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研究成果の概要（和文）：本研究では化学物質暴露に対する魚体中での生体内防御物質としてのアスコルビン酸
（AsA）の役割を明らかにするために、AsAが不足した飼料を魚に与えて胚を得て、検証を行った。まず、AsAが
不足した胚の奇形誘発率は上昇した。このことはAsAがコラーゲン生成に欠かせないことを示唆していた。更に
AsAが胚中で少なくなると、低いOxyPAH暴露濃度でも、高率で胚に影響が現れることが分かった。これは、抗酸
化物質として、またコラーゲン形成時に必須のAsAが胚中で足りずに起る現象であると示唆された。これらの結
果から、AsAが化学物質暴露の制御物質として欠かせないものである、ということを実験的に明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined the role of ascorbic acid (AsA) as the 
defense-component in fish exposed to chemicals. Medaka fish were fed the artificial food with small 
amount of AsA or without AsA. The malformation rate in the hatching larvae from embryos spawned by 
those fish tended to increase with decreasing the contents of AsA in embryos. This result suggests 
that AsA is absolutely necessary for the formation of collagen. When AsA contents in embryos became 
low, several effects were caused in embryos even by lower concentration of Oxygenated PAH. Because 
AsA reacting as the antioxidant and catalyst at the formation of collagen were shortage in embryos, 
those effects were caused even in low exposure concentration of OxyPAH. As a result, we showed that 
AsA is absolutely necessary for the defense-component to the exposure of chemicals.

研究分野：環境毒性学、環境化学
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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 
 キノン類等の酸素化多環芳香族炭化水素
類（OxyPAH）は大気汚染で問題視されてい
るディーゼル廃棄微粒子（DEP）に含まれる
物質の中でも、毒性が強い物資群の 1つであ
ると考えられ、都市部近郊の海底質中からも
検出されている。我々は予備試験として, 
数種の OxyPAH をヒメダカ胚に暴露したと
ころ、孵化仔魚の脊椎骨湾曲、頭蓋骨の矮小
化・球状化、口蓋骨の未発達、ヨークサック
の膨張、管状心臓の形成、といった様々な影
響が誘発されるのを見出した。その後、
OxyPAH 暴露影響をさらに詳細に調べるた
めに、暴露中にアミノ酸や糖類等の胚中代謝
物の変動を網羅的に調べたところ（メタボロ
ミクス）、孵化直前の胚中アスコルビン酸（ビ
タミン C、以下 AsA）が、OxyPAH未暴露の
対照区よりも大きく減少していた。AsA は魚
体内で十分量作ることができない必須ビタ
ミンであり、骨や血管を構成するコラーゲン
形成に欠かせない。また、化学物質の生物に
対する影響の 1 つ、酸化ストレスに対して抗
酸化物質としてもはたらく。これらの結果と
背景をもとに、OxyPAH の胚暴露による仔魚
の奇形発現等は、AsA の機能から考えると、
AsA 減少が直接あるいは間接的に寄与して
いるのではないか、と仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では上記 1 項に述べた AsA に関す
る仮説を確認するために、 
1) 胚発生中の AsA の孵化仔魚の形態異常等
の影響への関与を検証するため、AsAを極度
に減らした餌料でヒメダカ親魚を飼育、産卵
させ、その卵を孵化させて OxyPAH 暴露時の
影響と完全あるいは一部類似した影響が孵
化仔魚に現れるかを見極める。 
2) AsA の化学物質暴露に対する防御作用を
検証するために、1)の卵を産卵後数時間目か
ら OxyPAHに暴露し、OxyPAH暴露時に特有
の影響が、予備試験時より低い暴露濃度で見
出せるかを調べる。 
という 2 点を検証することを目的とした。本
研究の仮説が立証されれば OxyPAH の毒性
発現メカニズムの一端を明らかするだけで
なく、化学物質暴露に対する生体内防御物質
としての AsA の役割を明らかにできる。 
 
３．研究の方法 
（１）市販餌中 AsAの含有量測定 
 一般に市販されているメダカ用、あるいは
淡水魚用の餌を 10 種類購入し、それぞれに
含まれる AsA 量を調べた。魚類への AsA 吸
収を考慮して、幾つかの AsA存在形態がある、
という研究分担者の横山による情報のもと、
AsAとデヒドロアスコルビン酸（DAsA）、AsA
リン酸体（PAsA）の 3 種類を測定対象とし、
HPLCにより測定した。 
（２）AsA含有量がヒメダカ産卵に及ぼす影
響 

