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はしがき

　血幅伽ウイルスとは、皿RNA（ないし、cDNA）とそれがコードしている蛋白質分子

とが結合した核酸・蛋白質複合体を“ウイルス粒子”とみなし、その“ライフサイクル”（複

製、転写、翻訳）を全て血虹翻oで行い、蛋白質を高速に増幅・評価・進化させようとする

ものである。　mRNArprote血釦sionとかlnRNAディスプレーと呼ぶ人もいる（経緯は後

述）。

　当研究室で、「進化しつつある核酸分子に手を加えないで済む血縦伽DNAウイルス」

が開発された。リンカー・プライマーと称するDNAオリゴマー誘導体（両末端とも3’と

いう特殊なもの）の片方の末端にあらかじめピューロマイシンを化学的に結合させておい

たものを用意しておく。これをrエサ」として、人工ウイルス突然変異体集団をr培養」

するというイメージに近づいたシステムができた。従って、これを3S　Rなどの等温核酸

増幅法と組み合わせれば、このウイルスの比増殖速度を適応度（生存競争における評価関

数）とするような進化過程が観測できるはずである。比増殖速度を適応度とすれば、自然

淘汰型進化リアクターが構築できる。これは、セルスタッ．ト（大腸菌の流れの中でファー

ジを連続培養し、ファージの進化過程を観測する装置11982年われわれが開発）の血

薩かo版である。そしてまた、3S　R核酸進化リアクターの蛋白質版である。

　一方、当研究室の3S　R核酸進化リアクターの研究から、自然淘汰型進化リアクター中

では、自律的な進化過程が観察されることがわかっている。本研究では、蛋白質が関与す

る進化分子系で、自律進化過程が観察されることを期待している。この単純化され理想化

された分子自律進化系の構築を基礎に、生体高分子系の進化能（Evolvabi五ty）という物性の

本質を解明する。データの創出のみならず、アルゴリズムの創出が起こる機構の解明であ

る。それは生命の起源、すなわち生命情報の物理的起源に関して、生物物理からの寄与と

なるであろう。と同時に、試験管内進化による機能性蛋白質の創出を通して、福祉・産業

に寄与することができよう。
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（8）研究成果

1。研究背景

1．．1　遺伝子型表現型対応付けにおけるウイルス型鞍路

　進化分子工学（分子進化工学、direCもeαeVOlut10n，inVitrOSeleCtiOnなどの別名で呼ばれ

ることもある）は、RNA，一本鎖DNA，蛋白質を進化リアクター中で、超高速進化さ

せたり新規機能を創出する工学で、われわれが、セルスタットの開発以来取り緯んできた

分野である。特に米国において199Q年以来、RNAや一本鎖DNAの進化分子工学が

先行し、核酸の潜在的機能を開花させることに次々に成功していることは、周知の通りで

ある。核酸は、遺伝子型と表現型とが同一分子であるために、両者の対応付けに特別の工

夫がいらない。一方、蛋白質進化では、それが自己増殖能を持たぬことから、両者の対応

付け戦略が進化能を決定する。そのもっとも単純なものが、単純なウイルスが採用してい

る、遺伝子型分子と表現型分子を結合して対応づける戦略である。
…・ 　一 一　

一…

　最初の蛋白質進化のための進化リアクター・セルスタットは、大腸菌を宿主とする繊維

状ファージf　dを作業用分子（遺伝子型・表現型結合体）とするウイルス型対応付け戦略

を採用したものであったが、f　dファージ粒子は1Q個の遺伝子からなるゲノムー本鎖D

NAの周りに5種2700個強のコート蛋白が結合したもので、非常に複雑な分子構成を

している。これを極限まで単純化すれば、1個の遺伝子DNAに、それがコードしている

蛋白質1個が結合している「最小のウイルス粒子」が想定できる。このようなものが構築

できれば、蛋白質の分子進化の過程が実験的に明確に観測できると考えた。現実の実験系

では、無細胞翻訳系でmRNAと新生蛋白を何らかの方法で結合すればよい。この方法と

して、3種類の方法を考案したが、結局、最後に試した、ピューロマイシンをリンカーと

する方法が、三菱化成生命研柳川弘志氏の協力を得て成功した（NemotoetaL，FEBSLett，

（1997））。この方法は、それまでのファージ提示法よりも遙かに分子多様性を取り扱え、ま

た淘汰圧の多様性に耐える系となった。少し遅れて開発した米国Szostakらは

mRNA・protein　fαsionと呼んでいる。このin　vi七ro　RNAウイルスを利用すると、1012

の分子多様性をもつ集団の進化を扱え、そのおかげで、Szostakらは、ランダム配列から出

発して、機能性の蛋白を進化させることに成功し、進化RNA工学と同じような成果を蛋

白質でも再現しつつある。米国ファイロス社はcDNA・protein　fusionを開発し、RNAよ

りも安定なウイルスを作った。しかし、これら従来のものは全て、進化しつつあるmRN

A分子等の3‘末端を化学的酵素的に修飾し、ピューロマイシンを結合させなければなら

ない。これでは、自律進化系を構築することはできなかった。

1．2　自律進化しうるinvi㎞DNAウイルスの開発

　　2001年に、1997年のin　vitro㎜ウイルスの弱点を克服する、図1． に示す

ようなin　vitro　DNAウイルスの開発に成功した。　2種のペプチドタグを持つ2種ウイル
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スのr混合培養」を行い、それらタグを特異的に結合する環鏡下での、淘汰実験でその有

