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研究成果の概要（和文）：細胞内における金属イオン（特に、銅イオン）の動態を理解するために、最も主要な
銅タンパク質SOD1と、SOD1に銅イオンを供給する銅シャペロンCCSに着目し、その作用機序について検討を行な
った。また、CCSと相互作用する新規タンパク質を網羅的に同定し、新たな細胞内金属イオン輸送経路を明らか
にした。さらに、神経変性疾患ALSにおけるSOD1への銅イオン供給の破綻について検証し、金属イオン動態の制
御が生命現象を維持するために重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：To understand intracellular dynamics of metal ions (copper ions, in 
particular), I have focused upon Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD1), which is one of the most 
important copper proteins, as well as the copper chaperone protein CCS that supplies copper ions to 
SOD1.  This study has suggested a new mechanistic action of CCS on SOD1 upon the copper supply and 
also newly identified a protein interacting with CCS.  Furthermore, the breakdown of a copper 
supplying step to SOD1 was evaluated as a possible pathological change occurring in a 
neurodegenerative disease, amyotrophic lateral sclerosis (ALS).  Misfolded SOD1 that is unable to 
bind copper ions has been proposed as a pathogenic species causing ALS.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： 銅タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体における金属イオンの重要性・危険性は広く認識されている一方で、金属イオンの基本的な細胞内動態・挙
動については多くのことが明らかとなっていない。本研究で扱う銅タンパク質SOD1は、活性酸素であるスーパー
オキシドを不均化し、酸化ストレスの軽減を担う重要なタンパク質である。よって、SOD1を中心に、細胞内銅イ
オンの質的・量的恒常性を維持するメカニズムに迫る本研究は、基礎科学のみならず医学的にも意義のある研究
で、神経変性疾患や各種の加齢性疾患などに対する分子標的治療薬の開発に貢献できると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

鉄や銅といった遷移金属は、生体内には微量にしか含まれないものの、生命現象を維持する
ためには必須の構成要素である。例えば、タンパク質の補因子として結合した金属イオンは、
様々な酵素反応の活性中心として機能したり、電子移動反応のレドックス中心として呼吸や光
合成などを行ったりする。一方で、金属イオンは、その高いレドックス能が仇となり、活性酸素
を発生させるなどして毒性を発揮することもある。よって、細胞内における金属イオンの質・量
を恒常的に維持するメカニズムの存在が提案されている。しかし、生体における金属イオンの重
要性・危険性は広く認識されている一方で、金属イオンの基本的な細胞内動態・挙動については
多くのことが明らかとなっていない。金属イオンの代謝異常は多くの疾患における病理学的変
化として観察されることからも、我々自身の生理・病理現象を理解する上で、金属イオンの細胞
内所在を突き止めることは極めて重要な意義がある。 

細胞内での所在が不明の金属イオンは、その多くが未知タンパク質と結合しているのではな
いかと考えられている。実際、アミノ酸配列から金属イオンの結合が予想されるタンパク質は数
千種類にのぼるとされるが、実験的に金属イオンの結合が確認されているタンパク質はわずか
である（1/3に満たない）。また、プロテオミクス的手法により新規の金属タンパク質を同定する
試みも始まっているものの、その成果は未だ限定的であり、金属タンパク質の網羅的な同定・解
析が多くの生体関連分野から求められている。 

これまでに研究代表者は、細胞内において最も主要な銅タンパク質であるCu/Zn-superoxide 
dismutase（SOD1）に着目し、銅イオンの細胞内輸送メカニズムや、神経変性疾患の発症に関わ
る銅イオン代謝の異常について研究を進めてきた。SOD1は、銅イオンを活性中心として、活性
酸素であるスーパーオキシドを不均化し、酸化ストレスの軽減を担う重要なタンパク質である。
実際、SOD1活性の低下は加齢性の黄斑変性や難聴、糖尿病の発症に関与していることが示唆さ
れている。また、SOD1への金属イオン結合の異常は、神経変性疾患である筋萎縮性側索硬化症
（ALS）の病態形成に関与していることも提案されている。つまり、銅イオンは私たちの生命を
維持するために必須の微量金属である一方、遊離の（水和した）状態では、反応性の非常に高い
有害なヒドロキシラジカルを産生する触媒としても機能するため、生体にとっては諸刃の剣で
ある。そのため、生体内では、銅イオン運搬に特化したタンパク質である「銅シャペロン」を活
用することで、銅イオンの潜在的な毒性を回避しつつ、様々なタンパク質へと確実に銅イオンを
供給し、酵素活性の発現を厳密に制御している。 

