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研究成果の概要（和文）：セレン気化能を有するPseudomonas stutzeri NT-I株を用い、セレン気化物を特定したとこ
ろジメチルジセレニド（DMDSe）であった。NT-I株のDMDSe合成最適培養条件を38度、pH9.0、撹拌速度250rpm、通気量3
L/minと決定した。最大合成速度は37.8μmol/h・Lだった。NT-I株は生物気化を利用したSe気化回収に適していると思
われる。
NT-I株のゲノムDNAを解析し、DMDSe合成酵素の遺伝子(disA)をクローニングした。DMDSe合成遺伝子組換え大腸菌は亜
セレン酸やバイオセレンからDMDSeを合成した。disAは新規なDMDS合成遺伝子である。

研究成果の概要（英文）：Pseudomonas stutzeri strain NT-I reduce selenate, selenite, and biogenic 
elemental selenium into volatilized selenium (Se), which was determined as dimethyldiselenide (DMDSe) by 
Gas Chromatograph Mass Spectrometer. The maximal culture conditions were 38℃, pH　9.0, agitation speed 
250rpm, aeration rate 3L/min for DMDSe synthesis, the speed of which was 37.8μmol/h・L. The DMDSe 
synthesis rate is fastest among previous reports, demonstrating that strain NT-I is a promising 
biocalalyst for Se recovery.
 From the genome analysis in strain NT-I, the disA gene coding for DMDSe synthesis enzyme was cloned into 
a TA cloning vector. The recombinant Escherichia coli carrying disA gene produced DMDSe from selenite, 
and biogenic elemental selenium. Therefore, we discovered the disA as DMDSe synthesis gene.

研究分野：工学

キーワード： レアメタル　セレン　生物気化　メカニズム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年の先端科学産業では多様なレアメタ
ルが利用されており、産業のビタミン剤と呼
ばれるほど、製品製造において、必須の金属
材料となっている 1)。一方、レアメタルはそ
の名の示す通り、地殻中の存在量が比較的少
なく、ほとんどの元素がベースメタルの鉱石
に微量に含まれた状態で存在していること
から、採掘や精錬、分離精製が技術的に困難
であり、資源としての枯渇が懸念されている。
さらに、ほとんどのレアメタルは中国、アフ
リカ、ロシア、南北アメリカなどの特定の国
に偏在しており、世界各国で資源の自国内へ
の囲い込みの動きも出てきていることから、
世界でも有数の各種レアメタル消費大国で
ある我が国において、その安定供給に向けた
対策が必要とされている。持続的な資源利用
を行うためには、排水や廃棄物からもレアメ
タルを回収することのできる、実用的な効率
と経済性の高い技術開発が望まれている。 
以前より申請者は、比較的低濃度で多様な
物質と混在して存在している排水や廃棄物
からのレアメタル回収を可能とする技術と
して、特殊微生物の金属代謝作用を活用する
メタルバイオテクノロジーを提案している。
それは、生物のもつ選択性の高いレアメタル
代謝機能を利用することで、排水や廃棄物か
らの経済性の高い新たな回収技術になり得
るものと思われる。さらに、この技術は、他
には未だ検討されていない微生物で資源を
「回収する」という独創的な手法となりえる。 
排水や廃棄物中のレアメタルは毒性物質
としても注目されており、レアメタル汚染と
いう新たな環境汚染が懸念されている。本技
術は、微生物を活用して排水・廃棄物からの
浄化処理技術を兼ねるものであり、資源回収
と環境浄化という二重に利益が得られる技
術として、低コストで循環型社会形成の構築
に大いに寄与するものである。 

 
２．研究の目的 
本研究は、生物気化能（バイオボラタリゼ
ーション）を利用して、現状では回収されて
いない排水や廃棄物中等のセレン（Se）を回
収する技術開発を最終的に目指すものであ
る。本研究内ではメチル化セレン生合成の最
適化培養条件を求め、合成に関わる因子や酵
素遺伝子の特定を目標にして研究を推進す
る。培養工学と遺伝子工学的試験により具体
的な目標を以下に示す。 
（1）培養工学的試験 
すでに液相・固相の Se をメチル化し気化
できることを明らかにしている Pseudomonas 
stutzeri NT-I株のDMDSe合成メカニズムや培
養特性の検討を行う。DMDSe を生合成する
のに最適な培養条件の検討や、気化反応に影

響を及ぼす培地条件、促進因子や阻害因子の
特定を行う。 
（2）遺伝子工学的試験 
期間内に気化関与遺伝子の機能解析を行
うために、P. stutzeri NT-I株の宿主ベクター系
の開発、形質転換系の構築を行う。さらに Se
気化に関与する遺伝子を特定し、機能解析を
行う。その結果に基づき気化 Se の回収効率
の向上に応用するためのデータの蓄積を行
う。 

