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原油を含む温泉水に おける銅藍の生体鉱物化作用
＊

脇元理恵 ＊ ＊ ・田崎和江 ＊ ＊＊

Bacterial　mineral 　forrnation　of 　covellite　in　oily　hot　springs ＊

WAKIMOTO 　Rie＊＊ and 　TAZAKI 　Kazue＊＊ ＊

Abs釦ract　The　ilmer　wall 　of 　the　Tsukioka　hot　spdng 　well 　was 　cQvered　with 　gr  n 　microbial 　mats 　which 　contained

black　crude 　oil．　The　hot　sphng 　is　located　in　Tsukioka，　Niigata，　Japan．　The　hot　spring 　water （pH　7，3，　Eh ・184　mV 　and

492 °C）that　was 　produced肯om 　a　280m 　in　depth　originated丘om 　fbssil　seawater ］冂1e　aim　Qf　this　study　was 　to

invcstigate　of 　covellite　biomineralization　in　the　green　microbi 副 mats 　with 　crude 　oi1 行om 丗e　TsukiQka　hot　sp血 g

watcr 　Observations　by　eptical 　and 　eleetron 　m 三croscopy
」
　phospholipid　analysis 　and 　bacterial　cultivation 　showed 　that

the　biomineralization　ofcovellite （CuS）was 　found　on 　the　surface 　of 　crude 　oil　drqplets．　ED −XRF 　analysis 　showed 　that

the　crude 　oil　contained 　SO3 （67．6wt％ ），　CaO （24．8wt％）and 　Cu20（2，6wt％）．　Observations　by　optical 　and

epiHuorescence 　microscopy 　as　well 　as　scanning 　electron 　mlcroscopy （SEM）showed 　that　two　moq ）hological　types　of

bacteria（Le．，　filamentous　and　coccus 　typed　bacteria）wcre 　fbund　on 　crude 　oil　dエoplets ．　Transmjssion　e】ectron

microscopic （TEM ）observadons   er　rovealed 血at　the　cell　wall 　ofthc 創amentous 　bacteria　had　a　double　membrane
歪md 　was 　surrou皿 ded　by　Extracellular　Polymeric　Substance（EPS），　which 　might 　provide　the　favorable　nucleation 　sites

for　CuS ．　X −ray 　dithaction　and 　electron 　diffraction　analyses 　of 　the　microbial 　mats 　showed 　that　the　materials

preclpitated　on 　the　surface 　of　the　oil　dropletS　were 　highly　crystalliZed 　covellite （CuS）．　FTilR　spectra 　of 　the　microbial

螂   tconm   ed 　covellite 　show 瓠 血e　appe   ce　ofC −N −H ，　P−0，　P−0−C　and　N −H　bands，　indica血 g血e　presence

of 　phospholipids（lecithin　and 　phosphoric　ester ）童n　the　microbial 　mats ．　Cultivation　experiments
，
　furthermore

，

demonstrated　that　the　cultivated　bacteria　were 　identified　as　sul魚te　reducing 　bacteria（for　coccus 　typed　bacteria）and 　oi！

decompos血g　b蹠 漁 （for　filamentous　bacteria）．　A 　schernatic　formation　model 　is　here　suggested　tO　better　understand

the　interaction　bctween　baeterial　cells　and 　oil　drQplets　under 　anaerobic 　conditions 　ill　dle　Tsukioka　hot　spring 　water ．

The　biomineralization　of　cevellite　described　in　this　sturly　might 　have　prof（）und 　irnplications　f｛）r　bioremediadon　ofoil −

contaminated 　site，

Ke7 　Urords：biomineralization，　covellite，　crlde 　oil
，
　bacteria

，
　phospholipids，

　extracellular　polymeric　substance ，

　　　　　　TsUkioka　hot　springs

は じめ に

　温泉や地下水中には多種多様な微生物が 生息し，特有の バ

イ オ マ ッ トを形成して い る （Moyer 　et　aL　l995；Asada 　and

Tazaki　2001）．一
般 にバ イ オマ ッ トは，原核生 物ある い は 単

細胞真核牛 物で構成 され る構造物で，微生 物の 増殖 と共 に厚

み を増 し，現地の 物理化学的環境 を反映 しなが ら成長する．

その 内部で は金属イオ ン の 沈積と生体鉱物の 生成 （バ イオ ミ

ネ ラ リゼ
ー

シ ョ ン ）が 行 わ れ て い る （若尾 1996 ；岸上 ほ か

1999； 田 崎 ほ か 2002）．例 え ば Fe と S の 鉱 物 で あ る

schwertmannite の 鉱物化 に関 して，鉄酸化細菌が形成を促進

し （Kawano 　anCl 　Tomita　2001），また ，微生 物お よび藻類が 細

胞に鉄を沈着する こ と に よっ て短期間 で鉄鉱床を形成する

（Akai　et　al．1999），さらに，銅の 生体鉱物化作用 におい て は，

シ ア ノ バ ク テ リア の細胞 の サ イズ に よ っ て woodwardite の 縞

模様が コ ン トロ
ー

ル される （Watanabe　et　al．2003）．

　日本有数の 石油生産地である北海道，秋田県お よ び新潟県

で は，石油掘削時に原油とともに温泉水が噴出して い る例が

多い ，微生物と石油の 関係 に つ い て は，重油流出事故お よび

土壌の 油汚染地域の 石油分解菌に よ る汚染環境の 修復 （バ イ
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オ レ メデ ィ エ ーシ ョ ン ）の 研究が なされ て い る （Bragg　et　al．

