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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Abstract

　　 Red 　brownish　microbial 　mats 　grow 　on 　the　surface 　of　drainage　pond　at　Iriki　Kaolin　deposit，　Kagoshima 　Prefecture，　Japan，
are 　predominantly 　iron　oxidizing 　bacteria．　 The　Fe−bacteria　quickly　occur 　on　the　surface 　of　acidic 　water 　pH 　3，4　within 　few　days．

　　The 　biofnms　are 　composed 　of　amorphous 　iron　hydroxides　and 　ferrihydrite　are 　found　both　in　natural 　system 　and 　cultured

solution 　after 　90　days　under 　pH 　6→2．5　condition ．

　　Optical　and 　SEM −EDX 　microscopy 　showed 　the　formatiQn　processes　of　Fe −rich 　biefilms　with 　green 　unicellular 　bacteria

occurred 　in　the　system 　of 　deionized　water 　and 　kaolinite　blocks．　 In　the　system ，　Fe　and 　S−rich 　biofilms　around 　kaolinite　blocks

can 　be　 seen ，　suggesting 　kaolin　minerals 　 encourage 　to　form　the　biofilms　 as 　accelerator 　in　the　 acidic 　drainage　pond ．　The

biofilms　use 　ferrous　ions　as　their　energy 　source 　through 　the　oxidation 　into　ferric　ions．
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1．は じめに

　水面 に 成長 して ゆく皮膜の 形成要因に は pH ，　 Eh，温

度，流速，成分な どの 物理化学的条件
L2 ）

に加 えて 微生

物 の 代謝が 重要 な役割 を 果 た して い る
S−9），特に 鉄細菌

に よ る 生体鉱物化作用 に つ い て は多 くの 報告 があ る

1｝18｝
．また，珪酸鉱物 と微 生 物 の 相 互作用 や 先 カ ン ブ リ

ア 紀 の チ ャ
ートの 中に保存されて い た珪化した微生物の 報

告がある
19’20）．さらに，バ クテ リア の 光合成 は酸素 を 出 さ

な い た め，先カ ン ブ リ ア紀に お け るス トロ マ トラ イ ト藻

類 の 光合成 は大気 の 進化をもた ら した と報告 され て い る

2D
．現在に お い て も，温泉地帯などの 光合成微生物 と珪

素 との 関わ りや，炭素や光合成 を 営まな い 生態系に お い

て も，鉄や硫黄そ の 他 の 元 素 の生体濃縮など．化学変化

の 影響 を水質
・
地質環境 に与えて い る報告が あ る

22−23）．

　 フ ィ ロ ケ イ 酸塩 で は，四 面体 シ
ー

トの 頂点酸素を八 面

体シートが共有する こ とに よ っ て，四面体 シ
ー

トと八 面

体 シ
ー

トが結合 して い る，カ オ リナ イ トを含む 1 ： 1層

の 八 面体シートの 表面 は すべ て OH
一
で あ り，陽イオ ン

に は 2 つ の 02
−

（四 面体 シートの 頂点酸素） と 4 つ の

OH が 配置 して い る
24）
．こ の こ とが水蒸気 の 保持 や 他 の

元素 との 酸素結合 を特 に自由 に し，鉄そ の 他 の 元素や水

分 な どの化学変化を利用 して い る 無機栄養微生物 の 生存

エ ネル ギ
ー
確保を可能に して い る

25｝．

　本研究で は カ オ リ ン 鉱床か ら侵出す る酸性 の 地下水が

沈殿池 に流入 し，その 水面を覆 っ て 形成 して い る 微生 物

被膜の 特性に つ い て調べ た．カ オ リ ン 鉱物 と微生物膜 の

関 わ りを明らか に す る た め に電子顕微鏡観察 と，地 下水

中 に 生息して い る 鉄細菌 の 自然培養実験を行 っ た．ま

た，カ オリン 鉱床内の 粘土塊 （カ オ リ ナ イ ト）を，脱 イ

オ ン 水に 入 れ バ イオ フ イ ル ム の 形成過程を観察 した．

pH や電気伝導度 の 変化 お よ び微 生 物被膜の 観察を通 し
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て，微生物とカ オ リナ イ トとの 相互作用 に よ る 被膜の 形

