
し､つ

遺伝子型/表現型対応付けにおける
ウイルス型戦略の研究

1 9 9 6年 3月

埼玉大学大学院理工学研究科 (博士後期課程)

生物環境科学専攻(主指導教官 伏見譲)

根本直人



目 次

序論 一一一一一一一一一一一-1

第 1章 翻訳のある分子進化の初,uJJ段階におけるウイルス型戦略 ----一一一-6

^ModeloftheVirus-typeSLraLegyin thellarlySLageor

EncodedMolecularEvolLltjon

i.2 ウイルス型メンバーをともなったハイパーサイクルモデル1-----日一一-9

DescriptionoFtheModels

1.3 シ ミュレーシ ョン結果

ResultsofComputerSimulaHoll

1.4 考察 Discussions

I.5 結 論 Conclusion

第 2章 対応付け戦略における細胞型のrul胤 烹

2,1 緒言

2.2 原始的細胞型モデル

2.3 平均化効果 ･偏惰効果 ･ランダム複製効果

2.4 淘汰過程のシ ミュレ一一ション

2.5 考察

第 3章 無細 庖蛋白合成系で合成 された蛋白と

それをコ一一ドするRNAの結合法の実現にむけて

- - 1nvl'cj-oVirLISへのアプローチ

3.1 緒言

3.2 材料 と方法

3.3 結果 と考察

3.4 展望

総括

要 旨

参考文献

謝辞

一一一-一一--一一一1.7

----･-一一---一一一一 2 4

-I--I-------- 2 8

----------- 30

--------I-----3 1

42

43

46

54

57

-----I------------I- 59

------I-----------一一一6 1



序論

生命の起源及び進化の問題は､物理畢 勺にも/生物宰相こも屯要な課題となっている｡抑 こ

分子遷化は物理科学と生命科学フ)統合へ向けて､非生命に源をもち､生命にとって普遍的な

分子進化現象の駆動原理の解明を追究する静 止で､生物物理本来の云某題のひとつである｡ま

た､この駆動原理の解明は､実験室内での高速分子進化の指導原理にもなるため､機個型 三

体高分子の機鮭最適化技術とも関わり､工学 内な利用の道が開けている｡

本論文では､人工的な分子の進化実験から得た知見を生命の起源に適用し､ ｢ウイルス型

蜘洛分子｣という枇念が複製 ･翻訳系の初期進化において重要な役割を演 じることを示 い㌔

これは､人為的に設定した実験から得られた観察をもとに､複雑な自然瑛魚を言故国qるに際

しての物理科学本来の精神に基づt､たものである.

従 来の生命の起源諭F粛即白の存在を前提にしたものであった｡ これは化学進化研究の初期

におけるコアセノレベ- トやプロテノイ ドといった細胞様構造体の発見や現在のウイルスの

特徴は宿主に寄生する存在であるという一般的な通念によるものと思われる｡ しかし､蛋白

合成系自体の起源が問題になる生命の起源の分野においては､蛋白合成系の有無で細胞とウ

イルスを分類する邪 三の釦胞 ･ウイル刃耽念は起用できないOオ尋論文では､進化分子工学か

ら得られた新たなウイルスの定義に基づき､細胞型生命体より先にウイルス型生命体の出現

を提案するものである｡本論文ではさらに､このウイルス型的卿俗分子は､進化分子工学その

ものにおいても極めて石効な手段を提†則 一るため､この実験1鳩り製-向けてのいくつカU)請

みを報告する｡

ウイルス概念の歴史的変憂

1899年に Beijerinckは､タバコモザイクウイルス (TMV)の研究を通 し､最初の

ウイルスの基本的牧舎を展開した｡このときすでに Beijerinckは､ウイルスを漉適性で､

しかも細菌の菌体夕撞責素とは明らかに異なる細胞より小さい生命体と考えて ｢伝渠性の生き

た液体 (contagiunlVivum｢lujdum)｣と呼ん監 同じ頃､Loc｢rlerとJ二roschらも秋物のlj

蹄疫の病原体がTMVと同じ性質を持つことを発見したっそこで､しだいに rlif馳 性病原体｣

という牧舎が成立した[waterson&Wjl_kinson,1978;Priny)rose&DiLTTrOCk,1980]｡当初か

ら､分類や性状の不明確さを反映し様々な批判があったものの､この名前は一般に通用する

総称となり､ウイルス概念が成熟し､ "ウイルズ'なる言葉が固有の明確な意味を獲得する

まで続いた｡微生物のウイルスであるバクテリオファージは､赤痢菌を研究 していた

d'Hむelleによって 19I7年に命名された｡d'日計eHeは直ちiン〈//テリオファーージの医学

-の 応用に向けて努力したが実を結ばなかった｡ただ､そ0粥r究過程で溶原性細菌を発見す

ることになった｡これは､バクテリオファージつまりウイルスが宿主と共生できることを意

味するため､ウイルスの増殖が,糸r曜薩病的にすると考えていたd'HereHeを含めた当時の細

菌学者のウイルス牧舎とは真っ向から矛盾するものであっ-/㌔そのため､195O年にLwofF･
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によって再度取り上げられるまで､溶原菌は黙殺されることになったっつまり､それまでは

ウイルスが病原体という牧舎と強く結び付いていたことを斎沫する｡さらに､ウイルスの概

念を複雑にしたのは､1935年の StanleyによるTMVの結晶化であったO結晶化される

ことが非生物的であることの諭甚助勺他姓にはにならなし㌔ しかし､このことは生命の木質に

関する多くの議論ないし約割を生むことになり､ウイルスは生物ではないという通念を生む

ことになった｡一万､1939年に Delb山ckらは､ウイルスが遺伝的には他の全ての地球

上の生物と共通する遺伝物質と遺伝機構をもっているという見通しのもとに分子遺伝学の

建設を始めた｡ウイルスは遺伝現象の解明と同時に分子生物学そのものに大きな役割 を演じ

たが､このために､ウイルスは宿主綱庖の破片であるとか､退化したものであるという見断

が支酉加勺になっていった 万が一､それが細 払起源でない生命体であったとしても､細胞な

くして増殖できないものであるから､ウイルスは進化的には糾泡より後に登場したとする素

朴な見解が現在も支配的である｡ウイルスの定義は､1950年代に11crsheyらによって定

義されて以来今日まで､棲駿としてDNAかRNAのどちらかを持つ感触性の偏性寄生性の

構造体ということになった｡つまり､ウイルスは核酸というウイルスを柵 新 一るために必須

な化学物質の側面と宿主細 胞に寄生する属性に上って定義される.これは､現在のウイルス

のみを定義する上では妥当かもしれない｡しかし､新 しく成立しつつある生命の]版 や進化

分子工学といった学問分野で､つまり過去から未来に渡る時間軸のなかでウイルスを取り扱

う場合､現在のウイルスの属性による定義が普遍性をもつかは大いる霊葦諭の余地があるOこ

れは次のようなことを考えてみれば明らかであるOウイルスの寄生する属性の具体yJ内容は､

ウイルスはそれがコー ドする遺伝子を翻訳する場合に必-,)マ旨主細り包のリボゾ一一ムを利用 し､

ウイルス自身は翻訳系を持ち得ないということである｡これこそが､ウイルスが同じ礁過性

病原体であるリケッチアやマイコプラズマなどの寄生性生物と明確に区別 される理由であ

った｡ ところが､翻訳系の起源自体が問題とされる生命の起源においては､もっとも初期の

コアセルベー トのような単にn財荷造をもった前原女矧 ~nJ胞は始めから翻訳系を持つことは想

定されていない｡このことは､翻訳系を持つことが "紺 包"の条件であるならは 膜をもっ

た組抱様構造体は紬 包ではないことを瀞珠する｡つまり､このような細胞以前の原始生命世

界における構造体を現在の細胞やウイルスの本質的でない属性によって定義することは不

適切である｡

1981年の Ccchによるリボザイムの発見は､従来の/1命の起源論に対 し新 しい楓点を

提供した｡つまり､従来の生命の起源論が自己複製鼎立として ｢紬 包｣のみを念頭に置いた

たために抱えていた核酸 (情報)と蛋白質(機能)のどちらが光に生じたかというニワトリと

タマゴのジレンマを､両者を1つの分子に乗せることで佃TLjした｡すでにCrickや Eigenら

によって理論的には予想されていたことではあったが､RNAが削9某活性を持つという実験

的裏付けができたことで自己複製するリボザイムを仮定したRNAワール ド仮説が提案さ

れたっそして､リボザイムの様々な機能を分子生物学の手法を使って訊軟管内で創出 しよう

とする人々によって､1990年-以降のRNAの進化分子⊥学が用意されることになっ7㌔
一方､時を同じくして､今度は伏見らや scoLL&SmiLhらによってウイルスを使った進化/jJY ･

工学が準備された｡
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これらの進化分子工学による成果は､ウイルスの進イ臓 持上の独特の珊立を明確にした

そ摘 ま､非エンベロープ型ウイルスが分子のある機能を進化させるために不可欠な表現型

㈱肘 とそれをコー ドする遺伝子型 (情報)との対応付けttl卿80二)ひとつを採用しているこ

とである｡したがって､対応付け年肺 まそれを採用する代表的な進化分子系の名称をつけて､

表現型と遺伝子型を同一一分子上に載せたリボザイム型､表現型と遺伝子型を単純に結合させ

たウイルス型､表現型と遺伝子型を1つの袋に入れた卸砲型の3つに分類されることがわか

ってきた このような分類法でウイルス型を定義した場合､RNAワール ドの自己複製する

リボザイムの後に出勢する自己複製樹立として必ずしも糾J/dを考える必熱性はない｡むしろ､

構造的に簡単なウイルス型樹略をもつ自己複製単位を考えてもよい｡

ウイルスの起源に関しては､すでに述べたように細胞の退化したものという見方がほとん

どだが､中には全く異なった見解を提出しているものもある｡その代表的な考えは､ワトソ

ンの 『遺伝子の分子生物学』に書かれてあるもので､RNAウイルスの叫 こは､単純な (た

ぶん前細胞状態の)生命系の中で発生し､より原始Iy]な生命の特徴をもっているものがある

可能性があるというものである｡ただし､この二史脈の甲でもRNAワ--/レドにおいて膜構造

をもった細 包様構造体は限定されており､また､RNAワール ドの後に.Li]現するIINPワ叶

ル ドは単にRNA酵素のみによってできたRNAワール ドからRNAとタンパク質よりな

る核タンパク酵素によって形成される生命世界を想定しているQそこで､われわれはすでに

述べた対応付け日脚各の進イ出勺な観点から､RNAワール ドはRN^よりなる自己複製リボザ

イムが主役をなした世界であり､RNPワール ドとはRNAとそれがコ一 円 -るタンパクが

単純に結合したウイルス型の自己複製単位が進化をした世界であると提案 したし㌔

現在のウイルスは極めて多彩で､同-の祖先から進化したとは考えにくLloまた､TAx'lJに

ウイルスは複製忠完壁が低いために進化速度が速く､ゲノムから進化系統樹を作ることは困

難である｡したがって､初期の分子進化におけるウイルス型を閥略分子の筏賃 りを付けtJTTる上で､

実験室内分子進化実験は不可欠な研究手段となる｡

分子進化-の実験的アプローチと進化分子工学の発展

分子進化という場合の分子は生体高分子を意味し､化学進化で扱う分子とは著しく異なっ

た特徴をもつ｡分子生物学が明らかにしたことは､この生体高分子が特有の1掴 汐LJを有し

ていることであった｡そして､その l掴 汐u(一次構造)が特有の3次構造あるいは立体構

造に対応し､機能を発現するということである｡実験室内分子進化の研究の目的の-一つは､

環境との相互作用を通し環境情報をこの 1次配列に書き込淵 辞を分子レベルで解明する

ことであった｡これは､生物進化におけるダーウィンの自然淘汰の概念を分子レノウレに適用

することにより､生命の起猟及び進化を生体高分子の物理化学に帰着させることでもある｡

一方､物質の自己組織化を取り上げるうえで畢LJj学的な観点から､Prigogineの開放系で平

橡か ら遠く離れた非平衡条件は不可欠である｡

以上の観点から､理論及び実験の両面において体系的に研究を推し進めたのがEigenであ
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る｡しかし､分子進化実験として最初に先鞭をつけたのはシュピーゲルマンらで､1960

