
I．は じ め に

　土壌は生物に対して重要な活動の場であり，有
害化学物質による土壌汚染は人類が活動を続ける
限り起こりうる問題である。ゆえに，有害化学物
質の環境動態を解明し浄化対策を行うことが必要
とされる。土壌中に広く分布している腐植物質 

（HS: Humic Substances） は，主として植物遺骸
の分解に由来する低分子のフェノール系酸が縮重
合して生成した高分子の有機酸として知られてい
る。HSは，土壌からアルカリ水溶液で抽出でき

る有機成分と定義され，酸への溶解性で腐植酸 

（HA: Humic Acid） とフルボ酸 （FA: Fulvic Acid）
に分画される（図 1） （Tan, 2003）。このような
定義の曖昧さから腐植物質は不均一な混合系と見
なされ，有害化学物質に対する作用を化学的に解
釈することは困難とされてきた。しかし，HSは
植物への養分供給等に対して重要な役割を果たす
だけではなく，有害重金属や農薬のような有害化
学物質の毒性や動態にも大きな影響を及ぼすとい
われている（福嶋, 1998）。
　一方，クロロフェノールや塩素化ダイオキシン
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など難分解性有機塩素化合物で汚染された土壌の
浄化方法が種々報告されている。汚染土壌の浄化
方法として，汚染土壌を掘削・回収しそれを溶剤
などで洗浄する方法が主として行われている。し
かし，このような手法は莫大なエネルギーを必要
とするとともに土壌にも大きな負荷を与えるた
め，土壌本来の機能や性質を損なうと考えられ
る。さらに，洗浄液の処理のような二次的な問題
も生じうる。したがって，このような環境負荷を
最小限にすることが可能な原位置浄化方法の開発
が望まれる。主な原位置浄化法としてバイオレメ
ディエーションが挙げられるが，微生物への栄養
塩の供給，pHや温度などの条件管理が必要であ
りメンテナンスに手間がかかる。一般に，化学触
媒は広い pHや温度条件で作用することができる
ので，メンテナンスの手間が軽減できると考えら
れる。また，化学修飾により高機能化を図ること
が可能であり，システムを容易に制御できる。ゆ
えに，著者は微生物が生産する酵素の活性中心と
して知られている金属‒ポルフィリン触媒に着目
した。この触媒には酸化作用があり，有機汚染物
質を酸化分解することができる（Meunier, 1992）。

金属‒ポルフィリン触媒やその類縁体として知ら
れている金属‒フタロシアニン錯体は，酵素の活
性中心を模倣していることから「バイオミメ
ティック触媒」と呼ばれている。本論文では，バ
イオミメティック触媒による土壌中の有機汚染物
質の分解・無害化に及ぼす HSの効果に関する著
者の一連の研究を紹介する。

II．各種土壌から抽出した腐植物質の
キャラクタリゼーション 　　

　図 2に陸生（森林）土壌（Stevenson, 1982），
海底堆積物（Gagosian and Stuermer, 1977）お
よび黒ボク土（Hatcher et al., 1994）から抽出
した FA，HAの平均化学構造を示す。これら構
造式から腐植物質はタンニンやリグニンに類似し
た高分子有機物であることがわかる。また，起源
とする土壌によって構造が大きく異なることも明
らかである。したがって，有害化学物質の浄化・
無害化に対する HSの作用・効果は，その土壌起
源により大きく異なると考えられる。ゆえに，本
研究では黒ボク土，ポドゾル泥炭，熱帯泥炭，堆
肥，褐色森林土，市販品（石炭より合成）から，
HA，FAを分離・精製し，それぞれの添加効果
について検討を行った。HSの化学的特性に対す
る指標として元素組成（C, H, N, O, S, 灰分），分
光パラメータ，酸性官能基含量について分析を
行った。ここで，分光パラメータとは 280 nmに
おける吸光係数，465 nmと 665 nmの吸光係数
の比のことを指しており，それぞれ，芳香族成分
の含有量と腐植化度に対応している（Chin et al., 

