
１． は じ め に

１６族に属する元素のうち，硫黄は動物及び植物にとっ

て必須であるが，セレンは動物にとってのみ必須であると

考えられている．またテルルについては動物及び植物とも

に必須性は認められていない．セレンは生体内では，硫黄

と同じように典型元素としての性質に基づき挙動する．言

い換えるならば，生体分子にイオンとして配位するのでは

なく，炭素―セレンの共有結合性の代謝物が生合成される．

したがって，代謝物の化学形態が明らかになれば，セレン

がどのような代謝を経ているのかを知ることができる．テ

ルルに至っては，その動植物体内における代謝過程には，

ほとんど明らかになっていない．生体内で同族の硫黄に比

べてはるかに存在量の少ないセレンやテルルの代謝物を分

析するには，一般的な代謝物分析法に加えて，金属元素を

高感度に分析可能な機器を生体成分分析に応用する必要が

ある．まずは，セレンやテルルなどの金属性を有する元素

を含む代謝物分析に用いるスペシエーションの装置構成を

概説し，次いで著者らが行ってきたセレンやテルルを含有

する代謝物の同定について紹介する．

２． スペシエーションとハイフネーテッドテクニック

従前は，生体微量元素の測定というと測定対象となるも

のが微量であるがゆえに，存在量を定量的に把握すること

のみに注意が払われていた．しかし，生体微量元素の生物

学的作用を理解するためには，生体微量元素が生体内でど

のような化学形態をとることによって生体構成成分として

機能するのか，あるいは生体成分と相互作用を発揮するの

かという定性的な一面を同時に把握することが必要であ

る．そこで，この目的に用いられるのが化学形態別分析で

ある．化学形態別分析は，スペシエーション（speciation）

とも呼ばれ，最近ではこの呼び名の方がよく使われている

ため，本稿ではスペシエーションと記載した．

生体微量元素のスペシエーションとは，生体や環境由来

の試料中に存在する元素を，元素に着目して化学形態別に

定性分離し，それらの化学種を定量すること，またその分

析法と定義される１）．実際のスペシエーションの実施には，

生体成分を分子量，荷電状態あるいは機能などに基づき分

離する手法と，それに引き続き一般的には元素特異的に検

出するという二つの分析法がオンラインで組み合わされ
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る２，３）．分離の手段としては，高速液体クロマトグラフィー

