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 琵琶湖固有魚種ホンモロコの 

in vitro精子分化系を用いた化学物質の影響解析 
 

立命館大学	 薬学部	 高田達之  
 
１．背景  
	 ビスフェノールA（BPA）は、エポキシ樹脂やポリカーボネートプラスチックなど
の原料であり、哺乳瓶や牛乳パック、缶など食品や飲料の容器にも使用されている。

紫外線や熱などにより、食品中や飲料中に溶け出すことが知られており、アメリカで

行われた調査では、6歳以上の92.6%のヒトから検出されている (Calafat et al., 2008)。
羊水や胎盤、臍帯血、母乳などからも検出されていることから (Vandenberg et al., 2010; 
Vom Saal and Hughes, 2005; Yamada et al., 2002; Zimmers et al., 2014)、特に、胎児や乳
児への影響が懸念されている。  
	 ノニルフェノール（NP）は、界面活性剤やポリ塩化ビニルの原料として、食品の包
装材などに使用されている。食品の包装時や電子レンジによる再加熱時に、食品中へ

溶け出すことが報告されており (Inoue et al., 2001)、ヒトの尿や胎盤、母乳からも検出
されている。このことから、BPAと同様に、胎児や乳児もNPへ曝露されていると考え
られる (Ademollo et al., 2008; Balakrishnan et al., 2013; Li et al., 2013)。  
 
	 これら、BPAやNPは、培養細胞を用いた in vitro試験において、エストロジェン受容
体へ結合することが報告されている (Gould et al., 1998; Kuiper et al., 1998)。また、実験
動物を用いた in vivo試験において、BPAの曝露により精子の質の低下 (Wisniewski et al., 
2015)や、NP暴露による卵巣の発達阻害 (Gieske et al., 2011; Hunt et al., 2012)、精子形成
能の低下など (De Jager et al., 1999)、多数の報告があり、これらの内分泌かく乱作用が
報告されているがその詳細な作用メカニズムは明らかにされていない。一方で、若年

男性の停留精巣や男性の前立腺ガン、女性の乳ガン、子供の神経発達、注意欠陥・多

動性障害（ADHD）などの疾患が近年増加していることから、内分泌かく乱作用を持
つ物質とこれらの疾患との関連性が世界保健機構（WHO）および国際連合環境計画
（UNEP）から報告されている (WHO/UNEP, 2013)。  
 
	 BPAやNPは、琵琶湖に流入する河川
水中からも検出されている（図１）。

検出された最高濃度のNPは、実験魚と
して頻用されるファットヘッドミノ

ーを用いた in vivo実験において、精細
胞の壊死や精子分化阻害を引き起こ

し得る濃度 (Miles-Richardson et al., 
1999)であるとされているだけでなく、
生物濃縮係数が最大で 1250と報告さ
れていることから (Staples et al., 1998)、
琵琶湖に生息する魚類の生殖機能へ 図１．琵琶湖流入河川水中のNPとBPAの濃度 
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の影響が強く懸念される。  
 
	 理化学的な分析手法では、化学物質の同定や濃度測定はできるものの、内分泌かく

乱作用等の生物学的な影響についての評価は困難である。そこで、生物学的な影響に

ついて評価可能なバイオアッセイ（生物試験）が必要となるが、これまでは、小型実

験モデル魚である、ゼブラフィッシュ、メダカ、ファットヘッドミノーなどを用いた

in vivo実験に依存していた。このため、内分泌かく乱物質の直接的な作用メカニズム
の解明が困難であり、その危険性に関して科学的根拠が明確に示されてこなかった。 
	 さらに、生体を用いた実験系では、毎年新しく登録される1000万種以上の化学物質
を調べるにはコスト的にも時間的にも困難である。また、繁殖能力の高い実験魚とは

繁殖生理の大きく異なる固有種への影響評価には不適だと考えられる。そこで、申請

者らは、化学物質の内分泌かく乱作用のスクリーニングとして固有種の細胞を用いた

バイオアッセイ系の開発を試みた。  
 
	 まず初めに、琵琶湖固有種のうち、特に生息数の減少が著しく、絶滅危惧種 IA類に
指定されているコイ科の琵琶湖固有魚であるホンモロコに着目し、細胞株の樹立を試

みた。その過程で、精巣、卵巣、受精卵由来の10種以上の細胞株樹立に成功した（図
２） (Higaki et al., 2013b)。  
 
 
 
 
 
 
 
