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リポ多糖を介したプロテアーゼ前駆体の 
自己触媒的活性化機構

川畑 俊一郎，柴田 俊生

複数のプロテアーゼ前駆体からなる活性化の連鎖反応，すなわちプロテアーゼのカスケー
ド反応は，哺乳類の血液凝固系で初めて報告されて以来，生体防御システムの一つとして
多くの生化学教科書に記載され，広く認知されている．一方ではプロテアーゼカスケード
の最上流に位置するプロテアーゼ前駆体の活性化は，前駆体どうしの「近接効果」による
分子間相互作用を介して，自己触媒的な活性化で起こると説明される．しかし，自己触媒
的活性化という概念を支える分子機構の実態は推測の域を出ていない．この総説では，リ
ポ多糖（lipopolysaccharide：LPS）をトリガーとして自己触媒的活性化を引き起こすプロテ
アーゼ前駆体であるカブトガニのProchelicerase Cを中心に，プロテアーゼ前駆体の自己触
媒的活性化の分子機構に迫りたい．

1. はじめに

カブトガニは節足動物門のうち，クモ・サソリ・ダニな
どを含む鋏角亜門（Chelicerata）に属し，現存種としては
北アメリカ東岸と中米ユカタン半島沿岸に1種（Limulus 
polyphemus），アジア東南海域沿岸に3種（Tachypleus tri-
dentatus, Tachypleus gigas, Carcinoscorpius rotundicauda），日
本では瀬戸内海と北九州の沿岸に1種（T. tridentatus）が
生息している 1）．かつてカブトガニの祖先は古生代に繁栄
した三葉虫類であるとされていた．しかし，硬質部だけで
なく軟質部まで良好に保存性されていることで有名なバー
ジェス頁岩動物群（Burgess Shale fauna）（約5億500万年
前：カナダコロンビア州の古生代カンブリア紀の化石動物
相）の研究が進み 2），1988年にはSanctacaris uncata（鉤爪
を持つ聖なるエビ）3, 4），次いで2017年にはHabelia optata
（ハベル山の願い）5）が鋏角類として同定された．三葉虫類

は鋏角類の祖先ではなく，カンブリア紀には，それぞれ別
の亜門に属して共存していたのである．
カブトガニ（T. tridentatus）は，受精卵の中で4回の胚脱
皮を行い，孵化後，毎年脱皮を繰り返して少なくとも15
年をかけて成熟する 1）．その体液は，哺乳類の血液とリン
パ液に相当することから，血リンパと呼ばれる．カブトガ
ニには，酸素運搬に働く赤血球に相当する血球はなく，ヘ
モグロビンと機能的に類似するヘモシアニンが高濃度（約
100 mg/mL）で血リンパに溶けている 1, 6, 7）．ヘモシアニン
は，酸素運搬だけでなく抗菌ペプチドと相互作用するこ
とで活性酸素の産生を誘導し，カブトガニの免疫系におい
て重要な働きをしている 8, 9）．一方，血リンパには1種類
の血球細胞が存在し，機能的には哺乳類の白血球や血小
板に類似しており，顆粒細胞と呼ばれる 10‒12）．その顆粒細
胞の特徴は，グラム陰性菌の細胞壁成分であるリポ多糖
（lipopolysaccharide：LPS）に鋭敏に反応し，各種の免疫関
連因子を開口分泌（LPS-induced exocytosis）してさまざま
な免疫応答を引き起こすことである．なかでも，分泌され
たセリンプロテアーゼ前駆体がLPSや藻類や真菌の細胞壁
成分であるβ-1,3-D-グルカン（β-1,3-D-glucan：BDG）と相
互作用して惹起する体系凝固カスケードは，他に類をみな
い 13, 14）．このカスケードが起動すると，傷口からの体液の
流出が阻止されると同時に感染微生物はレクチンにより凝
集され，抗菌ペプチドで殺菌される．さらに，顆粒細胞の
サイトゾルから分泌されたトランスグルタミナーゼ（trans-
glutaminase：TGase）は，開口分泌されたTGase基質を架橋
化することで創傷治癒を促進する（図1）．

総 説
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本稿では，カブトガニの体系凝固カスケードの分子機構
を中心に紹介するが，特にLPS存在下で自己触媒的に活性
化されるセリンプロテアーゼ前駆体の分子機構に迫りた
い．紹介する内容は，すべて日本産カブトガニT. tridenta-
tusを用いた研究成果である．なお，レクチン 15‒23），抗菌
ペプチド 24‒35），TGase36‒41）については，それぞれの原著論
文や総説 13, 14）を参照していただきたい．

