
148 エネルギー・資源

資源・エネルギーから見たバイオテクノロジー先端技術

酸化反応プロセス代替バイオリアクター
Bioreactor for Oxidation Processes 

田 中 渥夫＊

Atsuo Tanaka 

1. はじめに

生物は様々な酸化還元反応を営なんでいるが．これ

らの反応を触媒する酸化還元酵素には．酸化型ヒ°リジ

ンヌクレオチド（ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ

ド． NAD+：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド

リン酸． NADP+)を水素受容体としたり．逆に還元型

ピリジンヌクレオチド(NADH,NADPH)を水素供

与体とするデヒドロゲナーゼ（脱水素酵素）．酸素を水

素受容体とするオキシダーゼ（酸化酵素）．分子状酸素

の基質への取り込みを触媒するオキシゲナーゼ（酸素

添加酵素）など．多種類のものがある．酸化還元酵素

は多種多様な化合物を立体選択的．位置選択的に酸化

あるいは還元することができるので．適当な酵素を選

ぶことにより優れた酸化還元プロセスを組み立てるこ

とができる．

酵素を触媒とする生化学反応は．高温高圧を必要と

しないので所要エネルギーを大幅に節約できることや．

特定の構造の化合物の特定の部位に立体選択的に反応

が起こるので副生成物が少なく．反応収率の向上が期

待できるなどの利点を有している．このような生化学

反応を，有用物質の生産．様々な物質の分析や定量．

医療，環境汚染物質の処理などに応用するシステムが

バイオリアクター（広義の）である．

しかしながら．省資源．省エネルギーをめざしたバ

イオリアクターにおいては．触媒となる酵素をリアク

ター内に安定に保持しつつ．連続あるいは繰り返し反

応を行わせることが必要である．このようなバイオリ

アクターにおいては． リアクター内に酵素を保持して

おくための固定化の技術が必須となる．固定化酵素を

触媒として用いるシステムは狭義のバイオリアクター

と称せられるが．本項ではこの狭義のバイオリアクター

を中心に．いくつかの生化学的酸化プロセスを紹介し
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なお，触媒としては酵素のみならず，様々な酵素あ

るいは一連の酵素系を含んだ微生物菌体を用いること

も多く，これらを総称して生体触媒と呼ぶ．

2. アルケンオキシドの生産

化学工業におけるバイオリアクターの応用に関して，

わが国に最も大きなインパクトを与えたのは米国Ce-

tus社が発表した酵素法によるアルケンのアルケンオ

キシドヘの変換であろうと思われる．このプロセスは，

図ー1に示すように3つのステップからなっている見

すなわち，オキシダーゼによる過酸化水素の生成，ァ

ルケン，ハライドイオンおよび過酸化水素からハロペ

ルオキシダーゼを触媒としたアルケンハロヒドリンの

生成，およびハロヒドリンエポキシダーゼによるアル

ケンオキシドの生成，である．

オキシダーゼとしては，メタノールを基質としてホ

ルムアルデヒドを生成する酵母のアルコー）レオキシダ

ーゼ， D-グルコースを基質として Dーグルコソン（こ

れはパラジウム触媒で Dーフルクトースに還元される）

を生成する糸状菌のピラノースー 2＿オキシダーゼ，

D ーグルコースを基質として D ーグルコノ—-8ーラクト

ン（これは水中で加水分解されて D＿グルコン酸とな

る）を生成する糸状菌のグルコース＿ 1 ＿オキシダーゼ

などを利用することができる．また，グルコースー1-

オキヽンダーゼは Dーグルコソンを基質として， D-2--

ケトグルコン酸（塩酸存在下加熱してフルフラールに

変換することができる）を生成するので， ピラノース

基質＋02ざキシダーゼし山02＋酸化生成物

／ アルケン＋ x-+H凸＇竺べ！レオキシダー立ーアルケンハロヒドリン＋ OH―

／ドリンエポキンダーゼ

アルケンオキシド＋ H'+x-

図ー1 酵素法によるアルケンのエポキシド化I)
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図ー2 ハロペルオキシダーゼによるアルケンブロモ
ヒドリンの生成I)
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＼／ 
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プロモヒドリン

プタジエンモノプロモ
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゜プロピレンオキシド一ClCH2叫―／印
゜エピクロロヒドリン

