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第1章 序 論 

 

我が国において，高度成長に伴い，1960 年代から 1970 年代にかけて湖沼の

富栄養化が進行し，アオコや淡水赤潮だけでなく，水道水のかび臭が発生した 

(橋本，1971; 琵琶湖異臭調査小委員会 , 1988; Hsieh et al., 2010; 小澤・宮原 , 

2015)。利水の生物障害はその後も増加し，1990 年代前半に件数は最多となっ

た。また，障害の内訳として，1960 年代後半までは濾過閉塞の割合が多かった

が，1970 年代以降は大部分を異臭味が占めるようになり，次いで濾過閉塞や漏

出が障害の原因になっている。その後も異臭味が最も高い割合を占め，2001 年  

(平成 13 年度) から 2002 年  (平成 14 年度) にかけて全国の事業体に聞き取り

調査を行った結果，生物障害事例数のうち，異臭味が 49%と最も多かった (日

本水道協会 , 2006)。また，2010年  (平成 22年度) から 2012年  (平成 24年度) 

にかけて行われた調査によると，異臭味が 63%，次いで濾過漏出が 17%となり，

10 年前に比較して，濾過閉塞の報告数が減少した一方で，異臭味や濾過漏出

の報告数が増加した (秋葉ら, 2015)。 

 厚生労働省が公表した異臭味被害事業者および異臭味被害人口の推移を

Fig. 1-1に示した (厚生労働省健康局水道課 , 2015)。調査を開始したのは 1983

年  (昭和 58 年度) であるが，異臭味被害人口は増加し続け，1990 年  (平成 2

年度) には 2，000 万人を超え，その後減少に転じた。これは浄水処理方法の改

善が行われたことに起因しており，高度浄水処理の導入件数は 1990 年代に急

増した (水道技術研究センター, 2009)。しかしながら被害事業体数はあまり減少

しておらず，近年は増加傾向さえも示している。これは，高度浄水処理の導入が

主に大規模事業体で行われた一方で，中小規模の事業体では導入が進んでい

ないことが原因である。それゆえ，未だ異臭味被害は解消されていないことになる。
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なお，異臭味の内訳を Fig. 1-2 に示したが，かび臭が最も多く，次いで魚臭が多

い (厚生労働省健康局水道課 , 2015)。 

岸田らが全国の事業体から聞き取り調査を行った結果によると，異臭味の発

生場所として，95%がダムや湖沼が原因であることが明らかになった (Kishida et 

al., 2015)。一方で，近年は河床に付着性の糸状性藍藻類が繁殖してかび臭を

発生する事例  (角田ら, 2014; 日野ら, 2015) や，水源で発生するプランクトンの

種類が変化し凝集不良  (藤原ら, 2012) や消毒副生成物の濃度上昇  (羽根ら, 

2014) の例など，新たな問題も報告されている。 

 

異臭味原因生物の変遷 

 かび臭の原因生物として， 1970 年代から 1990 年代中頃までの間は

Phormidium属や Oscillatoria属など，付着性の糸状性藍藻類が多く報告されて

いた (日本水道協会 , 2009)。しかしながら，Phormidium 属による異臭味発生件

数については 1990 年  (平成 2 年度) をピークにその後減少した。一方で，この

頃から浮遊性藍藻類の Dolichospermum (Anabaena) 属による異臭味発生件数

が増加しており，2001年  (平成 13年度) から 2002年  (平成 14年度) にかけて

行われた全国事例調査の結果では，異臭味被害の原因生物 として，

Dolichospermum 属が最も多くなった (日本水道協会 , 2006)。なお，この傾向は

現在も続いている (Kishida et al., 2015)。 

 

神戸市の状況 

 国内の他の水域と同様に，神戸市の貯水池においても植物プランクトンの遷移

に伴い，近年はさまざまな浄水処理障害が発生している。神戸市最大の水源で

ある千苅貯水池では，1951 年  (昭和 26 年) に国内で初めてかび臭が報告され
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た (川北 , 1951)。その後 1970 年  (昭和 45 年) からかび臭が頻繁に発生するよ

うになり，特に 1981 年  (昭和 56 年) および 1982 年  (昭和 57 年) においては，

P. tenue が著しく増殖し，強いかび臭  (2-MIB) が感じられた (神戸市水道局 , 

1982, 1984)。しかし，近年 Phormidium tenue の発生頻度は減少傾向である。一

方で，1995 年  (平成 7 年) 頃から Dolichospermum crassum (Lemmermann) 

Wacklin，  Hoffmann et Komárek (syn.: Anabaena crassa (Lemmermann) 

Komárková-Legnová et Cronberg) (Wacklin et al., 2009) の増殖が確認され，近

年は高濃度のかび臭  (ジェオスミン) 発生が続いている。また，Dolichospermum

属については，近年種類が多様化しており，2000 年代初頭は検出されたのは 3

種類であったが，現在は 10 種類も検出されるようになった (清水ら, 2016)。貯水

池や浄水場において対応を行う際，検出された Dolichospermum 属を正確に同

定し，かび臭産生能を判断する必要がある。しかしながら，かび臭を産生する種

と産生しない種の形態は酷似したものが多く，それらが同時に検出されると，識

別が困難になる。 

 千苅貯水池では，Microcystis 属によるアオコが 1973 年  (昭和 48 年) に初め

て確認され，近年は継続的に発生している (清水ら, 2016)。また，濾過池から漏

出することにより，濾過水濁度上昇の原因となるピコプランクトン (Butcher, 1952; 

Sieburth et al., 1978; 一柳ら, 1999; 保尊ら, 2002; 川畑ら, 2005) については

2002 年  (平成 14 年) から監視を行っており，毎年夏から秋にかけて発生してい

るが，目立った被害は発生していない。 

 これらの対策として，適切な取水口の選択取水により，被害を低減している。ま

た，浄水場では，粒状活性炭を用いることにより，異臭味の除去を行っている。さ

らに，有害藍藻類の増殖が見られた際は，貯水池において応急的に硫酸銅を散

布して殺藻を行なっているが，予防的に発生を抑えることは現状不可能である。 
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殺藻細菌について 

海洋や湖沼では，赤潮プランクトンやアオコの原因となるMicrocystis属の有毒

種を殺滅する殺藻細菌が存在し，これらのプランクトンの増減に影響を及ぼすこ

とが報告されている (Imai et al., 1991, 1993, 1995, 2013; 今井 , 2010; Li et al., 

2015; Harvey et al., 2016)。また，沿岸域では，赤潮プランクトンと連動して殺藻

細菌が増加することが観察されており，赤潮の消滅に大きな役割を果たしている

ことが報告されている (Imai et al., 1998，2001; Kim et al., 1998)。さらに殺藻細

菌は，海藻やアマモ葉体表面のバイオフィルム中に高密度で生息することが報

告されており，藻場やアマモ場の造成が環境修復と同時に，有害有毒プランクト

ンの発生抑制の手段になるとして，可能性が注目されている (Imai et al., 2002, 

2006, 2013, 2014; 今井ら, 2009, 2016; Onishi et al., 2014; Inaba et al., 2017)。 

神戸市の貯水池において，D. crassum が発生し減少する際に，多数の細菌

が付着し分解していく様子が日常検査の中で観察されている。また，D. crassum

が減少する際には，動物プランクトンや原生動物，鞭毛虫など，他の生物による

捕食は確認されていないことから，貯水池における D. crassum の動態に対して，

細菌が大きく影響しているものと推察された。その後，殺藻細菌の存在が明らか

になり，これらを有効に活用できれば，貯水池における D. crassumの増殖を制御

する手段としても期待される。 

 これまで湖沼などの陸水生態系において，Table 1-1 に示したような藍藻類に対

する殺藻細菌が分離されている。しかしながら，かび臭の原因となる D. crassum

に対する殺藻細菌の報告例は認められず，このような機能をもつ細菌の探索は

重要課題であった。 

そこで本研究では，まず D. crassum に対する殺藻細菌を分離し，その特性を

調べるとともに，貯水池における挙動を調査することを目的とした。第 2 章では，
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烏原貯水池において，D. crassum に対する殺藻細菌の分離に成功し，性状調

査を行った結果を述べる。続いて第 3 章では，貯水池における殺藻細菌の季節

変動を調査した結果を報告する。また，殺藻細菌は水草の表面のバイオフィルム

中に高密度で生息することが近年報じられていることから，第 4 章では水草帯に

おける殺藻細菌の生息密度や，水草が D. crassum の増殖や生残に与える影響

について調査を行った。最後に第 5 章では，烏原貯水池における調査研究結果

と水草帯における結果とを比較し，かび臭発生抑制における水草の有効性につ

いて検証した。 
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第 2 章 烏原貯水池から分離された Dolichospermum crassum に対する 

殺藻細菌の特性 

 

第1節 緒 言 

 

 水道事業では，安全で良質な水を供給することが第一に必要である。しかしな

がら，富栄養化した水源の貯水池において異常繁殖した植物プランクトンがかび

臭を産生した結果，水道水に着臭する事が大きな問題となっている。その主な原

因 生 物 は 藍 藻 類 の Dolichospermum crassum (Lemmermann) Wacklin, 

Hoffmann et Komárek (syn.: Anabaena crassa (Lemmermann) 

Komárková-Legnová et Cronberg) (Wacklin et al, 2009) である。D. crassum が

貯水池で発生した場合，応急的に硫酸銅を散布して殺藻しているのが現状であ

り，予防的に発生を抑えることは難しい (清水ら, 2016)。 

 海洋では赤潮プランクトンを溶藻する「殺藻細菌」が単離され，それらは海藻や

アマモ葉体の表面のバイオフィルム中に高密度で生息することが報告されている 

(Imai et al., 2002, 2006, 2013, 2014; 今井ら, 2009, 2012, 2016)。一方，D. 

crassumに対する殺藻細菌に関しては報告例が皆無であった。そこで本章では，

神戸市の烏原貯水池において，D. crassum の減少期に表層水から殺藻細菌を

単離し，その性状を調べた。 
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第2節 材料および方法 

 

2-1 試料採取 

 

試料水の採取は ，神戸市の水源である烏原貯水池  (34°41'28.3" N, 

135°09'30.4" E) において行った (Fig. 2-1)。烏原貯水池は，新湊川水系の石井川

及び天王谷川を水源とし，神戸水道局創設時の水道施設として布引貯水池 (1900年

完成) に続いて建造され，1905 年 (明治 38 年) に完成した貯水池である。ダムの正

式名称は立ヶ畑堰堤で，有効貯水量 1,350,000 m
3，最大水深 19.2 mの水道専用ダ

ムである。なお，貯水池は富栄養化が著しく，毎年アオコやかび臭が発生している。 

2010 年 4 月から 2011 年 3 月まで，貯水池取水塔前の表層水を毎月採取し，

窒素，リン，クロロフィル a 濃度などの水質試験，および植物プランクトンの同定と

計数に供した。また，2010 年 10 月 26 日には，滅菌した耐熱性捻口ガラス瓶に

表層水を採取し，殺藻細菌の分離に供した。 

 

2-2 理化学的水質項目の測定 

 

 採取した試料水の水質について，以下の方法により測定した。 

・全窒素：紫外線吸光光度法  (上水試験方法 , 日本水道協会 , 2011) 

・全リン：ペルオキソ二硫酸カリウム分解法  (上水試験方法 , 日本水道協会 , 

2011) 

・クロロフィル a 濃度：吸光光度法  (上水試験方法 , 日本水道協会 , 2011) 
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2-3 植物プランクトンの計数 

 

採水した試料は持ち帰り後，直ちに植物プランクトンの同定と計数を行った。

試料を標準計数板  (MPC-200, MATSUNAMI, Japan) に封入，静置後，光学

顕微鏡  (BX-50, OLYMPUS, Japan) を用いて D. crassum などの植物プランクト

ンの観察と計数を行った。また，藍藻類の Microcystis 属の細胞数の計数は，以

下の手順で行った (日本水道協会 , 2011)。まず，10 mLの試料水を 15 mL容遠

沈管  (ポリプロピレンコニカルチューブ, FALCON, USA) に入れ，10% (vol/vol) 

次亜塩素酸ナトリウム溶液を 100 µL 添加後，ボルテックス (VORTEX-2 GENIE, 

SCIENTIFIC INDUSTRIES, USA) により激しく攪拌した。続いて超音波処理  

(IUC-7321, TOCHO, Japan) を 3 分間行った後，20 µL の試料を血球計数板  

(Erma, Japan) に封入した。これを光学顕微鏡により，倍率 200 倍で計数した。 

 

2-4 従属栄養細菌の分離 

 

2010 年 10 月 26 日に採取した烏原貯水池表層水について，R2A 寒天培地  

(Reasoner and Geldreich, 1985) を用いて従属栄養細菌の分離を行った。まず，

採取した試料水を試験所に持ち帰ると，直ちに滅菌水を用いて 10 倍シリーズの

段階希釈を行い，1 mL ずつ滅菌したシャーレに入れた。ここに溶解した R2A 寒

天培地  (DAIGO, NIHON PHARMACEUTICAL, Japan) を約 10 mL 加え，混

釈して固化させた。この寒天平板試料は温度 20℃で 14日間培養し，増殖したコ

ロニーを計数した。続いて各コロニーを，白金耳を用いて釣菌し，別の R2A 寒天

培地に塗布後，温度 20℃で培養して純粋なコロニーを合計 47 株分離した。 
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2-5 殺藻試験 

 

分離した 47株の従属栄養細菌の D. crassum に対する殺藻能力を，2者培養

により試験した (Fig. 2-2)。藍藻 D. crassum は 2008 年 6 月 25 日に神戸市の水

源の千苅貯水池から分離し，無菌化した株を用いた。D. crassum を，CT 培地  

(Watanabe and Ichimura, 1977) を用いて温度 25℃，光強度 21 μmol m
-2

 s
-1

, 明

暗周期 16 時間明-8 時間暗のサイクルで，恒温培養庫  (NK-system, NIPPON 

MEDICAL ＆ CHEMICAL INSTRUMENTS, Japan) で後期対数増殖期まで

培養した。これを最終密度が 1.2×10
4
 cells mL

-1
 (5×10

2 coils mL
-1

) となるよう

に CT 培地で希釈後，3 mL ずつ滅菌した捻口ガラス試験管  (ST-16.5S, 

NICHIDEN-RIKA GLASS, Japan) に入れた。それらに分離した従属栄養細菌

のコロニーを，白金耳を用いて 1 株ずつ接種後，上述の藍藻の培養条件で 7 日

間培養し，溶藻の有無を肉眼および顕微鏡により観察した。また，細菌を接種し

ない試験管をコントロールとした。溶藻が確認された試料については，再度同様

の方法にてコロニーを D. crassum 培養液に接種し，溶藻が起きることを確認し

た。 

 

2-6 系統解析 

 

 2010 年 10 月 26 日に烏原貯水池の表層水から分離した合計 47 株の従属栄

養細菌について，16S rRNA 遺伝子の解析により，同定を行った。まず，47 株全

ての細菌株について 16S rRNA 遺伝子の V3 領域  (約 500 bp) を PCR 増幅し

た。続いて，PCR 産物について Denaturing Gradient Gel Electrophoresis  

(DGGE：変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法 )を行うことにより，塩基対配列が同じ
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菌株ごとにグループ分けした (Muyzer et al., 1993)。最後にそれぞれのグループか

ら 1 株ずつ選び，遺伝子解析を行った。なお， 2-5 の殺藻試験において得られ

た 3 株の殺藻細菌については，改めて DNA 抽出と PCR を行い，16S rRNA 遺

伝子の全長の塩基対配列の解析を行った。 

 

2-6-1 DNA 抽出，PCR 

 

2-4において R2A寒天培地に分離した従属栄養細菌 47 株ついて，白金耳を

用いて各コロニーを釣菌した。0.2 mL容 PCRチューブに滅菌水を 20 μL入れ，

ここに釣菌した細菌を懸濁した。懸濁液をサーマルサイクラーで 99.9℃で 15分間

加熱し，DNA を抽出した。抽出した DNA に，10x Ex Taq buffer を 10 μL，dNTP 

mixture を 8 μL，27f-GC primer (Table 2-1) を 50 pmoL，517r primer (Table 

2-1) を 50 pmoL，TaKaRa Ex Taq polymerase (TaKaRa, Japan) を 0.5 μL添加し

た。続いて 27f-GCおよび 517rを用いて以下の条件により PCRを行い，16S rRNA遺

伝子の一部 (約 500bp) を増幅した。反応条件は 94ºC (2 分 30 秒) の熱変性，

94ºC (30秒)，55ºC (30秒)，72ºC (1分) のサイクルを 25回，72ºC (7分) の熱処

理である。反応後，PCR 産物を 1.5% (wt/vol) アガロースで電気泳動後  (100V, 

30 分) エチジウムブロマイド (最終濃度 , 0.5 μg mL
-1

) で染色し，紫外線を照射

し，増幅された DNA バンドを確認した。 

一方，3 株の殺藻細菌  (K-12, K-28, K-44) については 16S rRNA 遺伝子の

全長解析を行った。まず，DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Japan) のATLバッファーにコ

ロニーを懸濁後， -80℃ (3分), 37℃ (1分) のサイクルを 5回繰り返しによる凍結融

解法を行った。続いて Kit により DNA を抽出，精製した。上述の 27f および 1492r の

プライマーを用いて 16S rRNA遺伝子の全長を PCR増幅した。反応条件は 94ºC (2
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分) の熱変性，94ºC (1 分)，55ºC (1 分)，72ºC (2 分) のサイクルを 30 回，72ºC 

(8 分) の熱処理とした。 

 

2-6-2 DGGE 

 

 PCR増幅産物を，変性剤の濃度勾配が20–60%に設定されたアクリルアミドゲルを用

い，75V, 15時間で電気泳動を行い (Muyzer et al., 1993)，DNAバンドの位置および

コロニーの形態に基づき各従属栄養細菌をグループ分けした。 

 

2-6-3 シークエンス解析 

 

各グループの従属栄養細菌から，1 株を選定し，全てのグループの代表株  

(計 17 株) について dideoxy 法により，ABI 3730xl DNA analyzer (Applied 

Biosystems, Tokyo, Japan) を用いてシークエンス解析を行った。プライマーは

27fおよび 517r (Table 2-1) を用いた。なお，3株の殺藻細菌のシークエンス解析

には，Table 2-1に示したプライマーを用いて 16S rRNA遺伝子の全長を解析した。 

 

2-6-4 BLAST 解析と系統樹の作成 

 

シークエンス解析で得られた DNA 配列について，National Center for 

Biotechnology Information が提供する相同性検索 ウェブサイ ト  (NCBI 

database) を用いて BLAST検索を行い，分離した細菌を同定した。また，それぞ

れの配列について，近隣結合法により系統樹の作成を行った (DNA Data Bank 

of Japan)。  



12 

 

3 株の殺藻細菌の 16S rRNA 遺伝子の配列は GenBank に以下の accession 

番号で登録した。 K-12 株 , LC054835; K-28 株 , LC054836; K-44 株 , 

LC054837。 

 

2-7 殺藻細菌の初期添加密度の違いによる D. crassum の増殖への影響 

 

殺藻細菌の初期添加細胞密度とD. crassumの増殖の関係を調べた。まず，

後期対数増殖期まで培養したD. crassumをプラスチック培養フラスコ  (Tissue 

Culture Flask with Vented Cap, IWAKI, Japan) に濃度が8.7×10
4
 cells mL

-1
 (3.8

×10
3
 coils mL

-1
) となるように入れた。これにR2A液体培地により，20℃で後期

対数増殖期まで静置培養した細菌K-44株を最終密度が10
2
 cells mL

-1，および

10
4
 cells mL

-1となるように接種した。その後，温度25℃で光強度21 μmol m
-2

 s
-1

, 

16時間明-8時間暗の明暗サイクルにて7日間培養した。試験は3本立で行った。

また，細菌を添加していないものをコントロールとした。培養期間中，D. crassum

の密度や形態の変化を光学顕微鏡を用いて観察し，同時に計数を行った。また，

総細菌数は，SYBR GREEN I染色による直検法  (Noble and Furman, 1998) 

により計数した。すなわち，1.5 mL容の滅菌したエッペンドルフチューブに培養を

1 mL取り，SYBR GREEN I (Molecular Probes, Eugene, USA) を1/10,000倍濃

度となるように添加後，暗所にて30分間染色した。染色した試料を孔径0.2 μmの

ポリカーボネートブラックメンブレン  (Whatman, UK) に濾過し，封入剤 

(SlowFade Gold antifade reagent, Thermo Fisher Scientific, USA) で封入後，

落射型蛍光顕微鏡  (BX-50, OLYMPUS, Japan) を用いて，B励起光を照射して

倍率1,000倍にて観察と計数を行った。 
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2-8 溶藻した培養濾液が D. crassum の増殖に与える影響 

 

上記 2-7でD. crassumとK-44株の 2者培養により溶藻した培養を孔径 0.2 μm

の PTFE メンブレン (OMNIPORE, Merck Millipore, Germany) で濾過し，無菌

の濾液を得た。後期対数増殖期まで培養した D. crassum の培養 0.5 mL (最終

密度：5.0×10
2
 coils mL

-1
) を捻口試験管に入れ，前述の溶藻した培養濾液を

4.5 mL 添加した。その後，温度 25℃で光強度 21 μmol m
-2

 s
-1

, 16 時間明-8 時

間暗の明暗サイクルにて 7 日間培養した。試験は 2 本立にて行った。また，濾液

の代わりに CT 培地を 4.5 mL 添加した試料をコントロールとした。培養期間中，

D. crassum の細胞密度や形態の変化を，光学顕微鏡を用いて観察，計数した。 

 

2-9 殺藻細菌の過酸化水素生成能 

Prussian blue 生成試験  (Saito et al., 2007) により，殺藻細菌  (K-44 株) の

過酸化水素産生能の有無を調べた。すなわち，前培養した K-44 株のコロニーを

釣菌し，Prussian Blue 寒天培地に塗布後，温度 20℃で培養し，コロニー周辺の

色の変化を確認した。 

 

 

第3節 結 果 

 

3-1 環境要因 

 

2010 年 4 月から 2011 年 3 月までの烏原貯水池表層水における水温の変化

を Fig. 2-3に示した。水温は 4月から 9月にかけて高くなる傾向が見られ，9月に
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最高の 31.1℃を記録し，その後急激に低下した。最低水温は 2月の 3.7℃であっ

た。Fig. 2-4 A に貯水池表層水における全窒素および全リン濃度の変化を示し

た。全窒素は，6月  (0.29 mg L
-1

) を除いて年間 0.44–0.89 mg L
-1 と高い濃度が

維持された。4 月から 6 月にかけて低下の傾向が見られたが，その後上昇し，11

月には 0.89 mg L
-1に達した。全リンは，4月から 6月にかけて横這いであったが，

7月および 8月に急上昇し，最高 0.1 mg L
-1に達した。その後，急激に低下し，2

月には最低 0.013 mg L
-1 となった。クロロフィル a 濃度は，5.8–130 μg L

-1の間で

変動し，6 月に 130 μg L
-1，翌年 1 月には 64 μg L

-1 と 2 回ピークが確認された 

(Fig. 2-4 B)。 

 

3-2  植物プランクトンの変動 

 

2010年 4月から 2011年 3月まで貯水池表層水中の植物プランクトンを観察，

計数した結果を Table 2-2 および Table 2-3 に示した。また検出された植物プラン

クトンの総数と D. crassum の変動を Fig. 2-5 に，植物プランクトンの組成の割合

については Fig. 2-6 に示した。植物プランクトンの総細胞数は，年間で 2.7×

10
2
–3.3×10

5
 cells mL

-1 と季節により大きく変動した。また 7 月に 3.3×10
5
 cells 

mL
-1，10 月に 1.2×10

5
 cells mL

-1 と 2 回のピークが確認された。4 月から 6 月に

かけては，緑藻類が優占し，総細胞数の 78–99%を占めた。7 月から 12 月には

Microcystis 属や Dolichospermum 属などの藍藻類が優占し，総細胞数の

69–99.8%を占め，この期間アオコが発生しているのが確認された。 

D. crassum は 8 月から 11 月にかけて検出され，10 月 4 日には 2.8×10
4
 cells 

mL
-1 と最大に達し，総細胞のうち 23%を占めたが，その後急激に減少した。顕微

鏡により形態を観察したところ，10 月 4 日までの増加期間中は，トリコームに付着
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した細菌は少なく，トリコームの長いものが多数を占めた。ところが減少期の 10 月

26 日および 11 月 1 日には，多数の細菌がトリコームに付着し，トリコームの螺旋

がやや収縮しているのが観察された (Fig. 2-7)。 

 2011年 1月から 2月にかけては珪藻類が優占し，総細胞のうち 67–92%を占め

た。3 月は藍藻類の Aphanizomenon flos-aquae が増殖し，このとき総細胞のうち

藍藻が 98%を占めた。 

 

3-3 殺藻試験 

 

 烏原貯水池において 2010 年 10 月 26 日に採取した表層水中の従属栄養細

菌数は 3.9×10
3
 CFU mL

-1であった。ここから 47 株を分離し，殺藻試験を行った

ところ，3 株  (K-12 株，K-28 株，K-44 株) が溶藻活性を示した。そのため，従属

栄養細菌に占める殺藻細菌の割合  (陽性率) は 6%となり，表層水中における

殺藻細菌数は 2.5×10
2
 CFU mL

-1 と算出された。 

 これらの細菌は D. crassum の栄養細胞だけでなく，アキネートも分解した (Fig. 

