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研究成果の概要（和文）：ニワトリは、鳥類のなかでも入手が容易でゲノムが解読されているため、鳥類の毒性
試験のモデル生物となっている。しかしながら、ニワトリ胚は不透明な卵殻内で発生するため、胚への化学物質
曝露試験では同一個体の経時的発生毒性を観察することができない。したがって鳥類では、魚類モデル生物であ
るゼブラフィッシュのように、受精卵への暴露試験によって「いつ、どこに、どのような毒性が生じるのか？」
といった詳細な情報を得ることが難しい。本研究では、卵殻がない状態で胚を発生させる装置を毒性学研究に応
用し、ニワトリ胚の発生毒性を経時的に観察することに成功した。この装置を使い、ニワトリ胚の発生毒性発現
過程を可視化できた。

研究成果の概要（英文）：The chicken has become a model organism for avian toxicity tests, because it
 is one of the most readily available birds and its genome has been decoded. However, since the 
chick embryos develop in non-transparent eggshells, it has not been possible to observe the 
developmental toxicity of the same individual over time in chemical exposure tests. Thus, as in a 
fish model organism, the zebrafish, it is difficult to obtain detailed information on "where, when, 
and how toxicity occurs in avian embryos" by exposure tests. In this study, we applied a device that
 develops embryos with no eggshells to toxicology research and succeeded in observing the 
developmental toxicity of chick embryos over time. Using this device, we were able to visualize the 
process of developmental toxicity in chick embryos.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化学物質の安全性審査には、試験方法等の国際的調和を目指した取組が進められており、OECDにより試験方法の
標準化のための「OECDテストガイドライン」（TG）が定められている。日本でも、TGに則った生態影響試験が実
施されてきた。しかしながら鳥類に関するTGは、 摂餌毒性試験や繁殖試験などいずれも成鳥を対象にした試験
で、胚の表現型影響を詳細に調べる試験は含まれていない。本研究が示したように、新たな鳥類試験法によって
発生毒性が評価できた学術的・社会的意義は大きい。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ニワトリは、鳥類のなかでも入手が容易でゲノムが解読されているため、鳥類の毒性試験
のモデル生物となっている。しかしながら、ニワトリ胚は不透明な卵殻内で発生するため、
胚への曝露試験では同一個体の経時的発生毒性を観察することができない。したがって魚
類モデル生物であるゼブラフィッシュやメダカのように、受精卵への暴露試験によって「い
つ、どこに、どのような毒性が生じるのか？」といった詳細な情報を得ることが鳥類では難
しい。近年、卵殻がない状態で鳥類胚を孵化させることが可能な孵化装置が開発された。こ
の装置は大半がホームセンターで購入できる材料で安価に作製できる。申請者は、本装置を
毒性学研究に応用すれば、鳥類の発生毒性を経時的に観察できることに気づいた。申請者ら
のグループは毒性学研究用に改良を重ね、独自に殻なしニワトリ胚の孵化に成功した。この
装置を使えば、ニワトリ胚の発生過程を完全に可視化できる。 
 有機リン酸エステル系難燃剤（PFRs）は、ヒトや野生生物の健康へ悪影響の可能性がある
ために生産・使用禁止が決められた有機臭素系難燃剤（BFRs）の代替物質として生産・使
用されている。塩素含有PFRsは国内外に生息する野鳥の組織や卵からも検出される。一方、
これら塩素含有 PFRs の毒性に関する報告は非常に少ない。 
 
２．研究の目的 
 リン酸トリス（2-クロロエチル）（TCEP）は、PFRs の一種であり、難燃剤として繊維製
品・工業材料・家具等に使用されている。近年、主要な BFRs の段階的廃止・規制により PFRs
の生産・使用が増加している [1]。TCEP は製品に化学的結合していないので環境中に容易
に放出され、鳥の組織および卵から検出される [2, 3, 4]。発生中の胚は、細胞増殖が活発で
代謝能が低いため、環境化学物質に対して非常に感受性が高いことが知られている。しかし
ながら、鳥類胚に対する TCEP の影響に関する研究はほとんどない。鳥類胚は不透明な卵殻
内で発生するため、in ovo 曝露試験で経時的な胚観察は困難であった。近年、ニワトリ胚の
発生を孵化するまで視覚化できる新たな殻なし孵化システムの論文が発表された [5]。本研
究では、殻なし孵化システムでのニワトリ胚に対する TCEP 曝露の影響を評価した。さら
に、心臓のトランスクリプトーム解析によって心毒性の作用機序の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ニワトリ有精卵を対照群、TCEP-低濃度（L）曝露群（50 nmol/g 卵）、TCEP-
中濃度（M）曝露群（250 nmol/g 卵）、TCEP-高濃度（H）曝露群（500 nmol/g 卵）に分け、
孵卵開始時に卵殻に穴を開けて被験物質を投与した。孵卵 56 時間後に卵の内容物を殻なし
孵化装置に移した。 
殻なし孵化装置は、ポリスチレンプラスチックカップを使用して作製した。ポリメチルペ

