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3．　 リパ ーゼ 加水分解反応 の エ ナ ソ チ オ 選択性 を制御す る ホ ス ト機能性分子
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1． は じめ に

　 リパ ーゼ に よ るエ ス テ ル 類 の 不 斉加 水 分解反応は ，

非天然分子 の 不斉合成 に も有用 で あ る こ とが知 られ る

よ うに な り，有機合成 の さ ま ざ ま な場面 で 利用 され る

よ うに な っ て きた ．1） リ パ ー ピ は 基質を さ ほ ど よ り好

み しな い 酵素で あ るが ， 加水分解反応 の エナ ン チ オ 選

択性 が 高 くな い ケ ース も しぼ しば 認 め ら れ る ．た と え

ば，2一シ ア ノ ー1一メ チ ル エ チ ル ＝ア セ タ ート （1）は 官

能基変換の 容易な シ ア ノ 基 とア セ チ ル 化 された 水 酸基

を 持 つ 重要な合成中間体 で あ り，光 学 活性 体が リパ ー

ゼ 加 水 分 鰍 こ よ っ て 得 られ れ ぽ そ の 有機 合 成 上 の 意義

は 大 き い ．と こ ろ が ラ セ ミ 体 1を リ ン 酸緩衝 液中

（pH 　7．2）で リパ ー
ゼ 加水分解 した と こ ろ ，市販酵素中

で もっ と も好結果 を与 え た リ パ ー
ゼ PS で さ え も，

45％ の 加 水 分解率 で 得られ た ア ル コ ール の 光学純度は

61％ ee で あ り，実用的な光学分割法 と は 言 え な い ．

こ の よ うな 場合，高い 不 斉選択性 を 有す る 新 し い 酵素

を 探 る こ とが 伝統的な 解決方法で あ るが ，何 らか の 手

法 で こ の 酵素 の 反応選択性 を 向上 で きれ ば ，入 手 容 易

な酵素 の 特性を さ らに 活用 で きる で あ ろ う，通常 の 有

機合成反応 で あれぽ，こ の 程 度ま で 選択性 が 確認 で ぎ

れ ば，さ ら な る 反応条件の 最適化 を 図 ろ う と考える は

ずで あ り，酵素反応 に もこ の よ うな ア ブ 卩
一

チ が可 能

で は と我 々 は 考 え た．すな わ ち，リパ ーゼ PS をその

ま ま 用 い て 新た な フ
ァ ク タ

ー
を 導入 して エ ナ ン チ オ 選

択性 の 向上 を 計 ろ うとい うわ けで ある．溶媒効果など

に よ り リパ ー
ゼ 反応 の 選択性が制御 で き る こ とが 知 ら

れ て い る が，2｝我 々 は 二 つ の 観点か ら リ パ ーゼ 反応 の

制御を 試 み て きた ．3・4）第一
は ，加 水 分 解 を 受 け る 反 応

基 質 の 分 干設 計 指針 を探 る こ と で あ る ．す で に

Pseudomenas　cePacia リパ ーゼ （リパ ーゼ PS ） に よ る β
一

ア シ ロ キ シ ブチ 卩 ニ ト リル の 加水分解 に お い て ，ア シ

ル 部 位 を 硫黄 な ど の ヘ テ ロ 原子 で 修飾す る と，リパ ー

ゼ の ＝ ナ ン チ オ 選択性が制御で きる こ と を 見 い だ し

た．3）第 二 は リ パ ー
ゼ の 活性 を左右す る添 加 剤 を 開発

す る こ と で あ り，L一メ チ オ ＝ ノ
ー

ル を 基質 に 対 し て 触