成過程 を明 らかに した．

2、実験方法と試料

2 −1．研究試料

　鹿児島県薩摩川内市入来町 の 藺牟田火山西麓入来 カ オ

リ ン 採掘跡で，2006年10月ユ7日 に採取 した カ オ リ ン 鉱

物，そ こ か ら流出す る 地下水 その 沈殿池表面 に形成 さ

れ た皮膜を研究 に用 い た （Fig．1A ，　B）．

　入来 カ オリン の 産状 に つ い て は，K −Ar 年代測定の 結

果，藺牟田 火 山 を形成する 第四紀更新世 （35−45万年前）

の 両輝／．1安由岩類 と，そ の 下位 の 鮮新世 の 酸性凝灰岩 が

熱水変質作用 を受け る こ とに よ っ て 生成され た と報告さ

れ て い る
Z6｝．また，主 に カオ リ ナ イ トとデ イ ッ カ イ トか

らなる カ オ リン帯が安 山岩お よび 凝灰岩中 に不規則 に 賦

存し，母岩との 間に は ス メ ク タ イ ト帯 が 形成 され て い

る，本鉱床を形成 した熱水変質作用 に よ っ て 生 成され た

そ の 他 の 鉱 物 と して，石 英，ク リス トバ ラ イ ト，オ バ ー

ル CT，黄鉄鉱，ア ナ タ
ーゼ の 産出その 他詳細 な性質と

生成過程 につ い て報告され て い る
Z7．2S）．

　 カ オ リ ン 鉱床か ら流れ出る地下水は，幅50cm，長 さ

30m に お よ び 地 表 を赤褐色 に染 め な が ら沈殿 池 に注 が

れ て い る．沈殿池全体 は 光沢 の ある 赤褐色 の 被膜 で 覆 わ

れて い る （Fig，1B 矢印）．現地 に お い て沈殿池の 水の

pH ，電気伝導度 （EC ），酸化還元電位 （ORP ）．溶存酸

素 （DO ） を測定 し （Table　1），沈殿池被膜 の 形成過程

を明 らか にす る た め に，沈殿池 流 入 口 の水を培養 に用 い

た．また．カ オ リ ン 鉱物内の 微生物 の 有無を知 る た め

に，カ オ リ ン鉱 床 の 露頭 か ら白色の カ オ リ ン 鉱物 の 中 に

緑色 の 細 い 脈が存在す る部分 を採取 し，脱 イ オ ン水 を用

い て，自然培養実験をgo日間行っ た （Fig．6），

2 −2．実験観察分析方法

　粘土 お よび沈殿 池 の 被膜 は DAPI （4．6−diamido−2−

Phenylindole）染色 を ほ ど こ し，落射蛍光顕微鏡 （オ リ

ン パ ス AX80 ）を用い て紫外線照射下 で 観察 した．また，

粘土 お よ び 沈殿池被膜は．エ ネル ギー分散型 X 線分析

装貴 を備えた走査型電子顕微鏡 （PHILLIPS −EDX −LQw

vacuum
−XL 　30CP，加速電 圧 15kV）（SEM −EDX ）お よ

びウ エ ッ ト走査型電子顕微鏡 （ブ イ ル ドエ ミ ッ シ ョ ン 日

立 S−410011，1，6nm，15kV）（FE−SEM ） を用 い て 化学組

成 の 分析 と微細な形態観察 を行っ た．さ ら に，X 線粉末

嘱折 装 置 （Rigaku−RINT 　1200）（CuK α 線，加速電 圧

40kV，電流30mA ）（XRD ）を用 い て 鉱 物組成の 同定を

行 っ た．

A

Fig．1
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Location　 map 　 of 　 Iriki　 Kaohn 　 depos重t．　Kagoshima
Prefec雛 re，　Japan（A），　a且d　the　 sampl ｛Bg 　point　in　the
drainage　pond 　which 　occurred 　red 　brownish　biofilms
｛B； an　 arrQw ）．　The 　 samples 　were 　collected 　from　B 　on

Oct．17ti‘2006．

2−3．SEM −EDX
　EDX に よ る化学組成 の 分析用試料 は，　 Cu の 試料台に

のせ て，Au で コ ーテ ィ ン グ し，接着剤 に は銀 ペ ー
ス ト

を用 い た．また，水蒸気型 低真空環境型走査型顕微鏡

（E−SEM ）に よ る化学組成の 分析を行 っ た．

　一
方，カ オ リ ン 鉱床か ら侵出す る地 下 水が 1 − 2 日後

に は 赤褐色 に 変化す る こ とか ら，粘 土 塊を脱 イ オ ン 水中

に 人 れ 電気伝導度お よ び pH の 変化を90日 間測定し，微

生物の 増殖状況を光学顕微鏡お よび 蛍 丿L頭微鏡 を用 い て

観察 し，容器の 内壁 に付着したバ イオ フ イ ル ム を SEM −

EDX を用 い て形態観蔡お よび 化学組成 の 分析を行 っ た．

Table　l．　Characteristics　Qf　water 　in　mining 　drainage　pond 　where 　occurred 　red 　brownish　biofilms，

Samp［e　Location pHORP （mV ） EG（mS／cm）DO（mg／1） DO （％） W丁
゜
C

lnf【ow 　water 　of　an　entrarlce3 ．4 415 1．675 2．5 28．221 ．6

CeRter　of　drainage　pond 3．4 435 1．684 4．5 52．02 ｛．4
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2 −4 ，自然培養実験

