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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　プロトテカ属に属し、次の一般式（１）
【化１】

（式中、Ｒ１は置換基を有していてもよい炭化水素基を示し、Ｒ２は水素原子を示し、ｎ
は２～６の整数を示す）
で表される化合物を一般式（２）
【化２】

（式中、ｎ２は１～３の整数を示し、ｎ１＋ｎ２は１～５の整数を示し、Ｒ１及びＲ２は
前記と同じ）
で表されるケトン体及び／又は一般式（３）
【化３】
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（式中、Ｒ１、Ｒ２、ｎ１及びｎ２は前記と同じ）
で表される２級アルコールに変換する能力を有する微生物を、当該一般式（１）で表され
る化合物の存在下に培養するか、又は当該微生物又はその処理物と当該一般式（１）で表
される化合物とを接触させることを特徴とする当該一般式（２）で表されるケトン体及び
／又は一般式（３）で表される２級アルコールの製造法。
【請求項２】
　前記微生物が、プロトテカ　ゾフィ、プロトテカ　スタグノラ、プロトテカ　エリボト
リアエ、プロトテカ　サーモデュリカ、プロトテカ　トリスポア、又はプロトテカ　プロ
トリセンシスである請求項１記載の製造法。
【請求項３】
　Ｒ1が炭素数１～２０のアルキル基、アルケニル基、アルキニル基、シクロアルキル基
、シクロアルケニル基又は芳香族炭化水素基である請求項１又は２項記載の製造法。
【請求項４】
　Ｒ1が炭素数１～１８のアルキル基、炭素数２～１８のアルケニル基、炭素数２～１８
のアルキニル基、炭素数３～８のシクロアルキル基、炭素数４～８のシクロアルキニル基
、又は炭素数６～１４のフェニル基若しくはナフチル基である請求項３項記載の製造法。
【請求項５】
　芳香族炭化水素基がフェニルアルキル基である請求項３項記載の製造法。
【請求項６】
　ｎ２が２～３である請求項１～５のいずれか１項記載の製造法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、各種化粧品等のフレーバーとして有用なケトン体及び２級アルコールを、微
生物を利用して製造する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ケトンや２級アルコールの中には、化粧品のフレーバーとして、また香料や染料の溶剤
として有用なものが数多く存在する。これらの化合物の多くは、天然物から抽出する手段
の他、アルカンの酸化反応、ケトンやアルコールの酸化還元による相互変換等により製造
されている。
【０００３】
　微生物を用いた油脂からメチルケトン及び／又は２級アルコールの製造法は知られてお
り、その反応は油脂の加水分解、脂肪酸のβ位酸化、脱炭酸及びさらに一部還元によって
進行するものと考えられており、脂肪酸からメチルケトン及び／又は２級アルコールに関
してはフザリウム属等の微生物を用いれば製造できることが知られている（特許文献１及
び２）。
【特許文献１】特開平２－２６５４９５号公報
【特許文献２】特開平３－２４７２９１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかしながら、アルカン類から直接ケトン体及び／又は２級アルコールを生産する微生
物は知られていない。
　従って、本発明は、アルカン類からケトン体及び／又は２級アルコールを直接、かつ効
率良く生産する方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　そこで本発明者は、アルカン類からケトン体及び／又は２級アルコールを直接生産する
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能力を有する微生物を探索したところ、酵母様微細藻であるプロトテカ（Prototheca）に
属する微生物の中に、アルカン類の２～６位を酸化する能力を有するものが存在し、当該
微生物をアルカン類の存在下に培養するか、当該微生物とアルカン類を接触させれば、ケ
トン体及び／又は２級アルコールが効率良く製造できることを見出した。
【０００６】
　すなわち、本発明は、プロトテカ属に属し、次の一般式（１）
【０００７】
【化１】

