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露ラヨ：

進化分子工学とは､実験室内に単純化された｢進化する分子系｣を構築し､分子レベルの

生体機能の創出機構を明らかにすることを通して､生体高分子の機能の改良･新規開発の

ための｢適応的分子設計法｣を提供しようとする学問領域である｡生物進化の過程で獲得さ

れた分子系の歴史的実像も｢進化する分子系｣であるが､これにﾋﾝﾄを得て構築された単

純化人工進化系は､繰り返し実験が可能な超高速分子進化によって､分子が進化する物理

化学的機構を解明するための道具立てとなる。

PCR法をバネとして1990年に立ち上がって以来､技術の集中的集積が行われた結果､人

工進化実験系による適応的分子設計(進化分子工学)は､機能性高分子の有効な分子設

計法としての地位を確保しつつある。進化分子工学は一方では､生命の起源の実験科学

的研究に突破口を与えた。RNAの潜在能力を開示した様々なリポザイムの創出は､ＲＮＡ
Ｏｒ・ｸﾞ

ﾜｰﾉﾚﾄﾞに現実味を与えた｡本研究班でも進化分子工学における遺伝子型･表現型対応付

けのウイルス的戦略の考察から得られた翻訳系の創出機構のモデルが提案された。

このように､広範な応用が期待される分野であるが､アカデミックには､核酸や蛋白質の配

列空間中を高分子集団が｢適応歩行｣する機構の研究としてこの分野を特徴づけることがで

きる｡しかし､長さ134bpのＤＮＡの配列の総数が､宇宙の全原子数に匹敵することからもわ

かるように､高分子の配列空間は巨大であるため､この適応歩行の基礎研究を進めておくこ

とが､その巨大さに翻弄されないために重要となる｡この研究班ではこの基礎研究として､配

列空間上の適応度の地形の問題と､階層構造的適応歩行の問題を中心に研究した｡前者

では例えば､セクシュアルPCRがなぜ故に効率が良いかの説明が得られる｡後者では例え

ば､モジュールシャフリングの有効性が示された。

一方､天然の進化では､環境は生物と共進化しているし､構成要素間には網目のような相

互作用がある｡これは極めて複雑な系であり､それをモデル化し解析しうる進化実験系がで

きれば､進化システム工学と呼ぶにふさわしい｡単純な進化分子工学では､実験者が外部

環境を与えるので､DirectedEvolutionが起こるのだが､この種の系では､Undifectedauto
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nomousevolutionが起こりうる｡これは実験進化学における､進化分子工学の次の発展段

階であるが､本研究班では､このような研究も行った。

この報告書で､本研究班の平成6～8年度の3年間の研究成果を報告する｡欧米に比し遅

れているといわれているこの分野の活性化に貢献できれば幸いである。

なお､ファージ提示法の試薬ｷｯﾄが遺伝子工学用として市販されているからといって､こ

の分野を｢遺伝子工学上の実験技術に係わる分野｣と誤解されないようお願いしたい｡遺伝

子工学は､分子生物学のセントラルドグマという機械論的デコーデイング過程に基礎を置い

て成功した技術だが､進化分子工学はダーウィン進化機構という散逸構造論的エンコーデ

ィング過程に基礎を置いている｡遺伝子工学は操作中に余計なＩ情報を生み出さないという

信頼の元に成り立つ技術であり､進化分子工学は操作中に自動的に情報を生み出すことを

期待する｡一言でいえば､進化学は遺伝学を基礎とするが､遺伝学とは異質な学問だという

ことである。

本研究班は､研究会活動として吹のようなものを行った：

平成7年３月３日 ｢第２回進化分子工学シンポジウム｣を主催

於:日本化学会化学会館ホール(参加者約100名）

平成7年９月２－３日 合宿研究会開催(班員と研究協力者）
於:KKR稲取

平成8年11月７日 第32回日本生物物理学会年会シンポジウム

｢人工進化－－進化分子工学の発展と抗体工学の新展開」
を共催

於:工業技術院生命工学工業技術研究所(参加者約60名）

平成9年１月８日 ｢第３回進化分子工学シンポジウム｣を主催

於:日本化学会化学会館ホール(参加者約100名）
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研究組織
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(埼玉大学･工学部･教授

(大阪大学大学院･工学研究科･教授

(東京薬科大学･生命科学部･教授

(新潟大学･理学部･助教授

(東京大学大学院･総合文化研究科･教授

(名古屋大学大学院･理学研究科･教授

伏見譲

ﾄ部格

大島泰郎

大西耕二

金子邦彦

郷通子

森島績

柳川弘志

研究代表者：

研究分担者：

研究分担者：

研究分担者：

研究分担者：

研究分担者：

研究分担者：

研究分担者：

(京都大学大学院･工学研究科･教授

(三菱化学･生命科学研究所･室長

f「

研究経費

6,000千円

5,100千円

2,800千円

平成6年度

平成7年度

平成8年度

13,900千円計
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"EnzymeEngineeringXm"October1995,SanDiego，

け．●

Ｇｏ,Ｍ､，Orimofintrons:ｗｅ1℃theoligmalblocksofproteinsencodedbyexons？TheFilstWolkshopofthe
lntemationalSocietyofMolecularEvolution:ＯｐｅｎQuestionsinMolecularEvolution,Aprill994．

I

Takahashi，Ｋ,，Noguti,Ｔ、ａｎｄＧｏ,Ｍ､,MechanicalstabUityofprotemmodules､PirstEastAsianSymposlumC

onBiophysics，Mayl994．

Ｇｏ，Ｍ､,ArchitectureofhemeproteinsviewedontheirbuUdingblocks，

NagoyalntemationalSymposium：Structu１℃sandPunctionsofMetalCOmplexesinBiologicalProcesses，
1994.

July

Ｇｏ,Ｍ､，Module-exoncor1℃spondenceintheevolutionoftheglobmfamUy、
GordonResearchConlbrenceonOxygenBindmgProteins，Ｊｕｌｙ1994.

mateno，Ｍ､，Mizutani，Ｍ､，Ｎｕ１℃ki，０．，Morikawa，Ｋ､，Yokoyama，ＳａｎｄＧｏ，Ｍ､，ModuleStructureand
PunctionofClasslAminoacyl-tRNASynthetase・

The20thTaniguchiSymposium，BiophysicsDivision，TTacingBiologicalEvolutionmProtemandGene
Structlm℃s，October,1994.

Noguti，Ｔ・ａｎｄＧ０，Ｍ.，Modulesofbamase：physicochemicalbasisoftheirstructures、The20thTamguchi
Symposium,BiophysicsDiv心ion,TracingBiologicalEvolutioninProtemandGeneStructu1℃s，October,1994．

Takahashi,Ｋ､，Noguti,Ｔ・ａｎｄＧｏ，Ｍ､，Mechanicalstabilityofproteinmodulesstudiedbymoleculardynamlcs
simulations・The20thTaniguchiSymposium，BiophysicsDivision,TTacingBiologicalEvolutionmProtｅｍａｎｄ
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GeneStructu”s，October，1994.

Yura，Ｋ・ａｎｄＧ０，Ｍ.，ModuleTaxonomyandModuleShuming・The20thTEniguchiSymposium，Biophysdcs
Division,TYacmgBiologicalEvolutioninProtemandGeneStIuctur巳s，October,1994.

Ｇｏ，Ｍ,，OIiginofintronsimphcatedbyprotemanatomy､The20thTaniguchiSymposium，BiophysicsDMsdon，
TTacingBiologicalEvolutionmPmtemandGeneStructul巴s，October，1994.

Fukami-Kobayashi,Ｋ､，Mizutani,Ｍ・ａｎｄＧ０，Ｍ.，ＣＯn℃lationbetweenmoduleboundaliesandmtronpositions
inhemodobinshomvarioustaxa・The20thTEniguchiSymposium，BiophysicsDivision，TracmgBiolo副cal
EvolutionmProteiIMmdGeneStructuI℃s，October,1994.

Ｇｏ，Ｍ､，YUra，Ｋ､，Fukami-Kobayashi，Ｋ､，Takahashi,Ｋ､，Komukai，Ｙ､，Honda,Ｍ､，Hashilnoto，Ｈ､，guchi,Ｙ､，
Nadanami，Ｋ,，Tanaka，Ｋ､，Tmkahara,Ｙ・andNoguti,Ｔ､，Ancientorimofintrons:statisticalevidenceon
intron-modulecondationmglycolyticenzymes．ＴheThirdlmtemationalMeetmgoftheSocietyfbrMolecular

BiologyandEvolutioMSMBE3),August,1995.

genes，TheT11ird
少

1995.

Ｐ血ami-Kobayashi，Ｋ､，Mizutani，Ｍ，Ｇｏ，Ｍ､，Ancientmginofintronsinhemoglobin
lnternationalMeetmgoftheSocietyfbrMolecularBiologyandEvolutio、(SMBE3),August，

Ｇｏ,Ｍ,,Mizutani,Ｍ､andPukami-Kobayashi,Ｋ､,OIiginofintronsmglobmfamilyimplicatedbycom℃spondence
ofmodulestoexons・InternationalChemicalCon…ssofPacincBasinSocieties，InvertebrateHemogdobm，

December，1995.

Pukami-Kobayashi,Ｋ・ａｎｄＧｏ,Ｍ､,IntrolfI6ssinhemogobmgenesalongtheirevolutionalypathway:1995
1nternationalChemicalCongressofPaciHcBasmSocieties，December,1995.

Ｇｏ，Ｍ､，Co-evolutionofproteinarchitecturcandgenestructu1℃.，InternationalSymposiumonNetwolkand
EvolutionofMolecularlnfbrmation,ApIdl，1996.

Yum,Ｋ､，Kawatani,ＫｐａｎｄＧｏ,Ｍ､,Anewlyidentihedphosphate-bmdｉｎｇｍｏｄｕｌｅｉｎＤＮＡ－ｂｍｄｍｇｐｍｔｅｍｓ.ＸIIth
lntemationalbiophysicscong伍已ss,August，1996.

G０，Ｍ.，Noguti,Ｔ,andYura,Ｋ､，Statisticalevidenceofintron-modUlecorldationingdycolyticenzymesand
orignofmtrons・XIIthlntemationalbiophysicsCongress，August,1996.

0

Takahashi,Ｋ､,Noguti,Ｔ､ａｎｄＧｏ,Ｍ，Mechanicalstabilityofmodulesofbarnase,XIIthlntemationalBiophysics
Congress，August'1996.

Ｇｏ,Ｍ・ａｎｄＹｕｍ,Ｋ､,Moduleandarchitectu妃ofDNA-bindmgprotems､１５thlntemationalCODATAConfbremce，
Septemberl996．

YUm,Ｋ・ａｎｄＧｏ，Ｍ､，ＡｃｏｍｍｏｎｍｏｄｕｌｅｍＤＮＡ－ｂｍｄｍｇｐｒｏｔｅmsobsewedthroughprotemth1℃e-dimensional
structurcdatabase､I､stitutefbrProtemResearchSemmar.、atabasesfbrStructuralBiologyandRelatedAｴ巳as，

October,1996.

Yura，Ｋ､，Kawatani，Ｋ、ａｌｉｄＧｏ，Ｍ,，NewlyidentinedsimnarmodulesfbrphosphatebmdinginDNA-bmdmg

protems､T11ellthRinshokenlnternationalConfbrence"ProntielsofStructumlBiology"，November，1996．巳

Ｇｏ,Ｍ､,TlleOriginandRoleofPresentandLostlntrons.,JunkDNA:TheRoleandtheEvolutionofNon-Coding
Sequences，ASymposiuminHonorofEmileZuckerkandl(l9971nternationalSocietyofMolecularEvolution)，
1997.
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Ｉ
Morishima，Ｉ.，Wakasugi，Ｋ､，Inaba，Ｋ・andlshimori，Ｋ､，"DesignandEngineelingofModule-Substituted
HemoprotemsbasedontheExon-ShulliingHypothesis",XIIthlnternationalBiophysicsCongress(inAmsterdam，
theNethellandJ11-16Augustl996

K・Kobayashi,Ｔ・Kasamatsu,Ｔ・Kanakoj､Koike,Ｔ・Oshima,Ｔ・Saito,Ｔ・Yamamoto,ａｎｄＨ・Yanagawa,Formationof
ammoacidpreculsolsmplanetaryandcometaIyenv1ronments．，nlel9thlntemationalSymposiumonSpace
TbchnologyandScience，Yokohama，May，１９９４

Ｋ・Kob町ashi,Ｔ・Kasamatsu,Ｔ､Kaneko,Ｊ・Koike,Ｔ・Oshima,Ｔ､Saito,Ｔ・Yamamoto,ａｎｄＨ・Yanagawa，Formation
ofammoacidpI℃Cu応olsmcometalyiceenvｎ℃nmentsbycosmicmdiation，The30thCOSPARScientihc
Assemby,Hamburg,July,1994.

Ｈ､Yanagawa，Anexpelimentalapproachtoexonshuming:Fmmproteinanatomytoproteinenglneenng
●●

InternationalSymposmumon"Time-MachineBiotechnology"，MolecularEvolutionEngineering，Tsukuba，Nov.，
1994

S､Y・Aksyonov，、､Chernavskii，Ａ,GlUnenko，Ｙ・Ishikawa，Ｔ・Kaneko，Ｙ・Kawasaki，Ｋ・Kobayashi，Ｊ・Koike，
Ｋ､Ａ,Kotelnikov,Ｙ・Kotov,Ｅ・Kuzipcheva,Ａ・Maltynov,Ｔ,Oshhna,Ｎ,Ｇ・Polikhina,Ａ､Ｂ・Ｒｕｂｍ,Ｔ､Saito,Ｖ・耐a1℃v，
Ｔ・Yamamoto，ａｎｄＨ・Yanagawa，ＲｅｔｕｍｔｏＭａｌ召togethermission-Seamhlbrbiooganiccompoundsand
orgamsmsonMms，MarsTogetherConfbTence,Stanfbrd,June’１９９５

Ｔ・Shibata-Seki，Ｊ・Masai，Ｋ・YOshida，Ｋ・Sato，Ｙ・Ogawa，ａｎｄＨ・Yanagawa，Comparativestudyofsynthetic
peptideaggregatesbyatomicfbrcemicroscopyandtmnsmissionelectronmicroscopy.，Thel3thlntemational
VacuumCongress／９thlntemationalConlb１℃nceonSoUdSullhce，Yokohama,Sept.,１９９５

Ｈ・Yanagawa,Ｍ・Ishizaka,Ｋ・Yoshida,Ａ・Sato,ａｎｄＴ・ShimamⅣa,Anexperimentalappmachtoexon
Modularmutagenesisofbamase,The8thlSSOLMeeting,OIleans,July,１９９６

shufning：

◆

H､Yanagawa，Ｙ､Ogawa，Ｊ､Hori，Ｊ・Masai，Ｋ､Yoshida，ａｎｄl〈.Sato，Corlfbrmationaltmnsitionofsecondmy
structulBsofpeptidelmgmentsandtheirmongeneticalselfLpropagation,me8thlSSOLMeeting,OIleans,Jub，
1996

Ｋ・Ohnishi,Ｈ,Tanaka,ａｎｄＨ・Yanagawa,ConlpalatweanatomyofgrouplmtronsandrelatedRNA'ｓ
■

`､】e8thlSSOLMeeting,OIleans,July,１９９６

Ｋ・OhnisbiandH､Yanagawa，Originandevolutionofprotem-module-encodingexons,Ｔｈｅ８ｔｈｌＳＳＯＬＭｅｅｔｍｇ，
OIIeans,July,１９９６

Ｎ・Nemoto，Ｈ・Yanagawa,ａｎｄＹ,Husimi,Avilus-likemoleculeintheearlystageofencodedmolecularevolution
n1e8thlSSOLMeeting,OIleans,Jub,１９９６

Ohnishi,Ｋ、：Poly-tRNA-mediatedpeptide-synthesismeallyter2℃strialorganlsmsbefb”geneticcodes：A
perspectiveoneallylilb、Ｉ、：TheFirstlntemationalConlbI巳ｎｃｅｏｎＣn℃umsteUarHabitableZone
(OrganizedbyL,Doyle,Ｊ､BUhnghamandDDeVmcenzi，heldatNASAAmesResearchCenter,Mountam
View，Calif）Jan､19-21,1994.

