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研究成果の概要（和文）：本研究では、イセエビ (Panulirus japonicus) の体液より調製したヘモシアニン試
料を用いて結晶化を行い、1.58Å分解能での立体構造解析に成功した。甲殻類由来のヘモシアニンについては、
サブユニット組成の複雑さからこれまで低分解能の解析にとどまっていたが、本研究により活性中心付近の詳細
な立体構造と、類縁タンパク質であるフェノールオキシダーゼとの構造比較が可能となった。また、ヘモシアニ
ン、フェノールオキシダーゼの活性中心に銅を誘導し、正しい活性中心の形成を可能とする因子を酵母
Two-hybrid systemを用いて探索した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we crystallized hemocyanin which was purified from the 
hemolymph of Japanese spiny lobster, and obtained the X-ray diffraction data up to 1.58 A. Although 
crystallization and structural analysis of crustacean hemocyanin have been done, high resolution 
data has not ever obtained due to the complexity of subunit composition of this protein. The 
high-resolution data enables detailed comparison of active site structure between hemocyanin and 
prophenoloxidase which we solved previously. Another attempt, we sought the factor which functions 
as a metallochaperone for the type 3 copper proteins such as hemocyanin and phenoloxidase using 
yeast two hybrid system. We obtained up to 100 positive colonies and are investigating the function 
of these proteins.

研究分野：水産化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
甲殻類のヘモシアニンとフェノールオキシダーゼは、ともにタイプ３銅タンパク質に分類される類縁タンパク質
である。これらのタンパク質は、甲殻類にとって生理的に極めて重要な役割（酸素運搬、生体防御）を担ってい
るだけではなく、黒変などポストハーベストの品質劣化反応にも深く関わっている。したがって、これらのタン
パク質の機能について、構造生物学的な基盤から研究する意義は大きく、成果は農学・水産学分野の重要な知見
となり得る。これらのタンパク質の活性中心には銅が含まれるが、分子内部に埋没した活性中心に銅をもたらす
未知の因子が存在する可能性が考えられる。このようなメタロシャペロンを明らかにした研究例は稀有である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 エビ類は日本人にとって非常に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、約三分の一を消費するエビ消費大国である。エビ類の安定的な供給には、今や養殖による
生産が欠かせない。2012 年には、養殖生産がエビ類の全生産量の過半を占めるようになった。
このように、エビ類の養殖は近年更に重要度を高めているが、養殖現場における魚病の蔓延はし
ばしばエビ類養殖に甚大な被害を与える。 
 エビ、カニなど甲殻類（節足動物）は、脊椎動物に見られるような獲得免疫機構を持たず、そ
の生体防御は「自然免疫」に依存している。節足動物における自然免疫の主体として、フェノー
ルオキシダーゼ（PO）システムが挙げられる。POは活性中心に二核の銅原子を含む酸化還元酵
素であり、メラニン形成反応の鍵酵素である。生成物のメラニンは病原菌の抱合、創傷治癒に機
能すると考えられる。メラニン形成は、ポストハーベストにおける黒変反応として忌避されてお
り、PO はその原因酵素でもある。この PO は不活性なプロ体(proPO)として合成され、その活
性化はプロテアーゼによるプロセッシングにて厳密に制御されている。申請者はクルマエビよ
り、体液における PO活性の主体を担う新規型 PO (POβ)を見出し、その詳細な立体構造を明ら
かにした。 
 一方、甲殻類体液中には酸素運搬タンパク質であるヘモシアニン（Hc）が極端な高濃度で存
在している。Hcも POと同様、二核銅中心を有するタイプ 3銅タンパク質であり、その成熟に
は銅原子のタンパク質骨格への組み入れが必須である。近年、Hcについても抗菌活性があると
の報告がなされており、本来酸素運搬タンパク質であるHcも、甲殻類の自然免疫による生体防
御に深く関与する分子であると考えられる。また、Hcと POの活性中心の構造は極めて類似し
ていると考えられ、Hcが特定の条件で PO活性を持ち得るとの研究例がある。食用甲殻類にお
けるHcと POの活性と生理的な機能を明らかにするためには、甲殻類Hcの詳細な立体構造解
析が不可欠である。また、これらの知見により、ポストハーベストにおける黒変反応の主因とな
る因子を特定できる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、甲殻類の生体防御反応とポストハーベストにおける黒変反応の分子機構を明らか
にするため、甲殻類体液に含まれる 2つのタイプ 3銅タンパク質である POとHcに着目し、 
・詳細な高次構造の比較による構造活性相関解析 
・銅を含む活性中心の形成 
・ポストハーベストにおける黒変反応の主因について 
を明らかにするため研究を行った。 
 
３．研究の方法 
3-1. 甲殻類ヘモシアニンの X線結晶構造解析 
ヘモシアニン (Hc) は酸素運搬タンパク質として甲殻類体液中に大量に存在している。複数
種の甲殻類体液よりヘモシアニンを精製し、比較検討した結果、本研究では、イセエビ 
(Panulirus japonicas)体液より調製した Hc を結晶化に用いることとした。体液より硫酸アン
モニウムによる塩析と陰イオン交換クロマトグラフィーによって調製した Hc は二種類のサブユ
ニットからなる多量体複合タンパク質であった。精製した Hc の構成サブユニットのアミノ酸配
列を明らかにするため、Hc 試料を SDS-PAGE で分離したのち、エドマン法による N-末端のアミノ
酸配列決定と、トリプシン消化を行い、液体クロマトグラフ質量分析計による配列解析をおこな
った。得られた部分配列をイセエビ肝膵臓 mRNA から調製した cDNA ライブラリと照合し、構成サ
ブユニットのアミノ酸配列を得た。 
 精製したヘモシアニンを 10mg/ml 以上に濃縮し、市販の結晶化条件スクリーニングキットで
結晶化条件の検索を行った。母液として 0.1 M   Lithiumsulfate monohydrate, 0.1 M 
Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.5, 20% w/v Polyethyleneglycol 1000, 10 mM 
MgCl2)、タンパク質濃度 15 mg/ml を用いた蒸気拡散法で最適な結晶を得た。 
 回折データの収集は SPring-8 BL38B1 にて行った。凍結保護剤としてエチレングリコール、グ
リセロールなどを用いた条件では、2.4 A 分解能程度であったが、5%ポリビニルアルコール 
(PVA4500)と 10% エチレングリコールを用いた HAG (humid air and glue-coating)法により到
達分解能が大幅に向上し、構造の精密化に 1.58 A までのデータを用いた。 
 
