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研究成果の概要（和文）：本研究は、炭素鋼表面に形成された緑膿菌のバイオフィルム（BF）中の藍鉄鉱の沈
殿、すなわち生体鉱物化の機構を明らかにするために行われた。緑膿菌のBFによって炭素鋼表面に作られた酸素
濃淡電池は炭素鋼表面から鉄イオンの溶出を引き起こす（微生物腐食、MIC）。その結果、藍鉄鉱がこの鉄イオ
ンと培地中のリン酸イオンから形成される。BF内に蓄積された鉄の濃度は炭素鋼を100%とすると約13%だった。
放射光CTによって凹凸構造のBFの凹んだ部分に沿ってMICと思われる数多くの線状痕が観察された。このMICはこ
れまで説明されてきた酸素濃淡電池によって引き起こされるMICと形成機構が異なっているように思われた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the mechanism of biomineralization, that is, 
precipitation of vivianite also known as ferrous phosphate in biofilm (BF) of Pseudomonas aeruginosa
 PAO1 formed on a carbon steel surface. P. aeruginosa BF created oxygen concentration cells, which 
ferrous ions eluted from the carbon steel surface (microbiologically influenced corrosion, MIC). 
Consequently, it appeared that vivianite was formed from ferrous ions and phosphate ions contained 
in culture medium. Iron concentration accumulated in BF was approximately 13% in comparison with a 
carbon steel (100%). Analysis of synchrotron radiation computed tomography images showed a number of
 concave traces, which seemed to indicate MIC, along concave area of BF with bumpy construction. It 
appears that MIC observed in the present study is different from mechanism of MIC caused by a 
commonly accepted oxygen concentration cell model.

研究分野：微生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
身のまわりや人の体内で増殖し、環境細菌
として土壌や河川、湖沼、海洋にも広く生息
する緑膿菌が、一般構造用圧延鋼材である炭
素鋼SS400の表面にバイオフィルムを形成す
ると、微生物腐食（ Microbiologically	
Influenced	Corrosion、MIC）が発生するこ
とを我々は明らかにしてきた。最近、SS400
の表面に緑膿菌のバイオフィルムが形成さ
れた後、MIC が発生し少しずつ進行すると、
バイオフィルムの中でリン酸鉄の一種であ
る藍鉄鉱が多数生成され、時間の経過ととも
に目に見えるぐらいの大きさまで結晶が成
長することがわかった。このような現象をバ
イオミネラリゼーション（生体鉱物化）とい
い、無機物質を特定の形状に固め、骨や歯、
真珠、貝殻のような機能性構造物を作るもの
と、細菌の細胞内や表層で酵素などの生体高
分子の力を借りて無機物質を作るものがあ
る。骨や歯の生成などマクロな生体鉱物化は
古くから研究されているが、我々の身近にい
る緑膿菌のバイオフィルムを介した生体鉱
物化の先行研究はこれまでほとんどなく、さ
まざまな場所で使用されている鉄鋼材料と
緑膿菌の相互作用が見過ごされているよう
に思われる。	
	
２．研究の目的	
本研究は、炭素鋼 SS400 表面で形成された
緑膿菌のバイオフィルムの中で発生する生
体鉱物化がどのように起きるのか調べ、バイ
オフィルムの形成から MIC、さらに生体鉱物
化へ至るプロセスを明らかにすることを目
的に行われた。この研究を通して、鉄鋼材料
として一般に広く使用されている炭素鋼に
対する環境微生物による腐食を抑制する技
術開発や建物内の緑膿菌の増殖抑制や排除
につながる知見が得られる可能性がある。	
	
