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研究成果の概要（和文）：有機スズ、金属イオンおよび内分泌撹乱物質を曝露したホヤの遺伝子

発現プロファイル解析を行い、ホヤの生体機能に与える影響を予測した。ホヤ受精卵と幼生を

用いた大量スクリーニング系を開発し、有害物質による胚発生、変態の阻害効果を調べ、予想

された影響予測について実験的な検証を得た。さらに、９個の遺伝子が野生ホヤの有機スズ汚

染をモニタリングする上で指標となる可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We obtained gene expression profile data from ascidians after 
exposure to organotin compounds, metal ions, or endocrine disruptors for 72h. We then 
categorized the up- or down-regulated genes for each pollutant using our classification 
method, and estimated the biological effects of each pollutant. We developed 
high-throughput methods for screening embryogenesis and metamorphosis using ascidian 
eggs and larva, and analyzed the inhibitory effects of each pollutant. Furthermore, we 
found nine marker genes for monitoring environmental contamination due to organotins. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2009 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2010 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・放射線,化学物質影響科学 
キーワード：海産動物、無脊椎動物、ホヤ、DNA マイクロアレイ、遺伝子発現、有機スズ、重

金属、内分泌撹乱物質 
 
１．研究開始当初の背景 
 人類が製造している膨大な化学物質は最
終的には海に排出される。それら化学物質の
多くは生態系では分解されにくく、海水や海
底の泥砂に存在し、結果として海産動物の体
内に蓄積されて様々な影響を及ぼしている。 
 ホヤは幼生期に脊索を有することから原
索動物に分類され、進化的には無脊椎動物か
ら脊椎動物への移行期の動物として位置づ

けられている。ホヤは世界中の海域に固着し
て生息し、かつ脊椎動物と無脊椎動物の両方
に共通の生物学的特性を有するので、化学物
質の海産動物に与える影響を調べる上でよ
い指標動物になりえる。また、ホヤは、ゲノ
ムの解読、60万クローンに及ぶ EST 解析の実
施、変異体作製技術の開発などによって現在、
海産動物の中で最も分子生物学的研究基盤
が充実した実験動物となっている。これらの

機関番号：１０１０１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：２０５１００６０ 

研究課題名（和文） 化学物質・金属イオンの海産動物に与える影響および作用機構の解析 

研究課題名（英文） Studies on the biological effects and mode of action of pollutants 

in marine animals 

 

研究代表者 

 安住 薫（AZUMI KAORU） 

北海道大学・環境健康科学研究教育センター・特任講師 

 研究者番号：９０２２１７２０ 



背景を踏まえて研究代表者らは、ホヤの全遺
伝子の約７割の遺伝子を検出できるオリゴ
DNA マイクロアレイを世界に先駆けて作製し
てホヤのアレイ解析技術を確立した。続いて、
ホヤの一生（受精卵から老成体まで）におけ
る各遺伝子の発現パターンをアレイを用い
て網羅的に解析し、ホヤの約１万個の遺伝子
を発現パターンの類似性に基づいて 49 種類
のサブグループを含む５つのカテゴリーに
分類することに成功した（「安住式ホヤ遺伝
子分類法」と命名）。この解析によって、ラ
イフサイクルにおける発現時期を指標にし
てホヤの遺伝子を特徴づけることができた。
さらに、化学物質がホヤに与える影響を明ら
かにする目的で、有機スズを暴露させたホヤ
成体で生じる遺伝子発現の予備的な解析を
行なった。その結果、ホヤ成体に有機スズを
暴露すると 24 時間後には 200 個以上の遺伝
子の発現が亢進あるいは低下することが明
らかになった。有機スズ暴露で発現が変動す
る遺伝子群を「安住式ホヤ遺伝子分類法」で
分類したところ、多くの遺伝子が、発生およ
び変態の時期に発現が亢進する遺伝子サブ
グループに属することが明らかになった。こ
のことは、有機スズ存在下ではホヤの発生お
よび変態が正常に進行できないことが予測
された。これらの結果から、申請者は、他の
化学物質においても、ホヤに暴露してアレイ
解析を行うことにより、化学物質が標的とす
るホヤ遺伝子群の特徴がわかり、それによっ
て化学物質がホヤに与える生物学的影響を
推定できるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本申請研究では、海産固着動物ホヤを用い
て海洋汚染物質（化学物質や重金属）の海産
動物に与える影響を明らかにすること、及び
新遺伝子発現を指標とした汚染物質の新規
影響評価系を確立することを目指している。
本研究期間では以下の３つの課題を明らか
にすることを目的とした。 
（１）海洋汚染物質のホヤに対する影響推
定：有機スズ、内分泌撹乱物質、重金属イオ
ンに曝露したホヤの遺伝子発現プロファイ
ルから化学物質、重金属イオンの影響を推定
できるか明らかにする。 
（２）海洋汚染物質のホヤ発生、変態に与え
る影響の解析：有機スズ、内分泌撹乱物質、
重金属イオンのホヤの発生、変態に与える影
響を調べ、遺伝子発現データから推定された
影響予測が妥当か否か彰かにする。 
（３）有機スズのホヤ体内における作用機構
を解明する一助として、有機スズ応答遺伝子
の詳細を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）化学物質暴露ホヤサンプルの作製 

