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研究要旨 

水道原水中の藻類の増殖等，原水水質の異常やその兆候を検知する技術が求められている。
培養した Microcystis aeruginosa Lemmermann（NIES-87 および NIES-2604 株）に由来する有機物
の検知を精密質量スペクトルの差異解析により試みた。その結果，固相抽出による試料濃縮を
用いれば，環境水中でも藻類増殖に由来する有機物を分別可能であることを示した。今回の調
査では，藻類が異常増殖した際の藻類細胞密度に対応する範囲での検知であったが，ろ過濃縮
等を組み合わせれば，より低濃度でも検知可能であると考えられた。 

 

 
 
A. 研究目的 
水道原水中の藻類の増殖等，原水水質の異常や

その兆候を検知する技術が求められている。本研
究では，特に精密質量分析により，迅速な原水水
質の変動の検知を目指している。 
今年度は，藻類増殖時の溶存有機物の変化の精

密質量分析を用いた検知を目的に，培養した藻類
に由来する溶存有機物の検知感度についての基
礎的検討を行った。 

 
B. 研究方法 
1．藻類の培養 
国立環境研究所より分譲された二種類の藻類

（Microcystis aeruginosa Lemmermann （NIES-87）
及び Microcystis aeruginosa Lemmermann （NIES-
2604），以下それぞれNIES-87，NIES-2604とする）
を M-11 培地を用いて培養した。M-11 培地の構成
成分と濃度は以下の通りである：NaNO3，10 
mg/100 mL；K2HPO4，1 mg/100 mL；MgSO4・7H2O，
7.5 mg/100 mL；CaCl2・2H2O，4 mg/100 mL；Na2CO3，
3 mg/100 mL；FeSO4・7H2O，0.1 mg/100 mL；有機
物の添加，なし。 
また，培養に際しては，2000 lux で 12 時間ごと

に明暗サイクルを繰り返した。温度は20±1 ˚Cに
制御して培養を行った。培養の後の NIES-87 と
NIES-2604 の細胞数はそれぞれ 1.6×108 および，
1.3×109 cell/mL となった。 
なお，試薬は特に断りのない場合には，富士フ

ィルム和光純薬製の特級試薬を用いた。また，水
溶液の調製や希釈等に，Millipore 社 Milli-Q 
Academic A1で精製した超純水(以下MQW)を用い
た。 
 
2. 分析に用いた試料と解析法 

琵琶湖南湖水を用いて NIES-87 および NIES-

2604培養液（ろ過後）それぞれを，バックグラウ

ンドである湖水の TOC およびそれぞれの藻類由

来の TOC の合計値が 3.0 mgC/L となるように希

釈を行った（数倍程度，以下ではこの希釈倍率は

考慮しない）。試料の容量は 1 L とした。この後，

3.で述べる固相抽出法により通水倍率 100 倍で濃

縮した。これらの試料について，精密質量分析を

行い，対象試料との比較を行った。また，検出下

限値の検討のために，上記の TOCが 3.0 mgC/L と

なるように希釈を行ったサンプルを琵琶湖湖水

で 10 倍，100 倍に希釈を行いそれらに関しても同

様に精密質量分析を行いボルケーノプロットを

用いてブランクサンプルとの比較を行った。また，

これらの 3段階の濃度の試料を以下では模擬藻類

異常発生試料と表記する。培養後のミクロキステ

ィスのそれぞれの細胞密数は NIES-87 および

NIES-2604の細胞数はそれぞれ 1.6×108 cell/mLと

1.3×109 cell/mLであるので模擬藻類異常発生試料

における基準となる細胞数は NIES-87 では

2.7×107 cell/mL，2.7×106 cell/mL，2.7×105 cell/mL

の 3段階となり，NIES-2604では 2.3×108 cell/mL，

2.3×107 cell/mL，2.3×106 cell/mL の 3 段階となる。

また，実際の環境中で見られる Microcystis 

aeruginosa Lemmermann の濃度について，南條ら 1)

