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研究要旨

 水源におけるカビ臭発生予測手法の構築を目的とした。カビ臭物質産生微生物の個体群

数定量によってカビ臭発生予測手法を構築できると考えており、ジェオスミン合成酵素遺

伝子や 2-メチルイソボルネオール（2-MIB）合成に関与する遺伝子をそれぞれ、単離菌や

カルチャーコレクション由来の藍藻類から新たに塩基配列解読したものを加えた放線菌由

来および藍藻類由来の塩基配列を用いて相同性解析をした。ジェオスミンの geoA 遺伝子ホ

モログは、放線菌 Streptomyces 属と他の属では相同性が低く、藍藻類では、同じ「属」で

は相同性が高いものの他の属とでは、相同性が低い結果となった。この結果から、藍藻類

では geoA 遺伝子ホモログを用いて各「属」を区別できる分子生物学的手法を構築できるこ

とがわかった。2-MIB のメチルトランスフェラーゼ遺伝子とシクラーゼ遺伝子は、それぞ

れ異なる「属」とも高い相同性を示した。一方、放線菌と藍藻類間の各遺伝子の相同性は

低く、放線菌と藍藻類を分けた分子生物学的解析が可能となることが推測された。TN/TP

が与えるカビ臭物質産生への影響解析から、TN/TP が高い方が 2-MIB 産生量が高くなるこ

とがわかった。また、クロロフィルの生合成が活発ではない定常期から死滅期に、カビ臭

物質の生合成経路へ切り替わることが推測された。1 細胞あたりのカビ臭合成活性は低い

と推測されるものの細胞量が多い際に、高いカビ臭物質濃度が検出されるため、カビ臭物

質産生微生物の個体群数の定量は、カビ臭発生予測手法に寄与できるといえる。

 以上の成果から、カビ臭発生と消失を、顕微鏡観察では区別し難い、カビ臭物質産微生

物の個体群数を分子生物学的手法で定量することで推測できることがわかった。

A. 研究目的

我が国の主な上水水源は、表流水であるた

め気候変動に影響を受けやすいといえる。環

境因子の変動や気温上昇に伴う水温の上昇

は、水源環境微生物群集の代謝に影響を与え

る、とくにカビ臭物質は、水道水質を悪化さ

せる生物由来の水汚染物質である。その産生

原因生物は、二次代謝が発達している放線菌

と藍藻類であり、環境因子の変動に影響を受

けやすいと考えられる。カビ臭物質が、生物

由来の物質であることから、化学物質による

水汚染とは異なり、発生および消失の予測や

発生抑制制御が困難であった。近年のカビ臭

物質産生微生物の分子生物学的知見により、

培養や顕微鏡による手法に加えて、カビ臭物

質産生放線菌 1)や藍藻類 2)の定量手法（早期

検出技術に応用可能）が構築できると考えら

れる状況となってきた。しかしながら、分子

生物学的解析で標的としているカビ臭物質

合成酵素遺伝子の保存性に関しての知見が

少なく、分子生物学的手法の適用の課題とな

っている。一方、カビ臭発生対策手法の構築

には、どの様な環境因子が引き金となってカ

ビ臭物質産生にいたるのかを解明すること

が必要となる。これは、カビ臭発生予測にも

重要な知見となるため、カビ臭物質産生に与
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える環境因子の解析が報告されてきた 3-7)。

