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1．はじめに

　血液凝固反応は，逐次的な活性化プロテアーゼ凝

固因子によるプロテアーゼ前駆体凝固因子のタンパ
ク質限定分解反応であり，この反応は凝固補助因子
（コファクター）によって促進される．Xa因子による
プロトロンビンのトロンビンへの変換は血小板膜
リン脂質に結合した Va因子によって 30万倍以上も
促進される．Xa因子はじめ血液凝固カスケード反応
に関わる活性化プロテアーゼ分子群のアミノ酸配列
や立体構造，切断反応機構は広く理解が進んでいる．
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①プロトロンビンはプロトロンビナーゼ（Xa因子/Va因子）複合体により，2カ所のアル
ギニン残基 R271および R320の C末端側で切断を受け，トロンビンに転換される．
②プロトロンビンの結晶構造解析から，R320切断によりプロトロンビンから mei-

zothrombinに転換される過程でプロテアーゼドメインと Kringle-2ドメインとの相互
作用が大きく変化することが明らかになった．

③オーストラリアに生息するブラウンスネークの毒腺液には溶液中で安定なプロトロン
ビナーゼ複合体 Pseutatin-Cが含まれる．Pseutatin-C前駆体（X因子/V因子複合体）
の結晶構造が解明され，活性化型プロトロンビナーゼ複合体の立体構造モデルが構築
された．

④プロトロンビナーゼ複合体とプロトロンビンとの結合モデル，およびmeizothrombin

との結合モデルが提案された．これらの結合モデルはプロトロンビナーゼによるプロ
トロンビンの逐次的な R320および R271での切断反応を説明する．
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一方で，コファクターである VIIIa因子や Va因子が
どのように IXa因子，Xa因子と複合体を形成し，基
質である X因子やプロトロンビンを効率的に高い特
異性をもって切断・活性化するか，その分子機構の
詳細は実はよくわかっていない．その理由の一つと
して，Xase（IXa因子/VIIIa因子）複合体やプロトロン
ビナーゼ（Xa因子/Va因子）複合体がリン脂質膜上で
のみ形成され，溶液中では安定な複合体形成がなさ
れないために X線結晶構造解析を行うことができ
ず，複合体の立体構造を得ることが難しいことが上
げられる．プロトロンビンは Xa因子により 2カ所の
アルギニン残基，R271および R320のそれぞれの C
末端側で切断を受け，活性型のトロンビンに転換さ
れる1）．この 2カ所の切断は等価に行われず，試験
管内の反応では，① Xa因子のみでは R271が優先的
に切断を受けた後に（prethrombin-2を経由して）R320
が切断されるが，②生理的な環境に近い状況（Xa，
Va両因子，人工的なリン脂質膜，カルシウムイオン
の存在下）では，逆に R320が先に切断されて mei-
zothrombinになった後に R271が切断を受け，活性
のあるトロンビンが遊離される1）（図 1）．最近，プ
ロトロンビンの結晶構造2）と従来から知られていた
様々な活性化中間体の結晶構造との比較によりプロ
トロンビンからトロンビンに転換される過程でプロ
テアーゼドメインに対して Kringle-2（K2）の位置が
大きく変わることが示された3）．他方で，Va因子に
ついてはこれまで活性化プロテイン C（APC）により
不活化された A2ドメインを欠失した結晶構造が知
られていたが4），蛇毒由来プロトロンビナーゼ複合
体 Pseutarin-C前駆体の結晶構造が解明され，Va因
子の全体構造と Xa因子との結合様式が初めて原子
レベルで明らかにされた5）．これら最近の構造生物
学的知見からプロトロンビナーゼ複合体がどのよう
にプロトロンビンからトロンビンを産生するか，そ
の分子機構の一端が明らかになりつつあるので，本
稿で紹介する．