1994；中川 ・福井 2003；Chaerun　et　al．2004），こ の ような微

生物 に よる 石油の 分解は，好気的環境下 における好気性細菌

に よる もの が
一

般的で あるが，Rueter　et　al．（1994）は嫌気的，

硫酸還元条件下 にお い て も微生物に よ る原油の 分解が活発化

される例を報告 して い る．しかし，石油分解に伴われて形成

され る生 体鉱物 に つ い て は ，Yushkin （1998）が走査型電子顕

微鏡で形態を観察して い る の み で ある，

　本研究で は，原油を多量に含む温泉水が噴出 して い る新潟

県新発田市月岡温泉の 源泉井戸 に形成す る緑色バ イオ マ ッ ト

中で 認め られ た銅 藍 （covellite ；CuS ）の 生 体鉱物化作用 に

つ い て報告する．一
般に，地球表層部にお い て銅鉱物の 多く

は硫化銅鉱物 として存在し，中で も銅藍 （CuS ）は chalcocite

（Cu2S＞，　 chalcopyrite （CuFeS2），　 bornite（Cu5FeS4）な ど と共

に普遍的に産出す る （Dunn　and 　Muzenda 　2001）．無機化学的

な環境下 にお け る銅藍の形成は，
一
般に 220〜350℃ の熱変

質作用を受けて起 こ る （Lusk　and 　Bray　2002）．一
方，2〜50

℃ の 比 較的低温で は，還元環境下 に おい て Cu の 飽和度 は増

大し，銅藍の形成が起こ る と考えられて い る （Ehrlich　et　al．

2004）．従来の 硫化銅鉱物 に 関する研究 は＃一に無機化学的な

相平衡の 中で 論じ られて きた が，微生物の 細胞浸出液お よ び

細胞膜な どの 有機物が岩石中の 硫 化銅 鉱 物 を積極的に 溶解す

る例 も知られて お り （Daubree　1862；Duff　et　al，1963；Mor

and 　Beccaria　l975；Mcneil　and 　Little　l992），生体鉱物学的知

見か らも検討を行う必要が あ る．また，微生 物が関与した 鉱

物化作用の 研究は，溶解や溶出に 関する化学的デ
ータに基 づ

く報告が主で あ り，微生物の 培養実験を通 して得られ た 生体

鉱物を ミク ロ
〜サ ブ ミク ロ ン オ

ー
ダ
ー

で 観察
・
分析した例は

少 ない ．

　そこ で 本研究で は，比較的低温 （49．2℃），常圧 の ，温泉一

原油一微生物の 三者が混合 した環境系におい て，緑色バ イオ

マ ッ ト中に銅藍の 存在を電子顕微鏡観察で 明らか に した，ま

た，微生物の 培養実験 に よ り，銅藍の形成 に直接関与する 二

種類の バ クテ リア の 存在が明らか になっ たの で報告する，

試料および実験方法

　　　　　　　　　　　試料採取

　本研究の 調査対象地域 で ある新潟県月岡温泉は新潟平野の

油 田 ・ガス 田 地帯に属する．貯留岩は新第三紀の 寺泊〜七谷

層相当層，特に 火山岩類中に挟在する 泥岩に優 れ た有効孔隙

が確認 され て い る （Tsuchiya　l995；Hirai　et　al．1995）（Fig．IA）．

月岡温泉は 1912年，石油掘削の 為に掘られ た井戸か ら原油

と共に多量の 化石海水で ある温水が噴出したこ とに起源を有

する．採取で きる 原油 の 量が少なかっ た た め に油 田 と して は

開発されず，温泉と して 利用され現在 に至 っ て い る （島津

2001），月岡温泉 5号井戸の 源泉水は無色透明で，440L〆分
の 湧出量 で あ り，温泉分析表 に よ れば，硫化水素発生量 は

125，8mg 〆1と非常 に多い （Fig．IB＞．

（8 ）

第 1 図　月岡温 泉の 位 置 （A ）と源泉井戸 の 全体図 （B ），源泉井

戸 内壁 に は緑 色バ イ オ マ ッ ト （矢印）が 形成 し．原油が付着 して

い る （矢印）（C）

Fig．1　Tsukioka　hot　springs 　in　Niigata　Prefecture，　Japan．　A ；

Sampling　location．　B ；Overview 　 ofthe 　hot　spring 　wetl ．
C；　？hotograph　shows 　the　green　microbial　mats 　and 　black　crude 　oil

along　the　wall 　ofthe 　well

　2003 年 5 月 に 月岡温泉の 源泉井戸から，井戸の 内壁 に付

着 した黒色の 原油と緑色バ イ オ マ ッ ト （Fig．lc 矢印）を採取

した．バ イオ マ ッ ト試料は，滅菌済みの バ イア ル 瓶 と ゴ ム 製

の 蓋を用い て採取 した．観察用試料は 2．5％ の グ ル タール ア

ル デ ヒ ドで 固定した．分析用試料は温泉水と共 に採取 し，4

℃ に冷蔵して研究室 に持ち帰 っ た．同じく原油試料 は滅菌済

み の バ イア ル 瓶 とテ フ ロ ン 加工 の 蓋を用 い ，冷蔵して持ち帰

っ た．温泉水試料は O．2mm の メ ン ブラ ン フ ィ ル ターで ろ過

した後，硝酸を用 い て pH1以下に して 冷蔵 運搬 を行 っ た，

　　　　　　　　　　　実験方法

源泉の水質測定

　温泉水の 水質 は，現地 におい て ，pH は HOR 肥 A カ ス タニ

ーLAB 　pH メ
ー

タ
ーF−24 を，酸化 還 元 電位 （Eh） は

HORIBA カス タニ
ーACT 　Eh メーター　D −13を，電気伝導度

（EC ）は HORIBA カス タニ
ーACT 導電率 メ

ーターES・12を，

溶存酸素 （DO ）は HORIBA ハ ン デ ィ 溶存酸素 メータ
ー
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OM ・12 を用 い て そ れ ぞ れ 測 定 を行っ た．持 ち帰 っ た 温泉水

