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研究成果の概要：必須微量元素セレンは、同族の硫黄と厳密に区別され、特定のタンパク質の

特定の位置にセレノシステイン残基の形で取り込まれ、数々の重要な生理的役割を果たす。本

研究では、セレン代謝とセレンタンパク質の生合成に関与するタンパク質・酵素群が成し遂げ

る厳密にセレン特異的な化学変換とその際のタンパク質や RNA の構造機能の詳細に明らかに

した。 
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１．研究開始当初の背景 
 セレンタンパク質生合成因子については
ドイツ・ミュンヘン大学の A. Böck、米国 NIH
の T. Stadtman、米国ハワイ大学の M. J. 
Berry らも研究を行っている。哺乳類におけ
るセレンタンパク質生合成の分子生物学的
研究は米国クリーブランドクリニックのD. M. 
Driscoll らが行っている。化学的見地からの
詳細な反応解析および構造生物学的解析は
遅れており、本研究代表者らによる細菌型お
よび哺乳類型セレノシステインリアーゼの
構造機能解析の他には、大腸菌 SelB の C 末
端ドメインの X線構造解析しか例はない。セ

レンタンパク質は抗酸化作用を示すことか
ら、ストレス耐性、老化、ガン化などと関連
し、医学的にも非常に重要である。さらに、
精巣における精子の形成に関与するセレノ
プロテイン Pや甲状腺ホルモンの代謝を担う
脱ヨード化酵素も哺乳類にとって重要であ
る。必須微量元素の作用は、その微量さゆえ
に解析が難しく未開拓な部分が多い。セレン
の研究は、鉄や銅に比べると、栄養学的な面
と細胞、分子、原子のレベルとの橋渡しが未
だ十分になされていない。特に、セレンタン
パク質生合成に関与する因子は以前より同
定されているものを含めて構造機能解析が



遅れており、未同定の必須因子が存在するこ
とも示されている。 
 これまでに本申請代表者らは、硫黄とセレ
ンを含む補因子およびセレノシステイン残
基の生合成の酵素学に焦点を合わせて数多
くの成果を挙げてきた。特に最近では、次の
ような成果が得られている。(1) 哺乳類培養
細胞における RNAi 法によってセレノシステ
インリアーゼ、セレノリン酸シンテターゼな
どの細胞内機能の詳細を明らかにした。(2) 
セレノシステインリアーゼの X線結晶構造解
析と分光学的手法により、本酵素がセレノシ
ステインに特異的に作用しシステインには
作用しないというセレン/硫黄識別機構を明
らかにした。(3) セレノシステイン挿入に関
与する mRNA 上のステム-ループに結合し、セ
レンタンパク質の生合成に関与する新たな
タンパク質因子を２つ同定した。(4) 好熱性
アーキア Methanocaldococcus jannaschii 
においては、真正細菌、哺乳類とは異なった
セレンタンパク質生合成機構が存在する可
能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
 必須微量元素であるセレンは、同族の硫黄
と生体内で厳密に区別され、特定のタンパク
質(セレンタンパク質と総称される)の特定の
位置にセレノシステイン残基の形で機能発
現に必須の要素として取り込まれ、種々の重
要な生理的役割を果たしている。セレンタン
パク質のセレノシステイン残基の生成にお
いては、翻訳後修飾あるいは遊離のセレノシ
ステインが直接取り込まれるのではない。本
研究代表者らが見出したセレノシステイン
リアーゼ(SCL)を含む一連のセレン特異的な
酵素群による化学変換を受けて、セリル
-tRNA からセレノシステイル-tRNA が生成
し、これが共翻訳的にタンパク質に取り込ま
れる。この取り込みにおいては、特殊な翻訳
因子群が介在し、UGA コドン(通常はストッ
プコドン)がセレノシステインとして特異的
にデコードされる。このように興味深いセレ
ン化合物の化学変換とユニークな翻訳イベ
ントがおこる。セレンの量を遥かに上回る硫
黄豊富な生体内環境下で、各々の因子が構造
と機能に基づいた緻密な選択的反応を遂行
することにより、セレンが特異的に転移・代
謝され、セレンタンパク質の生合成を恙なく
進行させていると考えられる。そこでは、タ
ンパク質-タンパク質間の特異的認識とセレ
ン化合物の選択的リレー系が築き上げられ
ていると考えられる。そこで、本研究の究極
的な目的は、セレン代謝とセレンタンパク質
の生合成に関与するタンパク質・酵素群が成
し遂げる厳密にセレン特異的な化学変換と
その際のタンパク質や RNA の構造機能の全
貌を原子レベルで詳細に明らかにすること

