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小核試験は、遺伝毒性試験の一つとして、その簡便性と高い再現性で広く用いられている。植物を用いる方法は、

哺乳類などの動物を用いる方法に比べより簡便に行え、その一つとしてタマネギの実生根端細胞を用いる小核試験

があり、放射線や化学物質、環境汚染の変異原性の解析に用いられている。本稿ではタマネギの実生根端細胞を用

いる小核試験について解説する。 

 

 

 

１．はじめに 

 

小核試験は、染色体異常に起因して生じる小核を観

察する方法、すなわち染色体異常を間接的に検出する

試験法であり、遺伝毒性試験の一つとして、その簡便

性と再現性の高さから広く用いられている[1,2]。 

遺伝毒性とは遺伝物質に損傷を与える性質で、遺伝

毒性物質により突然変異や染色体異常が誘発される[3]。

1970年代に入るとAmes試験などにより発がん物質の

多くが遺伝毒性を示すことが明らかにされ、発がんの

きっかけをつくるイニシエーションが突然変異による

と考えられるようになった。同時に環境中には発がん

性物質またはその可能性のある遺伝毒性物質が多数存

在することが明らかになった。そこで、長期にわたり、

費用もかかる発がん性試験に対し、短期間で容易に結

果が得られる遺伝毒性試験が、発がん物質のスクリー

ニング法として期待されるようになった。しかし、遺

伝毒性試験で発がん物質を確実に検出できるわけでは

なく、一方、遺伝毒性試験は発がん性だけでなく、遺

伝的影響を及ぼす物質の検出など別に重要な役割もあ

る[3,4]。 

小核試験は単なる染色体異常試験の簡便法ではなく、

染色体異常試験にはない多くの特徴を備えている。林

[1] によると以下の長所があげられている。①どのよう

な核型を持った生物でも実験材料とすることが出来る。

②信頼性の高い判定が出来る。③異常の検出可能時間

が長い。④紡錘体阻害在の検出も可能。⑤バックグラ

ウンドが安定している。被検物質以外の化学物質での

処理は不要。 

小核試験は 1959 年に Evans ら[5] がソラマメを用

いて電離放射線による小核誘発を観察し、小核により

染色体異常を評価しようとしたことに端を発し、1970

年代に Schmid [6] や Heddle [7] により哺乳類を用い

た小核試験の研究が進められ、小核試験の基礎が築か

れた。わが国では 1970 年代後半武田薬品工業の山本・

菊池[8,9]が研究をスタートさせ、その後、国立医薬品

食品衛生研究所（当時は国立衛生試験所）の林[1]が中

心に大きく発展させた。医薬品の安全性評価において

は、遺伝毒性試験の一つとして、マウスやラットなど

げっ歯類を用いる小核試験が確立した試験法として用

いられている[10]。 

一方、植物を用いる小核試験は、動物を用いる方法

に比べ、より簡便に行える点で有用性は高い。植物を

用いる方法としては、ソラマメやタマネギ、ムラサキ

ツユクサを用いる方法が報告され、放射線や薬品、環

境汚染の遺伝毒性評価に応用されている。PubMed 

[11] で検索すると、植物を用いる小核試験は、その報

告の大多数が 1990 年代後半以後になされている。この

ように、ここ 10 年ほどの間に急速に応用が進んできた。 
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タマネギの実生（発芽種子）根端細胞を用いる小核

試験は、Fujikawa ら[12]、Alcaide ら[13] による研究

があり、その有用性について評価がなされている。 

本稿では、タマネギの実生根端細胞を用いる小核試験

について解説する。 

 

２．小核試験 

 

2.1. 小核形成の原理 

 電離放射線や染色体異常誘発物質などの作用により

DNA の２本鎖が切断し（DSB）、染色体が切断すると、

染色体断片が生じる。染色体断片は細胞分裂の後に独

立した核を形成する（図１、図２AB）。この核は、主

核の近傍に小粒として現れる。染色体切断が染色体の

複製前と複製後に起こる場合があり、状況は少し異な

る（図２AB）。染色体切断が染色体の複製前におこる

場合は、切断した染色体断片は複製後２つの姉妹染色

分体から成る染色体断片となり、小核となる。一方、

染色体複製後に生じた染色体断片は 1 つの姉妹染色分

体のみから成る。両者を比較すると前者が倍の DNA

量を有するが、通常の観察では両者の違いは判定でき

ない[1]。 

一方、紡錘体形成阻害剤などの作用により紡錘体が

形成されない染色体１から数個が１つの小核を形成す

る場合がある（図２C）。この場合は、一般に小核のサ

イズは染色体断片により生じる小核に比べ大きい

[1,12]。 

このように小核試験は、染色体切断を引き起こす物

質だけでなく染色体の異数性をもたらす物質も検出で

きる。 

 

2.2. 植物を用いる小核試験 

先に述べたように、植物を用いる小核試験はここ 10

年ほどの間に急速に応用が進められてきた。PubMed

での検索によると、ソラマメを用いる方法については、

約 60 報の論文が出ている。大多数が 1990 年代に入っ

てからで、その 40 報以上は 1990 年代後半以後である。

タマネギを用いる方法は約 30 報の報告があり、大多数

が 1990 年代後半以後である。タマネギを用いる場合は、

通常のタマネギ球根の根端細胞を用いる場合と実生

（発芽種子）の根端細胞を用いる場合がある。 

 

 
 

 
図１ 小核形成過程。 

赤矢印：小核誘発作用、青矢印：小核。 
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図２ 染色体切断および紡錘体形成阻害による小核形