【０００８】
（式中、Ｒ1は置換基を有していてもよい炭化水素基を示し、Ｒ2は水素原子又は－ＣＯＯ
Ｒ3（Ｒ3は水素原子又は炭化水素基を示す）を示し、ｎは１～６の整数を示す）
で表される化合物を一般式（２）
【０００９】

【化２】

【００１０】
（式中、ｎ１は０～５の整数、ｎ２は０～５の整数を示し、ｎ１＋ｎ２は０～５の整数を
示し、Ｒ1及びＲ2は前記と同じ）
で表されるケトン体及び/又は一般式（３）
【００１１】
【化３】

【００１２】
（式中、Ｒ1、Ｒ2、ｎ１及びｎ２は前記と同じ）
で表される２級アルコールに変換する能力を有する微生物を、当該一般式（１）で表され
る化合物の存在下に培養するか、又は当該微生物又はその処理物と当該一般式（１）で表
される化合物とを接触させることを特徴とする当該一般式（２）で表されるケトン体及び
／又は一般式（３）で表される２級アルコールの製造法を提供するものである。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明方法によれば、種々のアルカン類から直接、かつ効率良く、ケトン体及び／又は
２級アルコールを製造することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明に用いられる微生物は、プロトテカ属に属し、一般式（１）の化合物を、一般式
（２）のケトン体及び／又は一般式（３）の２級アルコールに変換する能力をするもので
あれば、特に限定されないが、プロトテカ　ゾフィ（Prototheca zopfii）、プロトテカ
　スタグノラ（Prototheca stagnora）、プロトテカ　エリボトリアエ（Prototheca erio
botryae）、プロトテカ　サーモデュリカ（Prototheca thermodurica）、プロトテカ　ト
リスポア（Prototheca trispoa）、プロトテカ　プロトリセンシス（Prototheca protori
censis）等が挙げられる。具体的な菌株としては、Prototheca stagnora JCM 9642、Prot
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otheca zopfii NBRC 6998、Prototheca zopfii NBRC  7532、Prototheca zopfii NBRC 75
33、Prototheca zopfii NBRC 7534、Prototheca zopfii NBRC 7535、Prototheca zopfii 
NBRC 7536、Prototheca zopfii JCM 9400、Prototheca zopfii JCM 9646、Prototheca er
iobotryae NBRC 32449、Prototheca thermodurica JCM 8557、Prototheca trispoa NBRC 
6996、Prototheca protoricensis IAM C-177等が挙げられる。これらの菌株は、独立行政
法人製品評価技術基盤機構の生物遺伝資源部門（ＮＢＲＣ）、独立行政法人理化学研究所
バイオリソースセンター微生物材料開発室（ＲＩＫＥＮＢＲＣ－ＪＣＭ）又は東京大学分
子生物学研究所のＩＡＭＣＣから入手可能である。
【００１５】
　本発明におけるケトン体及び／又は２級アルコールの製造は、一般式（１）の化合物の
存在下に上記微生物を培養するか、又は上記微生物又はその処理物と一般式（１）の化合
物とを接触させることによって行なわれる。
【００１６】
　まず、培養法については、通常、一般式（１）の化合物を含有する培地で上記微生物を
培養し、当該培養物から目的ケトン体及び／又は２級アルコールを採取することにより行
なわれる。
【００１７】
　ここで培地には、上記微生物の生育に必要な栄養源、例えば窒素源、無機物、微量栄養
素、一般式（１）の化合物以外の炭素源を含有せしめるのが好ましい。窒素源としては、
硫酸アンモニウム、硝酸アンモニウム、酒石酸アンモニウム、硝酸ナトリウム、アスパラ
ギン、ペプトン、コーンスティープリカー等が挙げられる。無機物、微量栄養素としては
、硫酸マグネシウム、リン酸二水素カリウム、塩化カルシウム、塩化ナトリウム、硫酸マ
ンガン、硫酸亜鉛、硫酸銅、塩化第二鉄、モリブデン酸アンモニウム、ヨウ化カリウム、