2. 顆粒細胞のLPS依存的な開口分泌

顆粒細胞のサイトゾルには大・小の密度の異なる顆粒
があって，大顆粒には凝固因子・レクチン・セリンプロ
テアーゼインヒビター・TGase基質，小顆粒には抗菌ペプ
チドなどが貯蔵されている 10‒14）．開口分泌される凝固因
子群には，セリンプロテアーゼ前駆体のProchelicerase C
（ProC），Prochelicerase G（ProG），Prochelicerase B（ProB），

proclotting enzyme（ProCE），および凝固タンパク質前駆
体のCoagulogenが含まれる．これらのプロテアーゼ前駆
体については，これまでProCEを除いてそれぞれFactor C, 
Factor G, Factor Bと呼んできたが，名称が哺乳類の補体系
因子と重複していること，さらにはカブトガニにも補体系
因子のホモログの存在が判明したことから 42‒44），筆者らは
混乱を避けるために2018年に改名した 45）．

ProCはLPS存在下で自己触媒的に活性化されてα-Che-
licerae Cとなり，ProBをChelicerae Bへと活性化し，次い
でChelicerase BがProCEをclotting enzyme（CE）へと活性
化し，最終的にはCEがCoagulogenをCoagulinに変換し，
Coagulinが重合することでゲル化する（図2）13, 14, 46）．一
方，ProGはBDG存在下で自己触媒的にChelicerase Gに活
性化されて，ProBを介さずに直接ProCEをCEへと変換す
る 13, 47‒52）．また，ProCが in vitroにおいてキモトリプシン
により限定切断を介して活性化されたものは，β-Chelic-

erase Cとしてα-Chelicerae Cと区別した 53）．特筆すべきこ
とは，β-Chelicerase Cは合成ペプチド基質に対してα-Che-
licerase Cと同等のアミダーゼ活性を示すが，β-Chelicerase 
CのN末端領域にある‒Tyr40‒Cys41‒間のペプチド結合はキ
モトリプシンにより二次的に切断されており，その結果
LPS結合性を失って天然基質であるProBを活性化しない
ことである 53）．
顆粒細胞にあるLPSセンサーは，細胞表面に局在する

ProCであることが判明している 54）．ProCの特異抗体で
顆粒細胞を染色すると，大顆粒だけでなくProCが細胞表
面に局在していることが観察される 55）．開口分泌の分子
機構を概説すると，ProCがLPSセンサーと応答し，活性
化したα-Chelicerae Cがプロテアーゼ活性型Gタンパク質
共役受容体（protease-activated G protein-coupled receptor：
PAR）を限定切断する．その結果，新たに生じたPARの
N末端のヘキサペプチド配列が内在性リガンドとなって
PARを活性化し（この内在性ペプチド配列を tethered ligand
という），三量体Gタンパク質を介した情報伝達系により
サイトゾルのCa2＋濃度を上昇させ，開口分泌を誘導する

図1 LPSによって誘導されるカブトガニ顆粒細胞からの免疫関連因子の開口分泌と種々の自然免疫反応

図2 細菌表層成分によって惹起される体液凝固カスケード
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（図1）54）．この現象は，哺乳類の血小板のトロンビン受容
体のPAR1を介した活性化と類似している 56）．トロンビ
ンはカブトガニ顆粒細胞の開口分泌を誘導することはな
いが，PAR1やPAR2の tethered ligandであるヘキサペプチ
ド（Ser‒Phe‒Leu‒Leu‒Arg‒Asn, Ser‒Leu‒Ile‒Gly‒Arg‒Leu）
は，カブトガニ顆粒細胞の開口分泌を引き起こした 54）．ま
た，ハチ毒の両親媒性ペプチドであるマストパランは，直
接にGタンパク質と相互作用して血小板などの開口放出を
誘導することが知られているが，事実，マストパランはカ
ブトガニ顆粒細胞の開口分泌を惹起する 54）．

3. 内在的な開口分泌の増幅システム

カブトガニ血リンパのLPS刺激に対する感度は顆粒細胞
の密度に依存しており，通常の血リンパの顆粒細胞の密度
（～1.0×103 cells/µL）であれば，～10−14 M程度のLPSが存
在すれば顆粒細胞の開口分泌が誘導される 57）．顆粒成分に
は開口分泌を増幅させるものがあり，特に小顆粒の主要成
分である抗菌ペプチドのタキプレシンが，前述したマスト
パランと同様にGタンパク質と相互作用して，開口分泌を
ポジティブフィードバック的に増強している（図1）57）．表
面プラズモン共鳴解析（surface plasmon resonance analysis：
SPR）で測定されたタキプレシンとウシGタンパク質の相
互作用の解離定数は，Kd＝8.8×10−7 Mである 57）．一方，顆
粒細胞から精製した天然ProCとLipid A（LPSのエンドト
キシン活性の最小ユニット）の解離定数から推定すると
（表1）54），タキプレシンのフィードバック効果だけでは，
顆粒細胞のLPSに対する高い感受性を説明するには不十分
かもしれない．ProCはLPSだけでなく，ホスファチジルセ
リンやホスファチジルイノシトールといった酸性リン脂質
やコレステロールに対してもLipid A同等の結合親和性が
ある（表1）54, 58）．しかし，ProCと酸性リン脂質との相互作
用はイオン強度に依存し，カブトガニ血リンパのイオン強
度（0.5 M NaClに相当）においては，両者の相互作用が失
われる 58）．ProCの顆粒細胞表面の局在性や自己触媒的活性

