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【要旨】 

下水処理水の水生生物への毒性影響を迅速検出するため、マイクロアレイによる遺伝子発現解析手法の適用

を試みた。メダカの遺伝子発現プロファイルの変化から下水処理水に含まれる毒性を評価するためには、作用

機序の異なる様々な化学物質の曝露実験から、比較対照として化学物質毎の遺伝子発現プロファイルを得る必

要がある。本研究では、公共の遺伝子発現データベースを基に、メダカマイクロアレイを設計し、各遺伝子に

機能などのアノテーション情報を追加した。次に、7 種類のモデル化学物質をメダカに曝露し、化学物質濃度

と臓器（肝臓、エラ、精巣、脳）毎の遺伝子発現プロファイルの取得を行った。さらに、下水試料に曝露した

メダカのマイクロアレイによる遺伝子発現プロファイルの取得を行い、マーカー候補遺伝子の抽出や統計解析

手法を用いて下水処理水の毒性評価を行った。その結果、下水処理過程で毒性が低減しているこがわかった。 

キーワード：メダカ、マイクロアレイ、遺伝子発現解析、毒性評価、下水処理水 

 

1. はじめに  

下水処理水の安全性を個別の化学物質によって管

理することは困難であるとの考え方から、バイオア

ッセイによる排水の総毒性評価と管理が注目されて

いる。排水の毒性評価では、ヒトや生態系への悪影

響を未然に防ぐため、迅速かつ高感度の試験法が求

められる。現在の水生生物の毒性試験では、魚類、

ミジンコ、藻類の生死や生長阻害などを指標として

評価されるが、検出感度が低いこと、さらに、検出

感度向上のためには、試料の濃縮が必要であること

が問題となっている。 

一方で、近年のバイオテクノロジーの発展により、

生体反応の微小変化を検出できる遺伝子発現解析な

どの分析技術の開発が進んでおり、水環境分野にお

いてもこれらの技術の応用が期待されている。 

本研究は、下水処理水の水生生物への影響評価手

法へ遺伝子発現解析技術を適用するための基礎研究

と位置付け、処理水の毒性把握のための方法論と評

価法の提案を目指した。本研究で使用した水生生物

は、遺伝子情報が豊富で、小型で飼育の容易な魚類

のモデル生物であるメダカとした。 

 本研究では、はじめに、遺伝子発現解析に必要な

メダカマイクロアレイの設計と作成を行った。次に、

下水処理水の生物影響を遺伝子レベルで高感度検出

するため、化学物質や下水試料を用いて曝露時間の

最適化実験、さらに、メダカの遺伝子発現の変化か

ら下水処理水に含まれている毒性を評価するため、

作用機序の異なる様々な化学物質によるメダカの曝

露実験を行い、化学物質毎の遺伝子発現プロファイ

ルの取得を行なった。次に、処理レベルの異なる下

水処理水のメダカの曝露実験を行い、各下水処理水

曝露時の遺伝子発現プロファイルと化学物質毎の遺

伝子発現プロファイルの比較から、下水処理過程で

の毒性低減の評価を行った。 

 

2. マイクロアレイ搭載遺伝子の設計 

 2.1 使用マイクロアレイの選定 

 マイクロアレイは、任意の遺伝子が搭載可能（搭

載遺伝子の見直しも可能）で、1 検体当たりの費用

が比較的安価となる Agilent 社のプラットフォーム

を利用することとした。Agilent 社製のマイクロア

レイに搭載可能な遺伝子数は、43,803（44K）、

103,747（105K）である。44Kは、1枚のスライド

グラスで 4 検体(図-1a)、105K は、2 検体(図-1b)

の測定が可能である。 

 

44K 44K 44K 44K 105K 105K

 
a 44K        b 105K 

図-1 採用したマイクロアレイの形式 
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 マイクロアレイに搭載するメダカの遺伝子情報は、

公共のデータベース DFCI Medaka Gene Index

（ http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimai

n.pl gudb=o_latipes）に登録されているRelease8.0

（2009年6月2日更新）とし、このデータベースか

らマイクロアレイに搭載する遺伝子を抽出した。 

2.2 マイクロアレイ搭載遺伝子の抽出条件 

DFCI Medaka Gene Index Releas8.0に登録さ

れている遺伝子は、68,425 あり、その中から、44K

マイクロアレイと 105K マイクロアレイに搭載する

遺伝子を以下に示す優先順位に従い選択した。 

2.2.1 44Kマイクロアレイ搭載遺伝子の抽出 

44K マイクロアレイを使用する場合、データベー

スに登録されている 68,425 の遺伝子から、43,803

個を選抜する必要がある。44K 用メダカマイクロア

レイの選抜条件は以下のとおりとした。 

1) TC(Tentative consensus)から始まるIDがあ

るもの。（複数の塩基配列情報が繋ぎ合わされ、

統一されたもの） 

2) TCから始まるID以外のIDであるもの。 

2)-1 アノテーション情報があるもの。 

2)-2 塩基にNを含まないもの。 

2)-3 塩基配列が700ベースを超えるもの 

3) これまで著者らの研究 1)2)から、搭載した方が

よいと判断されたIDのうち、1)、2)と重ならな

いもの 

2.2.2 105Kマイクロアレイ搭載遺伝子の抽出 

 105K マイクロアレイは、遺伝子を選抜せずに

DFCI Medaka Gene Index Releas8.0に登録され

ている遺伝子のほぼ全てが搭載可能であり、さら

に、搭載遺伝子に余裕がある。そこで、105Kフォ

ーマットは、「1)TC(Tentative consensus)から始ま

る ID があるもの。」の条件に該当する遺伝子のプ

ローブを2回(duplicate)で搭載した。 

2.3 マイクロアレイに搭載するプローブの設計 

 マイクロアレイに搭載するプローブの設計は、

Agilent社の eArray (https://earray.chem.agilent. 

com /earray/)を使用した。eArrayは、ユーザーがア

ップロードした塩基配列から独自のアルゴリズムに

より Agilent フォーマットに適したプローブを設計

する事が可能である。プローブ設計の際のパラメー

タは以下のとおりとした。 

Probe Length: 60bp 

Probes per Target: 1 

Probe Orientation: Sence 

Design Options: Best Probe Methodology, Design 

with 3' Bias 

Target File Details: Upload in FASTA Format 

 

ファイル名：OLGI.052909

配 列 数： 68,425

ダウンロード

TCから始まるID数： 37,198

＋
それ以外のID数： 31,227

アノテーションが有るID数：24,233

〃 が無いID数： 6,994

塩基配列中にNを含まない：17,723

〃 含む： 6,510

塩基配列が700bp超： 6,787

〃 以下：10,936

不採用

①全シーケンス搭載版アレイ(105K x 2)

e-array

設計

37,177

29,393

74,354
duplicate

103,747

e-array

設計

6,617

37,177

43,803

アレイ搭載候補
プローブ数

アレイ搭載候補
プローブ数

②選抜シーケンス搭載版アレイ(44K x 4)

Agilentフォーマット
搭載可能なProbe

105K・・・103,747

44K・・・43,803

著者らの候補遺伝子9個を追加

（著者らの候補遺伝子は含まれていた）

図-2 メダカアレイ搭載プローブの選定手順 

 

https://earray.chem.agilent/
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Transcriptome Details: Select Agilent-Provided 

Transcriptome (by Species) 

 2.4. マイクロアレイの設計結果 

44Kと105Kマイクロアレイに搭載する遺伝子の

抽出結果を図-2と表-1に示した。表-1は、研究目

的と研究費に応じてマイクロアレイを選択できるよ

うに、データベース登録遺伝子数に対する搭載遺伝

子数とカバー率さらに１検体あたりのコストも記載

した。44Kアレイ搭載遺伝子は、データベース登録

遺伝子の64％程度であるが、比較的安価で試験が可

能である。 

表-1 メダカマイクロアレイの設計結果 

抽出条件 44Kアレイ 105Kアレイ 

TC から始まる

ID 

37,177個 37,177×2個 

TC から始まる

ID以外の ID 

6,617個 29,393個 

搭載遺伝子数/全

遺伝子数 

(43,803/68,425 

=0.64)  

(66,587/68,425 

=0.97) 

カバー率 64％ 97% 

1検体当たり価格 27,300円 54,600円 

 

 2.5 アノテーションの追加方法 

 DFCI Gene Index Releas8.0に登録されている遺

伝子の機能情報は少ないため、化学物質や下水処理

水曝露で発現変動した遺伝子の役割について解析が

必要な場合、各遺伝子の機能情報（アノテーション）

が必要となる。機能情報を追加することにより、ど

のような役割の遺伝子が変動するかを知ることがで

き、生物影響をより詳細に解析できる。そこで、マ

イクロアレイに搭載した各遺伝子と相同性の高いヒ

トとゼブラフィッシュの機能情報（EntrezID 

（NCBIのデータベースで染色体の位置、構造、機能

などの情報が登録されている ID ）と GO ：

geneontology（遺伝子機能の用語と体系情報））を

追加することとした。機能情報の追加作業工程は以

下のとおりである。 

 マイクロアレイに搭載した各遺伝子についてプロ

ーブ設計の基になった mRNA 配列情報（DFCI 

Gene Index Releas8.0）を用いてBlastx（Blastx：核

酸の相同性検索のひとつで、塩基配列をアミノ酸配

列に変換した後、アミノ酸配列データベースに対し

て検索を行う方法）検索し、ヒトおよびゼブラフィ

ッシュのRefSeq ID（NCBI（米国バイオテクノロジ

ーセンター）が提供しているデーターべースの ID）

の遺伝子を取得した。その後、得られたRefSeq ID

を用いてNCBI Entrez Gene ID （NCBIのEntrez

というデータベース（染色体の位置、構造、機能な

ど）の ID）を検索し、各リストにEntrez IDを追加

した。さらに、RefSeq IDを用いてヒトのGO情報

は、Uniprot-GOA (http://www.ebiac.uk/GOA/)、ゼ

ブラフィッシュは、ZFIN(http://zfin.org)データベー

スから取得した。 

2.6 アノテーション情報の追加結果 

 44K アレイに搭載されている 43,803 プローブの

うち96.4％にヒト のEntrez Gene ID、98.0％にゼ

ブラフィッシュ Entrez Gene IDを取得することが

できた。ヒトとゼブラフィッシュでEntrez Gene ID 

まで取得できた割合を比較すると、ゼブラフィッシ

ュの方がその割合が高かった。残りのプローブにつ

いては、相同性の高いヒト、ゼブラフィッシュのア

ミノ酸配列が存在しなかった。 

各 Blastx 検索結果からメダカ塩基配列との相同

性の高さを表す E-value（相同性が高いほど低い値

を示す）について、ヒトおよびゼブラフィッシュぞ

れぞれの分布を調査した。その結果、ヒトでは、

E-value が 1.0E-5 以下だったものは、43,803 プロ

ーブのうち65.6％、ゼブラフィッシュでは、69.4％

であり、ゼブラフィッシュと相同性が高いプローブ

が多かった。 

得られたヒトとゼブラフィッシュのRefseq IDを

基に GO 情報を生物学的プロセス（B : biological 

process)、分子機能（M : molecular function)、細胞

構成要素（C：Cellular component)に分けて取得し

た。43,803プローブのうちＧＯ情報が取得できた割

合は、ヒトGOでは75.4％（B）、79.0％(M)、83.5％

（C）、ゼブラフィッシュ GO では、49.7％（B）、

53.7％（M）、54.6％（C）となった。 

本アノテーション追加作業で追加した項目は以下

のとおりである。 

human RefSeqID,           zebra RefSeq ID 

human EntrezGeneID,      zebra EntrezGeneID 

human biological process,    zebra biological process 

human molecular function,   zebra molecular function 

human Cellular component,  zebra Cellular component 

human GeneSymbol,         zebra GeneSymbol 

human E-value,              zebra E-value 

 

今後、追加したアノテーション情報の検証や修正

は必要となるが、追加した遺伝子の機能情報を利用

することにより、発現変動遺伝子の機能解析が可能

http://www.ebiac.uk/GOA/
http://zfin.org/
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となる。 

3.メダカの曝露時間と解析臓器の決定 

 メダカの遺伝子発現から下水試料の毒性を評価す

る場合、メダカの遺伝子発現の変化を確実にとらえ

る必要がある。遺伝子発現の変化は、曝露水質の変

化に対して速やかに反応すると考えられるものの、

曝露時間と遺伝子発現の関係は明らかでない。さら

に、解析に相応しい臓器を明らかにする必要がある。

そこで、メダカを3、24、96時間、化学物質（エス

トロン（女性ホルモン）、トリクロサン（殺菌剤）、

NDMA（発がん性物質））、流入下水、2 次処理水、

に曝露し、各曝露時間での、肝臓、エラ、精巣、脳

の遺伝子発現解析を行った。 

3.1 実験方法 

曝露条件は表-2のとおりである。各化学物質の曝

露濃度は、下水試料で検出されるレベルの3段階と

した。概ね、高濃度区が流入下水、中濃度区が2次

処理水、低濃度が高度処理水レベルとなっている 3）

4）5）。曝露時間は、急性毒性試験で使用される96時

間以内とし、3、24、96時間の3条件から最適曝露

時間を検討した。なお、対照区には脱塩素水道水を

使用した。マイクロアレイは、より網羅的に検出で

きる105Kを使用することが望ましいが、予算の制

約上44Kを使用することとした。 

    表-2 メダカの曝露条件の一覧      

曝露方式 ： 半止水式 

化学物質と曝露濃度 

エストロン(estrone)             2、 20、 200 (ng/L) 

N-ニトロソジメチルアミン(NDMA) 10、100、1000 (ng/L) 

トリクロサン(triclosan)         50、500、5000 (ng/L) 

下水試料  ：流入下水、2次処理水 

水   温 ： 24±1 ℃ 

曝露期間 ： 3、24および96時間 

供試生物 ： d-rR系メダカ雄魚（3～9カ月齢） 

供試生物数 ： 6～8個体／曝露区 

照   明 ： 明期16時間／暗期8時間 

給   餌 ： なし 

エアレーション ： 緩やかに曝気 

遺伝子発現解析臓器 : 肝臓、エラ、精巣、脳 

 使用マイクロアレイ：44K             

 

