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河川水の小核誘発性 （金谷信宏）

タマネギ根端細胞での小核誘発を指標とした河川水の変異原性

金谷信宏

Mutagenicity of River Water Detected by the Induction of Micronuclei in Root 
Cells of Allium cepa.

Nobuhiro KANAYA

Summary―Water samples from 3 rivers, the Yodo River in Osaka, the Sumida River 
in Tokyo and the Tsurumi River in Yokohama, were examined for the mutagenicity 
by observing micronuclei (MN) in root cells of Allium cepa.  Water samples from the 
Yodo River were collected from two sites, Nagara Bridge and Hirakata Bridge.  The 
treatments of cells with the water samples from Nagara Bridge for 48 h gave rise to 
significant increases in number of cells with MN in 3 out of 9 experiments.  However, 
the water samples from Hirakata Bridge did not induce MN.  The water samples from 
the Sumida River (Komagata Bridge) showed positive results in 2 out of 9 experiments.  
The treatments of cells with the water samples from the Tsurumi River (Otsuna Bridge) 
did not cause significant increases in number of cells with MN.  These results seemed 
to show that waters from the Yodo and the Sumida River were sometimes polluted 
with mutagenic materials.
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1．序論

近年，工業の発達，交通量の増加，人口の増加などにより環境汚染が進んでいる。特に河川
水の汚染は，それが飲料水や農業等に利用されることからも重要な問題である。
河川水中の化学物質をブルーコットンやブルーレーヨンに付着させ，抽出，分離してからエ

ームス試験（Ames et al., 1975）による，サルモネラ菌での突然変異誘発を調べた結果，岡山
県の旭川，京都府と大阪府の淀川水系の河川水中には，遺伝子に傷をつけて突然変異を誘発す
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る変異原が含まれていることがわかった（Hayatsu et al., 1983 ; Sakamoto and Hayatsu, 
1990）。また，東京都の隅田川と荒川の水にも変異原が含まれていることが報告されている

（Kusamran et al., 1994）。Goto et al.（2000）は，日本国内 5地域の河川計 90 地点で試料を
採取して変異原性を調べた。その結果，特に淀川水系の西高瀬川（京都府）と愛知県の日光川
の水の変異原性が高く，隅田川，鶴見川などの水にもそれらよりは低いが，変異原性が認めら
れた。変異原は発がん因子なので，変異原に汚染されているかどうかを調べることは，発がん
予防のためにも重要である。
変異原を検出する変異原性試験には，エームス試験のほかに，染色体損傷性を指標とする染

色体異常試験と，その異常に起因する小核を調べる小核試験（Schmid, 1976）も含まれる。
変異原に細胞がさらされると，核内の DNA に傷がつけられるが，その傷の修復がうまくいか
ないと，体細胞分裂中期や後期で染色体異常として観察され，その時の切断片は間期に小核と
して観察される（図 1）。小核の観察は染色体異常の観察よりやさしいので，動物細胞や植物
細胞を使った小核試験が行われている。Hayashi et al. （1998）は，奈良県の富雄川で採取し
たフナやオイカワの，鰓細胞と赤血球細胞で小核頻度を調べたが，その川の中流で採取した魚
の小核頻度は上流で採取した魚の小核頻度より高い傾向にあることを見いだした。また，ムラ
サキツユクサやソラマメを使って河川水による小核誘発が報告されている（Duan et al., 
1999 ; Ji et al., 1999 ; Jiang et al., 1999 ; Miao et al., 1999 ; Steinkellner et al., 1999 ; Zeng 
et al., 1999）。本研究では，エームス試験で変異原性が確かめられた，淀川，隅田川および鶴
見川の水を採取し，それらの河川水によりタマネギ根端細胞に小核が誘発されるかどうかを調
べた。

 
 

 
 
 

       間期細胞       後期細胞（正常）         間期細胞（正常）    

 

            切断片       小核を有する細胞  正常細胞 

                                                                        
       

 

