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皐.長鎖DNA分子の高次構造

ヒトの細胞中に存在する各々の DNA は、全長は、1~10omのオーダーであり、細菌類では mm のオー
ダーである。このように、生物が遺イ云情報源として利用している DNA分子の全長は極めて大きいしかし

ながら、それらは直径わずか数μmの細胞核、あるいは細胞の内部にパッキングされ、高度に凝縮された状

態にある。本稿の実験で使用したT4 ファージの DNA a66.103塩基対)は、全長が56μmある。
これらの長鎖DNA分子は、良溶媒中では空間的に広がったランダムコイル状の形態をとり、貧溶媒中
では凝縮した構造(グロビュール)となる。従来、このコイルーグロビュール転移は、連続的に起ると見
なされてきた。最近、長鎖DNA分子のコイルーグロビュール転移は、著しい不連続性を示し、各鎖にっ

いて「一次相転移」であることが、私達の研究により明らかとなった。この転移において、分子鎖のアン
サンブル(集団)平均は、連続的な変化を示す。このことは、光散乱や粘度測定など、アンサンブルの性
質を調べる実.験手段では、コイルーグロビュール転移は緩慢転移のように"見える"ことを意味してぃる。

本研究では、各々の単一分子鎖の形態を、蛍光顕微鏡を用いて調べることにより、転移の不連続性を見出した。

翠.単一分子鎖の一次相転移

二重ラセンのDNA (B型DNA)は、ミクロには、直径20A程度の剛直な円筒状の形態をしてぃる。と
ころが、このような長鎖DNA を、サブミクロンのレベルまで粗視化すると、くねくねと曲か'つた紐のよう

に見えてくる。ここで、実在鎖およびガウス鎖の慣性半径をそれぞれR、 R。とし、高分子鎖の空間的広が
りを表わすパラメータα=(R2/R。2)1nを導入する。高分子鎖を、長さ b、幅dのセグメントがN個ランダ
ムな方向に結合した自由連結鎖とみなすと、一分子の自由エネルギーが次式で表わされる。

ンによる巨大DNA鎖の単分子凝縮
高橋真澄、吉川研一
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ここで、 B、 Cはそれぞれ第二、第三ビリアル係数である。自由エネルギーの極値条件δF(ayδα

ただし、.= BⅣV?/枦d、 y = C/b゜。図 1 に、(2)式でのαの.に対する相図の例を示した。リ

図 1.(A)自由エネルギー極小の条件を表わす相図。 W = 1.10-.)。余弊泉領域はコイルとグロビュールの共
存状態を示し、町と町の間は、自由エネルギーがbimod31となる状態に対応、してぃる。
(B)自由エネルギーより計算した、αの分布。

文献(1)より

この結果、次のようなことが明らかとなった。

(i)高分子鎖が飢iH なとき、コイルーグロビュール転移は、各々の鎖にっいて田1-0,、"。配の一次相転移と
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なる。(DNA に限らず、 6/d《 1であれば、一般的に一次相転移となる。)
(ii)コイルーグロビュール転移には有限の巾の共存領域が存在する。このため、高分子鎖のアンサンプルは
緩慢転移を示す。

§3.実験
二重ラセンを形成しているDNAでは、その横断面の直径は約2mn 絲勺20A)しかない。可視光線の波長

は400~70onmであるから、波長よりも 2桁も小さい。しかし、一般に、生物のDNAは、数μm~数mm と、
その長さは光の波長よりも十分大きい。そこで、 DNA分子を蛍光染色して、励起光を照射することにより分

子を光らせる(蛍光発光)と、分子像が可視化できることになる。本研究では、水溶液中DNA分子の高次構

造を蛍光艮動散鏡を用いて直接観察し、スペルミジンによるコイルーグロビュール転移について実験を行なった。

(B)(A)

図 2.長鎖 DNA のランダムコイルとグロビュール状態。

(A)14DNA の蛍光顕微鏡像。
(B)蛍光強度分布。
(の蛍光顕微鏡像と二重ラセン DNA(太吊粉の比較の模式図。1は長軸長、 0 はニジミの効果。
文献(1)より

