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溶媒発酵法　
一

有機溶媒 に溶解 した難溶性物質 の微生物転換反応

東京工業大学生命理 工学部生物工 学科　青野力三

　 こ れ ま で に ，さ ま ざまな 化合物 の 特異的な転換反応が ，酵素あ る い は 微生物細胞 を 利用 し て 確 立 さ れ て い る ．
コ レ ス テ 卩 一ル な どの よ うに 水 に 難溶性 の 物質 は，反応液あ る い は培養液に 懸濁した り，界面活性剤を加え て 溶

解す る こ とが 行 わ れ る．また ，溶解効率を 向上 させ る た め に ， 転換を 目的とす る難溶性物質を有機溶媒に 溶解す
る こ と も行われ る．多 くの 有機溶媒は，微生物に 対 して毒性を示す ．その た め，有機溶媒 を用 い る場 合 に は ，生

育後 の 休止菌体 また は 酵素を 用 い た転換 反応 が 行わ れ て い る．こ の よ うな反応系 は，水一有機溶媒に よ る 二 相反

応系 と総称 され る ．毒性 の 有機溶媒 が 存在 して い て も生育す る こ とが で きる 耐 性 微生 物 を 上 記 の 二 相系 に お い て

培養す る こ とが で きれ ぽ，微 生 物 の 生 育 中 に 有機溶媒 に 溶解 した 難溶性物質に 対 して 作用す る 酵素が 誘導的 に 生

産 され る こ とが 期待 さ れ る，こ の た め ，休止 菌体 で は 行 え ない よ うな 転換反応を も行 うこ と が で きる よ うに なる

と考えられ る，

　近年 に な っ て ， ト ル エ ン な ど の 毒性 の 有機溶媒 が 高濃度 に 存在 して い て も生 育 で きる 微生物が ，自然界か ら分

離 さ れ る よ うに な っ た．1−s｝こ れ らの 有機溶媒耐性菌 は ，培養液 と二 相を形成す る ほ どの 多量 の 有機溶媒 を 添加

した状態 で も生育する こ とがで きる ．その た め ，水に 難溶性 の 物質 を 微生物転換す る た め の バ イ オ リア ク タ
ー

と

して応 用 で きる と考え ら れ る．すなわ ち，転換を 目的 とす る難溶性基質を培養液に 懸濁す る の で は な く，難溶性

基質を 溶解した 有機溶媒を微生物培養液に 重層す る．こ の こ とに よ っ て ， 有機溶媒 に 均
一

に 溶解 した基質溶液相

と培養液相 との 間 で ，基質分 子 を 分配 させ る こ とがで きる ．培養液 に 懸濁され た 個体状 の 難溶性 基質 よ りも，速

や か に 分 配 平 衡が 成立 す る と考 え られ る．そ して ，培養液相 に 分配 され た 基質分子 を 発酵 菌 と接触 させ る こ とが

で き る．また，転換反応後 の 生産物 も有機 溶 媒相 に 溶解 しや す く， そ の 回 収 も容易 で ある と考えられ る ．こ の よ

うな 微生物転換系 は ，溶媒発酵法 （O ｝eosus 　Fcrmentation）と称 され て い る．ら｝

　溶媒発酵法は ，生 育後 の 休止菌体 あ る い は 抽出 した酵 素 を用 い た 水
一

有機溶媒 二 層系に よ る 転換法 よ りも，簡

便な転換法 とな り得る こ とが 期待 され る ．実際に ，培養液 に 懸濁 され た 難溶性物質 よ り も，有 機 溶 媒 に 溶解 し た

難溶性物 質が効率的 に 微生 物 に よ っ て 転換 さ れ る こ とが ，有機溶媒相 に 溶解 し た choleSterol （2 ％濃度）を
Pseudomenas　Putida　IL酸化 さ せ る こ とに よ っ て 確認 され た．4）こ の 培養系 で は ，ほ ぼ 全量 の ch 。lestcro1が 酸化 され
た ．ま た ，cho ］ester ・1だ けで は な く，ster ・ id骨格を有する ch 。1esterol類似体基質 の 3 位 の ケ ト化 お よ び 6 位 の 水

酸化 とそれ に 続 くケ ト化反応だ けを行 っ た ．

　さ ま ざま な難溶 性 基質 に 対す る 溶媒発酵法 を 確立 す る た め に は ， 個 々 の 基質の 転換 に 適 し た 多種類 の 溶媒耐 性

微生物 を 分 離 する 必 要が あ る ．ある い は ，目的 とす る難溶性物質 の 転換系酵素遺伝子群を発現 させ る た め の 有機
溶媒耐性菌 を宿主 と した ，宿主一ベ ク タ ー系 が 確立 され る 必要が あ る．そ して ， 多様な有機溶媒 を 用 い た 多様 な

転換系が確立 され る 必 要 が あ る も の と考え られ る ．ま た ，有機溶媒 に 対す る微生物 の 耐性機構 を 理解す る 必要が

あ る．

　低度あ る い は 高度 の 有機溶媒耐 性 度 を 示 す さ ま ざ ま な 微生物 を，自然 界 か ら分離す る 技術 が す で に 確立 され

た ．1−3）こ こ で 用 い られた 分離方法は さ ら に 洗練 され て い くと思われ る．分離され た 耐性株 を 宿主 と した ホ ス ト
ーベ ク タ ー系の 構築 も現在検討 され て い る．また ， 野生型 の 大腸菌や 　P ．　Putidbあ る い は E 餌   π ・ sa な ど の 有機
溶媒耐性 度を 向上 させ る 試み も成功 して い る．　5）　P．　Putida由来 の ア ル カ ン 代謝遺伝子に よ っ て 形質転換 され た 大 腸
菌 が ，n 一オ ク タ ン を オ ク タ ン 酸 に 酸化 で きる こ とが 認め られ て い る．6）そ して ， 大腸菌 の 有機溶媒耐性度 の 向上

に 関与 す る遺 伝子群 の 座位解析 お よ び ク 卩 一ニ ソ グ も進行 して い る．7）こ の よ うな 基礎的な研究 を 通 じて 得 られ

た知見を 基 に して ，多様 な 不 溶性 基質 に 対 す る 広 範な溶媒発酵法が 確立 して い くこ とが 期待 され る．
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