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分子動力学シミュレーションで探る天然変性タンパク質の

準安定複合体構造と結合解離調節機構

梅 澤 公 二

信州大学大学院総合理工学研究科生命医工学専攻生命工学分野

要 約 天然変性 質 従来 折 質 異 ，一定 立体構造 折

。 立体構造 言 換 。pKID 酸化 kinase-in-

ducible domain 典型的 天然変性 質 。pKID単体 生理的条件下 折 。

，pKID 結合相手 質KIX KID-interacting domain 結合時 安定 一 立

体構造 折 。 現象 結合 共役 折 呼 。pKID-KIX複合体形成

実験的 研究 ，pKID-KIX複合体構造 核磁気共鳴分光法 特定 。

， 最安定 複合体構造 他 準安定 複合体構造 示唆 ， 準安定 複合体構

造 詳細 不明 。 ，詳細 計算 用 ，pKID  KIX結合状態

自由 地形 算出 実施 。自由 地形 反応座標 軸 ， 軸上

自由 変化 図示 。 ，計算構造 実験構造 差 反応座標 ，

pKID-KIX結合状態 自由 地形 求 。 結果，準安定 領域 示 ， 具体的 立

体構造 示 。 ，pKID  pKID-KIX間結合 与 影響 粗視化

用 明 。pKID粗視化 分子 導入 ，分子 変化

pKID-KIX間結合解離速度 結合自由 変化 求 。 結果，分子

結合速度 解離速度 上昇 効果 強 ，pKID-KIX間結合自由

上昇 示 。本稿 ， 使用 計算 簡単 紹介 。今後，天然

変性 質 様々 立体構造 形成 “ ”生体分子 立体構造集団 相互作用機

構 解明 上 ，分子動力学 役立 思 。

キーワード： 質- 質間相互作用，結合 共役 折 ，分子認識，

自由 地形

１．は じ め に

一般的 質 天然構造 呼 一

特異的 立体構造 折 。天然構造 多

三次元構造 内部 疎水性 呼

疎水性 酸残基 豊富 空間 。疎水性

折 核 呼 ，二次構造形成

同様 ， 質 天然構造 形成 重

要 特徴 。 ， 質 高温 変性剤

存在下 変性 。変性状態 疎水性 溶媒

露出 ，二次構造 形成率 低下 。変性 程

度 弱 可逆的変性 場合，一度変性

質 温度 室温 戻 変性剤 取 除

再 天然構造 折 。

質 天然構造 室温 自由

的 最安定 立体構造 考 。

一方 ，従来 質 異 ，生理的条

件下 一 立体構造 折 状

態 機能 質 存在 。

質 ，室温 変性剤非存在下 ，

二次構造形成率 少 ，疎水性

疎水性 酸 酸配列中 少 。

温度 上昇 ，変性状態 典型的 二状態

転移 構造形成 天然 状態 形成

変性 状態 二状態間 構造転移 観察

。 特徴 天然変性 質 呼

。天然変性 質 英語表記 ，Natu-

rally unfolded protein 様々 ，近年

Intrinsically disordered protein 統一

。天然変性 質 構造

大 ，結晶化 困難 ， Ｘ

線結晶解析 立体構造決定 適用 。

，Ｘ線結晶解析 原子座標 決定
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質 一部 領域 天然変性領域