年代のことであった[Millsetall,1967]○彼らは刃傷歯のRNAフア-ジQβのレプリカ

ーゼが特鄭 勺にそのRNAゲノムを複製することに注目した そして､訊験管内でヌクレオ

チド三リン酸とQβレプリカーゼを加えた凪芯㈲夜にQβの4200塩基の一本鎖RNA

ゲノムを投入し-宙]柿板LyJ芯させ後､その合成物の一部を採取し､新しい反応湘夜が入った

試験管に植え継ぐ実験を繰り返した,この植え継ぎ実験は､討歌管内分子進化実験を行なう

上で重要な2つの点を示唆している｡1つは､-al噸問反応させた試験管から常に一定星の

励,前夜を採取し新しい反蔚夜に加えることで､流星一定という淘汰の弾 き状態が近闘畑こ実

現し､分子レベルでのダーウィン進化を可能にしているということ､言葉を替え抽潮 情

報をRNAに書き込むプロセスになっているということである｡2つめは､このような構え

継ぎは､同時に､この自己複製分子系を自己桝封ヒの必腰条件である開放系でT'7如 ､ら遠く

船 1た非平衡状態(軌封荷造)に導くということであるo この実験の結果は線的であった ま

ず､合成されたRN∧の九】見薗ノ＼の感葺掛姐ま4回目で失われ､74回の植え換えを繰り返し

た後得られたRN八は元のサイズの27%しかなかった これは､試験管という環境下でQ

βレプリカーゼの基質として優れ､より速く増 殖できる短いRNAのみが急激に"進化ノ′し､

もはや不必要な刃傷菌の感渠能などをもつRN八は逆に急速に淘汰されていったことを示

している｡この研究は､試験管内でRN八という生体高分子がダーウィン進化することを初

めて塩基犯列 レベルで明らかにしたことになる｡

アイゲンらは､この植え継ぎ実験を発展させ､1984年には､RNAを作業レプリコン

とする進化分子工学を健一昌した[Ejgenu.aTdjncr,1984]｡現在､シュピ-ゲルマンの 継イー闇市

え継ぎ法を自動化した自然淘汰型RN∧進化リアクタ一一をはじめとする､RN∧進化分子]二

学のためのいろいろな装置を試作している｡

また､1982年､伏見らはバクテリオファージFr族を用いた自然淘汰型進化リアクタ

ーを開発した[Hus:LmieL･a1.,1982]｡これは､ウイルスを連続培養するシステムでセルス

タットと名付けられた｡セルスタットは､上流に宿主,糸LTu胞のタ-ビドスタットという培養槽

をおくことと､セルスタットの希 釈率を宿主綱泡の上Ul.!'l拙速度より十分大きくしておくこと

で､ウイルスのみの自然淘汰を観察するのに成功 した｡伏見らは､漸進的高速進化のために

は生体高分子の物[/1､特にその酉汐り空rhFLLu)適応度の上山傍が重要であるという認識に基づき､

この地形の測定に努力を傾けてきた｡このように]980年代において､ドイツと日本にお

いて試験管内分子進化実験の研究から進化分子工学/-の 成立に向けて地道な努ノ｣がなされ､

生体高分子が進化する条件として､ (】)聞放系､ (2)Lヨ己増殖系､ (3)突然変異系､

(4)高分子の適切な適応度の地形の存在､ (5)遺伝子型と表現型の対応付け戦l断 )存在､

の5条件がまとめられプ㌔

1990年に進化分子工学に関わる様々な取り組みと)胡 とがアメリカを申し､に具休化さ

れた｡これらの主なものを次ページにまとめた｡

このような､進化分子工学の成功例から明らかになったことの--1 は､遺伝子型と表現型

の丈応 付け戦 略における 『効率』の問題であった｡進イ臓 井上の ｢式刑泡｣の静止は翻訳のあ

る分子進化における遺伝子)li分子と表現 型分子を同じ-つの矧 こいれることによって対応
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る分子進化における遺伝子型分子と表現型分子を同じ一つU)矧 こいれることによって拙 く

付けようとする､その袋に他ならない○こ摘 ま､ウイルス型に比べて効率の悪い力式である

ことがわかってき-rL そこで､無批抑こ紺臼の存在が前提となっている現在の生命の起力嬬命

に持し､進化分子工学で明らかにされたウイルス捌 朋念を紺 此 対等の位置に掛 ､て比校検

討する必要がある｡

甑 柏 最適化iiLE iL令作の列 進化分子エJYの例

同一,Ll子上に兼せ 大 一之N∧ワール ドの RN 拙̂化 リ7ク夕-

ら(RN∧製) 仏陀性RN∧ウイロイ ド? invitTOilー云字SELu

-つの出合ttとす 小 ウイルス粒子 セルスタット

ち(ウイルス型) ファージ.デイスプレ-invitroウイルス .コー ド化タグL:)き組合せ的ntJiに合は

-つの娘に人h7J /卜 細胞 ケモスタット (プラス ミド)

(畑伯 型) ク口-二ング型itE化 リアクター姻Jb洗面ディスプレーfJ三リポソームF)1PCR/方召訳,77T:

(災十出合1t) 多j用J'd

外諏畑tiによる 小～大 ヒト7 寺地付け並列団和訳合iJ三

本論文の構成

第 1章では､進化分子工学において蛋白'EJの単一機能を肢適イヒう~る上で綱泡型より有利な

ウイルス型戦略の重要性に注 目し､従来の/i命の起源諭では提案 されなかった virus

early/celllateモデルをtiigenのノ＼イパJ Jlイ//ル甥 爺の中で構築できることを示した｡

また､そのウイルス塑胡略分子により､複製 ･翻訳系が湘進的に共進化する図式を示 した.

第2章では前章の結果を踏まえ､ウイルス型生命体と糾胞型生命体の単純な数iliiモデルを

使い､淘温泉度の比校をおこなった｡これにより､対応付け戦略の観点からの｢瑚監査として､

-1.平均化効果､2.偏惰効果､3.ランダム複製効果､の3つが挙げられる｡特に､3の

ランダム複製効果は糾庖塑戦略にとって致命的な影響を与えることがわかっ7㌔

第3章では単一機能を最適化する上でのウイルス型脚 各分子の有効性に基づき､従来の細

胞に依拠 したウイルス型の進化分子工学の限界を乗り越えるために､無細胞蛋白合成系を利

用した Inv1'tm Virusの創製に向けておこなったいくつかの試みを報告する.
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第 1章
翻訳のある分子進化の初期段階における

ウイルス型戦略

AModelortheViI-uS-typeStrategy intheEarlyStageor

EncodedMolecularEvolutioll
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1.1 INTRODUCTION

Non-enveloped viruses such as simple bacteriophages have an unique strategy of

assignment of a genotype to its phenotype, The molecule of genotype is bound to

some of molecules of the phenotype. In short, genomic DNA (or RNA) is bound to

coat proteins, On the other hand, the cellular organisms adopt another kind of the

strategy, namely the compartmentalizing of both genotype and phenotype molecules

in a single compartment enclosed with a cell membrane, The simplest strategy is that

adopted by ribozymes in the RNA world. A single molecule carries both genotype

and its phenotype,

Recent advances in evolutionary molecular engineering has demonstrated that the

strategy adopted by the simple virus is very efficient for molecular evolution of a

single protein, Examples are the phage display method (Scott & Smith, 1990), the

cellstat method (Husimi, 1989), and the encoded combinatorial library method

(Brenner & Lerner, 1992), An "ill vitro virus" process, which simulates a life cycle

of a retrovirus in a cell-free test tube, are being tried in order to prepare for the

rapid adaptive design of a protein molecule as the coat protein of the" ill vitro virus"

(Suzuki et al., 1993),

In the evolutionary molecular engineering, the ribozyme-type and the cell-type

strategies have also been adopted The ribozyme-type strategy is the most effective,

but the cell-type strategy is not so effective, The efficiency of the virus-type

evolutionary molecular engineering process must correspond to faster evolution of a

virus in nature than a cellular organism

Maizels & Weiner (1993) suggested that some contemporary viruses preserve a

record of the replication strategy used by a cellular organism in the RN A world and

that contemporary viruses are older as living fossils than contemporary cellular

organisms in this sense, Many authors, however, believe that viruses emerged after
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the evolution of cellular organisms, because viruses are cell parasites. Indeed, the

contemporary virus can not reproduce without the host cell The "ill vitro virus",

however, can reproduce without a cell What of ancient viruses? This depends on

the definition of the virus. The original medical definition of a virus was a filterable

self-reproducible parasitic pathogen (Beijerinck, 1898) Some bacterial viruses -

filamentous phages -- however, are trapped by a filter and they sometimes become a

symbiont rather than a parasitic pathogen. Based on the success of virus-type

evolutionary molecular engineering, we propose here that the essential nature of

virus in the evolutionary aspect is its strategy of the assignment of the phenotype to

its genotype. The degree of conservation of this nature of the contemporary virus is

wide. Almost all contemporary viruses adopt more-or-Iess both virus-type and cell

type strategies

Now we can imagine a "filterable self-reproducible parasitic pathogen" to a pool of

the RNA world, which adopted the virus-type strategy in its pure form before the

emergence of a cellular organism In this chapter we show that the introduction of

such a virus-like organism between the occurrence of the RNA polymer organism

and the single cellular organism in the early history of life makes it easy to explain a

gradual and rapid evolution of a molecular system of encoded protein synthesis.

Some authors (e.g., Weiner, 1988) have suggested the presence of the

ribonucleoprotein(RNP) world after the RNA world without comment on the

assignment strategy of encoded protein synthesis. They tacitly assume the presence

of cell-type strategy.

The presence of the RNA world -- that is, the living world consisting of self

replicating RNA without encoded protein -- is widely accepted (Gilbert, 1986). This

hypothesis is reinforced by the recent inventions of various nll1ctional ribozymes

through the evolutionary molecular engineering of ribozyme-type (e.g, Bartel &

Szostak, 1993). Presence of the cell is not essential in the RNA world. Several self-
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replicating ribozymes can coexist as members of a hypercycle (Eigen, 1971) without

competitive exclusion in a pool of the RNA world.

In the original model of the hypercycle with translation, the synthesized proteins

are assumed to be isolated molecules. This situation leads to dichotomy between

genotype and phenotype. To overcome this difficulty, the hypercycle has to be

compartmentalized into a cell (Eigen & Schuster, 1979; Buchholtz & Schneider,

1985).

Here we introduce a member with virus-type strategy into the hypercycle. Based

on the discovery of peptidyl transferase activity of ribosomal RNA (Noller, Hoffarth

& Zimniak, 1992), we also introduce a ribozyme with translation activity into the

hypercycle. We show that such a hypercycle with virus-like members could enable

both the replicase activity of the first protein and the translation activity evolve

gradually out of the RNA world.

1.2 DESCRIPTION OF THE MODELS

1.2.1 A hypercycle with virus-lil{e members at the end of the RNA

world.

Based on the following postulates, we consider a hypercycle model demonstrating

that the replication system and the translation system evolve together in Darwinian

sense at the end of the RNA world. The most unique postulate in this model is

postulate- 4.

Postulate-I. There were the replication ribozymes in the RNA world. They

catalyzed the replication reaction of RNAs including themselves. The length of the

ribozyme was not so long because of the poor fidelity of replication The ribozymes

constituted a hypercycle to coexist [Fig1.] (a)] (Eigen & Schuster, 1979).

Postu1ate-2. The first protein which was encoded in an RNA emerged as a co

factor of the replication ribozyme Translation was performed by ribozymes
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Fig.I.! Various hypercycles.
Solid and open arrows denote catalytic reaction and chemical reaction,

respectively. Solid lines and broken lines denote replication and translation,
respectively.

(a) An elementary hypercycle in the RNA world. X1 and X2 are replicase
ribozymes.

(b) A hypercycle with a virus-like member "tr" is a ribozyme, which has both
replicase activity and peptidyl transferase activity and carries a gene for a cofactor
of the replicase ribozyme. "A" is another replication ribozyme which serves also as
an adapter. "v" is a complex of tr (RNA gene) and the replicase cofactor (translated
protein), that is, a "virus" particle. In this figure, only "tr" catalyzes a translation for
simplicity "A" also catalyzes translation in the computer simulation described in
the text.

(c) A speciallsts hypercycle. Ir is a descendant of tr which has improved the
peptidyl transferase activity. tR is a descendant of tr which has improved the
replicase activity of the replicase virus. V has a greater replicase activity than v in
(b) Ihe mutual catalysis of replication among Ir, tR and A is neglected
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(Noller et a!., 1992). Some ribozymes in the hypercycle were aminoacylated with a

specific amino acid (Shimizu, )982; Piccirilli et a!., 1992). They served as tRNAs.

A translation ribozyme, which had both replicase activity and peptidyltransferase

activity, also had a gene for the first protein

Postulate-3. The environment of the hypercycle is modeled by a continuously

stirred tank flow reactor into which substrate small molecules flow, and from which

excess polymers flow out. We assume the dilution rate D is regulated to keep

constant the total population of polymers in the reactor for simplicity (a turbidostat

model).

Postulate-4. The translated protein was bound to the gene. Our system adopted

the virus-like strategy of assignment of genotype to phenotype. We call the bound

entity as a "virus" and the hypercycle as a "hypercycle with a virus-like member"

[Fig 1.1 (b)] A virus-like member is defined as a set of the naked coding RNA and

the virus. The dynamics of the hypercycle with a virus-like member of Fig1 1(b) is

described as follows:

dx)/dt= L L kijXiXj + kvxv - ktXIX2 - x]D,

j=J,v j=l,2,v

dx2/dt= L k2ix2xi

i=1,2,v

(1)

(2)

(3 )

D L kijXiXj + kvxv,

i,j= 1,2,v

(4)

where Xl, x2 and Xv denote the population density of the repli-

cation/translation/coding ribozyme (tr), another replication/translation ribozyme (A)
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and virus (v), respectively We arbitrarily set the total population in the turbidostat

to be 1. Thus population density of each member means the mole fraction within

total RNA polymers The k,/s denote the rate constant of replication reaction for the

I-th member catalyzed by the.I-til member. k" denotes the rate constant of replication

reaction for RNA moiety of the virus catalyzed by itself kt and D denote the the

translation rate constant and the dilution rate, respectively.

