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Abstract

拡散を伴う化学反応では､化学反応の速度が拡散係数を通して溶媒の粘度に依存す

る｡反応速度に対する溶媒粘度依存性は､反応が溶媒中での拡散のみにより律速され

ている場合には溶媒粘度の逆ベキとなる｡ところが､ミオグロビンの様なタンパク質

への配位子の再結合反応速度では溶媒粘度依存性が逆ベキより弱い分数ベキに依存す

ることが知られている｡この分数ベキを説明するために導入された､Zwanzigによる

モデルとその理論的拡張について報告する｡

1.導入

拡散を伴う化学反応では､化学反応の速度が拡散係数を通して溶媒の粘度に依存すること

は､1940年のクラマースによる研究以来良く知られている1｡クラマースは､粘性の増加

に従い反応速度が増大しその後減少することを理論的に預言し､このことは80年代に入っ

てようやく実験的に検証されている2｡クラマースの理論によると粘性の増加に従って､反

応速度が減少する嶺域では､反応速度は溶媒粘度に反比例する1｡ところが､多くの生体高

分子中での化学反応､ミオグロビンやヘモグロビンへの酸素や一酸化炭素分子の 再結合反

応において 1より小さい分数の逆ベキが観測されている3-7｡例として比較的小さなタンパ

クであるミオグロビンでは､1分子に対しての 1つのヘムが存在し､ヘム中の鉄分子に酸素
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分子や一酸化炭素分子が可逆的に結合するが､酸素分子や一酸化炭素分子の光解離後の再結

合反応速度の溶媒粘度依存性は1よりかなり小さい0.5の逆ベキで整理され事が報告されて

いる3~5｡ミオグロビンは一本のポリペプチド鎖を持ち､X線による結晶構造解析では､配位

子である酸素分子や一酸化炭素分子がタンパク質内部から抜け出ることができる程の隙間を

持たない事が知られいる8｡溶媒中では､タンパク分子の熱運動のために､210K以上ではタ

ンパクに配位分子が通れる程度の隙間が生じ､溶媒中に溶解している配位分子も再結合に寄

与するようになる3~5｡0.5程度の逆ベキは､この高温での配位分子のヘム部位から溶媒への

逃散速度で観測されている｡210K以下の低温での配位子の再結合は､タンパクの内部で起

こり､溶媒の粘性には依存しないことが知られている3-5｡一般に化学反応速度は温度とと

もに増加するが､160Kから210Kの間での再結合反応速度は温度を上げると低くなる｡こ

の現象には､タンパクの構造緩和が関与しており､構造の変化はBandIIIと呼ばれる弱い

近赤外の光吸収スペクトル(～760mm,～13000cm~1)から測定されている5,9･10 ｡ BandIII

は配位子が結合していないミオグロビンにのみ現れ､光解離直後のミオグロビン(Mb*)で

は10nm 程配位していないミオグロビン(Mb)の平衡での吸収に比較して長波長側へずれ

ている11｡ BandIIIは鉄の dとヘムを形作るポルフィリンの 7r軌道の間の電荷移動により

起こるとされ､ヘム鉄の回りの構造変化に敏感である｡160K以上ではMb十からMbへ緩

和すると鉄はポルフィリンの平面からさらにずれると考えられている｡Mb*に較ベ Mbで

の再結合速度は遅く､温度が高くなるにつれてMb*からMbへの緩和が速く･なり､光解離

後の再結合速度が遅くなる｡一対の配位子とタンパクの再結合速度とタンパクの構造緩和を

同時に取り込んだ最初のモデルは､AgmonとHop丘eldにより研究された12｡ このモデルは

実験家からも支持され160Kから210Kの間でのタンパク内部での対再結合速度の温度依存

性の解釈に使われている5｡これに対して､210K以上の高温領域の再結合速度では､タンパ

クの内外への配位子の出入りが生まれタンパクの隙間の時間変化が重要になる｡この温度額

域での再結合速度の分数ベキの粘度依存性を説明するために､Zwanzigは興味深いモデルを

提出した13｡zwanzigは配位子が通るタンパクの隙間をボトルネックと呼び､円形であると

単純化し､配位子の流れはボトルネックの円の面積に比例するとした｡タンパクのゆらぎは

円の半径のゆらぎに反映されており､溶媒中でのタンパクの構造変化の時定数は､溶媒の粘

度に比例すると考えられた｡Zwanzigは円の半径のゆらぎについては､溶媒の粘度に比例す
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る時定数で決まる指数緩和を仮定した｡このモデルは解析解を持ち､再結合速度の溶媒粘度

