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どうして核酸は変性するの ？

藤原 伸介

　生物工 学会の 会員で プラス ミ ドの ア ル カ リ抽出をした

こ とがない 人はい ない と思う，分子生物学で は一般的な

技術で ，キ ッ トも多数販売され て い る，キ ッ トの価格 も

下が っ たの で，実際に 3種類の溶液を自分で調製 し，作

業を行う研究室は ほ とん どない ．筆者が学生の頃はすべ

ての 溶液を自分で調製 しなければならなか っ た．教科書

は 「Molecular　Cloning」で あり，各溶液の調製法が詳 しく

書かれて い た．特に溶液 2の作 り方に は注意書きがあっ

た，溶液2 とは ドデ シ ル硫酸ナ トリウ ム （1％）と水酸

化ナ トリウム 〔0．2N ）の 混合液で ， 菌体を可溶化すると

同時に細胞内の核酸を変性させ る．注意書きとは 「水酸

化ナ トリウ ム は 10N 溶液か ら直前 に希釈 して調製す る

こ と」で ある．そ の 理由は，0。2N の 溶液だ と空気中の

二 酸化炭素が溶け て す こ しずつ pH が下が っ て しまうか

らだ．特に冬に なる と気温が下が っ て 二 酸化炭素が溶け

や す くな る．夏場は気温が高い の で なかなか pH は下が

らない ，実際，夏に調製した溶液 2を冬に使 うと，プ ラ

ス ミ ドはあまりとれない こ とがあっ た．学生数の 多い 大

きな研究室で は，調製 した溶液2 はす ぐに なくなっ て し

まうの で，こ の よ うな トラ ブ ル はめ っ たに起こ らな い ．

今の ようにプ ラス ミド抽出用 キ ッ トが普及 して くる と，

それぞれ の溶液の 役割につ い て 考える こ とは ない ．ア ル

カ リ抽出で は ア ル カ リ性に して核酸を変性 させ る こ とが

ポイ ン トで語源にもな っ て い る，分子生物学の実験で は

PCR ，サザ ン ハ イブリダイ ゼ ー
シ ョ ン，ノ ザ ン ハ イブ

リダイゼ ーシ ョ ンなど，核酸を変性させ る こ とは とて も

多 い ．こ こ で は核酸 を安定化 して い る要 因と変性 の メ カ

ニ ズ ム を復習して み たい ．

核酸を安定化させ て い る要因

DNA は二 本 鎖で 安定な二 重 らせ ん構造を形 成す る．

この構造 の安定化には塩基対形成が最 も重要 な こ とは言

うまで もない ．塩基 に はプ リ ン 骨格をもつ ア デ ニ ン とグ

ァ ニ ン ，ピ リ ミ ジ ン骨格をもつ シ トシ ン ，チ ミ ン ，（RNA
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図 1．DNA の 塩 基 対形成 と塩基 の 互 変異性体，　 A
， 中性付近で

の 塩基対形成 ；B
，
グ ァ ニ ン の エ ノール 型 （ラ クチ ム型）一ケ ト

型 （ラ ク タム 型）互変異性体．

で はウ ラ シ ル ）があ る．ア デ ニ ン とチ ミ ン ，シ トシ ン と

グ ァ ニ ン は水素結合を形成す る．こ こ で DNA の 二 重 ら

せ ん構造 を詳し く説明する の は省略する が ，らせ ん （ヘ

リッ クス ）は 3．4　nm で
一
巻きし，こ の一巻き （1ピッ チ）

に 10．5個の 塩基対が形成される，DNA の 二 重らせ ん構

造は三 つ の 力の バ ラ ン ス で安定に保たれて い る，一
つ 目

は 塩基間に形成され る水素結合で ある．プリ ン 塩基もピ

リ ミ ジ ン塩基 も互変異性体を とりうる．塩基対形成は今

では高校 の 教科書に も載っ て い るが，ワ トソ ン とク リッ

クは 当初，エ ノール型 （ラクチ ム型〉を使 っ て構造を解

こ うとして い た （図 1）．その 後，中性付近の pH で はケ

ト型 （ラ クタム 型）に なる こ とに気づ き，有名な塩基対

形成の パ ズ ル が解かれた，グア ニ ン とシ トシ ン は塩基 間

に水素結合を3つ つ くり，アデ ニ ン とチ ミン は 2つ つ く

る．GC 含量が高い 分子 ほ ど安定性が増 すの は水素結合

の 数が増え る ためで あ る．二 つ 目の安定化要因は積み重

な る塩基に よ る相互作用 で ある．塩基は らせ ん軸に対 し

て垂直に積層する．灘 する塩基は お互 い に 0．34   の

距離 とい う近 さで配置 される．そ の 結果，疎水性 コ ア に

は水分子が入 り込む余地がな くな り，疎水性相互作用が

生 じる．また，積層する ブ リン ーピ リ ミ ジ ン 複素環は分

子平面をあわ せ る形で 積み重な る の で ，相 互 の 冗 電子雲
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問で分子軌道の 重な りが生 じ，両分子 の 兀 電子はさらに

