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－有機溶媒中における増殖微生物
を用いた物質生産システム－

Interface Bioreactors
―Bioconversion System with a Microorganism
Growing in an Organic Solvent―

１. はじめに

微生物や酵素などの生体触媒を有機合成に適用するバ

イオコンバージョンは、高い選択性及び収率、さらには優れた

環境調和性を有する物質生産技術であり、特に光学活性

体などの精密化学品の合成に多用されている１-５）。これら生

体触媒は、本来は水相中で加水分解や酸化還元などの多

様な反応を触媒するようにその立体構造や細胞構造が保

持されているが、リパーゼのようなある種の酵素６-８）や

Rhodococcusなどの特殊な細菌９、１０）は有機溶媒中でも触媒

活性を維持し得ることが報告されている。有機溶媒中で生

体触媒活性を発現し得ることは、有機合成で扱う多くの基

質あるいは生成物が水に不溶であるという観点から見て非

常に重要な事実である。

しかしながら、リパーゼを除く多くの酵素は一般には有機

溶媒中で速やかに失活するうえ、応用上重要な酸化還元

反応では通常NAD(P)+やNAD(P)Hのような補酵素が必要

であり、精製酵素（酸化還元酵素など）をこれら補酵素要求

性反応に用いることは非現実的である。一方、触媒コストと

して安価な微生物細胞を生体触媒として使用することも、一

般に微生物は有機溶媒中では速やかに死滅してしまうた

め、これまた実用上多くの制約がある。

本稿で述べる界面バイオリアクターは、マクロな視点から

見て、有機溶媒中で多くの微生物を生存もしくは増殖状態

で種々のバイオコンバージョンに適用できるデバイスであり、

高付加価値な化合物を高い濃度と選択性で製造できるシ

ステムである。以下ではこのシステムについて、発明の経緯、

その構成並びに特徴、各種バイオコンバージョンへの応用

例、さらにはそれの高度利用法である代謝―微生物変換融

合システム（カップリングシステム）について概説する。

２. 界面バイオリアクター着想の経緯

１９８９年当時、筆者らは(RS)-１-phenyl-１,２-ethanediolの

立体選択的及び位置選択的な微生物酸化による(R)-

mandelic acid（β-lactam系抗生物質の側鎖修飾剤）の合

成研究に取り組んでおり、日本各地の土壌から芳香族化合

物の資化性菌をスクリーニングしていた１１）。その際、寒天平

板に植菌した微生物に対し、シャーレのフタに設置したろ紙

に染み込ませたアルキルベンゼンを蒸気の形で炭素源とし

て供給していたが、たまたまこのろ紙が平板表面に接触して

しまうというアクシデントに遭遇した。その際、アルキルベンゼ

ンに接した微生物のコロニーの方がそれの蒸気のみで成長

したコロニーよりも活発に増殖している現象を見い出した。

このアルキルベンゼンは比較的毒性が低いものであった

が、１００%の芳香族化合物に接した状態でも微生物が旺盛

に増殖している現象は非常な驚きであった。そこで各種細

菌、酵母、カビについて寒天平板と各種有機溶媒との固／

液界面における増殖試験を行ったところ、供試菌すべてが

炭素鎖長１０～１５のノルマルパラフィン類重層下で増殖し、

多数の株が側鎖炭素鎖長３～５のアルキルベンゼン類及び

分岐パラフィンのisooctane重層下で増殖した。さらに、有機

溶媒耐性の非常に強い細菌であるPseudomonas putidaに

至っては、溶媒作用の強いp-xylene重層下でも増殖した１２）。

上述の現象は、水不溶性基質のバイオコンバージョンにと

って重要な発見へと導かれた。すなわち筆者らは、この固／

液界面に位置する微生物が平板上に重層された疎水性有

機溶媒に溶解させた脂溶性物質の毒性を著しく回避できる

という事実を見い出したのである１２）。例えば、benzeneや

toluene、cholesterolなどは水相中ではわずか０.２～０.５wt%

程度でほとんどの微生物を死滅させてしまうが、筆者らの構

築した固／液界面培養法では、tolueneで９～２４wt%、

propylbenzeneで２１～６０wt%、cholesterolで１２wt%もの添

加限界濃度を示した。すなわち、従来の水相液体培養法と

比較して数１０～数１００倍もの高濃度基質の添加が可能と

なったのである。この固／液界面培養法最大の特徴を筆者

らは「固／液界面における疎水性物質の毒性緩和現象」

と名付けたが１２）、この発見は、以下に述べる高濃度水不溶
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性基質の効率的なバイオコンバージョンシステム（界面バイ

