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研究成果の概要（和文）：セレン蓄積地帯の土壌より単離した高濃度セレン耐性菌 Pseudomonas sp. F2a 株の
全ゲノム配列を解読し、セレン耐性能またはセレン還元能に関与する可能性のある遺伝子群を特定した。また、
特定した遺伝子（群）を各々クローニングし、精製タンパク質として解析した。さらに、MSを用いた分析によ
り、亜セレン酸の還元に伴う反応中間体を検出した。

研究成果の概要（英文）：The selenium-resistant bacterium Pseudomonas sp. F2a was isolated from a 
soil around the selenium accumulation area in India, and its whole genome sequence was revealed 
using a next-generation sequencer. Based on the genomic information, the genes that may be involved 
in selenium resistance or selenium reduction ability were identified. Some of the identified genes 
were cloned and analyzed as purified proteins. In addition, the intermediate of selenite and the 
reductant protein was analyzed by MS.

研究分野： 微生物生理学
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１．研究開始当初の背景 
セレン（Se）は、哺乳類をはじめとする多

くの生物における必須微量元素であり、生体
内では主にセレンタンパク質として抗酸化
作用など重要な生理的役割を果たしている。
セレンタンパク質は、細菌・アーキア・真核
生物の 3 生物ドメイン全てに存在する。一方
で、Se の過剰摂取は毒性を示すため、Se 代
謝系における無毒化メカニズムの解明が求
められている。これまでにセレンタンパク質
の生合成に必須なセレノシステイル tRNA 
(Sec-tRNASec) は、他の一般的な tRNA とは異
なり、Sec-tRNASec特異的な因子（SelAやSelD）
により厳密な制御下で合成されることが明
らかにされてきた。この合成系において、Se
基質とされているセレニドは、取り込んだ Se
化合物（セレン酸や亜セレン酸）を還元して
生成される。しかし、これらセレニドや Se
化合物は、反応性が高く生体に高い毒性を示
す。そのため、生体内には「必要な Se を安
定かつ無毒な形でセレンタンパク質合成系
に転移する系」と「過剰な Se 化合物を速や
かに還元（無毒化）し、細胞外に排出する系」
が存在すると考えられる。その仕組みと制御
メカニズムはどのようになっているのかは
未だよくわかっていない。 

 
２．研究の目的 
これまでの研究によって、哺乳類ではチオ

レドキシンとグルタチオン（GSH）が無毒化
に深く関与することを見出したが、一部の細
菌は GSH を持たないため、哺乳類とは異な
る無毒化のしくみが存在すると考えられた。
そこで、新たに単離した高濃度セレン耐性グ
ラム陰性細菌Pseudomonas sp. F2a株を利用し、
細菌における GSH に依らない Se 化合物の無
毒化のしくみを解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) Se 蓄積地帯の土壌より新たに単離した
Pseudomonas F2a 株が、どのような特徴的な
遺伝子を有しているのかを明らかにするた
めに本菌株のゲノムを解析した。本菌株は、
高い Se 耐性能を持つ一方で、セレンタンパ
ク質生合成も行うことから、より Se 代謝に
特化した特徴的な遺伝子パターンを持つと
考えられた。そこで、本菌の近縁種および大
腸菌や酵母など既にゲノムが解読されてい
る他種菌との比較を行い、本菌株の Se 代謝
における遺伝子の特異性および普遍性を解
析した。 
(2) 先の予備実験において、新たにチオレド
キシン（Trx）がセレンタンパク質合成系に関
与することを見出した。そこで、Trx および
チオレドキシン還元酵素（TrxR）が Se 化合
物の還元および Se 運搬において、どのよう
な働きを持つのかを精製酵素を用いて酵素
学的に解析した。F2a 株のもつ 6 種の推定チ
オレドキシン（Trx）および 2 種の推定 Trx 還
元酵素（TR）に対し、それぞれ精製タンパク

質を調製し、Se 化合物を基質とした活性測定
により Trx および TR の生理的機能を解析し
た。 
(3) セレン源である亜セレン酸の還元産物で
あるセレニドの運搬には、何か未同定の因子
が関与することが示唆されている。そこで、
精製 Trx を用いて、亜セレン酸の還元反応に
おける中間体を分析した。 
 
４．研究成果 
(1) ゲノム解析の結果から、F2a 株は Trx を 
6 種類、TrxR を 2 種類を保有していると推
定された。グラム陰性細菌のモデル細菌であ
る大腸菌では、Trx が 2 種類、TrxR は 1 種
類しか同定されていない。F2a 株は大腸菌と
比較しても高い亜セレン酸還元能を有する
ため、これには Trx システムが関与する可能
性が示唆された。 
(2) 個々のタンパク質を解析するために、上
記 6 種類の trx ホモログ遺伝子および 2 種類
の trxR ホモログ遺伝子をクローニングし、翻
訳産物を His タグ融合タンパク質として精製
した。精製 TrxR の活性を DTNB 法で測定し
た結果、一つの TrxR にのみ NADPH 依存的
に TrxR 活性が認められた。もう一つの TrxR
は、通常の TrxR とは異なる機能を有するこ
とが示唆された。一方で、各精製 Trx ホモロ
グの Trx 活性をインスリン法により解析した
結果、測定した全ての Trx ホモログにおいて
Trx 活性が認められた。次に，亜セレン酸を
基質とする還元活性を調べた。その結果，そ
れぞれの Trx ホモログで還元活性が異なるこ
とが明らかとなり、その中で 2 つの Trx が特
に高い亜セレン酸還元活性を有することが
示された。しかし、セレン酸、亜硫酸、チオ
硫酸に対しては活性を示さなかった。 
(3) 上記の Trx が亜セレン酸に作用し、生成
される反応中間体の存在および形態を調べ
るために、還元型 Trx と亜セレン酸との反応
産物を ESI-MS により解析した。また、Trx
の活性中心である WCxxC モチーフに変異を
導入し、変異型 Trx（C33A、C36A、および
C33A/C36A）を作製・精製した。MS 解析の
結果、野生型では、タンパク質単体のピーク
に加えて、反応中間体と思われるピーク（Trx 
+ 97 Da）が検出された。一方で、変異型では
C36A のみセレン単体（Trx + 78 Da）が結合
している反応中間体と推測されるピークが
検出された。 
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