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研究成果の概要（和文）：本研究では100kbpを超える長鎖DNAを対象とし、蛍光顕微鏡によるDNAの高次構造変化の単一
分子観察法を活用して以下のような成果が得られた。
１．直鎖型、分岐型、さらに環状構造を有するポリアミン誘導体によって引き起こされるDNAの高次構造変化を調べた
ところ、DNAに対する凝縮力は、ポリアミン構造に依存して顕著に異なることが明らかとなった。
２．光励起やガンマ線及び超音波によって引き起こされるDNA二重鎖切断に対するアスコルビン酸の抑制作用を定量的
に比較したところ、超音波照射による二重鎖切断は物理的せん断によるもので、アスコルビン酸のような活性酸素消去
剤では抑制効果がないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Through the use of single-molecule observation with fluorescence microscopy, we 
studied the higher-order structural change of a giant DNA molecule. Results obtained are as follows.
(1) The effects of linear, branched and cyclic polyamines on the higher-order structure of giant DNA were 
examined. These polyamines showed distinct activities, thus highlighting the importance of polyamine 
backbone structure. (2) The protective effect of ascorbic acid (AsA) against double-strand breaks in DNA 
was evaluated. Samples were exposed to three different irradiations: visible light, gamma-ray and 
ultrasound. It was found that AsA had almost no protective effect against the damage caused by 
ultrasound.

研究分野： 生物物理化学
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１． 研究開始当初の背景 
過去半世紀の生命科学研究は、一つ一つの

生体分子の構造や機能に関する知見を飛躍
的に増大させ、21 世紀は、ヒトの DNA の全塩
基配列を、個々人の免疫や体質と関連させて
論じることが可能な時代となってきている。
一方、iPS 細胞や ES 細胞研究でもみられるよ
うに、同一の遺伝情報・塩基配列であっても、
細胞は環境や履歴に応じて異なった形態や
機能を示すことから、塩基配列の特異性のみ
では、細胞分化やがん化の本質に迫ることが
できないことも明らかになっている。ヒトの
染色体 DNA は細胞中に 46 分子存在し、それ
らの全長を足し合わせると 2m にもなる。一
つの DNA 分子の長さは数 cm にもおよび、従
来の生化学あるいは分子生物学的手法では、
このような巨大なDNA分子を非破壊的に操作
したり、その性質を解析することは不可能で
あった。実際、PCR や DNA チップなどの有力
な実験手法も長鎖 DNA 分子に対しては、残念
ながら無力である。申請者らはこれまでの研
究で、100kbp を越えるサイズの長鎖 DNA の折
り畳み転移は、数千倍以上の密度変化を伴う
on/off 型の不連続な転移であることや、DNA
凝縮構造体は環境条件に応じて自己組織的
に多様なナノ構造を形成することを明らか
にしてきている。また、折り畳み転移を制御
することにより、二重鎖切断反応を顕著に抑
制できることなど、細胞の生命機能と DNA の
高次構造が密接に関連していることも示唆
されるような実験結果が得られてきている。 
細胞内に存在し遺伝情報を担っているゲノ
ム DNA は、数十 kbp 以上の巨大分子であり、
一方、kbp 以下の短鎖 DNA 分子では、on/off
型の折り畳み転移特性が失われていること
を考えると、このような長鎖 DNA 固有の高次
構造特性に関する研究には大きな意義があ
ると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、従来の分子生物学的な実験の

方法論では適用が困難であった 100kbp を超
える長鎖 DNA を対象として、１分子レベルで
のDNAの動的な高次構造変化のリアルタイム
計測・操作の実験手法を発展・活用して、(1)
ゲノム DNAを標的とする薬物の作用機序の解
明と、(2)ゲノム DNA の高次構造と放射線損
傷との関連性を明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
蛍光顕微鏡による１分子DNA計測法を活用