SOD1 に銅イオンを供給する銅シャペロン CCS は、三つのドメイン（CCSdI, CCSdII, CCSdIII）
から構成されており、CCSdII で SOD1 を特異的に認識し、CCSdIII に結合した Cu(I)が SOD1 に供
給されるというメカニズムが提案されている。一方で、CCSdIの役割は明確でないものの、その
立体構造は β1α1β2β3α2β4 からなるフェレドキシンフォールドに分類され、β1 ストランドと α1ヘリ
ックスの間に Cys-x-x-Cys（CxxC）配列が存在する。CxxC 配列のチオレート基が配位子となっ
て Cu+などの重金属イオンを結合できることから、HMA（Heavy metal-associated）ドメインとも
呼ばれている。実際に、CCSdI は、非常に高い親和性で Cu+を結合できることが報告されている
ものの（Kd ~ 5 x 10-17）、CxxC 配列は生物種間で保存されているわけではなく、CCS の機能に必
須であるかは定かでない。 

HMA ドメインは、CCS とは別の銅シャペロン HAH1 や、その銅イオン輸送先である ATP7A
や ATP7B にも見られる。HAH1 と ATP7A/B の HMA ドメインの間でヘテロ二量体が形成し、Cu+

の配位子として機能するチオレート基が、各々の HMA ドメインに存在する CxxC 配列の間で交
換することで、化学平衡を通じて Cu+が両タンパク質に分配されるというメカニズムが提案され
ている。また、細胞膜を通じて重金属イオンを排出するエクスポーターには、その細胞質側領域
に HMA ドメインが存在し、Cu+, Zn2+, Cd2+といった金属イオンを受け取る役割を果たしている。
つまり、HMA ドメインである CCSdI には、金属イオンを受け渡す機能があると推察される。 

そこで本研究では、（１）CCSdIがSOD1への銅イオン供給に果たす役割を検討するとともに、
（２）CCSdIと相互作用するタンパク質を網羅的に探索することで、新たな金属イオン輸送経路
の同定を試みた。また、（３）SOD1への銅イオン供給が破綻することによって、神経変性疾患ALS
の発症に寄与する病理についても検討を進めた。SOD1を中心に、細胞内銅イオンの質的・量的
恒常性を維持するメカニズムに迫る本研究は、基礎科学のみならず医学的にも意義のある研究
で、神経変性疾患や各種の加齢性疾患などに対する分子標的治療薬の開発に貢献できると期待
される。 
 
２．研究の目的 

本研究では、細胞内における金属イオン（特に、銅イオン）の動態を理解することが目的で
ある。具体的には、最も主要な銅タンパク質 SOD1 に銅イオンを供給する銅シャペロン CCS に
着目し、CCS と相互作用する新規タンパク質を網羅的に同定することで、新たな細胞内金属イ
オン輸送経路を明らかにする。また、神経変性疾患 ALS における SOD1 への銅イオン供給の破
綻について検証することで、生命現象を維持するために重要となる金属イオン動態の制御メカ
ニズムを理解する。 
 
 
 



３．研究の方法 
（１）CCSdI が SOD1 活性化に果たす役割 

CCSdI において Cu+の結合部位となりうる CxxC モチーフを持たない CCS に着目し、Cu+の結
合を嫌気条件下での吸収スペクトル測定によって検討した。また、CCSdI を欠損させた変異型
CCS なども作製し、Native-PAGE や出芽酵母の栄養要求性を利用した SOD1 活性測定を行うこと
で、CCS から SOD1 への銅イオン供給について評価した。 
 
