
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

若手研究(A)

2014～2012

真核微生物Ｐ４５０の高機能化とタンパク質ライブラリの構築

Protein library and functional engineering of fungal cytochromes P450

００４３２９４８研究者番号：

一瀬　博文（Ichinose, Hirofumi）

九州大学・（連合）農学研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２４６８８０３４

平成 年 月 日現在２７   ６   ５

円    20,700,000

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に由来する304種類のシトクロムP450を用いて、大腸
菌を宿主とする膜結合型P450の異種高発現技術を開発した。一連の研究において、P450の異種発現レベルを飛躍的に向
上させるN末端配列が見出され、種々のP450をキメラ型酵素として高発現させることが可能になった。本研究において
、60種類の真核微生物P450を大腸菌に高発現させたタンパク質ライブラリが完成した。また、麹菌に由来するP450を遺
伝子工学的に機能強化して高いイソフラボン変換活性を実現し、生理活性物質生産に向けた有用P450の創出に成功した
。

研究成果の概要（英文）：We performed extensive heterologous expression of fungal cytochrome P450s in 
Escherichia coli using 304 isoforms from white-rot and brown-rot basidiomycetes. Based upon a large-scale 
screening, we confirmed that at least 27 P450s could be expressed with/without simple sequence deletion 
at the 5′ end of cDNAs, which encode the N-terminal hydrophobic domain of the enzyme. Moreover, we 
identified N-terminal amino acid sequences that can potentially be used to construct chimeric P450s, 
which could dramatically improve their expression levels even when the expression of the wild-type 
sequence was unpromising. So far, we constructed a protein library in which 60 fungal P450s were 
overexpressed in E. coli. In addition, catalytic potentials of Aspergillus oryzae P450s were improved by 
genetic engineering to show high activity against flavonoid compounds. The engineered P450s are 
potentially useful for production of bioactive compounds.

研究分野： 生物工学
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１．研究開始当初の背景 
	 シトクロム P450（P450）は生物界に広く分
布するモノオキシゲナーゼであり、ホルモン
合成や異物代謝など多種多様な二次代謝機
構に重要な役割を果たしている。P450ファミ
リーほど多彩な機能を持つ酵素群は他にな
く、各々生物が独自の進化戦略で P450 機能
を多様化させ、生物種に特徴的な代謝機構を
獲得したと考えられる。とりわけ、真核微生
物においては極めて多様な P450 ファミリー
が存在しており、糸状菌類の優れた物質変換
能が P450 機能の多様性によって支えられて
いることを示唆している。また、P450が有機
合成反応では難しい位置・立体特異的な酸素
添加反応を可能にすることから、産業界にお
ける有用触媒ツールとしての期待も大きく、
P450 機能の解明を通じたバイオ産業の創成
にも興味が持たれている。 
	 近年、様々な生物の全ゲノム解析が進めら
れており、今日までに 1万 5千種類を超える
P450遺伝子が発見されている。ゲノム解析か
ら見出される P450の機能を実験的に解明し、
生物多様性の理解を目指すとともに、産業技
術の発展を支える有用反応の発掘に興味が
持たれる。また、P450がタンパク質の基本構
造を保存しながら、基質結合空間を微細に
変化させて機能多様性を生み出すことに着
目すれば、「配列-構造-機能」の統合的理解
を通じた酵素機能デザインにも大きな期待
が持たれる。 
 
２．研究の目的 
	 P450機能の多様性理解と高度利用には、酵
素機能の諸特性を in vitroで決定し、生化学的
知見を拡充することが肝要である。しかしな
がら、真核生物に由来する P450 の多くが膜
結合型タンパク質であることから異種発現
の難易度は高く、組換えタンパク質の獲得に
は未だ試行錯誤が求められている。特に大腸
菌を用いた異種発現システムにおいては、目
的タンパク質の大量獲得が期待されるもの
の、信頼性・普遍性・汎用性の高い実験技術
は未だ開発されていない。 
	 本研究では、白色腐朽担子菌 Phanerochaete 
chrysosporium および褐色腐朽担子菌 Postia 
placentaに由来する 304種類の P450を対象に、
異種発現の可否を網羅的に追跡し、異種発現
におよぼすアミノ酸配列の諸特性を検討す
ることで、大腸菌を宿主とする膜結合性 P450
の異種高発現技術の開発を目指した。さらに、
既存の手法では困難な種々の真核微生物
P450の大量発現を達成し、「配列-構造-機能」
の統合的理解へ向けたタンパク質ライブラ
リの構築を目指した。また、先行研究で明ら
かにした担子菌や麹菌 Aspergillus oryzaey に
由来する P450 の有用機能を遺伝子工学的に
強化するとともに、大腸菌における P450 電
子伝達経路を活性化することで、大腸菌を宿
主とする高効率物質変換システムの構築に
も挑戦した。 

