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ラッカーゼ修飾電極を用いた電極触媒反応による
塩化フェノールの分解
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Electrocatalytic Degradation of Chlorinated Phenolic Compound with Laccase-Modified
Polyaniline / Silica Sol-Gel / Carbon Composite Electrodes

Shin-ichi OTA (Material Science and Production Engineering, Graduate School of Engineering)
Hidekazu KOYA (Department of Life, Environment and Materials Science)
Kei AMADA (Department of Life, Environment and Materials Science)
Mitsuyasu KAWAKAMI (Department of Life, Environment and Materials Science)

Abstract

Laccase (E.C. 1.10.3.2) from Trametes versicolor has been electrochemically immobilized on the
layer of electropolymerized polyaniline entrapped in a thin silica sol-gel film deposited onto a carbon
electrode. A couple of redox peaks have been observed for the cyclic voltammogram of the laccase-
immobilized electrode, suggesting that direct electron transfer occurs between the enzyme molecule
and the electrode. Magnitude of the oxidation peak current around +0.36 V (vs. Ag/AgCl) has been
found to increase with the addition of 4-chloro-2-methoxyphenol (4C2M), as a substrate. Further, the
degradation activity of laccase for 4C2M has been observed to be enhanced by applying an electrode
potential of 0.5 V in a degradation experiment, performed with an electrochemical reactor, employing
the laccase-immobilized electrode. These results suggest the possibility that the substrate can be elec-
trocatalytically degraded with the laccase-immobilized electrode, as developed in the present study.

Keywords: laccase, trametes versicolor, polyaniline, sol-gel, electrocatalysis

１．緒 言

担子菌に属する白色腐朽菌は、主に木材中のセル

ロースを養分として吸収し成長する。木材の主要構成
成分であるセルロースは、リグニンという物質で守ら
れており、木材としての強度にも密接に関わりがある。
自然界に生息する微生物の中でも木材を媒介として成
長する真菌は、リグニンを分解する酵素を生産するこ
とが知られている。それらは酸化還元酵素に大別され、
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Fig. 1 Mechanisms of bioelectrocatalysis; E: en-
zyme, S: substrate, M: mediator

リグニン分解酵素と呼ばれている。自然界において構
造が複雑で難分解性であるリグニンを分解することか
ら、有機芳香族化合物などの難分解性化合物の分解へ
の応用について幅広く研究されている（１－６）。
ラッカーゼ（Lac）（学術名：ポリフェノールオキシ
ダーゼ、ウルシオールオキシダーゼ EC．１．１０．３．２）
は、マンガンペルオキシダーゼ（MnP）、リグニンペ
ルオキシダーゼ（LiP）等とともに、リグニン分解酵
素として白色腐朽菌によって分泌、生産されることが
知られている。MnPや LiPの活性発現は、H２O２に依
存しており、H２O２が存在する状況下で、酸化反応を生
じる。一方、Lacは、MnPや LiPとは異なり H２O２で
はなく、O２に依存して酸化反応を生じる。菌類から精
製された Lacは、分子量６．４万で酵素活性部位に銅錯
体を持つタンパク質である。Lacは４個の Cuイオン
を活性中心に持つブルー銅酸化酵素であり、基質特異
性が低くフェノール類やクロロフェノール類、芳香族
アミンなど広範囲な電子供与体を基質として酸化する
ことが知られている。例えばフェノール類の場合、H
原子の引き抜きによるフェノキシラジカルの生成が最
初に起こり、引き続いて酵素反応によるキノン類への
変化、あるいは非酵素的な不均化反応や重合反応など
が進行するといわれている（７）。また、Lacは木材の構
成成分のひとつであるリグニン中のポリフェノール性
部位をターゲットとして攻撃すると考えられており、
フェノール性部位を酸化してその物質のラジカルを生
成する（８）。
電極触媒反応とは、ある物質が電極近傍に存在する
状況下において電極上での電子のやり取りを触媒とな
る物質でコントロールする反応であり、電極に一定の
電位をかけることによって触媒反応で生じた還元体か
ら電子を受け取ることにより、物質を酸化させるもの
である。このメカニズムを応用して、電気化学的に化
合物の酸化還元反応による電子のやり取りを制御する
ことが可能である。この電極触媒反応には、Fig．１!
に示す直接移動型と、Fig．１"に示すメディエータ型
があり、例えば直接移動型は、炭素電極とラッカーゼ
酵素の間で、直に電子のやり取りを行うタイプである
が、一般に直接電子移動は、酵素の活性部位が電極面
へと向いている条件でないと起こりにくい。従って、
直接電子移動型の場合、電極表面に直接電子移動を起
こり易くさせるプロモータ作用を持つ導電性膜などを
導入する必要がある。メディエータ型は、炭素電極と
ラッカーゼ酵素の間に、酸化還元物質を介在させ、電

