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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
化学式１で表されるセレン含有化合物。
［化学式１］

（式中、
Ｒは水素を表すか、
エルゴチオニル基、グルタチオニル基、システイニル基を表す。）
【請求項２】
化学式４で表されるセレン含有化合物。
［化学式４］
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【請求項３】
化学式２または化学式３で表されるセレン含有化合物。
［化学式２］

［化学式３］

【請求項４】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を標準物質として使用するセレン含有
化合物の分析方法。
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【請求項５】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする医薬品。
【請求項６】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする機能性食品。
【請求項７】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする栄養補助剤。
【請求項８】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする食品添加物。
【請求項９】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする動物医薬品。
【請求項１０】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする飼料添加物。
【請求項１１】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする化粧品。
【請求項１２】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする培地添加物。
【請求項１３】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする抗酸化剤。
【請求項１４】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とするヘム鉄タンパク質の
メト化防止剤。
【請求項１５】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を使用したヘモグロビンまたはヘモグ
ロビンと同等の作用を有する酸素運搬体を含む人工血液、輸液製剤または組織保存液。
【請求項１６】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする蛍光物質、紫外線吸
収物質またはセレン含有化合物の有する蛍光および紫外吸収の化学的特性を付加する化学
修飾剤。
【請求項１７】
請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物を含むセレン濃縮物。
【請求項１８】
化学式１～４のいずれかに表されるセレン含有化合物を有する試料を有機溶媒または水で
抽出する工程を含む請求項１～３のいずれかに記載のセレン含有化合物の製造方法。
【請求項１９】
化学式１～４のいずれかに表されるセレン含有化合物を有する試料を有機溶媒として親水
性有機溶媒で抽出する工程を経た後、さらに有機溶媒として疎水性有機溶媒を含む溶媒で
抽出する工程を含む請求項１８に記載のセレン含有化合物の製造方法。
【請求項２０】
有機溶媒としての親水性有機溶媒がエタノール、メタノール、アセトンまたはアセトニト
リルから選ばれる一種以上であり、有機溶媒としての疎水性有機溶媒がジエチルエーテル
，テトラヒドロフラン、シクロヘキサンまたはジクロロメタンから選ばれる一種以上であ
る請求項１８または１９に記載のセレン含有化合物の製造方法。
【請求項２１】
化学式１～４のいずれかに表されるセレン含有化合物を有する試料、または、請求項１７
に記載のセレン濃縮物に含有されるセレン含有化合物のヘム鉄複合体を還元剤で還元し、
ヘム鉄を遊離させる工程を含む、請求項１８～２０のいずれかに記載のセレン含有化合物
の製造方法。
【請求項２２】
還元剤がチオール還元剤である請求項２１に記載のセレン含有化合物の製造方法。
【請求項２３】
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セレン濃縮物をイオン交換樹脂によって濃縮する工程を含む請求項１８～２２のいずれか
に記載のセレン含有化合物の製造方法。
【請求項２４】
セレン濃縮物をＨＰＬＣ精製する工程を含む請求項１８～２３のいずれかに記載のセレン
含有化合物の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は新規のセレン含有化合物に関する。さらに、該セレン含有化合物の製造法や、
抗酸化剤としての用途、該セレン含有化合物を標準物質として用いる分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　セレンは、ヒトにとって必須の微量元素であり、生体内では、酵素やタンパク質の一部
を構成し、抗酸化反応において重要な役割を担っている（非特許文献１～２）。セレンは
藻類、魚介類、肉類、卵黄に豊富に含まれており（非特許文献３）、日本人が多く摂取す
るさまざまな魚種の魚肉にも豊富に含まれている（非特許文献１～４）。
　特に，マグロ類の血合肉や鯨肉はセレンを最も高濃度に含むことが知られており（非特
許文献５～７）、クロマグロにおける各臓器のセレン含量として血液（１５．２ｐｐｍ）
、腎臓（８．３ｐｐｍ）、脾臓（７．６ｐｐｍ）、表層血合筋（６．１ｐｐｍ）、真層血
合筋（５．９ｐｐｍ）、心臓表層血合筋（４．４ｐｐｍ）、肝臓、表層血合筋（４．１ｐ
ｐｍ）、鰓（２．６ｐｐｍ）、脳（１．４ｐｐｍ）、普通筋（０．５７ｐｐｍ）等が調べ
られている。臓器によっては４ｐｐｍを超えるセレンが含まれていることから、これらが
有機セレンの供給源として利用可能であることが示されている（非特許文献８）。しかし
、このような各臓器に含まれるセレンの生化学的性状は不明であり、また、高純度の抽出
物を得ることが困難であるため、有効に利用されていないのが現状である。
【０００３】
　食品中のセレンの多くは，タンパク質の構成アミノ酸であるセレノシステイン残基とし
て存在することから、その消化・吸収はタンパク質の吸収と同時に行われると考えられて
おり、消化管からの吸収率は５０％以上であると推定されている（非特許文献１）。ヒト
の体内には体重１ｋｇ当たり約２５０μｇのセレンが存在し、尿中への排泄によって体内
での恒常性が保たれている（非特許文献１）。
　酵素・タンパク質のセレノシステイン残基は，セレンタンパク質の活性中心のセレノー
ル基に位置している。活性酸素やヒドロペルオキシドの分解除去を担うグルタチオンペル
オキシターゼおよびチオレドキシンレダクターゼ、甲状腺ホルモンの生成に関与する５’
－ヨードチロニン脱ヨード酵素、血漿中に分布するセレノプロテインＰ等、いずれのセレ
ンタンパク質も生体抗酸化作用に対して重要な役割を担っている（非特許文献１）。これ
らの知見から魚肉に高濃度に含まれる有機セレンはグルタチオンペルオキシダーゼ等のセ
レンタンパク質とその分解ペプチド・アミノ酸であると考えられていた（特許文献１）。
【０００４】
　セレンが不足すると、過酸化物による細胞障害が生じることが知られている（非特許文
献１）。セレンの欠乏症の一つである心筋症（克山病）は、低セレン地域である中国東北
部に見られるが、亜セレン酸塩の投与で発症が予防される（非特許文献１）。また、低セ
レン地域である中国北部やシベリアの一部の思春期の子供に認められるカシン・ベック症
（地方病性変形性骨軟骨関節症）も、セレン欠乏が原因となっている（非特許文献１）。
　心臓疾患の罹患率と血液中のセレン濃度を比較した疫学調査から低セレン状態が冠動脈
疾患、すなわち狭心症や心筋梗塞と相関するとの報告もある。フィンランド東部はセレン
欠乏による心臓血管系疾患の死亡率が高いことが報告されているが、血清中のセレン濃度
が４５μｇ／Ｌ以下の群で心臓疾患の発症率が高いことが知られている（非特許文献１）
。
【０００５】
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　さらに、筋肉痛、皮膚の乾燥、肝壊死等がセレン欠乏によって生じることが知られてい
る（非特許文献１）。セレン欠乏は、肺がん、大腸がん、前立腺がん、直腸がん、乳がん
、白血病等の発がんのリスクを高めることが報告されており（非特許文献１、１０）、が
んの手術や放射線治療中に１日２００μｇの亜セレン酸ナトリウムを補充すると細胞性免
疫の応答性が増強し、がん細胞に対する細胞性免疫応答を補強されることが報告されてい
る（非特許文献８）。また、セレンはがん細胞のシグナル伝達系に作用して細胞増殖を抑
え、細胞死（アポトーシス）を誘導する効果も報告されている（非特許文献１１）。そし
て、１日に１００～２００μｇのセレンは発ガン物質によるＤＮＡの変異や酸化障害を抑
制し、がんの進展を抑える効果があること、ただし、上限は４００μｇであってそれ以上
の過剰摂取は有害である可能性が指摘されている（非特許文献１２）。このようにセレン
は発がん抑制やがんの治療や再発予防に有効であると考えられている。
【０００６】
　一方で，セレンの過剰摂取は毒性が強く、爪の変形や脱毛、胃腸障害、神経障害、心筋
梗塞、急性の呼吸困難、腎不全等を引き起こすことが知られている（非特許文献１）。
　セレンの食事摂取基準は、推定平均必要量が２５（２０）μｇ、推奨量が３０（２５）
μｇ、上限量が４５０（３５０）μｇに設定されている（数値は成人男性、かっこ内は成
人女性）（厚生労働省、平成１６年１１月２２日、非特許文献１３）。ただし、３０～４
９歳の男性の推定平均必要量が３０μｇ，推奨量は３５μｇである（非特許文献１３）。
また、わが国では、セレン上限量を脱毛と爪の脆弱化と脱落を指標として、中国の湖北省
恩施地域の調査より得られた８００μｇ　Ｓｅ／日とし、セレン上限量は１００～４５０
　μｇ　Ｓｅ／日に設定されている（非特許文献１３、１６）。
【０００７】
　近年、セレン欠乏に関わる疾病の予防や治療に無機態セレンおよびセレノメチオニンを
有効成分とする有機態セレンを含有するサプリメント剤が利用されている。また、無機セ
レンを含む培地中で酵母を培養することによって、セレノメチオニンを高濃度に含むセレ
ン含有酵母が有機セレン含有化合物の供給源として利用されている（非特許文献１）。食
品、化粧品および飼料のセレン含量を高めるため、セレン含有酵母が利用されている。
【０００８】
　また、ヒト、家畜、魚介類等の生体に効率良く利用されるセレンを供給するため、魚肉
や内臓等セレン含量が０．５ｐｐｍを超える原料から有機セレンを抽出することが可能で
あり、これらの組織の凍結乾燥や抽出物の濃縮によって、５ｐｐｍを超えるセレン含有素
材を提供することができ、血合肉から総セレンが１８～１０３．５ｐｐｍ程度含まれるタ
ンパク質濃縮物および塩酸加水分解物が試作されている（特許文献１）。しかしながら、
マグロ類等大型魚・肉食魚の筋肉や内臓には０．５ｐｐｍを超える比較的高濃度のメチル
水銀が含まれるため、未精製の乾燥粉末、凍結乾燥品、濃縮物、プロテアーゼによる分解
物等は比較的高濃度のセレンが含まれるが、メチル水銀もセレンと同時に濃縮されるため
、高濃度の水銀も含まれる。また、カドミウムも魚介類の内臓に１ｐｐｍ以上含まれてい
る。このように魚介類の血合肉や内臓は、有害重金属のメチル水銀およびカドミウムを含
む場合があるので、医薬品、食品、飼料等への利用に適さない。そのため、魚介類組織由
来の濃縮物・抽出物から有機セレン含有化合物を精製して有害重金属を除去して利用する
必要がある。
【０００９】
　生体内および食品中のセレンの分析は、硝酸・過塩素酸混液による湿式加熱分解後、２
，３－ジアミノナフタレン（ＤＡＮ）と反応させ、Ｓｅ（IV）との錯体形成反応により生
じる４，５－ベンゾピアセレノール（Ｓｅ－ＤＡＮ）の蛍光を利用する方法が報告されて
いる（非特許文献１４）。また，ＨＰＬＣにオンラインで連結したＩＣＰ－ＭＳを用いて
、環境中の無機態および有機態のセレンの分子種同定を行う分析法も報告されている（非
特許文献１５）。しかし、生体および食品中のタンパク質やアミノ酸を含む有機セレン含
有化合物を同時に分析することは知られていない。
【００１０】
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　なおセレンは工業製品として、光受容体・半導体材料、ガラス、セラミック、プラスチ
ック用の赤～橙色の顔料、ガラス製造における消色剤・消泡剤、冶金添加剤等に利用され
ている（非特許文献１６）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】特開２００１-２３１４９８号公報
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】姫野誠一郎：セレン，「ミネラル／微量元素の栄養学，鈴木継美・和田
攻編」，第一出版，ｐ．４２３－４４５，１９９４年
【非特許文献２】Ｇｅｒａｌｄ　Ｆ．，　Ｊｒ．　Ｃｏｍｂｓ：　Ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｉ
ｎ　ｇｌｏｂａｌ　ｆｏｏｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，　８５（５），　５１７－５４７　（２００１）．
【非特許文献３】Ｇｅｒａｌｄ　Ｆ．，　Ｊｒ．　Ｃｏｍｂｓ：　Ｔｈｅ　Ｒｏｌｅ　ｏ
ｆ　Ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｉｎ　Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，
　ｐ．１－５３２，　１９８６．
【非特許文献４】鈴木泰夫編，食品の微量元素含量表，第一出版，ｐ．１－１６９，　１
９９３年
【非特許文献５】有馬郷司・長倉克男，歯クジラ類の水銀およびセレン含量，日水誌，４
５，６２３－６２６，１９７９年
【非特許文献６】山下由美子，魚肉中の微量必須元素に関する食品化学的研究，平成５年
度水産物利用加工試験研究成績・計画概要集，水産庁中央水産研究所，ｐ．１０－１１，
　平成６年２月
【非特許文献７】山下由美子，魚肉中の微量必須元素に関する食品化学的研究，平成８年
度水産物利用加工試験研究成績・計画概要集，水産庁中央水産研究所，ｐ．２８－２９，
　平成９年２月
【非特許文献８】Ｌ．　Ｋｉｒｅｍｉｄｊｉａｎ－Ｓｃｈｕｍａｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｍ．
　Ｒｏｙ，　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｏｃｏ
ｍｐｅｔｅｎｃｅ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｈｅａｄ　ａｎｄ　ｎｅｃｋ　
ｃａｎｃｅｒ　ａｎｄ　ｏｎ　ａｄｏｐｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　
ｅａｒｌｙ　ａｎｄ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ　ｌｅｓｉｏｎｓ，　Ｂｉｏｆａｃｔｏｒ
ｓ，　１４（１－４），　１６１－１６８　（２００１）．
【非特許文献９】Ｊ．Ｔ．　Ｓａｌｏｎｅｎ，　Ｇ．　Ａｌｆｔｈａｎ，　Ｊ．　Ｋ．　
Ｈｕｔｔｕｎｅｎ，　Ｊ．　Ｐｉｋｋａｒａｉｎｅｎ，　ａｎｄ　Ｐ．　Ｐｕｓｋａ，　
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｄｅａｔｈ
　ａｎｄ　ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ　ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｅｒｕｍ　ｓｅｌ
ｅｎｉｕｍ　ｉｎ　ａ　ｗａｔｃｈｅｄ－ｐａｉｒ　ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ　ｓｔｕ
ｄｙ，　Ｌａｎｃｅｔ，　２，　１７５－１７９　（１９８２）．
【非特許文献１０】川上義和，ビタミンＥと呼吸器疾患，ＣＬＩＮＩＣＩＡＮ，　３５６
，　６３－６６（１９８６）．
【非特許文献１１】Ａ．　Ｇｈｏｓｅ，　Ｊ．　Ｆｌｅｍｉｎｇ，　ａｎｄ　ＰＲ．　Ｈ
ａｒｒｉｓｏｎ，　Ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ａｎｄ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏ
ｎ：　ｒｏａｄｓ　ｔｏ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　ａｎｄ　ａｎｔｉ－ｔｕｍｏｕｒ　ａ
ｃｔｉｖｉｔｙ，　Ｂｉｏｆａｃｔｏｒｓ，　１４（１－４），　１２７－１３３　（２
００１）．
【非特許文献１２】Ｋ．　Ｅｌ－Ｂａｙｏｕｍｙ，　Ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｒ
ｏｌｅ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｏｎ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄａｍａｇｅ　ａｎｄ　ｏｎ
　ｃａｎｃｅｒ．，　Ｍｕｔａｔ．　Ｒｅｓ．　４７５（１－２），　１２３－１３９　
（２００１）．
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【非特許文献１３】厚生労働省，日本人の食事摂取基準，平成１６年１１月２２日
【非特許文献１４】Ｊ．　Ｈ．　Ｗａｔｋｉｎｓｏｎ，　Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃ　ｄ
ｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｉｎ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｍ
ａｔｅｒｉａｌ　ｗｉｔｈ　２，３－ｄｉａｍｉｎｏｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ．　Ａｎａ
ｌ．　Ｃｈｅｍ．，　３８（１），　９２－９７　（１９６６）．
【非特許文献１５】Ｈ．　Ｇｅ，　Ｘ．　Ｊ．　Ｃａｉ，　Ｊ．　Ｆ．　Ｔｙｓｏｎ，　
Ｐ．　Ｃ．　Ｕｄｅｎ，　Ｅ．　Ｒ．　Ｄｅｎｏｙｅｒ，　ａｎｄ　Ｅ．　Ｂｌｏｃｋ，
　Ａｎａｌ．　Ｃｏｍｍｕｎ．　３３　（１９９６）　２７９．
【非特許文献１６】セレンおよびその化合物基本情報，独立行政法人　製品評価技術基盤
機構　化学物質管理センターｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓａｆｅ．ｎｉｔｅ．ｇｏ．ｊｐ／
ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ／ｓｅａｒｃｈ／Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ／７６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　本発明はセレン含有化合物の提供を課題とする。また、該セレン含有化合物の製造法や
、抗酸化剤としての用途、該セレン含有化合物を標準物質として用いる分析手法の提供を
課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意研究を行った結果、強力な生体抗酸化作
用を有する新規のセレン含有化合物を見出した。該セレン含有化合物は、魚類等の生物由
来の試料を有機溶媒で抽出することによりセレン濃縮物を得て、該セレン濃縮物に含まれ
るセレン含有化合物をクロマトグラフィーによって分離・精製することで得た、新規のセ
レン含有化合物であった。
　また、本発明者らは、該セレン含有化合物が、カラムクロマトグラフィー、質量分析法
等を用いることによって分離して定量できることを見出し、これらの該セレン含有化合物
を標準物質として用いる分析方法の提供を可能とした。この分析方法を用いることによっ
て、生体および食品中に分布するセレンが特異的に結合したタンパク質やセレン含有化合
物を分析することができる。
【００１５】
　すなわち、本発明は次の（１）～（１８）のセレン含有化合物等に関する。
（１）化学式１で表されるセレン含有化合物。
［化学式１］

