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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) phosphat
e（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
に存在する初発分解酵素ハロアルキルリン酸加水分解酵素（TCM-HAD）の発現調節機構と分解経路下流酵素についてタ
ンパク質レベル、遺伝子レベルで解析した。

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, 
and purified and characterized phosphotriesterases, catalyzing the first step of TCEP and TDCPP 
degradation, from strain TCM1 and TDK1,　respectively. We designated those enzymes as haloalkylphosphorus 
hydrolase (TCM-HAD and TDK-HAD). The corresponding genes of the enzymes have been cloned and analyzed.
 In this study, we analyzed regulatory mechanism of gene expression of TCM-HAD and possible involvement 
of two enzymes, phosphodiesterase and phosphomonoesterase such as alkaline phosphatase, in the TCEP 
degradation.

研究分野： 環境生物化学
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１．研究開始当初の背景 
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、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
異原性なども報告されている。しかし、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る。 
 我々は、2004 年度～2007 年度、及び 2008
年度～2011 年度に、日本学術振興会科学研究
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
加水分解する新規ホスホトリエステラーゼ
であること、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、既存のホスホ
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、各々を TDK-HAD 及び TCM-HAD と命
名した。 
 
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 TDK1 株
と TCM1 株に存在する初発分解酵素ハロアル
キルリン酸加水分解酵素（TDK-HAD 及び 
TCM-HAD）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、分解経路全体を明らかにする。こ
れにより、当該エステル類の分解システムを
より詳細に把握し、この分解システムを廃水
処理や環境修復への応用、分解システムの強
化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・手順等
は省略する。 
（１） HAD のペリプラズム間隙局在性に関

する解析． 
（２） TDK1 株と TCM1 株のゲノム情報解析 
（３） HAD 遺伝子のプロモーター領域の取

得と解析． 
（４） HAD の発現制御に関する因子の解析。 
（５） 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、及び遺伝子の
推定． 

（６） 分解経路の最後（3 番目)に位置する
アルカリ性フォスファターゼ（ALP）
の TCEP 分解過程への関与の解析． 

（７） 大腸菌で HAD の単離・精製と酵素学
的特性解析． 

 
４．研究成果 
（１）TDK-HAD 及び TCM-HAD 遺伝子の解析
により、ペリプラズム間隙への移行シグナル
と推定される配列が見いだされた。大腸菌を
用いて、当該酵素遺伝子組換え体の局在性を
解析した結果、当該酵素はサイトゾル画分と
ペリプラズム画分の両画分で検出された。 
発現レベルを調節できる大腸菌発現系を新

たに構築し、TDK-HAD 及び TCM-HAD の局在性
について再度解析した結果、当該酵素の大部
分はサイトゾル画分で検出された。従って、
現段階では、HADのペリプラズム間隙局在性に
関する明確な実験結果は得られていない。今
後、TDK1 株とTCM1 株を用いた、分画技術を
開発する必要があると考えられる。 
 

（２）TDK1 株と TCM1 株のドラフトゲノム配
列 情 報 を 解 析 し 、 DDBJ/EMBL/GenBank 
databases に登録・公開した。それぞれの
accession 番 号 は LXVY00000000 と
LXVX00000000 である。詳細は、〔雑誌論文〕
１．Kera et al. (in press）を参照。 
 
（３）TCM1 株のゲノムからHAD 遺伝子の推定
プロモーター領域を取得し、ルシフェラーゼ
遺伝子をレポーター遺伝子として用いた HAD 
遺伝子のプロモーター解析用ベクターを作成
した。また、レポーターアッセイからHAD遺伝
子上流186 bpがプロモーターとして機能する
ことを明らかにした。更に、当該遺伝子プロ
モーターの欠失解析により、遺伝子上流 -37 
bp から -75 bp の間の 39 bp領域がプロモー
ター活性および無機リン酸濃度に依存した発
現制御に重要であることが示された。 
 
（４）TDK-HAD 及び TCM-HAD は TDCPP や 
TCEP により特異的に誘導合成されるのでは
なく、むしろ無機リン酸の枯渇により誘導さ



れる可能性が示唆された。そこで，他の細菌
で明かにされている Pho レギュロン制御系
遺伝子群の塩基配列情報をもとに、TCM1 株の 
Pho レギュロン制御系遺伝子群の部分 DNA 
断片を取得した。 
また、TCM1株のゲノム情報を明らかにし、

無機リン酸濃度に応答して発現する遺伝子
（Phoレギュロン遺伝子）の発現制御に関わる
遺伝子群(phoR，pstSCAB，phoUとphoB)の遺伝
情報を明らかにした。更に、HAD遺伝子がPho
レギュロン遺伝子であることを明らかにする
ため、転写因子をコードするphoB遺伝子の破
壊ベクターを作成した。TCM1株のPhoレギュロ
ン転写因子である Pho B 遺伝子の大腸菌発
現ベクターを構築した。今後、これらを用い
て解析を行う予定である。 
 
（５）TCM1 株からホスホジエステラーゼ
（PDE）を単離・精製し、酵素学的諸特性を
解析した結果、当該精製酵素標品は、HAD に
よる TDCPP や TCEP の分解産物である各々
のビス体を分解することが示され、TDCPP や 
TCEP などのハロアルキル有機リン酸トリエ
ステル類の分解過程に関与できることが示
された。また、当該精製酵素（PDE）標品は、
cAMP や cGMP も基質とすることが示された。
更に、PDE の N 末端アミノ酸配列解析を行い、
既に得られている TCM1 株ドラフトゲノム配
列との相同性解析を行った結果、本酵素と思
われる遺伝子が推定された。 
 
（６）TCM1 株のゲノム配列から4つの推定ア
ルカリ性フォスファターゼ（ALP）遺伝子を見
いだした。大腸菌での発現と各遺伝子破壊株
の解析から、2つのALP (SbPhoA, SbphoX-II)
が TCEP 分解過程に関与することが示された
。TCM1株に於ける 2-chloroethyl phosphate 
の分解に関与すると示唆された2つのALP遺伝
子のうち、SbphoX-II遺伝子が主要な役割を果
たしていることが示された。 
 
（７）大腸菌で発現させたHNタグ融合 HAD を
可溶性画分から単離・精製して酵素学的特性
を解析した結果、発現産物は TDK1株及び 
TCM1株から単離・精製された天然型 HAD と類
似する特性を有することが示された。これに
より、今後、HAD の活性･構造相関の解析や高
機能化を目指した改変を行う際の比較対象と
なるデータが得られた。 
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