
１．はじめに

リパーゼは油脂（高級脂肪酸のトリアシルグリセロール）の加水分解を触媒す

る酵素に与えられた総称で，その存在は古く１８３４年に J. Eberleにより，さらに
１８５６年に Cl. Bernardによって，膵臓中にその存在が確認されて以来，アミラー
ゼ，プロテアーゼとともに三大消化酵素のひとつとして重要視され，医学，生理

学，生化学その他の分野で多くの研究が手掛けられてきた。研究歴史がこのよう

に古いにもかかわらず，他の主要な加水分解酵素に比べるとリパーゼの研究の進

展は取り残されてきた。１９６０年代には，アミラーゼ，プロテアーゼの研究進展は

めざましく，その数多くの利用技術が現在の食品産業を始めとする産業界に定着

していった。一方，リパーゼは基礎研究が，１９７０年代に始まり，石油ショック対

策の一環として，リパーゼによる油脂の改質などの工業的利用が考えられるよう

になった。リパーゼの応用研究が立ち遅れた原因は，リパーゼの基質が水に溶け

ず反応系が不均一で行われるため，その反応速度論的解析が困難であり，研究上，

酵素の真の挙動をとらえ難いことが挙げられる。さらに，リパーゼの精製が容易

に達成されなかったことも一因である。１９８０年代になると，先端技術のひとつと

して産業界では，バイオテクノロジーが台頭する時期となり，生体触媒（酵素）

の利用に注目がさらに集中し，リパーゼの実用化研究も一気に進んだ。リパーゼ

は動物のみならず，植物，微生物に至るまで広く分布している酵素であるが，リ

パーゼの応用研究の現況は，医療，薬学の分野を除いては，ほとんどが微生物供

給源のリパーゼに関するものである。これは，微生物由来のリパーゼがコファク

ターを必要とせずに安定に機能を発現することに加えて，精製方法が容易である

ことも一因になっている。各方面で微生物リパーゼの工業生産が試みられ，その

製造技術が確立されるに従って，多種類の微生物リパーゼが純化されるようにな

った。そして，それらの比較研究から，供給源の相違によるリパーゼの多様性が

実証された。この成果は，リパーゼの用途拡大の指標となるとともに，応用に際

しては，個々の目的に合致する特性をもつリパーゼを選択することが重要課題で

あることを示唆していた。

２．リパーゼの構造的特徴と反応特性

１９９１年に初めて，Rhizomucor miehei由来のリパーゼの立体構造が X線結晶解
析によって解明されてから１），これまでに，１０数種類の動物由来リパーゼや微生

物由来リパーゼの三次元構造が報告されている。これらのリパーゼの分子構造比

較研究から，多くのリパーゼの活性中心を構成するアミノ酸残基群は，セリン，

酸性アミノ酸残基（アスパラギン酸など），ヒスチジンと同定され，セリン系プ
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ロテアーゼと同じ活性中心であることが判明している２）。この活性中心を覆うよ

うに，βシート構造のフタ構造があることがリパーゼの立体構造の特徴である（図

１）。リパーゼ自身は水溶性であるが，水溶液中では，リパーゼの疎水性の強い

活性中心はフタ構造に覆われている「不活性型」酵素分子が多勢を占めている。

この「不活性型」酵素は基質と相互作用することはできない。水溶液中において

も，リパーゼに油脂などの疎水性の強い基質が近接したり，エマルジョン化され

た脂溶性成分が近づいたりして，酵素周辺の環境が疎水的になると，リパーゼの

フタ構造が開化し，疎水性の活性中心が外側にむき出しになる「活性型」酵素分

子が増えてくる。フタ構造の開いたリパーゼは，疎水性の強い基質との相互作用

が可能になる。リパーゼ分子のこの構造的特徴は，その反応特性に大きな影響を

与えている。これまでのリパーゼの反応機構の解析から，リパーゼは不溶性基質

に作用する酵素であると定義されている。この点で，狭義のエステラーゼ（水に

可溶のエステルを加水分解する酵素）と区別される。また，リパーゼが油水界面

の生じたところでその活性を発現し，界面面積の増加に従って，酵素活性の作用

力が増大するという反応特性も，リパーゼ分子内のフタ構造の機能で説明できる。

多くのリパーゼ分子のフタ構造の中に，トリプトファン残基が存在することがわ

かっているが，このトリプトファンの蛍光変化を追究することで，フタ構造の構

造変化を検出することが可能であった３）。リパーゼ反応特性のもうひとつの大き

な特徴は，広い基質特異性を有することである。本来，リパーゼは，トリアシル

グリセロールをグリセロールと脂肪酸に加水分解したり，この逆のエステル化を

触媒したりする。しかし，実際には，リパーゼは，トリアシルグリセロールや脂

肪酸だけでなく，エステル結合やカルボキシル基，水酸基を有する水溶性および

不溶性の様々な物質に作用できる。もちろん，基質の分子構造に依存して，触媒

図１ Rhizomucor mieheiリパーゼの立体構造変化

クローズ型リパーゼ
（不活性型）

オープン型リパーゼ
（活性型）
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速度，生成物の収率は影響を受ける。また，使用するリパーゼの種類によっても，

