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研究成果の概要（和文）：炉心溶融事故を起こした福島第一原子力発電所近傍で見られた巻貝(イボニシ)の通年
成熟現象の原因を探るため、RNA-Seq解析によりイボニシ脳で発現する約6万個の遺伝子転写産物を特定し、通年
成熟に伴う発現変動を解析した。その結果、特定した88種の神経ペプチド前駆体遺伝子のほとんどが有意に発現
低下するという通年成熟に特有の現象を見いだした。ヒストンやDNAの化学修飾に関わる酵素遺伝子の一部が発
現上昇していたことから、エピゲノム調節系の攪乱と通年成熟の関連が示唆された。また、神経ペプチド遺伝子
の発現変動を指標に、巻貝を簡便かつ高感度な環境モニタリングシステムに利用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism for the consecutive sexual maturation 
(CSM) found in a marine snail, Reishia clavigera, living near the Fukushima Daiichi Nuclear Power 
Plant, we examined the changes in gene expression in the CSM snail by the RNA-seq analysis. We 
identified 88 kinds of neuropeptide-precursor genes from more than 60,00 kinds of gene transcripts 
in the brain, and found that the expression of neuropeptide precursor gene is down-regulated in CSM 
snails. We also found the up-regulation of several epigenome-related genes in CSM snails, suggesting
 that chemical modification of the histone and/or DNA is promoted in CSM snail. We proposed a 
hypothesis that disturbance of epigenome by unknown environmental factor induced the down-regulation
 of neuropeptides and CSM. Our results also suggest that modification of gene-expression in this 
marine snail is applicable for the conventional and sensitive monitoring system for the 
environmental change by pollution and climate change.

研究分野：動物生理学

キーワード： 神経ペプチド　エピゲノム　トランスクリプトーム　通年成熟　巻貝

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
巻貝の通年成熟現象は、これまで原因に関する知見がほとんど無く、原発事故との関連性も不明であった。本研
究により、何らかの環境因子が遺伝子に傷を付けることなくエピゲノム調節を撹乱することで遺伝子発現を変化
させ通年成熟を引き起こした、というエピゲノム攪乱仮説を提唱して研究の方向性を示すことができた。今後、
この仮説の検証を通して通年成熟の原因解明と原発事故との関連性の検証、さらにはエピゲノム調節の適正化に
よる通年成熟の解消が期待できる。またに、巻貝の遺伝子発現変動を指標にして環境変化を簡便・高感度に検出
する新たな環境モニタリングシステムを開発する基盤を提供できた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

