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１．はじめに

　ヒトを初めとする真核生物の細胞は多岐にわたる生命活
動を整然と行うために、細胞内小器官を高度に発達させて
いる。それぞれの細胞内小器官は固有の役割を持っており、
例えば、核は遺伝情報の担い手である DNAを管理し、ミ
トコンドリアはエネルギーの生産を行い、ゴルジ体は新し
く合成されたタンパク質の品質管理を行っている。このよ
うに細胞内小器官を持つ真核細胞においては、それぞれの
細胞内小器官へ正確に生体物質を送り届ける機構が発達し
ており、この機構を細胞内輸送または小胞輸送と呼ぶ。ク
ラスリン被覆小胞を介した輸送現象はその代表例であり、
エンドサイトーシスと呼ばれる細胞内への物質の取り込み
や分泌タンパク質の細胞内輸送などに関与している。クラ
スリン被覆小胞を介した小胞輸送は神経における情報伝達
などにも関わっており、この輸送系に異常が起きると神経
の麻痺など様々な疾患が引き起こされる。従って、小胞輸
送現象を理解することは、生物学的に興味深いだけでなく
医学的な見地からも重要である。
　クラスリン被覆小胞は、細胞膜やゴルジ体膜などの構造
が変化して形成される小胞である。クラスリン被覆小胞の
形成には、被覆タンパク質のクラスリン以外にも多くのタ
ンパク質が関与しているが、その中で最も重要なのものと
してアダプタータンパク質が挙げられる [1,2]。アダプタ
ータンパク質として、AP複合体ファミリーと GGAタン
パク質ファミリーの二つのグループが知られており、ヒト
には４種類の AP複合体と３種類の GGAタンパク質が現
在見いだされている [3-7]。これらのアダプタータンパク
質のうち、AP複合体ファミリーの AP-1複合体は、トラ
ンスゴルジ網とエンドソームの間の小胞輸送に関与してい
る [8]。AP-1複合体は、β1, γ, μ1, σ1 という 4つのサブユ
ニットから構成されており、これらのサブユニットはアダ

プチンと呼ばれている。AP-1複合体の機能は多岐にわた
っており、（１）小胞形成の開始を知らせる信号を認知し、
（２）小胞の被覆になるクラスリンを膜の上に集め、（３）
小胞の積荷になるタンパク質を引き寄せて小胞内へ誘導す
る、という役割を担っている。実際には、小胞形成はより
複雑な反応であり AP-1複合体以外にも多くの制御タンパ
ク質が関与しているが、そのような制御タンパク質が小胞
に集まって来る際にも、AP-1複合体が誘導役を担ってい
ると考えられている。AP-1複合体を構成する上記の４つ
のアダプチンは、このように多岐にわたる AP-1複合体の
機能を分担しており、例えば、µ1-アダプチンは積荷の輸
送シグナルと、β1, γ-アダプチンの N末端ドメインは小胞
形成の開始信号として働くタンパク質の ARFと、β1-ア
ダプチンの C末端ドメインは被覆タンパク質のクラスリ
ンと、そして、γ-アダプチンの C末端ドメインは制御タ
ンパク質と、それぞれ相互作用すると考えられている。ま
た、AP-1複合体を電子顕微鏡で観察すると、ミッキーマ
ウスの頭のように、球状のコアの部分から二つ耳が突き出
したような構造に見える。この耳に見える部分は、β1, γ-ア
ダプチンの C末端領域に対応しており、それぞれ、β1-ear

ドメイン、γ-earドメインと呼ばれている（Fig. 1）。
　今回、我々は AP-1複合体の  γ-earドメインについて、そ
の立体構造に基づく機能解析を行った。上述のように、γ-ear

ドメインは制御タンパク質の誘導役を担っているが、こ
れまでの生化学的な解析から、γ-synerginや Rabaptin-5と
いう制御タンパク質と相互作用することが示されていた
[9-11]。しかしながら、その詳細な相互作用機構は未知で
あり、γ-earドメインのどの部分が制御タンパク質と相互
作用するか、そしてどのような引力が γ-earドメインと制
御タンパク質の間に働いているか、などについては明らか
ではなかった。本研究では、まずＸ線結晶構造解析によっ
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て γ-earドメインの立体構造を決定し、その構造情報に基
づいて γ-earドメインと制御タンパク質の相互作用機構を
推定し、その確認の実験を行った [12]。

