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805 CnyPtococcus　sp ．　S・2 由来 1丿パ ー
ゼ （クチ ナーゼ）に

よ るポ リ乳酸の 分 解
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【目 的】近年の 環境問題 〔化石 資源依存社会 か ら の 脱 却、循環型社会 形成 〉
に対す る 関心の 高さか ら、次 世 代 プ ラス チ ッ ク として 、生分解性プ ラス テ ッ

ク が 注 目され て い る。そ の 中で も、植物資源 由来 の 原料 を利用 した 生 分 解
性 プ ラス チッ クで ある ポ リ乳 酸が 特 に注 目 され て い る．近年、大手 企業が

そ の 大規模 プラ ン トの 設 立 及 び 設 立 言1．画 を発表 して お り、ポ リ乳 酸に 関 し

て は 、そ の 普及 に対 す る最大 の 問題点で あ っ た価格面 で の 競争 力 も ク リア

され るよ うに な っ て きて い る。しか しなが ら、他の 生分解性 プ ラ ス チ ッ ク

と比 べ ポ リ乳酸の 酵素に よ る分解性は格段に低 く、高分子 ポ リ乳酸 に 対 し

て はセ リン プ ロ テ ア ーゼ で あ る Tritirachium　atbu7 “t 由来 Pro〔ease 　K に よ る
分解が報告 され て い る の み で あ る。そ こ で 、我々 は 、本研 究室 で 単 離 され

た CnyPtococc・zas　sp ．　S−2 由 来 リパ ーゼ を用い て 、そ の ポ リ乳 酸分解能 を検証
し た。
【方 法及 び 結果 1本 酵 素 は Protease 　K と比較 し 500 倍以 上 の 効率で ポ リ乳
酸を分解す る こ とが確 認 で き た。さ らに、本酵 素の ⊂DNA を 取 得 し、そ の

推 定ア ミノ 酸配 列 解析 よ り．本酵素 は ク チナ
ーゼ との 相 同性 が あ る こ とが

確認 され た．
　また、ポ リブチ レ ン サ ク シ ネ

ー一
ト（PBS ）や、ポ リ s カ プ ロ ラ ク トン （PGL ）

に っ い て も、本 酵 素 を 用 い た 分解実験を行った とこ ろ 、PLA に 対 して 示 し
た 以 上 の 高 い 効率 で分解す る こ とが確認 で き た。した が っ て 、本酵素 は 、
非 常 に広 い 基 質特 異性 を持 ち、なお か っ 高い 分 解活 性 を 持つ 生 分解性プ ラ
ス チ ッ ク （ポ リエス テ ル ）分解酵素で あ る とい え る。

【目的 】担 子菌が 生産する リ グニ ン 分解酵 素群 は，リグニン だけで な く芳香
環 を有す る多 くの 環境汚染物 質 を 分 解で き る 。我々 は ，こ れまで に リグ ニ

ン 分解酵素の 中で ，特 に ラ ッ カ
ー

ゼ が ク ロ ロ フ ェ ノ
ー

ル （GP）類 を 分解す

る こ とを報告 して き た 。本 研 究 で は ，ラ ッ カ ーゼ に よ る脱塩 素の反 応 機構

を解 明す るた め に，担 子 菌由来 の ラ ッ カ
ーゼ を用 い た ペ ン タ ク ロ ロ フ ェ

ノ
ー

ル 〔PCP ）とテ トラ ク ロ ロ ヒ ドロキ ノ ン 〔TeCHQ ）の 分解お よび それ ら
の 分解 産物 に っ い て検討 した。
【方法及 び 結果 】Trametes　sp ，由来の ラ ッ カ

ーゼ ダイ ワ （大 和 化 成株 式 会社 ）
を酵素 として お も に用 い たv 反応液 中の 分解産物 は．固相 抽 出 法 を用い て

濃縮分 画 した 後，それ ぞれ HPLG を用い て 定量 した 。そ の 結果，　 PCP は
TeGHQ を 経た後 ，2，S．5，6−tetrachlorophenol に 変換 され ，その 後 2，3，5．
triCP，3，5・diCP，　 m −CP ，　 phenol に 順次変換 され る こ とが 推 定 され た 。こ

の 脱塩素反 応 にお い て ，分解産物濃度か ら計算 した 遊離 塩 素 イ オ ン 濃度の

経 時変化は 、チオ シ ア ン 酸水銀 を用い た 比 色定量 法 に よ り求 め た 結果 と
一

致 した。
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【目的 】プ ラ ス チ シ ク樹 脂 や 界 面活 性 剤原材料 な どの
一

