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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
現代社会においては、医療や畜産あるいは

生活の場で、医薬品やシャンプー・消毒剤・
化粧品などの身体ケア製品（Pharmaceuticals 
and Personal Care Products; PPCPs）が多量に使
用されている。これまで、PPCPs が使用され
た後の環境動態については注意が払われて
こなかったが、近年、水環境中や下水中での
存在実態や、低濃度での慢性的な暴露による
生態系への影響や細菌叢の薬剤耐性化など
が明らかとなり、水環境中に存在する新たな
汚染物質として PPCPs が注目されるに至っ
ている。 
現在、水環境中より多くのPPCPsが検出さ

れており、世界的に普及している現行の生物
的下水処理（活性汚泥処理）では顕著な除去
が認められていない。この事実は、これらの 
PPCPsが活性汚泥中に存在する複合微生物で
は生分解を受けにくいことを強く示唆してお
り、PPCPs起源の化学物質を高度に分解・無
毒化しうる新規な生物的処理法を開発するこ
とは、環境保全を図る上で大きな意義を有す 
る。 
このような背景から、木材主要成分の一つ

であり芳香族性の高分子であるために難生
分解性を示すリグニンを、白色腐朽菌と称
される担子菌が特異的に酸化分解しうるこ
とに着目して、白色腐朽菌の産生するリグ
ニン分解酵素による医薬品類（抗炎症剤：
ジクロフェナクとメフェナム酸、抗てんか
ん剤：カルバマゼピン、抗菌剤：トリクロ
サン）の処理を試み、水生生物や細菌類に
対する毒性除去が可能なことを明らかにし
た。さらには、環境ホルモン類（ビスフェ
ノールＡ、ノニルフェノール、17エスト
ラジオール、エストロン、経口避妊薬ピル
の主成分：エチニルエストラジオール、防
腐剤：パラベン類、農薬：メトキシクロル、
植物エストロゲン：ゲニステイン）につい
ても、内分泌撹乱作用（エストロゲン様活
性）の除去が可能なことを見いだしている。 

 
２．研究の目的 

近年、PPCPsは水環境中に存在する新たな
汚染物質として注目されており、国内外の水
環境における実態調査、水処理プロセスにお
ける除去挙動、生態毒性に関する影響評価な
どに関する研究が活発に行われている。しか
しながら、これらの取り組みの中で、活性汚
泥処理では分解・除去されにくいことが明ら
かにされているにもかかわらず、活性汚泥中
に生育する複合微生物（主として細菌類）以
外の微生物を用いてPPCPsを生分解しようと
する研究はほとんどなされていない。 
そこで本研究では、細菌叢の薬剤耐性化を

もたらすことが懸念されている抗生物質と、
エストロゲン様活性を有することから内分
泌撹乱作用が懸念されているベンゾフェノ
ン系紫外線吸収剤を取り上げ、リグニン分解
酵素による分解と毒性除去を図るものであ

る。 
 
３．研究の方法 
 (1) 供試化合物 
 テトラサイクリン系抗生物質として、
Tetracycline（TC）、Chlortetracycline（CTC）、
Doxycycline（DC）および Oxytetracycline 
（OTC）を、アントラサイクリン系抗生物質
として Doxorubicin（DX）を、マクロライド
系抗生物質として Tylosin（TY）を供試した。
また、ベンゾフェノン系紫外線吸収剤として 
2,4-Dihydroxybenzophenone （ BP1 ）、 2- 
Hydroxy-4-methoxybenzophenone（BP3）、
2,2’-Dihydroxy-4-methoxybenzophenone
（ BP8 ） お よ び 2,3,4-Trihydroxybenzo- 
phenone（THBP）を用いた。 
 
(2) リグニン分解酵素処理 
 各種抗生物質およびベンゾフェノン系紫
外線吸収剤を、マンガンペルオキシダーゼ
（MnP）あるいはラッカーゼ（Lac）を用いて
処理した。 

MnP 処理は、供試化合物を 10-4 M 含有す
る 50 mM マロン酸バッファー（pH 4.5）に
MnP（10 nkat/ml）、硫酸マンガン、グルコ
ース、グルコースオキシダーゼを加えて、
30℃、150 rpm で所定時間反応を行った。Lac
処理は、供試化合物を10-4 M含有する50 mM
マロン酸バッファーに Lac（10 nkat/ml）を
添加し、30℃、150 rpm で所定時間反応を行
った。Lac 処理については、メディエータと
して 1-ヒドロキシベンゾトリアゾール
（HBT）を 0.2 mM 添加した系でも処理を行
った。次いで、経時的に反応液をサンプリン
グして HPLC 分析に供し、残存率を求めた。
なお、テトラサイクリン系抗生物質とマクロ
ライド系抗生物質の Lac-HBT 処理において
は、反応液を細菌増殖阻害試験および藻類増
殖阻害試験に供し、毒性除去効果を確認した。
また、ベンゾフェノン系抗生物質の Lac-HBT
処理においては、組換え体酵母を用いる
Two-Hybrid 法によって、エストロゲン様活
性の除去挙動を追跡した。 
 
