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要約 
 
精製された因⼦を⽤いて⽣命現象を試験管内で再構成することは、対象とする⽣命現象の

成⽴の境界条件を明らかにする上で重要であり、同時に、バイオテクノロジーのツール開発
の基礎となる。試験管内再構成を⾏う上では、因⼦数は多くない⽅が容易であるため、⽐較
的単純な⽣物の系を⽤いることが望ましい。そして、その⽣物に関して、⽣化学や分⼦遺伝
学の知⾒が蓄積していることが必要である。⼤腸菌はこれらの点を満⾜するモデル⽣物で
ある。実際、これまでに、精製された⼤腸菌の因⼦を⽤いて転写と翻訳を試験管内で⾏うシ
ステムが開発されており、PURE system と呼ばれている。また、⼤腸菌ゲノムの複製起点で
ある oriC 配列に依存した、DNA 複製の試験管内再構成系も実現されており、Replication 

Cycle Reaction (RCR)と呼ばれている。RCR は、バクテリアゲノムに⾒られるような環状 DNA

を増幅することができ、100 kb を超える⻑⼤な DNA を増幅できるなど、Polymerase Chain 

Reaction (PCR)にはない利点がある。 

RCR と PURE system を組み合わせると、セントラルドグマを１つの試験管内に完全に再構
成することができる可能性がある。つまり、DNA分⼦にコードされた遺伝⼦から発現した
タンパク質が、⾃分⾃⾝の遺伝⼦ DNA を増幅するという、ゲノムの⾃⼰複製系の構築も可
能になると考えられる。ゲノム⾃⼰複製系が構築できれば、多種多様な変異種から優位な分
⼦種を選択するダーウィン的進化を試験管内で起こさせて有⽤変異遺伝⼦を獲得する⽅法
の開発にも繋がる。本論⽂では、ゲノムの⾃⼰複製系の構築を⽬指した研究の結果を報告す
る。まず、⾃⼰複製系ゲノム DNA の構築のための技術として、任意の環状 DNA を増幅し
て解析する技術や合成ゲノムの構築と増幅の⽅法を開発したので、これらについて述べる。
次に、それらの技術を利⽤して環状 DNA を構築し、RCR と PURE system を共役させたと
きの、環状 DNA の複製を調べた結果について述べる。後者においては、複製と転写の衝突
を回避するための複数の機構が、ゲノム複製の再構成系においても重要であることが結論
された。 

第⼀章では、RCR と PURE system に関して概説し、また、複製と転写・翻訳の間の⼲渉に
関する従来の知⾒を述べる。 

第⼆章では、様々な環状 DNA を RCR によって複製するために開発した OriC トランスポ
ゾン法について述べる。RCR の鋳型となる DNA には oriCが必要である。そのため、如何
にして環状 DNA に oriC を導⼊するかが課題であった。そこで、トランスポゾンを⽤いて
oriC を挿⼊する技術を開発した。そして、この⽅法を⽤いることで、ミトコンドリア DNA

などの様々な DNA が RCR によって増幅できることを⽰した。この⽅法によって、環境中
の微量な環状 DNA なども増幅して解析できる可能性がある。 

第三章では、任意のゲノム構造を持った⻑鎖環状 DNA を、RCR を⽤いて試験管内で構築
する技術の開発について述べる。末端がオーバーラップした DNA 同⼠を DNA 組換え酵素
を⽤いて連結する⼿法（倉⽥ら、未発表）を RCR と組み合わせ、第四章で述べる実験で⽤



 

いた DNA をはじめ、新型コロナウイルスを⼈⼯的に産⽣するためのプラスミドなどの様々
な環状 DNA を試験管内で構築した。また、PCR では増幅が難しいとされるリピート配列が
RCR では増幅できること、例えば、ヒトゲノムのセントロメアとしての機能を持つ⻑⼤な
リピート配列(約 60 kb)なども増幅できることを⽰した。 

第四章では、RCR と PURE system を共役させ（以下、PURE-RCR と呼ぶ。）、ゲノムの⾃⼰
複製系の構築を検討した結果を述べる。RCR を構成する 26種のタンパク質のうち複製の開
始段階に必須な DnaA を、遺伝⼦(dnaA)としてコードし、また複製の開始起点になる oriC を
持つ環状 DNA を鋳型とした。 PURE system、DnaA を含まない RCR 酵素 mixture及び鋳型
環状 DNA からなる反応液をインキュベーションした。PURE system によって産⽣された
DnaA によって RCR に必要な酵素がそろい、鋳型 DNAが複製することを期待したが、鋳型
DNA の増幅は⾒られなかった。 

