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研究成果の概要： 
 必須微量元素セレンは，抗酸化作用，免疫賦活化作用，ホルモン調節作用，がん予防効果など，

多くの有益な生理活性を示す微量必須ミネラルである。高齢化社会におけるQuality of Lifeの

維持に関心が高まる中で，セレンの持つ多彩で有益な生理活性に注目が集まっている。ところが

必要摂取量の僅か10倍程度の摂取で過剰障害が表れるリスクがあるので，セレンの有益な生理活

性を社会全体で享受するためには，セレン代謝に関わる知的基盤の確立が必要不可欠である。本

研究はセレン同化経路の解明に焦点を当て，1)亜セレン酸の還元代謝にチオレドキシン還元酵素

が関わることを初めて明らかにし，2)ヒトのセレノリン酸合成酵素の触媒機能ドメインを新たに

発見し，3)これまで機能不明とされたセレノリン酸合成酵素アイソザイムSps1がSps2の機能を抑

制するアンチザイムとして作用することを初めて明らかにすることができた。 
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１．研究開始当初の背景 

 微量必須元素セレンの多彩な生理的機能は，

活性中心にセレノシステイン(SeCys) 残基を

持つセレン含有酵素の触媒機能によって発現

されるとの理解が確立しつつある。SeCysはオ

パールコドン(UGA)によって指定される特殊

なアミノ酸であり，その翻訳機構の解明を目

指して国内外において精力的に研究が進めら

れてきた。SeCysはtRNA上で生合成されるが，

その際には活性化されたセレン前駆体として
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セレノリン酸(HSe-PO3H2)の供給が必要とされ

