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研究成果の概要（和文）：本研究では、主に以下の2点の成果を上げることができた。一つ目は、内在性のシア
ン化物イオンすなわち、活性シアンとセレンが反応し生成したセレノシアン酸の検出方法として、既報のポスト
カラム法を用いた蛍光検出法と誘導結合プラズマ質量分析法とを比較した。その結果、蛍光検出法の方が検出感
度において優れているという結論に達した。二つ目は、これまでの研究では、内在性のシアンの生成はミエロペ
ルオキシダーゼが特異的に存在する好中球でのみ産生されると考えられていたが、多くの細胞種で産生が可能で
あることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：When human hepatoma HepG2 cells were exposed to sodium selenite, an unknown 
selenium metabolite was detected in the cytosolic fraction by HPLC coupled with an inductively 
coupled plasma mass spectrometer (ICP-MS). The unknown selenium metabolite was identified as 
selenocyanate by electrospray ionization quadrupole time-of-flight mass spectrometry (ESI-Q/TOF-MS).
 Because exogenous cyanide increased the amount of selenocyanate in the mixture, selenocyanate 
seemed to be formed by the reaction between selenide reduced from selenite and endogenous cyanide. 
Endogenous cyanide was called reactive cyanogen species due to its high reactivity. Although 
LC-ICP-MS was more robust against a sample matrix in the detection of selenocyanate, 
HPLC-fluorescence detection with the post-column reaction was superior to LC-ICP-MS in the detection
 limit. Endogenous cyanide was detected in all cell types we evaluated. The pretreatment of glycine 
or hydrogen peroxide increased the amount of endogenous cyanide.

研究分野：毒性学

キーワード： シアン化物イオン　活性シアン　セレン　ICP-MS　グリシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体にとって毒性の高い物質として認識されていたシアン化合物が、生体内において生合成されていることを示
唆してきたが、本研究により、間違いなく反応性の高いシアン化合物すなわち活性シアンが細胞内で普遍的に生
合成されていることを明らかにすることができた。すなわち、生体は毒性の高いシアン化合物をわざわざ生合成
をし、生体に曝露されたさらに毒性の強い化学物質の解毒に利用しているという機構の一端が解明できた。本研
究で得られた結果は、毒性学のパラダイムシフトに繋がる大きな成果であると認識している。すべからく成果を
論文としてまとめ、その後ニュースリリースを行いたい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 代表者はこれ

