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疎水性細菌を用い た非水バ イオプロ セ ス へ の 挑戦

本田　孝祐 ＊ ・大竹　久夫

疎水性細菌RhodOCOCCUS　opaCUS の発見

　微生物 （由来酵素）による有用化学品生産プ ロ セ ス，

い わゆるバ イオプm セ ス の 成否 は，用 い る生体触媒の ポ

テ ン シ ャ ル をい か に して最大限 に 引 き出すか に依存す

る，こ の ため生体触媒はその最適条件付近，すなわちこ

れ らが本来機能して い る生体内環境に近い 条件で使用 さ

れ なけれ ばな らない ．一
方，われわれの 身の 回りを埋め

尽 くした合成樹脂や塗料に 目をやれば容易に気づ くこ と

であるが，汎用化学晶の ほ とん ど は水に まっ た く，ある

い はほとん ど溶けな い 物質である，こ れらの 物質をバ イ

オプロ セ ス の ターゲ ッ トとするには，生体触媒に とっ て

の最適環境卞とは大きく異なる有機溶媒存在下で の生産

プ ロ セ ス 開発が不可避 となる，

　筆者らの グ ル ープ が非水環境下 で の微生物変換反応

の実現に挑戦すべ く研 究に着手した の は今か ら6年ほ ど

前に さかの ぼ る，当時，さまざまな有機溶媒共存下で 生

育可能な有機溶媒耐性細菌を触媒 とした水！有機溶媒二

相反応系プロ セ ス の開発研究が，ドイツ の グル ープなど

を中心 に盛ん に なされ て い た 1）．筆者ら も こ れ にな ら

い ，独 自に単離 ・取得した有機溶媒耐性細 菌であ る

Rhodococcus　oρacus 　B −42）を用 い
， 同様 の アプロ ー

チ に

よる研究を開始した，しか し，間もなくして本菌の示す

有機溶媒耐性は非常に不安定な表現型で あり，継代培養

を繰 り返す間に分離当初の きわめ て高い 耐性 （90％［v！v ］

の ベ ン ゼ ン存在下で も生育可能 D は跡形 もなく損なわ

れ て しまうこ とが明らかとなっ た，将来的な産業利用を

目指す上 で，こ の ように不安定な表現型に基づ い た技術

開発を進め る こ とは得策ではない ．研究方針の 大幅な見

直しが求め られる事態 と なっ たわけだが，失敗続きの 実

図 1．有機溶媒 （n一テ トラ デ カ ン ）中で の R．opaeus 　B −4 （左 ）
お よびP ．putida　T−57 （右） 3）

験の 中で 筆者らは本菌が有する別 の 特徴を見 い だすに

至 っ た，本菌を水1有機溶媒混合液中に投じる と，ほぼ

すべ て の菌体が有機相に吸着するの で ある．さらに本菌

は固定化や凍結乾燥とい っ た特別な前処理を施すこ とな

く湿菌体の 状態で有機溶媒中に分散で きる特徴も有する

