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1.1. はじめに

1.1.1 カビ臭による被害

水道水の異臭は夏場を中心に起こり、日本に限らず世界で多くの水道利用者が被

害を受けている。水道水源は、約 7 割が河川や湖沼などの地表水からなる。異臭味被

害は湖沼や貯水池など停滞水域の富栄養化による、シアノバクテリアや放線菌の異常

発生・増殖が起きることで生じるものである。

日本では、カビ臭の異臭味被害人口は、平成元年付近をピークに年々減少してい

る（図 1-1）。しかしながら、被害事業者数はそれほど減少しておらず、いまだに多くの水

道利用者が異臭味の被害を受けている状況にある。

これはカビ臭が低濃度でも感知されやすく、不快感を与えるためである。水道事業体

はカビ臭低減のための対策に大きな負荷がかかっている。

図 1-1  カビ臭の被害状況（厚生労働省調査より）

1.1.2 湖沼・貯水池での異臭発生とその防止法

湖沼や貯水池は、河川の水源となっており、水の流れがあまりないことから、多くの生

物が滞留することで異臭の原因となる。その中には、アオコの発生によってカビ臭や腐

敗臭が発生するもの、淡水赤潮の発生によって魚臭や生臭さが発生するもの、土中に

生息する放線菌によってカビ臭や土臭が発生するものがある。

放線菌によるカビ臭については海外でさまざまな研究がおこなわれ、Gerber らの研
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究を中心に、Streptomyces、Nocardia、Micromonopsora 属などがカビ臭生成生

物として分離されている（Gerber et al. ,1965；1968；1969）。

アオコについてのこれまでの報告では、アオコは富栄養化が進行した多くの湖沼など

で見られる現象で、細胞内にガス胞を持つ一部のシアノバクテリア（Anabaena等）が大

量発生することにより生じるものである。富栄養化とは、生活排水や事業場排水に含ま

れる窒素・リンなどの栄養塩が水域に大量に流入することである。これらを摂取するシア

ノバクテリアを含む微細藻類が短期間に異常発生し、生態系に影響を与える場合もあ

る。

これらアオコの大量発生は中国での報告（Xu et al. ,  2010）をはじめ世界中で見ら

れる。日本では 1960 年代よりおこっており、霞ケ浦では 1973 年に Microcystis の大

量発生で、社会的な大問題へと発展した。アオコが形成されるプロセスは、シアノバクテ

リアが水面近くで活発に光合成を行い、細胞内の浸透圧が上昇し、ガス胞が破壊され

て下層部へ沈降し、下層部で窒素・リン等の栄養塩を吸収し、再びガス法を形成し浮

上して光合成を行う、というサイクルを繰り返すことで起こると考えられている。とくに有毒

シアノバクテリアが発生した時の影響は大きい。

これらの発生をコントロールすることはカビ臭低減に非常に有力であり、物理的防止

法や化学的防止法が考案されている。物理的には、湖内の負荷量を低減するために、

底質泥を除いたりすることで栄養物質を削減することや、下水道や浄化槽を整備するこ

とで栄養物質の流入を防ぐなどの方法がとられている。

化学的防止法としては、活性炭を利用する方法、オゾンを利用する方法、銅イオン

を使って緑藻類の生育を阻害するなどの方法がある。活性炭は十分な効果を示すもの

の、残留塩素 も取 り除いてしまうことや、費用がかかるため投入 タイミングが難 しい

（Lalezary-Craig et al. ,  1998; Cook et al,2001）。オゾンによる除去の研究では、 

80%-90%のジェオスミンと MIB が除去されている（Glaze et al. ,  1990）。銅による方法

は他の生物にも毒性を示すなどの問題に加え、毒性に耐性がある藻類も登場してきて

いる(Garcia-Villada et al. ,  2004)。

1.1.3. シアノバクテリア増殖因子

アオコの増殖防止のため、優占化と水環境因子についての研究が行われている（藤

本ら  1995）。松本ら (1981)の産生条件についての研究では、リン濃度が重要な影響
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を与えると述べている。温度の影響については、Microcystis を用いた研究（Davis et 

al.,  2009）が行われており、また藤本ら（1995）は同じく Microcystis を用い、優占化

に重要な環境因子として窒素、リン、N/P 比（窒素とリンの比率）、水温、深度、混合度

をあげている。これらを全国の湖沼で調査した結果、N/P 比 30 未満の湖沼において優

占率が 40％と高く、30 以上で著しく低下し、10％以下になると報告されている。この中

で、リンの欠乏が大きく影響していると考察している。また、混合度が増加することでシア

ノバクテリアの優占率は高まる傾向にある。このことは比較的水深が浅く、混合しやすい

湖沼ほど富栄養化しやすいことと関係していると考えられる。また、Phormidium 属や

Ocillatoria 属は混合度が高い湖沼で優占化する傾向にある。

1.1.4. カビ臭原因物質

 カビ臭の原因としては、これまで様々な物質が報告されており、大部分がテルペン化

合 物 で あ る （ Krishnani et al. ,  2008 ） 。 主 な も の と し て は 2-methoxy-3- 

idoptopylpypyrazine, di-,  tri- , tetra-, pentachloro anisoles、Octa-1,3-diene 

(Kilkast et al. ,  1993)、2-methylenebornane (2-MB）(Fravel et al.,  2002)、

2-methyl- 1-propanol 、 3-methyl-1-butanol, 1-octen-2-ol,  3-octanone 、

3-methylfuran 、 ethyl-acetate (Schnurer et al. ,  1999) 、そしてジェオス ミン

（ trans-1,10-Dimethyl-trans-9-dicalol ） 、 2- メ チ ル イ ソ ボ ル ネ オ ー ル

（1,2,7,7-Tetramethyl-exo-bicyclo-heptan-2-ol；2-MIB）が報告されている。

表 1-1 ジェオスミンと 2-MIB の特徴

ジェオスミン 2-MIB 

化学名
trans-1,10-Dimethyl-trans-9-

dicalol 

1,2,7,7-Tetramethyl-exo-bicyclo

-heptan-2-ol 

分子式 C1 2H2 2O C1 1H2 0O 

構造式

分子量 182.31 168.28 

臭気 土臭 カビ臭

OHOH
OHOH
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また、これらのテルペン化合物を放出する生物は、放線菌やシアノバクテリア以外でも

Aspergillus や Fusarium、Penicillium 等が報告されている (Kaminski et al.,  

1974)。日本で主に原因となっているのは 2-MIB とジェオスミンであり、表 1-1 のような

特徴を持つ。

1.1.5. ジェオスミン及び 2-MIB 産生種

 ジ ェオ ス ミ ンは土 臭 物 質 と し て 1964 年 に初 めて単 離 された （ Gerber and 

Lechevalier, 1965）。2-MIB はカビ臭物質として 1969 年以降報告がされている

（Medsker et al. ,  1969、  Gerber et al .,1969、Rosen et al. ,  1970）。それぞれの

両物質とも、最初は放線菌より発見された（Gerber et al. ,1968;1969、Blevins et  

al.,1980、Yagi et al. 1983）。その後、シアノバクテリアでも報告されている（Izaguirre 

et al. ,1982；2004、Wu and Juttner,1988、Bowmer et al. ,  1992、Schrader and 

Blevins 1993）。特に、Osillatoria 属は非常にたくさんの種類がカリフォルニア州で

採取されており（Izaguirre et al. ,  1982）、Lyngbya 属は他の属よりも強いカビ臭を発

するものが存在した（Martin et al. ,  1991）。水源以外でも、放線菌についてはリンゴジ

ュース内 （Siegmund et al. ,  2006）で、シアノバクテリア (Anabaena, Ocillatoria, 

Lyngbya)についてはナマズの中で繁殖し、カビ臭を発生した（Tucker et al. ,  2000）。

表 1-2 では 2-MIB 産生種の一覧を示している。一部例外はあるが、これらは主に糸状

性のシアノバクテリアである。その中で、Pseudanabaena 属は比較的新しい種としてカ

リフォルニア州で採取され、窒素固定専用のヘテロシスト細胞を形成しないといった特

徴がある（Izaguirre et al. ,1998、Acinas et al. , 2009）。日本で 2-MIB 被害の原

因となっていた Phrmidium tenue はこの種と形態的に類似していると考えられていた

が、近年の系統分類の結果、Pseudanabaena 属に再分類された。



6 

表 1-2 2-MIB 産生種（Krishnani et al. ,  2008 より改定）

1.1.6. ジェオスミンの合成経路と関連遺伝子の単離

ジェオスミンの合成経路は、放線菌とシアノバクテリアの双方で研究が進んでいる。こ

の物質は、セスキテルペンであるファルネシルジフォスフェート（FPP）がセスキテルペンシ

クラーゼの働きにより、環状化されて合成される(図 1-2; Jiang et al.,  2006; 2008)。

ジェオスミンの合成に関与する遺伝子はテルペンシンターゼ（ジェオスミン合成酵素）

として、放線菌 S.coelicolor A3 より初めて単離された（Cane et al. ,2003: Gust et 

al.,  2003）。この株は全ゲノム配列の解析が行われており、著者らはコスミドクローンを

Spicies Origin Habitat

Oscllatoria
O.perornata USA Planktonic
O.limosa USA Benthic
Oscillatoria sp. USA Planktonic
O.tenuis Japan Planktonic
O.geminata Japan
O.limnetica Japan
Oscillatoria cf. curviceps USA Benthic
O.variabilis Japan Benthic
O.chalybea Jisrael Benthic

Phormidium
Phormidium LP684 USA Benthic
P.favosum Australia Benthic
P.tenue Japan Planktonic/Benthic

Pseudanabaena
Pseudanabaena limnetica USA Planktonic
Pseudanabaena galeata Japan Planktonic
Pseudanabaena sp. NIVA-111 Japan Planktonic

other spec ies
Synechococcus sp. USA Planktonic
Planktothirix cryptovaginata Finland Planktonic
Leptolyngbya LO198 USA Benthic
Jaaginema geminatum Japan Benthic
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作成してこの遺伝子を単離した。この塩基配列は 2178bp からなり、726 個のアミノ酸を

コードする酵素で、SCO6073(cyc2)と名付けられた。これはMg2 +依存性の酵素で C15

のセスキテルペン非環状化前駆体であるファルネシル 2 リン酸（FPP）をジェオスミンへと

変化させる反応を触媒する(bi-function)。図 1-2のように、FPPからゲルマクラディエノ

ールへの環状化を進め、更にもう一段階 8,10-ジメチル 1-オクタリンへの環状化と、2 段

階の反応を触媒する。この遺伝子は、研究されているペンタレネンシンターゼ（336アミノ

酸をもつセスキテルペン合成遺伝子）と N末端及び C末端で高いレベルの相同性を有

する（Jiang et al. ,  2007）。この遺伝子から組み換えタンパク質を作成し、機能解析を

行ったところ、N 末端が FPP をゲルマクラディエノールとゲルマクレン D へ触媒する反応

に重要で（反応比率は 85:15）、C 末端側がゲルマクラディエノールをジェオスミンへ変

化させる反応に重要であることが示された（Jiang et al. ,  2007）。N 末端と C 末端を欠

損させた実験により、それぞれが独立して機能することも示された。

図 1-2  ジェオスミン合成推定経路 (Gust et al.,  2003 より)  

また、S.avermitilis を用いた実験では、cyc2 と類似した SAV2163（geoA）という遺伝

子が単離された（Cane et al. ,  2006）。cyc2 同様、組み換えタンパク質の実験より

Mg2 +存在下で、ジェオスミンを合成した。また、おそらくジェオスミン合成酵素をコードで

あると推測される遺伝子が、Streptomyces や Frankia、Saccharopolyspora属で見

いだされ、アミノ酸にして 730-740aa で高度に保存されていることが示された。これらの

タンパクでは N 末端に DDHFLE 配列、その 140aa 下流に ND(L/I)FSY(Q/E)RE が

存在する。これはすべてのセスキテルペン合成遺伝子に見られる特徴である（Agger et 

al.,  2008、Ghimire et al. ,  2008）。C 末端にも同様の２つの保存領域があるが、上流
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のアスパラギンリッチ領域に多少の変化があり DDYYP となっていた。