化に対する酸性リン脂質の役割に関しては未解決のままで
ある．

4. セリンプロテアーゼ前駆体の活性化機構の本質

ProCの自己触媒的活性化の分子機構を解説する前に，
セリンプロテアーゼ前駆体活性化の基本的な分子機構を確
認しておきたい．セリンプロテアーゼ前駆体の活性化は，
トリプシンによるキモトリプシノーゲンの限定切断を介
した分子機構で説明される 59, 60）．キモトリプシノーゲンの
‒Arg15‒Ile16‒のペプチド結合がトリプシンにより限定切断
されると，切断により新たに生じたNH2‒Ile16‒Val17‒Asn18‒
Gly19‒の配列がGly19付近で折れ曲がり，His57，Asp102，お
よびSer195で構成される触媒トライアドの裏側にある活性
化誘導ポケット（activation pocket）と呼ばれる疎水的な穴
に潜り込む．そして挿入されたNH2‒Ile16‒のα-アミノ基が，
分子内部にあるAsp194側鎖のβ-カルボキシ基とイオン結合
［塩橋（salt bridge）］を形成する．その結果，特にMet192残
基周辺のコンホメーション変化を誘導し，基質結合部位
（基質のP1部位側鎖を認識する部位のこと，S1ポケットと
呼ばれる）の疎水的な壁が完成し，さらにオキシアニオン
ホール（酵素・基質の反応中間体である四面体中間体を一
時的に捕捉する部位で，Gly193とSer195の主鎖アミノ基で形
成される）が完成して，活性型キモトリプシンへと変換さ
れる．一方，触媒トライアドを含めた他の部位のコンホ
メーション変化は，ほとんど生じていない．
ところで，‒Arg15‒Ile16‒の限定切断を受けずに活性型に変

換されるセリンプロテアーゼ前駆体が報告されている．こ
の限定切断を介さないセリンプロテアーゼ前駆体の活性化
に関して，拙子の学位論文から引用させていただくと，黄
色ブドウ球菌由来の単純タンパク質であるスタフィロコア
グラーゼ（プロテアーゼや酵素活性はない）が，ヒトプロ
トロンビンに特異的に結合して，スタフィロコアグラーゼ
のアミノ末端配列（NH2‒Ile1‒Val2‒Thr3‒）をプロトロンビ
ンの活性化誘導ポケットに挿入すると，プロトロンビンは

表1 凝固因子とその変異体に対する各リガンドとのSPRによる解離定数 53, 54, 70）

凝固因子および変異体 リガンド* Kd （M）

ProC（天然精製品） Lipid A 7.56×10−10

ProC（天然精製品） ホスファチジルセリン 2.53×10−9

ProC（天然精製品） ホスファチジルイノシトール 4.69×10−9

ProC（天然精製品） コレステロール 1.43×10−9

WT-ProC LPS 7.58×10−10

R1K-ProC LPS 9.20×10−10

R1H-ProC LPS 1.71×10−9

R1A-ProC LPS 2.71×10−9

R1L-ProC LPS 1.00×10−9

WT-ProB LPS 3.49×10−9

*ここで用いているLipid AとLPSは，それぞれEscherichia coli K12, Salmonella min-
nesota R595（Re）由来である．
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限定切断を経ることなく活性型のスタフィロトロンビン
（プロトロンビンとスタフィロコアグラーゼの1対1の複合
体）へと変換される 61‒66）．少なくともキモトリプシノーゲ
ン活性化におけるNH2‒Ile16‒のα-アミノ基を介した塩橋形
成と同じ作用をするものがあれば，プロトロンビンは限定
切断を介することなく活性型プロテアーゼに変換されるこ
とが結晶構造学的にも証明されている 67）．したがって，セ
リンプロテアーゼ前駆体の活性化の本質は，‒Arg15‒Ile16‒の
限定切断そのものではなく，その切断により誘導されたコ
ンホメーション変化によるS1ポケットとオキシアニオン
ホールの完成にある．

