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研究成果の概要： 
生体内ではＤＮＡや蛋白質など溶液中で帯電した高分子鎖（荷電高分子鎖）が，一分子レベ

ルでダイナミックに変形し反応が制御されている．本研究では，荷電高分子鎖の変形時に生じ

る摩擦の効果を定量的に明らかにすることを目的とし，光ピンセットによる一分子計測の方法

を用いて，多価陽イオン存在下で凝縮した一分子ＤＮＡの内部摩擦の定量化を行った．理論モ

デルに基づく考察から，凝縮ＤＮＡ伸長時に生じる内部摩擦が，凝縮相－非凝縮相間の２状態

遷移過程で生じていることを明らかにした． 
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１．研究開始当初の背景 
生体高分子の多くは水への可溶性から電

解質である．ＤＮＡや蛋白質の構造は生体内
でダイナミックに変化しており，溶液環境の
変化や力学的摂動にともなう構造変化は，生
体内の反応に直接影響を及ぼす． 
溶液中の単一高分子鎖の変形には，部分鎖

の異なる立体配座の間のエネルギー障壁に
由来する摩擦や，部分鎖間の擦れ合いによる
摩擦が存在する．溶媒による粘性抵抗とは異
なるこれらの摩擦は，内部摩擦として知られ

ている．我々は，先行研究において，多価陽
イオン存在下で凝縮した一分子ＤＮＡの伸
長－緩和サイクルで，ＤＮＡの力学応答に履
歴が生じることを見出していた．ＤＮＡの負
電荷は対イオンで遮蔽され，凝縮時には対イ
オンどうしが強い相関を持つことが知られ
ている．観測された力学応答の履歴は，荷電
高分子鎖特有の内部摩擦に起因しているの
ではないかと予測した．単一荷電高分子鎖の
内部摩擦は，蛋白質のフォールディング過程
においても，その重要性が示唆されていたが，
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一本の高分子鎖のダイナミクスに内部摩擦
がどの程度影響するのか定量的に測定した
例はなかった． 
そこで本研究では，一分子計測の手法を用

いて，単一荷電高分子鎖の内部摩擦を直接観
測し定量化するための研究を行った． 
 
２．研究の目的 
高分子鎖の変形に対し，いかなる要因がい

かなる時間スケールで支配的なのか明らか
にすることは，高分子物理学のみでなく生物
学，生物物理学においても重要な課題である．
本研究の目的は，単一荷電高分子鎖に生じる
内部摩擦の要因を解明し，鎖のダイナミクス
における内部摩擦の効果を定量的に明らか
にすることである． 
 
３．研究の方法 
（１）凝縮ＤＮＡの張力測定 
末端をビオチン標識したλ‐ＤＮＡ

（48,502 bp）とストレプトアビジンコート
ビーズ（2 Pm）を混合し，ＤＮＡ両末端にビ
ーズを結合する．得られた試料を溶液交換可
能なフローチャンバー内に入れ，赤外レーザ
ー光を用いた２点捕捉型光ピンセットによ
りビーズを捕捉する．ＤＮＡを伸長させた状
態でスペルミジン（SPD, ３価陽イオン）溶
液に交換し凝縮転移を引き起こす．片側のビ
ーズ捕捉位置を移動することでＤＮＡを伸
長し，ビーズ像の画像解析によりＤＮＡの末
端間距離および張力を測定する． 
伸長速度を変化させたときの力学応答の

変化から，凝縮ＤＮＡ伸長時の内部摩擦の定
量化を行った． 
 
（２）ＤＮＡの熱揺らぎの定量化 
光ピンセットを用いてＤＮＡを伸長させ

た状態で，蛍光色素（YOYO-1）を含む溶液
に交換し，ＤＮＡの蛍光像を取得する． 
得られた像の画像解析により，伸長方向に

垂直な方向の揺らぎの大きさを定量化した． 
 

（３）蛋白質一分子（SNase）の力学的アン
フォールディング 
Ｎ末端およびＣ末端にシステインを持つ

スタフィロコッカルヌクレアーゼ（SNase）
変異体を試料として用いた．金蒸着したガラ
ス基板上に SNase 溶液をのせ，SNaseの一
端を基板と結合させる（金－チオール結合）．
金コートされたカンチレバーを用いた原子
間力顕微鏡により，SNase の他端をカンチ
レバーと結合させ，力学応答を測定した． 
 
