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第 1 章 序論 

 

1.1 研究の背景  

 日本は技術大国として経済的発展を遂げた現在も、自動車や電子機器を中心とした製造

分野で世界を牽引する存在であり、2020 年の国内総生産が世界第三位という経済大国であ

る。一方で、1997 年の京都議定書の採択を転機として、化石燃料依存社会からの脱却や地

球温室効果ガスの削減といった環境に配慮した循環型社会の形成が国際的に求められてお

り、2015 年 9 月に国連サミットで採択された持続可能な 17 項目の開発目標（SDGs：

Sustainable Development Goals）にも批准している（図 1-1）。これに伴い製造技術は単純

な低コスト、高性能化だけではなく、省資源、省エネルギーを目的として発展してきた。

2021 年現在の SDGs 進捗レポートでは再生エネルギー利用の推進（No.7：エネルギーをみ

んなにそしてクリーンに）やリサイクルを前提としたモノ作り（No.12：つくる責任つかう

責任）が日本の重要な課題であると評価されている[1]。日本の中心産業である電子機器分

野では携帯電話の発達や太陽電池の変換効率改善、高性能化に伴い、材料工学を基盤とした

高度な技術が発展してきた。これらのハイテクノロジーや環境適合型技術を支えてきたの

が、希少金属（レアメタル）である。 

 

図 1-1 持続可能な開発目標（SDGs）の 17 目標 

 

 レアメタルとは総称名であり、「地球上の存在量が稀であるか、技術的・経済的な理由で

抽出困難な金属」のうち、工業需要が現に存在する（今後見込まれる）ため、安定供給の確

保が政策的に重要であるもの、つまり 31 種類の元素を工業審議会においてレアメタル（中

でも希土類元素 17 種類をレアアースと呼称）と定義されている（図 1-2）[2], [3]。日本が
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得意な電子機器分野の中でも再生エネルギー推進を担う技術として太陽光を電気に変換す

る太陽電池が注目されている。この太陽電池にもインジウム（In）、ガリウム（Ga）、セレ

ン（Se）、テルル（Te）といったレアメタルが材料として使用されている[4], [5]。大量に用

いられる鉄(Fe)や銅(Cu)、亜鉛(Zn)といったベースメタルとは異なり、レアメタルは少量添

加することにより、性能を大きく向上させたり、特長的な性質を備えたりといった使われ方

をすることが多く、電子機器分野では必須なことから産業のビタミンとも呼ばれる。 

 

図 1-2 周期表（黄色：レアメタル、灰色：レアアース） 

 

先端技術産業において重大な意味を持つレアメタルが現在、供給不安定化による価格の

高騰という大きな問題を抱えている[6]。レアメタルという名前から、希少さからくる枯渇

が問題の原因であるようにみえるが、希少さだけが問題の本質ではない。希少度の指標とし

て使われる、地殻表層部を構成する元素の割合を示したクラーク数を比較すると、代表的な

ベースメタルであり我々の身近にある鉄は 4.7％と高いが、銅は 0.006％であり、亜鉛は

0.007％と低い値である[7]。これらのベースメタルは長年の探鉱・開発・製錬技術の蓄積や、

資源国からの供給ラインの確保などによって安定供給が確保されている。一方でレアメタ

ルの一種であるチタンのクラーク数は 0.57％であり、ニッケルは 0.0075％と、存在量とし

てはベースメタルよりも多いレアメタルも存在する。しかし、レアメタルは偏在性が高いも

のや、抽出技術が未発達のものが多くある。このような理由から、偏在性の高い元素を保有

する資源国の政策の影響により供給不安定化が起こり、急激な価格の乱高下につながって

いる。特に中国による資源囲い込みや、鉱物資源そのものの枯渇から、レアメタルの価格が

乱高下し、一時は 2、3 年で 10 倍もの価格に跳ね上がった元素も存在した[2]。このような

レアメタルの価格の乱高下や、供給の不安定化は、多くのハイテク企業を抱える日本におい

ては死活問題となっている。 

 こういった現状を踏まえ、近年、レアメタルの新たな供給源の確保が重要な課題となって

いる[8]。そこで特に注目されているのが、都市鉱山である。都市鉱山とは、ゴミとして大量

に放置された携帯電話や家電に含まれる貴金属やレアメタルを鉱山に見立てた概念である

[9]–[12]。資源が乏しい日本において、各種金属の埋蔵量という観点から見れば、都市鉱山
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には世界有数の資源国に匹敵する資源が眠っている（表 1-1）。特に電子回路に使用される

金や、銀といった貴金属を含む 2 鉱種における埋蔵量は世界トップであり、レアメタルも

インジウムが 15.5％で 2 位、アンチモンが 19.1％で 3 位と、大量の資源が都市鉱山に含ま

れている。 

 

表 1-1 日本の都市鉱山規模（2011 年） 

 

  

 実際に金や銀を含む貴金属に関しては、都市鉱山からのリサイクルが進んでいる。一方で、

都市鉱山に豊富に含まれるレアメタルの回収は、ほとんど進んでいない。理由としては、ま

ず値段が高騰したとはいえ貴金属類に比べれば安価であり、物理化学的処理では採算がと

りにくいこと、そして多様な金属類が混在する中から、特定のレアメタルだけを特異的に回

収する技術がないことなどが挙げられる。資源を持たない日本においては、このような未利

用資源を活用した技術開発によるレアメタルの回収が重要であると考えられ、少なからず

の研究者が生物機能を利用した新たな技術開発を試みている[13]。 

 また、レアメタル需要の増大に伴い、新たな問題も発生しつつある。これまでに偏在性が

高く埋蔵されてきたレアメタルが多種多様なハイテク製品に利用されることで、製造工程

や廃棄物などからこれまで自然界には存在しないほどの高濃度のレアメタルが環境中に放

出され、レアメタル汚染のリスクが増してきている。そのため水質汚濁防止法や土壌汚染対

策法、環境基本法などにより、環境へのレアメタルの放出に厳しい規制（基準値設定：Cr,Se,  

要監視項目：Mo, Sb,Ni）がかかっている[14], [15]。 

 レアメタルの一種であるセレンは日本と関わりが深く、薬毒の二面性を持つ興味深い元

素である。セレンは動植物の必須微量元素のひとつであり成人男性にとっては 30µg･day-1

が推奨摂取量とされている。セレンの持つ抗酸化作用は人体にとって非常に有用であり、抗

がん剤などの治療薬の原料として使用されている[16]。一方でセレンは過剰摂取による毒性

があるため、人体にとって有害な元素でもある。成人男性でセレンを 400µg･day-1以上を慢

性的に摂取すると胃腸障害や末梢神経障害を引き起こし、グラム単位で摂取すると重症の

胃腸障害や呼吸困難など急性毒性を起こすことが知られている[17]–[19]。 

 自然環境中でセレンは火山堆積物に微量濃度含まれている。このため火山大国日本の国

金属
世界の埋蔵量に
対する割合（％）

埋蔵量の
国別順位

都市鉱山の
蓄積量（t）

世界の
埋蔵量（ｔ）

銀 22.4 1 60,000 270,000
アンチモン 19.1 3 340,000 1,800,000
金 16.4 1 6,800 42,000
インジウム 15.5 2 1,700 11,000
リチウム 3.8 6 150,000 4,100,000
タンタル 10.4 3 4,400 43,000
出典：独立行政法人物質・材料研究機構
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土中には自然由来のセレンが広く分布している[20]–[23]。土に含まれるセレンは植物に吸

収されるため、日本で生産される野菜や穀物にはセレンが豊富に含まれる。したがって国産

の植物を摂取する日本国民はセレン欠乏症とは無縁となっている。一方でセレンは土壌汚

染対策法や環境基本法によって環境中の残存濃度基準が定められているため、自然由来で

あっても基準を超過した場合には対策が義務付けられている。トンネル工事などの大量の

土砂が発生する工事では土中にセレンが含まれる可能性が高く[24], [25]、その対策による

工事費用の増加や工期の遅延に悩まされている。 

 先端産業にとってもセレンは重要な工業原料である。セレンは主に銅などの非鉄金属製

錬の電解スライムから副産物として製錬される[26]。日本は銅鉱石のほぼ全量を他国からの

輸入に頼っているが、銅の製錬に伴うセレンの生産量は世界第 2 位である。このため日本

にとってセレンは自国で製造できる重要なレアメタル資源といえる。古くはセレンの整流

効果を利用した半導体、近年では CIGS 系の太陽電池の原料として使用されている。太陽電

池は製造コストの高く変換効率が 30%以上となるシリコン系と、製造コストが低い化合物

系（CIGS や GaAs）に大別されるが、変換効率の関係でシリコン系のシェアが大半を占め

ていた。2014 年には化合物系の変換効率が 22％を超え、シリコン系に並ぶと期待されてい

たが、2020 年までは 20%程で頭打ちになっていた[27], [28]。しかし最新の研究では変換効

率 34％を超える CIGS 太陽電池が開発されたことから、低コスト低資源使用量でありなが

らも高変換効率の太陽電池の実用化が現実味を帯びてきた[29]。 

 

図 1-3 既存の物理化学処理と微生物処理の比較 

 

このようにセレンは使用用途が多岐にわたり、今後の需要も見込まれる。セレンの生産・

用途の拡大に伴い、自然界には存在しないほどの高濃度でセレンの一部が環境中に流出す

る可能性も高まっている。しかし工場廃水に含まれるセレンの浄化方法・回収再利用方法は

確立しているとは言い難い。セレンは主にセレン酸[6 価, selenate, Se(VI)]または亜セレン
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酸[4 価, selenite, Se(IV)]のオキサニオンの形態で廃水中に含有される。これらのイオンは

低濃度で生物に有害であることが知られており、ラットの経口投与の半数致死量（LD50）

はセレン酸が 1.6 mg･kg-1、亜セレン酸が 10 mg･kg-1 であり、猛毒というイメージが広ま

っているヒ素の半数致死量と同程度である[30]–[32]（表 1-2）。したがって工業廃水中の全

セレン濃度は水質汚濁防止法により 0.1 mg･L-1以下にすることが義務付けられている[14]。

これまでにも一般的に電気還元や共沈といった物理化学的処理方法により[33]–[35]、廃水

からのセレン除去が行われてきた（図 1-3）。具体的には、電気還元等によりセレン酸イオ

ンを亜セレン酸イオンに還元した後、鉄系凝集沈殿剤を添加し、亜セレン酸を無機汚泥に吸

着させ沈殿除去する方法である。しかし、セレン酸イオンは鉄凝集沈殿効率が非常に低く非

特異的であり、大量の凝集沈殿剤を必要とする。このため、凝集沈殿剤コストおよび大量に

発生した汚泥の処分コストなど非常に高コストであるという問題を抱えている。また大量

の薬剤を使用するため、凝集沈殿した汚泥中のセレン濃度が低くなり、処理後のセレンを回

収し再資源化することが困難である。このため日本では毎年約 50 トンに及ぶセレンを再利

用せずに大気・公共用水域に排出している。廃水だけでなく廃製品からのセレン回収方法も

確立されていないために、製品寿命が尽きた太陽光電池はそのまま都市鉱山として放置さ

れる可能性がある。そればかりか廃製品中のセレンが 1 mg･L-1を超える濃度で溶出し周囲

に健康被害を拡大する危険性もある[36]。こうした実情を踏まえ、低コストでより特異的に

処理ができる可能性を秘めた生物化学的手法を用いたプロセス（バイオプロセス）が研究さ

れてきた[37]–[57] （表 1-3）。 

 

表 1-2 セレン・ヒ素化合物のラット経口投与の半数致死量 

 

物質名 化学式 価数 LD50(mg/kg) 備考

セレン酸ナトリウム Na2SeO4 VI 1.6 可溶性

亜セレン酸ナトリウム Na2SeO3 IV 10 可溶性

元素態セレン Se 0 6700 不溶性

ジメチルセレン CH3SeCH3 -II >1000 揮発性

ヒ酸ナトリウム Na3AsO4 V 112 可溶性

亜ヒ酸ナトリウム Na3AsO3 III 41 可溶性
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微生物におけるセレン代謝は無機セレノオキシアニオンをセレノアミノ酸や有機セレン

化合物に変換する同化型還元と、無機セレノオキシアニオンを無機元素態セレンまでに還

元する異化型還元がある。これまでに報告されているセレン含有廃水の生物学的処理は主

に嫌気的にセレン酸を異化型還元する微生物を利用しており、ほとんどが農業廃水や自然

環境中のセレン汚染水などの 0.01 mmol･L-1 程度の低濃度の廃水処理を目的としたもので

ある（表 1-3）。報告例の中には高濃度亜セレン酸を含む廃水を想定したものはあるが、高

濃度セレン酸に対しては想定されておらず実用化には課題が山積している。さらにこれら

は水溶液中からのセレン除去を目的としており、セレンの回収再資源化は実証されていな

い。また微生物代謝によってセレンを揮発化させ、水溶液もしくは土壌を浄化する報告もあ

るが、回収再資源化は考慮されていない[40], [58]–[64]。 

 セレン含有廃水のバイオプロセスに利用するために高濃度セレン酸還元細菌

Pseudomonas stutzeri NT-I 株が単離された[37]。NT-I 株は水溶性のセレン酸を亜セレン

酸へ還元し、亜セレン酸から固体の元素態セレンまで異化型還元をおこなう（図 1-4）。さ

らに元素態セレンを還元、メチル化を経て Dimethyl diselenide[DMDSe,Se(-I)]まで還元す

ることができる[65]。 

   

図 1-4 現在判明している NT-I 株によるセレン代謝概要 

 

1.2 研究の目的と構成  

 本研究では、セレン含有廃水のバイオプロセスに利用可能な高濃度セレン酸還元細菌

Pseudomonas stutzeri NT-I 株のセレン代謝の特徴付けと、廃水廃棄物からのセレン回収プ

ロセスの構築に寄与する知見を得ることを目的とした。 

本論文は以下のような全 9 章で構成した。第 2 章では、高濃度のセレン酸を還元可能な

細菌、及びセレン処理プロセスに関する既往研究を概説し、セレン含有廃水のバイオプロセ

スの開発に向けて不足している知見を整理した。第 3 章では NT-I 株のセレン酸還元、亜セ

レン酸還元能力を調べるため培養条件因子の検討を行い、最適還元条件を決定した。第 4 章

では元素態セレン還元（DMDSe 合成）能力の培養条件因子の検討を行い、最適還元条件を

決定した。第 5 章では廃水からのセレン固化回収方法の開発と回収物の再資源化を試みた。

同様に第 6 章では廃水からのセレン気化回収方法の開発と回収物の再資源化を試みた。第

7 章では都市鉱山からの回収を想定し、廃製品からのセレン回収を試みた。第 8 章では NT-

I 株のセレン代謝能力の適用範囲を拡大するために、セレン汚染土壌浄化を試みた。これら

の研究で得られた成果と、そこから提案し得る新たなセレン回収再資源化プロセスの提案

を、第 9 章総論で取りまとめた。 
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第 2 章 セレン酸還元細菌とセレン含有廃水処理に関する既往研究 

 

2.1 緒言 

第 1 章序論で述べたようにセレン含有廃水からバイオプロセスによるセレン回収方法の

構築には、高濃度のセレン酸に対応できるセレン酸還元細菌が必要であると考えた。特に工

業廃水では 0.5 mmol･L-1以上の高濃度のセレン酸を含む廃水が発生することもあることか

ら、これらの高濃度セレンに耐性があり、還元可能な菌株の分離と特徴を明らかにすること

が望まれる。さらにセレン回収プロセスの実用化を視野に入れると、回収物からのセレン製

錬方法の開発が必要となる。本章ではまず各種データから日本におけるセレンの立ち位置

を明確にし、高濃度のセレン酸を還元可能な細菌、及びその処理プロセスに関する既往研究

を概説し、セレン含有廃水のバイオプロセスの開発に向けて不足している知見を整理した。 

 

2.2 日本におけるセレンの立ち位置 

  

図 2-1 各年のセレン生産量推移（USGS selenium report2009-2020） 

 

アメリカ地質調査所（USGS）発表のデータによるとセレン総生産量は 2011 年から増加

傾向にあったが、近年では年間 3,000t ほどで推移している（図 2-1）。セレンの生産量は

2014 年までは日本が 1 位を誇っており、中国のレアメタル禁輸政策や資源囲い込み政策に

対抗できる元素であった。しかし 2013 年から中国での生産量が増加し、2015 年には生産

量 1 位の座を中国に明け渡した。それ以降日本はセレン生産量 2 位である。しかし依然と

して全生産量の約 30%を日本で生産していることから、2020 年現在でも日本はセレン製錬

大国と言える。日本では生産量の大部分を元素態セレンもしくは二酸化セレンとしてイン

ドや香港、中国に輸出している（財務省貿易統計データ）。 
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図 2-2 セレンの輸出価格推移（財務省貿易統計データ） 

 

総生産量の少ない年は輸出価格が最大 10,462 円･kg -1 まで高騰したこともあったが、生

産量が落ち着いている近年では 2,000 円･kg -1 程で推移している(図 2-2)。セレンの輸出価

格は貴金属元素（銀：84,000 円･kg -1）と比べると見劣りするため、コストをかけた積極的

な廃水廃棄物からの回収は行われていない。 

 

表 2-1 日本におけるセレンを規制する法律と基準値 

  

 

日本政府はセレンが持つ毒性に注目し、水・土壌・大気に対して様々な法律によって基準

0
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対象 法律 基準名 基準値

水質汚濁に係る環境基準 0.01 mg・L-1

地下水の水質汚濁に係る環境基準 0.01 mg・L-1

水道法 水質基準 0.01 mg・L-1

下水道法 水質基準 0.01 mg・L-1

環境基本法 土壌汚染に係る環境基準 0.01 mg・L-1

土壌溶出量基準 0.01 mg・L-1

土壌含有量基準 150 mg・kg-1

大気 大気汚染防止法 特定物質 二酸化セレン

水質汚濁防止法 排水基準 0.1 mg・L-1

特別管理産業廃棄物

判定基準（廃酸・廃塩基：含有量） 1 mg・L-1

判定基準（汚泥：溶出量） 0.3 mg・L-1

廃水

廃棄 廃棄物処理法

水

土壌汚染対策法

環境基本法

土壌
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を設けている（表 2-1）。さらに廃水・廃棄物に対しても厳しい基準値が設定されている。現

在セレンの精製工程や火力発電所では，可溶性のセレノオキシアニオンを高濃度で含む廃

水が発生している[66]。Se 含有廃水の処理方法には物理化学的な処理（共沈、吸着、イオ

ン交換など）が実施されており、溶液中のセレン濃度を 0.1 mg･L-1 以下まで低減した後に

排出されている。セレン（特にセレン酸）に対する物理化学的な処理方法に関して現在も研

究は続いており、物理化学処理では難しい高濃度に対してもイオン交換法と沈殿法を併用

した処理などが提案報告されている[67]–[71]。しかしこれらの処理方法はセレンを除去す

ることが目的であり、除去後のセレンを回収再資源化したという報告は未だない。したがっ

て既存の処理方法では廃水から除去されたセレンは回収再資源化されることなく、

PRTR(Pollutant Release and Transfer Register)法レポートによると日本だけでも年間 50

～70t 廃棄されている。これは日本の生産量の 10％に及ぶと見なされる。さらに 2000 年台

から製造が活発化した太陽光パネルが近年製品寿命を迎え、CIGS 系太陽電池の太陽光パネ

ルからレアメタル資源の再利用がおこなわれておらず[72]、都市鉱山として廃棄される可能

性が懸念されている。 

 

2.3 高濃度セレン酸還元細菌についての既往研究 

 効率的なセレン含有廃水からのセレン回収バイオプロセスの構築のためには、セレノオ

キシアニオン代謝能力の高い菌株の取得と特徴づけのみならず、回収プロセスの開発が重

要となる。すなわち、培養の前段階でのセレン廃水の前処理の可能性あるいは、培養後に得

られたセレンの回収方法や、回収したセレン含有物からセレンを製錬するための後処理の

開発が必要となる。これまでに、限定された菌株において生物学的セレン処理プロセスにお

いて発生した汚泥中に含有されるセレンに関する報告がいくつか行われている[34], [54], 

[67]–[71], [73]–[87]（表 2-2）。以下にそれらを概説し、セレン含有廃水からのセレン回収バ

イオプロセスの実現に向けて不足している知見を考察した。 

 

