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研究成果の概要（和文）：原始生命のタンパク質は現在のような20種類よりも少ない数だったと考えられている。本研
究ではタンパク質を構成する20種類のアミノ酸を減らせるかを検証するために、独自に開発したRNA自己複製システム
を用いて、20未満のアミノ酸からなる酵素が進化するかを検証した。その結果、RNA複製酵素中に元々8個存在したメチ
オニンコドンを2つにまで減少させることに成功した。ただし、残りの2つについては別のどのアミノ酸に変異させても
十分な活性を示さなかった。したがって、完全に20未満のアミノ酸からなる複製酵素を得るには、もっと異なる環境、
例えば完全にメチオニンのない環境など、での進化が必要だと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Present-day proteins consist of mainly 20 amino acids, while ancient proteins are 
considered to consist of fewer amino acids. In this study, I attempted to examine this hypothesis through 
developing an RNA replication enzyme that consists of fewer than 20 amino acids by using an evolvable RNA 
replication system that we have established. We succeeded to reduce the number of methionine codons in 
the RNA replicase from 8 to 2, but further reduction abolish the repllication activity. This result 
demonstrates that the development of an RNA replicase consists of 19 amino acids requires evolution under 
more different conditions, such as the completely methionine-depleted condition.

研究分野： 合成生物学

キーワード： RNA複製酵素　コドン
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１．研究開始当初の背景 
 

現存するほとんどのタンパク質は、２０種
類以上のアミノ酸から構成されている。しか
し、コドンの並び方、使用頻度等のデータか
ら、原始生命の持つタンパク質はもともと少
数（～４種類程度）であり、進化する中で徐々
に新しいアミノ酸が獲得されていったと考
えられている(Trifonov 2000)。もしこの仮説
（アミノ酸の獲得仮説）が正しければ、核酸
の複製など生命の主要な機能を触媒する酵
素は、２０未満のアミノ酸（極端には４種類）
で達成されなければならない。しかしながら、
実験的な検証はなされていない。 

 
これまでに申請者らは、RNA とタンパク

質からなる原始生命を機能的に模した人工
RNA 自己複製系を構築した。この系は、RNA
複製酵素をコードした人工ゲノム RNA と再
構成された大腸菌の翻訳系からなる（図1A）。
ゲノム RNA から複製酵素が翻訳され、それ
により RNA が複製される。この反応を図 1B
に示す方法で繰り返すと、複製エラーにより
変異が導入され、その環境下で最も活性の高
い RNA 複製酵素が自発的に進化することを

示した（Ichihashi 2013）。 
 
２．研究の目的 
生命の初期進化におけるアミノ酸の獲得

仮説を実験的に検証するために、我々の開発
した の自己複製系をもちいて、各アミノ
酸を欠乏させた環境下で 複製酵素を進
化させる。そして、２０未満のアミノ酸で機
能する 複製酵素が出現するかを検証す
る。
 
３．研究の方法 
まず最も新しく獲得されたと言われてい

る 3種類のアミノ酸（メチオニン、トリプト
ファン、チロシン）について、濃度をそれぞ
れ低下させた条件下で、RNA の自己複製反応
を継代したのち配列解析を行いコドンが減
少しているか検証した。 
その後、継代を続けても無くならない残り

コドンについては、選択的に変異を導入する
ことで、対象となるコドンを別の 19 種類の
アミノ酸のコドンに置き換えたライブラリ
を調製した。そのライブラリを継代し、増え
てくるものを選択することで、残りのコドン
を置き換えた変異体を得ることを試みた。 

 
４．研究成果 
 メチオニン、トリプトファン、チロシンに
ついてそれぞれの濃度を低下させた条件で
継代した。図２に継代中の各条件の RNA 濃度
を示す。2 時間 RNA 複製を行った後、5－100
倍希釈して次の反応を行った。反応前後の
RNA 濃度を逆転写定量 PCR により測定した。
各条件でまず 150 回継代を行い、その後複数
の RNA をクローン化し配列解析を行った。 
 

その結果、メチオニンを欠乏させた条件で
継代した RNA については、130 回継代した時
点で元々8 個あったメチオニンコドンのうち
4 個のコドンはロイシンかスレオニンに変異
していた。この結果は、メチオニン欠乏下で
継代したことにより、メチオニンを含まない
RNA 複製酵素が進化したことを示している。
一方でトリプトファン、あるいはチロシンを
欠乏させた条件で継代したものでは、140 回
継代後でも各コドンに変異は見られなかっ
た。 
 
 次にコドンの減少が見られたメチオニン
欠乏条件について、さらに継代を 250 回まで
増やした(図２)。途中の各世代について RNA
をクローン化し配列解析を行ったところ、
160 継代目にさらに 1 個のメチオニンコドン
がロイシンに変化していた。しかしその後は、
さらに100回継代してもそれ以上のメチオニ
ンコドンの変異は観察されず、別の部位への
変異が蓄積しているだけだった。 
 
