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研究成果の概要（和文）：　本研究では、医農薬の材料などの生活に必要な物質を有機合成するために、空気中
の酸素や二酸化炭素などの安全で多量に存在する物質を有効利用する方法の研究開発を行った。特に、有機合成
反応の中でも重要とされる酸化還元反応などの研究を行った。また、反応を促進させるための触媒としては、自
然界で生体内の反応を促進する酵素を用いた。用いた酵素の種類は、アルコール脱水素酵素、バイヤービリガー
酸化酵素、リパーゼである。これらの多種類の酵素を用いる反応により、多段階の反応を行った。

研究成果の概要（英文）：In this research, we developed a method to effectively utilize substances 
which are safe and exist in large amounts, such as oxygen and carbon dioxide in the air for organic 
synthesis of necessary for daily life such as materials for pharmaceutical and agricultural 
chemicals. In particular, we conducted research on redox reactions, which are important among 
organic synthetic reactions. As a catalyst for promoting the reaction, an enzyme that promotes the 
reaction in the living body in nature was used. The types of enzymes used were alcohol 
dehydrogenase, Bayer-Villiger oxidase, and lipase. A multi-step reaction was performed by the 
reaction using these various kinds of enzymes.

研究分野：生物有機化学

キーワード： グリーンケミストリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
有機合成は、医薬品や汎用化学物質の生産などの幅広い分野で必要とされ、社会に貢献するところは非常に大き
い。しかし、現状では、有機合成には過酸化水素などの爆発の恐れがある危険な物質を用いる場合もあり、安全
な方法の開発が待ち望まれている。また、想定外の事故が発生した場合においても、環境への影響が少ないこと
も重要である。本研究では、安全な試薬、例えば、触媒としては酵素を、酸化剤としては空気中の酸素などを利
用し、さらに、多段階の反応の開発を行ったので、反応後の後処理の無駄が省け、安全な有機合成反応の開発が
できた。つまり、グリーンケミストリーの発展に大きく貢献できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
医薬品や汎用化学物質の持続的な生産は必要不可欠であり、それらのために、有機合成は
なくてはならない技術である。しかし、現状では突然の災害時などに工場の事故の原因となり
える爆発の恐れがある危険な物質を用いる場合もあり、安全な方法の開発が待ち望まれている。
さらに、廃棄物が最小限におさえられる反応が望ましい。有機合成を行うために溶媒は多量に
必要であり、枯渇資源由来のものではなく、環境にやさしい代替溶媒を利用するべきである。
そのため、安全で廃棄物をできる限り最小限におさえられる有機合成反応の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、有機合成により有用物質を合成するために、安全で多量に存在する空気中の
酸素や二酸化炭素などを有効利用する方法の開発を行う。また、触媒としては、酵素を利用す
る。さらに、多種類の酵素同時に用い、ワンポットで多段階の反応を行う。現状では、表１に
示すように、危険性が高い原材料や枯渇する恐れがある触媒や溶媒等を用いて有機合成を行う
場合がある。本研究では、この様々な危険要因を改善し、反応後の後処理の無駄を省くことに
より廃棄物を削減し、安全な有機合成反応を確立することで、グリーンケミストリーを発展さ
せ、未来社会に貢献することを目的とする。 

 

表 1 従来の反応の問題点と本研究でめざす反応の比較 
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３．研究の方法 
 
有用物質を有機合成するために、触媒として、アルコール脱水素酵素、バイヤービリガー
酸化酵素、リパーゼ用いた。ワンポットで多段階の反応を行った。溶媒としては、二酸化炭素
を用いた。また、酸化反応の酸化剤は空気中の酸素、還元反応の還元剤はアルコール (2−プロ
パノール)を用いた。 
 
3.1 アルコール脱水素酵素(Geotrichum candidum NBRC4597 由来のアセトフェノン還元酵素  
GcAPRD)による反応の検討 
野生型、および、基質特異性が向上した Trp288 変異体を触媒とした。大腸菌を用いて大量発現
したものを用い、基質特異性の検討や、固定化酵素の調製を行った。また、X 線結晶構造解析
およびシミュレーションにより、反応機構を検討した。 
 
3.2 バイヤービリガー酸化酵素（Fusarium sp.由来）による反応の検討 
本研究室でスクリーニングにより得た酵素を、大腸菌を用いて大量発現したものを用いた。本
酵素は、基質適応範囲が他の報告されている酵素とは異なるため希少価値が高い酵素である。
本酵素は、空気中の酸素を酸化剤としている。 
 
