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3.バイオリアクター技術

(1)微生物・酵素の固定化

酵素は一般の化判虫媒と異なり，特異性が高く，常温，常圧の緩和な条件下で

効率よく反応を触媒することから，食品，医薬品，化学工業などに広く利用され

ている。しかし酵素は生物がその置かれた環境下で最も効率よく働くよう淘汰

されてきたものであり，利用面からみると必ずしも理想的なものではない。そこ

で，酵素の本来の機能を残しつつ，さらに利用しやすい形態に変えるべく考案さ

れたものが固定化酵素である。

固定化酵素の研究は， 1953年に， Grubhofner & Schleithがジアゾ、化したポ

リアミノポリスチレン樹脂にカルボキシペプチダーゼ，ペプシンなどを共有結合

させた例に端を発するとされ， 60年に入ると，酵素の機能解明および工業利用

の面からの研究開発が活発に行われた。 70年代になって，酵素の供給源である

微生物菌体をそのまま固定化する，いわゆる固定化微生物の研究が盛んになり，

抽出による酵素の安定性や活性の損失を防ぐ有力な手法として広がりを見せた。

さらに70年代の後半，微生物を生かし続けたまま，または増殖を伴った状態で

固定化させておく固定化増殖微生物が考案され，エタノールや有機酸の連続発酵

などに応用されている。また近年では，微生物，酵素に留まらず，動・植物細胞，

オルガネラなどを固定化し微生物では製造困難なアルカロイド，ペプチド，ホ

ルモンなどの生産に応用範囲が拡大している 8.9)。

固定化の手法は，①水不溶性の担体に微生物・酵素を物理的吸着，イオン結合，

共有結合を介して固定化する担体結合法，②グルタルアルデヒドなどの二価性官

能基をもっ試薬で架橋固定化する架橋法，③網目構造をもっゲルや，半透性膜の

中に徴生物・酵素を閉じこめる包括法，の三種に大別され8.9に 1980年代前半

までに原理的なところはほぼ確立された。その後，現在に至るまで移しい数の報

告がなされているが，多くはそれらの改良や応用の範囲内にあると考えられる。

ここではその中から，比較的目新しい視点をもつものに的を絞り，レビ、ューす

る。
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1)固定化手法の開発

(a) 担体

上記の如く，微生物・酵素の固定化手法は1980年頃までにほぼ確立され，その

後画期的な報告は数少ないが，興味がもたれるものの一つにレクチンを担体とす

る固定化法がある43)。糸状菌や酵母など，真核徴生物が生産する酵素には糖鎖を

もつものが非常に多いが，酵素を担体に共有結合させるとき， この糖鎖が担体の

官能基をマスクするため，固定化収率が大幅に低下することがしばしば起きる43)。

しかし糖鎖部分に期日性をもっレクチンを担体とすればその懸念は解消すると

ともに，高い特異性を利して効率的な固定化が可能である。これにはセフアロー

スやセファデ、ックスにレクチン(主としてコンカナパリンA，ConA)を結合し

これに酵素を吸着させる方法と，直接酵素にレクチンを作用させ，沈澱不溶化す

る方法，いわゆるアフィニティープレシピテーションとがある。前者はグルコー

スオキシダーゼ26・37にインベルターゼ25.26. 27にグルコアミラーゼ25) セルラー

ゼ、18・25) セロビアーゼ25. 35. 48)などに応用され，いずれも熱， pH，変性剤，

プロテアーゼ消化なとI対して安定性が向上するとともに，基質との連続反応に

おいて十分な活性保持力を示すことが明らかにされた。後者は抗原・抗体反応と

同様に，糖タンパク質の糖鎖および、タンパク質部分の立体構造と組成が， ConA 

に対する幸見和性を決定していると考えられている抗解離・会合の詳しいメカニズ

ムおよび条件は不明である43)。アリルスルファターゼ1・へ酸性ホスファターゼへ

β ガラクトシダーゼ4)，N-アセチルへキソサミニダーゼ4) ウシプラズマアミ

ンオキシダーゼ"にグルコースオキシダーゼ23・24)などは，高い活性を保持した

ままConAによって会合沈澱し， αーメチルグルコシドによって再解離する。

沈澱酵素は熱，変性剤に対する安定性が著しく増大した。

アフィニティプレシピテーションは，固定化手法と同時に有力な酵素精製の手

段として関心がもたれている。乳酸脱水粗酵素45)をブルーデキストランに結合

させた後，ConAを添加するとブルーデキストランが酵素を結合したまま沈澱す

ることを利用して，酵素の回収・精製を行ったもので，以後の操作が極めて容易

となっている。 ConAは，ブルーデキストランの架橋剤としてこれを重合，沈

澱させる働きがあるとされている45)。
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(b)架橋剤

グルタルアルデヒドは架橋剤として最も応用性の広い試薬であるが，酵素に

よっては，アミノ基などの官能基を修飾する結果，活性低下を来たすなどの欠点

