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　本研究グループでは，微細藻類が発する“におい”を利用した新しい培養技術“においセンシング培養
（Odor Sensing Cultivation：OSC）”の開発を進めている．本研究では国産の新しい農作物として期待され
ている緑藻イカダモ（Scenedesmus sp.）を対象として，嗅覚官能評価，におい物質同定，e-nose ニオイセ
ンサー分析を通じ，OSC 実用化に向けた基礎的データの蓄積を目的とした．イカダモ培養液の嗅覚官能評
価の結果，におい強度は 2.1（何かわかる程度の強さ）であり，においの印象は“お茶，甘い，生臭い”と
いうものであった．該当のにおい物質を化学分析に供試したところ，1-ノナナール，α-，β-イオノンが同
定され，また 2-ウンデセナールおよび酢酸が仮同定された．QCM 型 e-nose ニオイセンサー分析に供試し
た結果を主成分分析で解析したところ，イカダモ培養液と対照区培養液のにおいは，寄与率の高い 5 種の
QCM 型検出素子によって判別が可能であった．

1． 背景

近年，微細藻類の再生可能エネルギーに関する様々な
取り組みが進められており，とくにバイオ燃料を生産す
るための研究が精力的になされてきた．その一方で，多
くの微細藻類は乾燥体で 50％近くのタンパク質を含ん
でおり，栄養豊かな食品として活用できることも明らか
となっている1）．すでに養殖現場では魚類用飼料として
長く使用されており，近年では代替肉候補として数多く
の企業によって開発が進められている．また近年，多く
の微細藻類はアスタキサンチンやドコサヘキサエン酸

（DHA）などの機能性成分を生産することが明らかとな
り，サプリメントや医薬品としての利用も進められてい
る1）〜3）．加えて，微細藻類は二酸化炭素吸収効率が高い
ことから，カーボンニュートラルや SDGs 推進の観点か
らも利用の拡大が期待されている．そのような背景か
ら，本研究グループでは微細藻類を“新しい工業素材”・

“新しい農作物”として位置づけており，微細藻類の培
養を広く普及させていくことを目指している．

微細藻類の大量培養の現場では，低労力・低コストの
技術が求められており，培養を行う水槽の形状，培地成
分中の窒素，リンなど栄養塩類の組成，二酸化炭素の供
給方法など，多くの微細藻類バイオマスを得つつ生産コ

ストを低く抑えるという課題について，世界中で研究が
推進されている4）, 5）．その際，微細藻類の培養を広く普
及させるには，増殖状態や収穫時期などを，簡易かつ客
観的に判断できる技術が求められる．一方で，生産現場
においては，培養状況（増殖の程度だけでなく，細胞の
生育状況や健康状態の変化，バクテリアの混入，目的外
の他種微細藻類の混入など）を包括的かつ簡易的に把握
する技術が求められるが，このような総合的な培養状況
の把握には顕微鏡や各種センサー（クロロフィル計，濁
度計，パーティクルカウンター等）のような高価な装置
と，それらを取り扱う技術，またデータを読み解く専門
的知識が必要とされてきた．

そのような中，本研究グループでは日ごろの培養作業
の中で，微細藻類が増殖の段階に応じて“特徴的なにお
い（匂い，臭い，香気：以後，におい）”を発している
ことに気がついた．微細藻類の培養状態に応じた特徴的
なにおいとそれらに関連する物質（以後，におい物質）
を把握し，簡易に計測できるようになれば，においを利
用した培養管理が可能になる．これまでも特定の微細藻
類が発するボルネオールやジェオスミンのような悪臭物
質が水道水の異臭問題を引き起こしていることや6）〜8），
いくつかの微細藻類が種ごとに異なる揮発性有機化合物

（VOCs）を発していることが報告されているが8）〜10），
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微細藻類が発するにおい物質を培養状況の把握に活用す
るという着想はこれまでに例がない．本研究グループで
は微細藻類が発する“におい”を利用した新しい培養技
術を“においセンシング培養（Odor Sensing Cultiva-
tion：OSC）”と名付けた．将来的に OSC 技術が確立し，
微細藻類の増殖の程度だけでなく，細胞の生育状況や健
康状態などを総合的かつ簡易的に把握できれば，バイオ
マス生産工程の効率化による人的・設備的コストの抑制
が可能となり，新しい工業素材・農作物としての普及を
推進できると期待される．

本研究では OSC の実用化に向けて，生産現場でも簡
易ににおいを判別できる手法として“e-nose（イーノー
ズ）”の利用を検討している．E-nose とは，におい物質
の吸着特性に対する選択性の異なる検出素子を複数個搭
載した検出デバイスのことであり11），日本語では人工鼻，
嗅覚センサー，匂いセンサー（以後，e-nose ニオイセン
サー）などと呼ばれている．本研究では，“QCM 型 e- 
nose ニオイセンサー（アロマコーダー：アロマビット，
東京）”に着目し，微細藻類への応用を進めている．ア
ロマコーダーは Quartz Crystal Microbalance（水晶振
動子マイクロバランス：水晶振動子の微小重量変化を測
定する手法；QCM）を検出素子として採用している12）．
QCM の原理は，水晶振動子の振動数の変化量を計測す
るものである．水晶振動子の表面には，におい物質に対
して吸着特性の異なる膜が蒸着されており，そこににお
い物質が吸着すると，重量に比例して水晶振動子の振動
数が変化し，その変化量を値として示す．QCM は，従
来のニオイセンサーで広く利用されてきた金属酸化物半
導体と比較して，気体の種類によっては感度や選択性，
応答性が高いことが報告されている13）．QCM は 1980 年
代から開発が進められてきた技術ではあるが，製品化さ
れ，市販品として普及し始めたのは比較的近年である．
アロマコーダーは検出部に，におい物質に対して吸着特
性の異なる 35 種の膜を蒸着した QCM 型検出素子を搭
載しており，現状で市販されている汎用ニオイセンサー
のなかで 35 種という多数の QCM 型検出素子を搭載し
ているのは本製品のみである．本製品は QCM 型検出素
子の種類が多いことから，選択性の異なる各素子の反応
量の違いをパターンとして認識することで，においの違
いを高解像度で解析できることが特徴となっている14）．
アロマコーダーを利用することにより，e-nose ニオイセ
ンサーでは不可能であった“においの違い”を判別し，
微細藻類の培養状況を評価可能になると期待される．

