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地下水中のヒ素（As）の摂取による健康被害はアジア地域をはじめとして世界的に深刻である．Asの除

去は凝集や吸着による処理が行われているが，その効率を上げるために，前処理として地下水中のAsの主

要存在形態である亜ヒ酸（As(III)）をヒ酸（As(V)）に酸化させる必要がある．本研究では，活性汚泥か

ら亜ヒ酸酸化能を有する細菌群を集積培養し，16S rRNA遺伝子解析に基づいた優占種の同定を行うとと

もに，異なる培養条件による亜ヒ酸酸化特性を検討した．さらに，曝気装置・酸化剤・凝集剤不使用の経

済的な地下水中のAs除去手法の開発を目指し， Down-Flow Hanging Spongeリアクターを用いてAs(III)の生

物学的連続酸化及び地下水中のFe(II)を利用したAs共沈除去の可能性について検討した．その結果，流入

As(III)及びFe(II)濃度が各々0.5，25 mg/Lでは，As除去率は約95.1%で水道水質基準値である0.01 mg/L付近

まで除去することができた．  
 

     Key Words : biological oxidation of arsenite, economical arsenite removal method, Down-Flow 
Hanging Sponge reactor, 16S rRNA gene analysis 

 
 
1.  はじめに 
 
 バングラデシュ，インド，ベトナム，中国などのアジ

ア地域において，地下水に含まれるヒ素（As）の継続

的な摂取による健康被害は非常に深刻であり，皮膚がん

などの致命的な症状が引き起こされている1), 2)．また，

地下水のAs汚染が深刻な地域の地層によっては，地下

水からAsと共に第一鉄（Fe(II)）やマンガンが検出され

ている地域も報告されており，Asと共にこれらの重金

属の除去方法も開発されてきている3)． 
Asは水環境中で亜ヒ酸（As(III)）またはヒ酸（As(V)）

の形態で存在し，中性付近でAs(V)はH2AsO4
－やHAsO4

2－

の陰イオンとして，一方，As(III)は非荷電分子のH3AsO3

として存在している．地下水はAs(III)を主成分とする場

合が多く，中性付近ではAs(III)のAs(V)への空気酸化速度

は，非常に遅いことが知られている4)．したがって，地

下水中のAs除去処理は，膜を用いた方法を除いて次亜

塩素酸，過マンガン酸カリウム，過酸化水素やオゾン等

の酸化剤を用いてAs(III)をAs(V)に酸化した後，凝集また

は吸着処理が行われている4--6)．近年では，酸化剤や凝

集剤のコストの問題から，経済的なAs(III)酸化法として

亜ヒ酸酸化能を有する微生物を用いた方法が実験的に検

討されている7), 8)．また，種々の環境中より独立栄養性

のAs(III)酸化能を有する細菌が分離されており9)， 
2H3AsO3 + O2 → 2H2AsO4

－ + 2H+ 

のようにAs(III)がAs(V)に酸化されると考えられている． 
著者ら10)は，亜ヒ酸酸化能を有する細菌群の固定化担

体として，大きな空隙率を有し，通気性が良く，微生物

を高濃度に保持できる等の特徴を有している吊り下げ式

スポンジ担体（Down-Flow Hanging Sponge：DHS）11)を使

用し，曝気装置及び酸化剤を使わず生物学的にAs(III)の
連続酸化が可能であることを明らかにした．  
本研究では，亜ヒ酸酸化能を持つ集積培養系の細菌群

の16S rRNA遺伝子を解析し，また，溶存酸素，温度，

pHが亜ヒ酸酸化に及ぼす影響を検討した．さらに，著

者らのDHSリアクターを用いたAs(III)の生物学的連続酸
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化実験を発展させ，曝気装置・酸化剤に次いで，凝集剤

の不使用も目指したより経済的な地下水中のAs除去手

法を開発すべく，地下水中のFe(II)をAs共沈除去に利用

することを想定し，流入水にFe(II)を添加した実験を行

い検討した． 
 
2.  実験方法 
 
(1)   ヒ素及び鉄の分析 
試料中のAsの形態別分析は，酒井らの分析方法12)に基

づいて行った．測定は，カラムとしてGelpack GL-IC-A15
（日立化成）を用いた高速液体クロマトグラフ（島津，

SLC-10Avpシステム)－誘導結合プラズマ質量分析装置 
（Thermo, iCAP Qc)により行った（以下，HPLC-ICP-MS
とする）． 
また，流入及び流出水中のFe(II)とFe(III)濃度は，1,10-

