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１１１１．．．．緒言緒言緒言緒言        

汚染物質の１つとしてあげられるアルキルフ

ェノールは，石油精製，樹脂製造，製紙など多

くの工場から排出され，中には発ガン性のもの

もある(1)．また，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，顕色剤などとして繊維，染料，製

紙産業などで使われている．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

分解生成物であるオクチルフェノールやノニル

フェノール及び BPAは動物やヒトの内分泌系を

かく乱する恐れがあるとして問題視されており，

鳥類の卵殻薄化，魚介類の雌化，免疫機能の低

下などの影響があると言われている．また，こ

れらの化合物は，生分解性が低いため，環境中

に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)． 

これらの化合物は構造中にベンゼン環を有す

ることから，酵素によって分解しにくいと言わ

れていたが，近年様々な方法によってこれらの

物質を分解または内分泌かく乱特性を失活させ

る研究が行われるようになってきた．我々が行

ってきたこれまでの基礎研究からマッシュルー

ムチロシナーゼや麹菌(Aspergillus oryzae)チロシ

ナーゼが p-アルキルフェノールをキノン酸化す

ること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や BPAをラジ

カル化することがわかり，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

利用した高効率な除去法を見出した(4, 5)．しか

し，酵素を溶解させて用いると，処理後活性を

保持した状態で単離することは困難である．ま

た，酵素の多くは，熱，酸，アルカリ，有機溶

媒などに対して不安定であり，至適条件下で使

用したとしても比較的早く失活するなどの欠点

もある．そこで，酵素を固体担体に固定化する

ことができれば，酵素の連続使用や保存などこ

れまでの課題となっている多くの問題を解決す

ることができる(6, 7)． 

我々は 17 及び 18 年度を通して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(8)，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 p-アルキ

ルフェノールと 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水不溶性ポリ

フェノールの形成による沈殿除去(9)，③共有結

合を介したイオン交換樹脂へのマッシュルーム

チロシナーゼの固定化と固定化チロシナーゼの

反復利用に関する研究を行ってきた．本発表で

は，上述した方法によりチロシナーゼとペルオ

キシダーゼを用いた p-アルキルフェノールや

BPA を効率的に除去する際の至適条件の決定と

その応用について報告する． 

 

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，

粗精製された比活性 936と 1170 U/mg-solidのも

のを使用した(10)．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アルキル鎖長の

異なる p-n-アルキルフェノール(和光純薬(株)と

東京化成工業(株)製)の溶液を調製した．富士紡

績(株)から購入したキトサンビーズ(粒径：70～

200nm，比表面積：70～100m
2
/g)は緩衝溶液中

に保存し，実験に使用した．p-クレゾールを除

去する際に決定した至適条件である pH6.0，

30℃で(8)，褐色三角フラスコに入ったキトサン

ビーズ 0.50cm
3を含む p-n-アルキルフェノール

(0.5～0.05mM)溶液 20cm
3に濃度が 150U/cm

3と

なるように麹菌チロシナーゼ溶液を加えるこ



 

とで，酵素反応を開始させた．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-n-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組成

を調節した．初期濃度と残留濃度の関係からキ

ノンへの転化率を求めた．また，キトサンビー

ズを添加した溶液と添加していない溶液の

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決定した． 

 

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 のののの除去除去除去除去 

Sigma Aldrich(株)製の西洋ワサビチロシナー

ゼ(E.C 1.11.1.7，224U/mg-solid)を使用した．BPA

とその誘導体は東京化成工業(株)から購入し，

そのまま使用した．pH6.0 のリン酸緩衝溶液と

エタノールからなる混合溶媒で 5.0mM の BPA

溶液を調製した．この 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

1.0×10
4 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 の除去における HRP 濃度，PEG 濃度

と分子量，過酸化水素濃度，pH 及び温度など

の至適条件を決定し，種々のビスフェノール誘

導体の除去に応用した．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によって調節した． 

 

２２２２．．．．３３３３    マッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼのののの固定固定固定固定

化化化化とととと pppp----クレゾールクレゾールクレゾールクレゾールのののの除去除去除去除去 

Sigma Aldrich(株)製のマッシュルームチロシ

ナーゼ(E.C 1.14.18.1，2590U/mg-solid)を使用し

た．pH7.0 の緩衝溶液中に保持したカルボキシ

ル基型弱酸性陽イオン交換樹脂 (DIAION 

WK-10)0.5cm
3 に濃度 2000U/cm

3 のマッシュル

ームチロシナーゼ (Sigma Aldrich(株 )製，E.C 

1.14.18.1，2590U/mg-solid)溶液 2.5cm
3 と濃度

0.333mmol/cm
3 の水溶性カルボジイミドである

(1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボ

ジイミド塩酸塩(EDC)溶液 0.9cm
3を加え，４℃

で攪拌することでイオン交換樹脂にチロシナ

ーゼを固定化した． 

内径５mmのカラムにチロシナーゼを固定化

した樹脂 0.5cm
3を，内径８mmのカラムにキト

サンビーズ４cm
3 を充填した．チロシナーゼ固

定化樹脂を充填したカラムに pH7.0，濃度

0.5mMの p-クレゾール溶液 20cm
3を滴下し，チ

ロシナーゼ固定化樹脂を充填したカラムから

溶出した溶液はキトサンビーズを充填したカ

ラムに流入させ，２本のカラムへ繰り返し流通

させた．経時的に吸光度測定と HPLCを用いて

p-クレゾールの濃度を測定した． 

 

