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研究成果の概要（和文）：細菌由来シトクロム P450 は２種類の電子伝達タンパク質を介した還

元力の供給を必要とする。シトクロム P450 への高効率な電子伝達を目指して、ヘテロ３量体

タンパク質を足場として利用することによりシトクロム P450－電子伝達タンパク質複合体を

構築し、その触媒活性評価及び最適化を行い、複合体を大腸菌に発現させた生体触媒としての

利用について検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：Bacterial cytochrome P450s require electrons for its catalytic 
activities through two kinds of electron transfer proteins. To improve electron transfer 
efficiency, a protein complex composed of cytochrome P450 and its electron transfer 
proteins was constructed using a heterotimeric protein. Its catalytic activity was evaluated 
and the component fusion proteins were optimized. E. coli harboring the complex was 
examined to use as a biocatalyst. 
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１．研究開始当初の背景 
 P450 は生体内で重要かつ多様な役割を担
うヘム含有モノオキシゲナーゼであり、水酸
化、エポキシ化、脱ハロゲン化、など幅広い
酸化反応を穏和な条件下において立体選択
的・位置選択的に触媒する。P450 の触媒反応
では O2が結合したヘムを compound I と呼ば
れる活性種に変換するために電子伝達タン
パク質を介した電子の供給を受ける必要が
ある。例えば、細菌由来 P450 は電子伝達タ
ンパク質としてフェレドキシン及びフェレ

ドキシン還元酵素を必要とする。 
 P450 の選択的な酸化反応を利用したバイ
オトランスフォーメーションは既に薬剤分
子の合成過程では工業的に利用されており、
今後ますます P450 は物質生産用酵素として
利用されていくと予想される。従って、目的
反応を触媒する P450 を短期間に得る技術の
開発は極めて重要である。 
 近年，ゲノム解析の進展により多くの P450
遺伝子が明らかにされつつあり、新規な水溶
性 P450 はゲノム情報を元に大腸菌などの汎
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用宿主による発現系を利用して解析が進め
られている。しかし、電子伝達パートナーを
ゲノム情報から特定することは困難であり、
Pseudomonas putida 由来 P450 (P450cam)の
電子伝達パートナーであるプチダレドキン
(Pdx)とプチダレドキシン還元酵素(Pdr)を
代替利用することが多い。Pdx は本来の電子
伝達パートナーでないために相互作用は弱
く、電子伝達効率も低い。その結果、低い活
性しか得られない、又は、活性が全く得られ
ないということも多い。そこで、Pdx、Pdr、
P450 からなる融合タンパク質を構築するこ
とができれば、P450 に対する Pdx の局所濃度
の向上により、相互作用の低さに起因する低
電子伝達効率の問題は解決可能であると考
えられる。 
 しかし、遺伝子的に多数のタンパク質を連
結し発現させた場合、正しくフォールディン
グさせることは難しい。また、末端以外に配
置されるタンパク質は大きく自由度を失う
ことによる活性の低下も予想される。そこで、
それぞれを(1)一個所だけで連結し自由度の
低下を最低限にとどめる、(2)空間的に等配置
する、(3)分子レベルで隣接させる、ことが異
種 P450 への電子伝達効率の向上に有効であ
ると考えられる。 
 古細菌 Sulfolobus sorfataricus 由来核内
増殖抗原(PCNA)はスライディング・クランプ
と呼ばれるリング状の DNA結合タンパク質で
ある。真核生物由来 PCNA がホモ３量体を形
成するのに対して、S. sorfataricus 由来
PCNA はヘテロ３量体を形成する（図１）。各
サブユニットは大腸菌発現系により個別に
発現・精製可能であり、Ｎ末端あるいはＣ末
端の付加配列はヘテロ３量体の形成を阻害
しないことも報告されている。従って、各サ
ブユニットの末端に P450、Pdx、Pdr を融合
したタンパク質を個別に発現・精製した後、
ヘテロ３量体を形成させることにより上記
の(1)～(3)の条件を満たす複合体の構築する
ことが可能である。 

 
図１ S. sorfataricus 由来 PCNA

の立体構造 
 

２．研究の目的 
 本研究課題では、(1)PCNA サブユニットと
P450cam、Pdx、Pdr との融合タンパク質を個
別に発現・精製した後、ヘテロ３量化させ、
ヘテロ３量化複合体が触媒活性を有するこ
とを示し、(2)本ヘテロ３量化複合体が大腸菌
内でも機能すること示し、 (3)P450cam を
CYP119 と置換した場合についても触媒活性
を有することを示し、汎用的な P450－電子伝
達タンパク質複合体の構築法を確立するこ
とを目的とする（図２）。 

