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第 1 章 . 緒論  

1.1 背景  

各国の化学物質管理の制度において，化学物質の生態系への影響を評価するた

め生態毒性試験が導入されている。試験生物種は，生態系の生産者（藻類等），一次

消費者（甲殻類等），二次消費者（魚類等）の 3 生物群が利用されることが多い。それ

ぞれの試験法には，国際的に合意された OECD のテストガイドラインが用いられ，試験

基準を満たす試験データは，化学物質の安全性データの相互受理の制度により各国

で相互利用できる（OECD, 1981）。試験法のうち甲殻類には，淡水生態系の一次消費

者としてミジンコ属の Daphnia magna（オオミジンコ）をモデル生物としたテストガイドライ

ン No. 202（TG202, OECD, 2004）の試験が頻繁に使用される。 

オオミジンコは短日周期や水温の低下等の環境要因の変化によりオスの仔虫を産仔

することがあるが，試験機関等における通常飼育条件などの安定した環境条件下では，

メスの単為生殖によるクローンで増殖するのが一般的である。現在までにアメリカやヨー

ロッパ，アジアで試験に使用されているオオミジンコには，野外からの採取起源等の違

いにより，発生的に異なる様々な系統の存在が明らかにされている（Fields et al.,  2015; 

Bekker et al.,  2018）。第 2 章で詳しく紹介するが，オオミジンコの各系統は発生的な違

いにとどまらず，様々な試験エンドポイントを用いた際の化学物質に対する影響の強さ

（感受性）に違いが報告されている。それにも関わらず，試験法では系統の指定はされ

ていなく，試験に用いる系統によっては，同じ物質でも生態毒性評価が異なる可能性

があることが懸念される。  

オオミジンコ系統間における感受性の差に関する報告例では，系統ごとに継代・飼

育条件を揃えている場合にも，最大で 100 倍程度の差が報告されている。そのため，異

なる系統の試験結果に差を引き起こしている原因には，一般に指摘されている飼育条

件や試験操作等の人為的な操作により引き起こされる外的な要因のみならず，生物学

的な要因の１つとして指摘されている遺伝的な相違が挙げられる可能性も十分に高いと

考えられる（Persoone et al.,  2009）。  

甲殻類や藻類，魚類などの同種個体間における化学物質感受性に差を引き起こす

遺伝的な相違には，化学物質への応答遺伝子群の発現量の変化が挙げられる（Latta 

et al.,  2012; Lyu et al., 2019）。また，遺伝子発現量を制御する機構として，塩基配列

の変異や欠損，重複等のゲノム変異（Weston et al.,  2013; Major et al.,  2020; Medina 

et al.,  2007; Whitehead et al.,  2017; Yamagishi et al.,  2020）や塩基配列への化学的

修飾により遺伝子発現を制御する DNA メチル化やヒストン修飾等のエピジェネティック

制御（Vandegehuchte and Janssen, 2014）の個体間における差も感受性に関連する機

構として示唆されている。 

前述したように，ゲノム変異やエピジェネティック制御は，いずれも化学物質の感受性

に直接影響するのではなく，その結果が遺伝子発現量の変化として現れることにより感

受性に影響を及ぼす。そのため，化学物質に対する感受性のメカニズムをより直接的に

解明できるツールとして，網羅的な遺伝子発現解析手法である RNA-sequencing 

（RNA-seq）やマイクロアレイが一般的に使用されている。Daphnia 属の系統間を対象に

遺伝子発現解析手法を適用したこれまでの先行研究では（詳細は第 2 章に後述），あ

らかじめ特定物質に対する感受性に差があることが判明している複数系統を対象に，

感受性差の原因候補として，特定遺伝子群の発現量の差が生じていることを明らかに

している。これらの既存文献で示唆されているように，特定物質に対する感受性と特定

遺伝子発現量に関連性があるのなら，系統間で発現量が異なる遺伝子に関連する化

学物質は，感受性に系統差が生じる可能性がある。すなわち，系統間で発現量が異な

る遺伝子群を明らかにすることにより，感受性に系統差を引き起こす化学物質を事前に
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把握できるのではないかと考えられる。 

  

1.2 目的  

そこで本研究では，まずオオミジンコの 3 系統を対象に，通常飼育下における個体を

サンプルとして RNA-seq を実施することにより，各系統の網羅的な遺伝子発現情報を

比較することとした。用いた 3 系統（NIES 系統，England 系統，Clone 5 系統）は，それ

ぞれ日本，イギリス，ヨーロッパ各国において生態毒性試験に使用されている。Oda et al. 

（2006, 2007）により，NIES 系統と Clone 5 系統の間には銅に対する 48 h-EC50 値に

3.9 倍の違いが，また NIES 系統と England 系統の間にはフェノキシカルブに対する 48 

h-EC50 値に 2.5 倍の違いがあることが判明している。  

オオミジンコの系統間では，これまでにも遺伝子発現傾向の違いが報告されている。

また，系統間でゲノム全体の DNA メチル化度が異なる報告もされている。そのため，遺

伝子発現制御機構である DNA メチル化が遺伝子発現制御に関与していることが疑わ

れるが，両者の関連性については明らかにされていない。  

 次に遺伝子発現の系統差を基に，以下の 2 つの目的で実験を行った。  

 

1. オオミジンコの系統間における遺伝子発現量に差を引き起こしている原因に，DNA

メチル化による遺伝子発現制御が関連している可能性を検証する  

 

2. 系統間で発現量に差のある遺伝子群に関連する生体機能を推定し，その機能を阻

害する化学物質を曝露することで，系統差を引き起こす化学物質を見つけられるかを

検証する 
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第 2 章  研究領域の既存研究  

2.1  オオミジンコ系統間における化学物質の感受性の違いに関するこれまで

の報告  

第 1 章の背景でも説明したように，オオミジンコの系統には，産仔数やオス化の誘導，

遊泳阻害など，様々な試験のエンドポイントについて化学物質に対する影響に違いが

数多く報告されている。たとえば，オス化の誘導に系統差がみられた化学物質には幼若

ホルモン類似物質であるフェノキシカルブやエポフェノナン（Oda et al.,  2006; 2007），産

仔数に系統差を引き起こしたものにはカドミウムや 3,4-ジクロロアニリン , マラチオン

（Barata et al.,  2002; OECD, 1997; Toumi et al.,  2015）が挙げられている。また，急性

遊泳阻害試験エンドポイントである遊泳阻害率から算出する 48 時間後の半数遊泳阻

害濃度（48 h-EC50）を系統間で比較すると，系統差を引き起こした報告例が他のエンド

ポイントと比較して数多く存在する。そこで，既存文献から得られる系統差をその対象物

質とともに表にまとめた（表 2-1）。表 2-1 では，各文献が感受性の系統差を算出する際

に用いた 48 h-EC50 のデータが，同じ試験機関における試験結果なのか，それとも別々

の試験機関の試験結果を引用して比較しているのか，この 2 条件に基づいて既存文献

を大きく 2 つに分類して提示した。表 2-1 において，前者に分類される既存文献におい

て，カドミウムやデルタメトリンなどで 100 倍を超える感受性差が示された。一方，後者の

分類される文献においても，金属類から殺虫剤まで幅広い物質で感受性差が報告され

ており，その中でもカドミウムに関しては最大で 100 倍程度の感受性差が報告されてい

る。後者に挙げたような同じ研究機関における系統ごとの試験結果を比較した場合で

は，比較している系統ごと（研究機関ごと）に試験用水や試験操作のような外的な要因

には差が出にくいと考えられる。それにも関わらず，感受性差を引き起こしているというこ

とは，感受性差を引き起こす要因に外的なものだけでなく，系統ごとの生物学的な要因

も関与している可能性を示唆している。  
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表 2-1. オオミジンコ急性遊泳阻害試験における系統間の 48h-EC50 の比  

既存文献の分類条件  対象物質  
系統間の 48 h-

EC50 の比  
引用文献  

比較している系統の試験結果

が別々の試験機関で実施され

ている 

カドミウム > 193 

Baird and Barata, 

1998; Haap et al.,  

2009 

 デルタメトリン 173 Toumi et al.,  2013 

 亜鉛  18.3 Baird et al.,  1991 

 
アルキルベンゼ

ンスルホン酸ナト

リウム 

16 Baird et al.,  1991 

 六価クロム 2.8 Baird et al.,  1991 

 臭化ナトリウム 2.1 Baird et al.,  1991 

比較している系統の試験結果

が全て同じ試験機関で実施さ

れている 

カドミウム 3－ 100 

Baird et al.,  1990, 

1991, 1998; Haap et 

al.,  2009 

 マンガン 11.9 Baird et al.,  1991 

 銅  4.5 Barata et al.,  2000 

 フェノキシカルブ 4.1 Oda et al.,  2007 

 3,4-ジクロロアニ

リン 
2.1－ 3.5 

Baird et al.,  1991; 

Oda et al.,  2007 

 セバシン酸ジブ

チル 
2.1 Baird et al.,  1991 

 デルタメトリン 2 Toumi et al.,  2013 

 マラチオン 1.3 Toumi et al.,  2015 

 

2.2 Daphnia 属の系統間における遺伝的な相違 : 特に DNA メチル化に関する報

告例  

同種生物の個体間で感受性差を引き起こす原因の 1 つとして挙げられている遺伝

的な相違に関して，第 1 章では甲殻類や藻類，魚類など様々な生物種における報告

例を紹介した。この遺伝的な相違は，本研究で対象としたオオミジンコやその近縁種で

ある Daphnia pulex （ミジンコ）の系統間でも報告されている。例えば，Orsini et al.

（2018）や Becker et al.（2018）は，異なる採取起源の系統間で遺伝子発現量を網羅

的に解析したところ，その発現の傾向に違いがあることを報告している。このほかにも，

塩基配列の変異や重複等のゲノム変異（Chaturvedi et al.,  2021; Keith et al.,  2016; 

Wang et al.,  2016），それに加えてエピジェネティック修飾の１つである DNA メチル化度

がゲノム全体や特定遺伝子において系統間で異 なることも明 らかになっている

（Asselman et al.,  2015; Hearn et al.,  2021）。DNA メチル化は，遺伝子プロモーター領

域に生じると，転写因子の結合を阻害し mRNA の合成をできなくすることで，遺伝子発

現量が減少させる遺伝子発現の制御機構である。哺乳類等では，DNA メチル化による

遺伝子発現量の制御が化学物質感受性にも影響 を与 えることが分 かっている

（Vandenbussche et al.,  2020）。その一方で，オオミジンコでは上述したように DNA メチ
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ル化と遺伝子発現量の系統差が個々に明らかにされているものの，DNA メチル化と遺

伝子発現量の関連性は示されていない。  

オオミジンコにおける DNA メチル化に関する知見では，オオミジンコに DNA メチル化

阻害剤  5-アザシチジンを 14 日間曝露した時に，特定遺伝子の DNA メチル化度が減

少することが分かっている（Athanasio et al.,  2018）。5-アザシチジンによって DNA メチ

ル化度が減少すると，DNA メチル化による発現抑制が外れることにより，その遺伝子発

現量が上昇する。系統間で発現量が異なる遺伝子の発現制御に DNA メチル化が関

与している場合，5-アザシチジンを曝露した時に発現量が上昇するかどうかを計測する

ことにより DNA メチル化制御の可能性を確認することができる。つまり，5-アザシチジン

は，オオミジンコにおいて DNA メチル化と遺伝子発現量の関係性を探る上で有用なツ

ールになり得ると考えられる。   

 