Intrinsically disordered region 呼 。

，天然変性 質 呼称 天然変性領域 切

出 断片 対 使 。

酸配列 従来 質

異 ， 研究

酸配列上 天然変性 質/領

域 予測 開発 ，公開

PONDR-FIT 。 ，天然変性

質 公開 Disprot

IDEAL 。 酸配列解析 研究 天然

変性 質/領域 生物学的 特徴 示

。 特徴 ，天然変性 質/領域

真核生物 質 多 存在 ，従来

質 比 伝達系 転写活性

関与 場合 多 ， 質- 質

間相互作用 場合 多

，翻訳後修飾 受 部位 多 ，疾患 関

連 場合 多 挙 。

特徴 ，近年，天然変性 質/領域

研究 注目 集 。

質研究 立体構造 解明

結合相手分子 分子認識機構 示

。 ，天然変性 質 単体 特異

的 立体構造 形成 。 ， 結

合相手 相互作用 ，従来 質

結合機構 分子認識機構 差異

疑問 ，構造生物学 研究者

興味 引 。中 ，天然変性

質 pKID phosphorylated kinase-inducible
 

domain,cAMP-応答配列結合 質 CREB

酸化 kinase-inducible domain 結合相手

質KIX CREB結合 質 KID-

interacting domain 複合体形成時 一 特

異的 立体構造 折 核磁気共鳴

分光法 NMR 明 ，結合

共役 折 現象 知 。

結合 共役 折 現象 他 天然変性

質 報告 。

天然変性 質 単体 一定

立体構造 形成 ，結合相手 複合体構造 形

成 。言 換 ，天然変性 質 単体

非常 立体構造 ，複合体形成

時 柔軟性 抑 。 ，従来

質 差異 生 出 立体構造

柔軟性 ，立体構造 柔軟性 分子認識機構

関連性 解明 ，天然変性 質 上記

生物学的特徴 備 生体内 効率的 働 理由

解明 繫 。

分子 研究 目的 応

分子 計算 適切 用

，実験 整合性 合 詳細 立体構造集団 算

出 。実験 示唆 立体構造

詳細 判別 場合 ，分子

得 立体構造 役 立 。 ，研究目

的 関 因子 例 ， 質

分子 人為的 組

入 ， 変化 応答

因子 効果 対比 明確 例 ，

因子 横軸 応答 縦軸 示 。

分子 ，分子間相互作

用 理解 研究

。分子 最適 計算

応用 ， 計算機 用 “実験”

行 可能 。

本総説 天然変性 質 pKID 中心 分

子 用 ２ 研究例 述 。

次節 pKID-KIX複合体形成 研究

概説 。第３節 ，全原子 用 研

究例 ，pKID-KIX複合体 準安定複合体構

造 探索 自由 地形 述 。第

４節 ， 質 粗視化 簡単 紹介

。第５節 粗視化 用 研究例

，pKID  KIX結合自由

結合解離速度 関連性 述 。最

後 第６節 ，本総説 分子計算 今後

展望 述 。

２．天然変性タンパク質 pKIDのKIX複合体形成

天然変性 質pKID 酸配列

CREB 100-160番残基 位置 天然変性領域

由来 。133番 酸化 ，非

酸体 強 相手 質KIX 結合

解離定数Kd値 120μM ３μM 変化 。

KIX 最 安定 複合体構造 図１.⒜

，pKID 119-146番配列 図１.⒝ α-

２ 一 立体構造 折 。

N末端側 αA，C末端側

αB 呼 。 119-146番配列 pKID-KIX

複合体構造 形成 最小単位 ，天然変性

質 代表 用 。
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単体 安定構造 取 pKID
 

KIX複合体構造 折

２通 結合様式 考 。一

目 ，pKID 遊離状態 構造集団 含 一部

複合体類似構造 KIX 複合体形成 向

場合 。 一 複合体類似構造

，KIX 接触 経 KIX表面上 折

場合 。 ，前者 結合 先

折 ，後者 結合後 折

意味 。実際，NMR 用 研

究 結合後 酸残基 折

結合様式 報告 ，pKID αB領域

位置 酸残基 KIX結合 初期 関与

， 後，KIX表面上 αB 折

示 。 ，pKID-KIX

結合初期 ，KIX側 pKID初期結合領域

最終的 結合領域 異 位置 ，

結合初期 関与 準安定 複合体構造 詳細

明 。 ，我々

KIX表面上 pKID結合状態 立体構造集

団 詳細 分子 再現 試 。

pKID 遊離状態 ，αB領域 αA領域

形成率 低 ， 不規則 立体

構造 形成 。 αB領域 高 不規則

性 ，KIX 結合 可能

考 。 理由 ，

機構 関与 考 。

機構 ，不規則 立体構造

早 結合 可能 提唱 理論

。不規則 立体構造

糸 ，距離 離 結合相手

捕 考 。

，素早 結合 言 ，天然変性

質 強 結合 高 結合親和性 示

。 ，pKID-KIX 結合親和性 解

離定数 μM 程度 ，決 強 結合

。

天然変性 質 ，pKID 酸化

，翻訳後修飾 場合 多 。pKID

酸化 KIX 親和性 上昇 。

親和性上昇 機構 ， 酸基 分子

間 分子内 相互作用 関与 。分子間

相手分子 酸基 介 塩橋 働 ，親和性

上昇 寄与 。分子内 酸化 遊離

状態 pKID 立体構造集団 KIX複

合体時 構造 近 割合 増 。

，簡単 述 ， 酸化 分子内

不規則性 抑 ，

KIX 強 親和性 示

。 ， 酸化 分子内

変化 相手 結合親和性 円

滑 調節 考 。 ，

我々 分子内 結合親和性調

節機構 着目 ，粗視化 用 計算機実験

行 。第５節 研究例 紹介 。

３．全原子モデルによる pKID-KIX結合状態の自

由エネルギー地形

本節 ，pKID  KIX 結合構造集団 求

研究例 紹介 。 初 計算

述 。計算 全原子 用 。

全原子 原子１ １ 粒子 取

扱 。 粒子 原子

半径 部分電荷 物理化学

的 割 振 。原子 ，

同 原子 種類 原子 含 官能

基 結合様式 異 。例 ，

炭素 基 炭素 異 原

子 割 振 。原子 物
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図１．天然変性 質pKID  KIX複合体実験構

