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研究成果の概要（和文）：黒変は甲殻類における重要な品質劣化現象である。本反応ではチロシンなどを基質と
して最終的に不溶性の黒色色素メラニンを生成する。黒変反応を触媒する酵素の候補として、フェノールオキシ
ダーゼ(PO)と、その類縁タンパク質のヘモシアニン(Hc)が挙げられている。本研究では、国産の食用甲殻類につ
いて、その体液中のフェノールオキシダーゼ活性を指標に、黒変の主因となるタンパク質を探索した。その結
果、各食用甲殻類において、POのみが本活性を有しており、Hcの活性は認められなかった。また、PO分子には多
様な成熟過程、局在などが異なる多様な分子種が見られ、主要な分子は種により大きく異なることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：Melanization or black spot formation in crustacean is one of the most 
serious problems on food industry. Phenoloxidases (PO) and hemocyanins (Hc), both of which are 
cuproprotein, are the candidates of the enzyme that mainly causes the melanin formation. In this 
study, I have investigated the real source of the enzymatic activity for melanin formation. Although
 Hc is an extreamly abundant protein, it did not show detectable PO activity. On the other hand, PO 
showed prominent PO activity and it contributed to almost all the PO activity in hemolymph of some 
shrimp species. Further, we have identified some molecular species of PO, each of which showed 
distinctive feature in terms of the localization and maturation process. It was also suggested that 
the dominant molecular type of PO was varied among shorimp species.

研究分野： 水産生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
黒変反応の原因酵素については、当初から知られていたフェノールオキシダーゼ(PO)の他に、近年甲殻類の酸素
運搬タンパク質であるヘモシアニン(Hc)が関与する可能性も指摘されていた。本研究では、国産の主要な食用甲
殻類数種におけるPO活性を指標に、甲殻類黒変現象の原因タンパク質精製し、この酵素活性はほぼPOに依存して
いることを明らかにした。Hcは、POと類似の構造を持ち、甲殻類体液中に極端な高濃度で存在するが、酵素活性
はほぼ認められず、極めて微弱な活性を持ち得るか否かは今後の検討課題である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 日本人にとってエビ類は極めてなじみ深い食材である。現在、本邦は世界のエビの総輸入量
のうち、三分の一を消費するエビ消費大国である。これらの輸入エビは冷凍品として流通する
が、添加物による酸化防止処理が施されていない場合、解凍時に急速に黒色のメラニンを生成
し、その商品価値が著しく損なわれる。黒変（メラニン形成）反応では、甲殻類体液中に含ま
れるチロシン、ドーパなどの mono-, di-フェノール化合物を基質とした酸化反応が律速となっ
ており、この反応はフェノールオキシダーゼ（以下 PO）によって触媒される。PO は活性中心
に二核の銅を含むタイプ 3 銅タンパク質に分類され、類縁タンパク質として甲殻類の酸素運搬
タンパク質として機能するヘモシアニン（以下 Hc）がある。PO と Hc は互いに類似の活性中
心を持っていることから、Hc もフェノールオキシダーゼ活性を持ち得るとの仮説が唱えられ
ており、甲殻類黒変反応の主因となるタンパク質については現在議論の的となっている。現在、
メラニン形成抑制のため亜硫酸塩などの添加物が広く用いられているが、亜硫酸塩はエビ体内
のトリメチルアミンオキシドと反応し、毒性の高いホルムアルデヒドを生成する。したがって、
亜硫酸塩添加に代わるメラニン形成阻害法が求められており、そのためには黒変原因酵素を明
確にし酵素反応機構を明らかにすることが肝要である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、甲殻類体液中の PO と Hc の活性に着目し、甲殻類における黒変反応の原因酵
素を明確にする。PO と Hc は、極めて類似した構造を持っていると考えられるが、その酵素活
性と生体内における機能は大きく異なる。本研究では、両タンパク質の高分解能 X 線結晶構造
解析による立体構造解析を行い、両者の活性中心とその周辺の詳細な立体構造を明らかにする
ことで、両者における活性の差異をもたらす構造的背景を解明する。また、報告者はこれまで、
古くから知られてきた血球由来の PO とは異なり、甲殻類血漿に存在する「分泌型 PO(POb)」
を見いだし甲殻類 PO にタイプの異なる複数の分子種が存在することを示してきた。本研究に
おいては PO の分子種にも着目し、食用エビ類における黒変反応の主因となる酵素とその分子
種についても検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 生体試料の入手が可能である食用エビ類（クルマエビ、イセエビ）を試料とした。生体から
体液を抽出し、mono-PO 反応（基質チラミン）と di-PO 反応（基質ドーパミン）について、波
長 490 nm 付近に吸収極大を持つドーパクロムの生成を指標に活性の測定を行った。ここで抽出
した粗体液より、硫酸アンモニウムによる塩析と、陰イオン交換、疎水性、サイズ排除各クロ
マトグラフィーを用いて PO 活性画分を精製し、各段階の PO 活性から原因酵素の活性、比活性、
回収率を算出した。 
 単一に精製した POと Hc について、分子種の同定のため LC-MS/MS により構成タンパク質の同