ホウ酸、ビタミン類等が用いられる。また、炭素源としては、グルコース、スクロース、
グリセリン、デキストリン、カルボキシメチルセルロース等が挙げられる。
【００１８】
　培地中における一般式（１）の化合物の濃度は、目的物の生産性及び回収性の点から、
０．５～８質量％、さらに１～４質量％、特に２～４質量％が好ましい。
【００１９】
　培養条件は、好気的条件下で液体培養法、例えば振盪培養法、通気撹拌培養法が好まし
い。培養温度は２８℃、pH５～７で３～７日間行なうのが好ましい。
【００２０】
　接触法は、一般式（１）の化合物を添加しない以外は前記条件と同様にして培養した上
記微生物の培養上清、培養物から採取した酵素等に、一般式（１）の化合物を接触させる
ことにより行なわれる。接触反応は、水性媒体、水性溶液中で２８℃、pH５～７の条件で
３～７日間行なうのが好ましい。また接触反応は、上記微生物を固定化した固定化菌体、
酵素を固定化した固定化酵素を用いて行なうことも可能である。
【００２１】
　原料化合物を示す一般式（１）中、Ｒ1で示される炭化水素基としては、炭素数１～２
０の炭化水素基、例えばアルキル基、アルケニル基、アルキニル基、シクロアルキル基、
シクロアルケニル基、芳香族炭化水素基等が挙げられる。
【００２２】
　アルキル基としては直鎖又は分岐鎖のアルキル基が好ましく、特に炭素数１～２０、特
に１～１８のアルキル基が好ましい。アルケニル基としては、炭素数２～１８のアルケニ
ル基が好ましい。アルキニル基としては炭素数２～１８のアルキニル基が好ましい。シク
ロアルキル基としては、炭素数３～８のシクロアルキル基が好ましい。シクロアルケニル
基としては、炭素数４～８のシクロアルキニル基が好ましい。芳香族炭化水素基としては
、炭素数６～１４の芳香族炭化水素基、例えばフェニル基、ナフチル基等が好ましい。
【００２３】
　これらの炭化水素基に置換し得る基としては、ハロゲン原子、アルコキシ基、ハロゲノ
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好ましい。
【００２４】
　Ｒ2としては水素原子又は-ＣＯＯＲ3（Ｒ3は水素原子又は炭化水素基を示す）を示すが
、水素原子が好ましい。
【００２５】
　Ｒ3で示される炭化水素基としては、アルキル基、アルケニル基、芳香族炭化水素基等
が挙げられる。特に炭素数１～８のアルキル基、炭素数２～８のアルケニル基、炭素数６
～１４の芳香族炭化水素基が好ましい。Ｒ3としては、水素原子が好ましい。
【００２６】
　本発明方法によれば、アルカン類の末端から２～６位のメチレン基がケトン化及び／又
はヒドロキシル化され、そのうち、３～５位のメチレン基、特に４～５位のメチレン基が
主にケトン化及び／又はヒドロキシル化される。従って、目的物である一般式（２）及び
（３）中、ｎ１が０～５であり、ｎ２が１～４であるのがより好ましい。さらに、ｎ１が
０～３であり、ｎ２が３又は４であるのが特に好ましい。
【００２７】
　培養物又は接触反応混合物から、目的化合物を分離するには、各種溶媒による抽出、ク
ロマトグラフィー等に付すことにより行なわれる。
【実施例】
【００２８】
実施例１　ケトン体蓄積型プロトテカ属微生物のスクリーニング
　プロトテカ属の各菌株を、試験管中の５mLのＧＹ培地（２．０％酵母エキス，１．０％
グルコース）に４％ｎ－ヘキサデカンを添加した液体培地に接種し、２８℃で５日間往復
振盪培養（１４０rpm）した。培養終了液に１mLのクロロホルム及び２mLのメタノールを
添加し激しく撹拌後１０分間放置した。その後さらに１mLのクロロホルム及び１mLの１．
５％ＫＣｌを添加し攪拌後、遠心分離を行い、クロロホルム層（下層）を回収した。クロ
ロホルムで抽出した脂溶性画分を遠心エバポレーターで濃縮しガスクロマトグラフィー（
ＧＣ）に供し、保持時間８．８分に出現するヘキサデカノンの有無を確認した。その結果
を表１に示した菌株で、ケトン体の生成が認められた。なおＧＣ分析は、カラム：ＨＲ－
５２（信和化工）、分析装置：ＧＣ－１７Ａ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）、カラム温度：１８０
～２４０℃、２℃／分昇温、注入口検出器温度：２５０℃、検出器：ＦＩＤ、キャリアガ
ス：Ｈｅ、メイクアップガス：Ｎ2の条件で行なった。
【００２９】



