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我国をはじめ世界各地の汚濁湖沼において、シアン化カリウムより強い毒性物質 microcystin
を産生する藍藻類（アオコ）の異常増殖が顕在化している。これらの湖沼は農業用水・飲料水等、

多目的に活用されていることから大きな社会問題となっているため、アオコおよび microcystin
の発生抑制のための対策を講じることが急務となっている。しかし、アオコ形成藍藻類の代表種

の一つである Microcystis属の microcystin産生のメカニズムに関しては未だ不明な点が多いのが
現状である。従って、本研究では Microcystis属がいつどのような条件下でなぜ microcystinを産
生するのかを解明することを目的とし、富栄養化湖沼における有毒物質 microcystin 発生抑制に
資する基礎的知見を得るための検討を行った。 
まず、我国の代表的な富栄養化湖沼でアオコの発生が認められる水域において、microcystin
現存量の実態調査を行い、特に、夏季の Microcystis 属細胞が活発に増殖した時に細胞内
microcystin含有量が最も高くなるという現象が認められたことから、Microcystis viridis NIES-102
を用いて回分培養実験を行ったところ、対数増殖期に細胞内 microcystin 含有量が高いことが明
らかになった。このことから、細胞増殖の原単位である細胞周期に注目する必要のあることがわ

かった。一方、湖沼の富栄養化の原因物質の一つである PO4-P濃度の M.viridisの microcystin産
生への影響解析を回分培養系によって行ったところ、PO4-Pの枯渇により細胞内 microcystin含有
量が増加するという現象が認められ、細胞内 ATPの枯渇が microcystin含有量の調節機構に対し
て影響することが考えられた。つまり細胞内の microcystin 含有量の調節には細胞増殖という内
的要因と PO4-Pという外的要因が影響していることが明らかとなった。そこで、フローサイトメ
ーターを用いて M.viridisの細胞周期測定を行い、細胞周期と microcystin産生の関係についての
詳細な検討を行い、microcystinは G2/M期＞S期＞G0/G1期の順で細胞内に多く含有されること
が明らかとなり、S 期～G2/M 期の間に microcystin 産生が活発に行われることを示した。更に
microcystin産生時期を特定するために、各細胞周期における microcystin合成遺伝子（mcy）の発
現レベルを調べたところ、S期の細胞の割合が最も高いときに mcy遺伝子の発現レベルが高く、
mcy遺伝子は S期に発現し G2期までの間に microcystinが合成されることが明らかとなった。 
上記の結果を鑑み、microcystinはプロテインホスファターゼ 2A（PP2A）に対して強い阻害作
用を持つことが知られていることから、microcystinは細胞周期の中の G2期において細胞分裂の
中心的な制御因子として働くサイクリン依存性キナーゼ（CDK）とともに細胞周期制御機構に
おけるタンパク質活性化に関与し、CDKを介した Cdc25のポジティブフィードバック機構によ
って急速な細胞分裂を引き起こすと伴に、G2 チェックポイント機構を調節するための重要な役
割を持つ物質であることが推定された。 
このことから藍藻類の microcystin 産生を抑制することは湖沼における有毒物質の発生を抑制
するだけでなく有毒藍藻類の増殖をも抑制し、結果としてアオコそのものの低減化が可能であと

期待できる。今後は S 期における mcy 遺伝子発現の転写因子を特定し、その阻害物質を探索・
開発することが課題である。 
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第 1章 緒論 
 

1.1. 背景 

我国をはじめ世界各地の湖沼において、人間の経済活動の発展に伴う農業廃水・生活

排水・工業廃水中の窒素・リンの流入量の増大による富栄養化が進行するとともに、夏

季に植物プランクトンをはじめとした一次生産が活発化し、特に有毒藍藻類の異常増殖

による水の華（アオコ）の形成が社会的な問題となっている。このような湖沼は、農業

用水・飲料水・工業用水の水源として利用されるばかりではなく観光業や漁業・養殖業

など様々な経済活動の中心的な役割を果たしている場合が多いため、有毒藍藻類の発生

は人的にも経済的にも甚大な被害をもたらす可能性が懸念されるからである（図 1-1）。

特に、農業用水としてアオコの発生した湖沼の水を利用した場合、藍藻由来有毒物質が

根を通して農作物中に吸収・蓄積されることや、散水により農作物表面に付着すること

が懸念される。そして、この汚染された農作物が市場に出回ることにより藍藻由来有毒

物質による被害が湖沼周辺住民のみならず広い地域に拡大されることが危惧される。 

有毒藍藻類による動物への被害の最初の報告は、1878 年、オーストラリアのアデレ

ードにあるアレキサンドリア湖においてウシ・ウマなどがアオコの発生によって表面に

浮いたスカムを摂取した後、動きが鈍くなり昏睡状態となり、まひ・けいれん等の症状

を示し死亡したという例である（Francis, 1878）。その後、1900 年代に入って、湖沼や

池などの表面に浮いた藍藻細胞を摂取したために動物が死亡した例が多くの国々から

報告されるようになった（Falconer et al., 1983; WHO, 1984; Carmaichael et al., 1985; 

Palmstrom et al., 1988; Turner et al., 1990; Kotak et al., 1995）。1996年 4月には、ブラジル

北東部のカルアルにおいて、上水源として利用されているダムで藍藻類 Microcystis属に

よるアオコが発生し、この種が主に産生する毒素 microcystin-LRの水道水への混入によ

って、腎臓透析患者が 55 人も死亡するという事故が起き世界的に大きな問題となった

（Dunn, 1996; Jochimsen et al., 1998）。 

体内に入ったmicrocystinは胆汁酸輸送系によって肝臓に特異的に取り込まれ、プロテイン

ホスファターゼの阻害や炎症に関与するアラキドン酸カスケードの活性化等を引き起こし、肝

機能不全を引き起こしなど致命的な障害をもたらす（Stotts et al., 1993）。肝臓以外ではマクロ
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ファージに作用し、炎症反応を引き起こすと考えられている。また、microcystin には強い発癌

作用が認められている（Falconer and Buckley, 1989; Falconer, 1991; Runnegar et al., 1991）。こ

れは、microcystinのプロテインホスファターゼ阻害作用によって引き起こされるタンパク質の過

剰リン酸化と、腫瘍壊死因子-α（TNF-α）の誘導によるものと考えられている（Robinson et al., 

1991）。microcystinの中でも最も毒性が高いとされるLR型はマウスの半数致死量（LD50）が50 

µg kg-1、また RR型は 660 µg kg-1であり microcystinの種類により毒性も異なる（Sttotts et al., 

1993）。microcystin は解毒されにくい毒素であるが、肝臓でゆっくり解毒代謝され、尿中に排

泄される。しかし、一部は 1週間以上も解毒されず、肝臓に残ることが考えられている。このこと

は、毎日摂取する水や食物の中にmicrocystinが混入した場合、次第にmicrocystinが肝臓に

蓄積していくことを示唆している。 

我国の湖沼における有毒藍藻類の出現に関しては、1980 年に最初の報告がある

（Watanabe et al., 1980）。この報告では、霞ヶ浦、諏訪湖、手賀沼、津久井湖、相模湖

等の関東近辺の湖沼から採取した自然の Microcystis aeruginosaの藻体の水抽出液に、マ

ウスに対する致死作用があることを示している。さらに、1986 年には、霞ヶ浦と諏訪

湖から単離された M. viridis、M. aeruginosa、M. wesenbergiiなどの毒性に関する比較実

験の結果も報告されている（Watanabe et al., 1986）。また、1993年には、日本の湖沼で

アオコを形成する藍藻類種は約 20 種類であり、最も多いのは Anabaena 属の 9 種で

Microcystis属と Oscillatoria属がこれに次ぎ、この他には Aphanizomenon、Anabaenopsis、

Phormidium等が挙げられるが、Anabaena 属によるアオコの発生が地域的にも北部に限

られ、また発生の期間も短いのに対し、Microcystis属によるアオコの発生は霞ヶ浦や琵

琶湖等の日本を代表する富栄養化湖沼を中心に、また、期間も長く出現していることが

報告されている（Park et al., 1993; Watanabe and Harada, 1993; Tsuji et al., 1996; Alam et al., 

2001; Wei et al., 2001）。また、これらの藍藻類が産生する主な有毒物質としては、

microcystin（環状ペプチド、肝臓毒性）以外にも、nodularin（環状ペプチド、肝臓毒性）、

anatoxin-a、anatoxin-a(s)（アルカロイド、神経毒性）、cylindrospermopsin（アルカロイド、

肝臓毒性）、saxitoxin（アルカロイド、神経毒性）などが既に同定されている(Namikoshi 

et al., 1996)（表 1-1）。特に、microcystinは重篤な肝障害（急性毒性）を引き起こすとと

もに、発がん促進作用（慢性毒性）を併せ持つ極めて有害な化合物であることもまた明

らかとなっているほか、近年では、世界各地の湖沼において microcystin の発生が顕著



3 

であることから、WHO（世界保健機関）では、microcystin の一種で最も毒性が高いと

される microcystin-LR に対して規制基準の設定を各国に勧告している（WHO, 1998）。

これらのことから、藍藻由来有毒物質は様々であるが、現在、各国で最も注目され、研

究対象となっているのが microcystin であり、これに対する基礎的知見の収集のための

研究が行われている。 

我国の富栄養化問題を改善するための対策として、従来からの水質汚濁防止法に基づ

き、昭和 59 年（1984 年）に湖沼水質保全特別措置法を制定し、昭和 60 年 3 月から施

行している。同法に基づく指定湖沼は、環境基準が達成されない又は達成されないこと

となるおそれが著しく、利水状況、汚濁の推移等から水質保全対策を総合的に講ずる必

要がある湖沼である。これまでに、霞ケ浦、琵琶湖、諏訪湖、手賀沼、印旛沼、児島湖、

釜房ダム貯水池、中海、野尻湖、宍道湖の 10 湖沼を同法に基づく水質改善強化のため

の指定湖沼とし、汚濁源（事業場排水、生活排水など）に対して、アオコの発生原因と

される窒素およびリンを主体とした栄養塩類の放流規制措置を総合的かつ計画的に推

進するようになった。1994年には、「特定水道利水障害防止のための水道水源水域の水

質保全に関する特別措置法」および「水道原水水水質保全事業の実施の促進に関する法

律」の両法が制定された。その結果として、湖沼やダムへの栄養塩類の流入は抑制され

るようになったものの、ひとたび栄養塩類が湖沼へ流入すると多様な形態で底泥に蓄積

され、容易に除去することが困難である。指定湖沼の COD濃度は平成 6年以降、減少

傾向にあるが湖沼水質保全特別措置法施行以前の値とほとんど変わっていない（図 1-2）。

また、CODに対する環境基準達成率は、河川や海域の BOD・COD達成率と比較しても

非常に低く、40%前後でほぼ横ばいであることから（図 1-3）、今後もこの汚濁した現状

は永きに渡り続き、多くの湖沼で夏季にアオコが発生することは避けられないことが予

想される。 

従って、我国の湖沼においては、非常に強力な毒素 microcystin を産生する藍藻類の

異常増殖を抑制できるだけの水質改善が達成されていないことから、水圏生態系の悪化

はもとより飲料水として利用されている水源では、その混入による生体への危険性が危

惧されるため、①湖沼におけるモニタリング、②人体への影響、③水圏生態系への影響、

④分解プロセス、⑤生合成メカニズムについての研究・開発が極めて重要である。 
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図 1-1 研究背景の概略（A）、1998年 7月 29日の霞ヶ浦土浦港で発生したアオコ（B）
および、その時のアオコ形成藍藻類 Microcystis sp.の顕微鏡写真（C） 

二次代謝産物

microcystin

富栄養化湖沼で異常増殖する藍藻類富栄養化湖沼で異常増殖する藍藻類

Microcystis属

Oscillatoria属

Anabaena属
二次代謝産物

microcystin

富栄養化湖沼で異常増殖する藍藻類富栄養化湖沼で異常増殖する藍藻類

Microcystis属

Oscillatoria属

Anabaena属



5 
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1.2. 既往の研究および目的 

1.2.1. microcystinの構造と種類 

Microcystis 属をはじめ Anabaena 属および Oscilatoria 属によって産生される

microcystinは（Krishnamurthy et al., 1986, 1989; Harada et al., 1991; Carmichael et al., 1992; 

Rinehart et al., 1994）、7個のアミノ酸からなる環状ペプチド構造であり、その構造は、

cyclo(D-Ala-L-X-erythro-β-methyl-D-isoAsp-L-Z-Adda-D-isoGlu-N-methyldehydro-Ala)で表

され、3種類の右旋性アミノ酸である D-アラニン（Ala）、D-グルタミン酸（Glu）、D-β-

メチルアスパラギン酸（β-MeAsp）と、自然界におけるタンパク質構成アミノ酸とは異

なる N-メチルデヒドロアラニン（Mdha）および炭素 20個の Adda（3-amino-9-methoxy- 

2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca- 4,6-dienoic acid）の 5個アミノ酸を基本骨格とし（Carmichael 

et al., 1988）、Xおよび Zが種々の左旋性の L-アミノ酸残基に置き換わることにより、

現在までに 60種類以上もの microcystin類の種類が報告されている（Harada et al., 1990; 

Rinehart et al., 1994; Sivonen, 1996）。我国での検出頻度・現存量ともに最も多いのは、Z

置換基がアルギニン（Arg）で、X 置換基のみがそれぞれロイシン（Leu）、アルギニン

（Arg）、チロシン（Tyr）である LR型・RR型・YR型の 3種類である（図 1-4）。microcystin

の構造で最も特徴的な部位は β-アミノ酸の Addaである。このアミノ酸は汽水域に生息

する藍藻類 Noduraria spumigenaによって産生される有毒物質 nodularin（表 1-1）にも含

有されており、microcystinと極めて類似した生理活性を示す。従って、このアミノ酸は

microcystinの生理活性の面で極めて重要な役割を持っていると考えられている。 

 

1.2.2. microcystinの生合成 

リボソーム非依存的ペプチド合成酵素 ― microcystin の生合成に関する初めての報告

は、Moore et al.（1991）が microcystin-LRを主に産生する M.aeruginosa PCC7820を用い

て microcystin の前駆体となる物質について調べた研究である。その報告では、①生理

活性部位として考えられているAddaは主に 4分子の酢酸と L-フェニルアラニンによっ

て構成され、②D-Glu部位は L-Gluに由来するがβ-Me-Aspは L-Gluの異性化で生じる

のではなく酢酸とピルビン酸より合成され、③Arg部位には L-Gluと酢酸が導入される

ことなどが明らかとなった。そして、微生物の合成する免疫抑制剤サイクロスポリン
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（cyclosporine；臓器移植者のための拒絶反応を抑える薬）や抗生物質グラミシジン S

（gramicidin S）・チロシジン（tyrocidin）・サーファクチン（surfactin）などの研究にお

いて明らかとなったペプチドの生合成メカニズムであるリボソーム非依存的ペプチド

合成酵素複合体（nonribosomal peptide synthetases, NRPS）(Kleinkauf and Dohren, 1996)の

発見によってさらに microcystin 生合成機構の解明の研究は進展した。タンパク質の多

くはリボソーム上で合成されるが、50 アミノ酸残基以下の小さいポリペプチドは、リ

ボソーム非依存的に NRPSによって合成される（Neilan et al., 1999; Dittmann et al., 2001）。

NRPSは、原核生物や下等な真核生物のみに存在し、チオテンプレート機構（thio-template 

mechanism）とよばれるペプチドの合成反応を触媒する巨大な酵素である（Aerment and 

Carmichael, 1996）。NRPSは 100－1,700 kDaの大きな酵素複合体であり（Marahiel et al., 

1997）、それぞれの酵素はそれぞれ一つのモジュールを形成し、aminoacyl adeylation (A), 

condensation (C), aminotransferase (AMT), racemase (RC), N-methyltransferase (NM), 

epimerization (Ep), thioesterase (TE)の機能を有する（図 1-6）。 

ポリケチド合成酵素 ― microcystin をはじめ多くの微生物由来生物活性物質はポリケ

チド構造(-CH2-)nの脂肪酸を含んでいる。ポリケチド生合成はマクロライド系抗生物質

であるエリスロマイシン（erythromycin）の生合成研究によって明らかにされた微生物

の代謝機構である(Katz, 1997)。リボソーム非依存的ペプチドとポリケチドの構造や生合

成メカニズムに関しては多くの点で異なるが、いくつかの類似性も見られる（Cane and 

Walsh, 1999）。ポリケチド合成酵素複合体（polyketide synthases, PKS）は、NRPSと同様

に、多機能を有した巨大酵素の複合体であり、それぞれの PKS ユニットは、ポリケチ

ド鎖の伸長反応を離散的に直接触媒し、β-ketoacyl synthase (KS), acyltransferase (AT), acyl 

carrier protein (ACP), ketoacyl reductase (KR), dehydratase (DH), C-methyltransferase (CM), 

O-methyltrasferase (OM)の機能を有する（図 1-6）。 

microcystin合成遺伝子 ― microcystin合成遺伝子（mcy）は 51 kbpからなり（図 1-5）、

転写方向の異なる 2 つのオペロンから構成されている。mcyABC オペロンは

microcystin-LR 骨格中の Mdha-Ala-Leu-MeAsp-Arg の合成に関与しており、先にも述べ

たように、microcystin もまた 7 つのアミノ酸からなる環状のペプチド化合物で、Adda

と呼ばれる部位には(-CH2-)n結合が存在するため、mcyDEFG オペロンは、1 つの PKS

遺伝子（mcyD）、2つの NRPS/PKSハイブリッド遺伝子（mcyEおよび mcyG）、そして 1
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つのラセマーゼ遺伝子（mcyF）から構成される。藍藻類のペプチド合成で、チオテン

プレートメカニズムによるリボソーム非依存的ペプチド合成やハイブリッド遺伝子が

発見されたのは microcystin がはじめての例である。また、mcyDEFG オペロンは、

microcystinの毒性部位と考えられている Adda部位の合成に関与していることが明らか

となっている。 

 

1.2.3. 藍藻類のmicrocystin産生特性 

既に、藍藻類の microcystin 産生特性と各種水環境因子（水温・pH・光強度・微生物

代謝物・各種栄養塩）の関係に関しては、いくつかの研究報告があり、細胞乾燥重量当

たりの microcystin 量が最も高くなる時の最適値がいくつかの因子については明らかに

なっている（表 1-2）。水温は、藍藻類種によっても異なるが 20℃前後の温度が最適値

であり、表層の水温が 30℃程度となる夏季が最も microcystin 産生に適した条件ではな

いと考えられる。また、夏季のアオコ発生時の表層は pH 9～10にまで達することを考

慮すると、最適 pH 7.0 というのは非常に低い値であり、アオコ形成時には microcystin

産生にとって決して有利な条件ではないことが考えられる。従って、一般的に考えられ

ているような高水温で日照時間が長く、湖沼の一次生産の活発化による高 pH条件の夏

季に microcystin 産生が最も活発に行われるのではないことが推察される。また、

Microcystis属の microcystin産生特性と窒素・リンの影響に関しては、いくつか報告があ

るが、それぞれの報告で窒素・リン濃度が及ぼす影響は異なり、未だ明確な結論が得ら

れていないのが現状でる。 
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図 1-4 microcystinの基本構造 

（渡辺ら 1994より引用） 
 

 

 

 

 
図 1-5 microcystin合成遺伝子クラスターmcyABCとmcyDEFGHIJ 

（Tillett et al., 2000より引用） 
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図 1-6 microcystin合成酵素によるmicrocystin-LR合成 

（Tillett et al., 2000より引用） 
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表 1-2 有毒藍藻類のmicrocystin産生のための最適条件 

