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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

総括研究報告書

食品の安全性評価の迅速化・高度化に資する造精機能障害の新規ハザード評価体系の基盤構築 

 

研究代表者： 横田 理 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 主任研究官 

 

研究要旨 
 

食品成分の濃縮や抽出、製剤化により、従来の食経験では安全性が担保できないことがあること、ま

た、生理活性成分を含む食品等を過剰摂取すること、等による有害影響が危惧される。実際に、疫学調

査等によりこれら過剰摂取と不妊との関連が示唆されている。しかし同時に、これらの因果関係には不明

瞭な点も多く残されている。その中でも特に、ホルモン様作用を有する食品等は内分泌器官への影響が

懸念されるが、生殖の有害影響はその評価特性からヒトでの把握は容易ではない。このため、食品安全

行政面からヒトへの迅速な健康影響の予測性向上に資する実験動物を用いた新規ハザード評価体系の

基盤構築が不可欠と考える。現在、男性不妊の主な原因である造精機能障害は、生殖細胞への直接影

響とそれを支持するセルトリ細胞の障害を介した間接影響に起因する。生殖細胞の影響評価は精子濃

度や運動率の測定、セルトリ細胞の影響評価は細胞数の減少で評価される。しかし、先行研究におい

て、不妊症患者の多くは精子濃度や運動率の低下が認められないこと、また、成人男性の食事を含むラ

イフスタイルの変化等によりセルトリ細胞数が減少するような報告はなされていないことを確認しており、

当該評価のみでは食品の健康影響の有用な指標にはならないこと（偽陰性）が懸念される。一方、食品

摂取による影響指標として生殖細胞を支持するセルトリ細胞の機能変化が想定されるが、当該変化を検

出する評価系がないことも問題点として挙げられる。 

これらの問題点を踏まえ、本研究では、食品安全行政面からヒトへの迅速な健康影響の予測性向上

に資する実験動物を用いた新規ハザード評価体系の基盤構築を行うことを目的とした。今年度は、先行

研究において精子形成障害が生じることを報告しているビタミン A 過剰・欠乏、ビタミン E 欠乏マウス精

巣組織切片を活用し精巣毒性評価法の基盤整備に努めた。具体的には、精巣毒性評価において、蛍

光標識 PNA レクチン抗体を用いた精上皮周期の迅速同定法を確立し、さらに、同法に PLZF や SCP3

等の生殖細胞系列マーカー抗体との二重免疫染色を行い、生殖細胞系列の分化度を網羅的かつ定量

的に捉えることで、ビタミン A 過剰マウス精巣において、減数分裂開始に重要なプレレプトテン期精母細

胞以降の細胞数の有意な減少を認めた。一方、中間径フィラメント Vimentin に着目したセルトリ細胞骨

格の構造変化を指標に、新たなセルトリ細胞の機能評価法を確立した。すなわち、ビタミン A欠乏ならび

に E欠乏マウス精巣組織切片において、各精細管内における Vimentin 陽性の面積割合が有意に増加

することを初めて明らかにした。 

一方、ヒトと齧歯類の両方で造精機能障害を誘発するモデル化合物としてゴシポールを選択し、用量

設定試験を実施した。野生型マウス雄に、単回経口曝露 (30, 70, 100, 300 mg/kg 対照は溶媒のコーン

油) を行い、投与後 2 週経過時に解剖・臓器のホルマリン固定等をし、HE 染色を用いたプレ実験により

300mg/kg で病理所見が認められた。今後は、ゴシポールの経口投与による本実験を実施し、これまで

に我々が開発してきた生殖毒性評価によるハザード検出の有用性を検証していく。 

研究分担者 

齋藤洋克  国立医薬品食品衛生研究所   

毒性部 研究員 

 

Ａ．研究目的 

食品成分の濃縮や抽出、製剤化により、従

来の食経験では安全性が担保できないことが
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あること、また、生理活性成分を含む食品等を

