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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構築を、また、野生型マウス精子サンプルを用いて精子機能評価法の構築

を行った。精巣毒性評価において、蛍光標識 PNA レクチン抗体を用い精子細胞先体を高感度に可視化し

精子 step を判別した後、精細管ステージ判定の迅速化を目指した。その結果、従来法の PAS 染色と比較

し、本法は精細管ステージ決定において格段に高いスループット性と解析精度を示した。これにより、ビタミ

ン A 過剰マウス精巣では野生型マウス精巣と比較して、精細管ステージⅦ,Ⅷの頻度が低下すること、対照

的にステージⅡからⅥの頻度が上昇すること明らかにした。次に、本法と生殖細胞系列マーカー抗体を用

いた免疫組織化学染色法とを組み合わせることで、生殖細胞系列の分化度を網羅的かつ定量的に捉える

ことにも成功した。その結果、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減少を認めた。一方、精上皮周期に応じて、セルトリ細胞骨格構造が変化するこ

とを野生型マウス精巣組織切片の解析から見出し、この指標を新たなセルトリ細胞の機能評価として適用

可能かについて、ビタミン E 欠乏マウス精巣切片を用いて検証しているところである。その結果、ビタミン E

欠乏マウス精巣組織切片において、セルトリ細胞骨格の面積が増加することが明らかとなった。 

一方、界面活性剤やアルブミンフリーの生理緩衝液により精子培養液を洗浄することで、体細胞のコンタ

ミを除去する方法を確立し、バイオマーカー探索に資する精子核酸抽出法の基盤も整備した。今後は、精

巣毒性陽性対象物質の経口投与による生殖毒性評価を実施し、今年度開発した評価法の有用性を検証

していく。 
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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

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 過剰により精細管ステージの

出現頻度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、(1-a)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(1-b)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、(2)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。2,3 年目は、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、フタル酸エステル類等を用いて、

マウスの反復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初年度に構築した

ハザード評価の頑健性・有用性を検証する。ま

た、そのハザードに関与し得る分子マーカーも

探索する。 

 

Ｂ．研究方法 

精巣毒性評価： 

 ホルマリ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。作製した切片を活用し、

適切な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



 

 3 

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 

• MEIOSIN、STRA8：減数分裂開始の評価 

 

精子機能評価： 

 受精能獲得反応の一つである「精子の超活

性化」の誘導は、マウス精巣上体尾部より精子

を回収し精子培養中で37℃, 2時間培養するこ

とにより行った。また、精子塗抹標本を作製し、

パパニコロウ染色等による精子形態評価を実

施した。他方、不動化処理を行った精子は、界

面活性剤処理を行い体細胞のコンタミを除去し

た後、カラムベースのmiRNeasy micro kit

（QIAGEN社）を用いたRNA抽出・精製を行い、

RNAの品質をバイオアナライザー（Agilent社）

により評価した。 

 

＜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

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

巣組織学的評価の構築： 

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（図 1、

横田、若山）。これは、顕微鏡下 x200 倍での観

察によるものであるが、現在、精細管ステージ

判別のスループット性をより高めるために、より

低倍率での顕微鏡観察においてもステージ判

別が可能かの検討を進めている。さらに、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

分類する方法を構築し、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の数が減

少することを見出した（図 2、横田）。また、セル

トリ細胞の骨格に着目した Vimentin 認識抗体

による免疫染色を行い、本解析手法がセルトリ

細胞の機能評価に適用可能である可能性を示

唆する結果を得た（齋藤、横田）。 

他方、当初の計画にはなかったが、ビタミン

A 過剰モデルマウス精巣では、上述の通り、精

子形成過程で最も重要な減数分裂開始段階で

の影響が顕著に認められたため、それに寄与

する新規分子マーカーMEIOSINと STRA8を認

識する抗体を用いた組織学的評価の検討も現

在進めており、精細管ステージ依存的な発現

様式を明らかにしつつある（横田）。 

 

造精機能障害を高感度・高精度に検出するマ

ウス精子機能評価の構築： 

精子の超活性化は、通常の精子の運動方向

であるXY軸方向に加え Z軸方向の動きも同時

に捉える必要があるため、市販のスライドチャン

バーでは深さ（Z 軸）方向が足りず観察すること

が困難であった。そこで、それを顕微鏡下で明

瞭に観察するための厚みを考慮したスライドチ

ャンバーの作製に取り組んだ。次に、マウス精

巣上体尾部より精子を回収し、精子培養中で

37℃, 2時間培養することにより、自作スライドチ

ャンバー下で精子の超活性化を誘導することに

成功した。精子の超活性化は受精能獲得反応

の一つで、受胎能を高感度・高精度に予期す

る毒性評価となることが見込まれる（横田、藤ノ

木）。さらに、塗抹標本を作製し、ヒト精子で確

立したエオシンY、パパニコロウ染色による精子
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形態評価をマウス精子でも実施し、染色法につ

