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研究成果の概要（和文）：作用機序の異なる11種の除草剤の珪藻キートセロスおよび鞭毛藻ヘテロシグマに対す
る急性毒性を検討した結果、珪藻はブロマシルなど光合成の光化学系Ⅱ阻害剤に対してより高い感受性を示し
た。また、近年赤潮が頻発している福山港の環境水中除草剤濃度を測定した結果、環境水中濃度は毒性値より50
倍以上低い濃度であった。さらに、福山港表層の微細藻類計測値から微細藻類の多様度変化検討し、多様度を説
明する環境パラメータを検討した結果、ブロマシル濃度は多様度変化と有意な相関が認められた。そのため、除
草剤は実環境中で鞭毛藻赤潮の発生を含む微細藻類の群集構造に影響を及ぼしている可能性が想定された。

研究成果の概要（英文）：The acute toxicities of eleven herbicides having different action mechanisms
 to a diatom Chaetoceros sp. and a flagellate Heterosigma akashiwo were assessed, Chaetoceros sp. 
was more sensitive to inhibitors of photosystem II in photosynthesis such as bromacil than H. 
akashiwo. In addition, ten kind of herbicides were identified in environmental water in Hukuyama 
Port where flagellate blooms were generated in recent years, concentration of the herbicides in 
environmental water over 50 times lower than the acute toxicity values. Moreover, diversity of 
marine microalgae in surface water in Fukuyama Port was calculated, and relationships between the 
diversity and environmental parameters were investigated, there was a significant correlation 
between bromacil concentration and the community structure of marine microalgae. Herbicides may 
therefore influence the community structure of marine microalgae including generation of flagellate 
blooms in the environment.

研究分野： 環境毒性学、環境化学

キーワード： 珪藻　鞭毛藻　プランクトン遷移　福山港

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本近海では鞭毛藻による有害赤潮が頻発しており、甚大な漁業被害がもたらされている。本研究では、鞭毛藻
が優占する機構について除草剤の影響の観点から検討し、毒性試験を実施するような藻類の増殖に適した条件下
では少なくとも単独の薬剤では影響が認められないものの、実環境中では除草剤が微細藻類群集の変化に影響を
及ぼす可能性を示した。また、作用機序の異なる除草剤の中で光合成の光化学系Ⅱ阻害剤がより低濃度で藻類に
影響を及ぼし、実環境中の微細藻類群集の変化とも相関が認められた。そのため、これらの除草剤の使用の制限
や、他の作用機序の除草剤への置き換えにより、赤潮による漁業被害の軽減が可能になると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日本近海では、シャットネラ等の鞭毛藻による有害赤潮が頻発しており、甚大な漁業被害がも

たらされている。これまでに、水温・塩分・栄養塩など、様々な観点から赤潮発生原因を巡る研
究が行われ、鞭毛藻による赤潮が発生する際、生態学的競合関係にある珪藻が特異的に減少する
ことが指摘されているが、鞭毛藻が優占する機構は未だ十分に解明されていない。 
鞭毛藻による赤潮は春から夏に発生することが多く、この時季は水稲用など除草剤の使用量

が増加する時季とオーバーラップする。使用された除草剤等の農薬の一部は河川等を通じて沿
岸域に流入し、これらの除草剤等の農薬の一部は藻類に対して極めて強い毒性を示す。また、近
年、環境中で検出された除草剤の曝露により、数種の珪藻及び鞭毛藻のうち珪藻の生長が選択的
に抑制され、珪藻から鞭毛藻への優占種の変化が促されることが明らかとなった。赤潮の原因と
なる鞭毛藻と生態学的競合関係にある珪藻に除草剤など有害化学物質による選択的減少起きた
場合、鞭毛藻による赤潮や貝毒が誘発される可能性が想定される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、赤潮・貝毒の原因となる鞭毛藻及び珪藻の感受性の差異から、作用機構の異なる

