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研究成果の概要（和文）：酵素の活性部位の構造的特性を採り入れた巨大分子キャビティを構築し、活性中間体
の保護空間"クレードル"として活用することで、内部に高反応性アミノ酸部位を導入した酵素活性部位モデルを
開発した。これにより、従来不安定性のために合成困難であった生体反応活性中間体を安定化し、その構造およ
び反応性を直接的に解明することを目的として検討した。高反応性アミノ酸およびペプチドを導入した新規モデ
ル系を活用することで、重要な抗酸化酵素であるグルタチオンペルオキシダーゼ等の含セレン酵素の触媒機構に
ついて、これまで仮説に留まってきた反応過程を実験的に証明することに成功した。

研究成果の概要（英文）：At the active site of enzymes, reactive species that are very unstable in 
artificial systems sometimes play crucial roles in chemical transformations. Such fabulous features 
of enzymatic reactions are highly associated with the geometrically isolated environments at the 
active sites. For modeling such an isolated environment of enzymes with synthetic systems, novel 
nano-sized molecular cavities incorporating highly reactive amino-acid derivatives have been 
developed and applied to stabilization of reactive intermediates of biological reactions. By 
utilizing the novel model system, chemical processes that have been proposed for the catalytic 
mechanism of selenoenzymes such as glutathione peroxidase have been demonstrated experimentally.

研究分野：有機元素化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セレンは生体必須超微量元素でありppbオーダーの含有量で高い生理活性を示すが、その機能を司る含セレン酵
素の作用機序については、活性中間体の不安定性のために間接的な情報しか得られず、解明が困難であった。本
研究で明らかになった活性中間体の化学的挙動に関する実験的エビデンスは、抗酸化酵素などの作用機序の化学
的解明、引いては老化や細胞死などの機構研究の基盤になると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 レドックス制御、シグナル伝達をはじめとする細胞の様々な機能において、セレノシステイ
ン残基と活性酸素種および活性窒素種との反応が重要な役割を果たしていることは広く知られ
ている。しかし、これらの反応で想定されている中間体は、人工系では極度に不安定であるも
のが多く、酵素反応の活性中間体には存在自体が実験的に確認されていないものもある。たと
えば、最も重要な抗酸化酵素の一つであるグルタチオンペルオキシダーゼ（GPx）の作用機序に
おいて、セレノシステイン由来セレネン酸（Sec-SeOH）は活性中間体とする反応機構が 
広く受け入れられているが、Sec-SeOH は極めて不安定であるためにいまだに観測例すら報告さ
れておらず、実験的にはその存在が確認されていない。この事実が象徴的に示すように、いく
つかの重要な生体反応中間体に関しては、入手できる化学的情報がごく限られているため、多
くの研究が間接証拠に頼らざるを得ない状況にある。生化学の分野で仮説として提案されてき
た様々な想定反応機構を実験的に検証し、より化学的根拠に基づいた機構を確立するためには、
反応中間体を生体内と同様に安定化できる人工モデル系の構築が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
 酵素の活性部位の構造的特性を採り入れた新規なナノサイズの反応場として、デンドリマー
骨格に基づく巨大分子キャビティを開発する。このキャビティを保護空間“クレードル”とし
て活用し、内部に高反応性アミノ酸部位を導入した酵素活性部位モデル（”クレードルドアミノ
酸”）を構築することで、従来不安定性のために合成困難であった生体反応活性中間体を手に取
れる形に安定化し、その構造および反応性を直接的に解明する。それにより、これまで紙上の
反応式に過ぎなかった生体反応の想定機構を、化学的に検証する。特に、セレノシステイン残
基を触媒部位にもつ含セレン酵素の触媒反応機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 生体反応活性中間体の失活を効果的に抑制しつつ、注目する反応性は損なわない新規なアミ
ノ酸モデル系を創製するために、酵素の活性部位の構造的特性を模倣した巨大キャビティ型反
応場（“クレードル”）を構築する。分子全体の構造から、中心アミノ酸残基上の活性種の二量
化や自己縮合などを効果的に抑制するために、主骨格としてサイズが 2 nm を越す巨大なフェニ
レンデンドリマーを活用する。その内部にセレノシステインユニットを導入した“クレードル
セレノシステイン”（図１）を開発し、これを用いることでセレノシステインと活性酸素種等の
反応剤との反応で生成する活性中間体を安定に合成するとともに、その構造および物性を明ら
かにする。得られた化合粒を用いることにより、生化学の分野で仮説として提案されてきた反
応機構を幅広い実験手段により直接的に検証する。また、アミノ酸由来活性種の参照化合物と
して、同様のキャビティ型骨格をもつ第一級アルキル誘導体を活用した検討も行う。 
 

