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研究成果の概要（和文）：Simian Virus 40 (SV40)の複製起点を組み込んだλDNAを対象として、磁気ピンセットを用
いて負の超らせんを導入し、負の超らせんが局所的なDNA１本鎖領域形成に与える影響を解析した。さらにSV40複製開
始タンパク質であるSV40ラージT抗原（SV40TAｇ）を実験系に加えて、SV40Tagによる複製開始反応に負の超らせんが与
える影響についても評価した。
その結果、SV40TAｇ非存在下でも負の超らせん導入によりSV40複製起点近傍に１本鎖領域が形成されること、SV40TAｇ
を添加すると、負の超らせん導入による１本鎖領域形成頻度およびその長さがさらに増加することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We developed an apparatus based on magnetic tweezers to introduce supercoil on a 
single DNA molecule, and studied the effects of negative superhelicities on the local DNA denaturation in 
λDNA containing the SV40 origin of DNA replication. Furthermore, we also studied the effects of 
superhelicities on the local denaturation in the presence of SV40 Large T antigen（SV40TAｇ）, which is 
an initiation protein of SV40 DNA replication,
Even in the absence of SV40TAｇ, the local denaturation of SV40ori-λDNA under a negative supercoil state 
was observed around the replication origin and the probability of occurrence of the local denaturation 
increased with negative superhelicity. Furthermore, addition of SV40TAｇ enhanced the probability of 
occurrence of the local denaturation and extended the single-stranded region under higher negative 
superhelicities.

研究分野： １分子生物学

キーワード： １分子観察　DNA２次構造　超らせん　マグネチックツィーザー　磁気ピンセット　微細流路　１本鎖DN
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１．研究開始当初の背景 
ＤＮＡの負の超らせんはバブル構造、十字

構造、Ｚ型ＤＮＡなどの非Ｂ型構造を導入す
ることが知られており、転写、ＤＮＡ複製な
どのＤＮＡ代謝反応に関与することが示唆
されていた。このようなＤＮＡ代謝反応の中
で、転写制御に関しては超らせんの影響があ
ることが実験的に示されており(Hirose, S. 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
vol.85,718-722 (1988))、多くの遺伝子で負の
超らせんにより転写が活性化することが示
されている。ここで、ＤＮＡ複製に着目する
と、真核細胞複製のモデル系であるＨｅＬａ
細胞の粗抽出液を用いた SV40(Simian 
Virus 40)ＤＮＡin vitro 複製系では、環状Ｄ
ＮＡを鋳型とした場合より直鎖状ＤＮＡを
鋳型として用いた場合の方が低いＤＮＡ合
成量を示し、直鎖状ＤＮＡの複製の抑制には
２つ以上の因子が関与していることが示さ
れている(Katsura, S. et al., Cell Struct. & 
Func., vol. 17 (1), pp. 19-32, 1993)。直鎖状
のＤＮＡには超らせんを導入することがで
きないために、環状ＤＮＡと直鎖状ＤＮＡと
の鋳型活性の違いは超らせん歪の有無の違
いで説明できると考えられる。しかし、ＤＮ
Ａ複製反応は動的に超らせん状態を制御し
ながら反応が進むために、転写制御解析のよ
うに超らせんを導入した鋳型ＤＮＡを用い
た超らせんの影響の解析は不可能である。ま
た、超らせんを導入するのに必要なエネルギ
ーは比較的小さく、常温の熱擾乱による熱エ
ネルギーの揺らぎ程度でＤＮＡの超らせん
が導入される。そのため、常温で反応してい
るＤＮＡでは、局所的には様々な密度の超ら
せんが導入されている状態であると推定さ
れる。このような状況の下でＤＮＡ集団の鋳
型活性を測定しても、超らせんとは無関係に
複製反応が開始されている）のか、熱擾乱に
より偶然、超らせんの閾値を超えたＤＮＡ分
子のみが複製反応が開始されているのかを
識別することは困難であった。 
 
２．研究の目的 

ＤＮＡの超らせんをはじめとするＤＮＡ
の高次構造は、転写制御への影響があること
が実験的に示されていることから、ＤＮＡ複
製反応をはじめとするＤＮＡ代謝反応にも
密接に関与していることが推定できる。しか
し、複製反応はＤＮＡトポイソメラーゼによ
り動的に超らせん状態を制御しながら進行
する反応であるために、超らせんを導入した
鋳型ＤＮＡを用いてもＤＮＡ複製反応中に
超らせん状態は失われてしまうことになる。
そのため、超らせん状態が維持されているＤ
ＮＡ複製反応の初期段階でしか解析は行え
ず、超らせん状態がＤＮＡ代謝反応に与える
影響は極めて限られた知見しかないのが現
状である。本研究計画はこの問題を解決する
ために、１分子レベルでＤＮＡの超らせん状
態を常時制御し、超らせん状態がＤＮＡ複製