することにより、以下の 3つの課題に取り組
む。 
(1)100kbp 以上の長鎖 DNA の高次構造特性を
網羅的に解析する。 
(2)ゲノム DNA を標的とする種々の抗がん剤
や光学あるいは構造異性体の低分子化合物
等との相互作用を通じて、DNA の高次構造へ
の影響を調べる。その際、CD 測定も併用して、

高次構造と二次構造との間の相互相関を解
明することを重視する。さらに、遺伝子機能
への影響を調べるために、遺伝子発現実験の
検討も行う。 
(3)上記(1)と(2)の課題とも連動させて、DNA
の高次構造とガンマ線や重粒子線、超音波な
どの異なる線源によって引き起こされる DNA
損傷との関係を系統的に追究する。 
 
４．研究成果 
上記の 3課題共に、着実に期待した成果が

得られてきている。以下に主たる成果の概要
を説明する。 
 

(1) ゲノム DNA の高次構造相転移 
①大腸菌の核様体タンパク質 Fisと Dps によ
るゲノム DNA の高次構造変化を調べた。Fis
は対数増殖期、Dps は定常期に多く発現する
ことが知られているが、本研究でも DNA の高
次構造への作用の違いが認められた。本研究
成果は、遺伝子発現制御に「おける核様タン
パク質の役割についての新たな知見になる
ことが期待される。 
②エタノール溶液中でのDNAの高次構造変化
を調べたところ、エタノール濃度に依存して、
コイル→凝縮→コイルと変化した。このよう
な高次構造のリエントラント転移現象は、本
研究での長鎖DNAを用いた実験で初めて見出
された。一方、二次構造変化は、B 型→C 型
→A 型と変化した。二次構造変化が高次構造
変化と対応していることも明らかとなった
（図 1）。 

 
図 1．エタノール濃度に依存した長鎖 DNA の
二次構造変化（上段グラフ）と高次構造変化
（下段グラフ） 
 
(2) ゲノム DNAを標的とする種々の抗がん剤
や低分子化合物等との相互作用 
①シスプラチン耐性がんにも有効な新規抗
がん剤候補として開発されたプラチナ二核



錯体によるDNAの二次構造及び高次構造への
影響を調べ、その特性を明らかにした（図 2）。 

 
 
図 2. プラチナ二核錯体による DNA の高次構
造への作用 
 
②直鎖型、分岐型、さらに環状構造を有する
ポリアミン誘導体によって引き起こされる
DNA の高次構造変化を調べたところ、DNA に
対する凝縮力は、ポリアミン構造に依存して
顕著に異なることを明らかにした（図 3）。 
 

 
図 3．ポリアミン誘導体による DNA に対する
凝縮力の比較 
 
(3) DNA の高次構造とガンマ線や重粒子線、
超音波などの異なる線源によって引き起こ
される DNA 損傷との関係 
①クロマチンの凝縮・脱凝縮とガンマ線およ
ぎ重粒子線に対する感受性との関連性を調
べ、凝縮することが放射線による損傷を顕著
に抑制することを見出した。 
②超音波照射による DNA 鎖切断について、照
射量と切断の程度を定量的に解析し、切断が
起こらない照射量領域（閾値）の存在を確認
した（図 4）。本研究結果は、，超音波技術の
安全性を考える上で、重要な知見と成り得る。 

 
図 4．超音波照射量に依存した DNA 二重鎖切
断頻度 
 
③アスコルビン酸によるDNA二重鎖切断の保
護作用を、光励起・ガンマ線・超音波で比較
した結果、光励起及びガンマ線に対しては、
二重鎖切断を抑制したが、超音波に対しては
顕著な抑制作用は認められなかった（図 5、
図 6）。本結果から、超音波によるキャビテー
ションが引き起こす二重鎖切断の場合は、ア
スコルビン酸のような活性酸素消去剤では
抑制効果がないことが明らかとなった。 
 

図 5．アスコルビン酸存在下における超音波
照射量に依存した DNA の二重鎖切断の程度 
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図 6．アスコルビン酸による切断抑制効果の
比較（光励起、ガンマ線、超音波） 
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