の うち Na，　 K に つ い て は 炎光光度法で，　 Ca，　 Mg ，　 T・tal　Fe，

Mn に つ い て は フ レーム 原子吸光光度法 で，また，　 Cu につ

い て は フ レーム レス 原子吸光光度法で 定量分析を行 っ た．ま

た，SO42
．
は 分光光度法を用 い て分 析 を行 っ た．炎光光度法

お よ び フ レー
ム 原子吸光光度法に は セ イ コ ー電子 工 業製

SAS −727を，フ レーム レス 原子吸光光度法 に は同製社 SAS −

705Vを使用 し，電気金属加熱炉を併用 して 測定 を行 っ た．

分光光度法 に は APEL 　Model 　PD −3 に て，硫酸バ リウム に よ

る自濁法 （日本分析化学学会北海道支部編 1994）を用 い て

測定を行っ た．

緑色バ イ オ マ ッ トと原 油の 鉱物組成お よ び含有元素

　バ イオ マ ッ トの 鉱物組成に つ い て は，風乾した バ イオ マ ッ

ト試料を粉末に し，X 線粉末回折 （XRD ）装置を用 い て 同

定 した．分析 に は 理学電機製RINT1200 型 X 線回折装置を

使用し，CuK　a 線を用 い て電圧 40kV，電流 30mA で 測定 した．

また，バ イオマ ッ トおよび原油中の化学組成 （原子番号が

Na 以 上 の元素）に つ い て は，　 H本電子製エ ネル ギ
ー
分散型

蛍光 X 線分析 （ED −XRF ）装置JSM −3201 で ，　 Rh ・K　a 線源

を用 い，加速電圧 30kV で FP （フ ァ ン ダ メ ン タ ル パ ラ メ
ー

ター
）・バ ル ク法 に よ り半定量分析を行 っ た，バ イ オマ ッ ト

試料 は風乾 し，乳鉢で粉末に した もの をペ レ ッ ト状 に加工 し

分析 を行 っ た、採取 した 原 油試料 （Fig．IB）は 2 枚 の マ イラ

ー
フ ィ ル ム に挟 んで 分析 を行 っ た．

緑色 バ イ オ マ ッ トの 顕微鏡観察

　持ち帰っ たバ イオマ ッ ト試料に つ い て は直ちに 落射蛍光 ・

微分干渉光学顕微鏡 （落射蛍光装置 EFD −3お よび透過型 微

分干渉装慨 NTF −2A）を用 い て観察を行っ た．落射蛍光顕微

鏡観察の際に は，微生 物の 存在 を確認するため に，DAPI （4，

6−diamidino−2−phenylindole）染色を施し観察を行 っ た．微生

物は DAPI 染色後，蛍光顕微鏡下 で観察する と DNA が青色

を呈 し，鉱物は黄色の 蛍光を呈する（Kawai　et 　al．1999）．また，

原油は産地 に よっ て異なる色調の 蛍光を示す．

バ イオマ ッ ト試料の 微細な表面形態観察は走査 型 電子顕微鏡

（SEM 　JERO −JSM −5200LV ） を用 い て，加速電圧 15　kV で行

っ た．また，SEM に取り付け られた フ ィ リッ プス 製 エ ネル

ギ
ー
分散型 x 線分析装置 （EDx 　Philips−EDAx −Pv9800STD ）

を用い て バ イ オマ ッ ト試料の 元素分析を行っ た．観察 の 際 に

は微生 物，鉱物お よ び 油滴 の 形態 を保つ ため，Suzuki　 et

al．（1995）の手法に基づ き，凍結乾燥法を用 い た．

　 さらに微細な微生物 の 観察は透過型電子顕微鏡 （TEM

JEOL ・JEM −2000EX） を用 い て 行 っ た．また，微生物お よ び

鉱物 の 内部組織の観察を行うた め，超薄切片法を用 い て厚 さ

80nmの 切片を作成し，　 TEM 観察お よび電子線回折分析を行

っ た．なお，超薄切片法 で はエ タ ノ
ー

ル で の 脱水お よ び有機

溶剤 に よる 固 定を行 うた め，バ イ オ マ ッ ト中の 油滴 は溶解 ・

除去される．

フーリエ 変換赤外分光分析 とリン 脂質分析

（9 ）

　緑色バ イオマ ッ トと原油の 化学結合 を調べ るた め に フ
ー

リ

エ 変換赤外分光光度計 （JASCO 　FTtIR−610V）を用 い て 4000
〜400cm

．1
の 範囲で測定を行っ た．風乾させ たバ イオ マ ッ ト

試料 に赤外透過材料 で ある粉末の 臭化 カ リウ ム （KBr ）10mg

観 合 し，直径 3  の ペ レ ッ トに 鯉 した 纐 1定 を行 っ た．

また原油試料は液体用 セ ル を用 い て測定を行っ た．

　
一
方，バ イオ マ ッ トに含まれ る リ ン脂質，特に レシ チ ン量

につ い て は Bligh−Dyer 法で ク ロ ロ ホ ル ム ，メ タ ノール，　 KC1

溶液 に よる抽出を行 っ た後，湿式分解法を用い て測定を行 っ

た，モ リ ブデ ン酸ア ン モ ニ ウム お よび酢酸ブチ ル に より発色

をさせ，分光光度計 （APEL 　Model　PD −303）を用 い て検量線

法 に よ り｝則定を行 っ た．なお，こ の 分析法 は 凵本生 化学会編

（1991）お よび 冂本油化学会編 （1996）の 手法に従っ た．

緑色バ イ オマ ッ ト中の微生物の培養実験

　バ イオ マ ッ ト中に生息す る微生物 の 代謝様式を明らか にす

る ため に 硫酸還元菌選択培地お よび石油分解菌選択培地 を用

い て 微生物の 培養実験を行っ た，硫酸還元菌の 培地は溶液 1

1 中，KH2PO4 ： 0，5g，　 NH4C1 ： lg，　 Na ！ SO4 ： lg，

CaCl ゴ 2H20 ：0．lg，　 MgSO4 ・7H20 ：2g，　 Na −］actate ： lg，

Yeast　extract ； lg，　 Resazurin−Na （0，1％ 溶液）：lml ，

FeSOrl・7HzO ： 0．2g，　 cyctejn −HCI ：100mg，　 Na −ascerbate ：

100mgで pH　7．2−7，4 に調節したもの を使用した （上木 ・永井

1993）．培養 に は 滅菌水 10ml 中に バ イオマ ッ ト25　g を懸濁

させ た もの を原液と して，培養原液を含む 10倍希釈溶液を

5段階作製 し，調製した液体培地 7．5m［を入れた滅菌済み 試

験管 （シ リ コ ン栓付 き） に それ ぞ れ lm1 ずつ 加えた．試験

管上 部 を窒素置換 し，嫌気パ ッ ク 中 （ア ネ ロ パ ッ ク三 菱 ガ ス

化学社製）にお い て 30℃，暗条件 ドで 3 日間培養を行っ た，

石油分解菌の 培地 に は Bushnell　Hag．　s　Mineral　Salts　 medium

（BHMS ）に月岡温泉源泉井戸 よ り採取 した 原油 1％ を炭素

源 と し て 加 え た もの を使 用 し た．培 地 は 溶 液 ll 中，

MgSO4 ・7H，O ：0．2g，　 CaC12 ：0．02g，　 KH2PO4 ： 1g，　 K2HPO4 ：

1g，　 NH4NO3 ：lg，60 ％ の FeCls を 2滴加え，　 pH を 7．2−7．4

に 調節した （Chaenm 　et　al，2004），培養は硫酸還元菌培養 と

同様の 培養原液を使用 し，同様の 手順で 10 日間の 培養を行

っ た．どちらの 培地もオ
ー

トク レ
ー

プ （121℃，20分）で 滅

菌 し，培地 に加えた原油 は 0，2mm の フ ィ ル タ
ー

で 除菌した

もの を用 い た．培養 した微生 物 は落射蛍光
・
微分干渉光学顕

微鏡お よび透過型tz・r顕微鏡に より，形態観察を行っ た．

結　果

源泉の水質測定結果

　月岡温泉水の水質測定結果を Tablelに示す．　 pH は 7．3で

ほ ぼ中性で あ り，Eh は 一184　mV と非常に 還元的な環境を示

した．EC は 7．3mS ／cm と比 較的高く，　 DO は 0．8mg ！1と貧酸

素環境を示し，水温 は 49，2℃ で あ っ た，また，原子吸光お よ

び分光光度分析 の 結果は，Na
「
が 1375．1mg！lと非常 に高 く，

また，Ca21，　K
“

，　 Mg2
一
濃度も30mg！l以 上 の 値を示し，化石
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pHEh