依存性に対して実験結果と大変近い0.5の逆ベキが求められた｡この結果は､すぐに他の理

論家を刺激し様々なモデルの拡張が行われた14~19｡本論文では配位子の再結合に対する粘度

依存性がクラマースの逆ベキからずれる事に焦点をあてこれらのモデルを紹介する｡2節で

は､Zwanzigモデルについて具体的に説明しこのモデルの帰結やその拡張を紹介する｡3節

では Zwanzigモデルの拡張の一つとして溶媒中での配位子の拡散の効果についての私達の

研究を紹介する｡4節で本稿をまとめ､最近の実験結果とこのモデルとの関係を議論する20｡

2.Zwan2:igモデル

配位子のタンパクへの再結合速度の溶媒粘度依存性が0.5の逆ベキで整理されることは､ミ

オグロビン八の配位子の再結合速度により80年代初頭に兄い出された3｡この実験はポル

フィリンの7r- 7r'の光学遷移に固有のソーレ一帯 (380nm -480nm)の時間分解吸収分

光によってなされ､解離したミオグロビンの濃度変化を測定していることになる｡溶媒の粘

度は､2種類の粘度の違う溶媒を混合させることにより大きく変えられているがこの方法は

後述するよ･うに批判されることになる｡溶媒としてはグリセロールと水の混合物等が使われ

ている｡タンパクのヘムはポリペプチド鎖の内部にあり溶媒とは接触していないことから､

ヘムでの再結合速度の溶媒粘度依存性そのものが自明ではない｡さらに､クラマースの理論

から期待される溶媒粘度に対する逆ベキからずれる事からこの実験は注目を集めた｡この

実験の解釈を与えるモデルとして､1992年 Zwanzigは大変興味深いモデルを提案した

13｡ zwanzigは配位子はボトルネックの様なタンパクの隙間を通って出入りしており､この

ボトルネックの首の太さがタンパクの構造の溶媒中での熱ゆらぎのためにゆらいでいると考

えた｡ボトルネックの首は半径yの円と近似すると､配位子の流れは円の面積に比例すると

考えられるので､ある半径yが与えられたときの反応速度はky2 に比例する｡一方､ボトル

ネックの揺らぎは半径yについ七一つの時定数で決まる指数減衰であると仮定された｡この

時定数はタンパクの構造ゆらぎに起因し､溶媒中でのタンパクの動きは溶媒を引きずること

から溶媒の粘度に比例するとした｡したがって､ボトルネックの半径がyである解離したタ

ンパクの分布関数p(y,i)の時間発展は､
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ip-Dfi(;･&)p-ky2p･ (2.1)

となる｡ここで､kBTはボルツマン因子による温度であり､y>Oを満たすようにy-Oで完

全反射の境界条件が課されている｡拡散係数 Dfは溶媒粘度 77の逆数に比例する｡この方程

式は実はWeissにより解析解を持つ長距離反応のモデルとして最初に導入されたがZwanzig

によ｡初めて物理的な背景がもたらされた21｡無次元量T- & te-撃 を用いて残存

確率◎(丁)は13

o(T,-癖 exp卜 (i-享)][(2+7,2-(2-7,2e-4丁′1-1/2, (2･2)