ところで，ニオイセンサーによって微細藻類の培養状
況を判別できるようになったとしても，そのメカニズム
を解析することはできない．将来的な OSC 技術の発展
に向け，微細藻類から発せられるにおい物質を同定し，

においの変化を科学的に解明することが求められる．一
方で，におい物質の同定には多くの技術的な困難がつき
まとう．まず，微細藻類のにおい物質を機器分析に供試
した場合には多数の VOCs が検出されると予想される
が，それらの VOCs の中から目的のにおい物質を官能
的に特定する“ヒトの嗅覚”が必須となる．加えて，ヒ
トの嗅覚は物質によって極めて高い感度を示すことか
ら15），ヒトが十分ににおいを感じる濃度であっても分析
機器では検出できないことが多い．従って，微細藻類か
ら発せられるにおい物質を大量に捕集・濃縮し，それら
を分離・精製し，物質同定するための高感度な分析化学
的技術が必要とされる．これらのニーズに対して，すで
に本研究グループではにおい物質の同定に特化した“に
おい物質同定システム（Odor/Aroma Substances Iden-
tification System：OASIS）”を構築している．OASIS
は，におい物質を“官能的”に検出（感知）するヒトの
嗅覚と，“分析化学的”ににおい物質を分離・検出する
技術とを組み合わせた手法であり，“におい嗅ぎガスク
ロマトグラフィー（Gas Chromatography-Olfactometry：
GC-O）”を主要な技術としている．これまでも本研究グ
ループでは OASIS を活用することで微細藻類スミレモ
のにおい物質を同定しており16），他にもニンニク 17）〜19），
食品20），ハウスダスト21），工場からの流出油22），河川や
海洋の底泥23）, 24），和牛の皮膚ガス25）など，多様なにお
い物質を同定してきた．本研究ではこれら技術を駆使す
ることで，微細藻類のにおい物質の同定を試みる．

本研究では OSC 技術の開発に向け，微細藻類の中か
らイカダモ（Scenedesmus）に着目した．イカダモは，
近年，藻類バイオマス生産性の高さも注目される微細藻
類である2）, 3）．イカダモは世界的に分布する植物プラン
クトンで，培養が比較的容易であり，またタンパク質を
40％以上含有することから食品や家畜飼料としての利用
が期待されている微細藻類である1）．加えてイカダモは
ドコサヘキサエン酸（DHA）やエイコサペンタエン酸

（EPA）などの高付加価値脂肪酸を生産することが明ら
かとなり，サプリメントや医薬品としての利用も進めら
れている2）, 3）．従ってイカダモは“国産の新しい農作物”
として有望であり，本研究で手始めに取り組む素材とし
て最適であると考え，優先的に着手した．

本研究ではイカダモ培養液を対象とし，嗅覚官能評
価，それに関与するにおい物質の同定，QCM 型 e-nose
ニオイセンサー分析に取り組み，OSC の実用化に向け
た基礎的データの蓄積を目的とした．

2． 試料と方法

2．1　イカダモの培養法
本研究でもちいたイカダモは，2017 年 6 月 15 日に佐
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賀県佐賀市高木瀬町の平尾四丁目池より単離し，クロー
ン化した Scenedesmus sp. 培養株（株名：dSgSce-b）で
ある．本種の属名は廣瀬（1977）に従って同定し26），詳
細は既報で報告済みである2）, 3）．培養は佐賀大学内佐賀
市立さが藻類産業研究開発センターの培養室において
行った．10 L のポリカーボネート製ボトルに 8 L の培地

（ハイポネックス原液を 1000 倍希釈，株式会社ハイポ
ネックスジャパン，大阪）を入れ，培養条件は，温度
25℃，光量子束密度約 100 μmol/m2/s，二酸化炭素を
5% 含んだ空気を 150 mL/min で通気させた．スタート
時に，同条件で 250 mL のフラスコで培養したイカダモ
培養液を添加した．スタート時に添加したイカダモ培養
液は，国立環境研究所微生物系統保存施設推奨の無菌検
査27）を行い，バクテリアの混入がないことを確認した．
また培養状況の確認の際は，10 L ボトルごとクリーンベ
ンチに持ち込み，サンプリングを行った．対照区として
培地のみのボトルをイカダモ試料と同様に処理をした．

上 記 条 件 で 2020 年 11 月，2021 年 7 月，8 月，2022
年 4 月に，イカダモ培養区 3 試料と対照区 1 試料を 1
バッチとして 4 反復培養した．培養液のクロロフィル蛍
光値を携帯型クロロフィル蛍光測定器（AquaPen-C：
Photon Systems Instruments，ドラーソフ，Czech Re-
public）で定期的に計測し，既報3）に基づき増殖につい
てモニターした．既報3）で，培養液中の微細藻類存在量
とクロロフィル蛍光値の間に正の相関があることが確か
められているため，本研究では，クロロフィル蛍光値を
増殖の指標とした．予備実験により 3 週目で細胞増殖が
定常期に入ることが明らかとなっており，3 週目の試料
を各種分析に供試した．

