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研究成果の概要（和文）：インスレーターと呼ばれるDNAの特定の塩基配列は、DNAのマクロな変形を調節する役
割を担っている可能性がある。ウニで同定されたインスレーター(ArsIns)を含むDNA試料を作製し、1本のDNAを
直接ねじる実験を行った結果、「局所的な配列の違いにより、DNAのマクロな変形に違いが生じること」が分か
った。さらに、ArsInsの活性測定及びDNAモデルの数値シミュレーションを行った結果、DNAの塩基配列は蛋白質
の設計情報や結合情報だけでなく、DNA自身のマクロな構造を調節するための情報を含んでいる可能性があるこ
とが分かった。

研究成果の概要（英文）：Specific sequences of DNA, called insulators, can play a role in regulating 
the degree of the macroscopic deformation of DNA. By preparing DNA samples containing the insulator 
(ArsIns) identified in sea urchins and performing direct twisting experiments on a single DNA, we 
found that local sequence differences cause differences in the macroscopic deformation of DNA. 
Furthermore, by measuring the activity of ArsIns and performing numerical simulations of DNA models,
 we found that DNA sequences could contain not only information on protein design and binding, but 
also information for regulating the macroscopic structure of DNA itself.

研究分野： 生物物理学

キーワード： DNA　インスレーター　ねじれ　弾性　エンハンサー遮断活性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの場合、DNAの全塩基配列の内、蛋白質の設計情報を担う領域（コード領域）は全体の2%にも満たない。非
コード領域に見られる反復配列は個により異なり、疾病の要因となる場合もある。局所的な配列の違いが表現型
に及ぼす影響については、蛋白質の結合の有無だけでは説明できないことから、塩基配列に依存したDNAの力学
特性に着目した研究が今後さらに加速するのではないかと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
DNA 上のインスレーター（Ins）配列は、染色体に無数に散在する DNA ループの形成を制御し、

遺伝子の転写調節を担っている。これまでに CTCF や Su(Hw)など Ins に結合する蛋白質が同定さ
れてきたが、Ins が存在することで目的の遺伝子の転写のみが活性化される仕組みは依然不明で
ある。一方、(A)n や(CCGNN)n 反復配列がヌクレオソーム排他的で特異な弾性を示し、これらの
配列が Ins 活性を示すことも分かってきた。また、ウニで同定された配列(ArsIns)は、従来の
Ins のような蛋白質の結合を必要とせずに Ins 活性を示す。これらの事実は、特定の塩基配列に
より“DNA のマクロな変形”が制御されていることを示唆している。すなわち、これらの塩基配
列には、“DNA の変形のしやすさ”という力学的性質がコードされている可能性がある。しかし、
従来の分子生物学的手法のみでは、転写の活性化に不可欠な DNA のマクロな変形と局所的な塩
基配列の関係を力学的に捉えることは出来ず、上述の可能性を直接検証した例はない。 
本研究では、ArsIns を組み込んだ DNA 試料のねじれ応答測定、ArsIns のエンハンサー遮断活

性、及び塩基配列を考慮した DNA モデルの数値シミュレーションを行い、この可能性を検証し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、転写の活性化に不可欠な DNA のマクロな変形に対する局所的な配列の力学

的寄与を明らかにすることである。研究代表者等が開発した張力・トルク独立制御型ピンセット
を用いて、プロモーターとエンハンサーを含む全長 2.4 μm（7058 bp）の 1 分子 DNA を直接ね
じる。一般に DNA をねじると DNA 鎖に歪みが蓄積し、マクロな構造（超らせん構造）が出現す
る。578 bp の ArsIns を含む場合と、同サイズの他の配列を含む場合のねじれ曲線（回転数と DNA
の末端間距離の関係）を比較することにより、局所的な配列の違いがマクロな変形に及ぼす影響
が分かる。さらに、上述の DNA を培養細胞に導入した際の Ins 活性を調べるとともに、塩基配列
を考慮した DNA モデルの数値シミュレーションを行い、塩基配列に依存した弾性の違いにより
Ins 活性の制御が可能であるかを検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA のねじれ応答測定 
図１（a）のように、プロモーターとエンハンサーの間に 578 bp の ArsIns を含む試料（ArsIns

試料）と同一箇所を Lambda-DNA の一部に置き換えた試料（Lambda 試料）を作製した。全長 2.4 
μm（7058 bp）の DNA 試料の端をガラス基板に、反対側の端を磁性体ビーズに接着し、張力・ト
ルク独立制御型ピンセットを用いて、DNA を伸長させたまま磁性体ビーズを回転し DNA にねじれ
を加えた。図１（b）に示すように、DNA をねじると超らせん構造が形成され、DNA の末端間距離
が変化する。このときに得られるねじれ曲線の傾きがねじれに対する変形の大きさを表すこと
から、DNAの変形のようすの違いがねじれ曲線の概形に現れる。本研究では、ArsIns試料とLambda
試料のねじれ曲線を取得し、DNA の局所的な配列の違いがマクロな変形に及ぼす影響を調べた。 
 

 
（２）ArsIns のエンハンサー遮断活性 
ルシフェラーゼ遺伝子の上流にバフンウニ Ars 遺伝子のプロモーターとエンハンサーを融合

させたレポーター遺伝子を作製し、このプロモーター／エンハンサー間に ArsIns を両方向に挿
入した。ArsIns 挿入の際には、ArsIns の挿入方法を変えることにより、ArsIns の両側の塩基配
列と方向が異なる６種類のレポーター遺伝子を作製した。これをパーティクルガン法でバフン

