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総 説
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はじめに

近年､精製酵素や微生物菌体､あるいは植物

細胞のような生体触媒を用いて､安価な工業原

料から医薬品原料のような高付加価値晶を合成

するバイオコンバージョンの研究 ･開発が世界

中で活発化 しているト7)｡その背景には､生体

触媒反応の長所である高選択性､温和な条件下

における反応性､環境調和性､省資源 ･省エネ

ルギー性 といったポイン トがあり､グリーンケ

ミス トリーの名のもとに､国策としても重点化

されつつあるO

微生物菌体そのものを生体触媒として用いる

微生物変換法は､精製酵素を用いる酵素法と比

較して触媒コス トが安価であり､酸化還元のよ

うな補酵素要求性の反応が容易に行えるという

大きな長所があり､さらには､酵素法の多くが

加水分解やエステル合成 (交換)といった比較

的単純な反応にその用途が限られるのに対 し､

微生物変換法は様々なタイプの反応に広く用い

ることができる｡

■神奈川県平塚市東八幡 4-17-1

また､植物細胞は微生物と比較 して桁外れに

多くの種類の酵素を有 してお り､これを用いた

バイオコンバージョンは､微生物では実施困難

な反応にも用いることができるという長所があ

る｡ しかしながら､同じ土俵においては微生物

変換法に比較 して反応速度が遅い､光照射を必

要とするなどの短所がある｡

微生物変換法には大別 して､休止 (休眠)状

態の菌体を用いる手法と増殖菌体を用いる手法

の二つがある｡休止菌体法 (洗浄菌体法)では

一般に､その代謝活動が休止状態であるが故に

補酵素のリサイクルが不可能であり､長期に渡

る反応のためには逐次菌体を活性化 (再培養)

する必要性もあ り､さらには大量の菌体を用い

なければならないという短所がある｡これに対

し増殖菌体を用いる微生物変換法では､菌体は

栄養源を消費して自然増殖するうえ活発に代謝

活動を行っているため､休止菌体法に比べて初

期触媒量は少なくてすみ､一般に長期反応性に

も優れるといった大きな長所がある｡

一方､微生物変換法を用いる基質の側からな

がめると､微生物変換法は水溶性か水不溶性か
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の2種の基質を対象にすることになる｡水不溶

性基質を水相中に投入して撹拝すると反応系は

不均一なェマルジョン系もしくはサスペンジョ

ン系となり､低反応速度､水/油界面における

罪-lA]一毒性の発現による菌体死滅､あるいは反応

後の微生物菌体の分離幽難などの問題が生じるO

このエマルジョン系反応法の問題を解決するた

めに､界面活性剤を添力11する方法= '､水混和

性有機溶媒を水相中に添力lル て基質の溶解性を

高める方法lHl'､水と混和 しない有機溶媒を水

相中に添加 して水/有機溶媒の二相系で反応さ

せる方法12.5'､基質の結晶と水相の闇/液界面

に微生物を位置させて反応させる結晶発酵法16'､

包括固定化 した休｣l二菌体を有機溶媒中で反応さ

せる方法17-19'などの多くの手法が開発されてき

た｡また､Rhodococcus属放線菌などの特殊な

微生物を遊離の形で有機溶媒中で反応に供する

手法2t'･2日や､有機溶媒耐性菌を上記水/有機溶

媒二相系反応法に適用する手法も報告されてい

る22~26)｡しかしながら､これら多くの手法には､

使用できる基質や微生物が限られる､添加した

有機溶媒により微生物がダメージを受ける､水

/有機溶媒二相間の基質 ･生成物の分配が反応

律速になるなどの多くの問題点があり､実用化

に至った例は非常に限られているO

これら水不溶性基質の微生物変換を行 う新規

なデバイスとして､筆者らは次節で述べる界面

バイオリアクターを構築し､これを用いて様々

なタイプの微生物変換反応に成功してきた0本

稿においては､このシステムについて概説する

とともに､各種微生物変換反応-の応用､特に､

熱帯の植物資源と関わりのあるシトロネロール

の変換を中心に紹介したいO

界面バイオリアクター

1989年当時筆者 らは､ラセミ体の1-pheny1-1,

2-ethanediolの位置選択的および立体選択的な

微生物酸化による (R)-mandelicacidの合成研

究に取 り組んでおり27)､日本各地の土壌から芳

香族化合物資化性菌を分離していた｡その際､
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寒天平板上の微生物に対し､シャーレのフタに