2．2　パネル選定と嗅覚官能評価法
OASIS は，におい物質を官能的に検出（感知）する

ヒトの嗅覚と，分析化学的ににおい物質を分離・検出す
る技術とを組み合わせた一連のシステムである．嗅覚官
能評価は，ヒトの嗅覚で捉えたにおいを言葉で表現し，
その結果を数値化するための手法であり，OASIS の出
発点となる手法である．ヒトの嗅覚は個人差があること
から嗅覚官能評価の嗅ぎ手（パネル）の選定には十分な
配慮が必要である．パネルの選定は環境省悪臭防止法28）

に準拠し，5 種基準臭（パネル選定用基準臭，第一薬品
産業）を嗅ぎわける嗅覚試験に合格した 20 代の女性 4
名，男性 4 名（基礎疾患，および喫煙歴は無し）を採用
した．なお嗅覚官能評価に際しては，嗅覚測定法安全管
理マニュアル29）に準じて十分に安全を期した．また実
験に使用する試料は一般生活環境に存在するものである
こと，実験中も途中退席が可能であること，個人データ
が特定できるような解析は行わないこと，をパネルに説

明し了解を得た後に，本研究グループの管理の下で実施
した．
“におい強度”および“においの印象”は，100 mL の

イカダモ培養液および対照区培養液を，300 mL 褐色共
栓三角フラスコに分取し，10 分の静置後にパネルが直
接においを嗅いで評価した．におい強度は 6 段階におい
強度表示法（0：無臭，1：やっと感知できる，2：何か
わかる，3：楽に感知できる，4：強い，5：強烈）で評
価し，平均値を採用した．においの印象は自由回答とし
た．

2．3　におい物質の捕集法
におい物質を含む VOCs の捕集法は既報に従った16）．

VOCs は MonoTrap（RGPS：ジーエルサイエンス，東
京）をもちいて捕集した．200 mL 共栓三角フラスコに
50 mL のイカダモ培養液および対照区培養液を分取し，
平衡化（25℃で 1 時間）させた後，フラスコのヘッドス
ペースに MonoTrap を投入して 1 時間捕集した．VOC
を捕集した MonoTrap は，速やかに加熱脱着装置用の
脱着管に移して真鍮キャップを取り付けた．試料は 4℃
で保管し，3 時間以内に機器分析に供試した．

2．4　GC-O分析法およびクロスサーチ
GC-O 分析法は既報に従った16）．機器構成は，におい

嗅ぎ装置（スニッフィングポート，OP275：ジーエルサ
イエンス，東京）を GC-FID（GC2010Plus：島津製作
所，京都）に装備したものである（以後，本システムを
GC-O/FID）．捕集済み MonoTrap は加熱脱着装置（ポー
タブルサーマルディソーバー，HandyTD TD265：ジー
エルサイエンス，東京：ハンディ TD）をもちいて注入
した．GC キャピラリカラムは，DB-5MS（長さ 60 m，
内 径 0.32 mm， 膜 厚 0.5 μm：Agilent J ＆ W，CA，
USA：DB5），および異なる液相をもつ InertCap Pure-
WAX（長さ 60 m，内径 0.32 mm，膜厚 0.5 μm：ジーエ
ルサイエンス，東京：WAX）をもちいた．本研究では
一つの試料を，DB-5MS をもちいた分析（GC-O/FID

（DB5）），および InertCap Pure-WAX カラムをもちい
た分析（GC-O/FID（WAX））に供試した．GC-O/FID
分析前には，混合アルカン溶液（C6〜C20：ジーエルサ
イエンス，東京）を測定することで保持指標（Retention 
Index：RI）を算出した．

GC-O/FID 分析を実施するパネルは，事前トレーニン
グとして同一のイカダモの試料を複数回分析し，良好な
再現性が得られた 3 名（20 代の女性パネル 1 名，男性
パネル 2 名）を採用した．GC-O/FID 分析でパネルが感
知した，においに関する 3 つの情報（においを感知した
RI，においの印象，においの強度）は，音声認識ソフ
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トウェア（Olfactory Voicegram：ジーエルサイエンス，
東京）をもちいて記録した．それらの GC-O 分析で感知
された情報は“におい活性（Odor activity：OA）と表
記した．イカダモ試料の GC-O/FID 分析の結果は，パ
ネル 3 名が 3 回ずつ GC-O/FID 分析を実施し，得られ
た全員の結果の中で 2/3 以上の割合で保持時間とにおい
の印象が一致したものを OA として採用した．採用さ
れた OA は，続く物質同定の操作に供試した．

2．5　GC-MS分析法
におい物質のマススペクトル取得に向け，ガスクロマ

トグラフィー質量分析計（TQ8040：島津製作所，京都；
以後，GC-MS）を利用した．GC キャピラリカラムは，
GC-O/FID と同じ InertCap Pure-WAX を用い，分析条
件は既報に従った16）．MonoTrap に捕集した試料はハン
ディ TD で注入し，検出には Electron Impact（EI）ス
キャンモード（m/z 30-300）をもちいた．GC-O/FID と
保持時間を比較するため，分析前に混合アルカン溶液

