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アブストラクト：塩素消毒された温浴施設から臭気物質トリクロロアニソールを生成する細菌を単離し、

16S rRNA遺伝子解析により Mycolicibacterium属が高い臭気物質生産能をもつことを明らかにした。 

この属の単離株が塩素化フェノール類の臭気物質へ変換する速度は分子構造によって異なった。  

 
キーワード：臭気物質,ハロゲン化アニソール,O-メチル化酵素 

 

 

１.緒言 

飲料水や温浴施設の異臭味の原因物質として、

これまで知られていたジェオスミンや 2-MIB に加

えて、新たにハロゲン化アニソールが注目されは

じめている 1)。特に 2,4,6-トリクロロアニソール

(TCA)は 2,4,6-トリクロロフェノール(TCP)に対す

る細菌の解毒作用(O-メチル化反応)によって生成

されることがわかっている 2)3)。本研究では塩素処

理された水道水や浴槽中での臭気物質ハロゲン化

アニソールの生成を防ぐため、TCA 生成能を持つ細

菌を単離し、その変換酵素(O-メチル化酵素)の特

性を明らかにすることを目的とした。 

 

２.方法 

2-1 TCA 生成能を持つ菌の単離 

塩素消毒が実施されている温浴施設および河川 

の水試料を採取し、細菌培養用培地の R2A 寒天培

地で 2 日間培養し、試料水に含まれる細菌のコロ

ニーを形成させた。16S rRNA 遺伝子解析により、

単離した細菌を同定した。その後、同定した細菌を

TCP を含む寒天培地で培養し、TCA に変換させた。

生成された TCAを HS-SPME-GC/MS法(ヘッドスペー

ス-SPME-GC/MS 法)分析によって測定した。 

2-2 ハロゲン化フェノール類の変換率測定 

2,4,6-TCP と 2,4、2,5、2,6-ジクロロフェノー

ル(DCP)を含む R2A培地に高い TCA生成能を示した

細菌の Mycolicibacterium sp.CB14 を接種し、24 

h 培養してハロゲン化アニソールに変換させた。そ

の後 HS-SPME-GC/MS 法を用いて TCA と 3 種のジク

ロロアニソール(DCA)を測定した。あらかじめ作成

しておいた TCA および DCA の検量線をもとに、そ

れぞれの変換率を求めた。 

2-3 TCP を変換するメチル化酵素遺伝子の確認 

Mycolicibacterium sp.CB14 と高い相同性(99%

以上)を示した Mycolicibacterium phocaicum の全

ゲノム配列から推定メチル化酵素の遺伝子(5 種)

のプライマーを設計した。 Mycolicibacterium 

sp.CB14 のゲノム DNA を抽出し、PCR と DNA シーケ

ンシングによってメチル化酵素の確認を行った。 

 

３.結果・考察 

3-1 TCA 生成能を持つ菌の単離 

単離した細菌中、35 株中 15 株が TCA 生成能を

有しており、Mycobacterium 属、Sphingomonas 属、

Acinetobacter 属が確認できた。そのうち、温浴施

設から採取した 11株が Mycolicibacterium属であ

った。そのうち、高い TCA 生産量を持ち、添加し

た TCP を使い切った株を Mycolicibacterium sp. 

CB14 と命名した。 
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3-2 ハロゲン化フェノール類の変換率 

各種の塩素化フェノール化合物のうち、2,4,6-

TCP が 85%ともっとも高い変換率を示した。一方、

二塩素化化合物である 2,4-TCP は 10.2%、2,5-DCP

は 27.1%、2,6-DCP は 49.9%の変換率であった。2,6-

DCP のうち 6 位の塩素原子が 4 位方向になるにつ

れて変換率が下がる傾向が見られたため、メチル

化酵素の立体構造とハロゲン化フェノールに付加

している塩素原子の位置に関係があると考えられ

る。 

 

図 2 ハロゲン化フェノールの変換率 

 

3-3 メチル化酵素の遺伝子の確認 

 5 種の推定メチル化酵素遺伝子をターゲットと

した PCR 反応のうち 4 種で増幅産物を確認した。

その PCR 産物を DNA シーケンシングし、BLAST 検

索したところ Mycolicibacterium phocaicum の 

classⅠ (S-アデノシルメチオニン)SAM 依存性  

methyltransferase(100%)、Mycolicibacterium  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mucogenicum の O-methyltransferase(100%)、 

Mycolicibacterium mucogenicum の O-methyltra- 

nsferase(100%)、Mycolicibacterium mucogenic-

um の classⅠ SAM-依存性 methyltransferase 

(98.39%)のアミノ酸配列と高い相同性を示したた

め、今後、in vitro によりメチル化酵素の機能を

確認する。 

 

4.結論 

河川水や塩素処理された浴槽水から高い TCA 生

成量を持ち、TCP 利用性の高い菌株を多数単離する

ことができた。16S rRNA 遺伝子解析したところ、

単離株の多くが Mycolicibacterium 属であり、そ

のうちの 1 株を Mycolicibacterium sp.CB14 と命

名した。この菌株は、三塩素化化合物である TCP を

最も高い変換率で利用し、各種の二塩素化化合物

DCP を DCA に変換できたが、付加している塩素原

子の化学構造上の位置によって変換率が異なった。 
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図１単離した細菌の TCA 生成量 
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