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1. はじめに

ボトロセチンはマムシ科のBothrops jarar-

acaヘビ毒から単離された分子量約27kDaの

タンパク質であり，試験管内でフォン・ビルブ

ランド因子（VWF）依存性の血小板凝集を惹起

する補助因子として，抗生物質のリストセチン

とともにフォン・ビルブランド病（VWD）の補

助診断をはじめ，血小板機能検査や血栓形成機

構の基礎研究に広く用いられている．ボトロセ

チンは1978年にReadらによって見い出され

て以来 その正確な作用機序はまだ明らかにさ

れていないが，1993年に一次構造 ，2000年に

はVWF分子上の推定結合サイトが明らかに

され ，そしてごく最近その立体構造が明らか

にされた ．

2. ボトロセチンの性質

ボトロセチンの性質を表 1にまとめる．リス

トセチンは，0.5～1.5mg/mlの高濃度で血小

板凝集を起こすのに対して，ボトロセチンは数

μg/mlのオーダーで，血小板凝集を惹起する．

ボトロセチンによる血小板凝集はリストセチン

同様，VWFとGPIbに依存しているが，ボトロ

セチンの結合する相手はVWFであり，この複

合体がGPIbと相互作用する．リストセチンは

VWF以外にも血小板のGPIbに作用し ，2

mg/ml以上では，フィブリノーゲンを沈殿さ

せるが，ボトロセチンにはそのような性質は見

られない．

ボトロセチンは133残基のαサブユニット

と125残基のβサブユニットがジスルフィド

結合したヘテロダイマーであり，糖を含まず，

各サブユニットはそれぞれ7残基のCysを持

ち（うち1残基がサブユニット間のS-S結合を
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形成)，サブユニット間で45%のホモロジーを

示す（図 1)．α，βサブユニットともに，Ca

依存性動物レクチンに見られる糖認識モチーフ

（CRD）を含み，C型レクチンスーパーファミリ

ーに属するが，血小板凝集誘起活性にはCa

等の2価金属イオンを必要とせず，またレクチ

ンとしての糖認識活性も報告されていない．ち

なみにムラサキウニの体腔液レクチンであるエ

キノイジンとは，31%程度のホモロジーであ

る ．ボトロセチンの等電点はpI4.6であり，

酸性アミノ酸がβサブユニットに多く，塩基性

アミノ酸はαサブユニットに多い（表 1)．興味

深いことに，ボトロセチンと同様のVWFモジ

ュレーターであるBitisarietansヘビ毒由来の

ビチセチン は，ボトロセチンと全体で45%程

度のホモロジーしかなく（図 1)，pI9.1と逆の

電荷を帯びている（表 1)．

一方，これまでにヘビ毒から，ボトロセチン

と類似構造を持ったさまざまな生理活性物質が

単離されている ．ハブ毒（Trimeresurus

flavoviridis）由来の凝固第IX因子結合タンパ

ク質（FIX-BP）や凝固第IX/X因子結合タンパ

ク質（FIX/X-BP)，GPIb結合タンパク質であ

るエキセチン（Echiscarinatus）やアルボアグ

レギンB（T.alborablis)，ジャララカGPIb-

BP（B.jararaca)，フラボセチン（T.flavovir-

idis)，マムシギン（Agkistrodonhalysblomhof-

fii）などは，まったく異なる活性を持つが，ボ

トロセチンといずれも50%以上の高いホモロ

ジーを示し（図 1)，C型レクチンスーパーファ

ミリーに属している（すべてレクチンとしての

活性は持たないことから一群のタンパク質はC

型レクチン様タンパク質と呼ばれる)．

3. ボトロセチンの立体構造

Senらは100mM MgCl存在下にボトロセ

チンの結晶化を行い，X線解析により1.8Aの

解像度で立体構造を明らかにしている ．ボト

ロセチンはA鎖（αサブユニット)，B鎖（βサ

ブユニット）ともに2本のαヘリックスを持

ち，それぞれ7本と8本のβストランドを含ん

でいる（図 2A)．分子全体の折れ曲がり方は，

FIX-BP やFIX/X-BP ，フラボセチンA

とほぼ同じであり（図 2D)，約75×35×35Aの

伸びた構造をしている．各サブユニットは球状

ドメインとそこからとび出した大きなループか

らなり，このループ部分が互いに相手側の球状

ドメインと相互作用することでジスルフィド結

合（Cys80-Cys75）によるダイマー形成をさら

にサポートする（図 2B)．このとび出している

ループ部分は，マンノース結合タンパク質のよ

うな C型レクチンでは同じサブユニットの球

状ドメイン側に反り返っているが，ボトロセチ
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表 1 フォン・ビルブランド因子活性化ヘビ毒タンパク質のプロファイル

