
20

1．はじめに

タンパク質フォールディングの研究は近年, 大きな

盛り上がりを見せている1）. 理由の1つは, ゲノムプロ

ジェクトにより, 遺伝情報の獲得スピードが急加速し

たことである. アミノ酸配列既知のタンパク質数に対

する立体構造既知のタンパク質数の比率は年々減少し,

実用的見地から, 立体構造予測に対する期待は膨らん

でいる. 実際問題としても立体構造予測問題に手がか

りが見つかり, 従来のあきらめムードが楽観ムードに

変わってきた2）, 3）. 他の要因としては, 周辺分野への広

がりがあげられる. 狂牛病やアルツハイマー病などの

いわゆるコンフォーメーション疾患は, 間違ったフォ

ールディングが引き金になることが指摘されている.

また, 塩基配列識別などのタンパク質の高次機能は, 鍵

と鍵穴のような硬い結合ではなく, 部分的なフォール

ディングによって実現されていることが明らかになっ

てきた1）. これらは, フォールディング問題がタンパク

質のタンパク質らしさと密接に関連していることを暗

示しているように思われる. もう1つの大きな波は, 基

礎研究の進展である. 比較的小さなタンパク質でシン

プルなフォールディング機構をもつものについて, タ

ンパク質工学や高速分光法による実験と, 統計力学や

計算機シミュレーションが利用されて, 詳細で徹底的

な研究が可能になった1）, 4）, 5）. 

本稿の目的は, この基礎的側面, すなわちフォールデ

ィング機構の物理化学的研究の最近の発展を解説する

ことである. 従来の考え方では, 端的に言ってフォール

ディング反応は, 変性状態（D）から天然状態（N）へ

向けて, いくつかの中間状態（I）を経て, 

（1）

のように起こると捉えられてきた（詳細は文献6に譲

る）. 実際, アミノ酸100残基以上のタンパク質にはか

なり普遍的に共通の特徴をもつ中間体（モルテングロ

ビュール状態）が見出され, フォールディング機構へ

の理解を深めた7）. 一方で明らかになってきたことは,

「フォールディング機構は1つではない」といういささ

か歯切れの悪い結論である. タンパク質ごとに, また実

験条件によって, フォールディングの（1）式は見かけ

上さまざまに変化する. そういう状況を統括的に理解

するには, （1）式のように考えるよりもまったく別の

見方をしたほうが良いという提案がWolynesらによっ

てなされ, フォールディングの捉え方に大きな影響を

及ぼした8）. これが, 今日ではファネル理論とかランド

スケープ理論とか呼ばれるものである. （1）式のよう

な見方はold view, ファネル的な見方はnew viewと呼

ばれることがあるが, 両者は矛盾するものではなく, 違

う観点（view）を強調していると考えたほうが適切で

ある. 

以下, ファネル理論を概説したあと, より具体的で詳

細なフォールディング機構の話に進む. その際, 上に述
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べたようにフォールディング機構は多種多様なので,

“戦略的”に対象とするタンパク質を厳選することが必

要と思われる. 物理化学的に問題を追いつめるために

我々は, 1）比較的短いタンパク質で, 2）速くフォール

ディングし, 3）天然構造でS-S結合やcis形のPROを

もたないものに集中することにする. この（一番シンプ

ルな）クラスのフォールディングを詳細に理解するこ

となしには, より複雑な現象を本当に理解することは

できないと考えるからである. 

