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仔魚の遺伝子発現解析による下水処理水の慢性影響評価法の開発 
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【要旨】 

本研究では遺伝子発現解析を魚の曝露試験に適用し、下水処理水の魚類慢性影響の検出と評価法の提案を

行った。二次処理水を用いてゼブラフィッシュの胚・仔魚期の曝露試験を行い、ふ化率、生存率と網羅的遺

伝子発現への影響、および、希釈またはオゾン処理による遺伝子発現影響の低減効果を調査した。二次処理

水、オゾン処理水の曝露による遺伝子発現への影響レベルは、河川水の同様の曝露結果と比較した。その結

果、二次処理水最大濃度（80％）においてもふ化率や生存率に影響は見られなかったが、遺伝子発現への影

響は見られた。二次処理水の割合が減少するに従い、発現変動遺伝子数も少なくなることが確認された。二

次処理水曝露により免疫、代謝、ストレス応答、シグナル伝達など様々な影響を受けていることが示唆され

た。二次処理水は 10 倍希釈、または、オゾン処理により、遺伝子発現への影響を河川水レベルまで低減で

きることがわかった。 

キーワード：ゼブラフィッシュ、短期毒性試験、網羅的遺伝子発現解析、下水処理水 

 

1． はじめに 

排水の水生生物への影響評価には、毒性値が明らかに

されている化学物質の機器分析による排水中の濃度測定

と毒性値との比較、または、排水に水生生物を曝露し、

死亡や成長阻害などの生物応答から評価する全排水毒性

（WET：Whole Effluent Toxicity）試験がある。生物応答を

用いた試験は、排水の有害性を直接評価でき、米国等で

は藻類、無脊椎動物、魚類を用いたWET試験が導入1)さ

れている。日本でも生物応答を用いた排水試験法（検討

案）2)が公表（平成 26年 3月）され、生物応答に基づく

排水管理の制度化と導入が検討された。平成 31年 3月

時点で、事業者の自主的取り組みとして活用されること

となった 3)。これまでに様々な事業所排水について生物

応答試験が適用 4) 5)されてきたが、下水処理場の放流水

への適用 6) 7) 8)例は少ない。下水放流水の水量は、他の事

業所に比べて大きく放流先水域の水質に影響する場合も

ある。公共用水域の水生生物保全のために、下水放流水

の水生生物影響の評価が必要な場合も考えられる。下水

処理水に生物応答試験を適用した報告では、藻類への影

響 6)は塩素消毒水で、甲殻類への影響 7)は金属を含む排

水で確認される場合もあるが、下水処理水の水生生物へ

の影響は一般的に低い 8)。魚類に影響が見られる場合 6)

