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Ⅰ 緒 言

DNAと色素との相互作用 は発がんや突然変

異の分子機構の一端を担うものとして興味がも

たれている1)｡色素とDNA との結合は,通常の

いわゆる共有結合 による強い化学結合 ではな

く,比較的弱い分子間力による一種の分子会合

と考えられる.現在までの種々の実験結果に基

くと,色素分子の DNA への結合には大まかに

いって次の二種がある2)(図1参照)0

DfNT図1 DN

A-色素結合の模式図DoUT は表面のリン酸
基に結合した色素分子DINT は塩基間にインターカ

レートした色素分子(1)DNA表面の負に

荷電 しているリン酸基-の正に荷電 した色素分

子の弱い静電力による結合(結合エネルギー<6kc

al/mole)(,(2)DNAの塩基問 へ

の色素分子 のインターカレーション(挿入)によ

る強い結合(結合エネルギー -6-9kcal/

mole)3,4)Q特にインターカレーショ

ンは色素の生理活性の発現と密接に関連 しており重要である｡ 之DNA と色素との相互

作用において 問題となる第一の点は,インター

カレーションによる強い結合にはい かなる力が

作用 しているかということである｡ 即ち,DN

A との静電相互作用をほとんどもたない中性(無

荷電)の色素でも結合し得るか｡結合 し得ると

すれば,その結合エネルギーは,DNA との静

電相互作用 をもち得る荷電色素のそれと比

べてどれ位小さいか｡DNA と色素との相互

作用において 問題となる第二の点は,インター

カレーションの過程がどのようにして起るかとい

うことである｡即ち,色素の リン酸基との静電

的結合とインターカレーションの 律速過程 と

その 速さ等の 問題である｡第-の点は分子間相

互作用に敏感な電子スピン共鳴 (ESR)法を用

いて, 第二の点は迅速反応の追跡に有力なス トップ トフロー (SF)法

を用いて研究した｡

Ⅲ 中性色素の結合電気的に中性の炭化水素

(例ベンツピレン)が本当に DNA と結合する

のかどうか,は論争の歴史をもっている5)｡ 永

田らは実際に特異的相互作用があることを流動二色

性から証明した6)0筆者らは ESR法を用 い

ることにより中性の色素ラジカルが DNAに結合す

ることを示 した7)｡即ち, 水にとけない固体

の中性ラジカル N-メチルフェナジル-2-ニ トリル (

MPCN･)を DNA溶液とbuffer中で数時間

以上振とうさせると,MPCN･の ミクロクリスタ

ル状態を示す鋭い-*この報告は HenryH.Dearm
an(ノース･カロライナ大),広海啓太郎,迫田
満目fi,波多野博行(以上京大理)の諸氏との協同研究によるものであ
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垂線(巾2ガウス)が両方に観測される(図2a,

b)が, DNA溶液ではさらに, 巾広い一重線

(巾15ガウス)が重なって観測される｡遠沈によ

って未反応の ミクロクリスタルが除かれると巾

広い一重線のみが残る(図2C)｡ この最後のス

ペクトルは,MPCN･ラジカルの ESRの超微細

構造が,高分子であるDNA との結合 による線

巾増大のためみえなくなったとしてのみ理解さ

れるもので, 電気的に 中性の色素 ラジカルが

DNAに一分子づつ分れて結合 することを示 し

C- ′＼--一㌃図2 pHIO([Na+]-10~3M)の N-メチル
フェナジル-2-ニトリル水溶液の室温

ESRスペクトルa)固体MPCN･

をbufferのみと混合b)固体MPCN･

をDNA溶液と混合C)b)を遠沈したもの上澄 坂 京大胸部研紀要 第 3巻 第 2号

ている｡ESRの吸収強度から10塩基対当り1

個の MPCN･が結合 していることが分る｡

Ⅲ 荷電色素と中性色素の結合比較 9)Ⅲの結果は,DNA との静電相互作用 をほと

んどもたない中性の色素でもDNA と結合する

ことを示 した｡このことは中性色素が DNA塩基の問に押

し入ってはまりこんだ,いわゆるインターカレ

ーションの形で DNA と結合すると考えると,塩基との vand

erWaals相互作用や電荷移動型相互作用で

説明できる｡正に荷電した色素がインターカレー トす

るとこの vanderWaalsエネルギー

等の他に,静電エネルギー (やはりリン酸基 とのクーロンエネル

ギー)が加わるため結合はより強固になることが予想さ

れる｡このことをみるため,前記 MPCN･(中性)とMPCNH･十

(MPCN･にプロトンのつ いたもの)の DN

A に対する結合エネルギーを10%アセ トン中での ESRによる ScatchardPlotの方法8)

で求めた｡ MPCNH･十の結合 エネルギーは 8.7

kcal/mole,MPCN･のそれは 6

.2kcal/moleで,明らかに荷電色素の

結合自由エネルギーは大きく,その差 2･5kc

al/mole(全体の3割弱)が荷電色素

がインターカレー トしたときの静電エネルギー

の 寄与 を示すものと考えることができる.

Ⅳ 色素-DNAの結合過程 10)

色素-DNAの結合過程をみるために,色素

としてアクリジンオレンジ (AO)を用いた｡ こ

れは AOが DNA表面で リン酸基 と結合すると

きは二量体

として結合 し易 く,その光吸収がモノマーとしてインターカレー

トするときのそれと著 しく異ることを利用 して,二種の

結合をスペクトル的に分離 して観測できるためで
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者は リン酸基に結合 した AOがインターカレー

トするときのスペク トル変化に似ている｡

ii)遅い変化の速さは DNA,色素の濃度によら

ずほぼ一定であるc

iii) しかしイオン濃度の増加と共に速 くなる｡

以上 3つの結果からAO と DNA との結合過程

は次のように二段階におこると考えられる,即

ち,
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