1.2.2 The evolution of a replicase-virus member" in the hypercycle

We extend the above mentioned model [Fig.l.l(b)] to treat a case that an

advantageous mutant of the replicase-virus member emerged in the hypercycle

(Fig.1.2) and to observe how the population changeover occurs for the virus-like

member. The dynamics in this case is described as follows:

dxln/dt=:L: (kl nl mxlnx lm + kvn lmxvnxlm + klnvmx lnxvm

111=0

(5)

for n=I,2,

forn=],2,

dx2/dt= :L: ( k21 mX2x Im + k2vmx2xvm ) +k22 X2 X2 -x2/),

m=O

(6)

(7)

where D denotes dilution rate. x 10 and xvO are population densities (or mole

fraction) of the ribozyme and its virus, respectively. :q 1 and XvI denote
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Fig.1.2
A model describing the elementary step of evolution of the replicase virus (v) in

Fig.l(b) tr and v are wildtypes trm and vm are advantageous mutants
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population densities of the advantageous mutant of the tr and its VIruS V,

respectively x2 denotes the population density of the ribozyme "A"- Equations (5)-

(7) include all cross-terms of replication reactions catalyzed by each other.

1.2.3 The evolution of two additive replicase-viruses in the

hypercycle

We extend the model to the case where the hypercycJe has two kinds of the

replicase-virus members which serve additively two different functions for RNA

handling (Fig. I.]) Here we treat a case where the replicase-virus evolved to have a

much greater activity than that of ribozymes Thus the h nIm and k21 m terms

(n=O, 1, m=O,1) and kvn Im and kvm2 terms (m=O, I, n=O, I) are negligibly smaller

than other k terms in the above eqs (5)-(7)

The dynamics of this model, when each advantageous mutant of both repllcase-

virus members emerged, is described as follows:

2

dx· /d/= LIn

j= 1

L kinvJo mXinxvJ· m + kvi nXvi n, , ),
111=0

2

+ L L kvi,nvj,mXvi,nXvj,m

j= I m=O

for i=I,2 and n=O, I

(8)

2 2 2

for i=I,2 and n=O,1

(9)

dx]/dt= L L k]vi,nX]Xvi,n + L L L L k]vi,mvj,nX]Xvi,mXvj,n

i= I n=O i= 1 j= 1 111=0 11=0

14



-.;
-----~,,,

I

<Q1$....

,
' - ---
: -,
1
I

\(

~.l.~

v2

t~.,
,

.,
,,

Fig.I.3
A hypercycle consisting of two additive virus-like members. v land v2 are

replicase viruses. They replicate RNAs additively "A" is a ribozyme which has both
replicase activity and adapter activity.
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(10)

The dilution rate D is determined based on the condition of constant total

population xlO and x20 are the population densities (or mole fractions) of the

wildtype of two kinds of replication/translation/coding ribozymes tr 1 and tr2; each

encodes a differently functioning protein of RNA handling XII and x2i denote the

population densities of the advantageous mutants of tr I and tr2, respectively. xvi,n

denotes the population density of the virus made from Xi n. x3 denotes the,

population density of another replication/translation ribozyme "A"

The emergence of the additive partner is explained by the model itself The first

molecule named tr2 may be a mutant of tr1 or a migrant from another pool If the

virus-like member tr2 is not a competitor against the virus-like member tr I but a

mutual enhancer with it, then tr2 becomes a member of a stable hypercycle shown in

Fig.1.3.

1.2.4 Making of two specialist ribozyrnes from the doubly

functioning ribozyme (tr).

Finally, we extend the model to the case that, after some improvements of

replicase activity, the additionally doubly functioning ribozyme (tr) was replaced by

two specialized ribozymes, a translation ribozyme (Tr) and a replicase-cofactor

encoding ribozyme (tR). Note that all these ribozymes also have the replicase

activity. The hypercyclic couplings between members were rearranged to meet the

new structure called a specialist hypercyc1e [Fig. 1) (c)]. The dynamics of the model

is described as follows:

dxl/dt= L kiv3XjXvX3 + kv3xvx3 - ktX1X2X] -x)D,

i=I,v
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dxj/dt= ktv(i-l)XiXvX(i-l) - xp,

where
3

D = L: kiv3XiXvx3 + L: kjvU-1)xjXvXU-l) + kv3xvx3,

i==l,v j==2

for i=2,3

(13)

( 14)

denotes dilution rate. xl, xv, x2 and x3 are the population densities of the replicase-

cofactor encoding ribozyme (tR), its virus (V), the translation ribozyme (Tr) and

another translation ribozyme (A), respectively kivj denotes the rate constant of

replication reaction for the i-th member by both the virus-member andj-th member.

Computer simulations were performed using Mathematica ver.2.2 on Sun SPARC

Station 2.

1.3 RESULTS OF COMPUTER SIMULATION

The stability and selection process of the hypercycle with Vlrus

like mem her.

As is well-known, the dynamics of the elementary hypercycle model [Fig.1.I(a)] is

stable in the wide range of parameters (data not shown).

Fig. 1.4 shows a time-course of mole fractions in the flow reactor for the model of

Fig.l.l (b). Each member coexists stably The virus survives even if the

dimensionless replication rate constant of virus kv x 55.6 is considerably smaller

than the dimensionless replication rate constants of ribozymes and the translation

rate constant kt is fairly small (e.g., 1000 replications per I translation) . Therefore,

when the translated protein can bind the gene RNA (tr) and enhance its own

replication reaction slightly, the bound entity (virus-like member) can coexist in the

hypercycle. This simulation shows that a virus-like member could emerge as a
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Fig.1.4
Stability of the hypercycle with a virus-like member (Fig 1(b) and eCls (I )-(4)). A

time course of population dynamics in a f10w reactor is shown. Top Xl (=X]), x2

(=x2), and y (=xy) are mole fraction of tr, A and y, respectiYely. Bottom: Dilution

rate D is plotted against time for monitoring the stability of total population
Translation rate constant: kt=O.l; replication rate constants: kll =k22=kYI=1,

k21 =1.2, k12=kY2= 14, ky=kyy=OO 1, k] y=0.02, k2Y=0 03 Initial conditions

Xl (0)=x2(0)=0 5, xy(O)=O.
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A population changeover dynamics from the wild-type to an advantageous

mutant in the hypercycle (Fig.2). xlO (=xlO), xII (=xll), x2(=x2), vo (=xvO) and

vI (=xv 1) denote mole fraction of tr, trm, A, v and vm, respectively. Translation

rate constants' kt=1; replication rate constants k I0 I0=kl111 =k22= 1,

kvOlO=kv l11=kv02=kv12=1, k210=k211=2, kvO=O 1, kvOvO=l, kJOvO=l, k2vO=2,

kv1=0.12, kv 1vI =kl1 vI =1.2, k2v1 =2.4, kl11O=k 101 1= 1, kv llO=kvO 11 = 1, kl 1vO=

kv1vO=1, kvOv1= klOv l =12.

Initial conditions: xJO(0)=0.499, XII (0)=0001, x2(0)=0.5, xvO(O)=xvl (0)=0
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parasite to an elementary hypercycle in the RNA world.

Fig 1 5 shows that a slightly advantageous mutant (kvi=O.12) population took over

the wildtype (kvi=O.10) population. The virus-like member can improve its

replicase activity (kv and kvj) gradually in the hypercycle. The ribozyme moiety of

the virus-like member can also improve its translational activity (kt) (data not

shown).

On the other hand, the replicase protein cannot evolve in the hypercycle without

adopting the virus-like strategy. Consider a model where the virus was replaced

with the isolated replicase protein. The single isolated protein makes the hypercycle

unstable, because it does not contribute the hypercyclic coupling. The dilution rate

decreases gradually and tends to the final constant value corresponding to the

growth of 'A' (x2) without the protein replicase. Replicase proteins in the original

hypercycle with translation are also isolated molecules, but the hypercycle is stable

because of the mutual enhancement mechanism. However they cannot improve their

activity because of lack of genotype/phenotype assignment strategy.

Fig. 1.6 shows a time course of population dynamics in the flow reactor for the

model in Fig. 1.3. Two additive replicase-virus members could coexist stably in the

hypercycle. Fig. 1.7 shows a population changeover dynamics from the wild-types to

advantageous mutants of two additive replicase-virus members. We naturally

assumed that mutants are competitive with its wild-type and are cooperative with

each other. Since mutants could take over the wild types and coexist with other

translation members, each replicase-virus member in an cooperation set could

evolve. The same result was obtained for the case that each advantageous mutant

emerged independently

Fig. 1.8 shows the range of parameters which make the specialist hypercycle

[Fig.l.l(c)] stable. Because several kinds of tRNA are required and several

translation ribozymes are required in order to evolve to a more elaborate translation
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Fig.1.6
Coexistence of two kinds of replicase virus-members in the hypercycle (Fig 3). A

time course of population dynamics in the flow reactor is shown. xI (=x I), x2 (=x2),

x3 (=x3), VI (=xvl) and v2 (=xv2) denote mole fraction oftrl, tr2, A, vI and v2,

respectively. Dilution rate is also stable (not shown). Translation rate constant:
kt=l; replication rate constants: kll =k22=k3J=k 12=k23=k31 =kI3=k21 =k32=0,

kvll =kv I2=kv21 =kv22=kv13= kv23=O, kvl =0. I, kvl vI =kl vI = J, k3vl = 1. 7,

kv2=0.08, kv2v2=k2v2= 0.8, k3v2=1.36, k2vl =1, kv2vl =] .5, k] v2=0.8, kvl v2=1.5.

Initial conditions: Xl (0)=0499, x2(0)'=0.00 I, x3(0)=0.5, XvI (0)= xv2(0)=0.
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A population changeover dynamics from the wild-type (broken line) to an

advantageous mutant (solid line) of two additive replicase virus-members in the
hypercycle (Fig.3). XII (=x11), x21 (=x21), VII (=xv l 1) and v21 (=xv2 I) denote, ,
mole fraction of advantageous mutants oftrl, tr2, vI, and v2, respectively. x3 (=X])

denotes mole fraction of A Population changeover occurs at tpco=45 time units.

Translation rate constant; kt= 1, replication rate constants; klOv I O=kv1 Ov I 0, "

=kl1vl 0=1.2, kl Ov1 I=kl 1vl l=kvl Ivl 1=14, kvl 0=0.12, kv1 1=014,) »,,), , ,

k20v2 0=kv2 Ov2 0=k21 v2 0=1, k20v2 1=k2 1v2 1=kv2 1v2 1=1 2, kv2 0=0.1,, ), , "", ,

kv21=0.12,k20vl 0=k21vl 0=1,k20vll=k21v11=1.1,klOv20=kllv20=1,
, " , , , 1

klOv2 l=kl1v2 1=1.2, k3vl 0=k3vl l=k3v2 0=k3v2 1=1, k v l Ov2 0=kv2 Ovl 0=10,, , ,», " "

kv l Ov2 l=kv2 Ivl 0=15, kvI Iv2 0=kv2 Ovl 1=15, kv l Ovl l=kv l Ivl 0=1 44,
,) » ",) ,) "

kv2 Ov2 1=kv2 Iv2 0=1.2, kvl Iv2 l=kv2 Ivl 1=15, k3vl Ovl 0=1.3," " )", "
k3v2 Ov2 0=1.1, k3v1 Ov2 0=36, k3vl Ovl 1=14, k3vl Ov2 1=39, k3v2 Ovl 1=40,

), J) ,) ,) ) 1

k3v2 Ov2 1=1.2, k3vl Iv2 1=43, k3vl Ivl 1=1.5, k3v2 Jv2 1=13. Initial" " ), ),

conditions; x1O(0)=04, XII (0)=0.001, XvI 0(0)=0, Xv 1 1(0)=0, x20(0)=04,, ,

x21 (0)=0.001, xv2 0(0)=0, x v2 1(0)=0, x3(0)=02, ,
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Fig.1.8
Stable range of parameters for the specialists hypercycle (Fig.l(c))

Contour lines of the mole fraction of the member of the smallest size at the long

time (l 016 units) are drawn on the three planes where each replication rate constant
of two members varies independently and all other parameters are fixed (translation
rate constant; kt=l, replication rate constants; kvv3=1, kv3=0 1) Initial conditions;

xl (0)=0.333, x2(0)=0.333, x3(0)=0.333, v(O)=O. ) . Values of innermost contour

line is 0.25 and the outermost is 0.025.
(a) the (kl v3)-(k2vl) plane. (b) the (k2v1)-(k3v2) plane (c) the (k3v2)-(k[v3) plane,

where kl v3 denotes the replication rate constant of tR catalyzed by V and A, k2v I

denotes that ofTr by V and tR and k3v2 denotes that of A by V and Tr
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machinery like modern ribosomal RNAs, we introduced two translation members

into the hypercycle through making the doubly functioning RNA split into two

specialized RNAs, a replication ribozyme (tR) and a translation ribozyme (Tr). We

assumed that the replication reaction of each member was catalyzed by the

replicase-virus and another ribozyme in the hypercycle. As shown in Fig.l.8, all the

member can coexist stably in the wide range of parameters. Note that cyclic

catalysis is not necessarily required for the stability of the hypercycle. For instance,

a situation that A and Tr catalyze each other replication and A and tR catalyze

each other replication is possible. Without this mutual enhancement among

members, however, two translation members (A and Tr) could not coexist in the

hypercycle.

