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研究成果の概要（和文）：Tris(1,3-dichloro-2-propyl)phosphate（以下TDCPP）や tris(2-chloroethyl) 
phosphate（以下 TCEP）などの塩素を含む有機リン酸トリエステル類は蓄積性があり、種々の毒性を有する。本
研究では、我々が世界で初めて単離に成功した含塩素有機リン酸トリエステル類分解菌 Sphingobium sp. TCM1 
株に存在する分解システムとその調節機構を詳細に解析した。

研究成果の概要（英文）：The chlorinated organophosphorus compounds tris(2-chloroethyl) phosphate 
(TCEP) and tris(1,3-dichloro-2-propyl)phosphate (TDCPP) are persistent and widespread contaminants 
in various environments. Many studies have shown several toxic effects of the compounds. We have 
isolated novel bacteria degrading trihaloalkyl phosphates, Sphingobium sp. strain TCM1 and 
Sphingomonas sp. strain TDK1.
In this study, we analyzed the degradation systems of persistent chlorinated organophosphorus 
triesters in the triesters-degrading bacteria, the strain TCM1.

研究分野： 環境生物化学

キーワード： 環境技術　難分解性有害物　微生物分解　分解酵素　　遺伝子 　遺伝子発現調節

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が世界で初めて単離に成功した含塩素有機リン酸トリエステル類分解菌 Sphingobium sp. TCM1 株に存在す
る分解システムとその調節機構を詳細に解析することは、学術的な貢献度が極めて高く、かつ独創的な点であ
る。
また、得られた知見は、当該化合物を含む廃水の処理や汚染水域の環境保全・修復など、世界に先駆けた環境技
術開発の基礎となるものであり、社会的な意義や貢献度も極めて大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

Tris(1,3-dichloro-2-propyl) 

phosphate (以下 TDCPP)（図１）や

tris(2-chloroethyl) phosphate (以

下 TCEP)などの塩素を含む有機リン酸

トリエステル類は、建築材料・電気用

品・衣類・カーペット・カーテンなど

に添加される難燃剤・可塑剤として、

また、PCB 類の代用品として油圧液や

潤滑剤などに、大量にかつ広汎に使用

されており、様々な環境中で検出されている。これらはメダカ、キンギョ、ニジマスなどの魚

類に対して、農薬マラチオンなどと同等かそれ以上の急性毒性を示し、蓄積性もあり、催奇形

性・変異原性・遅発性神経毒性も報告されている。特に問題なのはその難分解性で、他の有機

リン酸トリエステル類と異なり、我々が研究を開始した時には、微生物分解が確認されておら

ず、これらの物質による環境汚染の進行が危惧されていた。2011 年 5 月の“ nature news ” 

には、“ A burning issue ”として乳幼児の衣類に代表される多くの“ Baby products ”に

添加されている TDCPP 等の難燃剤の毒性影響が取り上げられた。 

我々は、これまで、2004 年度～2007 年度、2008 年度～2011 年度、2012 年度～2015 年度

に、科学研究補助金基盤研究（Ｂ）の助成を受け、野外試料のスクリーニングにより、TDCPP 

や TCEP に対して高い分解活性を有する含塩素有機リン酸トリエステル類分解菌  

Sphingobium sp. TCM1 と Sphingomonas sp. TDK1 を世界で初めて見いだし、単離に成功し

た。次いで、単離微生物を用いてTDCPP や TCEP の分解挙動と特性の解析、分解代謝産物の分

析、各種有機リン酸トリエステル類に対する分解特異性などを調べてきた。また、TDK1 株及

び TCM1 株から初発分解酵素であるホスホトリエステラーゼを単離・精製し、様々な酵素学的

特徴解析を行った。更に、TDK1 株及び TCM1 株のホスホトリエステラーゼ遺伝子のクローニ

ングを行い、その特徴解析を行った。その結果、両酵素は３つのエステル結合のうち、一つの

エステル結合だけを加水分解するホスホトリエステラーゼであるが、基質特異性は既報のホス

ホトリエステラーゼと著しく異なること、TDK1 株とTCM1 株のホスホトリエステラーゼの遺伝

子の塩基配列は互いに極めて高い同一性を示したが、既報のホスホトリエステラーゼとの同一

性は著しく低く、両酵素は全く新しい酵素であることを明らかにし、これらの酵素を 

Haloalkylphosphorus hydrolases (TDK-HAD と TCM-HAD)と命名した。 

  その後、活性が高い TCM-HAD を有し、TDCPP や TCEP の分解能が高い TCM１ 株を用い

て研究を進め、以下の成果をあげた。（１）TCM-HAD 遺伝子のプロモーター領域の取得・解

析し、リン酸濃度に応答して機能する転写調節因子結合領域（Pho box）を推定した。（２）

分解経路の２番目に位置するホスホジエステラーゼ（PDE）の単離・精製と酵素学的特徴解

析を行い、得られた酵素が TDCPP や TCEP の分解過程に関与する可能性を示した。（３）分

解経路の最後（３番目）に位置すると考えられるアルカリホスファターゼ （ALP） に関し

て、４つの推定 ALP 遺伝子を見いだし、その内２つの ALP が TCEP 分解過程に関与する

ことを明らかにした。 
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図１．Tris(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate 

(TDCPP) の構造 



２．研究の目的 

我々が世界で初めて単離に成功した含塩素有機リン酸トリエステル類分解菌Sphingomonas sp. 

