
(57)【要約】
【課題】　地層処分の安全性評価に必要なバイオフィルムの形成条件を確立し、更に、そ
れを用いて核種拡散への影響試験を確立することである。
【解決手段】　微生物を接種した液体培地に、表面積がほぼ同一で且つ表面積を測定可能
な形状の複数の基材を投入し、該基材の表面にバイオフィルムを形成するバイオフィルム
形成工程、及びバイオフィルムが形成された前記基材を液体培地から取り出し、収着評価
したい核種を含んだ液に浸漬する収着工程、の２工程を含み、バイオフィルム形成状態及
び該バイオフィルムによる核種収着能の定量的な評価を可能としたことを特徴とする微生
物への核種収着評価方法である。
【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 微 生 物 を 接 種 し た 液 体 培 地 に 、 表 面 積 が ほ ぼ 同 一 で 且 つ 表 面 積 を 測 定 可 能 な 形 状 の 複 数
の 基 材 を 投 入 し 、 該 基 材 の 表 面 に バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 工 程 、
　 バ イ オ フ ィ ル ム が 形 成 さ れ た 前 記 基 材 を 液 体 培 地 か ら 取 り 出 し 、 収 着 評 価 し た い 核 種 を
含 ん だ 液 に 浸 漬 す る 収 着 工 程 、
の ２ 工 程 を 含 み 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 状 態 及 び 該 バ イ オ フ ィ ル ム に よ る 核 種 収 着 能 の 定 量
的 な 評 価 を 可 能 と し た こ と を 特 徴 と す る 微 生 物 へ の 核 種 収 着 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 基 材 が 岩 石 か ら な り 、 そ の 表 面 が 粗 面 化 さ れ て い る 請 求 項 １ 記 載 の 微 生 物 へ の 核 種
収 着 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 工 程 及 び 前 記 収 着 工 程 が 、 調 査 す べ き 深 地 層 環 境 に 対 応 し た 高
圧 下 で 行 わ れ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 微 生 物 へ の 核 種 収 着 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 核 種 が 放 射 性 核 種 で あ る 請 求 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ か に 記 載 の 微 生 物 へ の 核 種 収 着 評
価 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 基 材 が 、 立 方 体 、 直 方 体 、 円 柱 、 角 柱 、 球 の い ず れ か で あ る 請 求 項 １ 乃 至 ４ の い ず
れ か に 記 載 の 微 生 物 へ の 核 種 収 着 評 価 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 岩 石 な ど か ら な る 基 材 の 表 面 に バ イ オ フ ィ ル ム を 発 生 さ せ 、 該 バ イ オ フ ィ ル
ム へ の 核 種 収 着 能 を 定 量 的 に 評 価 で き る よ う に し た 微 生 物 へ の 核 種 収 着 評 価 方 法 に 関 す る
も の で あ る 。 こ の 技 術 は 、 例 え ば 、 放 射 性 廃 棄 物 地 層 処 分 に 関 す る 安 全 性 評 価 の う ち 、 微
生 物 の 影 響 を 評 価 す る 実 験 的 手 法 と し て 有 効 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 こ こ 十 数 年 実 施 さ れ て き た 深 部 地 下 生 物 圏 に 関 す る 研 究 の 結 果 、 地 層 処 分 の 対 象 と な る
地 表 か ら １ ｋ ｍ 程 度 の 深 地 下 環 境 に お け る 微 生 物 の 存 在 が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 地 層 処
