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 論文題目       カビのヘム－チオレート含有酸化酵素の研究 

 

 

 

 

第一章 序論 

 化成品の原料は炭化水素である石油であるが、そこに付加価値をつけるためには酸素の導入

が重要なステップとなる。不活性な炭化水素を酸化するため、現在は重金属をはじめとした化

学触媒による酸化反応が用いられているが、環境に負荷をかけることが多く、環境にやさしい

酸化反応が求められている（Green sustainable chemistry）。その方法のひとつとして酵素反応が

期待されている。シトクロム P450 (以下 P450)は、その多彩な酵素機能からそのような工業的利

用において魅力的である。しかし実際の応用に際しては困難な障壁も存在する。一方 P450 にお

いて酸素（O2）や NADPH に依存せず、過酸化水素（H2O2）などの過酸化物由来の酸素原子を

用いて基質を酸化するペルオキシド・シャント反応が古くより知られていたが、H2O2を利用す

る場合、とくにペルオキシゲナーゼ（Pox）反応と呼ばれる。Pox 反応は、P450 の工業的利用

に際しての欠点を克服することが期待され、また近年、Pox を生理反応とする P450 も発見され

ている。すべての P450 の中で工業的利用にもっとも期待されているものは P450BM3 である。

P450BM3 は P450 と還元酵素が融合しているため self-sufficient であり、また turn-over が速い（モ

ノオキシゲナーゼ P450 で最速）。P450BM3 に Pox 活性を付与する指定進化（directed evolution）

など、その工業的利用を目指した研究が盛んに行われている。一方、カビ Cardariomyces fumago

由来の Chloroperoxidase(以下 CPO)は H2O2 を用いて有機基質を塩素化する変った反応を触媒す

るが、加えてさまざまな有機物を基質とする Pox 活性を示すことで注目される。CPO は CO 型

Soret 帯を 450 nm 付近に持つヘムタンパク質であるが、そのアミノ酸一次配列は P450 に相同性

を示さず、従って P450 スーパーファミリーには属さない。CPO のようにヘム第５配位子が P450

と同様にシステインのチオレートアニオンであるが P450 スーパーファミリーには属さないも

のを、ヘム-チオレートタンパク質と総称する。CPO 以外の例として NO 合成酵素（NOS）、CooA

などのセンサータンパク質がある。 
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当研究室ではカビ Fusarium oxysporum より P450BM3 によく似た融合タンパク質である

P450foxy が発見され、遺伝子のクローニングもなされている。本研究では上記のような工業的

応用を念頭に置いて P450foxy の改変を試み、またカビ遺伝子情報より有用酵素（とくに CPO）

の探索を行い、クローニング、機能解析を行うことを目的とした。さらに結晶構造がいまだ解

明されていない P450foxy の結晶化検討も行った。 

 

第二章 Asperigillus oryzae ゲノムからの Chloroperoxidase 様酵素のクローニング 

 A. oryzae のゲノム解読は 2005 年に完了しており、他の Asperigillus 属のカビと比較して 2 割

ほど大きなゲノムサイズであり、代謝に関する酵素群が多く存在していることが明らかになっ

ている。A. oryzae のゲノムに対して、CPO のアミノ酸配列を用いて Blast search したところ、第

五配位子ヘム-チオレート構造およびヘム結合領域周辺が保存された配列 AOPE (Aspergillus 

oryzae peroxidase : AO0902000344)を見出した(Fig.1)。CPO と比較して AOPE の予想分子量は 10 

kDa 以上小さく、アライメントした結果ではギャップも多かった。現在までに Haloperoxidase

以外にヘム-チオレート構造を持つ酵素の研究例はなく、サイズの小さな類似配列の存在は興味

深い考え、 AOPE の機能解明を目的としてクローニングを試みた。(Table.1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 RT-PCR による発現条件の検討を行った結果、AOPE は恒常的に発現している酵素であること

が明らかになった。また、RACE 法による配列解析により、AOPE は配列中にイントロンを含

まないことがわかった。AOPE のクローニングは、大腸菌発現系、酵母発現系では達成できな

かったため、A. oryzae の AOPE の過剰発現株作製を試みた。A. oryzae cDNA ライブラリーより、

PCR により C 末端に 6His tag を導入した AOPE 遺伝子を増幅し、発現プロモータとして

P-glaA142 を含む pNGA142 ベクターに導入し、発現ベクターを構築した。A. oryzae ΔniaD 株に

プロトプラスト法による形質転換を行い、AOPE 過剰発現株を作製した。RT-PCR により、組換

え AOPE の mRNA レベルでの発現を確認した。過剰発現株を DPY 液体培地で培養し、得られ

た菌体を液体窒素を用いて破砕し、Ni2+キレーティングカラムに供したところ、SDS-PAGE 上

で予想分子量に相当するタンパク質を部分精製することができた(Fig.2)。CO 差スペクトル測定

を行ったところ、ヘム-チオレート構造を持つ酵素の特徴である 450 nm 付近の吸収極大を確認

す る こ と が で き た 。 粗 精 製 試 料 を 用 い た 活 性 測 定 を 行 っ た と こ ろ 、

ABTS(2’2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid)に対してペルオキシダーゼ反応を示す

ことが見出された(Fig.3)。 

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                                    
  40         *        60         *  
EGQYYRGGADDLRSPCPIINSLANHGYIARDGRNIT
P--YVAPGPTDSRAPCPALNALANHGYIPHDGRAIS
   Y   G  D R PCP 6N LANHGYI  DGR I3

      
      
 :  71
 :  70
      

Fig. 1 Alignment of CPO heme region and putative heme binding region of AOPE. 

5th ligand Cys

Table. 1 Comparison of AOPE and Chloroperoxidase characters.

AOPE Chloroperoxidase

Organism

M.W.

Feature

A. oryzae Cardariomyces fumago

Amino acids

Secretion enzyme
Heme-thiolate enzyme

Glycoprotein

(CAC16733.1)(AO0902000344)

373272

30.1 kDa 42 kDa

Heme-thiolate enzyme
Internal protein
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 AOPE の反応回転は 94.7 min-1 であり、ペルオキシダーゼ反応としてはかなり遅いことがわか

った。CPO の基質に対する反応性は見出されず、CPO と同条件でのハロゲン導入反応も現在の

ところ確認されていない。CPO は遠位に酸塩基触媒として機能する Glu が存在するが、AOPE

では保存されておらず、この点が低い活性に関係している可能性も考えられた。研究を進める

上での問題点として AOPE の発現量はかなり少なく、不安定な酵素であったため、発現量の増

加検討および性状解明を進めている。本研究は P450、haloperoxidase 以外のヘム-チオレート含

有酵素のクローニングに成功し、ペルオキシダーゼ反応を持つことを確認した初めての例であ

り、菌体内酵素であるのも特筆すべき点であった。 

 

第三章 P450foxy の変異導入による機能改変 

 還元酵素融合型 P450foxy は、脂肪酸水酸化反応を 3000 min-1という高速で進行させるため、

産業応用に期待が持たれる。さらにこの特性を維持したまま基質特異性を改変させることがで

きれば産業的価値を大幅に高めることができる。本研究では、大腸菌発現系において

QuickChange 法による変異体酵素を作出し、機能改変を行うと同時に P450foxy の基質認識に関

与するアミノ酸残基についての知見を得ることを目的とした。高い相同性を持つ P450BM3 の

結晶構造解析の結果から、F87 は脂肪酸の末端炭素と相互作用することが明らかになっており、

ヘムの真上に位置することから基質が活性部位に侵入する障害になりうることが予想されてい

る。P450foxy においても F88 として保存されており、第一の標的として F88 の変異を試みた。

脂肪酸水酸化活性は F88V、I 変異体を除いて著しく低下したが、トリデカン酸に対する Kdの変

化は小さいことから F88 は脂肪酸結合に対する寄与は小さく、活性部位内部で脂肪酸鎖を固定

することでヘム上に配位しやすくしていると考えられた。F88W 変異体はトリデカン酸に対す

る結合能を完全に消失しており、F88 の立体が基質侵入に大きな影響を与えることが確認され

た。F88G、A、V、I の変異体酵素の発現培養を行うと、培地中に青色の色素の蓄積が見られた。

スペクトル比較より、色素をインディゴ色素であると同定し、変異体酵素がインドール酸化能

を得たことが示唆された。F88A で最も多い色素の蓄積が認められたことから、活性部位内の立

体が基質認識に影響していると考え、インディゴ色素の蓄積量を指標として部位特異的変異導

入によるインドール酸化能の向上を試みた。V83、V75、L264、L43 についての Saturation 

mutagenesis の結果、F88A 変異体の 8.3 倍の色素生成能を持つ F88A V83L 変異体を取得した。

Fig. 2 SDS-PAGE of AOPE after HisTrap column.

30 kDa

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

0.55

0 50 100 150 200 250 300

Time (sec)

O
.D

. 5
69

A : Control
B : Enzyme + ABTS
C : Enzyme + ABTS

+ H2O2

A
B

C

Fig. 3 Activity assay of AOPE using ABTS as a substrate.
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さらなる活性上昇および基質認識に関与する残基を調べるため、F88A 変異体を鋳型とした

Error prone PCRによる変異体スクリーニングを行った。2500コロニーのスクリーニングにより、

14 種の色素生成能を持った変異体を選出し配列を確認したところ、V83 または V75 が置換され

た変異体が多く見出され、P450foxy の基質認識においてこの二箇所のアミノ酸の影響が大きい

ことを再確認した。また P450 の活性に関与するとされる I へリックス領域にも変異が散見さ

れた。インドールに対する Kd測定の結果、F88A 変異体で TypeI シフトが観察されるようにな

り、結合親和性が上昇していることが明らかになった。F88A V83L 変異体は精製時にすでに

TypeI スペクトル変化が起こっており、インドール添加によるスペクトル変化は観察されなかっ

た。このことから、F88A V83L の高色素生産能はインドールにたいする強力な結合能に由来す

ると推測している。精製酵素をもちいた in vitro 活性試験ではインドール酸化活性を再現するこ

とができず、培養中の色素蓄積は大腸菌内の他の酵素の寄与が予想される。P450foxy 全長の結

晶を得ることはできていないが、P450、還元酵素各ドメインの結晶化条件を見出すことができ

た。十分な反射が得られていないため、結晶化条件の最適化を行っている。 

 

第四章 総括 

 本研究において、A. oryzae ゲノム上に CPO 様ヘム-チオレート含有タンパク質 AOPE の存在

を見出し、クローニングを試みた。A. oryzae 過剰発現株を作成することでリコンビナント AOPE

の発現に成功し、部分精製酵素においてペルオキシダーゼ反応を示すことを見出した。現在ま

でに知られている haloperoxidase は全て菌体外分泌酵素であり、菌体内に同じくペルオキシダー

ゼ反応を示す類似酵素が機能しているという報告例はなく、その生理的意義に興味が持たれる。

さらなる性状解明に向けて発現条件および効率的精製方法の検討を進めている。 

 P450foxy の変異体作製により、F88 一残基の置換によって基質特異性大きく変化するという

興味深い現象がみられた。F88 によりかさ高い基質の侵入が妨げられていることが示唆され、

F88 を小さなアミノ酸残基に置換することで脂肪酸水酸化活性を消失する代わりに、インドー

ル酸化反応を付与することができた。部位特異的変異導入により P450foxy の V83、V75 のアミ

ノ酸が基質認識に影響が大きいことが示された。融合 P450 のアライメント結果から、F88 周辺

は保存度が高いのに対し、V83、V75 に相当する残基は置換されていることが多く、生理的な

基質の違いを示唆する可能性があると考えられる。十分な反射は得られていないものの、

P450foxy のドメイン毎の結晶化条件を見出すことができた。今後、条件の精密化によって結晶

構造を解明し、P450foxy の反応機構に関する知見を得ることを期待している。 
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AaP : Agaricus aegerita  peroxidase
AOPE : Aspergillus oryzae  peroxidase
ALA : 5-aminolevulinic acid 
CPO : Chloroperoxidase
Cyt.c : cytochrome c
DTT : Dithiothreitol
EDTA : Ethylene diamine tetra acetic acid
FAD : Flavin adenine dinucleotide
FPLC : Fast protein liquid chromatography
FMN : Flavin mononucleotide 
NADH : β-Nicotinamideadenine dinucleotide
NADPH : β-Nicotinamideadenine dinucleotidephosphate
PMSF : Phenyl methyl sulfonyl fluoride
P450 : Cytochrome P450
IPTG : Isopropyl-b-thiogalactoside
LB : Luria- Bertani
TB : Terrific Broth
PDB : Protein data bank
PEG : Polyethyleneglycol
SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate -poly acryl amide gel electrophoreis
SRS : Substrate recognition sites

略語 
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序論 
 
1.Green sustainable chemistry 
 現在、様々な化成品は石油由来の炭化水素を利用して合成される。高い付加価値

を与えるために様々な化学反応が行われるが、特に酸化反応が重要なステップとな

っている。酸化反応の現在の主流は、重金属触媒を用いた化学反応であり、その反

応過程において生じる重金属廃棄物は環境汚染に直結するものである。さらに一般

的に化学反応の進行には、高温、高圧といった厳しい反応条件が求められることが

多く、エネルギー的にも環境に大きな負荷を強いている現状がある。この代替とし

て酵素的な反応の応用が期待されている。酵素的な酸化反応の特長である高い特異

性(立体、位置)、温和な反応条件は、工業応用において非常に有用である。バクテ

リア、酵母、カビを始めとした微生物由来の酵素の機能解析は古くから行われてい

るが、現在それら酵素の産業利用に注目が集まっており、Green sustainable 
chemistry(環境負荷が小さく、持続可能な化学合成)の名の元、実用を目指した多く

の基礎研究が進行している。特にヘム-チオレートを含有した酸化酵素であるシトク

ロム P450 は非常に優れた酸化反応性を持ち、工業応用が期待されている。 
 
2.麹菌 Aspergillus oryzae のゲノムプロジェクト 
A. oryzae (Fig. I-1)は、日本において伝統的に、発酵産業 (酒、味噌、醤油等) に用

いられてきた糸状菌である。Aspergillus 属の糸状菌のうち、A. fumigatus、A. flavus、
A. niger など一部のものがヒトにアスペルギルス症と呼ばれる病原性を示すのに対

し[1]、A. oryzae は米国食品医薬品局(FDA)によって GRAS(Generally recognized as 
safe)と指定されるなど、病原性がなく、高い安全性をもつ微生物としても知られて

いる。糸状菌によって生産される強力な発ガン物質であるアフラトキシンの生合成

遺伝子が、A. oryzae において大きく欠損していることが理由のひとつとして考えら

れている[2-4]。A. oryzae は、日本の食文化と密接な関連性があるだけでなく、世界

的にも安全性や酵素の高い生産能から注目されている微生物である。特に近年では、

A. oryzae の持つ高いタンパク質分泌生産能力が注目されており、国内外でバイオテ

クノロジーによる酵素生産への応用研究が行われている。 
 
 
 
 
 
 

 
麹菌 Aspergilllus oryzaeFig.I-1Fig.I-1 麹菌 Aspergillus oryzae
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A. oryzaeのゲノムに関する研究は、1996年に町田らによってEST解析が開始され、

1998 年からは、国内の大学、研究所、企業が連携することで 2000 年までに約 17000
の EST 解析が完了している (http://nribf2.nrib.go.jp/EST2/)[5]。この解析では、固体培

養を含む様々な条件で生育させた A. oryzae から cDNA ライブラリーが作成され、発

酵産業に用いられている条件など、遺伝子の発現プロファイルが比較された。ゲノ

ム解析は、製品評価技術基盤機構(NITE)を中心とし、産学官連携コンソーシアム(産
業技術総合研究所、酒類総合研究所、食品総合研究所、東京大学、東京農工大学、

東北大学、名古屋大学、日本醸造協会、アクシオへリックス、天野エンザイム、イ

ンテック W&G、大関、キッコーマン、協和発酵工業、月桂冠、ヒゲタ醤油)によっ

て、2001 年から開始され、2005 年に完了している。ゲノム解析は、ホールゲノムシ

ョットガン法によって行われ、約 37 Mb の塩基配列上に 12000 の遺伝子が予測され

た 。 DNA 、 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス も ウ ェ ブ 上 で 公 開 さ れ て い る 。

(http://www.bio.nite.go.jp/dogan/Top.)  A. oryzae のゲノムの特徴として、同時期にゲノ

ム解析が行われた A. fumigatus、A. nidulans と比較して約 30％大きく、それに比例し

て、遺伝子数も増加していることがわかった。特に A. oryzae は、タンパク質や糖質

の分解に関わる多数の加水分解酵素を多量に分泌することが知られているが、これ

らの遺伝子が 3-5 割程多く存在している。この結果は、A. oryzae において特異的に

発現する新規酵素の存在する可能性を示唆する[6, 7]。 
A. oryzae のゲノム上には、様々な機能を持ったシトクロム P450 と推定される遺伝

子が 149 存在していることが明らかになっている (Table.1-1)。これは同属の A. 
nidulans(102)、A. fumigatus(65)と比較しても多いといえる。このうち、還元酵素融合

型シトクロム P450 とアノテーションされている cyp505 ファミリーは 4 つ存在して

おり、これは他二種の二倍である[6]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Family Function A. oryzae A. nidulans A. fumigatus
cyp57 Pisatin demethylases 12 8 3
cyp58 Trichodiene oxygenases 11 9 2
cyp53 Benzoate monooxygenases 10 5 6
cyp64 P450oxidoreductases 10 4 4
cyp65 Trichothecene hydroxylases 9 3 1
cyp52 Alkane hydroxylases 8 6 8
cyp65 Isotrichodermin hydroxylases 5 3 1
cyp505 Fatty acid hydroxylases 4 2 2
cyp51 Sterol demethylases 3 2 2
cyp509 Fum15 homologues 3 2 2
cyp61 Sterol desaturases 2 1 1
cyp55 P450 nitric oxide reductase 1 - -
cyp58,59,60,62,68,53,503,512 P450 monooxygenases 22 20 7
Unknown cytochrome P450s 49 37 25
Total cytochrome P450s 149 102 65

Aspergillus属のゲノム上に存在するP450遺伝子の比較Table.l-1 Aspergillus属のゲノム上に存在するP450遺伝子数の比較
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3.シトクロム P450 
シトクロム P450(以下 P450)は微生物から植物、動物まで生物界に広く分布する一

群のヘムタンパク質で(Table.I-2)、還元型で一酸化炭素と結合して約 450 nm に極大

をもつ特徴的な吸収スペクトルを示すことにその名が由来している(Fig.I-2)。P450
の大きな特徴のひとつに、触媒する反応の耐用性、基質特異性が分子によって多様

に異なり、幅広い点がある。主とするのはモノオキシゲナーゼ反応であり、基質に

対して水酸化、エポキシ化、N,O,S-脱アルキル化、N,S-酸化反応を触媒するものも

知られる(Fig.I-3)。これらの反応は各生物内の生理的機能に重要な役割を担っている。

すなわち、哺乳類におけるステロイド合成、脂肪酸代謝、ゼノバイオティクスの代

謝、植物における二次代謝産物の生産、真核生物においてはステロール合成、放線

菌などバクテリアにおける抗生物質の生産である。さらに、種々の化学物質の代謝

活性化による化学発癌への関与、環境汚染物質の代謝などにも P450 が関連すること

が明らかになっており、重要な問題とされている。以上のように極めて分化した反

応多様性、生物分布を持つが、P450 はタンパク質の一次構造と高次構造の比較から

一つの共通祖先遺伝子から生物進化の過程で分化し、多様化した遺伝子スーパーフ

ァミリーであると考えられている。P450 の分類は、アミノ酸配列が 40%以上一致す

れば同一ファミリー、55%以上一致すれば同一サブファミリーに分類されることと

なっている。 
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Hydroxylation

Epoxidation

O-
demethylatin

N-
demethylatin

Sulfoxidation

NO synthesis

Fig.I-3  P450による代表的な酸化反応

『P450の分子生物学 講談社 2003 』より引用

Species P450s
Escherichia coli 0
Mycobacterium tuverculosis 20
Saccharomyces cerevisiae 3
Phanerochaete chrysosporium 150
Arabidopsis thaliana 249
Oryza Sativa 458
Drosophila melanogaster 87
Fugu rubripes 49
Homo sapiens 57

様々な生物が保持するP450遺伝子数の比較Table.I-2 様々な生物の持つP450遺伝子数
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4. P450 の分子的性質 
P450 の特徴である一酸化炭素結合状態の 450 nm 付近の吸収極大は、プロトヘム

の第五配位子としてタンパク質のシステインのチオール基がイオン化したチオレー

トアニオン(-S-)が配位していることに由来する(Fig.I-4)。このシステインの前後のア

ミノ酸配列は、全ての P450 において非常に保存度が高く、ヘム結合領域と呼ばれる。

ゲノム上の塩基配列から推定されるアミノ酸配列にこの配列が見つかると、その塩

基配列は P450 遺伝子をコードしている可能性が高いと考えられる。 
真核生物の P450 は、細胞内で小胞体またはミトコンドリアに結合した膜タンパク

質として存在するのに対し、原核生物の P450 は可溶性タンパク質であり、細胞質に

存在している。ミクロソーム型 P450 は一般に 500 程度のアミノ酸からなり、N 末端

の 20-30 残基からなる疎水性領域が膜へのアンカーとなっている。ミトコンドリア

型 P450 は、内膜のマトリクス側に結合しているが、膜結合に関与する配列は不明な

ままである。バクテリアの P450 は分子量が小さく、約 400 のアミノ酸からなること

が多い。しかし真核生物、原核生物に関わらず数箇所の保存アミノ酸配列が存在し、

立体構造も類似しており、共通祖先遺伝子から分化したという説が支持される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Cys
S-

Fe
protoheme IX

X

5th ligand

6th ligand

Fig.I-4   P450のヘムと軸配位子モデル
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5.P450 の電子伝達系  
P450 は主としてモノオキシゲナーゼ反応を触媒し、この反応には分子状酸素と共

に、結合した酸素を活性化するための還元力の供給が必要となる。還元力は一般に

NADPH(NADH)から電子伝達酵素を通じて P450 に受け渡される。原核生物、ミトコ

ンドリアに存在する P450 では FAD を含む NADPH-ferredoxin 還元酵素と、Fe-S 含有

タンパク質であるフェレドキシンが NADPH から受け取った二分子の電子を一分子

ずつ P450 へ伝達する(Class I)。ミクロソーム型の P450 では、FAD,FMN を含む

NADPH-P450 還元酵素(CPR)が、NADPH から受け取った二分子の電子を一分子ずつ

P450 に渡す(Class II)。また、ミクロソーム型 P450 では、NADPH からシトクロム b5

を経由して電子伝達が起こる経路も存在している。上記のように、電子伝達経路に

より古典的に真核生物型 P450 は Class II、原核生物は Class I と分類されていた。融

合型 P450 である P450BM3 では、モノオキシゲナーゼ反応を触媒する P450 ドメイ

ンと還元酵素ドメインが一本のポリペプチド鎖に存在するという特徴的な構造を持

つ。バクテリア由来でありながら P450BM3 の還元酵素ドメインは FAD、FMN を含

み、真核生物の CPR と相同性が高い。P450BM3 の発見は P450 電子伝達経路の多様

性を示す存在となり、その電子伝達系は、真核生物における Class II の電子伝達経路

のモデルとして用いられている。介在するタンパク質は異なるが、二分子の電子が

一分子ずつ、二回に分けて P450 へ伝達されるのが P450 反応における電子伝達系の

特徴である[8]。 
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6.P450 の反応サイクル 
 P450 によるモノオキシゲナーゼ反応は、不活性な炭化水素、芳香族化合物に水酸

基を導入するというものであり、化学工業的に行うためには、上述の通り困難な工

程必要となる。P450 は二分子の電子を受け取り、結合した酸素を活性化することで

酸化反応を触媒する[9]。典型的な反応スキームは以下に示すとおりである。 
           

RCH2-R’ + O2 + 2 e- + 2H+ → RCH(OH)R’ + H2O 
 

P450 のモノオキシゲナーゼ反応機構は、Estabrook らによって Cyclic reaction 
mechanism として 1971 年に提案されている(Fig.I-6)[10]。反応におけるステップは以

下に示す。①酸化型 P450 に基質が結合する。基質結合により P450 の酸化還元電位

が上昇し、電子を受け取りやすくなる。②還元酵素より一分子の電子が供給され、

ヘムが還元される。③ヘムに酸素分子が結合する。④二分子目の電子が導入され、

酸素分子が活性化する。⑤プロトンが活性化した酸素分子に結合する。(Compound 0) 
⑥もう一分子のプロトンが付加し、水分子として脱離し、P450活性分子種 Compound 
I (Oxo ferryl π−cation radical intermediate)が生成する。⑦Compound I により基質の酸

素添加反応が進行する。⑧反応生成物が脱離し、酸化型 P450 が復元する。電子伝達

が基質の反応に反映されないアンカップリング現象(⑨-⑪)は、適切なタイミングで

電子、プロトンが伝達されない場合に起こる。活性分子種としての Compound I の存

在は古くから提案されていたが、実際にスペクトル的に捉えられたのは 2002 年に

CYP119 について行われた研究においてである[11]。 
 
7.P450 のペルオキシドシャント反応 

P450 のペルオキシドシャント反応は、クメンペルオキシド、過酸化水素などを酸

素供与体として基質を酸化する経路である。過酸化水素依存的に酸素を基質に導入

し酸化する反応は特にペルオキシゲナーゼ反応と呼ばれる。この反応は発見当初、

生理的反応とは考えられていなかったが、後に本反応を主として触媒するヘムタン

パク質(ペルオキシダーゼ)がエンドウマメ種子中に存在することが明らかになった

[12, 13]。さらに後述のクロロペルオキシダーゼや、 Sphingomonas 属細菌

Sphingomonas paucimobilis に見出された Fatty acid α-Hydroxylase、Bacillus subtilis 由
来の P450BSb において生理的な P450 ペルオキシドシャント反応が発見されている

[14]。この二種の P450 は、P450 ペルオキシゲナーゼと呼ばれ、いずれも過酸化水素

依存的に飽和脂肪酸のα、β位の水酸化反応を触媒する。一般的な P450 は、ヘム近

位側表面に負電荷が集中しており、還元酵素の表面の正電荷と相互作用する。一方、

P450 ペルオキシゲナーゼの近位側の表面には負電荷の集中は見られない。さらに、

P450 ペルオキシゲナーゼは、活性部位内部にアルギニンを持ち、脂肪酸のカルボン



17 

酸と相互作用する機能を持つ。これら二点において、P450 ペルオキシゲナーゼは一

般的な P450 と異なり、過酸化水素依存的な反応に特化しているといえる。P450 及

びクロロペルオキシダーゼは反応サイクルで、過酸化水素から酸素 1 原子を受け取

り、NADPH を用いた反応時と同じ活性分子種 Compound I を生成する(Fig.I-7)。 
 
H2O2 + 2DH2 (or DH2) → 2H2O + 2・DH (or D)  
S + LOOH → SO + LOH 

 
通常の P450 も過酸化水素依存的に酸化反応を進行させることが可能であるが、一

般的に NADPH-還元酵素系と比較して反応回転がとても低いことが多い。この原因

として、反応中間体 Compound I の安定性に関係していると考えられている。ペルオ

キシダーゼは、P450 と比較して安定な Compound I を形成することが知られており、

これはペルオキシダーゼの遠位側の親水的環境が中間体を安定化する。P450 の疎水

的遠位環境とは明確に異なる。また、酵素の過酸化水素に対する安定性も反応性に

関係しているのかもしれない。 
P450 のペルオキシドシャント反応は、NADPH を電子供与体として用いる反応と

同様の反応を安価な過酸化水素によって達成することができ、反応に伴って生成す

るのは水のみである。この反応は P450 の工業応用において非常に価値が高く、注目

を浴びている。 
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8.P450 の基質誘導スペクトル変化(Fig.I-8) 
 P450 の活性部位ポケットは厳密に疎水性に保たれている。基質は疎水性の高い

化合物であり、反応を受けるに際して酸素が結合する第六配位子側(遠位側)に、酸

素が導入されるべき構造部分をヘム鉄に向けて適切な方向・距離(一般的に 5Å程

度)に配置される。酸化状態 P450 では、第六配位子側に水が配位しているが、基質

が侵入してくることで押しのけられて動く。このことによりヘム鉄のスピン状態が

変化し、吸収スペクトル上の変化が観察される。すなわち、P450 への基質結合に

より水分子の O-配位を示す低スピン型スペクトルから、五配位型の高スピン型ス

ペクトルへの変化が起こる。ソーレー帯における P450 の吸収は、ヘム鉄の電子状

態を反映しており、一般的には酸化型における 420 nm 付近の吸収極大が、390 nm
付近へシフトする。このスペクトル変化は基質結合に伴う Type I スペクトル変化と
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Fe(III)
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H H
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R H
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H2O
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Fig.I-6 P450におけるペルオキシドシャント

R-H : 反応基質
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呼ばれ、差スペクトルでは、390 nm 付近に山、420 nm 付近に谷が生じる。通常、

P450 の基質は Type I スペクトル変化を誘導する。Type II スペクトル変化では 420 
nm の吸収極大が 425-430 nm にシフトが起こる。Type II スペクトルは、ヘム鉄への

N 原子配位を示しており、阻害剤として機能する。Type II リガンドの特徴として構

造中に N 原子を含み、4-フェニルイミダゾールなどが用いられる(Fig.I-9)。 
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9.カビのシトクロム P450 
 カビは、真核生物として必要最低限の P450 しか持たないと考えられている酵母

(Saccharomyces cerevisiae : 3 種、Schizosaccharomyces pombe : 2 種)と比較しても圧倒

的に多くの P450 遺伝子を持つことが明らかになっている(アカパンカビ Neurospora 
crassa : 38 種、白色腐朽菌 Phanerochaete chrysosporium : 150 種以上)。 A. oryzae の

P450 遺伝子のアノテーション結果によると、推定されている 149 の P450 には、主

要な反応であるモノオキシゲナーゼ反応を触媒するものの他、カビの病原性に関与

するとされる Pisatin demethylase (cyp57)、カビの脱窒発見の鍵となった P450nor 
(Nitric oxide reductase : cyp55)などが存在しており、カビにおいて P450 が極めて多様

な反応を担っている可能性が示唆される[6]。また、カビ Fusarium oxysporum から初

めて単離された還元酵素融合型 P450(cyp505)は[15]、バクテリア Bacillus megaterium
由来の P450BM3 と最も高い相同性を持ち[16]、バクテリア・カビの間での系統的な

関連性が指摘されており、P450 の進化的観点からも興味深い酵素である。P. 
chrysosporium のゲノム上には、前述の通り、150 という P450 の存在が示唆されてい

るが、これらのうち多くがダイオキシンのようなゼノバイオティクスやリグニン分

解、その結果生じる芳香族化合物の分解に関与することが予想されている[17, 18]。
また、カビの一種には穀物等に生え、その際にアフラトキシンやステリグマトシス

チンに代表される強力な毒性、変異原性、発がん性を持つ二次代謝産物ポリケタイ

ドを生産するものがあり、これらの二次代謝産物の合成に P450 が関与している可能

性も示唆されている[19]。 
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Fig.I-9 P450の典型的な低スピン型と高スピン型のスペクトル

A : CYP2B4 (典型的な低スピン型) B : CYP1A2 (典型的な高スピン型)
実線及び点線 : 酸化型、破線 : 還元型、鎖線 : CO結合型

『P450の分子生物学 講談社 2003 』より引用
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10.融合型 P450 
融合型 P450 は、B. megaterium の P450BM3 (CYP102A1)が初めての例であり、P450

と P450 還元酵素が融合して一本のポリペプチド鎖として存在する構造を持ち

(Fig.I-10)、脂肪酸亜末端(ω-1 -3)水酸化反応を触媒する[20]。ゲノム解析の結果、

Bacillus subtilisは 2種のホモログ(CYP102A2,3)を持ち[21, 22]、さらに他の Bacillus 属
も同様の融合型 P450 を持つことが明らかになり、クローニング、性状比較が行われ

ている[23-25]。 Fusarium属に見出されたP450foxyは同様の融合タンパク質であり、

ミクロソーム膜画分に回収される点を除くと酵素学的諸性質は P450BM3 に酷似し

[15]、P450foxy も脂肪酸の亜末端酸化反応を触媒するが[26]、生理的機能は必ずしも

同一ではないことが指摘されている。P450BM3 の還元酵素ドメインはバクテリア由

来の酵素でありながら、真核生物の P450 還元酵素(CPR)と相同性が高いという特徴

を持ち、P450 における電子伝達系 Class II のモデルとされていることは前述の通り

である。融合型 P450 の最大の特徴として、酵素反応速度が極めて速いことがあげら

れる。P450BM3 では反応回転は 10000 min-1 にも至るという報告があり、P450 によ

る反応としては異例と言える速さである。この要因として、タンパク質の融合によ

り分子内電子伝達となった有利性があげられている。P450BM3 は、古くから研究例

が多く、タンパク質工学的手法による機能改変が試みられ、工業応用が最も期待さ

れている酵素の一つである。バクテリアの持つ P450BM3 以外の融合型 P450 の研究

も近年進展を見せている一方で、糸状菌の持つ融合型 P450 の酵素学的性質について

の研究例は極めて限られる。P. chrysosporium ゲノム上には 7 種、A. oryzae も 4 種の

融合型 P450 がアノテーションされており、その生理的機能および反応性に興味が持

たれる。 
 
11.P450foxy の分子的特徴 
カビ F. oxysporum 由来のシトクロム P450foxy は、P450 ドメイン(54 kDa)と P450

還元酵素(65 kDa)が融合して一本のポリペプチド鎖として存在するユニークな構造

を持った全長 119 kDa の融合型 P450 である。一般に真核生物由来の P450 は膜結合

型であることが知られているが、P450foxyも例に漏れず、膜画分より単離された[16]。
さらに F. oxysporum のゲノム上より P450foxy の遺伝子が単離され、クローニングが

行われた。当初、酵母発現系における研究例が報告され[27]、後に大腸菌大量発現系

が確立されて大量の酵素が調整できるようになり酵素学的な研究が進んだ[28]。奇妙

なことに、大腸菌発現系で P450foxy は可溶性画分に回収することができた。通常の

膜結合型 P450 は、N 末端に膜結合領域(非電荷アミノ酸 10 – 20 残基の後に塩基性ア

ミノ酸残基)を持つことが知られているが、P450foxy はそれに相当する配列は見出さ

れておらず、カビ菌体内においては、P450foxy は、翻訳後修飾を受けることによっ

て膜にアンカーされると考えられている[16]。 
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Fig.I-10  P450のレドックスパートナーと構造
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12.P450foxy の酵素学的特徴 
P450foxy による脂肪酸水酸化反応は、飽和脂肪酸 C9-18 の亜末端において進行し、

最適鎖長は C12-13 である。水酸基の付加はω-1 -3 で起こり、位置特異性はω-1 が

最も高い(Fig.I-11)[29]。P450foxy による酸化反応サイクルは極めて速く、最も効率

よく反応の進行する C13(トリデカン酸)においては、1 分あたり 3000 回転にも及ぶ。

この数値は他の P450 と比較しても圧倒的に速く、その要因として還元酵素の融合が

挙げられている。また P450foxy の還元酵素の活性が、基質となる脂肪酸を添加する

ことで大幅に上昇するという現象が報告されているが、その詳細な機構は明らかに

なっていない。一般に P450 は基質が結合することで酸化還元電位が上昇し、還元酵

素からの電子供給が進みやすくなることが知られており、これは有害な過酸化水素

の生成を抑制するための機構であると考えられている。P450BM3 基質複合体の結晶

構造解析の結果より、活性部位内部に脂肪酸が結合することで、分子全体の大きな

構造変化が誘導されることが明らかになっている。P450foxy も同様に、基質となる

脂肪酸が活性部位に侵入することで、還元酵素も含めた構造変化が起こり、電子伝

達効率が劇的に上昇するものと考えられる。 
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13.P450foxy と P450BM3 の酵素学的、構造的類似点と相違点 
P450foxy と P450BM3 は還元酵素融合型 P450 である。P450BM3 は B. megaterium

由来の脂肪酸水酸化酵素であり、他の構成成分を必要としない self - sufficient である

こと、可溶性酵素であること、真核生物由来 P450 と同様の電子伝達系を持つという

理由から P450 のモデルとして古くから極めて多くの研究例がある。P450foxy と

P450BM3 は、アミノ酸配列的に P450 ドメインだけでなく、還元酵素ドメインにお

いても互いに最も近い系統関係にあり(P450 ドメイン: 40.6%、還元酵素ドメイン: 
35.3%)、酵素学的性質も酷似している[30]。P450foxy は真核生物であるカビ由来で

あるのにも関わらず、バクテリア由来の P450 と最も近いことから、P450foxy は、

P450BM3 の真核生物における counterpart であると呼ばれ P450 の進化的観点からも

興味深い。生理的な存在意義は明確にされていないが、P450BM3 はバクテリアに毒

性を示す脂肪酸を環境中から速やかに排除する機能を担うと考えられている[31]。ま
た、最近の研究では、クオラムセンシングにおいてオートインデューサーとして働

くことが知られるアシルホモセリンラクトン(AHSL)を基質として認識する可能性

も報告されている[32]。カビの還元酵素融合型 P450 では、P450foxy のホモログ

(CYP505B)が他のカビにおいて見出されており、二次代謝産物生産への関与が示唆

されている。P450BM3 は、バクテリア内でフェノバルビタールの添加によって発現

が誘導される現象が知られており[33-35]、遺伝子上流に応答配列が含まれることが

確認されている[36]。P450foxy ではそのような誘導は起こらず、応答配列も存在し

ない。 
両者とも脂肪酸水酸化活性を持つことが知られているが、酵素学的性質を比較す

ると、注目すべき相違がいくつか存在している。まず、基質として認識する脂肪酸

の炭素鎖長が異なっており、P450foxy は、C9-18 の飽和脂肪酸を、P450BM3 では、

C12-20 の飽和及び不飽和脂肪酸を基質として認識する[37]。次に P450foxy において

観察される長鎖脂肪酸に対する基質阻害があげられる。P450foxy は、ある一定の基

質濃度において、C13 に最も高い基質特異性を示し、炭素鎖長が長くなるにしたが

って酵素活性が低下する傾向が見られる。そして C14 以上の炭素鎖長以上で、高い

基質濃度のとき、基質阻害が見られるという報告がなされている。P450BM3 では、

C15(ペンタデカン酸)で最も高い酵素活性を示すが、P450foxy ほど高い基質特異性で

はなく、それ以上の長鎖脂肪酸においても基質阻害は見られない。さらに P450BM3
は、長鎖不飽和脂肪酸に対しても反応を示すという特徴がある。現段階では、

P450foxy の構造情報は得られていないが、アライメント比較から、P450BM3 と脂肪

酸との相互作用は類似していると考えられ、酵素学的相違につながると予想される

アミノ酸残基がいくつか提示されている。 
P450foxy と P450BM3 活性部位入口に存在するアミノ酸の相違に着目した実験が

前任者によって行われた。P450BM3 の結晶構造解析と変異体による実験より、基質
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である脂肪酸の結合に Phe42、Arg47、Tyr51 のアミノ酸が重要な役割を果たすこと

が示唆されている[38, 39]。それに対応するアミノ酸は P450foxy では、Leu43、Lys48、
Phe52 となっており、P450BM3 に対応する P450foxy 変異体を作成して、脂肪酸への

反応性を調べた。結果、これらの三つのアミノ酸が P450foxy においても基質結合に

大きく関与していることが示唆され、基質特異性の変化、基質阻害の緩和等に顕著

な効果が見られた。また、P450foxy と P450BM3 の活性部位内部を疎水性に保つア

ミノ酸残基(Leu75、Phe87、Leu181、Ile263、Leu437)の保存度が高いことと比較して、

活性部位入口のアミノ酸が性質は似通っているものの、保存されていないことは、

注目に値する(Fig.I-12)。 
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Fig.I-12 P450foxyとP450BM3の活性部位入口のアミノ酸配置の比較

P450foxy P450BM3

F. oxysporum B. megaterium

Membrane

(Eukaryote) (Prokaryote)

Cytosol

119 kDa 119 kDa

Fusion type P450

Substrates Saturated Fatty acid (C9-C18) Saturated Fatty acid (C10-C19)

Un-saturated Fatty acid 

Shape

Molecular weight

Localization

Organism

Table.I-3  P450foxyとP450BM3の比較

Homology  P450domain: 40.6%   Reductase domain : 35.3%
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14.P450BM3 のタンパク質工学的手法による機能改変  
 P450BM3 工業応用にむけた研究が最も進んでいる P450 であり、その酵素学的特

長を生かすため、タンパク質工学的手法による機能改変を行った報告例が非常に多

い。一例を以下に示す。より付加価値の高い短鎖炭素鎖の水酸化を可能にするため

の Saturation mutagenesis、部位特異的突然変異による機能改変[40, 41] 中鎖脂肪酸特

異的変異体[42] 複素環の酸化能の付加[43, 44] アルカン水酸化活性[45] 過酸化

水素依存的反応の付与[46] 活性部位に他の P450 の配列を導入したキメラ酵素の作

出[47, 48] 担体固定化して Fine Chemical Synthesis に応用、ヘム周辺に変異を導入し、

ヘムと相互作用させることで酵素の安定化を図る[49-51]など枚挙に暇がない。 
 
15.還元酵素融合型 P450 の結晶構造解析 
還元酵素と P450 が融合しているという、その特異な構造的特徴と、酵素反応速度

との相関関係を明らかにするため、P450BM3 の結晶構造解析は古くから行われてお

り、P450 ドメインのみを発現したものについては、基質、阻害剤の有無での様々な

結晶構造が解かれ[42, 52, 53]、構造情報がウェブ上で公開されている。さらに P450
ドメインと還元酵素ドメインのうち、FMN-結合ドメインまでのコンストラクトにつ

いても結晶構造が報告され[54]、P450BM3 における電子伝達系の一端が明らかにな

っているが、全長酵素の構造解析の成功例は報告されていない。P450foxy について

も大腸菌発現系が構築されてから、結晶構造解析が試みられているが、現在まで得

られている構造情報は皆無である。P450BM3 との構造比較のため、P450foxy の結晶

構造解析も急がれる。 
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16.ハロゲン添加酵素 クロロペルオキシダーゼ (Chloroperoxidase:CPO) 
過酸化水素依存的にハロゲンを添加する反応を触媒する酵素はハロペルオキシダ

ーゼと呼称される。この一群の酵素には、バナジウム(V)もしくはプロトヘムが補酵

素として含まれる。バナジウム含有ブロモペルオキシダーゼは、最初に褐藻類 
Ascophyllum nodosum に見出され[55]、同様に塩素化、臭素化反応を触媒する酵素が

緑藻類、グラム陰性バクテリア[56, 57]、放線菌にも見出されている[58]。これらの

生物においてハロゲン化二次代謝産物の生合成への関与が示されている。構造的に

は Acid phosphatase に類縁が見出されている[59]。 
カビ Caldariomyces fumago によって生産されるクロロペルオキシダーゼ(CPO : Fig. 

