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反応平衡における熱揺動の生理学的役割
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概要

生物学で用いられる定量的方絵は、一般的にはほぼ熱カ司止と反応速度自信に限ら

れ、平衡した反応には、共に適用されている.しかし、これらの物種的基礎は

もともと異なっており、従って対象とする巨視的状蟻の定‘にも盤がある.二

つの巨視的状怠の聞のポテンシャル障壁が kT程度以下の場合、ニ状.は反応

速度・ーでは分商量して取り扱えるが、娘カ学では特殊な場合を除いて分両院できな

い.そのような低いポテシシャル陣監は、タンパタ賓の DNA上の1次元的拡

散で実際に観測されており、 DNA上の高規和怯榔伎の親和佳は、局所構造だけ

でなく DNA長にも依存するという効果が生じ得る.この効果は数種のタンパ

ク質で観測されており、反応速度検でしか解析できず、.カ学は鎌カである.

1.巨視的状怠を定‘する微視的な枠組みの要約

タンパク質や核酸等の生体高分子は、特別な相手との複合体として機能することが多

い。物理の物性定数のように、広い環境の元で一義的に決定できるものは、生物学に

は少ないが、この相手との親和性は重要な物性定数的情報であり、熱力学と反応速

度論で求められる。熱力学と反応速度論とは、古典的な巨視的科学として異なる仮定

に基づいて確立されたが、両方とも微視的な統計力学でも基礎付けられており、仮定

の差は、統計力学のレベルで比較検討が可能である。

巨視的な変化は、微視的な変化の総和に他ならない。微視的な変化を個々に同定す

ることは、事実上不可能なので、微視的な運動についての特定の分布を仮定すること

により、実際は推定されてきた。巨視的な変化が個々の分子の履歴には依存しないよ

うな分布が仮定されるのである。

反応速度論は、物質の巨視的な時間変化を推定する方法論で、時間あたりの変化を、

時間に依存しない速度定数と、反応速度論が対象とする巨視的状態 (kineticstateと以

下呼ぶ)中の物質の濃度との積で表現できるとする。この仮定を微視的に表現すると、

ある kineticstate中の分子は大部分間ーの確率で別の状態に変化するということであ

る o

一方、熱力学は、古典的には3つの法則を仮定した公理系である。その仮定の中心

は、物質はエントロビー増大を伴うように不可逆的に熱力学的平衡状態に移行すると

いう第二法則である。このような不可逆性は、微視的力学の基本方程式である運動方

程式が空間と時間の両反転に対して保存されるために、力学からは導くことが出来な
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い(ポアンカレの白帰定理)が、分子の状態の分布に関する統計的仮定から導くこと

