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研究成果の概要（和文）：生体内のレドックス制御において重要な役割を果たしているセレノシステイン由来活
性中間体は、極めて不安定であるためモデル研究すら困難であった。本研究では、巨大分子キャビティを活用す
ることで、ペプチド由来活性中間体そのものを安定化できるCradled peptideモデルを開発した。これを用いて
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中間体の安定化を図り、その酵素機能について提唱さ
れてきた基本触媒機構およびバイパス機構のすべての素反応過程を実験的に証明することに成功した。また、セ
レンタンパク質と活性窒素種との相互作用の中間体であるSe-ニトロソセレノシステインの合成に初めて成功し
た。

研究成果の概要（英文）：In the biological functions of selenoproteins, various highly reactive 
species formed by oxidative modification of selenocysteine residues have been postulated to play 
crucial roles. However, many of the selenocysteine-derived reactive intermediates are so unstable 
that even their model studies have been difficult. In this study, we have developed cradled peptide 
models that can stabilize the selenopeptide-derived reactive intermediates by utilizing a 
macromolecular cavity as a protective cradle. Using this model system, we have succeeded in 
stabilization of the intermediates of glutathione peroxidase (GPx), one of the most important 
antioxidant enzymes, and experimentally demonstrated all the chemical processes proposed for the 
catalytic cycle of GPx, including the bypass process. The first synthesis of a 
Se-nitrososelenocysteine, an intermediate of the interaction between selenoproteins and reactive 
nitrogen species, has also been achieved.

研究分野：有機元素化学

キーワード： 有機化学　酵素モデル　活性中間体　セレンタンパク質　ペプチド　セレネン酸　Se-ニトロソセレノシ
ステイン　グルタチオンペルオキシダーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セレンタンパク質の反応は、細胞の増殖、分化、アポトーシスなどに深く関わっている。特に、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は、活性酸素種からの生体防御において中心的な役割を果たしている
が、その反応機構は中間体の不安定性のために仮説の提唱にとどまっていた。また、セレンタンパク質と活性窒
素種との相互作用中間体については、化学種の存在自体に実験的根拠がなかった。本研究により提唱反応過程が
モデル系で実証されたことから、セレンタンパク質の作用機序に関して化学的エビデンスに基づいた研究が可能
になり、老化や細胞死などの機構研究の基盤となるとともに、薬剤の合理的設計にも資するものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 セレンタンパク質の反応は、細胞の増殖、分化、アポトーシスなどに深く関わっている。そ
れらの作用機序においては、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。しかし、これらの反応で想定されている中間体の多くは極度に不
安定であり、モデル研究でさえ困難であった。特に、哺乳類にとって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）は、活性酸素種からの生体防御において中
心的な役割を果たしているが、その反応機構は中間体であるセレノシステインセレネン酸
（Sec–SeOH）の不安定性のために推測の議論にとどまっていた。また、セレンタンパク質と活
性窒素種との相互作用中間体である Se-ニトロソセレノシステイン（Sec–SeNO）については、
実験的には観測例すらなく、化学種の存在自体が仮説の域を出ていない状況であった。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た。 
 
２．研究の目的 
 生体内のレドックス制御において重要な役割を果たしているセレノシステイン由来活性中間
体の合成モデル開発を行い、従来仮説にとどまっていた生体反応作用機序の化学的解明を目指
す。セレノシステイン由来活性中間体は、極めて不安定であるためモデル研究すら困難なもの
が多かったが、本研究では、反応中間体の高活性と安定性を両立できる新規なペプチドモデル
系として、巨大分子キャビティをペプチドの Cradle として活用することで、ペプチド由来活
性中間体そのものを安定化できる Cradled peptide モデルの開発を行う。これを用いて活性中
間体の「標準物質」を合成し、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
まで仮説にとどまっていた生体反応の想定機構を化学的に検証するとともに、化学的根拠に基
づく機構の提案を行う。生命維持に重要な含セレン酵素を中心に、レドックス制御機構の化学
的解明を行う。 
 