1994）。著者が用いた HSの起源およびこれらの
化学組成の分析結果を表 1に示す。

III．バイオミメティック触媒系における
有機汚染物質の酸化促進  　　

　1） 腐植物質の共存効果
　図 3に示した鉄ポルフィリン触媒（Fe（III）- 
Por）や鉄フタロシアニン触媒（Fe（III）-Pc）は，
酸化酵素の活性中心を模倣した酸化触媒であり，
H2O2や KHSO5等の過酸化物を添加することで
図 4のようなメカニズムにより CPなど有機化合

図 1　HAおよび FAの抽出・精製操作．

Fig. 1　Scheme for extracting and purifying HA and FA.
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物を酸化分解することが知られている（Fukushi-

ma et al., 2003b）。図 3に示されているように，
本研究では Fe（III）-Porとして tetra（p-sulfonato-

phenyl） porphine-iron（III）（Fe（III）-TPPS） および
tetra （N-methyl-4-pyridil） porphine-iron（III）（Fe

（III）-TPyP）を，Fe（III）-Pcとして iron（III）- phtha

locyanine-tetrasulfonic acid （Fe（III）-PcTS）を用
いた。これらを汚染土壌に散布し土壌浄化を図る
場合，土壌中に多量に含まれている HSの影響を
調べる必要がある。そこで，これら触媒系による

ペンタクロロフェノール （PCP） の酸化促進に及
ぼす HS構成成分の影響を評価した。HSの添加
による PCP酸化促進の度合いは，反応開始 60

分後の PCP酸化率を用い，次式の％δ（PCP）60

を用いて表した。
　％δ（PCP）60

　　＝ （HS共存下の PCP酸化率）
　　　　　　－（HS非共存下の PCP酸化率）
　図 5は，Fe（III）-Pc系における％δ（PCP）60と
HSの O/C原子数比との相関関係を示す。これに

図 2　 HAおよび FAの構造モデル： （a） 褐色森林土壌 FA （Stevenson, 1982），（b） 海洋堆積物
HA （Gagosian and Stuermer, 1977），（c） 黒ボク土 HA （Hatcher et al., 1994）．

Fig. 2　 Structural models of HA and FA: （a） brown forest soil FA （Stevenson, 1982）, （b） marine 
sediment HA （Gagosian and Stuermer, 1977）, （c） ando soil HA （Hatcher et al., 1994）.
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関して，負の相関性が見られ（Fukushima and 

Tatsumi, 2006b），Fe（III）-Por触媒系についても
同様な結果が得られた。O/C比は，カルボキシル
基などHS中の極性基の量を示す指標として知ら
れている（Tanaka et al., 2005）。ゆえにこれらの
結果は，極性基含量が少ない HSほど，PCPの
酸化促進に効果的であることを示しており，HS

と Fe（III）-Porまたは Fe（III）-Pc触媒との疎水的
な相互作用が反応促進に関わることを示唆した。
　2） 反応生成物とそれらの毒性評価
　PCPの酸化生成物について，これら HSが共
存する場合としない場合に関して検討を行った
（Fukushima et al., 2003a; Rismayani et al., 

2004）。酸化生成物は，反応後の溶液をヘキサン
抽出しそれをガスクロマトグラフ／質量分析計
（GC/MS）へ導入することにより定性・定量した。
また，CO2への無機化については，14Cでラベル
化した PCPを用いた実験により確かめた。図 6

に示したように HSが共存しない場合，o-テトラ
クロロキノン （o-TeCQ），ヒドロキシノナクロロ
ジフェニルエーテル （H-NCDEs），オクタクロロ
ジベンゾ-p-ダイオキシン（OCDD）を生成した。
しかし，HSが共存すると二量体であるH-NCDEs

とOCDDの生成は見られなかった。この結果は，
HSがこれら有害な生成物の副生を抑制する効果

図 3　 鉄（III）-ポルフィリン （Fe（III）-Por） およびフ
タロシアニン触媒（Fe（III）-Pc）の化学構造．

Fig. 3　 Chemical structures of  iron（（III）-porphy-
rins （Fe（III）-Por） and phthalocyanines （Fe
（III）-Pc）.