2．プロトロンビンの結晶構造と R320切断に伴
う構造変化

　2010年に Prethrombin-16），2013年に Glaドメイン
を除いたプロトロンビンの結晶構造が報告され2），そ

の後 Glaドメインを含む 2種類のプロトロンビン変
異体（Δ146-167および Δ154-167）計 4つの結晶構造
が報告されている7, 8）．変異体は F1（Glaおよび Krin-
gle-1ドメイン）と K2をつなぐリンカー部分の役割
に着目した研究の一環で解析されたが，本稿ではそ
の内容には触れず，プロテアーゼドメインと K2ド
メインの構造について着目したい．プロトロンビン
およびトロンビンへの反応中間体でこれまで報告さ
れたプロテアーゼドメインと K2を含む結晶構造を
分類すると，K2のプロテアーゼドメインに対する
位置関係の違いで大きく二つ（mode-1および mode-
2）に分類できることが明らかになった3）（図 2）．す
なわち，K2がペプチド鎖で繋がれ，R320切断を受
けていない構造は全てプロトロンビン型の mode-2，
一方で R320切断を受けた構造は meizothrombin型の
mode-1をとり，これらの結果は R320切断に伴い K2
がプロテアーゼドメインに対して約 30度動き，二つ
の構造を遷移することを意味する．また，F1と K2
のドメイン間は特定の安定な結合構造を取らず，フ
レキシブルなリンカーを介して多様な構造を取りう
ることが示された2, 7, 8）．プロトロンビナーゼ複合体

図 1　トロンビン産生経路の模式図
プロトロンビナーゼ複合体は R320，R271の順に切断し，
トロンビンを生成する．プロトロンビンは複合ドメイン
構造を持ち，N末端側から，Glaドメイン，二つの Kring-
leドメイン（K1および K2）それとプロテアーゼドメイン
（cat）を持つ，R320の切断はプロテアーゼドメインの活性
化を伴う構造変化を引き起こす（cat*は活性化型のプロテ
アーゼドメインを示す）．R271の切断は F1.2の遊離をも
たらす．（文献 5を参考にして作成）
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によるトロンビン産生メカニズムについて，二つの
モデルが提案されてきた．一つは基質プロトロン
ビンが結合した後，R320の切断に伴う構造変化に
より結合モードが変化し次の R271の切断を行うラ
チェットモデルで9），このモデルではプロトロンビ
ナーゼ自体の大きな構造変化は伴わない．もう一つ
はプロトロンビナーゼ側が二つの構造を遷移する
ping-pongモデル10）．プロトロンビンの R320切断に
よる大きな構造変化はラチェット機構の存在を示唆
する結果と言える．

3．蛇毒 Pseutarin-C

　オーストラリアに生息するコブラ科のブラウンス
ネーク（Pseudonaja textilis）は毒腺液にコブラ科蛇毒
一般に含まれる神経毒成分に加え，非常に強い血液
凝固活性成分を併せ持ち，咬まれた場合の致死率が
世界で最も高い毒蛇の一つである．毒にはプロト
ロンビナーゼ複合体（Pseutarin-Cと命名）が含まれ11），
総蛋白質の 20～40％を占める．Pseutarin-Cの各成
分はヒトの X因子および V因子とそれぞれ 47.2％お

よび 57.8％（Bドメインを除く）の遺伝子配列同一性
を示す．Pseutarin-Cの Xaおよび Va因子成分はヘ
ビ自身が持つ血液凝固因子の遺伝子が，リン脂質膜
を必要とせず，溶液中でも強固な活性型の複合体と
して機能するように毒腺で重複・進化した産物であ
る12）．この Pseutatin-Cの安定な複合体形成能に着目
し，3.3 Å分解能で X線結晶構造解析が行われた5）．
詳細は割愛するが，決定された構造は動物細胞に発
現させたV因子と，大腸菌に発現しリフォールディン
グ処理を行った X因子とを試験管内で複合体形成さ
せた前駆体型（プロテアーゼによる切断活性化を受
けていない）Pseutarin-Cである．前駆体型 Pseutarin-
Cは低いながらプロトロンビナーゼ活性を有するこ
と，V因子成分は活性化されずとも強いコファクター
活性を有することが確認されている．また，活性化
した Xa因子成分と V因子のペプチドの複合体の結
晶構造決定も合わせて行い，活性型 Xaでも前駆体
X因子成分と同様な V因子との結合様式を持つこ
とが確認され，一連の研究で Xa因子と Va因子の
相互作用の主要な部分が明らかになった．詳細は原
著を参照頂くとして，ここでは結果のエッセンスの

