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研究成果の概要（和文）：本研究では、付着忌避活性を有するイソニトリル化合物の活性発現メカニズムを解明
することを目的とした。具体的には、イソニトリル化合物が付着阻害活性発現時にどのような遺伝子変化が起き
ているのか、また光反応性プローブを合成し標的タンパク質の構造を解析した。その結果、新たな知見は得られ
たものの明確な結論は得られなかった。ただし、今後本研究成果と同様の方法により他の化合物の活性発現メカ
ニズム解明に応用できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of expression of the antifouling activity of isonitrile 
compounds was tried to elucidate in this study. The target protein was analyzed using photoaffinity 
probes with synthesized isocyano groups. Additionally, transcriptome analysis of barnacle cyprids 
was performed in the bioassay with an antifouling active isocyanide. Novel findings were discovered,
 although the conclusion was unclear. However, these novel findings may be applied to similar 
analyses for the elucidation of mechanisms of other compounds in the future.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 付着生物　イソニトリル　フジツボ　海洋付着生物　ケミカルバイオロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、新たな付着防汚剤としての利用が期待されているイソニトリル化合物に関する付着阻害活性発現メカ
ニズムの解明を目的としたものである。海洋生物の付着に関してはあまり取り上げられていないが、低炭素化社
会が求められている現在において極めて重要な研究分野である。本研究で得られた成果は、今後引き続き検討さ
れることによって、イソニトリル化合物の有用性を明らかにするとともに、環境調和型の付着防汚剤として利用
され社会的意義が高いものとなることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) フジツボなどの海洋付着生物は、船底、漁網（養殖網・定置網）、および発電所の冷却シス
テム等に付着し日本国内だけでも年間 1,000 億円以上もの多大な被害を与えている。特に船底へ
の付着は、船舶の燃費低下により排出二酸化炭素ガスを増加させることから、地球温暖化対策が
求められている現在において極めて深刻な被害となる。また、漁網への付着は、漁獲量を大幅に
低減させ、水産業界に大きな被害を与えている。 
 
(2) これら付着生物の防除には、従来、有機スズ化合物、亜酸化銅、および農薬系化合物（バ
イオサイド）を含む防汚塗料が主に使われてきた。しかしながら、有機スズ系防汚塗料は、環境
汚染が明らかになり国際海事機関により 2008 年から世界的に使用が禁止され、また、亜酸化銅
やバイオサイドを含む防汚塗料についても、蓄積によるサンゴの生育不良や稚仔魚への強い毒
性など環境への悪影響が問題視されはじめ、各国で規制も始まりつつある。これは、既存の防汚
剤が付着生物を殺生する毒性によって付着を防止しているためである。そのため、新たなコンセ
プトに基づく“環境にやさしい”付着防汚剤の開発が強く望まれている。“環境にやさしい”付着
防汚剤の開発は、低炭素化社会、および低環境負荷が求められている現在において極めて重要な
研究開発である。 
 
(3) そのような背景から、これまでに研究代表者らは、ウミウシなどより単離される付着阻害
物質の多くがイソシアノ基を有することに着目して、フジツボの付着期幼生（キプリス幼生）へ
の付着阻害活性を指標とした、構造活性相関の考察を行ってきた。その結果、イソシアノ基が付
着阻害活性発現に重要であることを明らかにするとともに、キプリス幼生を殺生することなく、
付着のみを阻害する様々なイソニトリル化合物（付着忌避物質）（LC50（半数致死濃度）> 100 
μg/mL、EC50（半数付着阻害濃度）< 0.1 μg/mL）の創製に成功した。創製したイソニトリル化合
物は、過去に防汚剤として使用されていた硫酸銅（LC50 = 3.0 μg/mL、EC50 = 0.3 μg/mL）よりも
高い付着阻害活性を示すことから、“環境にやさしい”付着防汚剤として非常に有望な化合物であ
る。 
 