―→ CH2 = CHCH-DH2 
＼／ 

゜ブタジエンモノエポキシド

図ー3 ハロヒドリンエポキシダーゼの触媒する反応Ii

-2ーオキシダーゼと組み合せて用いることも可能で

ある．

ハロペルオキシダーゼとしては， Cl―.Br-,「を
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活性化する糸状菌のクロロペルオキシダーゼや白血球

のミェロペルオキシダーゼ， Brーと「に作用するミル

ク中のラクトペ）レオキシダーゼや海藻中のブロモペル

オキシダーゼ，「のみを活性化する甲状腺や西洋ワサ

ビのペルオキシダーゼがあるが，酵素の生産性の点で

クロロペルオキシダーゼが最も優れている．このよう

なハロベルオキシダーゼは，様々なアルケン類をハロ

ヒドリンに変換することができる（図ー2).

第三の反応を触媒するハロヒドリンエポキシダーゼ

はFlavobacterium属細菌から得られ，図ぺに示した

ように，種々のハロヒドリンからアルケンエポキシド

を生成しうるが，このプロセスでは，酵素を精製する

ことなく微生物菌体をそのまま触媒として用いている．

これら 3つのステップを触媒する酵素あるいは菌体

は，それぞれ様々な方法で固定化されている（表 1).

固定化は酵素の安定性を高めるのに役立っているよう

である．

Cetus社のプロセスは現在までのところ工業化され

ていないが，その理由として，過酸化水素の安価な製

造法が見つかっていないことが挙げられる．例えば，

Dーグルコースを基質として Dーグルコソンを得た場

合，この Dーグルコソンを Dーフルクトースに変換し

ても，他の方法で得られる Dーフルクトースに比べて

価格が高くなり，市場価値はない．従って，エチレン

オキシドやプロピレンオキシドのような低価格の製品

を作るためには，きわめて安価な過酸化水素の供給法

を確立することが必要である．

ハロヒドリンを経ることなく，アルケンを直接工ポ

キシド化する方法もいくつか報告されている．例えば，

細菌 Pseudomo・nas oleovoransの脂肪酸 Wー水酸

化酵素系（ヒドロキシラーゼ，ルブレドキシンおよび

ルブレドキシンレダクターゼからなる）はオクタジエン

表 1 アルケンオキシド生産プロセスに用いられた固定化生体触媒 I)

生 体 触 媒 固定化法 固定化担体

グルコースー 1ーオキシダーゼ 共有結合法 AHーセファロース 4B

ピラノースー2ーオキシダーゼ 共有結合法 AHーセファロース 4B

ピラノースー2ーオキシダーゼ 吸着法 松のおがくず

細胞破砕物 包括法 ポリアクリルアミドゲル
（ピラノース＿2＿オキシダーゼ）

クロロペルオキシダーゼ イオン結合法 DEAEーセファデックス
A50ビーズ

ブロモペルオキシダーゼ 共有結合法 多孔性ガラスビーズ

Flavo bacterium sp.菌体 包括法 ポリアクリルアミドゲル

（ハロヒドリンエポキシダーゼ）
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から R型の 7,8ーエポキシー 1ーオクテンを光学純度80

％で生成する2,3I． また， Corynebacteriumequi 

かR型の 1,2ーエポキシヘキサデカンを41,Mycobac-

t erium sp.がR型のプロビレンオキシド， 1, 2-エポ

キシブタンおよびS型のエピクロロヒドリン（ 1-ク

ロロー 2,3ーエポキシプロパン）を生成することも報告

されている凡メタンを利用して生育した細菌も，プ

ロピレンなど短鎖のア）レケンをエポキシド化することか

できる6,7 I. 

古橋ら8,9 Iか単離した細菌 Nocardia coral/inaは

エチレンからオクタデセンまでの 1ーアルケンをエポ

om’-。:

エネルギー・資源

キシド化し． 1,2-エポキシテトラテカンの均合，その収

凩は60g /.eに逹する． この菌をホリアク）レアミトケル
に包括してプロビレンオキントの生荏に利川している

か， lOOmR容の気泡塔を用いた連続生産ヽンステムでは約

1 g／し1日の生産性しか得られず，ケル斗lへの酸素の

拡散か律速となるため生産性か向上しないのであろう

と考えられている．

3. ステロイドの変換

コレステロー）レオキシダーゼは， l［Jl中のコレステロ

ールを測定するための臨沐検査用酵素として用いられ

HO:-。:
テストステロン △しデヒドロテストステロン コレステロール コレステノン

0:H—。: HO:—。/
テストステロン 4-アンドロステン— 炉シトステロール Bーシトステノン

3, 17ージオンOH 0 
OJJSDー。こ

HO：一。／
ぶーデヒドロテスト 1, 4ーアントロスタジェンー スチグマステロール スチグマステノン
ステロン 3, 17ージオン

0/-。三
4ーアンドロステン— 1, 4ーアンドロスタジエン—
3, 17ージオン 3, 17-ジオン 。 。

o~-C二0/-COCH3HO/-。／
デヒドロエピアンドロ 4ーアンドロステン—

17/3-0ーアセチル 17/3-0ーアセチルー△l_
ステロン 3, 17＿ジオン

テストステロン デヒドロテストステロン

HO:〗三。:
伊3CH3

ご
C=O 

I 
C=O 

HO ー。：
庄エストラジオール エストロン プレグネノロン プロゲステロン

図ー4 Nocardia rhodocrousの固定化菌体によって有機溶媒中で触媒されるステロイトの

変換反応
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図ー5 固定化微生物菌体によって触媒されるステロイト‘水酸化反応の例

るか，このようなステロイドを酸化しうる酵素を含有

する微生物困体は固定化生体触媒による脂溶性化合物

変換のためのモデルシステムを構築するにあたって，

重要な役割を演じてきた．例えは，細困 Nocardia

rho do cro usは3flーヒドロキシー ,d5ーステロイトを3

オキソー」 4ーステロイドに変換（例えばコレステロ

ールのコレステノンヘの変換）するだけでなく， LJ l 

一位脱水素反応（例えば4ーアンドロステンー 3,17-

ジオンの 1,4ーアンドロスタジエンー 3,17ーシオンヘ

の変換）， l7 fl水酸拮脱水素反応（例えばテストステロ

ンの 4ーアンドロステンー 3,17ージオンヘの変換）をも

触媒することができる（図ー4)．これらの反応はすべて，

固定化菌体を用いて有機溶媒中（例えばベンゼンとn

ーヘプタンの混合液）で行うことができる．このよう

な研究から，脂溶性化合物の生化学的変換には，化合

物の疎水性度や溶媒の極性とともに，固足化に用いる

担体の親水性一疎水性ハランスか固定化生体触媒の活

性や安定性に大きな影響を及ほすことか明らかにされ

た1o, 11 J • 

ステロイドの生化学変換は，上述のような脂溶性化

合物変換ヽンステムのモテルだけでなく，ステロイド医

薬の合成に際しても重嬰なステップとなる。そのよう

な例として，ステロイトの位懺および立体選択的な水

酸化反応を挙げることかできる（図ー5)10I 0 ステロイト

の水酸化反応は，旭質に酸素原子 1つを導人するモノ

オキシゲナーゼ系によって触媒されるものと考えられ

るか，この際還元型ピリジンヌクレオテド(NAD(P)

H)の連続的な供給が必須となる。

モノオキシゲナーゼAH+O戸 NAD(P)H+H＋← J

AOH + NAD(p)++ H20 
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水酸化酵素系と NAD(P)H供給酵索系とを組み合せ

るのは今のところ困難であることから，両系を含有す

る微生物菌体を触媒として用いる方が有利である．

例えば，糸状菌 Curvularialunataの菌糸はコル

テクソロン（ラィヒスタイン化合物S)の11/3一位を水

酸化してヒトロコルチゾンを生成するか，菌糸を遊離

の状態で反応に使用すると菌糸の分解か起こり，水酸

化后性は速やかに低下する． しかしなから，このよう

な菌糸を均ーに固定化することは難かしいため，糸状

菌の胞子を固定化し，この固定化胞子を栄養培地中で

培養することによって，ステロイト水酸化活性の高い

固定化菌糸が得られている12)．このような固定化菌糸

は，使用中に活性か低下した場合には再培養すること

によって活性化することかできるため，きわめて有効

な触媒となる。 このように，酸化反応には生存してい

る微生物の代謝店性を利用することも重要であろう13;