反応に与える影響を解析することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 微細流路の作製および解析対象の
DNA の固定化 

熱 硬 化 性 高 分 子 で あ る
Polydimethylsioxane (PDMS)で作製した微細
流路装置を用いて、図 1に示す微細流路を作
製した。 

この微細流路のスライドガラス表面をアビ
ジンで修飾し、さらにブロッキングした後、
解析対象であるビオチン化 λDNA または
SV40 の複製起点をλファージにクローニン
グしたビオチン化 SV40ori-λDNA を微細流
路に導入することにより、アビジン－ビ
オチン結合により流路底面にこれらの
DNA を固定化した。また、これらのＤＮ
Ａ分子の他の末端を Digoxigenin (DIG)で
標識することにより磁気ビーズと結合さ
せ、磁気ピンセットにより超らせんを導
入することを可能にした。 
(2) DNA1 本鎖領域の可視化法 
 Replication protein A（RPA）の 70kDa サ
ブユニットの１本鎖ＤＮＡ(ssDNA)結合ドメ
インと Yellow Fluorescent Protein（YFP）
の融合タンパク質（RPA-YFP）を用いて、1本
鎖領域を修飾し、その位置を蛍光顕微鏡によ
り観察した。その後、２本鎖ＤＮＡ領域をイ
ンターカレーター型蛍光色素（YOYO-1）で標
識することにより、DNA 分子の機械的な切断
が生じていないことを確認した。 
 (3)磁気ピンセットの作製 
マイクロコンピュータArduino-Unoを用い

て、ネオジム磁石付プーリーの回転数、回転
方向、回転速度をステッピングモーターによ
り制御するシステムを開発した。このシステ
ムにより、流路上方に設置した磁気プーリー
を回転させ、磁気ビーズを結合させた固定化
DNA 分子を回転させた。なお、図 2 に示すよ
うに、規定の超らせんを導入した後に、上部
の磁気プーリーを取り除き、他の磁石を側方

図１ 微細流路の構造 

図２ 超らせん導入方法 

anti-DIG 
modified bead

磁石の回転

回転後、上方の磁石を
取り除き、側方に他の
磁石を置くことにより、
ＤＮＡ分子を伸張した。



に設置することによりＤＮＡ分子を観察可
能な形態で伸張した。 
 
４．研究成果 
(1)負の超らせん導入による 1本鎖領域形成 
 λＤＮＡを対象に負の超らせんを導入し
たところ、強い負の超らせんにより誘導され
ることにより 1本鎖領域が誘導され、その領
域はλＤＮＡの複製起点と一致することが
明らかになった（図３）。また、この 1 本鎖
領域の出現確率は、負の超らせんの導入に従
って、上昇することも明らかになった（図４）。 

 

 また、SV40 の複製起点がクローニングされ
ている SV40ori-λDNA を対象に負の超らせん
を導入したところ、SV40 の複製起点近傍に 1
本鎖領域が形成されることが明らかになっ
た（図５）。このとき、λＤＮＡの複製起点
の位置に 1 本鎖ＤＮＡが形成されないのは、
SV40 複製起点近傍の構造変動により負の超
らせんが弛緩されてしまい、λＤＮＡの複製
起点の1本鎖領域を形成するのに必要な超ら
せん歪みに達しなかったためと考えられる。 
SV40ori-λDNA においても、負の超らせんの
導入に従って、この 1本鎖領域の出現確率は 
上昇した（図６）。 

 

 

 
 
(2)負の超らせん導入が複製開始反応に与え
る影響の解析 
 対象となるDNA分子を微細流路に固定化し
た後に、SV40 の複製反応の開始および複製フ
ォークの進行に関与する SV40TAｇを実験系
に加えることにより、負の超らせん導入が複
製開始反応に与える影響を解析した。 
 その結果、負の超らせんが導入により複製
起点近傍の巻き戻し（Unwinding）が促進さ
れ、１本鎖領域が高頻度で出現すること（図
７）、また TAｇ添加時にも負の超らせんが導
入に従って巻き戻し反応の観測頻度は増加
すること（図８）、また超らせん密度σ=-0.02
からσ=-0.04 に負の超らせん密度が上昇す
ると形成された１本鎖領域の長さが有意に
増加すること（図９）が明らかになった。 
このことは、SV40 の複製反応の初期過程にお
いて、負の超らせん導入が TAｇと協調して、
複製反応を促進していることを示しており、
ゲノムDNAの複製開始反応制御についても超
らせん構造が関与していることを強く示唆
している。 
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図４ λDNA における超らせん密度
と 1 本鎖領域出現確率の相関 

図３ 負の超らせん導入によるλＤ
ＮＡ上の 1 本鎖領域形成 

図 ５  負 の 超 ら せ ん 導 入 に よ る
SV40ori-λDNA 上の 1 本鎖領域形成 

図６ SV40ori-λDNA における超らせん密
度と 1 本鎖領域出現確率の相関 
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