今後、水源池におけるカビ臭発生予測手法及

びカビ臭発生抑制手法の確立は、持続的な水

質管理に極めて重要であると広く認識され

ていることから、室内実験による環境因子の

知見およびカビ臭発生現場における環境因

子の知見を総合させ、それら手法を構築する

ことが急務となっている。 

そこで本研究は、カビ臭物質産生微生物の

個体群数定量と窒素濃度やリン濃度といっ

た水質が及ぼすカビ臭物質産生量へ与える

影響の知見を融合したカビ臭発生予測手法

の構築を目的とした。

B. 研究方法

１）カビ臭物質産生合成酵素遺伝子の相同性

カビ臭物質産生微生物群の定量とカビ臭

物質産生活性の定量手法の開発のために、平

成 27 年度に上水源や水域から単離した放線

菌様細菌（106 株）を用いて、単離菌の遺伝

子解析を実施した。

全 DNA を用いて、16S rRNA 遺伝子（27F 

(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') -1492r 

(5'-GGYTACCTTGTTACGACTT-3') プ ラ イ

マーセット、16S rRNA 遺伝子解析用のユニ

バーサルプライマーセットである）および

geoA 遺 伝 子 ホ モ ロ グ を 249F (5' - 

CTTCTTCGACGACCACTTCC- 3')と 1860R 

(5'-CGTACTCGATCTCCTTCTGG - 3')のプラ

イマーセットを用いて、PCR クローニングし、

（KOD-Plus-Neo （東洋紡ライフサイエン

ス））、アガロースゲル電気泳動法を用いた

PCR 産物の精製後（NucleoSpin® Gel and PCR 

Clean-up (MACHEREY-NAGEL)）、塩基配列

解読に供した。得られた塩基配列を用いて

blastn 解析を行い、16S rRNA 遺伝子配列に基

づいた単離菌の同定および geoA 遺伝子ホモ

ログの塩基配列を同定した。また、geoA 遺

伝子ホモログを保存している細菌をblastn検

索により調査した。

国際塩基配列データベース（DDBJ（NIG）、

GenBank（NCBI）、EMBL（EMBL/EBI））を

用いてジェオスミン合成酵素遺伝子（geoA

遺伝子ホモログ）および 2-メチルイソボルネ

オール（2-MIB）合成に関与する重要な遺伝

子である 8)、メチルトランスフェラーゼ遺伝

子およびシクラーゼ遺伝子 8)を国際塩基配列

データベースから探索し、塩基配列を得て、

単離菌から得た塩基配列を加えて相同性解

析を行った。

２）TN/TP が及ぼす藍藻類のカビ臭物質産生

へ影響

供試藍藻類は、国立環境研究所微生物系

統保存施設より、ジェオスミン産生藍藻類と

し て 、 Dolichospermum smithii NIES-824

（Anabaena smithii NIES-824）、また 2-MIB 産

生藍藻類として、 Pseudanabaena galeata 

NIES-512 を得た。両藍藻類とも標準培地が

CT 培地であり、CT 培地の TN/TP が、8.1 で

あった。また、CT 培地の窒素成分量を 2 倍

量と変化させた改変 CT 培地の TN/TP は、

13.1であった。これらの培地を用いて、TN/TP 

が与える細胞増殖およびカビ臭物質産生量

への影響を解析した。培養温度は、28ºC、光

強度は、60.3 µmol/m2/s、明暗周期を 12 h と

して培養した。細胞増殖量を示すクロロフィ

ル a（Chl.a）と死細胞量を示すフォエ色素は，

ホットメタノール法を用いて抽出し、分析し

た。カビ臭物質は，固相抽出-GC/MS 法によ

り分析した。植菌後 4 日経過する毎にサンプ

ル（n=5）を採取し，分析を行った。

C. 研究結果および D. 考察

１）カビ臭物質産生合成酵素遺伝子の相同性

単離菌の同定のための 16S rRNA 遺伝子

塩基配列解読結果より、59 株がカビ臭物質

産生報告例の多い Streptomyces 属であった。

また Streptomyces 属以外に 13 株において

Bacillus 属、Acinetobacter 属、Ralstonia 属、

Pseudomonas 属、Stenotrophomonas 属と同定

された。Streptomyces 属と同定された 59 株の

うち、39 株から geoA 遺伝子ホモログを確認

した。geoA 遺伝子ホモログが確認されなか

った 20 株は、本研究で供したプライマーセ

ットが 20株の保持する geoA遺伝子ホモログ
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の塩基配列との相同性が低いために確認さ

