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研究成果の概要（和文）：環境汚染物質であるtris(2-chloroethyl) phosphate (TCEP)は難分解性であり種々の
毒性を有することからヒトを含む生物に与える影響が懸念されている.本研究ではTCEP分解酵素を生産可能な新
しい高機能TCEP分解大腸菌を構築した.本高機能分解菌を用いてTCEPの分解について解析したところ，過去に報
告されている野生株（Sphingobium sp. TCM1）よりも約8倍早く分解可能であること，また，高濃度TCEPの存在
下においても効率的にTCEPを分解できることが明らかになった.

研究成果の概要（英文）：The persistent chlorinated organophosphate triester, tris(2-chloroethyl) 
phosphate (TCEP), has been widely used as a flame retardant and a plasticizer. Recently, toxicity of
 TCEP has been reported and thus raises concern about its harmful effect on organisms including 
human. In this study, I constructed a novel recombinant E. coli capable of degrading TCEP. The 
recombinant E. coli degraded TCEP about eight times faster than the wild-type strain, and was also 
found to efficiently degrade high concentrations of TCEP.

研究分野： 環境微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
難分解性環境汚染物質であるtris(2-chloroethyl) phosphateの微生物分解システムの開発が望まれているが，
現在のTCEP分解菌の分解速度は非常に遅い（低濃度でも4日）.本研究で構築された高機能TCEP分解菌は上記と同
じ低濃度のTCEPであれば8時間程度で，その10倍濃度のTCEPであっても2日以内に分解可能であることを示した.
本研究成果はTCEP汚染環境の修復などの環境技術開発，および，難分解性環境汚染物質の微生物分解メカニズム
の解明において重要な知見であり，その社会的意義や学術的意義は大きい．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Tris(2-chloroethyl) phosphate (図 1，以下 TCEP)など
の含塩素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・可塑剤として世界各地で用いられており，河川・湖
沼・埋立処分場やハウスダストを含む様々な場所で検出
されている．これらはメダカや金魚などの魚類に対
し，農薬マラチオンと同等の急性毒性を示し，さらに
は，催奇形性や変異原性なども報告されている．当該
化合物が問題とされるのは，その毒性だけではなくその難分解性にもあり，下記に示す当研究室
で単離された菌株以外，これら化合物の分解可能な微生物は報告されていない． 
研究代表者はこれまで，種々の含塩素有機リン酸トリエステル生物分解システム構築を目的と
して，野外試料からのスクリーニングにより TCEP 等の分解活性を示す Sphingobium sp. TCM1 の
単離に成功している①．本菌の当該化合物に対する分解メカニズムは詳細に明らかにされてきて
おり②-④，今後は本菌を用いた高効率な含塩素有機リン酸トリエステル類微生物分解システムの
構築が望まれるが，その技術開発を困難にしている問題が 2点存在する．一つ目は，菌体培養培
地中の TCEP の完全分解に要する時間が長すぎること（約 4日），二つ目は分解環境中に無機リン
酸が存在する場合，菌体は分解酵素を生産と言うことである．実環境中での本菌を使用した場合，
その環境中には実に多種多様の微生物が存在するため，分解に時間を要する TCM1 株が他の微生
物に淘汰される可能性があり，本技術を実用化するためにはより高機能な TCEP 分解菌の創出が
必須である． 
 
２．研究の目的 
 研究代表者はこれまで TCEP 分解菌 Sphingobium sp. TCM1 を単離し，その分解メカニズムに
ついて詳細に解析してきた．それら研究において，TCM1 株による TCEP 分解には多大な時間を要
すること，さらにその分解酵素は無機リン酸制限下でしか生産されないなど，実環境での使用を
困難にする問題を有していることが明らかになった．本研究では研究代表者がこれまで同定に
成功した TCEP 分解酵素群を大腸菌で構成的に高生産させることで，無機リン酸の有無にかかわ
らず高機能を発揮する含塩素有機リン化合物分解菌を創出することを目的とした. 
 
３．研究の方法 
(1)含塩素有機リン化合物分解する組換え大腸菌の創出 
個々の遺伝子発現ベクターは構築済みであるが，それらは全てアンピシリン耐性であることか
ら，大腸菌に共導入することが出来ない．そこで，二つの遺伝子を同時に発現可能な pETDuet-1
を用いハロアルキル有機リン酸トリエステル加水分解酵素 (HAD)，ホスホジエステラーゼ(PDE)
遺伝子発現用ベクターを構築した．ベクターの構築は PCR と in fusion クローニング法を用い，
宿主として用いる大腸菌 BL21(DE3)には熱ショック法を用いて導入した． 
 
(2)無機リン酸制御を受けない酵素生産調節因子の選抜 
大腸菌のゲノム DNA 配列は既に明らかにされている．そこで，ゲノムデータベースより構成的
発現遺伝子（ハウスキーピング遺伝子）としてよく知られている，グリセルアルデヒド-3-リン
酸脱水素酵素遺伝子のプロモーターを相同性解析によって同定した．同定したプロモーター領
域遺伝子を受託により合成し，各合成遺伝子を pET ベクター中の T7 プロモーター領域と置き換
えるように挿入した．目的ベクターの構築は上記方法と同様に in fusion クローニング法で行
う． 
 