 セレン酸及び亜セレン酸還元微生物は複数報告がある（第 1 章,表 1-3）。調べた限りにお

いて 9 例あるセレン酸還元微生物のうち 7例が嫌気条件下でのセレン酸還元微生物であり、

残り 2 例が好気条件下でのセレン酸還元微生物である。セレン酸還元微生物のうち 4 例が

亜セレン酸還元に関しての記述がなく、亜セレン酸還元能を持たないもしくは亜セレン酸

還元速度が非常に遅いと推測される。したがって好気的にセレン酸および亜セレン酸を還

元できる Pseudomonas stutzeri の 2 例はセレン含有廃水を高速で処理できる可能性があ

ると考えられる。これまでに報告されているセレン酸還元細菌のうち、バイオプロセスへの

活用やセレンの回収に言及されているものを下記に個別に概説する。 

 

1. Thauera selenatis 

これまでにセレン廃水処理後の汚泥を調べた結果では、嫌気性微生物 Thauera 
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selenatis による sludge-blanket reactor を用いたセレン廃水処理では、186 日間の運用

で、回収された Se のうち 96％が元素態セレンとして回収された。このときの元素態セレ

ンは汚泥中に 0.237 mg･L-1の濃度で含まれていた[88]。 

  

2. Sulfurospirillum barnesii 

 アクリルアミドを用いて、Sulfurospirillum barnesii を固定した実験では、元素態セレン

がアクリルアミドゲル中に濃縮され、58 日間培養で汚泥中の Se 濃度は最大で 1194 mg･

kg-1 (0.1194％)となった。しかしこの方法の場合、次にゲル中から Se を溶出させる工程が

必要となる[89]。 

 

3. P. stutzeri ATCC51152 

Lortie らによって単離された P. stutzeri ATCC51152 株は、TSA 培地で培養した場合、

好気培養条件下において、約 6 mmol・L-1のセレン酸を 14 時間で 98%以上を還元し、約 6 

mmol・L-1の亜セレン酸を 20 時間でほぼ全量還元し、細胞内外は不明だが元素態セレンを

生成した[38]。また、最高 48.1 mmol・L-1のセレン酸まで還元できることが示されており、

セレン酸・亜セレン還元に及ぼす pH や温度、他のオキソアニオンの存在の影響についても

調べられている。中でも亜セレン酸還元条件での pH 感受性が高く pH 5.5 以下または pH 

9.5 以上では還元が起きないため、亜セレン酸塩還元の下限は pH 6.5、上限は pH 9.5 であ

ると示されている。セレン酸還元微生物の中でも好気条件下でセレン酸を還元できる特異

な微生物である。2021 年 Chen らは P. stutzeri ATCC51152 株を担体に固定し、嫌気条件

によって 1 mg･L-1 のセレン酸を亜セレン酸まで還元している[87]。次いで亜セレン酸は鉄

系薬剤によって吸着処理された。Chen らは物理化学処理では処理が困難なセレン酸還元を

微生物に任せ、微生物処理では多くの時間を要する亜セレン酸処理を物理化学的に処理し

た画期的な試みである。しかし処理後のセレンの再資源化は検討されていない。 
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4. Pseudomonas stutzeri NT-I 

平成 19 年度（2007 年）地域新生コンソーシアム研究開発事業「微生物機能を用いた廃水

からのセレン等レアメタル回収技術の開発」において、溶液中のセレンを元素態セレンまで

還元できる微生物として金属リサイクル工場の廃水溝底汚水から Pseudomonas stutzeri 

NT-I 株は単離された[37]（図 2-3）。複数の研究グループによって NT-I 株は研究対象となっ

ており、調べた限りにおいて 2021 年 8 月現在で 16 報の報告がある。既に報告されている

結果と課題をまとめた。 

    

図 2-3 （a）NT-I 株のプレート写真と（b）電子顕微鏡写真 

2011 年に黒田らはフラスコレベルによるセレン酸および亜セレン酸還元の特性解析をお

こなった[37]。NT-I 株は溶液中のセレン酸を亜セレン酸に、亜セレン酸を元素態セレンに

還元できることを報告した。NT-I 株は高濃度のセレン酸（10 mmol・L-1）、亜セレン酸（9 

mmol・L-1）を完全に還元した。また NT-I 株は桿菌のグラム陰性菌であり、カタラーゼ活

性とオキシダーゼ活性を持つことがわかった。さらに培養温度 10-42℃、pH6-9、塩濃度 0.1-

50 g･L-1、好気条件で生育する。中でも 38℃、pH7.0、塩濃度 10 g･L-1で最大の生育速度が

得られた。セレン酸を基質として合成された元素態セレンは SEM-EDX での観察によって

200nm 程の粒子であり、細胞外に存在することが示唆された。さらに J.T. Tendnedzai ら

によって、亜セレン酸を基質として合成された元素態セレンも黒田らの結果と同様に細胞

外で観察されることを報告している[90]。 

 

表 2-3 セレノオキシアニオン還元速度比較 単位：μmol･L -1･h -1, ×：報告なし 

 

微生物名 

基質  

参考文献 Se(VI) Se(IV) Se(0) 

Pseudomonas stutzeri NT-I 14 22.3 28 [65], [91] 

Corynebacterium sp. × × 2 [92] 

Penicillium sp. × 0.8 × [93] 

Rhodobacter sphaeroides 0.05 × × [94] 

(a) (b) 
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 鏡らによって NT-I 株は元素態セレンを DMDSe まで還元できることが報告された[65]。

このことから NT-I 株は 6 価セレン酸から(-I)価の DMDSe 合成までを同一細胞でおこなう

ことができる稀有な微生物だと判明した。DMDSe は揮発性が高く、溶液中から容易に除去

される。さらに鏡らはフラスコレベルで 7.6 μmol･L -1･h -1、ジャーファーメンターレベル

で 14 μmol･L -1･h -1の速度で水溶液中のセレンを揮発化できることを報告した（表 2-3）。

これらは他の微生物と比較してセレン還元速度が速い。気相解析によって NT-I 株培養中気

相からは DMDSe の他に Dimethyl selenide (DMSe)、Dimethyl selenosulfide(DMSeS)、

Dimethyl disulfide(DMDS)が含まれる事が示された。 

セレン酸還元細菌の多くは嫌気的にセレン酸還元をおこなっており、酸素がセレン酸還

元を阻害している。しかし NT-I 株は好気的にセレン酸還元をおこなうため、酸素がある状

態でも大きな阻害を受けない。この特徴を応用して浄化回収処理開発が確立できると期待

されている。黒田らの報告によると NT-I 株のセレン酸還元酵素（SerABDC）は特別なも

のではなく既知の T. selenatis が保有するセレン酸還元酵素（SerABDC）と相同性が高い

[95]。一方で NT-I 株には特異的な特徴としてセレン酸還元遺伝子上流に好気条件下で転写

制御に関与していると思われる ORF（open reading frame）が見つかっている[96]。微生

物による亜セレン酸還元はチオレドキシン還元酵素による反応が示唆されているものの

[97]、NT-I 株の亜セレン酸還元酵素も、遺伝子も明らかになっていない。同様に元素態セレ

ンを細胞外へ排出するメカニズムも、細胞溶解時の放出や輸送タンパク質の関与が指摘さ

れているが[98]、NT-I 株の元素態セレン排出メカニズムについて解明されていない。メチ

ル化セレンの合成酵素として DMSe 合成酵素は報告があるが、DMDSe 合成酵素について

は未だ報告がない。DMDSe を主として合成する微生物は少ないため、反応経路も解明され

ていない。このように特異なセレン代謝能を持つ NT-I 株だが、セレン代謝について酵素学

的知見および分子生物学的知見は少ない。 

NT-I 株を使った排水処理に関して惣田らの研究グループが UASB（Upflow Anaerobic 

Sludge Blanket；上向流式嫌気性汚泥床）方式のセレン処理について報告している[73], [96], 

[99]。セレン含有廃水を NT-I 株のセレン酸還元培養範囲にまで中和・希釈し炭素源を添加

して繊維状担体に NT-I 株を濃縮させて処理をおこなった。セレン酸 30 mg･L-1を 5 日、亜

セレン酸 60 mg･L-1も同様に 5 日程度で廃水基準（0.1 mg･L-1）以下まで除去することに成

功している。また下水汚泥焼却灰中のセレンを抽出し、その抽出液からのセレン除去を試み

たところ焼却灰から 90％以上のセレンを抽出に成功した。さらに UASB リアクターでの処

理により抽出液から 90％以上セレンを除去することに成功している。しかし除去されたセ

レンは元素態セレンとして繊維状担体に蓄積されたが、再資源化には至っていない。 

 以上の報告を総合すると、NT-I 株のセレン還元特徴を調べ、廃水への適用がなされてい

るものの、フラスコレベルなどの小スケールでの報告であり、生物処理実用化時の大量培養

でも同様の挙動を示すかわかっていない。また浄化処理のみの報告であり、セレンの回収再

資源化に関してはその可能性を示すにとどまっている。還元プロセスが複雑な亜セレン酸
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還元速度や DMDSe 合成速度は定性定量分析が難しいために報告が少なく、詳細な還元メ

カニズムが明らかになっていないという課題がある。 

 

 

2.4 本研究の方向性 

 これまでに報告されているセレン処理プロセスは浄化を目的としているため、回収も視

野に入れて処理プロセスを構築するためには、（１）対応できるセレン濃度が低い、（２）元

素態セレンの濃度が低い、（３）製錬するための後処理の工程が必要である、（４）時間とコ

ストがかかるなどという問題が残されている。高濃度のセレン含有廃水を用いる事で、短時

間で高濃縮のセレン沈殿を得る方法も考えられるが、既報の微生物は高濃度のセレン酸還

元に対応できない事から、高濃度セレン含有廃水への適用は不可能である。Pseudomonas 

stutzeri NT-I 株のように高濃度のセレノオキシアニオンへの耐性と還元能を有する微生物

が分離されたことによって、高濃度セレン含有廃水からの元素態セレンの高効率な回収プ

ロセスを構築できる可能性が考えられる。NT-I 株は好気的にセレン酸を還元することがで

きるため、増殖も速く短時間でセレン回収できる可能性がある。しかし、これまでに好気的

セレン還元微生物を用いたバイオリアクターによる大量培養の例はなく、セレン回収プロ

セス構築のための知見が不足していることが課題であると考えた。 
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第 3 章 セレン酸還元細菌 Pseudomonas stutzeri NT-I 株のセレノオキシアニオン還元反応

の特徴づけ 

 

3.1 緒言 

 第 2 章において NT-I 株はセレン酸を還元可能な好気性微生物の中でも高いセレン酸代

謝能力を持つため、高濃度セレン含有廃水処理のバイオプロセスに適用する菌株として有

望であると考えた。一方で、実用化のためには培養容量のスケールアップや温度、pH、攪

拌速度などの培養条件因子の影響についての知見が必要である。そこで、本章では 5 L ジャ

ーファーメンターを用いたセレノオキシアニオン還元試験によって、セレノオキシアニオ

ン還元最適条件を決定するとともに、NT-I 株によって模擬廃水から回収したセレンの資源

価値を調べることを目的として研究を行った。 

 

3.2 方法 

3.2.1 使用培地 

 NT-I 株の培養には、BactoTM Trypticase Soy Broth（TSB）（Becton Dickinson）培地

を用いた。還元試験には Extra Pure Reagent のセレン酸ナトリウム（ナカライテスク）も

しくは亜セレン酸ナトリウム（ナカライテスク）を添加した。その他の試薬には、市販の特

級品を用いた。 

 

3.2.2 ジャーファーメンターを用いたセレン酸・亜セレン酸還元試験 

 NT-I 株１白金耳量を 100 mL 容量バイアルに分注した 50 mL の TSB 培地に植種し、培

養温度 30℃、撹拌速度 120rpm の条件に設定した回転振とう培養器で 24 時間培養した。

この培養液を新しい 50 mL の TSB 培地を含む 100 mL 三角フラスコに 0.5 mL 添加し、再

度 12 時間の前培養を行った。続いて、還元試験を行うために、遠心分離(15,000×g、5 分、

室温)により菌体を回収し、回収した菌体をオートクレーブ滅菌した 0.9％塩化ナトリウム

溶液に懸濁し、分光光度計(V-600、日本分光株式会社)を用いて、660nm(OD660)=1.0 となる

ように調整した。培養菌体の細胞増殖は、分光光度計(V-600)を用いて、600 nm における光

学密度（OD600）から計算された。菌体密度は以下の式（菌体密度（cells･mL -1）＝OD600×

8.5×108）から計算した。この式は OD600の値とカウンティングチャンバーを用いて顕微鏡

による細胞直接計測によって決定した。OD660=1.0 に調整した懸濁液 30 mL を任意の濃度

のセレン酸もしくは亜セレン酸を含んだ TSB 培地 3 L を分注した 5 L 容量ジャーファーメ

ンター（Bioneer-C500N 型 5L(S)、株式会社丸菱バイオエンジ）に添加した。培養液の温

度、攪拌速度、pH はそれぞれ任意の値に保った。pH は 30％の NaOH 溶液、2 規定の HCl

溶液で調整した。DO および pH は、それぞれ  DO electrode OX-2500 および pH 

combination electrode MPS-220 (株式会社丸菱バイオエンジ) で測定した。ジャーファー

メンターからの排気はテフロンチューブ （内径 5 mm、外径 6 mm）を用いて、水蒸気に
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よる溶液量の変化を緩和するために空の 250 mL の試薬瓶を通してから、250 mL 容量の試

薬瓶に分注した 150 mL の濃硝酸を通過させた。培養液と濃硝酸を経時的に採取し、セレン

酸、亜セレン酸、元素態セレン、全水溶性セレン、濃硝酸中のセレンは誘導結合プラズマ発

光分光分析装置(ICP‐AES) (iCAP 6300 Duo, Thermo Fisher Scientific K.K.)によって定

量分析した。 

セレン酸および亜セレン酸の還元速度（mol･h -1･cell -1）は、セレン酸または亜セレン酸

の減少量が最大になる時間における１時間当たりの減少速度（mol･h -1）を OD660から算出

した菌体数（cells）で割ることで算出した。 

 

3.2.3 模擬廃水からのバイオセレン調製 

前述の通りジャーファーメンターを準備し、終濃度 5 mmol･L -1となるようにセレン酸を

TSB 培地に添加して模擬廃水とした。OD660 = 1.0 に調整した前培養液 30mL を模擬廃水

に植菌し、培養温度 38 ℃、pH 9.0、撹拌速度 250 rpm、通気量 1 L･min -1の条件で 48 時

間培養した。培養開始から 48 時間後に通気量を 1 L･min -1から 0 L･min -1に変更して、そ

の後 24 時間培養を続けた。培養終了後の培養液を遠心分離(8,000rpm、20 分間、4℃)によ

り沈殿を回収した。回収した沈殿は超純水 600 mL を加えて沈殿を洗浄し、遠心分離

(8,000rpm、20 分間、4℃)により沈殿を回収した。繰り返し超純水による洗浄を行った後、

70%エタノールを 600 mL 加え沈殿を洗浄し、遠心分離(15,000rpm、20 分間、4℃)により

沈殿を回収した。エタノール洗浄後の沈殿は乾燥機により、40℃もしくは 60℃で 24 時間

以上乾燥した。得られた乾燥物をバイオセレンとした。さらにバイオセレンを塩酸洗浄によ

って簡易に精製できるかを調べるために、回収した沈殿を超純水で洗浄した後に、12N 塩

酸を加えて沈殿を洗浄し、遠心分離(8,000rpm、20 分間、4℃)により沈殿を回収した。この

操作を 3 回繰り返した後に、再度超純水による洗浄、70%エタノール洗浄の後に 40℃で 24

時間以上乾燥した。 

 

3.2.4 元素分析方法 

 経時採取した培養液の 2 mL を遠心分離(15,000rpm、5 分間、4℃)にて固液分離し、得ら

れた上清を 0.2 μm のフィルター（Steradisc 13、KURABO）でろ過したものを検液サンプ

ルとした。サンプル中のセレン酸および亜セレン酸イオンは、イオンクロマトグラフィー 

（ICS-1100、ダイオネクス社、検出器 DS6 HEATED CONDUCTIVITY CELL、カラム

IonPac AS12A、ガードカラム AG12A、サプレッサーASRS300、溶離液 3.0 mmol･L -1 

Na2CO3、流速 1.5 mL･min -1）で定性定量した。また、同サンプルの溶液は、ICP‐AES 

(iCAP 6300) を用いて、上清中の総可溶性 Se 濃度を測定した。 

沈澱物には洗浄のため超純水 2 mL を加え、ボルテックスにより混合した後、遠心分離

（15,000×g、5 min、室温）により沈殿を回収した。２回繰り返し、洗浄作業を行った後、

沈澱試料に 1500 µl の濃硝酸と 50 µl の濃硫酸を添加し、ボルテックスにより混合し沈殿物
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を溶解させた。溶解液は遠心分離（15,000×g、5 min、室温）をおこない、上清と沈殿物を

分離した。上清は 10 mL メスフラスコに分取した。沈澱物を再度同条件で溶解操作を行い、

得られた上清は、同じメスフラスコに分取した。10 mL メスフラスコに超純水を標線まで

足し、定容したものを測定試料とした。測定試料を ICP-AES で定量し、セレンの測定値は

元素態セレンとした。気体トラップの濃硝酸中の元素は ICP-AES で測定し、硝酸中の全存

在元素と濃度を求めた。全試料を 3 回測定し、平均値を解析に用いた。 

 

3.2.5 電子顕微鏡による菌体観察とエネルギー分散型 X線解析装置による元素分析 

経時採取した培養液を遠心分離（15,000×g、5 min、4℃）して上清を除き、沈殿を 0.9 %

生理食塩水適当量により 2 度洗浄した。沈殿物を再度適当量の生理食塩水で懸濁し、観察

試料とした。この試料を顕微鏡観察用フィルターに滴下、吸引し、電子顕微鏡 (SEM) 観察

を行った。観察は卓上型電子顕微鏡(TM3000：株式会社日立ハイテクノロジーズ)を用い、元

素分析はエネルギー分散型 X 線解析装置(EDX) (SwiftED3000, オックスフォード・インスト

ゥルメンツ株式会社，解析ソフト Quantax70,ブルカー・エイエックスエス株式会社)を用い

た。 

 

3.2.6 X 線回折分析 

バイオセレンの結晶状態の評価には粉末Ｘ線回折装置（SmartLab（Kα1）、リガク）を

用いた。バイオセレンは粉末に砕きペレット状に成型した後、乾燥してから測定した。測定

条件は Mo target、出力 50 kV 300 mA, 測定感度 sampling step 0.01 o、測定速度 scan speed; 

0.04 o ・min-1にてスペクトルを測定した。 
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3.3 結果と考察 

3.3.1. ジャーファーメンターを用いたセレン酸・亜セレン酸還元試験 

NT-I 株のセレン酸還元および亜セレン酸還元に及ぼす各種因子の影響の検討を行うため

に、ジャーファーメンターを用い培養条件の検討を行った。様々な pH、温度、攪拌速度で

の還元速度を示した（図 3-1）。図の横軸はそれぞれの検討項目の値を、縦軸は還元速度を

示している。黒田らが示した培養条件（初期 pH7.0 （pH 調整なし）、38℃、120rpm、1 L･

min-1）を初期条件とした[37]。初期条件における還元速度はそれぞれセレン酸 3.1 ×10-16 

mol･h-1･cell-1、亜セレン酸 8.8 ×10-18 mol･h-1･cell-1 だった。pH、温度の測定範囲はフラ

スコレベルでの増殖実験の結果から決定した。 

 

図 3-1 セレン酸と亜セレン酸の比還元速度 〇:セレン酸,△:亜セレン酸 

(A) 培養温度の影響, (B) pH の影響, (C)撹拌速度の影響, (D) 通気速度の影響 

 

まず培養温度が還元に与える影響を調べるために、30～40℃の範囲で還元試験をおこな
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った。セレン酸と亜セレン酸の還元速度は 35℃～40℃、特に 38℃で高い傾向があった。セ

