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Abstract

Microbiogenic kaolinite (bio-kaolinite) was observed on the surface of microorganisms in cultured

biomat from water-soil system under natural conditions. The bio-kaolinite exhibits several different

structural and micromorphological characteristics from that of usual standard kaolinite. Optical and

electron microscopic observation revealed that very thin bio-kaolinite film covered on the surface of

microorganisms. This kaolinite indicates almost the same XRD and EDX patterns except its high

background. However, FT-IR analyses, exhibits characteristic absorptions of O-H (3651 cm-1), C-H and C-

N (2925, 1454 and 1420 cm-') bands indicative of organic origin. Atomic force microscopic observations also

disclosed that orientated nano-meter scale bio-kaolinite formed clusters.

Key words: bio-kaolinite, cluster, biofilm, FT-IR, atomic force microscopy (AFM)

1.は じめ に

粘土鉱物 は岩石 ・鉱物が風化作用,続 成作用,

変質作用 を受けて生成されると言われているo特

に,代 表的な粘土鉱物であるカオ リナイ トは,火

山岩の熱水変質や,雲 母 ・長石o火 山ガラスな ど

の風化作用で生成 し,主 に堆積岩,土 壌中に産す

る1,2).カ オ リナイ トの生成 については,主 に,

物理的,化 学的に研究がされてきた3-9).し か し,

近年,粘 土鉱物の生成 に,こ のような物理的,化

学的な側面だけでな く,微 生物の関与が指摘され
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るようになった10-17).例 えば,温 泉,河 川 にみら

れるバ イオマット中で微生物が自生鉱物 として粘

土鉱物 を生成した り17),自 然条件下での培養実験

において,桿 菌や球菌のコロニーで構成されるバ

イオマ ット中で層状珪酸塩鉱物が形成 されている

ことな どが報告されている.ま た,藻 類 の細胞壁

をベ ン トナイ トが覆 っていること13)や粕薬 として

用い られ る珪石の水溶液中に生成 したバ イオマッ

ト中でシアノバ クテリアがハロイサイ トを形成し

ている14)など,様 々な環境下で,微 生物 と粘土鉱

物の相互作用が認 められている.
一方 ,粘 土鉱物 はその微細な粒子表面 の吸着作

用や触媒作用によって生物活動 と深 く関わ ってい

るため,そ の有用性の追求だけでな く,生 命の起

源や進化を探求する分野で も,生 命体 と粘土鉱物

との相互作用について多 くの研究がな されてき

た18-21).粘土は原始地球が形成された時点から存

在 し,そ の粘土と水が存在する環境下において,

生命が誕生 した という説がある21).そ れは,生 命

の前駆体 として粘土は鋳型の役割 をし,そ の場で

遺伝子複製が行われたという考え方である.ま た,

グリシン水溶液 にカオ リナイ トを加 えて水和 と蒸

発 を繰 り返すことで5量 体ができること,カ オ リ

ナイ トの存在下では,リ ボースなどは安定に存在

すること22)など,有 機物 と粘土鉱物の相互作用か

ら生命誕生へのアプローチ もされている.

本研究では堆積物 と水溶液を用いた自然条件下

での培養実験において微生物によって生成 したカ

オリナイ トについて,そ の表面形態 と化学結合か

らそのカオ リナイ トが明らかに微生物起源である

ことを確かめた.な お,本 研究において,微 生物

が関与 して生成 したカオ リナイ トをバ イオ ・カオ

リナイ トと呼び,標 準試料である粉末のカオリナ

イ トと区別 した.微 生物のコロニー中に生成 した

バイオ ・カオリナイ トのクラスターについて,光

学顕微鏡,走 査型電子顕微鏡,透 過型電子顕微鏡

および原子間力顕微鏡を用いて観察を行った結果,

クラスターの単位や配列の方向性など新 しい知見

を得たので報告する.

