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研究成果の概要： 

 有毒藍藻の増殖を自動的にモニタリングするための、特殊形状のガラス製の通気培養容器を

試作開発し、また RGB3 色分光装置による藻類増殖の自動測定装置を試作開発した（特許出願）。

また、簡易で安価な窒素、リンなどの水質分析や藻類増殖測定のために、汎用のスキャナーと

パソコン、フリーソフトの組み合わせによる分析システムを試作開発した（特許出願）。また、

藻類の単一細胞光合成活性をモニタリングするためのマイクロデバイスを試作開発し、単一細

胞からの酸素発生のモニタリングに成功した。さらに、単一細胞レベルでの藍藻の PCR とシー

ケンスに成功した。また、脱リン酸化酵素 PP2A のミクロキスティンによる阻害効果を活用した

酵素アッセイシステムの低コスト化手法について検討し、従来の１／３のコストにすることに

成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

富栄養化した湖沼やダム湖等で発生するア
オコは主に藍藻から構成されているが、この中
にはミクロキスティス属などの藍藻毒産生種も多
い。またフォルミディウム属などのカビ臭産生藍
藻も大きな問題となっている。今後、富栄養化や
温暖化が進行した場合、水源池や湖沼における

藍藻増殖のリスクが増大すると考えられるため、
各水域毎の有害藍藻のモニタリングや発生予測
は重要な課題である。 

そのためには、各藍藻類の増殖特性や毒素
含有量などを明らかにする必要がある。現在、
藍藻の研究では、分子生物学的手法が発展し
ているが、増殖速度や温度特性といった生理特



性値、また毒素含有量を定量することはできな
いため、実際に培養等を行うことが必要になる。
また水域には様々な藍藻が生息しており、それ
らの生理特性取得には数多くの培養実験が必
要になってくるため、迅速に多量の増殖特性を
調べる手法が必要となってくる。 

一方、このような水域を適正管理していく上で、
藍藻毒に加え、窒素、リンのモニタリングが重要
であるが、それらの定量には、分光光度計や
HPLC などの分析機器は高価であり、特に途上
国での適正な水域管理の妨げになっている。そ
のため、迅速性に加えて安価で簡易な分析手
法の必要性も極めて高い。 

 
２．研究の目的 

上記の背景を踏まえて、本研究では、迅速
に多量の増殖特性を調べる手法として、一度
に多くの藻類を培養し増殖試験を行うこと
ができる自動増殖測定装置を開発すること
を目的とした。さらに、水域環境から採取し
た様々な藻類を培養することなく特性解析
するために、単一細胞レベルでの細胞操作お
よび活性測定が可能なマイクロデバイスシ
ステムの開発を目指した。また、藍藻毒の中
でもっとも問題となっているミクロキステ
ィンの酵素アッセイシステムや富栄養化の
原因となっている窒素、りん等の栄養塩分析
の低コスト化システムの開発を目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）藻類の自動増殖測定装置の開発  
 藻類の培養では、光照射を均一化すること
が重要である。そこで、すべての培養容器を
光源（蛍光灯）の周りを同一円周上で回転さ
せながら、光エネルギーを均一化する（回転
培養装置）を利用することとした。この回転
培養装置には、自動的に増殖をモニタリング
することが可能な分光システムを配置する
こととした。また、試作システムの試験には
有毒藍藻ミクロキスティスを用いた。 
（２）藻類単一細胞測定システムの開発 
 藻類の単一細胞の光合成活性を測定する
ためのマイクロ流体電気化学デバイスを試
作開発することとした。このマイクロデバイ
スでは、単一細胞を操作する電気泳動システ
ム、酸素発生をモニタリングするマイクロ電
気化学センサーから構成されるシステムと
した。また、単一細胞の PCR とシーケンスを
行うこととした。 
（３）藍藻毒低コスト化測定手法の開発 
 藍藻毒の酵素アッセイとして脱リン酸化
酵素 PP2A へのミクロキスティンの特異的阻
害効果を活用した酵素アッセイシステムに
おいて、酵素量の低減化等による低コスト化
を検討した。 
（４）汎用スキャナーによる分析システムの
開発  

 窒素、リンの定量分析のために、24 穴のマ
イクロウェルに 1ml ずつサンプルを採取し、
そのマイクロウェルをフラットベッドスキ
ャナでスキャンし、パソコンに取り込み、フ
リーソフトウェアのGimp2.2とImage-J(Ver. 
1.4)を用いてウェルごとの RGB強度を数値化
し定量分析を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）藻類の自動増殖測定装置の開発 
①自動藻類増殖測定装置の構成 

