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研究成果の概要（和文）：本研究では、セレン汚染土壌や浸出水の生物学的処理技術の開発に向けて、環境試料
中のセレン代謝細菌を集積・単離して、そのセレン除去能力を評価した。集積系におけるセレン揮発化率は高く
なかったが、単離した12株の細菌のうち、Citrobacter属細菌であった10株はいずれも高いセレン代謝活性を持
っており、セレン代謝は様々な環境中に存在するCitrobacter属細菌に共通した性質である可能性が考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, selenium-metabolizing bacteria were enriched and isolated 
from environmental samples, and their capacity for selenium removal was evaluated with the aim of 
developing a biological treatment technology for selenium-contaminated soil and leachate. Although 
the selenium volatilization observed in the enrichment culture was relatively low, 10 out of the 12 
isolated strains, identified as Citrobacter species, exhibited high selenium metabolic activity. 
These findings suggest that selenium metabolism may be a common trait among Citrobacter species 
inhabiting diverse environmental niches.

研究分野：環境バイオテクノロジー

キーワード： セレン　バイオレメディエーション　バイオボラタリゼーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに報告されているセレン代謝細菌のほとんどはセレンやヒ素等の有害元素に汚染された環境から単離・
解析されており、高活性なセレン代謝細菌は特殊な環境に存在するものと考えられてきたが、本研究で有害元素
による汚染履歴のない環境からもセレン代謝細菌が単離されたことは、セレンの生物地球化学的循環の全容を明
らかにする上で重要な手がかりとなる。また、非汚染環境にもセレン代謝細菌が存在し用意に単離できたことか
らセレン含有土壌または排水の浄化技術の開発を容易にするものと言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 我が国では土壌中に自然由来のセレンを含む場所が多く存在しており、トンネル等の工事に
よって大量に発生するセレン汚染土壌や浸出水の処理技術の確立が求められている。一方、セレ
ンは微生物代謝を通じて化学形態が様々に変わることで環境中を循環していることが知られて
おり、この作用を有効活用すれば、セレン汚染土壌からセレンを除去できる可能性がある。環境
中では主にセレン酸（SeO42-；酸化数 VI）、亜セレン酸（SeO32-；酸化数 IV）等の酸化物イオン
の形態で存在しているが、セレン代謝微生物はこれらを還元し、毒性の低い単体セレン粒子（Se0；
酸化数 0）や、ジメチルジセレニド（CH3SeSeCH3；酸化数-II）等のメチル化物へと変換できる。
単体セレンは水に不溶の粒子であり、また、メチル化セレンは揮発性を持つことから、これらの
微生物代謝を進めることで水相からセレンを除去できる。さらに、揮発化したセレンを含む排気
ガスを活性炭や酸トラップに通すことでセレンを回収可能であるため、土壌浄化のみならずセ
レン資源の回収をも同時に達成可能である。 
 
２．研究の目的 
 これまで、セレン代謝微生物は有害元素に複合汚染された土壌、蒸発湖等の高濃度のセレンを
含む環境水、セレン精錬工場の排水処理設備等の特殊な環境から分離されたものに限られてお
り、低濃度のセレンしか存在しない環境に存在するセレン代謝微生物の詳細は明らかになって
いない。そこで、本研究では、環境中に生息する微生物の代謝を活用してセレンを除去する技術
の開発に向けて、環境中のセレン代謝微生物を集積・単離し、その特徴を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）セレン揮発化微生物の集積培養 
 50 mLの合成下水に500 mM亜セレン酸ナトリウム0.5 mLと活性汚泥試料0.5mLを加え、30℃、
150 rpm の条件で１週間、好気的に回転振盪培養した。培養後、培養液 5 mL を分析用試料とし
て冷凍保存し、残る培養液を遠心分離（25℃、10,000 xg, 10 分間）した。上清を 10 mL を残し
て廃棄し、新たな合成下水 40mL と 500 mM 亜セレン酸ナトリウム 0.5 mL を加え、同条件で培養
した。この操作を繰り返し連続バッチ培養することでセレン揮発化微生物の集積を試みた。バッ
チごとのセレンのマスバランスからセレン揮発化率を推定した。 
（２）環境試料からのセレン代謝微生物の単離 
 セレン酸ナトリウムを含む TSB 寒天培地に 11 種の環境試料をそれぞれ植菌し、約 1 週間、
30℃で静置培養した。赤く変色したコロニーを白金耳を用いて新たな同組成の培地に植菌し、同
条件で培養した。この操作を 3回繰り返し、セレン代謝微生物を単離した。また、巴川（静岡県
静岡市）から採取したセキショウモに付着していた泥を 5 mM のセレン酸ナトリウムを含む 1/10
濃度の TSB 培地中で繰り返し静置培養することでセレン代謝微生物を集積し、寒天培地を用い
て同様に単離した。その後、16S rRNA 塩基配列の分子系統解析により、単離した微生物を同定
した。続いて、5 ｍM のセレン酸ナトリウムを含む TSB 培地 20 mL に単離した微生物の培養液を
それぞれ 200 µL植菌した後、窒素置換後に密栓した。30℃、180 rpm で嫌気的に 7日間回転振
盪培養した。培養前後の水溶性全セレン濃度を原子吸光光度計により測定し、水溶性セレン除去
率として評価した。 
 
