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除草剤によるメダカ鰓細胞での小核誘発 （金谷・坪川）

除草剤によるメダカ鰓細胞での小核誘発

金谷信宏・坪川達也

Induction of micronuclei by herbicides in medaka (Oryzias latipes) gill cells

Nobuhiro KANAYA and Tatsuya TSUBOKAWA

Summary― Effects of two herbicides, glufosinate and amitrole, on induction of 

micronuclei in medaka gill cells were examined. The medaka fi sh were exposed to 

each herbicide for 3 hours, recovered in dechlorinated tap water for 48 hours, and 

fi xed in methanol:acetic acid (3:1). Gill cells were stained by the Feulgen’s staining 

method and cells with micronuclei were observed with a light microscope. The 

treatments of cells with glufosinate at 2.5‒5 mM or with amitrole at 2.5‒10 mM 

gave rise to signifi cant increases in cells with micronuclei. Number of pulvelized 

nuclei increased after the treatments with glufosinate. 

Key words: medaka gill cells, herbicide, glufosinate, amitrole, micronucleus

序論

　我々の身の回りには様々な環境汚染物質が存在している。その中でも特に遺伝子に傷をつけ

る変異原は発がん物質であることが多いので，それらをみつけることはがんの予防の点からも

重要である。変異原を見つけるための変異原性試験にはエームス試験と呼ばれている，サルモ

ネラ菌での突然変異を検出する復帰変異試験（Ames et al., 1975），哺乳動物培養細胞や植物

細胞を用い，細胞分裂期に遺伝子が凝縮された構造体として観察される染色体の形や数が，異

常なものに変わることを調べる染色体異常試験（Evans, 1976; 菊池, 1988; Kanaya et al., 

1994）や，図 1に示されたような染色体構造異常や細胞分裂異常に起因する小核の誘発を調べ
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る小核試験（Schmid, 1976; 林, 1991）などがある。

　農薬は様々な短期，長期試験を経て安全性が確認されてから認可され，実際に使用される。

短期試験である染色体異常試験と小核試験では，通常は哺乳動物培養細胞を使っていてその結

果からヒトへの影響を推し量っている。実際に農薬がヒトに影響を及ぼすのは，散布の際に曝

露された時だけでなく，野菜などの植物に残留してそれを食べた時でもある。さらに農薬が河

川などに流れ込むことによりそこに生育する魚にも取り込まれ，食物連鎖により最終的にはヒ

トにも入ってくる危険性も考えられることから，農薬が魚に対して変異原性をもつかどうかを

調べることは重要であると思われる。そこで，本研究ではメダカを材料として，除草剤である

グルホシネートとアミトロールがメダカの鰓細胞に変異原性の指標の一つである小核を誘発す

るのか調べた。

材料と方法

　ヒメダカ（Oryzias latipes）はアクアリウム（川崎）より購入してすぐに，脱塩素水道水を
入れた水槽で，テトラベルケ社（ドイツ）のテトラフィンを毎日餌として与え， 2 ‒ 3 日室温

で飼育してから長さ 3 cm前後の個体を実験に使用した。

　使用した除草剤はグルホシネート標準品と，アミトロール標準品（和光純薬工業㈱，大阪）

である（図 2）。陽性対照としてマイトマイシンC（MMC；協和醱酵工業㈱，東京）を使用し

た。これらの化学物質は脱塩素した水道水で溶かし，直径 9 cm，深さ8.5cmのシャーレに

80ml入れ，そこにメダカを移し，室温で 3時間処理した。脱塩素水道水だけでの処理を陰性

図 1　 変異原による小核を持つ細胞の誘発 
A. 変異原処理により染色体切断が起こった場合，その切断片は次の間期に小核と
して観察される。B. 変異原処理により分裂異常が引き起こされた場合，次の間期に，
正常な間期核の直径の1/4より大きな小核として観察される。
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対照とした。

