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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミクロシスチン産生藍藻類の捕食者を分離し、地域によらず近縁な捕食者
を検出・分離し、新たな捕食者も分離した。また、これら捕食者とその共生ミクロシスチン分解菌、藻類-細菌
グラニュールを活用した水圏浄化技術を構築した。この基礎として、ミクロシスチン分解菌と共生していない捕
食者は、ミクロシスチンの毒性影響を受けること、ミクロシスチンは産生藍藻類の防御機構であることを明らか
にした。さらに共生細菌によるミクロシスチン捕食圧の向上を示唆する結果を得た。本研究は捕食者の共生細菌
に着目した実際の現場で利用可能な水環境修復技術を構築するための解析ツールおよび実際現場で活用できる水
圏浄化技術を創出した。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we isolated predators of microcystin-producing 
cyanobacteria, closely related predators regardless of the region, and isolated novel predators. In 
addition, we developed an aquatic remediation technology using these predators, their symbiotic 
microcystin-degrading bacteria, and algal-bacterial granular sludge. We found that predators that 
are not symbiotic with microcystin-degrading bacteria are affected by microcystin toxicity, and that
 microcystin acts as a defense mechanism for the producing cyanobacteria. Furthermore, our results 
suggest an increase in microcystin predation pressure by symbiotic bacteria. This study has created 
an analytical tool for constructing aquatic environmental remediation technologies that can be used 
in the field, focusing on symbiotic bacteria as predators, and aquatic purification technologies 
that can be used in the field.

研究分野： 水処理微生物学

キーワード： 微小動物　腸内細菌　微生物群集構造解析　藍藻類
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：本研究において、捕食者は共生ミクロシスチン分解菌が十分量保持されていない場合、ミクロシス
チンの毒性影響を受けることを解明した。またミクロシスチン曝露下において、共生ミクロシスチン分解菌の細
胞密度が高い程、捕食者の増殖促進を示唆する結果を得た。加えて、捕食者を解析するための新たな解析ツール
を開発した。
社会的意義：水源池の富栄養化に伴い有毒物質を産生する藍藻類が，浄水処理障害や淡水養殖産業に被害をもた
らし，安全・安心な淡水資源の確保や利用のための対策が急務となっている。本研究は，淡水資源を確保できる
技術開発であり，気候変動による藻類汚濁水域の発生・拡大に対応できる技術となり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
水源池で問題となっているアオコ構成藍藻類が産生する強力な有毒物質ミクロシスチン

は、人畜に死亡例を含む甚大な被害を与えている。先進国の米国でさえ上水にミクロシスチ
ンが混入し、市内に配水された事故が 2014 年に起き（National Geographic, 2014、他）、上水
への混入を防ぐことが、ヒト健康のために極めて重要な状況となっている。ミクロシスチン
は、藍藻類細胞内に局在しており、細胞の処理がミクロシスチン除去にも重要な位置づけに
ある。また、淡水魚養殖池にミクロシスチン産生藍藻類が繁茂する状況もあることから、安
全な水利用と人口増から期待される安全な淡水魚養殖業に向けて、藍藻類細胞とミクロシ
スチンの除去は、極めて重要な課題である。だが、根本的な解決には、有毒藍藻類や藻類細
胞、ミクロシスチンの除去と同時に、富栄養化の原因である窒素とリンの除去が喫緊の課題
である。有毒藍藻類の捕食は、微小動物が担っているが（Li and Shimizu et al., Journal of Water 
Supply: Research and Technology—AQUA, 2011、他）、ミクロシスチン産生 Microcystis に対し
て毒性影響を示し、捕食が進まない（Nizan et al., Limnology and oceanography, 1986、他）。有
毒藍藻類を捕食可能な微小動物のミクロシスチン分解は、共生細菌がミクロシスチン分解
に関与し（Li and Shimizu et al., Journal of Water Supply: Research and Technology—AQUA, 2011、
他）、その共生ミクロシスチン分解菌が、捕食微小動物へのミクロシスチン毒性影響を緩和
させることが推測されている（Li and Shimizu et al., Journal of Water Supply: Research and 
Technology—AQUA, 2011）。このミクロシスチン分解は、ミクロシスチン分解菌内において分
子レベルで制御されていることを見出している（Shimizu et al., JBB, 2012; Maseda and Shimizu 
et al., Jpn J Wat Treat Biol, 2012、他）。富栄養化を引き起こす窒素やリンを水域（湖沼や養魚
池など）から、簡易的に除去する方法として、植物を利用した植栽浄化があるが、設置面積
が大きいことや成長した植物の刈り取りに労力を要することから、普及していない。ところ
で、植物プランクトン（藍藻類や藻類）も水中の窒素とリンを用いて増殖することから、下
水処理において、植物プランクトングラニュールを形成させて窒素とリンを好気環境で同
時に除去でき、コンパクトな施設（一般的な窒素・リン除去は、嫌気環境が必須のため施設
が大きい）で水質浄化を達成できる（Ahmad et al., Bioresou Tech, 2017、他）。また、この処
理方法の下流に捕食微小動物による植物プランクトン除去法を実施することで、余剰植物
プランクトンを除去する労力を軽減できると考えられる。凝集した植物プランクトンは、微
小動物等により凝集塊をバラバラにされ、他の微小動物に捕食されること（Y. Inamori and N. 
Sugiura et al., Phycology, 1996）や引き抜き、水素発酵やメタン発酵の原料とできる（Kumar 
et al., Chemical Engineering Journal, 2016）。上述の通り、有毒藍藻類の捕食は、微小動物の増
殖に影響を与えることから、有毒影響を軽減させ、補食量を向上させることが課題となる。
水質汚濁の進行により淡水はあるが、水質が悪く使用できない事例が急速に拡大している
のが現状であり、温暖化の進行により有毒アオコの発生頻度が高まることが予測されてい
ることから（Hans, Science, 2009、他）、地球規模課題として水量はあるが水質悪化による淡
水資源量の減少傾向はさらに進行することが予想される。水環境の持続可能性の確保から
も早急に解決するべき課題である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、生来の共生細菌に着目した藍藻類捕食者である微小後生動物や原生動
物のミクロシスチン産生藍藻類の除去能の向上と植物プランクトンを用いた窒素・リン同
時除去型水質浄化技術による新規水環境修復技術の確立、とした。 
 
