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要 旨

ビスフェノール A（BPA）の生分解過程におけるエストロゲン活性の変化を河川水から分
離した BPA分解菌 MO６株を用い，酵母ツーハイブリッド・アッセイで調べた。その結
果，分解中間体の４，４’―ジヒドロキシ―α―メチルスチルベン（DHMS）が多量に蓄積した場合
には，添加 BPA３０mg/lに対して最高で約５０倍 BPA１，６００mg/l相当までエストロゲン活性
が増大した。DHMSの蓄積が少ない場合でも５０mg/lの添加に対して１５０mg/l相当まで活性
が増大した。河川水に BPAを添加して分解過程におけるエストロゲン活性の変化を測定
した場合にも，８回中１回であるが，エストロゲン活性が添加した BPA以上になった。増
加割合は低く，添加 BPA５０mg/lに対し最高で１００mg/l相当であったが，BPAの分解中間
体 DHMSが河川水中でもエストロゲン活性に寄与する可能性のあることが示唆された。

1. は じ め に

ビスフェノール A｛２，２’―ビス（４―ヒドロキシ

フェニル）プロパン，BPA｝はポリカーボネート

樹脂やエポキシ樹脂の原料，酸化防止剤，塩化ビ

ニルの安定剤等として全国で年間約２５万 tが使用

されている。そのため，これまでの全国調査で環

境水や底泥，魚類等からしばしば検出されてお

り，環境汚染化学物質の一つとなっている。

Krishnanら１）は，ポリカーボネート製のフラス

コを用い滅菌した水を作った。この水を使用した

培地がエストロゲン活性を示し，その活性物質が

BPAであることを明らかにした。BPAは実際に

エストロゲン受容体に結合することが明らかにさ

れているが，エストロゲンレセプターへの結合能

は１７β―エストラジオールの数千分の１程度と弱

い２，３）。しかし，BPAはポリカーボネート製の食

器や食品容器，缶詰の内面コーティング材，歯科

材料のシーラント等にも使用されており，飲食を

介した体内への取り込みが推定されている。BPA

は環境ホルモン作用が疑われている物質の中で

は，ノニルフェノールとともにヒトが日常的にば

く露される可能性が高い物質の一つである。

BPAはそのものにエストロゲン活性がある以

外に，生分解された分解産物にもエストロゲン活

性が認められている４）ため，分解過程を動的に捉

える必要がある。われわれは，先に本誌で BPA
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の生分解中間体４，４’―ジヒドロキシ―α―メチルス