（HPLC），ガスクロマトグラフィーあるいはキャピラリー

電気泳動などが利用されているが，もっぱら用いられるの

は HPLCである．一方，元素特異的な検出の手段として

は，原子吸光光度計，誘導結合プラズマ発光分光計あるい

は誘導結合プラズマ質量分析計（inductively coupled plasma

mass spectrometry：ICP-MS）などが用いられている．最近

では多元素同時分析が可能である，他の機器分析法よりも

一般に高感度である，同位体別分析が可能であるなどの理

由から，ICP-MSの利用が一般的である．図１に HPLCを

分離手段とし，ICP-MSを検出手段としたいわゆる HPLC-

ICP-MSの概念図を示した．このように本来は別々の分析

機器として利用可能であるもの同士を接続して利用する手

法をハイフネーテッドテクニック（hyphenated technique）

と呼んでいる４）．つまり HPLC-ICP-MSを端的に言えば，

生体成分を HPLCで分離し，ICP-MSで金属などの元素を

特異的に検出するということである．

スペシエーションにおける分離手法として HPLCが汎

用される理由は，１）生体試料を前処理なしでも適用可能

なこと，２）イオン交換，サイズ排除及び吸着・分配など

種々の分離原理に基づく分離が可能であること，３）分離

と検出手法が液相―液相であり ICP-MSへの接続が容易な

ことなどが挙げられる．特に３）については，ICP-MSへ

の試料導入速度が０．１～１．０mL／min程度であり，一般的

な HPLCの流速とほぼ等しいことから，特別なインター

フェースを用いることなく接続できることも HPLCが選

択される大きな理由の一つである．

一方 HPLC-ICP-MSの最大の欠点は，標準物質のない未

知の化合物やタンパク質の同定ができないことである．こ

れを克服するため，HPLC-ICP-MSの分析条件をほぼその

まま移植できることから，未知の化合物を同定するために

HPLC-ESI-MS（いわゆる LC-MS）が相補的に利用される５）．

ESI-MS（エレクトロスプレーイオン化質量分析装置）の

質量分離部は，タンデム型（MS-MS），イオントラップ型

（MSn），飛行時間型（TOF）あるいはハイブリッド型（Q-

TOF）など多彩であることから，MS-MS及びMSnでは分

子構造の情報を，TOFや Q-TOFでは精密質量から元素組

成式を得ることが可能である６）．ただし，ESI-MSはイオン

化がマイルドであるため，これに起因する欠点も有してい

る．すなわち ICP-MSに比べて，１）汎用機器を用いた場

合，同じ化合物を検出する場合３～５桁ほど感度が低い，

２）マトリックスによる影響を受けやすく，測定対象に

よっては血清や尿などの高マトリックス試料はそのままで

は測定できない，などが挙げられる．セレンやテルルは前

述の通り，生体内の代謝を通じて，共有結合性の代謝物と

して変換されるため，代謝物の構造が同定できれば，その

代謝過程を明らかにすることができる７）．セレンやテルル

の分析においては，ICP-MSの感度には ESI-MSの感度が

追いついていないため，HPLC-ICP-MSでスクリーニング

を行い，HPLC-ESI-MS-MSで同定するといった相補的な

利用が必要である．以下にこれまで著者らが行ってきたセ

レン及びテルルを含有する代謝物の分析について概説す

る．

３． 尿中セレン代謝物のスペシエーション

セレンは動物体内では，セレンを特異的に要求する酵

素，例えばグルタチオンペルオキシダーゼやチオレドキシ

ンレダクターゼなどの活性中心をセレノシステインという

形で構成する８，９）．セレンタンパク質の翻訳に関する詳細な

機構については他の総説等を参照されたいが１０，１１），金属イ

オンのように，タンパク質の一次構造が完成し高次構造を

形成するとともにイオンやイオンを含む複合体としてタン

パク質分子に組み込まれるのではなく，２１番目のアミノ

酸といわれるセレノシステインとして，一次構造内に組み

込まれる１２）．アミノ酸としてタンパク質の機能発現に利用

される元素という観点から見れば硫黄とセレンには共通点

を見いだせるが，システインと異なりセレンタンパク質に

組み込まれるセレノシステインは，動物体内で無機のセレ

ン塩（亜セレン酸塩やセレン酸塩）から de novo 合成可能

である．また，それぞれのアミノ酸の SeH基と SH基の

pKaはそれぞれ，５．２と８．３であることから，生体内での

機能も当然異なっている．これまでセレンがセレンタンパ

ク質として生合成される機構については，詳細な分子メカ

ニズムが明らかにされてきたが，セレンの排泄に向かう代

謝過程の詳細は不明であった．すなわち生体内で利用され

たセレンは，最終的にはほとんど尿中へと排泄され，尿中

にはトリメチルセレノニウムイオン（TMSe）が検出され

ることが知られていたものの１３～１６），TMSeは主にセレンを

過剰に摂取したときに見いだされる尿中代謝物であって，

生理条件下で見いだされるセレンの尿中代謝物は別の化学

図１ HPLC-ICP-MSの概念図．
HPLCと ICP-MSの間に一つまたは複数の検出器（紫外―可視吸
光検出器や蛍光検出器など）を入れることも可能．HPLCある
いは間に入れた検出器からの溶離液を，直接 ICP-MSの試料導
入部（ネブライザーチューブ）に導入することにより，HPLC-
ICP-MSの装置が構成できる．
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形態であることが示唆されていた１７～２１）．実際に，セレンを