過剰摂取すること、等による有害影響が危惧さ

れる。実際に、疫学調査等によりこれら過剰摂

取と不妊との関連が示唆されている。しかし同

時に、これらの因果関係には不明瞭な点も多く

残されている。その中でも特に、ホルモン様作

用を有する食品等は内分泌器官への影響が懸

念されるが、生殖の有害影響はその評価特性

からヒトでの把握は容易ではない。このため、食

品安全行政面からヒトへの迅速な健康影響の

予測性向上に資する実験動物を用いた新規ハ

ザード評価体系の基盤構築が不可欠と考える。 

現在、男性不妊の主な原因である造精機能

障害は、生殖細胞への直接影響とそれを支持

するセルトリ細胞の障害を介した間接影響に起

因する。生殖細胞の影響評価は精子濃度や運

動率の測定、セルトリ細胞の影響評価は細胞

数の減少で評価される。しかし、先行研究にお

いて、不妊症患者の多くは精子濃度や運動率

の低下が認められないこと、また、食事を含む

ライフスタイルの変化等によりセルトリ細胞数が

減少するような事例はないことを確認しており、

当該評価では食品の健康影響の有用な指標

にはならないこと（偽陰性）が懸念される。一方、

食品摂取による影響指標として生殖細胞を支

持するセルトリ細胞の機能的変化が想定される

が、これを組織学的に検出する評価系がないこ

とも問題点として挙げられる。 

これまでに私は、ビタミン A（VA）の体内動態

の迅速定量法を開発し、長期間の VA 過剰状

態が精子形成に影響を及ぼすことを報告した。

また、精子の先体を染色しマウス精子形成サイ

クル（精細管ステージ I-XII）を同定する PAS-H

染色を行い、VA 過剰により精上皮周期が変化

することを見出した。しかし、PAS-H 染色にお

いて先体の判別が困難で、核のクロマチン構

造も不明瞭なことが多いため、一部の研究報告

において正確性に欠くステージ決定や細胞同

定がなされており、毒性評価の精度の高さを担

保しきれていない。 

本研究ではまず初年度に、PAS 試薬の代替

品である PNA レクチンを用いたマウス精細管ス

テージの高感度検出法の確立とこれまでに評

価方法が未確立であるセルトリ細胞の機能評

価の開発を行う。次に、私たちが確立したヒトの

精子性状評価について、マウスの実験系への

応用を試みる。最終的には、ヒトと齧歯類の両

方で造精機能障害を誘発する食品等のモデル

化合物として、ビタミン A（レチノイン酸）、ゴシポ

ール等を用いて、経口投与毒性試験を実施し、

経時的に解剖・サンプリングを行い、組織の病

理所見とデータを照合しながら、本研究におい

て開発したハザード評価の頑健性・有用性を検

証する。 

 

Ｂ．研究方法 

精巣毒性評価： 

 ホルマリンまたはメタカン固定したマウス精巣

組織からパラフィン包埋ブロックを作製し、ミクロ

トームを用いて薄切切片を作製した。作製した

切片に対し、抗原賦活化処理を行った後、下

記の様々な精子形成関連分子を認識する抗体

試薬を用いた免疫組織化学染色を行った。 

• 蛍光標識PNAレクチン：半数体精子細胞の先

体を高感度に染色することによる精細管ステー

ジI-XIIの迅速な判別法の構築、半数精子細胞

数の評価 

• SOX9,WT1,GATA4等：核染色によるセルトリ

細胞数の評価 

• PLZF：核染色による精祖細胞数の評価 

• SCP3：核染色による精母細胞数の評価 

• Vimentin：セルトリ細胞骨格を染色し、精細管

の中に占める当該骨格の面積を評価 

 

＜倫理面への配慮＞ 

本研究では、人を対象とした研究、人の遺伝子解
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析、疫学研究は行っていない。動物試験を実施