 AsA含有量を 300、30、0（含まず）になる
ように AsA を添加した人工飼料をそれぞれ
調製した。 
 30センチ規格のガラス水槽に 9 Lの水を注
ぎ、各餌を給餌するための水槽を 3本ずつ用
意した（n=3）。それぞれの水槽に 6 雄 12 雌
の生後 7～8 ヶ月のヒメダカを投入した。水
温は 25℃に保ち、各水槽にスポンジフィルタ
ーとエアレーションを施した。試験開始前 1
週間はテトラミンを給餌して環境馴致し、そ
の後、2 ヶ月にわたり各水槽で産卵される受
精卵の個数を数えた。 
（３）AsA不足胚への OxyPAH暴露 
 AsAが不足した胚は、AsAを充分に含む胚
と比較するとより低濃度のOxyPAHにより影
響発現するか、ということを検証するために
以下の実験を行った。 
 AsA含量が 300、30、0 mg/kg含む人工餌を
1 ヶ月間与え続けたそれぞれのヒメダカ胚を
用意した。ガラス容器に 100 mLの飼育水を
用意し、そこに oxyPAH の一種である 7,12-
ベンゾ(a)アントラセンキノン（BaQ）を 20、
100、500 ng/mLになるように添加した。助剤
にはジメチルホルムアミドを用いた。また、
BaQを含まない対照区も設けた。この飼育水
に AsA0、30、300 mg/kgを与え続けた各親か
ら得た胚を個別に、BaQを含む各飼育水に 10
個ずつ投入した。これをそれぞれにつき 6つ
ずつ容器を用意し（繰り返し 6、n=6、但しコ
ントロールは n=4）、20 日間暴露実験を行っ
た。暴露試験の詳細はこの試験のための予備
試験として行った、市販餌を親魚に与えて得
た胚への暴露試験（Kawano et al. 2017）と同
様の操作で行った。また、暴露濃度もこの予
備試験の結果をベースに決定した。 
 
４．研究成果 
（１）市販餌中 AsA含有量 
 市販されていた 10 種類のメダカあるいは
淡水魚用の AsA含有量を調べたところ、以下
のような結果であった（Table 1）。 
 
Table 1  市販餌中 AsA含有量 

 
 3種類の AsAのうち、総体的に PAsAが最も
多く含まれている餌が多く、次に AsAが多く
含まれる傾向にあった。しかし、餌 C、D、E
などは AsA が AsA リン酸体よりも多く含ま
れており、その目的に応じてメーカーが含有
量を変えていると考えられた。また、DAsA



はどの餌もその含量が 10%以下であり、意図
的に混合させた、というよりは製造後、時間
と共にAsAや PAsAがDAsAに変化したもの
を検出した可能性がある。AsA、DAsA、PAsA
の含有量を合計した量（Total AsA）は最も多
いもので 421 mg/kg、もっとも少ないもので
43.8 mg/kgとほぼ 10倍の開きがあった（平均
191 mg/kg）。この結果から AsA量ははそれぞ
れの餌でかなり幅があることが分かった。今
回は Bの餌の Total AsA量を参考に、今後人
工飼料を作る際に、AsAを最も多く含む餌に
は 400 mg/kgのAsA濃度になるように調製す
ることにした。また各餌中で PAsA の含有量
が多い傾向にあるために、本研究では添加す
る AsAはリン酸体を用いることにした。 
（２）AsA含有量がヒメダカ産卵に及ぼす影
響 
 2ヶ月にわたり、AsA量が 300、30、0 mg/kg
含む人工飼料でそれぞれ親魚を飼育し、得た
卵数の変動を Fig. 1に示す。 
 

Fig. 1 産卵数の変動 
 
本研究ではこの産卵数変動の検証を数回
行ってその再現性を確認したが、毎回多少の
違いはあるものの、試験開始 1ヶ月目くらい
から 30及び 0 mg/kgの餌群の産卵数が徐々に
下がる傾向を見せた。またこの 1ヶ月目くら
いから 30及び 0 mg/kgの親魚に、体が白くな
った後、数日で死ぬ個体が出始め 2ヶ月目に
至るまでにかなりの数が死亡した。哺乳類で
は AsA欠乏により壊血病になり、重症化した
場合、死に至ることが知られている。魚の場
合、壊血病に関する知見はほとんどないと思
われる。しかし、本研究で見られた AsAが充
分に与えられない群の死亡率が高くなる原
因として、AsAが充分に吸収できないことに
より壊血病に類する影響が誘発されたこと
が考えられた。しかし、このような親魚の
AsA 欠乏あるいは不足による影響が見られ
たものの、Fig. 2 に示すように卵の受精率に
は大きな影響は見られなかった。Fig. 1 に示
した結果から考えると、AsAの不足は精子へ 