2.3 網羅的な遺伝子発現解析を用いた Daphnia 属系統間の化学物質の感受性差

の原因解明に関する報告  

遺伝子発現量を網羅的に解析する手法である RNA-seq やマイクロアレイ手法を用

いて，系統間における化学物質への感受性差の原因解明を行っている報告例を紹介

する。その具体的な研究例として，Lyu et al. （ 2019 ）は，タイリクミジンコ（Daphnia 

similoides）における，藻類毒への耐性を持つ系統と試験で一般的に使用される系統

（TH09 と TH14）を対象に，RNA-seq 解析により藻類毒への応答遺伝子の発現量を系

統間で比較している。それにより系統間で発現量が大きく異なっていた特定の遺伝子

群（具体的にはグルタチオンやアミノ酸，糖代謝に関与する遺伝子）と藻類毒との関連

性を示唆している。Latta et al.（2012）は，ミジンコを対象に，塩耐性を持つ系統と塩耐

性を持たない系統を，マイクロアレイを用いて比較することで，系統間で発現量の異なる

遺伝子群（具体的にはイオン輸送や浸透圧保護に関与する遺伝子）と塩耐性の関連

性を示唆している。また，Chain et al. （2019）は，ミジンコを対象に，銅汚染されている

場所から採取した系統と銅汚染されていない場所から採取した系統を，RNA-seq 解析

で比較することで，非汚染地点の系統の方が，グルタチオン S トランスフェラーゼ等の

様々なストレス応答遺伝子群の発現量が低いことを明らかにした。これらの文献のように，

これまでの Daphnia  属における既存研究のアプローチは，あらかじめ特定物質に対す

る感受性差が判明している系統を対象に，その感受性差の原因解明に遺伝子発現解

析手法を用いて，感受性と遺伝子発現量の関連性を示唆している。  
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第 3 章  オオミジンコ 3 系統の遺伝子発現の比較と DNA メチル化の評価  

3.1 研究目的と概要  

オオミジンコの系統間では，全ゲノムの DNA メチル化度や個々の遺伝子の DNA メ

チル化度に違いがあることが複数の既存文献で明らかにされている（Asselman et al.,  

2015; Athanasio et al.,  2018; Hearn et al.,  2021）。遺伝子プロモーター領域における

DNA メチル化はその遺伝子発現を制御する。そのため，系統間における DNA メチル

化度の違いは，系統間で確認されている遺伝子発現量の違いの原因の 1 つではない

かと考えられる。そこで第 3 章では，異なるオオミジンコ系統の遺伝子発現量に違いを

引き起こしている原因に DNA メチル化が関連している可能性を検証することを目的とし

た。 

まずは，対象としたオオミジンコ 3 系統の RNA-seq から得られる網羅的な遺伝子発

現情報をもとに，各系統で遺伝子発現量が大きく異なる遺伝子群を選定し，その中で

も DNA メチル化による遺伝子発現制御の起きている可能性の高い CpG 領域（塩基配

列中にシトシンとグアニンを多く含む DNA 領域）をプロモーター領域に含む遺伝子を抽

出した。次に DNA メチル化阻害剤の 5-アザシチジンをミジンコに曝露することにより，選

別した遺伝子の発現量が上昇するかどうかを検証した。  

 

3.2 実験方法  

3.2.1 対象生物の情報と飼育条件  

対象生物としたオオミジンコ（Daphnia magna）の系統は，NIES 系統と England 系統，

Clone 5 系統の 3 系統とした。1. NIES 系統：USEPA から譲渡された系統で，日本の

GLP 適合試験機関や研究機関の多くが使用している。2. England 系統：英国環境庁

から譲渡された系統で，元はヨーロッパで使用されることが多い Clone A 系統である。3. 

Clone 5 系統：化学物質評価研究機構から譲渡された系統で，England 系統と同様に

起源は Clone A 系統である。いずれの系統も，国立環境研究所にて 15 年以上の継代

飼育がされてきた。飼育条件は，M4 培地（pH 7.5－8.5, 硬度  250 mg/L-CaCO3）1 L

に 35 匹程度の個体を入れ，週に 3 回水替えを行っている。また，光周期は，明期 16

時間、暗期 8 時間で，水温を 20±2°C に保っている。餌は，Chlorella  sp. （5.0×108 

cells/mL/day）を 1 mL，yeast-cerophyll-trout chow （YCT）を 1mL，各 1 L ビーカーに

毎日投入した。 

 

3.2.2 基礎データの取得方法  

NIES 系統，England 系統，Clone 5 系統の 3 系統を対象に，生後 24 時間以内個

体と 2 週齢個体の 2 つの成長段階における基礎データ（体長，乾燥重量，脱皮回数）

を取得した。体長は，計測する個体の顕微鏡写真をスケール付きで撮影した後，その

画像データをもとに，ImageJ software （Abramoff et al.,  2005）を用いて，頭頂部から

尻尾の付け根までを体長と定義して計測した（図 3-1 参照）。体長の定義は，先行研究

の Cambronero and Orsini （2018）を参考にした。尻尾を含めなかった理由は，オオミジ

ンコの尻尾部分は個体によっては折れている場合があり，尻尾を含めると正確な定量が

できないと判断 したためである。乾燥重量の計測には，凍結乾燥機 （ FDU-2200, 

EYELA ） を用 いた 。生 後 24 時 間 齢 個 体 の乾 燥 重 量 の計 測 では，電 子 天 秤

（XS205DUV, SANYO）の測定精度（0.01 mg）では，1 匹ずつでは定量できないため，

各系統の生後 24時間齢個体を 50匹収集したものを 1サンプルとして計測を実施した。

脱皮回数の計測は，3 系統を対象に，生まれてから生後 8 日目までの脱皮回数を計測

した。計測を生後 8 日目までにした理由は，生後 8 日を過ぎると多くの個体で産仔が始

まり，純粋な脱皮回数として計測できなくなるためである。  
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図 3-1. 本研究におけるオオミジンコの体長の定義を赤ラインで示してある

（Cambronero and Orsini, 2018 の体長基準より）。 

 

3.2.3 Cytochrome oxidase I（COI）配列情報の取得方法  

オオミジンコの各 3 系統の系統関係を明らかにするため，生物の進化を研究する上

で利用されることが多いミトコンドリア DNA 配列上に存在する COI 領域を各系統で比

較することとした。まず，2 週齢をサンプルとして，DNeasy Blood & Tissue Kit（Qiagen）

を使用して，DNA を抽出した。次に，抽出した DNA をサンプルとして，Folmer et al. 

（1994）が提案する COI 領域を特異的に増幅できるプライマーと EXTaq （Takara）を増

幅酵素として用いて，Thermal Cycler Dice （Takara）によって，以下のプログラムで

PCR を実施した：94℃で 60 秒，続いて 94℃で 15 秒を 30 サイクル，58℃で 30 秒，72℃

で 30 秒。増幅した PCR 産物は，COI 領域が特異的に増幅されているか，アガロースゲ

ルを用いた電気泳動法により確認した。そして，特異的な増幅が確認できた PCR 産物

は FASMAC Corp.に委託して，サンガー法によりシークエンスすることで，COI 領域の塩

基配列情報を各系統で取得した。各系統の COI 配列情報については，（National 

Center for Biotechnology Information （NCBI）に accession number をつけて情報を

開示した（OL518111 [NIES]; OL518107 [England]; OL518110 [Clone 5]）。 

 

3.2.4 RNA-sequencing の実験操作  

オオミジンコの各 3 系統の 2 週齢個体から 10 個体を収集して 1 サンプルとした。各

系統のサンプル数は 3 つ用意した。Total RNA の抽出には，RNeasy Mini Kit （Qiagen）

を用いた。抽出した RNA は Tapestation（Agilent Technology Inc.）にて，RNA 濃度（> 

140 ng/µL）および純度（> 8.5）を確認し，これ以降の実験に使用するサンプルはこの 2

つの条件を満たしたものを使用した。ここまでの一連の過程で抽出した Total RNA サン

プルから cDNA ライブラリの作成する過程は，マクロジェン社に委託した。委託した内容

は，サンプルから抽出した Total RNA から mRNA のみを精製して，それを用いて，

TruSeq Stranded Total RNA LT Sample Prep Kit  （Gold）を用いて，cDNA ライブラリを

作成した。全 cDNA ライブラリを NovaSeqTM  6000 を使用して，101 bp paired-end にて

塩基配列を解析した。 

 

3.2.5 遺伝子発現変動解析（Differentially Expressed Genes: DEGs）  

HISAT2 ver. 2.2.0 （Kim et al.,  2019）を使用して，RNA-seq から得られた塩基配列

情報をオオミジンコ  KIT系統の参照配列にマッピングした。HTseq ver. 0.11.3 （Anders 

et al.,  2015）を用いて，マッピングされた情報から，各遺伝子の遺伝子発現量を“ read 

count”として解析した，得られた  “read count”を R software のパッケージの edgeR ver. 

3.28.1 （Robinson et al.,  2009）を用いて次に示す発現量の正規化を行った。“ read 
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count”は Trimmed Mean of M value（TMM）法により正規化し，その上で，Count Per 

Million （CPM）が 0.5 を下回る遺伝子に関しては，解析の精度が低い可能性が高い

ため，解析対象外とした。発現変動遺伝子の定義は，FDR < 0.05 かつ fold change 

（系統間の発現比）  > 2 の 2 つの条件に当てはまる遺伝子として出力した。 

 

3.2.6 対象遺伝子の DNA 配列中の CpG 領域の有無を確認  

NCBI のゲノム配列情報から，各遺伝子の DNA 配列情報を取得した。その配列情

報をもとに，CpG 領域の有無を GENETYX software ver. 10（Genetyx inc.）を使用して

解析した。一般的に，DNA メチル化は，遺伝子の塩基配列中のプロモーター領域の

CpG 領域にメチル基が付加することで遺伝子発現を制御する機構である。そのため，

CpG 領域を検索する対象は，各遺伝子のプロモーター領域に限定する必要があるが，

オオミジンコの配列情報にプロモーター領域の情報はない。そこで，各遺伝子における

タンパク質コーディング領域から上流 5000 bp をプロモーター領域と仮定した。なお，

CpG 領域の定義は，Gardiner-Garden and Frommer（1987）に従い，DNA 配列中の 4

種類の塩基の内，シトシンとグアニンの含有量が 50%を超える 200 塩基対以上の配列

とした。 

 