反応速度などは大きく変動する。これらのリパーゼの酵素的特性を利用して，こ

れまでに油脂の改質以外にも，殺虫剤（ピレスロイド）の光学活性アルコールの

生産，テルペンアルコールエステルの合成，コレステロールエステルの合成など

の有用物質が工業レベルで生産された４）。また，診断用試薬の製造分野でもリパー

ゼを利用した研究が進んでいる。水と油の境界面を有する不均一系で酵素が作用

すること，広い基質特異性を有すること，由来種に依存して反応特性に多様性が

あること，リパーゼのこれらの酵素的特徴を認識することがリパーゼの応用研究

には必要である。

酵素活性の阻害は，酵素の利用技術に関する重要なテーマであり，特に不溶性

基質に対して不均一反応系で作用するリパーゼの場合，活性化や阻害の機構は，

他の一般の酵素に比べてより複雑である（現在までに解明されている膵臓リパー

ゼの生体内での作用機構のモデルを図２に示す）。これまでに，リパーゼの活性

部位に不可逆的に結合して，脂質の加水分解活性を阻害するオリスタットが，研

究開発され，肥満予防臨床薬として欧米では処方されている５）。また，近年では，

経口摂取した脂質の腸管からの吸収を阻害する物質として，塩基性タンパク質ポ

リリジンが見つけられている。ポリリジンは，脂質のエマルジョン形成に影響を

与え，脂質の加水分解を阻害することがわかっている。オリスタットが膵臓リパー

ゼに直接作用する酵素阻害剤であるのに対し，ポリリジンは，酵素反応を阻害す

る反応阻害剤であると推測されている。また，工業的にリパーゼを触媒として使

用する場合には，有機溶媒によるタンパク質の高次構造の変性によるリパーゼ活

図２ 食品に含まれる脂質の消化過程におけるリパーゼの作用
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性阻害や，反応生成物による酵素活性阻害，反応系に含まれる水分含量による反

応平衡の移動などが問題になってくる。

３．リパーゼの反応系の検討

酵素は，熱処理や化学処理，有機溶媒の影響により，高次構造の一部が破壊さ

れると触媒機能を消失する。しかしながら，リパーゼは，不溶性基質に作用する

という特性上，他の加水分解酵素類と比較すると，有機溶媒耐性能が比較的高い。

１９７６年に，Rhizopus arrhizusによるオレイン酸グリセロール合成の反応系を有機

溶媒（n-ヘプタン）に変換しても，酵素活性が７０％も残存することが発見されて
以来，リパーゼの触媒系には，様々な有機溶媒が添加されるようになった。リパー

ゼの反応系に添加する溶媒は，n-ヘプタンの他に，n-ヘキサン，イソオクタンな
ど極性の低いものが適している。逆に，アセトンのような極性有機溶媒類はリパー

ゼ活性をかなり低下させる。また，リパーゼ分子が活性を発現するのに必要な高

次構造を維持する上で，有機溶媒は最小限の水を添加しなければならない。一般

的有機合成分野でリパーゼ反応に用いられる溶媒の種類は，いろいろあるが，全

てのリパーゼ反応に等しく有効であるとは限らず，リパーゼの種類，基質の種類，

溶媒の濃度，水の濃度，酵素の濃度や状態，反応温度，反応方法（撹拌条件），

反応時間などによって，溶媒の効果は多様に異なるので，個々の利用目的に応じ

て詳細な検討が必要である。概して，リパーゼの利用には，エステルの分解合成

のいずれの場合でも非極性有機溶媒がよく用いられている。水に不溶の基質に作

用するリパーゼの場合，適当な有機溶媒存在下に反応が著しく増大する理由につ

いては，まず，第一に有機溶媒により基質分子の存在状態が変化すること，第２

には，酵素と溶媒との相互作用により，酵素の高次構造に変化が生じ，その結果

安定性や活性発現に影響が及ぶことが考えられる。さらに，反応溶液の水の濃度

を低くすると，反応平衡が合成側に傾くことなどが考えられる。

４．リパーゼの修飾

エステル合成反応などのリパーゼを触媒とした合成反応には，有機溶媒の使用

が可能であったが，一方では，反応系への有機溶媒添加で，著しく活性を損ねる

リパーゼもあった。有機溶媒による酵素分子の変性を阻止するために，リパーゼ

を固定化させたり，修飾したりする方法が考案された。また，リパーゼを応用の

視点から人為的に改質する試みも最近増加しつつある。それらは，大別して，担

体による酵素の固定化によるリパーゼの反応性の変化と特定の高分子化合物や生

体成分（リン脂質，糖）による酵素分子の修飾による改質である。例えば，Geot-

richum.candicumリパーゼをポリアリルアミンビーンズにより共有結合で固定化

すると，有機溶媒（イソオクタン）に対する耐性が増大し，pH安定性の範囲も
アルカリ側に広がった。また，反応の至適温度も約１０℃上昇して５０℃となった。
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さらに，エステル合成反応における基質特異性が広がった。このように，固体油

脂の分解や合成へのリパーゼの利用の観点からは，固定化による耐熱性の変化が

注目の対象となるが，Geotrichum.candidumのリパーゼのように固定化で，６０℃

での反応が可能になると，固体エステル合成への利用も期待される。また，酵素

タンパク質のアミノ基に両親媒性の高分子であるポリエチレングリコール

（PEG）を結合させて酵素分子の高次構造に変化を与え，その性質を改善し，
利用価値を高めた実例がある。筆者らも，両親媒性物質であるジドデシルグルコ

シルグルタメイトを用いて，微生物由来のリパーゼ数種類を修飾して，有機溶媒

中での基質特異性の変化を調べた。その結果，修飾リパーゼの有機溶媒に対する

耐性が未修飾リパーゼと比較すると上昇することの他に，疎水性の強いより長鎖

の脂肪酸に対する親和性が高くなったことがわかった６）。ジドデシルグルコシル

グルタメイトは，合成両親媒性物質であったが，市販されている糖脂質を用いて，

同様に微生物リパーゼの修飾について検討した。この場合，修飾リパーゼを構成

するリパーゼの種類と糖脂質の種類の組み合わせに依存して，修飾リパーゼの有

機溶媒中での活性や基質特異性が異なることが判明した。この他に，リパーゼを

セライトに吸着させ，これを光架矯性樹脂（ポリプロピレングリコール）に包括

固定し，ヘキサン中でエステル合成を行う触媒に使用した研究や，Rhizopus dele-

marのリパーゼをリン脂質で修飾し，リン脂質に結合したリパーゼの高次構造の

変化とそれに伴う酵素的性質や基質特性の変化をついて検討した研究もある。

５．リパーゼの固定化技術

種々の酵素を生体触媒として有用物生産を工業的レベルで行う利点は，反応が

温和な条件下（常温，常圧，中性付近）で進むこと，化学工業のプロセスよりエ

ネルギーの節減になること，精工な生体触媒の特異性による反応工程の簡易化，

製品の高品質化，などが挙げられる。さらに，リパーゼについては，不飽和脂肪

酸関連の有用物質の生産（例えばポリエンの生産など），それらのエステル化や

エステル交換による生理活性物質の生産も可能である。一方，リパーゼのバイオ

リアクターに附随して生じる問題は，酵素の再利用を目的とする「酵素の固定化

法」である。酵素の固定化技術の開発については，酵素分子の修飾による安定性

の向上や，基質特異性の改良の可能性も期待される。酵素を不溶性担体に固定化

する方法には，以下の３種類がある。�酵素と担体を共有結合，イオン結合，物
理的吸着あるいは生化学的な特異性や親和性により結合させる（担体結合法）�
２個またはそれ以上の官能基を持つ試薬（グルタルアルデヒドなど）を介して，

