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フナおよびオイカワの赤血球を用いた小核試験の

河川の汚染モニタリングヘの効果的適用

Akinori ttakal and Yumi Watabe:丁 he micronucleus test using erythrocytes of CarassFus

species and Zaccο  ρralypus fOr effective mon:toring of genotoxic po‖ utants in r:ver water.

Memoirs of Osaka Shin― Ai College 37(2003).

Abstract.To evaluate the nnicronucleus test using flsh peripheral erythrocytes to detect genotoxic

pollutants in the water en宙 ronment,we examined the frequencies of micronucleated erythrocytes

in the observation of 10,000 erythrocytes per indi宙 dual in Cα ttssJπ s species and Zα θθθ夕Jα切り%S,

captured in upstreanl,nlidstreanl and downstreanl ofTonlio Rivett which runs through the residen―

tial area of Nara. ■ e frequencies were signiflcantly higher in all sampling stations than those in

goldflsh bred in clean water under the laboratory conditions. But the frequencies of rnicronucleat―

ed erythrocytes in the observations of 3,000 erythrocytes per ind市 idualin both species were signi■

icantly higher in only a sampling station. These results indicated that the observations of 10,000

erythrocytes per individual were effect市 e to detect genoto対c pollutants more than those of 3,000

erythrocytes per indi宙 dual.The frequencies of micronucleated immature erythrocytes showed no

signiflcant increase in all sampling stations fronn the controllevels.
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1口 はじめに