４．研究成果 
(1) テトラサイクリン系抗生物質（TCs） 

MnP 処理を行った結果、反応 1 時間後に
おいて、TC は 80%、OTC は 93%減少し、
CTC および DC については完全な除去が認
められた（Fig. 1）。これに対して、Lac 単独
処理による TC、CTC、DC および OTC の減
少はそれぞれ 16 %、48 %、34 %および 14 %
にとどまった（Fig. 1）。Lac はフェノール性
化合物あるいは酸化還元電位の低い化合物
しか酸化分解できないとされてきたが、1-ヒ
ドロキシベンゾトリアゾール（HBT）のよう
なメディエータを共存させると、Lac の基質
特異性を拡大しうることが知られている。そ
こで、HBT を共存させる系（Lac-HBT）に
よっても TCs を処理した。その結果、HBT



を 2 mM共存させたLac-HBT処理では、TCs
の効率的な除去が確認され、CTC と DC では
反応 0.25 時間、TC と OTC では 反応 1 時
間で完全な消失が認められた（Fig. 1）。 
 なお、MnP 処理と Lac-HBT 処理を比較す
ると、Lac-HBT 処理の方が、MnP 処理より
も短時間での効率的な TCs 除去が可能であ
った（Fig. 1）。よって、本研究で供試した４
種の TCs の分解には、Lac-HBT 処理が最も
有効と判断された。 
次に、Lac-HBT 処理によって TCs の細菌 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

および緑藻に対する増殖阻害（毒性）も除去
されるのかを確認した。Lac-HBT 処理した
TCs の反応液を細菌類と緑藻の増殖阻害試
験に供した結果、CTC と DC については処
理 0.25 時間で、TC と OTC については処理
１時間で、大腸菌（Escherichia coli）、枯草
菌 （ Bacillus subtilis ） お よ び 緑 藻
（Pseudokirchneriella subcapitata）に対する増
殖阻害が完全に除去された（Table 1）。この
ことから、Lac-HBT 処理による TCs の無毒
化が明らかとなった。 
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Fig. 1  リグニン分解酵素処理によるTC (A), CTC (B), DC (C) および OTC (D) の減少 
(▲), MnP; (♦), Lac; (●), Lac-HBT 

 

 

 Treatment 
time (h) 

Growth inhibition (%) 
P. subcapitata E. coli B. subtilis 

TC 

0 87.1 ± 3.7 94.5 ± 0.9   100.0 ± 0.0 
0.25 55.6 ± 9.4  35.6 ± 4.3 44.1 ± 7.2 
0.5 6.5 ± 7.1  7.1 ± 1.1 6.8 ± 5.5 
1.0 0   0   0   
2.0  0    0    0   
4.0  0    0    0   

CTC 

0 80.1 ± 8.7 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
0.25 0   0   0   
0.5 0   0   0   
1.0 0   0   0   
2.0  0    0    0   
4.0  0    0    0   

DC 

0 93.7 ± 5.8 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
0.25 0   0   0   
0.5 0   0   0   
1.0 0   0   0   
2.0  0    0    0   
4.0  0    0    0   

OTC 

0 73.0 ± 6.7 89.5 ± 2.8 100.0 ± 0.0 
0.25 40.8 ± 3.4 12.4 ± 1.6 20.0 ± 4.8 
0.5  12.4 ± 4.5 6.2 ± 1.1 11.0 ± 4.7 
1.0 0 0   0   
2.0 0 0 0 
4.0  0    0    0   

 
 

 
Table 1 Lac-HBT 処理によるテトラサイクリン系抗生物質の 

緑藻および細菌に対する増殖阻害の除去 



(2) アントラサイクリン系抗生物質 
Doxorubicin（DX）をリグニン分解酵素で

処理した結果、Lac 単独処理では処理４時間
後においても 47％の DX 減少を示すにとど
まった。一方、Lac-HBT 処理においては反
応 30 分間で約 60％の除去、２時間で完全な
除去が認められ、Lac 単独処理の場合よりも
DX の除去効率は大きく向上した。一方、MnP
処理においては、反応 30 分間で DX の完全
な除去が認められた（Fig. 2）。このことから、
MnP処理がLacおよびLac-HBT処理よりも
X の除去に有利と判断された。なお、DX は
オレンジ色を呈しているが、30 分間の MnP
処理を行うと無色となった（Fig. 3）。よって、
DX のアントラキノン骨格が MnP で変化を
受けたことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) マクロライド系抗生物質 
 リグニン分解酵素を用いて、マクロライド
系の代表的な抗生物質の一つである Tylosin
（TY）を処理した。その結果、Lac 単独処理
では処理４時間後においても約５％の TY 減
少を示すにとどまった。これに対して、

Lac-HBT 処理においては反応１時間で約
40％、反応２時間で約 75％の TY 除去が認め
られ、反応４時間後には完全に消失した（Fig. 
4）。一方、MnP 処理においては反応４時間
後でも約 15％の TY 除去であったことから、
Lac-HBT 処理の方が MnP 処理よりも TY の
除去に有利と判断された（Fig. 4）。 
次に、枯草菌（B. subtilis）および緑藻（P. 