（２）化学式２または化学式３で表されるセレン含有化合物。
［化学式２］
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［化学式３］

（３）化学式４で表されるセレン含有化合物。
［化学式４］
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（４）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を標準物質として使用す
るセレン含有化合物の分析方法。
（５）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする医薬品
、機能性食品、栄養補助剤、食品添加物、動物医薬品、飼料添加物および化粧品。
（６）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする培地添
加物。
（７）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする抗酸化
剤。
（８）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とするヘム鉄
タンパク質のメト化防止剤。
（９）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を使用したヘモグロビン
またはヘモグロビンと同等の作用を有する酸素運搬体を含む人工血液、輸液製剤および組
織保存液。
（１０）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を有効成分とする蛍光
物質、紫外線吸収物質または化学修飾剤。
（１１）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を含むセレン濃縮物。
（１２）試料を有機溶媒または水で抽出する工程を含む）上記（１）～（３）のいずれか
に記載のセレン含有化合物の製造方法。
（１３）試料を親水性有機溶媒で抽出する工程を経た後、さらに疎水性有機溶媒を含む溶
媒で抽出する工程を含む上記（１２）に記載のセレン含有化合物の製造方法。
（１４）親水性有機溶媒がエタノール、メタノール、アセトンまたはアセトニトリルから
選ばれる一種以上であり、疎水性有機溶媒がジエチルエーテル，テトラヒドロフラン、シ
クロヘキサンまたはジクロロメタンから選ばれる一種以上である上記（１２）または（１
３）に記載のセレン含有化合物の製造方法。
（１５）試料または）上記（１）～（３）のいずれかに記載のセレン含有化合物を含むセ
レン濃縮物を還元剤で還元する工程を含む上記（１２）～（１４）のいずれかに記載のセ
レン含有化合物の製造方法。
（１６）還元剤がチオール還元剤である上記（１５）に記載のセレン含有化合物の製造方
法。
（１７）セレン濃縮物をイオン交換樹脂によって濃縮する工程を含む上記（１２）～（１
６）のいずれかに記載のセレン含有化合物の製造方法。
（１８）セレン濃縮物をＨＰＬＣ精製する工程を含む上記（１２）～（１７）のいずれか
に記載のセレン含有化合物の製造方法。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によって得られる新規のセレン含有化合物は、生体成分および食品分析における
標準物質として用いることができ、これを用いて生物や飲食品に含まれるセレン含有タン
パク質、セレン含有ペプチド、セレン含有アミノ酸および無機態の亜セレン酸を分析する
ことで、生体および食品におけるセレンの含有量を化学形態別に測定することができる。
また、本発明のセレン含有化合物は、従来使用されてきた亜セレン酸等と比べて安全性や
、バイオアベイラビリティーが高いことから、ヒト、家畜、魚介類等生体に効率良くセレ
ンを取り込むことができ、既知の抗酸化剤以上の強い生体抗酸化作用を示すことから、セ
レンが関与するレドックス経路の生体抗酸化作用を高めるための抗酸化剤として、医薬品
、機能性食品、栄養補助剤、食品添加物、動物医薬品、飼料添加物および化粧品等の有効
成分として用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】メバチマグロ血合筋由来のセレン濃縮物より、ＨＰＬＣによりセレン含有化合物
を精製する過程を示した図である（実施例１）。メバチマグロ血合筋由来のセレン濃縮物
を分離した過程を示した。
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【図２】ゲル濾過クロマトグラフィーによるセレン含有化合物の分離および新規セレン含
有化合物の化学構造解析の結果を示した図である（実施例１）。
【図３】セレン含有化合物の1Ｈ　ＮＭＲによる分析の結果を示した図である（実施例４
）。
【図４】セレン含有化合物酸化型二量体のエレクトロスプレーイオン化質量分析（ＥＳＩ
－ＭＳ，スペクトル１）およびエレクトロスプレーイオン化タンデム質量分析（ＥＳＩ－
ＭＳ／ＭＳ，スペクトル２）の結果を示した図である（実施例４）。
【図５】セレン含有化合物の液体クロマトグラフ－誘導結合プラズマ－質量分析（ＨＰＬ
Ｃ-ＩＣＰ-ＭＳ）による分析の結果を示した図である（実施例５）。
【図６】セレン含有化合物のＨＰＬＣ-ＩＣＰ-ＭＳによる分析の結果を示した図である（
実施例５）。
【図７】セレン含有化合物のＨＰＬＣ-ＩＣＰ-ＭＳによる分析の結果を示した図である（
実施例５）。
【図８】血合筋から精製したセレン含有化合物の生体抗酸化作用を細胞増殖率によって示
した図である（実施例５）。
【図９】セレン含有化合物の細胞増殖促進効果を示した図である（実施例５）。
【図１０】赤血球から回収したヘモグロビンのメト化率を示した図である（実施例５）。
【図１１】赤血球から回収したヘモグロビン溶液における活性酸素レベルを分析した図で
ある（実施例５）。
【図１２】ミオグロビンにおける鉄およびセレンを検出した図である（実施例５）。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明の「セレン含有化合物」には，化学式１で表される骨格を有するセレン含有化合
物であれば良く、例えば、化学式２、化学式３で表されるセレン含有化合物（化学式２：
３－（２－ｈｙｄｒｏｓｅｌｅｎｏ－１Ｈ－ｉｍｉｄａｚｏｌ－５－ｙｌ）－２－（ｔｒ
ｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｏ）ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ、化学式３：３－（２－ｓｅｌｅ
ｎｏｘｏ－２，３－ｄｉｈｙｄｒｏ－１Ｈ－ｉｍｉｄａｚｏｌ－４－ｙｌ）－２－（ｔｒ
ｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｏ）ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ）が該当する。化学式２または、
化学式３で表されるセレン含有化合物はいずれもセレン含有化合物の単量体である。化学
式２のセレン含有化合物は、ピリミジン環の二位の炭素原子にセレノール基が結合した分
子構造を有しており、セレノール基はセレノケトン基との平衡状態にある互変異性体を形
成することから，溶液状態では溶媒の条件によって，セレノ－ル型（化学式２）とセレノ
ケトン型（化学式３）との２つの化学形態を有している。セレノール型異性体に平衡が傾
く非極性溶媒存在下では，容易に酸化型二量体が形成される一方，極性溶媒中ではセレノ
ケトン型異性体に化学平衡が片寄り，主に単量体として存在する性質がある。
【００１９】
　また、本発明の「セレン含有化合物」には，化学式４（酸化型二量体：３，３'－（２
，２’－ｄｉｓｅｌａｎｅｄｉｙｌｂｉｓ（１Ｈ－ｉｍｉｄａｚｏｌｅ－５，２－ｄｉｙ
ｌ））ｂｉｓ（２－（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｏ）ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ））の
ピリミジン環にセレノール基とトリメチルアンモニウム基が結合した分子構造を持つ化合
物を基本単位として、この化合物がセレノール基を介してジセレニドを形成した二量体も
含まれる。
　さらに、本発明の「セレン含有化合物」には、化学式２～４に表されるセレン含有化合
物の他に、Ｒにエルゴチオネイン、グルタチオン、システイン、アセチルシステイン、ホ
モシステイン、メチル水銀、生体内で生成されると推定されるチオール化合物と結合した
「セレン含有化合物」や「セレン含有化合物」がセレノール基を介して結合した金属や高
分子材料も含まれる。
【００２０】
　本発明の「セレン含有化合物の分析方法」は、本発明のセレン含有化合物を標準物質と
して使用して、測定対象となる生物や飲食品に含まれるグルタチオンペルオキシダーゼ、