が出来る。この仮定は、 J.W.ギブスによる(位相 F空間での)等重率の仮定と呼ば

れ、別に L.ボ、ノレツマンはエルゴード仮説と後に呼ばれる仮定によりこの不可逆性の

物理的意義を分析した 240 実際には、等重率でなくとも、分子数が多くなると等重

率の結果と同様に収束するものならば十分であると考えられている。しかし、個々の

分子の履歴には依存しないような分布であることは必須である。

微視的な世界では、孤立系の全ての原子の挙動は、運動方程式と特定の初期条件に

より一義的に決定される。この初期条件は、 F空間の一点 (phase)であらわされ、運

動方程式はF空間の phaseの時間的軌跡を決定する。一方、特定の分子に注目すると、

その挙動はF空間の部分空間である μ空間の点として記述でき、その他の分子の影響

をbackgroundとして考慮することが出来る。 F空間でしか通用しない運動方程式はも

はやμ空間では意味がない。 μ空間の点は、 background分子との衝突等により変化を

するはずであるが、この一見乱雑な変化はその分子の熱運動とよばれ、 μ空間内の点

の聞の shu妊lingとして確率的に表現できる左仮定する。これが決定論的運動の記述か

ら確率論的な運動への移行の一方法である。統計力学の確率論は、あくまで古典力学

の範囲内の確率論であり 5、量子力学の不確定性は、エントロビーの原点の定義にし

か関係しない。

2.反応逮.aと熱カ学との基盤の盤
kinetic stateや熱力学の適用対象となる thermodynamicst仰は、 F空間やμ空間の部

分空間である。 μ空間内でshu妊lingされる複数の点は、 shu妊lingよりずっと遅い反応

がおこる確率は等しくなる。このような点がμ空間の部分空間の大部分を占める場合、

この部分空間は kineticstateと定義される。逆に言うならば、このような部分空間が

形成されるためには、 shu妊lingがその部分空間内であまねく起こる問、 shu百lingされ

る点がその部分空間内にほぼ閉じこめられており、希にしかその部分空間から脱出出

来ないことが必要である。

つまり、 Kineticstateは、熱運動の平均エネルギー(O.5kT)よりも迄かに大きなエネ

ルギー障壁で、固まれていなければならない。逆に、十分大きなエネルギー障壁で、固ま

れていれば、熱運動で結ぼれる μ空間内の点からの脱出確率は、共通になることが期

待できる。従って、 Kineticstateの微視的な定義は、 O.5kTよりも迄かに大きなエネル

ギー障壁で囲まれたF空間やμ空間の部分空間である。

thermodynamic stateは、古典的には公理系であるので、熱力学の三法則が成立する

状態という、 tautologicalな定義しかできない。微視的には、同一thermodynamicstate 

に属する分子は、等重率の仮定により、巨視的性質に均等に貢献するので、その sta胞

-636-



「ナノノfイオダイナミクス」

からの脱出確率も同一である。つまり、 thennodynamicstateはkineticstateでもある。

ただし、 thennodynamicstateは、 totalentropy等を定義できるために、全F空間や全μ

空間に例外とされる部分がないように定義されていなければならない。つまり、ある

thennodynamic stateに隣接するものはthennodynamicstatesでなければならない。従っ

て、二つの隣接する thennodynamicstatesは、 O.5kTよりも迄かに大きなエネルギー障

壁で分離されていなければならない。

この条件は、等重率の仮定とともに kineticstateにはない拘束条件であり、それ故

に熱力学は反応速度論よりも制限的である。ときどき、反応速度論を、反応座擦をパ

ラメーターとした熱力学関数で基礎付けようとする教科書が見受けられるが、このよ

うな方法論はあくまで熱力学であり、本来の反応速度論ではない。

A entenng mto a collision of water 
macroscoplC molecules and relaxation 
state of intemal合的dom

entenng lnto 

another macroscopic 

B 
ti m e 

mlcroscoplc jdiI 
旧

時

hμ

・2
A

旧

a
u
n
 

K

M

 

(r怒actioni数ter撚ediates) 置翻置

thermodynamic 
handling 

図1.反応速度論の基盤 A:分子が2つのkineticstateを経験する例。グラデーションはShuffling
をあらわし、 hatchは転移過程そのものに要する時問。 B:DNA結合タンパク質が、 DNA上をnonspecific
sites上を一次元的に拡散して、 specificcomplex になる場合の物理的仮定(上)、反応速度論での表
現(中)、熱力学での表現(下)。

kinetic stateにしろ thennodynamicst縦にしろ、二つの異なる時間帯がその定義に関

わっている。図 lAに示したのは、ある kineticstate (薄い灰色)が確立し、別のkinetic

state (濃い灰色)に、ある分子が転移する場合を図示したものである。最初にbackground

の分子(溶媒分子や同種の他分子)の衝突による shufflingが起こる時間帯(最初のグ

ラデーション)で、この間に分子固有の履歴の効果は解消され、やがて薄い灰色の

kinetic stateが確立する D このグラデーションの過程は relaxationとよばれ、 local
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equilibriumの成立という誤解を招きやすい名前でも呼ばれることがある。これが薄い

