
Bussei Kenkyu

NII-Electronic Library Service

Bussel 　 Kenkyu

［第IO回 『非平衡系の 統計物理 』 シ ン ポ ジ ウ ム」
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　熱力学的 開放条件下 で 1次相転移 （凝縮状態 とラ ン ダム コ イル状態の 2状態間の 高次構造変

化）を示す T4DNA 単分子鎖が、周期的に高次構造変化を示す現象 （単一高分子鎖の 自励振動）

に つ い て報告す る。具体 的に は 、 メゾス コ ピ ッ クな 1次相転移系の 外場応答性 と局所的な非 平

衡 条件 を競合させ る こ と で 、自励振 動が発 現す る と予 測 し、次 の よ う な 実験 を行 っ た ：cw

Nd ：YAG レ
ーザー （波長 1064　nm ）の 光 ピ ン セ ッ トを用 い 、レ

ーザー
焦点に局所的 に 熱力学的

開放条件を構築 して非平衡度 （局所加熱に よる温度勾配）を設ける と同時に、そ こに DNA 凝

縮体を捕そ くした （予 め 局 所加熱に よ り凝縮状態 の DNA が解 ける ように折 り畳み相転移 の 温

度依存性 をデザ イ ン した）。その 結果、自励振動 （周期 〜 秒）が 観測さ れ 、理論的 に は熱力学

的開放条件下 に配置されたメ ゾス コ ピ ッ クな 1次相転移系か ら発現す る リミ ッ トサイ クル振動

と して記述され る ことが明らか にされた。

1　 緒言

　生体中には 、 数多 くの 生体分子機械 （筋肉 、 チャ ンネル タンパ ク質、酵素）が存在 してお り、

生命活 動の 維持 の 上で 重要な役割 を果た して い る 。その 中で 、筋肉の 基本要素で あるア ク チ ン

ー
ミオ シ ン系に代表され る、Arp 加水分解 によ り

一
方 向性 の 運動 を作 り出すタン パ ク質 （分

子モ
ー

タ
ー

）に つ いて 、 研究が精力的に進め られ て きて い る 【1］。我々 が 日常的 に仕事 を取 り

出す ため に用い て い る熱機関の 動作環境に対 し、生体分子機械は 等温条件 ・激しい熱揺らぎの

下で仕事 を作 り出 して お り、熱機関とは異なる動作原理 に大変関心がも たれて い る。この 問題

に関連 し、我々 は非平衡開放条件下 にある メゾス コ ピ ッ クな 1次相転移系 （1次相転移を示す

高分子単分子鎖）が 適当な フ ィ
ー

ドバ ッ ク 条件の 下、そ の 高次構造の 自励振動 を引き起 こ す こ

とを理論的 に予想 して お り［2j、 分子モ ーターの 動作原 理に な っ てい る と予想 して い る 。 本研

究で は、単
一

高分子鎖の 自励振動を実験的に検証 し、高分子単分子鎖の 自励振動の
一
般論 を構

築す る こ とを目指 した。実験 を行っ た結果、光 ピ ン セ ッ トを用 い る こ と に よ り熱力学的開放条

件下 に配置 した DNA 単分子鎖か ら周期的な高次構造変化が発現する現象 （単
一

高分子鎖の 自

励振動）が観測 され た 。 こ こ で は簡単に内容を紹介する （詳細は文献【3】を参照）。
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2　実験