　沈殿池表面 に形成す るバ イ オ マ ッ トの 形成過程を明 ら

か にする た め に 流入ロ の 地下水 を 採取 し，ポ リエ チ レ ン

製容器に満 た した水中 にス ラ イ ドグ ラ ス 10枚を間隔 を開

けて 設置し， 1 回 の 観察 に 1枚ずつ ス ラ イ ドグ ラ ス を取

り出 し光学顕微鏡 観察に 用 い た．容器 は 室温 （25〜

35℃）で 軽 くブ タ をして 静置 し，採取 日か ら90日間写真

撮影 と光学お よ び 蛍光顕微鏡 Wet−SEM を用 い て 形態

観察を行っ た．

　また，カ オリ ン 鉱床露頭 か ら採取 した粘土50g を，脱

イ オ ン 水300ccの 中 に 入 れ て 室温 に 静置 し た．　 pH お よ

び電気伝導度 の 変化を90日間測定 し，バ イオフ イ ル ム を

SEM に よ る 形態観察 お よ び EDX に よ る 化学組成の 分

析 を行 っ た．粘 上 中の 緑色 物質 を光 学
・蛍 光 顕 微 鏡 を用

い て 微 生 物 の 観察 を行 う と と も に，Wet −SEM また は

Dry −SEM ，　EDX を用 い て 形態観察 お よ び 化学 組 成 の 分

析 を行 っ た，

3 ．分析および観察結果

3− 1．水質測 定

　 カ オ リ ン 鉱床か ら浸出す る 地 下水 お よ び沈殿池中心 部

の 水質 は，2006年 10月 17日現 地 に お い て測 定 した （Table

1）．pH は 流入 口 ，沈殿池中心部 と もに3．4 と強酸性を示

、
’
¢

Fig 　2　0ptical　micrographs 　of　bio五lms　collected 　from　drainage　pond （A〜D）and 　cla｝
・s　in　kaoHn　deposit（E，　F）．　Fiuorescence

　 　 　 micrographs 　of　DAPI 　stained 　bio且lms　shox馬
・blue　bacteria（B，　D，　F　arrowsl 　 at　green　clayey 　fnms〔D，　F）．
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し，ORP は415，435mV と酸化 的 で あ り，　 EC は1．675，