 
３．研究の方法 
（1）培養工学的試験 
①DMDSe合成の培養方法 
 実験に使用するバイオセレンは既報 1)に基
づいて調製した。 
Se 気化回収バイオリアクターの概要を図
１に示す。5L容量のジャーファーメンターに
3L の TSB 培地を分注し、オートクレーブを行
った。そこに OD600=1.0 に調製した NT-I 株
の懸濁液を 30mL 添加し、38℃、pH9.0、撹拌
速度 250rpm、通気量 1L/min の条件で 12 時間
培養を行った。基質特異性を試験する場合は、
培養開始から12時間後にセレン終濃度0.5mM
となるように赤色バイオセレンもしくは黒
色バイオセレン、市販の結晶元素態セレンを
添加し同条件で培養を続けた。促進因子や阻
害因子を試験する場合は、0.5mM 赤色バイオ
セレンと各因子を添加した。DMDSe合成最
適培養条件を試験する場合は、0.5mM 赤色バ
イオセレンを添加したと同時に、培養条件を
変更した。 
生合成されたメチル化セレン（DMDSe）
はリアクターの排気口に接続した気化回収
槽中の硝酸によって捕集した。経時的にサン
プリングを行い、DMDSe合成速度（µmol/L・
h）を算出した。各培養条件での合成最大速
度の値からDMDSe合成最適条件を決定した 

 
図１ セレン気化回収バイオリアクター 
 
(2)遺伝子工学的試験 
①NT-I株のゲノムDNAに存在するセレンメチ
ル化候補遺伝子の探索 

NT-I株のゲノム情報から、データベース検
索や論文検索によって金属メチル化に関す
る遺伝子 DNA 配列を調べた。 
②セレンメチル化候補遺伝子のクローニン
グと組換え大腸菌の構築 
 NT-I 株のゲノム中に存在するセレンメチ
ル化候補遺伝子 DNAを増幅する PCRプライマ



ーを設計し、増幅を行った。増幅 DNAを TA
ベクターに組み込み、大腸菌を形質転換した。
50mL の TSB 培地に組換え大腸菌を植菌し、
0.5mM 亜セレン酸または赤色バイオセレン
を添加し 37℃、120rpmで培養した。 
 
（3）セレン定量定性分析 2) 
経時的にサンプリングした培養液をサン
プル原液とし、ICP-AESにより定量した。フ
ラスコの気相は GC-MSにより定量した。 
 
４．研究成果 
（1）培養工学的試験 
①DMDSe合成基質の特異性 

NT-I 株のセレンメチル化の基質特性を調
べるために赤色バイオセレン、黒色バイオセ
レン、市販元素態セレンを用いて DMDSe 合
成最大速度を算出した。DMDSe 合成最大速
度は非晶質の元素態セレンである赤色バイ
オセレンは 28µmol/L・h、結晶の元素態セレ
ンである黒色バイオセレンは 9.6µmol/L・h
と算出された。一方、市販の元素態セレンを
NT-I 株培養液に添加してもメチル化セレン
は合成されなかった。 

図２ 各基質のセレン気化回収槽中（DMDSe）
のセレン濃度（○：赤色バイオセレン、△：
黒色バイオセレン、■：市販元素態セレン） 
 
②DMDSe合成促進・阻害因子の探索 
 セレン気化促進・阻害因子を調べるために
赤色バイオセレンとアミノ酸やビタミン類
を添加して DMDSe 合成速度を算出した。こ
の実験では培養液中の物質の影響を除くた
めに Tris-HCl 緩衝液（pH9.0）を用いて実験
を行い、さらに算出した DMDSe 合成速度を
濁度（OD600）値で除して比較した。 

TSB 培地を用いた場合、DMDSe 合成速度
は 9.9µmol/L・h・OD600 であった。次に
Tris-HCl 緩衝液（pH9.0）を用いた場合、
0.13µmol/L・h・OD600 であった。TSB 培地
に含まれるアミノ酸やビタミン類が DMDSe
合成を促進していると示唆されたので、アミ
ノ酸やビタミン類を添加して DMDSe 合成促
進因子を探索した。メチオニンを添加すると
約 10倍、メチルコバラミンを添加すると 1.7
倍向上した。NT-I株のセレン気化反応は元素
態セレンから DMDSe を合成する反応である。
そのため添加したメチオニンやメチルコバ
ラミンは元素態セレンにメチル基供与する
反応を促進し、DMDSe 合成速度を増大した
と思われる。シアノコバラミンを添加すると
DMDSe 合成速度は減少した。シアノコバラ

ミンはメチルコバラミンのメチル基がシア
ノ基に置換した化合物である。DMDSe 合成
に使用されるメチル基をシアノコバラミン
と競合し DMDSe 合成速度が減少したと思わ
れる。 
 
③DMDSe合成最適条件の検討 

NT-I株の DMDSe合成最適培養条件を調べ
るために種々の培養条件（温度、pH、攪拌速
度、通気量）を変更した。その結果、DMDSe
合成速度の最適培養条件は培養温度 38 度、
pH9.0、撹拌速度 250rpm、通気量 3L/minと決
定した。培養最適条件での DMDSe 合成速度
は 37.8μmol/h・L と算出できた。さらに通気
量の変化した結果から、通気（酸素）なしで
は DMDSe の合成が阻害されているが、通気
量を増大するにつれて DMDSe 合成最大速度
が大きくなる傾向があった。これは通気が
DMDSe 生合成反応に重要な因子であること
を示唆している。 