2．ファネル理論とランドスケープ理論

本節ではファネル理論を説明するが, そのための準

備から始める. まず, タンパク質と溶媒の水を含む系の

HamiltonianをH（r, x）, とする. ここで, rはタンパク質

の原子座標, xは水の原子座標をそれぞれまとめて表し

ている. 系の自由エネルギーは

（2）

となる. ここで, kBはボルツマン定数, Tは温度, β＝
1/（kBT）, Zは分配関数である. 通常, 自由エネルギーは

内部エネルギーとエントロピーに分けられるが, ここ

では少し異なる分け方をする. すなわち, 水の運動の緩

和は1nsより短いのに対して, フォールディングに関係

するタンパク質の運動は1nsより十分遅いので, まず水

の座標についてだけ熱平均をとる. すなわち, 

（3）

は水の場の中で動くタンパク質（r）の有効Hamiltonian

（エネルギー）である. 物理的にはこれで疎水性相互作

用を取り込んだことになる . 以下では , Heff（r）を

Hamiltonianとみなす. これを使って（2）式同様にrに

ついて積分すれば真の自由エネルギーが得られる. こ

こでは, 有効エネルギーを反応座標として自由エネル

ギー曲線を計算する. 

（4）

ここで, ∆（ ）は, Heff（r）がEeff±δの範囲にあるときの
み1で他はゼロになる関数である（δは小さいと仮定）.
簡単な変形によって, 

（5）

（6）

2行目では, とりうるコンフォーメーション数の対数

として鎖エントロピーSchain（Eeff）を定義している. こ

れで準備が整った. 

ファネル理論の考え方は, 約20年前に郷によって提

唱されたconsistency principleに基づいている9）. それ

は,「タンパク質は, 進化の所産として, ほとんどのすべ

ての相互作用が天然構造で安定になるようにできてい

る」という洞察である. 天然構造でEeffが最小値をとり,

コンフォーメーションがそこから離れるほどEeffが大

きくなる. これをマンガ的に描けば, 図1のようになる.

図の横軸は, タンパク質のコンフォーメーションをあ

らわすrで, 本来超多次元であるがここでは簡単に1次

元で描いてある. 縦軸はEeffである. 変性状態は上方の

Eeffの大きなあたりに対応し, コンフォーメーションと

しては広い. 一方天然状態は底, Eeffが最小値のところ

である. 全体としてエネルギー面はファネル（漏斗）

状の形をとり, フォールディングは, 図の上方から底へ

の遷移と捉えることができる. さて, あるEeffのところ

でのファネルの横幅は, コンフォーメーション空間の

広さを表し, 上に準備したように, その対数は鎖エント

ロピーである. 
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図1 フォールディングファネルの模式図

縦軸はタンパク質の有効エネルギー, 横軸は構造空間を

表している. 構造空間の幅の対数はエントロピーに対応

する. フォールディングは図上部の変性状態から, モルテ

ングロビュール状態, 遷移状態を経て天然状態へ至る無

数のルートで進む. ∆Eはエネルギー面のでこぼこさを,

また , δEsは天然構造の相対的安定性を, それぞれ表して

いる. また, Enat, Enat/2, Enat/4, は変性状態を基準にした縦

軸の目盛である. 
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このように, ファネル理論は, 「フォールディング転

移はEeffの大きな減少（安定化）と, Schainの大きな減少

（不安定化）によって特徴づけられる」ということを強

調する. 変性温度TFでは, ∆F＝∆Eeff－TF∆Schain＝0とな

り, エネルギーの安定化とエントロピーの不安定化が

ちょうどキャンセルする. ここで, Eeff（またはSchain）が

反応座標の役割をしていることがわかる. 

天然構造は, ある程度のゆらぎを含めた意味で, 1つ

の構造であるからSchain（N）～0, と考えてよい. ファネ

ルを上にのぼると, Schain（Eeff）＞0となるから, 本質的に

多数のコンフォーメーションの集団ということになる.

重要な帰結として, フォールディング経路は, ある特定

のタンパク質構造を経て起こるというようなものでは

決してありえない. フォールディング経路は, 統計的な

分布の変移経路としてのみ意味をもつ. 

