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　　Cytochrome　P450 （P450）is　involved　in　various 　biological　pathways　that　are 　essential 　for　the
maintenance 　of 　life．　 Heterologous 　expression 　in　Escherichia　coli　has　become　a　powerfUl　tool　fbr
obtaining 　large　amounts 　of 　P450 負）r　detailed　enzymatic 　characterization 　and 　structural 　analyses ．
Although 　many 　P450 　species 　have　been　expressed 　in　E．　 coli　during　the　last　decade

，
　 overa ユl　the

expression 　of 　P450 　has　been　poorly　investigated　ill　a　systematic 　manner ．　Therefore
，
　some 　forms　of

P450　are 　still　diMcult　to　express 　at　a 　useful 　level，　 and 　 consequently 　remain 　unavaiIable 　for　fUrther

study 　without 　improvement　in　their　expression ．　 In　this　review
，
　we 　analyze 　previous　reports 　to

obtain 　a 　better　understanding 　of 　thc　heterologous　expression 　of　Pを50　in　E．　cogi，　and 　propose　empirical

rules 　and 　troubleshooting 　procedures　that　may 　provide　a　better　chance 　fbr　success 佃 expression 　of

P450　species 　that　have　proved　dif丑cult 　to　express ．

　［Key 　words ：　P450
，　amino

・terminal 　sequence ，　alignment ，　conserved 　proline］

　大腸菌を利用 した タ ン パ ク質の 発現 は ，酵母，昆虫細

胞，ホ 乳類の 細胞 系を用 い る方法 に 比 べ ，維持管理 が 容

易で ， 増殖が速 く， か つ 安価で ある，今日で は ， 遺伝子

操作技術 の 進歩 に よ っ て，大腸菌内で タ ソ パ ク 質を発現

す る こ とが容易 に な り，従来は 困難で あっ た ヒ ト由来の

タ ソ パ ク質を大量 に 得る こ と も可能と な っ た ，しか し，

生理活性 ， ある い は ， 酵素活性を有する タ ン パ ク質を発

＊
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現す る こ とは未だ容易で は な く，高 レ ベ ル で発現 し よ う

とする と， 不活性な タ ン パ ク質の 凝集体 ， すなわ ち ， イ

ン ク ル
ージ ョ ン ボ デ ィ

ー （inclusion　body）が 生 じて しま

う場合が多い ．イ ン クル ージ ョ
ン ボ デ ィ

ーが形成 され た

場合に は ，
こ れを変成条件下で 可溶化 し，さま ざま な条

件下 で 再生 して は じめ て 活性な タ ン パ ク 質を得る こ とが

で きる例もある．一方で，イ ソ ク ル
ージ ョ ン ボ デ ィ

ー
の

形成 を 防ぎつ つ 細胞質 に 可溶性 タ ン パ ク と して活性を保

っ たまま発現 しようとす る試みがなされ て きた．そ の結

果 ， 種々 の タ ン パ ク質 に お い て 成功例 が 報告され，構造

解析，酵素活性 の 解析などに 大きな貢献を し て い る．
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P450 の 大腸菌で の発現は ， その 代表的な好例 で あ り，

