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研究成果の概要（和文）：微量必須元素セレンは、肝臓で合成されるセレンタンパク質P(SELENOP)と細胞膜上の
低密度リポタンパク質受容体の一つであるアポリポプロテインE受容体２（ApoER2）によるエンドサイトーシス
を介して輸送される。ApoER2は細胞外シグナルをそのリン酸化によって細胞内に伝達する機能も持つ。SELENOP
はApoER2のリガンド結合部位ではなくβプロペラドメインに結合することから、シグナル伝達を変化させること
が考えられ、血管内皮細胞内の遺伝子発現を変化させることを見出した。またニューロンにおけるドパミン代謝
を調節することが観察された。

研究成果の概要（英文）：Selenium, an essential trace element, is transported via endocytosis 
mediated by selenium-binding protein P, synthesized in the liver, and apolipoprotein E receptor 2 
(ApoER2), one of the low-density lipoprotein receptors on the cell membrane.ApoER2 has the ability 
to transmit extracellular signals into the cell through its phosphorylation. SELENOP, on the other 
hand, binds to the β-propeller domain of ApoER2 rather than its ligand-binding site, suggesting 
that it may alter signal transduction and regulate gene expression in vascular endothelial cells. It
 has also been observed to regulate dopamine metabolism in neurons.

研究分野： 分子栄養学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セレンタンパク質Pはセレンを輸送する血中糖たんぱく質であることが知られているが、その受容体である
ApoER2への結合部位が他の受容体結合たんぱく質と異なることから、ApoER2が持つシグナル伝達機能を調節する
ことが考えられた。ApoER2は血管内皮細胞に発現しており、セレンタンパク質Pを作用させると、細胞増殖にか
かわるWntカテニン経路にかかわる遺伝子が変動した。またニューロンのドパミン代謝回転を変化させた。これ
らはセレンを持たないセレンタンパク質P変異体でも同様の変化が起こったことから、セレンタンパク質Pの構造
がApoER2のシグナル伝達に重要であることが示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
セレンは必須微量元素であり、生体の恒常性維持に重要な機能を持つ。一方で 2 型糖尿病を

悪化させることが報告されている。これにはセレノプロテイン P（SELENOP）がグルコースと摂
取セレンに比例して過剰に産生することが一因となることが報告されている。糖尿病は神経障
害、網膜症、腎症、冠動脈疾患、脳血管障害、末梢動脈疾患を引き起こすことから血管障害病
ともいわれる。本研究の目的は、LDL 受容体ファミリーに属するアポリポプロテインＥ受容体
2(ApoER2) が介するシグナル伝達に着目し、SELENOP による血管障害の分子メカニズムを明ら
かにすることである。具体的には、ApoER2 のシグナル伝達経路を SELENOP が調節する分子メ
カニズムを明らかにする。 
 
