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研究成果の概要（和文）：一部のBacillus属細菌はケイ酸を細胞内に取り込み、その重合体であるシリカを胞子
殻上に蓄積する。形成されたシリカ層は酸に対する防壁として機能する一方で、発芽誘起物質の少なくとも一部
を透過すると考えられた。これらの機能を両立しているメカニズムを解明するために、胞子よりシリカ層を単離
し、その内部に存在する有機物を抽出した。質量分析の結果、本物質は多数のアミノ基を有するポリマーである
ことが判明した。本ポリマーを合成できない遺伝子破壊株を作製したところ、シリカ層の微細構造がわずかなが
ら野生株と異なる様子が観察された。このことから、本ポリマーがシリカ層の性質に影響を与えている可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bacillus cereus and its close relatives take up soluble silicate from the 
environment and accumulate it as insoluble silica in and around the spore coat layer. The silica 
layer serves as a protective coating against acid while showing permeability towards germinant 
molecules. To elucidate the mechanism underlying these dual functions, we extracted organic 
molecules from the silica layer. MS analysis revealed the presence of organic polymers containing 
multiple amino groups. A gene disruptant lacking these polymers formed a silica layer whose 
nanostructures were slightly different from those of the wild-type one. These results suggest that 
the polymers embedded in the silica layer might play an important role in the functions of the 
silica layer.

研究分野：生物工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 生物による無機鉱物合成、いわゆるバイオ
ミネラリゼーションは、化学合成とは異なり、
常温常圧という温和な環境で反応が進行し、
かつ、遺伝的なメカニズムによって合成が厳
密に制御されている。このような生物由来の
合成能力を利用して、従来の化学プロセスで
は作りえない新たな構造体を創出しようと
いう研究が盛んに行われている。特にケイ素
(Si)は半導体・太陽電池の原料として産業的
に重要な素材であり、ナノスケールでの微細
加工技術が確立されている。人工的なナノ構
造体作製法と、ナノサイズの生体分子による
自己組織化的なバイオプロセスを組み合わ
せることで，革新的な機能性ナノ構造体の創
出が可能になるものと期待されている。 
 珪藻や海綿といった一部の真核生物がケ
イ素の酸化物であるシリカ(SiO2)のバイオミ
ネラリゼーションを行うことは古くから知
られており、そのメカニズムについても研究
が進んでいるのに対し、原核生物とケイ素の
関わりについてはこれまでほとんど報告が
なかった。我々は、多様な代謝系を有する原
核生物の中には、環境中に豊富に存在するケ
イ素を積極的に利用するものもいるのでは
ないかと予想し、ケイ素を利用する細菌の探
索を行った。その結果、一部の Bacillus 属
細菌が胞子形成期に可溶性のケイ酸
(Si[OH]4)を細胞内に取り込み、細胞内でシリ
カへと重合して胞子殻上に蓄積することを
発見した(文献 1)。 
 シリカ層が形成された胞子は、酸に対する
耐性が向上しており、胞子表面のシリカ層が
酸に対する防壁として機能していることが
強く示唆された。胞子がいわばシリカの殻を
纏うことで種々のストレスに対する耐性を
高め、生存率を向上していると考えられた。
一方で、シリカ層の有無は胞子の発芽率に影
響を与えないことから、発芽誘起物質(糖や
アミノ酸など)の少なくとも一部を透過する
性質を有しており、また、胞子発芽時にはシ
リカ層が脱落することが示唆されている。つ
まり、本菌が形成するシリカ層は単なるガラ
ス質のコーティングではなく、化学的耐久性
と選択的透過性を併せ持ち、なおかつ能動的
な分離が可能な多機能性の膜状構造体と言
えるが、そのような機能を実現しているメカ
ニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、Bacillus 属細菌が形成するシ
リカ層の微細構造ならびに形成機構の解析
を行うことで、化学的耐久性と選択的透過性
を両立しているメカニズムを解明すること
を目的とした。また、得られた知見を基に、
本菌のシリカ層を模倣した機能性シリカ膜
を形成することを目指した。 
 

３．研究の方法 
 
(1) 胞子からのシリカ層の単離と電子顕微
鏡による観察 
 本研究では B. cereus をモデルとして用い
た。ケイ酸を添加した培地中で B. cereus を
培養し、ケイ酸が蓄積された胞子を調製した。
得られた胞子を濃硝酸・濃硫酸混合液中で強
熱することでシリカ外部の有機物を分解し
た後、超遠心により酸に不要な画分を回収し
た。得られた画分を超純水で繰り返し洗浄し
た後、走査型電子顕微鏡ならびに透過型電子
顕微鏡で観察した。 
 