2.試 料 お よび分析方法

2.1試 料

ブラジル,ボ ル トアレグレのPassoRealDam

より採取した赤褐色のダム堆積物(カ オ リナイ ト

を主 とする)20gに 北海道阿寒国立公園オンネ トー

湯の滝 に生成する黒色 の堆積物(ブ ーセライ トと

微生物 を含む)1gを 混合 し,そ こに蒸留水100

m1を 加 えて室温 に静置 した.な お,自 然培養実

験 は外部か らの殺菌の混入 を防 ぐためブタをし,

太陽光の当たる場所で行 なった(Fig.1A).混 合

液 はす ぐに凝集沈殿 し,透 明にな りpH6.0を 示

した.本 研究では,1998年11月9日 に自然培養実

験 を開始し,2000年1月24日 に生成されたバイオ

フィルムを観察 した.観 察時のpHは7.4で あっ

た.な お,容 器の壁面,堆 積物表面及びスライ ド

ガラスの表面全体に黄褐色のバイオフィルムが2～

3ヶ 月で生成 し,日 数 を経過するに従 って,厚 く

な り,約1年 後には,0.01～0.1mmの 厚さとなっ

た.バ イオフィルムは非破壊で,フ ィルムのまま,

下記の分析を行った.な お,比 較のために,熱 湯

を加え,殺 菌 した試料 も平行 して実験 を行なった

が,バ イオフィルムの形成は認められなかった.

2.2分 析方法

2.2.1光 学顕微鏡観察

生成 したバイオフィルムをそのまま,ス ライ ド

ガラスにのせ微分干渉顕微鏡(NikonOPTIPHOT-

2)を 用いて観察 した.バ イオフィルム上の微生

物 の 存 在 を確 か め るた め に,DAPI(4',6-di-

amidino-2-phenylindole)で 染 色 した試料 を微

分干渉顕微鏡に付属 している落射蛍光装置を用い

て観察した.生 きている菌 はDNAが 青色を呈 し,

その存在が確認で きる.

2.2.2エ ネルギ上分散型蛍光X線 分析

バイオフィルム及び培養液の化学組成 を調べる

た め に,エ ネル ギー分 散型蛍光X線 分 析装置

(JEOLJSX-3201,Rh-Kα 線源)を 用 い,加 速電

圧30kVでFP一 バルク法 によ り定性分析を行 っ

た.バ イオフィルムは自然乾燥させ,マ イラーフィ

ルム上に貼 り付け定性分析を行った.ま た,バ イ
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オフィルム生成後の培養液を数滴,マ イラーフィ

ルム上で自然乾燥させ,同 様 に定性分析 を行った.

2.2.3X線 粉末回折分析

出発物質であるブラジルのダム堆積物(AGO23)

および自然培養実験で生成 したバイオフィルム中

の含有鉱物 を調べ るために,X線 粉末 回折分析

(理学電機製RINT1200)を 行 った.ダ ム堆積

物は粉末に蒸留水を加 えスライ ドガラスに塗布し,

バイオフィルムは非破壊で,そ のままスライ ドガ

ラス上にすくい取 り,両 試料 とも自然乾燥 させた.

試料 は,CuKα 線照射で2θ=3～65.の 範囲で

測定 した.

2.2.4走 査型電子顕微鏡観察 およびエネルギー

分散分析

走査型電子顕微鏡(JEOL JSM-5200LV)を 用

いて,バ イオフィルムの観察を行 った.試 料は1)

自然乾燥後,そ のままカーボン蒸着 して,観 察,

2)微 生物 をより詳細に観察するためにぬれた状

態で凍結乾燥 し,蒸 着せずに観察する方法 も行っ

た.凍 結乾燥の際,試 料 はt-ブ チルアル コール

でバイオフィルムを表面固定 し,液 体窒素で凍 ら

せて,低 真空状態で観察 を行った.な お,凍 った

試料は装置内で昇華させることにより,自 然の状

態が観察できる.一 方,構 成元素の組成 は,走 査

型電子顕微鏡に取 り付 けられたエネルギー分散分

析装置(PHLLIPS EDXA PV2000EX)を 用い,

加速電圧15kVで 定性分析 した.

