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研究成果の概要（和文）：塩素化エチレン汚染サイトでのバイオレメディエーションによる修復の加速化を目指してパ
ーオキシダーゼに着目し、この酵素による塩素化エチレン分解を検討した。塩素化エチレンとしてテトラクロロエチレ
ン、トリクロロエチレン、シス-1,2-ジクロロエチレンと塩化ビニルモノマーを用いた。ホースラディッシュパーオキ
シダーゼとして、５種類の市販品を用いた。各酵素の最適条件下で分解反応を試みたが、顕著な反応は生じなかった。
さらに、リグニンパーオキシダーゼやマンガンパーオキシダーゼ２種類を用いて分解反応を検討したが、反応は生じな
かった。次に、ラッカーゼとカタラーゼに着目して検討したが、分解反応は生じなかった。
　

研究成果の概要（英文）：In order to accelerate bioremediation of chlorinated ethene contaminated subsurfac
e, enzyme utilization especially peroxidases and relatives was studied. Tetrachloroethylene, trichloroethy
lene, cis-1,2-dichloroethylen, and vinyl chloride were used as chlorinated ethene compounds. Commercially 
available horseradish peroxidases were used for decomposition of chlorinated ethene under respective optim
al conditions but obvious degradation of these compounds were not recognized. Lignin peroxidase and mangan
ese peroxidase also represented no effect on chlorinated ethene. Laccase and catalase tested did not react
 with these compounds.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 先行研究で、塩素化エチレン汚染サイトの
バイオレメディエーションによる修復の基
礎的知見を得ることができ、一部の成果は実
際の汚染サイトの修復に利用することがで
きた。しかし、修復の加速化については未検
討であった。そこで、新たにパーオキシダー
ゼをメンブランに固定化するリアクターを
世界で初めて開発し、塩素化エチレン汚染地
下水の修復を加速化する。内容は； 

・パーオキシダーゼによる塩素化エチレン分

解の基礎研究 

・メンブランへの固定化方法の研究 
・メンブランリアクターの作動確認 
 

２．研究の目的 

 ホースラディッシュパーオキシダーゼ

(HRP)やラッカーゼはラジカルを利用する反

応によって幅広い基質と反応することが出

来る。フェントン反応のようにヒドロキシラ

ジカルを利用した塩素化エチレンの分解は

すでに報告されているため、ラジカル生成を

行う酵素を塩素化エチレンの分解にも応用

できるのではないかと考えた。また酵素反応

は化学的反応と比較して穏やかな条件でも

すばやく反応し、固定化による利用のしやす

さというメリットも持つ。この性質から酵素

の使用は原位置での物理的処理方法と組み

合わせたリアクターによる塩素化エチレン

の分解に向いていると考えられる。酵素によ

る塩素化エチレンの分解に関する報告はほ

とんどなく、入手の容易な酵素による分解に

成功すれば処理コストを抑え、浄化期間の短

縮に大きく寄与することが出来るだろうと

考えた。そこで本研究では酵素反応や化学的

反応による塩素化エチレン分解試験を行い、

安価で効率的な塩素化エチレンの分解の検

討を目的とした。 

 

