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研究成果の概要（和文）：ヘモシアニンは軟体動物の酸素運搬タンパク質である．イカ由来のヘモシアニンは分
子量約4MDaの円筒状の巨大なタンパク質会合体である．本研究の基研究では，イカ由来ヘモシアニンのX線結晶
構造解析を実施したが，結晶のパッキングの関係から，内部ドメインの構造を正確に決定することができなかっ
た．本研究では，クライオ電子顕微鏡単粒子解析の手法を用いて，イカ由来ヘモシアニンの構造解析を行い，そ
の内部構造が非対称であることを明らかにした．また，得られた構造から，ヘモシアニンの分子進化についての
知見を得ることができた．

研究成果の概要（英文）：Hemocyanin is an oxygen transporter of mollusks. Squid hemocyanin is a huge 
cylindrical protein complex with a molecular mass approximately 4 MDa. In a previous study, we 
determined crystal structure of squid hemocyanin at 3.0 angstrom resolution. However, due to the 
crystal packing and symmetry of the outer wall region, we could not determine precise structure of 
the inside domains. Therefore, in the present study, we used cryo-electrom microscopy single 
particle analysis method to determine the structure. The revealed strcutre showed that the inner 
domains are arranged asymmetrically. As well, insight into molecular evolution of hemocyanin was 
revealed. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
X線結晶構造解析では結晶中の全ての分子の平均構造が得られるため，外壁領域と内部領域の対称性が異なる場
合，分子同士の接触に影響を与える外壁領域の影響を受けやすい．先行研究にてイカヘモシアニンのX線結晶構
造解析を行った際も，D5対称性を持つ外壁領域の影響を受け，内部の構造もD5の対称性で平均化され，その正確
な構造を決定できなかった．本研究では，外部領域と内部領域を個別に精密化することができるクライオ電子顕
微鏡単粒子解析法を用いることにより，ヘモシアニンの非対称な内部構造を決定することができた．本研究によ
り，対称性がミスマッチした分子の構造解析におけるクライオ電子顕微鏡解析の有用性が示された．



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 イカなどの軟体動物は，ヘモシアニンという分
子量約 4MDa の巨大蛋白質会合体を用いて酸素
を運搬している．興味深い事に，ヘモシアニンは
その大きさを生かしてハプテンのキャリアー蛋
白質や免疫賦活剤として医工学的に応用されて
いる．本研究では，ヘモシアニンの立体構造をク
ライオ電子顕微鏡の単粒子解析により原子分解
能で解明し，構造情報に基づく分子設計などのヘ
モシアニンの応用研究を加速できるような情報
基盤を提供する． 
 申請者は基課題において，スルメイカ由来ヘモ
シアニンの会合体の結晶構造を 3.0Å の分解能で
決定した（Gai et al. Structure (2015), Matsuno 
et al., J. Struct. Biol. (2015)）．明らかになった構
造は，巨大な円筒状の 10 量体であり，外壁領域
と 5 つの内部領域から構成されていた（図 1）．外
壁領域では非常に明瞭な電子密度が観測され，ド
メイン同士の会合機構や糖鎖修飾の役割，酸素結
合部位の詳細な構造，分子進化に関する知見な
ど，様々な情報を得る事ができた．一方で，結晶
中でヘモシアニンは外壁同士の相互作用により
パッキングしていたため（図 2），内部領域の方向
の異なるヘモシアニンが混在し，その結果，内部
領域の立体構造を正確に決定する事は困難であ
った． 
 X 線結晶構造解析では短所となった上記の結晶中でのパッキングだが，分子デザインの観点
からは大きなメリットとなり得る．すなわち，内部に空隙を持つ円筒がストロー状に重なり合っ
ているため，結晶化させた後でも，ヘモシアニンの内部空間に分子を導入できるのである．この
特性を利用すれば，ヘモシアニンを分子包摂のためのホスト分子として利用できる．このような
応用研究を実現するには，内部領域の構造解析は避けては通れない．そこで本課題では，近年，
著しい発展を遂げ，X 線結晶構造解析に劣らない解像度で構造解析が可能となったクライオ電
子顕微鏡による単粒子解析の技術を用い，基課題では達成できなかったスルメイカ由来ヘモシ
アニンの内部領域の構造を決定し，ヘモシアニンの内部空間のデザイン学に有用な知見を得る
ことを目指した． 
 