があるものの、3 生物種の中で魚類への影響は特に低い
8)といえる。ただし、生物応答を用いた排水試験法の中

で魚類影響については、胚・仔魚期の曝露からふ化率と

仔魚の生存率を評価する試験である点に留意が必要であ

る。下水処理水放流先の魚類存続の確保の観点からは、

ふ化率、仔魚の生存率だけではなく、成長、繁殖、内分

泌かく乱影響など様々な評価軸で下水処理水の魚類への

安全性を評価することも重要である。しかしながら、こ

のためにはそれぞれの評価軸に対応する試験を別途行う

必要があり、試験コストと労力を要する。 

一方で、次世代シーケンサーなどの網羅的遺伝子発現

解析技術の普及により、遺伝子レベルで生物影響を詳細

に解析することが可能となっている。また、OECDを中

心に、化学物質の曝露から、分子、細胞、臓器、個体お

よび個体群レベルへの影響についての反応経路

（Adverse Outcome Pathway；AOP 9)）を整理する取り組み

が進められており、AOP の一部である遺伝子発現の知

見の充実や遺伝子発現レベルと個体レベルの影響の関係

解明が重要となっている。 

毒性学や分子生物学の分野で蓄積されてきた遺伝子発

現とその機能に関するデータベースを活用し、仔魚期の

魚の様々な機能遺伝子を網羅的に解析することで、一回

の生物応答試験から、遺伝子レベルではあるが様々な評

価軸での影響評価が可能になると考えられる。 

下水処理水を対象とし、胚・仔魚期の魚類を用いる曝

露試験に網羅的遺伝子発現解析を追加し、魚が受けてい

るストレスの種類の判定と希釈や高度処理過程でのその

低減効果および遺伝子発現の影響レベルを評価した報告

は見られない。 

本研究では、下水二次処理水を対象とし、生物応答を

用いた排水試験法（検討案）2)に掲載されている胚・仔

魚期のゼブラフィッシュを用いる短期毒性試験に、次世

代シーケンサーによる網羅的遺伝子発現解析を追加し、

ふ化率と生存率の他に、生体維持に関わる様々な機能へ

の影響の検出が可能かどうか、また、検出された影響の

希釈とオゾン処理による低減効果、および、河川水との

比較による遺伝子発現レベルの評価について検討した。

さらに、曝露水の水質と遺伝子発現の関係についての解
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析も行った。 

 

2． 実験方法 

2．1 曝露水と曝露試験の方法 

図-1に本研究で用いた活性汚泥処理実験装置とオゾン

処理実験装置の概要を、写真-1にオゾン処理装置の外観、

処理条件を示す。本実験で使用した装置は、最初沈殿池

（500L）、生物反応槽（500L ×4 槽）、最終沈殿池

（700L）からなる活性汚泥処理実験装置、砂ろ過塔と、

その後段のオゾン反応塔、担体処理槽から構成される。

流入下水は、主に分流式下水道として整備され生活排水

が流入する実下水処理場の生下水を用いた。生物反応槽

は、第 1槽から第 4槽まで全面エアレーションを行う標

準活性汚泥法（HRT：約 8時間、MLSS 濃度：約 2,300 

mg/L、SRT：約 9日）による処理を行った。オゾン処理

の条件については、下水処理水の消毒を対象とする場合

のオゾン注入量は 5 mg/L、接触時間は 10 ～20分が標準
10)とされる。本実験ではオゾン発生装置の性能に制約が

あったためオゾン注入量を約3 mg/Lとし、接触時間は約

20 分で砂ろ過水のオゾン処理を行った。オゾン処理水

は滞留槽（10L）を経て生物膜処理を行った。生物膜処

理には、一部の医薬品の低減に効果があることが報告 11)

されている微生物保持担体（ポリプロピレン製円筒担体

4mmOD×3 mmID×5 mmL）によるものとし、充填率

90％（嵩）で充填したろ床にオゾン処理水を上向流で通

写真-1 オゾン処理実験外観と処理条件 

担体処理槽
容量：90L
担体容量：81L
担体の種類：ポリプロピ

レン中空円筒製担体
接触方式：上向流
接触時間：約2時間

オゾン反応塔：
気液対向方式

容量：約20L
接触時間：約20分
オゾン注入量：約3mg/L

図-1 活性汚泥・オゾン処理実験装置の概要 

流入下水
エアレーションタンク 2,000L
AT1 AT2 AT3    AT4
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砂ろ過水
貯留タンク

二次処理水
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置
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：採水カ所

0% 20% 40% 60% 80% 100%

水田 畑 森林 市街地+道路 荒地+水域等

山口川 (5.8km2)

桜川下流 (331.3km2)

恋瀬川 (151.5km2)

山王川 (8.2km2)

()内は流域面積

図-3 霞ヶ浦流入河川の土地利用の割合 

国土数値情報H28年度土地利用からArcGISで算出 

図-2 霞ヶ浦流入河川の採水地点 

山王川

恋瀬川

桜川下流

山口川（桜川支流）

：採水地点

表-1 曝露条件 

試験魚種 ゼブラフィッシュ

採水日：2017年12月7～8日

・二次処理水 （80, 40, 20, 10％）
・オゾン処理水 （80％）
・オゾン＋担体処理水 （80％）
・脱塩素水道水：Control 1
（）内の％値は脱塩素水道水で希釈したと
きの曝露水の存在割合

採水日：2019年1月21日

・山口川（桜川支流）（80％）
・桜川下流 （80％）
・恋瀬川 （80％）
・山王川 （80％）
・脱塩素水道水：Control 2
（）内の％値は脱塩素水道水で希釈したと
きの曝露水の存在割合