設置 したろ紙にしみ込ませた芳香族化合物 (顔

素源)を蒸気の形で供給していたが､たまたま

このろ紙が寒天平板に接触するというアクシデ

ントに見舞われた｡この芳香族化合物 (アルキ

ルベンゼン)は比較的毒性の弱いものであった

が､100%もの基質に接触 した部分の細菌コロ

ニーが､蒸気で増殖 した細菌のコロニーよりも

旺盛に増殖 している現象に驚博した｡

そこで､栄養寒天平板上に爪楊枝で各種標準

微生物を植菌 し､その上に種々の有機溶媒を重

層 して培養 したところ､炭素鎖長10-15の直

鎖状パラフィンで供試菌すべてが旺盛に増殖し､

propylbenzeneやpentylbenzene,isooctane重層下

でも多くの細菌､酵母､糸状菌が増殖し得ること

を確認 したOさらには､有機溶媒耐性が強い

Pseudomonas属細菌に至っては､pIXyleneのよ

うなsolventactionが非常に強い有機溶媒重層

下でも増殖 し得ることを兄い出した28)O

さらには､微生物にとって毒性を示さない長

鎖パラフィンに強毒性の疎水性化合物を添加 し

て同様に寒天平板上に重層すると､微生物はこ

れら強毒性化合物に対して著しく高い耐性を発

現することも兄い出した｡例えば､tolueneや

Styrene,cholesterolは水相中ではほとんどの微生

物に対して極めて強い毒性を発現し､通常はわず

かの.5%程度の低濃度であっても速やかに微生物を

死滅させてしまうが､筆者らの有機溶媒重層平板

培養法では､多くの微生物がtolueneで9-24%､

styreneで9-36%､cholesterolで12%以上とい

う添加限界濃度を示 したoしかしながら,この

ような有毒有機化合物の毒性回避現象は疎水性

化合物に対 してのみ認められ､cresolやaniline

のような親水性毒物に対 しては全く認められな

かった28)｡

このような有機溶媒重層下での固体培養にお

ける毒性緩和現象の機構については､有機溶媒

菌における薬剤耐性機構35-43)の問題 とも密接な

関係があるものと考えられるoこの問題につい
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図 1 界面バイオリアクターの原理

Topview

Frontview Side view

図 3 板状担体充填型界面バイオリアクター

て種々検討を加えた結果､Issatchenkia属酵母

を寒天平板のような固体表面で培養した場合､

液体培養した場合に比べて有意に菌体外多糖層

が肥厚化 し､かつ高分子量化するという現象を

兄い出した｡固体表面-の付着による微生物の

生理学的性状変化 としては､増殖速度の向

上4川 )､胞子形成龍の増大46)､酸化能の低下47)､
酵素誘導期間の消失47)などが報告されてお り､

さらにはバイオフィルム形成能の増加もよく知

られている38 48 49)｡この肥厚化 ･高分子量化 し

た親水性の菌体外多糖層が疎水性の毒性化合物

に対して一種のバリアとして機能していること

が想定された｡事実､固体培養より収穫した酵

母は､液体培養から収穫 した酵母よりも水系

(ェマルジョン系)で高い1-decanol耐性を発揮

することを兄い出した｡しかしながら一方で､

液体培養より収穫した酵母を寒天平板/ decane
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図4 高層型界面バイオリアクター

