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研究成果の概要（和文）：モータータンパク質ミオシンによる積み荷輸送は，タンパク質やオルガネラを適切な場所へ
運び，細胞での配置を規定するために不可欠なプロセスである．本研究では重要なミオシンの１つmyosin-Xについて、
積荷輸送に関与する領域の構造を、積荷分子の１つである軸索ガイダンスに関与するDCCとの複合体として決定するこ
とに成功した。また、別な積荷分子インテグリンや微小管との相互作用解析の結果、myosin-Xは積荷分子ごとに異なる
認識機構を持つことによって、多様な分子と特異的に相互作用することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The Cargo transportation by myosins is essential for proper cell phenomena. We pef
ormed a series of structural and biochemicalstudies of the myosin-X tail domain , consisting of MyTH4 and 
FERM domains in complex with its specific cargo, a netrin receptor DCC (deleted in colorectal cancer). As 
the result, we found an unexpected binding mode of the DCC peptide, which is distinct from previously repo
rted associations found in radixin/adhesion molecule complexes.
Moreover, we revealed direct interactions between the MyTH4-FERM domain and tubulin C-terminal acidic tail
s, and identified a positively charged patch of the MyTH4 domain as a tubulin binding region. We also demo
nstrated that both DCC and integrin bindings interfere with microtubule binding and that DCC binding inter
feres with integrin binding. Our results provide the molecular basis by which myosin-X facilitates alterna
tive dual binding to cargos and microtubules.
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１．研究開始当初の背景 
ミオシンはアクチン線維上を移動するモ
ータータンパク質であり，筋収縮や細胞内輸
送など様々な現象において必須の役割を担
っている．ミオシンは共通して存在するモー
タードメインによってアクチン線維上を移
動する機能を基盤として，C末端側の tail領
域のドメイン構造の多様性によって種々の
シグナル伝達に応答している． 
ミオシンの 1つmyosin-Xの積み荷には神
経細胞の軸索の伸長方向を誘導するネトリ
ン受容体 DCC，インテグリンや VE-カドヘ
リンなどの細胞接着分子などが含まれ，
myosin-X による積み荷輸送は，神経突起の
伸長，アクチン線維による糸状仮足の形成や
インテグリンを介した細胞接着の形成など
に重要であることが分かっている．また
myosin-X は積み荷輸送だけでなく，微小管
と直接結合して，微小管とアクチン線維とい
う 2つ細胞骨格系を連結する係留分子として
機能する．この機能は細胞の有糸分裂におけ
る紡錘糸の形成に必須である． 

myosin-X のドメイン構成は，N 末端側か
らモータードメイン，ネックドメイン，３つ
の PHドメイン，そしてMyTH4，FERMド
メインとなっている．tail 領域に存在する
MyTH4-FERM ドメインは積み荷分子や微
小管と直接結合する領域であることが先行
研究から明らかとなっている．DCC や微小
管の認識にはMyTH4，FERMドメイン単独
では不十分であり，両ドメインが協調して結
合に関与していることが示唆されていた。 
 研究開始当初、myosin-X の tail 領域の立
体構造解析は全く行われておらず，機能制御
機構は未知であった。そのため，立体構造解
析を中心とした生化学的・生物物理学的解析
によってミオシンの積み荷選別機構と細胞
骨格の係留分子という２つの機能を制御す
る分子メカニズムを解明するという着想に
至った． 
 
２．研究の目的 
本研究では X 線結晶構造解析および生化
学・生物物理学的手法を組み合わせることで、 
myosin-XのMyTH4-FERMドメインによる
DCC、微小管の構成タンパク質チューブリン
やインテグリンβの特異的な積み荷選別機
構および微小管の認識機構を原子レベルで
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

in vitro再構成系においてmyosin-Xと
DCC, チューブリンおよびインテグリンβ
の結合アッセイ系を確立した。このアッセ
イ系を用いて，各タンパク質のmyosin-X
結合領域の絞り込みを行った。その結果、
各タンパク質のmyosin-Xとの結合に必要
な領域を数十残基程度までに絞り込むこと
に成功した。この結果に基づいて作成した
種々のタンパク質コンストラクトについて、

