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研究成果の概要（和文）：種々のリンカーを介してゲストタンパク質をヘモシアニン内部に結合させることがで
きた。また、リンカーの違いにより、ゲストの結合がホストの１０量体構造の維持に及ぼす影響が異なることが
わかった。これは、ゲストがホスト内部に結合する強さに起因することが示唆された。電子顕微鏡観察からも、
条件を整備することで、内部にゲストを包摂したまま安定な１０量体構造を維持できることがわかった。金ナノ
粒子を用いた評価からは、ゲストの包摂率を向上させることの重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Method to encapsulate the guest protein inside the hemocyanin via various 
linkers was developed. The effect of guest binding on the decameric structure of the host differed 
depending on the linker. This was suggested to be due to the strength of the binding of the guest 
inside the host. Electron microscopic observation also showed that by improving the conditions, it 
was possible to maintain a stable decameric structure with the guest encapsulated inside. Evaluation
 using gold nanoparticles suggested the importance of improving the encapsulation ratio.

研究分野：タンパク質立体構造解析

キーワード： ヘモシアニン　電子顕微鏡

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
著しい発展を遂げているクライオ電顕単粒子解析であるが、100 kDa以下の小さな蛋白質や形状に際立った特徴
のない蛋白質の解析は依然として難しく、あらゆる蛋白質の構造を容易に決定できる手法の開発を望む声は大き
い。ヘモシアニンをゲストに用い、その開発を目指した本研究で得られた知見、すなわち、ホストの会合構造が
ゲストを結合させるリンカーの種類により異なることや、ゲストの包摂率を向上させることの重要性が、今後の
技術開発に寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
これまで蛋白質の立体構造を決定する様々な方法が開発されてきたが、その中でクライオ電
顕単粒子解析は、近年、著しい発展を遂げ注目を集めている。クライオ電顕解析では、顕微鏡写
真から数万〜数十万個もの蛋白質をピックし、それらから 3 次元構造を再構築するため、巨大
で特徴的な形状の分子ほど容易に解析できる。一方で 100 kDa以下の小さな蛋白質や形状に際
立った特徴のない蛋白質は顕微鏡写真のノイズに埋もれやすく、粒子をピックするのが難しい
ため、構造解析の難易度が高くなる。これらの背景を考えると、小さな蛋白質でも容易にピック
して解析できる手法が開発できれば、クライオ電顕解析によりあらゆる蛋白質の構造を高分解
能で決定できるようになると期待される。 
申請者は、総分子量 4MDaの巨大な 10量体の蛋白質会合体 ヘモシアニンの立体構造をクラ
イオ電顕と X線結晶構造解析の両方の手法で決定し、ヘモシアニンが内部に直径約 110 Åの広
大な空隙を持つ 5 回対称な円筒型の巨大蛋白質会合体であることを明らかにした（Structure 
(2015)、J. Struct. Biol. (2015)）。ヘモシアニンは筒状の外壁領域と 5つの内部ドメインから構
成されるが、内部空間は分子量 750 kDaの蛋白質の体積に相当し、一般的な蛋白質ならば十分
に包摂できる。その上、ヘモシアニンには反応性の SH基を持つシステイン残基が内部ドメイン
にサブユニットあたり 1 つだけ（10 量体
に 10個）存在する。申請者は、これらの
特徴を生かし、ヘモシアニンの空隙中にシ
ステイン残基を介して蛋白質を部位特異
的に包摂させる技術を開発した。この、ヘ
モシアニンへの蛋白質包摂技術（特開
2017-214339）をクライオ電顕解析に応用
すれば、X線結晶構造解析よりも容易に包
摂したゲスト蛋白質の構造を決定できる
と考えられる。さらに、そのままではノイ
ズに埋もれやすい小さな蛋白質でも、ヘモ
シアニン中に包摂させ、その特徴的な円筒
構造をピックすれば、その内部にはゲスト
蛋白質が含まれているため、小さな蛋白質
のピックが難しいというクライオ電顕の
抱える課題への解決策にもなり得る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヘモシアニンの持つ分子包摂材料としての 3つの優れた性質を利用し（（1）蛋白質
を包摂でき、（2）特徴的な円筒構造のためピックが容易で、（3）解析のノウハウが蓄積されてい
ること）、ヘモシアニンの内部空間に目的蛋白質を包摂させて丸ごと構造解析するクライオ電顕
解析の手法を開発することを目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、活スルメイカ（Todarodes pacificus）の外套膜を切開し、リンパ管から注射器
を用いて採取した血リンパ液を実験に用いた。超遠心分離機（HITACHI, CS 150FNX）を用いてス
ルメイカ血リンパ 400 µlを 40,000×g, 6 h, 4℃で超遠心分離した後、上清を除去し、沈殿に
100 mM HEPES-NaOH(pH 7.0), 200 mM 
CaCl2 を含む buffer を添加し、4℃で一
晩静置した後、穏やかにピペッティング
することで沈殿を溶解し、精製ヘモシア
ニンとして実験に用いた。 
 ゲストに用いた緑色蛍光タンパク質
（GFP）は、大腸菌発現系を用いて可溶性
分子として大量調製した。C 末端に付加
した His6 タグを用いて Ni アフィニティ
ークロマトグラフィーとゲル濾過により
精製し、以後の実験に用いた。また、ホモ
プロパルギルグリシン（Hpg）基を導入し
た GFP は、大腸菌 B834(DE3)株を用いて、
Hpgを Metの代わりに添加した M9最少培
地にて培養することで調製した。ストレ
プトアビジンは市販のものを用いた。 

