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　 解良 芳夫
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2JpO4 　Sphingebium　 sp ．　 TCM1 株 tris（2−chloroethyl ）

　phosphate 分解酵素 の 機 能解析
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［目的 ］Tris（1，S−dichlorQ−2−prop｝・1）ph 〔〕spha 匸e （TDGI
⊃P）な どの 含塩素 有機

リン 酸 ト リ エ ス テ ル は可塑 剤や難燃材 と して 大量 に 用 い られて い るが ，こ

れ ら は 蓄積性もあ り，fi　tsの 毎 性 を有 する ．近年，こ れ ら含塩素有機 リン

酸 ト リ エ ス テ ルの 廃棄物処分場か らの 地
．
下水な どへの 流入 が 問 題視 され て

い るが 、含塩 素有 機リン 酸 トリエ ス テル の 微生物 分解 に 関する報告 は な い ．
これ ま で我 々 は，野外試料か ら TDCPP 分解 能を有する Sphi．ngo ・mo ’n，as　sp ．
Tl〕Kl 株を 単離し，当菌株の TDCPI コ

分解挙動や 無細胞抽出 液に お け る諸特

性の 解析 を行 っ て きた ．今 回は、TDKI 株 よ りTDCPP 分 解 酵素 を 均
．．．

に精

製 し，その 酵 素学 的諸 特性の 解析 を行 っ たの で報 告 す る ．［方 法 と結 果 I
TDGPP を唯

一
の リン 源 とした最少培地 で 培 蔑 し たSPh・ingotnunas　sp ．　TDKl

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 均
．．一・

に

まで 精製 した．TDGPP を基質 とした 場 合 の 本 酵 素 の K。、は 81．O　pM ，　 V，，，、、
は5．16 μmol ・mil1．1・mg ．1、　 Kcntは5．ISs．1で あ り，至 適 pH は B．0「至 適温 度

は35℃で あ っ た．本酵寧活性 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 Zn を 有 して い る

こ とが 明 らか とな っ た ．本 酵素は ハ ロ ア ル キ ル 系有 機 リン 酸 トリ エ ス テ ル

やア リ
ー

ル 系有機 リン 酸 トリ エ ス テ ル を基 質 とす る が，ア ル キ ル系 有機 リ
ン 酸 トリ Z ス テ ル や 有機 リン系 農薬 は 基 質と しな か っ た．

［目的 JTi．is（2・chlorocth ｝
・11phosph／／ite 〔T 〔：EP ｝等の 含塩素有機 リン 酸 トリエ

ス テ ル類 は可 塑 剤 や 難 燃化剤 と して 広 く利用 され て き た ．その
一

方で ，こ

れ ら の物 質 ば難 分 解 性 で あ り．神経毒性や 発癌性な どが 報告さ れて い る こ

と か ら，ヒ トや生 態系 に与 え る影 響が 懸念 され て い る ．こ れまで 我 々 は，
TCEP を唯

一
の リン 源 と した 集積培養に よ 0．TCEP に 対 し高い 分解活性 を

有 す るSPii　i・ngrobie．t．7n　．sp ．　T （］Ml 株 を単離 し，　 TGMI 株 お よび無細胞 抽出液 の

T （：EP分 解特 性に つ い て 解析 して きた、今回は、　 TCMl 株 ）りT （IEP 分解 酵

素 を精製 し、基 質特異性な ど本酵素の 諸特 性 に つ い て 解析 した結果を報告

す る ．［ 方法 と 結 果 1TCEP を 唯
一・

の リン 源 と した培 地 で 培 養 し た

SS」ノtingobitn 　，　sp ．　TC ，Ml 株 か ら．各種 カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を 用 い て

TGEP 分解酵素を均
・
に まで粨 製 した、ゲル 濾過ク ロ マ トグラ フ ィ

ー
お よ

び SDS −PAGE 解析 から本酵 素は分予質量 59kDa の モ ノ マ
ー

酵素で あ る こと

が 明 らか に な っ た．また、本酵素の 至 適pll は8．5で あ り，至 適温 度 は 2S℃
で あ っ た、本酵素活性 は 2 価金属 イ オ ン の 添加 で上 昇 し，金 属 キ レ

ー
ト剤

で あ る El）TA やEGTA の 添加で 著 し く減少 した ．　ntnv 素中に合 ま れ て い る金

属 をIC］P．MS で 直接解析 した とこ ろ，本酵素 はZn を 含む酵素 で あ る こ とが

明 らか となった．基質特 異 性の検 討を 行 っ た結 果、本 酵 素 は ア ル キ ル系 有

機 リン 酸 トリエ ス テ ル 類を 基質 とせ ず，ハ ロ ア ル キ ル系有 機 リ ン 酸 ト リエ

ス テ ル 、ア リ
ー

ル 系 有機 リン 酸 ト リ エ ス テル ，paraoxoo　meLhyl ，　para〔，x 〔，n

eLh
）
・1，1〕r〕VP を基質 とす る こ とが 明 らか に な っ た．
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’
1
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2JpO5 　SPhingemonas 　bisPhenolicum　AO1 株 に よる 環 境汚

　染物質浄化能の 解析
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2JpO6 　石油分解菌 Gordo 短 α sp ．　NDKY76A 株を 用 い た バ

