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(一)摘要： 

在細菌的複製叉停止時，需要 DNA 複製重新啟動 (DNA replication 

restart)。DNA 複製重新啟動需要 PriA 解旋酶的載入，接著必須與下游的

PriB、PriC、DnaT、DnaC、DnaB 解旋酶與 DnaG 引子合成酶有次序的相

互在複製叉 DNA 上結合以喚回 DNA 聚合酶，重新合成未完的 DNA。在

此研究，我們分析了 PriA 與 DnaT 的結合，並發現 DnaT 可以刺激 PriA 

ATPase 的活性大幅上升數 10 倍之多。雖然我們在此計畫執行區間來不及

將各片段的 DnaT與 PriA的結合方式做清楚，以致於無法明確的結論 PriA

與 DnaT 其分子間是如何交互作用，但由於我們發現了 DnaT 可增強數十

倍 PriA 活性，且可跳過 PriB 單獨與 PriA 產生結合，希望未來仍可解答

這個單套體蛋白質-三套體蛋白質交互作用的詳細模式，且期評估 PriA 這

個在細菌極度保留的蛋白質但人類卻沒有的基因是否可作為分子標靶來

進行下一步新型抗生素的研發工作。 

 

(二)研究背景： 

目前各式各樣的生物其 DNA 複製機制雖大致保留，但在 DNA 修復

後重啟 DNA 複製的程序則相當的不同，例如細菌與人類。細菌對於紫外

光或其他化學物質等都非常敏感，一有突變其 DNA 複製馬上就陷入停滯

情況，進而影響細胞分裂與生長，因此必須馬上啟動複製叉重啟機制。若

能抑制或阻斷此複製叉的重啟，將可使細菌生長速率急速壓制，而第一步

就是要先了解此重啟 DNA 複製的程序，包含牽涉在此程序的各蛋白質是

如何自我辨識與組裝(1−3)。 

重啟 DNA 複製的程序在細菌主要是利用引子合成體來喚回 DNA 聚

合酶。引子合成體蛋白質包括 PriA、PriB、PriC、DnaT、DnaC、DnaB 與

DnaG，其中引子合成體的組裝機制早已研究清楚，主要是以換手機制 

(hand-off mechanism)以進行各蛋白質的進入、活化與離開。目前已有相當

的文獻在探討大腸桿菌的 DNA 複製是如何被重新啟動：第一步是 PriA 辨



認並結合上停滯的複製叉，第二步 PriB 辨認此 DNA-蛋白質複合體並也結

合上，第三步是 DnaT 辨認此 PriA-PriB-DNA 複合體並結合上，此時會誘

使 DnaC-DnaB 複合體接上此 DNA-蛋白質複合體上並驅使 PriA、PriB、

DnaT 離開。最後 DnaG 會辨認 DnaB 而完成重新啟動聚合酶的任務(4)。

此每一步都是必須的步驟，不過許多詳細的細節包括幾個蛋白質相互結合

與互相如何辨認機制目前都不清楚。有趣的是，這個在分子生物學教科書

中大腸桿菌所發現的系統在我們分析其他的細菌時，竟發現許多細菌並不

含有 PriB。因此這些組裝步驟是可以跳過某個步驟呢或是有些蛋白質可以

承接起相當的功能則仍不清楚。這些 PriA 下游的蛋白質群在大腸桿菌與

枯草桿菌的基因學研究中顯示出極度的重要且缺一不可，但在不同的細

菌，竟有著如此大的不保留性。 

直到最近我們才發現 DnaT 竟然擁有一強的 DNA 結合能力(5)，因此

我們不禁懷疑是否還有許多新的交互作用未被發現，以致於過去所推測的

組裝機制須被大幅修正。若是 DnaT 能結合 DNA，則 PriB 應可與 DnaT

共同協助後續 DnaB 解旋酶的載入而不須與 DnaT 換手；這也可以說明為

何像 PriB 如此重要的載入因子，並不在所有的細菌中廣泛的保留。是不

是 PriB 只是一個可有可無的增強性蛋白質？如此的話誰來結合 PriA並引

入後續一連串的蛋白質-蛋白質與蛋白質-DNA 的交互作用？因此引發了

我們極大的探討興趣，並發現 PriA 其實可以單獨與 DnaT 直接交互作用

而並不一定必須靠 PriB 媒介。 

 

(三)結果與討論： 

1. 蛋白質純化。我們利用基因重組表達與純化出 PriA 與各種不同大小的

DnaT 片段，並進行後續細部研究。我們在此計畫執行區間來不及將各

片段的 DnaT 是如何與 PriA 交互作用與刺激 PriA 的 ATPase 活性研究

清楚，但這些材料仍有助於之後的研究工作。 

 



                     

圖一：利用 SDS-PAGE 分析在純化過程中使用金屬螯合 Ni
2+

-NTA 的親和管柱層析

法所純化出蛋白質的純度。大約 200 mM imidazole 緩衝溶液可開始沖滌出目標蛋白

質。左圖 lane 1, PriA。右圖 lane 1-3: DnaT84-179、DnaT42-179、DnaT26-179。 

 

