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論文内容の要旨

本論文は、\人工生命モデ、ル構築の基礎的方法と、構築したモデ、ルの評価方法についてまとめた論文であり、緒論、

本章 3 章、総括からなる。

緒論では、本研究の背景と目的、およびその意義について記述した。

第 1 章では、人工生命モデ、ル構築の基礎として、リポソームの中で蛋白質の合成反応を行ない、合成された蛋白質

が、本来備えた機能を持つのかということについて検討した。具体的には、 GFP (緑色蛍光蛋白質)をモデル蛋白質

として、リポソーム内で大腸菌 830 無細胞蛋白質転写翻訳溶液を用いた、 GFP 遺伝子の転写翻訳反応を試みた。セ

ルソーターによる測定結果、および共焦点レーザー顕微鏡の観察結果から、リポソーム内部での GFP の緑色蛍光が

観察された。これにより、生命が持つ特徴で、ある遺伝子の転写翻訳反応が、細胞モデルとしてのリポソームの中にお

いて可能である事が分かつた。

第 2 章では、第 1 章で示された生化学反応よりも複雑な生化学反応として、リポソーム中でネットワーク構造を持

つ生化学反応を行うことについて試みた。具体的には、 830 無細胞蛋白質翻訳溶液中において、 8P6 プロモーター下

流の T7RNA ポリメラーゼ遺伝子と、 T7 プロモーター下流の GFP 遺伝子の転写翻訳反応が、 8P6RNA ポリメラーゼ

の添加によって、カスケード的に進行する系を構築した。この反応における GFP の蛍光強度の経時変化について、

リアルタイム蛍光強度計を用いて、その経時変化を観察した。その結果、カスケード特有の性質として、 GFP 翻訳反

応の時間遅れが観察された。また、リポソーム内で、の反応について、セルソーターを用いて測定した結果、リポソー

ム内での GFP の緑色蛍光が観察された。

第 3 章では、構築した人工生命モデ、ルを評価する方法として、セルソーターを用いた、個々のリポソームの内部体

積と膜量をハイスループットに測定する方法の構築について試みた。リポソームの内部体積指標として GFP を、ま

た膜量の指標として赤色蛍光リン脂質 (BODIPY-RED-PC) を用いた。 FAC8 測定における、各蛍光色素の分子数と

蛍光強度の検量線を作成し、リポソームの内部体積と膜量を定量化した。求めた内部体積と膜量の総和によるリポソ

ームの体積と、顕微鏡観察による実像から考慮した体積との整合性に関して比較検討を行なったところ、その相関性

は高かった。これにより、リポソームの内部体積および膜量を調べる方法として信頼性のある測定方法である事が示
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唆された。

最後に、以上で得られた知見を総括し、より複雑な人工生命モデ、ル構築への可能'性について記述した。

論文審査の結果の要旨

生命の進化やその起源に関する理解にあたっては、従来の分子生物学的手法に加えて、生命の特徴を備えた人工生

命モデルを構成的手法によって構築する研究が必要である。本論文では、生化学材料を用いた人工生命モデ、ルを構築

するにあたり、細胞膜モデ、ルとしてのリポソームを用いた基礎的研究を試みている。具体的には、リポソーム内での

蛋白質合成反応、リポソーム内での遺伝子ネットワーク反応の構築、およびリポソームとリポソーム内での化学反応

の評価系の構築を試みている。

これらの成果を要約すると以下のとおりである。

(1) リポソーム内での蛋白質合成反応のモデルとして、 GFP (緑色蛍光蛋白質)遺伝子による 830 無細胞転写翻訳

溶液を用いた、 GFP の転写翻訳反応が可能であることを示している。

(2) 遺伝子ネットワーク反応のモデルとして、 8P6 プロモーターと T7RNA ポリメラーゼ遺伝子および、 T7 プロ

モーターと GFP 遺伝子を用いた 2段階カスケード反応を構築し、そのカスケード反応が 830 無細胞転写翻訳溶液を

用いて、リポソーム内で可能であることを示している。

(3) 大きさや形が不均一である個々のリポソームの内部体積と膜量を、それぞれ蛍光標識し、セルソーターでの測

定によって定量化する方法を開発している。そして、リポソーム溶液中における個々のリポソームの内部体積と膜量

が、溶液中でどの様に分布しているかを示している。またこの方法により、個々のリポソームにおける体積あたりの

反応効率を評価できることを示している。

以上のように、本論は人工生命モデル構築に関する基盤として有益な知見を明らかにしており、これまでのリポソ

ームを用いた人工生命モデルに関する研究や、リポソームを医薬・工学に応用してゆく応用生物工学の発展に寄与す

るところが大きい。

よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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