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研究成果の概要（和文）：屋外に設置した人工水田におけるジノテフランとイミダクロプリドの連用による環境
中への残留性を明らかにするとともに、水質や微生物の菌数・菌叢の変化を経時的に調査した。土壌中のジノテ
フラン濃度は、1年目と比較して2年目において、期間を通じて上回っており、イミダクロプリド濃度は、年度ご
とに残留濃度が高くなる傾向がみられた。水質項目と微生物数・種類は、農薬散布による大きな差異は認められ
なかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the persistence of dinotefuran and imidacloprid in the 
environment and the changes of water quality and microbial count and type by continuous use in 
artificial paddy fields set up outdoors. The residual concentration of dinotefuran in soil was 
higher in the second year than in the first year throughout the period, and the residual 
concentration of imidacloprid tended to increase every year. No significant difference was observed 
in the water quality items and the microbial count and type due to pesticide spraying.

研究分野： 環境微生物

キーワード： ネオニコチノイド農薬　ジノテフラン　イミダクロプリド　分解菌　影響評価

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物は生態系で主に分解者として重要な役割を担っているので、ネオニコチノイド系農薬によるそれらの生物
活性や多様性の変化を屋外試験で調べる必要がある。その際には、実現場での使用を想定し、長期間・連続施用
における環境中の残留性・蓄積性を明らかにし、分解菌を含む微生物生態系との関連性を明らかにすることが重
要である。また、分解経路や分解産物を明らかにすることは、バイオレメディエーションの観点から重要であ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 現在、世界で広く普及しているネオニコチノイド系農薬は、有機リン系農薬の代替農薬とし
て、1990 年頃にニコチンの構造を参考にして開発された比較的新しい殺虫剤である。神経シナ
プスにあるニコチン性アセチルコリン受容体に結びついて、神経に刺激を与える。現在日本国
内でも多量に使用されており、高い浸透性と残効性から、作物内部に多く吸収され、実際の環
境中に散布された剤の 80〜98％が土壌中に残留することなどが報告されている 1）。これらの中
には、防除対象外の非標的生物種（エビ、カニ、カゲロウやトンボ等）への悪影響やミツバチ
が大量死・大量失踪する蜂群崩壊症候群の原因と疑われている成分もある 2）。そのため、欧州
では期限付きでイミダクロプリドを含むいくつかの成分の使用と販売を禁止し、科学的知見に
基づくリスク評価が進められている。この 20 年間にネオニコチノイド系農薬の世界市場におけ
るシェアは 25％を超え、日本国内における使用量も過去 15 年で 3 倍に増加した。それらの中
でイミダクロプリドは世界で も使用量が多く、ジノテフランは近年、急速に国内で出荷量を
伸ばしており、5年前の 4 倍に増えてネオニコチノイド系農薬の中でトップの出荷量である。	
	 農薬の分解に関する研究は、殺虫剤の持続効果と生物への安全性を評価するために必要であ
る。ネオニコチノイド系農薬の微生物分解については、実験室試験で一定の温度や湿度条件下
において、土壌微生物による分解を検証した報告例はいくつか存在するが、屋外試験における
報告例は存在しない。また、これまでに 7 成分中、アセタミプリド、イミダクロプリド、チア
クロプリド、およびチアメトキサムについて
は分解菌に関する報告が複数存在するが、ク
ロチアニジン、ニテンピラム、およびジノテ
フランについては一つしか報告されていな
い。また、植物、昆虫、動物におけるネオニ
コチノイド系農薬の代謝に関与する酵素や
遺伝子については知られているが、微生物で
は未だに特定されていない。日本においては、
ネオニコチノイド系農薬の使用量が非常に
多いにも関わらず、日本における微生物によ
る分解については、白色腐朽菌が報告されて
いるのみであり 3）、細菌による分解について
の報告はない（図 1）。	
 
 
２．研究の目的 
	 現在、ネオニコチノイド系農薬は日本を含めて世界的に使用量が増加している一方、ミツバ
チやトンボをはじめとする防除対象外の生物への悪影響が懸念されている。環境中では、土壌
や昆虫体内などの広範囲に渡って検出されており、その高い残留性も問題視されている。本研
究では、屋外に人工水田を設け、ネオニコチノイド系農薬処理による影響評価を、分解者とし
て重要な役割を担っている微生物を中心に実施した。また、イミダクロプリドとジノテフラン
分解菌の単離・同定を行い、これらの菌の分解特性の解析から、土壌への残留性との関連性に
ついて考察した。本研究の成果は、複雑な野外環境における農薬の動態や、その場に生息する
微生物も含む全ての生物間相互作用をも加味した生物への影響評価手法の開発につながると思
われる。	
 