P450 の 発現 に 関する考察は ，他 の 多 くの タ ン パ ク 質の

大腸菌で の発現に も寄与す るもの と期待 され る．

　P450 は ヘ ム 鉄を含む タ ン パ ク質で，還元型 CO 一複合

体が 450nm の 波長に 光吸収の ピーク を持つ
一．
群 の酸素

添加酵素であ り， 細菌か ら高等動植物に ま で 存在す る 膨

大な数の 分子種を含む ス
ーパ ー一

フ ァ ミ リー・
を形成 して い

る，動植物で は，種 々 の 薬物代謝，ス テ ロ イ ドホ ル モ ソ

の 合成，ビ タ ミ ン D3 の 合成 ， 胆汁酸の合成など，生命

維持に 重要な数多くの代謝合成経路 に 関与 して い る．こ

れ らの P450を大腸菌発現系を用 い て酵素活性を有する

形で 大量 に発現す る こ とが で きれ ば ，それ まで 困難で あ

っ た個 々 の P450 酵素活性を詳細に 検討する こ とが可能

と な る，特に 薬物代謝の 研究に お い て は ヒ ト と実験動物

との差異が大きく， 直接 ヒ トの薬物代謝系酵素の 機能を

解析する こ とが重要で ある．しか し，動植物の P450は ，

膜 タ ン パ ク質 に特有の 高い 疎水性の た め に ， 大腸菌で発

現 し よ うとする と不活性 な イ ソ ク ル ージ ョ ン ボ デ ィ
ー

と

な りやすい．さらに ， 活性な酵素タ ソ パ ク 質が生成 され

る た め に は ，
フ ォ

ー
ル デ ィ ン グが 正常に 行わ れ る こ とに

加え，補欠分子族 で ある ヘ ム の 導入が正 し く行わ れ る必

要 が あ り，大腸菌で の 発現は よ り複雑か つ 困難なもの で

あ っ た ，Barnesらは ， 1991年に初め て ウ シ の ス テ ロ イ

ド 17α 水酸化 P450 （P450c17）を活性な形 で 大腸菌内に

発現す る こ とに 成功 した．33）こ の 成功は ， それま で で ぎ

なか っ た P450 の 大腸菌で の 発現に ， 試 み る べ き
一

つ の

指針を与えた こ とに 大 きな意味があ り，そ の 後，多くの

P450が Barnes らの 方法を参考 に して 発現 され て きた．

　 しか し，個 々 の P450 を発現する に 際 して は ， 前記の

方法を適用 しつ つ ，な お多くの 試行錯誤が必要で あ る．

しか も，試行錯誤の結果，非常に低 い 発現 しか得 られな

い 場合 ， ある い は発現で ぎない 場合 に ，こ れ とい う解決

法が なく， 未だ容易 に発現で ぎるとはい えな い ．そ こ で

本稿 で は ，こ れ ま で に 発現され た 多くの P450の 実例を

比較 し，我々 の 最近の知見と合わせ る こ とに よ っ て，こ

れ ま であや ふ やな経験則 と試行錯誤 に 依 っ て い た 大腸菌

内で の 発現実験に 対 し，酵素活性を有する形で P450の

発現を試み る際に 参考とす べ き理論と標準的方法 の 提示

を試み る，

1， ア ミノ末端の配列の選択と発現効率

　こ れ ま で多 くの P450 の 大腸菌に お け る発現例 か ら，

ア ミ ノ 末端の 改変が不可欠な こ とは 明らか で あるが，そ

れ以外 の 領域 の 影響 は 未 だ 明 らか で な い ．ア ミ ノ 末端の

改変例 として ，ATG （メ チ オ ニ ン ）の 次に 来る 二 番目

の コ ドン を，大腸菌で頻繁 に 使われ る GCT コ ドソ （ア

ラ ニ ソ ）に置き換え る こ と，
二 番 目の コ ド ソ 以降の 配列

は ま ち まち で あ るが，翻訳開始部位 の RNA の 二 次構造

を弱め るた め に ，メ チ オ ニソ か ら 6 番目の コ ドン まで を

ア ミ ノ 酸配列は 変えずAT リ ッ チ とな る よ うに 変異を導

入 する こ とが大腸菌で の発現に は 必要 で あ る と考え られ

る．33 ＞こ れ らは ，塩基配列 の 問題で あ り，二 番目の ア ミ

ノ 酸が ア ラ ニン で あれば良い の で はな く， 二 番目の コ ド

ソ が GCT で ある こ とに 留意する必要がある．42）

　 メ チ オ ニ ソ
， ア ラ ニ ン の 次 か らの ア ミ ノ 酸配列 の 改変

の 仕方は ，次 の 4 種 の 方法 に 分類で き る．

　A 法 ：元 の ア ミ ノ 酸をその まま使 う，

　B 法 ； ア ソ カー部分に Barnes が ウ シ P450c17 の 発現

　　　　に 用い た ア ミ ノ酸 6残基分 の 塩基配列 （Barnes

　　　　カ セ
ッ ト，MALLLAVF ）をそ の まま用い る．

さらに元の ア ミ ノ酸配列を種 々 の 程度に 除去した うえ で

　C 法 ：MA に そ の ま まつ な ぐ．

　D 法 ：Barnesカ セ
ッ トをその ま まつ な ぐ．

　E 法 ； 発現 が確認 され た 他 の P450 の ア ミ ノ 末端の 配

　　　　列を挿入する．

い ずれ に ぜ よ，ア ミ ノ 末端の 配列の 選択がもっ とも重要

で あると考えられる が ， これま で の とこ ろ
一
定の法則 は

示 され て お らず，試行錯誤 に よ り数種 の 配列を試す こ と

とな り，
こ の 段階が もっ とも手間 と時間の か か る作業で

ある，しか も試行錯誤の 結果，なお 活性 の ある P450が

発現で きなか っ た場合に どうすれば よ い の か ， 解決の た

め の 理論な り経験則とも云 うべ ぎもの が示され て い なか

っ た．

　 しか し，す で に 多くの P450 の 大腸菌で の 発現の 成功

例が報告され て お り， こ れらを整理解析する こ とに よ っ

て ， P450を 大腸菌で発現す る際の 基本的 な考え方，問

題を解決する た め の 方向性を提示 で き る の で は ない か と

考え る．まず最初に ，こ れまで に 発現された P450 の 個

々 の 具体例を比較検討し，成功の 可能性の 高い ア ミノ 末

端の 配列に つ い て考察す る．

　1．1CYP2C フ ァ ミリ
ー

（Tablc　1 参照）　 GYP2G

フ ァ ミ リー
は 3A フ ァ ミ リーと共に ， ヒ トの 肝臓で の 薬

物代謝 の 主な部分を担 う重要な P450酵素群で あ り，

40 ）

ヒ トの 薬物代謝を研究す る うえ で ，大腸菌で の 発現は非

常に意味があ る．

　CYP2G フ
ァ ミ リー

の ア ミ ノ 末端 の 配列を比較す る

と ， Fig，1に示す よ うに ， 非常に よ く保存され て お り，

小胞体膜に 導入 され る に 必要な疎水性の ア ン カ
ー領域
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Table　 1，　 Amino−termlnal　sequences 　of 　GYP2C 　farnily　members 　expressed 　in　E ．　coti．

AInino−terminal　sequence Vector E．coti 諮 岩
゜ nR

・・

2CI　　rabbi ヒ　凹DPVVVLGLCLSCLLI 」LS 工」WKQSYGGGKLPPGP
　　　 　　　 　 　 L⊆弖LSCLLLLS ．．． pCW XLIBIue 200 〔1 ）

2C2 　　rabbit 二 MDLvVVI 、GLCLSCLLLLsLwKQSHGGGKLPPGP
　　　 　　　 　 MAL，1，IAilELGLSCLLLLS ．．． pCW XLIBIue 3QO （1｝

2C3 　 rabbi し MDLLIILG 工CLSCWLLSLWKKTHGKGKLPPGP

　 　 　 　 　 　 　 − 1」⊆山 SCL 矗LLS ．．．
　 　 　 　 　 　 　 − 1」GLSC 工』LI」1」S ．．．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 MCAKKTSSKGKLPPGP ．＿

pCWPCWpCW XLIBIue

gM109XLIB
工ue

500400800

−1200

（1 ）

（3）

〔2）

2C4 　　rabbit 　MDPVAGLVLGLCCLLLLSLWKQNSGRGKLPPGP

　 　 　 　 　 　 　 − 1」GLSCLLI 」LS ．．． PCW XLIBIue 3QO 〔ユ｝

2C5 　　rabbit 　MDPW ▽LVLGLCCLLL 工」S工WKQNSGRGK 工、PPGP
　 　　　　 　　 ）CAmaLl “LELGLSCLLLLS ．．． PCW XLIBIue 500 （1）

2C16 　rabbi し　MDPVVVLVLGLCCLLLI 、SHWKQNSGRGKI 」PPGP

　 　 　 　 　 　 　 MAI，IUJIItliLELGLSCLI」LLS ．．． PCW XI、1B ⊥ue 350 （1｝

2C8　 humanMEPFWLVLCLS 肌 LFSLWRQSCRRRKLPPGP

− L⊆ELS⊆LLL工β ．．．
　 　　　　 （2E1

一餌 ’
｝　　− IJPPGP ．．．

pCWPCW 。X工」IBIue
DH5 α

150Q

ユ600
工

4

2Cg　 human 　 MDSLWLVLCLSCI ．1．LLSL ，WRQSSGRGKLPPGP

｛2CIO ｝

〔2CIO ）

umLGLSCLLLLS ．．．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 MCARQSSGRGKLPPGP ，，，

Ml！LI！Ll｛S［ELC工」SCLL 工」LS ■一．
　　　　 　　　 　　　　 ）CILRQSSGRGKLPPGP ．．．

pCWPCWpCWpCW XLIBIue

DH5 α

DHsaDHsa

50Q1200ndlO

−20

｛1｝

〔4）

（5）

C5｝

2Cll 　ratMDPVI 」VI」VLTLSSLLLLSI 」WRQSFGRGKLPPGP
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　   RQSFGRGKI 」PPGP ．．． PCW DHsaF ’ 50G−1500 （6）

2C18 　humanMVPAVALVLCLSCLFI 」I」SLWR ΩSSGRGRLPSGP
unLGLSCL 」」LI」S 噛幽． pCW XLIBIue 450 （1）

2C19 　human 　 MDPFVV 工．VLCLSCLLLLSIWRQSSGRGKLPPGP

　 　　　　 　　 − L⊆⊇LSCLLLLS ．，．

　 　　　　 　　 − LCLS ．．．
WWCCPP XLIBIue

DHsa

0
（
UOO

匚」
8

｝

｝

14

The　amino
−terminal　sequences 　of 　wild −type　and 　modified 　CYP2C 　family　members 　are 　compared ，　 Foreign　amino 　acid 　sequences

are 　underlined ：fbr　lnstance，　the　sequence 　M 乱 LLAVF 　is　derived　from　bovine　CYP17，and 　MARgltVHSSWN 　uscd 　for　CYP2C8

is　from　the　basic　region 　in　CYP2El ．　 The 　expresslon 　levels　of　P450　shown （nmoYl 　culture 　medium ）are 　the　values 　provided 　in　the

cited 　references ．
　 nd ，　Not　detectable．

（疎水性領域）（Membrane 　anchor 　region
，
A −Regi 。 n ），

フ

ァ
ミ リ

ー
内で よく

一
致す る正電荷の 存在する領域 （Basic

region ，　B−Region ）， 保存 され た プ ロ リ ソ の 存在す る 領域

（Proline　conserved 　region ，　P−Region ）とそ の 下流 と考える

こ とが で きる，まず，A −Region の ア ミ ノ 末端か らの 配

列をそ の まま Bames カ セ ッ ト に 置き換え る B 法に よ っ

て
， 多 くの GYP2G に 属する P450が比較的高 い レ ベ ル

で発現された ，こ れ に対 し，C 法 として ，　 A ・R．e 由Qn を

削除し ， 最初 の 正電荷を持つ ア ミ ノ 酸の 前ec・MetAla を

付加 した場合 （2C3 ，
2C9）に も， 安定 し て高い発現 レ ベ

ル を実現 す る こ と が で きる ．さら に E 法 と し て ，B−

Region に 他の P450 の ア ミ ノ 酸配列 を導入 し た 場合

（Table　l．2C8
，
2E1 の B−R．egion を使用）もま た 良い 結

果を得て い る．こ れ らの 疎水性領域を削除した P450 は

そ の活性が臓器 か ら精製 した もの と変わ らな い こ とが確

認され て い る．s，4）カ ル ボ キ シ 末端に ヒ ス チ ジ ソ を 4 〜6

残基加える こ とに よ り，発現 レ ベ ル および酵素活性を維

持 した ま ま で ，精製を容易に する こ とに も成功して い る．

　1．2 他の CYP2 フ ァ ミ り
一 （Tablc　2参照）　 F量g．2

に 示す よ うに ，CYP2 フ
ァ

ミ リーに属す る P450 の ア ミ

ノ 末端の 配列は 全体 と し て よ く保存 され て お り， P−

Region は 容易 に決め る こ とが で ぎる．　 B −Regionの最初

の ア ミ ノ酸 の 位置を決め る こ とは個 々 の 配列を見る 限 り

か な らずし も容易 で は ない ．た とえば，2A フ ァ ミ リー

の 場合，2A3 以外 は適当な位置に 塩基性 ア ミ ノ 酸が存在

し な い ．した が っ て ， B−Regionに 対す る以下 に 示す再
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2C6 　　ra し

2C7　　 rat

2C1 ⊥　rat

2C12　 rat 二

2C13　 rat
2C22 　 rat

2C23 　 rat

2C24 　 rat

2C8 　　human
2Cg　 human
2C18 　human
2C19 　 human

　　　　MDLVMLL ▽LT 工．TCL 工LLSIW −RQSSGRGKL −PPGP 工PI．P

　　　　MDL ▽TFLVLTLSSL 工LLSLW −RQSSRRRK 工」−PPGPTPLP
　　　　MDPVL ▽LVLIVI ，SS 工、LLLSLW −RQSFGRGKL −PPGPTPLP
　　　　MDPFWL ▽LSI ，SFLLI ，LYLW −−RPSPGRGKI ，

