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研究成果の概要（和文）：セレノプロテインP（SeP）は、必須微量元素セレンを含む血漿蛋白質である。SeP
は、細胞にセレンを運ぶトランスポーターとしての機能を有する。しかしながら、SePのセレン運搬メカニズム
は未だ不明な点が多い。本研究では、骨格筋や膵臓、リンパ球など複数の細胞系でSeP受容体を同定した。さら
に、親和性の異なる受容体を発見し、そのセレン運搬機構の違いを明らかにした。以上、SePのセレン運搬機構
の分子メカニズムが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Selenoprotein P (SeP) is plasma selenoprotein containing essential trace 
element selenium. SeP functions as a transporter of selenium, delivering selenium to the cells. 
However, details of selenium-transport mechanisms of SeP remain unknown. In the present study, we 
identified SeP receptors in several tissues such as skeletal muscle, pancreas, and lymphocytes. 
Further, we identified SeP receptors with different affinity for SeP, and found a different 
molecular pathway to transport selenium of SeP to the cells. Collectively, we revealed 
selenium-transport mechanisms of SeP. 

研究分野： 生化学　細胞生物学

キーワード： トランスポーター　セレン　受容体
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１．研究開始当初の背景 
	 セレノプロテイン P（SeP）は、必須微量
元素セレンを含む血漿タンパク質である。
SePは、細胞にセレンを運ぶトランスポータ
ーとしての機能を持つ。SePは、生体内で酸
化ストレス防御に重要な役割を果たしてい
るが、その一方で、SePが過剰に存在すると
糖尿病のリスクが増加する。セレンの栄養学
的な重要性や疾患との関係が明らかになっ
てきているが、SePのセレン運搬メカニズム
は未だ不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、SePによるセレン運搬の第一
ステップとなる細胞膜表面の SeP 受容体を
同定する。次に、SePに含まれるセレンがど
のようにして細胞内のセレン含有タンパク
質に取り込まれるか、分子レベルで解明する。
以上の研究により、SePのセレン運搬メカニ
ズムを解明することを目的として行う。 
 
３．研究の方法 
	 SeP の細胞表面への結合および SeP 受容体
の同定を行った。75Se 標識 SeP を用いて、細
胞膜への特異的な結合や親和性を明らかに
した。これまでに報告されている LRP8
（ApoER2）やメガリンの発現解析を Real	time	
PCR 法を用いて行った。SeP 受容体の発現が
不明な細胞については、SeP-受容体複合体を
クロスリンクし、この複合体に反応する抗体
を選別した。さらに、免疫学的手法を用いて
SeP 受容体を精製し、質量分析法を用いて SeP
受容体を同定した。SeP の細胞内取り込みは、
SeP 存在下で培養した細胞を洗浄後、細胞可
溶化物を調製し、可溶化物中の SeP 量から見
積もった。SeP のセレン運搬作用は、細胞内
セレン含有タンパク質であるグルタチオン
ペルオキシダーゼ 1（GPx1）の発現量から評
価した。標的分子が SeP 受容体として機能す
るかは、siRNA によるノックダウンにより確
認した。本研究では、骨格筋や膵β細胞、T
リンパ球細胞モデルにおける SeP 受容体を解
析した。実験に用いた SeP タンパク質は、ヒ
ト血漿から精製して用いた。	
	
４．研究成果	
	 以下、論文報告（発表論文①）に至った骨
格筋における SeP 受容体について得られた結
果を主に記す。	
	
（１）75Se 標識 SeP
解析系の構築	
	 ヒト SeP を発現す
るヒト肝がん由来
HepG2 細胞に、75Se を
添加し、三日間培養
した。培養後、培養
上 清 を 回 収 し 、
Ni-NTA カラムクロマ
トグラフィーにより