定を行った。また、従来から知られている一般
的な PO (血球細胞型・POa)と、報告者らが以前
に明らかにした新規 PO（血リンパ型・POb）各々
に対する特異的な抗体を用いたウェスタンブロ
ットを行い、クルマエビ、イセエビ体液に存在
する PO分子種を解析した。 
 POと HcにおけるPO活性の有無に関する構造
的背景を明らかにし、酵素反応の詳細な解析を
可能とするため、イセエビ、クルマエビ由来の
PO, Hc 各精製タンパク質について結晶化を試み
た。X 線回折データは SPring-8 BL38B1 におい
て行い、分解能向上のため HAG 法を用いた結晶
の凍結を行いデータを取得した。 
 
 
４．研究成果 
4-1 クルマエビ、イセエビ体液における PO活性
の本体 
 報告者らは以前、クルマエビ血リンパに存在
する新規 PO(POb)を見いだした(Masuda T. et al. 
2012, Fish Shellfish Immunol. 32: 61-68)。本研究に
おいても、クルマエビ血リンパより PO 活性
（mono, di）を指標に活性の本体を精製したと
ころ、POb が精製され、最終精製タンパク質の
回収率は 19.6%で比活性は 847 倍となり最終
精製物にはほぼ POb のみが含まれていた。 



 一方、イセエビ血リンパからの PO活性精製では、活性の本体は回収率 10%、比活性 476 倍で
精製され、主として従来から知られる血球型である POa から構成されていた。しかし、イセエ
ビ血リンパの PO活性本体には、新規型の POb も少量含まれていた。図１はイセエビ血リンパか
らの PO活性精製における各段階のうち、陰イオン交換クロマトグラフィーの溶出パターンであ
る。最上段のグラフは各溶出画分の 280 nm および 340 nm の吸光度を示しており、それぞれタ
ンパク質と主として Hcから成る銅タンパク質の溶出パターンを示している。図から明らかなよ
うに、mono-および di-PO 活性は Hc の溶出に先だって溶出しており、イセエビ血リンパにおけ
る PO 活性の本体は Hc ではなく POと考えられる。POを含まない Hc画分から mono, di-PO 活性
は認められなかったことからも（データ示さず）、イセエビ血リンパにおける PO 活性の本体は
PO であると考えられる。また、本研究より活性の主体となる PO 分子種は、クルマエビとイセ
エビの間で異なっていることが明らかとなった。即ち、イセエビでの体液 PO活性の主体は POa 
(血球型）であったのに対し、クルマエビでは POb（分泌型）である。POa と POb は一次構造上
の差異の他、POa が血球細胞内に局在する細胞質タンパク質である一方、POb は N-末端にシグ
ナルペプチドを有する分泌タンパク質であるなど、成熟過程も明確に異なっている。しかし、
ゲル濾過クロマトグラフィーの結果より、両者ともに体液中に存在する成熟型は六量体を形成
していることが示唆された。 
 
