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研究要旨 
水源流域における障害生物の発生ポテンシャルを評価することを目的として、複数のカビ臭

原因物質産生藻類株を用いてカビ臭合成酵素遺伝子による系統の違いとカビ臭産生能、増殖、
カビ臭産生に及ぼす窒素制限および温度の影響等について検討を行い、カビ臭原因物質産生藻
類の増殖およびカビ臭産生に及ぼす気候変動により生じうる環境条件の影響について検討を行
った。さらには付着性藍藻 Microcoleus 属の株間や増殖時期によるカビ臭産生能の違いのメカニ
ズムを解明するため、カビ臭合成酵素遺伝子の発現解析を行った。その結果、水道水源から単
離された Pseudanabaena 属は 2-MIB 合成酵素遺伝子で 3 つの系統に分けられ、系統によってカ
ビ臭含有量が異なる傾向が見られた。Dolichospermum 属や Aphanizomenon 属といったネンジュ
モ目について窒素を制限した CT 培地、通常の CT 培地で培養し、細胞数とカビ臭濃度を測定し
たところ、株によって傾向が異なり、D. minisporum WILD-76 は窒素制限下のほうが増殖量、
カビ臭濃度が高まることが明らかとなった。さらに D. minisporum WILD-76 の窒素制限下にお
ける増殖、カビ臭産生に及ぼす温度の影響について検討したところ、最も温度が低い 20℃でカ
ビ臭濃度、含有量が高まることが明らかとなった。付着性藍藻類のMicrocoleus属を窒素を 1mg/L
に制限した培地を用いて培養したところ、2-MIB 産生量は対数増殖期後期から定常期の最初の
段階において最大となることが示唆された。同様に geosmin を産生する Microcoleus 属の WILD-
69 株と B-19 株について窒素を制限した培地を用いて培養したところ、geosmin 産生能が異なる
ことが示唆された。2-MIB 合成酵素遺伝子の発現量解析において、株間で経時的な変化につい
て検討を行い、2-MIB 産生能の違いを発現量によって説明できる可能性が示唆された。分子系
統によってカビ臭物質の産生能が異なったり、株間で窒素源に対する応答が異なったり、温度
によって増殖やカビ臭産生特性が大きく異なることから、単離株の増殖やカビ臭産生特性に関
するデータの蓄積は極めて重要であり、そういった特性を踏まえて、発生予測モデルの構築を
行っていく必要性が示唆された。 

 
 
A. 研究目的 
 近年、地球温暖化の影響と考えられる生物障害
や水道原水水質悪化の報告例が目立つ。さらに気
候変動による集中豪雨の頻度・規模の増加が確認
されており、それら水害による水道事業への影響
が生じている。将来的にも気候変動に伴う生物障
害事例、集中豪雨・台風による水害頻度の増加等
が予想されることから、その生じるリスクに対し
て適応可能な水道システムを考え、将来にわたっ
て安全で安心な水供給を実現する必要がある。こ
のような水道事業の背景を踏まえながら、気候変
動に伴う水道システムの生物障害等リスクへの
適応性の強化に資する成果を得ることを最終的
な目標とし、障害生物の発生メカニズムの把握や
藻類発生予測システムを構築するための検討を
行った。 
水源流域における障害生物の発生については各
種の気象環境条件が関与する複雑なものである
が、本研究では様々な角度から障害生物の発生ポ
テンシャルを評価する。具体的な研究内容として、
複数のカビ臭原因物質産生藻類の単離株を用い

てカビ臭合成酵素遺伝子による系統の違いとカ
ビ臭産生能、増殖、カビ臭産生に及ぼす窒素制限
および温度の影響等について検討を行い、カビ臭
原因物質産生藻類の増殖およびカビ臭産生に及
ぼす気候変動により生じうる環境条件の影響を
評価する上での基礎的な検討を行った。さらには
付着性藍藻類の株間や増殖時期によるカビ臭産
生能の違いのメカニズムを解明するため、カビ臭
合成酵素遺伝子の発現解析を行った。 

