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研究成果の概要（和文）：白色腐朽菌および白色腐朽菌の産生するリグニン分解酵素は、ブチル

パラベン類（防腐剤）、ジクロフェナク（抗炎症剤）、メフェナム酸（抗炎症剤）およびトリク

ロサン（抗菌剤）の分解と毒性除去に有効であることを明らかにした。さらに、リグニン分解

酵素は、現行の下水処理における除去効率が 10％以下である難分解性のカルバマゼピン（抗て

んかん剤）をも分解しうることを見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that white rot fungi and their 

ligninolytic enzymes are effective in degrading and detoxifying pharmaceuticals and 

personal care products, such as butylparabens (preservatives), diclofenac and mefenamic 

acid (antiinflammatory drugs), and triclosan (antimicrobial agent). Furthermore, it was 

confirmed that ligninolytic enzymes are also effective in degrading carbamazepine 

(antiepileptic drug) which is highly persistent and removed by less than 10% after 

conventional wastewater treatment.     
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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
るものと考える。 
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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、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分解
性を示すリグニンを、白色腐朽菌（リグニン
分解菌）が特異的に分解しうる点に着目し、
白色腐朽菌および白色腐朽菌の産生するリグ
ニン分解酵素を用いて、芳香族性PPCPsの生
分解と毒性（水生生物への生育阻害、内分泌
撹乱作用）除去が可能なバイオレメディエー
ション（生物的環境修復）技術を確立するこ
とを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 生菌処理 
10-4 M の iso-Butylparaben（iso-BP）あるい

は n-Butylparaben（n-BP）を含有する低窒素-

高炭素含有（LN-HC）培地にカワラタケ
（Trametes versicolor IFO 6482）を接種し、所
定期間培養した。また、10-4 M の Diclofenac

（DCF）あるいは Mefenamic acid（MFA）を
Phanerochaete sordida YK-624 株（ATCC 

90872）を用いて同様に処理した。 

 経時的に培養液を採取してリグニン分解
酵素の活性を測定するとともに、HPLC 分析
により残存率を求めた。さらに、iso-BP およ
び n-BP についてはエストロゲン様活性の除
去挙動を、DCF および MFA については甲殻
類に対する毒性の除去挙動を追跡した。また、
MS 分析および 1H-NMR 分析によって、DCF

および MFA 代謝物の構造決定を行った。 

 

(2) リグニン分解酵素処理 
 iso-BP（10-4 M）、 n-BP（10-4 M）、DCF（10-4 

M）、MFA（10-4 M）、Triclosan（TCS; 10-4 M）、
あるいは Carbamazepine（CBZP; 2×10-5 M）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。なお、
Lac 処理については、1-ヒドロキシベンゾト
リアゾール（HBT）を共存させた系でも処理
を行った。次いで、経時的に反応液を採取し、
HPLC 分析により残存率を求めた。また、
iso-BP および n-BP についてはエストロゲン
様活性の除去挙動を、TCS については藻類お
よび細菌類に対する毒性の除去挙動を追跡
した。さらに、DI-MS 分析によって CBZP

分解産物の構造決定を行った。 

４．研究成果 
(1) iso-Butylparaben および n-Butylparaben 

パラベン類は医薬品や化粧品などの防腐
剤として幅広く使用されており、組換え体酵
母を用いる Two-hybrid 法や ELISA、ラットを
使った子宮肥大試験などから、女性ホルモン
（エストロゲン）様活性を有することが示さ
れている。また、下水中から検出される濃度
（数g/l レベル）でも生殖異常をもたらしう
ることが報告されている。 

  既知の代表的な白色腐朽菌であるカワラ
タケを用いてパラベン類を処理したところ、
iso-BP および n-BP は 2 日間の処理で約 99%

減少し、エストロゲン様活性も同様に除去さ
れた。また、その際に産生されるリグニン分
解酵素の活性を測定した結果、主としてラッ
カーゼ（Lac）の産生が認められ、パラベン
類分解への Lac の関与が示唆された。 

次いで、Lac を用いてパラベン類の処理を
試みた結果、Lac 単独処理ではパラベン類の
減少はわずかであった。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
ってもパラベン類を処理した。その結果、
HBT 2 mM を共存させた Lac-HBT 処理では、
処理 4 時間でほぼ完全にパラベン類が減少し、
エストロゲン様活性も完全に除去された（図
１および２）。また、Lac-HBT 処理における
「パラベン類の減少率」と「エストロゲン様
活性除去率」との間に直線関係があり、iso-BP

については 0.945、n-BP については 0.970 と
いう高い相関係数が得られた（図３および
４）。このことより、全処理期間を通じて認
められた Lac-HBT 処理によるパラベンの減
少は、エストロゲン様物質として作用し得な
い化学構造への変化を伴っていることが判
明した。 
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図１ Lac処理による iso-BPのエストロゲン様活性除