4-2 甲殻類 POの触媒活性 
 本研究により精製した甲殻類 PO分子種、すなわちイセエビ POa とクルマエビ POb について、
同様の活性を持つチロシナーゼ（細菌由来、マッシュルーム由来）と比較することによりその
触媒活性を検討した。下表は各分子の速度論パラメータである。マッシュルームチロシナーゼ
は市販品を用いたが、複数の構成タンパク質からなる粗精製品であるため kcatは算出しなかっ
た。 
 

di-PO activity 
    

  
Km 

(mM) 

Vmax 

(μM/min)  

kcat 

(/min) 

kcat/Km 

(/mM min) 

proPOa 0.620±0.0507  416±10.8  5720 9230 

proPOb 0.153±0.0232  129±6.16  3220 21000 

Bacterial 

tyrosinase 
4.10±0.790  291±19.6  7270 1770 

Mushroom 

tyrosinase 
1.15±0.152  80.8±3.21      

 
表から明らかなように、POa, POb とも他の生物種由来のチロシナーゼと比較して極めて高い触
媒活性と基質特異性を有することが分かる。特に POb については、細菌由来のチロシナーゼと
比較して、kcat/Kmが 10倍以上となっている。 
 
4-3 イセエビ Hcの X線結晶構造解析 
 上述のように、Hc は今回用いた実験条件では PO 活性を持つに至らなかったことから、イセ
エビ、クルマエビ血リンパにおいて、PO活性の主体となるのは Hc ではなく POであることが示
唆された。では、類縁タンパク質である Hc と PO にはどのような構造上の差異があるのだろう
か。報告者はイセエビ血リンパより Hc を単一に精製し、その単結晶を調製することにより X
線結晶構造解析による立体構造解析を試みた。甲殻類 Hc は古くから注目度が高く極めて多量に
存在するタンパク質でもあるため、その構造は既に報告されている。しかし、既報の構造は 1980
年代に発表されたものであり、最高到達分解能は 3.5Åとなっており更なる分解能の向上が求
められている。本研究では、SPring-8 放射光施設において X線回折データの取得を行い、分解
能向上のため HAG 法を用いることにより、1.58Åという高分解能で構造の決定を行った。単量
体の Hc は、報告者が既に明らかにしている POb の構造（Masuda T. et al. 2014, FEBS J. 281: 
2659-2673)と非常に類似した構造を有しており（図２）、銅を含む活性中心もまた極めて類似し
ていた（図３）。これらの活性中心の詳細な構造解析から、Hc も潜在的に PO活性を持つ可能性
はあるものの、POとの違いは活性中心付近に基質結合スペースを持たないことであると考えら
れた。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 PO と Hc は共にタイプ 3 銅タンパク質に分類される類縁タンパク質で、本研究の結果から共
に甲殻類血リンパにおいて六量体を形成していることが明らかとなった。これまで行われてき
た研究では、Hcは甲殻類血リンパに極端な高濃度で存在するため、Hcの精製には超遠心分離や
サイズ排除クロマトグラフィーによる一段階の精製法が用いられてきた。これらの精製法では、
血リンパで六量体として存在する POa, POb と Hc を分離することが出来ないため、これまで国
内外で行われてきた研究ではHc試料に対すしてPOが混入していた可能性があると考えられる。
本研究の結果が示すように、甲殻類 POは極めて高い触媒活性を有しているため、微量の混入が
活性本体の誤認につながる。今後は、甲殻類体液中に Hc と同じ六量体を形成する POが存在す
ることを念頭に PO 活性を論じるべきであると考えられる。 
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