分 場 建 設 時 に 、 そ れ ら 地 表 環 境 中 の 微 生 物 が 地 層 処 分 雰 囲 気 に 導 入 さ れ る こ と を 避 け る こ
と は 実 質 的 に 不 可 能 で あ る 。 こ れ ら の こ と か ら 、 自 然 発 生 的 並 び に 人 為 的 側 面 か ら 、 放 射
性 廃 棄 物 処 分 場 に お け る 微 生 物 の 存 在 は 必 然 と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 上 記 の よ う な 背 景 の も と 、 核 種 移 行 に 対 す る 微 生 物 の 影 響 評 価 も 、 放 射 性 廃 棄 物 地 層 処
分 に 関 す る 安 全 性 評 価 の た め に 重 要 で あ る こ と が 指 摘 さ れ て き て い る 。 こ れ ま で に も 、 地
層 処 分 環 境 下 に お け る 核 種 移 行 に 対 す る 微 生 物 の 影 響 に つ い て は 、 主 に 浮 遊 菌 体 を 用 い た
試 験 に よ っ て 、 核 種 の 溶 解 度 の 変 化 、 微 生 物 へ の 収 着 、 コ ロ イ ド 形 成 に よ る 核 種 の 地 下 水
移 行 な ど の 影 響 が 評 価 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 と こ ろ で 、 微 生 物 の 存 在 形 態 に は 、 上 述 の 浮 遊 菌 体 の 他 に 、 岩 石 な ど の 固 体 表 面 に 固 着
し た バ イ オ フ ィ ル ム （ 微 生 物 集 合 体 ） と 呼 ば れ る 存 在 形 態 が あ り 、 昨 今 、 医 療 や 環 境 な ど
の 分 野 に お い て 大 き な 注 目 を 集 め て い る 。 バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る と 、 微 生 物 は 個 々 の
性 質 と は 別 に 集 合 体 と し て の 性 質 を 示 す よ う に な り 、 浮 遊 菌 体 と は 異 な る 挙 動 を 示 す 。 そ
の た め 、 地 層 処 分 の 安 全 評 価 に お け る 微 生 物 の 影 響 を 評 価 す る 場 合 に お い て も 、 実 際 の 自
然 環 境 下 の 状 況 を 模 擬 し た バ イ オ フ ィ ル ム 共 存 系 で の 影 響 評 価 試 験 の 実 施 が 重 要 と 考 え ら
れ る 。 つ ま り 、 人 工 バ リ ア 材 や 天 然 バ リ ア へ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 状 態 の 把 握 と 、 そ れ ら
に よ る 核 種 収 着 能 な ど を 評 価 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 そ の た め 、 土 壌 に 微 生 物 を 添 加 し 、 バ ッ チ 試 験 や カ ラ ム 試 験 で 、 収 着 性 能 を 示 す 分 配 係
数 へ の 影 響 を 確 認 す る 実 験 も 行 わ れ て お り 、 不 定 形 の 担 体 に バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 さ せ 、
収 着 へ の 影 響 も 確 認 さ れ て い る 。 し か し 、 深 地 層 環 境 の 模 擬 は 行 わ れ て お ら ず 、 バ イ オ フ
ィ ル ム の 形 成 も 定 量 的 に は 把 握 さ れ て な い 。 ま た 、 核 種 収 着 の 評 価 に つ い て も 、 菌 種 、 岩
種 、 温 度 、 栄 養 等 、 条 件 に よ る 比 較 は な さ れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 大 貫 敏 彦 ： “ 地 層 処 分 に お け る 微 生 物 の 影 響 － 研 究 の 現 状 と 今 後 の 課 題
－ ” 原 子 力 バ ッ ク エ ン ド 研 究 、 Ｖ ｏ ｌ ． ９ ， Ｎ ｏ ． １ ， ３ ５ － ４ ２ （ ２ ０ ０ ２ ）
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 地 層 処 分 の 安 全 評 価 に お け る 微 生 物 の 影 響 を 評 価 す る 場 合 に お い て は 、 実 際 の 自 然 環 境