1.1.7. シアノバクテリアのジェオスミン合成遺伝子

 放線菌より単離された cyc2 遺伝子の配列を利用して、ジェオスミンを生産するシアノ

バクテリアである Phormidium 属 より相 同 性 を持つ２つの遺伝 子が単離 された

（Ludwig et al. ,  2007）。この遺伝子はタンデムに並んでおり、geoA1、geoA2 と名付

けられ、cyc2 との相同性も高かった。著者らはオペロンの可能性を示唆しているが、そ

の直接的な因果関係は不明であった。

 また、全ゲノム配列決定が行われているカビ臭合成糸状性シアノバクテリア Nostoc 

punctiforme PCC73102 株の遺伝子検索より、放線菌のジェオスミン合成遺伝子と

相同性の高い npun02003620 遺伝子がみつかった（Giglio et al. ,  2008）。この遺伝

子は、SCO6073 がもつ N 末端の 2 つの高度保存領域は有していたものの、この配列

を翻訳すると 630aa しかなく、SCO6073 よりも約 100aa 短かった。また、C 末端の 2

つの保存領域のうち、NES の領域が存在しなかった。npun02003620 の組み換えタン

パク質を大腸菌の中で発現させ、FPP を添加して培養したが、ジェオスミンは合成され

なかった。また C 末端を NESへ変更した組み換えタンパク質 NJ2（100 のアミノ酸欠損

はそのまま）についても、ゲルマクラディエノールまでは合成できたものの、ジェオスミンを

合成することはできなかった。この結果より、NSE 配列以外の要素もジェオスミン合成に

必要であること、及び登録されている npun02003620 の配列が不完全であると判断さ

れた。そこで、正確な ORF として NPUNMOD（ほぼ SCO6073 と同様の長さ）の組み

換えタンパク質を大腸菌内で発現させ、培養したところ、ジェオスミンを合成することが

報告されている。

1.1.8. ジェオスミン遺伝子のモニタリング手法の開発

Giglio（2008）らは、先に述べたジェオスミン合成酵素の配列を利用して、リアルタイ

ム PCR のためのプライマーを作成した。これを用いて株の分別を行ったところ、ジェオス

ミンを合成する Phormidium、Aanbaena、Geitlerinema 属を検出し、ジェオスミン合

成しない Oscillatoria、Pseudanabaena 属は検出しなかった。また、別のプライマー

を用いて融解温度の違いによる分類方法も開発した。
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1.1.9. 放線菌より単離された 2-MIB 合成関連遺伝子

2-MIB の合成経路については放線菌の放射線ラベリングの手法を用いて、ジェオスミ

ンと一緒に研究がなされている（Bentley and Maganathan, 1981）。放射線標識し

た 1 4C の酢酸塩とメチオニンを培養液に加えたところ、生成された 2-MIB にも 1 4C が含

まれていた。このことより、2-MIB がモノテルペン由来であり、かつ S-アデノシルメチオニ

ンによるメチル化がなされていることが示された。このメチル化反応を起こしているのが

GPP メチルトランスフェラーゼである（GPPMT）。また、この結果より、セスキテルペンが

分解したものではないということも示された。そして図 1-3 に示したように、メチル化された

GPP が 2-MIB 合成の基質となっていることも示された(Dickschat et al. ,  2007)。

図 1-3 2-MIB 合成経路と関連酵素（Komatsu et al.,  2008 を改定）

 全生物を通じて 2-MIB 合成遺伝子は、Komatsu(2008)らが放線菌よりデータベー

スの検索から発見した。テルペンシクラーゼをコードすると考えられる遺伝子の配列の特

徴として、微生物のそれは、植物とのそれほど保存性が高いわけではないが、酸性アミノ

酸が多く、高度に保存された 2 つのマグネシウム結合領域を持つ。このマグネシウムイオ

ンは触媒として必須であると考えられている（図 1-4）。テルペンシクラーゼの機能を持つ

と考えられているアミノ酸配列をデータベースより集めて、hidden Markov モデルを用

いて系統樹を作成したところ、3 つのグループに分類されることが示された（図 1-3）。そ

の GroupⅡにはセスキテルペンシクラーゼ、ゲルマクラディエノール／ジェオスミン合成

酵素、エピイソジザエネス合成酵素が分類され、GroupⅢにはジテルペンシクラーゼが

分類された。GroupⅠに分類されるタンパク質は特に機能がこれまで報告されていない

遺伝子であり、ほかの GroupⅡや GroupⅢのタンパク群とはそれほど高い相同性を示
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さなかったが、マグネシウム結合領域は高度に保存されていた。図 1-4 に見られるように、

GroupⅠのこれら二つのマグネシウム結合領域は、GroupⅡや GroupⅢのそれに比べ

C 末端側に位置していた。結合領域間の距離も他のグループが 104aa と 106aa であ

るのに対し、112aa とわずかに長かった。この遺伝子が 2-MIB 合成酵素（MIBS）であ

る可 能性 が高いと考 えられた。MIBS の最初のマグネシウム結 合領域の配列は

-xVDDxxx[D/E]-で 、酸 性 ア ミ ノ 酸 リ ッ チ な領 域 であ る 。 ま た 、 ２ つめの配 列 も

-xxxNxxxS-xxxE-となり、ジェオスミン合成酵素と同様に、これまで報告されているマグ

ネシウム結合領域に見られる特徴を有していた（Seemann et al. ,  2002、Starks et 

al.,  1997、Rynkiewicz et al.,  2001）。

この GroupⅠに属するモノテルペンシクラーゼは、GPPMT をコードする遺伝子より、

わずかに上流に存在していることから、オペロンを形成していると推測された（Wang 

and Cane, 2008）。この GPPMT は SAM 依存性のものである。また、ヌクレオチド結合

タンパクもゲノム上の近辺に存在することが示されている。３つの遺伝子が近隣にあるの

は、2-MIB を合成する複数の放線菌にも見られる傾向であった。

図 1-4 放線菌におけるアミノ酸配列のアラインメント（Komatsu et al.,  2008）

1.1.10. GPPMT 及び MIBS の機能解析

 モノテルペンシクラーゼが実際に 2-MIB 合成に関与しているかを調べるために、

S.lasaliensis の GPPMT と MIBS を大腸菌に組み込み、組み換えタンパク質を発現

させた（Komatsu et al. ,  2008）。これを単離し、酵素活性を測定した結果、GPP と



11 

SAM の存在条件下で、2-MIB が合成された。逆に SAM と組み換えタンパク質を除い

た場合には合成されなかった。組み換えタンパク質のうち、GPPMTのみを GPP と SAM

と共にインキュベートし、アルカリフォスファターゼ処理をしたときに、2-メチルゲラニオー

ルの生成のみが確認された。これらの結果より、GPPMT が GPP を 2-メチル GPP に変

換する能力があることが示された。また、2-メチル GPP が MIBS の基質であることも明ら

かとなった。

図 1-5  放線菌におけるテルペンシクラーゼの系統樹解析

（Komatsu et al. ,  2008 より）

1.1.11.  シアノバクテリアにおける GPPMT 及び MIBS 遺伝子の単離

2-MIBを放出する生物として知られるシアノバクテリアで、初めてGPPMTとMIBSをコ

ードする遺伝子を単離したのは、Giglio(2011)らである。彼らは2種類のPseudana-

baena l imnetica株（Castic lake とNIVA-111）より、次世代シークエンサーを用いて

両遺伝子の配列を決定した。放線菌との相同性は60％前後であったが、2つのマグネ

シウム結合領域のうち、前半の–DDxxx[D/E]については、放線菌ではDDCYCEであ
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ったのに対し（Komatsu et al.,2008、Wang and Cane.,  2008）、シアノバクテリアで

はDDYYADであるといった違いが見られた。後半の領域についても、放線菌グループ

で–xxNxxxSxxxE-であった配列が、最後のグルタミン酸（E）がアスパラギン酸（D）に

変化しているという違いが見られた。Wang（2011）らはPseudanabaena sp. dqh15株

とPlanktothricoids raciborskiiの株から配列を決定し、同様の結果を得ている。ま

た、オペロンの位置関係も図 1-6に示すように放線菌とシアノバクテリアでは順序が異な

っており、上流よりヌクレオチド結合タンパク質、GPPMT、MIBSであった(放線菌の一

部で例外あり)。同オペロンを形成するヌクレオチド結合タンパク質の2-MIB合成におけ

る役割については、今のところ明らかになっていない。また、Wang（2011）らは、この3種

のタンパク質に加えて、さらにMIBSの下流に、もうひとつヌクレオチド結合タンパクが存

在し、4つでオペロンを形成している可能性があることを示している。かつ、このタンパクが

Crp-Fnr調節ファミリーの一種であると推測している。

Giglio（2010）らは、Komatsu（2008）らの実験同様、大腸菌内で組み換えタンパク

質を合成して解析を行っている。その結果、放線菌と同様に、GPPMTがGPPをメチル

化し、MIBSによって環状化され、2-MIBが合成されることが示された。

図 1-6 2-MIB合成関連遺伝子の遺伝子順序（Giglio et al.,  2010より）
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1.1.12. 遺伝子の発現解析

カビ臭合成に関連する遺伝子の発現については、これまであまり報告されて

いない。ジェオスミンについては Ludwig et al.（ 2007）が Phormidium 種よ

り単離した geoA1、geoA2 の二つの遺伝子の発現を、光条件と関連して報告し

ている。実験では 12 時間ごとの明暗条件で培養した場合、明条件では二つの

遺伝子の発現が見られたが、暗条件時には発現が見られなかった。 2-MIB 合

成関連遺伝子の発現については Wang（ 2011）らが光条件について調べた例が

報告されている。この実験では、シアノバクテリア Pseudanabaena sp.  dqh15

と Planktothricoids raciborskii を用いてメチルトランスフェラーゼ（mtf）

とモノテルペンシクラーゼ（mic）遺伝子について光の条件を強光（ 60 μM 

photon/m2/s）・弱光（ 10 μM photon/m2/s）にして行われた。その結果、通

常の光条件（ 30 μM photon/m2/s）と比較して、弱光条件では発現量が増加

し、強光条件では発現量が減少した（図 1-7）。しかしながら、全くの暗条件

では双方の遺伝子とも非常に弱い発現しか見られなかった。この実験では

2-MIB 量との相関性は示されていなかった。

1.1.13. MIBS タンパク質の構造解析

MIBS については放線菌 Streptomyces coelicolor A3 を用いて、構造解析がなさ

れている （Koksal et al. ,  2012 ） 。MIBS はゲラニル -S-thiolodiphosphate と

2-fluorogeranyl diphosphate の 2 つのサブユニットからなる。2 次構造はαへリックス

を中心とした構造である（図 1-7）。三次構造はこれまで報告されているテルペンシクラー

ゼにみられるような構造であったが、4 次構造はこれまで植物や微生物で報告されてい

るシクラーゼの特徴とは異なっていた。部分的には FPP 合成酵素（シクラーゼでない）と

類似しているところがあった。複合体の構造は MIBS とほかのテルペンシクラーゼとの触

媒メカニズムの違いを解明する手がかりとなりえる。
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図 1-7 MIBS の 2 次構造（Köksal et al. , 2012）

MIBS の C 末端触媒領域は α へリックス構造をしている 35kDa サブユニット、N 末端は

プロリンリッチな 13kDa のサブユニット。オレンジの部分が金属結合領域。

1.2.  本論文の概要

1.2.1.  本研究の目的と意義

水道水の異臭の原因は常日頃から、日本に限らず世界で問題となっており、さまざ

まな報告がされている。夏場を中心に、多くの水道利用者がカビ臭等の異臭被害を受

けている。これは水道原水となる湖沼の富栄養化がカビ臭を生成する放線菌や糸状性

藍藻を大量発生させることが原因であると考えられている。

日本ではジェオスミンと 2-MIB が厚生労働省令で指定されている水道水質基準項

目で、その基準値は共に 0.00001mg/L である。この値 は平成 15 年度 までの

0.00002mg/L から更に低減されており、基準値超過の可能性は高まっている。さいた

ま市での平成 17 年度から 22 年度までのカビ臭の発生状況を表 1-3 に示す。これらの

結果より、2-MIBについては基準値の 9割に達することもあり、早急な対策が望まれる。

また人間が感知するための閾値は非常に低く、ジェオスミンで 10 ng/L、2-MIB で 5 

ng/L といわれている。さらにこれらの物質は非常に分解されにくい(Westerhoff et al. ,

2005)。分解除去するために、現在の日本では活性炭等を利用することが多いが、費

用がかさむため、投入時期を見極める必要がある。

カビ臭の発生は富栄養化が主原因と考えられているが、水温条件等が同じでも、年

により発生状況が異なり、そのメカニズムの詳細はいまだに不明である。
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表 1-3  さいたま市におけるカビ臭の検出状況 (平成 17 年度～22 年度 )  

(さいたま市水質検査結果より)