る。このことは原核生物，真核生物について

明らかにされてきたところであるが，食品成

分として摂取されたセレンがどのような代謝

経路を経てセレノリン酸に変換されるのかに

ついては不明分な点が数多く残されていた。 

 食品に含まれるセレンとしては，無機の亜

セレン酸塩が最も化学的に安定で，無機セレ

ン源の主成分である。従来の定説として，亜

セレン酸(４価のセレン)は細胞内に取り込ま

れてからグルタチオン(GSH)によって２価の

セレニド(H2Se)にまず還元されてセレノリン

酸合成酵素の基質となることが広く受け入れ

られてきた。しかし，グルタチオンによる亜

セレン酸の還元反応をin vitroで行うと，２

価のセレニドの形成に留まらず，原子価ゼロ

の元素状セレンとして析出するので，この定

説には再検討の余地がのこされていた。 

 またセレノリン酸合成酵素の構造と機能解

析はE. coliやHaemophilus influenzaeのSelD

蛋白質などバクテリア由来の酵素について詳

細に行われてきた。ほ乳類のセレノリン酸合

成酵素にはSps1, Sps2の2つのアイソザイム

が存在しており，Sps2はそれ自身がセレノシ

ステイン残基を持つセレン含有酵素であり高

い触媒能を持つが，Sps1は活性中心に触媒作

用に必要とされるSeCys残基またはCys残基が

Thr残基に置換されており当然ながらセレノ

リン酸合成の触媒作用を示さず，その生理的

意義について全く解明されていない。 

２．研究の目的  

(1) 亜セレン酸還元代謝の解明 亜セレン酸

の還元代謝に関わる還元代謝系を解明するた

めに，ヒトのセレノリン酸合成酵素Sps2を発

現させた大腸菌細胞をモデル細胞として亜セ

レン酸同化機構の解析を行った。大腸菌はセ

レン含有酵素としてギ酸脱水素酵素(FDH)を

嫌気的条件下で発現する。FDHの酵素活性はベ

ンジルビロロゲン(BV)を紫色に発色させるの

で簡便に調べることが出来る。セレノリン酸

は化学的に不安定な代謝中間体であり，その

生成を直接定量することは極めて困難である。

しかし，発現したセレン蛋白質の触媒能であ

れば，これを鋭敏に検定することは可能であ

る。本研究ではこのようなin vivo実験系を用

いて亜セレン酸還元に関わる代謝系を検討し

た。 

 亜セレン酸還元系に関わる酵素系を細胞レ

ベルで解明したことを受けて，次に蛋白質レ

ベルで亜セレン酸還元反応を再構築してその

実証試験を行った。即ち，チオレドキシン，

チオレドキシン還元酵素，セレノリン酸合成

酵素SELDを個別に組換え蛋白質として発現さ

せた。さらに，チオレドキシン系による亜セ

レン酸還元反応の速度論解析を行い， SELD

との共役反応も検討した。 

(2) セレノリン酸合成酵素のドメイン機能解

析 ヒトのセレノリン酸合成酵素の２つのア

イソザイム遺伝子Sps1, Sps2は互いに配列相

同性が高く，活性中心残基がThr(Sps1)と

SeCys(Sps2)である以外は一次構造を良く保

存している。しかし，Sps1のThrをCysに置換

してもセレノリン酸合成活性は認められず，

活性中心の残基の違いだけでは触媒能の有無

を説明できない。そこで両蛋白質のアミノ酸

配列を比較してアミノ酸配列が大きく異なる

領域を交換して，キメラな組換えSps遺伝子を

調製して，in vivoアッセイ系によるセレノリ

ン酸合成を評価した。その結果，ほ乳類Sps

の触媒機能に必要とされるアミノ酸配列を新

たに発見できた。 

 また触媒能を示さないSps1の生理機能の同

定を目指して大腸菌内でSps1とSps2を同時発

現できるベクター系を構築して，セレノリン

酸合成活性に対する効果を検討した。その結

果，Sps1がSps2の機能を抑制する働きを示す



 
 

 

