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研究成果の概要（和文）：クルマエビに殺虫剤を曝露すると、脱皮個体の死亡率が未脱皮個体に比べ増加する現
象を確認した。さらに脱皮個体の殺虫剤体内濃度が未脱皮個体に比べ有意に増加していた。一方、殺虫剤に曝露
されると脱皮に関与する殻中代謝物群が減少し、脱皮を抑制しようとする傾向も確認された。これは殺虫剤曝露
下で生き抜くうえで「脱皮をしない」ことが重要な選択であることを示唆している。一方で、成長のためには
「脱皮」を繰り返す必要があり、「生存」と「成長」のジレンマの狭間で生き抜くクルマエビの「苦渋の」生存
戦略が垣間見られた。

研究成果の概要（英文）：The present study assessed the relationships between molting and survival in
 estuarine resident marine crustacean species, the kuruma prawn Penaeus japonicus. A 96-h laboratory
 bioassay included the exposure of the crustacean to graded concentrations of insecticide fipronil. 
The results showed that mortality was more frequent in molted specimens than those that were 
unmolted. Possible reason for this observation might be explained by the fact that internal 
insecticide concentrations in molted specimens were higher than those of unmolted ones but 
comparable with those of dead ones. In addition, enzyme genes associated with the insecticide 
metabolism showed a tendency to increase in fipronil-exposed shrimps. We further observed 
down-regulation of molting-related metabolites after insecticide exposure. Taken together, it is 
evident that not to molt is a pivotal choice to allow the organism to survive the exposure period 
and minimize the internal body concentrations of the insecticide.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クルマエビを含む甲殻類において「脱皮」は成長にとって重要なイベントである。これまで「脱皮」と殺虫剤影
響との関係を詳細に調べた研究事例は皆無であった。本研究は、クルマエビが「脱皮をしない」選択をすること
が殺虫剤曝露を生き抜く有効な戦略であることを示した。一方、クルマエビは成長のためには「脱皮」を繰り返
す必要がある。人為的化学物質がクルマエビ稚エビの生存戦略を攪乱している可能性を示唆した点において本研
究の意義は大きいと考える。

※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 
脱皮は水生甲殻類の成長にとって重要なイベントである。水産重要種クルマエビは、脱皮を数

日間隔で頻繁に繰り返す稚エビ期（体長～
50 ㎜）を沿岸干潟域で過ごす。その間、河
川から流入する殺虫剤のリスクに曝されて
いる。申請者らは、先行研究においてクル
マエビをネオニコチノイド系殺虫剤に曝露
すると脱皮せずに生き残る個体の割合が増
加する現象を確認した（図-1）。さらに研究
を進めると、脱皮をしなかった個体は「あ
えて脱皮をしない戦略」を選択している可
能性が浮上した。 
しかしながら、クルマエビが脱皮をどう

制御し生存戦略を構築しているのかは全く
の不明である。 
 
２．研究の目的 
脱皮の有無で変わる殺虫剤への感受性の差異に着目し、その特徴を分子・代謝レベルで詳細に

読み解くことでクルマエビの殺虫剤に対する適応戦略を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）被験物質 先行的に研究を進めたネオニコチノイド系殺虫剤に加え、クルマエビに極めて

強い毒性を持つフェニルピラゾール系殺虫剤フィプロニルを用いた(Hano et al., 2019)。 
（２）試験対象種  
  沿岸干潟域で確認され、国内主要水産物の 1 種であるクルマエビ稚エビ(Penaeus 
japonicus)を用いた。 

（３）【実験 1】特徴の異なる殺虫剤での「脱皮しない」戦略の検証 
2 濃度区(0.2 µg/L：96 時間 LC50値に相当、0.02 µg/L）に設定したフィプロニルにクルマエ

ビ稚エビを 96 時間曝露し、曝露期間中の脱皮の有無と、生存との関係を調べた。死亡個体及
び試験終了時の生存個体は、体内中フィプロニル濃度の分析に供した。 

（４）【実験 2】特徴的な遺伝子群の抽出 
3 濃度区（0.025、 0.05、 0.1 µg/L）に設定したフィプロニルにクルマエビ稚エビを 96 時  

間曝露した。得られた供試個体を用い、次世代シーケンサー（mRNA-seq）によるトランスクリ
プトーム解析を行った。脱皮、及び殺虫剤の薬物代謝に関与する酵素群を抽出し、その変動を
調べた。 

（５）【実験 3】薬物代謝酵素活性の測定 
3 濃度区(0.025、 0.05、 0.1 µg/L）に設定したフィプロニルにクルマエビ稚エビを 96 時

間曝露した。得られた供試個体を用い、薬物代謝酵素の発現を調べた。 
（６）【実験 4】脱皮関連代謝物の測定 

脱皮に関与する 2 種類の解糖系の中間代謝物(3 ホスホグリセリン酸;3PG、ホスホエノール
ピルビン酸;PEP)(Sato et al., 2011)を稚エビ殻中から検出する分析手法の開発を試みた。
【実験 3】で得られた供試個体を用い、フィプロニル曝露と脱皮関連代謝物群の変動を比較し
た。 

 
４．研究成果 
【実験 1】特徴の異なる殺虫剤での「脱皮しない」戦略
の検証 
 曝露期間中の脱皮の有無と生存の関係を図 2に示す。
Control 区、0.02 µg/L 区では脱皮と生存には明瞭な関
係はみられなかった。一方、0.2 µg/L 区では未脱皮個
体に比べ脱皮個体で死亡した個体の割合が有意に増加
する現象が観察された（図-2）。さらに、これらの個体
のフィプロニル体内濃度を調べた結果、フィプロニル曝
露期間中に脱皮した個体では、脱皮しなかった個体に比
べ有意に高く、死亡個体のそれに近い値を示した（図-
3）。この結果は、「脱皮をしない」ことが致死レベルの
殺虫剤曝露下での生存には必要な戦略の 1 つであるこ
とを示唆している。 
 

