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研究成果の概要（和文）：原始地球上で生成したと考えられる素材だけで複製系を構築するために，①ヌクレオシド-3
’,5’-サイクリックモノリン酸を原料とする複製系の構築，②鉱物あるいはタンパク質状物質の存在下でのヌクレオ
チド-3’,5’-モノリン酸のリン酸基をイミダゾールで活性化した活性化ヌクレオチドを用いる複製系の構築，③シト
シンを主とする10鎖長オリゴヌクレオチドを鋳型とするRNA生成反応を検討した．以上の結果からは，モノマーを原料
とする場合には，RNAが複製することは困難であり，複製系がどのように起こったかを根本的に研究し直さなければな
らないことを知った．

研究成果の概要（英文）：To construct a replication system of RNA molecules using entirely prebiotic materi
als on the primitive earth, the RNA formations were attempted. The results suggest the difficulty of RNA r
eplication using entirely prebiotic molecules on the primitive earth.
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１．研究開始当初の背景 
 試験管内で分子進化工学的にＲＮＡを創
成する in vitro selection 法が１９９０年に確
立された（Elligton & Szostak, Nature 1990）．
この方法は「増幅」，「変異」，「選択」を含む
ので，ダーウィン進化するＲＮＡ化学進化の
モデル（＝生命起源のモデル）として多くの
研究者に受け入れられた．すなわち，最初の
生命体はＲＮＡを中心として構成されてい
たとする「ＲＮＡワールド仮説」を裏付ける
強い根拠となっている．また昨今は，ＲＮＡ
の創薬法としての展開も著しい．しかし，Ｒ
ＮＡのランダムプールや逆転写ＰＣＲ法な
どの，原始地球にはあり得なかった素材や手
法が必要であるため，ＲＮＡワールド仮説の
根拠として大きな課題がある． 
 この問題を解決するためには，原始地球で
化学進化によって生成する素材（＝前生物的
素材）だけを用いて，ＲＮＡの(１)ランダム
生成，(２)自然選択，(３)複製・増幅・変異の
プロセスを構築し，ダーウィン進化すること
を証明しなければならない．我々は各プロセ
スを構築するため，(Ａ)粘土鉱物触媒による
ＲＮＡの生成，(Ｂ)核酸の高温下での自然選
択，(Ｃ)酵素が不要なＲＮＡの鋳型指示生成
について，世界に先駆けて研究してきた．こ
の結果，(Ａ)を用い原始的ランダムＲＮＡを
調製することに成功した．また(Ｂ)では，世
界に例のない鉱物−熱水系を模擬するフロー
リアクターを開発し，熱安定性に基づくＲＮ
Ａの自然選択を調べる方法を構築した．しか
し(Ｃ)については，ポリシチジル酸鋳型上で
オリゴグアニル酸が生成する反応（以下，Ｃ
→Ｇと表す）は可能だが，４種類の塩基に対
する複製法は成功していない． 
 
２．研究の目的 
本研究では，(Ｃ)の手法を改良・発展させる
ことによって，（１）変異を伴う原始的な複
製反応を作り，（２）これを原始ＲＮＡ増幅
系に発展させ，（３）ランダム生成および自
然選択プロセスと結合することで，ＲＮＡの
原始的進化系を構築する．前生物的素材だけ
を用いた増幅・変異・選択を含むＲＮＡ進化
系の構築には誰も成功していない．本研究の
成果は，ＲＮＡワールドの出現過程を明らか
にし生命起源の問題に対して，革新的な知見
をもたらす．分子進化工学においては，分子
生物学的な素材を用いないので，従来と比べ
て数桁低コストの技術へと発展できるもの
と期待される． 
 
３．研究の方法 
 変異を伴う原始的な複製反応を構築する
ために，鋳型指示反応の高効率化をめざして
２年間で研究を行った． 

 鋳型指示反応はＣ→Ｇの場合にだけ効率
よく進み，Ｕ→Ａでわずかに進み，Ｇ→Ｃ，
Ａ→Ｕでほとんど進まない（Inoue & Orgel, 
Science 1983, Sawai & Wada OLEB, 2000）．理
由は，リン酸ジエステル結合の生成に先立っ
て，鋳型ポリヌクレオチド上で活性化ヌクレ
オチド（ImpN）が配列する際の，ImpN 同士
のスタッキングが弱いためである(Kawamura 
& Umehara BCSJ, 2001)．生体内でヌクレオシ
ド５’-三リン酸からＲＮＡが生成する場合に
は，酵素がそれを補っていると考えられる．
すなわち，塩基種類にかかわらずモノマー同
士が会合する反応場を整えればよい．本研究
では，高効率の鋳型指示反応を実現するため，
以下を検討する． 
 