間期細胞  変異原処理  後期細胞（異常）      小核  間期細胞 

図 1．変異原による小核誘発



3

河川水の小核誘発性 （金谷信宏）

2．材料と方法

2012 年 4 月 6 日から 2014 年 2 月 5 日まで，大阪府の淀川（長柄橋とその上流の枚方大橋），
東京都の隅田川（駒形橋），神奈川県の鶴見川（大綱橋）で，5 ～ 9 回採水して実験に使用し
た（表 1，図 2）。
タマネギ（Allium cepa cv. Baby Onion；サカタのタネ）の種子を 5 時間流水で洗浄後，

水道水に浸した脱脂綿上に播き，20℃で発芽させた。4 日目，根の長さが 4 ～ 12 mm の芽生
えを，河川水を浸した脱脂綿に移し，20℃で 48 時間処理した。根端をエタノールと酢酸の混
合液（3：1）で固定し，フォイルゲン染色後押しつぶし標本をつくった。それぞれの処理に芽

表 1．採水地点と採水日

都府県名 河川名
（採水地点） 採水日

大阪府

淀川
（長柄橋） 2012.4.15 2012.8.2 2012.11.13 2013.2.10 2013.5.11 2013.7.13 2013.9.2 2013.11.25 2014.2.5

淀川
（枚方大橋）

― ― ― ― 2013.5.11 2013.7.13 2013.9.2 2013.11.25 2014.2.5

東京都 隅田川
（駒形橋） 2012.4.6 2012.8.2 2012.11.13 2013.2.10 2013.5.11 2013.7.13 2013.9.2 2013.11.25 2014.2.5

神奈川県 鶴見川
（大綱橋） 2012.4.6 2012.8.2 2012.11.13 2013.2.10 2013.5.11 2013.7.13 2013.9.2 2013.11.25 2014.2.5

図 2．採水地点（＊）

東京湾

隅田川

鶴見川

淀川

大阪湾 枚方大橋

長柄橋

駒形橋

大綱橋

長柄橋 枚方大橋 大綱橋駒形橋
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生えを 7 ～ 10 本使い，芽生えあたり 1000 個の間期細胞を光学顕微鏡（10 × 100 倍）で観察
して，小核を有する細胞の頻度（小核頻度）と分裂指数を調べた。陰性対照は蒸留水で，陽性
対照は植物細胞に染色体異常を起こすと報告されている（Swietlinska and Zuk, 1978），マレ
イン酸ヒドラジド（MH, Aldrich, CAS 123-33-1）で，それぞれ 48 時間処理した。小核誘発
の有意差検定はスチューデントのｔ検定で行った。処理開始時の芽生えの長さと，固定時の芽
生えの長さを測り，その比を伸長率として伸長阻害の指標とした。

3．結果

最初に，陽性対照である MH 処理による小核頻度を調べた。10 ～ 40μM の MH で 24 時間
または 48 時間連続処理した結果が図 3 に示されている。48 時間処理の場合，陰性対照の小核
頻度の平均値±標準偏差が 0.22 ± 0.16 % なのに対し，MH処理により 1.08 ± 0.36 %（10μM）
～ 3.98 ± 2.71％（40μM）と，濃度に依存して有意に増加した。24 時間処理の場合は陰性対
照の値が，0.35 ± 0.16 % で，MH処理の結果は 40μMでのみ，1.30 ± 0.34％と有意な増加を
示した。タマネギの場合，MH による DNA 損傷が小核として観察されるのは 24 時間では不
十分であることがわかったので，河川水の処理時間は 48 時間とした。
図 4 a に示すように，淀川の下流の長柄橋で採取した水で処理した結果，9 回の実験中 3 回