試料 作 製　試料溶 液は 最終濃度が以下の よ うにな るよ うに作製 した ：Tris−HCI 緩衝溶液 10

mM （pH 　7．8）、蛍光色素 DAPI 　O．3 μM （Molecular 　PrQbes 社）、ポ リエ チ レ ン グ リ コ ール

（PEG ）0 − 150　mg 　mrl （平均分子 量 2× IO4、キシダ化学）、　T4DNA 　O．1 μM 一塩基対 （ニ ッ

ポ ンジ
ー

ン）、塩化カリ ウム 0．3M （和光純薬）。単分子観測前に室温 22 ℃ で 30 分問静置 し

た。

単分 子 観測 　単分子観測 には、光 ピ ン セ ッ ト用 に改造を施した Nikon　TE −300 、 高感度 カメ

ラ Hamamatsu 　Photonics社製 SIT カ メラ、光ピンセ ッ ト用 の レ
ーザー

光源に Spectron 社

製 SL902T （cw 　Nd ：YAG レ
ーザー

、 波長 1064　nm ） を用 い た。得 られ た画 像はビデオテ
ー

プに録画 し 、 そ の 後、画像解析 ソ フ ト CosmQS32 （ライ ブラ リー社〉 を用 い て 画像解 析 を行

っ た 。

3　結果 およ び考察

　 最近、巨大 DNA 単分子鎖 （荷電高分子 鎖）が、中性高分子 （PEG ）、多価カチ オ ン （金属

イ オ ン、ポ リア ミ ン）、カチオン性界面活性剤等 （凝縮剤）の 添加 ある い は 温度変化によ り、

折 り畳み相転移が引き起 こ され 、 ラ ンダムコ イル状態 （水溶液 中にひ ろが っ た状態。以 下、コ

イル状態）と凝縮状態 （一種の結晶状態）の 2状態問で高次構造変化 （体積変化は 104 〜 105

倍）が引き起 こ され る明 らか とな っ て い る。さ らに、こ の とき DNA 鎖近傍に分布して い る 対

イオン の 並進エ ン トロ ピーが折 り畳み相転移の機構 に重要な寄与 を してお り、系の エ ン トロ ピ

ー
を 増大させ る 方向に作用する結果 、 DNA の 高次構造変化 が 引き起 こ さ れる［4−6］。実験 で

は 、折 り畳み 相転移 （1次相転移）の温度依存性をデザイン し、局所 的に熱 力学 的開放 条件下

（温度勾配）に配置する こ とによ り、DNA 自身が 非平衡度を感 じて 2 状態間で 周期的 に高次

構造変化が発現する現象を作 り出す こ とを目指 した。実験 的には光 ピンセ ッ トを水溶液 中に収

束 させ る こ とで レーザー焦点で 局所加熱 （非平衡度） を誘起 し、μm ス ケール の 領域 に 10 ℃

以上の 温度勾配 を作る こ とができる［7，8］。 また、PEG を凝縮剤 として用い る こ とで 、温度上

昇 と共に 凝縮状態か らコ イル状態 に変化 させる こ とがで きる ［4］。 コ イル 条件で の DNA の サ

イズが 局所加熱場のサ イズよ りも大き けれ ば 、 DNA 自身が温度勾配 を感 じ、 2 状態間で 周期

的な高次構造変化を発現する こ とが予想され る （自励振動）。

　まず、折 り畳み相転移の条件とそ の ときの温度依存性をデザイ ンするこ とが重要 とな る 。 そ

こで鋭敏な温度依存性 を示 す相転移領域 を探索 した。図 1 に PEG を用いた 折 り畳み相転移の

結果を示 した。DNA 単分子鎖は凝縮剤の低濃度領域で は コ イル 状態 、 高濃度領域で は凝縮状

態 をとり、 中間領域に有限幅の共存領域が存在 して い る ことが確認された 。
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　次に温度勾配 を利用 して 自励振動 を発現 させ るため 、 共存領域における DNA 単分子鎖の 温

度応答性を調 べ た 。 PEG 冨 73　mg 　ml
−1

の 試料を用 い て温 度応答性 を調べ た結果 を図 2 に示 し

た 。 図 2 は異な る温度で の DNA 単分子鎖 の長軸長 L の 分布図で ある 。 凝縮状態 とコ イル状態

に相当する 2 つ の ピー
ク が存在 して い るが、低温側で は凝縮 状態、高温側で は コ イル 状態がよ

り安定で ある こ とが示 された［3］。
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　 図 11 ）NA 単分子鎖の長軸長Lの