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ペプ
チド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（“cradle”）を構築する。分子全体の構造から、ペプチド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。その内部にセレノペプチドを導入した“cradled peptide”（図１）を開発
し、これを用いることでセレノペプチドと活性酸素種および活性窒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
た化合物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。 
 

 

図１ “Cradled peptide”モデル系の例 

 
４．研究成果 
（１）セレノペプチドモデルを活用した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 
 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（GPx）について、最近新たに提唱
された失活抑制機構を含む触媒機構についてモデル研究を行った。従来広く受け入れられてき
た GPx の基本触媒機構において、鍵中間体であるセレノシステイン由来セレネン酸
（SecSeOH）がどのように熱的な脱セレン化による失活を防いでいるかについては不明なまま
であった。これに対し、SecSeOH から環状セレネニルアミドへの分子内環化反応により脱セレ
ン化を防いでいるのではないかというバイパス機構の存在が最近提唱されているが、SecSeOH
の不安定性のために、実験的な根拠は間接的なものにとどまっていた。今回、このバイパス機



構の化学的検証を行うために、昨年度開発した cradled peptide モデルを活用することで、近
傍のアミノ酸残基が Sec–SeOH の分解をどのように抑制しているかについて、実験的に解明し
た。すなわち、Cradled Sec-Gly-Gly モデルの Sec–SeH に対し、低温下で過酸化水素を作用さ
せ、Sec–SeOH をほぼ定量的に生成させた後に、昇温による変化を観測したところ、脱セレン
化よりも速く環状セレネニルアミドへの分子内環化が進行することを明らかにした。また、こ
の環状セレネニルアミドが、システインチオールとの反応によりセレネニルスルフィドへと変
換され、バイパス機構から基本触媒機構へ復帰できることを示した。他の反応過程についても
検証を行い、GPx の酵素機能について提唱されてきた基本触媒機構およびバイパス機構のすべ
ての素反応過程を実験的に証明することに成功した。さらに、GPx のアイソザイムである GPx1
および GPx4 の活性中心モデルである Sec-Gly-Thr モデルおよび Sec-Gly-Lys モデルの Sec–
SeH を合成し、実際の酵素により近いモデルでの検討を行った。その結果、Sec-Gly-Thr モデ
ルおよび Sec-Gly-Lys モデルのいずれにおいても、SecSeH からの SecSeOH の生成を NMR によ
り観測し、そこからの分子内環化過程が一般化モデルである Sec-Gly-Glyモデルよりも効率的
に進行することを明らかにした。また、Università degli Studi di Padova の Orian 教授と
の共同研究により、この過程に対して隣接アミノ酸残基が及ぼす役割を理論化学的に解明した。
これらの結果は、従来仮説としての提唱に留まってきた抗酸化酵素の失活抑制過程が、ペプチ
ド系で効率的に進行しうることを実証するものであり、抗酸化酵素の作用機序の研究において
基盤となる化学的知見といえる。 
 
（２）セレンタンパク質と活性窒素種との相互作用のモデル研究 
 1990 年代より、GPxやチオレドキシンレダクターゼなどのセレンタンパク質と活性窒素種と
の相互作用では、Se-ニトロソセレノシステイン（Sec–SeNO）が中間体として生成し、活性窒
素種が媒介する信号伝達過程や nitrosative stress において重要な役割を果たすと提唱され
てきた。しかし、Sec–SeNO は生体系、人工系のいずれにおいても観測例すらなく、化学種の
存在自体に実験的根拠がない状況であった。cradled peptide モデル系を用いて検討したとこ
ろ、Sec–SeNO は Sec–SeOH以上に 2分子間過程による失活を起こしやすいことが明らかになっ
た。そこで、キャビティサイズを拡大した分子 cradle を新たに開発し、それを活用すること
で安定な Sec–SeNO の合成を初めて達成した。得られた Sec–SeNO とシステインチオールや還元
剤であるジチオトレイトールとの反応について検討し、GPx と活性窒素種との相互作用として
提唱されてきた反応過程を実験的に証明することに成功した。今回得られた Sec–SeNO のスペ
クトル的性質および反応性に関する情報は、タンパク質中での Sec–SeNO の同定や作用機序の
解明を行う際の標準データとして重要になると考えられる。 
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