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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞運動を制御する足場タンパク質であるELMOに着目し、Racの活性化因
子であるDOCKおよび上流制御因子との複合体の構造解析を行い、ELMO-DOCK-Racによる細胞骨格の制御機構を明
らかにすることを目的とした。ELMO1-DOCK5-Rac1複合体の全体構造をクライオ電子顕微鏡により決定し、ELMO1
が遷移状態のRac1に結合し、DOCK5によるRac1活性化の効率を高めていることを明らかにした。また、ELMO1とそ
の上流制御因子の一つであるRhoGとの複合体のX線結晶構造解析から、ELMO1による新しいGタンパク質結合様式
の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on ELMO, a scaffold protein that regulates cell 
motility, and analyzed its three-dimensional structure in complex with DOCK, an activator of Rac, 
and upstream regulators to clarify the mechanism of cytoskeletal regulation by ELMO-DOCK-Rac. The 
overall structure of the ELMO1-DOCK5-Rac1 complex was determined by cryo-EM and revealed that ELMO1 
binds to Rac1 in the transition state and enhances the efficiency of Rac1 activation by DOCK5. X-ray
 crystallographic analysis of ELMO1 in complex with RhoG, one of its upstream regulators, revealed 
the existence of a novel G-protein binding mode by ELMO1.

研究分野： 構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DOCK5は、上皮細胞の浸潤・転移を促進し、がんの進行に関与することが知られている。また、DOCK5は、破骨細
胞が骨吸収する際の骨への接着機能を制御しており、抗骨粗鬆症薬の開発ターゲットとしても期待されている。
本研究により、DOCK5や他のDOCKファミリータンパク質がGタンパク質を活性化を制御するメカニズムがさらに解
明されれば、これらの疾患に対する新しい治療薬の開発に道が拓けると期待される。また、今回発見した
ELMO1-RhoG複合体における新規の会合面は、がんの浸潤を制御するための低分子化合物などの設計に役立つと期
待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞運動は、免疫細胞の遊走や神経突起の伸長など生体内で重要な役割を果たすとともに、がん
の浸潤や転移にも関連している。低分子量 Gタンパク質である Rac は、GTP 結合型（活性型）と
GDP 結合型（不活性型）の間を循環して、アクチン細胞骨格を制御する分子スイッチである。活
性化した Rac は、細胞の形態変化を誘導することでがん細胞の運動を促進する。したがって、
Rac の活性化因子であるグアニンヌクレオチド交換因子(GEF)は、がん治療薬のターゲットにな
る可能性があると考えられている。 
DOCK (Dedicator of cell motility)は、Rho ファミリーGタンパク質の GEF であり、古くから
知られる DHファミリーの Rho GEF とは異なる構造と触媒機構を持っている。11の DOCK ファミ
リー分子に共通するドメイン DHR-1 と 2 は、それぞれ細胞膜への結合と GEF 触媒活性を担って
いる。さらに５分子(DOCK1〜DOCK5)は、SH3 ドメインを持ち、足場タンパク質である ELMO 
(Engulfment and cell motility)と結合して Rac を活性化し、細胞運動を誘導する。DOCK1 の活
性は、SH3 と DHR-2 ドメインの分子内相互作用によって抑制され、ELMO の結合によってその自己
抑制が解除されることが明らかにされている。しかし、DOCK と ELMO の部分構造の解析は行われ
ているものの、全体構造は不明であり、両者が協調して Rac を活性化する構造基盤は不明であっ
た。 
また、近年、低分子量 Gタンパク質 RhoG、ヘテロ三量体 Gタンパク質サブユニット Gαiと Gβ
γ、接着性 GPCR BAI など、いくつかのタンパク質が ELMO に結合し、ELMO-DOCK-Rac シグナルを
活性化することが明らかにされている。しかし、これらの上流制御因子が ELMO に結合する構造
的な根拠は不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、DOCK および ELMO とその上流の制御因子との複合体の立体構造を、X線結晶構造解
析およびクライオ電子顕微鏡を用いて解析し、ELMO-DOCK-Rac による細胞運動誘導シグナルの制
御機構を明らかにすることを目的とした。また、これらのタンパク質構造に基づき、Rac シグナ
ルを特異的に阻害する新規タンパク質間相互作用の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) ELMO と上流制御因子の結晶構造解析 
ELMO1（全長 727 アミノ酸残基）は、N 末端から Ras 結合ドメイン(RBD)、ELMO 抑制ドメイン、
ELMO ドメイン、PHドメイン、ELMO 自己制御ドメイン、プロリンリッチドメイン(PxxP)から構成
される足場タンパク質である。 
まず、上流制御因子との共結晶構造解析を目的として、大腸菌セルフリータンパク質合成系を用
いて、ELMO1 の構造解析に最適な発現領域の検討を行った。上流制御因子については、バキュロ
ウイルス発現系を用いて、RhoG、ヘテロ三量体 G タンパク質サブユニット Gαi1 および Gβγ
の高純度タンパク質を調製した。これらの上流因子と ELMO1 の複合体の結晶化条件を探索した。
また、表面プラズモン共鳴法（Surface plasmon resonance: SPR）による相互作用解析を行っ
た。 
 
