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１． は じ め に

現在の化学産業では機能性製品や医薬品等のファインケ

ミカル製品の重要性がますます高まっており，製品単価の

安いバルク製品から製品単価の高いファインケミカル製品

の製造に移行している．このようなファインケミカル製品

の多くは複雑な構造をしており，極めて純度の高いものが

必要とされる．また，ファインケミカル製品の多くは難水

溶性であり，その製造中間体は水存在下では不安定である

ことも多い．さらに，多くの有機溶媒は，水に比べ沸点が

低く，製造の最終段階で除き易いため，通常，ファインケ

ミカル製品の製造時の溶媒として有機溶媒が用いられる．

ファインケミカル製品当たりの資源・エネルギー使用量や

廃棄物量はバルク製品より遙かに多い．ファインケミカル

製品の構造が複雑であるため，製造中に副生成物が多量に

発生し，さらに，高純度にする工程や薬品を必要とするた

めである．それ故，現在の高エネルギー負荷や副産物の生

成の問題等を解決し，環境負荷の抜本的低減を図るための

革新的製造法の開発が必要とされている．

一方，酵素は常温・常圧，中性の水溶液中で触媒機能を

発揮し，決まった反応のみを進行させる基質特異性が高

い．そのため，化学製品の製造プロセスの触媒として酵素

を用いると，省資源・省エネルギーでしかも環境負荷の少

ない環境調和型物質生産プロセスの構築が可能となる．し

かし，酵素は本来水溶液中で触媒機能を発揮するものであ

り，有機溶媒存在下では容易に変性し，その触媒機能を喪

失する．製造プロセスの触媒として用いるためには，有機

溶媒存在下でも安定して触媒機能を発揮する酵素が必要で

ある．また，有機溶媒存在下で酵素を用いると，１）難水

溶性基質の溶解性が向上し，反応速度が向上する，２）加

水分解酵素を用いた場合，逆反応である合成反応を触媒で

きる，３）有機溶媒存在下では普通の微生物は生育できな

いので，微生物汚染を低減できる等の利点がある１，２）．

本稿では，有機溶媒存在下での酵素の利用や筆者らが手

がけている有機溶媒存在下での安定な酵素の開発について

概説する．

２． 有機溶媒存在下での酵素の利用

酵素は有機溶媒に不溶であり，有機溶媒存在下では不安

定であるため，有機溶媒存在下での可溶化および安定化の

手法の開発が進められている．

２．１ 懸濁酵素

有機溶媒濃度が高い反応溶液（微水系と呼ばれる）では，

酵素の溶解性が低下するため，酵素の凝集体を懸濁して用

いることになる３）．このような凝集した酵素では，全ての
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酵素が溶媒に接しているわけではないので，酵素の安定性