３．研究の方法	
（１）供試菌	
Pseudomonas	aeruginosa	PAO1 株（緑膿菌）、
Pseudoalteromonas	carrageenovora	NBRC	
12985 株、Alivibrio	fischeri	NBRC101058
株、Brevundimonas	diminuta	NBRC3140 株、
B.	diminuta	NBRC13181 株、B.	diminuta	
NBRC14213 株、B.diminuta	NBRC12697 株、
Staphylococcus	aureus	209P 株（黄色ブドウ
球菌）、Escherichia	coli	K12G6 株（大腸菌）、
Serratia	marcescens	CDC4444-60 株（セラチ
ア菌）、Enterococcus	faecalis	ATCC51299 株
（腸球菌）を用いた。	
（２）金属試験片の作製	
表面を鏡面加工した炭素鋼 SS400	やマグ
ネシウム等の金属を円形（サイズ：厚さ
0.5xφ	10mm）に加工し試験片を作製した。
また SPring-8	の放射光を用いたバイオフィ
ルム観察用試験片は、鏡面加工した炭素鋼
SS400 を針状（縦 x横 x長さ、0.5mmx	
0.6mmx10mm）に切り出し作製した。	

（３）バイオフィルムの形成	
普通ブイヨン（NB）を用いて、18時間、35℃

で前培養した緑膿菌、黄色ブドウ球菌、大腸
菌、セラチア菌、腸球菌をそれぞれ、約 103

個/ml	になるように増殖培地(NB、緑膿菌の
み NBと M9 最少培地(以下 M9))	に接種・調製
した菌液を U底	96	穴マイクロプレート（ポ
リスチレン製）ウエル中に	100μl、平底 24
穴マイクロプレート（ポリスチレン製）ウエ
ル中に 2ml 分注するか、あるいは中試験管に	
3ml 分注した。円形試験片は 24穴マイクロプ
レートの菌液に浸漬後、指示された時間、
35℃で好気的に静置培養した。針状試験片は
3ml の M9 に浸漬した。顕微鏡観察や放射光に
よるコンピュータ断層（放射光 CT）撮影に用
いる針状試験片表面の BFは、試験片を超純
水で軽く洗浄後、超臨界二酸化炭素あるいは
エタノール脱水後 2-メチル-2-プロパノール
に浸漬し減圧下で緩やかに乾燥させた。	
（４）バイオフィルムの定量評価	
バイオフィルムが形成された U底	96穴マ

イクロプレートウェル内壁あるいは試験片
表面を超純水で３回洗浄し、0.1%クリスタル
バイオレッ	ト(CV)液を加えた。非特異的に
ウエルや円形の試験片に結合しているCVを
超純水で洗浄除去し、99%エタノールでバイ
オフィルムから	CV	を抽出した。マイクロプ
レートリーダーで測定したエタノール抽出
液の吸収(570nm)をバイオフィルムの形成量
として評価した。	
（５）放射光を用いた試験片の観察	
針状の SS400 表面の緑膿菌の BFを緩やか

に乾燥させた後、SPring-8	のビームライン
（BL20XU）の回転ステージに SS400 試験片を
設置し放射光 CT像を撮影した。約	2,000 枚
の写真をもとに針状 SS400 試験片を 3Dに再
構成した。なお 3D可視化された試験片の赤
と黄土色はの実際の試験片の色ではなく任
意に色付けしたものである。	
	
４．研究成果	
（１）集束イオン/電子ビーム加工観察装置
（FIB/SEM)	によるバイオフィルムの断面
(X-Z 軸)の解析	
	 炭素鋼SS400の表面に形成された緑膿菌の
バイオフィルムをFIB/SEMを用いて観察した。
はじめにバイオフィルムが形成されたSS400
の表面構造を観察するために、収束ガリウム
イオンビームを照射しバイオフィルムの断
面を露出させた（図 1A、B、C）。走査型電子
顕微鏡(SEM)を用いて、バイオフィルムの表
面や表層に近い内部(図 1Cの酸素や炭素、リ
ンの領域)に緑膿菌と思われる桿状の構造物
が確認できた（図１B）。しかしながら、浸
漬 9	日と 30日経過した炭素鋼試験片の表面
は無機的な結晶状の物質に多数被われてい
たが緑膿菌は観察できなかった。次にガリウ
ムイオンビームで削り取ったバイオフォイ
ルム断面（図２D）の元素分析を行った。バ
イオフィルムの Z軸方向の分析位置をSpot1



