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融解温度Tm測定



セントラルドグマ(central dogma)
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塩基が会合してできたDNAのはしご
(a)塩基対間の隙間をなくした傾いたはしご、
(b)aのはしごから直角三角形を抜き出す。
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(a)傾いたはしごと同じ塩基対の積み重ね、
(b) ねじれらせんの型に塩基対を積み重ねたもの。



円筒まわりに糖とリン酸の鎖がらせ
ん状に巻き付いたところ。

(a) 黒い点または灰色の点は糖を、
点と点をつなぐ線はリン酸を示す。

(b) 白い点はリン酸を、線は糖を示
す。

(c) 円筒を上から見下ろしたところ。













DNAの変性（融解）曲線（Melting curve)と融解温度
( Tm)



Tmとは？
DNAは通常、二本鎖らせん構造を取ってます。

センス鎖、アンチセンス鎖の相補的塩基（アデニンとチミン、シトシンと
グアニン）は水素結合によって対をなしています。
二本鎖DNAの溶液を加熱すると、この水素結合が切断され一本鎖とな
ります。
この現象を核酸の融解（Melting）と呼び、DNA分子の50%が変性して
一本鎖となる温度が融解温度、すなわちTm（Melting Temperature、融
解温度）です。
Tmでは、二本鎖と一本鎖の存在する割合が等しくなります
核酸の場合、Tmとなる温度は配列や溶媒をはじめとする周囲の環境
によって変わります。一般的にTmの数値（Tm値）は、以下のように変化
します。
塩濃度が高いとTm値は上がる
核酸の濃度が高いとTm値は下がる
配列のGC含量が高いとTm値は上がる（アデニン／チミン間の水素結
合は2本、シトシン／グアニン間の水素結合は3本）
変性剤（ホルムアミド、DMSOなど）存在下ではTm値は下がる



核酸の熱安定性については、Tm値の他、エンタルピー変化（ΔH）、エントロピー変化（ΔS)、自由エネ
ルギー変化（ΔG）で評価されます。熱力学において自由エネルギー変化（ΔG）は、温度T（絶対温度）
を用い、以下のように定義されています。
ΔG＝ΔH－TΔS
核酸溶液中では、2つの異なる一本鎖(A1，A2)と二本鎖(A1A2)の間には平衡関係が成立しており、
A1、A2の濃度は等しいと仮定します。
A1＋A2 ⇔ A1A2
二本鎖の状態と一本鎖の状態の2つの状態のみで系が構成されており、温度の上昇に伴ってこの2
つの状態の自由エネルギー差が変化し、1種類の平衡定数のみが存在することになります。
二本鎖の状態と二本鎖の状態の間の自由エネルギ変化（ΔG)は以下の式によって表すことができま
す。
ΔG＝ΔH－TΔS＝－RTlnK・・・(1)
（R：気体定数、 ln：自然対数， K：平衡定数）

平衡定数は、系の平衡状態を物質の存在比で表したものですので、二本鎖の状態が核酸分子全体
に占める比率を[N]、1本鎖の状態が占める比率を[D]とすると、平衡定数Kは以下のように表すこと
ができます。
K＝[D]/[N]・・・(2)
ここで、二本鎖のモル分率をα，核酸の総濃度をCtとすると平衡定数Kは以下のように表すことがで
きます。
K＝[D]/[N] =2α/((1-α) 2×Ct )・・・(3)
Tm値では二本鎖と一本鎖の占める割合が等しくなり、この温度では二本鎖のモル分率αは1/2にな
りますので、(3)式を(1)式に代入し、α=1/2を適用すると以下の式を得ることができます。
1/Tm＝(R/ΔH) ln(Ct/4)＋ΔS/ΔH

Tm値と各熱力学パラメーターの関係















DNAの変性と復元が遺伝子検出に重要



DNAの変性（融解）曲線（Melting curve)と融解温度
( Tm)



遺伝子をどのように検出するか
ＤＮＡプローブ法とハイブリダイゼーション


