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研究成果の概要（和文）：100m以深の地下生物圏における嫌気性微生物の実体はよくわかっていない。本研究は、混合
体試料のままでその場観察が可能な誘電分光法に着目し地下生物圏の探査に応用することを考えた。嫌気状態で温度可
変な誘電分光測定を行える反応装置、小型セル電極などを試験、作成し、バイオリサイクル施設よりメタン菌を主とす
る嫌気性生物を液体状態で採取し試料とした。嫌気性生物の混合サンプルのインピーダンス測定から200-600kHz付近で
古細菌に由来すると思われる誘電スペクトルのピークが見られ、また15℃、30℃、55℃の範囲で温度が高くなるほど顕
著であった。メタン菌で誘電分光法を利用する条件等を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the ecosystem in deep biosphere, the dielectric spectroscopy was 
experimetally investigated as a cadidate probe using an anaerobic vacuum chamber and organic solution 
including archaeabacteria,Methanogen.The sample solution was recoverd from bio-rcycle facilities and 
cultivated in a bio-cell.The dielectric impedance spectroscopy at 100 kHZ- 30 MHz was performed 
continuously at different temperature 15, 35 and 55℃。Differential spectra substacted with spectrum for 
water solution with same conductivity showed possibly methanogen origin spectra at 200-600 kHz.The 
spectra showed siginificant variations at higher temperature. New sample-contact electrodes and cells 
were designed and a micro-flow cell was established.Additionally, thermal metamorphism of organic 
sediment (peat and asphaltum) bearing methanogen was investigated by ESR.

研究分野：惑星地球科学　光・電磁場物性物理
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１．研究開始当初の背景 
 
地下生物圏 (Deep Biosphere)の仮説が提出

されたのは、Gold T., “The deep, hot biosphere”, 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89: 6045. が

端緒であり、以来20数年が経った。その後、

陸域，海域における掘削コア試料の解析など

から地下生命圏の存在がほぼ確たるものとな

った。現在地球上の全微生物は，全植物に

匹敵する生物量(biomass)であると推定さ

れているが、その90%以上が陸域及び海底

下の地下生物圏に存在すると考えられて

いる。ここで、地下生物圏とは、地下100m

から4-5km程度の範囲を考えている。このよ

うに膨大な生物量である微生物は，地球

表層圏における物質移動や循環に少なか

らぬ役割を果たしていると考えられ、資

源開発、地球環境の計測の両面からその

解明は重要である。 

我々は，過去2-9GHz 帯の電子スピン共

鳴法による年代測定，生体ラジカル計測，

格子欠陥を用いた地質鉱物熱履歴の研究

を行うとともに，近年1 μHz から0.1 GHz 

程度までの広周波電場による緩和現象を

計測する誘電分光法による微生物測定装

置を作成してきた。この2 つの分光法は

基本的に同じ原理を含んでいる。広帯域

誘電分光では、酵母や大腸菌の反応系に

おいて、インピーダンスやキャパシタン

ススペクトルの変化として菌株数の変化

を計測できることが古くから知られてい

たが，最近は，ライフサイエンス分野に

おいて細胞分別法に応用する研究が急速

に進んでいる状況である。 

この地下生命圏は広大で，総計として生物

量は大きいと考えられるが、密度はうすく、

基本的に嫌気性で代謝速度が遅い古細菌であ

り、その実験室培養は難しいとされてきた。

そのため今のところ，我々はその部分的な描

像を得ているに過ぎない。そのため、地下深

部に投入できるような小型の微生物センサー

が必要とされている。 

 
２．研究の目的 

本研究では，嫌気系で古細菌を用いた誘電

分光測定の実施と問題点の解明を通じて、

本手法が地下生命の密度測定の適用でき

るかを検証する。 

 

１）地下生命圏における微生物探索法として 

誘電インピーダンス分光法の適用可能性を検

証すること。また測定に対してバックグラウ

ンドとなる生命由来の地中有機物について、

地温変化に伴う変性をESR法などで調べる 

メタン菌を含む土壌試料を用い、時間

とともに変化する誘電分光パラメーター

を長期間連続追跡する。試験環境におい

て試料中の菌による代謝や菌密度が変化

するときの誘電分光パラメーターの変化

を追跡する。また実験で得られた誘電特

性から古細菌における誘電パラメーター

のモデリングを行う。さらに土壌・岩体

での適用可能性を検証する必要がある。 

 

２）周波数スペクトルを得るための電極

構造と，印加周波数の最適化を図る。ま

たフィールドで用いることできるような、微

小プローブを有する高性能の誘電分光測定法

を探索し小型化すること、また必要とされる

性能についての知見を得ることを目的とする。 

 