1．684mS／cm と 高 い 値 を示 して い る．DO は2，5，4．5mg ／l

（28．2，　52．O％），水温 は 21．6，21．4℃ で あ っ た．地 下水流入

口 の DO は 28．2％ と還元的 で あ る の に 対 して，沈殿池

中心 部 は 52．0 ％ と酸化 的 で あ る．ORP と EC は流 入 口

と池中心部 で は 有意の 差 は認 め られなか っ た．

3−2．沈殿池 の 被膜およびカオリン鉱床の粘土

　沈殿 池 の 被膜 の 表面 に は 小顆粒状物質 （1・3μm ）が

光学顕微鏡 で 観察 さ れ （Fig，2A ，　c），　 DAPI 染色 で は

青色の 蛍光発色 を示し た （Fig．2B ，　D 矢印）．　 SEM 観察

お よび EDX 分析 で は，栗 の 毬状 の 突起 を持 っ た 粒子

（直径 O．3−2μ m ）が 互 い に 連結 し，そ れ ら を覆う薄膜が

認 め られ た （Flg．3A ，　Fig，4A −
a ）．こ の 部分 の 化学組

成 は，S と Fe が 多量 に 認め ら れ．　 Si，　Al は微量 で あ る

（Fig，3A ）．　 x 線粉末回折分析 で は低結晶性 の フ ェ リ ハ

イ ドラ イ ト （4．98，3．38，2．S6A ）が 認 め られ る （Fig．　3　a）．

　こ の 栗の 毬状 の 膜 は水中方向へ と成長 して （写真の 表

裏は逆 に な るが Fig．　4　A −a ），池の表面方向 の 粘土膜 （写

真の 表裏は逆 に な るが Fig．4A −b）は平滑 で ある．池 の

表面方向の 膜 は SEM 観察で は 六 角板状 の な ご りを止

め て お り，EDX で は Si，　A圭（2 ： 1）が主体 で あ る （Fig．4

A −b）．す な わ ち，池 の 表面 に形 成 さ れ た カ オ リ ナ イ ト

主体 の 薄膜 を基盤として，S と Fe を含む栗 の 毬状 の 部

分 が 水中方向へ と拡大 し て い く．

　
一
方，カオ リ ン鉱床 の 露頭から採取 した粘上は，白色

粘土の 中 に緑色 の 脈 が 混在 して い る部分 が あ り，この 緑

色 の 粘土 の 部分 は EDX に お い て Fe，　S が み とめ られ

た．また，こ の 部分 に DAPI 蛍光染色 に お い て 育色 を

呈す る 顆粒状物質 （3μ m 前後）があ り，か つ ，青緑色

の 蛍光発色 を示す塊状 の 粘土 （直径50−］00μ m ） も観察

され た （Fig．2E ．　F、な お E は 同 視野 の 光顕〉．こ の 自い

粘土 の 部分の SEM 観察に よれ ば，六 角板状 の 粒子が 層

状 に 重 な っ て お り，EDX で は Si．　Al （2 ： 1） の み の 化

学組成 を示 した （Fig．3B，　inset）．この 部分 の X 線粉末
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Fig．3　Scanning　electron 　Inicrographs ｛SEM ）equipped 　with 　the　energy 　dispersive　X−ray 　analyses （EDX ）（A，
　　　lnset｝．　and 　X−ray 　powder 　diffraction　analysis 〔XRD ＞（a）〔）f　biofilms　coUected 　from　drainage　pDnd 〔A ，　a 》．
　　　 aiid　clays 　in　kaolin　deposit（B，　b｝．　The　b三〇films　of　chestnuts 　shape （0．3−2μ min 　diameler）which 　wears

　　　on 　membranes ，　composed 　of 　O ，　S　and 　Fe 〔A），　identify　as　ferrihydriLe　with 　sulfuL 　The 　kaolin　minerals

　　　colnpose 　 of　the　hexagQnal　plates（B）．　The 　 spectra 　illdicate　peaks 　 of 　O ，　Al　 and 　Si （B，　 ins．eO ，
　 　 　 characterized 　kaoiinlte　and 　cr 至stobalite （b）．
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Fig．4　Scanning　electron 　micrographs 　equipped 　with 　the　energy 　dispersive　X−ray 　analysis （EDX ）of　biofilms
　　　 collected 　froln　drainage　pond 〔A ｝．　Thc　characterized 　shape 　of　chestnuts 〔0．3

−2μ ln 　in　diameter）with

　 　 　 membranes 　which 　were 　associated 　with 　ferrihydrite   ．　The 　biofilms　occurrcd 　reverse 　side　of　clayey

　 　 　 films（切．

回折 に よ りカ オ リナ イ トお よ び ク リス トバ ライ ト と 同 定

した （Fig．　3　b）．

3 −3．自然培養実験

3 −3−1．微生物被膜の 構造

　採取直後 の 地下水 は 目視 で は透明で あ っ たが ，翌 日に

は赤褐色 に変化 し た （Fig．5A ）．5日 目の 容器内部 の 水

を 取 り出 し て み る と 中 の 水 は 透 明 で あ っ た （Fig．5B

右）．こ の 水 の
一

部 を 別 の 容器 に 取 り出 し した もの は，

60日 以 L 過 ぎて も容 器 を 再 び 赤褐色 に 染 め る こ と は な

か っ た．採取直後 の 混 濁 しは じめ た 水 を光 学 顕 微 鏡 で 観

察す る と細菌 が まば ら に 観察 さ れ，2 日 目に は 連鎖状 に

な り （Fig．5C ），3日以 降 は バ イ オ フ イ ル ム の 形成が 見

ら れ （Fig．　5　D ，　E），60日以 後 は 光学顕微鏡 の 視野全 体

に フ イ ル ム が 張 ら れ，球 状 の 粒 子 で 満 た さ れ て い た

（Fig，5F ）．ま た，こ の 時 の 容器 内の 水 は60 日 後 に は

pH2 ，5で あっ た．採取 1 囗 目の 水中 の 細菌 は，蛍光顕微

鏡 DAPI 染色 に よ る と青色 の 蛍光発色 を呈 し （Fig．5H ，

な お，G は 同 視野 の 光顕 ），まれ に 光合成 を営 む ク ロ ロ

フ ィ ル の 赤色 の 発 色 を 呈 す る もの も認 め ら れ た （Fig．5

J，なお ，1 は 同視 野 の 光顕）．ま た，ポ リ エ チ レ ン製容

器 の 中 で 約 3 ヶ 月 培 養 す る こ とに よ り形 成 した 微 生 物 被

N 工工
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F且g5 　Biofi［ms 　qu ！ck ］y　 eccurrc
，d　inside　w ．1U　 of 廿】e　c〔，mainer 　after 　l−5　days　in　Fe−rich　water 　coUected 　frQm

　　　draLnage　pond （A ，　B）〔〕pticu［ microgrn ，　phs　o上blofitfl〕h　sllt］、N　 cc｝cL
’
Lls　typed 　bacterヨa　alk

，r　2　days〔C ），　and
　　　becarne　h［gher 　del】se 　Hl

’
1er　3，5，　 and 　60　 day〜 （D −F）．　The 　hlghel　magnificalion （）f　the　 optical

　　　micrographs 〔｝f　bacterin　aher 　one 　day 〈G −・J｝，　and 　wet 　scanlllng 　e！eetron 　mlcrogral 〕h　of 　bacteria （K ，
　　　llll　arrow ｝on 　the 　w