除草剤が藻類間競合関係に影響を及ぼす可能性を検討する。 
作用機構の異なる除草剤を選定し、マイクロプレートを用いた簡易毒性試験法を用いて、赤

潮・貝毒の原因となる鞭毛藻及びその競合生物である珪藻に対する各種除草剤の毒性を測定し
て感受性の差異を明らかにする。また、赤潮頻発海域における除草剤濃度を測定し、主に検出さ
れる除草剤の濃度レベルを明らかにするとともに、浮遊性藻類の種組成の変化に及ぼす影響に
ついても検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)環境水試料 
 平成 28 年 6 月から平成 30 年 3 月にかけて、
近年赤潮が頻発している芦田川河口域（St. 1）、
福山港（St. 2）および芦田川河口堰上流域（St. 
A）において（図 1）、赤潮が発生しやすい 6 月
から 8 月を中心に計 23 回環境水を採水すると
共に、St.2 においては底層水についても採水
し、海水中の珪藻及び鞭毛藻を検鏡によりカウ
ントした。 
 
 (2)試験生物 
福山港海水及び底質から鞭毛藻 Heterosigma 

akashiwo 及び珪藻 Chaetoceros sp.2 株を分離し
た。ネジ口試験管（φ 24 × 200 mm、容量 64 mL）
に 30 mL の SWM3 培地を収容し、培地中で試
験生物を継代培養した。培養にはグロースチャ
ンバー（MLR-350、三 
洋電機）を用い、照明には紫外線をカットした
蛍光灯（FL40S•N-EDL•NU、松下電器産業）を
3 本使用し、明期 14 h 暗期 10 h、光合成光量子
束密度 40-80 µmol/m2/sec、温度 23℃の条件で
実施した。 
 
(3)被験物質及び試験液 
ハロスルフロンメチル、オキサジアゾン、シハロホップブチル、ジクアトジブロミド一水和物

（ジクワット）、チオベンカルブ、2,4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-D）、アイオキシニル、ト
リフルラリン、アトラジン、シアナジン、アラクロール、シマジン、シメトリン、メフェナセッ
ト、及びブロモブチドは和光純薬工業から、ブロマシル、及びプレチラクロールはシグマ社から、
イルガロールはチバ・スペシャルティ・ケミカルズからそれぞれ購入した。 
アラクロール、シマジン、シメトリン、メフェナセット、ブロモブチド、ブロマシル、プレチ

ラクロール、イルガロールのヘキサン溶液を調製し、ガスクロマトグラフ質量分析計（GC/MS）
用の標準液を調製した。内部標準物質として、フェナントレン、フルオランテン、及びクリセン
の重水素体（林純薬工業）を用いた。 
影響試験における試験原液はジウロン、ブロマシル、プレチラクロール、チオベンカルブ、ア

イオキシニル、オキサジアゾン、シハロポップブチル、ハロスルフロンメチル、2,4-D、トリフ
ルラリン、ジクワットをジメチルスルホキシド（DMSO，シグマ社）に溶解して作製した。この試
験原液を DMSO で必要な濃度に希釈した後、SWM3 培地で 1万倍希釈し、試験液を調製した。 
 
(4) 微細藻類の除草剤に対する感受性差異の検討 

OECD 法を海産藻類の試験に合わせて一部改変し、以下の方法で藻類急性生長阻害試験を行

図１. 調査実施地点 



った。試験容器は 96穴プレート（AGC テクノグラス、IWAKI、1860-096）を用い、200μL の SWM3
培地を収容し、上記培養条件と同様の条件下で、100rpm で振とうしながら 96 時間の毒性試験を
行った。被検物質濃度は、0.32-1000μg/L（公比√10、8 濃度区）とし、試験原液を各濃度区に所定
の濃度となるよう添加した。各濃度区の DMSO の濃度は一定（100 mg/L）とし、助剤対照区、
および無添加対照区を設けた。なお、各実験区はそれぞれ 6well ずつ設けた。試験開始 0、24、
48、72および 96時間目にマルチラベルカウンタ（Amersham Pharmacia Biotech, Wallac1420 ARVOsx）
を用いて、クロロフィルの自家蛍光（励起波：430nm、蛍光波長：680nm）を測定し、予め測定
しておいたそれぞれの藻類の細胞数と相対蛍光値の関係から各試験区の細胞数を推定し、生長
曲線に基づいて生長速度を算出した。試験開始時の細胞濃度は約 103 cells/mL とした。急性毒性
値は 96 時間の試験で生長速度が半減した除草剤濃度 (96-h EC50) とした。この値は、対照区に
対する試験区の 1 日あたりの生長速度、および設定測除草剤濃度からプロビット法により算出
した。 
 
