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Selenium is an essential trace element for mammals, birds, and some bacteria. Its remarkable biological effects in

eukaryotes may be related to unique functions of various selenoproteins. Selenoprotein biosynthesis requires mono-

selenophospahte, which is synthesized from selenide and ATP by selenophosphate synthetase (SPS). In the present

study, Sps1 and Sps2 genes were cloned from a cDNA library of the lung adenocarcinoma cells NCI-H441. The in-

frame TGA codon of the lung Sps2 was genetically altered to TGT (Cys) to obtain Sps2Cys gene. The human lung

Sps homologs were characterized by an in vivo complementation assay using a ∆selD mutant host strain. A low-salt

medium optimized for in vivo selD-complementation assay allowed recombinant Sps2Cys to effectively complement

the selD mutation. In contrast, only a weak complementation by the Sps1 gene was observed when selenite was the

selenium source. Better complementation by Sps1 was observed with L-SeCys, suggesting the involvement of a

selenocysteine β-lyase for mobilization of selenium. The results of the complementation study suggested that Sps1

encoded enzyme that functions on selenocysteine recycling whereas the Sps2 enzyme can function as a de novo

selenite assimilation system.

セレンと硫黄は化学的性質が互いによく似ているので，硫黄代謝にセレンが紛れ込み硫黄化合物のセレンアナログが

作られ，それが結果的にセレンの激しい毒性として顕れる。逆にUGAコドンによって指示された位置にセレノシステ

イン残基を挿入してセレンタンパク質を生合成するような本来のセレン代謝には1,000倍以上高濃度に存在する硫黄化

合物を排除して，セレンだけを特異的に代謝するような選別の仕組みが必要になる。大腸菌では，セレン酵素やセレン

含有tRNAの生合成にはselD遺伝子産物が必要とされる1）。selD遺伝子がコードする蛋白質は，セレノリン酸合成酵素

であり，無機セレンとATPからモノセレノリン酸を生成する2）。セレノリン酸合成酵素の触媒作用は，selenideがATP

のγ－phosphorylグループに移されて，同時に無機リン酸とAMPが形成する3－4）。

本研究では，哺乳動物Spsホモログの生理的役割や活性中心残基の触媒機能などを明らかにするために，ヒト肺がん

細胞からSps1とSps2をクローニングして機能解析をおこなった。組換え遺伝子Sps1，Sps2Cysは好気的条件下で培

養すると，大腸菌宿主に対してきわめて毒性が高いことが示されたのでselD欠損大腸菌を用いて，in vivo相補アッセ

イ系を利用してこの二つの遺伝子産物の諸性質を検討した。ヒト肺Spsを再現性よく発現させるためにNaCl濃度を下
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げセレンなど微量元素を添加する新たな培地を作った。Sps2Cys遺伝子は大腸菌WL400（∆selD）内においては，亜セレ

