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〈要 約〉

　自己複製の可能な高分子と定義されるレプリケーターの出現は，生命の起源においてきわめて重要な過程であったとされる．しかし，より速く複製する寄生体分子による乗っ取りが起こるため，生命の誕生のためにはレプリケーターは自己再生産するプロト細胞のなかに区画化される必要があったと考えられている．しかし，プロト細胞の再生産が適切に制御されるためには，高度に進化したレプリケーターが必要であるという矛盾が生じる．今回，筆者らは，レプリケーターRNAの一時的な区画化と再混合がくり返されるより原始的な状況において，寄生体RNAによる乗っ取りが抑制されレプリケーターRNAが進化しうることを実験により示した．この時限的な区画化により複数のレプリケーターRNAの複製の速度が同調し，また，そのことにより寄生体RNAの多様性が増大することが，つぎの進化をひき起こす源泉になった可能性がある．すなわち，プロト細胞の存在を仮定しなくても，さまざまな自然現象によりもたらされる時限的な区画化によりレプリケーターの初期の進化が起こり，生命は誕生しえたかのもしれない．

はじめに

　自己複製の可能な高分子と定義されるレプリケーターの出現は，生命の起源においてもっとも重要な過程のひとつであると考えられる．しかし，レプリケーターの複製の速度はその複雑度に応じて変わる．つまり，単純な分子の増殖は速く，複雑な分子の増殖は遅い．すなわち，機能をもつ複雑な分子は，寄生体分子など機能をもたない単純な分子との競争において不利となり駆逐されてしまう．たとえば，QβファージのRNAゲノムを試験管内において連続して複製させると，複製速度の速い分子種が淘汰のうえで有利になるためそのゲノムの83％は消失する1)．このような状況においては，レプリケーターの機能の進化は起こらないため生命は誕生できないだろう．この問題は，分裂および増殖により自己再生産するプロト細胞が出現し，そのなかにレプリケーターが封入されて区画化されることにより解決されたと考えられてきた．区画化により寄生体分子の伝播が制限され，かつ，それぞれのプロト細胞の増殖が選択の対象になり群レベルでの淘汰が実現することにより，レプリケーターの消失はさけられる．

　しかし，プロト細胞の増殖が適切に起こるためには，その内部に高機能なレプリケーターが必要であると考えられる．レプリケーターが進化するためにはプロト細胞が必要であるため，いわゆるニワトリと卵のパラドックスが生じる．また，進化の初期にレプリケーターが封入されたであろう区画の構造が，非常に安定かつ制御された分裂の機構をもっていたとは考えにくい．おそらく，自己再生産するプロト細胞が出現するよりまえに，もっと原始的かつ不安定な前生物的な構造，たとえば，大気中のエアロゾル2)，氷の共晶相の微細な構造3)，岩石の表面のクラスター4) などが一時的にレプリケーターを区画化していたのではないかと考えられている．それらはきわめて不安定なため，内部のレプリケーターは頻繁に混合される状態にあっただろう（図1）．筆者らは，この研究において，このような時限的な区画化の状態において，レプリケーターが寄生体分子による駆逐をまぬがれて生存しうるかどうかを検証した．

1．液滴マイクロ流体系を用いたRNAの時限的な区画化
　時限的な区画化の状態を実験的に精密に検証するため液滴マイクロ流体系5) を利用した．液滴マイクロ流体系は微小液滴をきわめて高い精度で操作する技術体系であり，これを用いることにより定量的かつ高い再現性での実験ができる．

　レプリケーターはファージのもつRNA合成酵素Qβレプリカーゼにより複製されるMidivariant RNA 6) を用いて構築した（図2）．このRNAに触媒活性をもつRNAであるトランス型Varkud satelliteリボザイム7) を挿入することにより，触媒活性をもちかつQβレプリカーゼの存在のもと自己複製するRNAを作製した．Varkud satelliteリボザイムはヘアピン型の基質RNAを切断する機能をもつ．この触媒活性を蛍光により評価するため，基質RNAの両方の末端を蛍光色素Alexa 594およびBHQ-2により修飾した．

　このレプリケーターRNAを液滴マイクロ流体系により約100万個の約12 plの液滴に封入した．液滴にはレプリケーターRNAのほか，Qβレプリカーゼ，NTP，基質RNA，核酸染色色素SYBR-PEGなどを封入した．封入されたレプリケーターRNAは液滴の内部で複製され，かつ，複製されたRNAはその触媒活性により基質RNAを切断する．個々の液滴におけるレプリケーターRNAの複製およびその触媒活性は，SYBR-PEGによる緑色の蛍光およびAlexa 594による橙色の蛍光を測定することにより定量した．

