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研究成果の概要（和文）： 
 Canine Milk Lysozyme（CML）はカルシウム結合リゾチームファミリーに属するタンパク質で

あり、同じカルシウム結合リゾチームファミリーに属するα-lactalbumin（α-LA）と高い相同

性をもつ。最近の実験により、CML の unfolding 経路はヤギα-LA（GLA）の経路とは異なるこ

とが明らかにされた。そこで、我々は CML と GLA の分子動力学計算を行い、これらのタンパク

質の unfolding 経路の違いの起源を解析した。今回の結果から、CML と GLA の局所的な相互作

用の有無が unfold 経路の違いを生み出していることを明らかにした。また、高次非線形分光法

のアイディアに基づくタンパク質などの構造揺らぎを解析手法について検討を進めた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Canine milk lysozyme (CML) is a calcium binding protein belonging to the lysozyme family.  
Although CML and goat α-lactalbumin (GLA) are highly homologous, it was found in recent 

experimental results that the unfolding pathway of CML is different from that of GLA.  

We examined the difference between the unfolding pathways of CML and GLA by performing 

all-atom molecular dynamics simulations.  As a result, we found that the difference of 

the unfolding pathways is due to the presence of absence of local interactions in these 

proteins.  In addition, we developed a novel method for the structure transitions based 

on third-order nonlinear spectroscopy. 
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１．研究開始当初の背景 

 生体分子のfoldingまたはunfolding過程は、

多様なコンフォメーションが関わる複雑かつ

階層的構造変化過程である。それゆえ、様々

な温度においてどのような状態が関わり、そ

れらがどのような揺らぎを示すかという情報

が必要となる。しかし、原子モデルを利用し

た分子シミュレーションにおいて、生体分子

の熱力学（どのような状態が関与しうるか）

に基づく構造変化過程の理論研究はこれまで

殆ど行われていなかった。一方、我々は、高

次非線形分光法や多時間相関関数を利用し、
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液体や過冷却液体の揺らぎや運動さらに運動

間のカップリング、不均一ダイナミックスの

寿命の解析などを行ってきた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、平衡系のシミュレーションによ

り構造変化に関わりうる状態・揺らぎを解明

し、非平衡シミュレーションと高次非線形分

光法の経験を生かした解析手法を開発し、生

体分子の状態遷移ダイナミックスの解明に挑

む。 

 
３．研究の方法 

 Canine milk lysozyme（CML）および goat 

α-lactalbumin（GLA）の unfolding 過程を

解析するために、まず、298 K で安定な構造

を作成した。温変性の unfolding の解析とし

て、系の温度を 498 K に上げ、それぞれのタ

ンパク質について 10 ns の分子シミュレーシ

ョンを 30 回行い、これらのタンパク質の構

造がどのように unfold していくかを解析し

た。また、熱変性という非平衡過程での構造

を詳細に解析するために、298, 323, 343, 353, 

363, 373, 393 K の各温度での平衡系の分子

シミュレーションも行った。 

 生体分子のコンフォメーションダイナミ

クスの解析として、相関関数の逆ラプラス変

換を作成した。さらに、その応用例として、

Adenylate kinaseの粗視化シミュレーション

を行った。 

 

４．研究成果 

 本課題において、canine milk lysozyme

（CML）および goat α-lactalbumin（GLA）

の unfolding 過程の違いを解析した。まず、

298KにおけるCMLとGLAの構造の安定性につ

いて解析を行った。CML では B-helix と

D-helix の間、A-helix と B-helix の間には

安定な疎水性コンタクトが形成されている。

CML において疎水性コンタクトを形成してい

る残基が GLA では親水性残基となっており、

CML に見られるような安定なコンタクトを形

成しない。このように、二つのタンパク質の

コンタクトの種類の違いにより、GLA よりも

CML の方が安定な構造を取っていることが明

らかとなった。 

 次に、熱変性シミュレーションにより CML

と GLA の熱変性経路の違いを解析した。CML

では α ドメインが安定な疎水性コアを形成

しているために、まずβドメインが unfold

する。一方、GLA ではβメインと同様にαメ

インのコンタクトも失われていくことが明

らかになった。また、今回のシミュレーショ

ンでは、カルシウムイオンの解離は見られな

かったが、CML におけるカルシウムイオン結

合部位を含むコンタクトは GLAのものよりも

不安定であり、実験結果との対応関係が見ら

れる。 

 さらに、298K から 398K までの様々な温度

における CMLの分子シミュレーションを行い、

各温度での構造変化や揺らぎを解析した。

323K では、βドメインの 3本のストランドが

unfold している。また、ベータシートと A、

C、Dへリックスとのコンタクトが壊れており、

ベータシートが大きく揺らいでいる。一方、

αドメインのコンタクトは安定である。さら

に温度が上がった 343、353、363 K では、ベ

ータシートは完全に壊れて、天然構造とは大

きく異なった構造をとる。αドメインとβド

メイン間のコンタクトが減少し、その結果、

αドメインとβドメインの間に存在する Ca2+

結合部位と Cヘリックス周辺の揺らぎが増加

 
図 1. CML の unfolding 経路 



 

 

する。373K 以上では、Dへリックスが C末端

まで伸び、天然構造にはない長いへリックス

が形成される。これは、熱変性シミュレーシ

ョンでも見られた。さらに、B へリックスを

核として、A、D、E へリックスがまとまった

構造をとる。その結果、αドメインとβドメ

インのコンタクトは更に減少し、αドメイン

とβドメインの間に存在ずる Ca 結合部位の

揺らぎは更に増加する。 

 熱変性シミュレーションと各温度でのシ

ミュレーションの結果を併せ、CML の

unfolding の経路は図 1 のように示される。

まず、βドメインのβシートが unfold し、

そのためβシートの関わる疎水性のコンタ

クトが壊れる。その結果、βドメインは大き

く揺らぐようになり、αドメインとのコンタ

クトも喪失する。αドメインでは Dヘリック

スが C末側に延長し、新しいヘリックスが生

じる。その後、B ヘリックスを核として新し

い疎水性コンタクトを生成し、非天然状態の

構造で安定化していることが分かった。 

 シグナル伝達、酵素活性など生体分子の機

能発現には、生体分子のコンフォメーション

の変化が関わっている。本課題では、粗視化

シミュレーションを利用し、その相関関数の

寿命解析から系がどのような時定数分布で

揺らいでいるのか、3 時間相関関数に基づく

構造変化の寿命分布の時間変化により状態

相関ダイナミクスの解析手法の確立を目指

した。相関関数から構造変化の寿命を求める

逆ラプラス変換のプログラムを作成し、液体

系および CML の unfolding 系でのテスト計算

を行った。さらに、状態遷移ダイナミクスの

解析として、Adenylate kinase（AKE）にお

ける構造揺らぎについて解析を進めている。

AKE は ATP と AMP から 2 つの ADP を合成する

反応を触媒するリン酸基転移酵素であり、3

つのドメインによって形成されている。最近

の一分子蛍光励起移動（single-molecule 

FRET）の解析から、基質が存在しない状態の

AKE の天然および変性状態間に複数の中間状

態があることが実験的に明らかにされた。そ

こで、我々は、AKE のアミノ酸配列の特異性

と局所的な柔軟性を導入した非格子型郷モ

デルに基づいたマイクロ秒オーダーの粗視

化シミュレーションを実行し、変性状態と天

然状態の間に複数の中間状態が存在するこ

とを確かめた。現在、各状態の寿命を解析す

るとともに、それぞれの状態がそのように相

関しているかについても解析を進めている。 
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