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Abs仕act

Di(2-ethylhexyl)ph白a1a旬。JEHP) was isolated 企om a culture broth of Stt・'eptomyces

banglad，回hensis S'凶inNBRC 102113 姐dc叫加red 田lIs of Amphidinium spωinvestiga句 if 也e isolated 

DEHP was a natural product. These microorg祖国ms have been 問:ported to provide DEHP, which may be 
produced by 也田e microorga且isms. The 14C cont阻箇(PMC) of DEHP and a positive con'回1 (a mixture of 

two fatty acids) purified from the ethanol extract ofthe dinoflagellate cells were 16.3 土 0.1 and 85.7 土 0.3，

respectively, and DEHP and a m盟加re of two uosatu悶旬d fatty acids from 也e broth 日ltrate of S. 

banglad，回hensis were 14.3士 0.1 and 10 1.9 士 0.4， respectively. Consequently, the orig皿 ofDEHP isolated 

企omthese microorga且ismswas an industria1 product. 

There were severa1 reports that claimed DEHP w剖 amiαobia1 origi且 by the fermentation with 

radio active and stable isotope-labeled biosyothetic pr田町田国 However， a labeled DEHP was not isolated 

but detected by HPLC or MS in these 問:ports. our study sugg田旬也at a labeled DEHP has to be p田ified 姐d

examined incorpora旬:dpa:仕emωproveits origin. 

Keywords: dial，砂1phthalate; dinoflagellate; Amphidinium sp.; S位'eptomyces b担glad田:hensis; 14 C contents 

キーグ-，..' :アタノレ厳ヱステノレ;漏鞭毛暴露;放線道;ジρーヱデノレヘキシノ砂アタレ-" ; 14C 濃度

1.はじめに

フタル酸ジエステル類はプラスチック可塑剤として利用されるほか、塗料、接着剤、インクなど

幅広い工業製品やその製造に使用されている。本邦ではDi(2-e也y也exyl) ph伽la旬 (DEHP) が最も

多く使用され、フタル酸ジエステル類の 6割以上を占める。これらのフタル酸ジエステル類は揮発

や流出などによって環境中に放出され、土壌、海水、海泥、食品など環境中のあらゆるところから

検出されるため、環境汚染物質と認識されている。また、ヒトをはじめとする広範な生物への毒性

の懸念が報告されている [1-5J 。
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一方、動植物の抽出物や微生物の培養液からフタル酸ジエステルが得られたとの報告、さらには

それらの生物によって作られた可能性を指摘する報告もある [6ー24J 。

2004 年に Chen は、紅藻ウシケノリ (Bangia atropurpurea) の無性世代の培養液から DBP と DEHP

を検出し、また、 14C でラベルした NaHC03 を用いて培養した所、 DBP で約 171 倍、 DEHP で 507

倍に放射活性が挙がったと報告している [6J 。この報告を天然物化学的に検証し、さらに微生物

を用いた生合成実験へと発展させていくことを目標として、本研究を 2005 年 4 月に開始した。こ

れまでに 3 種類の海藻 [25， 26J 、醸造用酵母と麹 [27J などから DEHP、 DBP を単離し、その 14C
濃度測定を行ってきた。工業で使用されているフタル酸ジエステル類は石油から製造されているの