2-8)。細菌はいずれも運動性を有し，D. crassum の粘質鞘に付着後，徐々に細

胞に接近して最後には溶藻した。また殺藻過程で D. crassumのトリコームは収縮

して断片化するという形態変化が見られた。一方で，残りの 44株の細菌について

は細菌を接種しても D. crassumは増殖しており，増殖と生存に影響を与えなかっ

た。 

 

3-4 殺藻細菌の形態 

 

単離された 3 株の殺藻細菌の形態について，光学顕微鏡を用いて観察した 
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(Fig. 2-9)。すべての株は桿菌で鞭毛による運動性を示し，以下の特徴を有して

いた。 

K-12 株：長径 2.0-3.2 μm，短径 0.4-0.5 μm，桿菌，運動性あり。 

K-28 株：長径 1.9-3.4 μm，短径 0.3-0.4 μm，桿菌，運動性あり。 

K-44 株：長径 2.2-3.5 μm，短径 0.3-0.5 μm，桿菌，運動性あり。 

コロニーの性状は 3 株とも平滑で丸く，色素を有しなかった。なお，K-28 株の

み R2A 寒天培地上で培養を行った際，コロニーの周辺に灰色の色素を分泌し，

時間が経過するにつれてコロニー周辺がやや黒く変化した。 

 

3-5 系統解析 

 

  2010 年 10 月 26 日に採取した烏原貯水池の表層水から分離した従属栄養

細菌について，16S rRNA 遺伝子の解析を行い同定した。まず 47 株全ての細菌

について 16S rRNA 遺伝子の V3 領域  (約 500 bp) を PCR 増幅した。続いて

PCR 産物を DGGE により，遺伝子配列が同じ菌株ごとにグループ分けした。

DGGEの結果，電気泳動で検出された DNAバンドの位置から 47株の従属栄養

細菌は 17 のグループに分けられた。また，同じグループに属する細菌のコロニー

の形態が全て同一であることを確認し，DGGE による細菌のグループ分けに誤り

がないことを確かめた。 

遺 伝 子 解 析 の 結 果 ，  47 株 の 従 属 栄 養 細 菌 の う ち ， 27 株 が

Gammaproteobacteria 綱  (57%)，13 株が Bacteroidetes 門  (28%)，6 株が

Betaproteobacteria 綱  (13%)，1 株が Firmicutes 門  (2%) と同定された (Fig. 

2-10)。最も多く検出された 18株  (代表株：K-42) は Gammaproteobacteria綱の

Aeromonas veronii に 100%の相同性を示した (Fig. 2-11)。2 番目に多かった 6
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株  (代表株：K-4) は Gammaproteobacteria 綱の Rheinheimera sp. (accession 

no. GQ240227) に一致した (identity:100%)。続いて 4 株  (代表株：K-20) が

uncultured bacterium clone (accession no. JN398135) に 99%の相同性を示し，

Bacteroidetes 門に分類された。これらの株はいずれも殺藻能力を持たなかった。 

 D. crassum に対して殺藻能力を有する 3 株は全て Gammaproteobacteria 綱ク

ロマチウム科の Rheinheimera 属に分類された (Fig. 2-12)。そのうち，K-12 株は

R. texasensis (accession no. NR 043133) に 99.4%，K-44 株は R. texasensis 

(accession no. GQ284452) に 99.7%の相同性を示した。また，K-28 株は R. 

chironomi (accession no. NR 043699) に 98.5%の相同性を示した。 

 

3-6 殺藻細菌の初期添加密度の違いによる D. crassum の増殖への影響 

 

Fig. 2-13 に殺藻細菌 K-44 株を最終密度が 10
2および 10

4
 cells mL

-1 となるよ

うに添加した際の D. crassum 数の変化を示した。細菌を添加しなかった実験区

では，培養開始後 D. crassum は順調に増加し，7 日目には 2.2×10
5
 cells mL

-1
 

(9.6×10
3
 coils mL

-1
) に達した。一方，細菌を添加した実験区においては，培養

開始後 1日目にはやや D. crassumの数が増加したものの，2日目以降は減少し

た。また細菌を 10
2
 cells mL

-1添加した場合よりも 10
4
 cells mL

-1添加した実験区

の方が，D. crassum の減少速度は速く，溶藻の速さは初期の殺藻細菌の密度に

よって影響を受けることが分かった。本細菌株は D. crassum のトリコームの粘質

鞘に付着後，時間の経過とともに細胞に接近し，最終的に溶藻させていることが

観察された。細菌数は培養開始と同時に急激に増加し，D. crassum が減少し始

めた 2 日目には，初期添加密度が 10
2
 cells mL

-1の実験区では 6.8×10
6
 cells 

mL
-1，初期添加密度が 10

4
 cells mL

-1の実験区では 1.2×10
7
 cells mL

-1 とピーク
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に達した。その後，徐々に減少した。 

 

3-7 溶藻した培養濾液が D. crassum の増殖に与える影響 

 

溶藻後の培養濾液を D. crassumに添加したときの変化を Fig. 2-14に示した。

濾液を添加した実験区および無添加の実験区における D. crassum はいずれも

培養開始後順調に増加し，両者の数にほとんど差は認められなかった。また，濾

液を添加した実験区においては溶藻やトリコームの収縮などは観察されず，濾液

は溶藻に影響しないことが明らかになった。 

 

3-8 殺藻細菌の過酸化水素生成能 

 

殺藻細菌 K-44 株について，過酸化水素の生成能を平板培養法による

Prussian blue 生成試験  (Saito et al., 2007) により調査した。その結果，細菌の

増殖とともに，コロニーの周辺が青く変色しているのが確認され，本細菌株が過

酸化水素を生成することが明らかになった (Fig. 2-15)。 

 

 

第 4 節 考 察 

  

本研究では，殺藻細菌を分離するにあたり，烏原貯水池の水質や植物プラン

クトンについて通年調査を行った。貯水池では 7 月から 12 月の長期間にわたり

藍藻類が優占していた。これは貯水池の富栄養化が著しく窒素とリンの濃度が

高いこと，および滞留時間が長く一度形成された生物相が崩れにくいことが原因
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と考えられる。烏原貯水池は，1905年に建設された水道専用ダムであるが，流域

に民家や耕地などの汚濁源が分布し，富栄養化により毎年アオコやかび臭の問

題が発生している。 

なお，富栄養化は建設当初から進行していたことが報告されている  (神戸市

水道局，2001)。それによると，もともと池底には，旧烏原村を沈めた際の泥土が

多く，加えて周辺耕地からの流入もあったため，ダムが完成して 4年後の 1909年  

(明治 42 年) には，コイ，フナ，ウナギなどが増え始めた。このような魚類の繁殖

の功罪については，水道にとって好結果をもたらすという意見と悪影響をもたらす

という意見の賛否両論があったため，1919年  (大正 8年) に当時京都帝国大学

の戸田博士に調査を依頼し，微生物調査などを行った。その結果，「多種多数

の魚類の繁殖は歓迎すべきで，むしろ増殖を図るべきである」との結論が出され

た。すなわち，魚によって餌となるものが違い，魚類が多様であればあるほど，各

種の微生物が摂取されるわけで，貯水池の魚類はあくまでも保存されるべきであ

るというもので，神戸市もその説に従った。その後，昭和 30 年代から上流域の鈴

蘭台地区で住宅化が進み，昭和 40 年代には最も水質が悪化した。 

1974 年  (昭和 49 年) に下水道が整備されてから，貯水池の水質は改善され

ているが，依然，毎年アオコやかび臭が発生している。なお，現在は貯水池の水

を浄水処理して上水としての利用はされていない。 

調査期間中の烏原貯水池表層水における全リンの平均濃度は 0.042 mg L
-1，

クロロフィル a の平均濃度は 30 µg L
-1，最高濃度は 130 µg L

-1，平均透明度は

2.5 m，最小透明度は 1.5 mであった。これは OECD (1982) の基準によれば，富

栄養から過栄養に分類される。また，橋本  (1986) は，国内の湖沼および貯水

池の栄養塩濃度とかび臭の発生についての調査を行ったところ，全窒素年平均

濃度が 0.6 mg L
-1以上および全リンの年平均濃度が 0.02 mg L

-1以上でかび臭
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の発生率が高くなることを報告している。調査期間中の烏原貯水池の全窒素の

年平均濃度は 0.62 mg L
-1，全リンの年平均濃度は 0.042 mg L

-1 と高く，橋本 

(1986) が報告したかび臭発生基準を超過していた。また，7 月から 10 月にかけ

て水温が 24–31℃と高く，藍藻によるアオコやかび臭が発生するのに十分な環境

が整っていたと考えられる。藍藻類の異常発生は，浄水処理を行う上で，藍藻毒

やかび臭の発生，凝集不良，濾過水濁度の上昇など，さまざまな悪影響を及ぼ

す。しかしながら，調査を行った期間は 2011 年 3 月を除いて，導水しなかったた

め，浄水処理上の問題は生じなかった。 

 貯水池では 7月から 10月にかけて藍藻類が著しく増殖したが，その主要なもの

としては，7月は M. aeuginosaが優占しており，3.2×10
5
 cells mL

-1 と高い値で検

出された。その後本種は急速に減少した。9 月から 10 月にかけては M. 

wesenbergii と D. crassum が同時に著しく増殖した。Li and Li (2012) は，M. 

aeruginosa と Anabaena sp. PCC7120 を混合培養した場合，これらは競合する

傾向があり，アレロパシー物質としてミクロキスチンが作用したことを示唆している。

一方，M. wesenberigii と Anabaena sp. PCC7120 の組み合わせで培養を行った

場合，M. wesenberigii が M. aeruginosa に比較して低いリン濃度でも生育できる

ため，大きな競合は生じなかったことを報告している。また，M. aeruginosa のアレ

ロパシー作用により，M. wesenberigii の増殖も抑制されることが報告されている 

(Yang et al., 2014)。貯水池では，2010 年 7 月の表層水における全リン濃度は

0.085 mg L
-1 と高かったが，9 月には 0.048 mg L

-1 と急激に低下し，以降減少が

続いた (Fig. 2-4 A)。アオコの構成種がこのように変化した要因の一つとして， 7

月はリン濃度が高く，ミクロキスチンを産生する M. aeuginosa にとって有利な条件

となった一方で，9 月から 10 月にかけてはリン濃度が低下したため，比較的低い

リン濃度でも適応可能な M. wesenbergii と D. crassum が同時に増殖したものと
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考えられる。 

 D. crassum の減少期の 2010 年 10 月 26 日  (Fig. 2-5) に貯水池表層水から

従属栄養細菌を分離して，16S rRNA 遺伝子の解析により，同定を行った。その

結果，貯水池から分離した 47 株の従属栄養細菌のうち，Gammaproteobacteria

綱の Aeromonas 属や Rheinheimera 属が 57%と多数を占めた。一般に淡水では，

Alphaproteobacteria綱 , Betaproteobacteria綱 , Bacteroidetes門 , Actinobacteria

門 , Verrucomicrobia門が主に検出されている (Zwart et al., 2002; Boucher et al., 

2006)。一方で，藍藻のブルーム時に採取した細菌相は Gammaproteobacteria

綱が優占しており，中でも Aeromonas 属が多数であることが報告されている 

(Berg et al., 2009)。また，湖水に易分解性の有機物を添加して培養を行なうと，

Gammaproteobacteria 綱の Aeromonas属や Rheinheimera 属が特異的に増加し

たと報告されており (Pinhassi and Berman, 2003)，これらの細菌が水中の物質循

環において重要な役割を果たしていることが示唆されている。このような傾向は今

回の研究結果と一致する。貯水池において従属栄養細菌の分離を行った時期

はアオコの分解期にあたり，多量の有機物が供給されたためにこれらの細菌が増

加したものと推察される。 

Berg et al. (2009) は，分離した従属栄養細菌について，Microcystis属および

Dolichospermum 属の増殖に対する影響を調べた。その結果，Aeromonas 属に

つ い て は Microcystis 属 の 増 殖 を わ ず か に 促 進 す る か 影 響 せ ず ，

Dolichospermum 属の増殖には影響しなかった。一方，Rheinheimera 属は

Microcystis 属の増殖には影響を与えないが，Dolichospermum 属の増殖を促進

する結果となっており，いずれも殺藻能力を持たなかった。今回の研究において

も， Aeromonas 属については分離された全ての株が D. crassum に対して殺藻

活性を示さなかった。また，Rheinheimera 属についても分離された 9 株のうち 6
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株は D. crassum に対して殺藻活性を示さず，同様の傾向が見られた。したがっ

て，アオコ末期では一部の種類の細菌が殺藻を行い，その他ほとんどの細菌は

有機物分解に関与しているものと推察される。なお，同じ Rheinheimera 属であっ

ても殺藻能力を有するものと有さないものが存在する結果となったが，殺藻能力

は種や株によって異なることが報告されている (Kondo et al., 1999; Kondo and 

Imai, 2001)。 

16S rRNA遺伝子の解析の結果，3株の殺藻細菌は，Gammaproteobacteria綱

クロマチウム科の Rheinheimera 属の種と同定された。そのうち K-12 株は R. 

texasensis (accession no. NR 043133) に 99.4%，K-44 株は R.texasensis 

(accession no. GQ284452) に 99.7%の相同性を示した。また，K-28 株は R. 

chironomi (accession no. NR 043699) に 98.5%の相同性を示した。 

Rheinheimera 属は海洋  (Brettar et al., 2002)，淡水  (Merchant et al., 2007; 

Chen et al., 2010b)，河川から採取された魚の卵  (Halpern et al., 2007) などさま

ざまな水環境から分離されている。 

これまで湖沼における藍藻類に対する殺藻細菌として，Agrobacterium vitis 

(Imai et al., 2013)，Lysobacter sp. (Mitsutani et al., 1987)，Myxobacter sp. (Daft 

and Stewart, 1971)，Myxococcus fulvus (Burnham et al., 1981)，Pseudomonas 

fluorescens (Oshimi et al., 2005)，Xanthomonas sp. (Walker and Higginbotham, 

2000)などが報告されているが，Rheinheimera 属に関する報告は本研究が初で

ある。また，Rheinheimera 属には過酸化水素  (Chen et al., 2010a) や colicin V 

(Gupta et al., 2011) などの微生物に対する拮抗物質を産生する種が報告されて

いる。本研究において，Prussian blue生成試験を行った結果，殺藻細菌 K-44株

は過酸化水素を生成することが確認された。過酸化水素は強力な酸化剤であり，

殺菌剤  (Baldry, 1983) や有機物分解の促進  (Andreozzi et al., 1999; Rosal et 
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al., 2009) に用いられている。また，過酸化水素の殺菌のメカニズムとして，細胞

膜の損傷や細胞内酵素を阻害することにより，細胞を破壊することが報告されて

いる (川崎ら, 1970)。今回の調査研究で分離された 3 株の殺藻細菌は，栄養細

胞だけでなく，アキネートも分解する強い殺藻能力を持っていた。また，添加する

細菌数が多いほど殺藻が早く進行するが，初期の細菌添加密度が 10
2
 cells 

mL
-1 と少量でも十分に殺藻が起きることが明らかになった。一方で，D. crassum

と K-44 株の 2 者培養により溶藻した培養濾液を再度 D. crassum に添加しても

溶藻は生じず，増殖に影響を与えなかった。これらの結果から，殺藻が過酸化水

素により行われていたものと推察される。過酸化水素は水中に放出されると速や

かに反応して消失する特性を持つため，培養濾液を添加しても溶藻が起きなか

ったものと考えられる。効果的に殺藻を行うには，細菌が D. crassum の細胞と直

接接触することが必要である。実際に，分離した 3株の殺藻細菌がD. crassumを

殺藻する際，細菌がトリコームに付着後，粘質鞘を分解しながら内部に侵入し，

最後は栄養細胞を分解することが観察されている。また，3 株の殺藻細菌は鞭毛

による運動能力を有するため，環境水中において宿主まで移動し，効率よく接触

するために有利である。 

これまで細菌など微生物が産生する殺藻物質として，過酸化水素  (Barroin 

and Feuillade, 1986; Chen et al., 2010a; Ma et al., 2015)，プロテアーゼ (Lee et 

al., 2000; Paul and Pohnet, 2011)，L-histidine (Yadava and Singh, 1979)，

L-phenyl alaninine (Hall and Jensen, 1980)，lisine および malonic acid (Kaya 

and Sano, 1996)， L-lisine (Takamura et al., 2004)， 1-methyl-β-carboline 

(Kodani et al., 2002) が報告されているが，過酸化水素は他の物質に比較して

作用スペクトラムが幅広い。R. texasensis に関しては産生した過酸化水素が，グ

ラム陰性細菌，陽性細菌，酵母，緑藻類などの様々な微生物に対して拮抗作用
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を示したことが報告されている (Chen et al., 2010a)。 

 一方で，D. crassum はこれらの殺藻細菌による攻撃に対して防御機構を有す

るものと考えられる。まず，D. crassa は栄養細胞の周りに厚い粘質鞘を作ってい

るが (Leak, 1967)，これは殺藻細菌の侵入を物理的に妨げるだけでなく，過酸

化水素が細胞に到達する前に粘質鞘の有機物と反応し消費されるため，細胞が

直接過酸化水素に接触するのを防ぐ役割を果たす。また，過酸化水素を分解す

るカタラーゼやペルオキシダーゼを細胞内に産生する  (Obinger et al., 1999; 

Bernroitner et al., 2009; Chakravarty et al., 2016)。しかしながら，殺藻細菌は高

密度でトリコームに付着し，粘質鞘を分解しながら栄養細胞に接近するため，最

終的には細胞に到達する。また，カタラーゼやペルオキシダーゼは細胞内に存

在するため，外部からの過酸化水素の接触には耐性が低いものと考えられる。以

上のような特性により，大部分の D. crassam が殺藻細菌の働きにより，溶藻する

ものと考えられる。 

 ところで，貯水池においてD. crassumのトリコームは，増殖後期に細菌の侵入と

ともにやや収縮する傾向が見られた。このような形態変化は D. crassum と殺藻細

菌の混合培養においても観察されたが (Fig. 2-8)，これはトリコームの表面積を

小さくすることで，細菌の侵入を防ぐのに有利であると考えられる。一般に，動物

プランクトンや植物プランクトンでは，捕食者が分泌する物質  (カイロモン) に反

応して形態変化することが知られているが  (Hessen and van Donk, 1993; von 

Elert and Franck, 1999)，D. crassum についても同様の現象が起きている可能性

がある。細菌の付着状況やトリコームの収縮の程度は，D. crassumの増減を予測

する上で重要な情報になるものと考えられる。 

 日常検査において，D. crassum の減少期には，細菌以外の捕食者は確認され

なかったことから，貯水池において細菌が D. crassum の増殖を制御する大きな
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役割を担っているものと考えられる。また，多数の細菌がトリコームに付着し，内

部まで侵入後，細胞を分解していることが確認されていることから (Fig. 2-7)，付

着による殺藻が環境においても大きく寄与している可能性が高い。  

 これまでは，水道に異臭味被害をもたらす D. crassum に対する殺藻細菌の報

告は皆無であったが，本研究によって，D. crassum に対する殺藻細菌を初めて

分離することができた。これらは強い殺藻能力を持つことから，現場環境中にお

いて D. crassum の分解に重要な役割を果たしているものと考えられる。 
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第 3 章 烏原貯水池における D. crassum に対する殺藻細菌および 

    増殖阻害細菌の季節変動 

 

第1節 緒 言 

 

