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使用済み印刷製版フイルムからの銀とPETの回収  
一耐熱性アルカリプロテアーゼを用いたフイルムの  

ゼラチン層の酵素加水分解における  

反応動力学とメカニズムー  
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Enzymatic hydrolysis of gelatinlayers onlith film wasinvestigated using the  

thermostabilizedmutantenzymeofthealkalineproteasefromalkaliphilicBacillussp．B21－2．  

Thereby．thisstudydevelopedanewe伍cientandpotentialindustrialenzymaticprocessfor  

recovery ofsilver and polyethylene terephthalate（PET）from usedlith丘Imfor printing  

Whichhasnotbeen recycledatal1．Therateofgelatin hydrolysisoflith丘1min astirred－  

tank reactorincreased with temperature and enzyme concentration．The time required to  

COmpletegelatin hydrolysisonlith丘Im waslongerthan thaton X－ray創m becauseofthe  
tightly cross－1inked structure oflith創m gelatinlayers．The time required to complete  

hydrolysisusingthemutantenzymewaslessthanthatusingthewild－typeenZyme．Gelatin  

hydrolysisoflith丘1mwaswellexplainedbyamodelwhichincorporatedanumberofphysical  
processessuchasdiffusionoftheenzymeandhydrolyzedgelatinthroughtheliquid点1mon  
thesurfaceofthegelatinlayer．inadditiontothechemicalprocess．  

キーワード：印刷製版フイルム．アルカリプロテアーゼ．銀．PET．リサイクル．ゼラチン  

1．はじめに  

医療技術の進歩あるいは情報化社会の進展に伴い，  

医療用直接撮影Ⅹ線フイルム（レントゲンフイルム）  

や印刷製版フイルムの使用量は増大している．印刷フ  

イルムは，図1のように厚さ10恥mのポリエチレン  

テレフタレート（PET）ベースの上に非常に薄い下塗  

り層が塗付され，次いで感光材である銀を含む乳剤層，  

そして最上部に保護層が片面に塗布された構造を持  

つ．医療用直接撮影Ⅹ線フイルムは，PETの厚さが  

175〟mと厚く，かつ両面に塗付されている点が異な  

るだけで，基本的には印刷製版フイルムと同じ構造で  

ある．フイルムの乳剤層及び保護層の支持体は，いず  

れもゼラチンと呼ばれるタンパク質であり，感光材の  

銀は，この乳剤層中に医療用直接撮影Ⅹ線フイルム   
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別回収し，完全な再利用を可能にするシステムを開発  

