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論　　文　　の　　要　　旨

　揮発性有機塩素化合物の一種であるトリクロロエチレンは雪機械金属部晶の脱脂1洗浄剤として

亙C産業などの分野で広い用途がある。一方ヨ本物質が発癌性でありかつ難分解性であることからラ

環境汚染物質として大きな社会問題となっている。

　本研究ではラ微生物によりトリクロロエチレンを好気的に分解することを試みた。すなわち害ト

リクロロエチレン高分解能を有する細菌を検索しヨその菌学的諸性質雪トリクロロエチレンに対す

る分解特性ヨ分解経路および分解に関与する酵素について検討を加えた。

　まずラ土壌よりスクリーニングを行いラトリクロロエチレン高分解能を有する混合微生物系MU－

8亙を得た。本混合系は冒メタンを唯一の炭素源として好気的に生育しヨ3．5ppmのトリクロロエチレ

ンを8日問で90％以上分解した。また本混合系は、各種のジクロロエチレンヨモノクロロエチレンヨ

1，2一ジクロロエチレンヨ1，1，2一トリクロロエタン曹1，1，2，2一テトラクロロエタンヨクロロホルム

等分解できた。’しかし芽テトラク1コロエチレン。1，1，1一トリクロロエタン、四塩化炭素などは分解

できず。これら揮発性有機塩素化合物に対する分解能はヨ対象となる物質の化学構造と深い関係が

あった。

　次にヨ本混合微生物系のトリクロロエチレン分解においてラ中心的役割を担っていると考えられ

たメタン資化性菌菅M株を単離しヨその菌学的諸性質を検討した結果、ob1igatemeth狐otrophのタ

イプI玉に属する漉伽Zo卿眺属細菌であることが明らかにされた。そこでヨ本菌の純粋培養系におけ1

るトリクロロエチレン分解経路について検討を進めた。変換反応を用いヲトリクロロエチレン分解
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終了後の反応液を酸性下で工一テル抽出した後害メチル化してGC－MSにて分解産物を同定したと