媒量添加する だ け で ， 加水分解反応 の エナ γ チ オ 選択

性 が 向上 す る こ と を 明 ら か に し，＋｝ さ らに 最近 ク ラ ウ

ン エ
ー

テ ル に 代表 され る ホ ス ト機能性分子 も有効 な 添

加剤 とな る こ とを発見 した，S）また ，ク ラ ウ ン 環骨格

を持つ エ ス テ ル 基質 の 加水分解反応で は ク ラ ウ γ 環部

位 と錯形成 し うる金属塩を添加す る と著し くエ ナ ン チ

オ 選択性 が 向上す る こ と も見 い だ した．6〕本報 で は ク

ラ ウ ソ エ ー
テ ル な ど ホ ス ト機能分子 を 添加剤 とす る

2−一シ ア ノ ー1一メ チ ル エ チ ル ＝ ア セ タ ー
トの P．‘ePatia リ

パ ーゼ に よ る加水分解反応を 詳細 こ 検討 した．ク ラ ウ

ン エ ーテ ル は 酵素 タ ソ パ ク と錯形成で きる こ とが報告

さ れ て い る h：，　7）酵 素機能 の エ ナ ン チ オ 選 択 性 に 対 す

る 影響 を調 べ た 例 は 過去 に な い ．我 々 は チ ア ク ラ ウ ン

エ ーテ ル が エ ナ ソ チ オ選択性を 大 き く向上 させ る こ と

を見 い だ し，そ の 作用機構に つ い て も考察 を 行 っ た の

で 報告 した い ．8 ｝

2． 実験結果 と考察

　現 在，も っ と も幅 広 く有機 合 成 に 活用 され て い る酵

素 の
一

つ で あ る リパ ーゼ PS に よ る ア セ タ ー ト 1 の 加

水 分 解 を モ デ ル 反応 と して 選 び ， ク ラ ウ ン エ
ー

テ ル 型

添加剤 に よ るエナ ン チ オ 選択 性 へ の 効果を 調 べ た （式

1 ）．リパ ーゼ PS は ほ ぼ単一の 酵素タ ン パ ク （分 子量

32，000）か らな り，安定化 の た め の セ ラ イ ト系 の 無機

物 に 吸 着 され て 市 販 され て い る ．5）な お ， 用 い た ク ラ

ウ ン エ
ー

テ ル 型添加剤 は 緩衝溶液中の カ オ チ ソ 種 と錯

形成す る 可能性 もあ る た め ，加水分解反応は 純水 と補

助溶媒 で あ る ア セ ト ソ （10：1 ）混合溶媒中 で 以下 の

よ うに 行 っ た． リパ ー
ゼ PS を純水 に 懸濁 させ 撹拌後

3，000　rpm で 5 分 間 遠 心 分 離 を 行 い ，上 澄 み を 酵素液

と し て ア セ タ
ー

ト 1 と 35DC で
一

定時 間 反 応 させ た

後，生 成 した ア ル ＝ 一ル 2 と未反応 の ア セ タ
ー

ト 3 を

シ リ カ ゲ ル 薄層 ク P マ ト グ ラ フ ィ
ー

で 分離 し，それぞ

れ の 光 学 純度 （％ ee ）を キ ラ ル キ ャ
ピ ラ リ

ー
ガ ス ク ロ

マ ト グ ラ フ
ィ
ー

（Chiraldex　G ・Ta）で 求 め た （Fig，1）．

酵素 の エナ ソ チ オ 選択性の 評価 に あた っ て は Sih らが

提唱 し て い る E 値
9｝を利用 し た ．

　35種 の ホ ス ト機能性分子 の 添加効果を調ぺ た うち 主

な結果を Table　1 に 示 す．添加剤を加えな い 場合，加
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Fig、　 L　Reaction　scheme 　of 　the 　llpasc　catalyzed −hydrolysis ．