３．研究の方法 
(1) 大腸菌を宿主とする P450の異種発現 
	 白色腐朽菌P. chrysosporiumに由来する 119
分子種および褐色腐朽菌 P. placentaに由来す
る 185 分子種の P450 を供試遺伝子とし、タ
ンパク質 N 末端領域に存在する膜貫通領域
（TMD）に部分欠損を施した cDNAを作製し
て大腸菌発現ベクター（pET22）のクローニ
ングサイトに連結した。pET発現ベクターは
E. coli C41 (DE3) 株に形質転換し、発現誘導
剤を加えた後、所定時間培養して異種発現の
可否を網羅的に追跡した。大腸菌に蓄積する
P450は、無細胞抽出液の一酸化炭素結合型ス
ペクトルを測定することで定量した。 
(2) N末端キメラ酵素の創出 
	 P. chrysosporium に由来する CYP5037E1v1, 
CYP5148A1, CYP5150E1v2をモデル分子種に
利用し、当該酵素の N末端領域を 100種類の
異なる P450 の N 末端領域と置換することで
キメラ型配列を作製した。キメラ型 P450 は
pET22に連結して発現ベクターを構築して異
種発現実験に供した。 
(3) 有用 P450の機能強化 
	 A. oryzae に由来する種々の有用 P450 にラ
ンダムミューテーションを導入し、酵素活性
を向上させた変異体の創出を試みた。また、
担子菌 P450 を用いて確立した大腸菌異種発
現技術を応用し、麹菌 P450 を大腸菌細胞内
に異種発現させて酵素活性を追跡した。 
(4) P450電子伝達機能の強化 
	 紅色細菌 Rhodobacter sphaeroidesに由来す
るアミノレブリン酸合成酵素（ALAS）をコ
ードする hemA 遺伝子を獲得し、pCDFDuet
のクローニングサイトに連結してALAS発現
ベクターを構築した。pET発現ベクターを用
いて構築したシトクロム b5 (Cytb5) 発現ベ
クターと ALAS 発現ベクターを E.coli C41 
(DE3) に形質転換し、Cyt-b5と ALASを共発
現させることで P450 電子伝達経路の強化を
図った。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌を宿主とする P450の異種発現 
	 304種類の担子菌 P450を対象に、大腸菌に
おける異種発現の可否を網羅的に追跡した。
タンパク質 N 末端領域に存在する膜結合性
配列を解析し、20〜24アミノ酸残基からなる
TMDを決定した。TMDをコードする 10〜12
アミノ酸残基を欠損させた cDNA を調製し、
pETベクターに連結して 304種類の発現ベク
ターを得た。E. coli C41 (DE3) を宿主として
担子菌 P450 の異種発現を試みたところ、27
種の担子菌 P450を TMD部分欠損型として過
剰発現させることが可能であった（図１）。
また、大腸菌における担子菌 P450 の異種発
現にはシャペロンタンパク質 (GroEL/ES) の
共発現が有効であることが示された。さらに、
野生型配列や TMD を全損させて異種発現を
追跡したが、TMD 部分欠損型を上回る発現
レベルは確認されなかった。以上の結果より、



担子菌 P450の異種発現には TMDを部分欠損
させることが重要であると考えられた。本研
究により得られた知見は、動物や植物に由来
する膜結合型 P450 の異種発現にも適応でき
ると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1大腸菌における TMD欠損型 P450の異種

発現レベル 
 
(2) N末端キメラ酵素の創出 
	 CYP5037E1v1・CYP5148A1・CYP5150E1v2	 
をモデル分子種として、当該分子種の N末端
領域を、TMD 部分欠損型として異種発現さ
せることに成功した 28種の P450のN末端領
域と置換してキメラ型酵素を作製した。キメ
ラ型 P450を E. coli C41 (DE3) に異種発現さ
せたところ、発現レベルが著しく向上する配
列の組み合わせが見出され、種々の担子菌
P450 の異種発現レベルを大きく改善しうる
ことが示された（図２）。興味深いことに、
発現レベルを大きく向上させうる最適 N 末
端配列は、3 種類のモデル分子種においてそ
れぞれ異なっていた。これらの結果は、P450
の異種高発現に効果的な N 末端領域は各々
分子種で異なっており、種々のキメラ型配列
を用いたスクリーニングから、既存技術では
困難な異種発現も可能になると期待される。
本研究においては、野生型または TMD 部分
欠損型として異種発現させることが出来な
い CYP5139D8が、CYP5139D7v1とのキメラ
化によって異種発現可能になることを実証
している。 

 
 

 
 
 

 
 