れなかったことも考えられた。このため、こ

の 20 株が、geoA 遺伝子ホモログを保持して

いないとは決定されない。次年度に引き続き

解析を継続する。また、Streptomyces 属以外

の細菌であった 13 株中 7 株から geoA遺伝子

ホモログを確認した。国際塩基配列データベ

ースの遺伝子データにおいても、放線菌では

ない細菌も geoA 遺伝子ホモログを保持して

いる情報を得た。昨年度の研究成果より、

geoA 遺伝子ホモログを保持している主な放

線 菌 は 、 Streptomyces 属 で あ る が 、

Kitasatospora 属、Frankia 属、Kribbella 属等

も保存しており、放線菌に広く geoA 遺伝子

が保存されていることがわかっている。geoA

遺伝子ホモログについて、単離菌から得た塩

基配列と国際塩基配列データベースから得

た塩基配列との相同性解析（図 1）、放線菌

のみでの相同性解析（図 2）、放線菌ではな

い細菌と放線菌との相同性解析（図 3）を我

が国で単離された代表的な放線菌のひとつ

である、Streptomyces avermitilis を基に行った。

その結果、放線菌において異なる「属」に属

する場合、相同性が低い傾向にあることがわ

かった（図 1 と図 2）。一方、他の細菌との

相同性は、Streptomyces 属が保持する geoA

遺伝子ホモログと相同性があることがわか

った。先行研究で、放線菌の geoA 遺伝子ホ

モログを定量する定量 PCR 用プライマーの

開発事例が報告されている 1)が、本研究成果

より、そのプライマーセットでは、ギャップ

が存在する領域を増幅させてしまうため、定

量 PCR 用プライマーとして適さないことが

わかった。そこで現在、Streptomyces 属を主

として多くの放線菌の geoA ホモログを定量

するための定量 PCR 用プライマーを開発し

ている。

翻って、2-MIB 産生に関与する遺伝子であ

る放線菌のメチルトランスフェラーゼ遺伝

子とシクラーゼ遺伝子の塩基配列情報を国

際塩基配列データベースから得て、相同性解

析を実施すると、両遺伝子ともに、

Streptomyces 属のなかで高い相同性を示した。

この結果から、geoA 遺伝子ホモログと同様

に 2-MIB 産生放線菌を定量する定量 PCR 用

プライマーを開発することが可能であるこ

とが示された。

一方、藍藻類において、平成 28 年度では、

塩 基 配 列 が 解 読 さ れ て い な か っ た

Dolichospermum smithii NIES-824 (Anabanena 

smithii NIES-824 )の geoA 遺伝子ホモログの

塩基配列を解読し、相同性解析に供した。そ

の結果、Dolichospermum 属内では、高い相同

性を示したが、他の属とは、相同性が低かっ

た。したがって、平成 27 年度研究成果と同

様に、日本由来のジェオスミン産生藍藻類に

おいても、異なる「属」間においては、geoA

遺伝子ホモログの遺伝子塩基配列の相同性

を利用することにより「属」毎に分けられる

ことがわかった。

翻って、2-MIB 産生に関与する遺伝子であ

るメチルトランスフェラーゼ遺伝子は、国際

塩基配列データベースでは、7 データのみで

あるものの、異なる「属」間においても高い

相同性を有していることがわかった（図 4）。

同様に 2-MIB 産生に関与するシクラーゼ遺

伝子においても高い相同性を有しているこ

とがわかった（図 5）。加えて、放線菌のメ

チルトランスフェラーゼ遺伝子とシクラー

ゼ遺伝子、それぞれとの相同性は極めて低い

ことがわかった。従って、2-MIB 産生に関し

て、藍藻類と放線菌を明瞭に区別して、定量

できることがわかった。

 以上から、カビ臭発生予測法の構築に重要

なカビ臭物質産生微生物の個体群数のモニ

タリングは、カビ臭物質合成遺伝子を標的と

して定量 PCR 法を用いて、実施できる。

２）藍藻類のカビ臭物質産生への T-N/T-P の

影響

 TN/TP の増加に伴い D. smithii NIES-824

の細胞量の増加がみられた（図 6）。一方、

細胞量あたりのジェオスミン産生量は，細胞

量が少ない TN/TP 8.1 の条件の方が高く、死

滅期におけるジェオスミン産生量は急激に

増加することがわかった（図 7）。ジェオス
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ミンの前駆物質は、ファルネシル二リン酸で