図 4　 鉄（III）-ポルフィリン触媒による有機汚染
物質の酸化機構．

Fig. 4　 Oxidation mechanism of organic substrates 
by iron （III）-porphyrin catalysts（peroxidase 
shunt pathway）.

図 5　 Fe（III）-Pc触媒系における％δ（PCP）60 と O/C
比との相関関係．

Fig. 5　 Correlation  between  ％δ（PCP）60  and  the  O/C 
atomic ratio for the Fe（III）-Pc catalytic system.
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があることを示している。また，Fe（III）-Pc系で
10‒20％程度の PCPが CO2へ無機化されたが，
Fe（III）-Porでは無機化が見られなかった。した
がって，Fe（III）-Pcの方が Fe（III）-Porに比べ優
れた触媒であることがわかった。図 6でHSを共
存させた場合， “Unknown” の生成物の割合が大

きく増加した。この “Unknown” は HSに PCP

の酸化中間体が何らかの形で取り込まれたものと
推定し，反応液中の HSを分離し，熱分解 GC/

MSと 13C-NMRスペクトルで解析を行った。反
応液中の HS分画の熱分解 GC/MSクロマトグラ
ムにおいて，PCPに由来する CP残さを分画中
に見出すことができた。また，13C-NMRの結果
から，これら CP残さと HSはエーテル結合を介
し共有結合していることを明らかにした。
　一方，HAと PCPの酸化中間体が共有結合し
ている高分子化合物の毒性に関する知見は全く得
られていない。そこで，発光細菌（Photobacteri-

um phosphoreum） を用いたMicrotoxⓇ毒性試験
を行った。図 7に PCPと HSの混合物および
PCPと反応後の高分子化合物に対する毒性曲線
を示す。縦軸の％ Eは，毒性物質の添加による
バクテリアからの発光強度の減少割合を示す値で
あり，この値が大きくなるほど毒性物質により発
光が阻害されていることを意味している。また，
横軸は試料溶液中の PCPあるいは生成物に関連
する吸着性有機塩素濃度（AOX）を示している。
特に％ E ＝ 50％となる毒性物質の濃度は，バク
テリアの半致死毒物濃度に相当するものであり
EC50と呼ばれている。図 7の毒性曲線から，
PCPのEC50は0.24±0.03 AOX mg l－1であり，
腐植物質が共存しない場合の値（0.23± 0.02 

AOX mg l－1）と一致し，ただ単に HSが共存し
ただけでは EC50に変化が見られないことを確
認した。しかし，高分子化合物の曲線は約 40％
で頭打ちとなり，EC50は評価できなかった。以
上の結果から，PCPは酸化反応過程で HSに共
有結合することにより無害化されるとの結論を得
ることができた。
　3） 触媒反応の促進に寄与する腐植物質の機能

解明
　Fe（III）-Porなどバイオミメティック触媒は，
KHSO5のような過酸化物共存下で自己分解する
（Fukushima and Tatsumi, 2005）。これは触媒
の失活に関係し，有機基質の酸化効率を大きく低
下させる。そこで，自己分解速度に及ぼす HSの
影響について検討を行った。本触媒系における

図 6　 鉄（III）-ポルフィリンおよびフタロシアニン
触媒系による PCP 酸化生成物に及ぼす腐植
物質の影響．

Fig. 6　 Influences of HS on the distribution of 
byproducts as a result of catalytic oxidations of 
PCP with Fe（III）-Por and Fe（III）-Pc.

図 7　 PCP と HS の混合液および PCP と反応後の
HS分画の毒性曲線．

Fig. 7　 Comparisons of toxicity curves for a mixture 
without a catalytic reaction （PCP ＋ HS） and 
HS fraction after a catalytic reaction with PCP.
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HSの効果は，HSと Fe（III）-Porの相互作用に
関係すると考えられる。そこで，Fe（III）-Porの
触媒活性向上に寄与する HSの構造部位の解明を
目的として，HA をサイズ排除クロマトグラ
フィーで分画し触媒活性と各分画の構造的特徴と

