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b Figure 2
Crystal of the human GGA1 
VHS domain (a) and that of
the human GGA1 VHS 
domain complexed with 
C-terminal ation-independent
MPR peptide (b). Bar shows 
0.1 mm. 
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Figure 1 
Schematic representation of
domain organization of GGA1 
protein (upper panel) and
interaction between GGA1 
and other proteins (lower
panel).  GGA1 protein
consists of three domains, 
VHS, GAT and GAE.  GGA1 
interacts with at least three 
other proteins, clathrin, ARF 
and MPR.  Clathrin is a coat
protein of transport vesicles 
and it interacts with 
proline-rich region between 
GAT and GAE domains of
GGA1 protein.  GAT domain 
interacts with GTP 
bound-ARF which is a small 
G-protein.  VHS domain 
interacts with C-terminal
ACLL sequence of MPR
protein which is a cargo 
receptor protein. 

Figure 3 
Ribbon diagram of human GGA1 VHS domain complexed with MPR peptide.  The MPR (ACLL) peptide molecule 
is shown as a ball-and-stick model. (a) is shown from side-view, and (b) is shown from top-view.
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Figure 5 

Surface representation of the VHS domain interacting with the cation-independent MPR ACLL peptide.  The surfaces are 

colored according to the electrostatic surface potential in a-d (blue, positive; red, negative) and hydorophobicity in e and f

(green).  a, The VHS domain (in complex form) without the peptide.  Green line shows outline of the peptide.  b, With the 

peptide in the same view as in a.  Green line shows outline of the peptide.  c, The Peptide bound to the VHS domain.  The 

peptide is shown as sticks and the basic residues interacting with the peptide are labeled.  d, The other side of the peptide.  e,

The peptide bound to the VHS domain (the same view as in c). f, Hydrophobicity of the other side of the peptide (the same 

view as in d). c-d and e-f are shown as open-book pairs.  

αα6

α8

I

H

L

L

D

E

D K131

M138

F88

I95

R89

K96

N92

K87

Y102

K101

S99 I144

α6

α8

I

H

L

L

D

E

D K131

M138

F88

I95

R89

K96

N92

K87

Y102

K101

S99 I144

Figure 4 

Stereo view of the omit Fo–Fc

electron density map of the

ACLL peptide (chain C),

contoured at 3.0 σ, superimposed

with a ball-and-stick model of

the peptide in the center (bonds

colored in black and residues

labeled with single letters). It

also shows a ribbon diagram of

the helices α6 and α8 with

ball-and-stick models of the

residues involved in the

interaction with the peptide.  
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り、Fig. 5dに示したペプチドの負電荷部分（赤色）
と静電的に引き合っている様子がわかった。また、
Fig. 5e,fに示したようにVHSドメイン側もMPRのC
末端ペプチドも、それらの相互作用する領域は共に
疎水性（緑色）の分布を示しており、疎水性相互作
用も分子間相互作用に寄与していると考えられた。

 VHSドメインとMPRのC末端ペプチドの複合体
のX線結晶構造を決定したことにより、GGA1タン
パク質のVHSドメインが輸送タンパク質受容体の
MPRをどのようにして認識しているかが、原子レ
ベルで明らかにされた。Fig. 6は、その相互作用を
模式的に示したものである。この図に示したように、
相互作用に関わるVHSドメイン側のアミノ酸残基
は、helix6とhelix8に局在している。また、MPRのC
末端ペプチドのジロイシン残基（Leu10M-Leu11M）
の認識は主にPhe88, Ile95, Met138などの疎水性残
基やAsn92, Lys96, Tyr102の疎水性の炭化水素鎖部
分により行われており、酸性残基（Asp7M）の認識
は主にLys131の塩基性側鎖との静電的相互作用に
より行われていることがわかる。
 分子認識に関わるこれらのアミノ酸残基の必要
性は、酵母の2-hybrid systemを用いた実験によって
も明らかであった。Table 1に示したように、Phe88, 
Asn92, Ile95, Lys131などに変異が導入されたGGA1
タンパク質は、輸送タンパク質受容体であるMPR
やSortillinとの結合能が失われていることが細胞内
で確認された。
 
Table 1  Yeast two-hybrid analysis 

Bait             Prey         
  CI-MPR Sortilin 

 WT +++ +++ 
 F88Q – – 
 N92E – – 
 E93S +++ +++ 
 I95D – – 
 K131N +/– – 
 Y136stop – – 

+++, +/– and – indicate yeast cells that developed blue color 
in 1-h incubation with X-gal, developed pale blue color in 
18-h incubation, and did not develop blue color within 18 h, 
respectively, in a filter assay for β-galactosidase. 
 