増幅が⾒られなかった原因として、まず、T7 RNA polymerase による転写が複製と衝突する
ことによって、転写または複製が阻害されている可能性を考えた。そこで、T7 RNA 

polymerase に代えて、α2ββ’ωσ70 のサブユニット構成を持つ⼤腸菌 RNA polymerase を⽤い
た PURE-RCR の構築を検討した。その結果、鋳型 DNAが⾼濃度(112 pM以上)に存在する
場合には、DnaA の産⽣に依存した環状 DNA の増幅が⾒られた。⼀⽅で、油中⽔滴エマル
ジョンを⽤いて反応液を区画化し、鋳型環状 DNA分⼦を数分⼦毎にそれぞれの反応区画に
封⼊した場合や、鋳型 DNA を低濃度(56 pM以下)にした場合は、鋳型 DNA の複製が⾒られ
なかった。反応区画内の数分⼦の鋳型 DNA ではその増幅が起こらない原因として、僅かな
量の分⼦を鋳型として複製と転写が起こることで、同⼀の鋳型分⼦上で複製と転写が衝突
し、互いが⼲渉しあっている可能性を考えた。 

そこで、この衝突を回避するために、GreAB を導⼊した。GreAB は、⼤腸菌 RNA polymerase

が RNA 合成のエラーなどを原因として停滞した場合に、その停滞を解消し、複製と転写の
衝突の回避に働くことが知られている。PURE-RCR に GreAB を導⼊したところ、56 pM の
鋳型 DNA を⽤いた場合でもその増幅が可能になった。⼀⽅、⼤腸菌 RNA polymerase の rpoB

変異(H1244Q)は greAB ⽋損を相補することが知られている。GreAB を導⼊する代わりに、
H1244Q変異体 RpoB を⽤いた場合にも、鋳型 DNA の増幅が⾒られた。以上のことから、
再構成系においても停滞した⼤腸菌 RNA polymeraseが複製を阻害することが⽰唆された。 

複製阻害の原因として、転写産物 RNA と鋳型 DNA との⼆重鎖である R-loop の形成も知
られている。R-loop を分解する RNaseH は、RCR 酵素 mixture に含まれていたが、RCR に
は必須でないことが知られていた。しかし、PURE-RCR においては RNaseHが鋳型 DNA の
複製に必須であることが⾒出された。このことは、再構成系においても R-loopが形成され、
複製を阻害することを⽰唆している。 

DNA helicase である UvrDや Rep は、DNA に結合したタンパク質を解離させる機能も持つ
ことが知られており、停滞した⼤腸菌 RNA polymerase を DNA から剥がすことで、複製の
衝突を回避することが⽰唆されている。これらのいずれかを PURE-RCR に導⼊したところ、



 

いずれの場合も、プロモーターを１つしか持たない環状 DNA では、顕著な効果が⾒られな
かったものの、３つのプロモーターを持った環状 DNA では、鋳型 DNA の複製が促進した。
これは、プロモーター数を増やして鋳型 DNA 分⼦あたりの転写量を増加させた場合には、
RNA polymerase の停滞の頻度が上昇し、UvrDや Rep によって鋳型 DNA の複製のレスキュ
ーが、更に必要になることを⽰している。 

以上の結果から、複製と転写の衝突回避機構が、セントラルドグマを再構成したゲノムの
⾃⼰複製系には重要であることが⽰された。 

本論⽂では、RCR と PURE system を共役させたゲノムの⾃⼰複製系の構築を⽬指し、その
ために必要な知⾒を得ることができた。ただし、現在では、dnaA遺伝⼦の発現と DNA の
複製が同⼀分⼦上で起きているかが確認できていない。異なる分⼦上で起きている場合は
⾃⼰複製とは⾔いがたく、また、試験管内ゲノム進化においては、発現産物が他のゲノム
分⼦を複製してしまうと、⾃⼰複製に優位な変異を持ったゲノム分⼦が複製されず、進化
が起きない可能性も考えられる。今後の検証としては、エマルジョンなどの区画を⽤い
て、1分⼦ゲノム DNA からの転写・翻訳・複製が起きているかを調べることが考えられ
る。 

 