3.2 曝露実験の操作 

エストロン（2、20、200 ng/Lの3濃度区）、NDMA

（10、100、1,000 ng/Lの3濃度区）、トリクロサン

（50、500、5,000 ng/Lの3濃度区）を添加した脱

塩素水道水で、3～9カ月齢のd-rR系メダカの雄魚

を曝露し、曝露開始時から3、24、96時間後に、各

試験区6個体を1匹ずつ、RNAlater 中で肝臓、エ

ラ、精巣、脳を摘出した。摘出した臓器は1個体毎

にRNAlaterに浸漬し、RNA抽出まで-20℃で保存

した。 

各臓器は、１個体毎にRNA抽出（RNeasy mini 

kit）を行い、それぞれ6個体のRNA抽出液の一部

を混合し、アジレントのプロトコールに従い、RNA

の増幅、Cy3 標識、マイクロアレイスキャン、各プ

ローブの数値化を行った。 

3.3 遺伝子発現解析の方法 

遺伝子発現解析は、subio および Microsoft 

EXCEL を使用した。はじめに、曝露時間および臓

器毎にアレイ間ノーマライズ（75%値で規格化）を

行い、バックグラウンド以下と判定されたものを排

除した。 

ノーマライズされた各プローブのシグナル値を用

いて、各臓器毎に時間依存性のある遺伝子を以下の

条件で抽出した。 

3、24、96 時間の経過時間とともに遺伝子発現が

増加または減少しているもの 

3、24、96 時間の遺伝子発現強度が対照区の 3倍

以上または1/3以下となったもの 

さらに、遺伝子発現強度が時間依存性を有してい

る遺伝子群の中からvitellogenin、choriogeninなど

のバイオマーカー遺伝子の発現挙動も調べた。 

3.4 解析結果 

 図-3,4,5,6は、肝臓、エラ、精巣、脳の遺伝子発

現強度が、曝露時間とともに増加（up regulation）、

または、減少(down regulation)した時間依存性を有

する遺伝子を抽出し、各曝露条件で対照区の3倍以

上、1/3以下となった遺伝子数を示したものである。

各臓器において時間依存性を有する遺伝子群は、曝

露時間 96 時間で、遺伝子発現強度が対照区の 3 倍

以上、1/3 以下となる遺伝子が多くなることがわか

った。特に、肝臓は他の臓器と比べ、3倍以上、1/3

以下となる遺伝子数が多いことがわかった。これら

の遺伝子数は、化学物質によって異なることがわか

った。 

図-7、8、9は、肝臓での女性ホルモン様物質のバ

イオマーカー遺伝子として知られている

vitellogenin, choriogenin 遺伝子の曝露時間と遺伝

子発現強度を示したものである。96時間曝露区で遺

伝子発現強度が最も高くなることがわかる。女性ホ
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ルモン様物質をより高感

度で検出しようとする場

合は、96時間曝露が適し

ていることがわかった。 

図-10,11は、エラでの

多環芳香族炭化水素のバ

イオマーカーとして知ら

れる P4501A1 遺伝子と

L-SF(choriogenin L)遺

伝子の曝露時間と遺伝子

発現強度の関係である。

P4501A1遺伝子は、下水

試料曝露区のみで高発現

を示し、曝露時間3時間

で最も高く、曝露時間が

長くなるに従い低下する

傾向を示した。96時間曝

後でも遺伝子発現強度は

十分に検出できるレベル

であった。L-SF 遺伝子

は、エラにおいても発現

しており、96時間曝露区

で遺伝子発現強度は最大

となった。 

雌の卵巣で高発現を示

すZPC1とZPC5遺伝子

は、Estrone20ng/L、96

時間曝露で最も高くなっ

た。濃度依存性の傾向は

みられなかったものの、

影響が出る場合は 96 時

間曝露により検出できる

可能性がある。精巣でも

L-SF遺伝子は誘導され、

流入下水曝露区では、96

時間曝露後に高発現となることがわかった。 

脳では、各化学物質曝露区で時間・濃度依存性の

ある遺伝子はみられなかったが、 NDMA 

100ng/L,96 時間曝露、トリクロサン 500ng/L,3 時

間曝露時に高発現となっていた。流入下水曝露区で

は、蛋白質分解酵素遺伝子であるElastase遺伝子、

Carboxypeptidase 遺伝子が時間依存性を有し、96

時間後の高発現を示した。 

以上の結果から、下水処理水の魚類影響として懸

念されるのは、女性ホルモン様物質であり、女性ホ

ルモン様物質の影響を高感度に検出するには 96 時

間が適していること。また、96時間曝露により高発

現となる遺伝子が多かったこと。96時間曝露は、急

性毒性試験としても利用できることから、以降の実

験では、曝露時間は96時間とした。 

 

4.化学物質および下水試料に曝露したメダカの網羅

的遺伝子発現プロファイルの取得 
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図-4 エラで時間依存性を有し、対照区の3倍以上、1/3以下となった遺伝子数
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図-6 脳で時間依存性を有し、対照区の3倍以上、1/3以下となった遺伝子数
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図-5 精巣で時間依存性を有し、対照区の3倍以上、1/3以下となった遺伝子数
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 マイクロアレイによるメダカの遺伝子発現プロフ

ァイルの変化から、下水処理水の毒性を予測するた

めには、作用機序の異なる様々な化学物質のメダカ

の曝露試験を行い、メダカの遺伝子発現のプロファ

イルを得る必要がある。そこで、近年、下水処理水

に含まれ、水生生物への影響が懸念されている化学

物質などから次の7種類を曝露物質として選定した。

曝露物質は、エストロン（女性ホルモン）、N-ニトロ

ソジメチルアミン：NDMA（発がん性物質）、トリ

クロサン（殺菌剤）、フルタミド（抗男性ホルモン）、

クラリスロマイシン（抗生物質）、シクロホスファミ

ド（抗がん剤）、ジヒドロテストステロン:DHT（男

性ホルモン）である。毒性を評価する下水試料は、

実際の下水試料とし、流入下水、2 次処理水、塩素

-1
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L流入下水 2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

vi
te

llo
ge

n
in
遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2
（曝

露
区

/対
照
区
）

-1
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

96
h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L 流入下

水

2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

ch
o

ri
o

ge
n

in
 H

 遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2
（
曝
露
区

/対
照
区
）

-1
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L 流入下

水

2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

L-
SF

 遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2（
曝
露
区

/対
照
区
）

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

3
h

24
h

96
h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L流入下水 2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

P
4

5
0

1
A

1
 遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2
（曝

露
区

/対
照
区
）

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L流入下水 2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

L-
SF

 遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2
（曝

露
区

/対
照
区
）

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

3h

24
h

96
h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L 流入下

水

2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

ZP
C

1
遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2
（曝

露
区

/対
照
区
）

-1
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L 流入下

水

2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

ZP
C

5
遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2
（
曝
露
区

/対
照
区
）

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L 流入下

水

2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

L-
SF

 遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2（
曝
露
区

/対
照
区
）

-1
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

3
h

2
4

h

9
6

h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L 流入下

水

2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

e
la

st
a

se
遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g

2
（
曝
露
区

/対
照
区
）

-1
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13

3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h 3h 24
h

96
h

2ng/L 20ng/L 200ng/L 10ng/L 100mg/L 1000ng/L 50ng/L 500ng/L 5000ng/L 流入下

水

2次処理

水

Estrone NDMA Triclosan sewage sample

ca
rb

o
xy

p
ep

ti
d

as
e
遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2
（曝

露
区

/対
照
区
）

図-8 肝臓での各曝露物質とchoriogenin遺伝子の発現強度の関係

図-9 肝臓での各曝露物質とL-SF遺伝子の発現強度の関係

図-7 肝臓での各曝露物質とvitellogenin遺伝子の発現強度の関係

図-10 エラでの各曝露物質とP450１A1遺伝子の発現強度の関係

図-11 エラでの各曝露物質とL-SF遺伝子の発現強度の関係

図-12 精巣での各曝露物質とZPC1遺伝子の発現強度の関係

図-13 精巣での各曝露物質とZPC5遺伝子の発現強度の関係

図-14 精巣での各曝露物質とL-SF遺伝子の発現強度の関係

図-15 脳での各曝露物質とelastase遺伝子の発現強度の関係

図-16 脳での各曝露物質とcarboxypptidase遺伝子の発現強度の関係
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処理水、担体処理水とした。 

4.1 曝露実験の方法 

メダカの曝露条件は表-3のとおりである。各化学

物質の曝露濃度は、排水試料で検出されるレベルの

3 段階とした。概ね、高濃度区が流入下水、中濃度

区が2次処理水、低濃度が高度処理水レベルとなっ

ている 3)4)5)6)7)8)9）。曝露時間は、96 時間とし、対照

区は脱塩素水道水とした。使用したマイクロアレイ

は、44K とした。下水試料の曝露実験は、化学物質

曝露と同条件で行った。 

    表-3 メダカの曝露条件の一覧      

曝露方式 ： 半止水式 

曝露物質と濃度 

エストロン＊              2,  20,  200 (ng/L) 

NDMA＊                   10, 100, 1000 (ng/L) 

トリクロサン＊           50, 500, 5000 (ng/L) 

フルタミド＊＊            10, 100, 1000 (μg/L) 

クラリスロマイシン＊＊     50, 500, 5000 (ng/L) 

シクロホスファミド＊＊     5,  50,  500 (ng/L) 

ジヒドロテストステロン＊＊＊40, 400, 4000 (ng/L) 

201009 流入下水,2次処理水＊＊＊＊ 

201012 流入下水,2次,塩素処理水＊＊＊＊＊ 

201111 流入下水,2次,塩素,担体処理水＊＊＊＊＊＊ 

水   温 ： 24±1 ℃ 

曝露期間 ： 96時間 

供試生物 ： d-rR系メダカ雄魚（3～9カ月齢） 

供試生物数 ： 6～8個体／曝露区 

照   明 ： 明期16時間／暗期8時間 

給   餌 ： なし 

エアレーション ： DOが低い場合は緩やかに曝気 

遺伝子発現解析臓器 : 肝臓、エラ、精巣、脳 

 使用マイクロアレイ：44K           
注1 フルタミド濃度は抗男性ホルモン活性値としての検出値 

注2 ジヒドロテストステロンは男性ホルモン活性としての検出値 
注3 全ての曝露実験は、同時にできなったため、本研究期間中 6

回、毎回コントロールを含めて行った。（＊Run1,＊＊Run2,＊＊＊

Run3,＊＊＊＊Run4,＊＊＊＊＊Run5,＊＊＊＊＊＊Run6） 

4.2 曝露実験の操作 

3.2 と同様 

4.3 遺伝子発現解析の方法 

遺伝子発現解析は、subio および Microsoft 

EXCEL を使用した。はじめに、曝露濃度および臓

器毎にアレイ間ノーマライズ（75%値で規格化）を

行い、バックグラウンド以下のシグナルを排除した。

次に、各化学物質および流入下水のバイオマーカー

探索と全遺伝子セットと各種遺伝子の機能を特定し

た遺伝子セットを用いた統計解析手法により、化学

物質や下水処理水の毒性評価を行った。 

(1)バイオマーカー探索と下水試料の毒性評価 

各化学物質および流入下水のバイオマーカー候補

遺伝子の探索は、以下の抽出条件で行った。 

各化学物質のマーカー候補遺伝子の抽出条件 

1.遺伝子発現強度が濃度依存性を有しているもの。 

2.曝露濃度中濃度区で、遺伝子発現が対照区の 3

倍以上、1/3以下となるもの。 

3.他の化学物質の遺伝子発現強度は、遺伝子発現

強度に変化がないもの(3倍以内、1/3以上) 

流入下水のマーカー候補遺伝子の抽出条件 

3回の流入下水の曝露試験で、全てで対照区の3

倍以上となるもの 

(2) 統計解析による毒性評価 

バックグラウンド以上の遺伝子セットを用いて、

Kishi10）らの各遺伝子発現をユークリッド距離とピ

アソン相関係数による解析を試みた。解析法の概要

を図-17 に示す。ユークリッド距離が全体的な遺伝

子発現強度の分布、ピアソン相関が各遺伝子発現強

度の違い反映する。このユークリッド距離とピアソ

ン相関の関係から、生理活性度（Degree of 

physiological activity）を評価するものである。上

記解析は、全遺伝子セットと geneontology 情報の

biological process 第一階層の遺伝子セットで行っ

た。 

Control

Exposed
d Exposed

d Control

b
a

b/a: Degree of physiological activity

ここで、�はn個におよぶ遺伝子の添え字、 �は 番目の遺伝子の発現強度、
 はn個の遺伝子発現強度の平均値（本ケースのnは 38,996遺伝子）

ここで、 は2サンプル間ベクトル角度、 , はそれぞれ2サンプルの遺伝子発
現強度の平均値 （本ケースのnは 38,996遺伝子）

 

図-17 ユークリッド距離とピアソン相関係数、生理活

性度（Degree of physiological activity）の算出法 10） 

 

4.4 実験結果 

4.4.1 各化学物質と下水試料のマーカー遺伝子

の探索と下水試料の評価 
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similar to UniRef100_UPI000065FA1E
Cluster: Homolog of Homo sapiens
""Protein FAM20C precursor; n=1;

Takifugu rubripes|Rep: Homolog of
Homo sapiens ""Protein FAM20C

precursor - Takifugu rubripes, partial
(67%)"

similar to UniRef100_UPI000065FA1E
Cluster: Homolog of Homo sapiens
""Protein FAM20C precursor; n=1;

Takifugu rubripes|Rep: Homolog of
Homo sapiens ""Protein FAM20C

precursor - Takifugu rubripes, partial
(69%)"

similar to UniRef100_Q4S9Y6 Cluster:
Chromosome undetermined

SCAF14693, whole genome shotgun
sequence; n=1; Tetraodon

nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF14693, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (23%)

similar to UniRef100_UPI000065EBB4
Cluster: Synembryn-B (Brain

synembrin) (hSyn) (Protein Ric-8B).;
n=1; Takifugu rubripes|Rep:

Synembryn-B (Brain synembrin) (hSyn)
(Protein Ric-8B). - Takifugu rubripes,

partial (31%)"

homologue to UniRef100_Q9W646
Cluster: Choriogenin Hminor; n=1;
Oryzias latipes|Rep: Choriogenin

Hminor - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (59%)"

UniRef100_Q91184 Cluster: L-SF
precursor; n=1; Oryzias latipes|Rep: L-
SF precursor - Oryzias latipes (Medaka
fish) (Japanese ricefish), partial (38%)"

UniRef100_Q8JI21 Cluster:
Choriogenin Hminor; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Choriogenin Hminor -

Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (33%)"

homologue to UniRef100_Q9W646
Cluster: Choriogenin Hminor; n=1;
Oryzias latipes|Rep: Choriogenin

Hminor - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (35%)"

UniRef100_Q8JI21 Cluster:
Choriogenin Hminor; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Choriogenin Hminor -

Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), complete"

UniRef100_Q9W646 Cluster:
Choriogenin Hminor; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Choriogenin Hminor -

Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), complete"

TC107791 TC98482 TC96910 CDK182018 TC98004 TC119213 TC119303 TC112557 TC114719 TC91841
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図-18 肝臓でのエストロン（Estrone）マーカー候補遺伝子 

-1
0
1
2
3
4
5
6
7
8

UniRef100_Q8UW88 Cluster:
Vitellogenin 1; n=1; Oryzias

latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias
latipes (Medaka fish) (Japanese

ricefish), partial (9%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88
Cluster: Vitellogenin 1; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias

latipes (Medaka fish) (Japanese
ricefish), partial (18%)"

UniRef100_A1YGE3 Cluster: HAND1;
n=3; Hominoidea|Rep: HAND1 - Pan

paniscus (Pygmy chimpanzee)
(Bonobo), partial (50%)"

similar to UniRef100_Q4SM83 Cluster:
Chromosome 13 SCAF14555, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 13 SCAF14555, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (40%)"

similar to UniRef100_Q13639-2
Cluster: Isoform 5; n=2; Homo

sapiens|Rep: Isoform 5 - Homo
sapiens (Human), partial (25%)"

similar to UniRef100_UPI000065F28F
Cluster: Uncharacterized protein

C7orf24.; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Uncharacterized protein C7orf24. -
Takifugu rubripes, partial (31%)"

UniRef100_Q91184 Cluster: L-SF
precursor; n=1; Oryzias latipes|Rep: L-
SF precursor - Oryzias latipes (Medaka
fish) (Japanese ricefish), partial (31%)"

UniRef100_Q91184 Cluster: L-SF
precursor; n=1; Oryzias latipes|Rep: L-
SF precursor - Oryzias latipes (Medaka
fish) (Japanese ricefish), partial (50%)"

similar to UniRef100_UPI000065FD66
Cluster: Brain-specific angiogenesis
inhibitor 1 precursor.; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: Brain-specific
angiogenesis inhibitor 1 precursor. -

Takifugu rubripes, partial (9%)"

UniRef100_Q91184 Cluster: L-SF
precursor; n=1; Oryzias latipes|Rep: L-
SF precursor - Oryzias latipes (Medaka
fish) (Japanese ricefish), partial (38%)"

TC121943 TC113386 TC119369 TC122845 CDK208724 TC113873 TC117173 TC104935 CBJ729041 TC115042
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図-19 エラでのエストロン（Estrone）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI00015DD41C
Cluster: phosphate ABC transporter,

permease protein PstC; n=1;
Acaryochloris marina

MBIC11017|Rep: phosphate ABC
transporter, permease protein PstC -

Acaryochloris marina MBIC11017,
partial (5%)"

similar to UniRef100_UPI000065DCEF
Cluster: Probable G-protein coupled

receptor 45 (PSP24-alpha) (PSP24-1).;
n=1; Takifugu rubripes|Rep: Probable
G-protein coupled receptor 45 (PSP24-
alpha) (PSP24-1). - Takifugu rubripes,

partial (45%)"

similar to UniRef100_UPI000065F87B
Cluster: solute carrier family 39 (zinc

transporter), member 10; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: solute carrier
family 39 (zinc transporter), member
10 - Takifugu rubripes, partial (16%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI00003660AA Cluster:

Midnolin (Midbrain nucleolar
protein).; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Midnolin (Midbrain nucleolar protein).

- Takifugu rubripes, partial (11%)"

homologue to UniRef100_Q9PVP6
Cluster: E2 olfactory receptor; n=1;
Oryzias latipes|Rep: E2 olfactory

receptor - Oryzias latipes (Medaka
fish) (Japanese ricefish), complete"

similar to UniRef100_UPI000065E998
Cluster: 3'(2'),5'-bisphosphate

nucleotidase 1  (Bisphosphate 3'-
nucleotidase 1) (PAP-inositol-1,4-
phosphatase) (PIP).; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: 3'(2'),5'-bisphosphate
nucleotidase 1  (Bisphosphate 3'-

nucleotidase 1

similar to UniRef100_A7H8Y8 Cluster:
PHA accumulation regulator DNA-

binding protein; n=1;
Anaeromyxobacter sp. Fw109-5|Rep:

PHA accumulation regulator DNA-
binding protein - Anaeromyxobacter

sp. (strain Fw109-5), partial (8%)"

homologue to UniRef100_Q4T6A9
Cluster: Chromosome undetermined
SCAF8839, whole genome shotgun

sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome

undetermined SCAF8839, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (51%)

similar to UniRef100_Q4S215 Cluster:
Chromosome undetermined

SCAF14764, whole genome shotgun
sequence; n=1; Tetraodon

nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF14764, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (17%)

TC125627 TC121450 TC108102 TC109843 TC92728 TC121340 TC97738 TC110188
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図-20 精巣でのエストロン（Estrone）マーカー候補遺伝子 

 



  

 - 9 - 

■Estrone 2ng/L ■Estrone 20ng/L ■Estrone 200ng/L ■NDMA 10ng/L ■NDMA 100ng/L ■NDMA 1000ng/L･■Triclosan 50ng/L ■Triclosan 500ng/L ■Triclosan 5000ng/L ■Flutamide 10μg/L ■Flutamide 100μg/L ■Flutamide 1000μg/L ■Cyclophosphamide 

5ng/L ■Cyclophosphamide 50ng/L ■Cyclophosphamide 500ng/L ■Clarithromycin 50ng/L ■Clarithromycin 500ng/L ■Clarithromycin 5000ng/L ■DHT 40ng/L ■DHT 400ng/L ■DHT 4000ng/L  

■201111 流入下水 ■201111 2次処理水 ■2011112 塩素処理水 ■201111担体処理水 ■201009 流入下水 ■201009  2次処理水 ■201012 流入下水 ■201012 2次処理水 ■201012 塩素処理水 
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weakly similar to UniRef100_Q8CF98 Cluster:
Collectin-10 precursor; n=1; Mus

musculus|Rep: Collectin-10 precursor - Mus
musculus (Mouse), partial (33%)"

homologue to UniRef100_Q0AZ58 Cluster:
Agmatinase; n=1; Syntrophomonas wolfei

subsp. wolfei str. Goettingen|Rep:
Agmatinase - Syntrophomonas wolfei subsp.

wolfei (strain Goettingen), partial (5%)"

homologue to UniRef100_Q4SAW6 Cluster:
Chromosome 3 SCAF14679, whole genome

shotgun sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome 3 SCAF14679,
whole genome shotgun sequence - Tetraodon

nigroviridis (Green puffer), partial (31%)"

weakly similar to UniRef100_Q29058 Cluster:
Galectin-4; n=1; Sus scrofa|Rep: Galectin-4 -

Sus scrofa (Pig), partial (63%)"

weakly similar to UniRef100_Q8UW99 Cluster:
Galectin family xgalectin-IIa; n=1; Xenopus
laevis|Rep: Galectin family xgalectin-IIa -

Xenopus laevis (African clawed frog), partial
(51%)"

homologue to UniRef100_UPI000065E16F
Cluster: Ras-related protein Ral-B precursor.;

n=1; Takifugu rubripes|Rep: Ras-related
protein Ral-B precursor. - Takifugu rubripes,

partial (85%)"

weakly similar to UniRef100_Q4SMM6
Cluster: Chromosome undetermined

SCAF14546, whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome undetermined SCAF14546,
whole genome shotgun sequence - Tetraodon

nigroviridis (Green puffer), partia

TC89448 TC115881 TC120430 TC92243 TC105169 TC113781 TC115385 TC116110 TC99300 TC117211
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図-21 脳でのエストロン（Estrone）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_Q4RTH3 Cluster:
Chromosome 1 SCAF14998, whole genome

shotgun sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome 1

SCAF14998, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (77%)"

similar to UniRef100_Q4RQL0 Cluster:
Chromosome 2 SCAF15004, whole genome

shotgun sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome 2

SCAF15004, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (42%)"

weakly similar to UniRef100_Q4SPY1
Cluster: Chromosome 7 SCAF14536, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

7 SCAF14536, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (9%)"

similar to UniRef100_UPI000065E43C
Cluster: Rab-like protein 5.; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: Rab-like protein 5. -
Takifugu rubripes, partial (98%)"

similar to UniRef100_UPI000065CB29
Cluster: Pirin.; n=1; Takifugu rubripes|Rep:

Pirin. - Takifugu rubripes, partial (29%)"

similar to UniRef100_A1U1T9 Cluster:
Ribonuclease E; n=1; Marinobacter

aquaeolei VT8|Rep: Ribonuclease E -
Marinobacter aquaeolei (strain ATCC

700491 / DSM 11845 / VT8)(Marinobacter
hydrocarbonoclasticus (strain DSM

11845)), partial (3%)"

similar to UniRef100_UPI0000361360
Cluster: Tropomodulin-4 (Skeletal muscle
tropomodulin) (Sk-Tmod).; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: Tropomodulin-4 (Skeletal

muscle tropomodulin) (Sk-Tmod). -
Takifugu rubripes, partial (71%)"

similar to UniRef100_Q91201 Cluster:
HMG-T2 protein; n=1; Oncorhynchus

mykiss|Rep: HMG-T2 protein -
Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout)

(Salmo gairdneri), partial (94%)"

TC98217 TC97704 TC125929 TC96174 TC94687 TC103429 TC96441 CDK139972 TC104046
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図-22 肝臓でのNDMAマーカー候補遺伝子 
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homologue to UniRef100_Q4S6H6
Cluster: Chromosome 10 SCAF14728,

whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 10 SCAF14728, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (33%)"

similar to UniRef100_A1C5D0 Cluster:
Proteasome subunit alpha type; n=1;

Aspergillus clavatus|Rep: Proteasome
subunit alpha type - Aspergillus

clavatus, partial (7%)"

homologue to UniRef100_A1SD33
Cluster: Phosphoesterase, PA-

phosphatase related; n=1;
Nocardioides sp. JS614|Rep:

Phosphoesterase, PA-phosphatase
related - Nocardioides sp. (strain BAA-

499 / JS614), partial (4%)"

weakly similar to UniRef100_Q1ILF1
Cluster: Peptidase S1C, Do precursor;

n=1; Acidobacteria bacterium
Ellin345|Rep: Peptidase S1C, Do

precursor - Acidobacteria bacterium
(strain Ellin345), partial (7%)"

weakly similar to UniRef100_Q4RA27
Cluster: Chromosome undetermined
SCAF24622, whole genome shotgun

sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome

undetermined SCAF24622, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partia

weakly similar to UniRef100_P97805
Cluster: Protein FAM3D precursor;
n=1; Mus musculus|Rep: Protein
FAM3D precursor - Mus musculus

(Mouse), partial (22%)"

homologue to UniRef100_Q4RJ98
Cluster: Chromosome 18 SCAF15038,

whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 18 SCAF15038, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (52%)"

similar to UniRef100_Q4RJ98 Cluster:
Chromosome 18 SCAF15038, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 18 SCAF15038, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (42%)"

TC100134 CAU169583 CDK036310 TC113562 CDK197569 TC94467 TC113815 CAM308310 TC118716 TC91656
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図-23 エラでのNDMAマーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI000065D45A
Cluster: G patch domain-containing

protein 2.; n=1; Takifugu rubripes|Rep: G
patch domain-containing protein 2. -

Takifugu rubripes, partial (45%)"

weakly similar to UniRef100_Q805B1
Cluster: Tumor necrosis factor receptor

associated factor-5; n=2; Gallus
gallus|Rep: Tumor necrosis factor

receptor associated factor-5 - Gallus
gallus (Chicken), partial (11%)"

similar to UniRef100_Q4RM71 Cluster:
Chromosome 10 SCAF15019, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

10 SCAF15019, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (29%)"

similar to UniRef100_UPI0000D9B11B
Cluster: PREDICTED: BCR downstream
signaling 1; n=1; Macaca mulatta|Rep:

PREDICTED: BCR downstream signaling 1 -
Macaca mulatta, partial (16%)"

similar to UniRef100_Q4RIS1 Cluster:
Chromosome 7 SCAF15042, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
7 SCAF15042, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (93%)"

weakly similar to UniRef100_Q6SKG4
Cluster: Male-specific protein; n=1;
Sarotherodon galilaeus|Rep: Male-

specific protein - Sarotherodon galilaeus
(mango tilapia), partial (31%)"

weakly similar to UniRef100_Q6SKG4
Cluster: Male-specific protein; n=1;
Sarotherodon galilaeus|Rep: Male-

specific protein - Sarotherodon galilaeus
(mango tilapia), partial (26%)"

homologue to
UniRef100_UPI000065D6D7 Cluster: C-1-
tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic

(C1-THF synthase) [Includes:
Methylenetetrahydrofolate

dehydrogenase ;
Methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase

; Formyltetrahydrofolate synthetase ].;
n=1; Takifugu r

weakly similar to UniRef100_Q6SKG4
Cluster: Male-specific protein; n=1;
Sarotherodon galilaeus|Rep: Male-

specific protein - Sarotherodon galilaeus
(mango tilapia), partial (26%)"

TC100534 CDK036942 TC112624 CAM138678 CDK141741 TC118601 TC94119 TC95509 TC101527 TC99784

遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2

(曝
露
区

/対
照
区

) 流入下水

 

図-24 精巣でのNDMAマーカー候補遺伝子 
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homologue to UniRef100_A7EF11 Cluster:
Predicted protein; n=1; Sclerotinia

sclerotiorum 1980|Rep: Predicted protein
- Sclerotinia sclerotiorum (strain ATCC

18683 / 1980 / Ss-1) (Whitemold)
(Whetzelinia sclerotiorum), partial (3%)"

similar to UniRef100_Q4S6E3 Cluster:
Chromosome 10 SCAF14728, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

10 SCAF14728, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (9%)"

similar to UniRef100_UPI000065F2C8
Cluster: Bridging integrator 2 (Breast
cancer-associated protein 1).; n=1;

Takifugu rubripes|Rep: Bridging
integrator 2 (Breast cancer-associated
protein 1). - Takifugu rubripes, partial

