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研究成果の概要（和文）：３塩基を単位とする鋳型指示反応を土台として原始地球環境下における複製系を構築
し，RNAが自発的に化学進化する実験系の構築をめざし，A：通常の鋳型指示反応（TD反応）および，B：２～６
鎖長のオリゴヌクレオチドをモノマー単位とする短鎖鋳型指示反応（S-TD反応）を原始RNA生成モデルとして用
い，（１）グルタミン酸混合物から生成するタンパク質状モデル物質の効果，（２）S-TD反応に対する鋳型配列
の影響，（３）亜鉛イオンの効果の検討，（４）この解析のための分析手法の検討を行った．この結果，RNAの
複製が原始地球環境下では極めて起こりにくいといことを真剣に議論しなければならない結果を得た．

研究成果の概要（英文）：We attempted to make an RNA replication model on the basis of three base 
unit template-directed reactions, which would lead a new experimental approach for spontaneous 
chemical reaction system in vitro. Using two types of template-directed reactions, which are the 
regular template-directed reaction (TD reaction) and a template-direcetd reaction including 2 - 6 
members of nucleoside bases (S-TD reaction). The influence for these TD reactions, (1) influence of 
protein-like molecules, (2) the influence of sequences of S-TD reaction, (3) the influence of zinc 
ions, (4) HPLC analytical method for the evaluation of these models have been investigated. 
According to these analyses, we emphasize that we need to make a conclusion which would be conflict 
to the RNA world hypothesis since the replication of RNA could hardly started under the primitive 
Earth conditions.

研究分野： 生命の起源，分析化学，生体分子の化学，熱水反応

キーワード： RNAワールド　鋳型指示反応　オリゴヌクレオチド　化学反応速度論　生命の起源　化学進化　アストロ
バイオロジー　原始地球
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生命は「複製」，「変異」，「選択」の３過程
によって進化する．これを可能にする最も単
純 な システ ム はＲＮ Ａ 型生命 で あ る
（Biochimie, 2012）．進化工学的にＲＮＡを
創成する in vitro selection 法（Ellington & 
Szostak, Nature 1990）は，この３過程を含
む生物進化のアナロジーであり，ダーウィン
進化するＲＮＡ生命モデルと見なすことが
できる．ＲＮＡ創薬への応用も盛んである．
しかし，逆転写ＰＣＲなどの人工的要素が必
要でありＲＮＡワールド仮説の根拠として
大きな課題であった． 
 従って，進化するＲＮＡシステムを原始的
な材料で構築できることを示せばこの問題
は解決し，ＲＮＡワールド仮説は決定的な仮
説となる．逆にＲＮＡが模擬原始地球環境下
で化学進化し，上記の３つの特性を発現でき
なければ，ＲＮＡワールド仮説は否定的な評
価を受ける．一方で，この３つの要素を持つ
人工進化系を構築すれば，ＲＮＡの新しい分
子進化法の土台となる． 
 このためには，ＲＮＡの(１)ランダム生成，
(２) 変異を伴う複製，(３) 自然選択の各過程
を確立しなければならない．我々はこれらの
過程を世界に先駆けて研究し，（ⅰ）粘土鉱
物触媒を用いるランダムＲＮＡの生成に成
功した（論文投稿中）．さらに，（ⅱ）鉱物−
熱水フローリアクターを開発し，熱安定性に
基づくＲＮＡの自然選択法を確立した
（Naturwissenshcaften 2012）．しかし，原
始的ＲＮＡ複製はOrgelや我々のグループが
研究してきたが，まだ誰も成功していない．
この化学的原因を研究した結果，酵素がない
原始環境でも３鎖長以上のオリゴマーをユ
ニットとすれば複製反応が起こり得ること
を知った（BCSJ, 2001; J. Phys. Chem. A., 
2008 など）． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，（１）３鎖長（以上）のオリ
ゴマーをユニットとし，マイクロＲＮＡサイ
ズの鋳型を用いることで，複製反応と同時に
変異する従来にない原始ＲＮＡ複製反応を
確立する．（２）この複製反応を我々がこれ
までに構築したＲＮＡランダム生成および
自然選択法と組み合わせることによって，世
にまだないダーウィン進化する原始ＲＮＡ
モデルを構築する． 
 
３．研究の方法 
 当初の計画では，３塩基をユニットとする
鋳型指示反応を土台として，変異を伴う複製
（増幅）系を構築し，ＲＮＡのランダム生
成・自然選択と連結することで，自発的に進
化する原始ＲＮＡ生命システムをつくる．初
年度は，①３鎖長以上のオリゴヌクレオチド
を１ユニットとする鋳型指示反応を構築す
る．次年度は，②その際の変異率を明らかに
し変異を伴う複製系とし，③鋳型指示反応を