チルベン（DHMS）が BPA以上にエストロゲンレセ

プター結合能を有するため，単離した分解菌で

BPAの生分解を行うと分解途中で一時的にレセ

プター結合能が上昇することを示した５）。しかし，

エストロゲンレセプターに結合後エストロゲン活

性を発現しているか，どの程度発現しているかは

エストロゲンレセプター結合能の測定からはわか

らない。そこで，今回酵母ツーハイブリッド・

アッセイでエストロゲン活性を調べ，DHMSが蓄

積した場合にはレセプター結合能以上にエストロ

ゲン活性が上昇していることを確認した。また，

河川水マイクロコズムで BPAを分解させた場合

にも分解途中でエストロゲン活性が増大する場合

があることも確認したので合せて報告する。

2. 実験方法
2.1 BPA分解菌の分離

桃ノ木川の河川水１００mlに BPAを添加し２５℃

で培養した。BPA濃度の変化を HPLCで追いなが

ら１�１０濃度の標準寒天平板で生菌数の測定を行っ
た。BPA濃度の減少が認められてから新たに生

菌数測定用の平板に生じた増殖速度の遅いコロ

ニーを釣菌し，１�１０濃度の標準寒天平板で純培養
した６）。

2.2 BPA分解試験供試菌株

BPA分解菌として桃ノ木川から分離した８株

の中から MO６株（Brevundimonas vesicularis）を

用いた。
2.3 エストロゲン活性測定用試験液

MO６株を用いて BPAを分解させエストロゲン

レセプター結合能を検査した試験液５）を－３０℃で

凍結保存した。エストロゲン活性測定時に溶解

し，HPLCで各ピーク面積に変化のないことを確

認後用いた。
2.4 エストロゲン活性の測定

酵母ツーハイブリッド・アッセイでエストロゲ

ン活性を測定した。酵母ツーハイブリッド・アッ

セイは白石ら７）の方法に準じたが，マイクロプ

レートではなくガラス製のセルで１本ずつ測定し

たため，試薬量を３倍にして行った。試験の概要

は以下のとおりである。

１） 凍結保存していた酵母液を解凍し，０．５ml

を三角フラスコ内の MSD培地１００mlに接種

し，３０℃で約２０時間振とう培養した。培養液

の OD５９５nmが１．５を超えた場合には，１．５

になるよう MSD培地で希釈した。

２） 試験溶液に１，２００µlの MSD培地を加え希

釈試験溶液（４％ DMSO）を作った。

３） 最初のセルには１８０µlの MSD培地を，２本

目からは２％ DMSO加 MSD培地１８０µlを加

えた。

４） 最初のセルに希釈試験溶液１８０µlを入れ，

順次２倍段階希釈系列を作った。

５） 酵母培養液１８０µlを各セルに加え，３０℃で

４時間振とう培養した。

６） 酵母細胞壁溶融酵素溶液（Zymolyase２０T；

生化学工業）を Z bufferで溶解した溶液（２

mg/l））と発現 β―ガラクトシダーゼを測定す

るための化学発光レポーター遺伝子測定用

キット（Aurora Gal―XE Kit；ICN）の反応試薬

を５：３の割合で混合した溶液を各セルに２４０

µlずつ添加し，３７℃で１時間反応させた。

７） 化学発光レポーター遺伝子測定用キットの

発光促進液を１５０µlづつ各セルに注入混合

し，レコーダーで測定した１０秒後と２０秒後の

発光強度を平均して測定値とした。

発光強度の測定に２０～３０秒かかるため，各セル

への試薬の添加は３０～４５秒間隔で行った。

各試験３回行い平均値をとった。

3. 実験結果および考察
3.1 BPA分解菌の分離

BPA分解菌は比較的容易に分離できる６）。河川

水に BPAを添加し培養したところ，図 1に示す

ような２段階の増殖が起こった。培養３日後から

始まった２段目の増殖後の培養液を１�１０濃度の標
準寒天平板にまき，２５℃で３日間以上培養して出

現した増殖速度の遅いコロニーを単離したところ

８株すべてが BPA分解菌であった。

BPA分解菌として分離されている株には Lobos

らがプラスチック工場排水処理施設の活性汚泥か

ら分離した MV１株８，９）（Chryseomonas luteola ま

たは Flavimonas oryzihabita の近縁種）８），Ikeらが

BPA含有排水を処理していた活性汚泥から分離

した FJ―４株１０，１１）（Pseudomonas paucimobilis）など
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がある。われわれが河川水から分離した分解菌８