（２）CCSdI と相互作用する新規タンパク質の同定 

CCSdI と相互作用する新規タンパク質を網羅的に探索するために、酵母ツーハイブリッド法
を利用した。また、タンパク質間相互作用に重要なアミノ酸残基について評価する際にも、酵母
ツーハイブリッド法を用いた。同定されたタンパク質については、原子吸光分析や結晶構造解析
を行うことで、金属イオンの有無やその結合状態を検討した。 
 
（３）ALS における SOD1 への銅イオン供給の破綻 

金属イオンの結合・解離が SOD1 の構造に及ぼす影響を、円二色性分光法、フーリエ変換型
赤外分光法、ならびに、X 線小角散乱法により検討した。また、SOD1 の構造に影響を及ぼすジ
スルフィド（S-S）結合の形成については、電気泳動法や質量分析法により評価した。さらに、
構造異常を呈した SOD1 を選択的に認識できる抗体を作製し、免疫組織化学や ELISA などの免
疫化学的手法を駆使することで、ALS のモデルマウスや患者の検体にみられる SOD1 への金属
イオン結合の異常について検証した。 
 
４．研究成果 
（１）CCSdI が SOD1 活性化に果たす役割（J Inorg Biochem 2017 175 208） 

HMA ドメインである CCSdIは、Cu+を結合できる CxxC モチーフを有することから、SOD1 に
供給するための銅イオンを確保する役割があると提案されてきた。しかし、ショウジョウバエや
ハマダラカなどが持つ CCS のドメイン 1 には CxxC モチーフがなく、SOD1 に銅イオンを供給
するために CCSdIが必要なのかは明らかとなっていない。本研究では、肝吸虫（C. sinensis）が持
つ CCS のドメイン１にも CxxC モチ
ーフがないことを見出し、CCSdI に
CxxC モチーフがなくても、CCS は
Cu+を結合して SOD1 に供給できる
ことを実験的に示した。また、CxxC
モチーフだけでなく、CCSdI そのもの
を欠損した CCS（CCSΔdI）であって
も、ドメイン３の CxC モチーフを介
して Cu+を結合できることもわかっ
た。しかし、CCSΔdI は、結合した Cu+

を SOD1 に移動させることはできな
かった。よって、CCSdIは、CCS に結
合した Cu+を解離させることで、
SOD1 への銅イオン移動を促進する
役割があることを提案した（図１）。 
 
（２）CCSdI と相互作用する新規タンパク質の同定（PLoS ONE 2018 13 e0204355） 

CCSdI を bait タンパク質とした酵母ツーハイブリッド法により、標準化されたヒト cDNA ラ
イブラリーから prey タンパク質を探索したところ、新規タンパク質 C1orf123（現在、我々の成
果を元に CZIB と命名された）が同定された。C1orf123 には２つの CxxC モチーフが存在してお
り、片方の CxxC モチーフが欠損している場合には CCSdI と相互作用するものの、両方の CxxC
モチーフが欠損していると、CCSdIとの相互作用はみられなくなった。よって、両タンパク質は、
互いの CxxC モチーフにある Cys を配位子とした金属イオン結合によって相互作用しているこ
とが考えられた。そこで、C1orf123 の結晶構造解析を行ったところ、新たなフォールドを有した
タンパク質で、２つの CxxC モチーフで Zn2+を結合した構造であることがわかった（図２左）。
２つの CxxC を保持し
た野生型の C1orf123 は
CCSdIとは相互作用しな
かったことから、CCSdI

は C1orf123 に Zn2+を供
給する機能を有してい
る可能性が考えられた
（図２上）。C1orf123 の
生理機能に関しては明
らかとなっていないが、
Zn2+を解離させたアポ

bind the copper ion through the CxC motif in the domain 3 with
comparably high affinity (Kd ~ 10−17: Fig. 6A and B). Furthermore, the
activation of SOD1 under copper-limiting conditions did not require the
CxxC motif in the domain 1 of yeast and human CCS proteins as well as
CsCCS (Fig. 1B, D, and 3A). Therefore, it seems unlikely that the se-
curement of copper ions is the main function of the CCS domain 1.

