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研究成果の概要（和文）：殻長19～25mmのヤマトシジミはORACの個体間のばらつきが小さく、軟体部よりも鰓の
方が抗酸化応答を捉えやすいことがわかった。ヤマトシジミを用いて摂餌実験、排泄実験、呼吸実験を行い、摂
餌、排泄、呼吸による排出の各炭素量をTOC計で測定し、成長力を炭素収支に基づいて簡便に評価する手法を確
立した。都市下水およびその分画成分をヤマトシジミに与え、酸化ストレスマーカーと成長力の応答を調べたと
ころ、都市下水中の溶存態成分がヤマトシジミに最もストレスを与えていることがわかった。また、酸化ストレ
スマーカーの統合指標と成長力の間には、概ね負の相関があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The variation in ORAC was relatively low in brackish water clam Corbicula 
japonica with shell lengths between 19～25mm. Gills were more appropriate organs for detecting 
antioxidant effects. A simple modified method for scope for growth (SFG) assay of C. japonica was 
developed using the carbon mass balance estimated from three experiments: a clearance experiment, an
 excretion experiment and a respiration experiment. Oxidative stress as biochemical-level response 
and SFG as individual-level response were examined in C. japonica exposed to 5× dilution municipal 
wastewater and its components. An integrated biomarker responses (IBR) index estimating from the 
responses of oxidative stress makers used revealed that the most significant stressor was dissolved 
matters in wastewater. Further, a negative correlation was found between IBR and SFG. We conclude 
that SFG can be a useful indicator to interpret the response of oxidative stress markers in C. 
japonica.

研究分野： 水環境工学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
汽水性二枚貝ヤマトシジミの酸化ストレスマーカーを評価するうえで、個体間のばらつきを抑えられる殻長の範
囲を明らかにした。ヤマトシジミの成長力を、従来のエネルギーベースではなく、炭素ベースで簡便に評価でき
る手法を確立した。酸化ストレスマーカーと成長力との間に負の相関があることが見出されたことから、個体レ
ベルの応答である成長力を用いることにより、生化学レベルの酸化ストレスマーカーの応答を解釈できる見通し
が立ったと言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
わが国では、工場・事業場排水の水環境への影響や毒性の有無を総体的に把握・評価するため

に、水生生物の生物応答を利用した排水管理（Whole Effluent Toxicity; WET）手法の導入が検討
されている 1)。これは、希釈した排水のなかに藻類、ミジンコ類、魚類を入れ、これらの生存、
成長、生殖に与える影響を実測し、工場・事業場からの排水全体が有毒かどうかを評価する手法
である。一方、欧州では以前から ECOMAN（Ecosystem Management Bioindicators）プロジェクト
等で、バイオマーカーを用いた毒性物質の早期検出や沿岸生態系への影響調査が行われている 2)。 

WET 試験は個体ベースの評価手法に位置づけられる。結果の解釈がしやすいが、試験に用い
る水生生物を事前に所定の条件で飼育しておく必要があり、試験自体にも時間を要する。一方、
バイオマーカーは生化学・生理学ベースの評価手法に位置づけられる。現場で水生生物の採取条
件を工夫すれば、時間・空間分解能の高い評価が可能となる。ただし、バイオマーカーの応答が
個体の生存や成長等の生物応答にどのように関係するかについては研究例が限られており、現
段階ではほとんど明らかにされていない。両者の関係が体系的に整理されれば、バイオマーカー
の汎用性が高まり水環境管理や環境影響評価等での活用が期待される。 
水生生物の環境ストレスを評価可能な TOSC 法（Total Oxyradical Scavenging Capacity）3)は、上

述の ECOMAN プロジェクト等で実績がある。水生生物は、ストレス環境下に曝されると生体内
で活性酸素種が発生するが、これに対抗するために、グルタチオン（GSH）、スーパーオキシド
ディムスターゼ（SOD）、カタラーゼ（CAT）等の抗酸化作用を持つ成分（酵素、物質）を合成
し作用させることで 4)、細胞を守ることが知られている（図 1）。TOSC 法はこのような抗酸化成
分の総含有量を総抗酸化力として評価する手法である。近年では、プレートリーダーによる簡便
な蛍光分析により定量可能な ORAC 法（Oxygen Radical Absorbance Capacity）5)も提案されてい
る（図 2）。 

2000 年以降、TOSC 法による生物影響評価の研究は精力的に行われている。特に、海生二枚貝
に対する適用例が多い。近年では、TOSC 法に加えて複数のバイオマーカーを併用する研究も増
えてきている。ただし、これらのほとんどが実環境での調査研究であり、環境条件に対する水生
生物の総抗酸化力の応答機構に踏み込んだ研究例はほとんどない。 
海岸環境であれば塩分濃度はほぼ一定であるため、水温等の季節変動に留意すれば、自然影響