〔1｝

水分解反応 の エ ナ ン チ オ 選択性 は反応の 進行に 伴 っ て

大き く変動 し ，40 ％程 度 の 加 水 分解率 （％conv ．）で 最

大 の E 値 を示 した （Entry　2）．しか し，こ れ以上反応

を 続け る と反応速度 は 極度に 落 ち 込み ，逆反応 に よ っ

て E 値 も低 下 し た （Entry　3）．ま た ，緩 衝 液 中 で も

30％以 上 の 加水分解率 に な らない と E 値は
一

定 とな

らず （Entries・5，6），こ の ま ま で は 光学分割法と し て実

用 に 供す る に は 難 し い レ ベ ル に あ る ．一
般 に E 値 は

加水分解率 に よ っ て 変動 しな い と考え られ て い る が，

反応系に よ っ て は 取 り扱 い に 注 意 を 要す る，反応系中

に ク ラ ウ ソ エ ー
テ ル 型添加剤を加 え る と，多 くの 場 合

加水分解速度は 増加 し，加水 分解率に か か わ らず高い

＝ ナ ン チ ナ 選択性 を 与 え る こ と が わ か っ た．エ ナ ン チ

オ 選択性を大 きく向上 させ た ク ラ ウ ン エ ーテ ル 型添加

剤の 分子構造を Fig．2 に ま とめ た．特 に チ ア ク ラ ウ ン

エ ーテ ル （Entries　15〜21），ア
ー

ム ド ク ラ ウ ン エ ーテ ル

Table　 1．E伍¢ ct　ef 　crown 　compounds 　in　the　lipasひ catalyzed 　hydrolysis，
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　was 　carried 　out 　at　pH 　7．2　in　O．1Mphosphate 　bu　ffer．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1995 年　第 3 号 リバ ーゼ 研究部 会報告 231

α 蔑
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Mole¢ ular 　aspects 　of 　the　crown 　compounds ．

（
S　　S

u23
〕

　 〔

〔誰
く R

〕

29（R ＝ OH＞
30（R ＝ SH ）

（Entrics　8
〜13）な ど の 添 加 剤 が E 値 と反応速度 とを共

に 大きく向上 させ た．ま た ， ク ラ ウ ソ エ ー
テ ル の 添加

量を増加 させ る と加水分解速度は 増 加 す る が，エ ナ ン

チ オ 選 択性 に つ い て は チ ア ク ラ ウ ン エ ーテ ル 23 で

5mo1 ％ ，ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ク ラ ウ ン エ ーテ ル 29で は