成過程。A:染色体切断による小核形成、B:染色体複製

後の姉妹染色分体切断による小核形成。C:紡錘体形成

阻害による小核形成。赤矢印：小核誘発物質による染

色体切断、赤×印：紡錘体形成阻害、青矢印：小核形

成。 
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図３ タマネギの種の培養と薬品処理。1-2：薬品中で

48 時間（2 日間）培養。2-3：発芽種を蒸留水で洗い、

蒸留水中で培養。4：薬品処理終了後、24 時間間隔で標

本を作製。（ ）内の時間は薬品処理終了後からの時間。 
 
 

 
1       2    3 
 

 
4        5 
 
図４ 小核標本作製。1：Dahlia violet 染色液で 15 分間

染色し、2：発芽根端を 2mm 程切り取り、3：スライド

ガラス上に置き、4：50%グリセロールを少量滴下しカ

バーガラスをかけ、5：押しつぶす。 
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３．小核試験法 

 

3.1. タマネギ実生を用いる小核試験法 

半本[14]は、タマネギ実生を用いる根端細胞の観察

法について報告している。この方法は染色法において、

塩酸前処理を行わず、染色を行うという簡便で優れた

方法である。染色液に塩酸を含ませることで、塩酸前

処理を省いている。Fujikawa ら[12]、Alcaide ら[13]

等は半本の方法に基づき小核試験を行った。以下に示す

方法は、半本および Alcaide らの報告に基づくものであ

る。 

 

3.2. タマネギの培養・薬品処理（図３） 

① 6cm 径のシャーレにティッシュペーパーを折

りたたんで敷き、播種用のペーパーベッドをつ

くる。 

② 薬品を溶解させた溶液 6ml を加え、ペーパーベ

ッドを浸らせる。 

別途、コントロールのために、蒸留水 6ml でペ

ーパーベッドを浸らせる。 

③ タマネギの種を、適当な間隔で播く。 

④ シャーレに蓋をして、ビニールテープで密封し、

恒温器（25℃）に入れる。 

⑤ 48 時間（2 日間）培養する。 

⑥ 発芽したタマネギの種を蒸留水で数回よく洗

う。 

⑦ 別のシャーレにティッシュペーパーを敷き蒸

留水で浸し、その上に薬品処理した発芽種を移

し培養する。 

⑧ 薬品処理後、24 時間間隔（0、24、48、72 時

間）で標本を作製する。 

 

 

 

3.3. 標本作成（図４） 

 染色はダリア・バイオレット（Dahlia violet）染色

液で行う [14]。Dahlia violet 染色原液は、0.5ｇの

Dahlia violet（和光紙薬）を 100ml の 30％の酢酸に溶

かして作る。 

Dahlia violet 染色液は、Dahlia violet 染色原液と

1M の塩酸を 7：3 で混合したものを用いる。 

① Dahlia violet 染色液で発芽根を 15 分間染色す

る。 

② 発芽根端部を 2mm 程度切り取り（図５）、スラ

イドグラスの上にのせる。 

③ 50％グリセロール（グリセリン）を少量滴下し、

カバーガラスをかける（図５B）。 

④ ろ紙をかぶせ、上から親指で圧をかけ押しつぶ

す（押しつぶし法）（図５C、図６）。 

 

3.4. 小核観察法 

核の周辺に現れた核と同じ染色性の小粒を小核（図

７）とする。疑似小核には注意をする。主核と比べ染

色性が異なっていたり輪郭がぼやけていたりすると、

小核ではない可能性がある。 

細胞を 1000 個から 2000 個観察し、細胞 1000 個あ

たりの小核数を算定する。種子 5・6 個程度観察し、平

均をとる。 

 

3.5. 小核試験を行うにあたって 

小核試験を行う場合、試験する薬品の用量ならびに

薬品処理後の時間が重要になってくる。 

薬品処理後の時間については、Alcaide ら[13] によ

ると、X-線では、照射後 24 時間で小核頻度はピークを

示す。一方薬品では、薬品の種類や濃度により、ピー

クを示す時間は異なる。一般に、薬品処理後、24 から

72 時間の間でピークが示される。状況により、12 時間

間隔など間隔を狭めて標本を作製する。 

薬品処理による小核頻度は必ず無処理のコントール

（陰性コントロール）における小核頻度と比較する。

他に、標準的な遺伝毒性物質を用いる陽性コントロー

 

 
A      B      C 
 
図５ A：タマネギ実生、B：根端、C：根端を軽く押

しつぶした様子． 
 

 
図６ 押しつぶし法．上から、親指、ろ紙、カバーガ

ラス、試料（50%グリセロールで充たされている）、ス

ライドガラス 

 

 

 
 

図７ 根端細胞と小核を有する細胞（矢印：小核）． 
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ルも用いる場合がある。陽性コントロールとしてはマ

イトマイシン C がよく使用される。紡錘体形成阻害剤

としてはコルヒチンがよく使用される。 

薬品の用量は一般に公比 2 で等比級数的に 3 から 4

段階の用量群を設ける（例：2、4、8、16）。一般に高

い用量から試験する必要があり、最高用量としては致

死量の一歩手前の量を用いる。遺伝毒性は、用量と比

例関係があり、閾値がないとされている。よって高用

量で影響を調べ、低用量では比例的に減少すると考え

る。しかし、高用量では小核頻度が低くなる場合があ

る。また、低用量で閾値が存在するという考えもある。 

試験実施にあたっては別途文献[1,2,10,15 等]を参考

にされたい。 
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