
Chapter　6

FIagellin　refolding　before　assembly

6．1 How　does且agellin　refbld　in　the‘‘chamber，，？

In　the　T3SS　needle　complex　of　a　pathogenic　bacterium，　effector　proteins　unfblded　fbr

translocation　through　the　hollow　needle　to七he　host　cell　are　refolded　in　the　cytoplasm

of　the　host　cell｛Ga1乱n　and　Wolf・－Watz，2006】．　Any　misfoIded　proteins　could　be　repaired

or　degraded　by　the　host　cell’s　machinery．工n　contrast，　unfolded　flagellin　might　ha万e　to

complete　refolding　within＆small　space　below　the　fila皿e且t　cap（HAP2）measuring　70

Adeep　by　about　40　A　across　that　is　surrounded　by　domain　Dl　of　the　uppermost　turn

of　assembled　flagellin　IYbnekura　et　aL，2000】．　Any　misfolded　flage1］in　might　stall　the　selfL

as呂embly　process∵rhe　HAP2　chaperone‘‘leg　domains，，　recognize　f｛〕lded　D　l　［Maki－Ybnekura

et　al．，2003】，　whose　proper　fblding　depends　on　that　of　the　HVR　domains［Honda　et　aLヨ

19991．But　the“refblding　chamber”三s　probably　too　8mall　to　contain　a皿y　chaperones　that

皿ight　help　refold　a皿y　misfolded　flagel』皿olecUles．　Could　flagellin　refbld　via　a　mechanism

that　reduces　the　chance　of　misfolding？

　　　il　this　chapter，1　present　results　from　thermaユunfolding　simul　ations　of　flagellin　monomers．

Iaim　to　understand　the　refolding皿echa皿ism　of　fiagellin　inside　the“chaエnber”．　A　similar

order　of　unfolding　as　in　thermal　denaturation　exp　eriment　wa　s　fbund．1　also　found　contacts

Within　three－stra皿dedβ一sheets　rema血ing　fbr　long　periods　of　simlllation　time呂ill　the　ther－

maユly　denatured　HVR　domains，　suggestive　of　folding　nucleation　sites　that　would　assist　in

七he　refblding　of且ageIlin．　The　simulatioll　results　are　u．sed　to　interpret　some　of　t’he　findings

in　the　thermal　denaturation　experiment　IHonda　et　al．，1999］・and　in　a㎜tagenesis　stu．dy

on且agemn　mecha皿ical　s七abili七y｛Malapaka　et　al．，2007】．

　　　Note：Contents　in　this　chapter　has　been　published　in　the　May　2008　issue　of　the　Bicト
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Figure　6．1：The　tertiary　structure　of　6ageIlin　monomer　in　solution　obtained　from

MD　simulation（starting　from　polymeric　flagellin　structure　in　IUCU．PDB）showing　DSSP－

assignedα一helices　andβ一strands．　Each（sub）donlain　is　colored　differently　and　labeled，　with

linkers　colored　gray．　N－terminus（blue）and　C－terminus（red）helices　are　disordered　in　the

monomer．　I　have　neglected　the　very　smallβ一turn　from　residues　130　to　135　in　my　labeling

scheme．　Segment　D∫10f　D　l　is　in　black，　with　the　remaining　portion　in　magenta．　Figure

rendered　with　PyMOL　IDeLano，2002］．

physical　Journal　IChng　and　Kitao，2008］．　Permission　has　been　granted　by　the　Biophysical

Society　fbr　use　of　text，　figures　and　tables　from　my　paper．

6．2 Methods

Ihave　carried　out　MD　simulation　in　aqueous　solvent　at　300　K（control）and　five　runs　each

at　400，500　and　600　K　to　partially　and　fully　denature　the　nagellin　monomer．　Simulation

details　are　laid　out　below．　F｛）r　convenience　of　discussion，　a　more　detailed　model　of　the

flagellin　monomer　is　presented　in　Fig．6．1．　References　to　the　following　subdomains　will　be

made　ill　the　text：N－terminal　of　DO（NDO）a皿d　CDO　are　made　up　ofα1　andα7，　respectively；

NDI　includesα2，α3、β1　a皿dβ2　wherease　CDI　consists　ofα60nly．
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62．1　HT－MD　simulation　setup

The　equilibrated　monomeric　flagellin（plus　a　5　A　shell　of　surface　water　molecuユes）wa呂

re－immersed　into　a　wider　rectangular　b　ox　with　at　lea£t　10　A　b　etween　the　protein÷surface－

water　“molecul　e，，・a皿d　simulati皿box　edges．　The’new．simulation　box　b　ecomes　216　A　x　105

Ax84　A　and・・ntain・159，162　at・瓜Th・at・m・w・・e　th・n・easSign，d　v，1。，iti，，　at　300

K紐dthe　sys七e皿tempera七ure　increased七〇600　K　in　stages，　fGllowing　the　equilibration

protocol　as　me皿tioned　above・By　set七ing　different　initial　velocities，丑ve　illdepelldent　sets

of　simula尤iolls　were　set　up　a七400　K，500　K　a』d　600　K　and　monitored　for　equilibrium　in

temperature　and　pressure．　After　this　has　been　achieved，　temp　erature　a皿d　pressure　controls

are　turned　off　so　a£not　to　a　ffect　energy　conservation．　The　unfblding　pro　cess　at　400’K，500

K　and　600　K　were　then皿o皿itored｛for　8・ns，6－1ms　a皿d　2－11s　respectively　with　a　1－fs　time－step．

It　has　been　de皿onstrated　that　a　smal1　set　of　five七〇　ten　simul　a尤ions　aire　sufficien七to　capture

the　average　propertie呂a皿d　pathway　during　Unfblding　lDa｛y　a皿d　Daggett，200司．　The　8－ns

simulation　at　300　K　with　a　2－fs　time－step（With　bonds　involving　H　atom　constra　ined）served

as　the　control．1　carried　out七heBe　simulations　wi七h　the　PMEMD　mo　dule　of　AMBER　8　on

Ita皿ium・－2　computer　clusters，　ta㎞g　33　hrs／ns　on　16　CP　Us．　Trajectory丘ames　were　saved

every　O．5－ps　but　resampIed　to　2－ps　intervaユfbr　a皿alysis．

6．3　Results

6．3．1　0rder　of　domain　unfoldi皿g

For　teエnpera加res　above　300　K，　unfoldi　lg　of　flagellin　monomer　was　observed．　ASAView【Ah一

皿ad　et　al．，20041　plots，　whi¢h　arra皿ge　residues　on　a　spiraユaccording　to　their　rdative　Solvent

Accessibility　Surface　Area（SASA），　is　an　easy　way　to　visuali密e．the　e旺6ct．of七hermaユdenat－

uration　on　a　protein／domain（see　Fig．6．2）．　Fbr　insta血ce，　a　narrow　thread　of　bLydrophobic

residues丘om　the　cellter　of　HVR　domain　D3　remaぬs　Visible　at　4eO　K　but　disappeared　at

500K，　indicating　loss　of　its　hydrophobic　core．

　　　Time－averaged　persisten七coエLtac七maps仕om　the且rst　set　of　simulations　indicated　that

pairs　ofβ一s七ra皿ds　in　domains　D2　a皿d　D3　remained　f｛）r　varying　simu．lation　lengths　depending

on　the　temperature（Fig．6．3　A）．　Corresponding　secondary　stTucture　changes　in　Fig．6．3

Balso　revealed　persistentβ一stra皿ds　in　D2　and　D3　whileα一helices　in　DO　amd　Dl　became

dena七ured．

　　　The　fraction　of　persistent　native　contacts（defined　in　Chapter　4）that・has　been　retained
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　　300K＠1ps　　　　　300　K＠80s

　　400K＠8ns　　　　　500　K＠6ns
　　　　　　　　　（a）D3

　　300K＠1ps　　　　　300　K＠8ns

　　400K＠05　ps　　　　400　K＠8ns

　　　　　　　　　（b）D2b

Figure　6．2：Solvent　exposure　during　folding．　Denaturation　of　globular　flagellin　dornain

D3（a）a皿d　subdomain　D2b（b）as　visualized　by　ASAView　spiral　plots．　Color　code：gray

（hydrophobic），　red〔negative　charged），　blue（positive　charged）and　green（neutral　polar），
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Figure　6．3：Structural　changes　during　denaturation．（A）Cha皿ges　to　persistent　con－

tact　maps　from　the丘rst　set　of　simulatioロs．　Here，　only　persistent　contacts　within　each

time　window　of　2－ns（400　K），0．5－ns（500　K）or　O．2－ns（600　K）are　plotted．（B）Changes

to　DSSP　assigned　secondary　structures　from　the　same　simulation　set（black＝β一strand；

gray＝α一helix），　with　plot　fbr　300　K　shown　as　inset　to　Fig．4．2．　Note　that　simulation

lengths　differ：8－ns（400　K），6－ns（500　K）and　2－ns（600　K）．

under　thermal　denaturing　conditions　is　a　crude　indicator　of　the　unf（）1ding　order．　Fig．6．4

shows　data　from　the丘rst　set　of　simulations　under　each　temperature，　which　indicated　that

DO　helices　denatured　very　easily．　D∫1　a皿d　D2b　were　the丘rst　structured　domains　to　be

denatured．　In　contrast，　fbr　D2（皿ade　up　of　D2a　and　D2b）and　D3　the　fraction　remained

above　O．1　under　500　K（the　value　reached　by　CDO　under　400　K，　taken　to　indicate　complete

unfblding）．　Despit．e　a　similar　decay　trend　between　D2　and　D3，　D2a　contacts　were　found　to

be　generally　better　maintained　than　those　of　D3．

　　　Although　D∫1　remained　stable　under　the　control　simulation　at　physiological　tempera－

ture　of　300　K，　it　became　unfc）1ded　under‘㌔nild”dena紅1ration　temperature　of　400　K〔Fig．

