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研究成果の概要（和文）：本研究において，下水処理場の放流水に含まれる81種類の医薬品およびパーソナルケ
アプロダクト（PPCPs）を通年モニタリングし，相対的に高濃度で検出されるPPCPsを明らかにした。また，コイ
に対してAeromonas salmonicidaを感染させる試験において，細菌の培養至適温度およびコイの飼育至適水温を
明らかにし，コイの体サイズ依存的にA. salmonicidaに対する感受性は変化しないことを示した。上記条件に
て，コイの細菌性感染症に対する感受性の変化を指標とした化学物質の免疫系への影響を評価することが可能と
なった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we have monitored 81 compounds of pharmaceuticals and 
personal care products (PPCPs) in effluent of a sewage treatment plant through a whole year, and 
have identified some certain PPCPs such as NSAIDs, anti-ulcer agents, and antihistamic agents, whose
 levels in the effluents are relatively high. We also optimized the method of experimental infection
 test using common carp (Cyprinus carpio) as a host and Aeromonas salmonicida as a pathogen. We 
fixed the temperature for culturing the bacteria at 20 degrees C, and decided to conduct the 
infection test around 23 dgrees C. Additionally, size-dependent alteration of susceptibility in carp
 against A. salmonicida was evaluated. We found that body size of carp unaffected the 
susceptibility, when we use the fish whose body weight are between 1.6 to 8.0 g. Using the fixed 
experimental conditions, immunomodulately effects of chemicals will be evaluated.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により，生態毒性の観点からの免疫毒性の評価において，従来法のような免疫刺激の無い条件下で
化学物質の影響を解析するのではなく，病原体に対する感受性の変化を評価する試験が可能となった。近年，当
該分野における国際学会においても免疫毒性を主題としたセッションが継続的に開かれており，とくに本テーマ
に関する研究は高い関心を集めている。野生生物における感染症の発生に対して化学物質の関与が疑われる事例
があるものの，未だその証明には至っておらず，本研究で提案する手法が免疫毒性評価の推進に大きく貢献出来
ると考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 化学物質の曝露が野生生物における感染症の発症リスクを高めていることが疑われる事例が
報告されている。具体的には，米国では農薬の曝露量が増えるに従って両生類の吸虫感染リスク
が増大することが示されている 1)。また，スイスでは産業化に伴う化学汚染の発生がブラウント
ラウトの寄生虫感染症の拡大を引き起こしたことが示唆されている 2)。我々も瀬戸内海のスナメ
リにおいて，体内に蓄積した有機スズ化合物濃度と肺線虫感染の重症度との間に有意な関係が
あることを明らかにし，有機スズ汚染が寄生虫感染リスクを高めた可能性を示した 3)。このよう
に，化学物質への慢性的な曝露に起因する免疫系の機能不全が感染症のまん延に関与している
可能性が指摘されている。 
 化学物質と感染症との関連性を解析する上で免疫毒性の評価は必須であるにもかかわらず，
水生生物において化学物質が免疫系に及ぼす影響を評価する確固たる手法は確立されていない
のが現状である。従来法では，免疫刺激の無い条件下で，in vivoもしくは in vitroでの化学物
質の曝露による白血球の活性の変化を検出する手法がとられてきたが，そこで観察される影響
は必ずしも感染症に対する感受性の変化を引き起こすとは限らない。したがって，近年では化学
物質を曝露した個体に病原体を感染させ，感染症の発症をエンドポイントとした新たな手法が
用いられ始めている。臭素系難燃剤（PBDEs）を添加した飼料を与えたマスノスケはビブリオ
病によるへい死率が上昇することが報告されている 4)。このような感染実験と曝露試験を組み合
わせた手法を実験モデル魚の一種である海産メダカに適用するために，利用可能な病原体の検
討もなされている 5)。病原体の感染に対する免疫応答への化学物質の作用を解析することが，今
後の免疫毒性評価の主流になると考えられる。 
 環境汚染物質のうち免疫毒性を有することが知られている化合物として，ベンゾピレンや有
機スズ化合物が挙げられ，魚類の免疫系への影響についても報告されている 6,7)。一方，最近で
は下水処理水中に残留する医薬品による免疫抑制作用が懸念されている 8)。医薬品は高い生物活
性を有するように設計されているため，低濃度でも生物に影響を及ぼし得るが，現行の法制度で
は医薬品の生態毒性評価は義務づけられていない。したがって，医薬品の水生生物に対する影響
については不明な点が多い。医薬品のなかには抗炎症作用を有するものが多く含まれ，中でもジ
クロフェナクやインドメタシン，イブプロフェンなどに代表される非ステロイド系抗炎症薬
（NSAIDs）は国内外の下水処理水から数百 ng/L〜数 µg/Lと比較的高濃度で検出されることが
報告されており 9)，それらの化合物が水生生物における感染症に対する感受性に及ぼす影響を明
らかにする必要がある。また，医薬品のなかには，免疫系に作用することを意図せずに設計され
たにもかかわらず，副次的に免疫系に悪影響を及ぼすものも存在する 8)。それ故，個々の医薬品
による水生生物への影響はもちろんのこと，これらの複合的な影響も考慮したリスク評価が急
務である。 
 
