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研究成果の概要（和文）：亜鉛イオンは生命の維持に不可欠な金属イオンで、タンパク質に結合することでその
構造を安定化させたり、酵素活性の中心として機能したりする。一方で、亜鉛イオンは錯体形成能力が非常に高
く、鉄や銅といった他の金属イオンを結合するべきタンパク質にも結合し、それらの生理活性を低下させる危険
性がある。実際、細胞内における亜鉛イオンは何らかの生体物質と結合しており、遊離状態としての濃度は非常
に低く抑えられている。そのような細胞内環境において、亜鉛結合タンパク質がどのように亜鉛イオンを獲得し
ているのか明らかでない。そこで本課題では、未だ発見されていない「亜鉛シャペロン」の探索に挑戦した。

研究成果の概要（英文）：A zinc ion plays essential roles in keeping our lives healthy by stabilizing
 the native structures of proteins and/or by functioning as an active site for enzymatic reactions. 
 A zinc ion has also a high capability to form a complex with various kinds of ligands and can thus 
bind at the binding site for the other metal ions such as iron and copper ions in proteins.  Such a
 "mis-metallation" can further reduce or even negate the enzymatic activity of metalloproteins.  
Actually,  intracellular zinc ions exist as complexes with biomolecules, and almost no "free" zinc 
ions has been proposed to exist in a cell.  In such a intracellular environment, we still do not 
know how Zn-binding proteins acquire zinc ions.  In this study, we have challenged the 
identification of "Zn chaperone" proteins that can deliver a zinc ion to Zn-requiring proteins.

研究分野：生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
  亜鉛イオンは、鉄イオンに次いで含量の
多い必須微量金属の一つで、タンパク質に結
合することでその構造を安定化させたり、酵
素活性の中心として機能したりする。特に、
タンパク質への亜鉛イオン結合は転写や翻
訳といった基本的な細胞活動を制御してお
り、細胞内亜鉛イオンの代謝に異常が生じる
と、糖尿病や味覚異常、成長遅延、免疫異常
など、各種の疾患の原因になることが報告さ
れている。 
  生命現象における亜鉛イオンの重要性
がますます認識される一方で、その細胞内挙
動については未知のままである。亜鉛イオン
は、金属イオンの中でも特に錯体形成能力が
高いために、鉄や銅イオンを結合するはずの
タンパク質に結合し、それらの活性を阻害し
てしまうことがある。よって、特定のタンパ
ク質に亜鉛イオンを運搬・供給する細胞内メ
カニズムが存在すると推察されるが、その詳
細については全くと言って良いほど知見が
得られていない。 
  亜鉛イオンと同じく必須微量金属に分
類される銅イオンの場合には、特定のタンパ
ク質に銅イオンを供給する「銅シャペロン」
と呼ばれる一連のタンパク質群が存在する。
銅シャペロンが関与する細胞内銅イオンの
輸送ネットワークについては研究が進んで
いるものの、亜鉛イオンを運搬する「亜鉛シ
ャペロン」が細胞内に存在するのかは未だに
不明である。 
 
２．研究の目的 
  そこで本研究では、亜鉛シャペロンの網
羅的な探索を行い、亜鉛イオンの細胞内挙動
を説明する新たな分子メカニズムの提案を
行うことを目的とした。まず、亜鉛シャペロ
ンの探索に特化したスクリーニングシステ
ムの構築に挑戦し、同定されたタンパク質の
亜鉛イオン結合能に関する定量的な評価を
試みた。 
 
３．研究の方法 
  本研究において着目した銅・亜鉛スーパ
ーオキシドディスムターゼ（SOD1）につい
て、その酵素活性の中心である銅イオンは
CCS と呼ばれる銅シャペロンによって供給
されることが知られているが、SOD1 がどの
ように亜鉛イオンを獲得しているのかは不
明である。銅シャペロン CCS は SOD1 と特
異的に相互作用することで銅イオンを供給
することを考慮すると、亜鉛イオンを SOD1
に供給する亜鉛シャペロンについても、
SOD1 と特異的に相互作用することが予想さ
れる。そこで、亜鉛イオン結合部位を含む「亜
鉛フラグメント」と相互作用するタンパク質
を探索した。具体的には、酵母ツーハイブリ
ッド（Y2H）法を利用することで、亜鉛フラ
グメントと相互作用するタンパク質の探索
を行った。Y2H法は出芽酵母におけるレポー