Ohnishi,Ｋ、：Pob-tRNAtheonrontheoriginofmRNAandgeneticcodes・ISSOL-94Conlb妃､Ｃｅ，１９９４年７
月［OrimsofLifbandEvolutionofBiosphere(Abstmct)，２４(3-4),191-192,1994．

Ohnishi,K､：Furtherevidencesfbrthepob-tRNAtheoIyontheoriginofmRNAandgeneticcodes：Poly-
tRNAstructu１℃mtheBacmussubtiusrmBoperonisalsoareucofanearlypeptide-synthesizingRNAmolecule．
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ISSOL-96ConfbrBnce、1996年７月［OriginsofLifbandEvolutionofBiosphel色（Abstmct)，２６(3-9,
405-406,1996］

OhniShi,Ｋ､，Tanaka,Ｈ・andYanagawa,Ｈ、：Comparativeanatomyofgrouplmtmnｓａｎｄ”latedRNA，s・
ISSOL-96Confbね､Ｃｅ、1996年７月［OriginsofLifbandEvolutionofBiospher℃（Abstract)，２６(3-4)，
407-408,1996］

exons、ISSOL-96

26(3-9,409-410,
Ohnishi,K・andYanagawa,H､:OIigdnandevolutionofprotein-module-encoding
Conlbrence、1996年７月［OridnsofLifbandEvolutionofBiosphere（Abstract)，
1996］

Kaneko,Ｋ､，IsologousDiversificationfbrCeUDiflbrentiation,(Europeanconfbr℃nceonArtificialLifb,Gmnada，
June,1995）’

Kaneko,Ｋ､，ExtensionsofCoupledMapApproachestoBiologicalSystems,（InternationalWorkshoponLattice
Dynamics,Paris,June,1995）

Kaneko,Ｋ､，IsologousDiversificationfbrBiolodcalSystems,(InternationalWorkshoponLogicandDynamicsof
Higher-LevelFormationinBiolOgdcalSystems,Hayama,Ｍａｍｈ,1996）

Kaneko,Ｋ､，IsologousDive店ificationandEmergenceofReculsivity,（WorkshopontheEvolutionofOrganization，
Altenberg,SepL1996）

Kaneko,Ｋ,，IsologousDiversificationfbrCeUSociety,(EuropeanConfbImceonMathematicsAppliedtoBiology
andMedicine,Heidelberg，‘'

０ct､1996）

Kaneko,K､，PmmlsologousDiversificationtoEmergenceofRecursivity,(Toshiba-KeioWorkshoponCompIex
Systems,ＯｃＬ１９９６）

第２回進化分子工学シンポジウム（1995年３月３日、東京)での発表

１．モジュールの組合わせから進化工学へ（名大）郷通子

２．モジュールの組合わせによる新規グロビン蛋白の創製（京大）森島綾

３．エクソンシャフリングへの実験的アプローチ（三菱化学）柳川弘志

４．ミニ遺伝子集合化による機能発現（癌研）芝清隆(ゲスト）

５．好熱菌酵素を用いた基質変換の試み（東工大）大島泰郎

６．酵素の好熱菌内での進化的耐熱化（東工大）山岸明彦

７．Ｅｓｚａａｍ幼ａ、]qphiﾉｶsカタラーゼからみた蛋白質配列空間の地形（阪大）四方哲也
８．ポリｔＲＮＡ構造に基づくＲＮＡと蛋白質の構築原理（新潟大）大西耕二

９．遺伝情報翻訳系の起源と進化（東大）渡辺公綱(ゲスト）

１０．カオスによる自発的分化と多様性の進化（東大）金子邦彦

１１．適応度の地形の概観（埼玉大）伏見譲

第32回日本生物物理学会年会シンポジウム｢人工進化一一進化分子工学工学の発展と抗体

工学の新展開｣(1996年１１月７日、つくば)での発表

１．はじめに：人工分子進化の物理的側面伏見譲（埼玉大．。

2．抗原認識機構の構造生物学的解明島田一夫（東大・薬）（共催）
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大腸菌・ファージによる抗体工学熊谷泉（東北大・工）供催）
ＤｍＰＲ遺伝子を利用した活性型リポザイムのスクリーニング

多比良和誠（筑波大応用生物化学）（ゲスト）

分子進化の階層性：ヌクレオチドからマイクロ遺伝子へ芝清隆（癌研究会癌研究所）(ゲスト）
ランダムポリペプチドから蛋白質への進化の展望四方哲也（阪大・工）
終わりに

熊谷泉（東北大・工）（共催）
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第３回進化分子工学シンポジウム(1997年１月８日)での発表

１．配列空間の適応度地形と適応歩行騎玉大工)相田拓洋、伏見譲
２．ＲＮＡの試験管内進化

（東大理）横山茂之(ゲスト）

３．ポリtRNA構造から見た蛋白質の核酸結合性ドメインの起源と構築原理（新潟大理)大西耕二
４．ＤＮＡ結合タンパク質に見られるモジュール・シャフリングの痕跡（名大理)由良敬、郷通子
５．モジュール置換によるグロビン蛋白質の構築（京大工）森島績
６．単位領域の組み合わせとランダム配列からの新しいタンパク質の創出(三菱化学・生命研)柳川弘志
７．トポロジカル変異によるタンパク質配列空間の縮約（工業技術院・生命研）巌倉正寛(ゲスト）
８．酵素の温度適応

棟薬大・生命科学)大島泰郎

９．植物ウィルスの進化実験（京大農）古沢巌(ゲスト）
１０．大腸菌の長期培養による実験進化 （阪大工）四方哲也

11.自発的多様化から分化のルール形成へ：細胞集団のダイナミクスヘの視点（東大・総文）金子邦彦

(3)出版物

鞠竺hjHWLLI9ISUEQ-yA。I,andMioMmCo:ModuleRepl…InentConveltedCo…eSpecifK･ityof
lsocitmteDeluydrogenase・

Ｉ、"mncingBiologicalEvolutionmproteinandGeneStructures”（MichjkoGoandPaulSchimmel，eds.）
pp､197-203,Proceedingsofthe20thTEniguchiSymposium,Elsevier,Amsterdam(1995）

Ｉ
ＡｋｉｈｉｋｏＹＡＭＡＧＩＳＨＩａｎｄＴａｉｒｏＯＳＨＩＭＡ：RetumtoDichotomy:BacteIiaandArchaea：
ｍ"ChemicalEvolution:Self~OrganizationoftheMacromoleculesofLilb"qChela-Flo1℃s,Ｍ・Ｓ・Chada,Ａ、
Negmn-Mendoza,ａｎｄＴ・Oshima,eds.),ｐｐ､155-158,Ａ､DeepakPublishing,Hampton,Virginia(1995）

ＴｎｉｍＯＳＨＩＭＡ：StabilizationofproteinsbyevolutionaIymolecularengineeringtechniques；ＣｕncntOpmionP

StructuralBioL,４[41623-628(1994）

Wakas噸，Ｋ､，Ishimoli，Ｋ、andMolishima，１．，ModuleSubstitutionmGIobms：Ｐ1℃parationandAssociation
Chamcte1isticsChimelicHemoglobinSubunitsandMyoglobin

ln″TmcingBiologicalEvolutioninprotemandGeneStructur巴s″(MichikoCoandPaulSchihnmel,eds.）ｐｐ，
283-295,Proceedmgsofthe20thTaniguchiSymposium,EIsevier,Amsterdam(1995）

1$控竺雫ＷＪｆ｡hau9,T・GaunolandH.Y…wa,Fonmtionandaltemtionof…iccompoundsinsmulated
submmillehydrothermalventenvironments，

Ｉ、″BiogeochemicalPmcessesandOceanFluxmtheWestemPac通c"(eds.)HSakai＆ｙ・Nozaki),523-535,
TennScientificPublishingcompany,Tokyo，１９９５
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伏見譲,中村春木,ここまできた蛋白質の人工設計、
ｉｎ赤坂一之編，「蛋白質－この絶妙な設計物一｣，（吉岡書店,１９９９

伏見譲,進化分子工学，電子情報通信学会誌,77,115-121,(1994)．

伏見譲，人工進化,現代思想,174-181,(1995)．

伏見護,鈴木美穂,ＤＮＡの寿命，MaterialsLifb,8,196-201(1996)．

伏見譲，ＲＮＡ上の情報をコピーするＲＮＡの創出－－生命の起源の実験的研究の進展，パリティ，12,49-52,

(1997)．

伏見譲,相田拓洋,進化のﾀﾞｲﾅﾐｯｸｽ、

ｍ金久実編,シリーズ･ニューバイオフｲｼﾞｯｸｽ第11巻｢ヒューマンゲノム計画｣，（共立出版,1997）

野口俊之、郷通子、タンパク質のモジュール構造:生物進化の物理、日本物理学会誌、９(5)，344-350,
1994(5)．

野口俊之､郷通子､立体構造から見た分類学､蛋白質核酸酵素､３９(7)，1028-1035,1994(5)．

深海-小林薫､郷通子､ＲＮＡ結合ﾄﾞﾒｲﾝを持つ蛋白質の分子進化､蛋白質核酸酵素､３９(13)，2177-2188,
1994(10)．

郷通子､立体構造から見た蛋白質の進化~長くて短い40億年:くり返しと組み合せの歴史一､蛋白質核酸酵

素､３９(15),2448-2456,1994(11)．６'

柳川弘志､進化分子工学による高次分子システムと機能の創出､まてりあ(MateliaJapan),34,1261-1268(1995）

柳川弘志､熱水環境と生命の起源､温泉科学,45,168-172(1995）

柳川弘志､生命の起源における熱水噴出孔の役割､化学と工業,47,1161-1162(199⑲

柳川弘志､生命の起源とRNAワールド､蛋白質核酸酵素,39,2465-2479(1994）

柳川弘志､脂質核酸複合体からの超ﾗｾﾝ構造の形成､蛋白質核酸酵素,40,75(1974）

柳川弘志、自己複製するペプチドフラグメント､蛋白質核酸酵素,40,184(1974）

柳川弘志､｢生命はRNAから始まった｣､岩波科学ﾗｲﾌﾞﾗﾘｰ､岩波書店(1994）

柳川弘志､｢生命の起源と進化｣､岩波講座･地球惑星科学入門､岩波書店(1996）

金子邦彦、「複雑系一カオス的シナリオから生命的シナリオへ｣、現代思想1996年１１月号ｐｐ､79-86

金子邦彦､多様性の起源､維持､進化.、計測と制御35,496-501(1996）

金子邦彦、「相互内部ダイナミクス系としての生命観｣、現代思想1995年12月号ppB6-97

金子邦彦、津田一郎「複雑系へのカオス的シナリオ」（朝倉書店､1996年）
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序論

伏見譲崎玉大学工学部）

１．進化分子工学の位置づけ

ＤＮＡ上の情報をアクセスするｍｖｉｖｏのマシンとバイオテクノロジーのマシンを表に
すると進化分子工学の位置づけの一つがわかる(表１．１)。ＣＯＰＹ命令を実行するin
vitoマシンはＤＮＡポリメラーゼとして見つかっているが､WRITE命令を直接的に実行
するマシンは､ｍｖｉｖｏには見つかっていない｡WRITE命令とは､白紙のＤＮＡに意味
のある情報を文字列として書き込むことである。白紙とは､全ての可能な文字列を等確
率で担いうる状態を表す｡バイオテクノロジーでは､ＤＮＡ合成機がこれに当たる。

表１．１

直接的な情報アクセスマシン

ＤＮＡ合成機では､実験者の知性が特定の文字列を決定すれば､それを､ＤＮＡ分
子上にWRITEすることができる｡しかし､実験者の知性は､非天然の新情報を決定で
きるほどには高くないようだ6蛋白質工学における新規蛋白質設計の構造論的なアプ
ローチが苦労している点である｡一方､生細胞も､たとえWRITEマシンを持ったとして
も､何を書いてよいかわからない筈である｡すなわち､生物は賢明にも､使いこなせな
いWRITEマシンは所有しない。

現在の天然ＤＮＡ上の意味のある情報は､マシンを使って直接書かれたのではなく、
分子進化というプロセスによって間接的に結果として書き込まれた｡これに対応するバ
イオテクノロジーのプロセスを進化リアクタープロセスと呼び､その設計方針と運転法を
確立することが､進化分子工学の中心課題である｡機能分子を創出するのに､蛋白工
学では分子構造を設計するが､ここでは淘汰環境を設計する。
このように､進化分子工学は､遺伝子工学の存立基盤であった機械論的デコーデイ

ング過程とは異質の､散逸構造論的エンコーディング過程に係わっている｡進化は情
報獲得や`情報獲得法の獲得という､免疫や脳の学習過程と共通した現象であり､原理
も共通のものを持っていると思われる｡この観点から､工学全体を見直そうとするのが
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進化工学である。

2.進化工学の分類とそれによる概念整理

進化分子工学はいわゆる進化工学の一つであるが､進化工学と進化分子工学の分
類を多方面の切り口から行い､筆者なりに概念を整理してみよう。
本研究班は下記5)と6)の分類に基づいて､図１．１に示す4テーマを設定し､研究

を進めた。

1).淘汰工学と進化工学

淘汰工学：初期に存在する突然変異体集団の中から､評価と増幅のサイクルを
繰り返して､適応度の高いものを選択する｡ダーウィン淘汰は単なる選択ではない｡増
幅プロセスを使ってＳＮ比を改善した選択過程を指す。１分子操作が進歩すれば、
増幅プロセスを必要としない､評価プロセスのみの選択工学が登場しうる。
進化工篭初期に存在しない突然変異体をも探索するため､淘汰プロセスとラン

ダム突然変異プロセスのサイクルを繰り返して､適応度の山を登る。適応度の地形の
適切さがダーウィンの漸進的高速進化にとって重要な問題となる。

2).作業物質とターゲットによる進化工学の分類
Stemmerは､作業物質をＤＮＡとシリコンにわけ､進化のターゲットを機能と数値に

わけて､進化工 損し7こｅ

3)．自然淘汰型と人為淘汰型

人為淘汰型：進化工学における淘汰プロセスで､評価と増幅が分離したプロセス
であるもの。通常のinvitroselectionはこれ｡突然変異プロセスは増幅プロセスと同
時進行の場合が多い。

自然淘汰型：淘汰プロセスで評価と増幅が同時に進行するもの。セノレスタットは

これ。３ｓR法は、自然淘汰型invitroselectionとなりうる。突然変異プロセスも同時
進行させうる場合が多い。

4).進化する分子の相互作用の有無による分類

進化分子工学：進化する高分子間の相互作用を積極的に取り除き､高分子1分

子の進化を適応度の地形上の独立粒子の適応歩行に単純化して成功を収めた｡実
験者が外部環境を与えるので､Directedevolutionとなる。

進化システムエ学：相互作用を積極的に行わせる。分子系と環境との共進化も

起こる複雑系となる｡このため､Undirectedautonomousevolutionとなる｡天然の進化
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により近い｡ニーズの解決よりもシーズを拾うことをねらう。

5).表現型遺伝子型対応付けによる分類

型I△型二表現型と遺伝子型とを同一分子に担わせる戦略｡ﾘﾎﾟｻﾞｲﾑ､ｳｲﾛｲﾄﾞ。
ＲＮＡやｓｓＤＮＡのアプタマー技術｡SELEXo

2工と三里二両者は別の分子に担われているが､その両者を結合することにより
対応付ける戦略d繊維状ファージなどの単純なｳｲﾙｽ粒子のコート蛋白｡セルスタッ
ト｡ファージ提示法。Invitroウイルスプロセス。コード化組み合わせライブラリー。
ｉ幽墾L二両者を－つの袋に入れて対応付ける戦略｡単細胞生物｡細胞提示法。

プラスミド･ケモスタット｡クローニング･スクリーニング法｡マイクロカプセル法。
２堕幽i些些遺伝子型分子を用いず､表現型分子を評価同定し､同定した分

子を大量合成する。CombinatorialChemistry、番地付け固相重合ﾗｲﾌﾞﾗﾘｰ法。

’

6).ランダム置換の階層による分類

ヌクレオチド･アミノ酸レベル点突然変異による改変と全く新しい新規機能の創出。
エクソン･モジュールレベルモジュール､２吹構造､フオールドンなどのシヤフリング
による新規3次構造の創出｡全く新しい機能の創出は期待しにくい。
シストロン･サプユニットレベル：３次構造のシヤフリングによる新規4吹構造の創出。
オペロンレベル：

ゲノムレベル：共生説。

7).集団サイズによる分類

決定論的淘汰工学：長さが短い｢時､配列空間の全数調査が可能。
決定論的進化工学：集団サイズが配列空間の点の数よりはるかに少ないときで

も､適応度地形が理想地形の場合は､最適値に迅速に到
達する歩行法がある。

確率論的： それ以外の､集団サイズが配列空間の点の数よりはるかに
少ないとき。

８）進化分子工学､分子進化工学

ｉ隻止２２王王室：進化論的な分子工学である｡進化する分子は核酸と蛋白質など
の天然の生体高分子だけとは限らず､｢生体高分子｣概念の一般化をねらう。

9)金玉i筐iL王塾分子進化という用語は､通常､生物進化に付随して進化してき
た生体分子の進化史と進化機構を指す｡分子進化･工学は､当初､系統樹作成技
術を応用して､来年のインフルエンザのワクチンをあらかじめ用意するというような
工学として提起された｡分子･進化工学なら､進化分子工学工学と同じ。
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図１．１本研究班の研究テーマの分類
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配列空間上の適応度地形と適応歩行:理想から実在へ

伏見譲､相田拓洋崎玉大・工）

１.第一の単純化･第一のコーディング:｢適応度の地形｣概念の成立

進化分子工学では､実験者が進化分子系の環境を設定し､かつ､構成要素間の相互作用を可
能な限りはぎ取るという理想化単純化を行う｡例えば､我々の開発した自然淘汰型進化リアクタ
ー･セルスタットは､初めて成功したウイルスの安定連続培養糟であるが､それは次のような単純化
理想化によって成功した｡(1)

宿主･寄生間の生態学的相互作用を最低限度に押さえるために､宿主培養槽(ダービﾄﾞｽﾀｯﾄ）
とウイルス培養槽(セノレスタット)を分離し､宿主菌の高速流の中でｳｲﾉﾚｽを培養する｡この場合、
セルスタットの希釈率は､上流のダービドスタットの希釈率より遙かに大きく､セルスタット中の宿主
菌は細胞分裂を起こすより速く流出するように設定するので､ウイルスゲノムの淘汰と進化を､宿主
ゲノムのそれと独立に観測することができる｡また､ダービドスタット培養は対数期という代謝系が
安定した生理状態の宿主菌を供給し､ケモスタット培養のような生理的不安定性を与えない｡さら
に､合成培地で大腸菌雄株を培養すると､Ｆｆファージに対する不可逆的受容体であるF線毛は細
胞当たり1本しか生えず､また､Ｆｆファージ感染大腸菌は速やかに､第２の感染を許さない膜状態
を作り上げるため､ファージの多重感染が起こり得ないように出来る｡従って輪個々の感染大腸菌
は､ファージゲノムのクローニング用試験管と見なすことが出来る｡ファージ突然変異体間の相互
作用は､上流から流入する未感染大腸菌への感染競争のみとなる。
また､InvitroselectionにおけるPCRやアフィニティクロマトグラフィー等による評価プロセスも、
個々の突然変異体高分子間の相互作用がないような条件で行われる。
この結果、生体高分子1分子の進化を､他の高分子との相互依存関係を無視して取り扱うことが
できる｡この独立粒子モデルが有効な場合は､生体高分子の進化を､配列空間における適応度
の地形(FitnessLandscape)と､その上の突然変異体集団の適応歩行の問題に落とし込むことがで
きる。

環境と生体高分子の種類が決まれば､その物性として､－次構造と機能の関係､すなわち､適
応度の地形が決まる｡別の観点から見ると､この単純化は､機能(その評価関数が適応度)を文字
列住体高分子の一次構造)にコーディングしていることになる。

一方､天然の進化では､環境は生物と共進化しているし､構成要素間には網目のような相互作
用がある｡これは極めて複雑な系であり､その複雑さが進化の重要な点だとする立場からすれば、
進化分子工学の立場は単純化しすぎで複雑系の示す興味ある現象を捨象しているのかも知れな
い｡しかしながら､重要な点は､複雑な進化過程をエッセンスを保持したまま単純化しうる切り口を
実験科学的に示したと言うことである｡エッセンスとは､高分子が自動的に高速進化するという点
である｡このおかげで､｢適応度の地形｣概念が有効性をもつようになったのである。
ところで､単純化したと言っても未だ十分複雑である｡すなわち､タンパク質1分子構造のフォー
ルデイングの問題が既に､正面突破しようとすると､Levmthalパラドックスに象徴されるように十分
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複雑であるのとちょうど同じように､タンパク質1分子機能の適応度の地形の問題も､正面突破しよ

うとすると､KaufYinanのＮＫモデルのような複雑性を生むことになる。

2.第二の単純化:理想的適応度地形のモデル

本研究においては､この後者の複雑性を回避するために第二の単純化理想化を行った｡適

応度の地形の理想化である｡理想地形とは､配列空間の任意の点から、点突然変異のみを重ね

て登るのみで適応度最大点に至る経路が存在するような地形である｡この場合は、配列空間の点

の数に相当する､長さの指数関数に比例するランダム試行回数でではなく､長さのそのものに比

例するランダム試行回数で最適点に達することができる｡4300と4x300とを比較すればわかるよ
うに､これこそダーウィン進化の漸進的高速進化を理想的に体現する場合である｡配列空間を１

次元軸で模式的に表すと､理想地形は富士山の絵のようになろう｡そこで、この理想地形を富士

山型地形とも呼ぶ｡これは既定の物性量に対する大胆な近似なので､実験系の設定に係わる第１

の単純化理想化の場合よりも危険を伴うが､第１の単純化が行われている場合は実験的検証が可

能であるので作業仮説として導入してよい｡この作業仮説は、後述するような、ある範囲の進化分

子工学実験によって､支持されている｡この作業仮説を後押しするものは、生命が出現しそれが

進化したという事実そのものである。

生体高分子の残基の置換に関し､その様々な物性量に対応するギブズ自由エネルギー変化△

△Ｇに相加性が成立すると仮定してみよう｡すると､そのギブズ自由エネルギー△Ｇを適応度とす

る地形は富士山型となる｡蛋白質のような多値配列空間ではこの地形は必ずしも単純ではない.