２．実験

2.1　タンパク質の発現と精製

　γ-earドメインのタンパク質試料は、大腸菌内で大量発
現させた。ヒト由来の γ-アダプチン自体は 822残基のアミ
ノ酸からなる大きなタンパク質であるが、このうち C末
端の γ-earドメインに対応する部分の遺伝子断片を取り出
し、大腸菌内でタンパク質を発現させる系を構築した。立
体構造が決定されていない段階では、γ-アダプチンの何番
目から何番目までのアミノ酸残基が γ-earドメインに当た
るかを正確に判定するのは難しく、どの部分を取り出すか
についても試行錯誤しなければならなかった。γ-earドメ
インの場合、ドメインの境界と考えられていた部分よりも
長めに遺伝子を切り出すことで、タンパク質の大量発現に
成功した。γ-earドメインの該当する部分をグルタチオン
-Ｓ -トランスフェラーゼとの融合タンパク質として、大
腸菌内で発現、精製後、プロテアーゼでグルタチオン -Ｓ
-トランスフェラーゼ部を切断除去し、γ-earドメインのみ
を結晶化に用いた。

2.2　結晶構造解析

　結晶化条件の検索はハンギングドロップ蒸気拡散法によ
って行った。結晶化条件の検索においては、溶液の pHや
沈殿剤試薬の種類、濃度などが重要なパラメータになるが、
結晶化を行う温度も大きな影響を与える。この γ-earドメ
インの場合、20℃では結晶が得られず、4℃という低温下
で結晶化を行った場合のみ結晶が得られた。結晶化条件最
適化の結果、20% (w/v) PEG 4000と 200 mM MgCl2を結晶
化剤とした条件で、Ｘ線回折実験に使用可能な結晶が得ら
れた。
　Ｘ線回折データの収集には、高エネ研 (KEK)放射光研
究施設 (PF)の BL-6A, 18Bを初めとするシンクロトロン放
射光を用いた。電子密度の計算を行うための位相は、金誘
導体を用いた重原子同型置換法とセレノメチオニン含有タ
ンパク質を用いた多波長異常分散（MAD）法の両方を適
用することにより決定した。特に、PF・BL-6Aにおいて
は波長変更の容易にできる新しい実験架台を設置後に最初
のMAD法によるデータ収集を行った。重原子同型置換法

においては、1.8Å分解能までの位相を決定することが出
来たことから、初期電子密度も良好で、タンパク質分子の
骨格に当たる部分の構造はモデル構築用のプログラムで自
動的に組むことも可能であった。大まかな構造をプログラ
ムで決定した後、コンピューターグラフィックス上で電子
密度とモデルの重なりを見ながら分子モデルを補正し、続
いて分子動力学計算を利用しモデルの精密化を行った。最
終的に 1.8 Å分解能で結晶構造を決定した（Fig. 2）。構造
精密化には、Rmergeが 6.4 %、データの完全性が 99.2 %の
回折データを用い、精密化後の結晶学的 R値は 22.6 %と
なった。

2.3　変異タンパク質の作製とその解析

　タンパク質中のどのアミノ酸残基が生理的な機能に寄
与しているかを調べる際には、変異体解析が頻繁に用い
られる。本研究では、γ-earドメインの塩基性アミノ酸残
基を他の性質の異なるアミノ酸に置き換えた変異体を作
り、その変異体が制御タンパク質と結合するかどうかを
調べた。変異体と制御タンパク質の結合能の分析は Yeast 

two-hybrid法と GST pull down法という二つの手法によっ

Figure 1
Schematic diagrams of AP1, AP2 complexes and GGA. Figure 2

Stereo view of an initial electron density map from SIRAS phasing.  The 
electron density map around Ala753 and Lys797 is contoured at 1.0 σ
.  The refined model of the γ1 ear domain is superimposed on the map.  
Water molecules are excluded for clarity.

Figure 3
Ribbon diagram of the γ1-adaptin ear domain.  The immunoglobulin-like 
β-sandwich fold of the γ1 ear domain is composed of eight β-sheets.  
Two β-sheets of the sandwich folds are composed of strands β4, β7 and 
β8 in a and strands β1, β2, β3, β5 and β6 in b.  The key residues in the 
accessory protein recruitment are highlighted with ball-and stick models.  
The N- and C-termini of each structure are indicated by the dotted 
circles.
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Figure 5
Electrostatic surface potential of the γ1-adaptin ear domain.  The 
molecular surface prepared by GRASP is shown in the same orientation 
in Fig. 3.  A large basic surface consists of the conserved residues 
around the C-terminus of strand β4 and N-terminus of strand β7.  The 
GST pull-down assays in Fig. 7 have indicated that the basic surface 
serves as the binding sites for γ-synergin and Rabaptin-5.

