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Abstract: During space flights, crew members are constantly exposed to space radiation. 
Such radiation damages the cellular DNA, and may induce mutations in germ cells. 
Medaka (Oryzias latipes) is a useful experimental fish and precise system to measure 
germ cell mutation induction by specific locus test was established and found that the 
spontaneous and γ-ray induced mutation rates are very similar to those of mice.  We 
are developing novel assay systems which can detect the germinal mutation using sperm 
genome. The point variation and frame shift variation will be detected by the high 
throughput SNPs detection system. And the transgenic strains with visible fluorescent 
marker expressed in sperm can detect deletion–type mutations. These systems will 
enable a better assessment of the late genetic risk for humans in space and, in the 
long-term, will contribute to optimise radiation shielding for future space exploration 
missions.. 
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国際宇宙ステーション（ISS）の運用が本格化し、

NASA は月、火星へ向けてのミッションの現実化

に着手し、いよいよヒトが宇宙空間に長期間滞在

する時代が到来する。将来、ヒトが宇宙空間とい

う環境において世代を重ねるようになることは

容易に想像されるが、宇宙放射線、微小重力とい

った宇宙環境特有のファクターがどのような経

世代的影響をもたらすのか、まったく不明である。

マウス、ラットは小型の哺乳類としてヒトのモデ

ルとしてはより適しているが、宇宙環境下におい

ての生殖実験については技術的に不可能である。

宇宙空間において動物が被る影響のメカニズム

を解明しようとする場合は、地上での重粒子放射

線の照射実験など、微小重力と宇宙放射線とを分

離してそれぞれの効果を評価することが必要で

あるが、そのためには多大な時間が必要である。

しかし、人類の宇宙への進出は加速しており、ISS 

の運用、月面への進出計画などの実施のためには

影響があるのか無いのかを大雑把に、しかし緊急

に見積もることも必要である。脊椎動物が宇宙空

間において宇宙放射線などに長期間曝露され、次

世代にいかなる影響が生じるのか、あるいは現実

的に問題が無いのか、個体レベルにおいて評価す

るため、ヒトと同じ脊椎動物であるメダカに着目

し、宇宙環境がおよぼす経世代影響を個体レベル

においてモニタリングする方法論を確立するこ

とを目的として、宇宙環境利用科学委員会研究班

ワーキンググループで検討を行った。 

（第一回目は、平成１８年１２月１日に開催） 

 

活動報告 

メダカはゲノム情報が充実し、多くの純系が維

持されている上に、既に宇宙空間での長期飼育装

置の開発が進んでいる。最近では、GFP 遺伝子導

入個体を用いた細胞の生体観察法が確立され、

TILLING 法に必要なハイスループットでゲノム多

型を検出方法が開発されている。さらに人為誘発

突然変異によって作製された放射線高感受性メ

ダカ（Radiation Induced Curly tailed; RIC）

と TILLING 法によって作製された DNA 修復機構欠

損メダカ系統が得られている(Aizawa et al. 2004, 
Mitani et al.2006, Taniguchi et al., 2006) 。これら
は、メダカの放射線応答をより詳細かつ高感度に
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解析することを可能としている。また共同研究を

行っている Tom Hinton 博士（Savannah River 
Ecology Laboratory University of Georgia）らの
グループは、屋外の長期ガンマ線暴露飼育場を利

