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Abstract
Here，　I　would 　like　to　propose　the　tem1

‘‘RNA 　world 　technolog ジ．　 The　RNA 　world 　is　a　hypothetical
wodd 　that　is　believed　to　have　been童n　a　period　of　pre−biotic　s！ate．　If山 is　is　true，　the　RNA 　shou 正d　have
various 　functions　to　lead　the　 system 　in　the　 creation 　 of 　life、　 In　the　RNA 　world ，　RNAs 　 expressed 　great
versatility．　 However，

　not　all　these　functions　 were 　brought　into　modern 　life．　 It　 may 　be　impossible　to

find　o ロt　 such 　RNA 　potential　from　the　modern 　 organisms ．　
“RNA 　world 　technology

”ls　the　technology

that　revives 　and 　ut丗 zes 　the　RNA 　functions　those 　might 　have　worked 　only 　in　the　RNA 　world ．　Therefore，
RNA 　world 　technology 　is　distinguished　from　usual 　biotechnology．　In　vitro　selection　or　SELEX 　is　an

RNA 　world 　technology ，　Here　I　 show 　our 　in　vitro　selection　of　subtilisin　 aptamer （inhibitor） as 　 an

example 　for　RNA 　world 　technology ．　 Versatility　and 　plasticity　of　RNAs 　can 　be　seen 　from　this　example ．
Expectation　of ‘‘

super 　SELEX
”
and 　def三nition 　of 　the　terrn

‘‘RNA 　world
”
are　also　discussed．
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1 ．は じめ に 一RNA ワ
ール

“
の こ と

　2006 年は 、「RNA ワ ール ド」 と い う言葉
が で き て 丁度 20 年 目に 当た る。Cech らが、
RNA の 触媒的機能を 発見 し［1］、それが ほ と

ん どの 科 学者に十分認 め られ て き た 1986 年、
Gilbertは、生命 の 始ま りは RNA で あ っ た

とい う短 い 論説 を Nature に発表 し、そ の タ

イ トルが 「Origin　of　life：The 　RNA 　world 」

であ っ た 匚2］。そ れ まで 、生 命 の 起原 の 最 も

悩 ま し い 問題、「情報 が 先 か 機能 が 先 か 」、現

在 の 生命 を基 に し た物 質 的基盤に 立て ば、
「核酸が 先 か タ ン パ ク質 が 先 か 」 と い う 「鶏

と卵」 の 問題 に、RNA が情報分子 で あ り機
能分子 で もあ る と い う実験的事実 をもとに、
「始め に RNA ありき 」 と い う説を提唱 した

