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研究成果の概要（和文）：多くの無セキツイ動物の血は青い。青い血の正体はヘモシアニンという巨大なタンパ
ク質会合体である。ヘモシアニンの生理機能は生体内における酸素運搬であり、同じ生理機能を持つヘモグロビ
ン同様にアロステリック効果を示すと考えられているものの、その生化学的検証例は非常に少ない。そこで、本
研究では、サブユニット10個から成る会合体分子である頭足類ヘモシアニンについて、会合状態の異なる条件下
におけるアロステリック効果の有無を検証した。

研究成果の概要（英文）：Instead of the red blood of vertebrates, most molluscs have blue hemolymph 
containing hemocyanin The hemoglobin of vertebrate blood is replaced in most molluscs with 
hemocyanin, which plays the role of oxygen transporter. Molecules of molluscan hemocyanin are huge, 
cylindrical multimeric proteins&#8212;one of the largest protein molecules in the natural world. In 
this study, we investigated an allosteric effect of cephalopod hemocyanin containing 10 subunits, 
under several conditions. 

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟体動物ヘモシアニンは自然界で最大分子のひとつに挙げられる。その巨大な分子量と複雑な構造のために、そ
の分子構造解析は長らく成功しなかったが、最近、研究代表者を含む日本の研究グループによって、頭足類であ
るスルメイカヘモシアニンの分子全体の構造が発表された。タンパク質の分子構造とともに究明すべき事は生理
機能であり、自然界最大のタンパク質の分子構造に続き、本研究でその生理機能を検証したことは学術的に意義
深い。また、ヘモシアニンは生命維持に必須なタンパク質であるため、未だ養殖に成功していないイカ類の生理
機能を解明することは、産業的応用への影響も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１） 海洋軟体動物ヘモシアニンは血リンパ液に存在する細胞外酸素運搬タンパク質である。
この分子は最大のタンパク質分子のひとつで、分子量 3.5～14 MDaの超巨大会合体であり、頭
足類の分子は 10量体、腹足類の分子は 20あるいは 30量体であると報告されている（文献①）。
軟体動物ヘモシアニン分子の構造解析および機能解析は長らく暗礁に乗り上げていたが、2015
年、研究代表者を含む日本の研究チームにより、頭足類スルメイカヘモシアニンの 10量体分子
結晶構造が発表された（文献②および③）。これは世界初の軟体動物ヘモシアニンの高解像度結
晶構造であり、当該研究分野のみならず構造生物学研究における大きなブレイクスルーとなる
研究であった。 
 
（２） 軟体動物ヘモシアニンが巨大な会合体を形成する生理的意義は不明である。会合体形成
に必要な詳細条件に関する情報はわずかであった（文献①）。そこで、研究代表者は頭足類ヘモ
シアニンの会合および解離条件に関する研究を実施し、種々データを収集していた。また、ヘモ
シアニンはヘモグロビンの様にアロステリック効果を持つと考えられていたが（文献④）、巨大
な会合体ゆえ生化学的研究はほとんど進んでいなかった。 
 
 
２．研究の目的 
（１） 頭足類ヘモシアニンの会合体形成とアロステリック制御の関係を明らかにするために、
会合体分子のアロステリック効果の詳細を明らかにしたいと考えた。そこで、イカヘモシアニン
会合体分子（サブユニットの 10量体、1分子あたりの酸素結合部位数 80）の酸素結合能の測定
法および解析法の新規構築を本研究の目的とした。 
 
（２） 軟体動物ヘモシアニンの会合体形成の生理的意義およびアロステリック制御機構の解
明をめざし、分子の会合状態によってアロステリック効果が変化するか否かを明らかにしたい
と考えた。そこで、頭足類ヘモシアニンの会合体形成過程における酸素結合協同性の変化を明ら
かにすることを本研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１） 酸素結合能測定法および解析法の構築：ヘモグロビンのようなヘムタンパク質とは異な
り、ヘモシアニンは活性中心に銅を配位した酸素運搬タンパク質であるため、その酸素結合能測
定には既報の測定方法はない。そこで、ヘモシアニンに特化した酸素結合測定法を構築し、得ら
れた酸素結合曲線の適切な解析法を検討構築することとした。 
 
（２） 会合体分子、会合中間体、単量体の分離：会合体である 10 量体分子と単量体、その会
合中間体を区別するためには一般的に分子量による分画が行われるが、研究対象となる軟体動
物ヘモシアニンは自然界最大級の分子であるため、単量体ですら生化学ツールの分子量排除限
界以上となり、分画が難しい。そこで、超遠心分離による分画を試みた。 
 
（３） アロステリックな会合中間体の探索：10 量体分子を解離させたり、単量体分子を会合
させたりして得られた会合中間体について、（１）の測定・解析方法を用いて、アロステリック
効果を示すか否か調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１） 酸素結合能測定法および解析法の構築 
ヘモシアニン試料中の溶存酸素
量を変えたときの酸素結合型ヘモ
シアニンを定量するため、試料溶
液に O2 濃度を定量的に変えた
O2/N2 混合ガスを恒温下で一定量
曝露し、紫外-可視吸収スペクトル
を測定する測定システムを構築し
た（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 



酸素結合型ヘモシアニンは 346 nm 付近
に正の吸収ピークを示したので、溶存酸素
濃度に対し346 nmのピーク値をプロットし
て酸素結合曲線を作成した。作成した酸素
結合曲線はHill式を用いたデータフィッテ
ィングに供し、酸素との親和性を示す Km, 
アロステリック効果を示すHill係数を各々
算出した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） 諸条件が会合体分子のアロステリック効果に及ぼす影響 
測定条件を種々変えて会合体の酸素結合能を測定、Hill 係数を算出したところ、中性域(pH 7.2-
7.4)では Hill 係数は安定であることが明らかとなった（図３）。酸素結合に安定な pH域が存在
することはヘモグロビンでも良く知られており、頭足類においても、この pH 域が酸素運搬機能
に適した生理的 pH である可能性が高いと思われた。この安定 pH よりわずかに低い pH (pH 7.0)
では Hill 係数は急激に低下し、その値は 1程度を示したことから、アロステリック効果がほと
んどないことが明らかとなった。この pH 条件では会合体は解離しないことを確認しているた
め、10 量体構造を保持しているにも関わらず、アロステリック効果を示さない場合があること
が認められた。すなわち、条件によっては、アロステリックではない会合体が存在する場合があ
ることが明らかとなった。 
 
 
 
（３） 会合中間体の分画 
会合中間体の分画を試みたところ、解離条件あ
るいは会合条件のみで中間体を均一化するの
は難しかった。そこで、解離過程および会合体
形成過程中に超遠心分離を行うことで会合体
を除去し、会合中間体を分画した（図４）。 
 
 
 
 
（４） アロステリックな会合中間体の存在同定 
 二価カチオンの種類を変えることで会合体の解離あるいは会合体形成を誘導した。解離過程
および会合体形成過程で（３）に従い会合中間体を得た。10 量体分子が混入していないことを
確認し、（１）による酸素結合能を測定したところ、（２）で明らかとなった安定 pH 域における
Hill 係数は 1より大きい値が算出され、アロステリック効果が認められた。10量体との Hill 係
数は低値であったことから、会合体の方がアロステリック効果が大きいことが示唆されたもの
の、アロステリック効果を示す会合中間体の存在が確認された。 
 
（１）～（４）より、アロステリックな会合中間体は存在すること、さらに、アロステリック効
果の発現には会合状態よりも会合体分子内の微妙な構造の影響が大きいものと推測した。 
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