5. ProCのLPS存在下での自己触媒的活性化の分子機構

1） ProCのLPS結合部位の同定
ProCは，994個のアミノ酸残基からなる一本鎖の前駆

体，あるいは1か所にニックが入ったH鎖とL鎖からなる
二本鎖の前駆体で開口分泌される（図3）68）．顆粒細胞を
用いて精製されたProCは，通常二本鎖前駆体である．筆
者らは大腸菌と酵母の発現系を用いて，野生型ProC（WT-
ProC）の調製法を模索したが，可溶性のWT-ProCの調製が
困難で実用には至らなかった．N結合型糖鎖の存在がWT-
ProCのフォールディングに不可欠であることが報告されて
いたので 69），筆者らはHEK293細胞株を用いて，ProCのド
メインごとに組換えタンパク質を調製し，ビオチン-LPSと
ストレプトアビジンを用いてLPS結合ドメインをスクリー
ニングした 55）．その結果，N末端ドメインのProC1-166が反
応した．さらにそのドメイン内の‒Arg36‒Trp37‒Arg38‒の二

つのArgをGlu残基に置換した変異体R36E/R38E-ProC，お
よびTrp37をAlaに置換した変異体W37A-ProCは，いずれも
LPS結合性を失うことから，LPS結合にこの配列（LPS結
合トリプレット）が必須であることが判明した（図3）55）．

2） ProCの自己触媒的活性化におけるN末端Arg1の重要性
次に筆者らは，HEK293S変異株を用いて，一定の長さ

のN結合型糖鎖（Man5GlcNAc2）が付加した全長のProCを
調製した 70）．得られた組換えProCは，LPS存在下で自己
触媒的に活性化しなかった．アミノ酸配列分析の結果，N
末端のArg1残基にベクター由来のトリペプチドGlu-Thr-
Gly-が付加していた（＋ETG-ProC）（表2）．そこで，発現
ベクターのArg1のN末端側にProCのプロペプチド部分の
塩基配列を挿入したところ，培養細胞中でプロペプチドが
正常にプロセシングされ，天然ProCに匹敵するWT-ProC
の調製に成功した 70）．また，Arg1をLysに置換したR1K-
ProCは，WT-ProCと同様にLPS依存的に活性化するが，
Ala, Leu, Hisに置換したR1A-ProC, R1L-ProC, R1H-ProCにつ
いては，いずれもLPS存在下で活性化せず，N末端のArg1

（あるいはLys1）が自己触媒的活性化に必須であることが
判明した 70）．興味深いことに，SPRで測定されたこれらす
べての置換体のLPSに対する結合親和性は，WT-ProCと比
較してわずかに減少したのみであった（表1）．したがっ
て，WT-ProCの自己触媒的活性化においては，そのLPS結
合トリプレットとLPSの結合は必要ではあるが，N末端の
Arg1が必須であることを示している．
さらに，Arg1が存在しても，Arg1とLPS結合トリプレッ

ト間のアミノ酸を欠失した変異体は，LPS存在下で自己触

図3 ProCのドメイン構造
ProCのLPS存在下での自己触媒的活性化の際に重要となるアミノ酸残基や配列を示す．S‒Sはジスルフィド結合，
◆は推定N型結合糖鎖修飾部位をそれぞれ示す．

表2 ProCの自己触媒的活性化に及ぼすArg1周辺のアミノ酸の欠失と付加の影響 70）

WT-ProCおよび変異体 アミノ末端側の配列 相対活性（％）

WT-ProC Arg1‒Gly2‒Val3‒Asp4‒Leu5‒ 100
＋ETG-ProC Glu‒Thr‒Gly‒Arg1‒Gly2‒Val3‒Asp4‒Leu5‒ 0
＋RTG-ProC Arg‒Thr‒Gly‒Arg1‒Gly2‒Val3‒Asp4‒Leu5‒ 0
＋R-ProC Arg‒Arg1‒Gly2‒Val3‒Asp4‒Leu5‒ 30
ΔGly2-ProC Arg1‒Val3‒Asp4‒Leu5‒ 0
ΔGly2-Val3-ProC Arg1‒Asp4‒Leu5‒ 0
ΔGly2-Val3-Asp3-ProC Arg1‒Leu5‒ 0
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媒的に活性化せず，また，Arg1に1残基Argを付加した変
異体（＋R-ProC）は，LPS存在下での自己触媒的活性化が
70％も減少した（表2）70）．したがって，自己触媒的活性
化には，Arg1とLPS結合トリプレット配列との距離も重要
である．LPS存在下でWT-ProCが自己触媒的活性化を起こ
す際は，WT-ProCが二量体，あるいは二量体からなる多量
体を形成していることが，化学架橋剤を用いて明らかに
され，この多量体形成にN末端のArg1が必須であること
も判明した 70）．複数のProCから提供されたArg1が新たな
LPS結合部位となってProC多量体を安定化し，自己触媒
的活性化を誘導している可能性も否定できない．