 
図２キメラ型 CYP5037E1v1の発現レベル 
	 	   
	 さらに、膜結合型 P450 の異種発現に効果
的な N 末端配列の探索を目的として、
CYP5037E1v1を 100種類の異なる P450分子
種に由来する N 末端配列に連結して異種発

現に与える影響を検討した。キメラ型 P450
の発現レベルを追跡したところ、少なくとも
64種類の N末端配列が CYP5037E1v1の異種
発現に利用可能であった（図３）。さらに、
発現レベルを飛躍的に向上させる 5種類の N
末端配列を決定することに成功し、
M-A-I-S-L-A-V-F-L-R-W-L-K-A-D-S-H-L-R-L-
P-P-G-P (CYP5348N1由来)、M-A-S-F-F-R-L- 
S-S-A-L-P-P-G-P (CYP5348T3P由来)、M-S-L- 
L-L-A-A-T-L-F-L-H-S-R-Q-K-R-Y-P-LP-P-G-P 
(CYP5144C1由来)、M-A-V-L-A-A-L-L-C-Y-H- 
H-F-R-A-R-R-F-R-L-P-P-G-P (CYP5144C8 由
来) または M-E-T-L-V-A-A-V-F-V-V-L-T-L- 
S-H-V-L-Y-T-R-W-D-R-A-Y-R-S-K-L-P-P-G-P 
(CYP5348L1v1 由来) からなるアミノ酸配列
を N 末端キメラ化に利用することで種々の
P450の高発現が可能になると期待された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３キメラ型 CYP5037E1v1の発現レベル 
 