から Spot12 まで分割し、各点で元素分析を
行った（図２E、F）。Spot1 はバイオフィル
ムの最表層である。ここでは M9に含まれる
グルコース由来と考えられる炭素が検出さ
れた。Spot2 から 10までバイオフィルムが生
体鉱物化した部分である。直下の堆積物から
最下層(基部)の炭素鋼まで、鉄やリン、酸素
が検出され、生体鉱物として検出された藍鉄
鉱(Fe3(PO4)2・8H2O)由来の元素と考えられた。
さらにXRDで検出されなかったマグネシウム
がこの生体鉱物化した物質に含まれている
ことがわかった。おそらく鉄の一部が培地成
分のマグネシウムに置換されていると考え
られる。	
	
（２）バイオフィルムの中に含まれる鉄の含
量	
SPring-8 で測定したバイオフィルムの X

線吸収係数を求めてバイオフィルムに含ま
れる鉄の濃度を計算した。通常、37.7KeV の

エネルギーをもつ X線を鉄に照射すると、鉄
の線吸収係数は 36.7908cm-1になる。一方、
SPring-8 の放射光を照射したときは、物質の
線級数係数は小さくなる（0.88 倍）。そこで
これを補正すると、SPring-8 の放射光照射時
の鉄の CT値は 32.4581	Hounsfield	Unit（HU）
となる。SS400 の表面に形成された鉄を含む
バイオフィルムの CTを測定すると 4.05HUだ
ったので、このバイオフィルムの中に含まれ
る鉄は 12.5%であることがわかった。	

	
（３）	バイオフィルム中の生体鉱物化の成
長	
	 緑膿菌の培養液に浸漬したSS400試験片の
表面に形成されたバイオフィルムは、浸漬２
日目で厚さ50μm程度の凹凸状の構造をして
いる（1）。この中で鉄とリン酸塩が反応し
た藍鉄鉱がいつごろから形成されるのか、放
射光 CTの解析によって経時的な変化を追跡
し調べた（図 3）。その結果、浸漬後 2日目
でSS400表層全体にリン酸鉄の形成が起きて
いることが確認できたが、浸漬日数 28日ま
で顕著なバイオフィルムの成長は認められ
なかった（図３Bの赤）。一方、図３Cで示
した炭素鋼表面の形態変化は、浸漬後13日
目まで SS400 試料には認められなかった。浸
漬後 28日目の試験片試料の表面に鉄イオン
が溶出して生じた思われる線状の凹構造が
無数に形成されていることがわかった（図3C、
28 日）。またバイオフィルムが形成された
SS400 試験片を乾燥させ実体顕微鏡で観察す
ると、典型的なバイオフィルムの凹凸構造で
はなくリン酸塩が析出し沈着したような表



面構造になっていることがわかった（図３A）。
実体顕微鏡による観察では、SS400 表面の腐
食の度合いが大きいように思われた。しかし
ながら実際には図 3Bの赤色のリン酸鉄の沈
殿層が薄く、浸漬 28日までバイオフィルム
直下の SS400 表面の形態変化は僅かで MICは
ゆっくり進行しているように思われた（図
3C）。バイオフィルムをアルコール脱水する
過程でバイオフィルム内に残存していたリ
ン酸塩の濃縮が起きて析出物が生じ、本来の
状態とは異なる表面形態に変化した可能性
も考えられた。	

	
（４）	SS400 の表面に発生した線状の MIC と
バイオフィルムの構造学的相関	
放射光CTで３D可視化した画像をもとにして、
バイオフィルムの凹凸構造とSS400の腐食構
造の関係を形態学的に調べた。図 4は緑膿菌
の培養液に 30日間浸漬した SS400 試験片表
層の Z軸方向の変化を示した。試験片の Y軸
820、840、860、880pixels のところでそれぞ
れ X軸方向にスライスして断面図（X-Z）を
作成し、Z軸方向の変化を数値化して凹凸の
状態を解析した。青線と赤線はバイオフィル
ムとSS400表面の凹凸の変化をそれぞれ示し
た。この解析によって、MIC が原因で削られ
たと考えられる SS400 の凹領域は、バイオフ
ィルムの凹領域の下にあることが明らかに
なった（図 5）。	
次に図 4、5の試験片と異なる SS400 試験

片（緑膿菌の培養液に 30日間浸漬した試験
片）を用いて図 6Aの赤枠で囲んだ領域（X軸：
180～600pixels、Y軸：40～200pixels）で形
成されたバイオフィルムの凸領域（青）と