で、その 14C 濃度は検出限界以下である。一方、生物によって生合成された天然物であるとすると、

現代炭素と同等の 14C 濃度が検出される筈である [28-3 1]。

今回は、微生物の培養液から DEHP を単離し、それが微生物によって生産されていたのではない

かと報告されている学術論文を精査し、その微生物あるいは培養液を入手して DEHP を単離精製し
14C 濃度測定を行う実験を計画した。

検索された論文 [19-24J のうち、菌株を入手することができた放線菌 Streptomyc回 bangladeshensis

NRRLB・24326 株 [21]および培養藻体抽出画分をご供与いただいた渦鞭毛藻 Amphidinium sp. [24J 

からの DE田の単離、精製と 14C 濃度測定を行った。

2. 機器および試薬

lH および 13C NMR は日本電子 JEOL JNM-AL-400 eH, 400 MHz; 13C, 100 MHZ) あるいは

JNM-LA-600 eH, 600 MHz; 13C, 150 MHz) NMR 測定機を用い、重クロロホルム溶液で測定した。

ガスクロマトグラフィー質量分析 (GC-MS) は日本電子刷S-K9 Ul回。ladGCIMS 質量分析計を用

いて測定した〔カラム: TC-70 (内径 0.32 mm、長さ 30 m、膜厚 0.25μ皿)、キャリアーガス: He 

(I mL/min) J 。高速液体クロマトグラフィー (HPLC) には、東ソーのシステム(ポンプ CCMP-II、

コントローラーPX-8020、フォトダイオードアレイ検出器 PD-8020、オンラインデガッサーSD-802、

カラムオーブン CO-8010) を使用した。分取ガスクロマトグラフィーには、島津 Gas Chromatograph 

GC-8A を用いた。

DE田の標準試料(化学工業製品)はそれぞれ昭和エーテル株式会社およびシージーエスター株

式会社から提供されたものを使用した。抽出と分離には全て特級の有機溶媒を使用し、その他の試

薬類は市販のもっとも高品質のものを用いた。

3. 放線菌 Streptomyc四 bangladeshensis の培養と DEHP の単離

文献 [21]に記載されている菌株は、独立行政法人製品評価技術基盤機構 (NITE) 生物遺伝資源

部門 (Biologica1 Resource Center) に NBRC 102113 として保存されているので、これを購入した。

そのカタログには、 bis-(2-ethylhexyl)phtha1a胞を生産するとの記載がある。

アンプル中に保存されていた菌はカタログに記載された方法に従い、 [pepωne (0.5 g), Yeast 
exo町出t (3.0 g), MgS04・7H20(1.0 g)、蒸留水 100mL、 pH 7.0J の溶液で 24 時間、 28 ・C で培養し、ス

ラント [S旬四h (1.2 g), NA Amine (0.36 g), Yeast ex回ct (24 mg), Meat ex回ct (0.12 g), CaC03 (0.36 g, 

Ag町(1.44 g)、蒸留水 100 mL、 pH 7.0)J に移したロ菌はスラントで継代培養して保存した。

培地組成、培養条件等の検討を行った結果、Difi叩@の C四pek-Dox Broth を pH 7.3に調整し、 500 mL

の三角フラスコに 200 mL の培地を入れて 37 .C で 7 日間静置培養する条件が最も再現性が良いこ

とが分かった。
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Difco"の Czapek・DoxBroth の組成(1000 mL)は以下の通りである。

