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Functionalization of the Cytochrome P450cam 
Monooxygenase System in the Cell-like Aqueous 

Compartments of Water-in-Oil Emulsions

W/O型エマルションを利用したシトクロムP450camモノオキシゼナーゼ系の機能構築
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著者らは，従来から非水系における酵素反応に関する

研究を展開し，最近では，複合酵素系（P450cam系）に

おいても有機溶媒中で電荷リレー反応が起こることを報

告した1)．しかしながらその効率は低く，補酵素である

NADHが消費されると反応はすぐに停止してしまった．

そこで著者らは，非水系の複合酵素反応になんとか

NADHの補酵素再生系を組み込むことができないだろ

うか？ という命題のもと，本研究をスタートさせた．

CytochromeP450（P450）は，微生物から植物，動物ま

で生物界に広く分布する一群のヘムタンパク質であり2)，

NAD（P）Hと分子状酸素を用いて多種多様な化合物へ

の酸素添加反応を触媒する．なかでもP450camモノオキ

シゲナーゼシステムは，NADH，putidaredoxin reduc-

tase（PdR），putidaredoxin（Pdx）そしてP450camへと

タンパク質間で電子伝達が行われることで，初めて触媒

機能を発現する複合酵素系である2–4)．水難溶性の環境汚

染物質の分解において，水酸化反応は重要な初発反応で

あることから，最近，非水系におけるP450モノオキシ

ゲナーゼシステムの利用が注目されている．

これまで逆ミセル法により，有機溶媒中で初めて複合

酵素系を再構築することに成功したが1)，camphorの水

酸化効率は十分ではなかった．これはおそらく逆ミセル

の衝突・融合によって酵素成分の失活を招いたためと推

察される．そこで本研究では，このタンパク質間電子伝

達系を非水系において再構築するために，water-in-oil

（W/O）エマルションの内水相を反応場として利用する

ことにした．W/Oエマルションの内水相はマイクロス

ケールの水的環境を提供するため，ナノオーダーの内水

相を提供する逆ミセルよりも多くのタンパク質成分を同

時に封入することが可能である．また，P450camモノオ

キシゲナーゼシステムでは，補酵素であるNADHが完全

に消費されると反応が停止してしまうため，反応の効率

を高めるためにはNADHの再生が鍵となると考えた．そ

こで．アルコールデヒドロゲナーゼ（ADH）あるいはグ

リセロールデヒドロゲナーゼ（GLD）をP450cam系と

共役させ，P450cam系において消費されたNADHから

生じるNAD＋を酵素的に再生することで基質変換効率

（水酸化効率）の向上を目指した．

本研究では，W/Oエマルションのマイクロ空間を利用

することによりP450camモノオキシゲナーゼシステム

を非水媒体中で再構築することを目的とし，酵素活性に

影響を与える種々の因子について詳細な検討を行った．

その結果，W/Oエマルション中においてGLDによる

NADH再生系をP450camモノオキシゲナーゼシステム

と連動させることにより，camphorの水酸化率の大幅な

向上が確認された．また，NADHの代わりに安価なNAD+

を用いても同程度の基質の変換効率が得られたことか

ら，NAD+はGLDによりNADHへと再生されP450cam

により camphorの水酸化のサイクルへ再利用されてい

ることが明らかとなった．今後は，さらに実用的な酵素

複合系の構築のために，whole cell系への展開を予定し

ている．
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図1．エマルション中でのP450cam発現系の模式図
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