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超臨界二酸化炭素と酵素を利用する有用化合物の合成

松田　知子

超臨界流体とは，超臨界点を超える領域にある流体で

あり，どの物質も固体，液体，気体になるように超臨界

流体となるが，その流体の性質は個々の物質により大き

く異なる．酵素反応の溶媒や反応剤となる超臨界二酸化

炭素は臨界温度（31.1°C）が低く無極性である．筆者が

超臨界流体を用いる研究を始めたきっかけは，助手とし

て採用された龍谷大学の原田研究室で超臨界アルコール

を用いる無触媒有機合成反応が行われていて，通常は触

媒が必要な反応が無触媒で行える不思議さに魅せられた

ことであるが，研究を始めてから，超臨界アルコールと

超臨界二酸化炭素では利用方法がまったく異なることに

気づいた．当然ながら，高温の超臨界アルコール（たと

えばメタノールの臨界温度は 239°C）の中では酵素反応

は行えない．酵素反応が行える超臨界流体は，常温常圧で

は気体である CO2，CHF3，C2H6，C3H8，SF6などであ

る．その中で，CO2は多量に存在し無毒であるため，酵素

反応の溶媒として最も頻繁に用いられてきた1–10)．

では，なぜ酵素反応の溶媒として，水や有機溶媒では

なく，超臨界二酸化炭素を用いるか，そのメリットを以

下に示す．

1）反応後には常圧に戻すだけで二酸化炭素は除去でき

るので，生成物の分離 /抽出が簡単である．

2）安全な物質であるため，残存溶媒が問題とならない．

3）気体のように拡散性が高いため，拡散律速の反応の

速度を加速できる．

4）疎水性の有機溶媒のように，疎水性の基質を溶解で

きる．

5）高密度の二酸化炭素であるため，二酸化炭素を基質

とする反応の開発には有利である．

6）圧力や温度を変えると密度が大きく変化し，それに

伴い溶媒の性質が変化する．そのため，反応にあわせ

て溶媒特性を調整できる．

7）溶媒の種類を変えずに酵素反応に及ぼす溶媒効果が

調べられる．さらに，連続的に溶媒特性を変化させる

ことができるため，酵素反応の選択性などを連続的

に変化させることができる．

これらの超臨界二酸化炭素中で酵素反応を行うメリッ

トは，超臨界二酸化炭素を化学試薬を用いる有機合成に

用いるメリットでもあり，その研究は精力的に進められ

てきた．たとえば，二酸化炭素の水素化によるギ酸の合

成や，二酸化炭素を基質とする環状炭酸エステルの合成

がなされた．しかし，酵素を用いる研究は報告例が少な

く，しかも利用されてきた酵素の種類は限られており，

その大半が加水分解酵素であり，酸化還元酵素やカルボ

キシラーゼの研究例は数例のみである．開発が待ち望ま

れている分野である．ここでは，それらの例を紹介する．

フロー系の超臨界二酸化炭素酵素反応装置

高圧の流体である超臨界二酸化炭素中での酵素反応に

は特殊な装置が必要であると思われがちであるが，基本

的には，液体クロマトグラフィー用の装置のようなもの

が使用できる．フロー系の装置の概要を図 1に示す．ポ

ンプにより高圧の二酸化炭素と基質を，恒温槽の中にあ

る酵素を充填した反応管へと送液することにより反応が

起こる．その後，背圧弁により圧力を常圧に戻すと，生

成物と二酸化炭素を分離できる．この装置を用いると，

有機溶媒をまったく使用せずに有機合成が行える．研究

段階で反応条件の検討などを行う場合には，バッチ式の

図 1．連続式（フロー系）の超臨界二酸化炭素を用いる酵素反応
装置
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反応装置を用いると便利であるが，最終的には，高圧の

