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単細胞緑藻クラミドモナスを用いた水質評価手法の検討

AStudyonMethodoftheWaterEco－tOXCityAssay

UsingUnicellularGreenAlga Cbhmydbmonasz・einAardtLi

田　中　仁　志

HitoshiTANAEA

要

本研究は，藻類（単細胞緑藻クラミドモナス）を用いて水質評価手法の確立を目的

として行った。非イオン界面活性剤の一種ノニルフェノールエトキシレート，外因性

内分泌撹乱物質（いわゆる環境ホルモン）の疑いがあるとされるアルキルフェノール

類，ビスフェノールAなど，化学物質に対するクラミドモナスの影響評価時間と半数

増殖影響濃度（IC50）を求めた。

その結果IC50を判定する培養時間は，32時間（32h－IC50）が最適であることが分か

った。ノニルフェノールエトキシレートは，エトキシ基の重合度の増加に伴ってIC50が

高くなり，一方，アルキルフェノール類は，アルキル基の炭素数の増加に伴ってIC50が

低下することが明らかになった。

以上のことから，本手法は，簡易なバイオアッセイによる評価手法として有望であ

ることが分かった。

1　はじめに

平成8年4月，埼玉県飯能市の水道水が泡立ち，10

分以上も消えないといった内容の記事が新聞各紙に掲

載された。原因は，工場の排水中に含まれていた非イ

オン界面活性剤による水道水源汚染であった。住民の

問では，この非イオン界面活性剤の健康への影響に対

する不安が高まった。

河川水中には，このように人為的汚染による法的未

規制物質を含めて，さまざまな化学物質が混在してお

り，化学的手法でそれらすべての化学物質を分析・監

視することは，労力・費用等の理由で限界がある。特

に，生物に対する毒性が未知な化学物質や，二つ以上
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の化学物質が組み合わさると相東作用によって毒性