水環境因子 最適値 供試藻類 文献 

水温 

（℃） 

20 

20-25 

15-25 

25 

Microcystis aeruginosa UV006 

Oscillatoria agardii 97 

Oscillatoria agardii CYA128 

Microcystis viridis 

Van der Westhuizen and Eloff (1985) 

Sivonen et al. (1990) 

Sivonen et al. (1990) 

Song et al. (1998) 

pH 7.0 Microcystis viridis Song et al. (1998) 

光強度 

（µE m-2 s-1） 

15-30 

12-24  

40 

15 

68-400(赤色光) 

Oscillatoria agardii 97 

Oscillatoria agardii CYA128 

Microcystis aeruginosa 

Microcystis viridis 

Microcystis aeruginosa PCC7806 

Sivonen et al. (1990) 

Sivonen et al. (1990) 

Utkilen and Gjoleme (1992) 

Song et al. (1998) 

Kaebernick et al. (2000) 

微生物代謝物 
影響無 

影響有 

Microcystis aeruginosa MASH01-A19 

Anabaena flos-aquae UTEX1444 

Orr and Jones (1998) 

Kearns and Hunter (2000) 

Fe3+ 高濃度 Microcystis aeruginosa CYA228 Utkilen and Gjoleme (1995) 

N/P 
小 

16 

Microcystis aeruginosa 

Microcystis aeruginosa UTEX2388 

Kotak et al. (2000) 

Lee et al. (2000) 

NO3-N 

不明 

高濃度 

不明 

Microcystis aeruginosa MASH01-A19 

Microcystis aeruginosa MASH01-A19 

Microcystis spp. GL260735, GL060916 

Orr and Jones (1998) 

Long et al. (2001) 

Vezil et al. (2002) 

PO4-P 
低濃度 

不明 

Microcystis aeruginosa UTEX2388 

Microcystis spp. GL260735, GL060916 

Oh et al. (2000) 

Vezie et al. (2002) 
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1.2.4. 研究の目的 

このように、湖沼の汚濁による富栄養化は、有毒物質 microcystin を産生する有毒藍

藻類 Microcystis属の異常増殖を引き起こすという危険性があるにもかかわらず、現在の

ところ、湖沼水質の改善は停滞しており、今後も恒常的に世界各地の湖沼において有毒

アオコの発生が危惧される。このような水域における効果的な microcystin の発生抑制

対策を講じることや microcystin 産生阻害剤等の開発を行うためには、藍藻類による

microcystin 産生のメカニズムや microcystin 産生特性について詳細に解明する必要があ

る。従って、本研究は富栄養化湖沼における藍藻類の microcystin 産生抑制のための基

盤研究として位置付けることができる。 

Microcystis属の microcystin生合成に関する研究は世界各地で行われ、遺伝子レベルで

の microcystin 合成機構も解明されつつあるが、藍藻類がいつ、どのような条件で、な

ぜ microcystin を産生するのかという産生特性については未だ解明されていない。本研

究では、外的因子としての各種水環境因子の影響と内的因子としての細胞周期に注目し

藍藻類 Microcystis 属の microcystin 産生特性を解明するために以下の調査・研究を行っ

た。 

 

1.3. 論文の構成 

第 1章では、研究背景および既往の研究について述べた。 

第 2章では、我国の代表的な富栄養化湖沼でアオコの発生が認められる水域において、

microcystin現存量の調査を行い、特に、初夏の Microcystis属細胞が活発に増殖する時に

細胞内 microcystin含有量が最も高くなるという現象を示した。 

第 3章では、湖沼調査の結果を検証するために、Microcystis viridis NIES-102無菌単藻

株を用いた回分培養実験を行い、対数増殖期に細胞内 microcystin 含有量が高いことを

明らかにし、細胞増殖と microcystin産生に密接な関係のあることを示した。 

第 4章では、回分培養系を用いて、湖沼の富栄養化原因物質であるリン濃度のM.viridis

の microcystin 産生への影響解析を行い、リン濃度の枯渇により細胞内 microcystin 含有

量が増加するという現象が認められたことから、細胞周期制御に係るペプチド分子の分

解を司るATP高要求性のユビキチン－プロテアソーム系が阻害されたことが考えられ、
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また、細胞増殖の原単位である細胞周期に注目することが必要であることがわかった。 

第 5章では、フローサイトメーターを用いて M.viridisの細胞周期測定を行い、細胞周

期と microcystin産生の関係について検討を行い、microcystinは G0/G1期＜S期＜G2/M

期の順で細胞内に多く含有されることが明らかとなり、S期～G2/M期の間にmicrocystin

産生が活発に行われることを示した。 

第 6 章では、更に詳しく microcystin 産生時期を特定するために、各細胞周期におけ

る microcystin合成遺伝子（mcy）の発現レベルを検出したところ、S期の細胞の割合が

最も高いときに mcy遺伝子の発現レベルが高く検出され、mcyは S期に発現し G2期ま

での間に microcystin が合成されることがわかった。従って、microcystin は細胞周期の

中の G2期に最も必要な物質であることが考えられ、この時に細胞分裂の中心的な制御

因子として働くサイクリン依存性キナーゼ（CDK1）とともに細胞周期制御機構におけ

るタンパク質活性化の関与し、細胞増殖をコントロールするための重要な役割を持つ物

質であることを考察した。 

第 7章では、これまでの研究結果を総括し展望について述べた。 
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第 2章 富栄養化湖沼におけるmicrocystinの動態 
 

2.1. はじめに 

第 1章で既に述べたように、有毒藍藻類 Microcystis属によるアオコの発生によって肝

臓毒性 microcystinが産生され、湖沼水中に存在するという問題が生じている。 

そこで、アオコの発生が恒常的に認められる富栄養化湖沼において、microcystin発生

抑制のための手法開発を行うためには、アオコの発生と microcystin 現存量の関係を十

分把握し、地域による microcystin 現存量の差異や、湖沼水中の microcystin の季節的な

挙動など藍藻類のmicrocystin産生特性に関する基礎的な知見を得ることを目的として、

我国の代表的な富栄養化湖沼において実態調査を行った。 

 

2.2. 調査方法 

1998 年の夏季に、我国における代表的な富栄養化湖沼で、上水・農業用水・工業用

水の水源として利用され、且つ、湖沼水質保全特別措置法に指定されている 6湖沼、児

島湖（岡山県、7月 26日）・諏訪湖（長野県、8月 8日）・津久井湖（神奈川県、8月 8

日）・手賀沼（千葉県、8月 9日）・印旛沼（千葉県、8月 9日）・霞ヶ浦（茨城県、8月

8日）を選定し、サンプリングを行った。また、霞ヶ浦および手賀沼においては 6月か

ら 10月までの間、定期的に同一のポイントでサンプリングを行った。 

それぞれの湖沼からのサンプリングは、アオコの集積が最も顕著な水域の表層から約

30 cmの深さの湖水を採取し、0℃で保存した。サンプリング後、24時間以内に chlorophyll 

a濃度(µg l-1)・Microcystis sp細胞数(cells ml-1)の測定を行い、3種の microcystin-LR・-RR・

-YR濃度(µg l-1)の測定のための前処理を行った。 

microcystinの分析は、Harada et al.（1988）の方法に従って行った。方法の詳細は図

2-1に示した。それぞれの湖沼から採水したサンプルは、湖沼水中全ての microcystin濃

度（Total-MC）を測定するための原液と、藍藻細胞から溶出し湖沼水中に溶存の

microcystin濃度（Extra-MC）を測定するための GF/Cフィルター（Whatman Ltd.）を通

したろ液の 2種類に分けた。サンプルの原液は、湖沼水中の藍藻細胞を破砕し細胞内に

ある microcystin を全て溶出させるため、酢酸を最終濃度５％となるように添加し、30
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分間振とう放置した後、GF/Cを用いて濾過した。濾液は microcystinを濃縮精製するた

め Sep-pak C18 ODSカートリッジ（Waters Co.）を用いて、流速 5 ml min-1で microcystin

を固定した。次いで、供雑物質を洗い流すため 15 mlの超純水で 2回洗浄し、さらに 5 ml

の 20％メタノールでカートリッジの中を 2回洗浄した。次いで、5 mlの 99.9％メタノ

ールでカートリッジから microcystin を溶出させ、抽出液を濃縮乾固し、高速液体クロ

マトグラフ（HPLC）用キャリヤー（0.05 Mリン酸緩衝液 pH 3.0：メタノール＝１：１）

１ ml に溶解させ、HPLC 用のサンプル瓶に移した。サンプルの GF/C の濾液は、直接

Waters Sep-pak C18 ODSカートリッジに通し、以下原液と同様の操作で濃縮し、高速液

体クロマトグラフ用のサンプル瓶に移した。 

HPLC(shimadzu Co.)による microcystin定量は、最大吸収波長 238 nm、流速 1 ml min-1、

カラム温度 40℃、内径 4.8 mm・長さ 15 cmの Cosmosil 5C18 ODSカラム（Nacalai tesque 

Inc.）の条件下で行った。なお、この HPLCの検出限界は 1 µg l-1であり、RSD＜5%であ

ることを確認済みである。 

なお、高速液体クロマトグラフィーにより、サンプル原液より Total-MC を、サンプ

ル濾液より Extra-MC を求め、Total-MC から Extra-MC を差し引くことにより細胞内

microcystin濃度（Intra-MC）を算出した。Microcystis sp.一細胞当たりの細胞内 microcystin

含有量（Con-MC）は、Intra-MCを Microcystis sp.細胞数（cells l-1）で割ることによって

求めた。 

また、microcystin は現在 60 種類以上の同族体が確認されているが、中でも最も一般

的な microcystin-RR、-YR、-LR の 3 つのタイプについて定量を行なった。分析のため

の標準物質として、microcystin-LR, -RR, -YR（Wako Co.）を用い、3種の microcystinの

同定のためには、液体クロマトグラフィー/マススペクトロメトリー（LC/MS, Hitach Co.）

を用いた。 
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2.3. 結果および考察 

2.3.1. microcystin現存量の比較 

調査を行った 6湖沼の全てにおいて、Microcystis属を優占藻類とするアオコの形成が

認められ、同時に、3種の microcystin、LR型・RR型・YR型が検出された。アオコの

集積が最も顕著であったのは霞ヶ浦で、次いで児島湖、諏訪湖であった（図 2-2）。3種

の Total-MCの合計は、霞ヶ浦で 2,880 µg l-1、諏訪湖で 726 µg l-1、児島湖で 685 µg l-1、

印旛沼で 150 µg l-1、手賀沼で 20.7 µg l-1、津久井湖で 2.88 µg l-1であった。調査を行った

6湖沼の内、児島湖・諏訪湖・霞ヶ浦・津久井湖・手賀沼においては、M.aeruginosaが

優占種であった。この 5 湖沼において、細胞内に含有される 3 種の microcystin の割合

を比較すると、児島湖・諏訪湖・霞ヶ浦においては、3種の microcystinがほぼ同じ割合

で含有されていたが、津久井湖・手賀沼においては、YR型はほとんど含有されず、LR

型・RR型が多く含まれていたことが分かった（図 2-3）。これらの湖沼では、同一の種

M.aeruginosaによるアオコの形成が認められたにもかかわらず、Con-MCもまた大きく

異なり、その水域に特有の物理・化学的な水環境因子やあるいは生物・生態学的な様々

な因子の影響が M.aeruginosa の細胞内における microcystin 産生特性に対して影響した

ものと考えられた。 

一方、印旛沼においては RR 型の割合が非常に低く、YR 型が高い割合で含有され、

また、印旛沼の Con-MCも他と比べ極めて高かった（図 2-3）。これは、他の 5つの湖沼

においては M.aeruginosa が多く認められたが、印旛沼においては特に M.wesenbergii が

多く認められた。これまで、Microcystis属の中で microcystinを産生する種として知られ

ていたのは、M.aeruginosa と M.viridis のみであったが、最近の報告では M.wesenbergii

や M.ichthyoblabe もまた microcystin を産生することが明らかとなっている(Watanabe et 

al., 1988; Neilan et al., 1997; Otsuka et al., 1999)。従って、手賀沼においては M.wesenbergii

による microcystin 産生が行われたため、M.aeruginosa の microcystin 産生特性との差異

が現れたものと考えられた。 

 

2.3.2. microcystinの挙動解析 

microcystin の産生特性を把握するためには季節変動に伴う Microcystis 属細胞の増殖
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および microcystin 現存量変化を明らかにする必要がある。そこで、関東地域の水資源

として重要な霞ヶ浦と全国の湖沼で最も汚濁が進行している手賀沼について

microcystins の動態を詳細に調べた。図 2-4-A に霞ケ浦土浦港の Microcystis 属の細胞数

および chlorophyll a濃度の季節的変化を示した。Microcystis属は 7月初旬から増加し始

め、8月後半で細胞数は消滅しつつあった。最も増殖の著しい時期で、1×109 cells mｌ-1

程度であり、主な種は M.aeruginosaであった。また、Microcystis属が認められなかった

6月および 10月の chlorophyll aは約 50 µg ｌ-1であったが、その chlorophyll aの由来は、

顕微鏡観察により藍藻 Oscillatoria 属が極めて多く存在していたためこの種に起因した

ものと考えられた。また、Total-MC が最も高かったのは 7 月下旬であり、3 種の

microcystinsのいずれも 3,000 µg l-1以上存在した。8月下旬以降 Total-MCは著しく減少

し、9月後半には検出限界以下となった（図 2-4-B）。一方、Con-MCは、Microcystis属

の細胞数および Total-MC が最大となった 7 月下旬の時とは異なり、それより早い時期

の 7月中旬に最大となった（図 2-4-C）。次に細胞内外での microcystinsの存在形態を明

らかにするために、Intra-MC と Extra-MC の割合を図 2-4-D に示した。7 月中旬から８

月中旬の湖水中に存在する microcystinsのほとんどは細胞内に保持され、細胞外に存在

しないことから、図 2-4-C および図 2-4-D より、この期間中において細胞内では

microcystin産生特性が顕著に変化したことを示している。また、8月後半から 9月下旬

にかけて細胞外 microcystin 濃度の割合が増加したのは、細胞の死滅によって細胞外へ

放出されたものと考えられる。 

手賀沼の Microcystis属の細胞数および chlorophyll a濃度の変化を図 2-5-Aに示した。

手賀沼は霞ケ浦よりも早い時期の 6月中旬から Microcystis属の出現が確認され、その細

胞数の大きな変動は無くほぼ一定量を推移し、9月中旬までその存在が確認された。そ

れ以降、糸状性藻類 Anabaena属や Oscillatoria属が存在したが microcystinsが検出され

ることはなかった。しかしながら、これらの種による microcystin 産生についての報告

もいくつかあるため、Anabaena 属や Oscillatoria 属による microcystins の産生特性の解

明も注目すべき課題である。また、細胞数の変化とは無関係に、7 月下旬から 3 種の

Total-MC は顕著に増加し、8 月下旬に最大濃度となった（図 2-5-Ｂ）。これは、日照時

間の増加や気温の上昇など様々な要因により、microcystins 産生の活性が高まったため

であると考えられる。Con-MCは、霞ヶ浦の場合と同様に、Total-MCが最大となる以前
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に最大となった（図 2-5-C）。また、Con-MCの高い時期には湖水中に溶存するmicrocystins

のほとんどは細胞内に存在し、細胞外に存在する量は全体の約10％であった（図2-5-D）。 

以上のことから、霞ヶ浦および手賀沼において、3種の microcystinsは、M.aeruginosa

を中心とした藍藻類の細胞増殖の初期段階で産生され、それが細胞内に蓄積され、死滅

時期になると細胞外への溶出が始まるものと推定される。また、細胞内に含まれる

microcystins 量は一定の値ではなく、地域によっても経時的にも様々に変化した。今回

調査を行った 6湖沼のうち印旛沼を除く 5の湖沼でM.aeruginosaを優占種とするアオコ

の形成が認められた。しかしながら、Con-MCは湖沼に固有の値であり、含有されてい

る microcystins の存在比は児島湖、諏訪湖、霞ヶ浦の 3 種の microcystins が均等に存在

する M.aeruginosaが出現するグループと、津久井湖、手賀沼のような YR型が非常に少

ない M.aeruginosaが出現するグループの 2つに別けることができた。その要因として、

近年湖沼の富栄養化で問題となっている窒素およびリンに関しては、Long et al.（2001）

は、硝酸塩濃度と microcystin 産生特性の関係に関して、硝酸塩濃度の増加に伴って単

位細胞あたりの microcystins量は増加することを報告している。一方、Lee et al.（2000）

は、リン酸塩と microcystin 産生特性の関係に関して、リン濃度の増加とともに単位細

胞あたりの microcystins量は減少するという報告をしている。また、その他の様々な環

境因子によっても細胞あたり又は乾燥重量あたりの microcystins濃度が変化するという

報告がなされており、それぞれの地域に特有な水環境の違いによって引き起こされると

考えられる。さらに、特に霞ヶ浦においては、細胞数の増加が顕著な時期であった 6月

に Conc-MCは最も多かった。Watanabe et al.（1989）や Kaya and Watanabe（1990）の報

告によると、回分培養実験おいて、細胞の乾燥重量あたりの microcystins濃度は、細胞

の対数増殖期に最も多く、定常期にかけて減少する傾向があることを示している。この

ことから、水質等の外的要因のみならず、細胞増殖という内的要因によっても

microcystins 産生特性が変化することが考えられる。従って、本調査より今後富栄養化

湖沼において microcystinsの産生特性を把握するためには、対象とする湖沼の水質等の

外的な水環境因子パラメータを明らかにするとともに、細胞の増殖活性についても十分

把握することが重要であることが示唆された。 

また、夏季において、Extra-MC の割合は非常に少なく、そのほとんどは細胞内に保

持されることから、湖沼中の microcystin の動態を把握するためには Con-MC に注目す
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ることが重要であることが分かった。霞ヶ浦湖水からは、数時間で microcystin を完全

に分解する菌が見つかっているほか（Saito et al., 2003）、湖水中の菌が microcystinを分

解する酵素を保有していることも明らかとなっている（Jones et al., 1994; Bourne et al., 

1996）。従って、細胞外へ溶出した microcystinsは湖水中に存在する様々な従属栄養細菌

類によって速やかに分解されるため、夏季の湖水に溶存する microcystin は非常に少な

いことが考えられた。湖沼において microcystinsは高濃度で長期的に存在したり、急激

に減少したり、大きく変化することがわかった。従って、細胞内外での microcystin の

動態を把握するためには、microcystins産生の助長・抑制あるいは microcystins分解に関

与する細菌類等の生物学的な要因にも今後注目する必要がある。 

本調査では、日本の代表的な富栄養化湖沼において Microcystis 属および microcystins

現存量の変化を調べたところ、空間的（水域）にも時間的（季節）にも microcystins産

生特性は様々に変化することが分かった。恐らく、この microcystins産生特性の違いは、

細胞を取り巻く外的要因としての水質等の各種水環境因子（物理化学的的要因）や共存

する微生物等の相互作用（生物学的要因）によって引き起こされると考えられる。また、

特に、細胞増殖が活発な時に細胞内 microcystin 含有量が高かったことは細胞増殖とい

う内的要因も大きく関与していることが考えられるがそのメカニズムについては明ら

かにされていない。従って、細胞内における microcystinsの産生メカニズムを詳細に解

明することによって、自然水域における microcystin 産生特性を把握し、効果的な

microcystin産生抑制手法を確立することができると考えられた。 
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図 2-2 調査対象湖沼における Microcystis sp.細胞数(cells ml-1) 

