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研究成果の概要（和文）：タミフル製造に重要な原料であるシキミ酸の製造法には幾多の隘路

があった。研究代表者はこれを克服するために、糸状菌と酢酸菌の酵素系を利用することを目

的に研究を始めた。その結果、コーヒー粕からキナ酸を大量に得て、キナ酸は新規な酢酸菌触

媒によって、高速・高効率にシキミ酸へ変換される系を完成させた。 
 
研究成果の概要（英文）：A novel strategy preparing high shikimic acid with high efficiency with 
developed microbial enzymes from fungi and acetic acid bacteria has finally completed during three 
years of investigation supported by this grant. Coffee pulp koji facilitated strong formation of 
chlorogenic acid hydrolase and yielded quinic acid from coffee pulp easier than any other methods so far 
reported. Quinic acid was converted by two enzyme systems of acetic acid bacteria, oxidative 
fermentation of 3-dehydroshikimate from quinic acid and asymmetric reduction yielding shikimic acid 
from 3-dehydroshikimate were so successful. The fruitful outcomes in this project must help people 
from pandemic flu through plentiful supply of Tamiflu synthesized from shikimic acid provided in this 
project. 
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１．研究開始当初の背景 
 抗インフルエンザウイルス剤として知ら
れているタミフル合成には、シキミ酸が必須
な原料である。しかしながら、タミフルの世
界的備蓄を実現して、人々をインフルエンザ
から守るには、原料となるシキミ酸の供給法
が最大の隘路となっていた。研究代表者らは、

この問題の解決のために、酸化発酵によって
キナ酸からシキミ酸を製造する全く新規な
技術開発を目指した。さらに、キナ酸の給源
としてクロロゲン酸を多量に含む農産食品
産業廃棄物のコーヒー粕に着目して、キナ酸
の円滑な供給も視野に入れた研究によって、
この難局を克服することができると考えた。 
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２．研究の目的 
 コーヒー粕から効率よくキナ酸を製造し
て、それを酢酸菌の酸化発酵系で 3-デヒドロ
シキミ酸(DSA)へ変換する。次に、DSA を同
じ酢酸菌の細胞質のシキミ酸脱水素酵素
(GDH)によってシキミ酸へ変換することを
目的として、３年間の研究が開始された。 
 
３．研究の方法 
 上記の研究目的は図１に示すように、３つ
に分けられる。（１）コーヒー粕からキナ酸
を製造する。（２）キナ酸を DSA へ酸化発酵
によって変換する。（３）DSA からシキミ酸
を不斉還元酵素法によって製造する。 
研究を始めるまでに、上記の３つの方法への
準備は既に十分にできていた。 
 

図 １本研究を構成する３つの反応 
 
４．研究成果 
（１）コーヒー粕からキナ酸の製造 
 我が国の伝統的な麹技術をコーヒー粕に
応用した。コーヒー粕に生育できる多数の微
生物を探索して、Aspgergillus sojae AKU 
3012 を選択した。図２には A. sojae による
コーヒー粕麹を示した。選ばれた菌株は強力
なクロロゲン酸加水分解酵素(CHase)を生産 
 

図 ２ 調製されたコーヒー粕麹 
 
し、コーヒー粕や適宜使用したインスタント

コーヒー粉末に作用させると、キナ酸とカフ
ェ酸を生成した。両者は容易にイオン交換ク
ロマトグラフィーによって分けることがで
きた。特筆されることは、コーヒー粕麹を摂
氏 60 度で 30 分熱処理しても、CHase 活性
は損なわれないが、カビの繁殖力や胞子の発
芽力は停止して、コーヒー粕粒子の表面に
CHase が活性な状態で付着した、一種の固定
化微生物触媒となった。コーヒー粕麹による
コーヒー粕を対象としたキナ酸の製造にお
いて、処理するコーヒー粕の量が多ければ多
いほど、コーヒー粕麹は真価を発揮すること
となって、未利用なまま放置されていたコー
ヒー粕の有効利用へ道が開かれた。 
 