(6) JP 4820277 B2 2011.11.24

10

20

30

【表１】

【００３０】
実施例２　ケトン体高蓄積型菌株の選抜
　実施例１によりケトン体の蓄積が確認された菌株を用い、２０mL容三角フラスコ中の４
mLのＧＹ培地（０．５％酵母エキス，０．５％グルコース）に４％ｎ－ヘキサデカンを添
加した液体培地に接種し、２８℃で５日間往復振盪培養（１４０rpm）した。培養終了後
、培養液に内部標準として７－ペンタデカノンを２５０μｇ添加し、実施例１と同様に脂
溶性画分をクロロホルムにて抽出し、ＧＣ分析に供した。内部標準のピーク面積を元に算
出したケトン体の生産量を表２に示した。
【００３１】
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【００３２】
実施例３　ケトン体生産量
　実施例２において最大の生産量が認められたプロトテカ　ゾフィ　ＪＣＭ９４００株（
Ｐｒｏｔｏｔｈｅｃａ　ｚｏｐｆｉｉ　ＪＣＭ９４００）を用い、２０mL容三角フラスコ
中のＹｅａｓｔ培地（０．５％酵母エキス）又はＧｌｙ培地（０．５％グリシン、０．０
７％リン酸１カリウム、０．０３％リン酸２カリウム、０．０３％硫酸マグネシウム・７
水和物、０．０３％硫酸鉄・７水和物、１０ppmチアミン塩酸塩）に４％から８％のｎ－
ヘキサデカンを添加した液体培地に接種し、２８℃で５日間から８日間往復振盪培養（１
４０rpm）した。培養終了後、実施例２と同様に７－ペンタデカノンを内部標準として添
加し、クロロホルムにて抽出した脂溶性画分をＧＣ分析に供した。内部標準のピーク面積
を元に算出したケトン体の生産量を表３に示した。
【００３３】
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【００３４】
実施例４　ケトン体の構成比（経時変化）
　ｎ－ヘキサデカンを資化させた際に蓄積するヘキサデカノンのケトン基の位置を確認す
るために、高極性カラムを用いたＧＣ分析を行なった。使用したカラムはＴＣ－ＷＡＸ（
ＧＬサイエンス社製）、分析は、カラム温度：１２０～１８０℃まで２℃／分昇温、１８
０～２２０℃まで１０℃／分昇温、注入口検出器温度：２５０℃、検出器：ＦＩＤ、キャ
リアガス：Ｈｅ、メイクアップガス：Ｎ2の条件で行った。プロトテカ　ゾフィ　ＪＣＭ
９４００株を用い、実施例２と同様の条件で培養を行ない、３日目から１２日目までの培
養液からそれぞれ抽出した脂溶性画分を上記ＧＣ分析条件により解析し、ヘキサデカノン
構成比率を算出した。結果を表４に示した。
【００３５】
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【表４】

【００３６】
実施例５　ケトン体の構成比（基質による変化）
　炭素鎖長１２から１７までのｎ－アルカンをそれぞれ２０mL容三角フラスコ中の４mLの
ＧＹ培地に４％添加し、プロトテカ　ゾフィ　ＪＣＭ９４００株を接種した。２８℃で７
日間往復振盪培養（１４０rpm）後、培養液から抽出した脂溶性画分を実施例３と同様の
条件でＧＣ分析に供し、ケトン体構成の９５％以上を占める４位体、５位体の比率を算出
した。結果を表５に示した。
【００３７】
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【表５】

