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研究成果の概要（和文）：湖沼生態系におけるラン藻類の制御法の確立を最終目的に置き、その

一環として湖沼生態系におけるラン藻類の生活環の解明を試みた。本研究では、これらの過程

は何らかの有機化合物によって調節されると考察し、Microcystis 自身が産生する２種の揮発性

化合物、b-cyclocitral および関連化合物と低級アルコール類の生合成、産生挙動、分解（代

謝）などの動態を検討し、実際の湖沼で生起する現象と比較・検討した。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to establish a regulation method for outbreak of 

cyanobacteria in aquatic environment as the final purpose, we tried to elucidate the life 

cycle of a cyanobacterium, Microcystis. In this study, the life cycle was considered to 

be controlled by organic compounds that were produced by the cyanobacterium itself. Two 

types of compounds, b-cyclocitral and related compounds, and lower alcohols were focused 

and their biosynthesis, dynamics of the production and degradation (metabolism) were 

intensively investigated. Finally, the obtained results were compared to various 

phenomena observed in a lake. 
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１．研究開始当初の背景 
現在、富栄養化などにより湖沼生態系にお

いてラン藻類が大量発生するアオコという

現象が起きている。このアオコにより浄水施

設のろ過障害、カビ臭物質の産生、有毒化合

物の産生による人間、家畜、野生動物への死

亡を含む被害などの環境問題が引き起こさ

れている。これらを解決する方法として、本

研究室では湖沼生態系におけるラン藻類の

制御法の確立を最終目的に置き、その一環と

して湖沼生態系におけるラン藻類の生活環

の解明を試みている。生活環とは、生物がど

のように生まれ、育ち、繁殖し、いかに次の

個体を生み出すかの過程である。研究代表者

は、ラン藻におけるこれらの過程が何らかの

有機化合物によって調節されており、その消

長を制御することによりラン藻類制御法の

確立が可能と考察した。 

最近、当研究室の尾崎らはラン藻自身から

産生され、湖沼のラン藻が消滅する際にしば

しば観察される青色化現象の原因物質であ

る β-cyclocitral がラン藻の生活環に関与して

いる可能性を指摘した。β-Cyclocitral は、

β-carotene が細胞膜に存在する carotenoid 

cleavage dioxygenase（CCD）により酸化的に

分解され、生成する揮発性化合物であり、通

常細胞内では生成せずラン藻細胞の破壊の

際に CCD の活性化により生成され、細胞外

に放出されると考えられている。また、

β-cyclocitral はラン藻の中でもアオコの主原

因であるMicrocystis属のみが産生しているこ

とも興味深い。何故、Microcystis 属ラン藻は

自らをも死滅させるような化合物を産生す

る必要があるのであろうか。研究代表者は、

β-cyclocitral の産生は Microcystis 属自身の個

体数を制御することにより自己の生存を可

能にする、すなわちクオラムセンシングの一

環であり、Microcystis 属の生活環に関与する

と考察している。一方、β-cyclocitral の検出過

程で、Microcystis 属由来の揮発性化合物とし

て 2-および 3-methyl-1-butanol が検出された。

これらの化合物は酵母においても産生が確

認されており、アミノ酸代謝の中間産物であ

る 2-keto-acid から 2-keto-acid decarboxylase

（KDC）と alcohol dehydrogenase（ADH）に

より産生され、酵母における窒素源飢餓時の

情報伝達物質であることが知られている。研

究代表者はラン藻の培養実験において、培養

後期つまり栄養状態の乏しい時期にこれら

の産生を確認しており、栄養状態の低下など

生存の厳しい時期に産生・放出されることで

生活環境悪化の情報伝達物質として働き、最

終的に休眠などに移行させると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Microcystis 属ラン藻の生活環

の解明およびそれに基づく制御法の確立の

一 環 と し て 、 β-cyclocitral 、 2- お よ び

3-methyl-1-butanolなどのアルコール類の生成

経路、生産挙動、水中における挙動およびラ

ン藻に対する機能の解明を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）湖沼におけるb-cyclocitral の役割の

解明 

① Microcystis属におけるb-cyclocitralの

生成機構解明 

（a）Microcystis aeruginosa NIES-298 の有

する 2種の CCD の機能解明 

（b）MaCCD1 および MaCCD2 遺伝子のクローニ

ング 

（c）MaCCD1 および MaCCD2 の活性測定 

② b-Cyclociral および類似化合物のラン藻

培養液における酸化および青色化挙動の観

察 

（a）b-Cyclociral および perillaldehyde の

酸化銀による酸化およびその挙動 



 

 

