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研究の概要（200～300字で記入、図・グラフ等は使用しないこと。） 

生命の本質的な機能として自己複製と進化が挙げられる。これらの仕組みを既知のパ

ーツから再構成することは、生命の構成的理解のためだけでなく、革新的なバイオテク

ノロジーの創出につながる。本研究では、ダーウィン的分子進化と機械学習を組み合わ

せて、ゲノム自己複製系を最適化することを目的とした。具体的には、試験管内でダー

ウィン的分子進化を再現し、自己複製能を持つ DNA から複製タンパク質を発現させる

ことにより、DNA 自己複製系を構築する。このプロセスにおいて、変異が導入され多様

化が生じ、より増幅に優れた変異を持つ DNA が自然選択により選択される。最終的に、

最適化されたゲノムの解析を通じて、試験管内でのゲノムの設計原理を解明することを

目指した。  
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研究成果の概要（図・グラフ等は使用しないこと。） 

ダーウィン進化系の構築のためには、 DNA から発現した複製タンパク質により自身の

DNA が複製される、 DNA の自己複製系の構築を行わなければならない。本研究では DNA

複製系に大腸菌の染色体複製の再構成系である RCR を用いた。RCR は 26 種類の複製タン

パク質によって構成されており、複製起点 or iC を持つ環状 D NA を指数関数的に増幅する

ことができる。DNA の自己複製系は RCR の酵素をコードした DNA から無細胞転写翻訳系

である PURE sys tem により、 RCR 酵素を発現し、その酵素により DNA 自身を増幅する。

この反応系を PURE-RCR と名付ける。この実験系の構築のために、まずは 26 種類の RCR

酵素をコードした R CR ゲノムの構築を行った。  

 

RCR ゲノムの構築法の検討  

一般的に数十 kb の DNA の構築は、 PC R のエラーや増幅効率により構築するのに時間が

かかってしまう。また本研究で用いる R CR ゲノムは様々な改変を施し、作り替えていく

必要があり、構築の時間が実験のボトルネックになっていた。そのため、RCR ゲノムを迅

速にかつシステマティックに構築する方法を開発した。  

まず、 RCR 酵素を複製開始に関わる iE  ( in i t i a t ion  Enzymes ,  8genes ) ,複製伸長に関わる  eE  

(e longa t ion  Enzymes ,  13genes) ,分離などに関わる sE  ( supp lemen ta ry  Enzymes ,  5genes )の 3 つ

にグループ分けした。このグループごとにオペロン状にコードした DNA カセットを構築

し、当研究室独自の連結法である RA-RC R 法を用いて iE (20kb ) ,  eE(30kb) ,  sE ( 20kb)サブゲ

ノムをそれぞれ構築した。次に 3 種のサブゲノムを環状 D NA 同士の連結増幅法である

Fusion-RCR 法を用いることで融合した。この手法により 50  kb を超える長鎖環状 DNA に

ついて、遺伝子の順序の入れ替えや改変などを効率的に進められるようになった。  

 

PURE-RCR 供給系の構築と、 RCR ゲノムの起動  

構築した RCR ゲノムからの発現により、RCR 複製が駆動するかを確認した。先行研究で、

転写と複製フォークの衝突により DNA 複製が阻害されることがわかっている 1。そのため、

衝突の影響を考慮せず、全ての遺伝子発現量が十分かを確認する実験系を構築した。この

系は RCR ゲノムから複製タンパク質の発現を行い、その複製タンパク質により 4kb のレ

ポーター DNA が増幅するという実験系である。この系を用いて RCR ゲノムからの遺伝子

発 現 が 複 製 を 駆 動 す る の に 十 分 か 確 認 し た と こ ろ 、 複 製 開 始 に 関 わ る タ ン パ ク 質 群 ( iE  

group )と、以前から指摘されている SSB タンパクの不足が確認された。  

次に、タンパク質発現量の上昇のため、透析による基質供給を試みた。その結果、 RCR

ゲノムからの遺伝子発現のみによって、RCR 複製を駆動することができ、レポーター DNA

の増幅を達成できるようになった。一方で DNA 増幅効率が低かったため、さらなる検討

を行ったところ、複製開始に関わる DnaG の発現を上昇させる遺伝子設計によって増幅効

率をさらに高めることができた。しかし、複製効率を上昇させても、RCR ゲノム自身の複

製は確認されなかった。  

そこで、示唆されていた SSB の発現を上昇させる遺伝子設計を構築し、その複製活性を

確認した。SSB の発現量上昇により、これまで増幅が確認されていなかった RCR ゲノム自

身の自己複製を達成することができた。  

 

ダーウィン進化系に向けた検討  

ダーウィン進化のためには、 1 分子の RCR ゲノムから複製タンパク質を発現し、 RCR ゲ

ノム自身の増幅を行わなければならない。そのためには、同一 DNA 上で起こる転写と複

製の衝突の影響を低減させる必要がある。eE サブゲノムでは複製開始関連の iE と sE タン

パク質を供給することで自己複製が可能であるもののその効率はまだ低い。そこで、eE サ

ブゲノ ム自己 複製 系 におい て、余 剰な 転 写を抑 える検 討を 行 った。 その結 果、 T7  RNA 

polymerase の濃度を従来の 1 /4 の濃度に減らすことにより、自己複製効率の上昇に顕著に

寄与した。  
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研究成果の概要（つ づ き ）  

さらに転写の終結効率も重要では無いかと考え、 T7 te rmina tor をより強力な T7hyb10  

Termina to r に変えた DNA コンストラクトをテストした。その結果終結効率を上昇させる

ことで自己複製効率の上昇に顕著に寄与した。元々使用していた T7 te rmina to r の転写終

結効率は 70%程度であると知られており 2、終結せずに DNA 鎖上に残ってしまった T7 

RNA polymerase が複製を阻害していたのでは無いかと考えられる。以上より、自己複製

に重要なゲノム構造を見出すことに成功した。  

また、ダーウィン進化のためには遺伝型と表現型を対応づける区画が重要であるため、

検討した。区画には Wate r  in  Oi l (W/O)  Drople t を用いた。eE サブゲノムの自己複製を W/O 

Drople t の中で確認したところ、Bulk の反応と同じく複製を確認できた。しかし、 1 つの

Drople t 内に 1 つの eE サブゲノムが含まれる条件では自己複製が確認されなかった。低

分子状態では上で記した転写と複製の衝突の問題が大きくなると考えられるため、  

さらなる検討が必要である。  

 

以上の結果より、本研究で初めて RCR ゲノムからの転写翻訳によって RCR システム全

体を発現することに成功した。この結果は、 RCR ゲノムの自己複製系の構築に近づいた

だけではなく、 RCR のタンパク質をもはや大腸菌から精製せずに、 DNA と PURE sys tem

のセルフリー系のみで作成させることができることを示した。  

さらに RCR ゲノム自身の自己複製系の構築にも成功し、自己複製に重要なゲノム構造

を見出した。これらの知見を組み合わせることや大腸菌の複製の再活性化のシステムを

導入することで、 1 分子由来の RCR ゲノムの自己複製を達成することができると考えて

いる。  
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