上清中に分泌された 75Se 標識 SePを部分精製
した。精製した 75Se 標識 SeP を SDS-PAGE に
より分離し、オートラジオグラフィーにより
単一バンドを示すことを確認した（図１）。
75Se 標識 SeP のタンパク濃度は、サンドイッ
チ ELISA 法を用いて決定した。	
	
（２）75Se 標識 SeP を用いた結合アッセイ系
の構築	
	 精製した 75Se 標識 SePを対象となる細胞に
可変量添加し、4℃で 1 時間反応した。反応
後、細胞を洗浄し、細胞を可溶化させた。可
溶化物中の 75Se 量により SeP結合量を評価し
た。また、SeP の特異的な結合は、500 倍量
の未標識 SeP存在下における 75Se 結合量との
差から求めた。図２に、骨格筋由来 C2C12 筋
細胞における SeP 結合解析の結果を示した。
筋分化した C2C12 細胞において、SeP の特異
的な結合が観察された。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
（３）SeP 受容体の KO 細胞における SeP 結合
解析	
	 骨格筋では、SeP 受容体として報告されて
いる ApoER2 やメガリンの発現量が低かった
が、LRP1 の顕著な発現が認められた。そこで、
LRP1 に対する siRNA 系を構築し、SeP 結合解
析を行った。LRP1 をノックダウンした C2C12
細胞において、SeP の特異的結合の低下が認
められ、LRP1 が SeP 受容体として機能すると
考えられた（図３）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
（４）SeP 受容体のノックダウンによる SeP
の細胞内取り込みおよびセレン運搬の低下	
	 SeP 受容体のノックダウンにより、SeP の
細胞内取り込みやセレン運搬が抑制される
か検討した。その結果、LRP1 をノックダウン
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Figure 2 SeP suppresses ROS-induced AMPK phosphorylation and Ppargc1a gene expression in cultured myotubes through LRP1. (a) Representative 
western blot images (left) and quantification (right) of AMPK phosphorylation in H2O2-stimulated C2C12 myotubes that were pretreated with SeP (n = 4 
wells each). (b–d) Effects of SeP treatment on Gpx1 (b) and Selenow (c) expression (n = 6 wells each) and on GPX1 and SelW production (d) in C2C12 
myotubes. In d, the western blot is representative of four experiments. (e) Effect of SeP on Ppargc1a expression in C2C12 myotubes in the presence 
of 300 M H2O2 (n = 6 wells per group). (f,g) Representative western blot analysis for AMPK-  expression (f) and real-time PCR analysis for Ppargc1a 
mRNA expression (g) in C2C12 myotubes without or with Prkaa1 and Prkaa2 knockdown, and without or with SeP treatment in the presence of H2O2 
(n = 4 wells per group for cells treated with the negative-control siRNA; n = 5 wells per group for cells treated with the Prkaa1- and Prkaa2-specific 
siRNA). (h–j) Representative western blot analysis (of n = 2 independent experiments

.

m
) for LRP1 expression (h) and real-time PCR analysis (n = 6 wells 

per group) for Gpx1 (i) and Ppargc1a (j) expression in C2C12 myotubes in which Lrp1 was knocked down and that were not or were treated with SeP, 
in the presence of H2O2. (k,l) Representative western blot analysis (k) and quantification (l) of AMPK phosphorylation in C2C12 myotubes without or 
with Lrp1 knockdown, without or with SeP pretreatment, in the absence or presence of H2O2 (n = 4 wells per group). (m) Binding of 75Se-labeled SeP 
to C2C12 cells (n = 3 wells per group). (n) Specific binding between 75Se-labeled SeP and C2C12 myotubes in which Lrp1 expression was not or was 
knocked down (n = 4 wells per group). (o) Representative western blot analysis of SeP uptake in C2C12 myotubes in which Lrp1 was not or was knocked 
down and that were not or were treated with SeP for 30 min

.

