
1．はじめに
嫌気的な状態では銅は水に不溶な Cu（I）として存在す
るので、銅が生命によって利用され始めたのは、シアノ

バクテリアが酸素分子を生産するようになった数十億年

前以降のことであると考えられている。酸素は当初、水

に溶解している Fe（II）の酸化に使われたので、地球環境
の酸素濃度が上昇し、硫化物として自然界に存在する銅

が水に溶解し生命によって広く利用されるようになった

のは、生命の歴史においてはかなり後のことである。Cu
（II）/Cu（I）の酸化還元電位は Fe（III）/Fe（II）の酸化還元電
位よりも高く、大部分の銅タンパク質は 0.2-0.8Vで機能
することから、様々の基質の酸化に有効である。銅タン

パク質での銅イオンの主たる役割は電子伝達と酸素の結

合・活性化であり、呼吸、金属イオン（Fe, Cu, Mn）の
輸送、酸化ストレスからの防御、物質代謝、血液凝固、

色素形成などに関係している1,2）。銅は酸化還元活性であ

り、スーパーオキサイドやその他の活性酸素の発生源と

なり、高い毒性を示すことから、銅のホメオスタシスを

維持することは好気的な代謝にとって極めて重要である。

すなわち細胞内の銅濃度は一定の狭い範囲に維持されて

いる必要がある。銅ホメオスタシスの乱れは、アルツハ

イマー病、嚢胞性線維症、パーキンソン氏病の原因とも

考えられている3,4）。

銅のホメオスタシスに関わる研究は Esherichia coli や
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Abstract
CueO is a multicopper oxidase involved in Cu-homeostasis of E. coli . CueO has the four catalytic copper binding sites,
a type 1 Cu, a type 2 Cu and a pair of type 3 Cu’s, in a single chain protein molecule consisting of 484 amino acids.
CueO has the fifth Cu-binding site constructed by Met355, Asp360, Met439, Met439 as the substrate-binding site, which
is isolated from bulk waters by the Met-rich segment comprised of amino acids 355-400. The high cuprous oxidose activ-
ity of CueO is realized by the presence of this fifth Cu-binding site as revealed by the Km value and the point mutations for
the ligating amino acids. CueO showed enhanced oxidizing activities for organic substrates in the presence of Cu（II）ion
at the fifth Cu-binding site because this extra Cu（II）ion functioned as the mediator of electron-transfer between
exogenous substrate and type 1 Cu. Further, mutations at Asp112 adjacent to the trinuclear Cu center formed by type 2
Cu and type 3 Cu’s indicated that this acidic amino acid functioned not only as a proton donor for dioxygen but also as a
modulator for the binding of dioxygen.
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Enterococcus hirae で比較的よく研究されている5）。E.
coli は通性嫌気性で温血動物の消化器官に生息すること
から銅耐性機構が発達していると考えられ、銅ホメオス

タシスの研究に適している。E. coli の銅に応答するシス
テムとして、センサーとレギュレータが対となった

CusRSによって制御される CusCFBAやMerRに類似
した CueRによって制御される CueOなどが発見されて
いる（Table 1）6）。本稿では CueOについての最新の知見
を、拙者らの研究結果を含めて概説する。なお、CueR
は cueO（以前は yacK と呼ばれた）ばかりでなく copA
遺伝子も制御している。CopAはサイトプラズムからペ
リプラズムへ Cuを Cu（I）として輸送する P-タイプ
ATPaseであり、CueOはペリプラズムにおいて Cu（I）
をより毒性の低い Cu（II）へと酸化する。cue は Cu efflux
の略であり、銅の排出系であることを表している（Fig.1）。
CueOは Cu（I）酸化活性が際立って高く、現在知られ

ている唯一の Cu（I）オキシダーゼである7）。また、Cu（I）
酸化活性ほどは高くはないが、Fe（II）酸化活性も示すこ
とから、セルロプラスミンや Fet3p8）と同様にフェロオキ
シダーゼでもある。さらに、エンテロバクチンやその前

