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3.8 MDaの超巨大酸素運搬タンパク質ヘモシアニン会合体の結晶構造

加藤 早苗 1，松井 崇 2，田中 良和 2

1. はじめに

酸素運搬タンパク質は生命維持に不可欠な酸素を運ぶ役
割を担っている．脊椎動物の酸素運搬タンパク質は赤血球
のヘモグロビンであるが，ヘモグロビンに次いで多くの生
物種でみられる酸素運搬タンパク質がヘモシアニンであ
る．ヘモシアニンは多くの軟体動物および節足動物の血リ
ンパ液に直接溶解する細胞外タンパク質で（図1A），活性
中心に2分子のCu2＋が配位するタイプ3銅含有タンパク質
であり，その酸素結合型は青色を呈する．同じヘモシアニ
ンでも軟体動物と節足動物のものでは分子構造がまったく
異なっており，軟体動物ヘモシアニンのサブユニットは
330～450 kDaと大きく，約50 kDaの相同性の高い（アミノ
酸配列の相同性は約40％程度）機能ドメイン（Functional 
Unit，以下FUと記載する）の繰り返しからなる構造であ
る（図1B）．この大きなサブユニットの十量体がベースと
なり，頭足類の分子は十量体1個が1分子，腹足類の分子
は十量体2個（二十量体）もしくは3個以上で1分子を構
成する 1, 2）．ここで特筆すべき点はその巨大な分子量で，
小さいもので330万，大きいものでは1000万を超えるた
め，軟体動物ヘモシアニンはタンパク質の中でも最大分子
の一つにあげられる．このような細胞外巨大酸素運搬タン
パク質の生化学研究としては，有鬚動物門に属するマシコ
ヒゲムシの巨大ヘモグロビン（分子量40万）の分子構造
解析が知られており 3），無脊椎動物の進化および環境適応
に酸素運搬タンパク質の巨大化と分子構造がどう関わって
いるか興味深いところである．また，KLH（キーホールリ

ンペットヘモシアニン）で知られるように，軟体動物ヘモ
シアニンは抗原性刺激に優れ，抗体作製時のキャリアタン
パク質として使用されており，最近では免疫賦活剤や抗が
ん治療併用剤として応用されている 4）．ヘモシアニンの生
理機能の詳細な解明やさらなる応用研究に向け，高分解能
の構造解析が切望されてきたが，その分子のあまりの巨大
さから結晶化は困難を極め，これまでは主としてクライオ
電子顕微鏡による構造解析が行われてきた 5‒8）．本研究で
は軟体動物ヘモシアニン会合体分子の初めてのX線結晶構
造解析に取り組み，3.8 MDaのスルメイカ由来ヘモシアニ
ンの会合体構造を3.0 Åの分解能で決定することに成功し
た 9‒11）．本稿では，結晶構造解析によって明らかとなった
原子レベルでの全体構造や，会合様式，糖鎖の役割につい
て紹介する．

2. 結晶化

スルメイカヘモシアニンは385 kDaのサブユニットの十
量体である．結晶化に際しては会合体構造を保つことに最
も注力した．スルメイカから採取した血リンパはヘモシア
ニンを高濃度（100～150 mg/mL）で含み，そのSDS-PAGE
はヘモシアニンサブユニットのバンドのみを示したので，
血リンパをさらに精製することなく結晶化に用いることが
できた．初期結晶化では複数の条件下で結晶が得られた
が，結晶を再溶解して電子顕微鏡観察を行ったところ，十
量体構造が保持されていたのは一つの結晶化条件から得ら
れた結晶だけであった．後の解析で，この結晶化条件に含
まれているCaCl2がスルメイカヘモシアニンの十量体構造
を安定化することがわかったため，我々は，この条件を基
に結晶化条件の探索を行った．また，血リンパの個体差が
結晶の質に大きく影響したため，100匹を超える生きた個
体から採取した血リンパの結晶化スクリーニングを実施し
た．その結果，ある個体の血リンパから良質な結晶を得る
ことができ，3.0 Åの分解能のX線回折データを収集する
ことに成功した．Spring-8 BL38B1の顕微分光装置にて結
晶の吸収スペクトルを測定したところ，酸素結合型に特有
な345 nm付近の吸収を認めたことから，得られた結晶は
酸素結合型であると判断した．クライオ電子顕微鏡により
決定された腹足類由来ヘモシアニンのCαモデル 7）を用い
て初期位相を決定し，最終的に28,470残基，80個のCu2O2