−PPGPTPLP
　　　　凹DPVVVLLLSLFFLLFLSLW −RPSSGRGKL −PPGPTPLP
　　　　MALF 工FLG 工WLSCL ▽FLFLW −NQHHVRRK 工」−PPGPTPLP
MELLGFTTLALWSVTCLSLLSVW −TKLRTRGRL −PPGPHPPS
　　　　MDP ▽ L▽ L▽1．TLSCLLLLSLW −RQSSGRGKL −PPGPTPLP
　　　　MEPFV ▽L▽LCLSFMLLFSLW −R（⊇SCRRRK 工．

−PPGPTPLP
　　　　MDS 工」V▽LVLCLSCLLLLSLW −RQSSGRGKL −PPGPTPLP
　　　　MVPAVAL ▽LCLSCLFLLSLW −RQSSGRGRL −PSGPTPLP
　　　　MDPFWLVICLSCLLLLSIW −RQSSGRGKL −PPGPTPLP

A −Rein B−Re　 ionP ．Re　 ion

Fig，1，　 Amino −terminal 　a 且gnment　of 　GYP2C 　fam迂y　members ．　 Based　on 　the　alignment 　of 　the　amino −terminal 　sequences 　of

　　　CYP2C 　family　members ，　the 　membra 皿 e　anchor 　region （A−Region），　basic　region （B−Reg｛on ），　and 　proline　conserved

　　　region （P
−Region ）are 　proposed．　 Hyphens　are 　inserted　between 出 e　regions ，

定義が必要で ある．i）B−regi ・ n は ，　 P−Regi・n の 最初の

Pro の 上流8 ア ミ ノ 酸残基以上 の 長 さとす る，　 ii）サ ブ

フ
ァ

ミ リー （GYP2A ，　CYP2G な ど）内で は B−Region の

ア ミ ノ 酸数は 同
一

とす る．iii）A −R．egion に 存在す る連

続 した Leu の 下流に あ り，フ
ァ ミ リ

ー
（CYP1 ，CYP2 な

ど）， お よ びサ ブ フ
ァ ミ リー内で 保存された位置に あ る

塩基性残基を B−R．egi ・ n の 最初 の ア ミ ノ 酸 とす る，　iv）

個 々 の 配列に 適当な塩基性 ア ミ ノ 酸が存在 しな い 場合に

は ，こ れ を 含む他 の メ ン ー“
’
　一一一

の 位置を採 用する．v ）

Pro か ら 8残基以上 の距離に 2個以上 の 保存され た塩基

性残基 が 存在する 場合 ， 上 流 に ある塩基性残基を B −

Regionの 始ま りの 位置とする，

　　こ の よ うに 定義する こ と に よ り，2A の 場合（Fig．2），

2A3 は P−Regi・n の最初の Pr。 か ら 9番目の 位置 に Lys

Table　2．　 Amino −terminal 　sequences 　of 　CYP2　family　members 　expressed 　in　E ，　coli，

Arnino−terrninal　sequence Vector E ．coti
Expression

（nmol ／り
Ref．

2A6 　　human

2EI 　　rabbi し

2EI 　　human

2Bl　 rat

2Bll　dog

2B5 　　rabbit

2F3　 9Qa し

2D6　 human

MLASGMLI 」vALLvCLTvMvl 」MSVWgQRI くSIくGKI 」PPGPTP
〔2El −N ’｝　　　　　　　　　　　　 − LPPG ．．．

蹠 VLG 工TVALLGWMA 工LLF 工SVWKQIHSSWNLPPGPFPL
聡 ALGVT ▽．．，

MFALGVT ▽ALLVWAAFI 」LI」▽S   QVHSSWNI 」PPGPFPL
MムALGVTVA ，、．．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　班ムRQVHSS ．，．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　犯 RΩV｝ISS ．，．

MEPS 工L［」LI」ALI 」VGFLLLL ▽RGHPKSRGNFPPGP
MI｛PS 工1」LLLA ．．，
）IAZtLZA ］［LLA ．．，

MELSVI 」1．LLALLTGLLLLMARGHPKAYGHLPPGP
WWLLA ．．．

MEFSI」LLLLAFLAGLLLLLI 」RGHPKAHGRLPPGP
MILLiL，LAYLLA ．．．

MDS 工STA 工LLL 工LALICLLLTTSSKGKGRLPPGP

　 LLLI 曾．．

MGLEALVPLAVIVA 工FLLLVDLMHRRgRWAARYPPGP

〔N
’−His ｝　　　　 MBGSililEEIIIklGSRΩRW ．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　囎 RΩRWAARYPPGP ．．．
（2E ユーN ’

）　　　　　　　　　　 WWPPGP ．．．
（2E ユーN 「

）　　　　　　　　　　　 umPPGP ．．．

pCW

PKK233 −2

PCWPCWPCW

PKK233 −2
PKK233 −2

PKK233 −2

PKK233 −2

pCW

PDSgpCWpCWpCW

DHscr

DH5（xMCR

DH5 α

DH5 α

DH5 α

TOPP3TOPP3

TOPP3

TOPP3

DH5 α

JM109DH5
α

DHscrDH5
α

900

★ 500 −700

nd40

］．3QO

300− 500
50

100

10

25−50

15nd1006QO

（4）

〔7 ）

〔8 ）

〔8 ）

〔4 ｝

　

）

10nコ
ー

（

（

（10 ｝

〔10 ｝

（11 ）

｛12 ）

（13 ）

（13 ｝

（4）

The 　amino
−terminal 　sequences 　and 　expresslon 　levels　of　GYP2 　family　members 　are 　shown 　as 　descrlbed　in　Table　1．

＊The　value 　of 　the 　expresslon 　level　was 　estimated 　by　the　authers 　based　on 　the　data　in　the　cited 　reference ．
nd ，　Not　detectable．
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2A12A22A32A62A72B12B22B32B122B152B16P2B62D

！

2D22D42D52D62El2E12F12F22G12H12

」12Kl2M

！

2Q1

ratratrathu

皿 anhu

皿 anratrdtra

七

ratratra

し

humanratratratra

し

hu 皿 anrathumanhu

皿 anmouseratchicken

rabbitt

二rout

しroutX

．工aev ．

　MLDTGLLL ▽▽工工、ASLS ▽M工」LVSL −WQQK 工RGRL −PPGPTPLPF 工G
　MLDTGLLLV ▽ 工LAS 工LS▽MFL ▽SL −WQQK 工RER 工、−PPGPTPLPFIG

MLASGLLLVASVAFLSVLVLMSVW −KQRKLSGKL −PPGPTPLPF 工G

MI．ASGML 工．▽ALLVCLTVM ▽LMS ▽W −QQRKSKGKL −PPGPTPLPF 工G
MLASGLILVALLACLTVMV 工、MSVW −QgRKSKGK 工．−PPGPTPLPF 工G
　　　MEPS 工工．工．LLALLVGFLLLLV −RGHPKSRGNF −PPGPRPLP 工．LG
　　　MEPS 工LL 工」工」ALLVGFLI 」LLV −RGHPKSRGNF −PPGPRPLPLLG

　　　MDTS ▽LLLLAVLI ＄FLIFLV −RGHAKVHGHL −PPGPRPLP 工、LG
　　MEFG ▽LLLLTLTVGFLLFL ▽S一ΩSQPKTRGHL −PPGPRPLPFLG
　　ME 工、G▽LLLLTFT ▽GFZ ，LLI．AS −QNRPKTHGHL −PPGPRPLPF 工．G
　　　 MEPSVLLLLAVLLSFLI ．LI．V −RGHAKIHGRL −PPGPCP ▽ PI．LG
　　　MELSVLLFLALLTGLLLLLV −QRHPNTHDRL −PPGPRPLP 工．工、G
6−GTG 工」WSMA 工FTVIF 工LLVDL 皿H−RR ｝工RWTSRY −PPGPVPWP ▽LG