富士山型地形といえども､尾根筋以外の方向には凸凹しているのである｡我々は、アミノ酸配列の

任意の部位上に関して､残基置換に対する寛容性を表現する｢寛容度関数｣を導入し、ある野生

型配列を中心とした､ハミング距離dの突然変異体集団の適応度分布を定式化した｡(2)分布の

平均値と分散が｡にどう依存するかを示した｡また､尾根筋を山登りしている野生型が何合目にい

るかによって､分布の｡依存性がどのように変化するかを示した｡実験で得られたランダム突然変

異体スペクトルをこの理論分布に当てはめることにより、富士山型地形のスロープに関する情報が

得られると同時に､野生型配列の最適配列からの距離が推定できる。

組合せ論的ペプチド合成を用いた機能性ペプチドの対レセプター・アフィニティの進化実験、

酵素プロリルエンドペプチダーゼの耐熱性の進化実験(図1)、並びに、大腸菌lacプロモータの突

然変異体集団スペクトルの解析にこの理論を適用したところ、それぞれの地形が富士山型に近い

とする仮説と矛盾しなかった｡特に､短いペプチドの場合は、配列空間全体が富士山型地形に近

い可能性が大きい｡また､進化したという実績を持つ現在の生体高分子に対して､その周囲の地
形が富士山型に近いことは当然だという見方もある。

理想地形は､理想気体と同じように､理論を展開しやすい｡しかも、上述のような進化分子工学
実験の解析結果､並びに､突然変異効果の統計的相加性を期待することにより成り立つSexual

PCRの数多くの成功、(4)また､蛋白質工学において点突然変異の効果の統計的相加性を示す

データが数多く報告されていること､(3)から､実在地形の第一近似モデルにできると思われる.
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図１プロリルエンドペプチダーゼの突然変異
体スペクトルの実験と理論の比較。熱安定性を
増加させる進化分子工学実験で得られたアミノ
酸残基４置換体に対して、出発配列とのハミン
グ距離の中間に位置する２ｘ２ｘ２ｘ２＝１６
種の置換体全てを合成し、その熱安定性を測定
した（小久保ら、１９９６)。熱変性反応速度の
活性化自由エネルギーを適応度として、寛容度
関数を用いる富士山型地形の理論のよる値（横
軸）と実験値とを比較した。結果は相加性に基
づく富士山型地形に極めて近いことを示す。
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３.理想地形上の適応歩行

富士山型地形の目隠しをした山登り(適応歩行)は､部位特異的な突然変異導入ができる場合
は､親配列に対して特定の部位に対してプールサイズＮ＝几の1点突然変異集団を作り､その部
位をスキャンしていけば､歩数Ｔ＝γで確実に頂上に達することができる｡ここで、几はアルファベ
ットの文字数であり、ｖは文字列の長さである。Ｎ＝1で､Ｔ＝几γとしても同じである｡コストがＮ
Ｔに比例するとき､両歩行法のｺｽﾄは同じだが､後者の歩行法は時間がかかる｡最も速い歩行法
は､プールサイズが配列空間の点の総数〃＝ＮＣ＝Ｎの突然変異集団を作り､たったＴ＝１回の
淘汰で､頂上に達する歩行法である｡しかしこの歩行法はｺｽﾄが最も大きい。γが少し大きくなる
とＮ･が巨大となり実際上不可能となる。

部位特異的突然変異導入が困難なときは､尾根筋を通る歩幅1ハミング距離の着実な歩行(ハミ
ング距離1の突然変異体プールサイズＮ－ｙ(几－１))を行えば､配列の長さｖに相当する歩数Ｔ
で､確実に頂上に到達する｡Ｎ(＜＜Ｎ･)が与えられたとき､最小の歩数で到達する歩幅(突然変
異率)のスケジュールは何か？コストは歩数(試行回数)TとＮの関数であろうが､コストパーフォー
マンスを最適化する歩行法は何か？クローニング･スクリーニング型進化リアクターに対するこの
問題を､前節の理論を発展させ､Rechenbergの(1＋Ｎ)-ES(進化戦略)モデルで研究した。
富士山の麓にいるときは､周囲の景観は等方的であり､突然変異体は確率1／2で有利突然変
異体である｡従って､Ｎが小さくても､歩幅の大きな歩行をした方が､一気に高所に登れる｡頂上
に近づくにつれ､Ｎが小さいとき､大きな歩幅の歩行はむしろ山を下る確率が高くなるので避ける
べきである｡クローニング･スクリーニングではｺｽﾄがスクリーニングされる総突然変異体数に比例
すると考えられるので､コストパーフォーマンスは､Ｎが小さく､従って歩幅の小さい歩行法の方ほ
ど改善される。

理想地形に対してこの結論は､半ばトリピアルであるが､その素地として構築した理論は､地形
が理想から少しずれた実在地形の歩行法の理論的枠組みを提供するので有用と思われる。
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4.理想地形から実在地形へ:多段反応における部分適応度間のフラストレーションの程度

我々は理想地形からの近似を進めることによって実在地形へ接近しようとしている。ま

ず研究したことは、多段反応における部分適応度間のフラストレーションの問題である。

例えば酵素の触媒能は、遷移状態結合・生産物解離という少なくとも２段階の結合特性

に依存する。それぞれの結合特性（部分適応度）が富士山型地形であっても、それぞれの

ピーク(最適配列)の位置が異なれば、触媒能全体（全適応度）としての地形は、フラスト

レーションを起こし凸凹になるかも知れない。我々は、次のようなモデルでこの地形間の

フラストレーションの問題を調べた。（５）２０値２０次元配列空間上の、Ｌ段カスケード

反応の全反応速度の地形が、部分適応度の地形間の相関を表す量の相関係数ｒ、各段の寛

容度関数の形状を表すパラメータ、(大なるほどアミノ酸置換に対する寛容度なし)、に依

存して、富士山型からどの程度ずれるかを調べた。Ｌが大きいほど、ｒが-1に近づくほど、

ｎが大きいほど、局所最適点が多量出現し、凸凹さを増す。しかし、ｒが－１に極めて近く

ない限り、局所最適点はハミング距離Ｌの領域ではもはや最適点ではないことがわかった。

すなわち、ハミング距離Ｌの歩幅で歩行すれば､富士山型の場合と同じ適応歩行ができる。

Ｌが小さい場合は確実な適応歩行をするための突然変異体プールサイズは実験可能量にと

どまる。
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ウイルス型対応付けの有効性

伏見譲､鈴木美穂､根本直人＊崎玉大・工、＊現在･三菱化学生命研）

実験室の中でダーウィン進化する高分子系を作るにはどういう物理化学的条件を満たせばよい
かを考察した結果､５つの条件がまとめられた。

①非平衡開放系、②自己増殖系、③突然変異系、④遺伝子型と表現型の対応付け戦略を
もつ系、⑤配列空間上の適応度の地形が適切な系

④は､淘汰における遺伝的フィードバックにとって必須である｡本研究では､④の進化分子工
学における有効な戦略と､その生命の起源における役割について論ずる。

１.第二のコーディング機構:遺伝子型と表現型の対応付け

進化分子工学は､進化の表現として､適応度地形を導入したが､この他にも､進化分子系の枠
組み自体の進化にも示唆を与えた｡特に､遺伝子型･表現型対応付け戦略の進化､あるいは､広
く考えれば､コーディング機構の進化に示唆を与えた。

前節で述べた第一のコーディング機構は､遺伝子型を担う分子と表現型を担う分子が同一のＲ
ＮＡであるような､進化RNA工学や､ＲＮＡワールドのモデルに対しては完全なものである｡しかし、
現在の生命世界では､少なくとももう一つ､塩基配列とアミノ酸配列間の第二のコーディング機構
を持つ｡進化分子工学でも､タンパク質を進化させるとき､この第二の機構のどれかを使うわけで
ある｡その機構として､ウイルス型､細胞型､外部知性型と呼びうる3種の戦略が使われてきた(序
論参照)｡ファージ提示法の成功からわかるように､核酸と蛋白を結合させて対応づけるというウイ
ルス型戦略が最も効率がよい。

２.ウイルス型対応付けのモデルと最初の翻訳産物蛋白

我々はこの戦略が､生命の起源の翻訳系の起源でも働いたとするモデルを､次のような仮定の
もとに作った。

(仮定1)RNAワールドの末期､ＲＮＡ自己複製リボザイムがハイパーサイクルを形成していた。
(仮定2)最初の翻訳蛋白はそのＲＮＡレプリカーゼ･リボザイムの補因子として出現した｡ごくわず
かの翻訳能は､RNAワールドのRNA取り扱い技術の進化に付随して生じた。
(仮定3)翻訳蛋白と遺伝子ＲＮＡは結合体を形成していた(ｳｲﾙｽ型対応付け)。
販定4)淘汰環境はRNA数一定のフローリアクターとする(ﾀｰﾋﾟﾄﾞｽﾀｯトモデル)。
この結合体は最初のウイルス粒子であり､ＲＮＡワールドの海に寄生して増殖する｡このような生
命体(ｳｲﾙｽ様メンバーを持つハイﾊﾟｰｻｲｸﾉﾚ)の突然変異体間の個体群動態学をコンピュー
タシミュレーションで調べると､次のようなことがわかった。

(1)ｳｲﾙｽ様メンバーは､たとえ翻訳能の未熟さゆえにＲＮＡメンバーよりはるかに適応度が低くて
も､ＲＮＡワールドへの寄生として､安定に存在できる。

(2)ｳｲﾉﾚｽ型対応付けのおかげで､淘汰における遺伝的ﾌｨｰﾄﾞﾊﾞｯｸがかかり､このｳｲﾙｽの
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進化を要として､複製能と翻訳能が共進化しうる｡ＲＮＰワールド初期はRNAワールドへの寄生と

しての､このウイルスの世界と考えてよい。

(3)ある程度合理的な条件設定のもとでは､一般に､細胞型対応付けより､ウイルス型対応付けの

方が淘汰速度がはるかに速い｡ウイルスや細胞の定義を､このように遺伝子型表現型対応付けの

面から進化機構論的に行うと､素朴な通説とは逆に､細胞よりウイノレスの方が先に出現したとする

説が合理的となる。

3.invitroウイルスの開発

前節のモデルは､翻訳蛋白と遺伝子ＲＮＡの結合様式の具体的分子機構を問わない理論であ

る｡しかし､進化分子工学では､無細胞翻訳系におけるｍＲＮＡと新生蛋白を結合する具体的分

子機構を開発する必要がある｡このプロセスの開発に成功すれば､ｍｖｉｔｒｏウイルスと呼ぶにふさ

わしいウイルス様生命体がすぐ構築できる｡これは宿主が試験管であるウイルスであり､実験者の

望む方向に高速進化する。ｍＲＮＡと新生蛋白の結合体がそのVirionであり､新生蛋白は､m

vitroｳｲﾉﾚｽのコート蛋白といえる｡そのライフサイクルは､Virion作成プロセスーアフィニティクロ

マトなどによるVilionの蛋白部分による評価-優良評価VirionのＲＮＡ部分のRT-PCR-T7R

NAポリメラーゼによる転写‐Virion作成プロセスというサイクルである｡このＲＴ－ＰＣＲと転写の段

階を､３ｓＲ(Self=SustainedSequenceReplication)法で置き換える方が自然淘汰法や自動化への

発展が望めるので､我々はSP6RNAポリメラーゼを用いた長期間安定な3ｓRの開発も進めてい
●ｏｆ

る。

多くの研究者がこのVirion作成プロセスの開発に取り組んでいるが､我々は､大きく分けて2種

の方法を検討した：

(1)分子Ａと分子Bが強固な特異的結合をするとしたとき､ｍＲＮＡの3`末端近傍にB模倣ペプチド

をコードしておき､ｍＲＮＡ3`末端に共有結合したＡにより､新生蛋白Ｃ末端近傍でｍＲＮＡと結合

させる技術の開発に取り組んできた｡Ａ＝アピジン､Ｂ＝ピオチンの場合は､模倣物との結合を強

くすることが困難であることがわかってきた。

(2)ｍＲＮＡの3`側にサプレッサーtRNAを結合しておく系である｡このｔＲＮＡとしては微量塩基を

含まぬ転写産物自体がアダプター機能を持ちうるものを用いる｡柳川弘志班員との共同研究の結

果､このtRNAの3'末端の構造をｄＣ－Ｐｕｒ(ビューロマイシン)に転換したものを用いると､収率は

かなり少ないものの､ｍＲＮＡと新生蛋白の結合物が得られた｡さらに､サプレッサーtRNA部分を

省略したほうが､収率が上がることがわかった。

文献

Ncmoto,Ｎ,Husimi,Ｙ､,AModclofthcVirus-typcStratcgyinthcEaIlyStagcofEncodcdMolccular
Evolution,Ｊ;Z7Ieo瓜BioJ.,176,67-77(1995)．

－２７



進化分子工学を利用したタンパク質の安定化

大島泰郎（東京薬科大学生命科学部）

１研究の目的と背景

好熱菌の生産する酵素やｔＲＮＡなど生体高分子は､例外なく熱安定である｡しかし､その機
能は常温菌の相当する分子と変わらない｡すなわち､機能は保ったまま､耐熱性を獲得してき
ている｡この機構が明らかになれば､進化の過程について分子レベルでどのような変化を伴っ
ているかを語ることが出来る様になるだろう｡さらに､この過程の分子レベルの解明は自然の設
計原理を学ぶことであり､タンパク質の立体構造維持の原理の解明に繋がる｡タンパク質の耐
熱化の研究は､これら二つの純理学的な重要課題に直結しているだけでなく､応用生化学の
上からも重要である｡好熱菌酵素などの耐熱化の機構が分かれば､これを利用して触媒機能
を損なわずに酵素を耐熱化するための人為設計の技術を向上させることができる。
好熱菌の熱安定な酵素の耐熱化機構は完全には分かっていない｡分子機構に関して多くの
提案がされているが､それに基づいて分子設計を行っても､必ずしも酵素タンパク質の安定化
に成功するとは限らない｡このような耐熱タンパク質に関する研究の壁を破る－つの道は､無
作為な変異体プールを作成しその中から目的の物性や機能を獲得した変異タンパク質を選択
すること､すなわち｢進化分子工学｣の手法を用いて､人工的な強い選択圧のもとの実験室内
進化を行わせることである｡この考えのもとに､本研究においては高度好熱菌内で酵素の進化
的な耐熱化を行った｡モデル酵素として好熱菌と常温菌の合いの子､すなわちキメラの３－イソ
プロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼを選び､実験室内進化により耐熱化を試みた。

２イソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼ

イソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼはロイシン生合成系の酵素である｡この酵素の活性を
欠くと､ロイシンの存在しない培地の中では生育できない｡すなわち､この酵素の活性を指標に
すると､強い選択圧をかけることが出来る｡高度好熱菌Thermusthermophilusの生産するイソ
プロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼは90℃まで安定である。本研究において用いたキメラ酵素
は､Ｎ末側から約20-40％の領域のみが常温菌である枯草菌のイソプロピルリンゴ酸デヒドロ
ゲナーゼ遺伝子によりコードされ､残りの部分は好熱菌の遺伝子にコードされている｡このキメ
ラ酵素は､好熱菌の酵素に比べ約20℃ほど変性温度が低下している。
野生型の好熱菌酵素もキメラの酵素も結晶化され､立体構造がＸ線解析により決定されてい
る｡本酵素タンパク質は､同一のサブユニット2ヶからなるダイマー酵素であり､各サブユニット
は二つのドメインに分けられることが明らかになっている｡各サブユニットは､345アミノ酸残基
からなり､活性中心はドメイン間の深い割れ目に存在する。

ｷﾒﾗの酵素の骨格は､高度好熱菌の酵素とほとんど同じであるが､２カ所のみ異なっている。
すなわち､座位80付近のループと座位110から114に至るループ部分の骨格が異なり､また、
この部分が最も揺らぎが大きい。
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３進化的分子工学実験

高度好熱菌ThelTnustheITnophilusは85℃まで生育可能な細菌であり､グラム陰性の桿菌で
ある｡この好熱菌は研究に広く用いられているが､の生産する酵素､タンパク質､ｔＲＮＡなど生
体高分子はすべて耐熱性である｡特に､外来のDNAを染色体に簡単に取り込む性質がある。
すなわち､外来のＤＮＡと染色体ＤＮＡに塩基配列上共通な配列があると､その部分でＤＮＡ
を取り込み形質転換がおこる｡この性質を利用すると､染色体ＤＮＡへの組み換え系が簡単に
作れる｡進化分子工学手法により酵素タンパク質を安定化しようとするときは､安定化により細
胞内に保持された酵素タンパク質の活性がないと､菌が死滅するような培養条件を選び強い
選択圧をかけるが､その際､ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞなどコピー数が変異すると､見かけ上生産量の上がった
酵素は安定化された酵素と活性の上で区別がつかない｡このため､染色体内への組み込み系
が必要である。

われわれは高度好熱菌Thennusthelmophilusを宿主として用い､その染色体への組み換え
系を開発した｡ジーンターゲッティング法と呼ばれる方法で､高度好熱菌の染色体ＤＮＡからイ
ソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼをｺｰﾄﾞしている遺伝子(leuB遺伝子)の全体を取り除き、
これを宿主とした｡その遺伝子の上流と下流の配列の間に､取り上げたい遺伝子を挟めるよう
なベクターを用意した｡この系を用いると､任意の遺伝子を高度好熱菌の染色体内のロイシン・
オペロン内に組み込み､オペロンの上流にあるプロモータの働きのもとで発現させることが出来
る。‘，

ｷﾒﾗ酵素は70℃まで安定である｡開発された系を用いて､ｷﾒﾗ酵素遺伝子を高度好熱菌
の染色体に組み込むと､得られた転換株はロイシンのない合成培地では70℃までしか生育で
きない｡しかし､転換株を75℃とか80℃といった高温下に保っていると､やがて耐熱化した変
異株が出現し活発に生育してくる｡すなわち､強い選択圧のもとで｢進化｣が起こる。
この様にして選択されてきた変異株を分離し､イソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼを抽出し、
安定性を測定すると､いずれももとのキメラ酵素より熱安定性が改善されていることを確認でき
た。