（b）ラン藻培養液へのb-cyclocitral および

類似化合物の添加実験 

（c）b-Cyclociral の酸化され易さおよび青

色化の原因予測 

③ b-Cyclocitralの酸化挙動 

（a）水中におけるb-cyclocitral の変化 

（b）2,2,6-Trimenthylcyclohex-1-en-1-yl 

formate の単離・精製 

（c）2,2,6-Trimenthylcyclohex-1-en-1-yl 

formate の安定性実験 

（d）b-Cyclocitral の酸化経路 

（e）水、MA 培地およびラン藻培養液に添加

されたb-cyclocitral の酸化挙動の比較 

④ ラン藻培養液からの b-cyclocitral、

b-cyclic acid、2,2,6-trimenthylcyclohex- 

1-en-1-yl formate お よ び 2,2,6- 

trimenthylcyclohexanone の探索 
⑤ b-Ionone、b-cyclocitral、b-cyclic acid、

2,2,6-trimenthylcyclohex-1-en-1-yl 

formate お よ び 2,2,6-trimenthyl- 

cyclohexanone の MIC 

（２）湖沼におけるアルコール類の役割解明 
① ラン藻におけるアルコール類の生合成機

構解明 

（a）NIES-843 からの KDC 遺伝子の探索 

（b）MaKDC の精製 

（c）MaKDC 発現大腸菌を用いたアルコール類

産生実験 

（d）精製 MaKDC を用いた脱炭酸活性実験 

（ e ） Microcystis 属 よ り 産 生 さ れ た

2-methyl-1-butanol の絶対配置の確認 

② NIES-843 の成長曲線、生育環境における

栄養状態とアルコールの産生挙動の関係解

明 

（a）培養液における NIES-843 の成長挙動の

硝酸態窒素量の推移 

（b）培養液における NIES-843 のアルコール

類産生挙動 

 
４．研究成果 

（１）b-Cyclocitral  

① b-Cyclocitral の生成機構解明 

 Microcystis 属ラン藻で確認された 2 種の

CCD 遺伝子（MaCCD1、MaCCD2）のクロー

ニ ン グ 後 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 を

β-apo-8’-carotenal と retinal を基質として反応

させ、その活性を測定したところ、MaCCD2

は β-apo-8’-carotenal を開裂し、retinal を生成

することが明らかとなった。しかし、MaCCD1

は基質と反応せず、その活性を確認するに至

らなかった。この結果に関しては基質が正し

くないのか、あるいは CCD 酵素の活性化に

は他の要因が関与していることなどが推察

され、今後の課題となった。 

② b-Cyclocitral と類似化合物のラン藻培養

液における酸化および青色化挙動 

 b-Cyclocitral と 構 造 の 類 似 し て い る

perillaldehyde の 2 種のアルデヒド体およびそ

れらのカルボン酸体を用いて水中の酸化挙

動を比較したところ、b-cyclocitral のみ完全に

酸化され、他は全く変化しなかった。つぎに、

b-cyclocitral、perillaldehyde およびこれらのカ

ルボン酸体をラン藻培養液に添加し、溶藻に

伴う青色化の有無の観察を行った。その結果、

b-cyclocitral および perillaldehyde のカルボン

酸体では青色化が観察され、青色化が引き起

こされる pH は 5.5～6.5 であることが確認さ

れた。 

③ b-Cyclocitral の水中における酸化挙動 

 上述の結果に基づき、b-cyclocitral を水に添

加し、GC/MS を用いて酸化挙動を調査した。

そ の 結 果 、 2,2,6-trimethylcyclohexene-1- 

carboxylic acid の 生 成 と と も に

2,2,6-trimethylcyclohex-1- en-1-yl formate（エノ

ールエステル体）が検出された。このエノー



 

 