　イ オ レ メ デ ィ エ ーシ ョ ン に お け る環境 回 復評 価

C）山II断 佑 貴，久保 田 謙三 ，松宮 芳樹 ，久 保 幹

（立 命館大 ・生命 ・生工 〕

【目的 】∫pitilrtgomonas　bigPhenoticunt　AO 　1株 は、環境ホ ル モ ン O
’

つ で あ る ビ

ス フ ェノ
ー

ルA 〔BPA 〕 を効 率 的 に 分 解 で きる 。これ ま でに 、　 B 魅 分解活 性

とそ の 代謝 経路を 解析 し、cy ［ochr ｛〕me 　P450 〔P葡 Ob、、d） モ ノオ キ シ ゲ ナ ー
ゼ （P45ehi，d、　Fdblsd、　Redb，L，，L） が BPA 代 謝 の 初 期 反 応 で あ る Bl抵 の 水酸 化

を触 媒 して い る こ とを 明 らか に した。細 菌 型 の P45 〔，モ ノ オ キ シ ゲ ナ ーゼ に

は StrePtont）
’
c
．
e．y　，gyise・as の P450 の よ う な極 め て 広 い 基 質特 異性 を もつ 種類 も

存在 して い る。そ こで 本 研究 で は、AO1 株 が もつ 環 境汚 染物質分解 能の 詳

細 な調査を 目的 とした。
【方法お よび結果】環境汚染原因 化合 物 を 添 加 した L培地 に AOI 株 を植菌

。
培 養 し、そ の化 合物 の経時 変化 を HPLC で追 跡 した ，．多 くの 汚染物質 で そ

の 分 解 と分 解産物が 確認 さ れ、培 養経過に 伴 っ て 両 者 の 減 少 も観 察 され た。
分解速度 は化合物 に よ っ て 大 き く異 な っ てい たが 、ビ ス フ ェ ノール 類化合

物や、ビ フ ェ ニ ル 類化合物、ナ フ タ レ ン類 化合 物な ど、BPALI 外の 化合物
で も分 解が 明 らか とな っ た。ま た 、分 解 が 確 認 さ れ た 化 合 物 に つ い て、
IIPLC で 観 察 され た 分 解 産 物 を LC−Ms で 同 定 し た 。1．1−bis〔4−
hydroxyphenyl ｝ethane の 分 解産物に もOH 基 の 付 加 が 確 認 さ れ 、　 P450bisd
の 関与 が示 唆 された。

【背景 ・目的】台 油 汚染土 壌の バ イ オ レ メデ ィ エ ーシ ョ ン で は、石 油 分解 菌

数を高い レ ベ ル で維持 して 効 率良 く油 分 分 解 を 行 う だ け でな く、周 辺 の非

汚染環境 と1司程度 まで 環境 を 回復 させ る こ とが 重 要で あ る．本研 究 で は 、
石油分解菌 C；oxdonie 　 p．　NDKY76A を用 い た バ イ オ レ メ デ ィ エ ーシ ョ ン で

の 環境 回復 評価 を 目指 し、浄化 中及 び浄化 後の NDKY76A 株 の 挙動 と、土

壌 細薗数及 び微 4物 フ ロ ラ の 変化を 解析 し た。
【方法 ・結 果】模擬汚染土壌（ヘ キ サ デカ ン ；2．OOO　mg 〜kg）、こNDKY76A を約

1 × 10H 〔
・
el］s，’g’−soi1投与 し、バ ．イ オレ メデ ィ エ ーシ ョ ンを 行 っ た n ‘轟 過 伝 子

プ ラ イマ
ー・

を用 い た real 一しime 　PCR に よ り、NDKY76A 株の菌数 をSO日問 解

析 した とこ ろ、模擬汚染土壌 に おい てNDKY76A 株 は 且0日而 後 維 持 され て

い た が 、非 汚染 十壌で は約3目で 検出 限 界（1× 10Li　cellstg −s ］il）L／下 まで 減 少

した．こ れ らの 結果か ら、石油汚染の 浄化が 進 む に つ れ て Nl）KY76 へ株の

菌数 は低下 する と考 えられ たe
　
．
方、バ イオ レ メ デ ィエ

ー
シ ョ ン に よ る環境 國復 を評価す るた め に、eDNA

解析法及び PGR ・DGGE 法 に よ ワ 1壌 細菌数 と微生物フ ロ ラ を解析 した 。模

擬汚鑑 →
．
：壌 に NDKy76 へ株 と栄養塩 を投与す る こ とで 土壌細菌数は 経時的

に増加 し、非汚染土 壌 と同程度 とな っ た。それ ぞれ の 土壌の 微生物 フ 卩 ラ

を ク ラ ス ター解析 した 結果、い ずれ も類似性が 80 ％ 以 上で あ っ た こ とか

ら、NDKY76A 株の 投 与．は ⊥ 壌の 微生物フ ロ ラに 影響 しない こ とが示 唆 さ

れ た 。以 上 の 結果か ら、NDKY76A 株に よ る バ イオ レ メ デ ィ エ
ー

シ ョ ン で

は 、汚染の 浄化 と共に ．環境回復が R 亅
．
能であ る と考え られた。
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