第 2 章では，かび臭を産生する有害藍藻 D. crassum の減少期に烏原貯水池

から殺藻細菌を分離し，その特性を検討した。貯水池では，富栄養化により毎年

D. crassumや Microcystisが増殖し，アオコやかび臭が発生している。これらの有

害有毒藍藻類は夏から秋にかけて優占的に増殖しており，その期間は他の生物

による捕食や分解などの影響をあまり受けていないものと考えられる。貯水池に

は殺藻細菌が生息するが，年間を通じてどの程度の密度で存在するかは明らか

でない。本章では，烏原貯水池において殺藻細菌の季節変動について調査研

究を行った結果を述べる。 

 

第2節 材料および方法 

 

2-1 試料採取 

 

2013 年 4 月から 2015 年 3 月まで，烏原貯水池の取水塔前の表層水を月 1

回採取した (Fig. 2-1)。採取した試料は，ただちに水質試験所へ持ち帰り，試験

に供した。なお，2014 年 7 月には，貯水池内で藍藻類によるアオコが発生したた

め，対策として硫酸銅の散布を 7 月 29 日に行った。また散布前後における藍藻

類の動態を監視するため，7月から 8月にかけて，試料の採取頻度を以下のとお

り増やした。7月は 7月 1日，7月 4日，7月 11日，7月 24日および 7月 30日，
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8 月は 8 月 1 日，8 月 4 日，8 月 8 日，8 月 13 日および 8 月 18 日に試料水を

採取した。 

調査期間中，烏原貯水池では，池の水を河川へ放流することにより貯水池水

位を満水位より約−4 m で維持する運用が行われた。また，貧酸素化を防止する

ため，4 基の全層曝気装置を稼働しており，水温躍層は一年を通して形成されな

かった。なお，奥平野浄水場の原水として本貯水池の水の取水は行われなかっ

た。 

 

2-2 理化学的水質項目の測定 

 

採取した貯水池表層水の全窒素，全リンおよびクロロフィル a 濃度については，

第 2章の第 2節 2-2 と同様の方法により，測定を行った。また，pH，アンモニア態

窒素，亜硝酸態窒素および硝酸態窒素濃度については，以下の方法により測

定した。なお，2014 年 7 月および 8 月は 7 月 1 日および 8 月 18 日に採取した

試料水について水質の測定を行った。 

・pH：ガラス電極法  (厚生労働省告示第 261号  別表第 31, 厚生労働省 , 2017) 

・アンモニア態窒素：イオンクロマトグラフ法  (上水試験方法 , 日本水道協会 , 

2011) 

・亜硝酸態窒素，硝酸態窒素：イオンクロマトグラフ法  (厚生労働省告示第 261 

 号別表第 13, 厚生労働省 , 2017) 

 

2-3 植物プランクトンの計数 

 

試料は持ち帰り後，直ちに植物プランクトン計数を行った。試料水を標準計数
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板  (MPC-200, MATSUNAMI, Japan) に封入，静置後，光学顕微鏡  (BX-50, 

OLYMPUS, Japan) を用いて植物プランクトンの計数を行った。また，藍藻類の

Microcystis 属の細胞数の計数は，第 2 章第 2 節 2-3 で述べた手順に従った。 

D. crassum の計数については，1 mL の試料水を界線入枠付きスライドガラス 

(RIGO, Japan) に封入し，光学顕微鏡を用いて計数した。計数は 3 回繰り返し

た。 

 

2-4 全細菌数の計数 

 

 全細菌の計数は 2013 年 6 月から 2014 年 10 月にかけて行った。試料水は採

取後，25%グルタルアルデヒドを最終濃度が 1%になるように添加して冷蔵保存し

た。DAPI を最終濃度が 1 μg mL
-1 となるように添加し，5 分間染色後，孔径 0.2 

μm のポリカーボネートブラックメンブレン (Whatman, UK) で濾過した。封入剤  

(SlowFade Gold antifade reagent, Thermo Fisher Scientific, USA) で封入後，

蛍光顕微鏡を用いて WU 励起光を照射し，倍率 1000 倍にて 10 視野を計数し

た。計数は 3 回繰り返した。 

 

2-5 従属栄養細菌の計数 

 

 従属栄養細菌の計数は 2013 年 5 月から 2014 年 10 月まで実施した。R2A 液

体培地を用いて，試料水を 10 倍シリーズで段階希釈後，それぞれの試料を 1 

mLずつシャーレに入れ，R2A寒天培地を混釈，固化した。なお，2014年 7月か

ら 10月にかけての試料については，試料水を滅菌した孔径 3 µmのポリカーボネ

ートメンブレン (Whatman, UK) で濾過した。フィルター上の細菌を「粒子付着性
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細菌  (Particle Associated Bacteria: PAB) 区分」，濾液中の細菌を「浮遊性細

菌  (Free-Living Bacteria: FLB) 区分」とした。粒子付着性細菌については，濾

過捕集したフィルターを R2A 寒天培地上に静置した。浮遊性細菌については，

それぞれの試料水を 1 mL ずつシャーレに入れ，R2A 寒天培地を混釈，固化し

た。培養は 3 本立で行った。各試料を温度 20℃で 14 日間培養後，寒天平板内

に生育したコロニーを計数した。なお，粒子付着性細菌の計数については，フィ

ルター上のコロニーが重なることが多かったことから，全従属栄養細菌数  (無処

理の試料水中の細菌) から浮遊性細菌数を差し引いて算出した。 

 

2-6 殺藻試験 

 

  上記 2-5 で増殖したコロニーを白金耳で釣菌後，新たな R2A 寒天培地に塗

布して，温度 20℃で培養し，再度コロニーを形成させて株を純化した。細菌の分

離は各月の試料について 100 株ずつ行なった。 

殺藻試験に用いる D. crassum は，CT 培地を用いて温度 25℃，光強度 21 

μmol m
-2

 s
-1

, 16 時間明-8 時間暗の明暗サイクルで後期対数増殖期まで培養後，

最終密度が 1.2×10
4
 cells mL

-1
 (5×10

2
 coils mL

-1
) となるように CT 培地で希釈，

3 mL ずつ滅菌した捻口ガラス試験管  (ST-16.5S, NICHIDEN-RIKA GLASS, 

Japan) に入れた。これに分離した従属栄養細菌を 1株ずつ白金耳で釣菌し，接

種した。細菌は各月の試料につき 100 株ずつ接種した。また，細菌を接種しない

培養をコントロールとした。温度 25℃，光強度 21 μmol m
-2

 s
-1

, 16 時間明-8 時間

暗の明暗サイクルで 7日間培養し，D. crassumの増殖の程度や溶藻の有無を肉

眼および顕微鏡により観察した。藻体がほとんど分解したものを「殺藻陽性」，死

滅には至らないが，コントロールと比較して，明らかに増殖が遅いものを「増殖阻
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害」と判定した。なお，溶藻が確認された試料については，再度同様の方法にて

コロニーを D. crassum の培養に接種し，培養後，溶藻が起こることを確認した。

各月の試料について，100 株あたりの殺藻細菌および増殖阻害細菌を計数し，

全従属栄養細菌数に陽性率を乗じることにより，それぞれの細菌数を算出した。 

 

 

第 3 節 結 果 

 

3-1 環境要因 

 

 調査期間中の貯水池における環境要因の測定結果を Fig. 3-1および 3-2に示

した。貯水池表層の水温は，調査期間中 6.0–29.8℃の間で変動した (Fig. 3-1 

A)。6 月から 10 月にかけて 20℃を上回り，最高水温は 2013 年度で 29.8℃  

(2013 年 8 月)，2014 年度は 27.5℃  (2014 年 8 月および 9 月) であった。最低

水温は，2013年度は 6.0℃  (2014年 1月)，2014年度は 6.4℃  (2015年 2月) で

あった。pH は期間を通じて 7.7–9.3 の間で変動した (Fig. 3-1 B)。植物プランクト

ンが光合成を行うことにより，水中の炭酸が消費された結果 pH が上昇するため，

プランクトンの活動が活発な夏から秋にかけて高く，冬から春に低い傾向が見ら

れた。全窒素は 0.35–0.85 mg L
-1の間で変動した (Fig. 3-1 C)。2013年は 10月

に最高 0.85 mg L
-1，2014 年は 8 月に 0.81 mg L

-1 となった。一方，硝酸態窒素

については，2013 年は 6 月から 9 月にかけて，2014 年は 7 月，10 月および 11

月に定量下限未満となり，植物プランクトンに完全に利用されているものと考えら

れた。全リンは夏から秋にかけて上昇する傾向が見られ，2013 年は 7 月に最高

0.037 mg L
-1，2014 年は 8 月に 0.060 mg L

-1 となった (Fig. 3-2 A)。その影響に
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より TN/TP は夏から秋にかけて低下し，2013 年は 7 月に最低値 9，2014 年は 7

月に最低の 12 と低い値を示した (Fig. 3-2 B)。 

 クロロフィル a 濃度は，年 2 回のピークが見られた。2013 年は，6 月および 10

月にそれぞれ 41 μg L
-1，22 μg L

-1，2014年は 6月および 10月にそれぞれ 44 μg 

L
-1，47 μg L

-1 と高くなった (Fig. 3-2 C)。 

  

3-2 植物プランクトンの変動 

 

貯水池における植物プランクトン数の変動を Fig. 3-3に示した。また，植物プラ

ンクトンの組成の変動については Fig. 3-4 に示した。2013 年 4 月から 2014 年 3

月までの貯水池表層水における植物プランクトン数のピークは，8 月  (3.7×10
4
 

cells mL
-1

) および 10月  (9.4×10
4
 cells mL

-1
) の 2回確認された (Fig. 3-3 A)。

冬から春にかけては，珪藻類や緑藻類が優占したが，6月から 12月にかけては，

藍藻類が優占し，全細胞数の 45–97%を占めた (Fig. 3-4 A)。 

採取した試料水中の植物プランクトンの計数結果を Table 3-1 から 3-6 に示す。

4 月は貯水池内の生物は少なく，取水塔前の表層で 2.4×10
2
 cells mL

-1であっ

た  (Table 3-1)。水温の上昇とともに， 5 月から大型緑藻類の Closterium 

aciculare や Staurastrum dorsidentiferum が 増 加 し た 。 6 月 に は S. 

dorsidentiferum がさらに増加し，表面で 1.6×10
3
 cells mL

-1検出された。また，

アオコの原因となる藍藻類の Aphanizomenon flos-aquae や Microcystis 属が検

出され始めた。7 月はこれらに加え，かび臭の原因となる D. crassum が 1.6×10
2
 

cells mL
-1とわずかに検出され始めた。8月になるとMicrocystis属がさらに増加し，

沿岸部でアオコが確認された。9 月は，Microcystis 属が減少した一方で，D. 

crassum が増加し，取水塔前の表層水で 1.5×10
3
 cells mL

-1検出された。10 月
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には Microcystis 属が再び増加した (Table 3-2)。D. crassum は減少し，ほとんど

検出されなくなった。また，大型緑藻類のMougeotia sp. が増加し，表面で 4.5×

10
3
 cells mL

-1検出された。Microcystis 属は 11 月においても多く，表面で 5.3×

10
4
 cells mL

-1検出され，アオコの発生は 8月から 11月まで続いた。そのため，12

月上旬に貯水池上流部を中心に硫酸銅を散布した。その結果，Microcystis 属

は殺藻され，以降は検出されなくなった。1 月から 3 月までは珪藻類および緑藻

類が優占した。 

 2014 年 4 月から 2015 年 3 月にかけての植物プランクトン数のピークは，7 月

24 日  (1.2×10
6
 cells mL

-1
)，8 月 8 日  (6.8×10

4
 cells mL

-1
)，および 10 月 7 日  

(4.9×10
4
 cells mL

-1
) の計 3 回確認された (Fig. 3-3 B)。また，7 月から 8 月上

旬にかけて藍藻類が増殖し，全細胞数の 97–99.9%を占めた (Fig. 3-4 B)。 

4 月は貯水池内の生物は少なく，取水塔前の表層水中で植物プランクトンの

総数は 5.0×10
2
 cells mL

-1 であった。5 月から大型緑藻類の Closterium 

aciculare が増加した  (Table 3-3)。6 月にはアオコの原因となる藍藻類の

Microcystis 属が検出され始めた。7 月は緑藻類が減少した一方で，藍藻類が増

加し，貯水池全面で Microcystis 属によるアオコが発生し，池周辺では腐敗臭が

感じられた。この対策として，7 月 29 日に硫酸銅を散布した結果，藍藻類は散布

当日中に色素が退色し，死滅した。また，当日はプランクトンの死骸が浮遊して

おり，池は白濁したが，3日目の 8月 1日には，貯水池は透明になり，周囲では，

臭気も感じられなくなった。その後，散布後 10 日目の 8 月 8 日から 20 日目の 8

月 13 日にかけて Ankistrodesmus falcatus，Kirchneriella sp. などの小型の緑藻

類が急激に増加したが，その後 10 日ほどで検出されなくなった。 

8 月下旬は，小型緑藻類の Coelastrum cambricum や Micractinium pusillum

が多数検出された。9 月から 10 月にかけて珪藻類が増加した。特に 10 月は
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Aulacoseira granulata が表層で 2.1×10
4
 cells mL

-1 と多数検出された。11 月か

ら 1月にかけて，大型緑藻類の Closterium aciculareが継続して多数検出された。

本種は 12 月には 2.4×10
3
 cells mL

-1 検出された。2 月は黄金色藻類の

Ochromonas sp. やクリプト藻類の Cryptomonas caudata など，小型鞭毛藻類が

増加した。3 月はこれらに代わり，珪藻類の Nitzschia acicularis が優占し，表層

で 3.0×10
3
 cells mL

-1検出された。 

 

3-3 D. crassum の変動 

 

 Fig. 3-5 に貯水池表層水における D. crassum の密度の変動を示した。2013 年

において，D. crassum は 7 月から検出され始めた。7 月と 8 月の検出数はそれぞ

れ 1.6×10
2
 cells mL

-1
 (7 coils mL

-1
) および 4.6×10

1
 cells mL

-1
 (2 coils mL

-1
) 

と少なかったが，9月に増加し，1.5×10
3
 cells mL

-1
 (6.5×10

1
 coils mL

-1
) に達し

た。このとき，D. crassum 細胞数が全植物プランクトン細胞数に占める割合は

9.3%であった (Fig. 3-6)。10 月には 1.6×10
1
 cells mL

-1
 (0.7 coils mL

-1
) と減少

し，その後は検出されなくなった。 

 2014年は，7月 1日に 9.2×10
1
 cells mL

-1
 (4 coils mL

-1
)，4日に 1.1×10

3
 cells 

mL
-1

 (4.8×10
1
 coils mL

-1
) 検出されたが，その後は消滅し，発生は続かなかっ

た (Fig. 3-5)。なお，7 月 4 日において D. crassum 細胞数が全植物プランクトン

の細胞数に占める割合は 0.3%と低かった (Fig. 3-6)。 

 

3-4 全細菌および従属栄養細菌の変動 

 

 全細菌数は 2013 年 6 月から 2014 年 10 月まで計数したが，1.6×10
6
–9.9×10

6
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cells mL
-1の間で変動した (Fig. 3-7)。全体的に夏から秋にかけて細菌数は多く

なり，冬から春にかけて低くなる傾向が見られた。2013 年 6 月から 12 月にかけて

の最高密度は 4.2×10
6
 cells mL

-1（9 月 3 日）であった。2014 年は 1 月 20 日に

3.2×10
6
 cells mL

-1 と一旦増加したが，その後 2月 17日は 2.3×10
6
 cells mL

-1，

3 月 4 日は 1.7×10
6
 cells mL

-1 と減少した。4 月以降は増加傾向が見られ,5 月

19 日に 1 回目の増殖ピーク (5.0×10
6
 cells mL

-1
) が確認された。また，7 月 29

日にアオコ対策のため硫酸銅を散布したが,散布翌日の 7 月 30 日に 9.9×10
6
 

cells mL
-1 と急増した。しかし，その 2 日目の 8 月 1 日には 5.5×10

6
 cells mL

-1 と

半減し，その後急激に減少した。 

 従属栄養細菌は全細菌と概ね同様の変動を示した (Fig. 3-8)。2013年は 5月

以降増加し，8 月 6 日に 4.9×10
3
 CFU mL

-1検出され,ピークに達した。その後減

少し，11 月には 8.7×10
2
 CFU mL

-1 となった。12 月上旬にアオコ対策のため貯水

池に硫酸銅を散布後，細菌数が増加し，2014 年 1 月には 7.9×10
3
 CFU mL

-1検

出 された 。従 属 栄 養 細菌 はその後 減 少 し ， 2 月 か ら 5 月 の間 は ，

6.5×10
2
–2.5×10

3
 CFU mL

-1の間で推移した。6 月以降は水温の上昇に伴い，増

加傾向が見られ，7 月 24 日には 2.4×10
4
 CFU mL

-1になった。7 月 29 日にアオ

コ対策のため硫酸銅を散布した結果，従属栄養細菌数は急増し，散布翌日の 7

月 30 日には，3.5×10
5
 CFU mL

-1 と 14 倍に達した。しかし，散布後 3 日目の 8

月 1日には 1.8×10
5
 CFU mL

-1と半減した。以降，従属栄養細菌はさらに減少し，

8 月 18 日から 10 月 7 日までの間，1.5×10
3
–7.1×10

3
 CFU mL

-1の密度で推移し

た。 

 全細菌数に占める従属栄養細菌数の割合  (占有率) は，2013 年 5 月 7 日か

ら 2014 年 7 月 24 日までは，0.03–0.61%の間で推移した (Fig. 3-9)。2013 年は

水温の上昇に伴い，占有率が上昇する傾向が見られ，8 月 6 日には 0.17%に達
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した。その後減少したが，12 月に硫酸銅を散布後，再び上昇し，2014 年 1 月 20

日には 0.25%となった。以降低い状態が続き，2月から 5 月までは 0.03–0.08%の

間で推移した。その後，水温の上昇に伴い占有率は高くなり，7 月 24 日には

0.61%となった。7 月 29 日に硫酸銅を散布した結果，散布後 1 日目の 7 月 30

日には 3.6%まで急激に上昇した。しかし，その後急激に低下し，8 月 18 日には

0.07%となった。 

 全細菌について，粒子付着性細菌  (Particle Associated Bacteria: PAB) 区分，

および浮遊性細菌  (Free-Living Bacteria: FLB) 区分に分けて計数した結果を

Fig. 3-10 に示す。計数は 2014 年 6 月 1 日から 10 月 7 日まで行ったが，全体的

に FLB区分の方が多い傾向が見られた。全細菌に占める PAB区分細菌の割合

は，2014 年 7 月から 9 月の間では，硫酸銅散布直後の 8 月 1 日および 8 月 3

日を除き，3.7–22%と低かった。硫酸銅散布直後は，PAB区分 FLB区分ともに上

昇し，PAB の割合が 8 月 4 日には 51%に達した。 

 一方，2014 年 7 月 1 日から 10 月 7 日にかけて従属栄養細菌について PAB

区分および FLB 区分に分けて計数した結果を Fig. 3-11 に示す。PAB 区分と

FLB 区分の従属栄養細菌の動態はほぼ同様の傾向を示した。7 月 1 日以降増

加傾向が見られ，硫酸銅散布直後の 7 月 30 日に急増したものの，散布後 3 日

目からは減少した。PAB区分が全従属栄養細菌に占める割合は 7.8–66%であっ

た (Fig. 3-12)。 

 

3-5 貯水池表層水における殺藻細菌および増殖阻害細菌の変動 

 

 烏原貯水池表層水における D. crassum に対する殺藻細菌および増殖阻害細

菌数の変動を Fig. 3-13 に示す。殺藻細菌は調査期間中，0–2.5×10
2
 CFU 
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mL
-1の間で変動した。夏から秋にかけて増加する傾向が見られ，2013 年は調査

開始時の 5月 7日は 1.1×10
1
 CFU mL

-1であったが，その後増加し，8月 6日に

2.0×10
2
 CFU mL

-1 と最高となった。9 月 3 日には 1.2×10
2
 CFU mL

-1 と減少し，

以降 10 月から 2014 年 3 月までは 0–9.2×10
1
 CFU mL

-1 と少なかった。なお，

2014年 1月に全細菌および従属栄養細菌数が一時的に増加したが，殺藻細菌

は検出されなかった。2014年についても夏季に多い傾向が見られ，9月 3日に最

高 2.5×10
2
 CFU mL

-1検出された。その後減少し，10 月 7 日には 5.9×10
1 

CFU 

mL
-1 となった。2013 年 5 月から 2014 年 10 月までの調査期間中の貯水池表層

水における殺藻細菌の平均密度は 6.7×10
1
 CFU mL

-1であった。 

 増殖阻害細菌の変動についても殺藻細菌と同様に，夏から秋にかけて増加す

る傾向が見られ，調査期間中は，0–2.2×10
2
 CFU mL

-1 の間で変動した。2013

年は，5 月および 6 月はそれぞれ 1.1×10
1
 CFU mL

-1，9 CFU mL
-1 と少なかった

が，その後増加し，9 月 3 日に最高 2.2×10
2
 CFU mL

-1 となった。以降，増殖阻

害細菌は減少し，10 月から翌年 6 月まで 0–7.9×10
1
 CFU mL

-1の間で変動した。

2014 年は 8 月 18 日に最高 1.2×10
2
 CFU mL

-1検出されたが，9 月および 10 月

は減少し，それぞれ 0 CFU mL
-1，4.4×10

1
 CFU mL

-1 と少なかった。なお，2013

年 5 月から 2014 年 10 月までの調査期間中の貯水池表層水における増殖阻害

細菌の平均密度は 4.8×10
1
 CFU mL

-1であった。 

従属栄養細菌と殺藻細菌の密度の変動を Fig. 3-14 に示した。概ね両者は同

様の変動を示した。また，2014 年 8 月から 10 月にかけて，殺藻細菌を FLB と

PABに分けて計数したが，この期間いずれも FLBの数が PABの数を上回ってい

た。 

Fig. 3-15 に貯水池表層水における殺藻細菌の密度および従属栄養細菌に

占める殺藻細菌数の割合  (陽性率) を示した。両者には，ほぼ同様な変動傾向
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が見られた。陽性率ついては，調査期間中，0–4%の間で推移し，2013年は 8月

および 9 月に最高 4%となった。2014 年についても，春から夏にかけて上昇傾向

が見られ，10 月に最高 4%となった。2013 年 5 月から 2014 年 10 月までの調査

期間中の陽性率の平均は 2.1%であった。 

貯水池表層水における従属栄養細菌と増殖阻害細菌の密度の変動を Fig. 