２．研究の目的 
 我々のこれまでの研究で，ヒラメ 10)やメダカ 11)，コイ 12)を対象に化学物質の存在下で病原体
の感染に対する感染症の発症や宿主の免疫応答を検出することを可能とした。とくに，コイを対
象にした実験系については，平成 26〜27 年度に実施した若手研究Ｂ（26740030）で検討を重
ね，病原性細菌である Aeromonas salmonicidaの浸漬感染が簡便かつ高い再現性で感染症を引
き起こすことが示され，陽性対照として用いたデキサメタゾンの高濃度曝露によって同感染症
によるコイの死亡率が著しく上昇することも報告した 13)。したがって，コイと A. salmonicida
の宿主−病原体の組み合わせで化学物質の感染症に対する感受性への影響を評価することとした。
多くの化学物質の影響を評価するにあた
り，省スペースおよび使用する化学物質の
量を最少化する必要があるが，そのために
は実験系のスケールダウンが必要となる。
しかしながら，コイの成長段階と A. 
salmonicidaに対する感受性との関係や，感
染実験を実施する際の至適水温など，いく
つかの試験条件が未確定のままであったた
め，これらの検討を行った。事前の検討で
は，図 1 に示す通り，小型のコイにおいて
発症しない傾向にあったことから，体サイ
ズに依存した感受性の変化の有無について
重点的に検証した。また，下水処理水に残留
した医薬品およびパーソナルケア製品
（PPCPs）を定期的にモニタリングするこ
とで，優先的に評価すべき物質のスクリー
ニングを行った。 
 
３．研究の方法 
（１）下水処理水における PPCPsモニタリング 
 2017 年に愛媛県内の下水処理場にて，2 週間に 1 回の頻度で処理水を採取した。81 種類の



PPCPsを LC-MS/MSで定性・定量した。 
（２）A. salmonicida感染実験の試験期間の検討 
 魚体重約 8 gのコイを 20 Lの飼育水に 15または 16尾入れた群をそれぞれ準備した。いずれ
も 20℃で飼育し，A. salmonicidaを 3.5  103 CFU/mLで感染させた。感染後 31日目まで毎日
症状を観察し，死亡した個体はその都度取り除いた。 
（３）体サイズの異なるコイに対する A. salmonicida感染実験 
 体サイズの異なるコイからなる個体群（大：7尾［8.0 g］，中：10尾［4.4 g］，小：14尾［1.6 
g］）を 3群準備し，それぞれ 20 Lの飼育水で飼育した。3群ともに 25℃で飼育し，2群に 20℃
で培養した A. salmonicidaを感染させ，1群を非感染区とした。死亡した個体はその都度，感染
後 14 日目まで生存した個体は麻酔をかけた上で，体長，体重および外観症状の有無を記録した。 
（４）温度に依存したコイの A. salmonicidaに対する感受性の評価 
 体サイズの異なるコイからなる個体群（大：7尾［8.4 g］，中：10尾［4.3 g］，小：14尾［1.7 
g］）を 4 群準備し，それぞれ 20 L の飼育水で飼育した。2 群を水温 20℃で，残りの 2 群を
25℃で馴化し，各温度区のコイに対し 20℃または 25℃で培養した A. salmonicidaを感染
させた。観察は（２）と同様に行った。 
 