軽度に過剰摂取させたラットの尿では，HPLC-ICP-MS解

析により二つの異なる尿中代謝物が検出され（図２），そ

のうちの一つは TMSeの標準物質と同じ保持時間を持つこ

とから，TMSeであることが確認できていた．

図２で Xと記した TMSeと異なる代謝物が，生理的な

セレンの尿中代謝物であったが，最初に HPLC-ICP-MSに

より入手可能なセレン化合物及び比較的簡単に化学合成が

可能なセレン化合物との保持時間の比較を行ったところ，

いずれも Xの保持時間と一致しなかった．そこで，

HPLC-ESI-MS-MSによる分析を試みたが，尿中に含まれ

る多量の塩と有機物が，微量にしか存在しないセレン代謝

物の検出を妨害した．そこで脱塩と酵素処理による有機物

の分解，濃縮を経て，HPLC-ESI-MS-MSによる分析が可

能となるように前処理を行ったところ，図３のマススペク

トラムを得ることができた２２）．セレンは特異的な同位体の

存在比（７４Se０．８９％，７６Se９．３６％，７７Se７．６３％，７８Se２３．８％，
８０Se４９．６％，８２Se８．７３％）を有しており，セレンを分子中

に含む化合物であれば，この同位体比がマススペクトラム

に現れる．実際に，m／z３００を中心に（８０Seとして）セレ

ンの同位体のパターンが観察された．その他の実験から得

られた情報も勘案して，尿中の未知のセレン代謝物の分子

量は２９９であることが予想できた．次に HPLC-ESI-MS-

MS分析を実施し，検出されたフラグメントイオンから構

造を組み立てると，尿中セレン代謝物は Se-メチルセレノ-

N-アセチルヘキソサミンと想定された（図４）．この際に

は，７８Se，８０Se及び８２Seを含むそれぞれ m／z２９８，３００及び

３０２のプリカーサーイオンからプロダクトイオンのフラグ

メント解析を行うことにより，Seを含むフラグメントと

含まないフラグメントの識別が容易になり，構造推定に役

立った．しかし，極めて微量の尿中セレン代謝物の絶対構

造をMS-MSで決定するのは難しい．この後，著者らは

NMRによる絶対構造の決定と候補化合物の化学合成を行

い，最終的に生理的条件下で尿中に排泄されるセレン化合

物が図４に示した Se-メチルセレノ-N-アセチルガラクトサ

ミンであることを明らかにした２３）．さらに尿中セレン代謝

物の生合成経路を明らかにするため，肝臓中でのセレン代

謝物の探索を行ったところ，経時的に尿中セレン代謝物 X

へと変化する肝臓中セレン代謝前駆体 Aが HPLC-ICP-MS

により検出された．この化合物についても ESI-MS-MSで

分析したところ，Se-グルタチオニル-N-アセチルガラクト

サミンであることが明らかとなった（図５）２３）．無機のセレ

図２ セレンを摂取したラットの尿中のセレンのスペシエー
ション．

５．０μg／mLの亜セレン酸ナトリウムを含む飲料水を１４日間摂
取させたラット尿を Shodex GS-３２０HQカラムにかけ，５０mM
酢酸アンモニウム溶液で溶出し，ICP-MS（HP４５００，アジレン
トテクノロジーズ社）によりセレンを m／z８２で検出した．

図３ 尿中セレン代謝物 Xのマススペクトラム．
図２で得られたセレン代謝物 Xを精製・濃縮し，ESI-MS（API３０００，アプライドバイオ
システムズ社）により positive ionモードで測定した．
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ン塩は，硫酸塩や亜硫酸塩とは異なり，生体内で－�価ま

で還元可能であり，この－�価のセレンがセレンタンパク

質の生合成に必要なセレノシステインの de novo 合成に用

いられる．この－�価のセレンの詳細な化学形態は明らか

になっていないが，タンパク質のシステイン残基やグルタ

チオンのシステインに結合したセレノペルスルフィド

（CysSSeHや GSSeH），あるいはセレノトリスルフィド

（GS-Se-SGなど），あるいは遊離の HSe－などが想定されて

図４ 尿中セレン代謝物 Xのタンデムマススペクトラムと構造．
図３で得られたプリカーサーイオンをコリジョンエネルギー２０eVで生成させたフラグメントイオンを得た．

図５ ラット肝臓における尿中セレン代謝物前駆体の同定．
図２の条件で処置したラットより得られた肝臓可溶性画分中に存在する尿中セレン代謝物前駆体を HPLC-ESI-MS-MSにより解
析した．コリジョンエネルギーは２０及び４０eVとし，positive ionモードにて測定した．
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いる．排泄に向かう際には，まず肝臓内で糖が付加され，

