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研究成果の概要（和文）：300 mM 以上の亜セレン酸を含む固形培地上で生育可能なCellulomonas sp. D3a、D3b、Ente
robacter sp. D2b、G3a、Pseudomonas sp. B2a、F2a、F3b、G2a を得た。E. coli 培養上清を用いた銀ナノ粒子形成に
対する種々の影響を調べ、フマル酸の代謝物が銀ナノ粒子形成に関わっていることが示唆された。外膜ポーリン様タン
パク質である OmpC がセレンナノ粒子生成における粒径の制御において重要な役割を果たす可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Several strains (Cellulomonas sp. D3a, D3b, Enterobacter sp. D2b, G3a, Pseudomonas
 sp. B2a, F2a, F3b, G2a) were isolated as selenite-tolerant bacteria, which grew on a solid medium contain
ing more than 300 mM selenite. Study on the Ag nanoparticles formation using a culture supernatant of E. c
oli suggests that a metabolite of fumarate may be participated in the formation of Ag nano particle. An ou
ter membrane porin-like protein, OmpC from Enterobacter sp. may play an important role in the regulation o
f the size of Se particles.
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１．研究開始当初の背景 
 次世代エネルギーとして太陽光発電に注
目が集まっている。従来の太陽電池は、エネ
ルギー変換効率 (光エネルギーを電気に変
換する効率) の高いシリコンバルク (塊) 
を使うバルク型シリコン方式が主流であっ
たが、昨今はシリコン使用量の少ない薄膜シ
リコン方式を採用する太陽電池メーカーが
増加している。これは高純度シリコンの作製
に大量の電力を消費するので価格面での競
争力を高めるためである。 
 このような情勢下、シリコンを使わない非
シリコン系の Cu(In,Ga)Se2 (以下 CIGS) 太
陽電池に大きな期待が寄せられている。CIGS
薄膜は銅 (Copper)、インジウム (Indium)、
ガリウム (Gallium)、セレン (Selenium) の
4 元素からなり、CuInSe2 と CuGaSe2 との混
晶である。CIGS 薄膜太陽電池はシリコン系太
陽電池に匹敵するエネルギー変換効率 
20.3% を達成している。また、シリコンを使
わず、かつ薄膜であるため、材料の使用量も
少なく済む。材料となる 4元素はいずれも危
機的な供給不足に陥る不安が少なく、価格も
安定しているため、次世代太陽電池として極
めて有望である。しかしながら、CIGS 薄膜
の製造は、減圧高温下で材料となる４元素を
気化して反応させる「蒸着」という手法が用
いられるため、大量のエネルギーを消費する
という問題点がある。 
 本研究者は、セレン酸および亜セレン酸を
還 元 す る 能 力 の 高 い Bacillus 属 、
Providencia属、Pseudomonas属、Pantoea属
等の種々の細菌を自然界より単離し、それら
のセレン酸・亜セレン酸還元能の分子メカニ
ズムについて研究を進めている。これまでに、
Bacillus sp. NTP-1 株が、好気的条件下で 5 
mM 亜セレン酸を含む培地 1 L から 300 mg 
ものセレンをナノ粒子として回収する能力
を示すことを見出し、本菌の亜セレン酸還元
酵素の諸性質を明らかにしている。 
 微生物によりセレン化銅、セレン化インジ
ウム、セレン化ガリウムのいずれかが合成出
来れば、 CIGS 薄膜合成において最もエネル
ギーを消費する工程である蒸着の短縮化に
繋がり、我が国の太陽電池産業の一層の国際
競争力の強化に繋がることになる。 
 また、ナノサイズの金属結晶は量子ドット
により発光することが知られており、セレン
化カドミウムやテルル化カドミウムが生体
分子タグや特定分子の標識材料として使用
されている。本研究により合成されるセレン
化銅、セレン化インジウム、セレン化ガリウ
ムの機能については未知であるが、新規ナノ
材料として応用されることが予想される。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、蒸着に替わる方法として、
微生物のナノ粒子生成能を活用した CIGS 薄
膜合成法の開発を目指した。さらに、これに
付随する技術として、不用となった廃棄 CIGS

からの微生物による銅、インジウム、ガリウ
ム、セレンの資源回収法を開発することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）金属ナノ粒子合成に有効な微生物の単
離同定 
 インドのパンジャーブ地方の高濃度セレ
ン地帯から単離された亜セレン酸還元菌 12 
菌株を用いて、亜セレン酸に対する耐性につ
いて調べた。単離菌を 0 ～ 500 mM の亜セ
レン酸を含む TSB 寒天培地で好気・嫌気条
件下において培養した。また、Cellulomonas 
sp. D3a、D3b 株については、テルルオキシア
ニオンに対する還元活性についても調べた。 
（２）微生物による金属ナノ粒子の合成 
 ①E. coli BW25113 の培養上清を用いた銀
ナノ粒子生成機構を解明するにあたり、銀ナ
ノ粒子を形成しやすいNitrate培地と形成し
にくい LB 培地 (NaCl なし) を比較し、それ
ぞれ銀ナノ粒子形成に関わる官能基の違い
やタンパク質の関与、分子量の大きさを比べ
た。 
 ②また、E. coli BW25113 の欠損株である
Keio collection 3,884 菌株のうち 1,564 菌
株の各培養上清で、銀ナノ粒子を形成するか
調べた。 
（３）セレンナノ粒子形成に関与する分子の
同定 
 Enterobacter sp. E3b を、亜セレン酸含
有培地で培養し、セレン粒子を回収した。回
収した粒子結合タンパク質を SDS-PAGE 解
析した。回収した粒子を様々な濃度の NaCl、
SDS、Tween 20 を用いて洗浄することにより、
Se 粒子に弱く結合する非特異的タンパク質
の除去を試みた。セレン粒子に特異的に結合
すると推定されたタンパク質の N 末端アミ
ノ酸配列を解析した。 
 