３．研究の方法 

実験では入手の容易な酵素を用いて塩素

化エチレンの分解試験を行った。使用したの

は種々のホースラディッシュペルオキシダ

ーゼ及び、ラッカーゼとメディエーターの組

み合わせによる分解である。ホースラディッ

シュペルオキシダーゼは幅広い基質特異性

を有し、また NADH とともに反応させること

によりヒドロキシラジカルを生成すると報

告されている。ラッカーゼはメディエーター

との組み合わせにより様々な物質をラジカ

ル反応によって分解できると報告されてい

るため、これらの酵素が塩素化エチレン分解

にも利用できるのではないかと考えた。 

（１）ホースラデッシュペルオキシダーゼに

よる分解試験 

①ホースラデッシュペルオキシダーゼ活性

の測定方法 

 この実験ではピロガロールが HRP により、

プルプロガリンを生成する反応を利用して

いる。酵素のユニットは 20 秒間に 1.0mg の

プルプロガリンを生成する酵素量を 1 U と定

義する。 

試験管に終濃度においてピロガロール 40 

mM、過酸化水素 7.3 mM、リン酸緩衝液（pH 6.2）

10 mMとなるように調製し、20 ℃に加温した。

そこに HRP を加え反応を開始させた（全量 5 

ml）。HRP は TOYOBO 製（141 U / mg）及び、

Sigma 製（typeⅠ 52 U / mg、typeⅡ 193 U / 

mg、typeⅥ 253 U /mg）の 4種類を使用した。

20 ℃で 20 秒間反応させた後、1 M 硫酸溶液

を 0.25 ml 加えて反応を停止させた。この反

応停止後の溶液をジエチルエーテル 4 mlで 5

回抽出した。集めたエーテル層を 25 ml にメ

スアップし、420 nm における吸光度を測定し

た。なお、コントロールはあらかじめ硫酸を

加えた後、酵素溶液を添加した。 

②塩素化エチレン類の分解 

・TOYOBO 製の HRP による PCE の酵素分解試験 

20 ml のバイアルに 0.1 M リン酸緩衝液（pH 

6.2）4 ml を加え、テフロンコート栓で密栓

した。PCE を 10 mg/L 添加し、終濃度 0.44 M

の過酸化水素と 0.1 U / ml 及び、1 U / ml

に調製した HRP を添加して反応開始とした

（全量 5 ml）。7日間反応させ、その間の PCE



の濃度を GC-FID で測定した。酵素を添加し

ない系をコントロールとした。 

・Sigma 製（typeⅠ、typeⅡ、typeⅥ）の HRP

による cis-DCE の酵素分解試験 

20 ml のバイアルに 0.1 M リン酸緩衝液（pH 

6.2）を 4 ml 加え 、テフロンコート栓で密

栓した。cis-DCE を 10 mg/L 添加し、終濃度

0.44 M の過酸化水素と 1 U/ml の HRP を添加

して反応開始とした（全量 5 ml）。2 日間反

応させ、経時的な cis-DCE の濃度を GC-FID

で測定した。酵素を添加しない系をコントロ

ールとした。 

③NADH 添加によるヒドロキシラジカル生成 

・NADH 添加 HRP による PCE、cis-DCE の分解

試験 

HRPはNADH存在下でヒドロキシラジカルを

生成すると報告されている。20 ml のバイア

ルに 0.1 M リン酸緩衝液（pH 6.2）3.5 ml 加

え、テフロンコート栓で密栓した。cis-DCE、

PCE を 10 mg/L 添加し、終濃度 0.44 M の過酸

化水素と 0.5 mM の NADH、TOYOBO 製および

Sigma 製（typeⅠ、typeⅡ、typeⅥ）HRP 1U/ml

を添加して反応開始とした（全量 5 ml）。2

日間反応させ、経時的な cis-DCE の濃度を

GC-FID で測定した。酵素を添加しない系をコ

ントロールとした。 

・NADH 添加によるヒドロキシラジカル生成の

確認 

ヒドロキシラジカルの生成を確認するた

めに、ヒドロキシラジカルのデオキシリボー

ス分解による試験を行った。ヒドロキシラジ

カルはデオキシリボースの4位の水素を引き

抜きマロンジアルデヒドを生成する。マロン

ジアルデヒドに2分子のチオバルビツール酸

が付加し、ピンク色のクロモーゲンを生成す

る。この生成されたクロモーゲンの吸光度を

測定することでヒドロキシラジカルの生成