が強くなるものもある。こうした背景から，環境汚

染物質の生態毒性を視野に入れた水質モニタリング

には，それらに対する生物の応答を利用した評価方

法（バイオアッセイ）が有効である。

近年，魚類や貝類などの野生高等動物の形態異常が

報告され，内分泌攫乱物質（いわゆる環境ホルモン）

の生態系に及ぼす影響が懸念されるようになったが，

藻類に関する報告は少なく，環境ホルモンの影響につ

いて不明な点が多い。藻類は，水圏生態系において一

次生産者として重要な位置を占めるため，生物試験の材

料として注目され，セレナストラム1ト4）やスサビノリ5ト7）

などが使われてきた。本研究では，2本の等長な鞭毛



を持つことから鞭毛形成や運動の研究や，暗所でも生

育が可能（混合栄養）なことから光合成の研究などさ

まざまな分野で広く使われている単細胞緑藻クラミド

モナス（αJ丘即血β00β5re血鹿r拙力を供試生物と

して，主に環境ホルモンの疑いのある物質の増殖阻害

作用を調べ，その結果をもとにバイオアッセイに適用

するための検討を行った。

なお，クラミドモナスを用いた水質評価手法の検討

は，簡単な装置（省コスト）で，場所をとらず（省ス

ペース），誰でも簡単に，短時間（省労力）で評価可

能な，簡易な方法であることを重視した。

2　実験材料および実験方法

2・1供試藻類および評価方法の検討

本研究は，クラミドモナスの野生株（BIU－90・plus

mating type（mt＋），富山大学より分譲された）を試供

藻類とした。その主な特徴は，次のとおりである。

（1）2本の等長な鞭毛を使って泳ぎ回るため，鞭毛の

構造8，9）や運動10）に関する研究が可能

（2）走光性がある

（3）混合栄養（炭素源があれば光が不要）のため，光

合成能11）に関する実験が可能

（4）通常単相体生活をするため，突然変異体を分離し

やすい

（5〕細胞分裂周期が比較的短いため（5～6時間度），

短時間で分裂機構への影響が評価できる

（6）有性生殖を利用し，遺伝的解析や生殖への影響に

関する研究が可能

（7）細胞が大きい（約1机川）ため，顕微鏡で細胞の

形態を観察しやすい

このような特徴から，クラミドモナスは，さまざま

な視点から，毒性物質の影響評価に利用可能な単細胞

緑藻である。本研究では，簡便な方法で評価が可能な

（5）の増殖能に着目し，増殖阻害試験を行うことと

した。あらかじめ，分光光度計（㈱島津製作所製・Ⅲ

－120－02）で660nmにおける透過率12）と細胞密度の関

係を調べたところ，良い相関が得られた（図1）こと

から，透過率の変化を細胞密度の変化として捉えた○

2・2　試験物質の検討および調製

本研究で実験に用いた試験物質およびその特徴13）‾16）

は，次のとおりである。

ノニルフェノールエトキシレート（NPEO：避妊

フイルム，国内製薬会社製；IgepalCO－210・520・720・

890・990，ALDRICH社製）‥・非イオン界面活性剤。自

然界では，生分解によりノニルフェノ岬ル（NP：

APsのうち，アルキル基の炭素数が9つのもの，図

2）が生成17，18）される。また，避妊フイルムには殺

精子割としてNPEOが50mg含有されている。

アルキルフェノール類（AP s：表1参照）‥・

プラスチック類の酸化防止剤，界面活性剤の原料およ

びその分解生成物。アルキル基がC5～C9のものは

エストロゲン様作用をするとされる。

ビスフェノ～ルA（BPA：和光1級，和光純薬製）

‥・缶詰の内側の被覆に使われているポリカーボネ

ート樹脂および界面活性剤の原料

17β－エストラジオール（β－Estradiol，生化学用，

和光純薬製）‥・女性ホルモンの一種

これらの試験物質は，蒸留水またはエタノール

（EthanollOOO，残留農薬試験用，和光純薬製）を用い

て，BPAは0．01～50mg／且，APsは0．01～100mg／且，

NPEOは1～1，00伽g／且，17β－エストラジオールは

0．0165～6餌g／且の範囲で，それぞれ数段階の濃度に調

整した。なお，避妊フイルムおよびIgepalCO－890，990

（水溶性NPEO）の水溶液は，0．2即メンプレンフィ

ルター（アドバンテックDISMIC－25CS）でろ過威菌し，前

述の水溶性NPEOを除く物質を溶解したエタノール溶
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図1クラミドモナスの細胞密度と660n皿における

透過率の関係
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図2　ノニルフェノールエトキシレート（NPEO，

上）とノニルフェノール（NP，下）の構造式

NPEOのnは，重合度によって異なる
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図3　増殖阻害試験の実際

液および対照区のエタノールは，滅菌処理をせず，そのま

ま実験に使用した。

2・3　試供藻類の培養と試験手順

クラミドモナスの培養は，SGI培地19）にSodium

Acetate Trihydrateを1g／旦添加した培地を用い，室

温，白色蛍光灯連続照明下で行った。実験は，まず，

前培養として300血色三角フラスコ中で通気培養を行い，

淡黄緑に色づいた対数増殖期（0．6～1．2×106cells／舶）

のクラミドモナスを1血豆ずっ，あらかじめ5皿旦の培地

を入れた試験管（パイレックス製・18x180Ⅲ／m）に分

注したものを各濃度につき，3本ずつ（n＝3，ただし，

一部のAPsについてほJn＝1～2）用意した。この試験管

中の6mlの培地に，所定の濃度になるよう試験物質を

10恥用（避妊フイルムは，NPEO含有量が少ない

ため666〃1）添加し，対照には，同量の滅菌蒸留水も

しくはエタノールを添加し，試験培地とした。なお，

試験物質の添加による総体積の増加（6．0→6．1皿且）に

伴う濃度変化は無視した（避妊フイルムを除く）。次

に，試験管を振とう器（東京理化器械㈱製・測S－300）を

用いて，135rpmで振とう培養し，分光光度計で660nmに

おける透過率を一定時間右きに測定した（図3）。そ

の際，クラミドモナスが均等に混ざるように，試験管

の底部を弾くようにして，よく攫拝した。実験に供す

る試験管は，エタノールで洗浄したものを使用し，培

地等は，オートクレーブ（1210c・15舶n）で滅菌した。

標準物質の添加等の操作は、無菌的に行った。

2．4　影響評価方法

試験物質のクラミドモナスに対する影響評価は，

半数増殖阻害濃度（50％　GrowthInhibiting

Concentration，IC50）を用いた。

増殖率は，t時間後の対照区が常に100％になるよ

うに次式より求め，IC50は，生態毒性統計処理ソフト

（EcoTox－Statics Releasel．1）20）で算出した。

増殖率（％）＝［ト（対照区の透過率の変化量※1

（射一試験区の透過率の変化量（％））／対照区の透過率

の変化量（％）］×100

3　結果と考察

3・1　暴露時間の検討

クラミドモナスの増殖に伴う培地の660nmにおける

透過率の変化の例を図4に示す。対照区では，実験開

始時に95～92％程度であった透過率は，経時的に減少

し，32時間後には60％程度になるものもあり（図4・

NPEO），これ以後，沈殿する（対数期から定常期

に入ったと思われる）細胞が目立っようになった。さ

らに，透過率は，50％程度まで減少したが，沈殿細胞

中には死細胞も多くなり，透過率の測定ではこれらの
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図4　NPEO（上）およびNP（下）添加後の各濃

度別の660nmにおける透過率の経時変化（平均±

SD，n＝3）。横軸は添加後からの時間を表す。

※1：透過率の変化量は，実験開始時の透過率aが，t時間後にはbになったとすると，（a－b）／axlOO（％）で表すことができる
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細胞も含まれるため，32時間以降の評価は不適切と考