オリアクター）構築の端緒となった。

３. 界面バイオリアクターの構築

水不溶性基質を水相中で反応に供する場合、反応系は

エマルジョン系もしくはサスペンジョン系となり、非常に効率が

悪くなる１３-１５）。このような水相中反応法の欠陥を克服する手

法として、界面活性剤１６-１８）、水混和性有機溶媒１９-２１）、あるい

は水非混和性有機溶媒２２-２４)を添加して基質の分散性や溶

解性を高める方法、包括固定化生体触媒を有機溶媒相中

で用いる方法２５-２７）、あるいは、基質結晶と水相との固／液界

面に微生物を位置させて反応に供する結晶発酵法２８）など

多様な手法が開発され、さらには有機溶媒耐性微生物の適

用も検討されてきた２９-３３）。しかしながら、これら多くの手法に

は様々な短所があり、実用化に至った例は非常に限られて

いる。

筆者らが開発した界面バイオリアクターとは、上述の固／

液界面培養法を微生物細胞によるバイオコンバージョン（微

生物変換反応）に適用した非水系バイオリアクターである
３４-３８）。その原理を図１に示すが、栄養源及び水を含んだ親水

性担体とノルマルパラフィンのような疎水性有機溶媒との

固／液界面に増殖する微生物膜（菌体は担体への付着に

よって自然に膜状に成長する）を生体触媒とし、有機溶媒

相に添加した脂溶性基質から脂溶性生成物を効率的に合

成することができる３９）。

界面バイオリアクターは大抵の微生物に適用可能であり、

酸化、還元、加水分解、エステル化などの種々の微生物変

換を効率的に実施可能である３９）。その際、全ての反応系で

非常に高い基質添加濃度並びに生成物蓄積濃度が達成

され、反応種によっては従来技術であるエマルジョン系反応

脂溶性原料�

栄養源� 水� 親水性担体�

脂溶性産物�

図１　界面バイオリアクターの原理�
親水性担体と疎水性有機溶剤との固／液界面に膜状に増殖した微生物は、�
有機溶剤中に添加した高濃度基質を効率的に物質変換できる。�

酸素�

微生物膜�

疎水性有機溶媒�

法の７３０倍もの生成物の蓄積濃度を記録した。

上記の界面バイオリアクター最大の長所である固／液界

面における毒性緩和現象の機構について基礎的な検討を

種々加えたが、有機溶媒耐性菌や薬剤耐性菌の分野の研

究者らが提示している諸仮説（図２）、すなわち有機溶媒層

による毒物分子のリザーバー化４０-４２）、菌体外多糖層の毒物

分子に対するバリヤー化４３-４５）、グラム陰性菌の外膜にある薬

剤排出ポンプの寄与４６-４８）、細胞膜の脂肪酸組成変化を通じ

ての毒物分子に対するバリヤー化４９、５０）、有機溶媒耐性遺伝

子の存在５１、５２）などのうち、外膜や細胞膜の変化、及び有機

溶媒耐性遺伝子の三者は筆者らの見い出した現象の機構

とは論理的になり得ない。なぜなら、その現象はグラム陰性

菌や有機溶媒耐性微生物に限られるものではなく、様々な

細菌、放線菌、酵母、及びカビについても認められるためで

ある。有機溶媒層が毒物分子のリザーバーとして機能して

いることは容易に類推できるが、筆者らは、微生物の菌体外

多糖層（夾膜多糖層）が寒天平板培養した場合に有意に

肥厚化・高分子量化し、この親水性高分子層が疎水性毒

物に対してバリヤーとして機能している可能性を見い出した

（図３）。
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４. 界面バイオリアクターによる有用物質

の合成

４.１加水分解反応への応用（図４）

油脂の加水分解酵素であるリパーゼは水相中で種々の

非天然エステルを高い反応速度と選択性で加水分解でき

るために、有用光学活性アルコールあるいはカルボン酸の合

成に多用されている５３-５７）。寒天平板型及び板状担体充填

型界面バイオリアクター（図５）を用いて、強力なリパーゼ生

産性酵母のCandida cylindraceaで１００%の２-ethylhexyl

acetateを加水分解した場合、生成物である２-ethyl-１-

hexanol（強毒性）の蓄積濃度は寒天平板型で２８０g/L、板

状担体充填型で１４５g/Lという有機合成に匹敵する成績が

固体培養菌体� 液体培養菌体�

１�� １��

図３　固体培養、液体培養した酵母細胞の電子顕微鏡（ＴＥＭ）写真�
酵母はIssatchenkia scutulata var. scutulata IFO 10070. 菌体外（夾膜）多糖層はルテニウムで染色され、黒い帯として認識される。�

得られた５８）。なお、界面バイオリアクター用担体として新たに

開発したpolyvinyl alcohol-glutaraldehyde架橋とalginate-

Ca２+塩架橋とを組み合わせた複合架橋ゲルは、上記加水

分解反応において優れたゲル強度、耐熱性、耐乾燥性、さ

らにはゲル内部水の保持能を示し、実用担体足り得ること

が証明された５８）。

同じく加水分解反応への応用として、２-benzylcyclo-

hexanone enol esterのエナンチオ面選択的加水分解による

(R)-２-benzylcyclohexanoneの合成が太田、須貝らのもとで

詳細に検討された。この標的物質は各種光学活性天然物

の合成原料として有用であるが、寒天平板型界面バイオリ

アクターにPichia farinosaを適用することにより、高光学純度

及び蓄積濃度での合成に成功している５９）。
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OCOEt O

COOH　HO COO
＋�
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Candida cylindracea�
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（R）�

�
ATCC 14830
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Agar plate type　：  Y＝280 g/ L
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Y＝50％,  80％ e.e.
-2-Benzylcyclohexanone2-Benzylcyclohexanone�
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Pad-packed type  ：  Y＝145 g/ L

CH2OH　　＋　　AcOH

図４　界面バイオリアクターを用いた微生物的加水分解、エステル化反応の例�
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図５　寒天平板型及び板状担体充填型界面バイオリアクターの模式図�
Ａ．ガラスシャーレ；Ｂ．有機溶媒層；Ｃ．微生物膜；Ｄ．栄養寒天平板；�
Ｅ．オイルミストトラップ；Ｆ．ステンレス鋼鈑リアクター本体；Ｇ．親水性担体；Ｈ．攪拌子�

４.２ エステル合成反応への応用（図４）

上記の加水分解酵素リパーゼを有機溶媒中で使用する

と反応平衡はエステル合成側に大きく傾くため、本酵素を用

いたエステル化あるいはエステル交換反応による有用エス

テルの合成６０-６４）あるいは光学分割６５-６９)も盛んに検討されて

いる。寒天平板型界面バイオリアクターを用いたリパーゼ生

産性細菌によるcholesterolとoctanoic acidとのエステル化
７０-７２）によるcholesteryl octanoate（化粧品原料）の合成では、

供試菌全てが無溶媒系で効率的にこの標的物質を合成で

きた３９）。

４.３ 還元反応への応用（図６）

バイオコンバージョンの中でも還元反応は理論収率１００%

の達成が可能であり、二重結合の立体選択的水素添加
７３-７５）と並んでプロキラルなカルボニル化合物の不斉還元は有

用光学活性アルコールの合成に多用されている７６-８０)。太田、

須貝らは寒天平板型界面バイオリアクターを用いて６-

methyl-５-hepten-２-oneを酵母Pichia farinosaで不斉還元

し、光学活性なアルカロイドの合成原料として有用な（R）-

sulcatolを高光学純度で合成した。この場合、従来法である

エマルジョン系反応法に比べて必要菌体量は１/５以下に低

Pichia farinosa�
IAM 4682

Candida holmii

（R）�

（R）�

（R）�

�
KPY 12402

Eubacterium aerofaciens�
JCM 7790

Y＝51％,  90％ e.e.

