
土木技術資料 60-6 (2018) 
 
    

 
 

－ 20 － 

特集報文：下水道における革新的技術の導入普及 

メダカの遺伝子発現解析を利用した下水処理水の 

バイオモニタリング法の開発 

北村友一・小川文章

 

1．はじめに1 

近年、女性ホルモン様物質やその他の化学物質

が下水処理水中に残存する場合があることが報告

1),2)され、下水処理水の放流先や再利用先での魚

類への影響が懸念されている。下水処理水の水質

管理は、化学物質ごとの排水規制に基づき実施さ

れてきたが、毒性が明らかになっていない未規制

化学物質や、多種多様な化学物質の複合影響を考

慮すると、放流先の状況にもよるが、魚類生態保

全のためには、直接的なバイオアッセイ※から下

水処理水の魚類影響を確認することも必要になる

と考えられる。 

下水処理水の魚類影響は、魚類生態保全を考慮

すると、個体群存続、すなわち、繁殖（産卵、ふ

化率、稚魚の成長など）に関する項目で評価する

ことが望ましい。土木研究所水質チームでは魚類

の繁殖を指標とした下水処理水の評価も試行して

いる 3)が、産卵、ふ化、成長、さらに、次世代の

これらの影響まで考慮した繁殖試験には、流水方

式で 1 年近く下水処理水への曝露が必要となる。 

魚類個体群存続への影響を未然に防ぐためには、

スポット採水試料や短期間曝露試験から下水処理

水の魚類への繁殖影響を評価する必要があり、魚

類繁殖影響が短期間で評価できる新しいバイオ

アッセイ法の開発が望まれている。 

近年の遺伝子発現解析※技術の進歩により、一

度の試験で数万種類の遺伝子発現の変化を検出で

きるようになってきている。遺伝子発現は、スト

レスに敏感で応答も早いことが知られおり、生殖

や成長に関係する遺伝子発現を指標とすることに

より、繁殖影響を短期間で推測できる可能性があ

る。水質チームでは、バイオアッセイに遺伝子発

現解析を取り入れた革新的な水質評価法の開発を

行っており 4)、本報告はメダカの網羅的遺伝子発

──────────────────────── 
Development of a Biomonitoring Method of Treated 
Sewage Using Gene Expression Analysis of Medaka 
※用語解説：バイオアッセイ、遺伝子発現解析 

現解析を用いて、下水処理工程での魚類繁殖影響

の低減効果を評価した研究を紹介する。 

2．実験方法 

2.1 下水処理実験 

評価対象とした下水処理法は、活性汚泥処理

（以降、活性汚泥法で処理した水は「二次処理

水」とする。）と、二次処理水中に残存するエス

トロゲンや医薬品の除去効果が期待できる5)微生

物保持担体処理（以降「担体処理」とする。）と

した。図-1に実験に使用した下水処理パイロット

プラントの概要を示す。実験装置は、最初沈殿池、

活性汚泥処理槽、最終沈殿池、担体処理槽から構

成されている。流入下水は、主に生活排水が流入

する実下水処理場の生下水である。活性汚泥処理

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による処理で、水理学的滞

留時間（HRT）は7時間程度であった。担体処理

槽には、微生物が自然発生的に保持されたポリプ

ロピレン製円筒担体 (φ5mm、長さ5mm、厚さ

1mm)が充填され、水理学的滞留時間2時間で二

次処理水を処理した。メダカの曝露水は、流入下

水、二次処理水、担体処理水とし、対照区は水道

水を活性炭処理した脱塩素水道水とした。 

実流入下水 活性汚泥処理槽 2,000L
AT1 AT2 AT3 AT4

最初
沈殿
池

500L

最終
沈殿
池

700L

二次処理水

担体処理水

担体処理水槽 40Ｌ(各10L)
HRT=2時間活性炭

水道水
曝気

脱塩素水道水
貯留タンク

脱塩素水道水（対照区）

活性汚泥処理実験装置

採水ポイント
※採水は24時間連続採水 採水日：2012年11月8~9日

図-1 下水処理プラントの概要  
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2.2 メダカ曝露実験と遺伝子発現解析の方法2 