フェナントロリン法13)によって定量した． 

 
(2)   亜ヒ酸酸化能を有する細菌群の集積培養 
亜ヒ酸酸化能を有する細菌群の集積培養を行うため，

比較的Asを多く含む下水を受容する秋保温泉浄化セン

ターの酸化槽から活性汚泥を採取した．この活性汚泥

100 mLを，As(III)を100 mg/L含むWeegerらの培地14)の成分

のうち有機炭素源である乳酸ナトリウムを除いた無機培

地（表-1）1 Lに植種し，約3ヶ月継代培養を行った10)． 
pHは，HClまたはNaOH溶液を用いて7.0±0.1に調整した． 

集積培養した細菌群の16S rRNA遺伝子解析のため，培

養液からのDNA抽出は既報15) に示したとおりに行った．

培養液中の微生物をフィルター上に捕捉し，SDS処理，

Bead Beater処理を行った．抽出したDNAは50 μLのTE（10 
mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA）に溶解した．抽出DNA
をテンプレートにBact9f (5’-GAG TTT GAT CMT GGC TCA 
G-3’)とBact1492r (5'-ACG GYT ACC TTG TTA GGA CTT-3') 
のプライマーペアを使って細菌群の16S rRNA遺伝子を

PCR増幅した．酵素はEx Taq Hot Start Version（タカラバイ

オ）を使用した．PCR反応は，Pre-heating（94℃, 2 分）に

続き，第1段階（94℃, 20 秒），第2段階（55℃, 30 秒），

第3段階（72℃, 2 分）を30サイクル繰り返し，Post 
extension（72℃, 7 分）を行った．PCR増幅産物は，マイ

クロスピンカラムS-300 HR（GEヘルスケア）でプライ

マーを除去した後，TAクローニング用のプラスミドベ

クター pKNA90XT16)にクローン化した．取得した16S 
rRNA遺伝子は3130 Genetic Analyzer（アプライドバイオシ

ステムズ）によって塩基配列を決定し，National Center for 
Biotechnology Information (NCBI)のBLASTを利用して近縁種

の探索を行った． 
培養液中の細菌数はトーマ氏血球計算盤を用いて計数

した． 

(3)   回分実験 
亜ヒ酸酸化能を有する細菌群について，溶存酸素(DO)，

pH，水温のAs(III)酸化速度に及ぼす影響を回分実験によ

り検討した．なお，下記a)～c)の各実験の植種に関して

は，2.(2)で述べた継代培養液の亜ヒ酸酸化細菌群の増殖

が定常期を迎えた時点を採用した．定常期は，HPLC-
ICP-MSによるAs(III)濃度の分析結果から判断した．また，

各実験に用いた培地の成分は継代培地（含有As(III)初期

濃度100 mg/L）と同様である． 
 
a) 亜ヒ酸酸化能に対するDOの影響  
 培地300 mLを，NaOH溶液とHClを用いてpHを7に調整

した．亜ヒ酸酸化能に対するDOの影響を確認するため，

以下3つの条件（温度は全て25℃）で実験を行った． 
① DOあり・植種なし 
② DOあり・植種あり 
③ DOなし・植種あり 
「DOあり」の条件（①，②）では，振とう機にて攪拌

を行うことで，培養液中へ十分なDOを供給した．「DO
なし」の条件（③）では，常時窒素で曝気し，DOをほ

ぼ0 mg/Lにした．また，「植種あり」の条件（②，③）

では継代培養液（5.2×106 cell/mL）を1 mL植種した． 
 
b) 亜ヒ酸酸化能に対するpHの影響 
 培地300 mLを7つ用意し，各培地にNaOH溶液とHClを
用いて，pHを4，5，6，7，8，9，10に調整した． その

後，継代培養液（1.6×107 cell/mL）を1 mL植種し，振と

う機にて25℃で攪拌し，経時的にAs(III)及びAs(V)濃度を

測定した．各培養液のpH調整は，毎日朝夕2回行った． 
 
c) 亜ヒ酸酸化能に対する温度の影響 
培地300 mLにNaOH溶液とHClを用いて，pHを7に調整

した．その後，各培地の水温が15，20，25，30℃になる

ように調整した．設定温度に達した時点で，各培地に継

代培養液（7.84×106 cell/mL）を1 mL植種し，振とう機に

て攪拌し，経時的にAs(III)及びAs(V)濃度を測定した． 
 

表-1  継代培養に用いた培地成分 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

成分 濃度(g/L)
MgSO4·7H2O 2

NH4Cl 0.2
Na2SO4 1
K2HPO4 0.001

CaCl2·2H2O 0.06
FeSO4·7H2O 0.0033

NaHCO3 0.8
As2O3 0.132
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(4)   DHSリアクターを用いた亜ヒ酸酸化実験 
a) DHSリアクター 
図-1にDHSリアクターの写真を示す．亜ヒ酸酸化細菌