２．研究の目的 
セレンは哺乳類の微量必須元素であり、植物由来のセレノメチオニンや動物由来のセレノシ

ステイン、無機セレン源を含む食物が消化吸収され体内で利用される。セレンの所用量は一日
あたり 20 マイクログラムといわれ、その 20 倍量を超える過剰量のセレンを摂取し続けると、
嘔吐・下痢・腹痛・手の痺れ・異常月経出血・脱毛や爪の変形・腎障害・神経障害・心筋梗塞
といった症状が出るため、生体内での利用も調節されている。ヒトでは甲状腺ホルモン活性化
酵素やグルタチオンペルオキシダーゼ、チオレドキシンレダクターゼや小胞体でたんぱく質の
品質管理にかかわる酵素など 25 種のタンパク質にセレンが利用されており、セレン欠乏では神
経の発達や精子形成が阻害される。またセレンは主にこれら酸化還元にかかわる酵素の活性中
心に位置しており、恒常性維持に関わっている。役目を終えたセレンを含むたんぱく質は分解
されセレノシステインというアミノ酸になるが、セレノシステインリアーゼによってセレンと
アラニンに分解され取り出されたセレンは再度セレンタンパク質のセレンに再利用される。ま
た一部のセレノシステインを含むペプチド鎖は LDL 受容体ファミリーに属する megalin によ
って腎臓で再吸収を受けることから、微量なセレンを生体内で再利用する仕組みが備わってい
るため、比較的欠乏症が出にくい必須微量元素である。長期的にセレン欠乏食を摂取した場合
に生じるセレン欠乏症はセレンを摂取することで回復することが知られている。ヒトでは主に
肝臓で生合成され分子内に最大 10 個のセレンを持つ SELENOP が、血液を介してセレンを必要
とする臓器への輸送を担っている。哺乳類の組織への配分は SELENOP の受容体を介してセレン
が能動的に受け渡しされることで制御されている。SELENOP は、apoER2 の apoE 結合ドメイン
ではなく、β プロペラードメインにセレンを多く含有する C 末端ドメインが結合し、クラス
リンによるエンドサイトーシスを受ける。細胞内に取り込まれた LDL 受容体に結合したリガン
ドを含む小胞内はプロトンポンプによって酸性になる。この酸性条件では LDL 受容体のリガン
ド結合部位とβプロペラ部位が結合しやすくなり、受容体に結合していたリガンドが外れ、リ
ガンドが分解される一方で受容体は再度細胞膜上に移動し再利用される。このようにβプロペ
ラ部位はリガンドの結合と乖離を調節するが、SELENOP は ApoER2 のβプロペラ部位に結合する
ことから、ApoER2 の機能を変化させることが考えられた。ApoER2 にはリガンドのエンドサイト
ーシスの他に、リガンドとの結合を細胞内に伝え、細胞内ドメインのリン酸化やシグナル伝達
たんぱく質の活性調節を行うことが知られている。神経では LDL 受容体ファミリーに属する
ApoER2 と VLDLR が協調し、リーリンたんぱく質の刺激を細胞内の DAB1 たんぱく質のリン酸化
として伝えることで胎生期における神経細胞の伸長、成体期の記憶形成、シナプス可塑性を制
御している。そこで本研究では SELENOP とその受容体である ApoER2 との相互作用によるシグナ
ル伝達について生理的解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ApoER2 と SELENOP の結合に重要な部位を特定するとともに、脳の SELENOP が海馬の ApoER2

を刺激し、ドパミンを調節する機構について分子的な解析を行った。部位特異的にアミノ酸を
変異させ、セレノシステイン残基をシステイン残基にした SELENOP 変異体を培養細胞や脳切片
とインキュベートし、受容体への刺激について解析を行った。 
(1) SELENOP を特異的に認識するラットの抗体を使用し、マウスの血清から SELENOP たんぱく

質を精製した。またマウスの SELENOP をコードする遺伝子を V5タグを N末端もしくは C末
端に連結しクローニングしたものを使用し、部位特異的変異によってセレノシステインを
システインに変異させたプラスミドを作製した。このプラスミドを HEK293T 細胞に導入し、
細胞上清に SELENOP たんぱく質を発現させた。これら分泌たんぱく質を V5タグ抗体で精製
した。 

(2) マウスのApoER2たんぱく質をコードする遺伝子のC末端側にGFPたんぱく質をコードする
遺伝子を連結したプラスミドを作製し、部位特異的変異によってβプロペラ部位のアミノ
酸を変化させたたんぱく質を HEK293T 細胞膜上に発現させた。LDLR たんぱく質をコードす
る遺伝子についても同様の手法で HEK293T 細胞膜上に発現させ、SELENOP の結合解析に使
用した。 

(3) マウスの血管内皮細胞由来の TKD2 細胞に ApoER2 が発現することをリアルタイム PCR で確
認し、SELENOP が取り込まれセレンタンパク質の mRNA の発現を解析した。 

(4) ウエスタンブロット法によって、AKT pS473 抗体と eNOS pS1177 抗体で各リン酸化量を解
析した。 



(5) TKD2 細胞に SELENOP を短時間暴露し、細胞内のシグナル伝達にかかわる遺伝子群の変動を
プライマーアレイを用いたリアルタイム PCR によって解析した。 