レン酸と亜セレン酸の 38℃での還元速度は、それぞれ 3.7×10−16 mol・h−1∙cell−1と 2.9×10−17 

mol・h−1∙cell−1 であった(図 3-1A)。成長細胞での最大減少速度が観察された温度は 38℃で

あり、休止細胞での 40℃と比較して低かった[37]。 

次に pH が還元に与える影響を調べるために、6.0～9.5 の pH 範囲で還元試験をおこな

い、セレン酸と亜セレン酸の還元速度を求めた(図 3-1B)。セレン酸還元速度は pH 7.5‐8.0

で平坦なピークを示したが、亜セレン酸塩還元の還元速度は pH 9.0 で鋭いピークを示した。

増殖細胞におけるセレン酸および亜セレン酸の還元速度傾向は、休止細胞で観察されたも

のと同様であった[37]。 

撹拌速度が還元に与える影響を調べるために、100～400rpm の撹拌速度範囲で還元試験

をおこなった。120rpm でセレン酸の還元速度のピークが観察された。さらにセレン酸還元

速度は撹拌速度が増加するに伴って低下した(図 3-1C)。対照的に、亜セレン酸の還元速度

は 250rpm (8.8×10−17 mol・h−1 ∙ cell−1)でピークを示し、初期培養条件下で観察された値の

10 倍の還元速度を示したことから、亜セレン酸還元はセレン酸還元よりも多くの酸素を必

要とすることが示唆された。この結果はフラスコレベルでの還元実験で得られた結果と良

好な一致を示した[37]。 

最後に通気速度が還元に与える影響を調べるために、0～5 L･min−1 の範囲の通気速度を

調べた。0 L･min−1でセレン酸の比減少率のピーク(8.8×10−16 mol・h−1 ∙ cell−1)が観察され

たが、還元速度は 2.8×10−16 mol・h−1 ∙ cell−1で減少した(図 3-1D)。一方、亜セレン酸の還

元速度は 1～5 L・min−1 で平らな線を示し、初期培養条件の還元速度と比較して増加を示

した。しかし、通気なしでは、亜セレン酸の還元はほとんど認められず、通気はセレン酸の

還元を阻害し、亜セレン酸の還元を促進することが示唆された。 

以上まとめると、セレン酸還元は培養温度 38℃、pH 7.5、撹拌速度 120rpm、通気量 0 

L min−1の培養条件において、亜セレン酸還元は培養温度 38℃、pH 9.0、撹拌速度 250rpm、

通気量 1 L min−1の培養条件において最も高い還元速度が得られると示唆された。セレン酸

および亜セレン酸の最大還元速度は、それぞれ 8.8×10−16 mol・h−1 ∙ cell−1および 8.8×10−17 

mol・h−1 ∙ cell−1 である。亜セレン酸還元速度はセレン酸還元速度に比べて 10 倍程度遅い

ため、NT-I 株のセレノオキシアニオン還元における律速反応だと考える。したがって NT-

I 株のセレノオキシアニオン減少の最適培養条件は、亜セレン酸還元に重点を置いて培養温

度 38℃、pH 9.0、撹拌速度 250rpm、通気量 1 L･min−1と定義した。 
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図 3-2 初期培養条件におけるセレン濃度経時変化 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇溶存セレン、×：元素態セレン、□：気化セレン 

 

図 3-3 最適培養条件におけるセレン濃度経時変化 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇溶存セレン、×：元素態セレン、□：気化セレン 
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3.3.2 最適条件でのセレン酸還元試験 

 黒田らが示した初期培養条件と最適培養条件におけるセレノオキシアニオン還元を比較

するためにセレン酸還元試験をおこなった（図 3-2、図 3-3）。初期培養条件ではセレン酸が

培養開始から 4 時間で完全に亜セレン酸に還元された（図 3-2）。培養開始から 5 時間目に

は亜セレン酸濃度が極大となった。亜セレン酸は培養開始から 23 時間（極大濃度から 19

時間）で元素態セレンまで還元された。元素態セレンは培養開始から 60 時間までに徐々に

減少していった。 

最適培養条件ではセレン酸が培養開始から 6 時間で完全に亜セレン酸に還元された（図

3-3）。セレン酸還元速度は撹拌速度を大きくするにつれて遅くなる傾向がある（図 3-1(c)）。

最適培養条件は初期培養条件に比べて撹拌速度を大きくしたため還元速度が遅くなり、セ

レン酸還元に要する時間が増えたと推測された。最適培養条件では培養開始から 7 時間目

には亜セレン酸濃度が極大となり、培養開始から 7 時間（極大濃度から 1 時間）で元素態

セレンまで還元された。元素態セレンは極大濃度となってから速やかに減少し、DMDSe が

検出された。最適培養条件を決定したことで、NT-I 株のセレノオキシアニオン還元に要す

る時間は 23 時間から 7 時間となり、合計 16 時間も短縮することに成功した。 

 NT-I 株はセレン酸と亜セレン酸が共存している場合はセレン酸を優先的に還元する（図

3-2、図 3-3）。一部の微生物を除いて亜セレン酸よりもセレン酸の毒性が高いことが知られ

ている[100], [101]。NT-I 株のセレン代謝が解毒を目的とした反応だと考えると、毒性が高

いセレン酸を優先的に還元し、毒性の低い亜セレン酸へ解毒しているように思われる。 

  

図 3-4  40℃で乾燥させた赤色バイオセレン（a）と 

60℃で乾燥させた黒色バイオセレン（b）の写真 

 

3.3.3 バイオセレンの特徴付け  

模擬廃水から回収したバイオセレンは回収時には赤色を呈色している。しかもバイオセ

レンの乾燥温度によって色が異なることがわかった。定温乾燥器により 40°C もしくは

60°C で 24 時間以上保持して乾燥したバイオセレンを示す（図 3-4）。乾燥前のバイオセレ

ンは赤色であり、40°C で乾燥して得られたバイオセレン(赤色バイオセレンと称する)は図

(a) (b) 
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3-4(a)に示す赤色のまま、60°C で乾燥したバイオセレン(黒色バイオセレンと称する)は図

3-4(b)に示すように黒色を呈した。これら 2 種類のバイオセレンの元素組成について ICP-

AES を用いて定性定量分析を行った。分析の結果を表 3-1 に示す。 

 

表 3-1 バイオセレン中の無機成分分析(単位： %) 

 赤色 

バイオセレン 

黒色 

バイオセレン 

Ca 0.3 (±-) 0.4 (± -) 

K 0.9 (±-) 1.1 (± -) 

Mg 0.3 (±-) 0.4 (±-) 

Na 0.9 (±-) 1.1 (±-) 

P 1.9 (±-) 4.2 (±-) 

S 1.8 (±-) 2.7 (±-) 

Se 11 (±0.2) 14 (±0.4) 

 

バイオセレン中の無機成分として、Se に加えてカルシウム(Ca),カリウム (K), マグネシ

ウム(Mg), ナトリウム(Na), リン(P),硫黄( S) の 6 元素が含有されていた。調製時にバイオ

セレンを純水で洗浄し、TSB 培地由来の夾雑物を取り除いているために、Ca, K, Mg, Na, 

P, S は微生物菌体由来であることが示唆される。赤色バイオセレンは平均 Se 含有率 11 %

であり、黒色バイオセレンは平均 Se 含有率 14 %であった。赤色バイオセレンよりも黒色

バイオセレンの Se 含有率が大きいことは、主に試料中の水分量に起因すると考える。また

バイオセレンは大気中で吸湿して質量増加する傾向にあることから、表中の±（偏差）は主

に吸湿による試料質量の変動誤差に相当すると考えた。 

 

 

図 3-5 SEM 観察画像(a) 培養 48 時間後の NT‐I 株 (b) 濃縮した赤色バイオセレンおよび 

(c) 黒色バイオセレン 白色の矢印は金属セレン粒子を示す 

 

模擬廃水中のセレン酸を Se(0)に還元した直後の微生物と 2 種類のバイオセレンの電子

顕微鏡観察結果を図 3-5 に示す。(a)～(c)に矢印で示した約 100～200 nm の白色の粒子が

Se(0)であり、大部分は微生物の表面に存在していた。(b), (c)の赤色，黒色バイオセレン中

(a) (b) (c) 
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で Se(0) 粒子は偏在する傾向にあり、バイオセレン回収処理中に Se(0)が凝集したことが示

唆される。  

 

図 3-6  XRD 回折パターン (a)赤色バイオセレン(b)黒色バイオセレン 

 

次に 2 種類のバイオセレンを X 線回折測定した結果を図 3-6 に示す。赤色バイオセレン

はハローピークに加えて、三方晶 Se に帰属される微小な回折線を示した(図 3-6(a))。非晶

質Se のX 線回折測定による動径分布から、Se 中の第1～第3近接原子間距離として0.113, 

0.173, 0.342 nm が報告されている。これらの原子間距離は，Mo-Ka 線での Bragg 回折の

2u＝36.6°, 23.8°, 11.9°に相当し、ハローピークの中心近傍にあたる。よって、赤色バイオ

セレンは主に非晶質であり、一部が三方晶へ結晶化が進行していることが示唆された。黒色

バイオセレンは複数の回折線を示し、三方晶 Se と同定した。非晶質の Se(0)は 50°C を超

えると三方晶 Se の結晶へ相転移することが報告されている[102]。このことから NT-I 株が

還元した直後の Se(0)は非晶質であり、60°C の乾燥中に非晶質から三方晶へと相転移した

と推定する。 

最後に洗浄によってバイオセレンの精製を試みた。どの溶媒を使った洗浄工程でも 40℃

で乾燥した場合にはバイオセレンは非晶質の赤色を呈した（図 3-7）。各洗浄工程で乾燥し

たバイオセレンの元素分析結果を示す（表 3-2）。ICP-AES で測定できる元素の重量をバイ

オセレン重量から差し引いた値を「上記以外の元素」と表記した。これは主に ICP-AES で

測定できない微生物由来の有機成分や残存する水分だと推測される。「上記以外の元素」の

値は洗浄工程が進むごとに徐々に減少していき、塩酸洗浄後には顕著に減少した。これは塩

酸によって NT-I 株細胞が破壊され細胞内部の有機成分や水分が塩酸液中に移動し、エタノ

ール洗浄によって除去されたためだと考える。バイオセレン中のセレンは洗浄工程が進む

につれて濃度が高くなり、塩酸洗浄後には最大 90％までセレンを濃縮できた。しかし塩酸
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洗浄後でもバイオセレン中には主に ICP-AES で測定できない成分が夾雑元素として含ま

れ、完全に除去できなかった。元素態セレンは結晶質の違いによって販売の末端価格はさほ

ど変わらないが（参考価格：アモルファス元素態セレン 50g: 25,800 円、結晶元素態セレン

50g: 25,500 円）、高純度になるにつれて高価格になる（参考価格：元素態セレン 99.5% 100g: 

27,200 円、元素態セレン 99.99% 100g: 51,000 円）。市販の元素態セレンの純度は最低でも

99%以上であるため、再資源化するためには 99％以上に純度を高めることが必要である。

バイオセレンは大部分を微生物由来の有機物が占めている。有機物は酸素下で完全燃焼さ

せることで水と二酸化炭素になるため、簡単にバイオセレンから有機物を除去し、セレンの

高純度化が期待できる。このことからバイオセレン自体には資源価値が少ないと思われる

が、バイオセレンからセレンを揮発分離し高純度に抽出精製できれば、再資源化の可能性が

高いと推測される。 

 

 

 

図 3-7 バイオセレン写真（a）水洗浄（b）塩酸洗浄後 

 

表 3-2 洗浄による精製効果測定（単位：wt％、 N.D.:Not Determined） 

 

  

洗浄なし 水洗浄 エタノール洗浄
塩酸洗浄×3後

エタノール洗浄×3

Ca 0.1 0.1 0.1 N.D.

K 0.5 0.1 0.1 N.D.

Mg 0.1 0.1 0.1 N.D.

Na 1 0.2 0.1 N.D.

P 0.9 1.1 0.6 0.3

S 0.3 0.4 0.3 1

Se 13 15 16 90

上記以外の元素 84.1 83.0 82.7 8.7

(a) (b) 
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3.4 要約 

本章ではNT-I株のセレノオキシアニオン還元の培養条件因子の影響についての知見を得

るために、5 L ジャーファーメンターによるセレノオキシアニオン還元試験をおこなった。 

このセレノオキシアニオン還元試験によって NT-I 株は温度 30～42℃、pH6.0～9.0、撹

拌速度 100～300rpm、通気量 0～5 L･min -1 という幅広い培養条件で廃水中のセレノオキ

シアニオンを還元可能なことが明らかになった。そして通気条件がセレノオキシアニオン

還元に大きな影響を及ぼすことが示唆された。通気はセレン酸の還元を阻害し亜セレン酸

の還元を活性化すること、通気なしでは亜セレン酸の還元はほとんど認められず阻害され

ることが示唆された。 

また本試験結果によってセレン酸最大還元速度および亜セレン酸最大還元速度は

8.8×10−16 mol・h−1 ∙ cell−1（38℃、pH 7.5、120rpm ,0 L･min−1）および 8.8×10−17 mol・

h−1 ∙ cell−1（38℃、pH 9.0、250rpm, 1 L･min−1）と算出できた。この最大還元速度は初期

培養条件と比較してセレン酸還元速度は 2.8 倍、亜セレン酸還元速度は 10 倍に増大した。

亜セレン酸還元速度はセレン酸還元速度に比べて 10 倍程度遅いため、NT-I 株のセレノオ

キシアニオン還元における律速反応だと考える。したがって NT-I 株のセレノオキシアニオ

ン還元の最適培養条件は、亜セレン酸還元に重点を置いて培養温度 38℃、pH 9.0、および

撹拌速度 250rpm、通気量 1L・min−1と定義した。セレノオキソアニオン還元最適培養条件

にてセレン酸還元試験をおこなったところ、初期培養条件と比較してセレノオキソアニオ

ン還元所要時間を 16 時間短縮することに成功した。 

次いで模擬廃水から回収した微生物を含むセレン（バイオセレン）の資源価値を調べるた

めに、バイオセレンを回収し定性定量した。非晶質の赤色バイオセレンは平均 Se 含有率

11 %であり，三方晶である黒色バイオセレンは平均 Se 含有率 14 %であった。塩酸による

洗浄によってバイオセレン中のセレンを 90%まで濃縮できたが、有機物を完全に除去する

ことができなかった。バイオセレンのままでは資源価値は少ないが、バイオセレン中の有機

物を焼却することで簡単にセレンを製錬し資源価値を向上できると推測される。 

本章の試験結果から幅広い培養条件でセレノオキシアニオン還元が可能なことから、精

密な培養制御は不要であり処理装置も簡便なものになると推察される。また回収物からセ

レン再資源化も実現可能性が高いことが明らかになった。本研究は微生物処理によるセレ

ン処理実用化を考える上での重要な知見となると考えた。 
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第 4 章 セレン酸還元細菌 NT-I 株の気化セレン合成反応の特徴づけ 

 

4.1 緒言 

 第 2 章において、NT-I 株はセレン揮発化生物の中でも高い能力を持ち、セレン含有廃水

からの揮発化回収プロセスに適用する菌株として有望であると考えた。一方で、揮発化回収

プロセス実用化のためには培養容量のスケールアップや温度、pH、攪拌速度などの培養条

件因子の影響についての知見が必要である。そこで、本章では 5 L ジャーファーメンターを

用いたセレン還元試験によって、セレン揮発化還元最適条件を決定することを目的として

研究を行った。 

 

4.2 方法 

4.2.1 メチル化セレン定性試験方法 

 NT-I 株のプレート培地から 1 白金耳コロニーをかきとり、100 mL 容量のフラスコ中の

50 mL の TSB 培地に植菌し 37℃、24 時間好気的に振盪培養した。この培養液を、同様の

TSB 培地に 1 mL 植菌し、同条件で 12 時間培養し、前培養液とした。前培養液から遠心分

離(5,000 rpm，20 分間，4 ℃) にて菌体を得た。菌体をオートクレーブ滅菌した生理食塩

水適当量で 2 回洗浄し、OD660= 1 になるように菌体を生理食塩水で再懸濁した。100 mL

容量バイアル瓶中に 10mL の TSB 培地を加え、セレン濃度換算で終濃度 0.5mM となるよ

うに基質として赤色バイオセレンもしくはセレン酸を添加した。そこに再懸濁溶液を

100µL 添加してブチルゴムで栓をし、37℃、12 時間振盪培養した。培養 12 時間後にマイ

クロシリンジを用いて気相試料を 250µL 採取し GC-MS で気相成分の定性分析を行った。 

 

4.2.2 ジャーファーメンターを用いた DMDSe 合成最適条件の決定 

バイオセレン（赤色、黒色）と市販の非晶質元素態セレン(Alfa Aesar, Massachusetts, 

U.S.A.)および結晶質元素態セレン(ナカライテスク)を DMDSe 合成基質として用いた。前

培養液をジャーファーメンター中の TSB に植菌し、その後培養温度 38℃、pH 9.0、撹拌速

度 250rpm、通気量 1 L･min−1で培養を開始した。12 時間の培養後、最終 Se 濃度が 0.5mM

になるように基質を添加し、温度、pH、撹拌速度、通気速度などの様々な培養因子制御を

行った。NT‐I 株により合成された DMDSe を回収するために、ジャーファーメンターの

排気口を HNO3 液を含む 250mL 培地瓶に接続した。DMDSe は HNO3 ではメチルセレニ

ン酸に変換されるため[103]、HNO3にて捕捉できる装置を作製した。HNO3液中の Se 濃度

から DMDSe 合成速度(mol・h−1・cell−1)を算出した。 

 

4.2.3 GC-MS による気相中セレン種の定性 

 気相の定性分析にはガスクロマトグラフ質量分析装置(GC-MS) (FocusGC DSQⅡ：サー

モフィッシャーサイエンティフィック株式会社)を使用した。GC カラムは DB-624(アジレ



31 

 

ントテクノロジー株式会社)を用いた。カラムの長さは 30 m、内径は 0.25 mm、樹脂肉厚

は 1.4 µm である。測定はスプリットレスモードで測定した。ヘリウムガスの流量は 1.0 mL･

min -1とした。昇温プログラムは 40 ℃を 5 分間保持し、10 ℃･min -1の速度で 130 ℃ま

で、130 ℃から 240 ℃まで 20 ℃･min -1で昇温させ、240 ℃で 1.5 分間保持させた。試料

注入は 250 µL とした。DMSe, DMDSe,DMDS の標準液は東京化成工業株式会社の製品を

用いた。 

 

4.3 結果と考察 

4.3.1 メチル化セレン定性 

 バイオセレンを試験の基質として使用する前に、赤色バイオセレンのみを反応系に添加

して揮発化セレンが合成されるどうかを調べた。鏡らの報告同様に NT-I 株はセレン酸、亜

セレン酸から DMSe, DMDSe を合成した（図 4-1）[65]。赤色バイオセレンを NT-I 株と同

時に培養した場合も同様に DMDSe、少量 DMSe の存在が見られた。一方で NT-I 株を添加

しない条件で赤色バイオセレンのみを TSB 培地に添加した場合、DMDSe は検出されなか

った。この試験結果から赤色バイオセレンに含まれる NT-I 株は死滅しており、DMDSe 合

成に影響を及ぼさないことが示唆された。したがってこれ以降の実験基質として赤色バイ

オセレンを引き続き用いた。 

 

 

図 4-1 GC-MS スペクトル(A)NT-I 株＋Se(VI), (B)NT-I+Se(IV),(C)NT-I+赤色バイオセレ

ン, (D)赤色バイオセレンのみ,(E)DMDSe 標準液, (F)DMSe 標準液,(G)DMDS 標準液 
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図 4-2 セレン結晶構造の違いにおける DMDSe 合成速度の比較 

 