は藻類の異常増殖が問題となっている烏取県・小

山湖における細胞濃度を 1986 年から 1995年の間

毎月調査した。それによると，小山湖におけるミ

クロキスティスの細胞濃度はほぼ毎年 1.0×105 か

ら 1.0×106 cell/mL となっている。このことから模

擬藻類異常発生試料の濃度レンジは，実際の環境

水中で藻類の異常増殖が発生した場合の濃度レ

ンジと概ね同等と考えられる。またこの実験の流

れを図 1 に示す。 

なお，この実験においては培地成分の影響は厳

密には考慮しなかった。これは，M-11 培地には有

機物が含まれず，直接質量スペクトルに影響がな

いと考えたためである。ただし，一定濃度のイオ
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ン性物質を含む培地であり，後述のように分離カ

ラムによる無機成分の分離をおこなっていない

ことからイオン化効率等に間接的に影響した可

能性は排除できない。この点については今後の検

討課題としたい。 

 
3．試料の前処理 
精密質量測定の前に，試料の濃縮を行った。濃

縮には昨年度の研究でも用いた，溶存有機物の濃
縮のための固相抽出のカートリッジとして一般
的に用いられている逆相系のカートリッジであ
る Bond Elut PPL カートリッジ（500 mg, 3 mL; 
Agilent Technologies，以下，PPL カートリッジ）を
用いた。PPL カートリッジは溶存有機物の回収率
が高いことが報告されており 2)，極性物質と非極
性物質の両方の保持を期待できるとされる 3)。具
体的な固相抽出の作業手順は以下の通りである。
まず 10 mL のメタノールを約 1 mL/min で通液し，
その後 0.01 M HCl 20 mL を約 1mL/min で通液し
固相のコンディショニングを行った。次に HCl を
用いてサンプルを pH 2 に調製し，コンセントレ
ーターを用いてこの試料 1.0 L を流量 20 mL/min
で通液した。その後カートリッジの内部を洗浄す
るために 20 mL の 0.01 M HCl を約 1 mL/min で通
液し，カートリッジに保持された溶存有機物を脱
離するために，10 mLのメタノールを約 1 mL/min
で通液した。これらの操作の結果，サンプル中の
溶存有機物が濃縮した状態で回収される。この試
料そのまま以降の分析に供した。 
 
4．精密質量分析とデータ解析 
調製した藻類異常増殖試料の精密質量分析に

は Orbitrap 質量分析計（Q Exactive, Thermo Fisher 
Scientific）を使用した。イオン化法はエレクトロ
スプレーイオン化法（ESI）のネガティブモードを
用いて行った。原則として昨年度までの研究成果
を踏まえ，同一の条件で分析を行った。サンプル
の注入には付属のHPLCのポンプとオートサンプ
ラーを用い，システム内に MQWとメタノールが
それぞれ 50%となるように 200 µL/min にて送液
している状態で 10 µL 注入した。ただしカラムを
用いた試料の分離は行わず，ランタイム（一回の
分析時間）は 5 分とした。また分解能は 70,000 に
設定，スキャン範囲を m/z = 100-1500 に設定して
測定を行った。キャリブレーションは分析の直前
に測定日ごとに行った。イオン化条件については，
スプレー電圧を 4.5 kV，キャピラリー温度を 400 
˚C と設定した。分析条件を表 1 にまとめる。 
上記の条件において精密質量分析を行うこと

で得られた精密質量スペクトルから得られた結
果を用いて，差異解析を行った。解析ソフトウェ
アには Compound Discoverer 3.1.0.305（Thermo 
Fisher Scientific）を使用した。解析手法にはワーク
フローのうち，メタボロミクスを使用し，MS ス
ペクトルのピーク強度が 500,000 を超えるものに
ついて検出を行った。その他パラメーターは
Compound Discoverer のデフォルト値を用いた。 
なお，具体的な解析および結果の可視化には，

ボルケーノプロットを用いた。ボルケーノプロッ

トとは群間（試料とブランク）比（fold change）と
p 値（有意水準の指標）の散布図であり，横軸が
検出された物質の濃度の比を表し，縦軸が有意水
準を表す。本研究においては群間比が 2 倍以上か
つ p 値が 0.05 以下の物質について検出されたと
判断した。 

