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リパ ー ゼ 反応の 合理性 の 追究 と 120° G か ら一40°C ま で の

　　　　　　　　　　　極限温 度下 にお け る酵素反応

依馬 正

　酵 素 は
．・
般 に，  高 い 触媒活 性，  高い 立体選択性，

  厳格な基質特異性 を同時 に示す．Fischer の 「鍵 と鍵

穴 説 」は，こ の 現象 を非常 に うま く説 明で き る ため ， 100

年以 上 に 渡 っ て 生化 学 の 定説 とな っ て い る．しか し近年，

酵素を有機合成 へ 応用す る 研究が 活性化 し，種 々 の 非天

然基質 が試 さ れ る よ うに な る と，酵素反応 に は鍵 と鍵穴

の パ ラ ダイ ム で は と ら え き れ な い
一

面 も あ る こ と が 分

か っ て きた．そ の 最 も顕著な例が リパ ーゼ で ある．田辺

製薬 の ジ ル チ ア ゼ ム や 住友化学 の ピ レ ス ロ イ ド殺 虫 剤 を

は じ め
，

い くっ か の 製造 プ ロ セ ス で リパ ーゼ が 使 わ れ て

い る の で ご 存 じ の 方 も多い と思 う．リパ ーゼ は 本来脂質

（トリ ア シ ル グ リセ ロ
ー

ル ）を 加水分解す る酵素 で あ り立

体選 択性 とは 無縁 の は ず だ が，種 々 の キ ラル 非天 然基質

（2級 お よ び 1級 ア ル コ
ー

ル や カ ル ボ ン 酸） に 対 して 高 い

エ ナ ン チ オ 選 択性を示す．D た っ た 1 種類 の リパ ーゼ が ，

数百種類 の 2級 ア ル コ
ー

ル に 対 して 高い エ ナ ン チ オ 選 択

性 を 示 す こ と も 分 か っ て きた．こ の よ うな 有機合成 に

打 っ て つ け の 現 象の メ カ ニ ズ ム を考 え る 時，鍵 と鍵 穴に

例 え られ る相補的な分子 間相 互 作用 を 酵 素 と基 質 （群）

の 間 に仮定す る と矛 盾をきたす．

　筆者 ら は リパ ーゼ や ス ブチ リ シ ン な ど の 加水分解酵

素 が なぜ ，高 い エ ナ ン チ オ 選 択性 と幅広 い 基 質特 異性 を

両立 で き る の か とい う疑問 に答 える た め に，鍵 と鍵 穴 の

概念 を使 わ な い メ カ ニ ズ ム を 提案 し た （図 1）．24 ）キー

ワ
ー

ドは，  遷移状態，  コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ ン ，  立 体反

発で ある．酵素 の ポ ケ ッ ト と基質 の 置換基 との 間 の 分子

認 識 （鍵 と鍵 穴 的な 因 子 ） は 二 次 的な も の で あ り，酵素

が R一選択性 を示す か ∫一選択 性 を 示 す か に は影響 し な い ．

こ の 意味 で ，図 1 の 概念 を 「non −lock−and −key　conccpt 」

と 呼 ん で い る ．4）図 la に 示 す よ うに，リパ ーゼ と ス ブチ

リシ ン は 2 級 ア ル コ ール に 対 し て 逆 の 立 体選択性 を示 す

とい う経験則 が 知 られ て い る が，図 1b と c の 遷移状態 モ

デ ル は そ れ を簡 単 に 説 明 で き る．図 1 へ 至 っ た 経緯や 検

証実験 に 関 して は 他 の 解説 5−7）や 論 文 24 ）に 譲 る こ と に

して ，こ こで は そ の 後 の 展開を紹介させ て 頂 く．リパ ー

ゼ 反 応 を 利 用 し た 2 級 ア ル コ
ー

ル の 絶 対 配 置決 定lk　S｝

に つ い て 簡単 に 述 べ た 後 ，12  C゚ ま で の 高 温 生 体触媒反

応
9｝を中心 に述 べ る．
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図 1．（a ） リパ ーゼ お よび ス ブ チ リシ ン を用 い た 2級 ア ル コ
ー