6−GDDLWAV ▽ 工FTA 工F 工、工、工」VDLVH −RHKFWTAHY −PPGPVP 工．PGLG
6−GSE 工．WP 工A 工FT 工工FLLL ▽DLMH −RR ΩRWTSRY −PPGPVPWPVLG

6−GTGLWPMA 工F［DVIF 工LI」VDI ．MH −RHQRWTSRY −PPGPVPWPVIG

MGLEAI．VPLAV 工VA 工FLLL ▽DLMH −−RRQRWAARY −PPGPLPLPGLG

　MAV 工」G工TIA − VW ▽AT 工」1」▽工S工W−KQ 工YNSWNI 」
−PPGPFPLP 工LG

　MFALGVT ▽ALLVWAAFLLL ▽SMW −RQ ▽HSSWNL −PPGPFP 工．PHG
　　　MDS 工STA 工LL 工」工」1．AL ▽（：1．LLT 一工．SSRDKGKL −PPGPRPLS 工LG
　　　MDGVSTAII ．工、LLLAV 工SI．SI．T −FSSRGKGQL −PPGPKPLP 工LG
MALGGAFS 工FMT 工、C 工、SCLI ．工L 工AW −KRTSRGGKL −PPGPTP 工PFLG
　MDFLGLPT 工LLLVC 工SCLL 工AAW −RSTSQRGKE −PPGPTP 工PIIG
13 −AGLHPKTLLLGA ▽AFIFFAYF −LKTRRPKNY −PPGPWRLPF 工．G
12 −STVTLLGTVLFL 工、▽1．YLRSSG −SSSEEQGKE −・PPGPRPLPLLG
6一工L ΩTNF ▽S 工工工GF ▽▽ 工工LL   一RGKQSNSRL −PPGPAP 工P工」工」G
MDTSWLWTLLLSI ．L 工SCIL 工YSTW −NKMYRKRNL −PPGPTP 工P工．FG

A −Re　lOn B −Re 　lonP
−Re 　エ on

Fig．2．　 Amino −tcrminal 　alignmcnt　of　CYP2 　family　mernbers ．　 CYP2 　melnbers 　are 　aligned 　based　on 　conserved 　prolines　and

　　　the　proline　conserved 　region （P
−Region）．　 The　proposed　basic　reg 正ons （B−Reglon）and 　membrane 　anchor 　reg めns （A

−

　　　Region ）are 　indicated　by　the　insertion　ofhyphens ．　Because　ofvar 三ations 　in　the 蛋ength 　ofthe 　anchor 　region ，　instead　ofthe

　　　comple 亡e　sequcnccs ，2D1 ，2D2 ，2D4 ，　and 　2D5 　arc 　shown 伽 m 　Gly　at 　6 ，2J1　from　Aia 　at 　d　3，2K 燈 Qm 　Ser　at　12
，
　and 　2Ml

　　　from
　lle　at 　6，　 Although　the　P−Region　is　well 　conserved 　in　each 魚 mily ，　ibr　instance，　CYP2AI 　dQes　not 　have　a　basic　amlno

　　　acid 　as　the　first　amino 　acid 　of 　the　B・region ，　in　some 　cases 　the 　B−Regions　are 　proposed　based　on 　the　aligllment 　with 　other

　　　
family

　members （e．g．2A3　in　the 　2A　farni藍y），　with 　the　result 　that　the 且rst　amino 　acid 　of　the 　B−Region　of 　some 　family
　　 members 　is　not 　a 　basic　amino 　acid ．

をもっ て お り，こ れを B−Region の 始ま りと し，他の 2A

は 塩基性 ア ミ ノ 酸を こ の位置に もた な い が，2A3 に 準 じ

る もの と した．こ の よ うに考え る と， GYP2C フ
ァ

ミ リー

同様に ， A −R．egion
，
　B −Rcgi・ n

，
　P−R．egion に分け て 考え る

こ とが で き， 削除可能な配列 と して A −Region を明 らか

に で きる ．こ の場合に も， A 法 （ウ サ ギ お よ び ヒ トの

2E1 ），　 B 法 （2B1，2B11，2B5，2F3），
A −Regionを 除去 した

C 法（2E1 ），
E 法 （2A6，2D6；2El の B −Regi・n を使用）に

よ り活性を保持 した P450 を発現する こ とに 成功 して い

る．CYP2C フ
ァ

ミ リーとは異な り，A ，　B の 方法で は

GYP2B5 ，ヒ ト CYP2E1 ，〔】YP2F3 に 見られ る よ うに 発現

レ ベ ル が低 い ケ
ース も見 られ る．しか し ， C，E 法の よ

うに疎水領域を削除した場合に は ，お お むね高い 発現が

得られ て い る．した が っ て ， GYP2 フ
ァ ミ リー

に 関 して

は ，目的に も よ る が ，B ま た は A −Regionを削除する G

お よ び E の 方法に よ り，高発現が得られ る と考えられ

る．

　Table　2 の 2E1 お よび 2D6 に見られ る よ うに ， ま っ た

く同じ発現ベ ク タ
ー

を作 り，同
一

の 方法を用 い て い る に

も関わ らず ， 硫究者 に よ り発現 レ ベ ル に非常に大きな差

が認め られ る場合 もある が，こ の 点に つ い て は後に考察

す る．

　1．3 その他の薬物代謝系の P450 （Table　3 参照）

CYP2 フ
ァ

ミ リーで 示 した よ うに ア ミ ノ 末端 の 領域の 分

け方を拡張し て考え る と Fig．3 お よび Fig．4 に 示すよう

に ，そ の 他 の P450 で も GYP2 フ
ァ

ミ リー
の 考え方に当

て は め る こ とが で きる．A −Regionの 長さが フ
ァ ミ リー

に よ り異 な る た め に ， ア ミ ノ 末端 を
一

部 削 り ，
A −

Region を Barnes カ セ
ッ ト と比較 し，　 Leu の 連続配列が

一
致す る ように置 き換えた D 法に よ りCYP3A4

，
3A5

，

4A 正
，
79な どが発現 され て い る．一

方で ，　 A −Regionを 除

去する C お よび E の 方法 もまた 有効で あろ うと思われ

るが，未だ試され た例が報告されて い な い ．

　1．4 ス テ ロ イ ド合成系の P450 （Tablc　4 参照）　 胆

汁酸 ，
ビ タ ミ ン D3

，
ス テ ロ イ ドホ ル モ ン な どの 合成 に 関

与す る P45e ・Vt，小胞体膜に存在す る ミ ク ロ ゾーム 型

P450 と ミ ト コ ン ド リ ア に存在す る ミ ト コ ン ドリ ア型

P450 とに 分け られ る．“ ）

N 工工
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Table 3.Amino-terminal sequences  of  other  non-steroidogenic  CYP  family rnembers  expressed  in E  cogi,

Arnino-terminal sequence Vector E, coli
Expression

(nmol/ij
Ref,

IAI  human

IA2  human

3A4  hurnan

3A5  human

3A6  rabbit

3A7  human

3A12  dog

4Al rat

4A4  =abbit

4F4 rat

4F5 rat

6Al  ua

79  S.-bis.

2El  human
2A6  human
3A4  human

2A4  rnouse

MLFPISMSATEFLLASVIFCLVFWVIRASRPQVPKGL

MllFPISMSAT...

)CAFPISMSAT.  , .
)CASRPQV,..

MALSQSVPFSATELLLASAIFCLVFWVLKGLRPRVPK

uxFSATEL.  , .
          umFCLV.  . .
          uxFCLV.  . .
          umFCLV.  . .

MALIPDLAMETWLLLAVSLVLLYLYGTHSHGLFKKLG
         uxLVLLY.  , .
         umLVLLY.  . .
         umLVLLY.  . .

MDLIPNLAVETWLLLAVSLVLLYLYGTRTHGLFKRLG

         umLVLLYLYGTHSHGLFKKL.

         ME{LLLAVELVLLYLY.  . ,

MDLIFSLETWVZ,LAASLVLLYLYGTSTHGI,FKKMGIP

         umLYGT,  . ,

MDLIPNLAVETWLLLAVSLILLYLYGTRTHGLFKKLG
          LLYL,,.

MDLIPSFSTETWLLLAISLVLLYLYGTYTHGIFRKLG

         umLVLLY  . . .

MSVSALSSTRFTGSISGFLQVASVLGLLLLLVKAVQF

{OR-FUSION) MAL-AtsCEZ,GLZ,LL. . .

MSVSALSPTRLPGSLSGLLQVAALLGLLLLLLKAAQL
MAVSALS...

MPQLDLSWLGLRLETSLPWLLLLLIGASWLLVRV[,TQ

                 MALpmAMESWL...

MPWLTVSGLDL(]SVVTSTWHLLLLGAItSWILARILAW

                )Ml,LZ,A]LEASW. , .

MDFGSFLLYALGVLASLALYFVRWN

uaFGSFLL...