するために，耐熱化したA187P酵素（好アルカリ性  

励c〟u5Sp．B2ト2由来のアルカリプロテアーゼの  

187番目のアミノ酸であるアラニン（Ala－187）をプロ  

リン（Pro）に置換した酵素）6・7）を用いて，ゼラチン  

層の酵素加水分解実験を行った．さらにその結果を用  

いて，ゼラチン層の酵素加水分解の反応動力学の解明  

を行った．  

保雄屈（1－2J上山  

乳剤屈（4－5〟山  

下塗眉  

図1 印刷製版フイルムの構造（模式図）  

Structure oflith丘Im  

の場合約1．2～1．5％，印刷製版フイルムの場合約1％  

含まれる．   

写真フイルムのリサイクルは，医療用直接撮影Ⅹ  

線フイルムからは，主に種々問題のある焼却法により  

銀が回収・再利用されているだけで，フイルムペース  

であるPETは，燃焼されるため再利用されていない．  

こうした背景から我々は，ゼラチン層を非常に早く分  

解できる好アルカリ性β由C〟uぶSp．B21－2由来の酵素  

（アルカリプロテアーゼ）を開発し，無公害技術であ  

る酵素を利用したバイオリアクターにより，医療用直  

接撮影Ⅹ線フイルムから銀とPETを連続的に分別回  

収するシステムを構築したト4）．   

一方，印刷製版フイルムの場合は，Ⅹ線フイルムに  

くらべて銀含量が少ないため，回収・再利用されてい  

ない．しかしながら，資源リサイクルの観点から使用  

済み印刷製版フイルムについても，銀とPETを分別  

回収し，再利用することが望ましい．さらに，Ⅹ線フ  

イルムの基板のPETは青く着色しているのに対して，  

印刷製版フイルムの場合は無色透明であるため，再利  

用の点からは有利である．   

これらの点を踏まえて，印刷製版フイルムについて  

も，酵素を用いたシステムの利用が考えられる．しか  

しながら，印刷製版フイルムのゼラチン層は，Ⅹ線フ  

イルムの場合よりも強固な架橋構造をとっているた  

め5），Ⅹ線フイルムに比べて，ゼラチン層の分解が困  

難で，時間を要すると考えられる．その間題の解決法  

として高温での反応が考えられる．高温では，酵素の  

反応速度が増大する（反応温度を10℃上昇させると，  

反応速度は約2倍になる）ので，処理時間を短くする  

ことができる．したがって，ゼラチン層の分解時間も，  

反応温度が高くなるほど短くなるが，一般に酵素は熟  

に弱いため，実際は酵素の熟失括を考慮する必要があ  

る．そこで，活性を低下させることなく，耐熱性に優  

れた酵素を用いることができれば，熟による失活も抑  

えられ，高温での繰り返し利用にも耐えられる．その  

ため，印刷製版フイルムのゼラチン層の分解にあたっ  

て，その有用性は更に増すと考えられる．   

本研究では，印刷製版フイルムから銀とPETを分  

2．実験方法  

（1）使用フイルム   

印刷製版フイルムはLU－100，Ⅹ線フイルムはnew  

RX－type（共に富士写真フイルム社製）を用いた．フ  

イルム中のゼラチン畳は，それぞれ7．56×10●4g／cm2  

と8．20×10‾4g／cm2であった．  

（2）使用酵素   

好アルカリ性上ねc甜ussp．B21－2由来のアルカリプ  

ロテアーゼ（野生型酵素）と，その耐熱化酵素（A187P  

酵素）を用いた．いずれも租酵素を用いて実験を行っ  

た．  

（3）酵素活性の測定   

酵素活性は，Horikoshiの方法に従って，pHll．5，  

30℃で測定した8）．  

（4）タンパク立の定立   

タンパク畳は，標準タンパク質として牛血清アルブ  

ミンを用いて，Lowryの方法によって測定した9）．  

（5）実験装置   

本研究では，ゼラチン層の分解速度測定用小型実験  

装置として，図2のような内径100mmの回分式撹拝  

国2 ゼラチン層の加水分解速度測定用小型実験装置  

Stirred tank reactor   
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槽型反応器を用いた．反応器の内壁には，10mm幅  

の邪魔板が取り付けられている．さらに，一定温度条  

件下で反応速度を測定できるように，反応槽本体のま  

わりと底部にはジャケットを取り付け，恒温水を連続  

的に流せるようにした．フイルムは反応器の底部に固  

定し，その表面が酵素溶液に接触するようにした．フ  

イルムの有効表面面積は，78．5cm2であった．撹拝械  

としては，授枠回転数を調節可能なモーターの先に4  

枚パドル（撥拝巽径60mm，高さ6mm）を，フイル  

ム面から2mm上部の位置に取り付けたものを使用し  

た．  

（6）実演方法   

フイルムを回分式反応掛こ取り付け，余熱しておい  

た10mMホウ酸緩衝液（pHlO．5）・を100ml入れ，15分  

間150rpmで撹拝することによりフイルムを膨潤させ  

た．その後，酵素を加えて反応を開始し，酵素を加え  

た時間をOminとして，経時的に反応液をサンプリン  

グし，各サンプル中のゼラチン分解物の浪度を測定し  

た．フイルムの種類（印刷製版フイルム，Ⅹ線フイル  

ム），酵素の種類（A187P酵素，野生型酵素），酵素浪  

度（1．1×10‾7－5．6×10‾7g／ml），反応温度（30、60℃）  

を変化させてその効果を調べた．  
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高いほど失活速度定数は大きくなっている．また，  

