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1　 1ntroduction

　持続長 150bp （約 50111n、　bp： 塩基対）に比べ て十分長い 、 数 10kbp 以上の 長さを持つ 長鎖 DNA

分子は、多価カチオ ンや 中性高分子 をは じ め とする様 々 な 凝縮剤 の 濃度変化 に応 じて 、 ラ ンダム

コ イ ル 状態 か ら固 く折 り畳 まれた グ ロ ビ ュ
ール 状態へ と、 その 高次構造が不連続な

一
次相転移 を

示 すこ と が 明 らか に され て い る 。

一
方で 、 DNA は生物の遺伝情報の担 い 手で もあ り、

　 DNA 上に

刻まれ た遺伝子 の発現制御機構を解 き明かす こ とは 、 生 物学にお い て も非常に 重要な 課題で ある 。

現在広 く受け入れられ て い る制御機 構は、種々 の タ ン パ ク 、 DNA 配列 間の鍵 と鍵穴的な相互作用

の ネ ッ トワ
ー

クが複雑に絡み合 う とする もの で あるが、それ に加 え て 重 要な役割を果たす と考 え

られる、DNA の高次構造変化 と遺伝子 活性の相関 に つ い ては 、 未だ明 らかに されて い ない。本研

究では、DNA と、遺伝子発現の過程で それを鋳型 として転写 され る mRNA とを、蛍光顕微鏡を

用 いて単分子 鎖 レ ベ ル で 同時観察 する こ とに よ り、DNA の 高次構造転移が転写活性 の on ／off ス

イ ヅ チ ン グを引 き起 こ すこ とを明らかに した 。

2　 Experimental 　details

　DNA の 高次構造転移が 転写活性に 及ぼす影響を測る モ デ ル 系 として、こ こでは、40．8kbp （約 14

μln）直鎖状 の Lambda 　ZAP 　II　DNA を用 い 、　 DNA と、 それ を鋳型 と して T7 　RNA 　Polylnerase

に よ っ て 合成さ れ る RNA とを 、 それぞれ蛍光色素 DAPI 、　 BODIPY 標識 UTP で可視化 し、蛍

光顕微鏡観察を行 っ た 。 Tsulnoto ら （2003）の DNA ア ン サ ン ブ ル を用い た実験 によれ ば 、 凝縮剤

spermine （4 価の 陽イオン）を加えるこ とによ り、十 分長い DNA では 、高次構造 転移 を起 こ す濃度

範囲で転写活性が急激に抑制され る （図 1左）［1］。 本実験 では こ の 結果 を踏 まえ 、異なる spermine

濃度 （図 1 中 （a ）、（b））におい て 、37 ℃ で 30分間転写反 応 を行 っ た後、蛍光顕微鏡下 で 、 DNA

単分 子鎖 の 高次構造 と、 RNA を同時 に観 察 した （図 1右）。　DNA の 高次構造 の違い を明確 にす る

ため、DNA 分子 をガ ラ ス基板上 に引 き伸ば して観察 し、それ ぞれ の 転写活性 を評価 した 。

3　 Results

　［spermine （4＋）］200μM の 条件下で は、　 DNA 分子 はラ ン ダ ム コ イ ル 状態 をと っ てお り、ガ ラ ス

基 板上 に引 き伸ばす と直線状 にな る 。 こ の とき 、 分子鎖上 に は合成され た RNA が観察された （図
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図 1： （左）DNA ア ンサン ブ ル における凝縮剤濃度変化 と転写活性の 相関 ［1］。（右）転写反応後、ガ

ラ ス 基板上に引 き伸ばされたコ イル 状態 （a）とグ ロ ビ ュ
ール 状態 〔b）の DNA 。 コ イ ル 状態の DNA

分子上 に の み 、 合成 され た InRNA が観察され た 。

1（a））。
一方 、 ［spermine （4＋）1700μM の条件下 では、　DNA は グ ロ ビ ュ

ール 状態であり、　RNA は認

め られなか っ た （図 1（b））。そ れぞれの 条件下で 、DNA か ら転写され た と思わ れ る RNA が観察さ

れた割合を表 1 に示す 。 高次構造転移に よ っ て DNA が固 く折 り畳まれた ために、転写反応 が完全

に抑制 される こ とが分か る 。

　DNA の 高次構造転移は 、凝縮剤の種類や DNA 分子の 形態に よ っ て 大き く影響 され る こ とが知

られ て お り、 そ れが 遺伝 子 発現 や生化学活性 に 及 ぼす影響に つ い て、さ らに明 らか に して い きた

い と考 えて い る 。 今後の展 望 も含 め 、 報 告す る予定で ある 。

［Spermine1mRNA と共に観察 された DNADNA 分 子 の 総数 転 写 活性

200 μM700

μM

470 79103 0．600

．00

表 1； ［spermille ］200 μNI（図 1a）、700 μM （図 1b）にお け る転写活性
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