４．研究成果 
（１）セレン揮発化微生物の集積培養 
 固相および液相に含まれる全セレンの濃度を原子吸光光度計により定量し、培養開始前のセ
レン量に対する培養終了時のセレン量から揮発化セレンを計算した結果を図１に示す。全体と
して、固相セレンが徐々に蓄積することにより、培養系内のセレン量が増加していった。一部の
バッチでは、培養開始時のセレン量に対する終了時のセレン量が減少しており、セレンの揮発が
生じたと考えられた。 
 液相セレン量および液相セレン除去率の経時変化を図3-2に示す。培養開始時に添加した0.25 
mmol の亜セレン酸は、各バッチの培養終了時までに完全に除去されることはなかったものの減
少しており、液相セレン除去率は、極端に低かった 14 バッチ目以外、61～89％を示しており、
少なくとも亜セレン酸を代謝し固相セレンを生成する微生物が集積されていることが明らかと
なった。培養開始前に存在したセレン量に対する培養終了時に失われたセレン量から計算した
各バッチのセレン揮発化率を図 3-3 に示す。揮発化率は安定しておらず、1、2、9、16、21 バッ
チ目では 15～26%、12 バッチ目では 49%の揮発化率を示した一方で、その他のバッチでは 0～10%
の揮発化率だった。また、集積系から単離した細菌はいずれもセレン揮発化を示さなかった。以
上の結果より、亜セレン酸を固相セレンに安定して変換することで除去できる微生物が集積さ
れたといえるが、揮発化率は高くなく、セレン揮発化細菌は得られなかった。 



図１ 各バッチ開始時と終了時の固相および液相セレン量と推定された揮発化セレン量 
 

 

図２ 液相セレン量、液相セレン除去率     図３ 各バッチのセレン揮発化率 
 
（２）セレン代謝細菌の単離とセレン代謝の解析 
 都市河川に生息するセキショウモや畑、個人宅の庭等のセレン等の有害金属汚染の確認され
ていない環境試料から、5 mM セレン酸を含む寒天培地上で赤いコロニーを形成する１２株の微
生物を単離した。16S rRNA 遺伝子の塩基配列解析から、12 株の微生物はいずれも細菌であり、
うち 9株は Citrobacter freundii, 残る 3株はそれぞれ Scandinavium hiltneri、Citrobacter 
braakii、Klebsiella aerogenes であると推測された。これらについて、１週間の嫌気培養中の
水溶性セレン濃度の減少を測定したところ、10 株の Citrobacter 属細菌はいずれもセレン酸と
して添加した 5 mM の水溶性セレンの 95%以上を除去したことから、これらの Citrobacter 属細
菌はいずれもセレン酸を亜セレン酸を経て単体セレン粒子にまで変換し水中から除去する優れ
たセレン代謝を持つと考えられた。 
（３）まとめと今後の展望 
 本研究では、セレン汚染土壌や浸出水の生物学的処理技術の開発に向けて、環境試料中のセレ
ン代謝細菌を集積・単離して、そのセレン除去能力を評価した。活性汚泥からのセレン揮発化細
菌の集積を試みたところ、亜セレン酸を安定して単体セレンへと還元し水中から除去すること
はできたが、セレン揮発化量はわずかであり、またセレン揮発化細菌の単離もできなかった。ま
た、様々な環境試料からのセレン揮発化微生物の単離を試みたところ 12 株の細菌が単離され、
特に 10 株の Citrobacter 属細菌は 5 mM のセレン酸の大部分を除去する高いセレン代謝活性を
示した。これらより、セレン汚染のない環境中にもセレン代謝細菌は存在しており、それらを活
性化することでセレンを除去可能であると考えられた。特に様々な環境に存在するとされてい
る Citrobacter 属細菌は共通して高いセレン代謝活性を持つ可能性があり、今後、セレン代謝の
分子機構を含む詳細な解析によりその特性を理解することで、生物学的セレン除去技術の開発
に応用できる可能性があると考えられる。 
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