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研究成果の概要（和文）：Micromonospora griseorubida A11725が生産するマクロライド系抗生物質
mycinamicinの生合成における複数種類の酸化反応に関与する多機能型チトクロムP450酵素MycGの反応制御を試
みた。生合成中間体であるmycinamicin-Ⅴ（M-Ⅴ）のエポキシ化が滞る３種類のMycG変異体をMycG変異体ライブ
ラリーから取得した。MycG変異体V135G/E355Kをコードする遺伝子をmycG破壊株M. griseorubida TPMA0025へ導
入したM. griseorubida TPMA0075は野生株やコントロール株よりもM-Ⅴを10～40倍多く生産した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to regulate the reaction of the multifunctional cytochrome P450
 enzyme MycG, which is involved in several kinds of oxidation reactions in the biosynthesis of 
16-membered ring macrolide antibiotic mycinamicin produced by Micromonospora griseorubida A11725. 
Three MycG mutants in which epoxidation of the biosynthetic intermediate M-V is retarded were 
obtained from the MycG random mutant library. M. griseorubida TPMA0075, in which the gene encoding 
the mycG mutant V135G/E355K was introduced into the mycG gene disruptant strain M. griseorubida 
TPMA0025, produced 10 to 40 times more amount of M-V than the wild strain M. griseorubida A11725 or 
the control strain M. griseorubida TPMA0047 (M. griseorubida TPMA0025 + mycG).

研究分野：微生物化学

キーワード： 多機能型酵素　チトクロームP450酵素　マクロライド系抗生物質　生合成　反応制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数種類の触媒反応を示す多機能型酵素の部分的な触媒反応の制御は、酵素反応や発酵における目的化合物や稀
少化合物の効率的な取得や生産に繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
抗生物質の生合成経路においては、酸化、メチル化、アシル化、糖転移などの修飾反応が抗生物
質の母核の形成とともに行われ、抗生物質の構造および生物活性の多様化に重要な役割を担っ
ている。その重要な反応の１つである酸化反応を触媒するチトクロム P450酵素（P450酵素）
は水酸化、脱水素、エポキシ化、脱メチル化など多種多様な酸化反応を司る。多機能型 P450酵
素はこれら酸化反応を複数回触媒する酵素であり、その酸化反応の多彩さから、多様な化合物の
生産に関与しうる魅力的な酵素であるが、一方、医薬品などの有用化合物の大量生産に応用する
際は、この多様な酸化反応による副産物生産が問題となる可能性もある。 
 
(1) 放線菌 Micromonospora griseorubida A11725 が生産する 16 員環マクロライド抗生物質
mycinamicin の生合成におけるラクトン環への C-14 水酸基と C-12,13 エポキシ環形成を触媒す
る多機能型 P450 酵素 MycG の機能解析が酵素レベル、生産菌レベルで解明された（図 1、引用文
献①、②）。また、共同研究者の米国ミシガン大学 DH Sherman 教授らは、X線結晶構造解析によ
り、MycG の本来の基質である mycinamicin Ⅳ (M-Ⅳ)は C-21 の mycinose 側が活性中心に向く
が、その前駆体である mycinamicin Ⅲ (M-Ⅲ)では C-21 の javose 側が活性中心に向く従来の方
向とは別に C-5 の desosamine 側が活性中心に向く可能性を見出した (引用文献③) 。また、NMR
法による分子間相互作用解析により、MycG と M-Ⅳの結合様式を解明した(引用文献④)。しかし、
これらの詳細な機能解析において、C-14 水酸基と C-12,13 エポキシ環形成を制御する MycG のア
ミノ酸残基は同定されていなかった。 

 
 (2) DH Sherman 教授らの異種電子伝達タンパク質による研究では、P450 の反応には電子伝達
タンパク質のフェレドキシン(Fd)とフェレドキシン NADP+ 酸化還元酵素(FNR)が必要である。放
線菌 Rhodococcus sp. NCIMB9784 がもつ P450 と Fd と FNR との融合型酵素 RhF の電子伝達タン
パク質融合領域(FNR-Fd)を電子伝達タンパク質として用いた MycG の in vitro 反応において、 
MycG の本来の基質ではない M-Ⅲ, mycinamicin Ⅰ (M-Ⅰ), mycinamicin Ⅴ (M-Ⅴ)や最終産
物 mycinamicin Ⅱ (M-Ⅱ)での C-5 の desosamine のアミノ基の脱メチル化を見出したが、MycG
と FNR-Fd との融合型酵素では
脱メチル化体を得られなかっ
た(図２、引用文献⑤)。異種電
子伝達タンパク質を用いた
MycG の第３の触媒反応である
脱メチル化反応は MycG の新た
な興味深い反応であるが、それ
を制御するアミノ酸残基は同
定されてなく、また、生産菌で
の脱メチル化反応も確認され
ていなかった。 
 