効性を示した（Tabuchi　et　a1．，FEBS　Lett，2001）。　図2．に示すような両端が3‘末

端であるようなDNAオリゴマー誘導体であるrリンカー・プライマー」を新たに有機合

成した。これはピューロマイシン結合のためのリンカーであると同時に、c　DNA合成の

ための逆転写プライマーでもある2重機能を持つ。これがハイブリダイゼーションしたm

RNAでは、その部位でリボソームによる翻訳は停止し、その間にピューロマイシンがA

サイトに取り込まれ、その結果、新生蛋白質C末端にリンカー・プライマーが結合する。

っいで逆転写すれば、c　DNAに共有結合で蛋白質が結合したもの（invitrQvirus粒子）

が得られる。ハイブリダイゼーション配列中に停止コドンを隠せば従来のものでは不可能

であった停止コドγ付きmRNAも扱える。

58mRNA

3『cDNA

DNA vlrロs　gen◎me

5ρ 甥
↓

膿灘器H，b曲巨。．　　　　　　　　　　　　3’

　　　臨塁多盟h。。Φ。，磁。ロ

〆瓶
　　　　　　　　　　　　　rゼ1E一

D阿A　vlrUS　vl㎡on

3」

’

Protein

Screen血9 PCR

図1。加ガかo　D猷virusの分子構成と「ラ

イフサイクル」（Tabuchi　et　a1，，FEBS　Lett，

2001）

進化しつつあるmRNAに手を加えないで済むこ

とに注意。新規合成したLinker－primer（図2）

と2種のPCRプライマー、及びdNTPを
「エサ」として、この「ウイルス」をr培養」

し、制御された環境下で、その進化過程を観測

することができる。

T　　c諺鋤遜cc㎞や・ぎ
　　　　3℃CC松CCCCCCG》。M。5

　mR麗A　肛1屡“匿Hl“鑑
5’こ＝＝＝＝＝＝コGGGACGGGGGGCこ＝＝コ3’

図2．　T｛屈【er周p血er。　　　　m．R1Ψdこノ、

イブリダイゼーションした新規合成

L雌er・pr血er。

P㎜はヒ。ユーロマイシン。リボソームはこ

のハイブリによる障碍で翻訳を停止し、そ

の間にピューロマイシンのAサイトヘの取

り込みと、蛋白質C末端への結合が実現す

る。Linker・primerはcDNA合成のための

プライマーでもある。
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1．3等温核酸増幅を用いたDNA進化リアクター中での増幅機構の自律的進化の観測と、

