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研究成果の概要（和文）：本研究では、工業的に重要でありながら、内分泌撹乱作用を有するビスフェノールS
（BPS）の迅速な生物分解系を構築するために、BPSを分解できるノニルフェノール酸化酵素の遺伝子（nmoA）
を、その分解で生じるハイドロキノンスルホン酸(HQS)やハイドロキノン(HQ)の資化菌であるDelftia lacustris
 HQS1株やPseudomonas putida TSN1株に導入し、BPSの効率良い分解に成功した。また、もう一つの中間体であ
るフェノールスルホン酸(PS)の資化菌Cupriavidus basilensis PSY7株を加え、これらの中間体を蓄積しない分
解系を樹立することができた。

研究成果の概要（英文）：Bisphenol S(BPS) is an industrially important cpompound, but known to be an 
endocrine disrupting chemical. In this study, to establish an artificial BPS-biodegradation system, 
a nonylphenol monooxygenase gene (nmoA), of which gene product can degrade BPS efficiently into 
hydroquinone (HQ), phenolsulfonic acid (PS), and hydroquinonesulfonic acid (HQS), was introduced 
into an HQS-assimilating bacterium, Delftia lacustris HQS1 and an HQ-assimilating bacterium, 
Pseudomonas putida TSN1. The resultant strains could efficiently degrade BPS. In addition to these 
strains, by using Cupriavidus basilensis PSY7 which can assimilate another metabolite PS, an 
effective BPS biodegradation system was successfully established without the accumulation of these 
intermediates.

研究分野：環境微生物学

キーワード： ビスフェノールS　微生物分解　ハイドロキノンスルホン酸　ハイドロキノン　フェノールスルホン酸　
固定化　ノニルフェノール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビスフェノールS(BPS)は、スーパーエンジニアリングプラスチックの原材料等の用途で年間10万トン以上生産さ
れている重要な化学物質であるが、すでに内分泌撹乱作用が認定されているビスフェノールA(BPA)と同等の内分
泌撹乱作用を有することが知られている。また、本物質はビスフェノールの中で最も難分解であること、また、
環境を広く汚染していることも知られている。これまでに実質的なBPS資化菌は報告されておらず、BPSの生物分
解系も樹立されていないことから、本研究の成果は、学問的のみならずBPS含有工業廃水の処理やBPS汚染環境の
浄化法の開発などに適用できる、応用的見地からも意義ある結果と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 外因性内分泌撹乱物質 化学物質の中に