（閉V）
　　EC
（mS ／om ）

DO
（mg ／9

皿

（℃）

N8
＋

（P  ）

　K＋

（脚 ）

Ca2＋

（pprn）

Mg2＋

（ppm ）

Mrρ＋

（ppm）

To   I　Fo

（ppm）

Cu ＋

（ppm）

S（ぜ
（ppm）

フ．3 一18473 0．849 ．21375 ，135 ．366 ．130 ．50 ．3O ．03n ．吐 526．2

n．d．言net　deteoted

第 1 表

Tab且e　1

月岡温泉の 水質お よび化学組成

Chemical　composition 　ofhot 　spring　water 　collected 　from　the　TsUkioka　hot　spring　well ，　Niigata，　Japan

Component Micr◎b治i　rnats Crude　oil
oxides （wt ％） （exce 　 h ψocarbon （exce 　 h　drocarbon）

Na20 13，5 0．3
MgO 1，4 一

A」203 0．9 一

Sio2 3．3 3．9

P205 1．2 一

SO3 17．8 67．6

CI 14．9 ，

K20 0，8 0．3
CaO 3．1 24．8
CrO 0．1 層

MnO 0．1 働

Fe203 4，3 0．4

Cu20 37．2 2．6
ZnO 0，6 一

PbO2 0．7 申

TotaI 99．9 99．9
一
　；not 　detected

第 2 表 月岡温泉 よ り採取 した緑色 バ イ オ マ ッ トお よ び原 油の 蛍

光X 線エ ネル ギー分析結果

Tab且e　2　Data　efenergy 　dispersive　X −ray 且uoresconcc 　analyses　of

microbia ］mats 　and 　crude 　oil　collected 　frorn　the　Tsukioka　hot
spring 　well

海水 の 影響を示 して い る．また，SO ，

2一
濃度も 526，2mg！lと高

く，こ の 温泉水 が 硫酸還元状態 で あ る 事を示す．しか し，

Mn2
＋
お よび Total　Fc濃度は 0．3mg〆1および 0，03mg！lと低 く，

Cu21につ い て は検出限界以下で あっ た．

緑色バ イ オマ ッ トと原油 の 鉱物組成お よび含有元 素

　ED −XRF 分析 に よ り，緑色バ イ オマ ッ トに は，炭化水素以

外に も多量の Cu20 （37，2wt％ ）と SO3 （17．8wt％）が含まれ，

NazO （13，5wt％） とCl （14．9wt％ ）の 含有割合 も比較的高い

事が 明 らか とな っ た．また，MgO ，　 Sio2，　 Fe203 な ども微量

に含まれ て い る （Table2），また，緑色バ イオ マ ッ トと共存

する黒色原油試料 （Fig，1B）で は so ， が炭化水素以外で最も

多く含まれ てお り （67．6wt％），　 CaO （24．8wt°／。〉が次に高い

含有量を示す．SiOz は 3．9wt％ 含まれ て お り，バ イ オマ ッ ト

中 に多景 に認 め られ た Cu20 の 含有量 は 2．6wt％ で あ っ た，

微量元素 と して は Na20，　 K20，　 Fe203が含まれて い た，

　XRD 分析結果 に よ り．バ イオマ ッ ト中に は 銅藍 の 反射

（2，81A ，1．89A ，3．05A ，2．71A ，1．73A ，1．55A ） が 認

め られた （Fig，2）．また，2 θ＝20°付近 の ブ ロ
ー

ドで 弱い

ω

芒
500

く

ζ．
創

● pyrite
▽ covellite

　 一 一 一一一＿一一一亠＿．＿＿＿一一一L−一一一

2　　　10　　　20　　　30　　　40　　　50　　　60
　　　　　　　　CuK α 2θ［

°

］

第 2 図　緑色バ イオマ ッ トの X 線粉末回折分析結果

Fig．2　 X −ray 　powder　diffraction　pattern　of　grcen　microbial　mats

showing 　covellite 　peaks

反射 は非晶質物質お よ び有機物 の 存在を示す （田中ほか

2003）．

緑色バ イ オ マ ッ トの 顕微鏡観察結果

　落射蛍光
・
微分干渉光学顕微鏡観察の結果，バ イオマ ッ ト

中に は糸状細菌と球菌の二 種類 の微生物が多数認められ た

（Fig．3A，　 B）．また，バ イオマ ッ トに含まれ る原油は微分干

渉光学顕微鏡下 で は茶褐色 を呈 し，温 泉水 と混 じ りあい ，エ

マ ル ジ ョ ン を形成して い る （Fig．3A 矢印）．
一

方，蛍光下で

は暗褐色 の発色を呈する．その 原油を取 り囲む ように糸状細

菌が コ ロ ニ
ー

を形成して お り （Fig．3A 矢印），周辺 に は多数

の 球菌が散在 して い た （Fig．3B）．こ れ は，糸状細菌は原油

成分 を利用 して代謝活動を行う石油分解菌で，球菌はその 生

成物や 温泉水中の 成分を利用 して代謝を行う菌で あ る可 能性

を示唆 して い る．

　凍結乾燥を施したバ イオマ ッ トの 走査型電子顕微鏡観察 に

おい て 1 光学顕微鏡観察で も認め られ た糸状細菌よ り構成 さ

れる 顕著な網状構造が 認 め られ た．バ イオ マ ッ トは幅約 1

mm の 糸状細菌の コ ロ ニ ーに よ っ て構成されて お り，球状の

油滴を多数含有して い る （Fig ．4A 矢印）．油滴 の 大 き さは直

径約 2〜10  と様 々 で，バ 材 マ ッ 俵 面に点在して い る．

油滴表面は滑 らか で あり，SEM −EDX 分析 で は顕著な S の ピ

ーク と有機物を示す ブ ロ ードなバ ッ ク グ ラ ウ ン ド （合志 ・佐

藤 1989）が認 め られた （Fig．4B 矢印 a は分析点を示す）．ま

（10）
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難灘
钁驚…鬣：…1篠覊鏤

第3 図　緑色バ イ オ マ ッ トの 微 分十 渉光学顕 微鏡お よび 落射蛍光

光学顕微 鏡写真，A ，糸状細菌 が エ マ ル ジ ョ ン 化 した原油 に 絡み 合
うように存 在 して い る 〔矢印） B ；DAP 】染色を施 して 蛍光 下で 観