4.3.2 ジャーファーメンターを用いた DMDSe 合成最適条件の決定 

元素態セレンは結晶と非晶質が存在し、その結晶構造は生成時の温度によって異なる

[102]。非晶質元素態セレンは温度が 50℃を超えると三方 Se の結晶を形成する相転移を起

こすことが報告されている。バイオセレンは 50℃以下の微生物培養から得られるので、主

として非晶質である。回収したバイオセレンを 60℃で乾燥することで、非晶質から三方晶

系への相転移が観察された。今までにセレンの結晶構造と揮発化セレン合成速度に関する

知見がなかったため、Se（0）の結晶構造の違いが DMDSe の合成速度に及ぼす影響を調べ

た(図 4-2)。 

セレノオキシアニオン還元(pH 9.0、38℃、250rpm,1 L∙min−1)の最適培養条件下での赤色

バイオセレン（非晶質）からの DMDSe の合成速度は 3.8×10−18 mol・h−1 ∙ cell−1であった。

黒色バイオセレン（結晶）からの DMDSe の合成速度は 1.3×10−18 mol・h−1 ∙ cell−1であり

赤色バイオセレンを基質として使用した場合よりも合成速度は減少した。一方で非晶質赤

色バイオセレンと非晶質の市販元素態セレンとを比較すると、非晶質の市販元素態セレン

の DMDSe 合成速度は 1.6×10−19 mol・h−1 ∙ cell−1であり、非晶質バイオセレンと比較して

減少した。つまり結晶セレンと比較して、非晶質セレンは DMDSe の合成速度に好影響を

及ぼすことが示唆された。さらに、バイオセレンは市販の元素態セレンと比較して DMDSe

の合成速度が速かったことから、バイオセレンは DMDSe の合成速度を活性化する化合物

を含む可能性が示唆された。GC-MS 分析によって合成された気化セレンを定性したところ、



33 

 

どの基質を使用しても主に DMDSe が合成されることが示された(data not shown)。 

 

図 4-3 赤色バイオセレンを基質として DMDSe 合成速度比較 

(A) 温度の影響(B) pH の影響 (C) 撹拌速度の影響(D)通気量の影響 

 

次に NT-I 株の DMDSe 合成の最適条件を決定するために、非晶質の赤色バイオセレンを

基質として使用し、様々な温度、pH、撹拌速度、および通気速度を制御して還元試験をお

こなった (図 4-3)。セレノオキシアニオン還元(3.8×10−18 mol・h−1 ∙ cell−1)の最適培養条件

下で DMDSe の基本合成速度を計算した。DMDSe の合成速度は 38℃(図 4-3A)、pH 9.0(図

4-3B)、250rpm (図 4-3C)で最高のピーク値を示した。0～5 L∙min−1の通気速度を調べたと

ころ、DMDSe の合成速度は 0 L∙min−1(3.8×10−20 mol ・h−1 ∙ cell−1)で最小であったが、1~5 

L･min−1で平らなピークとなり、特に 4 L･min−1で 4.9×10−18 mol∙h−1 ∙ cell−1の最大速度に

達した(図 4-3D)。これらの結果が示すように、亜セレン酸還元と同様に、DMDSe の合成は

嫌気条件下で阻害された。したがって NT-I 株の揮発化還元の最適培養条件は、亜セレン酸

還元に重点を置いて培養温度 38℃、pH 9.0、および撹拌速度 250rpm、通気量 1L・min−1
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と決定した。 

 NT-I 株の DMDSe 合成は通気がないと阻害される。つまり NT-I 株のセレン気化量は通

気によって制御可能であり、廃水からセレンを回収する際に固化回収と気化回収を通気の

有無によって制御できることが示唆された。DMDSe の合成が嫌気条件で阻害される原因と

して合成酵素の遺伝子発現の抑制などが考えられるが、知見は得られていない。鏡らの報告

では、NT-I 株は最大のセレン気化速度を有していることが分かったが、今回ジャーファー

メンターを利用した培養条件の最適化を試験することにより、4.9×10−18 mol∙h−1 ∙ cell−1と

いう最大速度に達することができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 要約 

本章ではNT-I株のセレン揮発化の培養条件因子の影響についての知見を得るためにジャ

ーファーメンターによる還元試験を行った。 

NT-I 株はセレンの結晶構造に関係なく揮発化できることを世界で初めて明らかにした。

中でも非晶質のバイオセレンを基質にしたとき、揮発化速度が高いことを発見した。さらに

5L ジャーを使用した培養条件検討試験によって NT-I 株は温度 30～42℃、pH6.0～9.0、撹

拌速度 100～300rpm、通気量 1～5 L･min−1 という幅広い培養条件で廃水中のセレンを揮

発化可能なことが明らかになった。さらにセレン揮発化最大還元速度 8.8×10−17 mol・h−1 ∙ 

cell−1（38℃、pH 9.0、50rpm、 1 L･min−1）と算出できた。NT-I 株の揮発化還元の最適培

養条件は、亜セレン酸還元に重点を置いて培養温度38℃、pH 9.0、および撹拌速度250rpm、

通気量 1L・min−1と決定した。本章の試験結果からセレン揮発化速度は知りうる限り、NT-

I 株は報告されているどの生物よりも速いことが明らかになった。さらにセレン揮発化を通

気によって制御できる可能性が示されたことから、セレン固化回収・気化回収装置は培養装

置を転用することができる。 

本研究結果は微生物処理によるセレン回収実用化を考える上での重要な知見となると考

えた。 

 

  



35 

 

第 5 章 固化セレン回収、資源化プロセス開発 

 

5.1 緒言 

 第 4 章においてセレン気化反応は通気を止めると阻害されることを明らかにした。本結

果から、廃水からのセレン固化回収に通気制御することを着想した（図 5-1）。すなわち予

め NT-I 株を培養したところで通気を止め、そこに濃縮廃水を添加して処理する方法である

（図 5-2）。廃水からバイオセレンを回収した後に、バイオセレンからセレンを抽出製錬す

ることで再資源化可能なプロセスを考案した。そこで本章では通気制御による廃水からの

セレン固化回収と、回収物の再資源化を試みた。 

 

図 5-1 通気制御によるセレン気化阻害 

 

5.2 方法 

5.2.1 模擬廃水および実廃水からのセレン固化回収 

 前章同様の操作にてジャーファーメンターを用意した。次いで、30mL の細胞懸濁液をジ

ャーファーメンターに植菌し培養温度 38℃、pH9.0、撹拌速度 120rpm、通気量 1 L･min−1

で 12 時間培養をおこなった。培養開始から 12 時間後に通気量を 0 L･min−1に変更し、セ

レン酸もしくは実廃水を終濃度 0.5 mmol・L-1となるように添加し培養を継続した。培養終

了後は遠心分離によってバイオセレンを回収した。対照試験は通気量を 1 L･min−1 のまま

でセレン酸を終濃度 0.5 mmol・L-1となるように添加し培養を継続した。 
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図 5-2 微生物処理リアクター概説 

 

5.2.2 バイオセレンの酸化焙焼 

 バイオセレンの酸化焙焼には石英反応管を炉心管としたカンタル炉(ARF-30KC，(株)ア

サヒ理化製作所)を用いた。炉心管の上部は，横穴を設けた丸底の石英管が炉心管内部まで

突き出た形になっており、上方より丸底部に落下させた試料が焙焼ガスと効率的に反応す

るようにした。流量 50～200 mL･min－1 の焙焼ガスの炉心管胴部の反応容積での滞留時間

が 1 分以上となるように炉心管内容積をとってあり、また石英ウールを充填することで焙

焼反応ガスの偏流を防いだ。炉内温度は，炉心管の中央の高さに熱電対を横から設置し、制

御した。炉心管大径部の上下端の温度は、中央の熱電対の指示温度より 15～20°C 低温で

あった。焙焼ガスの流量はマスフローメーターで制御した。炉心管の下小径部は 15 cm の

長さであり、固体 SeO2の凝縮を促すためにリボンヒーターで 50°C 以上に加熱した。気体

の SeO2の捕集液として、炉心管から下流側にケラミフィルターを備えた希硝酸溶液 30 mL 

を入れたガス洗浄瓶を 2 個配置した。炉心管とガス洗浄瓶の間はテフロンチューブで接続

した。酸化焙焼用の試料はバイオセレンを粉砕して十分に攪拌して得た粉末約 10 mg を直

径 3 mm のペレット状に成形したものを用いた。酸化焙焼は 500～700°C に制御した炉心

管内に焙焼ガスとして純酸素もしくは乾燥空気を 50～200 mL･min-1 の流量で流通しなが

ら、ペレット試料を 1 分置きに 10 個炉内に落下させることで行った。酸化焙焼条件を表

5-1 に示す。所定量の試料が落下してからそのまま 5 分保持した後に、焙焼ガスを流通した

まま炉を冷却した。冷却後、炉心管下部を切断して管内の凝縮物を純水に溶解した溶液(HT 

precipitation)、テフロンチューブ内に繰り返し純水を通してチューブ内の凝縮物を溶解し

た溶液(LT precipitation)、1 個目、2 個目の捕集液(Absorption liquid 1, 2)中の Se 濃度を

ICP-AES を用いて定量分析した。 
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表 5-1 酸化焙焼条件と二酸化セレンの回収率 
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5.3 結果と考察 

5.3.1 通気量 0 L･min−1でのセレン酸還元試験 

   

図 5-3 元素態セレン減少速度における通気の影響 ○：通気継続、△：通気 0 L･min -1 

 

 セレノオキシアニオン還元最適条件で培養をおこなうと生産された元素態セレンは速や

かに DMDSe に還元される。セレンを固化回収するために、セレノオキシアニオンを元素

態セレンまでは還元するが、元素態セレンの還元は阻止できる培養条件を検討した。 

培養温度 38℃、pH9.0、撹拌速度 120rpm、通気量 1 L･min−1の培養条件で 12 h 培養を

行った後、つまり NT-I 株を完全増殖させた後、セレン酸を添加した。通気下で培養を続け

た場合と、通気を停止して培養を続けた場合の元素態セレンの濃度を経時的に調べた（図 5-

3）。図の横軸はセレン添加後の時間を、縦軸は元素態セレン濃度を示している。通気継続の

培養では、セレン酸添加後から元素態セレンが急激に合成され、7 時間目で 0.37 mmol･L-1

の元素態セレンが生成した。その後、元素態セレンは急激に減少し、50 時間目でほぼゼロ

になった。一方、セレン酸添加後に通気を停止した場合は、添加後 22 時間目で 0.44 mmol･

L-1の元素態セレンが生成した。その後元素態セレン濃度は 100 時間目まで 0.40 mmol･L-1

とほぼ一定であった。元素態セレンの最大減少速度は、通気条件下で 1.2×10-5 mol･h-1、通

気停止条件下で 1.1×10-6 mol･h-1であり、通気継続下では通気停止条件下の約 11 倍速かっ

た。元素態セレンは、通気停止条件で培養 22 時間目に 0.44 mmol･L-1と最も濃度が高くな
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り、この時点で回収作業をおこなうと 87.8％を固体として回収できる。以上の結果を利用

してセレンの固化回収方法を考案した。セレノオキシアニオン還元培養条件で培養して NT-

I 株菌体を十分に増殖させ、培養開始から 12 時間目に通気を止めた時点でセレン酸を添加

し、元素態セレンに変換する方法をセレン固化回収方法とした。セレン固化回収条件は培養

温度 38℃、pH9.0、撹拌速度 250rpm、培養開始から 12 時間後に通気量を 1 L･min−1から

0 L･min−1に変更することとした。培養初め通気を停止した場合、菌体生育への影響が大き

いこと、さらに亜セレン酸の還元も阻害されることが懸念されることから還元最適条件に

おいて菌体を 12 時間培養後、基質を添加することで固体セレン回収を行うこととした。 

 

5.3.2 模擬廃水からのセレン固化回収 

 

図 5-4 模擬廃水からのセレン固化回収法によるセレン濃度経時変化 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇溶存セレン、×：元素態セレン 

 

 模擬廃水を用いたセレン固化回収実験での各セレンの経時変化を示した（図 5-4）。培養

開始 12 時間目にセレン酸を添加すると 13 時間目には初期添加濃度のほぼ 100％のセレン

酸が亜セレン酸へと還元された。15 時間目までに初期添加濃度の約 90％の亜セレン酸が元

素態セレンに還元された。そして 22 時間目に元素態セレン量が最大となった。初期セレン

濃度の 87.8％にあたる元素態セレンを汚泥として回収できた（表 5-2）。 
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図 5-5  赤色元素態セレンの(A)写真、(B) SEM 観察画像、 

(C) (B)の矢印部分における EDX スペクトル 

 

汚泥を洗浄した後 ICP-AESによって構成元素の定性定量分析をおこなった。分析の結果、

セレンが 2％、マグネシウムが 4％、カルシウムが 2％含まれていることがわかった（data 

not shown）。ICP-AES では測定できない炭素、酸素、窒素等の低元素分析のためエネルギ

ー分散型 X 線分析で半定量分析をおこなった。本研究で得られた電子顕微鏡写真、元素分

析の結果、EDX 元素スペクトルを示した（図 5-5(C)）。バイオセレン全体にセレンが検出さ

れ、とくに白い部分にセレンが濃縮されていた（図 5-5(B)）。EDX の半定量分析も ICP-AES

による分析結果と一致しており、バイオセレンには平均２％のセレンが含まれていた。模擬

廃水の初期セレン濃度は 0.004％であるので、回収されたバイオセレンは約 500 倍濃縮し

たセレンであり、資源化の可能性が示唆された。 
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5.3.3 実廃水からの固化回収 

 次にセレン含有実廃水からのセレン気化回収、固化回収実験の結果を示す。可溶性セレン

を 5.5mmol・L-1含む実廃水の提供を受けた。イオンクロマトグラフィーで定性定量分析を

おこなったところ、セレン酸が約 85％、亜セレン酸が 15％の割合で混在していた。セレン

以外にもケイ素やカルシウム、カリウムが含まれていた。実廃水を培地で希釈して、模擬廃

水のセレン濃度に合わせて回収試験をおこなった。 

 

図 5-6 実廃水からのセレン固化回収法によるセレン濃度経時変化 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇溶存セレン、×：元素態セレン 

 

表 5-2 セレン固化回収時の各相割合 （N.D.: Not Determined） 

       

 

実廃水からの固化回収試験の各セレンの経時変化を図 5-6 に示した。培養開始から 24 時
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間で初期セレン濃度の 78.8％を元素態セレンとして回収することに成功した。模擬廃水で

は 22 時間で 87.8％の回収率が得られている。模擬廃水と比較すると回収率が若干低下した

ものの、実廃水を用いても高い回収率が得られた（表 5-2）。 

 

 実廃水では培養開始から 24 時間目には可溶性セレンが 8.6％も存在している。可溶性セ

レン、元素態セレン以外の 12.5％は NT-I 株が元素態セレンを還元して DMDSe を合成し、

気化したものと考えられる。実廃水はセレン酸と亜セレン酸が混在しているので各還元反

応速度が異なり、単純に通気を止めるだけでは元素態セレンの還元を完全に抑制できてい

ない。セレノオキシアニオンの混合比によって培養条件を変える等の工夫が必要だと推測

される。 

セレンの回収では、沈殿中の元素態セレン濃度が高いほどその後の製錬工程において有

利である。本研究で回収された沈殿に対する元素態セレンの含有率は、今回の実験系では 3-

4％になる。元素態セレンは遠心分離で溶液中から簡単に分離することができ、共沈などの

物理化学的処理は必要ない。これまでに、好気性セレン酸還元微生物を用いて元素態セレン

の回収を試みた報告はない。また、嫌気性セレン酸還元微生物を用いたセレン廃水処理が多

く検討されているが、汚泥中の元素態セレン濃度を調べた例は少ない。嫌気性セレン酸還元

微生物 Thauera selenatis による slude-blanket reactor を用いたセレン廃水処理では、186

日間の運用で 0.24 mg･L-1 で元素態セレンを含む汚泥が回収できる[104]。また、アクリル

アミドゲルを用いて、嫌気性セレン酸還元細菌 Sulfurospirillum barnesii を固定した実験

では、元素態セレンがゲル中に濃縮され 58 日間の培養で、汚泥中の Se 濃度は最大 0.11％

であった[105]。単純に比較して、これらの元素態セレン濃度と比べ、NT-I 株により回収し

たバイオセレンは濃縮率が 12 倍以上高く資源価値も高いと推測される。 

 

5.3.4 バイオセレンの酸化焙焼の熱力学計算 

NT-I 株を利用して模擬廃水中の Se の浄化と濃縮分離を試み、廃水中の Se 濃度を低減

するとともに有機物を主成分としSe(0)を含有するバイオセレンを回収することに成功した。

バイオセレンは Se(0)と微生物菌体由来の有機成分と Ca, K, Mg, Na, P, S 等の無機成分か

ら構成される。バイオセレンを洗浄するだけでは十分に夾雑物を分離することができない

（3 章 表 3-2）。そこでバイオセレンを酸化焙焼に供すると有機成分とともに Se は酸化揮

発し、低温凝縮部にて焙焼後の反応ガスから固体の SeO2 を凝縮分離できると考えられた。

また，酸化揮発傾向や焙焼生成物の水溶解性や還元性の相違から無機成分の分離も期待で

きる。一方で有機成分と Se は競合酸化し、Se の酸化が不十分な場合には Se(0)が凝縮す

ることが予想される。この場合 Se(0)として回収できる利点はあるが、有機成分も Se 同様

に酸化不良によって黒鉛として凝縮するためSe(0)との分離が困難となることが予想される。

バイオセレンからの Se 精製が達成できれば現在廃棄されている廃水中の Se を再資源化

する一連のプロセスが構築できる。そこでバイオセレンの酸化焙焼による Se の分離回収の
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基礎検討を行った。熱力学計算によってバイオセレンの焙焼条件を検討し、その結果を踏ま

えてバイオセレンの酸化焙焼を試み、Se の酸化挙動を調査した。加えて酸化焙焼と生成物

の溶解・化学還元による Se の精製効果を確認した。 

バイオセレンを酸化焙焼する際に有機成分と Se を十分に酸化揮発し、焙焼後の反応ガス

から固体 SeO2を低温域の凝縮部にて凝縮分離可能とする条件を検討するため、熱力学計算

ソフトウェア(FactSage6.4)を用いて相平衡計算を行った。ここでは，酸化焙焼温度 500～

700°C における焙焼条件と、焙焼ガス下流の低温域における SeO2の凝縮条件を検討した。

本研究の酸化焙焼では固体 SeO2 の凝縮は 150～180°C の温度帯で生じていたため凝縮部

の相平衡計算温度を 150°C と設定した。酸化焙焼実験時には純酸素もしくは乾燥空気を焙

焼ガスとして流通させて 10 mg のバイオセレンを 1 分ごとに焙焼反応に供した。炉内に 1 

分の間に導入される焙焼ガスとバイオセレンが反応して平衡状態となることを仮定し、バ

イオセレンに対する適切な焙焼ガスの流量を予測するために 10 mg のバイオセレンと

25°C の 20～200 mL の純酸素もしくは乾燥空気を投入物質とした 101.33 kPa における

相平衡計算を行った。ここでは赤色バイオセレンの組成を参考とし、バイオセレン中の無機

成分を除いた 84％の菌体由来の有機物(モル比 C：H：O：N＝5：7：2：1 は経験的な値)そ

して 11％の Se と 1.8％の S で構成されるとし、Se，S 以外の無機成分は燃焼に寄与しな

いとした。酸化焙焼後の反応ガス組成の推算結果を図 5-7 に示す。ここで Se の蒸発成分の

多数の多量体のうちで、蒸気圧の高い Se2と Se5のみを図示している。700°C におけるバイ

オセレンと純酸素との反応では設定範囲の純酸素量で Se の蒸気種はほぼ SeO2 のみであ

り、有機分・Se ともに酸化状態となることが予想された。純酸素量の増加に伴い、希釈効

果で他の成分の蒸気圧は減少している。焙焼温度 700°C と 500°C では傾向は一致したた

め、図示を省略した。一方で乾燥空気の場合、乾燥空気量が 50 mL より小さい際には炭素・

水素が優先的に酸化し、Se はセレン化水素 H2Se と金属セレン Se2, Se5の還元状態で揮発

することが予想された。乾燥空気量が 75 mL より大きい場合には有機分・Se ともに酸化

揮発することが予想された。焙焼温度 500°C と 700°C では蒸気種の挙動は概ね一致して

いるが、500°C の場合には乾燥空気量が 35 mL 以下で黒鉛の凝縮が予想された。実際に酸

化焙焼の予備実験で乾燥空気量がこれに近い条件では黒鉛の発生が見られた。 

次に焙焼温度 700°C の酸化焙焼後の反応ガスを 150°C,101.33 kPa にて平衡状態とした

場合のガス組成と、生成凝縮相の推算結果を図 5-8 に示す。焙焼温度 700°C で酸化が十分

に進行する純酸素を焙焼ガスとした場合には固体 SeO2と硫酸溶液の凝縮が予想された。一

方、乾燥空気の場合には焙焼時に不十分な酸化が予想された 50 mL 以下では黒鉛と Se(0)