(11) JP 5669056 B2 2015.2.12

10

20

30

40

50

セレノプロテインＰ等のセレン含有タンパク質、セレン含有ペプチド、セレノシスチン、
セレノメチオニン等のセレン含有アミノ酸および本発明のセレン含有化合物、セレノネイ
ン等の有機態および無機態の亜セレン酸等を分析する方法であればいずれの分析方法も用
いることができる。
　例えば、本発明のセレン含有化合物をクロマトグラフィーによって分離し、精製した後
、オンラインでＩＣＰ－ＭＳに導入して、セレンをイオン化することで、測定対象に含ま
れるセレンタンパク質、セレン含有アミノ酸、亜セレン酸、有機態および無機態セレンを
一斉に分析し、測定することができる（図５、６）。
　生体および食品に含まれるセレン含有化合物をクロマトグラフィーによって分離する条
件としては、セレンタンパク質、セレン含有アミノ酸、亜セレン酸、有機態および無機態
セレンを分析し、測定できる条件であればいずれでも良いが、例えば、０．１Ｍギ酸アン
モニウムで平衡化したゲルろ過カラム（Ｕｌｔｒａｈｙｄｒｏｇｅｌ　１２０、内径７．
８ｍｍ×カラム長３００ｍｍ、Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏ．）で生体組織の抽出物を分離するこ
とによって、化学形態毎のセレン含量を定量的に分析する等が挙げられる（図７）。
【００２１】
　本発明の「セレン含有化合物」は、医薬品、機能性食品、栄養補助剤、食品添加物、動
物医薬品、飼料添加物、化粧品、培地添加物、抗酸化剤、とくにヘム鉄タンパク質のメト
化防止剤、ヘモグロビンまたはヘモグロビンと同等の作用をもつ酸素運搬体を含む人工血
液および組織保存液、蛍光物質、紫外線吸収物質または化学修飾剤等の様々な用途を有す
る物において、有効成分として用いることができる。本発明の「セレン含有化合物」の製
造経過で得られる「セレン含有化合物を含むセレン濃縮物」も、有効成分を含む原料とし
て用いることができる。
【００２２】
　本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする医薬品」としては、セレンが関与するレ
ドックス経路の生体抗酸化作用を高めるための抗酸化剤として、セレン欠乏に起因するこ
とが推定されている疾病に対する予防薬、治療薬等が挙げられる。セレン欠乏に起因する
ことが推定されている疾病としては、肺がん、前立腺がん、大腸がん等のがん、心臓疾患
、糖尿病等が挙げられる。
　例えば、中国の標高１０００メートル以上の高地の低セレン地帯に見られる心筋障害（
克山病）では、亜セレン酸の摂取によって病気の発症と死亡が改善されることが知られて
いるが、この現象には低酸素下でのミオグロビンおよびヘモグロビンに結合した本発明の
セレン含有化合物が欠乏するため、ヘム鉄の自動酸化とそれによるラジカル生成が増大す
るためであると推定される。また、フィンランド東部はセレン欠乏による心臓血管系疾患
の死亡率が高いことが報告されおり、血清中のセレン濃度が４５μｇ／Ｌ以下の群で心臓
疾患の発症率が高いことが知られている（非特許文献１）。
　このような疾病例において、本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする医薬品」の
投与によって、セレンが関与するレドックス経路の生体抗酸化作用を高めて、心臓疾患の
リスクを抑制することができると推定される。
　また、セレンの摂取レベルと、がんの死亡率との間にも負の相関関係があることが知ら
れており、フィンランドやアメリカでの調査では血清中のセレン濃度の低い群でのがんに
よる死亡のリスクが２倍から３倍になることが示されている（非特許文献１）。そこで、
「セレン含有化合物を有効成分とする医薬品」を提供することにより、セレンが関与する
レドックス経路の生体抗酸化作用を高めて、セレン欠乏によるがんのリスクを低減化する
ことができると推定できる。
　また、本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする動物医薬品」として、動物におけ
るセレン欠乏に起因することが推定されている疾病に対してセレンが関与するレドックス
経路の生体抗酸化作用を高めるための予防薬、治療薬等も、本発明の「セレン含有化合物
を有効成分とする医薬品」と同様に提供することができる。
【００２３】
　本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする機能性食品」としては、本発明のセレン
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含有化合物を含み、セレン欠乏に起因することが推定されている疾病において、セレンが
関与するレドックス経路の生体抗酸化作用を高めて、その予防や症状の軽減に役立ち、そ
の旨を明記することが認められた食品であればいずれのものも含まれる。
　また、本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする栄養補助剤」としては、本発明の
セレン含有化合物を含み、セレン欠乏を予防するための栄養補助剤であればいずれのもの
も含まれ、サプリメント等が挙げられる。例えば、１錠当たりに、セレン欠乏を予防する
ために必要となる５０～２００μｇ程度となるように、本発明のセレン含有化合物を添加
した栄養補助剤等が挙げられる。
　さらに、本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする食品添加物」または「セレン含
有化合物を有効成分とする飼料添加物」には、本発明のセレン含有化合物を含み、セレン
が関与するレドックス経路の生体抗酸化作用を高めて、セレン欠乏を予防するために食品
または飼料に添加することを目的とする物であればいずれのものも含まれる。
　そして、本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする化粧品」には、本発明のセレン
含有化合物を含み、セレンが関与するレドックス経路の生体抗酸化作用を高めて、セレン
欠乏によって生じる美容的な問題を解決することを目的とする化粧品であればいずれのも
のも含まれる。
【００２４】
　本発明のセレン含有化合物は、従来これらの用途に用いられてきた亜セレン酸ナトリウ
ムやセレノメチオニンに比べて、極めて細胞毒性が低く、有害重金属を含まず、生体内に
吸収されやすいセレンの供給源であることから有用である。
　また、本発明のセレン含有化合物は、化学的試験で水溶性ビタミンＥ誘導体Ｔｒｏｌｏ
ｘ（登録商標）（６－Ｈｙｄｒｏｘｙ－２，５，７，８－ｔｅｔｒａｍｅｔｙｌｃｈｒｏ
ｍａｎ－２－ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａｃｉｄ）の約５００倍のラジカル消去能を持つ、
きわめて強力な抗酸化力を有する物質であることが確認され、ＤＮＡ損傷修復作用を有す
ることが推定されたことから、本発明の抗酸化剤や、抗酸化物質として利用でき、さらに
、セレンが関与するレドックス経路の生体抗酸化作用を高める効果によってアンチエイジ
ングを目的とする機能性食品、栄養補助剤、食品添加物および化粧品の提供にも利用する
ことができる。
【００２５】
　また、亜セレン酸、セレノシスチン、セレノメチオニン等は、従来、生物に対する投与
試験にも用いられてきたが、本発明のセレン含有化合物はこれらに比べてバイオアベイラ
ビリティーが高く、細胞毒性が極めて低い、安全性の高く、かつ利用性の高い物質である
。
　本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする培地添加物」には、動物細胞、植物およ
び微生物を人工的に培養する際に用いる培地に、セレンの供給源または抗酸化物質として
添加できる培地添加物であればいずれのものも含まれる。
本発明の「セレン含有化合物」は、血管内皮細胞や赤血球等の細胞内へ細胞外から特異的
に取り込まれ、細胞毒性が低いことから、例えば、動物細胞の無血清または少量血清添加
培地に添加する、従来用いられてきた亜セレン酸の代替となる培地添加物として利用でき
る。
　なお、本発明のセレン含有化合物はエルゴチオネイン、カルニチン等と化学構造が類似
した有機カチオン性のベタイン化合物であり、細胞培養試験で培地から細胞内に速やかに
取り込まれ、細胞増殖促進作用を有することから、有機カチオン／カルニチントランスポ
ーター（Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃａｔｉｏｎ／Ｃａｒｎｉｔｉｎｅ　Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
，ＯＣＴＮ，参考文献１，２）によって、細胞内外の輸送が制御されていると推定される
。
参考文献１：Ｉ．　Ｔａｍａｉ　ｅｔ．ａｌ．，　Ｍｏｌ．　Ｐｈａｒｍ．　１，　５７
－６６（２００３）
参考文献２：Ｄ．　Ｇｒuｎｄｅｍａｎｎ　ｅｔ．　ａｌ．，　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏ
ｆ　ｔｈｅ　ｅｒｇｏｔｈｉｏｎｅｉｎｅ　ｔｒａｎｓｐｏｔｅｒ，　ＰＮＡＳ，　１０