の関連性について検討した（Fukushima et al., 

2007）。新篠津の HA試料に対して分子量の大き
い順番に F1，F2，F3と 3つの分画を得た（UF

は未分画の HAを示す）。
　図 8は，HAが共存しない場合（k 0）と共存し
た場合（kHA）の Fe（III）-TPPSの自己分解速度
定数の比と，HAの共存による PCP分解率の増
加の度合いを意味するδ（PCP）t＝5との関係を示
している。δ（PCP）t＝5は，HAが入った場合の
PCP分解率（反応時間 5分）から入らない場合
の分解率を差し引いて計算した。k 0 /kHA比の増
加は触媒が自己分解され難くなることを意味し，
δ（PCP）t＝5の増加は HA添加による触媒活性の
向上を意味している。これらの関係は正の相関を
示し，自己分解の抑制が触媒活性の向上に繋がる
ことが実証できた。ゆえに，触媒活性の向上に最
も有効な分画は F3で，効果が最も低かったのは
F1であることがわかった。図 9は各分画に対す
る固体 13C NMRスペクトルとそれらのピーク積

図 9　分画 HAの固体 CP-MS 13C NMRスペクトル（a）および各炭素種の割合（b）．

Fig. 9　 Solid-state CP-MS 13C NMR spectra of fractionated HAs （a） and rates of carbon 
species in HAs （b）.

図 8　δ（PCP）t＝5 と k 0 /kHA との関係．

Fig. 8　Relationship between δ（PCP）t ＝ 5  and k 0 /kHA.
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分値から，各炭素成分の割合を計算したものであ
る。脂肪族炭素の割合は，効果の無かった F1で
最も高かった。したがって，触媒活性の向上に対
して脂肪族成分の寄与は小さいと考えられる。次
に，芳香族成分に着目した結果，F3の芳香族含
量が最も大きな値を示した。この結果から，触媒
活性の向上には芳香族部分が関与すると予想でき
る。しかし，触媒活性の増加の度合いが F3より
小さかった F2の芳香族含有量は，F3の値とは
大きく変わらなかった。そこで，カルボニル炭素
含有量について着目した。これは，カルボキシル
基含有量と対応する。図 9からカルボニル炭素
の含有量は F2で最も大きな値を示していること
がわかった。しかし，触媒活性に対して最も有効
であった F3のカルボニル炭素含有量は，F2に
比べかなり小さくなった。
　Fe（III）-Porの自己分解の抑制にはそのメソ
フェニル基と HAの疎水部位との錯形成による
巨大分子の生成が重要な役割を果たしている
（Fukushima and Tatsumi, 2006a）。各 HA分画
における超分子の生成定数とkHAとの間には負の
相関性が見られ，超分子生成能が大きくなるほど
Fe（III）-Porの自己分解も抑制されることが確か
められた。F2のようにカルボキシル基が多く含
まれていると巨大な負の静電場が形成され，陰イ
オンであるスルホネートフェニル基は静電的反発
により HAの疎水部位へ近づき難くなる。しか
し，F3のようにカルボキシル基が少なくなると，
負の静電場が小さくなり静電的反発が弱まるた
め，スルホネートフェニル基が HAの疎水部位
へ入り易くなったと考えた。以上から，触媒活性
に有効な分画の構造的特色は，芳香族性が高くカ
ルボキシル基含量が低い点にあると結論づけた。
このような特色を有する土壌として，泥炭や堆肥
など比較的腐植化度の低い土壌を挙げることがで
きる。

IV．ま と め

　本研究では，Fe（III）-Porや Fe（III）-Pcなどバ
イオミメティック触媒や土壌にユビキタスに存在
する腐植化度の低い泥炭 HSを用いることによ

り，土壌環境に二次的な負荷をかけずに穏和な条
件で PCPなど難分解性有機塩素化合物を無害化
できることを明らかにした。バイオミメティック
触媒の活性は，それらの自己分解により大きく影
響され，それにより酸化効率が大きく低下する。
しかし，HSはバイオミメティック触媒と疎水結
合を介して超分子を生成する機能を有しており，
それが触媒の自己分解抑制に繋がることを明らか
にした。現在，この知見に基づき HSとバイオミ
メティック触媒の超分子の高性能化に関する検討
を行い，穏和な条件における難分解性有機塩素化
合物の高効率分解を目指して研究を進めている。
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