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内分泌攪乱化学物質の生物処理システムの開発と

廃棄物処分場浸出水処理への応用

大阪大学大学院薬学研究科　　永瀬裕康

１．目的

近年、内分泌攪乱化学物質（環境ホルモン）による環境汚染が社会的な問題

となっている。特に、ビスフェノールＡ、フタル酸エステル等が河川・湖沼・

海洋等の水系環境中から高い頻度で検出されているが、その主要な発生源の一

つとして、廃棄物処分場からの浸出水が注目されている（図１）。浸出水は廃

棄物処分場内に雨水や地下水が浸入することにより発生する排水であり、この

浸出水を介した有害有機物質による周辺環境の汚染が懸念されている。一般に

浸出水の組成は、処分された廃棄物の種類やその廃棄物処分場の使用期間によ

り大きく変動する。処分場の使用期間の経過に伴い浸出水中の生物的酸素要求

量(BOD)は減少し、難分解性有機物質が炭素成分の多くを占めるようになる。
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図１　環境中で検出される環境ホルモンとその排出源
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また、浸出水に含まれる有害有機物質に関しては、特に廃プラスチックや焼却

灰を含む廃棄物処分場から排出される浸出水に多くの内分泌攪乱化学物質が含

まれていることが報告されている。その中でも特にビスフェノールＡは 0.005 -

74μMという非常に高い濃度で検出されており、早急な対策が求められている。

微生物を利用した排水処理

には、これまで細菌や真菌類

等が主に用いられてきた。こ

れらは従属栄養微生物である

ため、その活性を維持するた

めには栄養源として多量の有

機物が必要である。しかし、

廃棄物処分場の浸出水にはこ

れらの微生物が利用可能な有

機物をあまり含まないものが

多く、浸出水処理に利用する

には増殖基質を添加する必要

がある。一方、微細藻類は太

陽光をエネルギー源、 CO2 を

炭素源として、光合成により

独立栄養的に増殖することが

できるため、有機物をあまり含まない浸出水の処理に適していると考えられる

（図２）。これまで我々は微細藻類に着目して内分泌攪乱化学物質の処理につ

いて検討を行い、緑藻 Chlorella fusca がビスフェノールＡの分解能を持つこと

を新たに見出した。そこで本研究では、浸出水中に含まれる内分泌攪乱化学物

質であるビスフェノールＡ、アルキルフェノール類、フタル酸エステル類等を、

光独立栄養的に増殖できる微細藻類を用いて処理するための基礎技術の確立を

目的とし、微細藻類によるビスフェノールＡ処理条件の検討、種々の内分泌攪

乱化学物質処理能力の評価、モデル浸出水を用いた応用に向けた検討を行った。

２．方法

２．１　ビスフェノールＡの処理条件

緑藻 C. fusca（IAM C-28）は、200 mlの藻類用培地（MBM）（表１）を 500 ml

の試験管に入れ、27.5℃、1% CO2を通気して培養を行った。基本条件として、
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図２　浸出水の生物処理における

微細藻類の利点
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蛍光灯の光強度 18 W/ｍ２、ビスフェノールＡ濃度 40μM を用いた。初期細胞

濃度、ビスフェノールＡ濃度、光強度、光照射周期を変化させ、ビスフェノー

ルＡ処理に及ぼす影響を調べた。ビスフェノールＡの測定は、高速液体クロマ

トグラフ（HPLC）を用いて行った。

２．２　浸出水中に含まれる他の内分泌攪乱化学物質の分解

　C. fuscaを用い、ビスフェノールＡ以外の内分泌攪乱化学物質として p-tert-

ブチルフェノール、p-ノニルフェノール、フタル酸ジエチルの除去能を調べ

た。ビスフェノールＡと同様の培養条件を用い、HPLCにより測定を行った。

２．３　モデル浸出水中のビスフェノールＡの処理

　微細藻類を用いて浸出水の処理を行うためには、浸出水成分の影響を検討

する必要がある。そこで、リン酸、アンモニアについては海外の、その他の

イオンについては日本の浸出水の報告を参考に、表１に示すモデル浸出水を

作製し、半回分培養によりビスフェノールＡの繰り返し処理を行い、長期処

理の安定性について検討した。
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表１　浸出水、藻類用培地、モデル浸出水の組成
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３．結果