(6) マウスの脳切片上でドパミンの定量を行う高速スキャンサイクリックボルタンメトリー
（fast-scan cyclic voltammetry, FSCV）を行い、SELENOP たんぱく質とのインキュベー
トによるドパミンの代謝回転の変化を解析した。 

 
４．研究成果 
精製した SELENOP を用いて、TKD2 細胞のシグナル伝達にかかわる遺伝子群のうち、βカテニ

ン経路の遺伝子群が変動することを明らかにした。また SELENOP を 1分、5分、10 分の暴露に
よって、AKT のリン酸化が生じることを確認し、8時間後に消失することを確認した。この短時
間の暴露では SELENOP のセレンが細胞内で分解、代謝を受けセレンタンパク質として利用され
たために生じる酵素の機能によるものではなく、細胞表面の受容体との結合が引き起こしたも
のと考えられた。そこで、たんぱく質生合成を停止させるシクロヘキシミドで処理した細胞で
同様の解析を行い、AKT のリン酸化が生じることを確認した。この結果は SELENOP が細胞内シ
グナルにかかわることを示唆していると考えられた。 
中脳辺縁系のドパミンの放出は覚せい剤の乱用を引き起こし、特に依存性の高いアンフェタ

ミンの窒素をメチル基に置換したメタンフェタミンはニューロン末端を変性させる。メタンフ
ェタミンはドパミン輸送体 （dopamine transporter, DAT)のドパミン輸送による再取り込みを
阻害し、シナプス間隙のドパミン濃度を上昇させる。また小胞型モノアミン輸送体 2 
（vesicular monoamine transporter 2, VMAT-2）VMAT-2 の機能を妨害し、ドパミンの小胞へ
の濃縮を抑制する。こうしてシナプス細胞内のドパミン濃度は上昇し、DAT を逆流させる。過
剰なドパミンはモノアミン酸化酵素による分解や自動酸化により ROS を生成する他、フリーラ
ジカルであるドパミンセミキノンやドパミン O-キノンになり、タンパク質のシステイン残基へ
の反応によりタンパク質の凝集など細胞毒性を引き起こす。そこでドパミンの代謝回転とメタ
ンフェタミンによる毒性にセレンがどのような分子形態で作用しているのか解析した。 
SELENOP が分解されセレンがセレンタンパク質に変換されることでセレンによる神経細胞の保
護が生じるのか、それとも SELENOP タンパク質自体に脳のドパミン代謝を調節する機能がある
のかということについて検証した。マウス脳の海馬を含む生切片に人工的な脳脊髄液で灌流し、
高速スキャンサイクリックボルタンメトリー（fast-scan cyclic voltammetry, FSCV）を用い
てドパミンの放出と取り込みを測定した。FCSV は、炭素電極と電極で生切片を挟み、炭素電極
側から電位を繰り返し掃引することでドパミンを酸化還元し電流値を測定した。電流値は細胞
外のドパミンの濃度勾配に換算した。ドパミンの放出を誘導するために、脳切片に電極を置き、
10 回連続的に電流が流れる向きを交互に変えて刺激を与えた。電気刺激で誘発されたドパミン
放出量の測定には、0.1 秒ごとに電位をかけ、電位に対する電流の変化を測定し、ドパミンの
酸化と酸化電位を示すピーク電流変化でサイクリックボルタモグラムを作製した。人工脳脊髄
液中にメタンフェタミンなど添加しながらニューロンから放出されたドパミンを測定した。セ
レンを輸送する SELENOP がドパミンの放出に関わるかどうかを調べるため、SELENOP の遺伝子
が破壊されたマウス（SELENOP-KO）と野生型のマウスの脳切片のドパミン放出について測定し
たところ、SELENOP-KO では顕著にドパミン放出量が低下していた。また野生型に比べて
SELENOP-KO ではメタンフェタミンによって細胞外のドパミン放出量が上昇していた。さらに
SELENOP-KO ではドパミンの再取込みも低下していた。 
 SELENOP-KO マウスでは、野生型に比べ VMAT-2 のタンパク質発現量が腹側中脳で 182％、腹側
線条体で 211％と上昇しており、ドパミン D2受容体（D2R）のタンパク質量も腹側線条体で 157％
と上昇していた。どちらの部位も L-ドパを生合成するチロシン水酸化酵素のタンパク質発現量
が上昇傾向にあった。またシナプス間隙からシナプスへドパミンの再取り込みを行う DAT の発
現量に対して、シナプス内でドパミンをシナプス小胞に取り込む VMAT-2 の発現量（VMAT-2/DAT）
を比べることでドパミン小胞の生成に変化があるか調べた。野生型に比べ SELENOP-KO では腹側
中では上昇傾向、腹側線条体で約 150％と顕著に上昇していた。このためメタンフェタミンに
よって、小胞からのドパミンの放出量が増えたのではないかと考えられた。電気刺激の直前に
SELENOP-KO の脳切片に精製した SELENOP タンパク質を含む灌流液を作用させると、メタンフェ
タミンによるドパミン回転が野生型のレベルへと回復した。この現象はセレノシステイン残基
をシステイン残基へと変異させセレンを含有しない SELENOP-Cys でも観察された。一方で飲み
水にセレンを過剰量与えた SELENOP-KO マウスの脳切片ではドパミン代謝回転は回復しなかっ
た。これは SELENOP タンパク質のセレンが脳の細胞に取り込まれ元素として利用されたからで
はなく、SELENOP のタンパク質自体がドパミン回転に作用していることを示唆している。 
 SELENOPの受容体の一つであるApoER2は SELENOPの C末端側のドメインのアミノ酸配列に結
合する。そこでこの結合に必要なアミノ酸配列を破壊した SELENOP を SELENOP-KO マウスの脳切
片に作用させたが、メタンフェタミンによるドパミン代謝回転は野生型のようには回復しなか
った。これはメタンフェタミンのドパミン代謝回転に SELENOP と ApoER2 の結合が必要であるこ
とを示唆している。アンフェタミンは D2R の自己抑制を遮蔽し、ドパミン作動性ニューロンの
発火を促進する。そこで SELENOP-KO では D2R の発現が上昇した結果、メタンフェタミン刺激に
よるドパミン濃度が野生型よりも高くなったのかを確認するため、D2R の作動薬クインピロー
ルで D2R の自己抑制を引き起こした。D2R の自己抑制下では、野生型も SELENOP-KO もベースラ