の で ある。RNA の み で切れ た りつ なが っ た

り複製 した りす る世界が 生命の 起原 の 最初に

あ り、そ れ か ら RNA が ア ミ ノ酸を リクル
ー

トし次 の ス テ ッ プで あ る 「タ ン パ ク 質一RNA
ワ
ー

ル ド」 作 っ た と い うの で あ る 。生命 の シ

ス テ ム は核 酸 とタ ン パ ク質 の 長 い 時 間 の 相 互

作用か ら生 まれ て きた とい うそれ ま で の あ ま

りす っ き り しな い 説 と較べ る と、「RNA ワ ー

ル ド仮説」 は 、い か に も起 こ りそ う で 、RNA

の 触媒機能 とい う新事 実か ら多 くの 支持 を得

る もの とな っ た。最初 の RNA は どの よ うに

して 生成され た の か と い う大 問題 は あ る もの

の 、何よ りも、RNA か ら生命 へ の 進化 の シ

ナ リオ の 素過程 が実証 され る よ うに作業仮 説

を立 て られ る こ とが魅力的で あ っ た 。

　RNA ワ
ール ドと い う言葉は、　 Gilbert に よ

り 1986 年 に初め て提唱 さ れ た が、実は 、こ

の 概念は 、すで に、1968 年、Orgel と Crick
が 遺伝暗号 の 起原 に つ い て の 論説 の 中 で 述 べ

て い る ［3，4］。彼 ら は、RNA の み か らな る 原

始 リボ ソ
ー

ム を想定 し、最初 の タ ン パ ク質 は 、
こ の リボ ソ

ー
ム で 合成 された の で は な い か と

い う こ とを記 して い る。今 に して 思 え ば、こ

の 時代に RNA の 触媒機能 を 示唆す る こ の 仮

説を提出した彼 らの 洞察力 に舌をまく ばか り

だが 、 当時は、魅力的で は あ っ た も の の多 く

の 仮 説 の
一

つ に過 ぎな い と見 ら れ て い た。
1980 年代初頭 の Cech ら の RNA の 触媒的機

能 の 発 見 に よ り、 こ の 論 説 は 脚光 を 浴 び

「RNA ワ
ール ド」 と い う新語 を生 み 出す こ

と に っ なが っ た と言う こ とが で き る 。

2 ．RNA ワ
ー

ル
“一

クノ ロ ジ
ー

とは 口 か
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　さて 、「RNA ワ
ー

ル ド」 に つ い て の説明が

長 く な っ た が 、本稿 の 表 題 の 「RNA ワ
ー

ル

ドテ ク ノ ロ ジ
ー

」 とは何 だろ う。簡単 に言え

ぱ 、RNA ワ
ール ド時代 に あ っ た で あ ろ う

RNA の 機 能 を何 とか引 っ 張 り出 して 、役 に

立 つ 技術 を作 れな い か と い う こ と で あ る 。
RNA が 進化 して 生命 が で き上が っ た とす れ

ば、RNA ワール ド時代の RNA は 、多様な機
能 を も っ て い た と 考 え られ る 。そ の 中か ら、
現在 の 生命に つ な が る （都合 の 良か っ た）
RNA の 機能の み が 選択 さ れ た と 考 え ら れ る。
と言 う こ とは、多くの 捨て去 られた RNA の

機能が あ っ た の で は な い か と推測 で き る 。現

代の 生命 に は つ なが らなか っ たが 、現代 の

我 々 が見た ら様々 な場面で 応用可 能な機能が

あ っ た と考え て も お か し く は な い で あ ろう 。

こ の よ うな RNA の機能は 、生命 へ と続 く進
化 の 中 で 捨 て 去 ら れた の で 、現代の 生物 の 中

を探 して もみ つ か らな い。こ の RNA テ ク ノ

ロ ジ ーは 、現 代の 生物機能 を利 用 し よ う とす

る 「バ イ オテ クノ ロ ジ
ー

」 の 範疇 には入 らな

い の で 、筆者 は 、新た に 「RNA ワ
ール ドテ

ク ノ ロ ジー
」 と 呼 び た い わ けで ある。

3　 現 、　 に は な い RNA 　
「亅サ 　ラ　 シ ン

繼
　 1990 年に発表 された in　vitro 　selection 匚5］
や　SELEX 　（Systematic 　Evolution　of

Ligands　by　Exponetial　Enrichment ）［6］と
言わ れ る 手法 で アプタマ

ー
な どを取 る こ とは、

立派 な 「RNA ワ
ー

ル ドテ ク ノ ロ ジ
ー

」 で あ

る。こ こ で は 、筆者 ら の 研 究室で 取 られ たサ

チ ラ イ シ ン ア プ タ マ ーに つ い て 紹 介し た い

匚7］。サ チ ラ イ シ ン は枯草菌の 生産す る 菌体
外プ ロ テ ア ーゼ で ある 匚8，9］。 工業的に もよ

く利用され て お り、洗剤などの洗浄力強化 に

も 利 用 さ れ て い る よ う に 、そ の 酵素活性 と安
定性 は、非常 に 高い。こ の よ う な強力プ ロ テ

ア
ー

ゼ に 立 ち向 か い 活 性 を 阻害す る よ う な 能
力がか 弱 く見え る RNA に あ る の だ ろ うか。
こ の よ うな単純 な疑 問か らサチ ラ イ シ ン ア プ

タマ
ー

の 創製を試 み た。
　 SELEX を始 める には 、まず ラ ン ダ ム 配 列

を も つ 核酸集団 の 調製 を し なけれ ばな らな い 。
筆者 ら は、Figure　 1 に 示す ように、まず R一

5、R− 100 、　 R −3 と名付けた 3 種 の DNA を

DNA 合 成機に よ り合 成 した。　 R −100 は、3’