A187P酵素の失活速度定数は，野生型酵素よりもよ  

り小さい値を示していた．  

（2）フイルムのゼラチン層の酵素加水分解   

石川らは，励c甜u5Sp．B21－2由来のアルカリプロ  

テアーゼを用いたⅩ線フイルムのゼラチン層の加水分  

解の場合，pHlO．5の条件で，加水分解時間が最も短  

く，加水分解速度が最も大きいことを示した10）．ま  

た，A187P酵素も野生型酵素と同様の至適pHを示す  

ことから6），全ての実験はpHlO．5，150rpmの条件  

で行った．図4に野生型酵素による印刷製版フイル  

ムのゼラチン層の酵素加水分解に及ぼす温度の影響を  

示す．いずれの温度においても，反応時間の初期すな  

わち酵素溶液を添加後しばらくは，加水分解物浪度は  

ほとんど増加せず，誘導期間が存在していることがわ  

かる．言いかえると，この期間ではゼラチン層の加水  

分解がほとんど進行していない．これは，反応溶液と  

ゼラチン層の間の液墳膜に物質移動抵抗が存在するた  
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3．結果と考察  

（1）酵素の失活速度の測定   

図3は，酵素失活速度定数と温度の関係を示した  

ものである．図からわかるように，両酵素共に温度が  
0  10   20  30  

時間（min）  

40   50   60  

温度（℃）  

60  50  40  30  
10・a  0

 
 
 
0
 
 
 
0
 
 
 
0
 
 
0
0
 
 

8
6
4
2
 
 

（
邑
掛
堤
虫
e
∧
h
小
串
 
 

（
T
S
）
凸
ヱ
慮
頒
嘲
照
度
亜
 
 

10   20   30   40  

時間（m叫  

50   60  

図4 野生型酵素による印刷製版フイルムのゼラチ  

ン層加水分解に及ぼす温度の影響  

酵素濃度：5．6×10．7g／cm3（A），2．2×10－7g／cm3（B）  

温度：30℃（▲），40℃（○），50℃（●），60℃（△）  

E鮎cts of temperature on thetime courses of  
the gelatinhydrolysis ofthelithfilm by wild－  

type en2：yme   
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1汀×103（灯り  

図3 酵素の失活速度に及ぼす温度の影響  

○：野生型酵素 △：A187P酵素  

E蝕cts of temperature on the deactivation rate  
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めに，酵素溶液を添加してしばらくはゼラチン表面に  

到達している酵素量が少ないためである．しかし，時  

間が経過するにつれて，しだいに酵素が溶液中からゼ  

ラチン層へ移動していくので，ゼラチン表面に吸着し  

た酵素畳が増加し，加水分解が進行することになる．  

いずれの酵素濃度（1．1×10‾7及び5．6×10‾7g／cm3）  

においても，温度が高いほど加水分解に必要な時間が  

短くなる．また，温度にかかわらず，酵素浪度が高い  

と，加水分解速度がより速く進行することがわかる．   

野生型酵素によるⅩ線フイルムを用いた同様の実  

験結果を図5に示す．図4と5の結果を比較すると，  

印刷製版フイルムのゼラチン層の加水分解に必要な時  

間は，Ⅹ線フイルムの場合よりもより長いことが明ら  

かになった．これは，印刷製版フイルムのゼラチン層  

は，Ⅹ線フイルムの場合よりも強固な架橋構造をと  

っているためであると考えられる5）．   

図6は，A187P酵素による印刷製版フイルムのゼ  

ラチン層の酵素加水分解に及ぼす温度の影響を示す．   
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図6 A187P酵素による印刷製版フイルムのゼラ  

チン層加水分解に及ぼす温度の彩響  

酵素浪度：5．6×10．7g／cm3（A），2．2×10－7g／cm3（B）  

温度：30℃（▲），40℃（○），50℃（●），60℃（△）  

E鮎cts of temperature on the time courses of  

the gelatin hydrolysis oflith nlm by A187P  

enZyme  

30   40  
時間（min）  

50  60  0  10   20  

野生型酵素の場合と同様に，加水分解時間は反応温度  

が高くなるに従って短くなっていた．しかし，  

A187P酵素を用いると，30℃－60℃のいずれの場合  

でも，野生型酵素の場合に比べてより短い時間で加水  

分解が完了することがわかった．   

これらの結果は，印刷製版フイルムのゼラチン層の  

酵素加水分解は，Ⅹ線フイルムの場合と同様の条件4）  

で行うことは困難であること，及びA187P酵素によ  

る印刷製版フイルムのゼラチン層の加水分解は，野生  

型酵素を用いた場合よりも加水分解速度が増大し，工  

業的に有利であることを示唆するものであった．その  

ため，印刷製版フイルムの酵素加水分解にA187P酵  

素を利用すれば，野生型酵素に比べて加水分解時間の  

短縮が可能であり，それと同時に反応容器の小型化ヤ  

フイルムの取扱量の増加が可能になると考えられる．  

（3）フイルムのゼラチン層の酵素加水分解モデル   

印刷製版フイルムは，ベースフイルムの片側のみに   
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図5 野生型酵素によるⅩ線フイルムのゼラチン層  