まで生体微量元

素のうち、特に必

須微量栄養素で

あるセレンの代

謝研究を行って

きた。その過程

で、栄養量を上回

る過量なセレン

が細胞内に取り

込まれた場合、未

知のセレン代謝

物に変換される

ことを見出した。上図は、きっかけとなった LC-ICP-MSの溶出図（LCで細胞成分を分

離し、ICP-MSでセレンを検出）である（上図中に示した ukSeと表記したピークが未知

代謝物）。この代謝物は、その後の質量分析等による solidな同定により、セレノシアン

酸（SeCN-）であることを明らかにした（Chem. Res. Toxicol. (2015) 28, 1803–1814）。さら

にセレノシアン酸の生成過程を調べていくと、内在性のシアンが細胞内で生成し、非酵

素的にセレンと反応していることを強く示唆する結果を得た。このことから代表者は、

この反応性の高い内在性のシアンを活性シアン種（reactive cyanogen species, RCNS）

と名付けた。しかし、その時点では名付けるに留まっており、どの様な分子基盤に基づ

いて生成しているのか、その生物

学的特に毒性学的意義は何なの

かについては、これから明らかに

していかなければいけない課題

であった。つまり、セレンの研究

に端を発し、毒性学的に興味ある

RCNSに行きついた。細胞にとっ

て毒性の高い物質であるシアン

が、細胞内で de novo合成され、

別の毒性化合物の解毒に関与し

ているという魅力あるストーリ

に挑みたくなり、挑戦的研究とし

て応募したという経緯であった。 
 
２．研究の目的 

（１）内在性シアンの測定法の確立 

 先行研究を調べてみると、特にほ乳動物細胞内での内在性のシアンの機能は、ほとん

ど明らかになっていないのが現状であることがわかった。その理由の一つが、細胞内の

微量のシアンを定量的に測定できないという分析化学的な問題に起因していることに

気づいた。代表者は、逆に高感度なセレンの分析の過程からセレノシアン酸ひいては内



在性のシアンの存在に気づいた経緯があり、そもそも細胞内の高感度のシアン分析が可

能であった。本研究では、さらに改良を加えた分析方法を構築するところから研究を開

始した。 

（２）ほ乳類細胞内におけるシアン生成の分子機構の解明 

 内在性のシアン化物イオン（＝活性シアン）の生成については、特定の細胞種で起こ

ることが報告されている。しかし、これまでの研究成果から、内在性のシアン化物イオ

ンは特定の細胞に限らず、多くの細胞種で普遍的に産生されることが示されている。そ

こで、内在性のシアン化物イオンの生合成機構を明らかにすることを第二の目的とした。 
 

 
３．研究の方法 

（１）内在性シアンの測定法の確立 

 我々が確立している誘導結

合プラズマ質量分析装置

（ICP-MS）を利用し、シアン

をセレノシアン酸あるいはチ

オシアン酸へと誘導体化する

方法を開発した（LC-ICP-MS、

右図）。また、既報のシアン化

物イオンを蛍光誘導体化する

ポストカラム法（LC-PC-FD）

とこのLC-ICP-MSとの比較を

行った。 

（２）ほ乳類細胞内におけるシアン生成の分子機構の解明 

 内在性のシアン生成に関わる基質の量や精製に関わる酵素の活性を制御することに

より、シアン生成の分子機構を明らかにした。具体的には、グリシンや過酸化物の曝露

は内在性シアンの生成量を増加させ、ある種のペルオキシダーゼの阻害剤は内在性シア

ンの生成量を低下させることが想定できることから、これらの物質を利用することによ

り、酵素反応の機構を解析した。 
 
４．研究成果 

 LC-PC-FD ではシアン化物イオン、チオシアン酸イオン及びセレノシアン酸イオン

を、LC-ICP-MSではチオシアン酸イオンとセレノシアン酸イオンを分別定量すること

が可能であった。しかし、検出限界として規定できる感度については、LC-ICP-MSよ



りも LC-PC-FD の方が優れていた。一方、試料の前処理の観点では、前処理のいらな

い LC-ICP-MSの方に利点があると言えた。検出できる分子種や検出感度といった利点

を考慮すると、培養細胞レベルの試料量において、内在性のシアン化物イオンを検出す

ることを考えると、LC-ICP-MSを利用するよりも LC-PC-FDを利用する方が適切であ

るという結論を得た。 

 ヒト肺胞基底上皮線癌細胞 A549、ヒト肝がん細胞 HepG2、ヒト胎児腎細胞 HEK293

及びラット副腎髄質褐色腫 PC-12について、内在性のシアン化物イオン濃度を調べたと

ころ、PC-12が最も存在量が多かった。 

 各細胞の培地に 5 mMのグリシンを添加したところ、各細胞種において内在性シアン

化物イオンの生成量は 5.0－25倍に上昇した。しかし、同濃度のアラニンを添加しても

内在性シアン化物イオンの生成量は上昇しなかった。すなわち、内在性のシアン化物イ

オンの生成には、グリシンがかかわっていることを強く示唆している。 

 各細胞の培地に 100 μMの過酸化水素を添加したところ、各細胞種において内在性シ

アン化物イオンの生成量は 3.8－16倍に上昇した。このことは内在性のシアン化物イオ

ンの産生に酸化的ストレスが関与していることを示唆している。 

 以上のことから、内在性のシアン化物イオンは、細胞種に関わらず、グリシンを原料

として、酸化ストレス下ではより効率的に産生されることが明らかとなった。既報では、

下図のような 3 段階の反応により内在性のシアン化物イオンが生成することが知られ

ている。しかし、好中球特異的なミエロパーオキシダーゼによる機構では他の細胞種で

も生成し得る内在性のシアン化物イオンの生成機構を説明し得ないことから、引き続き、

ミエロパーオキシダーゼに代わる酵素系の存在を明らかにしていくことが必要である。 
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