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研究成果の概要（和文）：銅イオンは必須微量金属の一つであり、タンパク質に結合することで各種の酵素活性の中心
として機能している。一方で、遊離状態の銅イオンは活性酸素の発生を触媒することで毒性を発揮することがあるため
、その細胞内動態は厳密に制御されねばならない。そこで本課題では、銅結合酵素であるSOD1への銅イオン輸送経路に
着目し、細胞内での銅イオンの「流れ」を制御するメカニズムの解明を行った。特に、細胞内に銅イオンを取り込む輸
送体であるCTR1と銅シャペロンCCSとの相互作用について解析を行い、SOD1への銅イオン供給を試験管内で再現するこ
とができるのかを検討することを最終的な目標として研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：A copper ion is one of the metal ions essential for our life and often functions a
s an active center of enzymatic reactions in various proteins.  Despite this, a free copper ion can be tox
ic because of its high redox activity that catalytically produces reactive oxygen species.  Intracellular 
copper ions are hence necessary to be well regulated in terms of their localization and amounts.  In this 
study, I have focused upon the intracellular pathway for transferring a copper ion to the copper-containin
g enzyme, SOD1.  An extracellular copper ion has been known to enter into the cell via a copper transporte
r, CTR1; a copper chaperone, CCS, then delivers the copper ion to SOD1.  The ultimate goal of this study i
s to reconstitute the copper transfer system in a test tube by using CTR1, CCS, and SOD1.
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１．研究開始当初の背景 
 
  銅イオンは必須微量金属の一つであり、
タンパク質に結合することで各種の酵素活
性の中心として機能している。一方で、遊離
状態の銅イオンは活性酸素の発生を触媒す
ることで毒性を発揮することがあるため、そ
の細胞内動態は厳密に制御されねばならな
い。実際、銅イオン特異的な輸送体 CTR1を
通じて銅イオンが細胞内へと取り込まれ、引
き続き細胞内では、「銅シャペロン」と呼ば
れる銅イオン特異的な運び屋タンパク質が
銅イオンを銅結合酵素に供給する。私はこれ
ま で に 、 銅 結 合 酵 素 の 一 つ で あ る
Cu,Zn-superoxide dismutase (SOD1)とその銅シ
ャペロンである CCSに着目し、銅イオン輸送
の分子メカニズムを明らかにしてきた
（EMBO J 2004, PNAS 2006, JBC 2008, 2010
など）。特に、銅イオンを結合した CCSは、
銅イオンを持たないアポ型の SOD1を特異的
に認識することができることを明らかにし
た。また、CCSは SOD1に銅イオンを供給す
るとともに、SOD1 の分子内にジスルフィド
結合を導入することで銅イオンの供給プロ
セスを完結させ、SOD1 の構造安定化に寄与
していることを明らかにした。 
  SOD1 は銅イオンを酵素活性の中心とし
て活性酸素を除去する酵素で、様々な生理現
象を制御していることが知られている。また、
SOD1 の構造が安定化を受けることができな
ければ、ミスフォールディングすることで線
維状の凝集体となり、神経変性疾患の一つで
ある筋萎縮性側索硬化症の発症に寄与する
ことが知られている。つまり、CCS による
SOD1 への銅イオンの供給と構造の安定化は、
生命現象を維持する上で非常に重要なプロ
セスであると言える。しかし、細胞内での銅
イオン輸送を制御するメカニズムについて
は未だ多くの点が明らかとなっていない。特
に、細胞内に取り込まれた銅イオンがどのよ
うに CCS に代表される銅シャペロンへと渡
されるのか、そのメカニズムについては不明
である。 
 
２．研究の目的 
 
  そこで本課題では、SOD1 への銅イオン
輸送経路に着目し、細胞内での銅イオンの
「流れ」を制御するメカニズムの解明を行っ
た。そのために、細胞内に銅イオンを取り込
む輸送体であるCTR1と銅シャペロンCCSと
の相互作用について解析を行い、CTR1・
CCS・SOD1の三つが揃うことで、SOD1への
銅イオン供給を試験管内で再現することが
できるのかを検討することを最終的な目標
として研究を進めた。さらに、SOD1 のミス
フォールディング・凝集に関する研究を進め
ることで、銅イオン輸送システムの破綻がも
たらす病理現象についての理解も試みた。 
 