3-16 に示した。概ね両者は同様の変動を示した。また，増殖阻害細菌について

2014年 8月から 10月にかけて， FLB と PABに分けて計数した結果も併せて示

した。8 月は FLB 区分が PAB 区分を上回っていたものの，10 月は PAB 区分が

FLB 区分を上回って逆転しており，一定の傾向は認められなかった。 

 Fig. 3-17に増殖阻害細菌密度および従属栄養細菌数に占める増殖阻害細菌

数の割合  (陽性率) の変動を示した。陽性率は，増殖阻害細菌数の変動とほぼ

連動しており， 2013年は 9月 3日に最高 7%，2014年は 8月 18日に最高 6.2%

となった。また，2013 年 5 月から 2014 年 10 月までの調査期間中の陽性率の平

均は 2%であった。なお，2014 年 1 月に全細菌および従属栄養細菌数が一時的

に増加したが，増殖阻害細菌に関しては 7.9×10
1
 CFU mL

-1 と少なく，陽性率も

1%と低かった。 

殺藻細菌と増殖阻害細菌の総数および従属栄養細菌に占めるこれらの総数

の割合  (陽性率) の変動について Fig. 3-18 に示す。これらの値は夏から秋に上

昇しており，概ね同様の変動を示した。調査期間中，両細菌の総数については，

7×10
0
-3.4×10

2
 CFU mL

-1 の間で変動し，2013 年 9 月 3 日に最高 3.4×10
2
 

CFU mL
-1 検出された。また，このとき D. crassum の数も最高となり，1.5×10

3
 

cells mL
-1検出された。その後，10 月 2 日には D. crassum および殺藻細菌，増

殖阻害細菌ともに減少し，ほとんど検出されなくなった。2014 年における両細菌

の総数の最高値は 2.5×10
2
 CFU mL

-1
 (9 月 3 日) であった。陽性率については，
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調査期間中 1-11%の間で変動し，2013 年 9 月 3 日に最高 11%となった。 

 

第4節 考 察 

  

本章では，2013年 4月から 2015年 3月にかけて烏原貯水池の表層水を採取

し，環境要因の測定や植物プランクトンの計数を行った。また，殺藻細菌および

増殖阻害細菌のモニタリングは，水温が比較的高い 2013年 5月から 2014年 10

月にかけて行った。水質分析の結果，貯水池表層水の水温は 6 月から 10 月ま

での間 20℃を上回り (Fig. 3-1 A)，全リン濃度もその間 0.028 mg L
-1以上  (Fig. 

3-2 A)，全窒素/全リン濃度比は 30を下回っていた (Fig. 3-2 B)。アオコの原因と

なる藍藻類が発生しやすい条件として，水温が 20℃以上，全リン濃度が 0.03 mg 

L
-1以上で (Umeda and Tomioka, 2007)，全窒素/全リン濃度比が 30 未満である

こと (Smith, 1983; Fujimoto et al., 1995) が報告されている。したがって，烏原

貯水池ではこの期間中は，Dolichospermum属やMicrocystis属などの有害有毒

なアオコの原因となる藍藻類の増殖に適した環境になっていたと考えられる。ま

た，湖沼の栄養状態と植物プランクトン群集の分類群組成の関係については，

貧栄養では珪藻類が優占し，細胞数も少ないが，中栄養および富栄養になると，

珪藻類，緑藻類や藍藻類など，さまざまな種類の植物プランクトンが出現し，細

胞数も多くなるが，さらに過栄養になると，Microcystis属やDolichospermum属な

どが優占し，多様度は低くなる傾向があるという  (Tilman, 1977; Ogawa and 

Ichimura, 1984)。OECD (1982) の基準によれば，烏原貯水池は，富栄養から過

栄養に分類される。実際に貯水池では，2013 年は 6 月から 12 月にかけて藍藻

類が著しく増殖し，全細胞数の 45–97%を占め，長期間優占する状態が続いた 

(Fig. 3-4 A)。また，2014年はアオコ対策のため 7月 29日に硫酸銅を散布したた



39 

 

め，8 月以降は藍藻類が少なかったものの，散布前の 7 月から散布直後の 8 月

上旬にかけては前年と同様に藍藻類が増加し，全細胞数の 97–99.9%を占めた。

なお，貯水池で発生した藍藻類は，主に Dolichospermum 属，Aphanizomenon

属および Microcystis 属であった (Table 3-1 から 3-6)。これらはいずれも細胞内

にガス胞を有するため，水中を上下移動することにより栄養塩が豊富な下層に移

動することができる。さらに，Dolichospermum属および Aphanizomenon属は異質

細胞を有するため，水中の無機態窒素が枯渇していても，窒素を固定できる特

性をもつ。事実，硝酸態窒素について，2013 年は 6 月から 9 月にかけて，2014

年は 7 月に検出限界以下であったが (Fig. 3-1 C)，これらは他のプランクトンに

比較して，優位に増殖できたものと考えられる。 

烏原貯水池における植物プランクトンの発生パターンの特徴の一つとして，大

型の緑藻類や珪藻類が著しく増殖することが挙げられる。2013 年は 6 月 3 日に

緑藻類の Staurastrum dorsidentiferum が 1.6×10
3
 cells mL

-1 
(Table 3-1)，10 月

2 日に緑藻類の Mougeotia sp. が 4.5×10
3
 cells mL

-1検出された (Table 3-2)。

2014 年は 6 月 2 日に緑藻類の Closterium aciculare が 2.8×10
3
 cells mL

-1 

(Table 3-3)，10 月 7 日には，珪藻類の Aulacoseira granulata が 2.1×10
4
 cells 

mL
-1 検出された (Table 3-5)。また，これらの植物プランクトンの増加ピークに合

わせて，高濃度のクロロフィル a が検出された。2013 年は，6 月 3 日および 10 月

2 日にそれぞれ 41 μg L
-1，22 μg L

-1，2014 年は 6 月 2 日および 10 月 7 日にそ

れぞれ 44 μg L
-1，47 μg L

-1 と年 2 回のピークが見られた (Fig. 3-2 C)。 

一方，植物プランクトンの総細胞数に関しては，2013年は 8月 6日に 3.7×10
4
 

cells mL
-1，10月 2日に 9.4×10

4
 cells mL

-1と 2回，2014年は 7月 1日に 1.5×10
5
 

cels mL
-1，10 月 7 日に 4.9×10

4
 cells mL

-1の 2 回増殖ピークが確認されたが，

クロロフィル a のピークとは必ずしも一致しなかった (Fig. 3-3)。これは，ピークが
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一致しなかった 2013 年 8 月 6 日および 2014 年 7 月 1 日は，細胞サイズが小さ

い藍藻類のMicrocystis属が優占していたため，クロロフィル a濃度の上昇にはそ

れほど寄与しなかった結果と考えられる。 

 なお，D. crassum は，2013 年に 6 月から 10 月にかけて検出され， 9 月 3 日に

最大となり 1.5×10
3
 cells mL

-1検出された。このとき D. crassum は，植物プランク

トンの総細胞数に対して 9%を占めた (Fig. 3-6)。一方，2014 年は，7 月 1 日  

(9.2×10
1
 cells mL

-1
) から 4 日  (1.1×10

3
 cells mL

-1
) にかけて検出されたのみ

で，その後は観察されなかった。植物プランクトンの総細胞数に対する D. 

crassum の割合は，7 月 4 日で 0.3%と非常に低かった。この時期，貯水池では

Microcystis aeruginosa，M. ichthyoblabe，M. wesenbergii が増加しており，競合

してしていた可能性が高い。 

 貯水池表層水における細菌の変動については，全細菌および従属栄養細

菌はともに夏季から秋季にかけて増加し，冬季から春季にかけて減少する傾向

が認められた (Fig. 3-7, 3-8)。また，全細菌数に占める従属栄養細菌数の割合

は，調査期間を通じて 0.03–3.6%の間で大きく変動したが，その割合は主に夏季

に上昇する傾向が見られた (Fig. 3-9)。環境中における細菌の活性は，水温の

影響を強く受けることから (Pomeroy and Deibel, 1986; Tsuji et al., 2017)，夏季

に水温の上昇に伴い貯水池内の細菌の活性が高まった結果，細菌が増殖し，

生菌数の割合も上昇したものと考えられる。 

 全細菌は調査期間を通じて，1.6×10
6
–9.9×10

6
 cells mL

-1 の間で変動した。湖

沼や海洋における全細菌は概ね 10
5
-10

7
 cells mL

-1 のオーダーの密度であり 

(Kirchman and Mitchell, 1982; 今井ら, 2013; 大西ら, 2014)，本貯水池も同程

度であるものと判断された。 

従属栄養細菌については，調査期間中 5.4×10
2
–3.5×10

5
 CFU mL

-1の間で
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変動した。特に 2014 年 7 月 30 日から 8 月 4 日にかけては，1.0×10
5
–3.5×10

5
 

CFU mL
-1 と他の期間に比較して著しく多数検出された。また，全細菌数に占め

る従属栄養細菌数の割合もこの期間は 1.9–3.6%と，他の期間  (0.03–0.6%) に

比較して高かった。これは貯水池でアオコが発生したため，対策として 7 月 29 日

に硫酸銅を散布してプランクトンを殺藻したことにより，プランクトンの細胞内から

放出された易分解性の有機物や植物プランクトン自身を基質として従属栄養細

菌が増殖し，活性が高くなったためと考えられる。しかしながら，この急激な増加

は一時的であり，硫酸銅を散布してから 20日後の 8月 18日には，散布前と同程

度まで従属栄養細菌数は減少した。 

 全細菌および従属栄養細菌について，2014 年 7 月 1 日から 9 月 3 日まで

の間，粒子付着性の PAB 区分と浮遊性の FLB 区分に分けて計数したが，いず

れの割合も期間中大きく変動した。 全細菌数については，7 月１日から硫酸銅

を散布する前の 7月 24日まで PAB区分は 8.9–21%と低かったものの，散布後 3

日目の 8 月 1 日には 49%，6 日目の 8 月 4 日には 51%にまで上昇した (Fig. 

3-10)。このような傾向は従属栄養細菌の PAB 区分についても認められ，7 月 24

日までは PAB区分が占める割合は 45–52%であったのに対し，散布後の 7月 30

日から 8月 4日には 55–66%まで上昇した (Fig. 3-12)。これまで，チミジンやグル

コース，あるいはグルタミン酸の同化実験により，FLB に比較して PAB はより強い

活性を有しており，水系の物質循環において PAB が大きな役割を果たすことが

報告されている (Kirchman and Mitchell, 1982; Crump et al., 1999)。貯水池に

おいても，全体的に従属栄養細菌に占める PAB の割合が直検法で計数した全

細菌に占める PAB区分の割合を上回っていることから，PAB区分が FLB区分に

比較して強い活性を有し，貯水池における有機物の消費に大きく関与しているも

のと考えられる。また，硫酸銅散布後に PAB 区分の割合が上昇したことについて
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は，散布により死滅したプランクトンに多数の細菌が付着して急速に分解を行っ

たためと考えられる。このように植物プランクトンのブルームが崩壊した後に総細

菌数が増加する現象は海洋でも報告されている (今井 , 2013)。実際に貯水池で

は，硫酸銅散布した翌日の 7月 30日は，死滅して葉緑素が退色した植物プラン

クトンが漂い，池全体が白濁していたが，3 日後の 8 月 1 日には，大部分の植物

プランクトンが分解，沈降し，貯水池の水は透明になり，それまで池周辺に漂って

いた腐敗臭も消失したことが確認されている。 

海洋では，赤潮プランクトンと連動して，殺藻細菌が増加することが観察されて

おり，赤潮の減少に大きな役割を担っていることが報告されている  (Imai et al., 

1998, 2001; Kim et al., 1998)。烏原貯水池においても，2013 年に D. crassum の

変動に連動して，殺藻細菌や増殖阻害細菌が検出された (Fig. 3-13)。2年間の

調査期間において，貯水池表層水における殺藻細菌数は 0–2.5×10
2 

CFU 

mL
-1 の間で検出された。また，増殖阻害細菌は，0–2.2×10

2
 CFU mL

-1 の間で

変動した。殺藻細菌と増殖阻害細菌を合計した数は，7×10
0
–3.4×10

2
 CFU 

mL
-1となり，2013年 9月 3日に最大値の 3.4×10

2
 CFU mL

-1が検出された (Fig. 

3-18)。このとき D. crassum の密度も 1.5×10
3
 cells mL

-1の最大値を示した。その

後，D. crassum は検出されなくなっており，D. crasssum の減少にこれらの細菌が

関わったと考えられる。これまで海洋や湖沼において，殺藻細菌が調査されてお

り湖沼では 10
1
–10

3
 CFU mL

-1
 (小島ら, 2016)，海洋では 10

1
–10

4
 CFU mL

-1
 (今

井ら, 2012; 今井 , 2013; 稲葉ら, 2016; Inaba et al., 2017) 検出されている。烏

原貯水池における殺藻細菌や増殖阻害細菌の検出数は，これらの調査結果に

比較してやや低いものである。これは，既往の湖沼や海洋における調査は主に

水草帯で行われたものであり，水草表面に高密度に生息する殺藻細菌の影響を

受けているためと考えられる。一方，烏原貯水池は単純な環境であり，水草は生
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えておらず，殺藻細菌があまり増殖供給できない一方で，浮遊性の植物プランク

トンが増殖するのに適した条件になっているものと推察される。貯水池における D. 

crassum の増殖を抑制するには，殺藻細菌が常に高密度に存在し，機能しやす

い環境を整えることが必要である。そこで次章では，水草表面における殺藻細菌

および増殖阻害細菌数を調査するとともに，これらが D. crassum の増殖に与える

影響について検討することとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 

 

第 4 章 水草が D. crassum の増殖と生残に与える影響 

 

第 1 節 緒 言 

 第 3 章では，烏原貯水池において殺藻細菌および増殖阻害細菌の季節変動

を調査した結果，これらの細菌数は年間を通じて 7×10
0
–3.4×10

2
 CFU mL

-1の

密度で検出され，特に 7–9 月の夏季に多くなる傾向が見られた。しかしながら，

貯水池では D. crassum が夏季に多数増殖していることから，殺藻細菌や増殖阻

害細菌は D. crassum の増殖を十分に抑制する程には存在しなかったのであろう。

ところで，アマモや海藻，水草表面のバイオフィルム中には赤潮やアオコの原因

となるプランクトンに対する殺藻細菌が高密度に存在すると報告されている 

(Imai et al., 2002, 2006, 2013; 今井ら, 2009, 2016; 今井 , 2010; 小島ら, 2016; 

Inaba et al., 2017)。したがって，藻場やアマモ場，水草帯を造成することにより，

環境修復を行うだけでなく，赤潮やアオコなどの有害有毒植物プランクトンの増

殖を抑制することが期待される。本章では，現場湖沼の水草が D. crassum の増

殖に及ぼす影響について実験による検討を行った。まず，2016 年に琵琶湖南湖

の柳が崎におけるササバモ (Potamogeton malayanus Miq.) の水草帯から採取

した湖水を D. crassum に接種し，その増殖に与える細菌の影響を調べた。続い

て，2017 年に同じ場所から湖水を採取し，再度同様の調査を行い再現性を確か

めた。また，同時に水草や水草表面のバイオフィルムを接種した際の D. crassum

の変化を調べた。さらに，水草帯湖水や水草表面のバイオフィルムにおける殺藻

細菌や増殖阻害細菌を計数し，烏原貯水池で得られた細菌数と比較した。 
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第 2 節 材料および方法 

 

2-1 試料採取 

 

琵琶湖南湖の柳が崎湖岸の水草帯  (北緯 35°1′34″，東経 135°52′5″) にお

いて，2016年 10月 27日に滅菌した捻口ガラス瓶を用いて湖水を採取した (Fig. 

4-1)。水草帯では，ササバモ (Potamogeton malayanus Miq.) が群生していた 

(Fig. 4-2)。なお，現場水域におけるササバモの概算密度は，0.34 g (wet) L
-1で

あった。また，対照として，水草の生育がない柳川河口  (北緯 35°1′52″，東経

135°52′11″：水深約 1.3m) にて同様に試料を採取した (Fig. 4-3)。 

2017 年 8 月 3 日に前年と同じ琵琶湖南湖の柳が崎湖岸の水草帯において，

湖水を同様な方法で採取した。また，同時にササバモを滅菌したプラスチック袋

に採取した。一方，2016 年に対照とした柳川河口については，2017 年は周辺で

水草の生育が確認され，対照区としては適さないと判断されたことから，琵琶湖

大橋下  (北緯 35°7′23″，東経 135°55′52″) を対照区として，湖水を採取した 

(Fig. 4-4)。それぞれの試料は採取後，冷蔵して神戸市の水質試験所に持ち帰

った。 

 

2-2 理化学的水質項目の測定 

 

採取した試料水の全窒素および全リン濃度については，第 2 章第 2 節 2-2 の

方法により測定した。pH，アンモニア態窒素，亜硝酸態窒素，硝酸態窒素濃度

については，第 3 章第 2 節 2-2 の方法により測定した。また，濁度，色度，電気

伝導度，リン酸態リン濃度については以下の方法により測定した。 
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・濁度：積分球式光電光度法  (厚生労働省告示第 261 号 別表第 41, 厚生労

働省 , 2017) 

・色度：透過光測定法  (厚生労働省告示第 261 号 別表第 36, 厚生労働省 ,   

 2017) 

・電気伝導度：電極法  (上水試験方法 , 日本水道協会 , 2011) 

・リン酸態リン：モリブデン酸アンモニウム法  (上水試験方法 , 日本水道協会 ,   

 2011) 

 

2-3 植物プランクトンの計数 

 

 試料は持ち帰り後，直ちに計数を行った。1 mL の試料水を界線入枠付きス

ライドガラス (RIGO, Japan) に封入し，光学顕微鏡を用いて計数した。 

 

2-4 水草帯の湖水中の殺藻細菌および増殖阻害細菌が D. crassum の増殖

と生残に与える影響 

 

水草帯の水が D. crassum の増殖に与える影響を室内実験により検討した。ま

ず，2016 年の調査では，水草帯  (柳が崎 ) および柳川河口で採取した湖水に

ついて，それぞれ①無処理水，②孔径 3 μm のポリカーボネートフィルター 

(Whatman, UK) で濾過した湖水，③孔径 0.2 μm の PTFE メンブレン 

(OMNIPORE, Merck Millipore, Germany) で濾過した湖水，および④オートクレ

ーブ滅菌  (121℃ , 15 分) した湖水の 4 種類の実験区を設けた。なお，使用した

フィルターは，予めプラスチックホルダー (PP-47, ADVANTEC, Japan) に設置し

た後，オートクレーブ滅菌  (121℃ , 15 分) した。処理した各湖水を滅菌した捻口
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ガラス試験管  (ST-16.5S, NICHIDEN-RIKA GLASS, Japan) に 9 mL，CT 培地

にて培養した D. crassumの培養を 1 mL (最終密度：1.9×10
3
 cells mL

-1
) 入れ，

温度 25℃で光強度 21 μmol m
-2

 s
-1

, 16 時間明-8 時間暗の明暗サイクルで 8 日

間培養した。各実験区は，3本立とした。培養期間中，0日目，1日目，4日目，6

日目および 8 日目に副試料を採取し，試料水中の D. crassum を光学顕微鏡に

より観察，計数した。また，0 日目および 8 日目の試料については，1 mL の試料

水を界線入枠付きスライドガラス (RIGO, Japan) に封入し，全ての植物プランク

トンを光学顕微鏡を用いて計数した。 

2017 年の実験では，水草帯  (柳が崎) および対照の琵琶湖大橋で採取した

湖水について，それぞれ①無処理水，②孔径 1.2 µm のポリカーボネートフィルタ

ー (Isopore, Merck Millipore, Germany) で濾過した湖水，③孔径 0.1 μm の

PTFE メンブレン (OMNIPORE, Merck Millipore, Germany) で濾過した湖水，

および④オートクレーブ滅菌  (121℃, 15 分) した湖水の 4 種類の実験区を設け

た。 

なお，濾過を行う際，目詰まりを防ぐためにそれぞれの処理水について前濾過

を行った。すなわち，②孔径 1.2 µm の濾過湖水の実験区については，湖水を孔

径 10 µm のポリカーボネートフィルター (Whatman, UK) で予め濾過を行った。

③孔径 0.1 µm 濾過湖水の実験区については，湖水を孔径 0.8 µm のガラスろ紙  

(GA-200, ADVANTEC, Japan) で予め濾過を行った。また，④オートクレーブ滅

菌区については，湖水を孔径 10 µm のポリカーボネートフィルター (Whatman, 

UK) で予め濾過を行うことにより，大きなプランクトンや夾雑物を取り除いた。一

連の操作において使用したフィルターは，予めプラスチックホルダー  (PP-47, 

ADVANTEC, Japan) に設置した後，オートクレーブ滅菌  (121℃ , 15 分) した。 

水草帯  (柳が崎 ) および琵琶湖大橋の湖水について，それぞれ処理した試
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料水を容量 900 mL の組織培養用フラスコ (Tissue Culture Flask with Vented 

Cap, IWAKI, Japan) に 882 mL 入れ，そこに CT 培地で培養した D. crassum 培

養を最終 2.3×10
3
 cells mL

-1
 (1.0×10

2
 coils mL

-1
) となるように 18 mL 添加し

た。 

各試料を温度 25℃で光強度 21 μmol m
-2

 s
-1

, 16 時間明-8 時間暗の明暗サイ

クルで 13 日間培養した。培養期間中，0 日目，4 日目，8 日目および 13 日目に

副試料を採取し，D. crassum 数，および殺藻細菌と増殖阻害細菌数を計数した。

D. crassum については，1 mL の試料水を界線入枠付きスライドガラス (RIGO, 

Japan) に封入し，光学顕微鏡を用いて計数した。殺藻細菌数と増殖阻害細菌

については，従属栄養細菌を分離後，殺藻試験により計数した。詳細は 2-6 と

2-7に記述した，また，0日目および 13日目の各実験区の試料水について，栄養

塩濃度  (窒素およびリン) を 2-2 の方法で測定した。 

 

2-5 水草表面の殺藻細菌および増殖阻害細菌が D. crassum の増殖と生残

に与える影響 

 

