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1. はじめに

肥沃な土壌 1グラムには数千種，数億個の微生物（バ
クテリア，アーキア，真菌など）が存在しているといわ

れる（西尾, 1989 など）．これらの微生物は動物にはな
い多様な代謝反応を駆使することで，有機物分解の機能

や環境保全能を土壌システムに発現させている．微生物

は酵素反応で反応を進行させるため，反応速度が無機的

な反応と比べてきわめて大きい．このため微生物は土壌

中で起きる物質循環へ大きな影響を与えると考えられて

いる．例えば，微生物による鉄（Fe）やマンガン（Mn）
などの土壌主要金属の酸化反応速度は無菌状態の数十倍

∼数万倍に達することが知られる（Olson, 1991; Vera et
al., 2009）．また，微生物によって生成された二次鉱物
は，無機合成鉱物に比べて微小な粒径のナノ鉱物になり

やすい．ナノ鉱物は高い物質吸着能をもち反応場として

機能するため，様々な物質の環境動態に影響を与える鉱

物となり得る（Hochella et al., 2008）．
しかし，環境微生物の大半は難培養性であり，また微

生物自体のサイズが数 µm 程度と小さく，直接観察が
難しい点から，土壌や堆積物など表層環境における微生

物，元素，鉱物間の相互作用には未解明な点が多い．土

壌中では化学条件およびそれに呼応する微生物群集がマ

イクロスケールで変化するため，バルク試料の分析だけ

では，土壌中での微生物反応を解析することが難しい．

したがって，土壌における微生物 –元素 –鉱物相互作用
を詳細に理解するためには，新しい in situ（原位置）微
小領域観察法が必要とされる．

我々はこれまで，放射光源 X 線を利用した X 線顕微
鏡を用いて，高い空間分解能で元素の化学種を決定する

手法を確立し，それを土壌や堆積物など環境試料に応

用して研究を進めてきた（Mitsunobu et al., 2010; 2011
など）．SPring-8 などの放射光施設では X 線管球方式
に比べて数万 ∼ 百万倍も強い X 線が得られる．また得
られたX線をミラーなどで集光することで，µm ∼ nmレ
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ベルまでビームを細くすることも可能である（Tsuji et
al., 2012）．したがって，ビームを絞った X 線顕微鏡を
うまく利用すれば，土壌のような複雑な組成をもつ試料

であっても，または土壌濃度が数十 ppm と微量な元素
であっても，標的とする（微生物 –）元素 –鉱物相互作
用を直接観察できる．放射光源 X 線を利用する X 線顕
微鏡では，試料に照射する X線のエネルギーをモノクロ
メーターによって自在に変えられるため，X線吸収スペ
クトルである X線吸収微細構造（XAFS）を得ることで，
元素の化学状態を知ることができる．ここでいう化学状

態とは，主として価数，配位環境，鉱物種を指す．XAFS
は，X線吸収端近傍構造（XANES）と広域 X線吸収微
細構造（EXAFS）から構成される（Fig. 1a）．Fig. 1bの
XANESスペクトルに示すように元素の内殻電子が励起
されるエネルギーは，酸化数（価数）が大きいと数 eV高
くなるため，酸化数の違いによって収端エネルギーが異

なる．内殻電子が励起されるとその電子を受け入れる空

軌道，バンドの位置，電子密度が変化することに起因す

る．この現象を利用して，試料中の対象元素の酸化数を

Fig. 1 （a）XAFS スペクトル,（b）XANES スペクトル,
（c）EXAFSスペクトル,（d）フーリエ変換後の動径構造関数.
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定量的に決定することが可能である．また，EXAFS 領
域の解析から，価数だけでなく X 線を吸収した原子の
電子構造，対象原子に配位する隣接原子の配置に関する