は悪くない．しかしながら，触媒機能を発揮するのは溶媒

に接している酵素であり，その酵素は有機溶媒により変性

する．また，溶媒に接していない酵素の触媒機能は期待で

きず，酵素の質量あたりの活性は低い．

２．２ 固定化酵素

酵素を担体に固定化すると安定性が向上する．そのた

め，様々な方法により酵素を担体に固定化する手法が開発

されている４）．また，固定化により酵素の回収が容易にな

り，酵素の繰り返し利用が可能になる．さらに，流通反応

器での有効利用も可能になることから，有機溶媒の存在の

有無にかかわらず，化学反応プロセスの触媒として酵素を

用いる場合，酵素の固定化は多用される．しかしながら，

固定化操作による酵素の失活や拡散律速による見かけの反

応速度の低下は避けられない．

２．３ 修飾酵素

ポリエチレングリコール等の両親媒性化合物を酵素に共

有結合すると，有機溶媒に可溶な酵素が調製できる５）．有

機溶媒存在下での酵素の安定化も期待できる．しかしなが

ら，共有結合の際にある程度酵素が失活する．

２．４ 被覆酵素

酵素溶液に脂質６）や界面活性剤７）を溶解した後に凍結乾燥

すると，有機溶媒にでも溶解する酵素の調製が可能であ

る．あるいは，酵素を脂質や界面活性剤の逆ミセルに閉じ

込めて溶媒との接触を避けることができる．これらの調製

法は比較的容易であり，用いる脂質や界面活性剤の種類を

選択することにより，高い活性を有する酵素の調製が可能

となる．しかし，ミセルの崩壊や酵素を被覆している脂質

や界面活性剤の剥落による酵素の失活，あるいは脂質や界

面活性剤の製品中への混入が懸念される．

３． 有機溶媒耐性酵素を生産する有機溶媒耐性微生物の

発見

有機溶媒存在下でも失活しない酵素があれば，有機溶媒

存在下での反応に有用である．このような考えから，有機

溶媒耐性酵素の探索が行われた．問題は如何に効率よく有

機溶媒耐性酵素を見つけ出すかである．著者らは培養液に

有機溶媒を添加して生育できる微生物を探索することを試

みた．

リパーゼの基質である脂質は難水溶性である．基質の溶

解度を向上させるために，反応溶液に有機溶媒を添加する

ことが望ましい．また，リパーゼはエステル結合を加水分

解する酵素であるが，有機溶媒存在下では加水分解反応を

抑え，逆反応のエステル合成を触媒することができる．さ

らに，有機溶媒存在下ではエステル交換反応も触媒可能で

ある．そこで，有機溶媒耐性リパーゼの取得に着手した．

脂質を唯一の炭素源とし，有機溶媒を添加した培養液を用

いた集積培養により，有機溶媒耐性リパーゼを生産する微

生物の取得を試みた．このような培養液では，脂質の分解

反応を触媒するリパーゼを分泌する微生物のみが生育でき

る．また，分泌されたリパーゼが有機溶媒と接触し失活す

るようでは，微生物が生育しない．すなわち，有機溶媒存

在下でも安定性の高いリパーゼを分泌する微生物のみが生

育する．この方法により，Pseudomonas aeruginosa LST-０３

株を取得した８）．また，自然界に生息する有機溶媒耐性微

生物の中からプロテアーゼを生産する微生物を選択するこ

とにより，有機溶媒耐性プロテアーゼを生産する有機溶媒

耐性微生物 P. aeruginosa PST-０１株（図１）を取得した９，１０）．

種々の微生物を有機溶媒存在下で培養した結果を図２に

示す．Pseudomonas 属のいくつかの微生物は，シクロヘキ

サン存在下でも生育可能であるが，キシレンのような有機

溶媒存在下では，既存の微生物は生育することができな

い．それに対し，有機溶媒耐性のリパーゼやプロテアーゼ

を産生する P. aeruginosa LST-０３株や P. aeruginosa PST-

０１株はともにキシレンなどの有機溶媒存在下でも良好に

生育し，有機溶媒存在下でも有機溶媒耐性酵素を産生する

ため有機溶媒存在下での発酵にも利用可能である１１，１２）．

４． 有機溶媒耐性微生物が産生する有機溶媒耐性酵素

P. aeruginosa LST-０３株が産生するリパーゼ（LST-０３リ

パーゼ）を精製し，有機溶媒耐性や有機溶媒存在下での活

性を調べたところ，本酵素はジメチルスルホキシド

（DMSO）等の極性有機溶媒やデカン等の非極性有機溶媒

存在下でも高い活性を保持していた１３）．また，本酵素の遺

伝子をクローニングしたところ，本リパーゼ遺伝子の下流

にはリパーゼ特異的分子シャペロンの遺伝子が存在してい

ることがわかった．本リパーゼのシグナル配列を削除し，

大腸菌で発現させると，封入体を形成し，多量発現が達成

できた１４）．封入体は細胞破砕液から遠心分離等で容易に回

図１ 有機溶媒耐性微生物 Pseudomonas aeruginosa PST-０１株の
顕微鏡写真

鞭毛染色を施している．
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図２ 有機溶媒存在下での種々の微生物の生育
２５％有機溶媒を添加した培養液を用い，３０°Cで培養し，３６時間後の乾燥細胞質
量を測定した．P. putida; Pseudomonas putida, P. fluorescencs; Pseudomonas fluores-
cencs, P. chlororaphis; Pseudomonas chlororaphis, P. flagi; Pseudomonas flagi, E. coli;
Escherichia coli, M. luteus; Micrococcus luteus, B. subtilis; Bacillus subtilis.