いて確立した（横田）。一方、不妊バイオマーカ

ー探索に資する精子 RNA 抽出・精製に関する

基礎的検討を進めており、RNA 発現解析時の

交絡要因となる体細胞のコンタミを除去すること

に成功した（横田）。 

 

D．考察 

 生殖への有害影響は、不妊のみならず次世

代に影響を及ぼす可能性があるため、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。我が国では、

不妊の原因のおよそ 4割は男性側にあるとされ

る。しかし、雄性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。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、迅速かつ高精度なハザード評価の基

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ハ

ザード評価は、精巣の病理組織学解析である。

しかしながら、ルーチンに行う病理組織学解析

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、精細管ステージに着目した定量的

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

は目立った病理所見は認められていなかった。

私は 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細管ステ

ージ判別を可能とし、ハザード評価のスループ

ット性を向上させた。その結果、150 個もの精細

管ステージを一度に評価し、ビタミン A 過剰マ

ウス精細管では、ステージⅠ-Ⅵの頻度が亢進

すること、減数分裂開始に関与するステージⅦ,

Ⅷの頻度が低下することを明らかにした。 

これらの結果は、従来の HE 染色による病理

組織学的診断に加え、PNA レクチン抗体を用

いて精細管ステージを簡易判別しつつ精巣組

織標本を観察する重要性を示唆した結果とい

える。また、本研究の遂行により、精細管ステー

ジ判別と抗体を用いた各種生殖細胞系列の免

疫組織化学染色法を組み合わせることで、生

殖細胞系列の詳細な分化度を評価できることも

示した。 

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可視

化するため、Vimentin 抗体を用いて免疫組織

化学染色を行ったところ、精細管ステージごと

に染色性が異なる可能性を見出した。このこと

は、精細管ステージに応じて変化する生殖細

胞系列と同調するようにセルトリ細胞骨格が変

化している可能性を示唆している。また、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の算出結果から、

ビタミン E欠乏マウスの精巣組織切片において

認められた 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た。今後、

ビタミン A 過剰・欠乏マウス精巣組織切片にお

いて、Vimentin 抗体の染色性がどのように変化

するのかを明らかにし、セルトリ細胞の機能評

価に資する新たな精巣毒性評価法の開発を行

う。 

これまで、精液中の運動精子数は、男性生殖

機能の指標として重要視されてきた。臨床現場

では、運動精子数が多くても、妊娠しない症例、

反対に少なくても妊娠する例が報告されてきた。

近年、私たちの先行研究の成果により、運動精

子に潜む精子機能異常が明らかになってきた

（特願 2022-39134）。このことは、運動精子数

の測定のみでは。精子妊孕性を適切に評価で

きないことを示唆しており、今後精子の品質を
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適切に評価できる方法に代替していく必要があ

ると考えている。 

私は、その中で精子の超活性化運動に着目

しており、受精能獲得反応を評価することで、

精子性状を適切に評価できるものと考えている。

そのためには、従来の XY軸方向の動きのみを

捉えるのでは不十分であり、自作スライドガラス

により Z 軸方向の動きを同時に捉え、精子の超

活性化を定量できる方法を開発した。 

さらに、精子の遺伝情報は次世代に引き継が

れるため、本研究課題では、精子 RNA のバイ

オマーカー探索にも取り組みを始めたところで

ある。現状の精子 RNA 抽出、解析法の問題点

をピックアップしていき、方法について改良して

いく。 

今後は、上記の結果について論文化を行うと

ともに、ゴシポールの単回経口投与試験（用量

設定試験と本実験）を実施し、今年度に構築し

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、ハザード評価の感度・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

験動物を用いたハザード評価の迅速化・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とヒトへ

の外挿を考慮した非侵襲的な精子を用いた新

規バイオマーカー探索に資する精子機能評価

の確立を概ね達成した。次年度以降に、精巣

毒性陽性対象物質のゴシポールの経口投与毒

性試験を実施し、今年度構築した新規ハザー

ド評価を適用することで、食品安全行政施策の

提案に間接的な波及効果を及ぼす成果が得ら

れるものと考えている。 
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図１：マウス精細管ステージ判別法の構築 
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図２：生殖細胞系列の分化度の定量的評価 

（A-D）Control (AIN-93G) マウス精巣組織切片 
（E-H）ビタミン A (VA) 過剰マウス精巣組織切片 
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図 3：精子 RNA の電気泳動結果 
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