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Hernocyaninの2,3の 性 質 に つ い て

1.超 遠 心 分 析

小 田 純 子 ・小坂部 勇 ・林 勝 哉

On the properties of hemocyanin solution 

     1. Ultracentrifugal analysis 

   Junko Oda, Isamu Kosakabe and 
          Katuya Hayasi

、 緒 言

ヘ モ シ ア ニ ンは或 種 の無 脊 椎 動 物 の体 液 蛋 白 の主 成分 で,銅 を 約0.2%含 む細 胞 外 呼 吸

蛋 白で あ る.そ の酸 素 運搬 能 な どは 生 化 学 的 に興 味 あ る問題 で あ るが,一 方 ヘ モ シ アニ ン

は溶 媒 のpH,イ オ ン 強 度 等 外 囲 条 件 の変 化 に よつ て,典 型 的 な会 合 一 解 離 を行 うもの と

して,蛋 白物 理 化 学 の面 か ら も多 く研 究 され てい る.1)近 時 蛋 白分 子 の会 合 一 解 離 とそ の生

化 学 的活 性 との 間 の 関聯 が酵 素 の ト リプシ ン,キ モ トリプシ ン,2)ホ ル モ ン蛋 白 のイ ン シ ュ

リン3)及 び バ イ ラ ス4)に つ い て明 か に され る よ うに な り,こ の 問題 は再 び注 目 され るに至

つ た.

又 他 面 で は カ ニ罐 詰 の青 変5)が,ヘ モ シ ア ニ ンに 由来 す る もの と して研 究 が行 なわ れ て

い るが,未 だ 完 全 な青 変 の防 止 法 や そ の原 因 につ い て は 明 確 な こ とが判 つ て い な い.著 者

の一 人は この青 変 問 題 に つ い て検 討 をつ づ け て い るが,カ ニ体 液 の ヘ モ シア ニ ンを 純 粋 に

分 離 す る こ とを必 要 と して い た.叉 小 田 は 先 に ガザ ミの体 液 の ヘ モ シ ア ニ ン を分 離iし,

そ の物 理 化 学 性 を報 告 した.fi)

本 報 で は タ ラバ ガ ニの体 液 か らヘ モ シ ア ニ ン を分 離 し,そ の 性質 を 超 遠心 法 に よ り分 析

した結 果 を述 べ る.

実 験 及 び そ の 結 果

1.試 料

根 室 北 方 の カ ニ工 船 上 で 生 き た タ ラバ ガ ニParalithodesca〃atschaticaか ら体 液 を

採 り,直 ち に硫 安 を加え て飽 和 と し,カ ニ罐 詰 罐 に 入 れ 密 封 し直 送 し,ヘ モ シ ア ニ ン分 離 ま

で 冷蔵 庫 に貯 蔵 した.硫 安 飽 和 溶液 を 濾過 し沈 澱 を集 め,3～4日 間10℃ 内外 で 流 水 透 析

し,次 に2日 間 蒸鱈 水 で透 析 す る.血 球 等 の不 溶分 を残 し,ヘ モ シ ア ニ ンは 完全 に溶 解 し青

色 を 呈 す る よ うに な る.不 溶 物 を3,000r.P.m.で 遠 心 分 離 し,0.01NHC1で ヘ モ シ ァ ニ ン

の等 電 点 で あ るpH5.6に すれ ば,完 全 に 沈澱 す る.こ の 沈澱 は小 さ く,3,000r.P.m.で 落

ち な い の で,注 意 して 濾過 し,沈 澱 は 水 に 懸 濁 させ,1/10量 の0.005NNaOHを 加 え て溶



Table 1. Sedimentation constants of hemocyanin solution 

               under various conditions.

(a) ; Same sample with No. 1 which has been consisted of two components. 
(b) ; Insoluble in pH 6.0. 
(c)  ; No corrected for solvent density and brackets show the concentration 

      in percent.

Fig. 1. Ultracentrifugal patterns of hemocyanin 

      solution under various conditions.



解 せ しめ る.こ の操 作 を4回 繰 返 し,最 後 に等 電 沈澱 した 沈 澱 は 蒸 瑠 水 で 透 析 す る.こ の

水 溶 液 中 に は 銅 を失 つ た 変 性 蛋 白 を含 む と考 え られ るの で,0.1Nacetate+0。1MNaC1,

pH6.0に 対 して 透 析 す れ ば,相 当 量 の 白色 沈 澱 を得 る.4日 間 透 析 後3,000r.P.m.で 沈澱

を と り,上澄 部 を ヘ モ シ ア ニ ン溶 液 と して,分 析 に供 した.沈 澱 部分 は 数 回同 一緩 衡 液 で洗

瀞 して試 料 と した.溶 液部 の 蛋 白 の銅 含 量 は0,19g/100g蛋 白 で あ り,既 報 の ガザ ミの 結

果 と一 致 した.沈 澱 部 は0119/1009蛋 白 で あ り,約 半量 の銅 が失 な はれ,強 く変 性 し て

い る と推 定 出来 る.