小核試験は染色体異常の間接的な検出法と

して、簡便な操作性、結果の信頼性の高さな

どの点で変異原性を検出するための遺伝毒性

試験の 1つ として化学物質の安全性評価に広

く用いられている1'2)。

最近、河川や湖沼、海域等、水環境におけ

る変異原物質の汚染が報告され3,4)、
簡便に

行える小核試験の水生生物への応用が期待さ

れるようになった5)。
魚類を用いた小核試験

は少なくはないが、河川等の汚染モニタリン

グヘの適用例はまだ少ない5,6)。

魚類の小核試験は哺乳類同様一般に赤血球

を用いて行われており6)、
我々も都市近郊の

住宅域を流れる河川で採集したフナおよびオ

イカワについて末梢赤血球における小核出現

頻度を調べ、採集魚を用いる小核試験のモニ

タリングヘの適用の可能性について検討 し

た7)。 その結果、小核試験の有用性は示され

たが、小核を持つ赤血球の頻度が低いので、

検出感度を上げるために観察細胞数を増加さ

せる必要性が示された7)。



そこで、本研究ではこの点に着日し、観察

細胞数を 1個体当たり3,000イ固から10,000個 に

増加させると共に、幼若赤血球のみを選別 し

て調べる方法を併せて行い、月ヽ核試験の効果

的な適用について検討を行った。

2.材料と方法

1)試料魚と採集地

奈良県を流れる富雄川の上流域 (高 山橋 )、

中流域 (近大橋 )、 下流域 (小泉橋 )で採集 した

フナCαγαssグ%s speciesお よびオイカワZπθθ

夕J″

"%S、

両種各10個体を用いた。ただ しォ

イカワに関 しては下流域では採集できなかっ

た。採集時の水温は、上流は24℃ 、中流は

28℃ 、下流は28℃ であつた。対照群 として実

験室内でカルキ抜 きした水道水を用いて23℃

で飼育 したキンギ ョ働 πssグ%s αππ′πs 5個 体

を今回の研究に用いた。

2)小核試験法

塗抹標本は、魚体尾柄部よリヘパリンで内

壁を濡 らした注射器で採取 した末梢血を、直

前にスライド上に 1滴滴 下した牛血清に混合

するように 1滴滴下 し、カバーガラスで細胞

層が 1層 になるように塗抹 し作製 した。

標本は翌 日99%メ チルアルコールに 5分間

色液により染色 し8)、
蛍光顕微鏡で観察 した。

染色液はpH6.8の リン酸緩衝液で希釈 した40

μg/mlの 濃度のものを用い、染色は簡便法に

より染色液 をスライ ドグラスに滴下 し、カ

バーガラスをかけて染色 し、観察 した。

全赤血球10,000個 を観察 し、小核を持つ赤

血球の数を記録 した。また、細胞質が赤 く染

まる幼若赤血球のみ1,000個 を観察 し、小核

を持つ赤血球の数を記録 した。小核は核の周

辺に現れる輪郭が明瞭な球状の小体 として認

めた (Fig。 1)。 統計的差異はFisherの exact

testに より検定 した。

3.結   果

フナにおける小核を持つ赤血球の頻度 (小

核赤血球頻度 )、 幼若赤血球における小核赤

血球頻度、および幼若赤血球の頻度をTable

lに示す。小核赤血球頻度は全赤血球および

幼若赤血球共に上流<中流<下流で、数値的

には似た値を示 した。幼若赤血球は、そのも

のの頻度自体にバラツキがある上に、一般的

に頻度の低い ものが多 く、1,000個 の幼若赤

血球の観察が困難な0.5%未満のもの もしば

しば認められた。

河川で採集 した魚種には対照群が存在 しな

いが、実験室内で汚染されていない水で飼育

した同属種であるキンギ ョを河川で採集 したオレンジ染

Fig.l Micronucleated erythrocytesin Cり Cα ttSSグπS Species and

(B)azθ θθ夕Jα初)π S C011ected from the Tomlo Rive■ Nara,Japan.

Arrows indicate rnicronuclei.
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フナの対照群とすることができると考え、小

核赤血球頻度を調べた結果、全赤血球および

幼若赤血球共に小核は認められなかった。

対照群に対 して各採集地における小核頻度

を比較すると、いずれの採集地点も全赤血球

における小核赤血球頻度が有意な増加として

認められたが、幼若赤血球ではいずれの地点

においても有意差は認められなかった。

オイカワにおける小核赤血球頻度をTablё

2に 示す。オイカワは一般にフナに比べてや

や低い小核赤血球頻度を示 したが、有意な差

ではなかった。オイカワについては単純に別

属のキンギ ョのデータを対照群 とすることが

できないが、便宜的に対照群 として比較 した

丁able l  Frequency of nlicronucleated erythrocytes in Cα %α ssグπS Species conected from the Tonlio River,

Nara,Japan

Locality Frequency of rnicroncleated erythrocytes Frequcncy of illrllnature

in all erythrocytes in immature ewthrocytes   ewthrocytes(%)
dividuals Mcan tt SoD.  Individuals MeanttS.D。Individuals Mcan tt S.D.   Individuals Mcan tt SoD.

(/10000)   (%) (/1000)  (%)
Upstream

Midstream

Downstream l

2

3

4

5

6

7

8

Goldflsh

1 0.016Jヒ 0.017**

2

4

4

2

0

0

0

0 0.026± 0.017**

3

5

2

4

2

1

4

4 0.043± 0.021**

4

5

9

3

4

2

3

0 0.014±  0.038

0

1

0

0

0

0

0.040±  0.055

0 0.067■  O.082

0

2

1

0

1

9。4  3.68± 4.59

12。4

0

1.2

0.5

1。 7

2。4

1.8

9。4  6.03± 9.74

6.9

1。 7

0

28。 5

0

0

1。 7

0.5  1。 85±2.09

0

6.1

3.8

0。 2

1.2

1.6

1.4

6.2  1.96±2.17

2。 3

1.5

0.0

4.1

１

２

３

４

５

６

７

８

０

１

〇

一

１

一

一

〇

１

２

３

４

５

６

７

８

1        0 0.000± 0.000          0 0。 000±  0。 000
2        0                       0
3        0                       0
4        0                     -

5         0                        0
**:signiflcant di■ brence from the data of goldflsh at p<0.01.
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ところ上流域、中流域共に小核赤血球頻度の

有意な増加が認められた。

今回、全赤血球の観察数を増加させること

による小核赤血球の検出感度の上昇を調べる

ため、個体当た り3,000イ固観察 した場合の

データと比較 した。3,000個 の観察ではフナ

について小核赤血球頻度の最も高い下流域の

み対照群に対 して有意な増加が認め られ

(Table 3)、 10,000イ固観察のデータの小核検出

感度が上昇したことが示された。

丁able 2 Frequency of lnicronucleated erythrocytes in Zα θθθ夕Jα ;νつπS C011ected frOnl the TonliO Rivet

Nara,Japan

Locality Frequency of rnicronclcated crythrocytes         Frequency of ilTImature

in all erythrocytes    in irrunature erythrocytes   erythrocytes(%)

Individuals Mcan tt S.D.   Individuals Mcan tt S.Do   lndividuals McanttS.D.

