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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、難分解性で蓄積性が
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、酵素学的特徴を解析した結果、両酵素は３つのリン酸エステル結合
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を明
らかにした。また、TDK1 株と TCM1 株の当該酵素遺伝子を取得し、解析した結果、両株の当該
酵素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た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The chlorinated organophosphorus (OP) compounds tris(2-chloroethyl) phosphate (TCEP) 

and tris(1,3-dichloro-2-propyl)phosphate (TDCPP) are widely used as flame retardants 
mainly in a range of plastic foams, resins, and latexes and in the production of liquid 
unsaturated polyester resins, respectively. They are hard to eliminate not only in the 
environment but also in sewage treatment plants. Many studies have shown several toxic 
effects of the compounds. 

In this study, novel bacteria degrading trihaloalkyl phosphates, Sphingomonas sp. strain 
TDK1 and Sphingobium sp. strain TCM1, were isolated from soil by growth on TDCPP or TCEP 
as a sole phosphorus source, respectively. The two strains were able to degrade and 
assimilate not only the chlorinated OP flame retardants but also several other OP flame 
retardants and plasticizers, and the strains possessed different substrate specificity 
for trialkyl phosphates. We purified and characterized phosphotriesterases, catalyzing 
the first step of TCEP and TDCPP degradation, from Sphingobium sp. TCM1 and Sphingomonas 
sp. TDK1, respectively. The corresponding genes of the enzymes were cloned and analyzed. 
The results suggested that both the enzymes were very closely related each other and very 
distantly related to phosphotriesterases so far reported.   
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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を分解する微生物を探索した結

果、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。これまで、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。 
 
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の分解菌 TDK1

株と TCM1 株に存在する新規分解酵素を単

離・精製し、酵素学的特徴を明らかにすると

ともに、当該酵素遺伝子を取得・解析する。

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と応用するために必要

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。用いた試薬や具体的な実験方法・
手順等は省略する。 

（１）TDK1 株と TCM1 株からの新規分解酵素
の単離・精製 
TDCPP や TCEP の分解において最初の反

応を触媒する新規分解酵素のホスホトリエ
ステラーゼが、分解反応酵素の中で最も重要
な「鍵酵素」であると想定され、これを精製
した。ファーメンター培養システムを用いた
大量培養、細胞破砕、遠心分離、塩析、各種
のカラム（イオン交換カラム、疎水性カラム、
ゲル濾過カラム）を用いたクロマトグラフィ
ーを用いて単離・精製を行った。精製酵素標
品の純度は SDS－PAGE 電気泳動法で評価し
た。 
 
（２）新規ホスホトリエステラーゼの酵素学
的特徴の解析 
新規ホスホトリエステラーゼの酵素学的

特徴の解析を行った。 
酵素活性の測定は、反応溶液中の TDCPP や 

TCEP の減少量から算出した。具体的には、反
応溶液の酢酸エチル抽出液をリン化合物に
特異的な検出器を備えたガスクロマトグラ
フィー（GC-FPD）を用いて分析し、TDCPP や 
TCEP を定量した。また、生成物の分析はガ
スクロマトグラフィー質量分析計（GC/MS）
で行った。 
 
（３）新規ホスホトリエステラーゼの N末端
および内部ペプチド断片のアミノ酸配列解
析 
新規ホスホトリエステラーゼ遺伝子の単

離に必要となる本酵素の N末端および内部ペ
プチド断片のアミノ酸配列を解析した。  
 
（４）新規ホスホトリエステラーゼ遺伝子の
単離と異種細胞での発現 
 TDK1 株及び TCM1 株のホスホトリエステラ
ーゼから得た内部ペプチドのアミノ酸配列
をもとに縮重プライマーを作製した。これを
用いて、ゲノム DNA を鋳型とし、PCR 法によ
り部分遺伝子断片を取得した。次にインバー
ス PCR 法により、当該酵素遺伝子全長を含む
DNA 断片を得、塩基配列を決定した。 
 また、当該遺伝子の大腸菌における発現系
を構築し、発現条件の最適化後、発現産物の
解析を行った。 
 
（５）新規ホスホトリエステラーゼ遺伝子破



壊株の作製と破壊株の生育解析 
 TDK1 株及び TCM1 株の当該酵素遺伝子破壊
株を作製し、それぞれの破壊株の生育特性に
ついて、TDK1株及びTCM1株と比較検討した。 
 
