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１．はじめに 

1999年 6月末の広島市周辺の豪雨災害（死者 31名・行方不明者 1名）と最近の山陽新幹線トンネル内コ

ンクリート塊の落下は、土木技術者にとって大きな衝撃であり、少子高齢化社会（税収の頭打ちで公共投資

の縮減が予想される社会）における国土と社会資本の健全なあり方について大きな問題を投げかけた。これ

らの問題の発生要因の１つとして、従来の物理学（力学）に基づく土木工学だけでは解決できない、微生物

の関与が考えられる。今日、走査型電子顕微鏡（SEM）は、生物観察のために広く利用されている。しかし、

それらの観察対象の多くは、炭酸カルシウムや珪酸質の殻を持った植物性微生物や固い外骨格を持った甲殻

類種を対称にしたものである。無殻の植物性微生物や殻の柔らかい動物性微生物は、試料作成中に変形や収

縮によって満足のいく観察像を得られていない場合が多い。そこで、本研究は低真空走査型電子顕微鏡

（LVSEM）を利用した、低真空（LV）凍結乾燥法によって試料作成を試み、土壌微生物の観察を行った。 

２．試料作成 

 本研究で試みた低真空凍結乾燥法は、液体窒素で凍結乾燥した試料

の水分を LVSEM試料室内で昇華・乾燥するものである（Fig.2.1）。こ

の方法は次の点で優れている。 

1) 熟練した技術を必要としない。 

2) 短時間で試料を作成できる。 

従来型の試料作成法は、微生物の柔らかい形態を保持するために、

長時間かつ熟練した技術を固定作業に必要とするものである。低真空

凍結乾燥法と従来型試料作成法の比較を Fig.2.2 に示す。  

                                Fig.2.1 LVSEM （元素分析機能付） 

Fig.2.2 低真空凍結乾燥法と従来型試料作成法の比較 
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従来型試料作成法 

１）微生物試料の採取 

２）緩衝液中にて試料を洗浄 

 

 

 

 

６）白金（カーボン）コーティング（導電処理）

７）高真空観察 

３）試料柔軟部分を固定液にて固定 

４）試料に残存する余分な固定液の洗浄 

５）脱水・乾燥 
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低真空凍結乾燥法 

１） 生物試料の採取 

 

 

 

 

 

６）白金（カーボン）コーティング（導電処理） 

７）高真空観察 

２）試料を SEMpore 上で洗浄 

３）試料中水分をＴ-ﾌﾞﾁﾙｱﾙｺｰﾙに置換  

４）試料を液体窒素で凍結 

５）LVSEM資料室内にて凍結水の昇華・乾燥  

作業時間

約 1 時間 

＊ 3)T-ブチルアルコール

に置換作業は省略化 
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３．観察 

 1999 年 6 月末の広島市周辺の豪雨災害現場付近の 3 種類の土壌[（１）地表面近くの腐葉土、（２）地中

35ｃｍの土、（３）部分的に土になりかけた強風化花崗岩]から試料を採取した。LV走査型電子顕微鏡を用い

LV凍結乾燥法で作成した試料を、高真空状態で観察した（Figs. 3.1～3.4 参照）。 

 地表近くの腐葉土中に多数の原生動物が観察された。原生動物は、単細胞の微生物であるが、多細胞生物

と同様に複雑な機能を持つものである。これらの原生動物の多くは、他の微生物と同様、有機物を微細分化

して栄養塩に変換し、雨水による栄養塩の地下浸透を促進するものと考えられる。   

 

             

                                                 

               

 

 

 

 

 

Fig.3.1 原生生物（腐葉土中）            Fig.3.2 原生生物拡大図     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

     Fig.3.3 紡錘状桿菌（地中 35cm ）        Fig.3.4 魚骨状微生物（強風化花崗岩） 

４．結語 

本研究では、SEM を用いて、土壌微生物の観察を行った。試料作成時に、可能な限り微生物の変形を抑え

るために、低真空（LV）凍結乾燥法を用いた試料作成を試み、以下のことがわかった。 

1) LVSEMによって、試料作成段階途中（LVSEM 試料室内にて凍結水の昇華・乾燥中）において像の観察が可

能になった。これによって、試料作成段階における巧拙の判断が可能になった。 

2) 従来型の試料作成法は、長時間かつ熟練した技術を固定作業に必要とするが、本研究で行った LV 凍結乾

燥は固定作業を行わないため、作業工程の短縮化・簡易化ができ、短時間に大量の観察を可能にした。 

以上により、土壌微生物観察における LVSEMの有益性、LV凍結乾燥法の利便性を確認できた。 
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