（図 1）3｝．有機溶媒耐性とは異な り，これ らの 疎水的特

性は継代培養の繰 り返し に よ っ て も損なわれ る こ とな

く，安定な表現型として維持可能であっ た．

　目的の反応が二 次代謝産物生産などの ように複雑な代

謝活牲に基づ い た もの で ある場合 有機溶媒を含む反応

液中で も生理活性を保持で きる耐性微生物の利用が望ま

しい ．一
方，マ ル チ コ ン ポ

ー
ネ ン ト酵素（た と えば レ ドッ

クス パ ー
トナ

ー
タ ン パ ク質からの 電子授受を必要とする

酸化還元酵素）による反応や補酵素要求性酵素とそ の再

生系との カ ッ プリン グ反応の よ うに，比較的少数の酵素の

みで成立する変換反応の場合，宿主細胞に求め られるの

は生理活性よりも，こ れらの酵素を物理的に近接させ，各

コ ン ポーネン トや 補酵素の拡散距離を縮める「袋」とし

ての 機能である と考えられる，この 場合，R．　oρacus 　B −4

の ように有機溶媒へ の 親和性が高 い 疎水性 の 「袋」は，

脂溶性基質に対する接触効率に優れ，有利に反応 を触媒

しうる の で は ない だ ろ うか ？ 紆余曲折の末で はあっ た

が，こ の ような考えに基づ き，筆者らはR．opacus 　B −4

の 疎水性を活用した有機溶媒存在下での バ イオプ ロ セ ス

開発へ と歩を進めた．

細菌の疎水性

　こ こ まで何 の 断りもな くR．oρacus 　B −4 を「疎水性」細

菌であ ると表現 して きたが，微生物 を「親水性」や 「疎

水性」を指標に定性する こ とは，発酵生産などの分野に

お い て馴染みの 薄い 考え方かもしれない ，しかし，バ イ

オフ ィ ル ム形成や活性汚泥槽における ス カム （活性汚泥

の 異常浮上 ，汚泥内で 生じた気泡へ の菌塊の 吸着が主 因

と される）発生な ど菌体の 固 （気）相表面へ の吸着の 強

弱を決め る主な要因 とな る ため，こ れ らの研究に お い て

細菌の疎水性は重要なパ ラメー
タ
ー

の ひ とつ となっ てい

る，で は，細菌の疎水性を定量す る に は 具体的にどうす

ればよい の だろうか ？ 調べ て み る と実に さまざまな疎水

度測定法が こ れ ま で に提唱 され て い る こ とがわか る 4）．

＊
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表 1．各法に よ り定量 した細菌の 細胞表層疎水度とゼー
タ電位
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an 一ヘ キサデ カ ン へ の 吸着度
b オ ク チ ル セ フ ァ ロ ース ビーズ へ の 吸着度
・
水滴が細菌ロ