ル

の 速 度論 的光学分割 に お け る経 験則．1、は 立 体的 に大 き い 方の 置

換 基，M は 小 さい 方 の 置 換基 を示す．（b） リパ ーゼ の 2 級 ア ル

コ
ー

ル に 対す る エ ナ ン チ オ 選 択 性 を 説 明 で きる 遷移状 態モ デル ．
基質の C −0 結 合 と 切断 され つ つ あ る G −0 結 合は，立 体電子 効果

に よ り図 の よ うな 9ttuche配 座 を と る．不斉炭 素に付 い た 水 素原

子は カ ル ボ ニ ル 基の 酸素原 子 に対 して s）
，n 一配 向を と る．こ の よ う

に 局所 的に 安 定 な 配座 を と っ た時，速 く反 応す る エ ナ ン チ オ マ
ー

（通常，  一体） は 大 きい 方 の 置換 基 （R り を 無理 な く溶 媒方 向

へ 向け られ る，一方，遅 く反 応す る エ ナ ン チ オ マ
ー

（通常，（∫）一

体）の 場合 は ，大 きい 方 の 置換 基 （R ？）が タ ン パ ク ｛則へ 向 くた め

に 立 体障害 が 生 じ る．（c ）ス ブ チ リ シ ン の 遷 移 状 態 モ デル ．

リパ ーゼ 反 応 を利用 した 絶対配置決定法

　有機化学 の 分野 で は 約 30年前 に，有機分子 の 絶対配置

（立体化学）を メ カニ ズ ム に 基 づ い て 決定す る 方法 が 開発

され た （図 2）．10｝今 で も，2級 ア ル コ ール の 絶対配置を決

定す る た め に こ の MTPA 法 は よ く使われ る．30 年遅れ

た が，リパ ーゼ 反 応 と図 1bを利用 し て もそ れ と似た よ う

な こ とが で きる ように なっ た，リパ ーゼ反応を実施 した

時 に 得 られ るエ ス テ ル 体 とア ル コ
ー

ル 体 の 絶対配 置を図

lbか ら推定 ・決定す る とい うもの で あ る．な お，図 1の

　 　 環電流 効果に よる

7 　　R2の 高磁 場 シ フ ト

＼

F3C 論
O 　　 　 H
）
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一
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図 2．NMR で 絶対 配置 を決定す る MTPA 法．　 MTPA エ ス テ ル に

対 して 提
．
案 され た コ ン フ ォ メ

ーシ ョ ン ．
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遷移状態モ デ ル と図 2の MTPA エ ス テ ル に対 して 提案 さ

れ た コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ ン に は 共 通点 が あ る．2 級 ア ル