 本実験では、ゲノムが解読され、オリゴ DNA 
マイクロアレイが作製されているカタユウ
レイボヤ（Ciona  intestinalis）を用い
た。ホヤはクローン動物がまだ確立されてい
ないので、暴露実験には同じ親から得られた
幼生を舞鶴湾で生育させた養殖カタユウレ
イボヤ（2-3 ヶ月令）を用いた。ホヤは海水
と共に舞鶴から宅急便で北大（札幌）に送付
してもらい、札幌到着後は実験室内の海水水
槽に移して室温で飼育し、１週間以内に実験
に用いた。この間の飼育には餌は与えない。 
 5L のガラスビーカーに 5 Lの天然ろ過海水
と 5匹のホヤを入れ、下記の化学物質等を添
加し、室温（20˚C）で弱いエアレーション存
在下で保持した。餌は与えなかった。72時間
後にホヤを採取し、被嚢を除去して内部組織
（および体液）をビニールパックに入れ、-80
度で凍結、保管した。 
 暴露した化学物質および金属イオンは以
下である。 
①有機スズ：10 ppb トリブチルスズ（TBT）、
5 ppb トリフェニルスズ（TPT）、溶媒コント
ロール 0.001% EtOH 
②金属イオン：100 ppb 塩化銅（CuCl2）、100 
ppb 塩化亜鉛（ZnCl2）、溶媒コントロール
0.1%H2O 
③内分泌撹乱物質：200 ppb ノニルフェノー
ル（NP）、200 ppb オクチルフェノール（OP）、
500 ppb ビスフェノール A（BPA）、溶媒コン
トロール 0.01%EtOH 
         
（２）RNA の調製  
 凍結ホヤサンプルは一個体ずつ、液体窒素
を入れた乳鉢内で凍結状態のまま粉末状に
すりつぶした。よく混ぜて均一にした後、粉
末の一部を用いてトータル RNA を調製した。
トータル RNA の調製は TRIzol 試薬（インビ
トロジェン社）を用いた。その後、mRNA 精製
キット（キアゲン社）を用いて mRNA を精製
した。トータル RNA および mRNA の品質はバ
イオアナライザー（アジレント社）で確認し
た。 
 
（３）DNA マイクロアレイ解析 
 （２）で調製した化学物質等暴露ホヤおよ
びコントロールホヤ各４個体の mRNA 500 ng
を用いて個体別に蛍光標識ターゲット（Cy3
を用いた１色法）を作製し、ホヤオリゴ DNA
アレイ 4x2x22K（アジレント社製）を用いた
1個体−1 アレイ（4個体で 1スライド）のア
レイ解析を行なった。アレイ解析およびデー
タマイニングは既報の方法に準じた。 
 
（４）化学物質、金属イオンの影響予測 
 （３）のマイクロアレイ解析の結果から、
化学物質、金属イオン曝露ホヤでコントロー
ルホヤに比べて発現が２倍以上変動した遺



伝子を抽出した。発現が変動した遺伝子につ
いて、機能的なカテゴリーを「安住式ホヤ遺
伝子分類法」を用いて同定し、各化学物質あ
るいは金属イオンのホヤの生態機能に与え
る影響を予測した。 
 