側 （Figure　I の 左側） か ら 17 塩基 の T7 プ

ロ モ
ー

タ
ー

配 列 、18 塩 基 の 既 知 配列 （5L
krlown　sequence ＝5’KS ）、47 塩基 の ラ ン

ダム 配列 ｛ 5’末端 に 18 塩基 の 既知配列 （3L
known 　 sequence − 3’KS ） をもち、100 塩

基の 長 さ で あ る。R −100 の 3’側を 5’KS 、5’

側を 3’KS と呼ぶ の は 、　 R− 100 を鋳 型 と して

で きる RNA を中心 に考え て い る か らで ある

（Figure 　 1 の RNA 　sequence 参照）。こ の

R −100 に R −5 をハ イブリダイズさせ 、T7 プ
ロ モ

ー
タ
ー

と 5’KS 部分 を二 重鎖と し た。こ

れ に よ り、こ の 部分 が T7　RNA ポリメラ
ー

ゼ で 認識 さ れ 、試験管内転写 に よ り ラ ン ダム

配 列をもつ RNA の 集団 を合成で き る 。 合成
さ れ る RNA は 、5’GGGCGAAUU …

（5’KS ）か ら始ま り、5「KS 一ラ ン ダ ム ー3’KS
と い う配列 をもつ はず で あ る （Figure　 1 の

RNA 　sequence ）。筆 者 ら の 使 っ た DNA 量

か ら、こ の 集団には 1 兆種類 の 異な っ た RNA
分子 が存在 する と計算され る。こ の ラ ンダム

配 列 （1 兆種類） の 中 に サ チ ラ イ シ ン に 結合

す る能 力 をもつ もの が存在 す る こ と を期待 し

て い る わ け で あ る。次 に Figure 　 2 に 示 す よ

う に 、こ の RNA 集団を サ チ ラ イ シ ン を固定
化 したカ ラ ム に流 し入れ る 。そ の 後カ ラ ム を

緩 衝液 に よ り徹底的 に洗 浄 しサチ ラ イ シ ン に

結合能力 の な い RNA を洗 い 流す。結合能力

をもつ RNA は、カ ラ ム に留まっ て お り、そ

れはサチ ライ シ ン 溶 液に て 溶出す る。固定化

サチ ラ イ シ ン よ りも溶液 中の サ チ ラ イ シ ン の

ほ う に よ り高い 親和性 を有す る RNA が あ れ

ば、溶出され て く る は ずで あ る。こ こ に溶出

さ れ た RNA は 3KS に相補的なオ リ ゴ DNA
（Figure　 1 の R −3）をプライ マーと し て 逆

転写酵素 （Reverse 　transcriptase ＝Rr ） に

よ り、まず一本鎖 DNA に変換され、さ ら に

T7 プ ロ モ
ー

ター− 5’KS と い う 配列 を も っ オ

リゴ DNA （Figure　1 の R −5）を加 え、ポ リ

メ ラ
ー

ゼ 連 鎖 反 応 （Poly皿 erase 　 Chain
Reaction ＝PCR ） （両方 あわせ て M −PCR
と い う） によ り二 本鎖 DNA として 増幅 され

る。こ の DNA は 次 の 世代 の RNA の た め の

鋳型 とな る 。 そ して 、一
回 目と同様 に 試験管

R・5R

−100

　 　 　 　 　 T7 　promoter 　　　　　　　　　　 5’KS

5’TGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTCGAGeTCGG3 ’
3’KS

3’ATTAI 「GCTGAGTGArATCCCG   AAGCTCGAGCqN47 】GACGTCCGTACGTTCGAA5P

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 R −3　 　　　　　 　　　　　 　　 3’GACGTCCGTACGTTCGAACTC5 ’

RNA 　sequence 　　5
’
GGGCGAAUUCGAGCUCGG ［N47 ］CUGCAGGCAUGCAAGCUU3

’