下 の 状 況 を 模 擬 し た バ イ オ フ ィ ル ム 共 存 系 で の 影 響 評 価 試 験 の 実 施 が 重 要 で あ り 、 人 工 バ
リ ア 材 や 天 然 バ リ ア へ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 状 態 と 、 そ れ ら に よ る 核 種 収 着 能 な ど を 定 量
的 に 評 価 す る 必 要 が あ る 。 そ こ で 、 本 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 は 、 地 層 処 分 の 安 全 性
評 価 に 必 要 な バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 条 件 を 確 立 し 、 更 に 、 そ れ を 用 い て 核 種 拡 散 へ の 影 響
試 験 を 確 立 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 微 生 物 を 接 種 し た 液 体 培 地 に 、 表 面 積 が ほ ぼ 同 一 で 且 つ 表 面 積 を 測 定 可 能 な
形 状 の 複 数 の 基 材 を 投 入 し 、 該 基 材 の 表 面 に バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る バ イ オ フ ィ ル ム 形
成 工 程 、 及 び バ イ オ フ ィ ル ム が 形 成 さ れ た 前 記 基 材 を 液 体 培 地 か ら 取 り 出 し 、 収 着 評 価 し
た い 核 種 を 含 ん だ 液 に 浸 漬 す る 収 着 工 程 、 の ２ 工 程 を 含 み 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 状 態 及 び
該 バ イ オ フ ィ ル ム に よ る 核 種 収 着 能 の 定 量 的 な 評 価 を 可 能 と し た こ と を 特 徴 と す る 微 生 物
へ の 核 種 収 着 評 価 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ こ で 基 材 は 、 例 え ば 岩 石 な ど か ら な る 。 該 基 材 の 表 面 は 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 を 促
進 す る た め 粗 面 化 す る の が よ い 。 深 地 層 を 模 擬 す る に は 、 前 記 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 工 程 及
び 前 記 収 着 工 程 を 、 調 査 す べ き 深 地 層 環 境 に 対 応 し た 高 圧 下 で 行 う 。 な お 、 放 射 性 廃 棄 物
地 層 処 分 に 関 す る 安 全 性 評 価 の 場 合 に は 、 前 記 核 種 と し て 放 射 性 核 種 を 用 い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 記 基 材 が 、 立 方 体 、 直 方 体 、 円 柱 、 角 柱 、 球 の い ず れ か で あ る と 、 基 材 の 作 製 並 び に
表 面 積 の 算 出 が 容 易 と な り 、 好 ま し い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 微 生 物 へ の 核 種 収 着 評 価 方 法 に よ れ ば 、 実 際 の 自 然 環 境 下 の 状 況 を 模 擬 し た バ
イ オ フ ィ ル ム 共 存 系 で の 影 響 評 価 試 験 を 実 施 で き 、 人 工 バ リ ア 材 や 天 然 バ リ ア に 対 す る バ
イ オ フ ィ ル ム 形 成 状 態 の 把 握 と 、 そ れ ら の バ イ オ フ ィ ル ム に よ る 核 種 の 収 着 実 験 が 実 施 可
能 で あ り 、 地 層 処 分 の 安 全 評 価 に お け る 微 生 物 の 影 響 を 定 量 的 に 評 価 す る こ と が で き る 。
具 体 的 に は 、 基 材 の 表 面 積 の 算 出 、 基 材 付 着 バ イ オ フ ィ ル ム 量 の 定 量 的 な 把 握 、 蛍 光 顕 微
鏡 観 察 に よ る 微 生 物 数 の 測 定 、 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る バ イ オ フ ィ ル ム 表 面 の 観 察 、 電 子
