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計画目標 2023年度実施 2024年度実施 2025年度実施

生殖発生
毒性試験
のプロト
コル確立

・ ゼブラ生殖発生毒性
11化合物の発生毒性概要
齧歯類試験とのEC50比較

・ ゼブラ生殖発生毒性
齧歯類試験とのEC50比較
Mori et al. J Tox Sci. 2024.

・ 条件検討
成魚維持, 胚選別→ 97%良卵
暴露容器, 卵膜除去, 薬液交換

・ ゼブラ生殖発生毒性
奇形の定義と写真アトラス
Mori et al. J Tox Sci. In-press.

系統間差 ・ 系統のゲノム解析
AB, TU, RW, PET, WIK …

・ 催奇形性の系統差
バルプロ酸, ヒドロキシウレア
5系統で系統差なし

・ 遺伝子発現の系統差
ヒドロキシウレア
4系統で系統差なし

・ 系統のゲノム解析
Sadamitsu et al. Sci Rep. 2024.

・ 催奇形性の系統差
メトトレキサート, アシトレチン
5系統で系統差なし

・ 遺伝子発現の系統差
バルプロ酸 5系統で系統差なし
ワルファリン 4系統で系統差なし

・ ゼブラの系統樹作成
Sadamitsu et al. Sci Re. 2025.

・ 催奇形性の系統差
トピラマート, イブプロフェン
5系統で系統差なし

・ 遺伝子発現の系統差
系統差なしという結論→ 再現性, 信頼性
Taya et al. Tox Rep. Submitted.

AOP（有
害性発現
経路）の
特定

・ 発現低下遺伝子探索
ヒドロキシウレア
ワルファリン

・ 発現低下遺伝子探索
バルプロ酸

・ GO解析 → AOP
エネルギー産生, 視覚関連

・ 生殖発生毒性マーカー
アミラーゼ, エラスターゼなど

・ 発現低下遺伝子探索
バルプロ酸→ GPX, Hemoglobin

・ GO解析 → AOP
酸化ストレス, 酸素欠乏

・ AOP → 催奇形性摂動
バルプロ酸 + 化合物 → 催奇形性抑制
イブプロフェン + 化合物 →催奇形性抑制

日化協 LRI 研究の進捗



NAMs としてのゼブラフィッシュへの期待

欧州：化粧品規制指令（76/768/EEC）の完全施行
動物実験を行った成分・材料を含む化粧品の販売を全面禁止

2013年

ゼブラフィッシュは 5 日齢までは規制の対象外 →化粧品開発にも適用可
生殖発生毒性を全身で試験可能

課題：試験プロトコル, 系統問題, 再現性（施設間差）, ヒト外挿性（催奇形性の類似性, AOP）

欧州：実験動物の保護に関する指令（2010/63/EU）
保護対象は頭足類（タコ・イカ）とすべての脊椎動物（以下を除く）
・ 哺乳類で発生期 2/3 までの胚（母体は保護対象なので実際は保護対象）
・ 鳥類・爬虫類・両生類・魚類で摂食するまでの若齢個体

2010年

日本：動物愛護管理法の改正
保護対象は今でも哺乳類・鳥類・爬虫類

2019年
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試験のプロトコルとコツの確立

5時間齢
良胚選別・曝露

1 日齢 2 日齢
5 日齢
写真撮影
RNA抽出

3 日齢 4 日齢

0 20.2 31 4 5

孵化受精 摂食自立遊泳卵膜内で発生が進む

卵嚢

0 hpf 5 hpf
24 hpf 2 dpf

3 dpf 5 dpf

・ 優良成魚の維持

→先週産んだ と を 水槽と 水槽で隔離し、本番の交配に使う
→産卵率は 7 割（7ペア／10ペア,  1 ペアあたり 100個）
→採卵して E3 medium （標準液）にうつし、28 oC でインキュベート

・ 良質な胚の選別

→ 5 時間齢で選別する（除くべきものは 5% だが、厳しくとり 10% を除く）
→無暴露胚（Control）の自発的な奇形・死亡は 5 日齢で 3% 程度

5 ~ 6 hpf（原腸形成）
化合物暴露

1 mm

生殖発生毒性試験の試験法確立

[日齢]