 

図１ “クレードルセレノシステイン”モデル系 

 
４．研究成果 
（１）セレノシステインヨウ化セレネニルの安定化 
 セレノシステインヨウ化セレネニル（Sec-SeI）は、甲状腺ホルモン活性化酵素の触媒サイク
ルにおける重要な中間体として注目を集めている化学種であるが、セレノシステイン由来のヨ
ウ化セレネニルについてはこれまで観測例すら報告されていない。アミノ酸モデルの開発に先
立ち、化学種の基本的な性質について知見を得るための標準物質の合成について検討し、キャ
ビティ型骨格をもつセレノールの酸化的ヨウ素化により、第一級アルキル置換ヨウ化セレネニ
ルを安定に合成・単離することに成功した。これを用いて、酵素作用機序に含まれる反応過程
として提唱されていながらこれまで実証例がない、ヨウ化セレネニルの加水分解によるセレネ
ン酸の生成を実験的に示すことに成功した。次に、“クレードルセレノシステイン”骨格をもつ
セレノールを、セレノシスチン誘導体をキャビティ内に導入する経路により合成した。このセ
レノールの酸化的ヨウ素化により、セレノシステイン由来ヨウ化セレネニルの合成・単離に初
めて成功するとともに、その反応性を検証した。 
 
（２）グルタチオンペルオキシダーゼ触媒反応機構のモデル研究 
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 内部にセレノシステインユニットを有する“クレードルセレノシステイン”を活用すること
で、重要な抗酸化酵素であるグルタチオンペルオキシダーゼの活性中間体に関するモデル研究
を行った。GPx の触媒サイクルについては、セレノシステインセレネン酸（Sec–SeOH）を中間
体とする機構が広く受け入れられているが、Sec–SeOHを直接観測した例は未だに報告されてい
ない。今回、“クレードルセレノシステイン”骨格をもち、C末端側がメチエルエステル部をも
つセレノール Sec-SeH の酸化による Sec–SeOH の生成について検討した。Sec–SeOH の過酸化水
素による酸化について反応条件を精査した結果、塩基性条件下、低温で酸化反応を行うことに
より、Sec–SeOH を良好な収率で生成させ、77Se NMR で観測することに成功した。これは、生体
系および合成系を問わず、Sec-SeOH を直接観測した初めての例であり、GPx の触媒機構を化学
的に解明する上で重要な知見といえる。前年度、第一級アルキル置換モデルを活用することで、
ヨウ化セレネニルの加水分解によるセレネン酸の生成を実験的に示すことにはじめて成功して
いるが、この発生法による検討も行った。対応するセレノシステインヨウ化セレネニルSec–SeI
のアルカリ加水分解を低温下で行ったところ、Sec-SeH の酸化で得られたものと同じ Sec–SeOH
が高収率で生成し、77Se NMR で観測された。 
 また、セレネン酸については化学的捕捉に関する知見がほとんどないために、GPx の作用機
序における Sec-SeOHの存在を実験的に示すことが従来困難であった。そこで、前年度までに合
成したキャビティ型セレネン酸を活用することで、捕捉剤の探索について検討した結果、アセ
チルアセトンをはじめとする数種類の化合物がセレネン酸の捕捉に有用であることを見出した。
この知見に基づき、スペクトル観測に成功したSec-SeOH とアセチルアセトン等との反応につい
て検討し、これらの捕捉剤が Sec-SeOH の捕捉にも有効であることを明らかにした。さらに、酵
素の活性部位の環境により近い部分構造をもつ新たなモデル系として、C 末端側にアミド部を
もつ“クレードルセレノシステイン”を新たに開発した。このモデル系を用いて、Sec-SeI を
安定な化合物として合成・単離することに成功した。また、内部セレノシステインモデルの
Sec-SeOH についても、対応するセレノールの酸化により良好な収率で発生させスペクトル観測
を行うとともに、アセチルアセトン等との反応による捕捉体への変換を確認した。これらの結
果は、直接観測はおろか化学的捕捉の例さえ報告されていない GPx 由来 Sec-SeOH の挙動を解明
する上で基盤となる重要な知見と考えられる。 
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