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研究成果の概要（和文）：本研究では優れたフェノール系内分泌攪乱物質の酸化活性を持つポー

チュラカポリフェノールオキシダーゼ(PoPPO)を用いた排出源処理に応用できる新規システム

構築をめざし、PoPPO 遺伝子の同定、PoPPO 固定化方法の検討を行った。PoPPO 遺伝子の

同定に関しては、ポーチュラカ根より 5 種類の遺伝子クローンを獲得し、これらの遺伝子を導

入したタバコ培養細胞 BY-2 により当該遺伝子が内分泌攪乱物質代謝活性を有することを確認

した。さらに未修飾ガラスビーズを出発材料としたポーチュラカ根粗酵素固定化材料の調製に

成功し、pH、熱に対する安定性が高いことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：To develop a novel detoxification system of phenolic endocrine 

disrupters in wastewater by using Portulaca’s polyphenol oxidase (PoPPO), we i) identified 

PoPPO genes and ii) studied protocols to prepare PoPPO-immobilized materials. i) We 

obtained 5 PPO homologues from Portulaca’s root. Tabacco cultured cells transformed with 

PoPPOs showed metabolic activities of endocrine disrupters. ii) We succeeded to prepare 

glass beads immobilized with enzymes from Portulaca’s root, and showed its high 

stabilities against wide range of pH and temperature. 
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１．研究開始当初の背景 

 ビスフェノール A(BPA)などのフェノール
系内分泌攪乱物質は，河川や湖沼などで高頻
度に検出されている．しかし，環境基準が未
制定なことや既存の物理化学的処理は高コ
ストを要することから積極的な除去が行わ
れていない場合が多い．しかし，生物濃縮に
よる生態系への悪影響，ひいてはヒトに対す
る健康被害が予想され，排出源における高効
率かつ低コストで除去可能な技術の確立が
望まれる．申請者は多くの植物を対象にした

探索から，優れたフェノール系内分泌攪乱物
質代謝能を持つ数種の植物を発見した．特に
スベリヒユ科ポーチュラカの根には，ヒトへ
の被害が懸念されるBPAや17-エストラジオ
ール(E2)を速やかに酸化し，内分泌かく乱活
性を消失させる酵素が存在した．種々の解析
から本酵素はポリフェノールオキシダーゼ
(PPO)であり，さらに既知の PPO やチロシナ
ーゼとは異なりモノフェノールからオルト
ジフェノール，さらにオルトキノンに至る反
応を酸素のみの存在下で触媒する可能性が
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示唆されていた． 
 
２．研究の目的 
 本研究は優れたフェノール系内分泌攪乱
物質の酸化活性を持つポーチュラカ PPO 
(PoPPO)を用いた排出源処理に応用できる新
規システムの構築を最終目標として以下の
基礎研究および基盤技術の開発を行う事を
目的とした． 
(1) PoPPO 遺伝子の同定 
(2) 組換え技術を用いた PoPPOの大量調製系
の確立 
(3) 効率的なフェノール系内分泌攪乱物質
処理が可能な PoPPO 固定化技術の確立 
(4) 実用化に向けた固定化 PoPPOのフェノー
ル系内分泌攪乱物質処理能力の評価 
 
３．研究の方法 
(1) PoPPO 遺伝子の同定 
 これまで数種の高等植物で同定されてい
る PPO遺伝子の保存領域から作成した遺伝子
特異的プライマーを用いて，ポーチュラカの
根から調製した RNAを鋳型とした 3’RACEを
行い，続いて，5’RACE を行うことにより全
長 PPO をコードする遺伝子の cDNA を取得す
る．また，モデル植物であるタバコ培養細胞
BY-2 に当該遺伝子を導入，形質転換を行い，
得られた細胞の内分泌攪乱物質代謝活性を
評価する． 
 
(2) 組換え技術を用いた PoPPOの大量調製法
の確立 
 クローニングした遺伝子を大腸菌を宿主
とする数種の既存の大量発現系を用いて，発
現タンパク質量とその PPOとしての活性を指
標に，本酵素の大量発現に最適な方法を探索
した． 
 
(3) 効率的なフェノール系内分泌攪乱物質
処理が可能な PoPPO 固定化技術の確立 
 酵素の固定化方法としては，担体結合法，
架橋法，包括法，複合法があるが，ユニット
化して大量処理に応用するためには，担体結
合法が最も適していると考えられるので，現
在開発されている様々な材料について，単位
容積あるいは単位面積当たりの活性と，様々
な環境条件での安定性を指標に，最適な固定
化条件を決定する． 
 酵素と担体の結合としては共有結合法，イ
オン結合法，物理的吸着法，生化学的得意結
合法があるが，物理化学的因子が絶えず変化
する実環境での応用を目指す場合，酵素が担
体に比較的強固に結合し，酵素の安定性も高
まることが知られている共有結合法を中心
に検討を行った．本法の場合，固定化操作の
際に酵素が失活する可能性も高いので，実施
にあたりこれを十分配慮した． 

(4) 実用化に向けた固定化 PoPPOのフェノー
ル系内分泌攪乱物質処理能力の評価 
 得られた固定化材料について BPAをモデル
対象物質として，処理時の経時変化や代謝物
の解析を行った．また，活性と安定性に対す
る，実環境で使用した際に曝される温度変化
や pH 変化，光照射といった物理的因子の影
響を解析した． 
 