３．１　処理条件の検討

最初に、C. fusca によるビスフェノールＡ除去に対する初期細胞濃度の影響

を調べた。連続明条件下において細胞濃度を 0.07から 1.2 g dry wt./lまで変化さ

せたところ、培養液からの除

去速度は細胞濃度と共に増加

したが、増加の割合は 0.3 g dry

wt./l 以上では低くなった。一

方、屋外培養池では培養でき

る細胞濃度には限界がある。

そこで、本研究では、良好な

除去と細胞増殖が見られた約

0.3 g dry wt./l の初期細胞濃度

を以下の検討に用いた。この

条件でビスフェノールＡの処

理を行った場合の代表的な結

果を図３に示す。

次に、BPA 除去能に対するその濃度の影響を調べた結果、本株は 168 時間の

培養において 80μM までのビスフェノールＡを 95%以上除去することができ

た。さらに、光強度がビスフェノールＡ除去能に与える影響について検討した

結果、細胞の増殖速度が低い 2 W/ｍ２の弱光条件下においても良好なビスフェ

ノールＡ除去能を示した。しかし、暗条件では細胞の増殖は観察されず、ビス

フェノールＡ除去能も大きく減少した。このことから C. fusca によりビスフェ

ノールＡ除去を効率よく行うためには光照射が必要であり、ビスフェノールＡ

の除去に光合成の関与が示唆された。一方、屋外培養池を用いた処理を考慮し

た場合、微細藻類によるビスフェノールＡ処理は昼夜の明暗周期条件下におい

て行わなければならない。そこで、8 時間明と 16 時間暗の明暗周期条件下での

ビスフェノールＡの除去能を調べた結果、168 時間の培養においてビスフェノ

ールＡを 90%除去することができ、連続明条件より低いものの良好な除去能を

示した。

また、微細藻類は脂溶性有機物質を蓄積する性質を持つことが知られている。

そこで、明と暗各条件においてビスフェノールＡ除去を行った場合の、培地中

と C. fusca細胞内のビスフェノールＡ残存量を調べた（表２）。その結果、明暗
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両条件において、培養 24 時間と 72 時間での培地中と細胞内のビスフェノール

Ａ残存量の合計は、培地中の初期ビスフェノールＡ量より小さかった。ビスフ

ェノールＡの培地中からの物理的・化学的消失はないので、本株はビスフェノ

ールＡを細胞内に取り込んだ後、分解していると考えられる。

表２　培地中と細胞内の残存量から計算したビスフェノールＡの分解量

ビスフェノールＡ量 (μmol/culture)

光条件 時間（hr） 残存量 分解量

培地中 細胞内

明 　０ １．７４ － －

２４ １．１８ ０．１１ ０．４５

７２ ０．４３ ０．０７ １．２４

暗 　０ １．８２ － －

２４ １．６３ ０．０６ ０．１３

７２ １．４６ ０．０６ ０．３０

有害有機物質の微生物分解において、その分解生成物が親物質よりも高い毒

性を持ってしまう場合がある。そこで、次に C. fusca によるビスフェノールＡ

の分解により内分泌攪乱作用を有する新たな物質が生成されるかどうかについ

て調べるため、培養液中のエストロゲン様活性を酵母ツーハイブリッド法を用

いて測定した。その結果、ビスフェノールＡの減少に伴った培養液中エストロ

ゲン様活性の減少が観察され、本株によるビスフェノールＡの除去ではエスト

ロゲン様活性を持つ物質が培養液内に残らないことが示された。以上の結果か

ら、本株が屋外培養池を用いたビスフェノールＡの処理に利用できる可能性が

示された。

　さらに、ビスフェノールＡ以外の内分泌攪乱化学物質として、廃棄物処分場

浸出水中においてビスフェノールＡの次に多く含まれる p-tert-ブチルフェノー

ル、代表的なアルキルフェノール類の p-ノニルフェノール、フタル酸エステル

類のひとつであるフタル酸ジエチルに対する C. fusca の除去能を調べた。その

結果、これらの物質も良好に除去できることが明らかとなり、C. fusca が浸出

水中の内分泌攪乱化学物質の処理に利用できる可能性が示された。

３．２　浸出水中のビスフェノール Aの処理

光独立栄養条件下における C. fusca の高いビスフェノールＡ除去能は、BOD
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が低い浸出水中の有害有機物質処理を行う上で非常に有利である。先の検討に

おいて、本株が日本の浸出水中ビスフェノールＡの最大検出濃度より高い 80μ

M までのビスフェノールＡに対して、高い除去能を有することを確認した。そ

こで、実際の浸出水中ビスフェノールＡ処理への C. fusca の利用を目指して、

本株のビスフェノールＡ除去能に与える浸出水成分の影響を調べた。最終的に

は実浸出水を用いた総合的な評価が必要であるが、その入手が困難であったた

め、我々はモデル浸出水の作製を試みた。無機塩類組成に関する日本の浸出水

のいくつかの報告を参考にし、表１のようなモデル浸出水を作製した。

まず、回分培養により、モデル浸出水中からのビスフェノールＡの除去につ

いて調べた結果、本株は藻類用培地を用いた場合と同様に高い除去能を示した。

次に、実際に浸出水の処理を行うためには、長期間安定にビスフェノールＡ

を除去する必要がある。そこで、半回分培養によりモデル浸出水中のビスフェ

ノールＡの繰り返し処理についての検

討を行った。その結果、 4 周期の間ビ

スフェノールＡを良好に処理すること

ができた（図４）。バイオマス生産を目

的とした微細藻類の屋外大量培養シス

テムは既に実用化されており、同様の

システムを浸出水の処理にも用いるこ

とができると考えられる。微細藻類の

培養に適した温暖な東南アジアの発展

途上国では、廃棄物処分場の浸出水が

未処理のまま河川に放流されている例

もある。今後の微細藻類を用いた浸出

水処理の実用化を期待する。
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図４　モデル浸出水の繰り返し処理


