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(57)【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は、基材の表面積の算出並びにバイオフィルム
の乾燥重量の測定により定量的に評価し、バイオフィルムによる核種収着能は、前記収着
評価したい核種を含んだ液における核種濃度の変化から収着率を求め、バイオフィルム重
量あるいは表面積当たりの収着量に換算することより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。
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【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】
【０００１】
　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】
【０００２】
　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１ｋｍ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。
【０００３】
　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）。
【０００４】
　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。
【０００５】
　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、Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．１，３５－４２（２００２）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　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】
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【０００７】
　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は、
基材の表面積の算出並びにバイオフィルムの乾燥重量の測定により定量的に評価し、バイ
オフィルムによる核種収着能は、前記収着評価したい核種を含んだ液における核種濃度の
変化から収着率を求め、バイオフィルム重量あるいは表面積当たりの収着量に換算するこ
とより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。

                                                                                
【０００８】
　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。
【０００９】
　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】
【００１０】
　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。
【００１１】
　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】
【００１２】
　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、
・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。
【００１３】
　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ＴＯＣ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
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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。
【００１４】
　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３００ｍ以深であれば、３ＭＰａ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３ＭＰａは、０．１ＭＰａ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】
【００１５】
（バイオフィルムの形成）
培養手順は、以下の通りである。
【００１６】
（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（ＮＢＲＣ）から入手した硫酸還元菌（ＳＲＢ：Desulfovibrio desulfuricans 
ＩＦＯ　１３６９９）を用いた。凍結乾燥菌体からの復元には、ＮＢＲＣ指定の復元培養
基（Peptone ５ｇ，Beef extract　３ｇ，Yeast extract ０．２ｇ，Glucose ５ｇ，Ｍｇ
ＳＯ4 ・７Ｈ2 Ｏ　１．５ｇ，Ｎａ2 ＳＯ4 　１．５ｇ，Ｆｅ（ＳＯ4 ）3 ・（ＮＨ4 ）

2 ＳＯ4 ・２４Ｈ2 Ｏ　０．１ｇ，Distilled  water　１Ｌ．ｐＨ７．０）を使用し、３
５℃で復元させた。
【００１７】
（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３ｍｌを、５００ｍｌのガラス製瓶に入れた３００ｍｌの１７－ｌ液
体培地（組成を表１に示す）に接種し、３５℃の嫌気条件で３週間培養してＳＲＢを増殖
させ、本培養用のＳＲＢ接種菌液とした。また、３０個の花崗岩からなる立方体状の基材
（１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ）を培地中に加えておき、種となるＳＲＢ固着済み基材として
本培養開始時に接種した。
【００１８】
【表１】

なお、チオグリコール酸Ｎａ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。
【００１９】
（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３８．３ｍｌ；φ１９ｍｍ×１３５ｍｍの円筒形状）に、表
２に示した各種条件の培地を２７．７ｍｌ入れた。そこに、前培養で調製したＳＲＢ固着
済みの基材４個と前培養ＳＲＢ菌液０．３ｍｌを加えた。続いて、加圧装置を用いてＮ2 

またはＣＯ2 で所定圧力に加圧した。その培養容器を３５℃の恒温槽において保温し培養
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を開始した。対照実験である表２のＮｏ．６の０．１ＭＰａ、Ｎ2 雰囲気、富栄養培地条
件は、目視観察可能な５００ｍｌ容量のガラス製瓶に入れた２９３ｍｌの１７－ｌ液体培
地に、前培養で調製した基材４個と３ｍｌの前培養菌液を接種して培養開始し、ＳＲＢの
生育状況をモニタリングした（ＳＲＢ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）。
【００２０】
【表２】

なお、培地成分については、１７－ｌ培地（表１）の乳酸ＮａとYeast Extract の濃度で
調整した。栄養条件０では、７０％乳酸Ｎａ溶液とYeast extract の濃度はそれぞれ０ｇ
と０ｇ（ＴＯＣ濃度０ｍｇ／Ｌ）、貧栄養条件では０．３５ｇと０．１ｇ（ＴＯＣ濃度１
６０ｍｇ／Ｌ）、富栄養条件では３．５ｇと１．０ｇ（ＴＯＣ濃度１６００ｍｇ／Ｌ）添
加した。ここで、地下水中のＴＯＣ濃度は０～５００ｍｇ／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、ＴＯＣ濃度５００ｍｇ／Ｌ以下の条件を貧栄養、Ｔ
ＯＣ濃度５００ｍｇ／Ｌ以上の条件を富栄養と記載した。
【００２１】
　図１に、高圧条件と大気圧条件におけるＳＲＢ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。
【００２２】
　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Ｎｏ．及び表３のＮｏ．は表２で示した条
件に対応している。ＣＯ2 置換では培地のｐＨ低下により、Ｎ2 置換においては培地成分
が０、貧栄養条件の場合は、ＳＲＢの生育が阻害されることが確認できた。
【００２３】
【表３】

なお、培養開始時はｐＨ７．０である。
【００２４】
　以上の結果より、大気圧下、高圧下でも、ＳＲＢ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、ｐＨに影響を与え
ないＮ2 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ＳＲＢ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。
【００２５】
　条件Ｎｏ．４のＮ2 １５ＭＰａ加圧、富栄養培地（高圧条件）と、条件Ｎｏ．６のＮ2 

０．１ＭＰａ、富栄養培地（大気圧条件）によるＳＲＢ培養系の８週間培養後の花崗岩基
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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（
ＥＤＸ）による表面元素分析（図５）から、基材である花崗岩ではＳｉ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Ｆｅが検出された。このように、一
辺が１ｃｍ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ＳＥＭ観察、蛍光顕微鏡観察、ＥＤＸ分析が可能である。
【００２６】
（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（ＣｓＣｌ）を用いた。花崗岩基材、ＳＲＢがバイオフィルム
を形成した花崗岩基材（１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ、１個）、１０ｍｇ／Ｌの塩化セシウム
を溶解させた１７－ｌ培地の固液比が１：１０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、Ｂｌａｎｋ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、Ｃｓ収着量を算出した。Ｃｓ濃度はＩＣＰ質量分析装置（セイコーインスツルメ
ント株式会社製：ＳＰＱ－８０００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Ｃｓ濃度－浸漬後Ｃｓ濃度）／初期Ｃｓ濃度｝×１００
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。
【００２７】
　セシウム濃度から、Ｂｌａｎｋ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０．４ｍｇ／個であり、花崗岩基材の表面積は６ｃｍ2 ／個であることから、収着し
たセシウム量はそれぞれ、０．０３２ｍｇ－Ｃｓ／ｍｇ－バイオフィルム、０．００２ｍ
ｇ－Ｃｓ／ｃｍ2 となる。
【００２８】
【表４】

【００２９】
　深地層微生物のうち、代表的な硫酸還元菌（ＳＲＢ）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（０．１ＭＰａ）、および、深地層を模擬する１５ＭＰａ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１ｃｍ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（ＳＥＭ）によるバイオフィルム表
面の観察、ＥＰＭＡによる表面元素分布の把握、などが可能である。
【００３０】
　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（ＳＲＢ）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】
【００３１】
【図１】高圧条件と大気圧条件におけるＳＲＢ培養時の基材へのバイオフィルム形成の経
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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ＥＤＸ分析結果

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図５】
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