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グアニンヌクレオチド交換因子(GEF)は、低分子量GTPaseに対するMg2+とGDP

の結合を不安定化することでヌクレオチド交換反応を促進する。一般的に低

分子量GTPaseは、活性型であるGTP結合型で標的タンパク質(エフェクター)と

結合し、自らのGTPase活性とGTPase活性化タンパク質(GAP)の助けにより、

GTPがGDPに加水分解されてGDP結合型となると、エフェクターに結合できな

い不活性型となる分子スイッチである。不活性型低分子量GTPaseを活性型に

変換するには、結合したGDPを除去し、新たにGTPを導入する必要があるが、

GDPはGTPase活性に必要なMg2+と共に強く低分子量GTPaseに結合しており、

自然なヌクレオチド交換反応は著しく遅いため、迅速な交換にはGEFが必要と

される。GEFは除去すべきMg2+とGDPを認識、又はこれらのGTPaseに対する

結合と競合すると考えられるが、機構の詳細は不明である。 

植物(シロイヌナズナ)由来の Rab5 様低分子量 GTPase ARA7 と、その GEF で

ある VPS9a、及び GDP の三者複合体結晶構造において、VPS9a が ARA7 に

結合した GDP を認識する中間体の存在を我々は以前示した。VPS9a には

Rab5 選択的 GEF である Vps9 ドメインが存在するが、Vps9 ドメインに保存され

るアスパラギン酸(Asp フィンガー)が GEF 反応に重要であることが知られてい

る。当初は Asp フィンガーと GDP の負電荷同士が反発して GDP が除去される

可能性が考えられたが、我々の構造から、Aspフィンガーが水素化したGDPと

水素結合する可能性が示された。これでは GDP 結合を逆に安定化してしまう

ように見えるが、Asp フィンガーは GTPase の P-loop に保存される GDP 認識

に必須のリジンを GDP から奪うことにより、競合的に GDP の結合を不安定化

させる機構を提唱している。Asp フィンガーによる GDP の一過的な認識は、基

質特異性を考えても合理的と思われる。 

では、GDP認識以前に行なわれているであろう Mg2+除去はどのように行なわ

れるのか？本来のMg2+結合部位にCa2+が結合したARA7-GDP-Ca2+/VPS9a

四者複合体の結晶構造解析を行ない、Ca2+がARA7 とVPS9a双方に強固に配

位している中間体を明らかにしたので、今回報告する。この中間体は、GDP除

去に先立ち、VPS9aがMg2+を認識する可能性を示すものである。VPS9aによる

Mg2+認識が、どのようにMg2+結合を不安定化するのか議論したい。 