の固/液界面に位置させた場合には､やはり著

しく高い毒性緩和現象が認められることより､

上記の固/液界面における毒性緩和現象は単に

肥厚化 ･高分子量化 した菌体外多糖層のバ リア

化が原因となるのではなく､重層した有機溶媒

が毒物分子のリザーバーとして作用しているも

のと考えられる｡

次に筆者らは､上述した有機溶媒重層固体培

養法を微生物変換に応用したバイオリアクター

として､界面バイオリアクターを構築した肌5引O

界面バイオリアクターの原理図を図1に示す

が､栄養源と水を多量に含んだ親水性担体 (寒

天ゲルなど)とパラフィン系有機溶媒との固/

液界面に微生物を膜状に増殖させ､この微生物

膜を生体触媒としてパラフィン系有機溶媒中に

添加 した疎水性基質を有用な疎水性生成物に変

換することができる｡その際､固/液界面にお



ける毒性緩和現象に基づいて､添加できる基質

並びに蓄積できる生成物の濃度は､従来法であ

る水相系 (エマルジョン系)反応法に比べて著

しく高くすることができ､場合によっては1000

倍近い濃度の生成物を蓄積することができる5070

また本システムに適用 した微生物は有機系反応

溶媒に接触 していても活発に代謝能を維持 して

いるため､酸化還元のような補酵素要求性の反

応や､代謝エネルギーを利用した物質生産反応

を効率的に行 うことが可能である｡無論,基質

や生成物は反応溶媒に溶解しているためにエマ

ルジョン系反応のような不均一系反応と異なり､

反応速度の高速化が可能であり､さらには､酸

化反応の効率化 (パラフィン系溶媒は水の10

倍程度の酸素溶解力があるため､酸化反応です

らも静置培養で効率的に進行する)､産物回収

コストの低減 (菌体は界面バイオリアクターの

担体 (固体)表面に強固に付着 しているため､

反応後の菌体分離は問題 とならない)､発酵や

エマルジョン系反応法で問題となる廃水処理コ

ス トがかからない (反応溶媒を蒸留後､再使用

すれば､ゼロエミッション化も可能)､高濃度

生産が可能であるためリアクタースケールの小

型化が可能である､汎用性が非常に広い (大抵

の微生物は適用可能)､したがって､リアクター

の稼働率を引き上げることができる､といった

多くの長所が確認されている｡さらには､次節

で述べるように生体触媒反応特有の高い選択性

が発揮できることも強調することができる｡

寒天平板を用いるスタイル (寒天平板型界面

バイオリアクター)は､ラボスケールでは調製

が容易であり､図2に示すように実験操作も

簡便であるが､スケールアップは困難である｡

担体ゲルの強度向上と繰 り返 し使用を想定 し､

ポリビニルアルコールーグルタルアルデヒド架

橋とアルギン酸-カルシウムイオン塩架橋を複

合させた新規担体の開発に成功し､その担体板

を縦方向に配列したタイプ (板状担体充填型界

面バイオリアクター､図3)も構築 したが56)､

さらなる大形化を図る場合には担体のハンドリ
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ングが問題となる.これらの問題を解決するた

めに､寒天平板型界面バイオリアクターを積層

したタイプ (高層型界面バイオリアクター､図

4)を構築 し､後述の代謝一微生物変換融合シ

ステムによる (RS)-citronellolの光学分割に大

きな威力を発揮した｡

なお､反応溶媒としては通常.炭素鎖長が10

-14の直鎖状パラフィンが好適であるが､基

質や生成物の極性がある程度高い場合には､そ

れらの溶解性が問題となることがあるoその際

には､微生物に対して比較的毒性の低い中鎖エ

ステルやエーテル類をパラフィンに任意の比率

で混合してやれば､基質 ･生成物の溶解性を向

上させることが可能であるQ

界面バイオリアクターを用いた

有用物質の合成

前節で述べた通 り､界面バイオリアクターは

汎用性が非常に広く､多様な微生物を用いて下

記のような種々の微生物変換反応を優れた成績

で行うことができる｡なお､光学活性なテルペ

ノイ ドである(R)-,(S)-citronellol,citronellal,

citronellicacidの合成については次節以降でさ

らに詳しく述べる｡

まず､加水分解反応-の応用について紹介す

るO油脂分解酵素であるリパーゼを用いた有用

物質の合成については膨大な数の報告があり､

特に光学活性アルコールおよびカルボン酸の合

成を指向したものが多い57~601O-方で､精製 リ

パーゼではなく､ リパーゼ生産菌をintactcell

として用いた加水分解例も非常に多く…7)､生

体触媒コス トの低減を可能にしている｡

界面バイオリアクターを用いた微生物加水分

解の例を図 5に示すが､2-ethyl-1-hexanol机 56'

や種々の光学活性天然物の合成原料として有用

な(R)-2lbenzylcyclohexanone68'が高濃度､高

光学純度で合成された｡なお､後述するアセチ

ル転移反応を利用 したcitronellylacetateの合成

を除き､これまでエステル合成反応への応用に関

してはさほど検討されていないが､各種リパーゼ生

22-
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図5 界面バイオリアクターを用いた微生物的加水
分解､エステル化反応
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図6 界面バイオリアクターを用いた微生物還元反応

