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研究成果の概要（和文）：　難分解性含塩素化合物リン酸トリス（1,3-ジクロロプロピル）（TDCPP）分解菌Sphingomo
nas sp. TDK1が有するハロアルキルリン酸加水分解酵素は，他の有機リン加水分解酵素とは明らかに異なる特徴をいく
つも有している．本研究では本酵素がこれまでの有機リン加水分解酵素とは異なる経路で菌体外に分泌されている可能
性を示し、本分泌に関わる重要なアミノ酸残基も同定した。また、TDK1株のドラフトゲノム解析を通して推定ピログル
タミン酸酸化酵素遺伝子がTDK1株に存在することを明らかにし，本酵素のN末端は菌体内で酵素的にピログルタミン酸
化されていることを示した．

研究成果の概要（英文）：Haloalkylphosphorus hydrolase (HAD) from tris(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate 
(TDCPP)-degrading bacteria, Sphingomonas sp. strain TDK1, exhibits unique properties and, therefore, is 
different from other bacterial organophosphorus hydrolase. In this study, I investigated the localization 
and the mechanism of N-terminal modification of HAD.
The genes involved in protein secretion, tatABC, secDF and secYEG, were identified in the draft genome of 
TDK1. Furthermore, the glutaminyl cyclase gene was also found, indicating that the N-terminal glutaminyl 
residue of HAD is enzymatically modified. Localization analysis of HAD in E. coli suggested that the HAD 
exports via Sec pathway but not Tat pathway. Deletion analysis of signal peptide of HAD showed that this 
sequence is crucial for the activity of HAD. Finally, the amino acid residues in the signal peptide 
essential for the activity HAD were identified.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 リン酸トリス（1,3-ジクロロプロピル）
（TDCPP）などのハロアルキル系有機リン酸
トリエステルは可塑剤や難燃材として世界
各地で大量に用いられているが，これらは蓄
積性もあり，種々の毒性を有する．近年，こ
れら化合物の環境への流入が問題視され，そ
の微生物分解法の開発が望まれていたが，ハ
ロアルキル系有機リン酸トリエステルを分
解可能な酵素に関する知見はこれまで全く
報告されていなかった．研究代表者はこれま
で，種々のハロアルキル系有機リン酸トリエ
ステル生物分解システム構築のための基礎
を築く事を目的として，当研究室で単離した
TDCPP を分解可能な菌  Sphingomonas sp. 
TDK1 から新規ハロアルキルリン酸加水分解
酵素（haloalkylphosphate hydrolase; HAD）の
精製・特徴解析，さらに，その遺伝子（had 
gene）の単離を行ない，新奇長鎖シグナルペ
プチドの存在や，N末端アミノ酸残基修飾な
ど，本酵素が他の有機リン加水分解酵素には
見られない種々の特徴を有している非常に
ユニークな酵素であることを明らかにして
きた．本酵素の極めて特異的な特徴の生理的
意義・機能の解明は今後の環境汚染物質分解
酵素研究，さらには，バクテリア酵素の N末
端修飾に関する新規知見を与えると考えら
れる．上述の特徴を同時に有する酵素は HAD
以外には存在せず，唯一の酵素である本酵素
を用いた解析が望まれている． 
 
２．研究の目的 
	 Sphingomonas sp TDK1 から単離に成功し
た難分解性含塩素化合物・リン酸トリス（1,3-
ジクロロプロピル）（TDCPP）を分解するハ
ロアルキルリン酸加水分解酵素は，これまで
に分解報告のない有機リン化合物を基質と
するだけでなく，そのペリプラズムへの輸送
経路，N末端アミノ酸修飾など，他のバクテ
リア酵素とは異なる，非常に特異な性質をい
くつも有していることが明らかになった．本
研究では，これらの中でも特に新規性の高い，
ペリプラズム輸送経路とタンパク質 N 末端
修飾の酵素学的・生理的意義を解明すること
を目的とした． 
 
３．研究の方法 
（1）組換え HAD発現大腸菌の構築 
	 had 遺伝子を TDK1 株ゲノム DNA を鋳型
とした PCR で増幅し，制限酵素処理後に
pET25b および pBAD24 ベクターにそれぞれ
挿入した．得られた発現ベクターを大腸菌
BL21（DE3）に導入し，組換え HAD 発現大
腸菌とした． 
 
（2）シグナル配列欠損型 HAD発現系の構築 
	 N 末端欠失型 had 遺伝子発現ベクターは
上記（1）で構築した発現ベクターを鋳型と
して，KOD-Plus-Mutagenesis Kit の手順 に従
って構築した． 

（3）組換え大腸菌を用いた HADの局在解析 
	 組換え大腸菌の分画はコールドオスモテ
ィック法を用いて行い，分画精度は，各画分
にのみ存在するマーカー酵素の活性測定を
行うことで確認した．ペリプラズム画分にお
けるマーカー酵素として酸性ホスファター
ゼ (ACP) ，サイトゾル画分におけるマーカ
ー酵素としてグルコース- 6 -リン酸脱水素酵
素 (G-6-PDH) を選択し，過去に検討された
反応条件に基づいて活性を測定した．TDCPP
の局在については，TDCPP 分解活性，及び，
分画操作中の酵素活性の失活などの影響等
を考慮しウェスタンブロットでの解析も同
時に行った． 
 
（4）N末端 HNタグ融合 HAD発現大腸菌の
構築と精製 
	 HN タグをコードする遺伝子を含むプライ
マーを用いた PCR で，HN タグ融合 HAD を
コードする遺伝子を得た．得られた遺伝子を
pET25b に挿入した後，大腸菌 BL21(DE3)に
導入した．HN タグ融合 HAD の精製は
TALON Metal Affinity Resinを用い，吸着タン
パク質の溶出はイミダゾールを含む緩衝液
で行った．精製度の確認は SDS-PAGE解析で
行った． 
 