次いでグルタチオンの部分が外されると同時に代わりにメ

チル基が付加されて，尿中へ排泄される経路が想定でき

た２４）．したがって，少なくとも排泄に向かう経路において

は，代謝中間体としての－�価のセレンは GSSeHあるい

は GSSeSGの化学形態ではないかと考えている．セレン

は生理条件下ではセレノ糖として尿中に排泄されるが，同

様の構造を有した硫黄置換体は報告されていないため，糖

による抱合体の尿中排泄はセレンに特異的な排泄経路であ

ると考えられる．糖の部分については，N-アセチルグルコ

サミンを含むセレノ糖を検出したという報告もあるが２５），

圧倒的に N-アセチルガラクトサミンがセレノ糖の生合成

には用いられる．またセレノ糖は，哺乳類のみならず，魚

類，爬虫類，鳥類でもセレン代謝物として検出できる２６，２７）．

なぜセレノ糖の生合成に，ほぼ特異的と言っても良いほど

N-アセチルガラクトサミンが利用されるのか，著者は明快

な解答を今のところ持っていない．セレンの摂取が過剰に

なると TMSeが尿中に検出されるようになるが，これは糖

の転移反応が追いつかなくなり，メチル化反応のみで，化

学的に安定で水溶性の高い TMSeに変換し，排泄しやすく

するためと思われる．しかし，TMSeの生合成には，毒性

が高く，揮発性の高いモノメチル化体やジメチル化体のセ

レン化合物を代謝中間体として経なければならないため，

過剰摂取という非常事態以外では単純メチル化の経路では

なく，より安全なセレノ糖の生合成という経路で排泄して

いるものと考えることができる．

４． テルルの尿中代謝物のスペシエーション

テルルは産業材料として，近年我々の生活圏に浸透しつ

つある元素であるが，その生体影響については明らかに

なっていない点が多い．テルルは動物にとっても植物に

とっても必須性が確認されていない元素であり，その代謝

経路も明らかにされていない．セレンよりも金属性の高い

元素であるが，生体内で金属として挙動するのか，典型元

素として挙動するのかも不明である．著者らは，ラットに

亜テルル酸ナトリウムとしてテルルを与え，その尿中代謝

物のスペシエーションを行った２８）．

テルル投与後の尿には主たるテルル代謝物が一つのピー

クとして検出された（図６）．このピークの保持時間は，

与えた亜テルル酸やその酸化物であるテルル酸あるいは

－�価のテルルのグルタチオン抱合体である GSTeHとは

異なっていた．用いた HPLCカラムの溶出条件では，陽

イオン性の化合物は，相対的に遅く溶出されることから，

このテルル代謝物はトリメチルテルロニウムイオン

（TMTe）ではないかと想定し，TMTeを研究室内で化学合

成し，保持時間を確認した．その結果，この HPLCカラ

ムに加えて，陰イオン交換 HPLCカラムにおいても，尿

中テルル代謝物と化学合成した TMTeとの保持時間が一

致したことから，尿中のテルル代謝物は TMTeであると

結論した．すなわち，テルルは亜テルル酸塩として摂取さ

れた場合，セレンと同様に－�価まで生体内で還元され，

単純メチル化反応により，トリメチル化体までメチル化さ

れ，尿中へ排泄される経路が想定された２８～３０）．またセレノ

糖に対応するテルル糖は検出できなかったため，N-アセチ

ルガラクトサミンを転移する酵素は，セレンに特異的であ

り同族のテルルを識別しているが，メチル化酵素は，セレ

ンとテルルを識別できていないと考えられた．モノメチル

化体及びジメチル化体はテルルにおいても揮発性が高く，

毒性の高い化合物であるため，単純メチル化反応よりも糖

転移反応の方が毒性学的に有利であると考えられるが，あ

えて糖転移反応においてはセレンとテルルを識別している

ため，セレノ糖の生合成には何らかの生物学的な理由があ

るものと想定している．しかし，その理由は今のところ明

らかにできていない．

５． 海棲生物特異的なセレン代謝物のスペシエーション

著者の研究室では，ある種の海棲生物中の肝臓の可溶性

画分中には，ヒトや実験動物などの哺乳類の肝臓では検出

されないセレン含有代謝物が多量に存在することを見いだ