2.2.5透 過型電子顕微鏡

支持膜のないマイクログリッドにバイオフィル

ムの薄い部分を直接載せて,自 然乾燥後,無 蒸着

で透過型電子顕微鏡(TEM)(JEOL,JEM-2000EX,

加速電圧120kV)を 用いて観察を行 った.

2.2.6原 子間力顕微鏡観察

TEMで 認 められたバイオ ・カオ リナイ トの最

表面の微細形態 をより詳細 に調べるために,原 子

間力顕微鏡(AFM)(JEOL,JSTM-4200D)を

用いて観察を行った.バ イオフィルムの薄い部分

を1cm四 方のシリコンウエハーの上に直接載せ

て自然乾燥後,走 査針 を試料にあてて画像を得 る

コ ンタ ク トモー ドお よび走査 針 を試料 にあてない

で画像 を得 るACモ ー ドの両 方で観察 した.

2.2.7フ ー り工変 換型 赤外線分光 分析

バ イオ ・カオ リナイ トと標準試料 で あ るカオ リ

ナ イ トAPI62(Cornwall,UK)の 化 学 結 合状 態 を

比較 す るため に,フ ー リエ変換型赤 外線 分光光度

計(FT-IR)(日 本 分 光FT/IR-610)を 用 い て測定

を行 った.乾 燥 させ た バ イオ フ ィル ム を約30μg

と赤 外透 過材料 の粉 末臭 化 カ リウム(KBr)10㎎

を メノー乳鉢 で混 合 し,MP-1型 ミク ロ錠剤成形

器 とMT-1型 ミニ プ レス を用 いて,直 径3mmの

錠 剤 を作成 し,400～4000cm上1の 波数域 で測定 し

た.

3.結 果

3.1光 学 顕微鏡 観 察

光 学 顕微 鏡 観 察 の 結 果,Fig.1B～Fに 示す よ

うに,バ イオ フィルム 中 には,多 種 多様 の微 生物

が認 め られた.そ の形態,大 きさ,ク ロロ フィル

の有 無 に より5種 類 に分類 で きる.バ イオ フィル

ム上 に は糸状 の藻 類(幅2μm以 上,Fig.1(1)),

球 状 の藻 類(直 径1μm以 上,Fig.1(2)),数 珠 状

に な って い る シ ア ノバ クテ リア(短 径 約2畑,

Fig.1(3)),糸 状 の バ ク テ リ ア(幅 約1.5μm,

Fig.1(4)),球 菌(1μm以 下,Fig.1(5))の 存 在 が

認 め られ る(Fig.1B～F).微 分 干 渉顕 微鏡観 察

によ り,バ イ オ フ ィル ム上 には主 に幅 約1.5μmの

糸状 のバ クテ リアが ほ とん どすべて の場 所で生息

してお り,そ の 中 に幅約6μm程 の 糸状 の藻類,

球 状 の藻類(直 径 約7μm),数 珠 状 の短径 約2μm

の シア ノバ クテ リアが共生 してい る こ とが明 らか

で あ る(Fig.1B～F).糸 状 の藻 類 は凝 集 した り

塊状 にはな らず,糸 状 のバ クテ リアの間 を縫 うよ

うに存在 し,球 状 の藻類 もまた,分 散 して存在 し

てい る.

落 射蛍光顕微 鏡観 察 において,シ ア ノバ クテ リ

ア は分散 しなが ら,一 部 コロニー を形成 して存 在

し,そ の中 に は球菌 も多 く認 め られ る(Fig.1c,

F).糸 状 の バ クテ リア は510～560nmの 波 長 の

可 視光照射 によ り,赤 色 の蛍光 を発 し,ク ロロフィ

ルの存在 を示 すが,糸 状 の藻類,シ アノバ クテ リ
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Fig.1 (A) A schematic diagram of a natural cultivation system showing a biofilm formation on a glass slide, a
wall of beaker and surface of sediments. (B—F) Optical micrographs of bio-kaolinite showing mixture of
microorganisms associated with kaolinite particles (arrow,(6). B, D; Optical micrographs of mic-
roorganisms (arrows(1)-(4)) associated with bio-kaolinite. C, F; Epifluolescence micrographs of DAPI-
stained bio-kaolinite (arrows (6) and cocci (arrows (5)). E; Microorganisms excited with light from 510 to
560 nm. (Arrows (1): filamentous algae, Arrows (2): spherical algae, Arrows (3): cyanobacteria, Arrows
(4): filamentous bacteria, Arrows(5): cocci, Arrows(6):bio-kaolinite)
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アに比 べ て その 蛍光 は弱 い(Fig.1E).ま た,糸

