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大腸菌ギ酸デ ヒ ドロ ゲ ナーゼの セ レ ノシ ス テ イ ン残基合成機構

京都大学化学研究所　江崎信芳

　セ レ ン は 硫黄 の 同族元素 で ある が，金 属 性，非 金 属性 を 合 わ せ 持 つ 点 が ユ ニ ーク で ，硫黄 に は な い 特異 な反 応

性 を 示 す．生物は こ の 特殊 性 を巧 み に 利 用 し て お り，哺乳動物や 鳥類 ，魚類は い ず れ もセ レ ン を 必 須微量元 素 と

して 要求する．大腸菌や Clestridium　fi細菌も培養条件に よ っ て は セ レ ン を要求す る．セ レ ン の 必須性 は 大部分，
セ レ ン を必須構成成分 とす る酵素の 存在 と，その 重要な生理作用 に 起因 して い る．こ れまで に ， 哺乳動物で は グ

ル タ チ オ ン ベ ル オ キ シ ダーゼ ，大腸菌 で は ギ酸デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ ，Ct．　 sticklandii で は グ リシ ソ レ ダ ク タ

ーゼ な ど

が 含 セ レ ソ 酵素と して 同定 され て い る．η 非常に 興 味 深 い こ とに ，こ れ ら の 含 セ レ ン 酵素 は い ずれも活性中心 に

セ レ ノ シ ス テ イ ソ 残 基 を 含有 し て い る ．1）

　最近，大腸菌の ギ酸デ ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ を コ ー ドす る遺伝 子 （fdhF） が ク ロ ーソ 化 され，そ の 塩基配列 が 解析 さ

れ た．2）驚 い た こ とに ，活性中心 の セ レ ノ シ ス テ イ ン 残基 は オ パ ー
ル （TGA ）終止 コ ドン で コ

ードされ て い た ．

fdhF　M 伝子を 含む プ ラ ス ミ ド，　 pFM20 を fdhF 欠 損変異株に 導入 す る と．ギ酸デ ヒ ド ・ ゲ ナ
ーゼ 活性 が相 補さ

れ る と と もに ，本酵素 に 相当す る 分子量 8 万 の セ レ ソ 含有 タ ン パ ク 質 も合成された ．pFM20 の fdhF遺伝子読 み

取 り枠 内 の 末 端 あ る い は 内部 を 欠 除 した一連 の プ ラ ス ミ ドを 構 築 し，大 腸 菌 に 導 入 す る と，短 鎖 の セ レ ソ 含 有 ベ

プ チ ドが 生成 し，それらの 分子量 は 遺伝子か ら予測 され る 値 と よ く
一

致 した ，ま た，fdhF遺伝子断片 を lacZ の

5
’
側 に 連結 した 融 合遺伝 子 を 構築 した と こ ろ，嫌気 条 件下 で の み 融 合 タ ソ パ ク 質が合 成 され ，特 に fdhF部分が

TGA コ ドソ を 含有す る場合 に は，融合 タ ソ パ ク質 の 合成 に セ レ ソ の 存在 が 必 須 で あ っ た．一
方，　 TGA の 上流部

分 との 融 合遣伝子 の 発現 に は セ レ ン は 要求 さ れ な い こ とが 証 明 され ，セ レ ノ シ ス テ イ ソ の タ ン パ ク 質 へ の と り込

み は 翻訳 段 階で 起 る こ とが 実証 され た ．7）

　B6ck らの グ ル ープ は そ の 後，　 FDH へ の セ レ ン 導入 に は 4種の 遺伝子が関与して い る こ と を突き止 め t そ れぞ

れ selA ，　B ，
　C

，
　D と命名 した ．3｝こ の うち，　 selC は セ レ ノ シ ス テ イ ソ 残基を コ

ードす る UGA を特異的 に 認識す る

特殊な tRNA を コ ードして い る 」）一方 ，
　 selB の コ ードす る タ ソ パ ク 質 は グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ドと 1 対 1 の 比 で