は毒性を示す濃度より数桁低い濃度で生物の

性を撹乱する外因性内分泌撹乱物質（環境ホ

ルモン）が存在し、主に魚類などの水生生物

の生殖に悪影響を与えている。日本では、環

境省が環境ホルモンに関する調査・研究

（SPEED’98, ExTEND2005 等）を実施し、環

境ホルモン作用が疑われる化学物質を重点

的・科学的に評価し、今日までに分岐型側鎖

を持つノニルフェノール(NP)、オクチルフェ

ノール(OP) およびビスフェノール A(BPA)
（図 1）に環境ホルモン作用を認定している。また、近年、BPA の代替物質として、あるいは耐

熱性エンジニアリングプラスチックの原材料としてビスフェノール S(BPS)（図 1）が大量に使用

されるようになったが、本物質にも BPA 同等の環境ホルモン作用が報告されている。 

(2) 環境ホルモンによる環境汚染  非イオン系界面活性剤として年間 40 万トン以上生産され

てきたアルキルフェノールポリエトキシレートが、下水処理場や水環境で部分的に生物分解を

受けて NP および OP を生じる。瀬戸内海の下水処理場付近の水域では、魚類に対する安全値の

1300 倍の NP が底泥から検出されており、生物への影響が憂慮されている。また、BPA は、ポリ

カーボネートやエポキシ樹脂の原材料として年間 400 万トン以上生産されており、その生産量

の大きさから環境に放出される量も莫大で、環境水や底質から NP および OP と同等の濃度レベ

ルで検出されている。このような状況から、環境ホルモンの排出源での除去対策や汚染された環

境の浄化手法の開発が必要とされている。一方、BPS はプラスチック材料や感熱シートに大量に

使用されてきたことから、BPA と同等に環境を広く汚染していることが明らかとなっている。

BPS の生産は、和歌山市内の化学会社が世界的に大きなシェアを持っており、BPS を含む工業

廃水の低コスト処理のニーズも想定される。 

(3) BPS の難分解性と分解菌の不在  BPS の生物分解についてはかなり古くから検討されて

きたが、主要なビスフェノール類の中では最も生分解性が悪く、環境水ではほとんど分解されな

いことが示唆されている(1)。また、BPS を資化する微生物として、中国の河川堆積物から分離

された 2株の分解菌が報告されているが、これらは最適条件で 10 日程度の培養で 0.8mg/L ある

いは 1.6mg/L の BPS を減少させたのみで、その分解・資化はかなり疑わしい(2)。また、ブチル

フェノール分解菌により BPS が部分分解された例も報告されている(3)が、これは共代謝による

部分分解に過ぎない。従って、BPS の分解経路に関する情報は極めて乏しい状況にある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、産業上重要な化学物質であり、また環境ホルモン作用により生態系へ悪影響を及

ぼし得る BPS について、この物質を分解できる NP酸化酵素(4)を用いて BPS 分解を実施し、そ

の分解経路を解明することを第一の目的とし、また、BPS含有工業廃水の生物処理法の検討とし

て、本酵素の遺伝子を用いて BPS を完全分解できる微生物系を樹立することを第二の目的とし

ている。 
 
３．研究の方法 
(1) NP 酸化酵素による BPS 分解 Sphingomonas 属細菌由来の NP 酸化酵素の遺伝子 nmoA
（1503bp）には、約 60kDa のポリペプチド（501aa）がコードされており、その推定アミノ酸配

列中には典型的な FAD および ADP 結合モチーフが認められるため、この酵素は補酵素 NADH
（あるいは NADPH）から電子を受け取り、酵素内の補欠分子族（FAD のようなフラビン）を介

して分子状酸素を活性化し、芳香環に酸素添加するフラビンモノオキシゲナーゼに属する酵素

と推定している。本酵素は、NP と同じ 4-置換フェノール構造を有する多くの化学物質を分解で

き(4)、本研究課題の BPS についても、nmoA を保有する Pseudomonas putida KT2440株（nmoA）
を用いた BPS 分解試験により、BPS がハイドロキノン（HQ）、フェノールスルホン酸（PS）、ハ
イドロキノンスルホン酸（HQS）に分解されることが明らかになっている。本酵素の酵素レベル

での特徴付けは未だなされていないため、本酵素の大腸菌発現系による大量発現とタンパク精

製を試み、精製酵素による BPS の分解と分解代謝物の同定、さらには酵素反応条件の最適化を

試みる。また、各種 BPS誘導体に対する分解性も検討する。 



(2) BPS を完全分解（無機化）する微生物系の樹立  NP酸化酵素により、BPS は HQ、PS、HQS
に分解されるが、これらの物質の資化菌が nmoA を保有すれば、BPS を分解した後、生じた HQ、

PS、HQS を炭素源として利用し、増殖できることになる。これまでの研究で、広宿主域ベクタ

ーpBBR1MCS-2 に nmoA を組み込み、上述した通り、研究室保有の P. putida KT2440株に導入し

たところ、組換え株は良好に BPS を分解し、これらの中間体が生成されることを確認している。

また、活性汚泥から新たに PS 資化菌 Cupriavidus basilensis PSY7 株及び HQS 資化菌 Delftia 
lacustris HQS1株の分離に成功している。一方、以前の研究で、3-メチル 4-ニトロフェノールの

