
1.　

水はすべての生き物の生命維持に必須であり，水環境
の汚染は，そこに棲む水生生物はもちろん，飲料水とし
て利用する多くの生物に有害な影響を及ぼす。汚染によ
る有害性のなかでも変異原性，すなわち“遺伝子に突然
変異を誘発する性質”は，発がん性に関連が深いうえ，
生殖細胞に起きた突然変異は世代を越えて伝わることが
あるため，水環境の変異原性のモニタリングは重要な課
題となっている。水の変異原性は，これまで主に微生物
の復帰突然変異を利用したエームス試験によって調べら
れており，変異原性が検出されるケースが少なからずあ
ることが報告されている。微生物に対して変異原性を示
す水は，脊椎動物である魚類の遺伝子にも突然変異を起
こすのであろうか。魚類は，環境汚染のモニタリングに
よく使用されおり，魚類を個体ごと被検溶液に曝露した
ときの変異原性を検出できれば，変異原性のモニタリン
グに有用である。そこで，我々は，変異原性検出遺伝子
を導入した遺伝子導入ゼブラフィッシュ（図 1 ）を作製
し，魚の個体内で生じる突然変異 (in vivo mutagenicity) 
を解析できる検出方法を開発した2)。現在，環境モニタリ

ングへ応用するための第一歩として，典型的な変異原物
質を用いた検出系の検証を行っているので紹介した
い2–4,14)。

2.　

我々が水源として主に利用している地表水には，大量
の工業排水や生活排水が流入している。工業排水には水
質汚濁防止法による排水基準があり，ヒトに対する毒性
をもつ鉛やカドミウムなどの重金属，農薬類などには基
準値がもうけられているが，変異原性については基準値
が設定されるには至っていない。
水の変異原性の検出は，これまで，主にエームス試験
を用いて行われてきた。エームス試験は，サルモネラの
ヒスチジン要求性突然変異株を用いて被検物質による復
帰突然変異を検出する方法である。変異原性 (mutagen-
icity) とは，“遺伝子に突然変異を誘発する性質”である
が，「環境試料に変異原性が検出された」という表現は，
ほとんどの場合，エームス試験で陽性と判定されたとい
うことである。実際の環境試料中にどの程度変異原性が
検出されているかについては，大江らが，1990年から最
近までの世界中からの128報にも及ぶ論文を総説16) にま
とめているので参照されたい。この報告によると，地表
水サンプルの10～30％にエームス試験を用いた変異原性
が検出されている。しかしながら，変異原性を担う物質
が何であるか，分析可能な既知の変異原物質では説明で
きない場合がほとんどである。その理由として，変異原
性を示す数多くの物質が低濃度で存在するために，個々
の物質としての同定が難しいからであると考えられてい
る。
エームス試験は，簡便で再現性のよい優れた方法であ
るが，単細胞生物であるサルモネラと，様々な臓器を備
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図 1 ．遺伝子導入ゼブラフィッシュ。
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えた脊椎動物とでは，大きな隔たりがある。また，魚個
体を用いて遺伝子障害性 (genotoxicity) を調べる方法と
しては，小核試験1) やコメットアッセイ12) があるが，こ
れらは DNA の切断や染色体異常などのおおまかな傷害
を検出する方法であり，誘発された突然変異を定量化
し，塩基配列レベルで解析するためには，新たな方法の
開発が必要であった。齧歯類を用いてヒトに対する発が
ん性を調べてきた研究者にとっても微生物を用いるエー
ムス試験と哺乳類とのギャップは大きく，動物個体を用
いて化学物質の変異原性を検出できたらという強い要望
から，1990年前後に変異原性検出用のモニター遺伝子を
導入した遺伝子導入マウスが開発された15)。同じころ，
熱帯魚のゼブラフィッシュで遺伝子導入系統が作製可能
であることが報告された17)。そこで，我々は変異原性検
出用のモニター遺伝子を導入した遺伝子導入魚の作製に
着手し5)，5 年余の歳月を掛けて変異原性検出用の遺伝子
導入魚系統の確立に成功した2)。この遺伝子導入魚を用い
ると，魚個体を被検物質溶液に曝露した後に，化学物質
の吸収，分布，濃縮，排泄，細胞内での代謝活性化，分
解，DNA 修復等を経た結果として，魚の臓器の DNA 
に生じた突然変異を，エームス試験同様に寒天培地に形

