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研究成果の概要（和文）：白色腐朽担子菌および褐色腐朽担子菌が有するシトクロム P450をゲ
ノムワイドに探索し、304 種類の完全長遺伝子をクローニングすることに成功した。獲得した
cDNAを酵母に形質導入し、P450酵素を異種発現させて機能スクリーニングシステムを構築し
た。本研究により担子菌 P450 が潜在的に備える有用機能を網羅的かつ実験的に探索すること
が可能となり、生理活性物質・医薬中間体・ファインケミカルなどの生産を可能とする種々の有

用機能が発掘された。 

研究成果の概要（英文）： We explored the molecular diversity of basidiomycetous cytochrome P450 
and isolated 304 genes encoding full-length cDNA. The isolated P450 genes were transformed into 
Saccharomyces cerevisiae to construct a functional library. Using the functional library, the catalytic 
potentials of P450s against a wide variety of compounds were elucidated. A functionomic survey 
allowed the discovery of novel catalytic potentials. An increased compilation of P450 functions will 
facilitate a thorough understanding of metabolic diversity in basidiomycetes and provide new insights 
that could also expedite practical applications in the biotechnology sector.  
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１．研究開始当初の背景 
 木材腐朽担子菌は複雑多岐にわたる変換反
応を通じて木質バイオマスを完全分解する
微生物であり、他生物にない優れた物質変換
能を有している。担子菌の代謝多機能性を活
用してバイオマス変換・バイオレメディエー
ション・ファインケミカル合成を達成するこ
とにも興味が持たれており、担子菌の高度利
用を目指した応用研究が国内外で盛んに行

われている。近時、様々な担子菌ゲノム全塩
基配列の解読も進められており、ゲノムワイ
ドな遺伝子探索も可能になった。しかしなが
ら、ゲノム配列情報だけから新規有用反応を
獲得した例はバイオ関連全体を見渡しても
未だない。すなわち、「膨大な配列情報を活
用した迅速な機能探索」が担子菌の高度利用
へ向けた鍵となる。 
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２．研究の目的 
 シトクロム P450 (P450) は巨大なスーパーファミ
リーを構成するモノオキシゲナーゼであり、本酵
素群ほど生物界で多様化した生体機能分子は
ない。P450 の生理機能は多岐にわたり、生
物固有の二次代謝機構を支えている。また、
P450がケミカルプロセスでは困難な位置・立
体選択的な酸化反応を可能にすることから、
産業界における触媒ツールとしての有用性
は極めて高い。本研究では、ゲノム配列が公
開された白色腐朽担子菌 Phanerochaete 
chrysosporium および褐色腐朽担子菌 Postia 
placenta が有する P450 機能の網羅的理解と
高度利用を目的として、迅速かつ実験的な機
能探索システムの構築を目指した。また、多
種多様な化合物を用いた網羅的機能探索を
通じて有用酵素を発掘し、生化学的解析を加
えることで詳細な反応メカニズムの解明を
目指した。	 

３．研究の方法 
(1) 遺伝子探索およびクローニング 
 P. placentaゲノムデータベースを精査し、P450
保存配列を持つ遺伝子をゲノムワイドに決定し
た。ゲノム配列から予測された P450遺伝子に対
して特異的プライマーを設計し、RT-PCR の手
法を用いて完全長 cDNA を増幅した。獲得した
cDNAはプラスミドベクターに連結し、DNA シー
クエンサーを用いて塩基配列を確認した。 
(2) 機能ライブラリーの構築と網羅的機能探  
 獲得した完全長 cDNA を酵母 Saccharomyces 
cerevisiae 発現ベクターに連結して形質転換酵
母を作成した。各 P450 を発現する形質転換酵
母を 96 ウェルプレート中で独立に培養し、機能
ライブラリーとした。担子菌 P450を発現する形質
転換酵母に種々の化合物を添加して生成物の
蓄積を追跡した。生成物は種々の分析機器を
用いて化学構造を決定した。 
(3)有用酵素の機能解析 
	 機能探索より明らかになった有用酵素を
大腸菌発現ベクターに連結し、Escherichia 
coli C41(DE3) 株を宿主として異種発現させ
た。高度に精製した酵素を用いて反応動力学
的解析を加え、反応諸特性を明らかにした。 