2.超 遠 心

分 析はSpincoModelEを 用い,56,100r.P.m.で 行 つ た.前 記 試 料 中 の水 溶 液 部 は 表

に 記 した 溶 媒 に 透 析 して測 定 した.pH6.1近 傍 では 何 れ の場 合 も沈 澱 を 生 じな か つ た が,

pH5.0の 場 合 に の み 相 当 量 の沈 澱 を認 め た.こ のpHは ヘ モ シ ア ニ ン の等 電 点 に近 く,

等 電 沈澱 に よる 沈 澱 の 生 成 で あ つ て,pH6.0に 於 け る変 性 蛋 白 の 沈 澱 とは 異 る.pH6.0

で得 られ た 沈 澱 部 分 はアルカリ 側 の 溶媒 に 完全 に 溶解 す る の で,こ の種 の溶 媒 に 透 析 し分

析 した.得 られ た 溶 液 は す べ て 青色 を 呈 し,オ キ シ ヘモ シ ア ニ ン の型 で 存 在 す るが,pH6.0

沈 澱 部 の ア ル カ リ溶 液 は 青褐 色 を 呈 して い る.こ れ らの試 料 の分 析 結 果 の 一例 を写 真 及 び

表 で示 した.表 中 の 沈 降恒 数 は 溶媒 の密 度 及 び粘 性 の 補正 は 行 つ て い な い.濃 度 は 屈折 率

法7)に よる概 略 の値 で あ る.叉 表 中括 孤 で現 した 濃 度(%)は 沈降 図 よ り求 め た見 掛 け の

値 で あ る./fオ ン強 度 が 高 い 場合 は2個 の 界 面 が 見 られ,こ れ は濃 度 を 小 に して も変 化 が

な く,夫 々 の含 有 割 合 も全 く変 化 しな い.イ オ ン強 度 が0.1か ら0.2の 範 囲 で は,単 一 で 鋭

い 濃 度 勾 配 を 持 つ 界 面 が 現 れ る.0.5Nacetate+0.5MNaClpH62で2個 の 界 面 が 出

現 した 試 料 を そ の ま1,0.08Macetate+0.08MNaClpH6.2に 透 析 す れ ば,沈 澱 を 全

              Fig. 2. Electrophoretic pattern (Ascending). 

 1, O.1M NaCI+0.1M acetate pH 6.2, C=1.38 %, 12 mA, 64 volt, 10 °C, 95 min. 
2. oit// , C=0.37 %, 12 mA, 60 volt, 10 °C, 110 min. 
3. No. 3 in Table, 12 mA, 75 volt, 13 °C, 100 min.



く生ずることな く,何 れの沈降恒数 とも異る値をもつ単一の界面に完全に還元する.高 イ

オン強度で見 られ る2個 の成分は明かに同一会合一解離系に属する成分で,夫 々は 単に会

合度(重 合度)を のみ異にしている成分である.No.6のS2〔,(沈 降恒数)は 約15で ある

が,comp.-2に 入れなかつたのは,次 報で述べるように,こ の系は濃度を うすめると,解

離が進行するところの,複 雑な系であるからである.

3.電 気 泳 動

チゼ リウス型電気泳動装置を使用した.測 定の一例を図で示 した.f昇,下 降に於ける

像は全 く対称である.イ オン強度0.1～02で は,超 遠心的には単一界面を出現するが,電

泳像は図の如 く,skewし てお り,濃度を低 くするか又はイオン強度を小にすれば,こ の傾

向は強 くなり,主 界面の麓部に分離しない副界面が顕著に出現する.

考 察

ヘモシアニンはグロブリン系の蛋白質 とされているが,相 当量の塩が存在しても,等 電点

での溶解度は極めて小であ り,こ のため等電点もしくは その極近傍での物理化学的測定は

困難である.多 くのヘモシアニンは等電点では単一成分であり,pHが 等電点より離れるこ

とによつて解離が起る.こ の解離はイオン強度及び蛋白濃度によつても強 く影響を うける.