駆体のようなジフエノール類に対する酸化活性も有して

おり、ジフエノールによって Cu（II）が還元されることを
阻害し、銅毒性を軽減していると考えられている9,10）。こ

の反応は微生物のメラニン生成プロセスと類似している。

2．CueO の構造・性質
CueOはラッカーゼ様活性を示すマルチ銅オキシダー
ゼである11）。ただし、ラッカーゼ活性はあまり高くない。

マルチ銅オキシダーゼとしては、植物由来のラッカーゼ12）、

アスコルビン酸オキシダーゼ13）、脊椎動物の血液中に存

在するセルロプラスミン14）がよく知られている。しかし

ながら、最近、微生物由来のマルチ銅オキシダーゼが数

Table 1 Copper-homeostasis systems of E. coli

Table 2 Specific activities of CueO
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多く発見されており、バクテリアのマルチ銅オキシダー

ゼは抗生物質の生合成15）、胞子形成16）、金属耐性、形態

形成、鉄17,18）やマンガン19）の酸化・輸送など20）に関与する

ことが明らかにされている。このような状況の下、CueO
は銅耐性に関わる酵素として発見された。

マルチ銅オキシダーゼの定義は、分光学的および磁気

的性質の異なる Cuイオンが含まれることであり、通常、
マルチ銅オキシダーゼはタイプ 1、タイプ 2、タイプ 3
銅を含んでいる。タイプ 1、2銅を含む銅型亜硝酸還元
酵素も広義にマルチ銅オキシダーゼに含められるが、銅

Fig. 1 Copper homeostasis mechanisms in E. coli. CueO is a multicopper oxidase to oxidize Cu�I�translocated by a
P-type ATPase, CopA. CueR regulates transcriptions of CeuO and CopA by sensing Cu ion. CusCFBA is a
four-component Cu-efflux pump regulated by CusRS.

Fig. 2 Amino acid sequence of the recombinant CueO. The peptide, GHHHHHH is attached to the C-terminal end for
facile purification. Numbers indicate ligand amino acids for each type of copper. Amino acids 355-400 are the
segment covering the substrate-binding site. Helices V, VI and VII are indicated by cylinders.
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型亜硝酸還元酵素は構造的にはマルチ銅オキシダーゼの

亜種に位置づけられる21）。CueOの有する銅イオンの構
造や性質については後ほどふれることにして、まず、ア

ミノ酸配列について眺めてみる。

Fig. 2は CueOのアミノ酸配列を示している22）。cueO
がコードするプレタンパク質のうち 1-28番目の N -末端
部分はシグナル配列であり、CueOは TAT経路によりペ
リプラズムに移行する。このシグナル配列中にはリーダー

ペプチダーゼ開裂モチーフ（A16SA）が含まれている。成
熟タンパク質は 29番目の Alaに始まり、484アミノ酸
残基（53.4 kDa）からなる。CueOは 3つのクプレドキシ
ン（ブルー銅タンパク質）様のドメインから構成されてい

る。マルチ銅オキシダーゼはクプレドキシンをベースと

して、2ドメイン、6ドメイン、3ドメイン型の構造へと
多様化してきたと考えられているが21）、CueOはアスコ
ルビン酸オキシダーゼと同様に、3ドメイン型のマルチ
銅オキシダーゼである。Fig. 3に他のマルチ銅オキシダー
ゼとの活性部位付近のアミノ酸配列の相同性を示した。

C-末端付近に存在する配列 His-Cys-Hisはマルチ銅オキ

シダーゼに特有である。各タイプの銅への配位子となる

アミノ酸と酸素の 4電子還元におけるプロトンドナーと
考えられる Asp112は他のマルチ銅オキシダーゼでも極
めて高く保存されている。

CueOはすでに結晶構造解析が行なわれており、PDB
に座標データが登録されている（1KV7, 1N68, 1PF3）23,24）。
Fig. 4に全体構造を示す。また、Fig.5には活性部位付近
を拡大して示した。他のマルチ銅オキシダーゼと同様に

タイプ 1銅部位とタイプ 2銅およびタイプ 3銅からなる
三核銅部位は約 13Å離れているが、分子内電子伝達経路
を形成する配列 His-Cys-Hisによって直接結びつけられ
ている。2つのタイプ 3銅は OH-によって架橋されてい
るが、Cu-O-Cuの角度は 170であり、他のマルチ銅オ
キシダーゼの場合と比べて極端に直線状に近い（IKV7の
構造で架橋配位子は O原子としているが、CuCl2をソー
キングした 1N68の構造では Cl-が架橋しているとされて
いる）。

CueOの構造上際立って特徴的であるのはドメイン 3
に位置する 355-400のアミノ酸領域であり、基質の結合

Fig. 3 Homology of the partial amino acid sequences among CueO, M. verrucaria bilirubin oxidase (BO), ascorbate
oxidase (AO), R. vernicifera laccase (RvLc), A. thaliana laccase (AbLc1), T. versicolor laccase (TvLc1),
CotA, Fet3p, PcoA and human ceruloplasmin. Numbers indicate the amino acids coordinating each type of Cu
site.