　処理後メダカを取り出し，脱塩素水道水に 5分間おいて洗浄し，別のシャーレに移し，25℃で

明暗各12時間にセットしたインキュベータ内で48時間回復させて固定した。この間餌は与えず，

水の交換は行わなかった。固定はメダカを氷水に入れて動けなくしてから，メタノール：酢酸

（3：1）溶液に固体全体を浸けることにより行われた。メダカの雌雄判定は固定直前に行った。

　固定したメダカの体から鰓（図 3 ‒A‒g）を取り出し，プラスチックチューブに移し，水道

水で洗浄後，次のようにフォイルゲン染色した。チューブに 1規定塩酸を入れ，室温に 5分お

いてから60℃で 8分間加水分解した。水道水で洗浄してからシッフ試薬（ナカライテスク㈱，

京都）を入れ， 4℃で12時間染色した。シッフ試薬を取り除き，水道水で洗浄後45％酢酸を加

えた。鰓の一部（図 4 ‒A）をスライドグラスに載せ，カバーグラスをかけて細胞の塊を拡げ

てから，押しつぶして標本を作製した。個体あたり鰓上皮細胞（図 3 ‒E‒Se）を1,000細胞以

上，倍率1,000倍の光学顕微鏡で観察し小核をもつ細胞（図 5 ‒A）の頻度と，図 6に示された

分裂期細胞を数えて分裂指数を調べた。処理あたり 3個体以上のメダカを使用した。小核を持

つ細胞の頻度が化学物質処理により有意に増加したのかどうかの有意差検定は，陰性対照との

Student’s t-testにより行った。

図 2　 グルホシネートとアミトロールの化学式
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図 3　 メダカ鰓上皮細胞の解剖学的，組織学的説明 
A.　メダカ全体図（鰓蓋を切除），鰓（gill）が見える。B.　第一鰓弓（gill 
arch）拡大図，基部に鰓弓軟骨（c, cartilage）,鰓把（r, raker）が前に突出し
ている。長，短二つの鰓弁（f, fi lament）が見える。C. 鰓弁の拡大図，基部及
び鰓弁内に軟骨（ｃ），入鰓動脈（a, afferent），出鰓動脈（e, efferent）があり，
最弁に鰓薄板（l, lamella）が直行する形で何層も付いている。D. 鰓薄板の拡大
図，最弁の中心部に軟骨（ｃ），入鰓動脈（a），出鰓動脈（e）があり，鰓薄板
は細胞群で構成されている。E. 鰓薄板の前角部の拡大図，前面に粘液細胞（m, 
mucous cell）が，側面には塩類細胞（Ch, chloride cell）が僅かに見られるが
形態で区別がつき，ほとんどを鰓上皮細胞（Se, stratifi ed epithelium）が占める。
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図 4　 フォイルゲン染色されたメダカの鰓 
A. 鰓の鰓弁（図 3 - Bのfi lament）。B. Aの拡大写真で，血管の部分が葉脈のように
濃く見え，鰓上皮細胞の核が染まって見える。
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図 5　 メダカ鰓上皮細胞
A. 小核を持つ鰓上皮細胞。B. 粉砕化された核をもつ上皮細胞。
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図 6　 分裂期のメダカ鰓上皮細胞
A. 前期細胞。B. 中期細胞。C. 後期細胞。
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表 1　 マイトマイシンC（MMC）によるメダカ鰓細胞での小核（MN）誘発

Experiment 

No.
Treatment 

No. 

of fi sh

No. of cells 

observed

No. of cells 

with MN

Total 

MN

Mean % of cells 

with MN ± S.D.

Mitotic 

index

No. of 

nuclei 

pulverized 

t

1 Control 4 6,000 11 12 0.20 ± 0.12 0.4 1 -
2 Control 4 3,000 5 6 0.17 ± 0.09 0.3 1 -
1+2 Control 8 9,000 16 18 0.18 ± 0.11 0.4 2 -

1 MMC 5μM 3 4,000 22 25 0.48 ± 0.25 (n.s.) 0.5 8 1.50 
2 MMC 5μM 3 3,000 16 18 0.53 ± 0.21 (n.s.) 0.7 6 2.20 
1+2 MMC 5μM 6 7,000 38 43 0.54 ± 0.25* 0.6 14 3.40 

1 MMC 10μM 3 4,000 28 30 0.65 ± 0.19** 0.9 5 3.26 
2 MMC 10μM 3 3,000 23 23 0.77 ± 0.33** 0.5 5 2.54 
1+2 MMC 10μM 6 7,000 51 53 0.73 ± 0.26* 0.7 10 5.00 

1 MMC 20μM 3 4,000 30 31 0.68 ± 0.28** 0.4 11 2.54 
2 MMC 20μM 3 3,000 19 21 0.63 ± 0.17** 0.5 3 3.22 
1+2 MMC 20μM 6 7,000 49 52 0.70 ± 0.24* 0.5 14 5.10 

*, p<0.01; **, p<0.05; n.s., not signifi cant

表 2　グルホシネート（GF）によるメダカ鰓細胞での小核（MN）誘発

Experiment 

No.
Treatment 

No. 

of fi sh

No. of cells 

observed

No. of cells 

with MN

Total 

MN

Mean % of cells 

with MN ± S.D.