曝露期間 9日間、胚～仔魚期

曝露方式 半止水式（2, 4, 6, 8日目に換水）

連数 4連/試験区

供試卵数 15粒/連

温度 26℃

明暗周期 明 16h / 暗 8h

給餌 なし

観察項目 生存数、孵化数

RNA抽出方法 Qiagen RNeasy Mini Kit

ライブラリ調整方法
Illumina Truseq Stranded mRNA
 LT Sample Prep Kit

使用シーケンサーと試薬 Miseq, Reagent kit v3 150cycle

曝露水
（下水処理水）

比較対象曝露水
（河川水）
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水し、水理学的滞留時間約 2時間で処理した（以降、オ

ゾン+担体処理とする）。なお、実験装置は、曝露水採

水の約 1カ月前から上記条件で連続運転した。 

採水は、2017年 12 月 7～8日に二次処理水（砂ろ過

水）、オゾン処理水、オゾン+担体処理水を 24時間連続

採水し、13日から 22日にかけてゼブラフィッシュを用

いて胚・仔魚期の魚類を用いる短期毒性試験に従い試験

を行った。表-1に曝露条件を示す。二次処理水、オゾン

処理水、オゾン+担体処理水の最大曝露濃度 2)は 80 ％に

設定した。曝露水の希釈には活性炭処理した脱塩素水道

水を用い、コントロール曝露区は脱塩素水道水 100 ％と

した。 

下水処理水曝露による遺伝子発現レベルの評価は、河

川水との比較によることとした。比較対象とする河川水

は、霞ヶ浦流入河川水とし、土地利用の異なる以下の 4

地点を選定した。図-2に採水地点、図-3に土地利用の概

要を示す。採水地点より上流域の土地利用の特徴は次の

とおりである。山口川（桜川支流）は筑波山の渓流で、

その流域は森林が 99 ％を占める。桜川下流は霞ヶ浦流

入河川の中で最大流域面積をもち、他の流域よりも水田

の割合（26 ％）が高い。恋瀬川は桜川下流に次ぎ流域

面積が大きく森林の割合（46 ％）が高い。山王川は市

街地の割合（67 ％）が大きい。なお、桜川、恋瀬川、

山王川は、生物類型 B（コイ、フナ等比較的高温域を好

む水生生物及びこれらの餌生物が生育する水域）に指定
12)されており、魚類影響は少ない河川であると考えられ

る。採水は、2019年 1月 21日にスポット採水した。曝

露濃度は最大曝露濃度 80 ％のみとし、試験は 1月 23日

から 2月 1日にかけて実施した。 

各下水試料、各河川試料原水は、下水処理工程での処

理の程度、河川水の汚濁程度を把握するため、溶存有機

炭素濃度 DOC（島津製作所製 TOC-V）、NH4-N、NO3-N、

NO2-N（ビーエルテック製 QuAAtro2-HR）とオゾン処理

の処理効果や水質のキャラクタリゼーションが簡便に把

握できる三次元蛍光スペクトル（日立ハイテクノロジー

ズ製 F-4500）を測定した。  

2．2 遺伝子発現解析の方法 

曝露試験終了時に生存していた仔魚は、液体窒素で急

速凍結し、RNA 抽出まで-80℃で保存した。冷凍保存し

た仔魚の RNAは、RNeasy Mini Kit（Qiagen製）を用いて、

1連最大15匹をまとめて1検体として抽出した。RNA試

料は Bioanalyzier（Agilent製）を用いて、分解を受けてい

ないことを確認し、Truseq Stranded mRNA prep kit（Illumina

製）を用いてライブラリ調製後、次世代シーケンサー

Miseq（Reagent kit v3、 150cycle、 Illumina製）により、1ラ

ン2検体でシーケンシングを実施した。81塩基のペアエ

ンドで 1検体につき約 1,600万リードの塩基配列を取得

した。 

遺伝子発現解析はセルイノベーション（国立遺伝学研

究所のデータ解析拠点 Maser13）にリードデータをアップ

ロードして実施した。Tophat2 を用いてゼブラフィッシ

ュゲノム（DanRer11）にマッピング後、Cufflinks2を用い

て遺伝子発現量を FPKM（Fragments Per Kilobase of exon per 

Million fragments mapped）で表した。得られた遺伝子配列

