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アルカ リ処理 デ ソキシ リボ核酸 の再重合

江 藤 守 総

Repolymerization of alkali-treated 

    desoxyribonucleic acid 

 Morifusa Eto

一般に リ・ボ核酸(RNA)は アルカ リに不安定で,1規 定の苛性アルカリを37℃ で10

数時間作用させる事によつて完全にモノヌクレオチ ド迄分解されるが,デ ソキシリボ核酸

(DNA)は 比較的安定で,こ の処理によつても尚鉱酸によつて沈澱する.こ の事を利用し

て両核酸を分別的に定量する方法がSchmidt及 びThannhauserR)に よつて提出されて

いる.著 者2・3・9)は先に家蚕の核酸について報告したが,DNA標 品にRNAの 混在が認め

られたので,これが分別にこの方法を利用した.2)本報ではこの様な処理でDNAが どの様

な変化を受けるかを,牛 脾より得た高重合DNAを 用い,粘 度法 と超遠心沈降法とによつ

て検討した.ZamenhofとChargaff11)はDNAも この処理である程度分解するが,lll和

すると元のDNAと は異る著 しいThixotropyを 示す物体に再重合する事を認めた.著

者も之とほぼ同様な現象を確め,更 に,固有粘度 より得られる該重合物の軸比は元のDNA

の約半分であるが極めて巨大な粒子に迄重合 している事を認めた.

実 験 及 び 結 果

牛脾DNAの 調 製

対照 とす るintactDNAと して新鮮牛脾 よりPetermann等 の方法6)に 従 つ て分子量

656,000のDNAを 得 た.

ア ル カ リ処理DNAの 調 製

牛脾DNA100mgを3mlのN-KOHに 溶 解 して300に15時 間 放置 し,氷 冷後

30%醋酸 でpH4と し,同 容 のアル コールを加 えるとほぼ定量的 に短糸状 の白色沈澱 を生

じた.こ れをアル コール及び エーテルで洗つて減圧乾燥 した.

ア ル カ リ処理DNAの 再 重合

ア ル カ リ処理DNAを0.14M-NaCIに 溶 解 し(約0.5%)少 量 の稀NaOHでpH

6.5と し,30° の恒温槽 内で粘度 を測定 索した.図1に 示す様 に粘度は急速に増加 し,約30

分 で 一定 とな る.IntactDNAで は この様 な現 象は認め られず常 にほぼ一 定であ る.

無 処理DNAの 安 定性

IntactDNAを0.02M-NaF+0.025M-NaCl水 溶 液 に溶解 し(0.06%,pH5.5)30° に

2日 間 置き,こ の間30° で 粘度 を測定 した.粘 度は極めて徐 々にしか変化 しない(表1).

*粘 度の測定には常にOstwald粘 度計を用いた.



Fig. 1. Repolymerization of alkali-treated DNA.

Table 1. The stability of DNA.

DNA conc.: 0.06 %. pH 5.5. Temp.:  30° C.

アル カ リ処理再重合DNAのThixotropy

再 重 合DNA溶 液 を粘 度計内で速 やかに減圧,加 圧を繰返 えす事 に よつて細管 内をEド

させ る(10回/2分)と,粘 度 は急速 に減 少する.こ れ を静 置すれ ば粘度の増 加が起 こる.

IntactDNAで は この様 な現 象は認 め られない(図2).

再 重 合DNAの 粘 度に対す る温度の影響

アル カ リ処理DNAを0,05M-NaC1に 溶 解(0.3%)し30`に4時間 羅いて再重合 さ

せた後1日 冷蔵庫 に置いた もの とintactDNAの0.05M-NaCI溶 液(0.1%)に つ いて,

15。 か ら5。間隔 で50。 までの相対粘度 を測定 した.同 一試料 について低 温か ら順次測 定

した.30。 迄 は試 料を恒温槽 につけた ままとし,30分 を 要 して5昇 温、せ しめた.30。以上

は,槽 の昇温時 には試料を室温(約20。)に 置 き,測 定前 に7分間 恒温 に置 いた.



Fig. 2. Thixotropy of alkali-treated repolymerized DNA.

アル カ リ処理DNAで は30'ま で 相対粘度が温度 と共 にL昇 し,30。 か ら40。 の間 で減 少

し,次 いで再び.f昇 した.IntactDNAの 相 対粘度は温度 に関係せず一定であ る(図3)・

Fig. 3. The effect of temperature upon the viscosity of alkali-treated repolymerized DNA.



再重合DNAの 固 有粘度

30`に4時 間置 いて再重合 させ,1日 冷蔵庫 に置 いた アル カ リ処 理DNAの0.05M-NaCI

溶 液 の粘度 を0.4%以 下種 々の濃度*で30。 に於て測定 した.

容 積 固有 粘度[η]vは 次 式 で表わ され る.

w→ 〔1

或いは
/の

り　ゆ

但 し,ψ は溶質 の容積濃 度で重量 濃度C(g/100ml)及 び 偏比容積Vと 次の関係 があ る.