群の付着担体として，円筒形のスポンジ（ポリウレタ

ン製）を用いた．スポンジは直径約3 cm，長さ約3 cm，
体積は約21.2 cm3，空隙率は約0.98であり，この円筒形

のスポンジを25個釣り下げた．定量ポンプとシリコン

チューブを用いて実験条件に応じた溶液をリアクター

上部から流下させた．装置は二系統作製し，二つの異

なる実験条件について同時に実験を行った．リアクタ

ーは25℃の恒温室内に設置し，スポンジの乾燥を抑制

するため，湿度は80%に設定した．リアクターの滞留時

間は，著者ら10)の方法に基づいて設定した． 

 

b) 連続除去実験 
図-2に前培養及び連続除去実験の装置の概略を示す．  

前培養では，滞留時間を1 hとし，2.(2)で示した培養液

（As(III)濃度100 mg/L）を約一週間循環させ，スポンジ

に細菌群を固定化した．  
連続除去実験では，滞留時間を2 hとし，上記の培地

のうち流入水のAs(III)濃度を0.5 mg/L，Fe(II)濃度を5 mg/L
及び25 mg/Lとなるよう培地貯蔵タンクに作成した．既

往の研究より，凝集沈殿ではFe/As（質量比）が40以上

の場合に効率的にAsを除去できることが報告されてい

る17)．地下水中にはAsとFeが共存しており，Feの濃度も

様々である18)．したがって，本研究では，流入水の

As(III)濃度0.5 mg/Lに対して流入Fe(II)濃度5 mg/L（Fe/As = 
10）及び25 mg/L（Fe/As = 50）と設定し，各Fe/As比によ

るAs除去率を比較した．なお，この培地中のFe(II)が空

気酸化されるのを極力避けるために培地は常時窒素曝

気した． 
連続除去実験開始時は図-2(a)の装置構成を採用して

いたが，流入前にAsとFeが培地貯蔵タンク内で共沈し

てしまうため，連続除去実験開始から33日目に図-2(b)
の装置構成に変更した．流入水のAs(III)とFe(II)の設定濃

度及び滞留時間の条件は変更せず，As(III) = 1 mg/Lを含

む無機培地（pH：7）とFeSO4溶液（Fe(II)：10，50 mg/L，
pH：4）を別個に体積比として1：1で装置に流入させ，

滞留時間を2 hとした．流入水のpHは6～6.5程度であっ

た． 
流入水と流出水を定期的に採取し，孔径0.2 μmのメン

ブレンフィルターでろ過した後，ろ液中のAs(III)及び

As(V)濃度をHPLC-ICP-MSで測定した． 
 

c) リアクター鉛直方向のAs，Fe，細菌数の分布 

リアクターの鉛直方向における形態別As濃度の変化

を把握するために，連続除去実験最終日（運転開始か

ら57日目）にシリンジを用いて任意の位置のスポンジ

から試料を採取し，上記と同様の方法でAs(III)とAs(V)濃
度を測定した． 

連続除去実験最終日に，リアクター内に残留したAs
とFe量を測定するため，リアクターの解体に伴い任意

の位置のスポンジを採取して3 MのHNO3に浸した後，

スポンジを絞ることによってAs及びFeを溶出させた．

この操作を3回以上繰り返し行った．溶出させた試料は

酸分解処理を行い，AsとFe濃度を各々ICP-MS及びICP発
光分析装置（島津，ICPE-9000）で測定した． 
連続除去実験終了後に，リアクター内の鉛直方向に

おける細菌数を計数した．上述の酸分解処理前の試料

を100 mLまたは200 mLに希釈した後，トーマ氏血球計

算盤を用いて計数した． 
 
3.   結果及び考察 
 
(1)   集積培養した細菌群の16S rRNA遺伝子解析 

 集積培養液から抽出したDNAを基に，16S rRNA遺伝

子をPCR増幅し，クローンを取得した．取得クローン

は61で，その塩基配列を決定し，複数回検出されたク

ローンを表-2のようにClone Type 1～8として整理した． 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

(a) 変更前                  (b) 変更後 
図-1  DHSリアクター                                   図-2  連続除去実験の装置の概略 
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表-2  16S rRNA遺伝子クローンの解析結果 

1つのClone Typeは相同性が99％以上とした．61クローン

の内，59クローンがこれらのClone Typeに属し，ある限

られた種類の細菌が優占化していることが分かった．

表-2には取得クローン数，全61に対する優占率を示した．

また，これらClone Typeの機能を推測するため，NCBIの
最近縁種とそれに対する相同性を示した．Clone Type 6
と7以外は，99%以上の極めて高い相同性を示した． 