選択されてきた変異体のイソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子を単離して解析したと
ころ､そのひとつはアミノ酸配列上93位のイソロイシンをロイシンに置換していた(I93L)。高度
好熱菌の酵素では93位はロイシンだから､実験室内進化は天然と同じ配列を導いたといえる.
別の耐熱化変異体は１７２位のアラニンをバリンに置換していた(A172V)。予想外にも､この
座位は好熱菌遺伝子によりコードされている部分に存在していた｡この変異体は､高度好熱菌
の野生型のイソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼもさらに安定化できる可能性を示唆している。
野生型イソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼに変異Ａ172Ｖを導入したところ､予想通り高度好
熱菌の酵素を人工的により安定にすることに成功した。

なお、自発的な変異においては特定の座位の置換が繰り返し得られるので､ＰＣＲを利用し
たランダムな変異を用意するなど､工夫した実験も行われた。
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４耐熱化の機構

Ｉ９３Ｌはなぜ耐熱化されているのだろうか？この座位は酵素タンパク質分子の内部の疎水性

領域にあり､イソロイシンはいくらかロイシンより疎水性が高いから､変異により疎水コアの疎水

性は幾分か低下したと予想できる｡したがって､熱安定性はむしろ低下すると考えて当然であ
る。

この説明を求めて､I93Lが結晶化され､立体構造をＸ線回折により調べた｡その結果､もとの

キメラ酵素では93位のイソロイシンは53位のうエニルアラニンと立体障害を起こし､このため側
鎖の立体配座は異常に歪んでいたが､この障害はロイシンに置換することにより解消されること

が分かった｡このような僅かな変化が分子全体の安定性に影響するので､安定化の分子設計
は容易でなく進化分子工学手法の有効性が証明された。

なお､I93Lを走査示差熱量計(DSC)を用いて解析することにより､第１ﾄﾞﾒｲﾝ(93位は第１ド
メインに属する)がより安定化されていること､言い換えると置換の効果は第１義的には局所的
であることが示唆された。

Ａ１72Ｖでは､172位のアラニンの側鎖周辺に僅かな間隙が存在し､これがバリンに置換するこ

とにより埋められると解釈された｡この解釈が正しいならば､バリンより側鎖の嵩高いロイシンや
イソロイシンでは逆に不安定かを招くと予想された｡この仮説を証明するために､A172Lや

A1721が作られたが､予期に反してこれらはＡｌ72Vよりさらに安定であった｡この説明を求めて、
これらの変異酵素タンパク質の結晶構造解析が進められた｡その結果､172位に大きな側鎖の
アミノ酸残基(たとえばロイシンやイソロイシン)を導入すると､二つのドメイン間がせばまり、閉じ
た形のタンパク質に変化し､ドメイン間の相互作用が増して分子全体はより安定になると解釈さ
れた｡この様な変化も分子設計からは予測されにくく(進化分子工学のみが導く変異体であ
る。

５将来の展望

進化実験のすばらしい点は､理論からは予言しにくいイソロイシンからロイシンヘの置換を見
つけだすことである｡この置換はいくぶんか疎水性を減少させるから､今までの理論設計では
思いつかないタイプの変異である｡イソロイシンでは近くのフェニルアラニンとぶつかっていた

のが､ロイシンでは衝突が回避される｡疎水性の僅かな増加より､立体障害を回避することが安
定化により大きく貢献しているのである｡こんな僅かな変化がタンパク質の安定化に重要である
から､安定化の分子設計は容易ではない。

もう一つの１７２位のアラニンからバリンヘの置換体は､当初､Ｘ線による構造解析と熱測定か
ら､疎水コア中のわずかな空隙を埋めることが､耐熱化の機構と推定された｡この推論を証明
するために１７２位のアラニンをさらにロイシンやイソロイシンに置換した｡空隙はバリンにより埋
められるが､それより大きな側鎖を持つイソロイシンやロイシンでは逆に立体障害を起こして安
定性は低下すると予測された｡しかし､実験結果は予測を裏切り､更に安定化していた｡この理
由を探るために､172位のロイシン置換体についてＸ線結晶構造解析が行われ､その詳細な立
体構造から､二つのドメイン間を閉じることで予想された立体障害を回避していることが分かつ

'１
|Ｉ
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た｡これも､あらかじめ予測しがたい結果であり､進化分子工学手法がタンパク質の物性や機

能改変に有効であることを示唆している。

その後､ｷﾒﾗのイソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼだけでなく､大腸菌や枯草菌のイソプ

ロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼの耐熱化にも成功した｡こｵbも､分子設計では難しく､進化分

子工学手法を用いることにより容易に成功することが出来た。

ｷﾒﾗｲｿﾌﾟﾛピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼを耐熱化するのとは逆の実験が企てられた｡すな

わち､大腸菌の染色体を加工し､好熱菌の酵素遺伝子を組み込めるようにした｡こうして､好熱

菌の遺伝子を大腸菌内で常温適応させる実験系を開発し､これを利用して､高度好熱菌のイ

ソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼを常温適応させることにも成功している｡驚いたことに､３５

－４０℃における触媒活性を向上させた｢常温適応｣した好熱菌由来のイソプロピルリンゴ酸デ

ヒドロゲナーゼの耐熱性はもとの野生型酵素と同じであった｡このことは､低温における触媒活

性の向上と耐熱性の間には｢取り引き｣がないことを意味している。

さらに､進化的分子工学の方法が特定の遺伝子や遺伝子座位に限らないことを証明するた

め､ピリミジン生合成系の遺伝子座位を利用する系も作成した｡また､酵素として､イソプロピル

リンゴ酸デヒドロゲナーゼに限らないことを示すために､カナマイシンヌクレオチジルトランスフェ

ラーゼも用いられた｡原理的には実験室内進化実験はどの座位も､どの酵素にも適応可能な

系である。

進化分子工学実験にも欠点がある｡これまで多くの変異体が分離されてきたが､必ず－塩基
置換による変異体に限られている｡二塩基置換体は得られていない｡もちろん､理論的には変

異体のプールを大きくすればよいことには違いないが､膨大な実験が必要となり実際的でない。

これを解決する工夫が必要である。
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モジュールの組み合わせによる蛋白質設計

郷通子（名古屋大学大学院理学研究科生命理学専攻）

蛋白質はコンパクトな構造部品「モジュール」に分解できる。一方、遺伝子のイ

ントロンはモジュールの境界によく対応していることが数個の蛋白質でわかってい

る。すなわちエキソンが単一または連続したモジュールをコードしている。

イントロンは蛋白質をコードするエキソンを、さまざまな形につなぎ換えるため

のデバイスとして位置づけられ、「エキソンのかき混ぜ」の概念が提唱されてい

る。生物はエキソンのかき混ぜにより、新しい蛋白質を獲得してきたとする考え方

である。モジュール境界とイントロン位置の対応は、「エキソンのかき混ぜはモ

ジュールのかき混ぜ」であることを示している。エキソンの混成が新規蛋白質を生

み出すためには、エキソンがコードする蛋白質セグメントが、機能や構造の単位に

対応していることが必要である。モジュールは蛋白質の構造部品として立体構造情
報から定義される。

生物が行った新しい蛋白質獲得の手段すなわち、進化の道筋に従って、あるいは

進化とは全く異なった道筋で、蛋白質を設計できるかどうかを知ることを目的とし

て、本研究を行った。この目的に対応して以下の成果が得られた。

研究成果は、（１）モジュール同定法の完全な自動化、（２）モジュール境界と

イントロンの相関を統計的に検定する方法の開発、（３）単独モジュールの力学的

安定性、（４）モジュールの分類と共有、（５）機能未知の蛋白質の機能推定、

（６）挿入モジュールと蛋白質設計、（７）モジュール置換による蛋白質デザイ

ン、（８）モジュールを欠失させたミニ・蛋白質：デザイン、安定性の評価、化学
合成、構造決定、機能測定である。各項の内容は以下の通りである。

（１）モジュール同定法の完全な自動化

これまでの方法では困難であった、蛋白質の両末端モジュール同定法を開発し

た。この自動化された方法により、立体構造が既知の蛋白質をモジュールに分解し
た。

（２）モジュール境界とイントロンの相関を統計的に検定する方法の開発
２項分布により、イントロンとモジュールとの相関を検定できることが分かっ

た｡さらに解糖系酵素において、モジュール境界と遺伝子上のイントロンの位置と
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の対応を調べた結果、統計的に有意な相関が得られた。この結果は、イントロンが

ランダムに遺伝子に挿入されたとする「イントロン後生説」では説明が難しく、イ

ントロンが遺伝子の創成時にすでに存在したとする「イントロン早生説」を支持す

る。原核生物では遺伝子のイントロンが失われたこと、「エキソンのかき混ぜ」は

「モジュールのかき混ぜ」であり、モジュールが蛋白質の、古くからの構築部品で

あることを強く支持している。

（３）単独モジュールの力学的安定性

モジュールを部品として蛋白質をデザインするためには、モジュールが組み込ま

れる場所や他のモジュールとの相互作用によって部品としての形が大きく変わるよ

うなことがあってはならない。モジュールがこの性質を満たしていること、すなわ

ちモジュールの立体構造は主にモジュール内部の相互作用によって決まることを明

らかにした。すなわち、RNaseの一種であるバルナーゼにおいて、切り離した単独

モジュールのほとんどが力学的に安定であることを、真空中と水中での分子動力学

計算を行って示すことができた。

また、バルナーゼの単独モジュールＭ１を化学合成し、その溶液構造を２次元Ｎ

ＭＲ測定により決定したところ、天然のバルナーゼと同じ位置に２次構造を形成し

ていることがわかった。これらの結果から、モジュールを単位とする蛋白質デザイ

ンのために必要な構造基盤が得られた。

（４）モジュールの分類と共有

イントロンは蛋白質の部品「モジュール」の境界によく対応していることから、

分子進化において、モジュールが「かき混ぜられた」基本構造部品であることが明

らかになってきた。本研究の目的の一つはモジュールを分類し、機能の異なる蛋白

質間に共有されるモジュールを明らかにすることであった。成果はモジュールを分

類できる見通しが得られ、すでにモジュールの一部分がカタログ化できたことであ

る。得られた具体的な成果を以下に述べる。

（４１）モジュールの分類法の確立：（３）によって、他のモジュールから切り

離した単独モジュールが力学的に安定であることを、分子動力学計算の結果から示

せた。すなわち、部品として機能するため必要な性質として、モジュールの立体構

造は内部の相互作用によって決まることが明らかになった。従って、モジュールの

分類は立体構造に基づいて行うのが合理的であると結論できた。

（４．２）モジュールの分類：アミノ酸配列の一致度が４０％以下である蛋白質７
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７個についてモジュールを同定し、得られた９５０個のモジュールを分類した。モ

ジュールが３個以上含まれるグループが６６種類特定された。しかし、どのグルー

プにも属さないモジュールが存在している。

（４．３）蛋白質間でのモジュール共有：同じグループに属するモジュールが複数

の蛋白質に共通に使われていることが明らかになった。これらのモジュールの中に

は、機能が明確に規定されるものが多くあり、モジュールのかき混ぜが起きたもの

と解釈できる。ヘリックス・ターン・ヘリックス・モジュールには、異なる機能を

持つモジュールへの分化が見られた。転写因子は塩基認識モジュールとリン酸基結

合モジュールとの組み合わせであること、原核生物由来の２種類の転写因子と真核

生物由来のＤＮＡポリメラーゼβとの間に、共通のリン酸基結合モジュールが見つ

かった。これはモジュールのかき混ぜの痕跡であることが示唆された。ＤＮＡポリ

メラーゼβ遺伝子のイントロンはモジュール境界とよく対応していた。

（５）機能未知の蛋白質の推定機能

プラスチドの転写産物mF170がコードする蛋白質がホメオドメインとの類似性を

もつことを明らかにした。mF170がプラスチドの分化を制御していることが示唆さ

れ、mF170の一個のイントロンは、アミノ酸配列の挿入の位置とよく対応してい

た。
'Ｐ

（６）挿入モジュールと蛋白質設計

生物進化の過程で生み出された、モジュールを単位とした蛋白質デザインの例

を、シスチンノットファミリーとアデニル酸キナーゼに見出した。カイコ変態ホル

モンＰＴＴＨの１次構造とジスルフィド結合の架橋パターンに基づいて、ＰＴＴＨ

がヒトの神経成長因子β－ＮＧＦや、脊椎動物の発生・分化を決定するＴＧＦ－

β、血小板由来成長因子ＰＤＧＦ－ＢＢと同じくシスチンノットファミリーのメン

バーであると予測した。これらのホルモンと成長因子の祖先型遺伝子は脊椎動物の

出現以前に存在し、それぞれの蛋白質へと発散分岐したことが示唆された。この過

程で、シスチンノットファミリーのモジュール構成を比較したところ、β－ＮＧＦ

は他のメンバーが持たないモジュールを余分に持っていることがわかった。一方、

アデニル酸キナーゼは原核生物から、植物、動物まで広く分布する酵素であり、短

いタイプと長いタイプのアイソザイムが存在する。これらのアイソザイムの分子進

化系統樹を描き、真核生物と原核生物の分岐以前の早い時期に遺伝子重複が起きた

との結論を得た。アイソザイムの違いはモジュールの欠失・挿入が中央付近に存在

Ⅱ
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することである。挿入モジュールは特異的機能または機能調節に働いていると示唆
される。蛋白質のデザインに際して、機能の付加はモジュールを付加することで達

成できることを示している。

（７）モジュール置換による蛋白質デザイン

モジュールを移し変えて蛋白質の機能を変えることができるか？この設問に答え

ることは、モジュールを軸とした蛋白質デザイン法を発展させるために、またモ

ジュールが機能の単位であることを示すために大切である。イソクエン酸デヒドロ

ゲナーゼはNADPを補酵素とし、これと相同な酵素イソプロピルリンゴ酸デヒドロ

ゲナーゼはNADを補酵素とする。大島泰郎教授（東工大、現東薬大）グループと共

同研究により、モジュールの置換を行って、イソクエン酸デヒドロゲナーゼの補酵

素特異性を、イソプロピルリンゴ酸デヒドロゲナーゼのそれへと変換することがで

きた。アミノ酸の置換では、変換を達成できなかった。これは「モジュール１個丸

ごとの置換」が、機能変換に有効であることを示している。

Ⅲ

（８）モジュールを欠失させたミニ・蛋白質：デザイン、安定性の評価、化学合

成、構造決定、機能測定

モジュールを単位とした新しい蛋白質の設計法を実用化するための技術を確立す

るために、目標としたことは（ｉ）天然の蛋白質からモジュール単位の削除を行

い、最小のモジュール構成で安定な立体構造をもつミニ蛋白質を設計、それを作成

して構造解析を行うこと、（ii）親蛋白質の機能を保持したミニ蛋白質の設計、作

成、構造と機能の測定である。これに関して得られた主な成果は、（ｉ）ミニパル

ナーゼの基本構造の設計と安定性の評価を行い、（ii）北條裕信博士（大阪市立

大）らとの共同研究により、化学合成を行ってミニパルナーゼを調整し、（iii）ミ

ニバルナーゼの構造と活性を測定した結果、Ｍ２欠失バルナーゼが安定な３次構造

を形成している事が判明した。部位特異的に１５Ｎラベルして化学合成されたミニパ

ルナーゼの構造を、大久保忠恭博士（北陸先端科学技術大学院大）との共同研究に

よって、２次元ＮＭＲの測定を行った結果、モジュールを１個欠いたにもかかわら

ず、バルナーゼの３次構造と類似の立体構造を保存していることが明らかになっ

た。また、Ｍ１欠失バルナーゼはＭ１と複合体を形成し、RNA分解活性をもつこと

が分かった。以上、モジュールを単位とする蛋白質デザインのための構造安定化技

術と合成法を確立することができた。
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モジュール置換グロビン蛋白質の分子設計

森島績（京都大学工学研究科）

Ｉ Ｌモジュール置換によるグロピン蛋白質④機能変換

蛋白質の多くは,その詳細な立体構造解析により，連続した10～40のアミノ酸か
ら成る構造単位「モジュール」に分割できることが郷らにより明らかにされた。特
に，遺伝子上でのエキソンと蛋白質におけるモジュールとが対応していることは，
エクソン混成による蛋白質の分子進化と関連して，蛋白質が新たな機能を獲得する
際のモジュール置換の重要性を示唆している。しかしこれまで，実験的にモジュー
ル置換により新規機能を有する蛋白質を設計した例は非常に少ない。そこで本研究
室では，モジュール構造が最初に解明され，遺伝子工学的手法による変異体合成が
容易であるグロピン蛋白質に着目し，モジュール置換による機能変化を詳細に検討
してきた。具体的には，ヘモグロビンα鎖，β鎖及びミオグロピン(Ｍｂ)がいずれも
Ｍ１,Ｍ２+Ｍ３,Ｍ４の四つのモジュールで構成されていることをふまえ，表１に示した
5種類のモジュール置換グロピン鎖を作表１作製したモジュール置換グロビン鎖ﾕﾕﾛﾛ可い●､＿エー△▲上ら￣－￣￣

製し，それらの会合特性つまりサブユ

ニット間認識機能を主に調べた。会合

特性の結果を表２にまとめて示す。こ

－－.

