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研究成果の概要： 
酸化酵素反応において宿主微生物由来の因子が目的酵素の反応速度に及ぼす影響を明らか
にすることを目的に、大腸菌１遺伝子破壊株を宿主とした網羅的スクリーニングを実施し、
欠損により、酸化酵素反応速度を増長しうる３種類の遺伝子を同定した。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,400,000 0 1,400,000 

2007 年度 1,100,000 0 1,100,000 

2008 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

  年度  

総 計 3,200,000 210,000 3,410,000 

 
 
研究分野：応用微生物学 
科研費の分科・細目：農芸化学・微生物利用学 
キーワード：生体機能利用、応用微生物、酵素反応、反応場制御 
 
１．研究開始当初の背景 

シトクロム P450 モノオキシゲナーゼ
（P450）に代表される酸化酵素群は多様な化
合物に対する位置・立体選択的な水酸化反応
を触媒可能であるため化学品生産業におけ
る触媒としても利用価値が高い。一方、これ
らの酵素は目的酵素のほかに補酵素や電子
伝達のためのレドックスパートナーを必要
とするため、実際の利用にあたっては、目的
酵素を内包する微生物細胞そのものを触媒
として用いる必要がある。すなわち、これら
の酵素反応は宿主細胞由来の因子の影響を
多分に受けると予想される。研究開始当時、
進化工学的手法などによる目的酵素自身の

改良については複数の報告が散見されたが、
宿主を改良し、反応効率を高めるといった観
点からのアプローチはほとんど見られなか
った。 

本実施課題では、酵素反応に対し、これを
内包する宿主由来の因子（遺伝子）が及ぼす
影響を網羅的かつ定量的に評価するための
ツールとして大腸菌 1遺伝子破壊株ライブラ
リー（Keio collection）を使用した。すなわ
ち、本ライブラリーは、汎用宿主細菌である
大腸菌において、これが有する約 4000 の遺
伝子のうち、生育に必須なものを除いた約
3800 のそれぞれを個別にノックアウトした
変異株ライブラリーである。Keio collection



を用いた研究報告例は数多く見られるが、こ
れらはいずれも大腸菌の栄養要求性やコロ
ニー形体、走化性といった比較的アッセイし
やすい表現系に対して、遺伝子の影響を網羅
的に調査したものである。約 3800 にのぼる
変異株のすべてに対して産業用酵素遺伝子
ベクターを導入し、その活性をアッセイする
といったチャレンジングな取り組みは、研究
開始当初から現在に至るまで、本研究課題を
除いて実施された例は見られない。 

 
２．研究の目的 
産業上重要な酸化酵素に対し、これを内包

する微生物宿主由来の因子（遺伝子）が目的
酵素に及ぼす影響を定量化するとともに、有
効な変異導入により触媒微生物の反応効率
を向上させることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
Keio collection を構成する各遺伝子破壊

株に対し、Streptomyces 属細菌由来のシトク
ロム P450 モノオキシゲナーゼ（CYP154A1）
発現ベクターを導入し、各遺伝子破壊株にお
ける酵素活性を定量、野生株を宿主としたも
のと比較した。マルチウェルプレート上での
培養および反応による高スループットスク
リーニング、ならびに試験管スケールでの 2
次スクリーニングにより野生株に比して有
意な活性上昇を示した変異株を選抜した。高
活性株の得られた高活性株について、
CYP154A1 活性の向上が当該遺伝子の不活化
によるものであること、すなわちゲノム上の
他の突然変異の結果でないことを確認する
ため、野生株から再度当該遺伝子を除去した
ものを調製し、これを宿主とした活性測定を
実施した。さらにここで高活性を示した株に
ついて、削除した遺伝子を相補プラスミドベ
クターにより再導入し、CYP154A1 活性の再低
減を確認した。 
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図 1 1 次スクリーニングにおける
CYP154A1 活性の分布 
 

図 2 野生株（A）、ΔcpxA（A）、ΔgcvR（A）、
ΔglnL（A）、およびΔuk 株における生育曲
線（□）と CYP154A1 活性の経時変化（◇）
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４．研究成果 
Keio collection 由来の約 3800 の遺伝子破

壊株に対する形質転換と CYP154A1 活性を指
標としたスクリーニングの結果、4株の遺伝
子破壊株において、野生株に対して 1.4～1.7
倍程度の活性の向上が見いだした（図 1）。 

野生株より当該遺伝子の再破壊と再破壊
株における活性評価を行った結果、このうち
3株（ΔcpxA、ΔgcvR、ΔglnL）においてスク
リーニング時と同様の高活性が得られた（図
2）。再破壊株において活性の向上が認められ
なかった株（Δuk）については、Keio 
collection 中の同株のゲノム上に存在した
突然変異により CYP154A1 活性が向上してい
たものと考えられる。 
 Keio collection における遺伝子破壊は、
対象とする遺伝子を抗生物質（カナマイシ
ン）耐性遺伝子と置換することによって行わ
れている。このため、破壊株では対象遺伝子
の下流にコードされる別の遺伝子の転写量
への影響が無視できない。上記 3株における
活性向上が対象遺伝子の不活化によるもの
であるか否かを確認するため、各遺伝子に対
し、下流遺伝子への転写量変化が低減できる 
in frame deletion 法による破壊を実施した。
この結果得られた遺伝子破壊株は Keio 
collection 由来のそれらと同等の活性を示
し、上記 3つの遺伝子を不活化することによ
り CYP154A1 活性が向上していることが強く
示唆された。さらなる確認のため、各in frame 
deletion 株に対し、対象遺伝子をプラスミド
ベクターにより相補した株を構築し、これら
を宿主とした CYP154A1 活性を測定したとこ
ろ、いずれも野生株と同様、あるいはそれ以
下の活性値を示した（表１）。 
 以上のように本研究を通じて、産業上重要
とされる P450 反応において、これを内包す
る触媒微生物の活性を向上させうる複数の
遺伝子欠損を明らかにすることができた。大
腸菌一遺伝子破壊株ライブラリーは微生物
の表現型・遺伝子型の相関を明らかにする手

立てとして広く認知されつつあるが、これま
でに見られている研究は、大腸菌の形体や運
動性など比較的アッセイしやすい表現系に
ついてのみである。本研究は約 4000 からな
るライブラリーに形質転換、酵素活性測定を
行い有用な変異を網羅的に見出した初めて
の実施例である。 
 今後、P450 に限定せず様々な産業用酵素の
活性発現に今回見出された遺伝子欠損の影
響を調査することにより、本研究成果の有用
性をさらに押し広げていくことが期待され
る。 
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菌株 

破壊遺伝子 
ΔcpxA ΔgcvR ΔglnL   Δuk 

Keio collection 株 147 172 142 161 
再破壊株 162 163 131 61.9
In-frame deletion
株 

141 162 139 n.d. 

In-frame deletion
株+コントロールベ

クター 

141 75.7 140 n.d. 

In-frame deletion
株+相補ベクター 

99.1 37.7 105 n.d. 

表 1 得られた遺伝子破壊株ならびにこれらの in 
frame deletion 株と相補株の CYP154A1 活性。活
性は野生株に対する相対活性（%）で記した。 
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