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研究成果の概要（和文）：シトクロームP450（CYP）を中心に代謝酵素は化学物質の解毒だけでなく、毒性を顕
著に増強する例がよく知られている。この毒性の代謝的活性化は、げっ歯類には無効だが、ヒト、サル、ウサギ
でのみ短肢症を示すサリドマイドや、肝毒性を示すアセトアミノフェン（APAP）の毒性発現に特異的なCYPサブ
タイプが関与することが報告されている。本研究では、β-アクチンプロモーター下にヒトシトクロームP450 
3As（hCYP3As）やラットCYP2E1をゼブラフィッシュ全身に発現させることで、見かけ上の発生過程にはほぼ影響
を与えずに、サリドマイドによる胸ビレの低形成やAPAPによる肝毒性が増強することが示された。

研究成果の概要（英文）：It is well-known that metabolic enzymes, such as cytochrome P450 (CYP), are 
not only detoxify chemicals but also markedly enhance their toxicity. This metabolic activation of 
toxicity has been reported to involve CYP subtypes specific for the expression of toxicity of 
thalidomide, which is not active in rodents, but only in humans, monkeys, and rabbits, which exhibit
 short limb syndrome (Phocomelia Syndrome), and acetaminophen (APAP), which causes liver toxicity. 
In the present study, whole body expression of human cytochrome P450 3As (hCYP3As) and rat CYP2E1 in
 zebrafish under the β-actin promoter potentiated thalidomide-induced hypoplasia of pectoral fins 
and APAP-induced liver toxicity with little apparent effect on developmental processes without 
affecting zebrafish development. 

研究分野：実験動物代替法

キーワード： ゼブラフィッシュ　発生毒性　代謝的活性化　サリドマイド　アセトアミノフェン　in vivo 　トラン
スジェニック動物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、2億種近くの化学物質がCASに登録されている。これらの大半の毒性情報は乏しいが、げっ歯類を使用した
in vivo毒性試験は動物福祉の問題からますます実施困難になっている。代替法としてゼブラフィッシュが注目
されているが、種差が問題である。種差の主因の1つは代謝の種差にあると信じられている。本研究では、ヒト
を含めた哺乳動物のシトクロームP450をゼブラフィッシュに発現させることで、顕著な種差を示すサリドマイド
奇形を含めた、哺乳動物で認められるのと類似の毒性を再現することができた。今後、動物福祉の問題だけでな
くコストパフォーマンスにも優れた試験系としてさらに検討する価値がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
動物福祉の問題から、以前のようにげっ歯類を大量に使用する毒性試験は実施できない。その
ため、効果的なスクリーニング系が重要である。げっ歯類を用いた in vivo 試験と比べた時に、
培養細胞を用いた試験結の精度は充分でなく、下等動物を用いた in vivoスクリーニング試験を
併用する二段階スクリーニングが提唱されている。下等動物のなかでも、小型熱帯魚であるゼブ
ラフィッシュ（ゼブラ）が最も注目されている。動物福祉の規制が厳しい EUにおいてさえ、採
餌能を得るまでの初期ゼブラ胚仔魚を用いた試験系は動物試験の規制の対象を外れている。ゼ
ブラは直径 1 mm に満たない透明な胚を多数周年産出し、受精後 3-4 日で臓器の基本構造が完
成し、通常の顕微鏡で全身の変化を網羅的に観察できる。つまり、in vivo試験を培養細胞の手
軽さで、しかも安価に実施できる（マウスの 1/100以下）。哺乳動物への外挿性が問題であるが、
げっ歯類と比較した多くの研究は 80%以上の相関性を示している。 
毒性や薬理作用における種差の主な要因の 1 つは化合物代謝の種差にあると考えられている
が、ゼブラにおける吸収や代謝など化合物動態に関する情報は極めて乏しい。一方、多くの化合
物が生体で代謝されてはじめて毒性を示す、いわゆる代謝的活性化が知られている。最も重要な
異物代謝酵素であるシトクローム P450（CYP）は毒性代謝産物産生でも中心的な役割を果たす。 
また近年、サリドマイドがゼブラ胸ヒレの低形成を起こすことが報告され、ウサギに代わる 
発生毒性試験系としてのゼブラ胚の価値を強く印象付けた（Ito et al., 2000, Science）。しかし、
ゼブラ胚仔魚におけるサリドマイド毒性は再現性に難があるとも言われている（Mikami et al. 
2019, Congenit Anom）。他方、ヒト CYP分子種（hCYP3A4/7、2C19等）はげっ歯類と異なる
代謝産物（5-OH-サリドマイド）を産生すること、人工染色体を用いてヒト CYP3As を発現さ
せたマウス胎児が肢芽形成不全を起こすことなどが報告されている（Chowdhury et al., 2014, 
Chem Res Toxicol.; Kazuki et al., 2016. SciRep.）。このほか、アセトアミノフェンなど、CYP
代謝産物が毒性を示す物質がゼブラで発生毒性を起こすことが報告されている。すなわち、ゼブ
ラは毒性試験全般の in vivo スクリーニングモデルであるとともに、発生毒性モデルとしての二
面性を持っている。 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究は、種差を克服するため、ヒト（一部、ラット）の CYP分子種を発現させたゼブラ胚
仔魚を作成することにより、高精度の in vivo スクリーニング系を開発することを目的とした。
そのため、まず、発生期ゼブラ固有の主要 CYP 分子種の発現および代謝活性を明らかにした。
ヒト胎児肝臓に発現する主要な CYPを中心に、ヒト CYP分子種（hCYP）の一過性発現モデル
を作出して、毒性の代謝的活性化に関与する CYP分子種を明らかにした。さらに、ヒト CYP分
子種を発現させたトランスジェニックゼブラ（hCYP-TGゼブラ）を作出し、ゼブラフィッシュ
に、ヒトのシトクローム P450分子種（hCYPs）を発現させることにより、化学物質毒性が増強
することを確認した。今回開発したゼブラモデルについて、毒性および創薬スクリーニングとし
ての可能性を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
1）CYP分子種発現の検出 
各発生ステージのゼブラ胚仔の cDNAを作成し、SYBR Green法に基づく qPCR法を用いて