ー
ン に浸透して しまうため 測定不 能

しか し，多 くの 異な る 測定法が提唱 され て い る事実は，

細菌の疎水度測定にお い て未だス タ ン ダ
ー

ドと呼ぶ べ き

手法が確立されて い な い 現状 の裏返 しで もある．事実，

各法に より測定した疎水度に相関性が見 られない とい う

問題 も指摘され て い る．そこで ，筆者 らは R．opacus 　B−4

を含む複数の 細菌の 疎水度 をさまざまな方法で定量する

とともに，そ の 結果を各細菌の 有機溶媒へ の 吸着性お よび

分散性と比較検証することか ら研究をス タートさせた 5）．

　用 い た測定法は bacterial　adhesion 　to　hydrocarbon

（BAI「H＞，　 contact 　angle 　measurement （CAM ），　 hydro−

phobic　interaCtion　chromatography （HIC），　 glass　adhesion

test（GAr）の 4種類で ある．測定対象として，　 R．　oρaens

B −4の ほか，同じくRhodocoecus属rw菌である R．　eryth −

ropoliy 　PR4 ，トル エ ン 耐性細菌Psettdornonasputida　T57，

な らび に大腸菌 JMIO9の 4つ の 細 菌を選定した （表 1）．

用い た測定法の うちBArH ，　 Hlc ，　 GAr は，それぞれ

有機溶媒，ア ル キル化セ フ ァ ロ ース樹脂，シ ラ ン 樹脂 コ ー

トされた ス ライ ドガ ラス とい う疎水性担体へ の 菌体の 吸

着性を指標 とするもの で ある．こ れ らの 方法を用 い た場

合，い ずれ もR．o ρacus 　B −4の みが顕著に 高い 疎水性を

示した，一
方，CAM は吸引ろ過に よ りメ ン ブ レ ン フ ィ

ル ター上 に作製された細菌の 層 （ロ ーン）が水滴をは じ

く力をロ
ー

ン と水滴の 接触角 （contact 　angle ）により定

量化する方法で あ る．自動車の フ ロ ン トガ ラ ス の 撥水

コ ートを想像して もらうと理解い ただ きやすい か もしれ

な い ，他 の 疎水度定量法 と比較 して，CAM は「定義上

の 疎水性」，す なわち水と の 親和性の 低 さを定量する上

で最 も適当な方法とされて い る，CAM による疎水度測

定で は ，R ．　 opacus 　B −4に加え，　 R．　erythropotis 　PR4 が

高い 疎水性を示した．R．　et：ythroρolis 　PR4 は，水／有機溶

媒混合液中における有機相 へ の 吸着度 は低 い もの の ，R．

opacus 　B−4 と同様に湿潤状態で有機溶媒中に分散する こ

とがで きる．したが っ て ，有機溶媒中で の 菌体 の 分散性

には，BATH ，　 HIC，　 GAT に よ っ て 定量 され る 「見か け

の疎水性」よ りも，CAM によ っ て測定され る「定義上

の疎水性」が重要なフ ァ クタ
ーとなる と考えられる．R，

erythropolis 　PR．4に おける 「定義上 の疎水性」と「見かけ

の 疎水性」の 違 い を説明するもの として，BA ］rH，　 HIC，

GAT にお ける各種担体 へ の 吸着度に は菌体 の 表層疎水

度の み で なく，その ゼー
タ電位が強く関与するとい う理

由が考えられる．R．　oρacus 　B−4 とR ，　epythr 〔〜polis　PR4

の pH 　 7におけるゼ ー
タ電位を測定したとこ ろ，前者は

ニ ュ
ートラ ル な値を示 したの に対し，後者は 一18mV と

い う負の 電荷を有する こ とが明らかとなっ た．水中に分

散した有機溶媒の油滴は負に帯電して い るとの 報告 もあ

り6）．R．　 erythropogis 　PR4 における有機相へ の低 い 吸着

度は，菌体と有機溶媒の 静電的反発に よるもの と考察で

きる．ただ し，ti−一タ電位が ニ ュ
ートラル で あっ て も「定

義上 の疎水性」に乏 しい 1）．putida　T−57 は，や は り有機

相に吸着する こ とはで きない ．

　こ の ように，当初 「疎水性」とい う言葉で ひと くくり

に され て い た有機溶媒へ の 吸着 と分散 とい う現象が，

別 々 の物理 的要因に よ っ て もた らされる こ とが示され

た．こ の 結果を受け，筆者 らは吸着性 と分散性を持ち合

わせ た R．oρacus 　B −4の特性 を表現するために「疎水性」

で はなく「親油性」とい う言葉を意識的に用 い て い る．

本稿 の 記述も，以降は こ れにならっ て進めたい ，

水1有機溶媒二 相反応系に おける親油性細菌の 利点

　「疎水性 」改め 「親油性」細菌 と して特徴づ けられた R．

opaCttS 　B −4で あるが，次に筆者 らは本菌をモ デ ル として，

有機溶媒を含む反応液中におけ る親油性細菌の利点，す

なわち「脂溶性基質に対する接触効率に優れ，親水性細

菌よりも有利に 反応 を触媒しうる」 とい う仮説の 実証 を

試みた η，

　R．oρac ”sB −4お よ び比較対象 の 親水性細菌 として大

腸菌を用い ，それぞれ に P ，putida　Fl 由来の トル エ ン ジ

オ キ シ ゲナ
ーゼを発現させた組換え株を作製した，こ れ

250 　　　　生物工 学　第89巻
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

疎水性ケ ミカルのバイオ生産
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図2．大腸菌 （a）お よび R．opacus 　B−4 （b）に よ る水1有機溶
媒二 相反応系 で の ア ル キ ル 化 ベ ン ゼ ン水酸化反 応，反応液中