 以上の結果から、メチオニン欠乏下の継代
により、メチオニンコドンは全 8個中 3個ま
で減ったものが進化することが分かった。で
は、残りの 3つのメチオニンコドンについて
はなぜ無くならないのだろうか？ ひとつ
の可能性として、変異導入部位に偏りがある
ために、これらのメチオニン部位に変異が入
っていないことが考えられた。そこで次に、
選択的に残る 3 つのメチオニンコドン（1st, 
5th, 8th）を他の 19 種類全てのコドンに変異
させたライブラリを作り、そのライブラリを
継代することを試みた(図３)。 
  
ライブラリの作成は各変異を含む多数の

プライマーを用いてPCRを繰り返すことによ
り行った。予想通りのライブラリができてい



るかは、ライブラリを直接配列解析し、変異
導入部位のシグナルが4種類の塩基の混じり
であることを確認することにより検証した。
1st メチオニンコドンに変異を入れたライブ
ラリを継代したところ、6回継代した時点で、
RNA 濃度が低くなりすぎてそれ以上継代でき
なくなった。8thメチオニンコドンに変異を入
れたライブラリについては 8 回継代すると、
変異を入れたにもかかわらず、ほとんどの
RNA はメチオニンコドンに戻ってしまってい
た。5th メチオニンコドンについては、18 回
まで継代することができた。このときメチオ
ニンコドンがロイシン、バリンに変異したも
のが選択されていた。以上の結果から、5th

メチオニンコドンについては、他のアミノ酸
に置き換え可能であることが分かった。しか
しながら、1st、8thメチオニンコドンについて
は、他のアミノ酸に変えると十分な RNA 複製
酵素活性を持たなくなることが判明した。 
 
 以上の結果をまとめると、RNA 複製酵素に
存在する 8個のメチオニンコドンのうち 6個
については他のアミノ酸（ロイシン、スレオ
ニン、バリン）で置き換えることが可能だっ
たが、2 個については他のアミノ酸で置き換
えるとRNA複製活性が維持できないことが分
かった。この結果は、現在の RNA 複製酵素か
らは活性を維持したままメチオニンコドン
を無くすことはできないことを示唆してい
る。すなわち、本研究からはアミノ酸の獲得
仮説（コドンが順次追加されていったという
仮説）を支持する知見は得られなかった。こ
のような結果になった理由として、現在の
RNA複製酵素が既に20アミノ酸を使う環境で
長い間進化してきたために、もう太古の昔の
環境である 19 アミノ酸の環境には戻れなく
なっている可能性がある。そのため、メチオ
ニンコドンを変えても、元に戻った RNA が進
化したと考えられる。 
 

今後、19 アミノ酸からなる RNA 複製酵素が
存在しうるかをさらに検証するためには、系
中から完全にメチオニンを除いてアミノ酸
が 19 種類しかない環境をつくり、その環境
で進化させることが必要であろう。本研究で
もそのような環境をつくることを試みた。す
なわち、アミノ酸としてメチオニンを加えず、
また methionyl-tRNA synthetase も除いた無
細胞翻訳系を使ったものの、それでもメチオ
ニンコドンが再生した変異体が選択されて
しまった。これはメチオニンが系中から完全
には除かれていないためだと考えられる。お

そらく無細胞翻訳システムの各タンパクや
RNA成分の中にメチオニンやmethionyl-tRNA 
synthetase が混入しているためだと予想さ
れる。19 アミノ酸からなる環境をつくるには、
もっと精製された無細胞翻訳システムが必
要であろう。 
 
 本研究では大きな集団サイズ（108以上）で
長期継代した。RNA の変異頻度は高く、10 個
の RNA のうち 1個には点変異が存在する。し
たがって集団中には 107 種類の点変異が常に
存在することになる。RNA の長さは約 2000 塩
基であるため、可能な 1 塩基変異の数は約
6000 種類、2 塩基変異の数は約 4107種類で
ある。したがって、長期継代すれば全ての種
類の2塩基変異体は集団内に存在したはずで
ある。このことから、少なくとも適応度空間
上の２塩基変異距離の中にはメチオニンを
除く 19 アミノ酸で元の RNA 複製酵素と同程
度の活性を持つ変異体は存在しないことを
示している。本研究では、当初目指していた
ような 19 以下のアミノ酸からなる RNA 複製
酵素を進化させることはできなかったが、そ
ういった RNA複製酵素が 2塩基変異内には存
在しないという重要な知見を得ることがで
きた。この知見に基づくと、19 アミノ酸で動
く RNA 複製酵素を得るには、もっと広い、あ
るいは別の空間上の探索が必要である。集団
サイズをこれ以上上げることは難しいため、
今後、前述のように完全にメチオニンを欠乏
させることにより適応度空間を変えて進化
実験をすることが有効だと考える。 
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