および chlorophyll a濃度(µg l-1)の比較 
■ Microcystis sp.細胞数（cells ml-1）、□ Chlorophyll a濃度（µg l-1） 
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図 2-3 調査対象湖沼における細胞内microcystin含有量の比較 
■ microcystin-LR、□ microcystin-RR、■ microcystin-YR濃度（µg l-1） 
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図 2-4 霞ヶ浦における Microcystis sp.細胞数および chlorophyll a 濃度（A）、全
microcystin 濃度（Total-MC）（B）、細胞内 microcystin 含有量（Con-MC）（C）、お
よび細胞内外に存在するmicrocystinの割合（Intra-MC：Extra-MC）（D）の経時変化 
（A） ● Microcystis sp.細胞数（cells ml-1）、○ chlorophyll a濃度（µg l-1） 
（B） ○ LR型、□ RR型、△ YR型濃度（µg l-1） 
（C） ○ LR型、□ RR型、△ YR型の細胞内含有量（fg cell-1） 
（D） ● 細胞内の割合、○ 細胞外の割合（%） 
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図 2-5 手賀沼における Microcystis sp.細胞数および chlorophyll a 濃度（A）、全
microcystin 濃度（Total-MC）（B）、細胞内 microcystin 含有量（Con-MC）（C）、お
よび細胞内外に存在するmicrocystinの割合（Intra-MC：Extra-MC）（D）の経時変化 
（A） ● Microcystis sp.細胞数（cells ml-1）、○ chlorophyll a濃度（µg l-1） 
（B） ○ LR型、□ RR型、△ YR型濃度（µg l-1） 
（C） ○ LR型、□ RR型、△ YR型の細胞内含有量（fg cell-1） 
（D） ● 細胞内の割合、○ 細胞外の割合（%） 
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2.4. 結論 

夏季における日本の代表的な富栄養化湖沼における Microcystis 属の出現と

microcystin現存量の調査を行なったところ、以下のような知見を得ることができた。 

 

1) 6湖沼中 5湖沼で M.aeruginosaを優占種とする水の華の形成が認められた。 

2) この 5湖沼は、細胞内の 3種の microcystinsがほぼ同じ割合で存在する児島湖、諏

訪湖、霞ヶ浦のグループと、RR 型および LR 型の割合が高く YR 型がほとんど存

在しない津久井湖および手賀沼のグループの 2つに分類することができた。 

3) M.aeruginosa の細胞内における microcystins の含有量および存在比は水域および季

節によって様々に変化した。 

4) 霞ヶ浦においては、細胞の増殖が著しい時期において細胞内の microcystins 含有量

が最も高くなった。 

5) 7 月から 8 月の細胞の増殖が活発に行なわれる時期には、湖沼水中の microcystins

の多くが細胞内に保持され、細胞外にはほとんど存在しないことが明らかとなった。 
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第 3章 M.viridisの細胞増殖とmicrocystin産生特性の関係 
 

3.1. はじめに 

我国の富栄養化湖沼におけるmicrocystin現存量の実態調査より、発生したアオコを

形成している Microcystis sp.の増殖が活発な時期においては、湖水中に存在する

microcystin のほとんどが細胞内に保持され、その細胞内の microcystin 含有量や３種

のmicrocystinの割合は季節的に変化し、特に 7月から 8月の細胞の増殖が活発な時に

最も多くのmicrocystinが蓄積されていることが明らかとなった。従って、Microcystis 

sp.のmicrocystin産生特性は細胞の増殖に伴って変化し、microcystin産生と細胞増殖

が密接に関係していることが考えられた。 

藍藻類の産生する有毒物質 microcystin は、第 1 章で述べたように人体にとって毒と

して作用する物質であるが、藍藻類細胞内における microcystin の役割は未だに明らか

となってはいない。生体における一次代謝は、エネルギー獲得のための代謝、および生

体高分子を合成するための素材を供給するための代謝を一括したものである。これに対

して、二次代謝と呼ばれる代謝は、主として合成反応であるが、その代謝物は明確な役

割を持っていないように見えるという特徴がある。また、一次代謝が全ての生物にとっ

て基本的には同一であるのに対し、二次代謝は植物および微生物のみに限ってみられる

ものである。一般的に、一次代謝産物が細胞内外に蓄積されることはないが、二次代謝

産物は細胞内あるいは外に蓄積される。また、細胞内での生理作用として、微生物にと

って重要なのは、二次代謝産物そのものではなく、二次代謝の過程であり、過剰な一次

代謝中間体を二次代謝によって除去することで一次代謝のバランスを保つという役割

を果たしていると考えられている（柳田 1988）。これらのことから、一般的に microcystin

は二次代謝物であると考えられ、細胞の増殖と直接関わりのある一次代謝のバランスを

保つために microcystin を産生すると仮定すると、細胞の増殖と密接なつながりがある

と考えることができる。 

本章ではまず、回分培養実験によって細胞の増殖段階の変化と microcystin 産生特性

の変化についての検討を行った。つぎに、実湖沼においては、河川等からの流入によっ

て、湖沼への窒素の流入による増加と減少が繰り返され、その影響による細胞の増殖期
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の変化に模倣させた系として連続培養実験をおこなった。この連続培養実験によって、

流入させる培地の窒素濃度を著しく変化させることによって、人為的に増殖段階（対数

増殖期・定常期・死滅期）をコントロールし、microcystin産生特性の変化についての検

討を行い、細胞内の microcystin 含有量および存在比の変化について注目した。また、

Microcystis sp.細胞の各増殖段階（対数増殖期・定常期・死滅期）において細胞内に含

有されるmicrocystinの含有量と種類を定量的に解析し、細胞増殖の最も活発な対数増

殖期に細胞内microcystin含有量が最も多いことを証明することができれば、湖沼にお

けるmicrocystin濃度の変化を説明し、Microcystis sp.の増殖とmicrocystin産生特性

を明らかにすることができると考え、以下の実験を行った。 

 

3.2. 実験方法 

3.2.1. 供試藻類 

茨城県つくば市にある（独）国立環境研究所微生物系統保存施設より分与された無菌

単藻株 Microcystis viridis NIE-102を用いた。なお、この株は霞ケ浦湖水より分離された

ものであり、主に LR・RR・YR型の microcystinを産生する株であることが明らかとな

っている。 

 

3.2.2. 回分培養法 

12 L容の培養ビンに 10 LのM-11培地（Yagi et al., 1986）［NaNO3 (100 mg), K2HPO4 (10 

mg), MgSO4･7H2O (75 mg), CaCl2･2H2O (40 mg), Na2CO3 (30 mg), FeSO4･7H2O (1.0 mg), 

Na2EDTA･2H2O (1.0 mg), distilled water (1 L), pH 8.0］を入れ、121℃・40分間滅菌後、あ

らかじめ 500 ml容の Erlenmyer flaskで前培養を行い定常期に達した M.viridis NIES-102

を 100 ml添加し、温度 30±0.5℃、照度 4,000 Lx連続照射（白色蛍光灯、54 µmol photons 

m-2 sec-1）、曝気 250 ml min-1の条件で緩やかに攪拌しながら 15日間純粋培養を行った。 

細胞数カウントのためのサンプルは 24 時間毎に採取した。microcystin 測定用のサン

プルは 48時間毎に採取し、分析まで－20℃で保存した。 

microcystin 分析は、第 2 章と同様の方法で行い、サンプル原液より培養液中の全

microcystin 濃度（Total-MC）を、サンプル濾液より細胞外へ溶出し培地に溶存する

microcystin濃度（Extra-MC）を求め、Total-MCから Extra-MCを差し引くことにより細
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胞内 microcystin 濃度（Intra-MC）を算出した。Microcystis sp.一細胞当たりの細胞内

microcystin含有量（Con-MC）は、Intra-MCを Microcystis sp.細胞数（cells l-1）で割算す

ることによって求めた。 

 

3.2.3. 連続培養法 

6 L容の培養ビンに 5 LのM-11培地をいれ、温度 30±0.5℃、照度 4,000 Lx連続照射

（白色蛍光灯、54 µmol photons m-2 sec-1）、曝気 250 ml min-1の条件で緩やかに攪拌しな

がら純粋培養を行った。培養液の供給速度は、回分培養実験における細胞の比増殖速度

が約 0.2（day-1）であったことから、培養槽の希釈率 0.2（day-1）、培養液流入速度 0.7ml 

min-1の条件で、M-11 培地を流入させ、細胞数がほぼ一定となった後、M-11 培地より

NaNO3のみを除いた窒素濃度 0 の M-11 培地を 14 日間流入させ細胞の増殖段階を人為

的に死滅期とし、その後、再びM-11培地を流入させ、細胞の増殖をコントロールした。

培養装置の模式図を（図 3-１）に示した。 

microcystin濃度の測定用のサンプルは、4000×g、4℃で遠心分離し、回収された細胞

ペレットを凍結乾燥後、－20℃で保存した。分析の直前に、5%酢酸に懸濁し microcystin

抽出を各サンプル 3回行った。この microcystin粗抽出液を第 2章の microcystin測定法

に従って分析し、Intra-MCとした。Microcystis sp.一細胞当たりの細胞内 microcystin含

有量（Con-MC）は、Intra-MCを Microcystis sp.細胞数（cells l-1）で割算することによっ

て求めた。 
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図 3-1 連続培養実験の培養装置 
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3.3. 結果および考察 

3.3.1. 回分培養 

回分培養実験における細胞の培養は 15日間行い、その増殖を図 3-2に示した。M.viridis

の細胞数の変化は、生物の増殖を表すときに一般的に用いられる下記のロジスティック

曲線によって回帰した。 

y(t) = K / (1 + C-rt) 

y = M.viridis細胞数（cells ml-1） 

t = 時間（day） 

K, C, r = 定数 

 

M.viridisの増殖曲線は、R2 = 0.994の高い相関でこの式に一致し、このとき K, C, rの

値はそれぞれ、8.32×106、85.0、0.507であった。M.viridisは、約 12日目まで対数増殖

し、その後定常期となった。この増殖曲線より細胞の比増殖速度を求めた結果、0.19day-1

であり、この値を連続培養実験での希釈率の決定に用いた。 

Total-MCは、3種の microcystinとも 8日目までは細胞の増殖とともに増加したが、10

日目以後、細胞の増殖が緩やかとなったのと同時に、microcystin 濃度の増加は停止し、

ほぼ一定量に達した。一方、Extra-MC は、3 種の microcystin とも 4 日目まではほとん

ど検出されず、6日目以後緩やかに増加した。Total-MCの増加が認められた 8日目まで

の 3種の microcystinの Extra-MCの割合は、20%未満であったが、10日目以後、LR型・

YR型の Extra-MCの割合は 30～40％に達したが、RR型の Extra-MCの割合は約 10%で、

他の 2 種の microcystin よりも少ない値となった（図 3-2）。このことから、富栄養化湖

沼の microcystin がほとんど細胞内に存在していたのと同様に、培養液中の microcystin

の存在形態もまた、ほとんどが細胞内であることが明らかとなった。また、細胞内で産

生された microcystinは、細胞内に蓄積され、細胞の溶菌によって細胞外に溶出するが、

3種の microcystinが同時に溶出するのではなく、親水性の違いなどにより溶出の特性が

異なり、RR 型は細胞組織の中に残りやすく LR 型や YR 型は速やかに溶出する傾向の

あることが考えられた。 

細胞の対数増殖後期において、増殖に伴う Intra-MCは、microcystin-RR型で 12日目、
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LR型および YR型で 10日目以後、減少する傾向がみられた。また細胞内における 3種

の microcystin の存在比は、対数増殖前期においてはほとんど同量存在したが、対数増

殖中期においては、RR 型、LR 型、YR 型の順に多く、約 RR：YR：LR＝53：20：27

の割合で存在した。対数増殖後期から定常期にかけては YR型と LR型の存在量が逆転

し、RR 型、YR 型、LR 型の順に多く存在し、約 RR：YR：LR＝53：26：21 の存在比

へと変化した（図 3-3）。従って、細胞内の microcystin 存在比は増殖段階の違いによっ

て、著しく変化することが明らかとなり、自然界において microcystin 存在比が変化す

る要因として、このように細胞の増殖段階の変化も大きく関与していることがわかった。 

次に、細胞一個体あたりの microcystin含有量を求めた結果を図 3-4に示した。3種の

microcystinそれぞれの細胞内含有量の変化は、RR型で 4日目、YR型および LR型で 2

日目まではその含有量は増加したが、その後、顕著に減少したことから、M.viridisは対

数増殖前期に最も多くの microcystinを含有し、定常期にはその含有量が 1/7程度まで減

少することが分かった。 

 

3.3.2. 連続培養 

連続培養実験における細胞数の変化および NO3-N濃度の変化を図 3-5に示した。培養

は 40 日間行い、培養開始から 10 日後、細胞数が安定したことを確認し、14 日間の窒

素流入停止を行った。窒素流入停止後、4日間は細胞の増殖が活発であったと考えられ、

細胞数はほとんど変化しなかった。これは、細胞増殖に必要な窒素源の供給として、細

胞内に蓄積された窒素源となり得る物質を利用していることが考えられた。窒素流入停

止から 5日目以後は、著しい細胞数の減少が認められたが、再び窒素の流入が開始され

ると同時に細胞は増加したが、6日間は、その増加が緩やかであり、その後著しい増加

を示した。この緩やかな細胞の増加期間に、細胞増殖に十分必要な量にまで窒素を細胞

内に貯蔵し、その後急激に増加したと考えられる。図 3-6-Aに、Intra-MCの経時変化を

示した。3種の microcystinはいずれも窒素流入が停止するとともに減少したが、再び窒

素の流入を開始しても、6日間はほとんど一定であった。Intra-MCは、窒素濃度の変化

による影響を極めて顕著にしました。特に、窒素流入の停止とともに減少し、17 日目

に最小値に達した。このときの、それぞれの microcystinの含有量、LR型 7.6 fg、RR型

19.6 fg、YR型 5.9 fgが M.viridisの最低限細胞内に必要な microcystin量と考えられる。
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そして、窒素の流入開始後 12日間で、Con-MCは平均して 6倍程度の増加を示した。3

種の microcystin 存在比は、窒素流入停止の影響はほとんど表れず、停止する前の状態

とほとんど変化しなかったが、窒素の再流入によって細胞の増殖が活発化すると、3種

の microcystin存在比はめまぐるしく変化し、32日目には LR型の割合が RR型の割合よ

りも高くなった（図 3-6-C）。これらのことから、定常期、死滅期の増殖段階においては、

細胞内に含有される代表的な 3 種の microcystin の存在比はほとんど変化しないが、対

数増殖期において microcystinの存在比は変化することが明らかとなった。 

以上のことから、対数増殖期の細胞増殖が活発である時期においては、microcystin産

生もまた活発に行われ、その産生特性は変化するが、定常期・死滅期においては、

microcystin 産生が停止するため microcystin 含有量は減少し、産生特性に変化が現れな

かったものと考えられた。つまり、microcystin産生は細胞の増殖と相互に関係すること

が明らかとなり、細胞増殖（細胞分裂）の原単位である細胞周期が microcystin 産生と

関係していることが考えられた。 
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図 3-2 回分培養実験における M.viridisの増殖と Total-MC・Extra-MCの経時変化 

―●―M.viridis細胞数、 
---●---Total-MC（LR型）、---▲---Total-MC（RR型）、---■---Total-MC（YR型）、 
---○---Extra-MC（LR型）、---△---Extra-MC（RR型）、---□---Extra-MC（YR型） 
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図 3-3 回分培養実験における Intra-MCの経時変化 

―●―M.viridis細胞数、 
---○---Intra-MC（LR型）、---△--- Intra-MC（RR型）、---□--- Intra-MC（YR型） 
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図 3-4 回分培養実験における Con-MCの経時変化 

―●―M.viridis細胞数、 
---○---Con-MC（LR型）、---△---Con-MC（RR型）、---□---Con-MC（YR型） 
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図 3-5 連続培養実験における M.viridis細胞数の変化と NO3-N濃度の経時変化 
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図 3-6 連続培養実験における Intra-MC（A）、Con-MC（B） 
および細胞内のmicrocystinの存在比（C）の経時変化 
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3.4. 結論 

本章において、有毒藍藻類の一種である M.viridis を用いて、細胞の増殖段階と

microcystin産生特性の関係についての基礎的な知見を得るために、回分培養実験と細胞

の増殖段階を人為的にコントロールするために連続培養実験を行い、下記の知見を得る

ことができた。 

 

1) 産生された microcystinのほとんどが細胞内に保持されることが明らかとなった。 

2) 細胞内 microcystin 含有量および細胞内の microcystin 存在比は、細胞の対数増殖前

期・後期・定常期で著しく変化し、特に、対数増殖前期にもっとも多くの microcystin

が含有されることがわかった。 

3) 細胞内における microcystin存在比は、対数増殖期において顕著に変化し、定常期お

よび死滅期においてはほとんど変化せず一定であることがわかった。 
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第 4章 M.viridisのmicrocystin産生に及ぼす窒素・リンの影響 
 

4.1. はじめに 

第 2 章おいて、我国の富栄養化湖沼における microcystin 濃度の調査により、それぞ

れの湖沼および時期によって、Microcystisの細胞内に含有される microcystinの量や種類

には大きな違いがあることがわかった。この違いの第一の要因として、microcystin産生

藍藻類の増殖に応じて microcystin の量や種類に関する産生特性が変化するためではな

いかと考えられたことを第４章で述べた。第二の要因として、同じ Microcystis 属でも

M.viridis、M.aeruginosa、M.wesenbergii、M.ichthyyoblabe、M.novacekii等の種類が確認さ

れており、それぞれの種によってもmicrocystinの産生特性が異なることが考えられた。

第 2章の湖沼調査によっても、M.aeruginosaの優占化によるアオコの発生が認められた

霞ヶ浦と、M.aeruginosa および M.wesenbergii の２種の優占化によるアオコの発生が認

められた印旛沼では明らかにmicrocystinの細胞内含有量および構成比が異なっていた。

そして、第３の要因として、それぞれの湖沼によって水温、pH、照度、濁度、溶存酸

素濃度、栄養塩濃度等の様々な環境要因が異なり、その影響として、アオコを形成する

有毒藍藻類 Microcystis 属の microcystin 産生特性が変化することが考えられる。第 1 章

で述べたように、microcystinの基本構造は 7つのアミノ酸からなる環状ペプチド構造で

あるため、その骨格中には、LR型で 9原子、RR型で 12原子、そして YR型で 9原子

の窒素が含まれている。また、microcystin 生合成機構の thio-template 機構においては、

ペプチド合成酵素の働きに非常に多くの ATPが必要であるため、リンは microcystin生

合成に対して間接的に作用することが考えられる。さらに、藍藻類の異常増殖は富栄養

化した水域で頻繁に起きる現象で、湖沼・池・貯水池の富栄養化現象は無機態の窒素お

よびリンの増加が要因であり、これらの物質は一次生産者である藍藻類の増殖には欠く

ことのできない物質である。特に、Microcystis属のようにヘテロシストを形成しない種

の藍藻類は、大気中の窒素を固定することができないため、湖水中の窒素のみを利用し

て microcystin を合成することから直接的な影響を及ぼす環境因子であることが考えら

れる。 

従って、本研究の目的でもある、安全な水利用のために自然水域において有毒藍藻類
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による microcystin 産生メカニズムを解明し、microcystin 産生抑制手法を構築するため