ン酸，L－セレノシステインのいずれのセレン源でも野生株MC4100と同程度に強いFDHH活性を示した。それとは対

照的に，Sps1による相補効果は弱々しく，亜セレン酸をFDHH合成のセレン源として添加した場合には効果が低かっ

た。ところがSps1は培地にセレノシステインをセレン源として添加するとセレノリン酸を供給する活性を示した。

実験方法

RT－PCRクローニング：ヒト肺腺がん細胞NCI－H441から抽出した3μgのmRNAからOmniscript RT kit（Quiagen）

を用いてcDNAライブラリを調製して，HotStarTaq PCR kit（Quiagen）を用いてSps1，Sps2の遺伝子を増幅した。こ

れらの遺伝子は，発現プラスミドpQE30ベクターのクローニングサイトBamHI－HindIIIまたはBamHI－SalIサイト

に挿入した。塩基配列はABI－Prism310シーケンサーで解読して，Sps2遺伝子のセレノシステイン残基をコードする

オパールコドンTGAをCys残基をコードするTGTに部位特異的変異処理してこれをSps2Cys遺伝子とした。配列の比

較はNCBIのホームページのMultiple Alignmentを利用して行った。

in vivoアッセイ：クローニングしたSps遺伝子は大腸菌内で不安定であった。そこで著者らは，in vivo系でSps遺

伝子の発現産物の諸性質を検討した。報告によれば in vivoにおけるselD相補試験はE. coliのギ酸脱水素酵素FDHHの

活性によりセレン蛋白質合成能として評価できる4, 5）。その方法でヒト肺がん由来Spsの活性測定を行ったが，この方

法はヒト肺のSpsには再現性が低かった。種々の条件検討の結果，著者らは培地中の塩濃度を低く（NaCl 0.1～0.25％）

すると in vivoアッセイの感度と再現性が著しく改善されることを見つけた。培地成分の最適化の結果，1.6％（w／v）

ポリペプトン，1％酵母エキス，0.1％NaCl，pH 7，1.5％寒天に1μM Na2SeO3または0.5μM L－SeCysを添加した培

地を確立してこれをStadtman培地と名づけた。形質転換してコロニー形成した大腸菌をこの培地に線引きして，CO2

で満たした嫌気バックの中に入れて30℃でインキュベーションした。IPTG添加はかえって in vivo活性が弱くなるの

でこの実験では誘導剤の添加はしなかった。はっきりとギ酸脱水素酵素の活性を顕すためにはセレン源の添加が必要で

あった。培地中のセレン添加量は次のような検討の結果，1μMに決定された。つまり，亜セレン酸ナトリウムは10μM

まで添加しても大腸菌の生育に影響しないが，10μMのL－SeCysを培地中に添加すると大腸菌は生育できなかった。

L－SeCys添加は0.1μM または1μMまでの濃度が適当であった。

結果・考察

1．RT－PCRクローニング

Sps1はRT－PCR産物としてアガロースゲル上に強いシ

グナルを与えた。対照的にSps2のシグナルは極めて微弱

でありその増幅にはQ－solution（Quiagen）の添加が必要で

あった。Q solutionを添加せずにMg濃度や温度プログラム

を変更してもSps2の増幅はできなかった。ただしQ－solu-

tionを添加して得られるアガロース電気泳動上のPCRシグ

ナルはきわめて弱いものであった（Fig. 1）。Sps1とSps2

は互いに高い相同性を持つので，この増幅効率の違いは

Sps2の転写産物がSps1よりもはるかに少ないコピー数で

あることを示している。
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Fig. 1 RT-PCR of human lung Sps genes from NCI-H441. Lane M, φX174／
HaeIII markers ; lane 1, Cytosolic thioredoxin reductase (TrxR1) ampli-
fied as a positive control; lane 2, Sps2 gene amplified in the presence
of Q-solution; lane 3, Sps1 gene amplified in the presence of 1.5 mM
MgCl2 without Q-solution.

Trace Nutrients Research22:147-152(2005)