ルエステル体は酸性（pH 3）～中性（pH 7）

において安定であるが、アルカリ性（pH 10）

では 2,2,6-trimethylcyclohexanone に変化する

ことが明らかとなった。この結果から、水中

のb-cyclocitral は Baeyer-Villiger 酸化に類似し

た機構で溶存酸素によって容易に酸化され

ることが示された。 

④ 水、MA 培地および Microcystis NIES-102

培養液に添加されたb-cyclocitral の酸化挙動

の比較 

 ③の実験と同様の操作を水だけではなく

MA 培地および NIES-102 培養液中で行い、

b-cyclocitral の酸化挙動を比較した。その結果、

b-cyclocitral を NIES-102 培養液に添加し場合

のみ、b-cyclocitral の経時的な減少量が少なく、

Microcystis 属が溶藻されることにより

b-cyclocitral が放出されることが推察された。 

⑤ NIES-102 培養液からのb-cyclocitral、カル

ボン酸体、エノールエステル体および

2,2,6-trimethylcyclohexanone の探索 

 ④の結果を確認するために NIES-102 の細

胞を凍結融解により破壊し、放出される

b-cyclocitral の挙動を GC/MS により確認した。

その結果、b-cyclocitral が水中に放出され酸

化されるとともに、周辺の Microcystis 属ラン

藻を溶藻し、さらにそこからb-cyclocitral が放

出されることが示された。 

⑥ b-Cyclocitral、カルボン酸体、エノールエ

ステル体および 2,2,6-trimethylcyclohexanone

の MIC（Minimum Inhibitory Concentration）測

定 

 b-Cyclocitral、カルボン酸体、エノールエス

テ ル 体 、 2,2,6-trimethylcyclohexanone と

b-ionone の MIC を求めた。その結果、b-ionone、

b-cyclocitral およびb-cyclocitric acid はそれぞ

れ 1.6、1.3、2.5 mM とほぼ同等の MIC を示

し た が 、 2,2,6-trimethylcyclohex-1-en-1-yl 

formate および 2,2,6- trimethyl-cyclohexanone

の MIC はそれぞれ 7.1、5.8 mM となり上記の

3 種より高い値を示した。 

①～⑥の結果から、湖沼においてスカムが

形成された時、ストレス、ウイルスやバクテ

リアなどによるMicrocystis細胞の破壊により

CCD が活性化し、放出されたb-cyclocitral に

よって溶藻の連鎖が引き起こされることが

推定される。 

（２）アルコール類 

① ラン藻におけるアルコール類の生成機構

解明 

 Microcystis の中でも全ゲノムが解明されて

いる NIES-843 を用いて、酵母においてアル

コール類生成に関与する KDC 遺伝子に相当

する遺伝子を探索した。その結果、KDC 遺伝

子に相同性を持つ遺伝子が確認され、MaKDC

と名付けた。つぎに、MaKDC 遺伝子のクロ

ーニングを行い、MaKDC 発現大腸菌を用い

たアルコール類産生実験を行った。その結果、

MaKDC 発現大腸菌のみから 2 および

3-methyl-1-butanolの産生が確認されとともに

2-phenylethanol の産生も確認された。また、

大量培養した MaKDC 発現大腸菌から

MaKDC を 精 製 し た 後 、 2-keto-4- 

methylpentanoate 、 2-ketomethylvalerate 、

2-ketoisovalerate、phenylpyruvate、pyruvate お

よび indole-3-pyruvate の 6 種の 2-keto acid を

基質として、MaKDC の脱炭酸活性を測定し

た。その結果、2-keto-4-methylpentanoate、

2-ketomethylvalerate、2-ketoisovalerate および

phenylpyruvate において脱炭酸活性が確認さ

れ、さらに 3-methyl-1-butanol の前駆体である

2-keto-4-methylpentanoate においてより高い

活性が確認された。したがって、MaKDC が 2



 

 

および 3-methyl-1-butanol、2-phenylethanol の

産生に関与していることが確認された。 

② NIES-843 のラン藻の成長曲線、生育環境

における栄養状態とアルコール類の産生挙

動の関係解明 

 NIES-843 を MA 培地に植え継ぎ、週に 3

回経時的に採取し、クロロフィル吸光度測定

による成長曲線の測定および硝酸態窒素の

測定を行った。さらに、1 週間毎に培養液を

採取し、HS-SPME を用いた GC/MS により 2

お よ び 3-methyl-1-butanol と と も に

2-phenylethanol を測定し、これらの産生挙動

を確認した。その後、ラン藻の成長曲線、生

育環境における栄養状態とアルコール類の

産生挙動の関連性を検討したところ、これら

のアルコール類は成長曲線における死滅期

後期に産生されており、その時の培地中の硝

酸態窒素は全て消費されていた。 
①、②の結果から、2-methyl-1-butanol、

3-methyl-1-butanol および 2-phenylethanol など

のアルコール類は老化もしくは環境が悪化

したときに産生され、Microcystis 属の生活環

に関与していることが考えられた。また、

2-phenylethanol は本実験によって初めて

Microcystis 属からの産生が明らかにされ、さ

らにアルコール類の中で最も多く検出され

たことからMicrocystis属の生活環に対し重要

な役割を担っていることが示唆された。 

本研究は、生物間において相互作用する天

然由来の化合物の起源や機能を生態学的に

理解するために実施された。研究代表者は実

験室的に行った研究結果と湖沼生態系にお

ける現象を照らし合わせ、ラン藻および揮発

性化合物の出現と消長を考察した。その結果、

b-cyclocitral お よ び 酸 化 生 成 物 と

2-methyl-1-butanol 、 3-methyl-1-butanol や

2-phenylethanol などのアルコール類が、

Microcystis 属の生活環に深く関わりがあると

結論した。b-Cyclocitral およびこれらのアル

コール類は Microcystis 属のみに由来し、本研

究によって多くのことが明らかにされたが、

b-cyclocitral の生合成機構の一部が不明瞭で

あり、b-cyclocitral およびアルコール類の機能

に関しても仮説の域を出ない。今後、これら

揮発性化合物とMicrocystis属の生活環との関

わりをより明確にすることで、生活環の制御

機構の理解さらには湖沼における Microcystis

属の制御が可能になると考えている。 
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