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研究要旨 
遺伝子検出を用いたカビ臭原因物質産生藍藻類の簡易同定・定量法の開発を目的とし、定量

PCR によるカビ臭原因物質合成酵素遺伝子検出に基づくカビ臭産生藍藻類の簡易同定・定量を

試みた。 
本研究では単藻株 27 株、NIES 株 39 株、分譲株 19 株、水源 53 試料から抽出した DNA 試料

を用いてジェオスミン産生株である Dlichospermum 属、Apanizomenon 属、2-MIB 産生株である

Pseudanabaena 属、Planktothricoides 属、 Microcoleus 属に特異的な定量 PCR 系を検討した。結

果としては、5 属については非特異的な検出がなく、構築した定量 PCR を適用することで、カ

ビ臭原因物質産生藍藻類として代表的な 5 属を簡易同定及びその遺伝子量を定量できることが

示された。 
 続いて、2021 年６月から 11 月までの半年間において、３水源にて毎週モニタリングを実施

した。数 ng/L からカビ臭原因物質産生藻類に関連する合成酵素遺伝子を定量することが可能

であり、優占種が変遷した場合や同時に異なるカビ臭原因物質が発生した場合においても原因

種の同定ならびに遺伝子量の把握が可能であった。そのため、本研究で構築した PCR 系の有用

性が示され、増殖特性や採水頻度等を考慮することで早期にカビ臭原因物質産生種の同定・定

量できる可能性が示された。 
 
 
A. 研究目的 
 湖沼の富栄養化等による水源水質の悪化に伴

う藻類の異常増殖等により、水道水の異臭味被害

が生じている。その中でもカビ臭発生事例は日本

全国多くの事業体で確認されており、その監視・

制御が求められている。 
カビ臭原因物質であるジェオスミンと 2-MIB
（2-メチルイソボルネオール）を産生する主な原

因生物として藍藻類があげられる。しかし、その

中にはカビ臭産生株と非産生株が混在している

ため、水源監視を行う上ではカビ臭原因物質産生

種について形態上の特徴について整理するとと

もに、産生株の判断を補助するツールが必要とな

る。 
辻ら（2018）によると Pseudanabaena 属の産生

株/非産生株の判定には形態学的特徴では困難で

あり、カビ臭原因物質自体の測定やカビ臭原因物

質産生に関与する遺伝子（カビ臭原因物質合成酵

素遺伝子）の検出との組み合わせが重要となると

指摘している 1)。また Dolichospermum 属（旧名称： 
Anabaena 属）についてジェオスミン合成酵素遺伝

子を対象とした PCR（ポリメラーゼ連鎖反応）に

よる検出において、水源でジェオスミンが上昇す

る際にターゲット遺伝子が検出する結果を示し

ている 2)。このように形態学的判定が困難な場合

においても遺伝子検出を応用することにより、カ

ビ臭原因物質産生種の発生状況を早期に捉える

ことができる可能性がある。PCR の検出において

は Dolichosperumum 属、Aphanizomenon 属の検証

は進んでいるものの、2-MIB 合成遺伝子について

は属レベルで判定可能な PCR 系の構築に関する

検討が進んでいない 3)のが現状である。さらに、

定量可能な PCR 系を構築できた場合、増殖予測等

に利用できる可能性も考えられる。 
以上の背景を踏まえ、本研究では遺伝子検出を

用いたカビ臭原因物質産生藍藻類の簡易同定・定

量法の開発を試みた。 
 
B. 研究方法 
1. カビ臭原因物質合成酵素遺伝子配列情報の取

得 
藍藻類を単離培養した試料 5 mL 及び水源試料

100 mL を、それぞれ孔径 0.8 µm 及び 0.22 µm
のメンブレンフィルターで吸引ろ過し、藻体を捕
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捉し、-20℃にて冷凍保存した。それぞれ DNeasy 
Power Soil Kit 、 DNeasy Power Water 
Kit(QIAGEN 株式会社)を用いて DNA 抽出を行

った。DNA 抽出試料を PCR にて対象領域(2-MIB
合成酵素遺伝子及びgeoA遺伝子)4)の増幅を行い、

得られた PCR 精製試料についてユーロフィンジ

ェノミクス株式会社に依頼して DNA 配列情報を

取得した。 
2. 定量 PCR 系の構築 
 取得した配列情報とアメリカ国立生物工学情

報センター(NCBI)に登録された配列情報につい

て MEGAⅩ(Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis)を用いて比較し、カビ臭原因藍藻類とし

て下記に示す代表的な 5 属について同定・定量可

能なプライマー対を設計した。その後、属ごとに

アニーリング温度やプライマー濃度を調整する

ことで、適切な反応系を決定した。なお、検量線

用試料は対象領域の PCR 増幅産物より作製した。 
 
ア 2-MIB 合成酵素遺伝子 
① Microcoleus 属 ( 旧 :Phormidium 属 ) 、 ②

Pseudanabaena 属(旧:Oscillatoria 属、Phormidium
属)、③Planktothricoides 属(旧:Oscillatoria 属) 
 
