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Abstract

Time Domain Reflectometry (TDR), Nucler Magnetic Resonance (NMR), and

Moleculae Dynamics (MD) simulation were introduced for the characterization of

water dynamics in protein-water mixtures. Dielectric relaxation of water in protein

solution detected by TDR shows broad distribution of relaxation time and which

reflects the water structure of dispersed system. Translational diffusion of water

molecules by NMR is restricted more in the water mixture with higher molecular

weight of protein. Although the time and length scales of the rotational motion of

water detected by TDR are different from those of the translational motion of water

detected by NMR, the experimental data can be interpreted compatibly. We found

the optimal condition for the simulation of water molecules by the MD simulation.

The combination of these techniques will bring us a comprehensive understanding

of the dynamics and structure of water in protein solutions.

1 はじめに

低分子から高分子までの液体構造や，それらの溶液系や分散系などの混合系，さらに生体系な
どの複雑系物質の構造や物性・機能の分子機構を理解するには，分子ダイナミクスの知見が最も
重要である。
水分子は水酸基 (OH基)をもつことから水素結合のドナー・アクセプターを共にもつ水素結合

性液体であることが知られている。水分子は水素結合の崩壊と再結合を繰り返しながらブラウン
運動を行っている。この水素結合の崩壊・再結合は，5～6個の水分子による動的なクラスター構
造を形成しているというモデルによる解釈 [1]は現在も用いられることが多い。このような水分
子の動的クラスターの生成・消滅は，誘電分光によってDebye型の単一緩和として観測され，水
の示す特異的な性質の由縁である。この水分子の緩和過程は，分子の回転拡散の特性時間である
緩和時間 τ が 8.27ps(25◦C)という値を示す一方で，1桁以上高周波数域にさらに小さな緩和過程
の存在も報告 [2-5]されている。このような分子のダイナミクスで識別される水分子の動的な凝集
構造を水構造と呼んでいる。最近では水構造の解釈に水素結合ネットワークの扱いを積極的に取
り入れることの重要性が指摘されている [6]が，決定的な解釈は依然としてなされていない。
近年，高分子と水分子が相互作用することによって，様々な水構造を形成する分子メカニズム

の研究が進んできている。混合系における分子の動的挙動のダイナミックレンジは極めて広く，
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従来の観測の時間尺度が不足していたためにその理解は遅れていた。特に水分子の動的挙動に着
目した解釈は，基礎研究だけでなく幅広い分野での応用研究にも用いることが可能である [6]。
高分子水溶液中の水分子は，高分子に束縛されることで緩和時間 τ が大きくなり，さらに緩和

時間に分布をもつようになる。これはスローダイナミクスと呼ばれ，液体構造研究における重要
な概念である。また，高分子，生体系であればタンパク質や核酸，さらに脂質分子などは，溶媒
中で階層的な構造を形成している。階層構造には特徴的な構造が様々なスケールで現れていると
考えれば，その特徴付けのためにはフラクタルによる表現 [7,8]が有用となるはずである。これら
の高分子溶液や分散系の構造が示すフラクタル性は，溶媒分子である水分子のダイナミクスにも
影響を与えるため，多様な水構造の特徴付けにはフラクタル表現を用いた議論が適切である。
近年，誘電分光により得られる水分子の緩和をフラクタル表現で表して評価する議論 [9,10]が
行われてきた。この議論では周波数応答関数としての Cole-Cole式 [11]

ε∗ − ε∞ =
Δε

1 + (jωτ)β
(0 < β ≤ 1) (1)

に相当する時間応答関数として非単一指数関数的な双曲線型双極子相関関数と，記憶相関関数を
比べることで Cole-Cole型の指数と時空間的なフラクタル次元が対応することが示された。これ
らの議論から，緩和構造単位の体積区分サイズをスケールする空間フラクタル次元と，Cole-Cole