気化学的に酸化還元物質の酸化還元反応を制御するこ
とによって電子移動を間接的に促進させる。これらは、
従来主にバイオセンサの原理として用いられており、
現在も幅広く研究が行われている（１２－１４）。特に Lacを
用いた電極触媒反応についての研究は、あまり知られ
ていない。そこで本研究では、プロモータ作用がある
とされるポリアニリン膜を電解重合法により多孔性の
シリカゾル－ゲル膜の細孔中に包理させる方法によ
り（１５）炭素電極表面に形成し、その上に酵素を被覆す
ることによって直接電子移動型が期待される固定化酵
素被覆電極を作製した。フェノール系難分解性化合物
のモデルとして４‐Chloro‐２‐methoxyphenol（４C２M）
を基質として用い、Lacと電極間での直接電子移動に
よる電極触媒反応の効果について検討した。

２．実 験

２．１ 試薬
Tetraethyl-orthosilicate（TEOS）および４‐Chloro‐２‐

methoxyphenol（４C２M）は、東京化成工業#よりそ
れぞれ購入し、Trametes versicolor 由来の Lacは
Sigma-Aldrich社より購入し使用した。２，２’‐Azino-bis
（３‐ethylbenz-thiazoline‐６‐sulfonicacid）（ABTS）は
Sigma社より購入した。その他の無機塩類などはすべ
て関東化学#の特級試薬を使用した。また電解液や緩
衝液などの調製には超純水を使用した。

２．２ 電気化学測定装置
電解重合およびサイクリックボルタモグラム（CV）
測定には、BAS社の CV‐５０Wエレクトロケミカルア
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ナライザーを用いた。また定電位分解試験には!扶桑
製作所の高感度ポテンショスタット HECS３１８を使用
した。測定法は３電極法とし、対極には自作の Pt線
電極を、また参照電極には、３M NaClを電解液とす
る Ag/AgCl電極（BAS、RE‐１B）を使用した。測定
セルはジャケットに恒温水を流すことにより２５℃に
保持した。必要な場合には電解液にあらかじめ N２ガ
スを約１５min流して脱 O２処理を行ったのち、そのま
ま N２気流下で実験を開始した。

２．３ 酵素活性
０．１M酢酸緩衝液（pH５．０）を３"、１０mM‐ABTS
溶液０．１"を石英ガラスセルに入れ、ラッカーゼ溶液
を０．１"添加し、反応を開始させた。最初の１５secは
攪拌し、２５℃に保持した恒温槽中で４５sec保持させ、
１min毎に４３６nmにおける吸光度の増加を測定した。
１Uは、１µmol/minの ABTSを酸化させるラッカー
ゼの量と定義した。

２．４ 電解重合
電極には直径５#、長さ約３０#の炭素棒（日立化
成!、spectroscopic graphite）を用い、電極面を紙や
すり、さらにアルミナ懸濁液（１µm）で研磨したの
ち、超純水中で超音波洗浄を行った。電極の側面は、
テフロンシールテープおよびシリコンチューブで覆っ
た。０．１MNaClを含む０．１Mリン酸緩衝液（pH７．０）
を電解液とし、N２雰囲気下で CV測定を行うことによ
り、電極面の清浄化を確認した。
TEOS、超純水、HClをそれぞれ mol比で１０：１１：

