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研究成果の概要（和文）： 

 

ファインケミカル製品等の製造プロセスにバイオ技術を導入することにより、これらのプロ

セスを環境適応型製造プロセスに転換することが可能となるが、ファインケミカル製品等の製

造プロセスで溶媒として一般的に用いられている有機溶媒の存在下では、既存の生体触媒（酵

素・微生物）を用いることができない。有機溶媒存在下では酵素は不安定で容易に失活するた

めである。そこで、有機溶媒存在下でも失活しない有機溶媒耐性生体触媒が切望されている。

本研究では、酵素の有機溶媒耐性の原因解明とタンパク質工学的手法による新規有機溶媒耐性

酵素の開発および、および有機溶媒耐性酵素や有機溶媒耐性微生物を高効率で用いるための工

学的研究等、以下の項目について検討した。 

(1) 酵素の有機溶媒耐性の原因解明 

(2) 有機溶媒耐性付与が望まれる酵素の遺伝子の取得 

(3) 有機溶媒耐性酵素遺伝子の発現系の構築 

(4) タンパク質工学的手法による有用な基質特異性を有する有機溶媒耐性酵素の作成 

 
研究成果の概要（英文）： 

 
Enzymes are very good catalysts, because they effectively and specifically catalyze many 

kinds of reactions under mild conditions. Then they do not produce by-products and not consume a 
lot of energy. When enzyme are used as a catalyst in a chemical process, it is possible to reduce 
process steps, to increase yield, to reduce raw materials, waste materials, solvents, energy, 
equipment, utilities, production costs, environment pollution, and to increase profits and 
competitiveness. However, sometimes some advantages of enzymes become disadvantages. 
Although enzymes are active under mild condition, they are easily denatured and lose catalytic 
activity under extreme conditions, such as low pH, high pH and temperature, and also in the 
presence of organic solvents. Especially, although most fine chemicals are insoluble in water, they 
are soluble in organic solvents. Then organic solvent-tolerant enzymes are required as catalysts to 
produce fine chemicals. In this research, clarification of organic solvent-tolerance of enzymes and 
development of new organic solvent-tolerant enzymes using protein engineering were performed. 
The examined item in this research is as follows. 

(1) Understanding of the organic solvent-tolerance of enzyme 
(2) Gene cloning of the enzyme in which organic solvent tolerance is desired 
(3) Construction of the gene expression system of the organic solvent tolerant enzyme 
(4) Development of the organic solvent tolerant enzyme having useful substrate specificity by 

the protein engineering 
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１．研究開始当初の背景 

経済的、社会的、および環境的に十分な配

慮が要求される先進国の化学産業では製品

単価の安いバルク製品から製品単価の高い

機能性製品や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、また、

極めて純度の高いものが必要とされる。一つ

一つのファインケミカル製品の生産量は、バ

ルク製品に比べ遙かに少量であるが、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。ファ

インケミカル製品当たりの資源・エネルギー

や廃棄物の量はバルク製品の数十倍にもな

ることも珍しくない。さらに、ファインケミ

カル製品の種類は極めて多いため、全ファイ

ンケミカル製品の製造に必要な資源・エネル

ギーや廃棄物の量は莫大である。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。 
 
２．研究の目的 

日本を始めとする先進国における化学産
業はバルク製品の製造から、より付加価値の
高いファインケミカル製品の製造に移行し
ている。これらのファインケミカル製品の製
造の触媒として基質特異性の高い酵素を利
用することは、環境調和型の化学プロセスを
構築する上で大変有用である。しかしながら、
ファインケミカル製品の多くは難水溶性の

化合物であり、高効率に製造するために用い
られる有機溶媒存在下では酵素は容易に変
性し、その触媒機能を喪失する。本研究では、
酵素の有機溶媒耐性の要因を検討し、有機溶
媒耐性生体触媒の創製に必要な知見を得る
と共に、それらの知見を基にして、有機溶媒
耐性生体触媒を創製する。 
 
３．研究の方法 
(1) 酵素の有機溶媒耐性の原因解明 
タンパク質工学的に有機溶媒耐性酵素を

開発する、あるいは、有用な基質特異性を有
した酵素への有機溶媒耐性付与を行うため
には、まず、酵素の有機溶媒耐性の原因を解
明することが重要ある。そのためには、有機
溶媒耐性酵素と既存の酵素を比較すること、
あるいは有機溶媒耐性酵素を基に酵素の有
機溶媒耐性の原因を解明することが最も効
果的である。現在のところ、研究代表者が見
出した有機溶媒耐性酵素と同程度あるいは
それ以上の有機溶媒耐性を有する酵素の発
見に関する報告はない。そこで、比較生物学
的手法や分子進化工学的手法による酵素の
有機溶媒耐性に関与する部位・領域を同定す
る。 
(2)有機溶媒耐性付与が望まれる酵素の遺伝
子の取得 
新たな有機溶媒耐性酵素の創製を目指し、