(13) JP 5669056 B2 2015.2.12

10

20

30

40

50

２，　５２５６－５２６１（２００５）
【００２６】
　本発明の「セレン含有化合物を有効成分とするヘム鉄タンパク質のメト化防止剤」には
、本発明のセレン含有化合物を含み、ヘム鉄タンパク質のメト化防止を行う剤であればい
ずれの剤も含まれる。
　また、本発明の「セレン含有化合物を使用した輸液製剤、組織保存液、および人工血液
」には、本発明のセレン含有化合物を含む輸液製剤、組織保存液、ヘモグロビンまたはヘ
モグロビンと同等の作用を有する酸素運搬体を含む人工血液であればいずれのものも含ま
れる。ここで、「ヘモグロビンと同等の作用を有する酸素運搬体」としては、ヘモグロビ
ン内包型リボソーム、ポルフィリン金属錯体－アルブミン複合体、ポリエチレングリコー
ル（以下、ＰＥＧと示す）化ポルフィリン金属錯体－アルブミン複合体、分子架橋型ヘモ
グロビン、ヘモグロビン重合体、ＰＥＧ化ヘモグロビン重合体等が挙げられる。
　本発明の「セレン含有化合物」は、抗酸化剤およびヘム鉄の自動酸化抑制剤として機能
することから血液、臓器の保存や人工血液の保存の際に利用できる。
　また、消化器系疾患の治療に完全静脈栄養法等の栄養療法が行われるが、微量元素の欠
乏症が現れることが報告されている（非特許文献１）。このような療法においても輸液製
剤の成分に本発明のセレン含有化合物を添加することによって、血液を通して、セレン含
有化合物が体内を循環し、組織・細胞内に取り込まれることによって、セレン欠乏を防止
することができる。
【００２７】
　本発明の「セレン含有化合物を有効成分とする蛍光物質、紫外線吸収物質または化学修
飾剤」には、本発明のセレン含有化合物を含み、蛍光物質、紫外線吸収物質または化学修
飾剤として使用できる剤であればいずれの剤も含まれる。
本発明のセレン含有化合物は、チオール基と比べて反応性に富むセレノール基を有するこ
と、蛍光および紫外吸収の化学的特性を有すること等から、蛍光物質、紫外線吸収物質ま
たは化学修飾剤として、さまざまな工業材料として利用できる。
【００２８】
　本発明の「セレン含有化合物の製造方法」としては、試料を水または有機溶媒で抽出す
る工程を含み、試料から化学式１～４のセレン含有化合物または該セレン含有化合物を含
むセレン濃縮物が得られる製造方法であればいずれの方法も含まれる。
ここで、本発明の「セレン含有化合物を含むセレン濃縮物」とは、本発明のセレン含有化
合物を製造する過程で得られる、本発明の化学式１～４に表されるセレン含有化合物を含
むセレン濃縮物のことをいい、試料を有機溶媒または水で抽出した後、ロータリーエバポ
レーター等で濃縮して得られるもの等が挙げられる。本発明の「セレン含有化合物を含む
セレン濃縮物」は、溶液状である場合には、本発明のセレン含有化合物を５μｇ／ｍＬ以
上を含有しているものであることが好ましい。また、本発明の「セレン含有化合物」と化
学的性状が類似するエルゴチオネインが混入したものも含まれる。
【００２９】
　本発明の「セレン含有化合物の製造方法」において、試料を水または有機溶媒で抽出す
る工程としては、例えば、試料をアセトン、エタノール、メタノール等の有機溶媒、また
は水等に浸漬し、必要であれば溶媒中で組織を破砕して、溶媒に溶解した化学式１～４の
セレン含有化合物を含む可溶性画分を遠心分離、ろ過等の分離操作によって回収すること
で、抽出を行うことができる。
　この工程にはさらに、回収された可溶性画分を減圧濃縮、膜分離、電気透析、クロマト
グラフィーまたは凍結乾燥によって濃縮することも含むことができる。
【００３０】
　このように試料を有機溶媒で抽出する工程においては、試料から化学式１～４のセレン
含有化合物または該セレン含有化合物を含むセレン濃縮物が得られれば、抽出に用いる有
機溶媒の種類や抽出回数等は特に問わない。
試料を親水性有機溶媒で抽出する工程を経た後、さらに疎水性有機溶媒を含む溶媒で抽出
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する工程を含むような製造方法を用いることが好ましく、例えば、試料を親水性有機溶媒
であるエタノール、メタノールまたはアセトンで抽出する工程を経た後、さらに疎水性有
機溶媒を含む溶媒として、親水性有機溶媒であるアセトニトリルと疎水性有機溶媒である
ジエチルエーテルの混液で抽出する工程を経ると、抽出されるセレン含有化合物の純度が
あがるため好ましい。
【００３１】
　「親水性有機溶媒」としては、従来知られているいずれの親水性有機溶媒も用いること
ができるが、例えばエタノール、メタノール、アセトンまたはアセトニトリルから選ばれ
る一種以上が挙げられ、「疎水性有機溶媒」としても、従来知られているいずれの疎水性
有機溶媒も用いることができるが、例えばジエチルエーテル，テトラヒドロフランまたは
ジクロロメタンから選ばれる一種以上が挙げられる。「疎水性有機溶媒を含む溶媒」とし
ては、これらの疎水性有機溶媒を含む溶媒であればいずれの溶媒であってもよく、親水性
有機溶媒と疎水性有機溶媒が混合した溶媒や、疎水性有機溶媒のみからなる溶媒も含まれ
る。
【００３２】
　本発明の「セレン含有化合物の製造方法」においては、セレン含有化合物がヘム鉄に配
位して強く結合し、ヘム鉄複合体を形成していることが多々存在するため、さらに、還元
剤で処理して還元する工程を含むことが好ましい。ヘム鉄複合体におけるヘム鉄はアセト
ニトリル等の有機溶媒による抽出によって除かれる場合もあるが、還元剤で処理すること
によってさらに除くことができる。
　還元剤で処理する対象は試料そのものでも、試料から得たセレン含有化合物を含むセレ
ン濃縮物であってもよく、チオール還元剤を用いて還元を行うことが好ましい。チオール
還元剤としては、ジチオスレイトール、２－メルカプトエタノールまたはグルタチオン等
が挙げられる。
　この還元剤で還元する工程を経ることにより、セレン含有化合物を遊離させ、試料から
の抽出効率を上昇するとともに、有害成分であるメチル水銀を除去することができる。
【００３３】
　本発明の「セレン含有化合物の製造方法」においては、セレン濃縮物をイオン交換樹脂
によって濃縮する工程や、セレン濃縮物をＨＰＬＣ精製する工程を含んでいることが好ま
しい。
　セレン濃縮物をイオン交換樹脂によって濃縮することで、セレン濃縮物に含まれるセレ
ン含有化合物の濃度が上がり、また、セレン濃縮物をＨＰＬＣ精製することで、化学式１
～４に示されたセレン含有化合物を得ることができる。
　試料を水または有機溶媒で抽出する工程によって得られたセレン含有化合物を含むセレ
ン濃縮物を、シリカゲルカラム、イオン交換カラム、Ｃ１８逆相カラム、薄層クロマトグ
ラフィー等のクロマトグラフィーを用いて分離することによって、本発明のセレン含有化
合物を高純度に精製することができる。高純度に精製された本発明のセレン含有化合物は
、セレンを２０～２９％（２０万から２９万ｐｐｍ）含んでおり有用である。
【００３４】
　本発明のセレン含有化合物を抽出する「試料」としては、化学式１～４のいずれかに表
されるセレン含有化合物を有するものであればいずれも「試料」となり得る。たとえば、
本発明において、イカ類、魚類、鳥類、哺乳類組織にセレン含有化合物が検出されたこと
から、これらの生物組織、乾燥物またはその粉末を試料とすることもできる。
　また、マグロ類等の魚介類の可食部、血合筋、脾臓、肝膵臓、心臓、血液等の水産加工
残滓、サケ、キンメダイ、スルメイカ等の魚介類の内臓や鯨類・家畜・家禽の内臓等にセ
レン含有化合物が特に多く含まれていることから、これらの生物組織、乾燥物またはその
粉末を試料として用いることも好ましい。
　具体的には、クロマグロ、ミナミマグロ、メバチマグロ、ビンナガマグロ等のマグロ類
血合筋や、コビレゴンドウクジラの赤身肉等の鯨肉、マグロ血液、クロマグロ等のマグロ
肝膵臓等が挙げられる。
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　また、本発明のセレン含有化合物と同一の代謝経路に位置すると推定されるヒスチジン
、ヘルシニン、エルゴチオネイン等のアミノ酸やベタイン類を原料として化学的あるいは
酵素的に合成された生成物を含む。
　また、本発明のセレン含有化合物を生合成または蓄積する微生物や培養細胞、動植物を
試料とすることもできる。
【００３５】
　以下、実施例をあげて本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定される
ものではない。
【実施例１】
【００３６】
セレン含有化合物の抽出
１．試料
１）血合筋：マグロ類血合筋として、クロマグロ、ミナミマグロ、メバチマグロまたはビ
ンナガマグロの血合筋をそれぞれ用いた。また、カジキ類血合筋として、メカジキの血合
筋を用いた。
２）鯨肉：コビレゴンドウクジラ赤身肉を用いた。
３）マグロ血液：クロマグロの血液を用いた。
４）マグロ肝膵臓：クロマグロ肝膵臓を用いた。
【００３７】
２．セレン含量の測定方法
　本発明のセレン含有化合物またはセレン含有化合物を含むセレン濃縮物に含まれるセレ
ン含量は、次の蛍光法によって測定した。
＜蛍光法＞
　試料溶液１０～１００μＬを目盛りつき共栓試験管中で、混酸（硝酸：過塩素酸：硫酸
＝１：２）（以下、混酸と示す）１ｍＬとともに２１０℃で二時間湿式灰化した溶液に飽
和シュウ酸アンモニウム水溶液０．２ｍＬを加え１００℃の水浴中で５分間加熱した。
　その後、６Ｎ塩酸０．２ｍＬを加え１００℃の水浴中で３０分間加熱し、水冷後０．１
Ｍエチレンジアミン四酢酸二ナトリウム塩を０．２ｍＬ加え、６Ｎ水酸化ナトリウム水溶
液を用いてｐＨ１．０～１．５に調整した。これに０．１Ｎ塩酸に溶解させた１ｍｇ／ｍ
ＬのＤＡＮを１ｍＬ添加し、５０℃２０分加温した。
　水冷後、シクロヘキサン１ｍＬと振とうしてシクロヘキサン層の蛍光を励起光３７９ｎ
ｍ蛍光波長５２１ｎｍで測定した。操作ブランクおよび１ｍｇ／Ｌセレン標準液を５、１
０、５０、１００μＬ用いて蛍光法で検量線を作成し、分析試料中のセレン量を算出した
。
【００３８】
３．抽出方法
１）マグロ類血合筋またはカジキ類血合筋からのセレン含有化合物の抽出
工程１：セレン含有化合物のヘム鉄複合体の抽出
　クロマグロ血合筋、ミナミマグロ血合筋、メバチマグロ血合筋またはビンナガマグロ血
合筋またはメカジキ血合筋をそれぞれ厚さ１ｃｍの小片に細切し、それぞれ蓋付きのポリ
ビンに入れ、０℃以下で冷却した３倍量のメタノールを加えて、０℃で１週間以上静置し
た。
　肉片を取り除いたメタノール抽出物１　Ｌに対して、冷１００％エタノール（マイナス
４０℃以下で冷却したもの）を等量加え、このときに生じた沈殿物を遠心分離（６０００
×ｇ、２０分間）によって除いた。この抽出液をロータリーエバポレーターで減圧濃縮し
、乾固して、セレン濃縮物（１）を得た。
　次に、このセレン濃縮物（１）に適当量（約１００～５００ｍＬ）の冷メタノールを加
え、よく撹拌した後、ろ過（東洋濾紙株式会社　定量濾紙Ｎｏ．３、以下、ろ過には同じ
物を用いた）した。ここで添加する冷メタノールの量は、抽出後、さらに減圧濃縮を行う
ことから厳密ではなく、色素が抽出するのを目で観察しながら、濾過できる程度の懸濁状
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態にして抽出を行える量を適宜添加した。
【００３９】
　この抽出液に等量の冷エタノールを加えてからロータリーエバポレーターで減圧濃縮し
、セレン濃縮物（２）を得た。このセレン濃縮物（２）に対して、さらに１０～１００ｍ
Ｌの冷エタノールを加え、よく振盪したのち、ろ過または遠心分離（６０００×ｇ、２０
分間）によって沈殿物を除去した。この抽出液を新しいナス型フラスコに回収し、ロータ
リーエバポレーターで減圧濃縮し、セレン濃縮物（３）を得た。このセレン濃縮物（３）
を約１０ｍＬの冷水に溶解し、遠心分離（１００００×ｇ、５分間）によって沈殿物を除
去した。
　このようにして得られたセレン濃縮物（３）は橙色、赤色または褐色を示し、セレン含
有化合物のヘム鉄複合体として、回収された。セレン含有化合物のヘム鉄複合体の色調は
、試料の種類、魚種、色素含量、試料の保存状態（酸化度合い）、抽出温度や還元剤の効
き具合等によって様々であった。
　このセレン濃縮物（３）を遠心エバポレーターで乾固させた乾固物のセレン含量は乾固
物１ｋｇあたり、１６～１５２ｍｇ（クロマグロ血合筋由来１６ｍｇ、ミナミマグロ血合
筋由来１７ｍｇ、メバチマグロ血合筋由来１５２ｍｇ、ビンナガ血合筋由来６３ｍｇメカ
ジキ血合筋由来２１ｍｇ）であった。このセレン濃縮物（３）に含まれるセレン含有化合
物はセレノケトン型セレン含有化合物（化学式３）のセレンにヘム鉄が複合しているもの
が主であった。
【００４０】
工程２：ヘム鉄の遊離
　工程１で得たセレン濃縮物（３）に含まれるセレン含有化合物のヘム鉄複合体を還元剤
処理し、ヘム鉄を遊離させることによって、セレン含有化合物の収量を上げた。
　即ち、工程１で得たメバチマグロ血合筋由来のセレン濃縮物（３）にジチオスレイトー
ル（終濃度０．１％）を添加し反応液を得た。さらに、この反応液に対して５倍量のアセ
トニトリル・ジエチルエーテル混液（体積比５：１）を添加し、二相分離によって、セレ
ン含有化合物を含む有機層を回収した。この抽出と濃縮工程を抽出物が透明となり濁りが
なくなるまで数回繰り返すことによって、ヘム鉄を遊離し、共存するアミノ酸およびエル
ゴチオネインを含む不純物を沈殿物として除去することで、セレン含有化合物を２２４０
μｇ含むセレン濃縮物（４）を得た。このセレン含量を蛍光法により測定したところ、溶
液１ｍＬあたり４．５μｇ（固形物当り２２４０μｇ／ｋｇ）含むセレン濃縮物（４）を
得た。
【００４１】
工程３：ＨＰＬＣによるセレン含有化合物の精製
１）ＨＰＬＣ
　工程２で得たセレン濃縮物（４）を、３０％アセトニトリルを含む０．１Ｍ酢酸水溶液
で平衡化したゲルろ過カラム（Ｕｌｔｒａｈｙｄｒｏｇｅｌ　１２０、内径７．８ｍｍ×
カラム長３００ｍｍ、Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏ．）に添加し、流速２ｍＬ／分で流してセレン
含有化合物を分離し、保持時間４分から８分で溶離した（図１Ａ）。
　これらの溶離液を遠心エバポレーター（ＶＲ－１、株式会社　佐久間製作所）で減圧濃
縮した後、次にＣ１８逆相カラム（Ａｔｌａｎｔｉｓ　ｄＣ１８カラム、内径４．６ｍｍ
×長さ２５０ｍｍ、Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏ．）に添加し、移動相に０．１％酢酸を用いて流
速１ｍＬ／分で分離して、分離の開始から１～６分後に溶出されるセレン含有成分を回収
した。この溶離液には固形分あたり５０００μｇセレン／ｇが含まれていた（図１Ｂ）。
また、この溶離液にはエルゴチオネインも含まれていた。
　さらに、３０％アセトニトリルを含む０．１Ｍ酢酸水溶液で平衡化したゲルろ過カラム
（Ｕｌｔｒａｈｙｄｒｏｇｅｌ　１２０、内径７．８ｍｍ×カラム長３００ｍｍ、Ｗａｔ
ｅｒｓ　Ｃｏ．）に添加し、流速２ｍＬ／分で流して、セレン含有成分に含まれるセレン
含有化合物を分離し、蛍光法またはＩＣＰ－質量分析により直接セレンを測定し、セレン
含量の高い画分を回収した。セレン含有化合物は保持時間４分から８分で溶離した（図１
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Ｃ）。このようなクロマトグラフィー操作を２度繰り返し、セレン含有化合物を精製した
。図１はメバチマグロ血合筋を試料としたものである。
　精製したセレン含有化合物を試料として、０．００５ｍｌを用い蛍光法によってセレン
を定量した（クロマグロ血合筋由来５．５μｇ／ｍｌ、ミナミマグロ血合筋由来１．３μ
ｇ／ｍｌ、メバチマグロ血合筋由来０．４μｇ／ｍｌ、メカジキ血合筋由来１２９μｇ／
ｍｌ）。
【００４２】
２）ＩＣＰ質量分析
　ＨＰＬＣポンプ（Ｐｕ７１２、ＧＬサイエンス株式会社）サンプルインジェクター（９
７２５ｉ、Ｒｈｅｏｄｙｎｅ）ＩＣＰ-ＭＳ（ＥＬＡＮ　ＤＲＣＩＩ、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅ
ｌｍｅｒ）を連結した装置に、０．１Ｍギ酸アンモニウムを流速０．５～１ｍＬで流し、
セレンの天然同位体であるセレン－８２をモニター（ａｔｏｍｉｃ　ｍａｓｓ　ｕｎｉｔ
あたり滞在時間０．４ｓｅｃ）しながら、上記１）において分離したＨＰＬＣフラクショ
ンを１５秒おきに２．５μＬずつ、順次に注入した。注入するとサンプルが流れた瞬間だ
けセレンのカウントが上昇し、その後直ちに注入前のレベルに戻る。ピークの高さはセレ
ン濃度に依存して高くなるため、ＨＰＬＣで精製したセレンのクロマトグラムをオフライ
ンで得た。セレンピークの高さが１００万ｃｐｓ以上になるフラクションを回収した。
ＩＣＰ-ＭＳ測定条件：
スキャン／読みとり：１、読みとり／繰り返し８００、繰り返し／測定：１、１質量数あ
たりの滞在時間０．４ｓｅｃ
【００４３】
工程４：セレン含有化合物の化学構造の解析
　工程３において精製した各試料由来のセレン含有化合物のうち、クロマグロ血合筋から
得られたセレン含有化合物を用いて、プロトン核磁気共鳴分析装置（1Ｈ　ＮＭＲ）四重
極質量分析計（Ｑｕａｔｔｒｏ　ＩＩ、Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ社製）および精密質量分析計
（ＭＳ７００、日本電子株式会社）によってエレクトロスプレーイオン化―質量（ＥＳＩ
－ＭＳ）分析し、魚介類組織に含まれる主要なセレン含有化合物の化学構造を解析した。
５００ＭＨｚ　1Ｈ　ＮＭＲ（ＥＣＡ５００，　日本電子株式会社）スペクトルを図３に
示した。重水中でδ３．０８（ｄ，Ｊ＝３．４　Ｈｚ，２Ｈ），δ３．１６（ｓ，９Ｈ）
，δ３．８０（ｄｄ，Ｊ＝３．７，１１．２Ｈｚ，１Ｈ）に飽和水素のシグナルが認めら
れ、それぞれエルゴチオネイン（参考文献３）の３位のメチレン基水素δ３．１０（ｍ，
２Ｈ），メチル基のδ３．１９（ｓ，９Ｈ），２位のメチン基水素δ３．８０（ｄｄ，Ｊ
＝４．５６，１０．９８　Ｈｚ，１Ｈ）とよく一致した。また、ピリミジン環の４位の芳
香環水素はδ７．００（ｓ，１Ｈ）に観測されのシグナルは文献値（参考文献３）δ６．
７０（ｓ，１Ｈ）よりも０．３ｐｐｍ低磁場側にシフトして観測されたことから、エルゴ
チオネインのイオウ原子がセレン原子に置換された構造を確認した。
　四重極質量分析において、化学式１の構造に水素イオンが１個付加した分子イオンピー
クが観測され、セレンを１個含む分子に特徴的な同位体パターンが認められた（表１）。
また、精密質量分析において質量数５５３．０５６を中心にセレンを２個含む分子イオン
ピークが観測された（表１）。この質量数から原子組成を推定した結果、化学式はＣ18Ｈ

