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研究成果の概要（和文）：麹菌を宿主として、低分子化合物のCH結合を活性化して酸素官能基を導入するチトク
ロームP450多重遺伝子を形質転換した株を調製した。合計45種以上のユニークなP450を用いて、ライブラリーの
構築に成功した。ハイスループット化を目指して、このライブラリーを用いて、反応スケールを検討したとこ
ろ、操作上の容易さから目標に合致するスケールダウンに成功した。市販品のほか生合成研究で入手できたユニ
ークな骨格を持つ基質を用いた微生物変換も試した。その結果多くの変換物が得られたものの、変換効率が予想
以上に悪く、どの酵素遺伝子が変換するかの特定に労力がかかることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Heterologous expression of cytochrome P450 for fungal natural product 
biosynthesis has been employed. We succeeded to prepare library of multiple P450-expressed 
transformants. Using this unique library, we performed the screening the transformants and found 
various conversion to generate a number of new metabolites although their productions were 
relatively low. 

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 
  糸状菌が生産する代表的な天然物の生
合成経路を俯瞰すると、経路特異的な骨格構
築酵素と経路非特異的な修飾酵素の組み合
わせによって天然物特有の構造多様性が創
出されていることがわかる。この内、後者に
分類されるチトクローム P450(略称:P450)が
触媒する分子変換反応には、1)不活性な C-H
結合のラジカル開裂に起因する酸化及び骨
格変換反応、2)同一分子内で化学的環境が異
なる複数の部位に対する段階的な酸化反応
など、有機化学的にも興味深い反応が数多く
知られている(Chem. Rev. 1996, 96, 2841)。
また、三共によるコレステロール低下剤・プ
ラバスタチンの合成(Eur. J. Biochem. 1989, 
184, 707)、大正製薬による活性型ビタミン
D3 の合成 (Appl. Microbiol. Biotechnol. 
1992, 38, 152.)に P450が利用されているこ
とからもわかるように、その特異な反応性を
利用した製造プロセスも開発されている。一
方、近年のゲノム解析から糸状菌は 1菌株当
たり 100種類程度の P450を有していること
が明らかにされているが、その多くは機能が
明らかにされていない(BMC Genet. 2008, 9, 
402)。こうした背景の下、P450 の有する機
能の網羅的な解析や P450 がもつ潜在的な機
能を開発して物質変換へと応用することは
学術的・産業的にも重要な研究課題であると
考えられている。 
 
２．研究の目的 
 
 チトクローム P450は、C-H結合のラジカ
ル開裂を起点として有機化学的にも興味深
い分子変換反応を触媒する。その特異な反応
性と選択性に対しては学術的に興味がもた
れているばかりでなく、医薬品などの製造プ
ロセスでの利用も期待されている。さらに、
ゲノム解析から推定される P450 の数は指数
関数的に増加しており、その潜在的可能性(新
機能など)にも大きな注目が集められている。
そこで本研究課題では、糸状菌由来の P450
を解析するための汎用性の高い新手法を確
立するとともに、P450 のもつ未開拓機能の
発掘と物質変換への応用可能性を検証する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、“麹菌異種発現系を利用した
P450 発現ライブラリー”の概念を具体化し、
基質特異性が寛容であるために多段階反応
を触媒する P450 の中から新機能を有する
P450 を発掘する。具体的には、1)迅速なプラ
スミド構築法と麹菌への多数(8〜12 種)遺伝
子同時導入法の確立、2)48 種の P450 からな
る発現ライブラリーの構築、3)微生物変換で
生成した新たな化合物の単離・構造決定、4)
前項で見いだした反応を触媒する P450 の同