プ ロ ー ブ マ イ ク ロ ア ナ リ シ ス に よ る 表 面 元 素 分 布 の 把 握 な ど が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 紙 ヤ ス リ 等 で 基 材 表 面 を 研 磨 し 粗 面 化 す る こ と で 、 バ イ オ フ ィ ル ム の
形 成 を 促 進 で き る 。 こ こ で 、 立 方 体 、 直 方 体 、 円 柱 、 角 柱 、 球 の よ う な 定 形 の 基 材 を 用 い
る と 、 表 面 積 が 算 出 し 易 く 、 ま た 製 作 も 容 易 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る 微 生 物 へ の 核 種 収 着 評 価 方 法 は 、
・ 微 生 物 を 接 種 し た 液 体 培 地 に 、 表 面 積 が ほ ぼ 同 一 で 且 つ 表 面 積 を 測 定 可 能 な 形 状 の 複 数
の 基 材 を 投 入 し 、 該 基 材 の 表 面 に バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 工 程 、
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・ バ イ オ フ ィ ル ム が 形 成 さ れ た 前 記 基 材 を 液 体 培 地 か ら 取 り 出 し 、 収 着 評 価 し た い 核 種 を
含 ん だ 液 に 浸 漬 す る 収 着 工 程 、
の ２ 工 程 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 例 え ば 、 微 生 物 と し て 深 地 層 環 境 に 存 在 す る 硫 酸 還 元 菌 を 選 び 、 そ の 凍 結 乾 燥 菌 体 を 復
元 し 、 大 気 圧 で 前 培 養 す る 。 こ れ を 花 崗 岩 基 材 入 り の 各 種 条 件 （ 圧 力 及 び 栄 養 条 件 な ど 。
た だ し 、 圧 力 は 調 査 す べ き 深 地 層 環 境 に 応 じ て 、 栄 養 条 件 は 調 査 す べ き 深 地 層 環 境 の 地 下
水 中 の Ｔ Ｏ Ｃ 濃 度 に 応 じ て 調 整 可 能 ） で 本 培 養 し 、 生 成 す る バ イ オ フ ィ ル ム 形 態 を 観 察 す
る 。 次 に 、 核 種 と し て 塩 化 セ シ ウ ム を 用 い 、 該 塩 化 セ シ ウ ム 溶 解 さ せ た 培 地 に バ イ オ フ ィ
ル ム 付 き 花 崗 岩 基 材 を 投 入 し 、 一 定 期 間 経 過 後 の セ シ ウ ム 収 着 量 を 算 出 す る 。 バ イ オ フ ィ
ル ム の 形 成 は 、 基 材 の 表 面 積 並 び に 乾 燥 重 量 か ら 定 量 的 な 測 定 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 セ シ
ウ ム の 収 着 は 、 培 地 の セ シ ウ ム 濃 度 の 変 化 か ら 定 量 的 に 求 め る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら
に よ っ て 、 微 生 物 へ の 核 種 の 収 着 を 定 量 的 に 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 で は 、 模 擬 し た い 環 境 に 対 応 し て 、 種 々 の 圧 力 条 件 （ 常 圧 下 、 高 圧 下 、 低 圧 下 ）
で バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 工 程 、 収 着 工 程 が 実 施 で き る 。 高 圧 下 、 例 え ば 、 模 擬 し た い 環 境 が
地 下 ３ ０ ０ ｍ 以 深 で あ れ ば 、 ３ Ｍ Ｐ ａ 以 上 の 高 圧 下 で 行 う こ と に よ り 、 深 地 層 環 境 を 再 現
す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 例 え ば ３ Ｍ Ｐ ａ は 、 ０ ． １ Ｍ Ｐ ａ の 大 気 圧 に 対 し て 、 大 気 圧
以 上 で あ る こ と か ら 高 圧 と 表 現 し て い る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ５ 】
（ バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 ）
培 養 手 順 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ １ ） 供 試 菌 株
　 供 試 菌 株 と し て 、 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 本 部 生 物 遺 伝
資 源 部 門 （ Ｎ Ｂ Ｒ Ｃ ） か ら 入 手 し た 硫 酸 還 元 菌 （ Ｓ Ｒ Ｂ ： Desulfovibrio desulfuricans 
Ｉ Ｆ Ｏ 　 １ ３ ６ ９ ９ ） を 用 い た 。 凍 結 乾 燥 菌 体 か ら の 復 元 に は 、 Ｎ Ｂ Ｒ Ｃ 指 定 の 復 元 培 養
基 （ Peptone ５ ｇ ， Beef extract　 ３ ｇ ， Yeast extract ０ ． ２ ｇ ， Glucose ５ ｇ ， Ｍ ｇ
Ｓ Ｏ 4  ・ ７ Ｈ 2  Ｏ 　 １ ． ５ ｇ ， Ｎ ａ 2  Ｓ Ｏ 4  　 １ ． ５ ｇ ， Ｆ ｅ （ Ｓ Ｏ 4  ） 3  ・ （ Ｎ Ｈ 4  ）

2  Ｓ Ｏ 4  ・ ２ ４ Ｈ 2  Ｏ 　 ０ ． １ ｇ ， Distilled  water　 １ Ｌ ． ｐ Ｈ ７ ． ０ ） を 使 用 し 、 ３
５ ℃ で 復 元 さ せ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ ２ ） 大 気 圧 で の 前 培 養 （ 接 種 用 種 菌 の 調 整 ）
　 前 項 の 方 法 で 調 整 し た 凍 結 乾 燥 菌 体 か ら の 復 元 培 養 菌 液 を 、 以 降 の 実 験 用 の 保 存 菌 液 と
し た 。 そ の 保 存 菌 液 ３ ｍ ｌ を 、 ５ ０ ０ ｍ ｌ の ガ ラ ス 製 瓶 に 入 れ た ３ ０ ０ ｍ ｌ の １ ７ － ｌ 液
体 培 地 （ 組 成 を 表 １ に 示 す ） に 接 種 し 、 ３ ５ ℃ の 嫌 気 条 件 で ３ 週 間 培 養 し て Ｓ Ｒ Ｂ を 増 殖
さ せ 、 本 培 養 用 の Ｓ Ｒ Ｂ 接 種 菌 液 と し た 。 ま た 、 ３ ０ 個 の 花 崗 岩 か ら な る 立 方 体 状 の 基 材
（ １ ｃ ｍ × １ ｃ ｍ × １ ｃ ｍ ） を 培 地 中 に 加 え て お き 、 種 と な る Ｓ Ｒ Ｂ 固 着 済 み 基 材 と し て
本 培 養 開 始 時 に 接 種 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
な お 、 チ オ グ リ コ ー ル 酸 Ｎ ａ は 、 別 に 濾 過 滅 菌 し 、 他 成 分 を 溶 解 し て 煮 沸 し 、 冷 却 後 に オ
ー ト ク レ ー ブ 処 理 で 滅 菌 し て 、 更 に 冷 却 後 に 添 加 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
（ ３ ） 各 種 条 件 で の 本 培 養 （ 微 生 物 集 合 体 の 形 成 ）
　 高 圧 用 培 養 容 器 （ 有 効 容 積 ３ ８ ． ３ ｍ ｌ ； φ １ ９ ｍ ｍ × １ ３ ５ ｍ ｍ の 円 筒 形 状 ） に 、 表
２ に 示 し た 各 種 条 件 の 培 地 を ２ ７ ． ７ ｍ ｌ 入 れ た 。 そ こ に 、 前 培 養 で 調 製 し た Ｓ Ｒ Ｂ 固 着
済 み の 基 材 ４ 個 と 前 培 養 Ｓ Ｒ Ｂ 菌 液 ０ ． ３ ｍ ｌ を 加 え た 。 続 い て 、 加 圧 装 置 を 用 い て Ｎ 2  

ま た は Ｃ Ｏ 2  で 所 定 圧 力 に 加 圧 し た 。 そ の 培 養 容 器 を ３ ５ ℃ の 恒 温 槽 に お い て 保 温 し 培 養
を 開 始 し た 。 対 照 実 験 で あ る 表 ２ の Ｎ ｏ ． ６ の ０ ． １ Ｍ Ｐ ａ 、 Ｎ 2  雰 囲 気 、 富 栄 養 培 地 条
件 は 、 目 視 観 察 可 能 な ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 量 の ガ ラ ス 製 瓶 に 入 れ た ２ ９ ３ ｍ ｌ の １ ７ － ｌ 液 体 培
地 に 、 前 培 養 で 調 製 し た 基 材 ４ 個 と ３ ｍ ｌ の 前 培 養 菌 液 を 接 種 し て 培 養 開 始 し 、 Ｓ Ｒ Ｂ の