の凝縮が予測され、75 mL 以上では固体 SeO2の凝縮が予想された。また固体 SeO2が焙焼

ガスと平衡共存する場合、焙焼後の反応ガス中のSeO2分圧は飽和蒸気圧で一定となるため、

導入した焙焼ガスの量が大きいほど Se の収率は低下する。例えば，150°C で平衡反応に

到達した後にそれ以下の温度帯では SeO2 が凝縮しないことを仮定すると、純酸素量 50, 

100, 200 mL の際の Se の収率はそれぞれ約 98, 97, 94％となる。よって過剰な焙焼ガスに
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よる収率低下も留意する必要がある。以上、相平衡計算では 10 mg のバイオセレンに対し

て乾燥空気 50 mL と 75 mL の間で酸化挙動が大きく異なることが予想された。 

 

  

 

  

  

図 5-8 バイオセレンの 150℃酸化焙焼にお

ける熱力学計算結果(a)酸素 (b)乾燥空気 

 

図 5-7バイオセレンの酸化焙焼熱力学計算結

果(a) 酸素 700°C (b) 乾燥空気 700°C 酸

化焙焼 (c) 乾燥空気 500°C での酸化焙焼 
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5.3.5 焙焼ガス流量の影響 

焙焼ガス流量がバイオセレンの燃焼挙動に及ぼす影響を調べるために、乾燥空気もしく

は純酸素を 50～200 mL･min－1 で流通させて 700°C で図 5-9 に示す酸化焙焼試験機によ

って酸化焙焼を行った。図 5-10 に炉心管下部の凝縮状況を示す。乾燥空気 100 mL･min－1 

では図 5-10(a)に示すような白色の針状結晶が 150～180°C の温度域で凝縮した。この白色

針状結晶は潮解性が高く、HTprecipitation から高濃度で Se が検出されたことから固体

SeO2 であると同定した。乾燥空気量 200 mL･min－1 の場合と純酸素を用いたいずれの条

件でも、白色結晶の凝縮挙動は同様であった。一方で乾燥空気量 50 mL･min－1 の場合には

180～200°C の温度域では黒色の膜状物質が、150～180°C の温度域にて図 5-10 に示すよ

うな赤色の膜状物質と白色の物質が凝縮した。180～200°C の温度域で凝縮した黒色膜は酸

に難溶であることから有機物由来の炭素であると推測された(図 5-10(b))。150～180°C で

凝縮した白色の結晶は純水に容易に溶解し、赤色の凝縮膜は沸騰希硝酸に溶解し、ともに溶

解液に Se が高濃度で検出されたことから、それぞれ固体の SeO2 と Se(0)であると同定し

た。よって、乾燥空気量 100～200mL･min－1 と純酸素量 50～200 mL･min－1 で焙焼した

場合には、バイオセレンの酸化揮発が十分に進行したと考えられる。赤色バイオセレン試料

が落下した炉心管上部の丸底部には，試料質量に対して約 2～4 ％の残渣があった。 

 

図 5-9 酸化焙焼試験機器 （ T.C.は thermocouple を示す） 
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図 5-10 バイオセレンの 700℃での酸化焙焼後の写真 

(a)乾燥空気 100 mL•min-1 、 (b) 乾燥空気 50 mL•min-1. 

 

 

図 5-11 酸化焙焼機器のガス注入口底の残渣 SEM 画像 

 

SEM 観察により残渣は 5 mm 以下の不定形粒子と一部それらが溶融相で覆われた性状

であった(図 5-11)。EDX 分析により Na: 15～20, K: 3～10, P: 14～30, O: 40～60 mol％の

組成であり、また Mg, Ca が 1～2 mol％検出された。さらに X 線回折測定により NaPO4 

や NaCaPO4 の回折線と非晶質相に起因するブロードピークが見られた。したがってバイ

オセレン中の微生物菌体由来の P，アルカリ金属 Na, K，アルカリ土類金属 Ca が酸化焙焼

時にリン酸化物の残渣として、Se と分離されることが示唆された。  

(a) (b) 
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赤色バイオセレンの酸化焙焼後の HT precipitation, LTprecipitation，と Absorption 

liquid 1 中の Se 収量の，酸化焙焼に供したバイオセレン試料質量に対する質量比を図 5-

12 に示す。いずれの条件においても Absorption liquid 2 中の Se 収量は 0.1％以下であっ

たため、図中では省略した。純酸素を焙焼ガスとした場合(図 5-12)、Se の総収量はほぼ一

定でありバイオセレン中の Se 質量と概ね一致したことから、Se をほぼすべて凝縮物と

Absorption liquid 1 で捕集できたことが分かった。焙焼ガス量が増加するにつれて 150～

180°C の凝縮域での固体 SeO2の収量が減少し、捕集液での捕集量が増加した。これは 5.3

で予測したとおり、ガス流量が増加することでガス中の SeO2が下流に輸送されたことによ

ると推測する。焙焼ガスを乾燥空気とした場合(図5-12)、 100, 200mL･min－1 の流量では、

Se 収量はバイオセレン中の Se 質量と一致した。50 mL･min－1 の場合では予測されたと

おり Se(0)の凝縮が見られたため、凝縮物を硝酸で溶解し、その Se 収量を図 5-12 中に白色

で示している。この実験では炉心管上部の小径部に赤色の凝縮物が生じており、焙焼ガス流

量と焙焼ガス中の酸素量ともに不十分であったためにバイオセレンから Se2 が揮発し、炉

心管の下流のみならず上流にも輸送されて凝縮した結果、Se の総収量が著しく小さくなっ

たと考えられる。赤色バイオセレンを酸化焙焼に供した実験の中で、純酸素 50 mL･min－1 

で焙焼した際に、Se の総収量のうちの固体 SeO2としての収率が最も大きく、96％であっ

た(表 5-1)。5.3 の熱力学計算では 1 分間で炉内に投入されるバイオセレンに対して所定量

の乾燥空気もしくは純酸素との閉鎖系での平衡反応を考えた。乾燥空気を 50 mL･min－1 の

流量で流通した場合に Se(0)が凝縮したことと、700°C の平衡計算による乾燥空気 50 mL･

min－1 の反応での気体の Se2, H2Se の生成が予測されたことが一致した。焙焼ガス中の酸

素量がより大きい条件では Se の十分な酸化が進行したことと、相平衡計算結果で焙焼ガス

中の Se 主成分が SeO2 であることともよく一致した。よって、焙焼温度 700°C でのバイ

オセレン焙焼傾向を平衡計算により概ね予測可能であることが分かった。また同温度では

バイオセレンが平衡に近い状況で酸化すると考えられた。 
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5.3.6 焙焼温度の影響 

焙焼温度がバイオセレンの酸化焙焼に与える影響を調べるために純酸素もしくは乾燥空

気を流量 100 mL･min－1 として、焙焼温度 500～700°C にて赤色バイオセレンの酸化焙焼

を行った。酸化焙焼後の Se 収量を図 5-13 に示す。純酸素流通下では、いずれの温度でも

Se をほぼすべて HT precipitation と Absorption liquid 1 で捕集できた。焙焼温度 500°C 

では 600, 700°C に比べて固体 SeO2としての収量が低かった。500°C では炉心管下部の凝

縮物が僅かに赤色であり、焙焼温度が低いために十分な酸化に至らず、SeO2 以外のガス成

分が生じ、下流の Absorption liquid1 で捕集されたと考えられる。乾燥空気を流通した場

合には焙焼温度 500°C では固体 SeO2としての収量が著しく低く、また Se(0)の凝縮物も見

られた。500°C でのバイオセレンの酸化焙焼は相平衡計算結果によると乾燥空気 75 mL･

min－1 以上では Se と有機物が酸化揮発することが予想されたのに対し、実際の酸化焙焼

図 5-12 700 °C で酸化焙焼した際の赤色バイ

オセレン添加量における収量 

(a) 酸素 (b) 乾燥空気 

図 5-13 500-700 °C で酸化焙焼した際の赤色

バイオセレン添加量における収量 

(a) 酸素 (b) 乾燥空気 
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では酸化不良を生じ、特に乾燥空気の場合には Se(0)の凝縮を生じるなど顕著に相違が見ら

れた。 

 

  

 

 

 

 

5.3.7 バイオセレン中セレンの相状態の酸化焙焼への影響 

バイオセレンの乾燥温度の相違により、バイオセレン中の Se(0)は異なる相をとる。この

相の違いがバイオセレンの酸化焙焼時の Se の挙動に及ぼす影響を調査するために、黒色バ

イオセレンの酸素 50～200 mL･min－1 流通下における酸化焙焼を行った。酸化焙焼後の Se 

収量を図 5-14 に示す。赤色バイオセレンと同様に酸化焙焼で SeO2の白色針状の凝縮物が

生成した。赤色バイオセレンと同様に Se の総収量は概ね一定で、酸素流量の増加に伴い

Absorption liquid 1 での Se 量が大きくなる傾向が見られた。さらにバイオセレンを酸化

焙焼に供した一連の実験の中で黒色バイオセレンを純酸素 50 mL･min－1 で焙焼した際に、

Se の総収量のうちの固体 SeO2としての収率が最も大きく、97 %であった。以上より、バ

イオセレン中の Se(0)相の違いは，酸化焙焼においては大きな影響を与えないことが分かっ

た。 

図 5-14 700 °C で酸化焙焼した際の黒色バイ

オセレン添加量における収量 
図 5-15 (a)二酸化セレンを還元して得られた

元素態セレン写真 (b)その元素態セレンの

XRD パターン 
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5.3.8 酸化焙焼と化学還元による Se の精製効果の検討 

バイオセレンの酸化焙焼時の各成分の挙動を調査するため、HT precipitation と

Absorption liquid 1 中のバイオセレンの構成成分の濃度を定量分析した。固体の SeO2 の

収率が高かった No. 1 と No. 10，酸化が不十分で収率が低い No. 9 の各溶液内の成分濃度

と、測定成分の濃度分率を表 5-3 に示す。No. 9 については凝縮物の硝酸溶解液内の成分

濃度も示している。 

表 5-3 各部位での無機成分濃度 

 

 

表 5-4 精製した元素態セレン中の金属元素濃度 

 

 

酸化が十分に進行した No. 1, No. 10 では、固体の SeO2 は金属成分の総和に対する Se 

分率が 99％以上であり、酸化が不十分であった No. 9 では 97％とやや低かった。P はバ

イオセレン中で比較的高濃度であったものの、HTprecipitation ならびに下流の

Absorption liquid からは検出されず、バイオセレンの焙焼過程でリン酸化物として残存し

たと考えられる。HT precipitation と Absorption liquid 1 からは Na, Ca, K が検出された

が、いずれもその全量はバイオセレン中質量より小さかったことから、揮発時に Se との分

離が進んだと考えられた。また HT precipitation に比べて Absorption liquid 1 中の Na, 

Ca 0.08 0.1 0.03 0.4 0.06 0.1 0.05 0.4 0.02 <0.1 N.D. 0.01 0.2

K 0.25 0.2 0.04 0.6 0.33 0.4 0.14 1 0.03 <0.1 0.07 0.1 0.03 0.3

Mg N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D

Na 0.27 0.3 0.11 1.3 0.26 0.3 0.23 1.7 0.07 0.1 0.06 < 0.1 0.05 0.6

P N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D

S 0.71 0.7 3.86 49 1.52 2 0.03 0.2 1.54 1.7 1.18 0.8 5.78 63

Se 107 99 3.91 49 75 97 12.9 97 90.4 98 147 99 3.26 36

Absorption liquid 1

C /mg・L-1 C /mg・L-1 C /mg・L-1 C /mg・L-1 C /mg・L-1 C /mg・L-1C /mg・L-1

HT  precipitation Absorption liquid 1 HT  precipitation
Precipitation

(HNO3 dissolved)
Absorption liquid 1

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

HT  precipitation

No.1 No.9 No.10

Ca N.D. 0.01 <0.1 N.D.

K N.D. 0.02 <0.1 N.D.

Mg N.D. N.D. N.D.

Na 0.02 <0.1 0.02 <0.1 0.04 <0.1

P N.D. N.D. N.D.

S N.D. N.D. 0.01 <0.1

Se 85.5 99 52.1 99 130 99

C /mg・L-1

No.1 No.9 No.10

(%) (%) (%)C /mg・L-1 C /mg・L-1
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Ca,K 含有率が著しく高いことから、SeO2 の凝縮時にも分離が進行したと推察された。S 

も同様に Absorption liquid 1 で高い収率であったが、HT precipitation 中でも 1％前後の

含有率があった。よって、酸化焙焼と SeO2の凝縮過程でほとんどの成分の除去が可能であ

り、Se と同族の S が微量混入するのみであった。 

次いで HT precipitation に化学還元処理を施して Se(0)を生成させ、その不純物濃度を

測定することで、化学還元処理による Se の精製効果を検討した。No. 1, No. 9, No. 10 の

HT precipitation 10 mL を採取し、塩酸を終濃度 6 mol･L－1 となるように添加した後に亜

硫酸ナトリウムを終濃度 6 mmol･L－1 となるように添加することで溶液中の Se(IV)を

Se(0)へ化学還元し図 5-15 に示す赤色の沈殿を得た。赤色の沈殿を孔径 0.2 mm のろ紙で

ろ別し、40°C で乾燥した後に SiC 単結晶上に塗布して斜入射 X 線回折測定を行ったとこ

ろ(図 5-15)、SiC 単結晶由来のシャープピーク以外で、第 3 章図 3-4 と同様に非晶質 Se の

原子間距離に相当するハローピークが確認された。また SEM-EDX によって沈殿物が Se 

のみで構成されることも確認している。よって、還元生成した沈殿は非晶質 Se であると同

定した。HT precipitation を化学還元して得られた非晶質 Se を酸溶解し、バイオセレンの

構成元素を定量分析した。各成分の濃度と測定成分の分率を表 5-4 に示す。すべての条件で

Se 純度は 99 %以上であり、Ca, K, Na, S を極微量検出したのみであった。以上のことか

らバイオセレンを酸化焙焼に供し、生成した SeO2 を溶解して化学還元することで、純度

99 %以上の Se(0)を得られることが分かった。 
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5.4 要約 

本章では NT-I 株を利用した固化回収方法を考案し、模擬廃水・実廃水に適用して Se 回

収を試みた。 

NT-I 株の培養中に通気を停止することにより、0.5 mmol･L-1の高濃度セレン酸を含む模

擬廃水から、セレン酸添加後 22 時間で元素態セレンを約 90％の高効率で固化回収できた。

この結果からセレノオキシアニオン還元培養条件で培養して NT-I 株菌体を十分に増殖さ

せ、培養開始から 12 時間目に通気を止めた時点でセレン酸を添加し、元素態セレンに変換

する方法をセレン固化回収方法と決定した。セレン固化回収方法によって模擬廃水から 22

時間で 87.8%、実廃水から 22 時間で 78.8%のセレンをバイオセレンとして回収することに

成功した。 

次に回収したバイオセレンの再資源化を試み、酸化焙焼によるバイオセレンからのセレ

ン精製を検討した。バイオセレンを 700°C で酸化焙焼したところ，酸素量が大きい場合に

は Se は十分に酸化され、固体の SeO2が得られた。生成した SeO2は純度が 97％以上であ

り、バイオセレンに含まれる Mg, Ca, P, S の含有率が Se より小さかったことから、酸化

焙焼による精製効果が認められた。酸化焙焼で得られた SeO2 溶液に化学還元処理を施す

ことで、市販品同等の純度 99％以上の Se(0)が得られた。以上の結果より、バイオセレンを

酸化焙焼に供した後に、回収した SeO2 を溶解して化学還元処理を施すことで純度 99％以

上の Se(0)が得られることを示した。 

 

図 5-16 廃水からのセレン回収再資源化概要 

 

本章の試験結果から NT-I 株を用いて廃水からセレンを固体として回収し、再資源化でき

ることを示した（図 5-16）。 
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第 6 章 気化セレン回収、資源化プロセス開発 

 

6.1 緒言 

 第 2章においてNT-I株によるセレン気化反応は他微生物よりも速いためにセレン回収に

応用できることが明らかとなり、セレン気化反応を廃水からのセレン回収に利用すること

を着想した。セレンを含有する溶液で NT-I 株を培養し溶液中のセレンを気化させ、リアク

ターの排気口に繋いだ硝酸によって気化セレンを回収する方法である（図 6-1）。硝酸で気

化セレンを回収した後に、硝酸溶液からセレンを抽出精製することで再資源化可能なプロ

セスを考案した。そこで本章では廃水からのセレン気化回収と、回収物の再資源化を試みた。 

 

図 6-1 セレン気化回収リアクター概略図 

6.2 方法 

6.2.1 DMDSe の気化回収 

前培養液を 3L の TSB 培地に接種し、0.5 mmol・L-1のセレン酸塩または廃水を添加し培

養温度 38℃、pH 9.0、撹拌速度 250rpm、通気量 1L･min−1で常時制御した条件下で回分培

養を行った。NT-I 株により合成された DMDSe を回収するために、HNO3液を含む 250mL

ガラス瓶にジャーファーメンターの排気口を接続した。HNO3 液中では DMDSe はメチル

セレニン酸に変換される[103]。メチルセレニン酸は酸化‐還元反応で元素態セレンまでに

精製させた。具体的には NaOH を終濃度 48%、H2O2を 35%になるように HNO3溶液に追

加した。メチルセレニン酸を 70℃で 60 分間インキュベートすることによりセレン酸に酸

化した。終濃度 6 mol・L-1で HCl を混液中に添加し、終濃度 10 mmol・L-1になるように

Na₂SO₄を添加した後、70℃で 60 分間加温し、亜セレン酸へ還元した。続いて、終濃度 0.2 

mol・L-1 になるようにアスコルビン酸ナトリウムを混合物に加え、混合物を 40℃で 30 分

間加温した。亜セレン酸塩を元素態セレンまで還元した。 
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6.3 結果と考察 

6.3.1 模擬廃水からのセレン気化回収 

完全培地にセレン酸を終濃度 0.5mmol・L-1 となるように添加した模擬廃水からのセレン

気化回収試験の結果を示す。温度 38℃，pH9.0，撹拌速度 250rpm，通気量 1L・min-1 の

条件でセレン気化回収試験を行った。セレン酸，亜セレン酸，可溶性セレン，元素態セレン，

気化セレンの経時変化を示した（図 6-2）。 

 

図 6-2  模擬廃水からのセレン気化回収 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇：溶存セレン、×：元素態セレン、□：気化セレン 

 

NT-I株によって培養開始から 6時間で初期セレン濃度のほぼ 100%のセレン酸が亜セレン

酸に還元され、7 時間目には約 95%の亜セレン酸が元素態セレンに還元された。元素態セレ

ンの減少と同時に DMDSe が合成され、120 時間目には初期セレン濃度の 71.2%のセレン

を硝酸で回収することができた（表 6-1）。硝酸による DMDSe の捕集効率(81%)を考慮する

と、気化回収率は 87.9%となる[103]。セレン酸および亜セレン酸を含まない可溶性セレン

の濃度は、元素態セレンの増加とともに増加したが、DMDSe の減少とともに減少した。さ

らに培養開始から 120 時間目の培養液上清をジエチルエーテル抽出し、GC-MS にて定性し

た（図 6-3）。その結果、セレン種として DMDSe、DMSe、DMSeS が検出された。セレン

酸塩および亜セレン酸塩を含まない溶存セレンには、揮発していない DMDSe、DMSe、
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DMSeS が残存している可能性が示唆された。 

 

図 6-3 ジエチルエーテル抽出物の GC-MS による定性 

 

