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15 リアルタイムPCRによるミクロシスチン生成車藻類の分析
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1. はじめに

飲料水源となっている湖沼やダ、ム湖で、の富栄養化に伴う、有毒物であるミクロシスチン生成藍藻類の問題

については、古くより研究されており、窒素やリンの制御、ミクロシスチン分解方法など様々な対策が検討

されてきている lWL しかしながら、ミクロシスチン生成藍藻類の増殖やミクロシスチン生産の原因となる

因子は明確に特定されていないのが現状であり、依然として、日本国内および世界各国でミクロシスチン生

成藍藻類の問題は解決されているとはいえない。ミクロシスチン生成藍藻類の中でも最もよく知られている

Microcystis属については、有毒種と無毒種が存在し、顕微鏡による観察や藻類の一般的な指標としてのクロ

ロフィルaの測定では、ミクロシスチン生成能力の有無を直接鞘面できない点が問題である。そのような中、

近年分子生物学的手法の活用が、環境工学分野の中でも広まりつつある。リアルタイム pol:戸lerasechain 

蹴 :tion(PCR)法による特定遺伝子濃度の定量技術が開発されてきており、ミクロシスチン生成藍藻類の挙動

を把握するのに有用であると考えられる 4)。そこで本研究では、実験室でのミクロシスチン生成藍藻類の培

養実験および自然水中での調査を行い、リアルタイムPCRを利用してミクロシスチン生成藍藻類の成長およ

びミクロシスチン生成特性を分析し、自然水の中のミクロシスチン生成藍藻類を全藍藻類から区分して定量

する技術の確立を目的とした。

2. 研究方法

2. 1培養実験および部自調査

独立行政法入国立環境研究所微生物系統保存施設から分譲された無菌単藻株 Microcystisaeruginosa 

(NIES-I02)を、人工気象器(日本医イ鴎罰規製作所)内にて各条件下で28日間培養した。培養条件は表1に示

すとおりである。細胞数は2""'-'3日に 1回、その他の項目は7日に一回、分析を行った。培地は、 MA培地も

しくは半分に希釈したMA培地を用いて、温度条件は2Stもしくは 30tとし、約 1000luxおよび 12h:12h

の明暗周期の条件下で培養した。

また、自然水を対象とした検討を行うために、現地調査としてMicrocystisが優占して観測されている京都

市内の池での分析も、 2007年5月"'12月および2008年4月""'-'7月にかけて行った。この期間中は、雨天時

を避けながら 1"'2週間に一度採水を行い、水温などの基礎項目を現地で測定し、実験室にて水質などの分析

を行った。

2. 2分析方法

Microcys的が生成するミクロシスチンの測定には、

間接競合 ELISA法〈常盤化学工業(株))を用いた。その

際には、 3回凍結融解を繰り返し 5分間の超音波処理

を行うことで細胞中に保持されているミクロシスチン

を溶出させた。細胞数の測定は、ブランクトン計数板

φ1PC-200)を用いて顕微鏡下で、行った。窒素、クロロ

フィルaなどその他の一般的な水質項目については、

上水試験方法・下水試験方法に準拠した。
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表1培養条件

培地 温度

MA培地 25
0C 

半分に希釈したMA培地 25t 

MA培地 30
0

C 
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図1培養実験における経日変化

X 109 

。
定による だs

• 16S rRNA遺伝子
の測定による

20 

- /・

。
o 10 20 30 X 109 

顕微鏡による計測(細胞数/L)

図2 リアルタイム PCRの測定結果から算出した
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図3 Microcystis濃度およびmcyA遺伝子と

ミクロシスチン濃度の関係
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本研究では、リアルタイムPCR法によるミクロシスチン生成藍藻類の定量を試みた。DNAの抽出はDNeasy

Tissue Kit (QIAGEN)を用いて行った。PCRはLightCycler侭.oche)を用いて、反応試薬F倒 S伽 tDNAMぉt町 Plus

SYBR Green 1侭.oche)により行った。定量プライマーには、 lvficrocystisのmcyA遺伝子をターゲットとした

MSF (5'-ATCCAGCAG甘 GAGCAAGC圃3川 SRσにTGCAGATAACTCCGCAGπG・3夕、および、lvficroC)底的の

16S rRNA 遺伝子を ターゲットとした 209F (5'-ATGTGCCGCGAGGTGAAACCTAA下3明09R

(5'・πA.CAATCCAAAGACC廿 CCTCCC-3ヂを用いた。 PCR条件は、 95
0

Cx30分+(95
0

CX10秒+アニーリン

グ温度62
0
Cx10秒+72

0
Cx30秒')x25サイクルとした。検量線は、 DNA濃度既知サンプルの希釈列より作成

した。

3. 結果および考察

3. 1培養実験

28日間の培養実験における細胞数、ミクロシスチン濃度およびmcyA遺伝子の経時変化を図1に示す。 16S
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図4現地調査での測定結果