していた（図７）．陸棲爬虫類であるカミツキガメには，

哺乳類の肝臓や尿中で見いだされる Se-メチルセレノ-N-ア

セチルガラクトサミンが認められたが，海棲爬虫類である

タイマイの肝臓中には未知のセレン代謝物が多量に存在し

た．HPLC-ESI-MS-MSによる同定を試みたところ，

m／z２７８の代謝物が検出され，それをプリカーサーイオン

としてフラグメントパターンを解析したところ，図８に示

図６ テルルを摂取したラットの尿中のテルルのスペシエー
ション．

９．０μg／mLの亜セレン酸ナトリウムを含む飲料水を１４日間摂
取させたラット尿を Shodex GS-３２０HQカラムにかけ，５０mM
酢酸アンモニウム溶液で溶出し，ICP-MS（Agilent７５００，アジ
レントテクノロジーズ社）によりテルルを m／z１２８で検出した．
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したようなセレノネイン（selenoneine，２-セレニル-Nα，Nα，

Nα-トリメチル-L-ヒスチジン）と命名された化合物である

ことが明らかとなった２７）．セレノネインは山下由美子らに

より，マグロの赤血球中から初めて同定された化合物であ

るが３１），マグロに限らず他の海棲の魚類や爬虫類にも存在

することが明らかとなった３２）．セレノネインの硫黄置換体

はエルゴチオネイン（ergothioneine）と呼ばれ１９０９年に

M.C. Tanretによって麦角から初めて単離された化合物で

ある．現在エルゴチオネインは，ヒスチジンからヒスチジ

ンのアミノ基がトリメチル化されたヘルシニン（hercynine）

を経て，システインからイミダゾール環へ硫黄が供給され

て生合成される経路が示されている３３）．セレノネインもこ

の経路をたどり生合成されるとすると，システインの代わ

りにセレノシステインが必要になる．しかし，セレンを必

須元素として要求し，セレンタンパク質を生合成している

動物には，セレノシステイン残基や tRNAと結合したセレ

ノシステインは存在しているものの３４），遊離のセレノシス

テインの存在は確認されていない．また食物連鎖の上位に

いる生物ほどセレノネインの肝臓中濃度が高いこと，海綿

や海藻中でもセレノネインが見いだされることから，セレ

ノネインは食物連鎖に従って肝臓中に濃縮されるのではな

いかと著者らの研究室では考えている．一方，ヒトが魚を

摂取した場合，セレノネインがメチル化された Se-メチル

セレノネインが生成することが報告されている３５）．このこ

とは，セレノネインが生体内で何らかの反応性を有してい

ることを示唆していると考えられる．現在著者らの研究室

では，セレノネインと他の金属との生体内相互作用につい

て検討を行っている３６）．

６． セレン蓄積性植物におけるセレンとテルルの代謝物の

スペシエーション

動物体内でセレノシステインがセレンタンパク質の一次

構造内に取り込まれるためには，インフレームに UGAコ

ドンがあり，mRNAの３′側に特殊なヘアピン構造（これ

を selenocysteine insertion sequence：SECISという）が必要

であるが，SECISが植物では認められないため，セレンの

必須性は植物では認められていない３７～３９）．しかし，ある種

の植物では，無機のセレン塩を有機セレン化合物に代謝変

換する高い能力を有することが知られている４０～４５）．これら

の植物が毒性の高い無機セレン塩を毒性の低い有機セレン

化合物（主にセレン含有アミノ酸誘導体）に変換できるこ

とを利用して，１）セレン汚染土壌の浄化，いわゆるファ
図７ 海棲及び陸棲爬虫類肝臓中のセレン代謝物の比較．

図８ 海棲爬虫類肝臓中の代謝物のマススペクトラムと構造．
図７で得られた海ガメ肝臓中の未知のセレン代謝物を HPLC-ESI-MS-MSにより分析した．
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イトレメディエーションや２）セレンの抗がん作用を期待