造 酸配列

⒜核磁気共鳴分光法 NMR 決定 ，天

然変性 質pKID  KIX結合時 折

複合体 立体構造 PDB ID :1kdx 示 。pKID

― ― 構造 形成 。

pKID  N末端側 αA，C末端側

αB 記 。⒝pKID 酸配列 示 。133

番 酸化 ，αA領域 αB領域

示 。



理化学的 記述 力場 呼 。

力場 質 核酸 向 設計

AMBER力場 化合物全般 向 設

計 一般力場 GAFF 。力場

選択 計算結果 左右 ，慎重 選 必要

。本研究 ，AMBER ff94 ff96 混

合 ，二次構造形成率 実験 近 結果 与

力場 用 。全原子 粒子間 非共有結

合相互作用 古典物理学 従 ，

相互作用 12-６乗型 式

静電相互作用 式 使用 。

質 溶液中 状態

場合，溶媒 取 扱 大 分 ２

通 方法 用 。一 溶媒分子

全原子 計算系 取 入 方法

。溶媒分子 取 入 ，水分子 介

結合 再現 ， 質 詳細 水和状態

解析 利点 。 ，欠点 計算

。本研究 pKID-KIX結

合状態 詳細 解析 ， 方法 採用 。

水分子力場 広 用 TIP3P 選択

， 溶媒分子 計算系 加 全原子

図２ 用 。 一方 ， 溶媒分

子 入 ，一様誘電体 統計物理 液体

溶媒効果 取 入 方法 。一

般的 ， 溶媒効果 取 入 方法

溶媒分子 取 入 方法 計算

少 ，巨大 質 長時間

分子 振 舞 再現 計算 用 。

古典的 分子動力学 ，運動

方程式 則 計算系 時間発展 。全原子

用 場合，計算系内 原子

勾配 力 求 必要 。

計算 大 ，計算系

大 原子 数 依存 ，通常 分子動力

学 限 時間 数μ秒程

度 再現 。 限 時間内 ，

平衡状態 表 立体構造集団 得 難 。

特 pKID-KIX複合体 計算系 ，天然変性

質pKID 内部自由度 KIX 結

合 自由度 大 ， 立体構造集団 得

難 。 ，我々 拡張 法

一 分子動力学法 用

。拡張 法 限 時間内 効率

的 構造 実施 平衡状態

立体構造集団 算出 方法 。

算出 立体構造 解析 自由

求 ，一般的 任意 軸上

自由 変化 示 自由

地形 呼 。本研究 二軸 平面上

自由 地形 解析 。具体的 ，x軸

計算構造 αA領域 重心 pKID-KIX

複合体NMR構造 αA領域 重心 距

離 ，y軸 αB領域 重心間距離 用 自由

地形 作成 図３ 。x軸 y軸 値

近 pKID-KIX複合体NMR構造

近 示 。計算結果 ，x，y値 付

近 自由 比 的低 領域 見 ，計算

実験構造 立体構造 安定

示 図３．⒜実線 。 ，実験 示

唆 立体構造 ，自由 地形 準

安定 領域 位置 示 図３．⒝破

線 。 結果 αB領域

形成 ，KIX 疎水性表面上 結合

示 。実験構造 αB領域

KIX 疎水性表面上 形成

， 準安定 立体構造 確 考

。 ， 準安定 立体構造 生化学

的 意義 明 ，今後

研究 望 。

４．タンパク質の粗視化モデル

本節 ，全原子 計算

粗視化 ， 説
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図２．pKID-KIX全原子

pKID-KIX結合状態 自由 地形計算 使用

初期構造 示 。 計算 初期構造 pKID
 

KIX 離 状態 pKID 変性 状態 用 。

質 溶媒分子 全原子 構築

。 ，pKID  KIX 質立体構造

表示 図示 。溶媒 境界条件 球

境界 用 ，水滴 中 質 含 状況

模 。



明 全原子 差 述 。粗視化

，一般的 ，全原子 原子

一 粒子 代表 計

算 総称 。例 ， 質折

現象 用

粗視化 ，郷 。郷

酸残基 構成 原子 一 粒子

，粒子 数 残基数 対応 図４ 。

計算 ，巨大 系 長時

間 現象 再現 ， 変更

加 応答 系 挙動 調 。

粗視化 実験構造 鋳型 作成

全原子 物理化学的

模 作成 大別 。前者 代

表 郷 ，粒子間 働

実験構造 最安定 設計

。 ， 質 折

・ 理論 図５ 基

。郷 用 ， 質

折 過程 多 研究 ，成

果 。 郷 ，

質折 現象 他 質- 質

間相互作用 応用 。

一方 ，物理化学的 基 粗視化

主 質 天然構造 一次構造 予

測 開発 。全原子

再現 設計

関数 立体構造 統計 導

関数 用 。近年 ，

39梅澤：天然変性 質 複合体分子

図３．pKID-KIX結合状態 自由 地形

x軸 y軸 pKID-KIX計算構造 複合体NMR構造 αA領域 αB領域

重心間距離 用 。 ，x軸 y軸 値 近 複合体NMR構造 近 計算

構造 意味 。図中 濃淡 平均力 意味 ，自由 相当 。

x  y 比 的 近 領域 図中 実線丸 自由 低 ， 立体構造⒜ 複合体

NMR構造 類似 。 ，準安定 領域 図中 破線丸 ，pKID αB領域

KIX疎水性表面 結合 立体構造⒝ 得 。 pKID結合部位 NMR研究 示唆