状のバ クテ リアや藻類 を覆 って黄色に光 る物質 は,

後 述 す るXRD分 析 結果か ら,バ イオ フィルム上

で生成 したカオ リナイ トの存在 を示す(Fig.1C,F).

な お,カ オ リナ イ トは黄色 の 自家蛍光 を もつた め,

カ オ リナイ トが糸状の藻類 の細 胞壁 にあ る一定 の

間 隔 を空 け て生 成 して い る こ とが認 め られ た

(Fig.1F).こ れ は細胞 壁 とカオ リナイ トの間 に

何 らかの粘着物 質が ある ことが示唆 され る.

3.2培 養 液 の化 学組成及 び 出発物質 の鉱物組 成

バイオ フ イル ム形成後 の無色透明 の培 養液 につ

い て,そ の溶 存 物質 をエ ネル ギ ー分散 型 蛍 光X

線 分析 装 置(JEOLJSX-3201,Rh-Kα 線 源)を

用 いて,定 性 分析 を行 った.培 養液 中に はC,0,

Na,Mg,Al,Si,P,S,K,Ca及 び弱 いFeの 反 射

が認 め られ,特 に,Sの 存 在が顕著 で あ る(Fig.2

A).な お,Rhの ピーク は分析 装置 由来 の元 素で

あ り,試 料 中 の ものではな い.培 養 に用 いた赤褐

色 のダ ム堆積 物 の粉末X線 回折分 析 に お い て,

石 英(3.35A),ク リス トバ ライ ト(4.05A)及 び

カオ リナイ ト(7.23,4.45,4.26,3.58,2.49A)

の反 射が認 め られた(Fig.2B).ま た,オ ンネ トー

湯の滝の黒色堆積物 は,ブ ーセライ トの反射(10.1,

5.0,2.4A)を 示 した.す なわち,堆 積 物 か ら

pH6～7で 溶 液 中 に多様 の イオ ンが溶 出す る こと

を示 してい る.

3.3バ イ オフ ィルムの化 学組成及び鉱物 組成

エ ネル ギ ー 分 散型 蛍 光X線 分析 装 置(JEOL

JSX-3201,Rh-Kα 線 源)を 用 いて,バ イオ フ ィ

ル ムの定性 分析 を行 った.バ イオ フィル ム には強

いAl,Si,S,K,Ca,Ti,Mn及 びFeの 他 に,弱

いC,0,Mg,Pの 反 射が認 め られた(Fig.3A).

特 に,カ オ リナイ トの成分 であ るA1,Si,S,Fe

の存 在 が顕著 で ある.な お,前 述 の よ うに,S成

分 は溶液 中 に も多量 に存在 してい る.ま た,そ の

バ イオ フ ィル ム の粉 末X線 回折分析 にお い て,

カオ リナイ ト(7.13,4.43,4.23,3.55,2.49A),

石 英(3.33A)及 び ク リス トバ ライ ト(4.03A)

の反 射が 認 め られた他,4～3Aに か けてバ ック

グラウ ン ドが 高 く,非 晶質物 質の存在が 示唆 され

る(Fig.3B).な お,SやFeを 持 つ鉱 物 の反射

は認 められない.こ こでバイオフィルム上で生成

したカオリナイ トをバイオ ・カオ リナイ トと呼び,

標準試料のカオリナイ トと区別する.な お,標 準

試料のカオリナイ トは,7.38, 4.45, 4.37, 3.57,

1.49Aに 反射をもつ高結晶度のカオ リナイ トで

ある.