1) 2011 年 3 月に発生した東日本大震災とそれに伴う津波

は、福島第一原子力発電所の炉心溶融事故を引き起こし、

大量の放射性物質が環境中に漏出した。放射性物質の多く

はプルームや河川・地下水などを経由して海に集積され、低

レベル放射性物質による海洋の継続的汚染をもたらした。さ

らに、放射線防護や防潮堤建設のため、約 5年間にわたって

海中に投入された計 10 万トンものセメントから漏出した重金

属が生物濃縮によって個体群にダメージを与えた懸念もあ

る。このような複合汚染に対して適切に対処するためには、

汚染が海の生態系に与える影響を査定する適切なモデル系

やマーカーを確立し、汚染の実態を正しく把握することが急

務であった。 

2) 研究分担者の堀口は、地震や津波の被害を受けた東北

地方の太平洋岸では、多くの地域で潮間帯の生態系が震災

から５年間で、ほぼ震災前のレベルまで回復していたのに対

して、福島第一原子力発電所近傍では生態系が復元されて

いないこと(文献 1)、原発の南側数キロ圏内では、本来、初夏

期に生殖腺が成熟して繁殖期を迎えるイボニシ（軟体動物腹

足類の巻貝）が、年間を通じて生殖腺の成熟が維持される

「通年成熟」現象を起こしていることを発見した(文献 2)。通年成熟を起こしたイボニシは生殖可能期間

が延長されているため、一見すると個体数の回復が促進されるように思われるが、年間を通じて性成熟

を維持するためには相当なエネルギーを必要とする一方で、冬期は孵化した幼生の生存が困難である

ことから、エネルギーコストの割には個体群の回復に繋がらず、むしろ疲弊させていると想定された。実

際、原発近傍ではイボニシ個体群の回復は、他の地域より遅れている。 

原発事故後、数年間は原発近傍でイボニシが採集されなかったことから(文献 2)、原発事故により原

発近傍のイボニシはほぼ死滅し、事故から数年経過後に周辺から新たに移入してきた集団に通年成熟

が発生したと考えられた。そのため、通年成熟を起こしたイボニシが事故直後の高レベルな放射性物質

や重金属による重篤な海洋汚染に遭遇したとは考えられず、原発事故との関連性も含めてその原因は

不明であった。 

3) われわれは、通年成熟が福島第一原発南側数キロ圏内という限定された場所でのみ発生しているこ

とから、やはり原発事故に関連する何らかの環境因子がイボニシの遺伝子発現を撹乱させ、その結果、

生殖サイクルが乱れて、本来初夏に性成熟するという季節性が失われて通年成熟に至った、という仮説

を立てた(図１)。 

巻貝を含む多くの動物で、脳で合成･分泌される神経ペプチドが直接的･間接的に生殖の調節に関

わることはよく知られている。われわれは環境応答の司令塔であるイボニシ脳において神経ペプチドの

発現が変化して神経ペプチド調節系が撹乱されたために通年成熟が発生した、という独自の仮説を立

てた。そして、神経ペプチド前駆体遺伝子を含む遺伝子発現が通年成熟によってどのように変化する

のかを俯瞰することが通年成熟現象の原因究明にむけた突破口になると考えた。 

4) 動物が生殖の季節性を喪失することによって日本の四季が撹乱されることの危険性を理解し、速や

かな回復に繋げるため、まず生態系混乱の原因の包括的解明が極めて重要なキーとなる。イボニシに

おける通年成熟現象の原因と発生メカニズムを解明することで、低レベル放射性物質による海洋の継

続的汚染の実体をより深く理解することができ、さらに、イボニシを環境汚染マーカーとして活用すること

も可能であろうと思われた。 

図 1. イボニシの生殖の季節性喪失 



２．研究の目的 

これまで、イボニシの神経ペプチドの構造と機能に関する知見はごくわずかであり(文献 3,4)、環境応答

の司令塔であるイボニシ脳に発現する神経ペプチドの機能異常が通年成熟の発生に関連する、という

仮説を検証することは困難であった。そこで、本計画ではまず、次世代シーケンサー(NGS)によりイボニ

シ脳で発現する遺伝子を網羅的に解析し、1) イボニシの神経ペプチド前駆体遺伝子を網羅的に特定

する、2) 特に神経ペプチド前駆体遺伝子を重点的に狙いながら、通年成熟により発現が変動する遺

伝子群を特徴付ける、3) 遺伝子の発現が変動した原因遺伝子を特定して、生殖の季節性喪失に関わ

るシグナル伝達の分子機構を解明する（発現解析）、4)得られる知見をもとに、季節性喪失の簡便モニ

タリング法を確立する（検出系確立）ことを目指した。 

 

