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攤要

生物学で月い られ る定量的方法は 、

一
般的に は ほ ぼ熱力学 と反応遠嵐 倫に 隈 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 物理 的甚礁 は

もともと異な っ て お り、 従っ て 対象 とす る巨視的状鶴の 定覇 に も差が ある 。
二

つ の 巨視的状慮の 闇の ポテ ン シ ャ ル 瞭疂 が kT 程度以下 の船 、
二 状櫨 は反応

遠度愉 で は分離 して 敢 り扱 える溺 、 熟力 学で は韓殊赴嶺合 を除い て分離で きな

い ● そ の よ うな魑い ポテ ン シ ャ ル 瞳麌 は 、 タ ン パ ク質の DNA 上の 1 次元 的拡

散で実瞭に犠測 されて お り、
DNA 上 の 高襲和性郁位 の競和性 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 勘渠は猿貍の タン パ

ク質で雛測 されて お り、 反応 遠度論で しか解析 で きず、 熟力 学は無力で ある 。

1 ． 巨視的状讐を定艢す る犠視的な棒組みの 萇約

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 （kinetic　state 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 kinetic　state 中の 分子は 大 部分同
一

の 確率 で 別 の 状態 に変化す る とい うこ とで あ

る
1

。

　
一

方 、 熱力学 は 、古典的 に は 3 っ 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 ピー
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 （ボ ア ン カ レ の 回帰定理 ）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 、」．W ギ ブ ス に よる （位相 P 空 間で の ）等重率 の 仮 定 と呼ば

れ 、別 に L．ボ ル 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
24

。 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 1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 、
r 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 P 空 問の 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 問の shuffling と して 確 率的 に表 現 で き る と仮 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 定牲 は 、 エ ン トロ ピ ー
の 原点 の 定義 に し

か 関係 しない 。

2 ．反応遠炭翰 と熱力学 との 基盤の 差

　kinetic　state や熱力 学の 適用対象 となる thermodynamic 　state は 、
　 r 空間や μ 空間の 部

分空 間で あ る 。 μ 空 間内で shuffling され る複 数 の 点 は 、
　shuffling 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 kinetic　state 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、 shuffling がそ の 部分空間 内で あまね く起 こ る問、　 shuffling 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、Kinetic　state は 、 熱運動の 平均 エ ネル ギー
（0．5kT）よ りも遙 か に大 きな エ ネ

ル ギー
障壁 で 囲 まれて い なけれ ばな らない

。 逆に 、 卜分大きなエ ネル ギ
ー

障壁で 囲 ま

れ て い れ ば 、熱 運動 で 結 ばれ 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 、Kinetic・state の 微視 的 な定義は 、05kT よ りも遙か に 大 きな エ ネル

ギー障壁 で 囲 まれ た r 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、tautQlogicalな定義 しかで きない
。 微視的に は 、 同

一 thermOdynamic 　state

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 state
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か らの 脱 出確 率 も同
一

で ある。つ ま り、thermOdynamic 　state は kinetic　state で も あ る。

た だ し、thermodynamic 　state は、　total　entropy 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

thermodynamic 　state に 隣接す る もの は thermedynamic 　states で なければな らない
。 従 っ

て 、
二 つ の 隣接す る thermodynamic 　states は 、05kT よ りも遙か 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 kinetic　 state 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 、反応座標 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
。

Aentenng 　mto 　a 　 collision ・Qf・water 　 entering 　into

　　　 macroscoplc 　　molecules 　and 　relaxation 　　 another 　macroscopic

　 　　 　 　

B

・ − 1靉………1………：…灘……響

time

酬＼監
　　 鸚 ：　　 ll：i霪嚢

、1醸 　懸 　華擁

kinetic
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t配
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図 L 反 応 速 度論 の 基盤 　A ： 分子 が 2っ の kinetic　 state 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 る時間。　 B ： DNA 結合タ ン パ ク 質が 、　 DNA上 をnQnspecific

sites 上 を
一

次元 的 に拡 散 して、　 specifiC 　 CQmplex 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 themmOdynamic 　state 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 1A に示 したの は 、 あ る kinetic　state （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 。 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 kinetic　state が確 立 する までの 過程 で あ る。 成立 した kinetic　state は 、　 relaxation

の 時間帯 よ りも もっ と長 い 時問帯続 き （図示 の 都 合上 数倍 に 書い て あ る が 遙か に長

い ）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 、
kinetic　state

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

shuffling （第二 の グラデー
シ ョ ン ）に よ り別 の kinetic　state （濃い 灰 色）が確立す る 。

3 ． 0．5kT 程度以 下の ポテ ン シ ャ ル 障聖 で 分離され る 巨祖的状櫨 面の 運 動 と平

衡

　図 1B の 3 つ の パ ネル は 、タ ン パ ク質が nonspecific 　site に結合 した後 、
一

次元 的拡

散
6’7

に よ り specific　complex が 形成 され るばあい で あ る 。
　 nonspecific 　sites を隔て る エ

ネル ギ ー障壁 は 、05kT 程度以 ドにな る場合が あ る こ とが実証 され て い る
8

。 こ の 過 程

に お い て 、 nonspecific 　sites上で起 こ る過程 と kinetic　state と thermodynamic　state で の 近

