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1   はじめに 

天然物の生合成に関与する一般的なシトクロム

P450酵素（P450）は基質を 1回のみ酸化修飾する。

しかしながら, 放線菌が生産するマクロライド系抗

生物質 rosamicinの生合成に関与する P450の RosCは

ラクトン環C-20位のヒドロキシ化，アルコール酸化，

アルデヒド酸化の 3段階の酸化反応を触媒する 1, 2)。

単一酵素でありながら複数回の酸化反応を触媒する

RosC は，抗生物質をはじめとする天然物の構造と

生物活性の多様性を生み出す魅力的な酵素である。

RosC が多段階の触媒反応を可能とするメカニズム

を明らかにするために,これまでに野生型 RosC の立

体構造を明らかにした。また, RosC が触媒する 3 段

階の反応のうち, 一段階目のみを触媒する変異体

(P107S/L176Q)を取得している 3)。本研究では, この

変異体の立体構造について検討した。 

 

2実験 

大腸菌を用いて変異 (P107S/L176Q)を導入した

RosC の N 末端 21 残基を除いた試料を発現させ、精

製して結晶化を行った。24%PEG3350、0.1 M Bis-

Tris pH 5.75の沈殿剤を用いることで空間群 C2221に

属する単結晶を得た。 

得られた単結晶を用いて、分解能 2.45 Åまでの X

線回折強度データを収集し、XDS を用いてデータ処

理を行った。プログラム Phenixを用い、決定済の野

生型 RosC の結晶構造をモデルとして、分子置換法

により初期位相を決定し、プログラム coot を用いた

モデリングおよび Phenixを用いた構造精密化を進め

ることで結晶構造を決定した。 

 

3   結果および考察 

RosC 変異体の構造は、野生型 RosC や他のシトク

ロムP450酸化酵素と同様に三角プリズム型の構造で

あった。野生型において，FG loop は活性中心のヘ

ムポケットを覆うような位置に存在していた。しか

し、L176Q変異体では，FG loopが disorderしていた。

このことから、変異体においては、FG loop のゆら

ぎが大きくなり、結合した基質の保持が不十分とな

る結果、多段階の触媒活性が生じないことが示唆さ

れた。現在、酸化反応の詳細を探るべく野生型

RosCと各基質との結晶化を進めている。 

 

4   まとめ 

変異 RosC の結晶構造を決定した。野生型との比

較により、多段階の触媒活性を低下させる変異の構

造的知見を得ることができた。得られた立体構造情

報は、RosC の多段階触媒反応の過程を明らかにす

るために活用できると考えられる。 
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図 1：変異 RosCの結晶構造 

Disorder領域を赤点線で示した 


