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　細菌 由来 P450 遺伝子 の 大腸菌に お け る機能発 現 系

の 構築

0 野 舘 美保，久保田 光俊，三 沢 典彦

（海洋バ イオ 研 ）

　n一ア ル カ ン 、難分解性 多環 芳香族な どの石 汕成分あ る い は その 化合物 な

ど を代謝 しうる グラム 陰性 ・陽 性 菌 に つ い て 、分子 生物 学的解析 を 中心 に

基礎 研 究を 広 く進め て きた ．さ らに 、そ れ らの 基 礎 研 究 か ら得 られ た知 見

を も とに 多角 的 な 応 用研 究 を 行 っ た 、　 当研 究室 で炭化水素 資化性細 菌 と

して 分 離 され たRhodococcu∫　sp ．　SD −74株は ．炭 化水 素 〔n一ア ル カ ン 等）を栄

養 と し菌 体 外 に 大 量 の バ イ オ サ
ー

フ ァ ク タ ン トを生 産す る こ とが 示 され た

（40　g！l）。この バ イ オ サ
ー

フ ァ クタ ン トは 、トレ ハ PtL．ス を糖骨格 と し、こ

れ に コ ハ ク 酸 と脂肪 酸 が エ ス テ ル 結 合 した、サ ク シ ノ イ ル トレ ハロ
ー

ス リ
ピ ッ ド 〔STL ＞ と 同定 され た c そ の 生 分解性 に よ る安全 性か ら、重油汚染

の 拡 散 ・除去 剤 と して の マ ス プ ロ ダ ク トと して も期待 され て い る。一方、
STL の 生 理 活 性 を探 索 した と こ ろ、ヒ ト自血 病 細 胞 を分化誘 導する こ と、
さ らに 糖 骨 格 へ 結合 す る脂 肪 酸 の 長 さに よ っ て 、ガ ン 細胞 に与 え る影響 が

異 な る とい っ た こ とが 明 らか とな っ た。STL は 、界面活性剤、バ イ レ メ資

材 、医 薬 品 、高機 能 素材 な どの 有用 物質 と して 様 々 な分野への 応用 が期待

され る 。．そ こで 、SD −74株 の STL 生合戊経路 にっ い て 遺伝 r一工 学的手法 を

用 い て 解析 を行 っ た。そ の 結果、ア ル カ ン 伏謝系、糖新生系 さらに糖 ・ア

シ ル ーCoA 合成 が 関与す るこ と が わ か り、か っ 、それ らの 遺伝子 の 取得 に成

功 した 。そ こ で 、それ らの 遺伝 子をSD−74株 に導 入 し各系 の 発 現 を強fヒす

る こ とで STL 生産能の 向上 を試み た ところ STL 生産能が2倍上昇．した。
　石 油中の 難分解性 物質 の 中で もア ル キル 化 多環 芳香族 は分 解 され に くい

こ とや、世界各地の 石 油成分 さらに そ の 各 宵製油お い て 総炭 素数2〜4の ア

ル キ ル 化多環芳 香族類 が非 常に 多く存在す る こ と が報 告 され て い る．しか

し、こ れまで の ほ とん どの 多環芳香族類 の 微生物分解の 研 究 は、モ デル 基

質 と し て ア ル キル 化 されて い ない 多環芳香族類 に つ い て の み 行 われ て き

た。当研究室で 分離 され たSPhingomona∫Paucimobitis　TZS −7に よ る 、種 々 の

ア ル キ ル 化 多環芳 香族 の 分解特性 に つ い て 、詳 細な解析 を進 め た．結 果 、
TZS −7 株が ア ル キル 化 多環芳香族を含む 種 々 の 多環 芳香族 に対 して 、高い