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去除去除去除去    

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いて至

適条件(pH7.0，45℃)が決定され，アルキル鎖長

２～９の p-n-アルキルフェノールの除去への応

用を検討した結果，95％以上の除去率が得られ

た(4, 5)．ここでは，麹菌チロシナーゼを用いた

際の p-n-アルキルフェノールの除去を検討した．

麹菌チロシナーゼの至適条件である pH6.0，

30℃(8)で濃度 150U/cm
3 の麹菌チロシナーゼを

含む 0.5mM の p-クレゾール溶液においてキト

サンビーズ添加量を 0.0125～0.075cm
3
/cm

3とし

た際の反応時間に対するキノン形成を示す波

長 400nmの吸光度の変化を図図図図１１１１に示す．キトサ

ンビーズを加えて酵素反応を開始させると，吸

光度の上昇が抑えられ，その後吸光度は反応時

間とともに低下した．これは酵素反応によって

p-クレゾールから形成したキノン化合物がキト

サンビーズのアミノ基と反応して除去された

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り，

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．

 
Figure 1 Enzymatic removal of p-cresol

with Aspergillus oryzae tyrosinase in the 

absence (● ) and presence of chitosan 

beads of 0.0125 (○), 0.025 (△), 0.050 (□), 

and 0.075 (◇) cm
3
/cm

3
. 



 

形成したキノンのキトサンとの反応はキノン

の水付加反応と競争的に進行するので(11)，キ

トサンビーズ添加量が少ないときの除去率低

下の原因と考えられる．さらに pH6.0，30℃で

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結果，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 p-アルキルフェノールの除去にお

いても表１に示すように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ること

で 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，麹菌チロ

シナーゼは過酸化水素なしで 4TBPと 4-tert-ペ

ンチルフェノールをキノン酸化し，本方法によ

ってこれらを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 BPA をラ

ジカル化し，過酸化水素濃度の上昇とともに反

応時間 180分での BPA(2.5mM)の残留率は低下

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．また，[BPA]/[H2O2]=1.0 の条件で

残留率が０%となった．これは HRPが酵素活性

を示す反応機構サイクルにおいて過剰に過酸

化水素が存在すると，HRPが不活性な形態をと

るためと言われている(12)．さらに溶液中に

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

低下を抑えることができた(13)．さらに，諸条

件を変化させて BPAの残留率を検討した結果，

pH6.0，30℃，[BPA]/[H2O2]=1.0 ，[HRP]=1.0U/cm3，

[10K-PEG]=0.1mg/cm
3 を至適条件として決定で

きた．この条件で種々のビスフェノール誘導体

の除去実験を行った結果を表表表表２２２２にまとめた．

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

を処理することができ，残留率を５～０％にす

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まで低下させると，形成し

た不溶性オリゴマーの凝集が進むことで溶液

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． 

 

２２２２．．．．３３３３    マッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼのののの固定固定固定固定

化化化化とととと pppp----クレゾールクレゾールクレゾールクレゾールのののの除去除去除去除去  

固定化反応において pH6.0以下ではマッシュ

ルームチロシナーゼが EDC とともに凝集する

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

chitosan beads at pH 6.0 and 30 ºC. 

 



 

ため，固定化量を決定できなかったが，pH7.0

～10.0の範囲では固定化反応を行うことができ，

固定化時間が長いほど高い固定化量が得られ

た．pH7.0で 72時間固定化反応させて得たチロ

シナーゼ固定化樹脂を用いて p-クレゾールの

除去実験を５回行ったところ，測定回数を繰り

返すことによって除去率がわずかに低下した

が，85％以上の除去率が得られた．また，固定

化時間を長くして調製したチロシナーゼ固定

化樹脂を用いると，繰り返し利用した際の活性

の低下が抑えられた．これは固定化時間を長く

することで樹脂とチロシナーゼ分子との間の

結合肢数が増加し，変性しにくくなったためと

考えられ，固定化によるチロシナーゼの反復利

用の可能性を見出した． 

 

４４４４        結言結言結言結言 

本発表では３種類の酸化還元酵素を用いて p-

アルキルフェノールや BPAとその誘導体を効率

的に除去できることを述べたが，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，現時点では固定

化によって酵素の活性が十分に保持されている

とは言えないので，固定化条件やキトサンビー

ズの合成などを検討することで，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

我々の今後の研究課題である． 
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