3.4走 査型電子顕微鏡観察とエネルギー分散分析

自然乾燥したバイオフィルムの走査型電子顕微

鏡観察 において,光 学顕微鏡観察で も認 められた

糸状のバクテリアで構成 された網状構造が顕著で

ある.幅 約1蜘 の糸状のバ クテ リアが絡 まって

で きた網の中に,幅 約6蜘 程の糸状 の藻類が縦

横に存在 しているのが認められる(F忽4A).凍

結乾燥法による観察では,バ イオフィルムが糸状

のバ クテリアによって複雑 に入 り組んだ網状構造

を構築 してい く様子が明 らかである(Fig.4B).

また,所 々に1蜘 以下の粒子が分散 して微生物

を覆 っている.バ クテリアの表面をエネルギー分

散 分析 す ると,強 いAlとSiの 反射 に加 え,

弱いP,S,Cl,Kの 反射が認められた(Fig.4C,

(1)).こ れは,前 述 のXRD分 析結果 より,バ ク

テリアの細胞壁に形成 されたバイオ ・カオリナイ

トであると同定される.弱 いP,S,Cl,K,の ピー

クは,バ クテリアの成分か ら由来した元素である.

なお,Fig.3で 示 したバイオマット全体の化学組

成やバクテリア周辺の物質(Fig.4c,(2))と 比較

すると,バ クテ リアの細胞表面には,SとFeが

極端 に少ない.

3.5透 過型電子顕微鏡観察

糸状のバクテリア(幅 約1.5細)の 透過型電子

顕微鏡観察では,細 胞表面に,約50nm平 方の

薄膜 の微粒子が多数張 り付 くように生成 している

のが認め られた(Fig.5).ま た,溶 菌後,バ クテ

リアの細胞表面の大部分がカオ リナイ トの薄膜に

置 きかえられている もの(Fig.5B)や 細胞壁 の

周 りに高結晶度のカオ リナイ トが定方位に配列 し

て形成 してお り,格 子像 も認められる(Fig.5c,

矢印).そ の面間隔 は約7Aで あることか ら,こ

れらの薄膜はカオ リナイ トであると同定できる.
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A culture solution B Sediments

Fig.2 (A) ED-XRF analysis of a cultured solution showing contents of C, 0, Na, Mg,Al, Si, P, S, K, and Ca
elements.(B) A X-ray powder diffraction pattern of sediments collected from Passo Real Dam in Brazil.
The sediments are mainly composed of quartz, cristobalite and kaolinite.

A Bio-kaolinite (Biofilm) B Bio-kaohnite (Biofilm)

Fig.3 (A) ED-XRF analysis of a bio-kaolinite showing contents of C, 0, Al, Si, P, S, K, Ca, Ti, Mn and Fe
elements.(B) A X-ray powder diffraction pattern of a bio-kaolinite is mainly composed of kaolinite, quartz
and cristobalite.
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A

C

B

(1)

(2)

Fig.4 Scanning electron micrographs of bio-kaolinite.(A) Bin-kaolinite after drying under room temperature,
(B) bio -kaolinite after freeze drying treatment showing bacteria as the main component,(C) living bacteria
with bio kaolinite and the EDX spectrum indicate the main components of Si and Al ((1)). The EDX
spectrum of no bacteria area indicate the components of Si, Al, S, Cl, K, Ca and Fe ((2)).
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A

B

C

Fig.5 (A) Transmission electron micrograph of bio-kaolinite after drying under room temperature, (B) bacteria
covered with kaolinite clusters, (C) kaolinite on a cell wall. The high resolution TEM image showed
0.7nm(001) spacings (arrow in C).
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3.6原 子間力顕微鏡観察

透過型電子顕微鏡観察により,認 められたバイ

オ ・カオリナイ ト薄膜の最表面の微形態をより詳

細に観察するために原子間力顕微鏡観察を行った-

シリコンウエハー上で自然乾燥させたバイオフィ

ルムの比較的薄い部分 を観察するとクラスターが
一 定 の方 向 に配 向 して い るの が認 め られ た

(Fig.6A).そ のクラスターの大 きさは50～500

nmで あ り(Fig.6B),そ の表面 には,糸 状の有

機 質様物 質が網 目状 に分布 してい るのが認 め られ

た(Fig.6C,D).