Figure　L　The　template 　DNA 　for　the　preparation　of 　the　initial　random 　RNA 　population　and 　the　primer　DNAs ，
Partially　double−stranded 　DNA 　consisting　of　R −5　and 　R −100　was 　used 　as ［emplate　for　prcparation　of 　the　initiaI
random 　RNA 　populalion　using 　T7　RNA 　polymerase ．　The　synthesized 　RNAs 　are 　shown 　a【 the　bottom （RNA

sequence ）．　Selected　RNAs 　 were 　reverse −trallscribed　using 　R−3　as　a　primer，　then　the　cDNAs 　preparcd　 were

amplified 　using 　R−5　and 　R −3　by　the　polymerase　chain 　reaction ．　N47 ，randomized 　region 　of47 　bases．
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＿ 駄臼跚脚脚馴■圏Template　DNA

− wi 仁h　random 　sequence

　　　↓… n ・c・・P・…

R

　　　　RNA 　 RT ．PCR 　　　　　1レ

Cloning，
Isolation

Figure　2．　Selection　procedure　for　RNA 　aptamers

Io　 subtilisin ，　Selecdon 　 was 　performed　using 　the

colurnn 　containing 　immobilized　subdHsin ．　 After
e童ght　rounds 　 of　selection ，　RNAs 　were 　 c童oned 　for
isolation　ofeach 　molecule 、

（
δ
珍

盆

8
尋
磊
Φ

匡

100

60

　 　 20

　 　 　 0　　　　　　 ｝0　　　　　　 20

　　　 　　 　 RNA （μ9 ）

F孟gure　3，　Inhibitory　 effects 　of 　RNAs 　 on 　sub 【ilisin
activity ・　　 SubtiHsin　 was 　 assayed 　 using 　 a

chromogenic 　small 　 peptide　subs 【rate．　 Selected，
sele α ed 　RNA −L　 C，　 non −selected （random ） RNA ．
Yeast，　yeast　RNAs ．

内転写 によ り第二 世代 の RNA を合成 し、同

様 の カ ラ ム 操作 で 選択を 繰 り返す。すなわち、
少 し手助けを しなが ら、多量の 子供を作らせ、
そ の 子供達 の 中か らサ チ ラ イ シ ン結合能 を 持
っ も の だけ を選択す る と い う こ と で ある 。 こ

れ を 8 回繰 り返 し、こ の 第 8 世 代の DNA を

大腸菌にク ロ
ー

ニ ン グ し、得 ら れた各配 列を

精製し た。
　ク ロ ーニ ン グ に よ り得 られた プ ラ ス ミ ドか

ら、それぞれ の RNA を試験管 内転写 で 得 、
サ チ ラ イ シ ン の 酵素活 性 に 及 ぼす こ れ ら の

RNA ア ブ タマ ーの 影響を 調 べ た。上述 の 筆
者 らの 方法 で は、結合能の み で RNA を選択
し て い る た め、必ず しもすべ て が酵素活性阻

害能を持 っ て い るとは限 らな い 。確か に 、結
合 能 は 有 す る も の の 阻害能 の な い 多 く の

RNA も得 ら れ た 。

一
つ
一

つ の ク ロ
ー

ン の 阻
害能 を調べ 、い くつ か の 阻害能 を持 つ ク ロ ー

ン が確認された 。 そ の うち最も強い阻害を示
す も の （RNA −1 とい う） は、サチ ラ イ シ ン

活性を 75％ 阻害し た。Figure　 3 に そ の 結果
を示す 。サ チ ラ イ シ ン は 、塩基 性 タ ン パ ク質
の た め、酸 で あ る RNA と は もともと若干 の

非特異的親和性が あり、Figure　3 に示す よ

うに 0 世代 の ラ ン ダ ム RNA や 市販 の 酵母
RNA で も若干 の 阻害が見 ら れ た 。 し か し、
選択 された RNA −1 は、明 らか に 有意な隘害

能を 示 し た （Figure 　3）。従 っ て 、筆者 らは
こ こ に RNA か らな る サチ ラ イ シ ン 阻害剤を

人 工 的 に 初 めて 創製した と言える 。

4 ． 懿 に 　 っ た ア プ 　マ
ー

も　 　を ：
’