I-12) はプロトヘム含有型ハロペルオキシダーゼであり、カビ由来の P450 として古

くから知られており[60-62]、研究例も多い。ペルオキシダーゼ反応のみではなく

(Fig.I-13)、ハロゲン存在下で基質にハロゲン原子を導入するという珍しい反応を触

媒することが知られている(Fig.I-14)。生理的には C. fumago の二次代謝産物カルダリ

オマイシンの過酸化水素依存的塩素付加反応を触媒している[60]。 
 
                  AH + Cl- + H2O2 → ACl + 2H2O 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Fig.I-13  CPOの結晶構造 (PDB : 1CPO)

N-term. C-term.

(A)
(B)

Distal helix

Proximal helix

Cys29

Heme

Phe186

Phe103

Glu183

His105

(A) : CPOの全体構造、糖鎖は省略されている。

(B) : CPOのヘム周辺構造 活性に重要な残基は太字で示した。
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[62] Hofrichter et al (2006)より引用

Fig.I-14  CPOによるPeroxidase反応

1 : N-dealkylation 2 : Oxidation of the amino group  3 : Enantioselective sulfoxidation
4 : Indole oxidation  5 : Epoxidation 6 : Propargylic hydroxylation  7a : Benzylic
hydroxylation  7b : Selective hydroxylation
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CPO は、ヘム鉄第五配位子がシステインであり、チオレートアニオンとして配位

している点は P450 と一致する[63, 64]。しかし、分子全体のアミノ酸配列は P450 に

相同性を示さず、菌体外酵素である点、糖タンパク質である点など[65]、P450 ファ

 [62] Hofrichter et al (2006)より引用

Fig.I-15  CPOによるHalogenation反応

1 : Chlorination and bromination of diketones 2a : Halogenation of alkenes  
2b : Halogenation of alkynes 2c : Chlorination and bromination of 
cycloalkanes 3a : Chlorination of phenol  3b : Bromination of anisole  3c : 
Chlorination of a non-phenolic lignin model compound 
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ミリーとは一線を画す性質が多く、スーパーファミリーには属していない。 
P450 や西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) の酵素反応では、反応過程で活性型

の Compound I の生成が示されている[66]。この中間体生成のためにはヘム鉄に結合

した酸素(または過酸化水素)の不均等開裂が必要である[67]。HRP(ヘム鉄第五配位

子 : His)ではヘム近位側の負荷電アミノ酸がヘム鉄方向へ電子を押し出し、遠位側

の正荷電アミノ酸がヘム鉄の反対側から電子を引っ張るプッシュ・プル機構が提案

されている[68, 69](Fig. I-16)。一方 P450 では遠位側の正荷電アミノ酸は存在せず、

近位側の負荷電している第五配位子チオレートアニオンが直接電子を押し出すこと

が重要とされている[67]。CPO の第五配位子 Cys を His に変えた変異体で活性があ

まり変化しないという報告があり[70]、このことは CPO において第五配位子 Cys が
P450 の場合ほど重要な機能を持たないことを示す[71]。また CPO の遠位には負荷電

Glu183 など極性アミノ酸残基が存在しており、その重要性が指摘されている[72, 73]。
負電荷を持った Glu183 は、一般酸塩基触媒として機能すると考えられ、侵入してき

た過酸化水素からプロトンを引き抜き、Compound I の生成を助けると予想される。

また、弱酸は Glu183 の静電気的反発によって活性部位内に侵入することができない。

低 pH では、Glu183 がプロトンされ、塩素イオンが侵入しやすくなる。CPO が酸性

でのみ高い塩素化活性を示すのは、この残基の影響が大きく、酵素的な性質を大き

く左右する残基である。Glu183 は、おそらく一般ペルオキシダーゼにおける一般酸

塩基触媒として機能するヒスチジンと同様の機能を持つと推測される。 
 

Fe3+ + GluCO2
- + H2O2 → Fe3+－O－OH  GluCO2H  

→Fe3+－O  GluCO2
- +H2O 

   
  Fe3+－O は酸化され、Compound I を生成する。活性部位内部に存在する Glu183 側

鎖のプロトン化、脱プロトン化の状態により環境は大きく変化し、HRP など他のペ

ルオキシダーゼには見られない構造的特徴である。 
これらの結果は、CPO は P450 と HRP に代表されるヘムペルオキシダーゼのハイ

ブリッド、もしくは中間に位置する性質を持つ可能性を示唆する[74, 75]。CPO によ

るハロゲン付加反応の機構にはいくつかの研究例があるが、酵素反応で生じる次亜

塩素酸によって間接的に基質にハロゲン原子が導入される機構が提唱されている

[76](Fig. I-15)。 
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Fig.I-17  ヘム-チオレート型ハロペルオキシダーゼによる触媒サイクル
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ハロゲン添加酵素として、古くから CPO が知られ、研究が進められてきたが、最

近カビや食用キノコも同様の酵素を生産していることが明らかになっており

(Fig.1-7)、性状が調べられ、塩素、臭素、ヨウ素の付加反応を触媒することが明らか

になった。酵素によって付加することのできるハロゲン原子への嗜好性は異なって

おり、基質となる化合物にも違いが見られる[77-79]。ハロペルオキシダーゼの生理

的な存在意義は、これらの酵素が分泌酵素である点から、難分解性リグニンの分解

に寄与する、もしくは CPO と同様二次代謝産物合成に関わっている可能性が考えら

れる。この酵素的なハロゲン添加反応は、他の酵素においては見出されておらず、

極めて稀有であるといえ、工業的応用にも期待されている[80-82]。 
CPO のクローニング研究例は多く報告されているが、大腸菌発現系、酵母発現系

(Saccharomyces cerevisiae、Pichia pastries)においては達成できず[83]、系統の近い

Aspergillus niger 発現系においてのみ菌体外分泌発現させることに成功しており、反

応性、スペクトル的性質が野生酵素と一致することが確かめられている[84]。ヘムペ

ルオキシダーゼの他、P. chrysosporium のリグニンペルオキシダーゼ、マンガンペル

オキシダーゼも工業的応用を視野に入れてクローニングが行われた研究例が報告さ

れているが[85, 86]、こちらも大腸菌発現系では達成できていない。通常の P450 と

は異なり、ペルオキシダーゼの大量発現系の構築は困難であることが多いが、この

原因として、翻訳後修飾が活性の発現のために不可欠である、発現したペルオキシ

ダーゼがホストにとって有毒である、単純にフォールディングが困難でありカビ特

有の介在タンパク質が必要、などが考えられるが、結論には至っていない[65]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
17.既存のヘム-チオレート含有タンパク質(Table.I-4) 
 ヘムタンパク質のうち、第五配位子がシステイン由来のチオレートであるタンパ

ク質はいくつか報告されている。前述の通り、P450 は広い生物界に存在しており、

モノオキシゲナーゼ反応を触媒する。カビ由来 CPO は、HRP と同様にペルオキシダ

知られているHaloperoxidaseを産出する糸状菌

A : P. chrysosporium B : A. aegerita

(A) (B)
Fig.I-18 既知のハロペルオキシダーゼを産出する糸状菌

(A) : P. chrysosporium (B) : A. aegerita
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ーゼ反応を触媒するが、同時に酸素を基質に導入するペルオキシゲナーゼ反応を触

媒することができる。また、特筆すべき点として、CPO は菌体外に分泌される分泌

タンパク質である。高等生物の持つ、一酸化窒素 (NO)合成酵素 (Nitric oxide 
synthase :NOS) もヘム-チオレート含有酵素であり、モノオキシゲナーゼ反応により

アルギニンを基質として NO を合成する。NOS は融合型 P450 と同じく、オキシゲ

ナーゼドメインと、還元酵素ドメインが融合した構造を持つ。CooA は、プロテオバ

クテリア Rhodospirillum rubrum の持つセンサータンパク質である。このバクテリア

は、一酸化窒素を炭素源として資化することができ、CO の存在を CooA が知覚し関

連したタンパク質群の転写を促進する。通常時、CooA の第五配位子はヒスチジンで

あるが、CO が結合することによる構造変化から、システインに変化する。この構造

変化がシグナルとなり、転写促進が起こる。以上のタンパク質は、ヘム-チオレート

含有タンパク質ではあるが、その局在、活性とも異なっており、立体構造、サイズ

に関しても関連性は見られない(Fig.I-19)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cytochrome P450
CPO

(Chlorperoxidase)
NOS

(Nitric oxide synthase) CooA

Various organisms C. fumago Various organisms Rhodospirillum
rubrum

40-50 kDa 42 kDa 133 kDa 24.5 kDa

Intracellular Secretory
enzyme

Intracellular Intracellular

Monooxygenase Peroxygenation Monooxygenase CO sencing
transcription enhancer

Origin

M.W.

Localization

Activity

Table. I-4  既知のヘム-チオレート含有酸化酵素の性状の比較
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18.P450 関連酵素の工業的応用及び問題点 

P450 は、ヒトの薬剤代謝に主要に関与する酵素であることから、医薬方面での研

究例が多いが、P450 の工業的応用を目的とした研究例も多い。P450 は、温和な条件

下で安定な C-H 結合の間に酸素原子を導入することで、化合物を活性化させること

ができるため、有用性が注目されている。しかし、その一方で、いくつかの問題点

が存在している。まず、1) P450 反応は一般的に多成分系であり、電子を P450 に受

(A) P450BM3 P450 domain
(B) Chloroperoxidase

(C) NOS oxidase domain
(D) CooA

Fig.I-19 ヘム-チオレート含有酵素の立体構造

PDB I.D. ;P450BM3, 1BVY ; Chloroperoxidase, 1CPO ; NOS,1lzx ; 
CooA, ;2fmy
ヘムは紫色で示した。
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け渡すための還元酵素が必要であり、in vtro において再構成が非常に困難である。

2) 次に酵素的な安定性も高いとはいえず、活性中心であるヘムが脱落しやすい。実

験室レベルではグリセロール添加による安定化が一般的に行われているが、工業応

用を大規模スケールでは困難である。3)電子供給源となる NADH、NADPH が非常に

高価である。4) 一部の P450 を除いて反応のアンカップリング率が高い。(P450 から

基質への酸素原子の受け渡し効率が悪い。)  5) 反応速度がとても遅い。など現段階

での壁は高いといえる。CPO や新たに発見されたペルオキシゲナーゼ活性を持つ

P450は上記の問題点を解決する上、環境への環境への付加の小さいGreen Sustainable 
Chemistry の観点から見ても理にかなっており、光明となりうる酵素として期待され

ている。融合型 P450BM3 は最も工業応用に向けて研究が進んでいる酵素の一つであ

り融合型 P450 の持つ高い反応性は非常に魅力的である。バクテリアのみならず、糸

状菌、放線菌といった様々な生物種にも同様な酵素の存在が明らかになっており[62]、
それらの基礎的な研究は工業応用に直結する重要な知見を提供すると考えられる。 
 

19.本研究の目的 
P450 反応は基礎研究分野だけでなく、工業的応用面でも魅力的であるが、いまだ

克服できない問題点がいくつか存在している。しかし本項で触れた還元酵素融合型

P450 や、ヘム-チオレートペルオキシダーゼ(CPO etc.)、P450 ペルオキシゲナーゼは

その問題点のうち、いくつかをすでに解消している。還元酵素融合型 P450 は、最大

の欠点であるレドックスパートナーとの再構成を解決しているし、ヘム- チオレー

トペルオキシダーゼ、P450 ペルオキシゲナーゼは過酸化物依存的に反応を進めるこ

とができるため、再構成問題、高価な NADPH という問題を解消する。さらに反応

で生じる物質は目的産物とクリーンな水のみである。還元酵素融合型 P450 や、ペル

オキシゲナーゼ活性を付与した P450 は工業的利用価値が極めて高いと考えられる。

本研究の目的は、新たにゲノム配列が明らかになり、ウェブ公開されている A. oryzae
ゲノム上から工業的利用価値の高いと考えられる酵素の探索・クローニング・性状 
解明することを目的としている。 
 融合型 P450 であり、工業応用に向けて高いポテンシャルを持つと期待されるにも

関わらず、詳細な研究が行われていない P450foxy をタンパク質工学的手法によって

機能改変を行い、新規反応性を付与することを目指し、同時に融合型 P450 の基質結

合とアミノ酸配置について検討した。また、立体構造が明らかになっていない

P450foxy の結晶化構造解析も目的とした。 
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第一章 麹菌 Aspergillus oryzae ゲノム中の有用酸化酵素の探索 
 
第一節 A. oryzae ゲノム上の標的酵素の探索・選定 
   
1-1 方法 
(1) NCBI 遺伝子情報データベースより、カビ Cardariomyces fumago 由来

Chroloperoxidase(CAC16733.1 chloroperoxidase from Leptoxyphium fumago)及びカビ

Fusarium oxysporum 由来 P450foxy (cyp505、fatty acid omega-hydroxylase: BAA82526 )
のアミノ酸配列を取得し、NITE によりウェブ公開されている A. oryzae ゲノム情報

(http://www.bio.nite.go.jp/dogan/MicroTop?GENOME_ID=ao)に対して blast search する

ことで、CPO 関連酵素及び融合型 P450 の探索を行った。 
(2) NCBI データベースにおける blast search 及び  cytochrome P450 home page 
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html)での直接配列比較により、CPO 様配

列 及 び 、 予 想 融 合 P450 の 探 索 を 行 っ た 。 得 ら れ た 配 列 を

clustalW(http://align.genome.jp/)で解析し、配列的相同性および系統解析を行った。 
 
1-2 結果および考察 

麹菌 A. oryzae のゲノムに対する Blast search の結果、CPO に相同性のある 2 種の

タンパク質(Table.1-1) 及び配列から融合型 P450と推測される 3種の遺伝子を見出し

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CPO を query として用いて返された結果のうち、二つの配列において Putative 
chloroperoxidase とアノテーションがなされていた。最も高い相同性を示した

AO090102000344 のタンパク質(以下、AOPE と呼称する。) は、chromosome 4 に存

在しており、塩基数 828 のイントロンを含まない配列と予測されていた (Fig.1-1)。
Chloroperoxidase と比較してタンパク質のアミノ酸数が約 100 少なく、予測分子量も

約 12000 小さかった。糸状菌の二次代謝産物生合成に関する遺伝子はクラスターを

形成することが報告されているが[87]、chromosome 上の前後の遺伝子は predicted 

Table.1-1  A. oryzaeゲノム上に存在するCPOと相同性を持つ配列

Annotation I.D. A.A. M.W. Identity
Chloroperoxidase : query CAC16733.1 373 42 kDa -
Putative chloroperoxidase AO0090102000344 275 30578 32%(55/170)
Putative chloroperoxidase AO0090026000063 242 26982 26%(58/215)
Putative protein AO0090010000307 205 22866 23%(46/194)
Putative protein AO0090026000757 177 20869 57%(20/37)
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protein (Lipid transport and metabolism)、Na+/K+ transporter とアノテーションされて

おり、特に関連性は認められなかった(Fig.1-2)。CPO と AOPE とのアライメントの

結果から、ヘム-チオレートタンパク質の特徴であるシステイン(Cys29)及びその前後

のアミノ酸の保存度が高いことがわかった。一般的に P450 においてヘムと結合する

第五配位子システインはタンパク質の後半に位置するのに対し、CPO、AOPE は前

半にシステインが存在するという共通点が見られた[88](Fig.1-3)。さらにシステイン

前後のアミノ酸残基がプロリンである点も P450 では見られない構造的特徴である

[88]。Fig.1-4 に、CPO の近位側を形成するアミノ酸を示す。CPO において、ヘム配

位 Cys は Pro にはさまれ、突出したヘアピン状構造の頂点部分に存在していること

がわかる。AOPE においても Asp、Asn をはじめとした残基が保存され、同様の立体

構造を形成する可能性が高いことが示唆される。また、CPO において重要な機能を

担うと考えられているアミノ酸残基を比較すると(Table.1-2)、第五配位子と予想され

るシステインの他、遠位側では、His105 が AOPE に保存されていた。CPO において

酸・塩基触媒残基として重要であると考えられる Glu183 は AOPE には保存されてい

なかったが、前後に 5 つの Glu が存在しており、このうちのどれかが替わりに機能

している可能性も考えられる。また、CPO の疎水性ポケットを形成しているアミノ

酸はあまり保存されておらず、基質特異性が変動している可能性を示唆する。CPO
は、分泌タンパク質であり、成熟の際に切断される N 末端 20 残基のシグナル配列

が存在することが知られている。AOPE の N 末端の配列は CPO との保存度はあまり

高くなく、シグナル配列としての特徴も保存していなかったため、分泌タンパク質

ではないと予想した(Fig.1-5)。CPO の特徴として糖タンパク質であることが挙げら

れ、N 結合型糖鎖が 3 箇所、O 結合型糖鎖が 10 箇所存在し、高度に糖鎖修飾を受け

たタンパク質である[72, 89]。AOPE の配列中には糖鎖結合モチーフが 2 箇所存在し

ていた。前述の通り、AOPE は CPO と比較してかなりサイズが小さいことが予測さ

れ、大きなギャップも存在していた。Fig.1-6 に CPO とのアライメントから予測され

た AOPE のギャップ部分を CPO 全体構造(緑)に対して赤色で示す。CPO における

H-helix が AOPE で欠失しており、C 末端および一部のループが短縮している。構造

中心部を形成する helix は維持されていることから、構造的な大きな変化は少ないと

予想した。ヘム第五配位子および活性に関与する一部アミノ酸が保存されているこ

とから、CPO に類似した活性を持つことが期待された。AO090026000063 と CPO と

のアライメントの結果、こちらも第五配位子と予想されるシステインが保存されて

おり、へム-チオレートタンパク質であることが考えられたが、それ以外機能的に重

要なアミノ酸はほとんど保存されていなかった。Putative protein とアノテーションさ

れた 2 種類のタンパク質においてはシステインも保存されていなかった。現在まで

に研究が進んでいる haloperoxidase である CPO、AaP はそれぞれ 42、46 kDa の分子

量を持つのに対し、AOPE の予想分子量は約 30 kDa であった。P. chrysosporium、A. 
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nidulans、Basidiomycete Agaricus aegerita などのカビにおいて、同様に 30％程度の配

列相同性をもつ Putative chloroperoxidase の存在が報告されているが、それらに関す

る研究は進んでおらず[90]、生理的な機能に関して興味がもたれる。また、P450 を

のぞいたヘム-チオレート含有酵素は NOS(Nitric oxide synthase)が知られているが、

そのアミノ酸配列とは相同性を示さないことから、新規ヘム-チオレート酵素である

可能性が考えられる。以上より AOPE (AO090102000344)をクローニング対象として

選択することとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ATGAAATCCATAATTTGGTTTTCTCTTTTCACCGCCGCTTTTTCTATTACAAACCCTCACTTACCACAACATT
CCAACATGTCCAGCGAAAACGACACCCTTTCAGAAGGGCAATACTACCGAGGCGGAGCAGACGACCTGCGCTC
CCCATGCCCAATCATCAACTCCCTCGCAAACCACGGCTACATCGCTCGCGACGGCCGTAACATCACCGGGATC
CAACTGAAGGCAGCGCTAGAACACATCGGACTCGGCTTCGACACGGCAGGAGGCCTCGTCAAGATCGCGTTCC
AAGACCACGTCGACCCACCCGAAGGCACCCCACGCACAACAGCCAACTTCGGTCTGCGCGACGCCGGCCAAGT
CAACGAAGACGGAGACCCCGTGCTAAACCTCGATCAACTCGGCCGTCCACACGCCATCGAGCATGACGTCTCC
GTTACGCGACAAGACCGCGCGTTGGGCGATTACATCCATCTCAATCCCGACCTGTACCAGCAACTTCTCGCGT
CTTCTAGCAATGGGACGTCATTTTCTATCTCGGATATCGGAAACCTGCGTAAGAAACGGTTCGAGCAGTCGAA
GAGGGATAACCCGGAGCTGGATTTGGACAAGAGGATGCATTATATCGCTTGCGCTGAGGTTGGGGGTATCATG
GGCGTATTTGGGAAGGGGCTCTACCATGTTCCGAAGGAGTATATAGAGGCGATCTTTGGTGAGGAGCGGTTAC
CGTTTGACGAGGGATGGCGGCCAAGATGGACGAAGTTGTATTTGCCCGAGGCTGGGGCGGTGACTTTGGCTAT
TTCGCATTATGCGTGGCCGTTTTAG

Fig.1-1 AOPE (AO090102000344) の塩基配列（ ＋前後 300 bp）

AOPEは828 bpの塩基からなり、イントロンを含まないと予測されている。

atctagaacgattccttagatgtctgatcatgcttactggtttggtatactaactgtattccctctgtatgta
cataaacgcggtagcctgtgaggaaccagggttgagcgggttaataaagccaaatgcccaaataagcaaagat
gcacgtttacctcccagtacggcatggaaagctgacaacagggctggaatgtgaccaaccattcagccgcaga
catcatctgcattgaacacgagctccaatcaaacaccctgcatatgaaaccagcgcgtatataaacatcagcc
taagaacc

gtggttttgtcatgattgagtttttgatattatttatcaatctgtggcgctctggagcaacagttggatagat
tgagaaattgtttttcgaagtttggcgacaagggtcatagatatgcttctgcagggaataattatgacggtat
gatataaacctaaactaggacatgcaagtggaatggatcttcactcttgttactggcatagatacatatatag
cacaggcgaagtctcacatttatataatataaatcccgatatacattttcttacgaaaccagtatgtaaccag
tatgtatc
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Fig. 1-2   AOPEのクロモソーム上の位置及び周辺に存在する遺伝子

Predicted  protein 
(Lipid transport 
and metabolism)

AOPE Na+/K+ 
transporter 

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                                                            
         *        20         *        40         *        60
-MKSIIWFSLFTAAFSITNPHLPQHSNMSSENDTLSEGQYYRGGADDLRSPCPIINSLAN
MFSKVLPFVGAVAALPHSVRQEPGSGIGYPYDNNTLP--YVAPGPTDSRAPCPALNALAN
       F    AA        P                Y   G  D R PCP  N LAN

      
      
 :  59
 :  58
      

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                                                            
         *        80         *       100         *       120
HGYIARDGRNITGIQLKAALEHIGLGFDTAGGLVKIAFQDHVDPPEGTPRTTANFGLRDA
HGYIPHDGRAISRETLQNAFLNHMG---IANSVIELALTN-------------AFVVCEY
HGYI  DGR I    L  A          A      A                 F     

      
      
 : 119
 : 102
      

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                                                            
         *       140         *       160         *       180
GQVNEDGDPVLNLDQLGRPHAIEHDVSVTRQDRALG--------DYIHLNPDLYQQLLAS
VTGSDCGDSLVNLTLLAEPHAFEHDHSFSRKDYKQGVANSNDFIDNRNFDAETFQTSLDV
      GD   NL  L  PHA EHD S  R D   G        D         Q  L  

      
      
 : 171
 : 162
      

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                                                            
         *       200         *       220         *       240
SSNGTSFSISDIGNLRKKRFEQS-KRDNP-ELDLDKRMHYIACAEVGGIMGVFGKG----
VAGKTHFDYADMNEIRLQRESLSNELDFPGWFTESKPIQNVESGFIFALVSDFNLPDNDE
    T F   D    R  R   S   D P      K                F       

      
      
 : 225
 : 222
      

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                                                            
         *       260         *       280         *       300
LYHVPKEYIEAIFGEERLPFDEGWRPR----------------------------WTKLY
NPLVRIDWWKYWFTNESFPYHLGWHPPSPAREIEFVTSASSAVLAASVTSTPSSLPSGAI
   V        F  E  P   GW P                                  

      
      
 : 257
 : 282
      

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                                                            
         *       320         *       340         *       360
LPEAGAVTLAISHYAWPF------------------------------------------
GPGAEAVPLSFASTMTPFLLATNAPYYAQDPTLGPNDKREAAPAATTSMAVFKNPYLEAI
 P A AV L       PF                                          

      
      
 : 275
 : 342
      

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                               
         *       380         * 
-------------------------------
GTQDIKNQQAYVSSKAAAMASAMAANKARNL
                               

      
      
 :   -
 : 373
      

Fig.1-3 AOPEとCPOのアミノ酸配列アライメント

B : His 105

A : ヘム第五配位子Cys.  B : His105  C : Glu183 基質結合ポケットを形成

するアミノ酸残基は で示す。

A : 第五配位子Cys

C : Glu183
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Table.1-2  CPOにおける機能的に重要なアミノ酸残基

Residue Sequence Function
Cys29 RAPCPAL Heme 5th ligand
Glu183 QNVESGF General acid base catalyst
His105 AFEHDHS At distal side, bind with Glu183
Leu70 VIELALT
Phe103 PHAFEHD
Val182 IQNVESG Form hydrophobic pocket
Phe186 ESGFIFA
Ala267 GAEAVPL

Fig.1-4  CPOの近位側立体構造

Heme

Pro28

Ala27

Arg26
Asn37

Asn33

Pro30
Cys29

       
       
AOPE : 
CPO  : 
       

                     
       *        60   
GGADDLRSPCPIINSLANHGY
PGPTDSRAPCPALNALANHGY
 G  D R PCP 6N LANHGY

      
      
 :  62
 :  61
      

Arg26 Asn33 Asn37

Cys29

: 62
: 40

(A)

(B)

(A) CPOの近位側(Proximal side) 立体構造 破線は残基間の相互作用を示す。

(B) CPO、AOPEの近位側配列のアライメント

立体構造維持に関わる相互作用を持つアミノ酸は全て保存されている。
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Fig.1-5  AOPEおよびCPOのN末端のアミノ酸配列アライメント

分泌シグナルペプチドは疎水性の核が塩基性アミノ酸残基に
はさまれ、Glu、Aspの隣で切断される。 ▲はCPOにおける切

断部位を示す

AOPE
CPO

22
22

Fig.1-6  CPO構造におけるAOPEのギャップ部分

(A) : ヘムを真横から見た図 (B) : ヘムを真下から見た図

ヘムは紫、AOPEにおいて欠失している配列を赤で示す。

(A) (B)H-helix

C F

A
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P450foxyをqueryとして用いた際に返された結果をTable.1-3に示す。結果には様々

な種類の P450 が含まれていたが、アミノ酸残基数を比較することで 3 種の予想還元

酵素融合型 P450 を見出した。3 種とも P450foxy と全長において 40%以上の高い相

同性を示したが、AO090005001313 は、Sulfite reductase とアノテーションされていた。

以降、AO09001000445 : CYP505A3、AO090005001313 : CYP505C3、AO090020000369 : 
CYP505A13 と呼称する(Fig.1-7,8,9)。P450foxy と選択された予想配列のヘムドメイン

のアライメントを Fig.1-10 に示す。P450 の特徴であるヘム結合領域(A)および、活性

ポケット内部(B,D)の保存度が高いことがわかる。しかし活性ポケットを形成するい

くつかの残基、P450foxy における V75、V83 が置換されていることは、基質特異性

に何らかの影響を与えうる可能性が考えられる。C の前後は、活性ポケット入口に

相当する領域であり、P450foxy において L43、K48、F52 の変異が基質となる脂肪酸

の炭素鎖特異性に大きく影響することが前任者の研究で明らかになっている

(Fig.1-11)。特に K48 は、脂肪酸のカルボキシル基の負電荷と相互作用すると考えら

れる残基である。今回見出された 3 種において、全て正電荷を持つアミノ酸が保存

されていないのは特筆に価すると考えられ、脂肪酸を基質としない可能性も示唆す

る(Table. 1-4)。得られた 3 種の推定還元酵素融合型 P450 の塩基配列情報を元に発現

条件検索及びクローニングを行うこととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table.1-3 A. oryzaeゲノム上の推定融合型P450

Annotation I.D. A.A. M.W. Identity
P450foxy : query BAA82526 1066 119 kDa -
Cytochrome P450 AO090010000445 1103 122397 48%(534/1103)
Sulfite reductase AO090005001313 1110 124234 47%(523/1110)
Cytochrome P450 AO090020000369 1054 117950 44%(466/1054)
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ATGAGCACGCCCAAGGCAGAACCCGTTCCCATCCCGGGGCCGCGGGGTGTGCCTCTGATGGGAAACATCCTCGATATTGAGAGCGAAATCCC
TCTAAGAAGCTTGGAAATGATGGCAGATACTTATGGTATGAACAATGGCGATAATCCTGTTTTGAGAATATACATTGATTTTTTTTTACAGG
TCCTATCTATCGGTTAACGACCTTTGGATTCTCACGTTGCATGATCAGCTCCCACGAGCTGGCAGCTGAGGTGTTCGATGAGGAGCGTTTTA
CCAAAAAGATCATGGCAGGCCTCAGTGAGCTTCGCCACGGTATCCACGATGGTTTATTCACGGCCCATATGGGCGAGGAGAATTGGGAGATT
GCACATCGCGTTTTGATGCCCGCCTTTGGGCCCCTCAACATCCAAAATATGTTCGATGGTACATCCTGCGTTGAGCTTGAGAGTGGTATGGA
AGTGCGACAGCGGCTAACGTAGAGTATAGAAATGCACGACATTGCAACACAGTTGGTGATGAAGTGGGCTCGACAAGGGCCTAAGCAGAAAA
TCATGGTCACAGATGATTTCACCCGCCTTACATTGGATACCATCGCCCTATGTGCCATGGGCACCCGATTCAATTCTTTCTATAGCGAAGAG
ATGCATCCCTTTGTGGACGCAATGGTTGGGATGTTGAAGACTGCGGGCGACCGCTCCCGTCGCCCAGGCTTGGTCAACAACCTGCCTACTAC
TGAAAACAACAAGTATTGGGAGGATATCGACTACCTCCGCAACCTTTGCAAGGAGCTTGTTGATACCCGCAAAAAAAATCCTACGGACAAGA
AAGATTTGCTCAATGCTCTAATCAATGGCCGTGACCCGAAGACCGGCAAGGGCATGTCATATGACTCCATCATTGATAATATGATCACTTTC
CTGATTGCTGGTGAGTATACATCTGTGAAAAAACTAGGTTTGTTTTAACACCGGATAGGACATGAAACCACCTCTGGTTCGCTTTCGTTCGC
CTTCTACAACATGCTCAAGAACCCCCAGGCATATCAGAAAGCTCAGGAGGAAGTGGACAGAGTCATTGGACGCCGCAGGATTACCGTCGAGG
ACCTGCAAAAGCTGCCTTACATTACTGCTGTCATGCGTGAAACCTTACGACTCACCCCTACTGCACCCGCTATTGCAGTCGGCCCTCACCCG
ACCAAGAACCACGAGGACCCCGTCACTCTTGGTAACGGAAAATATGTTCTTGGCAAAGACGAGCCATGTGCTCTCTTGTTGGGCAAGATTCA
GCGTGATCCCAAGGTGTACGGCCCCGATGCAGAGGAATTCAAGCCAGAGCGGATGCTGGATGAGCATTTCAACAAGCTGCCTAAGCACGCGT
GGAAACCTTTCGGAAACGGAATGCGAGCATGTATCGGTCGGCCGTTTGCCTGGCAGGAAGCGCTCCTCGTCATTGCGATGTTGTTGCAAAAC
TTCAACTTCCAGATGGATGATCCGTCCTACAACATTCAACTCAAGCAGACGCTCACCATCAAGCCCAATCATTTCTATATGAGAGCTGCTCT
TCGCGAGGGCTTGGACGCTGTGCACCTAGGATCAGCATTGAGCGCTAGCAGCAGCGAGCATGCGGATCACGCTGCCGGCCATGGTAAGGCAG
GCGCCGCTAAGAAGGGTGCCGATTTGAAGCCTATGCATGTATACTACGGTAGCAACACTGGAACCTGTGAGGCCTTTGCAAGACGCCTCGCC
GATGATGCCACTAGCTATGGCTACTCGGCTGAGGTTGAATCGCTAGATTCGGCCAAAGATAGCATCCCCAAGAATGGGCCGGTTGTTTTCAT
CACCGCGTCCTATGAAGGACAGCCCCCAGATAATGCCGCCCATTTCTTCGAGTGGCTCAGCGCTTTGAAGGGCGACAAACCCTTGGACGGCG
TTAATTATGCTGTGTTCGGCTGTGGACATCGTAAGTGCATTCAATTCCTCATTTTGCAGGTAAACCCTCTAACAAAGGACGAATTTAGACGA
TTGGCAGACAACTTTCTACCGCATTCCTAAGGAAGTTAACCGCCTTGTTGGCGAGAATGGCGCAAATAGGCTCTGCGAGATCGGTCTGGCCG
ACACAGCCAACGCTGATATCGTCACGGATTTCGATACCTGGGGTGAAACTTCGTTTTGGCCAGCAGTTGCCGCTAAATTCGGTTCAAACACC
CAGGGCTCCCAGAAGTCATCCACCTTCCGTGTAGAGGTCAGCTCGGGTCACAGAGCAACTACCCTCGGTCTCCAACTGCAAGAAGGTCTTGT
CGTGGAGAACACGCTCCTCACTCAGGCTGGCGTGCCTGCCAAGCGGACTATTCGCTTCAAGCTCCCTACTGATACGCAGTACAAGTGCGGTG
ACTACCTGGCCATCCTTCCAGTGAACCCCAGCACTGTAGTCCGCAAAGTCATGAGCCGTTTCGATCTTCCCTGGGACGCCGTACTCCGCATC
GAGAAGGCATCTCCCTCATCCTCGAAACACATTTCCATCCCAATGGATACCCAAGTCTCCGCCTACGACCTGTTCGCCACCTACGTCGAACT
CTCGCAGCCCGCATCGAAGCGTGACCTAGCAGTCCTCGCCGACGCAGCAGCCGTAGACCCCGAAACCCAAGCCGAACTACAGGCGATCGCCT
CCGACCCAGCCCGGTTCGCCGAGATCTCCCAGAAGCGCATCAGCGTACTGGACCTACTGCTTCAATACCCCTCCATCAACCTCGCGATCGGA 
GACTTCGTAGCCATGCTCCCTCCCATGCGTGTCCGCCAGTACTCCATCTCCTCCTCCCCCTTAGTCGACCCCACCGAATGCTCCATCACCTT
CTCCGTCCTGAAAGCCCCATCCCTCGCCGCCCTCACCAAAGAAGACGAATACCTCGGCGTTGCATCAACCTACCTTTCCGAACTCCGCTCCG
GCGAACGCGTCCAACTCTCCGTCCGCCCCTCGCACACTGGCTTCAAGCCCCCCACCGAACTCAGTACCCCAATGATCATGGCCTGCGCCGGC
AGCGGCCTCGCCCCCTTCCGCGGCTTCGTGATGGACCGCGCCGAGAAAATCCGCGGCCGTCGCAGCTCCGGCTCCATGCCCGAACAACCCGC
TAAAGCGATCCTCTACGCCGGCTGCCGCACCCAAGGCAAGGACGACATCCACGCCGACGAGCTGGCCGAATGGGAGAAGATCGGTGCCGTGG
AAGTCAGACGGGCCTACAGCCGTCCCAGCGACGGGTCGAAGGGCACACACGTGCAGGATCTCATGATGGAAGATAAGAAGGAGCTCATTGAT
CTCTTTGAGAGCGGGGCTAGGATCTATGTCTGTGGTACGCCGGGCGTTGGTAATGCCGTCCGGGATTCGATTAAGAGTATGTTCCTCGAGAA
CGGGAGGAGATTCGTCGCATTGCGAAGGAGAAGGGCGAGCCTGTTTCGGACGATGATGAGGAGACGGCGTTTGAGAAGTTCTTAGATGACAT
GAAGACTAAGGAGCGGTATACTACGGATATTTTTGCTTAA

Fig.1-7  CYP505A3 (AO090001000445)の塩基配列

4箇所のイントロンの存在 (下線) が予想されている。

Intron I :128-183  Intron II : 427-489  Intron III : 931-978 
Intron IV : 1963-2020
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ATGCGACAAAATGACAACGAAAAGCAAATATGTCCAATCCCAGGACCTCAAGGTTAGCGAGCATCCTTATCATTCATTGAGAAAAGTCTAA
TGAGTGTTCCAGGTCTACCATTCCTCGGGAATATCCTGGACATCGATCTAGACAATGGTACCATGTCCACGCTGAAGATCGCGAAAACCTA
CTGTGCGTGCTCTGTGCAAGAAGTAGATCATAACACAGAAGTGGTAACATTCGGCCCTGTTCAAAGACCCTATTTTTAAGTTCACCTTCGC
GGGAGAGACATCCATTGTCATAAATAGCGTGGCCCTGCTTTCTGAACTCTGCGATGAAACCCGATTCCACAAGCATGTCTCCTTTGGCCTC
GAGCTACTCCGCTCCGGTACACATGATGGGTTATTTACTGCGTACGATCATGAAAAGAACTGGGAGCTTGCCCATCGGCTGCTAGTGCCAG
CGTTTGGTCCATTACGAATCCGTGAGATGTTTCCACAGATGCATGATATCGCGCAGCAACTATGTCTCAAATGGTAGGGCACCCTTATAAC
AGCCTCTCAGATGCTTTGGCTGAGGAGTTCTTGATTGTTAGGCAGCGCTATGGTCCAAGGAGGCCCTTGAATCTGGTTGACGATTTCACTC
GCACTACTCTTGATACCATCGCGTTATGTGCGATGGGCTACCGATTCAACAGCTTCTATTCCGAAGGTGACTTTCATCCCTTCATCAAGAG
CATGGTCAGATTCCTGAAAGAGGCGGAAACACAGGCAACTCTGCCTTCATTTATCAGCAACCTTCGTGTTCGTGCGAAGAGGAGGACTCAA
TTAGATATTGATCTTATGCGCACCGTGTGTCGCGAAATTGTTACTGAGCGCCGGCAGACGAACCTTGATCACAAGAATGACCTACTTGACA
CAATGCTGACCTCTCGAGACAGCTTATCTGGGGATGCGTTAAGCGACGAATCGATCATCGATAACATCCTGACATTTTTAGTCGCTGGCCA
CGAGACTACTTCAGGGCTCCTGTCGTTTGCGGTGTACTACCTTTTGACAACGCCTGATGCCATGGCCAAGGCAGCTCATGAGGTAGACGAT
GTCGTGGGCGACCAAGAGCTCACGATTGAGCACCTCTCAATGCTGAAATACCTCAATGCTATTCTTCGTGAGACTTTACGATTAATGCCCA
CCGCACCTGGGTTTAGCGTCACGCCCTATAAACCGGAGATCATTGGGGGCAAATACGAAGTCAAACCAGGAGACTCACTAGATGTGTTCCT
CGCGGCTGTGCATCGAGATCCTGCCGTATACGGGTCTGACGCAGATGAGTTTCGCCCGGAAAGGATGTCAGATGAACACTTCCAAAAGCTC
CCGGCCAACTCGTGGAAACCCTTCGGTAATGGTAAAAGGAGTTGCATTGGGCGGGCTTTTGCGTGGCAGGAGGCCCTGATGGTTAGTCCGT
TCTGTATTGCCTGTTCCCCTTGACGGCCATGTCTACCAGCCGCTCGTATACTAAGGCAACTATGTGCAACATACAGATCCTGGCCTTGATT
CTGCAGAGCTTTAGTCTCAATTTGGTTGACAGGGGCTATACCTTAAAACTCAAAGAGTCGCTCACTATAAAACCAGATAACCTGTGGGCCT
ATGCAACACCACGACCGGGCCGAAACGTGCTCCACACCCGATTAGCGCTCCAAACAAACAGTACACACCCTGAGGGCCTAATGTCCTTAAA
GCATGAGACGGTAGAATCCCAACCAGCAACCATCCTTTATGGCTCGAACAGCGGAACTTGCGAGGCCCTGGCCCATCGATTGGCCATCGAA
ATGAGCAGCAAGGGCCGATTCGTATGCAAGGTACAACCTATGGACGCAATCGAGCACCGCCGACTTCCCCGAGGCCAACCGGTGATAATTA
TCACTGGATCATACGATGGAAGGCCGCCTGAAAACGCACGGCATTTTGTCAAGTGGCTCCAGTCCCTAAAGGGGAATGACCTGGAAGGGAT
TCAGTACGCCGTCTTCGGATGCGGTAGACTCATCACCTCTCGCTCATATATGGGTAATGACTGACAGGTTTGCCAGGACATCACGACTGGT
CGACCACCTTCTATAAAATTCCCACCCTCATAGATACTATAATGGCGGAACATGGTGGAGCTCGTCTAGCCCCGCGAGGGTCGGCGGATAC
TGCAGAAGATGACCCCTTCGCGGAATTAGAGTCATGGTCGGAAAGGAGCGTCTGGCCTGGTCTTGAGGCTGCCTTCGATCTTGTGCGCCAT
AACTCATCGGATGGGACTGGAAAGAGCACCAGGATAACCATTCGATCACCCTACACGTTGCGCGCTGCTCACGAAACAGCTGTCGTTCATC
AAGTTCGCGTGTTGACATCCGCGGAAACCACTAAGAAAGTCCATGTTGAGCTGGCCCTGCCAGATACAATCAACTACCGTCCTGGTGATCA
TCTAGCCATTTTGCCCCTTAACTCTCGGCAGAGTGTGCAGCGGGTACTTTCACTTTTCCAAATCGGTTCAGATACCATTTTGTATATGACT
TCTAGCAGTGCCACCTCCTTGCCGACAGATACCCCTATATCTGCCCACGACCTGTTGAGCGGCTATGTGGAATTGAATCAAGTGGCTACGC
CCACTGTACGTGTATCTAGGGCCCTGCACATTACTGATATAATGGACTGACCTTCCTTCAACAGAGCTTGAGATCGTTGGCTGCGAAAGCC
ACCGATGAGAAAACTGCAGAGTATCTTGAAGCCCTCGCCACAGATCGATACACAACGGAAGTCCGGGGAAACCATTTGTCCCTATTGGACA
TATTAGAAAGCTATTCCGTACCCTCGATTGAAATTCAGCATTATATCCAGATGTTGCCTCTCCTTCGGCCCCGCCAATACACCATTTCCTC
ATCTCCGCGATTGAACCGTGGCCAGGCTTCATTGACTGTTTCTGTTATGGAGAGAGCAGACGTTGGCGGGCCTAGAAACTGTGCTGGGGTA
GCATCAAACTACCTAGCGAGCTGCACACCCGGGTCGATCCTCCGAGTGTCTCTGCGGCAGGCAAATCCTGACTTCAGACTCCCAGATGAGT
CGTGCTCTCACCCCATAATCATGGTTGCCGCTGGATCAGGCATTGCACCCTTCCGCGCATTTGTCCAGGAAAGATCCGTCCGACAGAAGGA
AGGAATCATCTTACCCCCGGCCTTCCTGTTTTTCGGTTGCAGGAGAGCTGACTTGGATGATCTCTATCGCGAGGAGTTGGATGCTTTCGAG
GAACAAGGGGTGGTAACGCTCTTTAGAGCTTTTAGCAGAGCTCAGAGCGAGAGCCATGGCTGCAAATACGTCCAAGATTTGCTATGGATGG
AAAGAGTGAGGGTGAAAACGCTTTGGGGACAAGATGCTAAGGTCTTCGTCTGCGGCAGCGTTAGAATGAATGAAGGGGTGAAGGCGATAAT
TTCAAAGATTGTTTCTCCTACA CCGACGGAAGAACTCGCGCGGCGATATATAGCTGAGACTTTTATATGA 