一般的に見て等電点pH5.5か らpH7.Qま では解離は観察されないので,普通の場合pH

6.0近 傍で 見られる成分は等電点に於けると等しい状態にあるものと見徹されている.又

解離は臨界点的に起るものではなく,広い領域で徐々に進行するもので,解 離が起つている

場合には多 くのものが,数 個の成分が共存しているのが常である.本 実験に使用した試料

のヘモシアニンは,pH6.0近 傍では,イ オン強度によつて解離が強 く支配され る.即 ち

塩類濃度の増加により解離平衡がずれて,会 合が起るようになる・表に示 したS2・ の値が

16～17の 成分が会合度の高い分子である.こ の成分が完全会合成分(wholeprotein)と

考えられる.

本試料ではイオン強度が高 くなれば会合するが,逆に解離する成分 も知 られている.1)イ

オン強度0.1～0.2,pH6.0近 傍で得 られる成分は明かに解離成分であ り,叉pH5・0で の

成分も解離i成分である.ヘ モシアニンの解離は1/2,1/4,1/8に分子 が小 さくなるように,

等分に分子が分裂する.解 離成分は少 くとも1/2以下 に分子量が小さくなつているのであ

るが,興 味あることには沈降恒数の間に殆 ど差異がない.他 の例の如 く分子量 と沈降恒数

が比例するものに較べて特徴的である.こ のことから会合は軸比が増大するように進行す

るものであると推論される.ア ルカリ側では,解離は夏に進み,主成分のS2〔,の値は約6と

なる.然 しこの場合には解離が完全でなく 約10%程 度の高会合度成分が2個 存在する.

pH6.2で の沈澱成分のアルカリ溶液の褐色は,銅 と蛋白間の結合様式が変化し,蛋 白質は

変性を うけ,銅 は1価 か ら2価 に酸化されて呈色 したものであろう.何 れにしてもこの成

分の超遠心像は写真に見るごとく,強く拡散してなだらかな山とな り,界面の頂点が明確で

ない.S20の 値は大略6.5で ある.こ の成分は銅含量が少いことと考え併せると,ヘモグロ

ビンがヘムを失 うとグ ・ビンとな り極めて不安定にな り,急 速に変性するのと類似に,銅

を失つた分子が不安定にな り,変 性をうけ易 くなつたものと考えられる.即 ち等電沈澱で



精製する場合はなるべ く,低濃度の酸,ア ルカリを用いるぺきである.0.1NHC1を 用いて

pH5.6と し,沈澱 ぜしめた成分は完全に不溶化する.pH6.0で の沈澱部分はこれ以上分

析を行なわなかつた,以上 から要約すれば,タ ラバガニのヘモシアニンは他種のヘモシア

ニンに比 し,1/2,1/4解 離成分が均一成分 として得 られ,pH6.o附 近ではイオン強度を増

加することにより会合 し,叉沈降恒数 と分子量の間に一次の比例関係がなく,従つて会合は

長軸方向に分子間結合が生ずることによつて起つている.

このような会合一解離系では,超遠心的には明かに数個の成分が観察されても,電 気泳動

によつては単一成分 として観察されることは前に報告 した.fi)本 実験では超遠心的単一成

分が逆に電場の中で解離一会合が明確に見られた.し か し完全に2個 の成分に分離するこ

とはなく,同…界面に於ける濃度分布異常であり,これがイオン強度及び濃度に依存す るこ

とは明かであるが,そ の詳細は更に検討する要がある.た だヘモシアニン分子の会合に於

いては,静電結合が主な役割を果していることか ら考えると,斯様な異常が電場中で現れ る

可能性は充分推察され るものである.
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Summary 

   In the present investigation, preparation, purely isolation and physicochemi-

cal properties of hemocyanin from fluid of Paralithodes camtschatica by ultra-

centrifugation and electrophoresis are reported and discussed. 

   The hemocyanin was precipitated by adding ammonium sulfate to 100 % of 

saturation. The ppt of protein was dialysed against water to remove all (NH4)2 

SO.E and insoluble materials were removed. The resulting hemocyanin solution 

was purified by precipitation at isoelectric point several times. The final pu-

rified precipitation was dialysed against acetate buffer at pH 6.0, precipitates 

were removed and subjected to measurements.



   From ultracentrifugal measurements, in 0.5 M  acetate+0.5 M NaC1 at pH 

6.1 presence of two components was recognized. In 0.1 M acetate+0.1 M NaC1 

at pH 6.2, however, the components have reduced to single peak. Also it was 

observed that over the ionic strength range 0.1-0.2 and the pH range 5.0 —6.2, 

the hemocyanin molecule has consisted of single component and the obvious 

differences in sedimentation const. under the each condition were not apparent. 

In 0.1 M carbonate buffer pH 8.8, a main peak (about 90 %) having sed. const. S20 

=6 to 7, which have about one half value in above acetate buffer, was observed. 

 From the above it was concluded that the component having greater sedimen-

tation constant corresponds to whole protein molecule.