成されたコロニーとして検出できることになる6–9)（図
 2 ）。

3.　rpsL 2)

図 3 に遺伝子導入魚の作製に用いたプラスミド 
pML411) を示した。我々の確立した遺伝子導入魚系統で
は，このプラスミドが同一方向に複数つながって，染色
体の一本（おそらく一カ所）に組み込まれていると考え
られる。組み込まれたコピー数はハプロイドゲノムあた
り約350で，世代を超えて受け継がれ，我々は既に10世
代以上にわたって維持し続けている。変異原性を検出す
るときには，この組み込まれたプラスミドを，魚のゲノ
ムから取り出して再びプラスミドの形にして大腸菌に導
入する。いったん魚に組み込んだものをまた取り出すこ
とから，このようなプラスミドはシャトルベクターとも
呼ばれる。
変異原性検出の具体的手順を図 4 に示した。被検溶液
への曝露には，胚か成魚を用いる。胚を用いる場合
は，遺伝子導入魚を非遺伝子導入魚と掛け合わせて受精
卵を得て，これを24時間胚にまで発生させ，約150個
を 1 群として，10 ml の被検物質溶液に入れて曝露する。

図 3 ．遺伝子導入魚作製に用いた導入遺伝子と変異原性検出の原理。

図 2 ．エームス試験と遺伝子導入魚を用いた変異原性検出法の比較。
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成魚の場合は，1 匹あたり数 100 ml の溶液中に泳がせ
て曝露する。曝露後，適切な期間おいてから，胚の場合
は150匹をまとめて，成魚の場合は臓器別にあるいは一
匹まるごとからゲノム DNA を抽出する。このゲノム 
DNA を制限酵素処理後，自己環状化すると，魚個体内
に組み込まれていた pML4 が，環状プラスミドとして
回収される（図 4 ）。
変異原性モニター遺伝子 rpsL に生じた突然変異は，
図 3 に示すようにして検出される。rpsL 遺伝子は，大
腸菌のリボソーム蛋白質の 1 つをコードしており，カナ
マイシン (Km) 耐性遺伝子 KanR はこのプラスミドで大
腸菌を形質転換するときのマーカー遺伝子である。この 
pML4 を，Km 感受性かつストレプトマシシン (Sm) 耐
性の大腸菌 RR1 に導入することにより，以下のように 
rpsL に生じた突然変異を検出できる。pML4 を大腸菌 
RR1 に感染させると，Km 耐性の性質が優性であるため 
Km を含むプレートにコロニーを形成する。このとき，
プラスミド上の変異原性検出モニター遺伝子 rpsL 中の
突然変異の有無によって Sm に対する感受性が変わる
（rpsL が正常であると Sm 感受性の性質が優性であるた
め，RR1 は Sm を含むプレートにコロニーを形成でき
ないが，rpsL に突然変異があると，Sm 耐性となって 
Sm を含むプレートにコロニーを形成する）ため，突然
変異を検出できる。突然変異頻度は，Km プレートに生
えたコロニー数を分母に，Km & Sm プレートに生えた
コロニー数を分子にとった数として算出される。

4.　

本遺伝子導入魚を用いて変異原性が検出できるか確か
めるために，24時間胚に，強力な変異原物質であるエチ
ルニトロソウレア2) や N-メチル-N'-ニトロ-N-ニトロソ
グアニジン (MNNG)4) を曝露した。すると，図 5 に示す
ように濃度依存的に突然変異の頻度が上昇し，変異原性
を検出できることが確認された。また，水環境中に存在
する変異原物質として知られるベンゾ (a) ピレンなどの
曝露によっても突然変異頻度が上昇した2,3)。
胚を用いた検出系には，発生異常を観察できる，曝露
容量が少なくてすむなどの利点がある。また，同じ遺伝

子導入魚から何度も採卵できることも，胚を用いる大き
な利点である。しかしながら，胚から稚魚への飼育維持
には手間がかかることから，長期曝露にはあまり適して
いない。一方で，成魚は飼育維持が容易なので，化学物
質の低濃度，長期曝露に適しており，本遺伝子導入魚の
環境サンプルへの応用に有用であると考えられる。そこ
で，つぎに，成魚を用いた変異原性検出の検討を行っ
た。

5.　