DMDSe 回収液中のセレン濃度は 7.2 mmol・L-1であり、模擬廃水中の初期セレン濃度 0.5 

mmol・L-1よりも 14 倍濃縮して回収できた。硝酸中に検出できた夾雑物は硫黄 12.5 mmol・

L-1 のみである。硝酸中では硫黄はメチルスルホン酸として存在していると推定される。メ

チルセレニン酸は試薬による酸化還元反応でセレンを分離，精製できる可能性がある。以上

のことにより，微生物を利用し，模擬廃水中から高純度で付加価値の高いセレンをセレニン

酸として回収することに成功した。 

 

6.3.2 実廃水からのセレン気化回収 

 可溶性セレンを 5.5 mmol・L-1含む実廃水からのセレン気化回収実験を行った。イオン

クロマトグラフィーで定性定量分析を行ったところ、セレン酸が約 85%、亜セレン酸が約

15%の割合で混在していた。セレン以外にもケイ素やカルシウム，カリウムが含まれていた。

この実廃水を培地で希釈して，模擬廃水のセレン濃度と同濃度（0.5 mmol・L-1）になるよ

うに調製してセレン気化回収試験を行った。 

実廃水を用いた気化回収試験での各セレンの経時変化を示した（図 6-4）。廃水中のセレン

酸化物イオンは NT-I 株によって DMDSe に合成変換され、培養開始から 120 時間目で初

期セレン濃度の 38.9％のセレンを硝酸で回収できた（表 6-1）。実廃水での回収率は、模擬

廃水での回収率と比較すると約半分まで減少した。セレン酸や亜セレン酸の還元は模擬廃

水と同様に、12 時間で元素態セレンに還元した。120 時間目の元素態セレン量は 3.8％であ

り、模擬廃水の 4.0%と同等であった。元素態セレンも固液分離によって回収すれば、系全

体のセレン回収率は 42.7%となる（表 6-1）。培養 120 時間目の実廃水での可溶性セレンの

割合は 35.9％で、模擬廃水の 10.5％に比べてかなり多かった。可溶性セレン中のセレン酸

と亜セレン酸濃度は各々5％であることから、未知セレンが培養液中に 25.9%含まれている

ことになる。ジエチルエーテル抽出物を分析した結果、培養液中の未知セレンは主に

DMDSe であることが分かった。 
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図 6-4 実廃水からのセレン気化回収 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇：溶存セレン、×：元素態セレン、□気化セレン 

 

以上の結果から、実廃水を用いた時の気体回収率の低下は DMDSe が可溶性セレンとして

残存していることが原因だと考えられる。回収時に可溶性セレンに含まれる DMDSe が全

て気体として硝酸で回収できたと仮定すると、気化回収率は初期セレン濃度の 74.8%（気体

回収率 38.9%＋可溶性セレンに含まれる DMDSe 含量 35.9%）となる。これは模擬廃水を

用いた時の 71.2%とほぼ同等の回収率である。DMDSe が培養液中に残存する要因は検討中

であるが、模擬廃水には存在しない元素等に因り、揮発化が阻害されたと考えられる。鉛な

どの 2 価金属はセレニドと反応して溶液中に残存することが知られている[106]。これら 2

価金属を完全に取り除くことで，NT-I 株によるセレン気化回収の回収率が高くなる可能性

がある。 

表 6-1 回収時のセレン各相割合 

  

 

 

表 6-2 硝酸中で回収セレン純度と再精製元素態セレンの元素組成 

 

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 20 40 60 80 100 120

Se
濃
度

(m
m

o
l･

L
-1

)

時間(h)

mM % mM % mM %

TSB培地 0.05 10.5 0.02 4.0 0.36 71.2 75.2

実廃水 0.22 35.9 0.02 3.8 0.24 38.9 42.7
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表 6-2 気化回収物と精製元素態セレンの金属元素濃度（N.D.:Not detected） 

 

模擬廃水、実廃水ともに回収した硝酸トラップ中に検出された金属元素はセレンと硫黄

のみであった（表 6-2）。夾雑物は少ないがセレン純度が低いため、硝酸中からセレンの抽

出を試みた。回収できた Se(0)は 99%以上の純度だった（表 6-2）。精製した Se(0)には微量

Na が含まれているが、これは還元操作に使用した亜硫酸ナトリウムとアスコルビン酸ナト

リウムからの汚染である可能性があった。廃水からセレン気化能を利用してセレンを回収

し、回収物の精製を通して再資源化プロセスの開発に成功した。 
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6.4 要約 

本章では NT-I 株を利用した気化回収方法を模擬廃水・実廃水に適用して Se 回収を試み

た。 

模擬廃水から 120 時間で 71.2%、実廃水からは 120 時間で 38.9%のセレンを回収するこ

とに成功した。回収した硝酸トラップ内にはセレン以外の夾雑物としては硫黄のみしか検

出されておらず、夾雑物の少ないセレンが回収できた。さらに硝酸で回収したセレンは酸化

還元反応によって抽出・精製することで、市販品と同等の純度をもつ元素態セレンを得るこ

とに成功した。 

 

図 6-5 廃水からのセレン気化回収・再資源化概要 

 

本章の結果から NT-I 株を使用することで廃水からのセレン回収・再資源化が可能なこと

が示唆された（図 6-5）。また 5 章と本章の結果から NT-I 株は通気制御によって回収方法を

選択できることが示唆された。 

 

 

  



59 

 

第 7 章 セレン酸還元細菌 NT-I 株によるセレン含有廃棄物からのセレン回収 

 

 

7.1 緒言 

太陽光発電は、シリコン半導体などに光が当たると電気が発生する現象を利用し、太陽の

光エネルギーを太陽電池（半導体素子）により直接電気に変換する発電方法である。我が国

の導入量は着実に伸びており、2019 年には全世界で 760GW、日本は世界 3 位の 71GW の導

入量となっている。太陽電池の中でも特に近年、CIGS 系の太陽光パネルが注目されている。

CIGS とは、銅（Cu）とインジウム（In）、ガリウム（Ga）、セレン（Se）の化合物を材料と

する薄膜状態の物質のことである。CIGS は高純度（99.9999～99.999999999％）シリコン（Si）

を使用していないため、基板の厚みを抑えることができる。さらに使用する材料の純度は

99.99%レベルで良いため、低コストで製造が可能である。CIGS は近年、発電効率も高くな

り[29]、耐用年数も長いことから、最高クラスのパフォーマンスを持つとされている。太陽

光発電に用いられるパネルの耐用年数は約 20 年であり、将来的に廃棄物として排出される

ことが見込まれる[27], [107]。今後、太陽光パネルからレアメタルをはじめとした有価物を

分離・回収する需要が高まると思われるが、検討されているのはガラス材料だけである。そ

こで本章では、実際の太陽光パネルから、セレンを溶出し、これまでの研究で決定した条件

を用いて固化セレンおよび気化セレンを回収することを目的とし研究を行った。 

 

 

7.2 方法 

CIGS 系の太陽光パネルを破砕した粉末を入手した。この太陽光パネル破砕粉末からのセ

レン回収を目的として試験を行った。 

 

7.2.1 粉末試料の分析方法 

 マイクロウェーブ試料分解装置により、分解溶液を用いて試料溶液化を行った。分解溶液

は濃硝酸 4 mL、濃フッ化水素酸 4 mL を用いた。また、レアアースの溶解を行うために、分

解操作後、ホウ酸 1 g を添加し、再度分解操作を行った。測定は、各試料の液性を整えたの

ち、原液測定試料、1/1000、 1/100000 希釈測定溶液を調製し、ICP-MS（iCAP 6300 Duo、サ

ーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社）により測定を行った。測定回数は n=3 で

行った。 

 

7.2.2 CIGS溶解試料および中和試料の作製 

 粉末試料を 1 g、電子天秤により秤量し、50 mL コーニングチューブに分取した。粉末試

料に濃塩酸を 4 mL、濃硝酸を 1 mL 分注し、超音波で 30 分間試料を溶解した。更に 10 mL

ピペッターにより 95 mL の超純水を加え、全量 100 mL とした。遠心分離を 15,000rpm、5 分
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間の条件で行い、得られた上澄み溶液をディスクフィルター（0.2 µm 孔）によりろ過した。

ここで得られた溶液を CIGS 溶解試料とし、遠心分離にて得られた沈澱物を酸溶解残渣とし

て、ICP-AES で測定をした。 

 CIGS 溶解試料に 5N 水酸化ナトリウム溶液を 10 mL 加え、遠心分離を行い、上清と沈澱

に分けた。ここで得られた上清を中和溶液試料、沈澱を中和沈殿物として、ICP-AES で測定

をした。 

 

7.2.3. セレン含有廃棄物からの気体セレンおよび元素態セレン回収試験 

セレン回収実験は、太陽光パネル粉末から抽出した溶液を終濃度 0.5 mmol･L -1になるよ

うに添加し、各最適条件下で培養を行った。前培養後、太陽光パネル粉末から抽出した溶液

を終濃度 0.5 mmol･L -1 になるように添加し。添加後、固体 Se 回収実験は通気を停止する

ことにより開始した。培養は 120 時間目まで行った。 

 

7.3 結果と考察 

7.3.1. 太陽光パネル粉末試料およびセレン抽出溶液試料の分析結果 

粉末試料の組成を表 7-1 に CIGS 溶解試料と中和後の可溶性画分の組成結果を表 7-2，表

7-3 に示した。粉末試料中には主にセレン、銅、インジウム、ガリウムが含まれており、CIGS

太陽光発電セルの光吸収層に使用されているものと推測される。また微量に検出された亜

鉛はバッファ層（CdSZnO）もしくは透明電極（ZnO）由来だと推測される。 

 

表 7-1 粉末試料の多元素分析結果 

 

表 7-2 CIGS 溶解試料の多元素分析結果    表 7-3 中和溶液試料の多元素分析結果 

 

 

 

 

 

次に微生物と反応させるため、粉末試料を少量の硝酸で溶解した試料中のセレンについ

て、イオンクロマトグラフィーによる定性定量を行った。溶解した試料中にはセレン酸は検

ave ± std CV
[%]

Se 4520 ± 139 (4)
Cu 2030 ± 80 (4)
In 1570 ± 40 (3)
Ga 570 ± 23 (4)
Zn 29 ± 1 (4)
Fe 2 ± 0 (11)
Cr 2 ± 0 (8)

元素
[mmol/kg]

ave ± std CV
[%]

Se 38.4 ± 1.2 (0)
Cu 0.4 ± 0.1 (0)
In 0.0 ± 0.0 (0)
Ga 5.8 ± 0.0 (0)

元素
[mmol/L]

ave ± std CV
[%]

Se 43.5 ± 0.3 (0)
Cu 29.8 ± 1.6 (0)
In 26.7 ± 0.0 (0)
Ga 7.6 ± 0.0 (0)

元素
[mmol/L]
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出されず、亜セレン酸が 45.5 mmol･L-1 であった。この値は、ICP-AES で定量した値 43.5 

mmol･L-1とほぼ一致した（表 7-2）。さらに中和処理と遠心分離により、Se、 Ga は上清に、

In、 Cu は沈殿に分離された（表 7-3）。これは急激な pH 変化によって水酸化銅、水酸化イ

ンジウムとして沈殿したと推測された。一部セレンとガリウムの濃度が減少しているのは

水酸化銅と共沈したためだと考えられる。沈殿に分離された Cu と In の分離回収方法と再

資源化方法は既に確立されている。具体的には沈殿を塩酸酸性下で溶解して pH0.5 に調製

した後にNaHSを添加するとCuSが沈殿する[108]。固液分離によってCuSを分離した後に、

ろ液を pH2.0 に再調整し NaHS を添加することで In2S3を分離できる。回収した CuS は電気

製錬により高純度の銅として再資源化できる。また回収した In2S3 は CIGS 太陽電池セルの

バッファ層にも使用される物質であり、そのままで資源価値を持つ。 

 

7.3.2 中和溶液試料からの元素態セレン固化回収試験 

NT-I 株がセレン酸を還元できる pH 範囲まで CIGS 溶解試料を中和し、中和溶液試料を用

いて培養を行った。中和試料からの固体回収条件における培養の結果を図 7-1 に示した。固

化回収条件において、中和溶液試料から 22 時間で 60.0％が固体 Se として回収された。 

 

図 7-1 中和溶液試料からの固体回収 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇：溶存セレン、×：元素態セレン 

 

今回、中和試料からの回収において、元素態セレンの最大濃度 0.39 mmol･L -1は、添加濃

度の 60.0％であり、その後元素態セレンは減少し 120 時間では 0.15 mmol･L -1 となり、添
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加濃度の 23.8％にまで減少した。模擬廃水における元素態セレンの回収率は最大で 87.8％

で、133 時間でも 75.7％であり、CIGS 溶解試料からの回収では模擬廃水に比べ元素態セレ

ンの減少量が大きく DMDSe 合成が進行している可能性が考えられた。 

 

7.3.3中和溶液試料からのセレン気化回収の検討 

中和溶液試料からの気体回収条件における培養の結果を図 7-2 に示した。気体回収条件に

おいて、中和溶液試料から 44.3％が DMDSe として回収された。模擬廃水の回収率（71.1％）

に比べ、回収率は低い。DMDSe の揮発阻害だと思われる二価金属元素を除去することで、

回収率はさらに向上するものと考えられる。 

 

図 7-2 中和溶液試料からの気体回収 

○：セレン酸、△：亜セレン酸、◇：溶存セレン、×：元素態セレン、□気化セレン 

 

 NT-I 株によって太陽光パネル溶解中和液中のセレンを分離回収できた（図 7-3）。培養液

中にはガリウムが溶存している。このガリウムは培養液中に硫化水素を通して硫化ガリウ

ムとして沈殿させた後に、溶融塩電解にて金属ガリウムとして精製・再資源化できる。以上

の結果から CIGS 太陽光パネルから主要な銅、インジウム、セレン、ガリウムを分離回収に

成功した。 
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図 7-3 CIGS からの主要元素分離概要 

 

7.4 要約 

 本章では CIGS 系製品の粉末を入手し、酸溶解後、中和した試料液を混在させた培養液か

らセレンの回収を試みた。固化回収では 22 時間で 60%、気化回収では 133 時間で 44.3％

を回収できた。この結果は模擬廃水と比べると低いため、さらなる改良が期待される。また

セレン以外の元素に注目すると、銅とインジウムは中和時に沈殿に分離され、セレンはバイ

オプロセスによって分離、ガリウムはバイオプロセス終了時に溶液中に残存した。これらの

元素は既に精製方法が確立しているために、バイオプロセスを介することによって CIGS の

各主要元素が再資源化できるという知見を得た。 
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第 8 章 セレン酸還元細菌 NT-I 株の汚染土壌浄化への応用とプロセス開発 

 

第 7章までにNT-I 株のセレン酸還元能を利用した廃水廃棄物からのセレン除去再資源化

を検討した。本章では NT-I 株のセレン酸還元能を土壌浄化へ応用するために検討をおこな

った。 

 

8.1 緒言  

                    

図 8-1 環境基準を超えたセレンの例 

 

セレンは主に硫化銅鉱物の夾雑物質として発掘され、セレンを主体とする鉱物はない。セ

レンは主に火山性堆積物に含まれている(図 8-1)。日本は多くの火山を持つため、日本の土

壌には自然由来のセレンが低濃度で含まれている[20]。土壌中でセレンは毒性が高い可溶性

のセレン酸、亜セレン酸として存在している[109]。 

 

表 8-1 土壌に関する基準と試験方法比較 

     

 

セレン含有土壌による健康被害を防止するために日本では土壌中のセレンおよびセレン

化合物量の環境基準値が定められている。具体的には地下水経由の健康被害拡大防止（環境

省告示 18 号 土壌溶出量基準）と、経口摂取による健康被害の防止（環境省告示 19 号 土

壌含有量基準）である。土壌溶出量基準は 70 年間、１日 2Ｌの地下水を飲用することを想

環境省

告示
想定 名称 基準値 単位

撹拌溶出時間

 (時間)
溶媒 液固比

18号 地下水への溶解 溶出量 0.01
mg/L

（測定値をそのまま利用）
6 純水 10:1

19号 胃酸での溶解 含有量 150
mg/kg

(土壌重量1kg当たりに換算)
2 1M塩酸 10:0.3
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定し、一生涯にわたりその地下水を飲用しても健康に対する有害な影響がない濃度として

セレンは基準値 0.01 mg･L-1を設定されている。一方で土壌含有量基準は砂場遊びや屋外で

活動をした際に土壌が手に付着し、それを摂食する場合が想定されている。基準値は一生涯

（70 年）汚染土壌のある土地に居住した場合の想定で算出され、セレンは基準値 150 mg･

kg-1を設定されている。これらの値は土呂久鉱山において公害を引き起こしたヒ素の基準値

と同じ値である[110], [111]。また想定されるリスクが異なるために、その試験方法も異な

る（表 8-1）。 

平成 22 年の土壌汚染対策法の改正により、自然由来の汚染であっても基準値を超えた土

壌の対策処理が必要となった。セレン含有する土壌は環境基準を達成するために、主に遮水

工法封じ込めがおこなわれてきた[112]。遮水工法封じ込めとは汚染土壌を遮水シート等で

囲い込む工法である。遮水シートによって雨水と汚染土壌との接触を物理的に断つことで、

汚染土壌中の重金属の溶出を防いでいる。近年、遮水工法封じ込めによる処理コストが高い

ため、低コストの不溶化処理[113]–[116]や吸着層工法[117], [118]が検討されている。しか

し、土壌中であっても廃水中と同様にセレン酸は鉄系薬剤との反応性が低いことから、日本

の基準を満たすためには大量の薬剤が必要であり、やはりセレン酸で汚染された土壌の処

理には費用が高くなる。また不溶化処理は汚染土壌からのセレンの溶脱を防ぐことができ

る一方で、セレン自体は土壌中にとどまるためセレンの再溶出のリスクが生じる。そのため

セレンで汚染された土壌は不溶化処理後であっても、健康被害防止のため、再利用されるこ

とはない。セレン酸汚染土壌を不溶化する新たなアプローチとして、植物の代謝（ファイト

レメディエーション）や微生物（バイオレメディエーション）を利用した浄化が試みられて

いる[119]–[121]。NT-I 株は水溶液中の可溶性セレノオキシアニオンを無毒で不溶性元素態

セレンまで還元する。さらに培養を続けると元素態セレンから DMDSe を合成する[65]。

DMDSe は溶解度が低く揮発性が高いため、廃水から容易に揮発し、大気中に拡散する。 

 

 

図 8-2 NT-I 株による土壌浄化方法案 
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NT-I 株のセレン代謝により、土壌中の可溶性セレン酸を不溶性元素態セレンまで還元す

ることができれば、環境基準を満たすことができる。また元素態セレンをさらに DMDSe ま

で還元することができれば揮発性が高く大気中へ揮発するために、土壌中からセレンを除

去することができると推察する。したがって NT-I 株のセレノオキシアニオン代謝を利用し

た土壌処理は新たな土壌浄化処理技術の開発につながると考えた。そこで不溶化工法の薬

剤の代わりに NT-I を土壌に混合する処理方法を考案し遂行した(図 8-2)。 

 

 

8.2 方法 

8.2.1 微生物培養方法 

微生物の培養は 3.2.1～3.2.2 を参考にした。NT-I 株を TSB 培地で 24 時間培養し、微生

物数は OD660の数値を用いて調製した。 

 

8.2.2 模擬汚染土壌の調製 

トンネル掘削ずりを日本の４県から採取し、模擬汚染土壌作製に用いた。採取した掘削ず

りを乳鉢と乳棒を用いて破砕し、直径 1 mm～2 mm となるよう篩い分けをおこなった。そ

こにセレン酸ナトリウム溶液を土壌溶出量 0.03-0.1 mg･L-1となるように添加した。添加後

に乾燥したものを模擬汚染土壌として試験に使用した。 

 

表 8-2 模擬汚染土壌中の各元素土壌溶出量 （単位:mg･L-1、N.D.:Not detected） 

 

 