 
表１ 微生物のセレン気化速度 

 
既報の微生物の DMDSe 合成速度を示す
（表１）。NT-I株の合成速度（14~38μmol/h・
L）は、これまでの微生物の合成速度（0.05
～2μmol/h・L）の中で、基質に関係なく最速
であることが明らかになった。NT-I株は生物
気化を利用した Se気化回収に適している。 
 
(2)遺伝子工学的試験 
 NT-I 株における宿主ベクター系が確立で
きていないので、エレクトロポレーション法
形質転換を試みたが、ルス電圧等を可変して
も有効な形質転換体を得ることができなか
った。次にトランスポゾンによるセレン気化
能変異株の取得を試みたが、目標とする気化
能変異株の取得には至らなかった。 
 
①NT-I株のゲノム DNA中にあるセレンメチ
ル化候補遺伝子の特定 
 DMDSe 合成遺伝子を特定するために、
Pseudomonas stutzeriの基準株でありゲノム情
報が公開されている A1501 との比較ゲノム
解析を行い、NT-I 株に特徴的な 43 個所を見
つけた。Thiopurine methyltransferaseをコード
す る 酵 素 遺 伝 子 tpm や Ubiquinone/ 
enaquinone biosynthesis C-methyltransferaseを
コードする酵素遺伝子 ubiE と高い相同性の
ある遺伝子を見つけた。 
さらに demethylmenaquinoneに SAM由来のメ
チル基を転移して menaquinoneを合成する酵



素Demethylmenaquinone methyltransferase遺伝
子 menGや 3-demethylubiquinone-9に SAM由
来のメチル基を転移して ubiquinone-9 を合成
す る 酵 素 3-demethylubiquinone-9 3-methy 
transferase 遺伝子 ubiG と高い相同性のある
遺伝子を発見した。以上の結果より、tpm と
ubiEと menGと ubiGの４つの遺伝子を NT-I
株の DMDSe 合成遺伝子の候補とした。これ
ら４つの遺伝子 DNA の PCR 増幅を行った。
得られた PCR増幅産物 DNAを TA vectorに
挿入し、E. coli DH5α株に形質転換し、組換
え大腸菌を構築した。 

 
③組換え大腸菌の特性解析 
 組換え大腸菌がメチル化セレンを合成す
るか調べるためにバイオセレンを基質とし
て培養実験をした。気相を GC-MS 分析した
結果を示す（図３）。 

 
図３ バイオセレンを基質とした組換え大
腸菌の気相 GC-MSスペクトル 
 
NT-I 株の場合はバイオセレンを添加する
と主に DMDSe、少量の Dimethyl selenide 
(DMSe), Dimethyldisulfide (DMDS), Dimethyl 
selenylsufide (DMSeS)が気相から検出された。
menGを導入した大腸菌DH5α (pGEM-MemG)
の気相から DMDSe を表すピークが検出され
た。他の候補遺伝子を導入した大腸菌や候補
遺伝子を導入しない pGEM-T easy vectorのみ
を持つ大腸菌 DH5α (pGEM)の気相には何も
検出されなかった。 
さらに基質を亜セレン酸に変更して同様
の実験を行った。気相を GC-MS 分析した結
果を図４に示す。NT-I株の場合は亜セレン酸
からも主に DMDSe、少量の Dimethyl selenide 
(DMSe), Dimethyldisulfide (DMDS), Dimethyl 
selenylsufide (DMSeS)が気相から検出された。
バイオセレンを添加した際と同様に、menG
を導入した大腸菌 DH5α (pGEM-MemG)の気
相から DMDSe を検出した。他の候補遺伝子
を導入した大腸菌や大腸菌 DH5α (pGEM)の
気相には何も検出されなかった。 
 以 上 の 結 果 か ら NT-I 株 由 来 の
Demethylmenaquinone methyltransferase遺伝子
menGを導入した大腸菌DH5α (pGEM-MemG)
は DMDSe 合成に関与している遺伝子だと示
唆された。 
 
 

図４ 亜セレン酸を基質とした組換え大腸菌
の気相 GC-MSスペクトル 
 
 セレンメチル化に関与する遺伝子として
DMSe 合成に関与する遺伝子は報告があるが、
DMDSe 合成に関与する遺伝子の報告は調べ
た限り見当たらない。そこで本遺伝子を
DMDSe 合成酵素をコードする新たな遺伝子
(disA)として命名した。DMDSe合成経路はま
だ未知な部分が多いため、NT-I株由来の disA
は、DMDSe 合成経路の解明に大きく寄与す
る発見だと思われる。大腸菌 DH5α 
(pGEM-MemG)では NT-I株とは異なり硫黄気
化物である Dimethyl disulfide(DMDS)を気相
に検出していない。この組換え大腸菌を Se
気化回収試験に用いると、高純度な Se を気
化回収できることが期待される。 
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