（2012 年 8 月，2013 年 2 月，5 月）の小核頻度は 0.67 ± 0.38 ～ 0.96 ± 0.63 % で，それぞれ
の陰性対照の頻度（0.22 ± 0.16 ～ 0.25 ± 0.32 %）より有意に高い値を示した。3 回のうちの
2 回（2012 年 8 月，2013 年 5 月）では，芽生えの伸長と細胞分裂が阻害された（図 4 b）。す
なわち，8 月の陰性対照の伸長率（固定時の長さ／処理開始時の長さ）は 3.45 で分裂指数は
13.9 だったが，長柄橋から採取した水処理の伸長率は 1.73 で陰性対照の半分の 0.50 であり，
分裂指数は 4.9 で陰性対照の 0.35 であった。同様に 5 月の伸長率と分裂指数の結果は，それ
ぞれ陰性対照の 0.42 と 0.54 であった。2013 年 2 月の結果は，伸長率は陰性対照とほぼ同じ
0.98 で，分裂指数は陰性対照の 1.26 とむしろ高かった。2013 年 11 月の小核頻度と分裂指数
は陰性対照とほぼ同じだったが，伸長率は陰性対照の 0.59 と芽生えの伸長のみ阻害された（図
4 a，b）。長柄橋より上流に位置する枚方大橋での採取は 5 回行ったが，長柄橋で陽性結果が
得られた 2013 年 5 月の小核頻度は 0.23 ± 0.17％で，陰性対照の頻度（0.25 ± 0.32％）と同じ
くらいの値であり，芽生えの伸長率と分裂指数も陰性対照とほぼ同じだった（図 5 a，b）。他
の 4 回の小核頻度も 0.23 ± 0.23 ～ 0.55 ± 0.51 % で有意な増加を示さず，芽生えの伸長と分
裂指数は陰性対照と同じくらいだった（図 5 a，b）。
隅田川（駒形橋）で採取した水処理による小核頻度は，9 回の実験中 2 回（2013 年 9 月，

2014 年 2 月）有意に増加した。それぞれの陰性対照の値が 0.23 ± 0.19 % と 0.26 ± 0.13％だ
ったのに対し，河川水処理により小核頻度はそれぞれ 0.82 ± 0.31 %，0.73 ± 0.50 % と有意に
増加した（図 6 a）。また，それぞれの伸長率は陰性対照の 0.39 と 0.54 で，伸長阻害も見られ
た（図 6 b）。9 月の分裂指数は陰性対照の 0.59 であり，分裂阻害が見られたが，2 月は陰性対
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図 3．マレイン酸ヒドラジド（MH）による小核誘発
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図 4．淀川（長柄橋）から採取した水の結果
（a）小核頻度。（b）分裂指数と芽生えの伸長率への影響。陰性対照の値を 1.00 とした相対値。
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図 5．淀川（枚方大橋）から採取した水の結果
（a）小核頻度。（b）分裂指数と芽生えの伸長率への影響。陰性対照の値を 1.00 とした相対値。
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図 6．隅田川（駒形橋）から採取した水の結果
（a）小核頻度。（b）分裂指数と芽生えの伸長率への影響。陰性対照の値を 1.00 とした相対値。
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図 7．鶴見川（大綱橋）から採取した水の結果
（a）小核頻度。（b）分裂指数と芽生えの伸長率への影響。陰性対照の値を 1.00 とした相対値。
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照の 0.88 で分裂への影響はほとんどなかった。2013 年 2 月と 11 月の結果のように，伸長阻
害（それぞれ陰性対照の 0.51 と 0.56）が見られても小核頻度が有意に増加しなかったケース
もあった（図 6 a，b）。
鶴見川（大綱橋）から採取した水処理による小核頻度は 0.21 ± 0.17 ～ 0.41 ± 0.15 % で，9

回とも陰性対照レベルで，顕著な分裂阻害，伸長阻害も見られなかった（図 7 a，b）。

4．考察

淀川の長柄橋で採取した水処理により，9 回の実験のうち 3 回の実験で小核誘発が見られた
ことから，長柄橋の付近でときおり，タマネギ根端細胞に小核を誘発するのに，十分な量の変
異原の混入があることが考えられた。
淀川水系の水の変異原性はよく調べられているが，特に淀川の支流の西高瀬川の水による突
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然変異頻度は非常に高い（Goto et al., 2000）。その原因物質のひとつが芳香族アミンである，
2 -フェニルベンゾトリアゾール（PBTA）類の PBTA-1 であり（Nukaya et al., 1997），染料
工場でアゾ染料が還元され，さらに下水処理場で次亜塩素酸処理などの過程を経て生成された
と考えられている（Shiozawa et al., 1998）。その類似体である PBTA-2（Oguri et al., 1998 ; 
Nukaya et al., 1999），PBTA-3（Shiozawa et al., 2000），PBTA-4（Nukaya et al., 2001），
PBTA-6（Watanabe et al., 2001）も西高瀬川の水から分離された。本研究で，長柄橋の上流
の枚方大橋からの水は小核を誘発しなかったことから，両橋の間で小核誘発物質が混入したと
思われる。PBTA 類は淀川の上流で京都府内の西高瀬川に多く含まれるので，それが小核誘発
物質なら，上流の枚方大橋で採取した水でも小核が誘発されると考えられる。しかし，実際に
は下流の長柄橋からの水でのみ誘発されたので，PBTA 類は本研究での，淀川における小核誘
発物質とはいえないと思われる。
淀川水系の水には変異原性を示す，Trp-P-1 などのヘテロサイクリックアミンが含まれてい