あり、クロロフィルは、ファルネシル二リン

酸から複数の段階を経て生合成される。つま

り、死滅期になるとファルネシル二リン酸か

ら、クロロフィルを生合成する経路から、ジ

ェオスミンを生合成する経路に切り替わる

ために、カビ臭物質ジェオスミン量が多量に

なったと考えられる。現在、ジェオスミン産

生活性の指標となりうる geoA 遺伝子ホモロ

グの発現量を解析しているところである。

一方、ジェオスミン濃度は、細胞量が多い

際に高かった（図 6、図 7）ことから、ジェ

オスミン産生藍藻類の個体群数の定量は、ジ

ェオスミン発生予測手法に寄与できる。

翻って、P. galeata においては、TN/TP が

8.1 の方が最大増殖量となった（図 8(a)）。ま

た、細胞量あたりの 2-MIB は、TN/TP13.1 の

条件で、死滅期（24 h）において最大となっ

た（図 9(a)）。TN/TP8.1 の条件では、定常期

から死滅期（16 h – 24 h）まで、統計的な有

意な差はなく、TN/TPの条件によって、2-MIB

産生の挙動に変化があることがわかった。実

験開始 28 h においては、Chl.a が検出限界以

下となり、フェオ色素が検出された（図 8(b)）。

フェオ色素あたりの 2-MIB 量も TN/TP13.1

の条件が、TN/TP8.1よりも高い値であった。

以上から、2-MIB 産生量は、TN/TP に影響を

受けることが推測された。TN/TP13.1 の条件

での実験開始 24 h 後において、細胞量あた

りの 2-MIB が最大値を示した。ジェオスミ

ン産生の解析結果と同様に、2-MIB の前駆物

質であるゲラジル二リン酸は、複数の段階を

経て、クロロフィルへと生合成されることか

ら、定常期から死滅期では、2-MIB 生合成が

優先されたと考えられた。現在、2-MIB 産生

に関与するメチルトランスフェラーゼ遺伝

子とシクラーゼ遺伝子の発現量解析を行っ

ている。一方、細胞量が多い際に、検出され

た 2-MIB 濃度も高いことから、2-MIB 産生

微生物の個体群数の定量は、2-MIB 発生予測

手法の構築に寄与できる。

先 行 研 究 で は 、 Anabaena ucrainica 

CHAB2155 の最小増殖速度を示す条件の時

に、最大 geosmin 産生を示したことが報告さ

れている 3)。また，Lyngbya kuetzingii を用い

て先行研究においても同様に最小増殖速度

において，最大 geosmin 産生を示したことが

報告されている 5)。したがって、先行研究と

本研究結果から、最小増殖速度を示す、つま

りクロロフィル合成が活発に起きない際に

カビ臭物質産生活性を亢進させ、1 細胞あた

りのカビ臭物質産生量が上昇すると考えら

れた。

E. 結論

カビ臭物質合成酵素遺伝子群が、放線菌お

よび藍藻類のそれぞれに保存されているこ

とを明らかにした。カビ臭物質産生微生物個

体群数の増加とカビ臭物質濃度の間には正

の相関関係があることを室内実験からも確

認し、分子生物学的手法を用いてカビ臭物質

産生微生物の個体群数を定量することは、カ

ビ臭発生予測手法の構築に活用できること

がわかった。一方、TN/TP カビ臭物質産生へ

の影響の知見から、TN/TP が高い際に 2-MIB

産生量が高くなることがわかった。また、ク

ロロフィル合成が活発ではない定常期から

死滅期に、1 細胞あたりのジェオスミン産生

量および 2-MIB 産生量が高くなった。
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図 1 細菌が

「sp.」
が保持する g
の後に続き表

geoA 遺伝子

表記は、単離

ホモログの相

離源と株名を

相同性解析

を示す。
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図 2 放線菌

「sp.」
菌が保持する

の後に続き表

geoA 遺伝子

表記は、単離

子ホモログの

離源と株名を

の相同性解析

を示す。

析
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図 3 細菌の geoA 遺伝子

「sp.」
子ホモログと

の後に続き表

と放線菌の g
表記は、単離

geoA 遺伝子ホ

離源と株名を

ホモログとの

を示す。

の相同性解析析
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図 4 メチチルトランススフェラーゼゼ遺伝子の相相同性解析 
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図図 5 シクラーーゼ遺伝子のの相同性解析析 
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死細胞を示す

図 6 D. smit
すフェオ色素

thii の細胞量

素は、全て検

量の経日変化

検出限界以下

化

下となった。
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図 7 D. smith

 

hii の細胞量ああたりのジェ
 

ェオスミン量量の経日変化

 

化 
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(a)) 細胞増殖量

図 8 P. galea
量を示す Chl

(a) 

 (b) 

ata の細胞量

l.a 量、(b) 死
量の経日変化

死細胞量を示

化

示すフェオ色色素
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(a) Chl.a 量あたりの 2-M
あたりの 2

図 9 P. ga
MIB 量、実

2-MIB 量、実

aleata の細胞

験開始 28 日

実験開始 24

(a) 

(b) 

胞量あたりの

日後の Chl.a 量

日までは、

の 2-MIB 量の

量は検出限界

フェオ色素は

の経日変化 
界以下であっ

は検出限界以

った、(b) フ
以下であった

フェオ色素量

た。

量
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