バ イ オ フィルム を上か ら見 ると,ク ラス ターは

やや楕 円形 を してい るので高 さ方向だ けで な く,

水 平方 向 に も,配 向 してい る様子 が観察 で きた.

す なわ ち3方 向に配向 してい るクラスター は,互

い に境 界が は っ き りと観 察 で きる もの(Fig.7A=

1,B-1),ク ラ ス ター 同士 が付 着 して境 界 が 区別

で きな い ほ ど成 長 して い る もの(Fig.7c,D)な

A

C

B

D

Fig.6 Atomic force micrographs using contact mode showing (A) bio-kaolinite clusters, (B) close up image of the
frame on Figure 6 (A) and (C, D) net-structure of organic materials on clusters.
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どが観 察 された.ま た,ク ラ ス ター の厚 さは2

nm(Fig.7B-2)か ら20nm(Fig.7A-2)で あ り,

バ イオ ・カオ リナイ トの成長過程 を示 唆 してい る.

3.7フ-リ エ変換 型赤外 分光分析

バ イオ ・カオ リナイ トと標準試料 の カオ リナ イ

トの化学結 合 を比較 す るために,フ ー リエ変 換型

赤外線分光光度計 を用いて測定 を行 った.バ イオ ・

カ オ リナ イ トの試料(Fig,8A)で は3697お よ び3622

cm.1に カ オ リナ イ トの構 造 水0=Hの 伸 縮振 動 に

対 応 す る ピー クが,ま た,3405お よ び1657cm.1

に吸 着 水な どの水分 子の伸縮振動 お よび変角振動

に対 応 す る ピー クが 認 め られ た.さ ら に,2925

cm.1にC=Hの ピー ク,1034cm-1にSi-Oの 伸 縮振

A-1

A-2

C

B-1

B-2

D

Fig.7 (A-1) and (B-1) atomic force micrographs using AC mode showing oriented bio-kaolinite clusters on silicon
wafer under air condition. (A-2) and (B-2) cross sectional views along the white lines in A-1 and B-1,
respectively. (C) and (D) oriented bio-kaolinite clusters adhering to each other.
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A Bio-Kaolinite (Biofilm)

B Kaolinite (Standard)

Fig.8 FT-IR spectra of bio-kaolinite (A) and standard kaolinite for reference material API62(Cornwall, UK) (B).
Close-up patterns at 3750-3550 and 1500-1300 cm-1 of bio-kaolinite (A) and standard kaolinite (B).
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動,912cm-1にAl-OHの 伸縮振動,さ らに,537

および471cm-1ガにSi-Oの ピークが認 められた.
一方
,標 準試料 のカオ リナイ ト(Fig.8B)で

は,バ イオ ・カオ リナイ トに認め られた3651cm-1

の小 さい吸収 ピークは認められなかった.ま た,

バ イオ ・カオ リナ イ トには,2925,1454,1420

cm-1に顕著なピークが認められ るが標準試料のカ

オリナイ トには,ほ とんど認め られない差異があ

る.さ らに,バ イオ ・カオ リナイ ト(Fig.8A)

のIRス ペク トルは標準試料(Fig.8B)に 比べて,

カオリナイ トの構造水以外の水の存在 を示すピー

クが顕著である。

4.考 察

堆積物 と蒸留水 を入れた容器 を日光の下に静置

するだけで,2～3ヶ 月後 にはバイオ フィルムが壁

に形成 した.こ の常温 ・常圧下で形成 したバイオ

フィルムには多種 ・多様の微生物が共生 し,そ れ

らとともにカオリナイ トの微粒子が形成 した.以

下に,微 生物関与で生成 したバイオ ・カオリナイ

トの特徴 について考察する.

