
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４３１５

基盤研究(B)（一般）

2015～2011

セレン含有タンパク質生合成に関わるセレン特異的化学変換機構の解明

Mechanism of selenium-specific chemical transformation in selenoprotein 
biosynthesis

３０３２４６９３研究者番号：

三原　久明（Mihara, Hisaaki）

立命館大学・生命科学部・教授

研究期間：

２３３８００６０

平成 年 月 日現在２８   ６   ９

円    14,600,000

研究成果の概要（和文）：セレンタンパク質の生合成において、細胞内で生成する活性型セレンの化学形態を明らかに
し、セレノリン酸シンテターゼに特異的に転移されセレノリン酸に変換される反応の詳細を解析した。さらに、無機セ
レン(亜セレン酸、セレン酸)からセレンタンパク質に至るセレン転移・供給経路についても焦点を当て、関与する酵素
群の同定およびそれらの構造機能の詳細を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to clarify active selenium species that is formed in 
selenoprotein biosynthesis. We analyzed the detailed reaction of specific transfer of the active selenium 
species to selenophosphate synthetase. In addition, we focused on the selenium transfer pathway from 
inorganic selenium, selenite and selenate, to selenoproteins. Enzymes involved in the selenium transfer 
pathway have been identified, and their structure and function have been characterized.

研究分野：応用微生物学・酵素学
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１．研究開始当初の背景 
 生物にとってカルコゲン（酸素、硫黄、セ
レン）は反応性が高い毒物となり得るが、長
い進化の過程でその反応性を巧みに利用し
生命活動を維持してきた。この内セレンは最
も毒性が高いため生体には微量にしか存在
しない。しかし、重篤な欠乏症（克山病）で
は死亡率が高く、セレンタンパク質を合成で
きないマウスは胎生致死になることも知ら
れる。生命活動を支えるセレンの大半は、セ
レンタンパク質としてその機能を発現する
と考えられている。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
が解析してき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（下図左）、
共翻訳的にタンパク質に取り込まれる（下図
右）。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。これまでに、セレンタン
パク質生合成因子の同定が精力的に行われ、
近年では、複数種のタンパク質が tRNAを含
んだ超複合体を形成することでセレン選択
的化学変換およびユニークな翻訳イベント
が起こると考えられている。本研究代表者ら
もセレノシステイル-tRNAに至る一連の反応
を触媒する酵素群の立体構造と反応機構を
明らかにし、共翻訳的挿入過程に関わる新規
因子も明らかにしてきた (J Biol Chem 275, 
6195; J Biol Chem 275, 23769; J Biochem 131, 
679; Proc Natl Acad Sci 99, 6697; J Biochem 143, 
467など)。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、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、下図に示す基本モデル以外に、セレ
ンを選択的に活性化しセレンタンパク質へ
と導く化学変換の詳細な機構のほとんどは
明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 必須微量元素であるセレンは、同族の硫黄、
酸素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)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。セレンの量を
遥かに上回る硫黄豊富な生体内環境下で、
様々な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。本研究の目的は、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

動態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。本研究では、細胞内で生成する活性
型セレンの化学形態を明らかにし、それがセ
レノリン酸シンテターゼに特異的に転移さ
れセレノリン酸に変換される反応の詳細を
解明する。これに伴い、活性型セレンの転移
に関与する未知因子を同定し、その構造機能
を明らかにする。さらに、未だ不明な点が多
く残る無機セレン(亜セレン酸、セレン酸)か
らセレンタンパク質に至るセレン転移・供給
経路についても焦点を当て、関与する酵素群
の同定およびそれらの構造機能の詳細を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）セレンタンパク質生合成におけるセレ
ノリン酸合成酵素への基質供給体の解析 
 微生物の中には、毒性の高いセレンオキシ
アニオン (セレン酸・亜セレン酸) を還元し、
菌体外にセレン粒子もしくはジメチルセレ
ニドとして排出するものが存在する。
Pseudomonas 属細菌はこれらセレン排出機
構を持つ一方で、必要量のセレンをセレンタ
ンパク質中に取り込む機構も有する。高濃度
セ レ ン 地 帯 の 土 壌 か ら 単 離 さ れ た 
Pseudomonas sp. F2a 株は、高い亜セレン酸耐
性能を有し、また、水環境中で安定に存在す
るセレン酸を好気条件下で元素状セレンに
還元することが出来る。そのため、本株には
セレン排出ならびに取り込みに関わる一連
の機構が存在すると推定される。 
 セレノリン酸合成酵素はセレニド (Se2-) 
と ATP を基質としてセレノリン酸を生成す
る。セレノリン酸はその後、セレノシステイ
ン合成酵素に受け渡され、セレノシステイル
-tRNAsec に変換されることがわかっている。
一方、菌体内におけるセレニドの供給源につ
いては未だ不明な点が多い。現在、グルタチ
オン、チオレドキシン、グルタレドキシン等
の還元分子がセレニドの供給に関与してい
ると考えられている。そこで、 Pseudomonas 
sp. F2a 株由来セレノリン酸合成酵素のカイ
ネティクス、また大腸菌欠損株を用いた in 
vivo試験による基質供給源の同定を行った。 
（２）Cellulomonas sp. D3a のカルコゲンオキ
シアニオン還元機構 
 第 16 族に属するセレン  (Se) とテルル 
(Te) は、その半導性から先端産業分野では欠
かせない元素である。しかし、それぞれのオ
キシアニオン（亜セレン酸・セレン酸・亜テ
ルル酸・テルル酸）は有毒性があり、工場排
水や土壌への流出により環境汚染の要因の 1
つとなっている。これまでに Se オキシアニ
オンを元素状 Se に還元する酵素はいくつか
報告されているが、その反応機構については
明らかにされていない。さらに、亜テルル酸
還元に関わる酵素はいくつか報告されてい
る一方で、嫌気下でのテルル酸の還元は



