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【緒論】 

ナフトール類は染料，顔料，医薬品，プラスチ

ック，ゴムおよび合成繊維を生産するための中

間体化学薬品であり，生態系に対して強い毒性

があるとされている．ナフトール類の主な排出

要因は，工業排水，産業廃棄物場からの溶出で

あり，化学的または生物学的な処理法が検討さ

れているが，我々は小規模かつ低コストで行う

方法として酵素反応を利用した除去法に着目し

ている．しかし，これまでに酸化還元酵素であ

るペルオキシダーゼによるナフトール類の処理

に関する報告はあるが，チロシナーゼを用いた

報告はほとんどない．そこで，本研究では，酸

素存在下でクレゾラーゼ活性とカテコラーゼ活

性の２段階の酵素活性をもつマッシュルーム由

来のチロシナーゼを用いてナフトール類のキノ

ン酸化を行った．マッシュルームチロシナーゼ

は種々のフェノール化合物をキノン酸化するこ

とができ，酵素反応によって形成したキノンは

アミノ基と高く反応するため，キトサンビーズ

へのキノン吸着によってフェノール化合物を効

果的に除去できる 1)．そこで，我々はマッシュル

ームチロシナーゼによって 1-ナフトールをキノ

ン酸化させる際の pH，温度，酵素濃度などの至

適条件を決定し，キトサンビーズへのキノン吸

着による水溶液中からの 1-ナフトールの除去を

検討した．さらに本方法を 2-ナフトールの除去

へ応用した． 

【実験】 

<試料および溶液調製> 

Sigma 社からマッシュルーム由来のチロシナー

ゼを購入し，その比活性は 3960U/mg であった．

異なる pH のリン酸緩衝溶液(0.01M)を用いて

0.40mM の 1-ナフトール，50U/cm
3 のチロシナー

ゼ溶液を調製した．キトサンビーズ(粒径：70～

200m，比表面積：70～100m
2
/g，含水量：92.5%)

は富士紡績㈱から購入し，緩衝溶液中に保存し

た．1-ナフトールと 2-ナフトールは市販品をその

まま使用した． 

<酵素反応によるキノン酸化> 

1-ナフトール溶液にチロシナーゼを加えるこ

とで酵素反応を開始させ，所定時間ごとに波長

520nm での吸光度を測定し，pH，温度などの諸

条件を変化させて 1-ナフトールのキノン酸化に

おける至適条件を決定した．さらにキトサンビ

ーズを加えてキノン吸着による 1-ナフトールの

除去を検討し，本方法を 2-ナフトールの除去へ

応用した． 

<HPLC 法による転化率の測定> 

反応溶液から採取した溶液 0.5cm
3 を 80°C の恒

温槽中に 10 分間浸して酵素を失活させた後，マ

イクロシリンジで 20m
3 を HPLC へ注入した．

GL サイエンス㈱製の Inertsil ODS-3 カラムを用

い て 45% ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 流 速

1.0cm
3
/min で送液し，保持時間 8.5 分でのピーク

面積から転化率を求めた．2-ナフトールにおいて

は1-ナフトールと同様の条件で保持時間7.5分で

のピーク強度から転化率を求めた． 

【結果および考察】 

1-ナフトール溶液にチロシナーゼを添加す 

ると 1-ナフトールは徐々にキノン酸化され，沈

殿が形成した．遠心分離前後の吸光度から反応

開始５分後から沈殿が形成していたことが確認

できた．この沈殿は，酵素反応によって形成し

たキノンがカップリング反応によってキノンオ

リゴマーとなり，沈殿したと考えられる．これ

までの報告でマッシュルーム由来のチロシナー

ゼを用いたアルキルフェノールやビスフェノー

ルＡのキノン酸化では沈殿の生成が確認されな

かったので，化学構造，溶解性，キノン濃度な

どに依ると考えられる 2)．キノン酸化させる際の

至適 pH と温度を検討した．pH に対する初速度

と反応時間５時間での吸光度，転化率の変化を

図１に示す．初速度，吸光度，転化率ともに pH8.0

で最大値を示したことから至適 pH を 8.0 と決定

した．次に，pH8.0 でキノン酸化の至適温度を検

討した．温度に対する初速度と反応時間 300 分

での吸光度，転化率の変化を図２に示す．いず

れの値も 40℃で最大値を示したことから 40℃を

至適温度と決定した． 
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至適条件においてキトサンビーズを添加し，

1-ナフトールの除去実験を行った．酵素濃度

20U/cm
3 における反応時間に対する吸光度と転

化率の変化を図３に示す．生成したキノンがキ

トサンビーズに吸着されることで吸光度が低下

し，反応時間２時間で吸光度がゼロとなった．

また，反応時間８時間で転化率が 100％に達し，

1-ナフトールを完全に除去できた．この時の初速

度はキトサンビーズが不在のときの 1.15 倍とな

り，キノン吸着によって溶液中のキノン濃度が

低下することで，酵素の反応速度が上昇したこ

とがわかった． 

さらに，至適条件を 2-ナフトールにおいても検

討した結果，1-ナフトールと同様に pH8.0，40℃

で初速度と反応時間５時間での転化率が最大値

を示したことからキノン酸化の至適条件と決定

した．1-ナフトールを完全除去できた酵素濃度

20U/cm
3 では反応時間５時間で転化率が 26％と

低かったので，酵素濃度を上げた結果 300U/cm
3

で反応時間５時間で転化率 89％に達した．

200U/cm
3で反応時間を 48時間まで延ばすことに

よって，2-ナフトールを完全に除去できた．ナフ

トール類に対する除去率，除去時間，キトサン

ビーズ量などを表１にまとめた．表１に示すよ

うに酵素濃度，キトサンビーズ量を上昇させる

ことによって 1-ナフトールと 2-ナフトールをよ

り効果的に除去できた． 

【結論】 

 上記の結果から，マッシュルーム由来のチロ

シナーゼによる 1-ナフトールのキノン酸化にお

ける至適条件は，pH8.0，40℃と決定できた．ま

た，キトサンビーズを添加すると酵素活性が上

昇し，酵素濃度 20U/cm
3 以上で 1-ナフトールを

完全に除去できることが明らかとなった．また，

2-ナフトールにおける至適条件を pH8.0，40℃と

決定でき，酵素濃度 200 U/cm
3 で完全に除去でき

た．今後，ナフトール誘導体についても同様に

至適条件を決定し，水溶液中からの除去の検討

を行う予定である． 
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Figure 1 The effect of pH value on 

tyrosinase-catalyzed (10 U/cm
3
) quinone oxidation 

of 1-naphthol (0.30 mM) at 40°C. 

Table 1 Removal of 1-naphthol and 2-naphthol 

through tyrosinase-catalyzed quinone oxidation 

and subsequent quinine adsorption on chitosan 

beads at pH 8.0 and 40°C. 
 

 

 
 

Figure 3 The time course of the absorbance (○) 

and conversion % value ( △ ) for 

tyrosinase-catalyzed (20 U/cm
3
) quinone oxidation 

of 1-naphthol (0.30 mM) at pH 8.0 amd 40°C in 

the presence of chitosan beads at 0.10 cm
3
/cm

3
. 

 
 
Figure 2 The effect of temperature on 

tyrosinase-catalyzed (10 U/cm
3
) quinone oxidation 

of 1-naphthol (0.30 mM) at pH 8.0. 
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