（２）酸化発酵によるキナ酸から DSA の製
造 
 酢酸菌 Gluconobacter oxydans IFO 3244
の細胞膜に存在する PQQ を補酵素とするキ
ナ酸脱水素酵素(QDH)と、同じ細胞膜に存在
するデヒドロキナ酸デヒドラターゼ(mDQD)
の作用で、キナ酸を DSA へ変換する。この
反応は、微酸性域では mDQD が作用しない
ために、キナ酸の酸化反応物として DQA が
蓄積される。しかし、反応の pH を中性〜微
塩基性に保つと、mDQD が良好に作用して、
DQAを蓄積することなく全てDSAへ変換さ
れ、反応液中に蓄積される(図３)。生成した
反応生成物が一挙に消費されることなく、培
養液中や反応液中に安定に蓄積されるのが 
酸化発酵の最大の特徴である。 
 

図 ３さまざまな pH での反応液のペーパー 
クロマトグラフィーによる解析結果 
 
 上記の結果をもとにキナ酸から DSA の大
量かつ高速・高効率製造法を開発するために、
酢酸菌細胞膜を固定化触媒として試験した。
反応装置と結果を図４に示したように、キナ
酸の高濃度仕込みが可能になり、約 36 時間
の反応語、収率 100%でキナ酸から DSA が生
成された。反応液の分離もナイロンネットで
固定化触媒をすくいあげるという簡便さ操
作で達成され、高価な遠心分離機を稼働させ



 

 

る必要もなかった。触媒濃度を高め、通気撹
拌するだけで理論値の DSA が製造できるこ
とが判明した。本研究の最終目的はシキミ酸 
の製造にあるが、この段階で生成されたDQA
と DSA それら自体、アジア・アフリカで勢
いを取り戻して蔓延している結核やマラリ
アの新規な薬剤として利用できることから、
研究代表者へ世界各国の医療・製薬研究機関
から試料提供の依頼が今なお続いている状
況にある。DQA と DSA の大量生成法が確立
されていなかったために、重要な用途があり
ながら、市販されていないこれら二つの代謝
中間体の製造供給も可能な状況になってき
たことは、本研究の大きな副産物である。 
 

図 ４ 固定化細胞膜による DSA の生成反応
の外観と反応時間による DSA 生成経過 
 
（３）不斉還元酵素系による DSA からシキ
ミ酸の製造 
 同じG. oxydans IFO 3244の細胞質に存在
する NADP-依存性シキミ酸脱水素酵素
(SKDH)を NADPH 存在下に作用させて、
DSA をシキミ酸へ変換する工程である。
SKDH によって NADPH は NADP へ酸化さ
れ、DSA はシキミ酸へ還元される。ここで
NADP を再び NADPH へ再生する系がなけ
れば、シキミ酸生成は不可能になる。 
 ここで、同じ酢酸菌の細胞質に存在する
NADP-依存性グルコース脱水素酵素(GDH)
を高濃度グルコース及び微量の NADP と共
存させることで、図５に図示したように円滑
な NADPH の連続的供給を考えた。SKDH
と GDH の反応特性を図 ５−A に示したよう
に、SKDH による DSA の還元反応による
NADP 生成の至適 pH と、GDH によるグル
コースの酸化反応による NADPH 生成の至
適 pH は中性 pH 付近に見られた。そこで、
この不斉還元酵素系による DSA からシキミ
酸の製造を試験した結果、図５−B に示すよ
うに、pH7 にシキミ酸生成の至適 pH が存在
することを明らかにした。上記の結果をさま 
                  図

５不斉還元反応による NADPH 再生系と 
その反応の至適 pH 
 
ざまな観点から検証した結果を図６に示し
た。反応液を経時的にペーパークロマトグラ
フィーによって分析すると同時に、反応液中
に生成したシキミ酸量を SKDH によって別
途に定量した結果を図６の左上と左下に示
した。さらに、さまざまな DSA の仕込み量
によってシキミ酸の生成が定量的に進行・完
了することも明らかになった(図６の右)。 
 