(/10000)  (%) (/1000) (%)
Upstrcam

Midstream

0 0.014± 0.015

1

1

2

4

3

0

0

1 0.021± 0.016

2

3

2

5

3

0

1

- 0.020± 0.045

0

0

1

0

0

- 0。 020±  0。 045

0

0

0

1

0

0 1.63± 1。86

0.8

0.2

1。 8

1.5

3.5

0

5.2

0  0。 48±0.47

1.4

0.5

0。4

0。 8

0。 1

0

0.6

１

　

２

３

　
４

　
５

６

７

　

８

１

２

３

４

５

６

７

８

Tab:e3  Frequency of nlicronucleated erythrocytes in Cα πssグ %s species and Zαθθθ夕JαちゆπSin the observa―

tion of 3000 erythrocytes

Speclcs Locality Frequcncy ofmicronucleated erメ hroCytes

lnd市iduals(/3000)  MCan tt S.D。 (%)

CarrαsJ″s species  Upstream

Midstream

Downstream

Zαccο ′′αりPttS

Goldish

Upstream

Midstream

0,0,2,1,1,0,0,0

0,0,2,0,1,1,0,1

192,2,2,0,1,0,2

0,0,0,0,1,1,0,0

0,0,1,0,1,1,0,0

0,0,0,0,0

0.016± 0。 025

0。 021± 0◆ 025

0。 042± 0。030**

0。 008± 0。 015

0,013± 0。 017

0。000± 0。 000
**:signiflcant dinbrence from the data of goldflsh at p<0.01.
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4.考  察

魚類を用いる小核試験による河川の汚染モ

ニタリングは、河川水中の汚染物質による複

合的な遺伝毒性影響を知ることができるだけ

でなく、生物濃縮や蓄積による河川水中の濃

度以上の影響を知ることができる点で、ま

た、Ames試験のように濃縮等の操作なしで

直接汚染水の影響を知ることができる点で有

用であると考えられる。

魚類を用いる小核試験による変異原性を指

標とする水質汚染のモニタリングを進める上

で 2つの基本的なモデルが考えられる。第 1

は、実際に生虐、する魚類を調べる方法であ

り、第 2は適切な実験魚を実験室内で一定条

件のもと河川水で飼育する方法である。

我々は前者の方法を試み、その結果を報告

したが7)、
変異原物質検出の感度を高めるた

めに赤血球の観察数を増加させることが課題

として提示された。そこで、本研究では、前

回の研究における赤血球の観察を3,0004固 か

ら10,000個 に増加させた。また、検出感度を

高めるための別の方法として幼若赤血球のみ

を観察する方法を併せて行った。

その結果、3,000個 の観察では小核赤血球

の対照群に対する有意な増加はフナの下流域

でのみ認められたが、10,000個 の観察ではフ

ナ、オイカワ共にすべての地点で有意な増加

として認められ、観察数の増加の効果が示さ

れた。

一方、幼若赤血球のみを観察する方法で

は、数値的には全赤血球における小核赤血球

頻度と似た値を示したが、有意な増加として

は示されなかった。また、幼若赤血球自体、

頻度が低いものが多い上に、0.5%未 満の

1,000個 の赤血球を観察することが困難な低

頻度のものもしばしば認められ、幼若赤血球

のみの観察は実用性に問題があることが示さ

れた。なお、魚類の幼若赤血球の頻度は一般

に 1～ 5%と されるので9)、 今回の結果が特

別なものではないといえる。

幼若赤血球は存在期 間の短い新生の赤血球

であるので、化学薬品などの影響評価や限 ら

れた期 間における影響 を調べ るためには精度

も高 く効果的であるが、汚染モニ タリングの

目的で採集魚 に適用する場合、大多数が寿命

の長い成熟赤血球である全赤血球 を観察する

方が、化学物質の生物濃縮や蓄積効果、小核

の蓄積効果 も含め、望 ましい と考 えられる。

今回の採集魚 における小核赤血球の有意 な

増加 に関するリスク評価 については今後の課

題である。採集魚 を用いた小核試験 による汚

染モニ タリングについての問題点等 について

はすべて述べているのでここでは省略する7)。
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