酵素分子と担体を結合させる（架橋法）�ゲルの格子中に酵素を包み込む「格子
型」や半透膜性ポリマーの皮膜，リポソームや中空繊維に酵素を封じ込む「マイ

クロカプセル型」などがある７）。個々の応用目的によっていずれの固定化法が適

するかは異なるので，リパーゼの反応特性を考慮した上での固定化法の検討が必
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要である。具体例としては，膵臓リパーゼをステンレスビーズやポリアクリルア

ミドに固定化し，カラムに充填し，油脂の加水分解を行った，膵臓リパーゼをヨー

ドプロピルー多孔性ガラスに固定し，鎮痛剤の中間体である d－３－クロロ－２－メ

チルプロパノールプロピオネートを合成した，Geotrichum candidumリパーゼを

クロマト活性炭に吸着させ，アミンポリマーで固定化し，水系およびイソオクタ

ンの系でオリーブオイルを効率良く加水分解した，などがある。また，Candida

antarcticaリパーゼを多孔性樹脂（非イオン性アクリル樹脂）に固定化し，７０℃

で第一，および第二アルコールに対するエステル交換反応を行なった事例もある。

６．リパーゼの食品産業への応用

１）油脂の改質
普通，食用に使用されている油脂には，動物由来のものと植物油来のものがあ

る。動物由来のものの多くは，脂肪と呼ばれ，比較的融点の高い固型脂が大勢を

占める。その融解点はほぼその動物の体温に近く，乳脂であるバターでは，３０℃

前後，牛脂では３５－５０℃，豚脂で２８－４８℃程度である。これに対し，植物油来の

油は，椰子油，パーム油，パーム核油のように２０－３０℃で流動化する植物油を除

いて，ほとんどの食用油脂は，常温（１５℃）付近では液状である。

現在，世界各国で広く実施されている食用油脂の改質，加工技術の代表的なも

のとして次の３つが挙げられる。（１）水素添加，油脂の硬化（Hydrogenation），
（２）固液油脂の分別（Fractionation），（３）エステル交換（分子間，分子内，
Inter-，Intra-esterification）である。これらの，基本技術を組み合わせて，使
用目的にあった物性をもつ食用油脂を製造して，舌触りの良いマーガリン，加工

特性の良い，使い易いショートニング，口解けの優れたカカオ脂代用油脂などの

製造が行われている。このうち，リパーゼが油脂産業で実際利用されている側面

は，（３）のエステル交換，および油脂の加水分解においてである。リパーゼに

よる触媒反応について図３にその代表的なものを示した。まず，油脂の主成分で

あるトリアシルグリセロールの加水分解反応である。油脂の加水分解により，遊

離脂肪酸とモノアシルグリセロールやグリセロールが生成する。また，エステル

交換反応というのは，トリアシルグリセロールや他の脂肪酸エステルを基材とし

て，エステル同士または，遊離脂肪酸やアルコールと反応させて，その構成脂肪

酸群を相互に交換して，新しい性質を備えた脂肪酸エステル，グリセリドを生成

する反応をいう。普通，次の３つの交換反応に区別される。�エステル交換（In-
teresterification, Transesterification）：トリアシルグリセロール同士，あるい
は，他の脂肪酸エステルとの間で，脂肪酸基を交換する場合であり，他分子間で

の交換反応を，分子間エステル交換反応（Interesterification）といい，同一分
子内での脂肪酸の結合位置を取り替える場合を分子内エステル交換（Intraesteri-
fication）という。これらを併せて，Esterinterchangeとか，Transesterification
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という場合もある。分子間の交換反応を，Intermolecular Rearrengementとい
うこともある。�アシドリシス（Acidolysis）：トリアシルグリセロールや脂肪
酸エステルと，遊離脂肪酸を反応させて，その結合脂肪酸基を取り替える反応を

アシドリシスという。これは，グリセロール分子中に，酢酸，プロピオン酸，酪

酸などの低級脂肪酸を導入し，アセチンファットなどを合成する際に利用される。

�アルコリシス（Alcholysis）：油脂をメタノール，エタノールなどの低級アル
コールと反応させ，グリセロールを遊離して，脂肪酸メチルエステル，エチルエ

ステル合成をしたり，トリアシルグリセロールと遊離のグリセロールを反応させ

て，モノアシルグリセロールやジアシルグリセロールを製造したりする。また，

ソルビトールやショ糖と油脂を反応させて，食品用界面活性剤を合成したりする

のに応用される。油脂とアルコールの反応であるから，アルコリシスといわれて

いる。

２）油脂の加水分解へのリパーゼの利用
天然油脂を分解して目的の脂肪酸を製造し，あるいはまた，特定の構造のモノ

アシルグリセロールを製造する方法は，従来の高圧分解法や化学合成法によるエ

ステル化や油脂のアルカリによる加水分解に比べて，省エネルギー，精製工程の

簡易さ，製品純度や収率の向上などの利点をもつ。この目的に適するリパーゼの

図３ リパーゼにより触媒される油脂の修飾反応
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選択とその反応工程においては，以下のような問題点が挙げられる。まず，用い