と求まる｡ここで､7≡(e'i)~l/2である｡Eq･(2･2)によると残存確率の時間減衰は初期

時刻では非指数関数であり､ゆらぎを無視した◎8.(i)-(1+eT)ll/2で決まるが､しだいに

指数 (卜 喜)で決まる指数減衰を示す｡この指数より長時間反応速度は､溶媒粘度岬 -1/2

乗に比例することが分かる13｡

反応速度の溶媒粘度依存性は､確率過程の平均到達時間の逆数で定義される平均反応速

度と長時間反応速度のどちらを用いても定義することができる｡Fig.1でこのふたつの定義

による反応速度 Kをeの関数として比較した｡無次元化された反応速度 KをEでプロットす

ることは次元を持った反応速度を粘度に対してプロットすることと同等である｡ここで､粘

度の影響を見易くするためにK/eのかわりにK/(e-K)を縦軸に取った｡eが比較的小さい

額域では､平均反応速度と長時間反応速度はほとんど一致しクラマースの理論で知られるE

に対する逆ベキ依存性を示している｡Eを大きくするに従い､平均反応速度はe-1/4､長時間

反応速度はe-1/2と異なった依存性を示す｡量子収率の実験で計られているのが平均反応速

度､一方､時間分解測定は長時間反応速度を測定していることに対応する｡これら､2つの

速度定数は厳密に区別される必要がある｡～0.5の逆ベキは時間分解スペクトルから得られ

ているので理論的な長時間反応速度の 1/2に非常に良く一致している｡分数ベキが出てく

る理由は､次の様に考えられる｡逆ベキは拡散により律速されている反応について成り立つ

が､ZwanzigモデルではEを大きくすると､半径 yの至るところで反応が起きてしまい､反

応するために特徴的な大きさの半径まで拡散により到達する必要がない｡そのため､拡散律
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速に較べて弱いベキ依存性を持つのである｡

Zwanzigモデルは実験を良く説明し､しかも明確な物理的描像を与えたので､理論家を

刺激しモデルの拡張が行われた｡Klafter達は､もともと点粒子で表されていた配位子の大

きさを考慮し､粘度依存性は配位子のサイズにより変化することを示した14,15｡大きな配位

子では､ボトルネックはある大きさを持つ必要があり､この特徴的な大きさの半径までの拡

散が律速過程になるので小さな分子に対する分数から1の逆ベキ依存性に近くなってくる｡

さらに､彼等は配位子はタンパクを抜け出るまでいくつかのボトルネックを通るとして2つ

のボトルネックがある効果を理論的に求めた16,17｡ wolynesとSzabo達は Zwanzigモデル

で仮定されている､ボトルネックの半径のマルコフ的な時間発展を非マルコフ過程に拡張し

た18,19｡ 実際､ソーレ一帯の波数分解された時間分解吸収分光からタンパクの構造ゆらぎは

時間について指数減衰ではなく時定数 t｡と β ～0.6を用いて表される引き延ばされた指数

減衰exp(-i/lo)βとなることが言われてい,る22｡ wolynes達は確率過程に対する経路積分を

行い､マルコフ過程であらわれるOnsager-Machlup-橋爪の汎関数を非マルコフのものに置

き換えて積分を実行した23,18. その結果､長時間の反応定数 keR に対して

Ken-去 /o∞dwlnl1 +2ke(W)], (2･3)

を得た18｡ここでe(LJ)はフーリエ余弦変換されたC(il-i2)-(y(tl)y(t｡))である｡Eq.(2･3)

は､BicoutとSzaboによって再導出されている19｡ 高粘性領域での引き延ばされた指数減衰

の相関に対する結果はkeD ～り-α かつ α-β/(1+β)となる｡したがって､β≦1に対し

て粘度依存性の逆ベキは0.5以下となる｡実験で観測されているαの値は 0.4-0.8なので

小さい分数の領域はタンパクの非マルコフゆらぎの結果と矛盾しない｡ここで､Zwanzigモ

デルとこの節で述べた拡張されたモデルは全て反応がボトルネックというタンパクの幾何学

的な配置により律速されている結果であることに注意する必要がある｡これは､配位子がタ

ンパクから逃散する場合にのみ成り立つ考え方である｡配位子が溶媒からタンパクの内部へ

侵入して来る場合には､配位子の溶媒中での拡散の効果も考慮する必要があり､この節の結

果をそのまま適用する事はできない｡以下の節で配位子の溶媒中での拡散の効果について､

考察することにする｡
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2.Zwan2;igモデルに対する拡散の効果