えた。一方，実験開始4～8時間後には，すでに微妙

ではあるが，実験区と試験区の問で培地の色の変化を

肉眼で確認することができた。また，図4のNPの対

照と0．01，0．1，1p印の実験区において，透過率の変

化が有意なものか検定（P＝0．05）を行った。実験開始

時には，それぞれ有意な差はなかったが，4時間後に

は，対照，0．01，および0．1ppmと1ppmの試験区との間

に有意差を生じた。つまり，4時間後には，増殖阻害

の有無を光学的に読みとれることが分かった。さらに，

4，8，24，28，32時間後のIC50をそれぞれ算出したところ，

4h－IC50が最も低く，32h一IC50が最も大きい値を示した○

このことは，実験開始後短い時間でも増殖阻害作用を

示すが，時間とともに増殖が活発化するため，増殖の

影響を指標とする場合，ある程度の培養時間が必要と

考えられる。従って，4時間後には，660nmにおける

透過率から求めた増殖率により，IC50が算出できたが，

本研究では，増殖に対する訓化時間をおく必要がある

こと，感受性の高い対数期であること，かつ，対照区

と試験区で比較し，増殖影響の有無が最も明確になっ

たことから判断し，32時間後の半数増殖阻害濃度

（32h－IC50）で増殖に対する影響を評価するのが適切

であると判断した。

3・2　NP EOの影響

NP EOを主成分とする避妊用殺精子剤では，

10pp皿では増殖阻害が認められず，100p印で増殖が阻

害された。増殖阻害が生じた濃度の細胞を光学顕微鏡

で観察したところ，葉緑体の色素が欠落し，無色にな

っているのが観察された。また，NPEOは，エトキ

シ基（EO基）の重合度の違いにより，増殖阻害を起

こす濃度が異なった。例えば，EO基の重合度が

n＝100を越えるものは，1，000ppmの濃度でも増殖阻害

が観察されず，n＝2程度のものは，NPに近い濃度で

阻害作用を示した。すなわち，表1より，EO基の重

合度が増すに従って32h－IC50が高く，増殖阻害作用が

弱くなることが分かった。これらの傾向は，モル濃度

で比較しても，同様の傾向を示した。同じエーテル型

の非イオン界面活性剤である，ポリオキシエチレンア

ルキルエーテル（POER）のヒメダカに対する毒性

は，EO基が小さくなるほど強くなるという報告21・22）

もあることから，NPEOのEO基の重合度が毒性に

大きく関与していることが分かった。

なお，避妊フイルムの32h－IC50は，約20ppmであ

ったところから，今回用いた試薬の中では，

NPEO（12）と近いことから判断し，EO基の重合度

がn＝12くらいのNPEOが，原料として使われている

と推定できた。

3・3　APsの影響

APsの増殖阻害は，NPEOに比べ，低い濃度で

観察された。NPEOの分解生成物であるNPは，

1p叩で増殖阻害を起こした（図4）。このことは，N

PEOのEO基が分解されるに従って，毒性が強くな

ることを示している。NPEOと同様にAPsの影響を

32h－IC50で比較すると（表1），アルキル基の炭素数

が小さい（C3）ものから大きく（C9）なるに従っ

て，徐々に32h－IC50は低くなり，C7～C9のAPsが

最も強い増殖阻害作用を示した。ここで，対象物質問

の分子量の違いを補正するため，モル濃度で比較した

ところ，やはり，同様の傾向を示した。このことから，

ァルキル基の大きさと増殖阻害作用の強さは，ほぼ比

例することが分かった。また，プチルフェノールの結

果では，結合位の違いにより毒性も異なっていた。こ

うした32h－IC50の相違いは，わずかな化学物質の構造

の違いにより，毒性が異なることを示して去り，緑藻

のクラミドモナスにおける毒性物質の作用械序を明ら

かにする重要な辛がかりになると思われる。

表1実験に用いた標準物質および32時間後の50％増殖

阻害濃度（32h－IC50）

NPEO偶の（）内の数値は，EO基の重合度を示す。表中の
数値に〉を付けて表した物質ほ，実験を行った最高濃度において
も増殖阻害が起こらなかったため，32h－IC50を求められなかった0

試験物質名　　酢碧妥　3笥諾ヂ0　幣粒0

NPEO（避妊フイルム）
NP EO（2）
NPEO（5）
NP EO（12）
NPEO（40）
NP EO（100）

4－プロピルフエノ⊥ル†
2－tert一プチルフェノール寺
3－tert－プチルフェノール寺
4－tert－プチルフェノールキー
4－∩－ペンチルフェノール寺・一
4－n－へキシルフェノール幸，一
4－n－ヘプチルフェノール‡・一