も多い。その改良法として，グルタルアルデヒドのオリゴマーを用いる方法が開

発された38)。グルタルアルデヒドのモノマーを.pH8.5のほう酸バッファー中で

60
0

Cに加温，得られた235nmlこ吸収極大をもっピークをHPLCで分取。このも

のは数種のグルタルアルデヒドオリゴマーからなり，アルコール脱水素酵素，グ

ルタミン酸脱水素酵素の固定化に供試したところ，モノマーと比較してそれぞれ

4倍. 13倍の活性歩留まりを示した。一方，固定化蛋白量そのものは変化がない

ことから，オリゴマーはモノマーのようにシッフ塩基形成試薬として作用するの

ではなく，アルドール重合によって，二重結合がアミノ基によって置換された状

態で作用するものと推察されている 38)。

また，通常の溶液状態では反応性が低いものに対して，グルタルアルデヒド蒸

気の使用が有効であるという報告がある 31)。インクジェットノズ、ルを用いたバ

イオセンサー用酵素素子の調製で，酵素液をISFET(ionsensitive field effect 

transister)上に噴出・固化させた後，溶液状のグルタルアルデヒドで架橋すると，

酵素の溶出や固定化膜内での不均一化を生じ，安定な膜ができにくい。そこで

ISFET上に酵素液を噴出，乾燥した後，グルタルアルデヒド蒸気を満たした

チャンパー内に一定時間放置し，固定化するものである 31l。この方法は，酵素の

損失がなく微細な環境制御が可能であるため，高価な酵素や複合酵素のバイオセ

ンサーチップの調製などに有効であると思われる。

(c)修飾法

酵素電極の開発では， トリドデシルアミンおよびカルボキシル置換した塩化ポ

リビニール電極についての例がある刊。モデル酵素にペニシリナーゼを用いて固

定化法の検討を行ったところ，最も安定な酵素電極を得るには，電極を1エチ

ルー3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミドの存在下にウシ血清アルブ

ミンで処理した後，グルタルアルデヒドで架橋固定化するのが最善であることが

判明。このものは，アルブミンの保護作用のため，塩を含んだサンプル中でも十

分に高いポテンシャルをもち，実用性に優れているとされる47)。

アンモニア，二酸化炭素，酸素などのガス感応型センサーの電極には，溶存ガス
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の透過性の高さからフルオロカーボン膜が最適とされている。しかし，この膜は

酵素を固定化するのが容易でないところから，現実にはナイロンネットや酢酸セ

ルロース，ブタ腸管などが用いられている。この点を克服すべく新しい手法が開

発された34〉o 酵素のアミノ基に，パーフルオロアルキル化合物を結合させてフ

ルオル化した後フルオロカーボン膜に吸着させるもので，ウレアーゼを対象にア

ンモニア電極の調製を試み，安定な電極の調製に成功している 34)。

酵素同士を多価性官能試薬で架橋重合し，固定化しようとする試みは以前から

行われてきたが，その延長として異なる酵素の架橋重合が検討された41)。トリ

プシンとキモトリプシンをグルタルアルデヒドで共重合させたところ、活性はも

との酵素の数%に減少したが， トリプシンの自己消化が大幅に抑えられること，

酵素密度の向上により， リアクターへの応用の際，容量の大幅な縮小化が可能な

ことなどが指摘されている 41)。

2) 固定化微生物園細胞による酵素の連続生産

固定化酵素・微生物の応用で，近年目につくのは固定化微生物・細胞を用いた

各種酵素の連続生産である。特に，大量生産が難しい酵素や特殊な生物由来の酵

素生産に有効であるとされている 8. 肌 32)。

(a)微生物

Aspergillus niger c -58 -111株によるグルコアミラーゼの連続生産では，胞子

を焼結ガラス，または軽石に固定化する方法が良好な結果をもたらしている 19)。

胞子の生育とともに菌体外にグルコアミラーゼ、の生産が開始され， 24時間毎に

酵素を多量に含んだ培養液の回収が可能であった。本固定化菌体は， 30回の繰

り返し使用後でも酵素生産性に変化がみられない 19)。

木材腐朽菌によって生産されるリグニナーゼ(リグニンベルオキシダーゼ、〉は，

一般に生産性が低く大量生産は困難とされている。その中で最も強力な生産菌の

ーっとして知られている，Phαnerochαetechrysosporiumの固定化菌体を用い

たりクeニナ}ゼ、の連続生産が検討された8)。固定化担体としてナイロンネット，ポ

リウレタンフォーム，焼結ガラスなどが良好で，いずれも撹枠時における菌糸のせ

ん断耐性が向上するため，長期間にわたる連続培養が可能である。本菌は窒素源が

過多になるとリグニナーゼ生産能が著しく低下するので，固定化と窒素の供給量
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C2.2~22mM) との関連について検討が行われた8) 。遊離菌体は予想通り，最低