分解菌として P. putida TSN1株を分離することに成功した(5)が、HQ資化菌を取得する研究の中

で、本菌株が候補株の中で最も迅速に HQ を分解・資化できることが明らかになったため、本菌

株を HQ資化菌として利用することにした。 

 本研究では、nmoA とこれらの BPS 分解代謝物の資化菌を組み合わせて、BPS を最も良好に完

全無機化できる微生物系の構築を行うことにした。例えば（図 2）、まず、HQ資化菌 TSN1株に

nmoA を導入して TSN1株（nmoA）を構築し、本菌株に BPS を分解させる。次いで、その分解代

謝物である HQ, PS, HQS を、それぞれの資化菌 TSN1株（nmoA）、PSY7株及び HQS1株に分解・

資化させる。分解系の組み合わせは、この例に限らず最適の組み合わせを検討する。 
 
４．研究成果 

(1) NP酸化酵素による BPS の分解   nmoA の遺伝子産物である NP酸化酵素（NmoA）の酵素

的な特徴づけや BPS 及びその誘導体への分解性などを検討するために、まず、NmoA の大量発

現・精製を目的に、ヒスチジンタグ（His-tag）融合タンパク発現ベクターpET-28a を用いて、大

腸菌において NmoA を N 末端側あるいは C 末端側に His-tag を融合したタンパクとして発現さ

せ、その精製を試みた。大腸菌で発現させた結果、SDS-PAGE 分析で、いずれの細胞抽出液画分

にも約 60kb 付近にベクターコントロールにないタンパク質の発現を認め、さらに C末端側 His-
tag融合タンパクについてはアフィニティーカラムによる精製にも成功した。しかしながら、細

胞抽出液及び精製タンパクを用いた BPS 分解試験で、いずれも BPS の分解が認められなかった。

一方、広宿主域ベクターpBBR1MCS-2-Cm（pBBR1MCS-2 の薬剤耐性遺伝子を Kmrから Cmrに

変更）に nmoA をクローニングして pBBRNMOA-F-Cm を構

築し、これを P. putida KT2440 あるいは D. lacustris HQS1 に

導入し、その細胞抽出液にて BPS 分解試験を行なったとこ

ろ、図 3 に示す通り、両者で BPS の分解が確認され、特に

HQS1(nmoA)の分解は顕著であった。反応液はキノン体酸化

物形成を示唆するダークピンクに呈色した。そこで、この発

現タンパク質にさらに His-tagを C末端側に付与するように

新たに pBBRNMOA-F-Cm-His を構築し、HQS1(nmoA-his)の
細胞抽出液を調製後、NmoA-His をアフィニティーカラムに

より精製することに成功した。この精製タンパクを用いて

BPS の分解試験を実施したが、6h反応でも 5%程度しか BPS
が減少しなかった。従って、本研究期間中には、精製酵素を

用いた BPS の分解反応系の完全な構築に至らなかったが、

その糸口に辿り着いたところである。今後、反応液組成の最

適化や失活防止対策など、さらなる検討が必要である。 

 

(2) BPS を完全分解（無機化）する微生物系の樹立 図 3 のような BPS の完全分解系を構築す

るために、本研究では、HQS資化菌として Delftia lacustris HQS1株、PS資化菌として Cupriavidus 
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図 2 nmoAおよび３種の分解菌による BPS完全無機化微生物系の構築 
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basilensis PSY7株、HQ資化菌として P. putida TSN1株を利

用した。なお、HQS1株は後の検討で、HQS のみならず PS
も分解できることがわかったので、本研究では HQS1 株を

中心に分解系を構築することにした。まず、HQS1 株に

pBBRNMOA-F-Cm（nmoA）を導入し、HQS1(nmoA)株を構

築した。その細胞懸濁液（OD600 = 4）による BPS の分解を図

4 に示す。このように BPS は 4h 程度でほぼ完全に分解さ

れ、予想通り HQS や PS がほとんど蓄積しないことがわか

った。一方、本菌株は HQ を分解できないため、かなりの

量の HQ が蓄積した。HQ は細胞毒性が高く、後の検討で

HQS や PS の分解も阻害することがわかったため、安定な

分解系を構築するためには、BPS 分解の初期から、生成す

る HQ を除去する必要があると判断した。そこで、HQ資化

菌 P. putida TSN1株から HQ 分解遺伝子（二成分系 HQ ジオ

キシゲナーゼ遺伝子：pnpCD）を取得して、これを pBBR1MCS-2 に結合し、同様に HQS1株に

導入して HQS1(pnpCD)株を構築した。この組換え株の細胞懸濁液（OD600 = 4）を用いて HQ
（0.2mM）の分解試験を行なったところ、24h でほぼ完全に分解した。これにより HQS1株に HQ
分解能を付与することができた。 

 次に、BPS 分解のために HQS1(nmoA)株の細胞懸濁液を、

また HQ の分解のために HQS1(pnpCD)株の細胞懸濁液を調

製し、これらを混合して BPS の分解試験を実施した。その

結果、図 5 に示す通り、BPS は良好に分解され、HQ の生

成・蓄積もわずかであった（図 4 と比較）。また、PS あるい

は HQS の蓄積もほとんどなく、この組み合わせは中間体を

蓄積させない BPS の分解方法として良い方法であることが

わかった。しかしながら、pnpCD の遺伝子産物は、HQ を開

環し、g-ヒドロキシムコン酸セミアルデヒド（g-HMS）を生

成する酵素であるため、g-HMS を代謝する経路を HQS1株
が持たない場合、この物質を蓄積してしまう。P. putida TSN1
株は、g-HMS を蓄積せずに HQ を資化できるため、次に、