8.2.3 土壌中のセレン酸不溶化最適培養条件の検討   

模擬汚染土壌に滅菌水、TSB 培地およびコーンスティープリカー (CSL) (三和澱粉工業

株式会社、奈良)2.0%を添加し、対照試験として土着の常在微生物によるセレン酸還元能を

調べた。NT-I 株による土壌中のセレン酸還元能を調べるために模擬汚染土壌に OD660 = 1.0

の NT-I 株培養液を土壌重量の 10%添加し、培養温度 20℃静置することを試験の基本条件

とした。次いで土壌中セレン酸還元の最適培養条件を検討するために、OD 660 = 0.1 から 10、

培養液量を土壌重量の 5%から 100%、培養温度を 20℃から 38℃、および培養液 pH を 5.0

から 9.0 まで変化させた。土壌に NT-I 株培養液を添加してから 72 時間後に採取し、土壌

溶出試験によって土壌中の可溶性セレン濃度を測定した。培養液添加前の可溶性セレン濃

度を C0、培養液添加から 72 時間後の可溶性セレン濃度を C72 として、72 時間後のセレン

不溶化率を次式(1)で算出した。  

模擬汚染土壌 As Cd Cr Pb Se

CB 0.07 N.D. 0.01 0.06 0.03

FK N.D. N.D. N.D. N.D. 0.03
NI 0.01 N.D. N.D. N.D. 0.05
YM N.D. N.D. N.D. N.D. 0.09
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・・・・（１） 

 

8.2.4 異なる産地の模擬セレン酸汚染土壌不溶化試験 

 初期 pH7.0 に調整した OD660=1.0 の NT-I 株培養液を土壌重量の 40%を異なる産地で作

製した模擬汚染土壌に添加し、培養温度 20℃で静置した。また 24 時間毎に土壌を採取し、

土壌溶出量を測定した。 

同様に微生物処理中の模擬汚染土壌セレン相変化を調べるために初期 pH7.0 に調整した

OD660=1.0 の NT-I 株培養液を土壌重量の 100%を模擬汚染土壌 YM に添加し、培養温度

38℃で静置した。24 時間毎に土壌を採取し、土壌溶出量試験と土壌中の不溶性セレンを測

定した。 

 

8.2.5 土壌溶出量試験（環境省告示 18 号試験） 

 本報告では環境省指定の水抽出試験[JIS K 102(2013)]を改変して実施した。具体的には、

採取した試験土 5.0 g に希塩酸を加えて pH 5.0～6.0 に調整した純水 50mL を加え、20℃

で 6 時間振盪機によって溶出した。溶出液をろ過フィルター(0.2μm、Steradisc、Kurabo)

を通して土壌を除去し、ろ液を試験液とした。試験溶液中のセレン濃度を誘導結合プラズマ

原子発光分析計 ICP‐AES(iCAP6300)で定量的に測定した。解析は 3 回行い、平均値を用

いた。 

 

8.2.6 土壌中の不溶性セレンの分析 

8.2.5 でろ過によって除去した土壌に純水 50 mL を加え、遠心分離(8000 rpm、10 分、

20℃)により上清を除去し、試験土を純水で洗浄した。その後、沈殿した土壌に濃硝酸 10 mL

を加え、土壌中の不溶性セレンを可溶化した。これに純水を加えて 50 mL とし、遠心分離

(8000rpm、10 分、20℃)し、上澄み液を同上ろ過フィルターを通して、ろ液を検液とした。

試験液中のセレン濃度は ICP‐AES により定量的に測定した。解析は 3 回行い、平均値を

用いた。 

 

8.2.7 土壌含有量試験（環境省告示 19 号試験） 

 本報告では環境省指定の水抽出試験[JIS K 102(2013)]を改変して実施した。具体的には、

採取した試験土 6.0 g に 1 N 塩酸 200mL を加えて、20℃で 2 時間振盪機によって溶出し

た。溶出液をろ過フィルター(0.2 μm、Steradisc)を通して土壌を除去し、ろ液を試験液とし

た。試験溶液中のセレン濃度を誘導結合プラズマ原子発光分析計 ICP‐AES(iCAP6300)で

定量的に測定した。解析は 3 回行い、平均値を用いた。測定値から土壌含有量(mg･kg-1)を

算出した。  
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8.3 結果と考察 

8.3.1 NT-I 株による土壌中セレン酸不溶化試験 

 

図 8-3 模擬汚染土壌 YM および NI のセレン不溶化試験 

  実線：土壌 YM、点線：土壌 NI、 ×：NT-I 株未添加、○：NT-I 株添加 

 

日本の 4 県から採取してきた掘削ずりを破砕し土壌溶出量試験をおこなったところ、こ

れら掘削ずりには環境基準を超過するセレンが検出されなかった（data not shown）。それ

らを用いて模擬セレン酸汚染土壌を調製した。環境省によると、自然由来と判定する基準の

１つとして土壌溶出量が環境基準値の概ね 10 倍を超えないことが挙げられている。そこで

本研究では模擬セレン酸汚染土壌の濃度をセレンの環境基準（0.01 mg･L-1）の 10 倍未満と

なる 0.03～0.1 mg･L-1に調製した(表 8-2)。 

まず土着微生物のセレン酸還元能を評価するために模擬汚染土壌 YM に滅菌水、TSB 培

地、CSL 培地を加えて 72 時間後の土壌中セレン不溶化率（可溶性セレン除去率）を算出し

た。NT-I 株非存在下(未添加)では、土壌中のセレン溶出量は試験開始後 0～72 時間で変化

せず、セレン不溶化率はほぼゼロであった(図 8-3)。したがって模擬汚染土壌中にはセレン

酸を還元できる微生物は存在していないことが示唆された。次に NT-I 株による土壌中セレ

ン酸の不溶化能を検討するため、NT-I 株を滅菌水、TSB 培地および CSL の 2%培地を用い

て OD660=1.0 となるように希釈し、これら３種類の NT-I 株懸濁液を模擬汚染土壌 YM に

添加した。その結果 NT-I 株懸濁液を添加した土壌全てにおいて、試験開始から 72 時間後

の不溶化率は 50%を超えた。つまり NT-I 株によって土壌中のセレン酸が不溶性の元素態セ

レンまで還元され、土壌中の可溶性セレン量を減少させたことが示唆された。同様の試験を

模擬汚染土壌 NI でも行ったところ、NT-I 株 TSB 培地および CSL では模擬汚染土壌 YM

の時と同様に可溶性セレン量が減少した。しかし NT-I 株水懸濁では不溶化率が 45％であ

った。NT-I 株水懸濁でセレンを不溶化できる要因は前培養液からの栄養分の持ち込みだと
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考えられる。NT-I 株の洗浄度合いによって、前培養液からの栄養分が変わり、セレン不溶

化率が安定しないと考える。検討した結果、TSB 培地に懸濁した NT-I 株のセレン不溶化率

が最も高かったことから、以降の浄化試験に際しては TSB 培地を用いた。 

 

8.3.2 土壌中のセレン酸不溶化最適培養条件の検討 

 

図 8-4 各試験条件におけるセレン不溶化能比較（a）懸濁液中の NT-I 株濃度、（b）NT-I 株

懸濁液の添加量、（c）培養温度、（d）懸濁液の初期 pH 

 

懸濁液中の NT-I 株濃度、懸濁液の添加量、培養温度および懸濁液の初期 pH がセレン不

溶化率に及ぼす影響を調べるため、これらの条件を変化させながら模擬汚染土壌のセレン

不溶化試験をおこなった。 

まず、懸濁液中の NT-I 株濃度がセレン不溶化率に与える影響を調べるために NT-I 株の

濃度をOD660 = 0, 0.1, 1.0, 10に調整し、模擬汚染土壌の不溶化試験をおこなった(図 8-4(a))。

懸濁液中の NT-I 株を OD660 = 1.0, 10 とした場合には試験開始後 72 時間でセレン不溶化率

は 60%以上となった。特に OD660=1.0 でセレン不溶化率は最大で 70%だった。以上の結果

から、懸濁液中の NT-I 株濃度はセレン不溶化率に大きく影響を及ぼすことが示唆された。

OD660=0.1 のように微生物量が少ないと微生物とセレン酸が接触する度合が少ないため不
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溶化率が低く、OD660=10 のように微生物量が大きい場合には微生物飽和となる。ある一定

値の微生物量（OD660=1.0）を超えるとセレン不溶化率が一定になると推測される。 

 

 

図 8-5 添加量を変化させた NT-I 株懸濁液添加後の模擬汚染土壌 

 

次に OD660=1.0 に調製した NT-I 株懸濁液の添加量を土壌重量の 1%から 100%の間で変

動し、セレン不溶化率を測定した(図 8-4(b))。セレン不溶化率は、添加した NT-I 株懸濁液

が増加するにつれて増加する傾向があり、土壌重量に対して 5%以上の NT-I 株懸濁液を添

加するとセレン不溶化率は 65％以上であり、添加量を 40％以上にすると不溶化率は 80％

以上に上昇した。特に NT-I 株懸濁液添加量を土壌重量に対して 100%、つまり土壌と同重

量添加するとセレン不溶化率は 93%だった。NT-I 株懸濁液添加量が増加するとともにセレ

ン不溶化率が上昇し、添加量 40％程で不溶化率が飽和しているように見えるのは添加量

40%で全ての粒子表面を濡らしたためだと推察する（図 8-5）。粒子径 1 mm～2 mm の模擬

汚染土壌の表面を NT-I 株懸濁液で濡らすために 40%の添加が必要であるとすると、実際の

掘削ずり処理するために必要な NT-I 株懸濁液はもう少し少量で良いと思われる。今回の試

験では条件を合わせるために、掘削ずりを 1 mm～2 mm に整粒してから模擬汚染土壌を作

製したが、元来の掘削ずりは小さくても数 cm オーダーの大きさであり、表面積は粒子径 1 

mm～2 mm の 1/100 程になる。表面積が小さくなれば、全粒子を NT-I 株懸濁液で濡らす

ために必要な量が減るためコスト削減に繋がる。さらに掘削ずりを 1 mm～2 mm に整粒す

るには大きな労力が必要であり、元来の掘削ずりの大きさで NT-I 株によるセレン不溶化が

生じればより一層のコスト削減に繋がる。大粒径ずりのセレン不溶化に必要な NT-I 株懸濁

液について今後検討することが望まれる。 

次いで培養温度がセレン不溶化率に与える影響を調べた。培養温度を 20℃、30℃、38℃

に設定してセレン不溶化試験をおこなった。培養温度を 20～38℃に変えても、セレン不溶

化率には有意な差はなく、試験をおこなった３つの条件でセレン不溶化率は 60%以上であ

った(図 8-4(c))。培養温度 38℃でセレン不溶化率は最大 75%と算出された。2020 年の東京

の最高気温は 8 月の 37.3℃であり、NT-I 株であればこの気温でも死滅せずに土壌中のセレ
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ンを不溶化できると推察される。しかし今回の試験のように土壌を恒温とするにはビニー

ルハウス等で覆いヒーターを使う必要があるため、これらが必須となると処理コストの増

加が懸念される。今後、昼夜や夏冬の気温を考慮したサイクル試験検討することが望まれる。 

最後に NT-I 株懸濁液の初期 pH を 5.0 から 9.0 に変化させて、初期 pH がセレン不溶化

率に及ぼす影響を調べた(図 8-4(d))。pH を 5.0 から 9.0 まで変化させてもセレン不溶化率

は大きく変化することなく、試験をおこなった全ての条件で 65%以上だった。初期 pH9.0

のときにセレン不溶化率は最大 75%だった。現在、土壌中重金属の不溶化処理に多く使用

されている鉄系不溶化剤の不溶化能力は pH によって大きく影響を受けるため、不溶化の前

処理として pH 調整がおこなう必要が考えられる。本試験によって NT-I 株によるセレン不

溶化は pH によって大きな影響を受けないという特長があることが示された。 

これらの実験の結果から、セレン不溶化率が最も高い培養条件は、OD660 = 1.0 の NT-I 株

懸濁液を土壌重量の 100%添加し、培養温度 38℃で静置した場合であった。さらに NT-I 株

は懸濁液中の NT-I 株濃度 OD660=1.0 以上、培養液添加量 5%以上、培養温度 20～38℃、初

期 pH5～9 の幅広い条件で土壌中のセレンを不溶化できることが示された。 

 

8.3.3 異なる産地の模擬セレン酸汚染土壌不溶化試験 

  

図 8-6 異なる産地の模擬セレン酸汚染土壌不溶化試験□：YM、◇：NI、△：FK、〇：CB 

 

 日本ではセレンとともに自然由来のヒ素や鉛が含有していることが多い。そこで掘削ず

り採取場所の違いがセレン不溶化率に与える影響を調べるために、異なる産地で採取した

掘削ずりで作製した模擬汚染土壌でセレン不溶化試験をおこなった。 

 まずはセレン酸を 0.09 mg･L-1 含まれる模擬汚染土壌 YM の不溶化試験をおこなった。

模擬汚染土壌 YM に NT-I 株を添加すると、土壌溶出量が徐々に減少し、試験開始から 72
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時間で環境基準以下となった(図 8-6)。模擬汚染土壌 YM の不溶化率は 93%と計算された。 

次にセレン酸濃度が異なる模擬汚染土壌 FK のセレン不溶化試験をおこなった。0.03 mg･

L-1のセレン酸を含む模擬汚染土壌FKにNT-I株を添加すると土壌溶出量が徐々に減少し、

48 時間で環境基準以下となった(図 8-6)。模擬汚染土壌 FK の不溶化率は 79%と計算され

た。不溶化剤の有効性は低セレン濃度で有意に低下する可能性があるが、NT-I 株の不溶化

は低濃度でも可能であることが示唆された。 

続いて自然由来のヒ素が含まれる模擬汚染土壌 NI のセレン不溶化試験をおこなった。

0.01 mg･L-1 のヒ素と 0.05 mg･L-1 のセレンを含む模擬汚染土壌 NI に NT-I 株を添加する

と、土壌溶出量は徐々に減少し、48 時間で環境基準以下となった(図 8-6)。模擬汚染土壌 NI

の不溶化率は 93%と計算された。この結果は、土壌中のセレンとヒ素の共存が NT‐I によ

るセレンの不溶化に影響しないことが示唆された。 

  

図 8-7 模擬セレン酸汚染土壌不溶化試験時のヒ素溶出量(a)、鉛溶出量(b) 

□：NT-I 株未添加、〇：NT-I 株添加 

 

最後に自然由来のヒ素、クロム、鉛が含まれる模擬汚染土壌 CB のセレン不溶化試験をお

こなった。0.07 mg･L-1のヒ素、0.01 mg･L-1のクロム、0.06 mg･L-1の鉛、0.03 mg･L-1の

セレンを含む模擬汚染土壌 CB（表 8-2）に NT-I 株を添加すると、土壌溶出量は徐々に減少

し、72 時間で環境基準以下となった(図 8-6)。模擬汚染土壌 CB の不溶化率は 62%と計算さ

れた。土壌中のセレン、クロム及び鉛の共存は NT-I 株によるセレンの不溶化に影響しない

ことを示唆された。一方でセレン以外の元素に着目すると、無菌の TSB 培地を添加した対

照実験では 72 時間後、ヒ素、鉛の溶出量は環境基準値（0.01 mg･L-1）を下回ることはなか
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った（図 8-7）。しかし NT-I 株培養液を添加すると鉛溶出量は環境基準値に達しなかった

ものの初発時の約 60%まで低減した（図 8-7(b)）。これは NT-I 株の代謝産物と鉛が反応し

不溶性となったと推測される。4 県の土壌を用いた本セレン浄化試験では、NT-I 株培養液

を添加することによってセレン溶出量は環境基準値以下になった。 

 

8.3.4 処理土壌のスケールアップ 

     

図 8-8 模擬汚染土壌 FK の処理スケール比較 ◇：1kg、〇：100kg 

 

 これまでは 100 g の少量土壌についてセレン不溶化効果を検討した（図 8-6）。実際に処

理が必要な掘削ずりは数 ton 単位である。NT-I 株によるセレン不溶化処理の実用化を目指

し、スケールアップ時のセレン不溶化効果を検討した。不溶化試験は模擬汚染土壌 FU を使

用し、1 kg と 100 kg の土壌量を用いて試験した。模擬汚染土壌 FK 100 g に NT-I 株を添

加すると土壌溶出量が徐々に減少し、48 時間で環境基準以下となった(図 8-6)。模擬汚染土

壌 FK の不溶化率は 79%と計算された。次に 1 kg に NT-I 株を添加すると 24 時間以内に土

壌溶出量は環境基準以下まで減少した(図 8-8)。不溶化率は 78%と算出された。模擬汚染土

壌 100 kg に NT-I 株を添加しても同様の結果であり(図 8-8)、不溶化率は 78%と算出され

た。これらの結果から、100 kg での所要時間と不溶化速度は 100 g と同様の傾向が見られ

た。NT-I 株を用いた土壌中のセレン不溶化処理は土壌重量に影響を及ぼさないことが示唆

された。 
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7.3.5 処理土壌のスケールアップ 

   

図 8-9 模擬汚染土壌 YM の土壌浄化試験（a）土壌溶出量の時間推移〇：NT-I 株添加、×：滅菌培地

添加（NT-I 株未添加） (b)マスバランス 黒色：可溶性セレン、網掛け：不溶性セレン 

 

NT-I 株は水溶液中ではセレン酸を不溶性の元素態セレンへ還元し、さらに元素態セレン

を DMDSe まで還元する。NT-I 株は土壌中の土壌溶出量を低減しているため、土壌中のセ

レン酸を少なくとも元素態セレンまで還元していることが示唆された。土壌中のセレンも

同様な還元プロセスをたどるのかを調べるためにエネルギー分散型 EDX 分析により土壌

中で合成されたセレン元素の観察を試みたが、元素態セレンは観察できなかった。その理由

としては、試験に用いた土壌に添加したセレン濃度が低く、EDX の検出限界以下であった

のではないかと思われる。そこで、土壌中の可溶性セレンの相変化を調べるため、NT‐I 株

添加後の模擬汚染土壌中のセレン相変化を経時的に調べた（図 8-9）。これまでの試験結果

から、OD660 = 1.0 の初期 pH9.0 の NT-I 株懸濁液を土壌重量の 100%添加し、培養温度 38℃

で保温すると、セレン不溶化効果が最大になることを明らかにした。日本の地下水環境基準

は pH 6.5～8.5 であり、環境汚染につながる可能性があるので土壌浄化に pH 9.0 の培地を

使用することは難しいと考え、pH 7.0 の菌懸濁液を用いてセレンの化学変化を調べた。 

模擬汚染土壌 YM に NT-I 株を添加すると 72 時間で環境基準値を達成した。一方で滅菌

培地を添加した場合にはセレン濃度にはほぼ変化がなかった（図 8-9(a)）。NT-I 株を添加し

た土壌中の可溶性および不溶性セレン濃度を経時的に測定した（図 8-9(b))。NT-I 株の添加

により 24 時間後の可溶性セレン濃度が著しく低下し、不溶性セレン濃度が増大した。NT-

I 株添加後 72 時間までに、94%の可溶性セレンが除去された。この除去率はこれまで試験

した条件の中で最高値であった。また模擬汚染土壌 YM に NT-I 株を添加後 48～72 時間の

間に、不溶性ならびに可溶性セレンの両方の量の有意な減少が認められた。72 時間後には

初期濃度の約 5%が可溶性セレンとして検出され、49%が不溶性セレンとして検出された。

したがって、初期土壌中の可溶性セレンの約 46%はおそらく土壌から除去されたものと思
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われる。試験土壌の気相を分析したが、気相中のセレン濃度が GC-MS の検出限界以下であ