m
. For box plots in a, center lines show the medians, box limits indicate the 25th and 75th 

percentiles, whiskers extend 1.5× the interquartile range from the 25th and 75th percentiles and data points are plotted as dots. In b,c,e,g,i,j,l–n, data 
are represented as mean  s.e.m. *P < 0.05, **P < 0.01; n.s., not significant; by two-tailed Student’s t-test (b,c,e), or one-way ANOVA and Tukey’s post 
hoc test (a,g,i,j,l,n). Full images for western blots are shown in Supplementary Figures 6 and 7. 
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した筋分化 C2C12 において、細胞内への SeP
取り込み量および細胞内セレン含有タンパ
ク質レベルの低下が認められた。	
	 ヒト横紋筋由来 RD 細胞では、SeP 受容体候
補分子として、LRP8（ApoER2)および LRP1 の
発現が認められた。そこで、両者の受容体が
SeP の取り込み寄与するか、各受容体候補分
子の siRNA 系を構築し、SeP の細胞内取り込
みおよびセレン運搬作用がどのように変化
するか解析を行った。RD 細胞における LRP1	
siRNA の効果を図４に示した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 図４の結果から RD 細胞に発現している
LRP1 が SeP 受容体として作用し、SeP のセレ
ン運搬作用に重要な役割を果たしているこ
とが明らかとなった。次に、RD 細胞に発現し
ている LRP8（ApoER2）も機能するか、同じく
RD 細胞に対して siRNA を用いて検証した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 図５に LRP8 に対する siRNA の効果につい
て検証した結果を示した。LRP8 の欠乏によっ
ても、SeP の細胞内取り込みが低下し、セレ
ン運搬作用が抑制された。この結果から、
LRP1と LRP8の両方を発現するRD細胞におい
て、両方の受容体が、SeP の細胞内取り込み
およびセレン運搬作用に寄与することが明
らかとなった。	
	
	 以上、SeP のセレン運搬に関与する受容体
が明らかとなり、SeP の細胞内取り込みおよ
びセレン運搬の解析系を確立することがで
きた。類似の方法を用いることで、膵β細胞
やリンパ球での SeP 受容体が明らかとなった。	
	
（５）SeP 中和抗体の作用	
	 SeP 受容体に関する研究から培った SeP の

細胞内取り込みやセレン運搬作用の解析系
を応用し、SeP のセレン運搬作用を抑制する
中和抗体のスクリーニングを行った。その結
果、研究室で作製した SeP に対するモノクロ
ーナル抗体の内、AE2 が最も強いセレン運搬
抑制作用を持つことが明らかとなった。培養
細胞系で認められた AE2 の SeP 中和作用を、
in	vivo でも検証を行った。ヒト SeP 投与 2
時間前に AE2 抗体を投与し、各組織への SeP
の取り込み、セレン運搬作用に対する AE2 の
効果を検証した。その結果、骨格筋における
SeP の取り込みおよびセレン運搬作用の抑制
効果が認められた（図６）。この結果から、
SeP 中和抗体 AE2 は、in	vivo においても機
能すると考えられた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 これまでに、ヒト SeP の投与により、
C57BL/6J マウスのインスリン抵抗性が増加
し、耐糖能異常が生じることが明らかとなっ
ている。AE2 が SeP のセレン運搬作用の抑制
効果を示したことから、AE2 投与による耐糖
能の改善効果について検討した。その結果、
図７に示すように、SeP 投与による耐糖能異
常（血糖値の増加）が、AE2 抗体投与により
有意に低下した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 以上の結果から、SeP の結合およびセレン
運搬作用を抑制する中和抗体 AE2 が、SeP に
より誘導される耐糖能異常を抑制すること
が明らかとなった。	
	
（６）まとめ	
	 以上の研究から、SeP によるセレン運搬作
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Genetic predispositions, such as single-nucleotide polymorphisms, 
have been reported to be associated with resistance to ATP synthesis 
after exercise training in relatives of people with type 2 diabetes24. 
However, notably, more recent studies have suggested that epigenetic 
modifications in the skeletal muscle, such as DNA methylation, might 
affect the responsiveness to exercise training in patients with type 2 
diabetes and obesity25,26. Further studies will provide insights into 
the involvement of SeP in exercise-induced epigenetic modification 
in the skeletal muscle in people with overnutrition.