株６）は，簡易同定キット API２０NEで７種類の生化

学的性状に分かれ，Sphingononas paucimobilis

（Pseudomonas paucimobilis）（２株），Brevundi-

monas vesicularis（Pseudomonas vesicularis）（５

株），Pseudomonas pseudoalkaligenes（１株）と 分

類された。河川水中にはかなりの菌数の BPA分

解菌が存在するものと思われる。BPAは分解で

きるが初期段階（図 2の２種類のトリオールⅠ，

Ⅱまで）で分解が止まってしまう菌６）Shingomonas

paucimobilis（Pseudomonas paucimobilis）も分離さ

れた。BPAの生分解試験に用いたのは，このう

ちの MO６株（Brevundimonas vesicularis）である。
3.2 細菌による BPAの分解機構

活性汚泥から分離された MV１株８，９）や FJ―４

株１０～１２）を用いて BPAの分解機構が明らかにされ

ている。推定されている分解機構を図 2に示す。

河川水から分離された MO６株６）も図 2の分解機

構で BPAを分解しており，BPAの環境中での生

分解は主に同機構で行われているものと思われ

る。

図 2は BPAが２つの経路で分解されていくこ

とを示しているが，主な分解経路は左側であり

８５％が左側，１５％が右側の経路で分解されてい

く９，１１）。難分解性で残存しやすいのは右側の経路

の化学種で，最後まで残存するのは２，３―ビス（４―

ヒドロキシフェニル）―１，２―プロパンジオール（Ⅴ）

と p―ヒドロキシフェナシルアルコール（Ⅸ）であ

る１１）。

ここで注目されるのは，主な分解経路の中間体

である４，４’―ジヒドロキシ―α―メチルスチルベン

（DHMS，Ⅲ）である。DHMSは，BPAのプロパン

部分が水酸化される際にリアレンジメントを受

け，その後脱水反応を受けて生成する９）。DHMS

は，図 3に示すように構造が合成女性ホルモン

のジエチルスチルベストロール（DES）とよく似て

いるため，分解途中で DHMSが蓄積すると元の

BPA以上にエストロゲン活性が増大する可能性

がある。BPAと DHMS以外の分解中間体にもエ

ストロゲン活性が認められているものがあるが，

その活性は弱い４）。
3.3 単離した細菌による BPAの生分解途中での

エストロゲン活性の変化

MO６株での BPA分解途中の HPLCクロマトグ

ラム５）を図 4に示す。DHMS（Ⅲ）のピークは，一

段目の分解中間体である２種類のトリオール（Ⅰ，

Ⅱ）のピーク（リテンションタイム２．８４分のピーク

の淡色部分）とほぼ同時に出現する。DHMSの

ピーク面積は実験条件により大きく異なったが，

多量に蓄積する場合も認められた。１晩前培養し

た対数増殖期にある新鮮な菌体を用いた場合には

蓄積はわずかであったが，１週間前培養した古い

菌体を多量に用いて生分解させた場合は多量の

DHMSが蓄積した。これは，対数増殖期にある元

図 1 河川水に BPAを添加・培養した際の生菌数の変化

図 2 MV 1株や FJ―4株による BPAの分解機構
（Ⅰ）１，２―ビス（４―ヒドロキシフェニル）―２―プロパノー
ル，（Ⅱ）２，２―ビス（４―ヒドロキシフェニル）―１―プロパ
ノール，（Ⅲ）４，４’―ジヒドロキシ―α―メチルスチルベ
ン，（Ⅳ）２，２―ビス（４―ヒドロキシフェニル）プロパン
酸，（Ⅴ）２，３―ビス（４―ヒドロキシフェニル）―１，２―プロ
パンジオール，（Ⅵ）４―ヒドロキシベンズアルデヒド，
（Ⅶ）４―ヒドロキシアセトフェノン，（Ⅷ）４―ヒドロキシ
安息香酸，（Ⅸ）４―ヒドロキシフェナシルアルコール
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気な菌体では DHMSの分解過程もスムーズに進

行するが，長期間前培養した弱った菌体では

DHMSの生成に関与する酵素よりも DHMSの分

解に関与する酵素のほうが先に失活していくこと

によると思われた５）。

DHMSが多量に蓄積した場合のエストロゲン活

性の変化を酵母ツーハイブリッド・アッセイ７，１３）

で測定した（図 5）。BPAの初期濃度は３０mg/lで

あったが，生分解の途中で BPA換算で最高約５０

倍の１，６００mg/l相当までエストロゲン活性が増大

した１４）。最大のエストロゲン活性が観測された時

点での残存 BPA濃度は約１mg/lであり，エスト

ロゲン活性のほとんどが DHMSによるもので

あった。同じ培養液のエストロゲンレセプター結

合能の測定では BPA換算で１００mg/lと３倍強の増

大に留まっており５），DHMSのエストロゲンレセ

プター結合能は BPAに比べてそう強くはないも

のの，その後のコアクチベーター（共役因子）の認

識過程などで大きな差が出るものと思われる。な

お，DHMSの標準品は入手できなかったため

DHMSのエストロゲン活性，エストロゲンレセプ

ター結合能の定量はできなかった。

一方，１日前培養したばかりの新鮮な菌体を用

いて分解させた場合生分解途中での DHMSの蓄

積はわずかで，エストロゲンレセプター結合能の

測定では一時的な上昇は認められなかった５）。こ

の培養液のエストロゲン活性の測定結果１４）を図 6

に示す。

レセプター結合能よりもエストロゲン活性で測

定する方が BPAと DHMSの差が大きく出るため，

添加した BPA５０mg/lに対し最大で約３倍１５０mg/l

相当のエストロゲン活性が観測された。図中の波

図 3 DHMSと DESの構造類似性

図 4 MO 6株による BPAの生分解途中の
HPLCクロマトグラム

図 5 DHMSが多量に蓄積した場合のエストロゲン活性
の変化
添加 BPA濃度３０mg/l
◆，■：エストロゲン活性から換算した BPA濃度

図 6 DHMSがわずかしか蓄積しない場合のエスト
ロゲン活性の変化
添加 BPA濃度５０mg/l
◆：エストロゲン活性から換算した BPA濃度
□：HPLCで測定した残存 BPA濃度
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線は，HPLCで測定した残存 BPA濃度である。最