 

 細胞内輸送において特定のタンパク質を目的の
場所に輸送するためには、輸送するものとされるも
のが厳密にお互いを認識することが必要である。本
研究では、クラスリン被覆小胞のアクセサリータン
パク質GGA1のVHSドメインとMPRの相互作用に
着目して実験を行ったが、このVHSドメインとアミ
ノ酸配列上も立体構造上も似ているTom1, Hrsなど
のタンパク質も、やはり細胞内輸送に関わることが
知られている。GGA1と他のタンパク質のVHSドメ
インのアミノ酸配列を比較したものがFig. 7である。
青色で示されているアミノ酸残基はGGAタンパク
質のみで保存されているもので、赤色で示されてい
る残基は他でも保存されているものを表している。
全体にわたって配列は保存されているが、helix6と
helix8に相当する領域では、GGAタンパク質のみで
保存されている残基（青色）が特徴的に見いだされ
ている。一方、今回のＸ線結晶構造解析によって明
らかになった、MPRと相互作用しているアミノ酸
残基を図中、黒色の矢印で示した。実際にMPRと
の分子認識を行うアミノ酸残基はGGAタンパク質
のみで保存されており、他のタンパク質ではそれら
は保存されていない。
 以上から本研究により、（１）GGAタンパク質が
ターゲットのMPRを認識する原子レベルでの機構
を明らかにしたと共に、（２）この相互作用は細胞
内輸送における特異性を直接説明しただけでなく、
さらに（３）他のVHSドメインでは異なる分子認識
機構が存在するであろう事を導き出した。

 
 我々は、GGA1のVHSドメイン単体および、MPR
のC末端ペプチドとの複合体のＸ線結晶構造を決
定した。その結果、MPRのC末端ペプチドは、VHS
ドメインのhelix6とhelix8のクレフトに静電相互作
用及び疎水性相互作用で結合していることを明ら
かにした。また、MPRの認識に関与するアミノ酸
残基はGGAタンパク質で特徴的であり、分子認識
の特異性をよく説明することができた。
 クラスリン被覆小胞の制御タンパク質としては、
近年になって見いだされたGGAタンパク質の他に
以前から研究されていたAP複合体が知られている。
AP複合体はその名の通り、４つのサブユニットか
らなる巨大分子であるのに対し、GGAタンパク質
はそれ単体でクラスリン・ARF・輸送タンパク質と



－ 28－

Figure 6 

Peptide binding diagram.  The main chain 

and the side chains of the MPR ACLL peptide 

are shown in gray and side chains involved in

the specific interactions are shown by

ball-and-stick models.  VHS domain residues 

in the helices α6 and α8 are shown in green 

and orange, respectively, where residues 

involved in the hydrogen bond or the charged

interaction are shown by ball-and-stick

models and those in the hydrophobic 

interaction are indicated only by text.  In the 

ball-and-stick models, each atom is colored as 

follows: carbon, gray; nitrogen, blue; oxygen, 

red. Hydrogen bonds or charged interactions 

are indicated by green dotted lines, and

hydrophobic interactions by red dotted lines 

with a starburst around each atom or residue. 

The arrow between Lys131 and Asp7M shows 

a electrostatic interaction. 

Figure 7 

Alignment of amino acid sequences of VHS domains from GGAs, Tom1, Hrs and STAM1.  Arrowheads 

indicate GGA1 residues involved in the interaction with the MPR ACLL peptide. 



の結合を行い、細胞内輸送を制御する（Fig. 1）。実
験系としては、単一分子種であるGGAタンパク質
は非常に有利であり、一部ではあるがその構造を決
定し機能との関連を明らかにできた意義は大きい。
我々は既に他のドメインの構造解析にも着手して
おり、着々と成果を上げつつある。最終的には、ド
メインごとの構造機能解析に加えて、全ドメインを
含む構造決定や相互作用によるドメイン間での構
造変化の有無や意義を明らかにし、細胞内輸送の制
御機構を原子レベルで理解することを目指してい
る。
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Appendix

Table S1 Data processing, refinement and models

Crystals
Native    Complex  

Space group   P43212   P212121

Cell dimensions (Å)   a = 55.1, c = 105.5   a = 55.2, b= 65.9, c = 101.6  
Solvent content (%)   48.4    52.1  

Data processing statistics 
    Native   Complex 
Wavelength (Å)   1.0 (PF-BL-6B)  1.0 (ALS 5.0.2) 
Temperature (K)   293   100 
Resolution (Å)    15 - 2.1 (2.17 - 2.1)  30 - 2.0 (2.11 - 2.0) 
Number of total reflections  39,125   167,862 
Number of unique reflections  9,580   25,975 
Completeness (%)   95.6 (89.4)   99.6 (99.3) 
R merge (%)    4.4 (28.8)   6.7 (35.9) 
I / sigma    25.8 (4.7)   7.1 (1.9)  

Models
 Native   Complex 

protein atoms    1,117   2,252 
Number of peptide atoms   -   103 
Number of water molecules  34   198 
Number of iodide ions   -   6 
Average B-factors (Å2)   34.4   39.1 

protein chain A 32.4 
       peptide chain C 35.3

protein chain B 44.0 
       peptide chain D 50.3 

Refinement statistics 
    Native   Complex 
Resolution range (Å)   15.0 - 2.1   30 - 2.0 
Reflections in working/free set  9,057/456   23,340/1292 
R-factor / Rfree (%)   22.3/26.1    22.8/26.1 
R.m.s. deviation from ideal values 
   Bond length (Å)   0.013   0.011 
   Bond angle ( )   1.56   1.29 
Ramachandran plot 
   Most favoured region (%)  91.9   95.3 
   Additionally allowed region (%) 8.1   4.7 
   Generously allowed region (%) 0   0 
   Disallowed region (%)  0   0 

Values in parentheses are for the highest resolution shell. Rmerge= i j|<Ii>-Iij|/ i jIij, where <Ii> is the mean intensity ith
unique reflection, and Iij is the intensity of its jth observation. R-factor = 

h
||F(h)

obs
| -k|F(h)

calc
||/

h
|F(h)

obs
|. Rfree is the 

R-factor calculated for a test set reflections, comprising a randomly selected 5 % of the data, not used during 
refinement.