０．０５になるようにガラス容器中に入れ、マグネティッ
クスターラーで３００rpmの速度で、約５h攪拌し、透
明な溶液が得られたらこれをストック液とした（１５）。
このストック液をメタノールで１：３に希釈し、電極
面に１０µ$載せ室温で自然乾燥させることによりシリ
カゲル膜を形成した。シリカゲル膜形成後の電極を０．２
Mアニリンを含む１MHCl溶液を電解液として＋０．７
V（vs.Ag/AgCl）で１０min定電位電解重合を行った（１６）。
電極面を超純水でリンスし、０．１M酢酸緩衝液（pH
５．５）を電解液として１５minカソード分極を行った。
分極後、電極面をリンスし、０．０２３%のラッカーゼ酵
素を含む１５"の０．１M酢酸緩衝液（pH５．５）に漬け、
＋０．６５V（vs.Ag/AgCl）で５minアノード分極を行い、
ラッカーゼをポリアニリン膜表面に固定させた。走査
型電子顕微鏡（SEM）を用いて、炭素板上のシリカ

ゲル膜と炭素電極の表面、酵素被覆電極の表面を観察
した。また、０．１M酢酸緩衝液を電解液として CV測
定を行うことにより、ラッカーゼ固定化電極の酸化還
元特性を確認した。

２．５ 直接電子移動の確認
ラッカーゼを固定した炭素電極を用いて、０．１M酢
酸緩衝液（pH５．０）を電解液とし、N２気流下で基質添
加前の CV測定を行い、電解液を３００rpmで攪拌させ
ながら０．０１mMの濃度に調製した４C２M溶液を５０
µ$添加し、５min後に攪拌を止めて CV測定を行っ
た。さらに５０µ$ずつ２００µ$まで基質を添加し、基質
によるラッカーゼの波形の変化により直接電子移動の
確認を行った。

２．６ 分解試験
均相系の反応は、２５℃に保持した測定セル中に、

０．１M酢酸緩衝液（pH５．０）を用いて０．１mMの濃度
に調製した４C２M溶液を１５"入れ、N２または Airを
反応開始３０min前から通気し、ラッカーゼ溶液を５０
µ$（３４０U／%）添加し反応を開始させた。所定の時
間毎に溶液をあらかじめ１M HCl０．１"を入れた試験
管に採取した。
酵素被覆電極（８０U／%）を用いた反応も同様に行
い、電位印加＋０．５V（vs.Ag/AgCl）と電位印加なし
の条件で行った。採取した反応液は、溶離液としてア
セトニトリル：超純水：酢酸＝６５：３５：０．１２５の混
合溶液を用い、流速０．５"／minの条件で HPLCを用
いて分析した。

３．結果および考察

３．１ 酵素被覆電極の作製
Fig．２&～'にそれぞれ炭素板上のシリカゲル膜、
炭素電極表面および酵素被覆電極表面の SEM画像を
示す。ストック液を塗布して乾燥させた炭素板の場合、
ゲル粒子（粒径約２．８５µm）の集団が確認できる。ま
た、炭素電極表面と酵素被覆電極表面を比較すると酵
素被覆電極表面にゲル粒子がほとんど見えなくなって
いた。これにより、電極表面に電解重合膜が形成され
たと判断できる。
炭素電極の清浄化を確認したボルタモグラムを

Fig．３に、酵素被覆電極のボルタモグラムを Fig．４に
示す。Fig．３と Fig．４を比較すると Fig．４において、
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－０．１０V（vs.Ag/AgCl）付近の小さな還元ピークと共
に＋０．３６V（vs.Ag/AgCl）付近に幅広の酸化ピークが
確認できる。菌体由来 Lacの活性中心には３種類の
タイプの異なる Cuイオンが含まれており、酸化還元
ピーク電位は、活性中心のタイプによって異なってい

ることが知られている。例えば Cuタイプ１、タイプ
３は約＋０．６６V（vs.Ag/AgCl）（Trametes versicolor 由
来 Lac）（１７－１９）、また Cuタイプ２は約＋０．２３V（vs.Ag/
AgCl）（Rhus vernicifera 由来の Lac）（１６）の値が報告さ
れている（２０）。本研究で得られた実験値＋０．３６Vは、
タイプ１、３の値よりかなり負側にシフトした値であ
り、タイプ２の値に近いことがわかる。ただし、文献
で報告された値とは測定方法も異なっており、また電
解重合膜上への固定化により、Lac活性中心の酸化還
元電位が変化することも考えられるので結論は得られ
ていない。また、４C２Mによる酵素被覆電極の電気
化学特性に及ぼす影響について調べた結果を Fig．５
に示す。４C２M添加毎にラッカーゼのピーク電位
＋０．３６V付近の酸化電流が増大している事が確認で

Fig. 2 (a)

Fig. 2 (b)

Fig. 3 Cyclic voltammogram of a cleaned elec-
trode.

