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研究成果の概要（和文）：生物電子顕微鏡分野で常用される溶媒置換―樹脂包埋処理を海底堆積物試料の処理に導入し
，水分を含む海底堆積物試料を物理的に乾燥させることなく樹脂固定する技術を確立した．これによって堆積物の三次
元構造の攪乱を抑え，電子顕微鏡や高解像度X線CTで微細構造を観察し，画像解析によって地層の物理特性などを調べ
る技術を確立した．さらに，軽元素から構成され，従来は電子顕微鏡などで観察できなかった地層試料中の微生物細胞
または類似構造を有する固体状有機物などに重金属を付加する電子染色処理を施し，軽元素から成る物質も同時に観察
することが可能となり，こうした粒子の地層内での配置様式を調べる手法的基盤を確立した．

研究成果の概要（英文）：This study established a modified resin-embedding method of marine sediments for 
high-resolution observation of sediment microstructure. The microfocus X-ray computed tomography 
(micro-XCT) and scanning electron microscopy (SEM) results showed significant microstructural 
disturbances were not observed in the samples prepared using the new resin-embedding method, and the 
microstructural arrangement of the sediment were clearly visible. In addition, the porosity visible from 
SEM images was similar to that measured using the moisture and density method, providing additional 
evidence that the microstructures were well preserved. The resin-embedding method allowed observation of 
the limited contact of the fine particles in clayey sediments and the presence of organic materials in 
environmental sediments. This method is suitable for the detailed observation and characterization of 
fine-grained marine sediment microstructure.

研究分野：堆積学
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１．研究開始当初の背景 
世界各地の海洋底科学掘削により，海底堆積
物1 cm3あたり103細胞を超える微生物が存在し，
全地球バイオマス炭素の約10％を構成する地球
最大の微生物生命圏の存在が明らかになってき
た．こうした海底下微生物は，堆積物中の鉱物
粒子や有機物と相互作用しながら生命活動を育
む．その結果，海底下エネルギー資源の生成・
分解を含む，物質の移動・集積過程の一翼を担
うことが知られる．海底堆積物内の地下生命活
動を詳しく理解することは，現在に限らない，
海底下での持続的な物質動態の理解に必須の知
見をもたらすことが期待される． 
しかしながら，海底下微生物の堆積物内での
存在様式や，周辺環境と相互作用の実体を示す
直接的なデータは未だに得られていなかった．
海底下微生物は，堆積物を緩衝液で懸濁し，フ
ィルターにトラップして顕微鏡観察される．近
年では，こうした手法を利用し，1 細胞レベル
での炭素源・窒素源を特定，基質取り込み活性
を検出し，海底下微生物が生きて存在すること
が報告されている．また，遺伝子解析と有機・
無機化学物質濃度から，海底下で起こる微生物
反応が推測されてきた．しかし，生命活動を維
持する上で，最重要件の一つである生息空間，
すなわち堆積物の孔隙内における微生物分布は，
未圧縮で孔隙に富む海底表層堆積物（数cm）内
の原核生物の観察例のみで，孔隙分布がより限
定される地下深部での観察例はない．他方，地
質学分野で，走査電子顕微鏡画像による海底地
下深部堆積物の粒子配列の観察例があるが，試
料調製・観察条件の不適合で，堆積物内部の微
生物は確認されていない．この場合，試料の間
隙水をアルコール置換後，凍結乾燥し，試料の
割断面を観察するが，乾燥・割断処理に伴う柔
らかい微生物の細胞構造の崩壊は免れない．ま
た，微生物の主要構成元素（炭素，酸素，水素
など）の原子番号は，堆積物粒子の主要構成元
素（珪素，カルシウムなど）より小さく，電子
線が透過しやすい．堆積物の観察条件では単に
微生物が観えない可能性もある． 
微生物分布のみならず，堆積物内部のサブミ
クロンスケール観察は，堆積物の微細構造解析
や物性の把握など，異分野で必要とされるアプ
ローチである．堆積物内部で最も柔らかい微生
物と堆積物微細構造を同時に観察する技術を確
立することは，現状の観察技術の隘路を打開し，
海底地下深部での生命の実体，微生物－堆積物
の相互作用を分野横断的に理解する足がかりと
なることが期待される． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究は，海底堆積物の孔隙内に存
在し，堆積物と相互作用するとされる海底下
微生物の生存実態を in situ，ex situで観察し，
海底下での微生物の存在が堆積物のどのよ
うな特徴によって規定されているか，その境
界条件を解明することを究極な目的として
研究を行った．そのためのアプローチとして，
様々な堆積環境，海底表層～地下深部から掘