1.4 DISCUSSIONS

1.4.1 Comments on assumptions of the hypercycle model

Eigen et al.(1991) demonstrated that the system composed ofQ~ replicase and Q~

RNA can be regarded as a hypercycle in the host cell. Our model of a hypercycle

with virus-like members is quite different with such a viral hypercycle

We have assumed the existence of replication ribozymes in the RNA world. A

ribozyme with RNA ligase activity has been designed by evolutionary molecular

engineering (Bartel & Szostak, 1993) It is expected that A ribozyme with replicase

activity will be designed also by the engineering and it will suggest the existence of

an ancient replicase ribozyme and the RNA world itself. It is likely that the

replication ribozymes made a hypercyclic coupling to increase their information

contents.

We can expect that a ribozyme catalyzing peptidyl transferase reaction emerged in

the hypercycle, because the RNA transesterase reaction and the peptidyJ transferase

reaction have a similar reaction mechanism. Discovery of a ribozyme which
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catalyzes aminoacyl esterase reaction suggests that the first aminoacyl RNA

synthetase was a ribozyme (Piccirilli et aI, 1992) Recently a ribozyme of

aminoacyle-RNA synthesis have been made by evolutionary molecular engineering

(Illangaskare et aI, 1995). A translation ribozyme that catalyzes peptidyl transferase

reaction could perform the translation using these aminoacyl ribozymes as

aminoacyl tRNAs.

We assumed that the first encoded protein attaches to its coding RNA (the virus

like strategy). Some molecular mechanisms of the bonding can be speculated. These

mechanisms will be also useful for the evolutionary molecular engineering using the

cell-free translational system. An example is a method using RNA genome (single

gene) in which a suppresser tRNA is fused to 3' end of mRNA which has two

tandem termination codons.

A natural counterpart of the flow reactor model might be the surrounding

temperature-gradient region of an undersea volcano because of the constant flow of

energy from volcano and resources from both the volcano and the surrounding

"primitive soup".

1.4.2 Co-evolution of replicase protein and translation machinery

We assumed that the first encoded protein catalyzed replication reaction. If the

first protein had catalyzed only the translation reaction instead, it would be

impossible for the protein to evolve. The reason is that the replication rate of its

encoding RNA (genotype) was not enhanced. The replication ribozyme might

evolve to catalyze translation reactions (Weiner & Maizels, 1987). In fact, by

evolutionary molecular engineering, a double functioning ribozyme has been made,

that has optimized phosphoester transfer activity and also has amide-bond cleavage

activity (Dai et aI, 1995) Similarly, the first protein which catalyzed replication

reaction might evolve to catalyze translation reactions also, because both reactions
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require similar RNA handling techniques Q~ replicase and other RNA-dependent

RNA polymerases of RNA viruses contain the ribosome-related proteins (Quadt et

aI., 1993) These contemporary translation proteins may be a relic of the replicase

proteins of the first virus-like organism at the end of the RNA world

We have assumed triple functions for tr RNA it is not so dlfficult for the molecule

with double or triple functions to improve each function. Phage ¢x174, for example,

has a genome region coding three overlapping genes using all three coding frames.

Triple functions have been evolving simultaneously.

We have shown that the molecule which has both replicase activity and

translational activity can optimize both functions in the hypercycle with virus-like

members. However, it is difficult for an isolated protein that catalyzes the

replication reaction to evolve, because the encoded protein has no assignment

strategy of phenotype to genotype.

We now discuss the evolution of members other than the virus-like member is

discussed. In the model in Fig. 1.1 (b), member A is not required to participate the

translation reaction directly, although the results shown in the previous section were

based on participation of A to translation. The model in which only tr (virus

genome) catalyzes the translation reaction [Fig 1. 1(b)] provided the same results

"A" can be regarded as a tRNA-like adapter between polynucleotide and

polypeptides, which bound some ubiquitous amino acids (e.g., glycine and alanine

etc.). When the replicase activity of the virus became greater than that of the

replication/adapter ribozyme, a new hypercycle modeled in Fig I. 1(c) emerged

stably, as shown in our results. The replication reaction in this model is a ternary

reaction in which the replicase virus and another replication/translation (or adapter)

ribozyme catalyze additively the replication of an RNA This higher order growth

reaction leads to the "once-for-ever" selection.

The tr translation ribozyme could make use of other replication/adaptor ribozymes
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At the same time, the replicase virus could catalyze the replication reaction of these

new replication/adapter ribozymes This entails an increase of tRNA species in the

hypercycJe. The establishment of the genetic codes is explained in this context

(Eigen & Schuster, 1979)

1.4.3 Darwinian evolution in the hypercycle

The virus-like member could introduce Darwinian evolution into the hypercycle

with translation. Here "Darwinian" means "based on the population-independent

selection rather than the once-for-ever selection". It enables the single function of

the molecule to evolve gradually and rapidly in the hypercycle. Adoption of the

virus-like strategy for the assignment strategy of phenotype to genotype -- that is,

bonding the phenotype molecule (replicase protein) to the genotype molecule

( coding RNA) -- is the key to Darwinian evolution of the replicase protein.

The same is true for the hypercycle consisting of replication ribozymes in the RNA

world. We can consider this case as replacing the replicase protein in the previous

case with the replication ribozyme itself Each replication ribozyme that carries both

phenotype and genotype can optimize its replicase activity independently of other

members unless the extreme Darwinian growth of a member destroys the

hypercycJic coupling Thus, the "ribozyme hypercycJe" is a Darwinian hypercycle in

which the replicase activity of each member evolves gradually and rapidly. We can

image the ribozyme hypercycJe might gradually evolved into the hypercycle with the

virus-like member at the end of the RNA world

Our results also show also another aspect of Darwinian stepwise evolution. If the

replicase activity of primitive protein units (eg., module (Go, 1981)) is additive,

several primitive protein units each having a different function can coexist and

evolve independently in the hypercycle. This give rise to the possibility that early

proteins might be an assembly of smaller units to serve as a better machinery. Such
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a structure may correspond to Q~ replicase or other RNA replicases that consist of

several different subunits

1.4.4 Mutation

Our present mathematical model describes only the selection process after the

emergence of an appropriate mutant. The stability and the rate of evolution of our

hypercycle or the proto-cell are also dependent on the mutation rate and the

probability of getting which type of mutant ( an advantageous or deleterious

competitor or a symbiont or a parasite or a antibiont) In this comparative study we

have neglected the difference between the mutation effects between on the virus

type strategy and on the cell-type strategy, although the virus-type can take

advantage of the vast size of mutant pool

For physical chemistry of the origin of life, however, the mutation effects are

critical. The type of the mutant is described formally in the table of k's (reaction rate

constants). The dependence of the table of k's on the RNA sequence determines the

fitness landscape The above-mentioned probability is dependent on the k landscape

around the wildtype sequence. A study that determines the yet unknown statistical

characteristics of the real biopolymers would be one of the most important works of

the evolutionary molecular engineering.

1.5 CONCLUSION

The virus-early/cell-Jate hypothesis of the history of life cannot be discarded if the

terms "virus" and "cell" are properly defined. The replication ribozymes emerged in

the initial stage of the RNA world and performed Darwinian evolution. The

translation ribozyme with virus-type strategy emerged at the end of the RNA world.

The virus-like members in the hypercycle improved their replicase activity and

translation activity gradually, in Darwinian sense while the genetic codes were being
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established in the once-for-ever fashion. This "virus"-like nucleoprotein was the

mother molecule of the "RNP" world. Although virus-type strategy is essential to

the early stage of encoded protein synthesis and is more efficient in natural selection

than the cell-type strategy, the variety of virus phenotype is limited. After the

replication system and the translation system were improved to the level at which

the genomic RNA could be a single long molecule and the hypercyclic coupling was

not necessary, a new assignment strategy -- the cell-type strategy -- could be

adopted, because both the random replication effect and the segregation effect

vanished. The compartmentalization of phenotype with its genotype permitted

various types of phenotype and opened the way to complex organisms
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第2章

対応付け戦略における細胞型の問題点
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2.1 緒言

前章において､われわれは virus-early/celトlateモデルを提案した｡ しかし､これは

cell-early/virus-1ateモデルを否定するものではない｡Cell-early/virus-1ateモデルは､

オパーリンのコアセルベー ト以来､もっぱら化学進化の延長上にある細胞状構造体の発見に

基づいており､その代謝における意義等は実験的にも理論的にも論じられてきているが､そ

の複製に関する議論はあまりなされていない(Oparin,192,1;tTox良Harada,1958;Tanrord.

1978, Dysoll,1985)0

この章の目的は､無批判に受け入れられている "原始細庖"の牧舎に対し単純な細胞型対

応付けモデルを使って､その進化機構論的側面からの問題点を浮き彫りにしようとする試み

である｡その結果､細胞型の淘汰速度は[突然変異率が同じ場合にはダーウィン進化速度も]

ウイルス型に比べ極めて遅いことが結論された｡

2.2 原始的細胞型モデル

ここで考察する細胞型生命体は､RNAと､それがコー ドし､それを複製する機能をもつ

蛋白および RN̂ ワール ドの翻訳系が一つの袋 (細胞)に包まれたものとする｡一方､比較す

るウイルス型生命体は､RNAと､それがコー ドし､それを複製する機能をもつ蛋白との結

合体とする｡ウイルス増殖の素材の供給と､その合成機能の不足する部分は培地のRNAワ

ール ドの機能に頼る｡

原始的細胞は次のような数理モデルを仮定する｡

(1)RNAゲノムが多数 (L)にセグメント化され､しかも､セグメントのそれぞれが多数

(∩)コピーをもつとする*｡

(2)RNAと生産物が2倍になったとき､物理的に分裂する｡

(3)分裂の際､2個の娘細胞にRNAと生産物が等量ずつ分配される｡

◎これらの条件は細胞型のモデルに有利 であるが､不利にすることはない｡

(4)ウイルス型生命体､細胞型生命体とも連続培養モデルを仮定し､同数の個体群密度で

フローリアクター中に存在する｡

脚注(*)

原始細胞を4つのタイプに分類した (表1)｡まず､この遺伝子群を一本のRNAにのせる

か､いくつかの短いRNA (segments)に分けてのせるか2つに分類 し､ついで､各セグメ

ントのコピー数が1本か多数本かで分類した｡

これらの細胞の示す性質を表 1に示した｡原始的なRNAレプリカーゼでは､複製エラー

率がかなり高いと考えられる｡長いRNAはエラーーカタストロフィーに陥り種が安定に存続

できない (Eigen,eta1. 1972)｡また､原始細胞においては高度な分裂機構は持ち得
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ここで､遷移確率行列G りは､付細胞 CJから娘糾庖C 1に遷移する確率をあらわす｡さら

に､平均化効果を考慮した細 胞混長反応速度定数 rL l｣を次のように定義するo

Ki｣-

jK+(ll-j)k
G i｣ - ･ (2)

ここで､k,Kは､それぞ辛朗･生型と有利突然変異体の複製反 応速度定数である｡これら

を使ってn個のゲノムをもつ釧胞のフローリアクター中の淘汰方程式は次のように表現でき

る｡

dCi
(/I=∑1くiJC了 DC i - ･ (3)｣=0

(i=0,1,2,…,ll)

ここで､Cは全細胞密度であり､Dは希釈率をあらわす｡

実際に､n-10の場合にシミュレーションしたものが図2.3である｡これは1000分の

1の細胞の｢Pの 1つのゲノムにたまたま有利突然変異体が生じたときに､分裂を繰 り返す う

ちに序々に有利突然変異体のゲノムをもつ糾胞が増殖し､ついに全てのゲノムが有利突然変

異体になった "有利突然変異休細胞"が野/生型だけのゲノムをもつ細胞と個体群置換を起す

過程をあらわしている｡コピー数nと個体群置換時間の関係をあらわしたのが､図 2.∠1であ

る｡

次に､分裂の際､娘細胞に1種類以上のセグメントがn/2個以下しか含まれないときに､

その細胞は死滅すると仮定して､セグメント数JJと各セグメントのコピー数nの関係を考え

る｡この場合､セグメン トがL佃ある場合の生存率は次の式で与えられる｡

segmen〔が丸個ある

場合の生存率
- ･ (4)

この式に従い､Lが 1,10,100,1000の値に対し､nを変数とした場合の生存

率の変化をあらわしたのが､図2.5である｡

ここで､適当なセグメン トの数を概算する｡そのためには､細胞の最小ゲノムサイズにつ

いて知らなくてほならないが､これについて現在予測することは極めて女TEしい｡ただ､ゲノ

ムサイズが長くなるとセグメン ト数が増えることになり､ランダム複製効果によって細胞に

36



ないので､紺 包内のRNAと/i成物の増加 こよって物融 勺に分裂すると考えた場合､必要な

RNAをうまく振り分けられるかどうかの (segrcgaLion)の問題があるO里-コピーでは

segregation Lや すく､コピ､-数が多ければ統紺 〕に回避できる｡この昭9-はプラスミドの

segregationや不和合1/1の問題と似ている｡以上のことから､ 上 1ユ､1潤腺tlln包モデルは極

めて不利である｡そこで､Ⅳ型細胞モデルを採用する｡

J戻 tI告 白勺,市LuJlむ の 4 タ イ =7~

ウイルス型生命体 細 胞 型 生 命 体1 11 ‖ Ⅳ

Genorne Ion-segrnenLcdon-segmenLed on-scgmenLed egmenLed egmenLed

Type singlecopy iTlglecor)y mulu coJly inglccopynulLic叩y

segrneltL敗 1 1 1 坂めて大 大

copy放 1 1 大 1 大

批7㌢:納里0)一 致 ○ ○ △ ○ △

RHI.皿長さ 短 追 描 旭 短

1ラーカタ八川7イ ○ × × X (⊃

SegrEgatio する × しない ○ する × しない ○

(表.1)
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2.3平均化効果､偏倍効果､ランダム複製効果