 図１－１に、試作した装置の概要を示す。
本装置は、各培養容器間の光照射量を均一化
するために、培養容器をアームの先に取り付
け、蛍光灯の前で回転させることを特徴とし
ている。さらに、この回転時に各培養容器は
RGB 簡易 3 色分光光度計（図１－２）を通過
する。 
これは、白色 LED 光と受光部の間に藍藻培

養容器を通過させ、透過光を RGB カラーに分
けて測光した。これには 3CCD ビデオカメラ
用のプリズム光学系（ダイクロイックミラ
ー）を用いて RGB に分光し、それぞれをフォ
トダイオードで受光し、フォトアンプで増幅
して RGB の各電圧出力を取り出した。また蛍
光灯からの外乱をさけるために、１６０１Hz
のサイン波で白色 LED 光を変調し、フォトア
ンプの出力を位相検波することでサイン波
の同期成分を直流信号として取り出した。 
 また、培養容器への通気装置が各アームに
取り付けてある。この培養容器は内容積は約
８０mL の底が細ったガラス瓶であり、通気撹
拌により藻類が沈降しないようにすること
ができる。なお、この容器の蓋はポリカーボ
ネイト製で滅菌可能である。  
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図１－１ 試作した藻類自動増殖測定装置の概要 
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図１－2 試作した RGB 簡易 3 色分光光度計 



②基本性能試験結果 
 試作した装置の基本性能試験にはM１１培地
（窒素濃度 34mg-N/L,17mg-N/L,11mg-N/L）
に縣濁 した藍藻Microcystis aeruginosaを使用
した。これを 4.0X10４cell/mLの細胞密度で６０
mL、専用培養容器に入れ自動藻類増殖測定装
置のアームにセットした。光強度は平均 2,300Lu
ｘ、温度は平均 23.5 度であった。各RGBの位相
検波信号をPCデータロガーに取り込んだ。細胞
密度は十分に高い増殖後期では、LED光はほと
んど吸収されている。増殖に従い、光が吸収さ
れフォトダイオードの出力が大きくなっていく。
RO水の時の各RGBの出力電圧をR０、G０、B０と
し、各細胞密度の時の各RGBの出力電圧をR（G、
B）とすると、培養容器のセル厚さが 2.5cmである
ので、各RGBの吸光度Ar（Ag, Ab）は 
  Ar = -ln(R/R0)/2.5,  Ag== -ln(G/G0)/2.5,  
Ab =-ln(B/B0)/2.5 となる。各窒素濃度での増殖
にともなう R の吸光度の時間変化を図１－３に、
また M.aeruginosa 希釈列で求めた吸光度と細
胞密度の関係と図１－４に示した。 
 細胞密度が約 1.0X105cell/mL（0.4 OD）まで
は密度と吸光度は比例しているが、細胞密度が
高くなると吸光度の傾きが低下してくる。従って、
本装置で増殖試験を行う場合には、この比例関
係が成立する 0.4 OD以下の細胞密度までの間
で測定を行うことが望ましいと考えられる。この範
囲では、次式を持ちいてRGB吸光度から細胞数
を推定できる。 

N(cell/mL )= a*Ar+b*Ag+c*Ab : a=7.87X104, 
b=-33.61X104, c=57.68X104

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１－３  窒素濃度の異なる藍藻 M.aeruginosa 増

殖過程での R 成分の吸光度の変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１－４  吸光度と細胞数の関係 

③結論と課題 
 本装置を用い藻類の細胞密度を吸光度か
ら推定できることがわかった。次に、増殖実
験における条件として栄養塩濃度を変える
ことは容易であるが、光強度をパラメータと
する場合には、各培養瓶の前に遮光スクリー
ン（金網など）をおき、コントロールする必
要がある。 
 
（２）藻類単一細胞測定システムの開発 
①マイクロ流体電気化学デバイスの構成 

 マイクロ流路内に導入した藍藻細胞をウ
ェル内に取り入れる方法として電気泳動法
を用いた。また酸素を取り込むために、この
マイクロウェル中には電気泳動用の電極と
酸素センサーとしてのマイクロ電極（作用
極）としてマイクロパターンＰｔ電極を作成
した。また、マイクロ流路やマイクロウェル
には透明シリコンゴム素材であるＰＤＭＳ
を SU-8 を型としたモールディングによって
作成した。マイクロ流体電気化学デバイスの
概要図を図２－１に示した。さらに、試作デ
バイスの外見を図２－２に示した。 
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図２－１マイクロ流体電気化学デバイス概
要図 
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図２－２ 試作デバイス 
 
