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研究成果の概要（和文）：重油汚染による魚の奇形発生の機構を調べるために、様々なバイオアッセイ系を用いて解析
した。その結果、毒物の本体は、水酸化した多環芳香族炭化水素類であり、メダカの胚発生において致死作用があり、
ウロコの骨芽細胞及び破骨細胞の活性に影響を与えた。さらに解毒タンパク質の候補になり得る物質を見出すことがで
きた。

研究成果の概要（英文）：Using bioassay systems with fishes, we examined the mechanism of spinal deformity 
of fish by the heavy oil pollution. As a result, hydroxylated polycyclic aromatic hydrocarbons (OHPAH) pro
vided causing death in early embryogenesis of the medaka, and OHPAH influenced the cell activities in fish
 scales. We suggested that the main substances of poison causing deformity of the fish are OHPAHs. Further
more, we found the material which could become a candidate of the detoxification protein.
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１．研究開始当初の背景 
1997 年、我々は日本海でのナホトカ号 C
重油流出事故に遭遇し、汚染海岸の惨状を目
の当たりにした。2010年 4月 20日、米国メ
キシコ湾沖の原油試掘井で事故が発生し、毎
日数千 kL 以上の原油が流出し続けたニュー
スは記憶に新しい。また 2011年 3月 11日の
東日本大震災の大津波により、港湾内の重油
貯蔵施設が破壊され相当量の重油が流出し、
港湾内の汚染底質も巻き上がったと思われ
るがその汚染実態は明らかでない。このよう
に、原油採掘や海・陸上輸送量が増加するに
ともなって事故による大規模環境汚染の危
険性が高まっている。原油は多環芳香族炭化
水素（PAH）等、種々の有害化学物質を含有
し、海洋生態系に及ぼす悪影響が危惧されて
いる。我々は、PAHには発がん性/変異原性を
有するものがあることから、ナホトカ号事故
後 2年余りにわたって汚染海岸の生態系を継
続調査したが、魚やカニ等に癌は見つからな
かった（Hayakawa et al., Water Res., 2006）。一
方、正常海水に汚染海水 2.5%を混合してヒラ
メの卵を飼育したところ、生まれた稚魚の
65％に脊柱彎曲が見つかったが、その機序は
解明されないままであった。しかし、漁業資
源保護の観点から、流出油の魚に及ぼす影響
の解明は極めて重要である。こうした化学物
質の魚に対する毒性研究には、化学物質の研
究者と魚類生理学の研究者との協力が不可
欠であり、平成 21 年度から早川（PAH 類の
挙動と毒性に関する専門家）と鈴木（魚類の
Ca 代謝の専門家）の共同研究が始まった。
我々は、既に in vitro（酵母 two-hybrid及び魚
ウロコ）の系において、PAHの代謝物である
PAH 水酸化体（PAHOH）の方がエストロゲ
ン様/抗エストロゲン作用が強いことを報告
している（Hayakawa et al., J. Health Sci., 2007）。
エスロゲンは、骨代謝にも影響するので、PAH
が骨代謝に影響を及ぼしている可能性が高
く、成果が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、奇形の機構を解析するために、
まず、魚卵（胚）にマイクロインジェクショ
ンを行い、初期発生に対する影響を評価する。
さらに魚に PAHを投与して、胆汁中の分析を
行い、代謝産物の骨に対する影響を調べて、
代謝産物が毒性の本体であることを証明す
る。 
次にキンギョのウロコの再生（骨形成）に
対する影響を評価して、実際に解毒タンパク
質との結合実験を行う。 
 
３．研究の方法 
平成 24 年度の計画：成体には解毒機構（解
毒タンパク質）が存在しており、成体に PAH
を投与しても脊柱彎曲は起こりにくい。そこ
で魚卵（胚）にマイクロインジェクションを
行い、奇形の発生率を観察する。また魚に
PAHを投与して、胆汁中の分析を行い、さら

に代謝産物の骨に対する影響を解析する。 
 
実験１ 魚の初期発生に対する PAH の影響
役割分担（大嶋：発生の観察） 

PAHをメダカの胚に投与して、脊柱彎曲が
どのステージに生じるかを観察する。大嶋は
トリブチルズズをメダカの胚にマイクロイ
ンジェクションすることにより脊柱彎曲が
生じることを証明している（Hano et al., 2005）。
この技術を応用する。 
 
実験２ 魚類の PAH の代謝産物測定のため
の評価系の開発 役割分担（早川：測定系の
開発及び測定） 
キンギョに PAH 類を投与して、胆汁中の

PAHの代謝産物を分析する。早川は、これま
で HPLC-蛍光検出計を用いた PAHOH類の測
定に熟練しており、技術的に問題はない
（Chetiyanukornkul et.al, Anal. Bioanal. Chem., 
2006他）。 
 
実験３ 魚類の PAH の骨芽細胞及び破骨細
胞に対する影響評価 役割分担（鈴木：ウロ
コの in vitro評価系による解析） 
ウロコは、骨のモデルとして有効であり、
様々なホルモンに対する影響を解析可能で
ある。そこで、キンギョのウロコを用いて、
代謝産物を測定する。ウロコの培養及び骨
芽・破骨細胞の活性測定は、鈴木が既に確立
している（Suzuki et al., J. Pineal Res., 2008; 
Suzuki et al., Bone, 2011）。この系を用いて、
PAH の破骨細胞及び骨芽細胞に対する影響
する。 