3.2.7 オオミジンコへの DNA メチル化阻害剤の影響  

DNA メチル化による遺伝子発現量への影響を確認するため，DNA 複製時の DNA

メチル基転移阻害作用を有する化学物質  5-アザシチジンをオオミジンコに曝露した時

の遺伝子発現量の変化を確認した。そのために，5-アザシチジンがオオミジンコに対し

て，DNA メチル化阻害を引き起こす濃度を事前に把握する必要がある。そこで，5-アザ

シチジン自体の一般毒性（DNA メチル化阻害作用以外の毒性）の影響を調べるため， 

NIES 系統と England 系統の 2 系統を対象に急性遊泳阻害試験（OECD TG202）を実

施することで生存への影響を確認した。試験の曝露濃度は Lindeman et al.（2019）を参

考に，Control, 12.8, 32, 80, 200, 500 mg/L の 6 濃度区で実施した。この結果から算出

される最小影響濃度（LOEC）および無影響濃度（NOEC）をもとに 7 日間の曝露試験で

ある ミ ジン コ幼 若 ホルモン短 期 検 出 法 （ Short-term Juvenile Hormone Activity 

Screening Assay using Daphnia magna : JHASA）に準拠して，2 週齢に対して 5-アザ

シチジンを 1 週間曝露することにより，5-アザシチジンの体長と増殖への影響を確認し

た。本研究で実施した JHASA の試験条件を以下の表 3-1 にまとめた。  

 

表 3-1. 本研究における JHASA の試験条件  

対象種・系統  Daphnia magna  の NIES 系統と England 系統  

試験物質  5-アザシチジン  

試験培地  M4 培地  

繰り返し数  各濃度区につき n=10 

試験期間  7 日間  

試験容量  50mL/個体 /容器  

給餌量  クロレラ（5×108  cells/mL）  50μL/個体 /日，YCT 50μL/個体 /日  

光条件  16L：8D 

温度  20℃±2℃以内  

個体齢  2 週齢個体の内，産仔を終えた直後の個体  

換水  週 2 回以上  

観察項目  体長，産仔数  
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3.2.8 リアルタイム PCR（定量 PCR）  

DNA メチル化阻害剤である 5-アザシチジンの DNA メチル化阻害の効果を確認する

ため，5-アザシチジンの曝露後の遺伝子発現量の変化を確認した。5-アザシチジン曝

露個体を確保するため，NIES 系統と England 系統の 2 週齢個体を対象に  3.2.7 で決

定した曝露濃度で 7 日間の曝露を行った。なお，5 個体を 1 サンプルとして，繰り返しを

3 サンプル用意した。各サンプルを 2.0 mL のスクリューキャップチューブに入れ，5 mm

のジルコニアビーズとともに，Micro Smash MS-100 （TOMY）にて破砕した。Total RNA

は 700 µL の QIAzol reagent で抽出した後に，miRNeasy Mini Kit を用いて精製した。

精製した RNA 中には，miRNeasy Mini Kit 付属の DNA 切断酵素である DNase だけ

では除去しきれなかった DNA が微量に存在する。この微量に含まれる DNA は PCR 時

に mRNA と同じように増幅されることで結果に反映されてしまうため，TURBOTM  DNase 

（ Thermo Fisher ） を用 いて完 全 に除 去 した 。 DNA 除 去 を行 った各 サンプルを

NanoDropTM ND-1000 Spectrometer にて，RNA 濃度（> 100 ng/µL）と純度（260/280/ 

> 1.8）を確認した。確認後，各サンプルから 500 ngの RNA を取り出して，AMV Reverse 

Transcriptase XL （Takara）にて逆転写することで，cDNA を合成した。各サンプルから

合成した cDNA を Light Cycler 480 Real-Time PCR System（Roche）にて定量 PCR を

実施した。PCR は，95℃で 300 秒，95℃で 10 秒を 50 回，64℃で 10 秒，72℃で 10 秒

の流れのプログラムで実施した。各遺伝子発現量を正規化するために，18srRNA の遺

伝子発現量で各遺伝子発現量を除した値を相対的な遺伝子発現量として評価した。

なお，定量 PCR に用いた各遺伝子のプライマーは，対象とする遺伝子の mRNA の配

列情報を NCBI から取得し，その配列情報をもとに primer3 ver. 0.4.0.（Untergasser et 

al.,  2012）を用いてプライマー配列を作成した。さらに，作成したプライマーの特異性は

NCBI の BLAST 機能で確認した。定量 PCR に用いたプライマー配列情報は表 A-1 に

まとめた。 

 

3.3 結果と考察  

3.3.1 オオミジンコ 3 系統の基礎情報の取得：形態的特徴（見た目や体長 , 乾燥

重量，脱皮数）とミトコンドリア DNA 配列情報  

図 3-2A に，対象とした 3 系統である NIES 系統と England 系統，Clone 5 系統の外

見上の特徴を示した。図 3-2B, C より，各成長段階において，体長の大きさ関係は次の

ようになった：Clone 5 系統＜England 系統＜NIES 系統。2 週齢の乾燥重量に関して

も，体長と一致して Clone 5 系統＜England 系統＜NIES 系統の順となった（図 3-2D）。

一方で，生後 24 時間以内の個体の乾燥重量に関しては，系統間に有意な差はなかっ

た（図 3-2E ）。成長段階初期では，個体の形態的特徴は形成しきっていないため

（Martinez, 2012），形態的特徴の中でも，特に乾燥重量のような量的な特徴について

は，生後間もない 24 時間以内の個体では系統による違いが表れなかったと考えられる。

2 週齢で確認できた系統間の成長の差を引き起こす 1 つの要因として，脱皮の回数が

考えられる。一般的に昆虫類では，脱皮回数と体長には関連性が示唆されている。そ

こで生後 8 日間の脱皮回数を調べたところ，系統間で有意な差はなかった（図 3-2F）。

体長に関しては，生後 24 時間齢と 2 週齢のどちらも系統差があったことから，脱皮回

数の計測期間である 8 日目においても成長に差があることが予想される。一方で，成長

の差の原因として計測した 8 日間の脱皮回数には系統差がないことから，成長の差に

は脱皮回数以外の成長制御に関わる機構が関与していると考えられる。ミトコンドリア

DNA の一部である 486 bp の COI の配列の相違については，NIES 系統と England 系

統は完全に一致しており，Clone 5 系統のみ 1 塩基の相違が確認された。3 系統の COI

配列の比較結果から，これらの 3 系統は取得起源が近い系統ではないかと考えられる。  
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A）    

 

  

 

 

図 3-2. オオミジンコ 3 系統の基礎データの比較を 2 週齢個体と生後 24 時間個体で

行った結果（Mean±SE）。（A）と（B）は体長。（C）と（D）乾燥重量。（E）は，生まれてか

ら産仔開始直前までの脱皮数。（A）-（D）におけるエラーバー上部に記載したローマ字

の違いは，Tukey’s HDS test により 3 系統を比較した際に p  <0.05 となるものを示した。 
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3.3.2 RNA-sequencing による各系統の遺伝子発現情報の違い  

オオミジンコの各系統における網羅的な遺伝子発現情報を比較するため，通常飼育条

件下における 2 週齢個体を対象に RNA-seq 解析を実施した。RNA-seq から得られた

全リード数等の遺伝子情報は表 A-2 にまとめた。RNA-seq の実験結果から，系統間で

発現が異なっていた遺伝子を解析した結果，3 系統全体で 724 遺伝子の発現量が有

意に異なっていた（FDR p<0.05）。それらの遺伝子の中で，NIES 系統と Clone 5 系統

間で 657 遺伝子，Clone 5 系統と England 系統間で 108 遺伝子，England と NIES 系

統間で 724 遺伝子の発現が有意に異なっていた。つまり，発現変動していた遺伝子の

数から判断すると，England 系統と Clone 5 系統は発現の傾向が似ていて，NIES 系統

と England 系統は，発現の傾向が最も異なっていることが分かる。これらの発現変動遺

伝子の中でも 3 系統を比較したときに，どの系統を比較しても発現量が異なっていた 63

遺伝子を対象に階層クラスター解析を実施したところ，NIES 系統では他 2 系統と比較

して遺伝子発現傾向が大きく異なることが分かった（図 3-3）。このように，系統間で発現

傾向が異なることはオオミジンコだけでなく，近縁種であるミジンコでも確認されている

（Orsini et al.,  2018; Becker et al.,  2018）。今回用いた 3 系統のなかでは，NIES 系統

と England 系統の間の発現傾向により顕著な違いがあったことから，以降の実験はこの

2 系統に絞って行った。 

 

 

図 3-3. オオミジンコ 3 系統の DEGs のヒートマップと階層クラスター解析の結果。3 系

統で実施した RNA-seq の解析結果から得られた DEGs （3 系統間で発現比 2 倍以

上かつ FDR p-value <0.05）を対象にした。左上の“Color key”の色は，各遺伝子の系

統間の発現比の大小を意味する（例えば，緑色ならその系統で発現量が大きいことを

意味する）。また，クラスター解析の結果は，ヒートマップ上部に示した。 
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3.3.3 DNA メチル化解析の対象とする遺伝子の選定（発現量の系統間比較と

CpG 領域の検索）  

遺伝子発現の傾向が顕著に異なる，NIES 系統と England 系統を比較した時に，

NIES 系統で England 系統よりも発現量が 10 倍以上高い遺伝子，また England

系統で NIES 系統よりも発現量が 10 倍以上高い遺伝子をそれぞれ抽出した。ま

たそれらの遺伝子の中でも， DNA メチル化が起こり得る CpG 領域を，コーデ

ィング領域上流 5000 bp（オオミジンコにおけるプロモーター領域として仮定

した DNA 領域）に含む遺伝子をリスト化した（表 3-2）。なお，本研究におけ

る CpG 領域の定義は，Gardiner-Garden and Frommer（ 1987）の基準と同じ CG

含有量が 50%以上の 200 bp の DNA 領域とした。表 3-2 では，上から 4 番目ま

での遺伝子は NIES 系統で発現量が特異的に高い遺伝子群，上から 5 番目以降

までは England 系統で特異的に発現量が高い遺伝子群としている。つまり，上

から 4 番目までの遺伝子群は，England 系統において DNA メチル化により遺伝

子発現制御が起きている可能性のある遺伝子であり，上から 5 番目以降の遺伝

子は NIES で DNA メチル化の可能性が疑われる遺伝子である。各系統で発現量

が高かった遺伝子の機能に着目すると，NIES 系統では chymotrypsin 1 like や

transmembrane protease serine 9 like のような消化酵素に関わる遺伝子の発現量

が高く，図 3-2BCD で確認された体長や乾燥重量の差にも関与していることが

考 え ら れ る 。 一 方 ， England 系 統 で は ， lactosylceramide 4-alpha-

galactosyltransferase-like や glucose dehydrogenase [FAD quinone] like などの糖代

謝に関わる遺伝子発現量が多い特徴が確認できた。  
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表 3-2. NIES 系統と England 系統で発現比が大きかった 10 遺伝子の発現量と DNA 配列中の CpG island のカウント数  

遺伝子 ID 遺伝子名  

発現量  
発現比

（NIES/England） 

CpG 領域の

数  
NIES 

系統  

England 系

統  

Clone 5 系

統  

LOC116931

625 

vacuolar protein sorting-associated protein 

26C-like 
13.9 0.1 0.1 209.5 1 

LOC116922

711 
chymotrypsin 1 like 

1791.