には、湖水中の栄養塩の濃度、特に、第一次生産者の増殖にも影響を及ぼしている窒素

およびリンに注目して、これらの影響を解明する必要がある。閉鎖性の強い水域におい

ては、滞留時間が非常に長く、河川からの流入による栄養塩の供給も乏しいため、富栄

養化によって一次生産者が異常増殖すると湖水中の利用可能な栄養塩は激減し、藻類の

代謝物も水域に蓄積されるため、一次生産者の異常発生前の環境因子の影響が大きいと

考えられる。本研究では、有毒藍藻類発生と関わりの深い環境因子、窒素およびリン濃

度と microcystin 産生特性との関係を明らかにするために、増殖によって栄養塩が減少

し、代謝物も蓄積する回分培養系が閉鎖性水域モデルに類似すると考え、回分培養実験

によって基礎的検討を行った。また、しばしばアオコの発生が認められる霞ヶ浦では、

湖水中に溶存する硝酸塩およびリン酸塩の濃度は年間を通じてそれぞれ約 0～2.0 mg l-1

および 0～0.2 mg l-1の範囲である（茨城県企業局, 1982-1996）。従って、本章では硝酸塩

およびリン酸塩を霞ヶ浦レベルに設定した培養条件で、Microcystis viridisの microcystin

産生特性を調べた。 

 

4.2. 実験方法 

4.2.1. 供試藻類 

茨城県つくば市にある（独）国立環境研究所微生物系統保存施設より分与された無菌

単藻株 Microcystis viridis NIE-102を用いた。なお、この株は霞ケ浦湖水より分離された

ものであり、主に LR・RR・YR型の microcystinを産生する株であることが明らかとな

っている。 

 

4.2.2. 培養条件 

1 Lの三角フラスコにM-11培地 400 mlを分取し、M.viridisを初期添加濃度約 2.0×105 

cells ml-1となるように接種後、温度 28℃、光量子放射束密度 1,500 Lx連続照射（白色

蛍光燈、20.1 µmol photons m-2 sec-1）を照射し、緩やかに攪拌しながら回分培養を行なっ

た。窒素制限回分培養実験では、硝酸態窒素 NO3-N濃度を 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 

1.8, 2.0 mg l-1、リン制限回分培養実験ではオルトリン酸態リン PO4-P濃度を 0, 0.02, 0.04, 

0.06, 0.08, 0.09, 0.10, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18, 0.20 mg l-1に設定し、計 22系で行った。また、
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細胞内の microcystin 含有量は細胞の増殖段階によって異なることが明らかとなり、ま

た、Watanabe ら（1989）の報告より、他の有毒藍藻類の無菌単藻株においても同様の

結果が得られていることから、回収期は比較的速い段階で microcystin 構成比がほぼ一

定となり、且つ産生量の多い対数増殖後期に行った。 

 

4.2.3. microcystinの分析方法 

microcystin 分析は、第 2 章と同様の方法で行い、サンプル原液より培養液中の全

microcystin 濃度（Total-MC）を、サンプル濾液より細胞外へ溶出し培地に溶存する

microcystin濃度（Extra-MC）を求め、Total-MCから Extra-MCを差し引くことにより細

胞内 microcystin 濃度（Intra-MC）を算出した。Microcystis sp.一細胞当たりの細胞内

microcystin含有量（Con-MC）は、Intra-MCを Microcystis sp.細胞数（cells l-1）で割算す

ることによって求めた。 

 

4.2.4. microcystin産生能の評価法 

microcystin産生の活性を評価するための手法として、microcystin構成元素の一つであ

る窒素を指標とした下記の式を用いた。つまり、細胞内に取り込まれた窒素の

microcystin への変換率（収率）を求めることによって microcystin 産生能として評価を

行った。 

P = 100A (dM / dN) 

A = 14.01 β/α 

 

但し、P；microcystin産生能（％）、M；Total-MC（mg l-1）、N；懸濁態有機窒素濃度（mg 

l-1）、T；培養日数、A；定数（α；microcystin 分子量、β；窒素原子の数）とした。本研

究で特に注目した３種の microcystin それぞれの分子量および窒素原子数の値は、

microcystin-RR(α, β)＝(1044, 12)、microcystin-YR(α, β)＝(984, 9)、microcystin-LR(α, β)＝

(984, 9)である。 

また、全てのデータ解析および回帰曲線の作成には、KaleidaGraph 3.08 for Windowsを

用いて最小二乗法により求めた。 
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4.3. 結果および考察 

4.3.1. 細胞の増殖 

細胞の回収は、細胞の増殖段階の違いによって細胞内の microcystin 含有量および

microcystin 構成比が異なることから、これらの影響による microcystin 産生特性を一定

化するためにすべての培養系において対数増殖後期に回収を行った。 

NO3-N濃度 0～2.0 mg l-1および PO4-P濃度 0～0.2 mg l-1におけるそれぞれの培養系の

M.viridisの比増殖速度を求めた（図 4-1-A, B）。NO3-N濃度の変化に対して、細胞の増

殖速度は顕著に変化し、特に、0.2～0.6 mg l-1の濃度範囲においてその変化は大きく、

0.8 mg l-1以上の濃度では 0.18 day-1の値でほぼ一定となった。一方、PO4-P濃度の変化に

対しては、比増殖速度はほとんど影響を受けず、0～0.2 mg l-1の濃度範囲においては 0.15 

day-1の値でほぼ一定であった。ほとんどリンが存在しない条件下でも M.viridis の増殖

が確認されたことは、細胞内に蓄積された僅かなリンを用いて十分増殖が可能であるこ

とを示している。また、M.viridisの増殖に対し窒素濃度影響が顕著に現れたことは、細

胞内に蓄積し再利用可能な窒素源はほとんど存在しないことを示しており、富栄養化湖

沼における窒素濃度の管理がアオコの発生抑制に極めて重要であることが理解できる。 

 

4.3.2. microcystin産生 

microcystin 産生藍藻類によるアオコの形成が頻繁に起こる富栄養化湖沼においては、

microcystinの発生を抑制・コントロールし、湖水利用の際の危険回避や処理対策を講じ

ることが極めて重要である。様々な水環境因子の Microcystis 属による microcystin 産生

特性との関係を明らかにするこれまでの研究方法は、いずれも細胞乾燥重量当たりの

microcystin濃度（mg microcystin g-1 dry weight）で評価されてきたが、この方法では、湖

水の水質と microcystin の産生特性との関係を評価することは困難である。そこで、本

研究では、microcystin骨格中に多く存在する窒素原子に注目し、湖沼の富栄養化の原因

物質である窒素・リン濃度が変化したときの、培養液中の NO3-N の細胞内への取り込

み量と microcystinの産生量を測定し、取り込んだ NO3-Nの microcystinへの変換率（収

率）を求めることによって microcystin産生能の評価を行った。 

NO3-N濃度を 0～2.0 mg l-1に変化させたときの microcystinの収率は、特に、RR型の

microcystin において顕著な変化を示した。培地中に NO3-N が存在しないとき、3 種の
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microcystinとも産生は皆無であったため、収率は 0%であった。NO3-N濃度 0.2～1.0 mg 

l-1の範囲において M.viridis の microcystin 産生能は NO3-N 濃度変化に伴って増加し、

NO3-N濃度 1.2 mg l-1以上では閾値に達した。LR型の収率も RR型に比べその変化は僅

かではあるが、RR型の変化とほぼ同調した変化を示した。一方、YR型においてはNO3-N

濃度の変化によらず、ほとんど一定の収率であった（図 4-2-A）。3種の microcystin全て

の収率としては、窒素濃度の変化に伴って 0.8 mg l-1までは増加し、1.0 mg l-1以上では、

収率約 0.3%でほぼ一定となった。この microcystinの収率の変化は、図 4-1-Aで示した

ように、NO3-N濃度変化に依存した細胞の比増殖速度の変化と極めてよく似ているため、

このことからも microcystin産生と細胞増殖の密接な関係が示唆された。Orr et al.（1998）

もまた、細胞の増殖と microcystin 産生の関係に関しての報告の中で、細胞の比増殖速

度と microcystin 産生速度は正の相関があり、その相関は切片 0 を通る直線で表すこと

ができることを明らかにしている。これらのことから、microcystin産生に係る酵素が細

胞の増殖によって活性化しているのか、あるいは microcystin 産生が細胞の増殖を活性

化させているのか、など未解明な点について明らかにする必要がある。さらに、表 4-1-A

に示したように、培地中の NO3-N濃度に応じて、microcystin産生量が異なり、microcystin

の収率が変化したにもかかわらず、細胞内に含有された microcystin の量はほとんど一

定か、あるいは窒素濃度とは無関係であったことは、対数増殖後期という同じ増殖段階

においては、細胞内に含有される microcystin量は等しく、培養液中の NO3-N濃度の変

化には全く依存しないことを示した。このことからも、第 3章で示した様に、microcystin

産生特性が細胞の増殖に依存して変化することが考えられた。 

PO4-P濃度を 0～0.2 mg l-1に変化させたときの microcystinの収率は、NO3-N濃度を変

化させたときとは全く異なる結果が得られた。前述のように、M.viridisは培地中に PO4-P

が全く存在しない条件においても増殖し、microcystin 濃度の増加が認められた。特に、

PO4-P濃度が希薄な条件下において、microcystinの収率は高く（図 4-2-B）、また、細胞

内の microcystin 含有量も高い値となった（表 4-1-B）。microcystin 合成のためのリボソ

ーム非依存的ペプチド合成酵素の働きには ATP は欠くことできない必須要素であるが

（Arment and Carmichael, 1996）、リンが無い条件でも細胞数の増加や microcystin濃度の

増加が認められたことは、M.viridis が細胞内に蓄積したリンを利用し ATP 合成を行っ

たためと考えられる。しかしながら、PO4-P濃度が希薄な条件の時の方が PO4-P濃度が
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高い条件の時より、細胞内により多くの microcystin が含有されるという矛盾する結果

が得られた。 

細胞内の microcystin 含有量が変動する要因として考えられるのは、細胞内における

microcystin 産生機構と microcystin 分解機構の 2 つのメカニズムである。僅かなリンの

存在下においても microcystin 濃度の増加が認められたことから microcystin 産生機構に

対するリン濃度の影響はほとんどなく、microcystin分解機構に対してはリン濃度の枯渇

が影響し、microcystin 分解が抑制されたものと考えられる。その結果、産生された

microcystinは分解されずに細胞内に蓄積されたと推定される。このリン濃度の関与する

microcystin 分解のメカニズムとしては、ユビキチン-プロテアソーム系が考えられる。

ユビキチン-プロテアソーム系とは、本来エネルギーを必要としない化学反応であるペ

プチド化合物およびタンパク質の加水分解に、大量の ATP を必要とするペプチド分解

機構であり、細胞の増殖、特に、細胞周期にかかわるペプチドやタンパク質などの細胞

周期調節因子をはじめ、シグナル伝達因子、転写因子などの多種多様な生体機能分子の

分解に関与するシステムである。分子量約 8 kDa、76個のアミノ酸から構成される小さ

なタンパク質のユビキチンが、標的となる分子に鎖状に多数結合すると、それを 26Sプ

ロテアソームが認識して、標的分子を速やかに分解するというシステムである（Glotzer 

et al.,1991）。ユビキチン-プロテアソームによる標的物質の分解メカニズムは、ユビキチ

ンを標的物質に鎖状に結合させる前段階（ポリユビキチン化）と、ポリユビキチン化さ

れた標的物質をプロテアソームによって分解する後段階からなる。前段階には、E1・

E2・E3の 3つの酵素が必要であり、この中で特に E3が標的物質を認識するために重要

な役割を果たす（図 4-3）。 

microcystinが細胞内に存在しその含有量は細胞の増殖に伴って増減することを第3章

で述べたが、細胞内 microcystin 含有量が減少するという現象に関しては、これまで、

細胞内における microcystin 分解酵素というものが未だ発見されていない。実験データ

は示していないが、対数増殖期にある M.viridis の細胞破砕液に microcystin 標準物質を

添加し、バクテリアによる microcystinの分解を排除するために 0.1％のアジ化ナトリウ

ムを添加して 24時間 30℃でインキュベートするという実験を行ったが、microcystin濃

度が減少することは無かったという結果も得られている。 

これらのことから、PO4-P濃度が希薄な条件下では、ある程度の増殖およびmicrocystin
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産生は可能であるが、細胞内に蓄積されたリンが消費されリン枯渇状態になると、大量

のエネルギーを必要とするユビキチン-プロテアソーム系の働きに必要な ATPが不足す

るため、microcystin の分解が抑制され、その結果として、多くの microcystin が細胞内

に分解されずに蓄積されることから細胞内 microcystin 含有量が多くなったと推測され

た。そして、microcystinの収率や細胞内 microcystin含有量の増減に対しては NO3-Nお

よび PO4-P濃度の影響が大きく作用することが明らかとなり、特に、高 NO3-N・低 PO4-P

濃度の条件では自然水域において多くの microcystinが発生する可能性が示唆された。 

図 4-4にmicrocystinの収率と培養液中の 3種のmicrocystinの存在比の関係を示した。

これまでの結果より、NO3-Nおよび PO4-P濃度を変化させたところ、microcystinの収率

は顕著な変化を示した。しかしながら、産生された 3 種の microcystin の割合は、対数

増殖後期においてはほとんど変化せず一定の割（LR：RR：YR＝24：66：10）であった。

従って、窒素やリン濃度の変化は、産生する microcystin の種類に対してほとんど影響

しないことが明らかとなった。また、細胞増殖の特定の段階においては、産生される

microcystin の種類には特異性があり、その特異性は細胞外の環境状態には影響されず、

決められた固有の値を持つことが推定された。 

そこで、細胞の各増殖の段階における細胞内環境を理解するためには、細胞増殖の原

単位である細胞周期に注目し DNA複製のための各段階を把握する必要がる。事実、Shi 

et al. (1995)の報告によると、M.aeruginosa細胞内における microcystin分子の分布を免疫

抗体法により調べた結果、ゲノム DNAが含まれる核様体付近に多くの microcystinが存

在することが明らかとなっている。このことからも、DNA複製と microcystin産生が密

接に関係していることが示唆される。従って、細胞周期というの細胞内環境の変化に伴

う microcystin 産生特性を明らかにすることによって細胞増殖と microcystin 産生との関

係について更に詳細な知見が得られると考えられた。 
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図 4-1 M.viridisの比増殖速度に及ぼす NO3-N濃度(A)および PO4-P濃度(B)の影響 
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図 4-2 microcystin収率に及ぼす NO3-N濃度(A)および PO4-P濃度(B)の影響 
● 3種の microcystinの合計、○ LR型、□ RR型、△ YR型 
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表 4-1 細胞内microcystin含有量に及ぼす 
NO3-N濃度（A）および PO4-P濃度（B）の影響 

A 

NO3-N Intracellular microcystin (fg cell-1)

(mg l-1) LR RR YR

0.0 5.70 17.5 2.82
0.2 5.87 14.6 4.32
0.4 4.98 14.1 3.45
0.6 5.68 15.9 3.72
0.8 6.06 19.6 2.94
1.0 4.58 19.6 1.45
1.2 5.73 17.1 2.22
1.4 5.29 18.8 2.38
1.6 4.63 15.7 2.00
1.8 3.70 15.5 1.41
2.0 5.21 17.6 1.64

NO3-N Intracellular microcystin (fg cell-1)

(mg l-1) LR RR YR

0.0 5.70 17.5 2.82
0.2 5.87 14.6 4.32
0.4 4.98 14.1 3.45
0.6 5.68 15.9 3.72
0.8 6.06 19.6 2.94
1.0 4.58 19.6 1.45
1.2 5.73 17.1 2.22
1.4 5.29 18.8 2.38
1.6 4.63 15.7 2.00
1.8 3.70 15.5 1.41
2.0 5.21 17.6 1.64  
B 

PO4-P Intracellular microcystin (fg cell-1)

(mg l-1) LR RR YR

0.0 12.4 33.0 7.10
0.02 9.08 21.2 3.30
0.04 6.94 17.9 2.19
0.06 7.04 16.8 2.21
0.08 5.68 12.8 1.78
0.10 4.21 11.2 1.09
0.12 3.24 9.18 0.87
0.14 2.84 8.88 0.95
0.16 2.80 8.92 1.12
0.18 2.34 8.66 1.05
0.20 2.16 7.85 1.03

PO4-P Intracellular microcystin (fg cell-1)

(mg l-1) LR RR YR

0.0 12.4 33.0 7.10
0.02 9.08 21.2 3.30
0.04 6.94 17.9 2.19
0.06 7.04 16.8 2.21
0.08 5.68 12.8 1.78
0.10 4.21 11.2 1.09
0.12 3.24 9.18 0.87
0.14 2.84 8.88 0.95
0.16 2.80 8.92 1.12
0.18 2.34 8.66 1.05
0.20 2.16 7.85 1.03  
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図 4-3 ユビキチン-プロテアソーム系による標的物質の分解メカニズム（模式図） 
（服部 2000より引用） 
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図 4-4 microcystinの収率と 3種のmicrocystinの存在比の関係 
● 3種の microcystinの合計、○ LR型、□ RR型、△ YR型 
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4.4. 結論 

本章では、閉鎖性水域での藍藻類の microcystin 産生特性を明らかにするための基礎

的な知見を得るために、初期添加窒素およびリン濃度を変化させた回分培養実験によっ

て、Microcystis属の microcystin産生特性の評価を行い下記のような知見を得ることがで

きた。 

 

1) 窒素濃度の変化はM.viridisの増殖速度に影響を及ぼすがリン濃度はほとんど影響し

ないことから、僅かなリンが存在していれば細胞増殖は可能であることがわかった。 

2) 窒素制限回分培養実験による細胞内 microcystin含有量は、初期添加濃度の変化にか

かわらずほぼ一定であったが、リン制限回分培養実験における細胞内 microcystin含

有量は、低濃度のリン存在下において特に多くの microcystinを含有することがわか

った。 

3) 初期添加窒素およびリン濃度を変化させても、対数増殖後期における産生する 3種

の microcystinの割合は、ほとんど変化しないことがわかった。 
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第 5章 M.viridisの細胞周期とmicrocystin産生の関係 
 

5.1. はじめに 

第 2章から第 4章までの結果を整理すると、まず、①湖沼における一細胞当たりの細

胞内 microcystin 含有量は季節的に変化し、特に、夏季の細胞増殖の活発なときに最も

多くなった。②室内系の純粋培養実験においても、細胞の各増殖段階に応じて細胞内

microcystin含有量が変化し、対数増殖前期に最も多く定常期・死滅期に最も少なくなっ

た。また、③窒素濃度の変化に対して、細胞内 microcystin含有量および 3種の microcystin

の存在比はほとんど影響を受けず、リン濃度の変化に対しては、3種の microcystinの存

在比はほとんど影響を受けなかったものの、低濃度のリン存在下においては、ユビキチ

ン-プロテアソーム系の関与と思われる細胞内 microcystin の蓄積が認められた。これら

の結果を鑑みると、microcystin産生は細胞増殖には密接な関係があり、特に、細胞増殖

の原単位である細胞周期との係わり合いが影響していると考えられた。 

自立増殖能を持った生物は細胞から形成され、原核生物であれ真核生物であれ、細胞

周期という一連の異なった機能状態を経過しながら増殖する。細胞周期とは、G1 期

（Gap1；DNA 複製準備期間）→S 期（Synthesis；DNA 複製期間）→G2 期（Gap2；細

胞分裂準備期間）→M期（Mitosis；細胞分裂期間）→G1期の 4層で構成される一方向

性のサイクルで逆回転することは無い。ただし、細胞を顕微鏡で観察したときには、可

視的な変化が見られるのはM期のみで、G1、S、G2を区別することは不可能であるた

め、M 期以外の相は一括して間期（interphase）と呼ばれる。藍藻類のような染色体を

持たない原核細胞においては、ただ一組の環状 DNAを複製して 2つの娘細胞に分配す

るため、真核細胞のような有糸分裂を行う必要が無いが、細胞周期の中では細胞内の

DNA量は 1倍～2倍の周期的な変化を繰り返す（図 5-1）。また、G1期の途中には制御

点（R点）と呼ばれるチェックポイントがあり、細胞周期のサイクルの進行に必要な細

胞内環境はこの地点を通るまでの間に整えられなければならない。この制御点までの間

に、細胞内の栄養状態などの条件が満たされない場合は、G1 期あるいは G0 期で細胞

周期は停滞する。しかしながら、この制御点を越えてしまえば、細胞内外の諸条件を問

わず細胞周期のサイクルは自動的に S期・G2期・M期へと動き出すというシステムで
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ある。 