6．4B）．　Looking　at　the　fractional　contacts　between　D∫1　and　D2a／b　among　the　other　four

sets　of　400　K　simulation　trajectories（Fig．6．4　E），　I　noticed　that　D2a　fractional　contacts

remained　above　or　about　O．7　while　that　fOr　D∫1dropped　to　around　O．4　atld　all　plots　seem

to　f（）Ilow　the　profiles　fbr　D2b　that　is　also　marginally　stable．　Amollg　these　trajectories，　hy．

drophobic　side－chains　of　residues　on　the　D　1－D21inker　loop　remaill　weU　packed　in　the　D∫1

core　and　D∫1　helices　suffered　minimal　distortions．　The　D2aβ12β13　hairpin　a皿d　NDla－

NDlb　helix－tum－helix　segment　are　displaced　relative　to　each　otller　in　some　trajectories
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Figure　6．4：Domain－level　fをactional　contacts．（A　to　D）Change　of　normaユized　frac－

tional　contacts　of（sub）domams　with　simulation　time，　taken　from　the　first　set　of　si皿ulations．

Only　contacts　present　in　the　starting　structure　were　monitored　aエ1d　result，ing　fractional　con－

tacts　normalized　fbr　better　comparison　between　subdomains：D∫1（thick　continuous　line），

D2（open　diamonds），D2a（dashed　line），　D2b（dot－dashed　line），D3（hatched　squares），　NDO

（filled　circles）a皿d　CDO（open　circles）．　Note　that　DO　fractional　contacts　are　shown　only

fol’300　a皿d　400　K．　Fract，ional　contacts　fbr　DI　excluding　D∫l　segment　are　shown　only　fol’

300K（open　triangles）．（E）Plots　from　the　remaining　fbur　400　K　trajectories　of　8－ns　each，

showing　only　fractional　contacts　for　Dfll　D2a　and　D2b．　Note　that　abscissa　and　ordinate

for　all　four　plots　are　the　salne．　In（A　to　E）T　data　points　fbr　Dfl，　D2a，　D2b　have　been

resampled　at　40－ps　interva｜with　a　20－ps　window　running－average　applied　fc）r　smoothing；

fOr　the　rest，　resampling　interval　is　100－ps　with　a　10－ps　running－averaging．
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（thus　breaking　the　D　1－D2　in七erfaCial　H－bonds）but　maintained　in　others．　The　further　de－

crease　of　D2a　fractional　co］ユtacts　after　6－ns　during　the丘rst　400　K　traj　ectOry（Fig．6．4　B）

could　have　destabilized　Df　l　by　fUrther　extracting　the　D1－D21inker　from　the　hydrophobic

core：arL　increase　in　SASA　fbr　L167　a皿d　L1690ccurred　arou皿d　6．ロs　but　Lユ59　remained

buried　throughou七（data　not　shown）．　There　was　also　increased　distortions　to　Df　l　helices

wi七h　lo且s　of　regular　secondary　structures　corresponding　to　the　drop　of　na尤ive　fractional

contacts　to　a　lower　value　of　O．2．

　　　The　sole　use　of　fr　actional　cont　acts　to　determine　if　a（sub）domain　is　，denatured　do　no七

work　well　for　D2b　as　the　value　ca皿remain　higher七ha皿0．1　while　loss　of　＄econdary　structures

continues（data　not　shown）．　The　situation　is　reversed　for　Df1．　Tb　capture　both　aspects　of

denaturation，　I　used　a　hybrid　metric：the　square－root　of　the　product　of　fractional　native

contacts　and　fractio皿al　sec皿dary　struc七ure　pontent．　When　the　200－ps　run血g　average

of　this　metric丘Tst　dropped　below　O．2，　a　value　somewhat　a‘rbitrarily　assigned，　I　say　that

the（呂ub）doma且n　has　denatured．　Using　this　criteria　to　a5sig11七he　910bal　u皿folding　events

a皿dother　criteria　for　the　locaユunfolding　events，　I　constructed　a‘‘statediagra　m「”fbr　aU

the　simula北ions　as　show丑in　Fig．6．5．　I　noticed　a　generaユco］ユservation　of　global　u皿fblding

events，　such　as　D2b　a皿d　D2a　being　the丘rs七and　last　to　den、ature，エespec七ively・

6．32　Partial　iユnfolding／refoldin．g　of　subdomain　D2b

The　D　2b　subdomain　has　a　three－stra皿dedβ一sheet　and　only　a　weak　hydrophobic　core　com－

posed　of　residues　V373，　A385　a皿d　T347，　accord拠g　to　ASAView（Fig・6・2）・Threonine

actually　has　a　sma皿hydropathy・of－0．7　according七〇the　Kyte＆Doolittle　scale，　just

below　that　of　Ala　and　Gly．　This　weak　core　remains　s七able　under　control　conditions．　The

surface－exposed　aromatic　clus‡er（Y349，　Y380，　F390）was　found　to　be　even　less　stable

against七hermal　denaturation　than七he　weak　hydrophobic　core．　The　functional　role　of七his

cluster　is．as　yet　unlmown．

　　　IJI　om　the　first　400　K　simu王ation　trajectory，　I　fbu皿d　that　the、Rg　increased　gradually

from　ll　A　and　suddenly　jumped　to　16　A　around　4屯8　befbre　dropping　back　to　around

12A（Fig．6．6　B）．　This　spike　could　be　due　to　the　partiεd　u皿fblding　and　refblding　of　the

hydrophobic　core　region，　with　T347　separated　from　the　A385－V373　pair．　The‘‘op　ening．up，’

of　D2b　is　illustrated　in　Fig．6．7　via　simulati皿snapshots．　Combined　SASAs　of　selected

core　residues　f士om　all　simulations　are　shown　in　Fig．6．8．　A　threshold　of　80　A2　was　adopted

from　the　averaged　SASA　of　polar　residues　reported　in　an　early　MD　study［Zheng　et　a1．，
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Figure　6．5：Unfblding　events．　A　symbolic　representation　of　major　events　in　the　thermal

unfolding　of　flage川n　f士om　all　simulations　conducted　in　this　study．　The　criteria　used　were　as

fbllows．　States　l　to　4：when　the　20aps　running　average　of　the　contact　metric（see　text　for

definition）丘rst　dropped　below　the　O．2threshold．　F　ractional　secondary　structure　content　at

time　t　in　a　trajectory　is　de伽ed　as　the　number　of　residues　assigned　as　helix（D∫1）or　strand

（D2a，　D2b，　D3）divided　by　the　ma）dmum　number　from　the　whole　trajectory．　State　a：when

the　maximum　instantaneous　residue　SASA　among　the　D2b　hydrophobic　core　residues且rst

exceeded　30　A2，　which　is　the　maximum　observed　during　the　control　simulation．　State　b：

similar　to　state　a．　but　only　one　residue　is　considered　and　threshold　is　25　A2．　State　c：when

mmimum　heavy　atom　separation　of　Y190　and　F222　first　exceeded　the　contact　threshold

without　subsequent　fluctuations　about　the　threshold．　States　d　and　e：when　the　200－ps

running　averaged　fractional　native　contact　dropped　below　O．2．
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1990！．Fluctua土ions　of　D2b　SASA　at　400　K　are　laエge　compared　to　those　i丑the　control　or

to　those　of　D3　which　remain　fblded．　The　above　observations　indica七e　that　D2b　hLas　very

low　stability　and　would　become　fblded　only　after　D2a　and　D3．

6．3．3　Unfolding　pathway　of　dorna三n　D　3

Flrom　the　thermal　unfblding　silnulations，　I　identified　key　events　during　the　u皿f（）lding　of

dom・ain　D3・In　the“sta北e－diagrarn，，（Fig・6・5），　I　presen七七he　order　of　these　events（local

events　b　to　d）as　observed　from　each　simulation．　Confbr皿a七ien　snapshots　of　D3　un　Eolding

are　presented　inエeversed　ti1皿e　order　hl　Fig．6．9．

　　　Event　b　is　the　displacement　of　F202　from　the　hydrophobic　core　of　D3，　the　precursor

to　solvent　expos皿re　of　other　core　residues，　Even七cis　the　detach皿ent　of　terminal　a且ti－

parallelβ一sheet　from　the　rest　of　D3“bodゴ’，　marked　by　separation　of　Y1900n　the　sheet

from　F2220nβ6β7　hairpin．　This　separation　allows　extension　of七heβ一sheet　which七hen

ac七s　as　a　linker　be七ween　D3　a皿d　D2　which　allowed　for　relative　rotations　of　the　domain．s　as

observed　from　my　simulations（da尤a　not　shown）t　Y190　and　F222　side－chains　form　favorable

CH…πin七eTactions　IHunter　and　Sanders，1990」，　whiCh　together　with　F229　makes　up　a

surface　aromatic　cluster，　Such　clus七ers　have　been　fbu皿d　to　increase　thermal　s七ability　of

Cherエnephiles［Ka皿nan　and　Vishveshwara，20001．　The　Y190－F222－F229　aromatic　cluster

might　have　also　protected　the　linker　backbone　hydrogen－bollds　from　solveコ、七attackS　whi　ch

w皿ld　weaken　the　li皿ker　especia皿y　when　mechanical　stresses　are　applied　to　the　linker　region

such　as　during　rotation　of七he　flagellum．　Role　of　mechanicaユforce　has　been　attributed　to

destabilizing　H－bonds　to　allow　for　replac　e皿ent　With　residuesolvent　ones　［Pab6n　and　Amzel，

20061．Lastly，　even、t　d　maエks　the　detachment　of　the‘‘arch－100P”com　tecting　Pg　withβ10　a皿d

that　wraps　over　the　fi・－folium　shee七，　th．rough　moni七〇ring　the　separation　between　Proline