式より得られる緩和時間および Cole-Cole型の指数（以下では緩和時間分布パラメータと呼ぶ）
との関係を表すことができた。
最近我々は，誘電分光によって観測された水構造のスローダイナミクスについて，(1)式に基づ
いたフラクタル解析を行ってきた。高分子を含む水混合系で得られる水の緩和過程は Cole-Cole

式によってうまく表すことができるので，Cole-Cole式によるフィッティング解析で得た緩和時
間とその分布を用いて水構造を表現し，水混合系の水構造を特徴づける物理量として空間フラク
タル次元に注目してきた。
本研究では，球状タンパク質－水系における水構造について，誘電分光法の一つである時間領域
反射法 (Time Domain Reflectometry method：TDR)[12-16]や核磁気共鳴 (Nuclear Magnetic

Resonance：NMR)による観測と，分子動力学 (Molecular Dynamics：MD)による分子シミュ
レーションを用いた相補的なアプローチによって，特徴付ける手法を検討した。ここで，TDRで
は誘電緩和測定，NMRでは拡散測定，MDでは水の分子シミュレーションを行い，これらによっ
て得られる知見を関連づけていくことを考えた。
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2 実験

2.1 試料
実験で使用したサンプルは Albumin from bovine serum(BSA, Fraction V, A3294 Sigma-

Aldrich Mw=66000)，Lysozyme from Chicken egg white (CEWL, L6876 Sigma-Aldrich

Mw=14300)，タンパク質水溶液の調製には脱イオン水 (Milli-Q Simplicity(MILLIPORE))を使
用した。

2.2 誘電分光
2.2.1 時間領域反射法
時間領域反射法は広帯域誘電分光法の一つであり，30GHz～1kHzまでの超高周波数領域の複
素誘電率を測定することができる手法である。試料にステップパルスを入射させると，試料の誘
電率の情報を反映した反射波が観測される。そこで反射波を測定し，フーリエ変換を行うことに
よって複素誘電率の周波数依存性を得ることが出来る。
サンプルの複素誘電率は入射波と反射波の測定により TDR法の基本式 [12-14]

ε∗ =
c′

jωγd

v0 − r

v0 + r
X cot X (2)

から得ることが出来る。さらに，ここでは複素誘電率が既知の標準試料の反射波と未知試料の反
射波との差を用いる Reference法 [12-14]の方が精度が良いので，文献に従って使用した。
実験装置には DIGITIZING OSCILLOSCOPE (HP54120B: Hewlett-Packard), FOUR

CHANNEL SET (HP54124A: Hewlett-Packard)を用い，試料はタンパク質濃度 5～40wt%で
誘電緩和測定を行った。測定はセミリジッド (同軸円筒)型の電極を使用した標準試料法を用い，
測定試料の温度は 25.0±0.2◦Cで行った。
2.2.2 フラクタル解析
誘電分光測定により得られる緩和時間 τ および緩和時間分布を表わす Cole-Coleパラメータ β

の濃度依存性から τ − β ダイアグラムが得られる。τ − β ダイアグラムは水混合系における高分
子構造やダイナミクスを反映した水構造を表現し，水溶液系やゲル－分散系といった高分子の種
類や構造によってプロットされる領域が分かれる。

Ryabovらは Cole-Cole式で用いられる緩和時間分布パラメータ β を次の Ryabovの式 [9]

β =
dG

2
ln(τωs)
ln(τ/τ0)

(3)

で表現した。ここで，τ は緩和時間，τ0 は時間スケールのカットオフ時間である。dG(> 0)は緩
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和したユニットが周囲と相互作用している点集合の空間的なフラクタル次元である。また，自己
拡散過程の特性周波数は

ωs = 2dEG2/dGDs

/
R2

0 (4)

である。ここで，dE はユークリッド次元，Ds は自己拡散係数，R0 は空間中のスケーリングの
カットオフサイズまたは，協同領域のサイズであり，Gは１程度の幾何学的係数である。