 今回試作したデバイスでは幅 200μm で長
さ 2.3mm、厚さ 15μm のマイクロ流路に、４
つの測定用ウェル（100μm X 100μm 厚さ 15
μm）が幅 20μm、長さ 50μm、厚さ 15μmの
細い流路で接続された構造である。 
 



②藍藻ミクロキスティスの光合成活性測
定 
 藍藻ミクロキスティス細胞の光合成活性
を測定するために、試作したマイクロ流体電
気化学デバイスの流入口にマイクロピペッ
トでに M.viridisのＭ１１培地に懸濁サンプ
ル液を注入し細胞を顕微鏡下で観察して、マ
イクロ流路中Ｐｔ電極に対し、マイクロチャ
ンバー内 Pt 電極に＋2.3V を印加しチャンバ
ー内に細胞を引き込んだ。 
 引き続き、光合成活性測定実験を実施した。
光合成で発生する酸素をチャンバー内の Pt
作用電極に-0.5V の電位にポテンシオスタッ
トで印加して酸素還元電流を測定した。 
 藍藻 M.viridis の単一細胞を用いて、同様
の実験を実施した。その結果、ＬＥＤライト
を１５０秒間 ON にした結果、酸素の還元電
流がバックグラウンドから約１００ｐA 増加
した（図２－３）。この結果から、試作した
マイクロデバイスは単一細胞の藍藻細胞の
光合成活性をとらえることができたと考え
られる。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２－３ 単一細胞からの酸素発生 
 

③藍藻単一細胞レベル PCR とシーケンス 
 ラン藻類の検出には、毒素産生遺伝子ｍｃ
ｙA 等による定量 PCR 手法などが用いられて
いる。実際に霞ヶ浦の湖水でｍｃｙA に対す
るプライマーを設計し定量 PCRを検討すると、
湖水では１００細胞／ｍL オーダーでの検出
が可能であった。また、PCR チューブあたり
では、10 細胞程度での検出が可能であった。 
 そこで、さらに単一細胞レベルでの PCR が
可能であることを検討するために 16ｓrDNA
の藍藻特異領域（２０９F－４０９R）の外側
にさらに、27F で増幅させることによる
Nested-PCR を用いた。 まず、キャピラリー
で各 PCR チューブに M.viridis の細胞を入れ
た（1～１８細胞）。さらに PCR 前に 70 度３
０分で熱処理をすることで、PCR 効率を上げ
ることが分かった。この PCR の結果を図２－
４に示した。さらに、PCR 産物を回収してシ
ーケンスを行ったその結果、50 細胞の

M.viridis の PCR とデータベースのシーケン
スで２０９－４０９領域を比較した結果、1
塩基の読み取りミスを除いて一致し単一細
胞レベルでのシーケンスも可能でなことが
分かった。したがって、単一細胞での光合成
活性測定の後に、藻類の系統解析を行うこと
が可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２－４ M.viridis (NIES102)の単一細
胞レベルでの PCR 結果 （ゲルのレーン
の上の数字が細胞数を示す）。 
 
（３）藍藻毒低コスト化測定手法の開発 
①実験方法 

 アッセイ用酵素として Protein Phosphatase-2A
（Promega Co., 0.5U/μL）を用い（以下 PP2A）、
pNPP (4-Nitrophenyl phosphate Disodium 
salt Hexahydrate)を基質に用いた。標準基質
濃度の反応液（RM）に対して、pNPP の濃度を
5倍、2倍、.5 倍、0.1 倍とした RM を作成し
た。また PP2A:3.04μLを含む標準酵素液(EZ)
とした。この標準 EZ に対し、０、１／２、
１／３濃度酵素液を作成した。市 販 の
microcystin-LR と八郎湖のアオコ発生湖水を用
いた試験を行った。 
 測定には９６穴マルチプレートとプレートリーダ
ー（TECAN、SUNRISE THERMO RC）を用い、
各ウェルに RM１００μL、希釈ミクロキスティン溶
液１０μL を入れ混合し、その後 EZ１０μL を一
斉に添加し反応開始とした。なお、標準 pNPP 濃
度に対して酵素なしの条件を割り当てた。本プ
レートリーダー内を恒温条件（３6℃）に設定しイ
ンキュベーションを行い、生成するパラニトロフェ
ノール（黄色）を、405nm と 492nm の吸光度差で、
３分おきに自動的に全ウェルを測定した。 
 