結合 し，さ ら に セ レ ノ シ ス テ イ ル tR．NA と特異的 に 結合す る ．　 sc］B の DNA 塩基配列は 翻訳開始因子，　 IF−2 お よ

び 伸長因子 EF −Tu 遺伝子 の 塩基配列 と きわ め て 類似性が 高 く，selB は ア ミ ノ 酸特異的 に 作 用 す る 特殊な伸長 因

子 で ある こ とが実証 され た．S）

　大腸菌に．は ギ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ 以 外 に ，5一メ チ ル ー2一セ レ ノ ウ リ ジ ン （mnmSSe2U ＞を 含有す る tRNA が存在

する．6）こ の セ レ ン 含有 tRNA の 生 理 的意義は 不 明 だ が ，少な く と も selC の コ ー ドする tRNA に は mnm5Se2U

は 含 ま れ ない ．最近，Leinfelder らは selD を 欠損 させ る と，ギ 酸 デ ヒ ドロ ゲ ナ
ーゼ も tRNA も共 に セ レ ソ 化 さ

れな くな る こ とを実証 した ．s） こ の 事実 は ギ酸 デ ヒ ド 卩 ゲ ナ
ー

ゼ の セ レ ノ シ ス テ イ ン も mnmsSe2U も共 に 共通 の

酵素あ るい は 代謝系 に よ っ て 合成 され る こ とを 示唆 して い る，Leinfelderらは selD 遺伝子 の DNA 塩基配列を決

定 し，347ア ミ ノ 酸残基の タ ン パ ク 質を コ ードす る こ とを 示 した ノ喫 際，T7 プ 卩 モ ータ ーの 制御下 で selD を発

現 さ せ る と，予想 され る 分子量，36
，
687と

一
致す る タ ン パ ク 質 の 生 成 が 確認 され た ．selA ，　B お よ び D を す べ て

欠損す る大腸菌変異 株 を 宿 主 と し，selA あ る い は D 遺伝 子 を コ
ー

ドす る プ ラ ス ミ ドを 導 入 して 両 遺伝子をそれ

ぞれ高発現 させ た ．各菌体抽 出液を セ レ ソ 化 ナ ト リ ウ ム お よ び セ リ ル ー・tR．NAUCA と と もに イ ン キ ュ
ベ ー

トす る

と，両 抽出液を混 合 した 場 合 に の み セ レ ノ シ ス テ イ ル ーtRNAUCA の 生成が認め られ た ，セ リ ン の 取 り込 み に 関与

す る 通常 の tRNA の セ リル エ ス テ ル を 用 い た 場合や ，セ レ ン 化 ナ F リ ウ ム を 添加 し な い 場 合 に は セ レ ノ シ ス テ

イ ル ーtRNAucA の 生 成 は 認 め ら れ な か っ k ．一
方，　 selA 導入 菌 の 抽 出 液 を 単独 で 用 い た 場 合 に は ，セ リル ー

tRNAUCA は セ レ ノ シ ス テ イ ル ーtRNAUCA 以外 の 物質に 変換 し て い た ，こ の 物質 は 未同定 で あ る が ，セ リ ソ の

OH 基が活性 化 され た，た とえ ぽ，〇一フ ォ ス フ ォ セ リル ーtRNAUCA な どで は な い か と推測 され て い る．　 selD の

役割 は 現段階 で は 不 明だが，セ レ ノ シ ス テ イ ン 残基な らび に mnmSSe2U の 合成 に 寄与 して い る こ とは 明らか で

あ り，少な く と も セ レ ニ ドか らの セ レ ン の 受け 渡 しに 関与 して い る こ とは 確か で あ る．セ リ ソ が い か に して 活 性

化 され ，セ レ ノ シ ス テ イ ソ に 変換 され る の か とい う化学的 な機構の 解明が 待 た れ る．
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