加水分解に及ぼす温度の影響  

酵素浪皮：5．6×10－7g／cm3（A），1．1×10．7g／cm3（B）  

温度：30℃（▲），40℃（○），50℃（●），60℃（△）  

E触cts oftemperature on the time courses of  

the gelatin hydrolysis ofX－ray丘1m by wild－  

type enzyme  
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乳剤層と保護層がある点を除けば，Ⅹ線フイルムと構  

造が同様であるので，我々が先に提案したⅩ線フイ  

ルムのゼラチン層の加水分解反応の機構のモデル10）  

を基にして解析を行った．   

石川らは，Ⅹ線フイルムのゼラチン層の加水分解反  

応機構のモデル化にあたっては，酵素の液墳膜内拡散，  

酵素のゼラチン膜表面への吸着，吸着酵素による加水  

分解反応，ゼラチン分解物の膜上からの脱着，ゼラチ  

ン分解物の液墳膜内の拡散，ならびに酵素の失活を考  

慮した．これらの過程における，酵素濃度とゼラチン  

分解物の濃度変化の基礎式は以下のようになる．  

＝
 
 
 

5
 
 

7
 
 

d且b／dJ＝一S／VXれE（Eb－E）－わ且b  

d昆／dJ＝れE（Eb－E）  

d島／dJ＝た1月岳－れp（畏／jら－Pb）  

dPb／dJ＝£／VXれp（貧／鞄一戸b）   

また，酵素のゼラチン膜上への吸着はLangmuir型  

の吸着等温式に従うものとすると，ゼラチン膜上に吸  

着した酵素の単位面積当たりの酵素量は，次式で与え  

られる．   

昆＝伽∬1E／（1＋瓜E）  （5）  

ゼラチンの物質収支式は，次式で与えられる．   

Ao＝A＋S島＋VPb  （6）  

式（1）－（6）は，Runge－Kutta－Gill法により式（7）で  

与えられる初期条件に従って解くことができる．  

J＝0；E＝0．昂｝＝助，昆＝0，凡＝0，鳥＝0  （7）  

酵素およびゼラチン分解物の物質移動係数（れEおよ  

びれp）は，次の実験式を利用して推算できる10）．   

上訴＝0．319月gO・756JkO297  （8）  

ゼラチン分解物および酵素の拡散係数は，次の  

Youngらが提案した式を用いて推算できる11）．   

D＝臥34×10‾8（T／〟Ml′3）  （9）  

ゼラチン分解物の平均分子量（M）は，フイルムの種  

類に係わらず2，200Daで10），野生型酵素とA187P酵  

素の分子量（M）は26，700Da6）を用いた．これらの式  

を用いて推算した拡散係数と物質移動係数を表1に  

示す．酵素の失清適度定数（わ）は，図3に示した値  

表1酵素及びゼラチンの拡散係数と物質移動係数  

Estimated diffusivities and mass transfer  

COe伍cients  

使用記号  

A：Ⅹ線フイルムと印刷製版フイルムの経時的な  

ゼラチン畳（g）  

β：拡散係数（cm2・S‾1）  

β：ゼラチン表面の酵素浪度（g・Cm‾3）  

Eb：溶液中の酵素浪皮（g・Cm‾3）  

Es：ゼラチン膜表面に吸着した酵素濃度（g・Cm‾2）  

Eo：酵素の初期浪度（g・Cm‾3）  

Rl：Langmuirの吸着平衡定数（cm3・g‾1）  

亀：脱着平衡定数（cm）  

た1：反応速度定数（s‾1）  

わ：失活速度定数（s‾1）  

れ：物質移動係数（cm・S‾1）  

〟：分子量（g・mOl‾1）  

凡：溶液中のゼラチン分解物の濃度（g・Cm‾3）  

鳥：ゼラチン膜表面に吸着したゼラチン分解物の濃   

度（g・Cm‾2）  

qm：最大吸着畳（g・Cm‾2）  

Re：レーノルズ数（－）  

5 ：フイルムの接触面穂（cm2）  

5c：シュミッ ト数（一）  

5ん：シャーウッド数（－）  

T：温度（K）  

J：時間（s）  

Ⅴ：溶液体積（cm3）  

JL：溶液の粘度（g・Cm．1・S‾1）  

添字  

b ：液本体中  

E ：酵素  

P ：ゼラチン  

s ：ゼラチン表面  

t ：時間t＝t  

O ：時間t＝0  

温度  拡散係数♪  物質移動体数札  

（℃）  ¢m王・ゞ1）  （印l・rl）  
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ゼラチン  