2．Sps2Cys発現プラスミドの構築

Sps2遺伝子の配列解析の結果，Sps2の1.347bpには二ヶ所の点突然変異が存在し，そのうちの一つA901G変異は

Thr301Alaのアミノ酸置換を生じたが，G1221Aはアミノ酸置換のないサイレントな変異であった。このSps2遺伝子の

TGA（SeCys）コドンをTGT（Cys）コドンに変異導入して，その結果得られたプラスミドをpCRSps2Cysとした。pCR－

Sps2CysをBamHI，HindIII消化して1.2 kb断片をpQE30にライゲーションして発現プラスミドpQE30Sps2Cysを調

製した。

3．配列比較

大腸菌セレノリン酸合成酵素SPSの活性中心残基Cys－17はグリシンリッチな配列－Gly16－Cys17－Gly18-Cys19－

Lys20－Ile21－Ser22－Pro23の中に位置している。細菌，アーキア，真核生物のSPS配列のマルチプルアライメントに

より大腸菌SPSのグリシンリッチな配列が高度に保存されていることが明らかになった（Fig. 2）。Cys17の前のGly16

はすべての酵素で保存されている。Gly18－Cys19も多くのSPSホモログにあるが，細菌やアーキアのSpsではAlaに置

換されたものも多い。大腸菌SELDではLys20が触媒上必要な残基である6），これもすべてのSPSホモログに高度に保

存されている。このLys20の次には疎水性アミノ酸Val，Ile，Leuのいずれかが入りProが22または23番目に入るのも

共通した配列上の特徴である。もしもGly16からIle／Val／Leu21がαへリックスまたはループ構造をとればLys20は

Cys17に近い位置にあって，pKaを低下させてチオール基の解離を促進すると考えられる。

4．大腸菌でのSps遺伝子の発現

ヒト肺Sps遺伝子を大腸菌細胞中での発現はまったく成功しなかった。検討したベクターはpQE30のほかにpUC18，

pKK233－3，pET32a。宿主としては，JM109，DH5α，BL21（DE3）とM15。いずれも蛋白質としての発現が確認でき

なかった。E. coli ABLE－K株（Toyobo）は，通常の宿主大腸菌に比べてplasmidコピー数を10分の1に抑制する。そこ
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Fig. 2 Amino acid sequence alignment of SPS homologs from the
human lung cancer cell (HuLung), mouse (Mmus),
Drosophila melanogaster (Dmel), Caenorhabditis elegans
(Cele) and C. briggsae (Cbri), Methanopyrus kandleri
(Mkan), Methanococcus jannaschii (Mjan), Esherichia coli
(Ecol), Salmonella typhimurium (Styp), Yersinia pestis
(Ypes), Haemophilus influenzae (Hinf), Rhizobium meliloti
(Rmel), Aquifex aeolicus (Aaeo), Campylobacter jejuni (Cjej),
Geobacter sulfurreducens (Gsul), Thermoanaerobacter teng-
congensis (Tten), Eubacterium acidaminophilum (Eaci1
and Eaci2). 
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でpQE30Sps1とpQE30Sps2Cysの宿主としてABLE－K株を検討したが，SPS蛋白質の大きさに相当するCoomassie