大腸菌を用いたタンパク質発現系および精
製系を確立して、myosin-Xとの複合体と
して結晶化スクリーニングを行った。その
結果、myosin-Xと DCCの複合体、
myosin-Xとインテグリンβ複合体につい
て結晶が得られた。得られた結晶を用いて大
型放射光施設 SPring-8で X線回折実験を行
った結果、myosin-Xと DCCの複合体にお
いて 1.9 Åの X線回折斑点を取得した。続い
てセレノメチオニン置換タンパク質結晶を
用いてX線回折実験を行って得られたデータ
をもとにMAD法によって位相決定を行って、
立体構造を決定した。また、αチューブリン
存在下において結晶化スクリーニングした
条件において myosin-X単独の結晶が得られ、
同様に大型放射光施設 SPring-8で X線回折
実験を行った結果、2.55Åの X線回折斑点を
取得した。複合体の立体構造を基に分子置換
法で立体構造決定した。 
等温滴定カロリメトリー（ITC）や分析超
遠心等の生物物理学的手法によって、
myosin-Xと各結合タンパク質の相互作用の
結合強度の定量的解析や結合の化学量論的
解析を行った。また、立体構造解析によって
明らかになった情報を基に、種々の変異体を
作製して、in vitroプルダウンアッセイや共
沈降実験などの生化学的解析によって、相互
作用における寄与を解析した。 
 
４．研究成果 

myosin-Xの MyTH4-FERMドメイン
と DCCの複合体の高分解能での構造解
析の結果から、分子認識機構の詳細が明
らかとなった。その結果、 DCC の
myosin-X 相互作用部位は 2 本のへリ
ックス構造をとり、myosin-X の FERM
ドメインのサブドメイン C に存在する
疎水性の溝にはまり込むように相互作
用していることを原子レベルで明らか
にした。先行研究で他の FERM ドメイ
ンによる結合タンパク質の相互作用様
式が示されているが、DCC と myosin-X
に見られる分子認識機構は従来の認識
機構とは全く異なるものであることが
立体構造解析の結果から明らかとなっ
た。また、複合体に加えて、myosin-X
単独での立体構造解析も行うことで、
DCC の結合に伴う立体構造変化を観測
した。その結果、マルチドメインから構
成される myosin-X の MyTH4-FERM
ドメインは２つのドメインが互いに相
互作用することで、１つの安定な機能モ
ジュールを形成していることや、DCC
結合部位周辺は、疎水性残基による協調
的な構造変化によって溝が広がり、
DCC のαへリックスを受容しやすい形
に構造変化を起こすことを明らかとし
た。  

MyTH4 ドメインは、立体構造解析の
例がなかったが、今回の構造解析の結果、



タンパク質間相互作用に用いられる
VHS ドメイン様の構造をとっているこ
とが判明した。しかし、VHS ドメイン
でタンパク質相互作用に用いられる部
位は MyTH4 ドメインでは保存されて
おらず、別な機能を持っていることが示
唆された。そこで、立体構造解析と合わ
せて，生化学的および生物物理学的解析
を行った結果、チューブリンの酸性残基
に富む tail領域は、myosin-Xの MyTH4
ドメインに存在する塩基性残基から形
成される正電荷のパッチにと相互作用
することを明らかにした。tail 領域のみ
ならず再構成した微小管との相互作用
においても myosin-X の同領域が主た
る相互作用領域であることを見出した。
つまり、DCC と微小管の相互作用領域
は myosin-X の異なる領域がそれぞれ
担っていることを明らかにした。さらに
myosin-X と DCC の結合強度の定量的
解析や、チューブリンやインテグリンβ
との相互作用様式についても解析を進
めた。その結果、DCC と微小管、さら
にはインテグリンβと myosin-X の相
互作用は互いに競合することを明らか
にした。以上の結果は、myosin-X によ
る微小管や積み荷分子の結合が排他的であ
り，１度に 1つの積み荷や微小管としか結合
できないことを明らかにした． 
本研究において明らかとなった myosin-X
の tail 領域による特異的な積荷認識機構は、
モータードメインの機能および構造研
究に比して解析の進んでいなかったミ
オシンによる積み荷の選別を行う仕組
みの解明とともに、細胞において絶え間
なく変化する状況に臨機応変に適応するた
めに再編成される動的シグナル伝達複合体
のシグナル制御の解明につながることが期
待される。 
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