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研究成果の概要（和文）：KU-MACCが保有する海藻類を用いて、有機物フリーの培地で化学物質の増殖阻害試験
を開発した。海藻類25株に対する防汚剤（銅、ジウロン、シブトリン）の種の感受性分布の実験値を文献値と比
較したところ、海藻類は淡水産の植物プランクトンや水生植物に比して、概して高い感受性を示した。シオミド
ロの銅処理によって発現抑制される遺伝子とジウロン処理によって発現誘導される遺伝子は同一であった。これ
ら6遺伝子のプライマーを合成してワカメゲノムを用いてPCRを行った結果、ワカメにはシオミドロ遺伝子のオー
ソログ遺伝子が存在していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Macroalgal growth inhibition test in an organic-free medium using seaweeds 
from KU-MACC was developed. Comparing the experimental values of the species sensitivity 
distribution of antifouling agents (copper, diuron, cybutryne) to 25 seaweed strains with the 
literature values, seaweeds are generally more sensitive than freshwater phytoplankton and aquatic 
plants. The gene whose expression was suppressed by copper treatment of Ectocarpus and the gene 
whose expression was induced by diuron treatment were the same. A PCR using synthesized primers of 
these 6 genes and Undaria genome suggested that the ortholog genes of Ectocarpus exist in Undaria.

研究分野： 環境毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
沿岸域の岩場等に固着して生育する海藻類は、生息海域の汚染を表すバイオモニター生物であり、室内試験によ
って防汚剤に対する感受性が高いことが明らかとなった。我が国沿岸域に生育するワカメに、防汚剤に反応する
バイオマーカー候補遺伝子を見出したことから、沿岸汚染の診断法の開発に近づくことができた。今後、銅およ
びジウロンを添加した人工海水中でワカメを培養し、選抜したバイオマーカー候補遺伝子の発現変動を定量
RT-PCRにより確認すると共に、野外で採取したワカメを用いて遺伝子発現変動を確認し、これが採取海域に含ま
れる銅並びにジウロン濃度と相関するか確かめ、バイオマーカーとしての性能を評価することが重要である。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
沿岸域は、海を使用する産業からだけでなく、陸からの産業排水・生活排水など多種多様な化

学物質の負荷を受ける。産業排水には排水基準値が定められ、環境基準値を超過しないよう排出
量が規制されている。先進諸国では、個別化学物質の排水基準に加えて、生物を用いた排水管理
対策が採用され、主として淡水産水生生物種に及ぼす産業排水の影響を元に排出量を規制して
いる。産業排水は最終的に海域へと流下するので、排水の海産生物への影響評価のための適切な
試験法の開発が望まれているが、沿岸の一次生産を保全することを目的とした海産生物種を用
いた水環境管理手法は未だ開発途上にある。海藻類は沿岸域の一次生産を担い、水生生物の餌、
食用資源、魚介類の産卵・生育の場として重要な生態学的地位を有する生物種であると同時に、
船体や漁網に付着して産業活動を阻害する生物種でもある。海藻類を化学物質に対するバイオ
モニターとして活用した報告は少なく、詳細に検討する価値がある。神戸大学内海域環境教育研
究センターは日本で唯一の海藻類系統株コレクション(KU-MACC)を有しており、大型海藻類を
約 300 種、合計約 1000 系統を収集、保存している。これら海藻類の防汚剤に対する感受性や遺
伝情報を指標とした新しい診断法を開発し、沿岸域における化学物質の環境管理に活用するこ
とが可能になると考える。 
 
２．研究の目的 
海域で意図的に使用される有害化学物質の代表である防汚剤に着目し、①海藻類に対する防汚

剤の有害性データを算出すること、②化学物質応答遺伝子から探索した海藻類のバイオマーカ
ーを用いて沿岸海域の汚染の診断法を開発することにより、沿岸域の環境管理に資することを
目的とする。課題①では、KU-MACC からの系統株を供試し、室内実験によって防汚剤ごとに
得られる実験値を用いて海藻種の感受性分布解析によって有害性を算出する。②では、全ゲノ
ム配列が解読されたモデル海藻シオミドロを供試し、防汚剤に応答する海藻類バイオマーカー
を探索し、自生する海藻類をバイオモニターとして使用して沿岸海域の汚染を定量的に評価す
る。このように海藻類の機能を活用して、沿岸域における化学物質の環境管理に資することを目
指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 海藻類増殖阻害試験の開発 
温度を 15℃、LED 蛍光灯を用いて照度を 200 lux、明暗周期を 10/14 に固定し、24 穴マイク

ロプレートを培養器および測定器として用いた。培地の種類、海藻の均質化の方法、初期バイオ
マス量が増殖に及ぼす影響について検討した。培地には有機物フリー培地（SW-ASW）と KU-
MACC が用いている保存培地（PESI）を用いた。海藻はホモジナイズあるいはカッターで細切
してろ過によって均質化した藻体を用いて培養を開始し、蛍光マイクロプレートリーダーを用
いてバイオマス量を経時的に計測した。供試化学物質には難分解性の防汚剤（銅、ジウロン、シ
ブトリン）を用いた。２週間後の海藻類の増殖量を指標として、供試物質の 50％影響濃度(EC50)、
無影響濃度(NOEC)を算出した。 
(2) 銅・有機防汚剤に対する海藻類バイオマーカーの網羅的探索 
モデル海藻シオミドロを用い、生育に影響が出る最低の濃度の銅、ジウロンを添加した海水で