般産業化学物質 に内
分泌 攪乱 作用 の 可能 性 が指 摘 され て い るtt本研究 では こ れ ら内分 泌 攪 乱 物

質の 生物的 分解 を 目 指 して 、分解活 性 を有す る酵 素 （ラ ッ カ
ー

ゼ ， EC：

1．10．9．　．2） を生蘆す る カ ビ の 探索とそ の 酵素的性質 を調 べ た 。
【方 法及び 結果】カ フ ェ酸 を基質 と し た発色 プ レ

ートを用い て 土壌か ら分離
した ラッ カ

ーゼ 生産菌 1−4 株は Chuetromiaceae〔科）に 系統上含ま れ るア
ナ モ ル フ 菌類 と推定 され た 。カ フ ェ 酸 を誘導剤 として 添加 した ポ テ トデ キ
ス トロース 培養液 中に は、内分泌 攪乱 物質 で あ る Bisphenol　A〔B 鼡 ） や
Nonylphenol 〔NP ）に 対 して 分解活性 を有するラ ッ カ

ーゼ が分泌生産 され て
い た tt培養液か ら硫 安沈殿、陰イ オ ン交 換ク ロ マ トグ ラ フ ィ に よ り SDS −
PAGE 上 で ほ ぼ単

一
バ ン ドま で 精製 した 。本 ラ ッ カ

ーゼ は 至 適 pH は 7．0、
至 適温 度は 42℃ 、分 子 量 は 約 70kDa −8DkDa 、等電点 は 3．5 を示 した．紫
外 一

可視 分光ス ペ ク トル と電 子 ス ピ ン 共鳴 ス ベ ク トル よ り、他 の菌 類 出来
ラ ッ カ ーゼ と同様 に 1分 子 中 に Cu （II＞を 4 分子 含む銅酵素で あ った。本
ラ ッ カ ーゼ は B ？A（Km ≡10、4　mM ）、　 NP （Km ＝5．ImM ）以 外に も 内分 泌 攪

乱物 質で ある 4−Octylphenol（Km ＝2DmM ）、2，4−Dichlorophellol な どの フ ェ

ノール 性化合物 を分解 した。さら に本 ラ ッ カ ーゼ と 17bcta −estradiol を メ
デ ィ 」t−・・一タ 〔HOBt ）存 在下 で 40°C、24時間反応 した ところ、　TLG で ほぼ
完 全 分解 され るこ とも示 され た．各種 内分泌 攪乱物質の ラッ カ

ーゼ に よ る
酸 化反応産物 の エ ス トロ ジェン 活 性 は レ ポ ータ遺伝子 を組み 込 ん だ ヒ ト乳
ガ ン 細胞 を用い て 評価 し た。
　本 研 究 の

一
部は 、文 部科学省の 平 成 14 年度 科学技術振興調 整 費に よる

地 域 先 導研 究 「カ ビの 酵素高生産能を 活 用 した 環 境調和型 コニ業プ ロ セ ス 技
術の 基 盤研 究」 の

一
環 として 行った もの で あ る 。

【目的】プラ ス テ ィ ッ ク可 塑剤
・
樹脂

・
非イ オ ン 性界 面 活性 剤 原材 料な どの一

般産業化学物質が 、強 い 内 分泌攪乱渚性を有する こ とが明 らか とな っ て

きた。こ れ らの 化 合物 は 環 境中に 低濃 度及び広範囲に 存在 して お り、その

効率的分解処 理 技 術 の確 立 が 求 め られ て い る 。本研究 で は 、内分 泌攪 乱性

を有 して い る と考 え れ て い る フ タ ル 酸エス テ ル 類 の 酵 素分 解 法 の 確立 を 目

指 し、加水分解酵素 の 検索及び 固定化に よる 反 応プ ロ セ ス の 検討を 行 っ た 。
【方法及び結果 】p

一ニ ト ロ フ ェ ニル エチ ル ヘキ シ ル フ タ レ
ー

ト （pNPEHP ＞
を酵 素基質 と して 、入 手 可能 な酵 素を用 い て 加水分解活性 を調 べ た u そ の

結果、Porcine 　Pancrcasリパ ーゼ （PPL ，SIGMA 製 1が 高い 加 水 分 解活性 を

示 した。さらに PPL に含ま れて い る と考え られ る コ レ ス テ ロ
ー

ル エ ス テ

ラ
ーゼ （GE ）が、最も 高い分解活性 を有す るこ とが明 らか と な っ た．　 CE の

闖定化 に は表 面処理 セ ラ ミ ッ クス 担体 〔東洋電化製） を用い た 。様 々 な表
面処理 剤 の 検討 を行 っ た と こ ろ、ビニル トリエ トキシ シラ ン修 飾セ ラ ミ ッ

ク ス 担体 に固 定 化 され た GE が 、高い 反応 効率を 示 した。以 上 最適 化 され
た固定化 CE を用 い て 各種 フ タル 酸エス テ ル の 加水 分解 を 行 っ た。
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