３．研究の方法 
３.１ 藍藻類捕食者の生来の共生細菌に着目したミクロシスチン産生藍藻類の除去能の向
上 
 有毒藍藻類を捕食可能な微小動物のミクロシスチン分解は、共生細菌がミクロシスチン
分解に関与し（Li and Shimizu et al., Journal of Water Supply: Research and Technology—AQUA, 
2011、他）、その共生ミクロシスチン分解菌が、捕食微小動物へのミクロシスチン毒性影響
を緩和させることが推測されている。 
 ミクロシスチン産生藍藻類 Microcystis aeruginosa NIES-102 を藍藻類捕食者に捕食させた
培養系に、ミクロシスチンを曝露させた際に、新たに単離したミクロシスチン分解菌を添加
し、分解菌が多く存在する場合と、存在しない場合（無菌培養系）での比増殖速度を解析し
た。加えて、共生細菌を保持させたまま捕食者にミクロシスチンを曝露した場合の共生細菌
群集構造の変化について、次世代シーケンサーを用いた 16S rRNA 遺伝子塩基配列の解読か
ら細菌群集構造を解析した。さらに、捕食者に M. aeruginosa が捕食圧を受けた際の応答を
ミクロシスチン濃度分析から解析を行った。 
 一方で、環境中の捕食者を解析するツールは、少ないことから、単一個体の微小後生動物
のワムシ類と、単一細胞の原生動物に関してガラスキャピラリーを用いた単離と個体観察、



それに引き続き、DNA 抽出と 18S rDNA をターゲットとした PCR、さらに 18S rDNA シー
ケンスの一連の流れにより、原生動物やワムシ類の分子系統学的な種同定と DNA データベ
ースの作成の迅速化ツールの構築を実施した。 
 トウモロコシ炭と通常の木炭破砕物を充填しヒルガタワムシを定着させたミニカラムリ
アクターによるミクロシスチン産生藍藻類Microcystis aeruginosa NIES-102の除去効果を検
証した。加えて、植物プランクトンの捕食圧に貢献すると考えられているDaphnia magnaを
用いたMicrocystis抑制のバイオマニピュレーションの室内モデル実験も実施した。供試した
D. magnaはSpirulina sp.ベースの配合飼料で継代を続け、ミクロシスチン産生種の藍藻類の
捕食を経験させていない培養系統とした。またD. magnaに対するミクロシスチンの毒性影響
の有無をさらに解析するために、ミクロシスチン産生M. aeruginosa NIES-843とミクロシス
チン無産生M. aeruginosa NIES-299のそれぞれを食物源としたD. magnaも実施した。 
 