コ ール 部分 の 不斉炭素 に付 い た水素原子 は カ ル ボ ニ ル 酸

素原 子 と同 じ方向を向い て い る．こ の コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ

ン は 基底状態 で も遷移状態 で も維持 され て お り，両決 定

法 に お い て 重要な因子 となっ て い る，こ こで は 詳 細な説

明 は 避 け る が ，と に か くリパ ーゼ 反応 を利用 して い くつ

か の 2級ア ル コ
ー

ル の 絶対配置を決 定 し た．8）

高温 生 体触媒反 応

表 1．高 温 下 で の エ ナ ン チ オ 選択的 リパ ーゼ 反 応

温 度

（
°C ）

変換率

（％ ）

％ 収率 （％ ce ）

（R ）−2 （s）−1

　 と こ ろ が 例 外 に も 遭遇 した．図 3−1 が ま っ た く反 応 し

なか っ た の で あ る （図 3）．図 lb の 遷移状態モ デル か ら

は，1 が反 応 して も良さそ うで あ り，反応すれ ばエ ナ ン

チ オ 選 択性 は 高い と予 測 で き る．X 一線結晶構造を調 べ て

み る と， 遷移状態モ デル に示 され て い ない 3 つ の ア ミ ノ

酸残基が （R ）一体 （速 く反応す る エ ナ ン チ オ マ
ー

）に 対 し

て さえ 立 体反 発 を及 ぼ して い る こ とが 示唆され た ．こ の

立体 反 発 を克服す る 最も簡単な方法 は，反応温 度 を上げ

る こ とで あ る．酵素の 耐熱性 が 気 に な っ た が ，これ は多

孔 質 セ ラ ミ ッ ク ス に 固定化 され たもの を使え ば何 とか な

る と楽観的 に 考えた．それ 以 前 に使 用 し て い た リパ ーゼ

は lipase　PS （天 野 エ ン ザ イ ム ） と い うも の で ，固定 化担

体 は セ ラ イ トで あ る．セ ラ イ トに表面吸着して い る よ り

も，多孔質 セ ラ ミ ッ ク ス の 細孔 （約 60nm ）の 中 に 吸着

して い る リパ ーゼ （lipase　PS −C 皿，天 野 エ ン ザ イ ム ） の

方 が 周 りか ら押 さえ込 ま れ た 形 で 分子間相互 作用 して い

るた め に変性 しに くい と考 え た ．溶媒は 沸点 が 充分に高

い n 一デ カ ン （bpl74 °C）を用 い ，ア シ ル 化剤 で ある 酢酸

ビ ニ ル （bp　72°C）が蒸発 しな い よ うに，オ
ー

トク レ
ー

プ （ス テ ン レ ス 製耐圧 反応容器） 中で 反応 を行 っ た．マ

グネ チ ッ ク ス ターラー
で 撹拌 しな が ら 3 時間反 応 させ て

停 止 した ，結果を表 1に示す．表 1に は ，ア シ ル 化剤 と

して カ プ ロ ン 酸 ビ ニ ル （bp　166°C ）を用い た時 の 結果 も

示 し た．こ の 場 合 は 沸 点 が 充分 に 高 い の で
， 反 応容器 と

し て ガ ラ ス 試験管を 使用 した．オ イ ル バ ス で 反 応溶液 を

120°C に 加熱して か らシ リン ジ で カ プ ロ ン 酸 ビ ニ ル を加

え て 反 応 を 開 始 した ．9）
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図3．高 温 F にお け る リパ ーゼ触 媒反応，

9Hfl
　 　 転

◎
翻

a
　lipase　PS （セ ラ イ ト固 定） を使用
b カ プ ロ ン 酸 ビ ニ ル を使 用 し，試 験管中で 反応

　 温 度 を 上 げ る こ とに よ り反応が 進 行 しやす くな り，

30 °C で 変換率 3％ だ っ た もの が 80°G お よ び 90 ° G で は

変換率 39％ に 達 した．そ れ 以 上 温度を上 げ る と変換率 は

徐 々 に 低 下 し た が ，120°C に お い て も反応 が進行 した ．

30°C 以 外 の す べ て の 反応 温度に お い て ，得 られたエ ス テ

ル 生成物 は 光学的 に 純粋 （＞ 98％ cc ） で あ っ た．120QC
で カ プ ロ ン 酸 ビ ニ ル を用 い た場合 も酢酸 ビ ニ ル と似た

結果 に な っ た ．元来 Burhholderia　cePacia 由来 の リパ ーゼ

の 至 適 反 応 温 度 （水 中）は 50℃ 付 近で あ る の で ，  通 常

の 滅菌温度で あ る 120 °C で も酵素 反 応 が進行 した こ と，

  120°C ま で の 高温 下 で も光学的 に 純粋 （＞ 98％ cc ）な

エ ス テ ル 生成物 を 与 え た こ とは 特筆 に 値す る．ま た 表 1

に示 す よ うに，lipase　PS （セ ラ イ ト固 定）を 用 い て 100°C

で 反応 させ た 場合 は，反応が全く進行 しなか っ た ，酵素

は 同 じな の で ，固定化担体の 違 い に よ りこ れ だ け 耐 熱性

に違い が 生 じた もの と考えられ る．

　セ ラ ミ ッ ク ス に 固定化 された リパ ーゼ の 熱安定 性 を 調

査す るた め に，各温 度 で 3 時間熱処 理 した 後 の 残 存活 性

を 測定 して み た，熱処理 は，実際の 反 応系 に 近 づ け る た

め に ， オートク レ ープ に n一デカ ン を入れ リパ ーゼ を懸 濁

させ て 行 っ た．残存活 性 は，標準的 な 方法を使 っ て 30 °C
で 測定 し た．表 2 に結果 を示 す．熱処 理 温度 が 高 くなる

に つ れ て 残存活性 も次第 に 低 下 して い き，140°C で 3 時

間熱 処 理 す る と事実 上 完全 に 失活 し た．そ れ で も 100 °C ，
120°C で 3 時 間 熱 処 理 した リパ ーゼ は ，そ れ ぞ れ 63％，
31 ％ の 活性 を 残 し て い る こ と か ら，通常 よ り耐熱性 が 向
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表2．3時間 の 熱 処 理 後 の リパ ー
ゼ 残 存 恬性