細胞型対応付けモデルの連続培養動力学を考察する際に､細胞夕日ヒ学に加え細胞内化学を

考慮しなくてはならない｡,糸Eu胞内化学として､①平均化効果 (averagingeffect),②偏伶効

果 (segregationeffecL),③ランダム複製効果 (rando■nreplicationcfrcct),と名付け

た3つの効果の存在が以下に述べる考察によって明らかになった｡

①の平均化効果は原始細胞のゲノムのコピー数が多い勝合､遺伝+型と表現型の対応付け

が統計的に平均化され､あいまいになるために生じる｡例えば､RNAレプリカーゼの性能

の上がった有利突然変異が生じたとする｡ウイルス型の場合､その個体は性能向上比 (S+
1)に応 じた淘汰係数 Sで生存競争を始める｡この原始細胞では､コピー数｡の中の一つに

すぎないために性能向上は平均化され､渦汰係数 S/11で卸値集団内生存競争を始めること

になる｡そこで､コピー数 nはできるだけ小さい方が紬庖型に有利であるが､②のt甜肯効果

があるために､セグメント数が多い場合､segregationを防ぐためにnは非常に大きくなく

てはならない｡従って､細胞集団内生存競争におけるみかけの淘汰係数はウイルス型に比べ

て極めて小さいことが予想される｡淘汰に-製-する｢酬lは淘汰係数の逆数に比例するから､進

化速度はウイルス型に比し極めて遅くなる (JIusilnieLa1.,1993)｡③のランダム複製効果

は､必要な情報がセグメント化されている場合に､Ej.･,井川胞はその娘細胞にランダムに複製し

ながらも全てのセ)/メントを受け渡さなくてはならないという要論から生じる｡レプリカー

ゼが既に複製したセグメントにタグをつけて冗長に複製しないようにするメカニズムは高級

なので､原始細胞ではレプリカーゼは特定のセグメントによらずランダムに各セグメントを

複製することが要求される｡このため､ゲノムRN∧分子数が2倍になったときに､必要な

全てのセグメントが複製される確率はセグメント数が増えるにしたがい極めて小さくなる｡

2.4淘汰過程のシミュレーション

前節のモデルに､上記の3つの効果のうち①､②を考慮し､原始細胞中のセグメン トのコ

ピー数nは､どのくらいの数になるべきかをシミュレーションにより調べた｡細胞型は図2,i

にあるように､セグメント数(L)とコピー･数(n)により粗放づける｡まず､平均化効果と備

伶効果を調べるためにL-1で11個のコピー数で鞘酢 廿ナされる細胞のなかに､ 1_個の有利 突

然変異体ゲノムが/iじ､複製と分裂を繰り返しn個全てのゲノムが有利突然変異体になった

"有利突然変異体細胞"が野生型の細胞と個体群置換を起す時間をシミュレーションした｡

そのために､n佃のゲノムのなかに i個の有利突然変異体ゲノムを含む斉:EIIJJ也をC .と表すこ

とにする (図 2･2)｡この,糸l"J胞は､主鞠屯に2佃 こゲノムを複製した後､分裂の際､有利突然

変異体ゲノムを式 (1)の遷移確率行列に従い､娘細胞にランダムに振り分けられると考え

た｡

1｣ー 〔ミニー〕
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図2. 1 原始的なウイルス型と細胞型のモデル

原始型細胞は､セグメント数(L)とコピー数(∩)で特徴づけられる｡
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図2･2 偏伶効果で使われるCiの説明

Rは､有利突然変異体レプリカーゼの補酵素をコー ドするr削八,rは､野生型レプリ

カーゼの補酵素をコー ドするRN鶴 C昌こは､i個のlてが含まれる｡下のL郭ま､細JJ/d分

裂の際に､様々なRをもった娘細胞になることを表している｡
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図 2･3 野生型細胞と有利突然変異休細胞の個体群置換

下の図は､上の図のモル分率が低い領域を拡大 した.有利突然変異体をもった細 胞

が順番に立ち上がってくるところがわかる｡
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不利になる｡このためゲノムサイズを短く見積もることは細胞型を不利にしない｡そこで参

考として､リボゾームRNAを考える｡現在のリボゾームRNAは6,500塩基である｡

原始リボゾームはこの10分の 1の長さで､600塩基ぐらいと考えた像合､原始の Zn2◆,

pb2-などによる複製忠実度 (orgel,citedlnSchuster,1981)からEigellのエラーカタス ト

ロフィーの式から求めた最長RNAは､現在の tRNAぐらいの長さであるから､セグメン

ト数Lを10ぐらいに仮定することは可能であろう｡Lがこの値を持つとき､ランダムに分

裂しても生存するコピー数の数nは､図2,5からn-20であることがわかる｡これから､

図2.4によって個体群置換の時間を調べると､ウイルス型に比べ数倍遅れることがわかった｡

2.5 考察

前節のシミュレーションでは､複製の際､細胞内のゲノムRNA分子はそれぞれがちょう

ど2倍になることを前提にし､さらに分裂の際､娘細胞にゲノムlそNAのみならずレプリカ

ーゼも同様に等量分配されると仮定した｡このような仮定は予想以上に細胞型に有利に働く

ことがわかった｡そのひとつの理由として､偏伶効果が挙げられる｡ 2つの娘細胞にゲノム

が分配される場合､片方の娘細胞が不利な遺伝子を受け取ると､もう一方は､必ず有利な遺

伝子を受け取ることになる｡したがって､細胞はある確率で自分自身の有利な遺伝子のみを

多くもった優秀な子孫を残すことになる｡つまり､偏伶効果は平均化効果を相殺する効果で

あることがわかる｡今回のシミュレーションで採用した仮定は､原始的な細胞より現在の細

胞に近いメカニズムを取り入れたためにむしろ､エンベロープ型ウイルスの進化メカニズム

の参考になるかもしれない｡実際､これらウイルスは自分自身のゲノムを特異的に複製する

レプリカーゼのサブユニットをビリオンになんらかの形で取り込んでいるものがある｡

原始的な細 白では､レプリカーゼを分配するメカニズムはむずかしので､さらに淘汰速度は

遅くなると考えられる｡

実際には2,3節で述べたように､ランダム複製効果が問題となる｡ランダムに各セグメン

トが複製されると考えた場合､セグメント数Lが増加するに従い各ゲノムをちょうど2倍に

複製することは極めて困難になる｡例えば､上1=1のときセグメント数をLとすると､この確

率は､L! (L-1) !/ (2L-1) !であり､指数的に減少する｡例えば､L-5の場

合には､1/ 126であり､L-10の場合には､]_/92378の穐率でしか娘糾胞を生

むことができないということになる｡これは､細胞型にとって極めて不利な効果となる｡そ

こで､この困難を乗り越えるにはコピー数を増やすことと､2倍になったとき分裂するので

はなく数 10倍になったとき分裂をするような条件を導入することになるが､これらはいず

れも細胞型の進化を遅らせることになる｡コピー数n -20なので､ランダム複製効果は若

干弱まると考えられるが､少なくともLの2乗以上の効果がでると考えられるので､L-1

0の場合､100倍以上遅くなる｡平均化効果と偏伶効果を合わせると､ウイルス型に比べ

少なくとも1000倍以上遅いと予想される｡

Eigenは､その-イパーサイクル理論のなかで､翻訳のある-イパーサイクルの出現は､

genotype-phenoLypedichotomyを解決するために､それがコンパー トメントに入る必要性を
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主張している｡これに対し､1章ですでに論じたように､我々はこの問題をウイルス型の対

応付けで解決できることを示した｡そこで ､ウイルス型と細胞型との淘汰速度の比較は重

要な課題となる｡本来は､-イパーサイクルを紬 包の中にいれて行なうべきだが､複雑なた

めに､単純化した｡複製するRNAを複数種､細胞に取り入れても､その中で最も有利なR

NAのみが最後に残る｡EigeI1は､情報の減少が生じないように､RNA同志にハイパーサ

イクル的なカップリングが不可欠であることを指摘している｡本章のモデルでは､ハイパー

サイクルを使わなかったが､その替わり細胞内でセグメント同志が淘汰しないということを

あらかじめ仮定した｡

最近､自己増殖できる最小の細 包のゲノムとしてマイコプラズマの全ゲノム配列 583

kbpが解読され､各遺伝子の分類がおこなわれた (Fraser, e∠a1.,1995)｡それによると蛮

白合成系に関わるものは全体の3割程度で､それよりやや少ないものの､紬 包候と細胞プロ

セスに関係する遺伝子が同程度あるということがわかってきた｡このことから､現代の釦 胞

にとって細胞であるための機構が複雑であることがわかる｡本章で論じたように､この複祁

なことを単純な原始の細胞が行うには無理がある｡内容物を単に､複製と翻訳系の情報を瓶

せたRNAとその翻訳産物に限っても､セグメント化された場合､ ｢流産｣する紬庖が大量

に発生する｡この問題を回避するには､ゲノムRN八の一本化が最も有効な手段になる｡そ

のためには､レプリカーゼの忠実度を上げなくてはならない｡そこで､すでに1蛍で論じた

ような単一の機能を進化させることに都合が良いウイルス型の分子によって､複製翻訳系を

十分に進化させる必要がある｡ある程度､複製翻訳系を進化させた後に､より複雑な表現形

を獲得できる細胞型によって､より多様な生命系が構築されたと思われる｡
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第 3章

無細胞蛋白合成系中で合成された蛋白と

それをコードするRNAの結合法の実現に向けて

1'nvl'troViruSへのアプローチ
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3.1 緒言

第 1,2章では蛋白質の単一機能を進化させる勘合､ウイルス型戦略が細胞型汀卿各に比べ有

利であることが示された｡すでにウイルス型進化分子⊥学として､ファージ ･ディスプレイ

(sco亡t&Smith,1990)やセルスタット (llusimi,et･a1., 1982)をはじめ､様々な手法が

提案され開発されつつあるO進化分+工学においては探査可能な配列空間の大きさが極めて

重要であるにもかかわらず､現在のところウイルス型において､リボザイム型並みの配列空

間のグローバルな探査法は確立していない ｡ その理由として､ファージ ･ディスプレイのよ

うに現在のウイルスを利用した場合､宿主の細胞によって合成される蛋白の多様性にバイア

スがかかることが挙げられる｡また､有機的合成による組み合わせ諭的即 日重合法の場合､

現在の有機合成技術では100残基程度の蛋白は収率が悪いために合成できない｡

そこで､これらの問題点を乗り越える一･つの方法として無綱庖翻訳系の利用が考えられる｡

われわれは遺伝子型 (RNA)と表現型 (タンパク)を単純に結合 した分子を ｢ウイルス型

戦略分子｣と名付け､これを無細胞蛮白合成系を利用して試験管内で創製する試みを始めた｡

ウイルス型戦略分子の長所を挙げてみると､① リボザイム型にせまる莫大な変異体集団を

合成できる｡②宿主細胞によって制限を受けないことによる蛋白の多様性の確保｡③膜透過

性の問題がない｡④ 21番目のコー ドを利)干1した非天然のアミノ酸の導入[RoberLsoneta/.,

1991],等である｡短所として､Spirinの連続式無細胞翻訳系[Spir]lneta1.,1988]がある

ものの､蛋白の生産量が少ないこと､無細胞翻訳系が働く条件がかなり厳 しい､などが挙げ

られる｡そこで､図3.1に示した")'nvl'(roVirus"というプロセスを提案 した.これは､

リボザイムにおけるjnvj'lroSelection法と同様に､選択 してきた極少塁の分子 (ウイルス

型分子)の遺伝子部分を逆転写PCRを仕って脚荷し､再度､変異を入れながら､英人な配

列空間を探査 しようというものである｡現在､このようなウイルス型分子を作るために､図

3.1にあるように､ビオチン様ペプチ ドとアビジンを利用して､mRNAとそれにコー ド

された蛋白を結合させる試みがなされている｡ しかし､この場合､アビジンとビオチンの結

合は有機的な結合ではないために､選択のプロセスで様々な制限を受ける｡

我々は､mRNAと蛋白を直接的に結合させる方法として､図3.2のような方式を考え

た｡これは､mRNAの3'末端側にサプレッサー tRNAをスペーサを介してつなげたもの

である｡この suptRNA様部分が蛋白を合成 してきたリボゾームのAサイ トにstopコドン

に対応 して入 り､ペプチジル トランスフェラーゼ活性を受ければ､合成された蛋白と結合す

ることになる｡この3'末端の sup tRNA様構造を作成するために､ tRNAのアイデン

ティティーを利用したO 1̂a,His,Leu,Serのアミノアシルシンテターゼはこれらのアンチ

コドンを認識していない(Tamuraeta1.,1991;Shimizueとa1.,1992;日irnenoetaL,1990;

