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研究成果の概要（和文）：ヒト単球系細胞株のマクロファージへの分化過程における抗酸化酵素SOD3の発現制御
機構を解析したところ、細胞内銅イオン依存的に制御を受けることを明らかにした。また、銅輸送タンパク
Atox-1がSOD3遺伝子の直接的な転写因子として機能することを見出した。細胞内銅イオン動態の変化とエピジェ
ネティクスとの関連性を検討したところ、ヒストンのアセチル化修飾に細胞内銅イオン関与の可能性が示唆され
た。以上、本研究成果はレドックス制御機構としての細胞内銅イオン動態の役割をクローズアップするものであ
り、血管系疾患の治療・予防に向けて有益な知見を提供できたものと考える。

研究成果の概要（英文）：We investigated the involvement of intracellular copper homeostasis in SOD3 
regulation during monocytic differentiation into macrophage. We confirmed that the alteration of 
copper homeostasis after phorbol ester (TPA) treatment regulates SOD3 expression. Moreover, Atox-1, 
a copper chaperone, functions as a transcription factor of SOD3. It raises the possibility that the 
alteration of copper homeostasis after TPA treatment changes histone modification, especially in 
histone acetylation. Overall, our results suggest that intracellular copper ion functions as a key 
molecule for the redox regulation, and better understanding the role of copper ion might lead to 
improve vascular diseases.

研究分野： 医歯薬学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	  
	 心血管系疾患は、我が国における死亡原因
の上位であることから、その予防・改善に向
けてガイドラインの改定など社会的対策が
進められている。近年、慢性的な酸化ストレ
スが血管系疾患増悪のキーファクターとな
る考え方が広まっており、酸化ストレスを軽
減することが疾患の増悪の抑制に繋がると
考えられている。 
	 本 研 究のターゲット遺伝子である
superoxide dismutase (SOD) は生体内にお
ける主要な抗酸化酵素であり、SOD1、SOD2
および SOD3 の三種のアイソザイムの存在
が知られている。SOD3は細胞外局在型のア
イソザイムであり、血管内皮細胞フロントラ
インにおいて組織を酸化ストレスから防御
している。SOD1と SOD3は共に活性中心に
銅イオンを配し、非活性ならびに活性発現は
同一であることが報告されている。SOD3へ
の銅イオンの配位については、 copper 
transporter 1、antioxidant-1 (Atox-1) およ
び ATP7A がその責任タンパクとして同定さ
れている。最近では、ATP7A が糖尿病の増
悪に関与すること、Atox-1が銅輸送タンパク
としての機能以外に転写因子として機能し
遺伝子の発現制御に関与することが報告さ
れている。このことから、細胞内外における
銅イオン動態と各種疾患との関連性の解明
が注目されている。 
	 我々はこれまでに、血管系疾患の増悪因子
となるヒト単球系細胞株において、エピジェ
ネティックな SOD3 発現制御機構が存在す
ることを見出している。DNA メチル化やヒ
ストン修飾を含む遺伝子のエピジェネティ
クス制御の破綻と各種疾患との関連性が報
告されている。特に、単球系細胞のマクロフ
ァージへの分化過程においては、細胞内銅イ
オンバランスが変化することから、細胞内銅
イオン動態の変化がエピジェネティックな
SOD3発現を制御している可能性が示唆され
る。そこで、SOD3発現制御機構としての細
胞内銅イオンの関与とともに、本制御機構に
おけるエピジェネティクスの役割の解明を
目指した。 
 
２．研究の目的 
	  
	 本研究の目的は、生体に広範に存在する銅
イオンの酸化ストレスに対する恒常性の維
持への直接的関与の可能性を検証すること
である。 
	 そこで、SOD3をモデルタンパクとし、そ
のエピジェネティクス制御機構としての銅
イオンならびにその銅輸送タンパクの関与
の意義の解明を、①SOD3発現制御機構にお
ける銅輸送タンパク Atox-1 の関与、②エピ
ジェネティックな SOD3 発現に及ぼす銅イ
オンの関与、の観点から解析した。 
 

３．研究の方法 
	 
(1)	 細胞培養	 
	 ヒト単球系細胞株	 (THP-1 細胞)	 は、4	 mM	 
L-グルタミン、100	 unit/mL ペニシリン、0.1	 
mg/mL ストレプトマイシン、10%非働化ウシ胎
児血清	 (FCS)	 を含む RPMI1640 を用いて、
37°C、5%	 CO2 条件下で培養した。THP-1 細胞
のマクロファージ様細胞への分化は、100	 nM
ホルボールエステル	 (TPA)	 処理により行っ
た。	 
	 
(2)	 mRNA 発現量の測定	 
	 TPA 処理した細胞ならびに各種阻害剤で処
理した細胞から、トリゾール試薬を用いて総
RNA を抽出し、次いで cDNA の合成を行った。
調製した cDNA を用いて、SOD3 および Atox-1
を含む各種銅輸送タンパクの mRNA 発現量を
real	 time	 RT-PCR 法にて測定した。	 
	 