（on　the｝oop）－Tyrosine　residue　pairs（see　Fig．6．ユ2）．　Subsequent　unfblding　reduces　the　size

of　theβ一fbliu皿sheet．　The　consensus　order　of　these　events　during　fblding　might　be：dto

cto　b．　Th」is　order　suggests　that　co］mpietion　of　the　hydrophobic　core　is　the　finishing　touch

a丑dnot　the　crucial　phase　in　the］folding　of　D3（Fig．6．9）．

　　　To　further　a皿alyze　the　unfolding　pathway，1　perfbrmed　property　space　Principal　Com．

pone皿t　Analysis（PCA）on　aユ1丘ve　trajectories　under　400　to　600　K　based　on　the　fbUowing

sb［properties：fraction　of　native　contacts，　native　backbone　Hrbonds，β一sheet　cont　ent，　Rg，

SASA　a皿d　SASA（hydrophobic）［Kazmirski　et　aL，19991．　This　procedure　allows　us　to

assess　which　physical　property　changes　the　most　during　unfoldi血9，　judged　by　the　size　of
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Figure　6．6：Radius　of　gyration　of（A）subdomain　D2a，（B）su．bdomain　D2b　and（0）

doエnain　D3　under　different　temperatu．res　from　the　first　set　of．　simulations：contro1（bold

co丑七inuous），400　K（dashed），500　K（continuous）and　600　K（dot－da曲ed　line　with　filled

circles）．　Data　points　have　been　re－sampled　a七an　interval　of　20－ps．
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Figure　6．7：D2b　unfblding．　Snapshots　taken　f士om　the丘rst　400　K　simulation　sho“コng

partial　unfolding／refblding　of　D2b　w汕D2a　remaining　intact．　Weak　hydrophobic　core

residues　are　shown　as　sticks　colored　by　element．　Residues　with　low　SASA　as　suggested

by　ASAView　are　shown　as　gray（hydrophobic）and　blue（polar）thin　sticks．　R．endered　by

Tachyon　ray－tr㏄er［Stone，19981　within　VMD．
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FigrLre　6．8：Solvent　exposure　of　D2b　and　D3　hydrophobic　cores．　Total　SASA　from

selected　hydrophobic　core　residues　in　fiagellin　D2b　a皿d　D3（those　with　SASA　below　80

A2　during　contro正simUlation）．　Data　from　all　five　simulations　are　presented　as　scatterplots

（20ps　intervals），　with　values　from　con七rol　shown　as　a　bold　line　in　the　400　K　plots．　D2b

core　residues　appeared　much　perturbed　at　400　K　compared　to　D3．　For　500　K　and　600　K

plots，　combined　thre8holds　are　indicated　as　dotted　lines．　Here，　the　bulk　of　points　passed

the　threshold　later　fbr　D3　tha皿D2b　under　500　K　but　around　the　same　time　under　600　K．

D2b　core：T347，　V373，　A385；D3　core：F202，　V233，　V247，　A231．　Note　the　different　scales

on　the　y－　aiXis　for　the　400　K　plots．



6．3．Results 81

　　　　　　　PI呑PS

．ジ籔．

Igo・ps

s3PtpaP

1Wp●

32Ptps

　　　、

　　　　　　　　　1瓢

・㍉1認㌧

Figure　6．9：D3　unfblding　sequence，　reversed．　Representative　trajectory　snapshots

融e吐o頑he恥500　K　them垣u㎡01dmg　simulation（after　RMS　fitting　on　D3　residues）

presented　in　reversed　t血e　order　to　show　fbldi皿g　of　doma三n　D3．　The　N　a血d　C　termini　are

labeled．　Folding　starts　from　StabiliZation　ofthe　ardh－loop　ooロformation　by　pro㌦earomatic

interactions　between　pairs　P265－Y245（magenta　stidks）a皿d　P271－Y230（blue　sticks）with

prolines　on　the　Ioop　a皿d　tyrosi皿es　on　theβ一fblium　sh㏄t，　denot血g　event　d　in　Fig．6・5・

Aromatic－aromぴtic　interaction　between　F222　a皿d　Y190（on　teminalβ一sheet　which　is　also

the　D2－D31inker）shown　here　as　orange　sti（kS　helps　to‘bind”the　terminal　sheet　aga血st

the　rest　of　the　domai皿（event　c）．　The　tight　paCking　of　F202　in　the　hydrophobic　core

（F202，　V233　and　V247　shown　as　green　stidks）takes　the　longest　time（event　b）．　Note　the

fo皿ation　of　the　terminal　P－sheet　after　F222－Y190　interaction　becomes　stable．　MolecUlar

scenes　rendered　by　Tbchyon　ray　tracer［StOne，19981　within　VMD．
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Figure　6，10：Principal　component　analysis　in　proρerty　8ραce．（Left）Projections　of

property－space　trajectories　from　the丘ve　simulations（colored　lines）onto　their且rst　three

principal　component　eigenvectors　f（）llowing　IKazmirski　et　aL，19991，　with　the　sign　of　PCl

inverted（two　orthogonal　views　are　shown　fbr　each　temperature）、（Right）Time－series　of　the

丘rst　three　pri且cipal　components　used　fbr　phasespace　plots　on　Lefl．　The　trajectories　appear

clustered　befbre　2　ns（500　K）amd　O．5　ns（600　K）a皿d　diverged　thereafter，　passi皿g　over　the

folding　transition　state　as　suggested　by【Kazmirski　et　a1．、19991．　Si皿ilar　clustering　across

simulations　were　also　observed　in　timeseries　of　Rg　and　SASA　under　eacb　temperature．

the　principal　eigenvector　components（Table　6．1）．　Loss　of　native　backbone　H－bonds　a皿d

increase　in　Rg　dominates　the　second　a皿d　third　principal　components㎜der　500　K　and　600

K．By　projecti皿g　the　property－space　trajectories　onto　the　first　three　principal　eigenvectorsl

Iobserved　divergence　of　the　trajectories　aSter　2　ns（500　K）a皿d　O．5－ns（600　K）（Fig．6．10），

indicative　of　a　passage　through　the　transition　state．　Hence，　trajectories　after　these　two

time－points　can　be　considered　to　be　sampiing　the　denatured　ensemble．　In　some　of　the

trajectories，　native　secondary　structures　are　observed　to　be　persistent．

6．3．4　Persistent　structures　in　HVR　domains　D3　and　D2a

HVR　domains　in　S．　typhimurium　contain　higll　proportions　ofβ一strands　with　a　uniqueβ一

folium　fbld　ISamatey　et　a1．，20011．　D3　and　D2a　contained　similar　atnounts　ofβ一strands，

f（）und　to　be　persistent　during　thermal　denaturation（Fig．6．3　B）．　The　threeβ一stl・a皿ds　in

D2b，　on　the　other　ha皿d、‘：dissolved”rapidly（data　not　shown）．
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FiguTe　6．11：Persistence　ofβ一strand　pairs　in　HVR　domains．　Fr㏄tionaユcontacts　of

β一stra皿ded　contact　clusters，　based　on　the　firs七set　of　simulation　da七a．　There　are　fbur　sets

of　mUlti・－plots　u皿der　each　of七he　colum皿s　fbr　each　fiageilin　subdomain，　each　representing　a

different　te皿perature．　F！t℃m　the　top　of　eax［ihエnulti－plot，　the　dユa皿ge　of　fractionaユcontacts

with　ttne　f｛）r　contact　clus七ers　are　Iisted　i皿the　f（〕llowing　order：β12β13，β13β14，β14βエ5　and

β14β16in　D2a；β16β17　a皿dβ17β1s　in　D2b；β6β7，β7βis，β8β9，β5β7　andβ6β10　in　D3、　No七e

that　firactional　contacts　for　300　K　were　computed　with　respect　to　the　equilibrated　structure

while　values　fbr　400　K　and　above　were『based　on　persistent　native　contacts　obtained　ftom

3GO　K　trajectory．



6．3．王しesu、lts 84

Eigenvalue Contacts H－bonds β一conten七 Rg　SASA （all）SASA （hp）

Pα 3．00 一〇．48 一〇，25 0．45 0．53 α47

P口2 LG2 025 0．84 0．39 0．03 0．29

PO3 α52 一α55 0．32 一〇．63 一〇．18 0．42

PO1 4．54 一α44 一〇．33 一〇．42 0．40 0．42 0．42

、PO2 0．64 0．03 0．81 0．18 α40 0．37 0．10

po3 0．35 037 一α42 0．31 0．62 0．20 一〇．41

po1 433 一α46 一〇，37 一〇．40 0．36 0．44 0．42

po2 0．64 0．18 0．37 0．40 0．74 0．34 一〇．ユ0

po3 0．47 0ユ7 一〇．80 0．17 024 0．08 一〇．49

Table　6．1：Property　space　PCA．　Contribu七ions　of　each　physical　proper七y　to　the　first

three　prop　erty－space　principal　co皿ponents（as　ele皿ents　in　the　principal　eigenvec七〇rs）dur－

ing　denaturation　of　domain　D3　u皿der　4001（（top　block　of　three　rows），500　K（middle

block）and　600　K（10wer　block）．　Covariance　matriX　was　fbrmed　using　scaled　properties

as　in｛Kazmirski　et　a工．，1999｜．　The　sign　of　PCI　components　has　been　inverted　for　be七七er

comparison　with　repor七ed∨alues　fbr　slnall　proteins．“Contacts”means　fraction　of　native

co且tacts．　Only　selected　native　backbone　H－bonds　are　monitored　here（except　fbr　400　K

which　showed　in8ign迅cant　changes）．　Almost　equal　con七ributions　to　the　POI　eigenvector

加m七he　properties　indicate　that　an　overall　expansion　is　the　dominant　unfblding　mode

fbr　D3．　In　IPO4（not　shown），β一strand　con七ent（“β一content”）a皿d　SASA　of　hydrophobic

residues（“SASA（hp），，）domina七es　for　500　K　a皿d　6001（、　I　did　no七separate　trajectories

into　unfolding　a且d　denatured　phases　as　in　IKazmirski　et　al．，199gl　but　noted　that　little

unfolding　occurred　under　400　K　while　dena加red　states　weエe　quickly　attained　under　600