４．研究成果 
（１）PPCPsモニタリング 
 モニタリング対象とした 81 種の PPCPs のうち 59 種の化合物が 50%以上の頻度で検出され
た。そのうち 52種は一年を通じて検出されることが明らかとなった。多くの化合物が数十から
数百 ng/Lの濃度範囲で検出され，一部の潰瘍治療剤，糖尿病治療剤，人工甘味料はg/Lのオー
ダーで検出された。本研究でとくに着目した NSAIDs については，ジクロフェナク（64〜130 
ng/L）やインドメタシン（74〜200 ng/L）が相対的に高濃度で検出された。 
（２）A. salmonicida感染実験期間の検討 
 感染後 3日目に最初の発症個体が観察され，9日目にかけて急激に発症率が上昇した（図２）。
感染から 16日目に死亡個体が観察された一方で，症状が改善する個体も観察された。この結果
から，化学物質が A. salmonicidaに対する感受性に及ぼす影響を評価する際に発症率をエンド
ポイントとするならば，回復する個体が出現する以前の感染後 2 週間程度で試験を実施するこ
とが望ましいと考えられた。 

（３）体サイズと A. salmonicidaに対する感受性との関係 
 A. salmonicida感染から 14日目での感染 2区での発症率は 38.7%と 26.7%であり，死亡個体
はそれぞれ 1個体，2個体であった。この時のそれぞれの試験区における各個体の体長と体重を
プロットしたものを図３に示す。試験区間での体長および体重の違いは見られなかった。また，
感染 2区における発症個体の体長および体重に偏りは見られなかった。 
 我々が実施した予備試験の結果から，魚体重 3.0 g未満の個体は A. salmonicidaに対する感
受性が低く，それよりも大きい個体が発症する感染条件であってもほぼ発症しないと予想して
いたが，この予想は明確に否定された。少なくとも，魚体重が 1.6〜8.0 gの間においては，コイ
の A. salmonicidaに対する感受性に体サイズ依存的な違いは無いと結論づけられた。 
（４）体サイズおよび温度と A. salmonicidaに対する感受性との関係 
 A. salmonicida の培養温度による発症率の違いを評価したところ，25℃で培養した場合と比
較して，20℃で培養した細菌を感染させた試験区の方が明確に高い発症率を示した。また，コイ
の飼育水温による違いを観察した結果，25℃で飼育した時の方が，20℃で飼育した試験区より
も，高い発症率および死亡率を示した。ただし，25℃で飼育した試験区では，発症個体の半数ほ
どの個体で外観的症状が改善していた。さらに，本実験においても，コイの体サイズによる感受
性の違いはみられなかった。 



 A. salmonicida の病原性因子にはいくつかの候補があるが，細胞壁に存在する A-layer と呼
ばれる層がそのひとつとして挙げられる。A. salmonicidaを比較的高温で培養すると，A-layer
を構成するタンパク質が発現しなくなり，同時に病原性が消失することが報告されている 14)。
我々が使用した菌株では未確認であるが，同様の理由により，25℃で培養した細菌を感染させた
試験区では発症率が低くなったと予想された。 
 本研究の結果，少なくとも我々が使用した体サイズの範囲においては，コイの A. salmonicida
に対する感受性には違いがないことが明らかとなり，試験の目的に応じてコイのサイズを選択
することが可能となった。また，感染に使用するA. salmonicidaは 20℃で培養することとした。
さらに，コイの飼育水温は 20℃から 25℃の範囲で差し支えないが，20℃では発症するまでに時
間がかかること，25℃では死亡率が高くなる一方で回復する個体が出現することから，化学物質
の曝露による影響を検出するためには，23℃程度で試験を行うのが望ましいと考えられた。 
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