Fig.1-8 CYP505A13 (AO090020000369) の予想塩基配列

6箇所のイントロンの存在 (下線) が予想されている。

Intron I :53-103  Intron II : 185-248  Intron III : 529-587 Intron
IV : 1447-1532  Intron V : 2026-2069 Intron VI : 2645-2703
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ATGGAAGAGACGAAGCTCATTCCAATTCCAGAGCCCCGAGGCCTTCCTCTGTTGGGAAACATTCTGGATGTTGATTCAGAGGCACCGGAGAAA
AGCTTTCAGCGGCTGGCGGAAACATATGGTATATCCCAACAAGCACGCATTCTACTGCTTTGGTTGCCGTAGCTCTGTTCAGTCCCATTATAC
CAAGCATATCTTTTGGCACCGCTAATTATACGCATTATAAGGTCCAATCTTTCGGCTGAACCTCGCCGGAGCCTCAAGAGTGTTCATAAGCAC
TTACGAACTCGTCGACGAAATTTGCGATGAGGAACGATTCACCAAGGTTGTGACCGCTGGATTGAGAGAGATTCGAAACGGCGTTCAAGATGG
TCTGTTTACTGCAGATTATCCTGGAGAGGATAACTGGGCAATTGCACATCGCGTCCTGGTTCCTGCTTTTGGACCGTTGATGATTCGAGCTAT
GTATGAAGGTGTGTTTTTCCACTGTGCCAAACACTACCTGATAATCGGAAGCTTGACAACATATAGACATGTACGACATTGCAAGCCAGCTTG
CTCTTAAATGGGCACGGCAGGGGTCTTCTGCGACCATAATGGCCAATGATGACTTCACTCGCTTAACGCTGGACACTATCGCGCTCTGTTCCA
TGGGAACTAGGTTCAATTCTTTTTACAGTGAAGATTTGCATCCTTTTATCAAGGCAGTGGCTACGTTGCTACAGGGATCCTCAGATAGGACTT
TCCGTTCGACACTTCTTAACAACCTGCCTACGAGGGAAAATAAAAAATACTGGAGTGATATCAGTCTTCTGCGAACGTTGTCTCAGGAGCTAG
TCGATGCACGGAGAAACAATCCAATAGACAAGAAGGACCTTCTTAATGCCCTTATCCTTGGTCAAGACCTCCAGACTGGCCAGCATCTCAGCG
ACGACTCAATCATCAACAATATGATAACATTCCTTGTCGCAGGTAAGGGGGTATGTGTGGGTTTGTTACCCTAATTACTGACCTTTCGCATAG
GACATGAGACGACATCTGCCACACTGACATTCCTTTTCTACTATTTGCTTAAGAACCCGCATGCATACCAGAGAGCACAGGAAGAAGTCGACA
CGGTAGTCGGTCAACGAAAGATTATAGTGGAGGATTTGTCAAAATTGCCCTACATTGCAGCCTCACTGAGAGAGACACTGCGGCTTCAGGCTC
CAGTTCCTTTAATCGCTTTTCATCCCCACCCTACTAAAAACCATGAAGATCCAGTAACTTTAGGGAAGGGCAAGTATGCTTTAAACAACGATG
AGCCTGTGGTTCTTATCATGGGAAAGGTACATCGGGATCCGAAGGTCTTTGGTGATGATGCAGAGGAGTTCAAGCCAGAGAGAATGCTGGATA
AAAACTTTGAAGACCTCCCTAAGAATGCGTGGAAGCCATTTGGGAACGGTATGAGAGGATGCATCGGCCGCCCATTTGCTTGGCAAGAGATGT
TGCTTGTGGTGGCCATGTTGCTGCAAAATCTCAATTTTGAGATGGAGAATCCCAGCTATGATCTTCGAATCAAGCAGTCACTATCAATCAAGC
CTGACGGCTTCCAAATGAAGGCAACGCTTCGAAGAGGTCTAGATGCAGCCAAGCTAGCGAGCGTCTTGAACAGCGGTGGCGATCTTTTGTCTC
ATGCTCCTCAGATACTCAATGGGGAGTATAAACCTAACACAGATTTACGTTTTCATTTGAGGCCTATGCATATATTCTTTGGTAGTAATACTG
GTACCTGTGAAGCTCTGGCTCGAAGGCTAGCTAAGGACTCTATGGGATACGGTTTTGCAACCAGAGTCGAAAGTCTGAACTCAGCCATGGAGA
ACATTCCCAGAGACAACCCTGTCATCTTCATTACCGCAACGTACGAGGGGCAGCCTCCTGATAACGCTGCCCATTTCTTCGAATGGCTGAACG
GGCTAAAGAAAGCTGAGCTGGATGGAGTTAATTATTGTGTATTCGGATGTGGCCATCGTGAGCTATCCTTCTCCGCTTGATAGTTGTCATGCA
GTTGCTCTTGACTGTGTATTTGCTAATGAGCCGGGACTATCAGATGACTGGTCAGCCACGTTTCTACGTATTCCCAAAGCTACCAATGATCTT
ATAGAGAAGCACGGCGGAACCCGCTTATGTGACATGGGTATGGCCGATGCAGCCAATTCAGACATGTTCTCTGATTTCGATACCTGGAGCGAG
CTCATTCTCTGGCCGGCCATCAATTTGAAGTTTGGCCGTGCATCATCCGAGGGAGACGTACAATCCAAGTCTGCCTTACATGTTGACGTTAGT
TCGAGCATGCGAGCTTTCACATTGGGCCTTCAGTTGCAGGAAGGATACGTGCTCGAAAACAAACTACTCACAACACCCGACGTGCCCGCCAAG
AGAATGCTACGATTCAAACTACCACCAGATACAACCTACCAATGTGGAGATTATCTCATCGTACTACCTGTAAACCCAGCTCATGTTGTCTGC
CGCGCAATCCGTCGTTTTAACATATCGTGGGACTCTATGCTTACAGTCAGGAAGCCGTCGCATGCTTCAGATGGCATCACGAACATGCCCCTA
GAGACACCCATCTCCGCCTTCGAGCTCTTTTCAACATACGTGGAGCTATCCCAACCAGCATCCAAACGAGACCTAATCACCCTCGCAGACGCA
GCTACCACAGATACAGACGCTCAAGCAGAGCTACAGTCACTCGCCTCCAGCCCTAACCGCTTCACTGAAGAAGTCATCAACAACCGCCTAAGC
CCCCTCGACATTCTCATACGCCATCCTTCCATCAACCTACCACTGAGCACTTTCCTCGAAATGCTACCCCCCTTGCGAGCGCGCCAATACTCA
ATCTCATCATCCCCACTAGCCAGCCGATCCGACTGCACTATCACATTCTCAGTGCTAAACTCACCCCACCTATCAACAGAAAACAAACGATTC
GTAGGAGTCGCATCCACATACCTCTCCGAACTTCAAGCGGGAGACCGCGTTCAAATTTCCATCCGCGCCTCGAACAACAAAGGCTTCAAACCC
CCCTTGAAAGAGGAAACACCGATGATAATGGCATGCGCAGGAAGCGGTCTAGCCCCTTTCCGCGGGTTCATCATGGATCGCGCGGAAAGGATC
CGCGGACGAGGCACCGAACTACTTTCCGACGATGACCATCCCGAGATAGGTAAACCAGCAAGAGCTATATTATACATCGGCTGCCGCACAAAG
GGCAAAGATGATATTCATGCGAGTGAGCTAGACGAATGGACTCGCCAGGGTGCTGTTGATGTCCGATGGGCGTATAGTCGGCCGACTGATAGA
TCGCAGGGACGTCATGTTCAGGATTTGCTGTTTGAGGATCGTAACGAGTTACTTGAGTTGATTGACCAGGGAGCACGCATCTATGTGTGTGGC
GGAATGAGTGTCGGGCAGGGTATCCGCCAGGTATTCAAAGATATGTTCATTGAGAGATGTCGCGAGGTGCTGGAGAATGGCTCCGATGGGGAC
GAGGACGTGGCTGCTGAGGAGTATTTGGATAGTTTGAAGACTGAGGAGAGGTATGCGACGGATGTA TTTACGTAG 

Fig.1-9 CYP505C3 (AO090005001313) の予想塩基配列

4箇所のイントロン (下線 ) の存在が予想されている。

Intron I :122-227  Intron II : 474-531  Intron III : 991-1023 
Intron IV : 2011-2089
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Fig.1-10 A. oryzae 由来推定融合型P450およびP450foxyのP450ドメインのアミノ酸配列アライメント

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
            

                                                                                    
         *        20         *        40         *        60         *        80    
--MSTPKAEPVPIPGPRGVPLMGNILDIESEIPLRSLEMMADTYGPIYRLTTFGFSRCMISSHELAAEVFDEERFTKKIMAGLS
----MEETKLIPIPEPRGLPLLGNILDVDSEAPEKSFQRLAETYGPIFRLNLAGASRVFISTYELVDEICDEERFTKVVTAGLR
------MAESVPIPEPPGYPLIGNLGEFTSN-PLSDLNRLADTYGPIFRLRLGAKAPIFVSSNSLINEVCDEKRFKKTLKSVLS
MRQNDNEKQICPIPGPQGLPFLGNILDIDLDNGTMSTLKIAKTYYPIFKFTFAGETSIVINSVALLSELCDETRFHKHVSFGLE
           PIP P G Pl6GN6ld  s  p  s   6A TYgPI54l   g     6s3  L  E6cDE RF K 6  gL 

       
       
 :   82
 :   80
 :   77
 :   84
       

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
            

                                                                                    
     *       100         *       120         *       140         *       160        
ELRHGIHDGLFTAHM-GEENWEIAHRVLMPAFGPLNIQNMFDEMHDIATQLVMKWARQGPKQKIMVTDDFTRLTLDTIALCAMG
EIRNGVQDGLFTADYPGEDNWAIAHRVLVPAFGPLMIRAMYEDMYDIASQLALKWARQGSSATIMANDDFTRLTLDTIALCSMG
QVREGVHDGLFTAFE-DEPNWGKAHRILVPAFGPLSIRGMFPEMHDIATQLCMKFARHGPRTPIDTSDNFTRLALDTLALCAMD
LLRSGTHDGLFTAYD-HEKNWELAHRLLVPAFGPLRIREMFPQMHDIAQQLCLKWQRYGPRRPLNLVDDFTRTTLDTIALCAMG
 6R G hDGLFTA    E NW  AHR6L6PAFGPL Ir M5  MhDIA QL 6K5aR Gp   6   D1FTRltLDT6ALCaMg

       
       
 :  165
 :  164
 :  160
 :  167
       

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
            

                                                                                    
 *       180         *       200         *       220         *       240         *  
TRFNSFYSE-EMHPFVDAMVGMLKTAGDRSRRPGLVNN-LPTTENNKYWEDIDYLRNLCKELVDTRKKNPTDKK-DLLNALING
TRFNSFYSE-DLHPFIKAVATLLQGSSDRTFRSTLLNN-LPTRENKKYWSDISLLRTLSQELVDARRNNPIDKK-DLLNALILG
FRFYSYYKE-ELHPFIEAMGDFLTESGNRNRRPPFAPNFLYRAANEKFYGDIALMKSVADEVVAARKASPSDRK-DLLAAMLNG
YRFNSFYSEGDFHPFIKSMVRFLKEAETQATLPSFISN-LRVRAKRRTQLDIDLMRTVCREIVTERRQTNLDHKNDLLDTMLTS
 RFnS5YsE   HPF6 a6   L     r  rp    N L    n 4   DI l64 6  E6V  R4  p D K DLL a66 g

       
       
 :  246
 :  245
 :  242
 :  250
       

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
            

                                                                                    
     260         *       280         *       300         *       320         *      
RDPKTGKGMSYDSIIDNMITFLIAG------HETTSGSLSFAFYNMLKNPQAYQKAQEEVDRVIGRRRITVEDLQKLPYITAVM
QDLQTGQHLSDDSIINNMITFLVAGKGVCVGHETTSATLTFLFYYLLKNPHAYQRAQEEVDTVVGQRKIIVEDLSKLPYIAASL
VDPQTGEKLSDENITNQLITFLIAG------HETTSGTLSFAMYQLLKNPEAYSKVQKEVDEVVGRGPVLVEHLTKLPYISAVL
RDSLSGDALSDESIIDNILTFLVAG------HETTSGLLSFAVYYLLTTPDAMAKAAHEVDDVVGDQELTIEHLSMLKYLNAIL
 D  3G  6Sd sIi1n66TFL6AG      HETTSg L3Fa Y 6LknP Ay 4aq EVD V6G   6 6E L kLpY6 A 6

       
       
 :  324
 :  329
 :  320
 :  328
       

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
            

                                                                                    
 340         *       360         *       380         *       400         *       420
RETLRLTPTAPAIAVGPHPTKNHEDPVTLGNGKYVLGKDEPCALLLGKIQRDPKVYGPDAEEFKPERMLDEHFNKLPKH---AW
RETLRLQAPVPLIAFHPHPTKNHEDPVTLGKGKYALNNDEPVVLIMGKVHRDPKVFGDDAEEFKPERMLDKNFEDLPKN---AW
RETLRLNSPITAFG------LEAIDDTFLG-GKYLVKKGEIVTALLSRGHVDPVVYGNDADKFIPERMLDDEFARLNKEYPNCW
RETLRLMPTAPGFS------VTPYKPEIIG-GKYEVKPGDSLDVFLAAVHRDPAVYGSDADEFRPERMSDEHFQKLPAN---SW
RETLRL    p             dp  6G GKY 6   e     6   hrDP V5G DA eF PERMlD  F  Lpk     W

       
       
 :  405
 :  410
 :  397
 :  402
       

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
            

                                                                                    
         *       440         *       460         *       480         *       500    
KPFGNGMRACIGRPFAWQEALLVIAMLLQNFNFQMDDPSYNIQLKQTLTIKPNHFYMRAALREGLDAVHLGSALSASS--SEHA
KPFGNGMRGCIGRPFAWQEMLLVVAMLLQNLNFEMENPSYDLRIKQSLSIKPDGFQMKATLRRGLDAAKLASVLNSGGDLLSHA
KPFGNGKRACIGRPFAWQESLLAMVVLFQNFNFTMTDPNYALEIKQTLTIKPDHFYINATLRHGMTPTELEHVLAGNG-ATSSS
KPFGNGKRSCIGRAFAWQEALMILALILQSFSLNLVDRGYTLKLKESLTIKPDNLWAYATPRPGRNVLHTRLALQTNS---THP
KPFGNG R CIGRpFAWQE L6 6a66lQnfnf 6 1p Y 6 6K23L3IKP1 f   AtlR G     l   L        h 

       
       
 :  487
 :  494
 :  480
 :  483
       

A

B

C

D

A : ヘム結合領域 B: 活性部位内のP450foxyのF88  C : 活性部位入口 D : CYP505A13にの
み見られる挿入配列

Fig.1-11  P450foxy活性部位の構造モデル

Heme

F88

F52

L43

K48

V83

V75

矢印は、活性部位入口からの基質の侵入方向を示す。
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 CPO のアミノ酸配列を Query として Blast search を行ったところ、糸状菌の予想タ

ンパク質が 100 以上ヒットした。関連性の高い上位 20 種について Table.1-5 にまと

めた。ほぼ全ての配列は 250-300 のアミノ酸からなり、CPO との相同性は 30%前後

であった。アノテーションは hypothetical protein、putative peroxidase、conserved protein
とされており、糸状菌内に広く分布しているにもかかわらずほとんど性状が明らか

になっていないことが裏付けられた。一種の糸状菌内にはそれぞれ 2 種程度の CPO
類似タンパク質が存在しているようであった。CPO のアミノ酸数 373 に近いタンパ

ク質は検出されなかった。N 末端およびヘム結合領域のアライメントを Fig.1-12 に

示す。CPO は、N 末端に分泌シグナルを持つことが知られているが、今回見出した

糸状菌の CPO 様タンパク質の N 末端は全く保存されておらず、この一群のタンパク

質が分泌シグナルを含まないことが予想される。ヘム結合領域は、すべてのタンパ

ク質で高度に保存されており、CPO 同様のヘム結合領域の構造を持っていた。その

他の領域も保存された残基が点在しており、機能的類似が示唆される。Fig.1-13 にア

ライメント結果に基づいて作製した系統樹を示す。偶然にも、AOPE は系統的に CPO
と近接していたが、相同性から判断しても全てのタンパク質において同様の機能で

あると考えられる。上述のとおり、一種の糸状菌内には複数の CPO 様タンパク質が

存在しているが、それらの間での関連は系統樹からは判断できなかった。 
 以上の結果は、AOPE を始めとした CPO 類似酵素が糸状菌内で実際に機能してい

る可能性を強く支持する結果であるといえる。タンパク質の見出された件数から考

えると、CPO がむしろ特殊に分化したヘム-チオレート酸化酵素であると思われる。

このようなタンパク質の研究例は全く報告がないが、性状を明らかにすることで、

糸状菌の生活環におけるヘム-チオレート酵素の新しい関与が提示されるかもしれ

ない。 

Enzyme.
P450foxy F88 V83 V75 L43 K48 F52
CYP505A3 F93 I88 G80 L53 F58 M62
CYP505A13 F91 V86 V78 L51 A56 F60
CYP505C3 F95 T90 G82 F55 E60 V64

Amino acids

Table.1-4  P450foxyの基質認識に関わると考えられる残基と推定融合型P450
の対応する残基

P450foxyと保存されている残基は灰色で示した。
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P._anserin : 
P._nodorum : 
P._nodorum : 
P._tritici : 
A._terreus : 
G._zeae    : 
A._nidulan : 
A._niger_# : 
A._niger_# : 
C._globosu : 
A._terreus : 
P._chrysog : 
A._nidulan : 
C._globosu : 
A._nidulan : 
P._tritici : 
T._stipita : 
M._grisea  : 
M._pernici : 
A._oryzae_ : 
Chloropero : 
A._bisporu : 
             

                                                                  
         *        20         *        40         *        60      
-----------------------------------MLGIRLVSLLAFTGSALAELDFSKWKTRQPG
-------------------------------------MKLFFLLSALIAFVCADANFADWHPQGDG
------------------------MKVSSVLSFSSIFASALAFPTYGNVNARQTWQPRNWTAPGPN
------------------------MKVSSLISCSAIFASALAFPTYGNVNARQTWQPRNWTAPGPN
------------------------------------------------MESRQAWTPKPWVAPGPG
-------------------------MKFSTLIAASGTVATTFALPQFLPTAGAEWTPQEWVAPGAN
--------------------------MKTSVLSAGLSLITSVVAFPHYLDIERRWEPREWIAPGPD
----------------------------------MKASLLSAVSSFTLALATGSTKLLPWSPPGHG
------------------------------MKTTTLLCLAAALTQTYAFPQQGAPHPLPWSPPGPN
--------------------------------------MKTLFLLTLAAFTPVFAGFDTWAPPGPY
------------------------------MKATTFVVTSLAASMVTASPHFGPASLSHWRPAGPD
-------------------------------MKFYGVAIAFTLSVATASPGAGWKHALQWKPAGES
--------------------------------MKVATPLMAILGLSAANPHYGAGDISQWTGPGAG
----------------------------------MKSPTALLGCLSLACLMSEASSIPAWHPPGPG
-------------MKLTAPSLLALAGVVSATLHLDLNLGGSHPHVHASNSKLGAENPHAWIAAGDG
----------------------------------MRVQSTTFTALLSVAAVNAQGSFTEWHPAGAG
MHRKQLELLILLSRFFLLPASLPLEIPQCNLSTKNAIFGDSVLGLLVKPGESPIVLIHPWIAPGPD
---------------MYAKQLIVAALTATATAFPMMASSGAGESIDATIVARQAPADHQFQAPGAN
--------------------MKSALLIASAVAFVSARSVMPMIPHDDIDWS-----QYPFQAPGPD
---------------------MKSIIWFSLFTAAFSITNPHLPQHSNMSSENDTLSEGQYYRGGAD
----------------------MFSKVLPFVGAVAALPHSVRQEPGSGIGYPYDNNTLPYVAPGPT
----------MFILFKIFHDIAFFSWDLGLTFVNLVLPNRPVGKVTPEGHPGYGGKWPEYIPPKEG
                                                           5   g  

      
      
 :  31
 :  29
 :  42
 :  42
 :  18
 :  41
 :  40
 :  32
 :  36
 :  28
 :  36
 :  35
 :  34
 :  32
 :  53
 :  32
 :  66
 :  51
 :  41
 :  45
 :  44
 :  56
      

             
             
P._anserin : 
P._nodorum : 
P._nodorum : 
P._tritici : 
A._terreus : 
G._zeae    : 
A._nidulan : 
A._niger_# : 
A._niger_# : 
C._globosu : 
A._terreus : 
P._chrysog : 
A._nidulan : 
C._globosu : 
A._nidulan : 
P._tritici : 
T._stipita : 
M._grisea  : 
M._pernici : 
A._oryzae_ : 
Chloropero : 
A._bisporu : 
             

                                                       
   60         *        80         *       100         *
DFSKWKTRQPGE------LRAPCPAMNSLANHGFIQRDGKNITVEGLTPVLKEVF
NFADWHPQGDGE------VRSPCPALNSLANHGILPRDGHNLTVPILVKAMGEGL
QPRNWTAPGPND------ARGPCPGMNTLANHGYLPHNGRKITRDILADAMLSGF
QPRNWTAPGPND------ARGPCPGLNTLANHGYLPHSGREITRDILADAMLEGF
TPKPWVAPGPGD------SRGPCPGLNTLANHGYLPHDGKGITLSILADAMLDGF
TPQEWVAPGAND------SRGPCPGLNTLANHGYLPHDGKNIDLKKLADGMLAGF
EPREWIAPGPDD------SRGPCPGLNTLANHGYLPRNGKGITLDILKEGMLEGF
KLLPWSPPGHGD------VRGPCPMLNTLANHGLLPHNGKDISQEVITEVLNNTL
HPLPWSPPGPND------VRAPCPMLNTLANHGYLPHNGKDITERHTINALYNAL
GFDTWAPPGPYD------VRAPCPMLNTLANHGFLPHDGHEITREQTENALFDAL
SLSHWRPAGPDD------YRGPCPMLNTLANHGFFPHDGRNITRDVVIDGLGAAL
HALQWKPAGESD------YRGPCPMMNTLANHGFLPHDGRNITRPNLVDALGQAL
DISQWTGPGAGD------YRGPCPMMNTLANHNFLPHDGRNITRDKLIRALGEAL
SIPAWHPPGPGD------LRGPCPMMNTLANHGILPHDGRAITKEAVIKAMKQGL
NPHAWIAAGDGDGY-LRAARSPCPMMNTLANHGYIHRDGRNITREGLANGLVDSI
SFTEWHPAGAGD------SRGPCPGLNTLANHGFLPHNGRNFTLDIVKKGLRDSF
LIHPWIAPGPDADKSLTKVRGPCPALNTTANHGFIPRSGRNITMDDLIPGLKASL
ADHQFQAPGAND------VRSPCPMLNTLANHGYLPRNGLNIDMPTLKQA-----
-QYPFQAPGPDD------ARGPCPGLNTLANHGFLPRNGKXITISILLQGNNLEI
SEGQYYRGGADD------LRSPCPIINSLANHGYIARDGRNITGIQLKAALEHIG
NTLPYVAPGPTD------SRAPCPALNALANHGYIPHDGRAISRETLQNAFLNHM
KWPEYIPPKEGD------SRCSCPALNAMANHGILPRDGKNIQFKEMGRLIRTTY
    5   g  d       R pCP 6N  ANHg  p  G                

      
      
 :  69
 :  67
 :  80
 :  80
 :  56
 :  79
 :  78
 :  70
 :  74
 :  66
 :  74
 :  73
 :  72
 :  70
 :  96
 :  70
 : 110
 :  84
 :  79
 :  83
 :  82
 :  94
      

(A)

(B)

Fig.1-12 糸状菌のCPO様タンパク質のアライメント

(A) N末端領域 (B) ヘム結合領域

P. tritricirepentis

C. globosum #1

P. tritricrepentis #2

Chloroperoxidase

P. anserina
P. nodorum #1
P. nodorum #2

A. terreus #1
G. zeae
A. nidulans #1
A. niger #1
A. niger #2

A. terreus #2
P. chrysogenum
A. nidulans #2
C. globosum #2
A. nidulans #2 

T. stipitatus
M. grisea
M. pernicitus
AOPE

A. bisporus

P. tritricirepentis

C. globosum #1

P. tritricrepentis #2

Chloroperoxidase

P. anserina
P. nodorum #1
P. nodorum #2

A. terreus #1
G. zeae
A. nidulans #1
A. niger #1
A. niger #2

A. terreus #2
P. chrysogenum
A. nidulans #2
C. globosum #2
A. nidulans #2 

T. stipitatus
M. grisea
M. pernicitus
AOPE

A. bisporus
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Fig.1-13 糸状菌内のCPO様タンパク質の系統樹
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 Query として P450foxy のアミノ酸配列を用いた blast search および配列比較から見

出された融合型 P450 を Table.1-6 に示す。融合型 P450 はバクテリア、糸状菌におい

て広く分布していることが明らかになった。P450BM3 が見出された B. megaterium
の他、様々な Bacillus 属バクテリアが 1 個ないし二個の融合型 P450 を保持している

ことが明らかになった。これらのうちいくつかはすでにクローニング、酵素的性質

が研究されていることはすでに述べたとおりである。Bacillus 属以外にも、グラム陰

性バクテリア、放線菌にも分布していた。糸状菌の融合型 P450 では P450foxy が知

られているが、本研究によるとバクテリア以上の多様性が糸状菌において認められ

た。 Fig.1-14 に活性部位内部に存在するアミノ酸配列のアライメントを示す。序論

にて述べたように、P450foxy における F88 は、ヘム上部に存在し、基質である脂肪

酸と結合すると考えられている。バクテリアにおけるこの領域のアライメントでは、

この領域の保存度はかなり高く、特に Bacillus 属由来で顕著であった。糸状菌由来

の酵素では、保存されたアミノ酸残基が数残基少なく、保存度が高いアミノ酸残基

においても置換が起こっている酵素も見られた。後の実験結果にも関連するが、

P450foxy において活性部位内部に存在する V83、V75 は、Bacillus 属の酵素では保存

度が高いといえたが、それと比較して糸状菌由来の酵素ではより様々な残基に置換

されていた。F88 以降のアミノ酸配列がバクテリアでは保存されているのに対し、

糸状菌では全く保存性がないのも特徴的であった。 
 Fig.1-15 に、活性部位入口に相当する配列のアライメントを示す。活性内部と同

様、糸状菌において、アミノ酸残基の多様化が見られた。Fig.1-15 に示したアミノ

酸残基は、P450foxy、P450BM3 で類似した、基質認識に関与すると考えられるもの

である。バクテリア、糸状菌両者において、前後の配列と比較して 43-52 の配列の

保存度が低くなっており、特にバクテリアにおいて顕著であった。これは、活性部

位への基質侵入に大きく影響する可能性があり、非常に興味深い結果といえる。K48
は、P450foxy において、脂肪酸のカルボン酸と相互作用すると考えられる重要な機

能残基であるが、バクテリアにおいてこの塩基性残基が保存されているのはむしろ

少数であり、逆に糸状菌での保存度が高かった。Bacillus 属由来の酵素は全てある

程度の脂肪酸に対する反応性が認められているため、この位置の残基の保存度が脂

肪酸への反応性に直接反映しているわけではないのかもしれない。しかし、以上の

結果は活性部位内部および入口の構造の違いを示し、ひいては認識する基質の多様

性を反映している可能性も与える。Fig.1-16 に全長アミノ酸配列のアライメントに

基づいた系統樹を示す。バクテリア由来の酵素は、系統樹において一群のクラスタ

ーを形成しており、放線菌由来の酵素も含まれていた。糸状菌由来の酵素は、それ

と比較してかなり広い多様性を持つことが明らかになった。A. oryzae、A. niger、
A.terreus の持つ酵素は、系統的に近く、それぞれ同じ機能をもった複数種の酵素が

それぞれの糸状菌に存在していると考えられる。これは Aspergillus 属における進化
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系統的にも一致している[91]。P450foxy は系統的には Aspergillus 属の持つ融合型

P450 と離れており、N. crassa、G. zeae 由来の酵素と関連性が高いようである。M. 
grisea 由来の 4 種の融合型 P450 は、系統樹をまたいで広く分布しており、生理機能

に興味が持たれる。系統樹において P. chrysosporium 由来の酵素が、それらのみで

一群のクラスターを形成していた点は特筆に価する。P. chrysosporium は、ゲノム上

に 150 を超える P450 が存在することが明らかになっており、ゼノバイオティクス 
(薬物の分解、代謝等) に関与することが示唆されている。7 種の酵素全てが

CYP505D ファミリーにアノテーションされており、他の糸状菌とは一線を画す性

質を持つことが考えられる。系統的に近い酵素が複数種存在していることから、融

合型 P450 が P. chrysosporium で独自の機能を持つように分化し、遺伝子重複によっ

て複数の融合型 P450 を持つに至ったと考えられる[92, 93]。 
 以上の結果より、バクテリア、糸状菌において広く融合型 P450 は分布しており、

糸状菌においてはバクテリア以上に広い多様性を獲得していることが明らかにな

った。現在、融合型 P450 の研究は P450BM3 を始めとしてバクテリア由来の酵素が

扱われることが多いが、その原因として、真核生物である糸状菌の酵素は分離、ク

ローニングが困難であることが挙げられる。しかし、多様化した糸状菌の融合型

P450 は工業応用に関して極めて有用性が高い研究対象である思われる。 
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Bacteria Organism No. Annotation A.A.
B. megaterium 1 CYP102A1 (P450BM3) 1049
B. subtilis 2 CYP102A2 1061

CYP102A3 1065
B. anthracis 1 P-450:NADPH-P450 reductase 1065
B. cereus 2 NADPH-cytochrome P450 reductase 1065

P-450:NADPH-P450 reductase 1065
B. licheniformis 1 Putative fused P450 1074
B. thuringinensis 1 NADPH-cytochrome P450 reductase 1065
Ralstonia eutropha 1 NADPH-cytochrome P450 reductase 1095
Bradyrhizobium japonicum 1 Blr2882 protein 1095
Actinosynnema pretiosum 1 Cytochrome P450 1005
Streptomyces avermitilis 1 putative cytochrome P450 1073

Table.1-6  Blast search及び、遺伝子比較によって見出された融合型P450

Fungi Organism No. Annotation A.A.
F. oxysporum 1 CYP505A1 (P450foxy) 1066
A. oryzae 3 CYP505A3 1103

CYP505A13 1110
CYP505C3 1054

A. fumigatus 1 CYP505A8 1083
A. nidulans 1 Purative uncharacterized protein 1083
A. niger 3 ASPNG Contig An16c0100 1104

ASPNG Contig An06c0110 1091
the F. oxysporum  homolog CYP505 1064

A. terreus 2 Predicted protein 1050
Putative uncharacterized protein 1033

P. chrysosporium 7 CYP505D1 1059
CYP505D2 1054
CYP505D3 1064
CYP505D4 1110
CYP505D5 1059
CYP505D6 1057
CYP505D7 624

Phaeosphaeria nodorum 1 Putative uncharacterized protein 1073
Neurospora crassa 1 CYP505A2 1108
Magnaporthe grisea 4 CYP505A5 1120

CYP505A4 1116
CYP505C1 1218
CYP505A6 1083

Gibberella zeae 2 CYP505A7 1069
CYP505C3 1066
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Fig.1-14  融合型P450の活性部位内部配列のアライメント

赤枠は、活性部位内部で保存度が高いPhe残基を示す。

数字は、P450foxyの活性部位内部に存在するアミノ酸残基の位置を示す。

Fungi

Bacteria
B. subtilis #1
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B. anthracis
B. ghuringi
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R. eutropha

A.  niger #1
A.  terreus
A.  oryzae #1
A. niger #2
G. zeae #1
M. grisea #1
A. oryzae #2
A. niger #3
A. oryzae #3
A. terreus
P450foxy
G. zeae #2
P. nodorum
N. crassa
A. fumigatus
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P. chrysosporium #1
P. chrysosporium #2
P. chrysosporium #3
P. chrysosporium #4
P. chrysosporium #5
P. chrysosporium #6
P. chrysosporium #7

A. pretiosum
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Fig.1-15  融合型P450の活性部位入口周辺のアライメント

数字は、P450foxyの活性部位入口に存在するアミノ酸残基の位置を示す。
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Fig.1-16 融合型P450のアミノ酸配列に基づいたアライメント

(A) : バクテリア由来融合型P450  (B) : P. chrysosporium 由来融合型P450

N. crassa
P. nodurum
P450foxy
G. zeae #1

M. grisea #2
A. terreus #2

A. oryzae #2
A. oryzae #1

A. niger #1
A. oryzae #3

A. niger #2
A. terreus #2

M. grisea #3
A. niger #3
G. zeae #2

A. pretiosum
B. japonicum
P450BM3

B. subtilis #2
B. anthracis
B. ghuringiensis
B. cereus #1
B. cereus #2

B. subtilis #1
B. licheniformis

S. avermitilis
R. eutropha

P. chrysosporium #6
P. chrysosporium #2

P. chrysosporium #1
P. chrysosporium #4

P. chrysosporium #3
P. chrysosporium #5

P. chrysosporium #7
M. grisea #1

M. grisea #4
A. fumigatus
A. nidulans

0.1

(A)

(B)
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第二節 AOPE 及び推定還元酵素融合型 P450 の発現条件の検討 
 
真核生物由来タンパク質のクローニングのためのテンプレートとなる cDNA ライ

ブラリー取得のために目的酵素の発現条件を検討すると同時に、対象の生理的機能

に対する示唆を得ることを目的とした。 
 
2-1 試料 
麹菌 A. oryzae 野生株(RIB40)を、同研究室の周より分与されたものを用いた。使用

まで Potato dextrose agar plate 培地に 30℃で培養することで生育させ、4℃で保存し

た。 
 
 
 
 
 
 
 
2-2 方法 
培養方法 
麹菌の培養は DPY、CD 液体培地[94]及びふすま固体培地[95]を用いて行った。DPY

液体培養は DPY 培地 200 mL を 500 mL 羽付きフラスコに入れ、通気可能なゴム栓

を用いた。白金耳を用いて plate 培地から少量かきとって植菌し、30℃、150 rpm の

条件で 48hrs 振トウ培養を行った。48hrs 培養後、粒状に生育した菌体をオートクレ

ーブ滅菌した Miracloth (CALIBIOCHEM Cat# 475855) を用いて濾集し、滅菌水で菌

体を洗浄し、滅菌したスパーテルで十分に水分を除いた後、2 mL マイクロチューブ

に回収して液体窒素で瞬間凍結した。使用するまで-80℃で保存した。CD 培地は

Aspergillus 属の最小培地であり、誘導条件を検討する際に用いた。上記の通り DPY
培地で 48hrs 培養し、濾集、滅菌水洗浄した菌体を、検討する成分を含む CD 培地に

移し 8 hrs、30℃、150 rpm の条件で振トウ培養した。ふすま固体培養は、市販のふ

すま 10 g と滅菌水 5 mL を混合して 50 mL 三角フラスコに入れ、121℃、20 min オ

ートクレーブ滅菌したものを培地として用いた。4 mL の滅菌水に懸濁した A. oryzae
胞子液を培地に添加し、30℃、72 hrs 静置培養した。培地表面に生育した白色の菌

体を滅菌したスパーテルでかきとり、2 mL マイクロチューブに入れ、使用するまで

-80℃で保存した。 
 

 

Potato Dextrose Agar (PDA) medium. 

Potato Dextrose Broth (Difco : 254920)
INA AGAR (伊那食品 : BA-10)
D.W.

24 g
15 g
1000 mL

pH 5.1- 5.2
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誘導条件 
液体培養における誘導条件は、AOPE、融合型 P450 について以下の通りである

(Table.2-1)。C. fumago 由来 CPO は、培養時にフルクトースにより発現が誘導される

という報告があるため[96]、AOPE においても CD 培地の炭素源を変化させることで

発現に与える影響を検討した。融合型 P450 については、解毒酵素の遺伝子発現誘導

作用が強いことが知られているフェノバルビタール(Sigma : P5178)[97]、P450foxy の

遺伝子が単離された際に培地に添加されていた大豆油(Wako : 190-03776)の添加によ

る影響を検討した[98]。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Dextrin Polypepton Yeast Extract (DPY) medium. 

Dextrin (KOKUSAN : 254920)
Polypepton (Wako : 394-00115)
Yeast Extract (Difco : 212750) 

20 g
10 g

5 g
KH2PO4 (Wako : 169-04245)
MgSO4・7H2O (Wako : 131-00405)
D.W.

5 g
0.5 g
1000 mL
pH 5.5

CD (Aspergilli minimal) medium. 

NaNO3 (Wako : 254920)
KCl (Wako : 163-03545)

3 g
2 g

KH2PO4 (Wako : 169-04245)
MgSO4・7H2O (Wako : 131-00405)

D.W.

1 g
1 g

1000 mL
Adjusted by 5 M KOH to pH 5.5

FeSO4・7H2O (Wako : 098-01085) 35 mg
Glucose (Wako : 041-00595) 20 g

CD (Aspergillis minimal) medium.

For AOPE
Carbon source was replaced in CD liquid medium.
Glucose
Fructose 
Glycerol
Pyruvate
Maltose
None

For CYP505A3、A13、C3
Wheat bran solid medium 
DPY liquid medium + 5% Soybean oil
DPY liquid medium + 5 mM Na Phenovarbital

For CYP505C3 (Anaerobic culture)
CD liquid medium + 5 mM Na nitrate 
CD liquid medium + 5 mM Na nitrite
CD liquid medium + 5 mM Na sulfate
CD liquid medium + 5 mM Na sulfite

Table.2-1  AOPEおよび融合型P450発現条件検討
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ゲノム DNA の抽出 
DPY 液体培地で培養、集菌したものを試料として用いた。Wizard® Genomic DNA 

purification Kit (Promega #218878)を用い、マニュアルの”Isolating Genomic DNA from 
Plant Tissue”に従った。試料を小型乳鉢に入れ、液体窒素で完全に磨砕し、約 40 mg
を滅菌した 1.5 mL マイクロチューブに分取した。600 μL Nuclei Lysis Solution を添加

し、ボルテックス(Kika® works) し、65℃、15 min インキュベートし、さらに 3 uL 
RNase を添加して 37℃、15 min インキュベートした。5 min 室温静置後、200 μL Protein 
Precipitation Solution を添加し、20sec 激しくボルテックスし 15000 xg、3 min、室温

の条件で遠心分離し、上清を分取した。600 μL イソプロパノールを添加し、15000 xg、
1min、室温で遠心分離した。上清を除去し、得られた沈殿を 600 μL 70% エタノー

ルを添加、15000 xg、1 min、遠心分離することでリンスしたエタノールを除去し、

マイクロチューブの蓋を開けて 15 min 放置して風乾させ、100 μL Rehydration 
Solution を添加し 65℃、1h インキュベートすることで溶解させた。得られた溶液は

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies)によって濃度を測定

後、使用まで-20℃冷凍保存した。  
 

Total RNA の抽出 
 各誘導条件で培養した菌体から目的遺伝子の発現の確認、cDNA 作成のため、Total 
RNA の抽出を行った。本実験において、すべての器具は 121℃、60 分オートクレー

ブ滅菌したものを用い、水は diethylpyrocarbonate 処理することで RNase を失活させ

たもの (DEPC 水 )を使用した。実験操作における器具は RNase-OFF RNase 
Decontamination Solution (TaKaRa : 9037)で処理し、サニメント手袋(アズワン : 
14280601)を着用した。TRIzol® Reagent (Invitrogen : 15596-026)を用い、マニュアルに

したがって操作を行った。試料を乳鉢に入れ、液体窒素を添加して完全に磨砕した。

約 100 mg を 1.5 mL マイクロチューブに分取し、1 mL TRIzol Reagent を添加し、攪

拌後室温で 5 min インキュベートした。200 μL クロロホルムを添加し 15 sec 十分に

攪拌し、室温で 3 min 静置した後、12000 xg、15 min、4℃の条件で遠心分離し、上

層の水相を別のマイクロチューブに分取した。500 μL イソプロパノールを混和させ、

室温で 10 min 静置後、12000 xg、15 min、4℃の条件で遠心分離した。上清を除去し

て得られた沈殿を 1 mL 75% エタノールを添加してボルテックスし、7500 xg、5 min、
4℃の条件で遠心分離することでリンスした。上清を除去し、沈殿を 10 min 風乾し

た後、適当量の DEPC 水に溶解させ、55℃、10 min インキュベートした。得られた

溶液は Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer によって濃度を測定後、使用まで-80℃
冷凍保存した。得られた Total RNA は、変性 agar gel 電気泳動に供することで分解せ

ずに調製されたことを確認した。 
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RT-PCR 
  得られた Total RNA 1 μg を RT-PCR に供した。反応には ReverTra Ace -α- First 
Strand cDNA Synthesis Kit (TOYOBO : FSK-101) を用い、マニュアルに従って操作を

進めた。反応系、反応サイクルは以下に示すとおりである。本論文での PCR 反応

は、Thermal Cycler Dice Gradient (TaKaRa : TP600)または Thermal Cycler PERSONAL 
(TaKaRa : TP240)を用いている。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 R.T.反応で得られた反応液 1 μL を鋳型とし用い、配列に合わせて設計した特異的プ

ライマーを用いた PCR 反応に供した。反応 Control として R.T.反応を行っていない

Total RNA を鋳型とした反応を行った。本反応では Easy-ATM High-Fidelity PCR 
Cloning Enzyme (STRATAGENE® : #600400)を用いた。反応液、反応サイクルは以下

の通りである。 
 
 
 
 
 
 
      

 
各対象に対して、Blast search によって得られた遺伝子配列を参考にしてプライマ

ーを設計(Table.1-6)し、PCR 反応に使用した。それぞれのプライマーには、大腸菌発

現系に導入することを考え、pET vector 用の制限酵素サイトを導入してある。また

融合型 P450のリバースプライマーはC末端に 4His tagに相当する塩基配列を含んで

いる。PCR 反応後、0.8%アガロースゲル電気泳動に供し、増幅を確認した。 
 
 
 

PCR mix. for Easy A enzyme.