3） LPS存在下でのProC遷移状態の捕捉
ProCは，キモトリプシノーゲンの‒Arg15‒Ile16‒に相当す

る‒Phe737‒Ile738‒（Phe737部位）がLPS存在下で自己触媒的
に限定切断され，活性型のα-Chelicerase Cへと変換される
（図3）68）．その際，「限定切断を受けていないが，活性型コ
ンホメーションを有するProCの遷移状態（ProC*）」の存
在を仮定する必要がある．α-Chelicerase Cは，ArgやLys残
基を好むトリプシン族に属しており，事実，P1部位にArg
を有する合成ペプチド基質 t-butoxycarbonyl（Boc）-Val-Pro-
Arg-methylcoumaryl-7-amide（MCA）を特異的に切断する
が，キモトリプシンの合成ペプチド基質 succinyl-Ala-Ala-
Pro-Phe-MCAは切断しない 53）．しかし，自己触媒的活性化
を介したProCからα-Chelicerase Cへの変換には，Phe737部
位の限定切断が必要とされるため，さらに「ProC*はPhe737

部位を切断する内在的なキモトリプシン様活性を有する」
という仮定をする必要があり，また「ProC*のPhe737部位は
自身の触媒活性により切断されるのか，ProC*の分子間で
切断されるのか」を解明する必要があった．
前述のキモトリプシノーゲン活性化の分子機構に従う

と，LPS存在下のProC*は，分子内あるいは分子間で，内
在性キモトリプシン様活性を介してPhe737部位を自己触
媒的に限定切断する．その結果，NH2‒Ile738‒Trp739‒Asn740‒
Gly741‒のペプチド配列は，Gly741付近で折れ曲がって活
性化誘導ポケットに潜り込み，NH2‒Ile738のα-アミノ基が
Asp194に相当するAsp940の側鎖β-カルボキシ基と塩橋を形
成することでS1ポケットとオキシアニオンホールが完成
し，α-Chelicerase Cへと変換される．実験的には，ProCか
らα-Chelicerase Cへの変換は，Phe737部位の切断に伴ってL
鎖からB鎖が遊離することをB鎖の抗体を用いてウェスタ
ンブロットで判定できる（図3）．また，α-Chelicerase Cの
アミダーゼ活性をBoc-Val-Pro-Arg-MCAで測定することも
できる．

4） ProC*の内在的キモトリプシン様活性を仮定する必要
はなかった

キモトリプシノーゲンの触媒残基Ser195に相当するProC
のSer941をAlaに置換した変異体S941A-ProCは，LPS依存
的な自己触媒的活性化を誘導しないことから，ProC*にお

いてもSer941が触媒部位として機能していることが確認さ
れた 45）．そこで，ProC*の「内在性のキモトリプシン様活
性」を確認する目的で，Phe737部位をAlaやGluに置換した
F737A-ProCとF737E-ProCは，予想に反してWT-ProCと同様
にLPS存在下で自己触媒的活性化を引き起こした．このこ
とは，ProC*によるPhe737部位の限定切断の際には，Phe737

の側鎖は認識に重要でない，あるいは認識されていないこ
とを示している．一方，Phe737を二次構造のブレーカーで
あるPro残基に置換した変異体F737P-ProCにおいては，LPS
依存的な限定分解が起こらず，自己触媒的活性化も生じな
かった 45）．LPS存在下でProC*に生じたPhe737部位周辺の
コンホメーション変化が，Phe737部位の側鎖認識に依存し
ない限定切断に重要なのかもしれない．これらの実験結果
から，Phe737部位の限定切断には，ProC*の内在的キモト
リプシン様活性を仮定する必要がないことが判明した．

5） Phe737部位の限定切断はProC*分子間で生じる
変異体S941A-ProCは触媒残基であるSer941を失っている
が，Phe737部位は正常である．一方，変異体F737P-ProCの
Ser941は正常であるが，Phe737部位は構造的に限定切断に
抵抗する．二つの変異体をLPS存在下で混合した場合，
F737P-ProCが遷移状態のF737P-ProC*となり，分子間で自己
触媒的な限定切断が起こるとすれば，S941A-ProCのPhe737

部位がF737P-ProC*により限定切断されるはずである．LPS
存在下で，S941A-ProC：F737P-ProCのモル比を50：1, 50：2, 
50：5で混合すると，F737P-ProCの量に比例してS941A-ProC
のPhe737部位が切断され，遷移状態F737P-ProC*の存在を実
証する結果となった 45）．