K．Lamgest　absolute　values　under　PC2　and　PO3　are　highligh七ed　in　bold．

　　　Changes　in　fraction　of　persistent　native　contacts　for　D2a，　D2b　a皿d　D3　under　each

denaturing　temperature　fro皿七he　firs七se七〇f　simulations　axre　presented　in　Fig．6．11．　Fbr

D2a　at　500　K，　a1七houghβ14β16　is　most　per呂i呂ten七in七his呂i迦1ation，　the七〇p　spot　is　taken

byβ13β14　among　the　other　500　K　simulations　and　al日o　in　the　first　600　K　traj　ectory．　The

key　stabilizing　residue　onβ14　is　Y332，　which　fbrmed　arema七ic－aユiphatic　interactions　with

V3250皿β13・The　persistent　contacts　ceuld　have　restricted七he　increase　in　Rg　fbr　D2a　as

compared　to　D2b　a七500　K（Fig．6．6）．　In　the　case　of　D3，　thoughβ6β7　is　the　most　persistent

at　SGO　K，β7β8　is　also　persistent　at　600　K．　Residue呂F222　a皿d　Y229　in　66βアfbrn　favorable

inteエaction　withL　their　side－chain　aromatic　rings　tilted　a七a・mean　a皿gle　of　57　degrees（from

control　simUlation）・Moreover，　the　lower　Rg　at　500　K　relative　to　600　K　could　be　a　result

of　compact　region　formation　i皿the　denatured　sta七e，　involving　hydrophobic　residues　245，

247a皿d　229七〇231．

　　　To　identify　which　residues　are　involved　in　the　thermal　residual　structures，　lists　of　D2　a皿d

D3　residues　in　persistent　conta£ts（＞70％occurrence）during　each　of　the　500　K　simula七ions

were　compared　and　those　residue　pairs　appearing　in　at　least　two　of　the丘ve　lists　are　selected

aロdshown　in　Figure　6．12．　Of　particulaT　men七ion　are　the　pairs　V325－Y332　and　D223－K228
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Figure　6．12：Potential　HVR　folding　cores．　The　residues　in　the　HVR　domains（D2

a皿dD3）forming　persistent　pairs　of　residue　contacts　i皿at　least　two　of　the　five　500　K

simulations　are　shown　as　stidks　and　colored　by　che皿ical　element：carbon（green），　oxygen

（red）and　nitrogen　（blue）．　Some　of　these　residues　are　labeled　in　bold．　Other　labeled

residues　shown　in　blue，　brown　or　dark－green　stickS　are皿entioned　in　the　text．　Theβ一sheets

β6β7β8andβ12β13β14　might　fbrm　f｛）lding　cores．　Molecular　structures　are　rendered　with

PyMOL［DeLano，20021．

which　appeared　in　four　a皿d　five　lists，　respectively．　The　latter　pair　formed　a　salt－bridge　after

～30aps　into　two　of　the　simulations，　as　determined　by　the　VMD［Hu皿phrey　et　aL，1996］

Salt－Bridge　plugin．　Although　there　is　an　abundance　of　Tyrosine　residues　in　the　persistent

contacts，　Tyr　do　not　apPear　to　be　conserved　a皿ong　fiagellin　ho皿010gs，　HVR　sequences．

6．3．5　Volume　of　denatured　fiagellin

By　calculating　the　principal　moments　of　inertia　of　nagellin　molecules　and　approximating

the　molecules　as　ellipsoids，　I　ca皿get　estimates　fbr　the　dimensions（semi－major　radius　Rl、

and　seIni－minor　radii　R2　and　R3）of　the　equivalellt　ellipsoids．　Flrom　the　radii，　I　can　get

rough　estimates　for　the　molecular　volume．

　　　The　top　panel　of］rable　6．2　shows　my　estimate　of　the　refolding　chamber　volume　by

representing　it　as　a　combination　of　two　cylinders．　The　main　panel　of　the　table　presents

estirnated　volumes　for　whole　flagellin　and　its　molecular　fragments．　Twice　of　the　semi－major

and　semi－minor　axes　radii　are　reported　fbr　better　comparison　with　chamber　dimellsions．

Both　the　ellipsoidal　approximations　of　polymeric（IUCU）a皿d　monomeric　flagellin（starting

structure　fbr　the　denaturing　silnulations）are　too　large　fbr　the　chamber，　though　their　DO．

DI　and　D2－D3　f旭gments　might　fit，　The　volumes　occupied　by　whole　denatured　flagellin　are

品so　computed．　Fhrom　confOrmation　sllapshots　takelユfroln　the　last　l－lls　of　500　K　and　last

O．5－ns　of　600　K　simulatiolls，　I　fbund　broad　alld　multi－modal　diStributions　fbr　the　volume
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Cylindr．　approx CL　I 2eR　l CL2 2（］R2　　「UoL　（xlGOO
）

Chamber＊

Ellipsoid，　approx

55 40

2Rl

15

2R2

60

2R3

　　　　　112

V（・L（×1000　A3）

Polymeric－fiagellin（1UCU）

DO－DI　fragment

D2－D3　fragmen七

Monomeric－fiagellin（Sim）

DO－DI　fragment

D2－D3　fragment
DO－Dl（av．500　K　si皿1）

D2－D3（av．500　K　sim〕

　204

　172
　　98

　200

　163
　　96

74（5）

77（13）

　74

　28

　42

　70

　34

　41

40固
37㈲

　29

　25

　23

　38

　27

　26
53（3）

49（4）

　234
　　61

　　50

　280
　　78

　　54

82（7）

73（12）

Table　6．2：Chamb　er　a：nd　flagellin　volumes．　Estimates　of　refolding　chamber　a皿d且agellin

vduエnes．　NumbeTs　in　brackets　de且ote　the　sta皿dard　deviations　of　the　ellipsoidaユradii　and

volume　distributions　ob七ained　from　the　combined　data　set　of　five　500　K　MD　tエaj　ectories．

＊The　refolding　chaxnber　volu皿e　is　approXimated　by　the　sum　of　the　volume50f　two　cylinders

with　length（radius）given　as　CLI（ORI？and　CL2（aR2）．

with　values　ramging　from　140，000　to　250，000　A3，　much　laエger七han　the　estiエnated　dla皿ber

vo1ume．　The　ellipsoids　representing　dena七ured　flagelli江are　about　120　A　along　the‘‘polar，，

a垣sand　40　to　54　A　at　the“equator，，，　too　long　fbr七he　chamber，　Together，　the　results

suggest　that　mayb　e　half　of　fiagellin皿igh七丘t　inside　the　chamber．

　　Physical　exten七s　and　volumes　of　dena七ured　flagellin　f士agments　are　estilnated　using　2－ps

sロ，apshots七aken　from　the　las七1－ns　of　the　five　500　K　traj　ectories．　The　DG－DI　a皿d　D2－D3

fragme皿ts　are　s七ill　spatially　separable　despite　being　denatured．　I　present　the　average　and

standard　devia七ion（in　brackets）of　the　combined　data　sets　in　the　lower　panel　of　Table

6．2．The　histograms　of　the　frag皿ent　volume　distTibuti皿s　from　a皿simulations　ca且be

found　in　Fig．6．13．　The　results　suggest　tha七denatured　DO－DI　and　D2－D3　fragm聞ts　could

individually　fit　inside　the　refolding　cha皿ber　but　not　whole　flagellin．

6．4　Discussion

6．4．1　Comparison　with　experimenta1　denaturation　s七udy

The　fblding　energetics　of　fiagellin　has　been　investiga尤ed　by　Na皿1ba　a且d　co－workers　by

mea皿s　of　a皿alyzing　Differential　Scanning　Calorimetry　experiments　with　a　theoretical　model

formulated　for　multi－s七ate　unfolding　transitions［Honda　et　aユ．，1999｝．　They　dete皿illed　from

the　melting　temperatures　that　the　unfolding　of（sub）domains　fbllows　this　orderl　D∫1　to

D2　to　D3．　From　my　thermal　unfolding　simulations　of　flagellin，　I　fbund　a　similar　consensus
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Figure　6．13：Distributions　of　flagellin　fragment　volumes．　Histograms　showing七he

estimated　volumes　of　flageIlin　molecular　ffagments　based　on　2－ps　snapshots　taken　fi’om

the　last　na皿osecond　of　dena加ring　simUlations　a七500　K　AII　volume　data　are　pooled　fbr

the　histograxn　under　the　heading　ctCombined”．　AU　the　frag血ent　volu皿es　are　below　the

estimated　chamber　vo丑ume　at　111，560　A3．



6．4．Discussion 88

order　of　unfblding　where　fragmen七D∫1　a且d　subdomain　D2b　unfolded　before　subdomain

D2a　a皿d　domain　D3，　The　lower　thermal　stability　of　subdomain　D2b（dena七uring　under　400

K）observed　in　mLy　atomistic　simulation　corroborated　that　dol皿ain　D2　should　have　a　lower

mel七iRg　temperature　as　compared　to　D　3．　I　have　to　employ　much　higher　temperatures　tha皿

used　in　expeviments　in　order　to　observe　significa皿t　changes　in　the　protein　over　atomistic

simulatioR　time－scales　of　nanoseconds．

The　exp　erimental　s　tudy　found　aii　asymmetric　D　S　C　curve　for　Df1　with　steeper　slop　e

after　the　melti皿g　temperature　as　compaJ　ed　to　theoretical　curve　assuming　no　i皿ter－domain

i孤七eractioエ1s，　This　steep　er　drop］ead　the　authors七〇suggest七ha北u丑folding　of　D2　sped　up

that　of　Dfl［Honda　et　aユ．，1999］　．　They　also　made　the　sugges七ion七hat　Dfl　i8　marginally

stable　even　under　physiological　conditions（Honda　et　aユ．，1999】．　With　the且agellin　3D

stTucture（PDB　code　lIO1）obtained　after七he　DSC　study，　we　know　tha七（N－terminal）

Dl－D21inker　is　a　long　backb皿e　segmen七devoid　of　any　secondary　structures　that　runs

under　the　hydrOphObic　core　of　Dfユa皿d　reSidues　L，159（most　buried），1162，　L167，1．169　a皿d