②結果 

 図３－１に酵素反応産物（黄色）の生成量
の酵素量と基質（ｐＮＰＰ）量を変化させた
場合の結果を示した。この場合１時間では酵
素量を１/３にすると、基質（ｐＮＰＰ）量
を 5倍にしても反応生成物が少なく検出のた
めの十分な着色がすくない。そこで、次に反
応時間を増加させた。２時間の反応時間にす
ると、標準基質（ｐＮＰＰ）量では着色は倍
くらいになるが、まだ標準条件の半分以下で
ある。２時間以上のインキュベーションでは、急
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速に着色し始め、pNPP の脱リン酸化以外の副
反応があると考えられた。また酵素失活もあるた
め、反応時間は２時間以内が適切であった。そ
こで、基質 pNPP を５倍にすることで酵素反応
速度を上げて着色を向上させ、検出感度を標
準法と同程度にすることができた（図３－
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３－１ の酵素量と基質（ｐＮＰＰ）量に
対する反応生成物の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３－２ インキュベーション時間に対す
る反応生成物の変化 
 
③実湖水に対する試験 

 アオコが発生した秋田県の八郎湖の湖水
を用いてＰＰ２Ａによるミクロシスティン
定量試験を行った。（詳細の採取地点と年月
日は今回秘匿する）。Site１と Site５で、標
準法とともに、酵素使用量を低減化した方法
での定量結果を比較した。結果を図３－３に
比較した。その結果、両地点ともに、標準法
にくらべ、少し低く検出されるものの、酵素
量を１／３に低減化し、基質（ｐＮＰＰ）量
を 5倍、反応時間を倍の 2時間にすることで、
ほぼ同じ定量値をえることができた。これに
より、新たな定量法は、酵素が消耗品の価格
のほとんどであることから、１/３の消耗品
コストで分析が可能であることが分かった。 
 

 

 

 

Microcystin (ppb)

 

 

 

 

図３－３ 八郎湖の2地点の低コスト化PP2A
法による定量結果 
 

④電気化学的検出法との比較検討 
 ＰＰ２Ａの基質としてｐＡＰＰを使用す
ると生成物ｐＡＰが電気化学的検出できた
のでミクロキスティンの電気化学的定量が
可能であったが、電極の汚染や並列化の困難
性のため、電気化学検出システムの実用化に
は課題が残った。 

 

（４）汎用スキャナー分析システムの開発 
①分析試験方法 

 今回、硝酸態窒素（NO3-N）を還元-ナフチル
エチレンジアミン吸光光度法で、リン酸態リン
（PO4-P）をモリブデン青吸光光度法とし、市販
試薬キットを用いた。黒色枠の 24 穴のマイクロウ
ェルに 1ml標準サンプル水と各キットの試薬を入
れ発色させたのちに、そのマイクロウェルをフラ
ットベッドスキャナ（EPSON：GT-X970）で、ＲＧＢ
16 ビ ッ ト の 画 像 を フ リ ー ウ ェ ア Gimp2.2 と
Image-J(Ver. 1.4)を用いて各ウェルのRGB（Red, 
Green, Blue）強度を測定した。分光光度計によ
る測定データとスキャナーによるRGBデータとの
関係を回帰分析した。 

②分析結果 
 通常の分光光度計によるNO3-NおよびPO4-P
の分析結果に対するそれぞれのRGBデータとの
関係を図４－１に示した。さらにNO3-NはG値、
PO4-PではR値を用いて、濃度との関係を回帰
分析により求めた。NO3はＧと、PO4はＲと単回帰
し G/G0=  1.00-0.99(NO3-N)+0.42(NO3-N)2 、
PO4-P=-0.30+26.74(R-1)+-77.27(R-2 )が得られ
た(R2は 0.999 以上)。 
 この結果は、NO3-NおよびPO4-Pの濃度をスキ
ャナーで測定できることを示唆する。さらに、この
方法で、東京都内の公園池の窒素、リン濃度を
測ることにも成功し、極めて低価格の分析システ
ムを完成させることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４－１ NO3-N、PO4-P濃度とRGB値の関係 
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