名称 ボトロセチン ビチセチン

由来 Bothropsjararaca

(マムシ科)

Bitisarietans

(クサリヘビ科)

結合タンパク質 VWF(A1ドメイン) VWF(A1，A3ドメイン )

固定血小板 凝集可能 凝集可能

有効濃度 0.5μg/ml＜ 0.5μg/ml＜

分子量 27kDa(258aa) 25kDa(256aa)

αサブユニット 15kDa(133aa) 16kDa(131aa)

βサブユニット 14.5kDa(125aa) 13kDa(125aa)

pI 4.6 9.1

酸性アミノ酸 13%/19%(α/β) 16%/13%(α/β)

塩基性アミノ酸 14%/11%(α/β) 14%/19%(α/β)





ンをはじめ，これまで立体構造の明らかにされ

ているC型レクチン様タンパク質はすべて，ル

ープ部分が相手側の球状ドメインに伸び，あた

かも相手側で反り返ったループ部分をミミック

するようないわゆるドメインスワッピングを起

こしている ．このようなループ・スワッピン

グがCRDの糖鎖認識活性を消失させるのでは

ないかと考えられる ．また，このループと球状

ドメインは折れ曲がるにしても，相手側にとび

出すにしても，互いの疎水面（C-インターフェ

ース）を介して相互作用することがC型レクチ

ン様タンパク質間でよく保存されている．両サ

ブユニットはジスルフィド結合によって連結し

ているが，実際にはこの疎水性相互作用の力が

大きい．

FIX-BP やFIX/X-BP では両サブユニッ

トともに2価金属イオンの結合サイトが存在す

る．ボトロセチンは結晶化の際にMg イオン

を必要としたが，βサブユニットのみが保存さ

れた2価金属イオンの結合サイトを有し，

Ser41，Gln43，Glu47，Glu122の側鎖でMg

イオンの結合ポケットを形成する．一方αサブ

ユニットでは結合サイトを構成するアミノ酸の

一部が塩基性アミノ酸（Lys43，Lys129）に置

換されており（図 1)，金属イオンの結合サイト

が消失しているが，この置換されたアミノ酸の

正電荷によって金属イオンを仲介せずとも安定

な構造が保持されている ．フラボセチンAで

も同様にアミノ酸置換によって，2価金属イオ

ン結合サイトが影響を受け，両サブユニットと

もに金属イオンを結合していない ．

4. ボトロセチンのVWF結合サイト

ボトロセチンやFIX-BP，FIX/X-BPなど

は，2つのサブユニットが会合することで，中央

が窪んだ表面構造を形成し，この部分でリガン

ドと結合すると考えられる ．FIX-BPと

FIX/X-BPではともに，この窪みの近くに正電

荷のパッチ構造があり，FIXやFXのGlaドメ

インのγ-カルボキシグルタミン酸との相互作

用に関与すると思われる ．実際に，最近，水

図 1 ボトロセチンと類似したヘビ毒タンパク質の一次構造の比較

ボトロセチン，ビチセチン，アルボアグレギンB，jararacaGPIb-BP，マムシギン，フラボセチンA，FIX/

X-BPのα，βサブユニットのアミノ酸配列をそれぞれホモロジーが最大となるように並べた．残基番号はボト

ロセチンの番号を示す．二次構造をαヘリックス（赤のボックス）とβストランド（黄色のボックス）で示す ．

保存されているCys残基を黄色で，2価金属イオン結合サイトを形成するアミノ酸残基をピンク色で示す．赤で

示した残基は，ボトロセチンのVWFとの結合に関与すると思われる酸性アミノ酸残基を示す ．緑はフラボセ

チンAのGPIbとの結合に関与すると思われる親水性アミノ酸残基 を示し，青で示した残基はFIX/X-BP

のγ-カルボキシグルタミン酸との結合に関与すると考えられる残基 を示す．

図 2 ボトロセチンの立体構造

ボトロセチンの立体構造（ProteinDataBank（PDB):1FVU）をリボンモデル（A，D）と空間充塡モデル

（B，C）で示した．いずれも上はαサブユニット（A鎖，青)，下はβサブユニット（B鎖，赤）を示す．A:

ボトロセチンの各αヘリックス（ピンク）とβストランド（黄色）および番号（β鎖の方はアンダーラインを

付記）を示す．また，ジスルフィド結合を黄色のボールで示し，それぞれのサブユニットのN末端（N）とC

末端（C）を示す．βサブユニットのAsp88-Tyr91は，シグナルがはっきりせず描かれていない．B:とび出

したループ構造が互いのサブユニットを抱き込むような構造が見られる．C:リガンドの結合サイトと予想され

る窪み側を示す．VWF上のボトロセチン結合サイトは塩基性アミノ酸が重要であることから，ボトロセチン側

の酸性アミノ酸領域が結合に関与するのではないかと予想されている．2つのサブユニットから形成される窪

み近傍に存在する酸性アミノ酸残基（図 1参照）を黄色で示した（βサブユニット由来の残基はアンダーライ

ンで示す)．βサブユニットのD62とE97は影に隠れて見えない．これらの酸性アミノ酸残基はボトロセチン

に特徴的であり，特にD24からE32に比較的大きな集団を形成する．D:FIX/X-BP（PDB:1IXX）および

フラボセチンA（PDB:1C3A）と比較したもの．ボトロセチンがFIX/X-BPやフラボセチン Aとほとんど

同じ全体像を示すことがわかる．MolscriptとGraspおよびRasMol2.6Betaを用いて作図した．
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野らによってFX-BPとFXのGlaドメインと

の複合体のX線解析が行われ，予想した場所で

の詳細な相互作用の様子が明らかにされてい

る ．しかしながら，この領域はボトロセチンで

は数カ所において別の種類のアミノ酸に置き換

えられている（図 1)．またフラボセチンAなど

のGPIb結合タンパク質に共通して保存され，

GPIbとの結合に関与すると思われるβサブユ

ニットの親水性アミノ酸残基からなるパッチ

（図 1）もボトロセチンではいくつか別のアミノ

酸に置換されている．対してボトロセチンでは

中央の窪み近傍からβ鎖の2価金属イオン結

合サイトにかけて酸性アミノ酸のパッチ構造が

見られる（図 2C)．この負電荷領域はβサブユ

ニットの14残基とαサブユニットの6残基の

酸性アミノ酸からなり（図 1，図 2C)，ほかの

ヘビ毒タンパク質では見られないことから，ボ

トロセチンの生理活性の発現にきわめて重要と

考えられる．最近，広津らはビチセチンの立体

構造を明らかにしているが，ビチセチンは前述

したように一次構造上はボトロセチンとそれほ

ど高いホモロジーを示さず，逆に対照的なpIを

持つにも関わらず，ボトロセチンとよく似た酸

性アミノ酸のパッチ構造と，さらに塩基性のパ

ッチも合わせ持つことが明らかにされてい

る ．

VWF側のボトロセチンの結合サイトは，A1

ドメイン（残基479～717）に存在することが

VWFのプロテアーゼ断片 や，合成ペプチ

ド ，リコンビナントA1ドメイン ，部位特異

的抗VWFモノクローナル抗体 などを使っ

た実験から示されてきた．松下らは，A1ドメイ

ン内の荷電アミノ酸を逐次Alaに置換する

Ala-スキャンニング法を用いて，ボトロセチン

の結合に必須のアミノ酸残基をわり出したとこ

ろ，Arg629，Arg632，Arg636，Lys667など

が重要であることを明らかにしている ．これ

らはすべて塩基性アミノ酸残基であり，これら

によって構成されるVWFのA1ドメインの

正電荷領域にボトロセチンの窪みにある負電荷

領域が結合するのではないかと予想される．ビ

チセチンに関してはVWFのコラーゲン結合

ドメインであるA3ドメイン（残基910～1111）

に結合するという報告がなされているが ，松

井らはボトロセチンと同じくAlaスキャンニ

ング法を用いて，ビチセチンの結合に必須のア

ミノ酸残基がきわめてボトロセチンの結合サイ

トに近いことを見つけており ，今後の解明が

待たれる．

このようにボトロセチンと一次構造上高いホ

モロジーを持つヘビ毒タンパク質は，立体構造

的にも互いに類似した全体構造を持っている

が，一部のアミノ酸残基を変化させることで，

抗体のように効率良くさまざまな特異性を発揮

する結合スポットを創出しているのではないか

と考えられる．また，ビチセチンやボトロセチ

ンを還元してサブユニットに分けるとVWF

との結合能が失われるが ，VWFとの結合に

は単純な静電的なアフィニティ以外にも両サブ

ユニットによって構成される立体構造も重要と

思われる．今後，VWFとの複合体を用いた構造

解析により，さらに詳細に結合面が明らかにさ

れることで，モジュレーターによるVWFの活

性化メカニズム（GPIb結合サイトの構造変化）

が分子レベルで解明されると思われる．
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