もう少し定量的に見ることにしよう. 図2（上）は, 同

様のファネルを具体的なタンパク質（λ-リプレッサー）

の変性温度における計算結果（4節参照）を使って描

いたものである. Schain（Eeff）を計算し, それを横軸にエ

ントロピー, 縦軸にエネルギーをとってプロットする

と漏斗の片側だけきりとったものができる. それを, 図

1に似せるために図形を左右対称になるように変形し

たのが, 図2（上）である. 同じSchain（Eeff）を使って, 自

由エネルギーF（Eeff）＝Eeff－TSchainをプロットしたの

が, 図2（下）である. これはよく見慣れた（old view的

な）プロットであり, 反応座標（Eeff）を横軸にとって,

変性状態と天然状態の両極小点が, 自由エネルギー障

壁によって隔てられている. 最も単純には, old viewと

new viewはF＝E－TSでつながっている. 自由エネル

ギー障壁が現れた原因を考えてみると, 図2（上）でフ

ァネルがわずかに曲線を描いていることに行き着く.

すなわち, 変性状態からエネルギーとエントロピーが

減少する際, エントロピーの方がやや先に減少してい

ることによっている. その差が最大になったところが,

自由エネルギーでみると遷移状態をつくる. 

以上がファネル理論の概要である. ランドスケープ

理論と言うときには, これにさらに自由エネルギー面

のでこぼこさを考慮に入れる. これは, 低温におけるタ

ンパク質のガラスらしさなどを論じる際には重要にな

ってくる8）. 

3．フォールディング自由エネルギー曲面とフォ

ールディング経路

より具体的な, フォールディング機構の研究に移る.

小さなタンパク質のフォールディングでは, 中間体が

存在しないことも多い. そのような場合, 反応の途中を

実験的に観測するのは容易ではない. Fershtらは, 部位

特異的アミノ酸変異を利用するタンパク質工学の技術

を駆使して, 速度論的な方法によって, 遷移状態の構造

的特徴を個々のアミノ酸レベルの分解能で調べる方法

を開発した4）（詳細は高橋氏の解説5）を参照のこと）. 

さて, このように詳細なフォールディング機構に対

して, ファネル理論は助けになるだろうか. 2節で紹介

した見方はフォールディング機構を統括的に整理する

のに都合がよいが, それだけでは, どこのαヘリックス
あるいはβストランドが最初にできるかとか, どの部位

を形作るのがネックになっているか, などのように局

所的な構造レベルでフォールディングを理解するのに

は役立たない. これは反応座標のEeffがグローバルな変

数だからである. 

局所的な変数を反応座標にとって, 自由エネルギー
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図2 フォールディングファネル（上）と自由エネルギープロ

ファイル（下）

これらはそれぞれnew viewとold viewの代表的描像で

あり , 両者は , F＝ E－ TSで関係付けられる（本文参

照）. 図のD, TS, Nはそれぞれ, 変性状態, 遷移状態, 天

然状態を表す. 四角形のマークは遷移状態または中間体

を表している. 図は, λ 6－85に対する計算をもとにして描

かれている. 
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曲面を計算する試みは現在進展中である10）. 以下, やや

詳しくその理論について紹介する. 2節で強調したよう

に, フォールディング反応はエネルギー減とエントロ

ピー減の相殺によって起こる. エネルギーの計算は比

較的容易なので, 鍵となるのは, 「反応途中における鎖

エントロピーの減少量をいかに的確に計算できるか」

である. 

タンパク質中の各アミノ酸, i, をCαに位置するビー

ズriで表現し, それらがバネでつながって鎖になって

いる模型を考える. これは, 高分子物理で標準的に使わ

れている模型である. ビーズ間に, 疎水性相互作用や静

電相互作用からくる有効相互作用が働く. これを

Hamiltonianで書くと, 

（7）

（8）

となる. ここで, Hchainが鎖のつながりを表す部分で, Cα

間の平均距離を3.8 Åに, 3つの連続したCαのつくる平

均（仮想的）結合角を～140 に゚するように行列Γが設
定されている. Hintは, アミノ酸間の（非局所）相互作

用を表している. εijは,（宮沢-Jerniganによって提案さ

れた11））アミノ酸 i, j間の有効接触エネルギーで, 物理

的には疎水性相互作用や静電相互作用などをひっくる

めて表そうとしている. u（r）は, 相互作用の距離依存性

で, レナード-ジョーンズポテンシャル様の形をしてい

る. ΣNat-pairは, 天然構造でCβ間距離が, 6.5 Å以内に接触

しているペアのみに相互作用が働くことを意味する.