の有無を確認することが可能となる。 

 実験では酵素を添加しないコントロール、

ポジティブコントロールとしてフェントン

反応を行う系、TOYOBO製およびSigma製（type

Ⅰ、typeⅡ、typeⅥ）の 4種類の HRP を添加

する系と HRP および NADH を添加する系で実

験を行った。 

1 mM リン酸緩衝液（pH 6.2）にデオキシリ

ボースを 4 mM となるように調製した。酵素

のみを加える系には 0.44 mM の過酸化水素を、

NADH を添加する系にはデオキシリボース溶

液に NADH を 0.2 mM および 0.44 mM の過酸化

水素を加えた（全量 1 ml）。酵素を 2.5 U/ml

を加えて 20 ℃で 1 時間反応を行った。なお

コントロールには酵素を加えず、フェントン

反応を行う系はリン酸緩衝液の代わりに

0.05 M グリシン塩酸バッファー（pH 3.0）

を用いて、0.01 M の硫酸鉄と 0.44 M の過酸

化水素を加えて反応を開始させた。反応後、

1 M の水酸化ナトリウムを加えて反応を停止

させた。反応後の溶液から 0.5 ml 分取し、

70 mM のチオバルビツール酸 0.5 ml および

0.17 M のトリクロロ酢酸 0.5ml を加えて 20

分間湯浴中で加熱した。加熱後の溶液を氷浴

で冷やし、535 nmの波長で吸光度を測定した。

（２）ラッカーゼによる分解試験 

①ラッカーゼ活性の測定方法 

この実験ではラッカーゼの 2,2'-アジノビ

ス(3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン

酸)（以下 ABTS とする）酸化により活性を定

めた。20 ℃で反応時間 1 分当たりにラッカ

ーゼが酸化した ABTS のモル数を U と定義し

た（U＝μmol/min）。 

50 mM 酢酸緩衝液（pH4.5）に溶解した、1 mM 

ABTS 溶液 1 mlを基質とし、ラッカーゼ（Sigma

製 Trametes versicolor 由来 13.6 U/ mg）

を終濃度 0.5 mg/L 添加し反応を開始させた。

30 ℃で 20 分間反応させた後、420 nm の波長

で吸光度を測定し、吸光係数を 36 mM-1 cm-1 と

して、ABTS 酸化物量を求めた。なお酵素を加

えない系をコントロールとし、3 連で実験を

行った。 

②メディエーター添加による cis-DCEの分解 



・2 種類のメディエーターを利用したラッカ

ーゼによる cis-DCE 分解 

ラッカーゼはメディエーターを添加する

ことにより、本来ならば反応できない化合物

とも反応を可能にするという性質がある。そ

こでメディエーターをラッカーゼに添加す

ることで塩素化エチレンの分解が可能では

ないかと仮定し、本実験を行った。ラッカー

ゼメディエーターには代表的なものである

ABTS および 1-ヒドロキシベンゾトリアゾー

ル（以下 HBT）を使用した。 

酵素を加えないコントロール、酵素のみを

加える系、酵素とメディエーターを加える系

の 3 つの系を用意し、試験を行った。20 ml

のバイアルに、酵素のみを加える系には50 mM

酢酸緩衝液（pH 4.5）を、酵素およびメディ

エーターを加える系には 50 mM 酢酸緩衝液 

（pH 4.5）に ABTS および HBT を 5 mM 添加し

た。テフロンコート栓により密栓し、それぞ

れのバイアルに cis-DCE を 10 mg/L となるよ

うに添加した。ラッカーゼを 0.22 U / ml と

なるように加え、反応開始とした。（全量5 ml）

反応開始から2日間の cis-DCE濃度をGC-FID

で測定した。コントロールには 50 mM 酢酸緩

衝液（pH4 .5）に cis-DCE を 10 mg/L 添加し、

酵素を加えず同様に GC-FID で測定した。 

・ラッカーゼと HBT 反応の確認試験 

ABTS は活性測定試験によりラッカーゼと

の反応を確認できたため、HBT の反応の確認

する試験を行った。ラッカーゼは HBT をメデ

ィエーターとして用いることでクリスタル

バイオレットの脱色を行うことが出来るた

め、この反応を確認試験に利用した。 

 20 ml のバイアルに酢酸緩衝液を 5mM、HBT

を 40 mM、クリスタルバイオレットを 0.01 mM