インのドパミン放出が抑制され、メタンフェタミン刺激下でもドパミン濃度の上昇が抑えられ
た。逆にD2Rの拮抗薬であるスルピリドでD2Rの自己抑制が阻害されると、野生型もSELENOP-KO
もメタンフェタミン刺激によるドパミン濃度の上昇が見られなくなるほど顕著に放出された。
このことから SELENOP タンパク質は、D2R の自己抑制を直接促進することで、SELENOP-KO で見
られたドパミン濃度の上昇を回復させていることが示唆された。メタンフェタミン暴露によっ
て、シナプス間隙のドパミン濃度が上昇すると、D2R の自己抑制によって、ドパミン小胞の放
出が抑制される。この D2R の自己抑制に SELENOP と ApoER2 の結合が重要な役割を担っているこ
とが示唆された。SELENOP と ApoER2 との結合が、メタンフェタミン暴露によって過剰に放出さ
れるドパミン小胞の放出を抑制する D2R の働きを促進することが示唆された。ApoER2 は脳の発
達段階で神経の伸長に関わったり、N-メチル-D-アスパラギン酸受容体 （NMDAR）と相互作用を
することが知られている。シナプス前細胞の軸索末端の脱分極で、カルシウムイオン依存的に
NMDAR が活性化することでドパミン放出が促進されるので、SELENOP が結合した ApoER2 によっ
て、ドパミン放出の抑制が調節されていることも示唆された。 
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