(2) シリカ層の内部に存在する有機物の抽
出と同定 
 胞子より単離したシリカ層をフッ化アン
モニウム溶液に懸濁することでシリカを溶
解し、シリカ層内部に存在する物質を溶出さ
せた。透析によりフッ化アンモニウムを除い
た後、凍結乾燥によって溶媒を除去すること
で、溶出した物質を濃縮した。得られた物質
を少量の超純水に溶解し、SDS-PAGE に供した。
また、本物質を同定するために質量分析に供
した。 
 
(3) シリカ層内部に存在する有機物を合成
できない遺伝子破壊株の構築 
 シリカ層内部に存在する有機ポリマーの
化学構造から、その生合成経路を予想した。
既知の関連酵素との相同性解析により、本ポ
リマーの生合成に関与すると予想される遺
伝子の候補を見出した。これらの候補遺伝子
について、相同組換えによる薬剤耐性遺伝子
との置換によって目的の遺伝子を破壊した
株を構築した。得られた遺伝子破壊株につい
ても(1)の実験と同様にシリカ層の単離と電
子顕微鏡による観察を行い、野生株と比較し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) 胞子からのシリカ層の単離と電子顕微
鏡による観察 
 シリカ層の微細構造を詳細に観察するた
めに、胞子からのシリカ層の単離を試みた。
シリカは酸に不溶であることを利用して、胞
子を強酸処理に供することで有機物を分解
し、酸に不要な画分を回収した。得られた画
分を電子顕微鏡で観察したところ、胞子と同
サイズの殻状の構造体が多数観察された(図
1)。エネルギー分散型 X線分析による元素分
析の結果、この構造体がシリカであることが
確認されたことから、シリカ層の単離に成功
したと判断した。観察された殻状の形態から、
当初の予想通り、シリカ層が胞子を覆う形で
コーティングすることで酸に対する耐性を
高めていると考えられた。 
 シリカ層の微細構造を詳細に観察したと
ころ、シリカ層の表面には数十 nm 程度の凹



凸が全面に存在する様子が見られた。このこ
とから、基層となるタンパク質膜(胞子殻)上
でナノスケールの微細シリカ粒子が形成さ
れ、それらを基にさらにシリカの重合が進行
することで層状の構造体が形成されている
ことが強く示唆された。 
 
 

 

図 1 単離したシリカ層の電子顕微鏡写真 
 
 
(2) シリカ層の内部に存在する有機物の抽
出と同定 
 生物によるシリカ形成に関与する生体分
子は、形成されたシリカの内部に埋め込まれ
る形で存在することが多い(文献 2–4)。本菌
においてもシリカ内部に生体分子が存在し、
シリカ層の性質に影響していることが予想
されたため、本菌のシリカ層内部に存在する
有機物の抽出と同定を試みた。単離したシリ
カ層をフッ化アンモニウム処理に供するこ
とでシリカを溶解し、内部に存在する物質を
溶出させた。得られた物質を SDS-PAGE に供
し、泳動後のゲルを CBB で染色したところ、
低分子量の領域にバンドが観察された。CBB
によって染色されたことから、本物質はタン
パク質であると当初は予想していたが、質量
分析による同定を試みたところ、予想に反し
てタンパク質ではないことが判明した。得ら
れたマススペクトルを解析した結果、本物質
はアミノ基を多数有するポリマーであると
考えられた。 
 
(3) シリカ層内部に存在する有機物を合成
できない遺伝子破壊株の構築 
 (2)の実験で発見されたポリマーがシリカ
形成においてどのような役割を果たしてい
るかを明らかにするために、本ポリマーを合
成できない遺伝子破壊株の構築を試みた。本
ポリマーの化学構造より、その生合成経路を
予想し、合成に関与すると予想される複数の
遺伝子を見出した。これらの遺伝子を破壊し
た株を構築したところ、本ポリマーを合成で
きない変異体を取得することに成功した。得
られた変異体の胞子よりシリカ層を回収し、
透過型電子顕微鏡を用いて微細構造の観察
を行ったところ、シリカ層を構成する粒子状

構造体の形状がわずかながら変化している
様子が見られた。 
 これらの結果から、本ポリマーがシリカの
性質に影響を与えている重要な物質である
可能性が強く示唆された。よく似た構造のポ
リマーは本菌以外のシリカ形成生物にも存
在することが報告されており(文献 5,6)、生
物によるシリカ形成において何らかの重要
な役割を果たしていることが強く示唆され
た。 
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