WT-ProCのN末端だけでなく，C末端に余分なアミノ酸
配列，たとえばHis-タグを導入すると，LPS存在下での自
己触媒的活性化が阻害される 45, 70）．しかし，PA-タグ（ポ
ドプラミンに由来する12残基のペプチド）をProCのB鎖
内部に導入したPA-ProC（図3）は，LPS存在下で自己触
媒的に活性化することが判明した 45）．PA-タグは，導入
したタンパク質に対して立体障害を与えにくいとされる．
そこで，S941A-ProCのB鎖にPA-タグを導入したPA-S941A-
ProCを調製した．LPS存在下でPA-S941A-ProCとF737P-ProC
を1：1で混合すると，F737P-ProC*が生じてPA-S941A-ProC
のPhe737部位が限定切断され，B鎖の遊離がPA-タグ抗体
で確認された．以上の結果は，ProC*が分子間でPhe737部
位を限定切断できることを証明している．しかし，本来，
F737P-ProC*はPhe737部位が切断されない変異体であり，残
念ながらProC*が「分子内ではPhe737部位を切断しない」
という証明には至っていない．

6） ProC*どうしの分子間反応にはLPSの足場が必要である
前述のように，R36E/R38E-ProCはLPS結合活性を失い，

LPS依存的な自己触媒的活性化を誘導しない 55）．そこで，
LPS結合活性と触媒活性の両方を欠失させたR36E/R38E-
S941A-ProCに対して，LPS存在下でF737P-ProCを1：1で混
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合したが，R36E/R38E-S941A-ProCのPhe737部位はF737P-ProC*

により限定切断されなかった 45）．このことは，ProC*が基
質であるProCを分子間で自己触媒的に切断するには，基
質側ProCもLPSに結合している必要があることを示唆し
ている．ProCがLPSと結合することで，そのPhe737部位
が遷移状態のProC*により限定切断を受けやすいコンホ
メーションへと変換されるのであろう．現在のProCの自
己触媒的活性化の分子機構のモデルは，LPSを足場とし
てProC*がArg1とLPS結合性トリプレットを介して二量
体（あるいはその多量体）として集合し，そこでProC*ど
うしの分子間反応によりα-Chelicerase Cへと変換されるイ
メージで表現される（図4）．

6. ProBとProCEの活性化におけるClipドメインの役割

ProBとProCEは同じドメイン構造をしており 71），N末端
側領域にProCやProGにみられないClipドメインを有して
いる（図5）．Clipドメインは三つのジスルフィド結合を有
するユニークなドメインとして，最初にProCEに見いださ
れたもので 72），その後，昆虫のプロフェノール酸化酵素
系の構成タンパク質にもClipドメインが存在することが
判明した 73）．最近になって，ProBはカブトガニ体液凝固
系において，ProCに次いで第二のLPS結合性タンパク質
であることが判明した（表1）53）．また，LPS非存在下では
WT-ProBはWT-α-Chelicerase Cにより活性化されないこと，
LPS存在下でもLPS結合性を欠失しているβ-Chelicerase C
ではWT-ProBは活性化されないことから，WT-ProBの活
性化には反応の場としてLPSが必須であることも判明し
た 53）．その後，Clipドメインに含まれる5個の塩基性アミ
ノ酸残基は，WT-ProBのLPS結合や，WT-α-Chelicerase C

によるWT-ProBの活性化に重要であることが判明した 74）．
さらに，Clipドメインには疎水性ポケットが存在するが
（図5），疎水ポケットの変異体V55A-ProBのLPS結合性は
失われ，WT-α-Chelicerase Cによる活性化の効率も野生型
と比較して減少した 74）．
一方，WT-ProCEにはLPS結合性はみられなかったが，

そのClipドメインの疎水性ポケットの変異体V53A-ProCE
に対するWT-Chelicerase Bのkcat/Km値は，WT-ProCEと値と
比較して1/7に減少していた 74）．一方，V55A-Chelicerase B
とV53A-CEの特異的な合成ペプチド基質（Boc-Leu-Thr-Arg-
MCA）に対するアミダーゼ活性は，それぞれの野生型酵素

図4 ProCのLPSによる自己触媒的活性化機構
ProCはN末端側に局在するLPS結合トリプレット（‒Arg36‒Trp37‒Arg38‒）を介してLPSに結合し，遷移状態である
ProC*の二量体（あるいはその多量体）を形成する．その際，アミノ末端のArg1残基が重要な働きをすることが推
定される．ProC*は，分子間でPhe737部位を切断することでα-Chelicerase Cに変換され，カスケードの次の前駆体で
あるProBを活性化する．黒矢印はProCの分子間の相互作用を，赤矢印は遷移状態にあるProC*による自己触媒的
切断をそれぞれ示す．