(3)	 タンパク質発現量の測定	 
	 TPA 処理した細胞ならびに各種阻害剤で処
理した細胞から、総タンパク質、核タンパク
質あるいはコアヒストンの抽出を行い、ウエ
スタンブロット法にて、Atox-1 を含む各種銅
輸送タンパク発現量ならびにアセチル化ヒ
ストン発現量を測定した。	 
	 
(4)	 Atox-1 過剰発現 THP-1 細胞の作製	 
	 THP-1細胞より調製したcDNAを鋳型として、
Atox-1 タンパク質特異的プライマーを用い
て遺伝子を増幅した。その後、本遺伝子を
pcDNA3.1 プラスミドに組み込むことで、
Atox-1 過剰発現プラスミドを作製した。
THP-1 細胞を播種した後、リポフェクタミン
3000 を用いて本プラスミドをトランスフェ
クションすることで、Atox-1 が一過性に過剰
発現された細胞を作製した。	 
	 
(5)	 Atox-1 ノックダウン THP-1 細胞の作製	 
	 THP-1 細胞を播種した後、siRNA	 MAX を用
いて Atox-1 の siRNA をトランスフェクショ
ンすることで、Atox-1 が一過性にノックダウ
ンされた細胞を作製した。	 
	 
(6)	 クロマチン免疫沈降法	 (ChIP 法)	 
	 TPA 処理した THP-1 細胞を、1%パラホルム
アルデヒドにて固定化した後、細胞溶解液を
調製した。その後、細胞溶解液を超音波処理
することで 100 から 800	 bp の DNA 断片を調
製した。調製した DNA 断片を Atox-1 抗体あ
るいは非特異的 IgG 抗体と一晩インキュベー
トした。その後、磁気ビーズを添加し、さら
に 2時間インキュベートした。インキュベー
ト後、フェノール/クロロホルム抽出および
エタノール沈殿することで免疫沈降物を得
た。得られた沈降物を用いて PCR 反応を行い、
SOD3 プロモーター領域における Atox-1 の結
合度を評価・解析した。	 
	 



４．研究成果	 
	 
(1)	 TPA 処理による銅輸送タンパク発現変動
とその細胞内局在の変化	 
	 	 
	 SOD3 発現制御機構における Atox-1 の関与
を検討するにあたり、はじめに TPA 処理によ
る銅輸送タンパクの発現変動を検討した。
THP-1 細胞を TPA で 24 時間処理したところ、
ATP7A	 mRNAおよびタンパク発現の有意な増大
が認められた	 (図 1A、1B)。一方で、copper	 
chaperon	 for	 SOD1	 (CCS)	 および Atox-1	 mRNA
発現に顕著な変化は認められなかった。
ATP7A の発現増大は、細胞内銅イオン濃度の
上昇に由来するという報告があることから、
TPA 処理により細胞内銅イオン濃度が上昇し
ている可能性が示唆された。	 
	 近年、Atox-1 は銅輸送タンパクとしての機
能以外に、細胞内の銅イオン濃度依存的に転
写因子として機能することが報告された。そ
こで、TPA 処理により Atox-1 が核移行してい
る可能性をウエスタンブロッティング法に
より検討した。その結果、TPA 処理 1 時間後
に Atox-1 の核移行が認められた	 (図 1C)。以
上より、THP-1 細胞を TPA で処理することで
細胞内銅イオン濃度が増大する可能性とと
もに、Atox-1 が転写因子として機能している
可能性が示唆された。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 1	 TPA 処理による銅輸送タンパクの発現
変動と細胞内局在変化	 
A:	 mRNA 発現量	 (**	 p<0.01	 vs.	 TPA 未処理
細胞)、B:	 タンパク質発現量、C:	 核画分に
おける Atox-1 タンパク発現量	 
	 
(2)	 TPA 誘導性 SOD3 発現増大に及ぼす細胞内
銅イオンの関与	 
	 	 
	 TPA誘導性SOD3発現増大に及ぼす細胞内銅
イオンの関与を、銅イオンキレーター
bathocuproinedisulfonic	 acid	 (BCS)	 を用
いて検討した。200	 µM の BCS で THP-1 細胞を
72 時間培養した後、TPA で 24 時間処理した
ところ、TPA 誘導性の SOD3 発現増大は有意に
抑制された	 (図 2A)。この結果より、TPA 誘
導性の SOD3 発現増大には、細胞内銅イオン

濃度の増大が関与することが明らかとなっ
た。また、TPA 誘導性の Atox-1 タンパクの核
移行も BCS の前処理により顕著に抑制された	 
(図 2B)。以上より、TPA 処理による細胞内銅
イオンの増大が Atox-1 の核移行を促進し、
SOD3 発現を増大させると考えられた。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 2	 TPA 誘導性 SOD3 発現増大に及ぼす細胞
内銅イオンの関与	 
A:	 SOD3	 mRNA 発現量	 (**	 p<0.01	 vs.	 TPA 未
処理細胞,	 #	 p<0.05	 vs.	 TPA 処理細胞)、B:	 
Atox-1 タンパク発現量	 
	 