(4) しかしながら、なぜイソニトリル化合物がキプリス幼生を殺生することなく付着阻害活性
を発現するのかについては明確な結論が得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、イソニトリル化合物の付着阻害活性発現メカニズムを解明することであ
る。具体的には、付着阻害活性発現時にイソニトリル化合物が作用する標的タンパク質について、
光反応性プローブによりピックアップし、キプリス幼生のトランスクリプトーム解析による遺
伝子発現の情報を融合することによって明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 光反応性プローブについては、市販の化合物を出発物質とし、活性発現部位としてイソシ
アノ基、光反応性部位としてアジド基を有する化合物の合成法を検討した。また、プローブの検
出については、アジドと反応性の高いシクロオクチン環、および蛍光を発するダンシル基を有す
る化合物の合成法を検討した。 
 
(2) 合成したプローブについては、タテジマフジツボキプリス幼生を用いた付着試験を行った。
具体的には、各濃度 24 個体の付着率等を観察し、試験は 3 回繰り返した。 
 
(3) プローブと相互作用するタンパク質を探索するために、合成したプローブは付着阻害活性
を示す（30 mg/mL）の濃度下でタテジマフジツボキプリス幼生を投入し、24 時間インキュベー
トさせることで、プローブと作用すると考えられるタンパク質を結合させた。24 時間後に 254 
nm の UV を 5 分間照射し、プローブのアジド部分とタンパク質との結合反応を促した。その後、
キプリス幼生を回収し、-80℃で冷凍保存後に、Minute Total Protein Extraction Kit（ Invent 
Biotechnologies, Inc.）にて総タンパク質を抽出し、ブラッドフォード法で定量した。定量後に、
タンパク質溶液中に 0.5 mM の蛍光検出試薬を投入し合成プローブと反応させた。反応後のタン
パク質溶液については、常法に従い、SDS 電気泳動およびネイティブページ電気泳動を行い、電
気泳動後に蛍光標識プローブの位置を UV イルミネーターで確認した。 
 
(4) ノープリウス幼生から飼育した変態後 2 日令のタテジマフジツボキプリス幼生（変態後
6 ℃で 2 日間維持）を用い、6 ウェルマルチウェルプレートに各 150 個体をろ過滅菌海水 10 mL
中に収容した。収容後、0.3 mg/mL の濃度となるように調整したイソニトリル化合物のメタノー
ル溶液 0.1 mL を添加し、全暗条件 25 ℃で 24 時間インキュベートした。処理後、付着していな



いキプリス幼生を回収し、滅菌ろ過海水で洗浄後に、バイオマッシャーに収容した。収容後速や
かに Nucleospin RNA Buffer RA1 350 mL で固定し、RNA 抽出まで-80℃で凍結保存した。無処理
区については、25℃の通常条件下では付着変態してしまうため、処理区と同条件で 6 ウェルマル
チウェルプレートに収容後に、6℃で 24 時間インキュベータしたものを用い、処理区と同様に固
定し、-80℃で保存した。処理区は 3 連、無処理区は 2 連で行った。試験終了時に処理区におい
ては、一部付着・変態した個体が存在し、回収したキプリスは、100 個体、107 個体、114 個体で
あった。無処理区については付着が観察されず、全て 150 個体を回収した。RNA の抽出は
Nucleospin RNA kit のマニュアルに従い行い、抽出後に、Agilent 2100 バイオアナライザによる
抽出 RNA の濃度確認を行い、TruSeq stranded mRNA Library preparation kit を用いた RNA-seq を
行い、発現 RNA ライブラリーを得た。 
 