McClain,1993)｡ したがってこれらのアンチコドンをアンバーに変えても､これら4種類の

LRN̂ はアミノアシル化されることになる｡本実験では､〈la-ambersuptlそM をコ-ディン

グ領域の3'側にスペーサを介しコー ドしたDN∧を有機合成 し､これを転写することにより

suptRM を3'側領域にもつmRNAを作成 した.通常の し肌八と異なり､RNAasePなどによ

って5'側が整形されていない異常に長い tRNAでもリボゾームの∧サイ トに入りペプチ
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ジル トランスフェラーゼ活性を受けるかどうかが､本実験の可否を決定する上で最も重要な

課題である｡

3.2材料と方法

3.2.1方法の概略

"IJ7Vl'troVirusノ′の r浦N八の3'末端のsur)LRN̂ がリボゾームの^サイ トに入 り､ペプチジ

ル トランスフェラーゼ活性を受けるかどうかを次のように判定する｡L'nvltroVjrusのmRN八

のコーディング領域はAlaコドンを含まない配列にし終始コドンは m̂berにする.そして､

3']尋畠の加ber-supLRN̂ は､すでに述べたように L̂aの tRNAの配列をもつ｡リボゾームが

このwJiNAに結合 し翻訳の終わりでAサイ トに加berコドンがきたときに､この supLRM に

チャージした〈1aがペプチ ドのC末端に付加されるかどうかはペプチ ドに14C-̂laの放射能

があるかどうかで調べた｡

コーディング領域は､Tau蛋白の一部である4Repeatを使った｡この 127残基

にわたる領域はすでに 1J7 VIvoで翻訳されることがわかっており､しかも､〈laが含まれて

いない｡この実験に先立ち5'側が伸 びた異常 sup LRNAがどのくらいアミノアシル化さ

れるかを調べた｡その結果､ある程度アミノアシル化されることがわかったが､アミノアシ

ル化によるエステル結合は弱く､無細胞翻訳系に持ち込む前の精製段階でかなり結合が離れ

る傾向があったので､本実験では無細胞翻訳系の中で､同時にアミノアシル化も行なう｡図

3.3に実験の概略を示す｡

3.2.2 材料

E.coll'S30ExtractSysLemforLinearTer叩_LaLesはPromega(Madison,W_T_)製､ T7｢M

polymerase,T4DN̂ Hgase,T4DNAKinasc,HuTrnnplacentalてN〈aselnhibitor,EcolてJ,

Ban山 1,DeoxyribonucleotidesはTakara製､ BstNT,BglJlはNewEnglandBiolabs

(Beverly,MA)製｡[1zIC]aJanine,[3日]-or[35S]mcthionineは仙ershaln(England).TaqDNA

polymeraseはクラボウとグライナーのものを使用｡ 〈TP,GYP,CTP,U'lT'は生化学工業､各

L-アミノ酸は国産化学のものを使った｡ アミノアシルシンテターゼは､軌原治-博士 (辛

宙科学研究所)より提供 していただいた｡また､′rau蛋白の一部､41モepeaLを組み込んだプラ

スミドpAR3040は柳川弘志博士 (三菱化学生命科学研究所)から提供 していただいた｡

PCR装置は､すべてPTC-100PrograTTableThermalControler(MJReserch.Inc.)

を使用した｡

3.2.3 1nvj't-roVirusゲノムの作成

invitroVirusのゲノムとして (Vl)と (V2)の2種類作成 した｡

(1)はアミノアシル化を調べるために使った(ML‖igLlneLa1.,1987;】3onietaj,1990)O

(2)は5'側上流部分に′r7プロモーター及び Shinc｣)argano配列をもつ l̀■au蛋白の一部､

購epeat削分をコ一一ドしたプラスミドp∧1〈3040を利用して､jnv1-froVirus川のゲノ

ムに加工したものである｡
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suptRN人様 mrŴ を無,細胞蛋白質合成系に投入し､アミノアシル化と同時に､

ペプチジル トランスフェラ､-ゼ活性を受けるかどうか調べた
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3.2.3.1(V l)のゲノム構成 と作成

(1日 のゲノム柵戊

(DN/＼十紺)
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下記(Dから⑨までの部晶を有機合成した (口木製粉)o(卦は､(Dと③をライグーションす

る際に､効率を上げるためのアダプターとしての役割の他､Invjt1-oVirionの分離にも用

いる｡この部品②の3'のBiotlnは､磁性体ビーズの表面にあるアビジンと結合させること

により､部品②を磁性体ビーズの表面に同定するためである｡

②を使って(丑とT4DN〈Kinaseであらかじめリン酸化した③を1､4DNA1jgaseを使って､5

oillで16oC､2時間反応させたOその反応液からllLl採取し､(Dと⑤によってPC

R (92oC,30S:60oC,30S:73oC,30S:30cycle)を行なった｡ 次に､

このPCR産物からテンプレー トを精製するために､4.6%PAGE(8MUrea)の後､バン

ドを切り出し､1.5mlチューブに入れて､蒸留水1mlを加えた後1時間静置することに

より､ゲルに含まれる尿素等を除く｡ その後､蒸留水を捨てゲルをホモジナイズする｡ 10

0〃1の滅菌水を加え､1,3000cpmで5min遠心の上清をPCR用テンプレー トとす

る｡次に､このテンプレー ト溶油を1〃 1とり①のプライマーのみを使って､非対称PCR

(前回と同じ条件)を行ないフェノール ･クロロホルム抽出後､エタノール沈殿させ､+鎖

を作る｡この+鎖とリン酸化した部品(参に(∋の部品を等モル加えて､114DN∧ligascで前回

と同じ条件でHgationをおこなった｡この反応汲1〃を採取しテンプレー トとし､部品①と

部品⑨により､PCR(92oC,30S:62oC,30S:73oC,40S:30cycle)を行

なった｡4.6%PAGE (8M Urea)によりバンドの位置を確認 した｡

次に､転写用のDNAテンプレー トを精製するために､プライマー(Dと(砂の20Pm〇1を5

0/JlのPCR反応棟に加えたものを10本用意し､反応後､エタノール沈殿 し､2m厚､

20×20cmのゲル板を使って､PCR産物を4つのウェルに分けて泳動後､目的のバンド

のゲルを切り出した｡ 1つのウェルから切り出したゲルは､ホモジナイズ後､200〃1の

滅菌水を加え､Spi∩-X (Costar社)に移して､15,000cpmで3分間遠心

した｡Spin-Xで抽出したろ液は､エタノール沈殿後､100FLlの蒸留水で溶かした｡

3'末端をtRNA様のCCA3'にするために､この溶液を25FLlとり､1001上1の

反応確中でBstNI(150units)を使って､60cc5時間反応させた｡これを再度､2mm厚､

20×20cnlのゲル板を使って､CCA3'末端になったテンプレー トを切り出し､上述の

やり方で精製し､エタノール沈殴後､DEPC水に溶解し､転写用テンプレー-トとする｡こ

のCCA3'末端を作るためのBstNl処理は､後に､CCA3'末端を持ったマイナスプラ

イマーー(これを新 ･部品(卦とする)を使ってもアミノアシル化の効率に問題がないというこ

とがわかったので､省略することができる｡

各部品の配列

(∋5'T∧A/T∧C/ĜC/TĈ/CT̂/TAG/GĜ/ĜT/CT3'

(診5'cT'C/CTG/Â /̂MA/̂Ĝ/TCT/CCC3'

@5'TTT/TTT/ĈG/ĜG/̂Ĉ/CĜ/̂Ĉ/TGC./̂TC/CGC/TCT/GGC/̂TC/CGC

/̂GT/TCA/GC｢/CTC/MT/TC'r/CCA/̂Cr/̂G3'

@5'MG/M /T'JlA/CTA/GIvr/GĜ 3'
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⑤ 5'TCC/〈∝/∧CC/CrA/GT'1ソCG〈3'

⑥ 5'T八八/TTT/Cr'上l/TCC/MC/'r̂G3'

⑦ 5'GGG/TM/̂∝/八八′r/GM/Ĉ /̂TCC/̂GG/̂GC/Cr̂ 3'

@ 5'mG/mC/̂TT/CGTrrT̂/CCC/GGG/CC'r/̂T̂/GC'r/ĈG/CTG/GĈ/ĜG/

ccc/CTG/ClT/C'r̂/̂CC/ĈC/ĜC/GTC/TCC/GCT/'rCG/̂TC/CCG/CG'r/

ĜC/llCC/̂CC/̂GG/̂GC/CĜ/CT̂/GCT3'

@ 5'CTC/CTG/̂GC/T̂G/TCG/CCr3'

新 ･(9 5'TGG/'rGG/̂GC/T〈C/GCG/CG〈/TC5'

3.2.3.2 (V2)のゲノム構成 と作成

T7プロモーターー硯域を含む4Repeat部分は､抽出したプラス ミドを リニアライズし

たものをテンプ レー-トとして1つCRした｡その際プライマ弓 こよる突然変異導入法を使って､

4RepeaLの MeLの数を増やすとともに終止コ ドンをAmberに加工 したものが (A)

である｡また､Shine-Dargano配列をもたない 5'側 が異常に伸びた sup tRNAを作るため

に､すでに以前､lhbbiLreLiculocyLeの無紬岨蛋白合成系用に作った (C)のゲノムを利

用 したCこれはManETnlの リボゾーム用のためShine-Dargano配列を含んでいない.これ とす

でに (1)で作ったゲノムの両方をEc｡Rlで馴析し､ (C)の 5'刷りと (1)の3'側を

ライゲ-ションしたものが (B)である｡

Ocllrc

J＼mher

3'

1日)q ｢∧GT八八
Xl)aI t!cuIH ualnlLI

(A)のゲノム構成 と作成

Tau蛋白の4Repeat部分を挿入 したプラスミドpAR3040が トランスフォー

ムされた E.coJjBL21(OE3)妹を〈mpcilljni00/1g/m]のLP'培地20mlX4本を一晩培

養後､プラス ミドを紬 ｣｣､精製 した｡プラス ミドの抽出､精製は九州大学理学部生物学研究

科､谷研究室のプロ トコールによったO梢公望したプラス ミドDNAは､13glHによりリニア

50



ライズした｡これをテンプレー トとして､プライマ←(LeI'し+)と(Lcrt｣により､5'側の領域

をPCRで増幅し､これを ｢Left｣とする｡次に､プライマー(Right+)と(Right-)を使い3'

側の領域を増幅し､｢Rlght｣とする｡このときのPCR条件は､(92oC,30S:65oC,30S:73o

C,30S:30cycle)で､プライマーは各20pm〇1使用｡これらの産物を4%PAGE(8MUrea)

をして､バンドから切り出し､抽出する｡エタノール沈殿後､これら ｢Left｣と ｢Right｣を

等量加え､プライマーなしで､先の条件でPCRをしたOプライマー(Left-)と(1そight+)は相

補なので､このPCRで ｢Left｣と ｢Right｣は連結されたことがPAGEよりわかった｡次

に､そのPCR反応液から1FLlとりテンプレー トとし､プライマ←LefL十とRighL-を使っ

て､前述のPCR条件を73oC,30Sから73oC,40Sに変更してPCRL､目的の(A)

のテンプレー トができていることを4%PAGE(8MUl-ea)で確認した｡次に､転写用のDN

Aテンプレー トを精製するために､プライマー(Left+)と(Righ卜)を各20prTY)1を50FL1

のPCR反応ti夜に加えたものを4本用意し､反応後､エタノール沈殿し､2mm厚､20×2

0cmのゲル板を使って､PCR産物を2つのウェルに分けて泳動後､目的のバンドのゲルを

切り出した｡ 1つのレーンから切り出したゲルは､ホモジナイズ後､200〃1の蒸留水を

加え､Spin-Xに移して､15,000rpmで5分間遠心し､IlLl出したろ酒は､エタノ

ール沈殿後､100JJlの滅菌水で溶かし､保存､転写用のテンプレー トとする｡

使用 したpriI]erの配列

① Left+primer

5'GAG/CAT/AGA/TCT/CGA/TCC/CGC/GAA/ATr/AAT/ACG3'

② Left-primer

5'GGA/CAT/GAC/Am/CAT/CAT/GTC/TGG/CAT/ATG/TAT3'

@ Right+primer

5'ATA/CAT/ATG/CCA/GAC/ATG/ATG/AAT/CTC/ATG/TCC3'

④ Rlght-prl皿er

5'GCA/GCC/GGA/TCC/TrA/CTA/CTT/GTG/GGT/rrrC/AAT3'
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(B)の作成

EcoR上で切断した (C)の5'側領域とEcoRlで切断した (1)の3'側脚戒をライゲ--

トする｡バン ドから切り出し抽出した (1)をEcolくlで切断し､エタノール沈殿後､2mll

厚のガラス板を使って4.6%P∧Cl二をおこない､ (1)の3'側の切断断片を含むゲル断

片を切り出す｡切り出したゲルは､ホモジナイズ後､200〃1の蒸留水を加え､Spill

-xに移 して､15,000rr)mで5分間遠心後､抽出したろ液は､エタノール沈殿させ4

0〃1の蒸留水で溶かしたO次にこの溶液 5〃1と (C)をEcolてIで切断 し､エタノール沈

殿 したものとをT4 DNA Ligaseを使って､50p]_､16oC､2時間反応 させ

た｡そ して､その反応溶確からテンプレー トとして1/Jlとり､プライマーとして､ (1)

の①と⑨を使い､ (61.5oC,30S:73oC,40S:,92oC,30S:30cyc

1e)でPCRをおこなった｡このPCR反応溶液を4.6%PAC上こすると､目的のメイ

ンバン ド以外にいくつかのバンドが確認されるが､これは､このPClででは佃 こ発生するバ

ン ドである｡そこで､このPCRをある程度大量に行なった後､前述の方法でPAGEから

目的のバン ドをゲルから切 り出し､精製 し転写用のテンプレー トとした｡

3.2.4 転写

vl,V2DNAテンプレー ト(1llmO1/m l)に対して､最適なN′l'l〕濃度とT7ポリメ

ラーーゼ濃度は以下のようであった｡ (50〃 L反応溶液)

l o 10XT7polymerascLiurfer(p718.i)

20 50mM DTT

30RNaselnhibitor (50unlts/〟1)

4020mM 各NTP (pH7.5以上)

50DNA tenlPlaLe

6oT7polymerase(40units//ii)

70滅菌水 30.