Pseudomonas putida は芳香族物質の酸化能を有する細

菌で，有機物を含まない本培地中での機能は不明であ

る．Nitrosospira sp.は硝化細菌19)であり，培地中にアンモ

ニアを含んでいるため存在していると考えられる．

Rhizobium sp. のある株（NT-26）は化学合成独立栄養で

As(III)を酸化することによってエネルギーを獲得すると

報告されている9), 20)．Hydrotalea のある種は温泉水から分

離21）されている．Trachelomonas volvocinopsis はシアノバ

クテリアである．Comamonas sp. のある種は活性汚泥中

から分離され，As(V)に耐性があるもの22）も報告されて

いる． 

以上の過去の報告から，検出されたClone中では，

Rhizobium sp. が亜ヒ酸酸化に関与した可能性が示された．

しかしながら，Clone Type 3とRhizobium sp. NT-26株の16S 
rRNA遺伝子の相同性を算出した結果，その値は92.8％
と低く，本解析結果のみでは亜ヒ酸の酸化に関与した

かどうかは特定できなかった． 

 
(2)   回分実験 
a) 亜ヒ酸酸化に及ぼすDOの影響 
図-3に①「DOあり・植種なし」，②「DOあり・植種

あり」，③「DOなし・植種あり」でのAs(III)濃度の経

時変化を示す．DOが供給されていたとしても細菌群が

存在しない条件下ではAs(III)はほとんど酸化されず，逆

に，植種して細菌群が存在していたとしてもDOが供給

されない条件下ではAs(III)は酸化されなかった．したが

って，この条件では空気酸化による化学的な亜ヒ酸酸

化は起こることはなく，細菌群による生物学的酸化で

あること，また，本研究で集積した細菌群は好気条件

下で亜ヒ酸酸化を行う細菌であると判断された． 
 
b) 亜ヒ酸酸化に及ぼすpHの影響 

図-4にpH 4～10までの各条件におけるAs(III)濃度の経

時変化を示す．pH 7の場合が最も酸化速度が速く，4日
目で98%以上酸化した．次にpH 6の場合で，14日目で

99%以上酸化した．pH 5に関しては26日間要して緩やか

に酸化し，pH 8に関しては16日間のラグがあったが，そ

の5日後の21日目で98%酸化した．なお，pH 4，9，10で
はほとんど酸化しなかった． 

pH 8の場合，16日間のラグの5日後に酸化が完了した

ことから，細菌群がpH 8の環境に順応したと推測し，

pH 8の培養液からさらに1回植種し，同様のAs(III)酸化実

験を行った．同様に，pH 5，7の場合もさらに1回植種し，

pH 5，7，8の2回目のAs(III)酸化実験を比較した結果を図

-5に示す．pH 8の場合，pH 7の場合と同様に3日で酸化

が完了したことから，細菌群がpH 8の環境に馴致した

と考えられる． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図-3  DO及び植種の影響によるAs(III)濃度の経時変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図-4  各pHにおけるAs(III)濃度の経時変化 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 

図-5  pH 5，7，8におけるAs(III)濃度の経時変化
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CONTINUOUS REMOVAL OF ARSENIC USING A DHS REACTOR 

WITH ARSENITE-OXIDIZING BACTERIA 
 

Nami SEGAWA, Kento KANNO, Nao ISHIKAWA,  
Ayumi ITO, Kanji NAKAMURA, and Teruyuki UMITA 

 

The health impairment caused by ingestion of the arsenic in groundwater is serious especially in Asian areas. Ferrous iron (Fe 

(II)) is detected in groundwater with arsenic. In order to improve the efficiency of coagulation or adsorption process for arsenic 

removal, arsenite (As (III)) which is a predominant form in groundwater needs to be oxidized to arsenate (As (V)) as a 

pretreatment. In this research, arsenite-oxidizing bacteria are enriched from activated sludge, then 16S rRNA gene analysis was 

conducted. Arsenite oxidization characteristics under different culture conditions (DO, pH, and temperature) were examined and 

the optimum conditions of pH and temperature were 7 and 30 , respectively. For the purpose of developing an economical 

arsenic removal method without an aeration equipment, an oxidizer, and a flocculant, a Down-Flow Hanging Sponge (DHS) 

reactor with fixed arsenite-oxidizing bacteria was examined. As a result, when the inflow concentrations of As (III) and Fe(II) 

were 0.5 mg/L and 25 mg/L, respectively, the average arsenic removal efficiency was about 95 %. This efficiency was 

correspondent to the water quality standard for drinking water value of 0.01 mg/L.  
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