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１１１１．．．．緒言緒言緒言緒言        

汚染物質の１つであるアルキルフェノールの

石油精製，樹脂製造，製紙などの工場からの排

出が懸念され，発ガン性のあるものもある(1)．

また，非イオン界面活性剤であるアルキルフェ

ノールエトキシレートの分解生成物としてオク

チルフェノールやノニルフェノールなどのアル

キルフェノールも環境中に存在することが知ら

れている．アルキルフェノールと同様に産業界

で多く使われている化合物としてビスフェノー

ルＡ(BPA)があり，エポキシ樹脂やポリカーボネ

ート樹脂の製造原料として，また抗酸化剤，難

燃剤，顕色剤などとしてその誘導体が繊維，染

料，製紙産業などで使われている．アルキルフ

ェノールや BPAは動物やヒトに対して内分泌系

をかく乱する可能性がある，または疑われる化

学物質とされており，鳥類の卵殻薄化，魚介類

の雌化，免疫機能の低下などに影響があると言

われている．また，これらの化合物は，環境中

で分解されにくいため，残留して食物連鎖によ

って水棲動物(魚類，両生類，哺乳類)に数千から

数万倍に濃縮されることも指摘されている (2, 3)． 

近年これらの化合物を分解する，または別の

化学種に変換させる酵素が見出され，マッシュ

ルームチロシナーゼが p-n-アルキルフェノール

をキノン酸化すること(4, 5)や西洋ワサビペルオ

キシダーゼが過酸化水素存在下でアルキルフェ

ノールをラジカル化すること(6, 7)がわかってお

り，酵素を使った効率的な環境汚染物質の除去

を構築できると考えている．その中で，マッシ

ュルームチロシナーゼによる p-アルキルフェノ

ールのキノン酸化と生成したキノン化合物のキ

トサンビーズとの反応を利用したこれら化合物

の効率的な除去を見出した(4, 5)．  

本年度は，①麹菌由来のチロシナーゼによる

p-アルキルフェノールのキノン酸化と生成した

キノン化合物のキトサンビーズへの吸着を利用

した除去(8)と②過酸化水素存在下で，西洋ワサ

ビ由来のペルオキシダーゼによる BPAのフェノ

キシラジカル化とラジカルカップリング反応に

よる不溶性オリゴマーの形成による沈殿除去(9)

に関する研究を中心に行ってきたので，麹菌チ

ロシナーゼによる p-アルキルフェノールの除去

と西洋ワサビペルオキシダーゼによる BPAとそ

の誘導体の除去に関して報告する． 

 

２２２２．．．．実験実験実験実験     

２２２２．．．．１１１１    麹菌麹菌麹菌麹菌チロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼによるによるによるによる pppp----アルキルアルキルアルキルアルキル

フェノールフェノールフェノールフェノールのののの除去除去除去除去 

麹菌チロシナーゼは月桂冠(株)において産生，

粗精製されたものを使用し，その比活性は 936

と 1170 U/mg-solidであった(10)．p-アルキルフ

ェノールは和光純薬(株)または東京化成工業

(株)から購入し，市販品をすのまま使用した． 

pH6.0 のリン酸緩衝溶液を溶媒として麹菌チ

ロシナーゼと p-n-アルキルフェノールの溶液を

調製した．p-n-アルキルフェノール溶液に麹菌

チロシナーゼ溶液と予め緩衝溶液中に保存し

たキトサンビーズ(富士紡績(株)，粒径：70～

200nm，比表面積：70～100m
2
/g)を加えて反応

を開始させた． 

まず，p-クレゾールを対象物質として本方法

によって除去する際の至適ｐHと至適温度を決

定し(8)，種々の p-アルキルフェノールの除去に

応用させた．実験中は，所定時間ごとに波長 300

～600nmの範囲で UV-visibleスペクトルを測定

し，逆相カラム Inertsil ODS-2または InertsilC8-3 

(5µm, 4.6mmi.d.×15cm)を用いた高速液体クロ

マトグラフィー(HPLC)法によって溶液中の p-

アルキルフェノール濃度を求めた．移動相とし

てアセトニトリル水溶液を用い，アルキル鎖長

によってその組成を調節した．初期濃度と残留

濃度からキノンへの転化率を求め，キトサンビ

ーズを添加したときと添加していない両溶液

系での UV-visibleスペクトル測定から生成した

キノンのキトサンビーズへの吸着率を求め，転

化率と吸着率から除去率を算出した． 

 

２２２２．．．．２２２２    西洋西洋西洋西洋ワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼによるによるによるによる

ＢＰＡＢＰＡＢＰＡＢＰＡおよびそのおよびそのおよびそのおよびその誘導体誘導体誘導体誘導体のののの除去除去除去除去 

西洋ワサビチロシナーゼ (E.C 1.11.1.7，

224U/mg-solid)は Sigma Aldrich(株)から，BPAと

その誘導体は東京化成工業(株)から購入し，い

ずれも市販品をそのまま使用した．2.5mM の



 

BPA 溶液を対象として本方法によって除去す

る際の至適条件(ｐH，温度，過酸化水素濃度，

ポリエチレングリコール(PEG)の濃度と分子量

など)を決定した後(8)，本方法をビスフェノー

ル誘導体の除去に応用させた． 

pH6.0 のリン酸緩衝溶液とエタノールからな

る混合溶媒を溶媒として調製した 5.0mM の

BPA溶液に，pH6.0の緩衝溶液を溶媒として調

製した HRP溶液，分子量 1.0×104のポリエチレ

ングリコール(10K-PEG)溶液，過酸化水素溶液

を加えて酵素反応を開始させ，所定時間ごとに

濁度と残量濃度を測定した．BPA(2.5mM)の除

去における至適条件を決定し，種々のビスフェ

ノール誘導体の除去を行った．BPA及びその誘

導体の残留濃度は Inertsil ODS-2を用いたHPLC

法によって求め，移動相のアセトニトリル水溶

液の組成は使用したビスフェノール誘導体の

種類によって調節した． 

 

３３３３．．．．結果結果結果結果とととと考察考察考察考察 

３３３３．．．．１１１１    麹菌麹菌麹菌麹菌チロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼによるによるによるによる pppp----アルキルアルキルアルキルアルキル

フェノールフェノールフェノールフェノールのののの除除除除去去去去    

マッシュルームチロシナーゼとキトサンビ

ーズを用いた p-クレゾールの除去における至

適条件は pH7.0，45℃と決定されたので，この

方法で種々の p-n-アルキルフェノールの除去を

行った結果，95％以上の除去率が得られた(4, 5)．

ここでは，同様に麹菌チロシナーゼとキトサン

ビーズを用いた際の p-n-アルキルフェノールの

除去を検討した．麹菌チロシナーゼを用いた際

の至適条件はマッシュルームチロシナーゼを

用いた際とは異なり，pH6.0，30℃と決定でき

た(8)．このような結果は，由来の異なる同一の

酵素を用いる際に多く見られ，酵素自身のアミ

ノ酸配列や分子量などが異なるためと言われ

ている．図図図図１１１１に示すように，pH6.0，30℃で

0.5mMの p-クレゾール溶液に 150U/cm
3の麹菌

チロシナーゼを加える(●印)と，キノン形成を

示す波長 400nmの吸光度が上昇し，p-クレゾー

ルが酵素反応によってキノン転化したことが

わかる． 

0.025cm
3
/cm

3のキトサンビーズを含む p-クレ

ゾール溶液に麹菌チロシナーゼを加える(○印)

と，吸光度の上昇が抑えられ，吸光度は反応時

間とともに低下した．これは酵素反応によって

形成したキノン化合物がキトサンビーズ中の

アミノ基と反応し，除去されたことを示す．ま

た，添加したキトサンビーズ添加量が多いほど，

吸光度の低下は顕著であることがわかったが，

キトサンビーズ量 0.025cm
3
/cm

3 では反応時間

100分で p-クレゾールはほぼ完全に除去された

ので，さらにアルキル鎖長２～９の p-n-アルキ

ルフェノールの除去実験を行った．ここで，形

成したキノンのキトサンとの反応はキノン化

合物の水付加反応と競争的に進行するので(11)，

 
Figure 1 Enzymatic removal of p-cresol 

by the quinone conversion with Aspergillus 

oryzae tyrosinase and subsequent quinone 

adsorption in the absence ( ● ) and 

presence of chitosan beads of 0.025 (○) 

cm
3
/cm

3
 at pH 6.0 and 30 ºC 

Table 1 Removal of p-n-alkylphenols by the combined use of Aspergillus oryzae tyrosinase and 

chitosan beads at pH 6.0 and 30 ºC. 

