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研究成果の概要（和文）：本研究では、海産ミミズを無菌化した後、化学物質分解菌を定着させるノトバイオー
ト海産ミミズの作成に取り組んだ。無菌化には卵又は親個体からの2つのアプローチで実施した。卵は無菌培地
上でふ化させ一定期間無菌的に飼育することに成功した。親個体については各種抗生物質を用い、試験開始から
3日後には定量PCRの検出限界とほぼ同程度まで、菌体の数値が減少した。次に、無菌化した海産ミミズ、分解菌
を定着させたノトバイオート海産ミミズを作成し、化学物質分解能や汚染耐性試験を実施した。その結果、汚染
物質耐性等の生理機能に大きな違いが生じることが明らかとなり、内在菌の存在が、重要な役割を担っているこ
とが立証された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop sterile marine earthworms (Thalassodrilides cf. briani: 
Annelida: Clitellata: Naididae) and prepare gnotobiotic marine earthworms with pollutant-degrading 
bacteria. Two approaches were used to sterilize the eggs and parent earthworms. The eggs were 
successfully hatched on sterile medium and maintained aseptically for a certain period. Various 
antibiotics were used to sterilize parent earthworms, after 3 days of the tests, the number of 
bacterial cells decreased to detection limit levels, as determined using a quantitative PCR method. 
Sterile and gnotobiotic marine earthworms were prepared and subjected to pollutant decomposition and
 contamination resistance tests. The results demonstrated that the physiological functions such as 
resistance to pollutants differ greatly between the two populations of earthworms, proving that the 
endogenous bacteria play an important role in the process.

研究分野： 環境毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から、海産ミミズの有する極めて高い汚染耐性・化学物質分解能に内在菌がどの様に関与しているの
か、その一端が明らかになった。また、近年、Nature誌などに取り上げられている常在細菌叢に関する研究にも
貢献するなど学術的に意義深い研究である。さらに、将来的には、汚染物質分解に特化したノトバイオート海産
ミミズを用いた極めて効果的・革新的なバイオレメディエーション技術が社会に還元されることが十分にに期待
されるなど、漁場保全学・ベントス学・微生物学の学術分野にも多大なインパクトがあるのみならず、底質のバ
イオレメディエーションに直結する、実学的要素を備えており、社会的な意義も大きいと考えられる。

※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 
水産資源を効率的・安定的に供給するためには、養殖業や稚仔魚の成育場として重要な機能を

担う沿岸環境の保全が不可欠である。しかしながら沿岸域では、漁網防汚剤・船底防汚剤・石油
類などによる直接的な汚染の他、陸域での人間活動（産業・生活等）の結果生じた廃水の河川流
入による間接的汚染が未だに問題となっている。こうした汚染物質の多くは、有機物粒子などに
吸着した形で底質に堆積するため、底質は水域や生物への「二次汚染源」として危惧されている
(Eggleton & Thomas. 2004)。海洋生態系保全のためにも、底質に蓄積した有害物質の削減を図
ることは喫緊の課題であるといえる。これまでに申請者らは、汚染底質に生息するヒメナイワン
イトミミズ Thalassodrilides cf. briani (図 1)が極めて高い有害化学物質分解能（Ito K et 
al. 2016） 及び汚染底質
耐性を有することを発見
した(Ito M et al. 2016a 
b)。さらに、海産ミミズは
化学物質分解菌が体内に
内在させていることなど
が明らかになってきた
（未発表）。故に、海産ミ
ミズが有する特殊能力に
内在菌が極めて重要な役
割を担っていることが予
想される。しかしながら、
汚染物質耐性及び化学物
質分解能に内在菌が、ど
の様に関与しているのか
全く明らかになっていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、無菌化した海産ミミズを作成し、無菌化していない個体とで、化学物質分解能や

汚染耐性等、生理機能にどの様な違いが生じるのかを明らかにする。さらに、化学物質分解菌を、
無菌ミミズに定着させたノトバイオート海産ミミズを作成し、各種汚染化学物質に即した分解
菌を定着させ、汚染物質分解に特化したノトバイオート海産ミミズを用いた極めて効果的・革新
的な底質浄化法の開発を最終的な目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)生物 
愛媛県南宇和郡愛南町福浦湾、魚類海面養殖場の水深 40m の地点にて、海産貧毛類のヒメナイ

ワンイトミミズ Thalassodrilides cf. briani（Torii et al. 2016）(以下海産ミミズと略記)
を採取した。採取した海産ミミズを、瀬戸内海区水産研究所内に設置した海水かけ流し水槽にて、
20 ℃で一定期間馴致後、各種実験に供した。 
 
(2)海産ミミズからの微生物 DNA 抽出の検討 
海産ミミズからの内在性微生物DNAの抽出には、ISOGEN（ニッポンジーン）、ZR Tissue & Insect 

DNA MiniPrep™(Zymo Research)、E. Z. N. A. Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek)の 3種類の抽
出キットを用い、プロトコールに従い微生物 DNA を抽出した。DNA 量の測定は、CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System(Bio-Rad)を用い、16S rRNA 遺伝子を定量 PCR 法にて測定した。 
 