産性細菌を用いたcholesterolとoctanoicacidとの

直接的エステル化によるcholesteryloctanoate

の合成には成功している (図5)50-0

加水分解やェステル合成 (交換)反応のよう

なェナンチオ選択的な光学分割で得られる収率

は一般には最大50%に過ぎず､残余の基質を

ラセミ化 して出発原料に戻すか､あるいは他の

有用物質に誘導して用いなければコス ト的に成

り立ち難いOこれに対し還元反応､特にプロキ

ラルなカルボニル化合物の還元で得られるアル

コールの理論収率は最大100%となるため､数

多くの有用光学活性アルコールの合成に利用さ

れてきた69-76)｡ しかし､還元反応には通常NAH

(P)Hのような補酵素が必要であり､これ ら補
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図7 界面バイオリアクターを用いた微生物酸化反応

酵素をリサイクルするためには､微生物菌体は

生きた状態で活発に代謝活動を行っている必要

がある｡界面バイオリアクターでは,微生物は

固/液界面で生存もしくは増殖した状態で活発

に代謝活動を行ってお り､図 6に示すような

各種微生物還元反応を非常に効率的に実施する

ことができるOこれまで､天然アルカロイ ドの

合成原料 として有用な(R)-sulcato177),高血圧症

治療薬原料 として用いられているethyl(R)-2-

hydroxy-4-phenylbutanoate78'､胆石溶解剤原料

として有用なmethylursodeoxycholate7"】'など

の有用物質の合成に成功しているo

微生物酸化反応を利用 した光学活性化合物の

合成例も多数報告されている払W'O上述した通

り､パラフィン系有機溶媒は水 と比較 して10

倍程度の酸素溶解性を有しており,界面バイオ

リアクターは特に微生物酸化反応に威力を発揮

する｡事実多くの微生物酸化反応は静置条件下

でも効率的に進行するQ界面バイオリアクター

の微生物酸化反応-の応用例を図 7に示すが､

これまで､methylcyclohexanolの位置選択的な

酸化50)や後述のラセ ミ体citronellolのエナンチ

オ選択的酸化､あるいは強毒性なアルカノール

である1-decanolの酸化によるdecanoicacid(防

腐剤)の高濃度生産9("に成功している.

増殖微生物を用いた生分解反応は､有害物質

の分解除去91~95)のみならず､光学活性化合物の合
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図8 界面バイオリアクターを用いた生分解反応