定から、本研究課題で提案した手法の妥当性
を評価する。また、将来的なハイスループッ
ト化を想定し、微生物変換のスケールダウン
も検討する。 
 
(1) 発現ライブラリー構築方法の確立〜多
数遺伝子同時導入法の確立〜 
 提案した概念を実現するには、発現ライブ
ラリーを迅速に構築する必要がある。そこで、
我々が開発した“4 遺伝子同時導入法
(ChemBioChem 2014,15,2076.)”と“ギブソ
ン・アッセンブリー”を応用して 8個以上の
P450 遺伝子の同時導入を検討する。 
 後述する P450 遺伝子の中から 12種類を選
び、2 種類ずつ発現用ベクターに導入する。
具体的には、1)2 種類の P450 遺伝子に加えて
リンカー部を PCR で増幅する、2) ギブソ
ン・アッセンブリー法を使って 3つの断片と
ベクター(pUARA2もしくはpUSA2)を一度に連
結することで、合計 6種類の発現用プラスミ
ドを迅速に構築する。次いで、構築した 4種
及び全てのプラスミドを使った8遺伝子以上
の同時導入を検討する。検討する項目として
は、形質転換の際に使用するプラスミドの濃
度・絶対量及びプロトプラストの濃度などを
想定している。導入された遺伝子の確認は、
PCR で行う。所期の形質転換体が得られる手
法を確立できたら、ライブラリーの構築へと
研究を進める。 
(2) P450 発現ライブラリーの構築  
 短期間で P450 のもつ未開拓機能を発掘す
るには、研究対象とする P450 ライブラリー
の質が重要となる。そこで本研究では、基質
特異性が寛容であることが期待される多段
階反応を触媒する P450 に焦点をあてる。具
体的には、我々が着目してきた天然物(ポリ
ケ チ ド :betaenone な ど 、 テ ル ペ
ン:aphidicolin など、メロテルペノイ
ド:paxilline など)の生合成の中で多段階反
応を触媒する P450 に加え、機能が明らかに
されている P450 も研究対象とする。以下に
示すライブラリーの構築を考慮し、標的遺伝
子の総数は 48 種類を想定して いる。 
 上述した実験で確立した手法を用いて、
P450 発現ライブラリーを構築する。具体的に
は、まず始めに 2 種類の P450 を導入した発
現用プラスミドを24種類構築する。次いで、
構築したプラスミド(4 種類)を同時に使った
形質転換により 8 つの P450 を導入した形質
転換体(A-I;合計 9種類)を構築する。このラ
イブラリーは、酸化反応を触媒した P450 を 4
つにまで絞り込めるように設計したもので
ある。 
(3) P450 の有する新機能の発掘  
 本研究課題で標的とした P450 は、1) デカ
リン骨格を修飾する P450、2) インドールジ
テルペンを修飾する P450、3) テルペン骨格
を修飾する P450、4) その他の 4 種類に大別
される。そこで、これらの構造的特徴を兼備
した3タイプの化合物群と構造的特徴が異な



る2タイプの化合物群を使った微生物変換を
検討する。後者の化合物群としては、生理活
性天然物や P450 の機能解析で頻繁に用いら
れている coumarin などを想定している。 
 将来的なハイスループット化を想定し、変
換反応に用いる基質の絶対量と反応ボリュ
ームのスケールダウンを検討する。具体的な
目標値として、基質の絶対量(数〜数十 μg
スケール)と反応ボリューム(数百μLスケー
ル)を設定する。次いで、市販及び研究室で
保有する候補基質を使った微生物変換反応
を行う。反応生成物の解析は、使用した基質
の化学構造に応じて LC-MS、GC-MS、HPLC を
使い分ける。分析によって基質の消費と新た
な生成物の増加を確認できた場合、大量スケ
ールで反応を行った後、各種分光学的手法を
用いて生成物の構造を決める。 
(4) 特異な機能を有するP450遺伝子の同定 
 上記ライブラリーの中に特異な反応を触
媒する P450 遺伝子が存在した場合、該当す
る P450 遺伝子を特定する。これにより、提
案した手法の妥当性を検証する。反応を触媒
する P450 が数種類あった場合には、生成物
の化学構造を基に優先順位を決める。 
 上述したように、ライブラリーを使った微
生物変換により候補遺伝子を(1 反応につ
き)4 種類にまで絞り込める。そこで、各 P450
を別々に形質転換して反応を触媒する P450
を特定する。具体的な実験手法は、上述した
実験で確立した手法を用いる。 
 合計 48種の P450 遺伝子を研究対象にする
ことを考えると、プラスミドの構築だけでも
3〜4 ヶ月程度を要すると考えられる。また、
これまでに成功例のない8個以上の遺伝子導
入法を確立するには、種々の検討と確認作業
を含めて 6〜8 ヶ月程度を見込んでいる。そ
の後の機能解析には 1 年程度かかると考え、
述べ 2年間の研究期間を設定した。 
 