は、NCBI に登録されているゼブラフィッシュ蛋白質配

列（Refseq Protein）14)に対して Blastxによる相同性検索を

行い、E-valueと Bit scoreから最も相同性が高い Refseq ID

を得た。そして、UniProt15)および UniProt-GOA16)のデータ

ベースを用いて各遺伝子のRefseq IDに対応したゼブラフ

ィッシュの遺伝子機能情報（Gene Ontology： GO）を取

得した。 

発現変動遺伝子の抽出および Gene Ontology 解析は、

subio ver.1.24 (subio社製)により行った。発現変動遺伝子の

抽出条件は、各曝露区でコントロール区の 2倍以上、1 / 

2以下（Fold change 2）、および T検定で p値が 0.05以下

となる遺伝子とした。なお、下水試料と河川水曝露試験

の時期が異なったため、コントロール区は下水試料の

Control 1と河川試料の Control 2の 2種類あるが、発現変

動遺伝子の抽出の際は 2種類のコントロールを統合し 1

つとし解析した。Gene Ontology 解析では、Biological pro-

cessの機能情報を用いることとし、 Fisherの正確確率検

定により二次処理水最大濃度 80％曝露区を基準として

発現変動遺伝子と関連が強い機能を抽出（検定条件：

overlap 3以上、p値0.05以下）し、各曝露区間をp値で比

較した。  

 

3． 実験結果 

3．1 曝露原水の水質分析結果 

図-4、 5、 6 に脱塩素水道水（Control 1、 2）、各下水

試料、各河川水試料の DOC、形態別窒素、蛍光強度の

分析結果を示す。DOC濃度は二次処理水が最も高く、

オゾン処理水とその後段の担体処理水で若干の低下が見

られた。この値は都市河川である山王川よりも高い値で

あった。二次処理水中の NH4-N、NO2-N濃度は低く硝化

が十分の進行した処理水であった。NH4-Nの値はいずれ

の河川水よりも高い値であった。図-7に全ての曝露試料

原水の三次元蛍光スペクトルの結果を示した。図-6は二

次処理水の三次蛍光スペクトルで高い値を示した励起波

長 (Ex) 240 nm / 蛍光波長 (Em) 430 nm、Ex : 340  nm / Em 430 

nm のピーク強度である。二次処理水で見られたこれら

のピークは、オゾン処理で約 1/3～1/4まで低下し、桜川

下流や山王川と同程度となった。  

3．2 胚仔魚期の魚類を用いる短期毒性試験露の結果 

図-8、 9に各曝露区のふ化率と生存率の平均値と標準

偏差を示した。ふ化率と生存率の平均値は、Control 1区

ではそれぞれ 95 ％、 92 ％、Control 2 区では 100 ％、 
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100 ％であり、いずれの曝露区も 80 ％を超え試験は成立
2)していた。Dunnettの多重比較法を用いて、コントロー

ル区と各曝露区のふ化率の平均値の差を検定したところ、

いずれの曝露区でも有意にならなかった（有意水準

1％）。生存率についてもコントロール区と各曝露区で

統計的に有意な差は認められなかった。 

3．3 遺伝子発現解析結果 

3.3.1 ゲノムマッピングによる遺伝子の検出と発現変

動解析結果 

Tophat 2-Cufflinks 2によるゼブラフィッシュゲノムへの

マッピングの結果、25,567 遺伝子が検出された。25,567 

遺伝子のうち 75 ％にあたる 19,317遺伝子にBiological pro-

cess の機能情報（GO : Gene ontology）を与えることができ

た。図-10 はコントロール区と各曝露区の各遺伝子発現

量の散布図である。図中のプロットが検出された各遺伝

子を反映しており、Fold change 2、かつ、p値 0.05以下と

判定された発現変動遺伝子を黒色で示した。二次処理水

図-4 曝露水原水の DOC 濃度 
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80 ％曝露区は発現変動遺伝子数が多いこと、山口川で

