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研究成果の概要（和文）：リボザイム（ＲＮＡ酵素）の発見により，原始生命はリボ核酸（ＲＮ

Ａ）を中心として構成されていたとする「ＲＮＡワールド仮説」が提案された．さらにＲＮＡ

の試験管内分子進化法が登場し，様々なリボザイムを創成できることが示された．しかし従来

法では，鋳型ＤＮＡやポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）などの生物由来の素材と手法が必要で

ある．従って，このようなＲＮＡがダーウィン進化的に出現する仕組みがあったかどうかは，

原始的な素材を用いて検証しなければならない．本研究では，原始地球上に存在したと考えら

れる非生物的な素材を用いてＲＮＡの進化的な発展過程を明らかにすることを目的として，以

下について検討した．すなわち，ＲＮＡ分子の集合体からＲＮＡワールドにダーウィン進化的

に発展したならば，①ＲＮＡが自発的に生成する過程，②ＲＮＡが複製する過程，③ＲＮＡが

増幅する過程，④ＲＮＡが自然選択する過程，が必要である．本研究では，それぞれの過程が

効率よく進む条件を探索し，それらを結合して最終的にＲＮＡがダーゥイン進化的に創成され

るシステムを構築することを目標とした．その結果，①について，粘土鉱物を触媒としてＲＮ

Ａが非生物的に生成する過程では，ランダムな配列で４種のヌクレオチドを含むＲＮＡが生成

することを確かめた．④については，高温下での熱による淘汰圧によって熱に強いＲＮＡが生

き残った可能性があることが分かった．②および③についてはＤＮＡ鋳型も酵素も存在しない

前生物的な複製を可能とするために，種々の検討を試みた．残念ながら現時点ではＲＮＡが複

製する条件は見いだせなかったが，その可能性を見いだすことができた． 
 
 
研究成果の概要（英文）：Discovery of ribozyme suggested the RNA world hypothesis, where 
RNA molecules played a central role in the primitive life. In addition, in vitro selection 
technique for RNA aptamers and ribozymes supported the possibility that a number of 
functional RNA molecules can be created under the primitive earth conditions. However, 
the in vitro selection technique requires artificial molecular biological tools and equipment. 
Thus, the possibility that RNA molecules could have been created through an evolutionary 
system like the in vitro selection technique must be elucidated using entirely primitive 
materials whether such evolutionary system could have be under the primitive earth 
condition. Our final goal of the present study is to make an evolutionary system, which is 
entirely constructed from only primitive materials and determine the pathway of chemical 
evolution of an RNA-based life-like system from a number of RNA molecules. The evolution 
of an RNA-based life-like system from RNA molecules consists of the following 4 steps; (1) 
spontaneous formation of RNA under the primitive earth, (2) replication of the RNA 
molecules, (3) amplification of the RNA molecules, (4) natural selection of the RNA 
molecules. In the present study, we attempted to find efficient pathways and conditions for 
each step to combine each step as a Darwinian evolutionary process. We confirmed that 
random sequences of RNA molecules consisting of 4 bases can be formed by clay mineral 
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catalytic reaction regarding (1). It was found regarding (4) step that natural selection of 
RNA molecules could have occurred at high temperatures from random mixed sequences of 
RNA. We also attempted to find efficient pathways and conditions for step (3) and (4) in the 
absence of template DNA and enzymes. Although we have not yet found an efficient 
pathway for replication of RNA under the primitive earth conditions at the present time, 
we observed an enhancement of oligonucleotide formation directed by oligonucleotide 
template with an additive. 
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１．研究開始当初の背景 
 リボザイムが発見され，最初の生命体はＲ
ＮＡを中心として構成されていたとする「Ｒ
ＮＡワールド仮説」が提唱された．一方，試
験管内で分子進化工学的にＲＮＡを創成す
る方法が１９９０年に誕生した．これは，生
物進化と同様に「選択」，「増幅」，「変異」を
含むので，生命起源の研究法およびＲＮＡ化
学進化のアナロジーとして多くの研究者に
受け入れられた．またアプタマーやリボザイ
ムの創薬手法として急速に発展している．し
かし，(ⅰ)ＤＮＡ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人工的な
素材や手法が必要である，（ⅱ）原始地球で
どのような機能が出現したのかという問題
の解決には迫れない，などの本質的な問題が
ある．このため新しい手法の登場が待たれて
いた． 
 一方我々は，(a)粘土鉱物触媒によるＲＮＡ
の生成，（b）酵素が不要なＲＮＡの鋳型指示
生成，さらに，(c)生命の熱水起源について世
界に先駆けて研究してきた．(a)の反応では１
０〜５０鎖長のＲＮＡが生成する．(b)では，
鋳型ＲＮＡを用いるとワトソン−クリック型
相補的塩基対をつくるＲＮＡが選択的に生
成する．さらに(c)として，世界最高性能の熱
水フローリアクターを開発し，ＲＮＡの熱安
定性は超高温でも塩基配列に依存すること
を発見した．これらの我々のグループなどの
研究に基づくと，耐熱性ＲＮＡは原始ＲＮＡ
の有力候補である． 
 