高のエストロゲン様活性を示した時点での培養液

中の残存 BPA濃度は約４０mg/lであり，１１０mg/l

相当は DHMSによる寄与であった。HPLCのピー

ク面積から，DHMSの量は多量に蓄積した場合の

１�２５程度であった。エストロゲン活性への寄与の
程度は，蓄積が多い場合と比べ１�１５とほぼ濃度差
に見合う寄与であった１４）。

3.4 河川水中における BPAの生分解途中での

エストロゲン活性の変化

単離した分解菌を用いて BPAを生分解させた

場合には，前述のとおり程度の差は見られるがす

べての実験で分解途中での一時的なエストロゲン

活性の増大が認められた。しかし，河川水中には

BPA分解菌のみでなく DHMSを分解できる菌も

存在する。

その確認のため河川水に BPAを添加した実験

を行った。８回のうち１回はエストロゲン活性に

影響を与える程度に DHMSが蓄積した１４）。その

場合のエストロゲン活性の変化を図 7に示す。図

中の波線で示される様に，BPAは３日間の誘導

期を経て４日目に急速に分解され，その際に一時

的に DHMSが蓄積した。蓄積量は BPA分解菌で

１晩前培養した新鮮な菌体を用いた場合と同程度

であった。酵母ツーハイブリッド・アッセイによ

るエストロゲン活性では初期 BPA濃度の２倍ま

で増大していた１４）。その他の７回の実験では

DHMSは BPAが急速に分解されていく過程です

べての例で若干認められたが，その量はわずかで

あった（エストロゲン活性への寄与が認められた

例の１�１０程度）。この場合は図 8に示すようにエ

ストロゲン活性は残存 BPAで説明でき，DHMS

の寄与は認められなかった１４）。河川水中では

DHMSは速やかに生分解されるものと思われる。

鈴木ら１５）は DHMSを含めた数種類の BPA分解

中間体の河川水中濃度を測定している。多摩川水

系中流域では BPAが１１２―２５２ng/l検出され，BPA

の分解中間体である１，２―ビス（４―ヒドロキシフェ

ニル）―２―プロパノール（Ⅰ），２，２―ビス（４―ヒドロ

キシフェニル）―１―プロパノール（Ⅱ），２，２―ビス

（４―ヒドロキシフェニル）プロパン酸（Ⅳ）が一部の

検体から最大で７２ng/l検出されている。図 2の分

解中間体にはないベンゼンリングがヒドロキシ化

された３―ヒドロキシ―BPAも最大１１ng/l検出され

ている。しかしエストロゲン活性の高い DHMS

はすべての検体で検出されていない。

4. ま と め

単離した BPA分解菌を用いた実験ではエスト

ロゲン活性の高い分解中間体の DHMSが蓄積す

るため，BPAの分解途中でエストロゲン活性が

増大する現象が観測された。DHMSが多量に蓄積

した場合は最大で５０倍に，蓄積が少ない場合でも

約３倍までエストロゲン活性が増大した。

河川水での BPA分解実験では，多くの場合酵

母ツーハイブリッド・アッセイのエストロゲン活

性に影響を及ぼすほどの DHMSの蓄積は起こら

なかった。実際の河川水の分析でも DHMS以外

図 7 河川水による BPAの生分解途中におけるエ
ストロゲン活性の変化
添加 BPA５０mg/l
◆：エストロゲン活性から換算した BPA濃度
□：HPLCで測定した残存 BPA濃度

図 8 河川水による BPAの生分解途中におけるエ
ストロゲン活性の変化
添加 BPA５０mg/l
◆：エストロゲン活性から換算した BPA濃度
□：HPLCで測定した残存 BPA濃度
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の分解中間体は検出されるもののエストロゲン活

性の高い DHMSは検出されていない４）。しかし河

川水への BPA添加実験では，DHMSによりエス

トロゲン活性が増大する場合もあり DHMSにつ

いてさらに検討する必要があろう。

＊ ＊ ＊

本研究は，当所の特別研究「内分泌かく乱化学

物質（環境ホルモン）の環境動態研究」の一環とし

て行ったものである。また，本研究を行うにあた

り，ご配慮とご助言をいただいた当所調査研究グ

ループリーダーの木村博一博士に深謝いたしま

す。
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