した医薬品開発，などに応用可能であるため，植物におけ

る非必須元素であるセレンの代謝過程の解明も多数報告さ

れている４６～５５）．

ニンニク（Allium sativum）やタマネギ（Allium cepa）な

どのユリ科ネギ属の植物やブロッコリ（Brassica oleracea

var. italica），カラシナ（Brassica juncea），小松菜（Brassica

rapa var. perviridis）及び大根（Raphanus sativus）のよう

なアブラナ科の植物は，無機のセレン化合物を特有のセレ

ノアミノ酸に代謝し，蓄積することが知られている５６）．前

述の通り，セレンは植物にとっての必須元素ではないが，

ある種の植物にとっては少量のセレン曝露が植物の成長に

有用であるということが知られており，有用元素と位置づ

けることもある．上述のセレン蓄積性の植物においては，

硫黄代謝が盛んなことから，同族のセレンについても高い

代謝能を有していると考えられている．そこで，アブラナ

科植物の中でも硫黄を含む辛味成分の産生能力の高い辛味

大根（Raphanus sativus L. cv.‘Yukibijin’）を用いて，セレ

ン代謝物の解析を行った４２）．

辛味大根を，セレン酸を含む土壌で栽培し，可食部であ

る根部から可溶性のセレン化合物を抽出し HPLC-ICP-MS

により測定した．最も多く存在したセレンの化学形態は，

曝露に用いたセレン酸であったが，次いで Se-メチルセレ

ノシステインが確認された（図９）．HPLCの保持時間か

らセレン化合物を同定するために，分離モードの異なる２

種類（ゲルろ過と陰イオン交換）のカラムを用いた．さら

に三つ目のセレン化合物が検出されたが，この化合物の保

持時間は既存のセレン化合物の保持時間とは一致しなかっ

たため，HPLC-ESI-MS-MSによる分析を行った．

まず HPLC-ESI-MSにより m／z２８５を中心としてセレン

の同位体パターンを検出することができた．次いでMS-

MS分析により，得られたフラグメントパターンから辛味

大根で検出された未知のセレン化合物は４，４′-セレノ-ビス

［２-アミノブタン酸］（セレノホモランチオニン，SeHLan）

であると推定できた（図１０）．辛味大根抽出液ではメチオ

ニン（Met）のセレンアナログであるセレノメチオニン（Se-

Met）が検出されなかったことから，セレノホモランチオ

ニンは，セレノホモシステインから SeMetへ行くメチル

化反応が進行する代わりに，セレノホモシステインに O-

ホスホホモセリンが反応して生合成されると想定された

（まとめの図１４を参照）．同様なメチル化反応を必要とす

るセレノシステインから Se-メチルセレノシステインは生

合成されているにもかかわらず，SeMetは生合成されず

に，セレノホモランチオニンが生合成されることは興味深

い．セレンを必須元素とする動物であれ，必須元素としな

い植物であれ，セレノシステインとシステインは厳密に識

別するものの，SeMetとMetの識別はゆるいと言われてい

る５７，５８）．このことから考えると，セレンを効率よくセレノ

アミノ酸へ変換できるセレン蓄積性の植物では，SeMetに

代謝をしてしまうとMetと区別できず，Metが SeMetに

置き換わってしまうことによる毒性発現を避けるために，

SeMetへとは代謝せずに，セレノホモランチオニンへと代

謝をするのではないかと考えている．植物がどの程度 Se-

MetとMetとが見分けられないのかを次節で検討した．ま

た，セレノホモランチオニンへを動物に投与すると，Se-

Metとは異なる体内分布を示す５９，６０）．SeMetは特異的に膵

臓に集積するが，セレノホモランチオニンへにはこのよう

な性質はない．SeMetに代わるセレンのサプリメントとし

て，期待できる化合物でもある．

一方，カラシナやニンニクにテルル酸ナトリウムとして

テルルを曝露すると，セレンをセレン酸ナトリウムとして

曝露した時に比べて量は少ないものの，やはりテルルの蓄