Fig. 2 受精率の変動 
 
の影響はあまりないのかもしれない。また、
得られた各群の卵を確保し、その後、孵化率、
奇形率、発生途中の死亡率などを観察したが、
採取された卵のロット間差が大きかったも
のの、0 mg/kgの餌群からは 1ヶ月目くらい
以降に得られた卵から 40~50%の孵化仔魚に
何らかの奇形を有するときがあった。また、
30 mg/kgでも 25日目に得られた卵で 50%を
越える奇形率が観察されることがあった。
AsAは皮膚、膜、軟骨を構成するコラーゲン
形成に欠かすことができない。また AsAは少
なくとも親魚にとっては必須ビタミンであ
る。胚が発生する中で AsAが自己生産できる
か否かは分からないが（我々の検証では AsA
が胚発生中に突然増えることがあり、胚は親
魚と違って AsA を体内で合成できる可能性
がある）、充分に胚に AsA が与えられず、こ
のことから正常なコラーゲンが形成されな
いことが、このような奇形誘発を招いた可能
性が考えられた。しかし、この奇形誘発率は、
試験間で変動が大きかったため、さらに詳細
な検証が必要である。また、AsAを減らした
餌を与えられた親群が産んだ卵は卵膜の形
状異常が観察され、この卵膜形成異常は不完
全なコラーゲン形成に由来するものと思わ
れた。 
（３）AsA不足胚の OxyPAH暴露影響 
 AsA含量が 0、30、300 mg/kgの人工飼料を
与え続けられた親から得た、それぞれの胚を
OxyPAHの一種である BaQに暴露した。その
孵化率、死亡率、孵化日数、孵化稚魚の奇形
誘発率をそれぞれ Fig. 3から 6に示した。 
 孵化率については BaQ 未暴露（Fig. 3 の
control）の胚は AsA の過不足関係なくほぼ
100%に近い孵化率を得た。しかし、0 mg/kg
及び 30 mg/kgの群は 20 ng/mLで減少する傾
向が見られ、500 ng/mLの BaQ暴露では AsA
含量が減少するにつれて孵化率が低下する
傾向が明瞭に見られた。また、死亡率（Fig. 4）
に関しては、やはり 20 ng/mLBaQ暴露で AsA
含量の 0と 30 mg/kg群で上昇する傾向が見ら
れ、500 ng/mL暴露区では AsA含量が少なく
なるほど、AsAが有意に上昇する傾向が見ら
れた。さらに奇形率に関しては、300 mg/kg
の AsA群では 20 mg/kgで 20%程度しか出現 



Fig. 3 孵化率の比較 
 

Fig. 4 死亡率の比較 
 

Fig. 5 孵化日数の比較 
 

Fig. 6 奇形誘発率の比較 
 
しなかったが、AsA含量が少なくなると奇形
率が上昇し、AsA 0 mg/kgでは50%を越えた。
100 ng/mL BaQ暴露でも同様の傾向が見られ
た。500 ng/mLでは通常餌を与えた親から得

た胚でもほぼ全ての個体が奇形を誘発する
BaQ暴露濃度であり、本研究でも、どの AsA
含有量でもほぼ全ての胚から奇形稚魚が生
まれた。これらの影響に対して、孵化日数に
関してはどの区もほとんど影響を受けず、ほ
とんど対照区と変わらなかった。 
 AsAは強力な抗酸化作用物質として、生物
体内で起こる酸化ストレスに対して働くこ
とが知られている。本研究を始めた当初、恐
らく、AsAが不足した胚ではこの酸化ストレ
スによる影響が大きくなるだろうと予想さ
れた。孵化率と死亡率に関して、AsA含有量
が少ない胚ほど、その影響が大きいことが観
察された。孵化率の低下は胚内において、BaQ
暴露の影響を受けて大きな酸化ストレスが
生じ、これに対応する AsAが不足しているた
めに、より深刻な影響を受け、また、死亡率
も同様の理由で AsA 不足群で大きくなった
ことが本研究の結果から示唆された。また、
孵化稚魚の奇形率に関しては、胚中でその形
成に AsA が必須であるコラーゲンの形成が
うまくいかず、AsAが少ない群では BaQ低濃
度暴露でさえ、多くの奇形稚魚を産する結果
となったと考えられた。その奇形のパターン
は Fig. 7に示すようなものであり、この形態
は予備試験（Kawano et al. 2017）で得られた
ものとほぼ一致していた。 
 

 
Fig. 7 AsA 0 mg/kgの胚を BaQに暴露したと
きに孵化した奇形稚魚 

 
 本研究では化学物質暴露に対する魚体中
における生体内防御物質としての AsA の役
割を明らかにするために、AsAが不足、ある
いは全く含まない人工飼料を調製してこれ
を親魚に与えて胚を得て、幾つかの検証を行
った。まず、AsAが不足、あるいは含まない
餌を食べた親魚から生まれた胚への奇形誘
発率は上昇する傾向が観察された。このこと
は AsA がコラーゲン生成に欠かせないこと
と、少なからず関係していると考えられた。
また、AsAが不足する状況が 1ヶ月強続くと、
親魚自身が哺乳類の壊血病と同様の現象で
死に至ることが明らかとなった。さらに AsA
が胚中で少なくなると、通常では影響発現し
ないような低い OxyPAH暴露濃度でも、高率



で胚に影響が現れることが分かった。これは、
抗酸化物質として、またコラーゲン形成時に
必須である AsA が胚中で足りずに起こって
しまう現象であると示唆された。これらの結
果から、AsAが化学物質暴露の制御物質とし
て欠かせないものである、ということの一端
を実験的に明らかにできた。 
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