4－n－オクテルフェノール＝
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3・4　ビスフェノールAおよぴ17β一エストラ

ジオールの影響

ビスフェノールAの32h二IC50は，25ppmであり，

これは，分子量を考慮したモル濃度に換算すると，

100〃Mとなり，NPと比較すると，100倍程度大きな

値である。ここで，BPAとNPの分子量は，それぞ

れ220．35，228．29と，ほぼ同じことから，分子量に伴

う拡散条件は同程度と思われる。しかし，NPが親油

性官能基のアルキル基を持っているため，細胞膜を透

過しやすく，細胞内器官にも作用し易かったためと説

明できる。一方，17β－エストラジオールは，66p印の

濃度では白濁したため，33ppmが試験区の最高濃度と

なった。また，すべての実験区において増殖阻害は起

こらなかったため，IC50は算出できなかった。

4　今後の課題

平成10年度の環境庁の測定結果23）から，NPは，

全国河川中130地点の77％から検出され，その最高検

出濃度は7．1〃g／見であった。BPAは，同じく68％

で検出され，0．9毎g／見であった。これらの調査結

果から，本研究で，供試生物として用いたクラミドモ

ナス野生株での32h－IC50による評価は，難しいと思わ

れる。河川水から目的物質を抽出・濃縮後添加する方

法や，感受性の高い突然変異体を単離することを検討

し，感度に関する問題を解決しなければならない。ま

た，本研究では，SGI培地を用いたが，河川水に試験

物質を添加したときのIC50を確認しておく必要がある。

それらの検討ののち，バイオアッセイ系の確立が可能

と考える。

本研究では，クラミドモナスに対する急性毒性の検

討を行ったに過ぎず，本来，環境ホルモンの作用とし

て懸念されている不可逆的な反応や有性生殖において

の影響についても早急に調べる必要がある。これらの

研究には，世代交代が比較的早く子孫への影響を調べ

られること，鞭毛再生，遊泳速度など24）‾30）（中村

ら）異なった生命現象に注目することで，複合的に毒

性評価が可能であることから，クラミドモナスが供試

生物に適していると考えられる。

今後は，APsの増殖（細胞分裂）阻害機序，さら

に，藻類にも高等動物のようにレセプターが存在し，

環境ホルモンとして作用するのかなどについても解明

していきたい。

5　　まとめ

単細胞緑藻クラミドモナスを供試藻類に用いて，環

境ホルモンの疑いのある化学物質の増殖に対する影響

を調べるとともに、バイオアッセイ系の確立を目的と

した本研究をまとめると，次ぎのようになる。

（1）660nmの透過率を調べることにより，クラミドモ

ナスの細胞数を概ね把握することができた。また，

半数増殖阻害濃度（IC50）を評価する時間は，透過

率の変化および細胞の状態から判断し，32時間後

（32h－IC50）が適当であることが分かった。

（2）NPEOは，10ppmでは増殖阻害が認められず，

100ppmで増殖が阻害された。それらの細胞を光学顕

微鏡で観察したところ，鞭毛ははずれ，葉緑体の色

素が欠落し，無色になっていた。また，NPEOは，

EO基の重合度の違いにより，増殖阻害を起こす濃

度が異なった（表1・上段）。すなわち，EO基の

重合度が増すに従って32h－IC50が高くなり，増殖阻

害作用は弱くなることが分かった。

一方、避妊フイルムの主成分は，殺精子剤として

NPEO（50mg含有）が使われて去り、32h－IC50が

約20ppmであったことから，EO基の重合度がn＝12

程度のものが使われていると推定できた。

（3）APsの増殖阻害は，NPEOに比べ，低い濃度

で観察された（表1・中段）。アルキル基の炭素数

が小さい（C3）ものから大きく（C9）なるに従

って，徐々に32h－IC50値は低くなり，C7～C9の

APsが最も強い増殖阻害作用を示した。このこと

から，アルキル基の大きさと増殖阻害作用の強さは，

ほぼ比例することが分かった。また，プチルフェノ

ール異性体群では，結合位の違いによっても増殖阻

害濃度が異なることが分かった。

BPAの32h－IC50（モル濃度）は，AP sのC7

～C9と比較すると100倍程度大きかった。これは，

アルキル基を持たないことから，親油性が小さく，

細胞膜を透過しにくかったものと考えられる。また，

17β－エストラジオールの増殖阻害濃度を求めるこ

とはできなかった。

（4）以上の結果から，クラミドモナスを供試生物に利

用し，660nmの透過率を測定し，増殖阻害作用を検

討した本方法は，河川水など試料の濃縮方法と組み

合わせることにより，比較的簡易な生態毒性評価方

法として有効であると考えられる。
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（本研究の一部は，平成10年度さいたま環境研究フォ

ーラム31）で発表したものである）
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