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研究成果の概要（和文）：藻場を象徴する種であるアマモを試験生物として、作用機構の異なる除草作用を持つ
船底塗料用防汚物質や農薬（除草剤）の毒性影響を調べた。試験の結果、光合成を阻害する物質群に特に強い毒
性影響が認められた。瀬戸内海における除草剤の検出頻度や濃度を考えると、光合成阻害作用を持つ物質のアマ
モに対する生態リスクがより高いことが示唆された。また、船底塗料用防汚物質であるイルガロールに曝露した
個体について代謝物総体解析を行った結果、スクロース等の糖が減少すると同時にアミノ酸類の増加が認めら
れ、光合成阻害により不足する恒常性維持に必要なエネルギーをタンパク質の分解により補う反応であると考え
られた。

研究成果の概要（英文）：Eelgrass (Zostera marina) is the commonest species of seagrass beds that are
 an important component of many coastal marine environments. Toxicity of an antifouling biocide, or 
agricultural chemicals that act as herbicide with various mechanism of action to eelgrass were 
examined using the leaf growth and potential quantum yield as endpoints. Herbicides, that inhibit 
photosynthetic activity, exhibited the strongest toxicity, comparing to herbicides with other 
mechanism of action. Considering the detected concentrations of these herbicides in the Seto Inland 
sea, it is suggested that ecological risk of herbicides with the photosynthesis inhibiting activity 
to eelgrass is higher than those with other mechanism of action. Metabolome analysis for a herbicide
 (Irgarol 1051)-exposed eelgrass revealed that decrease in sugars, such as sucrose, and increment of
 amino acids occurred. This phenomenon is considered to be compensation for loss of metabolic energy
 due to the decrease in sugars.

研究分野： 生態毒性学

キーワード： 代謝物総体解析　最大量子収率　クロロフィル量　イルガロール
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) アマモは「アマモ場」と呼ばれる海中

林を作り、沿岸域の水質浄化や多様な魚介類
（とくに稚仔魚）の生育を支える重要な場
（海のゆりかご）を提供する。しかしながら 
1960 年代以降、各地の内湾環境においてア
マモ場の消失が顕著となり、沿岸生態系機能
に対する悪影響が懸念されている。 
 

(2)アマモ場の消失については、埋め立てや
富栄養化等に起因する濁度上昇による光量
の減少が主要因であると考えられているが 
（南西水研 1974、他）、これらの要因だけで
は十分に説明できないケースも多く存在す
る(Tamaki et al. 2002、他)。また、アマモ
場の沿岸生態系における重要性が見直され、
各地で再生事業が行われているが、これまで
のところ成功に到った事例はほとんどない。 
 
(3) 沿岸域においてアマモのように藻場を
形成する海産藻類・草類は、船底・漁網用防
汚剤や陸域由来の農薬（＝「除草剤」と総称）
の影響を常に受けていると考えられる。防汚
剤として頻用されている Irgarol 1051 （イ
ルガロール）や Diuron （ジューロン）は、
強い光合成阻害作用を有する。さらに、これ
らの物質は瀬戸内海沿岸域の海水中から高
い頻度で検出されており (Okamura et al. 
2003; Balakrishnan et al. 2012、等)、こ
れらの除草剤がアマモに対して負の影響を
及ぼしている可能性がある。過去にアマモ場
の消失原因として陸域からの除草剤負荷の
可能性を指摘した例はあるが (Yamamuro et 
al. 2006)、現場環境中における除草剤のア
マモへの影響を科学的に検証した事例は皆
無である。 
従って、アマモ場の再生につながる効果的

なリスク低減策策定のためには、上述の化学
物質のアマモに対する毒性影響を調べ、生態
リスクを詳細に解析することが必要である。 
 
２．研究の目的 
(1) 除草剤は主に光合成阻害、栄養代謝阻

害、および微小管重合阻害の 3種類の異なる
作用機序を持つ物質群に分類され、これらの
作用により生長阻害を引き起こし、殺草作用
を示す。本研究では、異なる作用機序を持つ
各種除草剤のアマモに対する毒性影響を明
らかにする。 
 
(2) 対象とする除草剤の実環境中におけ

る濃度分布調査を実施する。 
得られた結果に基づき、各種除草剤のアマ

モに対する生態リスク（生物や生態系に対す
る潜在的危険性）を詳細に解析し、アマモ場
再生のためのリスク低減策策定に資するこ
とを本研究の最終的な目的とする。 
 

３．研究の方法 
(1) 毒性試験：アマモ親株を試験生物とし

て毒性試験を実施した。被験物質は船底塗料
用防汚物質であるイルガロール（光合成阻
害）、陸上で農薬として使用される、プレチ
ラクロール（脂肪酸鎖延長阻害＝「栄養代謝
阻害」）、およびプロモブチド（微小管重合
阻害）を用いた。 
我々の予備調査からいずれの物質も瀬戸