情報も得ることができる（Fig. 1d）．EXAFS領域の振動
は，吸収原子から放出された内殻電子が隣接原子により

散乱され X線吸収係数が変化することで形成される．し
たがって，対象原子に隣接する原子の種類，配位数，原

子間距離の情報が得られるため，EXAFS を解析するこ
とで土壌中において対象元素が取り込まれているホスト

鉱物相や吸着状態（内圏 /外圏）などを推定することが

可能となる（Mitsunobu et al., 2006など）．
また，X線顕微鏡を利用した局所 XAFS分析だけでな
く，微生物の遺伝子可視化法や機能遺伝子定量法などの

分子生物学的手法も併用することで，土壌中に存在する

微生物の種類をマイクロスケールで決定することが可能

となる．これらの情報を組み合わせることで，土壌中で

微生物が何をしているのか（どのような反応に関与して

いるのか）に迫ることができると考えている．本記事で

は，最近の我々の研究成果 2つを紹介しながら，直接観
察に基づいて土壌中の微生物 –元素 –鉱物相互作用を解
き明かす試みについて解説させていただく．

2. µXAFS法と FISH法を組み合わせた環境
試料中のバイオミネラリゼーションの観察

まず，分子生物学的手法の 1種である蛍光 in situハイ
ブリダイゼーション（FISH）法と X線顕微鏡（マイクロ
X 線吸収微細構造法：µXAFS 法）を組み合わせ，堆積
物や土壌などの環境試料中において特定の微生物反応を

高いマイクロスケールで観察する新規手法（Mitsunobu
et al., 2012）について紹介する．
筆者らの研究では、この手法を土壌環境や堆積物環境

でよく観察される鉄酸化バクテリアによる生物鉱化作用

（バイオミネラリゼーション）へ適用した．Fig. 2a は，
対象とした鉄酸化物を多く含む温泉堆積物の写真であ

り，Fig. 2b-cは，堆積物の 16S rRNA遺伝子解析に基づ
いたバクテリア群集解析結果を示している．堆積物中に

は，門レベルで β -proteobacteria が優先しており（Fig.
2b），その中では独立栄養性の鉄酸化バクテリアである
Gallionella属が支配的であった（Fig. 2c）．次に，群集
解析の結果を踏まえ，FISH法を用いて薄切した堆積物
中の鉄酸化バクテリアの空間分布を調べることを試み

た．FISH法の適用には，生息する微生物の遺伝子（本研
究では rRNA）情報を壊さずに薄片を作成する必要があ
る．筆者らの研究では，生物学分野で使われる手法を応

用し，rRNAを壊さず，かつ現場の堆積環境や化学状態
も保持した薄片試料作成法を確立し，この堆積物にも適

用した．Fig. 3 は，鉄酸化バクテリア（Gallionella 属）
のみを選択的に染色する核酸プローブをもちいて FISH
解析をおこなった結果を示している（Fig. 3a: 明視野像，
Fig. 3b: FISH 像）．FISH 像である Fig. 3b に示すよう
に，鉄堆積物において，ごく表面（5 – 10 µm）に鉄酸化
細菌は濃集しており，微生物による鉄酸化反応は局在し

て存在することがわかった．

さらに，この鉄酸化バクテリア濃集領域の Fe の化学
状態分析を µXAFS法により解析し，同一試料分析から

鉄酸化バクテリアが生成する鉱物の特徴を明らかにす

ることを試みた．鉱物中の Fe の配位環境の情報を得る
ことができる EXAFSスペクトルおよびその解析結果を
Fig. 4bと Table 1にそれぞれ示す．無機的に合成した水
酸化鉄鉱物の EXAFSスペクトルと比較すると，微生物
由来の水酸化鉄鉱物のスペクトルには k = 7− 8 Å 付近
にピークが観察されず Fe配位環境が異なることを示す．
EXAFS から Fe 配位環境を定量解析した結果，バクテ
リアによって生成された水酸化鉄鉱物の構造は，結合距