ったため DMDSe は検出できなかった。しかしこれまでの知見から NT-I 株は水溶液中で初

期セレン濃度の 82%を 48 時間で DMDSe として揮発させることができるほどセレン気化

能力が高いため、土壌から除去されたセレンは元素態セレンを経て DMDSe まで還元され

揮発したものだと推測される。NT‐I 株の DMDSe 合成能は通気量に強く影響され、通気

なしのフラスコ試験の DMDSe 回収率は 76%であるが、ジャーファーメンターによる強制

通気にした場合、回収率は 82%に増加した。したがって土壌に空気をポンプによって送る

ことで、NT-I 株による土壌中セレン除去を促進できる可能性がある。 

自然に存在する日本のセレン汚染土壌中の可溶性セレン濃度は低く、多くても 0.02 mg･

L-1である[20], [22], [109]。0.02 mg･L-1セレンで汚染された土壌については、初期セレン濃

度の 50%以上を不溶化できれば、環境基準の 0.01 mg･L-1 以下を満たせる。本試験の試験

条件下では、培養温度や初期 pH にかかわらず、土壌重量に対して 10%の OD660 = 1.0 の

NT-I 懸濁液を加えることで、セレン不溶化率は 60％以上だったため環境基準値を達成でき

ると推測される。このように NT-I 株は日本における自然発生セレン汚染土壌の浄化のため

の最も有効な細菌である。 

セレン汚染土壌の鉄系薬剤による不溶化処理は、土壌中のセレンの溶解度を低下させる

ために健康被害を軽減できるが、生じた不溶化物を土壌からは除去できない。不溶化処理以

外には、洗浄液によって土壌からセレンを除去する洗浄処理という方法もある[122], [123]。

洗浄処理にとってセレンを除去した土壌は再利用できる。しかし、低濃度のセレンを含む廃

水が大量に発生する可能性があり、生じた廃液を大規模に浄化する必要が生じる。また、洗

浄液にキレート剤や溶剤を使用すると、廃水中の可溶性セレンを除去することがさらに困

難になる。NT‐I 株の散布によるセレン汚染土壌の生物学的処理は、土壌中の可溶性セレ

ンを不溶性元素セレンに還元し、汚染土壌からのセレン溶脱を防ぐことができる。さらに、

セレンを揮発性 DMDSe に還元することで、土壌から除去し、その後の土壌の再利用を可

能にすると推察される。 
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8.3.7 土壌含有量試験（環境省告示 19 号試験） 

    

図 8-10 土壌含有量超過土壌のセレン不溶化試験  点線：土壌含有量基準値 

×：NT-I 株未添加、○：NT-I 株添加 

 

土壌溶出量超過土壌に関して NT-I 株が適用できることを明らかにした。土壌含有量は溶

出溶媒に希塩酸を使用することから、土壌溶出量よりも多くの重金属量が溶出する傾向が

ある。土壌溶出量と土壌含有量には経験則的な相関が見られない。そのため土壌溶出量が基

準値以内であっても土壌含有量が基準を超過する例もある。そこで土壌溶出量試験同様に

含有量試験についても NT-I 株によって処理が可能かを検証した。土壌 YM にセレン酸を土

壌含有量超過となるように添加し、模擬汚染土壌を作製しセレン不溶化試験をおこなった

（図 8-10）。NT-I 株無添加（TSB 培地のみ）の場合、48 時間目には含有量が下がり基準値

未満となったが、336 時間には基準値以上となった。この含有量の増減はサンプリング場所

による実験誤差だと考える。一方で NT-I 株培養液を添加すると初期値 159 mg･kg -1 から

24 時間後では、70 mg･kg -1 に低減したことから基準値以下となった。48 時間目には含有

量が 6 mg･kg -1 に低減し、以降 336 時間目まで基準値以下を維持した。以上の結果から

NT-I 株は土壌含有量超過した土壌にも適用できることが示唆された。 
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8.4 要約 

本章では NT-I 株を利用した土壌浄化についての知見を得るために、模擬汚染土壌を使用

したセレン不溶化試験をおこなった。 

このセレン不溶化試験によって NT-I 株は懸濁液中の NT-I 株濃度 OD660=1.0 以上、培養

液添加量 5%以上、培養温度 20～38℃、初期 pH5.0～9.0 の幅広い条件で土壌中のセレンを

不溶化できることが示された。特に OD660 = 1.0 の NT-I 株懸濁液を土壌重量の 100%添加

し、培養温度 38℃で静置した場合にセレン不溶化率が試験した中で最も高いことがわかっ

た。土壌成分の異なる 4 県の土壌において、NT-I 株によるセレン不溶化効果が見られた。

また実際の処理土壌量を考慮して、NT-I 株による処理スケールアップを試みたところ、

100kg の土壌においてセレン不溶化効果を確認できた。これらの結果は NT-I 株が水溶液中

だけでなく、土壌中でもセレン酸を還元できることを示唆している。さらに土壌中のセレン

相変化を調べたところ、NT-I株を添加して 72時間目には不溶化セレンだけでなく、DMDSe

を合成し土壌中のセレンを大気へ揮発除去していることが示唆された。これは既存の不溶

化薬剤にはない特長であり、NT-I 株によって処理された土壌の再利用可能性を示している。

さらに土壌含有量を超過した模擬汚染土壌に対して、セレン不溶化試験をおこない 24 時間

で基準を達成できることがわかった。 

本章の試験結果から NT-I 株は水溶液中のセレン回収再資源化のみならず、土壌浄化プロ

セスに応用できることが明らかになった。さらに幅広い培養条件で土壌中のセレンを不溶

化できることから、日本全国で利用できる可能性がある。本研究は微生物処理による土壌不

溶化を考える上での重要な知見となる。 
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第９章 総論 

 

 本学位論文では廃水・廃棄物からのセレンの浄化回収と資源化を目的として

Pseudomonas stutzeri NT-I 株のセレノオキシアニオン還元特徴を明らかにし、バイオプロ

セスによるセレン浄化回収と資源化技術開発をまとめたものである。 

 

第 1 章ではレアメタルであるセレンについて、第 2 章では現在のセレン処理工程及び現

在までに報告されているセレン酸還元生物による処理工程について概観し、以下の知見を

得た。セレン酸還元細菌の多くは嫌気的にセレン還元をおこなっており、酸素がセレン酸還

元を阻害している。しかし NT-I 株は好気的にセレン酸還元をおこなうため、酸素がある状

態でも大きな阻害を受けない。この特徴から多様な処理方法に応用できると期待されてい

る。さらに NT-I 株を使った UASB 方式によりセレン酸 30 mg･L-1を 5 日、亜セレン酸 60 

mg･L -1も 5 日程度で排水基準（0.1 mg･L-1）以下まで除去することに成功している。UASB

方式では除去されたセレンは元素態セレンとして繊維状担体に蓄積されたが、再資源化に

は至っていない。これまで NT-I 株のセレン還元特徴が調べられており、廃水への浄化適用

がなされている。これらの報告は浄化処理のみ記載されており、回収再資源化まで踏み込ん

だ報告は調べた限り見当たらず、その可能性を示すにとどまっている。またセレノオキシア

ニオン還元が連続的に行われているために、亜セレン酸還元と DMDSe 合成速度をフラス

コレベルで測定することが難しいために、詳細な還元特徴が明らかになっていないという

問題がある。 

 

第 3 章ではセレン酸、亜セレン酸還元に影響する培養条件因子の検討をおこなった。5L

ジャーファーメンターを使い培養条件を制御した還元試験によってNT-I株のセレン酸還元

能力が 30-42℃、pH6.0-9.5、撹拌速度 100-300 rpm、通気 0-5 L･min−1で発揮されること

を明らかにした。特にその中でも 38℃、pH7.5、120rpm、0 L･min−1でセレン酸還元速度

最高値 8.8×10-16 mol・h−1 ∙ cell−1を得た。亜セレン酸還元能力も 30-42℃、pH6.0-9.5、撹

拌速度 100-300 rpm、通気 0-5 L･min−1で発揮されることを明らかにした。中でも 38℃、

pH9.0、250 rpm、1 L･min−1で最高値 8.8×10-17 mol・h−1 ∙ cell−1を得た。通気量や撹拌速

度を増すと培養液中の溶存酸素量が大きくなり、その結果セレン酸還元速度は減少した。逆

に溶存酸素量が大きくなると、亜セレン酸還元速度は増大した。以上の結果から NT-I 株で

は亜セレン酸還元速度最高値がセレン酸還元速度よりも小さく、亜セレン酸還元反応が律

速となっているため 38℃、pH9.0、250 rpm、1 L･min−1を最適培養条件と定義した。本研

究で求めた最適培養条件でのセレノオキシアニオン還元に要する時間は黒田らが報告した

培養条件と比較して、16 時間短縮できることを明らかにした。次に、NT-I 株によって還元、

回収したバイオセレンについて特徴づけをおこない、バイオセレンがアモルファスもしく

は三方晶系セレンであることを明らかにした。回収したバイオセレンは市販のアモルファ
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スセレンもしくは三方晶系セレンよりも純度が低く、セレン資源として利用するにはさら

なる精製の必要があるといった課題が残った。 

第 4 章では廃水中のセレンから DMDSe を合成、揮発化、回収すべく NT-I 株の気化セレ

ン合成特徴付けをおこなった。まず NT-I 株の気化基質を調べ、NT-I 株はバイオセレンだけ

でなく結晶セレンからでも DMDSe を合成できることを明らかにした。さらにバイオセレ

ン中に DMDSe を合成促進する物質が含まれること、結晶セレンよりもアモルファスの方

が DMDSe 合成を促進することを明らかにした。ジャーファーメンターを使用した NT-I 株

セレン気化試験によって培養温度 30-42℃、pH6.0-9.0、撹拌速度 100-300 rpm、通気量 0.5-

5 L･min−1 という幅広い条件で DMDSe を合成することがわかった。さらに DMDSe 合成

最大速度は 38℃、pH9.0、250 rpm、1 L･min−1で 8.8×10-17 mol・h−1 ∙ cell−1と算出でき

た。NT-I 株を予め増殖した後に、撹拌を行いながら通気を止めた 0 L･min−1条件では気化

速度が顕著に下がったことから、嫌気条件ではDMDSeは合成阻害されることがわかった。

この知見は廃水中のセレンを回収する際に重要であり、嫌気条件下で効率的に固化セレン

を回収、好気条件下で効率的にDMDSeを気化セレンとして回収できることが示唆された。 

以上、第3章～4章においてNT-I株のセレノオキシアニオン還元の特徴付けをおこない、

NT-I 株を利用した廃水からのセレン回収の実現可能性を示した。 

 

第 5 章では廃水からのセレン回収・再資源化プロセスを考案し、実証するための検討を

おこなった。第 3 章において DMDSe が嫌気条件で合成阻害されることからセレンを固化

回収するためには、予め培養した後に通気を止め、セレン酸含有廃水を添加するという固化

回収方法を考案し、実証試験を行った。模擬廃水を用いた場合 22 時間で初期セレン濃度の

87.8%、実廃水からは 22 時間で初期セレン濃度の 78.8%を固化回収することに成功した。

さらに回収したバイオセレンを酸化焙焼で精製再資源化を試みた。熱力学計算では焙焼温

度 700℃においてバイオセレンから二酸化セレンを気体として抽出できることが示唆され

た。そこで実際にバイオセレンを酸化焙焼し、50 mL・min-1、700℃の条件でバイオセレン

から最大純度 96-97%を二酸化セレンとして回収することに成功した。次いで二酸化セレン

をアスコルビン酸や亜硫酸ナトリウムで還元することにより純度 99％以上の元素態セレン

を精製することに成功した。この酸化焙焼による回収効率はバイオセレン中のセレン結晶

状態に依存しないことがわかった。つまり浄化回収を複数回おこないバイオセレンを貯蔵

し、一度に酸化焙焼することで資源化プロセスを簡単にすることができる。本プロセスは世

界で初めて廃水から固化セレンを浄化回収再資源化した開発例である。 

 

第 6 章では気化セレン回収プロセスを考案し、実証した。セレノオキシアニオン還元最

適条件にて培養をおこない、揮発した DMDSe をジャーファーメンターの排気口に繋いだ

ガラス瓶内の硝酸溶液に回収することにした。模擬廃水からは 120時間で初期濃度の 71.2%、

実廃水からは 120 時間で初期濃度の 38.9%を回収することに成功した。回収したセレンは
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メチルセレニン酸として硝酸に溶解された。夾雑物として硫黄のみがごくわずかに検出さ

れ、純度が市販品よりも低いという問題が残った。そこで硝酸中のメチルセレニン酸を酸化

還元することで、純度 99%以上の元素態セレンに精製した。本プロセスは世界で初めて廃

水から気化セレンを浄化回収再資源化した事例である（図 9-1）。 

 第 4 章～5 章において廃水からのセレン回収再資源化を試み、模擬廃水と実廃水から回収

再資源化に成功した。固化回収は通気量を変更すること、固液分離をすること、それに伴う

装置コストはかかるが、短時間でセレンを回収できる。気化回収は培養条件を変更するなど

煩雑な操作は必要ないが、セレン回収まで長時間を要する。セレン含有排水を高い頻度で定

期的に処理する場合には気化回収、排水頻度が低い場合は固化回収を利用することが適し

ていると考える（図 9-1）。 

 

図 9-1 NT-I 株によるバイオプロセスを使ったセレン回収再資源化方法の概要 

 

第 7 章では都市鉱山となり得る太陽光パネル製品からのセレンおよび、その他のレアメ

タルの分離回収を試みた。まず CIGS 系統の製品を破砕し、酸消化した。酸消化後に pH9

に中和調整することで上清に Ga と Se、沈殿に Cu と In が分離した。次いで Ga と Se を

含む上清を NT-I 株で処理することで上清に Ga、沈殿もしくは気相にセレン Se が分離し

た。これら分離した Cu、In、Ga は既に分離後の精製方法が確立しており、Se は本報告に

よる酸化焙焼によって再資源化が可能であることを示した。本実施例は世界で初めて多元

素含有実廃棄物（実製品）からセレンを含む主要元素を浄化回収した事例である。 

 

第 8 章では NT-I 株を土壌浄化に活用すべく、セレン模擬汚染土壌を用いてセレン不溶化
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試験をおこなった。第 3 章～7 章までは主として廃水からのセレン浄化回収試験研究を行っ

た。本章の試験結果から NT-I 株は水溶液中のセレン回収再資源化のみならず、土壌浄化プ

ロセスにも応用できることを明らかにした。セレン土壌浄化法は不溶化工法を参考に、不溶

化薬剤の代わりとして NT-I 株懸濁液を土壌に添加した。NT-I 株による 100g スケールのセ

レン不溶化試験によって、NT-I 株は懸濁液中の NT-I 株濃度 OD660=1.0 以上、培養液添加

量 5%以上、培養温度 20～38℃、初期 pH5.0～9.0 の幅広い条件で土壌中のセレンを不溶化

できることがわかった。また 100kg のスケールアップ試験でも、100 g スケールと処理時

間、不溶化効率ともに同じく土壌不溶化できたことから、実証試験での NT-I 株処理の適用

を計画している。さらに土壌中のセレン相変化を調べたところ、NT-I 株を添加して 72 時間

目には不溶化セレンだけでなく、DMDSe を合成し土壌中のセレンを大気へ揮発除去してい

ることが示唆された。これは既存の不溶化薬剤にはない特長であり、NT-I 株によって浄化

処理された土壌の再利用可能性が示唆された。セレン汚染によって今まで遮水工法による

埋め立てしか選択できなかった汚染土壌処理に対して、微生物によるセレン処理が可能と

なることで工法の選択肢が拡がると予想される。さらに NT-I 株による処理と吸着層工法や

不溶化工法を併用することで、セレン含有汚染土壌を盛土材のように資源として再利用で

きる。 

本論文で得られた知見は産業におけるセレンを含有する廃水・廃棄物・土壌の処理に大きく

寄与するとともに、社会におけるセレン資源の循環利用の促進、さらに土壌資源の循環利用

につながるものと大いに期待される。 
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今後の展望 

 本論文では物理化学処理と比較して常温常圧の穏やかな反応を有するバイオプロセスに

よって廃水廃棄物からセレンの浄化回収再資源化を検討し、実証した。しかしバイオプロセ

スを廃水処理に実際に用いるにはいくつかの課題がある。最も大きい課題は微生物の扱い

に長けている人材の確保であり、現時点では誰でも簡単に使える技術ではない。しかし本論

文で実証したバイオプロセスを根幹に置き他技術と組み合わせることで、この課題は解決

できるものと考える。 

 具体的にはバイオプロセスを使った廃水処理を汎用するためには微生物固定化技術の利

用が考えられる。NT-I 株をアルギン酸ナトリウムとポリアクリルアミドの二重カプセルに

封入し、セレン酸溶液からセレン酸の除去を検討している[124]。この技術が実用化されれ

ばカプセルをセレン廃水に投入するだけで、誰でも簡単にセレンを浄化回収できる。この報

告の中で(3-アクリルアミドプロピル)トリメチルアンモニウムクロリド(APTAC)のアクリ

ルアミド単量体を使用したカプセルはセレン酸を 50 時間で除去できた。溶液中のセレン酸

は 4 級アミン部分に吸着されていると推測されている。4 級アミン部分に吸着されたセレン

酸が NT-I 株によって元素態セレンまで還元されるかは言及されていない。しかし二重カプ

セル内をイオンが移動できることから、カプセル内の NT-I 株とセレン酸イオンが接触する

確率は高く、二重カプセル内で無毒な元素態セレンまで還元できる可能性が高い。さらにセ

レンを回収した後の有機物処理も不要にできると期待される。本学位論文第 7 章では NT-I

株のセレノオキシアニオン還元速度を上げるために栄養豊富な完全培地を用いて試験した。

使用した完全培地は有機物を多く含有するために化学的酸素要求量 (COD)、生物化学的酸

素要求量 (BOD)が高くなり溶液中有機物の排水処理が別途必要となる。この二重カプセル

を使用すれば、廃水に NT-I 株を増殖させるため完全培地を添加する必要がないために、セ

レン浄化後の有機物処理は必要なくなる。さらにカプセル内の溶存酸素は少ないと推測さ

れるので、NT-I 株による DMDSe 合成が阻害されると推測される。したがってセレン酸や

亜セレン酸は元素態セレンのままに維持され、元素態セレンとしてカプセル回収できる。以

上のことから、二重カプセル法によるバイオプロセスはレアメタル回収の簡易な方法であ

り、実用化に向けてのさらなる検討が必要である。 

本論文ではセレンの代謝メカニズムを詳細に解明するに至らず、報告できなかった。NT-

I 株のゲノム DNA の塩基配列は決定されているため（未公表）、分子生物学的アプローチに

より NT-I 株のセレン代謝メカニズムは近い将来解明できる可能性がある。レアメタルの代

謝メカニズムの解明は新たなバイオプロセスの開発につながる。NT-I 株のゲノム DNA か

らセレンメチル化に関わる遺伝子を網羅的に探索し、遺伝子クローニング後、メチル化遺伝

子を大腸菌を形質転換することによって、DMDSe 合成に関わる遺伝子や酵素を特定できる

と考える。DMDSe 合成に関わる遺伝子を同定しリアルタイム PCR など発現解析すること

で、なぜ嫌気的条件では DMDSe は合成されないのかという疑問を解決できる。さらに亜

セレン酸還元酵素やセレンメチル化酵素の単離、特徴解析や反応メカニズムを解明し、これ
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ら酵素の基質結合部位や触媒活性部位を改変することによって、活性能力を増強すること

も可能かもしれない。引いては他のレアメタルへの応用が期待できる。これらレアメタルを

代謝する酵素・遺伝子や反応メカニズムが解明できれば、その酵素を精製し酵素製剤として

の利用も可能となる。酵素製剤の取り扱いにも化学の知識が必要ではあるが、微生物を扱う

よりは酵素製剤の方が一般的には扱い易い。今後セレンの代謝メカニズムを解明すること

により、バイオプロセスを活用した環境浄化と資源リサイクルという循環型社会の構築が

期待できる。 

 本論文ではセレン代謝細菌 NT-I 株によるセレンの相変化（水相→固相→気相）を浄化回

収に利用した。自然界の元素循環には相変化を伴う微生物の代謝が関係している。セレンを

例にとると、土壌中の水溶液に含まれる Se(VI)、Se(IV)は微生物等によって元素態セレン

へと還元され、固体となる。固相の元素態セレンから DMSe や DMDSe、H2Se が合成され

て気相へ移動する。その後に大気中のオゾンによって Se(VI)や Se(IV)に酸化され、雨に溶

解して再度地上へと降り注ぐと推測されている[125]。セレン以外のレアメタルを代謝する

微生物（ヒ素[126], [127]、テルル[13]、マンガン[128]代謝微生物など）も発見されている。

これらのレアメタルも産業にとって有益だが毒性を持つため、バイオプロセスを用いた回

収再資源化の実用化は進んでいない。今後、セレン同様に、各々のメタルに特徴的な代謝微

生物を探索、育種することによって、バイオプロセスを用いた回収再資源化が期待される。 
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