Mitotic 

index

No. of 

nuclei 

pulverized 

t

1 Control 4 6,000 11 12 0.20 ± 0.12 0.4 1 -
2 Control 4 3,000 5 6 0.17 ± 0.09 0.3 1 -
1+2 Control 8 9,000 16 18 0.18 ± 0.11 0.4 2 -

1 MMC 10μM 3 4,000 28 30 0.65 ± 0.19** 0.9 5 3.26 
2 MMC 10μM 3 3,000 23 23 0.77 ± 0.33** 0.5 5 2.54 
1+2 MMC 10μM 6 7,000 51 53 0.73 ± 0.26* 0.7 10 5.00 

2 GF 2.5 mM 3 3,000 22 27 0.73 ± 0.17* 0.6 3 3.86 

1 GF 5 mM 3 4,000 28 29 0.80 ± 0.29** 0.6 4 3.11 
2 GF 5 mM 3 3,000 30 32 1.00 ± 0.14* 0.8 3 7.03 
1+2 GF 5 mM 6 7,000 58 61 0.83 ± 0.23* 0.7 7 6.57 

1 GF10 mM 3 4,000 27 28 0.60 ± 0.29 (n.s.) 0.4 1 2.07 

*, p<0.01; **, p<0.05; n.s., not signifi cant
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結果

　各化学物質処理中と，脱塩素水道水中で回復中のメダカの泳ぎ方を陰性対照と比較したが，

化学物質処理による異常な泳ぎは特に見られなかった。

　最初に陽性対照として使用したMMCによる小核誘発を調べた。表 1には 2回の実験結果と，

それらを合わせた結果が示されている。 5μMでの処理により小核を有する細胞の頻度は増加

したが，各実験での陰性対照との有意差はなかった。 2つの実験を合わせることによりサンプ

ル数が増え，統計的に有意な増加となった。10‒20μMのMMC処理では各実験で有意な増加を

示したが，20μM処理での頻度は10μMでの頻度より若干低かった。分裂指数はMMC処理に

より低下しなかったので，分裂阻害による低下ではないと考えられた。観察の際，視野は任意

に選んだが，その誤差によるものと思われた。このようにMMC処理により小核を有する細胞

の頻度は，完全に濃度に依存はしなかったが有意に増加した。図 5 ‒ B のような粉砕されたよ

うな核を持つ細胞が，特にMMC処理により多く見られたが，MMC濃度依存的ではなかった。

陰性対照でもMMC処理でも図 1に示されたような分裂異常による，間期核の直径の1/4より

大きな小核は見られなかった。次の除草剤処理実験では，陽性対照として10μMのMMC処理

を合わせて行った。

　表 2には 1 ～ 2回のグルホシネートを使った実験結果が示されている。2.5mＭのグルホシ

ネート処理は 1回だけ行ったが，小核を有する細胞の頻度は有意に増加した。 5 mMでは 2回

行ったがいずれも有意な増加を示し，その頻度は2.5mMでの結果より高かった。10mMでは陰

性対照の 3倍の頻度であったが，統計的には有意な違いはなかった。分裂指数は陰性対照と同

じだったので分裂阻害による低下ではなく，観察誤差だと考えられた。粉砕化された核の数は

5 mMグルホシネート処理により増加したが，分裂異常による大きな小核は誘発されなかった。

　表 3には2.5‒10mMのアミトロールで処理した 2回の実験結果と，それらを合わせた結果が

示されている。 5 mMでの実験 1の結果以外は有意な増加を示した。 5 mM処理で頻度は少し

低下したことにより濃度依存的ではなかった。粉砕化された核の数は陰性対照と同じくらいだ

った。実験 1での10mM，実験 2での 5 mMアミトロール処理で各 1匹のメダカが死んだこと

により，アミトロールはグルホシネートより毒性が強いことが考えられた。アミトロールによ

り分裂異常による大きな小核は誘発されなかった。

　Takaiら（2004）により，自然に起こる小核頻度およびＸ線照射により誘発された小核頻度

はメダカのオス，メス，体のサイズに無関係であると報告されているので，本研究でもオス，

メスにより小核誘発頻度が異なるのか，各実験の結果を合わせてオス，メスに分けて平均値を

算出し，t-testを行った。表 4に示されたように，陰性対照，MMC処理による陽性対照，グル
ホシネート処理，アミトロール処理のいずれの場合でも，オス，メスの頻度に有意差はなかっ