MATMEVEAAAItTVI,AAPLLSSSAILKI,LLFWTLSYL

MALLLA][EAAAW  . . .
             wwAILK.  . .
                       uxLS.,.

ompA-CYP2El

ompA-CYP2A6

ompA-CYP3A4

Peptl-nat2ve

fusionfusionfusion2A4

 fusion

pCWpcwpCW

pCWpCWpCWpcw

pCWpCWpCW

pCWpCW

pKK233-2

pCW

pKK233-2

pCW

pCW

pCW

pCW

pSE380

DH5ctDH5ctDH5a

DH5orDH5ctpH5aDH5a

DH5ctDH5aDH5a

DH5orDH5or

Topp3

DH5ct

Topp3

DH5ct

JMI09

DHSa

DH5or

(trc} NA

pSP19glOL

pCWpCWpcw

pCW

JMI09

JMI09JMI09JMI09DH5a

30203eo

nd250500700

100200400

300200

40-90

50

2O-6O

NA

10-20

40

40

3oe

ndvery

 low

2eo-soo

200200500

NA

(14)(14)C4)

(15}(15}(4){16}

(17)(18)(4)

(19)(18)

(20)

(18)

C20)

C21)

(22)

(23)

(23}

{24)

(25)(25)(25)(26)C26)(26)

(27)

 The  amino-terminal  sequences  and  expression  levels of  other  family members  are  shown  as  described in Table 1. 4Al was

expressed  as  a  fusion protein with  NADPH-dependent  P450 reductase  (OR-FUSION). 2El, 2A6, and  3A4  were  aiso  expressed

as  fusion proteins with  the  leader sequence  of  E. cegi outer  membrane  protein A  (ompA), and  2A4  was  as  a fusion protein with  an

artificial  amino-terminal  sequence,  peptitergent (Pepti), as  rnentioned  in the  text.  The  expression  of  a  plant P450, CYP79  frorn
S. bicogor, and  an  insect P450, CYP6Al  from M.  demestica (house fly), are  included in this table,
 nd,  Not  detectable.

 NA,  Not available.
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1A1
ユA11A21A21B11B1

rathu

皿 anra

し

humanrathuman

MPS ▽YGFPAFTSATEIJLLA ▽TTFCLGFW ▽▽
−RVTRTW ▽PKGLKS −PPGPWGLPFIGH ▽

　　　　MLFP 工SMSATEFLLASVIFC 工1▽FW▽工
一RASRP ΩVPKGLKQg

−PPGPWGWPL 工GHM

　　　MAFS ΩYISLAPELL1 ，Aff｝A工FCL ▽FW ▽1 −RGTRTQVPKGLKS −PPGPWGLPF 工GHM
　　 MILLSQS ▽PFSATELLLASAIFCI 」VFWVI 」

−KGLRPR ▽PKGLKS −PPEPWGWPLLGH ▽

9−SPQ Ω1」SSLST ΩQTILLLLVSVLAIVHLGQ −WLLRQWRRKPWSS −PPGPFPWPL 工GNA
9−DPWPLNPLS 工QQTTLLLLLS▽LAT ▽HVGQ −RI．1．RQRRR Ω工」RSA −PPGPFAWPL 工GNA

3A13A23A93A183A33A43A53A7ratratratrathurnanhu

皿anh

 

human

MDL 工」SALTLETW ▽LLA ▽V 工iV1 ，LYGFGT −RTHGLFKKQGI −PGPKPLPFFGTVL
MDI ．LSALTLETW ▽LLAV 工LVLLYRLGT −HRHG 工FKKQG 工

一PGPKPLPFI ．GTVL
MDI」工PNFSMETWLLL ▽工SL ▽LLY 工．YGT −HSHG 工FKKLG 工一PGPKPLPFLGTIL
MEIXPN 工．S工ETW ▽L」LATSLM 工」FY 工YGT −YSHGLFKKLGI −PGPKP ▽PLFGT 工F
MA 工1工PDLAMETWLLma ▽SI」▽L工」YI，YGT −・HSHGLFKKLG 工

一PGPTPLPFLGN 工L
MALIPD1 ，AbGETW 工．LLAVS 工．VL 工」YLYGT −HSHGLFKK 工」GI −PGPTPLPFIGNIL
MO］LIPNLA ▽E  LLA ▽SLVLLYLYGT −RTHGLFKR 工」G 工一PGPTPLPLLGN ▽L

）fi）L工P四LA ▽ETWLL 工」AVSL 工LI」YLYGT −RTHG 工」FKKLGI −PGPTPLPF 工、GNAI．
A−Re　ion B −Re　ion P −Re 　ion

Fig．3．　 Arnino ・terminal 　alignment 　of　CYPI 　and 　CYP3 　members ．　 The　proposed　A −Regien，

　　　GYPI 　and 　CYP3 　members 　are 　indicated　based　on 　the　alignment　as 　described　in　Fig．2．
B−Region，　and 　P−Region　of

　　ミ ト コ ソ ド リ ア型 P450 と して ，　 GYPl1A1 （P450scc），

GYPIIB1 （P45011B ），　CYPIIB2 （P450 　aldo ），　GYP27A

（27−hydroxylase　of 　C27 　steroids 　and 　vitamin 　Ds），　CYP27B

（la
−hydroxylase　of 　25−hydroxyvitamin　D3）が こ れ ま で ｝こ 発

現されて い る ，これらミ ト コ ソ ド リア型の P450は ， こ

れ まで述べ て ぎた ミ ク ロ ゾーム 型の よ うな疎水領域は持

たず ，ミ ト コ ン ド リア へ の 移送 に 必要な シ グ ナ ル ペ プ チ

ド配 列 （Mitochondrial　transport 　signa1
，
　M −Signal），

お よび

そ の 切断部位か らプ ロ リ ン 領域ま で （B−Region）と，プ

ロ リ ン 領域 （P
−Regi・ n ）とに分けて 考え る こ とが で き る

（Fig．5）．い ずれ の P450 も シ グ ナ ル ペ プ チ ドが切断され

たあ との 最初 の ア ミ ノ 酸を Ala （GCT ）と し ，
ア ミ ノ 末

端 の 核酸配列を AT リ ッ チ と した mature 　type と し て発

現された ．CYPl1A1 と CYP27A は こ れ に よ り300400

nmol 〃 culture と比較的高い 発現が可能で あ っ た．29・31）し

か し，GYPl1Bl お よ び GYPl1B2 は 同様 の 方法を 用 い

て も低 い 発現量 （10−50　nmolfD しか 得られて い ない ．32）

　　ミ ク ロ ゾーム 型 の P450 と して は，　 CYP7A1 （cholesterol

7α一hydroxylase），　CYPI7 お よび CYP51 （lanosterol　14cr
−

demethylase）が こ れまで に 大腸菌 で発現され て い る ．こ

れ らもまた ， 前記の P450 と同様に ア ミ ノ 末端配列を考

え る こ とが で きる （Fig．6）．　 Table　4 に 示す よ うに ，

GYP7A1 で は ，ラ ッ ト，ヒ ト共 に A −Re 離on の 削除 （C

法）に よ り発現さ れ た ．ウ シ の CYP17 は ，
ア ミ ノ 末端

の 変更 （A 法） と ， A −R．egion の削除 （C 法）の 双方が

試み られ ， 後者の 方が発現 レ ベ ル は高くな っ て い る，ヒ

トの CYP17 は ア ミ ノ 末端を Barncs カセ ッ トに 置き換え

る （B 法）こ と で ，発現 に 成功 し て い る．CYP51 は A

4A！
4A24A34A84Al14B14B14D

ユ

4Fl4F24F34F44F54F6

rat 二

rat 二

ratrathu

皿 anhumanrat

二

DrOS ．
ra し

humanhurnanratra

し

rat 二

MS ▽SALSSTRFTGs 工sGFLQ ▽AS ▽工．G工．LLI」LV −KA▽QFYLQRQwLI」KILFQQF−PSPPFa 冊 FGHKQ
MGFS ▽FSPTRSLDGVSGFFQeAFLLSLFL ▽LF −KAV ΩFYLRRQWLLKA 工．EKF −PSTPSHW ：』WGHNL

　MGFS ▽FTPTRSI ．DG ▽SGFF ΩGAFLLSLFLVLF −KA▽QFYLRRQWLLKAI」EKF −PSTPSHWLWGHDL

　MSGSALSFT 工FPGSII 」GFL Ω工AT▽1」TVI」LLL 工」−KTA ΩFYI」HRRWLLRAT ΩΩF−PSPPSHWFFGHK 工

　MS ▽ S▽LSPSRI 」LGD ▽SG 工LQAASLI ，工LI」1」工」LI −KA ▽ΩLYLHRQWLLKAU ，QQF−PCPPSHWLFGHIQ
MSG 田A   ！PSFLSLSFSSLGLWASGLILVLGFL −KL 工HLLLRRRTL へKAMDKF −PGPPT 肌 FGHAI 」

　　　　　mmFLSPSISRI ，GLWASWIL ）CVI▽L −KLFSLLLRR ΩK 猛 R   SF −PGPPT   FG 肌

　　　　　　　　 　　　　　　　 MFL ▽工GAILASALF ▽GLLLYHL −KFKRL 工DLISYM −PGPPVLPL ▽GHGH

　MSQLSLSWLGLGPE ▽AFPW ΩTLLLFGASW 工LAΩ工LTQ 工Y−AAYRNFRRLRGF −PΩPPKRNWL 図G日V

　MSQLSLSW 工」GLWP ▽AASPWL 工」LLLVGASW 工」LAH ▽LAWTY −AFYDNCRRLRCF −PΩPPRR ｝OWFWGHQ

　MPQLSLSSLGLWPMAASP 匠』LLI」LVGASWI ，LA −R 工nAWI］YTFYDNCCRLRCF −PQPPKRNWFLGHL

　MPQLDLSWLGLR 工．ETSLPWLLLLL 工GASWI，LV −・RVLTQTY 工FYRTY ΩHLCDF
−PΩPP   LGHL

　MPVifLT▽SGLDLGS ▽▽TS   LLL 工」GAASW 工LA −R 工LAWTYSFCENCSRI 」RCF −PQSPKRNWFI 」GHI」
　ML Ω工」S工」SRLG 凹GSI」TASPWHI ．LLLGGASW 工LA −RILAW 工YTFYDNCCRLRCF −PQPPKPSWFWGHL