 
図２ PCNAを利用したP450－電子

伝達タンパク質複合体 
 
３．研究の方法 
(1)PCNA 融合タンパク質の構築 
 S. sorfataricus 由来 PCNA のサブユニット
である PCNA1、PCNA2、PCNA3 に P. putida 由
来P450システムを構成するPdr、Pdx、P450cam
を遺伝子的に連結した融合タンパク質
（PCNA1-Pdr、PCNA2-Pdx、PCNA3-P450cam）
を構築した。それぞれの融合タンパク質は大
腸菌により発現させ、カラムクロマトグラフ
ィーにより精製した。 
(2)ヘテロ３量化及び精製 
 発現・精製した３つの融合タンパク質を混
合した。氷上で１時間静置した後、サイズ排
除クロマトグラフィーにより精製した。 
(3)酵素活性測定 
 複合体中の Pdr から Pdx への電子伝達活性
はシトクロム cの還元速度を測定することに
より評価した。複合体の P450cam 活性は
d-camphorの水酸化に伴う酸素及びNADHの消
費速度を測定することにより評価した。 
(4)PCNA と二重鎖 DNA 間の相互作用評価 
ストレプトアビジンを固定化センサーチッ
プにビオチン化 DNA を結合させた後、相補鎖
DNA を結合させることにより二重鎖 DNA を固
定化したセンサーチップを調製した。このセ
ンサーチップに精製した PCNA を流すことに
より、二重鎖 DNA に対する PCNA の結合・解
離を表面プラズモン共鳴現象測定装置によ
り評価した。 
(5)融合タンパク質発現大腸菌による d- 

camphor の水酸化 
 共発現ベクターを構築し、３つのタンパク
質を発現する大腸菌を調製した。各融合タン



 

 

パク質の発現はウエスタンブロッティング
により行った。大腸菌を d-camphor を含む培
地中で培養し、培養上清の有機溶媒抽出物を
ガスクロマトグラフィーにより分析した。 
 
４．研究成果 
(1)PCNA 融合タンパク質の触媒活性評価 
 PCNA サブユニットに Pdr、Pdx、P450cam を
遺伝子的に融合した PCNA1-Pdr、PCNA2-Pdx、
PCNA3-P450cam はそれぞれ Pdr、Pdx、P450cam
に由来する特有の UV-vis スペクトルを示し
た。これらの触媒活性は Pdr、Pdx、P450cam
単独の触媒活性とほとんど変わらなかった。
従って、PCNA サブユニットとの融合は Pdr、
Pdx、P450cam の機能に影響を与えないことが
明らかとなった。 
 
(2)PCNA 融合タンパク質の３量化 
 PCNA1-Pdr、PCNA2-Pdx、PCNA3-P450cam を
等モル量混合し、サイズ排除クロマトグラフ
ィーを行ったところ、それぞれ単独に比べて
高分子量領域にメインピークが現れた。この
メインピークは PCNA1-Pdr、PCNA2-Pdx、
PCNA3-P450camを含むことをSDS-PAGE解析に
より確認した。メインピークの UV-vis スペ
クトルは PCNA1-Pdr、PCNA2-Pdx、PCNA3- 
P450cam の１対１対１のスペクトル和にほぼ
一致した。以上の結果より、それぞれの PCNA
融合タンパク質を１分子ずつ含むヘテロ３
量体(PCNA-utilized potent heterotrimeric 
complex of P450cam and its electron 
transfer proteins, PUPPET)を得ることに成
功した。 

 
図３ ヘテロ３量体(90 nM)の触媒活性 

 
(3)ヘテロ３量体の触媒活性評価 
 ヘテロ３量体 PUPPET の触媒活性を
d-camphorの水酸化に伴う酸素とNADHの消費
速度によって評価した（図３）。酸素と NADH
の消費速度は一致し、NADH に由来する電子に
よって d-camphorの水酸化が進行しているこ
とが明らかになった。Pdr、Pdx、P450cam を
等モル濃度含む再構成系と比較すると、触媒
活性は５０倍程度向上し、ヘテロ３量化によ
り Pdr、Pdx、P450cam を分子レベルで近接さ

せることが P450camの触媒活性の向上に極め
て有益であることが明らかとなった。 
 PUPPET の比活性は PUPPET 濃度に依存性を
示した（図４）。PCNA は PCNA1-PCNA2 ヘテロ
２量体と PCNA3に解離しやすいことが報告さ
れている。従って、低濃度領域での PUPPET
の比活性の低下は PCNA3-P450camの解離によ
る Pdx-P450cam間の電子伝達効率の低下が原
因であると考えられる。 