11月9月7月2007年5月

rRNA遺伝子も同様の変化を示した。 M A培地を半分に希釈したRun2では20日目以降に増殖が停止していた

のに対して、 Run1およてAA.un3では28日目まで増加し;続けていた。特に対数増殖相以降で、ミクロシスチン

濃度、 mcyA遺伝子および168r恥~A遺伝子いずれも細胞数の増加に従い増加しており、おおむね線形関係が

見られた。そこで、すべての実験における遺伝子濃度と細胞数の関係をまとめて、最小二乗法により一次式

で表した。その関係式を用いることで、リアルタイムPCRによる遺伝子濃度の測定結果から細胞数が算出で

きるようになる。リアルタイムPCRによる測定結果から算出した細胞数と細胞数の顕微鏡観察による実測値

との比較を図2に示す。低濃度域では、リアルタイムPCRによる算出値がやや高く過大割面する傾向が見られ

た。溜帯相においては、細胞の増殖と遺伝子の増殖の特性が異なり単純な比較は難しいかもしれないものの、

対数増殖相以降でf'imcyA遺伝子および168rRNA遺伝子いずれの測定でも、実測値と同程度の細胞数が算出

できた。図3に細胞数の実視引直およびmcyA遺伝子とミクロシスチン濃度の関係を示す。細胞数およびmcyA

遺伝子いずれも増加するに従い、おおむねミクロシスチン濃度が増加していた。これらの結果より、リアル

タイムPCRによる測定が、ミクロシスチンを生成する藍藻類の挙動を把握するために有用であると考えられ

た。
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3. 2現地調査 10
2 

現地調査での測定結果を図4に示す。調査期間の水

温は11""'34
0
Cの範囲であった。全窒素濃度は、通常1

""'5 m副ιであったものの、藻類の急激な増加が見ら

れた際には、 30mgN/Lを超過したこともあった。クロ

ロフイノレa濃度は、通常0.1""'0.5 mfVL程度で、最大10

mgι程度まで増加した。ミクロシスチン濃度は通常

0.01 ""'1 mfVLであったものの、藻類の急激な増殖が見

られた際には、 5mg止を超過したこともあった。 2008

年4月""'7月の聞は、全窒素濃度が1mρ札程度、クロ

ロフィルa濃度がO.lm叫程度、ミクロシスチン濃度が

0.0005mfVL程度であり、藻類の急激な増殖は見られな

かった。現地調査でのmcyA遺伝子濃度とミクロシスチ

ン濃度の関係を図5に示す。低濃度域で両者の関係は
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図5現地調査での mcyA遺伝子濃度と

ミクロシスチン濃度の関係

明確でないものの、高濃度の場合には両者が共に増加する傾向が見られた。

10
13 

これらの結果より、リアルタイムPCR法による測定で、ミクロシスチン生成藍藻類の挙動を把握し、水質

管理に適用可能であると考えられる。

4. 結論

1) 実験室でのIMicn勾 'StiS培養実験において、リアルタイムPCR法の適用性を検討した。対数増殖相以降では

mcyA遺伝子および168rRNA遺伝子いずれの測定でも、顕微鏡観察と同程度の細胞数が算出できた。ま

た、細胞数もしくはmcyA遺伝子の増加に従い、おおむねミクロシスチン濃度が増加していた。

2) 現地調査では、 mcyA遺伝子濃度とミクロシスチン濃度の関係について、低濃度域で両者の関係は明確で

ないものの、高濃度の場合には両者が共に増加する傾向が見られた。

3) これらの結果より、リアルタイムPCR法により、ミクロシスチン生成藍藻類を定量可能であることが示

された。今後、湖沼やダム湖での水質管理に有用な梯荷になることが期待できる。

謝辞本研究の一部は、科学研究費補助金若手研究(B)19760370の助成を得て行いました。
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