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研究成果の概要（和文）：21番目のアミノ酸として知られているセレノシステイン(Sec)は、tRNA上でセリンに
セレノール基が供与されることで生合成されると言われている。この際のセレンの供与体として、SPS2という酵
素により作られるセレノリン酸が知られているが、その構造は極めて脆弱に示唆されているに過ぎない。そこで
本研究では、現在定説とされているセレノリン酸の構造が正しいか検証することを目的とし、セレン代謝の重要
な経路の解明に挑んだ。その結果、SPS2で生合成されるセレン供与体が、セレノリン酸という構造を有していな
いと考えられる結論を得た。

研究成果の概要（英文）：Selenocysteine (Sec) is known as the 21st amino acid, and is required for an
 active center of several selenoproteins. Sec is biosynthesized on a tRNA charging serine, i.e., the
 hydroxyl group in serine is substituted to a selenol group from a donor of selenium (Se). 
Selenophosphate is proposed as the Se donor, however, the identification of selenophosphate is 
tenuous. The aim of this study is to verify the structure of selenophosphate by unambiguous 
analytical techniques. Selenophosphate was chemically synthesized. The NMR spectrum of chemically 
synthesized selenophosphate was not identical to the Se donor synthesized by selenophosphate 
synthetase 2 or Sel D which was an orthologue of SPS2. This suggests that selenophosphate is not the
 Se donor. We prepared mutant SPS2 which had a substitution of Sec to cysteine. Recombinant SPS2U60C
 will be used for the synthesis of Se donor in vitro, and the structure of Se donor will be 
concretely identified by several mass spectrometry.
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１．研究開始当初の背景 
 セレンは動物体内で、グルタチオンペルオ
キシダーゼやチオレドキシンレダクターゼ
などの活性中心に要求される必須微量元素
である。セレンは典型元素と金属元素の両方
の物理化学的性質を併有した元素であり、酵
素の活性中心では、システインの硫黄原子が
セレン原子に置き換わったセレノシステイ
ンとして、ペプチド鎖に組み込まれた状態で
存在している。 
 セレノシステインを含むセレンタンパク
質の生合成機構として、セレノシステインを
翻訳するために必要な tRNAの存在が知られ
ており、この tRNAには当初セリンが結合し
ている。このセリンの水酸基の酸素原子が、
セレン供与体のセレン原子と置き換わるこ
とにより、セレノシステインを翻訳可能な
tRNA（セレノシステイニル tRNA）となる。 
 セレノシステイニル tRNAへのセレン供与
体として、セレノリン酸という化合物が機能
すると報告されていた。しかし、研究代表者
は報告されているセレノリン酸の化学的性
質やセレノリン酸の同定に至る研究手法に
は疑問があることに気づき、従来から報告さ
れているよりも厳格な同定手法により、セレ
ン供与体の構造を明らかにする必要がある
ことを着想した。 
 
２．研究の目的 
 従来から報告されているセレノリン酸を
化学的に合成し、セレン供与体とされている
化合物と同じ、物理化学的性質を示すのかを
検討すること、セレン供与体の生合成を in 
vitroで行い、生成したセレン供与体の構造を
各種質量分析計や NMR 等を用いて、厳格に
構造を同定すること、の 2点を研究目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) セレノリン酸の化学合成 
 現在提唱されているセレノリン酸
(H3PO3Se)を化学合成した。すなわち、トリメ
チルシリル化された亜リン酸に元素状のセ
レンを加え、50℃、12時間還流し、トリメチ
ルシリル化したセレノリン酸を得た。これを
DMSO・水中でトリメチルシリル基を除き、
セレノリン酸を得た。 
(2)セレノリン酸の評価 
 上述で化学的に合成したセレノリン酸と
文献上でセレノリン酸合成酵素（SPS2）やそ
の大腸菌オルソログの SelD を用いて生合成
されたセレン供与体との比較を行った。 
(3)組換え変異型 SPS2の精製 
 SPS2 により合成したセレン供与体の化学
構造を決めるために必要な SPS2 の組換え体
を得ることとしたが、SPS2自身がセレンタン
パク質であり、セレンタンパク質の生合成系
を持たない大腸菌では SPS2 の組換え体を得

ることができないため、SPS2のセレノシステ
イン残基をシステインに置き換えた変異型
SPS2U60C を得ることとした。なお、
SPS2U60C は SPS2 と比べて 50％程度の活性
を有していることから、本実験の目的に使用
するには問題ないものと判断した。 
 
４．研究成果 
 化学的にセレノリン酸を合成することに
成功した。化学的に合成したセレノリン酸は、
非常に不安定な化合物で、脱気条件下におい
ても 容易に Se が脱離、分解し、リン酸が生
じた。一方、DTTなどの還元剤の非存在下で
は、Se-Se 結合を持った二量体に酸化はされ
るものの、種々の分析を行うことができた。 
 質量分析の結果から、既報で想定されてい
た構造のセレノリン酸を合成できたものの、
その NMR スペクトルは、文献上でセレノリ
ン酸合成酵素（SPS2）やその大腸菌オルソロ
グの SelD を用いて生合成されたセレン供与
体とは一致しなかった。 
 化学的に合成したセレノリン酸は、既報の
Sel D により生合成されたセレン供与体と異
なる 31P NMRのスペクトルを示したことから、
Sel D により生合成されるセレン供与体は、
これまで提唱されてきたセレノリン酸の構
造を有していないと考えられた。実際に今回
化学合成したセレノリン酸は極めて反応性
が高く、不安定であり、生体内においても制
御が極めて難しいと考えざるを得なかった。 
 従って、SPS2や Sel Dで生合成されるセレ
ン供与体は、セレノリン酸とは異なる化学形
を有しているものと結論した。 
 SPS2U60Cは、SPS2に変異を導入し、発現
ベクターを構築するに至った。今後は引き続
き、SPS2U60C を利用して、各種機器分析と
組み合わせて、セレン供与体の構造の完全解
明に挑む。 
 挑戦的萌芽研究として着手した本研究は、
従来から永らく信じられていたセレノリン
酸がセレンの供与体として機能するという
事実を覆すに足りる成果に結びついた。意義
ある挑戦であったと自己評価している。 
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