28Ｎ6Ｏ4Ｓｅ2＋Ｈ+であり、各元素の原子量と天然同位比から理論的に計算された分子量
および同位体分布は観測値とよく一致した。
　また、ＭＳ／ＭＳ分析によるフラグメントイオン組成を表２に示した。フラグメントイ
オンの組成から、本発明によって得られたセレン含有化合物は、図２に示したように、セ
レン原子を２個含み、セレンの結合したピリミジン環、トリメチルアンモニウム基、カル
ボキシル基をもつ、ジセレニド構造による二量体（化学式４：酸化型二量体）と推定され
た。
参考文献３：Ｊ．　Ｘｕ　ａｎｄ　Ｊ．　Ｃ．　Ｙａｄａｎ，　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏ
ｆ　Ｌ－（＋）－Ｅｒｇｏｔｈｉｏｎｅｉｎｅ，　Ｊ．　Ｏｒｇ．　Ｃｈｅｍ．，　６０
，　６２９６－６３０１　（１９９５）
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【００４４】
【表１】

【００４５】
【表２】

【００４６】
４．セレン含有化合物の物理化学的性状
　本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）の物性値表３に示した。紫外吸
収（吸収極大２６０ｎｍ）および蛍光（極大励起波長２４０ｎｍ、２８０ｎｍおよび３３
８ｎｍ、極大蛍光波長４０５ｎｍ）を示した。１０ｍＭジチオスレイトールで還元するこ
とで、単量体が得られ、その分子量が表３に示したようにｍ／ｚ＝２７８．０であったこ
とから、セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）がジセレニドを介して結合した二
量体であることが確認された。
　単量体は、エルゴチオネインと類似した化学構造を有するが、エルゴチオネインのチオ
ール基のイオウ原子がセレン原子に置き換わった新規のセレン含有化合物（化学式２）で
あった。エルゴチオネインに類似する化学構造をもつ新規セレン含有化合物であることか
ら独自に「セレノネイン」と命名した。
【００４７】
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【表３】

