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1　はじめに
微生物腐食の誘導に，結晶粒界，析出，偏析あるいは

溶接部凝固組織などの材料学的因子の関与を指摘する報
告は多い。その根拠として，上記材料学的因子に対して
微生物の付着およびバイオフィルム形成が有意におこる
こと，また，バイオフィルムが形成される領域と腐食発
生位置との相関性が高いことなどが指摘されている。し
かし，こういった報告の多くは，ex-situでの材料学的因
子と微生物の相互作用の調査に基づくものであり，定性
的な検討結果をもとに微生物腐食誘導する可能性の高い
因子を類推，予想したものとの一面を否定できずにい
る。腐食を誘導する材料学的因子の影響を定量的・実証
的に明らかにするためには，微生物腐食の発生挙動の空
間的・経時的解析を可能とする研究手法の確立が求めら
れる。このような観点で，in-situでの材料学的因子と微
生物の相互作用の実証的解明手段の充実は微生物腐食の
機構解明に研究革新をもたらすものと考えられる（図
１）。本研究は共焦点レーザ顕微鏡を金属／微生物その
場同時観察に応用した，微生物腐食機構解明に向けた新
しい取り組みである。

2　研究方法
生物学の分野で確立された新規バイオフィルム観察技

術：共焦点反射顕微鏡法（Contituous-optimizing confo-
cal reflection microscopy：COCRM）を，微生物腐食再
現実験時の金属／微生物その場同時観察に適用し，微生
物腐食発生過程の可視化について検討した。COCRMと
は，共焦点走査型レーザ顕微鏡：CSLMを基本設備に使
用し，レーザ光線を染色処理していない生物細胞に照射
し，その反射光を利用し微生物の精細画像を取得可能な
観察技術である。通常，CSLMを利用した微生物観察は，
微生物細胞を蛍光染色し，その励起蛍光を対象に実施さ
れる。優れた観察技術であるが，染色処理は観察対象の
生命機能を停止させる操作であり，微生物の連続的活動
状態の可視化は不可能となる。以下では，金属生地組織
と金属表面の微生物の局在分布との相関，環境中の金属
表面状態の変化と微生物の挙動の継時変化の同時可視化
など，従来の観察技術では不可能とされてきた領域に対
し検討した結果について紹介する。

3　主な研究成果
SUS 316, 303鋼の２種類の鋼種の母材および溶接金属

を対象に，自然海水を利用し12hの浸漬試験を実施した。
図２1）に試験終了直後の各試料の表面状態を示す。SUS 
303鋼溶接金属で，微生物群の付着領域が最大となる様
子が確認された。ex-situの検討でP，Sの濃化部に微生物
の付着が多くなる傾向を指摘している報告例とも一致す
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図１　微生物腐食進行過程の可視化実験（イメージ）

微生物腐食再現系

微生物懸濁液

金属試料

観察
チャンバー

３軸電動制御観察ステージ

COCRM制御ユニット 微生物腐食の可視化
微生物 バイオフィルム

微生物腐食
金属試料

水浸レンズ

・定点連続観察
　微生物挙動／腐食進行の同時可視化
・内部構造を含む立体構造の解析



2018年2月号　 105

る。本結果は，顕微鏡直下での in-situ染色（染色操作時
の観察対象への影響を極力排除した状態）で，精緻な蛍
光像を取得可能であることを示した成果の一例である。

図３1）は，自然海水を利用した浸漬試験において，開
始から15h経過するまでの試料表面の継時変化を示した
ものである。時間経過とともに，濃い色調の領域，ある
いはバイオフィルムと想定される起伏領域が形成される
様子が認められる。この結果は，COCRMを利用した金
属／微生物その場同時観察で，微生物の付着状況および
金属表面の微視的形態の双方が同時に反映された画像を
取得できることを確認した最初の成果である。

図４は，SUS 303鋼鋭敏化処理材を微生物生育環境に
浸漬し，試料表面の様子を定点観察した際の結果であ
る。図４（a）は浸漬開始時，図４（b）は48h後の試料表
面の様子で，同一箇所の観察情報として対応させてい
る。両者に見られる縦方向に配列する線は，試料作製時
の研磨痕（エメリー紙♯1500）であり，画像が試料最表
面の情報を正確に取得できていることを示している。
48h経過後の試料表面には図４（c）に示されるように，
バイオフィルムが観察視野全域に形成されていた。この
事実に着目すると，図４（b）の画像取得の意義は重要
である。レーザ光源，波長選択の最適化，対物レンズの
適正の検討により，表面に形成されたバイオフィルム越
しに，孔食の発生箇所を含む試料表面の精緻な形状情報

を取得できることを示す成果の一例と言える。

4　おわりに
微生物腐食が顕在化するケースの多くは，材料の選
定・施行が適切であったとしても，腐食により予期せぬ
大きな損害がもたらされた場合である。このような腐食
現象の解析・評価は，構造材料／施行技術の信頼性追求
という観点からも材料工学の重要課題の１つと考えられ
るが，この腐食の理解は現象論に留まり，機構解明，腐
食診断技術についても未成熟の部分が多いようである。
本研究は，金属/微生物その場同時観察を実現し，微

生物腐食の発現機構の速度論的・実証的解明を目指すも
のである。この度の報告では，腐食発生過程の可視化に
重点を置いたが，金属学的諸因子と微生物付着／腐食発
生の挙動との相関解明については，緑色蛍光タンパク質
（GFP）をコードした菌体をトレーサーに利用すること
で，微生物付着位置と材料ミクロ組織の位置関係の相関
を動的に評価する検討も行っている（図５）。
以上のような取組みを通じて，金属材料工学／溶接工
学を視点とした，微生物腐食研究の深化を追究していき
たいと考えている。
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図２�1）　12時間自然海水に浸漬した各資料を対象とした金属／微
生物のその場観察像（COCRM像と蛍光染色像を合成している）

図３�1）　15時間自然海水に浸漬したSUS303溶接金属表面の経時
変化（COCRMを利用した定点連続観察による金属／微生物
のその場同時観察像（a）０時間（実験開始直後），（b）４時間，
（c）８時間，（d）15時間（実験終了直前）

図４�　SUS303鋭敏化処理材の浸漬実験時の表面（a）０時間（浸
漬直後），（b）48時間（バイオフィルム形成下の表面），（c）
48時間（バイオフィルム観察像）

図５�　緑色蛍光タンパク質をコードした菌体を利用した微生物付
着挙動解析（一軸流れ場に設置した溶接止端部を含む試験片
表面とその上方を漂う微生物）