離 3.1 Å の Fe-Fe1 結合（edge-sharing）を有する Fe-O6

八面体から主に構成されおり，無機合成水酸化鉄鉱物に

通常観察される結合距離 3.4 Å の Fe-Fe2 結合（corner-
sharing）を有する Fe-O6 八面体の割合はきわめて低い．

この特徴的な Fe 配位環境は，バクテリアによって生成
された水酸化鉄鉱物が，無機合成物とは異なり平面的な

構造によって構成されていることを示している．この知

Fig. 2 （a）堆積物鉄マットの写真,（b）16Sリボソーマル
RNA 遺伝子解析に基づく温泉堆積物の微生物（バクテリア）
群集解析（c）検出された鉄酸化バクテリア（Gallionella sp.）
の系統樹. （Mitsunobu et al., 2012）．
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Fig. 3 （a）可視光観察による顕微鏡（明視野）像,
（b）蛍光観察による蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ
ン（FISH）像．倍率 1000 倍での観察．鉄酸化バクテリア
の細胞のみ蛍光色素（黄色）で染色されている（Mitsunobu
et al., 2012）．

Fig. 4 （a）FISH像（Fig. 3bの拡大図）,（b）鉄鉱物の標準
試料と堆積物試料（バルク試料を含む）の Fe K 端 EXAFSス
ペクトル．（Mitsunobu et al., 2012）．

見は，鉄酸化微生物によるバイオミネラリゼーションの

メカニズムを解明する上で重要な知見であり，また結晶

構造が biotic/abiotic な鉱物生成を区別する指標として
利用可能だと考えている．

ご紹介した研究は堆積物中のバイオミネラリゼーショ

ンに関するものであるが，この手法を土壌へ応用すれば，

標的とする土壌微生物の空間分布と土壌元素の化学状態

の分布をミクロスケールで直接決定することが可能とな

り，不明な点が多い土壌微生物 –元素 –鉱物相互作用を
明らかにできると考えている．現在，この µXAFS-FISH
法を応用して湛水時の水田土壌に形成される酸化還元境

界での微生物 –有害元素 –鉱物相互作用に対して研究を
進めている．

3. µXAFS法と機能遺伝子解析法を組み合わせ
た水田における有害元素（ヒ素）–元素 –鉱物

相互作用の観察

アジア稲作地域では水田土壌のヒ素（As）汚染が多数
報告されており（Dittmar et al., 2007; Roberts et al., 2010;
Saha and Ali, 2007），水田における As 挙動の理解が重
要な研究課題とされる．我々のグループでも水田土壌に

おける As 挙動についてこれまで研究を進めてきた．最
近では，µXAFS法と機能遺伝子解析法を組み合わせて，

Table 1 EXAFSシミュレーションの結果．
（CN：配位数, R：結合距離, ∆E0：EXAFS 振動の原点補正エ
ネルギー, σ：温度因子）
　

sample　 shell CN R(Å) ∆E0(eV) σ2(Å2)

Fe-O1 3.0 ± 0.3 1.93 ± 0.01 −4.10 0.007
2-line Fe-O2 6-N 2.07 ± 0.02 - 0.006

ferrihydrite Fe-Fe1 3.1 ± 0.3 3.04 ± 0.01 - 0.014
Fe-Fe2 1.3 ± 0.2 3.43 ± 0.01 - 0.007

Fe-O1 3.5 ± 0.3 1.97 ± 0.01 −4.47 0.009
spot 1 Fe-O2 6-N 2.06 ± 0.02 - 0.006

Fe-Fe1 1.5 ± 0.2 3.05 ± 0.01 - 0.011

土壌中の As 化学種と As 関連微生物の局在性や空間的
な相関解析に基づいて研究を進めており，その研究につ

いてご紹介する．土壌中で Asは無機体のヒ酸（As（V））
と亜ヒ酸（As（III））として主に存在し，それぞれ水溶
解性，移行挙動，さらには毒性も異なる（Yamaguchi et
al., 2011; Yu et al., 2003）．また，水田土壌は湛水期に表
層で酸化層と還元層に分化する特徴を有するため，これ