成96,y7'にも汎用されている,.酸化的分解反応に

よる有用物質の合成として筆者らは､ラセミ体

ibuprofenのエナンチオ選択的生分解による(S)-

ibuprolen(非ステロイ ド系抗炎症剤)の合成に

も成功 した (L対S)粥'Oこれまで報告されてき

た(S)-ibuprofenの合成法としては､対応するエ

ステル淋 =")やニ トリル‖捌抗'の加水分解や､ リ

パーゼを用いたェスチル化ltX'-J州などが知 られ

ているが､反応点の近傍にバルキーな芳香環を

有する(S)-ibuprofenのリパーゼを用いた光学分

割は一･般に困難であり､酵素必要量が大きくな

るため実用化には至っていない｡この場合､標

的化合物である(S)-ibuprofenの過剰な生分解を

抑制する手段として､hydroquinoneの添加が有効

であった(,

さらに､界面バイオリアクターは石油成分中

の含硫化合物であるdibenzothiopheneの酸化的

脱硫反応にも威力を発揮 した (図 8)Ill)｡この

含硫有機化合物は軽油などの石油製品に含まれ

ているが､酸性雨の原田物質の 1つとして知

られており､世界的にその効率的な除去が義務

付けられようとしているoDibenzothiopheneは

少段反応を経て硫酸と2-hydroxybipheny1-と分

解されるが､2-hydroxybiphenyIの毒性は界面バ

イオリアクターの剛/液界面における毒性緩和

現象によって十分にrEi]避でき､最大15mMも

のdibenzothiopheneを脱硫可能であったo Lかし､

界面バイオリアクターの担体中-有害な硫酸および

代謝中間体の2-hydroxybiphenylsulfinateが蓄積

人〈 ユ ー/CH20日｣〉〉 レ HO 人〈 人-C∞H

tR)-CLtrOneltol tR)C1trOrte恥l (RトぐELrt'Ktllぐ此id

人〈/し｡H2｡H｣か､_ふー/｡H｡/k へ ､/L cooH

(S)cltrOrKILol lSJ･Cltrt'nellLIl (S)rOLrOnelLLCaCJd

図9 光学活性シトロネロール関連化合物

するため､長期安定的に脱硫を行うためには担

体中の水相が交換可能な界面バイオリアクター

を構築する必要があることが強く示唆された｡

以上述べたように界面バイオリアクターでは､

水に不溶な基質を溶解させた有機溶媒相と接し

た状態でも微生物の増殖および代謝活性を維持

させることができるOその際には､固/液界面

における毒性緩和現象に従って､極めて高濃度

の基質を添加可能であり､蓄積される生成物の

濃度も水系反応法 (エマルジョン法)に比して

飛躍的に向上する｡無論､生体触媒反応特有の

高い位置および立体選択性が得られることも特

筆すべきであろう｡

界面バイオリアクターを用いた

光学活性テルペノイド群の合成

前節において､界面バイオリアクターが種々

の微生物を用いた多様な微生物変換反応におい

て威力を発揮することを述べた0本節では､南

方資源 として存在するcitronellol関連化合物の

微生物変換に焦点を当て､それの微生物酸化､

還元､そして新規なアセチル化プロセスとして

開発 した代謝一微生物変換融合システム (カッ

プリングシステム)について概説するC

Citrnnellnlとcitronellalはジャワおよび台湾産

のシ トロネラ油に光学活性体の形で含まれてい

るが､その光学純度は65-80% ee程度と低いU

これらテルペノイ ドのラセミ体は現在､イソプ

レン出発の有機合成法によって生産されている

が､光学活性な(R)-および(S)-citronellol,citro-

nellalは試薬として上市されているのみである｡

光 学 活 性 なcitronellol, citronellalお よび
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図10 放線菌､酵母のシトロネロール関連化合物の
変換経路

