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論文内容の要旨 

（和文） 

 内分泌かく乱現象は世界的な問題として関心が高まっている。内分泌系に関わる

影響として、野生生物、特に水生生物において生殖障害を引き起こすことが報告さ

れている。通常、多くの環境汚染物質は一部の微生物によって生物学的分解を受け、

その毒性を失う。これに対し、アルキルフェノールポリエトキシレート（APEOs）

は異なる種類の問題を引き起こす。環境中に放出された APEOs それ自身には毒性

はない。しかし、その分解産物はエストロゲン活性、あるいは抗アンドロゲン活性

を獲得する。 

 この論文は、APEO の環境動態に影響を及ぼす微生物の分布と同定、単一鎖長ポ

リエチレングリコール（PEG）側鎖を持つ APEOs 標品の新規合成、APEO 分解微

生物の生物分解メカニズム、環境微生物への MALDI-MS の適用について検討した

ものである。 

 

 第 1 章では、APEO 分解微生物の分布と分解産物の同定について述べる。日本各

地 174 ヶ所から表土を採取した。分解菌探索のために、各土壌サンプルを Triton X

（tert-octylphenol polyethoxylate）を単一炭素源とする無機塩培地で培養した。そ

の結果、72 ヶ所の土壌サンプルが Triton X 分解活性を示した。その中の一つ、沖

縄県から採取した土壌は Triton X を OP1EC（4-tert-octylphenoxyacetic acid）へ

好気的に分解した。集積培養液から単離した Triton X 分解菌は PEG 側鎖を短鎖化

する能力を持ち、培地中に、OP3EO（4-tert-octylphenol triethoxylate）と OP2EO

（4-tert-octylphenol diethoxylate）を蓄積した。 

 第 2章では、APEO 分解菌の分離と同定について述べる。集積培養液から単離した菌

は 16S rDNAのRFLP解析により、暫定的に同定された。Pseudomonas、Agrobacterium、

Alkaligenesなどの APEO 分解能を持つ一連の γ-Proteobacteria は、日本の土壌に広く

分布し、環境中でエストロゲン活性を持つ代謝産物を生産することを明らかにした。 

 第 3章では、長い単一鎖長の PEG側鎖を持つ APEO ホモローグの新規合成について

述べる。炭酸カリウム存在下における 2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]ethanolによる

4-tert-octylphenol のフェノール性水酸基のウィリアムソンアルキル化は対応する

9-(4’-tert-octylphenyl)-3, 6, 9-trioxanonan-1ol (OP3EO)を定量的に与えた。相関移動触

媒存在下で、炭酸カリウムの代わりに粉砕した水酸化ナトリウムを使用することにより、

末端水酸基がアルキル化された OP3EO、18-(4’-tert-octylpheny)-3, 6, 9, 12, 15, 

18-hexaoxaoctadodecan-1-ol (OP6EO)、27-(4’-alkylphenyl)-3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 

27-nonaoxaheptacosan-1-ol (OP9EO)などの混合物を生成した。 

 第 4章では、APEO の生物分解における APEO のアルキル基の影響について述べる。

芳香環の para位に様々なアルキル基を持つ AP3EOを合成した。AP3EOは 3株の

Pseudomonas putida に単一炭素源として与えられた。アルキル基が tert-butyl基のと

き、すべての P. putidaが AP3EO を分解し、定量的に対応する AP2EOを蓄積した。小

さいアルキル基（R = H, methyl, ethyl）を持つ AP3EOsを与えたとき、P. putidaは

AP3EOsを分解し、培養液中に AP2EO、AP1EOを蓄積した。これらの結果は、APEO

の生物分解が芳香環 para位のアルキル基の立体的な大きさに大きく影響を受けること



を示した。 

 第 5章では、長鎖単一鎖長 PEG 側鎖を持つ APEO の利用について述べる。長鎖単一

鎖長 PEG側鎖を持つ APEO の利用は、APEO の分解メカニズムの研究に有効であった。

OP10EO を用いた分解試験の結果、1 EOユニット短いホモローグ OP9EO の HPLC分

析によるピークエリアが、培養 2〜4時間後に徐々に増加した。培養 6時間後の培養液の

MALDI-TOFマススペクトルはOP10EOの酸化生成物であるOP10ECの存在を示した。

この結果は、酸化的分解は PEG側鎖の末端から exogeneousに進むことを明らかにした。 

 第 6章では、環境微生物への MALDI-MSの応用について述べる。15ヶ所のクリーク

土壌について APEO分解能を検討した。10ヶ所の土壌は PEG側鎖の短鎖化活性を持ち、

他の土壌は末端水酸基を対応するカルボキシル基へ酸化した。わずかな形態学的相違点

しか持たない APEO 分解菌のコロニーを単離し、MALDI-MSパターン、PCR-RFLPパ

ターン、gyrB遺伝子解析により分類した。単離菌は MALDI-MSパターンによる分類に

より、3グループに分けられた。41f と 1066r primer と、3種類の制限酵素（AluI, HaeIII, 

HhaI）を用いた PCR-RFLP解析は、単離菌が Pseudomonas属に属することを示した。

しかし単離菌はすべて同じ RFLPパターンを与えた。gyrB遺伝子のシークエンス解析で

は、単離菌は 2グループに分けられた。MALDIマススペクトル、および gyrBシークエ

ンスによる分類結果は同一であり、単離菌の APEO分解活性と一致していた。 

 