CYP 分子種発現の時間経過を検討した。また、アンチセンス RNA プローブを用いて、whole-
mount in situ hybridization（WISH）を行い、発現分布を確認した。 
2）薬物代謝活性 
 CYPの薬物代謝活性測定には LC/MS/MSを用いた。ゼブラ胚仔魚に発現させた hCYP1Aに
ついてはエトキシレゾルフィン蛍光で代謝活性を確認した。 
3）ヒト CYP分子種の強制発現 
成人および胎児肝で発現する主要なヒト CYP 分子種（hCYP1A1、3A4、3A7）とともに

enhanced green fluorescent protein（EGFP）のコード領域全長を組み込んだ tol2遺伝子発現
ベクターをトランスポゼースとともに１細胞期に微量注入することにより、hCYP 蛋白質を強
制発現させた。この胚仔魚を F0と呼んだ。今回、鋳型とした cDNAで作成する限り、hCYP2E1
については組替体作成時に発現させると大腸菌が発育しなかったので、ラットの CYP2E1
（hCYP2E1）を発現させた。 

F0胚仔魚を成熟させて野生型と交配することで全身に EGFP蛍光を発する TGゼブラ（F1）
を得た。さらに EGFP蛍光陽性の F1の成魚同志を交配させて（インクロス）エタ EGFP蛍光



の強い F2 胚仔魚を実験に供した。また、一部の実験では、F1 を野生型と交配して、さらに続
く世代を作成し、インクロスさせて得た蛍光の強い胚仔魚も実験に供した。 
4）水溶液を満たした 3.5 cmプラスチックシャーレ中で、hCYP分子種を発現したゼブラ胚仔魚
（F0）に、CＹPによる代謝的活性化代謝産の毒性影響が報告されるサリドマイド、ベンツピレ
ン、およびアセトアミノフェンを加えて暴露し、主に実体顕微鏡を用いて発生毒性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
1）発生に伴い、各 CYP分子種は異なる発現パターンを示した。多くの CYP分子種は肝臓形成
の進行する受精後 96 hr（hpf）ごろから大きく増加したが、いくつかの CYP1 分子種 （1B1, 
1C1, 1C2, 1D1） と CYP2R1の発現量は肝臓形成完了前の 48、72 hpfでピークに達した。CYP
の誘導剤として知られるリファンピシンやフェノバルビタール、ダイオキシン (TCDD) を暴露
した 55 hrゼブラ胚仔魚を用いた in situ hybridizationでは、CYP2R1が肝臓、2N13が鰾、
2Y3、3A65 が肝臓と腸管と思われる各原基に発現が認められた。ジクロフェナクおよびカフェ
インを処置した時、カフェインは 50、120hrで、ジクロフェナクは 24-120 hrで水酸化物が測
定された。特にジクロフェナクの 4'水酸化活性は肝臓がほぼ完成する 120 hrより 48、72 hrの
方が顕著に高かった。したがって、発生期ゼブラには肝臓形成前にも関わらず、基質によっては
顕著な CYP活性を示すことがわかった。 
2）hCYP1A1、3A4、3A7を発現する F0胚仔魚は全身にモザイク状の EGFP蛍光を発現し、実
体顕微鏡でみるかぎり正常に発生した。野生型あるいは hCYP1A1 仔魚にサリドマイドを水性
暴露しても全く影響しなかったが、hCYP3A4、3A7 を発現させた F0 胚仔魚は胸ビレの欠損や
短縮、耳石の異常、浮腫、眼の縮小など、ヒトで報告されているサリドマイド奇形を示した。
hCYP1A1発現胚仔魚では、hCYP3As発現胚仔魚と同様に心臓周囲浮腫などのベンツピレン毒
性が顕著に増強した。また、サリドマイド処置は肢芽形成に必要と言われている、胸ビレにおけ
る線維芽細胞成長因子 8（fgf-8）発現を野生型では影響せずに、hCYP3A7-F0 胚仔魚でのみ抑
制した。以上より、サリドマイド毒性の発現には hCYP3Asによる代謝が必要であることが示唆
される。 
 