　 PEG 濃度依存性．文献［3］よ り改変．
図 2 異なる温痩で のDNA 単分チ鎖の

長軸長Lの 分宿依存性．文献［3］よ り改変．

　 こ の ように 、折 り畳み 転移 の 条件 とそ の 温度依存性 が確認 され た。さ らに、図 1 − 2 よ り、

凝縮状態の 長軸長が O．5 μ皿 程度で ある の に対 し、コイル状態の 長軸長が 1．5 μm 程度の サイ

ズで あるこ とがわかる。一方、局所加熱場の サイズはレ
ーザー波長の 1 μm 程度で ある ため 、

DNA 自身が非平衡度 （温度勾配）を感じるこ とが可能となる （環境との 対話）。

　以上 の実験結果を踏まえ、DNA 単分子鎖の 自励振動の実験を お こな っ た 。 具体的に は 、 水

溶液中の DNA 凝縮体を光 ピンセ ッ トで捕そ くし、そ の蛍光観察像の 変化を詳細に観測 した。

そ の 結果、図 3 の よ うなサイ クルが観測 された ：（1）凝縮体が局所加熱 によ り解け始め、完全

に コ イル状態 になる過程 （融解 、 1 → 2 → 3）、 （2）冷たい 領域に入 り込んだ部分で核形成が

起 こ り、結 晶成長 し、再び完全な凝縮 体 になる （核 形成 ＆ 結晶成長、3 → 4 → 1）。す な

わ ち 、 1 次相転移 の kineticsが観測 され た 。 こ こ で 、 核形成 ＆ 結晶成長の 過程 はレ
ーザー

焦点近傍で起 きる ため、凝縮部分が形成 される と直ちに トラ ッ プカが働 き 、レ
ーザ ー

焦点に引

き戻 され、再び DNA が温度勾配下に配置され る。局所加熱の寄与を調 べ るた め、波長 1064 　nm

の フ ォ トンを吸収 しない D20 を用い て 同様の 実験 を行 っ たが 、 振動現象は観測 されなか っ た 。

こ の こ とか ら、局所加熱が確か に存在 して お り、自励振動 に必須な寄与で ある こ とが明らか と

な っ た。図 4 に DNA 単分子鎖の 自励振動の 基本波の周波数の レ
ーザー

出力依存性を示 した 。

レ
ーザー

出力に有限の 閾値が存在 して い る こ と、閾値以上の 領域で は、振動周波数 に レ
ーザー

出力依存性があ り、本実験で 観測され た振 動現象が リミ ッ トサイ クル振動で ある こ とが示され

て い る 。また、振動の 周期は秒の オ
ー

ダ
ー

で あり、 コ イル
ー
凝縮状態間の 遷移 に要す る特徴的

な時間 と等 しい ［9］。
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図 4 振動周期 （基本波） の レ
ーザ ー出力

依存性．文献 3］よ り改変．

　以上の よ うに観測 された DNA 単分子鎖の 自励振動は、環境との 間にフ ィ
ー ドバ ッ クの 関係

を持つ メゾス コ ピッ ク系 の 1 次相転移の 描像か ら導出され る。秩序変数ηが 0 か ら＋ 1 まで 変

化する と した とき、非平衡条件下 に置かれた 1 次相転移系か らは 、 次 の 2 式で表され る リミ ッ

トサイクル振動が発現する ［3］。

　　　　　　　　　　　　・｛
’t・

一

許跏 η
3

＋ ・b・？
2 − 2・η

一
・＋ ξ・t） 　 　 （・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　詈・ h一β（1一η）
γ

　 　 　 …

　 こ こ で 、 τは
”

環境
”