(64%)"

homologue to UniRef100_Q4RV73
Cluster: Chromosome 15 SCAF14992,

whole genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

15 SCAF14992, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (37%)"

homologue to UniRef100_Q4T520 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF9468,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF9468, whole genome

shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis
(Green puffer), partial (14%)

homologue to UniRef100_UPI000065F633
Cluster: Homolog of Homo sapiens

""Solute carrier family 6
(Neurotransmitter transporter, GABA),

member 13; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Homolog of Homo sapiens ""Solute
carrier family 6 (Neurotransmitter

transporter, G

UniRef100_P87383 Cluster: Guanine
nucleotide-binding protein G(i) subunit

alpha-1; n=1; Oryzias latipes|Rep:
Guanine nucleotide-binding protein G(i)

subunit alpha-1 - Oryzias latipes (Medaka
fish) (Japanese ricefish), partial (44%)"

similar to UniRef100_Q66I80 Cluster:
Fatty acid binding protein 11; n=1; Danio
rerio|Rep: Fatty acid binding protein 11 -

Danio rerio (Zebrafish) (Brachydanio
rerio), partial (92%)"

weakly similar to UniRef100_A8I1A2
Cluster: Predicted protein; n=1;

Chlamydomonas reinhardtii|Rep:
Predicted protein - Chlamydomonas

reinhardtii, partial (6%)"

CAM337375 TC116391 TC102084 TC119789 CAM317682 CDK018817 CAM334900 TC112042 TC113356 TC114183
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図-25 脳でのNDMAマーカー候補遺伝子 
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homologue to
UniRef100_UPI000065EAA3 Cluster:

Homolog of Brachydanio rerio ""Sp9.;
n=1; Takifugu rubripes|Rep: Homolog
of Brachydanio rerio ""Sp9. - Takifugu

rubripes, partial (21%)"

similar to UniRef100_UPI0000365EE1
Cluster: Homolog of Homo sapiens
""calcium/calmodulin-dependent
protein kinase IG; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: Homolog of Homo
sapiens ""calcium/calmodulin-
dependent protein kinase IG -

Takifugu rubripes, partial (40%)"

similar to UniRef100_Q4RU02 Cluster:
Chromosome 12 SCAF14996, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 12 SCAF14996, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (91%)"

similar to UniRef100_Q1RM35 Cluster:
Coiled-coil domain-containing protein
104; n=1; Danio rerio|Rep: Coiled-coil
domain-containing protein 104 - Danio
rerio (Zebrafish) (Brachydanio rerio),

partial (47%)"

similar to UniRef100_Q66JW3 Cluster:
Thymus high mobility group box

protein TOX; n=1; Mus musculus|Rep:
Thymus high mobility group box

protein TOX - Mus musculus (Mouse),
partial (4%)"

similar to UniRef100_Q9Y2G3 Cluster:
Probable phospholipid-transporting
ATPase IF; n=1; Homo sapiens|Rep:
Probable phospholipid-transporting
ATPase IF - Homo sapiens (Human),

partial (14%)"

similar to UniRef100_Q4SFB3 Cluster:
Chromosome 6 SCAF14605, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep:
Chromosome 6 SCAF14605, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (20%)"

TC100017 TC125469 TC103480 TC106667 TC118049 TC106080 TC120102 TC97037 TC106992 TC93760
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図-26 肝臓でのトリクロサン（Triclosan）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_Q4SGE5 Cluster:
Chromosome 17 SCAF14597, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 17 SCAF14597, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (8%)"

UniRef100_P49749 Cluster: Homeobox
even-skipped homolog protein 2; n=2;
Mus musculus|Rep: Homeobox even-

skipped homolog protein 2 - Mus
musculus (Mouse), partial (4%)"

similar to UniRef100_O93394 Cluster:
Neprilysin; n=1; Perca flavescens|Rep:
Neprilysin - Perca flavescens (Yellow

perch), partial (24%)"

homologue to UniRef100_Q4RJK1
Cluster: Chromosome 3 SCAF15037,
whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 3 SCAF15037, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (5%)"

similar to UniRef100_Q5ACK7 Cluster:
ATP-dependent RNA helicase DRS1;

n=1; Candida albicans|Rep: ATP-
dependent RNA helicase DRS1 -

Candida albicans (Yeast), partial (4%)"

homologue to UniRef100_Q762N2
Cluster: Aspartic acid-rich protein

aspolin2; n=1; Theragra
chalcogramma|Rep: Aspartic acid-rich

protein aspolin2 - Theragra
chalcogramma (Alaska pollock), partial

(40%)"

weakly similar to UniRef100_Q4T0S3
Cluster: Chromosome undetermined
SCAF10875, whole genome shotgun

sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome

undetermined SCAF10875, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partia

similar to UniRef100_UPI0000ECCA6C
Cluster: WD repeat protein 35.; n=1;

Gallus gallus|Rep: WD repeat protein
35. - Gallus gallus, partial (21%)"

similar to UniRef100_A2BIC4 Cluster:
Tyrosinase-related protein 1; n=1;

Danio rerio|Rep: Tyrosinase-related
protein 1 - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (31%)"

TC98456 TC109586 CDK157290 TC119282 CAU167091 TC89214 TC97300 TC121512 CDK102261 TC121259
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図-27 エラでのトリクロサン（Triclosan）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_Q4RVL3 Cluster:
Chromosome 15 SCAF14992, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

15 SCAF14992, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (27%)"

homologue to UniRef100_A9VE36 Cluster:
Predicted protein; n=1; Monosiga

brevicollis MX1|Rep: Predicted protein -
Monosiga brevicollis MX1, partial (5%)"

similar to UniRef100_Q4SNU6 Cluster:
Chromosome 15 SCAF14542, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

15 SCAF14542, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (11%)"

similar to UniRef100_Q9PU58 Cluster:
Protein NipSnap2; n=1; Danio rerio|Rep:

Protein NipSnap2 - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (66%)"

homologue to UniRef100_Q4RFI9 Cluster:
Chromosome 8 SCAF15119, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
8 SCAF15119, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (55%)"

similar to UniRef100_UPI000065CD58
Cluster: Cold shock domain-containing

protein C2 (RNA-binding protein PIPPin).;
n=1; Takifugu rubripes|Rep: Cold shock

domain-containing protein C2 (RNA-
binding protein PIPPin). - Takifugu

rubripes, partial (88%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI000065E853 Cluster: RNA

pseudouridylate synthase domain
containing 3; n=1; Takifugu rubripes|Rep:

RNA pseudouridylate synthase domain
containing 3 - Takifugu rubripes, partial

(48%)"

similar to UniRef100_Q4THC3 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF3050,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF3050, whole genome

shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis
(Green puffer), partial (70%)"

TC100797 TC100784 TC115027 TC125005 TC99260 TC106773 TC107523 TC94563 TC109276

遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2

(曝
露
区

/
対
照
区

)

流入下水

2次処理水

塩素処理水

担体処理水

 

図-28 精巣でのトリクロサン（Triclosan）マーカー候補遺伝子 
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homologue to UniRef100_Q4SEG3
Cluster: Chromosome undetermined
SCAF14621, whole genome shotgun

sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome

undetermined SCAF14621, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (64

similar to UniRef100_Q5BJM7 Cluster:
CDC42 small effector 1; n=1; Rattus

norvegicus|Rep: CDC42 small effector 1 -
Rattus norvegicus (Rat), partial (80%)"

similar to UniRef100_Q4T8Y3 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF7700,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF7700, whole genome

shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis
(Green puffer), partial (23%)"

homologue to UniRef100_Q6PH01
Cluster: HIV-1 Rev binding protein; n=1;

Danio rerio|Rep: HIV-1 Rev binding
protein - Danio rerio (Zebrafish)

(Brachydanio rerio), partial (36%)"

similar to UniRef100_UPI000065CC47
Cluster: Homolog of Homo sapiens

""Splice Isoform 1 of Neuroepithelial cell
transforming gene 1 protein; n=1;

Takifugu rubripes|Rep: Homolog of Homo
sapiens ""Splice Isoform 1 of

Neuroepithelial cell transforming gene 1

similar to UniRef100_UPI000065F52E
Cluster: Optineurin (Optic neuropathy-
inducing protein) (E3-14.7K-interacting
protein) (FIP-2) (Huntingtin-interacting
protein HYPL) (NEMO-related protein)
(Transcription factor IIIA-interacting

protein) (TFIIIA- IntP).;

similar to UniRef100_Q4RX33 Cluster:
Chromosome 11 SCAF14979, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

11 SCAF14979, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (8%)"

similar to UniRef100_UPI000065E90F
Cluster: Ran-binding protein 3 (RanBP3).;
n=1; Takifugu rubripes|Rep: Ran-binding
protein 3 (RanBP3). - Takifugu rubripes,

partial (32%)"

similar to UniRef100_Q4S2H8 Cluster:
Chromosome 17 SCAF14760, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

17 SCAF14760, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (66%)"

TC103868 TC120226 TC117941 TC101283 TC107067 TC95036 TC89791 TC126182 TC113414
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図-29 脳でのトリクロサン（Triclosan）マーカー候補遺伝子 
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homologue to UniRef100_A9V2K1
Cluster: Predicted protein; n=1;
Monosiga brevicollis MX1|Rep:

Predicted protein - Monosiga
brevicollis MX1, partial (10%)"

similar to UniRef100_Q4SPV9 Cluster:
Chromosome 7 SCAF14536, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep:
Chromosome 7 SCAF14536, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (32%)"

weakly similar to UniRef100_Q4SLE5
Cluster: Chromosome 7 SCAF14557,
whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 7 SCAF14557, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (25%)"

similar to UniRef100_Q4TB23 Cluster:
Chromosome 15 SCAF7210, whole
genome shotgun sequence; n=2;

Tetraodon nigroviridis|Rep:
Chromosome 15 SCAF7210, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (9%)"

similar to UniRef100_Q7VCW3 Cluster:
Predicted protein; n=1;

Prochlorococcus marinus|Rep:
Predicted protein - Prochlorococcus

marinus, partial (15%)"

similar to UniRef100_Q5J4W3 Cluster:
Parkin; n=1; Takifugu rubripes|Rep:

Parkin - Fugu rubripes (Japanese
pufferfish) (Takifugu rubripes), partial

(43%)"

similar to UniRef100_Q4RRI5 Cluster:
Chromosome 16 SCAF15002, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 16 SCAF15002, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (21%)"

similar to UniRef100_Q4T2X5 Cluster:
Chromosome 5 SCAF10152, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep:
Chromosome 5 SCAF10152, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (48%)"

similar to UniRef100_A0LSS6 Cluster:
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate
delta-isomerase; n=1; Acidothermus

cellulolyticus 11B|Rep: 5-
carboxymethyl-2-hydroxymuconate

delta-isomerase - Acidothermus
cellulolyticus (strain ATCC 43068 /

11B), partial (6%)"

CBJ733616 TC111334 TC109485 TC102198 TC114771 TC104121 TC110333 TC94620 TC99685 TC89700
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図-30 肝臓でのフルタミド（Flutamide）マーカー候補遺伝子 
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UniRef100_UPI000065E560 Cluster:
Protein phosphatase 1L  (Protein

phosphatase 2C isoform epsilon) (PP2C-
epsilon) (Protein phosphatase 1-like).;
n=1; Takifugu rubripes|Rep: Protein

phosphatase 1L  (Protein phosphatase 2C
isoform epsilon) (PP2C-epsilon) (Pr

weakly similar to UniRef100_Q4F8N2
Cluster: Otoconin; n=1; Gallus gallus|Rep:
Otoconin - Gallus gallus (Chicken), partial

(14%)"

weakly similar to UniRef100_Q1NCE9
Cluster: Transcriptional regulator; n=1;

Sphingomonas sp. SKA58|Rep:
Transcriptional regulator - Sphingomonas

sp. SKA58, partial (6%)"

homologue to UniRef100_Q4RE87 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF15134,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF15134, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (5%

homologue to UniRef100_Q803N7
Cluster: Casein kinase 2 alpha 1; n=1;

Danio rerio|Rep: Casein kinase 2 alpha 1 -
Danio rerio (Zebrafish) (Brachydanio

rerio), partial (53%)"

similar to UniRef100_Q1LWI2 Cluster:
Glutaminase; n=1; Danio rerio|Rep:

Glutaminase - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (14%)"

similar to UniRef100_Q2PR35 Cluster:
Odorant receptor; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: Odorant receptor - Fugu
rubripes (Japanese pufferfish) (Takifugu

rubripes), partial (6%)"

similar to UniRef100_Q4SMC5 Cluster:
Chromosome 3 SCAF14553, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
3 SCAF14553, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (6%)"

homologue to UniRef100_UPI000065FEB0
Cluster: Repressor of RNA polymerase III

transcription MAF1 homolog.; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: Repressor of RNA

polymerase III transcription MAF1
homolog. - Takifugu rubripes, partial

(41%)"

CAM142266 TC98199 TC120127 TC123860 TC93801 TC100386 TC118697 TC124008 TC115155 TC106062
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図-31 エラでのフルタミド（Flutamide）マーカー候補遺伝子 
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UniRef100_Q4RN91 Cluster: Chromosome
1 SCAF15015, whole genome shotgun

sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome 1

SCAF15015, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (68%)"

homologue to UniRef100_UPI000065EC2E
Cluster: Dystrobrevin alpha (Dystrobrevin-

alpha) (Dystrophin-related protein 3).;
n=1; Takifugu rubripes|Rep: Dystrobrevin
alpha (Dystrobrevin-alpha) (Dystrophin-
related protein 3). - Takifugu rubripes,

partial (31%)"

homologue to
UniRef100_UPI000065DFD0 Cluster: DNA

ligase 3  (DNA ligase III)
(Polydeoxyribonucleotide synthase [ATP]

3).; n=1; Takifugu rubripes|Rep: DNA
ligase 3  (DNA ligase III)

(Polydeoxyribonucleotide synthase [ATP]
3). - Takifugu rubripes, partial (

similar to UniRef100_UPI000065D4E0
Cluster: 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate
acyltransferase zeta precursor  (1-AGP

acyltransferase 6) (1-AGPAT 6)
(Lysophosphatidic acid acyltransferase

zeta) (LPAAT-zeta).; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: 1-acyl-sn-glycerol-3-p

similar to UniRef100_Q4TBA8 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF7170,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF7170, whole genome

shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis
(Green puffer), partial (15%)"

homologue to UniRef100_Q4T229 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF10361,
whole genome shotgun sequence; n=2;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF10361, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (41

similar to UniRef100_A7MB45 Cluster:
MGC165813 protein; n=1; Bos

taurus|Rep: MGC165813 protein - Bos
taurus (Bovine), partial (17%)"

similar to UniRef100_Q4S3S2 Cluster:
Chromosome 17 SCAF14747, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