CCS has also been proposed to load SOD1 with a copper ion bound
at the domain 1. The CCS protein lacking the CxC motif in domain 3 (or
even whole domain 3) has been shown to supply a copper ion to SOD1
but not to form the disulfide bond in SOD1 [16]. In contrast, SOD1 was
not able to receive a copper ion from CCS lacking domain 1 but ap-
peared to form the disulfide bond, albeit only partial [16]. Therefore,
distinct roles of domains 1 and 3 in the SOD1 activation have been
proposed; domain 1 for copper loading and domain 3 for disulfide
formation in SOD1. Consistent with this previously proposed me-
chanism, copper-bound CsCCSdII–dIII did not activate CsSOD1 but suc-
cessfully introduced the disulfide bond in CsSOD1 (Fig. 3B). None-
theless, we also showed that the CCS-dependent activation of SOD1 did
not require the Cys residues other than those of the CxC motif in the
domain 3 (CsCCS(CxC) in Fig. 3A). It is thus considered that copper
binding through the CxxC motif in the domain 1 is not essential to the
activation of SOD1.

Alternatively, recent X-ray structural analysis on the heterocomplex
of human SOD1 and yeast CCS has suggested that CCS induces the
conformational change in SOD1 so as to expose the “entry site” for a
copper ion in SOD1 [38]. The copper-binding site in SOD1 is buried
inside the protein and expected not to be easily accessible to exogenous
sources of copper ions. In contrast, by interacting with the β-hairpin
structure of the CCS domain 3, an apo and disulfide-reduced SOD1
appears to form the surface-exposed cavity (or called entry site) even-
tually connected to its copper-binding site [38]. Given that the crystal
structure of a SOD1/CCS heterocomplex shows the interaction between
domains 1 and 3 of CCS [38], the domain 1 of CCS could regulate the
SOD1 activation by modulating the conformation of the domain 3. Our
speculation on the roles of domain 1 in the CCS-dependent activation of
SOD1 can hence be summarized as schematically shown in Fig. 7.
Namely, in the absence of domain 1, the copper ion bound at the CxC
motif of domain 3 would aerobically introduce the disulfide bond in
SOD1 without the copper transfer due to the inaccessibility of the SOD1
copper-binding site (Fig. 7A). CCS is not able to activate apo SOD1 with
the disulfide bond [10]; therefore, in our current study, a copper-bound
form of CCSdII–dIII was able to introduce the disulfide bond but not
enzymatic activity to SOD1 (Fig. 3B). In full-length CCS, the domain 1
might allow the copper entry site in SOD1 to become open and avail-
able for the copper uptake by inducing the β-hairpin structure in do-
main 3 (Fig. 7B). In association with the disulfide formation between
SOD1 and CCS under aerobic conditions, the copper ion would be

guided into the copper-binding site of SOD1, and the disulfide iso-
merization is supposed to complete the SOD1 activation process.

4. Conclusions

Taken together, we noted C. sinensis CCS and showed that Cys re-
sidues other than those in the CxC motif of the domain 3 were not
involved in the CCS-dependent activation of SOD1. CCS was found to
tightly bind a cuprous ion through the CxC motif, and notably, the
domain 1 was not required for the copper binding in CCS. In the ab-
sence of the domain 1, however, SOD1 was not able to receive the
copper ion from CCS, resulting in the accumulation of apo-SOD1 with
the disulfide bond. We have hence proposed that domain 1 is required
for CCS to release and supply its domain 3-bound copper ion into SOD1.
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Fig. 7. A plausible model describing the copper transfer
from CCS to SOD1 (A) In the absence of domain 1, CCS can
bind a cuprous ion but may not induce such conforma-
tional changes in SOD1 that can accommodate the copper
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図１ 本研究において提案した CCS ドメイン１の役割 （A）ドメ

イン１を欠損した CCSΔdI では、ドメイン３から SOD1 に Cu+が渡ら
ない。（B）ドメイン１がドメイン３に構造的な影響を及ぼすことで、

Cu+の解離を促進するのではないか。 

bound metal ions from proteins, but as of now, forty seven entries have been registered in the
protein data bank (www.wwpdb.org) as protein crystal structures retaining Zn2+ ions through
Cys ligands at pH lower than 4.5. While we could not pinpoint the exact reason for the stable
Zn2+-Cys interaction in C1orf123 at acidic pH, four Cys ligands comprising of the Zn2+ coor-
dination sphere may be somehow protected from the protonation.