’
alt 　 of 　Po】yc

，th、
’lene　container 　nltc’r　9〔＞da｝s，　 coliected 　fronL　 m 「low　water 　 of 　an

　 　 　 じmrance ⊂〕f　drall〕age 　pDnd 　Ei｝larged］nLurugrtiph 　of ｛he　bk｝filrns　Is　l〔Lsd 　m 　K

膜 は水 表 面 に 形 成 させ る こ と な く，直接 ポ リ エ チ レ ン 製

容器 ヒに 形成 され る の で ，沈殿 池 の 水表面で の 微生物被

膜 と は 異 な っ て い る，微 牛 物被膜 の 定着面 が 直接 wel
−

SEM に よ っ て 観 察 さ れ た （Flg、5K ，　inset）．直斧 約

iOOIコ1］1 の 微 粍 子 で 包 ま れ た 網状 の 物質 が 蛇行 し，張 り

巡 ら され る こ とに よ り膜 を形 成 して い た，膜の 内側 に は

直 径 1−3 μ m 前後 の 栗 の 毬状 の 粒 S・が 成長 し，直径約 3

μエn の 単細胞微 生 物 が 着床 し て い る の が 認 め ら れ た

（Fi9，5K ウ」三卩）．

3．3．2。粘土と微生物の 関係

　カ オ リ ン 鉱物中の 緑色部分 （Fig　6　A ）に は Fc，　S，　Si，
Al が 認 め ら れ，そ の 元素濃 度 マ ッ ピ ン グ を示 し た

（Fig　6　B　a，　b，　c、　d）．こ の 自然培養実験 90目後に は 自色

粘 ttの 表面 に 肉li艮的 に も緑色の 部分 が認 め られた，90日

後の 水 の pH は60 か ら2．5に 変化 して い た （Fig．6C ，1）），

ま た．水に接 した粘 上表面は さ らに緑 を深 膨）
一
郡 褐色の

部分を含ん で い た 〔Fig．6C ．　D　a，白色 は 粘 L基 盤 b＞、

こ れ ら の 粘土 表1翔 を ス ボ イ ドで 取 り出 し光学顕微鏡観察

を行う と，微生 物 は 鉄分 を 含ん だ破片物質を取 り囲 む よ

うに コ ロ ニ ーを形成 し て い る の が 観察 された 〔Fig．6

N 工工
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丶 H96 　1he　 elemt ’nk ］〔onteni 　map 〜of　green 〔olor　pdrt 　111　whlt 藍・kdoh ヨ 1 ］ tt　cla ン （ 111 　 arro

j 　 （M 　Green 　coLol 　　　partg 　were し h．ud しt し nz 〔d
　hlgh 　 R（ B 　a｝ ind 、 （ B − b）contents 　wheieas　sL 〔 B　O　

d 　へi｛B　d）dr （rLch 　　　on 　the　ba 〜e　＼a111ra ⊥ cllhl丶atlo 【 L 、vstenL 　after　6 　 mo1 】【 h〜（〔　 D）9 ．　hewmg 　both 　grec
@bacterLa〔D − a） and 　　　whJtc　parts〔〕f　1｛aollnir ヒ　〔D　b） ⊂）ptt しd 　 miciograph 〜〜ho “　greerl　hacterLa 　 alld 　o 、（［d