Distilled water
10 X Reaction Buffer
2.5 mM dNTP
DNA template or RNA control
Primers (10 μM) 
Enzyme

37.1

1 each
0.5

( μL )

5
4
1

R.T. reaction mix.

RNase Free H2O
5 X RT Buffer
10 mM dNTP
RNase Inhibitor
Primer (Oligo dT20 : 10 pmol / μL)
Revertra Ace
RNA sample (1 μg)

11 - X
4
2
1
1
1
X

( μL )

42℃ 10 min
99℃ 5 min
4  ℃ 5 min

R.T. reaction cycle

42℃ 10 min
99℃ 5 min
4  ℃ 5 min

R.T. reaction cycle

95℃ 40 sec
55℃ 30 sec
72℃ 1 min

PCR cycles

95℃ 2 min

72℃ 7 min

30 cycles
95℃ 40 sec
55℃ 30 sec
72℃ 1 min

PCR cycles

95℃ 2 min

72℃ 7 min

30 cycles
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アガロース電気泳動 

DNA 断片の確認は、アガロースゲル電気泳動によって行った。泳動に用いるゲ

ルは、確認を行う断片のサイズによってアガロースゲル 2%(-1.5 kbp)、0.8%(1-10 
kbp)を使い分けた。500 mL 三角フラスコにアガロース(Solana :10150)、200 mL TAE
緩衝液(Tris-base : 242 g、Na2EDTA : 37.2 g、Acetic Acid : 57.1 mL、D.W. : 1L )をいれ、

電子レンジで加熱することで完全に溶解させた。固化しない程度に冷えた段階で 20 
μL エチジウムブロマイド(Wako : 315-90051)を添加し、型に流し込んで 4 hrs 静置す

ることで固化させた。作成したゲルは使用まで TAE 緩衝液中で保存した。泳動は、

Mupid α ((株)アドバンス)を用いて 100 V の電圧で行った。泳動後のバンドの確認は

FAS-III システム (Toyobo)によって行った。分子量マーカは LoadingQuick λ/Sty I 
(Toyobo : DNA-126)、100bp DNA Ladder(Toyobo : DNA-030X)を用いた。 
 
サブクローニング(Fig.2-1) 

RT-PCR の結果、増幅が認められたものを LaboPassTM Gel Extraction Kit (北海道シ

ステムサイエンス: CMG0112)を用いてゲルから切り出した。NanoDrop を用いて濃度

を測定し、pT7-Blue2 vector (Novagen : 69080-3 )とライゲーションを行った。ベクタ

ーの使用量は15 ngとし、ライゲーションの際のベクターとインサートのモル比は1 : 
4 を基準とした。ライゲーション試薬は、Ligation high (Toyobo : LGK-101)を用いた。

ベクターとインサート溶液を混合し、等量のライゲーション試薬を添加し、サーマ

ルサイクラーによって 16℃、1 hr 以上インキュベーションした。反応液全量を用い

て大腸菌 DH5α株にトランスフォーメーションした。-80℃保存してあった DH5αコ
ンピテントセルを氷上で解凍し、試料を静かに添加し、30 min 氷上保持した。42℃、

45 sec ヒートショックし、さらに 2 min 氷上で保持し、400 μL SOC 培地 (Difco : 

Restriction Site.
AOPE F Nhe I ACGGCTAGC ATGAAATCCATAATTTGG

R Xho I ACTCGAGCTAAAACGGCCACGCATAATG

CYP505A3 F Kpn I ACGGGGTACC GATGAGCACGCCCAAGGCA
R Spe I AGGACTAGT TTAGTGGTGGTGGTGAGCAAAAATATCCGTAG

TATACCGCTCC
CYP505A13 F EcoR I ACCGGAATTCATGGAAGAGACGAAGCTCATTCC

R Xho I ACCGCTCGAG CTAGTGGTGGTGGTGCGTAAATACATCCGT
CGCATACCTCTCCT

CYP505C3 F Hind III ACCCAAGCTTGATGCGACAAAACGAAAAGCAAATATGT
R Spe I AGGACTAGT TCAGTGGTGGTGGTGTATAAAAGTCTCAGCT

ATATATCGCCG

For CPO like proteins

For Putative fused P450s.

Table.2-2 AOPEおよび推定融合型 P450のクローニングプライマー

下線は導入した制限酵素サイトを示す。

Restriction Site.
AOPE F Nhe I ACGGCTAGC ATGAAATCCATAATTTGG

R Xho I ACTCGAGCTAAAACGGCCACGCATAATG

CYP505A3 F Kpn I ACGGGGTACC GATGAGCACGCCCAAGGCA
R Spe I AGGACTAGT TTAGTGGTGGTGGTGAGCAAAAATATCCGTAG

TATACCGCTCC
CYP505A13 F EcoR I ACCGGAATTCATGGAAGAGACGAAGCTCATTCC

R Xho I ACCGCTCGAG CTAGTGGTGGTGGTGCGTAAATACATCCGT
CGCATACCTCTCCT

CYP505C3 F Hind III ACCCAAGCTTGATGCGACAAAACGAAAAGCAAATATGT
R Spe I AGGACTAGT TCAGTGGTGGTGGTGTATAAAAGTCTCAGCT

ATATATCGCCG

For CPO like proteins

For Putative fused P450s.

Restriction Site.
AOPE F Nhe I ACGGCTAGC ATGAAATCCATAATTTGG

R Xho I ACTCGAGCTAAAACGGCCACGCATAATG

CYP505A3 F Kpn I ACGGGGTACC GATGAGCACGCCCAAGGCA
R Spe I AGGACTAGT TTAGTGGTGGTGGTGAGCAAAAATATCCGTAG

TATACCGCTCC
CYP505A13 F EcoR I ACCGGAATTCATGGAAGAGACGAAGCTCATTCC

R Xho I ACCGCTCGAG CTAGTGGTGGTGGTGCGTAAATACATCCGT
CGCATACCTCTCCT

CYP505C3 F Hind III ACCCAAGCTTGATGCGACAAAACGAAAAGCAAATATGT
R Spe I AGGACTAGT TCAGTGGTGGTGGTGTATAAAAGTCTCAGCT

ATATATCGCCG

For CPO like proteins

For Putative fused P450s.

Table.2-2 AOPEおよび推定融合型 P450のクローニングプライマー

下線は導入した制限酵素サイトを示す。
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244310)を添加し、37℃、20 min インキュベートした。引き続き 37℃、40 min 激し

く振トウ培養した。培養した菌体を、20 μL 0.1 M IPTG (Wako : 099-05013)、50 μL 15 
mg/mL X-gal (Wako : 027-07854)を塗布した LB agar plate 培地( Difco : 244620) 100 
μg/mL Ampicillin (Wako : 018-10372)に植菌した。37℃、12hrs 以上静置培養し、出現

した白コロニーを選択しコロニーPCR によってインサートの有無を確認した。コロ

ニーPCR には LA-Taq (Takara : RR002A )を用いた。1 試料毎に 5 μL の反応液を分注

し、滅菌した爪楊枝を用いてコロニーを添加した。コロニーPCR では、ベクターの

プロモータ領域及びターミネータ領域に相当するプライマーを用いた(Table.2-3)。
PCR 反応後、アガロース電気泳動に供し、目的のサイズに相当するバンドが出現し

たコロニーを選択した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TAATACGACTCACTATAGGG 

Table.2-3  コロニーPCRに用いたプライマー

T7 Promoter.
T7 Terminator ATGCTAGTTATTGCTCAGCGG 

大腸菌発現系におけるT7 Promoter、Terminator配列に合わせて設計した。

96℃ 30 sec
55℃ 30 sec
72℃ 1 min

PCR cycles

96℃ 2 min

72℃ 7 min

25 cycles
96℃ 30 sec
55℃ 30 sec
72℃ 1 min

PCR cycles

96℃ 2 min

72℃ 7 min

25 cycles1

PCR mix. for LA-Taq. ColonyPCR

Distilled water
2 X GC Buffer I
2.5 mM dNTP
Primers (10 μM) 
Enzyme

15.5

0.5

( μL )

25
8
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AAAAATotal RNA

Oligo dT(20)Reverse 
transcription

cDNA
Forward 
primer

Reverse 
primer

PCR

pT7Blue 2

3.1 Kbp

Ori

Multi cloning site

Ampr

pT7Blue 2

3.1 Kbp

Ori

Multi cloning site

AmprTarget ORF

TA Ligation

Ori

Ampr

Restriction site I

Restriction site II

Target ORF

3.1 + α Kbp

pT7Blue 2
+

Target ORF

Fig.2-1  TAクローニングによる目的ORFのサブクローニング
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Sequence check 
   コロニーPCR の結果得られたポジティブコロニーを 3 mL LB medium. (100 
μg/mL) に植菌し、37℃、150 rpm の条件で振トウ培養した。培養菌体から LaboPassTM 
Mini Plasmid DNA Purification Kit (北海道システムサイエンス : CMP01129)を用いて

プラスミド DNA を調製した。GenomeLabTM DTCS – Quick Start Kit (BECKMAN 
COULTER : 608120) を用いて Sequence PCR を行った。75 fmol に相当する DNA に滅

菌水を添加して 10 μL に fill up し、96℃、1 min の条件でサーマルサイクラーを用い

て Pre-heat した。氷上で冷ました後、8 μL Quick Start Mix、さらに 2 μL 1.6 μM プラ

イマーを添加し、以下の条件で PCR 反応させた。反応液を 2 μL 250 mM EDTA、2 μL 
3 M NaOAc、1 μL グリコーゲンと混和させた後、60 μL の 95%氷冷エタノールを添

加し、速やかに 15100 xg、4℃、15 min の条件で冷却遠心した。沈殿を失わないよう

にエタノールを除去し、200 μL 70% エタノールを添加し 15100 xg、4℃、2 min の条

件で冷却遠心することで洗浄した。この操作を二回行った後、20 min 室温静置する

ことで風乾し、40 μL SLS に溶解して測定試料とした。CEQTM 2000XL DNA Analysis 
System (Beckman Coulter)によって測定を行った。用いた分析パラメータは LFR-1 で

ある。得られた測定結果は Genetyx (Genetyx Corp®)を用いて解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AOPE Sequence
500- ACTTCTCGCGTCTTCTAGCA
-560 ACGCAGGTTTCCGATATCCGA

CYP505A3 Sequence
420- GCCTAAGCAGAAATCATGGTCAC
820- CCACCTCTGGTTCGCTTTCGTT
1320- GGATGATCCGTCCTACAACATTC
1720- CTTCGAGTGGCTCAGCGCTTT
2120- CGGACTATTCGCTTCAAGCTC
2520- CAACCTCGCGATCGGAGACTT
2920- CCGGCTGCCGCACCCAAGG

CYP505A13 Sequence
450- CTCGCTTAACGCTGGACACTAT
850- CTGACATTCCTTTTCTACTATTTGC
1250- GAGAGGATGCATCGGCCGC
1700- GTACGAGGGGCAGCCTCCTGAT
2100- CAGGAAGGATACGTGCTCG
2500- CCTTCCATCAACCTACCACTG
2800- CCGCGGGTTCATCATGGATCG

Table.2-4 AOPEおよび融合型P450の配列確認用プライマー
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RACE 法による AOPE の全長の確認 
 精製した A. oryzae の Total RNA を鋳型とし、RACE 法による AOPE の全長配列の

確認を行った。逆転写反応時に Adaptor 配列を付加した oligo dT(20)プライマーを使

用した。逆転写産物を鋳型とし、AOPE 5’ Forward 特異的プライマー及び、Adaptor
配列と complementary な配列を持つ Reverse プライマー(3’ RACE primer)を用いて

PCR を行った。さらに反応産物を鋳型として用いた nested PCR に供し、電気泳動に

より増幅を確認した。ゲルからバンドを切り出し pT7Blue2 ベクターにサブクローニ

ングし、3’RACE プライマーを用いて sequence を確認した。 
 
2-3 結果および考察 
 炭素源の異なる条件で培養した A. oryzae より調製した Total RNA を RT-PCR に供

し、AOPE の発現条件の検討を行った。AOPE は、全ての条件で同等に発現してい

ることが明らかになり、恒常的に機能している可能性が示唆された(Fig.2-2)。また、

CPO に見られるような特定の炭素源によって発現が誘導される現象は見られなかっ

た。データベース情報によると AOPE はイントロンを含まない配列であると予想さ

れているが、CPO と比較して 10 kDa ほど予想分子量が小さいため、アノテーション

が誤っている可能性を考え、3’RACE 法による全長配列の確認を行った。AOPE 遺伝

子下流に 18 塩基の polyA 鎖が存在し、確認した配列は完全にデータベース上の配列

と一致し、AOPE はイントロンを含まないことが明らかになった。また、開始コド

ン ATG に対し、配列中に終始コドン TAG は 7 箇所存在したが、フレームシフトを

起こさずに開始コドンに対応するのは、データベース上で指定された場所のみであ

った(Fig.2-3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2-2  異なる炭素源存在下におけるAOPEの発現

M 1 2 3 4 5 6 M

1 : Glucose, 2 : Glycerol, 3 : Pyruvate, 4 : Maltose, 5 : Fructose, 
6 : None.

828 bp
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 推定融合型 P450(CYP505A3、A13、C3)の発現条件検討は、DPY 液体培地、小麦

ふすま固体培地、DPY 液体培地に大豆油、5 mM フェノバルビタールナトリウム添

加条件において行った(Fig.2-4)。CYP505A3 はいずれの条件においても発現が見られ

たが、小麦ふすま固体培地において発現量が増加しているようであった。逆に

CYP505A13 は、固体培地においてはほとんど発現が見られず、液体培地において添

加物質の有無に関わらずほぼ同程度に発現が見られた。バンド強度より判断すると、

CYP505A3 の発現強度と比較すると、CYP505A13 の発現量はかなり少なかった。

CYP505C3 は、いずれの条件でも発現が見られなかった。P450BM3 は、フェノバル

ビタールによって大幅に発現が上昇することが古くから知られており、遺伝子配列

の上流に応答配列が存在していることが明らかになっている。今回用いた試料では

そのような発現上昇は見られず、フェノバルビタールに対する応答性はないことが

わかった。配列データベース上で、sulfite reductase とアノテーションされているこ

とから、嫌気条件における CYP505C3 の発現条件検討を行った。培地に硫酸 Na、亜

硫酸 Na、硝酸 Na、亜硝酸 Na を 5 mM で添加し、脱気した嫌気培養を行ったが、

CYP505C3 の発現を見出すことはできなかった(結果は示さず)。 

ATGAAATCCATAATTTGGTTTTCTCTTTTCACCGCCGCTTTTTCTATTACAAACCCTCACTTACCAC
AACATTCCAACATGTCCAGCGAAAACGACACCCTTTCAGAAGGGCAATACTACCGAGGCGGAGCAGA
CGACCTGCGCTCCCCATGCCCAATCATCAACTCCCTCGCAAACCACGGCTACATCGCTCGCGACGGC
CGTAACATCACCGGGATCCAACTGAAGGCAGCGCTAGAACACATCGGACTCGGCTTCGACACGGCAG
GAGGCCTCGTCAAGATCGCGTTCCAAGACCACGTCGACCCACCCGAAGGCACCCCACGCACAACAGC
CAACTTCGGTCTGCGCGACGCCGGCCAAGTCAACGAAGACGGAGACCCCGTGCTAAACCTCGATCAA
CTCGGCCGTCCACACGCCATCGAGCATGACGTCTCCGTTACGCGACAAGACCGCGCGTTGGGCGATT
ACATCCATCTCAATCCCGACCTGTACCAGCAACTTCTCGCGTCTTCTAGCAATGGGACGTCATTTTC
TATCTCGGATATCGGAAACCTGCGTAAGAAACGGTTCGAGCAGTCGAAGAGGGATAACCCGGAGCTG
GATTTGGACAAGAGGATGCATTATATCGCTTGCGCTGAGGTTGGGGGTATCATGGGCGTATTTGGGA
AGGGGCTCTACCATGTTCCGAAGGAGTATATAGAGGCGATCTTTGGTGAGGAGCGGTTACCGTTTGA
CGAGGGATGGCGGCCAAGATGGACGAAGTTGTATTTGCCCGAGGCTGGGGCGGTGACTTTGGCTATT
TCGCATTATGCGTGGCCGTTTTAGGTGGTTTTGTCATGATTGAGTTTTTGATATTATTTATCAATCT
GTGGCGCTCTGGAGCAACAGTTGGATAGATTGAGAAATTGTTTTTCGAAGTTTGGCGACAAGGGTCA
TAGATATGCTTCTGAGGGAATAATTATGACGGTATGATATAAACCTAAACTAGGACATGCAAGTGGA
ATGGATCTTCACTCTTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAACACTGTCATGCCGTTACGTAGCATCGGAA
TTCTATAGGTCACC

Fig. 2-3   RACE法によって決定したAOPEの遺伝子配列

ポリA鎖は下線で示す。

配列中に存在しうる開始、終始コドンは灰色で、決定されたものを太字で示した。
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 CYP505A3 は小麦ふすま培地由来の、CYP505A13 は 5% 大豆油添加 DPY 液体培

地由来の cDNA ライブラリーを鋳型とし、それぞれの特異的プライマーを用いて

PCR によって増幅し、pT7Blue2 ベクターに導入した。Sequencing の結果、CYP505A3
の配列は、イントロンを含まずデータベース上の配列と完全に一致し、遺伝子の単

離に成功した。CYP505A13 の配列はほぼデータベース上の配列と一致したが、

Fig.1-17-D の挿入配列に相当する塩基配列が存在していなかった。このことにより

P450foxy、他の推定融合型 P450 とのギャップがなくなるため、データベース上の配

列が誤っていると考え、CYP505A13 の遺伝子の単離に成功したと判断した。その他

の配列、イントロンの位置はデータベースの情報に完全に一致していた。明確な発

現条件を決定することはできなかったが、CYP505A3、A13 の発現は条件によって差

がみられ機能的にも異なっている可能性も考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M
I II III IV

a b c a b c a b c a b c

I : Wheat bran solid medium.

Fig.2-4  推定融合型P450の各誘導条件での発現

II: DPY 5% soybean oil medium
III : DPY 5 mM Na-Phenobarbital.
IV : DPY liquid medium.

a : CYP505C3
b : CYP505A3
c : CYP505A13
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第三節 AOPE の大腸菌発現系の構築 
 
3-1 方法 
発現培養  

pT7blue-AOPE を予め導入してある Nhe I (Roche : 885843)、Xho I (Roche :703770)
で処理し、電気泳動で分離し、ゲルから抽出することで AOPE インサートを調製し

た。同じく Nhe I、Xho I で処理した発現ベクターとライゲーションし、大腸菌発現

系発現ベクターを作成した(Fig.3-1)。検討を行ったベクター及び大腸菌ホストは

Table.3-1 に示す。 
 
                   
                         Treated under 37℃ for 1hr<. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 今回の大腸菌発現系では pET vector system (Novagen)、pCold vector system (TaKaRa)
の二種類について検討を行った。各 system における発現方法を以下に示す。pET 
vector を用いた発現系では、構築した発現ベクターを BL21 Codon plus(DE3)、
C43(DE3)、HMS174(DE3)各株にリトランスフォーメーションした。出現したコロニ

ーを 3 mL LB 液体培地 (選択マーカとして、pET-21b : 100 μg / mL Amp.、pET-28b : 50 
μg / mL Kanamycin、Wako : 113-00343)に植菌し、37℃、150 rpm、12 hrs 前培養を行

った。培養液を 500 mL 羽付きフラスコに入れた 200 mL TB 液体培地に 1%植菌を

行い 37℃、150 rpm で O.D.600=0.6-7 に至るまで約 2 hrs 培養した。O.D600 の測定は

NanoDrop を使用した。誘導は、終濃度 1 mM となるように 0.1 M IPTG、大腸菌に

おいてヘムの前駆体となる 5-Aminolevlinic acid hydrochloride (コスモ・バイオ: 

10 X reaction buffer. 1
Sample 3
Restriction enzyme #1 0.5
Restriction enzyme #2 0.5
Distilized water 5

Restriction reaction mix.

Table.3-1 AOPEの発現検討を行った大腸菌発現系.
pET vectors Character Host
pET-21a C terminus 6His BL21 Codon plus (DE3)
pET-28b N、C terminus 6His C43 (DE3)

HMS(DE3)
Cold shock vectors
pCold I C terminus 6His BL21 
pCold IV No His tag. JM109
pCold TF N terminus Trigger Factor and 6His DH5α
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AL-00-2)を 0.5 mM となるように添加し、さらに 24 hrs、150 rpm の条件で培養を行

った。培養温度は 25、30℃について検討した。 
pCold vector は、大腸菌コールドショック遺伝子 cspA のプロモータ配列と 5'非翻訳

領域を利用したタンパク質発現システムである。cspA プロモータの下流には発現を

厳密に制御するための lac operator が挿入されている。本ベクターを用いて低温で発

現誘導することにより、宿主大腸菌由来タンパク質の合成が抑制され、目的タンパ

ク質のみを高効率で得ることができる。pCold TF DNA は、大腸菌シャペロンの一種

であるトリガーファクター（Trigger Factor；TF、M.W. : 48 kDa）を可溶化タグとす

る融合型のコールドショック発現ベクターである。従来の大腸菌発現系と比較して

発現量や可溶性度の向上が期待できる。pCold vector についても pET vector と同様に

発現ベクターを構築し、BL21、JM109、DH5α株にそれぞれリトランスフォーメーシ

ョンした。出現したコロニーを 3 mL LB 液体培地 100 μg / mL Amp.に植菌し、37℃、

150 rpm、12hrs前培養を行った。培養液を500 mL 羽付きフラスコに入れた200 mL TB 
液体培地に 1%植菌を行い 37℃、150 rpm で O.D.600=0.6-7 に至るまで約 2 hrs 培養し

た。O.D600 の測定は NanoDrop を使用した。誘導は、終濃度 1 mM となるように 0.1 
M IPTG、0.5 mM となるように 5-aminolevlinic acid を添加し、さらに 24 hrs、150 rpm、

16℃の条件で培養を行った。低温での培養には BIO-SHAKER BR-40LF (TAITEC)、
または低温恒温槽付回転式振トウ培養機を使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
培養終了後、6500 xg、4℃の条件で High-speed Refrigerated Centrifuge (himac : CR206)
を用いて集菌した。 
 
 
 
 
 

TB liquid (Terrific Broth) medium. 

Tryptone (Difco : 211705)
Yeast Extract
Glycerol (Wako : 075-00611)

12 g
24 g

4 g
KH2PO4
K2HPO4 (Wako : 164-04295)
D.W.

2.3 g
1.3 g

1000 mL
Neutral pH
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Expression 
vector

Ori

Multi cloning site

Ampr

Ligation

Ori

Ampr

Restriction site I

Restriction site II

Target ORF

3.1 + α Kbp

pT7Blue 2
+

Target ORF

Fig.3-1 大腸菌発現系発現ベクターの構築

Enzymatic 
digestion Enzymatic 

digestion

pET21, 28, pCold I-IV

Ori

Ampr

Restriction site I

Target ORF

Expression 
vector

+
Target ORF

Restriction site II
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発現確認 
 得られた菌体を、適当量の 50 mM Mops (pH7.4)(Wako : 343-01805)、10% グリセロ

ール、0.1 mM DTT (Wako : 041-08976)、PMSF(Wako : 162-12182)に懸濁し、超音波破

砕機 SONIFIER 250D (BRANSON)を用いて氷水中で攪拌しながら破砕した。条件は

PROCES : 5 min、PULSE : 5sec、DUTY : 60%、STEMP : 25℃、OUTPUT CONTROL : 6
で行った。破砕した菌液を 25000 xg、4℃、20 min の条件で冷却遠心分離し、上清を

Cell free extract として分取した。Cell free extract を SDS-PAGE 及び CO 差スペクトル

測定を行うことで発現の確認を行った。SDS-PAGE は以下の方法で行った。タンパ

ク質の目的サイズによってアクリルアミド濃度を変動させた。Cell free extract のタ

ンパク質濃度を NanoDrop により測定し、約 120 μg に相当する量を 200 μL PCR チュ

ーブに取り、等量の Loading buffer (5 mL 0.5 M Tris HCl (pH6.8)、10 mL 10%SDS、50% 
Glycerol、1 mg BPB、3.5 mL β-mercaptoethanol)と混合し、96℃、5 min の条件で加熱

処理した。処理後、氷中保持することで冷却し、SDS-PAGE に供する試料とした。

分子量マーカは、LMW Marker Kit (GE ヘルスケア : 17-0446-01、Phosphorylase b : 97 
kDa、Albumin : 66 kDa、Ovalbumin : 45 kDa、Carbonic anhydrase : 30 kDa、Trypsin 
inhibitor : 20.1 kDa、α-Lactalbumin : 14.4 kDa)を用い、泳動は Linear Power 
ELECTROPHORESIS (ATTO : AE-3105)によって行った。下表において 30% 
Acrylamide (Wako : 016-15915)、LGB ( =Lower gel buffer : 1.5 M Tris HCl (pH8.8) 
0.4%SDS)、UGB( =Upper gel buffer : 0.5 M Tris-HCl (pH6.8) 0.4%SDS)、10 X Running 
buffer (Tris 15.1 g、Glycine 72.1 g、SDS 5g、500 mL)である。泳動終了後、ゲルを

QuickCBB (Wako : 299-50101)で染色してバンドを検出した。また、大腸菌発現系に

おいて、不適切なフォールディングを受けたタンパク質が不溶性画分に蓄積するこ

とがあるため、Cell free extract を調製後の沈殿も同様に SDS-PAGE に供した

(Table.3-2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lower gel Upper gel
% 10 15

30% Acrylamide 5.3 8 0.96
L,UGB 2
D.W. 6.7 4 5

TEMED 8
10% APS 0.1

Range (kDa) 25-150 10-80
0.2

15 μL

4

Table.3-2  SDS-PAGE ゲル組成
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  P450 は、還元条件下で CO を付加することで 450 nm 付近に強い吸収を示す。こ

のことから CO 差 (還元状態で CO 付加したものから、還元状態のスペクトルの値を

差し引いたもの) スペクトルを観察することで、P450 酵素の発現を確認することが

できる。測定には UV/Vis Spectrophotometer (JASCO : V-550)を使用した。Cell free 
extract を酸化状態 resting state、マイクロスパーテルで極少量の Sodium Hydrosulfite 
(Sodium Dithionite Wako : 190-02115)を添加したものを還元状態 reduced state とした。

還元した試料に CO ガス(ジーエルサイエンス: CQB02530) を purge して測定し、

reduced state のスペクトルを差し引いたものを Difference spectra(差スペクトル)とし

た。差スペクトルにおいて 450 nm 付近に吸収が確認された場合は、absorbance448-490

の値とモル吸光係数(ε = 91 mM-1cm-1)より P450 量を算出した。 
 
3-2 結果および考察 
 検討結果を Table.3-3 に示す。pET vector では、いずれの大腸菌株、温度において

も可溶性、沈殿共に発現を確認することができなかった。pCold I を使用した発現系

でも同様に発現を確認することはできなかったが、pCold IV を使用した場合は、全

ての大腸菌ホストの沈殿の約 30 kDa 付近に発現が見られた。これは AOPE の推定分

子量約 30 kDa に一致した。しかし可溶性画分にはそれに相当するバンドが観察する

ことはできず、また CO 差スペクトルでも 450 nm 付近の吸収が見られなかったこと

から、タンパク質として発現したが、すべてが適切にフォールディングできず、沈

殿となってしまっていると判断した。pET vector においては温度因子を検討するこ

とで発現タンパク質の可溶化を促進させることが知られているが、pCold では温度

を 16℃で固定する必要があるため、これ以上の可溶化検討を行うことはできなかっ

た。pCold TF を使用した発現系では、可溶性画分に約 80 kDa に大量の発現が確認さ

れた。これは AOPE + TF の予想分子量約 78 kDa に一致した。しかし P450 を大量発

現した大腸菌で見られる菌体の赤変および CO 差スペクトルを観察することができ

ず、pCold IV と同様、適切なフォールディングがなされていないことが予想された。

さらに、pCold TF vector では、N 末端に 6His tag.が付加されるため、Ni2+キレーティ

ングカラム HisTrapTM FF (GE ヘルスケア : 17-5286-01)を用いて精製を行った。(詳細

な方法は後述する。) 発現タンパク質は、カラムに吸着することができ、正常に溶

出することができたが、溶出した試料においても P450 に特徴的な褐色はまったく見

られず、CO 差スペクトルも得ることができなかった。類似する構造を持つと予想さ

れる CPO においても初期に大腸菌を用いた大量発現系の構築が行われたが、結果失

敗に終わっており、その原因として CPO の酵素として成熟するためにいくつかの翻

訳後修飾が必要であることが提案されていた[65]。CPO の大腸菌発現系においても

不溶性発現が見られており、リフォールディング実験が行われたが、適切にフォー

ルディングすることができたのは極わずかであったと報告されている[83]。以上のこ
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とから、AOPE も CPO と同様酵素として正確にフォールディングされるためには、

何らかの翻訳後修飾が必要であり、それらが起こらない大腸菌発現系においては、

翻訳が進んでも最終的に活性型酵素にまで至らず、沈殿化してしまうものと推測し

た。また、本項に記載はしていないが、不溶性発現が見られたものについて、難発

現タンパク質の可溶化発現に有効であるとされるシャペロンプラスミド共発現系

(pT-GroE、pGroE)、Hot shock (20% EtOH)、Cold shock (0.01% Chloramphenicol (Wako : 
036-10571)、Tetracycline (Wako : 594-11581))の検討も行ったが、顕著な改善は見られ

なかった。よって次の方法として翻訳後修飾が行われる酵母 Pichia Pastoris 発現系

の構築を試みることとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Vector. Result.
pET21a, 28b No expression
pCold I No expression
pCold IV Expressed in precipitation
pCold TF Expressed in soluble as T.F. fused form

Table.3-3  AOPEの大腸菌発現系での発現検討結果
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第四節 AOPE の P. pastoris 発現系による発現検討 
 
本項における実験手法は主に、Easy Select Pichia Expression Kit manual (Invitrogen)

に従った。真核生物である P. pastoris は、外来タンパク質の processing、フォールデ

ィング、翻訳後修飾という面において有利であり、扱いも容易である。同じく酵母

発現系である Saccharomyces cerevisiae と比較しても異種タンパク質の発現レベルが

10-100 倍に及ぶこともある。P. pastoris はメタノール資化性酵母であり、単独の炭素

源としてメタノールを資化することができる。メタノール代謝における第一段階は、

Alcohol oxidase によるメタノールのホルムアルデヒドへの酸化である。この反応で

は、同時に過酸化水素が生成されるが、この毒性の影響を避けるため、メタノール

の代謝は、ペルオキシソームと呼ばれる特殊な細胞内小器官で行われる。P. pastoris
は二種の Alcohol oxidase 遺伝子 (AOX1、AOX2) を持ち、主として AOX1 の貢献度

が高いとされている。AOX1 遺伝子の発現は厳密に制御されており、またメタノー

ルの添加により非常に高いレベルで誘導され、総発現タンパク質のうち、30%以上

にも達する。AOX1 promoter 配列は単離され、異種タンパク質発現用のベクターに導

入されて利用されている。 
  
4-1 方法 
発現プラスミドの構築(Fig. 4-1) 
 酵母発現ベクターpPICZAα、pPICZB に AOPE 遺伝子を導入した。pPICZAαには、

P. pastoris の細胞外分泌シグナルであるα-factor が含まれており、細胞外発現を可能

にすることで精製が有利となる。pPICZB は通常の細胞内発現を行う。また、C 末端

に 6His tag が付加されている。プラスミドマップより、5’末端に EcoR I、3’末端に

Xba I の各制限酵素サイトを導入した一組のプライマーを設計した(Table.4-1)。この

プライマーを用いて、pT7Blue2-AOPE を鋳型として、Easy-A high fidelity enzyme に

よる PCR を行い、AOPE 断片を調製した。pPICZ ベクターは、大腸菌、酵母のシャ

トルベクターであるため、大腸菌ホストに保持させてあったグリセロールストック

からミニプレップすることで調製した。AOPE 断片及び pPICZ を EcoR I (Roche : 
703737)、Xba I (Roche : 674257)を用いて消化し、アガロース電気泳動で分離・切り

出し後、ライゲーションした。ライゲーションした試料を大腸菌 DH5α株にトラン

スフォーメーションし、LB agar plate 培地 25 μg/mL ZeocinTM (invitrogen : 45-0430)
上に植菌、コロニーPCR によってポジティブコロニーを選択した。配列は、前述の

方法によって確認した。 
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AOPE-S for Pichia 
AOPE-AS for Pichia

AGAATTCATGAAATCCATAATTTGG
ATCTAGAAACGGCCACGCATAATGCGA

Table.4-1 P. pastoris 発現系において用いたクローニングプライマー

Ori

Ampr

AOPE

3.9 Kbp

pT7Blue 2
+

AOPE

PCR amplification.

5’ 3’
EcoR I Xba I

pPICZAα or B

Multi cloning site

Zeocinr

Ori

EcoR I, Xba I digestion, 
subsequent ligation.

Ori

EcoR I

Xba I

AOPE

pPICZ Aα or B
+

AOPE

Zeocinr

Kbp

6His tag

Fig. 4-1   P. pastoris 発現系発現ベクターの構築
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エレクトロポレーションによる形質転換 
  P. pastoris へのトランスフォーメーションは、エレクトロポレーションによって行

った。細胞内に取り込まれたプラスミド DNA は、非相同的にゲノム DNA に導入さ

れる。大量精製したプラスミド DNA を Sac I (Roche : 669792)によって消化しリニア

にした。切断後、エタノール沈殿、LaboPassTM PCR Purification Kit (北海道システム

サイエンス : CMR0112)によって精製し、10 μL 滅菌水に溶解した。これはエレクト

ロポレーション効率および DNA への導入効率を高めることを目的としている。発現

ホストとして-80℃でグリセロールストックとして保存してあった KM71H 株を用い

た。エレクトロポレーション用コンピテントセルの作成法は以下の通りである。グ

リセロールストックより DPY agar plate 培地にストリークし、30℃で培養することで

コロニーを生育させた。5 mL DPY 培地に植菌し、30℃、24 hrs 前培養を行った。3 L
三角フラスコに入れた 500 mL DPY 培地に全量を植菌し、O.D600=1.5 に至るまで 30℃
で振トウ培養した。培養菌体を 1500 xg、5 min、4℃の条件で集菌し、20 mL 滅菌水

に懸濁して 2 回洗浄を行った。さらに 20 mL 1M ソルビトール (Wako : 194-03752)
で同様に 2 回洗浄し、最終的に 1M ソルビトール 500 μL に懸濁してコンピテント

セルとした。エレクトロポレーションは、Gene Pulser®II Electroporation System 
(Bio-Rad : 339BR4764)を用いた。設定はマニュアルに従った(C=25 μF、PC=200 Ω、
V=1.5 kV)。 キュベットは、Gene Pulser® Cuvette 0.2 cm electrode gap (Bio-Rad : 
165-2086)を用いた。プラスミド溶液(1-5 μg DNA)をコンピテントセル 50μL に添加

し、10 min 氷上静置した。試料をキュベットにいれ、electroporation 処理を行った。

滅菌したパスツールピペットで 1 mL 1 M ソルビトールを添加、懸濁して試料を 1.5 
mL マイクロチューブに回収し、30℃、1 hr インキュベーションした。1500 xg、4℃、

1 min の条件で遠心分離し、900 μL の上清を除去し、100 μL に再懸濁して YPD agar 
plate 培地 25 μg/mL ZeocinTMに植菌した。30℃でコロニーが出現するまで培養を行

った。出現したコロニーは、表面観察及び顕微鏡観察で酵母であることを確認した。

目的遺伝子の導入は、コロニーPCR によって行った。コロニーを爪楊枝で 5 μL 滅
菌水に懸濁し、5 μL Lyticase (5 U/μL Sigma : L2524)を添加して 30℃、10 min インキ

ュベートした。液体窒素で 1 min 凍結、融解処理を行い、得られた試料を PCR の鋳

型として用いた。PCR 反応は LA-Taq.を用い、AOPE 特異的プライマーを使用した。

コントロールとして、トランスフォーメーションを行っていない菌体を鋳型とした

反応も同時に行った。 
 
発現培養 
 コロニーPCR により目的遺伝子の導入を確認したコロニーを用いて、発現検討を

行った。プレートのコロニーを、爪楊枝を用いて 15 mL ファルコンチューブに入れ

た 5 mL MGYH 液体培地(Minimal Glycerol Medium Histidine )に植菌し、30℃、120 rpm
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の条件で O.D600=2-6 に至るまで振トウ培養した。培養後 1500 xg、4℃、5 min の条件

で集菌し、20 mL BMMH 液体培地(Buffered Minimal Methanol Medium)に再懸濁後同

条件で遠心分離によって集菌するという操作を 2 回行って菌体洗浄を行った。この

操作は、炭素源としてのグリセロールが残っていると、メタノールによる発現誘導

が厳密に行われなるため行っている。洗浄した菌体を O.D600=0.7-0.9 となるように

BMMH 液体培地に懸濁し、200 mL サカグチフラスコに入れて 30℃、120 rpm の条

件で振トウ培養した。24 hrs毎に培養液量の1/200量の100% メタノールを添加した。

培養は 4 日間行い、一日毎に 1 mL ずつサンプリングを行い、破砕菌体抽出液、沈殿、

および培地を SDS-PAGE に供し、目的タンパク質の発現を確認した。回収した菌体

は 1.5 mL マイクロチューブに入れ、1500 xg、4℃、5 min の条件で集菌した。上清

培地は別のマイクロチューブに分取した。菌体は 200 μL 50 mM Mops (pH7.4) 10% グ
リセロール 0.1 mM DTT、PMSF に懸濁し、適当量の Glass beads、acid washed (Sigma : 
G8772)を添加して振トウ破砕機 DISRUPTOR GENIETM (Scientific Industries)を用い

て 10 min 破砕を行った。処理後 15000 xg、4℃、20 min の条件で遠心し、上清を可

溶性画分として分取した。沈殿は、適当量の同緩衝液に再懸濁し、膜画分した。以

上の培地画分、可溶性画分、膜画分を SDS-PAGE に供し、発現の有無を確認した。

また溶液画分(可溶性画分、培地画分)については、CO差スペクトルの測定も行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Yeast Nitrogen Base (Difco : 291940) 13.4 g
Glycerol 10 g
Biotin 0.4 mg
Histideine (Nacalai tesque : 181-165G) 4 mg
D.W. 1000 mL

MGYH liquid medium for P. pastoris culture.