に依存す る変数で あ り、こ こで は DNA が感 じる温度勾配に相 当す る

（細胞 中で は、生体高分子周辺の イオン や ATP 等の 化学ポテ ン シ ャ ル に相当する ）。ηは規格

化 した高分子 鎖の セグメ ン ト密度 （0 〜 コ イル状態 、 ＋ 1 〜 凝縮状態）、h は非平衡度で あ

り、こ こでは 局所加熱に相当する。 a 、b、α β、｝は 正の 定数 、 ξ（t）はホ ワイ トノイズである 。

こ こ で 、ηを以下の ように DNA の慣性半径 R で定義した。

　　　　　　　　　　　η
一（R

“3 − R
−3unf

。
　id　）！（R

−3
　fotd　一　R

−
　
3unfoid

）　 　 　 （3）

Rf
。1d、　 Ru

。f。ld は、それぞれ 凝縮 状態 、コ イル状態 の 慣性 半径で ある。式（1）と（2）を適当なパ ラ

メ
ータ領域 で数値計算す る とリミ ッ トサ イクル振動が得 られ る［3］。 こ こで 論 じた理論の エ ッ

セ ン ス は 、環境 と
”

対話
”

する メゾス コ ピッ ク な 1次相転移系か らリミ ッ トサイ クル振動が作

り出される とい う点にある［2 ，
10］。

　以上の よ うに、実験 と理論の 両面か ら熱力学的開放条件下で は メゾス コ ピ ッ クな 1次相転移

系か ら、リミ ッ トサイクル振動が発現する こ とが示 された 。 自由エ ネルギー
の次元で考えた時、

光 ピンセ ッ トで 作 り出された温度勾配は化学ポテン シ ャル 勾配 と等価で ある ことか ら、等温系

で 構築した化学ポテ ン シ ャル勾配下で も同様な現象が発現するこ とが容易に予想される。また、

リミ ッ トサイ クル振動で あれば 、 強い熱揺らぎ下で も周期的な高次構造変化 を起こ し 、 何らか

の 運動を作 り出す ことが で き るで あろう 。 この よ うに 、本研究で 得 られ た原理 は分子モ
ー

タ
ー
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の 動作原理 とな り得る 。 興味深 い こ とに、最近の 分子モ ーターの 研究か ら、分子 モ
ーターとな

っ て い る タン パ ク質は、 2 つ の 安定な高次構造 をとる こ と （1次相転移）が明 らか とな っ て い

る。さ らに ATP 加 水 分解 に伴 い （非平衡 条件に相 当）、そ の 2 状態間で 周期的に 高次構造変

化 （自励振動） し て い る こ とを強 く示 唆す る結果 が得 られて きい る［1］。 こ の ように従来 の 分

子 モ
ーター

で 起きて い る現象 と本研究で 得 られた現象 を比較す ると 、 両者は物理的 に同 じ現象

で ある と考え られ る 。 も し 2つ の安定な高次構造 をとる高分子鎖 をデザ インす る こ とが で きれ

ば、自ずと分子機械を作 り出す こ とが で き る で あろう 。

4　 まとめ

　非平衡条件と高分子単分子鎖 の 1 次相転移の 外場応答性の 問に適 当な フ ィ
ー ドバ ッ ク条件が

働 くよ うに実験条件 ・現象 をデザインし 、 DNA 単分子鎖 の 自励振動 （周期的な高次構造変化）

を発現 させ た 。 具体的に は光 ピンセ ッ トを用 い て 、凝縮状態 と コ イル 状態の 2 状態 間で 折 り畳

み相転移を示す T4DNA を熱力学的開放条件下に配置 し、非平衡条件 （温度勾配）と DNA の

外場応答性 （温度応答性）を 競合させ 、周期的な高次構造変化を発現 ・観測す る こ とに成功 し

た。さ らに 自励振動が リミ ッ トサイクル振動の 性質を示 して い る こ とを明 らか にす る と共に 、

メゾス コ ピ ッ クな 1次相転移系の 描像か ら導き出される リ ミ ッ トサ イ クル振動で 記述で き、分

子 モ
ーター

の動作原理 とな り得 る こ とを示 した。同様の現象は熱 力学的開放条件下に配置 され

た 1次相転移 を示す他の 高分子単分子鎖 に普遍的 に起 こ りうる。
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