 
平成 25 年度の計画：キンギョのウロコの再
生（骨形成）に対する作用を行うと共に解毒
タンパク質との結合実験（in vitro）を行う。 
 
実験１ キンギョのウロコの再生（骨形成）
に関する実験 役割分担（鈴木・早川） 
麻酔下でキンギョからウロコを抜き、その
キンギョの腹腔内に Benz[a]anthracene (BaA)
をそれぞれ 0.1 ng/g body weightの割合で 3日
おきに投与し、25 ̊C でキンギョを飼育した。
ウロコ再生段階で一番細胞活性が盛んな時
期である 12 日目に再生ウロコを採取した。
採取した未再生のウロコの面積を 100とした
時の割合を調べた。さらに魚のウロコのアッ
セイ系を用いて、PAHの作用機序（遺伝子発
現解析）を行う。 
 
実験２ 解毒タンパク質による毒性の抑制
作用の解析（in vitro） 
役割分担（大嶋：解毒タンパク質の解析） 
解毒タンパク質と PAH の代謝産物
（PAHOH）との結合実験を行う。既に得られ
ている解毒タンパク質の遺伝子組換え体
（rTBT-bp2、 rPSTBP2）を用いて、PAHOH
との結合試験を行う。TBT-bp2、 PSTBP2 組
換え体と蛍光プローブとの蛍光滴定は Daniel



ら（Daniel A. Breustedt et al., 2005）の方法に
従 っ て 実 施 す る 。 既 に
11-(5-(dimethylamino)-1-naphthalene-sulfonyla
mino) undecanoic acid (DAUDA) との結合性
試験は終了している。（Satone et al., 2011）4 M 
解毒タンパク質（TBT-bp2、PSTBP2）組換え
体溶液に対し、蛍光プローブとして終濃度 5 
Mの DAUDAを加えた後、0.5 mM PAHOH溶
液を1 µL ずつ滴下してDAUDAを脱着させ、
蛍光強度の変化を測定して、PAHOH の結合
性を測定する。 
 
４．研究成果 
平成 24年度の研究成果 
① PAH およびその水酸化体として BaA と
4-Hydroxybenz[a]anthracene (4-OHBaA)を用い
て、メダカの胚発生の影響を評価した。その
結果、BaA あるいは 4-OHBaA をメダカ胚に
投与すると、投与後 1日目に多くの胚で発生
停止が見られ、LC50 は BaA で 0.12nM、
4-OHBaAで 0.027 nMであり、PAH類は胚発
生初期に対する影響が大きいことが示され
た。さらに親化合物（BaA）は水酸化される
とその毒性が 4.4倍強まることがわかった。 
 
② BaAをキンギョの腹腔内に投与（5μg／g B 
W）し、12、24、48 及び 72 時間後に胆汁を
採取して、胆汁を分析した。なお、採取した
胆汁中の PAH 類はグルクロン酸抱体あるい
は硫酸抱合体として存在しており、それぞれ
に対応する酵素で加水分解した後、HPLC に
よ る 分 離 が 可 能 と な る 。 そ こ で
1-Hydroxypyrene グルクロニドを β-グルクロ
ニダーゼ・アリルスルファターゼを用いて分
解して、その回収率を求めた。回収率は、2 時
間インキュベーションしたものが、最も高い
回収率（67.34 %）であったので、このタイム
コースで胆汁を分析した。その結果、胆汁中
に 4-OHBaA が検出され、12から 48 時間と
時間の経過に伴って濃度が上昇し、72 時間
では少し低下した。 
 
③ 魚ウロコ（再生ウロコ）の評価システム
を用いて 4-OHBaA の骨芽細胞及び破骨細胞
に対する作用を解析した結果、4-OHBaAは 6 
時間で骨芽細胞、破骨細胞ともに活性が上昇
し、破骨細胞では 0.1 nMの濃度まで変化を感
知することができた。一方 4-OHBaA の親化
合物である BaAは 6 時間より遅れて、12 時
間で破骨細胞活性の上昇が起こった。したが
って、BaAが魚のウロコの中で代謝され、水
酸化体となり、毒性を示している可能性が高
い。 
 
平成 25年度の研究成果 
① 魚のウロコに関する実験：日本海重油汚
染事故に伴う海洋中の BaP濃度が約 0.01 nM
であったこと、またアイナメの可食組織の
BaP濃度が 0.13 ng/gであったことを参考とし
て、キンギョの体内濃度が 0.1 ng/g body 

weight（BW）となるように低濃度の BaA を
投与して、ウロコの再生（骨形成）に対する
作用を調べた。その結果、12日目の再生ウロ
コは対照群と比較して、ウロコの再生が抑制
される傾向を示した。さらに、骨芽細胞の活
性には影響はなかったが、破骨細胞の活性が
有意に上昇していることが判明した。次に、
in vitro で破骨細胞のマーカーをリアルタイ
ム PCRで解析した結果、破骨細胞のマーカー
であるTRAP mRNAの発現が上昇しているこ
ともわかった。したがって、BaAは骨吸収を
促進することにより、ウロコの骨形成を抑制
していることがわかった。 
 
② 解毒タンパク質の研究：DAUDA結合試験
のために解毒タンパク質の遺伝子組換え体
（TBT-bp2、PSTBP1）の再精製を行った。次
に 5 mM DAUDAを含む 4 µM 遺伝子組換え
体(rTBT-bp2 もしくは   rPSTBP2)に対し、
BaAおよびその水酸化体(OHBaA)溶液を順次
滴下して濃度を段階的に上げながら蛍光強
度を測定した。その結果蛍光強度は減少しな
かった。DAUDA は脱離すると蛍光が消失す
ることから、BaA および OHBaAは DAUDA
より解毒タンパク質に対して結合力が弱い
と考えられた。BaAおよびOHBaAはDAUDA
より結合力は弱いが解毒タンパク質と結合
する可能性が考えられる。よって限外ろ過法
を用いて再度結合試験を行う予定である。 
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