17 SCAF14747, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (45%)"

similar to UniRef100_UPI000065D404
Cluster: tRNA (adenine-N(1)-)-

methyltransferase non-catalytic subunit
TRM6 (tRNA(m1A58)-methyltransferase

subunit TRM6) (tRNA(m1A58)MTase
subunit TRM6).; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: tRNA (adenine-N(1)-)-
methyltransferase

homologue to UniRef100_Q4TCE6 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF6960,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF6960, whole genome

shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis
(Green puffer), partial (8%)"

TC111134 CBJ727691 TC99649 TC120350 CDK199844 TC117013 CAM329551 CAM309547 CDK013959 CAM301515
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図-32 精巣でのフルタミド（Flutamide）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI00006600C0
Cluster: Cadherin-2 precursor (Neural-
cadherin) (N-cadherin) (CD325 antigen)
(CDw325).; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Cadherin-2 precursor (Neural-cadherin)

(N-cadherin) (CD325 antigen) (CDw325). -
Takifugu rubripes, parti

similar to UniRef100_Q68R80 Cluster:
Mitochondrial uncoupling protein; n=1;
Zoarces viviparus|Rep: Mitochondrial
uncoupling protein - Zoarces viviparus

(Eelpout), partial (98%)"

similar to UniRef100_Q6P3K5 Cluster:
Krt5 protein; n=2; Danio rerio|Rep: Krt5

protein - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (35%)"

similar to UniRef100_Q4RZ26 Cluster:
Chromosome 16 SCAF14974, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

16 SCAF14974, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (36%)"

similar to UniRef100_Q6BU18 Cluster:
Pre-mRNA-splicing factor CWC26; n=1;

Debaryomyces hansenii|Rep: Pre-mRNA-
splicing factor CWC26 - Debaryomyces

hansenii (Yeast) (Torulaspora hansenii),
partial (5%)"

similar to UniRef100_A8KB50 Cluster:
LOC563836 protein; n=1; Danio rerio|Rep:

LOC563836 protein - Danio rerio
(Zebrafish) (Brachydanio rerio), partial

(59%)"

homologue to UniRef100_Q4RSJ2 Cluster:
Chromosome 13 SCAF15000, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

13 SCAF15000, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (28%)"

TC109599 TC116734 TC101755 TC122482 TC118581 TC119878 TC93592 TC120281 TC99093 TC124929
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図-33 脳でのフルタミド（Flutamide）マーカー候補遺伝子 
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homologue to UniRef100_A2Q0S1
Cluster: Ribosomal protein S6; n=1;
Solea senegalensis|Rep: Ribosomal

protein S6 - Solea senegalensis (Sole),
partial (67%)"

similar to UniRef100_Q4S5V5 Cluster:
Chromosome 9 SCAF14729, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep:
Chromosome 9 SCAF14729, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (45%)"

homologue to UniRef100_Q1E3C0
Cluster: Predicted protein; n=1;

Coccidioides immitis|Rep: Predicted
protein - Coccidioides immitis, partial

(10%)"

similar to UniRef100_Q4SNN2 Cluster:
Chromosome 15 SCAF14542, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 15 SCAF14542, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (22%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI00015A6949 Cluster:

E2F transcription factor 4, p107/p130-
binding; n=1; Danio rerio|Rep: E2F
transcription factor 4, p107/p130-

binding - Danio rerio, partial (57%)"

similar to UniRef100_UPI000065DF84
Cluster: 1-acyl-sn-glycerol-3-

phosphate acyltransferase theta
(Lysophosphatidic acid acyltransferase

theta) (LPAAT-theta) (Acyl-
CoA:glycerol-3-phosphate

acyltransferase 3) (hGPAT3) (Lung
cancer metastasis-associated pr

homologue to
UniRef100_UPI000065FF5F Cluster:

Thyroid hormone receptor-associated
protein complex 95 kDa component

(Trap95) (Thyroid hormone receptor-
associated protein 5) (Vitamin D3

receptor-interacting protein complex
component DRIP92).; n=1; Takifugu

TC120783 TC105407 TC120700 TC102725 TC116558 TC103580 TC125150 TC121457 TC111488 TC104036
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図-34 肝臓でのシクロホスファミド（Cyclophosphamide）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_P01662 Cluster: Ig
kappa chain V-III region ABPC 22/PC 9245;

n=1; Mus musculus|Rep: Ig kappa chain
V-III region ABPC 22/PC 9245 - Mus
musculus (Mouse), partial (56%)"

similar to UniRef100_UPI0000661388
Cluster: IgL mRNA for immunoglobulin

light chain; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
IgL mRNA for immunoglobulin light chain

- Takifugu rubripes, partial (55%)"

similar to UniRef100_Q566X2 Cluster:
LOC793066 protein; n=1; Danio rerio|Rep:

LOC793066 protein - Danio rerio
(Zebrafish) (Brachydanio rerio), partial

(21%)"

similar to UniRef100_UPI0000661388
Cluster: IgL mRNA for immunoglobulin

light chain; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
IgL mRNA for immunoglobulin light chain

- Takifugu rubripes, partial (53%)"

similar to UniRef100_UPI0000661388
Cluster: IgL mRNA for immunoglobulin

light chain; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
IgL mRNA for immunoglobulin light chain

- Takifugu rubripes, partial (75%)"

UniRef100_Q91184 Cluster: L-SF
precursor; n=1; Oryzias latipes|Rep: L-SF
precursor - Oryzias latipes (Medaka fish)

(Japanese ricefish), partial (34%)"

weakly similar to UniRef100_A1ZM01
Cluster: Blastula protease 10; n=1;

Microscilla marina ATCC 23134|Rep:
Blastula protease 10 - Microscilla marina

ATCC 23134, partial (23%)"

similar to UniRef100_UPI0000018D78
Cluster: Tubulin-specific chaperone

cofactor E-like protein (EL) (Leucine-rich
repeat-containing protein 35).; n=1;

Takifugu rubripes|Rep: Tubulin-specific
chaperone cofactor E-like protein (EL)

(Leucine-rich repeat-cont

TC116722 TC118635 TC106208 TC95259 TC107161 TC115404 TC112517 TC101196 TC89931 TC102048
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図-35 エラでのシクロホスファミド（Cyclophosphamide）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI0000661388
Cluster: IgL mRNA for immunoglobulin

light chain; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
IgL mRNA for immunoglobulin light chain

- Takifugu rubripes, partial (75%)"

similar to UniRef100_Q4SER5 Cluster:
Chromosome 3 SCAF14614, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
3 SCAF14614, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (97%)"

similar to UniRef100_Q4RZP3 Cluster:
Chromosome 18 SCAF14786, whole

genome shotgun sequence; n=3;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

18 SCAF14786, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (82%)"

similar to UniRef100_Q3IL64 Cluster:
Transcriptional regulator, LysR family;
n=1; Pseudoalteromonas haloplanktis

TAC125|Rep: Transcriptional regulator,
LysR family - Pseudoalteromonas

haloplanktis (strain TAC 125), partial
(6%)"

similar to UniRef100_UPI0000660F83
Cluster: Homolog of Homo sapiens

""Myosin-reactive immunoglobulin heavy
chain variable region; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: Homolog of Homo sapiens
""Myosin-reactive immunoglobulin heavy

chain variable region - Takifugu r

homologue to UniRef100_Q4T3D5
Cluster: Chromosome undetermined
SCAF10097, whole genome shotgun

sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome

undetermined SCAF10097, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (57

TC97174 TC100675 TC116558 TC118811 TC123523 TC119879 TC106615 TC124049 TC118150 TC102028
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図-36 精巣でのシクロホスファミド（Cyclophosphamide）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI0000661388
Cluster: IgL mRNA for immunoglobulin

light chain; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
IgL mRNA for immunoglobulin light chain

- Takifugu rubripes, partial (55%)"

similar to UniRef100_Q566X2 Cluster:
LOC793066 protein; n=1; Danio rerio|Rep:

LOC793066 protein - Danio rerio
(Zebrafish) (Brachydanio rerio), partial

(21%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI0000661388 Cluster: IgL
mRNA for immunoglobulin light chain;

n=1; Takifugu rubripes|Rep: IgL mRNA for
immunoglobulin light chain - Takifugu

rubripes, partial (78%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI0000661388 Cluster: IgL
mRNA for immunoglobulin light chain;

n=1; Takifugu rubripes|Rep: IgL mRNA for
immunoglobulin light chain - Takifugu

rubripes, partial (31%)"

similar to UniRef100_UPI0000660F84
Cluster: IgVH mRNA for immunoglobulin
heavy chain variable region, partial cds,

clone:F-m161; n=2; Takifugu
rubripes|Rep: IgVH mRNA for

immunoglobulin heavy chain variable
region, partial cds, clone:F-m161 -

Takifugu rub

similar to UniRef100_Q4T5Y5 Cluster:
Chromosome 10 SCAF9027, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
10 SCAF9027, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (25%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI000065F1B4 Cluster:

Homolog of Carassius auratus
""Interferon-inducible protein Gig1.; n=1;

Takifugu rubripes|Rep: Homolog of
Carassius auratus ""Interferon-inducible
protein Gig1. - Takifugu rubripes, partial

(29%)"

similar to UniRef100_UPI000065DDAC
Cluster: Upstream-binding protein 1 (LBP-

1).; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Upstream-binding protein 1 (LBP-1). -

Takifugu rubripes, partial (35%)"

similar to UniRef100_Q4SER5 Cluster:
Chromosome 3 SCAF14614, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
3 SCAF14614, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (97%)"

TC118635 TC106208 TC95259 TC119261 TC116831 TC124046 TC117623 TC114637 CDK008251 TC100675
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図-37 脳でのシクロホスファミド（Cyclophosphamide）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_Q4JXW7 Cluster: 6-
O-methylguanine-DNA methyltransferase;

n=1; Corynebacterium jeikeium
K411|Rep: 6-O-methylguanine-DNA

methyltransferase - Corynebacterium
jeikeium (strain K411), partial (10%)"

similar to UniRef100_Q4SV98 Cluster:
Chromosome 10 SCAF13771, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

10 SCAF13771, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (73%)"

similar to UniRef100_Q4RUC2 Cluster:
Chromosome 1 SCAF14995, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
1 SCAF14995, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (70%)"

similar to UniRef100_UPI0000660C59
Cluster: Homolog of Homo sapiens

""Protein tyrosine PhosPhatase, recePtor
tyPe, N PolyPePtide 2 isoform 2

Precursor; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Homolog of Homo sapiens ""Protein

tyrosine PhosPhatase, recePtor tyPe, N Po

similar to UniRef100_UPI00006604E3
Cluster: Transferrin receptor protein 1

(TfR1) (TR) (TfR) (Trfr) (CD71 antigen) (T9)
(p90) [Contains: Transferrin receptor
protein 1, serum form (sTfR)].; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: Transferrin

receptor protein 1 (TfR1)

homologue to UniRef100_UPI000065DF8E
Cluster: potassium channel modulatory

factor 1; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
potassium channel modulatory factor 1 -

Takifugu rubripes, partial (54%)"

similar to UniRef100_Q4SUH2 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF13925,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF13925, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (77%)

homologue to UniRef100_UPI00003601E7
Cluster: Homolog of Homo sapiens

""Serine/threonine-protein kinase PRP4
homolog; n=1; Takifugu rubripes|Rep:

Homolog of Homo sapiens
""Serine/threonine-protein kinase PRP4

homolog - Takifugu rubripes, partial
(25%)"

similar to UniRef100_Q6QB13 Cluster:
Glucocorticoid receptor; n=1;

Dicentrarchus labrax|Rep: Glucocorticoid
receptor - Dicentrarchus labrax (European

sea bass), partial (4%)"

TC93794 TC119839 TC121416 TC115001 CDK146893 TC117092 TC103370 TC105735 CAM302735 TC106538
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図-38 肝臓でのクラリスロマイシン（Clarithromycin）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI0000ECC6EA Cluster:
A disintegrin and metalloprotease 13.; n=1;

Gallus gallus|Rep: A disintegrin and
metalloprotease 13. - Gallus gallus, partial

(6%)"

UniRef100_Q4THP9 Cluster: Chromosome
undetermined SCAF2771, whole genome

shotgun sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome undetermined
SCAF2771, whole genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer), partial

(10%)"

similar to UniRef100_A7SC40 Cluster: Predicted
protein; n=1; Nematostella vectensis|Rep:
Predicted protein - Nematostella vectensis

(Starlet sea anemone), partial (6%)"

homologue to UniRef100_O42227 Cluster:
Probable histone deacetylase 1-B; n=1;
Xenopus laevis|Rep: Probable histone

deacetylase 1-B - Xenopus laevis (African
clawed frog), partial (24%)"

homologue to UniRef100_O93446 Cluster:
Annexin max3; n=1; Oryzias latipes|Rep:

Annexin max3 - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (11%)"

homologue to UniRef100_Q5VN96 Cluster:
Pentatricopeptide (PPR) repeat-containing

protein-like; n=1; Oryza sativa Japonica
Group|Rep: Pentatricopeptide (PPR) repeat-
containing protein-like - Oryza sativa subsp.

japonica (Rice), partial (7%)"

homologue to UniRef100_UPI000065FD9B
Cluster: Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-

methyltransferase  (Protein-beta-aspartate
methyltransferase) (PIMT) (Protein L-

isoaspartyl/D-aspartyl methyltransferase) (L-
isoaspartyl protein carboxyl methyltransferas

similar to UniRef100_Q7T3L4 Cluster: ICER;
n=1; Gallus gallus|Rep: ICER - Gallus gallus

(Chicken), partial (94%)"

homologue to UniRef100_UPI000065D809
Cluster: Alkaline ceramidase 2  (AlkCDase 2)

(Acylsphingosine deacylase 3-like) (N-
acylsphingosine amidohydrolase 3-like).; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: Alkaline ceramidase 2
(AlkCDase 2) (Acylsphingosine deacylase 3-l