図5 ProBとProCEのドメイン構造
ProBとProCEのN末端側には活性化に重要な役割を果たすClip
ドメインがある．S‒Sはジスルフィド結合，◆は推定N型結合
糖鎖修飾部位をそれぞれ示す．
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と比較して遜色はなかった．ProBのClipドメインは，LPS
と結合してProBとα-Chelicerase Cの近接を助けるととも
に，ProCEのClipドメインは，何らかの相互作用を介して
Chelicerase BがProCEを効率よく活性化する際に機能して
いると考えられる（図6）．

7. ジスルフィド結合の導入によるWT-ProBの高機能化

セリンプロテアーゼの触媒ポケット周辺には，ヒスチ
ジンループ（His-loop disulfide bridge：HLDS），メチオニ
ンループ（Met-loop disulfide bridge：MLDS），セリンルー
プ（Ser-loop disulfide bridge：SLDS）の三つのジスルフィ
ド結合が保存されている（図7A）75, 76）．ProBにおいては，
HLDSを構成するCys（キモトリプシノーゲン番号では
Cys58）がAlaに置換されており（図5），HLDSが進化的
に欠損している．失われたHLDSの意義を解明する目的
で，ProBのHLDSを復元した変異体（ProB-murasameと命
名）を調製し，酵素動力学解析を行った 77）．その結果，活
性化型のChelicerase B-murasameは，WT-Chelicerase Bと比
較して，ペプチド基質や天然基質であるWT-proCEに対し

てkcat/Kmが約10倍ほど上昇し，熱安定性も格段に向上し
た．さらにカブトガニ凝固カスケードのスカベンジャー
である3種のセリンプロテアーゼインヒビター Serpin-178），
Serpin-279），およびSerpin-380）に対して，WT-Chelicerase B
は阻害されなかったが，Chelicerase B-murasameはSerpin-2
により阻害された．
このHLDSの欠失は，アメリカ産カブトガニL. polyphe-

musのProB（accession No. XP_013784210）でも生じている
（図7B）．日本産T. tridentatusとアメリカ産L. polyphemusの
分岐時期は，Coagulogenの配列比較により1億3000万年
前と推定されており 81），おそらくSanctacarisやHabeliaの
体液凝固系においても，Chelicerase Bの触媒活性を低めに
制御しておくことが何らかの生理機能や生存戦略に寄与
していたのかもしれない．興味深いことに，HLDSの欠失
は，ヒトの補体系に属するセリンプロテアーゼ前駆体の
C1r82, 83），C1s84），MASP285）でも生じており，これらの補体
因子においては，HLDSを構成する両方のCysが他のアミ
ノ酸に置換されている（図7B）．HLDSの欠失は，凝固系
や補体系のように創傷局所で活性化するカスケード反応の
制御に何らかの必要性があったのかもしれない．

図6 LPSを足場としたセリンプロテアーゼ前駆体の活性化機序
ProCがLPSに結合すると複合体形成を介してProC*となり，分子間で自己触媒的に活性化してα-Chelicerase Cに変
換される．α-Chelicerase CはLPSに結合したProBをChelicerase Bに変換し，Chelicerase BはProCEをCEへと活性化
する．赤色の矢印は活性化の際の切断部位，黒色の矢印は分子間の相互作用をそれぞれ示す．

図7 セリンプロテアーゼの触媒ポケットを構成するジスルフィド結合とその比較
（A）キモトリプシノーゲン（PDB：1ex3）の触媒トライアド周辺のHLDS, MLDS, SLDSの箇所を赤丸で示す．触媒
トライアド（His57，Asp102，Ser195）およびS1ポケットの部位もそれぞれ示す．（B） HLDSを構成するアミノ酸配列
のアライメントを示す．キモトリプシノーゲンのジスルフィド結合を形成するシステイン残基を太文字で，置換さ
れたアミノ酸を赤文字でそれぞれ示す．Tt: T. tridentatus，Lp: L. polyphemus，Hs: Homo sapiens，Bt: Bos taurus．
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8. カブトガニ体液凝固カスケードの進化的考察