成魚は重さにして 0.2～0.5 g 程度であるが，臓器ごと
に採取することも可能である。臓器としては，エラと膵
肝臓を採取することとした。エラは，水中の酸素を取り
込むために多量の水をかん水しており，水中の変異原物
質を取り込んだり，濃縮したりしていると考えられる。
化学物質の代謝を担う肝臓は，ゼブラフィッシュでは膵
臓と肝臓が肉眼では見分けることができない膵肝臓とい
う一つの器官として存在しているため，膵肝臓として採
取した。また，個体全体をホモジェナイズして検出する
ことも試みている。
変異原物質としては，まず，胚の実験にも用いた発癌
物質 MNNG を用いた。MNNG は，アルキル化剤で，
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図 4 ．遺伝子導入魚の胚や成魚を用いた変異原性アッセイの模式図。

図 5 ．MNNG 暴露によって遺伝子導入魚の胚に誘発された突
然変異の頻度。
受精後24時間の胚に 1 時間暴露後，3 日目に変異原性の検
出を行った。
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DNA のグアニンに付加体を形成し，DNA の複製を経て 
G : C 塩基対から A : T 塩基対への置換を引き起こすこ
とが知られている。遺伝子導入魚の成魚を MNNG 溶液
に曝露し，2 週間目に突然変異頻度の検出を行ったとこ
ろ，濃度依存的な突然変異頻度上昇が観察された4)。
変異原物質により形成された付加体はミスペアを形成
するが，細胞のもつ DNA 修復機構によって修復され，
修復できなかったものだけが，DNA 複製を経て突然変
異として定着する。よって，化学物質曝露のあと，適切
な期間をおいてから変異原性の検出をすることが重要
で，この突然変異の定着期間のことを expression time あ
るいは fi xation time と呼ぶ。MNNG に曝露した魚につ
いて，定着期間の効果を調べるために，曝露後 2 週間目
と 3 週間目に魚を採取して変異原性の検出を行ったとこ
ろ，3 週間目のほうが，突然変異頻度が高かった（図 6 ）。
つぎに，MNNG とは異なった機構で突然変異を誘発
するアクリジンマスタードの一種 6-Chloro-9-[3-(2-chlo-
roethylamino)-propylamino]-2-methoxyacridine (ICR-191) 
を用いて，成魚で突然変異が検出できるか検討した14)。
ICR-191 は，二本鎖 DNA の中にインターカレーション
して塩基挿入を起こす変異原物質として知られており，
エームス試験ではフレームシフト型変異を誘発する陽対
照物質として使用されている。遺伝子導入魚の成魚を 
ICR-191 溶液に暴露し，2 週間後と 3 週間後に突然変異
頻度の検出を行ったところ，エラと膵肝臓のいずれにお
いても，2 週間後のサンプルだけに，有意に突然変異頻

度の上昇が観察された。よって，ICR-191 の場合も，適
切な expression time をとることにより，その変異原性を
魚類で検出できることが示された（図 7 ）14)。3 週間目に
突然変異頻度が対照群と同程度に下がってしまう理由に
ついては，細胞の代謝回転による可能性や，突然変異の
定着が魚個体内で起こっていなかった可能性が考えられ
るが，今後の検討が必要である14)。

6.　