した研究は、試験実施機関による動物実験に

関する倫理委員会の承認を得る等、実験動物

に対する動物愛護の配慮の上で実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

造精機能障害の早期ハザード検出に資する精

巣組織学的評価： 

ビタミン A過剰またはビタミン E欠乏マウス精

巣組織切片を用い、PNA レクチンを用いた蛍

光免疫組織化学染色を実施し、迅速かつ高精

度な精細管ステージ判別法を確立した（横田）。

同法に 、 セ ル ト リ 細 胞マーカー （ SOX9, 

WT1,GATA4 等）や生殖細胞系列マーカー

（PLZF、SCP3 等）抗体を用いた免疫組織化学

染色を行い、細胞集団を分類する方法を開発

し、ビタミンA過剰マウス精巣においてはステー

ジⅦ以降の減数分裂開始段階のプレレプトテ

ン期精母細胞数が減少することを見出した（図

1、横田）。また、セルトリ細胞の中間径フィラメ

ント Vimentin に着目した組織学的評価を確立

し、ビタミン A 欠乏ならびに E 欠乏マウスの各

精細管内におけるVimentin発現の有意な亢進

を明らかにした（図 2、齋藤、横田）。 

他方、ビタミン A 過剰マウス精巣組織におい

ては、各精細管内における Vimentin 発現の有

意な亢進は認められなかった。ただし、最近

我々は、精上皮周期における Vimentin の染色

性に違いを認めており、ビタミン A過剰によりそ

の周期性が消失している可能性を見出しつつ

ある。現在、n 数を増やし検証中である（齋藤、

横田）。 

 

用量設定試験（ゴシポール）： 

ヒトと齧歯類の両方で造精機能障害を誘発

するモデル化合物としてゴシポールを用い、マ

ウスの単回経口投与試験を実施した。投与濃

度は、30, 70, 100, 300 mg/kg とし、対照群には

溶媒のコーン油を投与した。投与後 1, 3, 7, 13

日経過時の体重を測定し、投与 2 週経過時に

解剖を行い、生殖器官重量を測定した。最高

用量 300 mg/kg群では、投与後 3日経過時点

で他群と比較し、体重の 15%の減少を認めた

（図 3）。また、300 mg/kgにおいては投与した 6

匹のマウスの中で 1匹の死亡を認めた。精巣組

織については、10%中性緩衝ホルマリンに浸漬

固定後、パラフィン包埋し、薄切切片を作成し

HE 染色による病理組織学解析を実施した。そ

の結果、異型遺残体を含む精細管が最高用量

300 mg/kg群において散見され、対照群と比較

して、その比率に有意な差が認められた（図 3、

齋藤、横田）。一方で、パパニコロウ染色による

頭部異常率を算出した結果、対照群と比較し

て、全ての投与群において有意な差は認めら

れなかった（図 3、横田）。 

 

D．考察 

 生殖ハザードは次世代影響の引き金となり得

るため、実験動物の生殖毒性試験の結果から、

ヒトの健康リスクを予測することは重要である。し

かし、雄性生殖ハザードはその評価特性からヒ

トでの把握は容易ではない。本研究は、雄性生

殖毒性の視点から、食品のリスク評価に資する、

迅速かつ高精度な有害影響評価の基盤構築

を行うことを目的としている。 

 雄性生殖毒性評価の中で最も感度の高い影

響評価は、精巣の病理組織学解析である。し

かしながら、HE 染色による病理組織学解析は

定性的評価にとどまり、また、ステージ分類を行

わない全体的な形態観察にて毒性判断が行わ

れるため、定量的な生殖毒性評価が欠如して

いるといった問題が挙げられる。実際に、私た

ちが先行研究で明らかにしたビタミン A 過剰、

ビタミン E 欠乏マウスは精子形成が障害される

にも関わらず、HE 染色による精巣の病理組織

学的評価においては目立った所見は認められ
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なかった。我々は PNA レクチン抗体を用い、精