イ geoA 遺伝子 
④ Dolichospermum 属 ( 旧 :Anabaena 属 ) 、 ⑤
Aphanizomenon 属 
  
3. 開発した定量 PCR の有用性評価 
保有している培養株(カビ臭が発生した水源から

の単離培養株 27 株、水道事業体保有株 19 株、国

立環境研究所微生物系統保存施設保有株 39 株)及
び水源試料(53 試料)の DNA 試料に対し、本研究

で構築した定量 PCR を適用した。 
続いて、2021 年６月から 11 月までの半年間にお

いて、毎週モニタリングを実施した。対象水源は

①A湖、②Bダム、③C湖とした。測定項目は定

量 PCR による遺伝子量、固相マイクロ抽出

(SPME)-GC/MS によるカビ臭原因物質濃度、顕微

鏡観察のよる生物数、pH、電気伝導率、色度、濁

度とした。DNA 試料は水源試料 100 mL を孔径

0.22 μm メンブレンフィルターで吸引ろ過し、藻

体を捕捉し、-20℃にて冷凍保存した後、DNeasy 
PowerWater Kit(QIAGEN)（6 月まで）、DNeasy 
PowerSoil Pro Kit(QIAGEN)（7 月以降）により抽出

した。なお、DNA 抽出キットの変更は、濁質によ

る抽出効率への影響を考慮し実施した。 
  
C. 研究結果および D. 考察 
 単離株に対して定量 PCR を適用した結果、非特

異的増幅はなく、各プライマー対で判定可能な属

と同じ種であるカビ臭原因藍藻類のみを選択的

に検出することができた(図１)。よって、本研究で

構築した定量 PCR を適用することで、カビ臭原因

物質産生藍藻類として代表的な 5 属を簡易同定及

びその遺伝子量を定量できることが示された。 
さらに原水から抽出したDNA試料に対して本手

法を適用した結果、カビ臭が発生した原水試料と

そこから単離培養した株と遺伝子の増幅結果が

一致したことから、原水試料から直接 DNA 試料

を抽出して本研究で構築した定量 PCR 系を適用

することで迅速な同定・定量が同時に可能となっ

たといえる。 
続いて、開発した定量 PCR 系を用いて３水源に

おいて定期モニタリングを行い、カビ臭原因物質

濃度と本研究で対象とした５属のカビ臭原因物

質産生藍藻類の遺伝子量を評価した。A 湖では

Dolichospermum 属に関連する geoA 遺伝子のみが

特異的に検出され、ジェオスミン濃度の変動と傾

向が一致したことから原因種と同定した (図 2)。
また、ジェオスミン濃度 2 ng/L程度で遺伝子が検

出されており、増殖期にはカビ臭原因物質濃度の

上昇より先行して遺伝子量が増加する傾向が確

認された。C湖では 6 月と 8 月に 2-MIB濃度が増

加した期間があり、6 月は Pseudanabaena 属、8 月

は Planktothricoides 属に関連する 2-MIB 合成酵素

遺伝子が検出されたことから、本手法により 2-
MIB 産生藍藻類の優占種の変遷が把握可能であ

ることを示した (図 2)。Bダムにおいても 5 ng/L
程度から遺伝子が検出できた。また、ジェオスミ

ンと 2-MIB が同時に発生した時期にはジェオス

ミ ン は Dolichospermum 属 、 2-MIB は

Planktothricoides 属に関連する合成酵素遺伝子量

の変化を同時に確認できた。 
 
E. 結論 
 水道水源におけるカビ臭産生藍藻類として代

表 的 な 2-MIB 産 生 株 (Microcoleus 属 、

Pseudanabaena 属、Planktothricoides 属)及びジェオ

スミン産生株(Dolichospermum 属、Aphanizomenon
属)の同定・定量手法を開発した。さらに実用化に

向けて３水源の原水に適用した結果、数 ng/L か

らカビ臭原因物質産生藻類に関連する合成酵素

遺伝子を定量可能であり、優占種が変遷した場合

や同時に異なるカビ臭原因物質が発生した場合

においても原因種の同定ならびに遺伝子量の把

握が可能であった。また遺伝子量がカビ臭原因物

質濃度の上昇前に増加が確認できた期間もある

ことから、増殖特性や採水頻度等を考慮すること

で本手法によりカビ臭原因藍藻類の増殖予測が

できる可能性が示された。 
 
F. 健康危険情報 
該当なし 
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図 1 定量 PCR 結果（例: Dolichospermum 属） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B-5 



 18 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 geoA 遺伝子（Dolichospermum 属）のモニタリング結果（相模湖）
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 3  2-MIB 合成酵素遺伝子（Pseudanabaena 属、Planktothricoides 属）のモニタリング結果（C湖） 
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