窒素濃度 C2.2mM)のとき200U/1と，最大酵素生産能を示したが，それより

高濃度では生産能は急激に低下した。一方，ポリウレタンスポンジまたはポリウレタ

ンフォームに固定化したP.chrysosporium菌体は，窒素濃度22mMのとき，それ

ぞれ190U 11，340 U 11の生産性を示した。後者が遊離菌体を上回るのは，窒素過多

による阻害が緩和され，菌そのものの生育が促進されることによると考えられるU 。

プロテアーゼでは，固定化Humicolalutea 2)を用いた酸性プロテアーゼ、の生産

が試みられている。 H.luteα120-5の胞子をポリウレタンスポンジキューブ守に包

埋し菌糸が十分生育するまで培養した後，プロテイナーゼ生産に供したところ， . 

連続10回の繰り返し使用でも，酵素の生産性は遊離の菌糸とほとんど同じであっ

たという 2)。また，スポンジキューブと胞子懸濁液の比は固定化菌体の活性に影響

を与え， 10: 0.5(wt)のときが最も良好であった。一方，フィブリン分解酵素を

中心とするプロテアーゼ、の生産には，アルギン酸カルシウム固定化Penicillium

chrysogenumが用いられている m 。固定化微生物によるプロテアーゼ生産では，

しばしば菌体の自己消化による損失が連続化の障害となるが，P. chrysogenum 

の場合，菌をゲル中に包埋することによって自己消化が抑えられ，安定な酵素生産

が観察された。興味深いことに，固定化により各プロテアーゼ種の活4生比が変わり，

アルギン酸濃度3%，培地50m1に対してlOm1容量のゲ、ルを添加したとき，プロテ

アーゼの中でフィブリン分解酵素の生成上障が最高値を示している。本固定化菌体

は，各回分毎に燐酸塩で洗浄した場合， 12固まで再使用が可能であったm。

(b)プロトプラスト

細胞壁が酵素やアミノ酸などの分泌阻害要因となっているときには，プロトプ

ラストの利用か有効である。プロトプラストは一般に外部環境の変化に弱いため，

そのままでは長時間の培養が困難であるが，カラギーナンやアルギン酸カルシウ

ムゲルに固定化することにより，この間題点、を克服できる例が報告されている 8・

12. 29. 30) 。
アルギン酸カルシウムに固定化Lた，めorotrichumのプロトプラスト再生菌

糸を用いてリパーゼ、の連続生産が試みられた29)。パッチ法による検討では，通常

の固定化菌糸の数倍の生産性を示し，リバーゼ‘の比活性は約4倍となった。固定化

プロトプラストは非常に安定であり， 120時間の反応後でも高い酵素生産性を保持
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していた。活性の保持には，トリスバッファーの添加が非常に効果的であり，トリ