s3　mol ％の 添 加 量 で そ れ ぞれ 閾値が 存在す る こ と もわ

か っ た．Table 　1 に 示 した よ うに チ ア ク ラ ウ ン エ
ー

テ

ル 23を 用 い る と E 値 は 最大 37 ま で 上 昇 し，無 添 加 時

（Entry　1）と比較 し て 1．4xIO12 倍 もの エ ナ ソ チ オ 選択

性 の向上が確認され た ．我 々 が 先 1こ 見 い だ した ヒ ド 卩

キ シ メ チ ル 12一ク ラ ウ ン ー4 （29）5）よ り も，は る か に

す ぐれ た添加剤 が い くつ も見つ か っ た わ け で あ る．

　塩基性 の ア ザ ク ラ ウ ソ エー
テ ル は 加水分解 に よ っ て

生 じた 酢酸 を 捕捉 で き る と も考 え られ る が，塩基性 も

な い チ ア ク ラ ウ ン エ
ー

テ ル が 触媒 量 で 反 応 速 度 と エ ナ

ソ チ オ 選択性 を 大 き く向上 さ せ る 現象 は 大変興 味 深

い ．そ こ で まず，基質ア セ タ
ー

ト 1 ， ならび に 生成物

ア ル コ
ー

ル 2 とク ラ ウ ソ エ ー
テ ル との 相互作用を

且
℃

NMR を 用 い て 検 討 した．そ の 結果，チ ア ク ラ ウ ン エ ー

テ ル と基質 エ ス テ ル との 相互作用 は 認め られなか っ た

が，生成物 ア ル コ ール 2 との 間 に は 顕著なス ペ ク トル

変化が 観測され，ア ル コ ール が チ ア ク ラ ウ ン エ ーテ ル

との 錯体形成 に よ っ て ト ラ ッ プ さ れ逆反応 が 抑制 され

て い る可能性が示唆され た．

　 リバ ーゼ に よ る 加 水 分解反応 は 本質的 に 不 均
一

系 の

反応 で あ り，わ ずか な エ ネ ル ギー
差が 反映 され る エ ナ

ン チ オ 選択性 の 要因 を特定す る こ とは 容易で は ない ．

我 々 が 見 い だ し た ク ラ ウ ン エ
ー

テ ル 型添加剤 の 作用 機

構に つ い て も現在 の とこ ろ 不 明な点が 多 い が，ク ラ ウ

ン エ ーテ ル が 酵素 タ ン パ ク の 表面 を被い 新 しい 環境場

を作り上げ，酵素活性を 高め て い るの で は な い か と推

測 して い る．す な わ ち，酵素表面 を あ る種 コ ーテ ィ ン

グ した ク ラ ウ ソ エ
ー

テ ル が 生成物 を
一

時的 に 捕捉 し，
　　　　　　　　　　　　　　 　
活性部位 か らパ ル ク 水相 へ の 拡散を早め た 結果，逆反

応 が 押 さ え られ 基 質 ア セ タ ート の 酵素 へ の 取 り込 み も

促進され，反応速度とエナ ン チ オ 選択性がともに 向上

す るの で は と思わ れ る，こ の 際 に ク ラ ウ ソ エ ーテ ル は

酵素 タ ソ バ ク の 極性表面部位 と相互作用 し，加水分解

酵素の 機能変化 を もた ら した と考え る こ とが で きる ．

　 リパ ー
ゼ PS の X 線結晶解析が完 了 して い な い 現状

で は ，早計に 反応機構へ の 立 ち 入 っ た 考察 は 避ける べ

きで あ る が ， 本研究 で は P ．　cePacia リパ ーゼ の エ ナ ン

チ オ 選択性 を 添 加 剤の 活 用 に よ っ て制御す る とい うア

イ デ ア 実現 の た め ，手 ご た え あ る り
一

ド化合物 を 見い

だ す こ とが で きた ．しか し，こ れ ら の 添 加 剤は ，酵素

本 来 の エ ナ ン チ オ 選 択性 を 変化 させ て し ま う魔法 の 試

薬で は ない ．最近，ア リル ア ル コ
ー

ル などの 基質 に つ

い て ク ラ ウ ン 化合物の 添加効果 を検討 した とこ ろ，ほ

と ん ど の 基質 に つ い て 反応速度 の 向 上 が 確認 さ れ た

が，＝ ナ ン チ オ 選択性に 関して は ， リパ ーゼ 自身が あ

る 程度 エ ナ ソ チ オ 選択性を示す基質 に 対 して の み 顕著

な 効果が見い だ され た ．すな わ ち ，添加剤は リ パ ーゼ

の 潜在的な能力を実用的な レ ベ ル に ま で 引き上 げて い

る．こ の よ うに リバ ーゼ の 不斉反応特性 を有機化学の

立場か ら制御す る こ とが 可 能 とな り，今後，よ り多彩

な添加 剤 を よ り広 範な酵素反応 に 適用 し，一
般的な方

法論 として 確立 した い と考え て い る．
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4．　 リパ ーゼ を用 い た 医薬中間体の 光学分割