カビ臭発生のメカニズム研究は主に放線菌を使って行われてきた。しかしながら、シア

ノバクテリアにおける遺伝子レベルや代謝レベルでの報告はほとんどないため、このレベ

ルでのカビ臭の生成機構の詳細を知ることは、シアノバクテリアが原因のカビ臭の増殖

を抑える上で極めて重要である。本研究ではカビ臭 2-MIB を生成するシアノバクテリア

Pseudanabaena galeata を用いて、2-MIB 発生のメカニズムの詳細を解明し、低減

に向けた情報を提供することで、水の衛生的利用に貢献することを目的とした。

1.2.2.  本論文の構成

本論文は以下の 3 つの章より構成される。

第 1 章「序論」は本研究の背景、研究目的と意義を述べ、全体構成を示した。

 第 2章「シアノバクテリアの 2-MIB合成関連遺伝子の単離と塩基配列の決定」では、

本研究で用いたシアノバクテリア Pseudanabaena galeata の GPPMT 及び MIBS

塩基配列を決定し、遺伝子情報から得られた結果を示した。これまでも、放線菌や一

部のカビ臭生成シアノバクテリアで GPPMT 及び MIBS の塩基配列は決定されている

が、それらと本株の配列を比較することにより、今回単離された遺伝子がカビ臭合成遺

伝子として機能するかについて考察した。

第 3 章「カビ臭関連遺伝子の発現解析」では、今回単離し、配列を決定した遺伝子

　 基準値 最大値 最小値 平均値

ジェオスミン 10 5 1 2～4

2-MIB 10 3 <1 1～3

　 基準値 最大値 最小値 平均値

ジェオスミン 10 5 1 2～4

2-MIB 10 3 <1 1～3

荒川系統（１３ヶ所）

　 基準値 最大値 最小値 平均値

ジェオスミン 10 6 1 2～4

2-MIB 10 9 1 2～4

　 基準値 最大値 最小値 平均値

ジェオスミン 10 6 1 2～4

2-MIB 10 9 1 2～4

利根川系統（３ヶ所）

（単位：ng / L）
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が、温度条件を変化させることでどのように発現パターンが変わるかについて解析を行

った。これまで、カビ臭と温度との関連性については多くの報告があるが、遺伝子レベル

の解析は行われていなかったことから、温度と遺伝子発現の関連について研究を行っ

た。

 第 4 章「シアノバクテリアと代謝解析」では P. galeata を用いて、異なる温度処理後、

24時間における代謝解析を行い、異なる培養温度下における 2-MIB と一次代謝物の

関連性について解析を行ったので報告する。これまでカビ臭の合成には窒素が重要な

因子であることが報告されているが、それが代謝レベルでどのように関連しているかにつ

いて明らかにした。
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第 2 章

2-MIB 関連遺伝子の塩基配列の決定と

オペロンの解析
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2.1.  はじめに

カビ臭合成遺伝子に関しては、ジェオスミンと 2-MIB に関する研究がこれまで進めら

れている。ジェオスミンについては、2003 年に放線菌より cyc2 遺伝子が単離されたこと

で、詳細なメカニズムが明らかになりつつある（Gust et al .,  2003、Giglio et al.,  

2008）。2-MIB についてはそれより遅く、2008 年に S.ambofaciens をはじめとしたいく

つかの放線菌より 2 つの遺伝子（SAM 依存性メチルトランスフェラーゼとモノテルペンシ

クラーゼ）が最初に単離された（Komatsu et al. , 2008、Cane et al. ,2008）。この二

つの遺伝子のうち、どちらが欠けても 2-MIB は合成されない。また、これらはもう一つの

ヌクレオチド結合タンパク質を加えた 3 遺伝子でオペロンを形成している。

このように、放線菌では、カビ臭を合成する種の全ゲノム配列が決定されているため

に解 析 が進 んできたが、シアノバクテリアでは、ジェオスミンを合 成 する Nostoc 

punctuform PCC73102 種のみで全ゲノム配列の解明が行われていたため、研究が

遅れていた。ジェオスミン合成酵素については、この種を用いて遺伝子の同定が行われ

た（Giglio et al. ,  2008）。これに対し、2-MIB を産生するシアノバクテリアでゲノム解析

が完了した種はなかった。しかしながら、近年、次世代シークエンサーの技術を利用して、

P.limnetica より放線菌 S.coelicolor に相同性の高い配列が単離され、組み換えタン

パク質の実験により、これらが 2-MIB 合成に関与していることが示された（Giglio et 

al.,2011）。また、オペロンを構成する遺伝子の位置関係については放線菌群とシアノ

バクテリア群で順序の違いがあることが示された。

 本章では、P.galeata より 2-MIB 合成に関与すると考えられる２つの遺伝子（GPP メ

チルトランスフェラーゼ：pgmtf、モノテルペンシクラーゼ：pgmtc）を単離し、その塩基配

列の決定を行った。また、2-MIB 生産生物の遺伝子との相同性を調べて系統樹を作

成し、近縁関係について考察を行った。さらに、これらの遺伝子もオペロンを形成してい

ると考えられることから、その位置関係についても解析を行った。
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2.2. 実験方法

2.2.1. 使用株と培養方法

実験材料のシアノバクテリアは、国立環境研究所より購入した Pseudanabaena 

galeata（NIES-512：図 2-1）を用いた。

図 2-1 P.galeata  (NIES-512) 

生育培地として、BG-11 培地 （Rippka et al.,1979）を用いた。緩衝剤としては

HEPES-KOH (pH8.0)を用いた。組成は以下のとおりである。

Stock solution 

Trace Metal Mix 濃度（g/L）

 H3BO3 2.86 

MnCl2・4H2O 1.80 

ZnSO4・7H2O 0.22 

Na2MoO4・2H2O 0.39 

Co(NO3)2・6H2O 0.0494 

CuSO4・5H2O 0.079 

0.25 M  Na2EDTA  濃度（g/L）

 Na2EDTA 93 

 NaOH till pH8.0 
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100×BG-11 濃度（g/L）

 NaNO3 149.58 

MgSO4・7H2O 7.49 

CaCl2・2H2O 3.60 

 Citric acid 0.60 

 0.25 M Na2EDTA  1.12 ml 

 Trace Metal Mix 100 ml 

HEPES-KOH (pH8.0)  濃度（g/L）

HEPES 23.831 

 10M KOH till pH8.0 

以上のストックおよび他の試薬を 1L 中に以下のように混合し、121℃、15 分オートクレ

ーブして作成した。

表 2-1 最終培地添加量

 ml 

100×BG-11 10.0 

Na2CO3 1.0 

K2HPO4 1.0 

HEPES-KOH 10.0 

Ferric Ammonium Citrate (6 mg/ml) 1.0 

培養条件は 20℃、20 μmol/m2/s で白色 24 時間連続照射下で行った。また撹拌

すると生育せず、寒天培地でも生育することができないため、液体の静置状態で培養を

行った。100 ml 容量に 30 ml の BG-11 培地を入れ、7 日ごとに 2 ml の培養液を新

しい培地に継代した。
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2.2.2. DNA 抽出

 培養した P.galeata より、ガラスビーズ法を用いてゲノムを抽出した。1 週間生育させ

た菌体を 15000rpm, 4°C, 2 分で遠心して集菌し、これにガラスビーズ（ポリサイエンス

社製）を添加してボルテックスを約 3 分間行い、菌を破砕した。これ DNeasy Plant 

Mini Kit (QIAGEN, Japan)を利用して菌を溶解し、上澄を除去したのち、エタノール

沈殿を行い、30 μl の超純水に溶解し、-30℃で保存した。

2.2.3. pgmtf、pgmtc 遺伝子の単離

P.galeata より二つの遺伝子 pgmtf、pgmtc を単離するため、Wang(2011)らが報告

した Pseudanabaena sp. dqh15 株の配列を参考にし、表 2-2 のプライマーを作成し

た。

表 2-2 プライマー配列

PCR 反応は Appleid Biosystem 社のサーマルサイクラー（PCRsystem9700）を用

いて行った。反応液は、抽出したゲノム DNA に、10×buffer 2 μL、2.5 mM dNTP 2 

μL、25 mM MgCl2 1.6 μL、 フォワードプライマー1 μl、リバースプライマー1 μl、

0.5 U Takara Ex Taq polymerase (Takara, Japan)0.2 μl を加え、容量 20 μl

とした。PCR 反応サイクルははじめに 94℃で 2 分反応させ変性させた後、

96℃ 30 秒

60℃ 30 秒  × 40 サイクル

72℃ 1 分  

で行った。

プライマー名

GPPMT1 5’-CACCTATTCACCAGTAACACATTCT-3’ 
GPPR2 5’-TGGTGCGGGTTAT GTTTTGGATAATC-3’
MIBF2 5’-CTGCCCTA ATAAAGGGATAAGAGC-3’
MIBR2 5’-GGTTGAACTATGTGCGCTCCTATAA-3’

配列
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2.2.4. クローニング

ベクターとして pGEM-easy（Promega, USA）を用い、PCR で増幅させた DNA を

組み込んだ。

プラスミド DNA の抽出には GenElute Plasmid Miniprep Kit（ SIGMA 社）を

用いたアルカリ SDS 法に準じた。組み換えプラスミドを、抗生物質アンピシリンを添

加した 2 ml の LB 培地で 37℃ 、8 時間培養した後、培養液を Resuspention 

solution 200 μ l に十分ボルテックスすることで完全に溶解したのち、Lysis 

solution 200 μ l に 溶 解 し 、 転 倒 混 和 し 、 5 分 間 静 置 し た 。 そ の 後 、

Neutralization solution を 350 μ l 加えて再び転倒混和したのち、14,000 rpm

で 10 分間遠心した。その上澄を GeneElute Miniprep column（ Column 

preparation solution で平衡化したもの）に移し、 14,000 rpm で 1 分間遠心

した後、 diluted wash solution を 750 μ l 加え、遠心して残渣を除いた。最

後にカラムに Elution solution 100 μ l を加えて 14,000 rpm で 1 分間遠心し

て、プラスミド液を抽出した。

2.2.5. シークエンス

 上記のように抽出したプラスミド DNA をテンプレートとしてシークエンス反応に用いた。

使用キットは Beckman coulte 社製の DTCS Quick Start Master Mix Kit を用い

た。DNA テンプレート 50 fm、M13 フォワードプライマーとリバースプライマーを 1.6

pmol、Master Mix 4.0 μ l、純水（トータル 10 μ l になるように）を用意し、このうち

DNA テンプレートと純水を混合し、96℃で 1 分処理したのち、急冷することでテンプレ

ートにニックを入れた。その後、プライマーと Master Mix を加え、以下のようにシークエ

ンス反応を行った。

96℃ 20 秒

50℃ 20 秒  × 40 サイクル

60℃ 4 分  

これで得られた反応産物にストップソリューション（3 M 酢酸ナトリウム 1 μl、0.5 M 

Na2EDTA 0.2 μl、20 mg/ml グリコーゲン 0.5 μl、純水 0.8 μl）を添加し、99.5%
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エタノール 30 μl を加えて撹拌し、14,000 rpm, 15 分、4℃で遠心を行った。上澄を

除き、70％エタノールで 2 回リンスした。これをデシケーターで乾燥させ、ローディングソリ

ューション 40 μlに溶解し、シークエンスサンプルとした。シークエンサーは BECKMAN 

COULTER 社製の CEQ8000 を用いた。

2.2.6. オペロンの解析

 オペロンにおける遺伝子配置の関係は、Giglio(2011)らの方向を参考にし、表 2-3

のプライマーを作成して行った。これらのプライマーを用いて PCR を行い、アガロースゲ

ル電気泳動を行った。

表 2-3 オペロン解析用プライマー

2.3. 結果

2.3.1. pgmtf の単離と配列の決定

表 2-2 に示すプライマーを使用し、PCR の増幅により遺伝子の単離を試みたところ、

目的のサイズ（約 900bp）のバンドの増幅を確認できた。この DNA 断片をベクターに組

み込み、その塩基配列を決定した結果を図 2-2（A）に示す。また、翻訳したアミノ酸配

列は図 2-2(B)であった。P.galeata の pgmtf の配列は 870 bp からなり、アミノ酸配列

は 289 aa で、GPP メチルトランスフェラーゼに特徴的なメチオニン結合領域を持ってい

た 。 分 子 量 は 32720.5 Da で 水 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ る と SOSUI

（http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui）から推定された。得られた塩基配列情報は

DDJB に AB826229 として登録した。

図 2-3 に示 す通 り 、他 の株 との相 同 性 は非 常 に高 く 、 ア ミ ノ酸 レベルでは

Pseudanabaena sp. dqh15 とは 100％の相同性を持ち、他の株とはそれぞれ P. 

