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研究成果の概要（和文）：マルチドメインタンパク質のフレキシビリティを高度な分子シミュレーションによっ
て予測するために、PaCS-MD法を用いて効率的に立体構造のバリエーションを生成し、遷移のパスウェイや自由
エネルギー地形を計算する方法を確立した。この方法を細菌べん毛輸送装置タンパク質FlhAcに応用した研究で
は、温度感受性変異体であるG368Cでは、300Kでは自由エネルギーにはそれほど大きな変化はないものの、315K
ではドメイン２と４が近づいたクローズ構造が安定であることを見出した。オープン構造の存在は輸送装置とし
ての機能に関係しており、変異体ではクローズ構造の安定化によって機能が抑制されていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：To investigate flexibility of multi-domain proteins by advance molecular 
simulation, we developed a method to efficiently simulate structure variations of multi-domain 
proteins, generate conformational transition pathways, and calculate free energy landscape. In the 
application of this method to FlhAc, a bacterial flagellar export apparatus protein, we found that a
 temperature sensitive mutant G368C does not show significant difference at 300 K but is stabilized 
to a closed form in which domain 2 and 4 are in contact. Since the open form of FlhAc involves with 
its function as the export apparatus, stabilization of the closed form in this mutant is expected to
 suppress its function.

研究分野：生物物理学、計算生物学、理論化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではマルチドメインタンパク質の構造フレキシビリティ、ドメイン間の相互作用と機能の協働性を解明す
るための計算法を開発した。この計算法はマルチドメインタンパク質の機能を解明するのに活用できることはも
ちろんのこと、創薬研究などにも活用できることから、高い学術的意義・社会的意義がある。またこの計算法を
実際にタンパク質FlhAcの研究などに活用し、研究成果を得ることができた。更にこのタンパク質に関しては、
多量体を形成したときに、単量体と異なり全般的にタンパク質の運動はサブユニット間相互作用によって制限さ
れること、サブユニット間の相互作用により温度の効果が弱くなるという新しい知見も得ることができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質はドメインと呼ばれるコンパクトな構造単位を持つ。大きなタンパク質の多くは
複数のドメインを持つマルチドメインタンパク質である。ドメインの間は「リンカー」や「ヒ
ンジ」などと呼ばれる、変化しやすい構造でつながれていることが多い。つまり、ドメイン間
の相対的な位置関係も比較的変化しやすくフレキシブルである。このような構造変化はドメイ
ン運動と呼ばれており、分子の機能そのものや機能のオン・オフ制御に関与している。結晶状
態で見られる立体構造のバリエーションに関しては、1990年代から Database of Macromolecular 
Movements（Gerstein & Krebs 1998）や DynDom (Hayward, Kitao, Berendsen 1997; Hayward & 
Berendsen,1998) などよって系統的・網羅的に研究されてきた。その後の DynDom による研究
では、Protein Data Bank（PDB）に複数の結晶構造が登録されているタンパク質の約 4分の 1は
ドメイン運動を持つことが示された（Qi, et al. 2005）。また、同じデータセットに関して、主鎖
二面角遷移に注目して我々が行った解析（DTA: Dihedral Transition Analysis）では、タンパク質