図2 に、コイル状態とグロビュール状態のDNAの蛍光三動撒鏡像を示した。ニジミの効果があるため、コ

イルとグロビユールのサイズは、実際の値より0.3川n程小さくなっている。ここで示した三価のポリアミ
ン、すなわち、スペルミジンによる相転移の場合、実効的な占有体積の比は 104~ 105と、非常に大きいこ

とが明かとなっている。
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図 3.長鎖DNA のコイルーグロビュール転移。

(A)長軸長のスペルミジン濃度による変化。余様Rはコイルとグロビュールの共存領域を示す。
(B) T4DNA のサイズ分布のスペルミジン(叩d)濃度依存性。
文献(1)より

図3(A)には、スペルミジン濃度を変化させたときの、長軸長1の分布の変化を示したり。図3(B)より明
らかなように、ーつーつの DNA分布は飢1-or、n0舶の変化を示し、一次相転移現象となっていることがわ
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かる。図3(B)の破線はDNA の長軸長 1のアンサンブル平均であるが、これは見かけ上、連続的な緩慢転
移となっていることが明らかである。

長鎖DNAのコイルーグロビユール転移が一次相転移となることは、スペルミジン以外にも、(1) PEG
などの中性高分子、(2)ポリグルタミン酸などのポリアニオン、(3)コバルトなどの多価イオン、(4)アル
コールなどの低誘電率媒質、(5) CTABなどの陽イオン性界面1舌性剤、などにっいて確認、されている。こ
のように、 DNA鎖の不連続な転移は、極めて一般的な現象であることが判る。

難.対イオンの効果
以上のように、長鎖DNA は、一次相転移によりその高次構造が大きく変化することが明らかとなった。

DNAやポリイオンでは、対イオンを含め水溶液中に存在する低分子の全自由エネルギーに対する並進エン

トロピーの寄与が非常に大きく、高次構造の安定性に重要な役割を果たしている。

ここで、低分子多価カチオンとして三価のスペルミジンを例にとって考える。一分子のスペルミジンがDNA

分子鎖の実効体積内に侵入すると、それに伴って、分子量の少ない一価陽イオン3個が、選択的にバルクの水
溶液中へと放出される。このとき、放出された一価陽イオンによって、系の並進エントロピーが増大する。す

なわち、スペルミジンの結合によって、系全体の自由エネルギーが減少する。ただし、水溶液中のDNA分子鎖

は、対イオンにより電気的に中性化されていると仮定する。さらに、多分子のスペルミジンが共同的にDNA

分子鎖へ結合することによって、自由エネルギー曲線が変化し、コイルからグロビュールへと状態力蓮云移する。
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図 4.水溶液中 DNA 分子における、スペルミジンと対イオンの交換相互作用。

このような描像に従って、 DNA一分子当たりの全自由エネルギー凡。加1を三っの寄与の和として表すと、

Ft。t。1 = F'1 + Fi九t + Fh。加 ③

一項目は DNA分子のヲ単性エネルギーの寄与、二項目は溶媒を媒介とした DNA セグメント同士の相互作

用の寄与、そして三項目は対イオンを含めた溶液中の低分子、つまり、凝縮剤である低分子多価カチオン

とその対イオン、 DNA 分子の対イオンの並進エントロピーの寄与である。ここで、 R地那を求めるため、
系全体をDNA分子鎖の実効体積とそれ以外の外部溶液に分けて考える。 DNA単分子鎖の実効体積をVと

おき、溶液中一分子当たりの、系全体の体積をΩとする。つまり、Ωは、 DNA溶液の全体積を溶質の DNA

分子数で割ったものに相当する。 DNA分子鎖上に露出しているあからさまな負電価数を Q とおくと、こ
れは同時に、 DNAの対イオンである一価陽イオンの、 DNA一分子当たりの個数に等しい。同様に、 DNA

一分子当たりの低分子多価カチオンの数を P、その対イオンである一価陰イオンの個数を C_とおく。この

とき、凝縮剤である低分子多価カチオンの価数を机とすると、 C_=肌Pが成立する。ここで、 DNA の

実効体積内に存在するDNA対イオン、低分子多価カチオン、低分子多価カチオンの対イオンの数をそれ

ぞれ Cr、 pm、 Cど.とし、外音磁容液中におけるそれらの数を、各々CP'、 P0磁、 ct".とする。このとき、
Cr+cf'= Q、 P仇十P゜覗= P、 Cや+cty'= C_が成り立っ。これら三種のイオンの並進エントロビー
をDNA実効体積の内外にわけて書き表すと、