熱処 理．温 度 （
°c） 残 存活性 （％） HO

80100120130140 631626
ρ
QOO

上 して い る こ と は 明 らか で ある．

　他の 基質 に つ い て も温度 に よ る反応加速効果を調 査 し

た ．以 前に ，図 1bの 遷移状態モ デル を検証 す る た め に ，

置換 基 と して テ トラ フ ェ ニ ル ポ ル フ ィ リン を有す る 巨大

2級 ア ル コ ール 3を設計 し，リパ ーゼ 反応 を 行 っ た こ と が

あ る （図 4）．9・） 予 測 どお りエ ナ ン チ オ 選択性 は非常 に 高

か っ た が ，反 応 性 が 低 い た め に 多量 の リパ ーゼが 必 要 で

あっ た．そ こ で ，lipase　PS−C 皿を用 い て 温度効果 を 調査

し た と こ ろ，60°C で 変換率が最大 に なる こ と が 分 か っ

た．そ の 条件 で か な りの 量 の 3 が 光学分割 で きる よ うに

な っ た の で ，光学活性な 3 を修飾 して 機能性分子 と して

使 う道が 開か れ た ．

Ac

3

  一4

　 　 lipase
　
　 AcOCH ＝CH2
　 　 卜Pr20

．
H

 
・3

図 4．リパ ーゼ を用 い た光学活 性ポ ル フ ィ リン の 合成．

σ；恥 雖
　 　 　 　 　 　 　 　 一40 ℃

蝶 沖
・ （噺

図5．低 温下 にお け る リパ ーゼ 触媒反 応．

低温生体触媒反応

　数年前 に 酒井 らは ，−40 〜−60°C とい う前例 の ない 極

低温 下 で の リパ ーゼ 反応 を 報 告 し て い る．1り そ の 時 に 使

用 され た リパ ーゼ は lipase　PS （セ ラ イ ト固 定）で あ っ た

の で ，lipase　PS −C　ll （セ ラ ミ ッ ク ス 固 定）が どの 程度 の

低温 下 ま で 酵素活性 を 示 す か にっ い て も 調 査 した．そ の

結果，図 5に示す ように 1級 ア ル コ ー
ル 5に 対 して こ の 酵

素 は 一40°G で も活性 を示 し，エ ナ ン チ オ 選 択性 も30°C の

場合よ り向 ヒし て い た．こ の よ うに ，1つ の 酵素 が 一40 °C

か ら 120°G ま で の 非常 に幅広 い 温度範囲で 触 媒活 性 を示

す こ と が 実 証 され た ．な お，エ ナ ン チ オ 選 択性 の 向上 の

た め の 低 温法に 関 し て は，酒井 らに よ っ て 詳 細 に 検 討 さ

れ ，い ろ い ろ な 1級 ア ル コ
ー

ル の 速度論 的 光学分割 に威

力 を 発 揮 す る こ とが 実証 され て い る．12）

　リパ
ーゼ は，水溶液 だ け で な く，有機溶媒 ， 超臨界流

体，13・14）イ オ ン 性液体
IS｝ とい っ た 非水媒体中で も触媒活

性を示 し，幅広 い 基 質特 異 性 と高 い エ ナ ン チ オ 選択性 を

同時 に 示す た め，有機合成に 打 っ て つ けの 性質を持ち合

わせ て い る，有機合成 で 最 も頻繁 に 使用 され る酵素 く ら

い は メ カ ニ ズ ム を は っ き り させ て お くべ きだ とい う思 い

か ら理 論的な研究を行 っ て きた．今回，メ カ ニ ズ ム の 研

究 が 転 じて ，常温 菌由来 の 酵素が 一40°G か ら 120°C とい

うギ ネ ス 級 に 幅広 い 温 度 範 囲 で 活性 を示す こ と や ，

120°G で さえエ ナ ン チオ特異的な酵素反応 が 非 天然基質

に 対 して 進行する とい う結果 に 至 っ た 経緯 を紹介させ て

頂い た．今後も酵素の 潜在能力 が い ろい ろな形 で 引き出

され る と期待 され る ．
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