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研究成果の概要（和文）：高電界パルス印加により初期発生中のメダカ卵に物質を導入する方法

を用い新規化学物質影響評価法の開発を試みた．メダカ卵の発生に遺伝子発現および形態観察

レベルでほとんど影響を与えず，物質の取り込み量を有意に高める高電界パルス条件を見出し

た．実際にビスフェノールＡを用いて定量を行ったところ，外液濃度以上の卵内への取り込み

がＧＣ－ＭＳで定量できた．また，特異的な遺伝子発現の変動が起こっていることをＤＮＡマ

イクロアレイで確認した． 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a novel method of chemical developmental toxicity 

assay using pulsed power electroporation chemical transfer technique for fertilized medaka 

egg. We could find the best pulsed power treatment condition which introduced chemicals 

efficiently and did not affected embryogenesis and gene expression. Then we measured 

uptake of bisphenol A under this condition by GC-MS. Bisphenol A concentration in egg 

extract was higher than immersed solution. According to DNA microarray data, we found 

the specific gene expression profile by uptake of bisphenol A. 
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１．研究開始当初の背景 

化学物質の生物影響は多岐にわたるが，特に
発生初期は様々な器官形成が急速に進行す
る時期であり化学物質に対する感受性が非
常に高い．このときに受けた影響が回復不可
能となることや，成体となった後に影響が表
面化してくる可能性があることから，近年胎
児，小児に対するリスクおよび経世代影響評
価の必要性が高まっている．しかし，ヒトを
含む哺乳類は母体内で発育し発生段階の観
察が困難なため，催奇形性試験や母体投与に
よる影響評価のように手間がかかり，簡易な

発生影響評価手段はない．魚類は脊椎動物の
基本的体制を備え，多産，卵殻や胚が透明で
観察が容易，母体外での早い発生といった特
徴があり，魚類受精卵を用いた評価系は哺乳
類の代替として極めて有望であり，特に国外
において発生影響評価に用いる報告がなさ
れている．しかし，堅牢な殻を持っている魚
類に化学物質を取り込ませることは難しく，
マイクロインジェクションのような熟練手
技が必要である． 

 

 

機関番号：５７１０２ 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2011～2012   

課題番号：２３６５１０５７ 

研究課題名（和文） メダカ卵への新たな物質導入法による化学物質の発生影響評価法 

                     

研究課題名（英文） Chemical Developmental Toxicity Test Using A New Material Introducing 

Technique for Medaka Egg 

研究代表者 

冨永 伸明 （TOMINAGA NOBUAKI） 

有明工業高等専門学校・物質工学科・教授 

 研究者番号：３０２２７６３１ 

 

 



 

 

２．研究の目的 

本研究は，極短パルス高電界により硬い殻を
持つメダカ卵への物質導入法によって化学
物質の導入を試み，導入後のメダカ卵中での
遺伝子発現の変化の DNA マイクロアレイに
よる解析およびメダカ卵の透明性を有効に
利用した形態観察による新規な化学物質の
発生影響評価法の開発研究を行うことを目
的とする． 

 

３．研究の方法 

（１）高電界パルス印加によるメダカ卵への
化学物質の導入―ブルームライン高電界パ
ルス発生装置を用い，電極間距離 1mm の特性
セルを製作して極短パルス高電界をメダカ
卵に印加した．その際，外液 100ul に種々濃
度の化学物質を加えた．2時間浸漬した後，
ＲＯ水で十分に洗浄し，96 穴マイクロプレー
トにそれぞれの卵を個別に入れ，20 度でイン
キュベートした． 
（２）ＤＮＡマイクロアレイによる遺伝子発
現変動解析―高電界パルス印加しないシャ
ムオペレーションをコントロールにし，24 時
間後あるいは 8 日後に卵 40 個あるいは 3個
からＲＮＡを抽出し，遺伝子発現状態をメダ
カ 6000 遺伝子搭載のＤＮＡマイクロアレイ
で測定した．それぞれの実験は最低 3回行い，
測定データは統計的に処理し，有意なデータ
について 3倍あるいは 1/3 倍の発現量の変動
が見られた遺伝子を上昇，下降と判断した． 
（３）導入量の定量―高電界パルス印加した
後のメダカ卵を洗浄後，外側の水分をキムワ
イプで除去し，ホモジネートした．遠心分離
後，得られた溶液を卵抽出液とし，ＧＣ－Ｍ
Ｓで定量した． 
 
４．研究成果 
（１）高電界パルス印加によるメダカ卵への
影響とタンパク合成阻害剤の取り込みによ
る遺伝子発現変化―タンパク合成阻害剤を
モデル化合物として，形態観察で発生途上で
の異常，死亡を指標に取り込み効率を評価し，
導入効率が現段階で最も良いと考えられる
高電界パルス印加条件を決定した(特許出願
中)．この高電界パルス印加による受精卵へ
の影響について形態観察およびＤＮＡマイ
クロアレイによる網羅的遺伝子発現変動解
析で観測した．形態観察においてコントロー
ルとの違いは何ら見られず，ほぼ 100％の割
合で孵化し，正常に成長した．また，24 時間
後および 6日後の卵における遺伝子発現状況
もコントロールと比較して，有意に発現変動
している遺伝子はほとんど確認されず，コン
トロールと相違はないことが分かった(図 1
Ａ，Ｂ)．このことから，高電界パルス印加
によるメダカ卵へのダメージはほとんど無
いか，24 時間後までにほぼ回復すると考えら

