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研究成果の概要（和文）：難分解性化学物質であるリン酸トリス（1,3-ジクロロ-2-プロピル）

（TDCPP）は，繊維難燃剤等として広く利用されてきたが，環境中への蓄積や毒性が報告されて

いる事から分解が求められている化合物である．本研究では TDCPP 分解菌 Sphingomonas	
 sp.	
 

TDK1 株における TDCPP 分解について解析を行い，TDK1 株の TDCPP 分解酵素はこれまでに分解報

告のない種々の有機リン化合物を分解する新規有機リン加水分解酵素であること、また、TDCPP

分解酵素の発現は外部に存在する無機リン酸濃度に依存する事など、その分解機構の詳細を明

らかにした。	
 

 
 
研究成果の概要（英文）：Tris(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate (TDCPP), a typical organophosphate 
triesters, has been used worldwide as flame-retardants, and thus resulting in its dispersion into natural 
environment. Since this compound is known to possess carcinogenicity, mutagenicity and neurotoxicity, 
persistence of TDCPP in natural environment has been concerned. In this study, I report the purification 
and characterization of TDCPP-degrading enzyme from Sphingomonas sp. TDK1 and its gene cloning 
and sequencing. The enzyme can degrade not only the trihaloalkyl phosphates but also aryl 
organophosphates. The enzyme was induced when environmental orthophosphate becomes limiting.  
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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-2-プロピル）
(TDCPP)，リン酸トリス（2-クロロエチル），
リン酸トリエチルなどのアルキル系有機リ

ン酸トリエステルはプラスチックの可塑剤
やカーテンや衣類などの難燃材，また，潤滑
剤や油圧剤として日本を含むアジア各地や
ヨーロッパ諸国で大量に使用されている．こ
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れらアルキル系有機リン酸トリエステルは
難分解性であり，さらに，催奇形性形成や発
ガン性，環境ホルモン様作用など種々の毒性
を示す事が知られている．近年，これら化合
物の廃棄物処分場侵出水中への流入や土壌
中への蓄積が環境汚染につながるとして問
題視されており，これらアルキル系有機リン
酸トリエステル分解菌の単離とその分解機
構の早期解明が望まれている．	
 
	
 当研究室ですでに単離に成功している
Sphingomonas	
 sp.	
 TDK1 は TDCPP や TCEP など
の塩素を含むアルキル有機リン酸トリエス
テルを分解できる世界で唯一の菌である．こ
れまで，パラチオンやパラオキソンなど，そ
の構造上にアリル基を有している有機リン
酸エステルの微生物分解に関する報告は数
多くなされ，その分解機構の詳細もすでに明
らかにされている．しかし，アルキル系有機
リン酸トリエステルを優先的に分解する菌
は，国内外通しても Sphingomonas	
 sp.	
 TDK1
のみであることから，本菌株はこれまでに多
く報告されているアリル系有機リン酸エス
テル分解菌とは異なる新規な酵素を含む代
謝経路を利用して，アルキル系有機リン酸ト
リエステル分解を成し遂げていると考えら
れる．	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究では，アルキル系有機リン酸トリエ
ステル分解を行う Sphingomonas	
 sp.	
 TDK1 の
アルキル系有機リン酸トリエステル分解の
メカニズムを分子レベルで解明することに
より，TCEP	
 や TDCPP	
 以外の他の種々のアル
キル系有機リン酸トリエステル分解菌の単
離やアルキル系有機リン酸トリエステルの
生物分解システムの構築，及びその効率化の
基盤を築くことを目的としている．	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）	
 TDK1 株からの新規ホスホトリエステ
ラーゼの精製	
 
	
 低濃度の TDCPP 存在下で培養された TDK1
株から，超音波破砕，硫酸アンモニウム分画，
及び，疎水性相互作用カラム，イオン交換カ
ラム，ゲル濾過カラムを用いた液体クロマト
グラフィーグラフィーによって本酵素の精
製を行なった．精製酵素標品の純度は
SDS-PAGE によって解析した．	
 
	
 