（C6〜C20）を測定して RI を算出した．

2．6　分取・濃縮法
本研究では目的としたにおい物質の高感度分析に向け，

GC 分取システム（Gas Chromatography-Fractionation 
system：以後，GC-F）を利用した分取・濃縮を実施した．
GC-F の分析条件は既報に従った16）．GC-F の概要は，GC
用フラクションコレクター（GC 分取装置：VPS-2800，
ジーエルサイエンス，東京）を GC-FID（GC2010Plus：
島津製作所，京都）に装備し，試料は加熱脱着装置

（TurboMatrix650：Perkin Elmer，MA，USA）をもち
いて注入するものである．GC-FID のカラムは，GC-O/
FID と同じ DB-5MS をもちいた．試料からにおい物質
を捕集した 25〜75 個の MonoTrap を加熱脱着装置で繰
り返し注入し（5〜15 回注入），目的の OA を分取して
MonoTrap（RGPS）に濃縮した．分取・濃縮した画分
を“分取画分（Fr）”とした．

2．7　物質同定法
本研究ではにおい物質の同定に向け，におい物質に特

化したデータベースとして AroChemBase（Alpha MOS，
Toulouse，France）を利用した．AroChemBase は約
10 万種のにおい物質に対する“においの印象”と，一
つのにおい物質を異なる分離相をもつカラムで計測した
RI が登録されており，それらを統合して検索する“Aro 
ChemBase クロスサーチ”が可能である．本研究では一
つのイカダモ試料を GC-O/FID（DB5）および GC-O/
FID（WAX）で分析していることから，それら分析で
得られたにおいの印象と 2 つの RI を AroChemBase ク

ロスサーチに供試した．RI の差異が±30 以内の物質を
候補としてリストアップした．

また本研究では AromaOffice（西川計測，東京）をも
ちいた解析を試みた．AromaOffice は GC-MS 分析で得
られたマスクロマトグラムを対象として，デコンボ
リューションの後にマススペクトルライブラリ検索（ラ
イブラリ検索：NIST14）し，その検索結果の中から登録
されているにおい物質の RI が一致したものを候補物質
としてリストアップする“AromaOffice アロマサーチ”
の利用が可能である．イカダモ試料の GC-MS スキャン
分析で得られたマスクロマトグラムを AromaOffice ア
ロマサーチに供試し，ライブラリ検索の一致率が 70％
以上，かつ RI の差異が±30 以内の物質を候補としてリ
ストアップした．AroChemBase クロスサーチおよび
AromaOffice アロマサーチを通じて絞り込まれたにおい
物質については標準物質を購入し，試料と同一の条件で
分析に供試した．標準物質を対象とした 2 種のカラム

（DB5・WAX） を も ち い た GC-O/FID 分 析， お よ び
GC-MS（WAX）分析で得られた結果（両カラムの RI，
マススペクトル，においの印象）が，試料を対象とした
分析結果と一致した場合に“同定”とした．いずれかの
情報が欠けている場合は“仮同定”とした．標準物質と
して，1-ノナナール，α-イオノン，β-イオノン（富士
フィルム和光純薬，東京）を購入した．

2．8　VOCs の網羅的分析
VOCs の網羅的分析には，同様に試料のヘッドスペー

スから捕集した MonoTrap をもちいた．MonoTrap は
ハンディー TD をもちいて GC-MS（WAX）に注入し，
スキャン（EI）で分析した．分析条件は上述した通り
である．得られたマスクロマトグラムを AromaOffice
アロマサーチで解析し，ライブラリ検索の一致率が
70％以上，かつ RI の差異が±30 以内の物質を仮同定と
してリストアップした．また同じ試料を GC-O/FID

（WAX）分析にも供試し，得られたにおいの印象の RI
と，AromaOffice アロマサーチで仮同定された物質の
RI が一致したものを統合し，一覧としてリストアップ
した．

2．9　E-nose ニオイセンサーの分析法
本研究では，QCM 型 e-nose ニオイセンサー（アロマ

コーダー V2：アロマビット，東京）とサンプル調整器
（アロマサンプラー：アロマビット，東京）をもちいた
（本システムを以後，アロマコーダーとする）．分析は空
調（室温約 25℃，湿度約 50%）のある実験室で，複数
パネルが臭気を感じないことを確認したうえで実施し
た．手順として，20 mL の培養液を 100 mL バイアルに
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分取し，2 分間の平衡化の後に，ヘッドスペース部をア
ロマサンプラーでセンサーユニットへ送気した．セン
サーユニット内には 35 種の QCM 型検出素子が内蔵さ
れており，素子の振動数の変化を 10 秒間に渡り 10 ポイ
ント / 秒で記録した．得られたデータは，クラウド上の
自動解析アプリケーション（Aromalyzer，アロマビッ
ト，東京）30）をもちいて解析した．解析には分析時間に
おける最大感度値（最大差分）を採用し，Aromalyzer
内で利用できる主成分分析をもちいてグルーピングし
た．

3． 結果および考察

3．1　イカダモの培養状態
イカダモの顕微鏡写真を図－1に示した．顕微鏡観察

の結果，4 回の培養においていずれの培養時もイカダモ
以外の微細藻類の混入は認められなかった．微細藻類の
クロロフィル蛍光値において，予備実験と同様の経過を
たどり，1 週目には対数増殖期と推定される大幅な増加
を示し，3 週目では増殖幅が小さくなり定常期に入った
と判断できたことから，3 週目の試料を各種分析に供試
した．