3.3 固定化 Candida anatarctica 由来のリパーゼ B（Novozyme 435）による反応の検討 
市販の“Novozyme 435”を用い、トランスエステル化反応を行った。溶媒（液体二酸化炭素お
よび通常の有機溶媒）やアシル供与体が、基質特異性に及ぼす影響を調べた。 
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４．研究成果 
 
2016 年度には３種の酵素反応の最適化を行い、2017 年度にはアルコール脱水素酵素および
リパーゼをワンポットで用いるための研究を行い、2018 年度にはアルコール脱水素酵素の研究
を重点的に行い、2019 年度は、さらに、アルコール脱水素酵素の立体選択性を詳しく調べた。
その結果、非常に興味深い結果が得られた。本報告書では、特に興味深い結果が得られた、ア
ルコール脱水素酵素の立体選択性の研究に焦点を当てて報告する。 
 
Geotrichum candidum 由来の野生型アルコール脱水素酵素による還元反応では、
Acetophenone 誘導体、tetralone 誘導体、脂肪族ケトンなどの幅広いケトンを基質として用い
る反応を検討した。その結果、非常に高い立体選択性で対応する S体のアルコールが得られる
事を見出した。図１a に示すようなアセトフェノンの還元反応では、カルボニル炭素の２つの
置換基（フェニル基とメチル基）の大きさは、大きく異なる。そのため、不斉還元反応は容易
である。しかし、図１bに示すような 3-hexanone の還元反応では、カルボニル炭素の２つの置
換基（エチル基とプロピル基）の大きさや性質の違いは、ほとんどない。そのため、不斉還元
反応は非常に困難である。本研究では、Acetophenone 誘導体のみならず、tetralone 誘導体や
脂肪族ケトンの不斉還元反応においても、非常に高い立体選択性で反応を進行させることに成
功した。例えば、3-ヘキサノン(エチルプロピルケトン)の還元反応では、>99%ee の対応する S
体のアルコールを得た(Figure 1b)。つまり、本酵素はエチル基とプロピル基を区別する能力を
有することが示された。 

 

図1 G. candidum由来のアルコール脱水素酵素（GcAPRD）による還元反応 

 
GcAPRD の変異体による還元反応では、Acetophenone 誘導体、tetralone 誘導体、脂肪

族ケトンなどを基質として用いた。１箇所のみのアミノ酸（Trp288）の変異によって、自然界
に多数存在する S体合成酵素を、 R体のアルコールを合成できる希少価値の高い酵素へと改変
した。図２には、アセトフェノン誘導体の還元反応の結果を示す。  

 

図2 アセトフェノン誘導体のG. candidum由来のアルコール脱水素酵素（GcAPRD）による還元反

応 

 

脂肪族ケトンの還元反応においては、本酵素の変異体（Trp288Ala など）による立体
選択性の逆転現象は、 ブチル基やペンチル基を持つケトンを用いる時に特異的に起こることを
見出した。つまり、１箇所の変異により作り出した特殊な基質結合部位には、 ブチル基および
ペンチル基基のみが結合することを見出した。このような基質結合部位は他には報告されてお
らず非常に稀である。さらに、より難しい嵩高い脂肪族ケトンを基質とする反応にも成功した。
例えば、GcAPRD Trp288Val により 4-オクタノン(ブチルペンチルケトン) を還元し、87% ee
の対応する R体のアルコールを得ている。つまり、本酵素はブチル基とペンチル基を区別する
能力を有することを見出した。 



 
 

X 線結晶構造解析により野生型 GcAPRD の構造を明らかにした。さらに、基質と酵素の
ドッキングシミュレーションにより、野生型や変異型 GcAPRD の広い基質特異性および高い立体
選択性の発現機構を明らかにした。本酵素は、全体的には既知の酵素と近い構造をしているも
のの、基質結合部位の Trp288 の方向が特異的であり、高い立体選択性に寄与していることを見
出した。野生型 GcAPRD の高い立体選択性の発現機構を明らかにするために、結晶構造と種々の
基質とのドッキングシミュレーションを行なった。Trp288と基質との相互作用がpro-S binding 
pose を安定化していると考えられる。一方、pro-R binding pose を取る場合には、反応が進行
しない位置に基質が存在することも見出した（図 1b）。さらに、変異体 GcAPRD の高い立体選択
性の発現機構を明らかにするために、モデル構造を作成し、種々の基質とのドッキングシミュ
レーションを行なった。野生型ではTrp288の後にあり隠れていたGly94と基質との相互作用が、
pro-R binding pose を安定化していると考えられる。 
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