論文内容の要旨 

（英文） 

  There is growing concern that the endocrine disruption is a global phenomenon 

and endocrine-related effects have been reported in wildlife causing reproductive 

failure, especially in aquatic organisms. Usually most environmental pollutants are 

biologically degraded by some microbes and lose their toxicological activity. On the 

other hand, the alkylphenol polyethoxylates (APEOs) cause a different type of 

problem. The APEOs originally emitted to the environment are not toxic, the 

biodegradation products, however, acquire the estrogenic or anti-androgenic 

activity. 

This thesis deals with distribution and identification of the microbes affecting the 

environmental fate of APEO, the new synthesis of standard APEOs having single 

length PEG side chain, the biodegradation mechanisms of the APEO degrading 

microbes, and the application of MALDI-MS to environmental microbiology. 

 

  In the 1st chapter, the author discusses with the distribution of APEO degrading 

bacteria and the identification of degradation products. Topsoil samples were 

collected from 174 different fields in Japan. Each soil sample was incubated with 

Triton X (tert-octylphenol polyethoxylate) as a sole carbon source to find degrading 

bacteria. 72 soil samples exhibited Triton X degrading activity.  One soil sample 

collected from Okinawa Prefecture degraded Triton X to OP1EC 

(4-tert-octylphenoxyacetic acid) under aerobic condition. Triton X degrading bacteria 

isolated from the enrichment culture media had the ability of shortening the 

polyethylene glycol side chain and accumulated the degradation product OP3EO 

(4-tert-octyl-phenol triethoxylate) and OP2EO (4-tert-octylphenol diethoxylate) in 

the culture media.  

 

  In the 2nd chapter, the author discusses with the separation and identification of 

APEO degradation bacteria. The bacteria isolated from the enrichment culture 

medium were tentatively identified by 16S rDNA RFLP analysis. It becomes obvious 

that such a series of γ-Proteobacteria with APEO degrading activity as 

Pseudomonas, Agrobacterium, Alkaligenes, and others are distributed widely in 

Japanese soil and the bacteria may produce estrogenic metabolites in the 

environment. 

 

  In the 3rd chapter, the author discusses with the new synthesis of APEO 

homolog with long and single length polyethylene glycol side chain. The Williamson 



alkylation of a phenolic hydroxyl group of a 4-tert-octylphenol by 

2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]ethanol in the presence of potassium carbonate afforded 

the corresponding 9-(4’-tert-octylphenyl)-3, 6, 9-trioxanonan-1ol (OP3EO) 

quantitatively. By using powdered sodium hydroxide in place of potassium 

carbonate in the presence of phase transfer catalyst, the alkylation of terminal 

hydroxyl group occurred to give a mixture of OP3EO, 18-(4’-tert-octylpheny)-3, 6, 9, 

12, 15, 18-hexaoxaoctadodecan-1-ol (OP6EO), 27-(4’-alkylphenyl)-3, 6, 9, 12, 15, 18, 

21, 24, 27-nonaoxaheptacosan-1-ol (OP9EO) and others. 

 

  In the 4th chapter, the author discusses with the effect of bulky alkyl group of 

APEO on the biodegradation of APEOs. AP3EOs having various alkyl groups at the 

para position of aromatic ring were prepared. The AP3EOs were fed to three strains 

of Pseudomonas putida as a sole carbon source. All strains of Pseudomonas putida 

could decompose AP3EOs and accumulate the corresponding AP2EOs 

quantitatively when the alkyl group was tert-butyl group. When AP3EOs with small 

alkyl group (R = H, methyl, ethyl) were fed, they decomposed the AP3EOs and left 

AP2EO, AP1EO, and corresponding carboxylic acids in the culture medium. These 

results indicate that the biodegradation of alkylphenol polyethoxylate was affected 

by the steric size of alkyl group at the para position of the aromatic ring. 

 

  In the 5th chapter, the author discusses with the application of APEO with a 

long and single length polyethylene glycol (PEG) side chain. The use of APEO with 

long and single length PEG chain was effective for studying degradation mechanism 

of APEOs. Result of biodegradtion test with OP10EO, the peak area of one EO unit 

shorter homolog OP9EO gradually increased after 2 and 4 hours incubation by 

HPLC. MALDI-TOF mass spectrum of the medium after 6 hr incubation indicates 

the existence of OP10EC, the oxidation product of OP10EO. This result suggests 

that the oxidative degradation proceeded from the end of the PEG chain. 