少ないことがわかる。 

図-11 は各曝露区の発現変動遺伝子数で、各下水試料、

河川水試料への曝露により遺伝子発現量が上昇したもの

と下降したものを分けて図示した。下水処理水曝露区で

上昇する遺伝子が多くなっていた。コントロール区に対

して上昇と下降を示した発現変動遺伝子の総数は、二次

処理水80 ％、40 ％、20 ％、10 ％曝露区でそれぞれ223、

128、101、66個となり、下水処理水の割合が減少するに

従い、発現変動遺伝子も少なくなった。オゾン処理水

80 ％、オゾン+担体処理水 80 ％曝露区の発現変動遺伝子

数は 63、47個となり、オゾン処理により発現変動遺伝

子数を抑制できることがわかった。発現変動遺伝子数で

みると、オゾン処理は二次処理水の 10倍希釈に相当す

る結果となった。本実験ではオゾン処理の後段に担体処

理を設けていた。本処理により若干ではあるが発現変動

遺伝数のさらなる低下が見られた。 

河川水試料では渓流である山口川で 29個と最も少な

く、都市河川である山王川で 65 個と最も多くなった。

二次処理水 10 ％、オゾン処理水曝露区の発現変動遺伝

子数は、桜川下流、山王川に、オゾン+担体処理水曝露

区は、恋瀬川に曝露した時と近い数になっていた。 

3.3.2 ゼブラフィッシュのGOを用いた機能解析結果 

図-12 に発現変動遺伝子の機能解析をゼブラフィッシ

ュのBiological process情報を用いて実施した結果を示す。

図は Biological Process関連のGOを、二次処理水 80 ％ 曝

露区で p値 0.05 （- log10表示で 1.3）以下まで示したもの

である。二次処理水 80 ％曝露区で影響が高いと判定さ

れた機能は、defense response、cytokine-mediated signaling 

pathway で、これらは免疫に関係する機能である。その

他にも代謝、ストレス応答、シグナル伝達など様々な機

能への影響を生じている可能性があった。これらの機能

の p値は希釈倍率が高くなるに従い大きくなる傾向が見

図-8 下水試料のふ化率，生存率の結果 
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られ、二次処理水10％曝露区でp値が0.01以下になるの

ものは 1機能( cell-matrix adhesion )のみとなった。二次処理

水が 10倍希釈されることにより、遺伝子発現に与える

影響は概ね抑制できることがわかった。 

オゾン処理では二次処理水 80 ％ 曝露区で見られた各

機能への影響が顕著に低下していることがわかる。河川

水では山王川で数個の機能で p値が低いものがみられる

ものの、魚類の遺伝子発現に与える影響は低いことがわ

かる。 

 

4． 考察 

4．1 生物応答と遺伝子発現の関係について 

ふ化率、生存率の生物応答を指標にした二次処理水の

希釈系列の曝露試験では、二次処理水最大濃度 80 ％で

もふ化率と生存率に有意な影響は見られなかったが、遺

伝子発現への影響は見られた。二次処理水で見られた遺

伝子発現への影響は、現時点で各遺伝子の発現レベルと

将来生じる成長や繁殖阻害との関係は未解明であるため、

悪影響であるとは断定はできない。しかし、機能解析の

結果、免疫、代謝、ストレス応答、シグナル伝達などへ

の影響を受けている可能性が示唆され、二次処理水

80 ％の曝露条件で成魚に至るまで長期間曝露された場

合、成長阻害や生存率に影響が生じる可能性も否定でき

ない。より安全側の観点からは、発現変動遺伝子数や有

意に検出される機能への影響について、河川水レベルま

での低減を目指すことも考えられ、今後、さらなる知見

の蓄積を踏まえた検討が求められる。 

本研究からは二次処理水曝露により免疫への影響が生

じる可能性が高いことが示唆されたが、ヒト細胞に下水

処理水を曝露し、遺伝子発現量の変化をマイクロアレイ

で測定し、Biological Processで機能解析した報告 17)におい

ても、本研究で影響が見られた defense response（防御反

応）、inflammatory response（炎症応答）への影響が見ら

れている。こうした免疫機能に影響を与える原因物質は

明らかではないが、response to bacterium(細菌による応答)、

芳香族炭化水素により誘導される xenobiotic metabolic pro-

cess（生体外物質の代謝）や、医薬品などにより誘導さ

れる g protein-coupled receptor signaling pathway（G タンパク

質共役受容体シグナル）への影響が見られることから、

処理水中の細菌と化学物質の両方の影響を受けていたと

考えられる。  

生物応答試験に網羅的遺伝子発現解析を適用すること

により、生物応答試験だけでは捉えられることができな

かった、魚類の免疫、代謝、ストレス応答、シグナル伝

達などの様々な遺伝子レベルでの影響とその原因物質の

推測に利用できると考えられた。 今後、魚類遺伝子の

機能情報の充実や AOPの解明が進むことが予想され、

遺伝子発現解析は魚類個体の詳細影響や影響予測のツー

図-12 ゼブラフィッシュの機能情報（Biological Process）を用いた機能解析（Fisher の正確確率検定）の結果 
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defense response(応答)