水草表面の殺藻細菌および増殖阻害細菌が D. crassum の増殖や生残に与

える影響を調べた。実験には，琵琶湖南湖の柳が崎における水草帯から 2017年

8月 3日に採取したササバモ (Potamogeton malayanus) を用い，以下の 3種類

の実験区を設定した (Fig. 4-5)。まず，①ササバモの一部を切り取ったものを直

接 D. crassum に添加した「水草切片添加区」，②ササバモ表面からバイオフィル

ムを剥離したものを添加した「水草バイオフィルム添加区」，最後に③ササバモに

含まれるアレロパシー物質の影響を見るために，ササバモを磨り潰した液を孔径

0.1 μm のフィルターで濾過し，細菌を除去した溶液を添加した「水草磨り潰し-濾
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液添加区」の 3 種類の実験区を設定した。 

なお，それぞれの実験区において添加した水草の量は現場水域の水草密度

に合わせた。すなわち，柳が崎の水草の密度は概算であるが，0.34 g (wet) L
-1

程度であったため，今回の実験においても，添加した水草量は，「水草切片添加

区」で 0.41 g (wet) L
-1，「水草バイオフィルム添加区」で 0.37 g (wet) L

-1，「水草

磨り潰し-濾液添加区」で 0.37 g (wet) L
-1 と現場に近い密度に設定した。以下に

操作の詳細を記す。 

まず，柳が崎で採取した水草帯湖水を孔径 10 µm のポリカーボネートフィルタ

ー (Whatman, UK) で濾過し，大きなプランクトンや夾雑物を取り除いた。続いて

濾液をオートクレーブ滅菌  (121℃, 15 分) した。この滅菌湖水を以下のとおり，

各実験区の調製に用いた。 

①水草切片添加区については，容量 900 mL の組織培養用フラスコ (Tissue 

Culture Flask with Vented Cap, IWAKI, Japan) に滅菌湖水を 882 mL と，CT 培

地で培養した D. crassum 培養を最終 2.3×10
3
 cells mL

-1
 (1.0×10

2
 coils mL

-1
) 

となるように 18 mL 添加した。そこに 0.37 g のササバモの葉の切片を加えた。 

②水草バイオフィルム添加区については，10.03 g のササバモの葉の切片を

300 mL の滅菌湖水を入れた捻口瓶に加え，手で 600 回激しく攪拌した。そのう

ち 10 mL の懸濁液と 872 mL の滅菌湖水および 18 mL の D. crassum 培養を容

量 900 mL の組織培養用フラスコに収容して混合した。 

③水草磨り潰し-濾液添加区については，1.00 g のササバモの葉の切片を乳

鉢で磨り潰した後，30 mLの滅菌湖水に懸濁した。これを 50 mL容ポリプロピレン

コニカルチューブ (FALCON, USA) に入れ，2 分間ボルテックス処理を行った。

その後，孔径 0.1 μm の PTFE フィルター  (OMNIPORE, Merck Millipore, 

Germany) で濾過滅菌し，濾液 10 mL と滅菌湖水 872 mL および，18 mL の D. 
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crassum 培養を容量 900 mL の組織培養用フラスコに収容して混合した。 

各試料を温度 25℃で光強度 21 μmol m
-2

 s
-1

, 16 時間明-8 時間暗の明暗サイ

クルで 13 日間培養した。培養期間中，0 日目，4 日目，8 日目および 13 日目に

試料を採取し，D. crassum 数，および殺藻細菌と増殖阻害細菌数を計数した。

D. crassum の数については，1 mL の試料水を界線入枠付きスライドガラス 

(RIGO, Japan) に採り，光学顕微鏡を用いて計数した。殺藻細菌数と増殖阻害

細菌数については，①水草切片添加区および②水草バイオフィルム添加区を対

象とし，後述の 2-6 の方法により従属栄養細菌を分離後，2-7 の殺藻試験により

計数した。また，0 日目および 13 日目の各実験区の試料水について，栄養塩濃

度  (窒素およびリン) を 2-2 に述べた方法により測定した。 

 

2-6 従属栄養細菌の計数 

 

前述の 2-4 および 2-5 で培養した各実験区の試料水中の従属栄養細菌の計

数と分離を行った。試料は，2017 年 8 月 3 日に採取した 2-4 の湖水  (①無処理

区および②1.2 µm 濾液添加区) と 2-5 の①水草切片添加区，②水草バイオフィ

ルム添加区である。各処理区を，培養後 0日目，4日目，8日目，13日目に試料

水を採取後，R2A液体培地を用いて，10倍ずつ段階希釈した。それぞれの試料

を 1 mLずつシャーレに入れ，R2A寒天培地を混釈，固化した。なお，2-4の水草

帯および琵琶湖大橋における無処理区については，さらに試料水を孔径 1.2 µm

のポリカーボネートメンブレン (Whatman, UK) で濾過した。フィルター上の細菌

を「粒子付着性細菌  (Particle Associated Bacteria: PAB) 区分」，濾液中の細

菌を「浮遊性細菌  (Free-Living Bacteria: FLB) 区分」とした。粒子付着性細菌  

(PAB) については，濾過捕集したフィルターを R2A 寒天培地上に静置した。全
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従属栄養細菌および浮遊性細菌については，それぞれの試料を 1 mL ずつシャ

ーレに入れ，R2A 寒天培地を混釈，固化した。一連の培養は 3 本立で行った。

各試料を 20℃で 14 日間培養後，増殖したコロニーを計数した。なお，粒子付着

性細菌の計数については，フィルター上のコロニーが重なることが多かったことか

ら，全従属栄養細菌数  (無処理の試料水中の細菌 ) から浮遊性細菌数  (FLB) 

を差し引いて算出した。 

 

2-7 殺藻試験 

 

各実験区における従属栄養細菌の D. crassum に対する殺藻能力を 2 者培

養実験により調べた。まず，CT 培地で培養した D. crassum を 2.3×10
4
 cells 

mL
-1

 (1.0×10
3
 coils mL

-1
) となるようにCT培地を用いて調製し，48ウェルのプラ

スチックプレート (Non-Tissue Culture-Treated Plate, FALCON, USA) の各ウェ

ルに 0.5 mL ずつ分注した。続いて滅菌したつまようじを用い，2-6 で生育した各

実験区の従属栄養細菌のコロニーを少量釣菌し，D. crassumの培養に 1株ずつ

接種した。なお，殺藻試験は，各実験区について，50 株ずつ行った。また，細菌

を接種しない D. crassum の培養をコントロールとした。温度 25℃，光強度 21 

μmol m
-2

 s
-1

, 16 時間明- 8 時間暗の明暗サイクルで 10 日間培養し，D. crassum

の増殖や溶藻の有無を肉眼および倒立顕微鏡  (IX70, OLYMPUS, Japan) によ

り観察した。藻体がほとんど分解したものを「殺藻陽性」，死滅には至らないが，コ

ントロールと比較して明らかに増殖が遅いものを「増殖阻害」と判定した。 

各月の試料について，50 株あたりの殺藻細菌および増殖阻害細菌を計数し，

従属栄養細菌数に陽性率を乗じることにより，それぞれの細菌数を算出した。 
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第 3 節 結 果 

 

3-1 環境要因 

 

Table 4-1 に 2016 年 10 月 27 日に採取した水草帯および柳川河口湖水の理

化学的項目の分析結果を示す。水温は両地点でそれぞれ 19.5℃，19.4℃であり，

D. crassum やその他の藍藻類の増殖に適した値を示していた。また，水草帯で

は水中にやや懸濁物が浮遊しているのが確認された。そのため，濁度および色

度に関して，柳川河口ではそれぞれ 3.1 度，3.8 度であったのに対し，水草帯で

は，6.4度および 6.7度と高くなっていた。その他の項目に関してはあまり差が見ら

れなかった。 

2017 年 8 月 3 日は，水温が水草帯で 29.9℃，琵琶湖大橋で 29.0℃と高く，

2016年に比べてより藍藻類の増殖に適した環境になっていた (Table 4-2)。濁度

は水草帯で 3.1 度，琵琶湖大橋で 2.8 度と水草帯でやや高い傾向が見られた。

2016 年と同様に水草帯において，水中に懸濁物が浮遊しているのが確認された 

(Fig. 4-6)。全窒素および全リンは水草帯においてそれぞれ 0.40 mg L
-1，0.038 

mg L
-1，琵琶湖大橋において 0.32 mg L

-1，0.019 mg L
-1 と水草帯が琵琶湖大橋

よりも高かった。無機態窒素については，水草帯でアンモニア態窒素が 0.02 mg 

L
-1 とわずかに検出されたのみで，両地点ともにほとんどの窒素が有機態で存在

していた。リン酸態リンについても水草帯で 0.004 mg L
-1，琵琶湖大橋で 0.002 

mg L
-1 と低く，両地点においてリンに関してもほとんどが有機態で存在していた。 
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3-2 水草帯の湖水中の殺藻細菌および増殖阻害細菌が D. crassum の増殖

と生残に与える影響 

 

Fig. 4-7 A に，2016 年 10 月 27 日に採取した水草帯の湖水を D. crassum に

添加した時の変化を示した。無処理の湖水を添加した場合，実験開始時に D. 

crassum 数が 1.9×10
3
 cells mL

-1
 (8.1×10

1
 coils mL

-1
) であったが，6 日目には

3.1×10
2
 cells mL

-1
 (1.3×10

1
 coils mL

-1
) まで減少した。また，培養後付着細菌

の増加が見られ，培養日数の増加に伴い，藻体は分解され，群体を構成する細

胞の数が減少した (Fig. 4-8)。また，トリコームの収縮も観察された。この付着細

菌の増加は孔径 3 μm のフィルターで濾過した実験区においても観察されており，

培養中 D. crassumはあまり増殖しなかった。一方，湖水を孔径 0.2 µmのフィルタ

ーで濾過した実験区およびオートクレーブ滅菌湖水を添加した実験区では，培

養後 8 日目にはそれぞれ 3.4×10
4
 cells mL

-1
 (1.5×10

3
 coils mL

-1
)，6.0×10

4
 

cells mL
-1

 (2.6×10
3
 coils mL

-1
) と著しく増殖した。したがって，水草帯の湖水の

無処理実験区でD. crassumが減少した要因がアレロパシーなどの化学物質によ

るものではなく，サイズが 0.2 µm 以上の微生物によることが強く示唆された。 

水草の生育がなかった柳川河口の湖水を添加した際の D. crassum の変化を

Fig. 4-7 Bに示す。無処理の湖水を添加しても D. crassumは殺藻されず，培養 8

日目には 1.3×10
4
 cells mL

-1
 (5.7×10

2
 coils mL

-1
) まで増加した。その他の実

験区においても D. crassum は増加していることが確認された。なお，オートクレー

ブ滅菌した湖水を添加した実験において，培養 8日目の D. crassum 数は，水草

帯湖水添加区で 6.0×10
4
 cells mL

-1
 (2.6×10

3
 coils mL

-1
)，柳川河口湖水添加

区で 5.5×10
4
 cells mL

-1
 (2.4×10

3
 coils mL

-1
) とほとんど差は見られず，両水域

の湖水中における D. crassum の増殖ポテンシャルは，ほぼ同じであるものと考え
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られる。 

 水草帯および水草が生育していない柳川河口から採取した無処理の湖水をD. 

crassum に添加した際の植物プランクトンの変化を Table 4-3 に示した。両区とも

に培養後に，植物プランクトンの総数が増加しており，水草帯湖水の添加区で 0

日目が 5.4×10
3
 cells ml

-1であったものが，8 日後には，1.8×10
4
 cells mL

-1 とな

った。また，水草が生育していない柳川河口の湖水添加区においては，0 日目が

2.5×10
3
 cells mL

-1であったものが，8日後には，1.8×10
5
 cells mL

-1となり，水草

帯湖水を添加した場合の 10 倍までに増加した。柳川河口の湖水添加区におい

て，特に藍藻類の増加が著しく，D. crassum，D. flos-aquae，Microcystis 

ichthyoblabe，M. wesenbergii，および Phormidium tenue などが 8 日間で

2.2–9300倍まで増加した。一方，水草帯湖水の添加実験区において，藍藻類は

D. smithii や M. ichthyoblabe，P. tenue が増加したものの，増殖の程度は小さか

った。また，D. flos-aquaeについては，培養中トリコームに多数の細菌が付着して

分解したため減少した。 

Fig. 4-9 に 2017 年 8 月 3 日に採取した湖水を D. crassum に添加した実験結

果を示す。水草帯湖水を添加した際の D. crassumの変化を見ると，孔径 0.1 μｍ

のフィルターで濾過した湖水，およびオートクレーブ滅菌した湖水を添加した場

合，実験開始時にはそれぞれ D. crassum の数は 8.7×10
2
 cells mL

-1
 (3.8×10

1
 

coils mL
-1

)，2.0×10
3
 cells mL

-1
 (8.5×10

1
 coils mL

-1
) であったものが，13 日目

には，それぞれ 1.8×10
5
 cells mL

-1
 (7.9×10

3
 coils mL

-1
) および 3.1×10

5
 cells 

mL
-1

 (1.4×10
4
 coils mL

-1
) に達し，順調に増加した (Fig. 4-9 A)。一方で，無

処理の湖水を添加すると，D. crassum は減少し，13 日目には 3.2×10
2
 cells 

mL
-1

 (1.4×10
1
 coils mL

-1
) になった。D. crassum の減少は，実験開始後 4 日目

から顕著であり，トリコームに細菌が多数付着して分解する様子が検鏡により観
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察された。また，孔径 1.2 μm のフィルターで濾過した湖水を添加した場合，D. 

crassum は実験開始後 4 日目に 6.2×10
3
 cells mL

-1
 (2.7×10

2
 coils mL

-1
) とや

や増加し，8 日目は 6.4×10
3
 cells mL

-1
 (2.8×10

2
 coils mL

-1
) と横ばい傾向が

続いたが，13 日目には 3.9×10
2
 cells mL

-1
 (1.7×10

1
 coils mL

-1
) と無処理区と

同じ程度にまで減少した。細菌による分解は 8 日目に顕著に観察された。なお，

全ての処理区において，原生動物や動物プランクトンによる D. crassum の捕食

は確認されなかった。これらの結果は前年に採取した水草帯の湖水を添加した

実験結果と同様な傾向であった。 

琵琶湖大橋付近の湖水を添加した際の D. crassum の変化を Fig. 4-9 B に示

す。孔径 0.1 μｍのフィルターで濾過した湖水およびオートクレーブ滅菌した湖水

を添加した場合，D. crassum は培養後 13 日目に，それぞれ 1.6×10
5
 cells mL

-1
 

(7.0×10
3
 coils mL

-1
) および 1.8×10

5
 cells mL

-1
 (7.9×10

3
 coils mL

-1
) に達し，

順調に増殖した。一方，無処理の湖水を添加した場合，急激に減少し，4 日目

には検出されなくなった。試料水中にはアメーバが多数されたことから，D. 

crassum が捕食されたと考えられる。孔径 1.2 μm のフィルターで濾過した場合，

D. crassum は 8 日目まで増加し続け，2.5×10
4
 cells mL

-1
 (1.1×10

3
 coils mL

-1
) 

になったが，その後 13 日目には 1.1×10
3
 cells mL

-1
 (4.8×10

1
 coils mL

-1
) まで

減少した。 

 培養前後の試料水中の栄養塩濃度を測定した結果を Table 4-4 に示した。実

験区による栄養塩濃度の違いはほとんど確認されなかった。水草帯湖水および

水草の生育がない琵琶湖大橋付近の湖水を添加した実験区において，培養前

の全窒素濃度は 1.32–1.51 mg L
-1，無機態窒素については硝酸態窒素濃度が

0.67–0.70 mg L
-1 となり，全窒素濃度の 44–52%を占めた。また，全リン濃度は

0.12–0.15 mg L
-1，リン酸態リン濃度は 0.038–0.046 mg L

-1 となり，無機態リンが
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29–35%を占めた。一方，培養 13 日目には，これらの栄養塩はほぼ不検出となり，

実験区による違いはほとんど確認されなかった。 

 

3-3 水草表面の殺藻細菌および増殖阻害細菌が D. crassum の増殖と生残

に与える影響 

 

水草を D. crassum に添加した際の変化を Fig. 4-10 に示した。水草を磨り潰し

た後，孔径 0.1 μm のフィルターで濾過した液を添加した場合，D. crassum は順

調に増加し，13日目には 2.3×10
4
 cells mL

-1
 (9.8×10

2
 coils mL

-1
) となった。一

方，水草切片を添加した場合は 4 日後に 3.5×10
3
 cells mL

-1
 (1.5×10

2
 coils 

mL
-1

) となった後，急激に減少し，13日目には検出されなくなった。また，水草の

バイオフィルムを添加した実験区についても同様の傾向を示し，4日目には 7.8×

10
3
 cells mL

-1
 (3.4×10

2
 coils mL

-1
) とやや増加したものの，その後急激に減少

し，8 日目には検出されなくなった。なお，全ての実験区において，原生動物や

動物プランクトンによる捕食は確認されなかった。 

 培養前後の試料水中の栄養塩濃度を測定した結果を Table 4-5 に示した。培

養前の全窒素濃度は 1.41–1.58 mg L
-1，無機態窒素については硝酸態窒素濃

度が 0.69–0.72 mg L
-1 となり，全窒素濃度の 46–49%を占めた。また，全リン濃度

は 0.15 mg L
-1，リン酸態リン濃度は 0.047–0.053 mg L

-1 となり，無機態リンが

31–35%を占めた。一方，培養 13 日目には，水草磨り潰し-濾液添加区において，

無機態窒素およびリン酸態リンがわずかに検出されたが，その他の実験区にお

いて栄養塩はほぼ不検出となった。 
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3-4 従属栄養細菌数の変動 

 

2017年 8 月 3日に採取した水草帯湖水およびササバモを D. crassum に添加

した際の従属栄養細菌数の変化を Fig. 4-11および Fig. 4-12に示す。 いずれの

実験区においても，培養開始後 4 日目に細菌数は大きく増加した。   

水草帯の無処理湖水を添加した際，実験開始時は 9.6×10
3
 CFU mL

-1であっ

たが，その後急激に増加し，4 日目には 5.6×10
4
 CFU mL

-1に達した (Fig. 4-11 

A)。その後やや減少し，13 日目には 2.8×10
4
 CFU mL

-1 となった。また，実験期

間を通して，粒子付着性の従属栄養細菌  (PAB) が多数を占めた。 

 孔径 1.2 μm のフィルターで濾過した湖水を添加した実験区では，実験開始時

は 4.8×10
3
 CFU mL

-1 であったが，その後急激に増加し，4 日目には 5.6×10
4
 

CFU mL
-1，13 日目には 1.0×10

5
 CFU mL

-1 となった。 

対照区の琵琶湖大橋付近の湖水  (水草なし) を添加した場合の従属栄養細

菌の変化を Fig. 4-11 B に示す。無処理区については，実験開始時には 5.8×

10
3
 CFU mL

-1であったが，その後急激に増加し，4日目には 3.4×10
4
 CFU mL

-1，

13 日目には 5.6×10
4
 CFU mL

-1に達した。実験期間を通じて，粒子付着性の従

属栄養細菌  (PAB) と浮遊性の従属栄養細菌  (FLB) はほぼ同数であり，水草

帯に比較して，従属栄養細菌に占める PAB の割合は低かった。また，孔径 1.2 

μm のフィルターで濾過した湖水を添加した場合，実験開始時は 1.4×10
3
 CFU 

mL
-1であったが，その後急激に増加し，4日目には 4.8×10

4
 CFU mL

-1，13日目

には 1.0×10
5
 CFU mL

-1 となった。 

ササバモの葉の切片を添加した場合，従属栄養細菌は実験開始時に 1.9×

10
3
 CFU mL

-1 であったが，4 日目に 4.2×10
4
 CFU mL

-1 まで増加した (Fig. 

4-12)。また，バイオフィルムを添加した実験区については，1.2×10
4
 CFU mL

-1で
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あったものが 4日目に 2.4×10
4
 CFU mL

-1まで増加した。その後 8日目には両区

とも一旦減少したが，13 日目には再度増加し，切片の添加区で 1.8×10
4
 CFU 

mL
-1，バイオフィルム添加区で 1.6×10

4
 CFU mL

-1 となった。 

 

3-5 殺藻細菌数および増殖阻害細菌の変動 

 

 培養過程における，各実験区の殺藻細菌数および増殖阻害細菌の変動を Fig. 

4-13 および Fig. 4-14 に示す。無処理の水草帯湖水を添加した際，培養開始時

は殺藻細菌が 7.2×10
2
 CFU mL

-1，増殖阻害細菌が 2.3×10
3
 CFU mL

-1であっ

たが，4 日目には殺藻細菌が 1.9×10
3
 CFU mL

-1，増殖阻害細菌が 1.1×10
4
 

CFU mL
-1 と急増した (Fig. 4-13 A)。この時，D. crassum は減少した。その後，そ

れぞれの細菌は減少し，13日目には殺藻細菌が 1.6×10
2
 CFU mL

-1，増殖阻害

細菌は不検出となった。孔径 1.2 μm のフィルターで濾過した水草帯湖水を添加

した試料については，培養開始時は殺藻細菌が 2.9×10
2
 CFU mL

-1，増殖阻害

細菌が 3.8×10
2
 CFU mL

-1 と少なかったが，4 日目には殺藻細菌が 1.1×10
3
 

CFU mL
-1，増殖阻害細菌が 3.4×10

3
 CFU mL

-1まで増加した (Fig. 4-13 B)。そ

の後，殺藻細菌は 8日目には不検出となったものの，13日目には 1.3×10
3
 CFU 

mL
-1まで再び増加した。増殖阻害細菌は 8日目に 9.8×10

2
 CFU mL

-1まで減少

した後 13 日目には検出されなくなった。D. crassum は 8 日目まではやや増殖し

たが，13 日目には減少して 3.9×10
2
 cells mL

-1
 (1.7×10

1
 coils mL

-1）になった。 

一方，琵琶湖大橋付近の無処理湖水を添加した場合，殺藻細菌は 0 日目は

2.3×10
2
 CFU mL

-1であったが，4 日目に 1.1×10
3
 CFU mL

-1まで増加し，13 日

目には 4.3×10
3
 CFU mL

-1に達した (Fig. 4-13 C)。増殖阻害細菌は 4 日目に

1.3×10
3
 CFU mL

-1まで増加した後減少し，13 日目には検出されなくなった。 
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孔径 1.2 μm のフィルターで濾過した琵琶湖大橋付近の湖水を添加した実験

区において，殺藻細菌は培養開始時に 1.1×10
2
 CFU mL

-1と少なかったが，4日

目には 9.6×10
2
 CFU mL

-1まで増加した後減少し，8日目以降は検出されなかっ

た。 (Fig. 4-13 D)。増殖阻害細菌も同様の傾向を示し，4 日後に 2.9×10
3
 CFU 

mL
-1まで増加したが，その後減少し，検出されなくなった。D. crassum は 8 日目

まで増加し，その後減少に転じた。 

水草切片およびバイオフィルムを添加した実験区については，培養 4 日目に

殺藻細菌，増殖阻害細菌が増加したが，その後も高い密度が維持された (Fig. 