 
３．研究の方法 
基礎 

物質に与える角周波数 で振動する電場を

複素数で 、応答として生じる電気変

位を とすると、これらの関係を表す

周波数応答関数として複素誘電率 は 

 
通常複素誘電率は 

 
と表される。実部 は誘電体の分極によっ



て貯め込まれるエネルギー、虚部 は物質

中で失われるエネルギーで、誘電損失であ

る。 

 電気双極子モデルで考えると、永久電気

双極子をもつ構成分子が交流電場によって

再配向する際に周囲と摩擦を起こし、この

散逸過程で熱エネルギーに変換されて失わ

れる電気エネルギーが誘電損失である。も

し分子運動の特性時間を表す緩和時間 に

対応する周波数 よりも電場の

周波数が高ければ分子が配向しきらないの

で誘電損失は小さく、逆に低くても損失は

少ない。したがって、緩和測定によって得

られるピーク周波数 は分子の運動性に

関係する。 

 生体物質の誘電率を、周波数を掃引して、

測定すると広い周波数領域にわたって、誘

電率の分散(緩和)がみられる(Fig.1)。この分

散から、分極現象をダイナミックに捉える

ことができる。 

 

Figure 1. (Asami, 2004を改変) 

 

誘電分光の特徴は、均質な溶液から不均

質な複雑系の解析が可能であること、周波

数範囲が mHzから GHzと広い範囲の運動

や現象をとらえることができる点にある。

これは複数の微生物が存在する生態系をそ

のまま計測できるという利点につながる。

また近年発達が著しい TDR 法 (Time 

Domain Reflectometry)では、分子配向が GHz

以上で計測できるが、本研究は細胞粒子の応

答を対象とする 100Hz-35MHz 程度を対象と

する。 
 
実験装置 
本研究では 周波数発振および計測につい

て主に N4L（NEWTON 4th）社製 Phase 

Sensitive Multimeter (PSM1735) の LCRメ

ーター機能を用い、必要に応じて、日置電

機製インピーダンスアナライザ IM3570お

よび自作の回路を用いた。PSM1735の基本

仕様は、測定パラメーター：LCR（AC）、

Inpedance、Q、tanδ、Phase（直列または並

列）に対して、 

周波数レンジ：10uHz～35MHz、基本精度：

0.1%+シャント許容誤差、出力電圧：0V～

±10Vpk であり、測定方法は 4 端子法およ

び比較などのために 2端子法を併用して行

った。 

セルおよび測定電極は、研究期間を通じて、

50mLから 5mlサイズのものから、0.01mlま

で、10種を超える様々なものを作成、試用し

たが、最終的には、試料溶液の少量化および

均一性の観点から、試料 5mlを対象に、ガラ

ス基板上に設けた微小櫛形電極を用いて実

験を行った。この微小電極を USBレセプタク

ルに接続させることにより、測定装置に連結

することができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2. 4端子測定電極の例 
実際には、電極接続部は、ポリスチレンな

どで防水加工を施し、嫌気性容器内に置い

た試料溶液と電極面だけで接触する構造と

した。また端子は気密端子を用い、嫌気雰

囲気を保つ構造である。試料操作は、アク



リル製真空グローブボックスを用い、アル

ゴン—二酸化炭素-窒素雰囲気で充填した。

 
Figure 3. ピアースアンプル内に設置した

櫛形微小電極を示す。蓋にセプタムが使わ

れているので、ここから嫌気状態を保持し

たまま試料を交換、ガス捕集、または圧力

調整が可能になった。また、微小櫛形電極

と USBコネクタに一度テフロンテープを

巻き、その上から樹脂で隙間を埋め、もう

一度テフロンテープを巻き電極部を保護し

た。 

 

Figure 4. 研究室サイズにおける測定装

置の例。 

 

試料は、バイオリサイクル施設である神

戸生協食品廃棄物処理設備から採取したメ

タン菌を含む嫌気性微生物の混合液を用い

た。採取に当たっては、水素充填した培養

ケース 1900ml に置換させた。これを実験

室嫌気雰囲気のグローブボックス内でろ過 

し、100μm以上の浮遊固形物およびすべて

の沈殿物は除いた。この試料を発生するガ

ス圧に留意しながら、５０℃で保管した。

測定は、微生物混合液 10ml で電極を浸漬

して誘電分光測定を 1k-30MHzで行った。 

 

４．研究成果およびまとめ 

 

Figure 4. メタン培養液と水の差分誘電イ

ンピーダンススペクトル。30℃に保持し、1

時間の平均値。微生物混合液の緩和ピーク

は 210kHz で得られ、これから同等の導電

率（10 mS/m）を有する水のスペクトルを

差し引いた。 

 