３．研究の方法 

福島県大熊町夫沢で通年成熟イボニシ(雌雄各３個体)を、茨城県ひたちなか市平磯で正常イボニ

シ(雌４個体、雄 3 個体)を、それぞれ採集し、脳(食道環神経節と内臓神経節)を摘出して、それ

ぞれの脳から個別に Total RNAを抽出した。市販のキットを使って、抽出した total RNAから平

均鎖長約 400bp のイルミナ解析用 cDNA ライブラリーを調製した。雌個体から調製した 7 個の

ライブラリーと雄個体から調製した計 6このライブラリーをそれぞれ混合し、イルミナ HiSeq X

による 150bp, pair-end, 5億リードの解析条件での 2回の解析を業者委託した。 

イボニシはゲノム解読が完了していない非モデル動物であるため、2回の解析で得られた Shirt 

read DNA塩基配列を合わせて Trinity, Corsetなどのアプリケーションを用いて連結して約 6万個

の遺伝子転写産物モデルを作製し、データベースを利用した相同性検索により特徴付けした。こ

のモデルを reference として Shirt read DNA配列を対応付けし、各遺伝子の発現量を定量した。

また、既知の神経ペプチド前駆体遺伝子との相同性をもとに遺伝子転写産物モデルの中からイ

ボニシ神経ペプチド前駆体遺伝子の塩基配列を取得し、前駆体タンパク質のアミノ酸配列の推

定、定量的 PCR増幅に用いるプライマーの設計･調製を行った。これと並行して、前駆体遺伝子

の塩基配列の確認のため、前駆体遺伝子の全長を PCR増幅するためのプライマーも設計し、イ

ボニシ中枢神経節由来の完全長 cDNAライブラリーを鋳型に PCR増幅して前駆体遺伝子の分子

クローニングを試みた。 

一方、前駆体にコードされたペプチドが翻訳後修飾によって生理機能を持つ成熟型ペプチド

に変換されていることを確かめるため、熱酸抽出法でイボニシの単一神経節からペプチド抽出

物を調製し、C18-ZipTip (ミリポア社)で粗精製したのち、広島大学の NanoLC-Orbitrap-MS/MS質

量分析計でイボニシ神経節に含まれるペプチドの配列分析を行った。 

 

４．研究成果 

1) 神経ペプチド前駆体の特定と正常イボニシにおける発現比較 

イボニシ脳から調製したイルミナ解析用 cDNA の解析により、約 3 億 8 千万個の Shirt-read 

DNA塩基配列を得た。イボニシはゲノム配列が解読されていないので、Trinityと Corsetで Shirt-

read DNAをアセンブルし約 6万個の遺伝子転写産物モデルを作製し、GenBankなどのデータベ

ースを対象に相同性検索してモデルを特徴付けた。また、MA-plot や軟体動物の Core-gene set 

(Mollusca_odb10)に対する相同性などから、モデルの正確性を確認した。次に、このモデルに対

して Shirt-read DNA 塩基配列を貼り付け、正常イボニシと通年成熟イボニシの間で発現量が変

動している遺伝子を GO-enrichment 解析によって探索したところ、通年成熟で発現が低下した

遺伝子群の中に神経ペプチド前駆体遺伝子が有意に濃縮されていることが明らかとなり、神経

ペプチド調節系の攪乱を示唆する結果となった。 

神経ペプチド前駆体遺伝子の発現変動をより詳細に解析するため、まず、イボニシの遺伝子

転写産物モデルの塩基配列をアミノ酸配列に置き換えてイボニシ脳に発現するタンパク質のデ

ータベースを作成した。次に、既知の軟体動物・節足動物の神経ペプチド前駆体のアミノ酸配列

を元にこのデータベースを対象に相同性検索を行い、イボニシ神経ペプチド前駆体を 88種同定



した。 

同定した前駆体遺伝子の塩基配列を確認するため、同定した前駆体遺伝子の塩基配列を元に

ＰＣＲプライマーを作製し、イボニシ脳由来の完全長 cDNAライブラリーを鋳型に PCR増幅し

て前駆体遺伝子の分子クローニングを試みた。現在までに 75種の前駆体について前駆体タンパ

ク質コード領域の全長または一部配列のクローニングに成功しており、クローニングで得た前

駆体の塩基配列と遺伝子転写産物モデルの塩基配列の平均一致度は約 95%であった。 

また、これらの前駆体にコードされる神経ペプチドのおよそ半分を質量分析によりイボニシ

脳から同定できたことから、前駆体にコードされる神経ペプチドの多くは実際に翻訳後修飾を

経て成熟型ペプチドとなっていると推定された。 

 

2) 通年成熟に伴う神経ペプチド前駆体の発現変動  

RNA-Seq解析データを元に、ヒートマッ

プ解析により 88 種の神経ペプチド前駆

体の発現レベルを調べたところ、雌雄共

に、ほとんどの前駆体の発現が通年成熟

イボニシにおいて正常イボニシより低下

しており(図２)、雄では 22 種、雌 36 種

の神経ペプチド前駆体遺伝子の発現が統

計的に有意に低下していた。このように、

あたかも神経ペプチド前駆体遺伝子を狙

い撃ちしたような全般的な発現はこれま

で報告がなく、通年成熟に特有の現象と

思われた。 

 

