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研究成果の概要：種々の環境汚染有毒物に対して大きな分解活性を示す白色腐朽菌の培養液中

に分泌される酸化系酵素により、染色産業廃水中に多量に含有される様々な染料の分解・脱色

が可能であることを明らかにした。次いで、酵素の分離膜への固定化を試み、種々の酵素固定

化膜を作製して、その処理効果を明らかにし、酵素の分解活性と膜の分離機能を併用した廃水

処理プロセス構築のための基礎的知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、世界的な水不足が深刻な問題として
クローズアップされるようになり、生物にと
って大変重要な存在である「水」についての
現状は、危機的な状態にある。水は、人間の
生活において欠かせないものであり、また全
ての生物の営みに必要不可欠なものである
ことから、これまで廃棄物として取り扱われ
てきた汚水を処理再生し、利用していくこと
が人類の生活環境および自然環境の保全に
繋がると考えられる。一方、自然界では、人
によって汚染された水が、生物の環境対応能

力により浄化される現象がみられ、この生物
の特殊な能力を探索する研究が国の内外に
おいて活発に行われ、種々の環境汚染有毒物
に対して分解活性を示す様々な微生物が明
らかにされている。しかしながら、それらの
特殊な機能は限られた環境下でのみ発現さ
れる場合がほとんどであるため、様々な物質
や微生物が含有され、性状変化が著しい実際
の廃水処理に利用されるまでには至ってい
ないのが現状である。 
このような背景に鑑み、本研究では、微生

物により分泌される酵素を用いることで処
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理の安定性や処理時間の短縮化を図り、微生
物培養のための環境創製や酵素の有効利用
に活用できる分離膜と微生物由来の有用な
酵素を併用する環境汚染有毒物の分解除去
プロセスの開発を行う。 
 
２．研究の目的 

近年、廃水の高度処理・循環再利用技術の
重要性がますます増してきている。廃水の中
でも着色した水は、不快感に繋がり、再利用
の妨げとなるが、廃水中の色素は一般に難生
分解性であり、従来の生物学的処理では脱色
効果はほとんど期待できないことから、効果
的な脱色処理技術の確立が望まれている。本
研究では染色工場から排出される着色廃水
の再生技術の開発を目的として、染料を分解
可能な酵素を固定化した分離膜による脱色
処理について検討を行う。市販の分離膜への
固定化および酵素を固定化させた膜の作製
を試み、酵素固定化膜による処理効果を確認
し、酵素の分解活性と膜の分離機能を併用し
た廃水処理システム構築のための基礎的知
見を得る。 

 
３．研究の方法 

(1)酵素による染料の脱色 
染料には、アントラキノン系酸性染料

（MF-GLN）、アゾ系クロム染料（PV）、分散染
料（TWNQ）、アゾ系反応染料（AG）の 4 種を
用いた。酵素には、白色腐朽菌由来のラッカ
ーゼ、マンガンペルオキシダーゼ（MnP）を
用いた。所定濃度の染料溶液に酵素を添加し
て、100 rpm で振とうしながら 37℃でインキ
ュベートし、透過光測定法により処理液の脱
色率を求めた。 

(2)酵素固定化膜による染料の脱色処理 
酵素には、白色腐朽菌由来のラッカーゼを、

膜には、公称孔径 0.2 m のナイロンメンブ
レンフィルター（Millipore 製）を用いた。
ラッカーゼの固定化は、図 1 に示したプロセ
スにより、共有結合法によるナイロン膜への
固定とアルギン酸ゲル膜内への包括固定を
行った。ラッカーゼ固定化膜の酸化活性は、
2,6-ジメトキシフェノールを基質として用
い、1 秒間に 1 nmol の基質を酸化させる酵
素量を 1 nkat と定義した。モデル着色廃水
は、アントラキノン系染料の MF-GLN を pH 4.5
のマロン酸 buffer に溶解させて作製した。
着色廃水の浸漬脱色処理は、所定濃度の染料
溶液にラッカーゼ固定化膜を浸漬させて、
100 rpm で振とうしながら 37℃でインキュベ
ートし、透過光測定法により処理液の脱色率
を求めた。また、透過脱色処理は、37℃の恒
温槽内にて、着色廃水を一定流量で酵素固定
化膜に透過させて行った。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

 図 2には、各種染料をラッカーゼ処理した

場合の脱色率の経時変化を示した。いずれの

染料においても脱色が確認され、特に MF-GLN

と PV については処理 1 時間でそれぞれ 92%

と 69%という大きな脱色率が得られた。染料

AG については、処理 3 時間で 27%程度の脱色

率であったが、反応系にメディエーターを添

加することで脱色率を 80%まで向上させるこ

とができた。なお、難水溶性の分散染料 TWNQ

に対しては、脱色活性は小さかった。したが

って、水溶性の染料については、脱色処理に

ラッカーゼを適用できることが明らかとな

った。また、MnP を用いた処理においても染

料の脱色が確認されたが、取り扱いの容易さ

から、ラッカーゼを固定化用酵素として選択

した。 
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 図 1 ラッカーゼの固定化プロセス 

0

20

40

60

80

100

D
e
c
o
lo

ri
z
a
ti
o
n

[%
]

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

D
e
c
o
lo

ri
z
a
ti
o
n

[%
]