Figure 4
Structures of the α-adaptin ear, β2-adaptin ear and γ1-adaptin ear 
domains.  a, Ribbon diagram of the mouse α-adaptin ear domain (PDB 
entry 1B9K).  b, Ribbon diagram of the human β2-adaptin ear domain 
(PDB entry 1E42).  c, Ribbon diagram of the human γ1-adaptin ear 
domain (this work).

て行った。Yeast two-hybrid法は、二つのタンパク質を酵
母細胞の中で発現させ、細胞内での結合を見るものである。
もし二つのタンパク質が結合していれば酵母細胞が青く染
まる。GST pull down法は、細胞から取り出したタンパク
質同士を試験管内で結合させる方法であり、電気泳動で分
析して結合したかどうかを検定する。

３．結果と考察

3.1　AP-1 複合体の γ-ear ドメインの立体構造と分子表

面の電荷状態

　構造解析の結果、γ-earドメインは８本の β-ストランド
からなるβ-サンドウィッチ構造を形成していることが分か
った（Fig. 3）。この構造は抗体の立体構造によく似ている
ため、イムノグロブリン構造と呼ばれる。機能が類似した
タンパク質である AP-2複合体の α-earドメインや β-earド
メインなどでは、β-サンドウィッチ構造に続いてさらに C

末端側に α-ヘリックスと β-シートが混在したプラットフ
ォーム構造が存在していることが構造解析により分かって
いた（Fig. 4）[13-15]。制御タンパク質の誘導にはプラッ
トフォーム構造が重要であると報告されているため、今回
決定した γ-earドメインが β-サンドウィッチ構造のみから
なるということは驚きであった。
　このようにプラットフォーム構造がない γ-earドメイン
においては、β-サンドウィッチ構造上のどこかに制御タ
ンパク質の認識部位がなければならない。制御タンパク質
を効率よく引き寄せるため、制御タンパク質と相互作用す
る領域は電荷分布の偏りなどの特徴が現れているはずであ
る。そこで、認識部位となり得る特徴的な領域を検索する
ために、決定した結晶構造に基づいて静電ポテンシャルを
計算し分子表面の荷電状態の可視化を行った（Fig. 5）。そ

Figure 6
Amino acid sequence alignment of γear and GAE from GGA.  The numbering for the human γ1 ear domain follows the sequence data with accession 
ID: AB015317 in GenBank/EBI/DDBJ database.  In this sequence, the total number of amino acid residues is 822.  In human and mouse, γ2-adaptin has 
been found in addition to γ1-adaptin.  The sequences indicated as plant, yeast, and fungus correspond to those of Arabidopsis thaliana, Saccharomyces 
cerevisiae, and Ustilago maydis, respectively.  The diagram above the sequences depicts the secondary structures of the human γ1 ear domain.  The 
residues conserved among at least 9 out of 12 sequences are colored in red for identity, and in pink for similarity.  In addition, the residues in the 
vicinity of the highly conserved basic cluster, as shown in Fig. 5, are highlighted in blue.  Triangles on the sequences indicate the residues of which 
the point mutations were shown to abolish the interaction with γ-synergin and Rabaptin-5 in yeast two-hybrid screen; the red triangles for the residues 
buried in the core of the γ1 ear molecule, and blue for the exposed residues.  In addition, the green triangles indicate the additional point mutants that 
were designed for GST pull-down assays, on the basis of the structural data.
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Figure 7
Interaction between γ1-adaptin ear domain and γ-synergin or Rabaptin-5 
studied by pull-down assays.  Lysates from hEK-293 cells transfected 
with HA-tagged γ-synergin (HA-γ-Syn) were pulled down with GST or 
GST fused to wild type (WT) γ1-adaptin ear domain or its mutant and 
subjected to immunoblotting with anti-HA or anti-Rabaptin-5 antibody.  
GST and WT are the negative and positive control, respectively.  The 
estimated band density of HA-γ-synergin or Rabaptin-5 pulled down 
with GST-γ1-ear (WT) is expressed as 100%.  In the far left lane, 
one-twentieth volume of the lysate subjected to pull down was directly 
electrophoresed.  Structural integrity of the six mutants was confirmed 
by measuring the circular dichroic (CD) spectra of the proteins after 
their GST portions were cleaved with thrombin.  Their CD spectra were 
almost identical, suggesting that they share a secondary structure similar 
to that of the wild type (data not shown).