100 mM Postassium phosphate (pH6)
Yeast Nitrogen Base 13.4 g
Biotin 0.4 mg
Histidine 4 mg
Methanol 10 mL
D.W. 1000 mL

BMMH liquid medium for P. pastoris culture.
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4-2 結果及び考察 
 KM71H 株に発現ベクターpPICZAα−AOPE、pPICZB-AOPE ベクターをエレクトロ

ポレーション法によってトランスフォーメーションを行った。出現したコロニーを

コロニーPCR に供したところ、目的遺伝子に相当するサイズのバンド増幅を確認し、

AOPE 遺伝子の導入を確認できたため、定法に従い発現検討を行った。Pichia 発現

系においては、培地中にも分泌発現されることがあったため、培地成分および菌体

破砕抽出液を SDS-PAGE に供したが、目的タンパク質の発現を見出すことができな

かった。 
Pichia 発現系においては、コロニー間に発現量の差が生じることがあることがあ

ることを考慮し、出現したコロニー全てについて発現検討を行ったが、いずれのベ

クターを用いたコロニーにおいても発現を確認することはできなかった。 
 真核生物である酵母 P. pastoris、S. cerevisiae を用いた発現系は、特に翻訳後修飾

が必要であるとされるタンパク質の発現においてよく用いられる。実際にマンガン

ペルオキシダーゼなど、カビ由来の酵素の発現例は多い[99]。しかし CPO は、糖鎖

修飾をはじめ、多くの翻訳後修飾が必要であると考えられ、P. pastoris、S. cerevisiae
の発現系の構築例はいくつか報告されているが、成功例はない。同じくヘム-チオレ

ート酵素である P450 の発現は可能であるため、ヘム-チオレート含有型のペルオキ

シダーゼの発現に対しては何らかの障壁があるのかもしれない。 
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第五節 A. oryzae AOPE 過剰発現株の作製 
 
カビ C. fumago 由来の CPO は、大腸菌、酵母発現系において大量発現が試みられた

が失敗に終わっており、同じくカビ A. niger 発現系において細胞外分泌発現により

成功例が報告されている[100]。真核生物である酵母では、タンパク質の翻訳後修飾

が起こることが期待されたが、活性型 CPO の発現は得られておらず、やはり近縁で

あるカビにおいてのみ起こる修飾が必須であることが予想される。AOPE の発現も

酵母発現系では達成できなかたため、本来のホストである A. oryzae の AOPE 過剰発

現株を作成することを目指した。 
 
5-1 方法 
発現ベクターの構築 
 使用した株及びプラスミドを Table.5-1 に示す。全てのベクターは A. fumigatus の
β-Amylase のプロモータである P-glaA142、T-agdA を転写制御因子として含み、培地

に含まれる Dextrin によって強力に転写が促進される[101]。pPTR I、II は Aspergillus
属形質転換用のベクターであり、選択マーカとして A. oryzae の Pyrithiamine 耐性遺

伝子 ptrA (Pyrithiamine : Sigma : P0256 : thiamine の代謝拮抗性アナログ) を含む。

pNGA142 は、同化型亜硝酸還元酵素 niaD 遺伝子を含む。A. oryzae ΔniaD300 株は、

酒類総合研究所より供与された。本株は同化型亜硝酸還元酵素を持たないため、A. 
oryzae 最小培地である CD 培地で生育することができない。pNGA142 ベクターで形

質転換し、外部的に nia D 遺伝子を補うことで生育可能となり、選択マーカとして

利用できる[102]。 
 pT7blue-AOPE プラスミドより、新規に設計したクローニングプライマーを用いて

インサートを調製した(Table.5-2)。Forward には、Hind III サイト、Reverse には Nde I 
(Roche : 11040219)の各制限酵素サイトが導入してある。また、Reverse には目的配列

末端に 6His tag を導入してあり、発現時に精製を容易にすると同時に、元のホスト

で発現していると予想される AOPE と区別することを目的としている。PCR によっ

て調製した AOPE 断片及びベクターを Hind III、Nde I で処理し、ライゲーションを

行い、発現ベクターを構築した(Fig.5-1)。 
 
 
 
 
 
 
 

Table.5-1  形質転換に使用したA. oryzae株及びベクター

Hosts Vectors Character
A. oryzae  RIB40 (WT) pPTR I Pyrithiamine resistant, inserted by anti-homologous recombination 

pPTR II Pyrithiamine resistant, preserved as the plasmid in the cell
A. oryzae ΔniaD400 pNGA142 Including Assimilatory Nitrate reductase geneA. oryzae
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Table.5-2 A. oryzaeの発現ベクター構築に用いたプライマー

AOPE-S for A. oryzae
AOPE-AS for A. oryzae  6His

CGGCCACGCATAATG

AAGCTTCCACCATGAAATCCATAATTTGG
ACATATGCTAATGATGATGATGATGATGAAA

Ori

Ampr

AOPE

3.9 kbp

pT7Blue 2
+

AOPE

PCR amplification.

AOPE insert 5’ 3’
Hind III Nde I+ 6His tag

6His

pNGA142

Amp.r

P-GlaA142 
promoter

Multi cloning site

niaD

Hind III, Nde I digestion 
and Ligation.

pNGA142
Amp.r

P-GlaA142 
promoter

niaD

+ AOPE

Hind III
Nde I

10.5 kbp

Fig. 5-1  A. oryzae 過剰発現株作製用ベクターの構築
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プロトプラストの作成、形質転換 
 今回の実験では、プロトプラスト法による目的遺伝子導入を行った。500 mL 羽付

フラスコに入れた 100 mL DPY 培地に、白金耳を用いて植菌し、30℃、120 rpm の条

件で約 24hrs 振トウ培養した。滅菌した Millacloth を用いて生育した菌体を回収し、

滅菌水で洗浄した。適当量の菌体を、50 mL ファルコンチューブにいれ、10 mL の

Sol I を添加して 30℃、3 hrs、50 rpm の条件で振トウした(Table.5-3)。処理液を

Millacroth で濾過することで残渣を除去し、通過液を分取した。等量の Sol. II をゆっ

くり混合し 750 xg、4℃、8 min の条件で遠心分離した。このとき、Brake off の設定

とした。沈殿を Sol II に、懸濁・遠心分離する操作を二回行うことで洗浄を行い、

最終的に 2.5 X 108 個/ mL となるように Sol. II に懸濁し、プロトプラスト懸濁液とし

た。プロトプラスト数の計数には、トーマ血球計算盤 (サンリード硝子有限会社 : 
A106 )を用いた。 
  15 mLファルコンチューブに入れた200 μL プロトプラスト懸濁液に5-10 μg/10 μL 
プラスミド溶液を添加し、30 min 氷上静置した。250、250、850 μL と段階的に Sol III
を添加していき、やさしく混合し、20 min 室温静置した。10 mL Sol. II を添加し、750 
xg、4℃、8 min の条件で遠心分離した。沈殿を 500 μL Sol. II に懸濁した。全量を予

め 15 mL ファルコンチューブに分注し、50℃で保温しておいた 5 mL Top Agar (CD
培地+ 1.2 M ソルビトール、0.8% Agar)にプロトプラスト懸濁液全てを混合し、下層

培地(CD 培地+ 1.2 M ソルビトール、1.5% Agar)に重層した。pPTR ベクターを使用

する場合は、この培地に 10 μL の pyrithiamine を添加した。十分に固化させた後、30℃
で静置培養した。コロニー形成後、同じ選択培地に 3 回植えつぎ、形質を安定させ

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sol. I
1% Yatalase (TaKaRa : T017)
0.6 M (NH4)2SO4 (Wako : 019-03435)
50 mM Maleate buffer (pH5.5)

Sol. II
1.2 M Sorbitol
50 mM CaCl2 (Wako : 038-07385)
35 mM NaCl (Wako : 191-01665
10 mM Tris-HCl (pH7.5)

Sol. III
60% PEG4000 (Wako : 162-09115)
50 mM CaCl2
10 mM Tris-HCl (pH7.5)

Table.5-3  A. oryzaeの形質転換に用いた試薬
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mRNA レベルでの発現の確認 
 選択培地において選択されたコロニーについて、前述の方法に従って mRNA を調

整、AOPE 特異的プライマーを用いた RT-PCR を行うことによって mRNA レベルで

の発現の確認を行った。AOPE 特異的プライマーの C 末端には 6His tag をコードす

る塩基配列が含まれており、A. oryzae 本来が本来持つ AOPE とは区別される。コン

トロールとして形質転換を行っていない株由来の Total RNA を鋳型とした RT-PCR
も行った。 
 
5-2 結果及び考察 
 pPTR I、II ベクターを用いて形質転換を行ったが、pyrithiamine 含有 CD plate 培地

上で選択することができなかった。手技に問題があった可能性は否めないが、pPTR
ベクターとは異なる選択ベクターである pNGA142 を用いてリコンビナント AOPE
遺伝子の導入を試みたところ、CD plate 培地上で生育可能な二つのコロニーの選択

に成功した。二つのコロニー(#1,2)を分離し、DPY 液体培地にて培養した菌体から

Total RNA を抽出し、Table.5-2 のプライマーを用いて RT-PCR を行うことで遺伝子の

導入を確認した。結果を Fig.5-2 に示す。AOPE 遺伝子は野生型 A. oryzae 中でも恒常

的に発現していることを前節で確認しているが、用いたプライマーには 6His tag に

相当する配列を含むため、コントロールとして用いた形質転換を行っていない株に

おいて増幅は見られていない。この結果より、6His tag を含めた AOPE 遺伝子の導

入に成功し、少なくともmRNAレベルまでの発現は誘導されていることを確認した。

また RT-PCR だけであるので定量性はないが、#1,2 株それぞれで同程度の mRNA 発

現が起こっていることが判断できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.5-2  RT-PCRによるリコンビナントAOPE遺伝子の発現の確認

M C #1 #2

M : マーカ C : コントロール #1,2 : 過剰発現株

828 bp
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第六節 A. oryzae AOPE 過剰発現株の発現培養及び精製 
 
6-1 方法 
AOPE の発現培養 
 AOPE を導入したΔnia D 400 A. oryzae 株を用いて発現培養を行った。取得した株

を CD Agar plate 培地に線引きし、30℃で十分に培養した。5 mL 胞子懸濁溶液(0.1% 
Tween80、0.8% NaCl)を用いて培地懸濁液を調製し、滅菌した Millacloth を通過させ

ることで菌糸などの成分を除去した。1500 xg、7 min の条件で遠心し、上清を除去

した。5 mL 滅菌水を添加懸濁し、同条件で遠心した。この操作を二回行って胞子を

洗浄した。最終的に適当量の滅菌水に懸濁し、胞子懸濁液とした。胞子懸濁液をト

ーマ血球計算盤を用いて計数し、100 mL の DPY 培地に 200000 個の胞子が含まれる

ように植菌した。30℃、150 rpm の条件で振トウ培養を 48 hrs 行い、Millacloth を通

過させることで集菌し、使用するまで-20℃で冷凍保存した。 
 
AOPE の精製 
(1) Ni2+キレートカラムによる精製 
冷凍保存してあった培養菌体を自然解凍して乳鉢にいれ、少量の緩衝液(20 mM 

Mops (pH7.4)、10%グリセロール、0.1 mM PMSF、20 mM イミダゾール (Wako : 
102033))及び石英砂 (Wako : 172-00015)を添加し、温度が上がりすぎないように注意

しながら、乳棒を用いて十分に破砕した。破砕した菌体を 10000 xg、4℃、20 min の

条件で冷却遠心し、上清を分取した。シリンジフィルター Minisart 5、1.2 μm (Sartorius 
stedim biotech : 17594、17593)を通過させることで不溶成分を除去し、Cell free extract
とした。 
カラムは、HisTrapTM FF crude 5 mL (GE healthcare : 17-5286-01)を用いた。これは、

下部フィルター孔が約 20 μmであるため、不溶成分の多いA. oryzaeのCell free extract
にも使用しやすいと考えて選択した。同カラムを 10 カラム体積の Buffer A で十分に

平衡化した (Table.6-1)。送液には Econopump (Bio-Rad : 700B1210860) または

PERISTA PUMP (ATTO : SJ-1211)を使用し、流速は 3 mL/min とした。 
 Cell free extract を同条件でカラムに供し吸着させた。通過液は別に分取した。サ

ンプルの吸着後、50 mL BufferA (10 カラム体積)によって洗浄した。洗浄後、カラム

を �CTA FPLC 生体分子精製システム(Amersham Biosciences : 7601-51)に装着した。

タンパク質の溶出は UV280 nm で検出した。Buffer A で 280 nm の吸収がベースライ

ンに戻るまで洗浄し、さらに 5% Buffer B で洗浄した。吸収がベースラインまで戻っ

た後、Buffer B 5%-100%、20 min の条件でグラジエント溶出した。タンパク質の溶

出にしたがって 1.5 mL ずつ分取した。分取したフラクションを SDS-PAGE および

CO 差スペクトル測定に供した。  
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(2)ゲル濾過カラムによる精製 

HisTrap カラムで得られた画分を、Amicon Ultra-15 10 k (Millipore : UFC901024)に
入れ、3000 xg、4℃の条件で冷却遠心することで 2 mL にまで濃縮した。カラムは、

HiloadTM 16/60 SuperdexΤΜ200 Prep grade (Amersham Biosciences : 17-1069-01) を用い

た。分離前に 3 カラム体積の BufferC (20 mM Mops (pH7.4) 5% グリセロール 0.1 mM 
DTT )で平衡化した。試料を 2 mL シリンジを用いてカラムに負荷し、同緩衝液で 1.5 
mL/min の条件で溶出した。タンパク質の溶出は UV280 nm で検出した。また、溶出

体積からタンパク質分子量の算出には GEL FILTRATION MOLECULAR WEIGHT 
MARKERS (Sigma : MW-GF-1000、Tyroglobulin : 669 kDa、Apoferritin : 443 kDa、
Alcohol dehydrogenase : 150 kDa、BSA : 66 kDa、Carbonic Anhydrase 29 kDa)を同条件

で分離し、溶出体積に対して log (M.W.)をプロットすることで検量線を作成した。

タンパク質の溶出は、ピーク分取、または 1.5 mL のフラクション分けを行った。得

られたフラクションは、SDS-PAGE、CO 差スペクトル測定に供した。 
 
(3)粗精製 AOPE のスペクトル挙動の観察 
 Ni2+キレーティングカラム精製後の粗精製試料を用いて、スペクトル挙動の観察

を試みた。試料を限外濾過により 20 mM Mops (pH7.4) 10%グリセロールで溶液置換

後、適当濃度まで濃縮した。無処理における測定結果を酸化状態、極少量のジチオ

ナイトを添加した状態での測定結果を還元状態、さらに CO ガスを付加させた後の

測定結果を CO 付加状態とし、スペクトル挙動を P450 及び既存のハロペルオキシダ

ーゼと比較した。 
 
AOPE 発現量増加のための検討 
 AOPE の菌体内発現量の増加を目的とした検討を行った。5-Aminolevulinic acid 
hydrochloride は、ヘムの前駆体となる化合物であり、大腸菌発現系においてヘムタ

ンパク質の発現を行う際に添加している。Hemin chloride (MP Biomedicals. 
LLC :194025) は、ヘムの供給が、AOPE の発現時の律速となっている可能性を考え

て、外部的に 1 mM となるように添加した。CPO でのリフォールディング実験にお

20 mM Mops (pH7.4) 10% Glycerol 20 mM Imidazole.
Buffer A : Binding buffer 

20 mM Mops (pH7.4) 10% Glycerol 500 mM Imidazole.
Buffer B : Elution buffer 

Table.6-1  Ni2+キレーティングカラムに用いた緩衝液
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いて外部的な hemin の添加によって、活性型の CPO 回収が可能であることが報告さ

れている[83]。3X DPY 培地は、Dextrin、Polypeptone、Yeast extract の成分のみを通

常の三倍の濃度としたものである。今回使用した p-GlaA プロモータは Dextrin によ

って強力に発現が誘導されるが、その培地成分を増加させることによってより強力

に誘導かけ、さらに長期間培養を可能にすることを目的とした。Florisil® 60-100 mesh 
(Sigma : 22,074-4)は、培地に添加することで、菌体の凝集を防ぐことを目的としてい

る。DPY 培地において A. oryzae を培養すると菌糸が絡み合い、球状に生育する。こ

の球状に生育した内部では、菌体が不活性化しており、目的タンパク質の生産量の

低下の可能性も考えられた。同じくカビである C. fumago (CPO 生産菌)を用いた実験

で、微粒子を液体培地に添加することで菌体の分散した形での培養が可能になり、

結果として菌体収量および生産酵素である CPO 量も増加したという報告がある

[103]。 
 
6-2 結果及び考察 
  取得したコロニーをDPY液体培地に植菌し、30℃、48 hrsの条件で培養を行った。

同研究室の周の実験結果により、A. oryzae のフラボヘモグロビンの過剰発現株は、

発現培養により菌体がピンク色になるということが観察されていたが、AOPE 過剰

発現株については外見的な変化は特に観察されず、培養時の菌体のフェノタイプに

も影響は見られなかった。培養菌体約 200 g を液体窒素を用いて凍結破砕し、Cell 
free extractをNi2+キレーティングカラムに供した。一般にP450の大腸菌発現系では、

カラムが赤変するほどの発現量が見られるため、AOPE の発現をカラムへの吸着で

見極めようとしたが、色の変化は見られず、発現量が非常に少ないことが予測され

た。試料のカラムへの吸着、洗浄後、イミダゾールのグラジエント溶出を行うと、

タンパク質の溶出が見られた(Fig. 6-1)。ピーク分取した後、画分を濃縮し SDS-PAGE、
CO 差スペクトル測定(Fig.6-2)に供した。濃縮した時点において、試料はヘムタンパ

ク質に特徴的な赤褐色を呈した。CO 差スペクトルを測定したところ、447 nm に吸

収極大を持つピークを確認したことから、ヘム-チオレート含有酵素が示された。さ

らに SDS-PAGE では、AOPE の予想分子量約 30 kDa に相当するバンドを確認する

ことができ、目的タンパク質 AOPE の発現が達成されたと判断した。しかし約 60 
kDa の夾雑タンパク質(以下 AO60k)をはじめとして非特異的に吸着したタンパク質

が多く、精製度は十分ではなかった。この原因として、A. oryzae は大腸菌と比較し

て圧倒的に多くの ORF (Open Reading Frame)を持つため、カラムへの非特異的吸着

が多くなってしまうためであると考えられる。さらに精製度を高めるため、ゲル濾

過カラムに供したところ、複雑な溶出パターンを示した(Fig.6-3)。溶出した I – IV
のピークを分取し、それぞれ濃縮、SDS-PAGE に供した(Fig.6-4)。ゲル濾過カラム

における溶出体積および SDS-PAGE の結果よりピーク IV が目的酵素であると考え
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し、精製に成功したが、濃縮しても赤褐色は呈さず、CO 差スペクトルも極めて僅

かにしか確認されなかった。この結果は、AOPE がゲル濾過カラムでの精製過程で

失活したことを意味する。原因として、分子のサイズで分離するゲル濾過カラムで、

タンパク質と補酵素であるヘムが分離されてしまったこと、Ni2+カラムからイオン

強度が急激に変化したことによる影響、中性 pH に対する安定性が低いなどが考え

られた。CPO、AaP といった分泌型ヘム-チオレート含有酵素は、pH2 から pH7 と

いう広い pH 範囲において活性を示すことが知られている。AOPE は、N 末端に分

泌シグナルが存在していないことから、細胞内で機能する酵素であると予想してい

るが、このことが pH を含めた環境の変化に不安定であることに関係している可能

性もある。 
 粗精製試料のスペクトル変化を Fig.6-5 に示す。AOPE は酸化状態において 426 nm
にソーレー極大を示した。P450 は、ヘムにリガンドの窒素が配位することで Type II
シフトが起こり、425 nm 付近へ吸収が変化する。AOPE の 426 nm 付近の吸収は、

Ni2+キレーティングカラムによる精製の際に用いたイミダゾールが配位している可

能性も考えられる。前述の通り、CO 付加状態において 446 nm の吸収極大をしめし

た。P450、ハロペルオキシダーゼと挙動を比較した結果を Table.6-2 に示す。AOPE
の挙動は、P450、CPO とは酸化状態の吸収において明確に異なっており、還元状態、

CO 付加状態においては、Coprinus radians 由来の CrP に類似しているといえた。 
本実験により、A. oryzae AOPE 過剰発現株において、リコンビナント AOPE の発

現を見出すことができ、部分精製を行うことができた。しかし、最大の問題点とし

て 200 g の菌体から、Ni2+キレーティングカラム後の時点で 0.5 mg 未満という低収

率であった。AOPE 生産性を高めるため、上記の条件で検討を行った。形質転換を

行っていない菌体の Cell free extract においては CO 差スペクトルが観察されないの

に対し、AOPE 過剰発現株において弱いながらも CO 差スペクトルを観察すること

ができた。よって CO 差スペクトル及び SDS-PAGE の変化から発現向上条件の検討

を行った。結果として SDS-PAGE、CO 差スペクトルいずれにおいても顕著に発現

が増加する条件を見出すことはできなかった。Hemin、5-aminolevulinic acid を添加

しても変化が見られず、また同じくヘムタンパク質であるフラボヘモグロビンの過

剰発現が可能であることから、ヘムの供給が律速となっているわけではないようで

ある。また、培養温度を 30 から 25℃へと変化させたことによる影響も見られなか

った。今回の CO 差スペクトルから有効条件の検討を行ったが、A. oryzae は、P450、
シトクロム c オキシダーゼなど、ソーレー帯に吸収を持つタンパク質が多く存在し

ているため、検討方法として適切ではなかった可能性が考えられる。Frorisil を培養

時に 10 g/L で添加し、さらに植菌する胞子の量をコントロールすることで、再現性

のよい培養を行うことができ、菌体を増加させることができた。AOPE の性状研究

のため、発現増加を第一命題とし、Real Time PCR など定量的な手法を用いること
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で、さらなる発現条件検討を進めている。また、菌体を除いた培養液も同様に Ni2+

キレーティングカラムに供したが、吸着は全く見られなかった。 
 Ni2+キレーティングカラムにおいて AOPE と同時に溶出された約 60 kDa の夾雑タ

ンパク質 AO60k は、数度行った精製において再現よく出現した。A. oryzae が本来

持つタンパク質ならば、Ni2+カラムによって濃縮されることはないと考えられるた

め、AO60k は AOPE と複合体を形成するなど、挙動を共にしている可能性が考えら

れた。ゲル濾過カラムによって分離した試料を用いて N 末端配列解析に供し、タン

パク質の同定を試みた。得られた配列を A. oryzae データベースに対して Blast search
を行った結果、AO60k は、Chromosome 6 上に存在する AO090038000558 と一致し、

UDP-glucose pyrophosphorylase(予想分子量 : 59174 Da)とアノテーションされてい

たが、AOPE との関連性を見出すことはできなかった。これが、C 末端に His tag が

付加されていることに起因する Artificial な挙動であるか否かも不明である。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-1  AOPEのNi2+キレーティングカラムにおける溶出パターン
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Fig. 6-2   Ni2+キレーティングカラム後の粗精製
AOPEの(A)SDS-PAGE、(B)CO差スペクトル
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Oxidized Reduced Reduced + CO

AOPE 426 424 446
CPO 401 409 443
AaP 420 413 445
CrP 422 426 446
P450foxy 418 412 447

Solet max. (nm)

Table.6-2 AOPE及び既存のヘム-チオレート含有酵素の

スペクトル挙動の比較
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第七節 AOPE の粗精製試料での活性測定 
 
 A. oryzae の AOPE 過剰発現株を作製し、Ni2+キレーティングカラムによる精製を

行い、SDS-PAGE 上で目的分子量 30 kDa に相当するバンドを見出し、CO 差スペク

トルにおける 450 nm の吸収も見出した。さらに精製度の向上を目指してゲル濾過カ

ラムに供したが、非常に不安定であり、変性してしまった。よって Ni2+キレーティ

ングカラムによって精製を行った粗精製段階においてペルオキシダーゼ活性測定を

試みた。 
  
7-1 方法 
(a)AOPE の使用可能な電子供与体及び触媒反応の検討 

Ni2+キレーティングカラムによって精製を行い、SDS-PAGE 上でバンドが確認でき

るようになった段階の粗精製試料を用いて活性測定を行った(Fig.6-2)。活性測定は、

ペルオキシダーゼ反応による基質の吸光の変化によって行った。ペルオキシダーゼ

活性測定、ハロペルオキシダーゼ活性測定における反応液組成はそれぞれTable.7-1,2
に示す。使用した基質はTable.7-3、Fig.7-1に示す。使用した基質はCPO、AaP (Agrocybe 
aegerita peroxidase)の実験において使用されていたものを用いている。全て芳香族性

の化合物であるのは、CPO、AaP がリグニンの成分である難分解性芳香族化合物の

分解に寄与していると予想されているためである。ハロゲン付加反応の試験に用い

た MCD (2-Chloro-5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione)は、C. fumago が塩素化反応の生

来の基質である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

100 mM Potassium Citrate (pH2.75) 20 mM KCl 375 -
10 mM Substrate
Sample 20 -
10 mM H O 100 2 mM

100 μM

Components Vol. (μL) Final conc.
Table.7-2  AOPE halogenation assay 反応液組成

2 2

l

2 2

100 mM Potassium phosphate buffer (pH7) 375
or 100 mM Acetate buffer (pH5)

10 mM Substrate 5
Sample 20 -
18 mM H O 100 3.6 mM

100 μM

Components Vol. (μL) Final conc.
Table.7-1  AOPE peroxidase assay 反応液組成
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Reaction Substrate pH wave length ( nm)
Oxidation Veratryl alcohol (Wako : 042-21152 ) 7 310

Benzyl alcohol (Wako :  027-01276) 7 280
2,6-Dimethoxyphenol (Wako : 048-24861 ) 7 569
ABTS (Sigma : A1888 ) 5 420

Halogenation 2-Chloro-5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione 2.75 278
(Sigma : M4632)

Table.7-3  AOPEの活性測定に用いた反応基質及び反応条件

Fig.7-1 AOPE の活性試験に用いた基質の構造

ABTS

CH2OH

OCH3

OCH3
Veratryl alcohol

(3,4- Dimethoxybenzyl alcohol )

OH

Benzyl alcohol

CH3O OCH3

OH

2,6-Dimethoxyphenol

OO

Cl

H5C2

H5C2

OO

Cl

H5C2

H5C2

Cl

Chloroperoxidase
Chlorination

Monochlorodimedone
(2-Chloro-5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione)

Cardariomycine
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(b)電子供与体として ABTS を用いた AOPE の速度論的パラメータ及び pH 特異性 
 ABTS はペルオキシダーゼ反応における電子供与体として働き、反応中間体

Compound I に電子を供与することで、濃緑色の 420 nm に特徴的な吸収を持つ ABTS
カチオンラジカルを生成する。(a)Table.7-1 に示した反応系において、ABTS 及び過

酸化水素濃度を段階的に変化させ、反応回転を算出した。また、反応緩衝液の pH
を 2-9 まで変化させ、それぞれの pH における反応回転を算出した。使用した緩衝液

は Fig.7-4 に結果と合わせて示した。コントロールとして反応系より酵素液を除いた

試料を測定した。 
 
7-2 結果及び考察 
 Ni2+キレーティングカラムによる精製後の粗精製試料を用いて、ペルオキシダー

ゼ活性測定に供した。正確な酵素量、活性の強度が不明であったため 500 μL の反応

系に対し、20 μL の酵素液を用いた。Table.7-3 に示した基質を用いた活性試験の結

果を Table.7-4 に示す。今回用いた基質の中では ABTS を用いた場合のみ活性を見出

すことができた。Fig. 7-2 に示すように、酵素を含まない control では変化が起こら

ないのに対し、酵素を添加すると顕著な吸光度の上昇を観察することができた。ま

た、H2O2 の代わりに緩衝液を添加した測定では、僅かな吸光度の変化のみ観察され

たことから、本反応が H2O2 依存的に進行していることが明らかになった。CO 差ス

ペクトルの測定値から、試料中の AOPE 量を計算し、ABTS のモル吸光係数を基に

して一分あたりの反応回転数を計算した。AOPE の pH5 条件下での ABTS に対する

Turnover は 96.4 min-1 であった。一般にペルオキシダーゼ反応は反応回転が極めて速

いことが特徴である。ハロペルオキシダーゼである AaP の同条件下での反応回転は

16000 min-1 であり、AOPE の活性はその 100 分の 1 にも満たなかった。 
 粗精製 AOPE を用い、ABTS、H2O2 に対する Km、Vmax の算出を試みた(Fig.7-3)。
ABTS に対する Kmは、11.2 μM であった。H2O2 に対する Kmは、13.3 mM であり、

Vmax は、3500 min-1 まで上昇した。Table.7-5 に、既知のハロペルオキシダーゼ AaP、
CrP と AOPE との Kmを比較した結果を示す。ABTS に対しては、ほぼ同レベルの値

を示した。一方、H2O2 に対する Km、13.3 mM は、他二種の酵素と比較して 10 倍以

上高い値であった。本実験において、AOPE の反応回転が低いことが示されている

が、その原因として H2O2 濃度が不十分であったためであると考えられた。一般的な

ペルオキシダーゼは、生体内に発生した有害な H2O2 のスカベンジャーとして機能す

るのに対し、AOPE の H2O2 に対する Kmは有意に高いと考えられ、一般的なペルオ

キシダーゼと異なる生理機能を持つことが予想される。 
 Fig.7-4 に AOPE の ABTS に対するペルオキシダーゼ反応の pH 特異性の検討を行

った結果を示す。pH6 において最も高い活性を示し、pH4 までの酸性領域において
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ほぼ同程度の活性を維持した。逆に pH7 以上の中性、アルカリ性領域では急激に活

性が低下した。この挙動は AaP、CrP と一致している。ハロペルオキシダーゼは、

ペルオキシゲナーゼ反応の基質により至適 pH が異なる傾向があるようであるため、

AOPE の生理的 pH は必ずしも pH6 付近ではない可能性も考えられる。 
CPO、AaP は菌体外酵素であり、リグニンに類する芳香族化合物に対して反応性

を示すのに対し、AOPE はおそらく菌体内で機能しているため、芳香族化合物に対

して反応性を示さないことは理論上正しいといえる。AOPE の基質となる物質は A. 
oryzae 菌体内に存在すると考えられ、同じペルオキシダーゼ活性を検出することが

できたものの、AOPE の生理的な機能、目的は CPO、AaP とは異なることを示唆す

る結果を得られたと考えられる。今回の活性測定において低い活性しか得られなか

った理由として、以下が考えられる。まず、前節で検討したように、AOPE はかな

り安定性が低い酵素である可能性がある。次に反応条件が適切でなかったことが考

えられる。菌体内で機能にしている酵素であれば、外部的な pH の変化に sensitive
であるのかもしれない。さらに基質に関して、上述のように芳香族性化合物は AOPE
の本来の基質でないと考えられる。 
 序論で述べたように、CPO では第五配位子 Cys は電子を押し出す機能を担ってい

ないことが変異体実験により明らかになっており、その代わり遠位側の Glu183 が活

性に寄与すると考えられている。AOPE ではアライメントからは Glu183 に相当する

残基が保存されておらず、CPO 型のヘム結合モチーフをもちながら、Cys が電子を

押し出す機能をもつ、P450 型の機構を持つ可能性も考えられる。また、一般的なペ

ルオキシダーゼにおけるように His105 が触媒残基となることも考えられるだろう。 
  ABTS を基質として、Cell free extract を用いて活性測定も行っているが、形質転換

の有無に関わらず活性は検出されなった。本研究の特徴として、ゲノムに対してBlast 
search を行い、クローニング対象を選定したという点がある。一般的には Cell free 
extract における活性を検出し、活性を指標に野生型の酵素を精製するという流れを

とることが多い。しかし、AOPE は Cell free extract では活性が検出されないため、

活性を指標とした方法ではおそらく見出すことはできなかったと思われる。 
AOPE の性状解明研究を進めるにあたり、発現量増加検討に加え、活性測定に用

いることができる適切な基質を見極める必要もある。MCD に対するハロゲン付加反

応は見出されていないが、こちらも反応条件、基質の検討を行う必要がある。 
 本実験において、CPO に類似した構造を持つ菌体内酵素 AOPE が同様にペルオキ

シダーゼ反応を持つことが確認された。特にヘム-チオレート含有酵素が菌体内でペ

ルオキシダーゼ活性を示すことは、本研究において初めて見出すことに成功した。

今後、AOPE の反応性に関する研究も発現量増加検討と平行して進行させる予定で

ある。 
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Fig.7-3 AOPEのABTS及びH2O2に対する速度論的パラメータの測定

(A) ABTSに対するKm測定 (B) H2O2に対するKm測定

Km(ABTS) = 11.2 ± 2.0 μM
Km(H2O2) = 13.3 ± 5.3 mM

Vmax = 3500 ± 800 min-1

Reaction Substrate Reactivity (turnover min    )
Oxidation Veratryl alcohol n.d.

Benzyl alcohol n.d.
2,6-Dimethoxyphenol n.d.
ABTS 96.4

Halogenation MCD n.d.

-1

n.d. : not detected.

Table.7-4  AOPEの反応性試験結果
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Table.7-5 AOPEと既知のハロペルオキシダーゼのKmの比較
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第八節 A. oryzae 融合型 P450s (CYP505A3、A13)の大腸菌発現系の構築 
 
 前節の発現条件検討において発現を見出すことができた CYP505A3、A13 につい

て、発現・性状解明することを目的とした。また、比較のため、F. oxysporum 由来の

融合型 P450foxy (pCWfoxy)、当研究室の猪狩が構築した放線菌  Streptomyces 
avermitilis 由来の融合 P450、CYP102D1(Fig.8-1)[104]も発現し、用いることとした

(pET17b-CYP102D1)。 
 
8-1 方法 
発現系構築 
融合型 P450 は、発現が困難であることが予想されたため、全長酵素および P450

ドメインのみの二種類のコンストラクトを作製することとした。前節で構築した

pT7blue-CYP505A3 、 pT7blue-CYP505A13 お よ び CYP102D1 発 現 ベ ク タ ー

(pET17b-CYP102D1)を鋳型とした。前述のプライマー及び、P450 ドメイン末端に設

計し、4His tag を導入したプライマーを用い(Table.8-1)、PrimeSTAR® HS DNA 
Polymerase (TaKaRa : R010A)によって DNA 断片を増幅した。構築スキームは Fig. 3-1
と同様に操作した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                             
 

 
 
 
  

PCR mix. for PrimeSTAR.

Distilled water
5 X Reaction Buffer
2.5 mM dNTP
DNA template
Primers (10 μM) 
Enzyme

32.5

1 each
0.5

( μL )

10
4
1

Table.8-1  各酵素のP450ドメインのクローニングプライマー

CYP102D1 P450 5' Nde I GAGATAATACATATGACCACAACAGCCCGAGAC
CYP102D1 P450 3' Spe I 4His TGTGACTAGTTCAGTGGTGGCCGAACACGGTCC

GCTCGTGCTCCTGA
CYP505A3 P450 3' Spe I 4His AGGACTAGTTTAATGATGATGATGAGCGCTCAAT

GCTGATCCTAGGTGC
CYP505A13 3‘ Spe I 4His ACCGCTCGAGCTAATGATGATGATGGCCACCGCT

TCAAGACGCTCGC

CYP102D1 P450 5' Nde I GAGATAATACATATGACCACAACAGCCCGAGAC
CYP102D1 P450 3' Spe I 4His TGTGACTAGTTCAGTGGTGGCCGAACACGGTCC

GCTCGTGCTCCTGA
CYP505A3 P450 3' Spe I 4His AGGACTAGTTTAATGATGATGATGAGCGCTCAAT

GCTGATCCTAGGTGC
CYP505A13 3‘ Spe I 4His ACCGCTCGAGCTAATGATGATGATGGCCACCGCT

TCAAGACGCTCGC

96℃ 10 sec
55℃ 5 sec
72℃ 2 min

PCR cycles

96℃ 2 min

72℃ 7 min

30 cycles
96℃ 10 sec
55℃ 5 sec
72℃ 2 min

PCR cycles

96℃ 2 min

72℃ 7 min

30 cycles
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増幅した各 DNA 断片及び pET17-b ベクターを、各プライマーに導入した制限酵

素で処理し、電気泳動で分離・切り出しすることで精製した。断片と切断したベク

ターをライゲーションし、大腸菌 DH5α株にトランスフォーメーションした。出現

したコロニーについて、各特異的プライマーを用いてコロニーPCR を行い、ポジテ

ィブコロニーを選択した。プラスミドを調製して配列を確認した。プラスミドを発

現ホストとして大腸菌 C43(DE3) (Lucigen : 60446-1)にリトランスフォーメーション

した。各株を 3 mL LB 培地(100 μg/mL Amp.)に植菌し、37℃、150 rpm、10 hrs 振ト

ウ培養し、培養液に 8%の濃度となるようにグリセロールを添加し、液体窒素で凍結

させ、グリセロールストックとして-80℃保存した。P450foxy の発現系の構築につい

ては別項にて記載する。 
 
発現培養 
 グリセロールストックより、3 mL LB培地(100 μg/mL Amp.)に植菌し、37℃、150 rpm
で 12hrs 前培養した。500 mL 容羽付フラスコに入れた 200 mL TB 培地に 1%植菌し、

37℃、150 rpm で O.D.600=0.6-0.7 に至るまで培養した。最終濃度 0.5 mM となるよう

に 0.1 M IPTG、5-aminolevulinic acid hydrochloride を添加して発現を誘導した。引き

続き 25℃、150 rpm、24 hrs 培養後を行い、3000 xg、4℃の条件で遠心分離して集菌

した。菌体は使用するまで-20℃で冷凍保存した。 
 
発現確認・精製 
 取得した菌体を自然解凍し、適当量の Buffer A に懸濁した。前述の方法で cell free 
extract を調製し、SDS-PAGE 及び CO 差スペクトルの測定を行った。 
 発現が確認されたものについては、引き続き精製に供した。前述の方法に従って

Ni2+キレーティングカラムに供し、ピークを分取した。Amicon Ultra を用いて試料を

2 mL まで濃縮し、ゲル濾過カラムに供した。精製した試料は、透析用セルロースチ

ューブ 24/32 (三光純薬 : UC24-32-100)にいれ、20 mM Mops (pH7.4) 10% グリセロー

ルに対して透析した。透析液は、基本的に試料体積の 100 倍量とし、2 hrs 後に液を

交換し、その後 12 hrs 以上 4℃で静置した。各精製段階におけるタンパク質量定量

は、BCAΤΜ Protein assay Kit (PIERCE : #23227)をマニュアルに従って使用した。 
 
精製試料のスペクトル測定及び脂肪酸、阻害剤添加によるスペクトル変化 
 精製した試料を、前述の方法でスペクトル測定に供した。全ての測定には石英セ

ル(光路長 : 1 cm)を用いており、測定条件は 25℃で行った。CO 差スペクトルから、

P450 量を算出し、3-4 μM となるように希釈した。各 500 μL の試料をセルに入れ、

基質と予想される脂肪酸 Tridecanoic acid (Sigma: T0502)および P450 の一般的な阻害

剤として知られる 4-フェニルイミダゾール (Wako : 161-12711)の Dimethyl Sulfoxide 
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(DMSO : Wako :043-07216)溶液を用いて 0.5 μL ずつ滴定し、それに伴うスペクトル変

化を測定した。対照として 20 mM Mops(pH7.4) 10% グリセロールを用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

MTTQPETDLRPIRSPRGVPLFGHTPQIPSTNPVEYFGKLSKQFPEGLYGMEIAGIEQVFVWDPDLVAEVC
DETRFFKQIDKTPLAHVRDYAGAGLFTAHQHEEEWGMAHRVLLPVFSQRAMKGYFGQMLEIAQNLVGKWE
RKEGQPVNITDDYTRLTLDTIALSGFGYRFDSFAKEDLHPFLNALLQALVESLRRSQELPVMTKMRKADD
KKYRENIRLMRDLVENVIKERREGKGTGEDDLLGLMLEATDPETGKGLDDDNVRDQVVTFLIAGHETTSG
LLSFATYSLMRNPHILAQAYAEVDRLLPGDTVPDYDTIMQMDVIPRILEETLRLWAPIPMIGKSPLEDTV
IGGCYGLKKGARVNILEGPLHTHPKAWERPEEFDINRWLPENRVNHHPHAYKPFGNGVRACIGRQFALTE
ARLALALVLQKFKFADTDDYKMDVKEALTRKPGGFELNVRARQEHERTVFGAADLQTDDTQAQAAVSGVG
VNLTVAYGSSLGSCEDLARTIADRGERSGFGTTLVGLDELGDNLPTEGLLVVVASSYNGKAPDNAQRFDD
LLAAGLPEGSLSNVRFALLGAGNTQWVATYQGFPKRIEAGLLAAGATRVIERGIADAAGDFDGMATRWMD
TLWTTLAEEYAADTSETTGPRFEVQLLTEAEVRPAIVSEQAYPLTVVANEELVSDATGLWDFSIEPPRPA
AKSITIELPDGVTYDTGNHLAVFAKNEPVLVNRALARLGVDRDQVLRLDQPGGGRTHLPVGTPVTTGLLF
TEFVELQDVATRSQIQELAEHTQCPWTRPQLQAYTADTAEAEERYQKEILGKRVSVLNLLERFPAVELPL
AVFLEMMGPIRPRFYSISSSPLANPRHVRLTVGLLEGPALSGDGRYRGTCSSYIAGLESGDVFYGYVRVP
SPTFAPPADPATPLLLIGPGTGIAPLRGFLEERAHQHAHGTQVGLSQVFVGCRHPEHDYFYRQEMQDWEQ
AGIAQVHTAFSAVTGHPARFVQDAIVGAADTVWQAIQDGAYVYVCGDGRRMAPAVREALAAIYRKHTGSD
DEAAQQWLAQLEADERYQQDVFA

Fig.8-1 CYP102D1 のアミノ酸配列
(SAV575 cyp2 putative cytochrome P450 / NADPH-ferrihemoprotein reductase

P450ドメインを下線で示した。以降は還元酵素ドメインを示す。
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8-2 結果及び考察 
  本実験において、CYP505A3、CYP505A13、CYP102D1 それぞれの全長及び P450
ドメインにC末端に 4His tagを pET17-bベクターに導入した発現ベクターを構築し、

大腸菌株にトランスフォーメーションした。さらに別節で構築した P450foxy の P450
ドメインの発現系も比較のため用いた。結果として、CYP505A3、CYP102D1、
P450foxy それぞれの P450 ドメインのみ適切にフォールディングされた形で可溶化