灰色の kineticstateが確立するまでの過程である。成立したkineticstateは、 relaxation

の時間帯よりももっと長い時間帯続き(図示の都合上数倍に書いてあるが迄かに長

し、)そして次の状態に転移する。この二つの時間帯の差が大きくない限り、 kineticstate 

が確立されることはない。転移自体に消費される時間(hatched)は短い。その後また

shu百ling(第二のグラデーション)により男IJのkineticstate (濃い灰色)が確立する。

8. O.SkT程度以下のポテンシャル障壁で分商量される巨視的状怠聞の運動と平

衡

図lBの3つのパネルは、タンパク質が nonspecificsiteに結合した後、一次元的拡

散6，7により speci白ccomplexが形成されるばあいである。 nonspecificsitesを隔てるエ

ネルギー障壁は、 O.5kT程度以下になる場合があることが実証されている 80この過程

において、 nonspecificsites上で起こる過程と kineticst仰と thermodynamicstateでの近

似例を図 lB上のパネルで図示した。

まず、ある nonspecificsiteに結合した後、 background分子の衝突によって shuffling

でもある一次元的拡散が起こる(グラデーションの繰り返し)。この shufflingの時間帯

の連続した状態 (nonspecificcomplexes)は、高いポテンシヤル障壁で、は固まれていな

いため、独自の kineticstate とはならない。 specificcomplexになって初めて shuffling

の時間帯より長い状態が形成され、 specificcomplexがkineticstateとして定義するこ

とができる。これがB中のパネルの反応速度論的取扱いである。

一方、 thermodynamicst仰は O.5kTよりも迄かに大きなエネルギー障壁で、分離され

ていなければならず、 DNA上にはそのような障壁がないため各々は thelIDodynamic

stateではない。しかし、 nonspecificcomplexesの状態と specificcomplexの状態が merge

された DNA-proteincomplexの状態は、タンパク質濃度が非常に高い場合を除くと、

タンパク質と DNAとの衝突断面積が小さなことから、高いエネルギー障壁で、解離状

態から分離される。したがって、 mergeされた状態は、単一の thermodynamicstateと

なり得る (B下)。

このように、 O.5kT程度以下のポテンシャル障壁しか持たないnonspecificsites上で

起こる一次元的拡散では、 kineticsta協はspeci白ccomplexと解離状態(freestate)とのこ

つが定義で、き、その聞に考えられる結合速度定数kassと解離速度定数kdissとの比とし

て、 specificsiteの親和性は(1 )式で定義できる。ただし、 reactionintermediateとな

っている蛋自分子の数が 1に比べて無視できる条件は必要である。この式は質量作用

の法則として熱力学成立以前から古典的に知られている式でもある。
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K.. = kdis~ = [台eeprotein] [unoccupied specific附 1.......... (1) 
υk悩 [specificcomplex] 

一方、熱力学では、 DNAタンパク質複合体分子全体と fr∞ stateが thermodynamic

statesとなり、その聞に(1 )の左右辺と似た式で親和性が定義できる。この熱力学

的親和性を表す解離定数と(1 )の解離定数との差は、同一の specificsiteを持つが

DNA長が異なる DNAに対して、(1 )は specificsiteへの親和性がDNA長により変

化するかどうかを解析できるのに対して、熱力学では、 mergingのため異なる DNA分

子が異なる親和性を持つことしか示せない。また、実験的には、 specificsiteの占有率

を直接測定する DNA footprintingの様な手段は、(1 )には適用できるが、熱力学的測

定には意味をなさない。

4.一次元的拡散の微視的実医とエネルギー障壁の高さの測定

微視的な変化を個々に同定することは、かつては不可能で、あったが、現在では、一分

子ダイナミクスにより可能になった。 1993年に我々は、一次元的拡散の存在を微視的

に実証した 8(図2)。誘電泳動を利用して二本鎖DNAを平行に伸展して、両

図2.slidingの実証

for 50 sec 
in real time 

P.putida 
CamR 

avidin with saturating 
modification by TRITC 

端をタンパク質とガラスの接着性を利用して固定し、斜めに蛍光ラベルした DNA結
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合タンパク質(この場合大腸菌RNAポリメラーゼ)を流し込み(上パネノレ)、その軌

跡が DNAの進展方向にずれることから CFパネル)、一次元的拡散のうちのスライデ

イング運動の存在を実証した。

2004年には、このスライディング運動はDNAグループをたどる運動が含まれるこ

とを、今度はタンパク質を固定して DNAの回転をナノ回転計を利用して実証したた

このスライディング運動において、スライディング中の DNA上の移動速度が、タン

パク質を dragしている流れの DNA方向成分の半分程度であった(図 3)。つまり、

各瞬間において、エネルギー障壁の上にいる確率と、下にいる確率とが等しく、エネ

ルギー障壁の大きさは、平均熱運動エネルギー0.5kTぐらいであることを示す 8JOJ10

このように、一次元拡散が早く起こるためには、連続する nonspecificsitesを隔てるエ

ネルギー障壁の高さが、0.5kTのオーダーであることが必要で、ある。そうでなければ、

溶液中に解離するか、それとも非常に遅い移動となる。

6. specific siteからの解障時よりも結合時に、スライディシグが利用されてい

ることの微視的、巨視的隆明

a molecule making simple drift 

(reflecting bulk flow) 

a sliding molecule 

can be dragged 

件 (30-60%)

