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研究成果の概要（和文）：細菌の金属ナノ粒子生成機構を解明し、太陽電池用半導体微粒子材料として利用可能なCdS
、CdSe、CdTeなどの金属ナノ粒子の合成法に応用することを目指した。細菌におけるテルル酸還元機構について解析す
るとともに、システインを脱硫する酵素であるシステインデスルフラーゼを常温常圧下での効率的な金属ナノ粒子合成
反応へと応用した。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to clarify the mechanism of metal nanoparticle formation 
in bacteria and to apply it to the synthesis of CdS, CsSe, and CdTe nanoparticles, which can be used as 
materials for solar cells. We analyzed the tellurate reduction mechanism in bacteria and applied a 
cysteine desulfurase enzyme to the effective synthesis of metal nanoparticles under mild conditions.

研究分野：応用微生物学・酵素学
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１．研究開始当初の背景 
 金属をナノ粒子化すると、融点、結晶構造、
光学特性、磁気特性、触媒能などにおいて、
バルク体にはない新たな特性や機能が発現
する。このような現象はサイズ効果や表面効
果と呼ばれ、金属ナノ粒子を利用することで
従来製品の高機能化や全く新たな機能を付
与することが可能となる。そこで、金属ナノ
粒子は近年注目を集め、電池、センサー、光
学材料、医療材料、生体分子標識タグ等、幅
広い様々な分野で既に利用されており、今後
その用途はさらに拡大するものと予想され
る。特に、次世代エネルギーとして期待が高
まっている太陽光発電分野においては、太陽
電池用半導体微粒子材料として、CdTe、CdS、
CdSe、Ag 等のナノ粒子に対する需要が高ま
っている。 
 本研究代表者らは、有毒な亜セレン酸・亜
テルル酸に対して優れた耐性を有する
Cellulomonas属、Bacillus属、Pseudomonas属
等の種々の細菌株を自然界より単離し、それ
らのセレン・テルルナノ粒子生成の分子メカ
ニズムについて研究を進めている。これら細
菌を用いたセレンナノ粒子の合成は、常温常
圧、嫌気条件下で行われ、合成されたナノ粒
子の粒径は比較的均一である。 
 
２．研究の目的 
 金属をナノ粒子化すると、バルク体にはな
い新たな特性や機能が発現する。微生物を利
用した金属ナノ粒子の合成は、常温常圧下で
行われるためエネルギー消費が少なく環境
考慮型の無機材料合成技術である。本研究開
発課題では、細菌の金属ナノ粒子生成機構を
解明し、太陽電池用半導体微粒子材料として
利用可能な CdTe、CdS、CdSe、Ag などの金
属ナノ粒子の合成法に応用することを目指
した。これにより、従来の金属ナノ粒子合成
方法で課題となっている、粒径制御、エネル
ギー消費、環境負荷物質に関する諸問題の解
決に繋がると期待される。金属ナノ粒子の生
成に関わる生体分子・遺伝子を明らかにし、
ナノ粒子生成能を強化したリコンビナント
株を構築し、常温常圧下での効率的な金属ナ
ノ粒子合成反応へと応用する。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸菌おけるテルル酸還元機構の解明 
 微生物における亜テルル酸還元に関して
は，膜結合型硝酸還元酵素、細胞内チオレド
キシン・グルタチオン系やキノンプールの関
与など、複数の例が報告されている。一方、
テルル酸還元については大腸菌でモリブド
プテリン含有酵素の関与が示唆されるのみ
であり、その詳細なメカニズムはわかってい
ない。そこで、大腸菌の一遺伝子欠失株コレ
クションである Keio コレクション株を用い
て、テルル酸還元に関わるタンパク質の解析
を行った。 
（２）酵素法による CdS/CdSe ナノ粒子の合

成 
 ハイテク産業用半導体微粒子材料として、
CdS、CdSe、SnSe、ZnS、ZnSe、PbSe等のカ
ルコゲニド（第 16族の S、Se、Te）金属ナノ
粒子に対する期待が高まっている。金属ナノ
粒子の従来の合成法は、膨大なエネルギー消
費を伴う物理・化学的手法が主流であり、酵
素利用による環境考慮型ホワイトバイオテ
クノロジーを適用した例は国内外を通じて
皆無である。本研究代表者らはこれまでに、
呼吸・光合成などに必須な金属クラスター補
因子である鉄硫黄クラスターの生合成を担
う酵素の研究を行い、顕著な成果を挙げてき
た。この経験から、鉄硫黄クラスター生合成
系酵素をカルコゲニド金属ナノ粒子の合成
に応用する斬新な着想に至った。鉄硫黄クラ
スター生合成系酵素から供給される硫黄（お
よび同族のセレン）はカルコゲニド金属ナノ
粒子合成に適した化学形態であると考えら
れる。システインデスルフラーゼ (IscS) はピ
リドキサール 5´-リン酸 (PLP) 依存性酵素で
あり、L-システインの脱硫黄反応により Fe-S 
クラスターの生合成において硫黄供給を担
う。本酵素の反応機構において、基質である
遊離 L-システインに由来する硫黄が IscS の
活性中心に位置するシステイン残基 
(Cys328) に結合し、ペルスルフィド中間体 
(IscS-Cys328-S-SH) を生じる。ペルスルフィ
ド中間体は、 IscU をはじめとする硫黄キャ
リアータンパク質に転移され、IscAをはじめ
とする酵素群の働きによりモリブドプテリ
ンやチアミン、ビオチンなどの鉄硫黄コファ
クターの生合成に利用される。本研究では 、
IscS の触媒反応特性に着目し、L-システイン
と Cd2+ を基質として酵素反応を用いた新た
な CdS ナノ粒子合成法について検討した。
IscSはL-セレノシステインを基質とたセレン
元素の転移反応も触媒することから、CdSe
を含む様々な金属を対象としたナノ粒子の
合成も試みた。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌おけるテルル酸還元機構の解明 
 Keio コレクション全 3812 株を対象とし、
テルル酸還元に伴い生じる黒色沈殿の生成
を指標とし、テルル酸還元能を欠失した遺伝
子欠損株の選抜を行った。その結果、8 種の
遺伝子（ynbA、ydaS、yjeB、yidH、moeA、paaG、
pdxY、yjbB）がテルル酸還元に関与すること
が示唆された。野生株をテルル酸含有 TSB培
地で培養し、還元されたテルル酸の量を継時
的に測定した。その結果、還元されたテルル
酸の量は継時的に増加することが分かった。
一方、上記 8種の遺伝子の欠損株をテルル酸
含有 TSB培地で 24 h培養し、テルル酸の還
元はほぼ認められなかった。本実験で用いた
テルル酸濃度（0.5 mM）では野生株、8種の
欠損株ともに、生育の阻害は見られなかった。
野生株と 8種の欠損株によるセレン酸、亜セ
レン酸の還元について調べた結果、いずれの