るリパーゼの種類によって生成物の収率が異なることがある。また，基質の種類

によって，同一の酵素でも，合成物の収率が異なるときもある。従って，特定の

脂肪酸の製造を目的とする場合，原料油脂の選択，その目的脂肪酸の結合位置と

リパーゼの位置特異性および脂肪酸特異性に留意して適切なリパーゼを選択する

必要がある。また，分解に伴う逆反応（エステル化）の影響も考慮しなければな

らない。

モノアシルグリセロールは，乳化剤や抗菌剤として，食品や医薬の製造に広く

用いられる。通常，この製造には，トリアシルグリセロールからグリセロールへ

のアシル基転移，すなわち，２１０－２４０℃で，Snや Pb化合物を触媒とする化学的
なアルコリシス反応が用いられる。そのため，反応後，トリアシルグリセロール，

ジアシルグリセロール，モノアシルグリセロール，脂肪酸およびグリセロールの

混合系から，モノアシルグリセロールを分離しなければならない。この混合系か

らの分離精製の工程は煩雑となり，金属触媒の使用も問題となる。その上，トリ

アシルグリセロールのモノアシルグリセロールへの変換率は低く，４０－５０％に留

まる。一方，Holmbergらは，Rhizomucor delemarリパーゼを用いて，パーム油

に作用させて，モノアシルグリセロールを８０％の収率で得ることができた。

３）油脂の加水分解用バイオリアクター
既存の油脂の機能性を高め高付加価値化するために微生物リパーゼを触媒とし

た反応系が検討されている。近年は，微生物由来リパーゼが工業生産されて，容

易にリパーゼが入手できることから，バイオリアクターの研究も加速度的に進む

ようになった。油脂はリパーゼによって加水分解されて脂肪酸とグリセロールに

なる。しかし，基質である油脂は水に不溶であるため，水に可溶なリパーゼと油

／水の界面のみ反応は生じる。したがって界面面積を増加させることが必須であ
り，この目的でリパーゼ反応では界面活性剤を添加したり，撹拌や振とうを行っ

ていた。その一方で，反応過程に生じる部分分解アシルグリセロール（ジアシル

グリセロールやモノアシルグリセロールなど）およびリパーゼが乳化剤の役目を

果たし，反応終了時において生産物の分離精製が困難になることが多かった。加

水分解用バイオリアクターの開発にあたっては，界面面積の増加，乳化の回避な

どが重要なポイントになっており，次のようなバイオリアクターがこれまでに考

案されている。�膜型リアクターでは油層と酵素水をテフロンやポリプロピレン
などの微細孔を持つ膜を介して接触させてオリーブ油や牛脂を９０％以上分解し

た。�さらに，膜表面を広げたフォロファイバー型バイオリアクターを用いてオ
リーブ油を加水分解した。�撹拌によって乳化した反応溶液を疎水，親水膜でそ
れぞれ分離し，反応生成物とリパーゼを回収するリアクターなどが開発された。

�乳化した反応混合液を遠心分離によって油層と水層に分離して，さらに，界面
層に含まれるリパーゼを回収し，再利用して連続的に加水分解を行い，大豆油を
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９８％加水分解した。また，反応効率を高めるために撹拌を用いずに，微細孔を持

つ親水膜によって油脂を微粒子化して酵素水内に分散してオリーブ油や魚油を加

水分解した不均一型バイオリアクターなどが報告されている。

油脂加工への酵素反応の応用ではリパーゼがそのコストのほとんどを占めてい

るといわれており，リパーゼを反応混合液から回収してくり返し利用することが

実用化のためには必須の条件であり，固定化リパーゼの開発も行われている。固

定化法および固定化担体のリパーゼ活性発現に対する影響は大きく，多くの素材

が検討されている。例えば，固定化リパーゼを固定床として用いるバイオリアク

ター，膜やフォロファイバーにリパーゼを固定化したバイオリアクターなどが報

告されている。また，リパーゼを固定化することにより再利用が可能になるばか

りでなく，熱安定性が向上して，より広範囲な pHにおいて安定化することなど
が報告されている。元来，油脂の乳化は油水の２層系で反応を行うことに起因し

ており，リパーゼを有機溶媒中で加水分解の触媒として使用することが検討され

ている。これまでに，イソオクタンなどの非極性溶媒に牛脂やパーム油を溶解さ

せてリパーゼ水溶液で加水分解がなされている。また，ラウリルガレートや n-
ダンシルアクリジンなどによってリパーゼ自体を溶媒に可溶化してテトラヒドロ

フランやジクロロメタン中で加水分解することも報告されている。

４）油脂のエステル化へのリパーゼの利用
天然に産出する油脂は，それぞれ固有の脂肪酸組成をもち，かつトリアシルグ

リセロールにおける脂肪酸のグリセリンとの結合位置にもそれぞれ種によって個

性があり，特有の規則性に従って，その配置がきめられている。そして，それら

が，その油脂特有の物理的，化学的性質を総合的に決めている。例えば，植物油

では，オレイン酸，リノール酸，リノレン酸のような C１８の不飽和脂肪酸は，優
先的にグリセロールの sn-２の位置に分布し，飽和脂肪酸や C２０，C２２のモノエ
ン酸は主として sn-１または sn-３に位置している。また，陸産ほ乳動物脂では，
一般的に sn-１には飽和脂肪酸，sn-２には不飽和脂肪酸や短鎖脂肪酸，sn-３には
長鎖の脂肪酸が分布している。魚油に含まれる高度不飽和脂肪酸は，sn-２に多
く分布することが分かっている。このように，それぞれの種の求めるところに対

応して，脂肪酸の結合位置がきめられているように見える。これら天然の油脂を，

その用途に応じて，より適する物性を与える「油脂の改質」が望まれている。こ

れらの油脂を単に高温に加熱したり，適当な触媒の存在下で，加熱，撹拌したり

することで，油脂の融点や可塑性に変化を生じることは１９２０年代から知られてい

た。１９４０年代には，ナトリウムメトキシドを使用すれば，低温においても，油脂

の反応が速やかに進行することが見い出されてから，急速にその技術が開発され，

実用的な油脂の加工手段として採用されるよになった。この方法は，まず粒状化

し易い，天然の豚脂（ラード）の改質に適用された。しかし，化学触媒によるエ

ステル交換法では，脂肪酸の種類や結合位置の選択ができず，シャープな融点を
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もつ油脂への改質が困難であった。