（１）Mauro らはヌクレオシド-3’,5’-サイク
リックモノリン酸を原料とすると，30〜120
鎖長程度の原始的ＲＮＡ生成反応としては
かなり長鎖のＲＮＡが生成する現象を報告
した．我々は，この反応の信憑性を確かめる
ことと，この反応が実在するのであれば，鋳
型指示反応を通して複製系を構築する素材
となり得ると考えた．そこで，この反応系を
土台とする鋳型指示反応を構築する．このた
め，本反応の追試を第 1 に行い，これを用い
て種々の鋳型指示反応を試みる． 
 
（２）ヌクレオチド-3’,5’-モノリン酸のリン
酸基をイミダゾールで活性化した活性化ヌ
クレオチドモノマーを用いる鋳型指示反応
を促進し，塩基の種類によらずに進行する原
始的条件を見いだす．現状では，鋳型として
ポリシチジル酸あるいはそのオリゴマーを
用いる場合には相補的塩基対を形成するグ
アノシンの活性化ヌクレオチドは鋳型上で
重合する．しかし，その他のワトソンクリッ
ク型の組合せでは鋳型指示反応はほとんど
進行しない．これを促進するためには，鋳型
ヌクレオチド上に活性化ヌクレオチドモノ
マーが整然と配列しなければならない．この
ため，モノマー間あるいはモノマーと伸長し
つつあるオリゴマーとの間のスタッキング
相互作用を増大する条件が必要であると推
定した．そこでこれを促進した可能性が推定
される種々の原始的な素材として，鉱物類，
原始的環境下で生成するタンパク質状物質
について検討する．また，0℃以下に温度を
下げることによってスタッキング相互作用
を増進する方法も検討する． 
 
（３）10 鎖長のオリゴヌクレオチドを鋳型と
する活性化ヌクレオチドを原料とする鋳型
指示反応の高効率化を検討した．この際に，
鋳型としてシチジンを主として他の塩基を
一部含む鋳型を用いることで，スタッキング



効果を保つことにより，グアニン以外の塩基
を持つヌクレオチドが鋳型指示反応により
挿入されるかどうかを検討する． 
 
（４）以上を土台として複製系を構築し，ラ
ンダム反応および加熱選択系と組み合わせ
ることによって，人工進化するシステムを構
築する． 
 
４．研究成果 
（１）3’,5’-サイクリックモノリン酸を原料と
するＲＮＡオリゴマー生成反応 
Mauro らの報告した反応条件下で，上記の原
料を用いてＲＮＡが生成するかどうかを追
試した．論文で報告されているよりも広い範
囲の pH（6〜8），温度（65〜95℃），反応時
間（15〜180min）で反応を試みた．試薬とし
て，主に 3’,5’-サイクリックグアノシンモノ
リン酸および 3’,5’-サイクリックアデノシン
モノリン酸を用いた．また，緩衝溶液の種類
を Tris，MES，HEPES，TAPS を用いるとと
もに，ホルムアミド（5〜75%）添加して効果
を調べた．さらに鉱物を添加する系での反応
を調べた．生成物は高速液体クロマトグラフ
ィー（HPLC）で分析した．この結果，これ
らの条件下では有意の生成量のＲＮＡは検
出されなかった．このように論文中で報告さ
れている条件よりも広い範囲で追試実験を
行ったにもかかわらず，ＲＮＡが検出されな
かったことは，この論文の報告には不明の条
件が存在するか，この反応は間違いであると
い可能性を示唆している． 
 一方，活性化ヌクレオチドとして，グアノ
シン 5’- リン酸 -2- メチルイミダゾリド
（2MeImpG）に加えて，グアノシン 5’-ジリ
ン酸（5’-GDP）およびグアノシン 5’-トリリ
ン酸（5’-GTP）をモノマーとして用い，オリ
ゴグアニル酸が生成するかどうか 9 種類の
種々の産地の粘土鉱物の効果を調べた．これ
らのモノマーは熱力学的にはオリゴヌクレ
オチドを生成するのに十分な自由エネルギ
ーを持つが，酵素なしにはオリゴヌクレオチ
ドは生成しない．一方，2MeImpG を用いる場
合には鋳型と作用するポリヌクレオチドが
共存すればオリゴヌクレオチドは生成する
が，今回は鋳型がない条件で調べた． 
 この結果， いずれの場合においても，鉱
物の効果は認められずオリゴヌクレオチド
は生成しなかった． 
 