（５）化学物質、金属イオンの胚発生・変態
阻害効果 
①カタユウレイボヤ受精卵の作製 
 3 個体の成体ホヤの卵巣から個体別に未受
精卵を採集し、海水で 1回穏やかに洗浄した
後、それぞれ適当量の海水に懸濁した。精子
は 3個体の成体ホヤの輸精管からそれぞれ採
取後、少量の海水に 3個体分を混合して精子
懸濁液とした。各個体の未受精卵を一部取り、
精子懸濁液を少量添加して 2細胞期までの発
生率を調べ、8割以上の発生率の個体の未受
精卵を選んで実験に用いた。解析に用いる化
学物質の種類が多い場合は、異なる個体の未
受精卵を混合して用いた。 
 
②化学物質、金属イオン添加による発生阻害 
 発生率を確認した未受精卵の懸濁液に精
子懸濁液を適当量添加して受精を開始させ、
室温で 10 分間放置後、12穴あるいは 24 穴の
プラスティックプレートの各ウェルに 1 mL
ずつ分注した。1ウェルあたり 60-80 個の受
精卵が分配できるように未受精卵懸濁液の
海水量をあらかじめ調整しておいた。各ウェ
ルに溶媒あるいは各種濃度の化学物質ある
いは金属イオンを添加し、15˚C で 24 時間静
置した。化学物質等の添加直後（0時間）お
よび 24 時間後に各ウェルの顕微鏡画像を撮
影、保存した。各ウェルの顕微鏡画像を印刷
し、各ウェルに分配された受精卵の個数、お
よび 24 時間後にふ化しないで残っている卵
の個数を計数して各ウェルの発生率を求め
た。各化学物質等の各濃度につき n=3 のサン
プルを作製して発生率を計算し、平均値を求
めた。また、同一化学物質等の各希釈濃度に
つき異なる受精卵を用いて 2回以上の添加実
験を行い、再現性を確認した。 
 
③化学物質、金属イオン添加による変態（固
着）阻害 
 ②で作製した化学物質、金属塩化物添加受
精卵を引き続き 15˚C で飼育し、化学物質等
添加 72 時間後に、各ウェルを海水で 2回洗
浄して固着できなかった胚や幼生を除去後、
0.1%コンゴーレッドで固着した幼若体を染
色し、顕微鏡下で各ウェルの画像撮影を行な
った。各ウェルの顕微鏡画像を印刷し、各ウ
ェルに固着している幼若体の個数を計数し、
各ウェルの固着（変態）率を求めた（図グラ
フの「固着 1」）。また、各ウェルに分配後の
受精卵を化学物質等の添加をせずに 15˚C で
発生を進行させ、ふ化直後の幼生（媒精後

20-22 時間）に化学物質、金属イオンを添加
して同様に固着阻害効果を調べた（図グラフ
の「固着 2」）。いずれの解析も②と同様に n=3
で平均値を求め、2回以上の実験を行なって
再現性を確認した。 
 
（６）有機スズ汚染マーカー遺伝子の探索 
①有機スズ汚染マーカー遺伝子の探索 
 すでに得られている 100 nM TBT 暴露 24 時
間のホヤのアレイデータおよび、低濃度 TBT
および TPT3 日間暴露ホヤの RNA を用いた RT
−PCR の結果から、有機スズ応答遺伝子候補を
選別し、韓国マボヤ養殖場で採集された野性
カタユウレイボヤおよび舞鶴湾養殖カタユ
ウレイボヤにおけるそれらの遺伝子の発現
レベルを RT−PCR 法で調べた。 
 
②RT-PCR 解析 
 暴露個体、コントロール個体、あるいは野
性ホヤの各個体から調製された200ngのmRNA
を用いて、すでに報告した方法にて RT-PCR
を実施し、2%アガロースゲルで泳動、エチジ
ウムブロマイドで染色後に得られたバンド
を画像解析ソフトウェア Image J を用いて数
値化した。 
 
（７）野性ホヤの有機スズ蓄積量の定量 
 韓国マボヤ養殖場で採集したカタユウレ
イボヤ 2個体と舞鶴湾で養殖しているカタユ
ウレイボヤ 2個体を用いて、個体別に有機ス
ズの定量分析を行なった。定量分析は（株）
島津テクノリサーチに依頼し、ガスクロマト
グラフィーを用いる常法にて実施された。 
 