Fig 3. C1orf123 has a similar structure to that of MAL13P1.257. The structure of C1orf123 revealed in this study is shown as a ribbon model (right) and is
compared with the structure of previously published MAL13P1.257 (PDB ID, 1ZSO: left). β-strands are colored in light sea green and designated in alphabetical
order from A to O. Helical structures are colored orange. A Zn2+ ion (red ball) ligated with four Cys residues (stick model) is also shown for C1orf123.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204355.g003
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型の C1orf123 は非常に不安定で凝集することから、機能を発揮するためには Zn2+を結合するこ
とが必須であることが推察される。よって、CCS は SOD1 に対する銅シャペロンとしての機能
だけではなく、C1orf123 に Zn2+を供給して活性化させる役割があることが示唆された。 
 
（３）ALS における SOD1 への銅イオン供給の破綻（Free Radic Biol Med 2020 147 187; Mol 
Neurodegener 2019 14 42; Biochim Biophys Acta 2018 1864 2119; Mol Neurodegener 2017 12 2; Protein 
Sci 2017 26 484） 

SOD1 変異を原因とする家族性 ALS（SOD1-ALS）の病理として、変異型 SOD1 への銅イオン
供給の破綻が提案されているものの、モデル動物や患者の検体を用いたさらなる検証が求めら
れている。そこで、銅イオンを結合していない SOD1 を選択的に認識できる抗体（apoSOD 抗体）
を作製し、変異型 SOD1 を発現する ALS モデルマウスの脊髄を免疫染色したところ、発症前の
運動ニューロンに強い染色性が確認され、apoSOD 抗体で検出される SOD1 は加齢に伴い減少す
ることがわかった。一方で、分子間 S-S 結合でクロスリンクされた異常な SOD1 オリゴマー（S-
S オリゴマー）を認識する抗体（SOD1olig 抗体）を作製し、モデルマウスの脊髄では、SOD1olig抗
体で検出される SOD1 が発症とともに増加することがわかった。また、SOD1-ALS 患者の脊髄運
動ニューロンも SOD1olig 抗体で染色されることを見出した。以上の結果は、銅イオンを結合して
いない SOD1 が S-S オリゴマーの前駆体として発症前に形成していることを示唆している。 

また、原因遺伝子が明らかでない孤発性の ALS においても、患者の脳脊髄液には、apoSOD
抗体で検出される異常な野生型 SOD1 が含まれていることを明らかにした。ALS 患者の脳脊髄
液は、運動ニューロン様の培養細胞に対して高い毒性を発揮し、異常な SOD1 を除去すること
で、その毒性を大幅に軽減することができた。よって、変異のない野生型 SOD1 であっても、金
属イオンの結合異常などに起因するミスフォールディングが進行すると、ALS 病態の形成につ
ながる可能性が考えられる。実際、ALS 全症例のうちの９割ほどには SOD1 変異が認められな
いことからも、本研究は ALS の病理を考える上で極めて重要な成果である。 

分子レベルにおいても、金属イオンの解離による SOD1 の構造異常化メカニズムを新たに提
案することができた。まず、銅・亜鉛イオンが解離したアポ型 SOD1（ホモ二量体）の熱変性過
程を追跡し、体温（37oC）付近では、二量体構造を保持しているものの、二次構造が崩壊してい
る「変性二量体」として存在していることを明らかにした。変性二量体では、S-S 結合のシャッ
フルが分子内・間で容易に進行し、異常なオリゴマーを形成することがわかった（図３左）。ま
た、酸化ストレスの亢進により、SOD1 の Cys 残基がスルフェニル化されることも見出した。ス
ルフェニル化された SOD1 では、金属イオンの解離が引き金となって、異常な分子内 S-S 結合が
導入され、不溶性の凝集体が形成するといった構造異常化のメカニズムを提案することができ
た（図３右）。 
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