の 水 ： 有機溶媒比を9 ： 1 （黒），5 ：5 （灰色），1 ：9 （白）と

変化 させ た 7＞，

図3．R．　 opacus 　B −4に よっ て安定化され た water −in−oil エ マ ル

ジ ョ ン 中の 水滴．蛍光標識 され た 菌体が水滴と有機溶媒の 界

面に 局在 して い る 9〕．

らを触媒 とし，比較的毒性 の低い オ レイ ル ア ル コ
ー

ル を

有機相として含む反応液中にて各種ア ル キ ル化ベ ンゼ ン

（トル エ ン，エ チ ル ベ ン ゼ ン，プ ロ ピ ル ベ ンゼ ン，ブ チ

ル ベ ン ゼ ン）の水酸化反応を実施した，こ れには，側鎖

ア ル キ ル基 の 炭素鎖数を変化させ る こ と で基質の 水溶度

を変化させ，水溶度 と変換能との相関を明確にするね ら

い がある．この結果，大腸菌を触媒 とした場合，基質の

水溶度が 低下する （側鎖の炭素鎖長が長くな る）に つ れ

て生産物収率が低下 して い くの に対 し，R，　opacus 　B−4使

用時には 目立 っ た収率の 低下は認め られなか っ た （図2），

すなわち，親水性細菌で ある大腸菌は主 として水相に分

配された基質に対 して作用する ため，基質の水溶度に強

く影響され る の に対 し，R．　opacus 　B −4 は有機相中の 基質

に対する高い 接触効率を保持してお り，こ の 影響を受け

づ らい ため と推察で きよう，大腸菌における収率の低下

に つ い て基質の 毒性の 影響を懸念 され るか もしれない

が，
一

般 に細菌に対する有機溶媒 の 毒性は，こ れ らの

logP。w （オ ク タ ノ ール ：水混合液中で の 各相へ の 分配比

の対数）に相関するとされてお り，logP。w が 1〜4程度の

範囲にお い て は，こ の 値が低 くなる ほ ど毒性が高 くなる

こ とが知 られ て い る 8）．本実験で 用い た基質の 場合，ア

ル キ ル 鎖 の 炭素鎖数が長 くな る ほ どlogP。、 は高くな り毒

性は低下する こ とか ら，収率の 低下が生菌率の低下 に起

因する とは考えづ らい ．

　また，有機相で あるオ レイ ル ア ル コ ー
ル と水系反応液

の 体積比 を変化させ，これ らが収率に及ぼす影響につ い

て も検討を行 っ た，こ の 結果，大腸菌で は有機相 の 体積

が低 い ほ ど反応効率が高まるの に対 し，R，　oρα cus 　B −4

の場合，等量 の水 1有機溶媒混合液中に て最大の変換効

率が得られた．二 相反応系における脂溶性基質の 水相へ

の分配は 両相問 で の 濃度勾配が推進力となる．したが っ

て，大腸菌の 場合，有機相の割合が小 さ く基質濃度勾配

が大き くなるほ ど基質が水相中の 菌体に供給されやす く

なる．一
方，R，　opacus 　B −4 で は，有機相中の 基質に対

して も高 い 接触効率を有する こ とか ら，水1有機溶媒間

の 比界面積が最大となる等量混合液中に て最大の変換効

率を示した もの と考察で きる．なお，R ．　oρacus 　B −4を

含む水1有機溶媒混合液は，非常に均一
な water −in−oil型

の エ マ ル ジ ョ ン を形成する 9），菌体と水を蛍光染色 し，

エ マ ル ジ ョ ン 中の水滴を顕微鏡観察する と，菌体が水と

有機溶媒界面に局在 して い る様子が よくわかる （図3），

ただ し，菌体は水滴 の 全面を覆 っ て い るわけで はな く，

エ マ ル ジ ョ ン の 安定化には本菌に由来する界面活性剤様

物質の 関与が示唆される．化学構造などの 詳細は まだ明

らか とはなっ て い ない が，こ れ らの物質が水〆有機溶媒

間の比界面積 を高め ， 難水溶性基質の菌体内へ の取 り込

み促進に
一役買っ て い る と考え られ る．

有機溶媒単相反応系の実現

　先述 の とお り，筆者 らは R．〔lpacus　B−4 の 持 つ 有機溶

媒へ の 高 い 吸着性 と分散性 を ひ っ くる め た特性 として

「親油性」とい う表現 を用 い て い る．こ の うち，前項 で