生 育 状 況 を モ ニ タ リ ン グ し た （ Ｓ Ｒ Ｂ が 生 育 す る と 鉄 が 還 元 さ れ て 黒 色 化 す る 現 象 の 観 察
を 実 施 し た ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
な お 、 培 地 成 分 に つ い て は 、 １ ７ － ｌ 培 地 （ 表 １ ） の 乳 酸 Ｎ ａ と Yeast Extract の 濃 度 で
調 整 し た 。 栄 養 条 件 ０ で は 、 ７ ０ ％ 乳 酸 Ｎ ａ 溶 液 と Yeast extract の 濃 度 は そ れ ぞ れ ０ ｇ
と ０ ｇ （ Ｔ Ｏ Ｃ 濃 度 ０ ｍ ｇ ／ Ｌ ） 、 貧 栄 養 条 件 で は ０ ． ３ ５ ｇ と ０ ． １ ｇ （ Ｔ Ｏ Ｃ 濃 度 １
６ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ ） 、 富 栄 養 条 件 で は ３ ． ５ ｇ と １ ． ０ ｇ （ Ｔ Ｏ Ｃ 濃 度 １ ６ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ ） 添
加 し た 。 こ こ で 、 地 下 水 中 の Ｔ Ｏ Ｃ 濃 度 は ０ ～ ５ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ と 場 所 に よ り 大 き く 変 動 す
る こ と が 知 ら れ て い る た め 、 便 宜 上 、 Ｔ Ｏ Ｃ 濃 度 ５ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ 以 下 の 条 件 を 貧 栄 養 、 Ｔ
Ｏ Ｃ 濃 度 ５ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ 以 上 の 条 件 を 富 栄 養 と 記 載 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 １ に 、 高 圧 条 件 と 大 気 圧 条 件 に お け る Ｓ Ｒ Ｂ 培 養 時 の 花 崗 岩 基 材 に 固 着 し た バ イ オ フ
ィ ル ム の 様 子 の 経 時 変 化 を 示 す 。 培 養 開 始 時 、 つ ま り 、 ３ 週 間 の 前 培 養 後 に は 、 研 磨 紙 で
粗 面 化 さ せ た 面 の み に 黒 色 の 固 着 物 が 認 め ら れ て お り 、 粗 面 化 に よ る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成
促 進 効 果 が 確 認 で き た 。 し か し 、 本 培 養 １ 週 間 培 養 後 に は 、 両 条 件 に お い て 全 面 が 黒 い 固
着 物 で 覆 わ れ た 。 ４ 週 間 経 過 後 に お い て も 固 着 物 の 状 態 に 大 き な 変 化 は な く 、 基 材 の 全 面
は 覆 わ れ た ま ま で あ っ た 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 各 種 生 育 環 境 で の ８ 週 間 培 養 後 の 培 養 菌 液 の 外 観 を 図 ２ に 示 す 。 ま た 、 培 養 終 了 時 の ｐ
Ｈ の 結 果 を 表 ３ に ま と め た 。 な お 、 図 ２ の 下 の Ｎ ｏ ． 及 び 表 ３ の Ｎ ｏ ． は 表 ２ で 示 し た 条
件 に 対 応 し て い る 。 Ｃ Ｏ 2  置 換 で は 培 地 の ｐ Ｈ 低 下 に よ り 、 Ｎ 2  置 換 に お い て は 培 地 成 分
が ０ 、 貧 栄 養 条 件 の 場 合 は 、 Ｓ Ｒ Ｂ の 生 育 が 阻 害 さ れ る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
な お 、 培 養 開 始 時 は ｐ Ｈ ７ ． ０ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 上 の 結 果 よ り 、 大 気 圧 下 、 高 圧 下 で も 、 Ｓ Ｒ Ｂ の 培 養 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 が 可 能
で あ る こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 嫌 気 雰 囲 気 、 高 圧 雰 囲 気 の 調 整 に は 、 ｐ Ｈ に 影 響 を 与 え