オレイン，オリーフ?由， トリブチリン，オレイン酸ブチルエステル等がリバーゼ

の誘導物質として有効であったという 29)0 Sclerotium rolfsiiのアルギン酸カル

シウムゲル固定化プロ卜プラスト山ではエンドグルカナーゼ，s-グルコシダー

ゼの連続生産が試みられ， 5回の反復使用後にそれぞれ初期の36%，および26%の活

性を保っていた。また，Brevibαcterium flavumのカラギーナン固定化プロトプ

ラストによるL グルタミン酸の生産では30に 8回目の使用 (192時間)で初期活

性の約22%カ対呆持されていた。一方，HeterobαsidiumαnnosumやPolyporus

pinsitusのアルギン酸ゲル固定化プロトプラストでは，再生菌糸の形態や酵素

活性(リグニナーゼ)がゲルマトリックスによって回害され，変化することが報

告されている 6)。

(c)原生動物

原生動物は，特殊な酵素の取得源として興味深い対象である。その一例として，

テトラヒメナの固定化が検討された32)。通常のアルギン酸カルシウムに包埋した

テトラヒメナは，ゲル中で生存可能であったが，増殖は起きなかった。一方，中空

アルギン酸ゲル固定化テトラヒメナは， 9x1O'7 cell/m1まで‘増殖し培地を毎日更

新してやれば多量のリソソーム酵素を分?必することが判明した。エアーリフト型ノf

イオリアクターで半連続的な培養が可能であり， α グルコシダーゼ，sーグルコ

シダーゼ， β へキソサミニダーゼ，酎生ホスファターゼなどの酵素を，少なくと

も4週間にわたって生産し続けた。中空アルギン酸ゲ、ルは， 3カ月間安定に増

殖可能なテトラヒメナ細胞を保持することができるため，商業的価値のある酵素

の給源として有望であるという 32)。

3) 医学・分析化学への応用

バイオセンサーを中心とする分析化学，医学，薬学等への応用は，固定化酵素・

微生物研究の中核分野の一つである。固定化手法・素材ともに，価格や安全性か

らの制約が食品分野などに比べて少なく，今後最も期待のできる分野であろう。

(a)酵素・査白質

TPAなどのグリコプロテイン酵素の定量には，エンザイムイムノアッセイ法が最

も一般的であるが，ポリクローンまたはモノクローン抗体の取得が必要である。
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この手聞を省き，あらゆるグリコプロテインに応用可能な分析手法として， レク

チンとの相互作用を利用する，いわゆるLAB(lectinaffinity bioassay)が提案

されている 16)。固定化レクチン (ConA)に， TPA，プラスミノーゲン(基質)，

フィブリノーゲン(賦活化剤)，色素混合物 (8-2251)からなる反応液を加え，

レクチンに結合したTPAを分離，発色後，マイクロプレートリーダーで405nmの

吸光度を読みとるもので、ある。 TPAの結合はマンノースとメチルー αーマンノー

スによって阻害されるが，グルコース，ラクトースでは阻害されなかった16)。本法

の感度はO.5IU/mlであり，抗TPAIgGを用いるイムノアッセイ法と同レベルで

ある。エンザイムイムノアッセー法では，ポリサッカライド系抗体の固定化法5)