その制御法の開発

　3S　R（Se謄Susもaine虚SequenceReplicatio且）などの等温ワンポットDNA増幅法を用

いると、DNAの比増殖速度を適応度とする自然淘汰型進化リアクターを構築できる。わ

れわれはH　I　V・1RTとS　P6・RNAポリメラーゼの2酵素系3S　Rの継代植え継ぎ法で

これを模擬した。ランダム配列領域を含むテンプレート集団から出発すると、驚いたこと

に、3S　Rでは増幅できないDNAが進化してきた。分子系が、より効率のよい増幅法を

自動的に編み出したのである。それは、別の研究者が理論的に考えて提案していたCAT

CH法であった。進化する分子系によるアルゴリズムの自動獲得と言ってよい。このよう

な自律進化現象は、自然淘汰型の特長であると考えられる。

　次に、RNA・Z型増幅のみを阻害するアンチセンスDNAオリゴマーを考案し、RNA－Z増

幅機構への進化を抑制する方法を考案し、進化的にかなり安定な3SR進化リアクターの運

転に成功した。（YamamotoetaL，Chem．Lett，（2001））

1．4　蛋白質適応度地形の解析法の開発

　蛋白質の点突然変異の効果には統計的相加性があるということを示唆するデータを根拠

に、われわれは、アミノ酸部位の機能への相加性に基づく適応度地形の理論（富士山型地

形の理論）を確立した。この理論は非相加性の寄与を評価できる枠組みを持っている。富

士山の斜面の勾配とその上の凸凹の比を、θ値と定義し、これをダーウィン進化のしやす

さのパラメータとする。多くの実験データを解析した結果、進化した実績を持つ蛋白質の

局所的適応度地形は、多くの場合、この意味で多少の凸凹のある富士山型地形として捉え

ることができることがわかった。例外的に強い相互作用（エピスタシス）を持っアミノ酸

部位対がある場合があることがわかり、これを取り扱えるように理論は拡張されている

（Aitaet　aL　Biopolylners64，95－105（2002））。同じ理論で、標準遺伝コード表が進化能へ非

常に寄与していることが評価できた。一方、配列空問の大域的には、中立ネットワークが

張り巡らされているという知見がRNAで理論的に得られ、実験的にも支持されているので、

蛋白質でも同様の中立ネットによる配列空間のパーコレーションの有無を検討した（Aitaet

aL，J．TheoLBio工221，599－613（2003）〉。

　このように、蛋白質は進化しやすいという物性（進化能）を持っているように見える。

この蛋白質分子の進化能の内容を実験的に掘り下げるために、in　vitro　DNAウイルスは、

強力な実験系を提供すると思われる。

2．研究成果概要

2．1　50℃の3SRとRNA・Z

　耐熱性丁7RNAポリメラーゼを用いて1，4Mトレハロース存在下で50℃の等温過程で

DNA／RNAを増幅する系を構築した。この系で、ATlGの3塩基からなるランダム領域を含
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み3SR増幅機構をコードしたライブラリーを初期プールとして、適応度を比増殖速度とす

る自然淘汰型進化リアクターを運転した。勝ち残る配列はランダム領域がAT・richとなる

傾向を示す。また、以前からしばしば観測された、より速い増幅機構であるRNA・Z増幅機

構をコードした突然変異体が進化してくることはなかった。また、T7プロモータの50℃

の最適配列をRN鳶Z法進化リアクターを用いたinvitroselectionで求めた。37℃の野生

型プロモータとハミング距離2だけ離れた配列であった。

2．2　アミノ酸組成が自由に設計でき終止コドンを含まないランダムDNAライブラリー

　ia　vitro　virUSのゲノムに載せるべき初期ランダムライブラリーは、終止コドンを含ん

でいてはならず、また、対象に応じてアミノ酸縄成が自由に設計できることが望ましい。

DNA合成機を3台並列に運転してスプリット合成するMLSDS法は配列多様性が1016に達

する。このライブラリーの実際の合成物を複数種いろいろな評価関数で評価しその高品質

なことを確認した。また、長鎖化法を検討した。

2．3　進化リアクター過程の熱力学的解釈と生命情報の内訳

　人為淘汰型や自然淘汰型の進化リアクター中で、富士山型やNKモデル型などの適応度

地形を山登りするダイナミクスを理論的に研究した。突然変異率と集団サイズで決まるゆ

らぎの効果を「進化温度（T）jというパラメターで表す。いずれの地形でも、Tが高いと

きは、歩行者は適応度（W）最大を目指すのではなく、「自由適応度（G）」の最大をめざす

というリャプノフ関数Gを定義できる。この自由適応度最大点の近傍では、進化アドミタン

スと適応度の分散の間に、アインシュタインの関係式に似た関係式が成り立っ。　さらに、

進化の過程で獲得したシャノンの意味の情報量（情報のextent）以外に、△Wπは獲得し

た適応度情報量（情報のco批ent）、△G／Tは進化の過程で獲得した生命情報の量、という解

釈ができることがわかった。生命情報はシャノン情報量と適応度情報量の和で表されるとい

う発見である。

3。研究成果詳論

　　巻末に添付した5編の論文別刷りをもって報告に替える。上記論文リスト中、太宇で

記した論文がそれに当たる。

4．今後の展望

　この2年問の塀究では、以上を統合して、生存アルゴリズムを自動的に創出する人工生

命というべき自律的に進化するinvi也rovtrUSを実体として構築するまでには至らなかった。

　今後の展望としては、図3に示すような転写酵素をコードしているinvitroDNAウイル

スを構築したい。このウイルスのゲノムは、この転写酵素のためのプロモータとこの転写

酵素自体の構造遺伝子からなる。転写酵素in　viむm　DNAウイルスのコート蛋白の機能は、
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自分をコードしているmRNAをスタンピング増幅することであり、自分の遺伝子型の増幅

である。従って最も速く増幅してくる血vitroウイルスは、最も酵素活性の高い転写酵素を

担っていることになる。これは自律的に進化する蛋白質進化系である。これをフローリア

クター中に置けば、血V勘OV㎞の“連続培養”ができる、すなわち、セルスタットの血vitro

版が構築できる。これは試験管中で増幅し、突然変異を起こし、淘汰を受け、進化するか

ら、ウエットウエアの人工生命と言ってよいだろう。
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　　図3．転写酵素invitroDNAウイルス。これは自律的に進化する蛋白質進化系

であり、ウエットウエア人工生命であると言いうる。
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