
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 6 月 6 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：蛍光顕微鏡を用いた単一分子観察法を活用することにより、ゲノム DNAのよ

うな巨大 DNA 分子（50kbp～200kbp 程度）の二本鎖切断反応を、単分子観測法より定量的に観

測・解析することの可能であることを明らかにした。これまでは、数 kbp 程度までの DNAでの

二本鎖切断の計測がおこなわれるにとどまっていたが、本研究では 100kbp に一箇所切断が入る

ような低損傷確率の条件下でも、信頼性のある速度論的な計測が可能となった。 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内での活性酸素等による DNAの損傷の中
でも、特に二本鎖 DNAの切断は、ゲノム異常
や発がん等の疾患を生じさせ、生命にとって
重篤な障害を与える。しかしながら長い DNA
の二本鎖切断反応に関する研究は、塩基の化
学変化や一本鎖切断などに比べ、著しく立ち
遅れている。その主たる理由は、ゲノム DNA
のような長鎖の DNAについては、二本鎖切断
反応を調べるための実験手法が未確立であ
るためである。本研究者は、本研究申請まで
の１０年余りにわたり、100kbp（キロ塩基対）
以上の DNAの高次構造を、主として蛍光顕微

鏡を用いた単分子観察により調べてきた。本
研究では、単分子観察法を二本鎖切断の実時
間測定に応用し、これまでに測定が困難であ
った長鎖 DNAの二本鎖切断の定量的な解析を
行おうとするものであり、研究の手法自体が、
他に類の無い独創的なものとなっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、単分子観察法を更に発展させ、
巨大 DNA 分子の二本鎖切断反応の“その場”
観察を系統的に行おうとするものである。
種々の抗酸化食品成分の二本鎖切断反応に
対する抑制作用を計測し、二本鎖切断反応が
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図１．蛍光顕微鏡による DNA 二重鎖切断
反応のリアルタイム観察 

遺伝子機能に与える影響の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）高感度・高倍率の蛍光顕微鏡を用いて、
個々の DNA分子の溶液中のコンフォメーショ
ンを直接観測した。 
（２）上記方法により、一分子レベルでの二
本鎖切断反応を“その場“観察し、切断時間
の計測から、反応速度定数を求めた。具体的
には、DNAの蛍光色素である YOYO（商品名：
YOYO-1）によって引き起こされる DNAの光切
断を計測した。YOYO は光励起により、活性
酸素の生成を促進することが知られており、
このため、YOYO 存在下で蛍光顕微鏡観察を
行うと、DNA の二本鎖切断も起こりやすくな
る。このような性質を利用することにより、
YOYO 存在下、活性酸素による DNA の二重鎖
切断反応をリアルタイムで可視化すること
が可能となる(図１)。 

 
（３）DNA 溶液に、コバルト 60 によるガン

マ線照射を行い、二本鎖切断の計測を行った。
ガンマ線照射では、水分子の放射線分解によ
りヒドロキシラジカル等の活性酸素が生成
して、DNA 鎖の切断が引き起こされる。照射
後、スライドガラスに吸着させた個々の DNA
分子の全長を測定して、非照射群と照射群で
比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）長鎖DNAの二本鎖切断を指標として、
水溶性フラボノイド類やビタミンC等、種々
の生理活性物質の抗酸化能を定量的に解析
した。本方法は、単一物質の抗酸化能の評価
だけではなく、複数の抗酸化物質が含まれた
系の抗酸化能を迅速に評価することも可能
である。今後さらに、DNAをマーカーとして、
様々の機能成分が含まれているようなサプ
リメントや健康飲料についても、その抗酸化
性の迅速な評価法として有用であると考え
られる。 
 
 

（２）より生体（真核細胞）に近い条件とし
て、長鎖 DNA (106 kbp)から再構成したクロ
マチンを用いて、活性酸素による二本鎖切断
反応がアスコルビン酸によってどのように
抑制されるのかを定量的に解析した。その結
果、高濃度のアスコルビン酸（5 mM）により、
切断の反応速度が 20 分の 1 程度に抑制さ
れることが明らかとなった(図２)。食事によ
り摂取されたビタミン C （アスコルビン酸）
は、脳や免疫関連組織においては mM オーダ
ーで高濃度存在していることが知られてい
る。これらの生体系での高濃度のビタミン C 
の存在は、 DNA 二本鎖切断を効果的に抑制
するとの今回の研究結果との関連で興味深
い。 

 
（３）生体ポリアミンであるスペルミジ
ンで DNA を凝縮させると、ガンマ線によ
って引き起こされる二本鎖切断が顕著
に抑制されることを明らかにした。 
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