4-14 A, B)。水草切片を D. crassum に添加した場合，殺藻細菌は，0 日目は 2.7

×10
2
 CFU mL

-1であったが，4 日目には 5.0×10
3
 CFU mL

-1まで急激に増加し

た (Fig. 4-14 A)。その後，一旦減少したものの，13日目には 7.6×10
3
 CFU mL

-1

に達した。増殖阻害細菌は，4日目には 1.2×10
4
 CFU mL

-1まで急激に増加した

後，減少した 。水草バイオフィルムを添加した実験区において殺藻細菌は，0 日

目に 9.6×10
2
 CFU mL

-1であったが，4日目には 3.4×10
3
 CFU mL

-1，13日目に

は 5.4×10
3
 CFU mL

-1まで増加した (Fig. 4-14 B)。増殖阻害細菌は，4 日目に

6.2×10
3
 CFU mL

-1まで増加した後，8日目には一旦減少したが，13日目に再び

2.2×10
3
 CFU mL

-1まで増加した。 

 水草帯および琵琶湖大橋付近の無処理の湖水を添加した実験区については，

殺藻細菌および増殖阻害細菌を PAB と FLB に分けて計数を行った。各実験区

における PAB 区分および FLB 区分の細菌密度の変化を Fig. 4-15 に示した。ま

た，それぞれの細菌の割合の変化を Fig. 4-16 に示した。水草帯湖水を添加した

実験区においては，培養開始後 4 日目に PAB と FLB がともに急激に増加した 

(Fig. 4-15 A)。しかしその後は減少した。また，培養を開始してから 8 日目までの

間，PAB 区分が 60–100%と大部分を占めた (Fig. 4-16 A)。 
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対照として，琵琶湖大橋付近の湖水を添加した実験区についても同様に，培

養開始後 4日目に PAB，FLBがともに急激に増加したが，水草帯湖水添加区に

比較して増加の程度は低かった (Fig. 4-15 B)。また，PAB区分の割合が培養期

間を通じて 49–100%と多い傾向が認められた (Fig. 4-16 B)。 

 

 

第 4 節 考 察 

 

本章では，水草のバイオフィルムおよび水草帯の湖水中の殺藻細菌が D. 

crassumの増殖に与える影響について検討した。なお，実験材料として水草や水

草帯の湖水が必要であったが，神戸市の貯水池では水草が生育していないため，

琵琶湖南湖の柳が崎における水草帯から試料を採取した。琵琶湖南湖では

1994 年の大渇水以降，沈水植物が繁殖し，ほぼ全域に分布するようになった 

(浜端 , 2003)。また柳が崎では，ササバモ (Potamogeton malayanus) がほぼ単

独で優占的に群生しており，水草の影響を解析しやすいことから，実験の対象水

域に選定した。 

ササバモは比較的大型の沈水植物である。ササバモは，生存限界光量域が

他の沈水植物に比較して低く，23℃で 6 μmol m
-2

 s
-1以下の光量域では，20 日

から 50 日で枯死する (Imamoto et al., 2008)。そのため，比較的浅い水域に限

定して生育が可能であり，琵琶湖においても浅水域に偏った分布をしている 

(Imamoto et al., 2006)。この特性から，ササバモを貯水池に適用した場合，むや

みに生育面積が拡散する恐れは低い。また近年，琵琶湖では水草が流れ藻とな

り，湖岸に漂着して腐敗したり，航行障害となることが問題となっているが (Haga, 

2009)，この多くは，水中茎が生育途中で切れる特性を有するオオカナダモ，コカ
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ナダモやクロモなど特定の種類の水草によるものである。一方，ササバモに関し

てはこのような特性を持たない。以上の特性から，ササバモは貯水池に適用する

際に扱いやすいものと考えられる。 

水草帯の湖水を D. crassumに添加すると，まずトリコームに細菌が多数付着し，

次第に内部まで侵入することにより D. crassum は減少した (Fig. 4-8)。なお，減

少過程において，動物プランクトンや原生動物，小型鞭毛虫  (Schweikert and 

Schnepf, 1997) やカビ  (van Donk, 1989; Wetsteyn and Peperzak, 1991; 

Mountfort et al., 1996) など，細菌以外による捕食は確認されなかった。また，本

研究は 2016年と 2017年の 2回にわたり実施したが，いずれも同様の結果が得ら

れた。一方で，2016 年に水草のない柳川河口付近の水を接種した場合，D. 

crassumは減少せずに順調に増殖した (Fig. 4-7 B)。また，オートクレーブ滅菌し

た湖水や孔径 0.1 μm もしくは 0.2 μm のフィルターで細菌を除去した湖水を添加

した場合は，D. crassum が順調に増殖したことから (Fig. 4-7 A, Fig. 4-9 A)，ウィ

ルスの感染  (Safferman and Morris, 1964; Granhall and von Hofsten, 1969; 

Currier and Wolk, 1979; Mole et al., 1997; Tucker and Pollard, 2005; Yoshida et 

al., 2006; Liu et al., 2007) や水中に溶存したアレロパシー物質  (Nakai et al., 

1996, 2013) などの化学物質の影響は非常に低いものと考えられる。 

2016 年に行った湖水の添加培養実験において，植物プランクトンの変化を調

べたところ，水草帯の水を添加した実験区においては，総植物プランクトン数が

培養前で 5.4×10
3
 cells mL

-1，培養後は 1.8×10
4 

cells mL
-1と 3.3倍の増加であ

ったのに対し，水草の生育がない柳川河口  (対照区 ) については，培養前が

2.5×10
3
 cells mL

-1，培養後が 1.8×10
5
 cells mL

-1 と 72 倍もの増加を示した。実

験において培養液として CT 培地を全体量の 10%添加しており，両実験区ともに

十分な栄養塩がほぼ同じ濃度で存在していたため，水草帯の湖水を添加した実
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験区における D. crassum の減少は，プランクトン間の競合によるものではないと

考えられる。さらに，柳川河口の湖水を添加した実験区においては，特に

Dolichospermum属，Microcystis属，および Phormidium属などの藍藻類の増加

が著しいことから，水草がない水域では藍藻類が増加しやすいものと考えられる。

以上の結果から，水草帯の湖水は D. crassum の増殖を抑制し，これには細菌が

大きく影響していることが明らかになった。 

次に，ササバモを添加した際の D. crassum の変化を調べた。ここでは，まず，

現場水域の水草帯の再現として，①ササバモの葉一部を切り取ったものを直接

D. crassum に添加した「水草切片添加区」，②ササバモのバイオフィルムの影響

を確認するために，ササバモ表面からバイオフィルムを剥離したものを添加した

「水草バイオフィルム添加区」，そして③ササバモに含まれるアレロパシー物質の

影響を検討するために，ササバモを磨り潰した液を孔径 0.1 μmのフィルターで濾

過し，葉の固形物や細菌を除去した溶液を添加した「水草磨り潰し-濾液添加区」

の 3 種類の実験系を設定した。 

添加実験の結果，D. crassum は「水草切片添加区」および「水草バイオフィル

ム添加区」において，8 日目には細菌によって分解し，ほぼ消滅した。なお，いず

れも原生動物や動物プランクトン，小型鞭毛虫など，細菌以外の生物による有意

な捕食は確認されていない。また，添加した水草の量は現場水域の水草密度に

合わせたが，このときの D. crassumの減少速度は水草帯の湖水を添加したときよ

りも著しく速く，水草やバイオフィルムが直接水中に存在すると，殺藻効果が高ま

るものと考えられる。一方で「水草磨り潰し-濾液添加区」において，D. crassumは

順調に増加した。これらの結果から，水草に由来するアレロパシー物質の影響は

非常に小さいものと考えられる。 

これまで水草による植物プランクトンに対してのアレロパシー効果が研究討さ
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れており，ホザキノフサモ  (Myriophyllum spicatum) が藍藻類の Microcystis 

aeruginosa，Dolichospermum flos-aquae，および Phormidium tenue に対し，増

殖抑制効果を示すことが報告されている (Nakai et al., 1996)。また，ホザキノフ

サモが産生する Microcystis aeruginosa に対するアレロパシー物質として，ポリフ

ェノールの (+)-Catechin (Nakai et al., 2000)，Eugeniin (Gross et al., 1996)，

Ellagic acid (Gross et al., 1996; Nakai et al., 2000)，Gallic acid (Gross et al., 

1996; Nakai et al., 2000)，Pyrogallic acid (Nakai et al., 2000)，脂肪酸の

cis-6-Octadecenoic acid (Nakai and Hosomi, 2005)，cis-9-Octadecenoic acid 

(Nakai and Hosomi, 2005) や Nonanoic acid (Nakai et al., 2004; Nakai and 

Hosomi, 2005) 等が報告されている。なお，増殖を抑制するために必要なホザキ

ノフサモの量は，M. aeruginosa に対しては 1 g (wet) L
-1 以上  (Nakai et al., 

1994)，0.288 g (dry) L
-1

 (Nakai et al., 2013) と報告されている。今回の研究では，

現場水域でのササバモの概算密度は，0.34 g (wet) L
-1であり，実験で添加した

量はこれに合わせて 0.37–0.41 g (wet) L
-1 とした。また，用いたササバモの水分

含量は 92.9%であったことから，乾燥重量に換算すると，現場水域のササバモ密

度は，0.024 g (dry) L
-1 と試算された。さらに，実験で添加した量は，0.026–0.029 

g (dry) L
-1であった。したがって，報告された上記の密度と現場水域の密度を比

較すると，アレロパシーにより藍藻類の増殖を抑制するには，相当に高い密度の

水草が必要となり，実現性は低いものと考えられる。 

 水草帯の無処理の湖水を添加した実験区における殺藻細菌数および増殖阻

害細菌数は，それぞれ培養開始 0日目において，7.2×10
2
 CFU mL

-1および 2.3

×10
3
 CFU mL

-1であった (Fig. 4-13)。環境中において，宿主プランクトンの増殖

を抑制するには，殺藻細菌数は経験的に 10
3
 CFU mL

-1程度は必要であることが

いわれているが，水草帯においては，D. crassum の増殖を抑制するのに十分な
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数の殺藻細菌が存在していたものと考えられる。一方，琵琶湖大橋の無処理区

においては，殺藻細菌が 2.3×10
2
 CFU mL

-1
 ，増殖阻害細菌が 5.6×10

2
 CFU 

mL
-1 と水草帯に比較して少なかった。 

水草および湖水を D. crassum に添加した際，培養の中の従属栄養細菌数は

いずれの系においても 4 日目に著しく増加した (Fig. 4-11, 4-12)。その後は横ば

いか減少する傾向が認められた。また，殺藻細菌および増殖阻害細菌数もこれ

に連動した変動を示し，培養開始後 4 日目に急激に増加した (Fig. 4-13, 4-14)。

なお，水草帯や対照区の琵琶湖大橋付近の湖水を用いた実験区においては，

その後殺藻細菌が減少傾向にあったのに対し，水草切片添加区や水草バイオ

フィルム添加区においては，高密度の殺藻細菌数が維持されており，このことが

両実験区における D. crassum の急激な減少をもたらしたものと考えられる。培養

の中には，アメーバや繊毛虫，鞭毛虫などによる D. crassum の捕食が確認され

ず，D. crassum の減少期には細菌が付着して分解することが確認されたことから，

減少には細菌の影響が大きかったものと考えられる。このような藍藻類に対する

水草の影響については，アオコの原因となる有毒藍藻類の Microcystis 

aeruginosa に対してもヨシ帯の湖水を添加した実験で溶藻と細胞数の著しい減

少が認められており (Imai et al., 2014)，水草の存在が藍藻類の増殖を抑制す

る上で有効であると考えられる。 

なお，孔径 1.2 μm のフィルターで濾過した水草帯湖水添加区については，D. 

crassum は 8 日目までやや増加後，減少した。これは付着性の殺藻細菌が除去

された結果と推測される。殺藻細菌および増殖阻害細菌が 13日目においても合

計 2.0×10
3
 CFU mL

-1検出されていることから，これらが減少に関わった可能性

が考えられる。 

水草帯および琵琶湖大橋から得た試水の無処理区について，存在様式別に
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調べたところ，培養期間を通じて PAB 区分の殺藻細菌や増殖阻害細菌が多数

を占めた。これまで，殺藻細菌は粒子に付着した状態で検出されることが多いこ

とが報告されている (Park et al., 2010; Inaba et al., 2014, 2017; 稲葉ら, 2016)。

本研究でも，これら既往の研究結果と同様の傾向が確認された。また，粒子付着

性細菌は，浮遊性細菌に比較して高い生理活性を有することが報じられている 

(Smith et al., 1992; Bidle and Azam, 1999)。D. crassum が減少する際は，細菌

がトリコームに多数付着して分解することが観察されたことから，粒子付着性の殺

藻細菌が溶藻に大きく関与しているものと考えられる。 

本章では，水草の表面および水草帯の湖水に，多数の殺藻細菌や増殖阻害

細菌が存在することを明らかにした。また，これらをD. crassumの培養に添加する

と，著しく D. crassum が減少したことから，水草表面のバイオフィルムや水草帯の

湖水に含まれる殺藻細菌や増殖阻害細菌が D. crassum の減少に強く関与する

ことを明らかにした。 
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第 5 章 総 合 考 察 

 

水道水源の貯水池や湖沼では，富栄養化に伴い，藍藻類の増殖が著しく，か

び臭の発生が利水上の大きな問題となっている。その原因となる主な藍藻類は

Dolichospermum crassum (Lemmermann) Wacklin, Hoffmann et Komárek (syn.: 

Anabaena crassa (Lemmermann) Komárková-Legnová et Cronberg)であるが，

その発生抑制に対して根本的な手立てがないのが現状である。  

これまで神戸市水道局の日常検査の中で，貯水池において D. crassum が発

生して減少する際に，多数の細菌が付着して分解していく様子が観察されてい

た。また，その際，動物プランクトンや原生動物，鞭毛虫など，他の生物による捕

食の様子は確認されていないことから，貯水池の D. crassum の減少に細菌が影

響しているものと推察されていた。そして 2010 年に烏原貯水池表層水から，D. 

crassum の減少期に 3 株の殺藻細菌を初めて分離することに成功した。これらは

トリコームを速やかに分解する強い活性を有し，貯水池においてD. crassumの減

少に関与しているものと考えられた。 

2013年から 2014年にかけては貯水池の表層水における殺藻細菌および増殖

阻害細菌の変動を調査した。このときの殺藻細菌および増殖阻害細菌の密度に

ついて水草帯における実験結果と比較したものを Fig. 5-1 に示した。烏原貯水

池では，殺藻細菌および増殖阻害細菌は D. crassum の変動に合わせて増加し，

調査期間中の密度は 7×10
0
–3.4×10

2
 CFU mL

-1 で，最高は 3.4×10
2
 CFU 

mL
-1であった (2013 年 9 月 3 日)。この数は湖沼や海洋の水草帯における殺藻

細菌数に比較してやや低いものであった (稲葉ら, 2016; 小島ら, 2016; Inaba et 

al., 2017)。貯水池では，毎年 D. crassum のブルームが発生していることから，殺

藻細菌は存在するが，十分な数ではないため，D. crassum の増殖を制御するに
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は至っていないものと考えられた。一方，琵琶湖南湖の水草帯湖水における殺

藻細菌および増殖阻害細菌数の合計数は，3.1×10
3
 CFU mL

-1であり，烏原貯

水池表層水における 2 年間の最大値  (3.4×10
2
 CFU mL

-1
) を大きく上回った。

さらに，水草のバイオフィルム中における殺藻細菌と増殖阻害細菌の総数は 6.4

×10
6
 CFU g

-1
 (wet)と高密度であった。なお，この値は，海藻やアマモ葉体表面

のバイオフィルム中に生息する殺藻細菌数と同程度であった (Imai et al., 2002, 

2006; 今井ら, 2016; Inaba et al., 2017)。水草のバイオフィルムが殺藻細菌の生

息場所となると同時に水中における殺藻細菌の供給源になっているものと考えら

れる。烏原貯水池では毎年 D. crassumが発生する一方，水草帯ではアオコやか

び臭の発生が少ないことや，水草帯湖水を D. crassumに接種したところ，トリコー

ムが分解されて減少したのは，殺藻細菌や増殖阻害細菌の働きによるところが大

きいものと考えられる。 

殺藻細菌および増殖阻害細菌が従属栄養細菌に占める割合について烏原

貯水池表層水と水草帯を比較した結果を Fig. 5-2に示した。従属栄養細菌に占

める殺藻細菌および増殖阻害細菌数の総数の割合は，烏原貯水池の場合，調

査期間中の最大値は 11%であった。一方で，水草バイオフィルムについては

20%，水草帯湖水については，最大 54%にも達し，烏原貯水池に比較して水草

および水草帯湖水中の殺藻細菌や増殖阻害細菌の割合が有意に高い結果と

なった。したがって，水草表面のバイオフィルムおよび水草帯湖水中には，殺藻

細菌および増殖阻害細菌が貯水池と比較して相対的に高密度に存在し，従属

栄養細菌に占める割合も高いことが明らかになった。なお，殺藻細菌よりも増殖

阻害細菌の割合が高くなる傾向が認められた。環境中における殺藻細菌は，海

草の消長とともに変動することが報告されていることから (Sakami et al., 2017)，

水草と両者の間には密接な関係があり，水草が殺藻細菌にとって重要な生息場
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所となっているものと考えられる。 

調査時，水草帯では，バイオフィルム状の懸濁物質が多数浮遊しているのが

確認された (Fig. 4-6)。そのため，水草帯湖水の濁度は，水草の生育がない対

照区  (2013 年：柳川河口，2014 年：琵琶湖大橋) よりもやや高くなった。水草表

面のバイオフィルムにも同様の懸濁物が存在することから，これは，水草表面の

バイオフィルムが剥離したものと考えられる。また，水草帯湖水中では，粒子付着

性細菌  (PAB) の方が浮遊性細菌  (FLB) に比較して多く，殺藻細菌や増殖阻

害細菌は，これらの懸濁物に付着して生息していると考えられる。植物プランクト

ンに対する殺藻効果は，担体に付着することにより促進されることが報告されて

おり (Kang et al., 2007)，懸濁物に付着した殺藻細菌や増殖阻害細菌が D. 

crassum の増殖を抑制する上で大きな役割を果たしている可能性が高い。一般

に水草には，湖水の揺動を抑制することにより，浮遊粒子の沈降を促進し，湖水

の透明度を上昇させる効果がある。一方で，風が吹いたり，人為的な刈り取りな

どの撹乱が生じた場合は，懸濁物の浮遊量が増加するが，この懸濁物の浮遊現

象は，今後，水草を D. crassum の発生抑制に適用する際に，重要な要素となる

であろう。 

琵琶湖では，1994 年の大渇水以降，沈水植物が大繁殖し，分布域は南湖の

ほぼ全域に広がった (浜端 , 2003)。その結果，生態系のレジームシフトが起きて，

透明度の高い水系に変化したことが報告されている (浜端 , 2005)。また，水草群

落の中では，無機態窒素濃度や植物プランクトンが量が減少したことが確認され

ている (Okamoto et al., 2004)。石川・岡本  (2015) は長期的に琵琶湖における

水草の繁茂による水質の変化を調査し，水草が繁茂することにより，クロロフィル

a，BOD，SS，全窒素，全リン濃度が有意に低下したことを報告している。一方，

2012年に水草の現存量が 3分の 1に激減した際に，透明度は低下し，クロロフィ
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ル a，BOD，SS，全窒素，および全リン濃度が他の年に比べて高くなったと報告し

ている。また丸野・浜端  (2016) も，琵琶湖南湖において透明度，全窒素，クロロ

フィル a 濃度が，水草の根こそぎ刈り取り面積に応じて変化したことを報告してい

る。さらに，2016 年では，水草帯の面積が大きく低下し，アオコの発生水域が 13

水域，発生日数が 44 日と，観測史上最多となった。これらの事象は，水草の存

在が水質や植物プランクトン量に対して大きく関与していることを表している。この

ような水草と植物プランクトンの拮抗関係は様々な湖で観察され，報じられている 

(van Donk and van de Bund, 2002; Ruggiero et al., 2003; Hilt and Gross, 

2008)。 

一方で，水草が大量に繁茂することにより，水の動きが減少し，湖底付近の溶

存酸素濃度が低下する事象が生じたり (Haga et al., 2006)，景観の悪化，悪臭，

航行障害，水道障害，漁業被害などの問題も顕在化している (Haga, 2009)。し

かしながら，これらの問題は，水草が適切な密度を超えて繁茂したことによるもの

と考えられる。 

かつては日本各地の湖沼において，水草は刈り取り後，周辺の農地で肥料と

して盛んに利用された。なお，水草の種類により，肥料としての格付けが行われ，

いかに水草が有用植物として扱われていたかが伺える。明治時代末の琵琶湖水

産誌によると，ササバモ，バイカモ，セキショウモ，ヤナギモ，エビモ，シャジクモ，

ミズユキノシタ，およびコウホネが肥料として適しているものとされた  (中川・饗庭 , 

1911)。一方で，ヒツジグサ，ミズアオイ，オモダカ，およびヒシについては，肥料と

して好ましくないものと報告されている。滋賀県の余呉湖では，1955 年頃に 532 t

もの水草が肥料として採取されており，それによる栄養塩の除去量は，1979 年の

年間流入負荷量に対して約 10%と試算されている (遊麿ら, 1998)。しかしながら，

近年は購入肥料の利用の増加や農地の減少により，水草の利用量が大きく低



70 

 