子細胞の先体を蛍光染色し可視化することによ

り、従来のPAS染色法より迅速かつ高精度に精

上皮周期の判別を可能とし、有害性評価のス

ループット性を向上させた。同法に、セルトリ細

胞または生殖細胞系列の核を認識する抗体を

用いた多重免疫染色により、精上皮周期に着

目した生殖細胞系列の詳細な分化度評価を可

能とし、ビタミン A 過剰マウス精巣においては、

減数分裂の開始段階で生殖細胞数が有意に

減少することを見出した。すなわち、従来の HE

染色による病理組織学的診断に加え、精上皮

周期に着眼した精巣毒性評価の重要性を示す

ことに成功した。 

次に、生殖細胞を支持するセルトリ細胞に着

目し、セルトリ細胞の中間径フィラメントを認識

する Vimentin 抗体を用いた免疫染色を実施し

た。Image J を用いた画像処理による精細管横

断面に対する vimentin 陽性領域が占める面積

の割合を算出した結果、ビタミン A 欠乏ならび

に E 欠乏マウスの精巣組織切片において

vimentin陽性領域が有意に亢進した。この結果

は、精巣内環境の悪化に伴う造精機能障害と

関連した変化を示すものであると考えられた。

一方で、ビタミン A 過剰マウス精巣組織切片に

おいては、Vimentin 抗体の染色性に変化は認

められなかったが、詳細な解析の結果、対照群

において精上皮周期における Vimentinの染色

性変化を初めて見出しており、セルトリ細胞の

機能評価に資する有用な精巣毒性評価ツール

としての可能性について今後検証を進めていく。 

現在、上記の結果の一部については国内外

に向け成果報告をする準備を進めている（論文

Revise 中）。同時に、ゴシポールの単回経口投

与試験（本実験）を実施し、これまでに開発した

精巣毒性・精子機能評価法の有用性を検証す

る。 

 

Ｅ．結論 

食品成分の安全性評価を行う場合、実験動

物への最大投与量は制限されるため、ヒトへの

外挿を行う上では、有害性評価の感度・精度の

高さを担保することが不可欠となる。また、当該

成分によるホルモン様作用を介した慢性影響

については、その評価特性からヒトでの把握は

容易ではない。このような物質を含む食品のリ

スク評価・管理体制を整備するためには、実験

動物を用いた有害性評価の迅速化・高度化が

不可欠と考える。本研究の遂行により、生殖毒

性を早期に検出する精巣毒性評価の確立を達

成した。最終年度は、ゴシポールの経口投与

毒性試験を実施し、これまでに開発した新規ハ

ザード評価を適用し、その有用性について検

証したい。 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

食品の安全性評価の迅速化・高度化に資する造精機能障害の新規ハザード評価体系の基盤構築 

令和４年度 分担研究報告書 

Vimentin抗体を用いた免疫組織化学によるセルトリ細胞の機能評価法の検討 
研究分担者 齊藤 洋克 

国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 毒性部 研究員 

 