な い Ｎ 2  置 換 、 加 圧 が 有 効 で あ っ た 。 さ ら に 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 早 期 の 形 成 に は 、 富 栄 養
条 件 が 不 可 欠 で あ り 、 大 気 圧 下 、 高 圧 下 で も Ｓ Ｒ Ｂ の 培 養 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 が 可 能
で 、 粗 面 化 が 効 果 的 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 条 件 Ｎ ｏ ． ４ の Ｎ 2  １ ５ Ｍ Ｐ ａ 加 圧 、 富 栄 養 培 地 （ 高 圧 条 件 ） と 、 条 件 Ｎ ｏ ． ６ の Ｎ 2  

０ ． １ Ｍ Ｐ ａ 、 富 栄 養 培 地 （ 大 気 圧 条 件 ） に よ る Ｓ Ｒ Ｂ 培 養 系 の ８ 週 間 培 養 後 の 花 崗 岩 基
材 に 固 着 し た バ イ オ フ ィ ル ム に つ い て 、 電 子 顕 微 鏡 観 察 を 行 っ た （ 図 ３ ） 。 バ イ オ フ ィ ル
ム の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 （ 図 ４ ） か ら 、 菌 数 計 測 が 可 能 で あ る 。 エ ネ ル ギ ー 分 散 Ｘ 線 分 光 法 （
Ｅ Ｄ Ｘ ） に よ る 表 面 元 素 分 析 （ 図 ５ ） か ら 、 基 材 で あ る 花 崗 岩 で は Ｓ ｉ が メ イ ン ピ ー ク 、
Ｏ も ピ ー ク と し て 確 認 で き る 。 一 方 、 バ イ オ フ ィ ル ム で は 有 機 物 で あ る こ と を 示 す Ｃ 、 Ｏ
が メ イ ン で あ り 、 菌 体 に 付 着 、 取 り 込 ま れ て い る Ｓ や Ｆ ｅ が 検 出 さ れ た 。 こ の よ う に 、 一
辺 が １ ｃ ｍ 程 度 の 立 方 体 状 の よ う な 観 察 面 が 平 面 と な る 基 材 を 用 い る こ と に よ っ て 、 バ イ
オ フ ィ ル ム 表 面 の Ｓ Ｅ Ｍ 観 察 、 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 、 Ｅ Ｄ Ｘ 分 析 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ バ イ オ フ ィ ル ム を 用 い た 核 種 収 着 試 験 ）
　 核 種 と し て 塩 化 セ シ ウ ム （ Ｃ ｓ Ｃ ｌ ） を 用 い た 。 花 崗 岩 基 材 、 Ｓ Ｒ Ｂ が バ イ オ フ ィ ル ム
を 形 成 し た 花 崗 岩 基 材 （ １ ｃ ｍ × １ ｃ ｍ × １ ｃ ｍ 、 １ 個 ） 、 １ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ の 塩 化 セ シ ウ ム
を 溶 解 さ せ た １ ７ － ｌ 培 地 の 固 液 比 が １ ： １ ０ に な る よ う に 、 密 閉 容 器 に 投 入 し た 。 そ の
際 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 重 量 は 考 慮 せ ず 、 基 材 重 量 を ベ ー ス と し た 。 ま た 、 Ｂ ｌ ａ ｎ ｋ と し
て 基 材 等 を 投 入 し な い 系 も 設 け た 。 ７ 日 後 に サ ン プ リ ン グ し 、 上 澄 み 中 の セ シ ウ ム 濃 度 を
測 定 し 、 Ｃ ｓ 収 着 量 を 算 出 し た 。 Ｃ ｓ 濃 度 は Ｉ Ｃ Ｐ 質 量 分 析 装 置 （ セ イ コ ー イ ン ス ツ ル メ
ン ト 株 式 会 社 製 ： Ｓ Ｐ Ｑ － ８ ０ ０ ０ 型 ） を 用 い て 測 定 し た 。 な お 、 収 着 率 は 次 式 で 定 義 し
た 。
収 着 率 ［ ％ ］ ＝ [（ 初 期 Ｃ ｓ 濃 度 － 浸 漬 後 Ｃ ｓ 濃 度 ） ／ 初 期 Ｃ ｓ 濃 度 ｝ × １ ０ ０
ま た 、 バ イ オ フ ィ ル ム 重 量 は 付 着 バ イ オ フ ィ ル ム を 剥 離 し 、 そ の 乾 燥 重 量 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 セ シ ウ ム 濃 度 か ら 、 Ｂ ｌ ａ ｎ ｋ の 濃 度 変 化 を ０ と し 、 収 着 率 （ ％ ） を 算 出 し た 結 果 を 表