 
	 それら細胞株の中には、魚類では初めてとなる、アンドロジェン、エストロジェン

等の内在性核内レセプターを発現するセルトリ細胞（生殖細胞に対する看護細胞  
nurse cellとも呼ばれ、精原細胞の増殖や精子形成の調節を行っている）由来の細胞株
も含まれていたことから、この細胞株を用いたバイオアッセイ系の開発を行った。  
	 当初、環境ホルモンにはエストロゲン（雌性ホルモンの一種）に似た作用を持つ物

質が多く認められたことから、現在までに開

発されているバイオアッセイ法は雌性ホルモ

ン様物質の検出に重点が置かれた物が多く、

主としてヒトの女性ホルモン受容体を哺乳類

細胞あるいは酵母に発現させたアッセイ系が

用いられており、他の（抗）ホルモン様作用

についてはあまり研究されてこなかった。  
	 近年、環境ホルモンの抗雄性ホルモン作用が

注目されているものの、魚類細胞を用いたアッ

セイ系は開発されておらず、また、哺乳動物な

ど他種細胞を用いた魚類受容体の発現系は細

胞本来の反応を調べるには不適であると考え

図３．レポータージーンアッセイの概要  

図２．ホンモロコから樹立した細胞株 
（A 精巣由来、B 卵巣由来、C 受精卵由来） 
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られたことから、本研究では、樹立した固有魚種由来細胞を用い、内在性のホルモン

受容体を利用した抗雄性ホルモン作用を検出可能なレポータージーンアッセイ法の

開発を行った。  
	 レポータージーンアッセイ法は、ホルモンなどの生理活性物質の作用を、レポータ

ー遺伝子の活性化を指標として検出する方法である（図３）。すなわち、樹立したセ

ルトリ細胞株にホルモンに応答して蛍ルシフェラーゼを発現するベクターを安定導

入した。その結果、魚類特異的な性ホルモンにのみ反応性を示す細胞株の開発に成功

し（図４）、環境化学物質の一つであるNPが、魚類セルトリ細胞に対し、抗雄性ホル
モン作用を示す事を初めて明らかにした（図５）。すなわちNPがホンモロコのセルト
リ細胞に対し、抗雄性ホルモン効果を示すことを初めて示した (Higaki et al., 2013a)。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．目的  
	 申請者らは、上記ホンモロコ細胞株を用いたバイオアッセイ系の開発と並行して、

ホンモロコにおける in vitro 精子分化に関する研究も行っており、魚類では初めて、繁
殖季節および性成熟段階に依存しない in vitro 精子分化培養系の開発に成功している
（図６、未発表）。この培養法を用いてホンモロコ精巣細胞を培養することにより、精

巣組織中と非常に類似した分化過程を経て、精子が形成され、フローサイトメトリー

による核内 DNA 量解析から、 in vitro においても正常に減数分裂が進行していること
（図７）、また、in vitro で形成された精子が、正常な受精・発生能を有することも確認
している。この結果は、本実験系が、生体における精子分化過程を正確に反映、模倣

しており、精子分化モデルとして適していることを示唆している。  
 
 

図４．ホルモンに対する反応性 

図５．内分泌撹乱物質に対する反応性 
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	 そこで本研究では、我々が独自に開発した琵琶湖固有魚種

ホンモロコの in vitro 精子分化系を用いることにより、化学
物質がホンモロコの精子形成に与える影響を明らかにし、そ

れらのリスク評価、安全基準の設定を行うことを目的とした。 
 
３．実験計画  
３．１  In vitro 精子分化培養法の至適化  
	 現在の培養系には、雄性ホルモン（11-KT）を生理的レベ
ル以上（160 nM）添加しているため、内分泌かく乱物質の影響解析には適していない
可能性がある。申請者による、セルトリ細胞株を用いた研究では、NP の抗アンドロジ
ェン効果が生理的レベル（10 nM）において認められたことから、現在使用しているホ
ルモン濃度を生理的レベルまで低下させ、精子分化培養を行う。この時、11-KT のみ
ならず培養液に添加している hCG、PMSG、およびフォルスコリン（各 10 U/ml、10 U/ml、
10 µM）の濃度も検討し、本分化系の化学物質評価方法としての至適化を行う。  
 