3．2　嗅覚官能評価
本研究では最もにおいが強いと予想された定常期（3

週目）の培養液を嗅覚官能評価に供試した．イカダモの
培養液を対象として“におい強度”を評価したところ，

“何かわかる程度の強さ”である 2.1（範囲：1〜3）で
あった（対照区培養液は 0.6：ほぼ無臭）．イカダモ培養
液のにおいの印象は，もっとも高頻度（約 60％）であっ
たのが“お茶・草刈り”であった（図－2）．続いて，

“甘い・甘酸っぱい”が約 50％，“生臭い・消毒”が約
20％，“その他”が約 10％であった．これまでも特定の

微細藻類が悪臭物質（ボルネオールやジェオスミン）を
発することにより水道水の異臭問題が引き起こされてい
ることは知られているが6）〜8），イカダモに特徴的なにお
いがあることを示したのは本報告が初である．結果とし
て，イカダモの発する特徴的なにおいの印象は“お茶，
草刈り，甘い，甘酸っぱい，生臭い”というものであ
り，続く GC-O 分析ではこれらにおいをターゲットとし
て分析を進めることとした．

3．3　におい物質の同定
上述した嗅覚官能評価によって，イカダモの特徴的な

においは“お茶，草刈り，甘い，生臭い”という印象で
あることが示されたことから，特徴的なにおい物質を同
定するための化学分析に取り組んだ．

第 1 ステップとして，イカダモ培養液（3 週目）の
ヘッドスペースに MonoTrap を投入して VOCs を捕集
し，GC-O/FID（DB5）分析に供試した．イカダモ培養
液のアロマグラムを図－3aに示した．GC-O/FID（DB5）
分析では 12 か所から OA が感知され（対照区培養液で
感知された OA は除外済み），とくに 5 か所から再現性
の高い OA が感知された．それら 5 か所の OA（OA-1，
-2，-3，-4，-5）におけるにおいの印象は，それぞれ甘
い，草・生臭い，草・生臭い，甘い，甘い，というもの
であり，上述した嗅覚試験で得られたにおいの印象であ
る“お茶，草刈り，甘い，生臭い”とおおよそで一致し
た．本研究ではこれら 5 つの OA をイカダモの特徴的
な OA ととらえ，物質同定の対象とした．

イカダモの GC-O/FID（DB5）分析によって特徴的な
OA が 5 か所で得られたことから（図－3a），これら
OA の物質同定に着手した．物質同定には 2 つ以上の異

図－2　 イカダモ培養液（3週目）における“においの
印象”

頻度（%）は，全パネル人数に対する，その印象を記述したパネル
人数の割合．範囲は反復試験（3 試料 4 反復）の標準偏差．

図－1　イカダモ（Scenedesmus sp.）の顕微鏡写真
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なる分離相をもつカラムで得られた RI が標準物質と一
致すること31）が要件とされており，本研究では GC-O/
FID（DB5）に加えて GC-O/FID（WAX）分析に供試
した．しかし MonoTrap で捕集した試料を混合物のま
まで GC-O/FID（WAX）分析に供試した場合，保持時
間の変化した目的とする OA と，保持時間の変化した
目的以外の OA が複雑に重なりあうことで，判別が困
難になることが多い．

そこで物質同定の第 2 ステップとして，目的とする
OA を GC-F をもちいて分取・濃縮し，得られた単離画
分である Fr-OA-1〜-5 を GC-O/FID（WAX）分析に供
試 し た．GC-O/FID（WAX） 分 析 の 結 果，Fr-OA-1，
-2，-3，-4，-5 からそれぞれ 1 ずつの OA が感知され，
それらのにおいの印象はそれぞれ甘い，草・生臭い，
草・生臭い，甘い，甘い，という印象であった（図－
3b）．それらのにおいの印象は，GC-F で単離する前の
GC-O/FID（DB5）で感知されたものとおおよそで一致
していたことから，適切に単離されていると判断した．

GC-O/FID（DB5 および WAX）分析によって得られ
た 2 つの RI とにおいの印象のデータを AroChemBase
クロスサーチの検索に供試したところ，5 か所の OA そ
れぞれに複数の候補物質があげられた．RI によるこれ

以上の物質の絞り込みは困難であると判断した．
そこで第 3 ステップとして，OA のマススペクトル取

得に着手した．ヒトの嗅覚は物質によって極めて高い感
度を示すため15），GC-O/FID 分析で嗅覚感知された OA
をそのままの濃度で GC-MS 分析に供試しても，明瞭な
マススペクトルを得ることはほぼ不可能である．そこで
GC-F をもちいて OA を再び分取・濃縮し，単離分画を
GC-MS（WAX） 分 析（EI モ ー ド ） に 供 試 し た．
GC-MS（WAX）分析で得られたマスクロマトグラムを
AromaOffice アロマサーチに供試し，GC-O/FID（WAX）
分析で得られた RI と同等の保持時間に見られるピーク
を 検 索 し た．AromaOffice ア ロ マ サ ー チ お よ び
AroChemBase クロスサーチで得られた結果を統合し，
2 つ以上の異なる分離相をもつカラムで得られた RI が
一致し，かつマススペクトルが一致する物質を検索した
ところ，Fr-OA-2，-3，-4，-5 において候補物質を絞り
込むことができた．一方で，Fr-OA-1 は物質を絞り込む
ことができず，本分析においては保留とした．

第 4 ステップとして，上述の手順によって絞り込まれ
た候補物質の標準物質を購入し，イカダモ試料と同様の
条件で GC-O/FID（DB5 および WAX）分析，および
GC-MS（WAX）分析に供試した．