 
C. および D. 研究結果及び考察 

NIES-87 と NIES-2604 の試料について，図 2〜7
に示すように，希釈段階を問わず藻類を添加した
サンプルから多くの物質が検出された。特に 1 倍
（つまり無希釈）である模擬藻類異常発生試料の
分析結果においては，藻類を添付した模擬藻類異
常発生試料特有の検出物質が群間比 2倍以上を検
出のしきい値とした場合，NIES-87においては 165
物質，NIES-2604 においては 110 物質検出されて
おり，十分に検出可能であるといえる（表 2）。ま
た，100 倍で希釈を行った模擬藻類異常発生試料
の分析結果としては，群間比が 2 倍以上を基準と
した場合で NIES-87 においては 72 物質，NIES-
2604 においては 35 物質検出されておりこちらも
藻類由来溶存有機物を十分に捉えることが可能
であったといえる。また，この 100 倍で希釈を行
った模擬藻類異常発生試料は先に述べたように
環境水中において藻類の異常増殖が発生した場
合と同程度の細胞密度を有していることから，実
際の環境水中でも同様の分析手法を用いて溶存
有機物の動向を検知できる可能性を示したとい
える。 
一方で，この 100 倍に希釈を行った模擬藻類異

常発生試料で検出された物質群の群間比の範囲
は昨年度までに報告した通常の環境水の季節変
動において検出された物質群の群間比の範囲と
類似しており，環境水の状態によっては検出され
た物質が藻類由来であるのか，季節変動由来であ
るのかの判断が難しい可能性がある。本実験にお
いては培養した藻類の細胞数に限度があったこ
とがあり，高濃度の濃縮を行うことが難しかった
が，実際の環境水においてはさらに高濃度の濃縮
が可能である。また，さらにろ過濃縮との併用や，
細胞の破砕など，試料前処理工程において，バッ
クグラウンドに対して藻類細胞由来の有機物の
濃度を高くすることは可能と考えられる。また，
今回はピーク強度 500,000 をしきい値としたが，
この値の最適化も高感度化に効果があると考え
られる。さらに，分離カラムおよびイオン化促進
剤の添加も検討されるべきである。今後はこれら
の検討結果を踏まえた上で，各藻類に特徴的な質
量数（分子の指紋のようなもの）が存在するか検
討を進める必要がある。 
 

E. 結論 
精密質量スペクトルの差異解析に基づき，藻類

の異常増殖の検知の可能性について検討した。そ
の結果，試料濃縮を用いれば，環境水中でも藻類
増殖に由来する有機物を分別可能であることを
示した。 
 
F. 健康危険情報 
該当なし 
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G. 研究発表 
1.論文発表 
 該当なし 
2.学会発表 
 該当なし 
 
H.知的財産権の出願・登録状況（予定も含む。） 
1.特許取得 
 該当なし 
 
2.実用新案登録 
 該当なし 
 
3.その他 
 該当なし 
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表 1 精密質量分析条件 

 
 

 

 

表 2 各株および細胞密度における検出物質数 
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図 1 精密質量分析条件 

 
 

図 2 Microcystis aeruginosa Lemmermann NIES-87 を 2.7×107 cell/mL由来の有機物を添加した琵琶

湖湖水とブランクサンプルでの検出物質の比較 

 

 

図 3 Microcystis aeruginosa Lemmermann NIES-87 を 2.7×106 cell/mL由来の有機物を添加した琵琶

湖湖水とブランクサンプルでの検出物質の比較 
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図 4 Microcystis aeruginosa Lemmermann NIES-87 を 2.7×105 cell/mL由来の有機物を添加した琵琶

湖湖水とブランクサンプルでの検出物質の比較 

 

図 5 Microcystis aeruginosa Lemmermann NIES-2604 を 2.3×108 cell/mL由来の有機物を添加した琵

琶湖湖水とブランクサンプルでの検出物質の比較 

 
 