発現させることができた。CYP505A3、CYP102D1、P450foxy の全長発現系は、可溶

性画分に発現が見られたが CO 差スペクトルを観察することができず、適切にフォ

ールディングされていないことが予想された。Bacillus 属のバクテリアに見出された

数種の CYP102 は、同じく C 末端に 4His tag を導入し pET ベクターを用いた発現が

可能であった[21, 22]。P450foxy は、pCWori+ベクターを用いた全長発現系の構築が

可能であるが、発現時の局在が異なることからカビ体内においては翻訳後修飾が起

こっていることが予想されている。CYP505A3、A13 も A. oryzae 菌体内において酵

素として成熟するために何らかの修飾が必要であることが原因で、大腸菌内発現が

できない可能性も考えられる。P450foxy とバクテリア由来の P450BM3 は全長にお

いてアミノ酸相同性が 30%を超えているが、やはり真核生物、原核生物間において

酵素発現段階において差が見られるようであった。CYP102D1 全長の発現系は前任

者の猪狩が構築しているが、同じグリセロールストックを用いても適切にフォール

ディングさせることができず、発現が不安定であった。また発現系に用いた大腸菌

株間における差異は見られなかったため、菌体量が多く、成長の速い C43(DE3)を用

いることとした。発現可能であった CYP505A3、CYP102D1 の P450 ドメイン発現大

腸菌を大量培養し、Ni2+キレーティングカラムによる精製を行った。一段階で

SDS-PAGE 上で単一バンドにまで精製することができた(Fig.8-2)。本試料を用いてス

ペクトル測定に供した。200 mL TB 培地を用いた培養で十分な試料を調製すること

ができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 CYP102D1、CYP505A3各P450ドメインのNi2+カラム精製後のSDS-PAGE

M : マーカ 1 : CYP102D1 P450ドメイン 2 : CYP505A3 P450ドメイン

M M1 2(kDa)

45

30

66

Fig.8-2
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 P450foxy、CYP505A3、CYP102D1 の P450 ドメインのスペクトル変化を Fig.8-3
に示す。P450foxy、CYP505A3 は、CO 差スペクトルにおいて 450 nm 付近に吸収極

大を持つ典型的な P450 のスペクトルを示した。CYP102D1 についても同様に 450 nm
付近に吸収極大が見られたが、変性したタンパク質に由来する 420 nm 付近の吸収が

顕著に観察された。前任者の猪狩が全長酵素のスペクトルを測定した際にも同様な

変性が見られた。還元酵素 C 末端に 4His tag が付加したことにより、酵素全体のフ

ォールディングが緩くなってしまっていると考察しているが、P450 ドメインのみの

場合でも同様な現象が見られたことから、CYP102D1 は本質的に不安定であり、P420
となりやすいことが示唆された。P450foxy の反応基質である脂肪酸 Tridecanoic acid 
(C13)を各 P450 ドメインに添加した際スペクトル変化を Fig.8-4 に示す。P450foxy 
P450 ドメインに C13 を添加すると、全長酵素と同様典型的な基質結合に伴う Type I
スペクトル変化を示す(420 nm → 390 nm 付近の吸収増大)。P450foxy に対する C13
の結合定数 Kd=2.6 μM であった。それに対し CYP505A3、CYP102D1 は 500 μM とい

う濃度を添加してもスペクトル変化はほとんど観察されなかった。P450 において、

Type I シフトの有無は反応性の有無に必ずしも一致しないことが報告されているが、

CYP505A3、CYP102D1 は少なくとも P450foxy の基質となる脂肪酸とは結合しにく

く、反応性がない可能性を示唆する。前任者の猪狩が全長 CYP102D1 を用いた飽和

脂肪酸水酸化活性試験を行っているが、活性は見出されず、今回の結果と一致する。

また、Fig.1-9、Table.1-4 に示す P450 ドメインのアライメントによると、A. oryzae
に見出された融合型 P450 はいずれも活性部位入口の塩基性アミノ酸が保存されて

いない。前述の通り、このアミノ酸が脂肪酸のカルボキシル基と静電気的に相互作

用することで、活性部位内部への侵入につながることが P450BM3 の脂肪酸複合体結

晶構造から推測されている。バクテリアに見出されている融合型 P450 は炭素鎖、位

置特異性に差異は見られるものの、脂肪酸を認識することが報告されているが[22, 
105, 106]、放線菌 S. avermitilis 由来の CYP102D1、A. oryzae 由来の CYP505A3、13
が脂肪酸に対して反応性を示さない可能性がここまでの結果から示された。各酵素

の基質が不明であったため、さらに P450 の阻害剤として用いられる 4-フェニルイミ

ダゾール(以下 4-PI、Fig.8-5)に対する結合能をスペクトル的に解析した。結果を

Fig.8-6 に示す。4-PI は分子中の窒素原子がヘムに直接配位し、典型的な Type II スペ

クトル変化(420 nm → 435 nm)を示す。各酵素とも典型的な TypeII スペクトル変化

を観察された。P450foxy、CYP102D1 の 4-PI に対する Kd はそれぞれ 240 μM、217.5 μM
とほぼ同程度であったのに対し、CYP505A3 は、5.2 μM という強い親和性を持つこ

とが明らかになった。4-PI はイミダゾールとフェニル基が結合した構造を持つこと

から、4-PI の Kd の違いは活性部位内部へのかさ高い分子の侵入しやすさを反映して

いると考えられる。Table.1-4 に活性部位内部に存在するアミノ酸残基の P450foxy に

対する置換を示してあるが、CYP505A3 では I88、G80(P450foxy では V83、V75)と
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なっており、活性部位内部の構造が変化していることがわかる。また、活性部位入

口の残基のうち P450foxy における F52 が、M62 に置換されていることによる侵入し

やすさに与える影響も考えられる。アライメントの結果によると、活性部位入口に

相当する 40-55 の領域は、保存度があまり高くなくこの事実も基質認識の違いを示

唆する。一方、P450foxy における F88 がすべての融合型 P450 において保存されて

いたことは興味深い点といえた。P450BM3 において、脂肪酸の末端炭素がこの残基

と相互作用することで水酸化反応進行を可能にしていると推測されているが

(Fig.8-7)、CYP102D1、CYP505A3 の脂肪酸を認識しないことが示唆される酵素にお

いても保存されていた。この結果から、F88 が存在する本来の意味は、脂肪酸認識

というより、活性部位内部の環境維持に関わっていると考えることもできる。実際

F88 は、活性部位入口からみて真下に位置しており、F88 が存在することで侵入して

きた溶媒を反応が進行するヘム上に近づけないための機能を十分に果たすことがで

きると思われる。 
 今回構築した発現系では、P450 ドメインのみしか可溶化発現することができなか

ったため、全長酵素を用いた活性測定を行うことで基質となりうる化合物の検討を

行う必要がある。既知の融合型 P450 と異なる挙動を示す酵素を見出すことができた

ため、融合型 P450 の特長である極めて速い反応回転を維持したまま異なる化合物と

の反応性を持つことができれば、工業的応用につながるし、活性部位入口・内部の

アミノ酸残基の影響に関する知見を得ることもできる。今後、全長酵素の発現系構

築を目指すことを目的としたいと考えている。 
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Fig.8-3  融合型P450 P450ドメインのスペクトル変化

(1) : P450foxy (2) : CYP102D1   (3) : CYP505A3 
A: 酸化状態 B: ジチオナイト還元状態 C: 還元状態 + CO 
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Fig.8-4  トリデカン酸添加によって誘導されるスペクトル変化

A : P450foxy P450ドメイン B: CYP102D1 P450ドメイン
C: CYP505A3 P450ドメイン

AはC13DMSO溶液を用いて1 μMづつ滴定した。

B、CはC13DMSO溶液を用いて250 μMづつ滴定し、0、500 μM
の時点のスペクトルを比較した。

Kd = 2.6 μM
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Fig.8-6  4-Phenylimidazolによって誘導されるスペクトル変化

A : P450foxy P450ドメイン B: CYP102D1 P450ドメイン
C: CYP505A3 P450ドメイン

A、Bは4-PI DMSO溶液を用いて50 μMづつ滴定した。

Cは1.25 μMづつ滴定を行った。
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Fig.8-5  4-Phenylimidazolの立体構造
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Fig.8-7  P450BM3の基質複合体の活性部位内部の結晶構造

Y51

R47

F42

F87

Palmitoleic acid

Heme

Fig.8-8  融合P450の活性部位入口及び内部のアミノ酸配列アライメント

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
P450BM3   : 
CYP102D1  : 
            

                                                   
       60         *        80         *       100  
TTFGFSRCMISSHELAAEVFDEERFTKKIMAG-LSELRHGIHDGLFTAHM-
NLAGASRVFISTYELVDEICDEERFTKVVTAG-LREIRNGVQDGLFTADYP
RLGAKAPIFVSSNSLINEVCDEKRFKKTLKSV-LSQVREGVHDGLFTAFE-
TFAGETSIVINSVALLSELCDETRFHKHVSFG-LELLRSGTHDGLFTAYD-
EAPGRVTRYLSSQRLIKEACDESRFDKNLSQA-LKFVRDFAGDGLFTSWT-
EIAGIEQVFVWDPDLVAEVCDETRFFKQIDKTPLAHVRDYAGAGLFTAHQ-
   g     6    L  E cDE RF K 6    L  6R    dGLFTa   

       
       
 :   97
 :   96
 :   92
 :   99
 :   92
 :  100
       

            
            
CYP505A3  : 
CYP505A13 : 
P450foxy  : 
CYP505C3  : 
P450BM3   : 
CYP102D1  : 
            

                                   
   40         *        60         *
SLEMMADTYGP-IYRLTTFGFSRCMISSHELAAEV
SFQRLAETYGP-IFRLNLAGASRVFISTYELVDEI
DLNRLADTYGP-IFRLRLGAKAPIFVSSNSLINEV
STLKIAKTYYP-IFKFTFAGETSIVINSVALLSEL
ALMKIADELGE-IFKFEAPGRVTRYLSSQRLIKEA
YFGKLSKQFPEGLYGMEIAGIEQVFVWDPDLVAEV
    6a      65     g     6    L  E 

       
       
 :   67
 :   65
 :   62
 :   69
 :   62
 :   69
       

矢印で示した数字はP450foxyのアミノ酸残基番号を示す。

F88V83V75

F52K48L43
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第九節 第一章の総括 
第一章では、CPO、P450foxy のアミノ酸配列を A. oryzae のゲノム情報に対して

Blast search を行い、工業的応用を視野にいれた有用酵素の探索を行った。CPO の配

列を Query として用いた結果から、CPO とヘム結合領域が高度に保存された推定ヘ

ム-チオレート含有酵素 AOPE の存在を見出した。RT-PCR による発現条件探索の結

果、AOPE は恒常的に発現・機能しているタンパク質であることが示された。AOPE
のクローニングを試み、大腸菌、酵母発現系では発現が見られなかったため、A. 
oryzae AOPE 過剰発現株を作製した。RT-PCR により C 末端に 6His tag を付与したリ

コンビナント AOPE の mRNA レベルでの発現を確認した。さらに過剰発現株菌体を

破砕し、Ni2+キレーティングカラムに供したところ、発現量が少ないものの、タン

パク質レベルでの発現も確認し、ヘム-チオレート含有酵素に特徴的な 450 nm の吸

収極大を CO 差スペクトルにおいて観察した。ゲル濾過カラムによりさらなる精製

を試みたが大部分が失活し、AOPE が不安定な酵素であることが示唆された。Ni2+

キレーティングカラム後の粗精製試料を用いて活性測定を行った結果、ABTS に対

してペルオキシダーゼ活性を示すことが明らかになったが、反応回転は 96.4 min-1

とペルオキシダーゼ反応としては遅いことがわかった。CPO においては遠位側の

Glu183 が触媒反応に重要な働きを示すことが報告されているが、AOPE では保存し

ていない。このことは、活性部位内部の構造が大きく異なっている、もしくは CPO 
、HRP とは全く異なる新規な反応機構を持つ可能性も示唆する。ハロペルオキシダ

ーゼ活性は見出されていない。CPO、AaP は菌体外分泌酵素であるのに対し、AOPE
は菌体内で機能していることが示された。細胞内で機能するヘム-チオレート含有酵

素ではシトクロム P450、NOS、CooA が現在知られているが、AOPE はそのどれと

も相同性を示さない。よって AOPE は菌体内で機能し、ヘム-チオレート含有酵素が

ペルオキシダーゼ活性を持つということを示した初めての報告となる。ペルオキシ

ゲナーゼとしての反応はまだ見出していないが、より広い基質を用いて検討を進め

ていきたいと考えている。さらに興味深い点として、AOPE の分子量は CPO 42 kDa
と比較して約 30 kDa と、10 kDa 以上小さいことがあげられる。AOPE と同じく、CPO
と類似した小さな推定ヘム-チオレート含有酵素の存在は、数種の糸状菌において見

出されているが、その性状について言及した報告はいまだない。リコンビナント

AOPE の発現に成功した本研究結果は、それら酵素の生理的機能解明、ひいては工

業的応用研究への端緒となったといえ、非常に意義深いといえる。発現量が少ない

ため詳細な性状解明研究は進行中であるが、培養条件検討を行うことで発現量向上

を目指しており、今後さらに興味深い結果が得られると期待している。 
 P450foxy を Query として用いた Blast search の結果、CYP505 ファミリーに属する

推定融合型 P450 三種(CYP505A3、A13、C3)を見出した。発現条件検討を行った結

果、CYP505A3 はほぼ恒常的に発現しており、CYP505A13 は、大豆油添加条件で僅
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かに発現が上昇することを見出した。RT-PCR により、CYP505A3、A13 両遺伝子の

単離、サブクローニングに成功した。P450foxy、CYP505A3、放線菌由来の融合型

P450、CYP102D1 の各 P450 ドメインを大腸菌発現系で大量発現させ、精製試料のス

ペクトル挙動を比較した。P450foxy の反応基質である飽和脂肪酸トリデカン酸添加

によるスペクトル変化を観察したところ、CYP505A3、CYP102D1 においては基質結

合を意味する Type I スペクトル変化が見られず、両酵素が脂肪酸を基質として認識

しない可能性を示唆した。アミノ酸配列アライメントの結果によると、脂肪酸結合

に重要であると考えられる K48 が保存されておらず、上述の可能性を支持した。P450
の阻害剤である 4-PI に対する Kd は、CYP505A3 において他の二種の酵素と比較して

顕著に低い値を示し(高い親和性)、立体的に大きな化合物が侵入しやすい構造を持つ

ことを示唆した。活性部位内部アミノ酸の比較より、V83、V75 が置換されている

ことが分かり、これらアミノ酸が融合型 P450 の基質認識、反応性に影響を与えるこ

とが示された。この結果は、融合型 P450 の基質を変異導入によって大きく改変でき

る可能性を提示し、タンパク質工学的機能改変に応用可能な有用な知見であると考

えられる。また、現在知られている Bacillus 属バクテリア由来融合型 P450 が脂肪酸

に反応性を示すのに対し、今回見出した糸状菌、放線菌由来融合型 P450 が脂肪酸と

結合しないという事実は、真核生物、原核生物において、融合型 P450 の生理的意義

が異なる可能性を示し、真核生物において融合型 P450 が多様な機能を担っているこ

とを予想させた。新規融合型 P450 の活性測定には至っていないが、脂肪酸以外の基

質を認識する可能性が高く、なおかつ高い反応回転を示すことが確認できれば、工

業的応用に関して非常に有望であるといえる。糸状菌由来の融合型 P450 の大腸菌系

での大量発現は、おそらく翻訳後修飾といった理由で困難であったが、構造比較に

よって基質認識に関する知見を得ることができた。各酵素の遺伝子の単離は成功し

ているため、今後は、各酵素全長の安定発現系の構築、活性測定を目的とした研究

を進めていく予定である。系統解析の結果、糸状菌における融合型 P450 は、バクテ

リアのそれを上回る多様性を持つことが明らかになった。これら酵素の性状解明す

ることで、融合型 P450 の工業応用研究がかなり進展する可能性があるだろう。 
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第二章 カビ Fusarium oxysporum 由来の還元酵素融合型 P450foxy のタンパク質工

学的手法による機能改変 
 
本研究では、P450foxy の高い反応を活かし、タンパク質工学的手法によって変異

させることで、新規機能を持った酵素の作出を目的とした。P450BM3 においても機

能改変を目的とした実験例が数多く報告されているが、本研究を通じて P450BM3
で得られない機能を得ること、明らかになっていない両者の生理的機能の違いに関

する示唆をえることを目指した。また、いまだ明らかになっていない P450foxy の結

晶構造を解明することも目的としている。 
 
 
第十節 大腸菌発現系による野生型 P450foxy の発現・精製 
 
 本節は前任者の小林の考案した発現・精製方法に則って進めており、発現株 
(DH5α、pCWfoxy)は、グリセロールストックの状態で供与されたものである。 
 
10-1 方法 
発現培養・Cell free extract の調製 
 50 mL ファルコンチューブに入れた 20 mL LB 培地(100 μg/mL)に、グリセロールス

トックから植菌し、12-16 hrs 前培養した後、5L 羽付三角フラスコに入れた 2L TB
培地に植菌し(1%植菌)、30℃、150 rpm の条件で O.D600=0.4-0.5 に至るまで振トウ培

養した。最終濃度 1 mM IPTG、0.5 mM 5-Aminoluvulinic acid、1 μg/mL Chloramphenicol 
(Wako : 036-10571)として発現を誘導した。引き続き 30℃、150 rpm の条件で振トウ

培養し、24-36hrs 後に 3000 rpm、4℃の条件で遠心分離することで集菌した。 
 得られた菌体を適当量の Buffer D (50 mM Mops(pH7.4)、0.1 mM EDTA、0.1 mM 
DTT、0.1 mM PMSF、10%グリセロール)に懸濁し、前述の方法で超音波破砕機を用

いて氷中破砕を行った。破砕後、20000 xg、4℃、20 min の条件で冷却遠心分離し、

上清を分取した。0.45 μm シリンジフィルターを通過させることで不溶性物質を除去

し、Cell free extract とした。 
 
DEAE sepharose 弱陰イオン交換カラムによる精製 
 XK16/20 column (GE ヘルスケア : 18-8773-01) に 20 mL DEAE sepharose Fast Flow 
(GE ヘルスケア : 17-0709-01)を充填したものを用いた。カラムを �CTA FPLC 生体

分子精製システムに取り付け、Buffer D を 3 mL/min の流速で 5 倍カラム体積流すこ

とで平衡化した。試料は Econopump を用いてカラムに吸着させた。UV280 nm でモ

ニターしながら、Buffer D を用いて流速 3 mL/min で非吸着物質が出てこなくなるま
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で洗浄を行った。再平衡化後、Buffer D と Buffer E (50 mM Mops(pH7.4)、0.1 mM EDTA、

0.1 mM DTT、1 M KCl  10%グリセロール)により、30 min、50%のリニアグラジエ

ント(0→0.5 M KCl)をかけて溶出を行った。タンパク質の溶出に合わせて 10 mL ずつ

分画を行った。P450 に特徴的な赤褐色を目安に、O.D.420/O.D280の値が大きい画分を

選択し、次の精製に用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
2’5’ADP Sepharose affinity カラムによる精製 
 2’5’ADP Sepharose affinity 4B (GE ヘルスケア : 17-0700-01)は、アガロースに NADP、
NAD のアナログである 2’5’ADP が固定化されており、これらを基質として用いる酵

素を特異的に精製することができる。10 mL のレジンをエコノカラム(内径 2.5 cm、

長さ 5 cm Bio-Rad : 737-2507)に充填した。エコノカラムは �CTA FPLC 生体分子精

製システムに接続することができないため、自然落下によりカラムの平衡化、溶出

を行った。5 カラム体積の Buffer F (50 mM Mops.(pH7.4)、0.1 mM DTT、0.1 mM EDTA、

10%グリセロール)で平衡化した後、DEAE カラムで分取した画分をそのまま負荷し

た。さらに 10 カラム体積の Buffer F で洗浄した後、Buffer G ( Buffer F + 3 mM 
β-NADPH (オリエンタル酵母 : 44330000)で溶出した。β-NADPH の吸収により、280 
nm でモニターすることができないため、P450 に特徴的な赤褐色を目安に分画を行

った。 
 
ゲル濾過カラムによる精製 
  ADP-sepharose で得られた画分を Amicon Ultra を用いて 2 mL に濃縮した。以後の

操作は前述の通りである。得られた画分を SDS-PAGE に供し、夾雑タンパク質が極

力含まれない画分を選択した。さらに 20 mM Mops(pH7.4) 10% グリセロールに対し

て透析を行い、結晶化、活性測定に供した。 
 
10-2 結果及び考察 
 前任者である小林の考案した精製スキームに従って操作を行った。各精製段階に

おける SDS-PAGE および精製テーブルを Fig.10-1、Table.10-2 に示す。本結果は 1 L 
TB 培地から得られた菌体を元に精製を行った物である。pCWfoxy 発現ベクターを

用いた発現系では酵素発現量はかなり多く、2 L TB 培地で 30℃、48 hrs 培養して得

50 mM Mops (pH7.4) 10% Glycerol 0.1 mM EDTA、DTT.
Buffer D : Binding buffer 

Buffer E : Elution buffer 

Table.10-1  P450foxyのDEAE sepharoseカラムによる精製で用いた緩衝液

50 mM Mops (pH7.4) 10% Glycerol 0.1 mM EDTA、DTT 1M KCl
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られた菌体約 20 g から 50 mg 程度の酵素を調製することが可能であった。誘導時に

添加したクロラムフェニコールはコールドショックにより酵素の可溶化効果があり、

その添加の有無で回収できる酵素量に顕著な差が見られた。200 mL TB 培地を用い

た発現系では 48 hrs の培養を行うと、酵素収量が劇的に減少してしまったため、小

スケールでは 24-30 hrs の培養時間が適切であった。培養容器である羽付フラスコの

羽部分が短いほうが良く、振トウ速度も 120-150 程度で最も良い結果が得られた。

P450foxy は融合タンパク質であるためフォールディングが難しく、一般的なタンパ

ク質の発現と比較して緩やかな誘導条件が適切であるためであると考えられる。

DEAE-sepharose による精製では、夾雑タンパク質の除去という観点からはあまり有

効であるとはいえなかったが、大腸菌由来の脂質・核酸等の非タンパク質性の夾雑

物質の除去のために用いた。アフィニティーカラム ADP-sepharose は、精製効果が

かなり高く、この一段階で SDS-PAGE 上でほぼ単一バンドにすることができた。活

性測定、スペクトル測定では、この段階の試料を透析して用いることができた。結

晶化を目的とした精製時には、さらにゲル濾過カラムに供した(Fig.10-2)。ゲル濾過

カラムにおける溶出体積からの分子量見積もりは別節にて言及する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 1 2 3 4

96

66

45

Fig.10-1  P450foxy WT 精製段階におけるSDS-PAGE
1 : Cell free extract 2 : DEAE-sepharose 3 : ADP-sepharose 4 : ゲル濾過

116 kDa

Table.10-2 リコンビナントP450foxyの精製テーブル

Step vol. Total protein Specific content
mL mg (μmol P450)

Cell free extract 100 1542 0.217
DEAE sepharose 40 476 0.179
ADP sepharose 22.5 30 0.074
Superdex 200pg 10 11 0.073

Step vol. Total protein Specific content
mL mg (μmol P450)

Cell free extract 100 1542 0.217
DEAE sepharose 40 476 0.179
ADP sepharose 22.5 30 0.074
Superdex 200pg 10 11 0.073
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第十一節 His tag 付全長 P450foxy 発現系の構築 
 

 前任者の精製方法は、ADP-sepharose が精製のキーステップとなっていた。しかし、

このカラムは短命で高価な上、溶出に使用するβ-NADPH も高価であり、結晶化のた

めの大量精製や、さまざまな変異体を調製するためには適していないと考えられた。

本項では、P450foxy の N 末端および C 末端に His tag を導入したコンストラクトを

作製し、より簡便な精製を可能にすることを目的とした。 
 
11-1 方法 
QuikChange 法による制限酵素サイトの破壊 
 P450foxy His tag 付コンストラクト pET ベクター発現系の構築を試みたが、可溶性

画分に発現が見られるものの適切にフォールディングさせることはできなかった。

そのため、本来 P450foxy 遺伝子が導入されていた pCWori+ベクターを用いて His tag
付コンストラクトの作製を試みた。pCWori+ベクターは P450 の発現においてしばし

ば用いられている古典的ベクターであり、Double Ptac promoter によって発現が開始

され、Lac repressor を含むため、IPTG によって転写を制御することができる[107, 108]。  
P450foxy 遺伝子は、Nde I、Hind III サイトによって pCWori+ベクターに導入され

ているが、P450foxy の遺伝子中に二ヶ所の Nde I サイト(108、2295)を含むため、

QuikChange 法を用いた silent mutation によって Nde I サイトを破壊した(Table.11-1 , 
Fig.11-1)。 

QuikChange 法は Quik change manual (Strata Gene)を一部改変して行った(Fig.11-2)。
P450foxy の塩基配列を参考に、Nde I サイトを(catatg→cataCg)としたプライマーを設

計した。PCR は PrimeSTAR HS Polymerase を用い、鋳型として野生型 pCWfoxy を 200 
ng 以上用いた。PCR 後、一部の反応液を電気泳動に供し、増幅を確認した。0.5 μL/50 
μL Dpn I (Roche : 70190122)を添加し、37℃、3hrs 以上インキュベーションすること

で鋳型のプラスミドを分解した。反応液全量を電気泳動に供し、増幅バンドを切り

出し、DNA 断片を抽出した。DNA 断片を大腸菌 DH5αに 10 μL トランスフォーメー

ションし、LB agar plate 培地(100 μg/mL)に植菌し、12 hrs、37℃で培養した。出現し

たコロニーをコロニーPCR に供し、増幅サイズが正常なものを選択し、プラスミド

を調製して配列を確認した。以上の操作を二回行い、二ヶ所の Nde I サイトを破壊

した。完成したプラスミドを調製し、全長の配列が野生型と同一であることを確認

した。 
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Fig.11-1  pCWfoxyベクター

白丸はP450foxy遺伝市中に存
在するNde Iサイトを示す。

QuikChange
PCR
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Fig.11-2  QuickChange法による変異導入プラスミドの作製

Table.11-1  P450foxy配列中のNde I破壊のために用いたQuikchange プライマー

108 Nde I break -F CGTTTAGCGGATACATACGGCCCCATTTTCAGA
108 Nde I break -R TCTGAAAATGGGGCCGTATGTATCCGCTAAACG
2295 Nde I break -F TGTATTTAGCGCATACGTTGAATTATCACAACC
2295 Nde I break -R GGTTGTGATAATTCAACGTATGCGCTAAATACA

108 Nde I break -F CGTTTAGCGGATACATACGGCCCCATTTTCAGA
108 Nde I break -R TCTGAAAATGGGGCCGTATGTATCCGCTAAACG
2295 Nde I break -F TGTATTTAGCGCATACGTTGAATTATCACAACC
2295 Nde I break -R GGTTGTGATAATTCAACGTATGCGCTAAATACA

Table.11-1  P450foxy配列中のNde I破壊のために用いたQuikchange プライマー

108 Nde I break -F CGTTTAGCGGATACATACGGCCCCATTTTCAGA
108 Nde I break -R TCTGAAAATGGGGCCGTATGTATCCGCTAAACG
2295 Nde I break -F TGTATTTAGCGCATACGTTGAATTATCACAACC
2295 Nde I break -R GGTTGTGATAATTCAACGTATGCGCTAAATACA

108 Nde I break -F CGTTTAGCGGATACATACGGCCCCATTTTCAGA
108 Nde I break -R TCTGAAAATGGGGCCGTATGTATCCGCTAAACG
2295 Nde I break -F TGTATTTAGCGCATACGTTGAATTATCACAACC
2295 Nde I break -R GGTTGTGATAATTCAACGTATGCGCTAAATACA

Table.11-1 P450foxy配列中のNde I破壊のために用いたQuikChangeプライマー
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His tag 付 P450foxy 発現プラスミドの構築 (Fig.11-3) 
 得られた Nde I 破壊プラスミドを鋳型とし、PrimeSTAR HS polymerase を用いて

P450foxy 遺伝子のクローニングを行った。N、C 末端それぞれに 4His tag を導入する

ことを考え、プライマーにそれぞれ 4His をコードする塩基配列を含めた。5’末端に

は、Nde I、3’末端には Sac I サイトを導入した(Table.11-2)。電気泳動で断片の増幅を

確認し、Purification Kit で精製後、Nde I、Sac I で制限酵素処理した。同酵素で処理

した pCWori+ベクターにライゲーションし、DH5αにトランスフォーメーションした。

LB agar plate 培地(100 μg/ mL Amp.)に植菌し、37℃、12 hrs 以上培養した。出現した

コロニーを、コロニーPCR に供し、ポジティブコロニーについて発現検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
小スケール(試験管レベル)における P450foxy の発現検討 
 本実験では、数種類の変異体を作出したため、試験管レベルでの発現検討法を考

案した。1 mL LB 培地(100 μg/ mL Amp.)を入れた試験管に、爪楊枝で植菌し 37℃、

12 hrs 振トウ培養した。培養液を、3 mL TB 培地(100 μg/ mL Amp.)を入れた試験管

に 1%植菌し、O.D600=0.4-0.5 に至るまで 37℃、150 rpm の条件で振トウ培養し、1 mM 
IPTG、0.5 mM 5-Aminolevunilinic acid、1 μg/mL Clm.となるように添加することで発

現を誘導した。30℃、150 rpm、24 hrs 振トウ培養を行った。培養液を 2 mL マイク

ロチューブに入れ、遠心分離することで集菌し、50 mM Mops (pH7.4) 10%グリセロ

PCR mix. for PrimeSTAR.

Distilled water
5 X Reaction Buffer
2.5 mM dNTP
DNA template (200 ng plasmid DNA)
Primers (10 μM) 
Enzyme

32.5

1 each
0.5

( μL )

10
4
1

96℃ 10 sec
55℃ 5 sec
72℃ 9.2 min

PCR cycles
96℃ 2 min

72℃ 10 min

25 cycles

PCR mix. for PrimeSTAR.

Distilled water
5 X Reaction Buffer
2.5 mM dNTP
DNA template (200 ng plasmid DNA)
Primers (10 μM) 
Enzyme

32.5

1 each
0.5

( μL )

10
4
1

96℃ 10 sec
55℃ 5 sec
72℃ 9.2 min

PCR cycles
96℃ 2 min

72℃ 10 min

25 cycles

P450foxy -F AGGAATTCCATATGGCTGAATCTGTTCCGATTCCGG
P450foxy -R TACCGAGCTCCTAATCGAAAACATCAGTAGCAAACCGCTC
P450foxy N-4His F AGGAATTCCATATGCATCATCATCATGCTGAATCTGTTCC

GGAACCG
P450foxy C-4His R TACCGAGCTCCTAATGATGATGATGATCGAAAACATCAGTA

AACCGCTC

Table.11-2  P450foxy全長の大腸菌発現系のためのプライマー(His tag の有無）.
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ールに懸濁した。懸濁液を 15 mL スピッツ管に入れ、密閉式超音波細胞破砕装置 
BIORUPTOR (COSMO BIO co, ltd : UCW-201)によって破砕した。破砕液を 1.5 mL マ

イクロチューブに入れ、20000 xg、4℃、20 min の条件で冷却遠心し、上清を Cell free 
extract として分取した。SDS-PAGE に供し、発現の有無を確認した。 
 
His Tag 付 P450foxy の大量発現及び精製 
 通常の P450foxy と同様に発現培養した。得られた菌体を Buffer A (20 mM 
Mops(pH7.4) 10%グリセロール 0.1 mM PMSF)に懸濁、破砕して Cell free extract を調

製した。Ni2+キレーティングカラム HisTrap crude FF、ゲル濾過カラム Superdex 200 
に順次供し、精製を行った。HisTrap カラムにおいて溶出に用いるイミダゾールは、

P450 に結合するため、ゲル濾過後の精製試料を 50 mM Mops (pH7.4) 10%グリセロー

ルに対して透析を行った。 
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11-2 結果及び考察 
  供与された pCWfoxy を保持する DH5α株よりミニプレップし、pCWfoxy プラスミ

ドを取得した。His tag を付加することによる影響が不明であったため、N、C 各末

端に 4His tag を付加したコンストラクトの構築を試みた。P450foxy の配列中の二箇

所の Nde I サイトを QuickChange 法によって破壊した。pCWfoxy は、8.7 kbp と比較

的サイズが大きかったため、通常の QuickChange 法では達成できず反応方法を改変

した。定法では KOD-plus(Toyobo)、pfu turbo polymerase を使用していたが、本実験

では増幅が確認できず、PrimeStar HS polymerase を用いた場合にのみ増幅させること

ができた。使用する鋳型を指定の 50 ng から、200 ng 以上とし、反応サイクルを 16
から 25 サイクルとした。PCR 産物を Dpn I 処理後、電気泳動に供してバンドを切り

出す操作を加えたことで、DNA 断片の精製・濃縮と同時に、鋳型を完全に分離する

ことができた。これにより、大腸菌の形質転換の効率を大幅に上昇させ、誤って野

生型のプラスミドを選択する可能性を完全になくすことができた。改変した

pCWfoxy ベクターを鋳型とし、PCR により His tag を付加した P450foxy DNA 断片を

調製し、pCWori+ベクターに再度導入することで目的ベクターを構築することに成

功した。野生型 pCWfoxy と同様の培養・誘導方法で発現を確認することができた。

(以下、no-His foxy、N-His foxy、C-His foxy とそれぞれ略称する。)  N-His foxy は、

C-His foxy と比較して顕著に発現量が多かった。この原因として、コドン使用頻度

が高い His の塩基配列を開始コドン直後に導入したことで転写効率が向上した可能

性が考えられた。培養菌体を 6-1 に示した方法に従い、Ni2+キレーティングカラム、

ゲル濾過カラムによる精製に供した。各過程におけるSDS-PAGEをFig.11-4に示す。

両者とも全く同一な精製挙動を示した。Ni2+キレーティングカラム後に既にスペク

トル測定、活性測定に十分な精製度であることが分かり、精製にかかる時間、コス

トを大幅に削減することができた。また、発現量も両者とも no-His foxy と遜色なく、

200 mL TB 培地から得られる菌体で十分な試料の調製が可能であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



121 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 1 2 3 M 1 2 3kDa
96

66

45

N-His foxy C-His foxy

Fig.12-4  His tagを付加したP450foxyの精製過程におけるSDS-PAGE

M : マーカー 1 : Cell free extract 2 : Ni2+カラム 3 : ゲル濾過カラム
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第十二節  His tag 付 P450、還元酵素ドメインの発現 
  

P450foxy は、大別して P450 ドメイン、還元酵素ドメインの二つの機能ドメイン

から成り立っている。各ドメインの機能解析のため、分離したコンストラクトをそ

れぞれ作製することを試みた。また、還元酵素融合型 P450BM3 の結晶構造解析にお

いて、全長の結晶化は極めて困難であることが報告されており、P450foxy において

も各ドメインの結晶化に供することも目的とした。 
 
12-1 方法 
発現系の構築 
 pET17-b を用いた発現系構築を試みた。pCWfoxy を鋳型とし、PrimeStar HS 
polymerase を用いてクローニングした。P450BM3 とのアライメントの結果から、P450
ドメインの 3’末端(リンカーは含めない)および還元酵素 5’末端についてプライマー

を新たに設計した(Table.12-1)。クローニングプライマーの 5’末端には Kpn I、3’末端

には Spe I 制限酵素サイトを含めた。また、C 末端にそれぞれ 4His tag に対応する塩

基配列を導入してある。前述の方法と同様に pET17-b ベクターに P450 ドメイン、還

元酵素ドメインを導入し、発現ベクターを構築した。発現ベクターを大腸菌

C43(DE3)株にリトランスフォーメーションした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
発現培養・精製 
 P450foxy 全長を発現する場合と同様に行った。誘導時の O.D.600 を 0.6-0.7 とし、

0.5 mM IPTG を添加した。P450 ドメインについては 0.5 mM 5-Aminolevulinic acid を

添加した。引き続き 25℃、24 hrs、150 rpm の条件で振トウ培養後、冷却遠心分離に

よって集菌した。精製は、前述の方法に従い HisTrap、Superdex200 に順次供するこ

とで行った。 
 
還元酵素ドメインの活性測定[109] 
反応系は下表に示す。Cyrochrome c は、酸化状態とジチオナイトで還元した還元

状態との差スペクトルを測定し、ε550=21 より濃度を算出した。NADPH を除く組成

Table.12-1  P450foxyのP450、還元酵素ドメインのクローニングプライマー.
P450domain -F ACGGGGTACCATGGCTGAATCTGTTCCGATTCCGGAACCGC

CGGGTTATCCGCTT
P450domain -R AGGACTAGTCTAGTGGTGGTGGTGTCCATTTTCCTGCTAGGA

CATGCTCTAA
Reductase domain -F ACGCGGGTACCAGTGGGAAGCCTATGGCTATTTTC
Reductase domain -R AGGACTAGTCTAGTGGTGGTGGTGTCCATTTCCTGCTAGGAC

ATGCTCTAA
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を混合し、30℃、10 min インキュベーションした。試料をセルに入れ、すばやく 50 
μL 1.25 mM NADPH を混合した。Cytochrome c の還元に伴う 550 nm の吸収増大を

30℃、1 min 観察した。反応において用いられる NADPH、NADH、cytochrome c を

濃度を変えて測定することで、それぞれの Kmを算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P450、還元酵素ドメインを用いた再構成による脂肪酸水酸化活性測定 
 精製した P450、還元酵素ドメイン比率(0:1、1:1、2:1、4:1)を変えて混合し、

Tridecanoic acid に対する水酸化活性を測定した。詳細な実験方法は次節に示すとお

りである。 
 
12-2 結果及び考察 
 pCWfoxy を鋳型として用いた PCR により、C 末端に 4His を導入した DNA 断片を

増幅し、pET17-b に導入することで発現ベクターを構築した。大腸菌ホストは、株

に関わらず発現を確認できたため、菌体収量が多く成長の速い C43(DE3)株を用いた。

培養菌体から cell free extract を調製し、Ni2+キレーティングカラム、ゲル濾過カラム

に供することで SDS-PAGE 上単一にまで精製を行うことができ、推定分子量に一致

した(Fig.12-1)。各ドメインとも発現量は多く、200 mL TB 培地から得られた菌体か

ら、30 mg 以上の酵素を調製することができた。培養菌体は、P450、還元酵素ドメ

インの補酵素、ヘム及びフラビンに由来する赤褐色、黄色を呈した。本実験および

第八節の結果から、融合型 P450 を pET ベクターにより発現することは困難である

が、ドメイン毎であれば容易にかつ大量に発現させることが可能であるようだ。 
次に、精製した還元酵素ドメインの cytochrome c還元活性の測定を行った(Fig.12-2)。
活性測定に先立って補酵素 FAD、FMN を添加してインキュベートを行わない試料

では、還元活性が見られなかった。これは精製過程において FAD、FMN の大部分

が脱落してしまっていることを示す。本精製では、Ni2+キレーティングカラムカラ

ムを用いているが、イオン強度が大きく変化するイオン交換カラムなどでは補酵素

Components Vol. Final conc.
50 mM KPB (pH7.5) 10% Glycerol 410.5 -
2.1 mM Cytochrome c 9.5
1 mM FAD 5 10
1 mM FMN 5 10
Enzyme (1  g) 10 -
DMSO or 6.25 mM C12 10 125
1.25 mM NADPH 50 125

μ

μL
μL
μL
μL
μL
μL
μL

μM
μM

40  μM

μM
μM

Table.12-2 還元酵素活性測定反応液の組成
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が脱落しやすいことが報告されており、本実験においてもその傾向が見られた。

Fig.12-3 に P450BM3 における FMN 結合領域の立体構造を示す。FMN は、イソア

ロキサジン環と W574 のスタッキング作用によりタンパク質に結合しており、G570、
Y536 が電子伝達に関係していることが変異体実験により明らかになっている[110]。
P450foxy においてもこれらの残基は G589、W593、Y555 として保存されており、

同様の FMN 結合形式、電子伝達機能をもつことが予想される。FAD の結合領域は、

マウス由来 P450 還元酵素の立体構造より、C 末端の Trp が同様にスタッキングし

ていることが明らかになっている[111]。P450BM3、P450foxy においても同様にそ

れぞれ Trp1046、Phe1065 が保存されている(Fig.13-7)。補酵素と直接相互作用する

残基が少ないことがこれらの脱離のしやすさに関係している。NADPH を添加しな

い試料では還元活性が検出されないことから、還元酵素ドメインが NADPH から電

子を供給されていることが示される。Fig.12-4 に NADPH、NADH、cytochrome c に

対する Km 測定の結果を示す。P450foxy の還元酵素ドメインは、NADPH に対して

NADH の 200 倍以上の嗜好性を示し、P450BM3 と一致した[112]。Vmax はほぼ同程

度であった。Table.12-3 に再構成実験の結果を示す。還元酵素ドメインに対する P450
ドメインの比率を増やしても、NADPH の減少はあまり変化せず、融合酵素におけ

る高い反応回転を再現することはできなかった。この原因として、融合型 P450 の

還元酵素の持つ構造的特徴が関係していると考えることができる。Fig.12-5 に、融

合型 P450 還元酵素ドメイン及び哺乳類の P450 還元酵素の、FMN、FAD 結合ドメ

イン間のリンカー領域のアライメントを示す。融合型 P450 ではリンカーがかなり

短縮しており、これにより分子内での効率的な電子伝達が可能になると考えられて

いる[113]。しかし、ドメインが分離されている状態では逆に電子伝達の効率が低下

する結果となると思われ、すなわち、融合 P450 では還元酵素も特殊化されており、

融合していることが電子伝達のためには必須である。別々に存在する P450 および

還元酵素を人工的に融合させる試みにおいて、一定の活性向上は認められているが、

生来の融合型 P450 ほどの活性は見出されておらず[114, 115]、このことも融合型

P450 の特殊な構造を示すと考えられる。P450BM3 において、P450 ドメインと FMN
結合ドメインまで結合したコンストラクトと、FAD 結合ドメインを用いた再構築系

が試みられ、脂肪酸水酸化活性が検出されている[116]。このことから、P450 ドメ

インと FMN 結合ドメイン間が構造的に接近していることが反応に不可欠であると

考えられた(Fig.12-6)。Cytochrome c に対する電子伝達は適切に行われるが、この理

由として P450 と Cytochrome c の結合サイトが異なっているためであることが、

P450BM3 における研究で明らかになっている[117]。 
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Fig.12-1   P450foxyのP450、還元酵素ドメインの精製過程におけるSDS-PAGE
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Fig.12-3  P450BM3のFMN結合残基
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他成分を固定し、測定成分のみ濃度を変化させた。
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P450/Red. ratio mol NADPH   mol Red.-1 min-1

