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研究成果の概要（和文）：本研究では、甲殻類の受容体およびトランスポーターに対する医薬品の影響を調査し
ました。ミジンコとクルマエビの複数のトランスポーターと受容体遺伝子をクローニングし、細胞試験で抗うつ
薬がミジンコSERTを強く阻害することを確認しました。また、ミジンコとクルマエビを用いた毒性試験で、特定
の医薬品が遊泳阻害や繁殖抑制を引き起こすことが明らかになりました。さらに、下水中の医薬品がミジンコ
SERTを強く阻害することが示され、甲殻類が環境中の医薬品に敏感であることが示唆されました。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the effects of pharmaceuticals on crustacean 
receptors and transporters. Genes for multiple transporters and receptors in Daphnia and 
Marsupenaeus japonicus were cloned, and cell assays confirmed that antidepressants strongly inhibit 
Daphnia SERT. Toxicity tests using Daphnia and Marsupenaeus japonicus revealed that specific 
pharmaceuticals cause swimming inhibition and reproductive suppression. Additionally, it was shown 
that pharmaceuticals in wastewater strongly inhibit Daphnia SERT, suggesting that crustaceans are 
highly sensitive to environmental pharmaceuticals.

研究分野：環境毒性学

キーワード： 医薬品　GPCR　モノアミントランうポーター　ミジンコ　クルマエビ　下水　行動異常　薬理活性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにホルモン作用を持つ医薬品や解熱鎮痛剤、抗生物質等の医薬品の生態系への影響は研究されてきた。
しかし市販医薬品の半数を占める神経細胞に作用する医薬品の影響は研究されていなかった。本研究はミジンコ
とクルマエビのGPCRとSERTが医薬品によって阻害を受けることを世界で初めて実証しており、生態毒性学分野で
の学術的意義は非常に大きい。さらに、曝露試験によってミジンコとクルマエビの行動、繁殖が異常を示す結果
も得られており、生物多様性の保全を考える上で環境中の汚染医薬品の削減の重要性を示す成果として社会的意
義も大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

1990年代後半からのいわゆる環境ホルモンの研究は、水環境中に極低濃度で存在する化学物
質が水生生物の性決定や繁殖に影響を及ぼすことを明らかにした。その延長線上に、日常生活で
使用されている医薬品の生態系影響がある。人が服用した医薬品は屎尿とともに下水処理場へ
流入し、下水処理を経た後に河川等の水系へ放出されることが、質量分析器を用いた調査によっ
て世界各地で明らかとなっている。日本では公害の反省に立って、工業用の化学物質や農薬につ
いて製造段階で人や生態系への毒性を試験する制度や水質環境基準が整備されてきたが、人用
の医薬品については生態系保護の行政対応が遅れている。一方 EU では既に新規開発医薬品の
環境影響評価を行うことが義務付けられているが、高濃度で短期間曝露した場合の水生生物の
致死性などの評価であり、長期にわたる低濃度曝露での生態系への影響は見過ごされてきた。人
の処方医薬品の半数(高血圧治療薬、抗アレルギー薬、血管拡張剤、抗うつ薬など)はモノアミン
とよばれる神経伝達物質の作用を阻害するよう作られているので、水生生物の繁殖や行動、環境
応答の異常が懸念される。特に食物連鎖を支える甲殻類の種類や数が減少すると水生生態系が
破壊される懸念がある。医薬品の使用量は世界的な人口増加、高齢化の進展、経済の発展に伴い
確実に増加する。人健康と水生生態系の保護を将来にわたって両立するためには、甲殻類への汚
染医薬品の影響評価は避けて通れない。 
モノアミンとよばれる一連の神経伝達物質の作用を阻害する医薬品は、細胞膜上の G タンパ
ク連結型受容体(GPCR)やトランスポーター(以下、モノアミン受容体と表記)に結合して阻害す
る。ヒスタミン受容体やドーパミン受容体等のモノアミン受容体はヒトだけでなく昆虫等の無
脊椎動物も持っている。カイコにドーパミン受容体を阻害する医薬品を与えると摂食量が減る
(太田、蚕糸・昆虫バイオテック, 2011)。ミツバチでは神経細胞だけでなくオスの生殖器官でも
ドーパミン受容体が発現し機能している(Matsushima, J. Insect Physiol. 2018)。エビやカニ、
ミジンコ等の甲殻類もモノアミン受容体を持っている(公共データベース GenBank)。 
甲殻類は藻類を摂取するとともに魚の餌となり食物連鎖を支える貴重な種である。甲殻類の
減少は水域の生態系を破壊する可能性がある。この結果は生物多様性の喪失にとどまらず、食糧
資源の枯渇を引き起こす。エビやカニではヒトのモノアミン受容体と相同性の高い受容体がゲ
ノム上に存在している。これらはサイナス腺という内分泌線から分泌される様々な神経伝達物
質の受容体であると考えられているが、in vitro のアッセイ系(細胞試験)が整備されていないた
め、甲殻類のモノアミン受容体の役割は不明なままである。 
 ミジンコは環境の変化や化学物質による水質汚染に非常に敏感なので、経済協力開発機構
(OECD)が定める生物を用いた化学物質の評価ガイドラインにもミジンコを用いた毒性試験が
定められている。化学物質による繁殖阻害や遊泳阻害を調べる毒性試験である。また、環境依存
的な生殖方法の変化がよく研究されている。ミジンコは水環境を汚染する医薬品が繁殖や行動・
環境応答にどう影響するか研究するための良いモデル生物である。 
  