非局在化することで安定化して い る．三つ 目は リ ン酸の

反発力の つ りあい で ある，DNA の 二 重 らせ ん構造 で は

リ ン 酸は表面に位置し，そ の 負電荷によりお互 い に反発

して い る，こ の 反発の おかげでねじれ て らせ ん がで きる．

DNA の変性

　二 本鎖 DNA はさまざまな条件で変性 して
一

本鎖 DNA

になる．たとえばPCR では高温で処理する，　 DNA は長い

分子なの で その溶液は粘性を もつ ．DNA 溶液を過熱す

る と二 重 らせ んが ほぐれ，粘性が低下する，一
本鎖の 割

合が増え粘性 の 低下 と と もに吸光度ス ペ ク トル も変化す

る，二 本鎖DNA と一本鎖 DNA の 260　nm の 吸光度は一

本鎖の DNA の方が：III本鎖の もの に くらべ て高い ．こ れ は

塩基対 の解離に起因する濃色効果 （hyperchromic　etfect）

が起 こ るた め で ある．温度上昇に伴 う二 本鎖 DNA の 変

性は，塩濃度 （イオ ン 強度）の 影響を受ける．二 重らせ

ん構造で はリ ン酸は表面に位置し，その 負電荷に よ りお

互 い に反発して い る．イオ ン 強度を上げると遮蔽効果に

より負電荷の 反発が緩和 される （静電的反発 が弱まる）．

遮断効果は塩基性の 物質で も起こ る．た とえばDNA に

ポ リア ミ ンを添加す る と融解温度Tm は 上 昇する．図

2D に最 も不安定な二 本鎖DNA で あ るpoly （dA −dT）の

融 解曲線を示す．こ の DNA の Tm は 48°C で あ るが，

lM の 塩化カ リウム 下 では 78℃に上昇する．またポ リア

ミ ン である ス ペ ル ミ ジ ンを添加 して も上昇する．塩基性

タ ンパ ク質で ある ヒ ス トンを加えて も同じようなTm 上

昇効果はみ られるが，こ れは DNA が コ ンパ ク ト化され

ヌ ク レオソ
ーム様構造を形成 した こ とによる もの だ，ヒ

ス トン もポリア ミ ン も塩基性であ り，塩基配列に非特異

的に結合す る．同 じDNA に結合する タ ン パ ク質で も転

写因子は等電点が低 い もの が多 い ，こ の場合，静電的に

は負電荷 どうしとなりDNA と反発する．と こ ろ が，転

写因子は結合するべ き塩基配列に出会うと，局所的に塩

基 と静電相互作用 し結合する．転写因子の 結合特異性は

こ うして生まれる．

　 Tm は昔か ら生物分類の指標 とされ，多 くの微生物で

生育温度と染色体の GC 含量 につ い て調べ られた。生育

温度 の 高い 微生物ほ どGC 含量が高 く，塩基 間の 水素結合

の 重要性が指摘 され て きた．と こ ろ が，85°C を超える

温度で 活発 に 生育する超好熱菌が分離され る と，GC 含

量 と生育温度に は ま っ た く相関がな い こ とがわか っ て き

た （図 3）．たとえばMethanothermusfervidusは生育温度が

83°C だが GC 含量は 38％ しか な い ．ただ し，こ の 微生

物の 細胞内イ オ ン 強度は高 く，カ リウ ム イ オ ン が 985

mM もある 2）．高濃度の カ リウ ム イオ ン は リ ン 酸 の 反発

を遮蔽し，緩和することで 染色体 DNA の 変性を防い で

い る．つ ま りGC 含量 が低 くて も変性 しない の であ る．

ただ し，そ の 後 の 研究か らDNA の トポ ロ ジー
が融解温

度に影響を与えて い る こ とも示された
3｝．こ の こ とにつ い

て は最後に触れたい ．

　 DNA を変性 させ るため の も う
一

つ の 要因は pH で あ

る．前述 した よ うに DNA は中性付近 の pH で塩基 間に

水素結合を形成して い る．塩基は pH によ っ てイオ ン 化

の状態が異なる．ウ リジ ン，グアノ シ ン，チ ミ ジ ン はア

ル カ リ側に pK （9．2）が存在する．この ためpH　9．2 を超
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図2．DNA の Tm に 及ぼ すポ リ ア ミ ン，塩 化カ リ ウ ム ．ヒ ス ト