ころヨ反応液中にジクロロ酢酸とグルオキシル酸が認められ皇この他にもトリクロロ酢酸および微

量の1，1，1一トリクロロエタノールが検出された。後者の2物質については害分解のキーエンザイム

であるメタンモノオキシゲナーゼによりトリクロロエチレンの塩素転移が起こり生じたものと考え

られた。

　純粋培養系における分解速度の低下は争．上述の分解産物の蓄積に起因するものと推定されたの

で雪14Cトリクロロエチレンを用いて混合培養系との比較を行った。純粋培養系では事トリクロロエ

チレンの分解にともない骨トリクロロ酢酸争ジクロロ酢酸曾グリオキシル酸事COおよびC○。の生成

がみられた。一方曾混合培養系では害トリクロロ酢酸は純粋培養系の場合の50％以下しか認められ

ずヨジクロロ酢酸とグリオキシル酸はほとんど認められなかった。以上の結果から、混合培養系に

おいては里メタン資化性菌以外の菌が、これらを分解レていると推論された。混合培養系内の混在

菌を検討したところ蓼2種類の菌株がトリクロロエチレン分解産物をさらに分解しておりヨそのう

ちの亙株（DA4株）はX伽肋oろαo妙伽まo左ゆゐケ㈱と同定された。他の王株はPsθ〃o舳㈱属細菌で

あることが明らかにされた。DA遂株の方がトリクロロエチレン分解産物に対する分解能カが強くヨ

M株とDA4株との混合系が有効であった。

　続いてラM株におけるトリクロロエチレン分解のキーエンザイムであるメタンモノオキシゲナー

ゼの精製を試みた。M株の無細胞抽出液のメタンモノオキシゲナーゼ活性は蓼酸素の存在下で極め

て不安定であったが事10㎜Mのジチオスレイトーノレの添加により安定化された。本酵素はイオン交換

クロマトグラフィーで3つの画分（I事亙亙事1亙1）に分画されヲメタンモノオキシゲナーゼ活性は曹

I＋n＋1nの場合に最大となり争n＋亙玉五では最大活性の10％以下で事それ以外の組合せでは認めら

れなかった。したがって纈本酵素は3つのコンポーネントからなるマルチコンポーネントエンザイ

ムであると考えられた。n，1I1をイオン交換およびゲル濾過により電気泳動的に単一となるまで精

製し里またIにっいても硫安分画およびゲル濾過により部分精製を行った。

　さらにヨ精製された各コンポーネントの役割を検討した。㎜は分子量39，OOOの単量体で雪分子内

にFeとFADを有し事フェリシアン化カリ雪2事6一ジクロロインドフェノールを還元できた。活性

発現にはヨNADHが必須でありラNADPHでは活性は現れなかった。このことから争阻はNADH依

存性レダクターゼであることが明らかとなった。亙Iは分子量233，O00で雪3つのサブユニット（αヨ

55，OOO；β雪44，000；γ害2亙，OOO）が各々2個ずつからなっておりラ分子内に非ヘム鉄を持っていた。

これらの諸性質はヨこれまでに報告されているメタン資化性菌のメタンモノオキシゲナーゼ中のヒ

ドロキシラーゼと酷似している。また里コンポーネントnがヒドロキシラーゼコンポーネントの阻

害剤であるアセチレンにより特異的に失活することを考え合わせるとヨ亙Iはメタンモノオキシゲ

ナーゼ中のヒドロキシラーゼであると結論される。亙はメタンモノ辛キシゲナーゼ活性発現に必須

ではないが争これを亙Iヨ唖に添加することにより活性は11．2倍に上昇した。この活性化はFeS○。添加

の場合にも認められ曾亙の活性化機能は鉄と関係があるものと思われる。Iは従来報告のあるメタ

ンモノオキシゲナーゼ中の調節タンパク質とは分子量および生理的性質が著しく異なっており、新
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しい型の調節タンパクであると考えられた。

　以上ラ本研究において事トリクロロエチレンを効率よく好気的に分解するメタン資化性菌を自然

界から分離し雪トリクロロエチレンの分解特性を明らかにした。さらに分解産物を同定することに

より推定分解経路を提示し雪分解のキーエンザイムであるメタンモノオキシナーゼを精製した後ヨ

その諸性質を明らかにした。

審　　査　　の　　要　　旨

　本論文はヨ環境汚染物質として大きな社会問題となっているトリクロロエチレンの好気的な微生

物分解にっいての一違の研究をまとめたものである。まずトリクロロエチレン高分解能を持つ微生

物を自然界から新たに検索し冒目的に合致した混合微生物系を得ることに成功している。分解特性

を調べた結果雲従来報告されているものよりはるかに高濃度のトリクロロエチレンを比較的短期間

に分解できることを認めヨ環境浄化への応用の可能性を示した。本混合微生物系からヨトリクロロ

エチレン分解の中心的役割を果しているメタン資化性菌とその分解産物をさらに分解する細菌とを

それぞれ単離しヨ菌学的諸性質を明らかにした。さらにメタン資化性菌の純粋培養系と混合培養系

を用いて写トリクロロエチレンの分解経路を検討しラ分解産物を同定することにより推定経路を提

示しえた。次に分解のキーエンザイムであるメタンモノオキシゲナーゼを精製して、その酵素の諸

性質について調べた。その結果。本酵素がNADH依存性レダクターゼおよびヒドロキシラーゼから

なることを明らかにし，またラIその活性には新しい型の調節タンパクが関与していることを示唆し

た。

　以上事本研究は芽トリクロロエチレン分解菌の探索から酵素レベルでの検討まで系統的に進めら

れ里トリクロロエチレンの分解特性と分解経路および分解に関与するメタンモノオキシナーゼにつ

いて多くの基礎的知見を加えている。また併せて雪本微生物系の環境浄化への応用の可能性を示唆

しており写本研究はヲ基礎1応用の両面から高く評価される。

　よって事著者は博士（学術）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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