L1720n七he　Iinker　contribute　side－chains　to　the　core，　This　lj皿ker　is　contiguous　wi七hβ3　in

D2a　a皿d　has　D2b　packed　beneath　i七（Fig．6．1）．　There　is　almost　no　contact　region　in　the

interface　of　D2b－Dfl　a皿d七hat　of　D2arDfl　was　fbund　to　be　a　weak　one　that　is　formed　by

solvent－media七ed　H－bonds　betweenβ12β13　hairpin　turn　in　D2a　a皿d　the　turl　acrossα2α3

i丑ND　1，　as　found　from　the　con七rol　simulation　at　300　K．　H孤ce，　stabilizatio且of　D∫1　by　D　2

does　seem　to　be　nen－enthalpic　as　suggested｛Ho五da　et　al．，19991．

　　　From　my　thermal　unfolding　simulations　at　400　K，1　found　that　in　cases　where　the　Df　l

fractional　co皿tacts　dropped　to　a皿d　s七abilized　around　O．4（Fig．6．4　E），　the　maintena皿ce　of

七he　native　D2a－NDI　interface　is　no七comrnon　to　aユ1．　This　fnding・supports　the　suggestion

七hat　the　stabi1ization　of　1）∫1　by　D2　is　no七en七halpic．　An　indica尤io11七hat　unfolding　of

D2a　migh七cause　further　unfolding　of　Dfl　i呂show皿in　Fig．6．4、B．　However，　D2b　might

have　a　larger　in丑uence　on　D∫1　due　to　the　seeming　correlation　in　the　frac七ional　contact

pro丘les，　with　those　of　the　latter　lagging　behind　the　former（Fig．6．4　E）．　If　the　correlations

are　real　and　assτ1ming　that七he　u且fblding　pathway　is　collserved　IDay　et　aL，20021，　D2

unfblding　might　indeed　hasten．Dfl　un．fblding　as　suggested　by　experiment　IHollda　et　al・，

19991，through　the　D1－D21inker．　A　possible　way七〇a呂呂ess　the　role　of　the　linker　is　to

const　rain　its　confonmational　fieX　ibility　in　fUrther　thermal　unfoldiエlg　simulations．

　　　It　was　a1§o　dem皿strated　in　the　denaturation　study　that　D2　and　D3　interact　both

enthalpically　and　entropically　to　stabilize　each　other　IHonda　et　aL，19991．　The　llnfolding
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as　monitored．　by　fraCtional　co皿tacts　do　illdica尤e　similaエpro且1es　fbr　the　two　domains　a皿ong

400Ktraj　ectories（data　not　shown）but　the呂imilarity　alone　might　not　be　a　convinc斑g

indi6ator　of　unfolding　coop　erativity．

　　　To　determine　melting　temperatures　of　individual　domains　a皿d　domain－domain　folding

cooperativity　from　simula七ion，　we　need　to　mon．itor　changes　in　contact呂over　a　wide　ra皿ge

of　temperatures　a皿d　also　increase　the　temperatllre　within　a　simUlation　to　mimic　DSC

experiments．　The　all－atom　nature　of　my　models　Iimi七ed　temperature－scan　types　of　equi－

libriuエn　stmulations　to　only　a　few　selected　temperatures　d・ue　to　the　high　computation　cost．

Temperature－ramp　MD　simulations　might　aユso　be　very七i皿e－consu皿ing　due　to　the　need七〇

increase　the　temp　erature　in　small　steps　and　with　sufiicient　equilibrium　at　each　step　in　order

to　keep七he　system　a北quasi－equjlibriu皿fbr　proper　sim王11a尤ion　behavior．　A　simplified　or

coarse－gra諏ed　nユode王is　thus　desirable　wi七h　the　adva丑七age　of　lower　computation　cos七due

to　faster　dyna皿ics　which　allows　much　longer　simulations　i皿to　micro－seconds，七he　reaJm

of　biological　processes｛Di皿g　a皿d　Dokholya皿，20051．　Such　am．　apProach　was　employed　by

Chen　a皿d　Dokholyan，　who　p　erfbmled　temperature－sca冊a皿d　temperature－ramp　simulations

to　look　at　domain　interactions　a皿d　ur　folding　kinetics　of　vincu．lin［Chen　and　Dekholyan，

2eo6］．

6．42　HVR　domains　fbld　via　nucleation？

Persistent　secondaxy　structures　were　・detected　in　the　denatured　states　of且agellta　fro皿my

simUlations　at　500－600　K：β6　toβ8　in　D3　a皿dβ12　toβ14　in　D2a．　Theseβ一sheets］might

account　fbr七he　rela七ively　high　melting　temperatures　of　D2　a皿d　D3　fbund　in　experiment

lHonda　et　aユ．，1999］．　Residue－residエ1e　contacts　persistent　u皿der　unfolding　were　iden七ified

using　all　five　sets　of　500　K　trajectories　a皿d　i皿volved　the　followi皿g　residues：217，220－223，

228－232，245in　D3　and　305－309、321－326，331－332　a皿d　334　in　D2a・These　residues　are

located　in　the　persistentβ一sheets　mentioned　above（Fig．6．12）．

　　　The　K－Fold　server，　whidh　uses　a　machine－lea』ming　aユgori七hm　trained　on　63　proteins

with㎞own飴lding　characteris七1cs，　predicts　both　folding　rate　axnd　kinetics　of　pro七eins　given

the　3D　structure【Capriotti　and　Ca3adio，2007］　，　The　residues　i且thLe　persistent　secondary

structures　were　’fo皿d　to　be　major　contributors　to　the　tota1　contact　order（data　not　shown）．

Bahar鎚d　co－workers　IDem．irel　et　aユ．，1998］have　suggested七hat　strong　dyロan　ic　cou．pling

（high　co皿tact　order）to　all　other　residues　implies　that　such　residues　are　hubs　in　the　intra－

protein　network．　Such　hubs　have　been　associated　with　th、e　fblding　nucleu、s　in　a　th、eoretical
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study　on　the　smaユ1－world　na七ure　of　protein　structures　IVendruscolo　et　a1．，2002］．

　　　Ithus　propose　that　the　persis七en七七hree－stra皿ded　a皿ti－parallelβ一sheets　observed　in

D2　and　D3　might　f（〕rm　early　in　the（re）fbldillg　process，　serving　as　spatially－difiinsed　fbld－

ing　Ilucleation　sites　or　cores　to　promo七e　folding　of　the　rest　of　the　domains，　fbllowing　the

nucleation－condensatien　model　proposed　by　Ala皿Fersht［Fersht，1997】．　R）lding　core5　are

like　the　foundati皿piUars　of　a　building，　which　needs　to　be　present　befbre　the　rest　of　the

building　can　co皿e　together．　They　also　define　the　shape　of七he　building・Similar　sugges七ions

of　persistent　three－Stranded　sheets　being　foldi皿g　cores　have　been　made　by　other　reseat　chers

via　theエma　1　unfolding　simula七io血s［Akanuma　and　Ya皿agishi，2005，Sha皿et　aJ・，2002］・Due

to　their　local　na加re，　such　folding　eores　might　even　be　fotmed　du．ring　the　fiagellin　tra　nsport

ph．ase．　Sato　a皿d　Raleigh　reported　the　de七ection　of　significa皿t　backbone　hydrogen　bonds　in

the　transition　state　of　the　ribosomal　protein　L9　N－terminal　domain　by　mea皿s　ef　amide　H／D

isotope　exchange　experiment｛Sato　a皿d　Raleigh，2007］．　Their　work　showed　the　eX　is七ence

of　secondary　structures　in七he　transition／dena七ured　state　of　proteins・

　　　It　has　been　deduced　that　new且agellin　is　added　to　the　growing　filam〔nent　every　sec－

ond［lkeda　et　aユ．，1993］，　implyi丑g　that且agellin　ha50ne　second　to　refold　if　the　chamber　is

always　occupied．　According　to　a　linear　regression　relatienship　between　logari七hm　of　experi－

mental　folding　rate　a皿d　Absolute　Contact　Order（ACO，　a　measure　of　topologica1　complexity

defined　foT　Rative　structure）established　for　twcr　amd　mul七i－state　folders　［lvaa　kov　et　al．，

20G31，　the　ACO　of　a　domain　should　be　less　thaxi　about　20　for　a　folding　time　of　le呂s　tha皿

皿esecond．　Based　on　the　experimenta！structllre　of且agellin（PDB　code　l1UCU），　helical

domL瓠ns　DO　and　Dl　have　ACO　around　3　while　D2　has　a　vaJue　close七〇10．　The　globular

domain　D3　has　the　largest　value　of　about　15，　meazning　that　it　could　be　the　ra北e－limiting

s七ep　in　the　ref〈〕lding　proeess．　The　numbers　also　suggests　that　D2－D3　might　either　fold

cooperatively　er　fold　independent互y　but　simUlta皿eously　and　then　“dock，，　together　to　reduce

folding　time，　The　presence　of　folding　cores　in　HVR　do皿ajns　deduced　from　my　simulations

would　enable　fast　folding　of　D2－D3　fbllowed　by“docking”of　folded　D　1－DO　domains．　Such

amecha皿ism　could　help　flagellin　to　complete　refolding　within　a　second，　overcoming　the

limita七ion　of　high　topological　comple5dty．

Astudy　co即訂ing劔ding　mech孤isms　of　I㎜unoglobuli且（Ig主Iikeβ一sandwich　proteins

from　diverse　families　fbund七hat　interactions　defining　the　s七ructural　topology　aユso　guided

fblding｛C王arke　e七al．，19991．　Clarke　a皿d　co－workers　have　aJso　found　that　the　folding　nucleus

can　be　signi丘cantly　deforエned　to　preserve　the　same　folding　mechanism　despite　sequence
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varia七ion　in　lg－11ke　domains　［Geierhaas　et　al．，　20041．1　suspect　that　HvR　do皿ajns　are　under

evolutiQnary　pressureもo　adopt　structuraユ1y　stable　folds　despi七e　sequ．ence　divergence．　Alas，