内海沿岸域で検出されている。これらの物質
にアマモ親株を 2週間曝露した。影響評価指
標は主に生長および光合成能（最大量子収率 
Fv[=(Fm-Fo)]/Fm）とし、生長阻害および各
指標の変化量との相関を調べた。さらに、イ
ルガロール曝露個体についてはガスクロマ
トグラフ質量分析計 (GC-MS) を用いた代謝
物総体解析を既報 (Hano et al.,2017) によ
り行った。 
また、暗条件および高水温（27℃)の環境

ストレス下で 2 週間飼育し、生長および光合
成能について調べるとともに、代謝物総体解
析を行い、イルガロール曝露個体との比較を
行った。 
 
(2) 環境中被検物質濃度：瀬戸内海沿岸域

を調査地点とし、定期的に海水サンプリング
を実施した。なお、被検物質濃度の分析は
GC-MS を用いて行った。また、被検物質の環
境中濃度に関する文献調査もあわせて実施
した。 
 
(3) 生態リスク推定：調査および文献によ
り得られた環境中被検物質濃度、および毒性
試験結果より、被検物質ごとの生態リスクを
比較した。以上の結果をもとに調査海域にお
けるアマモ生長阻害要因について考察した。 
 
４．研究成果 
(1) 環境ストレスのアマモに対する影響 
①除草剤 
イルガロールに曝露したアマモの生長に

ついて調べた結果、曝露濃度依存的な生長阻
害効果が認められた（図 1A）。また、1 g/L 以
上の濃度区で助剤対照区との間に有意差が
認められた。また、光合成能の指標である最
大量子収率についても同様に曝露濃度依存
的な減少傾向が認められた（図 1B）。 

図1. イルガロール曝露 2 週間後のアマモの生長
(A) および最大量子収率 (Fv/Fm)(B)。C, 対照
区；SC, 助剤対照区。* は助剤対照区との間に有
意差 (P <0.05) があったことを示す。 
 
最大量子収率の減少については、クロロフ

ィル蛍光のバックグラウンド値である Fo 
の曝露濃度依存的な上昇が原因であり（図



1B）、また、この現象はイルガロールにより
光化学系 II の電子伝達に障害が起こったた
め、行き場を失った電子のエネルギーにより
クロロフィルが蛍光を発したためであると
考えられた。生長および最大量子収率につい
て 14 日間半数影響濃度を計算した結果、そ
れ ぞ れ 4.2 (1.0-7.3) g/L お よ び 
0.5(0.41-0.66) g/L が得られた（括弧内の
数字は 95%信頼区間を示す）。 
他の作用機序を持つ除草剤のアマモに対

する毒性について調べた。プレチラクロール
については 90 g/L まで、ブロモブチドにつ
いては1 mg/L の濃度までで試験を試みたが、
いずれの物質についても生長および最大量
子収率ともに顕著な影響は認められなかっ
た。 
 
②暗条件および高水温の影響 
 暗条件および高水温に 2 週間処理した個
体の生長および光合成能を図 2に示した。そ
れぞれの処理区の個体の平均生長は対照区
の個体の 44% および 66% であった（図 2A）。
なお、最大量子収率については対照区との間
に顕著な差は認められなかった（図 2B）。 

図 2. 暗条件(D)および高水温処理(H)個体の
生長阻害(A)および光合成能(B)。C, 対照区。* 
は対照区との間に有意差 (P <0.05) があったこ
とを示す。 
 
③代謝物総体解析 
アマモの葉体内代謝物として、糖、アミノ

酸、その他有機酸など 50 種の代謝物を同定
した。まず、イルガロール曝露によるそれら
の変動を主成分分析により調べた（図 3）。 
分析の結果、曝露濃度に依存して代謝物が

変動を受けている傾向が顕著にみてとれ、そ
の傾向は曝露期間が長くなればより明確と
なっていた。 
特に変動の大きい代謝物をみると、3-ホス

ホグリセリン酸やスクロースの減少が顕著
であった。さらに、ミオイノシトールの増加
も顕著であった（図 4）。      
3-ホスホグリセリン酸はカルビン回路に

おいて最初に二酸化炭素を固定する分子で
ある。イルガロールにより光化学系 II にお
ける電子伝達が阻害され、二酸化炭素を固定
するためのエネルギーが十分でなくなった
ため、結果として 3-ホスホグリセリン酸の量
も減少したと考えられた。さらに、糖新生に
必要なエネルギーや分子も不足したためス
クロースが顕著に減少したと考えられた。 
 