 
B. 研究方法 
1. カビ臭原因物質産生藻類のカビ臭産生特性の
評価 
水道水源から単離された  Pseudanabaena 

subfoetida WILD-6、P. limnetica WILD-11、P. foetida 
WILD-62、P. cinerea B-6、Aphanizomenon gracile 
WILD-9、Dolichospermum minisporumWILD-76、D. 
circinale WILD-45 を用いた。付着性藍藻として河
川で単離された Microcoleus autumnalis WILD-52、
Microcoleus sp. WILD-69、Microcoleus sp. B-19 を用
いた。 
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Pseudanabaena 属は、200ml容三角フラスコを用
いて培養を行った。CT 培地もしくは窒素濃度を
1mg/L に制限した改変 CT 培地 100ml を入れて、
オートクレーブ滅菌後、初期糸状体数が 50mm/ml
となるように接種した。20℃で培養を行った。照
度は 2000 lux（12 時間明／12 時間暗）とした。各
条件に付き 3 本ずつ試験を行った。5日に 1回程
度糸状体数を Fuchs Rosenthal血球計数盤を使用し
光学顕微鏡により計測した。 

A. gracile WILD-9、D. minisporumWILD-76 につ
いては 500ml容三角フラスコに CT 培地もしくは
窒素を除いた改変 CT 培地を 200ml入れて、オー
トクレーブ滅菌後、初期接種量が A. gracile WILD-
9 で 10mm/ml、D. minisporumWILD-76 および D. 
circinale WILD-45 で 25cells/ml となるように接種
した。培養条件は Pseudanabaena 属と同様とした
が、D. minisporumWILD-76 は 25、30℃でも培養を
行った。 

Microcoleus 属はねじ蓋付き試験管に CT 培地を
10ml 分注し、オートクレーブ滅菌後、糸状体が
10mm/ml となるように接種した。照度は 2000 lux
（12 時間明／12 時間暗）とした。温度条件は 20℃
とした。Microcoleus 属は付着性があり、顕微鏡観
察による正確な菌数のカウントが困難であるた
め、増殖量を Shen ら 1)に従い Chl.a 量により評価
した。 
 上述の各培養試料について SPME-GC/MS シス
テム（ Agilent 5977B GC/MSD， Agilent 及び 
Multiple Sampler MPS roboticpro，Gerstel）を用いて，
ジェオスミン・2-メチルイソボルネオール（2-MIB）
濃度を測定した。 
 
2. カビ臭合成酵素遺伝子の発現解析 
 これまで Microcoleus 属の単離株の 2-MIB 産生
能について検討を行い、株間で 2-MIB 産生能が異
なる傾向が見られた。そこで 2-MIB 産生能が異な
る要因を解明することを目的として 2-MIB 合成
酵素遺伝子の発現解析を行った。M. autumnalis 
WILD-53 および M. autumnalis WILD-54 を用いた。
1. と同様に培養を行い、クロロフィル a、2-MIB、
発現解析を同時に行い評価した。14 日目、28 日
目、42 日目と経時的に試料を採取し測定を行っ
た。PrimerQuest™ Tool および Primer3Plus を 用 
い て 、M.autumnalis の 16S rRNA 遺伝子、2-MIB
産生に関わる mtf 遺伝子（methyltransferase gene）、
mic 遺伝子（2-MIB cyclase gene）を特異的に増幅
するプライマーを作成した。NucleoSpin® RNA(タ
カラバイオ)を使用し、培養試料から RNA を抽出
した。その後 PrimeScript™ RT reagent Kit (タカラ
バイオ)を用いて 10ng RNA/10µL のリアクショ
ンで RT-PCR を行い cDNA を合成した。その後 
TB Green® Premix Ex Taq™ II(タカラバイオ) を用
いて説明書に従い qPCR を行った。 
 