が検討されている。固定化担体としてポリエステル布，固定化試薬として塩化シ

アヌルを用いることにより，アミノ基や水酸基を有するポリサッカライド系抗体

およびノ、プテンが，収率良く布に固定化されることが明らかにされた。

(b)核酸塩基

プリン塩基およびそのヌクレオシドなどの核酸関連化合物は，魚介類の鮮度指

標として有用であるとされ，種々のバイオセンサーの開発が試みられている船。

その一環として，プリン塩基およびそのヌクレオシドの，ポストカラムでの高感度

検出法の開発が行われた60)。逆相カラムの通過液を，二種類の固定化酵素(グ

アナーゼ，プリンヌクレオシドホスホリラーゼ・キサンチンオキシダーゼ)リアク

ターで反応させ，生成した過酸化水素，尿酸を白金電極で検出する。本法は基質特

異性が高く，プリンヌクレオシドやピリミジン塩基には反応しない。プリン塩基(ヒ

ポキサンチン，キサンチン，グアニン，アデニン)，プリンヌクレオシド(イノシン，

キサノシン，グアノシン，アデノシン〉は10pmolから5nmolの広範囲で直線

性があり，検出限界は1.2--5.5pmolであった同〉。また，魚の鮮度測定用にフ

ローインジェクションシステムを導入，簡便化を図った例が報告されている4UO

V アテeニル酸テeアミナーゼリアクター，アルカリフォスフアスターゼ、リアクター，

ヌクレオシドフォスフォリラーゼ・キサンチンオキシダーゼリアクターの3種の

リアクターを用い，サンプル注入後流路を分割してそれぞれのリアクターで反応

させ，ペルオキシダーゼ電極に入る直前に再び、流路を統一，電流値変化を測定す

る。感度と電流値から鮮度指標K値を求めるもので， 1時間あたり 15サンプルの

分析が可能であるという船。
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(c)糖

クゃルコースセンサーは，固定化酵素の中でも最も早くから取り組まれた研究課

題の一つであり，数多くの研究および実用例がある。最近の研究では，Zymo 

monαs mobilisを用いた徴生物センサーの例がある40)。本菌の菌体内オキシド

レダクターゼ，グルコノラクトナーゼを用いて，グルコースおよびフルクトースの

測定製を試みたものである。トルエン処理により，膜透昆性を高めたZ.mobilis 

菌体をゼラチン膜でpH電極に固定化し，酵素反応によって生成した水素イオン濃

度を測定することにより，グルコース，フルクトース含量を求める。測定の至適pH

および温度は，それぞれ6.2，390Cであり，ク、lレコースで5g/1，フルクトースでは50

g/lまで再現性の良い直線が得られるという。動物組織中のグルコース濃度の測定

には，固定化グルコースオキシダーゼと化学発光を利用したフローインジェクショ

ン分析法が提案されている 22)。酵素反応によって発生した過酸化水素をルミノ

ール発光で定量するもので， 1Q-7___1Q-2Mの過酸化水素の定量が可能であり，

グルコースに対する直線性は10-5---5x10-2M (lr.nM濃度で5回繰り返し測定

RSD=3%)の範囲内にあった。固定化酵素リアクターは4週間以上に亘って安定に

保たれ， 1時間当たりの分析可能数は最大20検体であった。このフローインジェク

ションシステムは，ヒトの抗凝血因子Eの分析に効果を発揮し， YSI社のオフライ

ン分析機と比較しでも精度に遜色がなく，迅速性で優れているという 22)。

(d)その他の生体成分

アセチルコリンの分析に，生体膜構成成分の蛍光強度変化を利用する方法が開

発されている7)。両親媒性膜の構成成分，ニトロベン、ノ、キサ、ノ、ールジパルミトイル

フォスファチジルエタノールアミン (NBD-PE)の蛍光強度は，膜の物理的，

静電気的環境によって大きく影響される。膜表面の物理的，静電気的性質は選択

的関芯による人為的制御ができることから，この際生ずる蛍光強度変化を利用す

れば溶液中に存在する特定物質の定量が可能である。膜結合酵素，アセチルコリ

ンエステラーゼはアセチルコリンを加水分解して，酢酸とコリンを生成する。本

酵素反応を，石英ウエハーに共有結合させたC16脂肪酸からなる，従って小量の

NBD-PEを含む単層膜で検知する。酵素反応によって引き起こされた静電気的

性質の変化にともなって蛍光強度が減少することを利用して，アセチルコリンの

定量が可能であり， 0.1μMから2μMの間で直線性が得られたというわ。
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医学分野におけるその他の利用としては，固定化ミクロソームのUDP-グルク

ロノシルトランスフエラーゼによる薬剤のグルクロン酸化や20¥画定化へパリナ

ーゼによる血中へパリンの除去11)などが興味深い。前者では，共有結合，イオン

吸着，包括法のうち，ポリエチレンイミン共存下におけるアルギン酸ビーズ包括

法のみが有効であったという。抗ヒlトエイズウイルス剤である， 3'-azido-3'-

deoxythymidine( AZT)のグPルクロン酸化をモデルにバイオリアクターを組み

立ててみたところ，カルシウムC12mM)は固定化ミクロソームの安定性を増大

し酵素の比活性は固定化により約5倍に上昇した。 Km，Vmの値から， AZTは

遊離酵素よりも固定化酵素の基質として好適なことが判明，反応6時間後に得られ

たAZT グルクロン酸の量は，遊離酵素の場合の3倍に達した。本法はビリルビン，

4ニトロフェノール，クロフィブリン酸，パープロフェン，デキストロファン，

モルフィンなどの薬剤，生理活性物質のグルクロン酸化に有効であることが明らか

にされている 20)。 後者では，へパリナーゼのセルロースホローファイパーへの

固定化が試みられている。ホローファイバーのアルカリ処理 CO.05Nの水酸化ナ

トリウム)と，トリエチルアミンを塩基とする塩化トレシル基の導入により，活性

の歩留まりは26.2%，保持力は従来法の3倍となった。 4.5μgprotein/ cm 2の

酵素濃度のとき，へパリンの分解速度は0.3mg/h.cm2を示している 11)。

4) 形質転換微生物の安定化

プラスミドやファージベクターを組み込んだ形質転換微生物による酵素，ホル

モン等有用物質の生産では，それら異種DNAの欠落防止が大きな課題である。

通常，薬剤耐性などの選択圧をかけながら培養が行われることが多いが，微生物の

固定化は欠落防止に効果が大であるとさ札いくつかの試みがなされている 3.13. 

14. 15. 21. 36. 39. 44) 。

カテコールー2，3 ジオキシゲナーゼ活性を組み込んだ形質転換株，E.coliBZ 

18/pTG201株をカラギーナンゲルビーズに固定化したときの生育状態，形態変

化などの観察が行われ組換え体においても通常の微生物と同様のゲル内増殖が起

き，ゲ、lレ空隙部では1.7xl011個まで増加することが確認された15)。また，培養時

の撹枠速度がプラスミドの安定性およひ酵素生産性に及ぼす影響が，E.coli B/ 

pTG 201株を用いて検討されている 21l。遊離菌体とカラギーナンゲル固定化菌体
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の両者を非選択培地で比較したところ，固定化菌体ではプラスミドの安定性が増