２．研究の目的 
本研究は「水環境を汚染する医薬品の濃度は、甲殻類の繁殖・行動・環境応答を攪乱するレベル
か否か明らかにし、下水処理で要求される除去レベルを提示する」ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）甲殻類受容体の細胞試験法の開発、医薬品が阻害する受容体の同定 
最初に甲殻類受容体の機能解析のための薬理学的な細胞試験法を開発する。対象とする受容体
は 5種類：ドーパミン受容体、ヒスタミン受容体、アドレナリン受容体、アセチルコリン受容体、
セロトニントランスポーター。日本で市販されている GPCR 標的薬・抗うつ薬の標的である受容
体から選定した。 
対象とする甲殻類は、広く日本の河川や湖沼に生息する双殻目のミジンコ(Daphnia pulex)と、
クルマエビ（Marsupenaeus japonicus）とした。生物の組織は分担研究者の豊田が水産試
験場等から入手した。分担研究者の宮川を中心に RNAseq (次世代シーケンサーを用いて
mRNAの配列情報を取得し、得られたリード配列から遺伝子配列を構築)を行った。そして
公共の遺伝子配列データベース(GenBank)の情報を活用して甲殻類のモノアミン受容体の遺伝子
を単離した。得られた受容体遺伝子を発現するプラスミドを作成し、研究代表者の井原が既に保
有する TGFɑ shedding アッセイとトランスポーター阻害アッセイに活用した。 
 GPCR 標的薬・抗うつ薬の 50 種類を細胞試験して受容体ごとに、どの医薬品がどれくらいの阻
害活性を持つのか定量した。生物種ごとの受容体の反応の違い(種差)も把握した。 
２）ミジンコ曝露試験、医薬品の影響濃度の把握 
イ)の細胞試験の結果から、活性の強い医薬品を優先的に曝露試験する。ミジンコ（D. pulex WTN6
系統）とオオミジンコ（D. magna NIES 系統）を用いて serotonin, fluoxetine, sertraline, 
dopamine, amitriptyline, chlorpromazine, mirtazapine, niclosamide に対する急性毒性試験
（OECD TG202）と繁殖試験（OECD TG211）を実施した。遊泳阻害と繁殖、そして生まれてくる仔



虫のオスの出現割合の増加による幼若ホルモン作用の検出に加え、今回の試験では WTN6 系統を
用いることでオスの出現割合の減少による抗幼若ホルモン作用の検出を目的とした。 
  
３) 細胞試験による下水の医薬品濃度の測定 
近畿地方の 3下水処理場で採水し、固相抽出によって医薬品成分を濃縮してミジンコ SERT を用
いたトランスポーター阻害アッセイで医薬品活性を測定した。、水試料の IC20（最大蛍光基質取
り込み量を 20%減少させた相対濃縮係数）を濃度-反応曲線から算出した。トランスポーター阻
害アッセイで実測した水試料の阻害活性値は fluvoxamine 等量値として表した。 
 
４．研究成果 
１）甲殻類受容体の細胞試験法の開発、医薬品が阻害する受容体の同定 
ミジンコ(Daphnia pulex)のセロトニントランスポーター(SERT)とドーパミントランスポータ
ー(DAT)の遺伝子のクローニングに成功した。また、クルマエビ（Marsupenaeus japonicus）の
SERT、(ノルエピネフリントランスポーター)NET、DAT、ムスカリン性アセチルコリン受容体
（CHRM）、ドーパミン受容体（DAR）1、DAR2、アドレナリン受容体（ADR）1、ADR2、の
クローニングにも成功した。一方で、甲殻類には脊椎動物のヒスタミン受容体(HRH)に相同な
GPCR遺伝子は見出せなかった。 
得られた受容体遺伝子を発現するプラスミドを作成し、研究代表者の井原が既に保有するトラ
ンスポーター阻害アッセイ(トランスポーターの細胞試験)に活用した。この結果、ミジンコの
SERT は内因性のアゴニストであるモノアミンとの反応が感度良く検出できた。また、
fluvoxamine、paroxetine, escitalopram, citalopram, clomipramine, amitriptyline, duloxetine
などの抗うつ薬がミジンコの SERTを強く活性することも確認した。Fluvoxamineは一番高い阻
害活性（IC50: 4.7×10-8 M）を示した。つまり人が使用する抗うつ薬でミジンコのトランスポータ
ーが実際に阻害を受けることを、世界で初めて明らかにした。ヒトや魚の SERT との反応性の
相違が明らかとなった。 
一方で、ミジンコの DATやクルマエビの SERTは内因性のアゴニストであるモノアミンとの反
応が感度良く検出できなかった。 