結合部位 相当 。 図中，pKID 虹色 表示 N末 青色，C末 赤色

示 。

図４．pKID-KIX粗視化

pKID-KIX複合体 ，粗視化 １

郷 図示 。 酸１残基 １ 粒子

代表 。計算系 酸残基 数 等

数 粒子 構成 。 ，溶媒分子 計

算系 入 ，溶媒効果 郷

関数 含 見 。



質分子内 郷 用 ，分子間

物理化学的 用 粗視化 開発

応用 。

５．pKID-KIX結合解離におけるやわらかさによ

る調整機構：粗視化モデルの応用例

天然変性 質pKID  KIX 結合，

解離 分子内

働 。分子内 結合時 捕

獲半径 増加 早 結合 上述

機構 。一方 ，結合時 折

pKID ，結合時 分子内

自由度 抑 鎖

不利 働 。 ，結合状態 的

損 ，分子 解離 寄与

考 。実際 ，pKID
 

KIX 結合 解離 大 作用

疑問 解決 ，我々

pKID-KIX複合体 郷 構築 ，

分子 表 次 導

入 。

郷 立体構造 保持

関数 ２ 。一 ，４ 粒子 連続

形成 構造 ，二次構造 保持 寄与

図６．⒜ 。 一方 ，配

列上４ 以上離 粒子間 働

。

，天然構造 残基間 接触

場合 組 込 。具体的

，天然構造 ，ｉ番目 ｊ番目 ｊ ｊ

-ｉ＞４ ｊ＞ｉ 条件 満 残基間距離

一定距離 ５Ａ
○

以内 ij 特定 ，

間距離 平衡距離 12-10乗型

式 用 図６．⒝ 。 ，

天然構造 残基

間 形成 際 構造安定化 働 引力相互作

用 。 二 弱

導入 分子 変化 ，

pKID-KIX結合計算 実施 。結果 ，

増加 場合 pKID
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図５． 理論 模式図

質 折 現象 理論

図示 。 質 高

状態 変性 。変性状態

立体構造 折 ，最

低 天然構造 到達 示 。 ，

周辺 位置 谷底 比 的安定 ，

準安定構造 相当 。

図６．郷 立体構造安定化 構造

寄与 ２

⒜連続 ４ 酸残基 形成 立体構造 天

然構造 保持 Eθ 。

天然構造 二次構造 保持 働 。

θ ４ 酸残基 二面角 。下添字０

天然構造 値 意味 。 関数

最小値 θ θ ，天然構造 二面角

最 低 。 弱

１未満 係数 二面角 動

，pKID分子 二次構造 導

入 。

⒝ E 示 。r

i  j残基間距離 。

天然構造 残基間

距離 ５Ａ
○
以内 残基 意味 。下添字０ 天然

構造 値 意味 。 r r

等 最 小 値 示 ，天然構造

距離 保持 働 。４残基

以上離 残基間 働 ，引力 酸残基側鎖

間相互作用 模倣 。 弱

１未満 係数 ，pKID分子内

酸側鎖間相互作用 弱 ，

導入 。



KIX 結合速度 加速 。

， 機構 働

示 。 ，逆 pKID-KIX複合体

計算 始 ，解離 要 時間 算出

。 ， 増 ，解離速度

著 加速 。特 二次構造 保持

弱 二次構造 場合 顕

著 解離速度 上昇 。 ，pKID-KIX間

結合自由 地形 求 図７ 。 結

合自由 地形 ，pKID-KIX重心間距

離 軸 求 自由 変化 示 。

結合自由 変化 ，二次構造

大 不安定化 見

。 結果 ，分子内 結

合速度 加速 解離速度 大 働 ，分

子間結合自由 上昇 示 。

本研究 分子内 切 分 ，

特 二次構造 調節 結合自

由 制御 示 。

粗視化 目的 因子

組 込 ， 影響 示 。

，分子 因子 ，分子間

相互作用 結合解離速度 結合自由

影響 示 。

６．まとめと今後の展望

本総説 ，分子 用 天然

変性 質 分子認識機構 解明 研

究 紹介 。天然変性 質pKID  KIX

分子間相互作用 取 上 ，分子

計算 天然変性 質 複合

体形成 研究 解説 。詳細 全

原子 用 実験

準安定 立体構造 示 ， ，

粗視化 用 pKID分子

結合速度 解離速度 大 寄与 ，

pKID-KIX結合自由 上昇

示 。pKID以外 天然変性 質

多 存在 ，研究対象 大変興味深

質 。 立体構造 ，詳細

立体構造 実験 捉 難 。今

後，実験 分子 組 合

，天然変性 質 構造 機能 解明 進

思 。

計算機 発展 伴 ，

分子 比 的使 研究

。現在，分子動力学計算 専用計算

機 秒 分子動力学

可能 ，比 的早 折

質 折 過程 全原子 再現

。 ，一般的 製

品 ，

CPU 別 演算装置 利用 計算

上 ，十数年前 比 格

段 適用範囲 広 。 ，

現状 ，生体分子 扱 特別 計算機環

境 計算技術 必要 。超巨大 生体分子 生

命現象 時間 分以上 全原子

分子 行 非現実

的 。今後 計算 計算

発展 望 。
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図７．pKID分子 pKID-KIX

結合自由 地形 変化

x軸 pKID  KIX 重心間距離 用 。y軸