削された天然堆積物試料と既知の微生物と
堆積物を混合した標準試料を用いて，生物学
的な電顕試料調製法での処理によって，微生
物の産状や存在環境の実体を直接観察する．
更に，既往の生物学・地球化学データと共に
個別・統合的に解析し，様々な海底地下環境
における微生物の生息条件を堆積学・地質学
的な側面から明らかにする． 
 
３．研究の方法 
まず，既知の微生物と堆積物を混合した標
準試料を使用した実験的なアプローチにより，
研究目的の達成に必須となる試料処理手法，走
査電子顕微鏡やX線CTの操作と画像解析手法
など，一連の要素技術を確立した．試料処理で
は，以下の生物学的な電子顕微鏡試料調製法を
適用し，地質試料の処理における適切な試料処
理条件の探索・手法的基礎を築くことを試みた．
(1) 化学固定法：ブロック状に切り分けてアガロ
ースに包埋した堆積物試料をパラホルムアルデ
ヒド溶液とグルタールアルデヒド溶液に浸漬す
る．アルデヒド基が堆積物中の微生物や類似構
造を有する固体状有機物のタンパク質に結合・
架橋構造を形成し，物理的強度を与える処理を
実施した．これによって，硬い鉱物粒子が配置
する堆積物試料内部に存在する柔らかい有機質
の構造であっても，物理的に構造を攪乱するこ
となく観察できるようになった．(2) 電子染色
法：四酸化オスミウム水溶液とチオカルボヒド
ラジド水溶液に，交互にブロック試料を浸漬す
る．オスミウムが不飽和脂肪酸と結合する効果
に加えて，チオカルボヒドラジドが媒介するこ
とでオスミウム同士を結合させる．オスミウム
は重金属なので，走査電子顕微鏡では反射電子
の発生効率を高め，X線 CTではX線透過率が
低く，観察画像内でオスミウムの存在領域にコ
ントラストをつけることができ，重金属をいわ
ば“トレーサー”として，微生物観察に利用した．
(3) 樹脂包埋法，及び研磨・ミクロトーム切削
法：試料を乾燥させずに溶媒置換，段階的に樹
脂を試料内部へ浸透させた後，樹脂を重合させ
た．樹脂固定試料は研磨ないしミクロトームで
削り出し，平滑な試料断面を露出させた． 試料
観察では，走査電子顕微鏡―エネルギー分散形
X線分析装置と高精細 X線 CTを利用し，2次
元・3 次元での海底堆積物の微細構造と微生物
細胞の観察を試みた．エネルギー分散形X線分
析装置の分析では研磨ないしミクロトーム切削
断面の観察で，微生物と堆積物粒子の分布・相
互接続様式を詳細観察した．本研究では切削さ
れた平滑な試料断面の観察で，高精度の分析が
可能となったので，堆積物粒子，微生物だけで
なく，その構成元素もターゲットとし，微生物
細胞近傍の元素分布をマッピングした．一方，
X 線 CT では樹脂包埋したブロック試料を撮影
し，取得画像を処理して 3 次元像を構築する．
X線 CTでは，物質の密度とX線吸収係数に基
づく CT 値を反映した輝度の画像が得られる．
そこで，画像の輝度情報をヒストグラム化し，
画像処理によって堆積物粒子，微生物細胞など



