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研究成果の概要（和文）：超臨界二酸化炭素中での Geotrichum candidum 由来の新規アルコール

脱水素酵素による酸化還元反応の検討を行った。また、本反応に関与する２種類の酵素の単離

精製に成功し、諸性質の解明を行った。１種類については、ほぼすべての DNA 配列を決定する

ことができた。さらに、酵素の固定化法の検討を行い、超臨界二酸化炭素存在下での酵素の安

定性を大幅に向上させことに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Oxidation and reduction reactions by Geotrichum candidum in 

supercritical carbon dioxide (scCO2) were examined.  The isolation and purification of 

two kinds of enzymes catalyzing the reactions were also conducted.  Furthermore, the 

enzyme were successfully stabilized by immobilization for the use in the presence of 

scCO2. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）申請者は、以前にチチカビ由来のアル

コール脱水素酵素を超臨界二酸化炭素中で

用いる不斉還元反応の初歩的な研究を始め

ていた。また、脱炭酸酵素の逆反応を利用す

る二酸化炭素の固定化反応や、リパーゼを超

臨界二酸化炭素中で用いる研究を通して、系

統的に超臨界二酸化炭素の中でどのような

酵素が効率的に用いることができるのかを

検討する必要性を感じ、本研究を開始した。 

（２）超臨界流体中での酵素反応の研究は例

が少なく、アルコール脱水素酵素を用いる研

究は非常に独創性の高いものであり、本分野

の研究が待ち望まれているため、本研究を開

始した。 

 
２．研究の目的 

（１）チチカビ中には、アセトフェノン誘導

体を立体選択的に還元し、光学活性アルコー

ルを生成する酸化還元酵素が、２種存在する。

それらは NADH 及び NADPH 依存性で、広い基

質特異性を有しており、さらに基質中のフッ

素置換数を認識し、また、それぞれ異なった

高い立体選択性を示す、優れた酵素である。

本研究では、それらの酵素を超臨界流体中で

用い、さまざまな合成反応へ応用することを

目的とする。 

（２）これらの酵素の生化学的な特性や基質

認識の機構などを明らかにし、また大量発現

系を構築することで、より自在な超臨界二酸

化炭素中での不斉還元反応の開発を行うこ

とが本研究の目的である。 

（３）フッ素官能基を含む光学活性化合物は

医薬品や液晶の材料として用いられており、

それらを高立体選択的に合成する技術は非

常に有用である。現在、これらは主に化学的

な合成法により生産されているが、既存の手

法では多大なエネルギーを必要とし、環境へ

の負荷が大きい。また、より高い立体選択性

を実現できる高効率なプロセスの開発が求

められている。そこで、本研究では、これら

の問題を解決する手段として、酵素を超臨界

流体中で用いた光学活性物質の合成法を研

究し、含フッ素光学活性化合物の新たな合成

法の構築を目指している。 
 
３．研究の方法 

（１）超臨界二酸化炭素中で使用する酵素の

大量発現を行うために、最初にチチカビの乾

燥菌体から二種のアルコール脱水素酵素を

硫安分画(30-70%)及び各種クロマトグラフ

ィー(HQ:強アニオン交換カラム、HP:疎水カ

ラム、Blue:アフィニティーカラム、

ResouceQ:アニオン交換カラム、HAP:ハイド

ロキシアパタイトカラム、Gel:ゲルろ過カラ

ム)により単離精製した。 

（２）精製した酵素を用いて諸性質の検討

（反応至適ｐH、反応至適温度、ｐＨ安定性、

熱安定性、阻害剤および金属イオンによる活

性への影響、基質特異性、速度論的解析）を

行い、さらに N末端アミノ酸配列および内部

アミノ酸配列を決定した。 

（３）超臨界二酸化炭素中の反応に適する酵

素の固定化法を見出すため、さまざまな固定

化の方法を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）単離精製の結果、NADH 依存酵素が回収

率 7.1%, NADPH 依存酵素が回収率 5.0%で、121

倍, 131 倍に精製された。また、NADH 依存酵

素については、内部アミノ酸配列の決定にも

成功した。 



Fig.1  Immobilization by Toyonite-200AGA-PEI. 

（２）アセトフェノン還元酵素の N末端アミ

ノ酸配列は１２残基は XGKVPETXKGYVFT と決

定された。FASTA分析により、10アミノ酸は、

Saccharomyces bayanus 由来のアルコール脱

水素酵素１と 80％の類似を示し、Geotrichum 

capitatum 由来の N-benzyl-3-pyrrolidinol 

脱水素酵素ともいくつかの一致もみられた。 

内部配列の１５残基は AENRTNYGLGYPGGYと決

定され、その配列は FASTA 分析によって、13

アミノ酸は Geotrichum capitatum 由来の

N-benzyl-3-pyrrolidinol 脱水素酵素と、

69％の同一性を示した。さらにこの酵素をコ

ードするＤＮＡ配列のほぼ全てを決定する

ことができた。このＤＮＡ配列をＦＡＳＴＡ

による相同性検索を行ったところ 

Ｇ. capitatum 由来の 

Ｎ-benzyl-3-pyrrolidinol 還元酵素と, 

６２％の相同性を示した。 

（３）アセトフェノン還元酵素をイオン交換

樹脂に固定化し、ケトンの不斉還元反応を行

ったところ、固定化前よりもエナンチオ選択

性、耐熱性、耐酸性、及び耐アルカリ性が向

上し、超臨界二酸化炭素中でも高い不斉収率

を維持できることも確認できた。さらに超臨

界二酸化炭素中で使用した固定化酵素でも

数回の再利用が可能であった。このように生

体触媒を用いた二酸化炭素を原料とする反

応の効率化、光学活性体の合成に成功した。 

（４）フルオロケトン還元酵素は収率 5.0％、

131 倍に精製、単離された。分子量を測定し

た結果、ヘテロ二量体であると思われる。速

度論的解析により、本酵素はジフルオロメチ

ル基>トリフルオロメチル基＞モノフルオロ

メチル基の順に Vmax および kcat/Km が高い

ことがわかった。内部配列の解析のため、ペ

プチドシークエンサや MALDI-TOF-MASによる

分析を試みたが、既知の酸化還元酵素などと

の相同性の一致が見られず、本酵素は新規酵

素である可能性が高いと考えられる。 

（５）フルオロケトン還元酵素を、補酵素で

あるＮＡＤＰＨを再生する

Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase ととも

に固定化した。セラミック担体である

Toyonite-200A にアルデヒド基を付加した担

体（Toyonite-200AGA）、さらにリニアーモノ

マーである Polyethylenimine を付加した担

体（Toyonite-200AGA-PEI）（Fig. 1）のそれ

ぞれを用いることで固定化に成功した。特に

Toyonite-200AGA-PEI を用いた固定化法によ

り、pH 安定性と熱安定性が向上した。 

（６）固定化フルオロケトン還元酵素の高圧

CO2条件下での安定性を評価したところ、

Toyonite-200AGAに固定化したものでは安定

性に改善がみられたが、10MPaにおいては固

定化していない酵素と同じように失活して

しまった。一方、Toyonite-200AGA-PEIに固

定化したものは、圧力に対して非常に高い安

定性を示し、臨界点7.3MPa以上の条件下では

固定化していない酵素と比較して酵素の安

定性が著しく向上しており、超臨界CO2中での

酵素利用への可能性を高めることができた。 

Toyonite-200AGA 
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