ことを初めて同定することができた。その結

果を受けて，Sps1とSps2が分子間相互作用を

持ち，複合体として結合する可能性を酵母Two 

Hybridアッセイによって検討した。 

３．研究の方法 
(1) 遺伝子破壊株による亜セレン酸還元代

謝評価法の確立 

 亜セレン酸還元系の同定のため，グルタチ

オン還元酵素(gor)ノックアウト株とチオレ

ドキシン還元酵素(trxB)ノックアウト株を，

温度感受性P1ファージを用いて作製した。遺

伝子破壊は野生株MC4100株に対して行い，ま

たSelD遺伝子をノックアウトした大腸菌

WL400株に対してもgorやtrxBの遺伝子ノック

アウトを実施した。WL400株はヒトのセレノシ

ステイン合成酵素Sps2Cysで相補すればセレ

ン蛋白質合成能を回復することが出来るので，

亜セレン酸からの還元産物がヒトのSps2にも

利用できることを示唆する。亜セレン酸を添

加した培地で大腸菌を培養して，寒天平板上

でBVを含むソフトアガーを重層する方法と液

体培地で嫌気的に培養した後，大腸菌細胞を

懸濁した状態でFDH活性を測定してセレン酵

素発現量を数値化する２つの方法を確立した。

後者の数値的にFDH活性を評価する方法は，放

射性同位元素75Se標識亜セレン酸の取込実験

にも使われる。FDHは本来，誘導酵素であるが，

培地と培養条件の検討を重ねて構成的にFDH

を発現させる新規な方法を確立した。 

(2) ドメイン交換キメラSpsの作製法 

 Sps1とSps2のアミノ酸配列は相同性が高く，

活性中心残基であるThr，Cys以外では1)N末端

領域と2)C末端領域の配列が異なっている他，

活性中心のすぐ下流の”内部配列”と呼ぶ領

域に配列上の差異がある。Sps2は活性中心残

基のSeCysをCys残基に置換してもselD 相補

活性を維持できるので本研究ではSps2Cysを

Sps2として用いる。Sps2CysのN末端領域，C

末端領域を削除したトランケート体は増幅用

プライマーを用いたPCRにより調製した。つぎ

にキメラ体の作製のためSps1, Sps2Cysのコ

ード領域にアミノ酸配列を変えることなく遺

伝子配列を改変して新たに制限酵素認識配列

を作製して「内部配列」の交換を行った。こ

れらのトランケート体，およびキメラ体の遺

伝子をE.coli内で発現させ，FDH活性を指標と

してセレノリン酸合成機能を検定した。 

(3) キャピラリー電気泳動法によるAMP検出

法の確立 セレノリン酸合成酵素活性を大腸

菌のselD相補だけでなくin vitroで酵素活性

を評価した。セレノリン酸は分解やすく，極

めて不安定な代謝中間体であるので，もう一

つの反応産物であるAMPに着目してこれを分

離定量する方法としてキャピラリー電気泳動

法を検討した。ATPがセレノリン酸合成酵素反

応の基質として使われるので生成物である

AMPと分離する方法が必要となる。110cmのキ

ャピラリーと界面活性剤を添加したpH10.5の

泳動緩衝液を用いることによりAMPとATPを分

離してその生成量を定量する方法を確立した。

酵素反応液からMgイオンと蛋白質を取り除く

前処理が必要となった。キャピラリー電気泳

動法は高分解能なピーク分離と定量が可能で

ありHPLCのように廃液処理の手間がかからな

いというメリットもある。 

(4) Sps1, Sps2の共発現ベクターの構築  

これまで，Sps1およびSps2Cysそれぞれの

遺伝子は単独で大腸菌selD欠損株で発現させ，

セレノリン酸合成能の活性評価をおこなって

きた。しかし，ほ乳類細胞中ではSPS1とSPS2

は同時に発現しており，それらが共存するこ

とに何か生理的意義がある可能性が考えられ

た。しかし，この点について検討した研究報

告はない。そこでSPS1およびSPS2Cysを大腸菌

内で共発現させ，FDH合成を指標としてセレノ

リン酸合成能を検討した。この実験を実施す

るために，クローニングベクターとして



 
 

 