４．研究成果 
（１）凝縮ＤＮＡの内部摩擦の定量化 
400 PM SPD 存在下で凝縮した一分子ＤＮ

Ａを一定速度 v で伸長，緩和させると，伸長

－緩和サイクルで力学応答に履歴が生じる．
このときに生じる不可逆な仕事（'W）を解析
した結果，'W が速度に対し線形に増加する
こと，および v →0 の外挿値が有限の値を持
つことを見出した． 
ＳＰＤ非存在下で非凝縮状態にあるＤＮ
Ａに対しては，力学応答の履歴は生じない．
凝縮ＤＮＡに対し，'W が伸長速度に対し線
形に増加する要因は，凝縮相内部で生じる実
効的摩擦力（内部摩擦）によるものではない
かと予測し，内部摩擦の定量化を試みた． 
ＤＮＡの両末端は光ピンセットで保持さ
れているため，末端間距離が固定された状態
では，ＤＮＡは凝縮，非凝縮相が共存した平
衡状態にある．準静的伸長過程では，凝縮相
がなくなるまで，末端間距離の変化に対し一
定の張力を示す．このときの力を feq とする
と，feq と伸長時の張力（fst）で囲まれる部分
の面積（図１挿入図の Wdiss ）が，伸長時の
エネルギー散逸に相当する． 

 

 
速度を系統的に変化させ，測定で得られた 

feq = 0.69 pN を用いてWdiss を解析した結果，
図１に示す速度依存性が得られた．Wdissが伸
長速度 v に比例していることから， *v = fst - 
feq の実効的摩擦力が生じていることが分か
る．図１の直線の傾きから摩擦係数 *   ���� 
kg/sec を得た．この値は，伸長時にＤＮＡお
よびビーズに生じる流体の粘性抵抗より１
０倍以上大きいことからも，凝縮相内部のＤ
ＮＡ部分鎖が，力学的にほどける際に生じる
内部摩擦に起因しているといえる．この結果
は，荷電高分子鎖の内部摩擦を一分子レベル
で定量的に示した初めての結果である． 

 
 
（２）凝縮ＤＮＡの内部摩擦の起源 
凝縮相で生じる内部摩擦の起源を明らか
にするために，クラマース型の２状態遷移モ
デルを考えた．ＤＮＡ部分鎖を長さ Ls の棒
で粗視化し，凝縮状態(condensed)と非凝縮状
態(decondensed)は，高さ E のエネルギー障壁

図１：凝縮ＤＮＡ伸長時のエネル

ギー散逸 



 

 

で隔てられているとする（図２）．ばね定数 Ks 
の光ピンセットによる一定速度 v の伸長で
は，ＤＮＡが凝縮状態にあれば，時刻 t での
張力は fst(t) = feq + Ksvt と表せる．このとき，
凝縮状態から非凝縮状態への単位時間あた
りの遷移頻度は，fst(t) に依存し，本実験の速
度範囲では，fst - feq ≒ (Ks /k0)v と近似できる．
k0 は平衡状態における遷移頻度であり，
*   ���� kg/sec の測定結果から，k0 = 240 s-1 
が得られた． 

 

 
本モデルにおいて，k0 = 240 s-1 を実現し得

る棒の長さは，Ls ≒ 88 nm であり，この長
さはＤＮＡを粗視化する際のクーン長（約 
100 nm）とほぼ一致する．この結果から，凝
縮ＤＮＡ伸長時の内部摩擦の起源が，凝縮－
非凝縮相間の遷移過程にあると考えられる． 
 
（３）緩和過程における凝縮相の核形成 
次に，v →0 の準静的極限で有限な不可逆

仕事（'W）が生じる要因について調べた．緩
和過程では，ある末端間距離 xc において，
張力が急激に上昇し一定値（feq = 0.69 pN）に
近づく．xc の値は一定ではなく，2 ~ 8 Pm の
間に分布することから，xc で凝縮相の核が形
成され，張力の増加は凝縮相の成長を示して
いると予測した．予測の確証を得るため，xc 
で核形成が生じたとみなし，核形成頻度の v 
依存性を調べた結果，核形成に基づく理論予
測とよい一致を示すことが分かった（図３）． 
これらの結果から，凝縮ＤＮＡの伸長－緩

