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【序論】セリンプロテアーセの一種であるトロンビンは、Na
+特異的な酵素活性を示す。こ

れまで、Na
+の部位特異的相互作用がトロンビンの酵素活性の原因であると考えられてきた[1]。

しかし、その後の研究から、トロンビンの基質認識ポケット、および活性部位の構造は Na
+

結合に影響を受けないこと[2]や(図 1)、K
+結合能力を意図して設計したキメラトロンビンで、

天然型と比べて、酵素活性に著しく低下することが明らかになった[3]。これらの事実は、ト

ロンビンの酵素活性のメカニズムは、部位特異的な相互作用では、十分に説明できないこと

を意味する。一方、我々の行ってきた研究から、非部位特異的相互作用もタンパク質機能発

現に関係することが示唆されている[4]。そこで、本研究では、トロンビン-基質会合反応にお

いて、非結合 Na
+の持つ役割の検証を行った[5]。 

 

図 1. トロンビン(青)とトロンビン-Na+(黄)の構造比較。トロンビンの全体構造(左)および触媒三残

基(右)。 

 

【方法】140 mM XCl (X は Li、Naもしくは Cs)の水溶液中にトロンビン-X
+複合体分子を配

置し、イオンと水分子の配置の異なる初期構造を 100 個用意した。定温定圧条件下(300 K; 1 

bar)で、20 nsの分子動力学計算を行った。トロンビン結晶構造を参照構造として、C原子に

ついての自乗平均平方根(Root Mean Square: RMS)を計算した。RMSの値が収束する 15 ns 以
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降を以下の解析に用いた。トロンビンの表面へのカチオンの配位数を計算し、カチオン数密

度の空間分布を可視化した。 

 

【結果・考察】いずれの系でも、カチオン結合部位に安定に結合するカチオンに加え、トロ

ンビンの基質認識ポケット(S1 ポケット)の周りにカチオンの分布が見られた(図 2)。さらに、

イオン半径が大きいほど、トロンビンへのカチオンの配位数(Li
+
: 13.99 個、Na

+
: 5.48 個、Cs

+
: 

1.70 個)や S1 ポケットから離れた部分での分布が減少することが分かった。トロンビンは基

質分子内の正に荷電した残基、Arg や Lys を選択的に認識する。トロンビンに配位しやすい

Li
+は、基質分子がトロンビンと遭遇複合体を形成するのを妨げることが示唆される。Li

+とは

逆に、Cs
+はトロンビンには配位しにくい。そのためトロンビン表面の負電荷が溶媒側に露出

し、S1ポケットから離れた部位でも、遭遇複合体を形成しやすくなると考えられる。すなわ

ち、Li
+も Cs

+も、基質分子の S1ポケット近傍への接近を阻害し、遭遇複合体形成を妨げる可

能性がある。このことから、Na
+は Li

+と Cs
+の中間的な分布を形成することで、S1 ポケット

近傍でのトロンビン-基質の遭遇複合体アンサンブル形成を最適化し、会合反応速度を最大化

すると考えられる。以上の結果は、非結合 Na
+がトロンビン-基質会合反応に直接影響するこ

とを示唆している。さらに、これを踏まえ、トロンビン周囲の基質分子の分布に対して、カ

チオンが及ぼす影響を明らかにするため、基質分子を加えた計算を進めている。発表当日は、

そちらの結果についても報告する予定である。 

 

 

図2. トロンビン周囲のカチオン分布。 赤枠はカチオン結合部位およびS1ポケットの周辺を示す。

メッシュと塗りつぶしは、それぞれ、カチオン数密度が 5Å
−3以上および 50Å

−3以上の箇所を表す。 
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