【００４８】
２）鯨肉からのセレン含有化合物の抽出
　コビレゴンドウクジラ赤身肉（セレン含量０．９１ｍｇ／ｋｇ）３５０ｇを１ｃｍ角以
下の小片に細切し、蓋付きのポリビンに入れ、０℃以下で冷却した４倍量の冷エタノール
を加えて、０℃で１ヶ月以上静置した。コビレゴンドウクジラ赤身肉中のセレン含量は、
該赤身肉０．１ｇを混酸で分解して蛍光法を用いることで測定した。
　肉片を取り除いたエタノール抽出物１　Ｌをロータリーエバポレーターで減圧濃縮し、
乾固して、セレン含有化合物のヘム鉄複合体（化学式３）を含むセレン濃縮物（１）を得
た。
　次に、このセレン濃縮物（１）に１００ｍＬの０．１％グルタチオン（還元型）水溶液
を加え、室温で１２時間撹拌した後、４００ｍＬの冷エタノールを加え、ろ過することで
ヘム鉄の遊離を行った。この抽出液をロータリーエバポレーターで減圧濃縮し、セレン濃
縮物（２）を得た。
　このセレン濃縮物（２）を１０ｍＬの冷水に溶解し、５０ｍＬの冷エタノールを加え、
生じた沈殿物をろ過によって沈殿物を除去して抽出液を新しいナス型フラスコに回収し、
ロータリーエバポレーターで減圧濃縮し、セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）
を含むセレン濃縮物（３）を得た。
　このセレン濃縮物（３）を１０ｍＬの冷水に溶解した。このようにして鯨肉から得られ
たセレン濃縮物（３）のセレン含量を蛍光法によって測定した結果、セレンの収量は９２
μｇであった。
【００４９】
３）マグロ血液からのセレン含有化合物の抽出
抽出例１：
　クロマグロ血液（セレン含量　２９．８ｍｇ／Ｌ）に５倍量の冷水を加え、溶血させた
後、遠心分離（６０００×ｇ、１０分間）して、得られた上清回収し、減圧濃縮し、セレ
ン濃縮物（１）を得た。このセレン濃縮物（１）を遠心エバポレーターで乾固させた乾固
物のセレン含量は、乾固物１ｋｇあたり１１１ｍｇであった。
抽出例２：
　クロマグロ血液（セレン含量　３４．７ｍｇ／Ｌ）１００ｍＬに対して５倍量の冷エタ
ノールを加えて、ポリトロンホモジナイザーで固形物を粉砕した。クロマグロ血液中のセ
レン含量は、該血液０．０１ｍＬを混酸で分解して蛍光法を用いることで測定した。
沈殿物を遠心分離（６０００×ｇ、２０分間）によって除いた後、ロータリーエバポレー
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ターで減圧濃縮し、乾固し、セレン含有化合物のヘム鉄複合体（化学式３）を含むセレン
濃縮物（１）を得た。
　次に、このセレン濃縮物（１）に５０ｍＬの冷水を加えて沈殿物を溶解し、３００ｍＬ
の冷アセトニトリル（関東化学株式会社、大量分取液体クロマトグラフィー用、９９．８
％、０℃以下で冷却したもの）を添加して撹拌した後、静置して二相分離によって上層の
アセトニトリル層を回収し、セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を含むセレン
濃縮物（２）を得た。アセトニトリル抽出することにより、セレン含有化合物のヘム鉄が
遊離した。このようにしてクロマグロ血液から得られたセレン濃縮物（２）を遠心エバポ
レーターで乾固させた乾固物のセレン含量は、乾固物１ｋｇあたり３１００ｍｇであった
。
【００５０】
抽出例３：
　クロマグロ血液３００ｍＬに対して、ヘム鉄からのセレン含有化合物の遊離を目的とし
て、ジチオスレイトール（ナカライテスク株式会社）を粉末のまま０．３ｇ加えた。クロ
マグロ血液中のセレン含量は、該血液０．０１ｍＬを混酸で分解して蛍光法を用いること
で測定した。
　これにテトラヒドロフラン（和光純薬工業株式会社）：ジクロロメタン（和光純薬工業
株式会社）＝１：１混合溶媒を３００ｍＬ加えて、穏やかに混和したのち、ジクロロメタ
ンをさらに３００ｍＬ加え、穏やかに混和した。下層の有機溶媒層を回収し、ロータリー
エバポレーターで減圧濃縮し、セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を含むセレ
ン濃縮物（１）を得た。
　次に、このセレン濃縮物（１）に１５ｍＬの冷水を加えて溶解し、沈殿物を遠心分離（
６０００×ｇ、２０分間）によって除いた。このセレン濃縮物（１）のセレン含量は６６
ｍｇ／Ｌであった。
【００５１】
４）クロマグロ肝膵臓からのセレン含有化合物の抽出
　クロマグロ肝膵臓（セレン含量８．１ｍｇ／ｋｇ、水銀含量３．９ｍｇ／Ｋｇ）１００
ｇを５ｍｍ以下の厚さに薄切りし、蓋付きのポリビンに入れ、０℃以下で冷却した冷エタ
ノールを２倍量加えて、０℃で１ヶ月以上静置した。固形分をろ過によって除いたエタノ
ール抽出物をロータリーエバポレーターで減圧濃縮し、乾固して、セレン含有化合物のヘ
ム鉄複合体（化学式３）を含むセレン濃縮物（１）を得た。
　クロマグロ肝膵臓中のセレン含量は、該肝膵臓０．２ｇを混酸で分解して蛍光法を用い
ることで測定した。また、水銀含量は冷蒸気原子吸光分析法によって測定した。
　次に、このセレン濃縮物（１）を２０ｍＬの水に溶解した後、２００ｍＬの冷アセトニ
トリル（和光純薬工業株式会社）を添加して撹拌したのち後、静置して二相分離によって
上層のアセトニトリル相を回収し、セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を含む
セレン濃縮物（２）を得た。アセトニトリル抽出することにより、セレン含有化合物のヘ
ム鉄が遊離した。このようにしてクロマグロ肝膵臓から得られたセレン濃縮物（２）をロ
ータリーエバポレーターで減圧濃縮後少量の水に溶解し、セレン粗抽出物１ｍＬを得た。
【００５２】
　これを混酸で湿式分解し、セレン（蛍光法）、鉄（ＩＣＰ発光分光分析）、水銀（冷蒸
気原子吸光分析法）を、ケルダール法により窒素を分析した結果、アセトニトリル可溶性
抽出物のセレン含量５０ｍｇ／ｋｇ　鉄含量１．８ｍｇ／ｋｇ、水銀含量０．０１２ｍｇ
／ｋｇ、窒素４５９００ｍｇ／ｋｇ、アセトニトリル不溶性抽出物のセレン含量１２ｍｇ
／ｋｇ、鉄含量１０３ｍｇ／ｋｇ、水銀含量０．００１ｍｇ／ｋｇ、窒素１６８０００ｍ
ｇ／ｋｇであった。
　この結果より、筋肉と比べて水銀含量が数倍高い内臓においても、セレンの抽出により
、水銀含量が肝膵臓の３００分の１に減ることが確認された。また、このセレン濃縮物は
、栄養元素である窒素や鉄を豊富に含んでいることから、飼料の添加剤等に安全かつ有効
に利用できることが示された。
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【００５３】
５）ミナミマグロ血合筋からのセレン含有化合物の抽出
　ミナミマグロ血合筋１００ｇに冷水５００ｍＬを加えてポリトロンホモジナイザーで固
形物を粉砕したのち、沈殿物を遠心分離（６０００×ｇ、２０分間）によって除き、水抽
出液（１）を得た。
　次に、この水抽出液（１）１００ｍＬに対して、２－メルカプトエタノール（終濃度１
０ｍＭ）またはジチオスレイトール（終濃度５０ｍＭ）を加えて、室温で１時間保存して
還元剤処理を行い、それぞれの抽出液（２）を得た。または、この水抽出液（１）２０ｍ
Ｌを沸騰水浴中で１０分間加熱し、熱水による抽出を行った抽出液（２）と、水抽出液（
１）に対して１Ｍ塩酸を添加してｐＨ　３に調整し、室温で１０分間放置することで、酸
による抽出を行った抽出液（２）をそれぞれ得た。
　それぞれの抽出液（２）に冷エタノール４００ｍＬを添加した後、固形分を遠心分離（
６０００×ｇ、２０分間）によって除き、ロータリーエバポレーターで減圧濃縮してそれ
ぞれのセレン濃縮物（１）を得た。これにアセトニトリルを添加して攪拌した後、静置し
て二相分離によって上層のアセトニトリル相を集め回収し、ロータリーエバポレーターで
減圧濃縮した後少量の水に溶解し、セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を含む
セレン粗抽出物を得た。
　それぞれのセレン粗抽出物を混酸で湿式分解し、セレン（蛍光法）、鉄（ＩＣＰ発光分
光分析）、水銀（冷蒸気原子吸光分析法）を分析した。それぞれのセレン粗抽出物に含ま
れるセレン、鉄、水銀を表４に示した。
【００５４】

【表４】

【実施例２】
【００５５】
セレノール型セレン含有化合物またはセレノケトン型セレン含有化合物の作製
　実施例１のセレノケトン型セレン含有化合物（化学式３）について、セレノケトン－セ
レノール互変異性の転換を行い、セレノール型セレン含有化合物（化学式２）を得た。
　本発明のセレン含有化合物は、ピリミジン環の二位の炭素原子にセレノール基が結合し
た分子構造を有しており，このようなセレノール基はセレノケトン基との平衡状態にある
互変異性体を形成する。セレノケトン基、セレノール基のどちらも熱や酸素に対して不安
定な官能基であり、セレノケトン基は低分子のセレン化合物を遊離させ、セレンを急激に
失う性質がある。一方でセレノール基は，セレノール型異性体に平衡が傾く非極性溶媒（
シクロヘキサン，テトラヒドロフラン等）存在下や気相で、容易に比較的安定な二量体（
酸化型二量体）に変化する（参考文献４）。
　セレン含有化合物（化学式３）を含むセレン濃縮物に対して，テラヒドロフラン：シク
ロヘキサン＝１：１混合溶媒を２倍量添加して一晩室温で攪拌し、乳化液を得た。これを
ロータリーエバポレーターで減圧濃縮した。セレン含有化合物を純水で抽出し，遠心濃縮
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エバポレーターで水分を除去し，黄色の油状のセレノール型セレン含有化合物（化学式２
）を含むセレン濃縮物（５）を回収した。回収されたセレン濃縮物（５）のセレン含量は
２４００ｍｇ／Ｋｇであった。
参考文献４：Ｊ．　Ｅｌｇｕｅｒｏ，　Ｃ．　Ｍａｒｚｉｎ，　Ａ．　Ｒ．　Ｋａｔｒｉ
ｔｚｋｙ，　ａｎｄ　Ｐ．　Ｌｉｎｄａ，　“Ｔｈｅ　Ｔａｕｔｏ
ｍｅｒｉｓｍ　ｏｆ　Ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｅｓ”，　　Ａ．　Ｒ．Ｋａｔｒ
ｉｔｚｋｙ　ａｎｄ　Ａ．　Ｊ．　Ｂｏｕｌｔｏｎ　Ｅｄｓ．；　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉ
ｎ　Ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　Ｎｏ．
　１；　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ：　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９７６．
【実施例３】
【００５６】
セレン含有化合物の取得条件の最適化
１．抽出溶媒の検討
　異なる抽出溶媒を用いて抽出を行い、セレン含有化合物の収量を比較することで、セレ
ン含有化合物の抽出条件の最適化を行った。試料として、キンメダイ内臓を用い、抽出溶
媒として、エタノール、メタノールまたはアセトンを用いた。
【００５７】
　キンメダイ内臓２０ｇに８０％冷エタノール、冷メタノール（マイナス４０℃以下で冷
却したもの）またはアセトンを抽出溶媒として加えてポリトロンホモジナイザーで固形物
を粉砕した。沈殿物を遠心分離（６０００×ｇ、２０分間）によって除いた後、ロータリ
ーエバポレーターで減圧濃縮し、セレン含有化合物のヘム鉄複合体（化学式３）を含むセ
レン濃縮物（１）をそれぞれ得た。
　次に、このそれぞれのセレン濃縮物（１）に２００ｍＬのアセトニトリルを添加して攪
拌した後、静置して二相分離によって上層のアセトニトリル相を回収し、セレン含有化合
物（化学式４：酸化型二量体）を含むセレン濃縮物（２）をそれぞれ得た。このようにし
て得られた各抽出溶媒を用いたセレン濃縮物（２）をロータリーエバポレーターで減圧濃
縮した後少量の水に溶解し、セレン粗抽出物として、それぞれメタノール抽出物１２ｍＬ
、８０％エタノール抽出物１４ｍＬ、アセトン抽出物８ｍＬを得た。
　これらを、それぞれ混酸で湿式分解し、セレン、鉄（ＩＣＰ発光分光分析）、水銀（冷
蒸気原子吸光分析法）を分析した。
　その結果、抽出溶媒としてメタノールを用いた場合の抽出物中のセレン含量は８．９ｍ
ｇ／Ｌ　水銀含量は０．０４６ｍｇ／Ｌであった。８０％エタノールを用いた場合の抽出
物はセレン含量４．５ｍｇ／Ｌ、水銀含量０．００８ｍｇ／Ｌであった。また、アセトン
を用いた場合の抽出物はセレン含量５．６ｍｇ／Ｌ　水銀含量０．０１０ｍｇ／Ｌであっ
た。従って、これらの結果から、いずれの抽出溶媒を用いて抽出操作を行っても、高濃度
でセレン含有化合物を含有するセレン濃縮物が調製できることが確認された。
【００５８】
２．イオン交換樹脂カラムによるセレン含有化合物の精製
　イオン交換樹脂カラムを用いることにより、セレン含有化合物を含むセレン濃縮物をさ
らに精製することで、セレン濃縮物に含まれる不純物を除去し、純度を上げた。
　即ち、クロマグロ血合筋１００ｇを１ｃｍ角以下の小片に細切し、１０倍量の冷エタノ
ールを加えてポリトロンホモジナイザーで粉砕したのち、遠心分離（６０００×ｇ、２０
分間）し、回収した上清をロータリーエバポレーターで減圧濃縮し、セレン含有化合物の
ヘム鉄複合体（化学式３）を含むセレン濃縮物（１）を得た。
　次に、このセレン濃縮物（１）に１００ｍＬの冷メタノールを加え、溶解した後、ろ過
した。この抽出液をロータリーエバポレーターで減圧濃縮し、セレン濃縮物（２）を得た
のち、このセレン濃縮物（２）に液量が３０ｍＬになるように冷水を添加した。
　この冷水を添加したセレン濃縮物（２）を、水で平衡化したＳｅｐ-Ｐａｃｋ　Ａｃｃ
ｅｌｌ　Ｐｌｕｓ　ＱＭＡ陰イオン交換カラム（内容量５０　ｍｇ、Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏ
．）に添加し、２０ｍＬの水でカラムを洗浄したのち、１０ｍＬの０．１％酢酸水溶液を
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化合物を含むセレン濃縮物（３）に含まれるセレン含量は５．８μｇ／ｍＬであった。
【実施例４】
【００５９】
セレン含有化合物類縁体の製造および分析（質量分析法）
　生体内および試験管内で生成されるセレン含有化合物の化学構造および反応性を解析す
るため、実施例１において調製したクロマグロ血合筋から抽出したセレン濃縮物に含まれ
るセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を還元カルボキシメチル化し（参考文献
５）、化学修飾反応生成物（セレン含有化合物類縁体）を得て、これを質量分析によって
同定した。
参考文献５：石黒正恒　ＳＨ基の化学修飾、生物化学実験法シリーズ８、学会出版センタ
ー（１９７８）
【００６０】
　即ち、シスチンの還元カルボキシメチル化方法に従って、ジチオスレイトールで還元し
た後、ヨード酢酸を添加して、反応生成物を得た。これを３０％アセトニトリルを含む１
ｍＭ　酢酸アンモニウムで平衡化したゲルろ過カラム（Ｕｌｔｒａｈｙｄｒｏｇｅｌ　１
２０、内径７．８ｍｍ×カラム長３００ｍｍ、Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏ．）で精製し、２６０
ｎｍに紫外吸収のある成分を化学修飾反応生成物（セレン含有化合物類縁体）として得た
。
　この化学修飾反応生成物（セレン含有化合物類縁体）を、ＥＳＩ－ＭＳ（Ｑｕａｔｔｒ
ｏ　ＩＩ、マイクロマス社）を用いて質量範囲（ｍ／ｚ）１００～６００の範囲で質量分
析した。ＥＳＩ－ＭＳで生成物の質量を解析した結果、セレン含有化合物酸化型二量体の
分子イオン（ｍ／ｚ＝５５３、２７７）エルゴチオネイン付加物（ｍ／ｚ＝４９１）が観
測され、生成イオンｍ／ｚ＝２３３（２７７－ＣＯ2）、ｍ／ｚ＝１７４（２７７－ＣＯ2