(3)海産ミミズの無菌化(図２) 
無菌化海産ミミズの作成には、

卵及び親個体からの 2 つのアプロ
ーチで実施した。卵からの無菌化
は、Mikami (2016)を参考にし、卵
をよく殺菌した後、滅菌した液体
培地でふ化させ、無菌状態で飼育
し作成する方法を用いた。親個体
の無菌化は、Matthies (1999)を参
考 に し 、 各 種 抗 生 物 質
（ Ampicillin, Carbenicillin, 
Kanamycin）で滅菌化した培地で飼
育し、内在菌を除去する方法を用
いた。 

図 1ヒメナイワンイトミミズ Thalassodrilides cf. briani  
AVS：>10mg/g、溶存酸素：≒0mg/L、の重汚染底質にも生育可能 

図２ 海産ミミズの無菌化試験の概要 



(4)ノトバイオート海産ミミズ作成 
作成した無菌海産ミミズに 3 種類の異なる化学物質分解菌（N 株、M 株、T 株：分解菌の詳細

は差し控える）の定着を試みた。具体的には、無菌した海産ミミズに、予め培養した化学物質分
解菌を人工海水で希釈し、無菌した海産ミミズの飼育水槽に一定量加えた。 
 
(5)毒性試験 
➀耐性試験 多環芳香族炭化水素類（PAHs） 
作成した無菌海産ミミズ、ノトバイオート海産ミミズ、及び天然海産ミミズを用い、有害化学

物質の耐性試験を実施した。被験物質は、代表的な沿岸域における底質汚染物質である PAHs を
用いた。期間は 5日間、20℃のインキュベータ内で実施した。 
  
②減衰試験 フェナントレン（Phe） 
 作成した無菌海産ミミズ、ノトバイオート海産ミミズ、及び天然海産ミミズを用い、有害化学
物質の耐性試験を実施した。被験物質は、PAH の一種であるフェナントレン（Phe）を用いた。曝
露濃度は 300μg/L、期間は 4日間、20℃のインキュベータ内で実施した。 
 
(6)次世代シーケンサーを用いたトランスクリプトーム解析 
作成した無菌海産ミミズ、ノトバイオート海産ミミズ、及び天然海産ミミズを一定期間化学物

質に曝露し試験終了後、海産ミミズから ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて total RNA を抽出
し、次世代シーケンサーを用いてトランスクリプトーム解析を実施し、各種処理により差次的に
発現する遺伝子の網羅解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)海産ミミズからの微生物 DNA 抽出の検討結果 
 ISOGEN（ニッポンジーン）、ZR Tissue & Insect DNA MiniPrep™(Zymo Research)、E. Z. N. 
A. Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek)の 3種類の抽出キットを用い、プロトコールに従い海産ミ
ミズから内在性微生物 DNA を抽出し、定量 PCR 法にて微生物量を測定した。その結果、海産ミミ
ズ内在菌に関しては、E. Z. N. A. Tissue DNA Kit が最も効率よく、DNA を抽出できることが
明らかとなった。よって、以下の実験の微生物量の定量には、E. Z. N. A. Tissue DNA Kit に
て抽出された DNA を用いた。 
 
(2)海産ミミズの無菌化 
無菌化海産ミミズの作成に

卵及び親個体からの 2 つのア
プローチで実施した。研究所
実験水槽で一定期間飼育し、
成熟個体から卵を採取した。
採取した卵は無菌培地上でふ
化させ一定期間無菌的に飼育
することに成功した(図３)。
親個体の無菌化については、
各種抗生物質を滅菌処理し
た活性炭ろ過海水に添加し、
乾熱滅菌した珪砂を入れたガ
ラス容器内において海産ミミ
ズの無菌化試験を実施した。
経時的に海産ミミズのサンプ
リングを行い、微生物 DNA を
上記手法を用いて抽出後、定
量 PCR 法にて細菌の 16s rRNA
遺伝子を定量した。試験の結
果、試験開始から 24 時間後に
は、16s rRNA 量は、10％まで
減少し、3日後には定量PCRの
検出限界とほぼ同程度の値ま
で、数値が減少した。この結
果から、抗生物質を用いるこ
とで、海産ミミズの内在菌数
を極めて低レベルまで減少さ
せることが可能であること
が明らかとなった(図４)。 
 
 

図３ 無菌的にふ化させた海産ミミズ 

図４ 各種抗生物質処理をした海産ミミズにおける 

内在菌微生物量の経時的変化 



(３)ノトバイオート海産ミミズ作成 
作成した無菌海産ミミズに化学物質分解菌の定着を試みた。その結果、海産ミミズに定着する

分解菌の量は、経時的に増加することが明らかとなった。 
 

(4)毒性試験結果 
無菌海産ミミズ、化学物質分解菌を定着させたノトバイオート海産ミミズ、及び天然海産ミミ

ズを用い化学物質耐性試験（多環芳香族炭化水素）を行った。その結果、無菌海産ミミズは、天
然海産ミミズに比べ、化学物質耐性が低いこと、さらに、定着させた分解菌の違いにより、化学
物質耐性及び分解能力に差があることが明らかとなった。この結果から、海産ミミズの化学物質
耐性には、内在菌が極めて重要な役割を担っていることが明らかとなった。 
 

(5)トランスクリプトーム解析結果 
無菌海産ミミズ、ノトバイオート海産ミミズ、及び天然海産ミミズに化学物質を曝露し、差次

的に発現する遺伝子を次世代シーケンサーを用いて網羅解析を行った。その結果、各群に差次的
に発現する遺伝子が多く存在していることが明らかとなった。得られた結果を精査することで、
生物を用いた環境浄化技術向上に繋がると考えられる。 
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