1 鹿児島大学農水産獣医学域水産学系（〒890‒0056 鹿児島市
下荒田4丁目50‒20）
2 東北大学大学院生命科学研究科（〒980‒8577 仙台市青葉区
片平2丁目1番1号）
Crystal structure of 3.8 MDa respiratory protein complex Hemo-
cyanin
Sanae Kato1, Takashi Matsui2 and Yoshikazu Tanaka2 (1 Faculty of 
Fisheries, Kagoshima Univ., 4‒50‒20 Shimoarata, Kagoshima 890‒
0056, Japan, 2 Graduate School of Life Sciences, Tohoku University, 
2‒1‒1 Katahira, Aoba-ku, Sendai, 980‒8577, Japan)
本論文の図版はモノクロ（冊子版）およびカラー（電子版）で
掲載．
DOI: 10.14952/SEIKAGAKU.2018.900238
© 2018 公益社団法人日本生化学会 

238

みにれびゅう



239

生化学 第 90巻第 2号（2018）

図1 スルメイカ由来ヘモシアニンの構造
（A）スルメイカ血リンパの電子顕微鏡観察．ヘモシアニン会合体のネガティブ染色像（top-viewがドーナツ型，
side-viewが長方形）が観察できる．（B）プロトマーの模式図．8個のFU（FU-a, b, c, d, d*, e, f, g）が連なった構造を
している．（C）会合体構造．10個のプロトマーから構成される円筒状の会合体である．プロトマーごとに色分けし
ている．（D）プロトマー中でのFUの配置．プロトマー Aの各FUを色分けし，プロトマー Bを灰色で表示した．外
壁領域にはFU-a, b, c, d, e, fが存在し，内部領域にはFU-d*, gが存在する．FU-d*はCu2O2の位置だけが決定できた．
（E）内部領域の構造．FU-d*のCu2O2およびFU-gを示した．結晶中では二つの配置が混在し，右のような疑似のD5

対象の電子密度が観測された．これらの図のうち（B）は文献2から，（C），（D），（E）は文献10からElsevierの許可を
得て転載した．
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クラスター，50か所の糖鎖修飾の原子構造を決定した．

3. 十量体構造

スルメイカヘモシアニンの十量体構造は，高さ約160 Å， 
直径約350 Åの巨大なシリンダー型の会合体で，外壁領域
と内部領域に分けられる（図1C）．サブユニットは八つの
FUから構成されているが（FU-a, -b, -c, -d, -d*, -e, -f, -g）（図

1B），外壁領域はFU-a, -b, -c, -d, -e, -fにより構成され，内
部領域にはFU-d*, -gの二つが含まれていた（図1D）．外壁
領域は，上下対称に2回回転対称的に会合した二量体が5
回回転対称的に会合した構造（いわゆるD5の対称性）で
上下対称であるのに対し，内部領域は円筒の片側に5回対
称的に配置しており（C5の対称性）上下非対称な構造を
していた（図1D, E）．しかし，興味深いことに，結晶構造
解析により得られた電子密度は，外壁領域のみならず内