Fig. 4 Crystal structure of CueO figured using PyMOL for the PDB data 1N68.
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部位と考えられる第 5の銅結合部位を覆う構造をとって
いる。このセグメントの構造はヘリックス 5-ヘリックス
6-ループ（構造がゆらいでいるため Fig. 4では見えない）-
ヘリックス 7であり、45のアミノ酸残基中、14アミノ
酸がMetである。Metに富む構造は CueOと同様に銅
耐性に関与する PcoAや CopAでも見いだされている。
第 5の銅結合部位はMet355, Asp360, Met439, Met439
から構成されており、 ヘリックス 5にも配位グループが
存在している。銅タンパク質の銅結合部位を形成するア

ミノ酸としては Hisが最も一般的であり、他に Cys, Met,
Gln, Tyrも用いられるが、2Asp2Metという組み合わせ
は銅イオンを強く結合している必要のある銅タンパク質

の触媒部位の配位子セットとしては見られないものであ

る。この事実は、恒常的に強く銅イオンを結合するので

はなく、解離することもまた重要という基質結合部位な

らではの条件を満たすものであると考えられる。Feイオ
ンを基質として結合するセルロプラスミンと Fet3pでは、
それぞれ、2Glu1Asp1His25）, 1Glu2Asp1Gln8）が用いられ
ており、この場合もまた、Feイオンとの適度な結合と解
離を可能とする配位子が組み合わせられている。Mnオ
キシダーゼ活性を有するマルチ銅オキシダーゼの構造は

現在のところ明らかではないが19）、置換活性な基質結合

部位が形成されているものと予想される。Fig. 6に CueO
とセルロプラスミンの基質結合部位を形成する酸性アミ

ノ酸がタイプ 1Cuに配位する His残基と水素結合してい
る様子を示した。この水素結合は基質からタイプ 1Cuへ
の電子伝達経路となっているものと考えられる。類似し

たアークテクチャーはラッカーゼ26）、Fet3p9）、アスコル
ビン酸オキシダーゼ27）においても見られることから、マ

ルチ銅オキシダーゼの機能を担う普遍的な構造であると

Fig. 5 The active center of CueO : the fifth Cu site, type 1 Cu site, type 3 Cu sites and type 2 Cu site from left to
right.

Fig. 6 Close-up of the substrate binding site of CueO (A) and ceruloplasmin (B), in which the acidic amino acid for
the binding of the substrate metal ion and the histidine residue as a ligand for type 1 Cu are hydrogen-bonded.
CueO and ceruloplasmin are figured using DS ViewerPro 5.0 for the PDB data 1N68 and 1KCW, respectively.
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想像される。

CueOの吸収、CD、および ESRスペクトルを Fig. 7
に掲げた。これらは C-末端に 6xHis-tagを結合させた組
換え体のスペクトルである。オーセンティック酵素はこ

れまで報告例がないが、最近、我々は偶然オーセンティッ

ク酵素を単離し、同じスペクトルを示すことを確認して

いる28）。CueOはタイプ 1銅を有するので鮮やかな青色
を呈し、600nmに強い電荷移動帯を示す。また、三核銅
部位に由来する 330nmの OH-から Cu（II）への電荷移動
帯は、他のマルチ銅オキシダーゼではショルダーとして

しか観測されないが、CueOの場合は明瞭にピークを与
えている。OH-は不整中心を有さないので、対応する CD
バンドは通常極めて弱いのであるが、CueOによるこの
バンドの CD強度は極めて強い。ESRスペクトルではタ
イプ 1, 2銅が観測され、スピンハミルトニアンパラメー
タはそれぞれ、gII = 2.24, AII = 6.7 x 10-3 cm-1, gII = 2.25,
AII = 18 x 10-3 cm-1である。タイプ 3銅は ESR非検出で