limnetica str. Castaic Lake (96%), Pseudanabaena sp. NIVA-CYA 111 (95%)、

プライマー名

GPPF2 5’-TTGCGCAGTGAATATCAGAAGTCAG-3’ 
ROSF1 5’-ATGGCGGTTCTGGTCGCGGC-3’
DDR 5’-CTGTCGTCAGCATAGTAGTCATCAG-3’
NESR 5’-CTTTGGCAACCGAAAGGAGAAG-3’

配列
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Planktothricoides racibors (94%)、Oscil latoria limosa (94%)、Streptomyces

sp. AA4 (66%)の相同性が見られた。

分子系統樹解析を行った結果（図 2-4）、シアノバクテリアと Streptomyces 属放線

菌、その他の放線菌属の 3 つのグループに分類された。

2.3.2. pgmtc の単離と配列の決定

表 2-2 に示すプライマーを使用し、PCR の増幅により遺伝子の単離を試みたところ、

目的のサイズ（約 1200bp）のバンドの増幅を確認できた。決定した塩基配列は図 2-5

（A）に示し、それを翻訳したアミノ酸配列は図 2-5（B）である。pgmtc の配列は 1194 

bp からなり、アミノ酸配列は 397aa で、MIBS に特徴的な２つのマグネシウム結合領域

を持っていた。分子量は 44065.5Da で、水溶性タンパク質であると SOSUI から推定さ

れた。得られた塩基配列情報は DDJB に AB826230 として登録した。

図 2-6 に示す通り、他の株との相同性は pgmtf と同様に高く、アミノ酸レベルでは

Pseudanabaena sp. dqh15（98%）、P. limnetica str.  Castaic Lake (97%)、

Pseudanabaena sp. NIVA-CYA 111 (96%)、Streptomyces sp. AA4 (62%)の相

同 性 が 示 さ れ た 。 マ グ ネ シ ウ ム 結 合 保 存 領 域 に つ い て は 、 –DDYYAD– と –

xxNxxxSxxxD-であり、これまで報告されているシアノバクテリアの配列と同様であっ

た。

分子系統樹解析を行った結果（図 2-7）、シアノバクテリアと Streptomyces 属放線

菌の２つのグループは pgmtf と同様に分かれたが、その他の放線菌属はシアノバクテリ

アに近縁の種（CP000094.2）と Streptomyces 属に近縁の種に分かれた。

2.3.3. オペロンにおける pgmtf と pgmtc の配置

これまでの報告では、メチルトランスフェラーゼ遺伝子とモノテルペンシクラーゼ遺伝

子はオペロンを形成し、放線菌とシアノバクテリアでその配置に特徴があった。そこで、

本株における pgmtf と pgmtc の関係を調べた（図 2-8）。

プライマーのペアが①～④（pcmtf が上流であることを想定して作成したペア）

のときは、予想されるサイズの特異的なバンドが見られたのに対し、⑤のペア（pgmtc が

上流であることを想定して作成したペア）では複数の非特異的なバンドが見られた。この

結果より、pgmtf が pgmtc の上流に存在することが分かった。また、バンドサイズより、こ
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の二つの間に 30～100 bp のギャップが存在することも推定された。この順序はこれまで

報告されている 3 種類の糸状性シアノバクテリアの順序と一致し、放線菌の順序とは異

なっていた。

2.4. 考察

本章では、使用した P.galeata 株の pgmtf 及び pgmtc の単離と塩基配列及びアミ

ノ酸配列の決定、そして相同性比較、分子系統樹の解析を行った。

本研究で用いた P.galeata は Pseudanabaena 属の糸状性シアノバクテリアで、こ

れまで日本では Phrmidium tenue として呼ばれており、はやくからカビ臭生成生物と

して知られていた。また Pseudanabaena 属は、海外でもカリフォルニア州の Castic 

lake をはじめいくつかの場所で単離され、夏場にカビ臭を多く放出することが報告され

ている（Izaguirre and Taylor, 1998、Yagi et al.,  1983）。

2-MIB 合成関連遺伝子は、放線菌で初めて単離され（Komatsu et al. ,  2008）て

おり、GPPMT とMIBS をコードしている。MIBSをコードしている遺伝子は–DDYYAD–

と–xxNxxxSxxx[D/E]-の二つの高度に保存されたマグネシウム結合領域を有してい

る。

シアノバクテリアの 2-MIB 関連遺伝子は、P.galeata と同属の糸状性シアノバクテリ

ア P.limnetica や Pseudanabaena sp. dqh15 株 、 Ocillatoria limosa 、

Pseudanabaena sp. NIVA-111 等で報告されている（Giglio et al, 2010、Wang et 

al.,  2011）。本研究で単離した pgmtf と pgmtc 両遺伝子は、塩基配列、アミノ酸配列

ともこれまで報告されている 2-MIB 関連遺伝子と非常に相同性が高く、重要な２つの

保存領域（Mg2 +結合領域）が存在していること、及びオペロンの配列順序が一致して

いることから GPPMT 及び MIBS の機能を持つものであると推測された。この保存領域

については、これまで–DDYYA[D/E]–と–xxNxxxSxxx[D/E] –の二つの領域におい

て、最後の D/E が放線菌で E（ただし Storeptomyces AA4.など一部例外あり）である

のに対し、シアノバクテリアでは D となっており、明確に違いがあることが示されていた。

本研究で明らかとなった pgmtf 及び pgmtc においてもシアノバクテリアのパターンを持

つことが分かった。また、pgmtc の分子系統解析（Fig.2-7）において、シアノバクテリア

と Streptomyces 属放線菌の間に分類された CP00094.2 と AM420293.1 について、

CP000094.2 はシアノバクテリアに近く、AM420293.1 は Streptomyces 属放線菌に
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近い。CP000094.2 は二つの保存領域配列が–DDxxxD–と–NxxxSxxxE –であった

のに対し、AM420293.1 は–DDxxxE–と–NxxxSxxxE –であった。このため、保存領

域の D/E の組み換えは進化の過程で、早期に起きたと考えられる。

本研究では、pgmtf と pgmtc が 2-MIB 合成に実際に関与しているかについて、組

み換えタンパク質を用いた実験は行わなかった。これまでの報告では Pseudmonas 

Pf0-1 など、2-MIB でなく、類似した物質である 2-MB（2-methylenebornane）を合

成する種もいることが知られている（Komatsu et al. , 2008、Chou et al. ,  2011）。これ

は、MIBS に相当する酵素の性質が異なっているためにおこる。このため pgmtc が他の

類似物の合成に関与している可能性も否定できないが、実際に本株では高濃度の

2-MIB 生成が見られることにより、2-MIB 合成を触媒している酵素である可能性が高

い。しかしながら今後、実際に 2-MIB 合成に関与しているかを証明するための組み換

えタンパク質実験は行う必要がある。

また、これらの遺伝 子はオペロンを形成すると考 えられており、これまでの研究

(Komatsu et al. , 2008; Wang et al.,  2008; Gilgio et al. ,  2010)では、ヌクレオチ

ド結合タンパクを含めた、3 つの遺伝子でオペロンを形成している株が多い。このヌクレ

オチド結合タンパクは 2-MIB 合成の調節に関与していると考えられるが、まだ機能につ

いては解 明 されてい ない 。 し か し なが ら 、 S. scabies 87.22 や Pseudmonas 

fluorescens では GPPMT に相当する遺伝子が欠損しおり、また、S.avermiti lis の

ゲノムには MIBS に相当する遺伝子をコードしている配列が GPPMT の下流に存在す

るものの、-NES-の保存領域が存在せず、GPP を 2-MIB に変換することができない。こ

のことより、これらの株の MIBS は、以前は 2-MIB 合成に関与していたものの、現在は

違う働きを担っている可能性がある。また、この並び順序は種によって異なっており、放

線菌では主にヌクレオチド結合タンパク質、MIBS、GPPMT の順序で並ぶが、シアノバ

クテリアではヌクレオチド結合タンパク、GPPMT、MIBS の順序である。このように、順序

の変化が生じる理由についての原因についてはまだはっきりとしていない。さらに、

Wang et al. (2011)では２つのヌクレオチド結合タンパクが 2つの 2-MIB 関連遺伝子を

はさんで、オペロン上の最上流と最下流に存在することを示しており、4 遺伝子でオペロ

ンを形成していると推測している。本株におけるこのヌクレオチド結合タンパク質の存在

及び機能についても、今後解明していく必要がある。



1 ATGTCAACGCCCCAAACTATCACTGCCGACAATGTTTTGCGTAGCGAGTATCAGAAGTCA 60

61 GTTGCCAACTATTGGAACCAAGAAAAAAATCCCGTTAATCTTCTACTCGGTCACGTTGAT 120

121 GGCTATTACCACCACCACTACGGGATCGGCGATGTCGATTGGTCGGTATTAGAGGCTCCC 180

181 GAAGGTGAGCGCGACGATCAGATTATTCGTGAACTACACCGACTCGAACACGCTCAGGCG 240

241 GTTTTCCTGCTCGACCATCTGGGCAACGTCAAGCCTGATGACCGCGTGATGGATGGCGGT 300

301 TCTGGTCGCGGCGGTACCAGCTTTGTGGTCAATGAACGCTTCGGCTGTCAGGTCGATGGA 360

361 GTGTCAATCTCAGAATCTCAGGTCAAGTTTGCCAATGACCAGTCTGTGCAGCGCGGCATA 420

421 GCTGACAAGGTAAAGTTCCACTTTCGCAATATGCTGGATACTGGCTTCGAGACGGGAGCC 480

481 ATGCGTAGCATTTGGACGAATGAGACCACAATGTATGTGGATCTGTTCAGGCTGTTCGCC 540

541 GAGTTTTCTCGTCTTTTGCAGGATGGTGGTCGCTACGCCTGCATAACGGGTTGCTACAAC 600

601 GATGTTACGGGAGGGCGATCGCGGGCTGTCAGCCAGATCGATGCACATTACATCTGTAAC 660

661 ATCCATCCGCGCAGTCAATATTTCAAGGCACTAGCGGCGAACAACCTCGTCCCGATTACT 720

721 GTAACCGATCTGACTCCCCTAACAATTCCCTACTGGGAACTACGGGCCAAGTCTTCGCTC 780

781 ATCACTGGGGTTGAGGATTACTTCCTTACTGCATATAAAGAGGGCAGTTTCCACTATCTG 840

841  CTCATCGTTGCTGACCGCATCATTCGGTAA 870

図2-2（A） pgmtfの塩基配列
P.galeataより得られたpgctf のORFの塩基配列を示した。

A
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1  MSTPQTITADNVLRSEYQKSVANYWNQEKNPVNLLLGHVDGYYHHHYGIG   50

51  DVDWSVLEAPEGERDDQIIRELHRLEHAQAVFLLDHLGNVKPDDRVMDGG  100

101  SGRGGTSFVVNERFGCQVDGVSISESQVKFANDQSVQRGIADKVKFHFRN  150

151  MLDTGFETGAMRSIWTNETTMYVDLFRLFAEFSRLLQDGGRYACITGCYN  200

201  DVTGGRSRAVSQIDAHYICNIHPRSQYFKALAANNLVPITVTDLTPLTIP  250

251  YWELRAKSSLITGVEDYFLTAYKEGSFHYLLIVADRIIR  289

図2-2（B）pgmtfの推定アミノ酸配列
S-アデノシルメチオニン結合領域を下線で示す。

B
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図2-3 pgmtfのアミノ酸配列の比較
相同性検索はBLAST searchによって行った。反転部分はS-アデノシルメチオニン結
合領域。HQ830028 (Pseudanabaena sp. dqh15), HQ630882 (Pseudanabaena limnetica
str. Castaic Lake); HQ630888 (Pseudanabaena sp. NIVA-CYA 111); HQ830029
(Planktothricoides raciborskii CHAB3331), HQ630886 (Oscillaria limosa LBD 305b);
GG657746 (Streptomyces sp.AA4)。
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P.galeata 1 MSTPQTITADNVLRSEYQKSVANYWNQEKNPVNLLLGHVDGYYHHHYGIGDVDWSVLEAPEGERDDQIIRELHRLEHAQ 79 
HQ830028    1 MSTPQTITADNVLRSEYQKSVANYWNQEKNPVNLLLGHVDGYYHHHYGIGDVDWSVLEAPEGERDDQIIRELHRLEHAQ 79 