研究要旨 

これまでの研究報告により、哺乳類における正常な精子形成過程において、精細管内に存在する精子

細胞とセルトリ細胞との密接な相互作用が重要であることが分かっている。本分担研究では、昨年度に引き

続き、化学物質曝露によって生じる、セルトリ細胞の機能影響に起因する造精機能障害を検出する有用な

解析方法を検討するため、セルトリ細胞マーカーである vimentin に着目した機能評価法の確立を試みた。 

今年度は、昨年度報告したデータに追加するかたちで、先行研究において精巣・精子への影響が認め

られているビタミン E 欠乏（VED）およびビタミン A 欠乏（VAD）・過剰（VAE）マウス精巣組織切片をサンプル

として使用した。精細管横断面の表面積に対して、vimentin 陽性領域が占める面積の割合（％）を算出した

結果、コントロール群と比較して、VED 群の精巣組織切片において、その割合が有意に増加した。VAD 群

においても同様に、コントロール群と比較して、その割合は有意に増加した。一方、VAE 群においては、コ

ントロール群と比較して、vimentin 陽性領域が占める面積比に有意な差は認められなかった。なお、本解析

において、固定方法の違いによる明らかな染色性への影響は認められなかった。 

追加したデータをふまえ、観察された vimentin 陽性領域の割合の変化は、精巣内環境の悪化に伴う造

精機能障害と関連した変化を示すものであると考えられ、本解析手法によってセルトリ細胞の機能的変化を

検出できる可能性を示した。今後は、本研究における解析手法を、造精機能障害を引き起こすモデル化学

物質に適用し、ｖimentin の発現パターンに変化がみられるか否か、その適用限界を含めて検討することが

重要であると考えられる。 

Ａ．研究目的 

本研究では、食をとりまく環境変化に対応する

ため、食品のリスク評価・管理体制の迅速化・高度

化に資することを見据え、食品成分により生じる造

精機能障害を高感度・高精度に検出するハザード

評価体系の基盤構築を行うことを目的とする。 

これまでの研究報告により、哺乳類における正

常な精子形成過程において、精細管内に存在し

ている精子細胞とセルトリ細胞の密接な相互作用

が重要であることが分かっている。セルトリ細胞は

精細胞の支持、栄養供給、精子離脱の補助、貪食

作用、免疫学的障壁など精巣内環境を維持するた

めの様々な機能を有する。Ｖimentin は、間葉細胞

がもつ細胞骨格中間径フィラメントの一種であり、

主として機械的支持を担い、細胞骨格としての細

胞の形の維持、核の位置の固定などの役割を持

ち、セルトリ細胞を検出するマーカーの１つとして

も用いられる。セルトリ細胞の細胞骨格系と造精機

能障害がどのように関わるのか、その機能的変化

については不明な点が多いが、精子細胞とセルト

リ細胞の相互作用の重要性を考えると、造精機能

障害が顕在化する際、あるいはその前段階として、

細胞骨格系への影響として現れることも十分に考

えられる。 
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今年度は、昨年度に引き続き、化学物質曝露

によって生じるセルトリ細胞の機能影響に起因

する造精機能障害を検出する有用な解析方法を

検討するため、セルトリ細胞マーカーである

vimentin を用いた機能評価法の確立を試みる。 

 

Ｂ．研究方法 

サンプル 

昨年度報告したデータに追加するかたちで、

先行研究（Saito et al., 2020; Yokota et al., 

2021）の過程で採取したビタミン E 欠乏（VED）

およびビタミン A 欠乏（VAD）・過剰（VAE）マウ

ス精巣組織切片を使用した。なお、VAD マウス

は精子形成不全のモデルとして確立されており、

VED および VAE マウスも上記先行研究による

解析において、精巣・精子への影響が認められ

ているため、本解析手法を適用するモデルとし

て有用である。 

精巣組織切片の免疫組織化学 

メタカン液（メタノール：クロロホルム：酢酸= 

6：3：1）（VED 群）および modifiedダビッドソン固

定液（VAD・VAE 群）にて固定した精巣組織に

ついて、パラフィン切片(７µm)を作製し、セルトリ

細胞マーカーとして、細胞骨格タンパク質であ

る vimentin 抗体を用いて免疫組織化学を行っ

た。パラフィン切片をキシレンで脱パラフィンし、

エタノール（100、95、90、80、70％）にて段階的

に再水和した。HistoVT One（ナカライテスク、

京都、日本）により 90℃、30分で抗原賦活化処

理し、Blocking One（ナカライテスク）と共に 4℃

で 1 時間ブロッキング処理した後、一次抗体処

理を行い、4℃で一晩インキュベートした。一次

抗 体 に は 以 下 の も の を 用 い た ： rabbit 

monoclonal anti-Vimentin (Abcam; ab92547; 

500 倍希釈)。PBS で洗浄後、二次抗体として

Alexa Fluor 488 標識抗体（Invitrogen; 1,000 倍

希釈）を用い、4℃で 2 時間処理した。核は

Hoechst 33342（ナカライテスク; 5,000 倍希釈）

で 染 色 し た 。 一次抗体 お よ び二次抗体 、

Hoechst 33342は、Blocking One および PBSの

混合溶液で希釈して用いた。染色像は、BX51

蛍光顕微鏡および付属の cellSens ソフトウェア

（オリンパス、東京、日本）で取得した。 

取得した染色像の画像解析 

画像の解析には、Image J Fiji（Schindelin et 

al., 2012）を用いた。同一条件にて染色・撮影し

た原画像をグレースケールに変換後、二値化

の設定値を調整し、Binary 画像を作成(二値化

処理)することにより、vimentin 陽性領域を抽出

した。その後、各精細管横断面の表面積（µm2）

に対して、vimentin 陽性領域（µm2）が占める面

積の割合（％）を算出した。精細管横断面は１

個体あたり 200個（VED 群およびそのコントロー

ル群）または 110 個（VAD・VAE 群およびその

コントロール群）以上観察し、各群３個体の平均

値を算出した。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験の計画及び実施に際しては、科学

的及び動物愛護的配慮を十分行い、所属の研

究機関が定める「国立医薬品食品衛生研究

所・動物実験等の適正な実施に関する規程」を

遵守した。 

 