代替法論文
Mori K et al. J. Tox. Sci. (2024)



5 時間齢での良胚選別

0.5 mm

卵嚢

0 hpf 3 hpf 24 hpf5 hpf 10 hpf 18 hpf

2.5 hpf 相当 3.5 hpf 相当 4.5 hpf 相当4 hpf 相当

細胞

卵割期
0 ~ 3 hpf

胞胚期
3 ~ 5 hpf

原腸形成期
5 ~ 10 hpf

体節形成期
10 ~ 24 hpf

hpf: 受精後時間
hours post-fertilization



哺乳動物 vs ゼブラ （生殖発生毒性試験）
Malformation

Equivocal

Non-malformation

奇形 致死

奇形 致死

奇形なし
即致死

致死

Aspirin
Ibrutinib
Methotrexate

Busulfan

EC50 LC50

EC50 LC50

ラットでハザードを検出できる化合物の82%はゼブラで検出可能

代替法論文
Mori K et al. J. Tox. Sci. (2024)

Equivocal を再試験すると Equivocal だった
Non-malformation を再試験すると Equivocal だった

→ ラットでハザードを検出できる化合物はすべてゼブラで検出可能

スペインの企業 Biobide も同様の論文（Equivocal を検出可扱い）

ゼブラフィッシュの生殖発生毒性試験の信頼性・外挿性



ゼブラフィッシュの奇形パターン

アトラス論文
Mori K et al. J. Tox. Sci. In press.



アトラス論文
Mori K et al. J. Tox. Sci. In press.

哺乳動物とゼブラフィッシュの催奇形性比較

生殖発生毒性試験の基盤整備完了→系統問題に取り組める



系統
樹立者

提供 由来 備考

AB
George Streisinger ZIRC

米国オレゴン州の
Petshop

初期に致死性遺伝子を排除。多対多人工授精（Round-robin）で維持。
cDNAに基づくヘテロ接合度は24.8% （Guryev et al., 2006）。

TU
ZIRC 独国チュービンゲ

ンの Petshop
初期に致死性遺伝子を排除。多対多交配で維持。Sangerでのゲノム
プロジェクトで使用。cDNAに基づくヘテロ接合度は14.6%。

TL
ZIRC 独国チュービンゲ

ン
leot1 （スポット模様の劣性変異）と lofdt2（尾ひれが長い優性変異）
の二重変異体。cDNAに基づくヘテロ接合度は17.6%。

WIK
Gerd-Jörg Rauch ZIRC インドのコルカタで

野生採集
特定ペア（WIK11）の子孫を維持。AB や TU に対して SNPs が多い。
cDNAに基づくヘテロ接合度は14.1%。

SAT
John Postlethwait

ZIRC AB x TU AB と TU を交配させて作製。

NHGRI-1
Shawn Burgess

ZIRC AB x TU AB と TU を交配させて致死性遺伝子を排除。

PET （どこでも） Petshop ペットショップで購入できる個体の総称。系統不詳。

RW
Hitoshi Okamoto NBRP

米国ミシガン州の
Petshop

初期に致死性遺伝子を排除。多対多交配で維持。John Y. Kuwada
（ミシガン大学）がオリジナル購入。Sadamitsu et al., 2025.

Tg(isl:GFP)
Hitoshi Okamoto NBRP RW

islet1 promoter （運動ニューロン）で GFP を発現する Tg。多対多交
配で20年以上維持。

IM
Noriyoshi Sakai NBRP India

兄妹交配で確立した近交系（Shinya & Sakai, 2011）。50世代までの
兄妹交配が進んでいるが、仔魚の生存率が低く、飼育は困難。

M-AB
Noriyoshi Sakai NBRP AB*（AB 亜系統）

兄妹交配で確立した近交系。30世代まで兄妹交配が進んでいるが、
近交弱性がなく飼育は容易。Sadamitsu et al., 2024.