8 
27.2 74.3 65.9 1 

LOC116932

072 
mucin-5AC-like 1.4 0.1 0.1 20.5 1 

LOC116919

290 
transmembrane protease serine 9-like 19.3 1.7 1.6 11.5 1 

LOC116931

895 
prostaglandin G/H synthase 2-like 1.7 20.0 9.6 11.5 2 

LOC116920

911 

postacrosomal sheath WW domain-binding 

protein-like 
0.1 295.9 121.1 0.0004 2 

LOC116926

060 

lactosylceramide 4-alpha-

galactosyltransferase-like 
0.1 4.9 2.4 0.0134 1 

LOC116924

362 
glycine-rich protein 1-like 0.7 23.2 29.4 0.0293 1 

LOC116928

942 
glucose dehydrogenase [FAD quinone] like  1.6 29.9 47.6 0.0521 1 

LOC116923

449 
prisilkin-39-like 0.1 2.1 3.4 0.0541 2 
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3.3.4 DNA メチル化阻害剤のオオミジンコへの毒性影響の確認  

定量 PCR に用いるサンプルを調整するため，5-アザシチジンがオオミジンコに対して，

DNA メチル化阻害を引き起こす濃度を明らかにする必要がある。そのためにまず，

NIES系統と England系統の 2系統を対象に急性遊泳阻害試験を実施することとした。

定量 PCRを行うサンプルの調整のために，5-アザシチジンがオオミジンコに対して，DNA

メチル化阻害を引き起こす濃度を明らかにする必要がある。そのために実施した NIES

系統と England 系統の 2 系統における急性遊泳阻害試験の結果を表 3-3 にまとめた。

両系統の 48 h-EC50 の値は，既存文献値の 230.1±98.4（Lindeman et al.,2019），

310±11（Athanasio et al.,  2010）と同程度であった。先行研究では，この 48 h-EC50 の

半値もしくは急性遊泳阻害試験における NOEC において，特定遺伝子の DNA メチル

化度の低下を引き起こすことが判明している（Athanasio et al.,  2018）。そこで，今回実

施した急性遊泳阻害試験における NOEC と LOEC を調べたところ 2 系統で一致して，

それぞれ 20 mg/L, 80 mg/L となった。このうち NOEC の 20 mg/L を最高濃度として

NIES 系統の 2 週齢個体を対象に JHASA に準拠して 7 日間曝露した。JHASA では，

5-アザシチジンによる一般毒性として 2 週齢個体の体長と産仔数の 2 つの項目を考慮

して，この 2 つの項目に影響が出ない最高の曝露濃度を求めることを目的とした。

JHASA を実施した結果，いずれの濃度区でも体長には有意な変化は見られなかった

（図 3-4, Dunnett’s test で各濃度区と対象区を比較）。その一方で，産仔数は最高濃

度区の 20 mg/L で対照区に対し有意に減少した（図 3-5）。 

 

表 3-3. 各系統における 5-アザシチジンの急性遊泳阻害試験の結果  

 NIES England 

48 h-EC50  251 mg/L 153 mg/L 

LOEC（最低影響濃度） 80 mg/L 80 mg/L 

NOEC（無影響濃度） 20 mg/L 20 mg/L 

 

 

図 3-4. 5-アザシチジン 7 日間曝露試験における体長（平均±SD, n=15）。 

 

 

図 3-5. 5-アザシチジン 7 日間曝露試験における産仔数（平均±SD, n=15）***は対照

区と比べた統計学的な有意差を示す（***: p  < 0.001, Dunnett‘s test）  
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3.3.5 DNA メチル化阻害剤による遺伝子発現量の変化の確認  

以上の結果から，5-アザシチジンが体長と産仔数に影響を及ぼさない最高濃度が

5.0 mg/L であることが分かった。ただし，32 mg/L でも仔虫の生存に影響がなかったこと，

また，20.0 mg/L でも体長には影響がなかったことから，遺伝子発現量を計測するため

のオオミジンコ 2 週齢サンプルへの 5-アザシチジン曝露濃度は，JHASA の実施時と同

じく，1.25, 5.00, 20.00 mg/L の 3 濃度区とした。図 3-6 に 5-アザシチジンを曝露した時

の NIES 系統と England 系統における遺伝子発現量を示した。図 3-6 中の上 4 つのグ

ラフは，コントロール遺伝子として用いた GAPDH（解糖系に関与する遺伝子）と ACTIN

（細胞骨格に関与する遺伝子）の結果である。2 つの遺伝子の発現量の結果を比べる

と，GAPDH の方が各濃度区のサンプル間のばらつきが小さく，濃度区間における変動

も少ない。コントロール遺伝子は，以降のターゲット遺伝子の相対的な遺伝子発現量を

算出する際に用いるため，  測定精度の高い GAPDH を内在性コントロール遺伝子とし

て用いることにした。図 3-6 中の下 8 つのグラフは，ターゲット遺伝子とした 10 遺伝子

（表 3-2）の中で，定量 PCR による特異的な増幅が確認できた 4 つの遺伝子（serine 9 , 

postacrosomal ,  glucose , prostaglandin）の結果である。なお，残りの 6 遺伝子について

は，PCR 終了時の PCR 産物の遊離曲線におけるピークポイントがサンプルごとに異なっ

ていたことから，特異的な増幅が確認できなかったと判断した。特異的に増幅された 4

つのターゲット遺伝子の内，NIES 系統において postacrosomal と prostaglandin は，5-

アザシチジン曝露により発現量が上昇する傾向が見られた。具体的に postacrosomal

では NIES 系統における対象区から 5-アザシチジンの 5.0 mg/L までの濃度区におい

て，徐々に発現量が上昇し，20 mg/L 濃度区で大幅に減少する傾向が見られた。図 3-

5 より 20 mg/L 濃度区では産仔数への影響があったことから判断して，5-アザシチジンを

20 mg/L 曝露した場合，DNA メチル化阻害以外の毒性により遺伝子発現量が減少し

たのではないかと考えられる。この 2 つの遺伝子のオオミジンコにおける機能は不明だが，

他生物種における機能を参考にすると，postacrosomal は，精子形成における先体反

応時に発現する遺伝子であることが分かっている（Wu et al.,  2007）。基本的にメスの単

為生殖であるオオミジンコにおいて，精子形成に関連するのはオスの産生に関わる何ら

かのメカニズムと考えられる。そのため今後の検討として，例えば，5-アザシチジンと幼若

ホルモン作用を持つ化学物質を共曝露した時に，幼若ホルモン単独曝露時と比較して

オス化の誘導率が変化するのかを観察することにより，この遺伝子機能の一部が解明さ

れていく可能性が考えられる。もう一つの prostaglandin は，炎症等の痛みとともにアラ

キドン酸から合成される生理活性物質と言われている。図 3-6 から，NIES 系統の対照

区ではほとんど発現がないにも関わらず，20.0 mg/L の 5-アザシチジン曝露濃度区では，

発現が上昇している傾向が確認できたため，DNA メチル化阻害による発現制御が外れ

た可能性，もしくは，5-アザシチジンの一般毒性への応答として，単に発現量が上昇し

ている可能性も考えられる。  

定量 PCR を実施した全ての遺伝子に共通して，同じ曝露区におけるサンプル間の

発現量のばらつきが大きく，検定による有意差が付きにくいデータとなった。5-アザシチ

ジンによる遺伝子発現量の変化を正確に確認するには，サンプル間のばらつきを抑える

ことで，定量の精度を改善する必要があることが分かった。  
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図 3-6. 5-アザシチジン曝露による遺伝子発現量変化。サンプルは，NIES 系統と

England 系統の 2 週齢個体を用いた。各系統において，Control 区と 5-アザシチジン

曝露濃度区との遺伝子発現量を Dunnett’ test にて検定を行った。 
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3.3.6 オオミジンコ 2 週齢を用いた定量 PCR におけるサンプル間の遺伝子発現

量の精度の改善  

これまでの定量 PCR ではサンプル間の発現量の差が大きかったことから，今後の定

量 PCR 実験の精度を上げるために，サンプル間の発現量のばらつきを生じさせている

原因を探ることとした。考えられる原因の中で，一番可能性が高いと考えられるのは，サ

ンプルとしたオオミジンコ 2 週齢個体に含まれる育房中の胚の影響である（図 3-7 参

照）。オオミジンコでは，胚発生の段階で短期的に発現量が大きく変動する遺伝子群

（ハロウィン遺伝子と呼ばれる脱皮の制御に関わる遺伝子群など）の存在が明らかにな

っている（Sumiya et al.,  2018）。これまで定量 PCR に用いてきたサンプル中は，胚が含

まれている個体とそうでない個体をランダムに選んでいたため，サンプル間のばらつきに

胚の発現が影響している可能性が考えられる。この可能性を検証するため，図 3-6 で

用いた遺伝子の中から 4 つの遺伝子を対象に，NIES 系統の 2 週齢個体における，育

房中に胚が含まれる個体（embryo+），育房中の胚を取り除いた個体（embryo-），2 週

齢から採取した胚（embryo_only）の 3 種類で定量 PCR を実施した。  

 

 

図 3-7. オオミジンコの写真。個体の育房中に含まれる胚の部分を赤枠で囲った。  

 

 胚による遺伝子発現量の影響を調べた結果を図 3-8 に示した。コントロール遺伝子の

GAPDH における embryo-では，  2 週齢個体から胚を取り除くことで変動係数が 0.23％

から 0.11%に低下した。一方で，ACTIN では，胚のみの発現量があるためそれを取り除

いた embryo-では変動係数が小さくなるかと思われたが，結果としては胚を含んだ 2 週

齢個体サンプル（embryo+）でばらつきが一番小さくなった。  

図 3-8 中の 2 つのターゲット遺伝子のうち，serine 9 では，胚の発現量が大きく，胚を

取り除くことで変動係数が 0.63%から 0.23%に抑えられた。一方で，postacrosomal で

は，胚の発現量がなかった。つまり，遺伝子によって胚の有無が遺伝子発現量に影響

する場合とそうでない場合があることが分かった。また，postacrosomal では，同じ 2 週齢

個体でも，胚を取り除いた 2 週齢個体と胚を含んだ 2 週齢個体の発現量に違いがあっ

たことから  2 週齢個体自体の生物的な周期によっても発現量が大きく異なる可能性が

示唆された。 
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図 3-8. 定量 PCR の結果。各遺伝子事に育房中に胚が含まれる個体（embryo+; N = 

2, Mean±SD），育房中の胚を取り除いた個体（embryo-; N = 2, Mean±SD），2 週齢

からとった胚のみ（embryo_only; N = 1）の 3 サンプルの遺伝子発現量を示してある。  

 