メダカの遺伝子発現解析には、約 6 万種類の

メダカの遺伝子発現が検出可能 4)なマイクロアレ

イ※を用いた。図-2 にメダカの曝露実験とマイク

ロアレイによる遺伝子発現解析の手順を示した。

メダカの曝露実験は、ヒメダカを試験魚とし急性

毒性試験と同じ 96 時間の半止水式（1 日 1 回水

交換）で下水試料への曝露を行った。遺伝子発現

解析は、マイクロアレイで検出可能な 6 万種類

の遺伝子の中から繁殖影響の評価に重要と考えら

れる生殖に関連する 123 遺伝子 6)と成長に関連

する 83 遺伝子 6)を選出し、その蛍光強度を用い

──────────────────────── 
※用語解説：マイクロアレイ 

て行った。なお、マイクロアレイ上の各スポット

の蛍光強度は各遺伝子発現強度を反映している。

遺伝子発現解析法は、下水試料に曝露したメダカ

の生殖と成長に関連する遺伝子群の発現強度から、

生殖と成長それぞれについて下水試料曝露区と対

照区との差異をユークリッド距離  (d) で数値化

した。各下水処理工程水のユークリッド距離を処

理工程間で比較することにより、下水処理工程で

の影響低減効果を評価した。 

ただし、現時点では、遺伝子発現強度（本報で

はユークリッド距離）と産卵数や受精率の低下、

成長阻害などの生殖や成長への影響の関係につい

ての知見が不十分であるため、遺伝子発現強度を

下水試料、河川水の採水

オスメダカの曝露
6匹/3L（曝露水）

(96時間、1日1回水交換）

氷冷麻酔 → 解剖
→ 肝臓摘出

肝臓からRNAの抽出

RNAの増幅と蛍光標識

蛍光標識RNAを
マイクロアレイと反応

（一晩）

スキャナーで蛍光強度の読取

マイクロアレイのスキャン画像
・緑のスポット１つひとつが各遺伝子に対応し、そ
の蛍光強度が遺伝子発現強度を反映する。

・各遺伝子の位置は固定されており、本研究で用い
た繁殖や成長関連遺伝子の位置も決まっている。

繁殖と成長関連遺伝子の発現強度を
数値化し、解析へ

メダカマイクロアレイ

図-2 メダカの曝露実験とマイクロアレイによる遺伝子発現解析の手順  

生物類型A 生物類型B

上流

下流

類型 水生生物の生息状況の適応性

生物Ａ イワナ、サケマス等比較的低温域を好む水生生物及
びこれら の餌生物が生息する水域

生物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 物が生息する水域 採水地点

※採水はスポット採水、採水日：2013年1月30日

表-1 水域における生物類型指定の概要
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図-3 河川水の採水地点（多摩川）  

表-1 水域における生物類型指定の概要  
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基準とした魚類繁殖影響の

絶対評価は困難である。一

方で、水生生物の保全を図

る必要がある水域において

は、水生生物の生息環境が

詳細に調査され、表 -1 の

とおり類型指定が行われて

いる。下水処理水の魚類へ

の影響レベルは、類型指定

されている水域の影響レベ

ルと比較することで、相対

評価が可能となると考えた。

そこで、図 -3 に示した A

類型と B 類型に指定され

ている水域の河川水を採水

し、下水試料曝露実験と同

条件で河川水のメダカへの

曝露実験を行い、下水試料

の影響レベルを河川水と相対

比較した。 

3．実験結果 

図 -4 に流入下水、二次処

理水、担体処理水、生物 A

類型河川水曝露区の生殖関連

遺伝子群の、対照区に対する

曝露区の各遺伝子発現強度の

スキャッタープロットとユー

クリッド距離 (d)を一例とし

て示した。図より、流入下水

と二次処理水、担体処理水、

生物 A 類型河川水曝露区と

を比較すると、流入下水曝露

区で対角線上から少し離れる

プロットが多いことがわかる。

プロットが対角線の近くにあ

る場合は、対照区と曝露区の

遺伝子発現パターンの差異は

小さく、ユークリッド距離も

小さい値となる。遺伝子発現

パターンをユークリッド距離

に変換することにより、曝露

水の遺伝子発現への影響を定

図-5 下水処理工程水、河川水の生殖関連遺伝子への影響  
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 図-6 下水処理工程水、河川水の成長関連遺伝子への影響  
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図 -4 対照区と曝露区のメダカ生殖関連遺伝子群の遺伝子発現強度とスキャッター
プロットとユークリッド距離(d) 
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量的に評価できることがわかった。 

図 -5 に、下水処理工程水および河川水の生殖

関連遺伝子への影響の強さ（対照区と曝露区の差

異をユークリッド距離で表示）を示した。図 -6

は成長関連遺伝子への影響の強さの結果である。  

生殖関連遺伝子への影響についてみると、下水

試料曝露区では、流入下水曝露区で影響が大きく

なったが、活性汚泥処理で生物 A 類型の河川と

同レベルまで低減することがわかった。 

成長関連遺伝子への影響についてみると、流入

下水曝露区で影響が大きくなっていたが、活性汚

泥処理で低減、担体処理後はさらに低下し、担体

処理水は生物 A 類型と同レベルとなった。 

4．まとめ 

本報告では、魚類の繁殖に関係する生殖、成長

関連遺伝子群の遺伝子発現を指標とし、メダカを

試験魚とする 96 時間の曝露実験から、活性汚泥

処理、微生物保持担体処理での魚類繁殖影響の低

減効果の評価例を紹介した。 

研究成果の概要は、以下のとおりである。 

1) 下水試料の生殖、成長関連遺伝子に及ぼす影

響の数値化は、遺伝子群の発現パターンを

ユークリッド距離で表現することにより可能

であった。 

2) 流入下水が及ぼす生殖、成長遺伝子への影響

は、活性汚泥処理で河川水レベルまで低減さ

れた。 

3) 成長遺伝子への影響は、活性汚泥処理の後段

に微生物保持担体処理を追加することにより、

生物 A 類型に指定されている河川レベルまで

低減できた。 

5．おわりに 

本研究で行ったメダカの遺伝子発現解析を導入

したバイオアッセイは、96 時間という短期間曝

露実験からでも魚類繁殖影響の指標が得られるこ

とがわかった。今後は、試験法の精度を確認する

とともに、実下水処理場の処理水や比較対象とな

る河川水のデータを数多く取得し、下水処理工程

での魚類繁殖影響の低減効果を検証していく必要

がある。また、現時点では、遺伝子発現強度を用

いた魚類繁殖影響の絶対評価はできないため、遺

伝子発現と実際の繁殖結果の比較などの知見の充

実も重要となる。 
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