pRSF-Duetを用意してSps1およびSps2Cysをそ

れぞれクローニングした。pRSF-Duetはマルチ

クローニングサイト（MCS）を二ヶ所保持し，

それぞれにT7プロモーター領域を持つ。そこ

で，MCS1にSps1を，MCS2にSps2Cysをそれぞれ

適当な制限酵素サイトを利用してクローニン

グをおこなった。 

この共発現ベクターから２つのアイソザイム

をPTG存在下で誘導発現させたむ。この発現プ

ラスミドで形質転換した大腸菌によるFDH活

性をBV染色法と75Se標識亜セレン酸からの取

込実験によって検討した。 

４．研究成果 
(1) 遺伝子破壊株を用いた亜セレン酸還元

代謝系の解明 

 まず，FDHの発現を指標とする簡便なアッセ

イ法によりgorノックアウト株とtrxBノック

アウト株による亜セレン酸同化能を比較した。

野生株MC4100株では大腸菌SelDによりセレノ

リン酸合成が触媒される。gorノックアウト株

は，野生株MC4100株と同程度のFDH活性を示し

た。しかしtrxBノックアウト株では，FDH活性

が産生されなかった。大腸菌selDをヒトのセ

レノリン酸合成酵素Sps2Cysで相補した場合

も同様にgorをノックアウトしてもセレノリ

ン酸合成は進行した。trxBノックアウトでは

Sps2Cysによる相補効果は認められず，ヒトの

Sps2もチオレドキシン還元酵素が触媒する反

応を必要とすることが示された。チオレドキ

シン還元酵素の働きは亜セレン酸の還元反応

に関わっている可能性が高い。しかし別の可

能性としてtrxBノックアウト株では細胞内の

還元状態がより酸化的になるのでFDHの転写

そのものが抑制されるという見方もあるので

RealTime PCRを行ってFDHの転写産物の検出

を行った。その結果，gor株，trxB株ともに野

生株と同等以上のmRNAを生成していた。つぎ

に，亜セレン酸がSeCys残基としてポリペプチ

ド鎖に取り込まれているという証拠を得るた

めに75Se標識亜セレン酸の取込実験を行った。

野生株MC4100を用いる実験，大腸菌selDをヒ

トのSps2Cys遺伝子で相補した実験系におい

ても75Se標識亜セレン酸をFDHのポリペプチド

に取り込ませるためにtrxBが必要であること

が示された。 

(2) 組換え蛋白質を用いた亜セレン酸還元
代謝機構の解明 

亜セレン酸の還元的同化にチオレドキシン

還元酵素が必要とされることはin vivo実験

で示すことが出来た。しかし分子レベルで

trxBが亜セレン酸代謝にどのように関わって

いるかは充分に証明されたとは言えない。ギ

酸脱水素酵素は，活性中心にSeCys残基を持つ

以外にモリブドプテリン補欠分子や鉄硫黄ク

ラスターを持つ。これらの補欠分子族の構築

に間接的にtrxB遺伝子が関与している可能性

もまだ完全には消えていない。そこで組換え

蛋白質として調製したtrx系やselD系を用い

てチオレドキシン系が亜セレン酸を還元する

分子機構，さらにそれがSelDによって基質と

して利用される可能性について検討を行った。

亜セレン酸はチオレドキシン還元系によって

還元された。さらにこの反応においては，グ

ルタチオン系による亜セレン酸還元で観察さ

れるような元素状セレンの析出は認められな

かった。亜セレン酸50 mMではミカエリスメン

テン式に則った初速度プロットを示したが，

亜セレン酸濃度を125 mM, 250 mMに上げると

そのプロットはシグモイド曲線を示した。そ

れぞれHill係数は1.7, 1.8と良く一致してい

た。チオレドキシン還元酵素が二量体構造を

取るのでHill係数が2より小さい値を取るこ

とは基質に対して正の協調性を示唆する結果

と矛盾はしない。つぎにチオレドキシン還元

系による亜セレン酸還元のしくみをさらに詳

細に検討するために，75Se標識-亜セレン酸を

この酵素系に添加して酵素反応を行なわせ，

それを非還元的条件下でSDS-PAGEで展開した



 
 

 

後にオートラジオグラフィを行った。すると

期待された通り75Se標識されたチオレドキシ

ンを同定することが出来た。trxに結合した

75SeはSDS-PAGE条件下でも蛋白質に結合した

ままであることや，その結合形成にはNADPH

やチオレドキシン還元酵素などの還元系が必

要であることも示すことが出来た。このよう

な知見から，亜セレン酸はtrxに結合した状態

で還元を受けて２価のセレンとして蛋白質に

結合していることが推定された。このような

系をSelDと共役した結果，SelD産物であるAMP

の生成をキャピラリー電気泳動上で同定する

ことが出来た。  

セレン代謝においてセレンを特異的に認識

してSpsに供給する輸送系の存在が議論され

てきたが，その化学的実態が同定されていな

い。本研究は，セレン輸送システムとしてチ

オレドキシンとその還元酵素が関わる生化学

反応が可能であることを初めて示すことが出

来た。 

(3)ヒト肺由来Spsのドメイン機能解析  

 まずSps1とSps2Cysの活性中心残基を交換

したSps1_Thr29CysとSps2_SeCys60Thrを作製

し， SelD相補試験を行った。Sps1_Thr29Cys

はBV発色試験では微弱な活性を示したが，75Se

標識亜セレン酸の取込み実験では，75Se標識ポ

リペプチドが検出できなかった。この結果か

らSps1が亜セレン酸をセレン源としてセレノ

リン酸合成活性を示さないのは活性中心残基

がThrである事だけでないことが示唆された。

Sps1とSps2の構造的差異として顕著なものは

N末端領域とC末端領域の配列の違いであるが，

両末端を削除したSPS2(Δ1-34, Δ426-449)

