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研究目的：	 

	 バイカルアザラシやホッキョクグマなど各生態系の頂点に位置する高次捕食者は

ポリ塩化ビフェニル（PCBs）を高蓄積している。これら PCBsは異物代謝酵素シト

クロム P450（CYP）分子種による酸化反応を通じて水酸化 PCBs（OH-PCBs）へと

代謝されるが、各CYP分子種による PCBs代謝能の差異は十分に明らかにされてい

ない。また、ホッキョクグマは血中 PCBsに対するOH-PCBs体内残留割合が他生物

種と比較して高いことから、PCBs 代謝能が高いことが予測されているものの、種

差を規定する要因についても明らかではない。 

	 これまで異物代謝に関する研究では、肝ミクロソームを用いた PCBs 代謝の解析

が主であるが、代謝経路は総体として解析され、入手する肝由来のCYP分子種の発

現に依存しており、どのCYP分子種がどのように関与するかはさらなる解析を必要

とする。また、ホッキョクグマのような試料入手が困難な動物では、酵素活性を維

持した状態での肝組織を得ることは難しい。従って、PCBs 代謝機構を解明するた

めには、異種発現による組換えタンパク質合成ツールを構築し、CYP分子種それぞ

れについての機能解析が不可欠である。また、げっ歯類を用いた研究では、主に

CYP2Bが PCBsの代謝に関与することが報告されていることから、各CYP2分子種

の酵素特性を明らかにすることは PCBs 代謝の機序解明において極めて重要である。 

	 そこで本研究では、CYP2 分子種の代謝能を解析するツールとして酵母をプラッ

トホームとした酵母発現系を構築し、組換えタンパク質を用いて酵素特性を解析す

ることで、PCBs代謝能への寄与を明らかにすることを目的とする。 

 

 



研究内容：	 

	 本研究では、酵母発現系を用いることにより、PCBs代謝に大きく関与するCYP2

分子種の酵素機能解析を行うことを目的としている。しかしながら、活性を保持し

た CYP2分子種の酵母発現系の成功例は少なく、原因としては、1）電子伝達効率、

および 2）プロテアソームによる分解、の 2つが考えられている。そこで、安定し

た CYP2B分子種の発現および酵素特性を調べるため、CYP還元酵素（オキシドレ

ダクターゼ；OR）との共発現系を構築する計画を立てた。また、酵母ORから動物

CYP への電子伝達効率は低いことが報告されていることから、ヒト OR（hOR）を

発現する酵母株の作製を目指し、hORプラスミドを作製した。 

 

研究成果：	 

	 CYP2分子種と hORを共発現する酵母株を作製するため、hORプラスミドの構築

を行った。先ず、Table 1に示す制限酵素サイトおよび酵母コンセンサス配列を付加

したプライマーを用いて、RT-PCRによりhOR全長を増幅した。POR-FおよびPOR-R

にそれぞれ Hind III および Kpn I の制限酵素サイトを付加した。鋳型には

pCMV-XL4-hPOR（No. SC100401, OriGene 社）を用いた。また、RT-PCR には

PrimeSTAR Max DNAポリメラーゼを用いた。 

 

Table 1. Sequence of primer pairs used in the RT-PCR experiments. 

Primer name Primer Sequence (5'→3') Size 

POR-F CCCAAGCTTGGGAAAAAAATGGGAGACTCC 30 

POR-R GGGGTACCCCCTAGCTCCACACGTCC 26 

Italic letters indicate the restriction enzyme sites. 

 

増幅した PCR産物は、Hind IIIおよびKpn Iで制限酵素処理した。また、hORを挿

入する酵母用発現ベクターは pYES3/CTを用い、これについても同様にHind IIIお

よびKpn Iで制限酵素処理した。 

	 これら制限酵素処理した PCR産物とベクターのモル比を最適化し、T4 DNAリガ

ーゼを用いてライゲーションした。ライゲーション反応後、大腸菌に導入し、形質

転換させた。一晩培養後、コロニーが得られていることを確認した。尚、hORの挿



入は、コロニーPCRによって確認した。

挿入が確認できたコロニーを大量培養

し、プラスミドを精製した。 

	 hORの挿入は、制限酵素処理とシー

クエンス解析の実験で確認した。まず、

精製したプラスミドを用いて Hind III

およびKpn Iで制限酵素処理し、切断

することで挿入を確認した（Fig. 1）。 

	 また、シークエンス用プライマー

Gal1およびCYC1を用いてシークエン

ス解析を行った。シークエンス解析の

結果から、翻訳に変異のないクローン

であることを確認した（Fig. 2）。以上

のことから、pYES3-hORを構築できた。 

Fig. 2. Sequencing analysis of the pYES3-hOR plasmid. 

	 

Fig. 1. Digestion of the pYES3-hOR 
plasmid using the restriction enzyme Hind 
III and Kpn I. 



今後の課題：	 

	 本年度は、pYES3-hOR プラスミドを構築することができたため、今後は

pYES3-hORプラスミドで形質転換したOR発現酵母株を作製する。酢酸リチウム

法によって酵母を形質転換し、栄養要求性マーカー（TRP1）で組換え株を選択す

る。次いで、pYES2-pbCYP2Bプラスミドを用いて同様に形質転換し、TRP1およ

び URA3 で pbCYP2B-hOR 共発現株を選択する。また、バイカルアザラシ CYP2

分子種（bsCYP2s）クローンも得られていることから、上記と同様の方法で発現

株の構築を試みる。 

	 これらを大量培養し、ミクロソーム画分を調整した後、CO 差還元スペクトル法

とウエスタンブロッティング法による CYP タンパク質の発現と活性保持の確認を

行う。 

	 最終的には、CYP依存酵素活性（AROD活性）、すなわち EROD、MROD、PROD、

BROD活性をカイネティクス解析し、CYP2B分子種の酵素活性や基質特異性を調べ

る。さらに、ホッキョクグマやバイカルアザラシにおける PCBs の蓄積特性および

in silico解析した結果を基に代謝実験に使用する PCBを選択し、PCBs代謝実験を行

い、CYP2B分子種の PCBs代謝への寄与、酵素活性の差、また種差を規定する要因

を明らかにする予定である。 
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