citronellicacidは図9の構造式を見れば分かる

ように､不斉点 (*)より向かって右側に含酸

素官能基､左側に二重結合を有 しているため､

絶対配置を保持したまま､右にも左にも任意に

鎖長を伸長できる｡これら光学活性テルペノイ

ドはBINAPなどの触媒を用いた有機合成‖2~.2]'や

生体触媒を用いた手法-zl･】'i')により合成され､

これ らを用いて種々の昆虫フェロモン124~134)や

アルカロイ ド135'が合成されてきた｡

筆者 らは最初に､(RS)-citronellolのエナン

チオ選択的酸化による光学分割を試みた｡その

結果､多くの酵母が(S)-citronellolを優先的に

カルボン酸まで酸化 して(S)-citronellicacidと

(R)-citronellolを与えるのに対 し､ 放線菌の

Rhodococcusequiで(R)-citronellalが有意に蓄積

することを兄い出 した136)｡特にR.equiJCM

6187では､酸化産物 としてcitronellicacidがほ

とんど蓄積せずに(R)-citronellalを与えるのみ

であり､有機合成でも困難なアルコール酸化の

アルデヒドまででの制御が可能であったoまた､

酵母HansenuLasatumusで最も高いエナンチオ

選択性が認められ､板状担体充填型界面バイオ

リアクター (図 3)を用いることにより､82%

eeの(S)-citronellicacidと77% eeの(R)-citrone1-

01が好収率で調製できた137)o無論､本反応につ

いても界面バイオリアクター特有の固/液界面

における毒性緩和現象が認められ､citronellol

やcitrone11alの強い微生物毒性)馴 l)にもかかわ

図11 代謝一微生物変換融合 (カップリング)システ
ムの原理

らず､非常に高い生成物濃度が得られた{,

R_equiが図10に示す変換経路に従って(RS)-

citronellolを変換するのに対し､辞母による(RS)-

citronell01の変換経路はより複雑である (図10)o

すなわち多くの酵母がcitronellolを酸化するととも

に､その酸化中間体であるcitronellalを高い反応速

度で還元することを兄い出した■肺.‖7㌧詳細に検討

した結果､Hansenuhz属酵母には､NAD+一依存性

のcitronellolおよびcitronellal酸化酵素 (alcohol

dehydrogenase)とともに,NADH-依存性のciト

ronellal還元酵素が存在していた｡したがって､(S)一

優先的なcitronellolの酸化とエナンチオ選択性の低

レ七itronellal還元とが競争的にLHl転する-一方で､酸

化 中間体 であ るcitronellalが(S)-優 先 的 に

citronellicacidに酸化されると考えられるr,

代謝一徹生物変換融合システムを用いた

光学活性テルペノイ ド群の合成

前節で述べた酵母によるcitronellolの微生物酸化

についての検討を通じ､副生物としてその酢酸エ

ステルであるcitronellylacetateが蓄積してくるこ

とを兄い出した)36･1371｡この場合､反応系には何ら

アセチル ドナーを添加していないので､citronellyl

acetateのアセチル部は微生物によって生産されて

いるはずである.種々検討を加えた結果､このア

セチル基は界面バイオリアクターの担体中に添加

したグルコースに由来するacetyトCoAであり､これ

が酵 母 のアセ チル転移 酵 素 であ るalcoho1
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図12 アルコールアセチル トランスフェラーゼ
(AATFase)の基質特異性

acetyltransferase(AATFase)によってcitronellol

にアセチル転移されることが明らかとなった｡筆者

らはこの新規なアセチル化プロセスを代謝-微生物

変換融合システム (カップリング)システムと称

した (図11)142p14 "

本反応系では､単にアセチル転移反応という一

段階の酵素反応が進行するのみならず､グルコー

スが解糖系を経てacetyLCoAとなる代謝系も深く

関わっており､酵素反応 (バイオコンバージョン)

と代謝とが融合した新規なバイオプロセスと考

えることができる｡代謝活動と単一酵素反応との

融合 としては､これまでuridinetriphosphate

(UTP) や guanosine-5--monophosphate (GMP)

などのヌクレオチ ド生産が知られていたが144~146)

一般には､一段もしくは少段反応であるバイオコ

ンバージョンと多段よりなる代謝もしくは発酵とは

全く別のプロセス､研究領域であった｡筆者らは

さらに進んで､酵母ゐsatchenkiatericolaを用いた

エタノール発酵と微生物的エステル化反応との

融合にも成功したが147)､増殖微生物の代謝 ･発

酵と単一酵素反応とを組み合わせたバイオプロ

セスは新規な物質生産技術として注目され､今

後さらに多くの複合反応系が構築されてくるも

のと期待されるO

さて､アセチル転移酵素であるAATFaseは清

酒の吟醸香を生成する酵素として広く知られて

おり､醸造中に生成 してくるisoamylalcoholに

-26
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図13 PIChlak/uyverllFO l165によるシ トロネロー
ルエナンチオマーの変換 ●､(S)-cltrOneIIyl
acetate; ▲ ､ (S)-cEtrOnellot;■. (S)-
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acetyl-CoAのアセチル部を転移させるが148-152'

有用化合物合成-の応用は当時は知られていな

かった｡これら酵母のAATFaseは一級アルコー

ルに対する基質特異性は広いものの､アルコー

ルの炭素鎖長が長くなるほど活性は低下し､ま

た､DL-mentholのような二級アルコールのアセ

チル化能はまったく認められず (図12)113)

AATFaseとリパーゼとでは､基質特異性が大き

く異なることが判明した｡

残念 なが らH.saturnus,Pichiaheedii,P.

sargentensisのAATFaseには (RS)-citronellolの光

学分割能 は認 め られず､P.queycuumとP

guilliermondiiのAATFase は(R)-citronellolを優

先的にアセチル化するものの､その選択性は非

常に低いOしかしながら､P.kluyveriのAATFase

が高い選択性で(S)-citronellolを優先的にアセチ

ル化し､79% eeの(S)-citronellylacetateと99%

eeの(R)-citronellolを定量的に与え､その際のエ

ナンチオ選択性の指標であるE値が4達すること

を兄い出した (図13)153)｡一般に､E値が20を超

えると実用性が出てくると言われてお り､P.
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図14 カップリング反応に与えるリアクター振遷速
度の影響 口,0strokes/mln;淡.40stro-
kes/mln;P､80strokes/min