4. その他の酸化反応の利用 14,15 I 

1982年に出版された「酵素ハンドブック！（丸尾文治，

田宮信雄監修，朝倉書店）によれば，酸化還冗酵素（オ

キシドレダクターゼ）として582種のものが挙けられて

いる．これらのすべてではないにしても，多くのもの

が酸化反応プロセス代替ハイオリアクターの触媒索f

として利用されうる口］能性がある．また，酸化反応の

多くか電子伝逹系や酸化還元補酵素であるピリジンヌ

クレオチド（酸化型および還冗型）の再生系と共役し

ていることを考えると，様々な酸化反応を行いうる微

生物菌体の利用も重要なものとなる．

デヒドロゲナーゼは NAD(P)+を補酵索（あるいは

補基質）として多くの化合物を酸化することができる

が，現在のところ，バイオリアクターの索子としては，

還元反応に必要な NAD(P)Hの供給系として利用さ

AH戸 NAD(P)十二=A+NAD(P)H+W 

れることが多い．このような例として，ギ酸を二酸化炭素

に酸化するギ酸デヒドロゲナーゼやアルコールをア）レデヒ

ドに酸化するアルコールデヒドロゲナーゼかある．将来，

水酸化反応に必要な NAD(P)H,とくに NADPHの

再生に用いられる酵素の開発は重要なものとなろう．

オキシダーゼは酸素を水素受容体として腿質を酸化す

るとともに過酸化水素を生成する酵素である．従って，

AH戸 02~-A+H凸

これらの酵素は酸素を指標とした物質測定に用いられ

ることが多く，酸素電極と組み合せた，いわゆる酵索
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センサーの重要な触媒素子ともなる．このような酪索

としては， グルコースオキシターゼ．ア）レコー）レオキ

シダーゼ， L -アミノ酸オキシダーゼ，モノアミンオ

キシダーセ，コリンオキ、ノターゼ，尿酸オキシダーゼ，

ピルビン酸オキシダーゼ，グリセロリン酸オキシダー

ゼなどがあり，それぞれ薄膜状に固定化したのち酸索

電極に装着され，センサーとして使用されている I6, I 7 J. 

また，アルコー）レオキシターゼを含有する酵母菌体

を用いたメタノー）レのホルムアルデヒドヘの酸化が注

目を集めている I8 I． さらに， D-アミノ酸オキシダー

ゼあるいは Lーアミノ酸オキシターゼを利用した 2-

オキ‘ノ酸の生庄も試みられている．

CH3 OJ-:I＋ （）2―→HCHO+ H凸

R-CHCOOI-:I+ 0け l-!20->
| 

NH2 R-CCOOH + NH3 + I-:l凸

>
オキ、ンゲナーゼには分子状酸素の酸索原子2つを基

質に導入するシオキシゲナーゼと， 1つを導人するモ

ノオキシゲナーゼがある． ジオキ、ンゲナーゼのバイ

A+ 02 
ジオキシゲナーゼ

――→ A02 

AH+ 02+ NAD(P) H + H+'.::_:'__'.: —• 
モノオキシゲナーゼ

AOH-I-NAD(P)++H心

オリアクターヘの応用例はあまり知られていないが，

芳香族化合物の生化学的変換などか今後さらに重要と

なろう．

モノオキシケナーゼは，すでに迩べたアルケンオキ

シドの生成やステロイドの水酸化などに応用されてい

る．動物の肝ミクロソームには，シトクロムP-450, 

アドレノドキシン，アドレノドキシンレダクターゼか

らなる水酸化系があり，外界から与えられた毒物の解

毒に働くことから，様々な薬品による急性中毒の治療

に役立てることか試みられている．例えば，適当なゲ

ルやホローファイバーに包括したミクロソームを触媒

素子とする人工肝臓の構築が考えられている．

NADPH+ H~／酸化型アドレノドキシンヘ7ROH+H20 

アドレノドキシンレダクターゼ 、ントクロムP-450 

NADP+ / ¥,還元型アドレノドキシンノ＼RH+02 

Pseudom onas属細菌では，先に述べたヒドロキシ

ラーゼ，ルブレドキシンおよびルブレドキシンレダク

ターゼが水酸化酵素系として知られている．また酵母

には， シトクロムP-450, N ADPHーシトクロムP-

450レダクターゼからなるアルカンや脂肪酸のメチル基
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の水酸化酵素系が存在する．このような酵素系はア）レ

カンからの二塩甚酸の生産に利用しうる．固定化はさ

れていないが，酵母 Candidatropicalisの菌体を用

いた nートリデカンからのブラシル酸の生産が日本鉱

業陳によって企業化されており 19)，その他種々の二塩

基酸の製造にも応用しうる．

CH3―(CH2)11-CH3 __. 