 
図４ 比活性の PUPPET 濃度依存性 

 
(4)最適化 
 得られた PUPPET の最大比活性（～500 
min-1）は P450cam 自体の比活性（～2400 min-1）
に及ばなかった。この要因として①PCNA3 の
解離、②PCNA と各タンパク質を連結するペプ
チドリンカーの長さが不十分、であるという
ことが考えられる。 
 ①S. sorfataricus PCNAでは安定な PCNA1- 
PCNA2 ヘテロ２量体に PCNA3 が結合すること
によりヘテロ３量体を形成することが知ら
れている。PCNA3 はヘテロ 3 量体から解離し
易いというこも知られている。そこで、PCNA3
のインターフェースに変異を導入し、ヘテロ
３量体の安定化を狙った。変異導入はヘテロ
３量体の安定化には寄与しなかったものの、
変異導入により PCNA3- P450cam の精製収率
が大きく向上した。PCNA3 の N 末端に導入し
ているHis6タグはPCNA3をオリゴマー化し凝
集させるよいう知見が得られている。変異導
入はそのオリゴマー化を防ぎ、収率を向上さ
せたものと考えられる。 
 ②PCNA と各タンパク質を連結するペプチ
ドリンカーは各タンパク質の空間配置に大
きな及ぼすと考えられることから、ペプチド
リンカーの最適化を行った。Pdx は Pdr と
P450cam のどちらとも相互作用することを考
慮して、PCNA2-Pdx のペプチドリンカーの最
適化を行った。柔軟なリンカーとして知られ
ている(Gly4-Ser)n 配列をリンカーとして用
いた場合、リンカーの長さは触媒活性に大き
な影響を与えなかった。それに対して、剛直
なリンカーとして知られているポリプロリ
ン配列をリンカーとして用いた場合、リンカ
ーの長さは触媒活性に大きな影響を与えた
（図５）。プロリンの繰り返し回数が 20の時、
最大の触媒活性が得られた。最適化により



 

 

2.4 倍の触媒活性の向上に成功した。 

 

図５ ポリプロリンリンカーの長さが
PUPPET(18 nM)の触媒活性に与える影
響（破線：最適化前の触媒活性） 

 
(5)PCNA と二重鎖 DNA 間の相互作用 
 PCNAはDNA結合タンパク質として知られて
いることから、菌体内で PUPPET を利用する
際、宿主ゲノム DNA に結合し宿主に対して毒
性を示すことが考えられる。そこで PCNA と
二重鎖 DNA間の相互作用を表面プラズモン共
鳴現象測定装置により評価した。PCNA1 は二
重鎖 DNA と結合したのに対して、PCNA2 と
PCNA3 は結合しなかった。興味深いことに
PCNA1-PCNA2 ヘテロ２量体は二重鎖 DNA に結
合しなかった。さらに PCNA1-PCNA2-PCNA3 ヘ
テロ３量体も二重鎖 DNAに結合しなかったこ
とから、 PCNA1-Pdr 、 PCNA2-Pdx 、 PCNA3- 
P450cam を大腸菌に共発現させてもゲノム
DNA に結合することはないと考えられる。 
 
(6)PUPPET 発現大腸菌による d-camphor の水

酸化 
 PCNA1-Pdr、PCNA2-Pdx、PCNA3-P450cam を
大腸菌内でヘテロ３量化するためには、それ
ぞれの発現を個別に制御する必要がある。そ
こで、① PCNA1-Pdr をアラビノース、
PCNA2-PdxをIPTGで誘導可能な共発現ベクタ
ー、及び②PCNA3-P450cam を無水テトラサイ
クリンで誘導可能な発現ベクターを構築し
た。これらの発現ベクターで大腸菌を共形質
転換することにより、PCNA1-Pdr、PCNA2-Pdx、
PCNA3- P450camを共発現可能な、即ち、PUPPET
を発現可能な大腸菌を調製した。 
 ウェスタンブロッティングにより融合タ
ンパク質の発現はアラビノースと無水テト
ラサイクリンでは制御可能であることを確
認した。しかし、PCNA2-Pdx は IPTG 非依存的
に発現した。 
 誘導物質により PUPPET を発現させた大腸
菌に d-camphor を加えたところ、d-camphor
の水酸化が進行することをガスクロマトグ
ラフィーにより確認した（図６）。しかし、
誘導物質を添加しなくても d-camphorの水酸

化は進行した。これは誘導物質非存在下で発
現が完全に抑制できておらず、ごくわずかに
発現した PUPPET が d-camphor の水酸化を触
媒したものと考えられる。 

 

図６ 共発現大腸菌による d-camphorの水酸
化 

 
 以上をまとめると、PCNA サブユニットに
Pdr、Pdx、P450cam を融合することにより自
発的な Pdr-Pdx-P450cam 複合体 PUPPET を構
築することに成功した。PUPPETでは Pdr、Pdx、
P450cam が分子レベルで近接するため、効率
の良い電子伝達により再構成系と比べて高
い触媒活性を有することが明らかとなった。
この触媒活性は既報の P450 と電子伝達タン
パク質から成る人工的な融合タンパク質に
比べてもはるかに高いことから、極めて有用
な手法を確立することに成功したと言える。
さらに、大腸菌内で共発現させることによっ
て生体触媒として利用可能であることを示
せた。さらに、P450cam を由来の異なる P450
に置換することにより汎用的な P450-電子伝
達タンパク質複合体になるものと期待され
る。 
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