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研究成果の概要（和文）：抗生物質や除草剤等の人為起源化学物質（AC）は陸域で多用されて河川経由で沿岸域
に流入している。本研究で対象海域とした瀬戸内海でACのモニタリング調査を行い、湾奥部や下水処理場付近な
ど高濃度域の特徴を明らかにした。また、ACの海産微細藻類に対する影響を検討し、珪藻が高感受性種であるこ
と、ACの影響は強光との複合影響でより強まることを明らかにした。調査した環境水中濃度と既報の予測無影響
濃度（PNEC）を比較してACの生態リスクを評価したところ、抗生物質は前述の限られた高濃度域で生態リスクが
高くなる一方、除草剤ジウロンはPNEC超過試料が半数を超えており，より広範囲で生態リスクが懸念された。

研究成果の概要（英文）：Anthropogenic chemicals (AC) such as antibiotics and herbicides are heavily 
used on land and enter coastal areas via rivers. We conducted a monitoring survey of AC in the Seto 
Inland Sea, the target area of this study, and clarified the characteristics of high-concentration 
areas, such as deep part of the bay and near sewage treatment plants. The effects of AC on marine 
microalgae were also examined, and it was found that diatoms are highly sensitive species and that 
the effects of AC are enhanced by the combined effects of AC and intense light. The ecological risk 
of AC was evaluated by comparing the concentrations in the environmental water studied with the 
previously reported predicted no-effect concentrations (PNEC). The ecological risk of antibiotics 
was higher in the limited high concentration area mentioned above, while the herbicide diuron was of
 concern over a wider area, with more than half of the samples exceeding the PNEC.

研究分野：環境毒性学、環境化学

キーワード： 一次生産者　除草剤　抗生物質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 陸域で多用される抗生物質や除草剤等の人為起源化学物質（AC）は河川などを通じて最終的に海洋に到達す
る。しかし、日本の沿岸海域においてACの生態リスクを評価した事例はほとんどなく、本研究で日本沿岸域にお
けるACの生態リスクを評価したことに意義がある。また本研究では、生態リスクが高まる湾奥部や下水処理場付
近などの高濃度となる海域の特徴や藻類の生長速度を半減させる濃度などの毒性値、強光など藻類に対する毒性
が強まる条件を明らかにした。これらの情報は環境省の環境リスク初期評価など、ACの生態リスクを評価する際
の基礎資料として活用される事が期待される。