Ｃ．研究結果 

精細管横断面の表面積に対して、vimentin

陽性領域が占める面積の割合（％）を算出した

結果、コントロール群と比較して、VED 群の精

巣組織切片において、その割合が有意に増加

した（Control 群:7.8±0.3％、VED 群：12.7±

0.2％, p <0.01; 図２）。VAD 群においても同様

に、コントロール群と比較して、その割合は有意

に増加した（Control 群:10.9±0.1％、VAD 群：

32.3±3.4％, p <0.01; 図３）。一方で、VAE 群

に お い て は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、

vimentin 陽性領域が占める面積比に有意な差



 12 

は認められなかった（Control 群:10.9±0.1％、

VAE 群：11.6±0.9％； 図４）。なお、本解析に

おいて、固定方法の違いによる明らかな染色性

への影響は認められなかった。 

 

D．考察 

今回の解析により、VED および VAD 群にお

いて、精細管に対するｖimentin の占有面積の

割合が有意に亢進することが明らかとなった。

この vimentin 陽性領域の割合の変化は、精巣

内環境の悪化に伴う造精機能障害（精上皮の

剥脱、精子形成不全等）と関連した変化を示す

ものであると考えられた。興味深いことに、VED

群では、多くの精細管が正常な形態で観察さ

れており、明らかな精子形成障害が認められな

い精細管においてもその割合が増加していた。

したがって、vimentin の発現パターンの変化は、

形態的に捉えることが困難な精子形成不全の

初期徴候となりうることが示唆された。また、

VED および VAD 群においては、コントロール

群では観察されなかったそれぞれに特有のビメ

ンチンの伸張や集積が認められ、精細管にお

けるビメンチン陽性領域の割合の増加にも大き

く関与していると考えられた。 

一方、VAE 群においては、精細管に対するｖ

imentinの占有面積の割合に有意な差は認めら

れなかった。VAE 群のように、今回の解析方法

において顕著な差が認められないものに対して

は、精子形成サイクルのステージ依存的な

vimentin の面積比の変化が存在するか否か解

析することで、特定のステージに対する影響を

検討する必要がある。 

また、Vimentin抗体の染色性については、い

ずれの固定液においても良好であったため、

切片の厚みや固定液の種類に応じて条件を微

修正することにより、今回の解析方法が適応可

能であると考えられる。 

今後、造精機能障害を引き起こすモデル化

学物質を用いた投与実験を行い、形態的な異

常が認められない投与用量を含め、ｖimentin

の発現パターンに変化がみられるか否か、本解

析手法の適用限界を含めて検討することが重

要である。 

 

Ｅ．結論 

本分担研究では、昨年度に引き続き、化学

物質曝露によって生じるセルトリ細胞の機能影

響に起因する造精機能障害を検出する有用な

解析方法を検討するため、セルトリ細胞マーカ

ーである vimentin を用いた機能評価法の確立

を試みた。特に、VED および VAD のような、精

子形成障害を誘発したマウス精巣組織切片に

適応した結果、精巣内環境の悪化に伴う造精

機能障害を、精細管に占める vimentin の面積

比の変化というかたちで検出することができた。

今後、造精機能障害を引き起こすモデル化学

物質を用いた投与実験を行い、本評価手法の

有用性を示すことができれば、将来的には、健

康被害を未然に防ぐための食品の安全性評価

の迅速化・高度化に資する食品安全行政施策

の提案にも貢献することが期待される。 
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図２. VED 群における、精細管に対する vimentin の占有⾯積 

図１. ⼆値化処理による vimentin 陽性領域の画像解析 
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図 3. VAD 群における、精細管に対する vimentin の占有⾯積 

図 4. VAE 群における、精細管に対する vimentin の占有⾯積 
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