Figure 8
Current models of the AP-1 complex and GGA.  a, In AP-1 complex, 
two ear domains (β1- and γ1-adaptins) may interact with accessory 
proteins.  The β1-adaptin hinge region binds the clathrin N-terminal 
domain whereas the Tyr-based motif of µ1-adaptin recognizes cargo 
receptors.  b, The GAE ear domain of GGA uses its basic cluster to 
interact with accessory proteins.  The VHS domain of GGA recognizes 
cargo receptors and the hinge region binds the N-terminal region of 
clathrin, which may act as a trigger of the formation of a clathrin cage.
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の結果、4番目と 7番目の β-ストランド周辺の塩基性アミ
ノ酸残基、Lys-756, Arg-793, Arg-795, Lys-797が、大きな
塩基性領域を形成していることが明らかになった。また、
データベースに登録されているアミノ酸配列を比較したと
ころ、これらの塩基性残基はヒト以外の様々な生物種由来
の γ-earドメインの間でも保存されているということが分
かった（Fig. 6）。機能上重要なアミノ酸残基は進化の過程
でも変化せず、異なる生物種の間でも保存されていること
が多い。我々は、この塩基性の正電荷を持った領域が制御
タンパク質を引き寄せるのに働いているのではないかと推
論し、さらに次にような実験を行ってこれを確認する事を
試みた。

3.2　変異体解析

　上記の塩基性領域を形成しているアミノ残基（Lys-756, 

Arg-793, Arg-795, Lys-797）を中性のアミノ酸残基 Gln（グ
ルタミン）に置き換えた変異体を作製した。もし仮に γ-ear

ドメインと制御タンパク質が静電的な引力で結合している
とするならば、正電荷を持つ塩基性残基を電荷を持たない
Gln残基へと置き換えることによって、タンパク質同士の
結合能が弱まることが期待される。実際に GST pull down

法を用いて、それぞれの変異体の制御タンパク質に対する
結合能を、γ-synerginと Rabaptin-5の両方に対して調べた
ところ、いずれの場合も結合能が著しく低下するというこ

とが分かった（Fig. 7）。また、これらのアミノ酸残基を取
り囲む位置にある Ala-753や Glu-812などのアミノ酸残基
に変異を導入した場合も、結合が弱まることが分かった。
一方、これら塩基性領域近傍のアミノ酸残基以外につい
てもランダムに変異を導入し、その変異体について Yeast 

two-hybrid法を用いて結合の有無を調べたが、著しく結合
能が低下したものは見られなかった（データは省略）。以
上の結果は我々の仮定を強く支持するものであり、γ-ear

ドメインが 4番目と 7番目の β-ストランド周辺の塩基性分
子表面を介して、制御タンパク質と結合するということが
明らかになった。
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3.3　AP 複合体ファミリーと GGA タンパク質ファミリーに

おける ear ドメイン

　AP複合体が４つのアダプチンが集まって出来上がって
いるのとは対照的に、GGAタンパク質は１種類のポリペ
プチド鎖のみから成っている。つまり、AP複合体と GGA

タンパク質は根本的に異なった構造を取っていると言える
が、唯一共通しているのが γ-earドメインの存在である（Fig. 

1）。GGAタンパク質は４つのドメインからなる一本鎖の
タンパク質であるが、その C末端側には γ-earドメインと
アミノ酸配列の相同性が高い GAEドメインがある。この
GAEドメインは、生理的な役割の上でも、γ-earドメイン
と相同性があるとされ、γ-synerginと Rabaptin-5と結合す
ることもごく最近明らかになった。また、上述の塩基性残
基についても良く保存されており、GAEドメインも γ-ear

ドメインと同様に β-サンドウィッチ構造を取り、大きな塩
基性領域を分子表面上に持っているという可能性が非常に
高い。このように、今回の我々の解析結果は、未だ立体構
造が決定されていない GGAタンパク質ファミリーの GAE

ドメインの構造についても示唆を与えるものである（Fig. 

8b）。

４．まとめ

　以上のように、今回の我々の結晶構造解析と構造情報に
基づく生化学的解析の結果から、γ-earドメインが塩基性
の領域を利用して、制御タンパク質と相互作用していると
いうことが明らかになった。一方、制御タンパク質のうち
γ-synerginには、酸性に偏った特徴的な領域があることも
分かっており、γ-earドメインと γ-synerginが塩基性と酸性、
つまり正電荷と負電荷の静電的引力によって相互作用して
いるのではないかということも予測される。しかしながら、
これを確かめるためには、さらなる生化学的な分析や γ-ear

ドメインと γ-synerginの複合体の結晶構造解析などを行う
必要がある。現在、そのような実験も進行中であり、γ-ear

ドメインによる制御タンパク質の誘導機構をより詳細に明
らかに出来ることを期待している。
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