Escherichia coliの変異株を用いた解析からモ
リブデンの関与が示唆されているのみで、そ
の還元酵素や代謝機能については未だ報告
がない。本研究では、高濃度セレン地帯の土
壌から単離された Cellulomonas sp. D3a株の
ユニークなカルコゲンオキシアニオン還元
能に注目し、その還元特性を明らかにするこ
とを目的とした。そのために、トランスポゾ
ンを用いたランダム変異導入によりテルル
酸還元能が低下した変異株 (IN1 株) を選抜
し、諸性質の解析を行った。さらに、本菌株
の全ゲノム配列を次世代シーケンサー 
(Illumina) により解読し、得られた遺伝子情
報を基にバイオインフォマティクス解析を
行うことで、IN1 株のカルコゲンオキシアニ
オン還元酵素の特定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）セレンタンパク質生合成におけるセレ
ノリン酸合成酵素への基質供給体の解析 
 Pseudomonas sp. F2a セレノリン酸合成酵
素をコードする遺伝子 selD を pColdI に組
み込み、pColdI_F2a_selD を作製した。これ
を E. coli BL21(DE3) に導入し、発現した
His-tag 融合タンパク質を Ni-NTA カラムを
用いて精製した。本酵素の活性は好熱菌由来
ピルビン酸リン酸ジキナーゼ (PPDK) と乳
酸脱水素酵素 (LDH) を用いた共役アッセイ
法により測定した。ジチオスレイトール 
(DTT) を用いて合成したセレニドに対する 
Km 値は 15.7 µM、F2a チオレドキシンを用
いた場合は 8.47 µM となった。また、還元
型グルタチオン (GSH) や -メルカプトエ
タノールを用いた場合は反応が圧倒的に遅
く、測定が困難であった。このことから、DTT 
やチオレドキシンのような分子内に二つの
チオール基を持つ還元分子が効率よくセレ
ノリン酸合成酵素へ基質を供給しているこ
とが明らかとなった。また、E. coli のセレン
タンパク質であるギ酸脱水素酵素活性を指
標としてセレンタンパク質合成に関与する
遺伝子の探索を行った。E. coli の一遺伝子欠
損株コレクションに対するギ酸脱水素酵素
活性を評価した結果、trxA の欠損株において
活性の低下が見られた。trxA はチオレドキシ
ンをコードしているため、チオレドキシンが
セレンタンパク質生合成に関与している可
能性が示唆された。また、グルタチオン合成
酵素をコードする gshB の欠損株において
は活性の低下が見られなかった。以上より、
GSH ではなくチオレドキシンがセレンタン
パク質合成に関与している可能性が示唆さ
れた。 
（２）Cellulomonas sp. D3a のカルコゲンオキ
シアニオン還元機構 
 好気・嫌気両条件下における Cellulomonas 
sp. D3a 株のオキシアニオン還元能を調べた。
各オキシアニオン存在下で本菌を培養した
結果、本菌は好気・嫌気下においてテルル酸
を還元する一方、嫌気下のみにおいて亜セレ

ン酸を還元することを見出した。また、亜セ
レン酸およびテルル酸の還元により生じた
元素状 Se・Te の細胞内外の蓄積を走査型電
子顕微鏡  (SEM) および透過電子顕微鏡 
(TEM)を用いて観察した。その結果、亜セレ
ン酸の還元に伴い菌体表面に Se 粒子とみら
れる物質が観察された。一方で、テルル酸の
還元では、菌体表面には Te 粒子とみられる
物質は観察できず、500 nm を超える針状の
テルル粒子とみられる物質が細胞を貫く状
態で観察された。これまでに、好気下でテル
ル酸を還元できる細菌はほとんど報告され
ておらず、本菌が新奇なテルル酸還元系を有
することが示唆された。そこで、本菌の持つ
テルル酸還元に関与するタンパク質を同定
するために、テルル酸還元能を指標にしたス
クリーニングを行い、テルル酸還元能が低下
した変異株（IN1 株）を得た。本変異株にお
けるトランスポゾン挿入部位の特定により、
変異を受けた遺伝子の同定を試みたが、ゲノ
ム解析の結果ではゲノム上にトランスポゾ
ンの挿入が認められなかった。一方で、バイ
オインフォマティクス解析により、IN1 株に
おけるカルコゲンオキシアニオン還元酵素
の推定を試みた。得られた IN1 株の全ゲノム
配列に対して、BLAST検索を行った結果、こ
れまでにカルコゲンオキシアニオン還元酵
素として報告されている酵素のホモログが
複数見出だされた。一方、これまでにテルル
酸還元にはモリブデンの関与が示唆されて
きたが、本菌のゲノム上には、モリブデンコ
ファクター生合成系酵素群が存在しなかっ
たことから、本菌がこれまでに報告されてい
ない新奇のテルル酸還元酵素を有すること
がゲノム解析から支持された。 
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