Ｍ１Ｍ２+Ｍ３Ｍ４

特性の結果を表２にまとめて示す。こｌ３６ａ ｌ３ｌ３α

こで注目すべきはββα鎖がα鎖と会qOCl]ザｑｑ ６
合せず，β鎖と会合して四量体を形成α0(Ｍｂｏｃ ｑ ＩＶＩｂ

したことであり，このことはβ鎖のモMbMboCＭｂ Ｍｂα

ジュールM4をα鎖のものに置換するこＭｂＭｂＯＭｂ Ｍｂ ６ＬＤ－Ｌ肘ノミへnm＋上ｒＬＤ＝－八Ｗ'一ﾛﾛｩ上－，･一.｡

とにより会合特性がβ鎖型からα鎖型
へ置換できたことを意味している。同
様に会合機能を全く持たないミオグロ

表２モジュール置換グロピン鎖の会合特性

ピンのモジュールM4をα鎖のものに置＋ａ＋６単独

換したMbMba鎖はβ鎖と会合する機ppq＋(4)（４）
能を獲得しており，モジュール置換にｑｑｌ３＋(4)（４）
より会合特性がミオグロビン型からα０(αＭｂ

（２）
鎖型へ変換されていることが分かる。ＭｂＭｂｏｃ ＋(2)（４）

三鵬:;三芝f雪！;雫11鰯illii黍二三jiiiviFi＋(2)（２）
に司っていることを強く指示するもの＋:会合する‐:会合せず
である。しかしながらモジュール置換(2):二量体(4):四量体

により’すべてのグロビン鎖の会合特性が意図したように変換されたわけでなく，
ββα鎖の逆パターンであるααβキメラ鎖はモジュールＭ４がβ鎖由来であるにも
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１
１
１
１
「

関わらず，会合特性はβ鎖型に変換されなかった。そこでααβ鎖の構造を分光学

的手法により調べたところ，ααβ鎖はヘムを1:1に取り込んでいるものの，会合特

性変換がうまくいったββα鎖・ａａＭｂ鎖と比べ二次構造が大きく崩れ，天然型か

ら構造が大きく変化していることが明らかとなった。つまりααβ鎖においては，

大きな構造変化のためにサブユニット間認識の機能が十分に発揮されず，会合特性

変換が意図したようには変換できなかったのではないかと考えられる。以上の結果

から，モジュール置換がグロピン蛋白質に置いて，会合特性などの機能の変換に有

用であるという知見が得られたが，モジュール置換の構造に与える影響を無視する

ことは出来ず，大きな構造変化により機能低下の可能性があることも示された。

２.モジュールＭ１・Ｍ４同時置によるモジュール置換グロピン鎖の造機能改、

Gnbertらによって提唱された，エキソンの組換え、すなわちモジュールの組換えに

よる蛋白質の分子進化仮説に基づき、ヘモグロビンα鎖．β鎖及びミオグロピンの
間で人為的にモジュール置換を行い、その構造と機能が天然鎖に比べてどのように

変化するのかを研究してきた。その結果、いくつかののモジュール置換グロピン鎖

は天然鎖のような安定な構造を保持することができず、なかでもα鎖のＭ４をβ鎖

のＭ４と置換したααβ鎖の構造の崩れは大きかった。そこで本研究では、Ｈｂの

立体構造が形成される際に重要であると考えらているペプチド鎖両末端間のヘリッ
クスのパッキングに着目し、構造を保持した状態でモジュール置換を行うことを目

的とした。すなわちβ鎖の両末端を形成するＭ１とＭ４を保存したまま、ヘム近傍

構造を形成するＭ２～Ｍ３にα鎖由来のモジュールを組み込んだβαβキメラ鎖を

遺伝子工学的に設計し、その構造の安定性と会合特性がＭ４のみを置換したααβ
キメラ鎖に比べてどのように変化するかを検討した。まず遠紫外部のＣＤスペクト

ルを測定し、２２２，ｍのモル楕円率からα‐ヘリックス含量を見積もると約５０％と

なった。この結果は天然鎖が持つ６８～７０％には及ばないものの、Ｍ４のみを置

換したααβキメラ鎖の２１％に比べると、大きな二次構造の回復が見られた。ま
た尿素変性実験により，各グロピン鎖の変性の自由エネルギーを見積もったところ，

表３に見られるように明らかにααβ鎖に比べ大きくなっており，意図したように

天然構造に近づいていることが分かる。そこでこの構造回復が見られたβαβ鎖の
会合特性をゲルクロマトグラフィーを用いて調べたところ，α鎖と会合し二量体を

表３モジュール置換グロビン鎖の安定性形成したことから，モジュールＭ１・Ｍ４同
時置換により会合特性がα鎖型からβ鎖

△ＧＨ２ｏ［kJ/ｍCl］型への変換がみられた。つまり構造が大
きく変化したααβ鎖はモジュールＭ４を

置換したことによる顕著な会合特性変換

は起こらなかったのに対し，モジュール

Ｍ１とＭ４の同時置換により構造変化を小さ

20.9

４．８

１０．３

α
艸
艸
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<することで，モジュールの機能をより発揮させ，会合特性変換が可能となった。
以上の結果から，機能変換を目指したモジュール置換において，蛋白質分子内の二
次構造間（モジュール間）の相互作用を考慮し，構造変化が最小となるように設計
することが重要であることが明らかとなった。

ｑｒａＭｈ量目０ 一昔l)の切圃 琵同眉圃

本研究では蛋白質上でエキソンに対応すると考えられているモジュールに着目し、
機能及び構造解析データが豊富なヘモグロビン(Hb)、ミオグロピン(Ｍｂ)間でモジュ
ール置換を行い、新規機能性蛋白質の設計が可能かを検討した。すなわち、Ｈｂの機
能や構造に深く関わる会合特性に着目し、Hboc鎖においてＨｂβ鎖との四量体形成に
重要な水素結合の集中する四番目のモジュデルを、構造が酷似しているが会合特性
をもたない単量体のＭｂの四番目のモジュールと置換したChimeraaMb(0(Ｍｂ,図１）
を作製し、会合特性と構造の変化を検討した。その結果、ｑＭｂは単独で二量体であ
り、α-ヘリックス含量が13％と著しい構造の変化がみられ(図２)、会合特性は失われ
た。しかし、この会合特性の変化は、モジュール置換に起因するものか、あるいは
モジュール置換により蛋白質構造が大きく変化したためなのかは判断できない。そ
こでocMbにおいて天然のＨｂｏｃとの大きな違いであり、安定な構造形成を阻害してい
ると思われる、Hbocよりも６個多いカルポキシル末端部のアミノ酸を欠失させた
ChimeraoCMbl41Lys->term.(ocMbT,図１)を作成したところ、会合特性は消失した
ままでｑＭｂよりα-ヘリックス含量が39％と増加した(図２)。以上のことからモジュー
ル置換は蛋白質の機能発現に関与し、さらに部位特異的アミノ酸置換を加えること
が安定な構造形成に有効であることが示唆され、これらの組み合わせが新規機能性
蛋白質の設計手段となりうることが考えられる。またｑＭｂ鎖から構造が回復した
ocMbT鎖についてもβ鎖との会合特性は失われていたことから，ｏＭｂ鎖の会合特性
がα鎖型からミオグロピン型に変化したのはモジュール置換によるものと考察でき
る。

Ｈｂｏｃ

(竺鬘麓
Ｍｂ

(単量体

四量体
４

と
合

×
×
×
叩
会Ｈ
の

換

αＭｂ

(二量体
ロ■■

編ｕｊ閏ﾐ０６残ﾖ園
Ｊ１０２０３０４０ＳＯＳＯ7０師

αＭ

(二量 a-HelicaIContent（％）

図２各蛋白質の鴎へリックス含量図１Chimera蛋白質の作製
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4.モジュール置換及び偽モジュール置換グロピン鎖の構造ｑ機能比較

これまで本研究室では、モジュール構造が最初に発見されたグロピン族(Ｍ1,Ｍ２，

Ｍ3,Ｍ4の四つのモジュールからなる）をとりあげ、グロピン鎖間でモジュール置換

することにより、各モジュールがへムと結合する機能や会合特性を制御する機能を

分担していることを示唆してきた。そこで今回は、モジュールの蛋白質の構築原理・

機能発現における意義を更に明らかにする目的で、構造的には隣り合った二つのモ

ジュールの真中から真中に対応し、進化的な意味をもたないとされる偽モジュール

と呼ばれる構造単位(今回はＭ３からＭ４にまたがる偽モジュール)をへモグロピンα鎖．

β鎖間及びミオグロピンとα鎖間で置換したグロピン鎖を作製し掴３）、その構
造及び機能をモジュールＷを置換した場合と比較検討した。

α鎖．β鎖間で偽
モジュール置換した

グロピン鎖は天然型・

モジュール置換グロ

ピン鎖と同様ヘムを

1:1に取り込み、

Deoxy,ｑ,ＣＯ,ＣＮ

各体において同一の

吸収スペクトルを示・

した。またへム近傍

残基に帰属される

NIvnRシグナルのケ

ミカルシフトも天然

型グロピン鎖と変わ

らず、ヘム近傍構造

が保持されているこ

とが明らかとなった。

Ｎ Ｃ３

(HHPzdnI）

６ＭM4）

l313q(PM3）
(M1zJI） （Kqp〃I）

H７Ｈ８ＨＣ３ＮＡ１Ａ１２Ａ１３ＣＤ７ＣＤＢＦ６Ｆ７

ｄｆ′ ResidueNumber

Ｎ Ｃ３ご･■【凸」

(Hij1dlll）

、趾、i0Ib、Bv化、〆”MbMboc(M4）

MbMbq(PＭ３） 、、Ｍ、、。、豚、

〃~アド可寸Ｃ４しＬｖ、Ｃ～ＮＡ１Ａ１２Ａ１３ＣＤ７ＣＤ８Ｆ６Ｆ７Ｈ７Ｈ８ＨＣ３

とカミ明らかとなった。 ResidueNumber
全体構造に関しても、

遠紫外領域のCDス 図３作製した偽モジュール置換グロピン鎖

ベクトルの結果からへリツクス含量が約70％と全く変化しておらず、安定なグロピ

ン構造を形成していることが判明した。一方、会合特性についてはゲルクロマトグ

ラフィーにより検討をおこない、α鎖の偽モジュールを導入したβ鎖はα鎖型の会
合特性を示し、偽モジュール置換によっても、モジュール置換同様、機能変換が可

能であることが示された。このように進化的意味をもたない偽モジュールをα鎖．

β鎖間で置換したグロビン鎖は、予想に反して安定なグロピン構造を保持し、意図

した会合特性に変換されていることがわかった。一方ミオグロピンとα鎖間でモジュ

ールＭ４を置換したグロピン鎖はＣＤスペクトルの結果からへリックス含量が天然型
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グロピン鎖に比べ半分以下に減少していたのに対し、偽モジュール置換したグロピ

ン鎖は天然型グロピン鎖と同量のへリックスを保持しているというモジュール仮説

に反する結果が得られた。これらの実験結果はグロビン鎖においてモジュールが必

ずしも安定な構造単位さらには機能単位とは断言できないことを示唆していると考

えられるが、昨年Trotmanらのグループが今回偽モジュールの境界と設定した

F6-F7の境界近傍にもイントロンをもつ生物が存在することを示したことから、本研

究の実験結果を改めて考え直す必要性がでてきたと考えられる。つまり郷らの求心

性プロファイルでも示唆されているようにモジュールＭ３はさらに二つのモジュール

に分断され、今回偽モジュールと考えたものがモジュールに相当することが事実で

あるなら、本研究における実験結果はまさに新たなモジュールの存在を支持するもの存在を支持するも

のであると解釈できる。

●
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単位領域の組み合わせによる新規タンパク質の創製
柳川弘志（三菱化学生命科学研究所）

１．緒言

本研究の目的は、従来は想像もできなかったほどの多くのタンパク質の変異体を
つくり、その中から望む機能をもった新規タンパク質を、実験室内で効率的に選び
出す進化実験系を構築すること、およびそれを通してタンパク質の構造と機能の創
出原理を明らかにし、機能性タンパク質の改良、開発のための方法論を確立するこ
とにある。

モジュールは球状タンパク質中の立体的にコンパクトな単位である。モジュール
はしばしば真核生物のエクソンに対応する。エクソン・シヤッフリング仮説によれ
ば、タンパク質はエクソンのランダムな組み合わせにより進化してきたと考えられ
ている。エクソンやモジュールを軸とする進化分子工学の戦略は、この組み合わせ
を自然淘汰という長い時間スケールでのスクリーニングに任せるのではなく、積極
的に人の手で行うことである。
また、本研究の目的は、アミノ酸レベルの改変でタンパク質を設計する従来のタ
ンパク質工学とは異なり、モジュール、エクソン、二次構造、超二次構造、原始配
列ユニットなどの領域を単位とし、その組み合わせで新しい機能をもつタンパク質
を設計するための原理を解明することである。それは分子進化の単なる模倣ではな
く、進化の過程で実現されることがなかった機能性タンパク質の設計をも可能とす
る。上記を踏まえ、本研究では、タンパク質の分子構造に基づいて、機能性タンパ
ク質の設計原理の解明に向けて、単位領域の組み合わせによるタンパク質の進化実
験系のモデルシステムを開発することを重点的に進める。

これまで我々は、モジュール構成と機能の相関解析に基づくタンパク質設計に関
する研究を遂行してきた。これはエクソン＝モジュールを単位とするタンパク質の
設計原理を解明し、進化分子工学の確立を目指すものである。その第一歩として、
リポヌクレアーゼの一種のバルナーゼ（６個のモジュール、Ｍ１－Ｍ６に分割でき
る）を取り上げ、そのモジュールの構造と機能について研究してきた。その結果、
構造形成に重要な役割をしているモジュール（Ｍ１とＭ５）は水溶液中で自己集合
し、ヘリックスやシート構造を形成することがわかった'-4)。一方、活性部位を構成
するモジュール（Ｍ２、Ｍ３、Ｍ６）はリポヌクレアーゼ活性をもっていた5)。バル
ナーゼは、進化の過程で単独でリポヌクレアーゼ活性をもつ「機能モジュール」
と、それらを寄せ集めるための糊の役目をする「構造モジュール」の組み合わせに
よりつくられた、と推測できる。

⑥

２．マルチリコノヒナンＰＣＲ注

まず、タンパク質の立体構造的にコンパクトな単位であるモジュールに対応する
遺伝子の順序を任意に入れ換えるのに適した方法の検討を行った。すでにクローニ
ングされているバルナーゼの遺伝子から６個のモジュール（Ｍ１～Ｍ６）に対応する遺
伝子をPCRで単独に増幅した。バルナーゼの遺伝子は全長330bpで、各モジュールに
対応するDNA断片の長さは、それぞれ72bp(Ｍ１)、８４bp(Ｍ２)、６３bp(Ｍ３)、伯bp(Ｍ４)、
30bp(Ｍ５)、３６bp(Ｍ６)である。二つのモジュールに対応するＤＮＡ断片を互いに連結
させ、２１種のサブジーン（M1-M2,M1-M3,M1-M4,M1-M5M2-M3,Ｍ２-Ｍ4,Ｍ2-Ｍ５，
Ｍ２－Ｍ6,Ｍ3-Ｍ2,Ｍ3-Ｍ4,Ｍ3-Ｍ5,Ｍ3-Ｍ6,Ｍ4-Ｍ2,Ｍ4-Ｍ3,Ｍ4-Ｍ5,Ｍ4-Ｍ6,Ｍ5-Ｍ2,Ｍ５－

Ｍ3,Ｍ5-M4,Ｍ5-M6,Ｍ6-にI)を作成した。ＤＮＡ断片が重複するように選んだ６個の
サプジーンと両末端のプライマーを用いて、マルチリコンピナントPCRを行った。
たとえば、図１に示すように、M1-M4-M2-M5-M3-M6のような順にモジュールを連結
きせたい場合は、1-4,4-2,2-5,5-3,3-6,6-terの６個のサブジーンを鋳型に用いてマル
チリコンピナントPCRを行う。重複させるサプジーンの長さは、３０～84残基であ
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る。マルチリコンピナントPCRの条件は次の通りである。反応液（５０ﾉ（｡）は、１０
ｍＭＫＣｌ、Z0mMTris-Hd(ｐＨ8.8)、１０，Ｍ(NH4)2S04､ＺｍＭＭｇＳＯ４､0.1％トリトン

X-100,2％ホルムアミド、50,9サプジーン、４００浬ＭｄNTP、ＭＭ各プライ
マー、１ユニットベントDNAポリメラーゼを含む。増幅条件は、第１段階（５サイ
クル）９４℃１分；５３℃１分；７３℃0.5分、続く第２段階（２０サイクル）９４℃１
分s６０℃1分、７３℃0.5分、である。このようなマルチリコンピナントPCRを用い、
２０種のサブジーンの組み合わせにより計２３種のバルナーゼのモジュール入れ換
え変異体の遺伝子を構築した（図２）。

を、T7RNAポリメラーゼ
挿入した。入れ換え変異による転写調節を受けるように、Ｔ7プロモーターの下流に挿入した。入れ換え変異

体のタンパク質の発現ブロックをのせたプラスミドを用いて、大腸菌BL21(DE3)を形
質転換した。IPrGで誘導すると、２３種のバルナーゼのモジュール入れ換え変異体
タンパク質は発現し、細胞内に不溶性画分として蓄積した。
モジュールはタンパク質の構造形成単位であるのか、モジュールはタンパク質の

構造を考える際の鍵となり得るかについての知見を得るために、モジュール入れ換
え変異体タンパク質を精製し、二次構造、三次構造形成などの物理化学的特徴づけ
について検討した。その結果、大部分の変異体タンパク質はヘリックスやシートの
ような二次構造をもっていた。中には三次構造をもっているものもあった。
Ｍ１とＭ２を入れ換えたナパルーセ(nabarse)、Ｍ２とＭ３を入れ換えたバルセーナ

(baIsena)の詳細な物理化学的`性質を調べた．ナバルーセとバルセーナは単量体で、コ
ンパクトな構造をもっていた。ナバルーセとバルセーナは二次構造をもち、さらに
バルセーナは三次構造をもっていた。バルセーナの尿素による変性は協同的で、ナ
バルーセのそれは非協同的であった。バルセーナの変性の自由エネルギーはL6kcal
mol-1で、野生型バルナーゼのそれはm3kcalmol-1であった。ナバルーセとバルセー
ナの遠紫外CDスペクトルは、野生型パルナーゼのモルテングロピュール状態のそれ
によく似ていた。しかし、ＡＮＳに対する結合性を調べた結果、nabarse、barsena共に
溶媒に露出している疎水的クラスターをもっており、ネイテイヴのパッキングの様
式とは異なっていた。barsenaのN末端にリジンを３個つけたもののＮＭＲを測定し
たが、野生型のようにシグナルがよく分散したスペクトルは得られなかった。
これらの結果は、形成可能な部分的な二次構造が高次構造の形成によらず、部分

配列にコードされるかたちで存在することを示している。したがって、高次構造を
通した特異的な相互作用の形成は、局所的構造形成のための必要条件ではないと言
える。モジュールシャッフリングにより、局所的な適応度の最適値が数多く存在
し、部分変異の導入によりさらに適応度を上げることができる可能性が示唆され
た。今後、モジュール入れ換え変異体にランダム変異をかけ、触媒機能と安定な構
造をもつ変異体のスクリーニングを行う予定である。

４.結論

動植物などの真核生物では、タンパク質をコードするヌクレオチド配列（エクソ
ン）は、タンパク質をコードしないヌクレオチド配列（イントロン）によって分断
されている。イントロンの部分は、ＤＮＡからＲＮＡポリメラーゼの作用によって
ｍＲＮＡに転写された後、スプライシング過程で切り落とされ、エクソン部分同士
がつなぎ合わきり、連続したｍＲＮＡになり、タンパク質へと翻訳される。真核生
物のイントロンの役割は何であろうか。イントロンの間で不等交差（互いに等しく
ない遺伝子の部分間の交換）が起きると、エクソンのまったく新しい組み合わせが
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生まれる。一つのエクソンが－つの機能に対応しているならば、イントロンを介し
たエクソンの「かきまぜ」（シヤッフリング）によって、まったく新しい機能を
もったタンパク質をつくることが可能である。イントロンはエクソンの「のりし
ろ」として真核生物の遺伝子の創成に役立ってきた、と考えられる。つまり、真核
生物は、進化の過程でイントロンを介してのエクソンのシヤッフリングによって、
新しい機能をもつ複雑なタンパク質をつくり上げてきたのかもしれない。真核生物
の遺伝子を分断しているイントロンはモジュールの連結点によく対応している。こ
のことは、エクソンの断片がモジュールの断片によく対応していることを示してい
る。したがって、生物進化の過程ではエクソン・シャッフリングによってモジュー
ルの組換えが行われ、タンパク質の高度な機能が誕生した、という仮説が考えられ
る。モジュールを軸とする進化分子工学は、試験管の中でのエクソン・シャッフリ
ングを実現する。
本研究ではタンパク質の構造単位のモジュールを遺伝子レベルで任意に入れ換え
る方法論「マルチリコンピナントPCR」の開発に成功した。本手法は、エクソン、
モジュール、二次構造、超二次構造のような単位領域の組み合わせで新しい機能を
もつタンパク質の創製に役立つ。
今後、種々のモジュール入れ換え変異体タンパク質の物理化学的性質を詳細に調
べ、その特徴付けを行い、野生型タンパク質のコンパクトな構造単位「モジュー
ル」に相当するアミノ酸一次配列が、入れ換え変異体タンパク質中でもコンパクト
な構造をとり得るかどうか調べたい。このような証明により、エクソンがコードし
ているアミノ酸配列が物理化学的な意味をもつようになると思われる。すなわち、
遺伝子型のエクソンとその表現型のタンパク質の対応関係の解明である。