分解活 性を示す こ とが 明らか とな っ た。つ まり、これ は TZS −7 株 が 石 油 成

分中の 種々 の 多環芳 香族 に 対 して 、その 広範囲 な基質 を許 容 し うる宿主 細

胞 で ある とともに 、それ らに対す る代謝酵素遺伝子 （群） を有 して い る事

を示 して い る．そ こ で、発 想 を転換 し、この 細胞 の 性 質 あ るい は 代謝 酵 素

遺伝子 〔群 ）を分子 育種す る こ と に よ り、種 々 多環 芳 香 族 の モ ノ ヒ ド ロ キ

シ 体への バ イ オ コ ン バ
ー

ジ ョ ン を試 み た 。種 々 多 環 芳 香族の モ ノ ヒ ド ロ キ

シ体 は 、OH 部位 にお い て分子 修飾 を簡便に 行 う こ とが 可 能 で あ るた め 医

蘂 ・化 学 さ らに IT 産 業 の原 料 と して期 待 で き るn 特 に 柿 k の 含 硫 多 環 芳

香族 の モ ノ ヒ ドロ キ シ体 は 、導電性 ポ リマ ー合 成の た め の モ ノ マ ーと して

有用 で ある。結果、TZS −7 株 の 分 子 育種 に成功 し、種 々 の 含 bV多環 芳 香 族

か らの モ ノ ヒ ドロ キ シ 体生産そ して 新規導電 性 ポ リ マ ー合 成 系 の 構 築 に 成

功 した。
　石 油成分 などを基質 に し うる微生物を 利用 した 有用 物 質 の 生 産 あ るい は

処理 な どの 応用 を念頭 に進 めて きた ttしか し、本成果 は 分 解経 路 あ るい は

合成経 路の 代謝 を基礎的 に解析 し、そ こか ら有用 物質 ・有用 酵素の発 見あ

るい は 高生産 に繋が っ た経緯が あり、基礎か ら （予 想 も しな か った ） 応 用

が生 まれる こ とを経 験 した。また 、そ こに は Ir 分 野 な どの 異分 野 の 研 究

者 との 出会 い が 不 可 欠で あ っ た。今後 も、大学の 特 徴を 生 か し、学 際 的に

研究 を進める よ う努力 して い きたい ．

【背景】近年、細菌 の ゲノ ム 解析 などか ら新規P450 遺伝 子が 数多 く見つ か っ

て い る が 、その 機能解析に は多 くの 時間が 必要 とされる．一因 として 、相

性 の よ い P・150 電 子供与 タン パ ク質 を特定 し 難い こ とが挙げ られ る．我々

は、P450 とP450 還元酵素領域 が融合 して 1本の ポ リベ プチ ド鎖 として 存在

す る Rhedocecc・ikS　sp．由来の P450RhF に 着 目 し、本酵素の 還 元 酵素領域 を 利

用 し、融合タン パ ク質 と して機能発現 させ る系の 構築 を試み た 。1方法 及 び

結果 】P450RhF の 還 元 酵素領域遺伝子 をゲノ ム DNA よ り増 II1鬲 ・単離 し、　N
末 端側 に 種 々 の P450 遺伝 子 を挿 入 で き る P4SO 機 能発 現 用 ベ ク タ ー
（pRED ＞系 を構築 し た。フ ァ ミ リ

ー一
の 異 な る 2 種 類 の 細菌 山来 P45〔｝

（P450 ⊂am 、　 P450bzo ） を用い て 、こ の 系の 有効性を検証 した ．すなわ ち、
融合化P450 は大腸菌内で 可 溶性タン パ ク質 として生 産され、そ の 光学 的性

質 か ら機能性酵素で あ る こ と、さらに、融合化P450 を生産す る大腸菌 は 本

来 の 基質 を変換で き る こ とが わか っ た。また、機 能の 報告が無 い Atcanktorax
bot’ketmensts巾来 の CYPIsSA 〔P450balk と命．名）に 本系 を 適応 し、融 合化

P450balk 生産大腸菌を用い て 、幾 つ か の 基質 の 変換能 を調 べ た．そ の 結果 、
P450balkがアル カ ン、特に n一オ クタ ンや シ ク ロ ヘ キ サ ン を基 質 と して 、ア

ル ー＝ 一ル 体 へ と変換で きる こ とが わ か っ た。以 上 の 結果 よ り、本 系が 多種

類 の 細 菌由来 P45e へ の 電 子 伝 達 系 と して機 能 で き る 可 能性 が強 く示 唆 さ

れ た
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【凵的 】 白色腐朽 菌 Phanerochaete 　cht ｝
，sosPo ・t．ium の ゲノ ム プ ロ ジ ＝．ク トが終

ゴし、その ゲノ ム 中に は少な くとも 154 の P45 （1遺伝子 を有す るこ とが 明

らか とな っ た．さらに、P4SO と P450 レ ダクタ
ーゼ の 融合 タン パ ク質 につ

い て も 7種存在 して い た．こ れまで 、P450 と P45 ｛」レ ダ クタ
t一ゼ の 融合 タ

ン パ ク質の 機能 につ い て は、劭 5癖 鋤 ’脚 剛吻 r己棚 由来の P450foxy や、枯草

菌の P4　J「o　BM −3 に っ い て 報告 されて お り、飽和脂肪酸の 水酸化 〔ω
一1 〜

ω 一5位）を行 うこ とが知 られてい る。しか しな がら、Rchrp’sosPorium にお

け る 機 能 に っ い て は 明 らか と な っ て い な い 、そ こ で 本 研 究 で は、R
cltb ，So．sPonu ・m 由 来 P450 〆P450 レ ダ ク タ

ーゼ 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る

PcC：YP 且7a の 機能解析を行 っ た．【方法および結果】大腸菌 を用い て 異種 発

現を行 い 、得 られ たリコン ビナ ン トタン パ ク質 を用い て 炭索鎖長 9 か ら 18
まで の 飽 和脂肪酸を基質 と して 反応 を行 っ た。その 結果．炭 素鎖長 9 か ら

15 までの 飽和脂肪酸に つ い て は ω
一ト ω

・6 位 を水酸化 したの に対 し、炭

素鎖 艮 16 か ら 18 まで の 飽和脂肪酸に っ い ては ω
一1〜ω

一4 位を水酸化 し

た．ま た 、炭素鎖長 9 か ら 18 まで の 飽 和脂 肪ア ル コール に対 して も同様

で あ っ た。この こ とか ら、P450fexy や P4r ）O　BM ．3 と比較 して 、　 P 〔（］YP17a

は広 い基 質水酸化能 を有 して い るこ とが 明らか とな っ た．
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