O

O

O

OH

OH

OH
HOHO

Y＝58％,  90％ e.e.

Y＝20 g/L

6-Methyl-5-hepten-�
2-one

COOEt COOEt

COOMeCOOMe

-Sulcatol

Ethyl 2-oxo-4-�
phenylbutanoate

Ethyl       -2-hydroxy-�
4-phenybutanoate�
  ［      -EHPB］�

Methyl ursodeoxycholate�
［Me-UDCA］�

�

Methyl 7-ketolithocholate

図６　界面バイオリアクターを用いた微生物的還元反応の例�
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減でき、基質濃度も１０倍程度の高値に設定可能であった
８１）。

界面バイオリアクターはまた、酵母を用いたethyl２-oxo-４-

phenylbutanoateの不斉還元によるethyl（R）-２-hydroxy-４-

phenylbutanoate [（R）-EHPB]の合成にも威力を発揮し

た８２）。この標的物質（R）-EHPBはenalaprilatやlisinoprilのよ

うな高血圧症治療薬（ACE阻害剤）の合成原料として有用

であり８３）、酵素的加水分解８４-８６）やエステル交換による合成
８７、８８）と並んで微生物還元による合成法も種々提案されてい

るが８９-９１）、芳香族化合物である基質と生成物の毒性が大き

なネックとなっている。筆者らは、岡山県の果樹園土壌から

分離した酵母Candida holmiiを板状担体充填型界面バイ

オリアクターに適用することにより、目的の（R）-EHPBを高光

学純度で合成することに成功した９２）。

さらなる還元反応への応用として、腸内細菌を用いた

methyl７-ketolithocholateの７位ケト基の立体選択的な還元

によるmethyl ursodeoxycholate [Me-UDCA]の合成を行

った。Me-UDCAは胆石溶解剤として使用されている

ursodeoxycholic acid９３、９４）の前駆体となるが、この反応で扱

う腸内細菌のEubacterium aerofaciens JCM７７９０は酸素

が存在すると死滅してしまうため、これまで述べてきたタイプ

の界面バイオリアクターは不適である。そこで、寒天平板型

リアクターの本体とフタとの密閉性を高め、リアクター内部に

酸素消去用触媒を装填し、かつ、リアクター内部と基質を含

んだ有機相を予め脱気-窒素置換することにより、目的の還

IFO 3730

CH2OH COOH

COOH  ＋�

COOH  ＋� CHO

CH2OHCH2OH

CH2OH

OH
O

1-Decanol Decanoic acid

Methylcyclohexanols 2-Methylcyclohexanone

-Citronellol -Citronellic acid -Citronellol

-Citronellic acid -Citronellal-Citronellol

Issatchenkia scutulata�
  scutulata 

�
var.　　　　 IFO 10070

 �
IFO 3070
Rhodococcus equi 

（RS）�

（RS）�

Hansenula saturnus �
IFO 0809

Rhodococcus equi 

－,  80％ e.e.

85％ e.e.,  77％ e.e.