図 2　Meizothrombin（左，PDB ID: 3E6P）とプロトロンビン（中央，PDB ID: 4HXH），およびそれぞれ
の結晶構造の触媒ドメイン部での重ね合わせ（右）
R320切断に伴い，K2ドメインが触媒ドメインに対して約 30度回転するように動く（mode-1から
mode-2へ変化）．Meizothrombin型（mode-1）およびプロトロンビン型（mode-2）の構造を持つ活性化中
間体と解析された PDBIDを示す．結晶構造はそれぞれの PDBファイルを基に Pymolで作成し，プ
ロテアーゼドメインと K2ドメインのみを表示している．
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み紹介したい．

4．Pseutarin-Cの結晶構造とプロトロンビナー
ゼの膜結合モデル

　図 3Aは Pseutarin-C前駆体の結晶構造をリボンモ
デルで各ドメインを色分けして示す．V因子成分は
3つの Aドメインと 2つの Cドメインからなり，主
鎖の繋がりは先に構造決定された VIII因子の結晶
構造13, 14）と若干の Cドメインの位置のずれを除き，
よく重ね合わせることができる．結晶化試料のコン
ストラクトには Bドメインが含まれるが，構造揺ら
ぎが大きいため大部分は明瞭な電子密度を示さず，
構造モデルには含まれていない．X因子成分は EGF
ドメイン 2とプロテアーゼドメインを含み，Glaお
よび EGF1ドメインは元々のコンストラクトで除か
れているためモデルには含まれない．結晶構造では
X因子は V因子のちょうど A2と A3の境界部分に
結合しており，X因子プロテアーゼドメインの 170
へリックス（キモトリプシン配列で定義）は A2ドメ
インと，EGF2ドメインは A3ドメインと主要な相
互作用を形成している．Va因子の A2ドメインは
APCによる切断により遊離され Va因子の不活化を
もたらすが，結晶構造でみられる V因子と X因子の
相互作用形態は APCによる不活化をうまく説明す
る．A2ドメインに続く酸性アミノ酸に富む a2領域
は V因子本体部から突出して X因子のヘパリン結
合領域の近傍（トロンビンのエキソサイト IIに相当）
を包むように結合している．V因子/X因子間でみら
れる相互作用はこれまでの Va因子/Xa因子間でみら
れた様々な生化学的知見と矛盾せずよく合致する．
さらに V因子の a2領域（663-680アミノ酸残基）の
ペプチドと Xa（EGF2およびプロテアーゼドメイン
を含む）の複合体の 2.7 Å分解能での構造決定も同
時になされている．Pseutarin-C前駆体の X因子（グ
レー）と別に解かれた Xa因子成分（マゼンタ）を重ね
合わせた図 3Bをみると，V因子との結合部には大
きな構造変化がみられない．また先に述べたように
Pseutatin-Cの V因子成分は Bドメインの切断を受け
ずとも Xa因子成分と結合し，活性化した Va因子と
同等のプロトロンビナーゼを有することから，V因
子/X因子間でみられる結合は Va因子/Xa因子間で

も保存されていると考えられる．これらの結晶構造
を基に活性型プロトロンビナーゼの膜結合モデルが
提案された．図 3Bでは Glaおよび EGF1を模式的
に示したが，原著では Xa因子全体が含まれ，伸び
た Xa因子が Va分子とほぼ平坦な分子構造を取るモ
デルが示されている．Xa因子の各ドメインの配置に
立体構造的な無理がなく，Glaドメインの膜結合部
は Va因子の膜結合部と同一面上に配置できている．
脂質膜に対しプロトロンビナーゼの平坦な面が垂直
に配置すると仮定すると，Xa因子触媒部および Va
因子の Cys540は膜面からそれぞれ，60 Åおよび
90 Åの距離となり，それらの値は FRET実験で求め
られた距離と一致する．図 3B右のように平坦な Va
因子成分を真横からみると Xa因子触媒部は Va因子
と Xa因子プロテアーゼドメインで形成される L字
の内側に位置し，正面上方を向く．この分子モデル
を基にヒトの配列に置き換えたモデルも提案されて
いる15）．