図 1 本研究の概要 

 
図 2 ストレプトアビジンの添加によ
るヘモシアニンの多量体構造の変化 



 透過型電子顕微鏡観察には、HITACHI
の HT7600（電子銃：タングステンヘアピ
ンフィラメント カメラ機種：AMT HR 仕
様：1k×1k）、HT7700（電子銃：Lab6 カ
メラ機種：XR-41B 仕様：2k×2k）を用い
た。観察サンプルの作製には、カーボン
支持膜を貼った 400 メッシュグリッド
（銅）（VECO 社）を親水化処理した後、
2%酢酸ウランを染色液に用いたネガテ
ィブ染色を行い、観察した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、研究開発当初、すでに開
発されていた種々の包摂方法を改良し、
Ni-NTA 基と His6 タグ間の相互作用、お
よび、ビオチン-ストレプトアビジン間
の相互作用を利用したゲスト包摂の方
法を構築した。ビオチンを介したストレプトアビジンの包摂を題材に、ゲストの包摂によるホス
トへの影響をゲル濾過にて確認したところ、ゲストの増加により１０量体構造のヘモシアニン
の割合が減少し、解離したヘモシアニンが増加した。これらの結果より、ゲストの包摂率が高ま
るにつれ、内部空間内での立体障害が生じ、これが引き金となってホストの１０量体構造が維持
できなくなることがわかった（図 2）。そこで、次に、ホストが１０量体構造を維持できる量の
ゲスト（ストレプトアビジン）を添加したヘモシアニンを用いて、ネガティブ染色法による電子
顕微鏡観察を行なった（図 3）。その結果、ストレプトアビジンを包摂したヘモシアニンの多く
が１０量体構造を維持していることがわかり、ゲル濾過の結果と一致した。 
 次に、Ni-NTA 基を介して 30 モル当量の GFP を反応させ、ゲルろ過によりヘモシアニンの会合
の様子を評価した。クロマトグラム（青）と各フラクションの蛍光強度（橙）を図 4に示す（励
起波長：485 nm, 検出波長：535 nm）。ヘモシアニン溶出位置に、ゲストの GFP に由来する蛍光
が観察された。以上より、Ni-NTA リンカ
ーを介してヘモシアニン十量体の内部
空間にGFPを結合させることができたと
結論した。GFP を包摂させたヘモシアニ
ンをネガティブ染色法による電子顕微
鏡観察を行ったところ、興味深いこと
に、ストレプトアビジンを包摂させた場
合とは異なり、NTA リンカーの場合は過
剰量のゲストと反応させてもヘモシア
ニンは解離しなかった。これは、ホスト
内部へのゲストの結合の強さの違いに
起因すると考えられる。すなわち、スト
レプトアビジン-ビオチン間の相互作用
は非常に強いため、ゲストの結合力が強
く、その結果、ホスト同士の相互作用を
破壊するのに対し、Ni-NTA-His6 タグ間
の相互作用はこれに比べると弱いため、
ホストの１０量体構造を壊すほど強く
内部空間に結合しないと推察される。 
 加えて、ゲストの包摂の様子を観察す
ることを目指し、ビオチンを介してヘモ
シアニン内部に結合させたストレプト
アビジンに、更にビオチン標識された金
ナノ粒子を結合させ、ネガティブ染色法
により電顕観察を行なった。重原子クラ
スターである金ナノ粒子は、電子顕微鏡
観察にて強いシグナルを与えるため、容
易にその存在を可視化できることを期
待した。ゲル濾過により精製した金ナノ
粒子を結合したヘモシアニンは赤褐色
を呈しており、金ナノ粒子が結合していることが示された。電顕観察の結果、一部のヘモシアニ
ンの近傍に金ナノ粒子に由来する黒点が確認された（図 5）．これらは，ゲストであるストレプ
トアビジンを介してヘモシアニンに結合した金ナノ粒子であると思われる。しかし金ナノ粒子
の結合率は期待したほど高くはなく、包摂率を上げる必要性が示唆された。 
 以上の結果より、本研究では種々のリンカーを介してゲストタンパク質をヘモシアニンに結

 
図 3 -ストレプトアビジンを結合させ
たヘモシアニンの電顕観察の結果 

 
図 4 Ni-NTA基を介して GFPを結合さ
せたヘモシアニンのゲル濾過の結果 

 
図 5 ヘモシアニンにゲスト（ストレプト
アビジン）を介して結合した金ナノ粒子
の観察（赤矢印が金ナノ粒子） 



合させることに成功した。また、リンカーの違いにより、ゲストの結合がホストの１０量体構造
の維持に及ぼす影響が異なることを、電子顕微鏡観察により明らかにした。今後、ゲストの包摂
効率を上げることで、ヘモシアニンを有用なホスト分子として応用できるようになると期待さ
れる。 
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