２．研究の目的 
 これらの原始地球環境におけるＲＮＡの
生成・分解反応は，まさに試験管内分子進化
系を構成する素材である．本研究では，化学
進化的に生成し得るこれらの原始的な素材
と反応を統合し，ＲＮＡの試験管内分子進化
系を創ることを目標とする．このために A お
よび B の 2 項目について検討した． 
（Ａ）分子進化法の各ステップの確立：(１)
ランダム生成，(２)自然選択，(３) 複製・増
幅・変異からなるシステムを構築するために，
各ステップを最適化する．(１) Ｇ（グアニン），
Ａ（アデニン），Ｃ（シトシン），Ｕ（ウラシ
ル）を含むランダムＲＮＡを粘土触媒で生成
させ条件を最適化する．(２) 我々の開発した
熱水フローリアクターを用いて耐熱ＲＮＡ
を自然選択する．(３) 酵素不要なＲＮＡの鋳
型指示反応を用いてＲＮＡを複製・増幅・変
異する過程を確立する． 
（Ｂ）各ステップの統合：各ステップを結合
して一つのサイクルを構成し，粘土触媒で生
成するランダムＲＮＡから原始ＲＮＡを試
験管内分子進化できることを実証する． 
 
３．研究の方法 
 上記の各プロセスの最適化と統合につい
て３年間で研究を行った．最初に，(１)４種
類の塩基を含むランダムＲＮＡの生成反応
の最適化を行う．また，(２)ランダムＲＮＡ
鎖を模擬原始熱水環境にさらし，ＲＮＡの模
擬自然選択の条件検討を行う．その成果に基
づいて，ＲＮＡの鋳型指示反応を利用して 



(３) 複製・増幅・変異過程を確立する．さ
らにランダムＲＮＡの生成〜複製・増幅・変
異を繰り返し，ＲＮＡの試験管内進化系とし
て動作することを実証する．  
 
Ａ．粘土触媒を用いるランダムＲＮＡの生
成：ヌクレオチドの 5’-位リン酸をイミダゾ
ールで活性化した活性化ヌクレオチドを用
いて，Ｇ，Ａ，Ｃ，Ｕの４種のヌクレオチド
モノマーを含む系で，ランダムＲＮＡの生成
挙動を調べる．４種類のヌクレオチドの混合
系から生成するＲＮＡについて，①鎖長，②
４種類ヌクレオチド残基の割合，③3’,5’-
と 2’,5’-ＲＮＡの割合を分析する．②では
生成物を各ヌクレオチドにアルカリ加水分
解し分析する．  
 