６’

弓1用文献

1.Ｋ.Yoshida,Ｔ･Shibata,Ｊ･Masai,Ｋ・Sato,Ｔ・Noguti,ＭＧＣ,ａｎｄＨ・Yanagawa，

BiochemiS叩32,2162-2166(1993）
2.Ｔ・Ikura,Ｎ､Ｇ０，Ｎ・Khoda,Ｆ・Inagaki,Ｈ・Yanagawa,MKawabata,Ｓ・

Kawabata,Ｓ・Iwanaga,TNoguti,ａｎｄＭＣｏ,PmZeins,16,341-356(1993）
3.Ｔ・ShibataSeki,J・Masai,Ｋ・Yoshida,Ｋ・Sato,andHYanagawa,JPn・JAEpL

EhyB.,32,2965-2968(1993）
4.Ｊ・Masai,Ｔ･Shibata-Seki,Ｋ・Yoshida,Ｋ・Sato,ａｎｄＨ,Yanagawa,ReportS脛mg6

PmymerPhyMapan,36,657-660(1993）
５．Ｈ､Yanagawa,Ｋ・Yoshida,CTorigoe,Ｊ､－ｓ・Park,Ｋ・Sato,Ｔ・Shirai,ａｎｄＭ
Ｇｏ,JEioLqbem,268,5861-5865（1993）

4３



●■

1-4

3-6

Ｉ
Oter

－－

ＰＣＲ

lli

i
l

図１．マルチリコンピナントＰＣＲ

変異体の遺伝子の作製法
によるバルナーゼのモジュール入れ換え

づ９

PlasmiqU Alignmemt ＰI聖nDid Alignment

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ｆ
Ｇ
Ｈ
Ｉ
Ｊ
Ｋ
Ｌ

Ｍ州帆帆帆肌肌
帆肌肌

肌肌
１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１
２

１
１
１

６
６
６
６
６
６
６
６
６
６
６
６

５
４
５
３
４
３
５
４
５
２
４
２

４
５
３
５
３
４
４
５
２
５
２
４

３
３
４
４
５
５
２
２
４
４
５
５

２
２
２
２
２
２
３
３
３
３
３
３

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

Ｍ
Ｎ
Ｏ
Ｐ
Ｑ
Ｒ
Ｓ
Ｔ
Ｕ
ｖ
Ｗ
ｘ

Ⅲ
剛
剛
Ⅲ
Ⅷ
Ⅷ
Ⅲ
Ⅷ
Ⅲ
剛
剛
Ⅲ

ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ
ｐ

１
１
１
１
１
１
．
１
２
２
２
２
２

３
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３
４

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

142356

142536

143256

143526

145236

145326

152346

152436

153246

153426

154236

154326

図２．パルナーゼのモジュール入れ換え変異体

－４４



ボリtRNA構造から見た蛋白質構造の構築原理

大西耕二（新潟大学理学部生物学教室）

蛋白質がモジュールやドメインを単位として構築されていることはSＧＯ（1981）
のモジュール学説に代表されるように、周知のことがらで、遺伝子重複やエキソン
構造とも深く関わりながら進化してきたものと考えられる。一方、これらの現存
蛋白質は、DNAにコードされながら進化してきたのみならず、RNAワールド時代に
おいて、すでに原初的蛋白質が合成されていた可能性がある。リボザイムの起源
に関する正確な知見はまだ大変少ないが、遺伝装置やさまざまな遺伝子にtRNA様
の構造が存在することや、tRNAが遺伝暗号系の中枢部において、基本的な役割を
担っていることから、tRNAが進化的に最初の遺伝子であったのではないかとの考
えが、Eigen＆Schuster(1979)をはじめとする何人かの研究者によって提唱されてき
た。

リボゾームRNA(l6SrRNA23SrRNA)の中にtRNAと塩基配列類似性の高いセグ
メントがしばしば見られることは、Blochら(1983,1986)によって早くから指摘され
てきた。筆者は、tRNA様の配列が、ｒRNAのみならず、アデニル酸キナーゼ等の
基本酵素の遺伝子配列中に存在する可能性に関心を持ち(Ohmshilg90;1992a,b)、原
初的なtRNAの祖先型RNA(単に原初tRNAと呼ぶことにする)が、アミノ酸配列をコ
ードする原初mRNAへと進化した可能性の存否について、理論的に可能なモデルを
組むことができるか否かを検討してボリtRNA学説を提唱し(Ohnishi,1993a,b)、検
証を進めてきた(Ohnishi,1992c,1993c;大西,1995a,b)。

ムーポUJtRNAモデル

その結果、ボリtRNAモデル（図1B）を組むことによって、原初tRNAからmRNA
への進化が、矛盾なく進行することが、理論的には十分起こり得たものと想定され、
実際にそのようなモデルに基づく進化が起こったか否かを、塩基配列一致の度合い
に基づいて、統計的に評価することも可能であることが分かってきた。

このモデルの基本は、図1に示すものである。すなわち、原初tRNAが、mRNAヘ
と進化したとするならば、原初tRNAの塩基配列の3つづつの塩基の並びが、トリプ
レット遺伝暗号コドンヘと進化したことを意味する。すなわち、これらの個々の
トリプレットが、それぞれ異なる原初tRNA分子の祖先型アンチコドン域と相互接
触した歴史のなかで、原初トリプレットコドン域と祖先型アンチコドン域との間の
ワトソンークリック型の水素結合による相互作用の安定化を魔す塩基置換が自然選
択されて、コドンとアンチコドンの相補配列が進化し、tRNAのアミノ酸特異性の
順序に対応するアミノ酸配列を持つペプチド(図1）では、’１NSEVMDFTYWHQ
GCLL'１の16個のアミノ酸の並びを持つもので、以後、trrnD9ペプチドと呼ぶ)の合
成が効率的に進化したと考えられる。そこで、図1[Ａ］に示す枯草菌のｍｎＤオペ
ロン全体の長いRNA転写物を原初ペプチド合成装置の痕跡ルリック）と考え､[B］
に見られる様に(後にmRNAへと進化すべき)原初tRNA(図中のIrmD-mRM)がザボ
リtRNA中の2つづつのtRNAの原初的リボゾーム上の原始Pサイトと原始Aサイトで
相互作用して、ベプチド結合を触媒したと考える。このとき、初期においては、
tRNAのCCA末端域が、アンチコドン域に近く位置していれば、立体化学的に特異
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的アミノ酸を受け入れ易いコドンーアンチコドンが選択された可能性も有り得る。
しかし、アミノ酸特異性は寸それ以前にある程度確立していた可能性も十分あり得
る。後者の場合は、塩基置換の選択くは、主として、（原初tRNAに由来する)原初
mRNA側で進行し、アンチコドン側では保存的に進化したと考えなければ論理矛盾
を生ずる。

7】

さて、ｔｍｌＤオペロンのボリtRNA構造を、そのように捕えると、

（予想１）１６個のtRNAのアンチコドンの並びと相補的配列を、図1のように作
って、trrnD-mRNAと呼ぶことにすると、trmD-mRNAは本来原始的tRNAに由来す

るものであるから、ｔＲＮＡとの配列相同性が見られるであろう。
（予想２）また、trmD-ペブチド由来の現存蛋白を発見できれば、trmD-ベプチ
ド対応域をコードするDNA域には、ｔＲＮＡとの配列相同性が見られるであろう。

この二つの予想が実際に観察されることは、Ohnishi(1993),Ohnishi＆Yanagawa
(1997)において、かなり申し分のない程度にまで実証された(大西、1995)。図1Ｂ

ではtlmD-mRNAは、tRNAG1yと最も高い配列相同性が見られる。mnD-ペプチ
ドに酷似するアミノ酸として、グリシルtRNA合成酵素(Gly-RS)alpha-サプユニット
の139-154番アミノ酸残基域（7残基一致）がデータベース検索によって得られ、対
応遺伝子領域は、ｔ汀nD-mRNAと（47塩基中）“％の塩基一致を示し、偶然によっ

て同等以上の一致が生ずる確率は、O2X10-7である．この他にも、ATP合成酵素
aサプユニット遺伝子や免疫グロブリンＪエキソンなどにも、tlmDmRNAとの顕著
な配列相同性が見られる。

さらに驚くべきことは、これらの遺伝子が、単に灯mDmRMや、それと相同性

の高いtRNAGlyと配列一致が見られるのみならず、tlTnD-ボリtRNA構造中の、
tRNAGlyを含む、 の6つのtRNAとそのスペーサー域を含むHis-Gln-Glv-Cvs-Leu-Leu

長い領域が、そのままグリシルtRNA合成酵素やATP合成酵素の長いアミノ酸域をコ
ードする遺伝子領域となっていることである。この興味深い発見は、初めのモデル
構築時点では、全く予想だにできなかったことであり、tlmD型のtRNA遺伝子クラ
スターが、さまざまの基本的遺伝子の基になっている可能性が高い。

実際、trTnD型のtRNA遺伝子クラスターは、グラムーボジテイブ菌に広く存在し、
グラムーネガテイブ菌でも、－部類似構造が見られる。このことは、tRNA遺伝子クラ

スターが、蛋白合成装置や翻訳系が完成するよりも前の原型的生命体に既に存在し
ていたことを示唆しているように思われる。

レクヘモグロビン等のいくつかの蛋白質では、モジュールとエキソンが1対1に

美しく対応していて(G0,1981)、モジュール構造はエキソンーイントロン構造を基
盤として構築されているかのように見える。何がエキソンーイントロン構造を支
配しているのであろうか？

大豆のレグヘモグロビンでは、第３エキソンと第４エキソンの間には弱い相同性
が見られ(Ohnishi,1992a)、いずれかが古い配列をよく保持している可能性に関心が
持たれた。そこで、先のグリシルtRNA合成酵素(Gly-RS〕aIpha-サブユニットのポ
リtRNA対応域と比較すると、第４エキソンの全体が、Gly-RSalphaの第101-135番
アミノ酸域と著しい配列相同性を示した(Ohnishi＆Yanagawa,１９９７a)。この配列の対
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国2．枯れ草菌（B・subtiIiB）ｔｒｍＤオベロン中のボリtRNA領域(tRMHiB-Gln-GIy-Cys-Leu-Leu）とさ騏さまな遺伝子との相同性．各々の塩基配列中
trnm-ポリtIUIA領域-要ける塩基を□で囲ってある．靴､アミノ酸配列に関しては．グリシルtIWIA合成酵鰯Iphaサプユニットとの_数を□で示す．
(OIU1iShi＆Yanaga”，1997）
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図2．枯れ草菌（BsubtiIis）ｔｒｒｍオペロン中のポリtRNA繩i(tRNAHis-Gln~Gly-Cys-I堀u-Lcu）とさまざ窪な鐙fEi子との相同性（前ページからの親き）



応を、ＤＮＡレペルで対応させて見ると、レグヘモグロピン遺伝子の第４エキソンの

のボリtRNA構造の中のtRNAGlnの5'末端
おｎｔＲＮＡＧｌｎレニれに鱒<sDaceT城し

51末端は、 His-Gln-Glv-Cvs-Leu-Leu

と1塩基のずれもなく正確に一致しており、tRNAumとそれに続くspacer域と、
さらに続くtRNAGlyの5'末端18塩基領域に対応している。第３エキソンでは、エキ
ソンの3'末端は、tRNAGlyの5'末端域を含んでいない。このことは、レグヘモグロ
ピン遺伝子の第３、第４エキソンが、基本的にはｔＲＮＡ一個分に対応していること
を如実に物語っているのみならず、少なくとも第４エキソンは、tlTnDオペロンの

tRMG1nの相同物であることが確実である。第３エキソンはその重複エキソンであ
るか、または別のtRNAに由来するものであるかの、いずれかであろう。

アフリカツメガエル免疫グロブリンＪ－Ｈエキソンでも、エキソンの5$末端は、

tnnDオペロンのtRNAGlyと、１塩基のずれもなく正確に一致しており、エキソン全体

は、ｔＲＭＧ１ｙよりも14塩基程度短いのが、ＪＨエキソンの本来の姿であることが、
ヒトJ-Hエキソンとの比較から推測される(Omshi＆Yanagawa,１９９７a)。

ここに示した二つの例は、１つのtRNAが、１つのエキソンに進化して、しかも

レグヘモグロピンでは、典型的な１つの蛋白質モジュールをコードしているという、
構造を支配する階層関係が見られて、複雑系の進化の在り方としても、極めて美し
い論理構造に依存している。

このような関係はまた、エキソンーイントロン構造の起源が、ボリtRNA構造の中
の(tRNAの5'末端域と31末端域のつくる)ステム構造における配列相補性が利用され
ながらある領域がイントロンとして除かれる過程を経るなどして、エキソンーイ
ントロン化が進行した可能性が高い。エキソンとtRNAとの相同並列において、そ
の末端が正確に一致する例が見られることは、スブライシング機構が、ポリtRNA
構造の持つ、本来の構造に依存しながら進化してきた可能性を示唆している。

4.-rrnB型polv-tRNAj蜜】告の推

Bsubtilisは、もう１つの異なるタイプのtRNA遺伝子クラスターをもつ。す

なわち、ITnBオペロンは，（5')l6SrRNA-23SrRNA-5SrRNA-(tRNA)2,(3'）の構造
をもつが、このRNA転写物中のボリtRNA構造(亘、吐虹kRN▲)におけるtRNAの
アミノ酸特異性の並びは、,'VTKLGLREAMISMDFHGINSE1iで、tlmD-ボリtRNA構
造とは異なるものであり、ェ型且延臼旦と呼ぼう。また、これらの２１個の
tRNAのアンチコドンの並びと相補性をもつ63塩基長のボリヌクレオチドをrrnB已
迦△と呼ぶ。rTnB-ペプチドに一致の高いアミノ酸配列域をもつもののなかで、
そのコード域がITnB-mRNAと相同可能性の高いものをデータベースから検索し
た結果、グリセロアルデヒド3燐酸脱水素酵素(GAPDH)や、トリプトファンオペロ
ン中の叩E遺伝子産物(アントラニル合成酵素)が見つかった(Ohnishi＆Yanagawa，
1996；１９g7inp妃８s）。また、ラムダファージのラムダレプレヅサーのDNA結合領

域がrmB-ペプチドの相同物であり、mlB-ボリtRNA構造中のtRNAHisと相同であり、
ラムダレプレツサーのN末端側172アミノ酸残基分が、Phe-His-Gly-IIe-Asn-Serの6つ
のtRNAを含む領域と相同であることが、ドットマトリックス法等でほぼ確かめら

れた。この全領域での塩基の一致は48％、偶然による一致確率(危険率)は１０２０
であるが、部分的には、さらに相同性の確実な領域がある（Ohnishi,準備中）。

5．ＵＪボ 一ゼＰＩＲＮＡ（Ｍ１ＲＮＡ)の紀潅

リボヌクレアーゼＰＲＮＡ(Ｍ１RNA)は、Ｃ5蛋白質との複合体としてのリボヌ
クレアーゼＰの形で存在し、プレtRNAにおけるtRNAの5'末端を切断する。この

5０



ｌＩ

酵素の活性はＭ１ＲＮＡに主として担われており、Ｍ１RNA単独でも活性があり、典
型的なリボザイムの一つとして多くの解析がなされてきた(Ohnishi，1992a,b)。
大腸菌のＭ１RNAを、trmD-ボリtRNA,rmB-ボリtRNA,16ｓ/Z3S-rRNAなどと、
ドットマトリックス法等で、相同可能性のある領域を検索解析したところ、rmB-ボ

リtRNAのtRNALeu-tRNAArg-tRNAPmの3つのtRNAとスベーサーを含む領域と明
白な相同性があることが判明した(図３；Ohnishi＆suwa,1997)。ここでは、５２％の

塩基一致（危険率10-25）を得た。この結果は、ボリtRNA構造が本来さまざ
まなリボザイムとして機能していたことを強く示唆している。
ここまでに述べた結果から、枯草菌に残るtlmD型-ボリtRNA構造とrmB型-ボリ

tRNA構造は、基本蛋白質(house-keepingenzymes等）のmRNAの起源となっている
のみならず、Ｍ１ＲＮＡを含む少なくとも一部のリボザイムの起源となっている。
１６SrNAや23SrRNAが短いtRNA相同セグメン域を持つことはよくしられてい

るが（BlochetaL,1983),Ohnishi(1992c)はこれらのrRNA域の中に、tmlD-型ボリ
tRNA構造が存在する可能性を示しており、さらなる検討に値する。

おける心井

これまでに得られた結論は、蛋白質やリボザイムが、ボリtRNA構造を基本下
部構造として進化してきたことを明白に示しており、自然選択は、この下部構造の
支配法則の下で進行してきたといえる。このことが、そのような下部構造を持た
ない場合の進化とどのように異るかを知ることは、進化過程そのものとしても興味
深いが、下部構造が、上部構造の効率的構造化（以上の例では、エキソンーイント
ロン構造やモジュール構造）を促進してきた可能性が高いのではなかろうか？そ
のようなことが実験的に検証できれば、

応用蛋白質工学としても、tRNAやボリtRNA構造類似の配列を利用することによっ
て、目的にかなった遺伝子や蛋白質を創製する道が展望できるのではなかろうか。
そのためには、現存遺伝子の中のボリtRNA構造の在り方を、さらに多く確認して
いく記載科学的研究もまた重要である。

また、ここで述べたような、下部構造と上部構造の進化過程における相互依存
関係と、その進化様式の一般法則は、一般システムや、いわゆる複雑系の進化の研
究と深く関係しているものと思われる。