 
３．研究の方法 
(1)	農薬処理区画の設置とサンプリング方法	
	 人工水田として、大学内実験圃場に大型プラスチ
ック製コンテナ（幅 1.2	m×長さ 2.8	m×深さ 0.5	m）
を 6 基設置し（図 2）、農薬の連続施用による影響を
想定して、ジノテフランとイミダクロプリド剤の箱
処理（イネ育苗箱への薬剤処理）を 3 年間にわたり
実施した。イネ株の移植後は、刈り取りまでの 5 ヶ
月間（140 日）で 10 回（3 年で計 30 回）のサンプリ
ングを行った。各回、コンテナ内の 20 箇所から計 2	
L の水と、5 箇所から計 200	g の土壌を採取し、実験
用試料とした。	
	
（2）ネオニコチノイド系農薬濃度と水質測定	
	 農薬の濃度は、各試料から抽出・濃縮後に LC-MS/MS で測定した。また、水試料については
COD、全リン、全窒素についても測定した。	
	
（3）微生物の数と種類の経時的変化	
	 採取した水試料と土壌試料のそれぞれについては、適宜滅菌生理食塩水で 10 倍段階希釈し、
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シクロヘキシミド 50	mg/L を添加した R2A 寒天培地とクロラムフェニコール 100	mg/L を添加し
た PDA 寒天培地に 50	µL 塗抹し、25℃で培養した。菌叢変化の解析は寒天培地上のコロニーの
形態観察と PCR-DGGE により行った。	
	
(4)分解菌の特性と増殖阻害試験	
	 各処理区からイミダクロプリド、あるいはジノテフランを単一炭素源あるいは単一窒素源と
した合成培地を用いて分解菌の単離を試みた。菌の増殖が確認できたものは HPLC を用いて農薬
濃度の分解を確認した。さらに得られた菌株は塩基配列情報に基づいて同定を行った。	
	 農薬を 0.2～20.0	g/L の濃度になるように添加した寒天培地を用いて、標準菌株と人工水田
で単離した優占菌株の増殖阻害を確認した。	
	
	
４．研究成果	
(1)	ネオニコチノイド系農薬濃度と水質の経時的変化	
	 採取した水試料と土壌試料の農薬濃度を測定した。水中のイミダクロプリド濃度は 3 年とも
散布 2 時間後でピークとなり、2 年目と 3 年目の残留濃度は 1 年目の残留濃度より下回った。
土壌中のイミダクロプリド濃度は、年度ごとに残留濃度が高くなる傾向がみられた。1年目と 2
年目の水中のジノテフラン濃度は、散布 2 時間後でピークとなり以後急速に減少したが、完全
には分解されず、土壌中のジノテフラン濃度は、1 年目と比較して 2 年目において、期間を通
じて上回っていた。	
	 水質測定の結果、測定した 3項目について 3つの区画で有意な差は認められなかった。	
	
(2)	農薬散布による微生物の数と種類の経時的変化	
	 3 年間の調査で、水と土壌試料ともにイミダクロプリド散布による細菌数と真菌数の著しい
変化は認められなかった。ジノテフラン散布では、水と土壌試料ともに細菌数は未処理区と比
較して大きな差は認められず、真菌数は散布 7 日後に菌数の増加が見られたものの、全体とし
ての有意差は認められなかった。土壌から抽出した DNA を用いて PCR-DGGE による菌叢解析を行
った結果、両剤とも散布による細菌叢と真菌叢に及ぼす影響は確認できなかった。	
	
(3)分解菌の特性と増殖阻害試験	
	 分解菌の単離実験では、両剤とも単一炭素源とした液体培地では菌の増殖を確認することが
できず、単一窒素源とした培地でのみ菌の増殖を確認することができた。分解菌は単離同定後、
-80℃保存し、再度分解試験を実施すると、分解活性が著しく低下したり、分解能を失うといっ
た現象がみられた。 終的に両剤の分解菌として 2 つの属の細菌とジノテフラン分解真菌を 1
菌株単離することができた。農薬処理区画の土壌で両剤とも残留が認められたことや、安定し
た分解活性を示す菌が取得できなかったことなどから、環境中では特に低濃度の剤を分解でき
る微生物が少ないか、もしくは分解に適した状態で存在していない可能性が示唆された。	
	 取得した単離菌（以下 YO1 株）のジノテフラン分解試験では、50	mg/L	ジノテフランが 28
日間の培養後、39.2％減少した。また、HPLC 分析では、YO1 株の増殖過程でジノテフランの分
解に伴い、分解産物と思われる 4	個のピーク面積の増加を確認することができた。	
	 両剤を用いた細菌の増殖阻害試験では、2.0	g/L の高濃度でも影響が確認できなかった。両
剤の環境中でのピーク濃度は増殖阻害がみられた濃度より著しく低いものであったことから、
両剤は短期間・単回施用では微生物に対して、直接的にも間接的にも生育には影響を及ぼさな
い可能性が示された。	
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