Ｂ．ＲＮＡの熱加水分解による自然選択：

我々が開発した装置を用いると，最高４０
０℃，３５０気圧の熱水中で０.００２〜１
８０秒間でＲＮＡの熱分解を正確に追跡で
きる．本研究では，本装置で耐熱ＲＮＡを自
然選択し，耐熱ＲＮＡの鎖長，４種のヌクレ
オチド残基の割合，3’-5’および 2’-5’結
合の割合を調べる．また，例えば１０鎖長Ｒ
ＮＡのシーケンス解析を試みる．  
 
Ｃ．複製・増幅・変異過程の構成：  
（ⅰ）４種の塩基を含むＲＮＡの鋳型指示反
応（ステップＣ１）：予備研究をもとに，第
１モデルとしてＣとＧを多く含む１０〜２
０鎖長の 3’,5’-結合のモデルＲＮＡを用
い鋳型指示反応を行い解析する． 
（ⅱ）１本鎖ＲＮＡの生成と次世代鋳型指示
反応による複製（ステップＣ２）：ステップ
Ｃ１で生成した２重らせんＲＮＡを熱変性-
急冷して１重らせんとし，それぞれを鋳型と
して再び鋳型指示反応を行うと複製となる．
この過程の，鎖長，ヌクレオチド残基の割合，
複製効率を分析し，また，3’,5’-結合ＲＮ
Ａのシーケンス解析を行う． 
（ⅲ）粘土触媒によって生成するＲＮＡの鋳
型指示反応：第２モデルとして，粘土触媒で
生成するＲＮＡをこの増幅系の最初の鋳型
として用いる．ステップＣ１，Ｃ２の解析に
は分解能が高く少量で分析可能なミクロＨ
ＰＬＣを用いる． 
 
Ｄ．各プロセスからの原始生命モデルの構築 
ステップＡ，Ｂ，Ｃ１，Ｃ２を結合する．ス
テップＡで生成するランダムＲＮＡに，ステ
ップＢの自然選択で生き残るＲＮＡを取り
だし，ステップＣ１，Ｃ２で増幅する． 
 
４．研究成果 
（１）ランダムＲＮＡの生成 
 

①ＲＮＡの進化系を構築するステップＡと
して，粘土鉱物を触媒とする非生物的なＲＮ
Ａ生成反応を検討した．これまで単独あるい
は２種類のヌクレオチドを含むＲＮＡの生
成が試みられた．本研究では，Ｇ（グアニン）
Ａ（アデニン），Ｕ（ウラシル），Ｃ（シトシ
ン）の４種類の塩基を含むヌクレオチドにつ
いて，ヌクレオチドのリン酸基にイミダゾー
ルをＰ−Ｎ結合することで，活性化ヌクレオ
チドを調製し反応を試みた．このために，既
存の方法に従って，各活性化ヌクレオチドを
合成した．すべての活性化ヌクレオチドの純
度はおおむね９５％以上であり本研究で使
用するのに十分な純度であることを確認し
た．以下，活性化ヌクレオチドモノマーをそ
れぞれの塩基の記号を用いて，ＩｍｐＧ，Ｉ
ｍｐＡ，ＩｍｐＵ，ＩｍｐＣと表す． 
 
②これらの活性化ヌクレオチドを，１種類，
２種類，３種類，４種類の合計１５種類の組
み合わせについて検討した．生成物はイオン
交換ＨＰＬＣで分析した．この結果，いずれ
の組み合わせについても１０鎖長程度まで
のオリゴヌクレオチドが生成したことが示
唆された．しかし，活性化ヌクレオチドを２
種類以上含む系では，異性体が様々に生成す
るために，それらの異性体の種類・量のみな
らず，鎖長すら正確に分析できないことを知
った． 
 
③，陰イオン交換カラムを用いるＨＰＬＣで
は，生成するオリゴヌクレオチドはリン酸字
エステル結合があり，リン酸基の負電荷の数
に従ってＨＰＬＣの保持時間は大きくなる．
従って，保持時間の違いによってオリゴヌク
レオチドの鎖長を分析できる．しかし，厳密
にはこの保持時間は，塩基の種類にも依存す
る．特にグアニンを含む場合には保持時間が
より大きくなる傾向があった．このために，
種々の塩基を含む混合系では同じ保持時間
を見ても，異なる鎖長のオリゴヌクレオチド
を含むことになる．これらの外観を分析する
ことは容易ではない．そこで，これらのヌク
レオチドが種類の異なる塩基を含んでも鎖
長の違いだけ依存して分析できる方法の開
発を試み，ほぼ目的の分析法を確立すること
に成功した． 
 