2. PriA-DNA 交互作用。我們利用 T4 kinase 先將單股 DNA dT60 標定上同

位素 32
P，再與不同濃度純化後的 PriA 反應，顯影後發現電泳有遲滯

的現象，確定 PriA 與單股 DNA dT60 有交互作用。其 Kd數值為 3 μM。 

 

                      

圖二：利用單股 DNA dT60 與不同濃度的 PriA (0−20 μM)進行反應。首先將單股 DNA 

dT60 利用 T4 kinase 額外標定同位素 32
P，以便追蹤 DNA。如電泳後 DNA 位置發生

偏移，可能有相互作用產生。在加入 PriA 後觀察到複合體的形成，其 Kd 經計算為 3 

μM。 

 

3. 我們已利用 ConSurf 分析 DnaT 各胺基酸的保留性，以便了解何為重要

胺基酸以供分析之。 

 

 

 

 



圖三：我們利用生物資訊軟體 ConSurf 對所有已定序的DnaT在演化中其胺基酸的保

留程度。 

 

4. 蛋白質-蛋白質交互作用分析。我們已經利用表面電漿共振儀(SPR)，測

得 PriA 與 DnaT 間有強的交互作用。其 Kd數值為 8 x10
-8

M。這個結果

顯示，不同於之前熟知的大腸桿菌模型必須要有 PriB 參與，事實上我

們發現 DnaT 可跳過 PriB 直接與 PriA 交互作用。 

 

 

圖四：我們已利用表面電漿共振儀(SPR)驗證PriA與DnaT有無直接的交互作用力。首

先將PriA固定在CM5晶片，接著引入DnaT。若是PriA與DnaT沒有交互作用，則沒有

質量改變(從光折射角度改變得知)，圖形將為直線。我們發現PriA與DnaT有一強的交

互作用，其解離常數為8 x10
-8

M。另由圖知其PriA與DnaT的結合較慢但解離也較慢(相

對一些其他蛋白質來說)。因此，很明顯此計劃所提PriA與DnaT確實可相結合。 

 

 

5. 我們已利用螢光淬滅分析 PriA 與 ATP 與 ADP 的結合能力，其 Kd數值

為 192 與 155 μM。希望後續將加入 DnaT 看看是否有改變。 

 

 



 

圖五：利用螢光淬滅分析PriA與ATP與ADP的結合能力，其Kd數值為192 與155 μM。

我們已知DnaT不會結合ATP與ADP。因此為了觀察DnaT是否對PriA的ATP/ADP結合

有影響，之後我們將加入不同的DnaT來觀察PriA與ATP或ADP的結合能力之變化。 

 

6. DnaT 可以大幅促進 PriA 解旋酶的 ATPase 活性。PriA 解旋酶是一個活

性非常低的酵素，然而我們利用 TLC 片分析 PriA 水解同位素摽定的 ATP

活性時發現加入 DnaT 可以大幅增強數 10 倍 PriA 的 ATPase 活性。 

 

PriA (0.1 μM)  +   +   +   +    +     

DnaT         —  0.1  0.2  0.4  0.8 (μM) 

            

圖六：利用 TLC 片分析 PriA 水解同位素摽定的 ATP 活性時發現加入 DnaT 可以大幅

增強數 10 倍 PriA 的 ATPase 活性。Pi, 被水解的 ATP 所釋放出的游離磷酸根，與 ATP

的移動不同而漸分離，進而可觀察之。隨著加入的 DnaT 濃度越高，其產生的 Pi 濃度

也越高。 

 

7. PriA與DnaT以及其他蛋白質的聚集結構猜想。由於PriA與C端的DnaT

已經有結晶結構，我們利用結構的分析，猜測可能的PriA叉型DNA的結合



區。 

               

圖七：利用結構分析，我們猜測可能的DNA與其下游蛋白質的結合區。PriA 與 PriB

的結晶結構已被解出，我們放入RecG 解旋酶(其胺基酸序列與PriA相似度高)與DNA

結晶結構中的叉型 DNA (金色)，發現極為吻合。然而一個PriA是如何與這麼多的不

同蛋白質交互作用仍必須再更深入的研究。 

 

(四)結論與檢討： 

    在此研究計畫，我們分析了 PriA 與 DnaT 的結合，並發現 DnaT 可以

刺激 PriA ATPase 的活性大幅上升數 10 倍之多。然而總的來說，我們在此

計畫執行區間來不及將各片段的 DnaT 與 PriA 的結合方式做清楚以致於

無法明確的結論 PriA 與 DnaT 其分子間是如何交互作用，因此並未達到

計畫所預期的進度與結果。但由於我們發現了 DnaT 可增強 PriA 活性，

且可跳過 PriB 單獨與 PriA 產生結合，希望這些新的知識仍有助於引子合

成體新機制的推導。 
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