ンテンフィルムを凹形状になるように伸長し、カップ上部に設置した。カップ上部からの空
気の出入りがないようにポリメチルペンテンフィルムを被せて固定した。 
ニワトリ胚の各毒性エンドポイントを孵卵 3 日目から 9 日目まで観察した。生存率およ
び各個体の心拍数を調べるとともに、体長・頭+嘴長・眼直径、さらに胚体外血管の長さと
分枝数、赤血球数の指標である胚体外動脈の明度を画像解析ソフト ImageJ で測定した。孵
卵 9日目に胚を解剖し、体重・心臓重量を測定した。 
次いで、心臓試料を用いて次世代シーケンス（NGS）解析・バイオインフォマティクス解
析をおこなった。TCEP処理により影響を受けた生物学的プロセスを予測するために、遺伝
子オントロジー（GO）解析・転写因子エンリッチメント解析・ネットワーク解析・KEGGパ
スウェイ解析を実施した。さらにターゲットとなる遺伝子を精選し、より正確な発現レベル
をリアルタイム PCR で定量化した。 
 
４．研究成果 
(1) 生存率は、TCEP-M と TCEP-H 群では 9 日目にそれぞれ 19.2%と 18.9%で、対照群の
71.1%と比較して有意に減少した（p < 0.001）。体重および体長・頭+嘴長・眼直径は、TCEP
曝露群で 3-9日目に有意な減少が確認されたことから、50 nmol/g以上の TCEP 曝露は、発
生初期から発生遅延の影響があることがわかった（図１）。 
 
(2) 心拍数は、TCEP-M・TCEP-H群では 4日目以降から対照群に比べ低下する傾向が認め
られた。また、体重に対する心臓重量比は TCEP-H で有意に増加していた。胚体外血管の長
さと分枝数は、TCEP-L では 3 日目、TCEP-Mおよび TCEP-H では 3・4 日目に有意に減少
した（図２）。胚体外動脈の明度に関しては、TCEP-L群・TCEP-M群・TCEP-H群で、それ
ぞれ 3日目・3〜5日目・4〜7日目に対照群に比べて有意に低い明度を示した。これらの結
果は、TCEP に胚を曝露することで赤血球の数が減少することを示唆している。これらの結
果より、TCEP 曝露は心血管系に影響を及ぼすことが明らかとなった。 
 



 

 

(3) 心臓トランスクリプトームでは、GO 解析により心筋収縮、心室心筋組織の形態形成、
および筋芽細胞分化への影響を予測した。転写因子エンリッチメント解析では、TCEP 曝露
による NGKB1・SP1・SP3・SMAD4・GLI1・CTNNB1 の活性化が重要な分子開始イベント
であると推定した。またネットワーク解析および KEGG パスウェイ解析により、Ca2+シグ
ナル伝達および筋原線維スライドに関連する遺伝子の調節不全が示唆された。リアルタイ
ム PCR の結果、RYR2および MYL3 の遺伝子発現レベルが有意に低下する傾向が認められ
た。これらの遺伝子の発現変動がニワトリ胚で観察された心血管系毒性の原因である可能
性がある。 
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図１ ニワトリ胚の生存率（A）、体長（B）、頭部＋嘴長（C），眼直径（D）に対する TCEP 曝露の影

響。データは平均値±標準誤差で示した。＊は有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001）。 

 
図２ 胚体外血管の総分枝数（A）および全長（B）に対する TCEP 曝露の影響。データは平均値±標

準誤差で示した。＊は有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001）。 
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