HQ630882    1 ------------LRSEYQKSVANYWNQEKNPVNLLLGHVDGYYHHHYGIGDVDWSVLESPESERDDQIIRELHRLEHAQ 67 
HQ630888 1 ---------------------------------LLLGHVDGYYHHHYGIGDVDWSVLEAPEGERDDRIIRELHRLEHAQ 46 
HQ630886 1 ---------------------------------LLLGHVDGYYHHHYGIGDVDWSVLEAPEGERDDRIIRELHRLEHAQ 46 
HQ830029    1 --MPQNITADNVLRNEYQKSVANYWNQEKNPVNLLLGDVDGYYHHHYGIGDVDWSVLEAPEGERDDRIIRELHRLEHAQ 77 
GG657746    1 ---MMTSVARPVARTAYQQSVADYWNAEKDPVNLRLGDVDGLYHHHYGIGDYDPSVLDGSGEKRDKAIIAEMHRLETAQ 76 

* **.*** ********* * ***:.. :**. ** *:**** ** 

P.galeata 80 AVFLLDHLGNVKPDDRVMDGGSGRGGTSFVVNERFGCQVDGVSISESQVKFANDQSVQRGIADKVKFHFRNMLDTGFET 158 
HQ830028   80 AVFLLDHLGNVKPDDRVMDGGSGRGGTSFVVNERFGCQVDGVSISESQVKFANDQSVQRGIADKVKFHFRNMLDTGFET 158 
HQ630882   68 AVFLLDHLGNVKPDDRVMDGGSGRGGTSFMVNERFGCQVDGVSISKSQVEFANDQAEQRGVADKVKFHFRNMLDTGFET 146 
HQ630888 47 AVFLLDHLGDVKPDDRVMDGGSGRGGTSFMVNERFGCQVDGVTISESQVEFANDQAAQRGVADKVKFHFRNMLDTGFET 125 
HQ630886 47 AVFLLDHLGDVKPDDRVMDGGSGRGGTSFMVNERFGCQVDGVTISESQVEFANDQAAQRGVADKVKFHFRNMLDTGFET 125 

HQ830029   78 AAFLLDHLGDVKPDDRVMDGGSGRGGTSFMVNERFGCQVDGVSISESQVEFANDQAAQRGVTEKVKFHFRNMLDTGFET 156 
GG657746   77 SQFLLGHLGDIAPTDRLLDAGCGRGGTSVQAHQRFGCRVDGISISEQQVDFANEQARLRGIDDSVRFHLRNMLDTGFES 155 

: ***.***:: * **::*.*.******. .::****:***::**:.**.***:*:  **: :.*:**:*********: 

P.galeata 159 GAMRSIWTNETTMYVDLFRLFAEFSRLLQDGGRYACITGCYNDVTGGRSRAVSQIDAHYICNIHPRSQYFKALAANNLV 237 
HQ830028  159 GAMRSIWTNETTMYVDLFRLFAEFSRLLQDGGRYACITGCYNDVTGGRSRAVSQIDAHYICNIHPRSQYFKALAANNLV 237 
HQ630882  147 GAMRSIWTNETTMYVDLFNLFAEFSRLLQDGGRYACITGCYNDVTGGRSRAVSQIDAHYICNIHPRSQYFKALAANNLV 225 
HQ630888 126 GAMRSIWTNETTMYVDLFKLFAEFARLLQDGGRYACITGCYNDVTGGRSRAVSQIDAHYICNIHPRSQYFKALAANNLA 204 
HQ630886 126 GAMRSIWTNETTMYVDLFKLFAEFARLLQDGGRYACITGCYNDVTGGRSRAVSQIDAHYICNIHPRSQYFNALAANNLI 204 
HQ830029  157 GAMRSIWTNETTMYVDLFKLFAEFARLLQDGGRYACITGCYNDVTGGRSRAVSQIDAHYICNIHPRSQYFKALAANNLV 235 
GG657746  156 GDFAGIWNNESTMYVDLPELFAEHARQLAPGGRFVTITGCYNDLTGGRSRAVSQIDQHYICNIHARGDYFKALAATGFV 234 

* : .**.**:****** .****.:* *  ***:. *******:************ *******.*.:**:****..: 

P.galeata 238 PITVTDLTPLTIPYWELRAKSSLITGVEDYFLTAYKEGSFHYLLIVADRIIR 289 
HQ830028  238 PITVTDLTPLTIPYWELRAKSSLITGVEDYFLTAYKEGSFHYLLIVADRIIR 289 
HQ630882  226 PITVTDLTPLTIPYWELRAKSSLVTGVEDYFLTAYKEGSFHYLLIVADRIIR 277 
HQ630888 205 PITVIDLTPLTIPYWELRAKSSLITGVEDYFLTAYKEGSFHYLLIVADRIIR 256 
HQ630886 205 PITVIDLTPLTIPYWELRAKSSLITGVEDYFLTAYKEGSFHYLLIVADRIIR 256 
HQ830029  236 PITVTDLTPLTIPYWELRAKSSLVTGVEDYFLTAYKEGSFHYLLIVADRIIR 287 
GG657746  235 PINVVDLTEATIPYWELREQSSVATGIEKPFLTAYREGSFHYLLIAADRV-- 237 

**.* *** ********* :**: **:*. *****:*********.***: 



0.1

HQ630882.1

AB826229.1

HQ830028.1

HQ830029.1

HQ630888.1

HQ630886.1

CP003410.1

HE804045.1

AB634561.1

CP003170.1

CP002040.1

CP003876.1
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図2-4 メチルトランスフェラーゼをコードする遺伝子の分子系統樹

AB826229.1（本研究で単離したpgmtf）、HQ830028.1（Pseudanabaena sp. dqh15） 、HQ630882.1（Pseudanabaena limnetica str. 
Castaic Lake） 、HQ630888.1（Pseudanabaena sp. NIVA-CYA 111）、HQ630886.1（Oscillatoria limosa LBD 305b）、HQ830029.1（
Planktothricoides raciborskii CHAB3331）、CP003410.1（Amycolatopsis orientalis HCCB10007）、FN554889.1（Streptomyces scabiei 
87.22 ）、HE804045.1（Saccharothrix espanaensis DSM 44229） 、CP003170（Actinoplanes sp. SE50/110）、CP003729.1（
Amycolatopsis mediterranei S699）、 CP003876.1（Nocardia brasiliensis）、CP002047（Streptomyces bingchenggensis）、
AM420293.1（Saccharopolyspora erythraea ）、AP009493（ Streptomyces griseus ）、AM238663.1（Streptomyces ambofaciens）、
AL939132.1（Streptomyces coelicolor A3）、BA000030.3 （Streptomyces avermitilis MA-4680 )、AB634561.1（Micromonospora 
olivasterospora）。

シアノバクテリア

Streptomyces属
放線菌

その他
放線菌
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1 ATGAAAGATACCAACTTGGATAATACGAGTACCACATTTTTATTTGGCCCGACTGGTCTT 60

61 GGTACATCCGCCGCTCGCTTTGTGAGTGAGATAGCCAAGGCTGCTCGTACCGATAACCTA 120

121 GATTCAGGACTACTCCAGACAGATCTCGCCTCGGTGGGGGATTGTGATCCTGCCTATGCA 180

181 GAGAGAGATTGGGGCGATGGAACTGCCTCACCACTCTACTGCCCCATTACCGAGCGATTC 240

241 AACGAGCCACTAGCGGACGAGGTCGATGATCGGCTGGCGGACTGGGCATTGGAATGCGGG 300

301 TTTGATGAGGACGAGGCGCAGAAAATTCGCAAGGCGCGGTTTGGACGGCTGGTGATGCTA 360

361 GCTCACCCAGACTGCGATGACCCATCTCGGCTGTTGATTGGGGCCAAGTTGAACATGGCT 420

421 TGGTGGGCTGCTGATGACTACTATGCTGACGACACCGAGCTTGGGGCAGATCCAAAGTTG 480

481 CTCCCCCCGCGTCTCTTGTTGGCGATGACTTCCCTGGACCCGCCCCCGCCAGCAGGGGAA 540

541 TTTACGCCCCCGATGGAGGCCGCGATCGCCGAAAAGCGGGTGTTAGTAGCCCTCGGTAAG 600

601 GGCATTGACTATTTGAGCCAGTATGCCACACCAGAGCAAGTTCAGCGTACCTGTTACGCC 660

661 ACCTTCTCTATGTTCGTCTCTTGGAGTGCCTACGCAGCGTGGCGTTACACTGGCGAGTAT 720

721 CCGCCAGCGTGGAAATATCTGGCTGCGCGACAGCACGACAGCTTCTACACCTCCATGACA 780

781 CTAATCGACCCCATCGGAGGCTACGTCCTCCCACCAGATCTTTTCTTCGATCCGCGCGTC 840

841 CGTCACACAGCCTTCCTAGCTGGGACGGCGGTCGTTCTGGTCAACGATCTCCTTTCGGTT 900

901 GCCAAAGATCTGGCAGACGAGCAGCCACCTGTCAACATGGTGCTACAGATTGCGGCGGAT 960

961 CGGGGCTGCTCTATCGAAGAGGCAACGGAGATCACTGTCAAGTTTCATAACGACTTGGTT 1020

1021 CATGACTTTCGGGAACGACACCAGAAGCTCCAAGCTGTACCCAACGTTGAGCTTCAGAGG 1080

1081 TTCCTGCGCGGATTGCGCGGCTGGATGGGCGGCGCATTTGAATGGCATAACAGCAACCCG 1140

1141 CGCTATAAAAACAGCAACGGTGCTTCACAGCCAGATTCACAATCACTAGCCTAA 1194

図2-5(A) pgmtcの塩基配列
P.galeataより得られたpgmtcのORFの塩基配列を示した。

A
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1 MKDTNLDNTSTTFLFGPTGLGTSAARFVSEIAKAARTDNLDSGLLQTDLA 50

51 SVGDCDPAYAERDWGDGTASPLYCPITERFNEPLADEVDDRLADWALECG 100

101 FDEDEAQKIRKARFGRLVMLAHPDCDDPSRLLIGAKLNMAWWAADDYYAD 150

151 DTELGADPKLLPPRLLLAMTSLDPPPPAGEFTPPMEAAIAEKRVLVALGK 200

201 GIDYLSQYATPEQVQRTCYATFSMFVSWSAYAAWRYTGEYPPAWKYLAAR 250

251 QHDSFYTSMTLIDPIGGYVLPPDLFFDPRVRHTAFLAGTAVVLVNDLLSV 300

301 AKDLADEQPPVNMVLQIAADRGCSIEEATEITVKFHNDLVHDFRERHQKL 350

351 QAVPNVELQRFLRGLRGWMGGAFEWHNSNPRYKNSNGASQPDSQSLA 397

B

図2-5（B） pgmtcの推定アミノ酸配列
マグネシウムイオン結合領域を下線で示し、赤文字は保存されたアミノ酸配列。
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図2-6 pgmtcのアミノ酸配列の比較
相同性検索はBLAST searchによって行った。反転部分はマグネシウム結合領域。
HQ830028 (Pseudanabaena sp. dqh15), HQ630883 (Pseudanabaena limnetica str.
Castaic Lake); HQ630887 (Pseudanabaena sp. NIVA-CYA 111); HQ830029
(Planktothricoides raciborskii CHAB3331), HQ630885 (Oscillaria limosa LBD 305b);
GG657746 (Streptomyces sp.AA4)。
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P.Galeata 1 ---MKDTNLDNTSTTFLF-GPTGLGTSAARFVSEIAKAARTDNLDSGLLQTDLASVGDCDPAYAERDWGDGTASPLYCPI 76 

HQ830028    1 ---MKDTNLDNTSTTFLF-GPTGLGTSAARFVSEIAKAARTDNLDSGLLQTDLASVGDCDPAYAERDWGDGTASPLYCPI 76
HQ630883    1 ---MKDTNLDNTSTTFLF-GPTGLGTSAARFVSEIAKAARTDNLDSGLLQTDLASVGDCDPAYAERDWGDGTASPLYCPI 76 

HQ630887 1 ---MKDTNLDNTSTTFLF-GPTGLGTSAARFVSEIAKAARTDNLDSGLLQTDLASVGDCDPAYAERAWGDGTASPLYCPI 76 
HQ830029 1 ---MKDTNLDNTSTPFLF-GPTGLGTSAARFVSELAKAARAGNLEPRLPQADLAPAGDLDPAYAERAWGDGTASPLYCPI 76 

HQ630885 1 -----------------------LGTSAARFVSELAKAARAGNLDPRLLQADLAPAGDLDPAYAERSWGDGTASPLYCPI 57
GG657746    1 MTGIAAVRPDLACPSSLWAGPVGLGTSAARIA------------------AQFAPSGGQDPAYAEREWGDGSASPLYCPV 62