た。t値が最も高かったのは10ｍMグルホシネート処理の結果で，観察したオスは 2匹で平均
値が0.80%で，観察したメスは 1匹だけで頻度は0.20%であった。この差は統計的には有意で
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表 3　アミトロール（AT）によるメダカ鰓細胞での小核（MN）誘発

Experiment 

No.
Treatment 

No. 

of fi sh

No. of cells 

observed

No. of cells 

with MN

Total 

MN

Mean % of cells 

with MN ± S.D.

Mitotic 

index

No. of 

nuclei 

pulverized 

t

1 Control 3 3,000 5 5 0.17 ± 0.05 0.2 2 -
2 Control 3 3,000 7 7 0.23 ± 0.17 0.9 5 -
1+2 Control 6 6,000 12 12 0.20 ± 0.14 0.6 7 -

1 MMC 10 μ M 3 3,000 28 29 0.93 ± 0.09* 0.4 2 8.54
2 MMC 10 μ M 3 3,000 36 42 1.20 ± 0.36** 1.8 7 3.48
1+2 MMC 10 μ M 6 6,000 64 71 1.07 ± 0.32* 1.1 9 6.30 

1 AT 2.5 mM 3 3,000 18 19 0.60 ± 0.08* 0.6 2 6.98
2 AT 2.5 mM 3 3,000 24 29 0.80 ± 0.16** 1.3 3 3.41
1+2 AT 2.5 mM 6 6,000 42 48 0.70 ± 0.18* 0.9 5 6.62

1 AT 5 mM 3 3,000 17 18 0.57 ± 0.29 (n.s.) 0.7 2 2.01
2 AT 5 mM 2a 2,000 16 16 0.80 ± 0.00** 1.1 2 3.61
1+2 AT 5 mM  5 5,000 33 34 0.66 ± 0.28** 0.9 4 3.57

1 AT 10 mM 2a 2,000 18 24 0.90 ± 0.20* 1.2 4 4.80 
2 AT 10 mM 3 3,000 25 26 0.83 ± 0.12** 0.6 2 3.76
1+2 AT 10 mM 5 5,000 43 50 0.86 ± 0.18* 0.9 6 6.79

a, one fi sh died
*, p<0.01; **, p<0.05; n.s., not signifi cant

表 4　メダカのオスとメスにおける，マイトマイシンC（MMC)，グルホシネート（GF)，
アミトロール（AT)誘発小核頻度の比較

Treatment 
Mean %　of cells with MN ± S.D. (n)

t
Male Female

Control 0.22 ± 0.16 (9) 0.15 ± 0.06 (4) 0.83 (n.s.)
MMC, 5μM 0.58 ± 0.36 (4) 0.50 ± 0.14 (2) 0.37 (n.s.)
MMC, 10μM 0.96 ± 0.35 (10) 0.90 ± 0.71 (2) 0.32 (n.s.)
MMC, 20μM 0.83 ± 0.15 (3) 0.57 ± 0.25 (3) 1.53 (n.s.)
GF, 2.5mM 1.30 (1) 0.70 ± 0.28 (2) 1.71 (n.s.)
GF, 5mM 0.77 ± 0.32 (3) 1.10 ± 0.20 (3) 1.43 (n.s.)
GF, 10mM 0.80 ± 0.14 (2) 0.20 (1) 3.47 (n.s.)
AT, 2.5mM 0.63 ± 0.15 (3) 0.97 ± 0.47 (3) 1.40 (n.s.)
AT, 5mM 0.53 ± 0.31 (3) 0.90 ± 0.14 (2) 1.63 (n.s.)
AT, 10mM 1.03 ± 0.47 (4) 0.90 (1) 0.25 (n.s.)
n.s., not signifi cant
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はなかった。