2.3 NMR

2.3.1 NMR装置
核磁気共鳴とは核スピンのエネルギー吸収・放出現象のことである。原子核は核スピンとそれ
によって生じる核磁気モーメントを持つ。静磁場と垂直な高周波磁場を加えると磁気モーメント
が励起され，エネルギーを放出する。この現象が核磁気共鳴 (NMR)現象である [17]。
実験装置にはNMR計測システム (JNM-EX90：日本電子)を用い，g=85gauss cm−1，δ =0.1

～2.0ms，Δ =20msで測定を行った。また，今回使用した FT-NMR装置のプロトン共鳴周波数
は 90MHzである。測定試料は TDRと同様である。温度は 25.0±0.2◦Cで測定を行った。
2.3.2 パルス磁場勾配スピンエコー法

NMR横緩和時間測定法として使用されるスピンエコーパルス系列に，空間的に線形な傾斜磁
場を 2回加えると，分子の並進拡散による運動を反映して信号が減衰していく。その信号の減衰
パターンから分子の自己拡散係数を知ることができる [18]。この原理を用いた NMR法をパルス
磁場勾配 (Pulse-Field Gradient Spin-Echo; PGSE)法という。
拡散係数は Stejskal-Tannerの式 [19]を用いた次式によって求めることが出来る。

ln
[

A(δ)
A(0)

]
= −γ2δ2g2D(Δ − δ

3
) (5)

ここで，A(δ)は磁場勾配をかけた時の信号強度，A(0)は磁場勾配をかけない時の信号強度，核
スピンの磁気回転比 γ ，磁場勾配強度 g / gauss cm−1，磁場勾配の印加時間 δ / ms，磁場勾配
の印加時間間隔をΔ / msとする。自己拡散係数Dの実験値は，(5)式で左辺を縦軸に，そして
右辺のD以外の因子である積 (b-Value)を横軸にとったプロットを作成し，得られた直線の傾き
によって求められる。

2.4 MDシミュレーション
分子動力学シミュレーションを用いて測定結果と比較するための水混合系のシミュレーション
の前段階として，水のみの系をシミュレートし，水の最適なシミュレーション条件を確認した。
Accerlys社の分子シミュレーションソフト “Discovery Studio”(東海大学総合情報センター)を
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用いて，水分子１つを描いたあと，水分子の BOXを重ね合わせた系を 300Kでシミュレートし，
得られた結果の水素結合数について調べた。水分子の BOXのサイズを，一辺の半分の長さを 7.0

～16.5Åの範囲で変え，総水分子数を 121～1377まで変化させた。シミュレーションを行うにあ
たっては，周期境界条件を使用し，作成した水の系よりも大きな系を想定して行った。静電作用
として Particle Mesh Ewald法を用い，拘束条件として SHAKE法を用いた。シミュレーション
結果として得られるアニメーションは 1コマ 1ps毎のものを 300コマ，つまり 300psのアニメー
ションを得られる条件で統一した。

3 結果・考察

TDR法によるタンパク質水溶液の誘電緩和測定から観測されたそれぞれの誘電緩和曲線を図 1

に示す。ここで，横軸は対数をとった周波数 log ( f/ Hz)，縦軸は複素誘電率の実部 ε’および虚
部 ε”である。タンパク質濃度の増加とともに，誘電率および水の緩和が小さくなっていること
が分かる。図 1から得られた緩和パラメータの濃度依存性を図 2に示す。濃度の増加とともに緩
和時間 τ は増加，緩和時間分布パラメータ β および緩和強度Δε は減少した。緩和強度Δε は水
分子がもつ双極子モーメントによる配向分極の大きさを示すため，タンパク質濃度の増加に伴う
Δε の減少は，水混合系内で水分子の数密度が減少したことを反映している。緩和時間分布パラ
メータ β の減少は，バルクな水の場合に Debye式で記述されるような単一の緩和過程から，タ
ンパク質 (高分子)の導入による水分子ダイナミクスのゆらぎの増大が引き起こす緩和時間分布の
広がりを示している。また緩和時間 τ の増加は，水分子と高分子の相互作用により，水分子の運
動に遅延が起こったことを示す。この相互作用によって水分子の運動が制限され，そのダイナミ
クスの平均特性時間として与えられる緩和時間 τ が増加したと考えられる。さらに図 2では，緩
和時間 τ は CEWL水溶液に比べ，BSA水溶液の方がより大きな値を示し，分子量の大きい方が
より水分子の運動が制限され，緩和に時間を要することが分かった。
緩和時間 τ 及び緩和時間分布パラメータ β それぞれの濃度依存性は様々な水溶液によって異