1で

蝨
　 こ の RNA −1 は、分子識別能力 をも っ て い

る こ と も明 らか にな っ た。サチ ラ イ シ ン と活
性部位が よ く似て お り、同 じセ リ ン プ ロ テ

ア ーゼ に 分 類さ れ る トリプシ ン とキ モ トリプ

シ ン に対 して こ の RNA − 1 は ほ と ん ど阻害効

果 を示 さな い こ と か ら （Figure　4 ）、　 RNA −1
は、サチ ラ イ シ ン だ けを特異的に 認識し て い

る と言え る。選択 の 操作 の 中で 、特 異性 を 高

める操作 を特 に加 え たわ けで は な い に も関 わ

らず、こ の よ うな特異性 を獲得で き る こ と は 、
大変興味深 い。一

般 に こ の 程度の特異性な ら

ば、不要な結合能 を排除す るような特別な 操
作 （counter 　SELEX と呼 ば れ る 操 作等） を

100

60

隶）
蜜
≧脚
冨

酉
驀
Φ

匡

20
　 0 1 2

RNA （μM ）

3

Figure　4．　Effect　of 　RNA −l　 on 　proteolytic　activities 　of

vario ロs　 serine 　 protease．　 RNA −1 （0−2．5　 pM ） was

added 　to　the　reaction 　mixture 　for　subtilisin ，　trypsin 　and

chymotrypsin ，
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しな くとも単純 な SELEX で 簡単 に得 られ る

も の と思 われ る。 こ の 特異性 か ら、RNA −1
は、セ リ ン プ ロ テア

ー
ゼが共通 に もつ 活性部

位 （セ リ ンーヒ ス チ ジ ン ーア ス パ ラギ ン 酸か ら

な り catalytic 　 triadと言われ る）に結合す る

わ け で は な く、サチ ライ シ ン に 特 異的な部位

（基 質結合部位 な ど） に結合 し阻害 して い る

も の と推測された。こ の こ と は 、酵素反応速
度論 的解 析か ら も支持 された 。す なわ ち 、
Figure 　 5 に 示 すよ う に RNA −1 は、拮抗阻害
剤で あ り （阻害定数 Ki＝ 2．5 μ M ）、基質結

合部位へ の結合能を有 し、基質 の 結合を 阻害
し て い る と 考 え ら れ る 。サ チ ラ イ シ ン は 、そ

の 立体構造 が明 らか にな っ て お り、基質結合
部位 は二 つ の 壁 に 囲 まれた溝 に な っ て い る 。
そ の 溝 の 片方 の 端 に catalytic 　triad が位置し

て い る。RNA −1 は、基 質が 入 る はず の こ の

溝を基質 と奪 い 合 い をする こ と で 阻害 し て い

る と推測 され る 。Figure　6 に RNA −1 の塩基
配 列 と 推定 二 次構造 を示す。詳 しい 説明は省
略 するが、い くつ か の 実験か ら Figure　6 の

塩基番号 30 か ら 34 （AACAC ） の 部分が基

質結合部位に 入 り込 む も の と考え られ て い る。

一
　筆者 らは、一

種 の モ デル と して 、サ チ ラ イ

シ ン の RNA ア ブタ マ ーの 創製 を行 っ たが、
こ こ に得 られたア プタ マ

ー
も酵素 の 安定化剤

や タ ン パ ク質分解 の ス イ ッ チ として 利 用 で き

る可能性が ある。サチ ライ シ ン は、タ ン パ ク

質分解酵素で あ り自身もタ ンパ ク質 で あるた

め 、溶液 と し た時お 互 い を 食 い 合 い 自己分解

して し ま う。そ の よ う な溶液に こ の RNA −1
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Figure　 6，
structure 　 of 　 RNA −1．
primer　 binding　（known） sequences ，
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reaction 　 with 　RNA −l　 inhibitor．
competitive ．
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Lineweaver−Burk 　plot　of 　subtilisin