(3) 事前の実験により MycG-FNR-Fd 融合型酵素遺伝子の mycG 遺伝子破壊株 M. griseorubida 
TPMA0025 への導入による MycG 機能の回復は確認されたが、一方、M. griseorubida A11725 など
への異種 FNR-Fd の遺伝子を導入した菌株では in vitro 反応で見られた脱メチル化体の生産は
確認されなかった。これは mycinamicin 生産株がもつ native な Fd と FNR が優先的に機能した
結果と考えられ、生産株で P450 を利用する場合、生産株由来の Fd と FNR の影響が少ない融合
型酵素が有効であることを示唆するものであった。 
 

M-III : R1 = H, R2 = H, R3 = none, M-V : R1 = Me, R2 = OH, R3 = none
M-I : R1 = Me, R2 = H, R3 = O, M-II : R1 = Me, R2 = OH, R3 = O

図２ 異種電子伝達タンパク質との結合様式の違いによるMycGの反応
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図１ M. griseorubida A11725のmycinamicin 生合成における多機能型 P450 MycGの機能
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２．研究の目的 
 
(1) 16 員環マクロライド抗生物質 mycinamicin の生合成に関与する多機能型 P450 酵素 MycG が
触媒する C-14 水酸化、C-12,13 エポキシ環形成、C-5 の desosamine のアミノ基の脱メチル化に
関与するアミノ酸残基の同定を行う。 
 
(2) (1)の成果をもとに構築した MycG 変異体の酵素活性試験を行い、３種類の酸化反応のうち
の１つあるいは２つが不活性となった人為的に各酸化反応が制御された変異型 MycG を取得する。
そして、取得した変異型 MycG の遺伝子を mycG 遺伝子破壊株に導入し、mycinamicin 生産におけ
る変異型 MycG の効果を確認する。 
 
(3) 野生型ならびに(2)で取得した変異型 MycG に Rhodococcus sp. NCIMB9784 の RhF の FNR-Fd
などの利用可能な FNR-Fd との融合酵素を構築し、その有用性を検証する。また、FNR-Fd 内への
変異の導入による MycG の３種類の酸化反応への影響を検証する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 多機能型 P450 酵素 MycG を発現誘導した大腸菌菌株による微生物変換実験系を構築した。
M. griseorubida A11725 がもつ P450 酵素遺伝子 mycG を P450 酵素発現ベクターpCYPcamAB に挿
入した pMCGcamAB を E. coli Rosseta 2 (DE3) へ導入した。微生物変換では IPTG、5-アミノレ
ブリン酸により MycG を発現誘導をした大腸菌菌株の菌液を用いた。 
 
(2) MEGAWHOP 法を用いた P450 酵素遺伝子 mycG のランダム変異導入を行った。エラープローン 
PCR でランダムに変異を導入した mycG 領域をもつ pMCGcamAB を E.  coli Rosseta 2 (DE3)に導
入し、mycG ランダム変異ライブラリーを構築した。これらライブラリーの菌株は M-Ⅳを基質と
した微生物変換試験にて評価した。反応性に変化が認められた mycG ランダム変異遺伝子の変異
箇所を特定し、変異箇所の再構築により変異型 MycG 遺伝子を取得した。 
 
(3) 変異型 MycG 遺伝子を M. griseorubida TPMA0025 に導入し、mycinamicin の生産性について
評価した。大腸菌－放線菌接合用シャトルベクターpSET152 に変異型 MycG 遺伝子を挿入したプ
ラスミドを M. griseorubida TPMA0047 へ E. coli S17-1 からの接合伝達により導入した。取得
した接合株の培養液中の mycinamicin の生産量は HPLC により測定した。 
 