七〇－date　we　only　have七he　struc七ures　froエ旺5’．　typhimuntum　in　the　PDB1，　It　is　i］〔Lteresting　to

see　if　HVR　domains　from　diverse　fiagellin　species　adop七si皿1ar　folds．　If　so，　HVR　domains

加mother且agellin　might　also　harbor　folding　cores．

　　　　　　　　　　　　　　　　り

6．4．3　1mp　orta　nce　of　fbIding　cores　to　flagelli皿stability

In　a　mu七agene8is　study【MaJapaka　et　aL，20071　screening　for　f田）ctional（retention　of皿obil－

i七y）dele七ion　fiagellin　muta皿ts，1　fbund　that　the　three　deletion　muta丑ts　showing　the　sa皿e

mechanical　stability　aεwild－type　Tetained　residues　I　have　ident迂ied　to　be　in七he　foldi皿9

cores（excep七for　Y245　that　is　absent　in　oエ1e　ef　the　muta皿ts）．　Also，　the　fb▲ding　and　me－

cha皿ical　stability　of　muta皿ts　were　no七affected　if　residues　25G七〇around　290　are　missing：

starting　fro！皿theβ一turn　ofβ8βg，　through　the　“arCi　ring－loop”toβ10　a皿d　reachi旦g七heα一helix

血D2a．　These　residu．es　are　not　paxt　of七he　D20r　D3　folding　cores．

　　　For　mutants　with　more　bri七七le坦ame且ts，　they　either　have　a，reduced　．D2a　or　in　the　case

of“C11，，　in　the　paper，　Missing　residues　A231　and　K232　from　the　potentiaユfolding　cores

and　V233丘o皿the　na七ive　hydrophobic　core．　This　mutant　flagellin　highlighted七he　greater

importa皿ce　of　reta加ng　folding　core　resid・ues（especially　th．e　saユt－bridge　D223－K228）over

residues　in　the　hydrophobic　core．　This　observation　also　i丑dicated　tha七the　salt－bridge　is

not　an　artifact　of　simulating　at　elevated　temperatures，　since　salt－bridges　become皿ore

importamt　at　higher　temperatures　and　co皿fer　therエno－stability　to　therエnophilic　proteins

［Missimer　et　aユ．，200　7］　．　Interestingly，　in　the　na七ive　state　under　physiologica　t　conditions

I（228f白rms　a　salt－bridge　with　E246　on　fis　instead　of　D　223　on　fi6，　which　suggests　a　switdh　in

paxrtner　after　the　folding　core　has　b　een　fbrmed　a皿d　more　extensive　interaA　tions　are　desired　to

fbrエn　the　rest　of　D3（note：potentia1　folding　core　ends　a七Y245）．　Lastly，　fuロcti皿al　mu．ta］nt＄

which　could　not　swim　but　showed　swam］ing　after　12－16　h．ours　of　growth　were　missi刀g　all

of　the　fbldi且g　core　res三dues　or　a皿of　D2【Malapaka　et　a1．，2007】，　affecting　the　formation

of　the　native　HVR　dom顧ns．　This　mutagenesis　study　thus　highlighted七he　existence　alld

importa皿ce　of　the　folding　cores　to　flagellin　mechanical　stability．

　　　With　the　ide皿tification　of・potential　folding　cores，　amin（｝acid　substitutio皿experiments

　　1The　termi且剖一truncated　structure　of　a且agellin　homolog　with乱very　sm｛虹1　HVR　domain（about　100

Tesidues）was　published　in　Feb　2008　IMaruyama　et　al・，2008】，　after　our　paper　be（別ne　accepted　i　n　Jaii　2008・

The　HVR　domain　conta垣sβ一sheets　but　w三th　different　folds．
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cE皿加w　be　directed　at　replacing　D223（breakillg　only　the　fblding　core　salt－bridge）or　V233

to　tnvestiga七e　their　effec七s　on　D3　fblding　and　stability．　In七he　ca5e　of　D2a，　Valine　pair

306－325a　td　the　Tyrosine　pair　331－332　in　the　fblding　core　might　be　good　candidates　fbエ

stability　studies．　Destabilization　of七he　D2a　fblding－core　m．igh七be　a　way　to　test　if　fblding

・fD∫1　i・indeed　d・p・nd・nt・n・that・f　D2・as・ug9・・七ed　in【H。nda・t　a」・，1999］・　The　effe・t

would　be　ma皿ifested　as　a　slow　down　or　abolishment　of　filamen七growth　since　natively　folded

DI　domains　are　needed　to　build七he　outer　tube　of　the　fila皿1en七．

6．4．4　Refblding　of　fiagellin　may　happen　in　stages

Flagellin　is　likely　to　be　substantiaJly　unfblded　in　order　to　be　exported　by　the　apParatus

located　at　the　entrance　to　the　fila皿ent　cha皿［el（Fig．1．6）．　I　can　aユso　assume七h就unfblded

fiagellin　molecules七ravel　in　single一丘le　along　the　filament　channel，　as　used　in　a　ma七hema七icaユ

model　of量lament　growth　［Keener，2006】．　At　the　end　of　the　cha皿el　under　the　filament　cap

（fbrmed｜〕y　HAP2　chaperone）is　a　cylindrical　space　suエrounded　by　Dl　domains　from　the

last　round　of　polymerized且agellin「Yonekura　et　al．t　20001，　in　which　refblding　of　f玉a、gellin　is

believed　to白ccur．　The　depth　of　the‘‘cha皿1ber，’at　about　70　A　is　close　to七he　span　of　the

lollgest　DI　helices．　Because　DI　of　fiagellin　is　co且served　acros日bacterial　species【Beatson

et　al．，20061，　the　chamber　size　might　aユso　be　conserved　a皿d　independent　of　HVR　dom・ain

sizes．　Whether　flagellin　enters　the　chamb　er　as　a　linear　chain　or　as　a　loop（h｛ilf－folded　chain）

remai鵬unknown．　Inves七igation　into　the　mechanical　fbrces　n．eeded七〇generate　these　two

transpロrt　sta七es／foエms　have　been　performed　a皿d　repor七ed　in　Chapter　5．

　　　Based　on　estimates　of　denatured　fiagellin　volumes　from　my　simulations　and　comparing

with　an　es七ima尤ed　chaエnber　volume，　I　suggest七ha七〇nly　fragments　D2－D30r　DG－Dl　can　be

accommeda七ed　but　not　the　whole　molecu．le．　YonekUra　has　commen七ed　that　the　charnber　is

王arge　enough　for　a七most　one　molecule【Ybnekura　et　al．，20001．　The　refblding　process　may

七herefbre　be　a　two－stage　one：chamber　occupancy　a皿d　folding　of　HVR（D2－D3）domains

precedes　the鋤血ent－core（DO－D1）domains（the　mere　likely　scenario）．　Furthermore，　HVR

domatns　have　bee丑suggested　to　fbld　coopera七ively　from　DSC　experiment　IHonda　e七a1．，

1999】a皿d皿ight　fbld　rapidly　with　the　help　of　the　f｛）ldiIlg　cores　I　have　identified，　befbre

being　extruded　to　the　filament　exterior　through　the　HAP2　gap　IYonekura　et　al．，2000、Maki－

Yblleku．ra　et　aL，20031．　As　D2b　was　found　to　fold　late，　it　c皿ld　still　be　rather‘‘fiuid，｝a皿d

makes　flagellin　ex七rusion　ea5ier，　After丘Iament－core　doエnains　become　folded，“docking’，　of

D∫］to　folded　D2　wouId　complete　the　refolding　process　for　flagelli血．　In　bacterial　species
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with　short　or且egligible　HVR　segment，　refoldi丑g　of　filament－core　domai皿s　would　be　the

only　step．

6．5 Conclusion：flagellin　refolds　from　HVR　domain　nucle一

ation　sites？

Persistent　native　structures（thre〔トstranded　Z－likeβ一sheet5）de七ected　in　the　thermally　de－

na加エed　ensemble　of　multi－domain　S．　typhimurium　flagellin　from．simula七ion　suggest　that

七hey　might　constitute　fblding　initiation　sites　or　fblding　core呂，　The　Z－likeβ一sheets　is　o丑e

of　the　known　fbldi皿g　nuclei　motifs【Garbuzy　nskiy　a皿d　Kondra加va，2008】．　Interestingly、