このような一般システムの進化の在り方については、いくつかの論考(Ohnishi，
1988,1990)を試みてきたが、「思考の階層的進化に関する覚書き(Ⅲ)』(大西，1993a）
の中では、言語進化と分子進化に見られる共通の進化法則や、チョムスキー的木構
造の起源についても考察してきた。Ohnishi(19％)は、人類言語単一系統論の立
場から、アフリカのニジエールーコンゴー系言語の単語の構造が、アフリカ外のお
そらくすべての言語の起源となっていることを示したもので、その単語構築の在り
方が、まさにチヨムスキー木構造の最も基本的な構造を持っていることを示してい
る。言語の多様な分化過程で進行したチヨムスキー木構造の多様化は、RNAや蛋白
質の基本構築システム文法が、単純なtRNA構造やボリtRNA構造の相互作用文法と
しての在り方から、階層化された、より複雑なシステム文法構造への進化に対応し
ている点で、言語文法の階層的進化と並行する論理を含んでいるものと思われる。
モンゴロイド諸語の言語文法の多様化が、ニジエールーコンゴー語族的文法から、

原始オーストロネシア語文法を経て、どのように多様化して、モンゴロイド藷語の
文法になったかを知ることは(Ohnishi,1994)、一般システム文法の基本的進化法則
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を知るうえでも興味深く、蛋白質や遺伝子のシステム進化論理とも共通する、汎現
象的重要法則が何であるかを見きわめるための近道を提供するものかも知れない。
多細胞生物の進化に先立つ、倍数性単細胞生物の起源については、Ohnishi

(1990)において、単数性の近縁2個体の協力行動の進化とそのシステム文法的考察
の立場から論じてきたが、実際に、そのような進化過程における血縁淘汰によって、
近縁2個体の協力生活相としての倍数世代が形成され、単相に戻るときの、チェッ
ク機構として、相同染色体接合による近縁性認識機構が進化したとの新学説を提唱
した(Ohnishi,1996b)。この学説は、現生の原生生物の減数分裂のありかたや、
Mayerの定義する2倍体種の存在様式を、血縁淘汰の必然的進化結果として矛盾なく
説明できる。すなわち、協力生活相としての協力行動が進化し始めたときに、すで
に、その必然的結果として、相互協力可能な個体群、すなわち、相互に相同染色体
が正常に接合-分離(すなわち減数分裂)可能な個体群としての種の存在様式が決定さ
れていたことが示された。ここに、種が、実在するものでないという主張は誤り
であることが、強く示唆された。

ボリtRNA学説は遺伝暗号起源論と深く関係しており可記号起源論や記号進化学
や、ソシュール言語学（における「意味するもの(シニフィアン)』と『意味される
もの(シニフイエ)」の論議）の立場から、遺伝暗号の起源を考察した(大西,1995a；
Ohnishi,1995b;Ohnishi＆Yanagawa,1997)。

＆－－文園Ｌ

Bloch,，.，Kuechler,EandSteiner,Ｇ､：１９８３，LJ71oJec・EVCﾉ．１９：420-428．

Eigen,MandSchuster,Ｒ：１９７９，Z1heHjipe7℃ycノビ,Springer,Berlin、
Ｇｏ,Ｍ：1981,Nature291:g0-9L

Ohnishi,Ｋ､:1990,1,:Symme"iesj"Scie"ceIVled・byGmberandJ.Ｈ・Yopp，Plenum，
NewYOrk

Ohnishi,K､:1988,VivaOriginol6:232-233
ohnishi,Ｋ：1992a，ⅥvaOriginO20：225-256．
Ohnishi，Ｋ､1992b，Ei1docymbi“jsaJzdCeﾉﾉReseα”/ｉ８：109-120．
Ohnishi,Ｋ､：1992c,M4cjejcAcjdF膨刷)'"qp.(OVb7の２７：145-146．

Ohnishi,Ｋ､：1993a，Ｉ、：Ｅ)zdDCymbjoJo8yⅨｅｄ,ｂｙＳ.Ｓat０，Ｍ.IshidaandH、

Ishikawa，TubingenUniversityPress,Tubingen
Ohnishi,Ｋ､：1993b，Ａ、2.Ｎ・ｘＡｃａｄＳｃｉ､７０７：524528．

Ohnishi,Ｋ､：lg93c，１，：ＧＢ"olM1/ｂｍｚｑｍＷｂｒ姑〃”爪ｅｄ・ｂｙＴ・TMagi，HImai，
Ｓ，Miyano,Ｓ､Mitaku,ａｎｄＭ,Kanehisa,pp325-331，UniversityAcademyPress，

大西耕二,1993a：生物科学４５:201-212．

Ohnishi,Ｋ､、1994：WWzOrjg伽,22,283-326,1994.

大西耕二,1995a：生物科学47,10-23；155-166．
Ohnishi,Ｋ､1995b：ＶｉｗｚＯ噸伽２３(3),237-254．

Ohnishi,Ｋ､１９％a：Afiicanoriginofclassifie印ICfixedwordsinextra-Africanlanguages：
NewevidencefOrRuhlenvsmonogenesistheoryofhumanlanguages・Presentedat：

,'EvolutionofHumanLanguageConference（Edinburgh，1996年４月)I，（Anthro-

poIogicalScienceに投稿準備中)．
Ohnishi,Ｋ､1996b：OrjgiｱＩＳＬ舵ＥＭ・Ｂｉｍｐｈ.（Absmcオノ２６:409-410,1996］
Ohnishi,Ｋ､andYanagawa,Ｈ・’１９９７：Ｉｎ８Ｅ)zaDcWobioﾉO8yl/Ｚｅｄ,ｂｙＨ・ＥＡ・Schenk，
R､Ｇ・Herrmann,KWMuellerandWSchwemmler,SpringerVerlag,Berlin，（inpress)．
Ohnishi,Ｋ､andSuwa,Ｋ・’1997：ViWzOrig伽（Spages,発表予定）

5２



適者生存
四方哲也

ｖｓ競争的共存：大腸菌をもちいた実験進化学
(大阪大学工学部応用生物工学科）

要旨

進化は複雑で長い時間がかかる。そのため、進化学の理論も無批判に存在しや
すい。実験進化学はそれを打破し、進化を検証可能な科学の土俵にのせる。ここで
は「適者生存は進化のプロセスでどれくらい現れるのか」に答える。大腸菌を用い
た競争実験で調べてみた。グルタミン合成酵素遺伝子の変異体をいくつか混ぜ、連
続培養した。すると、多くの場合、より適応した株が生き残るのではなく、競争し
ながらも共存した。相互作用による競争的共存である。

＜はじめに＞

生物を見ていると本当に良くできたシステムだなあと感心する。目はものを見
るためにあり、手はものをつかむ目的のために存在していると考える。もちろん、
ものの存在に目的があるわけではない。生物学で合目的的な理解がなされるのは、
進化の自然選択過程を目的に言い換えたほうが頭に入りやすいからだろう。たとえ
ば、物をよりうまくつかむ手を持った個体が選択され手ができたと仮定する。これ
を、手は物をつかむためにあると言い換えるとわかりやすい。

ある不思議な機能や構造を見つけて、その合目的的な意味を見つける我々の理
解のパターンは、その機能や構造が適者生存によって作られてきたという前提に
寄っている。適者生存によって作られていない顔の上のほくるなどに、合目的的説
明をしたらおかしい。では、前提となっている適者生存は進化の過程でどの程度現
れるのだろうか。これがこの小論の中で答える質問である。そして、答えは「多く
の場合、適者生存にならず、競争者が相互作用によって共存する」となっていく。
合目的的説明のための前提、つまり適者生存はそれほど広い範囲に当てはまらな
い。

進化の研究というと普通はｲﾋ石を調べたり、分子系統樹を書いたりする。しか
しここで紹介する我々のアプローチは、進化のプロセスを研究室に切り出して調べ
ようとする実験進化学である。すでに起こった進化の歴史を紐解こうとしないで、
進化のどの場面でも働く力学を知ろうとしている。
＜大腸菌による競争実験系＞

進化実験は世代時間の短い生物を使い、より簡単で再現可能な環境で行うほう
が望ましい。最もよく使われている生物は大腸菌で、１万世代飼い続けて進化（変
化）を観察した例がある「１」。我々の実験では進化の最初のステップ、すなわち
突然変異が起こった後に新しい表現型持った大腸菌が集団の中にどのように広まる
かを調べる「２」。変異型大腸菌は淘汰されるのか。それとも、元々集団の中にい
た野生株を追い出すのか。共存の道はないのか。

競争に使う大腸菌はグルタミン合成酵素の遺伝子だけが異なる変異体を使う
（図１）。ランダム変異によって触媒活性の異なるグルタミン合成酵素の遺伝子を
用意し、染色体上のこの遺伝子の欠失株に導入する。こうして作られた大腸菌を２
種類選んで混合培養する。栄養は一定速度で培養槽に流入し、増殖した大腸菌を含
めて培養液を一定速度で流出する。培養槽は常によく撹枠し均一系に保つ。グルタ
ミン合成酵素に淘汰圧がかかるように、グルタミン合成反応の基質であるグルタミ
ン酸を単一窒素源として用いる。
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図１大腸菌の連続培養による競争実験′，

Ｈ株のグルタミン合成酵素の触媒活性は２８ｍＭ－１ｓ－１ｏＷ株は9.9ｍＭ－１ｓ－１ｏ
－定速度で流入しているグルタミン酸の濃度が菌体の増殖を制限している。増殖し
た菌は培養液とともに一定速度で流出する。

増殖し

競争実験をする前にそれぞれの株の増殖速度を測ってみた。すると予想通り、
グルタミン合成酵素の活性の差によって、増殖速度に差が現れた。ただ、活性の高
い酵素を持つ株（Ｈ）が高い増殖速度を持つとは限らず、むしろ、野生型の遺伝子
を持つ株（Ｗ）が高い増殖速度を示した。これらを混ぜて競争させれば、増殖速度
（適応度）の高いＷ株が低いＨ株を淘汰しそうである。

ここで紹介する競争実験は小さな湖での単純な種内生存競争を模倣している。
たとえば、ある湖に水棲生物が１種類だけ棲んでいるとしよう。餌は上流の川から
一定速度で流れ込み、増えた生物ごと下流に流れ出る。湖は対流によってよくかき
混ぜられている。そこに変異体が現れて種内競争が始まるのである。

実験条件は適者生存がもっとも起こりやすくなっている。もし、競争する大腸
菌の間に二つ以上の'性質の差があれば、お互いに弱い部分を補いあって適者生存に
ならず共存するかもしれない。いわゆる分業による共存である。しかしながら、競
争に使う２つの株にはグルタミン合成酵素の活性以外は差がないので、分業による
共存は考えられない。また、培養槽の中で空間的な棲み分けが起り、見かけ上の共
存が起こるかもしれない。しかしながら、競争実験中は培養槽をつねに撹枠してい
るので棲み分けもありえない。よって、高い機能を持つ大腸菌が生き残るとは限ら
ないが、どちらか一方だけが生き残る適者生存が現れる。
＜競争的共存＞



結果は適者生存、不適者不生存にはならず、二株の共存であった（図２）。培
養を始めて１０日位までは酵素活性の高いＨ株の集団中の割合が変化している。こ
のＨ株の割合の変化はＷ株にたいするＨ株の相対増殖速度の変化を示している。し
かしながら、１０日目をすぎるとＨとＷの存在比は４対１に収束して定常状態に
なった。ここで注意したいのは、Ｈ株が集団の８０％を占めているからと言って、
Ｈ株の適応度が高いわけではない。むしろ、二つの株の増殖速度が全く同じにな
り、安定な共存状態になっている。また、培養開始時の二つ株の混合比を変えて競
争させると、同じ存在比に収束している。この共存はなんらかのメカニズムがあっ
て、なるべくしてなっているのであろう。
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図２競争実験でみられた大腸菌の共存
１００，Ｍグルタミン酸を流入したＨ株とＷ株の競争実験（上）１００，Ｍグルタミン酸を流入したＨ株とＷ株の競争実験（上川Ｈ株の初期混合
濃度を２５％から始めても９０％から始めても、８０％の定常状態に収束してい
る。１，Ｍグルタミン酸を流入したＨ株とＷ株の競争実験（下）。Ｈ株の割合が不
規則に振動する。
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比較のためにそれぞれの株を単独で培養してみた。すると、培養槽中の総個体
数は単独培養でも混合培養の定常状態でもほぼ同じであった。別の言い方をする
と、共存状態ではそれぞれの株は相手がいるせいで、単独でいるときより個体数を
減らしている。よって、二つの株は餌を取り合って競争しながら、共存していると
云えよう。競争的共存である。

流入するグルタミン酸の濃度を薄くして混合培養してみた。すると、Ｈ株とＷ
株の割合が不思議な振動を始めた。７日目ではＨ株の方が増殖速度が大きいのでそ
の割合が増えている。しかし、１２日目ではＷ株の方が増殖速度でＨ株を上回り、
Ｈ株の割合は減っている。この様な振動が見られる例として兎と狐のダイナミクス
が知られている。兎が増えると次のそれを食べる狐が増える。しかし、狐が増えす
ぎて兎が減りだして、その後、狐が減りだす。そして、天敵が減ったので兎が増え
だし元に戻る。この様に性質が大きく違う生物では食う食われるなどの関係が成立
して振動が現れることがある。しかし、ここで使った大腸菌はグルタミン合成酵素
の活性以外は差がない。よって、振動が現れるような特殊な関係を簡単に想像しに
くい。

ここまでＨ株とＷ株の競争実験を簡単に紹介した。このほかにもグルタミン合
成酵素の活性の小さい株など使って色々な組み合わせ競争実験を行った。色々な環
境条件でも行ってみた。その中には、淘汰が起こり１種類だけが生き残った場合も
あった。しかしながら、約８０％の異なった競争実験で共存が現れた。ここでみら
れた競争的共存は希なことではないようだ。
＜相互作用による共存＞

どうしてここで示した大腸菌の競争実験では適者生存にならないのだろうか。
現在、完全にメカニズムが分かったわけではないが、二つの株の間で相互作用が働
いて共存が起こったことは確かだ。具体的には何らかの菌体内物質が培養液中に漏
れて、それが相手の菌の増殖に影響を与えたと考えている。実際、物質の漏れを仮
定した計算モデルを作ると実験の結果をよく説明できた「３」。たとえば、グルタ
ミン合成酵素活性の強い株からグルタミンがもれて、もう一方の株がそれを利用し
て共存したとするとわかりやすい。しかし、両方の株からグルタミンが漏れた場合
でも共存は起こりえた。つまり、どちらの株にもメリットがなくても、相手のいる
ことによる影響さえあれば共存は起こりうるのである。

モデル計算ではグルタミンが漏れることを仮定したが、実際には培養中に大腸
菌が死んで細胞内の物質が漏れ、競争相手の株に影響を与え、共存が起こったのか
もしれない。このように２種類の生物がいれば互いに影響を与えあってしまう。つ
まり、競争者間の相互作用は避けがたく、共存はごく自然におこる。

ここで見られる相互作用による競争的共存は適者生存や分子進化の中立説とど
のような関係にあるのだろうか。適者生存の概念では競争者の適応度が定義され
る。そして、適応度は相手の存在量によらないとしている。つまり、相互作用を無
視する。こうすることによって、適応度は適応度の高い個体は増え続けるという予
測力を持つのである。しかしながら、相互作用のある系では適応度は競争中に変化
するのである。この適応度の変化は大腸菌の競争実験で増加していた株がしばらく
すると減少して振動することより明らかだろう。よって、ある時点での適応度は予
測力を持たず、簡単に適者生存にならない。

無理に予測力ある適応度を定義しようとすると、競争中の各遺伝子型の割合を
すべて知らなくてはいけない。ほとんどのことが分からないと予測できないのでは
意味がない。こうした状況は物理の分野で複雑系として知られている「４」。多く
の要素が相互作用しあう系では、ポテンシャルが予測力をもたず、複雑な振る舞い
が現れる。生物進化も複雑系なので、適応度の予測どうりにならず、共存を含めた
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多様なダイナミクスが現れる。

故木村博士の提唱した中立説は分子レベルの進化理論として大変有名である
「５」。「遺伝子上に起こる変異の多くは生物の適応度に大きな差を作らず中立で
ある。よって、多くの場合はどの変異体が集団の中に広まるかは遺伝的浮動によっ
て偶然に決まる．」これが中立説の主張であろう。しかし、大腸菌の競争実験では
遺伝的浮動による偶然性が支配しているようには見えない。むしろ、培養開始時の
二つの混合比を変えて競争させても同じ存在比に収束する事実は、ｌま遺伝的浮動に
よる偶然性が集団中の遺伝子頻度の変化を支配していないことを示している。この
様に競争的共存は中立説の範囲では説明されない。なぜならば、適者生存と同様
に、中立説でも生物間相互作用を無視しているからである。
＜複雑系として進化へのアプローチ＞

相互作用が生物学の中で重要なのは言うまでもない。個体発生、体全体が関わ
る疾病、脳神経系、生物進化などはそれぞれの要素が複雑に相互作用して全体が発
達する．そして、全体が要素を規定する。この様な系では部分の足し算だけでは全
体が分からないので、要素を調べあげるだけでは十分でない。かといって全体を見
ろと言われても、複雑なので書き下すことが難しい。これに対して我々は再構成系
を作って研究を進めている。自然界では色々なことが起こり、進化は再現不可能に
なっている。それをモデル実験の中で何度も繰り返し、そこで現れる普遍的現象だ
けを取り出している。この実験で分かったことは「最も競争の激しそうな環境に置
いても生物は相互作用してしまい、必ずしも適者生存にならず、競争的共存にな
る」ということである。

大腸菌の競争実験で見られた競争的共存が、他の複雑な生物の進化にどの程度
当てはまるかは定かでない。しかしへより複雑な環境になると適者生存になりやす
い理由はない。きっと、色々な条件によって多少修飾されても、競争的共存が現れ
る傾向は広い範囲で見られるだろう｡種内で多様性を保つ競争的共存が多様性を減
らす力である適者生存とバランスして生物多様性を作っているのだろう。

「１」Dynamicsofadaptationanddiversificatio､：ａ10,00小generation
e】merimentwithbacterialpopulati０，s，LenskiR．Ｅ，andTravisanoM,Proc・
Natl・Acad・Sci・ｕｓ.A､，（1994）９１(15）p6808-u
「２」Fateofamutantemergingattheinitialstageofevolution，ＸＬｌｗ・
Z.，ｅｔ．ａ1.,ResearchesonPopulationEcology（1996）３８ｉｎｐｌＡｅｓｓ
「３」Mathematicalmodelallowingtllecoexistanceofcloselyrelated
competitorsattheihitialstageofevoluiotn，ＹｏｍｏＴ・ｅｔ・ａＬ，Researches
onPopulationEco10gy3８（1996）ｉｎｐｒｅｓｓ
「４」複雑系のカオス的シナリオ、金子邦彦、津田一郎、朝倉書店、１９９６
「５」生物進化を考える、木村賢生、岩波新書１９８８
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細胞分化と社会形成：多様化から再帰的ルール形成へ