7ed 　qo ししus　baderia 　　　（FF ）The　D4Pl　stam 〔d』amplc 　indicated　chloroph 》i

@rc 　d 　lll 　 u 〕 1 〔 ， r （ G ｝ E ） 　ま

　 こ れ ら の 微 些 物 は緑 色 の バ ク テ リ ズと 褐 色 の 球 状細

か混 在して い る のか認め ら れた（ bi96P ） DAPI

よ る 蛍 光 染 色 て は 　 この ハク テリ ア は ノ匸 合
成

を 宮

クロロフィルの青在を
小

す赤色の発 色 を；Ll した 〔 Flg
6 　G） 　 −h　 培 養 前の 白 色 粘十中の緑色の 部 分

に
も甜1菌かSE

ﾉ よ り確 認 され　（1’i97A − a ク LLII ） 　 細 菌

周 鬪 に 直径 10011rn 智 度の粒了 か 3 − 5 個 繋 かった

了 てく す1 を形成し て いる fiR 分 か 認めりれ る （Fi

へ矢 印〕　 ま た 　 こ の 部 分 におい て の 六 角板状の カ オリ

ナイト の H 彡 跡 は わすか にし か ，E められす（ Fi97B ）

X にお い て も Al か 減少し〔Flg 　7 　N ）　 カ オ リ

イ ト 自体か 減少 して い る　　方 　それらの 粒子 を 包も よ

に 被 膜 の 形 成 か 認 め ら れ た〔 Ft9 アB ） 　 脱 イ オン

中 に 拈 1 塊 を 人れた 貝 鉄 錯養 後 の 粘 土塊表 1 田 には

カオリナ イト と 田われる人 角 板 杁 の 柆 ∫ の 上 に小 顆粒 か認 め

れ （Flg 　7
C 久 甲） 　 単 細 胞 の バ ク テ リア の増 殖 も 見られ た （

g 　 7 　D） 　 胱イオ ン 水 に カ オリサ イ ト を人れ た大験中 の

質 変化 を hg 　8に示 した 　EC は 聞始511 後 に は SOMS

m て あり 　 実 験開 始後2 〔〕 H 聞 て 102mS ・’ しm
」 昇 し 　 そ の 後50 日まて女 定 し た

値

を小し た　 さ り に 　 60目

遺 きた こ ろ から再 ひ ］40inSiLm に 上 s ’ 1 し　70目

て は130mS ／ cmに なり　そ の後 90il ま て’夂疋

（ い た 　pll は 集験開始後10 日間 て 55 から45 ま ぐ

〉 し 　その後30冂 ま て女iLした　 30 目 〜 50目聞 は pH ぽ5血く

て 正 爿 し

か　70 　11 後に は4C ．．

｛ KTし はしめ　90 日後（は pil4
ﾈ 下 に な っ た 　 　 　　 　 　　 　 　4　 考 　察 4 −1
カ オ リ ン 粘土 と 沈殿 池 被膜 の 形 成 　カ オ リ ン鉱床 か り

出する
地
下水 は 　 酸 汁 （ pTI34 ） の 水 てあり　 頴 丶
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Fig.7Scanning  eleetron  micrographs  equipped  with  the  energy  dispersive X-ray analyses  (EDX) of  starting

material  {A} alld  the sampEe  after  90 days in the natural  cLilLivatien  system  (C, D)  oi  e}ays  collected  frem
in kaelin deposit, Forrnatien  oi  sachet  with  6"m  m  diameter of  celeny  <A, an  arrow>  and  3um  in
diameter  of  bacteria (a, an  arrow),  O.5um  in diameter of  hexagenal plates (B, an  arrow)  in  clays  fitms (B}.
The  bacteria on  the  hexagonal plates O,1um  in dtameter CC, arrows)  and  unicellular  bacteria aiter 90

days (D).
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　 　 10　　　20　　　30　　　40

ldeiGnized　water ＋ kaolin忙e ｝

B 　pH6543

50　　　60　　 70　　　80　　　9D
　 　 　 　 　 　 　 　 days
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1Q 　　　20　　　30 　　　40　　　50　　　6G　　　アQ　　　80　　　9D
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Fig．8　Electrical　conductivity （A）and 　the　pH （B）in　the
　 　 　 system 　 of　deiQnized　water 　 and 　kaolinite　 within 　90
　 　 　 davs．