kluyveriを用いたカップリングシステムで十分実用

的に(RS)-citronellolを光学分割できる可能性を得

たOなお､citronellolの構造式を見ると分かるよ

うに､この基質の不斉点と反応点との間にはメ

チレン基が 1つ入っており､所謂､…反応点と不

斉点とが離れた一級アルコール"に属する｡この

ような基質の光学分割は一般に困難であり､事

実､各種 リパーゼを用いたェステル化15411鮪)､エ

ステル交換156'やその酢酸エステルの微生物的光

学分割は不可能であるとされてきた157)｡数少な

い成功例として､piglivercarboxylesteraseを用

いたェステル交換反応158)と超臨界流体中での リ

パーゼ反応159)で(RS)-citronellolが光学分割され

ているが､高価で不安定な酵素を用いることや

スケールアップが困難なことなどの問題がある｡

P.kluyveriを用いたカップリングシステムによる

(RS)-citronellolの光学分割について詳細に検討

した結果､バイオリアクターの振過速度と担体

中グルコース濃度がその成績に大きく影響する

ことを兄い出した153)｡寒天平板型界面バイオリ

アクターの振塗速度の影響を図14に示すが､カッ

プリング反応速度はリアクターの振塵速度に大
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図15 カップリング反応に与える担体中グルコース濃
度の影響 ■､cltrOne‖Ylacetateconcentra-
tl0n,2QgtEvalue

きく依存 し､80strokes/minで振塗すると静置

時の約 4倍の反応速度が得られた,,Saccharomy-

ces属酵母のAATFaseは嫌気条件時に有意に高く

なることが報告されてお りt4''･152･1剛､p.kluyveri

とS.cerivisiae,S.sakeとでは､かなり挙動が異

なった｡

次に､担体中グルコースの影響を調べた結果

を図15に示すが､P.kLuyveriは非常に強い耐糖

性を示 し､寒天平板中グルコース濃度が40%

(W/v)であっても活発に増殖 してカップリング

反応を触媒 したOなお､(RS)-citronellolの光学

分割における最大のエナンチオ選択性は､グル

コース濃度20%で得 られ､そのE値は39に達 し

た153)D

担体中グルコース濃度は別の意味で本システ

ムに重 要な影響 を及 ぼす｡P.kluyveriもH.

saLumus同様(RS)-citronellolの(S)-選択的酸化

能を有 してお り､グルコース濃度が低い場合､

カップリング反応によるアセチル化とともにこ

の微生物酸化反応も進行する (図13)｡ しかし

ながら､担体中のグルコース濃度が5%を超え

てくるとこの微生物酸化反応は全く進行しなく
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図16 寒天平板型界面バイオリアクターを用いたラ
セミ体シ トロネロールの繰 り返 しバッチ式光

学分割 ●､cltrOnCIlylacetateconcentrat10n;

▼､ (S)-C･tronellylヲcetate % ee;〇 ､
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%ee

なるりこの現象は､アルコール酸化酵素である

alcoholdehydrogenaseの生産が高濃度グルコー

スの存在によって抑制される事実16日h-"に基づく

ものであり､その意味で､高濃度グルコースの

添力Ilはカップリング反応の効率化 ･長期安定化

のためのみならず､副反応たる酸化反応抑｣上と

いう観点からも重要な条件となるU

次に､本システムの長期安定性を確認するた

めに､寒天平板型界面バイオリアクターを用い

た長期繰 り返 しバッチ試験を実施 した｡ リアク

ターの振返速度40strokes/min､担体内グルコー

ス濃度30% (W/V)､基質濃度2% (W/V)で繰

り返し(RS)-citronellolを光学分割 したところ､

79口聞 (14バッチ)にも及ぶ繰 り返 し反応がTpT

能であった (凶16)｡なお､担体内グルコース

の枯渇により､15バッチ目以降カップリング活

性の低下が認められたが,菌体のカップリング

活性自体は初期と変わらないレベルで維持され

ていた｡

上記のP.kLuyveriを用いたカップリングシス

テムによる(RS)-citronellolの光学分割を図 4に
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図17 高層型界面バイオリアクターを用いたラセミ
体シトロネロールの光学分割 ●､cltrOnellyl
acetateconcentrat10n:▼ ､ (S)-citroneHyI
acetate%ee;O.cltrOnellolconcentral10∩,
▽､(FP)-CitroneHoJ% ee