（２）	
 TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ
の諸特性解析	
 
	
 TDCPP 分解活性はガスクロマトグラフィー
を用いて測定した TDCPP 分解量から算出した．	
 
	
 分子質量はゲル濾過クロマトグラフィー
と SDS-PAGE で解析し，N 末端アミノ酸配列と
内部アミノ酸配列は全自動エドマン分解法
によって解析した．	
 

（３）	
 TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ
遺伝子のクローニング	
 
	
 内部アミノ酸配列から設計した縮重プラ
イマーを用いて，TDK1 株全 DNA を鋳型とした
PCR により本酵素の部分遺伝子断片を獲得し
たのち，インバース PCR 法を用いて TDK1 株
新規ホスホトリエステラーゼ全長遺伝子配
列を明らかにした．	
 
	
 
（４）	
 TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ
の生理機能解析	
 
	
 本酵素遺伝子の内部にテトラサイクリン
耐性遺伝子を挿入した遺伝子断片をオーバ
ーラップ PCR 法で作製し，スクロース存在下
で 致 死 的 に 働 く sacB 遺 伝 子 を 持 つ
pK18mobsacB に連結して，遺伝子破壊株作製
用ベクターとした．構築したベクターを接合
法により TDK1 株へ導入し，スクロース及び
テトラサイクリンを含む培地を用いて，遺伝
子株の選抜を行なった．遺伝子破壊はコロニ
ーPCR およびサザンブロット解析で確認した	
 
	
 得られた遺伝子破壊株及びTDK1株をTDCPP
等の各種有機リン化合物を唯一のリン源と
して含む培地で培養し，その生育特性を比較
検討した．	
 
	
 
（５）	
 TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ
誘導発現機構の解析	
 
	
 本酵素の発現を抑えた TDK1 株をリン源の
種類や濃度の異なる培地で培養したときの
TDCPP 分解活性を測定することで，TDK1 株に
おける本酵素の発現条件を検討した．	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）	
 TDK1 株からの新規ホスホトリエステ
ラーゼの精製と諸特性解析	
 
	
 TDCPP を唯一のリン源とした培地で培養し
た Sphingomonas	
 sp.	
 TDK1 株から各種カラム
クロマトグラフィーを用いて TDCPP 分解酵素
を単一タンパク質にまで精製した（図 1）．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1	
 	
 TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ	
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 TDCPP を基質とした場合の本酵素の Km は
81.0	
 μM	
 ，Vmaxは 5.16	
 μmol・min-1・mg-1，	
 
Kcat は 5.13	
 s-1であり，至適 pH は 8.0，至
適温度は 35℃であった．本酵素活性は 2価金
属イオン存在下で増加したが，金属キレート
剤の添加による影響は認められなかった．
ICP-MS を用いて酵素中の金属イオンを解析
したところ，酵素 1分子あたり 1 つの Zn2+を
有している可能性が示された．本酵素は
TDCPP などのハロアルキル系有機リン酸トリ
エステルだけでなく，これまで精製酵素での
分解報告のないリン酸トリフェニルなどの
アリル系有機リン酸トリエステルも基質と
するが明らかになった．	
 
	
 
（２）	
 TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ
の N末端アミノ酸配列解析	
 
	
 本酵素の N末端アミノ酸配列解析を行なっ
たが解析不能であったことから，デブロッキ
ング法を用いたさらなる解析を行なった．そ
の結果，本酵素の N末端アミノ酸はピログル
タミン酸残基であることが明らかになった．
N 末端のピログルタミン酸化は病原性細菌の
非酵素タンパク質で「感染時の分解を防ぐた
めに修飾している」との報告はあるものの，
非病原性菌であり，さらに，酵素タンパク質
としては初めての発見である．	
 
	
 また，このアミノ酸配列解析結果より，本
酵素が TDK1 株内でプロセッシングを受けて
いる可能性が示唆されたことから，シグナル
ペプチドの推定を行なったところ，本酵素は
既知の有機リン酸加水分解酵素とは異なり，
Sec 経路を経由してペリプラズムに移行して
いる可能性が示唆された．	
 