 
４．研究成果 
(1)PoPPO 遺伝子の同定 
 PPO は他の微生物，植物から多数クローニ
ングされており，それらの保存配列をもとに
ポーチュラカ由来の当該遺伝子候補配列を
クローニングした。その結果，5 種類の相同
遺伝子配列を獲得した (Fig. 1)． 

 続いて獲得した遺伝子をモデル植物であ
るタバコ培養細胞 BY-2 に導入した結果，
PoPPO2, 4, 5 を導入した形質転換細胞の作
出に成功した(Fig. 2)．調製した粗酵素抽出
液に BPA を添加したところ，代謝活性が確認
され(Fig. 3)，BPAの代謝産物も確認された．
さらに E2,ノニルフェノール，オクチルフェ
ノールなどの他のフェノール系内分泌攪乱
物質の代謝活性も確認された(Fig. 4)．以上
より PoPPOが内分泌攪乱物質代謝活性を有す
ることが示された． 

 

Fig. 1 獲得した PoPPO 遺伝子のアミノ酸配列とそ
のアライメント解析結果 
(Kaneda et. al. (2012) Plant Biotechnology より
転載) 

Fig. 2 BY-2 細胞形質転換に用いた PoPPO 遺伝子ベク
ターコンストラクトおよび獲得した形質転換細胞の
逆転写 PCRの結果 
(Kaneda et. al. (2012) Plant Biotechnology より転
載) 



 

 

 
(2) 組換え技術を用いた PoPPOの大量調製法
の確立 
 タバコ培養細胞 BY-2 に形質転換した際に
特に顕著な PPO 活性を示した PoPPO2 につい
て大腸菌を用いた組換え酵素の大量発現系
の確立を目指した．様々な発現ベクター，大
腸菌株を試したものの，活性を有する組換え
酵素を獲得することは現在のところできて
いない． 
 
(3) 効率的なフェノール系内分泌攪乱物質
処理が可能な PoPPO 固定化技術の確立 
 共有結合型固定化酵素の作出の為，市販さ

れているアミノプロピル基が導入されたガ
ラスビーズを用い，これにグルタルアルデヒ
ドを架橋剤として処理した後，ポーチュラカ
根粗酵素液を固定化したところ，PPO の活性
を維持したまま固定化することに成功した．
この固定化ビーズは BPA代謝活性も維持でき
ていることを確認した(Fig. 5) 

 
 続いて，PoPPO 固定化ガラスビーズ大量調
製法の確立を志向し，未修飾のガラスビーズ
を出発材料とした調製法の検討を行った．ガ
ラスビーズ表面をアルカリで活性化後，トル
エン中でのシランカップリング剤処理，グル
タルアルデヒドによる架橋導入，ポーチュラ
カ粗酵素の固定の順で反応を行い，固定化ビ
ーズを調製した．当該手法により調製したビ
ーズにおいても BPA 代謝活性が検出された
(Fig. 6)． 

 
(4) 実用化に向けた固定化 PoPPOのフェノー
ル系内分泌攪乱物質処理能力の評価 
 得られたポーチュラカ粗酵素固定化ガラ
スビーズについて，50 M BPA 溶液を 24 時間

Fig. 4 PoPPO2, 5 導入 BY-2 細胞粗酵素抽出物によ
り処理したオクチルフェノール(A, B)，ノニルフェ
ノール(C, D), E2 (E, F)の LC/PDA/MS/MS 解析結果 
(Kaneda et. al. (2012) Plant Biotechnology より
転載) 

Fig. 3 PoPPO2 (▲), 4 (●), 5(〇)導入 BY-2粗酵
素抽出液の BPA代謝活性．■は空ベクター導入細胞 
(Kaneda et. al. (2012) Plant Biotechnology より
転載) 

Fig. 6 未修飾ガラスビーズにシランカップリング
剤処理，グルタルアルデヒド架橋処理を行った後，
ポーチュラカ根粗酵素を固定化し，50 M BPA 溶液
を処理した際の BPA濃度の経時変化．  

Fig. 5 アミノプロピル基修飾されたガラスビーズ
にポーチュラカ根粗酵素を固定化し，50 M BPA 溶
液を処理した際の BPA 濃度の経時変化． 比較対象
として固定化前の粗酵素および包括法であるアルギ
ン酸ビーズを用いた結果も示す． 



 

 

処理するサイクルを繰り返し行ったところ，
7 回まで 80%以上の BPA を代謝することが可
能であった (Fig. 7)．これは粗酵素を用い
た処理システムでは不可能な特定である． 

 
 さらに，固定化ビーズが有する BPA 代謝化
成の pH，熱に対する安定性を評価したところ，
pH 5-9, 15-35oC の範囲であれば 80%以上の
活性が維持されることが判明した． 
 以上の結果から，当該酵素固定化ビーズは
保存安定性に優れ，処理溶液から回収，繰り
返し処理が可能であるなど，実用性に優れた
性質を有していることが明らかになった． 
 
 現段階ではポーチュラカの粗酵素をその
まま固定化に用いているが，PoPPO のみを大
量に調製し，固定化することが可能となれば，
現状に比べ極めて高い活性を有するビーズ
を調製することが可能になると期待される． 
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Fig. 7 ポーチュラカ根粗酵素固定化ガラスビーズ
の繰り返し利用性 50 M BPA溶液を 24時間処理し，
ビーズを回収，洗浄，新しい 50 M BPA溶液に浸潤
させ処理する，という操作を繰り返した際の BPA 除
去率を示す．  


