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研究成果の概要（和文）：セレンタンパク質には産業上有用なものが多いが、それらは活性中心に珍しいアミノ
酸であるセレノシステイン残基を有している。セレンタンパク質の発現は生物種によって異なることから、微生
物によるセレンタンパク質の異種高発現系には多くの課題が残っている。本研究では、この問題を解決すべく、
大腸菌において機能するSECISを探索するためのルシフェラーゼレポーターアッセイ系を構築した。絶対嫌気性
菌由来の9種のセレンタンパク質遺伝子のSECISについて、本レポーターアッセイ系を用いて大腸菌内での機能を
調べた。その結果、5種類のSECISについては大腸菌内で機能することが示された。

研究成果の概要（英文）：Selenoproteins are expected to be useful in industries. Selenoproteins 
contains a selenocysteine residue in their active sites. Because there are several differences in 
the mechanisms of selenoprotein biosynthesis among Eukarya, Bacteria, and Archaea, microbial 
overproduction of heterologous selenoproteins has not been established. In this study, we 
constructed a luciferase-based reporter assay system that is useful for exploring SECISs that 
function in Escherichia coli. We examined the function of 9 SECIS structure from 9 selenoproteins 
genes from an obligately anaerobic bacterium using this reporter assay system in E. coli. We showed 
that 5 SECIS among 9 can be used as functional SECISs in E. coli.

研究分野：生化学、応用微生物学

キーワード： セレンタンパク質　タンパク質生産系

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セレンを有するタンパク質（セレンタンパク質）には抗酸化活性や糖尿病に関わるものなどがあり、医学・薬学
的にも重要である。セレンタンパク質は哺乳類から細菌、アーキアに至るまで様々な生物に多種類見いだされて
いる。セレンタンパク質を大量に生産することが可能となれば、産業利用が加速されると期待されるが、これま
で効率の良いセレンタンパク質生産系は確立されていない。本研究では、産業用タンパク質の生産に広く使われ
ている大腸菌における様々なセレンタンパク質の生産系の基盤を構築する成果を得た。

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 必須微量元素セレン (Se) は、生体内においては主に 21 番目のタンパク質構成アミノ酸とし
て知られるセレノシステイン残基 (Sec) の形で存在する。Sec は、特殊なタンパク質 (セレンタ
ンパク質) の活性中心に取り込まれ、抗酸化作用など重要な生理的役割を果たす(1)。Sec は、通
常はストップコドンである UGA コドンにコードされている。セレンタンパク質 mRNA 上に
は、Sec 挿入配列 (SECIS) と呼ばれる特殊な二次構造 (39-100 bp) が存在し、この SEICIS 
に特異的な翻訳伸長因子 SelB が結合することにより Sec のポリペプチド鎖への挿入が起こる 
(図 1) (2)。Secの化学的性質はシステイン (Cys) に類似しているが、セレノール（-SeH）とチ
オール（-SH）の pKa の違いから、Sec 
は通常の生理条件下では、Cys よりも
高い求核性を示す。これまで、ヒトで
は、チオレドキシン還元酵素に代表さ
れる 25 種類、細菌やアーキアにおい
ては、ギ酸脱水素酵素など哺乳類とは
異なる約 30 種のセレンタンパク質遺
伝子が見出されている。セレンタンパ
ク質の生合成には、上記の特殊な翻訳
装置が必要となる上、生物の種類（ドメ
イン）により翻訳装置の構成因子や特
徴が大きく異なる。そのため、大腸菌な
ど汎用される細菌や酵母を宿主とする
真核生物由来セレンタンパク質遺伝子
の異種発現系は確立されておらず、それらの精製酵素の獲得が非常に困難なことから、セレンタ
ンパク質の本来の形である Secを有する nativeタンパク質の in vitro解析は遅れている。 
	 欧米、中国では Seが示す高い抗酸化作用に着目し、がんの治療や予防、抗老化などを対象と
して Se およびセレンタンパク質の研究が進められている(1)。これまでもノックダウン細胞や
ノックアウトマウスを用いて、Se 欠乏やセレンタンパク質欠損の影響を解析する細胞生物学的
や栄養学的な観点からの研究例は多くなされている。さらに近年、高い抗酸化力を持つセレンタ
ンパク質を医薬品として応用する研究が注目されており、大腸菌や酵母を宿主とする真核生物
由来セレンタンパク質の高発現系の構築や精製タンパク質の獲得が強く望まれている。特に、グ
ルタチオンペルオキシダーゼやセレノプロテイン P など医薬学的に注目される哺乳類のセレン
タンパク質が標的となっているが、未だ成功には至っていない。 
 