察する と，原油は 暗黄褐 色 を旱 し，多 くの 糸状細 菌お よび球菌は 青
色 の 蛍光 を発 し，微生物の存在が確 認 された

Fig．30ptical　and 　epifluorcscence 　micrographs 　ofgreen 　microbial

mats ．　A ；Filamentous　bactcria　observed 　near　brown　colored ，
ernulsified 　oll　droplcts　 B ；Oll　droplcts　show 　dark・orangc 　color ，
whereas 　filalnentous　and 　coccus 　typed　bacteria　show 　yellow　and ！

or 　btue　c ・ 1・ rs　under 　ultraviolet 　ray

た ，油滴周辺 には球菌が存在して い た （Fig．4B 矢印 b），

　さ らに SEM 観察に よ り，バ イオマ ッ トに付着した油滴が

糸状細 菌に よ り取 り囲 まれ て い る様子 が 認 め られ た

（Fig ，4C），また，微生物が作り出 す薄い フ ィ ル ム 状物質 （バ

イ オ フ ィ ル ム ）に 周囲を 囲まれ た 油滴も観察され （Fig．4D

矢印 a），表面の SEM −EDX パ ター
ンで は P，　 Slお よび Sが

多量に検出され，微量 の Na，　 Mg ，　Al，　CL　K ，　Ca，　 Fe お よ

び Cu の 存在も認め られ た （Fig．4D 矢印 b は 分析点 を示す），

また，数個の 油滴 が集まっ て い る箇所で も同様 の 組織が観察

され，バ イオフ ィ ル ム が
一
帯の 油滴全体を包むように形成 さ

れ て い た （Fig．4E），そして ，バ イオ フ ィ ル ム で覆われ た油滴

に は板 状 結晶 の 集合体が 認め られ，それ らの SEM −EDX 分析

で は，S とCu の 強い ピーク が 認め られ，銅藍で あ る こ とが

わ か っ た （Flg．4F矢印は分析点 を示す）．

　バ イ オ マ ッ トの 透過型 電 子顕微鏡観察で は，幅約 1mm の

糸状細菌 の 細胞表面 に 細胞外多糖類 （EPS ；Extracellular

Polvmeric　Substance）が 認め られ，その EPS 周辺 に は球菌も

観察 され た （Fig．5A 矢 印）．ま た，　 Eps に は多数の 微粒 子が

付着して い た．バ イオマ ッ トの超薄切片観察で は，糸状細菌

は 2 弔：構造を示す細胞膜を持 つ 事が明らか に なっ た （Fig．5B

矢印）．こ れ らの 糸状細菌 は，ル テ ニ ウ ム レ ッ ドに よ る EPS

の 染色が 認 め られ た事か ら，グ ラ ム 陰性菌と同定さ れ た

（Fig．5B 矢印），　 Fig，4F に示 した油滴の表面に形成 した銅藍の

超薄切片を観察した と こ ろ，銅藍集合体の 内部は空洞 に なっ

て い る 様了
一
が 認め ら れ た （Flg5C ）．こ の 事は，試料作成時

に エ タノール 処理を施した際 油滴は溶解 ・除去され たが，

油滴表面に 形成 してい た銅藍は，球殻構造を保持 した まま残

存した事を示唆し て い る．ま た，3，04A ，2．78A ，1，88A

の ス ポ ッ ト状 の 電 子 線 回折パ ターン を示す事か ら，こ れ らの

集合体が高結晶度 の銅藍 に より構成される事が明らかとなっ

た

フ
ーリエ 変換赤外分光分析と リン 脂質分析結果

　緑色バ イ オ マ ッ トと原油の FT −IR 結果を Fig．6 に示す．バ

イオマ ッ トおよび原油 と もに 3200−3500cm
．
正

に水の 0 −H 伸縮

振 動 に 対 応 す る 吸収 が，3284−3300cm” に N −H の 吸収，

1633cm
．1

に C−0 結合の 吸収が 認め られ る．原油の 存在を示

す CH ，，　 CH ，
　M 合は 2920，2853cm 　

］

お よび 1455，1375　cm
．1

の 吸収で，両試料中に 認め られ た．一
方，バ イ オマ ッ トに は，

1541Cm
．］

に C −N −H 結合を示す吸収が 認め られ，　 p−0 結合

（1250cm　
1
）お よ び脂肪族 の P−0 −C 結合 （1029cm

．1
）を示す

吸収が認められた．こ れらはバ イオマ ッ ト中の 微生物の 細胞

膜 に含まれ る リ ン 酸エ ス テ ル に由来する と考え られ る．

　バ イオマ ッ トに含まれる リ ン 脂質，特 に レシチ ン 量の 分析

を行 っ た結果，バ イオマ ッ ト試料 2g 中 に 1．32 × 106mg の

リン量が認 め られた．この 値を数式

　　　　　　　　リ ン　〔m91g ）＝・AIB／1000

（A ：検量線か ら求め た リ ン量 （mg ），　 B ： 試料採取 量 （g））

を用 い て 計算 した結果，リ ン 量 は 66〔｝mg 〆g とな り．バ イ オ

マ ッ ト全体にお け る リ ン脂質量 （特に レシチ ン量）の 割合は

約 33％ を占める事が明 らかとなっ た．以 F．の 結果は，こ れ

らの 有機物を含む細胞膜表 面が，生体鉱物化作川の 反応 の 場

にな っ て い る事 を示唆 して い る．

緑色バ イ オ マ ッ ト中の微生物の 培養実験結果

　硫酸還元菌培養実験で は，培養 3H 後，培地に黒色沈殿が

認め られ た．こ れ は緑色 バ イオ マ ッ ト中に硫 酸還 元 菌が 生息

する事を示して い る．つ まり，硫酸還元菌が硫酸塩 を還元 し

て 硫化水素を生成させ，それらが培地中に含まれる Fe と反

応 して FeS の 黒色沈殿 を 生成す る た め と考え られ る．試験

管 lt部の 沈積物 を落射蛍光 ・微分干渉光学顕微鏡お よび透過

型電子顕微鏡 を用 い て観察 した結果，こ の 硫酸還元菌選択培

地にて 培養 された 微生 物 は 球菌で あ る事が明 ら か とな っ た

（ll）
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第4 図　緑色バ イオマ ッ トの SEM 像 お よび EDX 分析 結果，バ イオマ ッ ト表面に は多 くの 糸状細 菌と様々 な大 きさの 油滴が存在する （A ，矢印），
油滴の拡大像．油滴は主 に S を含み （B，矢印 a），周囲 に は多数の 球菌が 認め られ る （B ，矢印 b）．銅藍 の 形成段階 を C 〜F に示す．油滴 は