れた．一方，シクロヘキシミドあるいはアク
チノマイシン D 導入群では，発生が遅れる個
体および孵化する前に死亡する個体が多く

現われた．特にシクロヘキシミドでは，ほぼ
100％の割合で異常個体が現われ，化合物の
分子量の違いから，シクロヘキシミド程度の
低分子は本高電界パルス条件での導入効率
が非常に高いことが示唆された．また，物質
それぞれに特有の形態異常が観察され，両物
質のタンパク合成阻害機構は異なることが，
発生過程に表現型として現れたと考えられ
た．7 日後まで発生している受精卵について
ＤＮＡマイクロアレイ解析を行ったところ，
有意に発現量が変動した遺伝子が確認でき，
その遺伝子数はシクロヘキシミドの方がア
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クチノマイシンＤより多かった(図 2Ａ，Ｂ)．
このことは取り込み量が多いシクロヘキシ
ミドの方が発生毒性を強く示しており，形態
観察でも異常個体が多いことと一致すると
考えられる． 
さらに，シクロヘキシミドとアクチノマイシ
ン D導入群で比較するとそれぞれの化合物で
特異的に発現量が変動している遺伝子が存
在することが明らかにでき，作用機構の違い
が発生過程の胚に対して物質特異的な影響
を及ぼしており，その影響は遺伝子発現変動
レベルで起こり，発生異常が原因の形態異常
が生じていることが明らかになった (図 3)． 
以上の結果は，フェノームおよびトランス

クリプトーム解析を合わせて行うことで化
学物質の発生影響を詳細かつ明確に調査す
ることができる非常に有用な発生影響評価
法となりうることを示唆するものである． 

(2)ビスフェノールＡの取り込み量の定量お
よび影響評価―実際に化学物質の発生影響
評価の可能性を探るため，ビスフェノールＡ
(ＢＰＡ)を用いて取り込み量の定量および
ＤＮＡマイクロアレイによる遺伝子発現変
動の解析を行った．取り込み量については，
外液に 50uM ＢＰＡ溶液を用い，卵抽出液中
のＢＰＡ濃度をＧＣ－ＭＳで分析した．ＢＰ
Ａ溶液に浸漬しただけのコントロールでは
卵抽出液のＢＰＡ濃度は約 2 uM であったが，
パルスを行った卵の抽出液のＢＰＡ濃度は
約 90 uM であり，メカニズムは不明であるが，
外液より高い濃度で取り込まれていること
が分かり，高電界パルス印加による物質の取
り込み効率が高いことが確認された(表 1)． 

 
表 1 50uM BPA のメダカ卵中への取り込み量 

 
-Pulse, 
+BPA 

+Pulse, 
+BPA 

卵液濃度[ppb] 422.5 20377 

卵液濃度[uM] 1.85 89.3 

 
また，ＤＮＡマイクロアレイの結果から，

ＢＰＡ溶液に浸けただけで有意な発現変動
を示す遺伝子が数個存在したが，パルス印加
後の方が多くの遺伝子の発現が変動してお

り，ＢＰＡの発生途中の卵への導入量が増加
したことで影響が増したことが考えられた．
外液 5uM でＢＰＡを取り込ませたとき，図 4
Ａに示すように非常に多くの遺伝子の発現
が増減しており，その変動幅も大きかった．
一方，50uM の外液でＢＰＡを取り込ませた場
合も特異的に発現が変動した遺伝子数は見
られたが，その数は減少した(図 4Ｂ)．形態
観察で 50 uM の場合，ＢＰＡ導入直後から死
亡する受精卵が多く，6 日後まで生存してい
るものが少なかった．今回のＤＮＡマイクロ
アレイの実験は６日目まで生存している受
精卵のみを選抜して行っている．生存してい

る卵の胚体には異常個体が当然ながら少な
い．このことは，生存している卵は導入量が
何らかの原因で少ないことも考えられ，それ
が変動遺伝子数の減少に繋がっているかも
しれない．外液濃度 5 uM のＢＰＡでも高電
界パルスを印加すると死亡する卵が増加し
ていたが，受精卵の胚発生の状況はコントロ
ールとほとんど相違が見られなかった．しか
し，遺伝子の発現は大きく変動していること
から，ＢＰＡは個体の形成の制御系でなく，
他の制御系に強い影響を及ぼすのではない
かと考えられる．さらに，メダカ卵への取り
込み量を考慮すると卵液中のＢＰＡ濃度は
従来の培養細胞で報告されている細胞毒性
を示す濃度より低いと考えられる．これらの
ことは，ＢＰＡは発生途中の細胞に対しての
毒性の方が強いのではないかと考えられ，今
後詳細な検討が必要である． 
以上の結果から，まだ高電界印加による取

り込みのメカニズム，取り込み効率等の検討
が必要ではあるが，本研究で試みた高電界パ
ルスによる物質導入法はメダカ卵への化学
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物質の導入法として従来のマイクロインジ
ェクション等と比較して非常に簡便な方法
であることを示せただけではなく，効率の良
い物質導入法であることも明らかにできた．
また，ＤＮＡマイクロアレイによる網羅的な
遺伝子発現測定により物質特異的な遺伝子
発現の変動が見られることも分かった．また，
形態観察により発生異常，致死の個体に対す
る影響も評価できたことから，本試験系は発
生影響評価手法として有効であると考えら
れる．今後，より効率の良い物質導入条件の
確立と遺伝子発現変動のトランスクリプト
ーム解析と形態観察のフェノーム解析を有
効に結び付ける手法を見出していきたいと
考えている． 
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