3-2. 酵母 Two-hybrid system によるタイプ 3銅タンパク質の活性中心形成因子の探索 
 申請者はこれまで、クルマエビ体液から体液型のフェノールオキシダーゼ (proPO) を見出
した。この proPOとヘモシアニンの遺伝子はともに肝膵臓で発現するため、クルマエビ肝膵臓
の cDNA ライブラリを作製しプレイベクターにクローニング、ヘモシアニンと proPO cDNA をベ
イトベクターにクローニングし、相互作用解析を行った。Two-hybrid system は、Matchmaker 



Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech)を用いた。得られた陽性クローンのシーケンスを決
定し、相互作用候補タンパク質のリストを作成した。 
 
3-3. 甲殻類体液における黒変反応の主因に関する検討 
 申請者が見出した体液型フェノールオキシダーゼは分子量約 75 kDa の六量体構造をとること
から、分子量のみからタンパク質としてヘモシアニンと分離するのは困難である。ここでは、ク
ルマエビ体液を実験対象とし、両者を分離するため、従来用いられてきた超遠心分離とゲル濾過
クロマトグラフィーのほか、硫酸アンモニウムによる塩析、陰イオン交換クロマトグラフィー、
疎水性相互作用クロマトグラフィーによる分離を試みた。分離後の Hc と proPOについて、L-
DOPA を基質としたフェノールオキシダーゼ （PO）活性の評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
4-1. イセエビヘモシアニンの立体構造 
 イセエビ Hc は溶液中で安定な六量体を形成しており、六量体のアッセンブリについては、既
報の甲殻類 Hc と同様であった。これは、申請者が明らかにしたクルマエビ由来体液型 proPOの
アッセンブリ様式とは明確に異なっていた（図 1）。活性中心の詳細な構造についてイセエビヘ
モシアニンとフェノールオキシダ
ーゼを比較すると、これも両者の
間で非常に類似していた（図 2）。
唯一の違いは、活性中心の周辺に
位置するアミノ酸残基で、ヘモシ
アニンではフェニルアラニン、フ
ェノールオキシダーゼではバリン
となっている（図２cの点線内）(1)。
節足動物のタイプ３銅タンパク質
の一次構造を比較すると、この部
分は甲殻類ヘモシアニンではフェ
ニルアラニン、鋏角類ヘモシアニ
ンと甲殻類フェノールオキシダー
ゼでは、他のアミノ酸に置換され
ている。 
 
 
4-2. Yeast two-hybrid system に
よるタイプ３銅タンパク質との相
互作用タンパク質の探索 
 ヘモシアニンとの相互作用タン
パク質候補として-- 、フェノール
オキシダーゼとの相互作用タンパ
ク質として—のクローンが得られ
た。これらのうち、24 コロニーに
ついて、プラスミドのレスキュー
と大腸菌へのクローニングと DNA
シーケンスを行った。シーケンス
結果から、各種プロテアーゼなど
が得られ、現在候補遺伝子の発現
様式、成熟タンパク質の機能につ
いて検討している。 
 
4-3. 甲殻類体液のフェノールオ
キシダーゼ活性本体について 
 従来一般的に用いられてきたヘ
モシアニンの精製方法は、超遠心
分離による沈殿と再溶解、ゲル濾
過クロマトグラフィーによる分離
であった。この従来法はヘモシア
ニンの多量体構造をもとにした分
離方法である。近年見出された体
液型フェノールオキシダーゼ
(PO)もヘモシアニンと同様六量
体を形成することから、従来法に
よる両者の分離は困難で、従来法



での精製ヘモシアニン画分に POの PO 活性が混入する可能性がある。 
 従来法で精製した Hc 試料を PO
に特異的な抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングで解析したとこ
ろ、この Hc 試料に POが混入して
いた。 
 
 より純度の高い Hc 試料を得るた
め、新たに精製法の検討を行った。
体液抽出後に硫酸アンモニウムに
よる塩析とイオン交換クロマトグ
ラフィー、疎水性クロマトグラフィ
ーによる分離を行うことで、ヘモシ
アニンから PO 活性が認められなく
なり、クルマエビ体液のヘモシアニ
ンとフェノールオキシダーゼを明
確に分離することができたと考え
られる。ここで得られた精製ヘモシ
アニン（フェノールオキシダーゼを
含まない試料）では、フェノールオ
キシダーゼ活性が確認されなかっ
た（図 3A, Butyl）(2)。したがって、
従来のヘモシアニン精製法である
超遠心分離とゲルろ過クロマトグラフィーのみでは、クルマエビ体液のヘモシアニンと体液型
フェノールオキシダーゼを分離することができず、ヘモシアニン画分に認められてきた PO 活性
は、ヘモシアニン試料への体液型フェノールオキシダーゼの混在が原因であると考えられる。ク
ルマエビ体液のフェノールオキシダーゼ活性は、ヘモシアニンではなく体液型フェノールオキ
シダーゼによるものであると結論した。 
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