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論 文 内 容 の 要 旨

萱光試薬 フルオレセイン マーキュリック アセテー ト (FMA)は強い吸収と登光を持ち,タンパ

ク質のSH基に結合する試薬として知 られている｡ 申請者はこの試薬が核酸にも結合することを見出し,

核酸の構造解析に極めて有用であることを明らかにした｡ さて,FMAがDNAに結合すると,FMA

の吸光度と蛍光強度がともに著 しく減少するので, このいずれかを測定することによってその 結合反

応を解析することができる｡ DNA として GC含量の著 しく異なる子ウシ胸線や Micrococuslyso-

deikticusのDNAを用いた｡また,それぞれを熟変性させて 1本鎖にしたDNAについても調べた｡

低い濃度のFMAはDNAの1本鎖の部分に選択的に結合するが,高い濃度では1本鎖の部分にすみや

かに結合 した後,さらに2本鎖の部分をほどいて結合することを明らかにした｡この性質を利用するこ

とにより,DNAに存在する1本鎖部分と2本鎖部分の比率を求めることができる｡ FMAの結合部位

はDNAのGC含量に無関係で塩基約 2個に1個の割合で存在 し,この数はDNAに存在するイ ミノ基

を持つ塩基 (チ ミンとグアニン)の数と一致する｡ また,種々のヌクレオシド,ヌクレオチ ド,合成ポ

リヌクレオチ ドなどを用いてFMAとの相互作用を調べ,FMAがイ ミノ基を持つ塩基に結合すること

を明らかにした｡FMAは水銀を2原子含むフルオレセインの誘導体であるが,1本鎖DNAに対 して

は結合が強 く (結合定数K～108M-1), モノマーのヌクレオチ ドに対 しては結合が弱い (K～103-104

M-1)｡ これに対 して,水銀を1原子 しか含まないフルオレセインの誘導体は, ポリマーに対 してもモ

ノマーに対 しても結合が弱い (K～103-104M-1)｡これ らのことを根拠に,FMAの一方の水銀原子は

DNAのイ ミノ基を持つ塩基と結合するというモデルを提出した｡

さらに申請者は,FMAがDNAに結合する反応の速度論的解析を行ない,1本鎖DNAに結合する

過程は単純な2分子反応と見なし得ること,また,活性化エンタルピーが大きな負の値をとることなど

から,反応の機構を考察 した｡また,FMAが2本鎖のDNAをほどいて結合する過程を解析 し,DN

Aの2重 らせんが開くときのエンタルピー変化は,熱測定によって得 られているDNAの変性のエンタ
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ルピーとほぼ一致することなどを明らかにした.

また, 超音波処理によってDNAを小さくしたもの,DNaseIによって1本鎖切断を入れたもの,

また紫外線照射によって何 らかの損傷を生 じさせたものなどについて,FMAがほどいて結合する反応

を調べ,それらの初速度が速 くなることを見出した｡このことを根拠に,FMAと2本鎖DNAとの反

応機作に関するモデルを提出するとともに,超音波処理によって得 られたDNAフラグメントの分子量

と初速度との関係から,DNAがほどけて行 く速度を計算 し,これに基づいて2本鎖DNAに存在する

微量の損傷を定量する方法を考案した｡

また,FMAは低い頻度ではあるが,損傷を含まない完全な2本鎖部分からも反応を起こすことから

これが Tm より低い温度での2本鎖DNAのゆらぎを反映しているという考え方に基づいてDNAの

動的構造の解析にも応用できることを示 した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

DNAと相互作用する試薬の中で,可視部に登光や吸収をもつ試薬はアクリジン系色素をはじめとし

て数多く知 られている｡ これらの試薬は2本鎖 DNAの塩基対の問に挿入 (intercalation) したり,

外側からリン酸に結合 したりする性質を持っている｡ 一万,1本鎖DNAに優先的に結合する性質をも

つ試薬として,ホルムアルデヒトやメチル水銀などが知 られている｡この性質を利用 して,特にホルム

アルデヒドは,核酸の構造解析にしばしば用いられているが,これらは可視部や近紫外部に吸収または

蛍光を持たないため,DNAに結合 した量を正確に知ることは必ずしも容易ではない｡申請者はFMA

が,ホルムアルデヒトと同様に,1本鎖DNAに優先的に結合することを見出し,ホルムアルデヒドよ

りすぐれた試薬であることを提示 した｡この試薬の最大の利点は,可視部における吸収や賛光の変化か

らその結合量を容易に知ることが できること, 登光を測定手段として 使うことにより,極めて微量の

DNAの構造解析に応用できるというところにある｡さらに申請者はこの利点を生かし,慎重な実験と

データの解析により,FMAとDNAとの相互作用の様式を詳細に調べた｡

以上の申請者の研究はFMAが核酸と結合することを明らかにしただけでなく,それが核酸の構造解

析の試薬として使用できることを示 したものであり,核酸の構造の研究に貢献する所が大きいと考えら

れる｡

よって,本論文は理学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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