図１（a）測定に用いた DNA 試料。（b）DNA のねじれ応答の様子。  



ウニ胚に導入してルシフェラーゼ活性を測定することにより、ArsIns のエンハンサー遮断活性
を評価した。 
 
（３）基準振動解析による ArsIns・Lamda 両試料の動体解析 
 578 bp の ArsIns を配列中心に含む 2378 bp の線状 DNA のモデル（Ars モデル）、および ArsIns
を Lambda-DNA 上流 578 bp に置き換えた線状 DNA のモデル（Lamda モデル）を構築し、その動体
の比較から ArsIns の動的特徴、特に柔軟性と機能性との関連を考察した。DNA の動体を解析す
るため、まずその配列依存的な基準構造のモデルを、配列依存的な塩基対間配向の in vitro 計
測データと対を形成する塩基間配向の結晶構造解析のデータを参照しつつ、３DNA（Lu XJ, Olson 
WK (2003)）を用いて構築した。そしてこの構造モデルに対し、近隣の原子間スケールの微小変
形（＊配列全体のスケールでは大きな変形が引き起こされる）の特徴を基準振動解析により評価
することで、Ars モデルと Lamda モデルの動体の様相を比較し、ArsIns 自身の物性およびそれが
周辺の動体に及ぼす影響を考察した。 
 
４．研究成果 
（１）ねじれ曲線に出現するピークと DNA の変形過程 
DNA 試料を 1～10 Hz 程度の回転速度でねじると、ねじれ曲線に特徴的なピークが出現するこ

とが分かった。このピークはねじれに伴う超らせん構造の大きさに対応していると考えられる。
ピークの大きさや出現頻度が回転速度に依存することから、ねじれに伴うマクロな変形過程が
ねじれ曲線に直接現れることが分かった。これらの成果を JPSJ 誌に発表した。 
 

（２）局所的な配列が DNA のマクロな変形に及ぼす影響 
ArsIns 試料と Lambda 試料のねじれ曲線を取得した結果、ArsIns 試料のねじれ曲線が釣り鐘

型の膨らんだ概形であるのに対し、Lambda 試料は急峻なピークを持つ尖った概形となることが
分かり、２つの試料のねじれ曲線の概形に明確な違いが生じることが分かった。さらに、ArsIns
試料の場合、釣り鐘型の概形に加えて、Lambda 試料に見られた尖った概形も出現する場合があ
ることが分かった。これらの結果は、「局所的な配列の違いにより、DNA のマクロな変形に違い
が生じること」及び「ArsIns 配列がマクロな構造をスイッチさせる機能を持つ可能性があるこ
と」を示している。これらの成果については、現在論文投稿準備中である。 
 

 
（３）ArsIns の周囲の配列がエンハンサー遮断活性に及ぼす影響 
ArsInsの挿入方向と両側の塩基配列が異なる６種類のレポーター遺伝子を用いてArsInsのエ

ンハンサー遮断活性を評価したところ、ArsIns のエンハンサー遮断活性は挿入方向に依存しな
いことが明らかになった。しかし、ArsIns の周囲の塩基配列によってエンハンサー遮断活性の
強さが異なることも明らかになった。これにより、ArsIns が周囲の領域を介して作用すること
が示唆された。 
 
（４）基準振動解析による ArsIns・Lamda 両試料の動体解析 
Ars モデルと Lamda モデルの動体の様相を評価・比較した。その結果、Lamda モデルに比べ Ars

モデルでは、配列中央 578 bp 部分およびその周辺領域において、二重らせん自身の伸縮や曲げ
の揺らぎが顕著に小さくなることが見出され、ArsIns による外部操作に対する周辺配列の力学
的頑強性が示唆された。 
 
（５）高濃度 DNA 溶液の特異な粘弾性 
生細胞内では DNA が高濃度で存在する環境において転写が行われる。DNA のねじれ応答を観測

する際の実験系を利用することにより、密集した DNA が溶液の粘弾性に及ぼす影響を調べるこ
とが可能であることに気付き、上述の研究と並行して、高濃度 DNA 溶液中における微粒子の運動
を観測した。その結果、「DNA の絡まり合いにより生じる弾性が微粒子の拡散を抑制すること」
及び「溶液内に数ミクロン程度の力学的摂動を加えると単一の指数関数では表せない複雑な緩
和が生じること」が分かった。これらの成果を AIP Advances 誌に発表し、Editor’s pick に選
出された。 
 

（６）まとめ 
本研究で得られた知見は、DNA の塩基配列が蛋白質の設計情報や結合情報だけでなく、DNA 自

身のマクロな構造を調節するための情報を含んでいることを示唆する結果といえる。DNA の非コ
ード領域に見られる反復配列は個により異なり、疾病の要因となる場合もある。局所的な配列の
違いが表現型に及ぼす影響については、蛋白質の結合の有無だけでは説明できないことから、塩
基配列に依存した DNA の力学特性に着目した研究が今後さらに加速するのではないかと考えら
れる。 
また、近年、細胞内の粘弾性が細胞核の変形や腫瘍の形成に関係していることを示唆する結果



が相次いで報告されている。本研究で観測された高濃度 DNA 溶液に生じる特異な粘弾性は、細胞
内の粘弾性を理解する上でも重要な知見となることが期待される。 
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