３.２ 新規なミクロシスチン産生藍藻類捕食者の分離と同定 
 新規なミクロシスチン産生藍藻類捕食者の分離と同定のために、各地の環境水を採取し、
ミクロシスチン産生藍藻類 M. aeruginosa NIES-102 培養液に添加した後、M. aeruginosa NIES-
102 細胞密度が減少した後に、新たな M. aeruginosa NIES-102 培養液に添加することを繰り
返して、ミクロシスチン産生藍藻類捕食者の集積培養を実施した。加えて、熱帯地域である
マレーシアでも同様な捕食者を検出できるのかを明らかにするために、国際共同研究のも
と、現地で、マレーシア国内の水域から単離したミクロシスチン産生 Microcystis sp.を食物
源として、同様に集積培養を実施した。 
 集積培養の後に、ガラスキャピラリーを用いた分離、形態観察や 18S rRNA 遺伝子塩基配
列の解読による同定を行った。マレーシアにおける遺伝子解析は、現地にて実施した。 
 
３.３ 窒素・リン同時除去型水質浄化システムの確立 
植物プランクトンは、窒素成分やリン成分を吸収し増殖することに着目して、細菌グラニ

ュールを核とした植物プランクトングラニュールを形成させた水質浄化システムの構築に
成功している（Ahmad et al., Bioresou Tech, 2017、他）。この技術を実際に用いることが可能
であるか、とくにアオコ発生が問題となっている熱帯地域で適用ができるか試行し、汚濁水
の窒素およびリンを除去するためのコンパクトなシステム開発に活用する。模擬排水と汚
濁水をそれぞれ原水として水質浄化装置内で植物プランクトングラニュールを形成させ、
水質浄化を図る。 
異なる条件で設置した同じ設計の 4 つのシーケンシング・バッチ・リアクター（SBR）を

運転し、その性能を比較した。生活排水を用いた 2 つの SBR は、屋外（Rod）と実験室（Rld）
で運転し、生活排水の組成に似た合成排水を用いた他の 2 つの SBR は、屋外（Ros）と実験
室（Rls）で運転した。運転期間中（40 日間）、バイオマスの特性（SVI、MLSS、直径、形態
など）および栄養塩類の除去量（TN、NH4-N、NO2-N、NO3-N、TP、PO4-P、COD）を分析
した。 

 
４．研究成果 
４.１藍藻類捕食者の生来の共生細菌に着目したミクロシスチン産生藍藻類の除去能の向上 
 捕食者から新たにミクロシスチン分解菌を単離
した結果、16S rRNA 遺伝子塩基配列から Ensifer sp.
と同定した（図 1）。この Ensifer sp.を培養して添加
したミクロシスチン分解菌が多量に存在する捕食
者培養系と分解菌が存在しない捕食者培養系にそ
れぞれミクロシスチンを曝露した際の比増殖速度
を決定した。分解菌が存在する場合では、ミクロシ
スチンチン曝露系では 6.84±0.10 cell/h、このコント
ロールで分解菌が存在しない系では、6.84±0.16 
cell/h と有意差はなかった。しかし、分解菌が存在し
ない場合では、ミクロシスチン曝露系では 6.89±0.21 
cell/h となったが、コントロールでは、8.96±0.18 
cell/h となり、ミクロシスチン曝露系の方が有意に
低かった。この結果から、共生ミクロシスチン分解
菌が、捕食者に対するミクロシスチンの毒性影響を
緩和させていることを明らかにした。 
 ミクロシスチン共生細菌群集は、ミクロシスチン
に応答して、ミクロシスチン分解菌の報告例がある「科」の比率が増加したことを判明させ
た（図 2）。さらに、M. aeruginosa の捕食圧への応答から、産生するミクロシスチン量を増
加させることを突き止めた（図 3）。 
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図 1 ミクロシスチン分解菌の系統樹 