3) 神経ペプチド前駆体遺伝子の一斉発

現低下のメカニズム 

通年成熟イボニシで神経ペプチド前駆体

遺伝子の発現が押し並べて低下していた

ことから、通年成熟イボニシでは遺伝子

発現調節機構が正常に機能していない可

能性が考えられた。そこで、ホルモンな

どに応答して遺伝子発現を調節するエス

トロゲン受容体などの核内受容体の発現

変動を調べたが、有意に変動しているも

のは見つからなかった。しかし、ヒストンや DNA の化学修飾(アセチル化、メチル化)に関わる

酵素遺伝子群の中に、通年成熟イボニシで発現が有意に上昇しているものが見つかった。これら

のことから、通年成熟イボニシではヒストンやDNAの化学修飾が亢進していることが想定され、

エピゲノム調節の攪乱によって神経ペプチド前駆体遺伝子の発現が持続的に低下している可能

性が示唆された。以上の研究成果は文献 5として公表した。 

 

4) 考察 

本研究計画では、動物の生殖の調節に重要な役割を担う神経ペプチド調節系の攪乱が通年成熟

の原因とする独自の仮説を立て、RNA-Seq 解析による網羅的遺伝子発現解析によってその検証

を試みた。その結果、通年成熟によってほとんどの神経ペプチド前駆体遺伝子の発現が一斉に低

下するという奇異な現象を見いだすことができた。発現が低下していた神経ペプチドのいくつ

かは、生殖関連器官の運動の調節など、生殖活動に関与するものが含まれており(文献 3, 4)、通

年成熟イボニシでは生殖活動が何らかの変調を来している、と推定される。 

図 2.  神経ペプチド遺伝子の発現量を示すヒー
トマップ図 

 正常イボニシと通年成熟イボニシから調製した cDNA ラ
イブラリーにおける 88 種の 神経ペプチド遺伝子の発現
量を、発現量が平均値より高かったものは赤で、 低かった
ものは青で示した。雌雄ともに正常個体に比べて通年成熟
個体から調製 した cDNA ライブラリーの方が神経ペプチ
ド遺伝子の発現が下がっていることが分かる。 
文献 5から一部改変して引用。 



一方、当初は生殖腺の成熟を促す神経ペプチド遺伝子の過剰発現による過剰なペプチドの作

用が通年成熟の原因と推定していたが、実際にはほとんどの発現が低下していた。このことから、

孵化した幼生の生存に不適な冬期に生殖腺の発達を抑制していた神経ペプチドの発現が低下し

ているため、一度成熟すると冬期になっても生殖腺が退縮せず、性成熟を維持し続けている、と

いったシナリオが考えられる。 
 

また、神経ペプチド前駆体遺伝子の一斉発現低下の原因として、エピゲノム調節の攪乱が推定

された(図 3)。エピゲノム調節では化学修飾によってヒストンと DNA の相互作用が強化される

と転写調節因子が結合できなくなり、持続的に遺伝子発現が抑制される。原発事故に関連する何

らかの環境因子がイボニシのエピゲノム調節系を撹乱して遺伝子発現を持続的に抑制した結果、

通年成熟が引き起こされた、というエピゲノム撹乱仮説はイボニシの通年成熟の発生メカニズ

ムを合理的に説明できる。本研究によって、これまで全く不明であった通年成熟現象の原因究明

に向けた一つの方向性を示すことができたので、今後、イボニシのエピゲノム調節機構や神経ペ

プチド前駆体遺伝子の発現調節機構の検証、神経ペプチドの生理作用の解析によって通年成熟

の原因解明と原因物質の特定が進むと期待できる。また、環境因子が遺伝子そのものに傷を付け

ることなく、エピゲノム調節を撹乱することで通年成熟を引き起こしたのなら、エピゲノム調節

関連酵素を標的とした抗がん剤を通年成熟イボニシに処方することで通年成熟を解消できる可

能性がある。 

今回の一連の研究で、イボニシは環境応答として神経ペプチド前駆体遺伝子の発現が大きく

変動することがわかった。イボニシは、これまでも有機スズによる海洋汚染に対して鋭敏に応答

したことから、有機スズ汚染のモニタリングに活用された経緯があり、環境変化･環境汚染に敏

感に応答する動物と考えられる。神経ペプチド前駆体遺伝子を中心としたイボニシの遺伝子発

現変動を定量的 PCR法などで測定することで、環境変化を簡便かつ高感度に検出できる可能性

があり、将来的に、環境モニタリングシステムへの応用という実用的な成果も期待できる。 
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