なり，普遍的な関係を求めることは困難である。そこでこれらの緩和パラメータの両方を用いて，
τ − β ダイアグラム (高分子の種類による特徴的なスローダイナミクスを反映した曲線で表現され
る:図 3)を作成した。これまでの我々の研究から，τ − β ダイアグラムにプロットされる軌跡が示
す領域により，溶液系と分散系とを分類して特徴付けることが可能であることが分かってきている
[20,21]。水溶液系と分散系とを共通の尺度で議論することができるような解析手法は従来無かった
ことである。本研究で得られたタンパク質水溶液のプロットは溶液系から大きく離れ，分散系と同
じ領域に現れた。τ −β ダイアグラムのプロットをフラクタル構造表現式:式 (3)による最小二乗法
フィットを行い，空間フラクタル次元 dG，自己拡散過程における特性周波数 ωs，カットオフ時間
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図 1: 25◦C におけるタンパク質水溶液の誘電緩和曲線を示す。実線は水，プロットはそれぞ
れ BSA (5wt%(©)，10wt%(□)，20wt%(△)，30wt%(◇)，40wt%(▽))，CEWL (5wt%(●)，
10wt%(■)，20wt%(▲)，30wt%(◆)，40wt%(▼))を表す。

τ0 を得たところ，表 1に示すように得られた。フラクタル次元の値はBSAで 0.03±2.45，CEWL

で 0.03±1.70，また過去の研究から得られた球状タンパク質Ovalbumin(OVA)では 0.22±0.89

と，フラクタル次元による解釈においても通常の溶液系とは異なり，とても小さな値になり，誤
差も大きいことが確認された。フラクタル次元が小さな水系では濃度増加によるスローダイナミ
クスの効果が少ないため，τ − β ダイアグラムからフラクタル次元を求めるためには十分高濃度
の領域の測定が必要だが，現実的に 50wt%以上の高濃度の試料調整が困難のためになされておら
ず，τ − β プロットの全体像が見えていないため，分散系の幾何学的条件では誤差が大きくなる
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図 2: 25◦Cにおけるタンパク質の重量濃度に対する緩和時間 τ ，緩和時間分布パラメータ β ，緩
和強度Δεを示す。プロットはそれぞれ水 (●)，BSA(©)，CEWL(◇)を表す。

ことは不可避である [22]。この様にフラクタル次元と誤差の大きさには相関があり，フラクタル
次元が小さいほど誤差が大きくなることが分かっている。しかし，最近の我々の幾何学的モデル
計算の知見から，フラクタル次元が 1以下の数値の物理的な意味が分散系の凝集構造に由来する
ということが判ってきており，このような小さなフラクタル次元の値は非現実的ではなく，むし
ろその解析法の時空間スケールに強く依存している [23]。スローダイナミクスの過程は，高分子
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図 3: タンパク質水溶液の τ−β ダイアグラムを示す。プロットはそれぞれBSA(©)，CEWL(◇)，
OVA(☆)，PEG(●)，PVME(▼)，PVP(■)，PVA(△)，PEI(▽)，PAIA(□)を表す。

の立体構造や凝集構造，さらに水素結合能の違いを反映しており，τ − β ダイアグラムでプロッ
トの軌跡が現われる領域によって特徴付けられる。従って必ずしもフラクタル次元の絶対値のみ
によるスローダイナミクスの特徴付けではなく，ダイアグラム全体の幾何学的特性を利用した特
徴付けが重要である。以上のことから，水構造の見地から言えば，タンパク質水溶液は分散系の
特徴を強く反映する液体構造を有していることが分かった。
タンパク質の重量濃度に対してタンパク質水溶液の水分子の拡散係数Dを示したものが図 4で