似例を図 1B 上の パ ネル で 図示 した 。

　まず、あ る nonspecific 　site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 shuffiing の 時間帯

の 連続 した状態 （nonspecific 　complexes ）は 、 高い ポテ ン シ ャル 障壁 で は 囲まれ て い な

い ため 、 独 自の kinetic　state とは な らない 。　 specific 　complex に な っ て 初 めて shuffling

の 時間帯 よ り長い 状態 が形成 され 、 specific　complex が kinetic　state 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 、thermOdynamic 　state は 0．5kT よ りも遙か 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 themlodynamic

state で は ない
。 しか し 、　nonspecific 　complexes の 状態 と specific 　cornplex の 状態 が merge

された DNA −protein　complex 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 thermodynamic 　state と

な り得 る （B 下）。

　こ の よ うに 、 0．5kT 程度以下 の ポテ ン シ ャ ル 障壁 しか 持 たない nonspecific 　sites 上 で

起 こる
一

次元 的拡散 で は、kinetic　states は specific　complex と解離状態（free　state ）との 二

つ が定義 で き、その 間に考え られ る結合速度定数 k
娜

と解離速度定数 kdissとの 比 と し

て 、specific 　siteの 親和性は （1 ）式 で 定義で きる 。 ただ し
、
　 reaction 　intermediate とな

っ て い る蛋 白分子 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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一方 、熱 力学で は 、DNA タ ンパ ク質複合体分子 全体 と free　state が thermodynamic

states とな り、その 間 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 specific 　site を持つ が

DNA 長が 異なる DNA に対 して 、 （1 ） は specific 　site 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 、specific　site 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 犠視的実匪 とエ ネル ギ ー 瞳壁 の 高さの 測定

微視的な変化 を個 々 に 同定す るこ とは、か っ 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

cove 塗

a
噸
d産n

slide

oti

　　

P ．putida
CamR

図 2 ．sliding の 実

avidin 　with 　saturating

m 〔｝difi．cation 　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 ネル ）、そ の 軌

跡 が DNA の 進 展方向 に ずれ る こ とか ら （下パ ネル ）、
一

次元 的拡散 の うちの ス ライ デ

ィ 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
9

。

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O．5kT ぐらい で あ る こ とを示 す
8’10’11

。

こ の よ うに 、

一
次元 拡散 が早 く起 こ るた めに は 、連続す る nonspecific 　sites を隔て るエ

ネル ギー障壁 の 高さが 、 05kT 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。

5 。 specific 　site か らの 解離時よ りも紬舗 に 、
ス ライデ ィ ン グが 利月され て い

る こ との 徽視的、 巨視的陛明

　　　amolegule 　making 　simple 　drift』
＼

　　　 （reflecting 　bulk　flow）

　　　asliding 　molecule

← レ
　　 DNA （weakly 　stained 　with 　ethidium 　bromide）

嚇 編 鼓三掘羅詩
姻

Position　of　a　CamR 　molecule ↑
図 3 ．nenspecific 　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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れた とお り KD は、32bp か

ら 410bp の 長 さの 増加 に

対 して 、 100倍 もの 大 きな

変化 を示 し 、 そ の 依存性

は kassに よ る もの で
、
　kdiss

はせ い ぜ い 2 倍 程度 しか

変 化 が な か っ た 。 こ の

R 　putidaの CamR は、典型 的 なバ ク テ リア型の 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 1例 しか 有意 な

ス ライ デ ィ ン グは観測 で きなか っ た
II

。
こ の こ とは 、　k

． 、
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 ペ レ ー ター
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 、 CamR の オ ペ レ ー
タ

ー
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 CamR 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 、 【free　CamR ］に 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 CamR 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 ケに す る と、複 合 体濃 度 が

1−exp （−ka、s［free　CamR ］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
　　　　　　　　　　　　　 表 1　　 Antenna　effect 　of 　CamR

DNAlength Kd 　 ・ffi・ity　 kdi
、、

（s
−1
） k

． 、
（M ’1・s

−i
）

（nM ）　 （relative ）

32bp
l36　bp
410bp3kbp

570＊
　　　　（1）　　　0．054

　 80　　　 7．1　　　0．032
　　5　　　　110　　　0D36
0．5 ＞ 　　1100 ＜

6x104
3xIO5
3xlO6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
宗by　fluommemC 　tjtiration

DNA 長依存性 は antenna 　effect と命名 されて お り、 E．　coli 　EcoR1 　methyltransferasel2
’
　
13

で は 20 倍 、E．　coli 　Lacll4
’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 antenna ・effect の 原因 は 、 まだ不明で あ る 。

6 ．一 次元的拡儀に よ る antenna 　ef6   巴の 生理的t 婁th　：’
hrpR に よる repression
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一
次元的拡散は、kas