一方，リパーゼの開発が進むにつれて，リパーゼ反応機構や特異性についての

知見が確立され，そのトリアシルグリセロールに対する位置特異性を利用するエ

ステル交換技術によって，従来の化学法で不可能であった油脂の改質が可能にな

った。リパーゼによるエステル交換反応は，トリアシルグリセロールの中での結

合脂肪酸の種類，脂肪酸の結合位置を変えることにより，そのトリアシルグリセ

ロールの融点や物理的性状に少なからずの変化をもたらし，更に，その化学反応

性や消化性に対しても，大きな影響をおよぼす効果がある。酵素を触媒とする油

脂の改質は，従来の化学法と比較すると，はるかに少数の種類のグリセロール分

子種から構成される油脂を温和な条件のもとで高収率で得ることができる。実際

これまでに，リパーゼ利用による代用カカオ脂の製造を始め，パーム油などの天

然油脂の改質，近年では，消化性のよいMCT（中鎖脂肪酸トリアシルグリセロー
ル）の合成，安定性の高い高度不飽和脂肪酸含有油脂の開発などに応用され，特

にこの分野では，位置特異性，基質特異性に優れた酵素を利用した技術の進歩が

著しい。

５）エステル交換反応の実際
ａ）化学触媒を利用する油脂の改質

エステル交換は，トリアシルグリセロールである油脂を２５０℃以上の高温にお

くと，無触媒でも進行するが，その速度は遅く，油脂自体が分解したり，重合し

たりするので，普通には，酸，アルカリ，金属塩などの触媒を添加して，その反

応温度を下げ，速度を促進する。このとき生じる交換反応は，ランダムーエステ

ル交換反応（Random interseterification）といわれている。トリアシルグリセ
ロール構造をもつ油脂に対して適当な触媒の共存下，融解状態で反応させ脂肪酸

の結合位置をランダム化し，天然の油脂とは異なる性状を付与する方法である。

現在では，実用的な触媒として，水酸化ナトリウム，ナトリウムメトキシド，金

属ナトリウム，Na-K合金などが良く用いられる。しかしながら，金属ナトリウ
ムなどは，空気に触れると発火し，水と激しく反応する恐れがあり，その取扱い

には注意が必要なものもある。さらに，原料油脂中の水分含量には特段の配慮が

必要とされ，反応前の油脂の精製の度合いが反応の成否を左右する。通常，原料

油脂中の水分含量は，０�０１％以下が望ましいとされている。
ｂ）化学的エステル交換反応の実施例

食用固型油脂を食品に使う場合には，その固化性，融解性に注目されることが

多く，製品の調製に当って，その加工性を高めたり，外観や食感，風味をよくす

る工夫がなされる。油脂の固化性，融解性は，基本的にアシルグリセロールの組

成と構造によって決まる。天然油脂の脂肪酸組成は変えず，その結合位置を変え

るだけで，その性状に変化を与え，加工適正，食味の改善を行うことができる。

この分子内エステル交換の代表的なものは，豚脂（ラード）の改質がある。また，
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パーム油の固型脂含有量を高めるために，化学的エステル交換反応が用いられて

いる。また，種類の異なる油脂を混合して分子間での脂肪酸交換を行い，元の油

脂では求めがたい物性を新規の油脂で獲得しようとする試みもなされている。例

えば，大豆油とその極度硬化油をエステル交換して，トランス脂肪酸含量の少な

いマーガリンが製造されたり，ラウリン系油脂の硬化油と長鎖アシルグリセロー

ルの硬化油をランダムエステル交換して，これを液体油と配合して，ソフトマー

ガリンの調製に使用する際に用いられたりしている。カカオ脂代用脂の製造は，

極度硬化綿実油とオリーブ油とのエステル交換が使用されたり，綿実硬化油とラ

ウリン系油脂の配合油のエステル交換油が用いられたりする。このようにして，

化学的エステル交換反応は，必要な物性を備えたマーガリンやショートニング用

油脂の製造に役立っている。

ｃ）酵素を利用するエステル交換反応

生体触媒である酵素，特に油脂の分野で多く利用されるリパーゼは，常温，常

圧，中性付近という温和な条件下で，極めて高い触媒機能を発揮し，その反応特

性として，トリアシルグリセロールの結合位置に関わる基質特異性と，結合脂肪

酸の化学構造に関わる基質特異性を持つことが知られている。リパーゼは，本来，

生体内での脂質代謝に関与するものであるが，反応系内の水分の多寡によって，

加水分解の他，エステル合成やエステル交換反応にも効果的に働く（図４）。リ

パーゼの機能発現には，水分の存在が必須であり，水のない系では反応は起こら

ない。リパーゼによるエステルの分解と合成の平衡関係は，反応系に存在する水

の濃度により支配されるので，エステル交換を促進するには，この点に留意しな

ければならない。また，その位置特異性には，トリアシルグリセロールの sn-１
位，sn-３位だけに作用する１�３特異性のあるものと，すべての位置に区別なく作
用するものとがある（ランダムエステル交換反応）。トリアシルグリセロールの

エステル交換反応のランダム化のための触媒としては，Candida rugosa, Geot-

richum candidumなどのリパーゼがある。１�３位置特異性のリパーゼでは，原料と
なるトリアシルグリセロールの sn-２位の脂肪酸を固定したまま，sn-１�３位の脂
肪酸を目的の脂肪酸に変換することが可能である（選択的エステル交換反応）。sn