Y＝32.5 g/L

Y＝11 g/L

図７　界面バイオリアクターを用いた微生物的酸化反応の例�

（S）� （R）�

（S）� （R）�

元反応は効率的に進行した。これら胆汁酸（エステル）は微

生物に対して極めて強力な毒性を発揮することが知られて

おり９５-９７）、これまでのUDCAの微生物的合成９８-１０２）においても

最大蓄積濃度はわずか１.２g/Lにすぎなかった１０３）。これに対

し、新たに開発した嫌気性界面バイオリアクターを用いると、

２０g/Lを超えるMe-UDCAが結晶（反応の進行に伴い析出）

と溶液の形で回収でき、再結晶を経ることにより試薬を上回

る純度で精製された。

４.４ 酸化反応への応用（図７）

微生物的酸化反応も有用カルボン酸の合成やアルコール

の光学分割に多用されている１０４-１０８）。界面バイオリアクターに

用いられるパラフィン系反応溶媒は、一般に水の１０倍程度

の酸素溶解性を有しているため、界面バイオリアクターは各

種微生物変換反応の中でも特に酸化反応に威力を発揮

し、無通気、無撹拌条件下でも酸化反応は効率的に進行

する３９）。このことは、リアクターのランニングコストが大きく低減

できることを意味する。

図７には強毒性アルカノールである１-decanolの酸化によ

るdecanoic acid（香料原料、防腐剤）の合成例を示してあ

る１０９）。１-Decanolのような中鎖アルカノールは微生物に対し

て強力な毒性を発現し１１０-１１２）、さらにdecanoic acidに至って

は防腐剤として用いられるほどの強毒性であり１１３-１１５）、事実、

多くの酵母はわずか０.２g/L程度の低水相中濃度で死滅し

てしまう１１６）。しかしながら、界面バイオリアクターを用いるとこ
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れら毒物の毒性は著しく回避され、基質濃度を８wt%とした

場合、decanoic acidの蓄積濃度は３２.５g/Lに達した１０９）。

界面バイオリアクターの酸化反応への応用でも、基質や

生成物の毒性回避に加えて高い立体選択性や位置選択

性が発揮できる。図７にはHansenula saturnus１１７）と

Rhodococcus equi１１８）を用いた(RS)-citronellolの立体選択

的酸化の結果を示してある。光学活性なcitronellolや

citronellal、citronellic acidは昆虫フェロモンやアルカロイド

などの光学活性天然物の合成原料として有用であるが
１１９-１２３）、これらテルペノイドは極めて強い殺菌作用を有してお

り１２４、１２５）、微生物的な高濃度生産は困難であった１２６）。しかし

ながら、界面バイオリアクターを用いることにより、H. saturnus

によって高濃度の(S)-citronellic acidと(R)-citronellol１１７）が、

また、R. equiにより(R)-citronellalが高い光学純度で合成で

きた１１８）。

位置選択的酸化反応の例としては、強毒性メチルシクロ

ヘキサノールの酸化が挙げられるが、R. equiを用いて２-、３-、

４-メチル体の酸化を行ったところ２-メチル体のみが高濃度

で酸化され、２-methylcyclohexanone（強毒性）が１１g/Lで

調製できた（図７）３９）。

５. 代謝-微生物変換融合システム

（カップリングシステム）

前節で述べたHansenula saturnusによる(RS)-citronellol

のエナンチオ選択的酸化では、副生物としてcitronellyl

acetateが生成する１１７）。このアセチル部分は酵母による糖質

の代謝により生じるacetyl-CoAに由来し、このアセチルドナー

がアセチル転移酵素alcohol acetyltransferase [AATFase]