ター遺伝子の転写活性を指標としたタンパ
ク質間相互作用の検出手法である。本研究で
は、抗生物質耐性遺伝子、及び、青白選択を
可能とする-galactosidase 遺伝子の転写活性
を指標とし、規格化した 460万種のヒト遺伝
子クローンからなるライブラリーを利用し
て、亜鉛フラグメントと相互作用するタンパ
ク質をスクリーニングした。 
 
４．研究成果 
  Y2H 法を利用した亜鉛フラグメントと
の相互作用タンパク質のスクリーニングを
行った結果、抗生物質存在下で青いコロニー
を形成する 185個のクローンを得ることがで
き、擬陽性のクローンを除外したところ、37
個のクローンにおいて亜鉛フラグメントと
の相互作用が考えられた。そこで、37個のク
ローンについて DNA 配列解析を行ったとこ
ろ、31個のクローンではフレームシフトした
異常タンパク質の発現が考えられたが、残り
6 個のクローンにおいて正常なタンパク質を
コードしていることが分かった。また、これ
ら 6種類のタンパク質のうちの 2種類は亜鉛
イオンを結合するタンパク質であることも
分かった。 
  そこで、亜鉛フラグメントと相互作用す
ることが明らかとなった 2種類の亜鉛結合タ
ンパク質に着目し、全長の SOD1タンパク質
との相互作用を Y2H 法により検討したとこ
ろ、抗生物質存在下では酵母は生育しなかっ
た。SOD1 において亜鉛フラグメントに相当
する領域はタンパク質内部に埋もれた状態
にあるために、2 種類の亜鉛結合タンパク質
は全長の SOD1とは相互作用できないのでは
ないかと考えられる。実際、SOD1 遺伝子の
途中に終止コドンを導入することで、C末側
を切除した SOD1断片を作製し、亜鉛結合タ
ンパク質との相互作用を Y2H 法により検討
したところ、Leu84以降を切除したSOD1L84X、
及び、Pro62以降を切除した SOD1P62Xと相互
作用することが分かった。つまり、SOD1 に
おいて、C末端側の領域が亜鉛結合タンパク
質との相互作用を阻害していると考えられ
た。 
  本研究において同定された 2種類の亜鉛
結合タンパク質は、いずれも生理機能が未知
であるものの、亜鉛フィンガーモチーフ
（ZnF）がタンデムに連なったタンパク質で
あることが一次配列をもとに予測された。
ZnF は亜鉛イオンを結合して構造を形成し、
DNA 結合などの機能を果たすことが知られ
ている。よって、亜鉛結合タンパク質は SOD1
の亜鉛イオン結合領域を認識し、ZnFに結合
した亜鉛イオンを SOD1に供給する亜鉛シャ
ペロンではないかと期待した。しかし、SOD1
の亜鉛フラグメントと相互作用している領
域は、タンデムに連なった ZnFではなく、そ
の N末端側の領域（Nterm）であることが分
かった。以上より、本研究により同定された
亜鉛結合タンパク質が SOD1への亜鉛イオン



の結合を制御する亜鉛シャペロンであるの
かは未だ定かでないものの、通常は SOD1の
内部に埋もれている亜鉛イオン結合領域と
特異的に相互作用することができるアミノ
酸配列（Nterm）を同定することに成功した。
SOD1 内部構造の露出（ミスフォールディン
グ）は、神経変性疾患である筋萎縮性側索硬
化症の原因になることが提案されているこ
とを考慮すると、Nterm を利用することで
SOD1 のミスフォールディングをターゲット
とした疾患の予防・治療法開発への展開も可
能になるのではないかと期待される。 
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