積が認められた（図１１）６１）．また取り込まれたテルルは曝

露した化学形態であるテルル酸から代謝され，異なる化学

形態で蓄積していた．最近，著者らの研究室では，ESI-

MS-MSにより，ニンニクに最も存在量の多いテルル代謝

物として抽出液中に Te-メチルテルロシステンオキシドを

検出している（投稿準備中）．Te-メチルテルロシステイン

は Se-メチルセレノシステインに比べて酸化されやすく，

測定の段階で Te-メチルテルロシステンオキシドに変化し

ているのではないかと想定している．セレン蓄積性植物で

は，吸収の段階でセレンとテルルを識別しているものの，

図９ 辛味大根抽出液中のセレンのスペシエーション．
セレン酸ナトリウムを与えて生育させた辛味大根の水抽出液中
のセレンの分布．上段はゲルろ過カラム（Shodex GS-３２０HQ），
下段は陰イオン交換カラム（PRP X-１００，ハミルトン社）を用
いた．
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図１０ 辛味大根抽出液中の新規セレン代謝物のマススペクトラムと構造．
図９で得られた辛味大根中の未知のセレン代謝物を HPLC-ESI-MS-MSにより分析した．

図１１ テルル酸ナトリウムを曝露したニンニク葉抽出液中のテルルのスペシエー
ション．

テルル酸ナトリウムを与えて生育させたニンニクの葉の水抽出液中のテルルの分
布をゲルろ過カラム（Shodex GS-３２０HQ）を用いた HPLC-ICP-MSにより分析し
た．最大のピークを引き続き ESI-MS-MSにより分析したところ，図中の構造を
推定している．
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吸収されたテルルについては，セレン同様に O-ホスホセ

リンにより，還元したテルルを捕捉し，テルロアミノ酸と

して解毒しているものと考えている．また動物で見いださ

れた単純メチル化体である TMTeは，これら植物では検

出限界以下であった．したがって，非必須元素であって

も，動物と植物では解毒の経路が異なっているものと考え

られた．

７． コムギ胚抽出液中におけるMet，SeMet及び

テルロメチオニン（TeMet）の識別

前節において，セレン蓄積性植物では SeMetの生合成

を避けるような代謝を行うのではないかと想定したが，実

際に SeMetあるいは TeMetがMetと区別されずに代謝さ

れるのかをコムギ胚抽出液を用いた in vitro の反応系で検

討した６２，６３）．

まずMetの SeMetや TeMetへの置換が，構造と酵素活

性に与える影響を調べるため，green fluorescence protein

（GFP）及び JNK stimulatory phosphatase-１（JSP-１）の mRNA

を鋳型として in vitro 翻訳を行った．コムギ胚抽出液中に

は内在性の硫黄を含む物質が多量に含まれているため，in

vitro 翻訳に利用され，タンパク質に取り込まれたMetの

図１２［３４S］-Met，SeMet及び TeMetの in vitro 翻訳によるタン
パク質の構造及び活性に与える影響の比較．

Metを添加したときの値を１００％として翻訳後の GFPの蛍光量
（左）及び JSP-１の酵素活性（右）を相対値で表した．カラムは平
均値±標準偏差（n＝３）を表し，＊＊は p＜０．０１を示す．

図１３ コムギ胚抽出液中の低分子セレン化合物のスペシエーションと ESI-MSによる解析．
左下の溶出図は，反応液を Shodex GS-３２０HQカラムを装着した HPLCにより分離した後，フォトダイオードアレイ検出器（PDA）
により２５４nmの吸光度と ICP-MSにより m／z８２でセレンを検出したものである．SeMet以外のピークを HPLC-ESI-MS（LC-MS）
さらに LC-MS-MSにより，その構造をそれぞれ明らかにした．
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定量的な把握が難しい．そこで，Metについては硫黄の安

