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DNAや蛋白質などの生体高分子は,熱的

に揺らいだ環境の中でその構造を変化させ分

子レベルで機能を発揮する.溶液中の生体分

子を1分子レベルで測定することは,生体分

子間相互作用を定量的に理解し,少数分子に

よる生体内化学反応機構を明らかにする上で

重要となる.溶液中のDNAは,多価陽イオ

ン濃度が臨界値に達することで,広がったコ

イル状態から凝縮状態へと変化することが知

られている.DNAの凝縮転移は,ウイルスや

細胞内でのDNAの折れ畳みとの関係からも

広く注目され,現在までに多くの実験,理論

的研究が行われてきた[1】.従来の実験の多く

が多分子系での測定であったの対し,我々は

1分子計測の手法を用いて凝縮転移下におけ

るDNAの力学応答について調べてきた[2].

ここでは,凝縮剤濃度に依存した1分子DN

Aの力学応答について報告する[3】.

全長 5.3FLm(15.7kbp)のDNA鎖の両端に

2-3〃mのポリスチレンビーズを結合させ,各

ビーズを光ピンセットで捕捉LDNAを伸張

させその時の張力を測定した.凝縮剤として3

価のポリアミンであるスペルミジン (SPD)を

用いた.試料セル内の溶液を既知濃度のSPD

溶液に交換し,溶液交換前後で張力応答を測

定した.SPD濃度 N=200pM ではDNAは

非凝縮状態にあり,伸張,緩和の両過程でと

もにウォームライク鎖 (wormLikeChain)の

振る舞いを示す.一方,spD濃度N=500pM

～100mM では分子内凝縮が生じ張力応答は

WLCの応答と大きく異なる.図1にSPD濃度

Ⅳ=500〃M～100mMにおける伸び-張力曲線

を示す.N=500/JM では伸張,緩和の両過程

で ト2pNのプラトーが観測された.またⅣ=1

-100mM においては,伸張過程において張

力の増加と急激な減少を繰り返すstickィelease

パターンが観測され,緩和過程では0.5-2pN
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図 1:各 spD濃度における伸び-張力曲線.

N=500pM(a),1mM(b),10mM(C),100mM

(d).0:Ⅳ=OmM(溶液交換前),■:溶液交換後
1回目の緩和過程,□:1回目の伸張過程,▲:

2回目の緩和,△:2回目の伸張,▼:3回目の

緩和,▽:3回目の伸張.

のプラトーが観測された.張力のプラトー特

性は,DNAの両端に力が加えられることで

分子内に凝縮,非凝縮状態が共存し,双安定

状態が保たれていることを示している.一方,

stick-releaseパターンについてはこのような単

純な描像では解釈できない.Stick-releaseパ

ターンを示す時の張力のピーク間距離を求め

そのヒストグラムを得ると,ピーク間距離に

およそ300nmの特徴的長さが存在することが

分かる (図2).この長さはDNAの凝縮時に

形成されるトロイド構造の-巻き分の長さに

相当する.Stick-releaseパターンは,ある特徴

的な大きさを持った凝縮構造が安定化し,こ

の構造単位で凝縮が解かれている可能性を示

唆する.

さらなる高濃度条件下 (Ⅳ=200mM)では,
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図2:ピーク間距離のヒストグラム.

溶液交換中において凝縮状態からの再解離現

象を1分子DNAの力学応答として観測する

ことに成功した (図3a).再解離した後のD

NAは,凝縮前と同様に伸張一緩和の両過程

においてWLCの応答を示す (図3,b).
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図3:a)200mMSPD溶液交換中の張力の時間

変化.b)再解離したDNAの張力応答.

多価イオンによるマクロイオンの遮蔽 【4】

を考慮した理論では,DNAの中性化の割合

に応じて凝縮の程度に違いが生じ,多価イオ

ン濃度の上昇にともないDNAの正味の電荷

が反転しDNAが過剰に正に帯電することで,

凝縮DNAの再解離が生ずることが示唆され

ている【5】.本測定結果から得られた凝縮にと

もなうエネルギー 0.06kBT/bpは,理論から

得られる値0.09kBT/bpとほぼ一致する.ま

た,凝縮時におけるプラトーの大きさは〃に

依存しており,Ⅳ=l～10mM の間で最大値を

とる (図4).この結果は,Ⅳに依存してD
NAの中性化の割合が変化し凝縮の程度に違

いが生じたものと考えられ,最大値を示す〃

の値はDNAが完全に中性化される多価イオ

ン濃度と解釈される.
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図4:プラトーの大きさのSPD濃度依存性.
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