加し遊離菌体なら急速にプラスミドの欠落が起こるような撹梓速度でも目立つ

た欠落は起きていない。カテコールー2，3-ジオキシゲナーゼは，プラスミドの安定

性のため漏出菌体で高い活性発現がみられた。最少培地中では遊離，固定化菌体と

ら撹枠速度の上昇とともにプラスミドの安定性は低下したが， LB培地では，菌

体濃度が最大になる撹持速度でも安定性が向上した21)。キシラナーゼ遺伝子を組

み込んだプラスミドpKK223-200の安定性は，カラギーナンゲルに固定化するこ

とにより安定化されるが，安定化の程度はプラスミドのコピー凱菌の生育速度お

よび培地組成に関連したファクターで表されるという山。また，カテコールー2，

3-オキシゲナーゼ遺伝子を導入したpTG201の連続培養における安定性は，ホス

ト細胞 (E.coli)によって異なるが，ゲル内に固定化した場合には安定性に大差

はないこと，安定性の増大は固定化細胞聞のプラスミド転移やコピー数の増加に

よるものではないことなどが明らかにされている四)。一方，好熱菌Bαcillus

stearothermophilusのα アミラーゼ、をE.coliHBI01/pH1301に組み込み， κ

カラギーナンで固定化，酵素の生産性ならびにプラスミドの安定性に及ぼすグリシ

ン，カラギーナン， KCl濃度の影響が検討されている 3)。グリシン非存在下では，

酵素は組換えE.Coliのペリプラスム空間に局在しごく小量の酵素が培養液中

に漏出したが，グリシンを添加すると，固定化菌体のペリプラスムからα アミ

ラーゼが効果的に生産され，その大部分がゲルマトリックス中にトラップされた。

カラギーナンとKCl濃度は酵素の培養液中への漏出に大きく影響，一定の選択

圧下においても，長期間培養すると酵素生産性の低いミュータン卜が出現し，時

間経過とともに優勢になったヘまた，プラスミド欠損株も培養時間の結晶ととも

に増加の傾向にあった。プラスミドの安定性は菌体固定化，および2%KClの添

加によって増大したという 3)。

5) 無細胞合成系への応用

無細胞合成系を用いたポリペプチドなどの生体成分の合成は，その生体成分が

細胞内で不安定である場合，または細胞に対して有害であるような場合に有効な

手法である抗一般に合成系が不安定であり，収率も低いため実用的な意味合い

からは，一部を除いてほとんど注目されなかった。しかし反応の連続イじ即ち
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ポンプによる基質の連続供給とF防4瓶邑膜による生成物の除去の組み合わせによ