らの層では局所的に異なる反応が起きていると予想され

る．しかし，数 mm程度の酸化層を詳細に観察すること
は，従来法では困難であり，これまで研究が進んでいな

い．そこで筆者らの研究では，µXAFS法，微小電極法，
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Fig. 5 微小電極測定に基づく土壌中の酸化還元電位

（Eh）の深度分布．電極径（=測定の空間分解能）は
100 µm．測定インターバルは 200 µm．未発表データ．

Fig. 6 （a）表面水（土壌 –水境界面より上層部）中の
溶存元素濃度,（b）土壌間隙水中の溶存元素濃度．
土壌厚：約 8.5 cm，湛水深：約 5 cm．未発表データ．

深度別機能遺伝子解析を組み合わせ，土壌中の As の酸
化還元反応およびその微生物影響を高い空間分解能で調

べ，微生物反応を含め水田土壌系における As 挙動を考
察した．実験では，Asに汚染された水田土壌を湛水環境
でインキュベーションすることで模擬的に水田環境を再

現した．

湛水 10 日目以降，酸化還元電位の深度分布には深度
2 – 3 mm付近に大きな低下が観察され，酸化還元境界が
形成されたことが示唆された（Fig. 5a）．土壌間隙水中
の As 濃度は湛水期間とともに増加したが，表面水中濃
度は速やかに減少した（Fig. 6）．この溶存 As濃度の相
違は，何らかの As吸着媒体が土壌表面に存在し，間隙水
中の As が捕捉されたことを示唆する．実際に，土壌薄
片の µXRF解析をおこない表層土壌中の元素分布をマイ
クロスケールで調べた結果，時間経過とともに数 mmの
土壌表面層に As が濃集する様子が観察され，土壌表面
層が As の吸着バリアとして機能していることが示され
た（Fig. 7）．湛水 15日目の As濃集部における Asと Fe
の分布には高い相関がみられた（相関係数 r = 0.60）．ま
た，本稿ではデータを示さないが，Fe µXAFS分析から，
濃集部で Feは Asと親和性の高い水酸化鉄（III）鉱物と
して存在していることがわかっており，Asが土壌表面層
に含まれる水酸化鉄鉱物に取り込まれていることが推測

される．この推測については，As 濃集部の As EXAFS

解析からも調和的な結果が得られている．

As µXANES に基づく As 酸化数の解析結果から，土
壌深部では As（III）の割合が高いが，表層の As濃集層
では全 Asの約 80-90 %が As（V）であることが示唆さ
れ（Fig. 8），酸化的な表層土壌（3 mm以浅）において
Asが酸化されていることを示す．As（V）は水酸化鉄鉱
物などの土壌鉱物と内圏型の強い吸着錯体を形成し，外

圏型の吸着錯体を形成する As（III）よりも土壌固相へ取
り込まれやすい（Tufano et al., 2008など）．この As（V）
の特異的性質は，As濃集部で As（V）が支配的であるこ
とと調和的であり，表層部（As濃集部）での As酸化反
応が As濃集を促進するトリガーとなることを示唆する．
つまり，Asは土壌深部で水溶解性の高い亜ヒ酸へ還元さ
れ上部へ拡散し，表面酸化層で鉱物親和性の高いヒ酸へ

再度酸化されることで，土壌中に存在する水酸化鉄鉱物

によって収着除去されると考えられる．

さらに，この As酸化反応の生物性 /非生物性を考察

するために，微生物由来の As酸化酵素遺伝子（aioA）を
定量 PCR法で土壌深度別に定量した．土壌中の aioA遺
伝子量を定量することで，As酸化微生物の存在度を決定
できる（Quemeneur et al., 2010）．顕著な As濃集が観察
された湛水 10日目以降において，As酸化酵素遺伝子濃
度（=As酸化微生物の割合）は As濃集層の土壌表面で
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Fig. 7 µXRF 分析による水田土壌薄片中の元素イメージング．未発表データ．