 以上から、ミクロシスチンは、捕食圧を回避す
るための M. aeruginosa の防御機構であり、捕食者
の共生ミクロシスチン分解菌は、ミクロシスチン
の毒性影響に対する共生機構であることを解明し
た。 
 単一個体の微小後生動物のワムシ類と、単一細
胞の原生動物に関してガラスキャピラリーを用い
た単離と個体観察、それに引き続き、DNA 抽出と
18S rDNA をターゲットとした PCR、さらに 18S 
rDNA シーケンスの一連の流れにより、原生動物
やワムシ類の分子系統学的な種同定と DNA デー
タベースの作成の迅速化に有効である。この新規
手法においては、BSA(牛血清アルブミン)の添加
による粘性の増加で原生動物などの動きを緩和す
ることで単離の容易化、写真撮影の鮮明化を行い、
さらに DNase 処理による溶存 DNA の影響による
PCR 誤増幅の問題の解決、超音波処理とマイクロ波
加熱（電子レンジ）による細胞破砕の効率化による
DNA 抽出効率化を行い、さらに Nested PCR により
単一 DNA 分子からでも DNA シーケンスに必要な
DNA の増幅産物量を得ることができた。これにより
解析成功率を大幅に改善することに成功した。その
結果、長崎県や熊本県の貯水池や膜分離生物リアク
ター、長崎県内の排水処理施設からの採取サンプル
からワムシ類や繊毛虫類の分子系統学的な種同定を
成功させた。 
トウモロコシ炭と通常の木炭破砕物を充填しヒル

ガタワムシを定着させたミニカラムリアクターによ
るミクロシスチン産生藍藻類M. aeruginosa NIES-102の除去効果を検証し、さらに、トウモ
ロコシ炭をボール状に固めた生物担体内のヒルガタワムシの個体数を新たに設計したプラ
イマーを用いたqPCR(SYBR法)を用いて、18S rRNA遺伝子のコピー数の定量によりその動態
を定量化することに成功した。また、Phillodina sp.とLepadella sp.はスポンジ担体を生息環境
として藍藻細胞を効率よく分解除去するが、Paramecium sp.にはスポンジ担体は適していな
いことが判明した。また、Phillodina sp.のスポンジ担体内での増殖は、qPCRを用いて定量で
きることも示すことができ、本手法は実用化時の評価手段として有用であった。 
 甲殻類のDaphnia magnaを用いたMicrocystis抑制のバイオマニピュレーションの室内モデ
ル実験を実施した。この結果、D. magnaは、ミクロシスチン産生Microcystisを捕食し減らす
ものの、捕食後にD. magnaは死亡することを確認した。さらに、ミクロシスチン産生M. 
aeruginosa NIES-843とミクロシスチン無産生M. aeruginosa NIES-299のそれぞれを食物源と
してD. magnaを培養したところ、NIES-843を食物源とした場合、ミクロシスチン無産生であ
るNIES-299を食物源とした場合に比べ明らかにD. magnaの生残数は減少した。これらの結
果は、D. magnaも他の捕食者と同様にミクロシスチンの毒性影響を受けていると推測され
た。 
 
４.２ 新規なミクロシスチン産生藍藻類捕食者の探索と同定 
権現堂調整池からは、ワムシRotatoria sp.に加え、無

色で球形の鞭毛虫類を分離した。この鞭毛虫類の18S 
rRNA遺伝子を解読した結果、Spumella spp.の多系統群
に属するSpumella-like flagellate JBNA46と近縁である
ことがわかった。Spumella-like flagellateは無色で球形
であることから、形態観察から、分離した原生動物を
Spumella-like flagellateに分類した。原生動物をM. 
aeruginosa NIES-102に曝露したところ、それらを捕食
して増殖したことから、水環境中のアオコ消失に寄与
することを明らかにした。加えて、ミクロシスチン濃
度の減少（図4）とmlrA遺伝子の検出から、ミクロシ
スチン分解菌の存在が確認され、原生動物とミクロシスチン分解菌群の共存関係による適
応機構が推量された。そして、微生物群集構造を解析した結果、溶藻菌やミクロシスチン分
解菌の報告例がある細菌群が確認され、それらの中にはM. aeruginosa NIES-102の捕食に伴
って相対比率が増大したグループもあった。 
国際共同研究にて、熱帯地域マレーシアのクアラルンプールに位置する2水域（Titiwangsa 

Lake及びSemeniyh Dam）からも捕食者の集積培養を行い、18S rRNA遺伝子を標的としたク
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図 2 捕食者の細菌群集構造解析 

図 3 ミクロシスチン濃度の比較 

図 4 ミクロシスチン濃度減少 



ローンライブラリー法により多様性解析を行った。
両 水 域 と も に 90 ％ 以 上 が Poterioochromonas 
sp./Ochromonas sp.と同定された。Semeniyh Damにお
いては、わずかながら遺伝子解析により、繊毛虫類
を検出した。 