４．研究成果 
（１）化学物質、金属イオン暴露による遺伝
子の発現変動と影響予測 
 ７種類の汚染物質（有機スズ 2種類、金属
イオン２種類、内分泌撹乱物質３種類）、お
よび各溶媒 3種類を暴露したホヤ（コントロ
ール）4個体ずつから調製された個体別 mRNA
を用いて DNA マイクロアレイ解析を行い、各
個体別の遺伝子発現プロファイルデータを
得た。1汚染物質につき n=4 のアレイデータ
が得られたので統計処理を行い、溶媒のみに
比べて暴露物質で発現レベルが有意に変動
した遺伝子を検出した。発現レベルが 2倍以
上増加した遺伝子を「発現亢進遺伝子」、1/2
以下に低下した遺伝子を「発現低下遺伝子」
とした。次に、各暴露物質によって発現が変
動した遺伝子がホヤのどのような機能的カ
テゴリーに属するのかを「安住式ホヤ遺伝子
分類法」を用いて調べ、暴露物質が悪影響を
及ぼすホヤの生体機能を予測した。それらの
結果を表 1にまとめた。 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 解析した７種類の化学物質および金属イ
オンの中で、TPT は一番低濃度にもかかわら
ず発現変動遺伝子数が非常に多かった。TPT
暴露で発現が変動した遺伝子の機能的なカ
テゴリーを「安住式ホヤ遺伝子分類法」で調
べた結果、TPT はホヤの胚発生、変態、成体
の組織形成および免疫機能に悪影響を及ぼ
すことが予測された。 
 同濃度の金属塩化物暴露では、塩化銅によ
る発現変動遺伝子数が非常に多かった。塩化
銅はホヤの胚発生、成体の組織形成および免
疫機能に悪影響を及ぼすことが予測された。
亜鉛イオンの暴露においても塩化銅ほどで
はないが、高濃度ではホヤの初期発生に異常
をきたす可能性が予測された。 
 内分泌撹乱物質 3種類の暴露では、発現が
変動する遺伝子のカテゴリーは有機スズと
も金属イオンとも異なっていた。NP 暴露では
組織特異的遺伝子群に属する遺伝子の発現
低下が、BPA 暴露では変態後の成体組織形成
や免疫に関与する遺伝子の発現低下が検出
された。 
 
（２）汚染物質の胚発生と変態阻害効果 
 汚染物質の胚発生と変態阻害の大量スク
リーニング（バイオアッセイ）系を開発し、
７種類の汚染物質の影響を調べた。有機スズ
については、DNA マイクロアレイの解析結果
から、特に TPT が低濃度でホヤの胚発生およ
び変態を阻害することが予想された。バイオ
アッセイの結果から、TBT と TPT はいずれも
低濃度でホヤの胚発生と固着の両方を阻害
すること、TBT より TPT の方が毒性が高いこ
とが明らかになった（図１）。図グラフの斜
線で示した濃度では形態の異常な幼生が観
察された。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１. 有機スズの発生、固着阻害効果 

 

 塩化銅、塩化亜鉛については、DNA マイク
ロアレイの解析結果から、いずれもホヤの胚
発生を阻害することが予想された。バイオア
ッセイの結果から、塩化銅は 62.5 ppb で、
塩化亜鉛は 125 ppb でホヤの発生と固着を阻
害することが明らかになった（図 2）。 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

図２. 塩化銅、塩化亜鉛の発生、固着阻害効果 

 
 内分泌撹乱物質に関しては、DNA マイクロ
アレイの解析結果からは、特に発生、変態に
対する阻害効果は予測されなかった。バイオ
アッセイにより阻害効果を調べたところ、い
ずれの化学物質も 1000 ppb 以下では胚発生
に異常は検出されなかった。 
 
（３）有機スズ汚染マーカー遺伝子の探索と
野性ホヤの有機スズ蓄積量の定量 
 有機スズに応答する遺伝子を同定するた
めに、すでに入手していた 100 nM TBT、24
時間暴露ホヤのアレイデータを参考にして
発現が大きく変動する遺伝子を約 60 個（発
現亢進、低下各約 30 個ずつ）選び、各遺伝
子に対して特異的なプライマーを設計し、低
濃度の有機スズ 3日間暴露ホヤの RNA を用い
た RT-PCR 解析を実施した。発現が亢進する
遺伝子が 14 個、低下する遺伝子が 20 個見い
だされた。 
 次に、これらの遺伝子が、野性ホヤの有機
スズ汚染のマーカー遺伝子になりえるか否
かを検討した。韓国養殖場のマボヤには高濃
度の有機スズが蓄積していることをすでに
見いだしているので、同じ韓国養殖場の野性
カタユウレイボヤおよび舞鶴湾にて養殖さ
れているカタユウレイボヤ体内の有機スズ
（およびその代謝物）蓄積量を化学分析法に
より調べた。その結果、韓国マボヤ養殖のカ
タユウレイボヤには、舞鶴湾カタユウレイボ
ヤより高濃度の有機スズが蓄積されている
ことが明らかになった（表２）。 
 