*******:.                  :::*. *. ******* ****:*******

P.galeata 77 TERFNEPLADEVDDRLADWALECGFDEDEAQKIRKARFGRLVMLAHPDCDDPSRLLIGAKLNMAWWAADDYYADDTELGA 156

HQ830028   77 TERFNEPLADEVDDRLADWALECGFDEDEAQKIRKVRFGRLVMLAHPDCDDPSRLLIGAKLNMAWWAADGYYADDTELGA 156 
HQ630883   77 TERFNEPLADEVDDRLAVWALECGFDEDEAQKIRKVRFGRLVMLAHPDCDDPSRLLIGAKLNMAWWAADDYYADDSELGA 156 

HQ630887   77 PERFNEPLADEVDDRLADWALECGFDEDEAQKIRKVRFGRLVMLAHPDCDDPSRLLIGAKLNMAWWAADDYYADDTELGA 156 
HQ830029   77 TERFNEPLADEVDDRLAAWALECGFDEDEVEKIRKVRFGRLVMLAHPDCDDPDRLLIGAKLNMAWWAADDYYADDSDLGA 156 

HQ630885   58 TERFNEPLADEVDDRLAAWALECGFDEDEVEKIRKVRFGRLVMLAHPDCDDPDRLLIGAKLNMAWWAADDYYADDSELGA 137 
GG657746   63 VRRVDEPLAEEVDRRLVAWAEDCGFDGEGLDQIANAGFGKLAMLAHPDSSDPDRLLIAAQLNAVWWAADDYYADDSSLGA 142

.*.:****:*** **. ** :**** :  ::* :. **:*.******..**.****.*:** .*****.*****:.***

P.galeata 157 DPKLLPPRLLLAMTSLDPPPPAGEFTPPMEAAIAEKRVLVALGKGIDYLSQYATPEQVQRTCYATFSMFVSWSAYAAWRY 236 
HQ830028  157 DPKLLPPRLLLAMTAMDPPPPAGEFTPPMEAAIAEERVLVALGKGIDYLSQYATPEQVQRTCYATFFMFVSWSAYAAWRY 236 

HQ630883  157 DPKLLPPRLLLAMTAMDPPPPAGEFTPPLEAAIAEERVLVALGRGIDYLSQYATPEQVQRTCYATFSMFVSWGTYAAWRY 236 
HQ630887  157 DPKLLPPRLLLAMTAMDPPPPAGEFTTPLEEAIAEERVLVALGRGIDYLGQYATPEQVQRTCYATFSMFVSWSAYAAWRY 236 

HQ830029  157 DPMLLPPRLVLAMTALDPPPPAGEFTPPVEEAIAEDRVLVAFSKAIDYLGQYATPEQVQRTCYATFSMFVSWGAYAAWRY 236 
HQ630885  138 DPMLLPPRLLLAMTAMDPPPPAGEFTPPLEEAIAEERVLVALGRGIDYLGQYATPEQVQRTCYATFSMFVSWGAYAAWRY 217 

GG657746  143 SPTELPPRLALVMAAMDPVAPAGEFTAPLEEALRADPIRVGFHSAVDHLGRHGSPVLVQRVCYSTFAMFVSWDAYAAWRH 222
.* ***** *.*:::** . ******.*:* *:  . : *.:  .:*:*.::.:*  ***.**:** *****.:*****:

P.galeata 237 TGEYPPAWKYLAARQHDSFYTSMTLIDPIGGYVLPPDLFFDPRVRHTAFLAGTAVVLVNDLLSVAKDLADEQPPVNMVLQ 316

HQ830028  237 TGEYPPAWKYLAARQHDSFYTSMTLIDPIGGYVLPPDLFFDPRVRHTAFLAGTAVVLVNDLLSVAKDLADEQPPVNMVLQ 316 
HQ630883  237 TGDYPPAWKYLAARQHDSFYTSMTLIDPIGGYVLPPDLFFDPRVRHAAFLAGTAVVLVNDLLSVAKDLADEQPPVNMVLQ 316 

HQ630887  237 TGEYPPAWKYLAARQHDSFYTSMTLIDPIGGYVLPPDIFFDSRVRHAAFLAGTAVVLVNDLLSVAKDLADEQPPVNMVLQ 316 
HQ830029  237 TDEYPPAWKYLAARQHDSFYTSMTLIDPIGGYVLPGDLFFEPRVRHAAFLAGIASLLVNDLLSVNKDLADEQPPVNMVLQ 316 

HQ630885  218 TGEYPPAWKYLAARQHDSFYTSMTLIDPIGGYVLPADLFFEPRVRHAAFLAGTAVVLVNDLLSVNKDLADEQPPVNMVLQ 297 
GG657746  223 TGRYPPAWEYLAARQHDSFYTSMTLIDAVGGYELPAPFYYDPRVREAMMRAGTATVLVNDLHSVAKDAADENPVCNMVLQ 302

*. *****:******************.:*** **  ::::.***.: : ** * :***** ** ** ***:* ******

P.galeata 317 IAADRGCSIEEATEITVKFHNDLVHDFRERHQKLQAVPNVELQRFLRGLRGWMGGAFEWHNSNPRYKNSNGAS 397 
HQ830028  317 IAADRGCSIEEATEITVKFHNDLVHDFRERHQKLQAVPNVELQRFLRGLRGWMGGAFEWHNSNPRYKNSNGAS 397 

HQ630883  317 IAADRGCSIQEATEITVKFHNDLVHDFRERHQKLQAVPNVELQRFLRGLRGWMGGAFEWHNSNPRYKNSNGAS 397 
HQ630887  317 IAADRGCSIEEATEITVKFHNDLVHDFRERHQKLQAVPNVELQRFLRGLRGWMGGAFEWHNSNP--------- 380 

HQ830029  317 IAADRGCSIKEATEITVKLHNDLVHDFQERHRKLQTVPNMELQRFLRGLRGWMGGGFEWHNSSPRYKTKTSEK 389 
HQ630885  298 IAADRGCSIKEATEITVKFHNDLVHDFRERHQKLQAVPNVELQRFLRGLRGWMGGAFEWHNS----------- 359 

GG657746  303 IAADRNCPVSEAVETTVALHNRIVREFEEGHRALLAIPSPELQRFLAGVRDWMGGGFEWHATNPRYRS----- 370
*****.*.:.**.* ** :** :*::*.* *: * ::*. ****** *:*.****.**** : 



図2-7 モノテルペンシクラーゼをコードする遺伝子の分子系統樹

AB826230.1（本研究で単離したpgmtc）、HQ830028.1（Pseudanabaena sp. dqh15） 、HQ630883.1（Pseudanabaena limnetica
str. Castaic Lake） 、HQ630887.1（Pseudanabaena sp. NIVA-CYA 111）、HQ630885.1（Oscillatoria limosa LBD 305b）、
HQ830029.1（Planktothricoides raciborskii CHAB3331）、CP003410.1（Amycolatopsis orientalis HCCB10007）、FN554889.1（
Streptomyces scabiei 87.22 ）、HE804045.1（Saccharothrix espanaensis DSM 44229） 、CP003729.1（Amycolatopsis 
mediterranei S699）、 CP003876.1（Nocardia brasiliensis）、CP000094.2（Pseudomonas fluorescens Pf0-1）、AM420293.1（
Saccharopolyspora erythraea ）、AM238663.1（Streptomyces ambofaciens）、AL939132（Streptomyces coelicolor A3）、
GG657746（Streptomyces sp. AA4)。
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図2-8 オペロン解析
プライマーの設定位置及び組み合わせ(A) 、各プライマーで増幅させ
たDNA断片の電気泳動結果（B）

A

B
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第 3 章 

2-MIB 関連遺伝子の発現解析
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3.1. はじめに

水道の異臭味被害は夏場に多く報告される。これは、夏場の水温が高く、人

間が感じやすいということ、及びアオコ等が多く発生し、カビ臭濃度が高度に

なりやすいということが主たる要因と考えられている。しかしながら、松本ら

（ 1981）が報告しているように、冬場に東京都でジェオスミン濃度が増加し

たり、昨年度（ 2012 年）、荒川を水源とする水道事業体で、冬場にカビ臭苦情

が増加したとの事例もある。したがって、カビ臭の合成には温度だけでなく栄

養塩、光など複数の環境要因との関係が報告されているものの（Li et al. ,  2012、

Tung et al. ,  2008、Watson et al. ,  2004）、これらの項目は単独でなく、複雑

に関与しあっている可能性が考えられる。

カビ臭合成に関連する遺伝子の発現については、これまであまり報告されて

いない。ジェオスミン合成遺伝子は、放線菌とシアノバクテリアを中心として

その機能解析が行われている（Gust et al. ,  2003、Giglio et al. ,  2010）が、発

現解析はほとんど行われていない。環境的要因に関しては、 Ludwig et al.

（ 2007）が Phormidium 種より単離した geoA1、 geoA2 の二つの遺伝子の発

現を、光条件と関連して報告している。これによると、 12 時間ごとの明暗条

件で培養した場合、明条件では二つの遺伝子の発現が見られたが、暗条件時に

は発現が見られなかった。

 また、Yague et al（ 2013）らは S.coelicolor の生育段階における発現量の

変化について、マイクロアレイを用いて解析を行っている。生育段階の初期の

核が一つの細胞に一つずつある段階（MⅠ）と、多核化細胞（MⅡ）になった

段階で比較しており、 geoA の発現は MⅡでは MⅠの 4.6 倍になることが示さ

れている。

2-MIB 合成関連遺伝子の発現については、Wang（ 2011）らが光条件を変え

た 際 の 研 究 例 が 報 告 さ れ て い る 。 こ の 実 験 で は 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア

Pseudanabaena sp.  dqh15 と Planktothricoids raciborskii の生育条件を強

光・弱光として調べている。メチルトランスフェラーゼ（mtf）とモノテルペ

ンシクラーゼ（mic）遺伝子の発現を調べた結果、通常の光条件と比較して、

弱光条件では発現量が増加し、強光条件では発現量が減少した。しかしながら、

暗条件では、双方の遺伝子とも非常に弱い発現しか示さなかった。
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以上のようにジェオスミン、 2-MIB 共に環境要因としては光条件に対する

遺伝子発現解析のみが行われており、その他の条件での発現解析の報告はない。

本章では、まず、P.galeata 株が培養温度により、増殖と 2-MIB 量の生成にど

のような関係を示すかについて解析した。更に 2-MIB 合成関連遺伝子 pgmtf

と pgmtc の発現が、温度条件によりどのように変化したかについて報告する。

これにより遺伝子の発現と 2-MIB 生成量の関連性について考察した。

3.2. 実験方法

3.2.1. 培養条件の検討

異なる培養温度下での P.galeata の増殖を調べるため、BG-11 培地で 20 μ

M photon/s/m2 の光条件下で、OD7 3 0（増殖量） =0.05～ 0.1 まで培養した株を

15℃、20℃、25℃に移し、それぞれ 10 日間培養し、3 日目、6 日目、10 日目

の増殖量と、菌体あたりの 2-MIB 濃度の関係を調べた。また、更に温度に対

する詳細を調べるため、 4℃、 20℃、 30℃の条件下で 24 時間培養後の菌体量

と、菌体あたりの 2-MIB 量を調べた。

3.2.2.  2-MIB 濃度の測定

2-MIB 濃度はガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS QP2010 島津製作

所製）を用いて行った。一様に撹拌した菌体を含む溶液を 1 ml 採取し、これ

にメタノール 1 ml を加えボルテックスした。この溶液にさらに 1 ml ヘキサン

を加えボルテックスしたのち、2,000 rpm で遠心したものの溶媒層をとり、サ

ンプル液とした。GC-MS の条件はオーブン温度 60℃、気化室温度 250℃、イ

オン源温度 250℃、インターフェス温度 260℃、昇温条件は 60℃→ 5℃ /min→

260℃で、カラムには Rtx-1 を用い、スプリットレスモードで行った。この条

件で 2-MIB のピークは 7.8 分付近に見られた（図 3-1）。
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図 3-1 GC-MS による 2-MIB の分析