り，ポリペプチドを長時間にEって合成するで、きる可能性が示され，注目されてい

る33・42.剖)。アミノ酸混合物， ATPおよび、GTPを含むノfッファーを， 1ml/h 

の流速で無細胞合成系 (E.coliまたは小麦匪芽〉を入れたチャンバーC1ml容量〉

内に送り込み，合成されたポリペプチドを膜を透して系外に取り出す方法で連続化

したところ，E.coli，小麦匪芽の両合成系で， 20時間にEってRNA当たり100コピー

のウイルスコート蛋白が合成されたという 46)。また，カルシトニンmRNAを用

いた系では， mRNA当たり150-300コピーのカルシトニンポリペプチドの生成が

確認されている船。一方，動物細胞においても限外漉過膜を用いて，ウサギ澗状

組織の無細胞転写系によるグロビンの合成が試みられ， 0.5mlの無細胞系から， 100

時間後でも約2mgのαおよびβ グロビンが合成された42)。さらに，遺伝子情報

解析のー有力手段として，酵母の固定化無細胞タンパク質合成系が報告されている

加。オリゴ(dA)セルロース固定イ~poly(U)の他，オリゴ(dT)セルロース固定化

酵母mRNA，同固定化マウスミエローマmRNA，ATP，GTP，アミノ酸などの

混合系を反応させ，mRNAからの翻訳情報の解中斤を行ったところ， 3H-フェニル

アラニンの取り込みからdenovo合成によってポリペプチド鎖が合成されているこ

とが確認された。翻訳効率は均一系(溶液系)に比較して低く，通常の不均一系反

応と同様，物質移動が律速になっていると考えられた33)。これら無細胞合成系で

の例は，高等生物の無細胞系におけるmRNAの翻訳や機員の結合など，翻訳後の

プロセッシングの角勃庁に有効な手段となり得る可能性を秘めており、興味深い。

(食品総合研究所春見隆文)
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(2) 反応装置

反応装置(バイオリアクター)はその方式から充填層型，撹持槽型，流動層型，

膜型(遊再盟，拡散型，強制透過型)に分類できる 6，19)。

1)充填層型反応装置

固定化酵素，固定化微生物などの固定化生体触媒をカラムにつめて，連続的に

原料を上向きあるいは下向きに供給し，生産物を取り出し，連続定常運転を可能

としたものが充填層型反応装置である。現在最も一般的な反応装置である。固定

化することにより，生体触媒を繰り返し使用でき，充填率を上げることにより容

積あたりの生産性の向上生産コストの低減が可能になる。生成物阻害がみられ

る反応系に対しては撹持槽型より有利であるι加。

グルコースイソメラーゼによる異性化糖製造において，酵素を含有する菌体を

そのまま固定化したもの，抽出酵素を固定化したものなど種々の固定化酵素が市

販されており，大型カラムに充填し大量生産が行われている 28)。固定化酵素の多

くは，充填層型が使用される。研究開発例として，固定化グルコアミラーゼによ

るデンプンの糖化eにグルコシルサイクロデキストリンの製造18) キシロオリゴ

糖の製造27) マルトオリゴ帽の製造23・24，58) 小麦グルテンからのペプチド製造44)

魚タンパク質の加水分解80¥醤油様調味料製造における固定化グルタミナーゼに

よるグルタミン酸製造および固定化乳酸菌による乳酸発酵7・75¥ トリグリセリド

と指肪酸のエステル交換による油脂の改質37) パーム油のジグリセリド (DG)

と指肪酸をエステル合成させることによる低DGパーム油の製造問，ヘキサン系

でオリーブ油とステア 1)ン酸メチルのエステル交換比札 64¥カカオバター様油

脂の製造10・72) 固定化サーモライシンによるアスバルテーム前駆体の合成61.65) 

などがみられる。

2)撹梓槽型，流動層型反応装置

撹枠装置を備えた槽型リアクターで，構造が簡単で，パッチ式，連続式のいずれ

にも対応できる。通常ノ《ッチ式と呼ばれているのは，撹枠槽内で生体触媒を遊離

の状態でバッチ処理を行うものである。このパッチ法は工業的に広く使用されて

おり，その代表的なものとして，糖化によるグルコースの製造をあげることがで
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きる。研究開発例として，乳タンパク質の加水分解による機能性タンパク質の製

造において画定化酵素をリアクター内部の二重の撹持翼で低速に回転させ，チャ

ネリンク守防止を図ったもの60¥固定化βーガラクトシダーゼを用いた回転カラム

式あるいは撹梓式充填層型反応装置による乳糖の加水分解14・15に固定化プロテ

アーゼによる魚タンパク質の加水分解80に固定化ホスホリノfーゼによるホスファ

チジルコリン高含量大豆レシチン製造における潅流型の使用25) (これは，中心部

は反応槽 (2重円筒)で，外周部に沈降分離槽を設けており，原料は反応槽の内

側に供給され，反応液は外周部の上部から取り出し，固定化酵素は撹伴羽根によ

り反応措内簡を上昇し，反応槽外簡を下降し循環する)などが報告された。

流動層型は充損層型と撹桝書型の聞に位置すると考えることができる。固定化

微生物をカラムにつめた場合でも，生物活動に伴うガス発生などにより系がある

程度混合されるような場合あるいはカラムにガスを供給する場合など流動層型

とよべる。カラム状でなく三つのそろばん玉を縦につないだ形の容器にアルギン

酸ゲルに固定化した酵母をいれで流動層型で使用したF型反応装置とよばれるア

ルコール製造プラントがパイロットレベルで運転され，実証試験は終了している

船。固定化酵素と少量の遊離酵素を使用しながらこの流動層型を用いての豆乳

中の大豆タンパク質の加水分解によるオリゴペプチドの製造山，醤油様調味液製

造における固定化酵母を利用したアルコール発酵札制.68. 75) 高濃度食酢の製

造39)などの研究開発報告がみられる。

3)遊離型膜反応装置

遊離型膜反応装置は撹持槽反応装置に限外櫨過 (UF)膜，精密漉過 (MF)

膜， UF膜と逆浸透膜の中間に位置するナノフィル卜レーション (NF)膜など

の分離膜を組み込んだものである 1・凪肌刊。たとえば酵素による高分子基質

の加水分解においては，酵素と基質を遊離の状態で反応装置内に保持し，反応さ

せながら，低分子量の反応生成物を加圧下でUF膜を透過させて連続的に取り出

すことが可能である。工業化されたLーアミノ酸製造として，アミノアシラーゼ

を使用した光学分割84¥発酵法と組み合わせたLーアスパラギン酸の製造89)の

二つがある。研究開発例として，遊離プロテアーゼによる各種タンパク質の加水

分解3目 41)， s】アミラーゼおよび枝切り酵素に|よるテーンプンからのマルトース生
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産48) プロテアーゼ、を用いた魚肉タンパク質からのアミノ酸の連続生産に対して，