数日間培養した。これら海藻から総 RNA を抽出し、RNA-seq 受託解析に供した。コントロールと
して防汚剤を含まない海水で培養した海藻を用いた。防汚剤の処理により発現が 2倍以上、もし
くは 2分の 1以下に変化した遺伝子を選抜し、変化が大きい遺伝子について定量 RT-PCR により
発現変化を確認した。また、遺伝子産物の機能が化学物質応答に関与しているかどうかを文献調
査により確認した。銅・有機防汚剤の処理により発現する遺伝子についてクラスター化し、特定
の汚染物質により発現する遺伝子、複数の汚染物質により発現する遺伝子等、誘導発現遺伝子の
種類により汚染物質を推定できる方法の開発を目指した。 
 
４．研究成果 
(1) 海藻類増殖阻害試験の開発 
前培養した海藻類をカッターで細切し、ろ過によって供試藻体を均質化し、初期バイオマス量

をクロロフィル a 量として 10 g/l とし、SW-ASW 培地を用いて培養を開始し、2 週間後の増殖
量から有害性を算出する標準的な海藻類増殖阻害試験を開発した。 
(2) 防汚剤の有害性に及ぼす培地の影響 
2 種類の培地で増殖させた海藻６株を用いて、3 種類の防汚剤がそれぞれの海藻の増殖阻害に

及ぼす影響を評価した。銅の EC 50 は、SW-ASW 培地では 8~96 g/l、PESI 培地では全ての
株で 100 g/l 以上であり、明らかに SW-ASW 培地では強い有害性が認められた。これに対して
両培地からの EC50 の比（PESI/SW-ASW）はジウロンでは 0.6 から 3 倍程度、シブトリンでは
0.6 から 4 倍程度であった。以上のことから、銅の有害性は培地の有機物質によって顕著に抑制
されたことから、以後の研究では有機物フリーの SW-ASW 培地を用いることとした。 
(3) 防汚剤に対する海藻類の感受性 
SW-ASW 培地で海藻類 50 株を培養したところ、25 株（緑藻 5 株、褐藻 14 株、紅藻 6 株）が

良好な増殖を示した。そこで、これら海藻類 25 種に対する 3 種類の防汚剤（銅、ジウロン、シ
ブトリン）の増殖阻害試験を行い、有害性データ（2w-EC50）を赤色マークで図１、２、３に示



した。それぞれの図には、文献で公表されている水生生物（植物、甲殻類、貝類、魚類など）へ
の生態毒性データ（EC50/LC50）を青色で加え、このうち植物のデータを抜き出して黄色で示
した。銅は、文献にある植物データに比して海藻類への有害性が高いことが明らかである。ジウ
ロンは、極めて低い１つの文献値（0.0002g/l）を除いて評価すると、銅と同様に文献の植物デ
ータに比して海藻類への有害性が高いと言える。シブトリンも他の防汚剤と同様、海藻類への有
害性が高いことが示された。 
供試した 25 株のうち、防汚剤の EC50 が低い（感受性が高い）5 株（図中の赤色マークの低い

方から５つ）は、銅では KU-0220, 3056, 1405, 1155, 3155, ジウロンでは KU-3056, 1636, 1336, 
1372, 3155, シブトリンでは KU-1401, 1333, 3051, 1377, 0856 であり、３化合物共に共通の株
はなかった。防汚剤の EC50 が低い 10 株には、紅藻 KU-3155 と褐藻 KU-0856 が含まれてい
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 銅の種の感受性分布 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ ジウロンの種の感受性分布 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ シブトリンの種の感受性分布 

 
(4) 海藻類バイオマーカーの探索 
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ゲノム情報が開示されているシオミドロを用いて、これを培養する人工海水に、生育に影響の
出ない最大濃度の銅、もしくはジウロンを添加し、抽出した総 RNA を用いて RNA-seq を行っ
た。その結果、銅処理では総リード数のうち 96%以上がゲノム上にマッピングされ（表１）、495
遺伝子、358 遺伝子がそれぞれ発現誘導・抑制された（図４）。また、ジウロン処理では 97%以
上のリードがマッピングされ（表１）、413 遺伝子、333 遺伝子がそれぞれ発現誘導・抑制され
た（図４）。そのうち変化が大きかった上位 10 遺伝子をそれぞれ選抜した。計 40 遺伝子のうち、
26 種程度の遺伝子について、定量 RT-PCR によりその発現変化を定量した結果、銅処理により
4 遺伝子の発現上昇、1 遺伝子の発現抑制を確認した。同様に、ジウロン処理により 1 遺伝子の
上昇、3 遺伝子の抑制を確認した。興味深いことに、銅処理によって発現抑制される遺伝子とジ
ウロン処理によって発現誘導される遺伝子は同一であった。これら 8 遺伝子を銅汚染、ジウロ
ン汚染のバイオマーカーとするためには、日本近海で容易に採取できる海藻種の遺伝子を利用
すべきである。そこで、ゲノム情報が入手でき、採取容易なワカメ（Undaria pinnatifida）を選
択した。シオミドロの 8 遺伝子のうち、6 遺伝子がワカメゲノム中に存在し、これら遺伝子のプ
ライマーを合成した。これらプライマーとワカメゲノムを用いて PCR を行ったところ、遺伝子
断片の増幅を確認できたことから、供試したワカメにシオミドロ遺伝子のオーソログ遺伝子が
存在していることが明らかとなった。 

 
 
 

表１ RNA-seq におけるマッピングされたリード数 

 

 

 

図４ RNA-seq により 2 倍以上、2 分の１以下に増減した遺

伝子数 
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