3.4 第 3 章のまとめ  

第 3 章では，系統間で異なる遺伝子発現量の原因に，DNA メチル化が関与してい

ないか DNA メチル化剤の検証を定量 PCR で実施した。定量 PCR を実施した複数の

遺伝子で，DNA メチル化阻害剤による遺伝子発現量の上昇の傾向は見られたものの，

有意性はなく，DNA メチル化阻害剤により遺伝子発現量が上昇した遺伝子は確認さ

れなかった。有意な上昇が見られなかった原因の 1 つとして，オオミジンコにおいて DNA

メチル化制御されている遺伝子が少ない可能性が挙げられる。その理由は，オオミジン

コのゲノム全体の DNA メチル化が 1%程度と，他の甲殻類（例えばヨコエビでは 7 %程

度（Alves et al.,  2021））と比較して低く（Athanasio et al.,  2018），各遺伝子配列中にメ

チル基が付加している可能性が低いからである。  

また，遺伝子発現量の有意な上昇が見られなかったもう 1 つの原因として，サンプル

間のばらつきが大きく，濃度区間ごとの正確な比較が行えなかったことが挙げられる。サ

ンプル間のばらつきの原因を探るため，定量 PCR に用いるオオミジンコの 2 週齢個体か

ら胚を取り除いたところ，GAPDH や serine 9 では，サンプル間のばらつきが比較的抑え

られることが分かった。一方で，postacrosomal のように胚による発現の影響がなくても，

胚の有無で 2 週齢個体間でも発現量が異なる遺伝子があるため，胚自体ではなく産卵

または脱皮周期の差が影響している可能性がある。よって第 4 章で実施した定量 PCR

に用いるオオミジンコの 2 種齢個体のサンプルは，脱皮直後の個体のみを選定すること

で，胚による発現の影響だけでなく，2 週齢個体間の生物学的な周期を揃えることで，

サンプル間のばらつきを抑えることにした。  

また，今後の検討として，Athanasio et al.（2018）に示されている DNA メチル化阻害

剤により DNA メチル化度が減少している遺伝子等に着目していくことで，DNA メチル化

の影響が明らかになる可能性が考えられる。そこで，遺伝子発現量の上昇が確認でき

た遺伝子群については，バイサルファイトシーケンス手法により，具体的に塩基配列中

へのメチル基の存在を確認していく必要があると考えられる。  
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第 4 章  網羅的な遺伝子発現解析に基づくオオミジンコ系統間の環境汚染化学

物質に対する感受性の比較  

4.1 研究目的と概要  

オオミジンコやその近縁種の Daphnia 属を対象に，特定の化学物質に対する系統

間の感受性差に着目した既存文献では，系統間の感受性差は特定遺伝子の発現量

の差によって引き起こされていることが示唆されている。そこで第 4 章では，既存の研究

アプローチとは逆に，系統間で発現量の異なる遺伝子に基づき，その遺伝子に関連す

る化学物質から，感受性に系統差を引き起こす化学物質を事前に把握することができ

るか検証することを目的とした。  

そのために，まずは第 3 章で実施したオオミジンコ 3 系統間の RNA-Seq により系統

間で発現量が大きく異なっていた遺伝子群に対し，機能解析の 1 つ Gene Ontology 

enrichment 解析（GO 解析）を実施することで，系統特異的な遺伝子群の生体的機能

を推定した。次に，推定された生体機能の系統差を確認するため，キチン含有量やキ

チナーゼ活性の測定を行った。そして最後に，その機能を阻害する化学物質を用いて

急性遊泳阻害試験を実施することにより，各系統で化学物質への感受性に差が生じる

のかを検証した。  

 

4.2 実験方法  

4.2.1 Gene Ontology enrichment 解析  

RNA-seq で得られた，系統間で発現量が異なる遺伝子群の生体機能を推定するた

めに機能解析として使用される Gene Ontology enrichment 解析（GO 解析）を実施し

た。GO 解析は，R software の GOseq ver. 1.44.0（Young et al.,  2021）にて行った。オ

オミジンコの遺伝子 ID には GO 解析で出力される GO term と必ずしも紐づけがされて

いるわけではない。そこで，eggNOGmapper（v2）（Cantalapiedra et al.,  2021）を用いて，

オオミジンコを含む甲殻類の GO term 情報に NCBI から取得できるオオミジンコの全遺

伝子のデータを紐づけることにより，GO 解析に必要なオオミジンコの遺伝子 ID と GO 

term が紐づいた基盤データを用意した。このデータを基に，本研究で実施した RNA-

seq により発現が確認された全遺伝子に対して，系統間における発現変動遺伝子が属

する割合の高い GO term を R software のパッケージの１つである GOseq により解析を

実施した。検出された GO term の有意性については，FDR により導出される各 GO term

の p<0.01 を基準とした。  

 

4.2.2 リアルタイム PCR（定量 PCR）  

RNA-Seq で得られた，系統間における各遺伝子の発現傾向の精度の検証および異

なる成長段階でも維持されるのかを検証するため，定量 PCR を第 3 章 3.2.8 に記載し

た方法と同様に実施した。サンプルとして，NIES 系統と England 系統を対象に，生後

24 時間未満の個体 （急性遊泳阻害試験に供した個体齢 ）と 2 週齢個体 （RNA-

sequencing に供した個体齢）の 2 つの成長段階の個体を用いた。各成長段階のサンプ

ルに用いる個体数は，生後 24 時間未満個体は 30 匹 /サンプル，2 週齢個体は 5 匹 /

サンプルとして，各成長段階で 3 サンプルずつ用意した。第 2 章の定量 PCR のばらつ

き改善検討の結果から，2 週齢サンプルについては， 2 週齢個体の育房中に含まれる

胚による遺伝子発現量の影響を極力避けるため，脱皮直後の育房中に胚が含まれな

い個体を選んだ。なお，定量 PCR により得られた遺伝子発現量のサンプル間の正規化

を行うために，18SrRNA をコントロール遺伝子として用いた。定量 PCR に用いた各遺伝

子のプライマー情報を表 A-3 にまとめた。 
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4.2.3 キチン含有量の測定  

キチンの測定は，Cauchie et al.（2002）を参考にした。用いるサンプルは 2 週齢個体

とし，あらかじめ凍結乾燥した後に，乾燥重量を測定した。凍結乾燥したサンプルを

0.5N-HCl に 6 時間以上反応させることでサンプル中のミネラル分を除去して，遠心分

離で HCｌを除去し，超純水で洗った。洗ったサンプルを 100℃の 0.5N-NaOH と反応さ

せることで，サンプル中に含まれるタンパク質を除去した。NaOH に関しても，HCｌと同様

に超純水による洗浄を行った。こうして精製されたサンプルに，キチン分解酵素である

Yatalase を 1 mg，β-N-acetylglucosaminidase を 1 µL，Buffer として 50 mM-sodium 

acetate を加えて，サンプル中のキチンをその単量体である N-acetylglucosamine に分

解した。分解された N-acetylglucosamine を Reissig et al. （1955）に倣って比色定量し

て，キチン量を見積もった。キチン量を乾燥重量で割ることにより，キチン含有率（chitin 

content/dry weight）を算出した。 

 

4.2.4 キチナーゼ活性の測定  

キチナーゼ活性の測定は，Qi et al.（2018）を参考にした。1 サンプルには 2 週齢個

体を 5 個体用いた。このサンプルを 1.5 ml の phosphate-buffered saline 中で破砕した

後，遠心分離（10000 rpm, 30 分 ,  2℃）し，その上澄み液をキチナーゼ活性の測定サン

プルとして使用した。キチナーゼ活性の測定には，chitinase assay kit （Sigma-Aldrich）

を用い，キットのプロトコルに従って，30 分間のキチナーゼ活性を比色定量により測定し

た。また，サンプル間のキチナーゼ活性を正規化ためにサンプル中のタンパク質量の定

量を行った。定量には，Bradford protein assay （Bio-Rad）を使用し，ウシ血清アルブミ

ン由来のタンパク質をスタンダードとした検量線により定量した。サンプル中のキチナー

ゼ活性をタンパク質量で割ることで正規化した。キチナーゼ活性の単位は，Units mg-

protein -1  hour -1 （Units: キチナーゼがキチンを分解することによって， 1 µL の N-

acetylglucosamine が放出される量）に換算して表示した。  

 

4.2.5 急性遊泳阻害試験  

OECD のガイドライン No. 202（OECD, 2004）に準拠して実施した。具体的には，対

照区（Control 区）および 5 つの濃度区に，生後 24 時間未満の仔虫を各 20 個体，1

容器（50 mL ビーカー）あたり 5 個体ずつ，4 容器に分けて曝露した。急性遊泳阻害試

験の試験条件を表 4-1 にまとめた。化学物質を 48 時間曝露した時点で，試験ビーカ

ーを軽くゆすって 15 秒経っても，個体が遊泳できない場合，その個体は遊泳を阻害さ

れたと判断した。化学物質に対する感受性の指標である 48 h-EC50 の推定方法は，

4.2.6 の統計解析にまとめた。なお，試験精度の検証として，オオミジンコ 3 系統の二ク

ロム酸カリウムに対する 24 h-EC50 も求めた。各化学物質の曝露濃度を表 4-2 にまとめ

た。 
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表 4-1. 本研究で実施した急性遊泳阻害試験の試験条件  

対象種・系統  Daphnia magna  の NIES 系統と England 系統 ,  Clone 5 系統  

試験培地  M4 培地  

供試個体数  20 個体／試験区（5 個体／容器，4 容器） 

試験期間  48 時間  

光条件  16L：8D 

温度  20℃±2℃以内  

個体齢  生後 24 時間未満の個体  

換水  なし  

観察項目  遊泳阻害  

 

表 4-2. 急性遊泳阻害試験に用いた各化学物質の曝露濃度  

化学物質  

CAS 

番号  

助剤

（DMF）

の使用  

濃度区  

単位  
Control 1 2 3 4 5 

ジ フ ルベ ン

ズロン 

35367

-38-5 

有  
0 0.1 0.3 1 3 10 µg/L 

テ フ ルベ ン

ズロン 

83121

-18-0 

有  
0 0.05 0.16 0.5 1.6 5 µg/L 

20- ヒ ド ロ キ

シエクジソン 

5289-

74-7 

有  
0 0.6 0.9 1.5 2 3 mg/L 

三酸化二 ヒ

素  

1327-

53-3 

無  
0 0.625 1.25 2.5 5 10 mg/L 

カルタップ 
15263

-52-2 

無  
0 10 30 100 300 600 µg/L 

イオノマイシ

ン  

56092

-81-0 

有  
0 1 - - - - mg/L 

二 ク ロ ム 酸

カリウム 

7778-

50-9 

無  
0 0.1 0.3 0.9 2.7 8.1 mg/L 

 

4.2.6 統計解析  

統計解析には，R software ver. 4.0.2 を用いた。急性遊泳阻害試験における EC50

は，the drc package ver. 3.0-1 （Ritz et al.,  2015）の 2 パラメータのロジスティック回帰

を用いて，設定濃度から推定した。体長や乾燥重量等の 3 系統の数値の比較には，

Tukey’s HSD の多重比較検定を用い，キチナーゼ活性等の 2 系統の比較には，

Student’s t-test により有意差を確認した。有意水準は 5%とした。 

 

4.3 結果と考察  

4.3.1 遺伝子発現情報をもとにした機能解析（Gene Ontology enrichment）  

第 2 章で実施した RNA-seq の結果をもとに，系統間で発現量が大きく異なっていた

遺伝子群の生体機能の特徴を把握することを目的として，機能解析の 1 つである GO

解析を実施した。GO 解析は NIES 系統と England 系統の 2 系統を比較対象として，

発現量の比が NIES 系統で 2 倍以上高い遺伝子群をもとに実施した。図 4-1ABC に，

NIES 系統で高発現していた遺伝子を対象とした GO 解析で出力される GO term を 3

種類に分類した結果を示した。図 4-1A の Molecular Function では，chitin synthase 
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activity のみが有意な（p<0.01）生体機能の情報（GO term）として検出された。chitin 

synthase activity は，脱皮に必須とされるキチン代謝に関連する生体機能であることが

分かっている。図 4-1B の Biological Process においても Molecular Function と同じく，

cell wall chitin metabolic process, cell wall chitin biosynthetic process, cuticle chitin 

metabolic process, cuticle chitin biosynthetic process, and chitin biosynthetic process 