表１ ２５％有機溶媒存在下での種々のプロテアーゼの安定性

有 機 溶 媒
活性の半減期［日］

PST-０１プロテアーゼ サーモライシン ズブチリシン α-キモトリプシン

エチレングリコール ＞１００ ＞５０ １４．３ ６．９
１，４-ブタンジオール ＞１００ ４．４ ２５ ０．７
１，５-ペンタンジオール ＞１００ １．７ ＞５０ ０．４
エタノール ＞１００ ３ ＞５０ ２７
１-ヘキサノール ＞５０ １８．２ １３．７ １４．２
メタノール ＞５０ ４．６ ２６．２ ６
ジメチルスルホキシド（DMSO） ＞５０ ２．６ ６．４ ３３．６
２-プロパノール ＞５０ １．２ ４７．６ ０．６
トリエチレングリコール ＞５０ ５．１ ３９．７ １１．１
tert-ブタノール ＞５０ ０．８ ４１．６ ０．５
１-ヘプタノール ＞５０ １３．１ ８．６ ３．８
ジメチルホルムアミド（DMF） ２５．３ ０．９ ３９．８ ２．２
１-ブタノール ２４．２ ０．９ ４７．６ ０．３
アセトン ２３．１ ０．７ ２４．８ ０．６
１，４-ジオキサン １７．７ ０．８ ２９．３ ０．５
トルエン １２ ２２．５ ５．７ ＞１００
添加無し ９．７ １０．８ ０．３ １３．２

１１１１２００９年 １２月〕



収でき，純度は８５％以上であった．この封入体は尿素等

のタンパク質変性剤で可溶化でき，さらに先のリパーゼ特

異的分子シャペロンが作用すると，容易に活性化すること

が可能であった１５）．特に，可溶化，リパーゼ特異的分子

シャペロンによる活性化を行った後に，カルシウムイオン

を添加すると，高い比活性を有する酵素を作成することが

できた．なお，P. aeruginosa LST-０３株の染色体 DNAよ

り遺伝子クローニングして大腸菌で発現させた Lip３リ

パーゼ１６）および Lip８リパーゼ１７）の有機溶媒耐性は LST-０３

リパーゼほど高くないことがわかっている．

一方，P. aeruginosa PST-０１株が産生するプロテアーゼ

（PST-０１プロテアーゼ）を精製し，有機溶媒存在下での活

性の半減期を検討した結果を表１に示す．PST-０１プロテ

アーゼの水溶液中での活性の３０°Cでの半減期は９．７日で

あったのに対し，種々の有機溶媒を添加したときの半減期

は９．７日以上であり，有機溶媒が存在した方が安定性に優

れていた．また，本プロテアーゼはサーモライシン，ズブ

チリシン，および α-キモトリプシンより概して有機溶媒

存在下での安定性に優れていた１８）．

５． 有機溶媒耐性酵素の特徴

種々のプロテアーゼの酵素溶液にメタノールを添加し，

円二色性分散計を用いた CDスペクトルを測定することに

より酵素の構造変化を調べた．図３に示すように，PST-

０１プロテアーゼの CDスペクトルは水溶液中で保温する

ことによりわずかに変化したが，メタノール存在下では

CDスペクトルの変化はほとんど見受けられなかった．一

方，α-キモトリプシンの CDスペクトルはメタノール存在

下では大きく変化した．種々のプロテアーゼにおいて，

CDスペクトルの変化が小さい方が，活性の半減期が長い

という相関が見られた．CDスペクトル変化はそれぞれの

酵素の構造の安定性を示していると考えられる．有機溶媒

存在下でも構造が変化しないことは，酵素の有機溶媒安定

性を示す特性の一つであるといえる．さらに，種々の二次

構造を形成するポリアミノ酸を水溶液中およびメタノール

存在下で保温した場合の CDスペクトル変化を測定したと

ころ，αヘリックス構造を形成するポリアミノ酸の CDス

ペクトルは水溶液中およびメタノール存在下のいずれの場

合でもあまり変化しないが，βシートを形成するポリアミ
ノ酸の CDスペクトルはメタノール存在下で急激に変化し

た（図４）．PST-０１プロテアーゼは比較的 αヘリックスの
割合が高く，βシートの割合が低いために有機溶媒存在下
での構造安定性に優れていることが，PST-０１プロテアー