ある。純水の拡散係数は 2.32×10−5 / cm2s−1で，BSA,CEWL共にタンパク質濃度が高くなる
につれ拡散係数が小さくなっていることが分かる。タンパク質濃度 5wt%での拡散係数は BSAで
は 2.19×10−5 / cm2s−1，CEWLでは 2.21×10−5 / cm2s−1と近い値をとっていたが，タンパク
質濃度が 40wt%になると拡散係数は BSAでは 1.10×10−5 / cm2s−1，CEWLでは 1.31×10−5

/ cm2s−1 と両者の差が大きくなった。また，今回測定した 5～40wt%の間では CEWLに比べ
BSAの方が小さな値を示していることから，分子量の大きい方がより水の並進運動を妨げること
が分かる。
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表 1: τ − β ダイアグラムのフィッティングパラメータ

Sample
dimension Error frequency Error cut off time Error

dG ±edG ωs(Hz) ±eωs τ0 (s) ±eτ0

BSA 0.03 2.45 1.92×1040 1.04×1044 3.36×10−12 4.91×10−12

CEWL 0.03 1.6 4.88×1039 1.52×1043 2.67×10−12 2.87×10−12

OVA 0.22 0.89 1.93×1014 6.71×1015 3.66×10−12 1.88×10−12

また，図 2で示した TDRの緩和時間 τ はピコ秒域，NMRによる拡散係数Dはミリ秒域と，
観測している時間域が大きく異なるが，どちらも分子量の大きい方がより水分子の運動が制限さ
れるという結果を示し，対応している。これは誘電分光で観測している水分子の回転拡散が平均
的には水 5,6分子の動的な凝集構造であるとしても，そのゆらぎの幅はさらに広く及んで，特徴
的な長さが消失しているフラクタルな構造を示したことを意味している。特徴的な長さとは被測
定物の特徴ではなく，観測手法に含まれる制限によって決まることも多いと思われる。
ある水分子数について，MDシミュレーションで得られた平衡状態のアニメーションから 1コ

マ (1ps)毎の全水素結合数を求め，300psにわたる平均値を，その水分子数での水素結合数とす
る解析を行った。図 5から，水分子が増えるごとに水素結合数もほぼ同じように増えているので，
水分子が増えた分だけ同じように周りの水分子と水素結合していくことがよく分かる。図 5の総
水素結合数を 1つの水分子あたりの水素結合数にしたものを図 6に示す。エラーバーは 1コマ毎
に求めた 1つの水分子あたりの水素結合数の標準偏差を示している。水分子が増加していくとと
もに 1つの水分子あたりの水素結合数がある値に収束していき，エラーバーも小さくなった。こ
のことから，シミュレーションを行うにあたって分子数は 800程度あれば充分ではないかと考え
られる。実際に 1つの水分子が関わる水素結合数は図 6の縦軸の数値の倍になるので，およそ 3.4

から 3.6程度になることを示しているが，近赤外吸収スペクトルのバンド分解から得られた 25◦C

での水素結合数はおよそ 2.4である [24]。TIP4Pモデルや TIP5Pモデルを使用したシミュレー
ション [25]では 2.4や 2.1と近赤外吸収で得られた値と近い値をとる。今回と同じ TIP3Pモデ
ルを使用したシミュレーション [26]での水素結合数は，水素結合数を分子数で割った値，つまり
図 6の縦軸と同じものが 1.6程度であり，今回の実験と同程度の値を示した。従って本研究では
水分子を 3つの部分電荷でモデル化した場合の典型的な水素結合が得られている。また，図 5の
総水素結合数を単位体積 (1Å3)あたりの水素結合数にしたものを図 7に示す。エラーバーは同様
に標準偏差を示している。これも水分子数が増加していくとともにエラーバーが小さくなってい
る。また，縦軸を水の密度 (g cm−3)にしたものを図 8に示す。図 7と図 8を見比べると，どち
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図 4: 25◦Cにおけるタンパク質の重量濃度に対するタンパク質水溶液中の水分子の拡散係数 D