糸状細菌 に取 り囲まれ （C），糸状細 菌が作 り出す，お もに P を含む薄膜 （バ イオ フ ィル ム ）に よ り覆われ る （D，矢印 a，b）．バ イ オ マ ッ ト中

に は 大小様々 な油滴が 存在し，全体がバ ．イオフ ィ ル ム に よ り覆われる （E，矢印）．完全に バ イ オ フ ィ ル ム で覆われた油滴 表面で は，銅藍 の結

晶化が認め られ る （F，矢 印）

Fig．4　SEM　micrographs 　and 　EDX 　analyses 　of 　green　microbial 　mats ．　A ；Agglutination　of 　m   entous 　bacteha　with 　dl旋 r。nt　sizes 　of 　oil

droplets　in　microbial 　mats （indicated　by　arrows）．　B ；Magnified　oil　droplets　lnainly 　contain 　S （an 　arrow 　a）surrounded 　by　coccus 　typed

bacteria（indicated　by　arrows 　b）．　Formation　proecsscs　of 　covcllite 　mincralization 　in　the　Qily 　hot　spring 　water （C−F），　C ；The　oil　droplet　is

surroundcd 　by　filamentous　baeteria．　D ；Biofilm（an 　arrQw 　b）which 　contains 　P，　Si　and 　S　covers　the　mass 　of 　filamentous　bacteria　and 　oil

droplets（arrows 　a）．　E ；Wide　range 　in　size 　of 　oil　droplets　exists 　on 　the　micrebial 　mats 　 which 　arc　covered 　with 　biofilms（an　arrow ）．　F ；

Cevellite　biomineralization　has　completed 　and 　thc　covellitc 　was 　formcd　on 　the　surface 　of　oil　droplets　and 　wrapped 　the　oil　droplet　in　biofilms．
The　crystalline 　covellite　is　composed 　ofhigh 　S　and 　Cu　with 　tracc　of　Na （an ・arrow ）

（12）
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Fig5　TEM 　micrographs 　of 　the　green　microbial 　mats 　containing

filamentous　bacteria　and 　oil　drop！ets．　A ；Many 　of　the　filarnentous
bacterial　cells （an 　arrow ）are 　covered 　with 　cohesive 　EPS

（Extracellular　Polymeric　Substances）（indicated　by　an 　arrow ），
Coccus　typed　bacteria　are　also　found　near　the　EPS （arrows ）．
B ；Cross−section 　of 　filamentous　bacteria　observed 　in　the　green
rnicrobial 　mats ．　The 且lamentous　bacteria　have　double　 membranes
and 　the　oxtra 　cellular 　poiymeric　substances （EPS）（indicated　by　an
arrow ）．　C ；Covellite　crystals　are　observed 　around 　the　cavity，

which 　are 　fb［med 　through　the　dissolution　of 　eil　droplets．　Covellite
crystals 　are 　surrounded 　by　a　number 　of　bacterial　cells．　Electron
diffraction　date　with 　dotted　and 　rlng　pattems　are　identi且ed　as　a

c【ystalline　covellite （analytical 　point　indicated　by　white 　arrew ）
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第 5 図　緑色バ イオ マ ッ ト中の TEM 像，　 A ；糸状細菌 の 細胞 周辺

には 細胞外多糖 類 （Extracellular　Polyrneric　Substance）が認め られ （矢
印），EPS 周辺 に は球菌が存在 して い る （矢印）．　 B ；糸状細 菌の 超

薄切片像．細胞は二 重膜 を持ち，広 範囲に EPS が 散在 してい る （矢

印）．C ；銅藍の 内部 は，空洞 にな っ て お り，かつ て 油滴が存在し

たが，エ タ ノ
ー

ル 処理 に よ り除去され た事を示 して い る，また，銅

藍集合 体 の 周辺 には B で 示 した ような多 くの 細胞が 認め られ る．
電子線回折パ ターン は銅藍の 2、78A （103），11SS　A （110｝），3．04
A （102）の 回 折が 認め られ た

3000　　　　　　　　　2000　　　　　　　　　1000　　　　400

　　　 Wavenumber ｛cm 　
1
】

第 6 図　緑色バ イオマ ッ ト （a ）お よび原油 （b ）の FT−JR 分析結

果．N−H，　 C−O，　 CH ， お よび CH3 結合 は両方 の 試料 に認 め られ，リ

ン 脂質 の 存在を示す C・N ・H ，P≡0 ，　 P・O −C お よび N−H の 結合 はバ イ

オ マ ッ ト中か ら認め られた

Fig．6　FT−IR　spectra 　of （a）microbial 　mats 　and （b）crude 　oil，　N −H
，

C＝0 ，CH ，
　and 　CH3　bands　are 　detected　iD　both　microbial 　rnats 　and

crude 　oil，　C−N −H ，　P＝O 　and 　P−0 −C　bands　are　only 　detected　in
microbial 　mats 　indicating　the　presence　ofphospholipids

型電子顕微鏡を用 い て観察した結果　こ の硫酸還元菌選択培

地 に て培養 さ れ た 微生物 は球菌 で あ る事が明らか となっ た

（Fig．7A，　B），球菌は 直径 lmm ほ どで （Fig7B ），局所的 に コ

ロ ニ ー
を形成して い た （Fig．7A）．

　
一
方，石油分解菌選択培地に より培養された微生物の 落射

蛍光微 分干渉光学顕微鏡およ び透過型電子顕微鏡観察で は，

バ イオマ ッ ト中に多数認め られた糸状細菌 と同
一

の 形態を示

す細菌の 繁殖が 認め られ た （Fig．7c，　D ），糸状細菌は幅 1

mm で，培地中で コ ロ ニ
ー

を形成 して お り （Fig．7C），周囲

に Eps を伴う （Fig．7D 矢印）．こ れ らの 結果 は，バ イ オマ ッ

ト中に認め られ た球菌が硫酸還元菌であり，糸状細菌が石油

（13）
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第 7 図　硫酸還元 菌お よ び石汕分解 菌の落射 蛍光光学顕微鏡写真お よび TEM 像．　 A ：硫酸還元菌選択培地 で は球菌 の 繁殖 とコ ロ ニ ー形成が認