blue－stained バンドはやはり認められなかった。

5．ヒト肺Sps1，Sps2CysによるselDの相補実験

pQE30ベクターにクローニングされたヒト肺Sps1，Sps2Cysは，大腸菌のselD欠損を相補する能力が異なっていた。

Sps2Cys遺伝子は1μM亜セレン酸を添加した培地上で大腸菌WL400（selD欠損）株に強いFDHH活性を示した。その発

色は野生株MC4100と同じくらい強かった。セレン源として1μMのL－セレノシステインが与えられると，FDHH活性

は亜セレン酸を与えたときよりもやや弱い発色を示した。Sps2Cysにとって亜セレン酸はL－セレノシステインよりも

良好なセレン源であることが示唆された（Fig 3）。これらの結果とは対照的にSps1遺伝子を形質転換した大腸菌では

亜セレン酸をセレン源とする条件できわめて弱いFDHH活性しか生産されなかった。興味深いことに，L－セレノシス

テインがセレン源として与えられると，Sps1を形質転換した大腸菌が明らかなFDHH活性が現れた。セレノシステイ

ンのセレン源が高いFDHH活性につながるのは，L－セレノシステインから遊離したセレンがSps1の基質になることを

示している。細菌のセレン蛋白質合成にセレノシステインβリアーゼが関わっていることが最初に示されたのは，セレ

ノプロテインA（Clostridium sticklandiiのグリシン還元酵素複合体）の生合成研究である。このセレン蛋白質の75Se

標識セレノシステイン由来のセレンは75Se標識亜セレン酸よりも効率よく75Se標識セレノプロテインAに取り込まれた7）。

さらにAzobactor vinelandii8）のNifS蛋白質や大腸菌NifS様蛋白質がセレノシステインからセレンを遊離させて，その

セレンがSPSによるセレノリン酸合成の基質になることが報告されている。さらに，大腸菌においてセレノシステイン

から遊離するセレンが特異的に大腸菌FDHHに取り込まれることが報告されている
9）。NifS様蛋白質は活性中心付近に

保存性の高いCys残基を持っており，そのシステイン残基は基質セレンを結合してSPSのようなセレンを基質とする酵

素に供給すると考えられている10）。著者らの実験においてヒト肺Sps1もE. coliの代謝系を利用して蛋白質に結合した

セレンを基質として利用していると考えられる。これと同様に，大腸菌SELDの活性中心Cys17をセリン残基に置換し

た変異酵素がやはりセレノシステインをセレン源とした場合には微弱ではあるが酵素活性を示すと報告されている。セ

レン基質の要求性という観点から，大腸菌酵素Cys17／SerはヒトSps1とアナログであると考えられる。
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Fig. 3 SelD-complementation by human lung Sps genes. E. coli MC4100 (wild-type), WL400 (∆selD),
and WL400 transformed with pQE30Sps2Cys (A) or with pQE30Sps1 (B) were grown anaero-
bically at 30℃ on a plate containing 10μM sodium molybdate and 1μM sodium selenite or 1
μM L-selenocysteine. Soft agar containing 0.75% agar, 1 mg／ml of benzyl viologen, 0.25 M
sodium formate, and 25 mM KH2PO4 was laid over the culture. Colonies with active FDHH
reduced benzyl viologen, which develops a deep blue color.
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6．基質特異性の違いと生理的意義

ヒト肺Sps遺伝子の基質特異性の違いに基づいてこれらの生理的役割を考察した（Fig. 4）。まず，Sps2はセレン源

として亜セレン酸を利用できる酵素であり，細胞内では亜セレン酸が還元されて生成するセレニドを基質にすると考え

られる。謎とされていた活性中心SeCys60の役割とは，還元されたセレニドに結合して酵素基質複合体を形成する残基

として考えられる。また，Sps1はセレン源としてセレノシステインが与えられると活性を示した。ほ乳類細胞でも

NifS様蛋白質が関与するセレノシステインβリアーゼが関わっていると考えられるので，これはセレノシステインのリ

サイクル経路が考えられる。L－セレノシステインはシステイン合成系で非特異的に生成すると可能性があるが，セレ

ン酵素が分解されて生成することもあり得る。この肺腺がん細胞ではC末端から2番目にセレノシステイン残基を持つ

チオレドキシン還元酵素が正常肺細胞の百倍以上の以上高発現している11）。セレン酵素の代謝回転で生じる遊離セレノ

システインがリサイクルされる経路の中でSPS1が関わる可能性がある。

本研究の結果，ほ乳類のセレン代謝として有機態セレンと無機セレンでは異なるセレン同化経路と異なるSpsアイソ

ザイムが関わる可能性が提案された12）。このことは，サプリメント開発などセレンの生理活性を積極的に利用する目的

の下に疫学的調査，代謝研究を行う際には，セレンの供給源として有機態セレンと無機セレンを意識的に区別する必要

性を示唆する重要な意味を持つ。セレン代謝経路をさらに詳しく研究するためには，今後の課題として，SPS1にセレ

ンを運ぶタンパク質を同定することやSPS2／大腸菌SELDでのSeCys／Cys残基の触媒上の役割を分子レベルで証明す

る課題が残されている。
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Fig. 4 Selenium assimilation routes proposed for the lung adenocarcinoma cell NCI-H441. Up-regula-
tion of SPS2, capable of using selenide-derived from selenite, provides a bypass route, which
directly converts selenide into monoselenophosphate, leading to an increased cellular seleni-
um pool. The SeCys-60 residue in Sps2 is proposed to provide a selenide binding site for
enzyme-substrate complex formation. SPS1 that lacks a SeCys or Cys residue in the corre-
sponding glycine-rich sequence would require a selenium-delivery system, in which activated
selenium is supplied as a perselenide (-S-SeH) derivative.
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