TDK1 株と Sphingobium sp. TCM1 株に存在する初発分解酵素ホスホトリエステラーゼの発現調

節機構と分解経路下流酵素をタンパク質レベル、遺伝子レベルで詳細に解析し、分解システムの

全容を明らかにする。また、分解システムの強化をはかり、当該化合物を含む廃水処理や環境保

全・修復への応用技術の開発などに必要な基礎を築くことが、本研究の目的である。 

 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、主に以下の項目について研究を行った。試薬や具体的な実験方法については省略
する。 
（１）PDE 遺伝子の異種細胞での発現 
（２）HAD 遺伝子プロモーターの発現調節機構の解析 
（３）組換え PDE の精製 
（４）ALP 遺伝子の異種細胞での発現と発現産物の単離・精製・特徴解析 
（５）TCEP 分解酵素群の発現調節機構の解明 
（６）タグ融合 PDE の異種細胞での発現と精製 
（７）TCEP 分解酵素群の転写調節因子の解析 
（８）タグ融合 PDE の異種細胞での発現と精製 
（９）TCEP 分解酵素 (PDE) の強化に関する研究 
 
 
 
４．研究成果 
（１）PDE 遺伝子の異種細胞での発現  

TCM1 株ホスホジエステラーゼ（PDE）遺伝子の大腸菌発現系を作成し、PDE の大量発現に成

功した。可溶性画分におけるPDE 活性は、対照の大腸菌では検出されなかったが、組換え PDE 

を発現している大腸菌では 2.92 μmol・min-1・mg-1であった。 

 

（２）HAD 遺伝子プロモーターの発現調節機構の解析  

TCM1 株の PhoB 遺伝子破壊株の作成に成功した。今後、PhoB 遺伝子破壊株の生育挙動およ

び TCEP や TDCPP 分解への影響の解析を予定している。 

TCM1 株 PhoB 遺伝子の大腸菌発現系を作成し、クロマトグラフィーを用いた精製により電気

泳動的に単一な組換え PhoB の取得に成功した。また、精製した組換え TCM1 株 PhoB が自己

リン酸化能を有していることを明らかにした。 

 

（３）組換え PDE の精製  

組換え型 PDE の単離・精製を試みたが、精製途中で活性が失われた。今後、精製を簡便にす

るため、種々のタグ融合PDE発現系の構築を行う予定である。また、作成した TCM1 株の PDE 

遺伝子破壊株は、TCEP を唯一のリン源とした培地では野生株と同等の生育を示したことから、

PDEは TCEP 分解代謝において重要な役割を担っていないことが示された。 

 
（４）ALP 遺伝子の異種細胞での発現と発現産物の単離・精製・特徴解析  

TCM1 株の PhoK ALP を His タグ融合タンパク質として大腸菌で発現させ、金属キレートア

フィニティークロマトグラフィーにより単一にまで精製し、種々の酵素学的諸特性を明らかに

した。 

 

（５）TCEP 分解酵素群の発現調節機構の解明  

PhoB 遺伝子破壊株、および Pst 遺伝子破壊株は、TCEP を唯一のリン源とした培地では、野



生株と同等の生育を示したことから、各々の遺伝子破壊は TCEP 分解代謝に大きな影響を与え

ないことが示された。 

 
（６）タグ融合 PDE の異種細胞での発現と精製  

大腸菌で大量発現させた His タグ融合 PDE の金属キレートカラムを用いた精製条件を検討

した結果、精製で用いる全緩衝液中に ZnCl2 を 50 μM 添加することで活性が大幅に回復する

ことが明らかになった。また、本酵素が金属キレートカラムのみで高純度・高収量 (100 mL 培

養から7.9 mg) で簡便に精製できることも示された。 

 

（７）TCEP 分解酵素群の転写調節因子の解析  

TDCPP 分解代謝における Pho レギュロン転写因子 PhoB の重要性を探るため、phoB 遺伝子

破壊株の TDCPP を唯一のリン源とした培地における生育を観察したところ、TCEP の場合と同

様に、TDCPP を唯一のリン源とした生育に影響を与えなかった。したがって、分解代謝系酵素

遺伝子の基底レベルでの発現もしくは PhoB に依存しない発現機構を有する他の分解酵素によ

る分解代謝により生育が支持されたと考えられた。 

 

（８）タグ融合 PDE の異種細胞での発現と精製  

（６）では、His-tag を用いた大腸菌発現系を構築したが、今回は、PDE の補因子である 2

価金属に影響を及ぼさないとされる Strep タグを用いた発現系の構築を行った。Strep タグ融

合 PDE の大腸菌中で大量発現には成功したが、その無細胞抽出物における活性は野生型の組換

え酵素と比較し、著しく減少していた。培養時、菌体破砕に補因子である亜鉛を添加した場合

の活性についても検討したが、活性は回復しなかった。 

 

（９）TCEP 分解酵素の強化に関する研究  

本酵素の構造的知見を得るため, 過去に推定されている金属配位残基の中でも酸性アミノ酸

残基に着目し, 3 つの変異型 PDE 発現系を構築した. D68A 変異型 PDE は野生型 PDE と同程

度の活性が確認され, 金属配位に重要な役割を担っていないことが明らかになった. 一方で 

E135A, D260A 変異型 PDE は活性が著しく低下し, 本酵素の金属配位に重要な役割を担ってい

ると考えられた. 
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