0 : 1

1 : 1

2 : 1

4 : 1

Fused (1 : 1)

0.105 ± 0.02

0.107 ± 0.01

0.118 ± 0.02

0.114 ± 0.01

20.5 ± 1.7

P450、還元酵素ドメインの比率を変えた再構成
実験におけるNADPHの減少量の比較

Table.12-3

融合型P450還元酵素ドメインおよび哺乳類由来P450還元酵素
のFMN,FADリンカードメインのアライメント

Fig.12-5

Kitazume et al (2007) より引用
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Fig.12-6  P450BM3のP450ドメインとFMN結合ドメインの相互作用

緑はP450ドメイン、黄色はFMN結合ドメインの構造を示す。
FMNはオレンジで示す。

FMN結合ドメインは、ヘムの近位側の正電荷と相互作用をもつ。
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第十三節 His tag の有無が P450foxy の反応性に与える影響 
  
 前項で作製に成功した N 末端、C 末端 His tag 付 P450foxy および、P450、還元酵

素各ドメインの酵素的性状を比較し、His tag が付加されたこと、ドメインが分離さ

れたことによる影響を見極めることを目的とした。 
 
13-1 方法 
ゲル濾過カラムにおける溶出体積からの分子量予測 
 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム に お け る 各 試 料 の 溶 出 体 積 を 、 ゲ ル 濾 過 マ ー カ

MW-GF-1000Kit(Tyroglobulin : 669 kDa, Apoferritin : 443 kDa, Alcohol dehydrogenase : 
150 kDa, BSA : 66 kDa, Carbonic Anhydrase :29 kDa)を同条件で分離し、作製した検量

線に当てはめることで分子量を概算し、溶液中で各酵素がどのような状態を取って

いるか推測した。 
 
スペクトル比較 
 本実験では、全長 P450foxy(no-His、N-His、C-His)、P450 ドメイン(C 末 His tag)を
用いた。  
(A) 精製酵素を 3-4 μM となるように希釈し、UV-VIS Spectrophotometer により

350-600 nm の波長範囲におけるスペクトルを測定した。通常の状態を酸化状態

(resting state)、ジチオナイトを少量添加したものを還元状態(reduced state)、CO ガス

を purge したものを CO 付加状態(reduced + CO state)とし、スペクトル挙動を比較し

た。 
(B) P450foxy の基質である tridecanoic acid (C13)の添加によるスペクトル変化を観察

した。500 μL の測定試料(3-4 μM P450)を石英セルにいれ、350-600 nm の範囲におけ

るスペクトルを測定した。0.5 μL ずつ 1 mM C13 を添加していき、それに伴うスペ

クトル変化を観察した。基質濃度にたいして O.D420-390 (Type I スペクトル変化)の値

をプロットし、C13 に対する Kd を算出した。 
 
脂肪酸に対する活性の比較 
 本実験では、全長 P450foxy(no-His foxy、N-His foxy、C-His foxy)を使用し、反応性

を比較した。CO 差スペクトルから算出した酵素 1 μg (P450foxy : 119 kDa, 0.86 μM)
を用いて活性試験に供した。反応系は Table.13-1 に示す。基質として飽和脂肪酸

(C9-17)を 125 μM の濃度で使用した。NADPH を除く組成を混合し、1.5 mL マイク

ロチューブに入れて 30℃、10 min インキュベートした。試料を石英セルに入れ、450 
nm の反応液に対し、50 μL 1.25 mM NADPH をすばやく混合し、30℃で 340 nm の吸

光の減少を 1 min 測定した。吸光度減少の傾きと、NADPH のモル吸光係数 ε340=6.22
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の値から、一分あたりの反応回転(turnover)を算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
還元酵素活性の比較 
 本実験では、全長 P450foxy(no、N 末、C 末 His tag)、P450 ドメイン(C 末 His tag)
による、電子受容体として Cytochrome c (Sigma : C2037)を用いた還元酵素活性の測

定を行った。酵素 1 μg(全長酵素 0.86 μM、還元酵素ドメイン 1.54 μM)を用いた。

P450BM3 および P450foxy の還元酵素活性は、基質である脂肪酸を添加することで

飛躍的に上昇することが知られており[118]、本実験においても dodecanoic acid (C12)
を 125 μM の濃度で添加することによる挙動の変化を観察した。 
 
13-2 結果及び考察 
 三種の全長 P450foxy(no-His、N-His、C-His) のゲル濾過カラムでの溶出パターンを

Fig.13-1 に示す。His tag の有無に関わらず挙動は完全に一致しており、対称な単一

ピークとして検出された。標準タンパク質から作製した検量線に溶出体積を当ては

めると、204-212 kDa と算出された(Table.13-2)。P450foxy の分子量は 119 kDa である

ので、溶液中に存在する分子は全て二量体で存在していることが明らかになった。

P450 ドメイン及び還元酵素ドメインのゲル濾過カラムにおける溶出パターンを

Fig.13-2 に示す。同様に対称な単一ピークとして検出された。P450 ドメインの分子

量は 54 kDa、還元酵素ドメインの分子量は 65 kDa であることから、P450 ドメイン

は単量体、還元酵素ドメインは二量体として存在していると判断した。以上の結果

より、P450foxy は溶液中では還元酵素ドメイン間の相互作用により、二量体で存在

しているといえる。全長 P450foxy および P450 ドメインのスペクトル比較を行った

ところ、全長 P450 のスペクトルは、His tag の有無によらず完全に一致し CO 差スペ

クトルも同様に観察された(データは示さず)。P450 ドメインについても同様に CO
差スペクトルを観察することができたが、異なる点として酸化状態において、

350-400 nm の吸収が若干上昇していることが観察された。P450 における吸収の特徴

であるα,β帯(それぞれ吸収極大 561、531 nm)を比較すると、β帯の吸収がα帯の吸収

より大きいことが分かる(Fig.13-3)。一般に P450 は酸化状態においてはα帯の吸収が

Components Vol. Final conc.
50 mM Mes(pH6.5) 10% Glycerol 420 -
1 mM FAD 5 10
1 mM FMN 5 10
Enzyme (1  g) 10 -
6.25 mM Substrate 10 125
1.25 mM NADPH 50 125

μ
μL
μL
μL
μL
μL

μM

μM
μM

μMμL

Table.13-1  P450foxyの脂肪酸水酸化活性の反応組成
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β帯より大きいが、基質もしくは阻害剤が結合することでβ帯の吸収が増大する。

P450foxy の脂肪酸への Kd は数μM であるため、還元酵素ドメインが存在しないこと

で反応が進まなかった大腸菌由来の脂肪酸が活性部位に結合したまま精製されたと

予想される[51]。 
Fig.13-4に、トリデカン酸(C13)を添加によるスペクトル変化及びKd測定値を示す。

N-His foxy、C-His foxy、C-His P450 ドメインにおいて同様に Type I スペクトル変化

を示し、Kd の値もほぼ等しかった。この結果は His tag および還元酵素ドメインの有

無は、基質結合に影響を及ぼさないことを示す。no-His foxy、N-His foxy、C-His foxy
を用いて飽和脂肪酸に対する反応性を測定した(Fig.13-5)。no-His foxy、N-His foxy
においては、炭素鎖 12 に対して最も高い特異性を示し、turnover もほぼ同程度であ

った。しかし C-His foxy では turnover は 1/2 程度に低下しており、炭素鎖 12 付近に

特異性を示す傾向が見られたが、明確な特異性が失われた。上述の実験より、His tag
の有無は脂肪酸の結合性に影響を及ぼさないことが明らかになっているため、C-His 
foxy では、水酸化反応が進行する過程、すなわち還元酵素ドメインから P450 ドメイ

ンへの電子の伝達する段階で阻害を受けていることが示唆される。 
Fig.13-6 に、各コンストラクトの還元酵素活性を測定した結果を示す。No-His foxy、

N-His foxy の通常条件での turnover は約 1000 min-1 であるのに対し、C-His foxy、C-His 
還元酵素ドメインでは 500 min-1 であり、その活性は 1/2 に低下していた。この活性

低下は、脂肪酸水酸化活性における活性低下率に一致しており、C 末端に His tag が

付加されることにより還元酵素ドメインの活性が低下し、脂肪酸水酸化活性の

turnover が低下することが推測された。また、融合型 P450 は基質である脂肪酸を添

加することで、還元酵素活性が上昇するという特徴が報告されているため[118]、125 
μM ドデカン酸を添加した際の還元酵素活性を比較した。No-His、N-His foxy では

turnover が 2500-3000 min-1 となり、約 2.6 倍に上昇し報告が再現された。C-His foxy
では turnover が約 2500 min-1 となり、その活性上昇率は 5.6 倍にも達した。本実験に

おいて最も興味深い結果が、C-His 還元酵素ドメインにおいても脂肪酸を添加する

ことで還元酵素活性の上昇が観察されたことである。脂肪酸を添加することで

turnover は約 3000 min-1 にも至り、活性上昇率は 6.4 倍であった。通常条件の活性測

定では、C-His の存在により活性が半分に低下したが、脂肪酸添加によって誘導され

る活性上昇率は no-His、N-His を大きく上回り、ほぼ同程度に至った。P450 還元酵

素の立体構造は、C 末端が酵素内部に巻き込まれる形でフォールディングしている

という報告がある[111]。Fig.13-7 にマウス由来の P450 還元酵素の C 末端の立体構造

を示す。補酵素 FAD は C 末端から二番目の Trp の側鎖とスタッキングにより結合し

ている。P450BM3、P450foxy においてそれぞれ Trp1046、Phe1065 が同位置に存在し

ており、His tag が付加することで構造が変化し、FAD の保持能力が低下することが

活性低下の理由であると考えられる。脂肪酸を添加することで活性の復帰が起こる
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が、構造変化が C 末端付近に影響している可能性を示す。 
P450 の反応サイクルにおいて、活性部位に基質が結合することで酸化還元電位が

上昇し、還元酵素より電子の受け取りが可能になる。P450BM3 における研究で、基

質が活性部位内部に結合することで還元酵素ドメインを含めた大きな立体構造変化

がおこり、その結果還元酵素活性が上昇するという予測がある[119]。さらに最近

P450BM3 は、電子の伝達に際して二量体構造をとり、互いの還元酵素ドメインから、

P450 ドメインへ電子を受け取るモデルが提唱されている。P450BM3 の反応には二量

体構造が必須であり[120]、その単量体・二量体の平衡は溶液中の塩濃度および、脂

肪酸の有無によって影響を受けると報告されている(Fig.13-8)[121]。この報告は、融

合型 P450 における基質添加による還元酵素活性の上昇を説明しうる結果であると

思われたが、P450foxy はゲル濾過カラムの結果から、常に二量体構造をとっている

ことが推測されている。還元酵素ドメインもまた、常に二量体構造をとっているよ

うである。還元酵素ドメインを、500 mM KCl 条件、125 μM C12 条件で 30 min イン

キュベートしたのち、native PAGE に供して挙動を比較したが、無処理のものと比較

して変化はなかった。さらに、125 μM C12 を含んだ緩衝液を用いてゲル濾過カラム

で還元酵素ドメインを分離したが、C12 の有無で溶出体積に差はなかった(上記の実

験結果は示さず)。これらの結果は、P450foxy が常に二量体構造をとっており、脂肪

酸の添加によって四次構造が変化しているわけではないことを示す。 
次に C-His 還元酵素ドメインを用いて、活性上昇を誘導する脂肪酸炭素鎖長の特

異性の有無を調べ、脂肪酸水酸化活性における炭素鎖長特異性と比較した(Fig.13-8)。
還元活性上昇に関して明確な炭素鎖長特異性があり、驚くべきことに脂肪酸水酸化

活性における特異性と完全に一致した。さらに C12 濃度を変化させて還元酵素活性

の上昇を測定したところ、一定濃度で飽和が見られ、C-His 還元酵素ドメインは C12
に対して Km = 21.8 μM であった(Fig.13-9)。以上の結果から、脂肪酸が P450 ドメイ

ンだけでなく、還元酵素ドメインにも結合し、作用していることが示唆された。 
P450BM3 においても還元酵素ドメインに脂肪酸を添加した結晶構造解析は試み

られた例はないため、脂肪酸がどこに、どのように作用しているかは不明である。

補酵素として FAD、FMN が含まれており、還元酵素ドメインのスペクトルではそれ

らに由来した 380、450 nm 付近の特徴的な吸収が見られる。この吸収は結合部位周

辺が疎水性環境になる、すなわち脂肪酸が結合することで吸収が変化することが報

告されている[122]。これを利用して還元酵素ドメインに C12 を滴定することでスペ

クトル変化の有無を観察した(Fig.13-11)。前実験で測定した Km = 21.8 μM を大幅に

超える濃度を添加してもスペクトル変化は観察されず、すくなくとも脂肪酸は補酵

素の周辺に結合しているわけではないことが推測された。 
P450 ではないが、還元酵素との融合酵素として NO 合成酵素(NOS)が知られてい

る。この酵素も酸化酵素ドメインと還元酵素ドメインよりなり、反応に必須な電子
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は還元酵素ドメインからヘムに導入される。その際の電子移動には、カルモジュリ

ンとテトラヒドロビオプテリンの結合および、ホモ二量体の形成が必要であること

が示されている(Fig.13-12)[123]。融合型 P450 においてはこのような制御因子の存在

は報告されておらず、P450 ドメインに基質が結合することがシグナルとなって、分

子全体に構造変化が起こり高い反応回転が誘導されると推測されている。しかし本

実験から、今まで基質として考えられてきた脂肪酸が還元酵素ドメインに結合する

ことが明らかになり、P450foxy における電子伝達のエフェクターとして機能してい

る可能性が示唆された。また、還元酵素活性上昇に効果のある脂肪酸炭素鎖と脂肪

酸水酸化活性における特異性が一致するという可能性も示唆的であるといえる。

P450foxy の生理的機能は未だ不明であるが、前任者はポリケタイドを始めとした二

次代謝産物の生合成に関与する可能性を提案していた。P450foxy は脂肪酸を水酸化

する活性を持つことが知られているが、エフェクター分子としての脂肪酸が偶然活

性部位に結合することができるためではないか、と推測している。Table.1-4 に示す

ように、P450foxy の活性部位入口に存在する K48 は、他の糸状菌・放線菌由来の融

合型 P450 では保存されていないことが多く、実際にそれらは脂肪酸に対する結合能

を有していなかった(Fig.8-4)。この結果も上述の推測を支持すると考えられた。 
現段階では、状況証拠のみしか得られていないが、詳細は、同蛍光分析および脂

肪酸添加条件での還元酵素ドメインの結晶構造解析によって明らかになると期待し

ている。 
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Table.13-2 ゲル濾過カラム溶出体積からの分子量の見積もり

Protein M.W. log(M.W.) Elution vol. (mL)
Thyroglobulin 669000 5.825 47.2
Apoferritin 443000 5.646 54.1
Alcohol dehydrogenase 150000 5.176 62.8
BSA 66000 4.820 74.1
Carbonic Anhydrase 29000 4.462 86.1
no-His foxy 203926 5.309 61.48
N-His foxy 208208 5.318 61.23
C-His foxy 212050 5.326 61.01
C-His foxy P450 domain 59990 4.778 76.2
C-His foxy Red. domain 150935 5.179 65.1
P450foxy 119000
P450 domain 54000
Reductase domain 65000

Table.13-2 ゲル濾過カラム溶出体積からの分子量の見積もり

Protein M.W. log(M.W.) Elution vol. (mL)
Thyroglobulin 669000 5.825 47.2
Apoferritin 443000 5.646 54.1
Alcohol dehydrogenase 150000 5.176 62.8
BSA 66000 4.820 74.1
Carbonic Anhydrase 29000 4.462 86.1
no-His foxy 203926 5.309 61.48
N-His foxy 208208 5.318 61.23
C-His foxy 212050 5.326 61.01
C-His foxy P450 domain 59990 4.778 76.2
C-His foxy Red. domain 150935 5.179 65.1
P450foxy 119000
P450 domain 54000
Reductase domain 65000
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還元酵素ドメインの活性測定はシトクロム cの還元に伴う550 nmの吸収増大

により行った。

脂肪酸水酸化活性は、no-His foxyを用い、反応進行に伴って減少する
NADPHの340 nmの吸収減少を観察した。.

Chain length
還元酵素ドメインの活性上昇に寄与する脂肪酸の炭素鎖特異性および、
全長酵素の脂肪酸水酸化活性の炭素鎖特異性の比較
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Fig.13-10  C-His 還元酵素ドメインのC12に対するKmの測定

Km = 21.8 ± 5.8 μM Vmax = 2830 ± 212 min-1

Fig.13-11  還元酵素ドメインにdodecanoic acidを添加した際のスペクトル変化
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C12 : 0 → 120 μM

20 mM dodecanoic acid DMSO溶液を用い、20 μM刻みで滴定してスペ
クトル変化を観察した。
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第十四節 QuikChange 法による P450foxy F88 変異体の作製 
 

  P450BM3 において、活性ポケット内部のヘム上部に存在する Phe87(F87)は、基質

である脂肪酸の末端炭素と相互作用することが結晶構造解析の結果から明らかにな

っている[53, 124]。また、活性ポケット入口から見て真下に位置する残基でもあるた

め、外部から溶媒の侵入を防ぐ作用を持つ可能性も示唆されている。P450BM3 の変

異体実験において F87V 変異体は、脂肪酸水酸化反応の位置特異性が変化し、ω末端

にも水酸化反応が進行すること[125]、長鎖不飽和脂肪酸のエポキシ化反応を触媒す

るようになることが明らかになっており[126, 127]、F87 が P450BM3 において重要な

機能を持つことが示唆される。P450foxy においても、相当する F88 および周辺の配

列は保存されており、変異を導入することで反応性を変化させることができると予

想した。 
 

14-1 方法 
QuikChange 法による F88 変異体の作製(Fig.14-1) 

 F88 の Gly、Ala、Val、Leu、Ile、Trp 変異体を QuikChange 法によって作製した。

Table.14-1 に示すプライマーを設計し、pCWfoxy を鋳型として用い、前述の

PrimeSTAR HS polymerase を用いた方法で QuikChange PCR を行い、変異プラスミド

を作製した。配列を読み、変異の導入を確認した。変異プラスミドを BspE I、Nru I
で処理し、電気泳動で分離することで変異が導入された DNA 断片を得た。同酵素で

処理した pCW N-his foxy ベクターにライゲーションし、大腸菌 DH5αにリトランス

フォーメーションし発現株とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

F88G F gtgcacgatggcctcGGCacagcattcgagg
R cctcgaatgctgtGCCgaggccatcgtgcac

F88A F gtgcacgatggcctcGCGacagcattcgagg
R cctcgaatgctgtCGCgaggccatcgtgcac

F88V F gtgcacgatggcctcGTGacagcattcgagg
R cctcgaatgctgtCACgaggccatcgtgcac

F88L F gtgcacgatggcctcCTGacagcattcgagg
R cctcgaatgctgtCAGgaggccatcgtgcac

F88I F gtgcacgatggcctcATTacagcattcgagg
R cctcgaatgctgAATgaggccatcgtgcac

F88W F gtgcacgatggcctcTGGacagcattcgagg
R cctcgaatgctgtCCAgaggccatcgtgcac

Table.14-1  F88変異体作製用Quickchangeプライマー
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F88 変異体の発現及び精製 
 前述の P450foxy 野生型の発現と同様に発現、HisTrap カラム、Superdex200 カラム

によって精製を行った。精製後の試料を SDS-PAGE に供し、精製度を確認した。 
 
変異体の UV-vis スペクトルおよび基質結合により誘導されるスペクトル変化 
 変異体 P450foxy の UV-vis スペクトルは、前述の方法に従って行った。 
 
脂肪酸水酸化活性測定および炭素鎖数特異性に与える影響 
 前述の方法で、各変異体について脂肪酸水酸化活性測定を行った。 
 
F88 変異体による色素形成能の評価 
いくつかの F88 変異体の発現培養において培地中に、水に不溶性の青色色素の蓄積

が見られた。前述の試験管レベルの発現培養を行い、色素形成能の評価を試みた。 
(A)生成色素の同定を行った。色素を生成した培養菌体を 1.5 mL マイクロチューブ

にいれ、9000 xg、2 min の条件で遠心分離することで集菌した。適当量の DMSO を

添加して再懸濁し、15000 xg、5 min、室温の条件で再度遠心分離し、上清を分取し

た。350-700 nm の範囲で UV-Vis スペクトルを測定した。 
(B) 変異体のグリセロールストックから、1 mL LB 培地(100 μg/ mL Amp.)を入れた試

験管に植菌し、37℃、150 rpm の条件で 12 hrs 以上振トウ培養した。3 mL TB 培地(100 
μg/ mL Amp.)に 1%植菌し、37℃、150 rpm、2 hrs 振トウ培養した。1 mM IPTG、0.5 mM 
5-aminoluvulinic acid、1 μg/mL Clm.として発現を誘導し、引き続き 30℃、150 rpm、

48 hrs の条件で培養した。培養後、試験管を十分にボルテックスし、培養液 500 μL
を 1.5 mL マイクロチューブに分取し、9000 xg、1 min 遠心分離することで菌体を回

収した。培地を十分に除去し、500 μL DMSO を添加して再懸濁することで生成した

色素を可溶化させた。15000 xg、5 min、室温の条件で遠心分離し、上清を分取した。

300 μL の試料を 96 穴マイクロプレート(IWAKI : 3860-096)にいれ、670 nm の吸光度

をマルチウェルプレートリーダ Benchmark Plus (Bio-Rad)によって測定した。以上の

操作は三連で行った。また、残りの培養菌体を破砕し、SDS-PAGE に供して目的タ

ンパク質が発現していることを確認した。 
 
5-2 結果及び考察 
  pCWfoxyを鋳型にしたQuikChangePCRにより、6種類の変異体(F88G、F88A、F88V、

F88L、F88I、F88W)を作製した。QuikChangePCR は困難であったが、前述の方法を

用いることで比較的高効率で変異体を得ることができた。また、PCR 産物にプライ

マーがいくつも連結して導入されてしまうという原因不明の障害がしばしば発生し

たが、プライマーの塩基数を 35 以上、PCR におけるアニーリング温度を Tmに関わ
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らず 70℃と高めから検討することで解消することができた。作製した変異体発現プ

ラスミドを大腸菌 DH5αに導入し、発現培養を行った。全てのプラスミドにおいて

野生型と同様に発現させることができた。また発現培養中に一部の変異体 F88G、

F88A、F88V、F88Iにおいて、培地中に青色の色素が蓄積する現象が見られた(Fig.14-2)。 
得られた菌体から cell free extract を調製し、前述の方法に従い Ni2+キレーティングカ

ラム、ゲル濾過カラムに供して精製を行った。精製過程における挙動は野生型と同

様であり、二段階の精製で SDS-PAGE 上ほぼ単一バンドにまで精製することができ

た(Fig.14-3)。この試料を用い、スペクトル測定を行った。全てにおいて CO 差スペ

クトルにおいて 450 nm 付近の吸収極大が観察された。しかし F88G、F88A、F88V 
変異体において 420 nm 付近に変性酵素 P420 に相当する吸収が見られ、アミノ酸側

鎖が小さいほど吸収が大きくなる傾向があった。また、F88G の酸化状態におけるス

ペクトルは 350-400 nm 付近にかけて吸収が増大したブロードした形状であった

(Fig.14-4)。F88I、L では野生型と同一な挙動を示したが、F88W の酸化型スペクトル

は野生型と一致しているが、CO 差スペクトルでは顕著な P420 の吸収が見られた。 
単一まで精製した酵素を、BCA 法及び CO 差スペクトルの吸収からの P450 濃度測

定に供し、適切にフォールディングしている酵素の割合を算出した(Table.14-2)。野

生型が 79%、F88V、F88L、F88I ではほぼ 100%の酵素が適切なフォールディングが

なされていたが、F88A では 56%、F88G、F88W に至ってはそれぞれ 34%、37%と適

切にフォールディングされた酵素の割合が低下しており、スペクトル測定の結果と

一致した。これらの結果より、F88 は P450foxy のフォールディングに関係があり、

適切なサイズのアミノ酸残基が存在する必要があると考えられる。P450 の活性部位

内部は疎水性に保たれている必要があるが、F88G、F88A では側鎖が小さすぎて外

部からの溶媒、基質の侵入を容易にしてしまう。また逆に F88W では、トリプトフ

ァンの側鎖が大きすぎるため、ヘム及び周辺残基に直接干渉する。F88V、I、L 変異

体では、その側鎖のサイズが F88 の代替として許容範囲にあるのだろう。 
 各変異体酵素にトリデカン酸を添加した際のスペクトル変化を示す(Fig.14-6)。
F88G、F88W においては 500 μM まで濃度を上げても Type I スペクトル変化は観察

されなかった。F88G ではすでに Type I スペクトル変化に類する 350-400 nm 付近の

吸収増大が起こっているためこれ以上変化しない、もしくは 88 位の疎水性アミノ酸

がなくなったことにより活性部位内の環境が疎水性に保たれていないことが理由と

して考えられる。これは、Type I スペクトル変化は酸化状態時にヘム上に配位した

水分子が基質侵入によって除去されることに由来するためである。F88W は、トリ

プトファン側鎖により物理的に基質の侵入及びヘムへの配位が阻害されているため

であると思われる。また、F88V、F88L では野生型より大きなスペクトル変化が起

こった。これも上述の理由により、88 位のアミノ酸が活性部位内部の環境を左右す

るという推論を支持する。Table.14-3 に基質結合スペクトルにおけるピークのシフト
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及び Kd の値を示す。Kd は、スペクトル変化が見られた変異体で全て同レベルであっ

た。このことから、脂肪酸の結合に関して F88 の寄与は小さく、活性部位入口の塩

基性アミノ酸 K48 が主となっていると思われる。また、F88G が脂肪酸添加によっ

てスペクトル変化が誘導されないことから、88 位には単純に疎水性アミノ酸残基が

存在していることが必要であるのかもしれない。 
 Fig.14-7 に各変異体の脂肪酸水酸化活性および炭素鎖長特異性を調べた結果を示

す。全ての変異体において活性は大幅に低下しており、最も活性が維持されていた

F88V においても野生型の 25%程度の活性であり、F88I では 15%程度であった。ま

た炭素鎖特異性は、変異体ごとに変動が見られた。F88V は C11-13 にほぼ同程度の

活性を示し、野生型と同じ特異性を持つといえた。活性は微弱ながらも F88A は C11、
F88I は C13 に対して至適であった。F88G、W は C12 までの比較的短い炭素鎖長に

おいて微弱な活性を示したが、長鎖脂肪酸には反応性を示さなかった。実験に先立

ち、F88 をより小さなアミノ酸に置換することで、長鎖脂肪酸に至適炭素鎖長がシ

フトすると予測したが、本実験ではその傾向は見られなかった。F88V、I という分

岐鎖アミノ酸において活性が維持される傾向があることから、88 位のサイズより脂

肪酸の炭素鎖との相互作用のしやすさが活性維持および特異性に関係していると予

想される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F88A F88V F88L F88I

Fig.14-2  P450foxy F88変異体発現培養において培地中に蓄積する青色色素

Fig.14-3  精製F88 変異体のSDS-PAGE

M WT G A V L I W

1 : WT  2 : F88G  3 : F88A  4 : F88V 5 : F88L 6 : F88I  7 : F88W

(kDa)

96
66

119 kDa
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Fig.14-4  F88変異体のスペクトル変化 #1 (F88G、F88A、F88V)
グラフの左上に各変異残基を示した。ピーク上の数字は吸収極大波長を示す。
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a : 酸化状態 b : ジチオナイト還元状態 c : 還元状態+CO  d : CO差スペクトル
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Fig.14-5  F88変異体のスペクトル変化 #2 (F88L、F88I、F88W)

a : 酸化状態 b : ジチオナイト還元状態 c : 還元状態+CO  d : CO差スペクトル

Sample Correctly folded P450
BCA assay CO difference spectra %

WT 9.3 7.4 79
F88G 9.8 3.3 34
F88A 12.2 6.8 56
F88V 11.4 14.4 126
F88L 11.0 14.8 135
F88I 11.5 11.3 98

F88W 10.9 4.0 37

P450foxy conc. (μM)
Table.14-2  精製F88変異体の正しくフォールディングされたP450の割合
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Fig.14-6 F88変異体のtridecanoic acid添加によって誘導されるスペクトル変化

0.5 μM C13 DMSO溶液を用いて0 → 10 μMまで滴定を行った。顕著な変化が見ら
れなかったF88G、F88Wについてはさらに500 μMまで測定を行っている。
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Fig.14-7  F88変異体の脂肪酸水酸化活性および炭素鎖長特異性

それぞれ三連で測定を行っている。

A

B

A : 野生型と各変異体との比較 B :変異体のみの拡大図
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 F88 変異体の発現培養において、特徴的な青色色素が蓄積される。変異体発現培養

液から、水に不溶性の青色色素をDMSOにより抽出し、市販のインディゴ色素DMSO
溶液とスペクトルを比較したところ、620 nm 付近に吸収極大を持つ特徴的なスペク

トルが一致した(Fig.14-8)。特徴的な青色とスペクトル的な一致より、培地中に蓄積

した青色色素はインディゴ色素であると同定した。P450 およびジオキシゲナーゼの

大腸菌発現系において同様の色素が蓄積する現象が報告されており[128, 129]、
P450BM3 の変異体においてもすでに報告例があった。インディゴ生成機構は完全に

は明らかにされていないが、Fig.14-9 の反応経路が推定されている[41]。インディゴ

色素の前駆体となるインドールは、培地に含まれるトリプトファンに由来する[130]。
酵素反応によりインドールが水酸化され、2-hydroxy indole、3-hydroxy indole が生成

する。これらが培養における振トウで空気酸化を受けて二量体化し、インディゴ色

素となる。この推定反応機構では、最初のインドールの水酸化にのみ酵素が関わっ

ているが、二量体化にも酵素が関与するとしている機構も提案されている[131]。 
 変異体酵素の色素生成能を比較するために、試験管レベルの発現培養を行った。 
各変異体によって生産された色素量を Fig.14-10 のグラフに示す。F88A において最

も多くの色素生成が確認され、F88G、F88V、F88I がそれに続いた。色素の生成量

は 88 位アミノ酸が小さいほど多くなる傾向が見られ、野生型、F88L、F88W では全

く観察されなかった。各測定変異体の SDS-PAGE を Fig.14-11 に示す。野生型及び全

ての変異体が同程度に発現していることが分かる。Fig.14-12 に野生型及び変異体に

インドールを添加することで誘導されるスペクトル変化を示す。野生型、F88G、

F88Wはインドールによる Type Iスペクトル変化が起こらなかったが、F88A、F88V、

F88L、F88I では明確な Type I スペクトル変化を観察した。さらに 4-PI によるスペク

Table.14-3 野生型及び各変異体のC13に対するKdの比較

n.c. : spectra was not changed 

Sample Oxidized Type I shift Kd Error
no His foxy 418 389 2.75 0.18
N His foxy 418 389 3.05 0.24
C His foxy 418 389 2.58 0.15
C His P450 domain 415 389 2.18 0.22
F88G 412 n.c. - -
F88A 417 389 2.2 0.08
F88V 418 387 1.42 0.06
F88L 418 388 1.82 0.07
F88I 418 391 1.16 0.07
F88W 419 n.c. - -

Sample Oxidized Type I shift Kd Error
no His foxy 418 389 2.75 0.18
N His foxy 418 389 3.05 0.24
C His foxy 418 389 2.58 0.15
C His P450 domain 415 389 2.18 0.22
F88G 412 n.c. - -
F88A 417 389 2.2 0.08
F88V 418 387 1.42 0.06
F88L 418 388 1.82 0.07
F88I 418 391 1.16 0.07
F88W 419 n.c. - -
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トル変化も検討したところ、全ての酵素において Type II スペクトル変化が起こるこ

とを確認した(スペクトルは示さない)。以上のスペクトル測定値より、インドール、

4-PI に対する Kd を算出した(Table.14-4)。予想通り色素形成能を持った変異体におい

てインドールへの結合能を示す Type I スペクトル変化がみられ、色素の量に比例し

て Kd が低下する傾向が見られた。F88A ではスペクトル変化が小さすぎて正確な Kd

測定が困難であったが、グラフより 20 μM 以下であると予想される。同じく色素生

成がみられる F88G はインドールによるスペクトル変化は誘導されなかったが、酸

化状態において吸収極大が 412 nm とシフトしていることからすでにシフトが起こ

っているものと推測した。Type I シフトの大きさは、色素生産能に関しては無関係

のようであった。また、10 mM 以上という高いインドール濃度において Type I シフ

トからさらに引き続いて Type II シフトに変化することが観察された(Fig.14-13)。こ

れは二分子目のインドールが活性部位内に侵入したことを示し、活性部位内部での

インドール二量体化反応の可能性が考えられた。しかし Type II シフトの起こるイン

ドール濃度が 88 位置換によって影響を受けず、また生理的条件でインドールが 10 
mM を超える濃度に至ることは考えにくい。よってこの Type II スペクトル変化は、

色素形成には関係ない挙動であると結論した。Type II スペクトルの Kd は、インドー

ルの難溶性から決定できなかった。阻害剤 4-PI によって誘導される Type II スペクト

ル変化は全ての酵素でみられ、こちらの Kd も色素形成能に比例して低下する傾向が

見られた(Fig.14-14)。以上の結果より、88 位アミノ酸残基の立体的サイズを小さく

したことでインドール、4-PI といった芳香族化合物の活性部位への侵入、ヘム上へ

の配位が容易になることが明らかになった。また、インドールと同様の構造を持つ

ナフタレンを添加することでも Type I シフトが観察されたことから、他の二環性の

芳香族化合物に対する反応性を有する可能性も示唆された。精製酵素を用いたイン

ドールに対する活性測定は後述する。 
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Fig.14-8  変異体発現培養において蓄積する青色色素とインディゴ色素のスペクトル比較

A : F88A変異体培地からDMSOによって抽出した色素

B : 50 μM インディゴ色素 DMSO溶液
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Fig.14-9  インディゴ色素形成の推定反応
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Fig.14-10  変異体が蓄積する色素量の比較

試験管スケールで、誘導後48 hrs培養後に色素の抽出を行った

各三連で試験を行い、平均値を示した。

M P WT G A V L I W
(kDa)

96

66

P450foxy

試験管レベルで培養したP450foxy野生型及び変異体の
Cell free extractのSDS-PAGE

Fig.14-11

P : 精製したP450foxy
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Table.14-4  野生型及び変異体P450foxyへのインドール、4-PIの結合

Indole

4-PI
n.b. : not binded *1 :誤差が大きく決定できなかった。

Oxidized Type I shift Kd ( μM) Error
WT 418 - n. b. n. b.
F88G 412 - n. b. n. b.
F88A 417 387 <20 *1
F88V 418 386 30.1 3.2
F88L 418 388 146.3 11.1
F88I 418 385 84.1 14.6
F88W 419 - n. b. n. b.

Oxidized Type I shift Kd ( μM) Error
WT 418 - n. b. n. b.
F88G 412 - n. b. n. b.
F88A 417 387 <20 *1
F88V 418 386 30.1 3.2
F88L 418 388 146.3 11.1
F88I 418 385 84.1 14.6
F88W 419 - n. b. n. b.

Oxidized Type II shift Kd Error
WT 418 433 95.9 2.7
F88G 412 432 147.8 24.8
F88A 417 432 13.3 0.6
F88V 418 433 17.4 0.5
F88L 418 433 30 1.2
F88I 418 433 13.1 0.5
F88W 419 432 188.4 16.3

Oxidized Type II shift Kd Error
WT 418 433 95.9 2.7
F88G 412 432 147.8 24.8
F88A 417 432 13.3 0.6
F88V 418 433 17.4 0.5
F88L 418 433 30 1.2
F88I 418 433 13.1 0.5
F88W 419 432 188.4 16.3
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Fig.14-14  野生型及び変異体酵素の4-PIに対するKdの比較
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第十五節 部位特異的変異導入(Saturation Mutagenesis)による変異体作製 
 
 前節において、F88 変異体のうち、F88G、A 変異体が特に強い色素生成能を持つ

ことが明らかになり、活性ポケットの立体的な影響が大きいことを示唆する結果を

得た。本節では、P450BM3 と P450foxy のアライメント結果より、活性ポケット内

部の立体的に変化している残基に着目した部位特異的変異を行い、インディゴ色素

生成能の向上を試みた。 
 
15-1 方法 
Saturation Mutagenesis による変異体ライブラリーの作製 
 V83、V75、L43、L264 について saturation Mutagenesis による変異体ライブラリーを

作製した。各残基について、塩基を指定しない NNN としたランダムプライマーを作

製し(Table.15-1)、F88A プラスミドを鋳型として用いた QuikChange 法による変異体

作製を行った。大腸菌株DH5αにトランスフォーメーションし、LB agar plate培地(100 
μg/ mL Amp.)にコロニーを出現させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
色素高生産能コロニーのスクリーニング 
 プレートから、50 コロニーを選択した。試験管レベルのスクリーニングを、発現

誘導まで前述の方法に従い、引き続きの発現誘導は 30℃、150 rpm、24 hrs の条件で

行った。選択したコロニーは LB agar plate 培地にコピーして保存した。色素の生成

が見られた培養菌体から前述の方法に従って色素を可溶化させ、マイクロプレート

リーダにより O.D.670 を測定した。また、残りの菌体からタンパク質を抽出し、

SDS-PAGE により P450foxy 変異体の発現を確認した。顕著な色素の生成を確認した

変異体について、プラスミドを調製し、Sequencing によってアミノ酸変異を確認し

た(Fig.15-1)。 
 一箇所の変異によって得られた変異体プラスミドを鋳型として、さらに別のアミ

ノ酸に対する Saturation Mutagenesis を行うことで、活性の向上を試みた。 

V83 random F cagccaagttcgagagggtNNNcacgatggcctc
R gaggccatcgtgNNNaccctctcgaacttggctg

V75 random F gaccctaaagtcgNNNctcagccaagttcgagaggg
R ccctctcgaacttggctgagNNNcgactttagggtc

L43 random F catatggccccattttcagaNNNcgtcttggagcc
R ggctccaagacgNNNtctgaaaatggggccatatg

L264 random F cagctcatcacattcNNNattgccggccacgaaac
R gtttcgtggccggcaatNNNgaatgtgatgagctg

Table.15-1  部位特異的変異において用いたランダムプライマー
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15-2 結果及び考察 
  予備試験より、QuikChange PCR でアニーリング温度を 70℃に設定することでほ

ぼ全てが正確に増幅され、また 50 個のコロニーをスクリーニングすることで確率的

に 20 種全てのアミノ酸を網羅できることを確認した。P450BM3、P450foxy のアラ

イメントで、活性部位内部に位置するアミノ酸のうち保存されておらず、立体的に

影響を与えうると予想した残基、すなわち V83、V75、L264 および活性部位内部に

位置し、外部的な分子の活性部位内部への侵入を制御すると予想される L43 を選択

した(Fig.15-2)。初期鋳型として F88A 及び野生型発現プラスミドを用い、Fig.15-3 に

示した流れでスクリーニングを行い、10 種の変異体を取得した。各スクリーニング

における結果は Table.15-2 に示す。大腸菌発現系では色素の生成に個体差が見られ

るため、取得した 10 種の変異体を各三連で 24 hrs 培養し色素精製量を平均値で評価

した(Fig.15-4)。WT における O.D.670 の値を 1 とすると、F88A では 3.3、最も高い値

を示した F88A V83L (以後 AL 変異体)では 23 倍もの色素生産能を有していることが

分かった。野生型では視認できる色素生成は見られない。さらに変異を重ねたが、

AL 変異体を超えるものは得られていない。各変異体の cell free extract を SDS-PAGE
に供した結果、全て野生型と同様に可溶化発現していることを確認した(Fig.15-5)。
実験に先立ち、F88 変異体の結果を踏まえてそれぞれのアミノ酸側鎖が小さくなる

変異体が取得されることを予測していた。しかし予想に反し、V83 変異の結果では

側鎖がより大きくなった変異体(Trp、Leu)で色素生成能が向上した。V75 変異では

Asp が選択されたが、同時に Asn も見出されたことからこちらもやはり Asp、Asn
の立体構造が適切であったためであると考えられた。また V83、L265 の変異におい

て Thr 導入によって活性向上が見られるという結果が得られ、他の位置でも Thr が
選択されることがあった。Thr の水酸基がインドールと相互作用するのか、立体的

な問題であるのかは不明である。基質の活性部位侵入に影響する可能性を考えて

L43 の変異を行ったが、Ala 変異体では逆に生成能が低下していた。これは基質結合

以前に、酵素の安定性が低下するためであると考えられる。今回の変異導入実験の

結果から、活性部位内部のアミノ酸をより大きな残基に置換し空間的に占めること

でインドールに対する反応性が向上することが示唆された。つまりヘム周辺への接

近、配位は F88 によって規制されているが、活性部位内部の空間は基質としての脂

肪酸が結合するだけでは余りあると考えられる。F88A だけではインドールは活性部

位内部で十分に固定されず、反応が進行しにくい。Fig.14-12 において、F88A はイ

ンドールによって誘導される Type I スペクトルが小さいのもそれを反映していると

いえる。P450BM3 においても error prone PCR 等の手法を用いた機能改変が行われて

いるが、やはり同様に空間を狭めることで反応性が向上することが報告されている

[132]。本実験において、23 倍の色素生成能を持つ AL 変異体を取得した。 
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Fig.15-2  部位特異的ランダム変異において選択したアミノ酸残基

F88A F88A V83L

F88A V83T F88A V83T V75D

No elevation was found.

