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1. 1. 1. 1. 緒論緒論緒論緒論    

近年，内分泌かく乱物質による環境汚染が社

会的問題となっており，その影響は拡大の傾向

にある．その中で，ビスフェノール A(2,2-ビス

(ヒドロキシフェニル)プロパン，BPA)はエポキ

シ樹脂やポリカーボネート樹脂を製造する際

の原料として，またはプラスチックの酸化防止

剤や安定剤として広く利用されている． 

BPAの国内での年間生産量は 2001年現在で

4.9×10
5
 トンに達し，その後も増加傾向にある．

直鎖または分岐状アルキルフェノールに加え

て BPA も内分泌かく乱懸念物質にあげられ，

BPA との接触によって動植物や人体などの生

態系への様々な影響があると言われている [1]．

さらに，BPAは日本各地のゴミ廃棄場からの浸

出水からも検出されており，その濃度は 1.3か

ら高いところでは 1.72×10
4
 µg/dm

3に及んでい

る．また，食器類からの食料への BPAの移出も

重要な問題となっている． 

さらに最近になって BPA と構造が類似した

様々なビスフェノール誘導体が高性能化や機

能改質を目的として特殊エポキシやポリカー

ボネートを合成する上で利用され始めている．

使用されるビスフェノール誘導体によってフ

ェノール性 OH基の位置やフェノール基間の化

学構造が異なるが，２つのフェノール基をもつ

点で共通している．BPAが内分泌かく乱作用を

有することは報告されていることに加えて[2]

ビスフェノール誘導体のいくつかが人体の乳

ガン細胞株 MFC-7 中で，またマウスの線維芽

細胞株 NIH3T3中でエストロゲン作用を示すこ

とが報告されている[3]． 

化学的または生物学的方法による BPA の除

去や無毒化に関する研究は幅広く行われてい

るが，一方で対象となる汚染物質の転換を触媒

化する酵素の潜在能力に関心を抱いている多

くの研究者がいる．汚染物質の中には従来の方

法では十分に処理できないものも多く，酵素反

応の利用はその問題を解決する一方法である．

チロシナーゼ，ペルオキシダーゼ，ラッカーゼ

などの酸化還元酵素によるアルキルフェノー

ル，クロロフェノール，BPAなどの転化や無毒

化に関する研究も広く行われており，その中で

種々のフェノール化合物のペルオキシダーゼ

による処理に関する研究においては，(1)酵素反

応によるラジカル形成とカップリング反応の

反応機構の解明，(2)ポリエチレングリコール

(PEG)や界面活性剤などの添加物のよるペルオ

キシダーゼ活性の保護，(3)過酸化水素(H2O2)，

pH，温度，酵素濃度などの至適条件の決定，な

どに焦点を当てて進められている[4-7]．しかし

ながら，酵素を用いたビスフェノール誘導体の

処理に関する報告はほとんどないが，ペルオキ

シダーゼが BPAを処理できることに着目し，そ

の応用性を試みた．本研究では，H2O2濃度，PEG

の分子量と濃度，pH，温度，酵素濃度などがペ

ルオキシダーゼによる BPA の処理に及ぼす効

果を検討し，さらに BPAの処理において決定し

た至適条件をビスフェノール誘導体の処理に

応用した． 

 

2. 2. 2. 2. 実験実験実験実験    

2.1 試薬 

本研究で使用したペルオキシダーゼは西洋

ワサビ由来のもの(HRP) (EC 1.11.1.7)であり

(type II, essentially salt-free, lyophilized powder)，

その比活性は 224U/mgであった． 

BPAとビスフェノール誘導体は和光純薬ま

たは東京化成工業から購入し，種々の分子量の

PEG はアルドリッチ社製または関東化学工業

のものを使用した． 

 

2.2 BPAとビスフェノール誘導体の酵素処理 

pH４～10 のリン酸緩衝溶液 (イオン強度

0.01M)を用いて 2.0 U/cm
3の HRP溶液，0.4 mM

の BPA溶液，0.6mMの H2O2 溶液，2.0 mg/cm
3

の PEG 溶液を調製した．30cm
3の BPA 溶液に

PEG と HRP を加え，溶液を所定温度まで加温

した後，H2O2 溶液を加えることによって酵素

反応を開始させた．反応溶液は，酵素反応中毎
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分 1.5×10
3回転で撹拌し，所定時間ごとに波長

600nmでの吸光度から濁度を算出した．さらに，

HRP による BPA の処理において決定した至適

条件を利用して種々のビスフェノール誘導体

の処理を行った． 

 

2.3 BPA とビスフェノール誘導体の定量 

BPAとビスフェノール誘導体の濃度はUV分

光計を取り付けた日立 L-7000 HPLC システム

を用いて決定した．逆相カラムとして Inertsil 

ODS-3 (5 µm, 4.6 mm i.d.×15 cm)を用い，移動

相であるアセトニトリル水溶液の組成と UV分

光計の波長は使用したビスフェノール誘導体

の種類によって調整した．移動相の流速は 1.0 

cm
3
/minであり，試料溶液 20 mm

3
 を HPLC に注

入し，UVスペクトルを測定した [8]． 

 