下しているのが現状である。 

 現在，滋賀県では水草の刈り取りや管理方法について検討すると同時に，刈り

取った水草を堆肥化するなど，有効利用にも取り組んでいる (川﨑, 2015)。また，

海域においては，沿岸の藻場造成に向けた取り組みが行われている  (環境省 

水・大気環境局水環境課  閉鎖性海域対策室 , 2017)。今後は，水草を適正に

管理しながら，いかに生活の中に水草を取り入れて循環型社会を構築していくか

が課題と言える。 

本研究では，かび臭を産生する藍藻類の Dolichospermum crassum に対する

殺藻細菌をはじめて分離し，その特性を明らかにした。また貯水池におけるその

季節変動，さらに水草帯における密度や水草が D. crassum の増殖や生残に与

える影響について調査研究を行った。その結果，殺藻細菌は D. crassumの増殖

を強く抑制することが明らかになった。さらに，水草は殺藻細菌の生息の場として

機能するだけでなく，周囲への供給源になっていることが明らかになった。一方，

貯水池では殺藻細菌の密度が小さいことが，D. crassum の発生を抑制しきれな

い大きな要因の一つとなっており，毎年かび臭が発生しているものと考えられる。   

藍藻類の発生抑制対策として，分離した殺藻細菌を直接現場に投入すること

が議論されているが (Ren et al., 2010; Lin et al., 2015)，一時的な細菌の投入で

は，他の生物との相互作用により，効果の持続性が見込めない上，根本的な解

決にはならない。やはり，一次生産者である水草を導入し，環境の修復と同時に，

殺藻細菌が常に高密度で生息できる場を作ることにより，藍藻類が増殖しにくい

環境をつくるという，「体質改善」こそが重要と考えられる。海域においては里海

構想の一環として，藻場やアマモ場を人為的に造成，管理し，それらから供給さ

れる殺藻細菌によって，有害赤潮を予防するという考えが提案されている (今井 , 

2012, 2017; Imai, 2015; 今井ら, 2016)。湖沼の生態系においても，水草が藻場
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やアマモ場と同様の機能を果たし，有害有毒なアオコの発生を予防してくれるも

のと期待される。 

貯水池におけるかび臭対策として，殺藻細菌の研究はまだ始まったばかりであ

る。かび臭の被害を低減できる将来に向けて，本研究がその布石になることを願

ってやまない。 

 

  



72 

 

要 約 

 

水道水源の貯水池や湖沼では，富栄養化に伴って，藍藻類が増殖し，かび

臭の発生が利水上の大きな問題となっている。また，かび臭の発生は国内のみ

ならず，世界各国の問題でもある。その主な原因となっているのは藍藻類の

Dolichospermum crassum (Lemmermann) Wacklin, Hoffmann et Komárek (syn.: 

Anabaena crassa (Lemmermann) Komárková-Legnová et Cronberg) である。本

種が発生した場合，対策として硫酸銅の散布による殺藻や，取水口の水深の変

更による原水中のかび臭濃度の低減，粒状活性炭や粉末活性炭の投入による

かび臭除去が主なものである。しかし現時点では根本的な解決策がなく，水源で

発生を抑制するのは難しいのが現状である。 

海洋では，海藻やアマモ場に生育する植物体表面のバイオフィルム中に，赤

潮プランクトンを殺滅する殺藻細菌が高密度に生息することが発見され報告され

ている。そのため，藻場やアマモ場を造成することが，環境修復を行うだけでなく，

有害なプランクトンの発生を未然に防ぐ手段として注目されている。一方，D. 

crassum に対して殺藻細菌の報告例はこれまでなかった。なお貯水池では，D. 

crassum が発生し減少する際に，多数の細菌が付着し分解していく様子がこれま

で神戸市の日常検査の中で観察されていた。また，D. crassum が減少する際，

動物プランクトンや原生動物，鞭毛虫など，他の生物による明らかな捕食は確認

されていないことから，貯水池の D. crassumの増殖や死滅において，細菌が大き

く影響しているものと考えられた。そこで，D. crassum に対する殺藻細菌を分離し，

その特性を調べるとともに，貯水池における挙動を調べた。さらに，水草帯におけ

る殺藻細菌の生息密度や水草が D. crassum の増殖と生残に与える影響につい

て検討し，烏原貯水池における研究結果と比較した。 
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1. 烏原貯水池から分離された Dolichospermum crassum に対する殺藻細菌

の特性 

 神戸市の水道水源である烏原貯水池から，D. crassum に対する殺藻細菌を

2010 年 10 月 26 日に 3 株  (K-12, 28 および 44 株) 分離した。この時の貯水池

表層水中における殺藻細菌数は 2.5×10
2
 CFU mL

-1で，従属栄養細菌に占める

割合は 6%であった。これらは，D. crassum の栄養細胞だけでなく，アキネートも

分解する強い活性を有していた。殺藻細菌はいずれも鞭毛を持ち，運動性を示

し，D. crassum の粘質鞘に付着後，徐々に細胞に接近して溶藻した。また D. 

crassumのトリコームは，細菌の侵入とともに収縮が観察された。細菌の付着状況

や収縮等の形態変化は，貯水池における D. crassum の増減を予測する上で重

要な情報と考えられる。16S rRNA遺伝子の解析の結果，2株（K-12および K-44）

は Gammaproteobacteria 綱クロマチウム科の Rheinheimera texasensis と同定さ

れた。また K-28 株は R. chironomi と同定された。 

D. crassum の溶藻に必要な細菌の初期添加量を調べたところ，1.0×10
2
 cells 

mL
-1でも数日で溶藻した。また，D. crassum に溶藻した培養濾液を添加しても，

溶藻やトリコームの収縮などは観察されず，直接細菌が接触することが溶藻に必

要と考えられた。さらに K-44 株について，Prussian blue 生成試験を実施した結

果，本株は過酸化水素を産生することが明らかになった。 

 

2. 烏原貯水池における D. crassum に対する殺藻細菌および増殖阻害 

  細菌の季節変動 

 烏原貯水池において，2013 年 5 月から 2014 年 10 月にかけて殺藻細菌およ

び増殖阻害細菌の季節変動を調査した。殺藻細菌は調査期間中，0–2.5×10
2
 

CFU mL
-1の間で検出された。一方，増殖阻害細菌は，0–2.2×10

2
 CFU mL

-1の
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間で変動した。これらの変動は，D. crassum の増減と概ね一致しており，D. 

crassum数がピークとなった 2013年 9月 3日に，殺藻細菌および増殖阻害細菌

数の合計は 3.4×10
2
 CFU mL

-1 と最高値を示した。また，従属栄養細菌に占める

殺藻細菌および増殖阻害細菌数の割合は調査期間中，1–11%であった。しかし

ながら，貯水池では毎年 D. crassum のブルームが発生していることから，貯水池

における殺藻細菌や増殖阻害細菌の数は D. crassum の増殖を抑制するには不

十分であると考えられた。 

 

3. 水草が D. crassum の増殖と生残に与える影響 

水草が D. crassum の増殖と生残に与える影響を調査研究した。まず，水草表

面のバイオフィルムや水草帯の湖水における殺藻細菌密度を調べた。調査の対

象水域として琵琶湖南湖の柳が崎の水草帯を選定し，水草はササバモ 

(Potamogeton malayanus Miq.) を用いた。ササバモ表面のバイオフィルム中の

殺藻細菌と増殖阻害細菌の総数は，6.4×10
6
 CFU g

-1
 (wet) と非常に高密度で

あった。また，水草帯の湖水においても，3.1×10
3
 CFU mL

-1 と高い値であり，水

草が殺藻細菌や増殖阻害細菌の供給源となっているものと考えられた。また，こ

の値は，烏原貯水池におけるモニタリング期間中の最高数  (3.4×10
2
 CFU mL

-1
) 

を大きく上回っていた。なお，従属栄養細菌に占めるこれらの細菌の割合につい

ても，ササバモのバイオフィルムで 20%，水草帯湖水で 54%となり，烏原貯水池

におけるモニタリング期間中の最高割合  (11%) に比較して高かった。したがっ

て，水草や水草帯湖水中では，殺藻細菌や増殖阻害細菌が生息密度だけでな

く，全細菌に占める割合も高いことが明らかになった。 

水草帯の湖水における殺藻細菌や増殖阻害細菌は 67%が粒子付着性であ

った。水草帯の湖水には，水草由来と見られるバイオフィルム状の懸濁物が多数
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浮遊しているのが観察されたことから，これらの細菌は懸濁物に付着して生息し

ていると推察された。 

 次にササバモの葉の切片やバイオフィルム，および水草帯の湖水を D. crassum

に添加したところ，本種は著しく減少したことから，水草の表面に生息する殺藻細

菌が D. crassum の増殖を抑制することが明らかになった。一方，湖水から細菌を

濾過除去した試料水や，ササバモの葉を磨り潰した後に，濾過した試料水を D. 

crassum に添加してもその増殖に影響はしなかったことから，ウィルスやササバモ

由来のアレロパシー物質による影響はほとんどないものと考えられた。以上の結

果から，水草帯には D. crassum に対する殺藻細菌が高密度で生息し，水草帯

の存在がかび臭の発生を抑制するのに有効であることが明らかになった。 
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Table 1-1. List of cyanobacterial species those algicidal bacteria were reported. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cyanobacterial species References

Anabaena ambigua Daft and  Stewart, 1971

Anabaena cylindrica Mitsutani et al., 1987

Anabaena oscillarioides Daft and  Stewart, 1971

Aphanizomenon flos-aquae Daft et al., 1975

Cylindrospermum licheniforme Mitsutani et al., 1987

Dolichospermum affinis Mitsutani et al., 1987

Dolichospermum flos-aquae Daft and  Stewart, 1971; Daft et al., 1975 

Dolichospermum planktonicum Oshimi et al., 2005

Dolichospermum solitarium Mitsutani et al., 1987

Microcystis aeruginosa Imai et al., 2013; Li et al., 2015

Microcystis wesenbergii Mitsutani et al., 1987

Nostoc ellipsosporum Daft and  Stewart, 1971

Oscillatoria prolifica Shilo, 1970

Oscillatoria sp. Walker and Higginbotham, 2000

Phormidium foveolarum Daft and  Stewart, 1971; Burnham et al., 1984

Phormidium luridum Burnham et al., 1981, 1984

Phormidium tenue Oshimi et al., 2005

Phormidium uncinatum Daft and  Stewart, 1971

Synechococcus  sp. Burnham et al., 1984

Trichormus valiabilis Burnham et al., 1984; Mitsutani et al., 1987



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2-1. Sequences of primers used for PCR amplification.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

primers sequences references

27f 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' Weisberg et al., 1991

517r 5'-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3' Muyzer et al., 1993

785f 5'-GGA TTA GAT ACC CTG GTA-3' Weisberg et al., 1991

805r 5'-GAC TAC CAG GGT ATC TAA TC-3' Weisberg et al., 1991

1492r 5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3' Weisberg et al., 1991

GC clamp 5'-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG Muyzer et al., 1993

    GCA CGG GGG G-3'

GC clamp was attached to the 5' end of 27f primer.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2-2. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from April to September 2010. Values mean cells mL
-1

. 

 
Apr.5 May 10 Jun. 2 Jul. 5 Aug. 2 Sep. 6

Aphanizomenon flos-aquae 6600 1400

Dolichospermum crassum 230 5900

Dolichospermum mucosum 1400

Dolichospermum sp. 330

Microcystis aeruginosa 320000

Microcystis  ichthyoblabe

Microcystis wesenbergii 20000 40000

Bacillariophyceae

Asterionella formosa

Aulacoseira distans

Aulacoseira granulata 7300 2200

Cocconeis placentula 10 10

Coscinodiscus lacustris

Cyclotella spp. 150 80

Fragilaria construens 2300

Fragilaria crotonensis 270

Fragilaria sp.

Navicula sp. 10

Nitzschia sp.

Synedra ulna 10

Chlorophyceae

Ankistrodesmus arcuatus

Ankistrodesmus falcatus 10

Closterium aciculare

Closterium sp.

Dictyosphaerium pulchellum 130

Eudorina elegans

Gloeocystis sp. 1500

Kirchneriella sp. 10

Micractinium pusillum 160

Oocystis lacustris 5500 1400 66 66

Pandorina sp. 320

Pediastrum duplex 320

Pediastrum simplex

Planktosphaeria gelatinosa 400

Quadrigula chodatii 390

Scenedesmus disper 40

Scenedesmus quadricauda 160

Schroederia setigera 20

Schroederia  judayi

Sphaerocystis shroeteri 160 880 800 80

Staurastrum dorsidentiferum 50 410 360 20

Tetraspora lacustris 80 240

Chrysophyceae

Pseudokephyrion spp. 10

Cryptophyceae

Cryptomonas sp. 20 40 10 20 20

Euglenophyceae

Trachelomonas sp. 10

Dinophyceae

Ceratium hirundinella 20 20 140 10 90

Glenodinium sp. 10

Peridinium sp. 40 20 70

Total cells 6200 5300 1500 660 10000 2700

Cyanophyceae



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2-3. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from October 2010 to March 2011. Values mean cells mL
-1

. 

 
Oct.4 Oct. 26 Nov. 1 Dec. 1 Jan. 5 Feb. 1 Mar. 1

Aphanizomenon flos-aquae 110 34000

Dolichospermum crassum 27000 15000 6800

Dolichospermum mucosum

Dolichospermum sp.

Microcystis aeruginosa 1000

Microcystis  ichthyoblabe 6000

Microcystis wesenbergii 90000 23000 20000 4000

Bacillariophyceae

Asterionella formosa 360

Aulacoseira distans 10 10

Aulacoseira granulata 43 120 61 240

Cocconeis placentula

Coscinodiscus lacustris 90 4100 180

Cyclotella spp. 120

Fragilaria construens

Fragilaria crotonensis

Fragilaria sp. 60

Navicula sp.

Nitzschia sp. 10

Synedra ulna 1 10

Chlorophyceae

Ankistrodesmus arcuatus 20

Ankistrodesmus falcatus 30 10 40 10

Closterium aciculare 6 10

Closterium sp. 10

Dictyosphaerium pulchellum

Eudorina elegans 180

Gloeocystis sp.

Kirchneriella sp.

Micractinium pusillum

Oocystis lacustris 66 7 130 190

Pandorina sp.

Pediastrum duplex

Pediastrum simplex 32

Planktosphaeria gelatinosa 24

Quadrigula chodatii

Scenedesmus disper

Scenedesmus quadricauda

Schroederia setigera

Schroederia  judayi 670 20

Sphaerocystis shroeteri

Staurastrum dorsidentiferum 10 20

Tetraspora lacustris

Chrysophyceae

Pseudokephyrion spp. 30

Cryptophyceae

Cryptomonas sp. 6 10 20 30 40

Euglenophyceae

Trachelomonas sp. 20 10

Dinophyceae

Ceratium hirundinella 10 10

Glenodinium sp. 10

Peridinium sp. 1 20

Total cells 980 120 340 220 4600 270 580

Cyanophyceae



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-1. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from April to September 2013. Values mean cells mL
-1

. 

Apr. 2 May 7 Jun. 3 Jul. 2 Aug. 6 Sep. 3

Cyanophyceae

Aphanizomenon flos-aquae 781 77 11

Aphanocapsa  sp. 3300 1200

Aphanothece sp. 640

Chroococcus dispersus

Dolichospermum cucinale 2200

Dolichospermum crassum 160 46 1500

Dolichospermum flos-aquae 170 630

Dolichospermum mucosum 96

Microcystis aeruginosa 1300 2200 7700 2600

Microcystis ichthyoblabe 1300

Microcystis wesenbergii 28000 3900

Microcystis viridis 1300

Oscillatoria splendida

Phormidium tenue

Bacillariophyceae

Asterionella formosa 40

Attheya zachariasi 50

Aulacoseira granulata 614 3500 610 1400

Coscinodiscus lacustris

Cyclotella spp. 50 10 170

Cymbella sp. 20

Fragilaria crotonensis 510 330

Navicula spp. 250

Nitzschia acicularis

Nitzschia sp. 10 60 10

Synedra acus 4

Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus 40 10

Closterium aciculare 40

Dictyosphaerium pulchellum 520

Elakatothrix gelatinosa 680

Micractinium pusillum

Mougeotia sp. 30

Oocystis lacustris 80

Scenedesmus ecornis

Scenedesmus denticulatus

Scenedesmus quadricauda 40 100

Scenedesmus spinosus

Sphaerocystis shroeteri 40

Staurastrum dorsidentiferum 110 1600 210

Chrysophyceae

Pseudokephyrion sp. 10

Cryptophyceae

Cryptomonas sp. 90 40 20

Euglenophyceae

Trachelomonas sp. 10

Dinophyceae

Ceratium hirundinella 10

Glenodinium sp.

Total cells 240 1500 4600 11000 37000 16000



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-2. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from October 2013 to March 2014. Values mean cells mL
-1

. 

Oct. 2 Nov. 6 Dec. 3 Jan. 20 Feb. 17 Mar. 4

Cyanophyceae

Aphanizomenon flos-aquae 77 570 140

Aphanocapsa  sp.

Aphanothece sp.

Chroococcus dispersus 17000

Dolichospermum cucinale

Dolichospermum crassum 16

Dolichospermum flos-aquae 33 99 200

Dolichospermum mucosum

Microcystis aeruginosa 7200

Microcystis ichthyoblabe 61200 52000 5000

Microcystis wesenbergii 3600 510

Microcystis viridis

Oscillatoria splendida 3.3 6.6 33 44

Phormidium tenue 32

Bacillariophyceae

Asterionella formosa 80 250 100

Attheya zachariasi 60 30

Aulacoseira granulata 61 310 61

Coscinodiscus lacustris 20 10

Cyclotella spp. 10 10 40

Cymbella sp.

Fragilaria crotonensis

Navicula spp.

Nitzschia acicularis 350 240

Nitzschia sp. 30 880 950

Synedra acus

Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus 10 40 50 110

Closterium aciculare 10 10 80 120 120

Dictyosphaerium pulchellum 350 210

Elakatothrix gelatinosa

Micractinium pusillum 40

Mougeotia sp. 4500 680 1700 8.6 21 3

Oocystis lacustris

Scenedesmus ecornis 1500 440

Scenedesmus denticulatus 120

Scenedesmus quadricauda 20 160 160

Scenedesmus spinosus 80

Sphaerocystis shroeteri

Staurastrum dorsidentiferum 50 10

Chrysophyceae

Pseudokephyrion sp.

Cryptophyceae

Cryptomonas sp. 70 230 40 40

Euglenophyceae

Trachelomonas sp. 10

Euglenophyceae

Ceratium hirundinella

Glenodinium sp. 10 20

Total cells 94000 55000 7600 770 3300 2200



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-3. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from 2 April to 11 July 2014. Values mean cells mL
-1

. 

Apr. 2 May 19 Jun. 2 Jul. 1 Jul. 4 Jul. 11

Cyanophyceae

Anabaena crassa 92 1100

Anabaena flos-aquae 260 430

Anabaena mucosa 3000 9100 96

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanocapsa  sp.

Microcystis aeruginosa 3000 27000 5600

Microcystis ichthyoblabe 310 21 140000 270000 370000

Microcystis wesenbergii 6000 21000 120

Oscillatoria splendida 11 22 7.7

Bacillariophyceae

Achnanthes sp. 10 10

Asterionella formosa 70

Aulacoseira granulata 61 730 310 2400

Cyclotella sp. 100

Cymbella sp. 20 20

Nitzschia acicularis

Nitzschia spp. 50

Stephanodiscus carconensis 10

Synedra acus 7 6 5 0.7

Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus

Chlamydomonas  sp. 20 30

Closterium aciculare 110 2400 2800 25 21 14

Coelastrum cambricum

Coelastrum sphaericum

Eudorina elegans

Gloeocystis sp.

Golenkinia  sp.

Kirchneriella sp.

Micractinium pusillum

Oocystis lacustris 20 150 40

Pediastrum duplex

Pediastrum simplex

Scenedesmus ecornis 140

Scenedesmus spinosus 40

Scenedesmus quadricauda 40

Schroederia  judayi 10

Selenastrum gracile 80

Sphaerocystis shroeteri

Staurastrum dorsidentiferum 4 37 110

Volvox sp.

Chrysophyceae

Mallomonas akrokomos 10

Ochromonas  sp.

Pseudokephyrion sp.

Cryptophyceae

Cryptomonas caudata 1600 110

Cryptomonas sp. 120 10 70

Dinophyceae

Glenodinium sp.

Gymnodinium spp.

Total cells 500 2900 4700 150000 330000 380000



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-4. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from 24 July to 13 August 2014. Values mean cells mL
-1

. 

Jul. 24 Jul. 30 Aug. 1 Aug. 4 Aug. 8 Aug.13

Cyanophyceae

Anabaena crassa

Anabaena flos-aquae 8600 9.9

Anabaena mucosa

Aphanizomenon flos-aquae 680

Aphanocapsa  sp.

Microcystis aeruginosa 100000 5400

Microcystis ichthyoblabe 1100000 13000 5700 2300

Microcystis wesenbergii

Oscillatoria splendida

Bacillariophyceae

Achnanthes sp.

Asterionella formosa

Aulacoseira granulata 490 370

Cyclotella sp.

Cymbella sp. 10

Nitzschia acicularis

Nitzschia spp. 40 630

Stephanodiscus carconensis

Synedra acus

Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus 2900 1800

Chlamydomonas  sp. 50

Closterium aciculare 37 26 9.7 2.7 2 0.3

Coelastrum cambricum 320

Coelastrum sphaericum 160

Eudorina elegans 280

Gloeocystis sp. 3900

Golenkinia  sp.

Kirchneriella sp. 57000 260

Micractinium pusillum

Oocystis lacustris 80 60

Pediastrum duplex

Pediastrum simplex

Scenedesmus ecornis 120

Scenedesmus spinosus 40

Scenedesmus quadricauda

Schroederia  judayi 20 210

Selenastrum gracile

Sphaerocystis shroeteri

Staurastrum dorsidentiferum

Volvox sp. 1500

Chrysophyceae

Mallomonas akrokomos

Ochromonas  sp.

Pseudokephyrion sp.

Cryptophyceae

Cryptomonas caudata 10 10

Cryptomonas sp. 10

Dinophyceae

Glenodinium sp.

Gymnodinium spp.

Total cells 1200000 13000 5800 83 68000 7100



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-5. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from 18 August 2014 to 5 January 2015. Values mean cells mL
-1

. 

Aug. 18 Sep. 3 Oct. 7 Nov. 4 Dec. 2 Jan. 5

Cyanophyceae

Anabaena crassa

Anabaena flos-aquae 99

Anabaena mucosa

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanocapsa  sp. 20000 20000 4000

Microcystis aeruginosa 1500

Microcystis ichthyoblabe 4400

Microcystis wesenbergii 2200

Oscillatoria splendida 22

Bacillariophyceae

Achnanthes sp. 10 40

Asterionella formosa

Aulacoseira granulata 120 21000 310 120

Cyclotella sp. 10 2400 350 20 10

Cymbella sp.