Saccharose 30.0g 

NaNO, 3.0 g 

KzHP04 1.0 g 

MgS04 0.5 g 

KC1 0.5 g 

FeS04 0.01 g 

DEHP は菌体抽出物からは検出されず、常に培養ろ液抽出物中に存在することが分かった。そこ

で DE田の単離には、培養後にろ過して菌体を除いたろ液を酢酸エチルまたはジクロロメタンで抽

出した抽出物を用いた。抽出溶媒による差はほとんど無かった。

培養ろ液の抽出物を HPLC (ODS、 70%メタノールで 30 分溶出後 100%メタノールで溶出)で分

離し、標品の DEHP が溶出する位置 (57.1 分)の前後を分取し、 lHNMR スベクトルで精製の度合

いを確認しながら HPLC 分取を繰り返した。数回の培養と分離により、DEHP を 2.18mg 単離した。

14C 濃度測定用のポジティブコントロールとして、培養ろ液の抽出物から HPLC (ODS、 30%メタ

ノール溶出)で 20.7 分に溶出するピークを分取した。 lHNMR スベクトルより、このフラクション

には主に 2 種類の不飽和脂肪酸が含まれていることが分かつたが、いずれもこの放線菌により生産

された化合物であるので、ポジティブコントロールとして適当であると判断した。

4. 渦鞭毛藻 Amphidillium sp. 培養藻体抽出画分からの DEHP の単離

沖縄県石垣島で採集された紅藻マクリ D恕開館 simpl，献に付着する禍鞭毛藻 Amphidillium sp の培

養藻体から、 DE田および微量の bi鼠s(σ3

たとの報告が、第 51 回天然有機化合物討論会(名古屋)でのポスター発表 (2009 年 10 月 8 日)で

なされた [24J 。この研究では、 13C ラベルした炭酸ナトリウムを炭素源とした取り込み実験も行

われ、 EI-MS 分析により DEHP の分子イオンピーク (m/z 390) 付近の変化を検出し、 DEHP がこの

禍鞭毛藻によって生産されていると結論している。そこで、単離された DEHP の 14C 濃度測定を行

い、この結論の確証を得ることを計画した。

研究代表者の綴織守教授(岐阜大学工学部)を介し、当該禍鞭毛藻の培養と化合物の分離を行っ

た岐阜大学生命科学総合研究支援センターの犬塚俊康助教から、培養藻体抽出画分を提供していた

だくこととなった。実験用の試料は、 2010 年 6 月、 7 月、 9 月、 12 月および 2011 年 6 月、 12 月の

計 6 固に渡りお送りいただいたロ

それぞれの試料を用いて DEHP の単離、精製方法やぱらつきの検討を行い、 14C 濃度測定用の
DEHP は 2011 年 12 月に頂いた試料から単離、精製したロ

渦鞭毛藻 Amphidillium sp. を 1 L の三角フラスコ (800 本)で 2 ヶ月培養した液 (240 L) を減圧

ろ過して得た藻体を 75%エタノールで抽出し、水と酢酸エチルで分配した酢酸エチル層から 2 回の

シリカゲルカラムクロマト(ヘキサンー酢酸エチル)で分離した画分 (107.3 mg) を頂いた。この画

分を HPLC (カラム・ ODS シリカゲル、溶出・ 70%メタノール-30 分後に 100%メタノール)で分

離し、標品の DEHP が溶出する前後のリテンションタイムを特に注意深く分取した。各フラクショ

ンの lH NMR スベクトルを測定して DEHP の有無を検出したところ、 56.1分前後のフラクシヨン

(11.53 mg) およびそのすぐ後 (57.5 分前後)のブラクション (2.18 mg) に DEHP が検出された。

しかし、いずれのブラクションにも不飽和脂肪酸の混入が見られた。遊離の不飽和脂肪酸と DE田

を完全に分離するのは、 HPLC や GC でも非常に難しいので、脂肪酸をメチルエステルに誘導して
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分離する方法を行った。

2 つのフラクシヨン (11 .53 + 2.18 mg) を合ーして 0.2 mLのメタノールに溶解し、 n・ヘキサン (0.7

mL)、次いでトリメチルジアゾメタン (2.0M ジエチルエーテル溶液)を 40μL加え、室温で 60 分

撹搾した。試薬と溶媒を窒素気流で蒸発させ、残さを HPLC (条件は上と同じ)で分取し、 2.03 mg 

の DE田を単離した。

14C 濃度測定の際のポジティブコントロールとして使用する化合物は、 20日年 6 月に頂いた試料

から分離した。 lHNMR スベクトルより、ステアリン酸と微量のオレイン酸の混合物であると同定
した。いずれの脂肪酸もこの渦鞭毛藻によって生合成されている化合物であるので、このフラクシ

ヨンは 14C 濃度測定のポジティブコントロールとして使用できると判断した。

S. 単離した DEHP およびポジティプコントロールの 14C 濃度測定結果

単離した DE田およびポジティプコントロールの脂肪酸の 14C 濃度は、 2011 年度第 3 期に測定し

て頂いた。

表1.放線菌 Streptomyc回 bangladeshensis NBRC 102113 株の培養液から単離した

DEHP および不飽和脂肪酸の 14C 測定結果

N atural abundance 14C co凶阻t8ofdi(2・ethylhexyl) 抽出alate (DEHP) 阻d

unsaturated fatty acid isolated from Sú・'eptomyc回 bangladeshensisNBRC 102113 

compound 14C content 

(pMC) 

DEHP 14.3 土 0.1

不飽和脂肪酸 10 1.9 土 0.4

表 2. 渦鞭毛藻 Amphidinium sp. 培養藻体抽出物から単離した DEHP

および脂肪酸の 14C 測定結果

Natural abundance 14C co臨時 ofdi(2-ethylhexyl) ph由alate 但回P) 阻d

fatty acid isolated from Amphidinium sp. 