 
４．研究成果 
 
 計画通り３種のベクター(pUARA2, pUSA2, 
pAdeA2)を用いて、麹菌 Aspergillus oryzae 
NSAR1 株を宿主として、P450 発現ライブラリ
ーの調製を行った。Penitrem 生合成系で見出
された水酸化（PtmJ）、エポキシ化（PtmL）、
環拡大（PtmK）を触媒する酵素遺伝子を一つ
のベクターに組込んだ。同様に aflatrem 生
合成に関与する、メチル基の酸化的脱離およ
びアリル位酸化の 5 段階を触媒する AtmP お
よび二箇所の縮環位の酸化を行う AtmQ 導入
ベ ク タ ー な ど 、「 Bet2 (betaenone), 
PbP450-1/PbP450-2 (aphidicolin), CntC 
(cinatrin), Sol6 (solanapyrone), CcsD 
(cytochalasin)」合計 12 個の遺伝子を組込
んだ形質転換株ライブラリーを作成した。 
新規変換反応を検討するためのライブラリ
ー構築と並行して、ophiobolin の水酸化反応
を検討した。Ophioblolin の生産が確認され

た 菌 株 Bipolaris maydes, Emericella 
variecolor 由来のチトクローム P450 水酸化
酵素 OblB-Bm／OblB-Ev の場合、トランスポ
ーターOblD-Ac 存在下でのみ、４段階の酸化
生成物である ophioblolin C を生産するのを
見出した。これに対し ophioblolin の非生産
株と言われてながら、ophioblolin の生合成
遺伝子クラスターを持つ Aspergillus 
clavatus 由来の相同性の高い P450 OblB-Ac
の場合, トランスポーターOblD-Ac 非存在下
で前駆体を投与することにより、４種の異常
生成物を与えた。このように相同性の高い酵
素間で酸化する位置が異なるのは、大変興味
深い結果である。 
 今回 P450ライブラリーを充実させるため、
ポリケタイド系天然物に作用する P450 とし
て alt1, alt2, alt3 (alternapyrone), ポリ
ペプチドとのハイブリッド型天然物に作用
する AsolA/AsolB (didymellamide), HirJ 
(hirsutellone), セスタテルペン生合成に
関与するtpcB, tpcC (terpestacin), Nf-P450 
(sesterfisherol), btcB, btcC (新規セスタ
テルペン)のほか、インドールテルペンで利
用 さ れ る SpdJ (sespendol), JanP/JanQ 
(shearinine), 糸状菌では稀なリボーソー
ム型ペプチドUstC (ustiloxin)の機能解析を
終え、これらを導入した新たな麹菌株ライブ
ラリーを構築した。 
 これと並行して植物ホルモンである
abscisic acid の生合成に関与する機能未知
の P450 である BcABA1、BcABA2 を麹菌異種発
現させた。有機合成的に調製したイオニリデ
ンエタン関連化合物4種の微生物変換を行っ
た。ハイスループット化を目指して、反応ス
ケールを検討したところ、操作上の容易さか
ら500 uLの培地に数十ugの化合物を投与し、
二日間程度培養する条件で再現性良く、分析
できることを確認した。 
 さらにキノコ由来の P450 は分解系に使用
されることから、市販動物用の抗生物質
Pleuromutilinの生合成に関与するP450であ
る Ple1, Ple6, Ple7 導入した麹菌株を新た
に調製し、先に調製したライブラリーととも
に、上述の条件で微生物変換を検討した。ポ
ジコンとして本来の基質での変換能を試し
たほか、市販品 5種および生合成研究で入手
できた8種のユニークな骨格を持つ基質も試
した。その結果多くの変換物が得られたもの
の、変換効率が悪く、どの酵素遺伝子が変換
するかの特定も労力がかかることがわかっ
た。現在比較的収量の良い化合物についてそ
の構造決定を行っている。 
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