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[研究目的] 

大阪湾内沿岸域の底質からは、現在でも高濃度の有害化学物質が検出されており、

早急な底質環境修復技術の構築が求められている。これまでに我々は、汚染底質に高

い耐性を持つ海産ミミズ（未同定種）が、汚染が進行した底質中に含まれる複数の有

害化学物質を削減する能力を合わせ持つことを見出した。 

本研究課題では、大阪湾圏域の底質環境修復に向け、海産ミミズが有する汚染底質

浄化能力の解明に取り組む。具体的には、大阪湾内から採取した重度の汚染底質を用

いて曝露試験を行い、海産ミミズの有害化学物質代謝に関与する遺伝子を次世代シー

ケンサを用いて網羅的に検索すると共に、ガスクロマトグラフィー質量分析計（GC-MS）

等の機器分析を用いたメタボローム解析により代謝産物を同定し、代謝経路を包括的

に解析する。これらを統合的にまとめ「海産ミミズが有する汚染底質浄化メカニズム」

を解明し、底生生物を用いた大阪湾の底質浄化技術の構築を目的とした。 

 

[研究方法] 

【汚染底質曝露試験】 

「試験対象底質」 

試験底質は、2012 年 9 月に大阪湾内大正内港（図

1）にてエグマンバージ採泥器を用い採取した。底質

試料は、1 ㎜メッシュの篩で濾した後、試験に供す

るまで-20℃で保存した。なお、底質試料は曝露試験

に供する前に、含水率、強熱減量、酸揮発性硫化物

量（AVS）及び多環芳香族炭化水素類（PAHs）を既報

に従い測定した。 

 

「試験対象種」 

海産ミミズ(未同定種)（図 2）：小型の貧毛類で、長期飼

育が可能な種であり、予備試験の結果から非常に高い 1-ニ

トロナフタレン（石油由来の汚染物質）代謝能を有してい

ることが明らかとなっている。本種は愛媛県南部海域の養

殖場底泥中より採取し、研究所で継代飼育中の個体を実験

に供した。 

 

図１   ：底質採取地点  

図 2 高い汚染耐性を持

つ海産ミミズ  



「曝露試験」 

曝露試験には密閉式のガラス円柱容器(420ml)を用い、上記対象底質 86g（乾燥重量）

に海産ミミズ 200 個体、及び底質乾燥重量当たり 4 倍量の海水を加え試験区とした。

曝露期間中は無給餌とし、20℃、暗条件下で 10 日間曝露試験を実施した。海産ミミズ

のサンプリングは実験開始前、3 日後、及び曝露試験終了後に実施した。各ミミズサ

ンプルを底質より取り出し、ケイ砂を敷設した海水中で 5-10 分程度水浴した。その後、

胃内容物がないことを顕微鏡下で 1 尾ずつ確認した上で液体窒素で急速凍結し、前処

理まで－85℃で保存した。 

 

【次世代シーケンサーを用いたトランスクリプトーム解析】 

 試験開始前及び 10 日間の曝露試験終了後の海産ミミズサンプルより totalRNA を抽

出した。抽出した totalRNA は、イルミナ社 TruSeq RNA Sample Prep Kit を用いてシ

ーケンス用ライブラリ調製を行った後、次世代シーケンサーHiSeq を使用し解析を行

った。得られたデータは、情報処理を実施し、検体間比較を行った。 

 

【GC/MS を用いたメタボローム解析】  

前処理は Bando et al(2010)に準じ

て図３に示す方法で行った。すなわち、

ミミズを入れたチューブに粉砕用ビー

ズ、抽出用混合溶液（MeOH/H2O/CHCl3)

を入れて粉砕し、内部標準（リビトー

ル）を添加した後、インキュベーショ

ン、遠心、濃縮の工程を経て親水性代

謝物（糖、有機酸、アミノ酸等）を乾

燥物として抽出した。 

 乾燥抽出物は、2 段階の誘導体化（メ

トキシム化、トリメチルシリル化）を

行い（図 4）、ガスクロマトグラフ質量分析計（GC/MS）に図 5 に示す条件で供した。 

図 3 試料前処理方法  

図 4  試料誘導体化方法  図 5 GC/MS 分析条件  
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【GC/MS を用いたメタボローム解析結

果】 

 代謝物同定を行った結果、計 43 種類

の代謝物が同定された。そのうち、10

日間の大阪湾底質曝露により有意に変

動した代謝物は 29 種類であった。主成

分分析の結果、大阪湾底質曝露の有無、

曝露日数により明瞭なグループに分か

れ、総体的に代謝物の大きな変動が見

られた（図 7）。 

 大阪湾底質曝露により代表的な代謝

物が関与する代謝経路を同定した結果、

薬物代謝に関わる代謝経路（グルタチ

オン代謝）に関与するアミノ酸の変動

が見られた。また、クエン酸回路にお

いて、大阪湾底質に曝露されたことに

よる顕著な変動が見られた（図 8）。さ

らに、顕著な嫌気的特性を持つ大阪湾

底質に曝露されると嫌気呼吸にシフト

して乳酸が増加することが予想された

が、曝露前後で乳酸の増加は見られな

かった。大阪湾の底質は海産ミミズに

とっては嫌気的なストレスを与えるほ

どではないのかもしれない。 

 

[結論] 以上の結果から、海産ミミズは体内代謝物を調節しながらも極限汚染海域に

順応していると予想された。さらに、薬物代謝酵素系を活性化することで、体外に化

学物質を排出する過程において、有害化学物質の代謝が促進されたのではないかと考

えられた。今後、他のベントスとの比較・汚染状況の異なる底質との比較ができれば

その調節能の解明により近づくものと期待される。 

 

[参考文献] Bando et al (2010) GC-MS-based metabolomics reveals mechanism of 

action for hydrazine induced hepatotoxicity in rats  J.Appl. Toxicol. 

31:524-535 
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図-8 大阪湾汚染底質に曝露した海産ミミズ代謝物の変動（解糖系～TCA回路）
各棒グラフ上の異なる英数字は統計的に有意な差があることを示す。
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図-7 大阪湾汚染底質に曝露した海産ミミズ代謝物の主成分分析