２．研究の目的 
	 	 近年のゲノム解析技術の飛躍的な向上に伴い、数多くの微生物ゲノムが明らかになってお
り、その情報から微生物における新たなセレンタンパク質がいくつも見出されている。しかし、
これらセレンタンパク質は細菌におけるコンセンサスな SECIS 配列を指標としたゲノム解析
でのみ推測されており(3)、実際にセレンタンパク質として実験的に解析されている例はほとん
どない。本申請者は、先の探索方法では捉えられなかったセレンタンパク質がまだ存在すること
を明らかにしている(4)。これは、現在考えられているコンセンサスな SECIS 配列が不完全な
ものであることを意味している。一方で、発現させたいターゲットとなるセレンタンパク質遺伝
子を、本来その遺伝子を有している生物内でリコンビナント発現させる同種発現系を用いれば、
セレンタンパク質の精製は基本的には可能であると考えられる。しかし、例えば、Geobacter 
sulfurreducens のような偏性嫌気性菌の場合、嫌気下での培養に手間がかかる上、生育が遅く、
また菌密度も低いことから、この系ではセレンタンパク質を得るのに非常に多くの時間、労力、
費用が必要となる。また、大腸菌などのよく研究されている種以外の細菌においては、遺伝子工
学的な実験手法が確立されていない場合も多く、形質転換法の検討など系を確立するところか
ら始めなければならない。さらに、動物細胞やインビトロ翻訳、人工タンパク質合成を用いた系
においても、セレンタンパク質の獲得は可能であるが、酵素学的および構造学的に解析できる量
の精製セレンタンパク質を得るためには、相当な時間、労力、費用がかかる。 
	 本研究は、触媒反応性の高いセレンタンパク質を産業的・医薬的に応用することで、様々な産
業分野における生産性や医薬品としての効果を飛躍的に向上させることを最終目標とする挑戦
的な研究である。長年、多くのセレンタンパク質研究者が試みてきたセレンタンパク質の高発現
系の確立および精製セレンタンパク質の獲得を目指す。ただし、これまで行われてきた研究とは
観点を変え、標的を定めず、新たな方法を用いて発現量が高く、効率的に精製可能なセレンタン
パク質を探索するところから始めるのが本研究の特色である。本研究では、ハイスループットな
リードスルーアッセイ系を構築し、大腸菌において発現量が高く、効率的に精製可能なセレンタ
ンパク質の探索を行う。哺乳類と同様に、細菌においても多数のセレンタンパク質が見出されて
おり、これらの多くは抗酸化酵素として機能していると考えられる。つまり、哺乳類のセレンタ
ンパク質でなくても細菌にも産業的・医薬的に利用可能なセレンタンパク質が存在するのでは
ないかと考えた。本研究成果により、大腸菌内において機能的な SECIS のコンセンサス配列を
決定することができ、これを他のセレンタンパク質にも応用できるようになればすべてのセレ
ンタンパク質が解析可能となる。さらには、現在、産業利用されている Cys 残基を活性中心と

図 1. 細菌におけるセレンタンパク質生合成の模式図 



する酵素の Cys を Sec に変えることにより、触媒機構における求核性の増大が見込まれ、飛
躍的な触媒活性および生産性向上に繋がる可能性もある。 
 
３．研究の方法 
	 複数種の異なるセレンタンパク質をもつ生物において、各々のセレンタンパク質遺伝子が有
する SECIS の配列、長さ、形状にはコンセンサス構造が見いだされているものの、多様性が認め
られる（図 2）。多様な SECIS が存在する一方で SECIS	に結合する翻訳伸長因子	(SelB)	は宿主
に固有のものである。従って、ある特定の生物種のセレンタンパク質遺伝子を異種宿主内で発現
させる場合に、異種のSECISへの宿主SelBの結合がうまく行かずに翻訳が進まないことがある。
そこで、様々な生物種のセレンタンパク質の	SECIS	が大腸菌において機能し得るかどうかを判
別するための解析システムの構築を目指した。まず、ゲノム上に 10 種のセレンタンパク質遺伝
子を有する 	 G.	 sulfurreducens	 を対象とし 	 Bioinformatics	 Web	 Server	 for	 RNA	
(http://rtools.cbrc.jp/	）を用いて各セレンタンパク質に対応する	SECIS	の推定を試みた。	