※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 
近年，抗生物質や除草剤等の人為起源化学物質（AC）は陸域で多用されて河川経由で沿岸域に
流入し，一部は沿岸域に残存している 1,2)。一部の抗生物質や除草剤は植物プランクトンに対し
て藻類増殖至適条件で極めて低濃度で影響を及ぼす 3,4)。実環境中では低栄養や，水質規制が原
因の海水清明化による強光などが藻類増殖のストレスとなるため，低栄養や強光など他の要因
との複合作用により，AC が植物プランクトンの増殖にもネガティブに働く可能性が想定される。
しかし，日本沿岸における AC のモニタリングや海産植物プランクトンに対する AC の影響，低栄
養，強光など他の要因との複合作用による AC の影響変化に関する報告例は少ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，実環境中により近い強光等のストレス条件下での，多様な植物プランクトンに対
する影響の検討から AC が沿岸域の基礎生産に影響を及ぼす可能性を検討する。対象海域とした
瀬戸内海における AC濃度を測定し，主に検出される AC 濃度レベルを明らかにする。また，分類
の異なる複数の植物プランクトン培養株に対する AC の感受性の差異を明らかにし，高感受性種
など特徴的な種を抽出する。これらの特徴的な種を用いて AC の強光との複合影響を検討すると
ともに，AC 暴露時の遺伝子発現状態を検証し，感受性の種間差が生じるメカニズムの解明を目
指す。さらに，測定した環境水中 AC 濃度と毒性値から算出した推定無影響濃度（PNEC）や既報
の PNEC を比較する事で ACの沿岸域における基礎生産へ及ぼす影響を評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）瀬戸内海における AC の濃度分布調査 
湾内での化学物質の動態を検討するため，対象海域の広島湾で 2020 年 5 月～2022 年 3 月に水
産研究・教育機構所属の調査船こたか丸を用いて表層海水を採取した。河川水の影響を検討する
ため，福山港および福山港に流入する一級河川芦田川の河口堰上流で 2019 年 11 月～2022 年 10
月の期間，毎月表層水を採取した。瀬戸内海沿岸での汚染実態を調査するため，2021 年 12 月～
2022 年 2 月および 2022 年 6～7月に和歌山県から広島県の瀬戸内海沿岸表層海水を採取した。 
固相抽出には固相カートリッジ Oasis HLB plus（225 mg: Waters 社製）を使用した。固相は
使用前にメタノール 10 mL，超純水 10 mL で前処理した。採水した試料 500 mL にサロゲート
としてジウロン-d6およびエリスロマイシン-13C-d3を各 10 ng 添加後，GFC ろ紙でろ過し，固相
に 5 mL/min でろ液を通水した。その後超純水 10 mL で洗浄し，1時間空気を通して固相を乾燥
後，メタノール 10 mL で抽出した。溶出液はロータリーエバポレーターで濃縮し，内部標準物質
としたアトラジン-13C3を 10 ng 添加後，メタノールで 1 mL にメスアップした。この最終溶液を
シリンジフィルター（Millex®-LG，細孔径：0.2 μm，直径 4mm：Merck Millipore 製）でろ過
し，高速液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS/MS：LCMS-8030 島津製作所）で分析した。 
上記の分析手法で除草剤および抗生物質を 1 または 5 ng 添加して添加回収試験を実施し，回
収率が 70-130％の範囲内であった除草剤 3種（ブロマシル，ジウロン，メトリブジン），抗生物
質 12 種（アジスロマイシン，クラリスロマイシン，エリスロマイシ，ジョサマイシン，ロイコ
マイシン，ロキシスロマイシン，スピラマイシン，スルファメトキサゾール，スルファメトキシ
ジアジン，チアムリン，チミルコシン，タイロシン）を分析対象物質とした。添加回収試験の結
果から定量下限値を設定した（表１）。 
 
（２）植物プランクトン培養株に対する ACの毒性影響 
 OECD 法を海産種に合わせて一部改変し，以下の方法で藻類（植物プランクトン）急性生長阻
害試験を行った。試験生物として，珪藻 2種（スケレトネマ・コスタータム，キートセロス・ロ
レンジアヌス），渦鞭毛藻 2種（プロロセントラム・シコクエンセ，カレニア・ミキモトイ），ラ
フィド藻 2種（ヘテロシグマ・アカシオ，シャットネラ・アンティーカ）の植物プランクトン 6
種の単離培養株を用いた。カレニアの培養株は国立環境研究所微生物系統保存施設から分譲さ
れた株（NIES-2411）を用いた。日本沿岸域で検出されている化学物質の中で，除草剤 2種類（ジ
ウロン，ブロマシル）と抗生物質 3種類（クラリスロマイシン，クリンダマイシン，アジスロマ
イシン）を被検物質とした。各化学物質を 0.1～1,000 µg/L（公比 10, 5 段階濃度）で植物プラ
ンクトンに曝露し 24穴プレートで 3日間～7日間培養した。培養条件は，水温 20 ℃（高水温適
応種であるシャットネラのみ25 ℃），光量子量 120 µmol-photons/m2/sec（明暗周期 L:D=12:12h），
培地は f/2 培地を用いた。培養期間中最も増殖速度が高い 72時間を選択して細胞日分裂速度を
算出し，増殖速度が対照区と比較して半減する濃度，50%増殖阻害濃度（EC50）を求めた。 
 また，光合成への影響を検討するため，上記と同様の試験系で 24 時間培養し，パルス変調型
蛍光光度計（WATER-PAM, Walz）を用いて培養光下（120 µmol-photons/m2/sec）における光化学
系（PS）II から PSI への電子伝達速度（ETR; Electron Transport Rate）を測定し，増殖阻害
濃度と同様にして 50%光合成阻害濃度（EC50）を求めた。 
 
 



（３）高感受性種を用いた AC の強光との複合影響 
AC に対する高感受性種スケレトネマを試験生物とし，特に毒性が強かった除草剤ジウロン，
抗生物質クラリスロマイシンを曝露し，（２）の光合成阻害試験と同様に 24時間培養した。24時
間後にパルス変調型蛍光光度計を用いて培養光下（120 µmol-photons/m2/sec）および強光下（900 
µmol-photons/m2/sec）における PSII 全体の光合成収率 YII と PSII 下流の収率 qP をそれぞれ測
定した。 
 