や Fe の 混 在 した 部分 が 大 気 に よ り酸化 して変色 した と

い う無機的酸化 の み で なく，脱 イ オ ン水中で の 培養実験

にお い て ，カ オ リナ イ ト表面 に緑 色の 単 細 胞 バ ク テ リ ア

が 増殖 した 結果バ イ オ フ イ ル ム が 形成 した こ とが 明か に

な っ た．カ オ リ ン 鉱 物 は六 角 板 状 の 形 態 を示 し，ハ ロ イ

サ イ トの 7一ユOA の 層問 に OH 基な い し水分子が あ る．

今回の 実験 に 用 い た 自色 の 粘土 （カ オ リナ イ ト主 体）の

中 に は S，Fe を含 む 緑色 の 脈 が 混在 して い る．こ の S や

Fe を エ ネ ル ギー
代謝 に 用 い る 微 生 物 が ，　 OH 基 や 水蒸

気 を介 して 負電 荷 に よ り粘着性を示す こ とか ら，微 生 物

の S や Fe の 生 体濃 縮 作 用 が 二 次 的 に起 こ っ た こ とが 考

え られ る
29−：3）．今回の 観察 に お い て も，沈殿池 の バ イ オ

フ イ ル ム は 池 の 水 面 の 表 面 に張 られ た 粘 土 被 膜 を伝 わ っ

て 形成 され て い る こ とが SEM 観察 に よ っ て 確認 さ れ た

（Fig．4Aa ，　b）． 一
方，沈殿 池 の 水をポ リエ チ レ ン 製容

器 に 入 れ て 90目 問培養 した バ イ オ フ イ ル ム はそ の 内壁 に

直接付 着 して 形 成 して お り，粘十 被膜の 形成 は認 め られ

な い こ とが 明 ら か に な っ た （Fig，5K ）．す な わ ち．微

生 物 に よ っ て生 体濃縮 され た Fe や S を 主 とす る 酸性 の

水 は，カ オ リ ナ イ トの 親水基 と界面活性の 状況 を作 り出

す こ と に よ っ て ，適度の 粘性を保 つ と同時 に，疎水基を

池 の 表面方向に 向 け．カ オ リナ イ ト被膜 を水面方向に 形

成 した こ とが 示唆 さ れ た．こ れ らの 被膜 の 水中側 に 成長

した粒 子 は，SEM ，　EDX に よ りS と Fe が 認め られた。

フ ェ リハ イ ドラ イ トは，溶液中の 陰 イ オ ン 性化学種と表

面の 正電荷 サ イ ト との 表面錯体形成を行 う．こ の 錯体形

成促進 に は ，微 生 物 に よ る 鉱物 の 生 体濃縮 が 関与 し，結

果的 に水中の 飽和度低 下 を来 たす こ とで，カ オ リナ イト

の 溶解 を促進 し た と考え られ る
3「i”TO）．

4 −2． 自然培養実験

　沈殿池へ の 流入 口 の 水 を容器 に 入れ た 直後 か ら細菌の

増殖が は じ まり，容器 の 内壁 に微生物膜 を形成 した．容

器 内 の 水 は すで に バ イ オ フ イ ル ム を形成 出 来 る Fe や S
の 元素がそろ っ て い た と 考え られる．こ れ らの 付着性微