 
	 次に、大腸菌宿主において、どのような構造の SECIS が機能しやすいのかを定量的に解析する
ために、大腸菌のセレンタンパク質であるギ酸脱水素酵素遺伝子（fdhF）の開始コドンから SECIS
配列までを含む DNA 断片にホタル由来ルシフェラーゼ遺伝子	 (fLuc)	 断片を連結したコンスト
ラクトを挿入したプラスミド	(使用ベクター:	pCold	IV)	を作製した。本プラスミドを大腸菌
の野生株と selB 欠損株（ネガティブコントロール）に導入し、解析条件の検討を行った。	
	 さらに、構築したプラスミド内の SECIS	領域を	 G.	 sulfurreducens	に存在する（推定を含
む）セレンタンパク質由来の SECIS	 と入れ替えたものを大腸菌の野生株（WT）に導入し、リー
ドスルーアッセイを行なった。	
	
４．研究成果	
	 ゲノム上に 10 種のセレンタンパク質遺伝子を有する	 G.	 sulfurreducens	 を対象とし	
Bioinformatics	Web	Server	for	RNA	を用いて各セレンタンパク質に対応する	SECIS	の推定を
行った結果、9 種のセレンタンパク質遺伝子（fdhA、hesB-like、selD、selW-like、prx-like、
trx、grx、ahpD	homolog、mhsep）に対応する	SECIS	の配列および二次構造の予測を行い、図 3
に示す SECIS 構造を得た。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 大腸菌宿主において、どのような SECIS が機能しやすいのかを定量的に解析するために、大腸
菌のセレンタンパク質であるギ酸脱水素酵素遺伝子（fdhF）の開始コドンから SECIS 配列までを
含む DNA 断片にホタル由来ルシフェラーゼ遺伝子	 (fLuc)	 断片を連結したコンストラクトを挿
入したプラスミドを作製した	(図 4)。本コンストラクトを導入した大腸菌において、SECIS が機

図 2. 細菌における SECISのコンセンサス構造 

図 3. G.	sulfurreducens ゲノムに見いだされた 9 種のセレンタンパク質遺伝子の推定 SECIS 構造 



能し UGA コドンのリードスルーが起こると、ルシフェラーゼレポーターを含む完全長の融合タ
ンパク質が翻訳されるが、SECIS が機能しない場合は、UGA コドンで翻訳は停止し、ルシフェラ
ーゼ領域を欠いた不完全なタンパク質が合成される。従って、ルシフェラーゼの活性を発光基質
で感度良く測定することによって、本コンストラクトに挿入された SECIS の機能を評価するこ
とが可能であると考えた。実際に本コンストラクト（プラスミド）を大腸菌の野生株と selB 欠
損株に導入し解析した結果、selB 欠損株では野生株の半分以下に発光強度が低減した。また、
本解析コンストラクト上の	Sec	挿入コドンである	UGA	を他の終止コドンである	UAA	になるよ
う変異を導入した pTAA、および、SECIS 領域を His-tag 配列に置換した pHis を作製した(図 5)。	
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	 作製した各 SECIS 機能評価用コンストラクトを大腸菌の野生株に導入して得られた菌体につ
いて、ルシフェラーゼアッセイを行なったところ、pTAA では発光が野生株の	 1/9	 に減少し、
pHis では、発光が野生株の 1/2	に減少した(図 6)。これらの結果より、本アッセイ系が	SECIS	
の機能の評価に利用可能なことが示された。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 そこで次に、図３に示した G.	sulfurreducens	が有する 9 種のセレンタンパク質遺伝子に対
応する SECIS を、本コンストラクトの SECIS 部分に各々導入したプラスミドを作製した。これら
各 SECIS 機能評価用プラスミドを大腸菌の野生株に導入し、ルシフェラーゼアッセイ系を用い
て解析を行った。その結果、解析した	SECIS	の内、selD、selW-like、prx-like、grx、ahpD	homolog
の 5 種については、pHis よりも高いルシフェラーゼ活性が認められた。このことから、これら
5 種の SECIS は大腸菌内で機能する可能性があることが示唆された(図 7)。しかし、いずれの場
合においても、元々の SECIS である大腸菌の fdhF 由来の SECIS（Control）と比較した場合、リ
ードスルー効率は低いことが示唆された。よって、今後さらに詳細な解析が必要であると考えら
れた。	
	

図 4. SECISの機能評価を行うためのコンストラクトの模式図 

図 5. SECIS機能評価用コンストラクトの変異型の模式図 

図 6. SECIS機能評価用コンストラクトのルシフェラーゼアッセイ 
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