40  酵素  

ゼラチン  

50  酵素  

ゼラチン  

60  鱒宗  

ゼラチン  

を用いた．   

国4－6の実線は，上で述べた方法により計算し  

た理論線を示している．これらの固から明らかなよう  

に，実験の結果と計算結果はほぼ一改しているのがわ  

かる．   

図7は，加水分解速度定数た1に及ぼす温度の影響  

を示している．加水分解速度定数の対数と絶対温度の  

逆数の閉には直線関係があり，温度の上昇につれて速   
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膜表面上の吸着活性点の稔致は，温度には無関係に一  

定，すなわち留mは一定と考えられる．図から明らか  

なように，実測の留mは一定値を示しており，推論と  

一致している．また，一般に吸着平衡定数は温度に対  

する減少関数である．これらの実験値は，Langmuir  

の吸着等温式を満足している．従って，実験結果のフ  

ィティングにより求めた動力学定数と平衡定数は，熱  

力学的に安当であると言える．   

以上の動力学定数と平衡定数の結果から考えると，  

先に提案したⅩ線フイルムのゼラチン層の加水分解  

反応の機構のモデルは，印刷製版フイルムの場合にも  

適応できることが推察された．  

60  50  
温度（℃）  

40  30  

0
 

1
 

㌻
旦
l
ぷ
慮
恨
戦
機
填
喝
 
 

1  

3．1  3．2  

1汀×10ユ（灯1）  

図7 反応速度定数に及ぼす温度の影響   

○：Ⅹ線フイルム，野生型酵素   

●：印刷製版フイルム，野生塾酵素   

▲：印刷製版フイルム，A187P酵素  

Reaction rate constants  

4．結論  

使用済み印刷製版フイルムから銀上PETを分別回  

収する有効な酵素プロセスを開発するため，βac甜u5  

Sp．B21－2由来のアルカリプロテアーゼを耐熱化した  

A187P酵素を用いて，フイルムのゼラチン層の酵素  

加水分解実験を行った．加水分解実験は，バッチ操作  

で回分式槽型反応器の底部にフイルムを固定して，ゼ  

ラチンの加水分解を経時的に測定した．その結果，フ  

イルムのゼラチン層の酵素加水分解の速度は，温度と  

酵素濃度により増大することがわかった．また，印刷  

製版フイルムは，Ⅹ線フイルムに比べてゼラチン層の  

強固な架橋構造のため，ゼラチン層の加水分解速度が  

小さくなることがわかった．さらに，A187P酵素を  

用いた場合，印刷製版フイルムのゼラチン層の酵素加  

水分解に要する時間は，野生型酵素の場合にくらべて  

どの温度でも短縮されることがわかった．すなわち，  

A187P酵素は．どの温度領域においても，野生型酵素  

よりも安定で活性を保持していると考えられる．従っ  

て，A187P酵素を用いた酵素プロセスは，高温領域  

に限らず，野生型酵素を用いた場合よりも工業的によ  

り有用であると考えられる．  

度定数が大きくなっている．すなわち，加水分解速度  

定数と温度の関係は，Arrheniusの式で表すことがで  

きる．印刷製版フイルムと野生型酵素，印刷製版フイ  

ルムとA187P酵素を用いて測定した反応速度定数は，  

印刷製版フイルムのゼラチン層の強固な架橋構造のた  

め．X線フイルムと野生型酵素を用いた場合よりも小さ  

な借を示していた．一方，反応の活性化エネルギーは，  

31．5kJ／molでフイルムや酵素の種類にかかわらず一  

定であった．   

図8は，酵素のゼラチン膜表面への吸着関係を表  

す．Langmuirの吸着等温式の最大吸着畳qmと平衡  

定数∬1に及ぼす温度の影響を示している．ゼラチン  
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