４．研究成果 
（1）TDK1株ドゲノムのドラフト解析 
	 TDK1 株において，ペリプラズム輸送およ
び N 末端修飾に関わる遺伝子を同定するた
め，イルミナ社 MiSeqを用いた TDK1株ゲノ
ムのドラフト解析を行った． 
	 ドラフト解析結果及び近縁種である
Sphingomonas wittichiiで明らかにされている
配列を基に，TDK1 株中で分泌に関わると考
えられる tatABC，secDF，secYEG遺伝子の全
配列を同定した．また，推定ピログルタミン
酸酸化酵素遺伝子が TDK1株に存在すること
も明らかとなり，本酵素の N末端は菌体内で
酵素的にピログルタミン酸化されているこ
とが強く示唆された． 
 
（2）HNタグ融合 HAD発現系の構築と精製 
	 N末端修飾が酵素活性に与える影響を解析
するため，簡便に精製可能であり，さらに，
N 末端のピログルタミン酸化が起こらない，
大腸菌を用いた HNタグ融合酵素発現系を構
築することとした． 
	 HN タグ融合 HAD 発現大腸菌の破砕上清
は TDCPP 分解活性を示し，その活性は野生
型組換え HAD 発現系および TDK1 株の場合
と同程度であった．また，SDS-PAGE から，
およそ 64 kDa，58 kDaの位置にコントロール
（pET-25b(+)）では見られないバンドが確認
された．本分子質量は HN タグ融合 HAD お
よび成熟 HN タグ融合 HAD の推定分子質量
と一致することから，本発現系において
HAD-HN が活性を有する酵素として発現し
た事を確認した． 



	 固定化金属アフィニティ樹脂である
TALON Metal Affinity Resinを用いた，HNタ
グ融合 HAD精製の検討では，HAD-HNが本
カラムのみでほぼ均一に精製可能であるこ
とを明らかにした（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1  HNタグ融合 HADの精製 
 
 
（3）IPTG 誘導型 pET 発現系を用いた HAD
の局在解析 
pETシステムによる当該酵素発現大腸菌での
細胞分画法を確立し，その局在について酵素
活性測定とウエスタンブロットで解析を行
なった．その結果，本酵素は細胞質とペリプ
ラズムの両画分に存在することが明らかに
なった（図 2A）．本結果について，大腸菌で
の過剰発現がその局在に大きな影響を与え
た可能性も考えられるため，発現量の調節可
能な発現系を構築し，再度局在に関する検討
を行なった． 
 
（4）アラビノース誘導型 pBad発現系を用い
た HADの局在解析 
 上述の解析では pET 発現系の特徴である 
IPTG 誘導による酵素の大量発現が影響を及
ぼした可能性が考えられ，より野生型酵素の
発現量に近く，発現調節の容易な大腸菌発現
系の構築が求められた．本研究では上記条件
を満たす発現ベクターとして pBAD を選択
し再度局在解析を行った． 
	   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 HADの局在解析（ウエスタンブロット解析） 

(A) pET発現系	 (B) pBad発現系 
 
 

	 解析の結果，TDCPP 分解活性は大部分が
サイトゾルで確認され，またウェスタンブロ
ット解析においても同様に，サイトゾル画分
でのみ約 56 kDa の成熟体酵素と思われるバ
ンドが確認された（図 2B）．以上の結果より，
本酵素の持つシグナル様配列は本発現系に
おいては分泌シグナルとして機能しない可
能性が示された．また検出されたバンドは 
56 kDa の成熟体酵素のみであり，本酵素はペ
リプラズムに存在するシグナルペプチダー
ゼではなく，サイトゾル画分における内在性
のプロテアーゼによりプロセッシングを受
ける可能性が考えられた． 
 
（5）シグナル配列欠損が酵素活性に及ぼす
影響 
	 推定されたシグナル配列の存在が HAD の
活性発現にどのような影響を与えるのか確
認するために，シグナル配列を完全に除いた
N 末端欠失型 HAD を大腸菌において発現さ
せ，既に構築されている組換え HAD の活性
と比較した． 
	 各大腸菌組換え体の無細胞抽出液を用い
て TDCPP 分解活性測定を行った結果，シグ
ナル配列を欠損させた HAD を発現させた場
合は活性が見られなくなった（図 3）．細胞内
膜を透過してからフォールディングされる
Sec 経路を通るタンパク質は還元的環境であ
るサイトゾル内においてフォールディング
することができないと考えられている事か
ら，本酵素のシグナル配列は Sec経路による
輸送を指示することが強く示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 シグナル配列欠損が酵素活性に及ぼす影響 

 
 
（6）シグナル配列中における重要なアミノ
酸残基の同定 
	 本配列には一般的なシグナル配列間にお
いて分泌で重要な役割を果たすとされてい
るアミノ酸残基が複数保存されている．これ
らアミノ酸残基が本酵素中でどのような機
能を有するかは不明であることから，このな
かでも塩基性アミノ酸残基（二つのアルギニ
ン残基）に着目し，変異導入解析を行うこと
とした． 
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	 シグナル配列へ変異を導入した HAD1 RR
→AA 変異体 では大きな活性減少が確認さ
れた．またウェスタンブロット解析において
も同様の傾向が示された事から，シグナル様
領域部分に保存された塩基性アミノ酸残基
は活性発現に重要な役割を果たしていると
考えられた．また成熟体酵素での発現が確認
されていることから，シグナル配列部分の切
断に関する影響はないものと考えられた． 
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