Zwanzigモデルは配位子の逃散速度に対する理論で､溶媒からの再結合に対してはそのまま

では成立しない 24｡ 逃散速度は一対の配位子とタンパクが関与しているが溶媒からの再結合

速度は溶媒中の配位分子の濃度に依存することから､バルクの配位子分子が関与した反応で

ある｡これらの違いは､逃散速度で観測された0.5に近い溶媒粘度依存性の逆ベキは､溶媒

からの再結合に対しては観測されない事を示唆している｡実際､ヘムエリトリンというタン

パクでは逃散速度の粘度依存性は-0.5に近いベキであるのにもかかわらず､溶媒からの再

結合速度のベキはクラマースの理論に近い逆ベキ依存性を示している7｡この事を理論的に

少し掘り下げて研究してみることにする｡配位分子がタンパク質中で結合するためには､タ

ンパクの内部へ入っていかなければならない｡配位子の結合は､溶媒中での拡散とそれに引

き続く反応妄必要とする｡溶媒中で拡散係数Dtで拡散していた配位子は結合部位にボトル

ネックを通過して侵入する｡溶媒中での拡散係数 かtは溶媒の粘度に反比例する｡ここで､

タンパクは巨大分子でボトルネックは半径 Rの表面に等方的に存在すると仮定する｡並進拡

散は等方的であり､この表面に配位子が到達すると反応が起こるとする｡このようにして､

以下のフォツカープランク方程式を得る､

gp- Dt諾 r2gp･Dfi (i ･& )p-

ky26(r - R)
47TR2

〟, (2･1)

ここで､完全反射の境界条件が r-Rで課されている;∂p(R,y,i)/∂r-0｡無次元量およ

び新しい変数

仁 志 l,Dr-芸 kBT,e-班 ,q-肩 ,

y

pf

I-r-R p
0-

㍗

を導入してEq.(2.1)を書き換える､

芸6-Drg q･孟(孟･q)工 孟 6(I,60

時間変化する反応速度は以下で定義される25
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K(T)-/dqeq2p(R,q,T)-/dqeq2
(2.4)

以下､Eq･(2.3)を解いて反応速度Eq.(2.4)を求めることにする｡このために､北原達によっ

て導入された空間についてのラプラス変換を用いる26

3(k,q,T)-/.∞dxexp(-ikx)q恒 ,T)｡

その結果 J(0,q,T)について閉じた式､

q(0,q･T,-k xp(-i)(2

-/:dT'/dq'汀Dr(T

配

u
R

+

)
/

丁
+l

(港

爪
/TT/〃ュβ】

′tG
R eqr2

D,47rR2

(2.5)

q(0,q',T′),(2.6)

を得ることができる｡ここで､初期条件は反応がない場合のフォツカープランク方程式の定

常分布に取られている,

q(-,0,-去 exp(一書)(x+R,, (2･7)

i.C.配位子は溶媒中で飽和状態にあるので溶媒中で一様に分布しており､ボトルネックの揺

らぎはガウス分布に従っているとする｡さらに､エルミート多項式を用いて固有関数展開､

00
6(0,q,S)-∑dn(a)n=0 (3)exp(令
すると､3項間関係式を得るので連分数展開の形に反応速度のラプラス変換

I～i'(S)≡I.nexp(-si)K(T)を表すことができる24､

fi,(a)=土β 1 1 il
+

e(1-α)'kDl+R√面

ここ で

e 1
α

β2-
A3

月3-

-945-

(2.8)

(2.9)

(2･10)



研究会報告

ただし

1

J4n=左
2n(2n-1)(a+2)

(S+2n)(S+2n-2)(孟)2,

R
Bn-2

β+2

S+2n(1+孟(4n･1))･

(2･11)

(2･12)

