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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）：近赤外分光法及び水分子と生体分子との相

互作用から生体システムの動態を明らかにするための新しい分析法であるアクアフォトミクス

を用いて、細胞の生存能力に関与する DNA の分析を行なった。DNA における近赤外スペクト

ルの水分子振動を表わす OH 第 1 倍音領域（1300-1600 nm）を解析することで、4種類の異なる

構造の DNA それぞれの濃度を定量化し、その回帰モデルから DNA の違いを明らかにした。また、

直鎖 DNA と環状 DNA を識別し、DNA 構造の違いを表わす水分子吸収バンドを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：DNA related to viability of cell was investigated by aquaphotomics 
which is new scientific area in order to systemize the abundant information concerning the 
interactions of water in biological and aqueous systems by the use of the absorption band of 
water molecule structure changing with biological molecules based on near infrared (NIR) 
spectroscopy. The first overtone of the OH stretching vibration of water (located around 
1300 – 1600 nm) was used for the analysis of DNA spectra. Four kinds of DNA which had 
different structure were prepared and measured by NIR spectroscopy. The DNA 
concentration was quantified for each DNA sample and the difference among DNA samples 
was appeared in each regression vector ranging 1300 – 1600 nm. Moreover, the deference 
between straight and circular structure of DNA was classified and the effective water 
absorption bands for classification of DNA structure were investigated. 
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研究開始当初の背景 
(1) 複雑な生物機能の解明にはそこに
関与する生体分子の検出が不可欠である。生
物の体の中にある分子全体を網羅的に調べ
る学問（オミックス）により、DNA の塩基配
列に従って産出される酵素や補酵素等のタ
ンパク質・有機化合物の代謝経路が明らかに

されている。しかし、様々な生体分子の検出
には、HPLC、GC、MS 等の高価・大型の機器を
適切に使用し、解析するための専門知識と経
験を要する。更にタンパク質の検出は電気泳
動法により分離したタンパク質を転写膜へ
結合させ、蛍光色素等で標識してからシグナ
ルを検出するため、薬剤による前処理と長時



間の測定を要する。また、対象となる生体分
子を単離しているため、水溶液中の生体分子
システムまでは明らかになっていない。 
近赤外分光法を用いると、水へ深く浸透する
弱いエネルギーの近赤外線を用いるため、生
体を対象に非破壊・非侵襲で、簡易迅速なリ
アルタイム測定が可能となる。研究代表者は
この検出技術により、正常なプリオンがマン
ガンまたは銅と結合したタンパク質を識別
した結果、それぞれのタンパク質の違いは
1300-1600 nm に現れ、タンパク質分子の状態
により水分子構造が異なるスペクトルパタ
ー ン が 示 さ れ る こ と を 明 ら か に し た
（Tsenkova, R., et al., Biochem. Bioph. 
Res. Co. 2004）。研究代表者はこの検出技術
を発展させ、水を介して生体分子の構造変化
を説明する「アクアフォトミクス」という概
念 を 提 唱 し た （ Tsenkova, R. J. Near 
Infrared Spec. 2009）。アクアフォトミクス
は、「水分子の吸収バンドが生体分子との相
互作用の結果、生体分子の変化が水分子構造
の変化として基準振動の第一倍音領域
1300-1600 nm に水鏡のように現れる」という
性質を利用し、水分子振動に帰属される 12
の特徴的な吸収バンドにおける強度変化の
パターンから生体システムの変化を解析す
る手法である。 
 
２．研究の目的 
 農業や園芸分野で苗のクローン増
殖として挿し木法が広く活用されているよ
うに、未熟な性質を持った細胞から、より特
定の機能を有した細胞に変化すること（分
化）が知られている。本研究では、研究代表
者が提唱するアクアフォトミクスを植物細
胞の分化可能性診断に応用する。生体内で起
こる細胞周期の過程における、DNA の発現や
タンパク質の経時的変化およびそれらの動
態を、水分子の物理化学的性質の変化として
包括的に捉えることを目指す。そして、細胞
全体を満たす水をバイオマーカーとし、細胞
の分化可能性を決定付ける要因を探る。 
 
３．研究の方法 
(1) 4 種類の異なる DNA（48502bp の 2
本鎖直鎖 Lambda DNA、2686bp・2675bp・2238bp
の環状2本鎖pUC18 DNA・pHSG298 DNA・pHSG396 
DNA）を超純水に濃度が 5ng/μL となるよう
加え、2倍希釈により 5から 0.005ng/μL の
10 段階の濃度における近赤外スペクトルを、
室温で各サンプルに対して 3回連続で測定し
た。OH 伸縮振動の第 1倍音領域を解析するた
め、近赤外スペクトルデータの 1300-1600nm
領域を用いた。 
(2) 4種類の異なるDNA（直鎖Lambda DNA、
および直鎖が含まれる環状複合鎖 pUC18 
DNA・pHSG298 DNA・pHSG396 DNA）を、超純