(3)TCEP 分解酵素発現大腸菌を用いた TCEP 分解挙動の解析 
タンパク質発現宿主として広範な実験に用いられている大腸菌 BL21(DE3)を HAD・PDE 共発現プ
ラスミドで形質転換し，アンピシリン含有 LB 液体培地で前培養を行った．前培養後の菌体を集
菌・洗浄し，O.D.600 値が 0.005 になるように 100 ml Medium A-Cl① + Amp + 20 µM TCEP（必
要に応じて yeast extract も添加）に植菌して振盪培養した．培養開始時及び培養開始後 12 時
間ごとに培養液を回収し，生育を分光光度計で（O.D.600）また，酢酸エチルで抽出した培養液
中の 2-CE 濃度をガスクロマトグラフィー質量分析計で解析した． 
 
４．研究成果 
(1) 含塩素有機リン化合物分解する組換え大腸菌の創出 
全バクテリアが PDE の関連酵素を有していることから HAD のみを発現させることで TCEP の完
全分解が可能になるのではと考え，HAD 発現大腸菌休止菌体を用いた TCEP 分解について解析を
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図 1.  Tris(2-chloroethyl) phosphate の構造 



 

 

行った．しかし，HAD のみの発現では TCEP
を完全に分解できないことが明らかとな
り，HAD に続く分解を担う PDE を共発現さ
せた場合の分解挙動について再度検討する
こととした．pET-Duet ベクターを用いて
HAD と PDE 共発現系を構築し，大腸菌中で
両酵素とも活性型酵素として発現可能であ
ることを明らかにした．得られた HAD，PDE
共発現大腸菌を用いて，MediumA-Cl 培地中
の TCEP 分解挙動について解析したところ，
本菌は TCM1 株を用いた分解より 12 倍早い
8 時間程度で 20 μM の TCEP を完全分解で
きること，また，50 μM 以下の TCEP であ
れば誘導剤である IPTG 添加なしで完全分
解可能であることが明らかになった（図
2）．100μM 以上の高い TCEP 濃度の場合に
関しては培養液への IPTG 添加が必須では
あるが，72 時間で TCEP を完全分解しており，本菌は高濃度の TCEP 分解にも対応可能であるこ
とが示された． 
 
(2)TCEP 分解酵素 HAD, PDE の構成的共発現大腸菌の構築と TCEP 分解挙動の解析 
構築された HAD, PDE 共発現大腸菌の改良として，強力かつ構成的に発現している遺伝子のプ
ロモーターを使用することで，発現誘導因子が存在しない環境下においても，効率的かつ安定的
に TCEP を分解することが可能か検討した．強力かつ構成的に発現している遺伝子のプロモータ
ーとして，gapdh 遺伝子のプロモーター（Pgap）に注目し，Pgap を介した構成的 HAD, PDE 共発
現大腸菌を構築した．構築した組換え大腸菌による TCEP 分解挙動を解析したところ，発現誘導
物質を必要とせずに濃度 100 µM の TCEP を完全分解できることが明らかとなり，過去に構築さ
れた HAD, PDE 共発現大腸菌よりも効率的な TCEP 分解大腸菌の構築に成功したものと考えた．
しかしながら，高濃度 200 µM TCEP は完全分解できず，TCEP 分解代謝産物の急激な増加が本組
換え大腸菌による TCEP 分解に影響を与えていることが考えられた．そこで，分解代謝産物の 1
つである無機リン酸（Pi）が TCEP 分解に影響を与えるか解析したところ，Pi の過剰存在下では
TCEP 分解量が低下しており，Pi が TCEP 分解酵素（PDE）を阻害していることが示唆された．ま
た，本組換え大腸菌による TCEP 分解系に栄養源を添加することで，菌体量が増加し，本研究の
最終目標分解濃度であった高濃度 200 µM TCEP についても安定的かつ迅速に完全分解できるこ
とも明らかになった． 
 
(3)コドンを最適化した構成的 HAD, PDE 共発現大腸菌による TCEP 分解挙動の解析 
続いて，TCM1 株由来の pde, had 遺伝子のコドンを大腸菌に最適化し，これを導入した構成的
な最適化 HAD, PDE 共発現大腸菌を構築することで，TCEP 分解の更なる効率化が可能であるか実
験を行った．実験の結果，コドンを最適化した pde, had 遺伝子を発現させることで TCEP 分解活
性がおおよそ 20％増加していることが明らかになった．また，この組換え大腸菌による TCEP 分
解挙動を解析したところ，最適化前の組換え大腸菌と比較して，20 µM TCEP の分解に要する時
間が短縮され，高濃度 200 µM TCEP についても短期間でほぼ完全に分解できることが明らかに
なった．以上の結果から，今回構築したコドン最適化構成的 HAD, PDE 共発現大腸菌を分解系に
使用し，栄養源を添加することで，更に効率的な高濃度 TCEP 分解が期待できると考えられる． 
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図 2. HAD, PDE 共発現大腸菌の 20 µM TCEP の分解挙

動.赤い破線は，20 µM TCEP を完全分解した際に得ら

れる 2-CE 生成濃度の理論収量を示す． 
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