め られ た．B ；球菌 は密接 に接触 し コ ロ ニ ーを形成 する．　 C ；石油5懈 菌選択培地 に は 糸状細 菌の 繁殖 とコ ロ ニ
ー

形 成が 認 め られ た，　 D ；糸状

細菌 の拡大写真で は，EPS が 確認され た （矢印）

Fig．7　A）Epifluorescence　micregraphs 　and 　TEM 　micrograph 　ef　sulfate　reducing 　bacteria　and 　oil　degrading　bacteria．　A ；Coccus　typed　bacteria
cultivated　in　sulfate　reducing 　bacterial　selective 　medium （EM ），　B ；Bacterial　cells 　adhered 　to　one 　another （TEM ）．　C ；Oil　degrading
filamentous　bacteria　cultivated 　in　oil　degrading　bacterial　selective 　medium （EM ）．　D ；EPS 　of 　filamentous　bacteria（an　arrow ）（TEM ）

分解菌で あるこ とを示す．すなわち，緑色バ イオマ ッ ト中に

観察され た糸状細菌およ び球菌 はそれぞれ異なる代謝様式 を

もっ てい る こ とが 明 らか とな っ た．

考　察

銅藍を形成す る Cu と S の起源

　本研究 に よっ て ，月岡温泉源泉井戸壁 に付着す るバ イオ マ

ッ ト中で の 銅藍の 結晶化作用が明らかとな っ た．一
般 に嫌気

的環境下 での 生体鉱物化作用は，微生物が水溶液中の NO3
．
，

SO ，

2−
1　 CO ，

2−
，などの 陰イオン および Fe3

＋

，　 Mn4
＋

などの 金属

イ オ ン を酸素の 代 わ りに 電子受容体と して利用 し，そ の 結果，

微生物の 細胞周囲に化学的な沈殿を生じ，結晶化が起 こ る と

されて い る （例えば 中川 ・福井 2003）．本研究で は，原子吸

光分析お よび 分光光度分析 に よ り温泉水中に化石 海水 の 特徴

を示す高濃度の Na
ト

，　 Ca2
’

，　K
’
，　Mg2

一
お よび SO42

．
が 認め ら

れた．一
方，温泉水中の Cu2

＋
濃度は検出限界以 下で あっ た．

しか しなが ら，ED −XRF 分析 に よ り，緑色バ イオマ ッ ト中に

は 37．2wte／。 もの Cu1O が含まれて お り，さらに原油中に も

2、6wt％ の CUzOが認め られた．これ らの 結果は銅藍の Cu は

温泉水由来で は な く，原 油由来 で ある事を示す．一
方，S 成

分は温泉水，原油中と もに 多量 に 含まれ て お り，どち ら も銅

藍の 生成 に利用可能で ある と考えられ る．

Cu2
“
の 水中へ の溶出に関する微生物の働 き

　光学顕微鏡観察 におい て バ イオマ ッ ト中に は多量 の 糸状細

菌および球菌が存在す る こ と を確認 し た （Fig．3）．ま た，

SEM 観察で 1よ バ イ オ マ ッ ト中の糸状細菌が油滴表面を覆

っ て い る様子が認められた．こ の 油滴表面に付着 した糸状細

菌が死後，溶菌して ，互 い に 癒着す る と，油滴 の 周囲に はバ

イオ フ ィ ル ム が形成 され る と考えら れ る （Flg．4）．さ ら に

TEM 観察で は微生物の細胞の外に EPS が広範囲 に存在する

の を確認 した （Fig．5）．こ の EPS の 存在は T 微生 物細胞が 原

油に 直接触 れ る こ と な く，原油 中の 炭素を代謝 に利用 して い

る可能性を示唆してい る，また，FT −IR 分析，分光光度法分

析に より，バ イオマ ッ ト中に は多量 の リ ン酸エ ス テ ルや リ ン

（14）
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第 8図　銅藍形 成 メ カ ニ ズム の 模式図．
面活性作用 を持つ レ シ チ ン，
まれ （A ），この 界面活性作用 によ り原油 巾の Cu 元素は温泉水中へ

溶出す る （B），溶 出した Cu は リ ン酸エ ス テ ル お よ び N・H と結合 し，
銅藍 を形成する

Fig．8　A 　schematic 　mechanjsms 　for　the　biomineralization　of
covellite ．　The　interactions　betwee！1　microbial　mats （oil　droplets，
bacteria）and 　hot　spring 　water 　are 　shown 　in（A）一（C）．（A ）
Phosphoric　esters 　and 　N −H 　band　are 　derived　frem　bacterial　ceil
walls 　and 　EPS ．（B）Osmotic　process　betWeen　crude 　oil　and 　hot
spring 　water 　through 　the　bacterial　ceH 　membrane ．（C）Bio−
accumu ］ation 　process：thc　bacterial　cell　walls 　accumulate 　Cu −S
bonded　to　phosphoric　cster　and 　N −H

　　　　1壁＼ 〜 警

钁雖 ．
　　　　　　　　　　　　　　　　
°

轢離ll
　 　 　 　 　 細胞膜 お よ び EPS に は 界

　リ ン 酸エ ス テ ル お よ び N −H 結 合が含

脂質 （特 に レ シチ ン）が含まれ る事が 明 らか にな っ た （Fig．6）．
リ ン酸 エ ス テル および レ シチ ン は生物由来の 界面活性物質と

して知られ てお り，と もに細胞膜 に含まれて い る （Ruggire］lo

and 　Liveri　2003）．　 Fig．8 に リ ン酸エ ス テ ル および レ シ チ ン に

よる原油成分の 溶出メ カ ニ ズ ム を示す．レ シチ ン を構成す る

2分子の 脂肪酸部分 は疎水性 で，グ リセ ロ ール，リ ン 酸お よ

（15）

び塩 基 部分 は親水性 を示す．こ の 性質 に よ り，レシチ ン は 強

い 界面活性作用を呈する （Urum 　and 　Pekdmir　2004）（Fig．8A）．

レ シチ ン の界面活性作用に より原油成分は容易に温泉水中へ

溶出し，Fig．3 で 観察され た ようなエ マ ル ジ ョ ン を形成する

と考え られ る （Fig．8B）．　 Liu　et　al．（1999）は カル ボ キ シ ル 基，

ア ミノ基，リ ン 酸，ヒ ドラジ ド基を含むキ レート樹脂を合成

し，重金属との キレ
ー

ト形成 につ い て研究 を行 っ た．その結

果 Cu イ オ ン は P ≡O ，　 P−0 お よ び N −H との キ レ
ート間で

反応を起こ すこ とを報告して い る．すなわ ち，レシチ ン の 界

面活性作用 で温泉水中へ 溶出した Cu イオ ン は，　 P ニO，　 P−0

お よび N −H の 結合 を持つ 細胞膜表面へ 吸着した後，細胞膜

の リ ン酸エ ス テ ル の 一〇−P−0 −，N −H また は C−N −H と反応 し，
−0 −P−0−Cu −N−H 一の キ レート錯体を形成する（Fig．8B）．さ ら に，