は過度に気にする必要はない。一方、汽水湖環境は潮位変動に応じて海水が湖内に浸入するため、
塩分濃度も日内変動がある。研究代表者らの先行研究では、塩分濃度の変動は総抗酸化力に影響
することを見出しており、汽水湖ではこの自然影響を無視できないことを示した 6)。したがって、
汽水性二枚貝の総抗酸化力を評価する場合には、バックグラウンドである自然影響が総抗酸化
力の応答にどのように関係するかを踏まえたうえで、人為影響に対する応答を理解する必要が
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 活性酸素種の発生と抗酸化成分の合成 図 2 ORAC 法の測定原理の概要 
 
２．研究の目的 
汽水性二枚貝ヤマトシジミを対象として、室内実験において現地を模擬して自然影響、人為影

響を与え、ストレスバイオマーカー（ORAC 法）および改良 SFG 手法等を適用し、環境ストレ
スに対する総抗酸化力の応答と成長余力の関係を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヤマトシジミの飼育 
茨城県中部に位置する涸沼（汽水湖）から採取したヤマトシジミ（C. japonica）を有効容積 83.2 

L の室内水槽に入れ、塩分 5 psu に調整した人工海水で、水温 20 ℃で飼育した。水槽内は曝気
して、溶存酸素をほぼ飽和に保ち、1 日に 5 L ずつ水槽内の水を入れ替えた。餌源として、別途
培養している珪藻類（Synedra, Navicula）を毎日与えた。 
（２）都市下水を用いた応答実験 
室内で飼育したヤマトシジミ（殻長 20.5 ± 1.5 mm）を水温 20 ℃、塩分 10 psu、pH8.0 に調整

した実験水槽で 7 日間馴致した。本研究では酸化ストレスマーカー、成長力を評価するが、事前
にこの期間で十分に馴致できることを確認している。その後、表 1 に示すように、対照系を含め
た計 6 ケースの実験条件に 3 日間曝露した。酸化ストレスマーカーは、実験開始日、3 日目に測



定した（n=5）。成長力は 3 日目に分析した（n=30）。すべての実験では、ヤマトシジミ一個体、
一日あたりの給餌条件が 0.5 mgSS ind-1 d-1 となるように、前述の培養珪藻を 1 時間毎に与えた。 
 
表 1 実験条件 

 
 
（３）酸化ストレスマーカーの評価 
ヤマトシジミの鰓を破砕・均質化する処理を行った。これを LPO の分析に供した。さらに遠

心分離 （10,000×g, 10 min, 4 ℃） して得られた上澄液を SOD、CAT、ORAC の分析に供した。
得られた酸化ストレスマーカーの結果は、Suzuki et al.（2019）7)の手法にしたがって、IBR とし
て統合化した。 
（４）成長力（ ）の評価 
 成長力は、増子ら（2018）8)が提案している炭素収支に基づく 法により評価した。摂餌実
験、排泄実験、呼吸実験の 3 つの実験を行い、摂餌量・擬糞量、排泄量、呼吸量をそれぞれ POC
として定量し、 を算出した。 >0 であれば摂取した炭素を成長に使用できる状況にあり、

<0 であれば炭素を成長に使用できない状況にあると判断できる。 
 
４．研究成果 
（１）都市下水に対するヤマトシジミの酸化ストレスマーカーの応答 
都市下水中の懸濁態成分のみが含まれたRun2では、対照系よりSOD活性が低かった（p<0.05）

（図 3A）。Yang et al.（2017）9)は、二枚貝 Sinonovacula constricta は、100 mgSS L-1 を超える浮遊
物質（SS）に曝されると、鰓が損傷し、SOD 活性が抑制されたことを報告している。本実験で
は、餌源である珪藻類の SS4.7 mgSS L-1 に加えて、都市下水中の懸濁態成分の SS48.0 mgSS L-1

が添加されているため、Run2 の SS は 52.7 mgSS L-1 であった。ヤマトシジミは、既報 9)のよう
に、100 mgSS L-1を超えなくても、SOD 活性が阻害されていた。 
ただし、懸濁態成分が同様に含まれている Run1 では、Run2 のような SOD 活性の阻害は見ら