東京大学総合文化研究科広域科学専攻金子邦彦

１はじめに

この３－４年をかけて、細胞分化、細胞社会の形成への新しい理論を四方哲也と共同で

提出した。この理論は今のところ大域的に結合した細胞集団系の分化とメモリー生成、集

団の安定性などに重点をおいて研究を行って来た[1-6]。
まず基本として、生命系を内部ダイナミクスを持つ増殖ユニットが相互作用しているも

のとしてとらえることから始める。ここで内部ダイナミクスはユニット間の相互作用に

よって変化を受け、その一方で相互作用は内部状態によって変動を与えられていく。この

ように内部ダイナミクスと相互作用の間の相互フィードバック系を出発点としている。

ここ数年の研究によって、内部ダイナミクスを持つ要素が相互作用によって自発的に分

化を示すという内在的な機構の存在が明らかにされてきた。全く同一の要素の相互作用系
を考えると、そのカオスと結合の度合によって、同期して振動する集団に分化し、それぞ

れの集団ごとで動的な振舞が異なってくるのである。これが結合系カオスでのクラスター

化である[7]･このことは結合した非線形ダイナミクス系のクラスター化が自発的多様化
の基盤を与えることを示唆している。

このように本質的な多様化を基本に考えると、以下の問題点が浮かびあがってくる。ま

ずそのようなヘテロな系がばらばらなものの単なる集合体にならないのは何故だろうか。

このことは個々のレヴェルでは多様化する機構がおちのに対し、集団のレヴェルでは、よ
り安定な、また決定論的な性格が強くなる機構が存在することを意味している。つまり個

体の集団からひとつのユニットと見なせられる新しいレヴェルが生成され、そこでは安定

性の高い振舞が現われると考えられるのである。こういった例は、多細胞生物の起源、社
会の生成などとしても見られ、一般に生命系を考える上で、ロバストな集団レヴェルの生
成機構は本質的な問題である。

次の問題点は再帰性とでもいうべきもの。ここで述べたように多様化を基本にすえる

と、逆に、では自己複製がいかに生じてくるかが問題となってくる。つまり、増殖はして

いてもそのままでは同じものがなかなかできないからである。では、そのようないい加減
な増殖からいかにして同じものをつくるようになれるのであろうか。これが再帰性の問題
である。生命系を考える上でＤＮＡのような、ほぼデジタルな情報がいかに生まれ、機能
しているかは本質的な問題であるが、上の再帰性とデジタル情報の起源は密接に関連して
いる。というのはアナログ的に変動している量については再帰性を保つことが困難だから

である。例えば位相のようなアナログ量は少しずつずれていって再帰性をくずしてしまう
であろう。われわれはこのようなデジタル化を与える基本には状態をクラスター分けする
ことがあると考えている。それによってマクロレヴェルでの安定性が有効になってくるの
である。

われわれがここで提出する理論は、「内在的多様化」「集団レヴェルの安定性」「再帰
性」の３つ組が、内部ダイナミクスー相互作用（intra-interdynamics）により自然に
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現れてくる性質であるというものである。後に見るように、この３つ組は力学系の表現

としては、クラスター化、ホメオカオス[8]で見られるような結合系の集団運動の安定性

[７１、初期値の選択に対応している。ここでは細胞分化一形態形成の問題を考える。

２モデル

ここでは、生命系を内部ダイナミクスを持つ増殖ユニットが相互作用しているものとし

てとらえることから始める。

これは、内部ダイナミクスー相互作用系(intra-interdynamics)のよい例となっている。
つまり、各細胞の内部の代謝反応ダイナミクスと細胞間の相互作用が互いに関係しあって

いる系だからである。ここでは以下の要素を取り入れたモデルを考える。（１）単純化し

た代謝反応系(細胞内のｋ変数微分方程式系)（２）外の培地から細胞内への化学物質(栄
養)のアクティヴなとりこみと拡散(3)代謝反応の進行によって増殖のための積分的な条
件がみたされるための細胞分裂（４）細胞内部の化学成分の状態で与えられる条件で決ま

る細胞死からなるモデルを考える．つまりモデルは各細胞′の化学物質ｍの濃度鯵?(t)、
それぞれの培地での量Ｘｍ(t)の発展方程式であらわされる。そして自由度、つまり細胞
の数は細胞の増殖／死亡とともに変化する。

この種のモデルをいくつか調べている[1-6]。その基本構造は以下の通りである。
（i）細胞内の代謝反応：

ここではｓ、⑳m(ｍ＝’,…ん)の化学物質があり、ｓは他を作る源（栄養）となって
いると考えてみよう。さらに、⑰ｍの間では反応が起こっているとしよう。一般にこの生

化学反応は多くの酵素によって制御されており、またその酵素の生成には、化学物質自体

によって作られている。ここでは、各mｍによって反応ｚ２→、jを司る酵素が作られる

としよう。すると、各細胞ｊでの＄Pの変化の方程式を他の化学物質の濃度の式として表

現できる．（具体的にはこの酵素のダイナミクスが速いとして、それがミカエルメンテン
型の反応に従うとした)。同様にｓから各化学成分ｚｍへの反応がおこるとする。また各
成分から増殖のための物質が生成されるとする。

（ii)化学物質のとりこみと拡散：
各細胞は培地におかれており、その培地から化学物質をとりこんでいるとしよう。（培

地には外から栄養物質Ｓが与えられているとする。）このとりこみはその細胞の活性で与

えられているとし、活性は一般には内部の化学成分に依存しているとする。一方培地の成

分は各細胞にとりこまれただけ減少し、また外から栄養Ｓの供給があるとする。各成分

ｚｍも培地と各細胞の間で拡散的な相互作用があるが、これは外からは供給されないとす

る。

（iii）分裂と細胞死

各細胞ではその化学成分から生成された増殖因子が蓄積されていく。その量があるしき

い値を越えると（ほぼ等分に）２分割され、細胞分裂が起こるとしよう。（これは、ＤＮＡ
の合成としてもよいし、細胞膜の成分と思ってもよい)。これにより、細胞数は１個増加

し、われわれの系の自由度は増加する｡例えば蝿dtEj輯(t)〉ｚｈのような条件であ
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る。

一方、細胞死の条件をいれておくことも場合によっては有用である。特に細胞の無限定
な増殖を防ぐのには必要である。この条件として、例えば上の活性が、あるしきい値より
小さければ細胞が死亡するというのを採用してみる。つまり、zmz?(t)＜四である。

s1sologouSDiversification

前節のようなクラスのモデルのシミュレーションをいくつか行なった結果、次のような
シナリオが得られた。我々はこのような分化、多様化のシナリオは細胞分化にかかわらず

生物系に一般的であると考えており、それをisologousdiversificationtheoryと名付けて
いる。isologousというのは、全く同じものが内在的に多様化を起こすことを強調するた
めに用いている。

段階１：化学成分は代謝反応により振動しているがその振動は同期している。そこで、
細胞は一斉に分裂する。

段階２：振動位相のクラスター化：細胞は同期を失い、異なる位相で振動する集団に
分かれる。

段階３：分化：化学組成自体が細胞によって異なりはじめる。力学系の言葉では細胞ご
とに相空間の異なる領域を用いるようになる。これによって細胞は異なった役割をにな
い、分業を達成する。

段階４：再帰性：分化したグループはその性質を子孫の細胞に伝える。つまり、ある
型の細胞から分裂した細胞は同じ型になる。

段階５：階層性：さらに細かい種類への分化が進行し、細胞種は階層的に分化してい
く。

段階２では各細胞の化学成分の相空間での軌道は同じ軌跡を辿っている。例えば(Z？（種階乙でI工谷細胞の化字灰分の柏窒間での軌道は|可じ軌跡を辿っている。例えば(⑳？（t),､《
の軌道を重ね描きして比較してみれば、同じ軌跡を細胞ごとにちがった位相で振動してい
るのが見てとられる。このことの今のシステムの中での意味付けを考えると、全細胞の振
動が引き込んでしまうと一斉に栄養源をとりあうことになり増殖が困難なのに対し、クラ
スター化により時間的な棲みわけ（timeshazingsystem）を実現していると考える
ことができる。こういったクラスター化の由来は代謝反応と取り込みのダイナミクスにあ
る不安定性にある。これによって２つの細胞の状態の微小な差がマクロな差にまで増幅さ
れるのである。

段階３ではい？（t),ｚｆ(t))の軌道を描いてみると、相空間の中の異なった軌跡を描い
ていることがわかる。つまり、位相の違いだけでなく振幅、さらに成分の比率が異なって
いるのである。この違いに応じて活発に代謝反応を行ない速く分裂する集団とあまり反応

を起こさずに休眠している集団に分化することも起こる。この場合、前者の細胞数は少数
で、後者の細胞は多数存在する。これは有限な資源（栄養）の取り合いに応じて貧富の差
が生成されたことを意味する。

この第３段階では位相と振幅といった２重のコードが生じたわけである。この時に位相
の違いはアナログ的であり、連続的に変化させられるのに対して、振幅の違いの方はしば

(ｔ)）
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しば離散的になっている。これは、ひとつには個々の代謝反応がオンオフ型の振動をして

いるためと考えられる。このようなデジタル的な分離は情報の生成という点からも興味深
い。

段階４の実現は再帰性が生まれたことを意味する。つまり、子孫が同じ形質になるよう

に分裂後の(化学成分の)初期条件が伝えられたのである。実際、親の細胞の化学成分の

濃度の平均を横軸に娘の細胞での平均を縦軸に'ことってリターンマップを描いてみると、
初期の分裂では、親娘に大きな差があったのに対して、分裂を繰り返す内に、そのプロッ

トは対角線上の近くにばらまかれてくる。

このような固定化が生じると、細胞系譜を描くことが可能である。未分化の細胞からい

かに各タイプの細胞が固定化されていくかを順次追うことができるのである。ここで注目

すべきは、実際の分化過程と同様に、異なるラインから同じ型の細胞が固定化されること

が見られることである。これは細胞分化が遺伝子が順次発現することで、階層的に決って

くるとすると説明しにくいものであるが、ここで考えるように動的な相互作用に依存する

と考えれば〈自然に生じるのである。

以上で注意すべきは、この分化過程はそのなるべく遺伝‘情報にプログラムされていると

いうよりも、相互作用を通して生成されたとみるべきであるということである。その意味

で固定化は、細胞の型という情報が生成されたことを意味する。それでは分化形質の伝

播は細胞間相互作用を通して記憶されているのであろうか、それとも細胞内の化学成分

の値によって記憶が生まれたとみなせるのであろうか。このためにはある細胞をとりだし

て別な状況においた時にやはりその子孫が同じ形質を保っているのかを見ればよい。こう

いった移植シミュレーションを行なってみた。具体的には、細胞の分化が固定化したあと

で、例えばそのＡ型の細胞とＢ型のをとりだし、それを他の細胞集団の中においてみる

のである。その結果、ＡとＢの細胞数がひどくアンバランスでない限り、ＡからはＡ、

ＢからはＢが生まれることが見出された。つまり、細胞集団がある範囲の限りでは細胞

内に記憶ができているのであるが、極端な分布を持った集団の中ではその記憶がこわされ

ると考えられる。

我々のモデルでは遺伝子を明示的に扱ってはいない。我々は遺伝子がすべてを決定する

とは考えていないが、といって分化に遺伝子が重要でないということを主張するのではな

い。当然、このモデルで扱った化学反応のネットワークの中には遺伝子も関係していると

考えてよい。むしろ遺伝子のような、ほぼデジタルな'情報がいかに生まれ、機能している

かをここで述べた再帰性とデジタル情報の起源をもとにして考えていきたいと思ってい

る。

なお、不安定性を用いたシナリオというと発生のような安定性を要求される場合には無

意味と思われるかも知れない。しかし、実際、予測不能なの初期段階のある細胞の子孫が

どんな種類の細胞になるかだけであって、細胞の系譜、できる細胞の種類やその割合は初

期の乱れや外からの乱れに対して安定である。例えば、外から活発な細胞をとりのぞいて

しまうと、休眠中の細胞の一つがそれにとってかわって活性化して全体としてもとと同じ

状態に戻ってくる。Ｂ型の細胞を取り除くとＡ型の一部が分化することは先に述べた通

りである。つまり最初に触れた、集団レヴェルでの安定性が実現したのである。ここでの

安定性は固定した状態によって維持されているのでなくダイナミックに保たれていること

I
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に注意しよう。この点では生態系モデルで提唱されたホメオカオスと同様な安定性が成り

立っている。

４ガン化の機構

パラメータを変えて行なった結果では、化学的多様性を喪失した細胞が生じて、これが

きわめて速く増殖するということが起る。この種の細胞はある化学成分の濃度が圧倒的に

高く、他のほとんどの化学成分の濃度は非常に低く抑えられている。そこで、代謝は実質

上、栄養→ある化学成分→増殖因子という簡単な過程となっている。この細胞は速

く増殖し、細胞集団の化学的秩序を壊しているので、がん細胞と対応していると考えても

よいであろう。なお、興味深いことにこういったがん細胞では、再帰性が部分的に破れて

いるのである。つまり、ある化学成分が多いという性質は子孫に伝搬されるけれども、そ

の濃度自体は変化していっているのである。

我々の数値シミュレーションではこの種の細胞の形成は細胞間の相互作用に強く依存し

ている。実際、細胞の密度が高い場合、細胞間の拡散が大きい場合に生じる。なお、この

結果はルビンらによる実験結果と符合している。彼らの実験[9]では、がん細胞の生じる
率は密度とともに増加していく。その生成率は細胞数でなく密度によっているのである。

このことはガン化が細胞間で独立に生じる突然変異によるものでなく相互作用が本質的で

あることを示唆している。

また、我々の結果は逆に、がん細胞を正常に分化させる方法を示唆する。つまり化学的

な多様性を回復させればよいのである。例えば実験では初期の未分化の細胞の成分を注入

するなどをすればよいわけである。数値シミュレーションではがん化した細胞数個と初期

の未分化細胞数個をとってそこから時間発展をさせていくと、がん細胞は正常な分化を回

復するのである。

５階層的分化

この考えを進めて（A）階層的分化と幹細胞の起源(B)集団レベルでの調整機構の生成

（o）組織レベルの分化と多様化を扱った。具体的には（１）単純化した代謝反応系(細胞
内のｋ変数微分方程式系、ただしカオスを示すことがある)（２）外の培地から細胞内への
化学物質(栄養)の拡散（３）外からのとりこみによって体積が2倍になったときの細胞分
裂からなるモデルを調べた。細胞の種類などは反応系に依存するが、具体的な例をとっ

て説明しよう[6]．

まず、化学成分がカオス的に振動するタイプの細胞("0,,と呼ぶ)が生じる。これらが
増殖するにつれて異なる組成をもち異なったダイナミクスを持つ細胞タイプ１，２が生じ

て来る。更に１からは３種類のタイプ３，４，５が生じることが見出された。つまり、Ｏ

は以下の細胞種の幹細胞になっており、１は３，４，５の幹細胞となっている。（Ａの実
現)。

ここでＯ→０，０→１，０→２の選択は確率的のように見える。ここで注意すべき
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はこの選択の割合が周囲の細胞タイプによっていることである。これによって、例えばＯ

が少ない時は最初の矢印のパスが増加し、もとの分布を安定化することが起こる。ではこ

のような「調節機構」を可能にしている(Ｂの実現)ものは何であろうか。この場合、同
じタイプＯの細胞でも、周囲の細胞の分布により少しだけダイナミクスが異なっている。

その差異を利用して、上のパスの選択の調整が生まれているのである。これは、内部のダ

イナミクスに集団の情報が埋め込まれるという、相互一内部ダイナミクス系特有の現象で

ある。

では安定な細胞集団分布は一意に決まるのであろうか。上記のモデルでは１つの細胞か

ら生まれて来る集団が４種類の安定分布を持つことが見出された。これは、（B)で述べ
たような、集団を安定化する、個々の細胞タイプの数の変動のダイナミクスが４つの安定

状態を持っていることを意味する。今のモデルでは、細胞数が変動するのでこの細胞タイ

プレベルのダイナミクスを調べるのは困難なので、このことを細胞数を一定にしたシミュ

レーションで調べた。その結果、細胞集団でのレベルでの個体数ダイナミクスは確かに上

記のような多安定性を持つことが確認されたが、さらにそれ以上（５個)の安定状態が見
出された。つまり、発達を通して実現できているのはその一部であり、細胞集団は発生過

程の束縛を受けていることが見出された。いずれにせよ、ここで化学反応ネットワークか

ら細胞分化のレベル、さらにその上の細胞集団の分化という２段階層の結果が得られたこ

とになる(ｃの実現)。

６空間的に局在した相互作用を含めることによる増殖ユニッ

トの生成

多細胞生物の起源を考えると、細胞集団がその集団を一つのユニットとして子孫を残し

得る高次の再帰的構造の形成が必要である。この問題ではコンパートメント化が必要であ

るので、空間構造を考慮した議論が必要になってくる。そこで、各要素自体がさらに空間

を運動する能力を持ち、またある条件で死ぬことをとりいれたモデルを考え、空間と内部

ダイナミクスの干渉による構造化の発見とその解明を行なった。このためにまず分化を起

こしうるような、最小モデルの構成を試みた。これは自由度の変わるcoupledmapであ
り、具体的には以下のような位相モデルを考えてみる[10]。まず細胞は培地の栄養ｓをと
りあい、各細胞jの状態は変数z(j)で規定されているとしよう。この栄養は培地の外か

ら一定の割合･で供給され、各細胞が培地からとる割合はある関数（z)で与えられると
してみよう。すると、各細胞の状態の変化は

錘冗+,(j)＝Z"(i)＋/(迩弼(i))＋S臓州＝士[ｃ－Ｄｊ;『｡，Ｗ(迩嗣(j))]と書ける。ここで
z泥+,(i)－鯵弼(i)＝八m泥(i))＋Shは細胞jが時刻、に外からとってくる栄養の量であり、

２番目の条件はある決められた領域(半径r・)の範囲内で栄養の競合が起こるとしたため

であり、半径rcあたりｓの栄養が流入するとしたためである。（ﾊﾙはその中にある細胞
の数)。

ここで分裂と死に対して、以下の条件を課してみる。

（A)細胞ｉは鯵魏(i)＞IDを満たしたときに分裂して細胞ｉとⅣ＋１番目の細胞となる。
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そのときそれぞれのｚの値は(z"(j)一期)/2＋６と(z耐(2)－Zh)/２－６とする。（６は小
さい乱数とする。）

（B）もし勿協(i)＜Tbであればその細胞は取り除く。
運動を考えるために、上には明記されていないが、各要素ｉは空間の位置座標をもって

いる。（２次元であれば(凡(j),Ｒｖ(i)))。そしてこの位置は他の細胞から受ける力で移動

できるとし、さらにその力が要素間の位相関係で決まるとしよう(例えばKcoS(2行位(j)－
z(j))))。この場合、力はある範囲ｒｊで作用するとした｡
この結果、ｒｃとｒｆがほぼ等しく、内部ダイナミクスのパラメータＫが要素間の同期
と非同期の両方を可能にするパラメータの場合に限ってこの要素が数を増やして空間に広

がっていくことが見出された。この場合、領域rc内に適度な数が集まった細胞集団が形

成されることで成長が可能になる。つまり、細胞集団としての成長ユニットが形成された

ことを意味する。
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