(5)除草剤の分析 
環境水１L をジクロロメタンで 2 回抽出後、1mL まで濃縮し、ヘキサンに転溶した。内部標準

物質としてフェナントレン、フルオランテン、及びクリセンの重水素体を添加後、ガスクロマト
グラフ質量分析計（GC/MS）を用いて除草剤濃度を測定した。 
 

(6)微細藻類の多様度指数の検討 
2015 年から 2018 年の福山港表層の微細藻類の計測結果を R の vegan パッケージを用いて多

様度指数である Bray-Curtis 指数を計算し、多次元尺度法（MDS）で関係性を検討した。また、
envfit 関数で Bray-Curtis 指数と環境パラメータとの関係性を検討した。環境パラメータは水温、
塩分、および除草剤濃度を用いた。除草剤濃度は福山港表層において検出された、ブロマシル、
ブロモブチド、プレチラクロール、シアナジン、イルガロール濃度を用い、未検出の場合は定量
下限値の半値を用いて計算した。有意水準は p<0.05 とした。 
 
４．研究成果 
(1) 微細藻類の除草剤に対する感受性差異 
作用機序の異なる 11 種の除草剤の珪藻、

および鞭毛藻に対する急性毒性を検討した
（表 1）。プレチラクロール、チオベンカル
ブ、シハロポップブチル、ハロスルフロンメ
チル 2,4-D、およびジクワットについては、
何れの微細藻類に対して、最高濃度区におい
ても生長速度を半減させる影響は認められ
なかった。ジウロン、ブロマシル、アイオキ
シニル（いずれも光合成光化学系Ⅱ阻害剤）、
およびトリフルラリン（微小管重合阻害剤）
については、H. akashiwo.に対する毒性値よ
りも Chaetoceros sp.に対する毒性値が小さく
なり、珪藻に対してより強い影響を及ぼすこ
とが想定された。オキサジアゾン（プロトポ
ルフィリノーゲン酸化酵素阻害剤）について
は、逆に H. akashiwo.に対する毒性値よりも
Chaetoceros sp.に対する毒性値が大きくな
り、鞭毛藻に対してより強い影響を及ぼすこ
とが示唆された。 
 これらの除草剤は珪藻および鞭毛藻のい
ずれか一方により強く作用するため、これら
の除草剤の曝露により藻類間競合関係に影
響を及ぼす可能性が想定された。また、ジウ
ロンやブロマシルなど光合成光化学系Ⅱ阻
害剤は比較的低い濃度で影響を及ぼす事か
ら、除草剤の中でも光合成光化学系Ⅱ阻害剤
の影響を詳細に検討する必要があると考え
られた。 
  
(2)環境水中の除草剤濃度の測定 

10 種の除草剤について環境水中濃度を測
定した結果、ブロマシル、ブロモブチド、プ
レチラクロール、シアナジンの順に検出頻度
が高かった。シマジン、アトラジン、シメト
リン、アラクロール、イルガロール、メフェ

表１.微細藻類に対する除草剤の急性毒性値 
 急性毒性値（96h-EC50、μg/L） 

 H. akashiwo Chaetoceros sp. 

ジウロン 4.8(4.3-5.4) 3.1(2.5-3.8) 

ブロマシル 19(14-28) 10.7(9.3-12.3) 

プレチラクロール ＞1000 ＞1000 

チオベンカルブ ＞1000 ＞1000 

アイオキシニル ＞1000 690(520-980) 

オキサジアゾン 3.5(3.1-4.0) 86(64-115) 

シハロポップブチル ＞1000 ＞1000 

ハロスルフロンメチル ＞1000 ＞1000 

2,4-D ＞1000 ＞1000 

トリフルラリン ＞1000 820(790-860) 