 ４．研究成果 
（１）金属ナノ粒子合成に有効な微生物の単
離同定 
 Cellulomonas sp. D3a、D3b、Enterobacter 
sp. D2b、G3a、Pseudomonas sp. B2a、F2a、
F3b、G2a は 300 mM 以上の亜セレン酸濃度で
も生育した。Cellulomonas sp. D3a、D3b 株
は特に亜セレン酸耐性濃度が高く、亜セレン
酸を嫌気条件下でのみ還元するという他の
菌には見られない特徴を持つことが分かっ
た。種々の濃度の亜セレン酸を含む TSB 液
体培地で D3a 株を生育させたところ、亜セレ
ン酸濃度が高くなるにつれて誘導期が長く
なるものの、定常期の菌体量は亜セレン酸濃
度依存的に増加することが分かった。また、 
5 mM の亜セレン酸を 24 時間で約 60 % 還
元することが分かった。硫酸塩、亜硫酸塩、
硝酸塩、亜硝酸塩により亜セレン酸還元活性
が阻害されるかを調べた結果、D3a 株の亜セ
レン酸還元能は亜流酸塩と亜硝酸塩で完全
に阻害された。一方、D3b 株では、亜硫酸塩



で 100%、亜硝酸塩で 50%の阻害が見られた。 
また、両菌株のテルルオキシアニオンに対す
る還元活性を調べたところ、両菌株は好気・
嫌気両条件下で 5 mM テルル酸を還元したが、 
5 mM亜テルル酸については嫌気条件下でのみ
還元した。次に、各オキシアニオン還元活性
の細胞内局在について調べた。菌体を超音波
破砕した後、15,000 rpm で 3 分間遠心分離
し、可溶画分と膜画分に得た。各画分に終濃
度 25 mM になるよう各オキシアニオンを加
え、30ºC 、24 時間反応させたところ、亜セ
レン酸還元活性は可溶画分で検出されたが、
テルル酸・亜テルル酸還元活性は膜画分で検
出された。 
（２）微生物による金属ナノ粒子の合成 
 ①以前の研究から、outer membrane c-type 
cytochromesやNADH依存性硝酸還元酵素など
のタンパク質が銀ナノ粒子の粒径や銀イオ
ンの還元に関与していることが示唆されて
いた。しかし、本実験において培養上清を熱
処理 (95oC, 10 min) または SDS 処理 (終濃
度: 1%) しても銀ナノ粒子形成が見られたこ
とから、タンパク質は関与していないことが
明らかとなった。 また、各培養上清をゲル
濾過カラム (PD-10) によって高分子と低分
子に分け、各フラクションにおいて銀ナノ粒
子形成を調べた。その結果、LB 培地 (NaCl
なし) に比べ Nitrate培地の方が銀ナノ粒子
形成しやすいのは、Nitrate 培地の高分子側
のフラクションに銀ナノ粒子形成を促進さ
せる物質が存在するためだと考えられた。 
 ②E. coli BW25113 の欠損株である Keio 
collection 3,884 菌株のうち 1,564 菌株の
各培養上清で、銀ナノ粒子を形成するか調べ
た。その結果、コハク酸デヒドロゲナーゼの
サブユニット Bおよび Cの欠損株において銀
ナノ粒子形成が見られなかった。定常期での
欠損株の菌体数は野生株よりも少ないこと
から、菌体数が銀ナノ粒子形成に影響を与え
ていることが考えられた。また、欠損株の培
養時にフマル酸を添加して銀ナノ粒子形成
を調べたところ、生成量が増加していた。こ
のことからフマル酸の代謝物が銀ナノ粒子
形成に関わっていることが示唆された。 
 
（３）セレンナノ粒子形成に関与する分子の
同定 
 Enterobacter sp. E3b を、亜セレン酸含
有培地で培養し、セレン粒子を回収した。回
収した粒子結合タンパク質を SDS-PAGE 解
析した結果、多数のタンパク質バンドが確認
された。そこで、回収した粒子を様々な濃度
の NaCl、SDS、Tween 20 を用いて洗浄する
ことにより、Se 粒子に弱く結合する非特異
的タンパク質の除去を試みた。セレン粒子に
特異的に結合すると推定されたタンパク質
の N 末端アミノ酸配列を解析した。BLAST 
による配列データベース検索の結果、それら
のタンパク質が flagellin、outer membrane 
protein A、outer membrane protein C と高

い相同性を持つことがわかった。E3b 株由来
のセレンナノ粒子結合タンパク質と相同性
の高いタンパク質をコードする遺伝子の大
腸菌欠損株 JW0940 (ompA)、JW1908 (fliC)、
JW2203 (ompC) からセレンナノ粒子を単離
し、 DLS を用いて粒径を計測した。その結
果、ompC 由来セレンナノ粒子において顕著
な粒径の変化が見られた。ompC 補完株を作
製したところ、粒径の回復が見られたことか
ら、外膜ポーリン様タンパク質である OmpC 
がセレンナノ粒子生成における粒径の制御
において重要な役割を果たすと考えられた。 
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