示さ れ た水 1有機溶媒 二 相反応系に おける基質へ の接触

効率の 高さは有機相へ の 吸着性 に依る ところ が大きい ，

次なる 試み として，筆者らは親油性細菌 の分散性を活用

する こ とで ，水を含まない 有機溶媒巾 で の 微生物反応，

2011年 　第5号
。工工

一E 、 。 。 ， ． 。 。 i 。　Lib ．卿 、。 ． vi 。 。



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

特　集

言うなれば有機溶媒単相反応系の 実現に向けた取 り組み

を開始した．「水を含まない 」 と言 っ て も湿菌体を用 い

る以上，細胞内や細胞問隙に残存する水分は無視で きな

い ．厳密に言えば，筆者 らが提唱する有機溶媒単相反応

系 とは 「きわめ て水分含量の少な い 水ノ有機溶媒二 相反

応系」とも換言で きよう．しか し，水系反応液が不要と

なる こ と によ り，反応液体積を減少させ る こ とが で きる

ほか，バ イオプ ロ セ ス にお い て しば しば問題とな る反応

容器の雑菌汚染や生成物の 分離 ・回収の煩雑さを軽減で

きる とい う通常の 二 相系に は ない メ リ ッ トが期待で きる．

　R．oρacus 　B −4はオ レ イ ル ア ル コ ール や フ タ ル酸 ビス

オクチ ル （BEHP ）などlogP。w が高い 有機溶媒巾に分散

した状態で 少なくとも5 日間の 生存が可能で ある 3〕，オ

レイン酸を溶解させ たBEHP 中に丿〜．　opacus 　B −4をけん

濁 してお くと，オ レ イ ン 酸 の 経時的な5懈 が見られる こ

とか ら，本菌は有機溶媒中で じっ と耐え忍んで い る だ け

で は なく，異化代謝能を維持 し続けてい る こ とが伺える．

また，本菌の ア ル カ ン モ ノ オキシゲナーゼ遺伝子の プ ロ

モ ー
タ
ー
制御下 に GFP 遺伝子 を導入 後，こ の 菌体を

BEHP にけん濁した状態で レ ポーターア ッ セ イを実施 し

た とこ ろ，ア ル カ ン の 添加に応答 したGFP の 蛍光を検

出するこ とがで きた，すなわち，R．　opacus 　B−4は有機

溶媒中で異化代謝だけで なくタ ン パ ク質合成な どの 同化

代謝能も維持で きて い る とい う意外な事実 も明 らか と

な っ て い る 10），

　 とはい え水をほ とん ど含まない 過酷な条件下 で ある，

本来の最適生育条件下で の代謝活性 に 比べ ，有機溶媒中

で の それ は か なり脆弱なもの で ある こ とは容易に想像で

きる．た とえばNAD （P）H 要求型の酵素反応を有機溶媒

単相系で実施しようとする場合，オ レ イ ン酸の ような脂

溶性炭化水素の異化代謝に よ り，こ れ らの補酵素を再生

するこ とも可能で はある 3）．しか し，有機溶媒中で の 脆

弱な代謝活性に依存するよりも，菌体の 役割はあ くまで

「親油性の 袋」で ある こ とにとどめ，補酵素再生系を含

む必要 な酵素群 をこ れ に詰め 込ん だ 「親油性生体触媒

パ ー
テ ィ ク ル 」を利用 した 方が ，は る か に高い 生産効率

が達成されると期待で きる．

　そ こ で 筆者らは，好熱性細 菌 循 θ尸珊 踞 thermophilus

HB27 株由来の 2種類 の ア ル コ
ー

ル デ ヒ ドロ ゲ ナ
ーゼ

（ADH ＞を共発現させた R．　 opacus　B −4 を用 い ，有機溶

媒単相反応系での 芳香族ケ トン の 立体選択的還元反応を

実施した．用 い た ADH の うち，一方は 目的反応で ある

トリ フ ル オ ロ ア セ トフ ェ ノ ン （TFAP ）の 立体選択的還

元を触媒し，もう一方はシ ク ロ ヘ キサノール の酸化反応 に

よ りTFAP の 還元 で 消費され るNADH を再生する（図 4）．
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図 4．T．　thermo ρhitus　HB271Jl来ア ル コ ール デ ヒ ドロ ゲナーゼ