用して、低線量長期被爆（0.1-100mGy/日）が次

世代に誘発するマイクロサテライト変異を解析

しているが、これは、メダカが温度変化に強いこ

とで可能となっている（Tsyusko et al. 2006）。 
 これまでスペースシャトルに搭載されたショ

ウジョウバエでは、生殖細胞突然変異出現率が地

上対照群に比べて野生株で約２倍、放射線高感受

性株で約３倍高くなることが報告されている

（Ikenaga et al. 1997）。しかし脊椎動物で同レ
ベルでの解析を行うためには、少なくとも１万遺

伝子座をハイスループット解析する必要があり、

哺乳類を用いた実験では非常に困難である。 

そこで、本ワーキンググループでは、メダカに

生じる経世代的影響を評価する手法について、ゲ

ノムの不安定性という観点から、トランスポゾン

解析、特定座位法による生殖細胞突然変異研究、

重粒子線による突然変異誘発モデルといった既

存の技術をベースに、どのような新規手法の開発

が必要であるのか、また可能であるのかについて

議論を進めた。 

その結果、生殖細胞の突然変異をメダカ精子ゲ

ノム（半数体）をモデルとして用いて飛躍的に多

数かつ迅速に検出する方法を開発することを結

論した。メダカ精子を対象とする利点には、１）

メダカの精巣構造は、哺乳類と比べて単純で観察

しやすく細胞の分化段階も区別しやすい。２）メ

ダカは毎日交尾を行うことが可能で精子が体内

で長期滞留することはなく、精子の 100%近くが受

精可能である．３）放射線が誘発する雄性生殖細

胞の細胞死や複製阻害等についての知見がある

(Kuwahara et al.2003)。等があげられる。議論の
結果、現在以下の３プロジェクトについて実験を

開始している。 

プロジェクト１：メダカ精子ゲノム突然変異の

ハイスループット検出法の開発 

雄メダカより採取した精子からゲノム DNA を抽

出し、適切なプラーマーによって 500 ベース程度

のゲノム領域を PCR によって増幅する。この増幅

産物について融解温度曲線分析を行い、突然変異

の有無を検出する。突然変異が検出された場合、

どのような変異（点突然変異、フレームシフト 

etc）が起きたのかを明らかにすることが必要と

なるので、融解温度曲線分析によって変異体が存

在することが明らかとなったサンプルについて、

PCR 産物を TA クローニングによって直接ベクタ

ーにサブクローニングし、シークエンスして変異

部位を確定する方法を検討する。 

 

プロジェクト２：精子の発光で突然変異をセン

サーできるメダカの開発 

宇宙環境下において主に曝露すると考えられる

重粒子線によってゲノムに生じる突然変異は主

に欠失であると考えられている。これを検出する

ために、プロジェクト２として、精子特異的プロ

モーターによって精子のミトコンドリアないし

は細胞質/核にターゲットした BFP、YFP、DsRed の

トランスジェニックメダカを作製し、これら３種

の蛍光タンパク質を同時に精子で確認できる。ト

ランスジェニックメダカを実現する。欠失突然変

異によってそれらトランスジーンが欠落した場

合、精子の蛍光スペクトルが変化するので、これ

をフローサイトメトリーないしはレーザー顕微

鏡サイトメトリーによって検出できる。一匹のト

ランスジェニック雄メダカより、2.0 x 107 

sperm/ml の濃度の精液が約 100 uL 得られる。

20 匹の雄より 4.0 x 107 sperm を回収し、解析

することが可能となるので、従来の解析個体数に

比して、桁違いのゲノムを解析することが可能と

なることが期待される． 

 

 

 

GFP で生体ラベルしたメダカ精子 

 

 

プロジェクト３：標的遺伝子のモザイク型突然

変異を可視化するセンサーメダカの開発 

純系メダカ（AA2）をベースとして、バクテリア

由来リプレッサー遺伝子を導入し、別途作製した

リプレッサー制御下においた GFP 遺伝子を導入し

たテスターメダカと交配することで、リプレッサ

ー遺伝子に変異が生じると GFP の蛍光で可視化さ
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れるシステムを構築する。F1 においてモザイク

個体が得られた場合、これらにおける「光る細

胞」を回収しゲノムアレイ解析、シークエンス解

析によって、モザイク発生の原因となる欠失がゲ

ノムのどこに発生したかを解析することが可能

となる。 

これらの実験系を用いて地上の放射線暴露実験

を進める予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

メダカ精子ゲノムを用いた突然変異検出系の概

略 
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