ゼの有機溶媒耐性の一要因であると考えられる１９）．

また，図５に示すように，PST-０１プロテアーゼは耐熱

性酵素として知られているサーモライシンと非常に類似し

た構造であることがわかった２０）．しかし，両酵素の有機溶

媒耐性は全く異なることから，何が両酵素の有機溶媒耐性

の違いの原因になっているのか興味が持たれる．両酵素の

構造の違いの一つにジスルフィド結合の有無があるので，

PST-０１プロテアーゼでジスルフィド結合を形成するシス

テイン残基を他のアミノ酸残基に置換した変異酵素の作成

を試みた．その結果，C末端ドメインのジスルフィド結合

（Cys-２７０と Cys-２９７間）は PST-０１プロテアーゼの活性発

現に必須であり，N末端ドメインのジスルフィド結合

（Cys-３０と Cys-５８間）は PST-０１プロテアーゼの有機溶媒

耐性に重要な役割を担っていることが明らかになった２１）．

Cys-３０と Cys-５８間のジスルフィド結合は有機溶媒存在下

での PST-０１プロテアーゼの構造維持に重要であるといえ

る．

また，PST-０１プロテアーゼ遺伝子にランダム変異を誘

発し，有機溶媒耐性が変化した PST-０１プロテアーゼの取

図３ メタノール存在下での PST-０１プロテアーゼと α-キモトリプシンの CDスペクトルの変化
プロテアーゼを２５％メタノール存在下，あるいは非存在下，３０°Cで３０時間保温した．円二色性分散計を用い，保温前後の CDス
ペクトルを測定した．
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得を試みた．有機溶媒耐性が低下した二つの変異酵素の変