(5) ノープリウス幼生から飼育した変態後のアカフジツボキプリス幼生を回収後、付着を防ぐ
ため塩分 22 の海水に収容した。収容後 1 日令のキプリス幼生用い、6 ウェルマルチウェルプレ
ートに各 50 個体をろ過滅菌海水 10 mL（塩分 33）中に収容した。収容後、0.3 mg/mL の濃度と
なるように調整したイソニトリル化合物のメタノール溶液 0.1 mL をウェルに添加し、全暗条件
25℃で 24 時間インキュベートした。24 時間後、付着していないキプリス幼生を取り出し、滅菌
ろ過海水で洗浄後に、バイオマッシャーに回収した。回収後速やかに Nucleospin RNA Buffer RA1 
350 mL で固定し、RNA 抽出まで-80℃で凍結保存した。無処理区については、25℃の通常条件下
で、海水を塩分 33 とし、処理区と同条件で 6 ウェルマルチウェルプレートに収容後に、24 時間
インキュベートした。24 時間後、処理区と同様に固定し、-80℃で保存した。実験は処理区、無
処理区共に 4 連で行った。試験終了時に処理区においては、一部付着・変態した個体が存在し、
回収したキプリスは、47 個体、46 個体、50 個体、50 個体であった。無処理区については付着が
観察されず、全て 150 個体を回収した。RNA の抽出は Nucleospin RNA kit のマニュアルに従い
行い、抽出後に、Agilent 2100 バイオアナライザによる抽出 RNA の濃度確認を行い、TruSeq 
stranded mRNA Library preparation kit を用いた RNA-seq を行い、発現 RNA ライブラリーを得た。 
 
４．研究成果 
(1) 光反応性プローブの合成法については、3-ヨード安息香酸エチルを出発物質として光反応
性アジド部分を合成するとともに、ホウ素を含むイソニトリル化合物を別途合成し、鈴木－宮浦
カップリングにより連結して目的とするプローブを合成した。なお、プローブ化合物については、
連結部分の長さ、形状が違うものと複数合成した。また、検出試薬については、市販のアミノ基
を有するシクロオクチン化合物に対してダンシル基を導入し、合成した。 
 
(2) 合成したプローブについてタテジマフジツボキプリス幼生に対する付着阻害活性を測定し
たところ、半数付着阻害濃度（EC50）は 1.31～4.52 μg/mL と、モデルとしたイソニトリル化合物
と比較すると活性が弱くなっていたものの、十分な付着阻害活性を有していた。そのため、イソ
ニトリル化合物が付着阻害活性を発現する際に標的タンパク質に作用するのであれば、架橋さ
せるに十分な活性を保持したままプローブを作成できたと判断された。 
 
(3) 電気泳動の結果、蛍光検出試薬が確認される箇所は電気泳動最下流側に集中しており、標
的タンパク質と思われるバンドは検出されなかった。 
 
(4) フジツボの RNA-seq data については、OmicsBox を用いて、Trimmomatic による trim を行
ったのち、タテジマフジツボゲノムデータに対して STAR による mapping（BAM files の作成）, 
および count table の作成した後、差次的な解析（DE analysis）を行った。その結果、統計的にみ
て有意にイソニトリル処理で増加した遺伝子（up-regulated genes）を 6、減少した遺伝子（down-
regulated genes）を 25 見いだした。ただし、annotation レベルで、①イソニトリルと関連するこ
とが示唆されている P450 関連遺伝子、②付着・変態との関連が予測されるホルモンである MF 
(or JH)と ecdysteroid 関連遺伝子（受容体、結合タンパク質）、および③イソニトリルが脂溶性で
あるため、広く脂質と関連が annotate されている遺伝子と推定可能な候補遺伝子を見出すことは
できなかった。uncharacterized protein は 9 あり、annotation のついた遺伝子群における特別な傾
向は見られなかった。ただ、pollen などフジツボでは存在しない annotation もあり、非モデル生
物であるフジツボの annotation に問題がある可能性もあり、引き続き、個々の配列レベルでより
詳細な解析を行っている。 
  
(5) 本研究で得られた知見を基に、今後は、光反応性プローブの構造等を微調整することによ
って標的タンパク質が特定され、付着阻害活性発現メカニズムが解明されることが期待される。 
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