-１�３特異性を示すものとして，膵臓リパーゼや Rhizomucor miehei，Rhizopus arrhi-

zusなどの微生物由来のリパーゼがよく利用される。油脂のエステル交換に利用

されている市販のリパーゼを表１にまとめた。酵素法エステル交換で最も良く知

られているのは，カカオ脂代用脂の製造である。sn-１�３位に選択的に作用するリ
パーゼを用いて，sn-２位にオレイン酸を保持するトリアシルグリセロールであ
るオリーブ油やパーム油の中融点区分（パルミトイルーオレイルーパルミトイル

グリセロール，POP）を材料として，ステアリン酸（S）あるいはステアリン酸
エチルエステルとのエステル交換を行うと，POSと SOSが得られ，カカオ脂に
良く似た物性をもつ固型脂が得られる。天然カカオバターの入手し難いころ盛ん
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に行われた。

６）油脂のエステル交換反応用バイオリアクター
油脂を構成する脂肪酸組成は油脂の持つ物理化学的な性質に大きく関わってい

る。例えば，カカオ脂は体温近辺に融点があるため製菓用原料として利用されて

いる。しかし供給が不安定であるため，パーム油やオリーブ油などの安価な油脂

の構成脂肪酸をエステル交換してカカオ脂様油脂を製造することが報告されてお

り，工業的な生産も行われている８）。さらに，Alcaligenes属や Rhizomucor属のリ

パーゼによって油脂を液状化することなども同様の考え方である。また，生理活

性物質である EPAや DHAをエステル交換によって高濃度にトリアシルグリセ
ロールに導入した。パーム油や米ぬか油は生体組織中に含有するリパーゼによっ

てトリアシルグルリセロールの一部がジアシルグリセロールと遊離脂肪酸に分解

される。このジアシルグリセロールは，結晶遅延化によるハンドリング性の低下

や結晶の粗大化，熱安定性の低下などの原因となり商品価値が著しく低下するた

図４ 反応液中の水分含量とリパーゼの酵素反応との関連性
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表１ インターエステル化反応に用いられるリパーゼ
リパーゼ 第１トリアシルグリセロール 第２トリアシルグリセロール

Aspergillus niger (Lipase -A) パーム油
Candida antarctica (SP435) 大豆油、ナタネ油 魚油

大豆硬化油、ナタネ油
トリカプリン トリリノレイン
トリカプロイン トリリノレイン
トリステアリン トリオレイン
ラード 高オレイン酸ヒマワリ油

Candida cylindracea (Lipase -OF) 単細胞オイル
ピーナッツ油 トリカプリン
月見草油
ポラージ油
ツナ油
魚油

Candida rugosa パーム油
Candida sp. (SP382) ピーナッツ油 トリカプリン
Fusarium heterosporum 単細胞オイル
Geotrichum candidum (Lipase-GC) 単細胞オイル

ピーナッツ油 トリカプリン
Humicola lanuginosa トリカプリン ピーナッツ油
Mucor miehei (Lipase-M) パーム油

バターファット
Mucor miehei (Lipozyme IM-20) パーム油

トリカプロイン トリリノレイン
Mucor miehei (Lipozyme IM-49) トリカプリン ピーナッツ油
Mucor miehei (Lipozyme IM-60) 大豆油、ピーナッツ油 魚油

ナタネ油、大豆硬化油
トリカプロイン トリリノレイン
トリカプリン ナタネ油
トリカプリン トリリノレイン
トリカプリン トリステアリン

Mucor miehei (Lipozyme IM) DHA 部分アシルグリセリン 魚油
Mucor miehei (Lipozyme) 牛脂 ナタネ油

牛脂 大豆油、ヒマワリ油
バターファット ヒマワリ油
月見草油、ポラージ油

Rhizopus delemer 単細胞オイル
Rhizopus javanicus (Lipase-F) パーム油
Rhizopus riveus (Lipase-N) トリカプリン
Rhizopus sp. トリカプリン ピーナッツ油
Chromobacterium viscosum トリカプリン ピーナッツ油
Pseudomonas fluorescens メロン種子油 ピーナッツ油
Pseudomonas sp. (Lipase-PS30) トリカプロイン 高オレイン酸ヒマワリ油
Pseudomonas sp. (Lipase-PS) トリカプロイン トリリノレイン
Pseudomonas sp. (Lipase-AK) メンハーデン油 トリリノレイン
Pseudomonas sp. (Lipase-P) アンチョビー油

パーム油
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め，分解して生成されたジアシルグリセロールと遊離脂肪酸をリパーゼで再度ト