上記の点を鑑み、DNA 複製に伴う細胞周期という細胞内環境の変化と共に、細胞内

microcystinの Microcystis viridisの細胞内における動態を測定し、その含有量の周期性、

microcystin産生特性について明らかにするために、以下の実験を行った。 
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図 5-1 細胞周期の概念図 

（中山 2001より引用） 

 
 



50 

 

5.2. 実験方法 

5.2.1. 供試藻類 

茨城県つくば市にある（独）国立環境研究所微生物系統保存施設より分与された無菌

単藻株 Microcystis viridis NIE-102を用いた。なお、この株は霞ケ浦湖水より分離された

ものであり、主に LR・RR・YR型の microcystinを産生する株であることが明らかとな

っている。 

 

5.2.2. 培養方法 

microcystin濃度が十分測定可能な 1×106 cells ml-1の細胞濃度で、且つ M.viridisの細

胞周期を同調するための前培養を行うために、12 L容の培養ビンに NO3-N濃度 1 mg l-1、

PO4-P濃度 0.1 mg l-1に調製した 10 LのM-11培地（Yagi et al., 1986）［NaNO3 (100 mg), 

K2HPO4 (10 mg), MgSO4･7H2O (75 mg), CaCl2･2H2O (40 mg), Na2CO3 (30 mg), FeSO4･7H2O 

(1.0 mg), Na2EDTA･2H2O (1.0 mg), distilled water (1 L), pH 8.0］を入れ、121℃・40分間滅

菌後、あらかじめ 500 ml容の Erlenmyer flaskで前培養を行い定常期に達した M.viridis 

NIES-102を 100 ml添加し、温度 30±0.5℃、照度 4,000 Lx連続照射（白色蛍光灯、54 µmol 

photons m-2 sec-1）、曝気 250 ml min-1の条件で緩やかに攪拌しながら 8日間純粋培養を行

った。この同調培養により培養液中のほとんどの細胞が G0/G1 期に同調されたことを

確認後、通常のM-11培地の NO3-N濃度 16 mg l-1、PO4-P濃度 1.75 mg l-1になるように、

NaNO3溶液および K2HPO4溶液をそれぞれγ滅菌済み孔径 0.2 µm のフィルターを通し

て添加した。この系をNO3-N高濃度系および PO4-P高濃度系とした。また、同様にNO3-N

濃度 1 mg l-1および PO4-P濃度 0.1 mg l-1になるように NaNO3溶液およびK2HPO4溶液を

添加した系を NO3-N 低濃度系および PO4-P 低濃度系とし、窒素・リン濃度の違いによ

る各細胞周期での細胞内 microcystin 含有量の比較を行った。この時を実験開始 0 時間

目とし、6時間ごとに細胞のカウントおよびサンプリングを行った。microcystin濃度の

測定用のサンプルは、4000×g、4℃で遠心分離し、回収された細胞ペレットを凍結乾燥

後、－20℃で保存した。分析の直前に、5%酢酸に懸濁し microcystin 抽出を各サンプル

3 回行った。この microcystin 粗抽出液を第 2 章の microcystin 測定法に従って分析し、

Intra-MCとした。Microcystis sp.一細胞当たりの細胞内 microcystin含有量（Con-MC）は、
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Intra-MCを Microcystis sp.細胞数（cells l-1）で割算することによって求めた。細胞周期

測定用のサンプルは、4000×g、4℃で遠心分離し、回収された細胞ペレットを蒸留水で

洗浄後、70%イソプロパノールに再懸濁した状態で測定まで－20℃で保存した。 

 

5.2.3. SYTOX Green核酸染色 

SYTOX Green（MolecularProbes Co.）は、細胞膜に吸着されること無く、容易に死細

胞の細胞膜を透過できる核酸との親和性が非常に高い核酸染色蛍光試薬であり、グラム

陽性・グラム陰性のどちらのバクテリアに対しても有効で、酵母やその他多くの原核生

物に利用することができる。短時間の染色時間で、細胞膜を透過した SYTOX Greenは

核酸と結合し、488 nmのアルゴンイオンレーザーによって励起することができ、523 nm

の緑色の蛍光を発するため、フローサイトメーターによる検出が可能である。また、一

般的に細胞周期の測定のために用いられている Propidium Iodide（PI）より SYTOX Green

は DNAと結合したときの蛍光強度が強いため高い測定精度を得られることが明らかと

なっている。この SYTOX Greenを用いた M.viridis細胞の核酸染色は、Roth et al.（1997）

の方法に従って行った。70%イソプロパノールに再懸濁した M.viridis細胞は、104～107 

cells ml-1になるように 4000×g、4℃で遠心分離し、回収された細胞ペレットを 10 mM 

Tris・1 mM EDTA・pH 8.0 （TE buffer）で洗浄し、TE bufferで再懸濁後、全ての細胞を

完全に死滅させるために恒温器で 80℃、10 分インキュベートした。次いで、SYTOX 

Green の RNA への非特異的な結合を防ぐために、最終濃度 100 µg ml-1となるように

RNasa A（DNase free）を添加し、恒温器で 37℃、30分インキュベートした。そして、

最終濃度 0.5 µMとなるように SYTOX Greenを加え核酸の蛍光染色を行った。 

 

5.2.4. 細胞周期の測定 

STOX Greenによって核酸を蛍光染色された細胞サンプルは、488 nmアルゴンイオン

レーザーを装備したフローサイトメーター、FACSCalibur（Becton Dicknson）を用いて、

培養液中の細胞の細胞周期の割合を測定した。フローサイトメーターの原理を図 5-2に

示した。測定可能な細胞周期は、細胞内の DNA量が 1倍量の G0/G1期、1～2倍量の間

の状態である S期、2倍量の G2/M期の 3つの相である。細胞周期の分析では、細胞分

裂が終了後も 2細胞が接着したために生じる 2倍の蛍光強度を排除するために、Forward 
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Scatterおよび Side Scatterを用いて分析エリアのゲーティングを行った。細胞周期の割

合は 10,000細胞の蛍光強度を測定し、ゲート内のデータ収集速度は、300 event sec-1以

下で行った。収集したデータの解析には、ModFit LT（Version 2.0；Verity Software House, 

Inc）を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

FACSCalibur (Becton Dickinson)

フローサイトメーター 488 nm
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蛍光

細胞FACSCalibur (Becton Dickinson)
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フローサイトメーター 488 nm
ｱﾙｺﾞﾝｲｵﾝﾚｰｻﾞｰ

前方散乱光
(Forward Scatter)

側方散乱光
(Side Scatter)

532 nm
SYTOX Green

蛍光

細胞

488 nm
ｱﾙｺﾞﾝｲｵﾝﾚｰｻﾞｰ

前方散乱光
(Forward Scatter)

側方散乱光
(Side Scatter)

532 nm
SYTOX Green

蛍光

細胞

 

G0G1G0G1

G2MG2M SS

G0G1G0G1G0G1G0G1

G2MG2MG2MG2M SSSS  
 

図 5-2 フローサイトメーターの原理 
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5.2.5. dsDNAの定量 

培養液中の dsDNAを定量するために、上記の操作で dsDNAの蛍光染色を行った後、

Fluoroskan Ascent FL（Thermo Labsystem）を用いて、蛍光強度の測定を行った。SYTOX 

Green/dsDNA複合体は 485 nmで励起し、その蛍光の 532 nmを検出した。定量のための

蛍光強度の標準として、Calf thymus DNA （Wako Co.）を使用した。 

 

5.3. 結果および考察 

5.3.1. SYTOX Green核酸染色の効果 

M.viridis NIES-102に対する SYTOX Greenの染色効果を確認するための予備実験を行った

(図 5-3)。SYTOX Green濃度を 0.005から 5 µMまで変化させ、異なる細胞濃度（104～107 cells 

ml-1）を染色し蛍光の強度を比較した。細胞濃度によって最大蛍光を示す SYTOX Green 濃

度は異なり、0.5 µM以上の濃度では蛍光強度の減少が見られた。従って、細胞濃度に係わ

らず M.viridis NIES-102の染色には 0.5 µMの SYTOX Green濃度が最も有効であることがわ

かった。 

 

5.3.2. NO3-Nの影響 

5.3.2-1. 同調培養 

前培養による細胞数の増加と、8日目の細胞周期の FACSによる分析結果のヒストグ

ラムを図 5-4に示した。4日目の培養液中の全てのNO3-Nが細胞内に取り込まれたため、

窒素枯渇状態になり、細胞の増殖が停止し、さらに 4日間の定常期を継続させた。8日

目の培養液中の細胞の細胞周期を測定したところ、どちらの系においても、1本のシャ

ープなヒストグラムが得られ、90%以上の細胞が G0/G1期であることを示した。従って、

この同調培養により培養液中のほとんどの細胞が増殖における定常状態の G0/G1 期に

同調されたことが確認され、通常のM-11培地の NO3-N濃度である 16 mg l-1になるよう

に添加した系と 1.0 mg l-1になるように添加した系の 2系を調製しそれぞれの細胞周期

における microcystin含有量の比較のための実験を開始した。この時を 0時間目とした。 
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5.3.2-2. 細胞内microcystin含有量と細胞周期の関係 

NO3-N高濃度系および低濃度系の Con-MCの経時変化を図 5-5に示した。どちらの

系においても、窒素添加後から 18 時間目までは、3 種の microcystin の含有量はほぼ

一定量を推移し、それらの存在比も変化しなかった。18時間目以後から36時間目まで、

どちらの系においても 3種のmicrocystinの含有量の増加が認められ、3種の中でも特

に LR 型の増加が最も著しかった。36 時間目以後、低濃度系では細胞内 microcystin

含有量が減少したが、培養液ろ液中の細胞外microcystinの増加は認められなかったこ

とから、microcystin が細胞内で異化・分解されたもの考えられた。一方、高濃度系に

おいては、LR型および YR型の含有量は減少したが、RR型の含有量は 48時間目まで

増加した。3種のmicrocystinの総含有量は 36時間目以後ほぼ一定となったことから、

細胞内では RR型の合成と LR型・YR型の異化・分解反応が同時に起きていたことが

考えられた。これらの結果からも明らかなように、僅か 36時間の間に Con-MCの値は

大きな変動を示した。 

次に、microcystin産生と細胞周期の関係を明らかにするために、フローサイトメータ

ーを用いて、高濃度系・底濃度系の NO3-N 添加後の細胞増殖と、細胞周期の割合の経

時的変化を測定した。Microcystis属の細胞周期を測定したデータは世界的にも前例が無

いため、本研究では、フローサイトメーターで各細胞周期を決定するために、培地中の

窒素が枯渇し細胞の増殖が定常期となった０時間目に得られたヒストグラム中の一本

のピークを G0/G1期のピークと定義した。また、顕微鏡観察においても、0時間目の細

胞に分裂途中の細胞は無く単一の比較的小さな細胞集団であったことを確認した。全て

のデータを通してヒストグラム中の G0/G1 ピークと G2/M ピークの DNA 蛍光強度

（FL-1）の比は 1.9であった（図 5-7）。また、細胞周期分析の精度を表す、G0/G1ピー

クの変動係数（CVG0/G1）の値は、平均して 9.6であった。この値は、他の核酸蛍光染色

試薬であるSYBR Green Iを用いて海洋性植物プランクトンの細胞周期を測定したMaria 

et al.（1997）の報告における値とほぼ一致したことから、SYTOX Greenはアオコ形成

藍藻類 M.viridis の細胞周期解析に対して有効であることが明らかとなった。図 5-6 に

M.viridisの細胞数の経時変化と各細胞周期の割合の経時変化を示した。また、図 5-7に

0、24、36、48時間目におけるフローサイトメーターによる細胞周期ヒストグラムを示

した。時間の経過と共に、G0/G1ピークが小さくなり、代わりに S期および G2/M期の
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ピークが大きくなる変化が明確に示すされた。1.0 mg l-1 NO3-NのM-11培地を用いた前

培養の同調によって、どちらの系においても、0 時間目の培養液中の細胞のうち、90%

以上が G0/G1 期に同調された。その後、G0/G1 期の細胞の割合が緩やかに減少すると

ともに、DNA複製期である S期の細胞の割合が緩やかに増加し、24時間目には S期の

細胞の割合が 60 時間の培養を通して最も高い値となった。また、24 時間目に初めて

G2/M期の細胞が検出され、36時間目には約 50%の細胞が G2/M期に移行したことを示

した。36 時間目以後、高濃度系においては G2/M 期の割合は減少し、60 時間目にはほ

とんど検出されず G0/G1期の細胞が再び増加したが、低濃度系においては、G2/M期の

細胞の減少は緩やかで、G0/G1期の増加量も僅かであったことから、窒素濃度の違いに

よって細胞周期サイクルの回転速度に差が現れたものと考えられた。細胞濃度の変化は、

36 時間目まではほとんど一定であり、42 時間目以後細胞分裂が起こり増殖が認められ

た。図 5-5と図 5-6より、細胞の増殖は 36時間目以後からであったのに対して、Con-MC

の増加は 18時間目以後からであったことから、細胞内での microcystinの蓄積は増殖よ

りも早い段階で始まっていることが分かった。また、Con-MCの値の増加が認められた

18時間目というのは、どちらの系においても G2/M期の細胞が始めて検出された時間で

あり、G2/M期の細胞の増加と Con-MCの値の増加は極めてよく一致した。つまり、こ

の G2/M期の細胞が顕著に増加した 18～36時間の間というのは、細胞内において DNA

複製が活発に行われていた期間であり、この期間に Con-MC が増加したということは、

DNA複製と同時に microcystin産生が活発に行われたことを示している。 

従って、DNA 複製と microcystin 産生が同時に起こるということは、DNA 濃度と

microcystin濃度には正の相関があると考え培養液中の dsDNAを定量し、microcystin濃

度との関係を求た（図 5-8）。その結果、やはり DNA濃度と microcystin濃度には高い正

の相関があり、高濃度系・低濃度系の結果を合わせても、3 種の microcystin ともに R2

≧0.9の高い決定係数が得られたことからも、DNA複製と microcystin産生には何らかの

強い関係があることを示した。また、細胞内に含有された 3 種の microcystin の存在比

は高濃度系においては、特に 0時間目と 60時間目ではほぼ等しく、LR：RR：YR＝25：

60：15の割合であった（図 5-9）。このことから、60時間目には G2/M期の細胞がほと

んど無くなり G0/G1 期の細胞が増加したことから、60 時間で細胞周期が一周したこと

が考えられ、18～42時間目の間で細胞周期の進行とともに 3種の microcystinの割合が
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変動しても、再び同様の割合に戻るという変化から、細胞周期の中で固有の microcystin

の量や割合が保持されていることが示唆された。 

このことから、60 時間の培養の中で、最も代表的な 3 点（G0/G1 期の割合が最も多

かった 0時間目、S期の割合が最も高くなった 24時間目、G2/M期の割合が最も高くな

った 36 時間目）を選択し、それぞれの時間における細胞周期の割合および 3 種の

Con-MC の値（表 5-1）より、下記の連立方程式を用いて各細胞周期における固有の

microcystin含有量を求めた。また、細胞周期における固有の microcystin含有量＝LR型

（LG0G1, LS, LG2M）, RR型（RG0G1, RS, RG2M）, YR型（YG0G1, YS, YG2M）、細胞周期の割合＝

G0/G1期（A）, S期（B）, G2/M期（C）、Con-MC＝LR型（L）, RR型（R）,YR型（Y）、

時間＝0 h（t1）, 24 h （t2）, 36 h （t3）と定義した。 
 

At1 LG0G1 + Bt1 LS + Ct1 LG2M = Lt1

At2 LG0G1 + Bt2 LS + Ct2 LG2M = Lt2

At3 LG0G1 + Bt3 LS + Ct3 LG2M = Lt3

At1 RG0G1 + Bt1 RS + Ct1 RG2M = Rt1

At2 RG0G1 + Bt2 RS + Ct2 RG2M = Rt2

At3 RG0G1 + Bt3 RS + Ct3 RG2M = Rt3

At1 YG0G1 + Bt1 YS + Ct1 YG2M = Yt1

At2 YG0G1 + Bt2 YS + Ct2 YG2M = Yt2

At3 YG0G1 + Bt3 YS + Ct3 YG2M = Yt3

At1 LG0G1 + Bt1 LS + Ct1 LG2M = Lt1

At2 LG0G1 + Bt2 LS + Ct2 LG2M = Lt2

At3 LG0G1 + Bt3 LS + Ct3 LG2M = Lt3

At1 RG0G1 + Bt1 RS + Ct1 RG2M = Rt1

At2 RG0G1 + Bt2 RS + Ct2 RG2M = Rt2

At3 RG0G1 + Bt3 RS + Ct3 RG2M = Rt3

At1 YG0G1 + Bt1 YS + Ct1 YG2M = Yt1

At2 YG0G1 + Bt2 YS + Ct2 YG2M = Yt2

At3 YG0G1 + Bt3 YS + Ct3 YG2M = Yt3  
 

この連立方程式により求められた各細胞周期に固有の microcystin含有量を図 5-10に

示し、3 種の microcystin の固有の割合を表 5-2 に示した。細胞内 microcystin 含有量は

G2/M期に最も多く、G0/G1期に最小であり、細胞周期の移行に伴って増加することが

明らかとなった。このことは、図 5-7の DNA濃度と microcystin濃度の関係が高い正の

相関を示したことと一致する結果であった。細胞周期の中で、G0/G1～G2/M へ移行す

るときの細胞内の microcystin 含有量は、高濃度系・低濃度系どちらの計においてもで

約 6 倍の変動であった。しかしながら、各細胞周期における microcystin 含有量を高濃

度系と低濃度系で比較してみると、G2/M期において、高濃度系のほうが低濃度系より

も約 1.3倍多い値となったが、G0/G1期および S期の microcystin含有量はほとんど等し
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かった。従って、NO3-N 濃度の違いによる microcystin 含有量への影響は、細胞周期の

違いによる microcystin 含有量への影響に比べ非常に小さいことがわかった。また、そ

れぞれの細胞周期に含有された 3 種の microcystin の割合もまた、窒素濃度の違いによ

らずそれぞれの細胞周期においてほとんど等しい割合で存在した。しかしながら、細胞

周期の遷移に伴って、3種の microcystinの割合は顕著に変化し、特に、G0/G1期および

G2/M期においては RR型の割合が最も高かったが、S期においては LR型の割合が最も

高くなった。このことは、図 5-5において、他の 2種と比べ 18～36時間目における LR

型の Con-MCの増加の傾きが大きかったことからも、S期において、LR型の microcystin

を特に活発に産生していたことが推定された。また、G0/G1期における 3種のmicrocystin

の割合は、Kaya and Watanabe（1990）が報告した M.viridis NIES-102の定常期における 3

種の microcystinの割合 LR：RR：YR＝23：67：10とほぼ一致する値であった。 

以上のことから、細胞増殖の定常期においては G0/G1期の細胞の割合が非常に高く、

対数増殖期においては S期や G2/M期の細胞の割合が高いと推定され、第 3章で行った

実験のように、細胞の増殖段階によって細胞内 microcystin の含有量や種類が様々に変

化するという現象は、培養液中の細胞の細胞周期の割合が変化するためであると考えら

れた。従って、富栄養化湖沼においても同様に、細胞内 microcystin の含有量や種類が

様々に変化する要因は、発生した藍藻類の細胞周期の割合の影響が大きいと考えられた。

本研究の目的でもある湖沼における microcystin 発生抑制・コントロールを行うために

は、優占化したアオコ形成藍藻類の細胞周期注目することが必要不可欠であることが明

らかとなった。 
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図 5-3 細胞濃度と SYTOX Green濃度の関係 
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図 5-4 同調培養による細胞数の変化と同調後の細胞周期のヒストグラム 
(A)NO3-N高濃度系、(B)NO3-N低濃度系で使用するための前培養 
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図 5-5 細胞内microcystin含有量の経時変化 