（m/z = 95.0）

3.2.3. 温度処理実験における培養条件

P.galeata を 20℃、 20 μmol photon/s/m2 の条件下で OD7 3 0=0.05-0.1 まで

培養したものを 4℃、20℃、30℃の培養器に移し、1、3、6、12、24 時間培養

したものを用いた。

3.2.4.  RNA 抽出

 異なる温度で 24 時間培養した株をチューブに移し、5%フェノールで反応を

停止させたのち、 4℃、 8,000 rpm で 3 分間遠心し、上澄を捨て集菌をしたも

のを即座に液体窒素で凍結させた。この菌体を乳鉢で磨り潰し、細胞壁を破壊

した。このサンプルを Invitrogen 社の Trizol 液を用いてプロトコルに従い、

処理した。Trizol 液 1 ml を加え、 50℃で 10 分間インキュベートしたものに

クロロホルム 200 μ l を添加してボルテックスしたのち、 15,000 rpm、 4℃、

15 分間遠心し、上澄約 500 μ l にイソプロパノール 250 μ l、High Salt 液 250 

μ l を加え、ボルテックスしたのち 15,000 rpm、4℃、15 分間遠心し、エタノ

ール沈殿を行った。最後にコンタミしていると考えられる DNA を分解するた

め、DNase により 37℃、30 分間処理し、25 μ l の RNase-free 水に溶解した。

RNA 濃度は NanoVue Plus（GE ヘルスケアジャパン社製）により測定し、RNA
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の純度が A2 6 0/A2 8 0 が 1.8 以上であることを確認した。

3.2.5.  cDNA 合成

cDNA は Invitrogen 社の SuperscriptⅢを用いて合成した。Total RNA 1 μ

g、50 ng Random hexamer primers 1 μ l、10 mM dNTP 1 μ l を混合した。

プライマーをアニーリングさせるため、65℃で 5 分間処理した後、10×buffer

2 μ l、0.1 mM DTT 2 μ l を添加した。この混合液を室温で 10 分間、続いて

50℃で 50 分間インキュベートし、 cDNA 合成を行った。残った RNA を分解

するために RNase を加え、 37℃で 20 分間インキュベートした。

3.2.6. Real-time RT-PCR による発現解析

pgmtf と pgmtc の発現解析は、Applied Biosystem 社の Real time PCR 

system7300 を用いて行った。合成した cDNA を 1 μ l 用い、プライマーのペ

アーは Wang et al.  (2011)らのものを参考にし、以下の配列を用いた。

反応液は Applied Biosystem社の Power SYBR Master mix を用いて行った。

また、内部標準には 16S rRNA の配列を用いた。

表 3-1 real-time RT-PCR 用プライマー

16S rRNA の分析時には、 cDNA は 1000 倍希釈したものを用いた。

反応は 94℃で 3 分間のプレヒートを行った後、94℃で 15 秒、60℃で 15 秒の

40 サイクルで行った。この後、95℃まで一度温度を上昇させ、そこから 40℃

にまで徐々に温度を下げていき、融解温度を測定した。

それぞれの発現量を定量化するために、既知濃度の pgmtf 及び pgmtc を用い

プライマー名

GPP-RTF 5’-CGATTGGTCGGTATTAGAGGCT-3’
GPP-RTR 5’-ATCACGCGGTCA TCAGGCTT-3’
MIBS-RTF 5’-CGCTCGCTTTGTG AGTGAGATAG-3’
MIBS-RTR 5’-GGCAGTAGAGTGGTGAGGCAGTT-3’
16S-RTF 5’-ACGGAGTTAGCCG ATGCTTATTC-3’
16S-RTR 5’-CGAAAGCCTGACGGAGCAATA-3’

配列
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て検量線を作成し、この検量線より作成した濃度を内部標準で除した値を用い

て、それぞれの相対発現量を求めた。

3.3. 結果

3.3.1. P.galeata の増殖に対する温度の影響

 各温度で培養した株の増殖（図 3-2A）と菌体あたりの 2-MIB 量（B）を調

べた。増殖曲線については、 15℃、 20℃、 25℃でほとんど差が見られなかっ

た。しかし、 25℃で培養した場合は、 10 日目で菌体量が減少する結果となっ

た。これに対し、菌体あたりの 2-MIB 量は時間が経過するにつれ増加した。

また、温度が上昇するほど高濃度になることも示された。

 更に、温度に対する菌の応答を詳細に解析するために、4℃、20℃、30℃の

条件下で 24時間培養後の菌体量と、菌体あたりの 2-MIB量を調べた（図 3-3）。

4℃で培養した時、菌体量（A）は他の温度条件より少ない結果となったが、

20℃と 30℃では有意な差は見られなかった。これに対し、菌体あたりの 2-MIB

量（B）は温度の上昇と共に増加がみられた。温度を変化させる前と比較して、

4℃ではほぼ同量の 2-MIB 量が増加しており、 20℃と 30℃ではそれ以上の

2-MIB の増加が見られた。

3.3.2. 低温における発現解析

 低温条件（ 4℃）で培養開始 24 時間後の pgmtf と pgmtc の発現量を調べた

（図 3-4 A、B）。 20℃での発現と比較し、 pgmtf（A）は 1 時間後には発現量

が少し増加し、 3 時間後はほぼ同値となり、 6 時間以降は低い状態となった。

これに対し、 pgmtc（B）は 1 時間後に急激に増加し、 3 時間後も高い状態が

維持されたが、 6 時間以降は低い状態となった。

3.3.3. 高温における発現解析

 高温条件（ 30℃）で培養開始 24 時間後の pgmtf と pgmtc の発現量を調べ

た（図 3-5 A、B）。その結果、双方の遺伝子の相対発現パターンは類似してお

り、 20℃での発現と比較し、 1 時間後には発現量が急激に増加し、 24 時間後

も高い状態が維持されていた。
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3.4. 考察

 シアノバクテリア Microcystis属などの増殖と温度の関係についてはこれま

でも研究が行われており、夏場の高温条件で増殖が良くなることが示されてい

る（Westerhoff et al.,2005、 Izaguirre et al.,  1982; 1998）。

 本研究において、 10 日間の培養実験では、 6 日目までは各温度における生

育の差はほとんどなかったが、10 日目では 25℃で菌の死滅が見られた。今回

使用した P.galeata は、通常条件でも他のシアノバクテリアと比較して生存期

間が短い。2-MIB は高い溶菌作用があることが報告されている（Ozaki et al. ,  

2008）。このことが、高濃度の 2-MIB を放出する P.galeata の生存期間が短い

原因の一つになっていると考えられる。今回、25℃で早い段階での死滅が起こ

ったのは、25℃における 2-MIB 量が 15℃、20℃と比較して高いため、2-MIB

が P.galeata 自身に対し、溶解作用を及ぼしていたと考えられる。

また、菌体あたりの 2-MIB 量については、温度の上昇とともに増加した。

  24 時間後の増殖と 2-MIB 生成量の解析により、 4℃でも菌体の増殖が見ら

れたが、これは 4℃に移動させた直後には、通常通りの増殖が起こっていたが、

24 時間後には増殖はほとんどなかったものと考えられる。菌体あたりの

2-MIB 量についても、0 時間の状態から変化はなく、24 時間後では 2-MIB の

合成はほとんど行われていなかったと考えられる。この結果より、 2-MIB 生

成量は温度依存的であるが、細胞増加と 2-MIB 量が単調に増加しているわけ

ではないことが示唆された。

これまでの報告で、 2-MIB 遺伝子の発現が光強度の違いにより転写レベル

で制御されていることが示唆されている（Wang et al.,  2011）。そこで、別の

環境因子として温度に注目し、 2-MIB 生成活性の違いに転写レベルでの制御

が関与するかを調べた。

培養開始 24 時間の遺伝子発現解析では、温度が増加するほど遺伝子発現量

は増加していた。1 時間後や 3 時間後に、低温と高温双方で発現が増加したの

は、急激な温度変化によるストレスの影響と考えられる。また、 2-MIB やジ

ェオスミンがストレスや外部敵に対する成長抑制物質として働くという報告

がある（Paerl and Millie,  1996）。このため温度ストレスから身を守るために

遺伝子の発現量が増加した可能性が考えられる。
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これまでの研究により pgmtf と pgmtc は同一のオペロンを形成しているこ

とから、二つの遺伝子の発現パターンはほぼ同じと考えられるが、 4℃ではや

や異なった結果が得られた。これは二つの遺伝子間の mRNA の安定性に違い

がある可能性が考えられる。今後これらのメカニズムについて調べる必要があ

ると考えられる。

 以上、増殖曲線と遺伝子発現の解析より、 2-MIB 合成には pgmtf と pgmtc

の 2 遺伝子の発現レベルの調節も関与しているものと考えられた。今回は短期

間培養後の発現解析を行ったため、長期にわたる発現を調べることや、これら

の遺伝子の発現が他の環境条件でどのように変化するかについても、今後研究

をしていく必要性があると考えられる。また、これらの遺伝子の発現を制御す

る転写因子の存在についても研究を行うことで、 2-MIB 合成の詳細を解明で

きると考えられる。
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図3-4 低温培養時（4℃）におけるpgmtf （A)とpgmtc （B)の相対発現量
定量はリアルタイムPCRによって行い、相対発現量は20℃で培養した時と
の相対値である。株の培養はBG-11で連続光の条件で行った。
n=3 (mean±SD)。
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図3-5 高温培養時（4℃）におけるpgmtf （A)とpgmtc （B)の相対発現量
定量はリアルタイムPCRによって行い、相対発現量は20℃で培養した時との相
対値である。株の培養はBG-11で連続光の条件で行った。n=3 (mean±SD)。
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第 4 章

2-MIB 合成における代謝経路の解析
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4.1. はじめに

ジェオスミンや 2-MIB は 2次代謝物であり、生命に必須の因子ではないと考えられる

ため、なぜ生産されるかについてはまだ解明がされていない。これまで推測されているこ

とは、これらの 2 次代謝物が、他の生物に対して不利な働きをすることが提唱されている

（Vining et al. ,  1992）。また、外部に放出することで、シアノバクテリアが生育条件が

適さない環境になった時（温度が低い時など）に、それが競合者への化学的抑止物質

になるということも報告されている（Paerl and Millie. ,  1996）。実際に、2-MIB には他

の菌に対する溶菌作用がある（Ozaki et al. ,  2008）。

2-MIB の生産機構についての解明には、代謝全体の解析が必要であると考えられ

る。シアノバクテリアの代謝プロファイリングの研究はあまり行われていなかったが、近年

になりバイオマスとしての重要性が取り上げられ、いくつかの報告もされるようになってき

た。Eisenhut et al.（2008）は Synechosystis sp. PCC6803 を用いて CO2 量を変

化させたときの代謝物の変化を見ている。高 CO2 条件から低 CO2 条件に移した時に、

代謝プロファイルの変化を見ることで、CO2 の馴化に必要な要素について解析している。

また、Takahashi et al.（2006）はキャピラリー電気泳動質量分析計（CE-MS）を用い

て、光独立栄養条件と混合条件での代謝比較を行っている。そのほかグリコーゲン合

成に関連するプロファイリングも CE-MS を用いて研究されている（Hasunuma et al.,  

2013）。  

CE-MS はイオン性化合物に対する高い分離能を持ち、物質を誘導体化することな

く精度良く定量することが可能で、有機酸やヌクレオチド、アミノ酸を分析するのに適し

ている。これまでも枯草菌やシロイヌナズナ、イネ、ギシギシ等で CE-MS を用いたメタボ

ローム解析の報告がある（Soga et al. ,  2002、Sato et al.,  2004、Takahashi et 

al.,2008、Miyagi et al. , 2013a,b）。

2-MIB の合成経路についてはこれまでもラベリング実験や関連遺伝子の発見により

研究が進められている。また、2-MIB 合成に影響を与える環境因子として光強度、水

温、栄養条件（主に窒素・リン）、水深等が示されている。しかしながら、これらの条件を

変化させたときの 2-MIB 合成に関連する代謝変動の報告は、これまでなされていない。

そこで、本研究では CE-MS を用いて、解糖系物質や、TCA 回路中間体などの一次

代謝物が、温度によりどのような変化を生じるかについて調べ、2-MIB 合成に必要な条

件についての考察を行った。
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4.2. 実験方法

4.2.1. 培養条件

 培養条件は 3.2.3 同様に、P.galeata を 20℃、20μmolphoton/s/m2 の条件下で

OD7 3 0=0.05-0.1 まで培養したものを 4℃、20℃、30℃の培養器に移した。サンプルは

24 時間後に採取した。

4.2.2. キャピラリー電気泳動（Capillary electrophoresis-mass spectrometry : 

