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研究成果の概要（和文）：基質の分子設計、スクリーニング両面を重視し、新機能、特色を持つ

酵素反応を探索した。中間体の大量供給を可能とする実用的合成経路についても検討した。具

体的成果として、グリカール誘導体の位置選択的脱保護を可能にする加水分解酵素、エポキシ

ドヒドロラーゼの新規機能開拓や評価、遠隔位不斉中心を識別するリパーゼ触媒のプローブに

ついて検討し、シアリダーゼ阻害剤や微量分析試薬の新合成法開拓に貢献した。 
 
研究成果の概要（英文）：On the screening of biocatalysts for the key steps in the total synthetic 
schemes, molecular design of substrates for enzyme-catalyzed reactions was thoroughly elaborated.  
Practical synthetic schemes themselves approaching key intermediates were also studied.  As the 
results, three major methods for preparation were achieved: 1) the exploration of hydrolyzing enzymes 
which regioselectively treat the hydroxy and acyloxy groups in glycal derivatives; 2) development of 
new functions of an epoxide hydrolase through the substrate specificity study; 3) synthesis of the unique 
fluorine-containing aromatic substances which probe the recognition of remote chirality in the catalytic 
site of lipases.  Based on them, novel and expeditious synthetic routes for sialidase inhibitors and a 
chiral analyzing agent for trace amount of biomolecules were established. 
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１．研究開始当初の背景 
希少な触媒資源を散逸的に消費し、また石油
などの化石燃料を基盤とするような化学合
成は、生命活動そのものに伴う触媒作用や生
産物によって代替してゆくことが、長期的視
点に立てば人類に課せられた大きな命題で
ある。 

 
２．研究の目的 
酵素反応は、常温常圧において高い触媒活性
および選択性を示すため、有用物質の合成に
おいてエネルギーの節約という観点から重
要である。しかし、出発物質となる物質のう
ち、天然資源由来の糖質やアミノ酸類などは、
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多官能性ゆえ、そのままでは有機溶媒中での
合成化学の基質として用いることができな
いものが多い。高選択性、反応性とはうらは
らに、｢基質特異性｣の制約に由来する応用範
囲の狭さが当然付随する。本研究課題では、
微生物酵素触媒と有機合成を相補的に活用
する有用物質生産プロセスの開発を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
本課題期間では、生体内で重要な情報伝達を
担う生物活性天然有機化合物、複合糖質関連
化合物を主たる標的物質とし、天然界から動
植物の生物生産によって容易かつ大量に得
られる原料や発酵生産産物などに出発原料
を求め、資源効率のよい合成を試みた。合成
の鍵段階は、新しい機能、特色を持つ酵素（生
物資源触媒）反応であり、これを探索開拓し
た。酵素触媒の基質の分子設計、および新規
酵素のスクリーニングという両方の側面が
重要である。さらに、標的化合物そのものや、
合成中間体の大量供給を可能とする実用的
な生産方法、合成経路についても徹底的に検
討した。 
 
４．研究成果 
平成20年度： 
グリカール誘導体の位置選択的脱保護を可能

にする、加水分解酵素の探索について、以下

に示す検討を行った。トリアセチル-D-グルカ
ールは、グルコースより２段階で合成可能、

しかも1,2位を修飾することができる化合物
であり、さまざまな2-アミノ糖類への変換が
期待できる。しかし、それには３箇所のアセ

チル基を位置選択的に脱保護し、反応性の官

能基を導入する必要があり、従来報告されて

いる事例は、非常に多くの工程を要するもの

ばかりである。 
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そこで、N-アセチル-D-マンノサミン、N-アセ
チル-D-ガラクトサミン糖などを究極の標的
物質とし、出発段階としてトリアセチル-D-

グルカールの3位及び4-位のアセチル基を選
択的に加水分解できる酵素を探索した。 
 
平成21年度： 
枯草菌エポキシドヒドロラーゼは、ラセミ体

1-ベンジルオキシメチル-1-メチルオキシラン
を基質として、鏡像選択的に加水分解する酵

素である。有用物質合成への応用を指向し、

広汎な基質を設計して、反応性および鏡像選

択性を検討した。具体的には、上記化合物の

1-位メチル基を異なる位置に移動したもの、
削除したもの、メチル基をヒドロキシメチル

基、メトキシカルボニル基、ホルミル基など

に変換した物質を合成、基質とした上で、酵

素反応を検討した。まず、fast isomer（反応が
より速い鏡像異性体）では、付け根のメチル

基を欠き立体障害を減らすと、より酵素に対

する親和性が上がると推定したにもかかわら

ず、かえって反応性が低くなった。この反応

は酵素内で、アスパラギン酸由来のカルボキ

シラートイオンがエポキシド末端に求核攻撃

するところから反応が始まると考えられてい

る。第三級エポキシドのメチル基の立体障害

が消失した基質では、活性中心内で回転の自

由度が大きく、この回転によりfast isomerであ
る(S)-体が、反応点が遠ざかるため反応性低下
が低下、一方slow isomerである(R)-体への求核
攻撃は容易になり、上記2つの要因があわさっ
て結果的に選択性が低下したと結論した。 
第三級エポキシドの構造を残したままで、メ

チル基を冒頭に述べたような極性官能基に変

換した基質でも、やはり反応速度の低下がみ

られた。しかし、ビニル基やアルキニル基で

は良好な選択性をもって反応が進行、得られ

た化合物は再結晶により純粋な鏡像体を得る

ことができた。トリス（ヒドロキシメチル）

メタノールを非対称に保護したキラルシント

ンの前駆体として有用である。 
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平成22年度： 
生体内で脂肪の消化酵素として働き、油脂交

換やバイオディーゼル製造などで産業上も広

く使われているリパーゼは、本来トリグリセ

リドを基質として作用する。幅広い基質特異



性と高い位置・立体選択性、という両立しに

くい性質を併せ持つという特徴を有すること

から、基質と酵素の活性中心は単純な「鍵と

鍵穴」の関係とは言い難い。アシロキシ置換

基が手前側に向いたタイプの立体配置を持つ

分子は、その鏡像異性体に比べ加水分解に対

する反応性が高い。Lの立体的にかさ高い置換
基は、長鎖アルキル基に留まらず、ステロイ

ド骨格や多環性芳香族など、幅広い種類でし

かもサイズの大きいものがリパーゼの活性中

心近傍に収容される。 
このことから鍵穴（基底状態）には両鏡像体

の分子ともに入るが、鍵を回してE-S complex
の遷移状態を超えようとする際、両鏡像体間

でエネルギーの高さに差が生じるという機構

が依馬らによって提唱され、実際に、Km, 
Vmax (kcat)の値の差に反映されている。 
本研究費受領者はリパーゼの示す鏡像体間
の速度差を利用し、大類・西田によりキラル
誘導分析試薬として開発された、TBMBカル
ボン酸の鏡像異性体を分離することに成功
した。本研究では、ラセミ体の合成基質が典
型的な第二級アセタートとして、ヘテロ芳香
環が L、トリフルオロメチル基が S置換基と
して認識された。ところが、反応が本来早い
はずの 1S’立体異性体であっても、Candida 
antarctica リパーゼを用いたエステル交換反
応の速度は、遠隔位である第四級アセタール
内の 2位の立体化学の影響を受けるというユ
ニークな現象を見出し、速度論解析とドッキ
ングスタディによりその原因を探索した。 
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