３．研究の方法 
 
  まず、出芽酵母由来の CCS 及び CTR1
に着目し、大腸菌に大量発現させた後に、各
種のクロマトグラフィーにより精製した。次
に、CTR1 に銅イオンを結合させる手法を確
立し、銅イオン結合型 CTR1を調製した。銅
イオン結合型CTR1とCCSを試験管内で混合
し、一定時間後に、サイズ排除クロマトグラ
フィーを利用することで両タンパク質を分
離した。各々のタンパク質の溶出画分に含ま
れる銅イオンを比色法により定量し、CTR1
から CCSに銅イオンが移動するか検討した。 
  また、銅イオンを結合していない SOD1
タンパク質の調製を行い、そのミスフォール
ディング・凝集を溶液濁度の変化を指標とし
て追跡した。さらに、銅イオン結合プロセス
の破綻に伴う SOD1 の構造変化についても、
MALDI-TOF 質量分析法を応用した手法によ
り検討した。 
 
４．研究成果 
 
  出芽酵母のCCS及びCTR1の遺伝子クロ
ーニングを行い、大腸菌での大量発現を試み
た。CCSについては、特に問題なく可溶性タ
ンパク質として発現し、アフィニティークロ
マトグラフィー及びサイズ排除クロマトグ
ラフィーにより精製することに成功した。ま
た、大腸菌から精製した CCSには銅イオンは
結合していないことも、銅イオンの比色定量
法により確認することができた。一方で、
CTR1 は膜タンパク質であるためか、大腸菌
を用いた発現システムでは大量調製するこ
とが非常に困難であることが分かった。そこ
で、CTR1が、その C末端側に存在するドメ
イン（CTR1C）を細胞質側となるように膜上
に配置されていることから、CTR1Cドメイン
が銅シャペロンとの相互作用を行う部位で
あると考え、出芽酵母由来の CTR1Cを作製・
精製した。その結果、大腸菌内に比較的多量
に発現することが分かり、以降の研究では
CTR1Cを用いて CCS との銅イオン輸送に関
して検討した。 
  まず、銅イオン結合型の CTR1Cを作製す
るために、精製した CTR1Cに Cu+イオンを滴
下したものの、銅結合型 CTR1C（Cu-CTR1C）
は得られなかった。CTR1Cは６つのシステイ
ン残基を配位子として、４つの Cu+イオンを
結合することが示唆されている。しかし、電
気泳動法による解析の結果、大腸菌で発現さ
せ各種のクロマトグラフィーにより精製し
た CTR1Cのシステイン残基は、酸化されて分
子間でジスルフィド結合を形成し、CTR1Cは
多量体として存在していることが分かった。
そこで、CTR1Cに形成したジスルフィド結合
を効率よく還元する手法を確立し、得られた
還元型 CTR1Cに Cu+イオンを滴下すると、約
４当量の Cu+イオンを結合した Cu-CTR1Cを
作製できることが、分光学的手法により明ら



かとなった。Cu-CTR1Cから CCSへの銅イオ
ン移動は、アポ型の CCS（ apo-CCS）と
Cu-CTR1Cを混合し、37 oCで１時間インキュ
ベートすることで検討した。反応後、CCSと
CTR1C をサイズ排除クロマトグラフィーに
より分離し、CCSを含む分画について、タン
パク質及び銅イオンの比色定量を行った結
果、CCSは銅イオンを結合していることが分
かった。Apo-CTR1Cと apo-CCSを混合した場
合や、apo-CCSのみを用いた際には、銅イオ
ンが検出されなかったことから、CTR1Cに結
合したCu+イオンがCCSに移動したと考えら
れる。よって、細胞内においても、CCS は
CTR1 から直接に銅イオンを受け取っている
可能性を示唆することができた。 
  また、銅イオンを結合していない SOD1
は、その熱安定性が低下することで構造が変
化し、分子内に形成したジスルフィド結合が
異性化することで、その位置を変化させるこ
とが分かった。さらに、ジスルフィド結合の
異性化が分子間で生じることで、ジスルフィ
ド結合でクロスリンクされた不溶性のオリ
ゴマーを形成することも明らかにすること
ができた。CTR1-CCS-SOD1 で構成される銅
イオン輸送経路に障害が生じると、SOD1 に
銅イオンが供給されなくなり、その結果、
SOD1 のタンパク質構造が不安定化し、ジス
ルフィド結合の異性化などを通じて凝集す
ることが考えられる。つまり、銅イオン輸送
経路が破綻することで、筋萎縮性側索硬化症
の発症リスクが高まる可能性を提案するこ
とができた。 
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