TC124985 TC90378 TC105614 TC123045 TC114427 TC124352 TC104035 TC104182
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図-39 エラでのクラリスロマイシン（Clarithromycin）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI000065D20F
Cluster: Estradiol 17-beta-

dehydrogenase 3  (17-beta-HSD 3)
(Testicular 17-beta-hydroxysteroid

dehydrogenase).; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: Estradiol 17-beta-

dehydrogenase 3  (17-beta-HSD 3)
(Testicular 17-beta-hydroxyst

similar to UniRef100_Q4T3W5 Cluster:
Chromosome undetermined

SCAF9901, whole genome shotgun
sequence; n=1; Tetraodon

nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF9901, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (5%)"

similar to UniRef100_Q4RUY1 Cluster:
Chromosome 12 SCAF14993, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 12 SCAF14993, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (11%)"

similar to UniRef100_UPI000035FB75
Cluster: Carboxypeptidase B2

precursor  (Carboxypeptidase U) (CPU)
(Thrombin-activable fibrinolysis

inhibitor) (TAFI) (Plasma
carboxypeptidase B) (pCPB).; n=1;

Takifugu rubripes|Rep:
Carboxypeptidase B2 precursor

(Carbo

similar to UniRef100_UPI000065E187
Cluster: Homolog of Homo sapiens
""GPBP-interacting protein A; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: Homolog of
Homo sapiens ""GPBP-interacting

protein A - Takifugu rubripes, partial
(15%)"

similar to UniRef100_Q09LZ8 Cluster:
Cytosolic carboxypeptidase 6; n=2;

Mus musculus|Rep: Cytosolic
carboxypeptidase 6 - Mus musculus

(Mouse), partial (34%)"

homologue to UniRef100_Q4RYY0
Cluster: Chromosome 16 SCAF14974,

whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 16 SCAF14974, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (32%)"

similar to UniRef100_Q4RK53 Cluster:
Chromosome 2 SCAF15032, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep:
Chromosome 2 SCAF15032, whole

genome shotgun sequence -
Tetraodon nigroviridis (Green puffer),

partial (20%)"

homologue to UniRef100_Q4RFW2
Cluster: Chromosome 16 SCAF15113,

whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 16 SCAF15113, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (86%)"

TC112934 TC102005 TC125148 TC125390 TC97968 TC112191 TC97563
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図-40 精巣でのクラリスロマイシン（Clarithromycin）マーカー候補遺伝子 

-1
0
1
2
3
4
5
6
7

similar to UniRef100_A0A5C8 Cluster:
KISS1 isoform e; n=1; Mus

musculus|Rep: KISS1 isoform e - Mus
musculus (Mouse), partial (21%)"

similar to UniRef100_UPI000065EBB4
Cluster: Synembryn-B (Brain

synembrin) (hSyn) (Protein Ric-8B).;
n=1; Takifugu rubripes|Rep:

Synembryn-B (Brain synembrin) (hSyn)
(Protein Ric-8B). - Takifugu rubripes,

partial (31%)"

homologue to UniRef100_Q4K519
Cluster: Translation elongation factor
Tu; n=1; Pseudomonas fluorescens Pf-
5|Rep: Translation elongation factor
Tu - Pseudomonas fluorescens (strain
Pf-5 / ATCC BAA-477), partial (63%)"

UniRef100_Q9FVE0 Cluster: Classical
arabinogalactan protein 11 precursor;

n=1; Arabidopsis thaliana|Rep:
Classical arabinogalactan protein 11

precursor - Arabidopsis thaliana
(Mouse-ear cress), partial (10%)"

similar to UniRef100_UPI0000014F2D
Cluster: Methylmalonic aciduria type
A protein, mitochondrial precursor.;

n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Methylmalonic aciduria type A

protein, mitochondrial precursor. -
Takifugu rubripes, partial (39%)"

homologue to UniRef100_Q4S9X7
Cluster: Chromosome undetermined
SCAF14693, whole genome shotgun

sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome

undetermined SCAF14693, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (16

homologue to
UniRef100_UPI000065FD66 Cluster:

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1
precursor.; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: Brain-specific
angiogenesis inhibitor 1 precursor. -

Takifugu rubripes, partial (9%)"

UniRef100_A6ECB8 Cluster: Heme
oxygenase; n=1; Pedobacter sp.
BAL39|Rep: Heme oxygenase -

Pedobacter sp. BAL39, partial (7%)"

similar to UniRef100_Q4RHJ6 Cluster:
Chromosome 19 SCAF15045, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 19 SCAF15045, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (29%)"

CDK048348 CDK182018 TC123185 CAM150168 TC104645 CDK005958 CDK089698 TC114757 TC118821 CAM342511
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図-41 脳でのクラリスロマイシン（Clarithromycin）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_Q8UVX0 Cluster:
Piwi-like protein 1; n=1; Danio

rerio|Rep: Piwi-like protein 1 - Danio
rerio (Zebrafish) (Brachydanio rerio),

partial (22%)"

similar to UniRef100_Q4RMH1
Cluster: Chromosome 10 SCAF15019,

whole genome shotgun sequence;
n=1; Tetraodon nigroviridis|Rep:

Chromosome 10 SCAF15019, whole
genome shotgun sequence -

Tetraodon nigroviridis (Green puffer),
partial (43%)"

weakly similar to UniRef100_Q98TF0
Cluster: CD11-2; n=1; Cyprinus

carpio|Rep: CD11-2 - Cyprinus carpio
(Common carp), partial (9%)"

TC107280 TC103026
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図-42 肝臓でのジヒドロテストステロン（DHT）マーカー候補遺伝子 
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UniRef100_A8MBM0 Cluster: Cytochrome
c oxidase subunit II; n=1; Caldivirga

maquilingensis IC-167|Rep: Cytochrome c
oxidase subunit II - Caldivirga

maquilingensis IC-167, partial (5%)"

similar to UniRef100_UPI000065FDD4
Cluster: Homolog of Homo sapiens

""C/EBP-induced protein; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: Homolog of Homo sapiens

""C/EBP-induced protein - Takifugu
rubripes, partial (20%)"

weakly similar to UniRef100_Q9UVD0
Cluster: Kexin-like serine endoprotease;

n=1; Pneumocystis carinii|Rep: Kexin-like
serine endoprotease - Pneumocystis

carinii, partial (38%)"

UniRef100_Q1XDR5 Cluster: Photosystem
I reaction center subunit XI; n=1;

Porphyra yezoensis|Rep: Photosystem I
reaction center subunit XI - Porphyra

yezoensis, partial (7%)"

similar to UniRef100_UPI000065F962
Cluster: SMF protein; n=1; Takifugu

rubripes|Rep: SMF protein - Takifugu
rubripes, partial (16%)"

similar to UniRef100_UPI000065FEC1
Cluster: Protein NOXP20 (Nervous system

over-expressed protein 20) (Protein
FAM114A1).; n=1; Takifugu rubripes|Rep:

Protein NOXP20 (Nervous system over-
expressed protein 20) (Protein

FAM114A1). - Takifugu rubripes, parti

similar to UniRef100_Q4T3M7 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF9987,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF9987, whole genome

shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis
(Green puffer), partial (77%)"

similar to UniRef100_UPI000065CD19
Cluster: Monocarboxylate transporter 7
(MCT 7) (MCT 6) (Solute carrier family 16
member 6).; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Monocarboxylate transporter 7 (MCT 7)

(MCT 6) (Solute carrier family 16 member
6). - Takifugu rubri

similar to UniRef100_Q4S6R0 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF14724,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF14724, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (4%)"

CDK166869 TC99686 TC112900 TC124679 CDK151020 CDK196092 TC120230 TC109072 CDK058627 TC111445
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図-43 エラでのジヒドロテストステロン（DHT）マーカー候補遺伝子 
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similar to UniRef100_UPI000065D860
Cluster: Homolog of Dicentrarchus labrax

""HMG-CoA reductase.; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: Homolog of Dicentrarchus
labrax ""HMG-CoA reductase. - Takifugu

rubripes, partial (17%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI0000660223 Cluster: zona
pellucida-like domain containing 1; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: zona pellucida-

like domain containing 1 - Takifugu
rubripes, partial (5%)"

weakly similar to UniRef100_A5W6A8
Cluster: Transcriptional regulator, LysR

family; n=1; Pseudomonas putida F1|Rep:
Transcriptional regulator, LysR family -
Pseudomonas putida (strain F1 / ATCC

700007), partial (7%)"

homologue to UniRef100_UPI000065CE1C
Cluster: Peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase-like 3  (PPIase) (Rotamase)
(Cyclophilin-like protein PPIL3)

(Cyclophilin J) (CyPJ).; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: Peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase-like 3  (PPIase) (Rotam

similar to UniRef100_A0JMI5 Cluster: Gsn
protein; n=1; Danio rerio|Rep: Gsn

protein - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (30%)"

UniRef100_Q8UZ16 Cluster: E4 protein;
n=1; Phocoena spinipinnis

papillomavirus|Rep: E4 protein -
Phocoena spinipinnis papillomavirus,

partial (7%)"

similar to UniRef100_Q4SA38 Cluster:
Chromosome 12 SCAF14692, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

12 SCAF14692, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (10%)"

homologue to UniRef100_Q4S1N4
Cluster: Chromosome 6 SCAF14768,

whole genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

6 SCAF14768, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (14%)"

homologue to UniRef100_UPI000036290C
Cluster: Guanine nucleotide-binding

protein subunit beta 4 (Transducin beta
chain 4).; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Guanine nucleotide-binding protein

subunit beta 4 (Transducin beta chain 4). -
Takifugu rubripes, parti

TC103893 TC93432 TC121338 TC100421 TC123388 TC97908 TC97468
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図-44 精巣でのジヒドロテストステロン（DHT）マーカー候補遺伝子 
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■Estrone 2ng/L ■Estrone 20ng/L ■Estrone 200ng/L ■NDMA 10ng/L ■NDMA 100ng/L ■NDMA 1000ng/L･■Triclosan 50ng/L ■Triclosan 500ng/L ■Triclosan 5000ng/L ■Flutamide 10μg/L ■Flutamide 100μg/L ■Flutamide 1000μg/L ■Cyclophosphamide 

5ng/L ■Cyclophosphamide 50ng/L ■Cyclophosphamide 500ng/L ■Clarithromycin 50ng/L ■Clarithromycin 500ng/L ■Clarithromycin 5000ng/L ■DHT 40ng/L ■DHT 400ng/L ■DHT 4000ng/L  

■201111 流入下水 ■201111 2次処理水 ■2011112 塩素処理水 ■201111担体処理水 ■201009 流入下水 ■201009  2次処理水 ■201012 流入下水 ■201012 2次処理水 ■201012 塩素処理水 
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similar to UniRef100_UPI00006604DE
Cluster: FH1/FH2 domain-containing

protein 1 (Formin homolog overexpressed
in spleen 1) (FHOS) (Formin homology 2

domain-containing protein 1).; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: FH1/FH2 domain-

containing protein 1 (Formin hom

similar to UniRef100_Q4S496 Cluster:
Chromosome 1 SCAF14742, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
1 SCAF14742, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (9%)"

similar to UniRef100_Q4RGE3 Cluster:
Chromosome 18 SCAF15100, whole

genome shotgun sequence; n=1;
Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome

18 SCAF15100, whole genome shotgun
sequence - Tetraodon nigroviridis (Green

puffer), partial (5%)"

homologue to UniRef100_UPI00006601AC
Cluster: mannosidase, alpha, class 2A,

member 2; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
mannosidase, alpha, class 2A, member 2 -

Takifugu rubripes, partial (17%)"

similar to UniRef100_Q4SKL2 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF14565,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF14565, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (53%)

UniRef100_Q4SMD2 Cluster:
Chromosome 3 SCAF14553, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
3 SCAF14553, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), partial (30%)"

similar to UniRef100_UPI0000660C49
Cluster: Transcription initiation factor

TFIID subunit 4 (TBP-associated factor 4)
(Transcription initiation factor TFIID 135

kDa subunit) (TAF(II)135) (TAFII-135)
(TAFII135) (TAFII-130) (TAFII130).; n=2;

Takifugu rubrip

UniRef100_A2ULL1 Cluster: Short-chain
dehydrogenase/reductase SDR; n=1;
Escherichia coli B|Rep: Short-chain

dehydrogenase/reductase SDR -
Escherichia coli B, partial (5%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI0000660698 Cluster:

Homolog of Brachydanio rerio
""Prostaglandin D synthase homolog.;

n=1; Takifugu rubripes|Rep: Homolog of
Brachydanio rerio ""Prostaglandin D

synthase homolog. - Takifugu rubripes,
partial (98%)"

UniRef100_P53480 Cluster: Actin, alpha
cardiac; n=6; Clupeocephala|Rep: Actin,
alpha cardiac - Fugu rubripes (Japanese

pufferfish) (Takifugu rubripes), complete"

CDK008902 CDK045301 TC114584 TC101715 TC105320 TC96116 CFM165986 CAM138996 TC98249 TC110303
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図-45 脳でのジヒドロテストステロン（DHT）マーカー候補遺伝子 
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weakly similar to UniRef100_A6BLZ3
Cluster: Phosvitinless vitellogenin;

n=1; Mugil cephalus|Rep:
Phosvitinless vitellogenin - Mugil
cephalus (Flathead mullet) (Mugil

japonicus), partial (86%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88
Cluster: Vitellogenin 1; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias

latipes (Medaka fish) (Japanese
ricefish), partial (18%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88
Cluster: Vitellogenin 1; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias

latipes (Medaka fish) (Japanese
ricefish), partial (16%)"

weakly similar to UniRef100_Q3V7A0
Cluster: Phosvitinless vitellogenin;

n=1; Pagrus major|Rep: Phosvitinless
vitellogenin - Pagrus major (Red sea
bream) (Chrysophrys major), partial

(11%)"

UniRef100_Q8UW61 Cluster:
Vitellogenin II; n=1; Oryzias

latipes|Rep: Vitellogenin II - Oryzias
latipes (Medaka fish) (Japanese

ricefish), partial (9%)"

UniRef100_Q8UW88 Cluster:
Vitellogenin 1; n=1; Oryzias

latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias
latipes (Medaka fish) (Japanese

ricefish), partial (9%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88
Cluster: Vitellogenin 1; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias

latipes (Medaka fish) (Japanese
ricefish), partial (12%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88
Cluster: Vitellogenin 1; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias

latipes (Medaka fish) (Japanese
ricefish), partial (11%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88
Cluster: Vitellogenin 1; n=1; Oryzias
latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias

latipes (Medaka fish) (Japanese
ricefish), partial (37%)"