…叩fh明汽::Lー--cannot be dragged一人0.51くT
potential Iー'-......1-¥.....1-以 -El(70-40%)-4

Position of a CamR molecule 

図3.nonspecific sitesを隔てるエネルギー障壁の大きさはkT程度以下
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P.putidaのCamRは、典型的なパクテりア型のリプレッサーであるが、上述した RNA

ポリメラーゼと同様の一分子スライディング実験をすると、結合の前にはスライディ

ングが必ず観測されたにもかかわらず、そこからの解離では、 35例中 l例しか有意な

スライディングは観測できなかった 11。このことは、 kassは DNA長に依存して増大

するが、 kdissはDNA長にほぼ独立であることを示した。すると(1 )式より、 CamR

のオベレータ一部位に対する親和性は DNA長に依存することになる。

もともと 1分子測定には、表面吸着等教師的測定にはない多くの artifactsがあり得

るので、そこから予想される巨視的な推定について、巨視的な実験で確認することが

必須で、あり、多分子にわたる統計性も必要である。しかし、まだ多くの 1分子実験が

この基準を満たしていないことは、残念である。

そこで、 C釦1Rのオベレータ一部位に対する親和性を異なる DNA長で、巨視的に

ゲルシフトで確認した。複合体の移動度が、 DNAの移動度より小さいことを利用し

て、両者を分離できる。 KDの測定は、放射性ラベルされた一定量の DNAとさまざま

な濃度の C釦1Rを混ぜて lmin，...，2hr静置してから電気泳動することにより、複合体と

解離した DNAの量を測定し、[合的C釦1RHこ対して、(1 )式を当てはめて行った。

また、 kdissの測定は、複合体を形成した後、大過剰のラベルされていない DNAを

加えて、さまざまな時間静置してから、電気泳動することにより、解離の時間経過が

exp(-kdisst)に比例することでおこなった。さらに、 kassは、放射性ラベルされた一定

量の DNAとさまざまな濃度の C佃1Rを混ぜた後、時間 tで大過剰のラベルされてい

ない DNAを加えて複合体形成をそれ以上進行しないようにすると、複合体濃度が

l-exp(-k部s[freeC釦1R]t)に比例することから求めた(表 1)。

1分子実験から予想、さ

れたとおり KDは、 32bpか
表1 Antenna effect of CamR 

ら 410bpの長さの増加に
DNA Kd affinity kdiss (S-I) kass(M1gl) 
length (凶f) (relative) 

対して、 100倍もの大きな
32 bp 570* (1) 0.054 6 X 104 

変化を示し、その依存性
136 bp 80 7.1 0.032 3 X 10

5 

はkassによるもので、 kdiss 410bp 5 110 0.036 3 X 106 

はせいぜい 2倍程度しか 3kbp 0.5 > 1100く
変化がなかった。この 句yfluorometric titiration 

DNA長依存性は antennae百ectと命名されており、 E.coli EcoRI methyl仕組sferase12， 13 

では20倍、 E.co/i LacI
14
-
16 
では 10-30倍が報告されている。ただし、これらのタン

パク質の antennaeffectの原因は、まだ不明である。

6.一次元的拡散による antennaeffectの生理的軍要性:TrpRによる repression
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一次元的拡散は、 kassの増加機構と普通位置づけられていた 6。しかし、 DNAとタン