構成物質ごとの 3 次元分布の把握を試みた．さ
らに，重金属（オスミウム）付加した微生物細
胞の配置を特異的に可視化するため，オスミウ
ムのX線吸収率が大きく変化するX線のエネル
ギー（X 線吸収端）前後のエネルギーレベルで
試料を測定した．測定データを画像演算するこ
とで，付加した重金属を特異的に可視化するた
めの測定条件，画像演算の解析条件を検討した． 
天然試料は，国際深海科学掘削計画（IODP）
の研究航海（IODP 第 353 次航海）への参加も
含めて，国内外の研究航海で取得した試料や，
取得済みの様々な堆積環境，海底表層～地下超
深部から掘削された天然の海底堆積物試料（青
森県下北半島沖，新潟県上越沖，ニュージーラ
ンド南島東方沖カンタベリー海盆，南太平洋環
流域，インド東縁など）を確保し，本研究に利
用した．様々な試料の解析を通して，天然での
堆積環境の違いによる微生物活動の差異などを，
様々な観察技術を駆使して可視化した．観察結
果を，既往の生物学・地球化学的なデータと共
に集約し，様々な海底地下環境における微生物
の生存様式を検討した． 
 
４．研究成果 
(1) 二酸化炭素（CO2）排出量削減技術の中で，
地層中に CO2 を回収・貯留する技術は，排
出CO2の約20%を削減できる有効な方法とし
て注目され，技術開発が進み，実際に地層環
境への回収・貯留実験が進められている．し
かしながら，海底地下の地層環境へ CO2 注
入に伴う微生物活動とそれに伴う地層の微
細構造への影響を，地下深部環境の温度・圧
力条件で実験的に検証した例はなく，理解は
十分に進んでいない．本研究は，地下深部環
境を再現する実験系となる高温・高圧培養リ
アクターで，海底下から採取した古第三紀層
の石炭と砂岩で構成される夾炭層に高温・高
圧環境で CO2 を圧入し，地層試料の物理特
性や鉱物組成の変化，それに伴った地層試料
中の微生物活動への影響を検証した．実験で
は，まず CO2 を混合した間隙流体の圧入前
後での CO2 濃度を測定したところ，圧入後
の試料では CO2 濃度が減少しており，鉱物
として固定された，ないし微生物による物質
変換が生じたことが示唆された．そこで，鉱
物組成を X線回折装置で調べたところ，CO2 
圧入前後で主要な鉱物組成の変化は見られ
なかったが，走査電子顕微鏡によって鉱物の
局所構造を観察したところ，圧入後の試料に
微細な炭酸塩鉱物が認められ，CO2 が炭酸塩
鉱物として地層中にトラップされたことを
示す結果を得た．加えて，微生物活動との関
係では，ホモ型酢酸生成菌の活性化が確認さ
れ，培地として注入した間隙流体における酢
酸濃度の上昇が認められた．微生物活動によ
って，CO2 を還元して酢酸に変換反応が生じ
ることが示された．こうした微生物による物
質変換反応から示唆されたのは，貯留 CO2 を
地層中の微生物活動を利用してメタンガス
のような還元化合物に変換し，資源として回