Fig. 2 (c)

Fig. 2 SEM images of silica sol-gel particles de-
posited on an electrode (a), surface of car-
bon electrode (b), and surface of
polyaniline-coated electrode (c).

Fig. 4 Cyclic voltammogram of laccase-
immobilized electrode.
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き、このことからラッカーゼと電極との間で直接電子
のやり取りが行われていることが推察できる。

３．２ 分解試験
まず始めに、Lacの活性発現における O２の効果を
調べるために、均相系分解反応を行った。Fig．６に均
相系反応における分解試験の結果を示す。Air雰囲気
下、N２雰囲気下共に２回ずつ実験を行ったが、共通し
て Air雰囲気下の条件のみ大幅な４C２Mの減少が見
られ分解が進行することがわかった。これは、Lacの
触媒作用に O２が必要なことを示している。また、N２
雰囲気下でもわずかであるが４C２Mの減少が見られ
る。これは N２ガスによる除 O２処理が完全でなく、わ
ずかに残存する O２が反応に関与したことが原因の一
つであろう。また４C２Mの電極への吸着も原因とし
て考えられる。
Fig．７に酵素被覆電極における分解試験の結果を示
す。Air雰囲気下の条件では、電位印加なしの条件よ
り電位印加＋０．５Vの条件で分解率が４４．３％増加した。
同様に N２雰囲気下の条件では、電位印加＋０．５Vの
条件で分解率が４６．５％増加した。Air、N２雰囲気下と
もに電位印加によって分解率が増大しており、この結
果はポリアニリン膜がプロモータとして作用し、電極
と Lacとの間の直接電子移動による電極触媒反応が
生じていることを示すものと考えられる。また、Air
雰囲気下では O２と電極反応による Lacのターンオー
バーが競争して起こることが考えられるが、Air、N２
いずれの雰囲気下においても、電位印加の場合は大き

な差が認められないことから、電極反応による非活性
な還元型 Lacから活性な酸化型 Lacへのターンオー
バーが優先的に生じることが示唆される。

４．結 語

電解重合法によって作成したポリアニリン膜上に
Lacを固定化し酵素被覆電極を作製した。酵素被覆電
極の CV測定において＋０．３６Vおよび－０．１０V付近
にそれぞれ酸化および還元ピークが出現し、酵素分子

Fig. 6 Time-course of residual substrate for ho-
mogeneous 4C2M degradation with lac-
case; under Air, run1 (□) and run2 (●);
under N2, run1 (△) and run2 (▲).

Fig. 5 Changes of cyclic voltammograms for
laccase-immobilized electrode with addi-
tion of 4-chloro-2-methoxyphenol, (1) 0 µ!,
(2) 50 µ!, (3) 100 µ!.

Fig. 7 Effect of the potential application on the
time-course of residual substrate for 4C2M
degradation with the laccase-immobilized
electrode; under Air without application of
potential (▲) and with potential +0.5V
(△); under N２without application of poten-
tial (●) and with potential +0.5V (○).
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と電極間で直接電子移動が生じることが示唆された。
Lacによる均相系反応による分解では、N２雰囲気下、
２５℃、４時間で、２９．７±１０％の分解率を得た。酵素
被覆電極による分解では、N２雰囲気下、２５℃、４時間、
電位印加＋０．５Vで、７２．５％の分解を得た。同条件下
で、電位印加＋０．５Vと電位印加なしを比較すると電
位印加＋０．５Vの条件で分解率がおよそ４２．８％増加し
た。このことから電位印加＋０．５Vによって、酵素と
電極の間で電子のやり取りが行われ、N２雰囲気下でも
電圧を印加することによって分解速度が増大すること
がわかった。これらの結果より、直接電子移動型の電
極触媒反応は、O２濃度の影響を受けにくく、高効率の
分解技術として幅広い分野への応用が期待される。
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