七he　fastest　folding　protein　is　also　made　up　of　a　three－stra皿ded　a丑七i－paraユlelβ一sheet，　with

afblding　time　of　about　140－ns　at　308　K［Xu．　et　a1．，20061．　Proper　fblding　of　HVR　do－

mains　woUld　lead　to　proper　folding　of　fila皿ent－¢ore　de皿ain　D　l　which　is　recognized　by　the

a…sembly　chaperene　HAP21Maki－Yonekura　et　a1．，2003】．

　　　If　each　HVR　domain　fold　via　the　nucleation－condensation　mechanism　for　sma皿globular

proteins，　fbrma七ion　of　the　folding　nucleus　wouldエnean　that七he　correct　folding　tra皿si七ion

s七a尤ehas　been　reached　a皿d　refolding　then　proceeds“dow且hi11”in　free　ellergy　from　that

po血t：asignature　of　ef五cient　tWostate（Denat・ured　to　Native）folding（Sec七ion　33ユ）．

Explicit　identifica七ion　of　the　transitio皿state　ensemble　was　not　carried　out　in　this　s七udy

due　to　the　need　fbr　a　large　number　of　simulation　trajectories．　In　fact，　de七ection　of　two－

state　folding　kinetics　for　domain　D3　in　experiments　would　lend　support　to　the　nuclea七ion－

condensation　mecha皿is皿，　Thi8　has　indeed　been　suggested　in　a　folding　study　of　isolated

dornain　D3，　showing　that　i七could　fbld　stably（presence　of　a　well－fbrmed　hydrophobic　core）

a且dreversibly　viaεm．　a皿一〇r－none　tra皿sitio皿lSebesty6n　e七al、，20081　．



Chap七er　7

Conclusions　and　outlook

7．1 Insights　into且agellin　unfolding／refolding　for　transport

In　thi呂thesis，　I　ha卍e　used皿olecUlar　dyna皿ics　simulations　to　investigate　the　unfolding

and　refolding　Processe5　tha志enable　bacterial　flagellar　fila工息e皿t　protei且（且agellin）　to　be

tra皿sported　from　within　the　bac七erium　to　the　assembly　site　a尤the　fila皿ent七ip．　The

main　findings　are　s－ized　below　in　response　to　the　aims　of　the七hesis　set　out　in　the

Introductionl

1．What　is　the　transport　form　of　flagellin？

●　CIXNo　for］：IIS　（・wire　a皿d　hairPin）ha5　been　proposed　and　the皿echa皿ical　cost　to

　Obtaln　them　has　b　een　computed　and　compat　ed　via　mechanical　unfolding　simu－

　　lations　tha七pulled　a　flagellin　monomer　aユong　two　dfierent　directions．　Results

　suggest　that　the　wire　form　would　reqUire　lower　peak　fbrces　but　would　require

　higher　mechanicaユwork（consume　more　ATP　molecules，　say）．　This　is　suitable

　fbr　a　steady，10w－powered　unfolding　machinery　as　are　most　ATP－powered　un－

　foldases．

2．How　flagellin　sp皿ta皿eously　refold　in　the　cavity　under　the丘1aエnent　cap？

●Mu．1tiple　thermal　unfolding　simulations　at　dfferent　denaturing　temperatures

　　were　conducted　to　probe　the　fblding　process　in　reverse．　Domain－level皿nfolding

　　sequence　reflects　ther皿al　resistance　in．dicated　by’experiment．　Lower七hermal

　stability　of　a　subdom［a正n　D2b　ca皿help　to　explain　why　D2　unfolded　earlier　tha皿

　　D3　despite　similar　8七ability　between　D2a　a且d　D3．
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●Residual　native－like　interactions　fOund　in　the　denatured　sequence－variable　HVR

　　domains　D2　and　D3　indicate　possible　fbldillg　initiation　sites〔Z－1ikeβ一sheet）．

　　These　domains　m▲ght　fbld　via　the皿ucleation－condensatioII　mechanism（日ee日ec．

　　tion　3．3．1）which　could　reduce七he　chance　of　misfolding　due　to　concurre1］、七for－

　　mation　of　secondary　a皿d　tertiary　in七eエactions、

●Volume　estimates　suggest　that　refolding　in　the　Mament　chaエnber　has　to　occur　in

　　two．stages，　since　there　is　sufficient　space　only　for　either　denatured　HVR　domains

　　（D2－D3）or　denatured丘laエnent－core　domains（D1－DO）．　Radial　arrangement　of

　且age11in　in　the　fila皿ent　requires　HVR　domains　to　be　extruded　to　the　filament

　surface　first，　hence　they　should　refbld　befbre　the　filament－core　doma且ns．

3．Can　we　generalize　the丘ndiIlgs七〇〇七her　flagellin

　　proteins？

homologs　a皿d　other且agellar　export

●Secondary，structure　predictions　on七he　putative　HVR　domains　of　flagellin　he一

　　皿ologs　indicate　highβ一sheet　contents．　Large　HVR　domains　in　flagellin　h〔F

　　moiogs　migh七contain　felding　nuclei　though　the　motif　may　not　be　Z－likeβ一sheet

　　but　dictated　by七he　structural　topology．

書Several　other　expor七proteins（HAP2，　hook）also　have　adj　acent　termilli．　Unrav－

　　e11i丑g　them　from　the　N一七ermillal　might．　also　require　less　mechanical　effort　ra七her

　t…1an　pulling　both　th｛∋ir　ter皿ユini　in七〇七he　channel，

7．2 ’1〕斑tative　model　of　flageliin　exp　ort

Ba日ed　on　current　understanding　in　the　literature　a丑d　from　the　fi皿dings　presented　in　this

thesis，　we　have　ehe　follewing七entative　model　of’flagellin　expor七l

　　　At　the　expoTt　gate　in　the　fiag色Ilar　basal　body　under　the　iエmer　membra皿e，　fiagellin

is　recognized　by　the　export　and　sorting　signals　at　its　u丑structured　N－terminal　IStafford

et　al．）200　7］　．　A　meehanical　force　generated　from　an　as－yet　unclear　mecha皿ism　would　pulI

flagellin　into　the　channel　from　its　N＿termina1，　unravelingβ一sheets　by‘‘lateral　shearing”aエ1d

breaking　salt－bridge　in七eractions　in　domains　D　l　a皿d　D3　in　the　creation　of　aωi¶e且agellin，

Upon　entering　the　filamellt　channel，　the　negatively　charge〔］flagellin（charge　of　一・12　at　pH

of　7　to　9，　according　to　titration　curve　from　the　H十十webserver　IGerdon　e七al．，2005】）

would　travel七hrough　the　cha皿neI　via　diffusion．　The　electric　po七e且tia且set　up　by　the　Proton
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Mo七ive　Fbrce　migh七fu．rther　assist　in　the　transport（or　might　even　drive　the　en撫e　export

process　as　suggested’by　IMinamino　and　Na　nba，2eO8，　Paul　et　aユ．，2008D　and　would　also

prevent　back－slippage　of　the　tramslo　cating　molecUle｛Schiebel　et　al．，1991］．　Upon　arrivaユat

the　dis七aユ“refblding　chamber”，　the　formation　and　growth　of　the　fb王ding且uclei　in　D2　a皿d

D3（in七he　fbr皿of　three－strandedβ一sheets）coupled　with　fbrmation　of　native　salt－bridges

gu．ides　the　refblding　process．　F（）lded　D2－D3　exits　the‘‘chaxnber”through　the　gap　fbr醜ed　by

asymmetrY　mi呂match　be七ween　HAP2　filamen七cap　and　the　tip　of　the　filarnen七［Yonekura

et　aL，2000】．　Folding　of　D　l－D　O　next　co㎜ences．　Folded　D　1　is　then　recognized　by　the　tail

domains　of　HAP2丘la皿ent　cap　Protein　which　assists　in　the　poly皿eriza尤ion　of　the　newly

axrived　flagellin　into　the　Ma皿ent｛Makd－Yonekura　e七al．，2003］．

7．3 Outlook

Molecular　simUlations　and　exper辻nents　should　be　viewed　as　co皿plemen七ary　tools　to　gam

i丑sights　into　biologicε且processes．　I　hope　that　experi皿ental　work　would　be　carried　out　in

the　near　future　to　de七ermine　if　fiagellin　indeed（re）fbld　via　the　nucleation－condensation．

mechanism．

　　　The　mechanicaユu皿folding　simu王ations　perfbrmed　in　this臼七udy　are　to　mimic　tW（＞way

pulling　in　AFM　experimen七s．　However，　the　pulling　mode　fbr　the　u丑fblda舶might　be　one－

Way．　The　hLexameric　ATPase　Flil（sharin、g　structural　similamibyr　with　rotary　motor　F1－

ATPase）collld　b　e　the　unfoldase　in　the　flagellar　export　system，　whose　monomer　has　been

solved［lmada　et　al－，2eO7］．　It　would　be　interesting　to　compare七he　threading　of　the　fiag－

ellil　terminaユ／ter皿ipt　into　the　ATPa呂e　pore　with　t聯o－way　AFM－like　unfoldilg　reported

in　this　thesis．　However，　a　reaJistic皿odel　of　fiagellar　pro七ein　u皿folding　fbr　tramsport　can

be　constru．c七ed　only　after　a　complete　understa皿ding　of七he　workings　of　the七ype　II工ex－

por七apparatus（common　to　the　fiagellu皿and　needle　complex）has　b　een　gleaned　from

experim．ents．

　　　Lastly，　it　is　tempting　to　propose　that　the　particular　topelogy　of　fi－sheets　in　the　HVR　do－

mains　ef　S．　typhimurium　fiagellin　have　been　evolutionally　tun・ed　for　eaSy　unraveling　f士om

the　terminaユregion：strands　inβ一sheets　get　detached　o丑e－by－otie　via　low　effort‘latera・1

shear’．　Opttmally　orie皿tedβ一sheets　that　coUld　also　be　fblding　nuclei　might　be　a　general

‘design　p血ciple，七〇allow　flagellar　export　proteins　to　meet　the　dual　require皿ents　of　me－

cha皿ical　stability　and　ease　of　mechεm．ical　unfolding　f（〕r　tra皿sport・It　would　be　interesting　to

test　if　the　above　tprinciple，　apPiies七〇　the　unfolding／refolding　of　a　flagellin　hom610g　whose
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．3D　structure　has　recently　been　solved　IMaruya皿a　et’al．，2008｜．　Because　Z－1ikeβ一sheets　are

absent　in　the　single　HVR　domain，　a皿y　fblding　IユucleuS　if　preseエrt　might　take　on　a　different

form．　Other　flagellar　export　prOtei皿s　with　high　reSolution　3D　structures（e．g．　the　heok

subunit）are　aユso　interesting　subjects　i【1　fu七uTe呂tudies七〇gain　fUrther　insights　inte　the

fascinating且agellar　protein　’transport　system．　　　　　　　　　　　　　　　　・’　　　，



Appendix　A

Use　of　implicit　solvent　model

A．1 The　Generalized　Born　implici七solvent　model

Here　I　Wtsh　to　give　a　brief　in七roduction　to　the　Generalized　Bom　implicit　solvent皿odel

which　wa5　used　for　the　mecha皿icaユunfolding　si皿Ulations．　Part　of　the　contents　here　ame

based　on　the　AMBER8’ 高≠獅浮≠戟D　The　advan」七age　of　GBエnethod　is　a　less　costly　way　to

get　the　electros七a七ic　part　of　the　solvation　free－energy　than　to　solve七he　nonl血ear　Poission－