(A)NO3-N高濃度系、(B)NO3-N低濃度系 
 

0 10 20 30 40 50 60

100

50

0

Time (h)

C
el

l c
yc

le
 (%

)

106

107

C
el

ls 
(c

el
ls

 m
l-1

)

● Cells
○ G0/G1-phase
□ S-phase
△ G2/M-phase

B

A

106

107 100

50

0
0 10 20 30 40 50 60

100

50

0

Time (h)

C
el

l c
yc

le
 (%

)

106

107

C
el

ls 
(c

el
ls

 m
l-1

)

● Cells
○ G0/G1-phase
□ S-phase
△ G2/M-phase

B

A

106

107 100

50

0

 
図 5-6 M.viridis細胞数および各細胞周期の割合の経時変化 

(A)NO3-N高濃度系、(B)NO3-N低濃度系 
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図 5-7 フローサイトメーターによる細胞周期ヒストグラム 
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図 5-8 培養液中の dsDNA濃度とmicrocystin濃度の関係 
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図 5-9 3種の細胞内microcystinの存在比 

(A)NO3-N高濃度系、(B)NO3-N低濃度系 
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表 5-1 各細胞周期の割合の最大値とその時の細胞内microcystin含有量の値 

Low-N treatment (NO3-N 1.0 mg l-1)

RR G2/M CV G1G0/G1YR S
microcystins (fg cell-1) cell cycle (ratio)

0.044
0.287
0.050

0.060
0.314
0.050

0.451
0.668
0.950

0.473
0.661
0.950

0.505
0.045

0

0.467
0.025

0

10.35.1214.18.6736
10.33.907.955.7524
9.21.776.082.300

10.15.9917.314.036
10.53.517.695.7924
8.91.757.202.690

High-N treatment (NO3-N 16 mg l-1)
LRTime (h)

Low-N treatment (NO3-N 1.0 mg l-1)

RR G2/M CV G1G0/G1YR S
microcystins (fg cell-1) cell cycle (ratio)

0.044
0.287
0.050

0.060
0.314
0.050

0.451
0.668
0.950

0.473
0.661
0.950

0.505
0.045

0

0.467
0.025

0

10.35.1214.18.6736
10.33.907.955.7524
9.21.776.082.300

10.15.9917.314.036
10.53.517.695.7924
8.91.757.202.690

High-N treatment (NO3-N 16 mg l-1)
LRTime (h)
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図 5-10 各細胞周期に固有の細胞内microcystin含有量 

(A)NO3-N高濃度系、(B)NO3-N低濃度系 
データは 3つのサンプルを測定した平均値である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 5-2 各細胞周期に固有の細胞内microcystinの存在比 

18.448.633.0G2/M
32.229.937.9S
15.665.319.1G0/G1

Low-N treatment
(NO3-N: 1.0 mg l-1)

15.944.040.1G2/M
27.029.743.3S
13.466.320.3G0/G1High-N treatment

(NO3-N: 16 mg l-1)

YR (%)RR (%)LR (%)cell cycle

18.448.633.0G2/M
32.229.937.9S
15.665.319.1G0/G1

Low-N treatment
(NO3-N: 1.0 mg l-1)

15.944.040.1G2/M
27.029.743.3S
13.466.320.3G0/G1High-N treatment

(NO3-N: 16 mg l-1)

YR (%)RR (%)LR (%)cell cycle
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5.3.3. PO4-Pの影響 

5.3.3-1. 同調培養 

前培養による細胞数の増殖曲線を図 5-11に示した。5日目に培養液中の全ての PO4-P

が細胞内に取り込まれたが、細胞の増殖はどちらの系においても 9日目まで継続し、細

胞内のリンのみを利用して長期間増殖可能であることを示した。そして 10 日目に増殖

はほぼ停止した。10 日目の培養液中の細胞の細胞周期を測定したところ、どちらの系

においても、1本のシャープなヒストグラムが得られ、90%以上の細胞が G0/G1期であ

ることを示した。従って、この同調培養により培養液中のほとんどの細胞が増殖におけ

る定常状態の G0/G1期に同調されたことが確認され、通常の M-11 培地の PO4-P濃度で

ある 1.75 mg l-1になるように添加した系と 0.1 mg l-1になるように添加した系の 2系を作

成しそれぞれの細胞周期における microcystin 含有量の比較のための実験を開始した。

この時を 0時間目とした。 

 

5.3.3-2. 細胞内microcystin含有量と細胞周期の関係 

PO4-P高濃度系および低濃度系の Con-MCの経時変化を図 5-12に示した。どちらの系

においても、NO3-N高濃度系および低濃度系の実験結果と同様に、リン酸塩添加後から

18 時間目までは、3 種の microcystin の含有量はほぼ一定量を推移しほとんど増減は認

められなかった。細胞が窒素およびリン枯渇状態に陥った場合、M.viridisは microcystin

の産生が可能な状態になるまでに約 18時間必要であることがわかった。この 18時間目

までの 3種の microcystinの割合は、とちらの系においても、約 LR：RR：YR＝40：40：

20 であった（図 5-13）。NO3-N高濃度系および低濃度系の実験結果では、最初の 18 時

間目まで約 LR：RR：YR＝20：65：15 であったため、前培養で細胞内の窒素が枯渇し

た場合とリンが枯渇した場合では細胞内に保持される microcystin の種類・割合が異な

ることが考えられた。また、0～18時間目までの細胞内の総 microcystin量は 4系全ての

実験系で約 15 fg cell-1で等しかったことから、microcystinの枯渇した栄養塩の種類によ

らず産生量は変化しないことがわかった。リン酸塩添加から 24 時間目以後、どちらの

系においても RR 型の存在比が増加および LR 型・YR 型の割合の減少が顕著に現れ、

60時間目には約 LR：RR：YR＝20：65：15の割合となった。NO3-N高濃度系において、
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24時間目以後 3種のmicrocystinの割合は変化したものの 48～60時間目に再び初期の割

合に回復するという現象が認められたため、LR：RR：YR＝20：65：15という割合は、

栄養塩が充分に存在した時の細胞の定常状態において特徴的な比率であり、細胞分裂を

引き起こすための細胞内環境として重要な割合であると考えられた。リンが枯渇した場

合には ATP の不足が生じたことにより、第 4 章でも述べたように、高エネルギー要求

性のユビキチン-プロテアソーム系に影響し、細胞内での microcystin 分解特性が変化し

たために分解される microcystin の種類が変化した結果、蓄積された microcystin の割合

が変化したものと考えられた。24時間目以後、LR型および YR型の細胞内含有量は 36

時間目まで増加し 42時間目以後減少した。RR型は 42時間目まで増加したのちほぼ一

定量となった。この変化は、NO3-N高濃度系における変化と類似しており、LR：RR：

YR＝20：65：15の割合を保持するために RR型の microcystin産生が活発に生じたと推

測された。mcy遺伝子が解読された現在においても、このような種類の異なるmicrocystin

のそれぞれの産生特異性については未だ明らかとなっていないが、細胞増殖、細胞周期

に応じて microcystin産生は変化することが示された。 

培養液中の細胞のそれぞれの細胞周期の割合の経時変化を図 5-14に示した。0時間目

の細胞周期の割合は、どちらの系においても 90％以上が G0/G1期に同調された。G0/G1

期の細胞は緩やかに減少し、まず S期の細胞の割合が 30時間目にピークとなり、次い

で G2/M 気の細胞の割合が 42 時間目に最大値となった。細胞の増殖が顕著に認められ

たのは、42時間目からであるが、microcystinの蓄積が始まったのは 24時間目からであ

るため、増殖よりも microcystin産生が先行して生じていることが分かった。また、NO3-N

高濃度系および低濃度系の結果と同様に、G2/M期の細胞の割合と細胞内 microcystin含

有量の変化は同期しており、G2/M期の細胞内にはより多くの microcystinが含まれるこ

とが推定された。 

これらのことから、それぞれの細胞周期に固有の microcystin 含有量を、上述の連立

方程式を用いて、表 5-3に示した 0時間目（t1）、30時間目（t2）、42時間目（t3）のそ

れぞれの測定値より求めた。細胞周期に固有の microcystin 含有量は、細胞周期サイク

ルの移行と共に増加する傾向を示し、また、S期および G2/M期における含有量は、PO4-P

低濃度系において高い値となった（図 5-15）。この結果は、第 4章の回分培養実験にお

ける低リン濃度ほど microcystin 含有量が高いという結果と一致するものであった。し



66 

かしながら、2系間における含有量の差異は最大でも G2/M期における 1.25倍であった

が、細胞周期の間では約 4倍の変化が求められた。このことからも、microcystin産生特

性に及ぼす窒素やリンなどの外的要因よりもむしろ、細胞周期という内的要因の影響は

非常に大きいことが分った。また、それぞれの細胞周期にける固有の microcystin の存

在比は、図 5-13 からも明らかであったように、NO3-N 濃度の影響とは全く異なり、細

胞周期サイクルの移行と共に RR型の割合の増加が顕著であった。 

細胞内の microcystin 含有量を制御するには産生と分解の双方の機構が係わっている

と考えられる。NO3-Nで同調した実験では、PO4-Pは培養液中に十分存在するため双方

のバランスは保たれるが、PO4-Pで同調した実験では、NO3-Nは培養液中に十分存在す

るが、実験開始直後から ATP不足によるユビキチン-プロテアソーム系が阻害され分解

機構が抑制されるため産生と分解のバランスが崩れると思われる。その結果、NO3-N系

および PO4-P系で、異なる結果が得られたと考えられた。 

以上のことから、細胞周期と microcystin 産生の関係について以下のようなことが考

えられた。細胞周期のサイクルには、アクセルやブレーキの役割を果たす制御機構が備

わっている（Murray, 1989; Murray and Kirschner, 1989; Morgan, 1995）。その主たる制御機

構であるサイクリン-サイクリン依存性キナーゼ（CDK）複合体の周期メカニズムやそ

の上流に位置するシグナル伝達機構、下流に位置する DNA複製調節の 3層構造のそれ

ぞれが密接に関与し合うことによって、アクセルやブレーキの役割を果たす種々のタン

パク質や分子の発現量や、リン酸化などの修飾による活性制御が細胞周期の 4相のサイ

クルの中で周期的に変化する（Wells et al., 1999）。サイクリン依存性キナーゼ（CDK, 

cyclin dependent kinase）は、キナーゼ活性を担う触媒サブユニットの CDKと調節サブ

ユニットのサイクリンの複合体からなり、CDK は単独では活性が無いため、キナーゼ

の活性化のためにはサイクリンの CDK への結合が必要である（Dunphy et al., 1988; 

Gautier et al., 1988）。サイクリン-CDK複合体が完全に活性化するためには、更に CDK

活性化キナーゼ（CAK, cyclin activating kinase）による CDKのスレオニン残基のリン酸

化が必要である。サイクリンの結合と CAK による T160 のリン酸化により活性部位を

覆っている T ループが構造変化し、CDK の活性中心が露出して、基質となるタンパク

質をリン酸化可能となる。キナーゼ本体である CDKは細胞周期を通じて存在する安定

なタンパク質であるが、キナーゼ活性は細胞周期の進行に伴い変動する。この周期性は
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サイクリンの合成と分解に強く依存している。一方、CDKをリン酸化する CAK活性も

細胞周期を通じて存在するため、合成されたサイクリンが CDKと結合すると複合体は

直ちにリン酸化されて活性状態になる。従って、活性型の CDKのキナーゼレベルを細

胞周期の適切な時期になるまで抑制し、その抑制解除によって CDKキナーゼを一過的

に活性化させる調節系が細胞内には存在している。その一つとして、活性化ポケットの

ATP結合部位の近傍にあるチロシン（Y14）とスレオニン（T15）のリン酸化による CDK

のキナーゼ活性抑制制御のメカニズムがある。この活性抑制は Y14/T15を脱リン酸化す

るプロテイン（Tyr）ホスファターゼ Cdc25 により解除されるが、Cdc25 の活性はプロ

テイン（Ser/Thr）ホスファターゼ PP2Aの脱リン酸化によって制御される（Kumagai and 

Dunphy, 1992; Clarke et al., 1993）。もう一つの仕組みは、CDK 阻害因子（CKI, CDK 

inhibitor）のサイクリン-CDK 複合体への結合によるキナーゼ活性の抑制である。この

CDK活性の抑制は、ユビキチン-プロテアソーム系による CKIの選択的分解によって解

除される。これらの、抑制と解除による CDK 活性制御は、細胞周期における CDK 活

性化のタイミングばかりでなく、細胞周期の進行をモニターするチェックポイントの制

御においても重要な役割を果たしており、細胞分裂によって増殖する多くの生物間で共

通した機構であると考えられている（図 5-16）。 

本章の結果より、microcystinは G2/M期の細胞内に多く含有されたことから、細胞周

期制御機構の中で特にこの時期に重要な役割を持っていることが推定できる。そして、

この時期に特異的に発現し活性化する細胞周期制御分子としてはサイクリン B および

CDK1（Cdc2）が挙げられ、これらのサイクリン B－CDK1複合体は G2期からM期へ

の遷移を調節し細胞分裂を促すという働きを持つ（Pines, 1999）。さらに microcystinは

プロテイン（Ser/Thr）ホスファターゼ PP1および PP2Aの働きを阻害することが明らか

となっていることや（Honkanen et al., 1990; Yoshizawa et al., 1990）、近年、microcystinを

産生する Microcystis属および Anabaena属もまた多くの真核生物の PP1および PP2Aと

相同性の高いプロテイン（Ser/Thr）ホスファターゼを持つことが明らかとなっているこ

とから（Shi and Carmichael, 1997; Shi et al, 1999）、M.viridis細胞内においても microcystin

は PP1および PP2Aを介してタンパク質のリン酸化・脱リン酸化の調節に関与する性質

を持つことが推定され、藍藻類の細胞周期制御機構の中で G2期においてM期の開始を

調節するための Cdc25Cの脱リン酸化に関与する PP2Aの阻害作用を持ち、サイクリン
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B－CDK1複合体の活性化に対して間接的に作用することが考えられた（図 5-16）。また、

Cdc25C によって活性化されたサイクリン B－CDK1 複合体は、細胞周期制御タンパク

質をリン酸化するだけでなく、非活性型の Cdc25Cもまたリン酸化し活性化させるとい

う CDK1/Cdc25C間のポジティブフィードバック機構が存在するため、それによって急

速なサイクリン B－CDK1複合体の活性化を引き起こすことができる（Karaiskou et al., 

1998, 1999）。従って、microcystinは、PP2Aによる Cdc25Cの脱リン酸化を抑制するこ

とで、サイクリン B－CDK1複合体による Cdc25Cのリン酸化を促進させ、結果として

サイクリン B－CDK1複合体の劇的な活性化を引き起こすと考えられる。このことから

microcystinは、G2期からM期への移行を調節するための重要な役割を持つする分子の

一つで、G2チェックポイント機構に関係すると推定され、つまり microcystinは M.viridis

の細胞分裂を制御するための重要な物質であることが推察された。 

このような microcystin の役割によって、有毒藍藻類は無毒藍藻類よりも急速な細胞

増殖能を獲得し、アオコ形成藍藻類として優占化するのではないかと推定できる。従っ

て、有毒藍藻類の microcystin 産生を抑制することは、アオコ発生水域から microcystin

を減少させるだけでなく有毒藍藻類の増殖抑制効果もあり、富栄養化湖沼で発生した有

毒アオコそのものの低減化が可能であると考えられる。 

従来、原核生物と真核生物のタンパク質リン酸化および脱リン酸化の反応は、原核生

物においてはヒスチジン/アスパラギン酸およびチロシン残基上で起こり、真核生物で

はセリン/スレオニン残基上で起こると考えられていたが、近年、種々のバクテリアに

おいて報告されたタンパク質リン酸化および脱リン酸化酵素の中には真核生物と極め

て相同性の高い酵素のあることが明らかとなっている（Alex and Simon, 1994; Hunter, 

1995; Appleby et al., 1996; Kennelly and Potts, 1996; Zhang, 1998）。このことは、原核生物

と真核生物が同様のタンパク質リン酸化および脱リン酸化メカニズムを有することを

示している。そこで、出芽酵母・ショウジョウバエ・ヒトのタンパク質 Ser/Thr脱リン

酸化酵素ファミリーに共通する一次構造より設計された degenerate プライマーセット

（Cohen, P. T. W. and Cohen, P., 1989; Chen et al., 1992）を用いて、microcystin産生株

M.viridis NIES-102 および M.aeruginosa NIES-298 と microcystin 非産生株 M.aeruginosa 

NIES-44 の細胞より抽出したゲノム DNA をテンプレートとして PCR を行ったところ、

図 5-17 に示したように、いくつかの PCR 産物の中にタンパク質 Ser/Thr 脱リン酸化酵
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素ファミリー遺伝子と思われる約 120 bp のバンドが認められた。このことからも、ア

オコ形成藍藻類Microcystis属においても真核生物に類似したタンパク質 Ser/Thr脱リン

酸化酵素が存在する可能性の高いことが示唆された。従って、今後これらの PCR 産物

の塩基配列をそれぞれ明らかにし、Microcystis属の PP2A遺伝子の特定およびクローニ

ングを行うことによって、microcystinによる PP2Aの阻害作用を明らかにすることがで

きると考えれれた。 

また、これまでに報告されている細胞周期制御機構に関する数多くの知見は、ヒト・

カエル・ショウジョウバエ・ウニ・線虫・酵母等の細胞を用いた実験によって明らかと

なったものであり、藍藻類をはじめ原核生物の細胞を用いた細胞周期制御機構に関する

研究報告はほとんどない。サイクリン－CDK の活性制御による細胞周期を制御する機

構は多くの生物に共通であると考えられているため、藍藻類 M.viridisにおいても類似し

た機構が存在するであろうという仮説に基づくものであり、今後、本章で推定された

microcystin による細胞周期制御のメカニズムを明らかにするために藍藻類細胞内の

CDK・サイクリン・Cdc25・PP2A等について詳細に調べなければならない。 
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図 5-11 同調培養による細胞数の変化と同調後の細胞周期のヒストグラム 
(A)PO4-P高濃度系、(B)PO4-P低濃度系で使用するための前培養 
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図 5-12 細胞内microcystin含有量の経時変化 

(A)PO4-P高濃度系、(B)PO4-P低濃度系 
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図 5-13 3種の細胞内microcystinの存在比 

(A)PO4-P高濃度系、(B)PO4-P低濃度系 
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図 5-14 M.viridis細胞数および各細胞周期の割合の経時変化 

(A)PO4-P高濃度系、(B)PO4-P低濃度系 
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表 5-3 各細胞周期の割合の最大値とその時の細胞内microcystin含有量の値 

Low-P treatment (PO3-P 0.1 mg l-1)

RR G2/M CV G1G0/G1YR S
microcystins (fg cell-1) cell cycle (ratio)

0.223
0.351
0.023

0.017
0.291
0.100

0.442
0.633
0.977

0.500
0.662
0.900

0.335
0.016

0

0.483
0.047

0

11.34.8419.06.0942
11.34.2310.65.2830
10.53.156.165.360

11.14.4615.06.0642
9.53.658.654.8230

10.92.546.234.950
High-P treatment (PO3-P 1.75 mg l-1)

LRTime (h)

Low-P treatment (PO3-P 0.1 mg l-1)