この菌株を新たな宿主として使用することにした。まず、

TSN1株に pBBRNMOA-F-Cm（nmoA）を導入し、TSN1(nmoA)
株を構築した。その細胞懸濁液（OD600 = 2）を用いて BPS（0.2mM）を分解させたところ、6h程
度で完全に BPS が分解された。図 6a に分解終了時点の HPLC 分析のクロマトグラムを示す。こ

の分解物では、270nm の検出波長で Rt=4.4min に PS のピークが検出され、また、300nm の検出

波長で Rt=8.0min に HQS のピークが検出されているが、HQ（Rt=4.8 にピークが出現する）は検

出されず、TSN1(nmoA)株による分解で HQ が完全に除去されることがわかった。 

 この BPS 分解代謝物を PS資化菌 C. basilensis PSY7株の細胞懸濁液（OD600 = 2）で 3h程度振

盪培養したところ、図 6b に示す通り PS のピークも完全に消失した。また、この BPS 分解代謝

物を HQS資化菌 D. lacustris HQS1株の細胞懸濁液（OD600 = 2）で 3h程度振盪培養したところ、

図 6c に示す通り HQS のピークも完全に消失した。さらに、この BPS 分解代謝物を PSY7 株及
び HQS1株の細胞懸濁液（OD600 = 2）の混合液で 3h程度振盪培養したところ、図 6d に示す通り

HQS のピークは完全に消失し、また PS のピークが大部分消失した。これらの結果から、BPS 分

解代謝物を資化する細菌宿主に nmoA を導入し、毒性の高い HQ を蓄積させない工夫をしながら

混合微生物を使用すれば、ほぼ有害な中間代謝物を蓄積せずに BPS を分解できることが明らか

になった。 

 本研究で使用した HQS1株は、HQS のみならず PS をも分解し、BPS完全分解系で重要な役割

を果たすことから、追加研究として、次世代シーケンスによる全ゲノム配列の解析を実施した。

その結果、6.9Gb の環状染色体と 40kb のプラスミドの配列が得られた。環状染色体の配列を分

析したところ、HQS に化学構造の似たゲンチジン酸の分解遺伝子群も見い出された。 
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(3) 高濃度 BPS を分解できる新規 BPS 分解真菌の分離 背景で記述したが、BPS はビスフェノ

ールの中では極めて分解性が悪いことが知られ、これまで本質的に単一菌株で BPS を分解・資

化する微生物が報告されてこなかったため、本研究では BPS を分解可能な酵素の遺伝子とその

分解に伴って生成する HQ, PS, HQS の資化菌を組み合わせ、BPS 完全分解系の構築に取り組ん

だ。しかしながら、応用面からは、廃水処理などに組換え菌株を使用することには多くの規制や

リスクが伴い、また処理コストの増大につながることも想定できる。そのような理由から、本研

究の進展研究として、並行して BPS 分解菌の集積培養を進めていたところ、高濃度の BPS を分

解・資化できる黒色酵母 Exophiala xenobiotica BPS1 株の分離に成功した。この菌株は 120mg/L
の BPS をほぼ 2週間で分解し、理論炭素量の 73％の溶存炭素量の減少と理論硫黄量の 55％の硫

酸イオンの生成を認めた。さらに、この菌株の菌体をアルギン酸で固定化したところ、800mg/L
の BPS をわずか 2 日程度で分解できることが明らかとなった。そこで、本菌株を NBRC へ寄託・

登録（NBRC 115858）を行い、特許出願するに至った。本研究では、上記の組換え菌株の菌体を

ベストな組み合わせで固定化し、BPS の総合的な分解を検討する予定であったが、強力な BPS
分解真菌が得られたため、今後はこの菌株の固定化とその応用について検討する予定である。 
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図 6  P. putida TSN1(nmoA)株の BPS分解代謝物(a)とその代謝物の C. basilensis PSY7株による分解
物(b), D. lacustris HQS1株による分解物(c)及び両菌株による分解物(d)の HPLCクロマトグラム  
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