TGFɑ shedding アッセイにより、クルマエビの CHRMは loratadine(HRHアンタゴニス
ト),domperidone, haloperidol, sulpiride（以上、DARアンタゴニスト）、solifenacin(CHRM
アンタゴニスト)、clomipramine,trazodone(以上、SERT アンタゴニスト)で阻害されるこ
とを確認した。 

 
２）ミジンコ曝露試験、医薬品の影響濃度の把握 
 ミジンコ（D. pulex WTN6 系統）とオオミジンコ（D. magna NIES 系統）を用いて
serotonin, fluoxetine, sertraline, dopamine, amitriptyline, chlorpromazine, mirtazapine, 
niclosamideに対する急性毒性試験（OECD TG202）と繁殖試験（OECD TG211）を実施
した。遊泳阻害と繁殖、そして生まれてくる仔虫のオスの出現割合の増加による幼若ホルモ
ン作用の検出に加え、今回の試験ではWTN6系統を用いることでオスの出現割合の減少に
よる抗幼若ホルモン作用の検出を目的とした。WTN6系統は長日条件（14時間明：10時間
暗）ではメスの仔虫を、短日条件（10時間明：14時間暗）ではオスの仔虫を産生すること
から、WTN6 系統を用いた試験はこの長日条件と短日条件の２条件で実施した。NIES 系
統は長日条件で実施した。今回の曝露試験では serotonin, fluoxetine, sertraline, dopamine
の 4物質は急性毒性試験による遊泳阻害は確認できなかった。NIES系統を用いた繁殖試験
ではこの４物質の曝露による高濃度区では試験期間中に産まれた仔虫総数が増加する傾向
が見られた一方で、WTN6系統の２条件間ではそのような傾向は観察されなかった。また、
amitriptyline, chlorpromazine, mirtazapine, niclosamide のうち、mirtazapine と
niclosamideはそれぞれ 7.6×10-6と 6.2×10-7 μM以上で遊泳阻害及び繁殖の著しい抑制
がみられた。amitriptyline と chlorpromazine についても曝露濃度依存的に産まれた仔虫
総数が減少した。今回使用した 8 物質については幼若ホルモン作用と抗幼若ホルモン作用
は検出されなかった。トランスポーター阻害アッセイでの試験結果では、mirtazapineはミ
ジンコ SERT を阻害しなかった。よって mirtazapine による遊泳阻害と繁殖の抑制は、
SERTを介さない経路での影響の可能性が考えられる。 
 また、クルマエビのゾエア幼生を用いて 4 化学物質（dopamine, acetylcholine, 
chlorpromazine, norquetiapine）に毒性試験を実施した。クルマエビは孵化直 後のノープ
リウス幼生から５回脱皮後にゾエア幼生（stage 1）となり、その脱皮を 2回繰り返してミ
シス幼生へと変態する。本試験ではエンドポイントとしてゾ エア幼生の生存率、脱皮率、
そして遊泳行動阻害を設定して各物質 4濃度区（公比 2）で実施した。対称群では試験開始
後 48時間で全個体がゾエア stage 2に脱皮成 長し、試験開始後 72時間で半数以上がゾエ
ア stage 3に脱皮成長した。dopamineと acetylcholineは最高濃度区（2.2×10-6, 2.8×10-

5 μM）においても対象群と変 わらない結果であった。一方で、chlorpromazine と
norquetiapineはそれぞれ 7.2×10-7と 4.0×10-6 μM以上で 24時間後には遊泳行動をほと
んどしなくなる行動異常 を示し、試験開始後 72時間後ではそれぞれ最少濃度区（2.8×10-



8, 1.6×10-7 μM）でも遊泳阻害が観察され、成長ステージも stage 2に留まっていた。こ
のように ミジンコだけでなくクルマエビも医薬品曝露によって行動や成長が影響を受け
ることが示された。TGFɑ shedding アッセイでの試験結果では、chlorpromazine と
norquetiapine はクルマエビ CHRM を阻害しなかった。よって chlorpromazine と
norquetiapine による遊泳阻害と繁殖の抑制は、CHRM を介さない経路での影響の可能性
と考えられた。 
 
３) 細胞試験による下水の医薬品濃度の測定 
ミジンコ SERT に対して下水が阻害活性を持つか否か、持つとすればどれくらいの活性を
有するのか検証した。その結果、放流水試料の阻害活性を測定した結果、各試料の実測 EQ
は検出限界未満から数百 ng-fluvoxamine-EQ/Lまでの範囲であった。ヒト SERTよりも強く
阻害され ることを確認した。このことから甲殻類の SERTがヒトよりも下水中の医薬品に
よって強く阻害されることが示唆された。 
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