図2 FUおよびFU二量体の構造
（A）各FUのモデル．Cu2O2と結合糖鎖をballで表示している．（B）FU-aのCu2O2クラスター周辺の構造．（C）プロト
マー A, Bの各FUの位置．右は円筒の外側から，左は円筒の内側からみた図である．FU-cAはプロトマー AのFU-c
であることを意味する．（D）各FU二量体の構造．4種類のFU二量体のうち，3種類がプロトマー間のドメインス
ワップ二量体である．これらの図はElsevierの許可を得て文献10から転載した．
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部領域も上下対称なD5の対称性を有していた．そのため，
位相決定直後は，内部領域も含めてD5の対称性を持った
分子と考えて構造精密化をしていたが，内部領域のFU間
に立体障害が生じたことに加え，結晶中では円筒状のヘモ
シアニンがストローのように積み重なってパッキングして
いたことから，得られた結晶構造には上向きの配置と下
向きの配置が混在していると結論した（図1E）．これらの
知見は，結晶のパッキングには外壁領域のみが関与してお
り，内部領域の構造は結晶中でのヘモシアニンどうしの相
互作用には無関係であることを意味している．このような
分子パッキングの影響により，外壁領域の電子密度は明瞭
であったのに対し，内部領域では電子密度が不明瞭であっ
た．さらに，内部領域を構成するFU-d*については，Cu
の異常散乱差フーリエマップをもとに，Cu2O2クラスター
の位置だけは決定できたものの，その構造モデルを構築す
ることができなかった（図1D）．
次に，10個のプロトマーに注目すると，各々のプロト

マーは隣接する五つのプロトマーと相互作用していた（図
1C）．たとえばプロトマー Aはプロトマー B, J, C, I, Dと接
触していた．プロトマー B, J, C, Iとは主に外壁領域どうし
で相互作用し，プロトマーDとは，内部領域を用いて相互
作用していた．2回対称に会合したプロトマー A-Bの二量
体は隣接するプロトマー C-D二量体と外壁領域で相互作
用する上に，最も離れたプロトマー AとDの内部領域で
相互作用することにより，安定な会合体を形成できると考
えられる．以上を考え合わせると，内部領域はプロトマー
二量体どうしを安定に会合させるためのホチキスのような
役割を担っていると推察される．

4. FU構造

各々のプロトマーを構成する約50 kDaの八つのFU（図

1B）は，いずれも，外壁領域，内部領域に関係なく，非
常に類似した構造をしていた（RMSDは1.9 Å以下）．FU
の構造は，主にαへリックスで構成されるN末端ドメイン
（NTD）とβ鎖の多いC末端ドメイン（CTD）の二つのドメ
インから構成されており（図2A），すべてのFUのNTDの
中央部に酸素結合部位であるCu2O2クラスターが結合して
いた．そのため，1分子のヘモシアニンを用い，80個の酸
素分子を運搬できることになる．Cu2O2クラスター中に存
在する二つのCuイオンは，ともに三つのヒスチジン残基
に配位されており，ヒスチジン残基の一つは近傍に存在す
るシステインとチオエーテル結合という特殊な共有結合を
形成していた（図2B）．

5. 十量体の形成機構

3.8 MDaにも及ぶ巨大な会合体はいかにして形成される
のか？　本結晶構造から導いたその答えは，すなわち，非
常に類似した構造のFUがプロトマー内およびプロトマー
間で複雑に会合することで巨大な会合体を形成している，
である．
外壁領域には，FU-a, -b, -c, -d, -e, -fの六つのFUが存在

していたが，よくみると，FUの二量体が一つの構造単位
となり，それらが会合することで外壁領域が構築されてい
ることがわかった．たとえば，FU-aとFU-bは二量体を形
成し（以後FU-（a-b）と記載する），同様に，FU-dとFU-e, 
FU-cとFU-fも類似したFUの二量体を形成していた（それ
ぞれ，FU-（d-e），FU-（c-f））（図2C, D）．興味深いことに，
これらFU二量体のうち，FU-（d-e）とFU-（c-f）は隣接す
るプロトマー間（たとえばプロトマー AとB）でドメイン
スワップされていた．これにより，安定なプロトマー二量
体が形成され，それらがさらに会合することで安定な外壁
領域が構築できると考えられる．