Fig. 4 に得られたインピーダンススペクト

ルを示す。600kHzに現れる成分は、培養液

の有機物（菌体と浮遊する有機物成分） 

を合わせたスペクトルである。ろ過される

前の現液と濾過後の差分スペクトルでは、

120 kHz をピークとする値を示し、菌体以

外の有機物とは異なるスペクトルであった。 

また 6MHz付近には、メタン菌の軸比を

反映すると考えられる複数のピークが見ら

れるが、培養液の測定条件でピークの値が

大きく変動する傾向が見られた。 

次にメタン菌の活動を低減させる目的で

試料を 15℃まで冷却し、24時間ごとに測定

を行い、初日のスペクトルとの差分を求め

たものを Fig. 5(a) に示す。活動状態のス

ペクトルとわずかに異なり、200 kHz 域に

変化が見られている。 



Fig. 5 15℃および 30℃における誘電イン

ピーダンススペクトル。7 日間の測定にう

ついて同条件の初日（0 日目）のスペクト

ルとの差分値である。b)4 日目には人為的

なノイズが含まれている。 

 

同じ温度条件では、メタン菌培養液の電導

度や pH に差はないが、明らかに 15℃では、

30℃に対して、メタンガスの発生量は減少し

ていた。低温 15℃での日的変化は、小さく菌

体全体の活動度の減少を示しており、30℃で

は、一日おきに振幅が変化しており、菌体の

活動度を反映していることが想定できる。こ

れについては、同様の実験を行いながら、菌

体の顕微鏡観察を行うことで、解明に努めて

いる段階である。 

Fig. 6 には、メタン菌の最適温度とされ

る 55℃で時間変化を追跡した結果の例を

示す。スペクトルの変化は低周波側で大き

く、高周波側で小さい。また、時間が経過

するごとに 200 kHz付近で値が大きくなる

傾向がある。これは微生物の活動によって、

細胞数が増えたと考えられ、また、60h 以

降で値が減衰していることから、生物のエ

サが少なくなり、微生物の活動が低下して

いったと考えられる。なおこの段階で 

Fig. 6  55℃における誘電インピーダンス

の時間変化の例。 

 

試料に酢酸を追加することで、その後の

3 日後のメタンガスの生産は回復すること

は確認できたが、溶液の追加による影響で

スペクトル測定には誤差が表れ、連続した

評価はできなかった。 

 

メタン菌の誘電分光を念頭に、嫌気性密

閉容器を用いて温度可変な状態で、誘電分

光を行える装置を作成した。本研究では、

特にグローブボックス内において大型試料

槽を用いて長時間、高温での測定を行うと、

電極の接触部分以外の箇所からのノイズ発

生や、試料が蒸発、減少するなどの問題点

が発生し、常時連続測定を行うことが難し

かった。10μℓ程度の少量試料容器と小型密

閉容器を用いれば、綺麗なスペクトルが得

られるが、長時間のバッチ測定では、資源

が不足し、やはり長時間の測定が困難であ

る。よって、恒常的な培養槽を用いてある

程度の量を培養しつつ、測定時にのみサン

プリングし、測定後は廃棄することで長時

間の変化の計測を行うことが必要である。 

一方でピアースアンプルを用いた装置は、

2 週間程度の常時測定を可能にしたが、あ

る程度の量の試料が必要で、現状ではあま

りいいスペクトルは得られない。このため、

さらなる改良が必要である。 

ピアースアンプルを用いた装置では、試料

b） 

a） 



の電気化学測定以外に、発生するガスの発

生量も測定でき、活動度としている。 

混合液と水の差分スペクトルから、嫌気

性微生物由来と思われる 200-600kHz ピー

クが得られた。これは、活性化により変化

すること、またメタン発生が低温で停止し

たのち、再び温度を元に戻した場合と比較

した場合と比較した結果易懸濁有機物やガ

スバブル由来ではなく、微生物由来と考え

ているが、一方で「メタン菌を単離したも

ので評価しないと疑問が残る」との意見が

ある。誘電分光法は本来、混在物をそのま

ま調べることができる利点があるのだが、

スペクトルの確証を行うために単離は今後

の課題とすべく検討中である。また 6MHz

付近のピークの原因については、イースト

菌の場合を参考にモデルのシミュレーショ

ンを行っている。 

以上のように、誘電分光法を実験室規模

でメタン菌に適用することは可能となった。

しかし、より菌密度の薄い深部地下生物圏

一般にこれを用いることができるかどうか

は、さらに研究を行う必要がある。この目

的のためには、マイクロ流路に菌体を通し、

細胞一個の誘電分光スペクトルをとる装置

の完成に結び付ける必要があろう。 

本研究では先行的に、40μ リットルのガラ

ス毛細管と針状金電極を組み合わせたマイ

クロ流路で誘電分光を行うセルを作成した。

これを今後試験する予定である。また副次的

な研究として、メタン菌が存在しうる嫌気性

堆積物中の有機物のＥＳＲおよび誘電分光

測定を行い、その環境温度による変化や熱変

性について調べている。 
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