異箇所を同定したところ，図６に示すように，共に酵素の

表面に存在するアミノ残基が置換されており，酵素の表面

を形成するアミノ酸も酵素の有機溶媒耐性に関与すること

が示された２２）．

さらに，LST-０３リパーゼ遺伝子にランダム変異を誘発

し，DMSO存在下での安定性が向上した LST-０３リパーゼ

の取得を試みた．取得した四つの変異酵素の変異箇所を同

定したところ，表２に示すように，酵素の表面に存在する

アミノ残基が置換されているものや，アミノ酸側鎖が酸性

から中性あるいは中性から塩基性に変化しているという特

徴が見られた２３）．詳細は，現在解析中である．

６． 有機溶媒耐性酵素を用いた有機溶媒存在下での

合成反応

PST-０１プロテアーゼを用いて水―有機溶媒均相系でのペ

プチド合成を試みた．DMSO存在下での PST-０１プロテ

アーゼの半減期は５０日以上である（表１）．種々の DMSO

濃度でカルボベンゾキシ（Cbz）-Argと Leu-NH２から生成

されるペプチド Cbz-Arg-Leu-NH２の反応初速度および反応

が平衡に達したときの収率を図７に示す．有機溶媒濃度が

増加すると平衡収率が増大するだけでなく，反応速度も７

倍増加した２４）．また，種々のアミノ酸を用いた検討によ

り， PST-０１プロテアーゼは Cbz-Arg-Leu-NH２だけでなく，

有機溶媒存在下では種々のペプチドを高収率で合成可能で

あることが明らかとなった２５，２６）．本酵素は，年間世界中で

１万５，０００トン生産されているアスパルテーム（アスパラ

ギン酸フェニルアラニンメチルエステル）の前駆体（カル

ボベンゾキシアスパラギン酸フェニルアラニンメチルエス

テル）の合成にも利用できる．種々の有機溶媒存在下でア

スパルテーム前躯体の合成反応を行ったところ，図８に示

すようにメタノールやグリセロール存在下では比較的速く

反応が進み，また，DMSO存在下では高い収率（８３％）で

合成可能であった２７）．

PST-０１プロテアーゼは有機溶媒存在下でも安定であり，

有機溶媒存在下で高収率に合成できるアスパルテーム前駆

体合成の触媒として有効であるが，反応速度はサーモライ

シンの半分以下である．これは，PST-０１プロテアーゼと

サーモライシンの基質特異性が異なるためと考えられる．

そこで，両酵素の活性中心付近の構造を比較し（図９），

サーモライシンと同様になるように，PST-０１プロテアー

ゼの活性中心付近のアミノ酸残基を部位特異的に置換した

変異酵素を作成した．その結果，１１４番目のアミノ酸をチ

ロシンからフェニルアラニンに置換すると，反応速度が２

倍以上に高まり，サーモライシンと同様の反応速度を示し

た．さらに，１１４番目のアミノ酸残基を種々のアミノ酸残

基に置換したところ，アルギニン残基やセリン残基に置換

するとサーモライシンより３倍以上高い活性を示すことが

わかった（図１０）．

サーモライシンは高温でも安定であるが，安定性保持の

ために反応溶液中にカルシウムイオンを過剰に添加する必

要がある．PST-０１プロテアーゼは有機溶媒存在下でサー

モライシンより安定であり，安定性保持にカルシウムイオ

ン等の添加剤は必要とせず，工業プロセスで問題となるカ

図４ メタノール存在下での種々のポリアミノ酸の CD
スペクトルの変化

ポリアミノ酸を２５％メタノール存在下，あるいは非存
在下，３０°Cで３０時間保温した．円二色性分散計を用
い，保温前後の CDスペクトルを測定した．
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図５ PST-０１プロテアーゼとサーモライ
シンの立体構造

全体構造をリボンモデル，活性中心とジ
スルフィド結合を形成するアミノ酸を
ボールアンドスティックモデル，酵素に
配位している亜鉛イオン（小）とカルシ
ウムイオン（大）を充填モデルで示す．

図６ 有機溶媒耐性が変化した変異 PST-０１プロテアーゼの変異箇所
全体構造をワイヤーモデル，変異したアミノ酸残基を充填モデルで示す．
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ルシウムスケーリングを起こす懸念が小さい．これらのこ

とから PST-０１プロテアーゼはアスパルテームの工業生産

にとって大変優れた酵素であるといえる．

７． お わ り に

有機溶媒耐性酵素は水溶液中だけでなく有機溶媒が存在

する反応系においても高い活性と安定性を有する酵素であ

り，水溶媒系，有機溶媒系，有機溶媒を含む水溶媒系，基

質濃度が高く基質自体が溶媒となっている反応系，および

無溶媒系での反応に用いることのできる酵素である．

有機溶媒耐性酵素を用いた非水系バイオプロセスは特殊

な設備を必要としない．このような酵素を用いた製造プロ

セスのバイオ化により，常温・常圧で反応が行えるため運

転コストが低くなり，さらに，プロセスの簡略化により大

幅なコストダウンが期待できるため，極めて経済的なプロ

セスの構築が可能になる．また，このようなプロセスは比

較的小規模であり，消費するエネルギーも少なく，立地上

の制約もない．有機溶媒耐性リパーゼや有機溶媒耐性プロ

表２ 有機溶媒耐性が向上した変異 LST-０３リパーゼの変異箇所

LST-０３
リパーゼ

２５％ DMSO存在
下での半減期
［日］

変異箇所
溶媒接触度
［％］

等電点

変異前 → 変異後

LST-０３-R６５ １２．０
S１６４K ２７ ５．７ → ９．７
T１８８F ４４ ５．９ → ５．５
S２１１R １３ ５．７ → １０．８

LST-０３-R８８ １９．７

S１５５L ２ ５．７ → ６．０
G１５７R ７ ６．０ → １０．８
G１７７V ２ ６．０ → ６．０
S１９４R ５ ５．７ → １０．８
S２０２W １８ ５．７ → ５．９
D２０９N ５ ２．８ → ５．４

LST-０３-R９６ １７．４ S１５５L ２ ５．７ → ６．０

LST-０３-R１６２ １１．２ L１４５H ４１ ６．０ → ７．６

野生型 ６．９

図７ ジメチルスルホキシド存在下での PST-０１プロテアーゼ
の Cbz-Arg-Leu-NH２合成活性

１０mM Cbz-Argと５００mM Leu-NH２を基質とし，pH７．０，３０°C
で反応した．

図８ PST-０１プロテアーゼを用いたアスパルテーム前駆体の合
成

３０mM Cbz-Aspと５００mM Phe-OMeを基質とし，５０％有機溶媒
存在下，pH７．０，３０°Cで反応した．
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テアーゼを用いる非水系バイオプロセスで製造されること

が期待される具体的なターゲットとして，合成甘味料，ポ

リアミノ酸，高付加価値食品用油，バイオディーゼル，エ

ステル系香料，医薬中間体などの化合物等が考えられる．

また，生体適応性の高い化合物を合成するコンビナトリア

ルケミストリー用生体触媒などにも用いられると考えられ

る．近年，有機溶媒耐性酵素の取得が活発に行われ，報告

されている（表３）．中には，有機溶媒耐性の程度がそれ

ほど高くないものも含まれるようであるが，今後，益々有

機溶媒耐性酵素の開発が活発化することが期待される．
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