5．プロトロンビナーゼによるトロンビン産生の
分子機構

　プロトロンビナーゼの分子表面には多数の N型
糖鎖修飾部位が存在する．構造モデル上にそれらを
マッピングすると，A1および A2ドメインの境界
部と，揺らぎが大きく結晶構造に含まれない a1周
辺に糖鎖修飾部位のない比較的広い領域が存在し，
上述した Xa因子触媒部との接触に都合のよいこと
がわかった．したがって，プロトロンビンあるいは
meizothrombinのプロテアーゼドメインと K2ドメ
イン領域，すなわち prethrombin-1（Pre-1）あるいは
meizothrombin-desF1部分は A1-a1-A2領域に結合す
ると予想され，これらのドッキングモデルが提案さ
れた（図 4）．モデルでは F1ドメインは Va因子の C2
ドメインの近傍で膜に結合し，F1-F2リンカー部は
糖鎖修飾のない通路部を通り F2ドメインに繋がっ
ている．Va因子上の予想される Pre-1結合部は強い
塩基性を示し，一方 Pre-1はプロテアーゼドメイン
と K2にまたがる分子表面の一面にのみ酸性残基の
集中した領域があり，表面荷電の相補性を考慮して
R320を触媒部近傍に置いたプロトロンビンの結合モ
デルが構築された（図 4A）．上述したように R320
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図 3　Pseutarin-Cの結晶構造とプロトロンビナーゼ複合体の膜結合モデル
（A）前駆体型 Pseutarin-Cのドメイン構造と結晶構造．各ドメインを色分けして示す．結晶構造に含まれない部分をグレーで
示す．（B）Pseutarin-C前駆体の結晶構造（薄いグレー）に活性化型Xa因子成分の結晶構造（PDB ID: 4BXW）の触媒ドメイン（マ
ゼンタ）と EGF2（ピンク）および阻害剤 EGRCK（緑）を重ね合わしている．結晶構造に含まれない EGF1ドメイン，Glaドメ
イン脂質二重膜を模式的に示している．図は Pseutarin-C前駆体の原子座標（PDB ID: 4BXS）を基に文献 5を参考に Pymolで
作成した．

図 4　プロトロンビナーゼ複合体によるプロトロンビンの連続切断メカニズムのモデル
（A）プロトロンビン結合モデル．Pseutarin-Cの分子表面を，Va因子成分をグレー，Xa因子成分をシアンで，触媒部を赤で
示す．結合したプロトロンビンを黄色で示す．モデルでは F1部分（Glaおよび Kringle1ドメイン）は C2ドメインと結合し，
Pre1部分（触媒ドメインおよび K2ドメイン）は切断を受ける R320が Xa因子の触媒部の近傍に位置している．（B）mei-
zothrombin結合モデル．R320切断を受けた触媒部は K2との相対位置を変え，その結果分子表面の形状および電荷分布が変
化しプロトロンビナーゼとの結合様式を変え，R271が Xa触媒部の近傍に位置することで切断を受ける．（文献 5より転載）
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切断を受けて meizothrombinと変化すると K2とプ
ロテアーゼドメインの相互作用が変わることで分子
表面に提示される酸性領域の形状等が大きく変化
し，今度は R271を触媒部に向けるようにプロトロン
ビナーゼに結合する（図 4B）．これにより活性化し
たトロンビンを切断遊離する．基質側の構造変化に
伴い二つの結合様式を遷移することで，プロトロン
ビナーゼ側の大きな構造変化を必要とせず，逐次的
な R320および R271の切断反応を説明できる．

6．おわりに

　蛇毒由来であるが初めてプロトロンビナーゼ複合
体の結晶構造が報告され，また時を同じくしてプロ
トロンビンの構造研究の進展があり，アミノ酸残基
レベルで Va因子と Xa因子との相互作用，あるい
はトロンビン産生のメカニズムを議論できるように
なってきた．今後，得られた知見を基に，ヒトのプ
ロトロンビナーゼ複合体や，プロトロンビナーゼと
プロトロンビンあるいは meizothrombinとの複合体
の構造解析が行われること，あるいは立体構造を基
にした変異体実験を重ねることで，トロンビン産生
のより詳細なメカニズムが明らかになるであろう．

著者の利益相反（COI）の開示：
本論文発表内容に関連して開示すべき企業との利益
相反なし
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