SS400 の凹領域（赤）を形成する X軸方向の
長さをそれぞれ測定した。測定したデータを
図 6Bのように描画し、バイオフィルムがど
のような形状（凹または凸）になると、	SS400
の MIC が起きやすいか調べた。その結果、MIC
はバイオフィルムの直下で生じていた。興味
深いことにMICはバイオフィルムの凸領域の
縁の下まで潜りこんでいることがわかった。
これらの結果をもとにして、バイオフィルム
の形成によって引き起こされる炭素鋼SS400
の MIC 機構を推測した。これまでバイオフィ
ルムによって引き起こされた MIC は、酸素が
透過しにくい部分であるバイオフィルムの
最も厚い中心部（凸領域）から起きると考え
られていた（図 7A、文献 2）。しかしながら，
本研究によってバイオフィルムの最も薄い
部分（凹領域）の直下で MIC が起きることが
示唆された（図 7B）。	

	
（５）	生体鉱物化を引き起こす細菌	
	 緑膿菌のバイオフィルム内部の生体鉱物
化(藍鉄鉱形成)がヒト常在細菌(黄色ブドウ
球菌、大腸菌、セラチア菌、腸球菌)で起き
るかどうか調べた。試験片表面に存在するリ
ンの量をSEM-EDXを用いて半定量的に測定し、
生体鉱物化を検討した。黄色ブドウ球菌、大
腸菌、腸球菌の培養液に浸漬した SS400 試験
片表面のリンの質量濃度は M９の中に浸漬し
た試験片とほぼ同じで 0.6〜1.1％であった。
これに対し緑膿菌やセラチア菌の培養液に
浸漬した試験片表面のリンの質量濃度は 2.4
〜3.1%であった。今回、SS400を各種細菌の
培養液に浸漬した条件（培地、温度、時間）
は、これまで緑膿菌が SS400 表面にバイオフ



ィルムを形成し生体鉱物化が生じることが
確認されている条件と同一である。セラチア
菌培養液に浸漬したSS400表面に検出された
リンは藍鉄鉱由来と推測された。したがって
セラチア菌は炭素鋼表面にリン酸鉄を沈殿
（生体鉱物化）させる能力を持っている可能
性が高いと考えられた。	
	 また、マグシウム要求性の環境細菌B.	
diminuta（NBRC3140、NBRC13181、NBRC14213、
NBRC12697）のバイオフィルム形成能につい
て検討した。NBRC12697 を除いた３菌種は硫
酸鉄が存在するとバイオフィルムの形成が
高まることがわかった。次に、これらB.	
diminutaがSS400試験片表面にバイオフィル
ムを形成するかどうか調べたところ、
NBRC14213 と NBRC12697 が SS400 の表面にバ
イオフィルムを形成することがわかった。し
かしながら、B.diminuta が生体鉱物化を引き
起こすかどうかは確認できなかった。	
	
（６）	まとめ	
	 炭素鋼 SS400 を緑膿菌培養液に 30 日間浸
漬すると、SS400 表面から鉄イオンが溶出し
深さ 2.5μm 程度の MIC が凹凸構造のバイオ
フィルムの凹部分に沿って発生することが
わかった。溶出した鉄イオンはリン酸イオン
と反応して水に溶けにくいリン酸第一鉄
（Fe3(PO4)2）が生じると考えられた。すでに
1990 年代後半から、軟鋼（mild	steel）を
Pseudomonas	putida や Rhodococcus属などの
環境細菌の培養液に浸漬すると、我々の研究
と同じように藍鉄鉱が生じることが報告さ
れている（3）。さらに軟鋼に形成された藍鉄
鉱の層がMICやバイオフィルムの形成を阻害
するという結果も報告されている（3）。しか
しながら我々はこれらと一致する結果をこ
れまでの研究から得ていない。むしろ炭素鋼
SS400 の表面にリン酸鉄の化成処理をすると
緑膿菌のバイオフィルムの形成が高まる結
果が得られている。何故このような正反対の
結果が得られたのか、本研究では明らかにで
きなかったので、今後の研究課題にしたい。	
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