繰り返すことで増幅系を構築して，④ランダ
ムＲＮＡ生成法と熱水下での自然選択法と
統合することで，ダーウィン進化するＲＮＡ
生命モデルとして動作することを実証する． 
 具体的には，①３塩基をユニットとする鋳
型指示反応を構築するために，（１）種々の
塩基を含む 5’位リン酸修飾した３鎖長オリ
ゴヌクレオチドを購入または，ホモポリヌク
レオチドを Nuclease P1 等で部分加水分解し
て調製し，（２）5’位をリン酸修飾オリゴヌ
クレオチドをイミダゾールと水溶性カルボ
ジイミド（EDAC）で活性化して鋳型指示反応
を行う．相補的なオリゴヌクレオチド存在下
で反応させ，種々の配列のユニットで鋳型指
示反応の効率を分析する．また，3’-5’結
合と 2’−5’結合を持つＲＮＡの割合を，酵
素分解によって決定する．１２鎖長〜１８鎖
長程度の３の倍数の鎖長のオリゴヌクレオ
チドを鋳型とする．生成物の分析には所有す
るキャピラリーLC および電気泳動装置を用
いる． 
 鋳型指示反応に基づいて変異を伴う増幅
系を構築し，システム全体を確立するために，
ＰＣＲの原理と同様にして，①Tm に近い温度
での鋳型指示反応を行う，②Tm を挟んだ温度
条件で EDAC 共存下で降温昇温を繰り返す，
方法を試験する．この系によって，生成する
ＲＮＡの変異率を評価する．さらに，複製・
増幅・変異プロセスに，作成済みのランダム
ＲＮＡの生成，および自然選択過程を結合す
ることによって，自発的に進化する原始ＲＮ
Ａ生命システムを完成する．この全体システ
ムを用い，申請者が開発した熱水フローリア
クターで１００℃程度の原始地球に近い高
温下でＲＮＡを自然選択する． 
 
４．研究成果 
（１）熱ペプチド重合物を用いる鋳型指示反
応の検討 
 鋳型指示反応は，ポリシチジル酸を鋳型と
して活性化したグアノシン５‘−モノリン酸
イミダゾリドからオリゴグアニル酸が生成
する系でのみ効率良く進む．ここでは，逆の
系をモデルとして熱重合ペプチドを用いて
鋳型指示反応を試みた．グルタミン酸の熱重
合物を 180℃で調製し，ポリグアニル酸を鋳
型とし活性化した 5’-シチジンモノマーの
重合に対する影響を検討した．この結果，こ
の系ではオリゴヌクレオチドの生成は認め
られなかった． 
 
（２）１８鎖長鋳型オリゴヌクレオチドを用
いる６鎖長モノマーの鋳型指示反応の検討 
 グアニン，アデニン，シトシン，ウラシル
を塩基として持つ，６鎖長のホモオリゴヌク
レオチドをモノマーとして，それに対する相
補的な塩基からなる１８鎖長鋳型を用いて，
オリゴヌクレオチドの重合反応挙動を検討
した．水溶性カルボジイミド（WSC）を用い
イミダゾール共存下でリン酸基を活性化す



る手法を用いた．生成物を前処理せずに HPLC
分析したところ，オリゴヌクレオチドが重合
した形跡は認められなかった．一方で，この
反応では原料あるいは生成物がワトソン-ク
リック型の相補的な塩基対を形成し，HPLC 分
析を阻害した可能性が推定された．そこで，
９０℃で 3min 加熱して分析する手法を試み
たが，鋳型を完全に解離する条件を見いだす
ことができなかった．鋳型の有無によるクロ
マトグラムの比較を詳細に行った．しかし，
これらの結果からは，これらのホモオリゴヌ
クレオチドが反応し，１２鎖長あるいは１８
鎖長へと伸長する証拠は得られなかった． 
 
（３）鋳型非存在下での環化反応の検討 
 ６鎖長程度の活性化したオリゴヌクレオ
チドは環化することを我々の過去の研究に
おいて報告した．そこで，鋳型が存在しない
条件下での反応を行った．オリゴヌクレオチ
ドの鎖長として，２鎖長，３鎖長および６鎖
長のオリゴヌクレオチドについて，WSC 存在
下で，生成物の変化を HPLC で分析した．こ
の結果，これらの系においても環化が進行し
ている証拠は得られなかった．また，これら
に対して，相補的な塩基対を形成する１２鎖
長オリゴヌクレオチドを鋳型として共存さ
せ，反応の有無を調べた．しかし，これらに
ついても反応が進行したことを示す証拠は
得られなかった． 
 
（４）鋳型指示反応に対する Zn2+イオンの影
響 
 鋳型指示反応においては，Zn2+あるいは Pb2+

などが反応を促進することが知られている．
そこで，上述の２〜６鎖長のオリゴヌクレオ
チドをユニットとする鋳型指示反応に対す
る Zn2+の影響を検討した．しかし，これらに
おいてもオリゴヌクレオチドが重合したこ
とを示す根拠は得られなかった． 
 
（５）まとめ 
 以上の結果からは，鋳型指示反応によって
ＲＮＡが効率良く生成する系を見いだす条
件は得られなかった．すなわち，鋳型指示反
応は特定のモノマーとそれに対する相補的
な鋳型オリゴヌクレオチドから構成される
系においてのみ有効であって，ユニバーサル
ではない可能性を示唆するものである．すな
わち，ＲＮＡワールドの形成までの化学進化
過程については，さらなる化学進化実験が行
われなければならない．また，ＲＮＡワール
ドの化学進化過程において，効率良い経路の
発見が必要とされる． 
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