図 3. イルガロールに 14 日間曝露したアマモ葉
体内代謝物の主成分分析の結果。 
 

ミオイノシトールは植物において様々な機
能を持つことが知られている(Loewus and 
Murthy, 2000)。イルガロール曝露個体では
生長阻害が観察されたが、ミオイノシトール
は細胞壁の合成においても機能しているた
め、合成過程に何らかの障害が生じた可能性
が考えられた。 
 

図4.イルガロールに曝露したアマモ葉体内代謝物
の変動。I, 曝露前個体；SC,助剤対照区。* は助
剤対照区との間に有意差 (FDR <0.05) があった
ことを示す。 
 
次に、暗条件および高水温処理した個体に

ついても代謝物変動について調べた。主成分
分析を行った結果、特に、暗条件処理による
代謝物の変動が顕著であった（図 5）。代謝物
の内訳についてみると、暗条件処理個体にお
いてスクロースの減少は顕著であったが、3-
ホスホグリセリン酸の顕著な減少は認めら
れなかった(図 6)。暗条件処理個体において
も生長阻害が認められたことから、カルビン
回路以外の代謝系の障害がより顕著である
ことが示唆された。また、ミオイノシトール
についても顕著な増加が認められ、イルガロ



ール曝露個体同様に、暗条件処理個体におい
ても、細胞壁合成過程において何らかの障害
が生じていることが示唆された。 
また、イルガロール曝露個体や暗条件処理

個体においてはいくつかのアミノ酸の顕著
な増加が認められた(図 7)。 

図 5. 暗条件(D)および高水温(H)下で 14 日間飼
育したアマモ葉体内代謝物の主成分分析の結果。 
 

図 6. 暗条件(D)および高水温(H)下で飼育し
たアマモ葉体内代謝物の変動。I, 曝露前個体。* 
は助剤対照区との間に有意差 (FDR <0.05) があ
ったことを示す。 
 
どちらの処理もスクロースなど糖の減少

により恒常性維持に必要なエネルギーが不
足していると考えられる。そこで、アミノ酸
を増加させ、それらを原料として糖の減少に
伴い不足するエネルギーの減少分を補って
いることが示唆された。アミノ酸の増加につ
いては、オートファジーによりタンパク質を
分解して生じている可能性が考えられるた
め、今後はオートファジーが実際に生じてい
るか生化学的および組織学的な証拠を集積
する必要がある。 
なお、高水温処理個体については分析に用

いた代謝物の中で特徴的な変動を示す物質
は認められなかった。今回は糖、アミノ酸等

の水溶性代謝物を対象としたが、脂溶性の代
謝物も視野に入れ、高温ストレスに特異的指
標を検索する必要がある。 
 

図 7. イルガロール曝露および環境ストレス処理
下で 2 週間飼育したアマモの葉体内代謝物のヒー
トマップ図。I、曝露前個体；C、対照区；SC、助
剤対照区；D、暗条件処理；H、高水温処理。 
 
(2) 生態リスク解析 
瀬戸内海沿岸域において検出されたイル

ガロールの濃度について文献調査を実施し
た。1997 年から 2013 年まで断続的にモニタ
リングした結果が報告されている（Okamura 
et al., 2003; Balakrishnan et al., 
2012;Kaonga et al., 2015）。最高検出濃度
は 1.1 g/L であるが（Kaonga et al., 2015）、
海水中濃度の平均は 40 ng/L であり、報告
されている期間を通じてほとんど変化して
いない。アマモ親株の生長や光合成能を指標
とした毒性値は 4.2 g/L および 0.54 g/L 
であり、特に、最大量子収率については環境
中濃度と 10 倍程度しか乖離していない。ま
た、瀬戸内海における最高検出濃度は最大量
子収率を指標とした毒性値を上回っており、
少なくとも光合成能に何らかの影響が出て
いる可能性が考えられる。 
瀬戸内海沿岸域数地点での2年にわたる調

査の結果、プレチラクロールおよびブロモブ
チドの最高検出濃度はそれぞれ 6 ng/L およ
び 176 ng/L であった。本研究で毒性試験を
試みたそれぞれの物質の最高濃度はプレチ
ラクロール 90 g/Lおよびブロモブチドが 1 
mg/L であり、これらの値は、環境中からの
最高検出濃度のそれぞれ 15000 倍および
5900 倍に相当する。プレチラクロールおよ
びブロモブチドについては上述の濃度で毒
性影響は認められなかったため、少なくとも
これらの物質についてはアマモの親株に対
する生態リスクは極めて低いと考えられた。 
 イルガロールの毒性値や海水中濃度およ
び検出頻度を考えると、アマモの親株に対し
ては、光合成阻害作用を持つ除草剤のリスク
が、他の作用機序を持つ除草剤より高いこと
が推察される。今後は光合成阻害作用を持つ
除草剤の複合的な影響や、水温や光条件など
の環境ストレス因子が除草剤の毒性に及ぼ



す影響について詳細に調べる必要がある。 
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