11

1

1

1

r:

日日‖り

‖叫

〃

〃

〟

〃

〃

〃

5

5

5

4

1

4

毎

反応後､フェノール/クロロホルム抽出を1回､クロロホルムで2回抽出した後､反応液の

0.1倍容の3M酢酸ナ トリウム (pH 5,0)と2.5倍容のエタノールを加lえて-20o

Cで一晩放置する｡ 15000rpmで15分日日遠心し､沈殿を-20oCの70%エタノー

ルで リンスして脱塩後､真空乾燥 し､20〃1ないし40/⊥]_の滅菌水に溶かした｡

3.2.5 ア ミノアシル化の活性検定

suptRN̂ 様 n収N八のア ミノアシル化活性J)測定は以下のようにおこなう｡反応溶液は全量

40/i1で組成は､60mM Trjs-HCl(p1-17.5),25mW塩化マク､､ネシウム, 30rTM 塩化カリウ

ム, 50mWT)TT,2,5mW T̂J),25/iM[1∠lC]〈lanine(5.5GJlq/mml)で､基質の転写産物とアミ

ノアシルシンテターゼの濃度をいろいろ変え､37oCで反応させた｡アミノアシル- tR

NA合成酵素を加えて反応をrj掴台する｡ 5分､20分､40分､60分ごとに､各9〃1採
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図3.4 supLRM 様 mRM のアミノアシル化の相帯依存性o

各M g2+と基質濃度は､次の通りである｡① 6〟M, 10mM ② 15ノ∠M,

10mM ③ 15/JM, 15mM ④30〃M,10mM⑤30/JM, 15mM｡

反応の条件は､本文の ｢剛 斗と方法｣を参照｡
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取し､1/4に切ったワットマン3MM円形濾紙に垂 らし､5%トリクロロ酎酸に浸す｡纏

紙はあらかじめ5%トリクロロ酢酸を一滴垂らして乾かしておく｡反応液を垂らした漉紙は

5%トリクロロ酢酸で10分周ずつ3回洗う｡次に､50%エタノール+50%ジェチルエ

ーテルで10分間､ジェチルエーテルで5分間洗って脱水する｡白熱電球で沌紙を乾燥し､

11当りDPOを4g,POPOPを0.ig溶かした トルエンが入ったバイアル瓶に入れ､

液体シンチレーションカウンターで､アラニンがアミノアシル化した iRN∧様 mRNAの

量を測定する｡

3.2.6 無細胞蛋白合成及び 5'側が異端1こ伸びた〈la-suptJRN∧部分の抑制効率

50〃1の無細胞蛋白合成反応液中､20/11はすでに調製済みのr'remixであり､15/i

.1のS30extract,すでに転写した (2)の (A)のmRNA(2.6/i冒/IL1)1/i1を1iNA

テンプレー･トとして使った｡Ala,Trpなしの18租のアミノ酸混合液(2.5nM)とさらにMeLな

しの17種類のアミノ酸混合液(2.5両)は調製後､40分オー ト//レ-ブし､さらに､0.2

LLmのメンブレン ･フィルターで漉過したものを2/Jl加えた.[14C]〈1aまたは､[35S]Met

を加えた上で､suptRNA様 nJWAと酢酸マグネシウムをいろいろ変えて､37oCで､3時

間反応させた｡反応は､氷上で止めた｡反応物へのMet或いは､合成されたペプチ ド-のAla

の付加は､15%PAGE(SDSO.1%)で1時間､20rr̂定電圧,100Vで泳動後､ゲルをラッ

プで包み､イメージアナライザーBAS2000(富士フイルム)で読み取ったO

3.3 結果 と考察

3.3.1 ゲノムの作成

3.2.3.1の (1)のように､ゲノム全体を有機的にDNA合成した部品をライゲ-ション

とPCRを使 うことにより､効率良く作成できることがわかった｡ただし､作成 したプライ

マー等の問題により､各PCR段階で主なバンド以外のバンドが立ち上がることが多いCこ

れらのバンドは､後の制限酵素処理やライゲ-ション反応及びPCRの各ステップを経た場

合､目的の生産物と見分けがつかなくなり､コンタミネーションの原因となることが多いた

め､PCR後は､PAGEの移動度から､目的のバンドを切り出し､後の反応に利用した｡

3.3.2 転写

3.2.1で作成したDNAテンプレー トは､約数百倍から･一千倍ぐらいの転写効率を得るこ

とができた｡ 前述の方法でDNAテンプレー トを精製するたびに､最適なNTP濃度とT7

ポリメラーゼ濃度を調べた｡

3.3.3 アミノアシル化

提供を受けたアミノアシルシンテターゼは､活性が満ちているため､正確な比活性を知る

ことはできなかった｡JntacしなアラニンtRNAのアミノアシル化をコン トロー-/レとして実

験を行なった｡基質は､ (V1)を転写したRNAテンプレー トであるoJntacLなtRN∧
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の濃度は､2. 5〃Mで､塩化マグネシウムは加えていない｡基質と加えた塩化マグネシウ

ムの量によって､次の5通りの反応を行なったO

①

②

③

④

⑤

基質濃度

6/上M

15〃M

15/JM

30〃M

30/JM

塩化マグネシウム濃度

10mM

IOmM

15mM

IOmM

15mh4

結果は､図3.5のようになった｡

このことから､まず､jntacしなtRNAは､数分のうちにほとんどのアミノアシル化され

るが､その後､エステル結合は分解される方向に~巨)-む､一方､suptrIN人様mRNAは､時

間と共に序々にアミノアシル化されることがわかった｡アミノアシル化される速度は､マグ

ネシウム濃度に依存し､濃いほど速いことがわかる｡ しかし､最終的に基質がアミノアシル

化される割合は変わらないようである｡また､基質濃度に比例 して､アミノアシル化される

程度も増えていることから､基質に対し､酵素量は十分であると考えられるので､各基質は

この値以上アミノアシル化されることはないと考えられる｡以上のことから､suptRN人様m

RNAのアミノアシル化の効率は､inLactな しRNAの約25%である｡尚､このアミノア

シル化の効率は､アミノアシルシンテターゼのロットによって､かなり値が異なった｡

3.3.4無細胞蛋白合成及び5'側が異常に伸びたA.La-suptRN̂部分の抑制効率

(vl)のDNAテンプレー トを転写したRNAテンプレー トを基質として､S30 Ex

tractで反応させた場合､反応濃度､マグネシウム濃度､pl上 基質であるRNAの畳､

等､考えられる条件をできる限り検討 してみたが翻訳産物の確認ができず､従って､アラニ

ン付加の確認もできなかった｡S30 Extract自体が活性を失っていることも考えら

れたので､ルシフェラーゼ ･アッセイによって活性のあるルシフェラーゼが発現するかどう

かを調べたところ､ルミノメーターにより発光を碓認できた｡また､35s Metを使って

ラベルしたところ､ルシフェラーゼの分子量である6万ぐらいのところにバンドが確認でき

たため､S30 Extractには問題がないことがわかった｡そこで､基質としてのRN

Aテンプレー トに問題があると考えられた｡このテンプレー トは､15残基のペプチ ドしか

コー ドしていない ｡ 翻訳できない理由として､翻訳産物が短いためなのか､開始コドンより

上流のSD配列を含めた部分が問題なのかを同定することはできなかった｡この Shlne-

Darganoを含むその上流の配列に関しては､Boni, eti,lJ.らの文献を参考にして作成 したも

のである｡ (Vl)テンプンー トのようにmRNAとsupLRNAの両方の役割を同時に果

たす場合､大量に無細胞蛋白合成系に投入したことにより､蛋白合成を阻害する可能性も考

えられる｡

E. c o I jの無細胞翻訳系を使う長所は､大腸菌のゲノムにすでに､'l'7ポリメラ-ゼ

を組み込み､IPTGによって誘導できるBL21(Dji.r3)株などがあり､T7プロモーターをもつプ
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図315 合成された蛋白へのアラニンの付ノJl庖調べるゲル電気泳動結莱

mRNAとして (V2)の (A)の転写産物は､すべて20pTrOl/50〟10

suptl別人様 rŴ として (V2)の (B)の転写産物は､2n'TK'1/50FLl｡Mg2+濃度は､

lane 1,2は40rrN,1ane 3,両ま20mW,lane5,6は 10日湖である｡また､lane1,3,5はHc-

l̂a(iFLCi)でラベルし､｣ilne2,4,6は35sIMcL(1/ICi)でラベルした｡矢印が産物である4

Repeatのバン ドである｡
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ラスミドを使って､ペプチ ドなり蛋白の発現を 1'n vj1,0で確認でき る こ とである. (V2)

のゲノムは､このゲノム構造を作成する前に予備実験で､すでに 1'n vIvoで発現することが

わかっている4Repcatのプラスミドを柚出､精製し､Bglロでリニアライズしたものを､T

7ポリメラーゼとともに無細胞翻訳系に投入して､4ⅠてepeaLが翻訳されることが確認できた｡

そこで､ (V1)のT7プロモーターや Shine-Dargano配列を使わずに､このプラスミドの

T7プロモータ配列とShine-Dargano配列をそのまま使用することを考え､PCRを利用し

て作成した｡大腸菌の無細胞系で人工的にデ ザインした蛋白を発現しようとする場合､この

ような方法であらかじめ 1'n vIvoで確認することは､大変有効であることがわかった｡

(V2)の (A)のようなDNA構成をもつテンプレ一一トをPCRを使って､すでに述べた

ような方法で作成 し､PCRによって得られたDNAテンプレー トを1､7ポリメラーゼとS

30 Extractに入れて翻訳させたところ産物のバンドが得られたoまた､そのDN∧

テンプレー トをT7ポリメラーゼを使って転写し､尺NAテンプレー トにした後にS30 E

xtractで翻訳させたところ､DNAテンプレー トのときより､大量の産物が㈲訳され

ていた｡これは､DNAテンプレー トより､RNAテンプレー トの方がモル数にして100

倍ほど多いことが反映したと思われる｡以上の実 験結果を踏まえて､A1a付加の実験には､

mRNAとして (V2)の (A)を転写したRN∧テンプレー トを使い､また､suptRNA様

RM として (V2)の (B)を使ったO未修飾の tRNAのリボゾームによる翻訳効率は､

M g2+の濃度に強く依存するというMaらの報告がある(Maetaj.,L993)0 suptRN̂ 様 桝八

のモル数とM g2+濃度をいくつか変えて､合成されたペプチ ド-のAlaの付加実験を行なっ

た結果が図3. 6である｡Metでラベルしたペプチ ドの位置にラベルした 〈1aが付加 したペ

プチ ドのバンドが確認できないため､この実験では､5'側が伸 びたS叩 tRN〈部分のAサイ

ト-の結合は確認できなかった｡理由として､①5'側が伸 びたsupLl削〈部分のアミノアシ

ル化の効率の悪さ.②大量のsuptRNA構造をもったRNAの投入による翻訳系因子 (EF-Tu

など)-の影響｡③〈1a-suptRN八とmRNAは分子間反応であるためにReleaseFactorと

の競合に勝てない.などが考えられる｡さらに､合成される4rくer)eaLはMctが4ケあるのに

対し､A laは1ケであるためバンドが検JJ｣しにくいと考えられる｡

3.4 展望

今回の実験に関す る従来の状況的知見には次のようなものがある｡BromeMosaic

v止us(BMV)や TurnipYellowMosaicVirus(TYMV)は､その3'末端が tRNA様構造をして

いて､アミノアシルシンテターゼの基質として認識され､チロシンなどがアミノアシル化さ

れる｡すでに発見された当時から､これらのウイルスのRNAゲノムがmRNAとして以外

に､ tRNAとして使われているのかどうかが問題にされていた｡chen&jlallらは､197

2年に初めてアミノアシル化されたBMVのRNAが無細胞翻訳系で tRN∧として使われ

るかどうかを調べた｡その結果､約 1%ほどしかアミノアシル化した13MVのRNAゲノム

のアミノ酸は取り込まれないということがわかった｡従って､彼らは tRNAとして翻訳に

は使われていないと結論した｡その後､様々なRNAウイルスに tRNA様構造が発見され
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精力的に研究されているが､これがどのような役割をしているのかは今までのところわかっ