持 田　顕一1 ・江 口　　有
1 ・堀 口　　晃 2 （協和発酵工 業 東 京研 究 所

1 ・医 薬研究所 2）

1． （R）−3一ピ ロ リジ ノ
ー

ル

HO

や
　　学

HO

や藷

AcylO

オ
ー
B9

闢

　 　 　 HO

b
，

． や
』

1B3

）

1BzI2

　 （R ）
−3一ピ 卩 リ ジ ノ ール 1は 抗生物質などの 医薬中間

体
1｝と し て 有用な化合物 で あ り，多くの 合成法が 報告

され て い る ．2）我 々 は こ の 製造法 と し て ，安 価 に 合 成

で きる N 一ベ ソ ジ ル 体 2 を基質と した リパ ー
ゼ に よ る

分割に つ い て 検討を行 っ た．市販 リパ ーゼ 18種の 不 斉

ア シ ル 化活性 を 調ぺ た と こ ろ，ア マ ノ P （天 野 製 薬 ）

に 高 い 活性 と非常に 良い 立 体選択性 が 認め られた．そ

こ で こ の 酵素に つ い て 反応条件を検討 した ．用 い る 溶

媒 の 種類が選択性 に 影響 し，イ ソ プ 卩 ピ ル エ ーテ ル 中

で は 反応 は早 い も の の 長時間反応させ る と50％以上進

行 し た が ，トル エ ン で は 50％ の 転換率 で反応は 停止 し

た ．最適条件 と して は トル エ ン 中 70　mgtml の 基質 と

ア マ ノ P　IO　rng ／m ］，ア シ ル ドナ
ー

と して 酢酸 ビ ニ ル 3．5

当量 加 え 3 時 間 反 応 させ る と，転換率51％で 98％∈e

の ア セ テ
ー

トが 生 成 し，残存基質 の 光学純度 は，ほ ぼ

100％ee で あ っ た，立体配置に つ い て は ，比 旋光度 よ

り生成 す る ア セ テ ート が （R ）体 で ，残存基質が （S）体

と決定 した ，1｝

　次 に 酵素 を セ ラ イ ト と共 に カ ラ ム に 充填 し，基質と

酢酸 ビ ＝ ル を 流す連続反応の 検討 を 行 っ た ．こ の 場合

も 50mg ！mi の 基 質 と 3 当量 の 酢酸 ビ ニ ル の ト ル エ ン

溶液 を 流す と，変換率50％ で ほ ぼ 100 ％ee の ア セ テ
ー

トお よ び 未反 応基 質を 得 る こ とが で きた ．こ の ときの

カ ラ ム 効率 は ，625　rn 　g／g　Enz／h と比 較的高 い もの で あ

っ た．

　 こ の 分割 で は ，収率が50％ で あ る こ と，ま た 生 成 物

の 分離が必 要 な こ と よ り，未 反 応 基 質 の 反 転 ｝こ つ い て

検討 した ．すなわち，酵 素分割反応液を MsCl 一ピ リ

ジ ン で 未反応基質を メ シ ル 化 し，ア セ テ
ー

トを加水分

解す る と 同時 に メ シ ル 体 を 反転 さ せ すべ て を （R ）
一ア

ル コ ール へ 導 こ うと した．しか し 直接 の 加水分解で は

メ シ ル 基 の 置換は 起 こ らず，い っ た ん 酢酸 ナ ト リ ウ ム

と 置換 させ る こ と に よ り，す べ て （R ）
一ア セ テ

ー
ト と

す る こ と が で きた ．通 算収率は 86％ で 光学 純度 は

93％ ee で あ り，最適化 を行 っ て い な い た め 若丁反転

時 に ラ セ ミ化が 生 じて い る ．

　こ の よ うに 酵素 を 用 い る 不 斉 ア シ ル 化 と 化学的 な反

転 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り，高収率で （R ）
一ピ ロ リ

ジ ノ ール を得 る ル ートが ほ ぼ 確立で きた．

2． 2一ヒ ドロ キ シ エ チ ル ピ ペ リジ ン

Pt・　 。 ，

一 〔卜〜

4R ＝ H5R
＝ Cbz

6R ＝FMOC

7R ニ Cbz
8R ． FMOC

　2一ヒ ド ・ キ シ エ チ ル ピ ベ リ ジ ソ 4 も含 窒素化 合物

で ，い ろ い ろ な 医薬 品 の 原 料 と し て 注 目 さ れ て い

る．’｝我 々 は ，こ の 両鏡像体を取得す る た め リパ ーゼ

に よ る分 割 を 検 討 し た ．N に 紫外部 に 吸 収 を 持 つ 置
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