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研究成果の概要（和文）：環境にやさしく危険を伴わない、酸化・還元反応を開発することを目的として研究を行った
。その結果、Fusarium sp.由来のバイヤー・ビリター酸化酵素やGeotrichum candidum由来の還元酵素を、大腸菌によ
り大量発現して用いると、効率が良く、爆発など危険性がない反応を行えることを見出した。さらに、両酵素ともに、
基質特異性が広く、立体選択性が高いことを見出した。非常に不斉合成が難しいとされている基質の反応においても、
高い立体選択性を達成できた。Geotrichum candidum由来の還元酵素については、構造の予測も行った。

研究成果の概要（英文）：The oxidation and reduction reactions with risk-free reaction conditions were 
developed. The overexpressed enzymes (oxidase from Fusarium and reductase from Geotrichum candidum) using 
E-coli were used for the reactions, resulting in the very high efficiencies. Both enzymes have very wide 
substrate specificities, and excellent enantioselectivities. Especially, biotransformations of the 
challenging substrates for asymmetric synthesis were found to be also successful. Moreover, the structure 
of the G. candidum reductase was investigated by modeling and X-ray crystal structure determination to 
examine the mechanism to succeed in the excellent enantioselectivity.

研究分野：グリーン・環境化学

キーワード： グリーンケミストリー　酵素
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１．研究開始当初の背景 
 
 有機合成は、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、酸化還元を伴う有機合成には爆
発の恐れがある危険な試薬を用いる場合が
あり、安全な方法の開発が待ち望まれてい
る。また、災害などの想定外の事故が発生
した場合においても、人体や環境への影響が、
できるだけ少ないことも重要である。 
 
２．研究の目的 
 
 環境にやさしく安全な持続的社会の構築
のために、本研究では、有機合成反応の中
でも重要とされる酸化還元反応をターゲッ
トとし、医農薬の材料となる光学活性体の新
規合成法の確立を目指す。通常の酸化還元反
応では、表１に示すように、危険性の高い原
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反応が一般的である。
様々な危険要因を改善するため、本研究で
は、自然界に多数存在し、しかも安全であ
る物質を原材料に用い、安全な有機合成反応
を確立することを目的とする。  
 
表１ 通常の化学試薬を使用する反応の問
題点および本研究により利用可能となる環
境にやさしい反応で用いる酸化剤、還元剤、
触媒、および溶媒 
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３．研究の方法 
 
(1)酸化反応 
 酵素を用いる環境にやさしく安全な酸化
反応を構築するために、具体的には、図１に
示すバイヤー・ビリガー酸化反応の検討を行
った。バイヤー・ビリガー酸化反応とはケト
ンからエステルを合成する反応であるが、本
反応に用いる代表的な化学試薬としては、 

mCPBA(m-クロロ過安息香酸)などの過酸があ
げられ、爆発性である。本研究では、新規バ
イヤービリガー酸化酵素を用いる研究を行
った。本酵素は、空気中の酸素を酸化剤とし
て用いる。具体的には、Fusarium sp.由来の
バイヤービリガー酸化酵素を用いた。基質と
しては、環状や鎖状の様々なケトンを用いた。 
 
(2)還元反応 
 また、酵素を用いる環境にやさしく安全な
還元反応を構築するために、具体的には、図
2 に示すケトンのアルコールへの不斉還元反
応の検討を行った。酵素としては、チチカ
ビ(Geotrichum candidum)由来のアセトフェ
ノン還元酵素(APRD)を用いる反応を検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) 酸化反応 
 本研究では、Fusarium sp.由来のバイヤ
ー・ビリガー酸化酵素による酸化反応の研究
を行った。酸化剤としては、空気中の酸素を
酸化剤として用いた。Fusarium sp.から本酵
素を大量に得るために培養条件の検討を行
った。最初に、培養期間を最適化した。また、
さまざまな炭素源を検討した。その結果、菌
体の増殖には、グルコースなどの通常の炭素
源を用いることが可能であるが、酵素の誘導
には、アセトンが最も適する事を見い出した。
アセトンがバイヤービリガー酸化反応を経
て、エネルギー源となっていることを確かめ
るために、D2O 中でアセトンを基質とした反
応を行ったところ、BV酸化による代謝の生成
物であるメタノールの生成が確認できた。 
 
 しかし、菌体反応は水中の反応であるた
め、疎水性基質の反応は効率が悪いことが
難点であった。また、Fusarium sp.によるバ
イヤー・ビリガー酸化酵素の誘導には時間が
かかることや、本菌体内に存在する他酵素に
より BV 酸化生成物が加水分解を受けてしま
うことも問題であった。本研究では、有機溶
媒を共溶媒とすることにより、疎水性基質の 

図１ 空気中の酸素を酸化剤とする酵素
によるバイヤー・ビリガー酸化反応 



反応の効率を向上できた。また、本酵素の大
腸菌を用いた発現系の構築を行った。さらに、
大量発現した酵素を用い、幅広いケトンを基
質として反応を行った。また、不斉炭素と
反応部位が離れている場合においても、高
い立体選択性で酸化反応が進行することを
見出した。さらに、スルフィドの酸化反応に
より光学活性なスルフォキシドを合成する
反応も検討した結果、高い立体選択性で反
応が進行することを見出した。  
(2) 還元反応 
 本研究では、チチカビ(Geotrichum 
candidum)由来のアセトフェノン還元酵素
(APRD)酵素による不斉還元反応の研究を行
った。これまでに、芳香族及び脂肪族のケト
ンを還元し、その立体選択性が高いことを
見出しており、本研究により、高い立体選
択性で還元することが難しいとされている
小さな脂肪族を基質として、諸性質を検討
した。基質特異性を調べた結果、メチルケ
トンを選択的に還元することが分かった。ま
た、温度の影響 を検討した結果、50°Cで最
も高い不斉収率が得られた。 
 さらに、モデリングにより、酵素の立体 
構造を推測し、部位特異的な変異を導入し
た。さらに、基質結合サイトの近傍のみな
らず、基質結合サイトからは離れているが
酵素の効率に影響をおよぼすと予想される
部位を予測し、効率的な酵素をシミュレー
ションにより得た。また、実際に実験によ
り酵素を調製し、アセトフェノンをモデル
基質をとして用いて還元活性を測定し、よ
り効率的な酵素反応を開発できた。 
 
 以上をまとめると、本研究では、環境にや
さしく危険を伴わない、酸化・還元反応を開
発することを目的として研究を行った。その
結果、Fusarium sp.由来のバイヤー・ビリガ
ー酸化酵素や Geotrichum candidum 由来の還
元酵素を、大腸菌により大量発現して用いる
と、効率が良く、爆発の危険性がない反応を

行えることを見出した。今後、本反応のス
ケールアップに関する検討を行い、幅広い
天然物や生理活性物質などの有機合成反応
に応用できるように研究を進める予定であ
る。 
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