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1   はじめに 
植物や微生物が産出する二次代謝産物は、構造多

様性と多様な生物活性を示し、医薬品の創薬ターゲ

ットとして重要な役割を担っている。この特徴を生

み出しているのが二次代謝酵素であり、中には活性

部位を構成するアミノ酸残基の差異により活性が大

きく変化する酵素が多く存在する。そのため、一次

配列から詳細な反応性、メカニズムを推測すること

は難しく、X 線結晶構造解析による立体構造の解明
が必要となる。 
放線菌  Streptomyces blastmyceticus 由来 TleB は

Teleocidine Bの生合成の一部を担う P450であり、基
質 N-methyl-L-valyl-L-tryptophanol (NMVT)を環化し
て indolactam V (ILV)を生成する[1]（図１）。これは
有機合成では困難な C–N結合形成反応を触媒する珍
しい酵素であり、その基質許容性が高いことから、

生体触媒としての応用が期待される。本研究では

P450 による C–N 結合形成という特異な反応のメカ
ニズムを X線結晶構造解析の観点から明らかにする
ことで、酵素活性研究における新たな知見を獲得す

ることを期待する。 
 
2   実験 

TleBを大腸菌に 6残基のヒスチジンとのN末融合
タンパク質として異種発現させ，Ni-キレートアフ
ィニティーカラム、ゲル濾過カラムを用いて精製し

た。精製した酵素を用いて結晶化スクリーニングを

行った結果、Na/K tartrateを沈殿剤とする結晶化条件
で結晶が再現性よく得られた。TleBの結晶に対し 50 
mM valindolmycin (NMVT)を 2時間ソーキングし、X
線回折強度の測定を行った。X 線回折強度データの
収集は、Photon Factory の構造生物学ビームライン
（PF-BL1A）を利用した。TleB の構造は、49%の相
同性を示すMicromonospora griseorubida MycG (2Y46)
を鋳型とした分子置換法で決定した [2]。 

 
図１：TleBの触媒反応 

 
3   結果と考察 
TleBと NMVTの複合体構造を 1.8 Åの分解能で決定
することに成功した。TleB の全体構造は他の P450
と同様なCytochrome P450 foldを有していた（図２）。
Dali program による立体構造の相同性検索の結果、
TleBはReveromycin A生合成中のStreptomyces sp. SN-
593 P450revl (3WVS: RMSD 1.4 Å)、Griseoviridin 生合
成中の Streptomyces griseoviridis SgpV (4MM0: RMSD 
1.6 Å)、Flaviolin の縮合に関与する Streptomyces 
coelicolor Cytchrome P450 158A2 (2d09: RMSD 1.7 Å)
と高い３次元相同性を有していた。同じインドール

環の 4 位に修飾を行う Streptomyces scabies TxtE 
(4L36)とはアミノ酸配列相同性 29%、RMSD 2.6 Åを
示した [3-5]。 

 
TleB の活性部位には Heme と NMVT が結合してお
り、Heme の位置は TxtE 等の他の P450 と比較して
良く保存されていた（図３）。Heme の Fe 原子は
Cys347 の硫黄原子、H2O と配位結合を形成し、
Heme の propionate 側鎖は Thr286、Arg289、His92、
His345 と水素結合を形成していた。反対側の methyl
基、ethyl 基の周辺は疎水性アミノ酸残基が密集し、
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図２：(A) TleBの全体構造、(B) TxtEの全体構造 
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酵素と Heme の間で多くの水素結合と疎水性相互作
用を形成することにより Heme を固定していること
が明らかとなった。 

NMVT は Heme の上部に位置し、Val 部分の N-
methyl 基は Thr286 と水素結合を形成し（3.2 Å）、
アミドカルボニルは水分子を介して Ser170、Thr239
と水素結合ネットワークを構築していた。また、

Trp部分の hydroxyl基は Phe169の主鎖カルボニル、
Gln387 と水素結合を形成していた（2.7 Å、3.1 Å）。
インドール環部分はVal231、Ala235と疎水性相互作
用を形成することにより固定されていると考えられ

る。 
 

 
 

図３. TleBの活性部位 
  

4  まとめ 
本研究では C–N 結合形成反応を行う新奇 P450 と
基質の複合体構造を決定し、酵素と基質の相互作用
を明らかとした。現在、結晶構造を元に、反応メカ
ニズムを解明すべく、変異体実験を行っているとこ
ろである。 
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