パク質のkassは、生理学的にはそれほど重要ではない。多くの場合、結合解離よりも

それ以後の反応の方が律速になっており、 kassの増加が、そのままでは生理的反応の

加速にはならないからである。しかし、上に述べたように、 KDの変化を一次元的拡散

がもたらすならば、結合・解離が律速でなくとも、律速段階の pre-equilibrium，

post -equilibriumとして、一次元的拡散は直接生理的反応の速度に大きな変化をもたら

すことになる。 1.one-dimensional diffusion 

この仮説を証明 short DNA long DNA 

だ。このタンパク質 2.1ooping

は、上記C但nRと同 -cト @ る
--{二コ一一 一... 一一+

様のわレシフト法 輪一←@← ↓4 

nonspecific sitesが:::;;示ctor…l 
存在すると、 specific 図4.Antenna effectをもたらす2つの機構

siteであるオベレーターへの結合が阻害されるというほど弱し、特異性を持つタンパク

質である(多くの DNA結合タンパク質は 10
5
"'10
7
倍の特異性を持つ)。ところが、こ

のタンパク質は細胞あたり 100分子程度しか存在せず、 10
6
以上細胞内で露出してい

は

ん
々

選
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を
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大

--{二コ一一ー

-CJ-ーご
-唖静一

で、 200 倍の

るという nonspecificsitesの存在下で

もオペレーターへ結合することが出

来、リプレッサー機能の説明が不可

能であった。我々は、ゲ、ルシフト法

で用いられた DNAが42bpと短いも

のであり、もし、 100倍以上の antenna

e百ectを細胞内で持つならば、前述の

nonspecific sitesの存在下でもオペレ

ーターへ結合するだけの特異性 10
4

が得られるはずだと考えた。まず、

巨視的な f∞tprint法で、オペレータ
ーの占有率を測り、 KDの DNA長依

存性を測定すると、 1000bp程度の

DNAで 42bpに比べ予想通り 100倍

程度の如旬nnae俄 ctを観測した 170

- .一一一命
.-一 一一一一一一一一一喝輯量F

4惨 一一一一唖静

表2.TrpRのantennaetTectrまloopingにはよらない

DNA Kd (nM) 
Relative 

affinity 

36bp 
-ζXX)Q(XXX:> - 15 (1) 

8 1.7 9 

ω位向。 14 1.1 

15 1.0 
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一次元的拡散以外にも antennaeffectをもたらす機構は存在する。 loopingと呼ばれ

るもので、 T中R-オベレーター複合体は、オベレータ一部分以外の nonspecificsiteでも

タンパク質表面と相互作用するというものである(図 4)0DNAがエネルギーを用い

ることなく円環状になるためには lS0bpの長さが必要である。 CamRの場合でも TrpR

の場合でもこれより短い長さから antennaeffectが観測されたので、 loopingによる

antenna effectは起こってないと推定できる。

T叩RのLooping機構を否定するために、avidin-biotinでDNA鎖を伸長すると、antenna

effectは全くなくなってしまった(表2) 0 avidin-biotinでの DNA鎖の伸長は、 looping

は阻害せず、一次元的拡散は阻害すると考えられるので、この結果は、 TrpRのantenna

effectは、 CamRと同様一次元的拡散によることを強く示唆する。

もし、細胞内でも TrpRが一次元的拡散による antennaeffectを持つので、あれば、オ

ベレーター付近に、 LexAというタンパク質を強く結合する部位を導入するならば、

TrpRの一次元的拡散が、結合した LexAにより阻害され、antennae仇 ctが減少し、TrpR

のリプレッサーとしての機能が減少するであろう。

表3の結果は、こ

の予言が正しいこ

とを示している O こ

のように、一次元的

拡散による antenna

e百ectは、遺伝子発

現に必要であった。

TrpRはTrptophanが

環境にに存在する

ときに、合成経路を

止めて無駄なエネルギーを使わないようにするための調節タンパク質である。もし、

多くのタンパク質分子が必要ならば、せっかくの節約のための調節は無駄になってし

まう。このため TrpRの分子数は低く 100分子程度に抑える必要があったのである。

本来特異性の低い T叩Rは、その低レベルの発現を補うために、一次元的拡散による

antenna e百ectとし、う、人間の目からは巧妙に見える方法を用いたのであろう o

表3.LexA結合部位の導入によるリプレッサー機能の消失

:寸7附 bp+!
|trpO-P H Lac Z ~ 

relative exnression 
tryptophan 

Fold of 
repressIOn 

+ 

0.23 (1) 3.5 

0.91-1.0 (1) 1.0 

LexA weak 
0.59 (1) 1.7 

1.再び種目信的基縫へ:平衡時での circulationと熱カ学的取り扱いの保底

熱力学では、第二法則(あるいは等重率の仮定)から、平衡時においては、すべての

反応は、正逆の流量が釣り合っていなければならない。 CamRとオベレーターとの結

合では、我々の観察した生物学的な時間の範囲内 (lmin，..，2hr)において、結合は変化
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せず平衡と考えられることを上に述べた。しかし、 CamRの結合解離には、解離状態