④一方，ゲル電気泳動法を用いて鎖長が短い
ＲＮＡをどの程度効率よく分離できるか検
討した．一般に，鎖長が短い核酸をゲル電気
泳動法で分析しようとするとゲルを架橋す
る際に架橋剤濃度を高めなければならない．
実際に試験したが，簡便に鎖長を分析する操
作法は見いだせなかった． 
 
⑤これらの結果から，本法では上述したＨＰ



ＬＣを用いて，鎖長の分析，特定の鎖長中に
存在する塩基の分布などを解析した．この結
果，４種の活性化ヌクレオチドを含んだ混合
系からも１０鎖長程度のオリゴヌクレオチ
ドが生成することを確認できた．現在，その
詳細を解析し論文の準備を進めている． 
 
（２）熱水中におけるＲＮＡの安定性 
我々のグループでは，生命の熱水起原を検証
するために熱水フローリアクターを開発し
てきた．本法を用いてヌクレオチド，オリゴ
ヌクレオチド，ＲＮＡの安定性をこれまで検
証してきた．本法を使えば高温下で配列と鎖
長の異なる種々のオリゴヌクレオチドを選
別できる．本研究ではＲＮＡの自然選別の手
法として熱水フローリアクターを用いるこ
ととした． 
 
（３）ＲＮＡの分析法の確立 
上述したランダムＲＮＡの生成過程の解析，
および，複製系を確立するために種々の可能
性を検討する過程で，生成物をより精度良く
分析することが不可欠であることを知った．
すなわち，本反応系の生成物は種々の塩基を
含む混合物であり，リン酸ジエステル結合も
2’,5’-と 3’,5’-結合の両方を含むなど，
異性体の混合物である．従って，これらの混
合物の動態を効率よく分析する方法があれ
ば研究を大幅に促進することにつながる．そ
こで本研究ではキャピラリーＬＣ（以下ＣＬ
Ｃと略す）を用いて核酸を分析する手法の開
発を試みた． 
 
①ＣＬＣは市販の装置が販売されており，主
に質量分析装置と組み合わせてＬＣ−ＭＳと
して利用されている．一般のＬＣのような分
析法として利用されることはむしろ頻度は
少なかった．そこで，第１にＣＬＣに利用し
やすいカラムを選択した．オリゴヌクレオチ
ドの分離は通常のＬＣでは陰イオン交換カ
ラムが有効であるが，溶離液に対イオンを添
加すれば逆相カラムをつかって分離するこ
とも可能である．現在までにＣＬＣ用のイオ
ン交換カラムは市販されていないので，イオ
ン対分配逆相モードでの分離を試みた．市販
の数種類のカラムを試験したが，（１）コン
ディショニングに時間を要する，（２）流路
やカラムがきわめて詰まりやすい，というＣ
ＬＣ固有の難点があった．種々の逆相系カラ
ムを試験したが，モノリス型の逆相カラムが
最も適していた．以下，これを用いてオリゴ
ヌクレオチドの分離挙動を検討した． 
 
②鎖長の異なるオリゴヌクレオチドを準備
し，ＣＬＣで分析し保持時間を調べた．種々
の条件を検討し，イオン対試薬としてトリエ
チルアミンを添加し，メタノール濃度を 60

分間で 1〜30%に増加するグラジエントを用
い，カラム温度 60℃，流速 25μ/min と最適
化した． 
 
③本法を用いると種々の塩基の種類のホモ
オリゴヌクレオチドを 1鎖長の違いで完全分
離できた．例えば，鎖長 21 と 22 のオリゴア
デニル酸を完全分離できた．これは通常の逆
相系ＨＰＬＣでは難しい． 
 
