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要旨 :DNAのらせん構造についての X線解析. NMR. ラマンスペクトノレ UV吸収スベクト Jレ，

CDスベクトルなどの物理化学的方法による最近の研究報告にっしーて簡単に紹介した.また，溶液状態

でのポリデオキシヌクレオチドの構造について，二本鎖の融解温度 (Tm) .酸滴定による pHの変化

に伴なう UVI吸収スペクトルの変化などについて報告した.

Structure of DNA in Solution 
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Depαrtment 0/ Chemistry. Meiji College 0/ Oriental lvledicine 

Summary: Firstly. studies on conformations of double-helical DNA analyzed by physiｭ

cal-chemical methods were reviewed. Secondly , our results on the structure of DNA in 
solution were reported. A melting curve and a titration curve for polydeoxyribonucleotide 

in 0.1 mM  NaCl (pH 6.0) was obtained. UV spectra of the nucleotide were measured as 

a function of ptI. 
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I はじめに 野となっている c
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核酸の化学についての研究は，現在のところ，

構造に関するもの(核酸塩基の配列順序を決定す

る一次溝造の解折や，らせんの高次構造の解折) , 

核酸の化学合成に関するもの， DNA , RNA と

他の生体有機物質(主としてタンパク質)との相

互作用に関するもの，これらの研究を行なう上で

有力な手段となる人工酵素や，抗力。ン剤の開発を

目標とする多官能性分子の合成花関する分野など

がある u 優れた有機化学的合成能力，ハイレベル

の遺伝子操作技術 x線， NMR などの物理化学

的な解析手段を必要とし，共同研究が不口j欠な分

ここでは，溶液状態での DNAのらせん繕造に

関する物理化学的な研-究について，最近の報告と

筆者の実験結果の一部を紹介する.

II DNAのらせん構造

今から約30年前， 1953年に Watson と Crick

によって DNAの右巻き 2 本鎖らせん構造モデル

が発表された.その当時は まだ漠然としていた

核酸の一次構造やその遺伝子としての役割が，分

析技術や種々の物理化学的解析手段の飛躍的進歩

によって次々と解明され，構造遺伝子だけでなく，
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いくつかの調節遺伝子の一次構造もわかってきた.

しかし巨大分子である DNA とタンパク質やほか

の生体物質との相互作用を分子レベルで・解明する

ことは，今後の重要な課題である.

E 白 a) DNAの分子構造

DNAのらせん構造について， x線繊維凪折研

究と，単結品 X線構造解析研究から原子レベルで

の分子構造が明らかにされている.乙れまでに出

されている DNAのらせん構造モデルには， A型，

B型， C型， D型， z 型などがある 5) B 型 DNA

構造は， DNA構造の基本型であり，溶液中での

2 本鎖DNAのらせん構造は B型であると考えら

れていた. 1979年に DNA オリゴマー d(CpG) 3 

の単結品 X線解析の結果，乙のオリゴマーが左巻

きの Z型DNA構造をとることが報告されて以来，

Z型DNAに関する研究報告が，増大している 9 ) 

II -b) 溶液状態での構造

Z 型 DNAの裕液状態での柿造広間|しては，ポ

リ (dG -dC) あるいは (dG -dC) オリゴマ

ーの高塩濃度および低塩濃度下での lH および

31p_ NM  R による研究 6)ラマンスペクトルに

よる研究 7) などがある.また， B~Z 構造の転

移について， uv 吸収スペクトル， C D (円二色
性)スペクトルによる研究も報告されている II

低塩濃度下の B型構造と高取濃度下の Z 型構造と

ではCD スペクトルの位相が逆転するし， uv吸

収スペクトルでは， 295nmの|吸光度が増大する.

DNAの溶液中での構造に関する物理化学的方法

は，現在でも uv吸収， C D スペクトルが最もよ

く用いられているようである.高分解能NMRの

進歩により， NMR も生体有機化合物の溶液状態

での構造解析に応用されてはし、るが，タンパク質

や核酸の 11-1 ， 13C -NMHは，化学シフトが同

じ領域に多数密集し，シグナルを分離.同定する

乙とが困難である.その点，核酸やリン脂質に関

しては31P-NMRが有利である.