（４）スケレトネマおよびヘテロシグマにおける AC暴露による遺伝子発現 
 AC の影響試験を実施した結果，AC のうち，特にクラリスロマイシンはスケレトネマの強光感
受性を著しく亢進させる一方で，ヘテロシグマの強光感受性への影響は軽微であった。そこで，
この 2種における低濃度（10 µg/L）および高濃度（100 µg/L）のクラリスロマイシン暴露によ
る遺伝子発現変動を RNAseq により網羅的に解析した。スケレトネマおよびヘテロシグマをクラ
リスロマイシン 0, 10, および 100 µg/L添加して 24 日培養した後に回収し，市販キットを用
いて全 RNA を抽出した。その後，polyA 付加された RNA についてライブラリを調整し，RNAseq を
行なった。それぞれの種について既存の transcriptome sequence assembly を参照配列として，
kallisto を用いて mapping を行い，実験区間で発現変動の大きい遺伝子を検出した。 
 
（５）AC の沿岸域における基礎生産へ及ぼす影響評価 
（１）で得らえた環境水中濃度と既報の PNEC を比較する事で AC の生態リスクを評価した。 
なお，より安全側に評価するため既報の PNEC は最小のものを用いた（表 1）。今回得られた藻
類に対する毒性値は既報の PNEC 算出時の基準となった毒性値より大きな値であり，今回得られ
た毒性値を PENC 算出に反映させても PNEC 値は変化しない事を確認した。 
 

表 1．瀬戸内海沿岸における環境水中除草剤および抗生物質濃度調査結果 
 
４．研究成果 
（１）瀬戸内海における AC の濃度分布調査 
計 266 検体を分析し，検出率はスルファメトキサゾール，ブロマシル，ジウロン，クラリスロ
マイシン，メトリブジン，アジスロマイシン，エリスロマイシン，ロキシスロマイシン，スピラ
マイシンの順で低くなり（表 1），その他の分析対象物質は何れの試料からも検出されなかった。 

 
図.2022 年調査における瀬戸内海沿岸海水中の抗生物質および除草剤の濃度分布 
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広島湾の環境水中濃度を測定した結果，湾口よりも湾奥が高濃度となる傾向が認められ，一級
河川の太田川河口から離れるほど濃度が低くなる傾向が認められた。福山港および芦田川河口
堰上流の環境水中濃度を測定した結果，芦田川河口堰上流の方がより高濃度となる傾向が認め
られ，分析対象物質は河川由来である事が示唆された。瀬戸内海沿岸を調査して夏季と冬季の濃
度を比較した結果，抗生物質は冬季の方がより高濃度になる傾向が認められた（図）。大阪府忠
岡町，兵庫県姫路市，広島県三原市で抗生物質の合計濃度が 100 ng/L を超えていた。これらの
調査地点は下水処理場から 1 km 以内にあり，下水処理水の影響が示唆された。 
 
（２）植物プランクトン培養株に対する ACの毒性影響 
 除草剤および抗生物質の植物プランクトン 6 種に対する増殖速度を基にした急性毒性値を表
2に示す。ブロマシルはべん毛藻（渦鞭毛藻＋ラフィド藻）より珪藻に対する毒性がやや強い傾
向にあるものの，除草剤 2種類は検討した全ての植物プランクトン種に対し，毒性値が 30 µg/L
未満であった。抗生物質は植物プランクトン種の感受性に顕著な差があり，いずれの抗生物質に
おいてもべん毛藻より珪藻が高感受性であった。特に珪藻スケレトネマは検討したすべての除
草剤および抗生物質に対して比較的低濃度で生長が阻害され，高感受性種であった。一方，渦鞭
毛藻カレニアとラフィド藻シャットネラ，ヘテロシグマは抗生物質 1,000 µg/L暴露区でも増殖
阻害がほとんどなく，低感受性種であった。また同じマクロライド系抗生物質でもアジスロマイ
シンはクラリスロマイシンより毒性が弱かった。  