を発現 させ たR．　opaeus 　B−4に よ るTFAP の 還元反応

好熱性微生物由来酵素を用 い た の は，こ れらの酵素に は

熱だけで なく界面活性剤や有機溶媒などの化学ス トレ ス

に対 して も優れた耐性を有する もの が多く見られるとい

う知見 11）に着目して の こ とで ある．反応はADH の 最適

温度で ある 70°C で 実施された ため，中温性細菌で ある

R．oρacus 　B−4は完全に死滅するが そ の 生死によ り有機

溶媒へ の分散性に目立っ た変化は見 られなか っ た，反応

条件の 最適化などを経て，最終的に TFAP とシク ロ ヘ キ

サ ノ
ー

ル の 等モ ル 混合液 10ml に組換え1〜，　opacus 　B −4

の湿菌体 10g，ならび に各基質の 1！1000モ ル に相当する

NADH を加えた混合液を，70°C，24 時聞の反応に供す

るこ とで，モ ル変換率で約70％，濃度にして 510gXlとい

う効率で生産物 を得る こ とができた （図4），1回 の バ ッ

チ 反応に多量の菌体を要する とい っ た欠点もあり，コ ド

ン最適化などに よる発現効率の 向上 など改善すべ き点は

残され て い るが，基質に微生物菌体を混ぜ る だ けの 至 っ

て 大胆かつ シ ン プル な反応液組成で こ れだけの 生産効率

が示された点は特筆すべ きだろう，本反応系には水系溶

媒は もち ろ ん の こ と，もは や 有機溶媒す ら含まれ て お ら

ず，少 々 大げ さな表現 を用 い れば，究極的に シ ンプル な

バ イオプ ロ セ ス の 実施形態が示され た とも言える．

おわりに

　以上 の とお り，筆者らはR ．〔コp αcus 　B −4の 「親油性」を

キーワードに非水環境 ドで の バ イオプロ セ ス 開発に取 り

組んで きた．本菌が非常にユ ニ ー
クな特性を有 した きわ

め て特殊な微生物 の ように思 わ れ る か もしれ ない が，過

去 の 報 告 を調 べ て み る と 1970〜 1980年代 を 中心 に
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一E 、 。 ．懃 詳 、 b鰹雅。 ． v 、． 、



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

疎水性ケ ミカルのバイオ生産

RhodOCOCCUS 属と近縁の Nocardiaや Corynebacterium

属細菌を用い た有機溶媒単相反応系で の微生物変換がわ

が国で も試み られて い る 12）．R ．　op α eus 　B ・4の 親油性を

見い だ した経緯で述 べ た とお り．そもそも本菌は有機溶

媒へ の 吸着性や分散性 を指標に分離された株で はな い 、

今後こ うい っ た観点か らの ス クリ
ー

ニ ン グが実施される

こ とに よ り，物質生産に おい て さ らに使 い 勝手の よ い 親

油性細菌が見 つ かる可能性は大 い にある と思われる．こ

れ らの機能開発が進めば，産業レベ ル で の非水バ イオプ

ロ セ ス の実現は十分に可能だ と感じて い る，

　本稿で紹介した研究は，NEDO 「微生物機能を活用 した高

度製造基盤技術開発」プ ロ ジェ ク トの もと実施 された．共同

実施者 で ある広島大学
・
加藤純一・一

教授，徳島大学
・
大政健史

教授 をは じめ，研究 に ご協力 い ただい た大阪大学大学院工 学

研究科の 卒業生，在校生 に感謝い た します．
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有機溶媒耐性酵素　　　　　　　　　　　　　　　　　（大阪府大院 ・工）荻野　博康

転写因子の改変による有機溶媒耐性酵母の 分子育種 と耐性機構 の 解析
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