4.1バ イオ ・カオ リナイ ト

バイオ フィルムには幅約1μm程 の糸状のバ ク

テ リアが密集してお り,そ の中には球菌(直 径1

μm以下)の 他に,幅 約6μm程 の糸状の藻類,直

径約7μmの 球状 の藻類,短 径約2μmの シアノバ

クテ リアが共生 している(Fig.1B～F).落 射蛍

光顕微鏡下で,バ イオフィルム中のカオ リナイ ト

は黄色の蛍光を発するのでその存在が確認できる.

このため,Fig.1Fに 認め られた ように,カ オ リ

ナイ トが糸状の藻類の細胞壁に直接生成せずにあ

る一定の間隔を空けて生成 していることがわかる.

これは糸状の藻類の細胞壁 とカオ リナイ トの間に

何 らかの粘着物質があることが示唆 される.ま た,

カオリナイ トの析出が周囲にいる糸状のバクテリ

アの周囲の折出より早いことが示唆される.こ れ

は,糸 状の藻類 と糸状のバ クテリアの粘着物質や

代謝作用の違いによると考 えられる.粘 土鉱物が

紫外線によって黄色の蛍光 を発することや微生物

の細胞壁 と粘土鉱物 間の粘着物質の存在 は上島

ら1島13)によって も指摘 されている.一 般に,バ イ

オ フ ィルム は一種類以 上の微生物 で構 成 され,温

度,pH,栄 養,流 速,光 な どの多 くの要素 に依

存 して,複 雑 で多様 な構造 物 を形 成 す る23,24,25).

微 生 物 の細胞 壁や粘着物 質表面 に形成 した薄膜

状 のバ イオ ・カオ リナイ トのFT-IR測 定 は,そ

れ ぞ れ3697,3622cm『1に カ オ リナ イ トの構 造 水

0-Hの 伸 縮振 動 に対 応 す る2つ の ピー クを示 し

た.ま た,カ オ リ ン鉱物 の判 定 に使 われ る ピー

ク26,27)が,バ イオ ・カオ リナ イ トで1034,912,

に み られた.し か し,吸 着水 な どの水分子 に対応

す る3405cm-1の 顕 著 な ピー ク は,標 準 試料 や従

来 報告 され て きた 多 くの カオ リナ イ ト26上29)では ほ

とん ど認 め られて いない.こ の ことはバ イオ ・カ

オ リナイ トが構造 水 とは異 な る水 を多 く含 んで い

るこ とを示唆 す る.さ らに,バ イオ ・カオ リナ イ

トに お い て,3651,1454,1420cm上1に 強 い顕 著

な ピー クが認 め られ たが,3651cm上1の ピー ク は

Bishand Johnston30)に よ る とOH2とOH4の コ

ンビネー シ ョンに よる吸収 と報 告 され ている.ま

た,Fialips et al.31)は カ オ リナイ トのpHを 変 化

させた熱水合 成実験 か ら,生 成 したカオ リナイ ト

の1400cm上1の ピー ク は表 面 に吸着 した 陽 イオ ン

(NH+やNa+)がKBrの ペ レ ツ ト中のK+イ

オ ンと置換 す る ことによって生 じる ことを報告 し

て い る.そ の実験 で は,低 いpHで 生 成 した もの

ほ ど3651cm上1の ピー クは大 き くな り,1400cm上1

の ピー クは逆 に小 さ くな った.こ の合成 実験 に よ

るカオ リナ イ ト及 び本研 究で用 いた標準 試料 のカ

オ リナ イ トのFT-IRス ペ ク トル は,1400cm上1前

後 に 吸収 ピー ク(Fig.8B)が ほ とん ど認 め られ

な いのに対 し,本 研究 で生成 したバ イオ ・カオ リ

ナ イ トで顕 著 で あ った1454,1420cm=1の 吸 収 ピー

ク(Fig.8A)は カ オ リナイ トの構 造 に含 まれ る

多量の有機物 に よるためであ る と考 え られ る.