OK
Hiromi Hirata

沖縄の国頭村で
野生採集

沖縄では 1990 年代からゼブラフィッシュが外来魚として野生定着。
平田が2021年11月に沖縄北部の池で採集した。論文準備中。

ゼブラフィッシュの系統



ゼブラフィッシュの系統樹

系統樹論文
Sadamitsu K et al. Sci. Rep. 15: 14512 (2025) 

米国開発

独国開発

日本開発

インド野生採集

ペットショップ購入

ゲノムシーケンスを実施して系統樹を作成した
WIK のハズレ具合を指標に系統差を評価する



催奇形性の系統差は小さい
受精 5 時間齢
良胚選別・曝露

1 日齢 2 日齢
5 日齢
奇形評価

3 日齢 4 日齢

5 時間齢

5 日齢
1 mm

奇形濃度・致死濃度の系統差比較

Valproic acid (M) Hydroxyurea (mM) Methotrexate (M)
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正
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致
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奇
形

+
 致
死

2倍 2倍 2倍

系統差論文
Taya C et al. Submitted.



5 日齢

Acitretin (nM) Topiramate (M) Ibuprofen (M)
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催奇形性の系統差は小さい

2倍 2倍

受精 5 時間齢
良胚選別・曝露

1 日齢 2 日齢
5 日齢
奇形評価

3 日齢 4 日齢

5 時間齢

1 mm

奇形濃度・致死濃度の系統差比較
2倍

系統差論文
Taya C et al. Submitted.



5 日齢

遺伝子発現撹乱の系統差は小さい

RNA 抽出→ RNA-Seq →主成分分析→遺伝子発現の類似性描画

受精 5 時間齢
良胚選別・曝露

1 日齢 2 日齢
5 日齢
奇形評価

3 日齢 4 日齢

5 時間齢

1 mm

無毒性濃度・奇形濃度での遺伝子発現の系統差比較

奇形濃度低毒性濃度無毒性濃度

バルプロ酸

系統差論文
Taya C et al. Submitted.



5 日齢

遺伝子発現撹乱の系統差は小さい

RNA 抽出→ RNA-Seq →主成分分析→遺伝子発現の類似性描画

受精 5 時間齢
良胚選別・曝露

1 日齢 2 日齢
5 日齢
奇形評価

3 日齢 4 日齢

5 時間齢

1 mm

無毒性濃度・奇形濃度での遺伝子発現の系統差比較

ヒドロキシウレア

系統差論文
Taya C et al. Submitted.

奇形濃度低毒性濃度無毒性濃度



5 日齢

遺伝子発現撹乱の系統差は小さい

RNA 抽出→ RNA-Seq →主成分分析→遺伝子発現の類似性描画

受精 5 時間齢
良胚選別・曝露

1 日齢 2 日齢
5 日齢
奇形評価

3 日齢 4 日齢

5 時間齢

1 mm

無毒性濃度・奇形濃度での遺伝子発現の系統差比較

ワルファリン

系統差論文
Taya C et al. Submitted.

奇形濃度無毒性濃度



ゼブラフィッシュの生殖発生毒性試験で系統差はない

系統差論文
Taya C et al. Submitted.

系統差なし→ どの系統で試験してもよい →信頼性・再現性
1 個体 RNA-Seq で遺伝子発現撹乱の個体間差が見える → AOP 解析に有用



5 時間齢でバルプロ酸暴露→ 24 ~60 時間齢で 1 個体から RNA 抽出→ RNA-Seq
主成分分析でサンプル間の遺伝子発現の相違を比較
奇形が現れる前の遺伝子発現撹乱に注目

1 個体 RNA-Seq による個体間差の解析

24時間齢
0 vs 20 M 暴露で
遺伝子発現の相違なし

60時間齢
0 vs 20 M 暴露で
遺伝子発現の相違明白

44時間齢
0 vs 20 M 暴露で
遺伝子発現の相違あり



バルプロ酸暴露で発現低下する遺伝子

バルプロ酸暴露で

ヘモグロビンの発現が低下した
→ 酸素欠乏？

グルタチオンペルオキシダーゼの発現が低下した
→ レドックス制御破綻？

酸素欠乏やレドックス破綻は
バルプロ酸 → 催奇形性 の過程で起こる？

24時間齢

20 μM バルプロ酸で
発現が低下した遺伝子

20 μM バルプロ酸で
発現が上昇した遺伝子

RNA-Seq は、遺伝子発現の撹乱に加え
化合物へのストレス応答（個体の抵抗）
を示す
→ AOP や催奇形性回避が見えてくる
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