の作用によってcitronellolへ転移されることが明らかとなっ

た（図８）１２７、１２８）。このAATFaseは清酒吟醸香の主成分であ

る isoamyl acetateを生成する鍵酵素として有名であるが１２９-

１３２）、有用物質合成への応用は当時は知られていなかった。

筆者らは、Hansenula属あるいはPichia属酵母を用いたカッ

プリングシステムによって、アセチルドナーを添加することなく

種々の脂肪族、芳香族、テルペンアルコールを定量的にアセ

チル化することに成功した１２８）。

H. saturnusのAATFaseには残念ながら(RS)-citronellolの

光学分割能はなかったが、Pichia kluyveriのAATFaseが高

いエナンチオ選択性でこの一級テルペンアルコールを分割

できることを見い出した１３３）。(RS)-Citronellolは所謂“反応点

と不斉点とが離れた一級アルコール”であり、リパーゼを用

いたエステル化１３４、１３５）やcitronellyl acetateの加水分解では

光学分割が非常に困難である１３６）。唯一、Klibanovらがpig

liver carboxyl esteraseを用いて(RS)-citronellolの光学分割

に成功しているが１３７）、この酵素は非常に高価であり、さらに

は安定性が低いために実用化不能である。

Pichia kluyveriのAATFaseは(RS)-citronellolの中の(S)-

体を優先的にアセチル化して、高光学純度の(S)-citro-

nellyl acetateと(R)-citronellolを定量的に与えるが（E値３０

～４０）、この酵母は極めて高いグルコースとcitronellolに対

する耐性を有しており、前者については４０wt%ものグルコー

スの存在下でも代謝活性とカップリング活性を維持した（図

９）。また、後者については３０wt%ものラセミ体citronellolを

処理可能であり、その高いエナンチオ選択性も発揮された

（図１０）。このように、基質並びに生成物の毒性緩和に優れ

る界面バイオリアクターへ基質耐性に優れるP. kluyveriを

適用することにより、長期安定的にラセミ体citronellolの光学

分割を繰り返し実施できた（図１１）１３３）。

CH2OAc

CH2OH
酸素�

CH2OH
-Citronellyl acetate

-Citronellol

Pyruvate　　　　Acetyl-CoA

Glucose

AATFase, alcohol acetyltransferase

栄養源�

-Citronellol

水� 親水性担体�

疎水性有機溶媒�

Pichia kluyveri
 �

IFO 1165

AATFase

（S）�

（R）�

（RS）� 図はPichia kluyveri IFO 1165
を用いた（RS）-citronellolの
光学分割を例として描かれ
ている�

図８�
代謝－微生物変換融
合（カップリング）シ
ステムの原理�
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図１２には安価なラボ用リアクターとして開発した高層型

界面バイオリアクターの模式図と写真、図１３にはそれを用い

て行った２wt% (RS)-citronellolの光学分割のタイムコースを

示してある。高層型リアクターは積み重ねられた寒天平板型

界面バイオリアクターよりなる。各リアクターユニットの有機相

はオーバーフローラインを経て順次直下のユニットへ自然流

出し、ボトムのユニットへ集まる有機相はダイヤフラムポンプに

よってトップユニットへ戻されることにより、各ユニット間におけ

る反応速度のバラツキが解消され、１点のみでの集中管理

が可能となっている。この高層型リアクター（内部総容量１００

L, 有機相量６L）を用いたカップリングシステムにより、高い

光学純度の(S)-citronellyl acetate（アルカリ加水分解により

(S)-citronellolへ誘導可能）と(R)-citronellolがそれぞれ５０

g以上の収量で調製できた１３３)。なお、本株のAATFase活性

のさらなる引き上げを目的として、この酵素並びに対応する

遺伝子の解析とAATFase高発現遺伝子組換体の創製が

九州大学大学院生物資源環境科学研究科の古川謙介教

授と後藤正利助手のもとで進められている。また、本システム

の応用研究も慶應義塾大学理工学部の太田博道教授と

須貝威助教授のもとで進められており、両研究室における本

システムの今後の発展が大いに期待される。
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６. おわりに

以上述べてきたように、界面バイオリアクターは水に不溶

な基質の微生物変換に大きな威力を発揮し得るデバイスで

あり、高い生産性、収率、選択性、あるいは温和な条件下で

の実動性や広い汎用性など、種々の長所を有している。バ

イオコンバージョンは環境調和型の物質生産技術であり、そ

の効率化を可能とする本システムの重要性も今後益々増

大してくるものと期待される。もちろん、本システムの適用は

バイオコンバージョンに限られるものではなく、水不溶性発酵

産物の高濃度生産や水不溶性有害物質の分解除去、さら

には植物細胞を用いた有用物質の生産など、幅広い応用

が期待される。当社外においても、慶應義塾大学、九州大

学、広島大学、東京理科大学、岡山理科大学、富山県立大

学などいくつかの大学で本システムの基礎並びに応用研究

が行われており、今後の発展を発明者として大いに期待し

ている。
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図12　高層型界面バイオリアクターの模式図並びに写真�
Ａ．ステンレス鋼鈑リアクターユニット（寒天平板型界面バイオリアクター）；Ｂ．バイトンゴムパッキン；Ｃ．オーバーフローライン；Ｄ．シェーカー；
Ｅ．ダイヤフラムポンプ。各リアクターユニット内の有機層はオーバーフローラインを通じた自然流出とダイヤフラムポンプによるボトムユニットから
トップユニットへの強制送液によって連結・循環される。リアクター内部総容量100L、有機層量6L
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