－Ｎ（ＣＨ3）3）のセレン含有化合物単量体のセレノール基がカルボキシメチル化された
生成物が検出された（表５、図４）。
【００６１】
　また、セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を１０ｍＭジチオスレイトールで
室温で３０分間還元処理したのち、ＥＳＩ－ＭＳで生成物の質量を解析した結果、還元型
単量体（化学式２）が検出された。
　セレンには複数の同位体が存在することが知られており，セレン同位体の天然存在比に
基づくセレン含有化合物還元型単量体Ｍ＋Ｈ+イオンの理論的な質量数は、２７８．０（
１００．０％），２７６．０（４９．５％），２７４．０（１８．８％），２８０．０（
１８．５％），２７５．０（１７．４％），２７９．０（１１．１％），２７７．０（５
．４％），２８１．０（２．０％），２７２．０（１．８％）（括弧内は各イオンの理論
的な存在比率を示す）であるが、実測値では、２７８．０（１００．０％），２７６．１
（５１．８％），　２７４．１（１８．９％），２８０．１（１８．３％），２７５．１
（１８．９％），２７９．１（１１．６％），２７７．１（７．３％），２８１．０（２
．４　％），２７２．０（２．７％）であり、各元素の原子量と天然同位比から理論的に
計算された分子量は観測値とよく一致し、一分子中にセレン原子を一個含むシグナル分布
を示した。
　このことから、魚介類組織に含まれる主要なセレン含有化合物は、ジセレニド結合を介
して二量体を形成したセレン含有化合物（化学４：酸化型二量体）であることが確認でき
た。
【００６２】
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【表５】

【実施例５】
【００６３】
セレン含有化合物の利用
　実施例１と同様の方法で精製したセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を用い
、定量分析のための標準物質としての有用性や、培地添加物、抗酸化剤、メト化防止剤等
としての有用性を調べた。
【００６４】
１．セレン含有化合物の標準物質としての有用性の確認
　本発明で得たセレン含有化合物が、試料に含まれるセレン含有化合物を定量分析するた
めの標準物質として使用できるか否かを確認した。
　即ち、セレン含有標品として、本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）
、グルタチオンペルオキシダーゼ（ＳＩＧＭＡ）、セレン標準溶液（二酸化セレン水溶液
ＣＡＳ　Ｎｏ．７４４６－０８－４、和光純薬工業株式会社）、セレノシスチン（ＳＩＧ
ＭＡ）またはセレノメチオニン（東京化成工業株式会社）をそれぞれ試料として用い、中
性の緩衝液を移動相としてフローインジェクション法またはＨＰＬＣによってＩＣＰ－Ｍ
Ｓに導入し、アルゴンプラズマ励起によるイオン化によって、これらに含まれる有機態セ
レンをセレン－８２イオンとして検出した。
【００６５】
　本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）は、０．１Ｍギ酸アンモニウム
に溶解し、誘導結合プラズマ型質量分析計に注入することでセレン-８２イオンを計測し
た。また、グルタチオンペルオキシダーゼ、亜セレン酸ナトリウム（和光純薬工業株式会
社）、セレノシスチン、セレノメチオニンは、それぞれセレン当たり１００　ｐｇ／μＬ
に調製した。各試料について、これを５μＬ、１０μＬおよび２０μＬそれぞれ注入して
ＩＣＰ-ＭＳ（ＥＬＡＮ　ＤＲＣＩＩ、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）でセレン－８２のシ
グナルを検出した。セレン含有標品の正確な濃度は蛍光法で分析したセレン含量で補正し
た。
　その結果、図５に示したように、本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体
）および各セレン含有標品（１：グルタチオンペルオキシダーゼ、２：二酸化セレン水溶
液、３：Ｌ－セレノシスチン、４：Ｌ－セレノメチオニン）は異なる保持時間で検出され
、相関係数０．９９以上の検量線が得られ、これらの物質を分離定量できることが確認さ
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れた（表６）。
【００６６】
【表６】

【００６７】
２）セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）の標準物質としての使用
　本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）を標準物質として、上記１）と
同様の方法により、クロマグロ血合筋、クロマグロ普通筋、クロマグロ血液、クロマグロ
脾臓、クロマグロ肝臓、クロマグロ鰓、ニワトリ心臓、ニワトリ肝臓、スルメイカ肝膵臓
およびヒト血液に含まれるセレン含有化合物を定量分析した。
　即ち、クロマグロ血合筋、クロマグロ普通筋、クロマグロ血液、クロマグロ脾臓、クロ
マグロ肝臓、クロマグロ鰓、ニワトリ心臓、ニワトリ肝臓、スルメイカ肝膵臓およびヒト
血液０．１ｇをそれぞれミリポア水０．５ｍＬとともにポリトロンホモジナイザー（Ｋｉ
ｎｅｍａｔｉｃａ，Ｉｎｃ．）で粉砕し、１２０００ｒｐｍで５分間遠心分離し、上清を
試料として用いた。各試料は、フィルター濾過し（シリンジフィルター　Ｎｏ．６８７２
－１３０４、Ｗｈａｔｍａｎ，Ｉｎｃ．）ＨＰＬＣ移動相で２～１０倍希釈して２０μＬ
をＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳに注入した。表７の測定条件で各試料に含まれるセレン含有化
合物を定量分析した。
【００６８】
　その結果、図６および表８に示したようにクロマグロ血合筋におけるセレン含有化合物
は血合筋のセレン含量の９５％以上が本発明のセレン含有化合物（化学式１で示された骨
格を有するセレン含有化合物、以下（化学式１）と示す）であることが明らかとなった。
即ち、本発明のセレン含有化合物（化学式１）以外のセレン含有化合物（本発明のセレン
含有化合物（化学式１）とは異なる保持時間に溶出し、かつセレンを含むもの、以下同じ
）の全セレンに対する割合を、セレンピークの総和に対する本発明のセレン含有化合物（
化学式１）以外のセレン含有化合物のピークの面積比で存在割合を示すことで、間接的に
本発明のセレン含有化合物（化学式１）の存在割合を推定した。
　例えば、クロマグロ血合筋中の本発明のセレン含有化合物（化学式１）の総セレンに対
する割合は、次のように求められた。
（１００－２．５）＊２０１８．９／（２０１８．９＋４４．７）＝９５．３％
【００６９】
　また、各種組織においては、セレン含有タンパク質（分子量２万以上の高分子で、セレ
ノプロテインＰを除いて分子中にセレンを一個含むもの）、本発明のセレン含有化合物（
化学式１）および本発明のセレン含有化合物（化学式１）以外のセレン含有化合物が検出
された。セレン含有タンパク質含有量は表７から算出したＧＰＸ相当量として、本発明の
セレン含有化合物（化学式１）以外のセレン含有化合物含有量は検出されたピーク面積の
総和に対する面積の割合として表された。
　その結果、図７および表９に示したように血合筋とともに、クロマグロ普通筋、クロマ
グロ血液、ニワトリ心臓、ニワトリ肝臓、スルメイカ肝膵臓およびヒト血液にも本発明の
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【００７０】
　また、本発明のセレン含有化合物（化学式１）の細胞内における局在性をクロマグロ血
合筋および普通筋について遠心分離で細胞分画（参考文献６）によって細胞質画分（７８
０００×ｇ上清）、ミクロソ－ム画分（２２５００×ｇ以上７８０００×ｇ以下で沈降す
るもの）、ミトコンドリア画分（７００×ｇ以上８０００×ｇ以下で沈降するもの）に分
けて、それぞれを実施例３に記載の方法で分析した結果、本発明のセレン含有化合物（化
学式１）はセレン含有タンパク質であるグルタチオンペルオキシダーゼとともに細胞質に
局在することが確認された（表９）。また、本発明のセレン含有化合物（化学式１）は細
胞内における生体内抗酸化作用に関与することが推定された。
参考文献６：山下倫明，　Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｃａｔｈｅｐｓｉｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ
　ｍｕｓｃｌｅ　ｏｆ　ｃｈｕｍ　ｓａｌｍｏｎ．　中央水産研究所報告．，　５，　９
－１１４　（１９９３）
【００７１】

【表７】

【００７２】
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【表８】

【００７３】
【表９】

【００７４】
２．セレン含有化合物の化学的抗酸化能の確認
　本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）の化学的抗酸化能を評価するた
めに、１，　１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ（ＤＰＰＨ）ラ
ジカル消去能を測定した（参考文献７）。
　即ち、メカジキ肉由来のセレン含有化合物（セレン含量：１．６２μＭ）、市販の抗酸
化剤である水溶性ビタミンＥ誘導体（Ｔｒｏｌｏｘ（登録商標）（Ｃａｓ　Ｎｏ．：　５
６３０５－０４－５、Ｒｏｃｈｅ）、１０ｍＭ水溶液、Ｌ－（＋）－エルゴチオネイン（
Ｃａｓ　Ｎｏ．：４９７－３０－３、ＳＩＧＭＡ）４．３６ｍＭ水溶液を用い、それぞれ
を純水で２倍希釈を繰り返して２～１２８倍希釈の検液を用意した。
　９６穴マイクロテストプレート（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（登録商標），＃１７２２、Ｂｅ
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ｃｔｏｎ，　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ）に検液１０μＬとＤＰＰＨ
溶液（０．３５　ｍＭ、ＤＰＰＨ　１．３８ｍｇを５ｍＬのエタノールに溶解させ、０．
１Ｍリン酸バッファー（ｐＨ　６．８）を５ｍＬ添加したもの）１００μＬを混合し、暗
所で室温３０分間反応させた後、５９５ｎｍの吸光度を測定した。純水（吸光度０．５９
）とＴｒｏｌｏｘ（登録商標）１０ｍＭ（吸光度０．１９）を検液とした場合をそれぞれ
ＤＰＰＨラジカル消去率０％、１００％とし、ＤＰＰＨラジカル消去率が５０％となる濃
度をそれぞれの物質のＲＳ50として抗酸化力を表した。
　その結果、本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）は水溶性ビタミンＥ
誘導体（Ｔｒｏｌｏｘ（登録商標））の４５６分の１、含硫抗酸化剤Ｌ－（＋）－エルゴ
チオネインの９０７分の１の濃度で同等のラジカル消去能を持つ、きわめて強力な抗酸化
力を有することが示された（表１０）。
参考文献７：木村英生、長沼孝多、小島匡人、小松正和、恩田匠、辻政雄：山梨工業技術
センター研究報告、Ｎｏ．２２，５９－６３　（２００８）
【００７５】