の典型的な構造変化（ヒンジ運動）として、単量体で形成される分子内のドメイン間相互作用
を分子間に置き換えることで多量体を形成するドメインスワッピングが多数例見いだされた
（Nishima, et al. 2009）。このように結晶状態として安定である複数構造についての研究は進ん
でいるものの、これらの構造間の遷移がどのように起こるのかは十分明らかになっていなかっ
た。 
その中でも、比較的研究が進んでいるのは、２つのドメイン間にリガンドを結合するタンパ
ク質のドメイン間の運動である。このようなケースでは、例えば、それぞれのドメインに蛍光
色素を結合させ FRETを測定することで、ドメイン間の距離変化のダイナミクスが研究されて
いる。また、分子シミュレーションによって、ドメイン運動とリガンド結合の関係が研究され
てきている。我々の研究では、アルコール脱水素酵素（Hayward & Kitao 2006）やグルタミン結
合タンパク質（Loeffler & Kitao 2009）の場合に、リガンド結合がトリガーとなってドメイン運
動を引き起こすメカニズムを明らかにしている。これらのケースでは、リガンドは結合状態で
2つのドメイン両方と相互作用しており、ドメイン運動の協働性の原因が比較的理解しやすい。
しかし、ドメインそれぞれが独立した結合部位をもつマルチドメインタンパク質における各ド
メインの機能の協働性についてはまだ十分解明が進んでいない。また、マルチドメインタンパ
ク質が多量体を形成する際のメカニズムもほとんど明らかになっていない。これらはマルチド
メインタンパク質の機能を解明するために重要な課題となっていた。 
近年の分子シミュレーション法の発展と計算機パワーの増大によって、マルチドメインタン
パク質のフレキシビリティとその機能的役割を研究する準備は整ってきている。現在では、通
常の分子シミュレーションパッケージを用いるだけで、マイクロ秒オーダーの分子動力学シミ
ュレーションが実行可能である。この時間スケールではマルチドメインタンパク質のかなり大
きな揺らぎを観察できる。また分子シミュレーション法も大きく発展している。1990年代から
拡張アンサンブル法という呼び方でひとくくりにされることもある様々な効率的シミュレーシ
ョン法が開発されてきた。一方、今回の研究では、特定の運動、すなわちマルチドメインのフ
レキシビリティ、を選択的に誘起するシミュレーション法がより有効である。揺動散逸定理を
応用して大きな構造変化を選択的に誘起する TRS法(Kitao, 2011)やカスケード型並列計算で選
択的に構造空間をサンプルするPaCS-MD法(Harada & Kitao, 2013)を用いればマルチドメインタ
ンパク質の構造変化を効率的にシミュレーションすることが可能になる。また、タンパク質ド
ッキングのモデル構造を評価するために開発した CyClus法（Omori & Kitao 2013）や Ermod法
の応用手法（Takemura et al. 2013）は、多量体の構造予測およびシミュレーションで生成した単
量体および多量体のエネルギー的な評価に用いることができると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は下記の点を明らかにすることを目指した研究を行った。 
（１）マルチドメインタンパク質のフレキシビリティを高度な分子シミュレーションによって
予測する。 
マルチドメインタンパク質の構造バリエーションを効率的な立体構造サンプリングシミュレ
ーションを用いて生成し、立体構造変化のパスウェイを探索しパスウェイに沿ったエネルギー
変化を計算する方法、および、シミュレーションで生成した様々な単量体構造・多量体構造を
エネルギー的に評価するスキームなどを確立し、下記の（２）（３）の目的を達成するために活
用する。 
（２）異なる機能を持つ複数のドメインから構成されるタンパク質におけるドメイン間の機能
の協働性を明らかにする。 
一方のドメインが機能を発揮するときに他のドメインに与える影響を、シミュレーションに
よって調べ、機能の協働性を解析する。 
（３）単量体ではフレキシブルなマルチドメインタンパク質が、集合して多量体を形成するメ
カニズムを解明する。 
シミュレーションで生成した単量体の構造バリエーションと多量体を形成する際の構造変化
の関係を明らかにすることで、マルチドメインタンパク質が多量体を形成するメカニズムを明
らかにする。 
 



３．研究の方法 
目的（１）マルチドメインタンパク質のフレキシビリティを高度な分子シミュレーションに
よって予測するために、これを実行する計算スキームを確立した。具体的には PaCS-MD 法
(Harada & Kitao, 2013)を用いて、効率的にマルチドメインタンパク質の立体構造のバリエーシ