去に及ぼす HBT 濃度の影響 (○), HBT 0 mM; (▲), 

0.2 mM; (◆), 0.4 mM; (■), 1.0 mM, (●), 2.0 mM 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Diclofenac および Mefenamic acid 

Diclofenac（DCF）および Mefenamic acid

（MFA）は、一般医薬品として日常的に多用
されている非ステロイド系抗炎症剤であり、
下水処理での除去率が低いため、世界各地の

下水処理排水中から高頻度で検出されてお
り、甲殻類および藻類に対して毒性を有して
いる。 

そこで、DCF および MFA を白色腐朽菌
Phanerochaete  sordida YK-624 株で処理した
結果、DCF については処理 2 日目以降から急
激な減少を示し、6 日目には完全に消失した。
一方、MFA についても処理 3 日目で約 60％、
6 日目で約 90％の減少が認められた（図５お
よび６）。 

次いで、P. sordida YK-624 株処理によって、
DCF と MFA の甲殻類に対する毒性（急性致
死毒性）も除去されているのかを確認した。
その結果、DCF および MFA 濃度の減少に伴
って甲殻類へ対する毒性も除去されており、
処理 6 日目では両物質の毒性がほぼ完全に除
去された（図５および６）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

なお、DCF を P. sordida YK-624 株で処理し
た際に生成する代謝物の構造決定を試みた
ところ、DCF 代謝物のいずれもが、親化合物
の DCF が水酸化された 4’,5-dihydroxy- 

diclofenac (D1)、4’-hydroxydiclofenac (D2) お
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図２ Lac 処理による n-BP のエストロゲン様活性除

去に及ぼす HBT 濃度の影響 (○),HBT 0 mM; (▲), 

0.2 mM; (◆), 0.4 mM; (■), 1.0 mM, (●), 2.0 mM 
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  図５ P. sordida YK-624株による DCF処理 

(◆), 残留 DCF; (■), 急性致死毒性 
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  図６ P. sordida YK-624株による MFA処理 

(◆), 残留 MFA; (■), 急性致死毒性 
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図３ Lac-HBT 処理による iso-BP の濃度減少とエス

トロゲン様活性除去の関係 (○), HBT 0 mM; (▲), 

0.2 mM; (◆), 0.4 mM; (■), 1.0 mM, (●), 2.0 mM 
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図３ Lac-HBT 処理による iso-BP の濃度減少とエス

トロゲン様活性除去の関係 (○), HBT 0 mM; (▲), 

0.2 mM; (◆), 0.4 mM; (■), 1.0 mM, (●), 2.0 mM 



 

 

よび 5-hydroxydiclofenac (D3)であった。一方、
MFA についても P. sordida YK-624 株処理に
よる代謝物の生成が認められ、それらは、
MFA が 水 酸 化 さ れ た 3’-hydroxymethyl- 

5-hydroxymefenamic  acid (M1)、3’-hydroxyl- 

methyl-6’-hydroxymefenamic acid (M2) 、
3’-hydroxymethylmefenamic acid (M3)、および
MFA の 3’位が COOH 基に変換された
3’-carboxymefenamic acid (M4) であった。 

ヒトにおいては、肝臓中で産生されるシト
クロム P450（酵素）によって DCF および MFA

の水酸化が生じ、これによって無毒化される
ことが知られている。さらに、ヒトにおける
DCF の主代謝物は D2 と D3 であり、MFA の
主代謝物は M3 と M4 であるとされている。
このことから、P. sordida YK-624 株処理によ
る DCF および MFA の代謝にもシトクロム
P450 の関与が示唆された。そこで、シトクロ
ム P450 の産生を阻害する 1-アミノベンゾト
リアゾールを添加した条件下で、DCF および
MFA の P. sordida YK-624 株処理を行った結
果、DCF および MFA 濃度の減少が著しく阻
害された。以上のことから、P. sordida YK-624

株処理による DCF および MFA の代謝は、同
菌株の産生するシトクロム P450 による水酸
化反応が主体であり、この水酸化反応によっ
て DCF および MFA の甲殻類に対する毒性が
除去されると結論された。 

上述したように、P. sordida YK-624 株で
DCF および MFA を処理すると、同菌株はヒ
トの場合と同様に、菌体内酵素であるシトク
ロム P450 によって DCF および MFA を水酸
化し、両物質から自分の身を守っていた。こ
のことは、白色腐朽菌が菌体外に産生するリ
グニン分解酵素が DCF および MFAの無毒化
に関与しないことを強く示唆するものであ
るが、マンガンペルオキシダーゼ（MnP）や
ラッカーゼ（Lac）といったリグニン分解酵
素が DCF および MFAを分解できないという
ことを直接に支持するものではない。そこで、
部分精製した MnP および Lac を用いて DCF