流体を使用しているため反応容器の大きさを小さくする

必要があり，単位スペース単位時間あたりの収量が大き

いフロー系の装置を用いる必要がある．

超臨界二酸化炭素中での加水分解酵素の利用

光学活性体の大量合成　　加水分解酵素は，超臨界二酸

化炭素中において最も頻繁に用いられている．特に，Candida

antarctica由来の固定化リパーゼであるNovozym 435は，超

臨界二酸化炭素中において活性が高く取り扱いが容易で

あるため，その報告例が多い．著者らは，超臨界二酸化

炭素中のNovozym 435の反応により，医農薬中間体とな

る光学活性化合物の合成を行った 11)．図 1に示したフ

ロー系の反応装置を用い，非常に高い立体選択性で目的

とする光学活性体が得られた（図2a）．3日間の運転によ

り 1.73 gの固定化酵素を用い 221 gのラセミ体（1-フェ

ニルタノール）を光学活性体（ee 99％）へと変換でき

た．副反応はまったくおこらなかった．注目すべきは，

この反応系では有機溶媒をまったく使用していないこと

である．酵素反応は通常水中で行われ，その際には生成

物を水から抽出するために有機溶媒が用いられるが，こ

の系では，常圧にすることにより二酸化炭素と生成物が

分離できた．基質特異性も広く，2-ウンデカノールのよ

うな脂肪族や1-テトラロールのような環状アルコールの

速度論的分割反応にも成功した．

Novozym 435などの加水分解酵素は，超臨界二酸化炭

素中で，化学触媒の存在下においても機能する．最近に

なり，超臨界二酸化炭素を溶媒とし，触媒としてリパー

ゼと化学触媒の両方を用いるフロー系の反応が報告され

た12)．Pd触媒を充填した反応層とリパーゼを充填した反

応層を順につなげた装置が設計され，アセトフェノンの

ラセミ体1-フェニルエタノールへのPd触媒による還元，

およびラセミ体1-フェニルエタノールのリパーゼによる

立体選択的アセチル化がone-potで行われた（図2b）．

また，加水分解酵素および化学触媒の両方を用いる動

的速度論的分割反応も超臨界二酸化炭素 /フロー系シス

テムにより行われている．図 2 a, bに示した速度論的分

割においては，アルコールとエステルが混合物として得

られるために最終的には分離が必要となるが，動的速度

論的分割反応においてはその必要がない．分割反応の触

媒としてリパーゼが用いられ，ラセミ化触媒として固体

化学触媒（benzenosulfonic acid修飾シリカ）が用いられ

た（図2c）13)．反応溶媒としてイオン液体，送液 /抽出溶

媒として超臨界二酸化炭素を用いるフロー系反応が報告

された．

立体選択性の制御　　超臨界二酸化炭素の溶媒の性質

は，圧力や温度によって制御できる．超臨界流体は，気

体のように密度が低い部分と液体のように密度が高い部

分が混ざっている状態であるので，たとえば少し圧力を

上げると密度が高い部分が多くなり，その結果，溶媒の

性質が大きく変化する．ここでは，著者らは反応溶媒と

して用いる二酸化炭素の圧力や温度がリパーゼの立体選

択性に及ぼす影響を調べた14,15)．有機溶媒の種類を変化

させることにより，リパーゼの反応の溶媒効果を検討し

た例は多数ある．しかし，有機溶媒を用いる場合には有

機溶媒の種類を変化させると分子の形がかわるため，そ

の影響までが出てしまう．一方，超臨界二酸化炭素を用

いると分子の形は変化しない．さらに，有機溶媒の性質

は連続的に変化させることは不可能である．たとえばヘ

キサンをヘプタンにすると炭素数は 6から 7へと変化す

る．しかし，6.1や6.2の炭素数の化合物は存在しないた

め，その間がどのようになっているのかは調べることが

できない．ところが超臨界二酸化炭素を用いる場合には，

図 2．超臨界二酸化炭素中でのリパーゼによる光学活性化合物の
合成．（a） フロー系の速度論的分割反応，（b） フロー系のone-pot
の還元および速度論的分割反応，（c） フロー系の動的速度論的分
割反応．
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圧力や温度は連続的に次第に変化させることができるの