∞mpound 14C content 

(PMC) 

DEHP 16.3士 0.1

脂肪酸 85.7 土 0.3

この結呆、ポジティブコントロールとして単離した脂肪酸はそれぞれ適正な 14C 濃度の値を示し
たが、 DEHP は工業製品の混入と判断できる。よって、放線菌 S的ptomycesbangladeshensis NBRC 

102113 株および渦鞭毛藻 Amphidinium sp. は DEl習を生合成していないと結論できる。

6. 考察

Streptomyc回 banglad回hensisNBRC 102113 株の培養においても、醸造用酵母と麹 [27J と同様に、

DEHP の培地中の存在量にばらつきが見られ、全く同じ条件で同時に培養した複数のフラスコ問で

も量の変動が観察された。培地のみで行ったブランクテストでは、抽出と分離操作で混入する極微

量の DEHP しか検出されなかった。このブランクテストの結果は安定していた。このような状況も
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醸造用酵母と麹 [27J の実験と同じであった。

Amphidinium sp. の培養藻体から単離した DEHP の 14C 濃度測定結果は、この化合物が渦鞭毛藻に
よって生合成された可能性を否定しているロこのことからも、取り込み実験を行った DEHP も単離

同定した後に NMRおよび MS などにより取込み位置や取り込み率を解析する必要があることを示

している。よって、 Chen により報告された培養海藻の取込み実験の結果解析の信頼性も乏しいと

言える。

14C 濃度測定の結呆から、 S. banglad，四hensis NBRC 102113 株の培養液および Amphidinium sp. の

培養藻体から単離された DEHP は工業製品の混入物であることは明らかであるが、どのような経

路で培養液に混入したのかが分からない。混入にばらつきがあるのも不可解ではあるロ

台湾の Chen による培養実験の報告 [6J の検証に端を発した本研究は困難の連続であった。東京

海洋大学 [25J ならびに東北薬科大学 [26， 27J で行ったこれまでの実験結果から考えると、生物

や食品などから単離された DE田はいずれも工業製品の混入物である可能性が高い。 DEHP が単離

されたとのこれまでの報告も、天然物である可能性は無いと考えられる。

本研究の一番初めに東京海洋大学で行ったアオサ、ワカメ、マコンブからの DEHP と DBP の分

離の実験において、これらの化合物、特に DBP から異常に高い 14C 濃度が検出されたが [25J 、そ

の後の再検討により、 13C の存在比とこの高い 14C 濃度との聞に阻離があることがわかった。考え

られることは、実験を行った場所(実験室)において以前に 14C を用いたトレーサー実験が行われ
たために 14C 濃度だけが高くなったのではないかということである。 トレーサー実験が行われた可

能性もあり、また、同じ場所で採集した同じ海藻を東北薬科大学において実験に用いたときに 14C

が検出されなかった [26J ことを考慮すると、東京海洋大学での実験結果は、 DEHP (および DBP)

が海藻によって作られた可能性があるとの結論を導くには不都合であると言える。

現在 DEHP は環境中のあらゆるところに存在するため、混入を防ぐのは非常に難しい。よって、

生物の抽出物や微生物の培養液から DEHP を単離した場合、その生物によって作られたかどうかを

議論するには、確実な検証を行う必要がある。一部の報告では放射性炭素あるいは安定同位体炭素

を用いた取り込み実験が行われているが、これらの取込み実験の結果の判定は放射活性あるいはマ

ススベクトルのシフトに基づいており、ラベルされた DE田の単離同定は行われていないロ単離さ

れた DEHP が天然物であるのかどうかを明らかにするには、その 14C 濃度を測定し、ラベル前駆体

を取込ませた DEHP を単離同定して取込み位置を確認することが不可欠であると恩われる。
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日本語要旨

放線菌 Streptomyc回 banglad，回hensis NBRC 102113 株の培養液および渦鞭毛藻 Amphidinium sp. 培

養藻体抽出物から単離した di(2-e也.ylhexyl) phthalate (DE田)が、これらの微生物によって生合成さ

れている天然物であるかを検討した。それぞれ、培養液と培養藻体抽出画分から DEHP およびコン

トロールとして脂肪酸を HPLC および GC 分取により単離、精製した。これら DE田と脂肪酸の 14C
濃度測定結果 (pMC) はそれぞれ 14.3土 0.1 と 10 1.9 土 0.4 (放線菌)および 16.3土 0.1 と 85.7 土 0.3

(渦報毛藻)であった。この結果から、これらの放線菌培養液および渦鞭毛藻培養藻体から単離さ

れた DEHP は工業製品であったと考えられる。