(3) 有用 P450の機能強化 
	 麹菌 A. oryzae に由来する大豆イソフラボ
ン水酸化 P450 にランダム変異を導入して
1000種類の変異体を獲得し、酵母 S. cerevisiae
に異種発現させて機能解析を行った。1000種
類の変異体を用いてゲニステイン水酸化活
性を比較したところ、野生型の 2倍の酵素活
性を示す変異体の獲得に成功した。ゲニステ
イン水酸化体は種々の生理活性を示すこと
が知られており、麹菌 P450 を利用した高活
性フラボノイドの生産を促進する機能強化
が達成されたと考えられる。また、麹菌 P450
を担子菌 P450 の N 末端配列に連結すること
で大腸菌を宿主とする異種発現が可能とな
った。今後、麹菌 P450 と大腸菌を利用した
高効率物質生産が可能になると考えられる。 
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CYP5348N1                    MAISLAVFLRWLKADSHLRLPPGP
CYP5348T3P                            MASFFRLSSALPPGP
CYP5144C1                    MSLLLAATLFLHSRQKRYPLPPGP
CYP5144C8                    MAVLAALLCYHHFRARRFRLPPGP
CYP5348L1v2        METLVAAVFVVLTLSHVLYTRWDRAYRSKLPPGP
CYP5344B2         MLPSAPTLATTALVVLLLAVYFVSHHSIHRLPPGP
CYP5348R1     MIFYYSHAWQIATPLLLVVFYTVLKKFTGGGGRKLPPGP
CYP5348N2v2                 MFVISIAMFLRWMKAESHLRLPPGP
CYP5144L1         MSSQSLEPFVLLFATFLVLKTLSLRRRGAALPPGP
CYP5149A1               MTLLSIGIAPLFTLWRRKRTSEAYLPPGP
CYP5355A1v1                  MLGILFKMWYDKNAGARRSLPPGP
CYP5355A1v2                  MLGILFKMWYDKNAGARRSLPPGP
CYP5348J3     MALVLNRTDLLVVAGALFLTFLTTRFIRAAQRYHLPPGP
CYP5146A1                     MALAMMHVLTRCVRTRLPYPPGP
CYP5348E1v2                 MIAACQIALVWWFQRKRTNPLPPGP
CYP5351A1v2            MATLIALALCVAFLAYYRSSYRSNTLPPGP
CYP5027B8v1                  MAIFTLYLLHSVRARRKGGLPPGP
CYP5152A4                  MIGLLYGLVSNLQQNRRLAASLPPGP
CYP5037E2v1       MSLPWEYCATVCILICAVGYAFSRQRAKAPLPPGP
CYP5027B8v2                  MAIFTLYLLHSVRARRKGGLPPGP
CYP5144C4                        MALVLHYFLRKKRYRLPPGP
CYP5037E12                   MILICAAGYTFAKQRAKAPLPPGP
CYP5348D1                      MGLLCRWLLALWYNTVNLPPGP
CYP5348K1v2                    MLAFILVYFSIFERHDRLPPGP
CYP5037B3                   MALALIIVKAFLSRTRRQGLYPPGP
CYP5037E9v2               MCVCILIFTAASWLRKQRARWPYPPGP
CYP5144A2                    MAVFALGLLFAFCLRRQPRYPPGP
CYP5348S1   MASATALNTPLLLALTGLLAVCGLLRSRSTSKGTSPLPPGP
CYP5144A5                      MLGIMWVVKYAQRPRRRYPPGP
CYP5348T2v2               MLCIILVNASDYCWVFFRLSSGLPPGP
CYP5037E9v1                MVCILIFTTASWLRKQRACWSYPPGP
CYP5144K1v1                MASTFAVCVYIVLQRSKARLPLPPGP
CYP5037B4                  MAILTVVLIRTAIARRKRWARLPPGP
CYP5027B9v1                  MAVFTLYLLHSVRARRKGGLPPGP
CYP5037E1v2                  MALICAVGYAFSRQRAKAPLPPGP
CYP5348J7              MVSVLLVVAAHYAYSRWLFSTRRLPLPPGP
CYP5348H1                 MFGAILCCGGYLRLYHGKQHLPLPPGP
CYP5145A3                   MALLLILTLFVLVTRRSSRHYPPGP
CYP5348J1     MSTGFNRTDALVITSLLFLTLLINRLALSTRGHRLPPGP
CYP5147C1                  MAALIILTSFLLSGYRKRNAHLPPGP
CYP5027B9v2                  MAVFTLYLLHSVRARRKGGLPPGP
CYP5149B1                    MALLISWGVYHGFKHRSAPLPPGP
CYP5146C1               MASLLLLTVIVLRVLRTRATRAAPYPPGP
CYP5037D1v2                MASTAFCILLLARLAKRRSVALPPGP
CYP5146A2                  MFVLLCVALVRAVRRRRARPPYPPGP
CYP5027B6v2                 MVVLLATGVLFYANSTRRAPLPPGP
CYP5037D1v1                MASTAFCILLLARLAKRRSVALPPGP
CYP5348E1v1               MLSIATCQLALVWWYQRKRTNPLPPGP
CYP5353A1                  MIYIVYTYLNSGISGNSNSLPLPPGP
CYP5348J6                 MLLVVAAHYAYSRWLFPTRRLPLPPGP
CYP5348L1v1                 MVLTLSHVLYTRWHRAHRSKLPPGP
CYP5147A3                   MVLALLLASLLTKARRKARNLPPGP
CYP5144C5                  MAILFVFAIALPIYSRRKRYRLPPGP
CYP5027B4v2                  MASFVTGVLLYTKGTRRAPLPPGP
CYP5037B5v1               MAILLVALLFVVYRGRQSARGPLPPGP
CYP5027B2v2                  MASLATVVLLYAKGTRRAPLPPGP
CYP5027B4v1                MASVLLVTAVVFYTKGTRRAPLPPGP
CYP5027B2v1                MASTLLATVVLLYAKGTRRAPLPPGP
CYP5027B6v1                 MASLLATGMLFYANSTRRAPLPPGP
CYP5027B1                     MILATGVLFYAKGTRRAPLPPGP
CYP5344A1                   MVAFALGARWVISRPKSKAPYPPGP
CYP5348A2                 MVIALLFLLYTFGKRRSYPDFLLPPGP
CYP5144A4                     MSIPVLVCLLVLRLRRPHYPPGP
CYP5348Q1                 MVFILLSSLAYVWCRGRTRSYKLPPGP
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(4) P450電子伝達機能の強化 
	 大腸菌におけるヘム合成経路の活性化を
目的として、R. sphaeroides の ALAS をコー
ドする hemA遺伝子を PCRにより獲得し、E. 
coli C41 (DE3) に異種発現させた。担子菌由
来の Cyt-b5と ALASを共発現させたところ、
Cyt-b5の発現レベルが 2倍に向上した。アミ
ノレブリン酸の合成は、ヘム生合成の律速段
階を担うことが知られており、ALAS の導入
によってヘム含有電子伝達タンパク質であ
る Cyt-b5 の異種発現レベルが向上したと考
えられる。Cyt-b5 は担子菌 P450 の反応を促
進することが知られており、大腸菌において
P450反応系の強化に繋がると期待される。 
 
(5) 本研究成果のインパクトと展望 
	 本研究により、大腸菌を宿主とする膜結合
性 P450 の異種発現を飛躍的に向上させる基
本技術の開発に成功し、60種類の真核微生物
P450 を異種高発現するタンパク質ライブラ
リを構築した。本研究で開発したタンパク質
ライブラリを用いれば、多種多様な P450 の
結晶構造解析なども促進されると期待され、
「配列-構造-機能」の統合的理解へ向けた
基盤技術として活用されることを期待して
いる。また、機能強化に成功した有用 P450
と大腸菌異種発現システムを組み合わせる
ことで、新規バイオ産業の発展に繋がると
期待される。 
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