和サイクルで生じる履歴の要因は，i) 伸長時
の内部摩擦，ii) 緩和過程における凝縮相の核
形成にあるといえる． 

 
 
（１）－（３）の結果は，部分鎖間に強い

相互作用を持つ荷電高分子鎖の力学応答を
一分子レベルで明らかにした最初の結果で
あり，論文○2 および国際会議○1 ，○3 で発
表を行った． 
 
 
 
 

 
（４）ＤＮＡの熱揺らぎの定量化 
（３）の緩和過程では，ＤＮＡ部分鎖が熱
的に揺らぎ，部分鎖どうしが一定の距離に近
づくことで核形成が生じると考えられる．Ｄ
ＮＡの熱揺らぎは，一本の高分子鎖のダイナ
ミクスだけでなく，ＤＮＡ結合蛋白質のよう
な一分子ＤＮＡと相互作用する物質の運動
にも影響を及ぼすと考えられる． 
そこで本研究を発展させ，ＤＮＡの熱揺ら
ぎを制御した状態で，ＤＮＡおよびＤＮＡ結
合蛋白質の運動を同時観測するために，装置
の改良を行った．ＤＮＡ結合蛋白質の観測に
金ナノ粒子による標識化が有効であること
を確認し，金ナノ粒子の散乱光とＤＮＡの蛍
光を同時観測するための測定系を構築した． 
蛍光色素を用いてＤＮＡの可視化を行い，
光ピンセットにより両末端を固定化した状
態で蛍光像を取得し，画像解析により伸長方
向に垂直な方向の揺らぎの大きさを定量化
した．揺らぎの大きさ（部分鎖の位置の分散）
は，末端間の中心にピークを持つ放物線を示
すことが分かった（図４）． 
今後，末端間距離と揺らぎの大きさの関係
を定量的に明らかにした後，ＤＮＡ結合蛋白
質の運動の観測を行い，ＤＮＡの揺らぎとＤ
ＮＡ結合蛋白質の運動の関係を明らかにす
る予定である． 
 
（５）蛋白質一分子（SNase）の力学的アン
フォールディング 
蛋白質はアミノ酸が連なった荷電高分子
鎖であり，固有の構造に折れ畳まり，様々な
生体内化学反応を調節している．凝縮ＤＮＡ
と同様に，力学的伸長過程では部分構造のア
ンフォールディングに対応した張力ピーク

図２：凝縮ＤＮＡ部分鎖の２状態

遷移モデル 

図３：緩和過程における核形成頻度の

速度依存性．データ点は末端間距離 x 
まで緩和させる間に核形成が生じた

確率を示しており，曲線は理論曲線で

ある．x = 2.5, 4.5, 5.5, 6.5 Pm のデータ
をプロットしている． 



 

 

が現れる． 
原子間力顕微鏡を用いて一分子蛋白質（ス

タフィロコッカルヌクレアーゼ, SNase）の
伸長実験を行い，アンフォールディング過程
における力学応答を測定した．その結果，部
分構造がほどける経路（アンフォールディン
グ経路）は，単一の経路ではなく，確率的に
変化することを明らかにした．SNaseは蛋白
質フォールディング分野において，モデル蛋
白質として盛んに研究が行われているが，一
分子レベルの力学応答を示したのは，本研究
が初めてである．これらの結果は，論文○1 に
掲載されている． 
 
凝縮ＤＮＡおよび蛋白質の一分子力学応

答は，ともにクラマース型の遷移ダイナミク
スで議論することができ，アンフォールディ
ング時の張力の増加は，エネルギー障壁を超
える際の実効的摩擦力と解釈できる．本研究
で得られたＤＮＡおよび蛋白質の力学的伸
長に関する定量的知見は，荷電高分子鎖のダ
イナミクスを解明するにあたり，従来のバル
ク系の測定では得ることのできない有用な
知見である． 
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図４：両末端が固定された一分子

ＤＮＡの揺らぎ 