5Al　 human
sAl　 rat

MEALGFLKLE ▽NGPM ▽WALS ▽ALLALL −K 四YSTSAFSRLFKLGLRH −PKPSPF 工GNLTFF

ME ▽LG 工」I」KFEVSG 田VVTVTLS ▽▽I」LALL −KWYSTSAFSRI ．RKI．G工RH −PEPSPFVGNbMFF
A−Reglon B −Reglon P −Reglon

Fig，4，　 Amino −terminal 　alignment　of 　GYP4 　and 　CYP5 　members ．

　　　GYP4 　and 　GYP5 　members 　are 　indicated　as　described　in　Fig，2．

　　　served 　within 　a　CYP 　family、

The 　proposed 　A −Region，　B−Region，　 and 　P−Region　of

Proline　residues 　in　the　P−Region 　 are 　 surprisingly 　con 一

N 工工
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Table　4，　 Amino −terminal 　sequences 　for　the　expression 　of 　steroidogenic 　P450　in　E．　coli．

Amino −terminaE 　sequence Vector E，celi 講 ぎ
゜n

…

27A 　 human

11A 工　bovine

11B ユ　rat

11B2 　ra し

コー7　　　bovine

17 　　 human

7AI 　 rat

7AI 　 human

21　　 human

5工　　 human

，，．KAA 工PA −A 工」PSDKATGAPGAGPGVRRRQRSLEE 工

　 　 　 　 MAI 」PSDKA ．．，．

．．．TGEGAG 一工STKTPRPYSE 工PSPGDNGWI 」NI」YHFW
　 　 　 　 MI｛STKTPRP ．．．

．．．王｛RTRAL」−GTTAKVAPKT 工」KPFEAIPQYSRNKwLK
　 　 　 　 幽 APKT ，．．

．．，HRTRAL −GTTATLAPKTLKPFEA 工PQYSRNKWLK

　 　 　 　 MATTATLAPKT ．．．

PTrc99A

pTrc99A

PTrc99A

pTrc99A

MWLLLA ▽FLLTLAYLFWPKTK 壬｛SGAKYPRSLPSLPLV
MムLI」LAVF …　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 PCW

　 　 　 　 　 　 　 　 MAKTKHS ．．，　　　　　　　　　　　　　 pCW

MWE 工」▽ALLLLTIIAYLFWPKRRCPGAKYPKSLLSLPLV

uml 」LTL …　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 PCW

MMT 工SL 工WGXAVLVSCC 工WFIVG 工RRRKAGEPPLENG
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 聡 RRRKAGE ．．．　　　　　　pJ 工」

MMTTSL 工wG 工AIAItCccLw 工」工工」G工RRRQTGEPPLENG
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 UムRRR ΩTGE ．．．　　　　　　 PJL

MLLLGLLLLP ［」I」AGARI 」1」  WKLRSLHLPPLAPGFL
MムLLGLL ，一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PCW

MLLLGLLQAGGSV ［」GQAMEKVTGGNL 工」SMI」LIACAFT
Uム1」LGLL ．．． pCW

JMlO5JMIo9

JMIO9

JMIO9

JM109

JMlOgXLIBIue

DHsa

MV1304

TOPP3

JMIO9

TOPP3

　

CAON4

　

00552

20

40

30G−400
600

4 〔＞0

60

50

nd

200

8
（
ン

22

0133

〔32 ）

（32）

（33 ）

（34 ）

（35｝

（36｝

（36 ）

（37 ）

（38 ｝

　The　aminQ
−termiIlal　sequellces 　and 　expression 　levels　of 　steroidogenic 　P450 　members 　are 　shown 　as　described　in　Tablc　1．　 In　the

wild −type　sequences 　of　mitochondrial 　P450 （27A，！1A1 ，　l　IB1 ，　and 　l　IB2），　the　cleavage 　sites （or 　putative　cleavage 　sites）of 　the
mitochondrial 　transpert　signals 　are 　indicated　by　hyphens．
　 11d，　Not　detectable，
　NA ，　Not　available ．

法に よ り発現された ．CYP21 （P450c21 ）は A 法に よ り発

現が試みられ，酵素活性を検出す る こ とは で きたが ，
ス

ペ ク トル は確認で きな い ほ どに 低発現で あ っ た．S7）こ れ

ま で の 結 果 か らす る と ， CYP21
，
　CYP51 ，　CYI

）
正9

（P450arom ）な ども，　 B−Region の 前に MetAla を 付加す

る （G 法） こ とで高発現が得られ る可能性 は高い と考え

られ る．

　1．5 そ の他の ア ミノ末端を用い た発現　　さ らに ，ま

っ た く異な る ア ミ ノ 末端配列 との 融合タ ン パ ク質を形成

する こ とに よ り，活性 な P450 の 発現に成功 した例が ，

ompA の リーダー配列を導入 した 場合 と，　 peptitergent
との 融 合 タ ソ パ ク 質で 報告され て い る （Table　3）．

ompA は 大腸菌の 主要な外膜タ ン パ ク 質の
一

つ で あ り，

こ の リーダー配列との 融合 タ ン パ ク 質として発現する こ

とに よ り，翻訳開始 の 際の 問題をな くし，融合タ ン パ ク

質を膜画分に 発現する こ とで 精製を容易に す る効用があ

る．26）一方 で ，peptitergentとの 融合 タ ン パ ク 質もまた ，

翻訳開始を容易に し ，
こ の 場合に は ， すぺ て の 融合 タ ン

パ ク質を細胞質に 可溶性画分として 発現 し ， そ の 後の 精

製，構造解析を 容易 に す る こ と を期 待す る も の で あ

る．27＞両者ともに その意図は達成され，比較的高い 発現

レ ベ ル で 活性を有す る融合 P450 タ ン パ ク 質を得て い

る．しか し融合 タ ン パ ク 質として発現した場合は ， 精製

後，付加した ア ミ ノ 末端部分の 配列を プ ロ テ ア ーゼ 処理

に よ り除き再度精製する必要があ り，必ずしも有利 とは

い い が た い ．一
方 で

，
こ れま で発現された 多くの P450

は ， そ の カ ル ボ キ シ 末端 に ヒ ス チ ジ ン 残基を 4〜6 残基

付加 し，Ni−NTA カ ラ ム で 精製が 容易 と な る よ うに して

も発現 の レ ベ ル
， 酵素活性共に，影響が認め られ て い な

い ．しか し，同様の ヒ ス チ ジ ソ 残基を ア ミ ノ 末端に付加

した場合 ， 発現 レ ベ ル が極度に 低 くな っ て い る （Table

2，2D6）．ア ミ ノ 末端の 配列 が 翻訳 の 効率を決 め て い る

と考えると，連続 した ヒ ス チ ジ ン 残基は ， 大腸菌発現に

お い て効率の 良い ア ミ ノ 末端配列 で は な い こ とを示唆し

N 工工
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工1AI 　bQvine
工1AI　sheep

lIAI 　 human
llAl 　rat

1］」Al 　しrout

．．．WGHHR ▽GTGEGAG 一
工STKTPRPYSE 工

一PSPGD 囚G网』NLY
．．．WGHHR ▽GTGEGAG 一工STRTPRPYSEI −PSPGDNGW 工NLY

．，．LGRI 」R ▽PTGEGAG −ISTRSPRPFNE 工一PSPGDNGWLNLY
．，．QGPGLATGNGAG −ISSTNSPRSFNEI −PSPGD 日GW 工NLY
．．．NSSMPVVRQAI 」SP−DNSSTVQNFSEI −PGLWRNGLANLY