により、セレンの微量必須元素としての機能
発現制御の分子基盤を築き上げるところに
ある。この目標を達成するため、セレン代謝
とセレンタンパク質生合成に関与する因子
を網羅的に同定し、機能と構造の相関および
化学変換の詳細を単独あるいは相互作用を
介した複合体のレベルで詳細に解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）Sec-tRNASecのセレン源であるセレノリ
ン酸は、セレニドを基質として、セレノリン
酸合成酵素 (SPS2) により合成される。しか
し、セレニドは生体にとって毒性が高いため、
遊離の状態ではほとんど存在しない。そのた
め、セレノシステインリアーゼ (SCL) がL-
セレノシステインを特異的に分解し、生じた
Seをペルセレニド (SCL-S-Se-H) の形で保持
し、これがSPS2 への基質供給源になると考え
られている。SCL-S-Se-HのSeがSPS2 へ転移
される過程では、SPS2 がSCLと相互作用する
ことが示唆されているが、それらの相互作用
およびセレンの転移機構は明らかになって
いない。一方、SPS2 のホモログとして、セレ
ノリン酸合成活性を持たないSPS1 が見出さ
れているが、その機能は不明である。SPS2
がSCLに相互作用するのであれば、アミノ酸
配列相同性の高い（64％）SPS1 もSCLに相互
作用する可能性がある。そこで、この 3 者間
（SCL、SPS2、SPS1）の相互作用および、そ
れらが活性に与える影響を調べた。マウス由
来タンパク質（SCL、SPS1、SPS2）の遺伝子
をクローニングし、yeast two-hybrid system お
よび in vitro 翻訳産物を用いた免疫沈降法に
より、これらタンパク質間の相互作用解析を
行った。 
（２）一般的なアミノアシルtRNAは、それぞ
れ特異的なアミノアシルtRNA合成酵素の働
きにより、一段階の反応でアミノ酸が直接
tRNAに付加（アミノアシル化）される。しか
し、前述のようにSec-tRNASecは、Secが直接
tRNASecに付加されるのではなく、一度セリン
がtRNASecに付加され、セリン分子種がセレノ
システイン分子種に変換されて合成される。
したがって、SerRSは、セリン特異的tRNA 
(tRNASer) およびセレノシステイン特異的
tRNASec の両方にセリンを付加する重要な酵
素である。メタン生成アーキアのSerRSは、
真核生物や真正細菌、他のアーキアのいずれ
とも異なる機能未知なN末端領域を有する。
M. jannaschii SerRSのN末端領域を対象とし
た相同性検索を行い、本領域がリン酸化酵素
である M. jannaschii PSTKと相同性を有す
ることを見出した。そこで、この特徴的なN
末端領域を持つM. jannaschii SerRSの機能
を解析した。M. jannaschii ゲノムからSerRS
とPSTKに相当する遺伝子をクローニングし、
大腸菌を宿主とする発現系を構築した。これ



らの精製タンパク質をtRNA、ATP、[14C]serine
を含む溶液中で反応させ、アミノアシル
-tRNAを合成した。余剰な[14C]serineを取り
除き、アルカリ加水分解によりtRNAに付加し
たアミノ酸を遊離させ、薄層クロマトグラフ
ィーにより分析した。本方法により、tRNAに
付加された [14C]serine由来のアミノ酸のみ
が検出される。 
 セレンタンパク質をもつマウスや大腸菌
にもM. jannaschii tRNASec と相同性の高い
tRNASecが存在する。しかし、マウスおよび大
腸 菌 の tRNASec を 基 質 と し た 場 合 、 M. 
jannaschii SerRSはSer-tRNASecを合成したが、
PSer-tRNASec の合成はできなかった。そこで、
M. jannaschii SerRSがPSer-tRNASecを合成す
る上で、M. jannaschii tRNASec のいずれの塩
基が重要かを調べた。 
（３）M. jannaschii SerRS はアミノアシル
化とリン酸化の 2つの反応を触媒し、以下の
どちらかの過程を経てPSer-tRNASec を合成す
ると考えられた。(a) セリンを tRNASecに付加
し、その後 Ser-tRNASecをリン酸化する。 