(4) Rhodococcus sp. NCIMB9784 の融合型 P450 酵素 RhF の FNR-Fd と MycG を結合させた融合型
P450 酵素である MycG+RhFRED の遺伝子をもつプラスミド pET28b-mycG–RhFRED の FNR-Fd に
MEGAWHOP 法を用いてランダムに変異を導入し、得られたライブラリーを用いた mycinamicin Ⅳ
を基質とした微生物変換試験を行った。反応性に変化が認められたランダム変異遺伝子の変異
箇所を特定、変異箇所の再構築により変異型 MycG+RhFRED 遺伝子を取得した。M. griseorubida 
TPMA0047 へ変異型 MycG+RhFRED 遺伝子を導入し、取得した接合株の培養液中の mycinamicin の
生産量は HPLC により測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Pseudomonas putida のレドックスパートナーである CamA,B と共に MycG が発現する
pMCGcamAB をもつ E. coli Rosseta 2 (DE3) による mycinamicin 生合成中間体の微生物変換試
験法を確立した。mycG がランダムに変異された pMCGcamAB を有する組換え大腸菌による M-IV の
微生物変換試験の結果、最終産物である M-Ⅱへの変換率が顕著に低下した MycG 変異体 RM92, 
RM96, RM98 を取得した。各変異
体における mycG 遺伝子の塩基
配列の変異箇所のうちアミノ酸
置換につながる変異は１～３か
所であった。これら変異を 1 あ
るいは2か所もつMycG変異体に
おける M-IV の微生物変換試験
の結果、RM92 に由来する変異体
R111Q/V358L、RM96 の W44R はい
ずれも M-Ⅳと M-Ⅱとの間の生
合成中間体であるM-Ⅴの蓄積が
確認され、RM98 に由来する変異
体 V135G/E355K では M-Ⅴの蓄積
に加え M-Ⅰの減少が確認され
た。（図３） 



MycG 変異体 R111Q/V358L、V135G/E355K に変異箇所である 355 番と 358 番のアミノ酸残基である
グルタミン酸（E）とバリン（V）
はヘム結合領域をもつLヘリッ
クス内のアミノ酸残基であっ
た。135 残基目のバリン（V）は
E ヘリックス上のアミノ酸残基
ではあるが、基質結合領域をも
つ I ヘリックスに向かってい
た。変異体 W44R の変異箇所で
ある 44 番目のトリプトファン
（W）は、基質結合領域のβ-シ
ートに位置するアミノ酸残基
であった（図４）。 
 
(2) 微生物変換試験で M-Ⅴの蓄積や M-Ⅰの減少が確認された MycG 変異体 R111Q/V358L、W44R、
V135G/E355K の遺伝子を M. griseorubida TPMA0025 に導入した菌株を mycinamicin 生産培地で
ある FMM medium に 10 日間、振とう培養した。培養液中の mycinamicin を測定したところ、MycG
変異体 V135G/E355K の遺伝子を導入した M. griseorubida TPMA0075 の M-Ⅴの生産量は 12.4±
4.0μg/mL であり、M. griseorubida A11725 や M. griseorubida TPMA0025 に野生型 MycG 遺伝
子を導入した M. griseorubida TPMA0047 の M-Ⅴの生産量より 10～40 倍高かった。一方、
R111Q/V358L、W44R の
変異体遺伝子を導入
した M. griseorubida 
TPMA0073、TPMA0074の
M-Ⅴの生産量は0.6±
0.5μg/mL、4.0±0.1
μg/mLであり、顕著な
生産量の増加は確認
されなかった（表１）。 
 
(3) MycG の C 末端に Rhodococcus sp. NCIMB9784 の融合型 P450 酵素である RhFRED を結合させ
た融合型 P450 酵素である MycG+RhFRED の遺伝子をもつ pET28b-mycG–RhFRED の FNR-Fd に
MEGAWHOP 法を用いてランダムに変異を導入した。M-Ⅳを基質とした微生物変換試験の結果、最
終産物である M-Ⅱへの変換率が顕著に低下した MycG+RhFRED 変異体 H47、H55、H56、H106 を取
得した。各変異体における RhFRED 領域の遺伝子の塩基配列の変異のうちアミノ酸置換につなが
る変異は１～４か所であった。これら変異を 1あるいは 2か所もつ MycG 変異体を用いた M-IV の
微生物変換試験では、いずれの変異体も M-Ⅱへの変換は確認されず、M-Ⅰ、M-Ⅴの蓄積が確認
された。一方、これら MycG+RhFRED 変異体の遺伝子を M. griseorubida TPMA0025 に導入した菌
株の液体培養液には M-Ⅱの生産が確認された。MycG+RhFRED では融合された Fdと FNR の機能が
優先されると予想していたが、この結果は mycinamicin 生産株がもつ native な Fd と FNR が何
らかの形で MycG に機能に影響を与えた可能性を示すものであり、更なる検証が必要である。 
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