補酵素を必要としない酸化還元酵素遺伝子
の取得を試みる。 
 (3) 有機溶媒耐性酵素遺伝子の発現系の構
築 
リパーゼは難水溶性の脂質のエステル結

合を加水分解する酵素である。また、水分濃
度が低い場合には、その逆反応が進行し、機
能性食品油やバイオディーゼルなどの合成
に利用される。これらリパーゼの基質は難水
溶性であることや、水分濃度を低くするため
に、リパーゼの反応は有機溶媒存在下で用い



られることが多い。一般の酵素は有機溶媒存
在下で容易に変性し、その触媒機能を喪失す
るが、有機溶媒耐性リパーゼを産生する有機
溶媒耐性微生物が取得されている。 

しかしながら、本微生物の有機溶媒耐性リ
パーゼの生産性はあまり高くないため、有機
溶媒耐性リパーゼの大量取得を目的とした
生産株としては必ずしも最適ではない。高効
率な多量取得には異種宿主とした高発現系
の構築を試みる。 
(4)タンパク質工学的手法による有用な基質
特異性を有する有機溶媒耐性酵素の作成 

有機溶媒存在下ではプロテアーゼを用い
た場合、加水分解の逆反応が可能となり、ペ
プチド合成反応が可能となる。例えば、年間
世界で 1 万 5000 トン製造されているアスパ
ルテームの前駆体は有機溶媒存在下でサー
モライシンを用いることにより、製造可能で
ある。しかし、サーモライシンの有機溶媒存
在下での安定性は低い。一方、有機溶媒耐性
微生物 Pseudomonas aeruginosa PST-01 株由
来の PST-01 プロテアーゼは有機溶媒存在下
で安定であるが、アスパルテームの前駆体の
合成活性はサーモライシンほど高くない。こ
れは、それぞれの酵素の基質特異性が異なる
ことに起因すると考えられる。高い有機溶媒
耐性を有し、アスパルテーム前駆体合成活性
に優れた高い酵素を開発する。 
 
４．研究成果 
(1) 酵素の有機溶媒耐性の原因解明 

有 機 溶 媒 耐 性 微 生 物 Pseudomonas 
aeruginosa LST-03 株由来の LST-03 リパーゼ
遺伝子にランダム変異を誘発し、有機溶媒耐
性の異なるリパーゼの取得を試みた。その結
果、有機溶媒耐性が向上した数種の変異リパ
ーゼの取得に成功した。 
これらの変異リパーゼの変異箇所を同定

したところ、これらの変異酵素には複数の変
異が導入されおり、変異には共通するいくつ
かの特徴が見出された。また、部位特異的変
異により、単一の変異を有する変異リパーゼ
を種々作成し、有機溶媒耐性に関与する部
位・領域を同定した。また、計算科学的手法
を用いて、有機溶媒耐性向上の理由について
も考察した。 
(2)有機溶媒耐性付与が望まれる酵素の遺伝
子の取得 

高価な補酵素等を必要とせずに、反応性の
高いハロゲン化中間体を合成する酸化還元
酵 素 の １ つ で あ る Streptomyces 
aureofaciens ATCC 10762 株由来の非金属型
ブロモペルオキシダーゼを選択し、当該遺伝
子をクローニングや異種宿主での発現系を
構築した。また、本遺伝子の発現や遺伝子産
物の精製手法を確立するとともに、当該酵素
の活性や安定性等の諸性質について検討し、

産業酵素としての有用性を評価した。 
(3) 有機溶媒耐性酵素遺伝子の発現系の構
築 
有 機 溶 媒 耐 性 微 生 物 Pseudomonas 

aeruginosa LST-03 株が産生する有機溶媒耐
性リパーゼ遺伝子をクローニングし、発現機
構を検討したところ、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
伝子が存在しており、リパーゼの活性発現に
は分子シャペロンが必要であることがわか
った。そこで、次の項目について検討し、成
果を得た。 
①大腸菌で高発現を達成するプラスミドの
構築 
強力な大腸菌プロモーターの下流に有機

溶媒耐性リパーゼ遺伝子を配するとともに、
高発現が達成されるよう遺伝子を改変した。
また、分子シャペロンの発現系も構築した。 
②発現したタンパク質の可溶化と高純度化
に関する検討 
発現したタンパク質の局在を調べると共

に、高効率な可溶化と高純度なタンパク質の
取得法を検討した。 
③分子シャペロンを用いた有機溶媒耐性リ
パーゼの活性化 
分子シャペロンを用いた有機溶媒耐性リ

パーゼの高効率活性化条件について検討し
た。 
(4)タンパク質工学的手法による有用な基質
特異性を有する有機溶媒耐性酵素の作成 
酵素の基質特異性は酵素の活性中心の構

造に依存するので、有機溶媒耐性微生物
Pseudomonas aeruginosa PST-01 株由来の
PST-01 プロテアーゼとサーモライシンの活
性中心の構造を比較し、アスパルテーム前駆
体合成活性に及ぼすプロテアーゼの活性中
心付近の構造について検討した。その検討結
果を基に、PST-01 プロテアーゼの活性中心の
アミノ酸を部位特異的変異導入により改変
し、高い有機溶媒耐性を有し、アスパルテー
ム前駆体合成活性に優れた高い酵素を開発
に成功した。 
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