11BlllB211B31

ユB111Bl

］．1B211B2

ra し

rat 二

ra し

bovinehumanhumanbullfrog

．．．W ΩCLHRTRAI 」−GTTAK ▽APKTLK −PFEA 工PQYSRNK
，．．WQCLHRTRA 工」

−GTTATLAPKTLK −PFEA 工P ΩYSRNK

．．．WQC 工」HRTRA 工」−GSTAT ΩAPKTLK −PFEAIPQYSRNK
．，．WLSI 」HEAR 工」L−GTRGAAAPKAVL −PFEAMPRCPGNK
．．．W 工」S工」QRAQAL −GWRAAVI ▽PRTV 工」−PFEAMPRRPGNR
．．，WLCL ΩRARAL −GTRAARAPRTVL −PFEAMP Ω｝iPGNR

．．．RI．STAPL 工HE −AREDGSLASgTL −PYEA 工PTTGRSA

27A 　 rabbi し

27A 　 rat

27A　 hu皿 an

．．．GARAKAA 工PT −ALPIUDEAAQAPGAGPGDRRRRRSLEEL −PRLGQLRFFY ΩA
．．．GARAKAA 工PA −ALRDHESTEGPGTG Ω．DRPRLRSLAEL −PGPGTLRFLFQL
．．．GARAKAA 工PA −ALPSDKATGAPGAGPG ▽RRRQRSLEE 工一PRLGQLRFFFQL

24　　 rat

24　　 human
．．．LGQPPRS ▽TSKASAS −RAPKEVPLCPLMTDGETRN ▽TSL −PGP   PLLGSL

．．．PR　PPR 工．▽TSTAYTS −P　PRE ▽PVCPLTAGGET 　NAAAI ，−PGPTSWPI ．1．ASL
M−si　 na1 B−Re　10r ユ P−Re　工or ユ

Fig．5．　 Mitochondrial　CYP 　famlly　members 　involved 　in　steroid 　metabolisms ，　 The　putative　mitochondrial 　transport　sigllals

　　　（M
−Signal），　B

−R．egion ，跚 d　P−Region　are 　divided　by　hyphens．　Because　the　mitochondrial 　signal 　is　Cleaved　off　after　trans−

　　　portation　into　mitochondria 　to　forln　the 【11ature 　P生50，　the 　complete 　sequences 　of 　signal 　peptides　are 　nQt 　shown ．

て い る，

　　こ れら の ア ミ ノ 末端の ア ミ ノ 酸配列を比較整理す る

と，P450 の 大腸 菌で の 発現は ， ア ミ ノ 末端 の 配列が
一

つ の 重要な要因 である と考え られ ， 以下 に 示す
一

定の 経

験則を提示する こ とが で きる．1）膜画分 に 発現す るた

め に は ，
ア ミ ノ 末端の 配列を比較 して ，疎水領域 に 見い

だ され る連続した Leu の 位置 と Bames カ セ
ッ トの Lcu

を合わ せ る よ うに ア ミ ノ 酸配列を 削除 し て，Barncs カ

セ ッ トに 置 き換え る，2）膜画分に 発現する必要がな い

場合 に は ，A −Req．　ionを 削除 し ， ア ミ ノ 末端は MAK ＿

ま た は MAR ．，．とす る．上記 の A −R．egion や B−Region

を決定す る た め に は ，ア ミ ノ 末端付近に 見 い だ される

P450 全体で保存され て い る プ ロ リ ソ が よい指標 とな る．

さ らに ，基本的に は A −Regionは あ っ て もなくて も よい ，

B−Regionは 必要 と思われ る が，他の P450の もの と置換

可 能で あ る，そ して ，こ れ らの 変更は 活性に 重要な影響

17　rat17

　bovil ユe

17porcine
工7hu エnan

MWE 工」▽GLLLL 工LAYFFW ▽−KSKTPGAKI 」−PRSI 」PSI」PI」▽GS

瓢 旺」工」LA ▽FLLTLAYLFWP −KTKHSGAKY −PRSLPS 工」PLVGS
MW ▽1．LVFFLLTLTYLFWP −KTKGSGAKY −PRSLPVLP ▽VGS

M嘛EI、▽A工」LLLTLAYLFVVP −−KRRCPGAKY −・PKSLLSLPI ．VGS

21　bovine
21sheep
21POrcine
21hurrvan
21mouse

　M▽LAGLL 工．1．工、TLLAGAHLLWG −RWKLRNLHL −PPLVPGFLHI 」LQ
M▽LAGLLLLLL 」TLI．AGAHLLWG −RWKLRNLHL −PPLVPGFLHLLg
　MVI 」VWLLLLTTLKAGARLIWG 一

ΩWKLRNLHL
−PPL ▽PGFLHLL Ω

　　M工」L工．GLI．LLPLLAGARI 」L職
一VIWKLRSLHI．−PP 工．APGFLHLLQ

　腰LI」PGLLLLI 、LLLAGTRWI ．WG −QWKLRKLH工．−PRLAPGFLHFLQ

51　S．
515151

cerev ．
ra し

hu 皿 anS

．pombe

12 −1．EYVN 工GLSHFta 工 PLAQR 工SL 工工IIPF 工YN 工▽WQ −IJLYS工」RKDR −PPL ▽FYW 工PW ▽G

10 −GGSVI 、GQAbCEQ▽［VGGN − STLLIACAFTLSI ．▽YLF −RLA ▽GHM ▽Q−1．PAGAKSPPY 工Y
16 −GGSVI 」GQAMEK ▽TGGNLLS 遡 ．工．IACAFTI 」SLVYLI −RLAAGHL ▽Q−LPAGVKSPPY 工F

　　　　　　　　　　　　　　MAFSLVS 工LLS 工ALAWY ▽GY 工工N−QLTSRNSKR −PP 工VF 刪 工PFVG

19human
19　bovine
19　rat 二

19　chicken

19　trout 二

M ▽LE｝CIINPIHYN工TSI ▽PEAMPAATMSVLLLTG 工」FLLL 一  耳GTSS 工
一PGPGYCMGIGPL

M 工」LEVLNPRHY   SM ▽SEV ▽P 工ASIAILLLTGFLLLV −WNYEDTSS 工一PGPSYFLG 工GPL

MFLEMUNPmm ▽T工M▽PET▽PVSAMPI ．LL 工MGI ．L 工．LI −RNCESSSS 工
一PGPGYCLG 工GPL

　M 工PETLNPLNYFTS 工、VPDLMPVATVPI 工工L工CFLFL 工
一WNHEETSSI −PGPGYCMG 工GPL

23 −DLI ．　 SESRNATATRSEG 工SLA 田GSLLLLLCLLLAA −WRHTDNNSV −PGPFFC 工．G▽GPL

一
Fig．6．　 Microsomal （〕YP 　family　members 　involved　in　steroid 　metabolisms ．

　　　Region　are 　prQposed　as 　descr量bed　in　Fig，2，
The 　putativc　A

−Region
，
　B−Region

，
　 and 　P一
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を与えない と考え られる．こ の よ うに ，今まで の 発現実