ることが報告されている（Ohe, 1997）。下水やし尿処理場放流水に多く含まれていることから，
ヒトの生活に伴って排出される家庭雑排水にヘテロサイクリックアミンが含まれていることが
考えられている（Nakamuro, 1999）。また，淀川水系の桂川の水に多環芳香族炭化水素（PAH）
が含まれており，変異原性が確認された（Sayato et al., 1993）。PAH は自動車排気ガス由来
なので，交通量の多い道路に近い川には多く含まれると思われる。長柄橋は交通量の多い新大
阪駅に近いところにあり，人口も密集している地域にあることから，排気ガスに含まれる
PAH や，家庭雑排水中のヘテロサイクリックアミンがより多く川に混入することにより，と
きおり小核誘発が観察されるのではないかと考えられた。
隅田川の駒形橋から採取した水は 9 回中 2 回小核を誘発したので，隅田川もときどき小核誘

発物質に汚染されていることがわかった。今回採水した駒形橋の隣にある吾妻橋で採取した水
に，変異原性があることがKusamran et al.（1994）により報告されており，Goto et al.（2000）
も淀川の水の 1 / 2 の頻度だが隅田川の水により突然変異が誘発されたと報告している。駒形
橋は交通量の多い道路に近いので，排気ガスからの PAH が小核誘発に関与しているのかもし
れない。
このように，淀川の下流の長柄橋と隅田川の駒形橋で採取した水は，常にではないがタマネ

ギ根端細胞に小核を誘発した。また，芽生えの伸長阻害と分裂阻害も引き起こしたが，小核誘
発と伸長阻害や分裂阻害とは必ずしも関連しなかったことから，変異原性はないが伸長阻害や
分裂阻害を引き起こす化学物質によっても，ときどき河川が汚染されていると思われた。
鶴見川の水に変異原性があることは Goto et al.（2000）により報告されているが，本研究で，

大綱橋で採取された水は小核を誘発しなかったことから，少なくとも調べた期間中，大綱橋付
近の水には小核誘発物質が含まれていないか，含まれていたとしても小核を誘発するほどの濃
度ではなかったことが考えられた。鶴見川の水により分裂阻害も伸長阻害も見られなかったこ
とから，鶴見川は今回調べた中では最も汚染されていない川であると思われた。
植物を使った変異原性試験は，細菌や動物を使った変異原性試験と同じような結果を示し，
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簡単な装置や設備で行うことができる。また，コストが低く扱いやすいことから，環境汚染に
よる遺伝的損傷を見つけるための，最初の段階に使えるだろうと提案された（Grant, 1994）。
そこで，染色体損傷性を指標とする試験として，ソラマメを使った染色体異常試験（Kanaya 
et al., 1994）と，ムラサキツユクサを使った小核試験が試みられた（Ma et al., 1994）。これ
らの試験の有効性が確かめられ，“International Program on Plant Bioassays （IPPB）” により，
植物を使って 14 カ国で河川，湖，大気，土壌汚染の分析が行われた（Ma, 1999 ; Grant, 
1999）。その結果，中国（Duan et al., 1999 ; Ji et al., 1999 ; Jiang et al., 1999 ; Miao et al., 
1999 ;  Zeng et al., 1999）やオーストリア（Steinkellner et al., 1999）の河川水による植物細
胞での小核誘発が報告された。著者は大学生を対象とした生物学実験で小核試験を取り入れて
いるが，小核の観察が容易であることから，初めて小核を観察したにもかかわらず，かなり正
確に小核頻度が調べられていた（金谷，2001）。このことからも，河川水の変異原性のモニタ
リングを広範囲に行うのに，この植物を使った小核試験は有効であると思われる。
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