ン の 影響．poly（dA−dT）（10μg）に対 して ス ペ ル ミン （10μM ），
塩化 カ リウム （IM ），二種類の 超好熱菌ヒ ス トン HpkA ，　 HpkB
（2．3 μM ） を 添加 して 融 解 温 度 に 及 ぼ す影響 を調べ た．
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図 3．好熱 菌の 生 育温 度 と GC 含量 の 関係
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チ ミジ ン は ウ リジ ン と同様 に

えると塩基 の 脱プロ トン 化が は じまる （図 4）．たとえば

グ ア ニ ン は 1位で ，チ ミ ン は 3位で 脱プ ロ トン化 し，

GC および AT の 水素結合が壊れ変性する （
一

本鎖化す

る）．ただ こ の 変性は可逆 的で あ る の で pH を下げる と

再 び安定な二 本鎖 DNA が形成 される．急激な pH 変化

を与える と高分子 の DNA は もとの構造に戻れな くな り，

変性凝集して しまう．プラス ミ ドの ア ル カ リ抽出で は酢

酸ナ トリウ ムを含む溶液 3 を，水酸化ナ トリウム を含む

溶液 2に加えた ときに急激 な pH 変化が生 じる，こ の と

き低分子の DNA （プラ ス ミ ド）は 二 本鎖に戻る こ とが

で きるが，高分子 DNA （染色体）は変性凝集する．遠

心分離して凝集 した沈殿物を取 り除くこ とで，プ ラ ス ミ

ドの 画分が得 られ て い たわけで ある．

　DNA は pH 変化以外に も，塩 基対の 積み重ね に よる

安定化を乱して も変性される．積層される塩基対は疎水

性相互作用して い るの だから，溶媒の極性を下げる よ う

な薬剤を添加すれば よい ．サザ ン ハ イブ リ ダイゼ ーシ ヨ

ン ではハ イブリダイ ゼ ーシ ョ ン バ ッ フ ァ
ー

にホ ル ム ア ミ

ドが 添加 され て い る が
，

こ の 薬剤は まさに積層部分を不

安定化しTm を下げて い る の である．

RNA の変性

　サ ザ ン ハ イブリダイゼ ーシ ョ ン の ときの DNA 変性は

水酸化ナ トリウ ム で 行うが ，
ノ ザ ン ハ イブ リダイゼ ー

シ ョ ン の ときの R』NA 変性はホル ム ァ ル デ ヒ ドを用い る，

こ れ は なぜ だ ろ うか ？ pH を高め る こ とで RNA は バ ラ

バ ラ に な っ て しまうか らで あ る．リ ン酸の リ ン は周囲を

電気陰性度の 高 い 酸素原子に囲 まれ て水酸基の 酸素原子

か ら求核攻撃を受けやす く，こ の 攻撃 によ りホ ス ホ ジエ

ス テ ル 結合が切れ て しま う，RINA の構成糖は リ ボース
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で あり，2位 に水酸基が存在す る．RINA は塩基触媒 の