考察

　グルホシネートは1984年 6 月14日に登録され，現在も使用されている除草剤である。グルホ

シネートの化学式はグルタミン酸と似ていて，植物体内に取り込まれると，アンモニアとグル

タミン酸からグルタミンを合成する，グルタミン合成酵素の作用を拮抗的に阻害する。その結

果植物体内にアンモニアが蓄積し，その植物は枯死するのである（Cox, 1996）。突然変異原性，

発がん性については陰性結果が報告されている（Ebert et al., 1990; Hoerlein, 1994; Cox, 

1996）。本研究でグルホシネートはメダカ鰓細胞に小核を誘発したことから，変異原性がある

ことが認められたので，全く安全な除草剤であるとはいえないと考えられた。使用にあたって

は推奨濃度を守ることが大事だと思われる。グルホシネートはマウス胚の神経上皮細胞でアポ

トーシスを誘発することが報告されている（Watanabe, 1997）。本研究でグルホシネート処理

により粉砕化された核が陰性対照よりも多く観察されたが，これはアポトーシスによるものか

もしれない。

　アミトロールは1962年 7 月23日に登録され，1975年 3 月31日に失効した除草剤であり，サル

モネラ菌でアミノ酸の一種であるヒスチジンを合成する酵素を阻害する（Weyter and 

Broquist, 1960; Hilton et al., 1965）。アミトロールの変異原性は材料により異なる結果が報告

されている。細菌を使った突然変異試験では陰性の結果（Bamford et al., 1976; Croker et al., 

1992）だけでなく，陽性の結果（Kada, 1981; Venit and Crofton-Sleigh, 1981）も報告されて

いる。ショウジョウバエを使った翅毛スポット試験では陽性であった（Tripathy et al., 1990; 

Kaya et al., 2000）。哺乳動物培養細胞を使った実験では，マウスのリンパ腫の培養細胞で突

然変異を誘発しない（McGregor, et al., 1987），ヒト細胞，ラット細胞でDNA粉砕化を起こさ

ない（Mattioli et al., 1994），そしてチャイニーズハムスター培養細胞やヒトリンパ球細胞に

染色体異常を誘発しない（Sofuni and Ishidate Jr., 1988; Meretoja et al., 1976）という陰性

結果だけでなく，マウス肺線維芽細胞に小核を誘発した（Cicchetti and Argentin, 2003）と

いう報告もある。アミトロールの発ガン性はTsudaら（1976），Steinhoffら（1983）により，

ラットに甲状腺腫を誘発することが報告された。IARCの分類でもクラス 2 Bとされていて，

ヒトに対して発ガン性を示す可能性がかなり高いと判定されている（IARC, 1982）。本研究で

はメダカ鰓細胞に小核を誘発したことから，アミトロールは変異原であることが示唆された。

すでに失効していて新たに使用されることはないが，過去に使われたものが残留していてそれ

が河川に流入する可能性はあると思われる。

　魚を使った小核試験はManna and Sadhukhan（1986）により行われており，腎臓細胞や赤

血球よりも鰓細胞の感度が高いことが報告された。Al-Sabti and Metcalfe（1995）により，こ

の試験は魚生体内での遺伝毒性を調べるのに使え，ヒトへの発がん性，催奇形性を持つ可能性

のある化学物質が水系に含まれていないかをスクリーニングするために有効であると推奨され
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ている。その後実際に河川水や海水の汚染が著しいほど，魚での小核頻度が高いことが多くの

研究者により報告されている（Minissi et al., 1996; Sánchez-Galán et al., 1998; Hayashi et 

al., 1998; Çava  and Ergene-Gözükara, 2005）。さらに哺乳動物であるマウスよりも魚

（Tilapia）の方が，小核誘発感度が高いという，Grisolia（2002）の報告も，魚を使った小核

試験の有効性を示すものである。本研究で，除草剤であるグルホシネートとアミトロールはメ

ダカ鰓細胞に小核を誘発したことから，これらは変異原であることが示唆された。グルホシネ

ートなどの変異原性を示す除草剤使用の可能性のある田畑やゴルフ場のそばの河川水を，メダ

カなどの魚を使った小核試験で調べることにより，河川への除草剤の流入の可能性をチェック

できるのではないかと思われる。また，本研究では小核の観察はManna and Sadhukhan 

（1986）と同じように，フォイルゲン染色後に光学顕微鏡でおこなったが，多くの場合は，ア

クリジンオレンジという蛍光色素で染色後に蛍光顕微鏡で観察する方法をとっている。しかし，

蛍光顕微鏡は通常の光学顕微鏡より高価であり，水系汚染が特に問題になりそうな地域では，

コストの面から広範囲に設置しにくいと考えられる。従ってこれらの地域で小核試験を行う時

は，安価な顕微鏡で観察できるフォイルゲン染色法が有効だと思われる。
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