RR G2/M CV G1G0/G1YR S
microcystins (fg cell-1) cell cycle (ratio)

0.223
0.351
0.023

0.017
0.291
0.100

0.442
0.633
0.977

0.500
0.662
0.900

0.335
0.016

0

0.483
0.047

0

11.34.8419.06.0942
11.34.2310.65.2830
10.53.156.165.360

11.14.4615.06.0642
9.53.658.654.8230

10.92.546.234.950
High-P treatment (PO3-P 1.75 mg l-1)

LRTime (h)
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図 5-15 各細胞周期に固有の細胞内microcystin含有量 

(A)PO4-P高濃度系、(B)PO4-P低濃度系 
データは 3つのサンプルを測定した平均値である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 5-4 各細胞周期に固有の細胞内microcystinの存在比 

12.372.515.2G2/M
21.361.517.2S
21.541.137.4G0/G1

Low-P treatment
(PO4-P: 0.1 mg l-1)

17.564.018.4G2/M
28.255.616.2S
16.543.340.2G0/G1High-P treatment

(PO4-P: 1.75 mg l-1)

YR (%)RR (%)LR (%)cell cycle

12.372.515.2G2/M
21.361.517.2S
21.541.137.4G0/G1

Low-P treatment
(PO4-P: 0.1 mg l-1)

17.564.018.4G2/M
28.255.616.2S
16.543.340.2G0/G1High-P treatment

(PO4-P: 1.75 mg l-1)

YR (%)RR (%)LR (%)cell cycle
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図 5-16 CDK1活性制御機構 

（中山 2001より一部引用） 
 

CDK1の活性化には、サイクリンの結合が必要である。CDK1と結合したサイクリン

Bが選択的に分解されると、CDK1のキナーゼ活性が消失する。活性型 CDK1に CDK1

阻害因子（CKI）が結合するとキナーゼ活性が抑制され、CKIの分解あるいは解離によ

り抑制が解除される。また、チロシン（Y14）/スレオニン（T15）のリン酸化によって

も、CDK活性部位が構造変化して基質への ATP受け渡しが妨げられ、キナーゼ活性が

抑制される。Wee1/Mik1キナーゼが Y14を、Myt1キナーゼが T15をリン酸化し、プロ

テイン（Tyr）ホスファターゼ Cdc25が脱リン酸化する。CAKは、サイクリン Hと CDK7

の複合体で、CDK1スレオニン（T160）をリン酸化する。リン酸化された T160は KAP

ホスファターゼによって脱リン酸化される。特に G2/M期における主要なサイクリン・

CDK・Cdc25はそれぞれサイクリン B・CDK1・Cdc25Cである。 
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（2％アガロース S、100V、30分） 
 
 
 

 
（PCR 条件、X＝35℃（NIES-298）、38℃（NIES-44）、45℃（NIES-102）） 

 
PP2AF 5'-RTITGYGGIGAYRTICAYGG-3' 

PP2AR 5'-TAICCICKRTCIACRWARTC-3' 
（プライマーセット、ただし I=inosine； K=G/T； R=A/G； W=A/T； Y=C/T） 

 

図 5-17 degenerate-PCRによるタンパク質 Ser/Thr脱リン酸化酵素遺伝子の検出 
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5.4. 結論 

本章において、SYTOX Greenという新たな核酸蛍光試薬を用いて M.viridisの細胞周

期をフローサイトメーターで測定し、microcystin産生と細胞周期の関係解析を窒素濃度

の異なる二つの培養系で検証した。ここで明らかとなったことを以下にまとめた。 

 

1) SYTOX Green を用いて M.viridis の核酸蛍光染色を行うためには 0.5 µM の

SYTOX Green濃度が最当であった。 

2) フローサイトメーター（FACACalibur）を用いてアオコ形成藍藻類の M.viridis

の細胞周期を測定することができた。 

3) LR：RR：YR＝20：65：15という細胞内での割合は、細胞の定常状態において

一定に保持されることが分かった。 

4) M.viridisの細胞内において、DNA複製と microcystin産生が平行して行われるこ

とが明らかとなった。 

5) 各細胞周期おける microcystin 含有量には固有の値があり、その含有量は G0/G1

期＜S期＜G2/M期の順であった。 

6) 低リン濃度の条件下では、細胞内における microcystin の含有量が多いことが明

らかとなった。 

7) 細胞周期プロセスにおける microcystin含有量および種類の変化は、NO3-N濃度

および PO4-P濃度の影響に比べ 4～6倍と非常に大きかった。 
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第 6章 M.viridisのmicrocystin合成遺伝子発現に及ぼす細胞周期
の影響 
 

6.1. はじめに 

これまでの実験結果より、microcystin産生は細胞の増殖と密接な関係があり、特に細

胞周期サイクルに伴った microcystin 産生量および種類の周期的な変化が認められた。

また、各細胞周期における固有の microcystin 含有量は、細胞周期サイクルの遷移と共

に増加する傾向があり、S期の細胞内で microcystin産生が活発に行われ、G2/M期で細

胞内に蓄積されることが推察されたことから、microcystin合成機構が細胞周期制御機構

の一部であることが仮説として挙げられた。 

一般的に、適当な条件下で培養された細胞の全タンパク質量は細胞周期を通して連続

的に増加し、細胞分裂直前の遺伝子転写が抑制されるM期以外は、RNA合成も一定速

度で行われる。つまり、細胞内のほとんどの成分は常に連続して合成されており、M期

の細胞が分裂する短い間だけ停止する。しかしながら、このようなタンパク質の連続的

な増大に対して、DNA 複製と細胞分裂は不連続に起こる現象である。この不連続な現

象の鍵となる細胞内成分は細胞周期のある特定の時期にのみ合成される。遺伝子の活性

の切り替えや、DNA 複製、細胞分裂の開始・終結は、細胞周期制御機構によって引き

起こされる様々な反応が顕著に現れたものである（Albert et al., 1995）。 

第 5章までの結果からは、3種の microcystinの割合には周期性が認められたが、細胞

周期サイクルの進行と共に microcystin 含有量は増加したため、上記のように、細胞周

期とは係りの無いほとんどのタンパク質が細胞周期を通じて発現し細胞周期と共に増

加することから、microcystin も例外ではないということもまた考えられる。従って、

microcystin が細胞周期に係る物質であることを明らかにするためには mcy 遺伝子の発

現が特定の時期においてのみ発現していることを明らかにする必要があるため、本章で

は mcy遺伝子より転写された mRNAが実際に S期あるいは G2/M期に多く検出される

かを検証した。また、第 5章の結果を考慮して、microcystinの産生と分解のバランスが

保たれると考えられる NO3-Nを制限した同調培養実験を行った。 
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6.2. 実験方法 

6.2.1. 供試藻類 

茨城県つくば市にある（独）国立環境研究所微生物系統保存施設より分与された無菌

単藻株 Microcystis viridis NIE-102を用いた。なお、この株は霞ケ浦湖水より分離された

ものであり、主に LR・RR・YR型の microcystinを産生する株であることが明らかとな

っている。 

 

6.2.2. 培養方法 

microcystin濃度が十分測定可能な 1×106 cells ml-1の細胞濃度で、且つ M.viridisの細

胞周期を同調するための前培養を行うために、12 L容の培養ビンに NO3-N濃度 1 mg l-1

に調製した 10 LのM-11培地（Yagi et al., 1986）［NaNO3 (100 mg), K2HPO4 (10 mg), 

MgSO4･7H2O (75 mg), CaCl2･2H2O (40 mg), Na2CO3 (30 mg), FeSO4･7H2O (1.0 mg), 

Na2EDTA･2H2O (1.0 mg), distilled water (1 L), pH 8.0］を入れ、121℃・40分間滅菌後、あ

らかじめ 500 ml容の Erlenmyer flaskで前培養を行い定常期に達した M.viridis NIES-102

を 100 ml添加し、温度 30±0.5℃、照度 4,000 Lx連続照射（白色蛍光灯、54 µmol photons 

m-2 sec-1）、曝気 250 ml min-1の条件で緩やかに攪拌しながら 8日間純粋培養を行った。

この同調培養により培養液中のほとんどの細胞が G0/G1期に同調されたことを確認後、

通常のM-11培地の NO3-N濃度である 16 mg l-1になるように、NaNO3溶液をγ滅菌済み

孔径 0.2 µmのフィルターを通して添加した。この時を実験開始 0時間目とし、第 5章

でそれぞれの細胞周期の割合が最も高い値となった、0 時間目、24 時間目、36 時間目

にサンプリングを行った。 

microcystin濃度の測定用のサンプルは、4000×g、4℃で遠心分離し、回収された細胞

ペレットを凍結乾燥後、－20℃で保存した。分析の直前に、5%酢酸に懸濁し microcystin

抽出を各サンプル 3回行った。この microcystin粗抽出液を第 2章の microcystin測定法

に従って分析し、Intra-MCとした。Microcystis sp.一細胞当たりの細胞内 microcystin含

有量（Con-MC）は、Intra-MCを Microcystis sp.細胞数（cells l-1）で割算することによっ

て求めた。細胞周期測定用のサンプルは、4000×g、4℃で遠心分離し、回収された細胞

ペレットを蒸留水で洗浄後、70%イソプロパノールに再懸濁した状態で測定まで－20℃

で保存した。細胞周期の解析は第 5章と同様の方法で行った。 
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6.2.3. 核酸の抽出法 

ゲノム DNA抽出のためのM.viridis細胞は、500 ml容の Erlenmyer flaskにM-11培地

を 100 ml入れ、温度 30±0.5℃、照度 4,000 Lx連続照射（白色蛍光灯、54 µmol photons 

m-2 sec-1）の条件で 20日間培養し定常期に達した細胞を 4,000×gで遠心回収した。沈殿

した細胞ペレット約 108 cellsを超純水で洗浄した後、FastDNA Kit（Bio101 Co.）および

FastPrep（Bio 101 Co.）を用いて細胞を破砕し DNAを抽出・精製した。また、0時間目・

24時間目・36時間目に回収した培養液を孔径2 µmの親水性ポリカーボネートMembrane 

Filter（Whatman Co.）でろ過濃縮し、超純水で洗浄した後、FastRNA Pro Kit（Bio101 Co.）

および FastPrepで細胞を破砕し Total RNAの抽出・精製を行った。DEPC処理水に溶解

後の Total RNA濃度は GeneQuant pro (Amersham Biosciences Co.)を用いて測定し、OD260

で 0.2に調製した。 

 

6.2.4. PCR 
 

mcyD T7-mcyD

A B CDEFGHIJ
T7-mcyBmcyB

Polyketide
synthase

Peptide
synthetase

51 kb

mcyD T7-mcyD

A B CDEFGHIJ A B CDEFGHIJ
T7-mcyBmcyB

Polyketide
synthase

Peptide
synthetase

51 kb

 

 

図 6-1 microcystin合成遺伝子mcyABCおよびmcyDEFGHIJと 
PCRによる増幅領域 

 

 

mcyB, mcyD, 16S rDNA の塩基配列は、 DDBJ（ DNA Data Bank of Japan, 

http://www.ddbj.nig.ac.jp/）を参照し、Accetion No. AB092807, Microcystis viridis NIES-102 

mcyB gene for microcystin synthetase partial cds、 Accetion No. AB032549, Microcystis 

aeruginosa mcyD, mcyE, mcyF, mcyG, orf3, orf4 genes for polyketide synthase, polykeitde 

synthase and peptide synthetase, racemase, peptide synthetase and polyketide synthase, 

hypothetical ABC transporter ATP-binding protein, d-3-phosphoglycerate dehydrogenase, 
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complete cds、Accetion No. U40332, Microcystis viridis NIES-102 16S rRNA gene、のシー

ク エ ン ス デ ー タ を 用 い た 。 こ れ ら の デ ー タ を 基 に 、 Primer3

（http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi）を用いて、図 6-1に示し

たmcyBおよびmcyDの領域を増幅するためのプライマーmcyB, T7-mcyB, mcyD, T7-mcyD

と、mRNA検出のためのポジティブコントロールとして 16SrRNAを用いるためのプラ

イマー16SrDNA, T7-16SrDNA を設計した。それぞれのプライマーの塩基配列を下記に

示した。シークエンスおよび RNAプローブ合成のための反応に PCR産物中に T7プロ

モーター配列が必要なため、プライマーには T7プロモーター配列（   部分）を付加

し、mcyBおよび mcyDの PCR産物中に人工的に導入した。 
 

mcyB (Tm 63.72℃) 
5'-GTGGCTAAACCTGACGGGTA-3’     (mer:20) 

T7-mcyB (Tm 63.68℃) 
5'-TAATACGACTCACTATAGGGCAATAGGAACCGGTTGGAGA-3’  (mer:40) 

mcyD (Tm 63.63℃) 
5'-AAAGTCGCGCTCATATGCTT-3'     (mer:20) 

T7-mcyD (Tm 63.59℃) 
5'-TAATACGACTCACTATAGGGCAAAAACGGCGGACATACTT-3'  (mer:40) 

16SrDNA (Tm 64.03℃) 
5'-AGAGGATGAGCAGCCACACT-3’     (mer:20) 

T7-16SrDNA (Tm 63.55℃) 
5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGTTTCCACCGCCTTTAGGT-3’  (mer:40) 

 

プライマーペアーmcyB/T7-mcyB、mcyD/T7-mcyD、16SrDNA/T7-16SrDNA を用いた予

想される PCR産物のサイズは、それぞれ 381 bp、368 bp、349 bpである。 

PCRは、GeneAmp2400 Thermocycler（Applied Biosystems Co.）を用いて行った。全て

のプライマーペアー（mcyB/T7-mcyB, mcyD/T7-mcyD, 16SrDNA/T7-16SrDNA）で、PCR

のサイクルを初期熱変性 94.0℃・2 min、熱変性 94.0℃・30 sec、アニーリング 58.5.0℃・

30 sec、伸長反応 72.0℃・1 minの条件に設定し、35サイクルの反応を行った。M.viridis

より抽出された DAN約 1 µgを PCR反応液（表 6-1）に添加し PCR反応液を調製した。 

また、アニーリング温度の決定は、Rychlik et al.（1990）の方法に従って決定し、Tm

値は nearest-neighbor法で求めた。 
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PCR産物の精製は、1.5%アガロースゲル（低融点アガロース；Agaros L, Wako Co.）

で電気泳動を行い、目的のバンドを切り出した後、GenePure（Nippongene Co.）を用い

て行った。 

 

6.2.5. PCR産物のシークエンス 

3種類の遺伝子の PCR産物の確認のために CUGA７ Sequencing Kit（Nippon Genetech 

Co.）を用いた。本キットでは、アンチセンス鎖と同じ配列のプライマーの 5’末端に付

加された T7 プロモーター配列によって、PCR 産物中に T7 プロモーター配列が導入さ

れる。PCR産物からの RNA合成は、T7ファージ由来 RNAポリメラーゼがこの配列を

認識することによって in vitro転写反応を開始し、蛍光標識されたターミネーターを取

り込んだ RNAが合成される（図 6-2）。この蛍光標識された RNAを ABI PRISMR 310 

Analyzer（Applied Biosystems Co.）で測定し、PCR 産物のシークエンスを行い、DDBJ

に登録されている配列との比較を行った。 

 

6.2.6. RNAプローブの合成 

mcyBおよび mcyDより転写された mRNA検出とポジティブコントロールとして 16S 

rRNA検出のための RNAプローブは、DNAシークエンス反応と同様に、T7プロモータ

ー配列を導入したそれぞれの遺伝子の PCR 産物と T7 RNA ポリメラーゼを用いた in 

vitro RNA合成法を用いた CUGA7 in vitro transcription kit（Nippon Genetech Co.）によっ

て作成した。 

 

6.2.7. RNase Protection Assay (RPA) 

RNase Protection Assayは、RNA分解酵素の一つである RNase Aが二本鎖 RNAは分解

しないが、一本鎖 RNAは分解するするという特徴を利用した実験方法である。検出し

たいRNAに相補的なRNAをプローブとして用い、サンプル中の目的RANとRNA-RNA

ハイブリッドを形成させる。ハイブリダイズしなかった一本鎖 RNAを RNase Aで分解

し、二本鎖のものだけ電気泳動で検出する。また、ノーザンブロッティング法よりも検

出感度がよく、1塩基でもミスマッチがあると 1本鎖 RNAの部分が生じるため RNase A

で分解されるので、1 塩基の置換も検出できる。ここでは、RPAⅢ Kit（Ambion Co.）
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を用いて実験を行った。また、RNA-RNA二本鎖の検出のための電気泳動は、5%アクリ

ルアミド／8M 尿素ゲルを用い、二本鎖 RNA 検出のための電気泳動後のゲルの染色に

は、SYBR Gold（Molecular Probes Co.）を用いた。 
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図 6-2 in vitro RNA合成の概念図 

（Izawa et al., 1998より引用） 

 

6.3. 結果および考察 

6.3.1. PCRによるmcy遺伝子増幅 

mcy遺伝子より転写された mRNAと相補的な RNAプローブを作成するためには、鋳

型となる mcy遺伝子の DNA断片が必要である。本研究では、mcy遺伝子が 2つのオペ

ロンから構成されることと、microcystinがポリケチド構造とペプチド構造から構成され

る物質であることから、それぞれのオペロンから 1 つずつ microcystin に特異的な遺伝

子を選択しそれらの一部分をPCRにより増幅させRNA合成のための鋳型DNAとした。

mcyB遺伝子は、ペプチド合成酵素をコードしており LR型の microcystinに特徴的なロ

イシンの合成に関与している。また、mcyD 遺伝子は、ポリケチド合成酵素をコードし
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ており、全ての microcystin や nodularin の基本骨格中で共通した構造の Adda の部分の

合成に関与している。また、これらの遺伝子は microcystin を産生する藍藻類中に高度

に保存された配列であることが明らかとなっている。 

mcyB・mcyDおよび 16S rDNA断片の PCR産物の電気泳動の結果を図 6-3に示した。

それぞれの PCR 産物の電気泳動パターンにには非特異的なバンドは認められず、それ

ぞれ 300～400 bpのサイズマーカーの範囲内に検出され、381 bp、368 bp、348 bpの目

的の部分が増幅されていることを示した。また、確認のための DNAシークエンスを行

ったところ、mcyBおよび 16S rDNAの PCR産物は DDBJに登録されているそれぞれの

遺伝子の配列と 99%以上一致していることがわかった。mcyD遺伝子は、現在のところ、

M.viridisにおいてはその詳細な塩基配列は報告されていないため、M.aeruginosaにおけ

る塩基配列を基にプライマーを作成し PCR による増幅を行ったが、mcyD の PCR 産物

と M.aeruginosa の mcyD 遺伝子の配列は増幅した範囲内において 98％以上の相同性が

確認された（図 6-4）。 

 

6.3.2. 細胞の増殖と細胞周期の割合 

実験開始前の同調培養による細胞の増殖曲線を図 6-5に示した。細胞の増殖は 4日間

で停止し定常期に入ったが、更に 4日間の定常期を延長させることによってより多くの

細胞を G0/G1に同調させた。その結果、8日目の細胞のうち 95%の細胞が G0/G1期に

同調され、8日目を 0時間目とし、NO3-N濃度 16.5 mg l-1となるように NaNO3溶液を

添加した。サンプリングは 0時間目・24時間目・36時間目に行い、その時の細胞数と

細胞周期の比率をを図 6-6に示した。細胞数は 0時間目から 24時間目までほとんど変

化せず一定であった。しかしながら、細胞周期の割合は、時間の経過と共に G0/G1 期

の細胞の割合が減少し、24時間目には僅かではあるが G2/M期の細胞が認められ、36

時間目には G0/G1 期と G2/M 期の細胞の割合がほぼ均しくなった。S 期の細胞の割合

は 24時間目に最も多く認められたが 36時間目には減少し、0時間目の割合とほぼ均し

い値となった。 

これらのことから、サンプリングをおこなったそれぞれの時間において、各細胞周期

の割合が異なるため、それぞれの時間においてmicrocystin産生特性が異なっているこ

とが予想され、mcy遺伝子の発現レベルにも変化が現れているものと考えられる。 
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6.3.3. 細胞内microcystin含有量とmcy遺伝子の発現との関係 