表２. 野性カタユウレイボヤ全組織中の有機スズ量 

 
 
 
 
 
 
 



 韓国産と舞鶴産のカタユウレイボヤ各個
体から調製した RNA を用いて、３４個の「有
機スズ応答遺伝子」の発現量を RT-PCR 法に
より調べた。その結果、韓国産と舞鶴産で発
現量が明らかに異なる遺伝子がいくつか検
出され、その内の 9個の遺伝子は、人為的な
有機スズ暴露実験における発現変動パター
ンと挙動が一致していた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

図３. 有機スズ汚染のマーカー遺伝子候補 

 
（４）考察 
 アレイデータのより厳密な比較を行なう
ために、同じロットのホヤを用いて同一条件
下での暴露サンプルを作製し、アレイ解析を
行った。解析した７種類の化学物質および金
属イオンの中で、TPT は一番低濃度にもかか
わらず発現変動遺伝子数が非常に多かった。
このことは、他の内分泌撹乱物質や金属イオ
ンに比べて有機スズ、特に TPT の毒性が高い
ことを意味している。各曝露サンプルにつき、
発現が変動した遺伝子を「安住式ホヤ遺伝子
分類表」を用いて分類したところ、表１にま
とめたような特徴を見出すことができた。各
化学物質、金属イオンに共通に応答する遺伝
子、特異的に応答する遺伝子については現在
解析中である。 
 ７種類の化学物質、金属イオンの表 1に記
載した濃度、暴露期間では、カタユウレイボ
ヤ成体に見かけ上の異常は現れなかった。そ
こで、カタユウレイボヤの受精卵および幼生
を用いた大量スクリーニング系を構築し、胚
発生、変態（固着）に対する化学物質、金属
イオンの影響を調べたところ、各種化学物質、
金属塩化物の阻害効果を再現的に検出する
ことに成功した。 
 以上の結果から、１）海洋汚染物質として
想定される化学物質や重金属を人為的にホ
ヤに曝露し、DNA マイクロアレイを用いて遺
伝子発現プロファイルデータを取得する、
２）発現が変動した遺伝子群を「安住式ホヤ
遺伝子分類法」を用いて機能的カテゴリーを
明らかにし、汚染物質が与える影響を予測す
る、３）確立したバイオアッセイ系を用いて
汚染物質のホヤ胚発生と変態阻害効果を調
べ、２）で予測された影響を検証する、の３

つのステップの解析を組み合わせることに
より、新規の影響評価系を確立することがで
きた。 
 また、有機スズ曝露ホヤのアレイ解析およ
び、RT-PCR 法によって有機スズに応答する遺
伝子を３４個見出すことができた。これらの
有機スズ感受性遺伝子が、実際に有機スズ汚
染されている野生ホヤの体内で同様の発現
パターンを示しているのか、韓国マボヤ養殖
場および舞鶴湾で採集したカタユウレイボ
ヤを用いて調べた。表４に示したように、韓
国産カタユウレイボヤには、舞鶴産に比べて
高濃度の有機スズが蓄積していた。解析の結
果、韓国産と舞鶴産で発現量が明らかに異な
る遺伝子がいくつか検出され、その内の９個
の遺伝子は、人為的な有機スズ暴露実験にお
ける発現変動パターンと挙動が一致してい
た。韓国沿岸では有機スズ汚染だけでなく金
属汚染も報告されているので、今回見いださ
れた有機スズ応答遺伝子が有機スズのみに
応答しているか否かはまだわからない。今後、
今期の解析で得られた他の化学物質や金属
イオン暴露アレイデータの詳細な比較を行
なうことにより、各化学物質、金属イオン特
異的に応答する遺伝子マーカーをさらに絞
り込んでいきたいと考えている。 
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