【００３８】
実施例６　アルコール体生産量
　実施例２に用いた菌株を、２０mL容三角フラスコ中の４mLのＧＹ培地（０．５％酵母エ
キス，０．５％グルコース）に４％ｎ－ヘキサデカンを添加した液体培地に接種し、２８
℃で５日間往復振盪培養（１４０rpm）した。培養終了後、培養液に内部標準として７－
ペンタデカノンを２５０μｇ添加し、実施例２と同様に脂溶性画分をクロロホルムにて抽
出し、ＧＣ分析に供した。保持時間９．０分に出現する内部標準のピーク面積を元に算出
したアルコール体の生産量を表６に示した。
【００３９】
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【表６】

【００４０】
実施例７　ケトン体及びアルコール体の構造解析
　４％のヘキサデカンを含むＹｅａｓｔ培地（０．５％酵母エキス）５００mLにて培養し
たプロトテカ　ゾフィ　ＪＣＭ９４００（Ｐｒｏｔｏｔｈｅｃａ　ｚｏｐｆｉｉ　ＪＣＭ
９４００）より実施例１と同様に脂溶成分をクロロホルムにて抽出し、薄層クロマトグラ
フィーに供した。シリカゲルでコートされたＭＥＲＣＫ社製１．０５７２１（２００×２
００×０．２５mm）を用い、ヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸（８０：２０：１）にて
展開した。展開後０．０１％プリムリン溶液を噴霧し、紫外線照射にて発色するＲｆ値０
．５以下のスポットを掻き取り、ヘキサン／水（４：１）を加えて混合し、脂溶成分であ
るヘキサン層を回収し減圧エバポレーター（ＥＹＥＲＡ社）によりヘキサンを除いた。
　取得した脂質成分をアセトニトリル／水（８０：２０）に溶解しＨＰＬＣに供した。Ｈ
ＰＬＣはＳＩＭＡＤＺＵ社ＬＣ－１０Ａシステムを用い、カラム：Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ　
ＣＬＣ－ＯＤＳ（Ｍ）、溶媒：アセトニトリル／水（８０：２０）、流量：１mL／min、
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検出器：ＲＩにて行なった。本条件下でＲ．Ｔ．３０．０分付近、３３．１分付近の化合
物を1Ｈ－ＮＭＲ解析に供したところ、それぞれ５－ヘキサデカノール、５－ヘキサデカ
ノンと同定された。
【００４１】
　なお、市販の試薬５－ヘキサデカノール（ＳＩＧＭＡ―ＡＬＤＲＩＣＨ）及び５－ヘキ
サデカノン（Ａｌｆａ　Ａｅｓａｒ）と培養サンプルのＧＣ解析結果の比較により、各々
の生産物の特定を行なった。また、ＧＣ－ＭＳ解析にても各々のフラグメントパターンが
一致することを確認した。ＧＣ－ＭＳの解析条件は、カラム：ＨＲ－ＳＳ－１０（信和化
工）、分析装置：ＧＣＭＳ－ＱＰ５０５０（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）、カラム温度：１６０～
２２０℃、２℃／分昇温、注入口検出器温度：２５０℃、検出器：ＦＩＤ、キャリアガス
：Ｈｅ、メイクアップガス：Ｎ2で行なった。
【００４２】
実施例８
　ヘキサデカンに代えて、１－トリデセン、１－ヘキサデセン、フェニルノナンを用いて
、実施例３と同様に培養し、その培養液をＧＣ分析したところ、１－トリデセンからは１
－トリデセン－９－オンの生成を、１－ヘキサデセンからは１－ヘキサデセン－１２－オ
ンの生成を、フェニルノナンからは５－フェニルノナノンの生成を確認した。
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