UniRef100_Q8UW88 Cluster:
Vitellogenin 1; n=1; Oryzias

latipes|Rep: Vitellogenin 1 - Oryzias
latipes (Medaka fish) (Japanese

ricefish), partial (10%)"

TC108945 TC113386 TC120299 TC101946 TC121206 TC121943 TC108518 TC122154 TC113040 TC98208
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図-46 流入下水曝露時の肝臓マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子上位1～10) 
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UniRef100_Q8UW88 Cluster: Vitellogenin 1;
n=1; Oryzias latipes|Rep: Vitellogenin 1 -
Oryzias latipes (Medaka fish) (Japanese

ricefish), partial (9%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88 Cluster:
Vitellogenin 1; n=1; Oryzias latipes|Rep:

Vitellogenin 1 - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (7%)"

homologue to UniRef100_Q8UW88 Cluster:
Vitellogenin 1; n=1; Oryzias latipes|Rep:

Vitellogenin 1 - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (16%)"

similar to UniRef100_Q4S6V4 Cluster:
Chromosome 14 SCAF14723, whole genome

shotgun sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome 14 SCAF14723,
whole genome shotgun sequence - Tetraodon

nigroviridis (Green puffer), partial (58%)"

UniRef100_Q8UW88 Cluster: Vitellogenin 1;
n=1; Oryzias latipes|Rep: Vitellogenin 1 -
Oryzias latipes (Medaka fish) (Japanese

ricefish), partial (10%)"

similar to UniRef100_Q8UW88 Cluster:
Vitellogenin 1; n=1; Oryzias latipes|Rep:

Vitellogenin 1 - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (36%)"

similar to UniRef100_UPI000065FA1E Cluster:
Homolog of Homo sapiens ""Protein FAM20C

precursor; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Homolog of Homo sapiens ""Protein FAM20C
precursor - Takifugu rubripes, partial (67%)"

homologue to UniRef100_P79817 Cluster:
Choriogenin H precursor; n=1; Oryzias

latipes|Rep: Choriogenin H precursor - Oryzias
latipes (Medaka fish) (Japanese ricefish),

partial (31%)"

homologue to UniRef100_Q8JHT8 Cluster:
Choriogenin H; n=1; Oryzias latipes|Rep:

Choriogenin H - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (34%)"

similar to UniRef100_UPI000019B89E Cluster:
proline rich protein 2 (predicted); n=1; Rattus

norvegicus|Rep: proline rich protein 2
(predicted) - Rattus norvegicus, partial (12%)"

TC114857 CBJ913182 TC117748 TC96276 TC125425 TC106705 TC107791 TC120637 TC116018 TC118510
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図-47 流入下水曝露時の肝臓マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子10-20) 
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■Estrone 2ng/L ■Estrone 20ng/L ■Estrone 200ng/L ■NDMA 10ng/L ■NDMA 100ng/L ■NDMA 1000ng/L･■Triclosan 50ng/L ■Triclosan 500ng/L ■Triclosan 5000ng/L ■Flutamide 10μg/L ■Flutamide 100μg/L ■Flutamide 1000μg/L ■Cyclophosphamide 

5ng/L ■Cyclophosphamide 50ng/L ■Cyclophosphamide 500ng/L ■Clarithromycin 50ng/L ■Clarithromycin 500ng/L ■Clarithromycin 5000ng/L ■DHT 40ng/L ■DHT 400ng/L ■DHT 4000ng/L  

■201111 流入下水 ■201111 2次処理水 ■2011112 塩素処理水 ■201111担体処理水 ■201009 流入下水 ■201009  2次処理水 ■201012 流入下水 ■201012 2次処理水 ■201012 塩素処理水 
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weakly similar to UniRef100_P82951 Cluster:
Hepcidin precursor; n=2; Moronidae|Rep:
Hepcidin precursor - Morone chrysops x

Morone saxatilis (White bass x Striped bass),
partial (86%)"

weakly similar to UniRef100_P82951 Cluster:
Hepcidin precursor; n=2; Moronidae|Rep:
Hepcidin precursor - Morone chrysops x

Morone saxatilis (White bass x Striped bass),
partial (86%)"

similar to UniRef100_P82951 Cluster: Hepcidin
precursor; n=2; Moronidae|Rep: Hepcidin

precursor - Morone chrysops x Morone
saxatilis (White bass x Striped bass), partial

(68%)"

UniRef100_Q91184 Cluster: L-SF precursor;
n=1; Oryzias latipes|Rep: L-SF precursor -
Oryzias latipes (Medaka fish) (Japanese

ricefish), partial (16%)"

weakly similar to UniRef100_P82951 Cluster:
Hepcidin precursor; n=2; Moronidae|Rep:
Hepcidin precursor - Morone chrysops x

Morone saxatilis (White bass x Striped bass),
partial (81%)"

weakly similar to UniRef100_Q5CAJ4 Cluster:
Hepcidin-like; n=2; Percomorpha|Rep:
Hepcidin-like - Scophthalmus maximus

(Turbot), partial (97%)"

UniRef100_Q7T1J9 Cluster: Ribosomal protein
S10; n=1; Danio rerio|Rep: Ribosomal protein

S10 - Danio rerio (Zebrafish) (Brachydanio
rerio), partial (51%)"

similar to UniRef100_UPI000065E97C Cluster:
3-beta-hydroxysteroid-Delta(8),Delta(7)-
isomerase  (Cholestenol Delta-isomerase)

(Delta(8)-Delta(7) sterol isomerase) (D8-D7
sterol isomerase) (Emopamil-binding

protein).; n=1; Takifugu rubripes|Rep: 3-beta-
hydr

UniRef100_Q7T2Z2 Cluster: Cytochrome P450
1A; n=1; Oryzias latipes|Rep: Cytochrome

P450 1A - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (24%)"

TC118235 TC117453 TC106953 TC111221 TC117304 TC95564 TC121346 TC123513 TC91226 TC122386
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図-48 エラでの流入下水マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子1-10) 
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similar to UniRef100_UPI000065E19C Cluster:
Squalene monooxygenase  (Squalene

epoxidase) (SE).; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Squalene monooxygenase  (Squalene

epoxidase) (SE). - Takifugu rubripes, partial
(7%)"

similar to UniRef100_Q4RIF6 Cluster:
Chromosome 11 SCAF15043, whole genome

shotgun sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome 11 SCAF15043,
whole genome shotgun sequence - Tetraodon

nigroviridis (Green puffer), partial (84%)"

similar to emb|X68927.1|CHCKRRNL1
Chloroplast Chlamydomonas komma rrnL

gene, exon 1, partial (28%)"

similar to UniRef100_Q6RIA8 Cluster: 14-alpha
demethylase; n=1; Fundulus heteroclitus|Rep:
14-alpha demethylase - Fundulus heteroclitus

(Killifish) (Mummichog), partial (89%)"

similar to UniRef100_Q4RWB9 Cluster:
Chromosome 2 SCAF14990, whole genome

shotgun sequence; n=1; Tetraodon
nigroviridis|Rep: Chromosome 2 SCAF14990,
whole genome shotgun sequence - Tetraodon

nigroviridis (Green puffer), partial (42%)"

UniRef100_A5HL74 Cluster: HMG CoA-
reductase; n=1; Oryzias latipes|Rep: HMG

CoA-reductase - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), partial (41%)"

UniRef100_Q6JZS3 Cluster: Cytochrome P450
1A1; n=1; Oryzias latipes|Rep: Cytochrome

P450 1A1 - Oryzias latipes (Medaka fish)
(Japanese ricefish), complete"

similar to UniRef100_UPI000065D183 Cluster:
Homolog of Homo sapiens ""Cathepsin L2

precursor; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Homolog of Homo sapiens ""Cathepsin L2

precursor - Takifugu rubripes, partial (57%)"

similar to emb|X68927.1|CHCKRRNL1
Chloroplast Chlamydomonas komma rrnL

gene, exon 1, partial (28%)"

similar to UniRef100_UPI000065EC07 Cluster:
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase,

cytoplasmic  (HMG-CoA synthase) (3-hydroxy-
3-methylglutaryl coenzyme A synthase).; n=1;

Takifugu rubripes|Rep:
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase,

cytoplasmic  (HMG-CoA syntha

TC114613 TC89617 TC110754 TC98773 TC110544 TC125251 TC89121 TC108986 TC118562 TC106151
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図-49 エラでの流入下水マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子10-20) 
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UniRef100_Q8JIN1 Cluster: Embryonic
beta-type globin; n=1; Oryzias

latipes|Rep: Embryonic beta-type
globin - Oryzias latipes (Medaka fish)

(Japanese ricefish), complete"

weakly similar to UniRef100_A7UH93
Cluster: Ependymin; n=1; Perca

flavescens|Rep: Ependymin - Perca
flavescens (Yellow perch), partial

(87%)"

UniRef100_Q8JIN1 Cluster: Embryonic
beta-type globin; n=1; Oryzias

latipes|Rep: Embryonic beta-type
globin - Oryzias latipes (Medaka fish)

(Japanese ricefish), complete"

weakly similar to UniRef100_Q5DVG8
Cluster: Apolipoprotein AI; n=1;

Platichthys flesus|Rep: Apolipoprotein
AI - Platichthys flesus (European

flounder), partial (56%)"

homologue to UniRef100_A0DQ15
Cluster: Chromosome undetermined
scaffold_6, whole genome shotgun

sequence; n=1; Paramecium
tetraurelia|Rep: Chromosome

undetermined scaffold_6, whole
genome shotgun sequence -

Paramecium tetraurelia, partial (6%)"

similar to UniRef100_Q3VLW5 Cluster:
Helix-turn-helix, Fis-type; n=1;

Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-
1|Rep: Helix-turn-helix, Fis-type -

Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-
1, partial (7%)"

similar to UniRef100_UPI0000660E89
Cluster: olfactomedin 4 precursor;

n=1; Takifugu rubripes|Rep:
olfactomedin 4 precursor - Takifugu

rubripes, partial (57%)"

similar to UniRef100_Q7T3E1 Cluster:
Zgc:63938; n=1; Danio rerio|Rep:

Zgc:63938 - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (48%)"

weakly similar to UniRef100_Q7T3E1
Cluster: Zgc:63938; n=1; Danio

rerio|Rep: Zgc:63938 - Danio rerio
(Zebrafish) (Brachydanio rerio), partial

(63%)"

similar to UniRef100_UPI0000ECA51A
Cluster: solute carrier family 39 (metal

ion transporter), member 11; n=1;
Gallus gallus|Rep: solute carrier family
39 (metal ion transporter), member 11

- Gallus gallus, partial (8%)"

TC115522 TC93880 TC113479 TC121351 TC108734 TC108191 TC102880 TC89983 TC94685 TC92627
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図-50 精巣での流入下水マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子1-10) 
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■Estrone 2ng/L ■Estrone 20ng/L ■Estrone 200ng/L ■NDMA 10ng/L ■NDMA 100ng/L ■NDMA 1000ng/L･■Triclosan 50ng/L ■Triclosan 500ng/L ■Triclosan 5000ng/L ■Flutamide 10μg/L ■Flutamide 100μg/L ■Flutamide 1000μg/L ■Cyclophosphamide 

5ng/L ■Cyclophosphamide 50ng/L ■Cyclophosphamide 500ng/L ■Clarithromycin 50ng/L ■Clarithromycin 500ng/L ■Clarithromycin 5000ng/L ■DHT 40ng/L ■DHT 400ng/L ■DHT 4000ng/L  

■201111 流入下水 ■201111 2次処理水 ■2011112 塩素処理水 ■201111担体処理水 ■201009 流入下水 ■201009  2次処理水 ■201012 流入下水 ■201012 2次処理水 ■201012 塩素処理水 
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homologue to UniRef100_Q4T2K1 Cluster:
Chromosome undetermined SCAF10255,
whole genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
undetermined SCAF10255, whole genome
shotgun sequence - Tetraodon nigroviridis

(Green puffer), partial (93

weakly similar to UniRef100_Q7T3E1
Cluster: Zgc:63938; n=1; Danio rerio|Rep:

Zgc:63938 - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (48%)"

weakly similar to UniRef100_Q7T3E1
Cluster: Zgc:63938; n=1; Danio rerio|Rep:

Zgc:63938 - Danio rerio (Zebrafish)
(Brachydanio rerio), partial (60%)"

weakly similar to
UniRef100_UPI000065FB56 Cluster:

Homolog of Brachydanio rerio ""Dab2
protein.; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
Homolog of Brachydanio rerio ""Dab2

protein. - Takifugu rubripes, partial (16%)"

similar to UniRef100_Q4RHR8 Cluster:
Chromosome 8 SCAF15044, whole
genome shotgun sequence; n=1;

Tetraodon nigroviridis|Rep: Chromosome
8 SCAF15044, whole genome shotgun

sequence - Tetraodon nigroviridis (Green
puffer), complete"

similar to UniRef100_UPI0000660E88
Cluster: olfactomedin 4 precursor; n=1;
Takifugu rubripes|Rep: olfactomedin 4
precursor - Takifugu rubripes, partial

(60%)"

weakly similar to UniRef100_Q5DVG8
Cluster: Apolipoprotein AI; n=1;

Platichthys flesus|Rep: Apolipoprotein AI
- Platichthys flesus (European flounder),

partial (78%)"

weakly similar to UniRef100_Q5DVG8
Cluster: Apolipoprotein AI; n=1;

Platichthys flesus|Rep: Apolipoprotein AI
- Platichthys flesus (European flounder),

partial (89%)"

weakly similar to UniRef100_Q5DVG8
Cluster: Apolipoprotein AI; n=1;

Platichthys flesus|Rep: Apolipoprotein AI
- Platichthys flesus (European flounder),

partial (75%)"

TC113298 TC123596 TC100846 TC118975 TC105003 TC94765 TC102769 TC121294 TC108859 TC119166

遺
伝
子
発
現
倍
率

lo
g 2

(曝
露
区

/
対
照
区

)

プローブ名

化学物質

化学物質

化学物質

NDMA シクロホスファミド

クラリスロマイシン

 

図-51 精巣での流入下水マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子10-20) 
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similar to UniRef100_A8IER2 Cluster:
Intestinal fatty acid-binding protein; n=1;

Paralichthys olivaceus|Rep: Intestinal fatty
acid-binding protein - Paralichthys olivaceus