長崎県内の貯水池からミクロシスチン産生藍藻
M. aeruginosa NIES-102を捕食し、増殖可能なワムシ
として、Lepadella sp.が、原生動物としてParamecium 
sp. がこの細胞懸濁液で増殖することを確認でき
た。さらに、蛍光顕微鏡で、Microcystisの細胞内の
クロロフィルaの蛍光をマーカーとして、これらが、
実際にMicrocystis細胞を体内（細胞内や腸内）に取
り込む証拠を得ることに成功した。また、長崎県内の池から単離したバクテリア（16S rRNA
遺伝子の配列で分子同定し14種を獲得）を単離し、これらのバクテリアに対する捕食特性を
明らかにした。長崎大学内の２ヶ所の池から採水し、それらの１mLを、14種のバクテリア
のそれぞれの懸濁液を入れたプラスチックプレート(24well)に入れ培養し、1, 2, 3週間後に増
殖した原生動物を確認した。その結果、増殖したのは２種の繊毛虫Coleps sp. とParamecium 
sp.のみで、しかも1~2種類のバクテリアでのみ増殖し、餌選択が非常に強いことが判明した。
また、ミクロシスチン産生M. aeruginosa NIES-102の細胞を食物源とした場合、繊毛虫の
Ancistrum sp.とOxytrichid ciliates sp.が得られた。これらを単離し、同じ有毒Microcystis細胞懸
濁液を用いた捕食増殖実験を実施した結果、両者とも増殖し、その増殖と同期して有毒
Microcystis細胞の減少が確認された。10日程度で有毒Microcystis細胞の初期密度に対して約
１/３に低減化することに成功している。これらの繊毛虫は、従来のDNAデータベースの登
録配列と、95％以下でしかマッチせず、新たな亜種である可能性が高いことも明らかにし
た。 

4.1と4.2で得られた知見は、生来の共生細菌に着目した生態工学の手法として、捕食者と
その共生細菌を用いた有毒アオコの低減化やミクロシスチン除去を効率的に実施できる水
圏浄化を行う場合において非常に有用である。 
 
４.３ 窒素・リン同時除去型水質浄化システムの確立 

4 つの SBR すべてで藻類-細菌 AGS（粒径 300μm 以上）が形成されたが、Rod と Rld では
ほとんどの汚泥が洗い流された。Ros と Rls では種汚泥の添加後に MLSS が低下したが、24
日目から回復した。Rod と Ros, Rld, Rls の粒径はそれぞれ 1,207 ± 440 μm, 834 ± 307 μm, 548 
± 206 μm, 4,096 ± 968 μm であった。運転終了時の硝化による NH4-N の酸化は，Rod (76.6%) 
と Rld (76.9%)に比べて，Ros (96.7%) と Rls (99.2%) で高度に達成されていた。硝化と脱窒
の同時進行（SND）は Ros（44.5％）と Rls（31.7％）でのみ発生した。藻類-細菌 AGS の構
造が大きく高密度であることが、グラニュール中の嫌気性領域の形成に貢献したと考えら
れた。リンの除去は，すべての SBR で安定しなかった。その除去効率は Rod、Ros、Rld、
Rls でそれぞれ 6.8％、54.1％、26.5％、3.5％であった。COD 除去率は、Rld（86.7％）、Ros
（94.1％）、Rls（84％）が Rod（56.6％）に比べて高い値を示した。これらの結果から、生活
排水の使用は、合成排水と同様の運転管理では、排水処理能力や藻類-細菌 AGS の形成に影
響を及ぼすことを明らかにした。生活排水の組成は、特に COD が低いため、Rod と Rld で
は餌/微生物（F/M）比（0.1 g-COD/g-MLSS d）が低くなった。また、種汚泥の沈降性が悪く
（SVI30 = 239 mL/g）、起動時に流出が進んでしまったと推測された。一方、安定した栄養分
の供給と最適な F/M 比（0.4～0.5 g-COD/g-MLSS d）を持つ合成排水を用いることで、沈降
性は回復し、より優れた栄養分除去が可能となった。生活排水から合成排水への順応時間に
よって微生物群集が変化し、粒状物の沈降性が向上したと考えられる。屋外環境では藻類の
繁殖が見られたが、実験室環境では藻類の繁殖が抑制され、より高い栄養塩除去効率が得ら
れた。本研究の結果から、合成廃水はスタートアップ期の藻類-細菌 AGS の形成に適してお
り、実際の生活廃水の処理は合成廃水よりも慎重な操作が必要であることが示された。 
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図 5 捕食者の同定解析 
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