に調製し、ラッカーゼ 0.022 U/ml を加え（全

量 5ml）、20 ℃で 1 日間反応させた。反応前

と、反応後に 590 nm の波長で吸光度を測定

した。 

 
４．研究成果 

（１）ホースラディッシュペルオキシダーゼ
（HRP）による分解試験 
①ホースラディッシュペルオキシダーゼ活
性の測定結果 

各 HRP の測定結果を Table 1 に示した。 

以後このユニットの値を参考に、酵素添加量

を定めた。 

②塩素化エチレン類の分解 

・TOYOBO 製の HRP による PCE の酵素分解試験 

HRP を 0.1 U または 1.0 U 添加し PCE の分

解を試みた。しかし、HRP を 0.1 U または 1.0 

U添加してもPCEの分解は確認されなかった。 

・Sigma 製（typeⅠ、typeⅡ、typeⅥ）の HRP

による cis-DCE の酵素分解試験 

全ての酵素においてコントロールと比較

して明確な差は現れず、cis-DCE の減少は見

られなかった。 

③NADH 添加によるヒドロキシラジカル生成 

TOYOBO製HRPとNADHの反応による cis-DCE

分解、Sigma 製 HRP typeⅠtypeⅡtypeⅥと

NADH の反応による cis-DCE 分解を試みた。

TOYOBO 製及び Sigma 製の typeⅠtypeⅡtype

Ⅵの HRP を添加した系と、酵素を添加しなか

ったコントロールの cis-DCE濃度に差は見ら

れなかった。過去に HRP は NADH と反応して

ヒドロキシラジカルを生成するという報告

がされている。しかし今回の実験では

cis-DCE の分解が確認できなかったため、ヒ

ドロキシラジカルの生成が起こっていない

ということが示唆された。 

・NADH 添加 HRP によるヒドロキシラジカルの

生成試験 

コントロールと比較してポジティブコント

ロールとしたフェントン反応系では吸光度

の増加が見られた。それに対し、酵素のみを

添加した系および酵素、NADH 添加系では吸光

度の増加は見られなかった。この結果から、

NADH の添加によるヒドロキシラジカルの生

成が行われていないことが推測された。 

 

 



Table 1 各 HRP の酵素活性 

（２）ラッカーゼによる分解試験 

①ラッカーゼ活性の測定結果 

ABTS を基質にした際のユニットはラッカ

ーゼ 1mg 当たり、2.22±0.0551 U / mg とな

った。以降この結果を参考に実験を行った。

②メディエーターの添加による cis-DCE分解 

・2 種類のメディエーターを利用したラッカ

ーゼによる cis-DCE 分解 

ラッカーゼとメディエータである ABTS お

よび HBTとの反応による cis-DCE の分解を試

みた。反応 1日目においてラッカーゼと ABTS

を添加した系が、コントロールと比較して

0.01 mM 程度しか減少せず、cis-DCE の分解

は確認できなかった。また同様に HBT をメデ

ィエーターとして添加した実験でも、コント

ロールと比較して cis-DCE濃度に差は見られ

ず、分解は確認できなかった。ABTS はラッカ

ーゼとの反応により、緑色を呈する。本実験

でも ABTS の色の変化は確認できたため、メ

ディエーターとして ABTS を用いたラッカー

ゼ反応では cis-DCEを分解することが出来な

いと考えられる。HBT とラッカーゼの反応は

進行しているかが確認できていないため、ポ

ジティブコントロールを行うこととした。 

・ラッカーゼと HBT 反応の確認試験 

ラッカーゼおよび HBT を添加した系は、コン

トロールおよびラッカーゼのみを添加した

系と比較して大幅に吸光度が減少した。また、

反応液の色も薄い紫色から完全な透明に変

化したことが観察できた。この結果から HBT

はラッカーゼと反応していることが推測さ

れ、ラッカーゼおよびHBT添加によるcis-DCE

分解実験において、分解が起こらなかった原

因として考えられたHBTの反応が起こらなか

ったという推測は否定された。このことから、

HBT を用いたラッカーゼ反応では cis-DCE 分

解を行うことが出来ないと考えられる。 
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