欠損株もセレン酸還元能を欠失しているこ
とがわかった。また、欠損株の亜セレン酸還
元量が野生株に比べ 31 %～46 %減少した。ま
た、本実験で用いたセレン酸、亜セレン酸濃
度（0.5 mM）においても、野生株、8種の欠
損株ともに生育の阻害は見られなかった。 
テルル酸還元能欠失株として選出された 8種
の遺伝子欠損株は、テルル酸だけでなく、セ
レン酸の還元能も欠失していた。このことよ
り、テルル酸還元はセレン酸還元と共通した
還元機構に依存するのではないかと考えら
れる。セレン酸還元に関与するタンパク質と
して、モリブテンコファクター、Fe-Sクラス
ターを含む YnfEFが報告されている。本研究
において、テルル酸還元機構との関与が示さ
れた遺伝子によりコードされるタンパク質
の役割を調べたところ、8種の内 4種が Fe-S
クラスター合成に関与しており、テルル酸お
よびセレン酸の還元に Fe-S タンパク質が関
与することが示唆された。以上より、YnfEF
がセレン酸還元に加えて、テルル酸還元も担
っている可能性が考えられる。本実験で選出
された遺伝子欠損株においては、Fe-Sクラス
ター合成障害により、YnfEFが正常に機能せ
ず、テルル酸、セレン酸還元能が欠失したの
ではないかと考えられる。 
（２）酵素法による CdS/CdSe ナノ粒子の合
成 
 大腸菌 JW2514を宿主とし、His-tag融合タ
ンパクとして大腸菌由来 IscS を高発現させ、
Ni-NTA カラムを用いて精製した。本酵素と
L-システインを CdCl2 存在下で反応させ、励
起波長 350 nmにおける蛍光スペクトルを測
定した。その結果 450 nm付近に強い蛍光ピ
ークが観測され、L-システイン濃度や反応時
間に応じた蛍光ピーク波長の変化が認めら
れた。動的散乱法 (DLS) を使用して粒径を
測定した結果、大きな粒子を形成しているサ
ンプルほど高波長側に蛍光ピークを持つこ
とがわかった。また反応産物について透過型
電子顕微鏡観察 (TEM) およびエネルギー分
散型 X 線分析 (EDS) を行った。これらの結
果から IscS を用いた酵素反応により CdS 
ナノ粒子を合成されること示し、反応条件に
より異なる粒径の粒子を合成できることを
明らかにした。鉄硫黄タンパク質合成経路の
一つである ISC 経路 において、IscS ペルス
ルフィド中間体が転移される IscU が粒子合
成に与える影響について調べた。IscUのみで
は粒子を形成する活性を持たないが、IscSと
共存させることにより IscS 単独反応時に比
べ、より短時間で強い蛍光を発する粒子が形
成されようになった。この影響が、IscU添加
により S の放出量が増加したためか、IscU
の何らか別の作用によるものかを調べるた
め、IscS単独条件と IscS、IscU共存条件の二
つの反応の S 放出量が等しくなるように酵
素量を定め、その粒子合成について比較した。
IscS、IscU共存条件では IscS単独条件と比べ、
S 放出量が同じであっても生成粒子の蛍光

ピークは 10 nm以上高波長側にシフトし、蛍
光強度も強くなる。この結果と IscUを加える
と短時間で粒子が形成されることから、IscS
に比べ IscU から Cd2+へのペルスルフィド中
間体の転移が起こりやすく、高い効率で CdS
ナノ粒子が合成されることが示唆された。さ
らに、基質を L-システインから L-セレノシス
テインに変えて実験を行った結果、波長 542 
nmに強い蛍光ピークが検出され、CdSeと推
定される粒子が合成された。本反応では、反
応時間が長くなるにつれ蛍光ピークは波長
500 nmから 540 nmに高波長側へのシフトが
認められた。また、IscSの硫黄受容体である
IscU の添加による合成の影響を調べた結果、
IscU を添加することにより蛍光ピークは添
加しない溶液と比べ高くなるが、添加量が増
えるにつれ蛍光ピーク値は低くなり、波長
530nmから 500 nmに低波長側へシフトして
いった。一方で、合成を行う際、条件により
溶液に沈殿が生じて蛍光が見られなくなる
現象や時間経過とともに蛍光が弱まる傾向
が確認された。そのため、合成した粒子の蛍
光を維持する条件の検討を行った。分散剤と
してメルカプトエタノールを添加した場合、
蛍光は弱まるが、時間経過による蛍光の減少
は抑えられた。 
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