	
 
（３）	
 TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ
遺伝子のクローニング	
 
	
 遺伝子配列解析の結果より，本酵素遺伝子
は全長 1,722	
 bp で 574 アミノ酸からなるポ
リペプチドをコードすることが明らかにな
った．推定アミノ酸配列から算出された分子
質量は 61.9	
 kDa で，TDK1 株より精製された
本酵素の分子質量 59.6	
 kDa とほぼ一致した．
BLAST	
 P プログラムや分子系統樹を用いて本
酵素の解析を行ったところ，これまでに研究
されている種々の有機リン加水分解酵素フ
ァミリー（oph,	
 mpd,	
 ophc2,	
 ophb,	
 opaA）
とは遠縁であり，Burkholderia	
 sp.のフェニ
トロチオン加水分解酵素	
 (fedA)とは比較的
近縁であることが明らかになった．しかしな
がら，FedA と本酵素は基質特異性，細胞局在
など諸特性は異なる点が多く存在し，本酵素
はこれまでにない新規の酵素であることが
示唆された．	
 
	
 
	
 
	
 

（４）TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ遺
伝子大腸菌における発現	
 
	
 pET システムを用いて本酵素遺伝子を大腸
菌で発現させ，得られた形質転換体無細胞抽
出液中の	
 TDCPP 分解活性を解析した．本酵素
遺伝子を組込んだ形質転換体の上清でコン
トロールには見られない有意な活性が認め
られ，本酵素発現系の構築が出来たことが確
認された．次に，発現産物の	
 SDS-PAGE	
 解析
を行ったところ，本酵素遺伝子を導入した系
に特異的に存在するタンパク質が二つ確認
された．これらのタンパク質の	
 N	
 末端アミ
ノ酸配列解析を行った結果，TDK1 株精製酵素
標品と同様の分子質量タンパク質は，天然型
酵素と同様に	
 N	
 末端から	
 88	
 残基切断され
たものであることが明らかになった．また，
不溶性画分のみに確認された分子質量の大
きいタンパク質は推定アミノ酸配列の	
 N	
 末
端部位と一致した．このことから，全長タン
パク質は不溶性で活性を示さず，成熟タンパ
ク質のみが活性を有すると考えられた．	
 
	
 
（５）TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼの
生理的機能解析	
 
	
 本酵素遺伝子破壊株はコロニー	
 PCR	
 およ
びサザンブロット解析でその構築を確認し
た．	
 TDK1	
 株と本酵素遺伝子破壊株は NaH2PO4	
 
下での生育には差がみられなかったのに対
し，TDCPP	
 下においては本酵素遺伝子破壊株
のみその生育が見られなくなった．このこと
から，本酵素が	
 TDK1 株内において TDCPP	
 代
謝に関わる唯一の酵素であることが明らか
となった．また，TDCPP	
 以外の有機リン酸ト
リエステル化合物に対しても生育特性解析
を行い，本酵素がそれら化合物代謝へも関わ
ることを示した．	
 
	
 
（６）TDK1 株新規ホスホトリエステラーゼ誘
導発現機構の解析	
 
	
 20	
 µM	
 TDCPP	
 と 20	
 µM	
 NaH2PO4	
 を唯一のリ
ン源として誘導培養した菌体の無細胞抽出
物間では	
 TDCPP	
 分解活性に差は見られなか
ったが，1	
 mM	
 NaH2PO4	
 を唯一のリン源として
誘導培養した場合のみ	
 TDCPP	
 分解活性の低
下が認められた．また，培地中の無機リン酸
濃度と休止菌体反応を用いた酵素活性の関
係を検討したところ 20	
 µM の無機リン酸存在
下では本酵素の発現が抑制されること，及び，
リン酸の枯渇と同時に本酵素が誘導される
ことを示した．本発現機構はアルカリホスフ
ァターゼの制御に類似しており，TDK1	
 株に
おいてもリン源を獲得するために	
 本酵素が
存在しているものと考えられた．	
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