【表１０】

【００７６】
３．セレン含有化合物の生体抗酸化作用の確認
　本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）の細胞内機能を解明するため、
ヒト血管内皮細胞（ヒト臍帯静脈由来ＨＵＶ－ＥＣ－Ｃ、ヒューマンサイエンス研究資源
バンク、ｈｔｔｐ：／／ｊｈｓｆ．ｏｒ．ｊｐ）に本発明のセレン含有化合物（化学式４
：酸化型二量体）を投与した。
　即ち、１００００細胞／ｍＬのヒト血管内皮細胞を４８ウエルのプレートへ調製し、１
０％胎児ウシ血清を含むＭＣＤＢ１３１培地（インビトロジェン社）で培養した。セレン
含有化合物を添加していない条件を対照として、１ｍＭ、２．５ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ
の最終濃度になるように培養液へセレン含有化合物を添加して、３７℃、５％二酸化炭素
の環境下で２４時間培養した。ヒト血管内皮細胞の性質を維持するために、細胞培養の経
代回数を５回までとした。
【００７７】
　ミトコンドリアの呼吸鎖の活性をＭＴＴアッセイキット（ナカライテスク株式会社）に
よって調べた。即ち、ヒト血管内皮細胞を培養後、培養液に対して１０分の１量のＭＴＴ
溶液を培養液へ添加して、５％二酸化炭素の環境下で、３７℃、３時間培養した。培養後
、培養液に対して等量のイソプロパノールを加えて、フォルマザン色素を抽出して、５９
５ｎｍの吸光度を調べた。
　その結果、図８に示したように本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）
は５ｍＭの投与によって細胞増殖促進作用を示した（図８）。ヒト血管内皮細胞の培地に
亜セレン酸ナトリウム（ＳＩＧＭＡ）、セレノシスチン（ＳＩＧＭＡ）またはセレノメチ
オニン（東京化成工業株式会社）をそれぞれ５ｎＭ投与した場合、細胞は増殖せず死滅し
た。従って、本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）は、亜セレン酸、セ
レノシスチン、セレノメチオニン等の既知のセレン含有化合物と比較して細胞毒性が極め
て低いことが確認された。
【００７８】
　さらに、本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）の生体抗酸化作用を、
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ヒト血管内皮細胞を用いて調べた。即ち、１００００細胞／ｍＬのヒト血管内皮細胞を４
８ウエルのプレートに１０％胎児ウシ血清を含むＭＣＤＢ１３１培地で培養した。セレン
含有化合物を添加していない条件を対照として、５ｍＭの最終濃度になるように培養液へ
セレン含有化合物を添加後、３７℃、５％二酸化炭素の環境下で１時間培養した。培養後
、２５μＭ、５０μＭの最終濃度になるように過酸化水素を添加して、３７℃、５％二酸
化炭素の環境下で２４時間培養し、細胞増殖率をＭＴＴアッセイによって調べた。その結
果、本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）の添加によって、過酸化水素
による酸化ストレス条件下において細胞増殖能が向上し、本発明のセレン含有化合物（化
学式４：酸化型二量体）の生体抗酸化作用が示された。
　以上の結果から、本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）は培地に添加
することによって、細胞内に取り込まれ、ヒト細胞に対して生体抗酸化作用を有すること
が明らかとなり、細胞質において還元剤として作用すると推定された。
【００７９】
４．セレン含有化合物の細胞増殖促進作用の確認
　本発明のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）の培養細胞に対する細胞増殖促
進を確認した。
　即ち、ゼブラフィッシュ胚由来ＺＥ細胞（中央水産研究所）、ブリ尾鰭由来ＹＴ細胞（
中央水産研究所）およびニジマス生殖腺由来ＲＴＧ－２細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５５）は
２％ウシ胎児血清を含むＬ－１５培地に３００００細胞／ｍＬに調製した。
　ヒト血管内皮細胞（ヒト臍帯静脈由来ＨＵＶ－ＥＣ－Ｃ、ヒューマンサイエンス研究資
源バンク、ｈｔｔｐ：／／ｊｈｓｆ．ｏｒ．ｊｐ）は１０％ウシ胎児血清を含むＭＣＤＢ
１３１培地で１００００細胞／ｍＬに調製した。
　ヒトアタキシア症患者皮膚由来ＡＴ細胞（ＡＴ２ＫＹ、ヒューマンサイエンス研究資源
バンクＪＣＲＢ０３１６）、ヒト皮膚由来ＴＩＧ－Ｓ３細胞（ヒューマンサイエンス研究
資源バンクＪＣＲＢ０５４４）およびヒト腎臓由来ＨＥＫ２９３細胞（ヒューマンサイエ
ンス研究資源バンクＪＣＲＢ９０６８）は、１０％ウシ胎児血清を含むＤＭＥＭ培地でそ
れぞれ１５０００細胞／ｍＬに調製した。
　それぞれの細胞培養液（２％血清を含む）中に、セレン含有化合物を終濃度０、５、１
０、２５、５０、１００ｎＭとなるように添加し、ゼブラフィッシュ胚由来ＺＥ細胞は２
５℃、ブリ尾鰭由来ＹＴ細胞は２０℃、ニジマス生殖腺由来ＲＴＧ－２細胞は１５℃、ヒ
ト血管内皮細胞、ヒトアタキシア症患者皮膚由来ＡＴ細胞、ヒト皮膚由来ＴＩＧ－Ｓ３細
胞およびヒト腎臓由来ＨＥＫ２９３細胞は３７℃で培養し、０日、１日、２日、３日、４
日、５日培養後の細胞をトリバンブルー染色によって細胞数を調べた。
【００８０】
　その結果、図９に示したように細胞増殖を促進するために必要なセレン含有化合物濃度
は、細胞株の種類によって異なることが確認された。この結果から、セレン含有化合物は
、動物細胞の増殖を顕著に促進する作用を有すること、細胞種毎に増殖促進効果を示すセ
レン含有化合物の要求量が異なることが明らかとなり、セレン含有化合物は動物培養細胞
における培地添加物として利用できることが示された。
　アタキシア症患者皮膚由来ＡＴ細胞はＤＮＡ損傷に対して応答する最上流のシグナル因
子であるＡＴＭキナーゼ遺伝子が欠失しているため、ＤＮＡ修復やアポトーシス等の異常
によって老化およびがん化が誘発されることが知られている（参考文献８）が、本発明の
セレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）は、このＡＴ細胞に対して増殖促進効果を
示したことから、セレン含有化合物はＤＮＡ損傷応答を復帰させる生体抗酸化作用を有す
ることが推定された。
参考文献８：Ｋ．　Ｎａｋａ，　Ａ．　Ｔａｃｈｉｂａｎａ，　Ｋ．　Ｉｋｅｄａ，　ａ
ｎｄ　Ｎ．　Ｍｏｔｏｙａｍａ，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，　２７９，　２０３
０－２０３７　（２００４）．
【００８１】
５．セレン含有化合物のメト化抑制作用の確認
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　ウサギ保存血（株式会社日本バイオテスト研究所）に生理食塩水で３回洗浄（２０００
ｒｐｍ、５分間、４℃で遠心）して赤血球を集め、４倍量のＲＰＭＩ培地（ＧＩＢＣＯ（
登録商標）　ＲＰＭＩ　Ｍｅｄｉｕｍ　１６４０，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏ．）に懸
濁して３７℃で１日間、炭酸ガス培養器を用いて培養した。セレン含有化合物を添加しな
い培養条件を対照区として、培地中のセレン含有化合物の濃度が１０ｎＭ、２５ｎＭまた
は５０ｎＭとなるように培地にセレン含有化合物を添加して培養した。培養後、赤血球を
遠心分離（２０００ｘｇ、５分間、４℃）によって回収し、リン酸緩衝液ＰＢＳで３回洗
浄し、遠心分離によって赤血球を集めた。赤血球ペレットに１０ｍＭリン酸ナトリウム緩
衝液（ｐＨ７．２）を加えて、赤血球を溶血させ、遠心分離（１５０００ｘｇ、１０分間
、４℃）後、上清のヘモグロビン溶液を回収した。ヘモグロビン溶液を１００倍量の５０
ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．８）で希釈し、３７℃で３時間インキュベートし
た。インキュベートの前後における４０５ｎｍ　および４３０ｎｍにおける吸光度比を測
定し、ヘモグロビンのメト化率を算出した。
　また、赤血球における活性酸素レベルをヒドロキシフェニルフルオロセイン（ＨＰＦ、
第一化学薬品株式会社）を用いて測定した。上述のヘモグロビン溶液に対して、１０００
倍量のリン酸緩衝液ＰＢＳに希釈したＨＰＦを１００倍量混合して、室温で１０分間反応
したあと、活性酸素との反応生成物由来の蛍光強度（励起波長４９０ｎｍ、蛍光波長５１
５ｎｍ）を計測し、活性酸素レベルの指標として用いた。
【００８２】
　その結果、図１０に示したように、対照区に対して、セレン含有化合物を添加した培養
条件ではいずれの濃度条件でも得られた赤血球はメト化率が低かった。また、図１１に示
したように、赤血球内の活性酸素レベルは対照区に比べて、セレン含有化合物を添加した
培養条件で活性酸素レベルが低かった。このことから、セレン含有化合物は生体内におい
てヘム鉄タンパク質のメト化を抑制する生体抗酸化作用を有することが示された。すなわ
ち、セレン含有化合物は培地中から細胞内へ取り込まれ、活性酸素発生を防止するととも
に、ヘム鉄の自動酸化の防止剤として、作用することが明らかとなった。このことから、
セレン含有化合物は、血液、赤血球および臓器の保存技術、すなわち、ヘモグロビン、ミ
オグロビン等のヘム鉄タンパク質、人工血液、輸液製剤および組織保存液におけるメト化
防止剤として利用できることが示された。
【００８３】
６．セレン含有化合物のヘム鉄への結合作用の確認
　セレン含有化合物はヘム鉄タンパク質の自動酸化抑制作用を有することが上記５．で示
されたことから、セレン含有化合物のヘム鉄タンパク質への結合能を調べた。マッコウク
ジラミオグロビン（ＳＩＧＭＡ）は市販品を用いた。また、クロマグロ血合筋を５倍量の
冷水を加えてポリトロンホモジナイザーを用いて破砕したのち、６０００×ｇで１０分間
遠心分離し、上清を得てから、０．１Ｍ食塩を含む０．０５Ｍ　トリス塩酸緩衝液（ｐＨ
７）で平衡化したＳｅｐｈａｃｒｙｌ－１００カラム（１６ｍｍ×６０ｃｍ、Ｐｈａｒｍ
ａｃｉａ）にかけて、クロマグロ血合筋由来のミオグロビンを精製した。ヘモグロビンは
、ウサギまたはクロマグロの赤血球の溶血液を同上のＳｅｐｈａｃｒｙｌ－１００カラム
で分離して精製した。
【００８４】
　マッコウクジラミオグロビン、クロマグロのミオグロビン、ウサギヘモグロビンおよび
クロマグロヘモグロビンにおけるセレン含量をそれぞれ測定した結果、いずれにおいても
セレンが検出された。図１２に示したように、ＨＰＬＣ－ＩＣＰ－ＭＳを用いて、マッコ
ウクジラミオグロビンに含まれる元素を測定した結果から、ミオグロビンには鉄およびセ
レンが同時に検出された。
　また、硝酸―過酸化水素で湿式分解し、鉄を誘導結合プラズマ発光分析計（ＩＣＰ－Ａ
ＥＳ、ＩＣＰＥ－９０００、株式会社島津製作所）、セレンを蛍光法で定量したところ、
Ｓｅ／Ｆｅモル比はクロマグロのミオグロビンで０．００３、ウサギのヘモグロビンで０
．０００３、クロマグロのヘモグロビンで０．００１であった。以上の結果から、本発明



(31) JP 5669056 B2 2015.2.12

10

のセレン含有化合物（化学式４：酸化型二量体）はヘム鉄タンパク質に結合しており、セ
レン含有化合物はヘム鉄に配位することによって、ヘム鉄の自動酸化を抑制する作用メカ
ニズムが推定された。
【産業上の利用可能性】
【００８５】
　本発明により得られたセレン含有化合物は、生体抗酸化作用を有することから、医薬品
、機能性食品、栄養補助剤、食品添加物、飼料添加物、培地添加物および抗酸化剤として
利用できる。また、血合肉、内臓、血液等水産加工残滓から重金属を除去した安全性の高
いセレン含有化合物の製造法を提供する。本発明のセレン含有化合物を標準物質として用
い、生体および食品等のセレンの化学形態を評価することができる。また、本発明のセレ
ン含有化合物は反応性の高いセレノール基を有する化合物であるとともに、蛍光および紫
外吸収の特性を有することから、セレンを有するユニークな化学修飾剤、蛍光物質または
紫外吸収物質としての化学材料としての用途に利用できる。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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