0 1 2 3 4

[h]

0 1 2 3 4

[h]

Laccase

MF-GLN
PV
TWNQ
AG

MF-GLN
PV
TWNQ
AG

 

 図 2 種々の染料のラッカーゼ処理 
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 図 4 酸化活性に及ぼす pH の影響 
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図 5 固定化膜による浸漬脱色処理 

ラッカーゼの脱色能をより明確にするた

めに、難生分解性の色素であるアントラキノ

ン系染料 MF-GLN についてラッカーゼによる

脱色処理を行い、脱色率の経時変化を図 3 に

示した。酵素量を増加させることにより顕著

な脱色が観察され、酸化活性が 75 および 100 

nkat の場合には、処理 3時間でそれぞれ 78 %

と 84 %という大きな脱色率が得られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

共有結合法によるナイロン膜へのラッカ

ーゼの固定化およびラッカーゼを包括した

アルギン酸ゲル膜の作製を検討した結果、共

有結合法では固定化による失活が著しく、単

位膜面積当たりの活性量は最高で 2.2 

nkat/cm2であった。一方、アルギン酸ゲル膜

への包括固定では、失活はあまり見られず、

条件により固定化量を調節できることがわ

かり、本研究で行った条件範囲では、最高で

32.8 nkat/cm2の活性を有する膜が得られた。

次に、ラッカーゼ固定化膜の酸化活性に及ぼ

す pH の影響を検討し、固定化前のフリーの

ラッカーゼとの比較を図 4に示した。至適 pH 

4.5 での活性値を 100 %とし、各 pH における

同酵素量での比活性をプロットした。いずれ

の固定化膜においても、フリーのラッカーゼ

よりも pH に対する安定性が向上しており、

特に pH 5.0 での活性は、至適 pH の場合とほ

とんど変わらないことから、より中性に近い

pH での処理に適用できることがわかった。図

5 には、2,6-ジメトキシフェノールに対する

酸化活性を 25 nkat に揃えて行った、ラッカ

ーゼ固定化膜による染料 MF-GLN の浸漬脱色

処理の結果を示した。図中には、酵素を固定

化していない膜での処理、すなわち膜への染

料の吸着挙動も併せて示した。ラッカーゼ固

定化ナイロン膜での処理において顕著な脱

色が観察されたが、酵素を固定化していない

場合にも著しい脱色の進行が観察され、これ

はナイロン膜への染料の吸着による効果が

大きいことがわかった。一方、ラッカーゼ固

定化ゲル膜の場合では、染料の膜への吸着は

認められるものの、その効果は 20 %程度であ

り、酵素により脱色が進行したことが確認で

きた。また、図 3より同酵素量でのフリーの

ラッカーゼによる処理では、3 時間の処理で

33 % 程度の脱色率しか得られておらず、固

定化により脱色効果が大きくなることがわ

かった。本研究では、脱色と同時に廃水中の

固形分の分離が可能な処理方法の確立を目

指していることから、着色廃水の透過脱色処

理について検討を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 には、ラッカーゼ固定・未固定のそれぞ
れの膜による透過脱色処理の結果を、脱色率 
対 単位膜面積毎の処理液量 v としてプロッ
トした。ラッカーゼ固定化ナイロン膜での処
理では、処理開始後しばらくの間は 98 % 以
上の脱色率を維持したが、処理液量 vが 1.64 
cm を超えたあたりから脱色率が急激に減少
する傾向が見られた。この現象は、ラッカー
ゼを固定していないナイロン膜でも見られ、
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図 3 ラッカーゼによる脱色処理 
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図 6 固定化膜による透過脱色処理 
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図 7 固定化ゲル膜による透過脱色処理 

浸漬脱色処理の場合と同様に、染料の吸着に
よる脱色効果が大きいことがわかる。一方、
ラッカーゼ固定化ゲル膜の場合では、膜への
吸着も認められるが、酵素を固定化している
方が大きな脱色率を維持しており、固定化酵
素の効果が現れている。浸漬脱色処理と比較
すると、透過脱色処理では、酵素固定化膜と
染料との接触時間が短くなり、酵素による染
料の構造変化に起因する脱色よりも吸着に
よる脱色効果が大きくなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ラッカーゼ固定化ゲル膜では、膜の作製条

件により、酵素の固定化量を変化させること
ができるため、固定化量を増加させて透過脱
色処理を行い、脱色率の経時変化を図 7 に示
した。いずれの条件においても、処理開始直
後に脱色率の低下が観察されるものの、その
後は、安定した脱色率を維持している。また、
酵素固定化量を増加させることにより、脱色
率を向上できることが確認され、特に酵素固
定化ゲル膜の活性値が 103 nkat の条件にお
いては、80 % という大きな脱色率を維持し
ており、高度な脱色処理を安定して行うこと
が可能である。以上の結果より、染料溶液を
酵素固定化ゲル膜に透過させることで、処理

条件によって決まる一定の割合で脱色され
た処理液が連続的に得られることがわかり、
固定化酵素の利点が確認できた。 
今後、実廃水への適用を検討するとともに、

糖蜜廃水などの栄養源を多く含む廃水を利
用した酵素産生プロセスを開発することに
より、分離膜と酵素を用いた廃水の高度処
理・循環再利用技術の実現が可能になるもの
と考える。 
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