ジクワット ＞1000 ＞1000 

括弧内は 95％信頼区間を示す。 

表 2.除草剤の検出範囲（ng/L）及び頻度  
ブロモブ

チド 

シマジン アトラジ

ン 

シメトリ

ン 

検出範囲 <30-222 <29 <14 <32 

検出頻度 11/97 0/97 0/97 0/97 

 
アラクロ

ール 

ブロマシ

ル 

シアナジ

ン 

イルガロ

ール 

検出範囲 <7.4-25 <56-179 <39-95 <17-30 

検出頻度 1/97 21/94 4/97 2/97 

 プレチラクロール メフェナセット 

検出範囲 <15-86 <46-53 

検出頻度 9/97 1/97 

 



ナセットについては検出頻度が低く、また、最高検出濃度が 100 ng/L 未満であるため、藻類間
競合関係に影響を及ぼす可能性は低いと推測された（表 2）。 
今回得られた毒性値と環境

水中濃度を比較すると、環境
水中濃度は毒性値より 50 倍
以上低い濃度であった。その
ため、少なくとも単独で鞭毛
藻赤潮発生を誘導する可能
性は低いと想定され、低栄
養塩など他の要素との複合
影響の可能性を引き続き検
討する必要があると考えら
れた。 
検出頻度の高い除草剤につ

いて季節変化を検討した。物
質の種類によっては、他の時
期でも高濃度の時期があるも
のの、6 月から 8 月付近で比
較的濃度が高い傾向が認めら
れた（図 2）。また、この図に
鞭毛藻ヘテロシグマやシャッ
トネラが検出された時期を重ねると、比較的除草剤濃度が高い時期に鞭毛藻が検出され（図 2）、
鞭毛藻赤潮の発生に除草剤が影響を及ぼす可能性が想定された。 
 
(3)微細藻類の多様度指数の検討 
鞭毛藻赤潮が発生した福山港表層

の微細藻類計測結果を用いて、Bray-
Curtis 指数を計算し、多次元尺度法
で関係性を検討した（図 3）。その結
果、あまり明確ではないものの、多様
度変化の年周期性が確認された。ま
た、多様度指数と環境パラメータとの
関係を検討した結果、水温（P=0.500）、
塩分（ P=0.109 ）、ブロモブチド
（P=0.110）、および除草剤濃度、プレ
チラクロール（P=0.821）、シアナジン
（P=0.238）、イルガロール（P=0.094）
については微細藻類群集の多様度変
化と有意な相関は認められなかった。
しかし、検出頻度が低いものの光合成
光化学系Ⅱ阻害剤であるブロマシル
の環境水中濃度（P=0.032）について
は微細藻類群集の多様度変化と有意
な相関が認められ、実環境中における
微細藻類群集の多様度変化に影響を
及ぼしている可能性が示唆された。 
 
(4)まとめ 
除草剤の毒性値と環境水中濃度を比較すると、毒性値よりも環境水中濃度が 50 倍以上低く、

少なくとも単独で鞭毛藻赤潮を誘導する可能性は低いと想定された。しかし、福山港表層のデー
タを用い、微細藻類の多様度変化を説明するパラメータを検討した結果、ブロマシルの環境水中
濃度は微細藻類群集の多様度変化と有意な相関が認められた。 
これらの結果は、毒性試験を実施するような藻類の増殖に適した環境下では、少なくとも単独

の薬剤では影響が認められないものの、実環境中では除草剤だけでなく低栄養塩や温度等他の
ストレスも複合的に作用し、鞭毛藻赤潮発生を含む微細藻類群集の変化に影響を及ぼしている
可能性が想定された。 
そのため、ブロマシルなどの光合成光化学系Ⅱ阻害剤は比較的低濃度で藻類に影響を及ぼす

ことから、これらの除草剤と低栄養塩など他の要素との複合影響の可能性を引き続き検討する
必要があると考えられた。 
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図 2. (a) St.1, (b) St.2 における表層水中除草剤濃度の 

季節変化及び鞭毛藻赤潮検出時期 

 
図 3. 非計量多次元尺度法（NMDS）による群集の 

空間配置。Bray-Cuitis 指数利用。青：3,4 月、 
緑：5月、黄色：6月、橙：7月、赤：8,9 月、 
紫：11,1 月のデータをそれぞれ示す。 
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