　 　 　 　 　 　 The　inhibition　 was

を 加 え れ ば酵素は安定に保たれ る と考え られ

る。酵 素活 性 を発揮 させ た い ときは 、RNA
を分解す る リボ ヌ ク レ ア

ー
ゼ を加 えれ ば サチ

ライ シ ン 活性 が 復活 する と考 え られる 。 リボ
ヌ ク レ ア

ーゼ は 、RNA ア プタ マ
ーを 分解 後、

活性回復 した サ チ ライ シ ン に よ っ て分解 され

て し ま う の で 、そ の 後また サ チ ライ シ ン の 活

性を抑え た い ときは再び RNA ア プタマ ーを

加 え そ の 阻害機 能 を発揮 させ る こ とが で き る

で あ ろ う。すなわち、以 上 の RNA ア プタ マ
ー

一
リボ ヌ ク レア

ー
ゼ系 は、反応 の オ ン ・オ フ

を行 え る 分子 ス イ ッ チ と し て 利用 で き る 可能

性があ る。
　以 上 の こ と は 、SELEX に よ り、生物に は

な い （厳密 に は 、今の と こ ろ 見 い だ さ れ て い

な い）新し い 分子間相互 作用 （こ の 場合サ チ

ラ イ シ ン ーRNA 間相 互 作 用 ） を 創製 で き、
そ れが さ ら な る テ ク ノ ロ ジ

ー
として 発展で き

る こ と を 示 し て い る。SELEX は 、確 か に バ

イオテ ク ノ ロ ジ
ー

を超 える技術 と して 有効 で

ある こ とが期待 され る。こ こ で 得 られた RNA
の 新 しい 機能 は 、か つ て RNA ワ

ール ド時 代

にはそ こ こ こ にあ っ た RNA の 機能 かも しれ

な い 。生命 誕生以降 は 、不要 の も の とな り捨

て 去 られたが、今 、こ の SELEX によ り蘇 っ

た の か も し れな い 。RNA ワ
ール ド時代 の 遺

物 である に せ よ 、そ う で な い に せ よ RNA の

潜在的能力は大 い に魅 力的 で あ る。こ の よ う

な観点か ら、まだ手が か りはな い が SELEX
を超え る ま っ た く新 しい RNA 創製 法も未来

技術 と し て 今後開発 され る こ とが期待 され る。

6 ．おわ りに
一

び 「RNA ワ
ール ド あれ

迦
　近年 、現細胞内で タ ン パ ク質 を コ

ードしな

い RNA （ノ ン コ
ーデ ィ ン グ RNA ） が 遺伝子

発現調 節に大きな役割 を果た して い る こ とが

明 らか に な っ て き た 匚10ユ。 ヒ トゲ ノ ム の 98％
ほ どは、特 に何 も コ

ー
ドし て い な い と 思 われ

て い たが、そ の ほ とん どが転写 され ノ ン コ
ー
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ディ ング RNA と して 遺伝子発現調節に関与
し て い る ら しい こ と が明 らか に され っ つ あ る。
こ の新 しく明らか にな っ た RNA が活躍す る

世界を研究者 によ っ て は 「RNA ワ
ー

ル ド」

と呼ぶ 場合があ る。こ の イ ノ ベ イテ ィ ブな世
界を こ う呼ぶ の も悪くはな い が、「RNA ワ

ー

ル ド」 と い う言葉は 、も と も と は 上 述の よ う

に生命の 起原 に関係 して い る 言葉 で あ る こ と

を意識 して い ただ きた い と筆 者は考 え て い る 。
も っ とも、現在 の 細胞 内 の RNA に 見 い だ さ

れた 様 々 な新 機能 は、生 命 の 起 原 に お い て

様 々 な機能 をも っ て い た で あ ろ う RNA の 世

界を彷彿 とさせ るよ う に も思 える。RNA ワ
ー

ル ド時代 の 目ぼ し い 機能は 、実 は 、ほ と ん ど

現細胞 の 中に 取 り入 れ られ て お り、我々 は そ

れ を ま だ解 明 で き な い で い る の か も しれ な い 。
生命の 起原の 「RNA ワール ド」 と現細胞の

「RNA ワール ド」 との 間に 奇 し くも共通性

が あ る か も しれ ず、きち ん と意味を わ きま え

て 使 い まし ょ うとい う警告 が、意 味をなさな

くな る の な ら、RNA 信奉者の 筆者 と して は、
こ れは こ れ で また うれ し い こ とで はある。
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