存在下 で速や か に 加水分解され，2 3L環状 ヌ ク レ オ チ

ドを形成 した の ち，2，一ヌ ク レ オチ ドと3L ヌ ク レ オチ ド

を生 じる （図5）4）．リボヌ ク レ ア
ーゼ による反応も同様 の

機構が関与 して い る．DNA はRNA よ りも化学的に安定

で ある，生命進化の過程で は最初の 生命体 は反応性 に富

む RNA を遺伝情報の担 い 手 として い たが，やが て安定

的に遺伝情報を残せ るDNA が選 ばれた と考えられて い

る．RNA を変性する ために は ヌ ク レ オチ ド鎖を切断す

ることな く，構造をほ ぐす必要があるが，ホル ム ア ミ ド

やホ ル ム ア ル デ ヒ ドが利用されるの は こ の ため で ある，

変性 しにくい DNA とは？

　DNA の 安定性は GC 含量 とイオン 強度に 依存す る，

実際にはこれ ら条件に加えて DNA の トポ ロ ジーが Tm

に影響 を与えて い る．直鎖状 の DNA の 場合，　 GC 含量

か らDNA の T皿 を算出する こ とがで きる．しか し環状

DNA の 場合，超 らせ ん構造をとるの で 実際の Tm は計

算値よ りもか なり高 くなる．好熱菌の プラス ミ ドは，生

育温 度 を上昇 させ るにつ れ て 正 の 超 らせ んが増加す る

（リ ン キ ン グ 数が 増える ）．直鎖状 （線状）の 二 本鎖

DNA は 3．4   で
一
巻きして い る の で，長さあた りの 巻

数は決ま っ て い る．こ の らせん に余分に巻数 を加える

（リ ン キ ン グ数を増や す）と全体構造は コ ン パ ク 1・に なっ

て くる．特に プラ ス ミ ドの よ うな閉環状分子の 場合は ，

リ ン キ ン グ数を増減する とよ り超 らせ ん構造 は変化 す

る。リ ン キ ン グ数 の 増えた超 らせ ん （正 の 超 らせ ん）構

造の 環状 DNA は非常に 安定で あ り，正07°C で も融解し

ない ．この 正 の 超 らせ ん構造を導入する酵素が リバ ー
ス

ジ ャ イ レー
ス である．リバ ー

ス ジ ャ イ レー
ス は ヘ リカ

ー

ゼ と トポ イ ソ メ ラ
ー

ゼ の ドメ イ ン を有し，進化的に もき

わめ て興味深い 構造を持つ ．微生物は バ ク テ リア とア ー
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図 6．生物進化と リバ ー
ス ジャ イ レース の 出現時期，図 中の 太

い 線は 85gC以 上 で生育す る超好熱菌を示す．1J バ ー
ス ジ ャ イ

レ
ー

ス は，バ ク テ リア，ア
ー

キア を問わずすべ て の 超好熱菌

に共通 して存在する こ とか ら，共通祖先が 分岐す る前 に誕 生

した 可 能性 が 高 い ．

キ ア とい う二 つ の ドメ イ ン に分かれ て い る，両者は い ず

れ も原核生物であるが，系統的には異なる．生命誕生の

ス ト
ー

リ
ー

では高温で誕生した原始生命は ユ
ーカ リアノ

ア ーキ ア の起源とバ ク テ リア の起源に分岐した と考えら

れ て い る，もし共通の祖先が存在するとすれば，現存す

る好熱性の ア
ー

キ ア と好熱性の バ クテリア で共通 の 遺伝

子が存在 して も不思議ではない ．ゲ ノ ム プロ ジ ェ ク トが

行われて きた微生物で 比較解析 した結果，超好熟性の バ

ク テ リア と超好熱性の ア
ーキア で 共通して い る唯一の遺

伝子は，リバ ース ジ ャ イ レ
ー

ス である こ とが報告された

（図 6）5），こ こ で意地悪 な解釈 をす れば，こ の 酵素さえ

あれ ば高温で 生 きる こ とが で き，原始生命は好熱性で は

な くて も，リバ ース ジ ャイレース を獲得して高温に適応

して い っ た とも考える こ とが で きる ．最近，遺伝子破壊

技術で超好熱菌の リバ ー
ス ジ ャ イ レー

ス の 破壊が試み ら

れた 6）．リバ ー
ス ジ ャ イ レー

ス 遺伝子 を破壊され た 超好

熱菌は，生育上限温度が ドが り，高温で の 生育が顕著に

衰 えた．ただ本破壊株は 85℃で も生育し，依然超好熱

菌で あっ た．リバ ー
ス ジ ャ イ レー

ス が生命進化 の 過程で

果た した役割は大きい と予想 され る が，核酸の 安定化に

は複数の 要因があ っ た こ とは聞違 い ない ．

おわ りに

　核酸の安定性にまつ わる研究は非常に多 くなされ て お

り，こ こ で触れた内容はほ ん の
一
端で しかない．わた し

た ちは日常的に遺伝子操作をして おり，それぞれの 原理

を考えるこ とはあま りな い ．ただ原理 をあらためて見直

す と遺伝子操作はきわめ て合理的に設計された もの であ

り，先人達の ア イデアに驚かされ る．日常的に行 っ て い

る実験も見直 して み る と意外 と知らない こ とが多 い の で

はない だ ろ うか．
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