図－3　イカダモ培養液のヘッドスペースから捕集したVOCs の GC-O/FID 分析によるアロマグラム
a）GC-O/FID（DB5）のアロマグラム，b）GC-O/FID（DB5）のにおい活性（OA）を GC-F で分取し，分取画分（Fr）を GC-O/FID（WAX）で
分析したアロマグラム．対照区培養液で検出されたにおい活性は減算済み．
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第 5 ステップとして，これら結果を総合的に評価し，
同定状況を判定した（図－4）．判定の結果，Fr-OA-2，
-3，-4，-5 はそれぞれ，1-ノナナール，2-ウンデセナー
ル，α-イオノン，β-イオノンと同定された．2-ウンデ
セナールは標準物質が入手不可であったため，Arochem 
Base クロスサーチおよび AromaOffice アロマサーチの
みでの確認となったため仮同定となった．標準物質が得
られた 1-ノナナール，α-イオノン，β-イオノンを等
量混合して 10 名のパネルによって嗅覚官能評価に供試
したところ，全パネルからイカダモのにおいに近い印象
であるとの回答が得られ，これら 3 物質は妥当であると
判断された．

同定された 1-ノナナール，α-イオノン，β-イオノ
ンは，これまでも藻類から発する一般的な VOCs とし
て報告されており9）, 10）, 16）, 32），同様の物質がイカダモから
検出された例も報告されている33）．一方で，2-ウンデセ
ナールが微細藻類から検出されたという例はみられな
い．その要因として，これまでの微細藻類から発せられ
る VOCs の報告は，ほとんどが GC-MS 分析のみで同定
してきたことがあげられる．GC-MS のみをもちいて物
質同定をした場合，嗅覚閾値が低い（ヒトの嗅覚で感度
が高い）物質は，嗅覚官能評価で感知されていても，濃
度が低い場合は GC-MS では検出できないことが多い．
一方，本研究における手法（OASIS）を活用した場合，
まず GC-O 分析で嗅覚閾値が低い物質を感知し，その後
に該当の OA を GC-F で分取・濃縮し，そのうえで
GC-MS 分析でマススペクトルを得る．従って，物質濃
度は微量であっても，嗅覚官能評価結果への寄与率が高

い物質を効果的に同定することが可能である．
一方で，OASIS では特徴的なにおいをもつ物質に着

目して物質同定を進めているため，嗅覚閾値が高い
（GC-O でパネルが感知できなかった）物質は，たとえ
高濃度であっても同定できない．イカダモが放出してい
る VOCs を幅広く検出するため，網羅的分析を試みる
必要がある．

3．4　VOCs の網羅的分析
上述した OASIS による物質同定では，特徴的なにお

いをもつ物質に着目して物質同定を進めている．従って
嗅覚閾値が高い（GC-O でパネルが感知できなかった）
物質は，たとえ高濃度であっても同定できない．そこで
イカダモが放出している VOCs を幅広く検出するため，
本研究では網羅的分析手法を試みた．

イカダモ培養液（3 週目）のヘッドスペースに Mono 
Trap を投入して VOCs を捕集し，GC-MS（WAX）を
もちいたスキャン（EI）分析に供試した．得られたマス
クロマトグラムを AromaOffice アロマサーチに供試し
たところ，11 物質が仮同定された（表－1）．本分析手
法では AromaOffice アロマサーチ（WAX カラムの RI
と NIST ライブラリサーチ）のみで解析しているため，
仮同定となっている．検出された物質はアルデヒド類

（7 物質）の他，エステル類，アルコール類，有機酸類，
ピロール類（各 1 物質）であった．アルデヒド類を主と
するこれら物質は，既報で報告されている微細藻類から
検出されている VOCs とおよそ一致していた9）, 10）, 16）, 32）．

本分析で得られた GC-MS（WAX）の分析結果に，同

図－4　イカダモのGC-O分析で感知されたにおい活性（OA）に対応するマススペクトルと同定された物質の一覧
OA 番号は図－4に対応．RI：GC-O の実測保持指標；MW：分子量；CAS：CAS 登録番号．　* 標準物質が入手不可のためマススペクトルは NIST
より引用．



におい・かおり環境学会誌　 53巻 6号　令和 4年352

一試料の GC-O/FID（WAX）分析で得られたにおいの
印象を統合した．その結果，1-ノナナール，酢酸，2-ウ
ンデセナールの RI と重なり，それらのにおいの印象も
データベースと一致した（表－1）．また 1-ノナナール
と 2-ウンデセナールは上述した同定および仮同定した
物質と一致しており，分析の妥当性が確認された．一方
で，酢酸は GC-O/FID（WAX）の OA と一致がみられ
ているが，GC-O/FID（DB5）分析では感知されなかっ
た．その要因として，DB5 は微極性カラムであること
から強極性物質である酢酸は分離が悪く，GC-O 分析時
に感度が極端に低下したものと考えられる．イカダモ培
養液の嗅覚官能評価で得られた“甘酸っぱい”という印
象には酢酸が寄与していると推察され，その特徴的なに
おいは OSC の実用化に向け重要な物質であると考えら
れる．今後のイカダモのにおい物質同定の際は，酢酸を
含む強極性物質をターゲットとした手法として，GC-O/
FID（WAX）分析を第 1 ステップに採用することを検
討している．

ところで，GC-MS 網羅的分析によって検出された
VOCs の中で，アルデヒド類，エステル類，アルコール
類，ピロール類は GC-O/FID（WAX）の OA と一致し
なかった（表－1）．これらは嗅覚閾値が高い（ヒトの
嗅覚では感知しにくい）物質であり，イカダモの特徴的
なにおいへの寄与率は低いと考えられるが，アロマコー