験 の 結果とホ モ ロ ジ ー解析とを合わ せ て考える こ とに よ

り，経験的に 試みて い た発現用 の ア ミ ノ 末端配列 の 構造

に 明確な指針を示す こ とが で きた．P450 の 発現 の レ ベ

ル ，あ る い は 成否が こ れ ほ どまで に ア ミ ノ 末端の 配列に

依存して い る こ とは非常に興味深い こ とで あり， 大腸菌

で の 翻訳調節機構に つ い て 示唆す る もの と考え られ る

が ， この 詳細な機構の 研究は今後の 課題 で ある．

　な お ， 2E1 の B −Regionの 配列は ，2A6 ，2G8 ，2D6 など

に 用 い られ高発現を得て い る，した が っ て ，
こ の 配列は

CYP2 フ ァ ミ リー
の 発現 に 共通 の ア ミ ノ 末端 の 配列と し

て使える可能性 が高 く，あるい は Barnes カ セ
ッ トの よ

うに ，よ り広 い 範囲で の 発現用の ア ミ ノ 末端配列と して

利用 で きるか もしれない ．こ れ らの 点を十分に考慮 して ，

発現ベ ク タ
ー

を作成す る こ とに よ り，大部 分 の ミ ク ロ

ゾーム 型 P450 の 発現が可能で あ る と考え る．

2． そ の他の要因

　大腸菌 の mRNA の 場合 に は，リボ ゾー
ム 結合部位か

ら翻訳開始点で ある Met コ ド ソ （ATG ）まで の 距離が厳

密 に 維持され る必要がある．その た め ，大腸菌用 の 発現

ベ ク タ
ー

は リ ボ ゾーム 結合部位か ら
一
定の 距離に メ チ オ

ニ ン を再生するため に ，Ndel あ る い は Nc ・ 1を利用して

挿入 する よ うに 設計され て い るもの が多い ．理 由は 不明

で あ る が ， ミ ト コ ン ド リ ア 型 の P450 の 場 合 に は

pTrc99A ，ミ ク ロ ゾーム 型 P450 に は pCWori 十 が有効で

ある ．実際に ， ミ ト コ ン ド リ ア 型 の ウ シ P450scc を

pCW に組み込ん で も発現されず， ミ ク ロ ゾーム 型 の ウ

シ P450c17 を pTrc に 組み込ん で もP450 の 発現 は 見ら

れなか っ た．pKK322 も使用され て い るが ，
こ の ベ ク ター

を使用する場合 に は ，リボ ゾー
ム 結合部位か ら翻訳開始

コ ド ン ま で の 距離に 注意す る必要があ る．pET ベ ク タ
ー

は 細菌 の P450 の発現 に は有効である が，動植物由来の

P450 の 発現 に は 向か ない よ うで ある．

　大腸菌株 は ，こ れ ま で に JMlo9，　DH5 α，　Mv1304 ，

T ・pp3 な どの 菌種が用 い られ て い る．第
一

選択 と し て

は ，JMlo9か DH5 α 系の 株が もっ とも多 く使わ れ て お

り，また 我々 の 経験か らも， 多くの 場合， 双方ともに発

現の レ ベ ル に差は あるもの の ，触媒活性を有す る P450

と して ある程度の 発現量を得るこ とが で きる．

　培養i液として は ，通常 Terrific　Broth（TB ）が用 い られ

て お り， こ れ に ヘ ム の 前 駆 体 で あ る δ一lcvuhnic　acid

（ALA ）を 1mM 加 え て ヘ ム 欠乏を防 く
“．また 1mM の

IPTG を加える こ と に よ りcDNA の 転写を誘導する．

　培養は 通常，細胞数を
一

定に 調節する た め に 37 ° C で

一
夜培養した後，100〜500倍に 希釈 し ， 37°C で さらに

培養す る ．OD5
。o が 0．5−0．6 に 達 し た 時 点 で ，　 IPTG ，

δAI．A な どを加え， 同時に温度を 30度以下 に 下げて培養

を続け る．こ の 際の 撹拌は，最大の エ ア レ イ シ
ョ

ソ を与

える よ うに振とう条件を定 め る の が基本的な考え方であ

り，細胞の 増殖速度が最大 とな る よ うダ ブ リソ グ タ イ ム

を測定しなが ら設定する必要がある．一方で ，他 の 研究

室で は 撹拌を最小限 に押さ え て成功して い る例 もあ り，

撹拌条件の 設定 に関して は未だ議論の余地がある．い ず

れに せ よ，至適な振 とう条件は振とう器，培養 フ ラ ス コ

の種類 ， 大きさな ど に よ り異 なるた め ，培養の 規模を増

減す る際に は 特 に 注意が 必要で ある．

　誘導の 温度は，イ ソ ク ル ージ
ョ

ン ボデ ィ
ーの形成を押

さえ るた め 30°C 以下 とする，恒温漕の 種類に よ り温度

制御の精度が異なるた め ，まず 28°C で 試 して み る の が

妥当 で あ ろ う，ま た 至 適培養温度 は P450 分子種 に よ っ

て も異な るこ とがあ り，P450が検出され な い場合に は ，

さらに 2°G ずつ 温度を 上 下 し て み る．先 に述べ た 研究

者間で の発現 レ ベ ル の 極端な差は，恐 らく使用 して い る

装置，培養容器 な どに起因す る撹拌お よび 温度調節に よ

る差 で あ ろ うと考え られ る．

　発現の ピ ー
ク は ，多 くの P450 の 場合 に は IPTG を添

加した後 ， 48時間前後で ある．しか し，中 に は 12〜24時

間後に 発現 の ピー
ク があ り， 48時間後に は消失する ケ

ー

ス もあ る．したが っ て ，最初に試み る場合に は 12
，
24

，

48，72時間で の 発現量 の 経時変化 を追 うこ とが望 ま し

い ．

　最近 ，草野らは ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ール （chloramphe

−

nic ・1）な どの タ ソ パ ク 合成阻害剤 と して働 く抗生物質を

ごく少量（1μg！ml 　culture ）培養液 に 力口え る こ とで ， 大腸

菌の ス ト レ ス 応答反応を誘導し，そ の 結果，P450 に限

らず，広範な異種 タ ン パ ク 質 の 大腸菌で の 発現を 2〜8

倍促進で きる こ とを報告し た．39）こ の よ うな ス トレ ス 応

答反応を利用 した異種分子 の発現 は ，新しい 考え方に 基

づ くもの であ り， 今後，詳細な機構 の 研究と広範な応用

が期待 され る．

3． 結 論

　これ ま で述 べ て きた よ うに ，P450 を大腸菌 で発現す

る際に は，まず ア ミ ノ 酸配列を 比較 し，A ・Regi・ n
，
　B−R．c−

gion，　P−R．egion を明らか に す る こ とが重要である ．次に

発現 ベ ク タ
ー

の デザ イ ン を目的に 応 じて 考え る，ア ミ ノ

末端 に疎水性領域 を残すか ， B −Rcgionか ら とするか ，
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さらに 将来の精製の た め に カル ボ キ シ 末端に ヒ ス チ ジ ン

タ グを付加するか どうか を考慮す る ，こ れ らの 実験以前

の 計画 の 段階が非常 に 重要 で あ り，慎重に 調査選択をす

る こ とに よ り，ほ とんどす べ て の P450は酵素活性を保

持したまま大腸菌 に お い て実用的な レ ベ ル で発現で きる

の で は ある ま い か ．実際に筆者らは ，こ の ような操作 に

よ り ， 他の P450 とは か な りア ミ ノ末端 の 配列が異な り，

発現 が 困難 で あ っ た GYP4A フ ァ ミ リー
，　 GYP19

（P450arom ）な どの 発現に も成功して い る （未発表）．

　一般的 に ， グ ル タ チ オ ソ ーS一ト ラ ソ ス フ ェ ラ
ーゼ

（GST ）融合 タ ソ パ ク 質，あ る い は前述の ompA ，　pcptiter−

gent融合 タ ソ パ ク 質の 系 の よ うに ， ア ミノ 末端に タ グ

を付加 して 融合 タ ン パ ク 質と して発現す る方法 は 多 くの

例があ り， 高い レ ベ ル の発現を得る た め に も有利なもの

で ある．こ れ と，上述 の P450 の 例 とを考え合わ せ る と，

ア ミ ノ 末端の 10残基前後 の ア ミ ノ 酸配列が タ ソ パ ク質の

発現の レ ベ ル に 決定的な役割を果た して い る と考え られ

る．こ の こ とか らする と ， P450以外の
一

般的な タ ソ パ

ク 質を大腸菌に 発現す る際に も，ア ミ ノ 末端の 配列は 非

常に 重要な もの で あると考え られ る．したが っ て ， 触媒

活性を有す る タ ソ パ ク 質を大腸菌で発現する際に は ， ま

ず類似の タ ン パ ク質問の ア ミ ノ 末端の配列を比較 し，成

功 の 可能性を探る こ とが重要な操作 で あ ろ う．こ の よ う

な系統的な ア ミ ノ 酸配列 の 検討に よ り，翻訳に 有利な

GST などの タ グ を ア ミ ノ 末端 に 付加 し融合 タ ソ パ ク と

して発現する こ とな く， これま で は 困難で あっ た タ ン パ

ク質が活性を有す る 形 で 大腸菌 で発現 で き る よ うに な る

の で はある まい か ，tr
’
ノ ム プ P ジ ェク トの 進展 に よ り，

生理活性が未知 の 産物を コ
ードした遺伝子が多 く見つ か

っ て お り，こ れ らの タ ン パ ク質の 生理活性を研究す る う

えで ，大腸菌で の 発現 は今後ます ます重要な手段 に なる

で あろ う．それ に伴い ，大腸菌で の 転写翻訳 の よ り詳細

な機構の 研究も今後 の 重要な課題 で あ る と考え られ る．

要 約

　大腸菌を利用した異種 タ ン パ ク質の 発現は広 く様 々 な

分野で 利用され て お り，ホ 乳動物の 生命の 維持に 必要な

多 くの cytochrome 　P450 （1〕450）が酵素活性を有す る タ ソ

パ ク 質と して す で に 大腸菌内で 発現されて い る．し か し，

重要で あ る が発現 の 困難な，あるい は極度に低い レ ベ ル

で しか 発現 で きな い P450 もあ り，
こ れ ら の P450 は こ

れ とい っ た発現の糸 口 さえ もつ か め ない ままに残され て

い る．そ こ で 本稿で は，こ れ まで の 発現の 例を比較し ，

我 々 の 経験と併せ て ， 酵素活性を有する P450を大腸菌

内 で 発現す る際の 考え方を整理 し，こ れま で発現が困難

で あ っ た P450 を発現する た め の 方法を提示する ．
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