生 物 は採取直後か ら容器内壁を赤褐色 に染 め るが ，5 日

後は容器内の水 を別 の 容器 に移 して も再 び 容器内壁 を赤

褐色に染 め る こ と は なか っ た こ とか ら，容器内の 微生物

膜の 形成 は 5 目 間 で フ ェ リハ イ ドラ イ トなどの 要素が利

用 されつ くした こ とを示 して い る （Fig．5B 右 ）．

　カ オ リナ イ ト主体の 粘土 塊 を脱 イオ ン水中 に入 れ る こ

とに よ り．自然培養 で 発生 した微 生 物 は，緑色 の 単細胞

バ ク テ リ ア （直 径 3 μ m ） と 赤 褐色 の 球 菌 （直 径

100nm−1μ m ） で ある．双方 と も粘土表面 で 直接増殖 し

コ ロ ニ
ーを 形成 し て い た （Fig．6c ，　D＞．朝田 ・田 崎

（2000，　2002）は カ オ リナ イ トの 形成 自体 に もバ イオ ミ ネ

ラ ル ゼ イ シ ョ ン が関与 して い る と述べ て お り
4L42 〕

，今回

の 実験 に お い て も，粘土 鉱 物塊 の 表面 で は すで に微生物

とカ オ リナ イ トとの 相互作用 に おけるフ イル ム の 形成能

力が ある こ とが 示唆 され た．

　ま た．沈殿 池 の 被膜は 2006年 10月17日の サ ン プル 採取

時 は 池全体 に 被膜 の 形成 が 見 られ た が，そ の
一

週間後，

雨 に よ り表面 の 薄膜 は 破壊 され て い た．そ の 後 は 冬期の

天 候 の た め か，赤褐色 の 物質 は 池 の 底 に 沈殿 した まま

で ，池 の 水は 透明 に な っ て い た．2007年 7 〜8 月，雨期

を過 ぎて 再び 池 の 水面の 薄膜 の 形成 が見 られ た．雨など

物理的な被膜破壊要素に よ りそ の 体積が小さ くな り，被

膜 が
一

時期水面 に 浮け な くな っ た こ とが
一

因 と考 えられ

る．

　 光 学顕 微 鏡 観 察 で も珪 酸 塩 鉱 物 に細 菌 の コ ロ ニ ーが 付

着 して い る の が 観察 され た．こ れ らの 細菌 は付着性で あ

り，珪 酸 鉱 物 に付着 しなが らバ イ オ フ ィ ル ム を形成 して

い る．微 生物の 細胞粘着や コ ロ ニ
ーお よび フ ィ ル ム 形成

に つ い て は 医 学上 で もし ば し ば 問題 に され て い る
’i’a’1・e．

カオ リナ イ トの ク ラ ス ターと微生物 コ ロ ニ ー
の 関 わ り

45 〕
，

ス メ ク タ イ トフ ィ ル ム
細

，工 業用材料 と しの 珪酸被膜の

メ ソ ポー
ラ ス と微生物の 関与な ど

47’4S）
こ れ らの 性質を珪

酸塩鉱物 と微生物 が持 っ て い る こ とを本研究で も確認出

来た．

　 また，水中で バ イ オ フ ィ ル ム を形成 し て い る 球菌 と カ

オ リ ン 鉱物表面 に増殖す る 球菌 は，S とFe の 共通 した

環境 で 増殖す る こ とか ら，代謝的 に は類似 し た鉄
・
硫黄

酸化細菌 として 考えられ る．しか し，実験一ヒの 限られ た

環境 の 中で の 粘土 鉱物表面 と，微生物の 代謝産物が 豊富

に 注がれる水中 と は異な り，カ オリナイ トの フ ィ ル ム の

形成 の 有無な どの 影響に よ り，微生物の 生息環 境が 異

な っ て い る と 考えられ る．　 また，鉄酸化球菌 の 光合成

に つ い て は，ご くま れ に ク ロ ロ フ ィ ル 陽性 を DAPI 蛍

光発色 に よ り確認 して い る （Fig．5J ）．　 こ れ ら は発達

段階の 違 い な の か，微生物種の 違 い で ある か は 明らか で

ない ．しかし，粘土の 表面 に 増殖 した緑色の 単細胞バ ク

テ リア は ほ とん どの 細胞が ク ロ ロ フ ィ ル 陽性を示 して い

る．

　脱イオ ン 水 に カ オリナイ トを入 れ た 実験中 の 電気伝導

度 は 開始 5 日後 に は3．OmSfcm ，20日間で EC は 102mS／

cm に ヒ昇 し50 日後 ま で 安定 し て い る．ま た，　 pH は10
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日後で5．5か ら4，5ま で 低 下 し，そ の 後30日で 安定す る．

こ の 現象はカ オ リ ナ イ トお よ び その 粘土表面 の S や Fe

が 脱イ オ ン水中へ 溶出 した た め の 変動 を 表 して い る．し

か し，60 日後 を 過 ぎ た こ ろ か ら 電 気伝導度は 再 び

14．OmS ／cm に 上 昇 し，13，0mS ／cm で 90日後 まで 安定 し

た．pH は 実験 開始後30日を過ぎた こ ろ か ら50日過 ぎる

まで の 問 5 近 くまで 、ヒ昇 し，70日を過 ぎた あ た りか ら再

び低下 し始め，90日目で は 4以下に低下 した．こ れ らの

変動 は，粘土 内部 の S や Fe が 脱 イ オ ン 水中 に溶出しは

じめ たこ とを示唆 して い る がt 細菌増殖の エ ネル ギ
ー

代

謝 に よ る Fe や S の 生体濃縮 の 影響 も合 わ せ て，増殖 の

時期とカ オ リ ナ イ ト溶解の時期が 関係 づ けられる 可能性

もあり興味深 い ．すなわち，今回の 実験における 電気伝

導度お よ び pH の 変化 は，粘土 中の S と Fe の 溶出が 実

験開始後 10日で 急激 に お こ り，60日 を過 ぎたあたりか

ら，微生物代謝の 影響 が 出 は じめ た こ とが 示唆され た．

　カ オ リ ン鉱床内の カ オ リ ナ イ ト表面 で は，光合成単細

胞主体 の 微生物代謝 に よる生体濃縮が酸性 の 水 と カ オ リ

ン 鉱物 と の 問 で 起 こ る．また，酸性の 水 の 沈殿池で は，

親水基 を水齬側 に向けた粘着性 の バ イオマ ッ トの 形成が

生 じる．そ して，こ れらの カ オリナイ トお よ び微生 物被

膜が水面 に 浮 くた め に は，カ オ リナ イ トフ イ ル ム の形成

に加えて，粘着性 の 大 きい バ イオマ ッ トに よ る体積 の 増

大 によ る と こ ろが 大 きい と考え られ る．実験 に よ る 限 ら

れ た環境 と時間お よび電気伝導度 と pH の 変化 は，それ

らの 相互反応を表現 して い るが，自然界で は絶え間な く

こ れ らの 反 応が 繰 り返 され，天 候 や物理的その 他 の 要因

も加わっ て，沈殿池 の 表面の 微生物被膜が形成され る こ

とが明 らか に な っ た．

5．まとめ

　 カ オ リナ イ トの 被膜 と微生物被膜の 形成要因は，S や

Fe 主体 の 酸性 の 水 を 通 して の 微 生 物 の 働き に よ り，被

膜 の 形成 に至 っ た．また，カ オ リ ン 鉱床内の 沈殿池 の 微

生物被膜が水面 に 浮 くた め に は，S や Fe を濃縮す る 微

生物の 代謝活動の 関与，特に，粘着性微生物被膜 と カ オ

リナ イ トの 被膜 の 表裏
一

体 に よ る体積拡大 に よる と こ ろ

が 大 きい ．こ れ らの 微生物 は，カ オ リ ナ イ トの 表面 で は

光合成単細胞バ クテ リァ が主体 を 占め，疎水基を池表面

に 向け る と と もに 親水基 を水中 に む け る．すなわち，カ

オ リ ン 鉱物は，こ の バ イオ フ ィ ル ム の 形成 を促進す る作

用があ る、
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