３．２  化学物質が精子分化に与える影響の解析  
	 ３．１で至適化した実験条件下において、NP、BPA の存在下で in vitro 精子分化を
行う。生体濃縮ファクターを考慮して添加濃度は 1 nM～50 µM の範囲で行う。その影
響は、(a)電子顕微鏡による精子形態観察、(b)フローサイトメトリーによる、一倍体精
子の形成率を用いて評価する。  
	 また最近フタル酸エステルが 2 世代、3 世代にわたって影響するという報告がなされ
たことから、フタル酸エステルに関しても同様な実験を行い、影響を明らかにする。  
	 これらの結果から固有種ホンモロコの精子分化を指標として、化学物質の影響を明

らかにすると共に、安全基準値を設定する。さらに、実際の環境水の解析を想定し、

それらを混合した条件で相乗効果を調べる。  
 
３．３  化学物質が in vitro 精子の受精能に与える影響（人工授精実験）  
	 NP、BPA、フタル酸エステルおよびそれらを混合した条件下で in vitro 形成された精
子を用いて人工授精を行い、卵割の進行、孵化率、奇形形成率を指標に化学物質の影

響を明らかにすると共に、安全基準値を求める。  
 
	 以上、本研究は、従来適切な評価系が無かったため曖昧なままであった化学物質の

生殖能への影響とそのリスクを、固有種の in vitro 精子分化という明瞭な配偶子形成現
象を指標として明らかにし、琵琶湖、淀川水系の水質保全に資するものである。  
 

図６．ホンモロコの in vitro 精子分化培養 (x400) 
A:非繁殖期精巣、B：培養 1週目、C: 培養 3週目、D:精子（矢印は精子の鞭毛） 

A B C D 

図７．ホンモロコ培養  
精巣細胞の DNA 含量  
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４．試料と方法  
４．１  ホンモロコ精巣の採材  
	 ホンモロコ成魚は、山匠ホンモロコ養殖工房（滋賀県東近江市）で養殖している個

体を使用した。採取した個体は、エアレーション下で立命館大学（滋賀県草津市）ま

で輸送し、到着後すぐに頭部叩打により安楽殺を行った。安楽殺したホンモロコを 70% 
エタノール噴霧により消毒し（図８A）、腹壁切開後（図８B）、精巣を無菌的に摘出し
た（図８C）。摘出した精巣は、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）中へ回収した（図８D）。
一定数の精巣を回収した後、0.5% 漂白剤を含む PBS に 2 分間浸漬することで殺菌し
た。PBS へ 2 分間ずつ 3 回浸漬させ、洗浄した（図８E）。  

 
４．２  精巣細胞の培養  
	 精巣細胞の培養は、Sakai の開発した、ゼブラフィッシュ精巣細胞培養法(Sakai, 2006)
に準じて行った。すなわち、殺菌・洗浄を行った精巣は、500 U/mL コラゲナーゼ  typeIV
（和光純薬）を含む Leibovitz’s L-15 培養液中で眼科用ハサミを用いて精巣を細切し（図
８F）、28℃で 2 時間振盪した（図８G）。また、振盪中は 20 分毎にピペッティングを行
い、細胞を単離した。振盪後、10 倍量の 1% BSA を含む L-15 培養液を加え、40 µm ナ
イロンメッシュを用いて濾過した。濾過した細胞懸濁液は遠心(120g, 7 分間)し、35 mm
ディッシュ上で精巣細胞用培養液を用いて、18℃、大気下で 2〜4 週間培養した（図８
H）。  
	 培養液は、ゼブラフィッシュ精巣細胞用培養液 Testicular cell culture medium （TCCM: 
(Sakai, 2006)）を基に、ホンモロコ精巣細胞用培養液を調製した。すなわち、Leibovitz’s 
L-15 培養液へ、10 U/mL ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（HCG, あすか製薬）、10 U/mL 妊
馬血清性性腺刺激ホルモン（PMSG, あすか製薬）、2 mM L-グルタミン（ナカライテス
ク）、0.5% ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液（ナカライテスク）、100 µg/mL カ
ナマイシン硫酸塩（ナカライテスク）、10 mM HEPES（pH 7.9, ナカライテスク）、800 µM 
CaCl2（和光純薬）、20% Milli-Q 水、0.5% 牛血清アルブミン（BSA, Sigma-Aldrich）、
10% ウシ胎子血清（FBS, ニチレイ）を基本培養液として調製した。また、組換え上
皮細胞成長因子（EGF, Peprotech）、組換え線維芽細胞成長因子（bFGF, Peprotech）、フ
ォルスコリン（Sigma-Aldrich）、2-メルカプトエタノール（Sigma-Aldrich）、組換えイン
スリン様成長因子 I（IGF, Peprotech）、エストラジオール（和光純薬）、11-ケトテスト