HOOC-(CH2)u-COOH 

5 次世代産業基盤技術研究における酸化プロ

セスバイオリアクター

通産省工業技術院の次世代産業基盤技術研究の一つ

としてバイオテクノロジーが取り上げられており，昭

和56年度より10年計画で活動を開始しているが，ここ

では組換え DNA利用技術，細胞大量培養技術ととも

にバイオリアクターが主要な目標となっている．また，

バイオリアクターのプロジェクトのなかには，還元型

バイオリアクター (NAD(P)Hの供給システムとそれ

を利用した還元システムの構築）と酸化型バイオリア

クターが含まれている．これらの研究の成果は，毎年

開かれる、ンンポジウムにおいて報告されているが，20-22J 

ここに酸化型バイオリアクターに関する研究の概要を

まとめてみる．なお，このグループには水素ガスとニ

酸化炭素からの酢酸の生産に関する研究も含まれてい

るが，ここでは触れない．

三菱化成工業闊では，安息香酸やシクロヘキサンの

ような環式化合物，メタノールなどの安価な原料を利

用して，有用な基礎化学製品を生産するバイオリアク

ターを構築するために研究を進めてきている．このな

かで，安息香酸を基質として機能性樹脂等への用途が

期待される cis,cisームコン酸を製造するためのバ

イオリアクターに力を入れ，土壌から単離した安息香酸

資化菌株や保存菌株のなかから有力な菌株を選択する

とともに，変異処理によって安息香酸からほぼ定量的

に cis,cisームコン酸を生成する Arthrobacter

COOH ，̀＇ 0 -O二盟ーご図悶
安息香酸 カテコール cis, cisームコン酸

sp.の一変異株を得ている．増殖菌体を用いた反応系

では，増殖および反応を阻害する安息香酸を少量ずつ

遂次添加することによって， 3 H間の培養で約30g/.e

の cis,cisームコン酸が生産された．アルギン酸カル

シウムで包括した菌体は，固定化しない菌体に比べて
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活性は低下するものの，再利用時には活性がほぽ維持

されることが明らかにされている．

三菱瓦斯化学昧では芳香族化合物の水酸化，特にベ

ンゼンからのカテコール，フェノールからのハイドロ

キノンの生産を試みている．ブタン資化性細菌として

0-O喜〗
ベンゼン カテコール

?H OH 

0 -0 
年

フェノール ハイドロキノン'

単離された Mycobacteriumsp.は，菌体懸濁液にフ

ェノールを逐次添加することにより， 10時間で 9.5g/Q

のハイドロキノンを蓄積した．さらに現在，ハイドロ

キノン耐性のある変異株が検索されつつある．

人工香料などの原料として利用される長鎖二塩基酸

のnーアルカンからの工業的生産についてはすでにふ

れたが，花王闊ではヘキサデシルクロリドのような，

末端に僅換基をもつ nーアルカンの未置換末端を酸化

して，有用な二官能性の有機酸を生産しようとしてい

る．土壌より分離された中等度好熱性細菌Mycobacter-

CICH2 (CH2加CH2CH3___, 
ヘキサデシルクロリド

ClCH2CCH2)13 CH2COOH 
wークロロパルミチン酸

tum sp.は低濃度ではあるが Wークロロパルミチン酸

を生成するので，脂肪酸の¢―酸化系を欠損した変異

株の取得など，生産性の向上を目ざした育種が続けら

れている．

6. おわりに

以上，化学工業と関連が深いと思われるいくつかの

生化学反応について述べてきた．固定化生体触媒を用

いてこれらの反応系をバイオリアクターに組み込むた

めには，まだまだ解決しなければならない問題が山積

している．より優れた生体触媒の取得はもちろんのこ

とであるが，基質や生成物がガス状の化合物であった

り，水に難溶な化合物であったりする場合が多い．ま

た，基質や生成物が高濃度において微生物の生育や酵

素反応を阻害することもある．酸化反応プロセス代替

バイオリアクターの主目的は基礎化学製品の生産であ

ろうと思われるから，反応速度が大きいことはもちろ
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んのこと，高濃度の基質から高濃度の生成物を得るこ

とが必須の条件となる．従って，今まで生化学反応で

取り扱われなかったような反応条件下での操作が必要

となり，一段と飛躍した概念に基づいたリアクターを

構築しなければならないであろう．

これらのプロセスが省資源，省エネルギーの優れた

プロセスとして化学工業に地位を占める日を期待した

し‘•
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