れなかった（p>0.05）。実験期間中、Run1、Run3、Run4 ではヤマトシジミが閉殻していることを
目視確認している。いずれも都市下水中の溶存態成分が含まれる Run である。二枚貝は、生息
環境が悪化すると、閉殻してろ過水量を抑えることが知られている 10, 11)。したがって、Run1 で
は、閉殻したことによりろ過水量が減少したため、代謝が減少し、活性酸素種の生成が相対的に
低くなったものと考えられる。そのため、Run2 にような SOD 活性の減少は見られなかったと考
えられる。 
NH4Cl 溶液を与えた Run5 では、対照系より CAT 活性が高かった（p<0.05）（図 3B）。既報 12)は、
NH3 に曝された淡水二枚貝 Lamellidens marginalis の体内では、CAT 活性が増加したことが報告
されている。本実験では pH を 8.0 に調整しているため、アンモニア性窒素に占める NH3の存在
割合は 10%程度になる 13)。ヤマトシジミも同様に NH3に曝されたことにより、CAT 活性が増加
したものと考えられる。一方、Run5 では SOD 活性には有意差が見られなかった（p>0.05）。Babior
（2004）14)は、NADPH オキシダーゼの反応により H2O2が生成することを報告している。したが
って、CAT の作用対象である H2O2は、SOD だけでなく、NADPH オキシターゼの作用からも生
成される。そのため、SOD 活性には変化がなく、CAT 活性だけが増加したものと考えられる。 
一方、アンモニア性窒素が同様に含まれる Run1 と Run3 では、CAT 活性に有意差は見られな

かった（p>0.05）。前述したように、これらの Run ではヤマトシジミが閉殻していたためである
と考えられる。 

Run5 では、対照系と比較して ORAC も高くなっていた（p<0.05）（図 3C）。前述した CAT 活
性と連動して、抗酸化物質が合成された結果であると考えらえる。 
一方、Run3、Run4 では、対照系よりも ORAC が低下した（p<0.05）。これらの Run ではヤマ

トシジミが閉殻していたため、摂餌活動が制限され、抗酸化物質の合成が抑制されたものと考え
られる。しかしながら、同様に閉殻が確認されている Run1 では ORAC に有意差は見られなかっ
た（p>0.05）。 Run1 では前述したように摂餌活動が制限されていたものの、都市下水中の懸濁
態成分が添加されていたため、Run3、Run4 よりは代謝量は多かったものと考えられる。そのた
め、抗酸化物質が合成されていたため、Run3、Run4 のように ORAC は減少せずに、変化が見ら
れなかったものと考えられる。 

Run4 ではアンモニア性窒素がほとんど含まれていないにも係らず、ORAC の低下が見られた
のは、都市下水中のアンモニア性窒素以外の溶存態成分が影響したものと考えられる。 
上述したように、酸化ストレスマーカーである SOD、CAT、ORAC には応答が見られたが、

餌源 POC DOC NH4
+

(mgSS ind-1 d-1) (mgC L-1) (mgC L-1) (mgN L-1)
対照系

(Control)

1 4.8 5.3 5.6

2 都市下水+人工海水 4.8 - -

3 （5倍希釈） - 5.3 5.6

4 - 5.3 0.3

5 NH4Cl+人工海水 - - 6.0

-

Run 試験液

0.5

人工海水 - -



LPO には変化が見られなかった（p>0.05）（図 3D）。
つまり、5 倍希釈された都市下水やその成分は、ヤ
マトシジミに生化学的な影響を及ぼすが、酸化ダ
メージには至らないことがわかった。 
各 Run の酸化ストレスマーカーの応答の結果を

統合した IBR 値を図 4 に示す。IBR はストレスが
大きいほど、高い値となる 15)。いずれの Run も IBR
は 対 照 系 よ り も 高 く な っ た 。 IBR 値 は 、
Run3>Run4>Run5>Run2>Run1 の順序であった。都
市下水中の懸濁態成分が含まれずに溶存態成分が
含まれる Run では IBA 値が相対的に高くなり、懸
濁態成分が含まれる Run では相対的に低くなる結
果となった。 
（２）都市下水に対するヤマトシジミの成長力の応答 
ヤマトシジミの成長力の結果を図 5 に示す。対照

系での は 17.7 mgC ind-1 h-1であった。本研究で
は給餌量を 0.5 mgSS ind-1 d-1としたが、既報 16)では
5 mgSS ind-1 d-1としている。このときの は 102.0 
mgC ind-1 h-1であった。本研究における が低か
ったのは給餌量が低かったためと考えられる。 

Run4 では、対照系より が低く、-51.1 mgC ind-

1 h-1であった。ヤマトシジミは都市下水中の溶存態
成分（アンモニア性窒素以外）に曝されると成長力
が低下することがわかった。Run4 の試験水にアン
モニア性窒素などが付加されている Run3 では、