においてもセレノリン酸合成活性を示し，

75Se標識亜セレン酸の取込みも見られた。こ

の配列がSps活性に必要とされる訳ではない

ことが示された。 

 Sps活性を示すために必要とされる構造要

因としてあとに残された領域は活性中心に続

く内部アミノ酸配列，即ちSps1ではA74-A114

の配列, Sps2ではGlu43-Arg83の配列領域で

ある。Sps2の内部配列Glu43-Arg83はプロリン

に富むアミノ酸配列を持ち，立体構造として

はループ状のフレキシブルな構造を持つと推

定される。 

 それぞれの遺伝子の塩基配列に制限酵素サ

イトを導入した後，Sps1とSps2の内部アミノ

酸配列を交換した。それらの遺伝子はそれぞ

れSps1-int2，Sps2-int1と表記する。両遺伝

子とも大腸菌のselD欠損を相補することは出

来ず，Sps2の活性には内部配列int2(Glu43 

-Arg83)の存在が必要であることが示された。

Sps1_int2にさらにThr29Cysの変異導入を図

った場合，FDH活性の発現と75Se標識FDHポリペ

プチドの生産が認められたので，Sps1を使っ

たとしても活性中心のCys残基とint2配列が

存在すれば，Sps活性が発現することが示され

た。以上の検討から，ほ乳類のセレノリン酸

合成酵素の活性発現に必要とされる構造要因

は，1)活性中心がSeCysまたはCysであること。

2)活性中心より下流のプロリンに富む内部配

列を持つことと示された。活性中心残基の重

要性はすでに確立していたが，プロリンに富

む内部配列領域の重要性は本研究により初め

て同定されたものである。 

 大腸菌などのバクテリアやアーキア由来の

SPSでも活性中心のSeCysやCysが活性に必須

であることが知られている。しかし，これら

SPSにはほ乳類SPS2に同定された内部アミノ

酸配列は存在しない。90%程度の高い相同性を

示すほ乳類由来のSps2，つまりラット，マウ

スではヒトSps2と同様の配列を持つ。従って

このような構造はほ乳類のセレノリン酸合成

特有の活性調節機構が機能していることを示

唆している。ほ乳類特有という点ではSps1と

いう触媒能を示さない不活性なアイソザイム



 
 

 

の存在もほ乳類特有といえる。つぎにほ乳類

特有の「不活性なアイソザイム」であるSps1

の真の機能解析を目指してSps1, Sps2の共発

現の効果を検討した。 

(4) Sps2Cysの触媒作用を抑制するSps1 

 Sps1とSps2Cysを同時発現させるために 

pRSF-Duetベクターの二ヶ所のマルチクロー

ニングサイトにそれぞれSps1およびSps2Cys

をクローニングした。pRSF-Sps1+2を用いて

WL400 (DE3)株を形質転換し，FDHH合成を

Benzyl viologenの還元能を指標として測定

した。誘導剤IPTGの非存在下ではセレン酵素

FDHが発現したが，0.5 mMのIPTG存在下におい

てFDHH合成が顕著に抑制された。また，SPS1

とSPS2間のタンパク質相互作用を確認するた

めに，Yeast Two-Hybrid系を用いてin vivo

でのTwo-Hybridスクリーニングをおこなった。

その結果，SPS1同士およびSPS1とSPS2はそれ

ぞれタンパク質間相互作用をすることが判明

した。この結果は，SPS1とSPS2がヘテロ二量

体を形成するとの仮説を支持する結果である。

しかしSPS2同士ではスクリーニング時の酵母

菌体の生育が確認されなかった。SPS1および

SPS2の精製酵素を得るため，無細胞タンパク

質合成系を用いてin vitroでSPS1，SPS2を合

成した。この精製酵素を用いてnative-PAGE

およびゲル濾過クロマトグラフィーをおこな

った結果，SPS2も二量体構造を取ることが示

された。SPS1はセレノリン酸合成能を示さな

いことから，セレンタンパク質合成系に関与

していない可能性が高いとの認識がなされて

きた。しかし本研究により，SPS1はSPS2と結

合しヘテロ二量体を形成することでSPS2のセ

レノリン酸合成を抑制するという重要な知見

を提供した。このような知見とよく似た現象

としてポリアミン合成系に関わるオルニチン

脱炭酸酵素（ODC）の厳密な制御に関わるアン

チザイム（AZ）が知られている。AZは生体分

子ポリアミンによって発現誘導され，細胞内

ポリアミン生産を負に制御する。発現したAZ

はポリアミン合成の律速酵素であるオルニチ

ン脱炭酸酵素（ODC）の単量体に結合し，ODC

活性を阻害し，26Sプロテアソームによる分解

の信号になる。ポリアミン合成系においては，

AZとの複合体からODC単量体を解放するAZ イ

ンヒビター分子も存在するが，これに相当す

る分子がセレノリン酸合成系で存在するか否

かは現時点では不明であり今後の課題である。

AZによる活性調節は，酵素の活性を最も厳密

に制御できる機構とされているが，この機構

が働いていることが確立しているのはポリア

ミン合成系のみである。本研究で得られた知

見は，セレノリン酸合成酵素系でこのような

活性調節機構が働いている可能性を示唆する

ものである。 
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