(b) 遊離のセリンをリン酸化し、その後ホス
ホセリンをtRNASecに付加する。そこで、本酵
素のPSer-tRNASec 合成機構を調べるため、セ
リンとtRNASecを基質とするのではなく、予め
調製した[14C]Ser-tRNASecを基質として反応
を行った。 
 アミノアシル化反応とリン酸化反応には、
それぞれにATPが要求される。これまでの研
究から、SerRSのATP結合部位はC末端側に存
在することが示されている。しかし、M. 
jannaschii PSTKとのアミノ酸配列の比較か
ら、M. jannaschii SerRSのN末端領域にもう
一つのATP結合部位が推定された。そこで、
PSer-tRNASec合成においてN末端側の推定ATP
結合部位の関与を調べるため、特に保存性が
高い残基Lys15 をAlaに変換した変異型
SerRS-K15Aを調製した。精製後、この変異型
SerRSのPSer-tRNASec合成能を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）yeast two-hybrid system および in vitro 
翻訳産物を用いた免疫沈降法の両解析にお
いて、SPS1 とSPS2 が相互作用することが示
された。また、ゲル濾過および非還元
SDS-PAGEの結果から、SPS1 とSPS2 が各々
ジスルフィド結合によりホモ二量体を形成
することが示唆された。また、免疫沈降法を
用いた相互作用解析では、SCLと両SPSとの
相互作用が検出され、これら相互作用はセレ
ノシステインとATPアナログ体の添加により
強化されることを見出した。しかし、SPS1
およびSPS2 は、SCL活性には影響を与えなか
った。次に、SCLとSPS1 がSPS2 活性に与え
る影響を調べた。SPS2 はセレニドとATPおよ
びH2Oを基質として、セレノリン酸、リン酸

およびAMPを生成するので、AMP生成量を測
定することによりSPS2 のアッセイを行った。
亜セレン酸をDTTで還元して生成したセレニ
ドを直接SPS2 に供給した場合、SPS1 はSPS2
活性に影響を与えなかった。しかし、
SCL-S-Se-Hをセレン源として供給した場合、
SPS1 はSPS2 の活性を 50％程度にまで低下さ
せた。これらのことから、SPS1 はSCLと相互
作用し、SCLからSPS2 へのSeの転移を阻害す
る機能を持つことが示唆された。 
（２）tRNASer を基質とした場合、通常のアミ
ノアシル化反応により、Ser-tRNASer のみの合
成が認められた。それに対し、tRNASec を基質
とした場合、Ser-tRNASec の他にもうひとつア
ミノアシル-tRNASec が合成された。薄層クロ
マトグラフィーおよびペーパークロマトグ
ラフィーを用いた解析により、このアミノア
シル-tRNASec はPSer-tRNASec であることが示
された。これらの結果より、従来知られる
SerRS はセリンを付加するアミノアシル化
反応のみを触媒するのに対し、M. jannaschii 
のSerRS はSer-tRNASec とPSer-tRNASec の両
方を合成する活性をもつことを初めて明ら
かにした。また、哺乳類のSec-tRNASec合成に
おいて必須因子であるPSTKが、M. jannaschii 
のSec-tRNASec合成には必須ではないことが示
された。 
 tRNASecの配列比較および既知の知見から、
M. jannaschii tRNASec特異的な２つの部位に
着目した。M. jannaschii tRNASecの塩基をマ
ウスや大腸菌型に変換した２つの変異型
tRNASec (G37A、G2C-C71G) を調製し、それら
を基質とした場合のPSer-tRNASec 合成を調べ
た。M. jannaschii の野生型tRNASec を基質と
した場合に比べ、G2C-C71G変異型tRNASec を基
質とした場合では、PSer-tRNASec の合成量が
約 10％にまで減少した。一方、G37A変異型
tRNASecを基質とした場合は、PSer-tRNASec 合
成量に顕著な差は認められなかった。以上の
結果から、M. jannaschii tRNASecのG2-C71 塩
基対がM. jannaschii SerRS による
PSer-tRNASec 合成に重要な塩基の一つである
ことが明らかになった。 
（３）反応産物を調べた結果、Ser-tRNASecか
らPSer-tRNASecへの変換が認められた。一方、
遊離のセリンをリン酸化する活性は認めら
れなかった。これらの結果から、M. 
jannaschii SerRSは、アミノアシル化により
Ser-tRNASecを合成し、それをリン酸化して
PSer-tRNASecを合成するという一連の反応を
単独で触媒する新奇二機能性酵素であるこ
とが明らかになった。 
 野生型SerRSと比べ、変異型SerRS-K15Aで
はPSer-tRNASec合成量が約 6%にまで低下した。
一方、Ser-tRNASec の合成量には変化が認めら
れなかった。これらの結果により、Ser-tRNASec

のリン酸化には、M. jannaschii SerRSの特



徴的なN末端領域に存在するLys 15 が重要で
あることが明らかになった。 
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