これは, 郷によるconsistency principleの具現化であり,

天然構造に寄与しない相互作用には安定化と不安定化

の両方があり, 平均すると相殺されてゼロに近くなる

ので, これを無視しようというのである. 以下この

Hamiltonianを使って自由エネルギーを計算する. 

上のHamiltonianはかなり簡単に見えるが, それでも

厳密に自由エネルギーを計算することはできない. そ

こで変分法のアイデアを使って近似計算する. まず, 上

のHamiltonianと似ているが, 厳密に自由エネルギーを

計 算 可 能 な 参 照 Hamiltonian, 

を導入する. ここで は, 天然構造を

表す . はフリーパラメータであり , この参照
Hamiltonianが真のHamiltonianに最も近くなるように

最適化される. 参照Hamiltonianを使って, 近似自由エ

ネルギーは で求められる. ここ

で, Frefは参照Hamiltonianの自由エネルギー, は

参照Hamiltonianによる平均値をそれぞれ表す. これで,

自由エネルギーの計算ができる. 

我々は局所的な反応座標を導入し, その上で自由エ

ネルギー曲面を計算する必要がある. ここでは, 各アミ

ノ酸の揺らぎの大きさ（いわゆるB因子と等価）,

, を反応座標にして, 自由エネルギー,

を計算する. たとえば, λ−リプレッサーの
N末端ドメイン, λ6－85は80残基あるので, 80次元の超

曲面を計算することになる. 

この自由エネルギー超曲面上で変性状態と天然状態

はそれぞれ, すべてのB因子が大きい領域と, すべての

B因子が小さい領域とに見つかる自由エネルギー極小

点に対応する. 注意すべき点は, 変性状態は超曲面の上

では1点に対応するが, その1点は各アミノ酸の揺らぎ

の大きさで規定されたコンフォーメーション集団（ア

ンサンブル）をあらわしていることである. 次に, 両状

態の中間に位置する遷移状態を探索する. 遷移状態は,

自由エネルギー面上で, 1次微分がすべてゼロで, 2次微

分行列の固有値がただ1つだけ負で他は正の点（鞍点）

である. 一般に遷移状態は多数見つかる. 各遷移状態か

ら, 溝に沿って自由エネルギー面を下っていくと極小

点（変性状態, 天然状態あるいは中間体）に至る. この

ようにして, 遷移状態を経由して（時にはさらに中間

体も経由して）変性状態と天然状態の間を結ぶフォー

ルディング経路が見つかる. やはり経路といってもこ

こでは, コンフォーメーション集団としての統計的経

路を意味している. 

それでは, λ6－85を例にとって, 統計的フォールディン

グ経路の様子を見てみよう, λ6－85は, 5本のヘリックス

からなるタンパク質ドメインで, フォールディングは

非常に速く, 2状態転移で起こることが実験的にわかっ

ている. 図3aは, 80次元で探索された経路を1次元（～

Eeff）に射影した自由エネルギープロフィールである.

変性状態（左端）から4つの遷移状態と3つの中間体

を交互に通って天然状態（右端）へつながっている.

