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研究成果の概要：近年、生体触媒の酸化反応プロセスへの応用が注目されている。酸化反応に

は一般に高温・高圧が要求され、反応の制御が困難であると同時に爆発性を伴うため、これを

常温・常圧で効率よく行うことが可能なバイオプロセスに変換する意義は極めて大きい。本研

究では、特に脂溶性の基質の酸化反応を、常温・常圧で効率よく行うことが可能な新規生体触

媒の創製を目指し、遺伝子工学的手法と有機化学的手法を組み合わせ、補酵素 NADH/NADPH
再生系が導入された大腸菌 P450細胞触媒の機能強化について検討した。 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、生体触媒の酸化反応プロセスへの応
用が注目されている。酸化反応には一般に高
温・高圧が要求され、反応の制御が困難であ
ると同時に爆発性を伴うため、これを常温・
常圧で効率よく行うことが可能なバイオプ
ロセスに変換する意義は極めて大きい。生体
内では、多種多様な酵素が基質の酸化反応を
効率よく触媒しているが、中でも P450 シス
テムと呼ばれる酸化還元酵素は、分子状酸素
を基質の炭素̶炭素結合に導入可能であり、
脂溶性の基質の変換も可能なため、その実用
化に特に注目が集まっている。しかしながら、
P450 システムには一般に還元力（NADH or 
NADPH）が必要とされ、これらの補酵素が極

めて高価なことから、バイオ酸化プロセスの
実現における大きな障害となっている。一方、
近年の遺伝子工学の進展により、大腸菌を始
めとする微生物宿主内に、様々なタンパク質
／酵素を発現することが可能になり、細胞内
での補酵素再生系の構築と、これを直接的に
利用する酸化還元酵素系（デヒドロゲナー
ゼ）に関する研究が盛んに検討されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、NADHあるいは NADPHを補
酵素として利用する新たな P450 システムを
大腸菌内で構築することを目的とした。特に、
大きく以下の２つの目標を掲げた。 
①Pseudomonas putida 由来の３つの可溶性タ
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ンパク質からなる P450 システム（以下、
P450camシステム）をモデルとして、大腸菌
を細胞触媒として用いる超高効率なバイオ
酸化プロセスの構築を目指した（図１）。ま
ず、酵素触媒的な補酵素 NADH再生系の導入
について検討した。次に、３つのタンパク質
（プチダレドキシン還元酵素：PdR、プチダ
レドキシン：Pdx、ヘム酵素：P450cam）間で
の電子伝達過程の律速段階となるステップ
を担う２つのタンパク質を融合することで、
基質変換速度の向上を試みた。 

 
図１ P450cam システムの概略図 

 
②P450 システムに必要な３つのタンパク質
が融合した天然の P450 システム（以下、
P450-BM3 システム）につき、NADH から
NADP+への電子伝達を加速することにより、
犠牲試薬としてのグリセロールからの２段
階補酵素再生を経た基質酸化反応プロセス
の構築（図２）について検討した。 

 

図２ ２段階補酵素再生系を介した 
  P450-BM3 システムの概略図 

 
３．研究の方法 
(1) P450camシステムの構築 
 触媒反応プロセスに必須の３つのタンパ
ク質成分ならびに大腸菌由来グリセロール
デヒドロゲナーゼ（GLD）遺伝子を遺伝子工
学的手法によりクローニング、発現、精製を
行った。各タンパク質への部位特異的変異導
入は、定法に従って行った。細胞触媒として
の利用に際しては、P450camシステムと GLD
の４つのタンパク質を大腸菌内に同時に発
現させ、これを休止菌体として用いた。 
(2) P450-BM3システムの構築 
 Bacillus megaterium由来の P450-BM3につ
いても遺伝子クローニング、大腸菌を宿主と
したタンパク質発現を行った。また、可溶性
トランスヒドロゲナーゼ（STH）についても
発現系を構築した。 
(3) 酸化活性の測定 
 P450camシステムの酵素活性は、天然基質
である camphorの酸化反応を GC-MSにより
追跡した。P450-BM3の活性測定用の発色基
質は、既報に従って合成した。 

(4) 細胞内タンパク質連結系の構築 
 タンパク質の連結を触媒する酵素として、
グラム陽性菌の外膜タンパク質の連結を触
媒する Sortase（ソルターゼ）と呼ばれる酵素
を発現する遺伝子ベクターを調製した。また、
ソルターゼの基質配列となるペプチドを、
P450camシステムを構築するタンパク質にペ
プチドタグとして付加し、これらと同時にソ
ルターゼを共発現させ、大腸菌内におけるタ
ンパク質連結を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) P450camシステムの機能強化 
①構成成分の安定化による活性強化 
 P450camシステムの触媒反応プロセスに必
須の３つのタンパク質成分のうち、補酵素
NADHから供給される電子を媒介する Pdxを
タンパク質工学的手法で安定化した。これに
より、GLDによる補酵素（NADH）再生系と
共役させた P450cam システムの触媒効率が
向上し、安定化前に比べ約 2倍の基質変換効
率を達成した（図３）。このことから、複数
のタンパク質間相互作用が必要な酵素触媒
プロセスにおいて、鍵となるタンパク質間相
互作用の強化により、細胞触媒全体の触媒効
率を向上可能なことを明らかにした。 

 