遊離型膜反応装置の適用49) デンプンの加水分解叩，サイクロデキストリンの

製造9) 油脂の加水分解71)屠畜血液タンパク質の酵素分解における撹梓槽型反応

と酵素回収のため反応終了後，遠心分離とUF膜分離の併用79に半回分式での寒

天オリゴ糟の製造26)α ーキモトリプシンによる鎮痛作用を有するジペプチドで

あるキョートロフィンの合成IIヘ大豆タンパク質の加水分解による機能性タンパ

ク質の製造46¥乳タンパク質の加水分解による機能性タンパク質の製造35・60)

マンテール醐見水素酵素および、ギ醐見水素酵素を反断書内に保持したままフェニル

グリオキシ酸からのマンデル酸の連綻撞83) 味噌製造において原料を消化した

後，固液分離を行い液体部分のみを用いて発酵を遊離型膜装置で行ったもの66)

遊離型によるエタノール発酵40) エタノール発酵におけるパーベーノfレーション

膜利用42.45) 固定化酵母によるエタノール発酵とパーベーパレーションの組み

合わせ73)αーアミラーゼとグルコアミラーゼを併用してデンプンスラリーから

直接グルコースを生産するために，水性2相分配と膜分離を同時に利用した方法

29) 乳酸菌の高密度培養21)の例があげられる。

4)強制透過型膜反応装置

強制透過型膜反応装置は，多孔質膜内に酵素を固定化した後，低分子基質を加

圧透過し生成物を得るものである。強制透過型膜反応装置の特性として，低分子

基質を対象とした加水分解や異性化反応に適しており，短時間で反応し，従来の

固定化酵素法よりきわめて高い生産性を示すこと，これまで数時間~数日かかっ

ていた反応時聞を数秒~数分と著しく短縮できること，圧力により生産性あるい

は生産物組成を容易に制御できることが示されている日〉。インベルターゼによ

る転化糖生産5O. 51. 52) グルコースイソメラーゼによる異性化糖生産53)， s-フ

ラノシダーゼによるフラクトオリゴ糖生産54) ラクトースの加水分解31)充填層

型とこの方式を併用したデンプンの糖化引，オリーブ油の加水分解43)の報告があ

る。

5)拡散型膜反応装置

膜の片側に生体触媒を保持し，原料である基質が膜を透過し，生体触媒と反応
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し，生成物はまた，膜を透過して戻っていくという形式をとることも可能である。

この場合，膜の透過が圧力ではなく濃度匂配に伴う拡散に依存するため，拡散型

膜反応装置と呼ばれる。主に，低分子量物質の加水分解や異性化等を対象にして

いる。体積あたりの膜面積が広い中空糸膜モジュールが使われる 55)。円筒反応

装置内部に円筒の膜をセットした一体型反応装置30) ラクトースの加水分解伺〉

などが報告されている。

最近， 2相系の酵素反応に対してこの拡散型が使用され始めている。膜内ある

いは膜面に酵素を担持しておき，膜の 1次側に溶質を溶解した有機溶媒を供給し，

膜の2次側にpHを制御するための緩衝水溶液を側告する。溶質は，酵素と反応し，

生成物はその溶解性に応じて，水相，あるいは有機相に分配される。リノfーゼ、によ

るトリアセチンの加水分解における動力学8九大豆油の加水分解70) グリセロール

と脂肪酸のエステル合成88ヘオリーブ油の加水分解比 16・17，76) バター中のグリセ

リドの加水分解33，34)水・有機溶媒2相系の反応装置設計船，医薬品原料のための

光学分割(イブプロフェン)加などに応用されている。アルコール発酵と膜に

よる抽出を組み合わせたものは，パーストラクション法とよばれている21.38)。

その他の2相系反応装置に関する報告として，超臨界流体を利用した反応装置

59) 気泡塔でのエアーにかわって密度の小さい有機溶媒を分散板を通して側目滴

で供給し 2相分散系を作り，上部で相分離し，水相は円筒の外周部に循環し，有機

溶媒相は外部に取り出され，再び系内に循環する新しいタイプの方式81に同様の

方法で魚油中の高度不飽和指肪酸含量を高めることをねらって，リバーゼ水溶液

をカラムユニットに保持し油脂を下部からテeィスパーザーを利用して徴細液滴で

供給し反応させる方式78) ビ、ブ、ロミキサーを利用したオリープ油の加水分解22)

やアスパルテーム前駆体の製造問などが報告されている。

なお，成書として文献4，5・28・82)をあげるので参照願いたい。

(食品総合研究所中嶋光敏)
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