ていない.BMVの3'末端の tRNAの2次構造も2,3提案されているが(Nllquistet

a1.,1981;Perretela1.,1989;Rietveldi,ta1.,1983;‖anseta1.,199L)､それらは､

通常の tRNAの2次構造とはかなり異なっている｡また､アンチコドンを持っていない｡

このことを考慮すると､Chenらの実験で､BMVのRNAがリボゾームに1%でも入るなら

ば､3'末端に intactなtRNAをもったRNAならば､もう少し効率良く入る可能性が示

唆される｡

そこで､すでに考察で述べたような問題点を次のような方法で克服することが考えられるo

suptRN̂ の3'末端のアデニル酸の2'か3'にアミノ酸を何らかの方法でより強固に結合さ

せると同時に､suptRNAとmRNAの問のスペーサの良さ及び配列を最適化するomRN̂ とsuP

tRN̂様部分は分子間ではなく分子内で反応することにより､仮に､intacしなtRN八の1/

10以下の効率で^サイ トに入る場合にも､SLJPLRN̂ 部分は濃度効果で十分に Release

Factorとの競争に勝って､Aサイ トに入る可能性があると思われる｡
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総括

進化分子工学の進展は遺伝子型と表現型の対応付け戦略の重要性､並びに､リボザ

イム型､ウイルス型､細胞型の3つの戦略の位置づけを明確にした｡われわれはこの

知見から得 られた新たなウイルスと紬抱の定義に基づき､virus-eこけ1y/ce1111ateモ

デルを提案 した｡

第 1章では､ ｢ウイルス型戦略分子｣とい う概念をEigellの-イパーサイクル理論

に導入 し､次のような結果を得た｡

①発生 したウイルス型分子が､ハイパーサイクルの中心概念である自分自身より他の

メンバーをより多く複製するとい う性質を持つならば､レプリカーゼ ･リボザイムの

複製効率の 1/ 103以下でも､安定に存在 し続ける｡

② ウイルス型分子は-イパーサイクル内で漸進的に､その複製機能や翻訳機能を共進

化 させる｡

(診ウイルス型分子がハイパーサイクルに複数存在する場合､同-の機能に対 し加算的

に働 くかどうかで､共存するか､競争的排除が起るかが決定される｡

④ ウイルス型分子が漸進的に進化 した後､複製系と禰1訳系が機能分化するモデルが可

能である｡

以上のことから､Eigenのハイパーサイクル理論において不可能だった複製 ･翻訳

系のダーウィン進化が､ウイルス型戦略分子によって自然な形で導入できることがわ

かった｡

第 2章では､原始的な細胞型生命体とウイルス型生命体との淘汰速度を数理モデル

を使って比較 した｡その結果､ウイルス型は細 庖型より103倍以上速 く有利突然変

異体が淘汰された｡細胞型の問題点として､①平均化効果､②偏惰効果､③ランダム

複製効果､が考えられる｡ 特に､ ｢ランダム複製効果｣は細胞型にとってが致命的で

あることがわかった｡この効果は､セグメン ト化された必須遺伝子がランダムに複製

されるために､細胞分裂前に必須遺伝子全てを複製することが極めて困blrlEなことによ

る｡このことは､仮に有利突然変異があるセグメン ト (必須遺伝子)に生 じても､そ

れが複製されて娘細也に伝わる確率は極めて小さいことを意味する｡このため､巧妙

な分裂機構を持たない原始細 庖は､レプリカーゼの複製忠実度を向上させゲノムを一

本化する必要がある｡ しか し､このレプリカ-ゼの進化では､すでに第 1草で明らか

にしたウイルス型戦略分子が最も重要な役割を果たすと考えられるo

Lたがって､翻訳のある初期分子進化のダーウィン的過程について､次のようなシ

ナ リオが描 くことができる｡RNAワール ドにおける自己複製するリボザイムが漸進

的にその能力を高めることにより､わずかながらペプチ ド結合を触媒する機能を獲得

した｡その結果､RN∧ワール ド末期に単一機健を進化させることに有利なウイルス

型戦略分子が出現 し､さらに複製 ･翻訳系を漸進的に共進化させた｡その後､細胞型

生命体は複製忠実度を向上させたレプリカーゼと新訳系を使い､様々な機能(表現型)
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を獲得 した｡

われわれは､第 1章で､最初のタンパクは翻訳一複製 リボザイムの補酵素であると

仮定した｡つまり､現在の翻訳系の蛋白の-師 ま､その当初から複製系の蛋白として

も働いていたと考えた｡これは､現在の QβなどのRNAウイルスのレプリカーゼが､

翻訳系の蛋白質をそのサブユニットにもっことの進化的根拠を与えると思われる｡

最後に､われわれはウイルス型戦略分子を試験管内で実現すべく､"1'nv)'tTOVirus〝

と称する無細胞蛋白合成系を利用 した進化分子工学の方法を提案 した｡遺伝子型と表

現型を結合する方法としては､ ml〈NAと伸長中のペプチ ドを闘妾､リボゾーム上

で結合させる｡これは､終止コドンに対応 した suptRNAをスペーサ?L,I-Li分を介 しm

RNAの 3'末端に接続 しておき､この sup LRNA師分が合成を終えたペプチ ドの

C末端とリボゾーム上で共有結合させようというものである｡このプロセスで最も重

要な5'側が伸びた異常な sup LRN八がリボゾ一一ムのAサイ トにはいり､Pサイ ト

にある伸長中のペプチ ドを受け取ることができるかどうかを検討 した｡その結果､

5'側 が伸びた sup tRNAはアミノアシル ･シンテターゼによって､intacLな し

RNAと比べ最高20%程度ア ミノアシル化されることがわかった｡ 5'側が伸びた

異常な sup tRNAをそのまま無細胞翻訳系に投入し､アミノアシル化されて∧サイ

ト-の取り込まれる割合を調べたところ､イメージアナライザの測定限界以下であっ

た｡理由として､0 5'側が伸びた suptRN∧部分のアミノアシル化の効率の悪さ･②

大量の suptRNA構造をもったRNAの投入による利訳系因子 (EFJ ruなど)-の影響｡

③ ∧1a-suptRN̂ とmRNAは分子間反応であるためにReleaseFactorとの競合でき

ない.などが考えられるoさらに､合成される4RepeaLはMeLが4ケあるのに対 し､

〈laは 1ケであるためバン ドが検出しにくいと考えられる｡そこで､解決策として､

① suptR_W の 3'末端のアデニル酸の 2'か3'にアミノ酸を何 らかの方法でより強固

に結合させる｡② supLInF̂とmRN̂ の間のスペーサの長さ及び配列を最適化する､守

が考えられる｡これらにより､suptRN̂構造とリボゾームのAサイ トの反応を分子内

反応にすることで､濃度効果により上記の問題が解消できると思われる｡
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要旨
進化分子工学がリ=Jらかにした進化する高分子系の条件は､①開放系､(参自己増穂､③

突然変異､④適切な生体高分子の適応度の地形､⑤遺伝子型と表現型の対応付け戦略

の存在､である｡ 本研究は､この⑤に注目し､生命の進化史を捉え直すとともに､こ

の工学を発展させる試みをした｡進化分子工学における対応付け.戦略は､遺伝子型と

表現型が同一分子上に存在するリボザイム型から､単純に結合したウイルス型を経て､

一つの袋に入った,#u胞型へと､単純なものから順に成功をおさめている｡これを既存

の生命の起源諭と比較した場合､リボザイム型に対応したRNAワール ド仮説は提案

されているが､ウイルス型の対応付け戦略をとるウイルス型生命体という概念は存在

せず､いわゆる原始細胞という細胞当Lj戦略をとる生命体のみが論 じられている｡これ

は､ウイルスは細胞に寄生する病原体であるという概念が支配的であっためと思われ

る｡そこでウイルス型生命体を上記のように進化的側而から定義した場合の初期コー

ド化分子進化において果たす役割を理論的に考察した｡また､淘汰速度の比校から如

胞型の問題点を理論的に検討した｡撮後に､これらの研究から明らかにされたウイル

ス型戦略分子の有用性を､jnvl'lroVirusと称する無細胞蛋白質合成系を使った実験

系で実現すべく､合成された蛋白とそれをコー ドするRNAの結合法の検討を行なっ

た ｡

Ⅰ.翻訳のある分子進化の初期段階におけるウイルス型戦略

進化分子工学によって､RNAのライゲ-ション反応を含む様々な機能か明らかに

され､また､リボゾームの機能もRNAが担っていることが示唆されたことから､R

NAワール ド仮説はより強固になった｡しかし､RNAワール ドから翻訳系の成立に

関しては末だ解決には至っていない.この中で､ハイパーサイクル理論は､限られた

複製忠実度のもとでの情報蓄積や遺伝コー ドの普遍倒 こ関し合理的に説明したが､複

製系や翻訳系自体の漸進的進化に困難かあった｡Elgenは､この-イパーサイクルか

遺伝子型と表現型の対応付けのために細胞株の袋に入ると考えた｡われわれは､これ

に対しウイルス型の戦略をとると仮定し､最初のコード化されたタンパクは､レプリ

カーゼ ･リボザイムの補因子として出現するとした｡ハイパーサイクルの式に､新た

に ｢ウイルス項｣を導入 し､シミュレーションをおこなった結果､次のような知見を

得た｡(∋発生したウイルス型分子が､ハイパーサイクルの中心概念である自分自身よ

り他のメンバーをより多く複製するという性 質を持つならば､レプリカーゼ ･リボザ

ィムの複製効率の 1/ 103以下でも､安定に存在し続ける｡②ウイルス型分子はハ

イパーサイクル内で漸進｢畑こ､その複製機能や翻訳機能を進化させると同峰に､それ

らの共進化を可能にする｡③ウイルス型分子が-イパーサイクルに複数存在する場合､

同一の機能に対し加算的に働くかどうかで､共存するか､競争的排 除か起るかが決定

される｡④ウイルス型分子が漸進的に進化し､複製系と翻訳系か機能分化するモデル

か可能である｡ 本モデルにおける前提 ｢RNAワール ド末〕釦こおけるウイルス型分子

の発生｣に都合のよいデータか､進化分子工学の最近の成果から得られた｡RNAワ
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ール ド末期にウイルス型分子が複製 ･翻訳系を十分に進化させた後､細胞か可能とな

り多様な表現型を獲得した可能性がある｡ すなわち､V止us-early/celト1ateモデル

が提案できた｡

Ⅱ.対応付け戦略における細胞型の問題点

前章の結果は､celトearly/vlrL1S-1ateモデルを否定するものではない｡そこで､

ウイルス型と細胞型が同時に存在した場合に､その機能を最適化する速度を比較して

みた｡極めて単純なモデルとして､複製 ･翻訳機能をもつタンパクとRNAからなる､

ウイルス型生命体､細胞型生命体を考え､それらが同数存在する2つのフローリアク

ターを考える｡ それぞれに有利突然変異体が生じた場合､それか野生型と個体群置換

を起す時間を比較 した｡原始細胞のモデルは､ゲノムの数が元の2イEirLになったとき物

理的に分裂すると仮定し､このような如胞の紬｣包内化学と細胞外化学の考察から､遺

伝子型と表現型の対応付けに関する細胞型戦略のrllり題点として､(1)平均化効果

(2)偏倍効果､(3)ランダム複製効果､の3つかあることがわかった｡年封こ､ (3)

の効果がゲノムのセグメント化でセグメント数の2乗で不利に作用し､重大であった｡

この困難を乗り越えるためには､複製忠実度をあげ､ゲノムの 1本化が必要である｡

そのためには､ウイルス型分子が原始細胞より先に生じ二複製忠実度を進化させるこ

とが最も有効な手段となる｡つまり､如 胞型よりウイルス型が先に/iじる理論的根拠

が示された｡

Ⅲ.無細胞蛋白合成系中で合成された蛋白とそれをコー ドするRNAの結合法の実現

に向けて - I - invl'tI･OVirusへのアプローチ

前章でウイルス型戦略の有利性が示され､また､ファージ･ディスプレイ法のよう

にすでに成功している進化分子工学の例がある｡ しかし､現在のウイルスを利用した

対応付け戟略は､宿主細胞によって発現される蛋白の量や碓薪が制限される｡ 探査で

きる配列空間の大きさが重要な意味をもつ進化分子工学において､この問題は乗り越

えなくてはならない｡そこで無細胞蛋白合成系を利用し､"llnvilroVirus''と称する

試験管内でウイルス型分子を発生する方法を提案した｡すでに､ビオチン様ペプチ ド

とアビジンを利用して結合する方法なとが検討されているが､共有Jil.JJ'合ではないため

に選択の段階で制限を受ける｡そこで､mRNAと伸 長中のペプチ ドを直接､リボゾ

-ム上で結合する方法を提案 した｡これは､終止コドンに対応したsuptRNAを｡I

RNAの3'末端に接続 しておき､この S叩 tRNA郡分が合成を終えたペプチ ドの

C末端と共有結合 しウイルス型分子となる｡このプロセスで最も重要な5'側が伸び

たsup tRNAかリボゾームのAサイ トにはいり､Pサイ トにある伸 長中のペプチ ド

を受け取るかどうかを検討した｡まず､5'側か伸 びたsup tRNAはアミノアシル ･

シンテターゼによって､1ntaCtなものの20%程度アミノアシル化されることがわか

った｡この sup tRNAをそのまま､無,知日泡翻訳系に投入 し､Aサイ トへの取 り込み

を調べたところ､イメージアナライザの測定限界以下であった｡これは､sup tRN

A部分かアミノアシル化の際には intactな tRNAと競合し､Aサイ トへの取り込

みの際には､Releasefactorとの競合かあるためと思われる｡
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