（２）活性化ヌクレオチドを用いる鋳型指示
反応の促進条件の探索 
① 鉱物の効果：2MeImpG を原料としポリシ
チジル酸（polyC）を鋳型とすると，約 20〜
40 鎖長のオリゴヌクレオチドが生成する．こ
の反応に対して，21 種類の鉱物の影響を調べ
た．鉱物として粘土類，トルマリン，雲母，

ゼオライト，硫化鉱物，炭酸塩鉱物，アパタ
イト，石英などの効果を調べた．また，反応
後に EDTA を含む溶液で洗浄し，鉱物に対す
るオリゴヌクレオチドの吸着量を測定した．
しかしこれらの鉱物が共存しても，オリゴヌ
クレオチドに対する促進効果は認められな
かった． 
 
② 鋳型指示反応に対するポリリジンの効
果：ポリリジンが鋳型指示反応に対して弱い
促進効果を持つことを，これまでに行った予
備研究が示した．そこで，この反応系を最後
行い促進効果を持つかどうかを検証した．原
料として 2MeImpG またはグアノシン 5’-リン
酸イミダゾリド（ImpG）を，鋳型として polyC
を用い，オリゴグアニル酸（oligoG）の生成
が促進するかどうか調べた．この結果，ポリ
リジンによって鋳型指示反応が促進される
という明確な証拠は得られなかった． 
 
③ 低温下での鋳型指示反応に対する促進
効果について：低温では鋳型指示反応が促進
されることが知られている．そこで，
2MeImpG を原料とし，鋳型として polyC ある
いは 10 鎖長のオリゴヌクレオチドを用いて
ＲＮＡの生成量を分析した．その際に，グリ
セリン，リボース，エタノール，高濃度の塩
化マグネシウムあるいは塩化カルシウムを
共存させ，0℃以下での反応を可能にした．
これらの添加によって，おおむね凍結せず溶
液状態で反応を行った．低温下では polyC 鋳
型存在下で 2MeImpG からの oligoG の生成は
促進された．しかし，同様にして 10 鎖長の
オリゴアデニル酸鋳型（oligoT10）存在下で
2MeImpA を反応させたが，oligoA の生成は認
められなかった．低温下でグアニンの場合に
スタッキングが促進される程度の条件でも
アデニンでは効果的でないためと推定され
る． 
 
④ インターカレータの効果：インターカレ
ータを用いると polyC 鋳型を用いる反応では
反応効率が上昇した可能性がこれまでの研
究で示唆された．そこで今回は，10 鎖長から
成る相補的なオリゴヌクレオチドを鋳型と
して用い，2MeImpG，2MeImpA，2MeImpU，
および 2MeImpCを原料として反応を行った．
温度は上述の結果を踏まえて 0℃とした．こ
の結果，2MeImpG からはオリゴグアニル酸が
生成したが，他の系では反応は進行しなかっ
た． 
 
（３）シチジン以外の塩基を含む 10 鎖長オ
リゴヌクレオチド上での鋳型指示反応：シチ
ジンを主に含む 10 鎖長のオリゴヌクレオチ
ドを鋳型として2MeImpGおよび鋳型に対し
て相補的な塩基対を生成する活性化ヌクレ



オチドを共存させ，それらの G 以外の塩基を
含むオリゴヌクレオチドが生成するかどう
か検討した．上述の温度条件を踏まえて，反
応は 0℃で行った．これらの結果，基本的に
鋳型指示反応は，G 以外のヌクレオチドが挿
入されないために，そこで反応が停止するこ
とが確認された． 
 
（４）まとめ 
 鋳型指示反応は，polyC あるいは oligoC を
鋳型としオリゴグアニル酸が生成する場合
には効率良く進むが，その他の組合せでは反
応効率が低い．このため，化学進化の過程で
複製反応がどのように起こったかという問
題は未だに解決されておらず，RNA ワールド
仮説の土台も極めて弱い．このために本課題
では，原始的な素材をターゲットとして，鋳
型指示反応を促進する素材の探索を広い範
囲で行った．しかし現時点では，鋳型指示反
応が効率良く進む条件や添加物は明らかに
ならなかった．このことは，1 塩基を単位と
するモノマーヌクレオチドの鋳型指示反応
は困難であることを示唆している．同時に，
複数の塩基からなる短鎖長のヌクレオチド
を単位とする鋳型指示反応を構築すること
が新たな経路の可能性として期待される．  
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