 



 

キトサンビーズ添加量が少ないと除去率が低

下した．pH6.0，30℃で行った p-n-アルキルフ

ェノールの除去実験の結果を表表表表１１１１にまとめた．

p-n-ブチルフェノール，p-n-ペンチルフェノール，

p-n-ヘキシルフェノールでは生成したキノン化

合物のキトサンビーズへの吸着が遅かったの

で，キトサンビーズ量を 0.100cm
3
/cm

3に増加さ

せて除去実験を行った．いずれの p-n-アルキル

フェノールに対しても 97％以上の除去率が得

られ，高く除去できることがわかった．さらに，

分岐状の p-アルキルフェノールの除去におけ

る結果を表表表表２２２２にまとめた．麹菌チロシナーゼに

よる分岐状の p-アルキルフェノールのキノン

酸化と形成したキノン化合物のキトサンビー

ズへの吸着はいずれも p-n-アルキルフェノール

に比べて遅かったので，麹菌チロシナーゼ濃度

とキトサンビーズ添加量を上昇させて行う必

要があったが，総じて 90～100％の除去率が得

られた．4-tert-ブチルフェノール(4TBP)は過酸

化水素存在下においてマッシュルームチロシ

ナーゼによってキノン酸化することが報告さ

れているが(11)，麹菌チロシナーゼは過酸化水

素なしで弱いエストロゲン作用があるとされ

ている 4TBP，4-tert-ブチルフェノール，4-tert-

ペンチルフェノールをキノン酸化し，本方法に

よって効率的に除去することができた．  

 

３３３３．．．．２２２２    西洋西洋西洋西洋ワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼによるによるによるによる

BPABPABPABPA のののの除去除去除去除去    

HRP は過酸化水素存在下においてアルキル

フェノールをラジカル化し，形成したフェノキ

シラジカルの自己重合による水不溶性オリゴ

マーの形成によって沈殿除去できるので，本方

法を BPAの除去に応用した．BPAは過酸化水素

存在下で HRP によってラジカル化された．反

応時間 180分での BPA(2.5mM)の残留率は過酸

化水素濃度の上昇とともに低下し，溶液は不溶

性のオリゴマーの形成により高く白濁した．こ

の際，[BPA]/[H2O2]=1.0の条件で，反応時間 180

分での残留率が０%となった．これは HRPの触

媒活性が過酸化水素存在下のみで進行するた

め，低濃度の過酸化水素では，BPAをラジカル

化するために必要な過酸化水素が不足し，逆に

過酸化水素が過剰に存在すると，HRPの一部が

不活性な形態へと変化するためと言われてい

る(12)．また，酵素反応開始時に PEGを加える

と，酵素反応によって形成したフェノキシラジ

カルや自己重合生成物が PEG との間で可溶性

の複合体を形成し，HRPの活性の低下を抑える

ため(13)，BPA の処理をさらに短時間で進行さ

せることができた．さらに，諸条件を変化させ

て 2.5mMのBPAの処理を検討した結果，pH6.0，

30℃， [BPA]/[H2O2]=1.0， [HRP]=1.0U/cm
3，

[10K-PEG]= 0.1mg/cm
3を至適条件として決定で

きたので，この条件で種々のビスフェノール誘

導体の除去実験を行い，その結果を表表表表３３３３にまと

めた．20U/cm3まで濃度を上昇させても HRPは

ビスフェノールSと2,4’-ジヒドロキシジフェニ

ルスルホンに対しては活性を示さなかったが，

他の 11 種類のビスフェノール誘導体に対して

は活性を示し，活性が低い対象物質に対しては

HRP濃度を上昇させる必要はあるが，残留率を

５～０％まで低下させることができた．さらに，

酵素反応処理後，溶液の pHを塩酸で 4.0まで低

Table 2 Removal of branched p-alkylphenols by the combined use of Aspergillus oryzae tyrosinase 

and chitosan beads at pH 6.0 and 30 ºC. 

 



 

下させると，形成した不溶性オリゴマーの凝集

が起こりやすくなるので，溶液を容易にろ過す

ることができ，無色透明な溶液が得られた．こ

れらの結果から本方法によって BPA およびそ

の誘導体を効率的に除去できることがわかり，

HRPによる処理後に溶液の pHを 4.0に低下さ

せることで，不溶性オリゴマーのろ別が容易と

なったことは分別除去する過程での重要な結

果といえる． 

 

４４４４        結言結言結言結言 

本年度では麹菌チロシナーゼによる p-アルキ

ルフェノールと西洋ワサビペルオキシダーゼに

よる BPAとその誘導体の除去について至適条件

の決定とその利用性の展開について述べたが，

今後は個々の酵素の特徴を活かした利用方法を

さらに見いだし，他の環境汚染物質の除去への

応用を検討する．また，工業的な利用(実用化)

を考える上で，酵素の反復利用は重要な課題で

あり，これらの酵素の高分子担体への共有結合

を介した固定化と固定化条件を検討することで，

高く活性を保持した安定な固定化酵素の構築を

目指すことが今後の研究課題である． 
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