図 8．ホンモロコ精巣の採材  
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ステロン（11-KT, コスモバイオ）、17α,20β-ジヒドロキシプレグナ-4-エン-3-オン（DHP, 
Toronto Research Chemicals）、魚胚抽出物（FEE）コイ血清（CS）を使用直前に基本培
養液に添加して、培養に用いた。  
	 FEE はコイ（Cyprinus carpio）の孵化後 2~3 日の稚魚を 0.5%漂白剤に 2 分間浸漬す
ることによって殺菌し、魚用リンゲル液（116 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 50 
mM HEPES（pH7.2））で 2 回洗浄した。その後、稚魚をホモジナイズし、Leibovitz's L-15
で希釈した。使用前に遠心分離（4℃ , 6500g, 10 分間）し、上清を 0.2 µm のフィルタ
ーを用いて濾過滅菌して使用した。  
	 CS はコイの血液を採取し、室温で 30 分〜１時間静置して凝固させ、遠心分離（4℃ , 
3000g, 10 分間）した。上清を 0.2 µm フィルターを用いて濾過滅菌して使用した。  
 
４．３  精巣組織の免疫染色  
	 摘出した精巣は、PBS で洗浄後、4% (w/v) パラホルムアルデヒド溶液中で 4℃、一
晩固定した。固定した精巣は、通常の操作に従ってパラフィン包埋した後、6 µm 厚で
薄切を行い、剥離防止処理済みのスライドガラス上へ拾った。十分に乾燥させ、以下

の手順で染色を行った。  
	 作成した切片は、脱パラフィンおよび脱水処理後、0.05% シトラコン酸ナトリウム
水溶液（イムノセイバー、日新 EM、東京）に浸漬し、98℃、45 分間加熱することで、
抗原賦活化を行った。Triton X-100 により透過処理し、4% 正常ヤギ血清によりブロッ
キングを行った後、一次抗体として抗 vasa 抗体（慶応大学	 野瀬俊明教授）を 2000
倍に希釈し、4℃、一晩反応させた。洗浄後、500 倍希釈した二次抗体 Alexa Fluor 488
標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（インビトロジェン）を室温で 45 分間反応させた。蛍光像
は、オリンパス社の倒立顕微鏡（IX70）へ接続した CCD カメラ（VB-7000）を用いて
撮影した。陰性対象として、一次抗体を含まない正常ヤギ血清希釈液を用いた。  
 
４．４  精巣細胞のフローサイトメトリー解析  
	 精巣細胞または培養精巣細胞をトリプシン処理により、単離・回収した後、氷冷 70%
エタノールを用いて固定した。固定した細胞は、0.2 mg/mL RNase 処理後、20 µg/mL プ
ロピジウムイオダイド（PI、和光純薬）で、室温、30 分間、DNA 染色を行った。40 µm
ナイロンメッシュで濾過した後、FACScalibur HG フローサイトメーター（Becton, 
Dickinson and Company）を用いて核内 DNA 量を測定、解析した。  
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５．結果と考察  
５．１  In vitro 精子分化培養法の至適化  
	 現在使用している細胞培養液には、精子分化を進行させるため生理的レベルと比較

すると過剰量と考えられる濃度で様々な成長因子、ホルモンを添加している。このよ

うな実験系では、化学物質が精子分化に与える影響を鋭敏に検出することが困難であ

る可能性が考えられた。そこで in	 vitro	 精子分化が可能な最低限の添加物を用いた培

養系の構築を試みた。すなわち添加ホルモン濃度を段階的に希釈した培養液を用いて、

その精子分化の進行を観察した。	 

	 その結果、生理的な濃度として報告されている濃度域で、精子分化が進行すること

が明らかとなった。そこで低濃度のホルモンを使用した in	 vitro	 精子分化系を再構築

した。	 

	 

５．２  フローサイトメトリー解析の至適化 	 
	 次にフローサイトメトリーによる分化細胞の識別、定量解析を行うにあたり、まず

初めに、精巣を構成する体細胞および様々な分化段階の生殖細胞を区別して測定、定量

化可能なゲーティング設定の確立を試みた。  
	 繁殖期（5 月）と非繁殖期（1 月、9 月）の雄成魚を用い、精巣細胞の組織学的評価を
基準として、フローサイトメトリー解析の条件検討を行った。まず精巣内に含まれる生