Fig. 8 （a）µXAFS分析による土壌深度別の As K端 XANESスペクトル,（b）標準試料を用いた XANESの最
小二乗フィッティング解析に基づく深度別 As（V）/Astotal 比．未発表データ．
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Fig. 9 定量 PCR（ポリメラーゼ連鎖反応）法によ
る As（III）酸化酵素遺伝子（aioA）遺伝子の深度別
存在度．16S rRNA 遺伝子量でノーマライズすること
で，全バクテリアに占める As（III）酸化バクテリア
の相対量を示す．未発表データ．

最も高い値を示し，土壌深度が深くなるにつれて減少し

た（Fig. 9）．As（V）が多く観察された表層の As 濃集
部では，As酸化微生物の存在割合も増加しており，表面
酸化層における As の酸化反応，さらに As 酸化反応に
よって促進される As 濃集現象には微生物反応が寄与し
ている可能性が高いことが示唆された．

筆者らの研究は，厚さ数 mmの土壌表面層が As溶出
をせき止める吸着バリアとして機能することを示してお

り，土壌全体の As 挙動における表面層の重要性だけで
なく，土壌システムに備わる高い As 浄化能を示す興味
深い結果といえる．µXAFS 法を利用した土壌中の元素
化学種の局所分析に加えて，微生物由来の As 酸化酵素
遺伝子解析による As 関連微生物の深度別解析を組み合
わせることで，これまで未解明な点が多い土壌中の酸化

還元境界層における微生物 –元素 –鉱物相互作用を分子
レベルの情報に基づき理解できる．

4. おわりに

以上のように，放射光源 X 線顕微鏡を土壌や堆積物
試料へ応用した 2 つの研究例を紹介した．X 線顕微鏡
（µXAFS）は，非破壊分析，高い空間分解能，高い元素
選択性によって，元素の化学状態（酸化数，鉱物種，配

位環境など）を決定できるという他手法にはない優れた

利点をもつ．土壌は固相だけみても大小さまざまな無機

物，有機物，微生物等から構成されており，複雑な組成

をもつ．X線顕微鏡を利用すれば，そのような複雑な組

成をもつ試料であっても直接観察できるため，土壌中の

微生物 – 元素 – 鉱物相互作用について新しい知見を得
ることが期待される．紹介した µXAFS法以外にも，ナ
ノスケールの超高空間分解能を有する透過型走査 X 線
顕微鏡（STXM）が近年開発され，日本の放射光施設に
も設置が進んでいる．STXM は約 50 nm の超高空間分
解で局所 XAFS分析をおこなうことができるため，微小
な微生物を分析するのに魅力的な手法である（光延ら,
2016）．今後も X線顕微鏡の空間分解能の向上が見込ま
れ，X線顕微鏡による微生物や土壌粒子の 1細胞 /粒子

分析が現実的に可能となる．X線顕微鏡を駆使し，さら
に紹介した分子生物学的手法の併用も進めながら，土壌

における微生物の役割や機能を明らかにしていきたいと

考えている．
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要 旨

微生物は土壌や堆積物などの表層環境に普遍的に存在しており，様々な物質の環境動態に影響を与えて

いる．環境微生物の大半は難培養性であり，また微生物自体のサイズが微小で直接観察が難しいことな

どから，土壌など表層環境における微生物，元素，鉱物間の相互作用には未解明な点が多い．そのため，

土壌における微生物 –元素 –鉱物相互作用を詳細に理解するためには，新しい in situ（原位置）微小領
域観察法が必要とされる．本稿では，最近の我々の研究成果を紹介しながら，マイクロスケールの高い

空間分解能で元素化学種の決定が可能な X線顕微鏡（マイクロ X線吸収微細構造法），遺伝子可視化法
や微小電極法などを組み合わせ，土壌中の微生物 –元素 –鉱物反応を直接観察に基づいて解き明かす試
みについて解説する．

キーワード：X線顕微鏡，微生物，XAFS


