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研究成果の概要（和文）：スルメイカ由来ヘモシアニンの結晶化に成功し，その構造を3.0オングストローム分
解能で決定した．明らかになった構造から，スルメイカヘモシアニンが円筒型の外壁領域と，5つの内部領域か
ら構成される，10量体の会合体であることがわかった．巨大な10量体は，2つのドメインが会合したドメイン2量
体が一つの構造単位となり，それが複雑に会合することで形成されていた．サユブニット同士の界面に糖鎖修飾
クラスターが存在していることがわかり，生化学実験の結果を考え合わせた結果，この糖鎖クラスターがサブユ
ニット同士の会合に貢献していることがわかった．

研究成果の概要（英文）：In this study, we have determined the X-ray crystal structure of intact 
hemocyanin from Japanese flying squid at 3.0 angstrom resolution. The structure urevealed the 
architecture of hemocyanin composed of a cylindrical wall region and five collar regions, in which 
the dimers of functional units (FUs) hierarchically associated to form the entire decamer. 
Furthermore, the roles of carbohydrates in assembly, and conserved sulfur-containing residues in 
copper incorporation, were revealed. 

研究分野： 構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
	 好気条件下で生育する生命体は外界から得
られる酸素を用いて呼吸することによりエネ
ルギーを獲得するため，酸素の運搬は生命活
動を維持する上で最も重要な生体機構と言え
る．ヒトをはじめとした脊椎動物はヘモグロ
ビンを用いて酸素を運搬するが，イカやタコ，
貝などの軟体動物においてはヘモシアニンと
いう銅含有蛋白質が酸素を運搬する．ヘモグ
ロビンの研究が古くから行われてきたのに対
し，ヘモシアニンの分子解析は著しく遅れて
いた．これは，ヘモシアニンが 4MDa にも及
ぶ巨大分子である事に起因する．イカやタコ
のヘモシアニンは，約 50kDa の機能ドメイ
ンが 8つ連続してつながった約 400kDa のサ
ブユニットが 10 個円状に会合した巨大分子
である．酸素を運搬するという目的のために，
なぜ，これほど多くのドメインを連結・会合
させた巨大分子を用いる必要があるのかにつ
いては謎に包まれたままである．また，ヘモ
シアニンは様々な糖鎖修飾を受けるため，生
体に投与した際は高い免疫原性を示す．この
ように巨大でかつ高い免疫原性を有する特性
を利用し，ヘモシアニンはハプテンのキャリ
アー蛋白質や，ワクチンを投与する際の免疫
活性化剤として用いられている．感染症やが
んに対するワクチン開発に応用するための臨
床研究も行われており，また，製剤用ヘモシ
アニンを提供するベンチャー企業も設立され
た． 
	 このように，ヘモシアニンはバイオ・医工
学的に広く応用が期待されている分子である
が，一方でその分子レベルでの解析は驚くほ
ど進んでいなかった．研究開始当初までのヘ
モシアニンの構造研究は，電子顕微鏡による
低分解能の構造解析が主で，結晶構造は一部
のドメインのみが決定されているだけであっ
た．合理設計によりヘモシアニンを医工学的
応用するために，その詳細な立体構造情報の
取得と構造に基づく機能解析が切望されてい
た． 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，スルメイカ由来ヘモシアニン
の 4MDaの会合体の結晶構造を決定する．ま
た，構造決定に必要となるアミノ酸配列，糖
鎖配列も決定する．明らかになる構造に基づ
き，ヘモシアニンの動的なアーキテクチャー
を解明し，ヘモシアニンを産業応用する際に
有用となる構造学的知見を得ることを目指す． 
 
３．研究の方法 
（1）ヘモシアニンの調製：活スルメイカより
シリンジを用いて血リンパを採取し，これを
結晶化に用いた． 
（2）ヘモシアニンの 1次配列の決定：スルメ
イカ外套膜よりゲノム DNA を採取した．既
知のヘモシアニンの配列を元に作成したプラ
イマーを用いて，PCR法によりスルメイカヘ
モシアニンのコード領域を増幅，サブクロー

ニングし，DNAシーケンサー（ABI	 Genetic 
Analyzer 3130）によりDNA配列を決定した．
エキソン領域は，プログラム GENSCAN 1.0
および SPLICEPORT を用いて決定した． 
（3）ヘモシアニンの結晶化，X線回折実験：
ヘモシアニンの結晶はハンギングドロップ蒸
気拡散法により，100ｍM HEPES (pH 7.5), 
200mM CaCl2, 27.5-30% PEG400の結晶化
溶液を用いて調製した．得られた結晶は，X線
回折実験に用いるまで液体窒素中で保管した．
X 線回折データは，大型放射光施設 Photon 
Factory BL5Aにて収集した．2つの結晶から，
それぞれ 2.8オングストローム分解能の X線
回折データを収集した．プログラム XDSを用
いてこれらのデータを処理し，最終的に 3.0オ
ングストロームの分解能のデータを収集した．
結晶の吸収スペクトルは，大型放射光施設
Spring8	 BL38B1にて収集した． 
（4）X線結晶構造解析：結晶構造は，クライ
オ電子顕微鏡解析により決定された巻貝由来
ヘモシアニンの Cαモデルをサーチモデルに
用いた分子置換法により決定した．位相の改
良には，プログラム DMを用いた．構造精密
化には，プログラム phenix.refineを用いた． 
 
