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１．研究計画の概要 
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、難分解性で蓄
積性があり、種々の毒性を有する。我々が世
界で初めて単離に成功した含塩素有機リン
酸トリエステル類の分解菌 Sphingomonas sp. 
TDK1 と Sphingobium sp. TCM1 に存在する新
規分解酵素を単離・精製し、その特徴を明ら
かにするとともに当該酵素遺伝子を取得し、
解析を行うことが本研究の目的である。 
 

２．研究の進捗状況 
TDK1株及びTCM1株の無細胞抽出液から、各

種クロマトグラフィーを用いてTDCPP分解酵
素及びTCEP分解酵素を均一に単離・精製した
。各々の酵素は分子質量が約59.6kDaと約
58.4kDaの単量体の酵素であること、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トリエステラーゼ
であること、両酵素は亜鉛を含む金属酵素で
あることを明らかにした。また、至適pH、至
適温度、基質特異性、キネティックパラメー
ターなども明らかにした。 
TDK1株の TDCPP 初発分解酵素であるホス

ホトリエステラーゼ遺伝子のクローニングを
行った。更に、TCM1株の TCEP 初発分解酵素
であるホスホトリエステラーゼ遺伝子のクロ
ーニングも行い、遺伝子全長の塩基配列を決
定した。TDK1株とTCM1株のホスホトリエステ
ラーゼの遺伝子は互いに極めて高い相同性を
示したが、既存のホスホトリエステラーゼと
の相同性は著しく低かった。 
TDK1株及び TCM1株から単離・精製した新

規トリエステラーゼの分子量を MALDI-TOF MS

による精密質量分析により決定した結果、天
然の酵素は切断を含む翻訳後修飾を受けて
いることが示唆された。 
サザンブロット解析により、TDK1株や TCM1

株には本酵素遺伝子は１コピーしか存在し
ないことが明らかにされた。 
TDK1株及び TCM1株からクローニングした

当該遺伝子を大腸菌に導入して形質転換体
を得た。誘導発現を行った形質転換体の無細
胞抽出液には、本酵素活性が検出されたこと
から、当該遺伝子は本酵素遺伝子であること
が示唆された。 
また、TDK1株及び TCM1株の当該遺伝子破

壊株を得た。各々の遺伝子破壊株では TDCPP
や TCEPの分解活性が消失し、TDCPPや TCEP
を唯一のリン源とする培地での生育は認め
られず、当該遺伝子は本酵素遺伝子であるこ
とが示唆された。 
  

３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
TDCPP 分解酵素及び TCEP分解酵素の単離・

精製と酵素学的特徴解析、当該酵素遺伝子の
単離・同定、当該遺伝子の大腸菌での発現、
当該遺伝子破壊株の取得など、ほぼ計画通り、
研究が進んでいるため。 
 
４．今後の研究の推進方策 
当該遺伝子プロモーター領域の特定、転写

及び翻訳開始点の推定、切断を含む翻訳後修
飾の解析、TDK1 株及び TCM1 株における当該
酵素発現誘導機構の解析などについて研究
を進める予定である。 
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