(2) ELMO-DOCK のクライオ電子顕微鏡構造解析 
次に、ELMO-DOCK の全体構造を明らかにするため、HEK293F 細胞発現系を用いて ELMO1 と DOCK5
を共発現し、ELMO1-DOCK5 複合体を調製した。さらに基質 G タンパク質である Rac1 を結合した
状態の ELMO1-DOCK5 複合体を調製し、クライオ電子顕微鏡による単粒子解析を行った。解析した
構造に基づき、ELMO1 変異体の生化学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ELMO と上流制御因子の結晶構造解析 
ELMO1 の RBD ドメインと RhoG の共結晶化スクリーニングの結果、良好な回折を示す結晶が得ら
れた。結晶化条件を最適化した後、SPring-8 の BL26B2 ビームラインを利用して、両者の複合体
の結晶構造を 1.6 オングストローム分解能で決定することに成功した。結晶の空間群は P21、格
子定数は a = 75, b = 64, c = 115 オングストローム, β=100°であった。先に決定している
ELMO1-RBD 単独の NMR 構造（未発表）と活性型 Ras の構造(PDB ID: 4G0N)を用いて、分子置換法
により構造を決定した。 
結晶の非対称単位には、ELMO1-RBD と活性型 RhoG の複合体が 4つ含まれていた。ELMO1-RBD は、
Ras のエフェクターである Raf などの RBD と同様のユビキチンフォールドを取る一方で、予想外
にも Ras のエフェクターとは全く異なる結合様式で G タンパク質と結合することが明らかにな
った（図１）。すなわち、構造既知の Ras エフェクターはすべて Gタンパク質(Ras)のスイッチ１
に結合するのに対し、ELMO1-RBD は RhoG のスイッチ１と２の両方に結合していた。 



結晶構造を検証するために、
ELMO1の6つのアミノ酸残基
の点変異体を作成し、SPR に
より各アミノ酸残基の RhoG
への結合への寄与を評価し
た。その結果、ELMO1-RBD の
RhoG との静電的相互作用お
よび疎水的な相互作用に関
わる Lys9、Glu13、Leu21 を
それぞれアラニンに置換す
ると、GTPγS結合型 RhoG に
対する結合能が大幅に低下
することがわかった。相互作
用面周辺の２つの変異も RhoG との結合親和性をわずかに低下させた。一方、遠位の変異は結合
にほとんど影響を与えなかった。これらの結果から、今回決定した結晶構造は、溶液中の ELMO1-
RBD と RhoG の相互作用を反映していることが示唆された。 
これらの成果について、現在、論文投稿準備を進めている。 

 
(2) ELMO-DOCK のクライオ電子顕微鏡構造解析 
ELMO が DOCK の GEF 活性にどのように関わるのかを明らかにするために、Rac1 が結合した状態
の ELMO1-DOCK5 複合体のクライオ電子顕微鏡の単粒子解析を行った。ELMO1-DOCK5-Rac1 複合体
の 2 回対称性のある明確なマップを構築し、全体分解能で 3.8 オングストロームのクライオ電
子顕微鏡の密度マップが得られた。類縁構造から作成した DHR-1、DHR-2、SH3 の各ドメインのホ
モロジーモデルをマップに当てはめ、さらに未知領域の三次構造予測計算を行い、最終的にほぼ
完全長の DOCK5（全長 1,840 アミノ酸残基のうち C末端領域を除く 1,642 アミノ酸残基）の構造
を決定した（図２）。 
決定した構造は、
ELMO1-DOCK5-Rac1 の
ヘテロ三量体が２つ
会合したホモ二量体
の構造をとっていた。
この二量体は DOCK5
の DHR-2 ドメインを
中心とする湾曲した
構造をとり、両端に位
置する DHR-1 ドメイ
ンが同じ方向を向く
ことで、細胞膜に安定
して結合できると考
えられた。 
また、決定したELMO1-
DOCK5-Rac1 複合体で
は、ELMO1 の C 末端に
ある PH ドメインが
Rac1 および DOCK5 の
DHR-2ドメインとの三
者間で相互作用して
いることがわかった。これまで、Rac1 と DHR-2 ドメインの結合様式は知られていたが、DOCK の
結合パートナーである ELMO1 と Rac1 が直接、相互作用することが示されたのは、今回が初めて
であった。一方、ELMO1 の N 末端から 530 アミノ酸残基の領域(RBD から ELMO ドメインまで)は、
クライオ電子顕微鏡密度マップが観測されなかった。ELMO1 の N 末端領域は、(1)で解析した RhoG
などの上流制御因子との結合に関与することが知られており、今回の解析から、この機能のため
に柔軟な構造をとっていることが示唆された。 
解析した構造を検証するため、ELMO1 の Rac1 や DOCK5 との相互作用に関与するアミノ酸残基の
点変異体を作成し、GEF 活性への影響を調べた。その結果、ELMO1-DOCK5 複合体において Rac1 と
の結合に関わるELMO1のPHドメインに2つの変異を導入すると、Rac1活性化率が30%減少した。
これらの結果から、ELMO1 の C末端領域が Rac1 活性化に重要であり、ELMO1 が Rac1 との特異的
な相互作用を通じて DOCK5 による Rac1 活性化を制御していることが示唆された。 
本研究成果は、2021 年に Science Advances 誌で発表した。この発表論文は、理化学研究所プ

レスリリースにおいても公開した(2021 年 7月)。また、RIKEN Research Highlight にも採択さ
れた。 
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