リアシルグリセロールに合成した。エステル合成・交換反応では，いずれも反応

系中の水分含量が反応に大きく影響を与えており，水分含量の制御が重要な課題

である。反応系によってはリパーゼが活性を発現しうる最低限の水分含量までに

制限する必要があり（微水系および超微水系なる概念が提案された），このよう

な反応系においてはリパーゼの固定化が必要となり，種々の担体による固定化や

固定化菌体法などが開発された。これらの固定化リパーゼを用いたバイオリアク

ターとしては，脱水工程を併せ持った充填層型，流動床型のバイオリアクターが

報告されている。また，リパーゼ表面をポリエチレングリコール（PEG）で修
飾してベンゼンやトルエンなどの有機溶媒に溶解して無条件下でエステル合成・

交換反応を行うことが試みられている。油脂加工へのバイオリアクターの応用に

際しては基質や目的生産物に見合った特異性の高いリパーゼの選択や長時間安定

な活性を保ち，くり返し使用が可能なリパーゼの固定化技術の開発などが今後期

待される点である。バイオリアクターを食品へ展開する際の安全基準の作成も必

要である。

７）リパーゼによる機能性構造脂質の製造
近年，医学，生理学，栄養学の進展に伴い，脂質は，生物の構成要素である生

体膜の形成とその維持，免疫や生体防御など，ヒトの生命の営みに欠くことので

きない必須成分の供給源としても極めて重要な意義を持つことが明らかになり，

食用油脂の摂取のあり方に，大きな関心が寄せられてくるようになっている。特

に，脂質の分子構造とその生理活性機能の関連性については期待が寄せられてい

る。このような観点から，リパーゼを触媒として，比較的温和な条件下で，天然

油脂の良さを失わずに，その改質に効果を挙げているものに，構造化脂質がある。

その代表的な例は，易吸収性油脂への油脂の改質である。一般的に，構造化油脂

中の sn-２位に位置する脂肪酸は吸収され易く，カイロミクロン中の脂質でも sn-
２位に位置していることが多い。このため，吸収効率の上昇が望ましい機能性脂

肪酸を優先的にトリアシルグリセロール中に取り込む脂質への改質が，易吸収性

油脂の目的である。このような構造化脂質として，現在注目されているものは，

トリアルグリセロールの sn-１，sn-３位に，カプロン酸（C６），カプリル酸（C
８），カプリン酸（C１０）などの中鎖脂肪酸（MCFA）を含み，sn-２位に必須脂
肪酸（リノール酸 C１８：２）や高度不飽和脂肪酸（例えば，ドコサヘキサエン酸
C２２：６）の結合したトリアシルグリセロールの合成である。ヒトの体内で消化
吸収され易い，炭素数６－１０の脂肪酸からなる中鎖脂肪酸トリアシルグリセロー

ルの構造を参考にして，その sn-２位に必須脂肪酸や高度不飽和脂肪酸を導入し
て，腸管から吸収され易く，かつ栄養価の高いトリアシルグリセロールを合成し

た９）。この構造化脂質は，病院における治療食あるいは，乳児用ミルクへの添加

用油脂として利用が進められている。また，C８，C１８：２，C８の脂肪酸側鎖
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をもつ構造化油脂がナタネ油，サフラワー油，トリカプリン，カプリン酸などを

原料として，Rhizomucor mieheiや Rhizopus属のリパーゼを含むバイオリアクター

で生産する方法も示されている１０）。逆に，脂質の代謝・吸収の過程を考慮したロー

カロリー脂質も考案されている。筆者らは，ローカロリー脂質のひとつであるサ

ラトリムの一種の構造脂質をリパーゼを触媒として合成する方法を開発した１１）

（図５）。もうひとつの構造化脂質の例は，高度不飽和脂肪酸含有油脂への改質

である。リノレン酸や EPA, DHAなどの高度不飽和脂肪酸を含むトリアシルグ
リセロールは，酸化を受け易く，オフフレーバーや毒性をもつ酸化生成物が生じ

易いが，その脂肪酸のグリセロール部分の結合位置によって，酸化の受け易さは

影響を受ける。トリアシルグリセロールの sn-２位に結合している不飽和脂肪酸
は，sn-１位や sn-３位に結合している場合と比較すると，酸化を受け難いと言わ
れている。酵素的にエステル交換を行うことによって，脂肪酸組成を変えること

なく，安定性を変化させることも可能である。高度不飽和脂肪酸含有油脂の合成

のためには，イコサペンタエン酸（EPA），ドコサヘキサエン酸（DHA）やその
エステルと，ナタネ油，ラッカセイ油，大豆硬化油などを原料として，Rhizomucor

mieheiリパーゼや Candida antarctiaリパーゼを触媒としたエステル交換反応で製

造する技術も確立された。また，Candida cylindraceaリパーゼが高度不飽和脂肪

酸区分に作用し難い性質を利用して，魚油中の高度不飽和脂肪酸の濃縮が行われ

ている。また，バイオリアクターで使用するリパーゼの形態として，固定化遊離

リパーゼではなく，リパーゼ活性を持つ固定化乾燥カビをそのまま使用する方法

も検討されている。

８）リパーゼによるその他の有用物生産
リパーゼをエナンチオ選択性を利用して，有用物質の生産工程に重要なキラル

合成原料の調製をする報告もある。抗生物質，生理活性物質，農薬，殺虫剤，除

草剤などの有用物質の分子構造は，概して複雑であり，従来の有機合成法も煩雑

である。目標とする生理活性は，光学対象体の一方のみが示す場合も多い。そこ

で，生体触媒（酵素）の立体特異性（stereospecificity），すなわちエナンチオ選

図５
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択性を利用して，目標とする光学対象体のみを効率良く生成させる方法や，ある

いはまた，全合成のプロセスに有効な光学活性中間体（キラル合成原料）を調製

する方法の開発が，現在，有機合成化学の分野で注目されている。リパーゼにつ

いては，これまでに，メバロノラクトン，家庭用殺虫剤ピレスロイド S体，マ
クロライド系抗生物質やムスク香料などの大環状ラクトン，糖エステル，などの

合成の生体触媒としての利用が可能であることが示されている。また，有機溶媒

系でのリパーゼのエナンチオ選択性は，水系よりも強くなる場合も見い出されて

いる。さらに，ペプチド合成において，ブタ膵臓リパーゼを用いて，酵素が効率

的に作用するアミノ酸の C末端ならびに N末端の側鎖や保護基を検討し，ジペ
プチドの合成が可能であることも示された。この反応の場合，トルエンやテトラ

ヒドラフランの他に，キシレン，tert-ブチルアルコール，イソプロパノール，ス
チレン，シクロヘキサン等の溶媒が有効であったが，酵素の立体特異性が水系と

有機溶媒系とでは，著しく異なっていることも判明した。薬剤合成のために，キ

ラル合成原料をリパーゼで調製する例として，β－ブロッカー，ビオチンの原料

の合成方法がある。また，コレステロールの脂肪酸エステルは，医薬や化粧品の

製造に有用であるが，この合成のために，イソオクタン中で，Candida cylindracea

リパーゼを用いて，コレステロールのオレイン酸エステルを合成した報告がある。

９）リパーゼの分析試薬としての利用
酵素を分析試薬として応用するアイディアが応用酵素の一分野を開拓しつつあ

る。生体成分のように不安定で，複雑な組成の試料について，特定の成分のみを

定量し，あるいはその構造を決定する場合には，酵素の特異性を利用すれば，煩

雑な前処理を必要とせず，迅速簡易に目的物の分析ができる。この分野における

リパーゼの実用化については，現在注目されているふたつの例がある。そのひと

つは，リパーゼによるトリアシルグリセロールの脂肪酸分布の分析である。グリ

セロールの sn-１，sn-３位にだけ特異的に作用するリパーゼ（例えば，Rhizomucor

delemar由来リパーゼ）を用いて，トリアシルグリセロールを２モノアシルグリ

セロールに加水分解し，薄層クロマトグラフィーでトリアシルグリセロールの

sn-２位に結合した脂肪酸を分析した後，sn-１および sn-３位に結合した脂肪酸を
ガスクロマトグラフィー法で決定する。グリセロールの sn-１位と sn-３位に結合
した脂肪酸を区別する場合には，膵臓リパーゼと蛇毒ホスホリパーゼを併用して