ψ 一CV/100

こ こでVは α55吐)と仮 定 した.

図4よ り 。-1100と な る.之 を固有 粘度 と軸比Pの 関係 を示すSimhaの 棒 状粒子

Fig. 4. The viscosity  of alkali-treated repolymerized DNA.

*濃 度は有機燐の測定値より算定した.



に対する式i)

に 当はめる と軸比 は約140と な る.

同様 に して,intactDNAに つ いては[η]y-3500,軸 比280を 得 る(図5).

Fig. 5. The viscosity of intact DNA

沈降実験

スピンコE塑 超遠心機 を使 用 し,56,100rpmで 沈 降実験 を行つた.

分 子量Mは 沈降恒数8≧ 。,vと摩 擦比 刀ゐ とよ り次式 で表 わ され る.5)

刀ゐ はPerrinに よれば,細 長 い廻転楕 円体 につ いて軸比Pと 次 の関係 にあ る.



ノ7/b=(1グ)1/2/ρ21310g{[1十(1-p")1/2]ノ 、ρ}

軸 比 は固有粘度 よりSimhaの 式 で与え られ て い る の で分子量 が算'【1され る.Intact

DNAの0・1%溶 液 は5痂vが8.40×10-'と な り,分 子量 は656,000と 算 定 され た.一

方,ア ル カ リ処理DNAを0.14M-NaCIに 溶 解 し(0.5q/)30。 に 保つ て再 重合 させ た

ものは極めて早 く沈降 し,底 にゲル状 に圧縮 され ている らし く底 の方に殆ん ど動 かない鋭

いピークを生 じ,沈 降恒数 の測定は不能であつた.

考 察

Schmidt-Thannhauserの アルカリ処理8)を受けた牛脾DNAは 勿論あ る程度迄分解

しているが,こ れを溶解 して中性附近に保てば,速 やかに粘性を増 して再重合する.然 し

この重合物は元のDNAと 全 く異 り,そ の結合は極めて弱いらしく,顕 著なThixotropy

を示す.又,粘 度に対する温度の影響も非常に特徴がある.一 般に相対粘度は変性その他

特別の変化が起こらぬ温度範囲では,intactDNAが そ うである様に,一定であるが,アル

カリ処理再重合DNAで は,30'以 下では相対粘度が温度と共に増加する.即 ち,再 電介

DNAで は粒子の配向による構造粘性があ り,昇 温に供 うBrown運 動の為に配向が妨げ

られ相対粘度が増すものと考えられる.こ の様な例は著 しく会合した タバコモザイクバイ

ラスについて認められている.7)然 るに30.か ら40。 の間で粘度が減少す るのは,こ の電

合物の弱い結合が熱運動によつて破壊 され るものと考えられる.Chargaff等10)は,熱 で

解重合させた牛胸腺DNAを 同様に再重合 させたものについて,30`)か ら40"に 於ける粘

度の低下を認めている.

この様に弱 く結合 した重合体の軸比はintactDNAの 約半分であるが重合度は極めて

大きいらしく,沈 降法ではその分子量を求める事がlll来なかつた.

綜 括

アルカ リ処理 したDNAは 巾性溶液で再重合する.こ の重合物と無処理DNAと を粘

度法 と沈降法 とによつて比較した.再 重合物は軸比が無処理DNAの 約半分であるが,

重合度は極めて高い.然 しその結合は弱わ く容易に解合する.

超遠心沈降実験に便宜をはかられた九州大学農学部林勝哉氏に謝意を表します.
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Summary 

   The writer"' ohas investigated the nucleic acids of silkworms. In these 

studies, he2) applied the alkali treatment, which was proposed by Schmidt and 

Thannhauser,8 for separation of deoxyribonucleic acid (DNA) from contaminated 

ribonucleic acid in the crude DNA preparation of the insects. In the present 

paper, how this treatment affects the physical properties of DNA was 

investigated using bovine spleen DNA. The alkali-treated DNA was obtained 

as white and somewhat thready material. The viscosity of its neutral solution 

raised rapidly showing its repolymerization (Fig. 1). The repolymerized DNA 

was compared with the original intact DNA in its viscosity and sedimentation. 

The axial ratio of repolymerized DNA calculated in accordance with Simha's 

equation from its volume fraction intrinsic viscosity Pi] v (Fig. 4) was 140 and 

one-half of that of intact DNA (Fig. 5). The molecular weight, however, 

seemed to be very much larger in the repolymerized one than the intact one. 

The sedimentation constant S20w of the intact DNA was 8.40 x 10-'s and gave 

molecular weight 656,000 refering to the datum in viscosity-measurement. 

While, the repolymerized DNA sedimented too rapidly to measure the constant. 

The binding power in the repolymerized DNA might be feeble, because the 

repolymerized DNA was easily depolymerized by warm (Fig. 3) and showed 

thixotropy (Fig. 2) simliarly to the observation of Zamenhof and Chargaff.l">
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