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研究成果の概要（和文）：シトクロムP450は小胞体膜やミトコンドリア膜に結合したヘム酵素であり、そのヘム
鉄に結合した酸素分子を活性化し、様々な脂質（ステロイドや薬物などの異物）の水酸化反応を触媒する。様々
な脂質に対応するために、基質特異性の異なる数多くのP450が知られており、ヒトの場合50種以上のP450が知ら
れている。
P450の反応には還元力が必要で、還元力の供給相手の一つであるCPRとP450の複合体結晶化を目指した。初期ス
クリーニングの結果、２種類のP450がCPRと安定な複合体を形成すると予想されたが、実際の相互作用は弱く、
結晶化には適さないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cytochrome P450s are endoplasmic reticulum and mitochondria membrane-bound 
heme enzymes which activates molecular oxygen bound to the heme iron to catalyze the hydroxylation 
reaction of various lipids such as steroids and drugs.
Reducing equivalents must be supplied for P450 reaction and we tried to crystallize the complex of 
P450 and CPR which is one of the redox counterpart of P450. In the results of first screening, it is
 predicted that two kinds of P450s may form a stable complex with CPR, but it was not directly 
confirmed by the further analysis. Thus we conclude that these P450s are not suitable for the 
crystallization of the complex.

研究分野： 構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　タンパク質間相互作用

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の結果はCPR-P450複合体の立体構造決定にはつながらなかったが、本複合体の構造決定が達成できれば、既
知のCPR-HO複合体の立体構造との比較などにより、CPRという酵素の機能全般の理解へとつながると考えられ
る。また、CPR-P450複合体の立体構造からQM/MM法による量子化学計算を用いた電子移動反応の解析や、MDシミ
ュレーションによるCPRのダイナミクスに関する研究の進展が期待される。
これらの研究はCPRに関する遺伝病であるAntley-Bixler症候群(指定難病の一つ)の治療法確立につながるかもし
れない。
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１．研究開始当初の背景 
 
シトクロム P450 は小胞体膜やミトコンドリア膜に結合したヘム酵素であり、そのヘム鉄に結合
した酸素分子を活性化し、様々な脂質（ステロイドや薬物などの異物）の水酸化反応を触媒す
る。様々な脂質に対応するために、基質特異性の異なる数多くの P450 が知られており、ヒトの
場合 50種以上の P450 が知られている。 
P450 が酵素反応に必要な酸素分子を活性化するためには、鉄硫黄クラスターを補因子とするア
ドレノドキシン(Adx)やフラビン酵素である CPR からの還元力が必要であり、この電子移動経路
の詳細を明らかにするためには、酸化還元複合体の立体構造が必要である。Adx-P450 複合体に
ついては、バクテリアホモログにおいて、すでに構造解析例がある(Tripathi S. et al. (2013) 
Science 340, 1227-30, Hiruma Y. et al. (2013) J. Mol. Biol. 425, 4353-65)が、CPR-P450
複合体に関しては、いまだに構造解析例がない。CPR は P450 以外にヘム代謝における主要酵素
であるヘムオキシゲナーゼ(HO)に還元力を供給することが知られている。HOは小胞体膜に結合
した酵素で、基質としてヘムを結合する。HO も P450 と同様にヘム鉄に結合した酸素分子を活
性化させるために還元
力が必要である。これま
でに我々は HOの酵素反
応機構に関する生化
学・構造生物学的研究を
進めており、その中で、
CPR-HO 複合体の結晶構
造解析に成功している
（図 1）。 
 
２．研究の目的 
 
そこで、本研究では CPR-P450 複合体の構造決定を目指し（図 1）、CPR から P450 への電子移動
機構を明らかにしようとした。得られた結果は CPR-HO 複合体の立体構造との比較などにより、
CPR という酵素の機能全般の理解へとつながる。CPR-P450 複合体の立体構造から QM/MM 法によ
る量子化学計算を用いた電子移動反応の解析や、MDシミュレーションによる CPR のダイナミク
スに関する研究の進展が期待される。 
CPR に関する遺伝病として、Antley-Bixler 症候群という病気(指定難病の一つ)が知られている。
この病気はCPRの機能不全により、ステロイドホルモン合成にかかわるP450が機能不全に陥り、
女児の場合は男性ホルモンの過剰、男児の場合は男性ホルモン不足を呈する。その結果として、
性器異常、二次性徴の異常、骨合併症などが報告されている。CPR-P450 複合体の構造解析によ
り、CPR から P450 への電子移動機構が明らかになることによって、本疾患の遺伝的背景と作用
機序について理解が深まり、疾患克服への糸口がつかめることも期待される。 
 
３．研究の方法 
 
安定な CPR-P450 複合体
を得ることが結晶化へ
と至る近道であると考
え、P450 が発現してい
る肝臓の膜画分から
CPR と強く相互作用す
る P450 をスクリーニン
グした。スクリーニング
のために、HO-1 と安定
な複合体を形成したΔ
TGEE という CPR 変異タ
ンパク質を用いた。図 2
に概要を示した通り、免
疫沈降法および共精製
法により、ΔTGEE と相
互作用するタンパク質
を抽出した。その後、質
量分析法により、結合した P450 を同定し、その P450 の発現精製系を確立して、結晶化、構造
解析へとつなげる手法をとった。 
 
４．研究成果 
 
３．のスクリーニングの結果、２種類の P450 が同定され、それらの発現精製系を確立した。し

図 1 CPR からヘム蛋白質への還元力受け渡し 

図 2 研究計画概要 



かし、ゲルろ過クロマトグラフィーおよび表面プラズモン共鳴法によって、それらの精製 P450
とΔTGEE との相互作用を確認したところ、弱い相互作用しか示さなかった。すなわち、これら
の P450 はΔTGEE との複合体結晶化には適さないと考えられた。現在は天然の P450 と CPR の融
合タンパク質である P450-BM3 の構造解析を検討している。 
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