Fh。加=凡m +凡゜ut
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ここで、凡mはDNAの実効体積、凡ルtは外部溶液中における並進エントロピーの寄与を表わす。また、 V。
を、α= 1のとき、すなわち、理想、鎖のときの DNA 分子鎖の実効体積とおくと、 V =玲α3の関係が成り

立っ。ただし、 V。= h/3Ⅳ.た炉。最後に、系の電気的中性条件から、

0*・(▲)・d,・(ー)・'、十)^

0卸・(÷)ー',<÷)ー"<・丁)

となる。

図5 に、対イオンの効果を考慮に入れて計算した、熱平衡状態下の各自由エネルギー曲線と、αの分布を

掲げた。低分子多価カチオンが対イオンと交換することによって、凝縮に伴う膨大な並進エントロピー損失

を補足していることがわかる。図中、α。とαは、それぞれコイル側とグロビュール側のミニマムに対応す

る。△Fは、 Fの参照値をα。値にっいてとったものである。叫とαgの位置から、低分子多価カチオンの濃度
が高くなるに従ってDNAのサイズが減少し、やがて、グロビュールへと状態が不連続に変化することが示

される。
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は次の通りである。 m = 3、,=Ω/VO = 500、 Q = 16、 B =-1.5、 0.01、 1V = 100。
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同様の計算を、二価カチオンと四価カチオンの場合にっいて行った。図6 は、 m
由エネルギー最小値をαの関数として描いたものである。

CJ

図6.図 5 と同じパラメータを採用し、 CPをコントロールパラメータとして、二価から円価の低分子カチオン
にっいて計算した結果。二価カチオンによっても、 DNA 分子鎖のサイズが不連続に変化することがわかる。

上図から、凝縮剤の価数が大きいほど単分子凝縮が起きゃすいことがわかる。二価カチオンによっても、
DNA 分子鎖のサイズが不連続に変化することに注意したい。しかしながら、二価カチオン(m = 2)と
四価カチオン(切= 3,4)によるコイルーグロビュール転移には、歴然とした違いがある。伽.= 3,4の^、

場合、コイル状DNAのサイズは、共存状態でも凝縮剤が存在しないときのサイズとほとんど変わらない。
一方、多価カチオンが二価の場合、 DNA分子鎖の実効体積は凝縮剤の濃度が高くなるに従って徐々に減少
し、共存状態におけるコイルとグロビュールのサイズの差が非常に小さくなっている。また、対イオンと
の交換相互作用が三、四価カチオンと比べて相対的に弱いため、極高濃度側にしかグロビュール状能が発
現しない。図5 に示したように、叫の分布の広がりを考慮すると、実際に観測される転移点は、ここで対
応する値よりもさらに高濃度側にシフトし、共存状態を示す濃度領域は、Ξ、四価カチオンに比較して非
常に大きな幅をもっことが予想される。従来、一般に、二価カチオンはDNAのコイルーグロビュール転移
を誘起しないとされてきた。光散乱法や沈降法など、アンサンブル平均を測定する観測方法では、上に述
べたような二価カチオンの性質から、 DNAの単分子凝縮を確認するのはほとんど不可能であると予想される。

ξ5.さいごに
高分子のアンサンブルの物性を調べる従来の研究では、これらのような、高次構造に関する重要な特質
を見落としていた恐れがある。また、ここで紹介した理論は、紐状分子における非常に大きな自由度を一次
元の位相空間に投影し、平均場近似を用いたものにとどまっている。しかしながら、グロビュールとなって
いる凝縮体の表面と、水溶液との界面に生じる表面ゆらぎの問題や、システムサイズに依存する臨界現象
の解明など、まだ解かれていない興味深い問題を数多く見出すことができる。このような、一次元の紐状分
子の安定性のメカニズムを解明するには、高次元の位相空間を考慮に入れて、実験・理論の両面から系続的
に検証することが必要である。

〔誤括杓

理論的な部分は、モスクワ大学物理学部A. R. KI〕okl)10V教授、および、ロシア科学アカデミーのV. V
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本稿で紹介した研究は、主として文献a)、(2)に基づいて行ったものである。(3)以下は本研究に関連す
る、 DNAの高次構造に関する報告である。
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