cytokine-mediated signaling pathway（応答,シグナル伝達,調整）

proteasomal protein catabolic process（代謝）

proteasomal ubiquitin-independent protein catabolic process（代謝）

chemokine-mediated signaling pathway（応答,シグナル伝達,調整）

cellular response to xenobiotic stimulus（応答）

lymphocyte chemotaxis（応答,免疫,局在化）

cellular response to interferon-gamma（応答,免疫）

cellular response to tumor necrosis factor（応答）

cellular response to interleukin-1（応答）

xenobiotic metabolic process（代謝,応答）

monocyte chemotaxis（応答,免疫,局在化）

inflammatory response（応答）

response to peptide hormone（応答）

neutrophil chemotaxis（応答,免疫,局在化）

immune system process（免疫）

positive regulation of erk1 and erk2 cascade（調整）

regulation of transcription by rna polymerase ii（調整）

response to bacterium（応答）

cell-matrix adhesion（その他）

immune response（免疫）

proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein catabolic process（代謝）

regulation of cell population proliferation（調整）

g protein-coupled receptor signaling pathway（応答,シグナル伝達,調整）

positive regulation of gtpase activity（調整）

0 1 2 3 4 5 6

Fisher検定のp値

（-Log10P）

二次処理水

80%

二次処理水

40%

二次処理水

20%

二次処理水

10%

1.3 0 1 2 3 4 5 6

Fisher検定p値

（-Log10P）

オゾン処理水

80%

オゾン+担体

処理水80％

1.3
0 1 2 3 4 5 6

Fisher検定のp値

（-Log10P）

山王川80％

恋瀬川80％

桜川下流80％

山口川80％

1.3



 