は-221.0 mgC ind-1 h-1となり、さらに低くなっ
た。NH4Cl 溶液を与えた Run5 でも、対照系よりも

が低く、-95.8 mgC ind-1 h-1 であった。Mummert 
et al.（2003）17)は、淡水性二枚貝 Lampsilis fasciola
は NH3 濃度の増加とともに死亡率が高くなること
を報告している。本研究においても、NH3の影響を
受けてヤマトシジミの は抑制されたものと考
えられる。一方、対照系と Run4、対照系と Run5 の
それぞれの の差よりも、対照系とRun3 の
の差の方が大きかった。Run3 では、都市下水中の
溶存態成分（アンモニア性窒素以外）と NH3 の交
互作用が生じた可能性がある。 

Run2 では、都市下水中の懸濁態成分が含まれてい
たため、対照系より摂餌量が著しく高かった。その
ため、 も高かった。千葉ら（1957）18)は、有効
な餌濃度の上限までは餌濃度の増加とともに海生
二枚貝の摂餌量が増加することを報告している。し
たがって、都市下水中の懸濁態成分はヤマトシジミ
の餌源として機能したと判断される。Nobles and 
Zhang（2015）19)は、淡水性二枚貝 Amblema plicata、
C. fluminea を都市下水に曝露すると、成長と生存率
が低下することを報告している。本研究でも、Run1
の は対照系よりも低かった。つまり、5 倍希釈
の都市下水に曝されたヤマトシジミでも成長力の
低下が認められた。Run1 の摂餌量および は
Run2 よりも低かったことから、都市下水中の溶存態
成分が成長力に影響したものと考えられる。 
（３）酸化ストレスマーカーと成長力の関係 

IBR と の関係を図 6 に示す。都市下水中の溶存態成分が含まれる Run3、Run4、Run5 の
IBR 値は相対的に高く、 は相対的に低かった。一方、懸濁態成分が含まれる Run1、Run2 は
IBR 値が相対的に低く、 は相対的に高かった。つまり、IBR と には概ね負の相関が見
られた。Pokhrel et al.（2019）20)は、ヤマトシジミの ORAC が上昇すると ATP（アデノシン三リ
ン酸）が上昇することを報告している。つまり、ストレス環境に曝されて抗酸化物質を合成する
ために、エネルギーを貯蔵したと解釈される。本研究における相対的に高い IBR 値はよりスト
レスを受けていたことを意味することから、抗酸化機能を発現するためにエネルギー（炭素）を
利用していたと予想される。このように考えると、IBR が高いほど が低下したことが説明
できる。 
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図 3 都市下水に対する酸化ストレス 
マーカーの応答 
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図 4 都市下水に対する酸化ストレス 
マーカーの IBR 値 



 
図 5 都市下水に対する成長力の応答      図 6 IBR と成長力の関係 

 
Run1 と Run2、Run4 と Run5 では、IBR の指示値がほぼ同じであったにも係らず、 には

違いが見られた。これは、IBR よりも の方が環境ストレスの検出能が高いことを示してい
る。しかしながら、 の評価には時間と労力を要することから、実務利用において、 を
モニタリングするのは現実的ではない。一方、酸化ストレスマーカーは複数の指標があることか
ら、個々の指示値、それらを統合した IBR 値を併用して、今後さらに実験データを増やして成
長力との関係を調べていくことで、酸化ストレスマーカーの指示値の解釈にアプローチできる
と考えられる。 
 
（４）まとめ 

5 倍希釈した都市下水は、ヤマトシジミの LPO の上昇（酸化ダメージ）には至らなかったが、
SOD、CAT、ORAC および に影響を及ぼした。都市下水中の懸濁態成分は SOD を低下させ
た。本実験条件である pH8.0 を踏まえると NH3が CAT、ORAC を上昇させたものと考えられた。
ただし、都市下水中の他の溶存態成分が共存すると ORAC は低下した。4 種類の酸化ストレスマ
ーカーの応答の結果を IBR により統合化したところ、都市下水の溶存態成分がヤマトシジミに
最もストレスを与えていたと判断された。成長力についても、都市下水中の溶存態成分を与えた
場合が最も が低く、逆に懸濁態成分は餌源として機能することが示された。また、IBR と

の間には概ね負の相関が見られた。以上のことから、ヤマトシジミの酸化ストレスマーカ
ーによる生化学レベルの応答を解釈するうえで、個体レベルの応答の指標となる成長力は有効
となることが明らかとなった。 
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