 
光合成速度（ETR120）を基にした急性毒性値（表 3）は増殖速度を基にした急性毒性値と同様の
傾向が認められた。しかし，除草剤に対する感受性は増殖速度を基にした毒性値は異なり，珪藻
よりべん毛藻で感受性が高く，べん毛藻は光合成が阻害されているにもかかわらず増殖速度を
ある程度維持していると想定された。増殖速度を基にした毒性値と同様に，珪藻スケレトネマは
抗生物質に対する感受性が最も高かったが，同じ珪藻のキートセロスに対する毒性は低かった。 

 
（３）高感受性種を用いた AC の強光との複合影響 
毒性影響試験では，珪藻スケレトネマが除草剤や抗生物質に対する高感受性種であることを
明らかにした。除草剤ジウロンおよび抗生物質クラリスロマイシンを曝露された際のスケレト
ネマの光合成収率（YII, qP）は強光下（900 µmol-低 photons/m2/sec）において，培養光と同じ
光強度下（120 µmol-photons/m2/sec）よりも毒性値が低下しており（表 4），強光により化学物
質の毒性が強まることが示唆された。除草剤ジウロンでは光強度による毒性値の差は小さいが，
抗生物質クラリスロマイシンでは強光下で顕著に毒性値が低下した。つまり珪藻スケレトネマ
に対する抗生物質クラリスロマイシンの毒性は光環境によって大きく変化すると考えられる。
さらにこの強光による毒性誘導は，光化学系 II全体の収率を示す YII だけでなく，下流の収率
を示す qP でもみられることから，これら化学物質は光合成の反応経路の上流部分にあたる光化
学系 II 全体またはその下流に何らかの影響を与え，光合成阻害を引き起こしていることが示唆
された。 

表 3．除草剤および抗生物質の植物プランクトンに対する光合成速度を基にした急性毒性
値 24h EC50 (µg/L) 

表 2．除草剤および抗生物質の植物プランクトンに対する増殖速度を基にした急性毒性
値 72h EC50 (µg/L) 



 
（４）スケレトネマおよびヘテロシグマにおける AC暴露による遺伝子発現 
 珪藻スケレトネマにおいては，抗生物質クラリスロマイシン暴露により低濃度では 435 遺伝
子が，また，高濃度では 3691 遺伝子が，対照区と比較して有意に遺伝子発現量が変動した。こ
れに対してラフィド藻ヘテロシグマにおいては，クラリスロマイシン暴露により低濃度では 168
遺伝子が，また，高濃度では 375 遺伝子が，対照区と比較して優位に遺伝子発現量が変動した。
スケレトネマにおけるクラリスロマイシン暴露により発現量が変動する遺伝子が，何れの暴露
濃度においてもヘテロシグマにおいて発現変動する遺伝子よりも多かったという結果は，クラ
リスロマイシン処理による両種の強光感受性の変化と相関があると考えられる。さらに，スケレ
トネマについて，クラリスロマイシン高濃度暴露で誘導された遺伝子の GO 解析を行なったとこ
ろ，BLASTP にて既知遺伝子にヒットした遺伝子のうち，39 isoform が光合成関連遺伝子であっ
た。このうち，クラリスロマイシンで発現抑制されたのは 32遺伝子であり，28遺伝子は Light-
harvesting complex 関連遺伝子であった。これらの結果は，クラリスロマイシン暴露のスケレ
トネマへの影響が，光合成関連遺伝子の発現抑制を介するものである事が示唆された。 
 
（５）AC の沿岸域における基礎生産へ及ぼす影響評価 
既報の PNEC と本研究で測定した海水中濃度を比較した結果，ジウロン，スルファメトキサゾ
ール，アジスロマイシン，クラリスロマイシン，エリスロマイシンが既報の PNEC を超える濃度
で検出された（表 1）。抗生物質については PNEC を超過した試料がそれぞれ 10 点以下であり，
下水処理場付近や湾奥部の限られた海域で生態リスクが高くなると想定された。一方ジウロン
については，半数以上の試料で PNEC を超過しており，より広範囲で生態リスクが懸念された。 
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表 4．除草剤ジウロンおよび抗生物質クラリスロマイシンの高感受性種 
スケレトネマ（珪藻）に対する急性毒性値 24h EC50 (µg/L) 
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