図３ 触媒過程に関与するタンパク質成分 
   の安定化による細胞触媒の機能強化 
 
②P450cam-Pdxの融合による活性強化 
 補酵素 NADH から供給される電子を媒介
するプチダレドキシン（Pdx）と酵素部位で
ある P450cam を遺伝子工学的手法により融
合化することにより P450cam システムの触
媒効率の向上を試みた。その結果、大幅な触
媒効率の向上には至らなかったが、融合タン
パク質が宿主内で部分的にプロテアーゼ分
解を受けながらも酸化反応は進行すること
が明らかとなった。 
③生体内タンパク質融合系の構築 
 上記の例では、Pdxと P450camが遺伝子レ
ベルで連結された融合タンパク質を利用し
た。一方、最近、ソルターゼと呼ばれるタン
パク質連結酵素が、大腸菌内でも機能するこ



とが明らかとなっている。そこで、本酵素を
用いた生体内（in vivo）での Pdx-P450融合タ
ンパク質の調製を試みた。その結果、Western 
blotting により融合タンパク質の存在は確認
できたが、十分な活性を得るに至らなかった。
これは、本来、生体膜上で２次元拡散しなが
ら反応を触媒するソルターゼを、可溶性タン
パク質として細胞内で発現したことにより
反応性が低下したためと考えられた。 
 一方、非共有結合的相互作用に基づく機能
強化について、自己組織化能を有するタンパ
ク質と P450cam システムを構成する各タン
パク質成分を融合した人工タンパク質を調
製し、これらの自己組織的な会合により触媒
活性が向上する系の構築についても検討を
行ったが、活性向上には至らなかった。 
④P450基質特異性改変による機能強化 
 P450cam酵素活性部位のアミノ酸の部位特
異的変異により、基質特異性が変化すること
が報告されている。このことは、本システム
の最終触媒プロセスを担う酵素成分の活性
部位置換により、様々な基質へと対応可能な
プロセスへと変換可能なことを示している。
そこで、既報に基づき、塩素系化合物の脱塩
素化反応を触媒する P450cam 変異体を調製
したところ、GLDとこの変異体を共発現させ
た大腸菌は青い色を呈し、色素（インディゴ）
を高収率で生産可能なことが明らかとなっ
た（図４）。 

 

図４ GLD と P450cam 変異体を共発現した 
組換え大腸菌による色素生産 

(左)通常の大腸菌；(右)組換え大腸菌 
 
(2) P450-BM3システムの機能強化 
 P450-BM3 システムは、触媒反応プロセス
に必要な酸化還元部位を同一タンパク質中
に有する巨大タンパク質複合体である。従っ
て、P450camシステムの様にタンパク質成分
を個別に調製する必要がないが、天然型の
P450-BM3 は高価な NADPH を補酵素として
必要とする。そこで上述のGLDによるNADH
再生系と、NADHの還元力を NADPHに転移
する反応を触媒する STH を共役させる２段
階補酵素再生系（図２）を、生体外にて構築
することを試みた。 

 

図５ ２段階補酵素再生系を介した
P450-BM3 触媒による基質酸化の例 

（Unit 比：STH/GLD = 1:1 (E);1:2(F); 1:5 (G); 

= 2:2 (H); 5:2 (I); 10:2 (J).） 

 
 合成発色基質を用いた詳細な分光学的解
析の結果、GLD により再生された NADH が
STHに認識され、その還元力を NADPHへと
受け渡す共役系の構築に成功した。また、
GLD と STH の比を変えた検討から、複数の
タンパク質を介して進行する本系において、
STHがNADPHへ電子を受け渡す過程が律速
となることを明らかにした（図５）。 
 
(3)プロセス工学による機能強化 
 脂溶性基質の変換を目的としたバイオプ
ロセス構築においては、水―有機溶媒二相系
がよく利用される。そこで、(1)①の細胞触
媒系に対して、脂溶性基質を有機相に添加し、
水相側に分配した基質が変換される系を構
築したところ、ここでも補酵素再生系を導入
した細胞触媒においてのみ十分な酸化活性
が見られた。また、近年、水、有機溶媒に続
く第３の溶媒として、イオン液体が注目を集
めている。そこで、イオン液体－水二相系の
構築に向け、水と混和しない疎水性イオン液
体を合成し、上述の細胞触媒による基質酸化
反応を試みたが、十分な活性の発現には至ら
なかった。 
 
 以上をまとめると、まず、３つの可溶性タ
ンパク質からなる Pseudomonas putida 由来
P450cam システムをモデルとして、補酵素
NADH 再生系の導入による大腸菌細胞触媒
の機能強化に成功した。興味深いことに、グ
リセロールを犠牲的な還元試薬として用い
た変異型 P450camシステムにおいて、組換え
大腸菌の培養に伴い菌体内に高濃度のイン
ディゴが蓄積することが明らかとなった。次
に、補酵素 NADPHを要求する天然のタンパ
ク質融合型 P450 システムである P450-BM3
システムに着目した。本システムに、NADH
から NADP+への電子伝達を触媒する酵素を
共存させることにより、グリセロールから
NADPH までの一連の電子伝達システム（２



段階補酵素再生系）を構築することで、少量
のNADH/NADPHを再生しながら脂溶性基質
の酸化反応を促進する新たなバイオ酸化プ
ロセスの構築に成功した。 
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