Our study raises questions about what kinds of situations, aside 
from overnutrition-related conditions such as type 2 diabetes, SeP 
may be involved with to modulate exercise responsiveness in humans. 
Notably, an early clinical study on Danish people reported a positive 
correlation between SeP concentrations in blood and age27. Although 

the mechanism by which aging increases the circulating levels of SeP 
is unknown presently, our current report raises the possibility that SeP 
contributes to the development of aging-related exercise resistance in 
humans, regardless of the onset of type 2 diabetes.

We identified SelW as a previously unknown downstream target 
of SeP in cultured myotubes. SelW is the smallest selenoprotein with 
antioxidative capacity that is expressed abundantly in the skeletal 
muscle28. SelW has been reported to be upregulated during differenti-
ation and to enhance myogenesis in C2C12 myotubes29. To date, how-
ever, the actions of SelW on exercise responsiveness remain unclear. 
Further studies are needed to clarify the contribution of SelW in the 
onset of SeP-induced exercise resistance.

We do not yet know whether LRP1 is the sole receptor of SeP in 
the skeletal muscle. Previously, ApoER2 and LRP1 were identified as 
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Figure 4 SeP functions in human muscle cells and predicts ineffectiveness of training in human subjects. (a) Expression levels of genes encoding 
members of the LDLR family in RD human muscle cells (n = 3 wells). N.D., not determined. (b–d) Representative western blot analysis of SeP uptake 
and GPX1 production (b) and quantification of SeP uptake (c) and GPX1 production (d) in RD cells in which LRP1 was not or was (LRP1 siRNA) 
knocked down (n = 3 wells). (e–g) Representative western blot analysis for SeP uptake and GPX1 production (e) and quantification of SeP uptake (f)  
and GPX1 production (g) in RD cells without or with Lrp8 knockdown (n = 3 wells). Full images of western blots in b,e are shown in Supplementary 
Figure 8. (h,i) Aerobic exercise capacity, measured as maximal oxygen consumption (V̇O2max), (h) and plasma concentrations of SeP (i) in sedentary 
human subjects before and after 8 weeks of aerobic exercise training (n = 31 subjects). (j) Scatter plot showing negative correlations between  
pre-training plasma SeP concentrations and V̇O2max values in human subjects (n = 31 subjects). (k) Pre-training plasma concentrations of SeP 
according to the tertiles of V̇O2max in human subjects (n = 10 for subjects with V̇O2max < −0.2 ml per kg body weight per min (ml/kg/min); n = 10 for 
subjects with −0.2  V̇O2max  1.5 ml/kg/min; n = 11 for subjects with V̇O2max > 1.5 ml/kg/min). In a,c,d,f,g, data are represented as mean  s.e.m. In 
h,i, data are represented as mean  s.d. In k, center lines show the medians, box limits indicate the 25th and 75th percentiles, whiskers extend  
1.5× the interquartile range from the 25th and 75th percentiles, and data points are plotted as dots. *P < 0.05, **P < 0.01.; n.s., not significant;  
by one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test (c,d,f,g), paired Student’s t-tests (h,i), Pearson’s correlation (j), two-tailed Student’s t-test (k, for 
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Genetic predispositions, such as single-nucleotide polymorphisms, 
have been reported to be associated with resistance to ATP synthesis 
after exercise training in relatives of people with type 2 diabetes24. 
However, notably, more recent studies have suggested that epigenetic 
modifications in the skeletal muscle, such as DNA methylation, might 
affect the responsiveness to exercise training in patients with type 2 
diabetes and obesity25,26. Further studies will provide insights into 
the involvement of SeP in exercise-induced epigenetic modification 
in the skeletal muscle in people with overnutrition.