3. 3. 3. 3. 結果結果結果結果およびおよびおよびおよび考察考察考察考察    

3.1 酵素反応の至適条件の決定 

3.1.1 H2O2の添加の効果 

HRPは H2O2の不在下では酵素活性を示さな

かったが，H2O2を加えると，BPAの濃度は反応

時間に対して減少し，H2O2濃度 0.3mM では反

応時間 120分でBPAは完全に処理された．また，

反応開始後約 15 分で最大値に達した濁度は水

に不溶なオリゴマーの形成によってその後

徐々に低下した．図 1に pH6.0，30 ºC，10K-PEG. 

(0.10 mg/cm
3
)存在下での HRP の酵素反応によ

る BPA の処理における H2O2 の効果を示す．

H2O2濃度0.2～0.5mM の範囲でHRPを含むBPA

溶液に H2O2を加えると，BPA の残留率は急激

に低下し，H2O2濃度 0.3mM  ([H2O2]/[BPA]=1.0)

ではH2O2添加後 30分でほとんどのBPAが処理

された．この際，HRPの活性部位から放出した

フェノキシラジカルはカップリング反応によ

って２量化し，再び酵素反応によってラジカル

化される．酵素反応によるラジカル化とカップ

リング反応は生成したオリゴマーが水に不溶

となって沈殿するまで続くが，H2O2 濃度が

0.3mMを越えると，BPAの残留濃度が徐々に上

昇し，0.5mM では約３％の BPA が溶液中に残

留した．これらの結果から，0.3mM の BPA を

処 理 す る 際 の 至 適 H2O2 濃 度 を 0.3mM 

([H2O2]/[BPA] =1.0)と決定した． 

 

3.1.2 PEGの添加の効果 

0.3mM の H2O2存在下での HRP による BPA

の処理における PEG の濃度と分子量の影響を

検討した．図２aとｂにそれぞれ BPAの処理に

おける分子量１万の PEG(10K-PEG)の濃度と

PEG の分子量(PEG 濃度=0.10 mg/cm
3
)の効果を

示す．反応溶液中に PEG を加えないと，BPA

の残留率は 75％と高かったが，10K-PEG 濃度

が増加するにつれて残留率は低下し，0.10 

mg/cm
3以上で BPA は完全に処理された．この

際，濁度は反応開始後 10～15分で最大となり，

その後オリゴマー同士の凝集にともなって

 

Fig. 1 The effect of the concentration of H2O2 

on treatment of BPA at 0.3 mM by HRP at 0.10 

U/cm
3
 in the presence of 10K-PEG (0.10 

mg/cm
3
) at pH 6.0 and 30ºC. 

 

Fig. 2 The effects of the (a) concentration of 

10K-PEG and (b) molar mass of PEG (PEG 

concentration=0.10 mg/cm
3
) on treatment of 

BPA at 0.3 mM by HRP at 0.10 U/cm
3
 in the 

presence of H2O2 (0.3 mM) at pH 6.0 and 30ºC. 



 

徐々に低下した．これらの結果は PEGの添加が

HRP の酵素活性の保護だけでなくオリゴマー

を凝集しやすくする効果もあることを示す．こ

のような酵素反応を利用した BPA の処理の低

下は，形成したオリゴマー沈殿物への HRP の

取り込みが主な要因とされているが，Nakamoto

やMachidaらによれば，PEGがオリゴマーとの

水素結合による相互作用を引き起こす可能性

を示唆している[9]． 

次に，BPAが処理処理における PEG の分子

量の効果(PEG濃度=0.1 mg/cm
3
)を検討した．残

留率は加えた PEG を添加の分子量の増加とと

もに低下し，分子量１万以上の PEGを加えると

BPA は HRP によって完全に処理された．この

ように PEGの添加は BPAを処理する際に必要

とする酵素量を著しく減少することができる

ので，処理コストの低減という点からも有効な

手段であることがわかった[10]．しかし，分子

量が大きくなると，緩衝溶液へ溶解させる時間

が長くなるだけでなく PEG 溶液の粘性が高く

なり取り扱いにくくなることも考慮に入れる

と，分子量１万の PEGを濃度 0.10 mg/cm
3で用

いることを至適条件とした． 

 