(3)	 SOD3 発現制御機構における Atox-1 の意
義	 
	 	 
	 Atox-1 が直接 SOD3 遺伝子プロモーターに
結合し転写因子として機能しているか否か
を、ChIP 法にて検討した。TPA 未処理の細胞
においては SOD3 遺伝子プロモーター領域へ
の Atox-1 の結合は認められなかったが、TPA
処理により本領域に Atox-1 が結合すること
を見出した	 (図 3)。	 
	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 3	 SOD3 遺伝子プロモーター領域における
Atox-1 の結合解析	 
ChIP 法	 (**	 p<0.01	 vs.	 TPA 未処理細胞)	 
	 
	 上記の結果を踏まえ、Atox-1 の過剰発現細
胞株およびノックダウン細胞株を作製し、
SOD3 発現制御機構における Atox-1 の役割を
詳細に解析した。Atox-1 発現プラスミドを
THP-1 細胞に導入した結果、Atox-1 発現の増
大が認められた	 (図 4A)。また、Atox-1 の過
剰発現により SOD3 発現が増大すること、TPA
誘導性の SOD3 発現増大をさらに亢進するこ
とを見出した	 (図 4B)。一方、siRNA を用い
て Atox-1 発現をノックダウンした細胞にお
いては、TPA 誘導性の SOD3 発現増大は有意に
抑制された	 (図 4C、4D)。以上の結果より、
TPA 誘導性の SOD3 発現制御機構において、
Atox-1が SOD3遺伝子プロモーターに結合し、
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転写因子として機能することで、その発現を
正に制御すると考えられた。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 4	 Atox-1 の過剰発現あるいはノックダウ
ン細胞における SOD3 発現	 
A:	 Atox-1 タンパクの過剰発現、B:	 SOD3	 mRNA
発現量	 (**	 p<0.01	 vs.	 TPA 未処理細胞)、C:	 
Atox-1 タンパクのノックダウン、D:	 SOD3	 
mRNA 発現量	 (*	 p<0.01	 vs.	 siCtrl.)	 
	 
(4)	 エピジェネティックな SOD3 発現に及ぼ
す銅イオンの関与	 
	 	 
	 これまでに、THP-1 細胞における SOD3 発現
制御機構として、DNA メチル化およびヒスト
ンアセチル化などのエピジェネティクスが
関与することを見出している。そこで、エピ
ジェネティックな SOD3 発現に及ぼす銅イオ
ンの関与を検討した。200	 µM までの CuSO4添
加ならびに BCS の添加により DNA メチル化状
態に大きな変化は認められなかったものの、
ヒストンアセチル化レベルに関しては変動
する傾向が認められた	 (データ未掲載)。	 
	 
	 以上の結果より、ヒト単球系細胞のマクロ
ファージへの分化過程において、Atox-1 の核
移行を介して SOD3 発現が増大することが明
らかとなった。SOD3 は血管系において、抗酸
化作用の他、血管拡張に関与する一酸化窒素
のバイオアベイラビリティの向上に関与す
ることが報告されている。また、Atox-1 のノ
ックアウトマウスでは、損傷を受けた血管の
再構築	 (血管リモデリング)	 が阻害される
ことから、細胞内銅イオン動態を適切に制御
することは、血管の組織恒常性の維持に繋が
ると考えられた。	 
	 血管組織恒常性維持における Atox-1 の機
能が明らかになりつつある一方、ヒト血管内
皮細胞においては、Atox-1 は炎症性サイトカ
インである TNFα誘導性の血管細胞接着因子
-1	 (VCAM-1)	 の発現増大に関与することが報
告されている。我々も本研究において、
Atox-1 が活性酸素産生酵素 gp91phoxの発現を
正に制御している可能性を見出している	 
(データ未掲載)。今後、Atox-1 の転写因子と
しての機能を詳細に解析していくことは、細
胞内銅イオン動態の変化に伴う生体応答の

解明に繋がると考えられた。	 
	 エピジェネティクスとは、塩基配列によら
ない遺伝子の発現制御機構のことであり、エ
ピジェネティクス異常と各種疾患の発症と
の関連性が指摘されている。本研究において、
SOD3 発現制御機構としての細胞内銅イオン
動態とエピジェネティクスとの関連性を検
討したが、有意な結果は認められなかった。
エピジェネティクスは標的とする組織・細胞
により大きくその制御機構が異なることが
報告されていることから、今後、その関与を
詳細に検討していく必要があると考えられ
た。	 
	 本研究成果は、レドックス制御機構として
の細胞内銅イオン動態の役割をクローズア
アプするものであり、各種疾患の発症・増悪
の抑制に向けて有益な知見を提供できたも
のと考える。	 
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