本遺伝子導入魚を用いた変異原性検出系の特徴は，変
異原性モニター遺伝子 rpsL の塩基配列を調べることに
より，誘発された突然変異のタイプを知ることができる
ことである。図 8 は，MNNG あるいは ICR-191 によっ
てエラに誘発された突然変異をタイプ別に示したもの
（突然変異のスペクトル）である。MNNG では，G : C 
から A : T への塩基置換が大部分を占めており4)，ICR-191 
では，G : C 塩基対の挿入が大半を占めていた14)。これら
の突然変異は，それぞれ MNNG あるいは ICR-191 の突
然変異誘発機構に特徴的であり，この結果から，成魚を
用いて化学物質に特徴的な突然変異を調べられることが
明らかになった。さらに興味深いことに，どちらの化学
物質の場合も，rpsL 上に突然変異の起こりやすいホッ
トスポットが観察された4,14)。このような突然変異スペク
トルやホットスポットの解析は，未知試料中の変異原物
質の性質を知る上で手がかりになる可能性があり，今

図 6 ．MNNG 暴露によって遺伝子導入魚のエラと膵肝臓に誘発された突然変異の頻度。
　　成魚を 15 mg/L の MNNG に 2 時間暴露後，2 週間目と 3 週間目にエラと膵肝臓を採取し変異原性の検出を行った。

図 7 ．ICR-191 暴露によって遺伝子導入魚のエラと膵肝臓に誘発された突然変異の頻度。
　　成魚を 1 µM の ICR-191 に18時間暴露後，2 週間目と 3 週間目にエラと膵肝臓を採取し変異原性の検出を行った。
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後，さらに多くの化学物質について rpsL ゼブラフィッ
シュを用いてスペクトルやホットスポットの情報を集め
ていきたいと考えている。

7.　

我々の遺伝子導入魚作製の論文が Nature Biotechnolo-
gy に掲載された同じ年（2000年），以前から交流のあっ
たジョージア大学の Winn 博士も変異原性検出用の遺伝
子導入メダカ作製を報告した18)。彼らのメダカには，変
異原性検出用の BigBlue マウスに導入されたものと同じ
ラムダファージがシャトルベクターとして組み込まれて
いる。現在，変異原性検出が可能な遺伝子導入魚は，我
々の遺伝子導入ゼブラフィッシュと，Winn 博士の遺伝
子導入メダカの 2 系統のみである。これらを用いて変異
原性検出が行われた化学物質は，学会報告も含めてま
だ，エチルニトロソウレア2,18)，ベンゾ (a) ピレン2,3)，
MeIQx2,3), ジメチルニトロソアミン19)，3-chloro-4-
(dichloromethyl)-5-hydroxy-2[5H]-furanone (MX)10), meth-
ylazoxymethanol acetate10), MNNG4), ICR-19114) の 8 物質
である。
これらのなかで，水環境に特徴的な変異原物質 MX 

について，遺伝子導入魚を用いて興味深い結果が得られ
ているので少し詳しく触れたい。MX はフミン質を含む
水を塩素消毒したときに生成する消毒副生成物で，エー
ムス試験で強い変異原性を示すことから，有害性が問題
になっている化学物質である。我々が遺伝子導入ゼブラ
フィッシュの胚を用いて予備実験を行ったところ，変異
原性は，ほとんど観察されなかった（未発表）。Geter 
らも Winn 博士の開発した遺伝子導入メダカに暴露した
ところ，肝臓において有意な変異原性は示さなかったと
報告している10)。他の臓器でも陰性なのか検討の余地は
あるし，曝露条件や expression time の検討によって，魚
類でも陽性の結果が得られる可能性は否定できないが，
MX に関する我々や Geter らの結果は，微生物を用いた
エームス試験では得ることのできない，魚個体を用いる
検出法ならではの結果を示す一例かもしれない。ちなみ
に，遺伝子導入マウスを使った実験でも，変異原性は検
出されていない13)。

遺伝子導入魚を用いた変異原性の検出は，まだ緒につ
いたばかりである。今後，さらに多くの化学物質，特に
水環境中に存在する有害物質について，変異原性の検出
を行いつつ，曝露条件や expression time の検討をしてい
く必要があろう。また，多種多様な変異原物質が，その
各々は低濃度で存在している実際の環境を考えるとき，
低濃度長期曝露や複合曝露による検出の検討を行ってい
く必要がある。実際の水環境のモニタリングにおいては，
変異原性のない毒性物質による魚への影響をどうするか
も重要な課題である。我々の開発した遺伝子導入魚が，
少しでも環境保全に役に立つことを願って，今後も研究
を進めるつもりである。
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