CE-MS）による代謝解析

代謝物は CE-MS 装置を使った分析を、Miyagi et al.  （2013a,b）が報告している

手法に従って行った。細胞は 9,000 rpm で 10 分間遠心して集菌した。液体窒素で細

胞を凍結し、乳鉢に入れて破砕した。この細胞に 4℃で冷やした 50％メタノールを 0.1 

ml 添加し酵素を不活性化させた。このメタノール液に内部標準物質である 50  μM  

1,4-piperazine diethane sulfonic acid (PIPES)と 50 μM methionine sulfone 

(MeS)を含む純水を 0.1 mL 加えた。15,000 rpm で 5 分間遠心したのち、分画分子

量 3 kDa のフィルター（Millipore 社）を用いて、除タンパク処理を行った。このフィルタ

ーをチューブに乗せ、15,000 rpm で 30 分間遠心し、フィルターろ過した液をサンプル

溶液とした。

陰イオン（有機酸、リン酸化化合物）の分析にはポリエチレングリコールコーティングキ

ャピラリーDB-WAX（100 cm×50 μm、アジレント社）を用い、溶離液は 20 mM の酢酸

アンモニウムを用いた。陽イオン（アミノ酸）分析にはシリカキャピラリーを用い、溶離液は

1 M ギ酸（pH1.9）を用いた。

 分析は装置に 25 V の電圧をかけ、それぞれ陽イオン、陰イオンモードにして行った。

安定した結果を得るために、シース液としてアニオン化合物用に 5 mM の酢酸アンモニ

ウムを使用し、8 μL/min の速さで送液した。キャピラリー電圧は±3,500 Ｖで窒素ガス

を毎分 8 L/min で 20～ 30 分流した。解析にはアジレント社の ChemStation 

software(Rev.A10.01)を用いて、化合物の定量を行った。測定化合物の構成は表

4-1(A)、 (B)のとおりである。

4.2.3. データ解析

  CE-MS で得られた定量データの結果を用いて、主成分分析及び階層クラスター解
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析を行った。これらの解析は統計ソフト SPSS（Statistical Package for the Social 

Sciences ver.20.0）を用いて行った。また、ヒートマップの作製は Microsoft Excel 

2010 を用いて行ったが、この時、定量した値は Z スコアーへ変換した。相関解析はピア

ソンの相関係数を用いて SPSS で行った。

表 4-1 分析化合物（分子量、名称）

(A)陰イオン性化合物

(B)陽イオン性化合物

略号 ：PEP: Phosphoenolpyruvate、DHAP: Dihydroxyacetone phosphate 、

3PGA: 3-Phosphoglyceric acid 、 G1P: Glucose-1-phosphate 、 G6P: 

Glucose-6-phosphate 、 Ru5P: Ribulose-5-phosphate 、 R5P: Ribose 

5-phosphate、6PG: 6-Phosphogluconate、RuBP: ribulose-1,5-diphosphate、

2OG: 2-oxoglutarate、GABA: γ(gamma)-aminobutyric acid

分子量 名称 分子量 名称 分子量 名称

87 Pyrvate 147 Cinnamate 89 Lactate
167 PEP 163 Formate 115 Fumarate
169 DHAP 173 Shikimate 117 Succinate
185 3PGA 229 Ru5P 133 Malate
259 G1P 229 R5P 145 2OG
259 G6P 275 6PG 173 Acconitate
339 FBP 309 RuBP 175 Ascorbate

191 Citrate
191 Isocitrate

分子量 名称 分子量 名称 分子量 名称

89 Alanine 76 Glycine 104 GABA
133 Ornithine 116 Proline 106 Serine
133 Asparate 122 Cysteine 118 Valine
134 Aparatic acid 132 Isoleucine 120 Threonine
147 Lysine 132 Leucine 176 Citrulline
147 Glutamate 150 Methionine 182 Tyrosine
148 Glutamine acid 156 Histidine 205 Tryptophane

166 Phenylalanine175 Arginine
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4.3. 実験結果

4.3.1. 化合物の測定

CE-MS で 44 物質の測定を行ったが、検出されたのは 36 物質であった（表 4-2）。

4.3.2. 主成分分析

各サンプルで主成分分析をした結果、それぞれの温度でグループが形成された（図

4-1）。第 1 主成分では低温処理したサンプルが正の方向、常温が 0 付近、高温処理

したサンプルが負の方向にグループを形成した。

第 2 主成分では、温度を変化させたときのサンプルが正の方向、温度を変化させな

かった 20℃のサンプルが負の方向にグループを形成した。

4.3.3. クラスター解析及びヒートマップ

 各温度群の違いを視覚化するために、クラスタリング解析を行った。その結果、図 4-2

に示すように 2 つのクラスター(GroupⅠ、GroupⅡ)に分類された。GroupⅠは主に解

糖系の中間産物より成り、GroupⅡが 2-MIB を含み、アミノ酸と TCA サイクルの中間

代謝物から構成された。

4.3.4. 培養温度による代謝変動

 上記の結果を代謝マップに表現した。4℃で処理した時に増加した物質は G1P、

G6P、6PG、RuBP、PEP、Ala、Val、Leu、Ile、Met、Pro、Succinate で、主に解糖

系物質と TCA サイクルに入る前のアミノ酸であった。低下した物質は 2-MIB、Citrate、

Glu、Asn と、TCA サイクル関連物質であった（図 4-3）。30℃で処理した時に増加した

物質は 2-MIB、Citrate、Malate、Asn、Asp、Arg、Ornithine、Glu、Gln で TCA

サイクルや窒素同化関連物質 、低 下 したのは G1P、G6P、 6PG、RuBP、 3PG、

Fumarate、Succinate、Met と解糖系関連物質が中心であった（図 4-4）。

4.3.5. 相関解析

 相関解析は CE-MS で得られた代謝物を 2-MIB 量と比較することにより行った（図

4-5）。この中で、いくつかのアミノ酸（Lys、Arg、Asp、Glu、Citrulline）は 2-MIB と高

い相関性が見られた。これに対し、2-MIB と有機酸の間には大きな相関性は見られな
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かった。逆に負の相関性はアミノ酸 （Met ）、解糖系中間代謝物では（PEP、G1P、

G6P）などで見られた。

4.4. 考察

CE-MS による一次代謝物の一斉測定の結果、測定した主要代謝物の含有量は、

温度条件を変更することで大きく変化した。2OG、R5P をはじめとする 8 物質について

は検出されなかった。この中には 2OG のように、培地中の窒素分が多いときに検出され

にくいものなどもあるため、代謝に関与していないとまでは言えないが、2-MIB 合成への

影響はそれほど大きくないと考えられる。主成分分析の結果、それぞれの温度でグルー

プが形成されたが、第 1 主成分は、低温処理したサンプルが正方向、常温が 0 付近、

高温処理が負の方向であったことから、温度による影響を示していると考えられる。第 2

主成分は、低温及び高温へ温度変化させた時のサンプルが正の方向、常温のままの

サンプルが負の方向に位置したことから、温度ストレスの影響を示していると考えられる。

増加したのは G6P、G1P、6PG、RuBP、FBP 等で、解糖系及び OPP 経路関連代謝

物であった。これらの結果より、4℃における炭素の流れは非常に遅くなっていることが

推測される。その結果、2-MIB の合成に必要な炭素が十分供給されていないと考えら

れた。対照的に、高温では増加するアミノ酸が多くみられた。これらのアミノ酸は、TCA

回路由来のものが多く、また窒素同化の中間代謝物であるものが多かった。これらの結

果より、2-MIB 合成には窒素が要求されると考えられる。

 また、今回の結果では、メチオニンが 2-MIB と負の相関を示した（r= －0.811）。この

結果はメチオニンが 2-MIB の合成に必要な SAM の基質として消費されていたと推測

される。

 今後はそれぞれの物質が 2-MIB とどのように関連しているかについての詳細を、

2-MIB合成に必要な要素を特定するために調べる必要がある。また、2-MIB を合成す

る他の種との比較、ジェオスミンを産生する種と比較して、2-MIB との合成メカニズムの

相違について検討していくことも必要である。このことで、現在のところ、発生条件の推

定が困難なカビ臭の産生メカニズムの詳細をつかみ、水道のカビ臭問題への効果的な

対策へつながると考えられる。
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図4-1 主成分分析解析
それぞれの温度で24時間培養したP.galeataの代謝物の主成分分析(A) 。こ
れは２つの主成分よりなり、第１主成分構成（B) 第２主成分構成 （C）をそれ
ぞれ示した。物質の順序はSPSSによるクラスター解析の結果に基づいている。
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図4-2 クラスター解析と系統樹
データの順序は図4-1に従っている。赤が
増加した物質、緑が減少した物質を示す。
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5.1. 本研究のまとめ

 水環境中では、カビ臭 2-MIB による被害が夏場を中心に多く報告されている。

2-MIB の合成経路の解明は近年進んでいるものの、遺伝子や代謝レベルでの解析は

まだ十分でない。そこで本研究では、2-MIB 合成と温度の関係に注目し、遺伝子発現

と代謝経路のメタボローム解析を行い、2-MIB の分子レベルでの合成メカニズムを解明

することを目的とした。

 本 研究ではまず、 2-MIB を産生する糸状性シアノバクテリア Pseudanabaena 

galeata より 2-MIB 合成に関与すると考えられる 2 つの遺伝子（pgmtf ：GPPMT を

コード、pgmtc ：MIBS をコード）を単離し、その塩基配列及びアミノ酸配列を決定した。

その結果、遺伝子の長さはそれぞれ 870bp と 1194bp で、重要な SAM 結合領域、マ

グネシウム結合領域を持っており、これまでシアノバクテリアで報告されている遺伝子と

相同性が非常に高かった。この結果より、pgmtf と pgmtcは 2-MIBの合成に関与する

可能性が高いことがわかった。また、放線菌やシアノバクテリアにおいて、この二つの遺

伝子はゲノム上に隣接しており、ヌクレオチド結合タンパク質をコードする遺伝子と共に

オペロンを形成していると報告されている。本研究においても隣接遺伝子であると考えら

れ、かつこれまでの報告されているシアノバクテリアの配列同様、pgmtf が pgmtc の上

流に存在することがわかった。

 そこで、この両遺伝子が異なる温度条件下でどのように発現が変化するのか、それが

増殖条件と相関があるかについて調べた。15℃～25℃で 10 日間培養した結果、増殖

曲線については温度が上昇してもそれほど大きな差は見られなかったが、菌体あたりの

2-MIB 量については温度が高いほど多かった。4℃～30℃で処理し、24 時間後の状

態を見た実験でも、4℃で生育の遅れが見られたものの、細胞の増加と 2-MIB の合成

量の間に単純な相関関係があるわけでないことが分かった。この条件で、両遺伝子の

発現解析を行った結果、低温条件下では両遺伝子とも一時的な発現の増加が見られ

たものの、24 時間後には通常条件下よりも発現が低くなるという結果が得られた。これ

に対し、高温条件では、低温同様、温度変化後に急激な発現上昇が一時的に見られ

たものの、24 時間後でも、通常条件と比較して高い発現状態が維持されていた。これら

の結果より、pgmtf と pgmtc の発現が温度依存的であり、2-MIB の合成が細胞の増

殖だけでなく、遺伝子発現によっても調節されていると推察された。

次に温度を同様に 4℃から 30℃に変化させたときの代謝レベルの解析をおこない、
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CE-MS による代謝物の変化を確認し、2-MIB 合成に必要な条件について考察した。

主成分分析の結果、培養温度ごとにクラスターを形成し、温度とストレスが重要な要因

であることが推定された。また、分析した 44 物質のうち、検出されたのは 36 物質であっ

たが、低温条件下では、解糖系物質やOPP経路の物質の蓄積量が多く、炭素の流れ

が十分起きてきていなかった。これに対し、高温条件下では TCAサイクルやその周辺の

有機酸やアミノ酸の蓄積が多くみられることが分かった。また、代謝物のクラスタリング解

析でも、低温と高温で二つのグループ化がされた。このことより、2-MIB 合成には炭素

の流れが十分に生じていることが必要とされること、及び TCA サイクルや窒素同化と挙

動を共にし、窒素が必要であると推測された。相関関係の調査では、Lys、Arg、Asp、

Glu、Citrulline が 2-MIB と高い正の相関性を持つことが確認され、逆に Met は負

の相関を示した。これは、Met が 2-MIB の合成に必要な SAM の基質として消費され

ていることを裏付けていると考えられる。

以上の結果より、2-MIB 濃度が温度により変動することについて、細胞増殖の他の

原因として、遺伝子発現や代謝レベルでも様々な調節が行われていることが示唆され

た。

5.2. 今後の展望

カビ臭の発生はこれまで推測が難しく、その指標となる情報が必要であった。本研究

で決定した塩基配列の情報を用いて、2-MIB を放出する株のみを特異的に検出する

プライマーを作成することで、2-MIB の原因生物の早期発見を可能にし、効率的な

2-MIB の低減に貢献できると考えられる。また、遺伝子発現や代謝メカニズムの一過

的な情報を用いることで、2-MIB が発生する条件についての知見を与え、2-MIB 合成

のメカニズムの更なる解明及び発生予測に役立つものと考えられる。
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