④応用として，一塩基多型の検出を試みた．
例えば，ガン抑制遺伝子の TP35 の塩基配列
（25 鎖長）の 14 番目の G を他の塩基で置換
したものを用いてＣＬＣの分離挙動を調べ
た．その結果，1 塩基の違いによってこれら
はほぼ完全に分離することを知った． 
 
（４）複製系の構築 
複製系を構築するためには，まず鋳型ポリヌ
クレオチド存在下で相補的なオリゴヌクレ
オチドが生成する系を構築しなければなら
ない．非生物的な条件下では，ポリシチジル
酸（polyC）を鋳型としてオリゴグアニル酸
（oligoG）が生成するが（鋳型指示反応），
その他の鋳型に対しては相補的なオリゴヌ
クレオチドがほとんど生成しないことが知
られていた．本研究では，原始的な素材を用
いて，その効率を高め，4 種類のポリヌクレ
オチド鋳型に対して同程度の効率でオリゴ
ヌクレオチドが生成する条件や方法の開発
を試みた． 
 
①polyC鋳型に対するoligoG生成効率の向上
法の探索を第 1 に試みた．そこで，以下の 2
種の反応系を用いた．活性化ヌクレオチドと
して ImpG に加えて，このイミダゾールの代
わりに 2−メチルイミダゾールで修飾した活
性化ヌクレオチド（2MeImpG）を検討した．
ImpG を用いる鋳型指示反応では促進剤とし
て Zn(II)や Pb(II)などのイオンが必要だが，
2MeImpG を用いる場合には不要であり解析が
容易である．また，反応中にこれらの金属イ
オンが沈殿するという問題も起こらない．ま
た，鋳型として polyC を使う代わりに 10 鎖
長の oligoC を使用することを試みた．これ
によって，生成物を分析する際に，あらかじ
め polyCを系から除去するためにリボヌクレ
アーゼで処理する操作を省略できる可能性
があり，分析が格段に簡単になる．また，平
行して，ウリジル酸鋳型（ polyU または
oligoU）に対して ImpA あるいは 2MeImpA を
反応させる系などの，他の組み合わせについ
て反応効率を調べた．また，これらの系に対
して，種々のタンパク質状物質，金属イオン，
鉱物などを添加して反応の促進の有無を調
べた．  
 



②結果として，反応を促進する系は見いだせ
なかった．そこで，鋳型指示反応を促進する
補助剤を系統的にかつ効率よく調べるべき
であると考え，鋳型指示反応そのものを行う
のではなく，polyG と polyC が生成する 2 重
らせん構造の安定性に対する補助剤の影響
を調べることにした．補助剤として，タンパ
ク質状物質やポリペプチドに加えて，ＤＮＡ
2 重らせんを安定化させることの知られてい
るアクリジン骨格をもつ色素と，臭化エチジ
ウムの効果を調べた．２重らせんＤＮＡある
いはＲＮＡの溶融温度（Tm）を紫外可視吸光
分光計で測定し，補助剤の効果を調べた．そ
の結果，芳香環を持つ物質存在下では 2重ら
せん構造は安定化した．そこで，これらを上
記の鋳型指示反応に添加した結果，わずかで
はあるが，反応が促進された．現在詳細を検
討中である． 
 
（５）まとめ 
第 1 に原始的環境下で 4種類の塩基を含むＲ
ＮＡを生成することができることを知った．
また我々の熱水フローリアクターを用いれ
ば，熱安定性を淘汰圧として選別できること
を知った．一方，現時点では，鋳型指示反応
の効率を高め，４種の塩基を含むヌクレオチ
ドで効率よく鋳型指示反応が進む系を見い
だすことは出来なかった．ただし，わずかで
あるが，反応が促進する系を見いだした．鋳
型指示反応の効率をさらに向上させるため
にどのような条件が必要かのヒントが得ら
れ，複製反応を構築する糸口がつかめた． 
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