４．研究成果	 

(1)	 褐色腐朽担子菌 P450遺伝子の獲得 
 褐色腐朽担子菌 (P. placenta) のゲノムデータ
ベースを精査して 381 種類の P450 遺伝子候補
を決定した。このうち遺伝子断片を除く 250 種の
候補遺伝子を標的として PCR プライマーを設計
し、RT-PCRによる cDNA獲得を試みた。検討の
結果、種々の P450 遺伝子が発現する培養条件
の決定に至った。最適条件下で培養した菌体よ

り全 RNA を抽出し、RT-PCR による cDNA 増幅
を試みたところ、216 種の P450 が実際に転写さ
れることが明らかになった。また、184種の完全長

cDNA を獲得することに成功した。既にライブラリ
ー化を終了していた P. chrysosporium 由来
P450遺伝子と合計して、304種類の担子菌 P450
の完全長 cDNA ライブラリーが完成した。 
(2) 機能ライブラリーの構築と網羅的機能探索 
 304 種類の担子菌 P450 完全長 cDNA を酵母
用発現ベクターに連結し、S. cerevisiae に形質
導入してリコンビナント酵素の発現を行った。

P450 に特徴的な吸収スペクトルを分光学的に解
析したところ、80%以上の担子菌 P450 が効率的
に異種発現していることが示された。また、酵母

生育培地にアミノレブリン酸を添加することで異

種発現効率が向上した。各々の形質転換酵母を

96 ウェルプレートで培養し、迅速かつ網羅的な
機能探索を可能とする機能性ライブラリーを作成

した（図１）。 
 

 

 
図１ 担子菌 P450の機能スクリーニングシステム 

各々P450 を 96-well プレートで発現させ、基質を加え
て微生物変換を行う。変換産物を HPLCや GC-MS を
用いて分析する。 

 
 担子菌 P450 を異種発現する酵母に種々の化
合物を添加して微生物変換を追跡し、50種類
の新規反応を明らかにした。また、化学構造

が異なる種々の化合物を変換可能な担子菌

P450も発掘され、本酵素群が担子菌の優れた
異物代謝能を支える鍵酵素であることが示唆

された。さらに、イソフラボン誘導体・スチ

ルベン誘導体・植物由来ジテルペンに高い活

性を示す分子種の発掘にも成功し（図２）、

多種多様な生理活性物質の合成へ向けた知見

が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2	 CYP53D2によるスチルベン類の変換 
	 	 	 生成物の HPLC分析 
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	 (3)	 有用酵素の機能解析	 

	 酵素機能が明らかになった担子菌 P450 の
詳細な反応機構解明を試みた。白色腐朽担子

菌由来 CYP5150A2 遺伝子を大腸菌発現ベク
ターに連結して E. coli C41(DE3) 株に形質転
換したところ、シャペロンタンパク質を共発

現させることで CYP5150A2 の大量発現が可
能であった。また、アフィニティーおよびイ

オン交換クロマトグラフィーにより高純度の

酵素を獲得することに成功した。精製酵素を

用いて反応特性について検討したところ、本

酵素が脂肪酸や安息香酸誘導体に極めて高い

活性を示すことが明らかとなり（図３）、

CYP5150A2 を利用した液晶原料や化成品の
合成に興味が持たれた。また、本酵素がシト

クロム b5 依存的に活性を発現することが明
らかになった。シトクロム b5 と CYP5150A2
を共発現する大腸菌が高い P450 活性を有し
ていたことから、バイオプロセスでの利用に

期待が持たれた。 
 
 
 
 

 

 

 
 
図３	 CYP5150A2の基質結合スペクトル 
	 	 	 	 精製酵素とペンチル安息香酸の結合スペクトル 
	 
(4)	 研究成果のインパクトと展望	 
	 本研究で構築した P450 機能ライブラリー
を用いることで、多種多様な酵素機能が明ら
かになった。一連の研究を通じて、有用化合
物の合成を可能とする P450 も発掘され、有
用 P450 の機能強化・機能改変を達成するこ
とでバイオプロセスの構築が促進されると
期待している。 
	 また、迅速・網羅的・実験的な機能探索が
可能な「担子菌 P450 機能ライブラリー」は
複製・保存が可能であり、種々の応用研究に
利用することが出来る。これまで機能推定す
ら困難であった状況において、本研究成果の
インパクトは大きく、様々な分野の研究を発
展させる基盤技術として活用されることを
期待している。 
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