収する可能性である．この場合，CO2 の圧入
だけでなく，電子供与体として水素ガスを供
給する実験系を構築する必要がある．実験系
を改善することにより，CO2 を資源として利
用可能な CO2 貯留システムを構築できると
期待される． 
(2) 地層試料の微細構造解析技術は硬い岩石
を対象としたものが多く，水分を含み，柔ら
かい海底堆積物の微細構造観察は不可能だ
ったが，本研究は，生物電子顕微鏡分野で常
用される樹脂包埋法を海底堆積物試料の処
理に導入することで，新しい地層試料処理技
術の構築を試みた．新手法の要点は，水分を
含む生物細胞の微細構造を攪乱なく観察す
ることを目的とした溶媒置換―樹脂包埋処
理で，試料を物理的に乾燥させることなく樹
脂固定できることにある．これによって，水
分を含む海底堆積物試料であっても三次元
構造の攪乱を抑えて樹脂包埋し，電子顕微鏡
や高解像度 X線 CTで微細構造を観察するこ
とが可能になった．樹脂包埋法による試料処
理結果と，従来の地層試料処理で利用されて
きたアルコール置換・凍結乾燥法と比較した
ところ，従来法ではクラックなどの試料処理
に伴う構造攪乱が観察されたのに対して，樹
脂包埋試料では個別の粒子レベルで亀裂が
生じるなどの攪乱が認められたが，試料処理
前後の物性を比較すると大きな差異がなく
試料処理による微細構造攪乱を大幅に抑制
することができた（図 1）． 
 

 

図 1試料調製法ごと（本研究で確立した樹脂包
埋処理ならびに従来法のアルコール置換・凍結
乾燥処理）の海底堆積物試料の走査電子顕微鏡
二次電子像の比較．(A)ニュージーランド沖大陸
棚堆積物．(B)南太平洋環流域の遠洋性粘土． 
 
このような新手法による試料観察の結果，

IODP 第 329 次航海で取得した南太平洋環流
域の遠洋性粘土を構成する微細鉱物の中に
ミクロスケールの球状の鉄マンガン酸化物
の塊“微小マンガン粒”が大量に存在するこ
とが分かり，特徴的な微細構造を示すことが
分かった．様々な環境試料を調べた結果，ミ
クロスケールの微細鉱物塊は，大陸沿岸から
外洋域まで存在していることが分かってき
た．ただし，鉄マンガン酸化物の微細鉱物は



外洋域の酸素に富んだ遠洋性粘土のみに特
異的に存在することが分かった．今後，こう
した微細鉱物塊の解析技術を確立し，その成
因と微生物活動との因果関係や，外洋深海域
における金属元素の物質循環において，微細
鉱物塊が果たす役割を検討していくことを
考えている． 
さらに，軽元素から構成されるため，従来
は電子顕微鏡などで観察できなかった地層
試料中の微生物細胞または類似構造を有す
る固体状有機物などに対してオスミウムを
付加する電子染色処理を施すことで，軽元素
から成る物質も鉱物粒子などと同時に観察
可能となった．こうした物質の配置様式を観
察したところ，孔隙内部に存在する場合があ
るのはもちろん，鉱物表面に付着するなど，
特徴的な配置を示すことが分かった．さらに，
大型放射光施設（SPring-8）の高精細Ｘ線μ
CT スキャナーを用い，細胞や有機物に付加
したオスミウムの X 線吸収端前後のエネル
ギーレベルで試料を測定した．そして，撮影
した CTスキャナーの断面画像を X線吸収端
前後で除算処理した結果，オスミウムの濃集
域を，特異的にコントラストを高めて検出で
きるまでに至った． 
以上の研究により，堆積物内の粒子の相互
接続や孔隙分布を詳しく観察でき，堆積物内
部で生じる物理・化学・微生物プロセスを分
野横断的に解析する手法的基盤を確立した．
その結果，外洋域で特異的に存在する微小マ
ンガン粒を見出すなど，新たな研究の着想に
つながる研究成果を得られた．ただし，本研
究で確立した微生物観察技術については，現
状では，オスミウム付加した粒子が微生物細
胞の他，固体状有機物の可能性を排除できて
ない．そこで，今後は核酸蛍光染色技術も併
用することで，実際に，海底下で生きていた
微生物細胞の配置を可視化する試料処理条
件を検討する．これによって，最終的に海底
地下の地層内環境で，どのように微生物が生
きていたか実体を明らかし，研究成果として
まとめる． 
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