定同位体である３４Sで標識したMetも合成し，実験に供し

た．安定同位体標識を用いて，ICP-MSで硫黄を測定する

ことにより，内在性の硫黄含有化合物と外来の［３４S］-Met

を区別可能であるため，翻訳されたタンパク質量を定量的

に把握できる．結果は図１２に示した通り，Metと SeMet

では GFPの蛍光量及び JSP-１の酵素活性に変化はなかっ

た．また TeMetでは，GFPの蛍光量及び JSP-１の酵素活

性がMetと比べて低いが，これは TeMetを取り込んだ

GFPや JSP-１の蛍光量や酵素活性が低いのではなく，Te-

Metが in vitro 翻訳で翻訳され難いためであり，翻訳され

たタンパク質量あたりに換算すると，Metや SeMetを含む

タンパク質と同程度であった．したがって，少なくともコ

ムギ胚抽出液においては，Metと SeMetの間に識別はな

く，今回用いた二つのタンパク質の活性についても差異は

認められなかった．なお，TeMetの翻訳効率が低いのは，

前節で Te-メチルテルロシステインは Se-メチルセレノシ

ステインに比べて酸化されやすいと述べたが，同様に Te-

Metも SeMetに比べて酸化されやすく，反応液中にテルロ

メチオニンオキシドとして存在してしまうためであると考

えられた．

Metはタンパク質生合成に用いられるのみならず，メチ

ル化反応の補酵素として重要な S-アデノシルメチオニン

（SAM）の生合成原料としても利用される．そこで，SeMet

が SAMの生合成経路においてもMetと識別されるのか否

かを引き続きコムギ胚抽出液を用いた in vitro の反応系で

検討した．SAMの生合成経路における識別を確認するた

め，SeMetを添加したコムギ胚抽出液の低分子量画分を

HPLC-ICP-MSで精査した．SeMetを添加したコムギ胚の

低分子画分中には，３種類の未知のセレン含有化合物が検

出できた（図１３）．これら三つの化合物を HPLC-ESI-MS

で分析したところ，図１３に示した通り，m／z２１２，４３３及

び４４７を中心にセレンの同位体パターンを検出できた．こ

れらをそれぞれMS-MSにより解析したところ，Se-メチル

セレノメチオニン，Se-アデノシルセレノホモシステイン

及び Se-アデノシルセレノメチオニンであると同定でき

た．すなわちこれらの化合物がコムギ胚中で生成している

ということは，SAMの生合成経路においてもMetと Se-

Metが区別されていないことを示している．なお，動物の

in vitro 翻訳系であるウサギ網状赤血球溶解液を用いた場

合でも，SeMetを添加すると量は少ないものの Se-アデノ

シルメチオニンが検出できることを確認している．

以上のことをまとめると，今回用いたタンパク質２種で

は，いずれも SeMetを含むタンパク質に質的な変化は見

図１４ 想定される植物におけるセレンの代謝機構．
X：メチル基受容体，THF：テトラヒドロ葉酸．
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られなかったが，in vitro の反応系による検討から，SeMet

はMetと区別されることなく，タンパク質の翻訳や補酵

素の生合成に供されてしまうため，植物ではセレンは Se-

メチルセレノシステイン，今回結果は示していないが γ-グ

ルタミル-Se-メチルセレノシステインやセレノホモランチ

オニンへと代謝され，SeMetの生合成は回避しているので

はないかと考えられた（図１４）．

８． お わ り に

ICP-MSの高感度分析によって，本稿で紹介したように

代謝物の存在を HPLC-ICP-MSによりスクリーニングし，

新規の化合物が見つかれば，ESI-MS-MSによる同定を試

みるというストラテジーが確立されつつある６４）．本稿で取

上げたセレンやテルルについては，自然界には明らかと

なっていない金属含有代謝物がまだ数多く残されているよ

うであり，これら元素の代謝過程の全容解明には，さらな

る研究の進展が望まれる．著者らも金属含有代謝物分析に

おける ICP-MSと ESI-MSの感度差（ICP-MSでは検出で

きるが，ESI-MSでは検出できない）がボトルネックとな

り同定できずにいるセレンあるいはテルル含有代謝物の候

補化合物を，現在いくつか抱えている．思いも寄らない金

属含有代謝物の構造にたどり着き，生命と金属の思わぬ関

係に気づかされることが，生体と金属のオミクスサイエン

スであるメタロミクス研究の醍醐味の一つであるように思

う．
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