 7 

ルとして発展していくものと考えられる。 

4．2 下水処理水の希釈とオゾン処理による遺伝発現レ

ベルでの影響低減効果について 

二次処理水 80％曝露区で見られた遺伝子発現レベル

の影響は、希釈されることにより低減できることがわか

った。概ね 10倍程度希釈されることにより、発現変動

遺伝子数は河川水下流程度まで、機能解析で有意と判定

された様々な機能影響は、有意水準以下（p値 0.05以上）

まで低減できることがわかった。環境基準値と排水基準

値の関係など、下水処理水の影響は 10倍希釈で議論さ

れることが多く、遺伝子発現解析の結果はこれを支持す

る形となった。オゾン処理水 80％曝露区では、二次処

理水 80％曝露区で発現変動を示した遺伝子数、有意と

なった様々な機能への影響は顕著に低減していた。本研

究からは、下水処理水の放流先の希釈状況や生態系に特

に配慮する場合や、修景用水、河川維持用水として水生

生物にも配慮しながら再利用する場合等において、オゾ

ン処理が有効な処理方法となりうると考えられた。一方

で、下水処理水をオゾン処理したことにより、雄魚の肝

臓で CYP1a1（薬物代謝酵素）、VTG（卵黄前区駆蛋白

質）のマーカー遺伝子が誘導されることがあるとも報告
18) されていることから、オゾン処理の魚類への安全性を

確定するためには、オゾン処理条件（後処理も含め）と

魚の遺伝子発現および成長、繁殖への影響についての知

見の充実が必要である。 

4．3 河川水との比較による下水処理水の遺伝子発現レ

ベルの評価について 

遺伝子発現レベルと魚類の成長、繁殖影響の関係は明

確になっておらず、この解明には長期間を要すと考えら

れる。当分は魚類の安全性を保障できる各遺伝子の発現

量を示すことはできない。現時点では、魚類調査が行わ

れ、魚類の存続が確認されている河川水を比較対象とす

ることが最適と考えられる。本研究で比較対象とした霞

ヶ浦流入河川下流は、生物類型 B（コイ、フナ等比較的

高温域を好む水生生物及び これらの餌生物が生育する

水域）に指定されている水域であり、ゼブラフィッシュ

のふ化率や生存率を指標にした生物応答試験でも影響は

見られなかった。他に、比較対象とする河川の選定方法

には、河川水辺の国勢調査地点の活用も考えられる。ま

た、下水放流口より上流の河川水を比較対象とすること

も一案と考えられる。下水処理水の魚類影響レベルをど

の程度にするのかについては、魚類の生息状況も含め放

流先で求められる水環境像によって異なり、比較対象と

して相応しい地点の選定が必要となる。 

4．4 遺伝子発現と水質の関係について 

本研究では、曝露水原水の水質の簡易水質分析を行っ

ていた。図-13 は各下水試料、各河川試料原水の蛍光強

度と各下水、各河川試料 80％曝露区の発現変動遺伝子

数の関係を示したものである。図より各曝露水の蛍光強

度と発現変動遺伝子数が正の相関関係を示していること

がわかる。二次処理水原水で見られた蛍光ピークはブロ

ードであることから、曝露水には様々な化学物質が含ま

れていると考えられる。三次元蛍光分析から魚類に影響

を与える化学物質を特定することはできないが、水質の

キャラクタリゼーションは可能である。こうしたキャラ

クタリゼーション可能な機器分析による水質分析と生物

応答試験による有害性評価に相関を見いだせる可能性が

ある。そのためには、生物応答試験とキャラクタリゼー

ション可能な機器分析（三次元蛍光分析、LC-GC-

TOF/MS など）を併用したデータ集積と統計解析が必要

である。機器分析でのスクリーニングが可能となれば、

水生生物への有害性が疑わしい試料のみを、生物応答試

験に供することができ、生物応答試験の労力や費用を低

減できると考えられる。 

 

5． おわりに 

本研究では、下水処理水を試験水とし、胚・仔魚期の

ゼブラフィッシュを用いる短期毒性試験に網羅的遺伝子

発現解析を追加し、ふ化率と生存率の他に、生体維持に

関わる様々な機能への影響検出が可能かどうかを検討す

るとともに、希釈とオゾン処理による遺伝子発現影響の

低減効果を探った。さらに、河川水との比較から下水処

理水の遺伝子発現レベルの評価を行った。本研究で得ら

れた知見を以下に示す。 

(1) ふ化や生存への影響が低い下水処理水においても、

網羅的遺伝子発現解析を追加することにより、魚の

生体維持に関わる様々な機能への影響の可能性が検

出できることがわかった。生物応答試験への網羅的

遺伝子発現解析の適用は、下水処理水のより安全側

図-13 曝露水の蛍光強度と発現変動遺伝子数の関係 

y = 135x - 1.03

R² = 0.9696

y = 170x + 17.4

R² = 0.9836

0

50

100

150

200

250

0 0.5 1 1.5 2

発
現
変
動
遺
伝
子
数

蛍光強度(R.U.)

Ex:240nm/Em:430nm
Ex:340nm/Em:435nm



 

 8 

での魚類影響評価に利用できると考えられた。 

(2) 二次処理水の希釈系列の生物応答試験では、最大濃

度 80％でもふ化率と生存率に影響は見られなかった

が、網羅的遺伝子発現解析では発現変動遺伝子数の

増加が確認され、遺伝子発現への影響が見られた。 

(3) 二次処理水曝露により発現変動を示した遺伝子群を

機能解析した結果、免疫、代謝、ストレス応答、シ

グナル伝達など様々な影響を受けている可能性があ

った。  

(4) 二次処理水 80％曝露区で見られた遺伝子発現影響は、

希釈されることにより低減できることがわかった。

10倍希釈されることにより、発現変動遺伝子数を概

ね河川水下流程度まで低減でき、機能への影響も低

減できることがわかった。 

(5) オゾン処理は発現変動遺伝数の抑制に顕著な効果が

あった。 

(6) 下水処理水が魚類に与える遺伝子発現レベルの影響

は、河川水を比較対象とすることで相対的評価が可

能と考えられた。 

(7) 曝露水原水の三次元蛍光分析の蛍光強度と発現変動

遺伝子数に類似した傾向が見られた。 
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データ解析拠点、Maser データ解析システムを利用させ
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