3.1.3 pHと温度の効果 

H2O2 (0.3 mM)と 10 K-PEG (0.10 mg/cm
3
)の存

在下での BPAの処理における pHと温度の効果

を検討した．図３に BPAの処理における pHと

温度の効果を示す．HRP は pH４～８の範囲で

BPA が処理のラジカル化を効果的に触媒化し，

その至適 pHは 6.0となった．溶液の pHが pH6.0

から大きく離れると，BPAの残留濃度が徐々に

増加したが，pH が低い方が濁度の上昇が大き

く不溶性オリゴマーがより凝集しやすいこと

がわかった． 

次に，pH6.0において H2O2と 10 K-PEGの存

在下で BPA 処理における温度の影響を検討し

た．使用した HRPは 50 ºC以下では BPAに対

して高い活性を示し，10 ºCでの残留率も 1.7％

と非常に低い値であり，30 ºCでは HRPによっ

て完全に処理された．しかし，温度が 50ºC 以

上になると，残留率は徐々に上昇したので，上

記の結果と合わせて判断すると，至適条件を

pH6.0，30 ºCと決定するに至った． 

 

3.1.5. 酵素による処理後の pH調整  

0.3mMの BPAを上記で決定した至適条件で

酵素処理すると，不溶性オリゴマーの形成によ

り溶液は白濁した．不溶性オリゴマーは市販の

DISMIC
®
 membrane filter (pore size: 0.45 µm, 

Advantec)では除去できるが，粒子が小さいため，

ろ紙では十分にろ過することができなかった．

しかし，酵素反応処理後，溶液の pH を塩酸で

4.0 に低下させると，オリゴマー同士が凝集す

るので，ろ紙によって容易にろ過することがで

きた[11]． BPAは pKa値が 9.6～11.3である弱

酸性化合物であり，pH の低下はフェノール基

間のイオン反発を抑制できる． 

 

3.2. ビスフェノール誘導体の除去.  

本方法の有効性を高めることを目的として

BPA が処理と構造が類似した種々のビスフェ

ノール誘導体の HRPによる処理を行った． 

ビスフェノールEとビスフェノールTはBPA

において決定した至適 HRP 濃度である 0.10 

U/cm
3で完全に処理された．ビスフェノール B，

ビスフェノールC及びビスフェノールOはBPA

を処理する時と比べて比較的低濃度で処理す

ることができたが，ビスフェノール Fに対する

HRP の活性は BPA に比べてやや低い値となっ

 

Fig. 3 The effects of the (a) pH value at 30ºC 

and (b) temperature at pH 6.0 on treatment of 

BPA at 0.3 mM by HRP at 0.10 U/cm
3
 in the 

presence of H2O2 (0.3 mM) and 10K-PEG (0.10 

mg/cm
3
). 



 

た．また，ジフェノール酸，4,4’-ジヒドロキシ

ベンゾフェノン，2,4’-ジヒドロキシベンゾフェ

ノンなどは 0.5～1.5U/cm
3 で完全な処理が達成

できた．しかし，ビスフェノール S(BPS)と 2,4’-

ジヒドロキシジフェニルスルホン(2,4’-DHDPS)

では酵素濃度を 10 U/cm
3 まで上げたにも関わ

らず残留率はそれぞれ 48.7％と 28.7％にとどま

ったので，BPSと 2,4’-DHDPSの酵素処理を種々

の pHで行った． 2,4’-DHDPSの残留率は pHの

低下によって効果的に高められ，pH5.0 で

10.8％まで低下した．一方，BPSにおいては pH

を調整したことによる顕著な残留率の低下は

見られなかった．この結果から，BPSを酵素反

応によって処理するには，由来の異なるペルオ

キシダーゼを用いるかチロシナーゼやラッカ

ーゼなどの他の酸化還元酵素を用いるなどの

方法をとる必要があると考えられる． 

これらのビスフェノール誘導体においても

酵素反応処理後溶液の pH を 4.0 まで低下させ

ると，形成した不溶性オリゴマーが凝集して沈

下するため，ろ紙によって容易に除去できた． 

 

4. 4. 4. 4. 結論結論結論結論    

本研究では，ビスフェノール誘導体の酵素反

応による除去と水質浄化を目的として BPA を

モデル化合物として用いて HRP の活性を評価

した．0.3mM の BPA を処理する際の至適条件

は，pH6.0， 30ºCで H2O2濃度を 0.3mM，10K-PEG

濃度 0.1 mg/cm
3と決定でき，PEGの添加が酵素

活性の保護と処理効率の向上の上で，非常に有

用であることがわかった．また，BPAが処理と

構造が類似し，同様に２つのフェノール基を有

する 11種類のビスフェノール誘導体を BPAが

処理において決定した至適条件で効果的に処

理することができたが，除去率が低い対象物質

においては，必要に応じて酵素濃度を上げる必

要があった．酵素反応処理によって不溶性のオ

リゴマーが形成するため，反応溶液は高く白濁

したが，酵素反応処理後溶液の pHを 4.0まで低

下させると，オリゴマー同士が凝集するので，

ろ紙によって容易にろ過できるようになり，無

色透明な溶液が得られた． 

本研究で得られた知見のうち，特記すべきこ

とは，HRPによって多くのビスフェノール誘導

体を処理でき，不溶性オリゴマーの形成によっ

て溶液から除去できることである． 
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