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研究成果の概要（和文）：　本研究では、軟X線顕微鏡を用いてDNAの位置と構造変化がP-L2,3吸収端構造に反映
されることを実験的に見出し、更にDNA中のリン酸基を可視化し、その形状変化をリン酸基に結合する分子の変
化として理解することを試みた。
具体的には、アポトーシス単離核の各段階において赤外とP-L吸収端の吸収測定を行い、それらのスペクトル形
状変化からDNA中のリン酸基の変化を明らかにした。その結果、アポトーシスの進行につれて、赤外吸収からは
主であったB-DNA構造が減少しA-DNAまたはZ-DNAに変化した。P-L吸収端スペクトル形状からはDNAが分解されPO4
クラスターに変化したことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we experimentally found that changes in the position and the 
structure of DNA are reflected in the infrared and P-L2,3 absorption edge structure using soft X-ray
 microscopy, and attempted to visualize the phosphate groups in DNA and understand the spectral 
shape changes as changes in the molecules binding to the phosphate groups.
Specifically, we measured the absorption of the infrared and P-L absorption edges at each stage of 
apoptotic nucleus isolation, and clarified the changes in the phosphate groups in DNA from the 
changes in their spectral shapes. The IR spectra showed that the B-DNA structure decreased and 
changed to A-DNA or Z-DNA as apoptosis progressed, while the P-L spectra suggested that the DNA was 
degraded and changed to PO4 clusters.

研究分野： 軟X線光学

キーワード： 軟X線　誘導放出抑制　シンチレーター　STED　超解像

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　生物学や医学の基礎となる細胞核中の変化の観測は、光学顕微鏡に蛍光染色技術を組み合わせた超解像顕微鏡
による形状変化を追う手法が主である一方、退色や染色剤による構造変化が問題となる場合があり、蛍光染色法
以外の超解像技術が求められている。
　本研究で対象としたリン酸基は安定な結合単位の一つで、その電子状態は配位する分子に応じて変化する。本
研究ではアポトーシス中の細胞核DNAの変化を赤外吸収と軟X線吸収の二つの波長域を用いて測定し、DNA中のリ
ン酸基の振動状態および電子状態の変化と対応する細胞核の形状変化を明らかにした。その結果、これらの手法
が超解像法として有用な手法である可能性を示した。

※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。



１．研究開始当初の背景 
細胞は複製と消滅の際に DNA の集合と離散を行っている。細胞分裂に際して DNA は自己集

合により染色体を形成し、アポトーシスでは DNA は分断される。その集合・離散機構は不明な点
が多い。例えば、研究分担者の刀祢は、アポトーシスの進行が通常の細胞核（段階０）から、環状
凝縮（段階１）、ネックレス様凝縮（段階２）、細胞核崩壊/分解（段階３）の４つの形状を経て分解し
（図２）(S. Tone et al., Exp. Cell Res. 313, (2007) 3635-3644.)、段階１から段階２への移行は DNA
中のリン酸基を介したホスホジエステル結合の切断に起因することを明らかにしたが、その他の形
状変化機構は不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究では、①リン酸基を含む各種有機化合物のリン吸収端の吸収測定を行い、リン吸
収端構造の変化とリン酸基への結合分子との関係を明らかにする。②①の結果に基づき波
長を変えて各段階のアポトーシス単離核の部分状態密度変化を軟 X線顕微鏡により可視化
する。③得られた像とスペクトルからアポトーシス単離核の各段階とリン酸基結合分子の
関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

リン酸基は正四面体構造を持ち sp3 混成軌道を形成する。この sp3 混成軌道は、配位子場によ
り a1 軌道と t2 軌道を形成し占有状態と非占有状態に分裂する。占有状態は安定な結合を形成す
る一方、図３を基に非占有状態を考えると、構造 A～D は分裂した a1+t2 軌道に、更に構造 E～F
は P3d+O2s2p 軌道に由来すると考えられる。J. Kruse らの実験結果に基づくと、a1+t2 軌道は主と
してリン酸基を反映し、P3d+O2s2p 軌道はリン酸基に配位する分子変化に敏感である (J. Kruse 
et al., J. Sync. Rad. 16 (2009) 247.)。 

従って、吸収端構造変化とリン酸基の数との対応関係は、配位する分子による構造変化に敏
感であろうと考えた。DNA 中の分子結合状態が P 吸収端構造にどのように反映されているかを明
らかにする。これをアポトーシス細胞に適用し、可視像と軟 X 線像の相関からリン酸基の変化を得
る。主として UVSOR BL4U の STXM を用いて P-L2,3 吸収実験を行い DNA の変化と吸収構造変
化の対応、並行して赤外吸収による振動構造の変化との対応を調べることとした。 
 
４．研究成果 

アポトーシス中の細胞核が段階０から段階 1 へと変
化する際の DNA の変化を調べるために赤外吸収実
験を行い、特に DNA のらせん構造に敏感な PO2-の
振動構造に注目し 1150cm-1 から 1250cm-1 付近のス
ペクトルを取得し、ピーク分離による解析を行った。
図１は横軸にアポトーシス過程の各段階を、縦軸に
規格化した振動子強度をプロットし、アポトーシス過
程においてらせん構造の異なる DNA の増減を調べ
た。その結果、段階０では B-DNA が主であったらせ
ん構造が段階が進むにつれて減少し、A-DNA また
は Z-DNA に変化した。この結果は、通常細胞核中で
DNA のらせん構造は B-DNA であること、ステージ１
からステージ２で DNA が切断される状況において強
度がすべて減少していること、ステージ3ではDNAに
由来する信号強度が消失する事などから、既知の結
果と矛盾がない。 

次に赤外吸収の実験結果から DNA の構造変化が
リ ン酸基に反映される はずと考えて、細胞核の
P-L2,3 吸収端構造を測定することで各段階における
DNA の変化の様子を捉えることを試みた。試料は各
段階の単離核を包埋し、ウルトラミクロトームで約
100nm 厚の切片試料にした。得られた切片試料を光
学顕微鏡で撮像し、各ステージの代表的な形状を示
す細胞核を選んた。測定は測定時間の制限により、
ステージ 0 とステージ 2 の単離核を選択し、それぞれ
の C-K 吸収端、P-L 吸収端の STXM 測定を行った。
得られた STXM 像を PCA 解析し、ノイズ成分を除去した後で再構成を行い、クラスター分析を行
った。図２に P-L 吸収端におけるステージ 2 単離核の STXM 像と得られた吸収スペクトルを示す。
スペクトル形状は、まずスピン軌道相互作用により分裂したP-L2とL3の二つのピーク構造をしめし、
それぞれの形状は PO4 のスペクトルによく似ている。画像と合わせて、アポトーシスが進むにつれ

 
図 1：A-DNA、（a）、B-DNA、（b）、
Z-DNA、（c）のスペクトル強度変化。
縦棒は標準誤差、括弧内の数字は
評価したサンプル数を示す。 



て DNA が分解され、PO4 クラスターに変化したものと考えられる。 
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