(Japanese flounder), complete"

similar to UniRef100_UPI0000365474
Cluster: Fatty acid-binding protein,

intestinal (I-FABP) (FABPI).; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: Fatty acid-binding protein,

intestinal (I-FABP) (FABPI). - Takifugu
rubripes, partial (98%)"

weakly similar to UniRef100_Q762N0
Cluster: CC chemokine; n=1; Paralichthys

olivaceus|Rep: CC chemokine - Paralichthys
olivaceus (Japanese flounder), partial

(70%)"

weakly similar to UniRef100_P05140
Cluster: Type-2 ice-structuring protein

precursor; n=1; Hemitripterus
americanus|Rep: Type-2 ice-structuring

protein precursor - Hemitripterus
americanus (Sea raven), partial (30%)"

similar to UniRef100_UPI00006600FC
Cluster: Homolog of Homo sapiens ""Splice
Isoform 1 of Transmembrane glycoprotein

NMB precursor; n=1; Takifugu
rubripes|Rep: Homolog of Homo sapiens

""Splice Isoform 1 of Transmembrane
glycoprotein NMB precursor - Takifu

UniRef100_Q8JIN1 Cluster: Embryonic beta-
type globin; n=1; Oryzias latipes|Rep:

Embryonic beta-type globin - Oryzias latipes
(Medaka fish) (Japanese ricefish), complete"

similar to UniRef100_A8D3K0 Cluster:
Apolipoprotein; n=1; Lates calcarifer|Rep:

Apolipoprotein - Lates calcarifer
(Barramundi), partial (79%)"

similar to UniRef100_UPI000065CF04
Cluster: Transmembrane 4 L6 family

member 19.; n=1; Takifugu rubripes|Rep:
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図-52 脳での流入下水マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子1-10) 
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図-53 脳での流入下水マーカー候補遺伝子(高発現遺伝子10-20) 
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図-18～45は、各化学物質、臓器毎にマーカー探

索を行った結果である。横軸は抽出された遺伝子名

とその説明、縦軸は対照区との発現倍率である。な

お、図は、高濃度区で遺伝子発現倍率が高くなった

上位 10 遺伝子を掲載している。例えば、エストロ

ン曝露時の肝臓での抽出された遺伝子をみると（図

-18）、TC107791、TC9610 遺伝子は、エストロン

曝露区で濃度依存性がみられ、他の化学物質では遺

伝子発現は変化していない。流入下水では遺伝子発

現が高倍率になっていることから、流入下水には、

エストロンすなわち女性ホルモンが含まれているこ

とがわかる。これらの遺伝子は、エストロン（女性

ホルモン物質）のマーカー候補遺伝子になると考え

られる。2次処理水、塩素処理水、担体処理水では、

遺伝子発現強度は低いことから、女性ホルモン物質

は下水処理過程で除去されていることがわかる。エ

ストロンはエラ（図-19）、精巣（図-20）、脳（図-21）

でも応答しているが、全ての流入下水曝露区で応答

していないことから、エストロンの検出は、肝臓が

適していると考えられる。 

図-22～25 は、NDMA のマーカー遺伝子の抽出

結果である。肝臓では TC98217、エラでは

CAU169583、精巣では CAM138678、脳では

CAM337375 遺伝子が、NDMA と濃度依存性を有

し、流入下水曝露区でも高発現となっていた。これ

らの遺伝子は、各下水処理水曝露区で高発現となっ

ていないことから、下水処理過程で発がん性物質は

除去されていると考えられる。 

図-26～29は、トリクロサンのマーカー遺伝子の

抽出結果である。肝臓、エラではマーカー遺伝子は

抽出されてこなかったが、精巣ではTC125005、脳

では TC107067 がトリクロサンと濃度依存性を有

し、下水試料でも高発現となっていた。下水処理レ

ベルの高度化に従い、遺伝子発現倍率も低下してい

ることから、下水処理過程でトリクロサン様物質は

減少していると考えられる。 

図-30～33はフルタミドのマーカー遺伝子の抽出

結果である。肝臓では TC102198、精巣では

CDK199844遺伝子が、濃度依存性を有し、下水処

理曝露区でも検出された。肝臓のTC102198遺伝子

は、下水処理レベルの高度化に従い、遺伝子発現強

度が低下する傾向を示した。 

図-34～37は、シクロホスファミドの結果である。

濃度依存性を有する遺伝子は抽出されたが、下水試

料で高発現となるものはなかった。シクロホスファ

ミドは、抗がん剤であるが流入下水に高濃度で含まれ

ていない可能性があり、このため流入下水試料で遺伝

子発現が高発現にならなかった可能性がある。 

図-38～41はクラリスロマイシンのマーカー遺伝子

の抽出結果である。エラのTC124985遺伝子は、濃度

依存性を有し、流入下水、2 次処理水曝露区で高発現

となった。 

図-42～45 は DHT のマーカー遺伝子の抽出結果で

ある。精巣のTC9432遺伝子は濃度依存性を有し、流

入下水曝露区で高発現となった。 

今回曝露実験に使用したモデル化学物質以外にも、

下水試料には様々な物質が含まれていると考えられる。

そこで、流入下水で高発現となる遺伝子を抽出し、化

学物質の曝露実験での遺伝子発現との関係を調べた。 

図-46,47は、肝臓で流入下水に高応答を示した遺伝

子である。図は、201111流入下水曝露区で昇順ソート

した上位 20 位までを掲載している。図より

vitellogenin、choriogeninと情報が付く遺伝子が多い

ことがわかる。エストロンも高くなっており、流入下

水のメダカへの影響としては、女性ホルモン作用が大

きいことがわかる。 

図-48,49は、エラで流入下水に高応答を示した遺伝

子である。ヘプシジン（hepcidin）と情報が付いた遺

伝子が、上位を占め、トリクロサン高濃度曝露区でも

高発現となっていることがわかる。P4501A1遺伝子な

ども下水試料曝露区で高発現となっているが、モデル

化学物質では低発現である。未知の物質が、エラに影

響を与えていることがわかる。 

図-50,51は、精巣で流入下水に高応答を示した遺伝

子である。Embryonic beta-type globinの遺伝子発現

が高発現になることがわかった。この遺伝子はモデル

化学物質曝露区では高発現になっていないことから、

下水試料中の未知物質が影響を与えている。

Apolipoprotein遺伝子は、下水で高発現になると同時

に NDMA、シクロホスファミド、クラリスロマイシン

で高発現となっていた。 

図-52,53は、脳で流入下水に高応答を示した遺伝子

である。Faty acid-bindding protein,chemokineは、

流入下水曝露区で高発現となっている。この遺伝子は

モデル化学物質曝露区では高発現になっていないこと

から、下水試料中の未知物質が影響を与えている。脳

でも Apolipoprotein 遺伝子が高発現になることがわ

かった。 

臓器によって化学物質の応答遺伝子が異なることが

わかった。下水試料に含まれる化学物質の影響を幅広
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く検出する場合は、臓器毎の遺伝子発現解析を行う

必要がある。例えば、女性ホルモン様作用の検出は

肝臓、発がん性物質の検出は脳、医薬品類はエラと

いうように臓器毎に解析することにより、多角的な

毒性評価が可能となる。 

4.4.2 統計解析による毒性評価 

図-54、55は、代表例としてエストロン曝露区と下

水試料曝露区の全遺伝子発現データを用いて、ユーク

RUN1
RUN2

RUN3

RUN4 RUN5 RUN6

図-56 肝臓での化学物質、下水試料曝露区のユークリッド距離(d)、ピアソン相関係数、θ、生理活性度
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図-55 肝臓での下水試料曝露区のユークリッ
ド距離とピアソン相関の関係
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リッド距離とピアソン相関の関係を作図したもので

ある。図より、エストロン曝露では高濃度曝露区で、

ピアソン相関係数が低下（θ の増加）することがわ

かる。下水試料でも流入下水曝露区でピアソン相関

係数が低下（θ の増加）し、処理レベルが上がるにし

たがい、θ が小さくなり、ベクトルの方向がコントロ

ールに近づくことがわかる。図-56 は、各曝露区のユ

ークリッド距離(d)、ピアソン相関係数（cosθ）、θ、生
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図-57 エラでのエストロン曝露区のユークリッ
ド距離とピアソン相関の関係

図-58 エラでの下水試料曝露区のユークリッ
ド距離とピアソン相関の関係

図-59 エラでの化学物質、下水試料曝露区のユークリッド距離(d)、ピアソン相関係数、θ、生理活性度
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理活性度（Degree of physiological activity）を表示

したものである。図より、エストロン高濃度区、流

入下水でピアソン相関係数の低下（θ の増加）がみ

られる。201111下水試料でこれらの傾向をみると処

理レベルが高度化するに従い、ピアソン相関係数の上

昇（θの低下）、生理活性度は、１に近づくことがわか

る。 

図-57,58,59 はエラの結果である。ベクトル表示の
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図-60 精巣でのエストロン曝露区のユークリッ
ド距離とピアソン相関の関係

図-61 精巣での下水試料曝露区のユークリッ
ド距離とピアソン相関の関係

図-62 精巣での化学物質、下水試料曝露区のユークリッド距離(d)、ピアソン相関係数、θ、生理活性度
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図より、エラではエストロン濃度の違いは顕著にみ

られないが、下水試料では、処理レベルが高度化す

るに従い、ベクトルがコントロールに近づくことが

みて取れる。処理レベルの高度化によりピアソン相

関係数の上昇（θの低下）、生理活性度も１へ近づいて

おり、影響が低減していることがわかる。 

図-60,61,62 は精巣の結果である。下水試料曝露区

ではエラと同様の結果を示した。エストロン曝露区で 
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図-63 脳でのエストロン曝露区のユークリッ
ド距離とピアソン相関の関係

図-64 脳での下水試料曝露区のユークリッ
ド距離とピアソン相関の関係

図-65 脳での化学物質、下水試料曝露区のユークリッド距離(d)、ピアソン相関係数、θ、生理活性度
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図-61 肝臓での機能別遺伝子セットによる化学物質、下水試料曝露区の生理活性度

図-62 エラでの機能別遺伝子セットによる化学物質、下水試料曝露区の生理活性度
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図-63 精巣での機能別遺伝子セットによる化学物質、下水試料曝露区の生理活性度

図-64 脳での機能別遺伝子セットによる化学物質、下水試料曝露区の生理活性度
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は、濃度の上昇に従い、生理活性度が低下する傾向

がみられた。図-63,64,65 は脳の結果である。下水

試料曝露区では肝臓、エラ、精巣と同様の結果を示

した。エストロン曝露区では、高濃度曝露区で、生

理活性度が低下する傾向がみられた。 

以上は全遺伝子セットによる解析であるが、より

生物影響を明確にするため、遺伝子を生物機能毎に

グルーピングした遺伝子セットを用いて、ユークリ

ッド距離とピアソン相関係数から、生理活性度を算

出した。遺伝子のグルーピングは、geneontology情

報のbiological process1階層目でグルーピングした。

グループは、代謝プロセス（metabolic process）、

刺激反応（response to stimulation）、発達プロセス

（developmental process）、遺伝子発現（gene 

expression）、再生産（reproduction）,生長（growth）、

免疫システムプロセス（immune system process）

である。 

図-66～69は、上記グループの遺伝子セットを用

いて、生理活性度を算出した結果である。図-66 は

肝臓の結果であるが、201111に着目すると、流入下

水、2次処理水では、metabolic process, response to 

stimulation, developmental process, reproduction, 

immune system processが1より高い値となり影響

を受けていることがわかる。reproductionはエスト

ロン高濃度区でも、影響がみられている。処理レベ

ルが高度化するに従い影響は低減していることがわ

かる。図-67 はエラの結果であるが、流入下水曝露

区では、growth への影響がみられたが、処理レベ

ルの高度化ともに影響は減少していた。精巣、脳で

は、グループ間での顕著な違いはみられなかった。

以上、統計解析手法による毒性評価からも、下水処

理レベルの高度化により、毒性影響が低減すること

がわかった。 

 

5.おわりに 

本研究では下水処理水に含まれる毒性影響を

迅速検出するため、マイクロアレイによる遺伝子

発現解析手法の適用を試み、以下の順序で研究を

進めた。 

1.メダカマイクロアレイの設計と作成 

2.化学物質濃度と臓器（肝臓、エラ、精巣、脳）

毎の遺伝子発現プロファイルの取得 

3.下水試料に曝露したメダカのマイクロアレイ

による遺伝子発現プロファイルの取得 

4.マーカー候補遺伝子の抽出と統計解析手法を

用いた下水処理水の毒性評価 

本研究成果は以下のとおりである。 

(1) 約 4 万種類の遺伝子を搭載したメダカマ

イクロアレイの設計と作成を行った。各遺

伝子の機能情報も収集した。 

(2) 女性ホルモン、抗男性ホルモン、男性ホル

モン、発がん性物質、殺菌剤、抗生物質、

抗がん剤に曝露したメダカの肝臓、エラ、

精巣、脳の遺伝子発現プロファイルの取得

を行った。 

(3) 流入下水、2次処理水、塩素処理水、担体

処理水に曝露したメダカの遺伝子発現プ

ロファイルの取得を行った。 

(4) 化学物質曝露と下水試料曝露時の遺伝子

発現プロファイルを用いて各物質のマー

カー候補遺伝子の抽出を行った。 

(5) 下水試料曝露時のマーカー候補遺伝子の

遺伝子発現の変化から、流入下水の生物影

響は、女性ホルモンの影響が大きいことが

わかった。処理レベルの高度化に従いこの

影響は低減されることがわかった。 

(6) 遺伝子セットを用いた統計解析から、流入

下水に含まれる毒性は、処理レベルの高度

化に従い、低下することがわかった。 
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Abstract: 

We attempted to apply gene expression analysis by microarray to rapidly assess the 

toxicity of treated sewage. In this study, a medaka microarray was designed on the basis 

of a public gene expression database, and annotation information was added to each 

gene. Medaka were exposed to seven model substances (estrone, triclosan, 

N-nitrosamine, flutamide, clarithromycin, cyclophosphamide and dihydrotestosterone) 

and sewage samples (wastewater influent, secondary effluent, chlorinated water 

following secondary treatment, and carrier treated water following secondary treatment), 

and the gene expression profile of the organs (liver, gill testis and brain) was acquired. 

The toxicity of each sewage sample was evaluated based on the gene expression intensity 

of a marker gene and statistical analysis. As a result, the toxicity of untreated sewage 

was reduced by the sewage treatment process. 
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