示した高層型界面バイオリアクターに適用した｡

この高層型 リアクターは安価なコス トでスケー

ルアップを可能とするために開発されたが､基

本的な構造は寒天平板型界面バイオリアクター

を縦方向に積み重ねたものである5各リアクター

内の有機層はオーバーフローラインを通じて順

次直下のユニット-自然流出し､ボ トムユニッ

トに集まる有機層はダイヤフラムポンプによっ

て-ツドユニット-戻されるようになっており､

各ユニット内の有機層は連結 ･循環されているo

これによって､各ユニット間の反応速度のバラ

ツキは改善され､一点のみでの集中管理が可能

となる｡この高層型リアクターのさらなるスケー

ルアップを図るためには､各塔の拡大とともに

多塔並列化が有効である｡カップリングシステ

ムの場合はリアクターの振塗が必要であるため

(図14)､シェーカーを設置しなければならない

が､通常の場合､酸化反応ですらも静置条件下

で効率的に進行するため､一般的にはリアクター

の振塗は不要であり､単なる有機層の連結 ･循

環で十分と考えられるOこの高層型界面バイオ
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リアクター (内部総容量80L､有機層量6L)

を用いて2%(W/V)の(RS)-citronellolを光学

分割した結果を図17に示すが､反応は順調に推

移 して､最終的に79% eeの(S)-citronellylacet-

ateと98% eeの(R)-citronellolがともに50g以上

のスケールで調製できた153J｡

本システムのE値は30-40程度であるため､

反応を過剰に進めた場合には､残余の(R)-citro-

nellolの光学純度は非常に高くはなるが､反応生

成物である(S)-citronellylacetateの光学純度は

逆に70% ee台に低下する｡この低光学純度の

(S)-citronellylacetateはアルカリ加水分解後､

もう一一度カップリングシステムに供してやれば､

ほぼ光学的に純粋な(S)-citronellylacetateとし

て回収でき､それのアルカリ加水分解によってラ

セミ化することなく高光学純度の(S)-citronellol

が得られる1fA)｡さらにはまた､得られた(S)-お

よび(R)-citronellolを出発原料 として､R.equi,

Geotrichumcandidum､あるいはCandidaviswana-

thiiなどの微生物を用いて適宜微生物酸化を施す

ことにより､高い収率と光学純度で(R)-citronellal､

(R)-citronellicacid､(S)-citronellicacidも合成

することができた [(S)-citronellalは合成不能

]164㌦ か く して ､ citronellol, citronellal,

citronellicacidの6種のエナンチオマーのうち

の5種までが高収率､高光学純度で合成できる

ようになった｡なお､ごく最近､カップリング

システムにおけるアセチル ドナー源として､担

体中にグルコース以外に酢酸塩を添加するタイ

プ165)と有機相側に遊離の中鎖脂肪酸を添加する

タイプ166)も開発し､カップリング反応の高速化

に成功したことも付記しておく｡

おわリに

以上述べてきたように､界面バイオリアクター

は有機溶媒中で微生物を生存もしくは増殖 した

形で種々の微生物変換反応に用いることができ

る有用なデバイスであり､生体触媒反応特有の

メリットである高い選択性､収率､温和な条件

を可能とする｡さらに､水系バイオコンパージョ

ンでは困難であった水不溶性微生物変換反応を

効率化できる技術であり､廃水処理工程が不要

であること､反応溶媒は容易に回収可能である

こと､増殖菌体を用いるが故に長期安定性をも

有すること､さらには圧倒的な生成物濃度を達

成できることなどの多くの長所も併せ持ってい

ると言えようOもちろん､水溶性基質の変換に

は不向きである､反応溶媒の選定に苦労するこ

とがある (基質 ･生成物の溶解性向上と溶媒毒

性発現のディレンマに陥る場合がある)､担体

内-の栄養源の添加が不能である､あるいは担

体内-の水溶性副生物の蓄積が問題になる場合

がある (例えば､加水分解反応や発酵の進行に

伴 う水溶性有機酸の蓄積)などの短所もある｡

特に､担体内-の栄養源の添加と担体内-の副

生物の蓄積阻止は実用上最も深刻な問題であり､

今後解決を図らなければならない重要な課題で

ある｡
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