Nitzschia acicularis

Nitzschia spp. 10 20

Stephanodiscus carconensis 30 20

Synedra acus

Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus 10 10 110 90 160

Chlamydomonas  sp. 50 20 10 10

Closterium aciculare 32 280 2400 1200

Coelastrum cambricum 4300

Coelastrum sphaericum 320

Eudorina elegans 110

Gloeocystis sp.

Golenkinia  sp. 10

Kirchneriella sp. 20

Micractinium pusillum 2200 110 120

Oocystis lacustris 330 40

Pediastrum duplex 21

Pediastrum simplex 1300 200 64

Scenedesmus ecornis

Scenedesmus spinosus

Scenedesmus quadricauda 120

Schroederia  judayi

Selenastrum gracile

Sphaerocystis shroeteri

Staurastrum dorsidentiferum 70 60

Volvox sp.

Chrysophyceae

Mallomonas akrokomos

Ochromonas  sp.

Pseudokephyrion sp.

Cryptophyceae

Cryptomonas caudata 10 500 50 40 590

Cryptomonas sp. 10 30 60

Dinophyceae

Glenodinium sp. 10

Gymnodinium spp. 10

Total cells 7900 4200 49000 21000 7000 2100



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-6. Phytoplankton cell count data of surface water of the Karasuhara Reservoir 

from 2 February to 2 March 2015. Values mean cells mL
-1

. 

Feb. 2 Mar. 2

Cyanophyceae

Anabaena crassa

Anabaena flos-aquae

Anabaena mucosa

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanocapsa  sp.

Microcystis aeruginosa

Microcystis ichthyoblabe

Microcystis wesenbergii

Oscillatoria splendida

Bacillariophyceae

Achnanthes sp. 40

Asterionella formosa 80 200

Aulacoseira granulata

Cyclotella sp. 30

Cymbella sp.

Nitzschia acicularis 90 3000

Nitzschia spp. 70 770

Stephanodiscus carconensis

Synedra acus 4 80

Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus 150

Chlamydomonas  sp.

Closterium aciculare 600 900

Coelastrum cambricum

Coelastrum sphaericum

Eudorina elegans

Gloeocystis sp.

Golenkinia  sp.

Kirchneriella sp.

Micractinium pusillum 480

Oocystis lacustris

Pediastrum duplex

Pediastrum simplex

Scenedesmus ecornis 60

Scenedesmus spinosus

Scenedesmus quadricauda

Schroederia  judayi

Selenastrum gracile

Sphaerocystis shroeteri

Staurastrum dorsidentiferum 10

Volvox sp.

Chrysophyceae

Mallomonas akrokomos

Ochromonas  sp. 800

Pseudokephyrion sp. 10

Cryptophyceae

Cryptomonas caudata 1200 130

Cryptomonas sp. 50 240

Dinophyceae

Glenodinium sp.

Gymnodinium spp.

Total cells 3000 6000



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4-1. Water Quality of lake water samples collected from water plant zone at 

Yanagasaki and non-water plant zone at Yanagawa River mouth in Lake Biwa on 27 

October 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Water plant zone Non-water plant zone

(Yanagasaki) (Yanagawa River mouth)

Water temperature (ºC) 19.5 19.4

pH 7.9 7.9

Turbidity 6.4 3.1

Color 6.7 3.8

EC （μS cm-1） 121 118



 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4-2. Water Quality of lake water samples collected from water plant zone at 

Yanagasaki and non-water plant zone at Biwako-oohashi in Lake Biwa on 3 Aug. 2017. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4-3. Changes in the cell densities of phytoplankton in samples inoculated with 

lake water collected from water plant zone at Yanagasaki and non-water plant zone at 

Yanagawa River mouth in Lake Biwa on 27 October 2016. Values mean cells mL
-1

. 

 

0 day 8days 0 day 8days

Cyanophyceae

Dolichospermum crassum 1,900 230 1,900 13,000

Dolichospermum flos-aquae 1900 960 730 22000

Dolichospermum mucosum 190

Dolichospermum smithii 160 1400 68 1100

Dolichospermum ucrainicum 38

Microcystis  ichthyoblabe 900 6000 900 2000

Microcystis  wesenbergii 2000

Phormidium tenue 46 320 15 140,000

Bacillariophyceae

Asterionella formosa 18

Aulacoseira granulata 1900 432 2300

Aulacoseira granulata f. spiralis 140 86 140

Cocconeis placentula 10

Cyclotella sp. 14 2200 23 25

Cymbella sp. 3

Gomphonema sp. 6

Nitzschia spp. 1 25 2 130

Stephanodiscus subsalsus 230

Synedra acus 1 1

Synedra ulna 4

Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus 2300 4 1100

Chlamydomonas sp. 400

Closterium aciculare 5 2 2 7

Coelastrum sphaericum 800 16

Eudorina elegans 190 96 76 320

Kirchneriella sp. 800

Micrasterias mahabuleshwarensis 4 5 5 5

Micractinium pusillum 4 1800 72 1800

Mougeotia sp. 21 47 27 2400

Pandorina morum 16

Pediastrum duplex 43 350 300

Scenedesmus ecornis 100 100

Scenedesmus quadricauda 800 4 300

Staurastrum dorsidentiferum 5 23 7 8

Chrysophyceae

Mallomonas caudata 4 3

Cryptophyceae

Cryptomonas sp. 6 1000 14 2400

Euglenophyceae

Trachelomonas sp. 2

Euglenophyceae

Glenodinium sp. 2 13

Total cells 5400 18000 2500 180000

(Yanagawa River mouth)(Yanagasaki)

Water plant zone Non-water plant zone



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4-4. Change in nutrients in experimental bottles inoculated with lake water 

collected from water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki (upper table), 

and lake water collected from non-water plant zone at Biwako-oohashi (lower table) in 

Lake Biwa on 3 August 2017. Values mean mg L
-1

. 

 

Untreated lake

water

Filtrate of lake

water through 1.2

µm pore size filter

Filtrate of lake

water through 0.1

µm pore size filter

Autoclaved lake

water

NO3-N 0.67 0.69 0.69 0.69

NO2-N 0.000 0.000 0.000 0.000

NH4-N 0.00 0.00 0.02 0.02

Total N 1.51 1.38 1.36 1.40

PO4-P 0.046 0.039 0.045 0.043

Total P 0.15 0.13 0.13 0.14

NO3-N 0.00 0.00 0.06 0.00

NO2-N 0.000 0.000 0.000 0.000

NH4-N 0.00 0.00 0.00 0.00

PO4-P 0.001 0.024 0.000 0.000

Experiments using lake water of water plant zone

(Yanagasaki)

Incubation

periods
Nutrients

0 day

(start)

13 days

(finish)

Untreated lake

water

Filtrate of lake

water through 1.2

µm pore size filter

Filtrate of lake

water through 0.1

µm pore size filter

Autoclaved lake

water

NO3-N 0.68 0.69 0.69 0.70

NO2-N 0.000 0.000 0.000 0.000

NH4-N 0.00 0.00 0.00 0.00

Total N 1.40 1.32 1.38 1.35

PO4-P 0.039 0.038 0.040 0.041

Total P 0.14 0.13 0.12 0.13

NO3-N 0.00 0.00 0.00 0.00

NO2-N 0.000 0.000 0.000 0.000

NH4-N 0.00 0.00 0.00 0.00

PO4-P 0.001 0.002 0.000 0.001

13 days

(finish)

Experiments using lake water of water non-water plant zone

(Biwako-oohashi)

Incubation

periods

0 day

(start)

Nutrients



 

 

 

Table 4-5. Changes in nutrients in experimental bottles inoculated with water plant 

Potamogeton malayanus collected from water plant zone at Yanagasaki in Lake Biwa 

on 3 August 2017. Values mean mg L
-1

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a piece of P.

malayanus

Biofilm suspension

of P. malayanus

Filtrateof mashed

P. malayanus

NO3-N 0.72 0.71 0.69

NO2-N 0.000 0.000 0.000

NH4-N 0.00 0.00 0.02

Total N 1.58 1.49 1.41

PO4-P 0.047 0.051 0.053

Total P 0.15 0.15 0.15

NO3-N 0.00 0.00 0.14

NO2-N 0.000 0.000 0.007

NH4-N 0.00 0.00 0.12

PO4-P 0.002 0.000 0.014

Nutrients

0 day

(start)

13 days

(finish)

Incubation

periods

Experiments using water plant



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1. Number of municipalities (histogram) and population (◆) suffering from 

offensive taste and odor in drinking water in Japan.  

 

(http://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-10900000-Kenkoukyoku/0000079071.pdf） 
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Fig. 1-2. Composition of offensive taste and odor damages in drinking water based on 

the national survey conducted by Ministry of Health, Labor and Welfare in 2013. 

 

(http://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-10900000-Kenkoukyoku/0000079071.pdf） 
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Fig. 2-1. Location of sampling point (●) of the Karasuhara Reservoir. 
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Fig. 2-3. Variation in surface water temperature in the Karasuhara Reservoir from April 

2010 to March 2011. Arrow indicates the sampling date (26 October 2010) when 

algicidal bacteria were isolated. 
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Fig. 2-4. Seasonal changes in nutrients (A) and chlorophyll a (B) of surface water of the 

Karasuhara Reservoir from April 2010 to March 2011.  

■ total nitrogen; ○ total phosphorus; ◆ chlorophyll a. 

Arrow indicates the sampling date (26 October 2010) when algicidal bacteria were 

isolated. 
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Fig. 2-5. Seasonal changes in abundance of the total phytoplankton (■), and the 

cyanobacterium Dolichospermum crassum (●) in the surface water of the Karasuhara 

Reservoir from April 2010 to March 2011. Arrow indicates the sampling date (26 

October 2010) when algicidal bacteria were isolated. 
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Fig. 2-6. Seasonal change in the taxa composition (%) of phytoplankton in surface 

water of the Karasuhara Reservoir from April 2010 to March 2011. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fig. 2-7. Micrograph of Dolichospermum crassum in decreasing phase sampled from 

the surface water of the Karasuhara Reservoir on 1 November 2010. Arrows indicate 

bacterial cells. Bar, 100μm.  
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Fig. 2-10. Phylogenetic composition (%) of heterotrophic bacteria based on the analysis 

of 16S rDNA sequences in the surface water of the Karasuhara Reservoir collected on 

26 October 2010. 
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Fig. 2-11. Phylogenetic relationship between the sequences of heterotrophic bacteria 

isolated from the Karasuhara Reservoir and 16S rDNA sequences of reference bacteria. 

Total 17 strains of isolated bacteria were described as K-4 to K-56. 
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Fig. 2-12. Phylogenetic relationship between the sequences of algicidal bacteria (K-12, 

K-28 and K-44) isolated from the Karasuhara Reservoir and 16S rDNA sequences of 

reference bacteria.  
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Fig. 2-13. Changes in the cell densities of Dolichospermum crassum and the algicidal 

bacterium strain K-44 during the co-culture experiments with initial inoculation 

densities of 1.0×10
2
 cells mL

-1
 (A) and 1.0×10

4
 cells mL

-1
 (B).  

●, D. crassum with inoculation of algicidal bacteria; ○, D. crassum of control without 

bacterial inoculation; ▲, strain K-44. Bars, standard deviation.  
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Fig. 2-14. Changes in densities of Dolichospermum crassum after inoculating the 

culture filtrate in which D. crassum was destroyed by the algicidal bacterium K-44. 

●, D. crassum with the addition of bacterial culture filtrate; ○, D. crassum control of 

fresh CT medium was additioned. 
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Fig. 2-15. Prussian blue assay for hydrogen peroxide production by the algicidal 

bacterium strain K-44. A, agar spotted with hydrogen peroxide in the center showing 

dark blue color; B, Positive agar plate in which dark blue color appeared around 

colonies after inoculation of strain K-44. Arrows indicate positive reactions 

which show dark blue color. 
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Fig. 3-1. Seasonal changes in water temperature (A), pH (B), and nitrogen (C) in surface 

water of the Karasuhara Reservoir collected from April 2013 to March 2015. 
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Fig. 3-2. Seasonal changes in total phosphorus (A), TN/TP ratio (weight/weight), 

and chlorophyll a (C) in surface water of the Karasuhara Reservoir collected from 

April 2013 to March 2015. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-3. Seasonal changes in abundance of phytoplankton in the surface water of the 

Karasuhara Reservoir from April 2013 to March 2014 (A), and from April 2014 to 

March 2015 (B).  
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Fig. 3-4. Seasonal change in the taxa composition (%) of phytoplankton in the surface 

water of the Karasuhara Reservoir from April 2013 to March 2014 (A), and from April 

2014 to March 2015 (B). 
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Fig. 3-5. Seasonal changes in densities of Dolichospermum crassum (histogram) and 

total phytoplankton (■) in surface water of the Karasuhara Reservoir from April 2013 

to March 2015. 
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Fig. 3-6. Seasonal change in ratio (%) of cell densities of Dolichospermum crassum to 

total phytoplankton in surface water of the Karasuhara Reservoir from April 2013 to 

March 2015. 
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Fig. 3-7. Seasonal changes in densities of total bacteria in the surface water of the 

Karasuhara Reservoir from June 2013 to October 2014. 
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Fig. 3-8. Seasonal changes in densities of heterotrophic bacteria (colony forming units: 

CFU) in the surface water of the Karasuhara Reservoir from May 2013 to October 2014. 
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Fig. 3-9. Seasonal change in ratio (%) of heterotrophic bacteria to the total bacteria in 

the surface water of the Karasuhara Reservoir from June 2013 to October 2014.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-10. Changes in densities of free living bacteria (FLB, ○) and particle associated 

bacteria (PAB, ●) by direct count method in the surface water of the Karasuhara 

Reservoir during the period of July 1 to October 7, 2014. 
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Fig. 3-11. Changes in densities of viable free living bacteria (FLB, ○) and particle 

associated bacteria (PAB, ●) counted by R2A plating method in the surface water of 

the Karasuhara Reservoir during the period of July 1 to October 7, 2014. 
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Fig. 3-12. Change in ratio (%) of viable particle associated bacteria (PAB) to total 

heterotrophic bacteria counted by R2A plating method in the surface water of the 

Karasuhara Reservoir during the period of July 1 to October 7, 2014.  
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Fig. 3-13. Seasonal changes in densities of algicidal bacteria (●, ×10
2
 CFU mL

-1) and 

growth inhibiting bacteria (○, ×10
2
 CFU mL

-1) against Dolichospermum crassum 

(histogram) in the surface water of the Karasuhara Reservoir from May 2013 to October 

2014. 
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Fig. 3-14. Seasonal changes in densities of viable heterotrophic bacteria and algicidal 

bacteria in the surface water of the Karasuhara Reservoir from May 2013 to October 

2014. 

■ viable heterotrophic bacteria; △ total algicidal bacteria; ● algicidal bacteria of 

PAB; ○ algicidal bacteria of FLB.  
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Fig. 3-15. Seasonal changes in densities of algicidal bacteria (●, ×10
2
 CFU mL

-1
), and 

ratio of algicidal bacteria to viable heterotrophic bacteria (○, %) in the surface water of 

the Karasuhara Reservoir from May 2013 to October 2014. 
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Fig. 3-16. Seasonal changes in densities of viable heterotrophic bacteria and growth 

inhibiting bacteria in the surface water of the Karasuhara Reservoir from May 2013 to 

October 2014. 

■ , viable heterotrophic bacteria; △ , total growth inhibiting bacteria; ● , growth 

inhibiting bacteria of PAB; ○, growth inhibiting bacteria of FLB.  
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Fig. 3-17. Seasonal changes in densities of growth inhibiting bacteria (●, ×10
2
 CFU 

mL
-1

), and ratio of growth inhibiting bacteria to viable heterotrophic bacteria (○, %) in 

the surface water of the Karasuhara Reservoir from May 2013 to October 2014. 
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Fig. 3-18. Seasonal changes in densities of effective bacteria (sum of algicidal bacteria 

and growth inhibiting bacteria) (●, ×10
2
 CFU mL

-1
), and ratio of effective bacteria to 

viable heterotrophic bacteria (○, %) in the surface water of the Karasuhara Reservoir 

from May 2013 to October 2014. 
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Fig. 4-1. Location of sampling points (●) in Lake Biwa. 
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Fig.4-2. Photographs of water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki in 

Lake Biwa. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-3. Photographs of control area of non-water plant zone at Yanagawa River mouth in Lake 

Biwa. 

A, sampling point; B, Yanagawa River which flows into sampling point, overlooking upstream 

direction. 
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Fig.4-4. Photographs of control area of non-water plant zone at Biwako-oohashi in Lake Biwa. 
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Fig. 4-6. Micrograph of suspended biofilm observed in the water sample collected from the 

water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-7. Changes in densities of Dolichospermum crassum after inoculation of lake water 

collected from water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki (A), and non-water 

plant zone at Yanagawa River mouth (B) in Lake Biwa on 27 October 2016. Bars mean standard 

deviation. 

● Non treated lake water samples; ▲ lake water samples filtered through 3 μm pore size 

membrane filter; △ lake water samples filtered through 0.2 μm pore size membrane filter; ○ 

autoclaved lake water samples. 
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Fig. 4-8. Morphological changes of Dolichospermum crassum after inoculating lake water 

collected from water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki in Lake Biwa on 27 

October 2016. 

A, Healthy cells of D. crassum before inoculation; B, Degrading trichome by attached bacteria 

of 6 days after inoculation; C, Degrading trichome by attached bacteria of 8 days after 

inoculation.  
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Fig. 4-9. Changes in densities of Dolichospermum crassum after inoculation of lake water 

collected from water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki (A), and lake water 

collected from non-water plant zone at Biwako-oohashi (B) in Lake Biwa on 3 August 2017.  

● Non treated lake water samples; ▲ lake water samples filtered through 1.2 μm pore size 

membrane filter; △ lake water samples filtered through 0.1 μm pore size membrane filter; ○ 

autoclaved lake water samples. 
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Fig. 4-10. Changes in densities of Dolichospermum crassum after inoculation of Potamogeton 

malayanus sampled from water plant zone at Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017.  

● a piece of P. malayanus; ◆ biofilm suspension of P. malayanus; △ filtrate of mashed P. 

malayanus through 0.1 μm pore size membrane filter. 
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Fig. 4-11. Changes in densities of viable heterotrophic bacteria in bottles inoculated with lake 

water collected from water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki (A), and lake 

water collected from non-water plant zone at Biwako-oohashi (B) in Lake Biwa on 3 August 

2017. 

●: Total viable heterotrophic bacteria in the bottle inoculated with untreated lake water. Total 

bacteria are sum of PAB (◆) and FLB (◇). 

◆: Particle associated heterotrophic bacteria (PAB) in the bottle inoculated with untreated lake 

water. 

◇: Free living heterotrophic bacteria (FLB) in the bottle inoculated with untreated lake water. 

□: Viable heterotrophic bacteria in the bottle inoculated with filtered lake water through 1.2 µm 

pore size membrane filter. 
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Fig. 4-12. Changes in densities of viable heterotrophic bacteria in bottles inoculated with a 

piece of Potamogeton malayanus (●), biofilm suspension of P. malayanus (◆) collected from 

water plant zone at Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017. 
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Fig. 4-13. Changes in densities of algicidal bacteria, growth inhibiting bacteria and effective 

bacteria (sum of algicidal bacteria and growth inhibiting bacteria) in bottles inoculated with lake 

water collected from water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki (A and B), and 

lake water collected from non-water plant zone at Biwako-oohashi (C and D) in Lake Biwa on 3 

August 2017. 

A and C, bottles inoculated with untreated lake water; B and D, bottles inoculated with filtered 

lake water through 1.2 µm pore size membrane filter. 

Histogram, Dolichospermum crassum; ●, sum of algicidal bacteria and growth inhibiting 

bacteria (effective bacteria); ▲, algicidal bacteria; △, growth inhibiting bacteria. 
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Fig. 4-14. Changes in densities of algicidal bacteria, growth inhibiting bacteria and effective 

bacteria (sum of algicidal bacteria and growth inhibiting bacteria) in bottles inoculated with a 

piece of Potamogeton malayanus (A), and biofilm suspension of P. malayanus (B) collected 

from water plant zone at Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017.  

Histogram, Dolichospermum crassum; ●, sum of algicidal bacteria and growth inhibiting 

bacteria (effective bacteria); ▲, algicidal bacteria; △, growth inhibiting bacteria. 
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Fig. 4-15. Changes in densities of algicidal bacteria and growth inhibiting bacteria of particle 

associated form (PAB) and free living form (FLB) in bottles inoculated with untreated lake 

water collected from water plant zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki (A), and 

non-water plant zone at Biwako-oohashi (B) in Lake Biwa on 3 August 2017. 
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Fig. 4-16. Changes in ratio of particle associated effective bacteria (   ) and free living effective 

bacteria (    ) in water samples inoculated with untreated lake water collected from water plant 

zone of Potamogeton malayanus at Yanagasaki (A), and non-water plant zone at 

Biwako-oohashi (B) in Lake Biwa on 3 August 2017. Effective bacteria are sum of algicidal 

bacteria and growth inhibiting bacteria. 
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Fig. 5-1. Comparison for densities of the effective bacteria (sum of algicidal bacteria and growth 

inhibiting bacteria) in surface water of the Karasuhara Reservoir and water plant zone of 

Potamogeton malayanus in Lake Biwa. 

A, Maximum density of effective bacteria in the surface water of the Karasuhara Reservoir 

during the monitoring from May 2013 to October 2014. The water sample was collected on 3 

September 2013. 

B, Density of effective bacteria in lake water collected from water plant zone of P. malayanus at 

Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017.  

C, Density of effective bacteria in the biofilm of P. malayanus collected from water plant zone at 

Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017. 
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Fig. 5-2. Comparison for ratios of the effective bacteria (sum of algicidal bacteria and growth 

inhibiting bacteria) to viable heterotrophic bacteria in surface water of the Karasuhara 

Reservoir and water plant zone of Potamogeton malayanus in Lake Biwa. 

A, Maximum ratio of effective bacteria in the surface water of the Karasuhara Reservoir 

during the monitoring from May 2013 to October 2014. The water sample was collected on 3 

September 2013. 

B, Ratio of effective bacteria in lake water collected from water plant zone of P. malayanus at 

Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017. 

C, Ratio of effective bacteria in the biofilm of P. malayanus collected from water plant zone 

at Yanagasaki in Lake Biwa on 3 August 2017. 
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