ある。

3．CueO の機能
一般にマルチ銅オキシダーゼは有機化合物を基質とす

る。しかしながら、いずれのマルチ銅オキシダーゼも基

質特異性はかなり広く、ヘキサシアノ Fe（II）イオンなど
の無機化合物もまた酸化することができる。CueOは Cu
（I）に対する酸化活性が著しく高く、また、弱いながら Fe
（II）を酸化することが出来る。しかしながら、多くのマ
ルチ銅オキシダーゼの基質となる 2,2’-アジノ-ビス（エチ
ルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸）（ABTS）、p-フェニ
レンジアミン（PD）などに対する酸化活性は極めて低い
（Table 2）。さらに、代表的なラッカーゼ基質である 2,6―
ジメトキシフェノール（DMP）やカテコールに対しては全
く酵素活性を示さない。このように CueOが Cu（I）オキ
シダーゼとして機能するのは、タイプ 1銅部位の近傍に
基質 Cu（I）の結合部位が形成されているからであり、ま
た、この部位を覆うセグメントはサイズの大きな有機化

合物がタイプ 1銅部位にアクセスすることを妨げている。
このように Cu（I）結合部位がタンパク質によって覆われ
ていることにより、近傍の誘電率は低下しているはずで

あり、このこともまた Cu（I）や Cu（II）の結合性に影響し
ていると考えられる。

Table 2で示した様々の基質に対する反応は過剰の Cu
（II）イオンが存在すると状況がかなり変化する7,29）。すな

わち、1mMの Cu（II）存在下で、様々の基質に対する反
応を調べると、Cu（I）の酸化活性は若干上昇するだけで
あるが、Fe（II）, ABTS, PDに対する活性は、20～60倍
程度上昇している。また、酵素活性を示さなかった DMP
やカテコールに対する酸化活性が新たに発現していた。

この事実は、基質結合部位に Cu（II）が存在すると基質と

Fig. 8 Consumption of O2 by CueO (�), Asp112Asn
(∆), Asp112Ala (

∆

) and Asp112Glu (�) to
determine the Km values for the binding of O2 to
the trinuclear Cu center.

Fig. 7 Absorption, CD and ESR spectra of the
recombinant CueO (from top to bottom).

銅のホメオスタシスに関与する CueO 313



タイプ 1銅間の電子移動メディエーターとして機能して
いる可能性を示唆するものである。酵素反応の生成物が

このような機能を発現する例はこれまで知られておらず、

CueOはその分子構造のみならず、機能においても新規
性に満ちた酵素であるということができる。Cu（II）の結
合に対する Km値（0.13 mM）は Fe（II）に対するそれ（105
mM）よりも遥かに小さく、ここでも CueOが Cu（I）オキ
シダーゼであることが裏づけられる。

次いで、Met355, Asp360, Met439, Met439によって
構成される仮想的な基質結合部位が実際に機能している

か検証するために、Met355と Asp360を Alaに変異さ
せたところ、1 mMの Cu（II）存在下でも有機基質に対す
る活性増加は 20～60倍ではなく、3倍程度にとどまっ
た30）。この事実は、第 5の Cu結合部位の存在の証拠と
その機能を証拠立てるものである。

次に CueOの機能を明らかにするために酸素の 4電子
還元部位の背面に位置する Asp112に着目した。このア
ミノ酸残基はタイプ 3銅の一つに配位する His448、タイ
プ 2銅に配位する His101と相互作用している。また、
非配位 H2Oを介して、タイプ 2銅に配位する H2Oと水
素結合ネットワークを形成している。このアミノ酸を Glu,
Ala, Asnにポイントミューテーションした結果、Glu
ミュータントでは様々の基質に対する酵素活性は約半分

に低下し、Alaや Asnミュータントでは酵素活性は 5-
15%程度に低下したことから、この位置には側鎖にカル
ボキシル基を有するアミノ酸が必須であることがわかっ

た22）。また、分光学的な結果や各ミュータントの O2に対
する親和性から、Asp112は O2が 4電子還元される際に
H+を供給するのをアシストするばかりでなく、O2の結合
性もまたコントロールしていることが示された。

4．終わりに
Cu（I）オキシダーゼである CueOに関する研究は緒に
就いたばかりであるが、数々のユニークな局面を見せて

おり、Fe（II）オキシダーゼであるセルロプラスミンや Fet
3pの構造・機能研究と補完的に、構造未知のMnオキ
シダーゼや今後発見されるであろう金属イオンオキシ

ダーゼ研究のパイロット的研究となることが期待される。

また、既にプロテインエンジニアリングされた CueO
をヘアカラーや生物燃料電池に利用する研究がスタート

しており31）、CueOには極めてユニークな Cu（I）オキシ
ダーゼという枠を遥かに超えた多機能酵素としての将来

が開けている。
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