を示す。プロットはそれぞれ水 (●)，BSA(©)，CEWL(◇)を表す。

らの図でも同じ水分子数でプロットが対応したゆらぎを示していることから，水の密度のゆらぎ
が水素結合数と関係していることが分かる。以上のことから，水分子ダイナミクスのシミュレー
ションでは，分子数が 800個程度あると，その系は小さすぎることもなく，得られる結果の信用
性が高いと考えられる。すでに TDRや NMRで測定結果を取得している水混合系のシミュレー
ションを行い，これらの結果を比較・対応させていくことが出来れば，未知試料の測定前に分子
シミュレーションによる測定結果の予測も可能になっていくだろう。
水素結合密度はMDシミュレーションによって求めることも出来る。TDR測定によって得ら

れる緩和時間は水素結合密度と密接な関係があることが我々の最近の研究から分かってきた [23]。
MDシミュレーションの結果を解析すればさらに拡散係数も求められるので，NMR測定によっ
て得られる拡散係数と比較することも出来る。これらの比較の際に注意すべきことは，それぞれ
の観測の時空間スケールに大きな違いがあることである。たとえば TDR測定による緩和過程の
観測からは，分子の回転拡散の特性時間の平均値である緩和時間 τ とその分布をピコ秒域で知る
ことができる。一方，NMR測定で得られる並進運動の拡散係数 Dはミリ秒域で観測され，空間
的にも比較的広範囲 (ミリ秒で拡散する程度)で水分子の動きを観測している。これらの方法を利
用することによって，回転拡散や並進拡散の運動モードの違いを考慮した解析が可能で，それぞ
れの測定手法の観測時間域に依存したダイナミクスの特徴を明示できるだろう。本報告では触れ
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図 5: 300Kにおける総水分子数に対する総水素結合数のプロット。

ていないが，NMR緩和時間によって回転相関時間を求めることで，TDRの回転拡散と対比し
て，分子運動を解析することが可能になる。NMR緩和時間測定もミリ秒域での観測であるので，
TDR回転拡散 (ピコ秒域)との比較は「ゆらぎ」の解釈に有用であることが期待される。さらに
これらの特性時間の分布が構造ゆらぎを反映していると解釈すれば，これらの時空間ゆらぎをフ
ラクタル次元に帰着させて特徴付けることが可能である。従って，本研究で扱われている TDR，
NMR，MDによるダイナミクスの観測，解析手法による知見の関連を正しく理解し，相補的に議
論していくことが可能である。分子複雑系の広いダイナミックレンジにおよぶ時空間構造を解析
して正しく理解するためには，本研究で試みた相補的解析が必要不可欠であり，将来的には極め
て有効な解析手法として定着していくことが期待される。

4 まとめ

TDR測定からタンパク質水溶液は分散系の特徴を強く反映する水構造を有していると考えら
れる。さらに NMRによる拡散測定の結果からは，分子量の大きいタンパク質の方がより水分子
の並進拡散を制限することを示した。TDRの緩和時間 τ と NMRの拡散係数Dは，観ている時
間域も運動も異なるが，どちらも分子量の大きい方がより水分子の運動が制限される結果を示し
ており，水構造が水素結合ネットワークの広がりを有する特徴を意味していることが分かった。
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図 6: 300Kにおける総水分子数に対する１つの水分子あたりの水素結合数のプロット。

MDシミュレーションでは，各種観測手法による測定結果と比較するために必要な，シミュレー
ションに最適な条件を確認した。以上のことから，TDR，NMR，MDの各実験手法の関連性か
ら，相補的解析による水構造ダイナミクスの分子論的解釈の有効な道筋を示すことが出来た。
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