Boltz皿aml　equation．

　　　The　idea　stems　fro皿the　Born　n．o　de1　of　ion　solvation，　The　solva尤ion　free－energy（Bom

equatio丑）ca皿be　expressed　as：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△G－一；（・一』1，。涯

　　　This　is　the　work　leeded　to　tra皿sfer　a皿ion　of　charge　q　aエLd　radius　R　from　vacuum

（dielectric　constaエLt　of　1）to　a　solvent（esolvent＝80　fbr　water）．　The　deriva土io丑can　be

found　on　page　321　of　the　text　Molecu！ax　B三ephysics　by　MiChel　Daune　published　by　Oxford

University　Press（2004）．

　　　This　model　is　eXtended　to　the　case　of　a　charged　ato皿inside　an肛bitraエily－shapred

caVity，　such　as　in　a　protein．　Assu皿士ng七hat　we　can　compute　the　associated　solvation　free

e鵬rgy　a皿d　equate　the　expression　to　the　Born　equation　ab　ove，　we　ca皿get　the‘‘dfEective　B〔lrn

radius，，α．　If　the　atom　is　exposed　to　solvent，αwill　be　close　to　but　larger　tha皿the　va皿der

W画srad　ius　1．　For　buried　atoms，α　can　be　qui七e　large．　We　next　consider　the　case　of　many

　　1The　vdW　radius　of　an　atom　can　be　determined　from　measuring　atomic　spaeing＄between　pairs　of

unbonded　atoms　in　crystaJs（from　Wikipedia）・Essentia且y，　if　we　represent　atorns　as　hard　spheres¶　haユf　the

interatomic　5eparation　between　identical　atoms　can　be　taken　as　the　vdW　radius　of　the　atom．
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charges　inside　an　arbitrary　cavity，　Where　．the　electrostatic　¢emponent　of　the　to七al　solvatio且

free－energy　is　expressed　as　a　sum　of　the　illdividual　Bom　e且ergi色s　and　co且tribu七ions　from

pair－wise　inteエactions（G田eralized－Born　approX　imation　IStill　et　al．｝1990D：

△Getec

△G恒z「
　　　ZJ

fGB

陪△GGB一Σムロ：eげ＋2ΣΣ△（摺　

　　　　　　　　　　　　i　　　　　　　　　　z　j＞t

－　；（　　　　　　　11－　　　　Eselvent）鴛

　　　where　r4ゴis　the　dista皿ce　be七weeエ1　atoms　i　a皿dゴ．

　　　A　simple　way　to　cempu七e　the　effective　Born　radius　fbr　each　ato皿is　to　i皿vert　the　Born

equation：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　α「1－2△㊨・（÷・）－1

　　　which油volves　ge七ting　a　good　esti皿ate　of△（；eled　for　each　atom（self，energy）．　Classicial

elec七restatics　relates　the　self－energy　to　the　volu皿e　integral　of七he　electric　displacement

vector　D，　which　is　cE　for　a　linear　dielectric　medium　where　E　is　the　electrostatic　field．　By

using　the　s（Fealled　Coulomb　Field　Approximation，　we　can　write　E　using　the　coulomb　field

and　get　D＝（qi／r3）L　With　this　approXimation，　we　can　derive　an　approxima七ion　for　the

effective　Born　radius　a£：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ご÷訂〉，、±d・3

　　　where　pi　is　the　vdW　radius　of　the　charge　arLd　the　volume　integral　is　t　alken　over　spatial

locations　beyond　the　vdW　radius　but　still　wi七hin　the　solute（or　protein　in　our　case）．

　　　In　the　first　GB　model　in　AMBER，　GBHロT　by　｝lawkins，　Cra皿er　a皿d　Truhl肛［Hawkins

et　al．，19951，　a　se七〇f　vdW　spheres　are　used　to　approximate　the　true　molecUlar　surface　of

七he　solute　fbr　evaluating　the　3D　integraL　This　was　fo皿d　to　underestimate　the　value　fbr

αin　the　case　of　large　molecules　such　as　proteins　because　vacuum－filled　cavities　between

the　vdW　spheres　of　protein　atoms　are　taken　as　solvent－filled（hence　ou七side　the　solute）．　A

newer　model　GBoBロby　Onu．缶iev，　Bashfbエd　and　Case　IOnufriev　et　al．，2004｜was　proposed

七〇address　this　shortcoエaing．
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A．2 Checks　on　salt－bridge　over－stabilization

Salt－bridges　in　implicit　solvent　MD　simulations　may　be　over－stabilized　relative　to　its　coun－

terpar七s　in　explicit　solvent・Simmerling　a皿d　c〔Fworkers　feund七hat　among七he　G　B　imphcit

solvent　models　in　the　AMBER8　package，　GβHσT　over－esti皿ated　TIP3P　salt－bridge　star

bility　by　4　kcal／mol　but　the　GBoBσmodel（used　in　our　study）only　over－estim．ated　by　O．5

kcal／mol［Geney　et　al．，2006】．　Hence　salt・・bridge　over－stabilization　might　only　be　marginal

in　our　si㎜lations，

　　　In七he　8－ns　TIP3P　simula七ion　that　served　as　the　con七rol　fbr　our　therma1．unfbldiD．g　study，

sak－bridge　Glu246－Lys228　in　domain　D3　remained　stable　as　fo皿d　by　the　VMD　saユt－bridge

plugiエ1　used　with　ain　additienal　cutoff　of　4．O　A　between　side－chain　centroids（see　Fig．　A．1）．

Though　Asp217－Lys232　in　D3　was　not　as　stable，　it　may　be　patrrt　of　the　D3　f｛〕1ding　nucleus　as

suggested　by　our　thermaユunfolding　study（Ch、apter　6）．　To　cri七ically　assess　the　contribution

of　sal　t－bridges　to　mechanical　resis七a皿ce，　we　may　create　in　silico　mutants　where　the　key　sal七一

bridges　are　replaced　wi七h　residue　pairs　which　ca　n　fbrm　side－chain　H－bonds　but　are　neu七ral

in　charge，　such　a£ho皿o－or　hetero－Asn／Gln　pairs．

　　　Alternatively，　we　could　immerse　the　load．bearing　elements　into　explicit　solvent　and

investigate　their　stability　in　the　absence　and　presence　of　constant　forces．　This　was　in　fact

performed　fbr　the　non．－native　Arg431－Glu153　salt－bridge．　A　fragment（residues　137　to　162

in　ND　l　and　416　to　436　from　CD1）from　the　UBI　traj　ectory　s皿apshot　with　the　non－native

salt－bridge　was　solvated　with　TIP3P　waters　in　a　51　A×44　A　x　147　A　simula七ion　b白x．

Simulation　at　300　K　a皿d　l　atm　without　external’force　showed　that　the　sa1七一bridge　is　stable

in　the　presence　of　801vent皿01ecules．　Pu11ing　CD　l　helix　in七he　Z－direction　while　restraining

NDlb　ha且rpin　at　two　different　speeds　resulte（1　in　restraint　fbrces　of　around　400－pN　before

もhe　salt－bridge　H－bond　was　replaced　by　H－bonds　to　solvent　molecules卍brces　drop　to　low

values　when七he　salt－bridges　are　disrupted．　See　Fig．　A．2，
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日gure　A．1：Sal与bridges　in　flagellin　HVR　domains　D2　and　D3．　Salt－bridges　were

identified　with　VMD　from　an　8－ns　explicit　solvent　MD　simulation　at　300　K　that　served　a£

the　cont・rol　in　our　previous　thermal　unfblding　study（17）、　The　center．of－mass　separations

between　oxygen　and　nitrogen　atoms　on　sidechains　of　oppositely　charged　residues　in　D2a

and　D3　are　sllown　witll　the　default　cutoff　of　3．2　A　indicated　by　a　dotted　line．　Three

time，segmellts　are　investigated：Oto　1－nsほ，3　to　4．3－ns　and　7　to　8－ns．　Salt－bridges　fc）und

are：D182－K326（black），　D217－K232（red），　E246－K228（green），　D277－K221（blue）、　D219－

K279（violet）alld　D213－K203（turquoise）．　Only　D182－K326　and　E246－1く228　satisfy　t．he

criteria　fbr　salt．－bridge　during　the　last　1－lls．　Separations　between　D330－K362〔at　D2a－D2b

interface）ulldergo　large　fhlctuatiolls　and　are　not　shown．　Pairs　D219－K279　and　D213－K203

which　ollly　apPears　during　the　middle　time－segment　a．re　shown　as　sticks：red　for　acidic　and

bhle　fbr　basic　resi（iues，　D223　whicll　interacts、、・ith　K228　in　the　thermall）・denatured　state

is　shown　as　orallge　stick．　Cart，oon　representations　of　thぐstructure　at　O－ns　are　rendered　b｝’

VMD．
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Fig肛e　A2：Immersing　D∫1　non－native　salt－bridge　in　solvent．　A　load－bearing　salt－

bridge　found　from　imphcit　solvent　simulatio川s　also　stable　in　explicit　solvent　and　produced

significa．nt　restra．int　forces　against　disruption，　monitored　using　the　sel）aratioII　between　side－

chain　oxygen〔，n　the　Giu　and　side－chain　NHくm　the　Arg，
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