カブトガニ体液凝固と哺乳類血液凝固のカスケードは，
創傷部位の局所で惹起されるセリンプロテアーゼ前駆体
活性化の連鎖反応という点では，機能的に類似した生体
防御戦略である．一方，Coagulogenは，結晶構造解析に
よりフィブリノーゲンの相同タンパク質ではなく，神経
成長因子のホモログであることが解明された 86）．カブト
ガニの体液レクチンであるタキレクチン-5が，フィブリ
ノーゲンのホモログであることも判明している 21, 23）．ま
た，ProB, ProCE, Coagulogenは，キイロショウジョウバエ
Drosophila melanogasterのToll経路を構成するSnake, Easter, 
ProSpätzleとそれぞれ相同であり，カブトガニ体液凝固系
とDrosophila Toll経路は，こられの3因子カセットを保持
しながら機能的に異なるカスケード反応に進化したことが
推定される 87）．Drosophila Toll経路は，発生時の背腹軸決
定に関与するだけでなく，成虫の自然免疫を誘導する経路
でもあり，ProSpätzleから変換されたSpätzle二量体がToll
受容体の内在性リガンドとして機能する 88）．すなわち，
感染微生物が侵入すると，Toll受容体を介して細胞内にシ
グナルが伝達され，転写因子NF-κBが核内へ移行し，各
種抗菌ペプチドが産生される．カブトガニにもToll様受容
体 89），さらにはNF-κBやその抑制因子である IκBが存在し
ており，グラム陰性菌の感染は IκBの分解を引き起こし，
NF-κBが核内へ移行した後，NO合成酵素やProCの転写を
誘導する 90）．しかし，カブトガニのToll様受容体の自然免
疫系への関与は不明のままである．
鋏角亜門に属する動物のゲノム解析が進むにつれて，カ

ブトガニのProC, ProB, ProCEは，サソリ・クモ・ダニに
もそれらのホモログが存在することが判明した．たとえ
ば，ダニのProCホモログは補体系の因子として機能して
おり 91），カブトガニProCも血リンパでは補体C3因子と複
合体を形成して補体系でも機能している 43, 44）．おそらく，
カブトガニの祖先は，鋏角亜門で共通の補体因子であっ
たProCを借用して，独自の体液凝固カスケードを構築し
たのであろう．一方，ProGのホモログは，他の鋏角亜門
に属する種からは見つかっていない 92）．ProGのBDG認
識ドメインは，土壌細菌Cellvibrio mixtusのエンドグルカ
ナーゼ5Aに含まれるセルロース結合ドメインと立体構造
がぴったりと重なることが判明している 52）．したがって，
ProGは，カブトガニの祖先がサソリ・クモ・ダニとの共
通祖先から分岐した後に，土壌細菌から水平伝播した遺伝
子と融合して誕生したセリンプロテアーゼ前駆体であると
推定される．

9. おわりに

本稿で解説したように，LPS存在下での自己触媒的活性
化における遷移状態のProC*の存在を証明できたことは大
きな成果であった．要約すると，i）自己触媒的なPhe737部

位の限定切断は，ProC*因子どうしの分子間反応である．
ii） Phe737部位の限定切断に対して，ProC*の内在的キモト
リプシン様活性を仮定する必要はない．iii） LPSを足場と
したProCの多量体形成は，ProC*のS1ポケットやオキシ
アニオンホールを完成させるだけでなく，限定切断され
るPhe737部位周辺のコンホメーション変化を誘導する．iv）
 ProCの多量体形成には，Arg1およびLPS結合トリプレッ
トが必須である．多量体の複数のArg1が新たなLPS結合
部位を形成して，自己触媒的活性化を誘導しているのかも
しれない．v）α-Chelicerase-CがProBを活性化する際には，
ProBがそのClipドメインを介してLPSに結合している必
要がある．vi） ProCEのClipドメインにはLPS結合性はな
いが，Chelicerase BがProCEを活性化する際にはClipドメ
インが重要な働きをする．
最近になって，ProC, ProB, ProCEの組換え凝固因子を用
いてカブトガニ体液凝固カスケードが再構成され，天然
材料に頼ることのない次世代のLPS検査試薬として上市さ
れるに至った 93）．また，上述したように機能性を高めた
ProB-murasameも調製され 77），さらなる高品質のLPS検査
試薬が製品化されるであろう．
筆者らは，カブトガニの体液や顆粒細胞から免疫関連分
子を精製し，それらの組換え体を用いて，昭和，平成，令
和と中断することなく自然免疫の分子機構を研究してき
た．しかし，免疫関連分子の生理機能解明のために，遺伝
子ノックアウトやノックダウンの手法をカブトガニに適応
することはできなかった．一方では，カブトガニTGaseや
その基質群は，無脊椎動物で最初に報告されたものである
が 36‒41），キイロショウジョウバエをモデルとしてTGaseの
生理機能の解明を推進してきた．その結果，TGaseは，外
骨格形成，腸管の囲食膜形成，腸管での常在細菌の恒常性
維持に重要な役割を担っていることが明らかになってき
た 94‒99）．
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WT：wild type（野生型）
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