ョンを生成し、得られた多数のトラジェクトリをマルコフ状態モデル（MSM）で解析すること
で、遷移行列を推定し、遷移のパスウェイや自由エネルギー地形を計算する方法を確立した。 
目的（２）異なる機能を持つ複数のドメインから構成されるタンパク質におけるドメイン間
の機能の協働性を明らかにするための研究では、具体的なターゲットとしてデングウィルスの
タンパク質 NS3を用いた。NS3はプロテアーゼとヘリケースドメインを持っており、1本のリ
ンカーによって繋がれているためフレキシビリティが高いと予想された。具体的には、
PaCS-MD法を用いて構造転移のパスウェイを生成し、解析をおこなった。 
目的（３）単量体ではフレキシブルなマルチドメインタンパク質が、集合して多量体を形成
するメカニズムを解明する。そのために、目的（１）で明らかにしたタンパク質単量体の構造
ダイナミクスと多量体の構造ダイナミクスの比較を行った。 
 
４．研究成果 
目的（１）：マルチドメインタンパク質のフレキシビリティを高度な分子シミュレーションに
よって予測するために、これを実行する計算スキームを確立した。具体的には PaCS-MD 法
(Harada & Kitao, 2013)を用いて、効率的にマルチドメインタンパク質の立体構造のバリエーシ
ョンを生成し、得られた多数のトラジェクトリをマルコフ状態モデル（MSM）で解析すること
で、遷移行列を推定し、遷移のパスウェイや自由エネルギー地形を計算する方法を確立した
(Kitao el al., AIP Conf. Proc., 2016; Tran et al., J. Chem. Theory Comput. 2017;Tran & Kitao, J. Phys. 
Chem. B, 2018)。 
第１の研究対象としている FlhA は細菌べん毛の輸送装置を形成するタンパク質であり、細
胞質ドメイン FlhAcの構造が得られている。また類縁蛋白質の多量体構造に基づいて阪大・南
野准教授や難波教授らによって構築されたモデルがあるので、多量体形成によるフレキシビリ
ティの変化と、変異の影響を明らかにするため、細胞質ドメインの単量体と多量体のマイクロ
秒オーダーのMDシミュレーションを行った。また第２の研究対象である、べん毛モーターの
中で回転子の中のリング状構造を構築する FliGに関しても、複数のマイクロ秒オーダーのMD
を実行し、大きな構造のバリエーションを得ることができた。 

FlhAc単量体に関しては、PaCS-MD（Parallel Cascade Selection Molecular Dynamics）で広い構
造空間を探索し、更にMSM（Markov State Model）を用いて、自由エネルギー地形の解析を行
った。これにより、ドメイン２と４の重心間距離の関数として、自由エネルギーの変化を野生
型と温度感受性変異体である G368C に関して計算し、300K と 315K での自由エネルギー地形
の違いを調べた。その結果、G368C では、300K で自由エネルギーにはそれほど大きな変化は
ないものの、315Kになるとドメイン２と４が近づいたクローズ構造が安定となることを見出し
た。これはマイクロ秒オーダーの分子動力学計算で得られた結果を自由エネルギーから定量的
にサポートする結果となった。この研究成果は Structure 誌に発表することができた(Inoue, 
Structure, 2019)。 
目的（２）：異なる機能を持つ複数のドメインから構成されるタンパク質におけるドメイン間
の機能の協働性を明らかにするための研究では、デングウィルスのタンパク質 NS3 を対象に
PaCS-MD法を用いて構造転移のパスウェイを生成して解析をおこなった。さらに、新しいタイ
プの PaCS-MD(eePaCS-MD)によってドメイン間の運動の解析を行った。 
目的（３）：単量体ではフレキシブルなマルチドメインタンパク質が、集合して多量体を形成
するメカニズムを解明することした。そのために、目的（１）で明らかにしたタンパク質単量
体の構造ダイナミクスと多量体の構造ダイナミクスの比較を行った。FlhcA の多量体に関して
行った計算では、類縁蛋白質の多量体構造に基づいて阪大・南野准教授や難波教授らによって
構築された9量体モデルを初期構造として、長時間のMDシミュレーションを300Kおよび315K
で実施してその構造変化を調べ、多量体形成によるフレキシビリティの変化と、変異の影響の
解明を進めた。その結果、単量体と異なり 9量体では（１）全般的にタンパク質の運動はサブ
ユニット間相互作用によって制限されること、（２）サブユニット間の相互作用により温度の効
果が弱くなることが確認できた。 
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