-7nonspecific complex今specificcomplex-う解離状態という circulationが存在しているよ

うに見える。つまり、もし、これが本当の circulationならば、 thermodynamicstate は

確立されておらず(Iocalequilibriumは成立せず)、もし、 localequilibriumが成立して

いるならば、 circulationは存在しないはずである。

ここで注意して頂きたいのは、 nonspecificcomplex-うspecificcomplexの一次元的拡

散である。これは、エネルギー障壁が O.5kT程度以下という非常に早いプロセスであ

り、 shufflingの一部と考えることが出来る。そう考えると、 circulationが有る立場で

は、localequilibriumは成立していない。このことは、なぜ、一次元的拡散による antenna

e百ectが熱力学で解析できなし、かという説明の一つでもある。

local equilibriumが成立している立場からこの circulationを見ると、 nonspecific

complex今specificcomplexの過程は分離できない過程なので、 circulationと見えたもの

は、解離状態今(nonspecificcomplex+specific complex)今解離状態という釣り合った状

態になり、 circulation は存在しない、~言うことになる。何の矛盾も無いことになる

のである。このことは、なぜ、 thermodynamicst般の形成になぜmergingが必要かと

いう説明の一つでもある。

一次元的拡散をしてもantennae首ectを示さないλファージのCroというリプレッサ

ーも存在する。この系では、 kassもkdissも、大きな一次元的拡散による促進を示すの

で、熱力学で取り扱える系ではない 180 しかし、両者の DNA長依存性が似ているた

めに、 KDは一見DNA長依存性がなく antennae妊ectはほとんど無い。この結果は、

antenna e百ectが無いという理由だけでは、熱力学は正当化できない、と言うことを意

味する。熱力学の正当化は、本来微視的にその仮定を正当化することしかできないも

のなのである。熱力学に違反しない結果が大部分であることだけで、熱力学は普遍的

に成立するというのは、論理的には破綻しているのである。

8. 平衡時の circulationの微視的原因

このような一見平衡時の circulationと見える過程はどのような微視的現象によるも

のであろうか。 λファージのCroの結果から、一次元的拡散だけが平衡時のcirculation

の理由でないことは明らかである。 CroとCamRとの差は、多分speci白ccomplexの構

造によるはずであるから、 specificcomplexの解離過程に原因がある可能性が高い。

C組1Rでは、直接freestateになる解離課程が、結合の逆過程(slidingoutして DNAか

ら解離する)より効率的に起こっているから antennaeffectが観測されるが、Croでは結

合の逆過程が解離課程のおもなpathwayであるので、 an胞nnaeffectは無いのである。

X線結晶構造解析の結果を見ると、この両者の差は、 C如1R(よく知られている TetR
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と同様な構造と信じられている)は、 DNAを歪ませずに、ちょこんと DNAの側面に

乗っているが、 Croは、 DNAを歪ませて、より広い部位で結合していることである。

例えば、ちょこんと DNAの側面に乗っている CamRは、 DNAと直角方向からの水分

子の衝突に対して容易に解離するという、非等方的な解離過程が原因の一例になるか

もしれない。そのような解離機構は、もはやμ空間の統計的挙動では記述できず、水

も含めたより大きな空間でしか記述できない。このように、一次元的拡散と解離の両

方に水分子が積極的に絡むことから、平衡時の circulationは生まれてくる可能性があ

る。今後の機構研究に結論は待たねばならない。もし、非等方的な解離が平衡時の

circulationの一因ならば、このような系は、もっと普遍的に存在するであろう。平衡

時には絶対に circulationは起こらないはずだとしづ熱力学に対する過信によって、葬

られたケースも有るかもしれない。このように、遺伝子発現という生物学的問題にも、

物理学は有る程度の深みをもってかかわっているのである。
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