４．研究成果	
	 DNA 配列を元に，スルメイカヘモシアニン
の 3297 残基からなる全アミノ酸配列を決定
した．既知のヘモシアニンとは，39%–69%程度
の配列相同性であった．スルメイカヘモシア
ニンは，8 つの類似した機能ドメイン
（Functional	 unit，以後 FU と略す）から構
成されており（FU-a,b,c,d,d*,e,f,g），ヨーロ
ッパコウイカヘモシアニンと同様のドメイン
構成であった．	
	 活スルメイカより採取した血リンパを用い
てヘモシアニンの結晶を得た．X 線回折実験
の結果，イカの個体により得られる結晶の質
が大きく異なることがわかったため，良質な
結晶を与える個体をスクリーニングした．100
パイ以上のイカを用いたスクリーニングの末，
良質な個体を探すことに成功し，その血リン
パから調製した 2 つの結晶から 2.8 オングス
トロームの分解能の X 線回折データを収集し
た．これらのデータをマージし，最終的に分
解能 3.0 オングストロームの X 線回折データ
を収集した．尚，結晶は酸素結合型ヘモシア
ニンの特有な 345nm 付近の吸収特性を示した
ことから，得られた結晶は酸素結合型ヘモシ
アニンの結晶であると判断した．分子置換法
により構造決定し，最終的に，28,470 残基，
80 個の Cu2O2 クラスター，50 カ所の糖鎖修飾
の原子構造を決定した．	
	 明らかになった構造は，高さ約 160 オング
ストローム，直径約 350 オングストロームの
巨大な円筒状の 10 量体であった．外側の外壁
領域と，その内側に存在する 5 つの内部領域
から形成されていた（図 1）．外壁領域は，FU-
a,b,c,d,e,fにより構成され，内部領域は，FU-



d*,g により構成されていた．外壁領域は，上
下対称の会合した 2 量体が 5 回対称に配置し
た形，すなわち，D5 の対称性で会合していた
のに対し，内部領域は円筒の片側に FU-g が配
置し，その逆側に FU-d*が配置していた．その
結果，10 量体の全体構造としては，C5 の対称
性を持った分子であることがわかった．C5 の
対称性を持つヘモシアニンが，結晶中では，
上下 2 つのオリエンテーションでパッキング
していたため，得られた電子密度は D5 の対称
性を持っていた．その結果，内部の FU-g と FU-
d*の電子密度は互いに複雑に重なり合ってお
り，FU-d*の詳細な構造を決定することは困難
であった．そこで，FU-d*については，活性部
位の銅イオンに由来する異常散乱シグナルを
元に，ドメインの存在する大まかな位置だけ
を特定した（図 2）．	

	 4MDaにも及ぶ巨大な会合体を形成するヘモ
シアニンだが，それを構成する FU はすべて非
常に類似した構造をしていた（図 3）．外壁領
域に存在する 6 つの FU（FU-a，-b，-c，-d，
-e，-f）は，FU-a と-b，FU-d と-e，FU-c と-
f で，非常に類似した 2 回対称性を持つ 2 量
体を形成していた．これらの構造的特徴から，
FU の 2 量体が 1 つの構造単位となり，それら
が会合する事で外壁領域が構築されていると
いうことがわかった．興味深いことに，FU-(d-
e)と FU-(c-f)の 2量体は隣接するプロトマー

間で 2 量体が形成されていた．すなわち，隣
接するプロトマー同士は，複雑にドメインス
ワップしながらプロトマー間で FU2 量体を形
成していた．これに加え，内部領域に存在す
る FU-g も，外壁領域で見られた 2量体と同様
の FU2 量体を遠く離れたサブユニット間で形
成していた．以上の構造的特徴より，巨大な
円筒状のヘモシアニンは，非常に類似した 80
個の FU が複雑にドメインスワップしながら，
FU2 量体を形成し，それが共通の構造単位と
なって，組み上がっていることがわかった．	
	 明らかになった構造において，FU-a，-b，-
d，-e の 4 つの FU に N 型糖鎖が結合していた
（図 3）．全体構造で見ると，糖鎖はすべて外
壁領域の外側に結合しており，しかもそれら
は非常に近接していた（図 4）．糖鎖は 3 つの
プロトマーの境界に密集しており，プロトマ
ー間の相互作用に影響を与えていると考えら
れた．N-グリコシダーゼ F により糖鎖を消化
すると，10 量体への再会合効率が減少するこ
とが確認され，以上の結果を考え合わせ，プ
ロトマー同士の会合に糖鎖が重要であること
が明らかになった．上記の通り，ヘモシアニ
ンの円筒構造は，FU 同士が複雑に 2 量体して
形成されているが，糖鎖修飾はこれらの相互
作用を補強していると推察される．	
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