水を用いて濃度が 5 ng/μL となるよう希釈
した。また、λDNA を制限酵素 Hind III また
は Xba I で切断したサンプル、および
pUC18DNA または pHSG298 を BamH I で切断し
たサンプルを、それぞれ濃度 5 ng/Μl とな
るよう準備した。それぞれの DNA サンプルの
塩基対数の違いは、アガロースゲル電気泳動
の結果から確認された。各サンプルは、直接
希釈により 5・2.5・1.25・0.625 ng/μL に
調整した。濃度が4段階からなる8種類のDNA
の総計 32 サンプルから近赤外スペクトルを
室温で各サンプルに対して 3回連続で測定し、
水分子振動に関係する OH 第 1倍音領域
（1300-1600 nm）を解析に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 解析結果の有効性を検討するため、
データセットを DNA 濃度の最高値（5 μ
g/mL）・最低値（0.01 μg/mL）を含むモデル
構築セットと中間濃度のサンプルからなる
予測セットに分割し、常用対数化した DNA 濃
度の定量分析を行った。PLS 回帰分析による
定量分析の結果、全ての回帰モデルで相関係
数 R=0.97 以上が得られ、R=0.78 から 0.90 の
予測結果が得られた（Table 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
比較的精度の高い予測結果を与えるそれぞ
れの DNAに対する回帰ベクトルは異なった形
状を示した（Fig. 1）。 

Fig. 1. Regression vector of concentration for 

each DNA solution by PLS regression 

 
環状 DNA では 1402 nm から 1408 nm に微少な
ピークを示し、直鎖 DNA(Lambda DNA)では
1420 nm に大きなピークが見られた。また、
DNA の塩基対数に従った強度の異なるピーク
が 1500 nm に見られた。前者の微少なピーク
に近い 1410.6 nm は水素結合のない水分子

SEV R SEP R
bda DNA 2 0.24 0.973 0.43 0.821

C18DNA 4 0.16 0.987 0.46 0.776
SG298DNA 4 0.23 0.976 0.37 0.900
SG396DNA 2 0.24 0.974 0.74 0.864

Inner validation Outer validationLatent
variables

able 1. PLS regression result for log10(DNA conc. [µg/mL])
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（S0）の振動モードであるとされ（Maeda, H. 
et al. J. Near Infrared Spectrosc. 1995）、
1412 nm は弱い水素結合状態の水構造である
とされる（Segtnan, V.H. et al. Anal. Chem. 
2001）。また、1420 nm は強い水素結合から結
合が弱くなる状態の水分子であるとされる
（Segtnan, V.H. et al. Anal. Chem. 2001）。
そして、1500 nm に近い 1492 nm は 3 つの水
素結合を持つ水分子（S3）であり（Maeda, H. 
et al. J. Near Infrared Spectrosc. 1995）、
強い水素結合の水分子であるとされる
（Segtnan, V.H. et al. Anal. Chem. 2001）。
つまり、塩基対数が多いほど DNA は強い水素
結合を持ち、環状構造の DNA は多くの自由水
（S0）を持つと考えられる。 
 この研究により、低濃度 DNA 溶液の
近赤外スペクトルから比較的高い精度の定
量分析結果が得られ、それらの回帰モデルは
異なったピークを示し、DNA 構造の特徴を水
分子マトリクス構造（WAMACS）として近赤外
スペクトルデータに反映していることを示
した。 
 
(2) DNA スペクトルから超純水スペクト
ルを差し引き、DNA の情報を強調させる差ス
ペクトルを算出した。そして、主成分分析を
用いた SIMCA 法により、λDNA および制限酵
素により切断されたものを直鎖 DNA とし、切
断しない環状 DNA との識別を行った。各サン
プルを連続で測定したスペクトルから、1 回
目・3 回目に測定したものをモデル構築セッ
トとし、2 回目に測定したものを予測セット
とした。直鎖および環状 DNA に対して、75%
および 79%の識別モデルが構築され、75%およ
び 75%の識別予測結果がそれぞれ得られた。
この識別モデルにおいて、直鎖と環状 DNA の
識 別 に 有 効 な 波 長 を 示 す 識 別 力
（Discriminating power）から、1368・1422・
1454・1506・1538 nm が主に識別に用いられ
ていることを明らかにした（Fig. 2）。 

Fig. 2. Discriminating power obtained from 

SIMCA classification method for DNA structure 
 
1420 nm は直鎖である Lambda DNA の濃度を定

量化する回帰モデルで示されたピークであ
り、1500 nm は DNA の塩基対数を反映したピ
ークである。また、1450 nm は、OH 基の倍音
や結合音が重なり合ったピークである
（Gowen, A.A., et al., Anal. Chim. Acta, 
2013）。本研究により、他の波長である 1368・
1538 nm は DNA 構造の識別に有効であること
を明らかにした。 
 
（3）当初の計画では、Mg イオン濃度のに応
じた DNAとヒストンタンパク質の複合体であ
るクロマチンの状態変化を近赤外スペクト
ルの水分子吸収バンドパターンから明らか
にする予定であったが解析に至っていない。
一方で、絶滅危惧種であるジャイアントパン
ダの発情期を尿スペクトル中の水分子吸収
バンドパターンから明らかにし（Kinoshita, 
K. et al., Scientific Reports,2012）、異
なったイオンの濃度変化および温度変化応
じた水分子吸収バンドパターンの変化を明
らかにした（Gowen, A.A., et al., Anal. Chim. 
Acta, 2013）。 
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