４ に 示 す 。 対 照 実 験 と な る 花 崗 岩 の み の 場 合 に は セ シ ウ ム の 収 着 は み ら れ な か っ た が 、 バ
イ オ フ ィ ル ム で は セ シ ウ ム 収 着 が 確 認 で き た 。 ま た 、 花 崗 岩 か ら 剥 離 し た バ イ オ フ ィ ル ム
量 は ０ ． ４ ｍ ｇ ／ 個 で あ り 、 花 崗 岩 基 材 の 表 面 積 は ６ ｃ ｍ 2  ／ 個 で あ る こ と か ら 、 収 着 し
た セ シ ウ ム 量 は そ れ ぞ れ 、 ０ ． ０ ３ ２ ｍ ｇ － Ｃ ｓ ／ ｍ ｇ － バ イ オ フ ィ ル ム 、 ０ ． ０ ０ ２ ｍ
ｇ － Ｃ ｓ ／ ｃ ｍ 2  と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 深 地 層 微 生 物 の う ち 、 代 表 的 な 硫 酸 還 元 菌 （ Ｓ Ｒ Ｂ ） を 用 い て 、 天 然 バ リ ア の 一 種 で あ
る 花 崗 岩 に 対 し て 、 大 気 圧 （ ０ ． １ Ｍ Ｐ ａ ） 、 お よ び 、 深 地 層 を 模 擬 す る １ ５ Ｍ Ｐ ａ の 高
圧 下 で バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る 培 養 法 が 確 立 で き た 。 そ の 培 養 に あ た り 、 培 地 の 有 機 物
組 成 は 富 栄 養 条 件 で の 実 施 が 有 効 で あ っ た 。 な お 、 基 材 は 表 面 積 の 算 出 し や す い 形 状 、 こ
こ で は 一 辺 １ ｃ ｍ の 立 方 体 を 用 い 、 更 に 紙 ヤ ス リ 等 で 表 面 を 研 磨 し 粗 面 化 す る こ と で 、 バ
イ オ フ ィ ル ム の 形 成 が 促 進 さ れ る こ と が 確 認 で き た 。 な お 、 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム に
関 し て は 、 定 形 の 基 材 か ら の 面 積 の 算 出 、 基 材 付 着 バ イ オ フ ィ ル ム 量 の 定 量 的 な 把 握 、 微
生 物 数 の 測 定 （ 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 ） 、 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 （ Ｓ Ｅ Ｍ ） に よ る バ イ オ フ ィ ル ム 表
面 の 観 察 、 Ｅ Ｐ Ｍ Ａ に よ る 表 面 元 素 分 布 の 把 握 、 な ど が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 核 種 拡 散 へ の 影 響 を 評 価 す る た め 、 上 記 の 手 法 に よ っ て 、 硫 酸
還 元 菌 （ Ｓ Ｒ Ｂ ） の バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 さ せ た 基 材 を 用 い 、 模 擬 核 種 の 収 着 実 験 が 実 施
可 能 で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ １ 】
【 図 １ 】 高 圧 条 件 と 大 気 圧 条 件 に お け る Ｓ Ｒ Ｂ 培 養 時 の 基 材 へ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 経
時 変 化 を 示 す 外 観 写 真 。
【 図 ２ 】 各 種 生 育 環 境 で の ８ 週 間 培 養 後 の 培 養 液 の 外 観 写 真 。
【 図 ３ 】 ８ 週 間 培 養 後 の バ イ オ フ ィ ル ム の 電 子 顕 微 鏡 写 真 。
【 図 ４ 】 バ イ オ フ ィ ル ム の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 結 果
【 図 ５ 】 バ イ オ フ ィ ル ム の Ｅ Ｄ Ｘ 分 析 結 果
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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