C. 研究結果および D. 考察 
1) カビ臭原因物質産生藻類のカビ臭産生特性の
評価 
 16S rRNA 遺 伝 子 の 系 統樹に お い て 、
Pseudanabaena subfoetida WILD-6 と  P. foetida 
WILD-62 は同じ系統に位置付けられた。P. 

limnetica WILD-11 と P. cinerea B-6 はそれぞれ異
なる系統に位置付けられた。2-MIB 合成酵素遺伝
子の系統樹において P. subfoetida WILD-6 と P. 
cinerea B-6 は同じ系統に位置付けられた（図 1）。
P. limnetica WILD-11 と P. foetida WILD-62 はそれ
ぞれ異なる系統に位置付けられた。今回用いた
Pseudanabaena 属は 2-MIB 合成酵素遺伝子で 3 系
統に分かれることが明らかとなった。CT 培地に
おいて Pseudanabaena 属 4 株を培養した結果 13
日以降、定常期となった（図 2）。2-MIB 総濃度は
定常期を過ぎても増加傾向であった（図 3）。定常
期における糸状体あたりの 2-MIB 含有量は P. 
limnetica WILD-11、P. foetida WILD-62 で高く、P. 
subfoetida WILD-6、P. cinerea B-6 で低い傾向であ
った（図 4）。定常期における 2-MIB 含有量につ
いて計算したところ、 P. subfoetida WILD-6 
0.0025ng/mm、P. limnetica WILD-11 0.0039ng/mm、
P. foetida WILD-62 0.0043ng/mm、P. cinerea B-6 
0.0027ng/mm となり、P. subfoetida WILD-6、P. 
cinerea B-6 に比べて  P. limnetica WILD-11、P. 
foetida WILD-62 が約 1.5 倍高いことが明らかと
なった。窒素を 1mg/L に制限した条件で検討を
行ったところ、P. subfoetida WILD-6 は、12日以降、
P. limnetica WILD-11 は 8日以降糸状体数の減少が
見られた（図 5）。2-MIB 総濃度は P. subfoetida 
WILD-6 よりも P. limnetica WILD-11 のほうが高く
推移し、通常の CT 培地と同様の傾向が見られた
（図 6）。よって P. subfoetida WILD-6 よりも P. 
limnetica WILD-11 のほうが 2-MIB 産生能が高い
ことが示唆された。しかしながら、通常の CT 培
地では総濃度や含有量が低いと判断された P. 
cinerea B-6 が P. limnetica WILD-11 と同じくらい
に総濃度が高まり、窒素を制限した条件下でこれ
ら 4株の 2-MIB産生能の大小関係について明らか
にすることはできなかった。 
 Dolichospermum minisporum WILD-76 を 20℃
の条件下、CT 培地、窒素を 0mg/L に制限した CT
培地にて培養したところ、窒素を制限した条件の
ほうが速やかに増殖することが明らかとなった
（図 7）。geosmin 総濃度も窒素を制限した条件の
ほうが約2倍高まることが明らかとなった（図8）。
細胞当りの geosmin 含有量は通常の CT 培地で高
い傾向が見られた（図 9）。窒素を制限した CT 培
地のほうが良好な増殖を示したことから、この培
地を用いて温度の影響について検討を行った。
25℃、30℃で初期の増殖速度が大きく、最大増殖
量は温度が低いほど高まることが明らかとなっ
た（図 10）。geosmin 総濃度、含有量ともに 20℃
において最も高く、温度が高まるにつれて低下す
ることが明らかとなった（図11、図12）。D. circinale 
WILD-45 は D. minisporum WILD-76 と異なり、窒
素を制限した CT 培地より、通常の CT 培地のほ
うが、増殖量および geosmin 総濃度が高まること
が明らかとなった（図 13、14）。A. gracile WILD-
9 は D. circinale WILD-45 と同様に、窒素を制限し
た CT 培地より、通常の CT 培地のほうが、増殖
量および geosmin 総濃度が高まることが明らかと
なった（図 15、16）。以上の結果から、ネンジュ
モ目の窒素源の有無における挙動は株によって
異なることが明らかとなった。2-MIB 産生株であ
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る M. autumnalis WILD-52 を窒素を 1mg/L に制限
した CT 培地で培養したところ、増殖量は 14日目
以降ほぼ横ばいとなり、35日には低下した（図 17）。
その時の 2-MIB 総量は 14 日目に最大となり、そ
の後低下しほぼ一定となった（図 18）。2-MIB 産
生量は対数増殖期後期から定常期の最初の段階
において最大となることが明らかとなった。これ
までの通常の CT 培地を用いた検討では Chl. a 量、
2-MIB 濃度が 1ヶ月の培養期間にわたって増加し
続ける傾向にあり、定常期や衰退期における 2-
MIB 産生を評価することが困難であったが、窒素
を制限することにより増殖過程における 2-MIB
産生特性を評価できると考えられた。geosmin を
産生する Microcoleus sp. WILD-69 と Microcoleus 
sp. B-19 について窒素を 1mg/L に制限した CT 培
地を用いて培養したところ、Chl. a に関しては同
様の推移を示したが（図 19）、geosmin 総量は
WILD-69 のほうが 14日目、28日目において高く
（図 20）、単離株によって geosmin 産生能が異な
ることが示唆された。 
2) カビ臭合成酵素遺伝子の発現解析 
 M. autumnalis WILD-53 および M. autumnalis 
WILD-54 の mtf 遺伝子の発現量に培養日数による
有意な差はみられなかった（図 21、22）。M. 
autumnalis WILD -53 は M. autumnalis WILD -54 と
比べて mtf 遺伝子の発現量が高いことが明らかと
なった。mic 遺伝子の発現量についても培養日数
による有意な差はみられなかった（図 23、24）。
mic 遺伝子に関しても M. autumnalis WILD -53 の
ほうが M. autumnalis WILD -54 に比べて発現量が
高いことが明らかとなった。培養期間を通して
Chl. aあたりの 2-MIB総量は、M. autumnalis WILD-
53 のほうが大きい傾向が見られ、遺伝子発現量の
違いが 2-MIB 産生に影響している可能性が示唆
された。Microcoleus 属は単離した株間で 2-MIB 産
生能が異なる傾向が見られるため、発現解析によ
り説明できるかどうかデータを蓄積し検討する
とともに、環境条件の違いが発現量にどのように
影響するのか検討することにより、水道水源にお
ける付着性藍藻によるカビ臭の発生メカニズム
について明らかにしていく必要がある。 
 