F88A V83T V75L

F88A V83T L264T

F88A V75D

WT V83W

#1 V83 #2 V75

#3 L264

#4 V75

#5 L43

#6 V75

V83

部位特異的変異の蓄積による
変異体の取得

Fig.15-3

各数字はTable.15-2の結果に対応する。
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#1 F88A-V83 random

No. O.D.670 A.A.
F88A V83T 0.151 -

5 0.093 Trp
7 0.152 Trp

21 0.175 Asp
23 0.08 Thr
25 0.128 Gly
28 0.073 Gly
41 0.081 Trp

#4 F88A V83T-V75random

No. O.D.670 A.A.
F88A 0.059 -

4 0.124 Cys
7 0.122 Leu

16 0.147 Leu
17 0.097 Cys
26 0.192 Thr
27 0.193 Leu
30 0.147 Ile
33 0.153 Leu
37 0.115 Thr
40 0.155 Leu
46 0.103 Ala

No. O.D.670 A.A.
F88A V83L 0.169 -

5 0.14 Leu
6 0.154 Thr
7 0.136 Ala
9 0.144 Val

17 0.148 Leu
18 0.137 Leu
20 0.148 Leu
21 0.169 Leu

#2 F88A V83L-V75random

No. O.D.670 A.A.
F88A V83L 0.169 -

13 0.145 Thr
15 0.071 Val
31 0.058 Gly
35 0.051 Ala
36 0.114 Leu
45 0.091 Phe

#3 F88A V83L-L264 random

Table.2-14  ランダム変異において選択されたコロニーおよび置換アミノ酸

No. O.D.670 A.A.
F88A V83T 0.151 -

48 0.131 Ala
50 0.094 Phe

#5 F88A V83T-L43 random No. O.D.670 A.A.
F88A 0.059 -

5 0.096 Asn
9 0.111 Asn

22 0.134 Asp
26 0.066 Ser
27 0.065 Cys
49 0.085 Glu

#6 F88A-V75 random

灰色は、選択したコロニーを示す。タイトルの数字はFig.2-35に対応する。灰色は、選択したコロニーを示す。タイトルの数字はFig.15-3に対応する。

Table.15-2  ランダム変異において選択されたコロニーおよび置換アミノ酸
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Fig.15-4  選択された変異体の色素生成能の比較

バーの上の数字は野生型を1としたときのO.D.670の値の倍率を示す。

WT F88A
F88A F88A

F88A
F88A

F88A F88A

V75D V83T
V83T

V83L
V83L V83L

V75D V75L L264T V83WEmp.PM

kDa

96

66

Fig.15-5  部位特異的変異により取得した変異体のCell free extractのSDS-PAGE
P : 精製した野生型P450foxy Emp. : pCWori+を導入したDH5α
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第十六節 Error prone PCR による高色素能形成変異体の作製 
  
  活性ポケット内部に焦点をあてた部位特異的変異(Saturation Mutagenesis)により、

鋳型としてもちいた F88A 変異体と比較して、飛躍的に高い色素形成能をもった変

異体の作出に成功した。しかし、選択した各アミノ酸残基の変異間で相乗的に活性

を向上させる効果は見出されなかった。よって、活性ポケットだけに限らず、P450
ドメイン全体に error prone PCR によって変異を導入し、活性向上に効果のある位置

を探索した。 
 
16-1 方法 
Error prone PCR 反応条件の検討 
 Error prone PCR(Fig.16-1)は、polymerase による DNA 増幅において一定の割合で入

る error を利用して変異体を作製する方法である。PCR は、MnCl2の共存により正確

度が低下する。MgCl2に MnCl2 を様々な割合で添加し、適切な割合(0.5%)の変異が導

入される条件の検討を行った。本実験では、スクリーニング効率を上げるため、error
の導入を P450 ドメインに絞ることとし、鋳型として F88A 変異体プラスミドを使用

した。P450foxy 5’-S および、Nru I サイト後に新たに設計したプライマー(Foxy-r1675)
を用い、LA-Taq による増幅を行った。このとき、通常の 25 mM MgCl を 5 μL(終濃

度 2.5 mM)添加するのに対し、25 mM MnCl2 を 5:0、4:1、2.5:2.5、1:4、0:5 の割合で

添加した。増幅産物を精製し、BspE I、Nru I で制限酵素処理し、同酵素で処理した

pCWfoxy プラスミドとライゲーションした。大腸菌 DH5α株にトランスフォーメー

ションした。コロニーPCR によって正しくライゲーションされているものを各 8 選

択し、プラスミドを調製した。Sequencing によって error の導入される割合を確認し

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGTCCTTCGTATGATGCAGTGACP450foxy-R 1675
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Error Prone PCR による変異体ライブラリーの作製 
  下表の条件で error prone PCR を行い、Fig.16-1 に示す方法で変異体プラスミドを構

築、トランスフォーメーションした大腸菌コロニーを LB agar plate 培地に生育させ、

スクリーニング対象とした。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

PCR mix. for Error prone PCR by LA-Taq.

Distilled water
10 X Buffer (Mg2+ free)
2.5 mM dNTP

DNA template (20 ng/μL)
Primers (10 μM) 
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31.5
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0.5

( μL )

5
4

1

95℃ 40 sec
55℃ 30 sec
72℃ 1.5 min

PCR cycles
95℃ 2 min

72℃ 5 min

30 cycles25 mM MgCl2 4.5
25 mM MnCl2 0.5
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10 X Buffer (Mg2+ free)
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5
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Fig.16-1  変異体P450foxy発現プラスミドの構築

○は導入された変異を示す。

F88A
Error prone PCR

: Mutation.

BspE I

Nru I

Nru IBspE I

Nru IBspE I

F88A

BspE I

Nru I
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Deep well plate を用いた小スケールスクリーニング 
  Error prone PCR では、多数のコロニーをスクリーニングする必要があるため、deep 

well plate 1 mL Blocks (Matrix : 4212)を用いたスクリーニング系を構築した。96 穴マ

ルチウェルプレートに LB 培地(100 μg/ mL Amp.)を連続分注器 Nichimate Stepper 
(NICHIRYO : 81-NSTP)を用いて 75 μL ずつ分注した。滅菌した爪楊枝を用いてコロ

ニーから植菌し、シールし BioShaker (TAITEC : M.BR-022UP)によって 37℃、800 rpm
の条件で 12hrs 振トウ培養した。100 μL TB 培地(100 μg/ mL Amp.) 1 mM Indole をい

れた Deep well plate に、8 連ピペッターをもちいて 1 μL 培養液を植菌し(1% )、シー

ルして 37℃、800 rpm、2hrs 振トウ培養した。前培養したプレートは冷蔵保存した。

培養後、50 μM IPTG、0.5 mM 5-aminolevulinic acid、1 μg/mL Clm.となるように連続

分注器を用いて添加することで発現を誘導した。引き続き 30℃、800 rpm、24 hrs の
条件で振トウ培養し、色素の生成を観察した。顕著な色素形成が見られたコロニー

について(Fig.16-2)、冷蔵保存してあったプレートから LB 培地に植菌してプラスミ

ドを調製し、sequencing によって変異導入部位を確認した。また、試験管レベルで

の発現も行い、ここまでに得られていた変異体と色素生成能を比較した。 
 
16-2 結果及び考察 
 実験に先立ち、error prone PCR の条件検討を行った。MgCl2/MnCl2 の比率を変えて

PCR を行い、発現プラスミドを構築しランダムに選択したプラスミドの配列を確認

することで変異の導入される割合を算出した。MnCl2 が 50%までの条件で変異導入

は比例的に増加し、10%の MnCl2を添加することで約 0.5% (1000 塩基に対して 5 の

変異)が導入されることを確認し、上記の反応条件を設定した。より多くのコロニー

をスクリーニングするため、Deep well plate を用いた assay 系を構築した。インディ

ゴ色素生成には空気酸化の過程が含まれると予想されるため、1 mL のウェルに 100 
μL TB 培地を添加し、通気性のシールを用いた。さらに 1 mM インドールを添加す

ることで色素の生成量が増加することを見出した。原因は不明であるが、誘導時に

添加する IPTG は 50 μM とかなり低い濃度を用いると最も良い結果が得られた。振

トウ条件は速すぎると、おそらく P450foxy のフォールディングが困難になるため、

色素の生成は見られなった。Deep well plate 振トウ機で 800 rpm が適切であると判断

した。実験に先立って行った予備実験から、プラスミド構築におけるライゲーショ

ンの成功効率は約 90%、タンパク質として可溶化発現する確率は 54.5%であった。

また、上記の条件で培養した場合、F88A による色素生成量は非常に少なかった。現

在までに 2500 個のコロニーのスクリーニングを行い、14 個のコロニーを選択・配

列確認を行った。エラーの割合は、サイレントミューテーションを含めて全て 0.5-1%
の範囲にあった。選択したコロニーおよび導入されていた変異を Table.16-1 に示す。

14 個中 6 個の変異体に、部位特異的変異によって検討したアミノ酸変異がみられ、
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AL 変異体も選択したコロニーに含まれていた。他の変異は 200-300 の範囲に変異が

散見され、この領域には P450 の活性に重要である I-helix が含まれる。変異導入は

配列の中心付近に多く、N、C 両末端付近にはあまり変異は見られなかった。得られ

た変異体を試験管レベルでの発現培養に供し、今までに得ている変異体と色素生成

能の比較を行った(Fig.16-3、4)。48 hrs 時点の測定値では多くの変異体で 10 倍以上

の生成量認められた。24 hrs 時点での測定値は変異体間に顕著な差が見られ、これ

は各変異体のインドールに対する反応速度を反映していると考えられる。V83L 変異

が導入されることで 24 hrs 時点での色素量はかなり増加し、新規に見出された変異

体 F88A A195、F88A D94E E204G F322L、F88A Q59N V222I も反応速度の向上に寄与

している可能性が高いと考えられる。立体構造における位置を Fig.16-5 に示す。前

節にも述べたように、V83、V75 の変異は、活性部位内部の構造を直接的に変異さ

せることが明白であるが、新たに見出された変異は活性部位から離れた場所に存在

しており、どのように影響を与えているか判断できなかった。Fig.16-3、4 より、error 
prone PCR では、AL 変異体を上回る変異体を得ることはできなかった。しかし新た

に見出されたアミノ酸について部位特異的変異を行うことで有用な結果が得られる

ことが期待される。 
 P450BM3において行われた部位特異的変異および error prone PCRにより得られた

インドール水酸化活性の付与されたもののうち、最も高い活性を持つ変異体は、

A74G、F87V、L188 変異体であると報告されている[41]。88 位の変異が必須である

ことは共通しているが、P450BM3 においては必ずしも側鎖が小さければよい、とい

うことではないようである。75 位の変異により色素生成能が向上することも共通し

ているが、P450foxy では V75L,T、P450BM3 では A74G と、明らかに置換効果が異

なることが示唆される。P450foxyでは、V83Lが最も高い効果が見られたが、P450BM3
における A82 変異効果は報告されていない。以上の結果は P450BM3、P450foxy の

活性部位内部の構造的差異を反映すると考えられる。 
アライメントから判断した V83、V75 変異が本実験においても複数見出されたこ

とは非常に示唆的であり、やはりインドールへの反応性の向上のためには活性部位

内部のアミノ酸に直接変異を導入することが有効であることが再確認された。Error 
pronePCR において、最も重視されるポイントはスクリーニングの簡便さである。本

実験で構築した assay 系は、発現培養を行うのみで色覚的にポジティブクローンを選

択することができる。大腸菌の cell free extract を調製する必要もなく、極めて効率

よくスクリーニングを行うことが可能であった。また 8 連マイクロピペッター、連

続分注器は非常に有用であった。 
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Fig.16-2 ErrorProne PCRスクリーニング培養における色素の生成

# Mutation # Mutation
#5 E169V K233R K291E #37 V83I

#19 D219E I256T S290G #41 V83L 
#28 V83L V75L #43 A195V
#31 D253N K300N #46 I261V K250E
#32 P26L M180V #47 D94E E204G F322L
#35 V83T V75G #48 V75A S358P
#36 V83I #49 Q59N V222I

Table.16-1  ErrorPronePCRで選択されたコロニーに導入されていた変異

この変異に加えて、全てにF88A変異が導入されている。

前節で検討を行った残基は灰色で示した。
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部位特異的変異およびerrorPronePCRで選択された変異の立体的配置Fig.16-5
紫 : ヘム 赤 : 部位特異的変異で選択した残基
オレンジ : ErrorPronePCRで新規に選択された残基

(A)

(B)

Fig.16-5  部位特異的変異及びerror prone PCRで選択された変異の立体的配置
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第十七節 AL 変異体の in vitro における挙動 
 
 部位特異的変異導入、error pronePCR の結果より、in vivo において AL 変異体が最

も効率よく多量の色素を生成することが明らかになった。本節では、AL 変異体の精

製を行い、in vitro において性状を調べることで色素高生産能の要因を明らかにする

ことを目的とした。 
 
17-1 方法 
  本実験では同時に野生型 P450foxy、F88A も調製し、比較のために用いた。 
 
AL 変異体の発現培養・精製 
 野生型 P450foxy と同様に操作したが、培養容器は羽がついていない通常の三角フ

ラスコに 200 mL TB 培地をいれた。誘導条件等は同一である。培養菌体から cell free 
extract を調製し、Ni2+キレーティングカラム、ゲル濾過カラムに供した。精製後、20 
mM Mops(pH7.4) 10%グリセロールに対して透析を行った。SDS-PAGE で精製度を確

認した。 
 
スペクトル測定 
 精製した AL 変異体を用いてスペクトル測定(CO 差、インドール、4-PI 添加による

スペクトル変化、Kd 測定)を行った。CO 差スペクトルから、P450 濃度を算出し 3-4 μM
とした。 
 
インドールを基質とした水酸化活性測定 
 P450BM3 での実験例を参考に[41]Table.17-1 の条件で活性測定を行った。基本的な

操作は脂肪酸水酸化活性試験と同様である。反応は 30℃で行い、NADPH の消費に伴

う 340 nm の吸収の減少を 10 min 観察した。反応後、50 μL 0.1 M KOH を添加し、5 min
室温静置した後、O.D.670 の測定を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table.17-1 変異体P450foxyによるインドール水酸化活性反応液組成

Components Vol. (μL) Final conc. (μM)
50 mM Tris-HCl(pH8.2) 10% Glycerol 420 -
1 mM FAD 5 10
1 mM FMN 5 10
Enzyme (5 μg) 10 -
25 mM Indole 10 500
1.25 mM NADPH 50 125

Components Vol. (μL) Final conc. (μM)
50 mM Tris-HCl(pH8.2) 10% Glycerol 420 -
1 mM FAD 5 10
1 mM FMN 5 10
Enzyme (5 μg) 10 -
25 mM Indole 10 500
1.25 mM NADPH 50 125
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還元酵素活性測定 
 前述の方法に従う(13-1)。通常条件、125 μM dodecanoic acid 添加による挙動の変化

を比較した。 
 
17-2 結果及び考察  
  AL 変異体の発現培養は、長い羽付フラスコでは色素の蓄積は見られるものの、発

現量はかなり低レベルであった。普通の三角フラスコを用いると、菌体収量は低下

するものの菌体は赤みを帯び、P450 の発現量が上昇したことが分かり、SDS-PAGE
でもそれを確認することができた。変異を蓄積したことにより、通常の発現培養条

件ではフォールディングしにくくなったと考えられる。同様の挙動は、前任者の変

異体実験においても報告されている。Ni2+キレーティングカラム、ゲル濾過カラム

における挙動は野生型 P450foxy と一致した。上記の発現培養条件で 400 mL 分の TB
培地から十分な試料を得ることができた。精製された AL 変異体は、黒味がかった

オレンジ色を呈しており、野生型、F88A とは明らかに異なった色をしていた

(Fig.17-1)。AL 変異体の cell free extract には大量のインディゴ色素が含まれていたた

め、精製後にも残留していることを考えたが、十分な透析を行っても色調は戻らず、

酵素自身のもつ呈色であると判断した。AL 変異体の SDS-PAGE 上の挙動は野生型、

F88A と同一である(Fig.17-2)。AL 変異体のスペクトル変化を Fig.17-3 に示す。酸化

状態におけるソーレー帯の吸収極大は 419 nm であり、野生型とほぼ同一であったが、

350-390 nm の吸収がそれらより強い点が特徴的であった。この吸収は、P450foxy に

おける Type I スペクトル変化において見られる特徴である。脂肪酸を P450foxy に添

加していくと黒味がかった色調に変化していく。これらより、AL 変異体は精製過

程・透析によっても分離されないほどの親和性で何らかの化合物が活性部位に存在

しているものと考えられ、その化合物はインドールであると推測した。データは示

さないが、C13 を添加しても AL 変異体はスペクトル変化を示さず、すでに活性部

位が占められていることを示唆する。Fig.17-4 にインドールを添加により誘導される

スペクトル変化を示す。スペクトル上での変化はほとんど見られなかったが、差ス

ペクトルより Type I スペクトル変化が誘導されていることが明らかになった。Kd の

値は変化が小さすぎて正確に算出することができなかったが、Fig.17-4-b より、<10 
μM であると思われる。立体的な影響を考察するために 4-PI を添加によるスペクト

ル変化を観察、Kd を算出した(Fig.17-5)。野生型、F88A、AL 変異体のインドール、

4-PI に対する Kd をまとめて Table.17-2 に示す。AL 変異体の各 Kdは F88A よりさら

に小さくなっており、親和性が向上していることが明らかになった。この Kd 値の変

化も色素生成能向上の一因となっていると考えられる。理論的には大きな化合物が

活性部位に侵入するためには、空間的に広くすることが有効であると考えられるが、
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本測定ではその逆の傾向が見られた。この結果は、第十五、十六節での考察と一致

している。 
 AL 変異体のインドールに対する水酸化活性測定を行った(Fig.17-6)。本試験では、

活性があまり高くないことを考慮し 500 μL の反応系に 5 μg の酵素を使用した。全

ての酵素において、基質を添加しない状態においても NADPH の弱い減少が観察さ

れた。これは還元酵素ドメインから伝達された電子が酸素に供与され、過酸化水素

が生成するオキシダーゼ反応が進行しているものと推測した[133]。WT と比較して

F88A、AL 変異体の control での NADPH の減少が低下していることから、変異体酵

素では、P450 ドメインへの電子伝達効率が低下していると考えられる。予想に反し

て、基質としてインドールを添加すると、逆に NADPH の減少量が低下するという

減少が見られた。Fig.17-7 に、還元酵素ドメインにインドールを添加することによる

cytochrome c 還元活性の変化を示した。500 μM インドール共存時において、反応回

転が 10%程度に低下しており、機構は不明であるが還元酵素ドメイン内における電

子伝達に対して阻害効果が見られた。反応終了後に KOH を添加してアルカリ条件に

したが、670 nm の吸収は全ての酵素において違いは見られなった。酵素反応で

hydroxyindole が生成していればアルカリ条件におくことで二量体化が進行し、イン

ディゴ色素が生成するはずである。よって本試験では NADPH の消費による 340 nm
の減少が酵素反応に反映されていない、すなわちアンカップリングしていると推測

される。また、NADPH の減少量もかなり低いため、検出可能な量が生成されてい

ない可能性も考えられる。 
AL 変異体のインドール反応性が見られない原因を究明するため、還元酵素活性の

測定を行った(Fig.17-8)。野生型とF88Aの通常条件での活性はほぼ同値であったが、

AL 変異体ではそれらの 30%程度の活性しか持たなかった。Dodecanoic acid を添加し

た条件での還元酵素活性の上昇はすべての変異体で見られたが、それでも AL 変異

体は野生型の 50%にも満たなかった。F88A と AL 変異体の構造的違いは V83 が Leu
に置換されている点だけである。また、AL 変異体の活性部位内部にはおそらくイン

ドール分子が結合していることが示唆されている。これらが電子伝達に伴っておき

ると考えられる構造変化の障害になっているのかもしれない。P450BM3 に結合した

脂肪酸の末端は、F87 と相互作用しながらも A82 の方向を向き、立体的に近くなる。

V83L はこの残基がさらに大きくなっているため、立体的な影響も十分に考えられる

(Fig.17-8)。もしこの推論が正しければ、活性部位内部の構造変化はかなり大きく、

基質結合の親和性が上昇しても反応に必要な電子伝達効率が悪影響をうけることに

なる。F88A では電子伝達効率およびドデカン酸添加に対する挙動は、野生型と同一

であった。一方、P450BM3 の電子伝達を可能にする構造変化は、脂肪酸の末端炭素

鎖が F87 に結合することで開始されるという機構が予測されているが、野生型と

F88A 変異体の還元酵素活性を比較すると少なくとも P450foxy においては 88 位のア
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ミノ酸との相互作用の寄与はそれほど大きくないと考えられる。 
F88A、AL 変異体は P450 ドメインへの電子伝達効率が低下しており、さらに

Fig.17-6 においてインドールへの親和性が高い変異体になるにつれて NADPH の減

少が低下していることから、インドールが活性部位内部に結合することで酸素への

電子伝達は起こりにくくなっているといえる。しかし基質の酸化反応に NADPH の

減少が反映されておらず、極めてカップリング効率が悪いといえ、他の何らかの分

子へ電子がわたってしまっていると考えられる。 
P450BM3における報告によると、F87V変異によりインドール水酸化能を獲得し、

さらに L188Q、A74G と変異を蓄積することで Kcatの上昇は小さいものの、Kmが低

下していくことが分かっている[41]。Kmが低下していることから、P450foxy の V83L
と同様にインドールへの親和性を向上させる意味合いがあると思われる。

P450foxyF88A 変異体と AL 変異体は、培養時には明らかに色素生成能の違いがみら

れた。前述の通り、培養時における色素の前駆体インドールは培地成分に由来して

いるため、濃度的にかなり低いレベルであることが予想される。よって F88A と AL
変異体の違いは、インドールへの親和性の差が反映されているといえるかもしれな

い。  
同様の目的で P450BM3 の変異体を作製した報告では活性が検出されているが

[134]、大腸菌 cell free extract を添加することでその効率が向上するという報告があ

り[135]、電子伝達のアンカップリングの結果生じる活性酸素分子種を大腸菌の SOD 
(Super oxide dismutase)が分解できるためであると考察されている。Fig.I-6 の P450 に

おける反応サイクルによると、適切なタイミングで電子が供給されないと反応中間

体が崩壊し、過酸化水素やスーパーオキシドアニオンラジカル(O2
-)が生成すること

が示されている。AL 変異体において、還元酵素活性が低下していることが明らかに

なったが、このことにより、電子伝達が潤滑に進行しにくくなっている可能性も考

えられる。また、活性酸素の生成は酵素の不安定化、失活にもつながる。P450foxy
変異体培養時の色素生産も、大腸菌由来の他の酵素の介在が必要であるのかもしれ

ない。外来タンパク質を発現する大腸菌を bio catalyst として使用する研究例が

P450foxy、P450BM3 においても報告されており[40, 136, 137]、そのような方法では

今回取得した変異体発現株は十分有用である。AL 変異体はナフタレンに対する結合

能をもつことも確認しているため、変異の導入次第でさまざまな芳香族化合物を酸

化させることができるかもしれない。しかし AL 変異体によるインドール酸化を直

接的に証明するために in vitro での活性再現を目指し、その障害要因究明を行って行

く必要がある。本実験により、P450foxy において P450BM3 で行われているのと同

様に機能改変が可能であるということが示された。さらに色素生成能向上に効果が

あるアミノ酸が P450BM3 と異なることが明らかになったことから、P450BM3 で達

成されていない反応を進行させる変異体を作製することができる可能性も示された。 
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Fig.17-1  野生型、F88A、AL変異体の精製後の色調の違い

AL変異体のみ、黒味がかったオレンジ色を呈した。

Fig.17-2  野生型、F88A、AL変異体のSDS-PAGE
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Fig.17-3 AL変異体のスペクトル変化
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Fig.17-4  AL変異体のインドール添加によるスペクトル変化

A : スペクトル変化 B : インドール濃度 vs Abs.419-388 C : 差スペクトル
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5 mM インドールDMSO溶液を用いて滴定した。

Kd = <10 μM



179 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

350 400 450 500 550 600

Wavelength (nm)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

A
bs

or
ba

nc
e

433

5 mM 4-PI DMSO溶液を用いて滴定した。

Kd = 5.6 ± 0.2

Table.17-2  インドール、4-PIに対するKdの比較

n.b. : not binded *スペクトル変化が小さく決定できなかった。

Sample Kd for Indole ( μM) Kd for 4-PI ( μM)
WT n.b. 95.9 ± 2.7
F88A <20* 13.3 ± 0.6
AL mutant <10* 5.6 ± 0.2

Sample Kd for Indole ( μM) Kd for 4-PI ( μM)
WT n.b. 95.9 ± 2.7
F88A <20* 13.3 ± 0.6
AL mutant <10* 5.6 ± 0.2
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Fig.17-6  AL変異体によるインドール水酸化反応試験におけるNADPHの減少
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Fig.17-7  インドールによる還元酵素ドメインのCyt. c還元活性の阻害

C-His 還元酵素ドメインを使用し、様々なインドール濃度における
Cyt.c還元酵素活性を測定した。
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Fig.17-8  野生型および各変異体の還元酵素活性比較
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Fig.17-9  P450BM3の基質結合におけるA82の位置
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第十八節 Cytochrome P450foxy の結晶化 
 
 P450foxy の全長構造および P450 ドメイン、還元酵素ドメインの X 線結晶構造解

析を目的とした。融合型 P450 の特性として反応回転が 3000 min-1と極めて高く、P450
ドメインと還元酵素間の効率的な電子伝達に強い関心が集まっている。B. 
megaterium 由来の P450BM3 の結晶構造解析を行った報告例は多く、様々な変異体、

基質複合体の構造が解析されている。しかし、全長での構造が解明された例は未だ

報告されていない。P450foxy の結晶化はこれまでも行われてきたが、完全長を持つ

物はもちろん、ドメイン毎の結晶構造解析も成功していない。 
 
18-1 試料 
P450foxy 全長、C 末端 His tag 付 P450 ドメイン、還元酵素ドメインを試料とした。 
 

18-2 方法  
 試料の調製 
 各項目で述べた方法で精製を行い、5 mM Mops (pH7.4)に対して透析を行った。透

析後、Amicon Ultra によって 15-20 mg/mL まで濃縮した。さらに Ultrafree-MC 0.22 μm 
(Millipore : UFC30GV00)にいれ、5000 xg、4℃で遠心することで限外濾過し、微小な

不純物を除いた。タンパク質濃度を BCA 法によって測定した。基質を添加する場合

は、濃縮前に 200 μM となるように添加し、4℃、30 min 静置した後に処理を行った。 
 
結晶化スクリーニング 
 結晶化条件のスクリーニングは小スケールで行うため、COC-CRYSTALQUICK 
PLATTE (greiner bio-one : 609820)を用いたシッティングドロップ法で行った。結晶化

条件は、5、25℃とし、タンパク質濃度は 15-20 mg/mL とした。Table.18-1 に示す結

晶化スクリーニングキットを用いた。P450foxy 全長、P450 ドメインについては、基

質である 200 μM C13 を添加したもの、還元酵素ドメインについては、補酵素 FAD、

FMN を各 100 μM となるように添加した試料も検討した。 
 Plateに8連ピペッターを用いてリザーバ溶液80 μLをいれた。ウェル中で試料1 μL
と等量のリザーバ溶液を混合した。クリアテープでシールし、各温度のインキュベ

ータ内に静置し、数日毎に観察した。 
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結晶化条件の精密化 
 スクリーニングにおいて結晶が観察された条件を初期条件とし、より質の良い結

晶を得るため、沈殿剤、塩濃度、pH、buffer の種類などについて条件の精密化を行

った。シッティングドロップ法で行った。 
 
X 線回析データ測定 
 回析強度データの収集は、高エネルギー加速器研究機構(KEK)の放射光実験施設

(PF)の実験ステーション BL6A で行った。結晶をドロップより、マイクロピペッタ

ーを用いて回収し、クライオプロテクタントとして段階的にグリセロールを含む同

リザーバ溶液に移した。顕微鏡で観察しながら Raxid IV++クライオループを用いて

結晶をすくいとり、100 K のクライオストリームにおいて瞬間的に冷却して測定し

た。 
 
18-3 結果及び考察 
 P450 ドメイン及び還元酵素ドメインの結晶化条件を見出すことができ、X 線回折

に供した。P450 ドメインは約 8Å、還元酵素ドメインは 3.3Åまでの反射を確認した

がデータ測定には至っていない。以降の結晶は Fig.18-1 にまとめて示す。P450 ドメ

インをシッティングドロップ法により初期スクリーニングを行った結果、(a)の微小

な結晶が確認された。同条件で再現性を確認したところ、しばしば(b)のようなゼリ

ー状の凝集が起こった。硫安濃度を 0.02 M 刻みに変化させ検討を行ったところ、1.12 
M 硫安の条件で(c)の単一結晶が得られた。この結晶を X 線回析に供したところ、8
Å程度の反射が見られたが、スポットが流れてしまっていた(Fig.18-2-A)。この結晶

はおそらく薄い板状の結晶が何枚も重なってできていた。さらに(c)の条件に

Additive Screening を添加し検討を行うと DMSO(d)、0.1 M Proline(e)の添加により結

晶の質が向上した。これらを X 線回析に供したところ、分解能は前回とほぼ同程度

Table.18-1  P450foxyの結晶化条件検討に用いたスクリーニングキット

Crystal Screen I,II  (Hampton Research)
Crystal Screen Lite (Hampton Research)
PEG/Ion Screen  (Hampton Research)
Wizard I, II, III (Emerald Biosystem)
Salt RX (Hampton Research)
Cryo I, II  (Hampton Research)
Ammonium Sulfate Grid Screen  (Hampton Research)
Additive Screen (Hampton Research)
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であったが、スポットが安定した(Fig.18-2-B)。得られた結晶が薄すぎたため、分解

能が十分ではなかったと考えられ、現在さらに厚い結晶が得られる条件を検討して

いる。以上の硫安を用いた結晶作製は比較的再現性が良く、温度は 5℃、タンパク

質濃度は 15 mg/mL 程度でよい結果が得られるようである。硫酸ナトリウムなど他

の硫酸塩では結晶は得られなかった。pH の条件検討では 6.5 付近で結晶が成長する

ことが多く、中性以上では(b)のような凝集が起こりやすかった。リガンドとしてド

デカン酸を添加し、スクリーニングを行ったところ、リガンドを含まない試料とは

異なる条件で、異なる形状の結晶が得られた(f)。しかしこの結晶では反射は得られ

ず、再現性にも乏しかった。 
 還元酵素ドメインの結晶化において、初期スクリーニングの段階で二種類の条件

で結晶が成長した(g, h)。精製過程において補酵素 FAD、FMN が脱離しやすいこと

が報告されているため、結晶化に際してそれぞれ 50 μM 添加したところ、結晶が成

長しやすかった。これらの結晶を X 線回析に供したところ、(g)において 3.3Åまで

の反射が見られた。詳細な構造解析には 3Å以上の分解能が必要であるため、デー

タ収集には至らなかったが、同条件で結晶を作出し、さらに強いビームラインで X
線回析を行えば十分な反射が得られる可能性が高い。現在は上記の結晶化条件の再

現性確認および条件の精密化を行っている。特に本研究において、脂肪酸が還元酵

素ドメイン自体に相互作用するという興味深い可能性が示されているため、脂肪酸

を添加した条件での結晶化条件検討も行っていきたいと考えている。 
 全長P450foxyについても同様に条件検討を行ったが、沈殿してしまうことが多く、

特に沈殿剤として Polyethyleneglycol(PEG)を含む条件とは相性が悪いようであった。

検討温度を 25℃から 5℃に下げることで沈殿する割合を少なくすることができたが、

今現在有望な結晶は得られていない。 
  タンパク質の結晶化において、分子の均一性が最も成功率を左右するといわれて

いる。Table.14-2 に示すように、P450foxy は野生型においても約 20%のヘムが適切

に配置されていない、もしくは脱落してしまっている。このことは試料の不均一性

につながる。また、本研究で作製した F88 変異体のうち、F88V、L、I はヘムの保持

率がほぼ 100%に向上していることが示されているため、これら変異体を結晶化に供

することで異なる結果が得られるかもしれない。同様に、還元酵素ドメインの FAD、

FMN も精製時に脱落しやすいが、結晶化検討時に 50 μM FAD、FMN を添加するこ

とで結晶性が向上したことは、分子の均一性が向上したことに由来すると考えられ

る。P450foxy、P450BM3 は両者とも全長構造の結晶構造は解かれていないが、この

原因として、P450、還元酵素という異種酵素の融合であることだけではなく、ヘム、

フラビン補酵素の保持率が一定ではなく、試料の均一性を保つことが困難であるこ

とも考えられる。 
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Fig.18-1  P450foxyの結晶化スクリーニングで見出された結晶
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Fig.18-1  P450foxy P450ドメインのX線反射

(A)

(B)

(A) 0.1 M HEPES (pH6.5)  1.12 M (NH4)2SO4

(B) 0.1 M HEPES (pH6.5)  1.12 M (NH4)2SO4   3% DMSO

Fig.18-1  P450foxy P450ドメインのX線反射



187 

第十九節 第二章の総括 
P450foxy は、カビ F. oxysporum より単離された融合型 P450 であり、バクテリア由

来の P450BM3 と最も近い性質を持つ。融合型 P450 は P450 ドメインと還元酵素ド

メインが融合しており、極めて高い反応回転を示すことが知られている。P450BM3
はその特性により工業応用に向けた研究例が非常に多い。一方で P450foxy の研究例

は圧倒的に少なく、その性状・生理的意義に関しても不明な点が多い。本研究は、

P450foxy をタンパク質工学的手法によって機能改変を試みた初めての報告例である。 
  P450foxy の大腸菌発現系を前任者から供与され、実験に用いた。カビ菌体内で膜

結合酵素であると考えられている P450foxy が、大腸菌発現系では可溶性発現される

のは有利な点であった。精製方法もすでに前任者によって確立されているが、本実

験に先立ち His tag を付加したコンストラクトを構築し、さらに迅速かつ簡便な試料

調製法を確立した。His tag が P450foxy の酵素活性に与える影響を調べた結果、C 末

端 His tag を付加すると脂肪酸水酸化活性が約半分に低下し、それは C 末端側に存在

する還元酵素ドメインのフォールディングが変化し、還元酵素活性が低下すること

に由来していることが明らかになった。この結果は C 末端に His tag を付加したコン

ストラクトで研究が行われることが多いバクテリア由来の融合型 P450 とは異なっ

ていた。P450 ドメインと還元酵素ドメインを分離した大腸菌発現系を構築した。ゲ

ル濾過カラムにおける溶出体積比較より、P450foxy は常に二量体として存在してお

り、それは還元酵素ドメイン間の相互作用によることが明らかになった。 
分離された P450 ドメインは、全長酵素とスペクトル的性質、脂肪酸結合能におい

て一致した。融合型 P450 において脂肪酸を添加すると還元酵素活性が上昇するとい

う報告があり、それは P450 ドメインの活性部位に脂肪酸が結合することで誘導され

る構造変化が理由であるとされている。P450foxy においてもこの挙動は見られ、驚

くべきことに還元酵素ドメインのみに脂肪酸を添加することでも還元酵素活性の上

昇が見られた。さらに活性上昇を誘導する脂肪酸と P450foxy の脂肪酸水酸化反応の

炭素鎖長は完全に一致し、ドデカン酸において至適であった。この結果から、

P450foxy において脂肪酸は P450 ドメインだけでなく、還元酵素ドメインにも何ら

かの相互作用を持ち、電子伝達を活性化させるエフェクターとしての機能を持つ可

能性が示唆される。また P450foxy の脂肪酸炭素鎖特異性は、この作用に影響されて

いるといえるかもしれない。P450 ではないが、同じく酸化酵素、還元酵素ドメイン

の融合酵素である NOS(Nitric oxide synthase)において、電子伝達及び二量体化が外部

因子カルモジュリンによって制御されていることが知られている[138, 139]。融合型

P450 でこのような性質は報告されておらず、脂肪酸が還元酵素ドメインに結合、制

御因子として機能していることが構造解析的に証明することができれば、融合型

P450 の新たな電子伝達機構モデルを提案することにつながる。 
活性部位内部に存在するアミノ酸のうち F88 を置換した 6 種の変異体(G, A, V, L, I,  
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W)を作製し、反応性を比較した。より小さい残基を導入した変異体ほど、適切にフ

ォールディングされる割合が減少したことから、88 位のアミノ酸残基が外部からの

溶媒侵入を遮断し、活性部位内の環境を整える機能を持つことを予想させる。各変

異体の脂肪酸に対する反応性は、全変異体で著しく低下し、炭素鎖特異性に変動が

見られたが側鎖のサイズとの間に関連性は見られなかった。F88 は、P450BM3 の結

晶構造解析の結果より、脂肪酸の末端炭素鎖と相互作用すると考えられるため、こ

の残基が置換されることで末端炭素が固定されず反応が進みにくいという説明が可

能である。トリデカン酸に対する Kd を比較したところ変動はあまり見られず、88
位アミノ酸の脂肪酸結合能に対する寄与は小さいと考えられた。F88G、W は脂肪酸

結合能を失っており、F88G は活性部位内部の環境が疎水性に保たれていない、F88W
は物理的に脂肪酸の侵入を阻害していることが原因と考えられた。 
いくつかの F88 変異体酵素は、培地中にインディゴ色素を生産した。トリプトフ

ァン由来のインドールが変異体酵素により酸化されることが予想された。色素生産

能を比較すると F88A が最も多くの色素を生産したことから、F88 の立体的障害がな

くなったことでインドールのような大きな基質の侵入が可能になったことが明らか

になった。さらに色素生産能を指標として、活性部位内部の部位特異的変異導入を

行い、23 倍の色素生産能を持つ F88A V83L(AL 変異体)を取得した。Deep well plate
を用いた error prone PCR スクリーニングを行い 14 種の変異体を取得した。配列を確

認すると、V83、V75 に変異が導入されているものが多く見出され、活性部位内部

の立体がインドールへの反応性に影響が大きいことを示した。これは第一章での A. 
oryzae 由来融合型 P450 に関する検討を強く支持する結果である。 

F88A、AL 変異体を精製して性状を調べたところ色素生成能に比例してインドー

ル、4-PI に対する親和性が向上しており、これは活性部位内部の構造を変異導入に

よって調製したことによる効果であり、色素生成能に反映されていると考えられた。

In vitro におけるインドール水酸化活性測定を行ったが、活性を再現することは現在

できていない。AL 変異体の還元酵素活性が野生型と比較して 30%程度に低下してい

るのも一因であるかもしれない。現在 AL 変異体によるインドール酸化能の再現の

ための検討を行っている。 
P450foxy の結晶化検討で、P450、還元酵素各ドメインの結晶化条件を見出し、反

射が起こることを確認した。データ収集には至っていないが、引き続き再現性確認・

条件精密化を続けていく予定である。特に還元酵素ドメインは、本研究で興味深い 
示唆が得られたため、重点的に検討を行いたいと考えている。 
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第三章 結論 
A. oryzae のゲノムに対する blast search の結果、CPO と 28%のアミノ酸相同性お

よび保存されたヘム結合領域を持つタンパク質 AOPE を見出し、AOPE 過剰発現株

を作成することでクローニングに成功した。粗抽出酵素においてペルオキシダーゼ

反応および、CO 差スペクトルにおける 450 nm 付近の吸収極大を観察した。さらな

る blast search の結果、CPO 類似タンパク質は糸状菌に広く分布しており、なんら

かの生理的意義をもつことが示唆された。本研究は菌体内において、ペルオキシダ

ーゼ反応を触媒するヘム-チオレート含有酵素が存在することを示した初めての報

告例である。発現量が少ないことにより、詳細な性状研究は進行中であるが、現在

発現量の増加検討を行い、その酵素的性状の解明を目指している。CPO は広い pH
範囲で反応性を示すが、pH2-3 という低 pH で最も高い活性を持つ。この性質は工

業応用において障害となりうる。反応至適 pH のことなるペルオキシダーゼ取得は

応用に関して有用である。 
P450foxy および P450BM3 の配列を用いた blast search により、糸状菌およびバク

テリアの持つ融合型 P450 の配列情報を取得した。アミノ酸アライメントに基づい

た系統分析により、糸状菌の融合型 P450 は、バクテリアと比較して広い配列多様

性および生理的な機能をもつことを明らかにした。 
P450foxy の還元酵素ドメインに、基質である脂肪酸が直接相互作用し、還元酵素

活性が上昇するという興味深い現象を見出した。NOS に見られるような外部因子の

関与が電子伝達および立体構造に影響を与えるという報告は融合型 P450 ではなさ

れておらず、融合型 P450 の電子伝達に関する新規な知見であった。 
P450foxy の F88 変異により、脂肪酸水酸化活性を失う代わりにインドール酸化能

を得たことが示唆された。アミノ酸一残基の置換により基質特異性を大きく変化さ

せることができた。88 位の疎水性残基は基質認識だけでなく P450foxy の活性部位

内部環境への寄与が大きいことが示された。 
部位特異的変異および error prone PCR により、培地中に蓄積する色素量を指標と

してインディゴ色素高生産変異体のスクリーニングを行った。P450foxy の活性部位

内部の V83、V75 変異が活性向上の効果が大きいことが明らかになった。これらの

残基は他の融合型 P450 では保存度が低く、基質認識が異なることを示す知見であ

った。最も多くの色素を生産する AL 変異体においても、精製酵素をもちいた in vitro
における試験で活性を再現することは現在できていない。この理由として還元酵素

からの電子伝達効率が低下していること、アンカップリングの割合が高いことが示

唆された。また、大腸菌由来の酵素の関与も考えられた。有効なアミノ酸変異が

P450BM3 とことなり、活性部位内部の構造の差、反応性の差が見出された。 
P450、還元酵素ドメインにおいて結晶化条件を見出すことができ、条件の精密化

により構造解明が近い将来可能になると期待する。 
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工業的応用が期待される融合型 P450 のうち、糸状菌由来 P450foxy でタンパク質

工学的手法による機能改変を行った初めての報告であり、活性部位内部のアミノ酸

側鎖を変異させることで、様々な化合物を認識させることができる可能性が示され 
た。 
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を過ごさせていただきました。 
 東北大学から今に至るまで良い友人である小平晃久氏、海老根真琴氏、杉本俊輔

氏に感謝します。いつも応援してくれる吉村弥生氏に感謝します。苦しいときにと

ても励みになっていました。 
 これまで、私を経済面において支えてくれた両親に深く感謝します。とてもご心

配おかけしたと思います。私の今後についてとても心配してくれた叔父に感謝しま

す。以上の方々、誰がいなくても現在の私は無いと思っています。 


