの抑制が働いているときでも自己抑制される

ので、DnaAはDNAに結合できると思われる。このことから、YabAはこのDnaA

のDNAへの結合を阻害しているのではない可能性が高い。複製開始にはDNAに結
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合したDnaA同士の相互作用により、OI・1C領域でループ構造が形成されることが必

須であると考えられている。よって、YabAはDnaA同士の相互作用を阻害し、この

ループ構造の形成を抑制している可能性も考えられる。最近、当研究室の森本らに

より枯草菌GTP結合蛋白質であるBexやYqeH量の減少により、複製開始時期が‥t．i7・

まることが示された。これらの因子もその抑制機構に関与している可能性が考えら

れる（図16）。抑制された開始ポテンシャルは正しい時期に解放される必要があ

り、このタイミングこそがまさに複製開始時期である。よって、この解放の作業は

細胞質の増加を認識して行われるはずであり、もっとも厳密に制御されるべき段階

である。本研究から、Soj過剰発現により開始時期が早まることが示されたが、S（力

がこの開始ポテンシャルの解放に関わる因子の候補として挙げられ、SQjqSpoOJ過剰

発現では開始時期は早まらないので、SpoOJがSqjのその機能を抑制していると考え

られる（図16）。5可欠失や呵卜叩0〃破壊では、複製開始に大きく影響しないこ

とから、Sq卜SpoOJシステムを相補する別の制御系が存在するか、もしくは、別の系

が主要な働きを行い、SQj－SpoOJシステムが補佐的な役割をしていることも示唆され

る。また、この破壊により、わずかに複製開始の同調性や、複製開始時期に異常が

生じるので、少なくとも、厳密な複製開始時期の制御にはこれらのタンパク質が必

要であると言える。
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