立体特異性を分析する。分析試薬としてのリパーゼの応用例のもうひとつは，血

中のトリアシルグリセロール分析である。血中のトリアシルグリセロールは，リ

ポプロテインの１成分として存在するので，その分析には，リパーゼ以外にも，

リポプロテインリパーゼやプロテアーゼを併用して行われる。

１０）微生物による油脂の生産
微生物がその代謝過程において脂質を生体内に含蓄することは広く知られてい

る。しかし微生物は，一般に炭素効率が低く，しかも高炭素濃度培地において培
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養ができないことなどから経済性が従来の油脂資源に較べて劣っていた。このた

め微生物油脂生産の実用化に関する報告は少ない。しかし，高付加価値を持つ微

生物油脂についてはいくつかの報告がある。カカオ脂と同様に，トリアシルグリ

セロールの sn-１，sn-３位に飽和脂肪酸，sn-２位に不飽和脂肪酸を持つトリアシ
ルグリセロールを含有する微生物の選択が試みられている。これまでに，Rhodo-

torula rubra, Lipomyces lipofer, Molutierella vinaceaなどの微生物からの脂質の抽出

が試みられている。また，生理活性をもつ油脂を微生物によって生産しようとい

う試みがなされ，γ－リノレン酸（GLA），ジホモγ－リノレン酸（DGLA），
アラキドン酸（AA），エイコサペンタエン酸（EPA），ドコサヘキサエン酸（DHA）
など高度不飽和脂肪酸（PUFA）の生産が報告されている１２）。GLAはMortierella

属の菌株に含有されていることが見い出されて工業化されている。DGLAは AA
生産菌株であるMortierella alpinaをピーナッツ油またはゴマ油を添加して培養す

ることにより AAへの変換が抑制され，DGLAが菌体内に含蓄されることが見
い出された。AAはM.alpina，M.heterosporusなどで産生が認められている。さ

らにM.alpinaを２０００リットルタンクで培養することにより脂質中の AA含有量
を６０－７０％まで高めることに成功しており，AAの微生物由来脂質は商品化され
ている。魚油の主要構成脂肪酸である EPAを生産する微生物としてサバ，イワ
シなどの腸内微生物である Alteromonas属などが分離された。このリン脂質の構

成脂肪酸の PUFAは EPAのみであり，他はモノエン酸や飽和酸であることから
精製は有利であった。また AA生産菌株であるM.alpinaを低温（６℃）で培養

し，AAが EPAに変換されることが見い出された。DHAは藻類による生産が報
告されている。この油脂の構成脂肪酸もやはり他の PUFAをほとんど含まず，
DHAの精製に有利であった。微生物油脂の例は，現状ではそれほど多くはない。
しかしながらモノエン酸，分岐酸，ケト酸や奇数飽和酸など微生物が産生する油

脂の生理活性等の研究が進むに従って，微生物油脂の有意性が注目されるであろ

う。また，遺伝子操作やタンパク質工学などのバイオテクノロジーの応用によっ

て生産量の向上や特殊な油脂の微生物による生産が期待できる。

１１）リパーゼ生産菌株へのバイオテクノロジーへの応用
油脂生産微生物の遺伝子操作法による生産性の向上や新規の油脂資源の製造な

どについての報告は見られない。バイオリアクターなどによって酵素プロセスを

工業的に実用化するには酵素コストの低減が重要な点である。従って，リパーゼ

の生産効率をバイオテクノロジーによって高めることは有意義である。しかし，

これらの技法の応用についての報告はまだ少ない。その中で，Pseudomonas属リ

パーゼに関する研究が進んでいる。すでに，リパーゼ遺伝子がクローン化され，

塩基配列から一次構造も明らかになっており，活性中心にセリンが存在すること

などが確認されている。また，このリパーゼ遺伝子の下流域にリパーゼ活性化遺

伝子（aCt）の存在が報告されている。この活性化因子は，リパーゼ活性発現に
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必須であり，将来はクローニングなどによる活性化因子の増強などによって，高

い生産性を得ることが期待できる。

７．終わりに

従来，水系では不可能と見られていた有用物質の酵素利用による生成が，有機

溶媒中で可能になるという研究成果は，将来，有機合成技術や酵素利用技術，さ

らに生理活性物質の製造技術などの分野で発展的な成果をもたらすことが期待さ

れる。

リパーゼの工業的利用については，その目的にあうリパーゼの選択が先決の課

題となる。現在，市販されているリパーゼ以外にもユニークな特性を備えたいわ

ゆる「新奇」なリパーゼの開発が，医薬や生理活性物質などのファインケミカル

の製造プロセスを進展させる手がかりとなる。そのような利用形態が，特にリパー

ゼの場合，現在の種々の観点から最も適切で有効なものと考えられる。

脂質分野におけるバイオテクノロジーの応用は他分野に比べると報告が少な

い。油脂の食品として持つ新しい生理活性などの機能に関する研究が今後進むに

つれて，微生物油脂の実用化の可能性は高まってくるだろう。これらの油脂生産

菌株にバイオテクノロジーを応用することで，有利な培養条件で高収量をあげる

ことのできる菌株や新規な機能性を持たせた油脂の生産などが期待できよう。ま

た，油脂加工に利用されるリパーゼの生産菌株に対しても同様に高収量株やリ

パーゼの特異性の改変などが期待できる。

（食品素材科学研究領域 脂質素材ユニット 都築和香子）
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