ダー QCM 型検出素子には感度を示す可能性がある．将
来的なニオイセンサーを活用した OSC の実用化に向け，
同定されたにおい物質だけではなく，仮同定された
VOCs を含めた両物質を対象としていくことが望まれ
る．イカダモ培養の開始時から完了時までを時系列的に
追跡することで，これら物質濃度と培養状態の関係性を
明確化していく必要があると考えられる．

3．5　E-nose ニオイセンサー分析
イカダモ培養液は特徴的なにおいを持ち，またその他

の VOCs を多数放出していることが明らかになったた
め，QCM 型 e-nose ニオイセンサー（アロマコーダー）
分析によってそのにおいを判別できると期待される．分
析にはイカダモ培養液（3 試料）と対照区培養液をもち
い，各試料を 3 回繰り返し測定に供試した．

アロマコーダー分析で得られた水晶振動子振動数変化
値のリアルタイムモニタリングデータをプロットして波
形を確認したところ，その挙動は安定しており，大きな
ノイズなどは確認されなかった（図－5）．また水晶振
動子振動数変化値は 35 種の各 QCM 型検出素子の間で
大きく異なり，物質に対する感度は素子ごとに大きく異
なることが示された．またそれぞれの QCM 型検出素子
の変化値に着目し，対照区培養液とイカダモ培養液の間
で最大差分値を比較すると，若干の差が認められた．し

表－1　 イカダモ培養液（3週目）のヘッドスペースから捕集した VOCs を対象としたGC-MS（WAX）スキャン（EI）
分析によって仮同定された揮発性物質の一覧

物質名
GC-MS（WAX）実測 GC-O（WAX）実測 RI（WAX） 

データベース
仮同定法a

RI RI においの印象

1-ペンテン-3-オール 1064 1108 RI（WAX），NIST

ヘキサナール 1089 RI（WAX），NIST，STD

ヘプタナール 1090 1126 RI（WAX），NIST，STD

ヘキサン酸メチルエステル 1173 1185 RI（WAX），NIST

1-オクタナール 1251 1288 RI（WAX），NIST，STD

1-ノナナール 1401 1400 草・生臭い 1392 RI（WAX），RI（DB5），
NIST，STD，においb

酢酸 1444 1440 酸っぱい 1450 RI（WAX），NIST，STD，
におい

1-デカナール 1505 1500 RI（WAX），NIST，STD

ベンズアルデヒド 1536 1521 RI（WAX），NIST

3-メチル-1-ピロール 1571 RI（WAX），NIST

2-ウンデセナール 1611 1600 草・生臭い 1608 RI（WAX），RI（DB5），
NIST，においb

a： RI：保持指標が実測とデータベースで一致（RI：±30），NIST：マススペクトルライブラリで一致率＞70％，STD：標準物質で
確認済み，におい：GC-O 分析でにおいの印象がデータベース/標準物質と一致

b：図－4において，におい物質として同定/仮同定済み
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かしデータ量が多いことから目視での判別は困難であっ
たため，全ての QCM 型検出素子（35 種）で得られた
10 秒間の時系列データを全て Aromalyzer に入力し，
最大差分を自動抽出するとともに，その結果を主成分分
析で解析した．

主成分分析の結果，イカダモ培養液のプロットにはバ
ラつきがみられたため（図－6a），繰り返し再現性を確
認した．同一試料の繰り返し分析の変動を検証したとこ
ろ 5.0±2.7％であり，また 3 試料間（3 連培養ボトル間）
の変動は 5.8±1.6％であった．したがって装置の再現性，
および培養ボトル間の安定性は確保されていると判断
し，解析を継続した．

次に主成分分析による試料間のデータ分布の違いを検
証したところ，主成分 1 と 2 の寄与率がそれぞれ 0.88，
0.067 を示し，イカダモ培養液と対照区培養液は，ほぼ
主成分 1 で区別できることが明らかとなった（図－
6a）．そこで主成分 1 における負荷量の大きい QCM 型
検出素子を確認したところ，素子番号＃ 30，＃ 28，

＃ 12，＃ 6，＃ 1 が，それぞれ 0.92，0.21，-0.19，-0.17，
-0.13 を示し，上位 5 つの QCM 型検出素子でほぼ説明
できることが明らかとなった．これら素子は高極性物質
に対して高い感度をもつことが示されており（メーカー
内部資料），今後の指標物質の同定に向けた手掛かりに
なりうると期待される．

これら 5 つの QCM 型検出素子でイカダモ培養液と対
照区培養液が判別できたことから，これらのみをもちい
て再解析を試みた．その結果，5 種の QCM 型検出素子
の測定データをもちいた結果（図－6b）は，35 種の
QCM 型検出素子の測定データをもちいた結果（図－
6a）とほぼ類似のパターンを示し，イカダモ培養液と
対照区培養液は主成分 1（0.72）で区別できることが明
らかとなった．OSC 技術の普及には小型で安価なニオ
イセンサーが求められるため，廉価版アロマコーダーの

図－5　 イカダモ培養液（3週目）のヘッドスペースを
対象としたQCM型 e-nose ニオイセンサー（ア
ロマコーダー）分析で得られた水晶振動子振動
数変化値のリアルタイムデータプロットと最大
差分値の求め方