図3 結合糖鎖
（A）FU-dの結合糖鎖の電子密度．（B）十量体上での糖鎖修飾の位置．糖鎖をballで表示し，プロトマーごとに色を
変えて表示してある．（C）N-グリコシダーゼ消化による再会合阻害．結合糖鎖を消化除去することにより，プロト
マーの十量体再会合率が有意に減少した．これらの図はElsevierの許可を得て（A）および（C）は文献10から，（B）は
文献2から転載した．
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内部領域では，FU-gどうしがプロトマー間でFUの二
量体（FU-（g-g））を形成しており，その構造は外壁領域
のFU二量体と非常に類似していた（図2D）．これは，外
壁領域のみならず内部領域も含めた会合体全体が，FU二
量体を一つの構造単位として構築されていることを意味
する．FU-（g-g）は遠く離れたプロトマー間の（たとえば
プロトマー AとD）ドメインスワップ二量体であり（図
2D），外壁領域で二量体化したプロトマーどうしの会合を
安定化することで，十量体形成に強く貢献していると考え
られる．
以上をまとめると，80個の類似した構造のFUにより形
成される巨大会合体ヘモシアニンは，複雑にドメインス
ワップしながらプロトマー間でFU二量体を形成し，それ
らがうまく組み上がることでメガダルトンスケールの巨大
タンパク質会合体を形成している．

6. 糖鎖修飾と会合体形成

ヘモシアニンには糖鎖修飾の存在が知られており，今回
明らかになった構造において，FU-a, -b, -d, -eの四つのFU
にN型糖鎖が結合していた（図2A）．これらのFUには，
CTDの共通する位置に糖鎖が結合しており，FU-dのNTD
にはさらに糖鎖が一つ結合していた（図2A）．
会合体において，糖鎖はすべて外壁領域の外側に結合し

ており，それらの結合部位は三つのプロトマー（たとえば
プロトマー A, I, Jの位置関係にあるもの）の境界部に密集
していた（図3A, B）．この糖鎖密集部位は会合体に10か
所存在し，1か所あたり五つのN型糖鎖が近接して結合し
ていた．また，N-グリコシダーゼにより糖鎖消化処理する
と，十量体への再会合が阻害されたことから，プロトマー
どうしの会合に糖鎖が重要であることが明らかになった
（図3C）．先述のとおり，会合体は，外壁領域においてプ
ロトマーどうしが会合し，プロトマー二量体どうしの会合
が内部領域のプロトマー間FU二量体形成により安定化さ
れているが，おそらく糖鎖修飾はこれらの構造を補強する

機能を果たしているものと推察される．また，糖鎖修飾の
いくつかはヘモシアニンのアロステリック効果に重要な部
位に存在していた 2, 10）．
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ア研究員，97年NEDO産業技術研究員，
2001年旭川医科大学助手を経て，16年よ
り現職．
■研究テーマと抱負 ヘモシアニンの会

合体形成と酸素運搬能に関する研究．比較生化学的視点からタ
ンパク質の機能と構造の関係を解明したい．
■趣味 音楽鑑賞（ロック），散歩．

●松井 崇（まつい たかし）
東北大学大学院生命科学研究科助教．博
士（理学）．
■略歴 茨城県生まれ．2007年北里大
学大学院基礎生命科学研究科博士後期課
程修了．同年三菱化学生命研，09年産総
研，10年北海道大学大学院先端生命科学
研究院にてポスドク後，12年富山大学和
漢研助教を経て，17年より現職．
■研究テーマと抱負 抗菌標的タンパク

質と抗生物質生合成酵素の構造生物学から，薬剤耐性細菌に有
効な新規阻害活性分子の発見・創製や阻害機構の解明に貢献し
たい．
■ウェブサイト http://www.lifesci.tohoku.ac.jp/labmos/
■趣味 サッカー観戦（鹿島アントラーズ），ドライブ．

●田中 良和（たなか よしかず）
東北大学大学院生命科学研究科教授．博
士（工学）．
■略歴 2004年東北大学大学院工学研究
科博士課程後期修了．同年北海道大学博
士研究員．06年東京大学博士研究員．08
年北海道大学テニュアトラック特任助
教．12年北海道大学准教授．15年 JSTさ
きがけ兼任研究者．17年より現職．
■研究テーマと抱負 構造情報に基づい

た生体高分子の分子機構の解明とその応用．
■ウェブサイト http://www.lifesci.tohoku.ac.jp/labmos/index.html
■趣味 野球，スキー．