、
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 k
． 、

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、k
． 、

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 、K
。
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。

　 こ の 仮 説 を 証 明

す るため に 、我 々 は

大腸菌 T叩 R を選 ん

1．one −dimensional　diffusion

short 　DNA

：呂： z
  ・

r ：ナ
　ー  ＿　　　  

だ 。
こ の タン パ ク質　2．looping

は 、 上記 CamR と同

様 の ゲ ル シ フ ト法

で 、　 200　 倍 の

nonspecific 　sites　カヨ

存在す る と 、 specific

一

一｛＝ トー　 2
一
 

一

鍵

愚

 

long　DNA

● 　→

◎ 　
←

→

　↓
卒

転 〕 〈…輾
・

図 4 ．Antenna 　effect をもた らす 2 つ の 機構

direct　contact 　or 　atmospl

site で あ るオペ レ ー
タ

ー
へ の 結合 が阻害 され る とい うほ ど弱 い 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 IO5−・IO7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 、 106以上細胞 内で 露出して い

る とい うnonspecific 　sitesの 存在 下 で 　 表 2 ．　 T ・pR の ant ・ nna ・effect は 1・・pingに は よらな い

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

effect を細胞 内で 持 っ な らば、前述 の

nonspecific 　sites の 存在 ドで もオ ペ レ

ー
タ

ー
へ 結合 す る だ けの 特 異性 104

が得 られ る は ずだと考えた。 まず、

巨視的 な footprint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 antenna 　effect を観測 した
17

。

DNA Kd （nM ）
Relative

affinity

　　36bp
こ一 ）o （）

一

　36＋232bp

驚
avidin −biotin

v
’
in＿biotin

15

L7

14

15

（1）

9

1．1

1．0
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一

次元 的拡散以 外 に も antenna 　effect を もた らす機構 は存在する 。　loopingと呼ば れ

る もの で 、TrpR 一オペ レ ータ ー複合体は、オペ レ ー ター部分以外 の nonspecific 　site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）。 DNA が エ ネル ギー を用 い

る こ とな く円環 状 にな るため に は 150bp 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 antcnna 　effect 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 。

　TrpR 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 ）。　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 antenna ・effect を持 つ の で あれば 、 オ

ペ 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 、

TlpR の
一

次元 的拡散が 、結合 した LexA に よ り阻 害 され 、antenna 　effect 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
　　　　　　　　　　　 表 3 ．LexA 結合部位の導入 に よる リブレッ サ

ー
機能の 消失

翻 飄 ： i一 碑　　嬲
虹

轟
の よ うに ・

一
次元 的 　 i　 ’・ ♀・ 　 　 。23 （・） 　 3．・

拡散 に よ る antenna 　 　　 I　 　　 　 l

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 I

effect は、遺伝子発

現 に 腰 で あ 。 た． 鱒
c°ns

響
P

　 　
°・91−1・° （1） 　 ・・

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　　 　　 　　　 　　 　　 　

TrpR は Trptophanが　　　　　1

環 境 に に 存 在 す る　LexAwe ∂k　
t「 0“P

　 Lac　Z 　　O．5g　　（1）　　　 L7

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 TrpR 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 ・effect とい 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。

7 ． 再び迎論 的議 へ ：平衡時で の circulation と熱力学的取 り扱い の 傑畦

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 とオペ 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 （1min −・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

一
＞nonspecific 　complex −＞specific 　complex −〉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、　 thermodynamic 　state は

確 立 され て お らず （local　equilibrium は成 立せ ず）、 もし、　 local　equilibrium 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、nonspecific 　complex
−＞spccific 　complex の

一
次元的拡

散 で ある 。
こ れ は 、

エ ネル ギー障壁 が 05kT 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、1  al　equilibhum 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

effect が 熱力学で 解析で きない か とい う説明 の
一

つ で もあ る。

　10cal　equilibrium が 成 立 して い る立 場 か らこ の circulation を見 る と、 nonspecific

complex
−＞specific　complex 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 態一〉（nonspecific 　complex ＋specific 　complex ＞→解離状態 とい う釣 り合 っ た状

態 に な り、circulation は存在 しない
、 と言 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 、themodynamic 　state 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 antenna ・effect 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 、 k
お 、

も kdis
、
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
18

。 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 antenna 　effect は ほ どん ど無い 。 この 結果は 、

antenna 　effect 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 徽視的原 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 specific　complex の 構

造 に よ るはずで あ る か ら 、 specific　complex の 解離過程 に 原因 が ある可 能性 が高い
。

CamR で は 、直接 free　state に な る解離課程 が 、結合 の 逆過程（sliding　out して DNA か

ら解離する）よ り効率 的 に 起 こ っ て い るか ら antenna ・effect が観測 され る が、Cro では 結

合 の 逆過程が 解離課程の お もtS　pathway で ある の で 、
　 an　tenna　effect 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、CamR （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 空問の 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 とい う熱力 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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