　なお，液滴マイクロ流体系はきわめて均一な大きさの液滴を作製できるため，おのおのの液滴に封入するレプリケーターRNAの分子数を精密に制御することができる．また，液滴の蛍光解析の際に一定以上の橙色蛍光をもつ液滴をソートすることにより，個々の液滴において発現する触媒活性に対し選択をかけることができる．そして，得られた液滴を破壊し内部のRNAを集めて混合し，ふたたび液滴に区画化する．以上の過程をくり返すことにより，レプリケーターRNAが区画化とそれにともなう選択，そして，再混合をくり返すとする，時限的な区画化の状況を実験的に再現することができた（図2）．

2．時限的な区画化によりレプリケーターRNAは寄生体RNAによる絶滅をまぬがれる
　構築したレプリケーターRNAを，区画化しない均一な溶液の状態（バルク条件），区画化するが液滴に選択はかからない状態（区画化・淘汰なしの条件），区画化かつ触媒活性をもつ液滴が有利に選択される状態（区画化・淘汰ありの条件），の3つの条件で複製させそれらの過程を解析した．反応溶液を37℃で3時間保温しレプリケーターRNAの複製および触媒活性の発現をさせた．ついで，バルク条件および区画化・淘汰なしの条件においては単純にRNAをプールした．区画化・淘汰ありの条件においては内部に十分な触媒活性をもつ液滴を分取してRNAをプールした．プールされたRNAを希釈し，一部を新たな反応溶液と混合したのち，ふたたび区画化してつぎのラウンドを開始した．この過程を，バルク条件においては4ラウンド，区画化・淘汰なしの条件および区画化・淘汰ありの条件においては9ラウンドくり返した．

　バルク条件においては4ラウンドでレプリケーターRNAは消失した．これは，レプリケーターRNAよりも短く複製速度の速い寄生体RNAが出現し，これがレプリケーターRNAを駆逐してしまった結果であった．また，区画化・淘汰なしの条件においても，寄生体RNAの出現により7ラウンドでレプリケーターRNAは消失した．区画化により寄生体RNAの溶液における拡散が抑えられたため，バルク条件に比べレプリケーターRNAの消失は遅くなったものの，区画化だけではレプリケーターRNAは維持されなかった．しかし，区画化・淘汰ありの条件においては，9ラウンドの操作ののちにも寄生体RNAは出現したもののレプリケーターRNAは維持された．また，その際の全RNAにしめるレプリケーターRNAの割合は液滴に封入したRNAの量に応じて変化した．液滴あたりのRNA分子数が6.9個のときは残存するレプリケーターRNAの割合は28％であったのに対し，RNA分子数が0.6個のときはレプリケーターRNAの割合は83％になった．このことから，液滴においてRNA分子数が増加するとそこに寄生体RNAが侵入する確率が高くなり，レプリケーターRNAと寄生体RNAとの共存状態が生じることが示唆された．

　区画化・淘汰ありの条件において9ラウンド以上の操作をつづけた場合に，レプリケーターRNAはいずれ消失するのか，それとも，定常状態となり維持されるのか調べた．バルク条件の実験において得られた寄生体RNAとレプリケーターRNAを4対1の割合で混合して寄生体RNAが過剰の状況をつくりだし，区画化・淘汰ありの条件において液滴あたりのRNA分子数を0.6個として実験した．その結果，3ラウンドの操作によりレプリケーターRNAの割合は92％まで上昇した．すなわち，区画化・淘汰ありの条件においてはレプリケーターRNAと寄生体RNAとが共存しつづける平衡点が存在し，そこより高いところもしくは低いところからはじめてもその平衡点に近づいていき，レプリケーターRNAは消失せずに維持されることが示された．

　以上の結果から，触媒活性をもつレプリケーターが区画化され，それがその区画にて淘汰において有利な形質をもたらす場合には，時限的な区画化の状態，つまり，区画が不安定でレプリケーターが頻繁に混合されるような状況においてもレプリケーターは寄生体分子による駆逐をまぬがれ維持されうることが示された．ただし，レプリケーターRNAをもつ区画が有利になる淘汰がはたらいているにもかかわらず，寄生体RNAは完全には排除されず，また，その割合は区画におけるRNAの量に応じて変化することも確認された．