（p<0.01）のように，キチン代謝に関する GO term が有意に検出された。また，図 4-1C

の Cellular Component については，cell septum のみが有意に検出された（p<0.01）。

cell septum はペプチドグリカンやキチン等の物質からなる構造体とされ，その機能のす

べてが明らかにされているわけではないが，細胞分裂時に娘細胞を区画化する役割を

持つことが分かっている（The UniProt Consortium, 2021）。検出された 3 種類の GO 

termの中でも特に Molecular Functionおよび Biological Processの結果では，England

系統と比較して NIES 系統で，キチン代謝に関連する遺伝子群の発現量が有意に高

いことが判明した。よって，発現量だけでなくその生体機能にも違いがあることが予想し

た。 
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図 4-1. GO enrichment 解析の結果。England 系統と比べて NIES 系統で発現量が大

きい（発現量比 2 倍以上）の発現変動遺伝子を対象に実施した。-log10 p 値が 2.0 以

上の GO term を有意な GO term とする。GO term は 3 種類に分類され，（A）は

“Molecular Functions”，（B）は“Biological Process”，（C）は“Cellular Component”を

示す。図中右側の“Count”は，GO term にアノテーションされた発現変動遺伝子の数を

大きさで示し，“Hits”は各 GO term に属する遺伝子の総数に対する今回の解析でそ

の GO term にアノテーションされた発現変動遺伝子の割合を%で示している。  
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4.3.2 定量 PCR による RNA-sequencing 結果の検証  

RNA-seq により得られた遺伝子発現情報の精度を検証するため，定量 PCR を実施

した。検証した項目は次に挙げる 2 つの項目である。 

①各遺伝子における NIES 系統と England 系統の発現傾向の検証。 

②RNA-Seq に供した 2 週齢個体と急性遊泳阻害試験に供した 24 時間未満齢で遺伝

子発現傾向に差がないかを検証。  

この 2 つの項目を検証するためにまず，NIES 系統と England 系統を比較した時に，

発現比が 30 倍以上の遺伝子を 10 遺伝子選定した（表 4-3）。遺伝子を選定する際，

RNA-seq で検出された遺伝子群の内，TMM 正規化（TMM の詳細な方法は第 3 章の

遺伝子発現解析に記した）後の発現量が 1 に満たない遺伝子群は信頼性が低いため，

解析の対象外とした。次に，この 10 遺伝子を定量 PCR するサンプルの個体齢として，

RNA-seq を実施したサンプルの個体齢である 2 週齢と急性遊泳阻害試験に用いた個

体齢である生後 24 時間未満個体の 2 つの成長段階のサンプルで検証することとした。  

 選定した 10 遺伝子の内，特異的な増幅ができるプライマーを作成できなかった

asialoglycoprotein receptor 1-like を除く 9 遺伝子の定量 PCR の結果について，NIES

系統で高発現していた 4 遺伝子を図 4-2 に，England 系統で高発現していた 5 遺伝

子を図 4-3 に示した。図 4-2 から，4 遺伝子のうち 3 遺伝子（zinc metalloproteinase 

nas-8-like ,  chymotrypsin-1-like ,  chitin synthase CHS-2-like transcript variant X2 

（CHS2LX2 ） ）について，図 4-3 から， 5 遺伝子のうち 3 遺伝子 （ alpha- （ 1, 3 ） -

fucosyltransferase C-like ,  lactosylceramide 4-alpha-galactosyltransferase-like ,  and 

phytanoyl-CoA dioxygenase peroxisomal-like）について，異なる成長段階においても

系統間の発現傾向が RNA-Seq と一致した。一方で，他の 3 つの遺伝子（zinc finger 

RNA-binding protein-like, DBH-like monooxygenase protein 2 homolog, 

carboxypeptidase B-like）のうち，zinc finger RNA-binding protein-like は，2 週齢個体

では RNA-seq と同じく，NIES 系統で高発現している傾向が確認できたが，生後 24 時

間未満個体では 2 週齢とは逆に England 系統で高発現していた。また，本遺伝子の機

能の 1 つとして胚発生時における原腸形成に関与することが示唆されており（ The 

UniProt Consortium, 2021），原腸形成時に発現量が上昇する可能性が高い。よって

本遺伝子は，成長段階で発現量が大きく変化する遺伝子なのではないかと考えられる。

DBH-like monooxygenase protein 2 homolog では，2 つの系統で発現量は同程度であ

った。carboxypeptidase B-like では，RNA-seq における発現傾向と逆転し，NIES 系統

で発現量が高い傾向にあった。この 2 つの遺伝子では，いずれも生後 24 時間未満個

体におけるサンプル間のばらつきが大きく，遺伝子機能が定かではないものの，生後 24

時間未満のような発生初期段階において発現量が短期的（数時間単位で）に変動し

やすい遺伝子ではないかと考えられる。また，定量 PCR に用いた 2 つの成長段階のサ

ンプルのうち，生後 24 時間未満のサンプルでは脱皮の周期を揃えることができなないこ

とも，2 週齢サンプルと比較して生後 24 時間未満サンプルでばらつきが大きくなった原

因の 1 つではないかと考えられる。  
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表 4-3. RNA-seq の正規化済みリード数において，NIES 系統と England 系統で特に

発現差の大きかった 10 遺伝子  

遺伝子 ID 遺伝子名  遺伝子発現量（リード

数）  a   

発現

比  

NIES Engla

nd 

Clon

e 5 

LOC11692

0322 

zinc metalloproteinase nas-8-like 655.3

8 
9.81 1.43 

66.8

3 

LOC11692

2711 

chymotrypsin-1-like 1791.

79 
27.19 74.29 

65.9

0 

LOC11693

4333 

asialoglycoprotein receptor 1-like 
55.61 1.16 1.53 

47.9

7 

LOC11692

3222 

chitin synthase CHS-2-like 

transcript variant X2 

（CHS2LX2） 

38.06 1.24 0.94 
30.7

8 

LOC11693

6238 

zinc finger RNA-binding protein-

like 
39.23 1.54 2.82 

25.4

5 

LOC11692

5711 

DBH-like monooxygenase protein 2 

homolog 
41.36 

1059.

79 

1515.

65 
0.04 

LOC11692

6051 

alpha-（1, 3）-fucosyltransferase C-

like 
1.73 50.99 38.21 0.03 

LOC11692

6060 

lactosylceramide 4-alpha-

galactosyltransferase-like 
1.13 52.27 39.20 0.02 

LOC11692

0978 

phytanoyl-CoA dioxygenase 

peroxisomal-like 
1.34 64.29 84.53 0.02 

LOC11692

8849 

carboxypeptidase B-like 
1.04 93.52 57.51 0.01 

a RNA-seq から得られた遺伝子発現量の生リード数を edgeR で正規化した後のリード

数を表示。 
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図 4-2. RNA-Seq において NIES 系統で高発現している 4 遺伝子を対象とした定量

PCR による発現量の結果。サンプルは NIES 系統と England 系統の 2 週齢および生

後 24 時間未満の個体を使用（Mean±SE; n=3）。NIES 系統と England 系統の遺伝

子発現量の統計学的有意差は Student’s t-test により検定した（*: p < 0.05）。 
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図 4-3. 表 4-3 の内，England 系統で高発現している 5 遺伝子を対象とした定量 PCR

による発現量の結果。サンプルは NIES 系統と England 系統の 2 週齢および生後 24

時間未満の個体を使用（Mean±SE; n=3）。NIES 系統と England 系統の遺伝子発現

量の差を Student’s t-test により検定した。*: p  < 0.05。 

 

定量 PCR により RNA-seq の結果が検証された６遺伝子の中でも，CHS2LX2 はキチ

ン合成酵素（CHS）としてキチン代謝に関わることが昆虫等の他生物で示唆されており

（Zhang et al.,  2021），GO 解析で得られたキチン代謝に関する GO term の結果と一致
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して，NIES 系統で発現量が高い結果が検証された。昆虫類では CHS に関して，作用

対象の異なる 2 種類（CHS-1 と CHS-2）の存在が確認されているが（Merzendorfer et 

al.,  2003），オオミジンコで確認されているのは CHS-2 のみである。現在までに NCBI で

公開されているオオミジンコの参照配列情報には，この CHS-2 には CHS2LX2 以外に，

CHS-2-like（CHS2L） ,  chitin synthase CHS-2-like transcript variant X1（CHS2LX1） , 

chitin synthase CHS-2-like transcript variant X5（CHS2LX5）の計 4 つのアイソフォー

ムが存在する。RNA-seq で得られた，これらのアイソフォームの遺伝子発現量を表 4-4

に示した。4 つのアイソフォームの内，CHS2L の発現量は 3 系統ともに最も大きく，キチ

ン合成への寄与が大きいアイソフォームであることが予想されるが，発現量に大きな系

統差はなかった。一方，CHS2LX1 と CHS2LX2 は，NIES 系統の発現量が他 2 系統と

比較して高く，この発現量の違いが，キチン合成能力に違いを引き起こしている可能性

がある。 

 

表 4-4. RNA-sequencing でマッピングされた全 Chitin synthase-2 アイソフォームの遺

伝子発現量  

遺伝子名  
相 同 性
a）  

遺伝子発現量（リード数）  NIES/England

の発現比  NIES England Clone 5 

chitin synthase chs-2-

like, transcript variant 

X2 （CHS2LX2） 

100 

38.06 1.24 0.94 30.78 

chitin synthase chs-2-

like （CHS2L） 

68.27 
351.98 316.22 361.28 1.11 

chitin synthase chs-2-

like, transcript variant 

X1 （CHS2LX1） 

81.83 

34.50 6.34 4.61 5.44 

chitin synthase chs-2-

like, transcript variant 

X5 （CHSLX5） 

65.79 

7.75 15.31 12.46 0.51 

a）  相同性は CHS2LX2 の mRNA 配列と比較した結果を示している。  

 

4.3.3 キチン代謝に関わる機能の測定  

これらの CHS2 のアイソフォームは，キチン合成に関連することが多くの昆虫で判明し

ているが（Arakane et al.,  2005; Cruz et al.,  2000; Lu et al.,  2019; Shi et al.,  2016），

オオミジンコにおいてもキチン合成に関与するのかは明らかになっていない。そのため，

これらの遺伝子発現量の差が，キチン代謝の機能の差に反映されているかを調べるた

め，キチン代謝に関連する生体機能としてキチン含有量とキチナーゼ活性を各系統で

測定した。 

NIES 系統のキチン含有量は England 系統と比較して有意に高かった（図 4-4）。キ

チン含有量の系統差は，定量 PCR により検証された CHS2LX2 の遺伝子発現量の違

いと一致したことから，NIES 系統では CHS2LX1 と CHS2LX2 の高発現によりキチン合

成能力が高く，キチン含有量も高くなったのではないかと考えられる。 

 脱皮時におけるキチン含有量には，キチンの合成と分解の 2 つの経路が関与してお

り，それぞれの経路を主に担うキチン合成酵素とキチン分解酵素のキチナーゼの 2 種類

の酵素活性のバランスによりキチン含有量が決定する（Song et al.,  2018）。そのため，2

種類の酵素活性の測定を試みたが，前者のキチン合成酵素の測定方法は開発段階
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にあり（Zhang et al.,  2013），直接測定することは出来なかった。しかし，キチン含有量が