で，立体選択性も連続的に変化させることができる．

実際に，図 3a に示すリパーゼの反応の立体選択性は，

圧力や温度を変化させることにより連続的に変化した

（図3b, c)．また，その変化は密度の変化とも関係深いこ

とがわかった．ではなぜ温度や圧力により超臨界二酸化

炭素の密度が変化すると，反応の立体選択性が変化する

のかを考察した．二酸化炭素の酵素への吸着などによる

酵素の構造の微妙な変化が立体選択性に影響を与えてい

ると考えられる．温度による立体選択性の制御に関して

は，有機溶媒中のリパーゼの反応においても報告16,17）さ

れており，そこでの説明に用いられている絶対反応速度

式を，超臨界二酸化炭素中での反応を説明するためにも

用いることができた（図3d）．

超臨界二酸化炭素中での酸化還元酵素の利用

加水分解酵素以外の酵素も，数例ではあるが，超臨界

二酸化炭素中で用いる研究が行われている．還元反応に

は Geotrichum candidum18–20) およびウマ肝臓アルコール

脱水素酵素 21)が用いられている．G. candidum由来のア

ルコール脱水素酵素は不斉還元における立体選択性が高

く，基質特異性が広いので，今後の展開が期待される．

さらに固定化にも成功しており，フロー系での利用も試

みられている（図4a）18–20)．また，ウマ肝臓アルコール

脱水素酵素による反応では，補酵素として必要である

図 3．超臨界二酸化炭素中でのリパーゼによるフルオロアルコー
ルの速度論的分割反応の立体選択性に及ぼす圧力および温度の
影響．（a） 反応スキーム，（b） 55°Cでの立体選択性に及ぼす圧力
の影響，（c） さまざまな温度での立体選択性に及ぼす圧力の影響，
（d） 二酸化炭素の密度一定条件下（0.75 g/ml）での立体選択性に
及ぼす温度の影響．

図 4．超臨界二酸化炭素中でのアルコール脱水素酵素による還元
反応
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NADHにフッ素鎖を結合させて，二酸化炭素に可溶化さ

せることにより，反応の進行を可能としている21)．

超臨界二酸化炭素中での

脱炭酸酵素 /カルボキシラーゼの利用

超臨界二酸化炭素中でのデカルボキシラーゼの逆反応

によるカルボキシル化反応は，二酸化炭素を原料とする

反応の開発は重要であるので注目を浴びている．1970年

代には，水の密度が低い非水系溶媒中では，加水分解酵

素はその逆反応であるエステル化反応を触媒することが

見いだされた．同様に，二酸化炭素の密度が高い超臨界

二酸化炭素中では，脱炭酸酵素はカルボキシル化反応を

効率的に進行させると考えられる．

実際に図5a に示すように，長澤らにより見いだされた

Bacillus megateriumを超臨界二酸化炭素中で用いピロー

ルの 2位への位置特異的カルボキシル化反応が報告され

た22,23)．また，B. megateriumを固定化し，フロー系でも

使用できることが報告された22,23)．しかし，この反応に

おいては共溶媒として緩衝溶液が必要である．2006年に

は，Thauera aromatica由来のMn2+依存性の酵素である

phenylphosphate カルボキシラーゼによる反応が超臨

界二酸化炭素中 (25.0 MPa，308 K)で水をまったく使用

せずに進行することが報告された24)．

まとめ

超臨界二酸化炭素中での酵素反応による有機合成の最

近の研究を紹介した．ここで紹介した反応が，持続的社

会を構築するための二酸化炭素を材料や溶媒とする未来

の物質変換法の開発につながることを期待する．

本研究は，龍谷大学の原田忠夫教授および京都大学中村薫准教

授の指導，および研究室の学生との共同研究により成功したもの

であり深く感謝する．
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図5．超臨界二酸化炭素中での位置選択的カルボキシル化反応