図-1 クルマエビ稚エビと脱皮殻 

図-2 フィプロニルに曝露された
クルマエビの曝露期間中の脱皮と
生存の関係 



【実験 2】特徴的な遺伝子群の抽出 
3 濃度区(0.025、 0.05、 0.1 µg/L)に設定したフィプロ

ニルにクルマエビ稚エビを 96 時間曝露した。得られた個
体の total RNA を抽出後、次世代シーケンサー（mRNA-seq）
によるトランスクリプトーム解析を行った。得られたシー
ケンスデータは、クルマエビゲノムにマッピング後、BLAST
検索を経て発現量解析（GO 解析、パスウエイ解析）を行っ
た。その結果、27540 個の発現遺伝子のうち、脱皮をしな
かった個体では 961 遺伝子、脱皮をした個体では 1264 遺
伝子が Fip 曝露によって発現が変動していた。薬物代謝酵
素に着目して解析を進めた結果、フィプロニル曝露により
発現量が変動した薬物代謝関連遺伝子群（CYP2L1-like、
CYP4C1-like、CYP4C3-like、CYP2C42-like、CYP49A1）、フ
ィプロニル曝露個体で未脱皮群と脱皮個体群で変動した
脱皮制御関連遺伝子群（CYP302A、CYP306A1-like）の存在
を確認した。 
 
【実験 3】薬物代謝酵素活性の測定 
 トランスクリプトーム解析で抽出された候補遺伝子群から、CYP2、3 ファミリーに注目した。
哺乳類等の先行研究(Carrão et al., 2019; Koenig et al., 2012)をもとに酵素活性が測定可
能な酵素群から CYP2C19、CYP3A4 を抽出した(表 1)。両者を基質としてもつと報告されている
CEC、BFC、及び DBF をエビ肝膵臓(約 100 ㎎-wet)から得られたマイクロソーム画分と反応させそ
れぞれの活性を調べたところ、DBF にのみ活性が見られたことから、DBF を対象にさらに検証を
進めた。 
3 濃度区(0.025、 0.05、 0.1 µg/L)に設定したフィプロニルにクルマエビ稚エビを 96 時間曝

露した。得られた未脱皮個体の DBF 活性を調べたところ、対照区に比べ 0.1 µg/L で増加傾向を
示したが有意ではなかった（図-4）。表 1の通り DBF は CYP3A4 の他に CYP2 群の活性も同時に検
出可能であることから、CYP3A4 のみの酵素活性を測定できていない。今後、基質の再検討等に
より CYP3A4 の活性を特異的に検出できる手法の確立を進める予定である。 
 

a: Smith and Wilson (2010) 
 
 
【実験 4】脱皮関連代謝物の測定 
 クルマエビ稚エビの頭胸殻を用い、殻中の代謝物 2 種
（PEP、3PG）を検出する分析法の確立を進めた。その結果、
200 ㎎-wet の稚エビから得られた約 2 ㎎-dry の頭胸殻か
ら上記代謝物を検出することに成功した。具体的な方法
を以下に示す。まず、凍結乾燥したエビ個体から頭部を取
り出し、殻を剥いだ。殻を粉砕→酢酸による溶解→陽イオ
ン界面活性剤を用いたクリーンアップ→乾固→超純水に
再懸濁を経て LC-MSMS（液体クロマトグラフタンデム質量
分析計）による分析・定量に供した。 
実験 3同様、3濃度区(0.025、 0.05、 0.1 µg/L)に設

定したフィプロニルにクルマエビ稚エビ（約 200 ㎎-wet）
を曝露した。24 時間目には未脱皮個体(no_molt)のみ、96
時間後には未脱皮、脱皮個体(molt)をそれぞれサンプリ
ングし、頭胸殻を採取し代謝物を抽出した。得られた結果
を 24 時間、96 時間の個体でそれぞれ一般化線形モデルに
供し、フィプロニル曝露及び脱皮の有無による各代謝物濃度の変動を調べた(図-5）。図-5 右下
表に示す通り、未脱皮個体のみを対象とした 24 時間後ではフィプロニル曝露個体では 3PG、PEP
が減少しており、これは脱皮を抑制しようとする反応であると考えられた。またこれに伴い、下
流に位置する TCA 回路のクエン酸は増加したものと考えられた。 
未脱皮、脱皮個体を対象とした 96 時間後では、総じて未脱皮個体では 3PG、PEP が増加してお

図-3 フィプロニル（0.2 
µg/L）に曝露したクルマエビの
曝露期間中の脱皮と生存の関
係。a,b : p<0.05。 ()内の数
字は検体数 

表 1 フィプロニルの代謝に関与すると予想される薬物代謝酵素群（Koenig et al., (2012)
から抜粋） 

図-4 フィプロニルに曝露され
たクルマエビの DBF の相対活性 



り、これは脱皮に備えこれらの代謝物を蓄積しようとするクルマエビの生理的反応であると考
えられた。一方で、フィプロニル曝露個体では PEP は減少し、クエン酸は増加しており、これら
の変化は 24 時間同様、脱皮を抑制しようとする反応であると考えられた。 
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図-5 フィプロニルに曝露されたクルマエビ頭胸殻中の 3PG，PEP 濃度。F_low，0.025 
µg/L; F_mid, 0.05µg/L; F_high，0.1 µg/L。 
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