NIES 系統で高いことから，その合成に必要となるキチン合成活性も高いことが予想され

る。また，キチン合成活性は，個体の成長や発達への関連性が示唆されているため

（Zhang et al., 2021），第 2 章の基礎データの取得で得られた，NIES 系統の方が体長

や乾燥重量が大きい傾向（図 3-2）からも，NIES 系統でキチン合成活性が高いことを示

唆している。 

一方，分解酵素のキチナーゼ活性は測定方法が確立しており，市販のキットにより測定

した結果，NIES 系統で高い活性を保有することが分かった（図 4-5）。キチナーゼが担う

キチンの分解経路は，脱皮に必須の経路の 1 つであり（Schmid et al.,  2021），キチン含

有量が多い分，脱皮のためキチン分解活性も高い必要があると考えられる。このような

理由から，NIES 系統ではキチン含有量が高いにも関わらず，キチン分解活性も高い結

果となったと考えられる。  

 

 

図 4-4.乾燥重量当たりのキチン含有量（Mean±SE; n=3）。サンプルは NIES 系統と

England 系統の 2 週齢個体を用いた。*は系統間での統計学的有意差を示す

（Student’s-test, p  < 0.05）。 

 

 

 

図 4-5. タンパク質量・1 時間当たりのキチナーゼ活性量（Mean±SE; n=3）。サンプル

は NIES 系統と England 系統の 2 週齢個体を用いた。**は系統間での統計学的有意

差を示す（Student’s-test, p  < 0.05）。 
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4.3.4 急性遊泳阻害試験による系統間の感受性比較  

これまでに得られた実験結果から，NIES 系統は England 系統と比較して，キチン合成

酵素の遺伝子発現量だけでなく，キチン含有量も高いことが判明した。脱皮時の外殻

形成には，一定量のキチン含有量が必要であり，個体のキチン含有量が低下すると，

新しい外殻の形成がうまくいかず，不完全脱皮を誘発し，死に至ることが示唆されてい

る（Song et al.,  2018; Fotakis et al.,  2020; Schmid et al.,  2021）。生後 2 日未満のオ

オミジンコの個体の脱皮周期はおよそ 24 時間であり（Sumiya et al.,  2016），急性遊泳

阻害試験の曝露時間の 48 時間に少なくとも 2 回は脱皮を行う。そのため，生後 24 時

間未満（0 日齢）の個体に化学物質を 48 時間曝露する急性遊泳阻害試験において，

キチン合成阻害剤に曝露した場合，キチン含有量の異なる NIES 系統と England 系統

では，その感受性に違いが生じることが予想される。そこで，2 種類のキチン合成阻害剤，

ジフルベンズロン（DFB）とテフルベンズロン（TFB）を用いて，急性遊泳阻害試験を実施

することで，各系統の感受性に違いが生じるかを検証した（図 4-6）。その結果，DFB の

48 h-EC50 の値に系統間で大きな差が生じた（表 4-5）。3 回試験して得られた 48 h-

EC50 の平均値で比べると，NIES 系統と England 系統の間で 14 倍以上，NIES 系統と

Clone 5 系統の間では 7.6 倍以上の差が生じた。一方で，TFB の 48 h-EC50 の値は，

いずれの系統間でも系統差が 2 倍以内に収まった。DFB はキチン合成酵素を特異的

に阻害することによりキチン合成を阻害することが判明している（Douris et al.,  2016; 

Grigoraki et al., 2017），一方 TFB では DFB と同じベンゾイルウレア系に属するキチン

合成阻害剤に分類される農薬だが，キチン合成阻害における詳細な作用機序はいま

だ明らかではない（Tassou et al., 2011）。そのため，DFB に比べて系統間の感受性差が

かなり小さくなった明確な理由は分からないが，TFB はキチン合成阻害作用いがにも複

数の作用があると指摘されている（Tassou et al.,  2011）。具体的には，キチン合成に必

須である UDP-N-アセチルグルコサミンの輸送の阻害やプロテアーゼの阻害作用が示唆

されている（Miyamoto et al.,  1993）。また，キチン合成阻害における作用機序について

も，DFB とは異なり，キチン合成酵素を特異的に阻害するわけではないことが示唆され

ている（Gangishetti  et al.,  2009）。つまり，TFB はキチン合成阻害作用を有しているも

のの，キチン合成阻害作用以外の毒性（一般毒性）が DFB よりも大きいことが予想され

る。TFB の急性試験結果では，DFB と同じくキチン含有量の高い NIES 系統で感受性

が低かったことから，TFB のキチン合成阻害作用により系統差が引き起こされたと考えら

れる。DFB と比べて系統差が小さかったのは，一般毒性の影響により，キチン合成阻害

作用が弱くなったためと考えられる。  

本研究ではキチン合成阻害剤以外にも，キチン代謝の上流制御機構を担う脱皮ホ

ルモンとして 20-ヒドロキシエクジソン，神経系を阻害する化学物質として三酸化二ヒ素，

ニコチン性アセチルコリン受容体のアンタゴニストとして中枢神経の阻害剤であるカルタ

ップ，細胞内へのカルシウムイオンの流入を促進するイオノマイシンを対象に急性遊泳

阻害試験を実施した。いずれの化学物質においても，系統間の 48 h-EC50 の違いは 3

倍以内となり，大きな感受性の差は認められなかった。また，試験精度の検証に用いら

れる二クロム酸カリウム（OECD 2004; ISO6341, 2012）については，各系統の 24 h-EC50

の値は許容範囲内（0.6–2.1 mg/L）に収まり，系統差も 2 倍以内となった。  
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図 4-6. 各化学物質における急性遊泳阻害試験の濃度反応曲線（横軸は設定濃度，

縦軸は遊泳阻害率）。NIES 系統，England 系統，Clone 5 系統の 3 系統の結果をそ

れぞれ示した。グラフ中の点線は，50%遊泳阻害率のラインを示している。二クロム酸カ

リウムは急性遊泳阻害試験の試験精度の検証のために実施した。ジフルベンズロンや

テフルベンズロンのように，試験を複数回行った場合は，各試験の濃度反応曲線を示

した。  

ジフルベンズロン  テフルベンズロン  

カルタップ  

20-ヒドロキシエクジソン  三酸化二ヒ素  

二クロム酸カリウム（ 24 時間曝露）  



 

35 

 

表 4-5. 各化学物質の急性遊泳阻害試験から算出された各系統の EC50のまとめ。 

化学物質 48 h-EC50± Standard deviation 単位 EC50の比

（NIES/England） 

試験

回数 NIES England Clone 5 

ジフルベ

ンズロン 

18.10±7.43 
1.28±0.58 ** 

2.39±1.82 

** 

µg/L 14.16 3 

テフルベ

ンズロン 

1.54±0.61 0.78±0.26 0.82±0.32 µg/L 1.98 2 

20-ヒドロキ

シエクジソ

ン 

3.83 1.43 1.66 mg/L 2.67 1 

三酸化二

ヒ素 

4.48 2.87 4.77 mg/L 1.56 1 

カルタップ 87.24 50.50 39.90 µg/L 2.18 1 

イオノマイ

シン 

毒性なし 毒性なし 毒性なし Max 

conc.: 1 

mg/L 

－ 1 

二クロム酸

カリウム 

1.11 1.08 0.92 mg/L 1.03 1 

**: Tukey’s HSD test, p <0.01。 

 

系統間で大きな感受性差が生じたDFBは，キチン合成酵素に直接的な阻害作用を持つことが

判明しており（Douris et al., 2016; Grigoraki et al., 2017），キチン含有量を低下させることで不完全

脱皮を誘発することが一部の甲殻類や昆虫で報告されている（Macken et al., 2015; Merzendorfer 

et al., 2012; Zhang et al., 2006）。図 4-4および第 3章の図 3-5により，キチン含有量とキチナーゼ

活性と関連性があると考えられる 2つの遺伝子（CHS2LX2 と chitinase 10 like）について，DFB曝

露による発現量への影響を定量 PCR により確認した。ミジンコへの DFB 曝露濃度は，急性遊泳

阻害試験を実施した際の最低濃度である 100 ng/Lの 10分の 1である 10 ng/L と，その半数濃度

の 5 ng/L の 2 濃度区とした。曝露濃度を低くした理由は，死亡個体では必然的に遺伝子発現量

が低下するため，生存時の個体をサンプルとする必要があるためである。例えば，DFB に対する

感受性の高い England 系統では急性遊泳阻害試験の最低濃度の 100 ng/L でも，5%の遊泳阻

害の影響が見られたため，それよりもさらに低い濃度で曝露することで生存個体のサンプルを確

保した。結果として NIES系統と England系統のどちらの系統においても，CHS2LX2，chitinase 10 

like ともに，DFB 曝露による遺伝子発現量の有意な変化は見られなかった（図 4-7）。DFB はキチ

ン合成阻害を引き起こすため，CHS2LX2 の発現量が低下すると予想したが，結果として DFB を

曝露しても遺伝子発現量に変化は見られなかった。DFB はキチン合成酵素の mRNA ではなく，
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翻訳されたタンパク質に直接作用することが分かっている（Grigoraki et al., 2017）。そのため，DFB

を曝露しても mRNAの量（発現量）に変化がみられなかったと考えられる。 

遺伝子発現量に対する DFB の影響は観察されなかったものの，DFB を曝露した個体を顕微鏡

観察したところ，遊泳阻害を引き起こした多くの個体で不完全脱皮を誘発していることが分かった

（図 4-8）。Douris et al. （2016）では，蛾の 1種である Plutella xylostellaの幼齢個体のキチン合成

酵素のノックアウトにより DFB への感受性が上昇することを示している。この先行研究と同じように，

本研究で確認された DFB に対する感受性の系統差も，キチン合成酵素遺伝子の発現量の違い

が主な原因であると考えられる。今後の課題として，DFB に対する感受性の系統差の原因をさら

に解明していくには，DFB を曝露した時に発現変動する遺伝子を幅広く特定していく必要性や，

オオミジンコで確立されている特定遺伝子のノックダウンやノックアウト手法を用いることにより

CHS2LX2 等の感受性差の原因と疑われる遺伝子機能の欠損により，遺伝子発現量と感受性の

関連性を証明していく必要がある。また DFB のように化学物質の作用対象が mRNA ではなく酵

素の場合，キチン合成における遺伝子発現量だけでなく酵素活性も測定していく必要がある。 

 

 

 

図 4-7. NIES系統と England系統における，DFB曝露による CHS２LX2 と chitinase 10 like遺伝

子発現量の変化。各系統で対照区（Control）と比べて DFB曝露区の遺伝子発現量に有意差は

示されなかった（Dunnett’ test）。 
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図 4-8.ジフルベンズロンで急性遊泳阻害試験終了時の脱皮阻害の写真。急性遊泳阻害試験を