m uv吸収スペクトルによる構造解析
自然な状態( Native，未変性)の DNA の

uv吸収スペクトルは，その情成成分ヌクレオチ

ド l乙比べると，淡色化されており， DNA を高温

lとすると， uv吸収は明大し，単量体の値に近づ

く.乙の吸収の増大は DNA と実験条件 (pH ，

塩濃度，溶媒)によって一定の温度 (Tm) でお

こる.乙の変化は， 2 本のポリヌクレオチド鎖が

連続的 iζ 分離することによって生じるもので，

Tmは，変性またはらせんーコイル転移の示標と

なる. Tmが高いとその DNAの核般の塩基対の

水素結合が強い乙と.つまりらせん状態の安定性

が増す乙とを示している.実際，アデニンーチミ

ン (A-T) の水素結合より強いと考えられる，

グアニンーシトシン (G -C) の含有量が多いと

Tmは高くなっている.

DNAは，通常， l::þ性 pH，塩濃度0.01---1M

という溶媒条件でJlJ し、られる乙とが多く，イオン

濃度が低いと DNAのらせん構造が不安定化する

といわれている .0.lmM以下の極めて低い塩濃度

下で，ポリデオキシヌクレオチドの構造に関する

基本的な性質を uv スペクト JレをJIJ l 、て調べた.

ポリ (dG -dC) ・ポリ (dG -dC) 水溶液

(pH6.0 , O.lmM NaCJ) の uv 吸収スペク

トルを25T---900Cの範1mで引IJ定した.最大吸収波

長255nmにおける吸光度 (A 255) と温度との関

係を示したのが， IまI 1 である.ポリヌクレオチド

の Tmは，イオン強度に依存している 31 Tm と

イオン強度との関係は 通常 2 本鎖ポリヌクレ

オチドの場合，ムTm/ム log[Na + ] = 20 c

Cであ

る.ポリ (dG-dC) ・ポリ (dG -dC) の場合

一 log[Na+ ] = 3 のとき Tm は80
0

Cであるか 0 ，

この場合約600Cになるはずである.非常に低い塩

濃度下でも二本鎖状態iと保たれている乙とがわか

る.

また， DNAの構造は， plI によっても異なる.

ポリプリン:ポリピリミジン ポリヌクレオチド

は.酸滴定によって， 2 本のポリピリミジンと 1

本のポリプリンからなる 3 本鎖に再配列する 4)

乙の時， 2 本目のポリピリミジンは付加されたプ
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図 1 ポリ (dG-dC) ・ポリ (dG-dC)

(pH6.0. 0.1 m M NaCI)の融解曲線

Hoogsteen base pairs 

図 2

ロトンによって結合されている. G : CH+塩基

対 10) dG: dC I-r~ 棺l基対 2 ・ 4.S) については，

Hoogsteen 型塩基対を持っていると考えられる.
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(図 2 ) 

ポリ (dG -dC) ・ポリ (dG - dC) 水溶液

(0.3 A 25S ) を 0.1rvl HClで滴定し (pH 7 ~ 

3) .滴定LUl線を柿くと(図 3 ) 3.8付近に pka

が存在する乙とがわかる.シトシンのpka は4. 1，

グアニンは. pkal=2.2.pka2=9.5 (図 4) . リ

ン酸はpkal =2.1. pka2=7.2. pka3 =12.3であ

る. 3.8 という値は，シトシンの pka = 4.1 に近

い. pkaは，金同イオンや溶媒和，配位座のひず

みのもたらす影響や水素結合の影響によって変化

すると考えられるので. pk"の変化は，プロトン

付加をうけるシトシン (C) の N-3 位付近の疎

水性の度合による違いと考えられる.

乙の変化を uv吸収スペクトノレで・追跡した.

(凶 5 ) 275nmの吸光度 (A 21S ) はほとんど変

化していないが. pHが 4 以下 lとなると急にスペ

クトルの形が変化してくる.乙のスペクト Jレの形

の変化をA 255 と A27 5との比で表わす乙とにし，

pH との関係を|苅 6 に示した. pHが3.7以下に
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図 3 ポリ (dG-dC) ・ポリ (dG-dC)
の酸滴定曲線
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ポリ (dG -dC) ・ポリ (dG -dC) のA255/ A 27 S と pH との関係

なると急 lζA2SslA 2ï 5の値が変化していること

がわかる.シトシンがプロトン付加を受け， dGｭ

dCH+塩基対となり， Hoogsteen 型構造をと

るため，スベクトノレの形が変化したものと考えら

れる.
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