3．時限的な区画化によりRNAの多様化が起こる
　レプリケーターRNAと寄生体RNAの共存状態を正確に理解するため，今回の実験を数理モデル化してシミュレーションした．複製速度の異なる10種類の寄生体RNAを仮定し，バルク条件，区画化・淘汰なしの条件，区画化・淘汰ありの条件においてレプリケーターRNAと競合させ，どの分子種が優勢となるか試行した．シミュレーションは区画におけるRNA分子数が少ない場合（0.6個）と多い場合（7個）の2通りとした．

　バルク条件および区画化・淘汰なしの条件においては，レプリケーターRNAの1.6倍というもっとも速い複製速度をもつ寄生体RNAが優勢になりレプリケーターRNAを駆逐し，この結果は実験ときわめてよく一致した．区画化・淘汰ありの条件ではレプリケーターRNAは寄生体RNAとの平衡状態となり，区画におけるRNA分子数が少ない場合にはレプリケーターRNAが大きく優勢となったのに対し，RNA分子数が多い場合には寄生体RNAが優勢となり，これも実験とよく一致した．RNA分子数が多い場合にもっとも優勢になるのは複製速度のもっとも速い寄生体RNAではなく，レプリケーターRNAの1.18倍と少し速い程度の寄生体RNAであった．

　区画化・淘汰ありの条件においては複製速度の速い“ハードな”寄生体RNAは同じ区画のレプリケーターRNAを大きく減少させるため，その区画は“生存”に必要なレプリケーターRNAの活性を失ってしまう．すなわち，区画が選択の単位となることにより，たんなる複製速度の速さはもはや淘汰に有利な性質とはならない．複製速度の遅い“ソフトな”寄生体RNAは同じ区画のレプリケーターRNAをそれほど減少させないため，レプリケーターRNAと共存するかたちで生き残ることができると考えられた．

　この予測をもとに，今回の実験で得られた寄生体RNAについて調べたところ，区画のレプリケーターRNAの活性を完全には消失させない寄生体RNAが区画化・淘汰ありの条件において有意に多くみられた．また，区画のレプリケーターRNAの活性を完全には消失させない寄生体RNAが進化してくる，すなわち，寄生体分子の複製速度の速さに対し淘汰がかかりにくいということは，寄生体分子の大きさや配列に多様性が許容され一方向には収束しにくいと考えられた．そこで，実験において得られたRNAプールを次世代シークエンサーを用いて網羅的に解析したところ，区画化・淘汰ありの条件において得られたRNAプールにてその多様性が大きく増大していた．これらの結果より，時限的な区画化により異なるRNAが共存する状態が生じ，そこに淘汰がかかることによりRNAの多様化が自発的に起こることが示された．

おわりに

　生命は単純なものから複雑なものへと進化してきたとされる．しかし，生命の起源のきわめて初期の段階において，複雑な機能をもつ分子がどのように単純で利己的な分子に駆逐されずに進化しえたのかについてはながらく議論の対象であった．この研究により，自己再生産するプロト細胞が出現するまえの，レプリケーターが区画化と再混合とをくり返すようなより原始的な状態においても生命の進化ははじまりうることが実験的に示された．また，そのような時限的な区画化の状態により，異なるレプリケーターの複製速度の同調が起こり，またその結果，ほかのレプリケーターの機能を損なわない“ソフトな”寄生体RNAが進化してくることも明らかにされた．“ソフトな”寄生体RNAの進化は，今日にみられる，宿主を殺さないように適応したウイルスの生存戦略に似ている．また，“ソフトな”寄生体RNAによりもたらされる遺伝的な多様性は，そこから新たな機能の生じるつぎの進化の原動力になったかもしれない8)．それは，遺伝子重複による進化9)，すなわち，重複した遺伝子の片方が選択圧より解放され，そこに蓄積された変異が進化をもたらす機構との類似性を想起させる．すなわち，原始的かつ前生物的な区画の構造によるレプリケーターの一時的な区画化がレプリケーターの機能の喪失を抑制し，かつ，さらなる進化の基盤を生み出して，いずれは自己再生産するプロト細胞へと移行したのではないかと考えている．
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〈図説明〉

図1　時限的な区画化のモデル

レプリケーター（緑色の丸）および寄生体分子（赤色の丸）が一時的に区画化され，それぞれの区画を単位とする淘汰をうけたのち，再混合される．
図2　液滴マイクロ流体系を用いた時限的な区画化の実験系および液滴における反応