（６）新規ホスホトリエステラーゼ誘導合成
に及ぼすリン源の影響 

TDK1 株及び TCM1 株をそれぞれ TDCPP や
TCEP、及び無機リンの濃度を変え培養し、経
時的に菌体を含む培養液を採取し、菌体量、
ホスホトリエステラーゼ活性、培地中の無機
リン酸濃度を測定することで解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Sphingomonas sp. TDK1 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、
収率 1.41%、で TDCPP 分解酵素を均一に単離・
精製した。精製酵素標品の比活性は 2.44μ
mol/min per mg of protein であった。本酵
素は分子質量が約 59.6kDaの単量体の酵素で
あった。 
Sphingobium sp. TCM1 株の無細胞抽出液か

ら、同様に各種クロマトグラフィーを用いて
収率 12.5%で TCEP 分解酵素を均一に単離・精
製した。精製酵素標品の比活性は 6.40μ
mol/min per mg of protein であった。本酵
素は分子質量が約 58.4kDaの単量体の酵素で
あった。 

 
（２）TDK1 株から精製した酵素は TDCPP の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、本酵素は亜鉛を含む金
属酵素であること、本酵素は
Michaelis-Menten の反応速度論に従うこと
を明らかにした。Km 値、Vmax 値、至適 pH、
至適温度、基質特異性を明らかにした。 
 TCM1 株から精製した酵素も TCEP の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、亜鉛を含む金属酵素である
こと、本酵素は Michaelis-Menten の反応速
度論に従わないことを明らかにした。また、
至適 pH、至適温度、基質特異性を明らかにし
た。 
 
（３）上記２種類の精製酵素の N末端アミノ
酸配列の解析を試みた結果、両酵素とも、N
末端アミノ酸残基は何らかの修飾を受けて
おり解析できなかった。N末端アミノ酸残基
をホルミルメチオニンと仮定して脱修飾を
試みたが解析できなかった。そこで、両酵素
をリジルエンドペプチダーゼで処理して断
片化した後、処理液を高速液体クロマトグラ
フィーにより分画して数種の内部ペプチド
断片を取得した。アミノ酸シーケンサーを用
いて、これらの内部ペプチド断片のアミノ酸

配列を決定した。  
 
（４）インバース PCR 法を用いて TDK1 株ホ
スホトリエステラーゼ遺伝子（oph）を含む
2538bp の DNA 断片を得た。この断片中に 574
アミノ酸からなるポリペプチドをコードす
る 1722bp の TDK1 株 oph 遺伝子が含まれてい
た。同様に、TCM1 株ホスホトリエステラーゼ
遺伝子（oph）を含む 2574bp の DNA 断片を得
た。この断片中に 583 アミノ酸からなるポリ
ペプチドをコードする 1752bp の TCM1 株 oph
遺伝子が含まれていた。 
BLAST プログラムによる相同性解析や分子

系統解析を行った。TDK1 株と TCM1 株の oph
遺伝子は互いに極めて高い相同性を示した。
しかし、これまでよく研究されている、P. 
diminuta や Flavobacterium sp.のホスホト
リエステラーゼとは相同性を示さず、
Burkholderia sp. strain NF100 のフェニト
ロチオン加水分解酵素と低い相同性を示し
た。以上、両酵素が新規なホスホトリエステ
ラーゼであることが遺伝子解析の結果から、
さらに明確になった。 
サザンブロット解析により、TDK1株や TCM1

株には oph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 株から単離・精製したホ

スホ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、oph 遺
伝子から推定される分子量と比較した結果、
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。 
TDK1 株及び TCM1 株からクローニングした

oph 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
強く示唆された。また、SDS-PAGE 解析により、
大腸菌で発現させた本酵素も天然の酵素と
同様に翻訳後に切断を受けていることが示
唆された。 
また、切断後の N末端アミノ酸残基はグル

タミンと考えられたので、TDK1 株及び TCM1
株から単離・精製した当該酵素標品をピログ
ルタミルアミノペプチダーゼで処理するこ
とで、N末端アミノ酸配列解析が可能となっ
た。従って、天然の両酵素の N末端アミノ酸
残基はグルタミン残基であり、ピロ化による
修飾を受けていると考えられた。 
 
（５）構築した oph 遺伝子破壊用ベクターを
TDK1 株及び TCM1 株へ導入し、両株の oph 遺
伝子破壊株を得た。各々の遺伝子破壊株は無
機リン酸を含む培地では、野生株と同等の生
育を示した。しかし、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



が両株におけるホスホトリエステラーゼを
コードする唯一の遺伝子であることが示唆
された。 
 

（６）TDCPP やTCEP、及び無機リン酸の濃度

を変えた培養実験から、TDK1株やTCM1株の

ホスホトリエステラーゼはTDCPP やTCEPによ

り特異的に誘導合成されるわけではなく、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。今後、より詳細なメカニズ

ムの解明が必要である。 
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