行ったときに，各系統の個体の内，遊泳阻害が起きている個体を用いて，顕微鏡にて撮影した。 

第 5 章 結論 

5.1 本研究のまとめ 

 本研究では，RNA-seqによって異なるオオミジンコの 3系統の通常飼育環境下における網羅的

な遺伝子発現情報を比較した。解析結果から得られた，系統間で遺伝子発現量が大きく異なっ

ていた遺伝子群を対象に，以下の 2 つの検証を実施した。第一に，各系統における遺伝子発現

量の違いに DNA メチル化による発現制御機構が関与している可能性を検証した。第二に，機能

解析（本研究ではGO解析を実施した）により，系統間で異なる生体機能を推定し，その機能に関

わる化学物質から感受性に系統差を引き起こす化学物質を把握できないか検証した。 

 まず，遺伝子発現量の系統差に対する DNA メチル化の影響評価では，RNA-seq の結果から

遺伝子発現傾向が大きく異なっていた NIES系統と England系統を対象として，発現量の比が 10

倍以上異なり，かつ遺伝子プロモーター領域にCpG領域を含む遺伝子を対象に，DNAメチル化

阻害剤の曝露により遺伝子発現量が上昇するかを確認した。結果として，今回対象とした 10遺伝

子の中で，発現量が有意に上昇した遺伝子はなく，これらの遺伝子についてDNAメチル化により

遺伝子発現が制御されている可能性は示されなかった。オオミジンコは，ゲノム全体の DNA メチ

ル化度が他の生物種よりもかなり低く，1.03－1.51%程度であることが明らかにされている（Kvist et 

al., 2018）。つまり，他生物種に比べ遺伝子配列中に付加しているメチル基が全体的に少ない可

能性が高いため，DNAメチル化によって発現が制御されている遺伝子の数も他の生物種よりかな

り少ないと考えられる。今後の課題として，オオミジンコにおける DNA メチル化による遺伝子発現

制御を特定していくには，Athanasio et al.（2018）が明らかにしている，各遺伝子が CpG領域を複

数持っていて，なおかつ DNA メチル化度が高い遺伝子群などに着目していく必要がある。 

 次に，遺伝子発現量の系統差に基づく化学物質の感受性比較では，まず発現変動遺伝子の

機能解析から，NIES 系統と England 系統では，キチン代謝に差があることが判明した。具体的に

は，キチン合成酵素遺伝子 CHS2LX2 の発現量が NIES 系統で高いだけでなく，CHS2LX2 遺伝

子産物のキチン合成酵素により合成される生体機能キチンの含有量や，脱皮時にキチンを分解

するキチナーゼ活性がすべてNIES系統で高いことが分かった。さらに，キチン合成阻害剤である

ジフルベンズロン（DFB）を用いて急性遊泳阻害試験を行った結果，系統間の 48 h-EC50 値に 10
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倍以上の差があり，キチン合成能の高い NIES 系統で感受性が低いことが判明した。しかし，同じ

キチン合成阻害剤のテフルベンズロン（TFB）では，系統間の感受性差がほとんど生じなかった。

この原因については，TFB の詳細なメカニズムが分からないため，現状では原因を特定できてい

ないが，TFB と DFBの作用の違いやキチン合成阻害作用の強さの違いが原因ではないかと考え

られる。以上で得られた結果から，キチン合成のように，推定された生理学的機能が感受性比較

に用いた遊泳阻害に与える影響が明らかになっており，なおかつ，その機能に作用する化学物

質の詳細な作用メカニズムが判明している場合に限っては，遺伝子発現量の系統差から化学物

質の感受性差を把握できる可能性が確認できた。今後の研究として，本研究で提案した系統間

で感受性差を引き起こす化学物質を把握する手法が，どのような化学物質や，どのような生体機

能に着目した場合に適用できるのかをより明確にしていく必要がある。そのためには，キチン合成

酵素遺伝子 CHS2LX2 が関与するキチン代謝以外にも，例えば IRAC の殺虫剤の分類表に挙げ

られている神経系等に関連する遺伝子群にも着目し，本研究手法の適用範囲を確認していく必

要がある。 

 

5.2 本研究成果の自然環境循環学分野への貢献と自然環境学における意義 

 本研究では，オオミジンコの系統ごとの化学物質の感受性の違いに着眼点をおいた研究を行っ

た。系統間における化学物質の感受性の違いは，試験結果に違いを引き起こす原因であり，それ

によって化学物質の生態影響を過小評価または過大評価してしまう恐れがある。化学物質の生

態影響を正しく評価するには，各化学物質の生態毒性試験結果のばらつきを小さくしていく必要

がある。先行研究および本研究からも，異なる系統で試験結果が大きく異なることが示されたため，

試験結果のばらつきを減らすには，生態毒性試験に用いるべき系統を推奨することが望ましい。

しかし，本研究から得られた結果だけでは，オオミジンコについて特定の系統を推奨することは難

しい。なぜならば，先行研究で明らかにされているように，化学物質の種類によって系統間の感受

性の序列は変化するためである（Baird et al., 1990; 1991）。また，緑藻類で明らかにされているよう

に，飼育条件の違いによりゲノム変異が蓄積し，さらには化学物質の感受性にも違いが生じる

（Yamagishi et al., 2020），といった現象がオオミジンコでも生じる可能性がある。オオミジンコの継

代飼育には，試験機関ごとに入手可能な試験用水や実施可能な換水頻度などが異なるため，各

試験機関で飼育条件を統一することは難しい。そのため，仮に世界各地の試験機関に同じ系統

を配布しても，試験機関ごとの飼育条件の違いがあるため，完全に同じ系統として維持することは

難しいと考えられる。 

以上のことから，現状でできることとして，各試験機関で用いる系統の特徴を把握することが重

要であると考えられる。具体的には，その系統がどのような作用メカニズムの化学物質に対する感

受性が高いのか，もしくは低いのかを事前に把握するとともに，系統によって感受性が極端に異

なる化学物質群における試験データの利用には注意する必要がある。このような系統ごとの特徴

を把握する際に，本研究で提案する網羅的な遺伝子発現量を系統間で比較することは，幅広い
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作用メカニズムの化学物質に対する感受性を把握するのに貢献すると期待される。 

なお最後に、自然環境学専攻における理念として、「自然資源の持続的利用や、自然環境との

共生を図ったサステナブルな社会の形成が問われる今日、自然環境の特性を知る」ことがあげら

れている。サステナブルな社会の形成のためには、我々の快適な生活を支えている化学物質の

野生生物への有害な影響という負の側面を正しく理解するとともに、継代・飼育の容易さや適度な

感受性、節足動物など無脊椎動物のモデルとしての利用実績があるオオミジンコの生理・生態を

正しく理解して利用を進めていく必要があり、その点でも本研究の成果が役立つものと考える。 
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Appendix 

表 A-1. 定量 PCR に用いた各遺伝子のプライマー配列情報  

遺伝子名  5’ Primer （5’-3’）   3’ Primer （5’-3’）  

vacuolar protein sorting-associated 

protein 26C-like 

TTCCACGGCTCTT

TACTTGC 

CCAGGTGGTTGTC

TTCGAAC 

chymotrypsin 1 like 
AAACTACCCCAGG

GACAGG 

AACCCTTGGCATC

CCCAAAA 

mucin-5AC-like 
ACAGACGGGCTAT

AACGCTT 

TGGGTTACGCAGG

ATCTTGT 

transmembrane protease serine 9-

like 

CATTCTGTTCGCC

TACTACGC 

TTTGTCCAGGCCG

TAAATGTG 

prostaglandin G/H synthase 2-like 
CATTCTGTTCGCC

TACTACGC 

TTTGTCCAGGCCG

TAAATGTG 

postacrosomal sheath WW domain-

binding protein-like 

GTTCGCAGCTACT

CCTTTCG 

GGGCAGCGTAACC

ATAAGTG 

lactosylceramide 4-alpha-

galactosyltransferase-like 

AACGGTGTCATGG

CTTTTCC 

CAGGACCGAGGCT

CATGTAT 

glycine-rich protein 1-like 
CTGTAGAAGCCAC

CCAAACC 

CGTTCACAACAGC

TTGGACA 

glucose dehydrogenase [FAD 

quinone] like 

TAACCCCTTCCCT

GTTTCCC 

GTGTCTAGGTCAT

TGGGGCT 

prisilkin-39-like 
AAGGGAACGAAA

GCCAAAGG 

GCTGATCCGCCAA

TGTTTGA 

ACTIN 
GGTATGTGCAAGG

CTGGATT 

GGTGTGGTGCCAG

ATCTTTT 

GAPDH 
GGGGACAGACGTT

TCCTGTA 

AAGGGGTCATTGA

CAGCAAC 
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表 A-2. オオミジンコ 3 系統で実施した RNA-sequencing 結果の概要  

Samp

le 

Clone 

5 

Clone 

5 

Clone 

5 

Engla

nd 

Engla

nd 

Engla

nd 
NIES NIES NIES 

Acces

sion 

numb

er 

DRX29

7489 

DRX29

7490 

DRX29

7491 

DRX29

7486 

DRX29

7487 

DRX29

7488 

DRX29

7483 

DRX29

7484 

DRX29

7485 

Total 

reads 

43,33

7,228 

50,36

7,670 

49,08

1,394 

63,96

3,624 

56,16

2,664 

52,86

8,624 

62,84

4,094 

53,21

3,450 

58,16

2,494 

Total 

Read  

Bases 

（bp） 

4.37 G 5.08 G 4.96 G 6.46 G 5.67 G 5.34 G 6.35 G 5.37 G 5.87 G 

GC含

有 量  

（%）  

48.57 48.27 48.97 48.86 49.69 57.74 53.40 49.02 49.00 

Uniq

uely 

align

ed to 

genes 

（%）  

63 63 63 64 60 22 37 59 60 
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表 A-3. 定量 PCR に用いた各遺伝子のプライマー情報のまとめ  

遺伝子名  
PCR 産 物

の配列長  

PCR 増 幅

効率（%） 
5’ Primer （5’-3’）  3’ Primer （5’-3’） 

18S rRNA 77 117.46 
CGCTCTGAATC

AAGGGTGTT 

TGTCCGACCGTGA

AGAGAGT 

zinc 

metalloprote

inase nas-8-

like 

122 120.02 
CCTACGTCATCT

CCAGCAGT 

AATGTAGTCGCTT

TGGGTGC 

chymotrypsi

n-1-like 
80 109.13 

ACCAGGCTGCT

CTTTTGTTG 

ACCAGCCGTTAAA

ATGTGGG 

chitin 

synthase 

CHS-2-like 

transcript 

variant X2 

132 109.97 
ACCCAGTGAGG

ATCTGTTGG 

ATCATGTGGTGGG

CTTTCTC 

zinc finger 

RNA-

binding 

protein-like 

98 103.85 
GTCCCTCGTTG

TCAGGGTAG 

TCAACATGTGCAA

AACAGCAGTA 

DBH-like 

monooxygen

ase protein 2 

homolog 

150 127.25 
ATGGCATCGAC

TATCCCAGC 

CCAGTTGAGGCGG

AAATTACC 

alpha-（1, 3）

-

fucosyltrans

ferase C-

like 

150 120.02 
CGACGTGACAT

GAAGCGAAT 

GCTGGCGTTCATG

AAATTGC 

lactosylcera

mide 4-

alpha-

galactosyltr

ansferase-

like 

112 110.58 
GGGCAGCAGTG

TAATCCATG 

CAAAGCTGGGCCG

TTATGTC 

phytanoyl-

CoA 

dioxygenase 

peroxisomal

-like 

144 123.5 
TTGAGGTTGTT

GGGTGGACT 

TGTCTGGGCGAAA

TCAAACG 

carboxypept

idase B-like 
145 119.14 

TGCCAGTAATG

AACCCCGAT 

GCAGATCCTCCCT

CATTCCA 

 

 