２．研究の目的 
 本課題では，クライオ電子顕微鏡による単粒子解析の技術を用いて，基課題における X 線結
晶構造解析では達成できなかったスルメイカ由来のヘモシアニンの内部領域の詳細な構造を決
定することを目指す．X 線結晶構造解析では結晶中の分子の平均構造が観測されるため，複数の
方向が混在した状態で結晶化するヘモシアニンの内部構造を決定する事には限界がある．一方
で，電子顕微鏡の単粒子解析では，観測された粒子の方向を一つ一つ決定してから，重ね合わせ
て平均化するため，内部の構造が非対称なスルメイカヘモシアニンでも解析が可能となる．クラ
イオ電子顕微鏡の単粒子解析は，近年，ディテクターの技術革命により，著しい発展を遂げてお
り，その解像度は X 線結晶構造解析に劣らないレベルに達している．最先端の単粒子解析技術
を駆使して内部領域の構造を決定し，ヘモシアニンの内部空間のデザイン学へと発展させるの
が本申請のねらいである．単粒子解析により明らかになる構造情報を元に，先述したスルメイカ
ヘモシアニンが有する分子特性（広大な内部空間，およびストロー状に会合する性質）を生かし
て分子内部の空間をデザインする事で，様々な分子を包摂する生体材料としてヘモシアニンを
応用する事が可能となる． 
 
３．研究の方法 
 はじめに，試料の調製方法を検討し，超
遠心分離を用いた会合体の調製方を構築
した．得られた試料を用いてクライオグリ
ッドの作製条件を検討し，良質なグリッド
作製の条件を決定した．最新のクライオ電
子顕微鏡（FEI 社製 TITAN KRIOS）を用い
て，約 5000 枚のイメージを取得した．得
られる電子顕微鏡画像から粒子をピック
アップし，プログラムSPHIRE を用いて 2次
元平均化した後（図 3），低解像度の 3 次元
構造を決定した．その後，SPHIRE の User 

 

 

 

図 3．ヘモシアニンのクライオ電子顕微鏡イメージ
（左）と 2 次元平均像（右） 



function の機能を用い，外壁領域と内部領
域を別々に構造精密化した．得られる電子
密度に対し，X 線結晶構造解析法にて決定
された機能ドメイン（FU：Functional Unit） 
を剛体フィッティングし，10 量体の全体構
造を構築した． 
 
４．研究成果 
クライオ電子顕微鏡単粒子解析により得

られた構造は，外壁領域が D5 の対称性で
会合している点はX線結晶構造解析により
得られた構造と類似していたが，内部ドメ
インは非対称な構造をしているという点
で大きく異なっていた（図 4）．内部に存在
する FUd*と Fug は上下に互い違いに配置
していたが，内部ドメインは 5 個存在す
るため，結果的に非対称な配置となるこ
とがわかった． 
得られた構造を他の軟体動物のヘモシ

アニンの構造と比較した結果，軟体動物
由来ヘモシアニンの分子進化の過程が明
らかになった．もともと C5 対象で会合し
ていたタコ由来のヘモシアニンが進化の
過程で遺伝子重複により FUd*を獲得した
と考えられるが，その際，FUg の反対側の
領域に FUd*を格納するのではなく，FUgの
配置を大きく変化させて FUd*を格納する
スペースを作ったと考えられる． 
 また，結晶構造解析の際に観察された，
D5 対象の電子密度マップの原因も解明で
きた．すなわち，非対称な内部構造を有す
るヘモシアニンは，結晶中でパッキングする際，D5 対称の外壁の相互作用により，10 種類の異
なる配向で会合し，それらの平均構造が結晶構造として観測されたと考えられる（図 5）．これ
らの結果を考え合わせた結果，ヘモシアニンのように，1 つの分子中に対称性の異なる領域が混
在する分子の構造を決定する際には，X 線結晶構造解析とクライオ電子顕微鏡の各々の長所を組
み合わせて構造解析することが重要であることが示された． 
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