E. 結論 
 複数のカビ臭原因物質産生藻類の単離株を用
いて分子系統の違いとカビ臭産生能、増殖、カビ
臭産生に及ぼす窒素制限および温度の影響等に
ついて検討を行った。水道水源から単離された
Pseudanabaena 属は 2-MIB 合成酵素遺伝子で 3 つ
の系統に分けられ、系統によってカビ臭含有量が
異なる傾向が見られた。Dolichospermum 属や
Aphanizomenon 属といったネンジュモ目について
窒素源を加えない条件と通常の CT 培地で培養し、
増殖とカビ臭濃度を測定したところ、株によって
傾向が異なり、D. minisporum WILD-76 は窒素制
限下のほうが増殖量、カビ臭濃度が高まることが
明らかとなった。D. minisporum WILD-76 の窒素

制限下における増殖、カビ臭産生に及ぼす温度の
影響について検討したところ、最も温度が低い
20℃でカビ臭濃度、含有量が高まることが明らか
となった。付着性藍藻類の Microcoleus 属を窒素
制限下において培養したところ、2-MIB 産生量は
対数増殖期後期から定常期の最初の段階におい
て最大となることが示唆された。同様に geosmin
を産生するMicrocoleus sp. WILD-69 とMicrocoleus 
sp. B-19 について窒素を 1mg/L に制限した培地を
用いて培養したところ、geosmin 産生能が異なる
ことが示唆された。2-MIB 合成酵素遺伝子の発現
量解析において経時的な変化について検討を行
い、株間での 2-MIB 産生量の違いを発現量によっ
て説明できる可能性が示唆された。分子系統によ
ってカビ臭物質の産生能が異なったり、株間で窒
素源に対する応答が異なったり、温度によってカ
ビ臭産生量が大きく異なることから、単離株の増
殖やカビ臭産生特性に関するデータの蓄積は極
めて重要であり、そういった特性を踏まえて、発
生予測モデルの構築を行っていく必要性が示唆
された。 
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図 1 2-MIB 合成酵素遺伝子に基づく系統樹  
   近隣結合法により 686塩基に基づいて作成 