kD ≡47rRDrは拡散律速反応の拡散による反応速度を与える｡An/(Bn-1Bn)は常に1/4よ

り小さいのでこの連分数解は3-0の極限で収束する｡もともとの Zwanzigモデルに対し

ても同様の連分数解が存在する27｡最低次の近似では､α=0となり､ゆらぎで平均した

6-/dqeq2k xp(-i)･ (2･13,

で反応速度は決まる｡つまり､ボトルネックのゆらぎが速い場合に対応する｡連分数の収束

は速く､どのようなパラメタ-でも5項もとれば十分であった｡反応速度に対する溶媒中で

の拡散の効果のうち kDを通した依存性はクラマースの理論による逆ベキを与える｡反応速

度に対する溶媒中での拡散の効果のうち分数ベキに関係するのはDr/R2 を通しての依存性

なので k,は固定しておく｡定常反応速度は I～i'(a)*SのS- 0の極限での値である｡並進

拡散が遅い極限では,D,/R2-0,であり､Bn～R (β+2)/β r/2そして α～0となる｡こ

れは､反応速度の最低次の近似でありDr/R2とは独立である｡反対に速い並進拡散の極限､

Dr/R2- ∞ ではBn は Dr/R2 と独立となり反応速度はD,/R2≫ 2の条件では Dr/R2に

依存しない.連分数を数値的に評価した結果はFig.2に示す｡この図はKs/gが Eに対し

てプロットされているが反応速度の溶媒粘度依存性と同じ意味を持つ｡どのような拡散係数

の大きさであっても反応速度の分数ベキ依存性は見られないことが見て取れる｡溶媒中での

並進拡散が小さいときには､速いボトルネックのゆらぎにより平均化された流れにより反応

が進行する｡この場合には溶媒の分数ベキがでない｡他方､並進拡散が速い場合は自明では

ない｡しかし､初期に配位子が空間で一様に分布しているために､一様な到達時間でボトル

ネックに到着しその結果､やはり平均化された流れから大きくずれる事はないと考えられ

る｡ボトルネックの附近の濃度勾配により反応に関与されている流れが作られているので､

並進拡散が大きい極限でもZwanzigモデルに帰着する必要はない｡並進拡散の大きさによ

らず､溶媒からの再結合速度では分数ベキは見られない｡
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3.まとめ

反応速度の溶媒粘度依存性が古典的なクラマースの理論の帰結である逆ベキから大きくずれ

る現象を考察した｡反応速度の溶媒粘度依存性にたいするクラマースの理論の破れは他にも

溶媒中のスチルベンの異性化反応で知られておりこれに対しては住-マーカス理論が提案さ

れていることをここで記しておく28｡ ここでは､タンパク分子への配位分子の再結合速度に

話題を限定し､これに対して提案されているZwanzigモデルやその拡張された理論について

概説した｡前節まででは､反応速度の溶媒粘度依存性の一0.5のベキは実験により確立され

ている印象を与えるが､実は話しはそれほど単純ではない｡拡散律速では速度定数は摩擦項

に反比例するが､摩擦項を溶媒粘度に比例する項と依存しない項の和として解析するとミオ

グロビンの一酸化炭素の再結合反応では､分数ベキを必要としなくなる22｡ 溶媒粘度に依存

しない摩擦項は､タンパク内部の摩擦による｡又､溶媒の粘度を大きく変化させるために､

グリセロールと水の混合溶媒等が用いられているが､同じ粘度でも溶媒の種類を変えると異

なる反応定数を与え､また､温度変化させると溶媒や活性化因子の温度変化だけでは結果が

説明できないという問題が指摘されている29｡ 溶媒の混合比を変化させると､溶媒の粘度の

みならずタンパク表面での界面張力等他の因子を変化させ､粘度が反応速度を変化させる唯

一の物理的因子とはなっていない可能性がある｡ヘム鉄の運動に対するメスバウア-分光の

結果でも､ヘム鉄の運動は溶媒に強く依存し巨視的な溶媒粘度だけがタンパクの揺らぎを支

配しているのではないことを示している30｡ この様に､実験面からも反応定数の溶媒粘度依

存性の分数ベキは検証されたとは言いがたく､従って､その理論的解釈としてのZwanzigモ

デルについても確立されたわけではない｡Zwanzigモデルは､幾何学的なボトルネックで反

応が律速されている場合には､必ずしもタンパクへの配位分子の再結合反応でなくても成り

立つと考えられる｡そのために､様々な応用も期待される｡
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Fig.1:Zwanzigモデルで反応速度 K/(e-K)を Eに対してプロットした｡これは､反応

速度を溶媒粘度に対してプロットしたこととほぼ同等である｡反応速度としては平均反応速

度と長時間反応速度を取り両者を比較している｡

0.001 0.01 0,1 1 10 100 1000

e

Fig.2:Ks/eをEに対してプロットした｡反応速度を溶媒の粘度に対してプロットしたこと

と同等である｡kDの値は固定されている､ kD-1.ダッシュの線は最低次の近似で α-00

線は､上から順にDr/R2-0.01,Dr/R2-1そして Dr/R2-1000
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