対照区（3 週目）は培地のみのボトルをイカダモ試料と同様に処理
したもの．

図－6　 イカダモ培養液（3週目）のヘッドスペースを
対象としたQCM型 e-nose ニオイセンサー（ア
ロマコーダー）分析による分析結果

a）全 35 種の QCM 型検出素子から得られた計測値の最大差分を主
成分分析で解析した結果，b）主成分 1 で寄与率の高い 5 種の QCM
型検出素子（＃ 1，＃ 6，＃ 12，＃ 28，＃ 30）のみで再解析した結
果．対照区（3 週目）は培地のみのボトルをイカダモ試料と同様に
処理したもの．
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作製が課題となる．今回の結果から，寄与率の大きい 5
種の QCM 型検出素子だけを搭載した廉価版センサーの
試作に向けた有力な情報になると期待される．

上述したとおり，嗅覚官能評価によるイカダモ培養液
のにおい強度は 2.1（何かわかる程度の強さ）であった．
従って，当初はアロマコーダー分析での判別は困難であ
ると予想されていたが，実測結果ではイカダモ培養液と
対照区培養液を区別可能であった．その要因として，ひ
とつ目は上述した 5 種の QCM 型検出素子の検出感度が
高く，ヒトの嗅覚で感知しているにおい物質を検出でき
た可能性があげられる．ふたつ目は，イカダモは嗅覚閾
値の高い（ヒトの嗅覚では感知しにくい）物質も同時に
発生していることから，それら物質を QCM 型検出素子
が感知していることも推察される．現状においては判断
できないため，アロマコーダー分析とともに，嗅覚官能
評価および化学分析の結果を統合しつつ解釈する必要が
ある．

4． まとめ

微細藻類は多様な用途で産業的に利用されつつある．
本研究グループでは微細藻類を “新しい工業素材”・“新
しい農作物”として位置づけている．一方で，微細藻類
の培養を広く普及させていくためには，増殖状態や収穫
時期などを簡易かつ客観的に判断できる技術が求められ
る．そのような中，新しい農作物として期待されている
微細藻類イカダモ（Scenedesmus sp. 培養株）を対象と
して，本種が発するにおいを利用した培養技術“におい
センシング培養（Odor Sensing Cultivation：OSC）”の
開発に取り組んでいる．本研究ではイカダモ培養液を対
象とし，嗅覚官能評価，それに関与するにおい物質の同
定，e-nose ニオイセンサーによる培養状態の判別に取
り組み，将来的な OSC 技術の現場への応用を見据えた
基礎的データの蓄積を目的とした．

イカダモ培養液（3 週目）の嗅覚官能評価の結果，に
おい強度は 2.1（何かわかる程度の強さ）であり，にお
いの印象は“お茶，草刈り，甘い，甘酸っぱい，生臭
い”というものであった．特徴的なにおいの印象であっ
た“お茶，草刈り，甘い，甘酸っぱい，生臭い”を対象
として物質同定を試みたところ，1-ノナナール，α-イ
オノン，β-イオノンが同定され，また 2-ウンデセナー
ルおよび酢酸が仮同定された．さらに QCM 型 e-nose
ニオイセンサー（アロマコーダー）分析に供試したとこ
ろ，イカダモ培養液と対照区培養液を判別できることが
明らかとなった．

本研究ではニオイセンサーの基礎的検討として，イカ
ダモ培養液と対照区培養液を判別するに留まったが，将
来的には培養状況（増殖の程度だけでなく，細胞の生育

状況や健康状態など）を総合的かつ簡易的に把握する技
術が求められる．今後の取り組みとして，イカダモの培
養開始時から収穫時までを時系列的に追跡すること，培
養状態の変遷を嗅覚官能評価，化学分析，e-nose ニオ
イセンサー分析の両面から解析していくことが求められ
る．加えて微細藻類の大量培養現場では，バクテリアや
他種微細藻類の混入増殖（現場では「コンタミ」と呼ば
れる）が問題になっている．それらコンタミトラブルを
早期発見する技術の確立に向け，イカダモ培養液にバク
テリアや他の微細藻類を添加したコンタミ区における

“においの変化”も明らかにする必要がある．
これら基礎検討を通じて OSC 技術を確立することが

できれば，バイオマス生産工程の効率化による人的・設
備的コストの抑制が可能となり，国産の新しい工業素
材・農作物としての普及を推進する技術になりうると期
待される．
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Sensory evaluation, chemical identification, and QCM-type e-nose analysis of odor 
compounds from a microalga Scenedesmus sp. (Chlorophyta) for development of 

odor sensing culture method
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4 The United Graduate School of Agriculture, Kagoshima University, Korimoto 1-21-24, Kagoshima 890-0065, Japan

Abstract    Although several microalgae species have been used for industrial purposes, it is generally 
difficult to visually observe their growth conditions during cultivation. Our group has attempted to devel-
op a way to control algae cultivation, using a method we refer to as “Odor Sensing Cultivation” (OSC). 
This is a new and simple observation method that is based on the odors produced by algae. In this study, 
as a representative microalgal species, Scenedesmus sp. was employed. Odors produced from its culture 
were investigated by olfactory evaluation, chemical identification, and “e-nose” analysis. As a result of ol-
factory evaluation, “green tea”, “sweet”, and “fishy” were the characteristic odors identified from this spe-
cies. In the chemical analysis, the odors from this species were identified as 1-nonanal, α-ionone, β-ionone, 
and tentatively identified as 2-undecenal and acetic acid. Based on the QCM-type e-nose analysis, the 
odors from this alga and the control medium could be separated. These results suggest that the OSC is 
applicable as a practical technique for production of this species.

Key words : microalga, Scenedesmus sp., volatile organic compound (VOC), gas chromatography- 
olfactometry (GC-O), QCM-type e-nose
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