 

  In the 6th chapter, the author discusses with the application of MALDI-MS 

instrument to environmental microbiology. Fifteen soil samples from water’s edge 

of creek were investigated for APEO degrading ability. Ten soil samples possessed 

PEG chain shortening activity and the other soil samples oxidized the terminal 

hydroxyl group to corresponding carboxyl group. The colonies of APEO degrading 

bacteria having slight morphological difference were isolated and the bacteria were 

grouped by MALDI-MS patterns, PCR-RFLP patterns, and sequence analysis of 

gyrB gene. The isolates were divided into three groups by typing with MALDI-MS 

pattern. The PCR-RFLP analysis using 41f and 1066r primer set and three kinds of 

restriction enzyme (AluI, HaeIII, HhaI) indicated that the isolates belonged to 

Pseudomonas sp., but all isolates gave the same RFLP pattern. The sequence 

analysis of gyrB gene divided the isolates into two groups. The grouping results by 

MALDI-MS spectra and gyrB sequence were identical and represent the APEO 

degrading ability of the isolates. 

 

  In the 7th chapter, the main results of this thesis are summarized. 

 

論文審査結果 ＜学位論文審査の結果＞ 

 この論文は、環境中での分解により内分泌かく乱活性を持つ代謝物を与える、アルキ

ルフェノール（AP）系界面活性剤につき、化学的・生物的側面から研究を進めたもの

である。本研究の背景は、これらの化合物群が環境省で実施された「SPEED98プロジ

ェクト」において、いわゆる環境ホルモンであると判断され社会的に大きな関心を引き

起こしていること、さらにこれらの界面活性剤が農業用補助剤として世界的に使用され

ていることを受け、農林水産省が立案した「有害化学物質リスク管理プロジェクト」の

一環として遂行されたものである。 



 

 本研究で得られた主要な成果は以下の通りである。 

1. これらの界面活性剤は、APとエチレンオキシドの重合反応で合成されるため、市販

の活性剤は試薬であってもポリエチレングリコール側鎖（PEG側鎖）の鎖長異性体混

合物である。このため、微生物による分解反応をトレースする場合、基質と生成物の

区別がつかず、この分野の研究が遅れていた。本研究では、長鎖単一鎖長異性体合成

の原料となるアルキルフェノールジエトキシレート（AP2EO）およびアルキルフェ

ノールトリエトキシレート（AP3EO）の定量的合成法を確立、さらにこれらの異性

体に対して、クロロエトキシエトキシエタノールをone-potで順次付加する方法で、

3EO unitずつ相互に異なる異性体群を一挙に合成し分離する方法を確立した。 

2. 上記の反応を利用して、大きさの違うアルキル基を導入したAPEOを合成し、アルキ

ル基の嵩高さが微生物分解に大きく影響することを明らかにした。 

3. 日本各地の農耕地土壌には、APEOの側鎖を短鎖化しエストロゲン活性を持つ

APnEO(n=1~3)を生産する細菌が広く分布することを明らかにするとともに、分解細

菌は Pseudomonas 属や Sphingomonas 属細菌を含むプロテオバクテリアである

ことを明らかにした。 

4. 1で合成した長鎖単一鎖長を持つAPEOを使用することにより、3 で単離した微生物

による分解は、アルコールデヒドロゲナーゼによる末端アルコールの酸化産物である

カルボン酸を経由し、グリオキシル酸と1EO unit 短いAPEOを与える経路で進行す

るエキソ型分解であることを明らかにした。 

5. 佐賀県のクリーク土壌を対象としてAPEO分解微生物の探索と同定を行うと同時に、

遺伝子側からの詳細な解析を行い、微生物のスクリーニングにMALDI-TOF MS ( 

matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry )が有効に利用で

きることを見出した。この方法は環境微生物研究に非常に有効な方法であり、J. 

Pestic. Chem. 誌に running paper として掲載が受理されている。 

6. 佐賀県クリーク表層水を対象に、ストレプトマイシン抵抗性細菌の探索を、5 の方

法を用いて実施し、高度な抵抗性を示す細菌群を見出すと同時に、こうした研究にお

けるMALDI-TOF MSの有効性を示した。 

 

 以上の研究成果は、国内外の雑誌における査読つき論文6編（第１著者3編）、紀要等5

編（第１著者2編）、国際学会２編（第１著者1編）にまとめられ、国内学会での発表

は16編に上っている。（在学期間内の件数）さらに、本研究テーマで日本農薬学会環

境研究補助金を2007年に獲得している。 

 

 学位審査委員会は、この論文が学位論文として適切な内容であると判断した。 

 

＜学位論文公聴会＞ 

 学位論文公聴会は、2008年2月15日の16時30分より、約30人の参加者のもとに開催さ

れた。この公聴会においては、論文内容に関連する種々の科学的及び技術的な質問があ

ったが、いずれも適切な回答を行うことができた。 

＜最終試験＞ 

 最終試験においては、学位論文に関連する分野の学識を有し、今後研究を進めていく

ための研究能力を備えていることを確認した。また、主要な査読論文が英語で書かれて

いることから、英語論文作成能力も十分にあると判断した。 

＜総合判定＞ 

  以上の結果から、学位審査委員会は、この論文が博士（工学）の学位に適格であると

判定した。 
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