Our study raises questions about what kinds of situations, aside 
from overnutrition-related conditions such as type 2 diabetes, SeP 
may be involved with to modulate exercise responsiveness in humans. 
Notably, an early clinical study on Danish people reported a positive 
correlation between SeP concentrations in blood and age27. Although 

the mechanism by which aging increases the circulating levels of SeP 
is unknown presently, our current report raises the possibility that SeP 
contributes to the development of aging-related exercise resistance in 
humans, regardless of the onset of type 2 diabetes.

We identified SelW as a previously unknown downstream target 
of SeP in cultured myotubes. SelW is the smallest selenoprotein with 
antioxidative capacity that is expressed abundantly in the skeletal 
muscle28. SelW has been reported to be upregulated during differenti-
ation and to enhance myogenesis in C2C12 myotubes29. To date, how-
ever, the actions of SelW on exercise responsiveness remain unclear. 
Further studies are needed to clarify the contribution of SelW in the 
onset of SeP-induced exercise resistance.

We do not yet know whether LRP1 is the sole receptor of SeP in 
the skeletal muscle. Previously, ApoER2 and LRP1 were identified as 
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Figure 4 SeP functions in human muscle cells and predicts ineffectiveness of training in human subjects. (a) Expression levels of genes encoding 
members of the LDLR family in RD human muscle cells (n = 3 wells). N.D., not determined. (b–d) Representative western blot analysis of SeP uptake 
and GPX1 production (b) and quantification of SeP uptake (c) and GPX1 production (d) in RD cells in which LRP1 was not or was (LRP1 siRNA) 
knocked down (n = 3 wells). (e–g) Representative western blot analysis for SeP uptake and GPX1 production (e) and quantification of SeP uptake (f)  
and GPX1 production (g) in RD cells without or with Lrp8 knockdown (n = 3 wells). Full images of western blots in b,e are shown in Supplementary 
Figure 8. (h,i) Aerobic exercise capacity, measured as maximal oxygen consumption (V̇O2max), (h) and plasma concentrations of SeP (i) in sedentary 
human subjects before and after 8 weeks of aerobic exercise training (n = 31 subjects). (j) Scatter plot showing negative correlations between  
pre-training plasma SeP concentrations and V̇O2max values in human subjects (n = 31 subjects). (k) Pre-training plasma concentrations of SeP 
according to the tertiles of V̇O2max in human subjects (n = 10 for subjects with V̇O2max < −0.2 ml per kg body weight per min (ml/kg/min); n = 10 for 
subjects with −0.2  V̇O2max  1.5 ml/kg/min; n = 11 for subjects with V̇O2max > 1.5 ml/kg/min). In a,c,d,f,g, data are represented as mean  s.e.m. In 
h,i, data are represented as mean  s.d. In k, center lines show the medians, box limits indicate the 25th and 75th percentiles, whiskers extend  
1.5× the interquartile range from the 25th and 75th percentiles, and data points are plotted as dots. *P < 0.05, **P < 0.01.; n.s., not significant;  
by one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test (c,d,f,g), paired Student’s t-tests (h,i), Pearson’s correlation (j), two-tailed Student’s t-test (k, for 
significance between the left and middle tertile or between the middle and right tertile) or one-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test (k, for 
significance between the left and right tertile).
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用の分子メカニズムが明らかとなり、各細胞
における受容体の存在が明らかとなった。ま
た、SeP の細胞内取り込みやセレン運搬作用
を評価する系を確立することができた。本研
究の発展から、SeP のセレン運搬作用を抑制
する中和抗体が同定され、SeP により誘導さ
れる耐糖能異常を抑制できることが示され
た。今後、各臓器における受容体の役割およ
び糖尿病態で増加した SeP による各組織の障
害メカニズムが明らかとなり、SeP の基礎研
究が医薬品開発や糖尿病予防へと発展する
ことが期待される。	
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