それでは, 各遷移状態はどのようなものか. 図3bに, フ

ォールディング経路に沿って各アミノ酸の揺らぎがど

のように減少していくかを示した. 一番上の曲線は変

性状態の大きな揺らぎ, 一番下の曲線は天然状態の小

さな揺らぎを表す. TS1, TS2, TS3, TS4と書かれた曲線

は, それぞれ遷移状態におけるB因子である. 最初の遷

移状態1で, ヘリックス4と5の部分の揺らぎが急激に

減少し, すでに天然様の構造を作っていることがわか

る. またヘリックス1の中央部分もやや揺らぎが小さく

なっている. 次の遷移状態2, 3で, ヘリックス1は概ね

形作られる. 最後に, ヘリックス2, 3の部分が完成して

天然状態に至る. 3次元的に見ると, ヘリックス1はヘ

リックス4, 5と接触しており, 空間的には端から順次構

F Biapprox = { }( )
Bi i i= −( )r r

2

･･･�

F F H Happrox ref ref= + −

Ci{ }
ri

nat
Ci i ii

r r−( )∑ nat 2

H C Hiref chain{ }( ) = +

= + ( )
−
∑∑k T u ri ij j ij ij

N
B

at pair

1

2
r rΓ ε

H H H= +chain int
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造が成長している. このように理論的に計算された遷

移状態の構造（Φ値）が, 実験と定量的によく一致する

ことが示された. 

興味深いことに, フォールディング経路は（10）式

の有効接触エネルギーにあまり依存しないことがわか

った. すなわち, アミノ酸のタイプによらずnative-pair

すべてに, εij＝1, としても大雑把な経路は変わらなか

った. これは, フォールディング経路を決める情報が概

ね天然の立体構造に織り込まれていて, アミノ酸個々

の情報にそれほど依存しないことを暗示している. 与

えられた立体構造を作るプロセスの中で鎖エントロピ

ーをいかにゆっくりと減らしていくかによって, フォ

ールディングの道筋がある程度決まっているからだと,

推測できる. 

4．今後の課題

実験, 理論の両面から, いくつかのタンパク質につい

てフォールディング反応核（遷移状態）の様子が見え

てきた. 残念ながら現時点ではまだ研究例が少なく, 一

般論を導き出すにはやや時期尚早のようであるが, あ

えて総括的な議論を試みる. Fershtは, 反応核のパター

ンを1）逐次フォールディング型（λ6－85はこれに属す

る）と2）協奏的フォールディング型（有名なキモト

リプシンインヒビター2はこれに属する）に分類した
4）. 多分これは量的な問題で, 協奏的な領域のサイズが

タンパク質によって異なるのであろう. このサイズは,

おそらく天然構造のトポロジー（α, β, あるいは , α/β

混合）と深い関係があるに違いない. 理論家への宿題

である. 

今後, 実験家と理論家の協力によって, 小さいタンパ

ク質の速いフォールディング問題は解決に近づいてい

くものと期待される. 実験的には, 高速分光法の利用と

1分子計測による各トラジェクトリの直接観測が重要

になるであろう. 理論サイドでは, よいモデルの構築法

の確立とミリ秒までのシミュレーションが鍵になるよ

うに思われる. また, そこで得られる概念的枠組みは,

細胞内でのフォールディング, 膜タンパクのフォール

ディング, フォールディングによる分子認識, 人工タン

パク質の設計, および, α/β転移の物理化学とコンフォ
ーメーション疾患の分子機構など, 周辺問題への広が

りを増していくであろう. 

最後に, 共同研究者の Peter Wolynesおよび John

Portman, および原稿に貴重な意見を頂いた田村厚夫

氏に感謝します. 
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図3 λ 6－85のフォールディング経路

a）反応座標, ENORM＝（<H>－ED）/（EN－ED）に沿っ

た自由エネルギー曲線 . b）変性状態（D）, 天然状態

（N）, および4つの遷移状態（TS1-TS4）における各アミ

ノ酸の揺らぎの大きさ（B因子）. 図上部の黒い棒は5つ

のヘリックスの位置（H1-H5）を表している. 