図６不斉還元酵素系による DSA からシキミ
酸の製造試験 
 
 上記の通り、DSA からシキミ酸が高収率で
得られることが明らかになったので、この不
斉還元酵素系の固定触媒化によるシキミ酸
製造の一層の効率化を目指した。表１に結果
を要約したように、親和性結合、イオン結合、
包括法、包埋法、及び物理的吸着法などで試
験した。イオン交換体やアパタイトを担体と
してクロマトカラムに充填して行うと、その
反応効率は 60%に低下したが、反応液を循環
させることで、仕込んだ DSA は全てシキミ
酸へ変換された。反応液のイオン強度が 0.15
を超えない限り、酵素の絡むからの漏出は起
きないし、酵素活性が低下して来ると、酵素 
を新規にカラムに追加することで、酵素活性
を補強することができた。また、固定化触媒
が不要になれば、高い塩を含む緩衝液を通す



 

 

ことで、結合していた酵素は無傷のまま回収
できる利点も判明した。近年性能が向上して
きた分子篩膜を使用すると、遊離の酵素液と
同じ反応速度でシキミ酸が得られた。SKDH
と GDH はともに Blue Dextran 2000 (BD)
ゲルに親和性を示すことを利用して酵素を
精製したことを、固定化触媒の調製にも応用
した。その結果、両酵素とも低濃度 BD（例
えば 0.15 μg/ml）で容易に固定化酵素に変換
できて、その酵素活性は遊離の酵素液と同等 
 

表 1 固定化した不斉還元共役反応によるシ
キミ酸製造試験結果の要約 
 
であった。BD の分子量は 2,000,000 である 
ため、反応液を pore size の大きな分子篩で
濾過しても、反応液中への酵素の漏出は見ら
れず、化学量論的収量で得られたシキミ酸の
み回収できる優れた実験結果を与えた。BD
によって固定化した触媒から酵素を回収す
るにも、高い塩を含む緩衝液と混合するだけ
で、固定化に使用した酵素は無傷な状態で回
収された。また、この不斉還元酵素系に投入
される基質は DSA に限定されているので、
使用する細胞質由来の酵素の純度が不十分
であっても、シキミ酸生成反応には何の悪影
響も及ぼさないことは、多くの高濃度不純物
の共生・混在が不可避な発酵法や合成法など
他のシキミ酸製造系には見られない特筆さ
れるべき特徴である。特に有機合成法では、
シキミ酸に３つの不斉点があるために、雑多
な異性体の副生は避けられないし、発酵法で
は本来の多段階の代謝系からなるシキミ酸
代謝経路を経由するために、深刻な代謝調節
が働いて期待通りのシキミ酸収量を達成す
ることは不可能に近い。しかし、本研究で得
られた結果は、シキミ酸経路を経由しない新
規な作戦で達成されたものであり、関係した
３つの反応系には、代謝調節による負の効果
は見られなかった。 
 
 
 
 

 
図 7 本研究の要約 
 
 本研究の結果を図 7 に要約した。本研究の
結果、研究代表者らの小さな設備で行った場
合でも、SKDH を 100 mg(酵素活性を低く見
積もっても 100 units/mg とすると)、固定化
した不斉還元系を１日稼働させると、2 kg 以
上のシキミ酸を容易に作ることができる。 
 このようにして、典型的な未利用農産食品
廃棄物であるコーヒー粕から、３段階の単純
な反応系で、高速・高効率にシキミ酸が製造
できるようになった。また、これまで入手不
能であった、DQA や DSA のような重要な用
途が期待されている代謝中間体も大量に供
給できる道が開かれたことの意義も大きい。 
 本研究成果は国際会議でも高く評価され、
発表論文等もインターネットサイトで幾多
の切り口から容易に検索できる状況を到来
させた。大きな社会的意義を擁した潜在的に
重要な問題の解決に立ち向かった本研究課
題を採択された、科研費配分審査委員諸氏の
慧眼に、研究代表者は深甚の謝意と敬意を表
する。 
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