subcapitata ）の増殖阻害を指標として、
Lac-HBT 処理による TY の毒性除去効果を評
価した。その結果、TY 濃度の減少（Fig. 4）
と枯草菌および緑藻に対する増殖阻害除去
（Fig. 5）の挙動は必ずしも一致しなかったが、
反応４時間後において枯草菌および緑藻に
対する増殖阻害は約 80％減少しており、
Lac-HBT 処理による TY の毒性除去効果が認
められた（Fig. 5）。 
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Fig. 2 リグニン分解酵素処理によるDX の減少 
(▲), MnP; (♦), Lac; (■), Lac-HBT 

 

処理前 処理後 

Fig. 3  MnP処理によるDX の脱色  

 

Fig. 4 リグニン分解酵素処理によるTY濃度の減少 
(♦), MnP; (▲), Lac; (●), Lac-HBT 
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Fig. 4 リグニン分解酵素処理によるTY の減少 

(♦), MnP; (▲), Lac; (●), Lac-HBT 

 

Fig. 5 MnP 処理による B. subtilis および P. subcapitata 
に対する増殖阻害の除去 

(♦), B. subtilis ; (▲), P. subcapitata 



(4) ベンゾフェノン系紫外線吸収剤 
エストロゲン様活性を有するとされてい

るベンゾフェノン系紫外線吸収剤（４種）を
リグニン分解酵素で処理した。その結果、
THBP は MnP、Lac および Lac-HBT 処理の
いずれにおいても処理 30 分間で速やかに除
去された。BP-8 は、Lac 単独処理では反応
24 時間後に 57%の残存がみられたが、
Lac-HBT 処理では処理 4 時間、MnP 処理で
は処理 8 時間で完全な消失が確認された。 
一方、BP-1 と BP-3 については、Lac 単独

処理による減少はほとんど認められず、反応
24 時間後の MnP 処理でもそれぞれ 55 %と
16%の除去にとどまった。これに対して、
Lac-HBT 処理では BP-1 と BP-3 の除去率が
大幅に向上し、両者とも反応8時間で90% 以
上、反応 24 時間では完全な除去が認められ
た（Fig. 6）。 
以上の結果から、本研究で供試したベンゾ

フェノン系紫外線吸収剤 BP-1、BP-3、BP-8
および THBP の分解には Lac-HBT 処理が最
も有効であると判断された。 
次に、Two-hybrid 法を用いて BP-1、BP-3、

BP-8 および THBP の-ガラクトシダーゼ活
性（エストロゲン様活性の指標）を測定し、
ビスフェノール A（BPA）の活性と比較した
（Fig. 7）。なお、比較対照に用いた BPA は、
濃度10-4 Mにおいて最大の-ガラクトシダー
ゼ活性を示したことから、この活性値を「相 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

対-ガラクトシダーゼ活性 100％」と定めた。 
Fig. 7 に示すように、BP-1 は 10-4M にお

いてBPAよりも約1.5倍高いエストロゲン様
活性を有しており、THBP は BPA の約 1/2
のエストロゲン様活性を示した。なお、10-4M
よりも低濃度の 10-5M において、BPA と
THBP のエストロゲン様活性は微弱であっ
たのに対し、BP-1 は 10-4M における BPA の
約 80%の活性を有していた。また 10-3M にお
いて、BP-8はエストロゲン様活性を発現し、
10-4M における BPA のエストロゲン様活性
よりも高い活性がみられた。 
前述したように、10-4M において BP-1 の

エストロゲン様活性が最も高く、THBP は
BPAの約 1/2のエストロゲン様活性を有して
いた。そこで、BP-1 と THBP を取り上げ、
Lac-HBT 処理によるエストロゲン様活性の
除去効果を Two-Hybrid 法で確認することに
した。酵素未処理液中に含有される BP-1 あ
るいは THBP が示す-ガラクトシダーセ活
性を 100％とした場合の「エストロゲン様活
性の変化」を Fig. 8 に示す。Lac-HBT 処理
は THBPおよびBP-1のエストロゲン様活性
（毒性）除去に有効であり、THBP は 30 分
間の処理によってエストロゲン様活性が完
全に除去された。一方、BP-1 についても処
理 24 時間後に約 90％のエストロゲン様活性
が除去された。 
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Fig. 6 リグニン分解酵素処理によるベンゾフェノン系紫外線吸収剤の減少 
(▲), MnP; (♦), Lac; (●), Lac-HBT 
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Fig. 7 Two-hybrid 法で測定したベンゾフェノン系 

紫外線吸収剤のエストロゲン様活性（BPA の

エストロゲン様活性を 100％として表示） 
 (■), BP-1; (▲), BP-3; (●), BP-8; (〇), THBP;  
(◆), BPA 
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Fig. 8 Lac-HBT処理によるBP-1 および THBP の 
エストロゲン様活性除去 

(●), BP-1; (■), THBP. 