および MFA を処理した。なお、Lac 処理にお
いては HBT を共存させる系（Lac-HBT）によ
っても DCF および MFA を処理した。 

その結果、MnP、Lac および Lac-HBT のい
ずれの酵素処理でも DCF の除去が認められ
たが、Lac-HBT 処理が DCF 除去に最も優れ
ており、処理 1 時間で約 95％の減少が認めら
れた（図７）。一方、MFA については、いず
れの酵素処理でも処理 0.5 時間で 90％以上が
減少し、DCF よりも除去効率が高かった。こ
れらの結果より、リグニン分解酵素処理は
DCF および MFA の除去に有効であることが
明らかとなった（図８）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) Triclosan 
Triclosa（TCS）は、身体ケア製品である薬

用石鹸やシャンプーなどの抗菌剤として多
用されているが、現行の下水処理による除去
率が低いこと、さらには、多くの水生生物に
対して毒性を有しており、中でも藻類に対し
て最も高い毒性を発現することが報告され
ている。 

そこで、TCS のリグニン分解酵素処理を試
みた結果、Lac 単独処理では処理 90 分後にお
いても約 10％の TCS 減少を示すにとどまっ
た。また、Lac-HBT 処理においては Lac 単独
処理よりも TCS 減少に若干優れていたが、処
理 90 分後でも約 30％の減少であった。これ
に対し、MnP 処理では処理 30 分後に 94％の
減少が認められ、処理 90 分後には完全に消
失した。このことから、MnP 処理が TCS 減
少に最も有効と判断された（図９）。 

次に、TCS は抗菌剤として多用されること
から、MnP 処理によって大腸菌（Esherichia 

coli）および枯草菌（Bacillus subtilis）に対す
る増殖阻害（毒性）が除去されているのかを
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図７ リグニン分解酵素による DCFの分解 

(●), MnP; (▲), Lac; (■), Lac-HBT 
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図８ リグニン分解酵素による MFAの分解 

(●), MnP; (▲), Lac; (■), Lac-HBT 



 

 

確認した。その結果、2 種類の細菌に対する
増殖阻害は MnP 処理 30 分間で完全な除去が
認 め ら れ た （ 図 10 ）。 ま た 、 緑 藻
（Pseudokirchneriella subcapitata）の増殖阻害
を指標として、MnP 処理による TCS の毒性
除去効果をも評価したところ、30 および 60

分間の MnP 処理で藻類増殖阻害も各々75 お
よび 90％減少した（図 11）。よって、MnP

処理は細菌および藻類に対する TSC の毒性
を効率的に除去しうると判断された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) Carbamazepin 
Carbamazepin（CBZP）は、抗てんかん薬と

して使用されているが、現行の下水処理によ
る除去率は 10％以下であり、極めて生分解を
受けにくいとされている。 

 CBZP をリグニン分解酵素で処理した結果、
Lac 単独処理での分解は認められなかったが、
Lac-HBT 処理においては 24 時間後に約 22％
の減少が確認され、MnP 処理においても約
14％の減少が認められた（図 12）。なお、
Lac-HBT 処理時における Lac活性の減少挙動
を追跡したところ、処理 8 時間後に残存する
Lac 活性は 10％以下であり、Lac の失活が認
められた。そこで、処理 8 時間毎に Lac およ
び HBT を新たに添加する繰り返し処理を試
みた結果、処理 48 時間で約 60％の CBZP 除
去率が得られた（図 13）。 

以上のように、Lac-HBT 処理による CBPZ

の分解が確認されたが、処理過程において分
解産物と推定される物質の蓄積が認められ、
それらは 9(10H)-acridone と 10,11-dihydro- 
10,11-epoxycarbamazepineであった。 
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図 10 MnP処理による細菌類への毒性除去 
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図 11 MnP処理による藻類への毒性除去 
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図 12 リグニン分解酵素による CBZPの分解 

(▲), MnP; (■), Lac; (◆), Lac-HBT 
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図 13 Lac-HBT繰り返し処理による CBZPの分解 

(◆), Lac および HBTの添加; (■), Lacのみ添加 

0

20

40

60

80

100

0 30 60 90

Treatment time (min)

R
e
s
id

u
a

l 
T

C
S

 (
%

)

0

20

40

60

80

100

0 30 60 90

Treatment time (min)

R
e
s
id

u
a

l 
T

C
S

 (
%

)

 
図９ リグニン分解酵素による TCSの分解 

(●), MnP; (▲), Lac; (■), Lac-HBT 
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