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研究成果の概要（和文）：生体内においてDNAは、2重らせんをほどくように（2本の鎖の巻きつき回数を減らす
ように）ねじられた状態で存在していて、このようなねじれは負の超らせん（negative super coil）と呼ばれ
ます。本研究では、負の超らせんによりDNAがほどけた際に生じると考えられている、DNA３重鎖構造を1分子レ
ベルで検出する方法を開発しました。光をあてると光る蛍光分子と呼ばれる分子が、蛍のように点滅する現象＝
蛍光のblinkingを操ることにより可能となりました(KACB法:Kinetic Analysis based on the Control of 
fluorescence Blinking)

研究成果の概要（英文）：In our body, DNA takes a negatively-supercoiled structure. It is suggested 
that negative-supercoil induces strand dissociation that leads to the formation of triple helix DNA.
 In this project, in order to investigate the dynamics of negatively-supercoiled DNA, we developed a
 method to detect the formation of the DNA triple helix structure at the single molecule level.

研究分野：核酸化学・光化学・生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
2 重らせん構造を有する DNA は、線上で
ひずみの無い状態では、約 3.6 nm（10.5 塩
基対）辺り 1回の割合で互いに右巻きに巻き
ついている。生体内において DNA は、2 重
らせんをほどくように（2 本の鎖の巻きつき
回数を減らすように）ねじられた状態で存在
し、このようなねじれは負の超らせん
（negative super coil）と呼ばれる。負の超
らせんにより DNA はよりほどけやすくなり、
ひずみの無い状態と比較してよりダイナミ
ックに運動していると予想される。これによ
り、局所的に塩基対が解離した DNA ほつれ
構造、より長い塩基対解離に伴い生じうる
DNA 3重らせん等、DNA局所構造の形成が
促進されていると考えられるが、これら現象
にリアルタイムでアプローチ可能な分析手
段が無く、DNA 超らせんのダイナミクスは
明らかになっていない。われわれは、蛍光分
子を 1分子レベルで見たときに現れる物理
化 学 現 象 で あ る 蛍 光 の 点 滅 過 程
（fluorescence blinking）に注目し、蛍光分
子を核酸中に導入し、核酸構造を用いて蛍
光点滅の制御を試み研究を行っている。こ
れまでに、DNA内電荷移動を蛍光点滅によ
り 1分子レベル観測することに成功してい
る（Kawai et al. Nature Chem., 1, 156 (2009), 
JACS, 133, 15568 (2011)）。一方、われわれ
は DNA の柔軟性により電荷移動速度が大
きく変化することを見出した（Kawai et al. 
JACS, 134, 9406 (2012)）。これら結果をふま
え、負の超らせんにより DNA のゆらぎが
促進される過程を、1 分子レベル蛍光点滅
観測法（Kinetic Analysis based on the 
Control of fluorescence Blinking: 以 下
KACB法により抽出できるのではないかと
考えた。 

   
２．研究の目的 
  DNA超らせんのダイナミクスがわかれば、
生体内により近い状態で DNA の物性が明ら
かになる。遺伝子発現や、修復などは DNA
とタンパク質の相互作用により引き起こさ
れ、DNA 過渡構造形成と密接に関わってい
ると予想される。DNA のほつれや 3 重鎖な
どの過渡構造のダイナミクスがわかれば、
DNA過渡構造の形成がDNA－タンパク質相
互作用にどのように関連しているのかを紐
解く手がかりが得られ、DNA 過渡構造をタ
ーゲットとした、トリプレットリピート病等
の遺伝子疾患の治療薬開発に有用となる知
見が得られるのではと期待される。 
 
３．研究の方法 
 本課題では、極微量の蛍光分子修飾プラス
ミド DNAを測定対象として、DNA超らせん

のからまりあい数を 1分子レベル蛍光点滅観
測に基づきリアルタイムで分析する手法の
開発を目指した。KACB法により、局所的な
ほつれに伴い生成する 3重鎖構造形成のダイ
ナミクスを観測し、超らせん構造とこれら局
所構造の相関の解明に挑む。具体的には、蛍
光分子（Cy3、Cy5、R6G、ATTO 655 等）
を位置特異的に導入した、DNA を化学合成
する。共焦点顕微鏡を用いた蛍光相関分光法
により、蛍光の点滅を観測し、DNA の負の
超らせんにより生じる、3 重鎖構造、ヘアピ
ン構造と 2 本鎖構造を区別して観測する
KACB法を開発する。 
 
４．研究成果 

DNA超らせんの結果生じるDNA 3重鎖構
造を 1分子レベルで検出するため、光照射に
より光異性化反応が進行し、生じる異性体が
OFF 状態となるシアニン系蛍光分子 Cy3、
Cy5の blinkingに注目した。スタッキングな
どにより、立体傷害から熱逆異性化速度が遅
くなるほど、blinking における OFF 状態の
持続時間＝τOFF が長くなることを利用し
て、核酸構造分析を検討した。ここで、熱逆
異性化速度は、τOFFの逆数により表される
（1/τOFF）。核酸構造に、Cy3、Cy5の構造
を重ね合わせると、Cy3 の分子の大きさが
DNA 3 重鎖構造の断面の大きさと同程度で
あることがわかった（図１）。これにより、
立体障害により3重鎖構造特異的にCy3の異
性化反応が遅くなる、すなわち、三本鎖構造
特異的に τOFFが長くなるのではと考えた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：蛍光分子 Cy3の光異性・熱逆異性化に
基づく blinking の制御・活用による KACB
法を利用した、DNA３重鎖構造の検出。Cy
３は２重鎖構造と比べ、３重鎖構造において
より強く DNA 鎖と相互作用し、立体傷害の
ため Cy3の熱逆異性化速度が遅くなる。これ
により、blinkingが２重鎖構造に比べゆっく
り進行するのではと考えた。 
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Cy3の blinkingを 2重鎖構造、3重鎖構造
で比較したところ、2重鎖構造と比較して、3
重鎖構造では τOFFが約 8倍長くなることが
わかり、Cy3の blinkingを観測することによ
り、超らせんにより誘起される 3重鎖構造の
検出が可能であることが示された（図２）。
ここで、アデニンの 8位にアミノ基を導入し
て、Hoogsteen 水素結合の数を増加すると、
τOFF が三本鎖構造特異的に顕著に増加し
た。一方、アデニンの 2位にアミノ基を導入
し、通常のWatoson-Crick水素結合を増やし
たところτOFF に大きな変化は観測されな
かった。熱融解温度（Tm）測定から、熱力
学的安定性からは測定温度においてすべて
の配列においてほぼ 3重鎖状態にあることか
ら、3 重鎖構造の有無だけでなく、その剛直
性・ゆらぎに関して Cy3 の蛍光の blinking
により調べられることを提唱した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：blinking をτOFF より評価。二重鎖
構造と比べ、三重鎖構造では、熱逆異性化速
度が遅くなり、τOFF が顕著に長くなった。
アデニンの２位にアミノ基を導入すること
によりワトソンクリック結合を、８位にアミ
ノ基を導入することによりフーグスティン
結合を安定化したところ、三重鎖構造形成で
鍵となるフーグスティン結合を安定化した
時にのみ、τOFFが顕著に増加した。 
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