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研究成果の概要（和文）：　銅イオンは生命活動に必須の構成成分で、さまざまなタンパク質と結合することにより、
酵素活性の中心として機能している。生体内での存在量は微量なレベル（成人で80 mg）に調節され、遺伝的要因や過
剰な摂取・欠乏による濃度異常は多くの疾患の原因となる。本課題の遂行により、生体内におけるタンパク質への銅イ
オン輸送メカニズムの一端が明らかとなり、銅イオン輸送制御の破綻が発症要因となるヒト疾患の病理メカニズムにつ
いても、その知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Copper ion is essential to various physiologies. Most of the copper ions in our 
bodies exist as the protein-bound form and function as active sites for enzymatic reactions. Also, the 
level of copper ions in our bodies is strictly controlled, and even slight deviation of the copper ions 
in physiological conditions will lead to pathological conditions and sometimes fatal diseases. Here, we 
investigated the mechanism regulating the acquisition of copper ions by intracellular proteins and also 
examined the molecular pathomechanism of the disease caused by the mis-regulation of copper metabolism in 
the cell. More precisely, we have noted the activation mechanism of Cu,Zn-superoxide dismutase (SOD1), 
which requires a copper ion for its enzymatic activity. Also, conformational changes of SOD1 upon 
dissociation of metal ions have been examined and discussed in relation to the pathogenesis of 
amyotrophic lateral sclerosis.

研究分野：生物無機化学
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化症
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１．研究開始当初の背景 
 銅イオンは生命活動に必須の構成成分で、さ
まざまなタンパク質と結合することにより、酵
素活性の中心として機能している。生体内での
存在量は微量なレベル（成人で80 mg）に調節
され、遺伝的要因や過剰な摂取・欠乏による濃
度異常は多くの疾患の原因となる。例えば、神
経細胞での銅イオンの異常蓄積は、アルツハイ
マー病などの神経疾患と関連することが指摘
され、本研究グループも疾患発症における銅イ
オンの役割について分子レベルでの解明を試
みてきた。 
 多くの生命現象において銅イオンの生理・病
理的役割が重要視される一方で、細胞内への銅
イオン導入経路や、細胞内での銅イオン輸送経
路については、未だ明らかでない点が多い。特
に、遊離（水和）した状態にある銅イオンは、
活性酸素を発生させる触媒（フェントン反応）
として毒性を発揮しうるため、その生体内での
動態は厳密に制御されていなければならない。
実際、細胞内では「銅シャペロン」と呼ばれる
銅イオン運び屋タンパク質が、銅イオンを結合
して目的タンパク質まで運搬しており、銅イオ
ンは遊離状態になることなく、その潜在的な毒
性はうまく回避されている。本研究グループで
はこれまでに、銅タンパク質である
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
を可能とする触媒サイクルを提案してきた。 
 非常に基本的ではあるが、銅シャペロンは、
目的タンパク質を認識して銅イオンを供給し
た後、速やかに解離せねばならない。実際、
CCSの細胞内濃度は SOD1のそれの 1/10程度
であるにもかかわらず、ほぼ全ての細胞内
SOD1 は銅イオンを結合し活性を有している。
つまり、銅シャペロンは、目的タンパク質との
会合・解離を繰り返すことで、触媒的に銅イオ
ンを供給していると考えられる。しかし、銅イ
オンの細胞内動態を理解するためには、銅シャ
ペロンへの銅イオンの供給経路や銅シャペロ
ンの会合・解離の制御など、明らかにすべきメ
カニズムは多く残されている。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、SOD1が酵素として活性
化するためには、銅イオンを結合する必要が
ある点を利用して、生体内におけるタンパク
質への銅イオン輸送メカニズムを明らかにす
ることを目的とした。さらに、銅イオン輸送
制御の破綻が発症要因となるヒト疾患にも着
目することで、銅イオンの生体内動態を理解
することを試みた。特に、変異型 SOD1 が原
因となる神経変性疾患の一種、筋萎縮性側索
硬化症（ALS）に焦点をあて、SOD1への金属
イオン結合プロセスの破綻がタンパク質構造
に及ぼす影響を明らかにし、その病理学的役
割の解明を進めた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、主に、精製タンパク質を用い