殖細胞の分化段階を調べるため、摘出した精巣をパラホルムアルデヒド固定後、パラフ

ィン包埋・細切し、ヘマトキシリン・エオシン染色および抗 vasa 免疫染色を行い、組織
学的に同定した。次に、同時期の精巣を細切・酵素処理して細胞を単離し、抗 vasa 免疫
染色およびプロピジウムイオダイドによる核染色後、フローサイトメトリーに供試した。

その際、核 DNA 量、抗 vasa 免疫染色強度、前方散乱光強度（FSC：細胞の大きさ）、側
方散乱光強度（SSC：細胞内部の複雑さ）の各種パラメーターを組み合せて各種細胞集
団の分離、定量化を行った。 
	 組織学的検討の結果、5 月の精巣内には、精巣を構成する体細胞と、精原細胞、精母
細胞、精子細胞および精子の存在が認められた。一方、9 月の精巣内では精原細胞が、1
月の精巣では精原細胞と精母細胞が生殖細胞の大部分を占めることが明らかとなった。

また、フローサイトメトリー解析条件の至適化により、生殖細胞（精原細胞、精母細胞、

精子細胞・精子）と体細胞を異なる細胞集団として検出し、これらの時期の精巣におい

て、それぞれの細胞が占める割合を定量化することが可能となった（図９a,b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 9a．フローサイトメトリーによるホンモロコ精巣細胞の分離  
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この分離条件を用いて生殖細胞と体細胞を分離し、生殖細胞集団における精子（一倍

体）の存在比を算出した（図１０）。	 

 
 
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
５．３  化学物質が精子分化に与える影響の解析  
	 内分泌かく乱物質の一つである NP が、精子形成過程へ及ぼす影響を調べるため、至
適化した in	 vitro	 精子分化系を用いて、精巣細胞培養開始時より NPを 10 nM、100 nM、
1 µM、10 µM の濃度で添加し培養を行った。精子分化培養開始後、2 週間目、3 週間目、
4 週間目に培養細胞を回収し、生殖細胞に占める精子細胞および精子（1 倍体細胞）の
形成割合を、フローサイトメーターを用いて解析した。  
	 その結果、当初 NP 点添加により、精子形成が低下するという結果を得ていた（図１
１）が、それは培養４週間後の結果であり、3 週間目においては逆に上昇しているとい

 

  
 

 
 

haploid
 

diploid
 

tetraploid
 

体細胞 

生殖細胞 

図 9b．フローサイトメトリーによるホンモロコ精巣細胞の分離  

図 10．フローサイトメトリーによるホンモロコ精巣細胞の解析  

生殖細胞+体細胞 生殖細胞のみ 
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うことが継時的な解析により明らかとなった。すなわち琵琶湖固有種の in	 vitro	 精子

分化系において NPは精子形成を促進するという思いがけ無い結果が得られた（図１２）。

またその効果は今回調査した最低濃度 10 nM においても観察された。  
	 琵琶湖において検出される NP 濃度は北湖で 0.3	 nM,	 南湖で 0.5	 nM と報告されてい

る。琵琶湖に生息するコイにおいて NP の生体濃縮係数は 15-22 倍と報告されているこ

とから、ホンモロコ体内における NP 濃度は 6.6-11	 nM に達すると予想される。すなわ

ち本研究により得られた結果は、琵琶湖水中で検出される NP 濃度において実際にホン

モロコの精子形成が影響を受けているという可能性を強く示唆するものとなった。	 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
６．まとめと今後の課題  
	 以上、本研究により、in	 vitro	 精子分化系を利用することにより、外因性環境化学

物質が精子形成に与える影響を定量的に解析可能であることが明らかとなった。さら

に現在、琵琶湖水中で検出される NP 濃度が固有種ホンモロコの精子形成に影響する可

能性が示唆され、その危険性に関し、初めて科学的根拠を示すこととなった。すなわ

ち本研究により、解析困難であった外因性環境化学物質が固有種の精子形成に与える

直接影響を定量的に評価する方法論が提示されたと考えられる。今後は、本研究方法

を発展させ、抗体を用いて、各分化段階の生殖細胞を選択的に染色し、NP などの環境

中の化学物質が精子形成過程のどの段階に影響するかを詳細に解析し、そのメカニズ

ムを明らかにすることにより、化学物質の危険性を正しく理解することが可能となる

と考えられる。	 

 

Control 
M1: 13 % 

NP 10 µM 
M1: 9 % 
 

図 11．一倍体比率と NP の影響 

図 12．一倍体比率の経時的変化と NP の影響  
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