それぞれのサンプリング時期における細胞内 microcystin 含有量は、時間の経過と共

に増大し、また、3種の microcystinの存在比もまた異なった（図 6-7）。従って、サンプ

リングを行ったそれぞれの時間で、細胞周期の割合と microcystin の産生特性が異なる

ことから、mcy遺伝子の mRNA発現レベルの検出を行った。 

ポジティブコントロールとして検出した 16S rRNAはいずれのサンプルからもほぼ同

程度の傾向強度でバンドが確認された。S 期の細胞の割合が最も高かった 24 時間目の

サンプルにおいて mcyB および mcyD 遺伝子の発現も顕著であり、S 期の細胞がほとん

ど存在しなかった 0時間目・36時間目においては二本鎖 RNAのバンドは検出されなか

った（図 6-8）。また、細胞内の microcystin含有量の増加が認められた時間（24 h）と両

mcy遺伝子の発現が認められた時間（24 h）は一致した。 

これらの結果と第 5章の結果より、microcystin産生と細胞周期の関係について図 6-9

のような機構が考えられた。まず、S期における DNA複製プロセスの進行とともに mcy

遺伝子より mRNAが転写され microcystin合成酵素が発現する。そして、G2期終了まで

の間に microcystin 合成が進行し細胞内に蓄積され、M 期ではタンパク質合成など種々

の反応が抑制されるため microcystin 含有量は一定となる。細胞分裂の完了と共にユビ

キチン-プロテアソーム系の働きによって急速に microcystin の分解反応が進行し減少す

る。これらの反応が細胞周期のサイクルと共に周期的に起こり、その結果細胞内の

microcystin 含有量が周期的に変化するものと考えられた。また、DNA 複製プロセスの

進行ととも microcystinが合成されることから、DNA複製と microcystin合成に密接な関

係があることもまた示唆された。従って、M.viridisは NO3-Nが不足すると G1期の制御

点を越える細胞周期の進行が制御されるため、S期より開始される microcystin産生のプ

ロセスを行うことが不可能となる。また、PO4-P が不足すると細胞周期は回転するが、

分裂終了後のユビキチン-プロテアソーム系の働きが抑制され microcystin の分解が進行

せず多くのmicrocystinを蓄積したままG1期の制御点で停止することが推定されること

から、NO3-Nおよび PO4-Pは、microcystin産生機構に対して影響するものではなく、細

胞周期の制御機構に影響する要因であり、NO3-N および PO4-P の細胞周期への影響が

microcystin 産生および分解機構に間接的に作用し細胞内 microcystin 含有量が変化した
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と考えられた。このことは、一般的に、富栄養化湖沼において窒素・リンを削減するこ

とがアオコの発生防止のために重要であると考えられているが、microcystinの発生抑制

のためには、窒素・リンよりもむしろ有毒藍藻類の細胞周期に注目することが必要であ

ることを示している。 
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表 6-1 PCR反応液の組成 

ddH2O 37.5 µl 

10×Gene Taq Universal Buffer 5 µl 

dNTP Mixture (2.5 mmol l-1 earch) 4 µl 

Forward-primer (20 pmol µl-1) 1 µl 

Reverse-primer (20 pmol µl-1) 1 µl 

Gene Taq (5 unit µl-1) 0.5 µl 

鋳型 DNA＜1 µg 1 µl 

Total 50 µl 
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図 6-3 mcyB・mcyDおよび 16S rDNA PCR産物の電気泳動 
（2%アガロースゲル、100V・30分、SYBR GreenⅠ染色） 
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1 caaaaacggcggacatactttctaattcaatgggatcaccaagggctgttccagtgccgt 

7925 caaaaacggcggacatactttctaattcaatcggatcaccaagggctgttccagtgccgt 

 

61 gagcttcaatataatcgatttgttcaggcttgagattagcacttttaagggcttgatgta 

7865 gagcttcgatataatcgatttgttcaggcttgagattagcacatttaagggcttgatgta 

 

121 ataatttttcttgagcttgaccattaggaacagttagcccactacttggaccatcatgat 

7805 ataatttttcttgagcttgaccattaggaacagttagcccactacttggaccatcatgat 

 

181 tgacggctgtgccataaattttcgctaaaatttggtctccattcttaactgcttggctca 

7745 tgacggctgtaccataaattttcgccaaaatttggtctccattcttaattgcttggctca 

 

241 atcttttcagaacaactattccacagccttctcctcgcaccatgccatttgcgctctcat 

7685 atcttttcagaacaactattccacagccttctcctcgcaccatgccatttgcgctctcat 

 

301 caaaggttttgcaatgtccatcaggggcaagcatatgagcgcg 

7625 caaaggttttgcaatgtccatcaggggcaagcatatgagcgcg 

 

 

図 6-4 M.viridis NIES-102株のmcyD遺伝子の PCR産物シークエンス結果（上段）
と M.aeruginosa PCC7086（AB032549）のmcyD遺伝子（下段）の比較 
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図 6-5 同調培養による細胞数の経時変化 
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図 6-6 実験開始後 0時間目・24時間目。36時間目の細胞数と細胞周期の比較 
データは 3つのサンプルを測定した平均値である。 
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図 6-7 実験開始後 0時間目・24時間目・36時間目の 3種microcystin含有量の比較 
データは 3つのサンプルを測定した平均値である。 
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図 6-8 0時間目・24時間目・36時間目のmcyB・mcyD遺伝子の発現レベルの比較 
（5%アクリルアミド／8M尿素ゲル、100V・60分、1/10000SYBR Gold染色） 
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図 6-9 細胞周期とmicrocystin産生の関係 
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6.4. 結論 

第 5章の結果より、M.viridisの microcystin合成は S期から G2/M期にかけて活発に行

われ、G2/M 期に最も多くの microcystin が蓄積されることが明らかとなったが、

microcystin合成が細胞周期に特異的であることをさらに明らかにするために、分子生物

学的な手法を用いて、mcy遺伝子の発現レベルを細胞周期ごとに解析し以下の知見を得

ることができた。 

 

1) mcy 遺伝子より転写された mRNA は S 期の細胞で最も多く発現することが明らか

となった。 

2) S 期で特異的に遺伝子が転写され、G2 期までの間に microcystin 合成が行われるこ

とが明らかとなった。 
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第 7章 総括および展望 
 

本研究では、富栄養化湖沼において異常増殖する藍藻類の有毒物質 microcystin 産生

を抑制し安全な水利用を行うためには、藍藻類の microcystin 産生特性を十分把握する

必要があると考え、代表的なアオコ形成藍藻類の一種である Micorcystis viridisを供試藻

類として藍藻類がいつ、どのような条件で、なぜ microcystin を産生するのかを明らか

にするための実験を行った。 

第 2 章では、実際に、アオコの発生している水域において microcystin 現存量とその

季節的変化についての調査を行った。我国で最も多く検出される microcystin の種類で

ある LR型・RR型・YR型の藍藻類細胞内における含有量および存在比は、調査対象 6

湖沼のうち 5湖沼間で M.aeruginosaによるアオコの形成が認められたにもかかわらず、

各湖沼とも異なる値となった。また、霞ヶ浦および手賀沼において初夏から秋にかけて

microcystinの挙動解析を行ったところ、細胞内の microcystinの種類も量も季節的に様々

に変動し、特に、細胞の増殖が活発に行われている時期においては、湖水中の microcystin

のほとんどが細胞内に存在し、含有される量もまた他の時期に比べ多いことが明らかと

なった。従って、湖水中に存在する microcystinの種類や量を変動させる要因としては、

アオコ形成藍藻類が生息する水域の水環境や細胞の増殖過程にともなう細胞内環境と

いう外的・内的な環境因子の影響が考えられた。 

第 3 章では、内的な環境因子として細胞の増殖の microcystin 産生特性の関係につい

ての検討を行った。細胞の増殖を対数増殖期・定常期・死滅期の大きく 3段階に分類す

ると、細胞内の microcystin 含有量が最も多くなるのは対数増殖期であり、特に、初期

の段階では細胞内に含有される microcystin の種類も量も顕著に変化した。定常期・死

滅期においては細胞内の microcystin 存在比は一定となり変化することはないが徐々に

減少することが分かった。また、このとき、microcystinは細胞外へ放出するのではなく

細胞内で異化・分解されることが推察された。これらの結果より、細胞の増殖と

microcystin産生には密接な関わりのあることが明らかとなった。 

第 4章では、外的な環境因子として、湖沼の富栄養化の原因物質であり藻類の増殖に

必要不可欠な物質である硝酸塩およびリン酸塩濃度の microcystin 産生への影響につい
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て検討を行った。microcystinは 7つのアミノ酸から成る環状ペプチド構造であるため当

然その骨格中には多くの窒素原子が存在する。Microcystis属のようなヘテロシストを形

成しない藍藻類は、大気中の窒素を固定することができないため窒素源としては水中に

溶存する窒素化合物を利用して増殖する。従って、培地中の唯一の窒素源である NO3-N

の濃度は microcystin 産生に対して非常に大きな影響力を持つことが予想されたが、細

胞の増殖には 0.8 mg l-1以下の濃度で影響したものの、細胞内 microcystinの種類や量に

は全く影響しないことが明らかとなった。一方、PO4-Pは細胞内 microcystinの存在比に

は影響しないが含有量に対して顕著な影響を示し、低濃度の PO4-P存在下においては細

胞内 microcystinの含有量が多くなるという傾向を示した。この要因として、PO4-Pはエ

ネルギー物質である ATPに利用されるために、低濃度の PO4-Pでは ATP合成のための

リンが不足するため、多量の ATPを要求するペプチド分解機構であるユビキチン-プロ

テアソーム系の働きが APT 不足により阻害されるため、結果として多くの microcystin

が分解されずに残り蓄積されたためと考えられた。そして、microcystinの収率や細胞内

microcystin 含有量の増減に対しては NO3-N および PO4-P 濃度の影響が大きく作用する

ことが明らかとなり、特に、高 NO3-N・低 PO4-P濃度の条件では自然水域において多く

の microcystinが発生する可能性が示唆された。 

第 5章では、microcystin産生が細胞の増殖と密接な関係があることと、microcystinが

細胞周期関連物質の分解を調節するユビキキチン-プロテアソーム系による分解を受け

ると推測されたことから、細胞増殖の原単位である細胞周期と microcystin 産生との関

係を明らかにするための検討を行った。細胞内 microcystin の含有量は細胞周期サイク

ルの進行と共に増加し、G2/M において最も多くの microcystin が含有され、僅か 36 時

間の間に約 6 倍もの microcystin 含有量の増加が認められた。microcystin 産生が活発に

行われるのは細胞周期の中の S期から G2/M期の期間であることが分かり、microcystin

は、M期の開始に関与するサイクリン B－CDK1複合体の急速な活性化を促進する役割

を持つことが考えられた。 

第 6章では、microcystin産生が S期から G2/M期の期間で特徴的に行われることを証

明するために分子生物学的な手法を用いて、それぞれの細胞周期における mcy遺伝子の

発現レベルの検出を行った。そして、24 時間目の S 期の細胞の割合が最も高いときに

mcy遺伝子の発現レベルが最も高く、G0/G1期および G2/M期の細胞の存在によらず 0
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時間目・36時間目のサンプルからは mcy遺伝子より転写された mRNAが検出されなか

った。このことから、S期の細胞内では特異的に mcy遺伝子が転写され microcystin合成

酵素が発現していることが明らかとなった。 

こららのことから、推測された細胞内における microcystin の役割と microcystin 含有

量の調節について図 7-1にまとめた。microcystinは細胞周期制御分子群によって過剰リ

ン酸化された CDK1 のプロテイン（Tyr）ホスファターゼ Cdc25C による脱リン酸化を

促進するために、プロテイン（Ser/Thr）ホスファターゼ PP2Aによる Cdc25Cの不活性

化を阻害し、CDK1の急速な活性化を促進する。そして細胞周期制御タンパク質のリン

酸化に対して間接的に影響することで細胞周期のサイクル進行の調節に係る。そして、

S期に入った細胞内で何らかの転写因子が作用し mcy遺伝子が発現し、microcystin合成

酵素が合成され microcystinが産生する。細胞内の microcystin量の調節にはユビキチン-

プロテアソーム系が作用し、細胞周期制御分子群などと同様に分解され、細胞内で必要

な時期に必要な量だけ存在するように調節され、再び Cdc25Cによる脱リン酸化が調節

されるという機構が考えられた。この推定された機構を明らかにするためには、藍藻類

をはじめとした原核生物のユビキチン-プロテアソーム系、細胞周期制御分子・タンパ

ク質などの様々な研究をさらに要する。 

本研究の成果によって、microcystin 産生抑制のためには、NO3-N・PO4-P 濃度などの

外的因子よりもむしろ発生している藍藻類の細胞周期に注目しなけらばならないこと

が明らかとなった。つまり、NO3-Nや PO4-Pは、図 7-1における mcy遺伝子発現のため

の転写因子を活性化させる要素ではなく、S 期に行われる DNA 複製などの細胞内環境

の変化が mcy遺伝子発現のための転写因子として関与していると考えられる。従って、

今後、さらに microcystin 産生抑制手法開発を展開していくためには、各細胞周期にお

ける細胞内タンパク質発現解析を二次元電気泳動によって網羅的に行うことが転写因

子特定のための最も効果的な手法であると考えられる。本研究は細胞周期という細胞内

環境の変化に注目する必要性を明らかにしたはじめての報告である。この mcy遺伝子発

現のための転写因子を特定することによって、恒常的にアオコの発生が認められる富栄

養化水域において、有毒藍藻類の microcystin 産生のみを阻害する物質の開発や、

microcystin 産生を抑制するための効果的な対策を講じることができるばかりでなく、

microcystinが細胞の増殖に係る重要な物質であると考察されたことから、microcystin産
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生を抑制することは有毒藍藻類の増殖を阻害し、結果として有毒アオコそのものの低減

化にも資することが予想され、農耕地をはじめ浄水施設や養殖場、レクリエーション施

設など多目的水利用におけるアオコによる被害の回避・防止を行うことができると考え

られる。 

藍藻類の有毒物質産生の研究は 1970 年代より行われているが、なぜ毒素を作るのか

は未だ明らかとなっておらず、現時点での最も有力な説としては、動物プランクトンか

らの捕食を避けるためであると考えられている。また、自然界の藍藻類は純粋培養系を

遥かに凌ぐ量の毒素を産生することも報告されている。これらのことから藍藻類の

microcystinの産生メカニズムには、湖水中に共存する微生物の代謝物をシグナル伝達物

質とした微生物間相互作用が深く関わっていることも注目すべき課題である。これによ

って、自然界における藍藻類の microcystin 産生を促進あるいは抑制する物質が特定さ

れることによって、富栄養化湖沼における microcystin 発生および有毒アオコ発生のコ

ントロールを行うことが可能となると考えられる。 

本研究において、藍藻類細胞中における microcystin の役割は細胞周期プロセスの調

節のためであり、microcystin産生は細胞周期制御機構の一部であるという結論に達した。

そこで、細胞内における microcystinの役割についての更なる知見を得るためには RNA

干渉（RNAi；RNA interference）法が適当ではないかと考えられる。RNAi は、二本鎖

RNA（dsRNA）を細胞内に導入すると、その配列に対応する mRNA が特異的に分解さ

れることにより遺伝子発現が抑制されるという現象である（図 7-2）。RNAi は線虫

Caenorhabditis elegansで最初に発見された現象であるが（Fire et al., 1998）、様々な生物

種において同様の現象が観察され、有効な逆遺伝学的手法として広く用いられるように

なっている。この手法を microcystin産生藍藻類種に適用し、mcy遺伝子の発現を RNAi

によって抑制することによって、その細胞の細胞周期やタンパク質発現パターン、更に

は細胞の形態などに対する影響を詳細に観察し、microcystin産生が抑制されたことによ

る影響を明らかにすることで藍藻類細胞内における microcystin の役割にアプローチす

ることができると考えられる。本研究の結果を鑑みると、本法により藍藻類の

microcystin産生を阻害しても細胞の増殖は可能であるが、microcystin産生が可能な細胞

と比べ、細胞分裂時期（M期）の開始が遅れるため、増殖速度の著しい低下が認められ

ることが予想される。さらに、本法は特異的に microcystin 合成酵素の発現のみを阻害
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することが可能なため、遺伝子組み換え技術とは異なり自然水域における microcystin

産生抑制手法としても応用が期待できる技術の一つである。 

また、このほかにも解明すべき課題としては、①microcystin 産生 Microcystis 属由来

PP2A遺伝子のクローニングおよび PP2Aの単離・精製と microcystinによる阻害作用の

解明、②in vitro ユビキチン－プロテアソーム系の構築とその microcystin分解能・分解

特性の解明、③二次元電気泳動を用いた S 期タンパク質発現の網羅的解析による

microcystin 合成に関する転写因子の特定、④リン酸塩枯渇状態における細胞内 ATP 量

と microcystin 含有量の関係解析、⑤microcystin 合成抑制分子の天然物資源からの探索

およびデザインなどが挙げられ、今後これらの研究を展開していくことが、「富栄養化

湖沼における藍藻由来有毒物質発生抑制技術開発のための基盤研究」として極めて重要

である。 

富栄養化湖沼における有毒藍藻類の異常発生は深刻な環境問題であり、その二次代謝

産物の中にはヒトに対し極めて強い有毒物質として作用する物質も数種類同定されて

いるが、抗癌・抗菌・プロテアーゼ阻害等の生理活性作用を持つ多くの新規な物質も存

在するため疾病に有効な生理活性物質として利用できる可能性がある。従って、藍藻類

の二次代謝産物の合成機構を解明することによって、藍藻類による二次代謝産物合成の

人為的コントロールが可能となり、その合成に係わる代謝系を促進あるいは抑制するこ

とによって有用な生物活性物質の高効率な大量生産技術開発に資することができる。ま

た、この研究の成果は、藍藻類のみならず様々な微生物に応用されることが期待できる

ことから、微生物機能開発の分野において十分生かすことができると考えられ、今後も

藍藻類の有毒物質（生理活性物質）産生制御に関する研究は多岐に渡って展開され、環

境・医療・産業の分野において重要な位置づけとなることが期待される。 
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図 7-1 細胞内におけるmicrocystinの挙動と役割 
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図 7-2 RNAiの分子機構 
（杉本 2002より引用） 

 

細胞内に導入された dsRNAは、Dicerと呼ばれる RNaseⅢファミリーに属する二本鎖
RNA特異的 RNA分解酵素によって 21～25塩基対の small interfering RNA (siRNA)に分
断化される。生じた siRNA は 3’末端にヒドロキシル基を、5’末端にリン酸基を持って
いる。この siRNA の構造は RNAi を引き起こすために重要であり、末端の塩基が突出
していない平滑端 siRNA や 5’端にリン酸基を持たない siRNA は、RNAi の有効なトリ
ガーとはならない。次に siRNAは RNA-induced silencing complex (RISC)と呼ばれるタン
パク質複合体に取り込まれる。RISCに取り込まれた siRNAは、ATP依存的に一本鎖へ
と解離し活性型の RISCとなる。この活性型 RISCは siRNAのガイド鎖を鋳型として標
的 mRNAを認識し、siRNAと相同性のある領域のほぼ中央で mRNAを切断する。 
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