微生物は有機物分解の 際に リ ン 酸エ ス テ ル であ る イノ シ トー

ル リ ン 酸 を形成 し，低 溶解性 の 塩 を 固定す る （Bolt　and

Bruggebwert　l980）の で，−0 −P−0 −Cu −N −H一結合が形成 され，

さ らに細胞膜表面で は Cu −S 結合が 生 じ る と考え ら れ る

（Fig．8C）．つ まり，月岡温泉源泉井戸壁面 に付着するバ イオ

マ ッ ト中にお け る銅藍形成に関 して は，以 下の ような メ カ ニ

ズム が考えられ る．まず，微生物が油滴を取り囲み，後に そ

れらが溶菌す る と油滴表面はバ イオ フ ィル ム で 覆われる．こ

の 時，細胞膜や EPS に含まれる リン 酸エ ス テ ル お よ び レシ

チ ンが 界面活性剤 の 役割を し，原油中の 成分 は温泉水中に溶

出する．溶出した Cu イ オ ン は微生物の代謝に よ りもた らさ

れた有機物 と反応 し，細胞膜表面 に Cu−S結合を作 り，銅藍

が形成され る．

銅藍形成の メカ ニ ズム と微生物の役割

　上述 した ように，細胞膜表面で の銅藍の 形成は，微生物の

働 きで，原油から溶出 した Cu イオン が温泉水中の S と結合

して 形成 され る と考えられ る．Brookins （1988）は，硫化銅

鉱物は常温，常圧 （25℃，latm）の水圈環境で は，周囲の

pH ，　 Eh 環境 に よっ て生成する鉱物種が異なる事を報告して

い る．そ の 相平衡図 に よ る と，月岡温泉の 水質で あ る pH

7．3，Eh −184　mV の 条件
．
ドで は Cu2

」
と SO42

．
が結合して CuS

を形成する とされ，本研究結果と整合的で ある．

　なお，月岡温泉源泉中に は硫酸還元菌で ある球菌が存在 し，

嫌気条件下に おける硫酸呼吸に よ り，硫化水素と水を発生さ

せ てい る と考え られ る．こ の 事は，月岡温泉の 硫化水素発生

量が多い 事と
一

致 してい る，さらに，硫酸還元菌は単独で 生

育す るだ けで なく，他の 微生物の 嫌気的分解を抑制す る水素

イオ ン の 除去も行い ，微生物生態系の 維持および還元環境の

維持に重要な役割を果たして い る （、ヒ木 ・永井 1993）．すな

わち，月岡温泉水の 水質が非常に強い 還元環境に保たれて い

る事は，硫酸還元菌の 働きに よる と考えられ，こ の 強還元環

境が 銅藍の 生成 を促進 して い る とい える．

　また，嫌気的な石油分解 に は電子授与体 と して 硫酸塩が必

要 となる （坂田 2004）．月岡温泉の バ イオマ ッ ト中 に石油分

解菌で ある糸状細菌と硫酸還元菌で ある球菌が多量 に認め ら
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第 9 図 月岡温 泉源泉井 戸にお ける バ ク テ リ ア に よる鋼藍の 生体鉱物化作用 の模式図

Fig．9　A　schematic 　model 　ofbiomineralization 　of 　covellite 　in　the　Tsukioka　hot　springs

れ た こ とは，硫酸還元菌の 代謝産物で ある 硫酸塩を石油分解

菌が電子授与体として使用 して代謝活動を行っ てい る事を示

唆して い る．

　温泉水 と共に 噴出した原油 はバ イオ マ ッ ト表面 に付着する

と，石油分解菌で ある糸状細菌が栄養源を求めて油滴周囲に

集まる．また，バ イオ マ ッ ト中の油滴周辺 で は，電子授与体

を求め て 硫酸還元菌で ある球菌が繁殖を続ける．さらに，油

滴表面 に集 まっ た 糸状細菌 は後 に溶菌して 油滴表面 はバ イオ

フ ィ ル ム で完全 に覆わ れ る．その 際 細胞膜お よび EPS に

含まれる リ ン 脂質，特 に，界面活性能力を持つ レシチ ン お よ

び リ ン 酸エ ス テ ル 等の 働 きに よ り原油中の 成分 は温泉水中 に

溶出 し，原油は エ マ ル ジ ョ ン 化す る，原油 か ら溶出した Cu

は リ ン酸エ ス テ ル 内の 一〇−P−0一お よび・N −H 一とキ レート錯体

を形成し，バ イオ フ ィ ル ム の 表面 に蓄積 される．pH7．3およ

び Eh −184　mV の 環境で は Cu −S 結合反応が進み，結果とし

て 銅藍iが形成される （Fig．9）．すなわち，糸状細菌の 細胞膜

と EPS の 存在，および球菌の 代謝，水質の 還元化に よっ て，

銅藍の 生成に適した環境が作り出されて い る とい える．

　本研 究 は，還 元 環境下 に お ける，微 生 物に よる重 金 属の 濃

集 と生体鉱物化作用，特に，微生物細胞膜起源の 有機物質が

密接 に 関与 した 銅鉱物の 形成 メ カニ ズ ム に つ い て 明らか に し

た，

ま とめ

　日本有数の 石油資源の 産地で ある新潟県月岡温泉の 原油混

じりの 温泉源泉井戸壁面に は緑色バ イオマ ッ トが形成 しt そ

の 中 に顕微的 な銅藍 の 結晶集合体の 生 成 が 認め られ た．源泉

（16）

に 形成され た緑色バ イ オマ ッ ト中 に は石 油分解菌で ある糸状

細菌お よび硫酸還元菌の球菌が共生 してい る．バ イオフ ィ ル

ム で覆われ た油滴の 表面 に は銅藍 の 結晶集合体が 電子顕微鏡

に よ り観察 され た．FT−IR 分析お よび リ ン 脂質分析 に より，

微生物の 細胞膜お よび細胞外多糖類 （EPS ）に は界面活性作

用を持つ レ シ チ ン およびリ ン酸 エ ス テ ル の 存在が 認め ら れ

た．こ れらの 存在に よ り，原油成分である Cu が容易に温泉

水中へ 溶出 し，バ イ オ フ ィ ル ム 表面で S と結合す る 事 に よ

り ，銅藍 （CuS ）の 結晶化が起 こ る 事が明 らか と な っ た．本

研究 は，嫌気環境下 で起 こ る，微生物に よる石油分解の メ カ

ニ ズ ム，お よ び 原油に 含有され る重金属の 挙動に伴う生体鉱

物化作用 につ い て 明 らか に した，
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