4.2バ イ オ ・カオ リナイ トの ク ラス タ上

50～500nmサ イ ズ のバ イ オ ・カオ リナ イ トの

クラス ターがFig.6,7で 示 した ように一定 の方

向に配向 してお り,そ のクラス ターの表面 に は有

機質様 物質 が網 目状 に分布 してい る.こ の ことは

前述 のFT-IRス ペ ク トルの吸 収 ピー ク(1454,

1420cm-1)が 有 機 物 等 に由来 す る こ とと相 関 す

る.こ の クラス ターの厚 さは2～20nmで あ り,
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観察場所によっては配向性や分布 に多少の違いが

認められる.

Georgia産 カオ リナイ ト(KGa-1)は 原 子 間

力顕微鏡観察32,33,34)において 自形 を示しているの

対 して,本 研究のバイオ ・カオ リナイトは自形 を

示 さず,全 体 的 に丸 み を帯 びてい る.ま た,

Zbik and Smart34)はGeorgia産 カオリナイ ト

(KGa-1)とNorth Queensland産 カオリナイ ト

のアスペク ト比 を測定した結果,前 者は比較的 ア

スペクト比が一定 しているの に対 して後者 はば ら

つきがあり,そ の分布の違いが試料の産状や性質

の違いを示す と報告している.本 研究のバイオ ・

カオ リナイ トの場合,Fig.7A-1で みられるクラ

スターのアスペ ク ト比は4～8と 低いものか ら10

以上の高い ものまであるの に対 して,Fig.7B-1

でみられるものは,い ずれ もアスペク ト比が10前

後 と一定 している.こ れは,そ の生成過程におい

て,微 生物の細胞壁や粘着物質 などの有機物 の存

在 によって影響 されると考 えられる.一 般 に,2

蜘 より小さく,ア スペク ト比が高い粒子は表面で

配向する傾向がある.本 研究 におけるバイオ ・カ

オ リナイトのクラスターはバイオフィルムを上か

ら見るとやや楕円形をしてお り,3方 向に配向 し

ている.こ のように,ク ラスターが配向する原因

として,微 生物の細胞壁や粘着物質の表面に対 し

て一定の方位関係を持ちなが らカオ リナイ トの ク

ラスターが形成 されるメカニズムが考えられる.

すなわち,カ オ リナイ トの核形成において,微 生

物の細胞壁表面 の構造や微生物が出す粘着物質 と

何 らかの相互作用があると考 えられる.

5.ま とめ

自然培養実験 においてバイオ フィルム上にカオ

リナイ ト(バ イオ ・カオ リナイ ト)が 生成 した.

バイオフィルムには幅約1.5μm程 の糸状のバ クテ

リアが密集 してお り,そ のなかにシアノバ クテ リ

ア(短 径約2μm),球 菌(直 径1μm以 下),糸 状

(幅約6μm)お よび球状(直 径約7μm)の 藻類が

共生している.落 射蛍光顕微鏡観察において,そ

のバイオフィルム上でバイオ ・カオリナイ トは黄

色の蛍光を発 し,カ オ リナイ トが糸状の藻類の細

胞壁に直接生成せずにある一定の間隔を空けて生

成 している.こ の ことか ら糸状 の藻類の細胞壁 と

カオ リナイ トの間に何 らかの粘着物質があること

が示唆 される.ま た,カ オ リナイ トの析出が周囲

にいる糸状のバクテリアの周囲より早い ことも示

唆される.こ れは,糸 状 の藻類 と糸状のバ クテリ

アの粘着物質や代謝作用の違いによると考 えられ

る.バ イオ ・カオ リナイ トのFT-LRス ペ ク トル

は,OH2,OH4,の 吸収や構造中の有機物の存

在 を示 した.原 子間力顕微鏡 によって,高 さが2～

20nmで あ り,大 きさが様 々なサイズの(50～

500nm)バ イオ ・カオ リナイ トのクラスターが
一定の方向に配向しているのが認められた.ま た,

そのクラスター表面には有機質様物質が網 目状に

分布 している.ク ラスターが配向する原因 として,

微生物の細胞壁や粘着物質の表面 と一定の方位関

係をもったカオ リナイ トの析出が考 えられる.
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