た in vitroでの実験を行ったが、必要となるタ
ンパク質については、大腸菌に過剰発現させ
ることで調製し、His タグを利用したアフィ
ニティークロマトグラフィーによる精製、及
び、サイズ排除クロマトグラフィーによる精
製を行った。精製したタンパク質サンプルは、
電気泳動法によりほぼ単一のバンドである
ことを確認してから使用した。 
 また、タンパク質の構造的特徴については、
円二色性分光法、多角度散乱法、及び、赤外
分光法による解析を行った。また、二次元
NMR を利用した残基レベルでのタンパク質
構造変化の検討を行い、溶液中におけるタン
パク質コンフォメーションについては、X線
小角散乱を利用して解析を行った。その他、
SDS-PAGEやウェスタンブロット法といった
電気泳動を行うことで生化学的な解析につ
いても進めたが、いずれも常法に従った。 
 
４．研究成果 
 本研究課題の成果は、以下の３点にまとめ
ることができる。 

⑴大腸菌由来の SodC タンパク質において、
銅イオン、及び、亜鉛イオンの結合メカニズ
ムを明らかにすることができた。特に、金属
イオンの結合には分子内ジスルフィド結合
の形成が必須であり、ジスルフィド結合が形
成していなければ、その構造安定性が極度に
低下し、大腸菌内では速やかに分解されてし
まうことが分かった。つまり、SodC におい
ては、ジスルフィド結合の形成と金属イオン
の獲得がリンクしていることが考えられた。
さらに、両プロセスが進行するためには酸素
分子が必要であることも明らかにすること
ができた。嫌気条件下では SodC への金属イ
オンの取り込みは完結せず活性化しなかっ
た。SodC はスーパーオキサイドの不均化を
行う抗酸化酵素であることから、酸素分子が
存在しない環境下では、その活性化が必要で
ないと考えられ、非常に合理的な活性制御の
メカニズムである言える。SodC のジスルフ
ィド結合は、真核生物由来の SOD1にも高度
に保存されていることからも、CCSに依存し
なくても、自律的に銅イオンを取り込んで活
性化できるのではないかと考えられる。 

⑵SOD1 への銅イオン供給を行うために必要
となる CCS とのタンパク質間相互作用を制
御する因子を明らかにすることができた。
CCSは３つのドメインから構成され、中央の
ドメイン（CCSdII）が SOD1 と類似した構造
を有する。SOD1 がホモ二量体を形成するこ
とを考慮すると、CCSdIIは SOD1 の二量体化
を模倣することで SOD1を認識すると考えら
れる。そこで、CCSdIIと SOD1 の会合をサイ
ズ排除クロマトグラフィー（SEC）により評
価したところ、溶液中に亜鉛イオンを添加す
ることで、CCSdIIは SOD1 と複合体を形成す
ることが分かった。SOD1 及び CCSdIIには、
Zn2+イオンの結合部位が存在することから、



CCSが SOD1を認識する際には亜鉛イオンが
重要な役割を果たすと考えられる。つまり、
遊離の亜鉛イオン濃度が非常に少ない細胞
質内においては、CCSによる SOD1の活性化
は亜鉛イオンが制御している可能性を示唆
することができた。 

⑶変異型SOD1はALSの発症要因であること
が報告されており、一部の変異によって、金
属イオンとの親和性が極度に低下すること
が知られている。つまり、金属イオンが解離
したアポ型が ALS の要因となる毒性の発揮
に関わることが提案されている。本課題では、
銅イオン、及び、亜鉛イオンを結合していな
いアポ型の SOD1タンパク質について、その
構造的特徴を各種の分光法、ならびに、光散
乱の技術を駆使することで明らかにした。具
体的には、二次元 NMR により得られる部位
特異的な揺らぎの情報と、X線小角散乱によ
り得られる溶液中でのタンパク質コンフォ
メーションの情報を組み合わせることで、金
属イオンの解離と S-S結合の切断に伴い、
SOD1 における一部のループ構造が揺らぎ
の大きな不規則構造に転移することが考え
られた。このような劇的な構造変化が
SOD1 の異常な凝集を加速し、ALS の発症
要因となる新たなメカニズムを提案するこ
とができた。 
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