 

 
図 1.ヒト CYP3A7発現ゼブラフィッシュ胚仔魚の胸ビレ形成に対するサリドマイドの効果  
 
野生型（WT）（A、B）とヒト CYP3A7発現ゼブラフィッシュ胚仔魚（3A7）（C-G）に 200 µM サリドマイド（TD）か
0.02％ DMSO（溶媒）を受精後 17時間（17 hpf）から 72時間まで暴露した。D-Gの矢印は胸ビレの異常を示す。Fの
白矢頭は出血を、Fと Gの黒矢頭は目の縮小ないしは欠損を示す。Scale bar = 200 µm. Hは観察された胸ビレの異常
の発生率を棒グラフで示したもの（n=6, それぞれ 8-26 匹のゼブラフィッシュ胚仔魚を用いた）。黒いバーは片側性、
グレーのバーは両側性の異常。*p<0.05.  
 
 
 
3）hCYP3A7-TG 胚仔魚はサリドマイドにより胸ビレの低形成を示す傾向があったが、弱かっ
た。また、この影響は F2でもっとも顕著で、F5ではほとんど確認されなかった。F5胚仔魚の
EGFP 蛍光、hCYP3A7 発現とも、hCYP3A7-F0 胚仔魚にくらべて非常に低かったことが原因
と思われた。 
3）代表的解熱鎮痛薬であるアセトアミノフェン（APAP）は、過剰摂取では CYP2E1代謝産物
が肝毒性を生じさせる。ゼブラでは CYP2E1 に相同な CYP 分子種が存在も含めてわかってい
ない。そこで hCYP2E1 を発現するゼブラモデルの作成を試みたが、入手した hCYP2E1 の多
型の問題か組換えに必要な大腸菌の発育が認められなかった。毒性試験で最も使用されるのは



ラットなので、本研究では、ラットの CYP2E1（rCYP2E1）を強制発現したゼブラ（F0）を作
製し、さらに、F0を継代して rCYP2E1を全身に発現するトランスジェニックフィッシュ（TG）
を作製し、APAP 曝露の影響を検討した。rCYP2E1-TG ゼブラは CYP2E1 特異的な 4-
Nitrophenol代謝活性を認めた。APAPを 24 hpfから曝露したところ、浮腫と体表色素の低下
のほか、野生型、TGゼブラとも網膜径の縮小が認められた。網膜径の縮小は野生型に比べて F0
で発生率、重症度とも増加し、TGゼブラではさらに顕著であった。実体顕微鏡で観察する限り、
その他の影響は確認されなかった。24 hpf から暴露すると顕著な浮腫が起きる場合があったの
で、APAPを 48 hpfから曝露したところ、TGでは 72、96 hpfで肝臓が野生型より低濃度で有
意に縮小した。同様に、in situ hybridizationで観察した肝細胞マーカー(liver-type fatty acid-
binding protein 10a, lfabp10a）発現も同様に縮小が認められた。APAPの解毒薬として臨床現
場で使用されている N-アセチルシステインは APAP の作用を抑制した。これらの成績は
CYP2E1が APAP毒性を介在することを改めて示唆した。 
 
 

 
図 2. ラット CYP2E1-トランスジェニックフィッシュ胚仔魚におけるアセトアミノフェン誘発性の肝臓縮小 

 

EGFP蛍光陰性（EGFP [-]）あるいは陽性（EGFP [+]）ラット CYP2E1-トランスジェニックフィッシュ（F2）に 2.5 mM アセトアミ

ノフェン（APAP）を 48から 96 hpfまで暴露した。96 hpfで仔魚を固定してホールマウント in situ ハイブリダイゼーション（WISH）

に供した。プローブは肝細胞マーカーである lfabp10aを用いた。WISHシグナルの周囲の白い破線は面積を測定した部位を示している。

A, B, E, F: EFGP [-] 仔魚. C, D, G, H: EFGP [+] 仔魚. E, F, Gおよび Hはそれぞれ、A, B, Cおよび D（側面図）の背面図。（I）はそれ

ぞれの処置仔魚で計測した面積の平均値±標準誤差（N=10 or 12）Scale bar = 200 µm. 棒の上方の異なる小文字アルファベット
間で有意差があることを示す。 

 
 
 以上をまとめて、ヒトあるいはラットの CYP分子種を発現させることで、ゼブラの性状発達
に大きな影響を与えることなく、導入 CYP分子種の代謝活性が発現すること、さらに今回用い
た化学物質のゼブラ胚仔魚毒性が増強することが確認できた。しかし、β-アクチンプロモータ
ーを用いて CYP 分子種を発現させようとすると、TG ゼブラの発現は F0 より弱く、また継代
によって発現がさらに低下する可能性が認められた。これを打開するために、臓器あるいは組織
特異的に発現する TGゼブラの開発に着手している。 
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