図 2 Pseudanabaena 属 4 株の増殖曲線（CT 培地） 

Oscillatoria sp. 327/2 (KJ658377)

Planktothrix sp. 328 (KJ658378)

Planktothrix raciborskii NIES-2871

Planktothricoides raciborskii CHAB3331 (HQ830029)

Oscillatoria limosa LBD 305b (HQ630885)
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図 4  Pseudanabaena 属 4 株の 2-MIB 含有量の推移（CT 培地） 

図 3  Pseudanabaena 属 4 株の 2-MIB 総濃度の推移（CT 培地） 
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図 5  窒素を制限した CT 培地における Pseudanabaena 属 4 株の増殖曲線 

図 6  窒素を制限した CT 培地における Pseudanabaena 属 4 株の 2-MIB 総量の推移 
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図 7  CT 培地および窒素を制限した CT 培地における D. minisporum 
    WILD-76 の増殖曲線 
    CT_NL: 窒素 0mg/L 

図 8  D. minisporum WILD-76 の増殖における geosmin 総濃度の推移 
      CT_NL: 窒素 0mg/L 
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図 9  D. minisporum WILD-76 の増殖における geosmin 含有量の推移 
       CT_NL: 窒素 0mg/L 

図 10 D. minisporum WILD-76 の増殖に及ぼす温度の影響 
      （窒素を 0mg/L に制限した CT 培地） 
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図 11  D. minisporum WILD-76 の各温度における geosmin 総濃度の推移 
       （窒素を 0mg/L に制限した CT 培地） 
 

図 12  D. minisporum WILD-76 の各温度における geosmin 含有量の推移 
       （窒素を 0mg/L に制限した CT 培地） 
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図 13  CT 培地および窒素を制限した CT 培地における D. circinale WILD-45 の増殖曲線 
        CT_NL: 窒素 0mg/L 

図 14 CT 培地および窒素を制限した CT 培地における D. circinale WILD-45 の 
       geosmin 総濃度の推移 
       CT_NL: 窒素 0mg/L 
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図 15  CT 培地および窒素を制限した CT 培地における A. gracile WILD-9 の 
        増殖曲線 
        CT_NL: 窒素 0mg/L 

図 16  A. gracile WILD-9 の増殖における geosmin 総濃度の推移 
        CT_NL: 窒素 0mg/L 
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図 17  M. autumnalis WILD-52 の窒素を 1mg/L に制限した 
        CT 培地における Chl. a の推移 
 

図 18  M. autumnalis WILD-52 の窒素を 1mg/L に制限した 
        CT 培地における 2-MIB 総量の推移 
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図 19  Microcoleus sp. WILD-69 および Microcoleus sp. B-19 の窒素を 
        1mg/L に制限した CT 培地における Chl. a の推移 
 

図 20  Microcoleus sp. WILD-69 および Microcoleus sp. B-19 の窒素を 
        1mg/L に制限した CT 培地における geosmin の推移 
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図 21 Microcoleus autumnalis WILD-53 の mtf 遺伝子発現量の経時的変化 
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図 22 Microcoleus autumnalis WILD-54 の mtf 遺伝子発現量の経時的変化 
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図 23 Microcoleus autumnalis WILD-53 の mic 遺伝子発現量の経時的変化 
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図 24 Microcoleus autumnalis WILD-54 の mic 遺伝子発現量の経時的変化 



 

 
 
 