平均力 図示 。図中 縦 破線

pKID-KIX複合体NMR構造 距離 示 。

，横 実線 室温 熱 示

。pKID分子 Eθ 弱 二次構造

場合⒜ pKID分子 E

弱 分子内 酸残基間相互作用：

場合⒝ pKID-KIX結合

自由 変化 図示 。各線 色 ，

青色 赤色 順番 分子内 増加

計算結果 意味 。



計算機資源 共有 。 ，本研究

一部 日本学術振興会特別研究員制度 一環

実施 。厚 御礼申 上 。
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Summary
 

Intrinsically disordered protein (IDP)is different from conventional protein at the point of view of
 

conformational flexibility.IDP is so flexible not to fold into a unique stable structure.In this review,we
 

focused on the IDP, phosphorylated kinase-inducible domain (pKID). pKID is a typical IDP and it is
 

disordered at isolated state.However,when pKID binds to the partner protein,KID-interacting domain

(KIX), pKID can fold into a stable unique complex structure, which is called as coupled folding and
 

binding.pKID interaction with KIX has been investigated experimentally.The stable structure of pKID

-KIX complex was determined by NMR.However, semi-stable conformations of pKID binding were
 

unclear in detail.Then,free-energy landscape of pKID upon binding to KIX were calculated by molecular
 

simulation with a fine-grained model (all-atom model)with explicit solvents. Free-energy landscape
 

represents profile of free energy along an axis of reaction coordinate.In this case,distance between the
 

calculated conformation and the stable pKID-KIX complex structure was chosen as the reaction coordi-

nate.Then, the detailed conformation at the semi-stable state could be obtained from the simulation.

Furthermore, effects of pKID flexibility on binding free energy were explored with a coarse-grained
 

model.Two types of conformational flexibility were implemented into the coarse-grained model for pKID.

As the flexibility increased, pKID-KIX dissociation was accelerated rather than association. The
 

flexibility resulted in the larger binding free energy.Throughout this review,the molecular models we
 

used were briefly described.The molecular simulation has been a useful tool to investigate the flexible
 

conformations of IDP and its interaction mechanism.

Key word:Protein-protein interaction,Coupled folding and binding,Molecular recognition,

Free-energy landscape

 

43梅澤：天然変性 質 複合体分子


