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１．背景	
 

ホンモロコ(Gnathopogon	
 caerulescens)はコイ科に属する代表的な小型の琵琶湖固

有種であり、絶滅危惧ⅠA 類（ごく近い将来における野生での絶滅の危険性が極めて高

いもの）に指定されている。近年、琵琶湖に生息するその他の固有種においてもその

生息数の急激な減少が報告され、固有魚類 15 種中 12 種が絶滅危惧種、絶滅危機増大

種、希少種に指定されている(滋賀県自然環境保全課,	
 2010)。この原因として、産卵

期における琵琶湖の水位操作、護岸工事、内湖の埋め立てによる産卵場所の減少、外

来魚の増加による生存競争の激化、内分泌かく乱物質汚染による繁殖能への影響など

が指摘されている。	
 

代表的な内分泌かく乱物質として知られているビスフェノール A(BPA)やノニルフェ
ノール(NP)は、琵琶湖に流入する河川水中からそれぞれ~130 pM, ~14 nM のレベルで検出
されている。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料などに用

いられており、食品の包装やレンジによる再加熱によって食品に溶け出すことが報告

されている(Inoue	
 et	
 al,	
 2001)。またヒトの尿や胎盤、母乳からも NP が検出されて

いることから、胎児や乳児も NP に曝露されていると考えられている(Li	
 X	
 et	
 al,	
 2013;

Balakrishnan	
 B	
 et	
 al,	
 2011;	
 Ademollo	
 N	
 et	
 al,	
 2008)。特に NP はエストロゲンと

化学的、物理的特性が類似しているため、エストロゲン受容体への結合能を有し、内

分泌かく乱作用によってヒトを含む動物の生殖機能に影響を与える可能性が指摘され、

実際に NP による卵巣の発達阻害や精子形成能の低下など、多数の報告がある(Harris

CA	
 et	
 al,	
 2001;	
 Fan	
 Q	
 et	
 al,	
 2001)。しかしながら NP が生殖機能、生殖細胞分化に

与える影響とそのメカニズムに関しては十分に解明されていない。

当研究室では NP をはじめとする内分泌かく乱物質(EDCs)が琵琶湖固有魚の生殖細胞

分化に与える影響を直接解析する事を目的とし、代表的な琵琶湖固有魚であるホンモ

ロコ(Gnathopogon	
 caerulescens)生殖巣を材料とした実験系の開発を行ってきた。そ

の結果、これまでに、ホンモロコ精巣、卵巣、受精卵から細胞株を樹立し(Higaki	
 S	
 et	
 

al,	
 2013a,2015)、また精巣由来セルトリ細胞株を用いて NP が抗アンドロジェン効果

を有することを見出している(Higaki	
 S	
 et	
 al,	
 2013b)。さらに独自にホンモロコ in	
 

vitro 精子分化系を確立し、化学物質評価系に応用可能である事、実際に NP がホンモ

ロコ精子分化に影響する事をこれまでの助成により、明らかにしてきた。本研究では、

このホンモロコ精子の in	
 vitro 分化培養系を用いて、NP がホンモロコの精子形成に与

える影響とそのメカニズム解明のため、NP の濃度影響、効率良い精子分化培養の検討、

フローサイトメーターによる詳細な解析を試みた。

これまでの結果から、非繁殖期(10 月)の精巣から得られた生殖細胞を用いた場合、

培養 3 週目において NP は 1 倍体の割合を増加させることが示唆された(図 1)。また、
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非繁殖期(11 月)精巣細胞においても、培養 3 週目において 1	
 μＭ	
 NP は 1 倍体の割合

を増加させるという結果が得られた（図 2）。しかし、繁殖期（3 月）精巣細胞では、1	
 

μＭ	
 NP は 1 倍体の割合を減少させるという非繁殖期精巣細胞を用いた場合とは異な

る結果が得られた（図 3）。	
 

	
 しかしながら、これらの実験結果から NP は少なくとも１	
 μM	
 の濃度で 1 倍体形成

に影響することが明らかとなった(図 2、図 3)。	
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図 1．	
 In	
 vitro 精子形成における NP の影響	
 ＜非繁殖期精巣（10 月）＞	
 

2

図 2.	
 In	
 vitro 精子形成における NP の影響	
 ＜非繁殖期精巣（11 月）＞	
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さらに、化学物質の精子分化過程への影響を明らかにするためには、最終的に受精・

発生能を調べる必要がある。そのためには、再現性が高く、効率の良い精子分化培養

系が必須となる。これまで我々が開発した培養法では、共培養状態にある体細胞の増

殖をコントロールすることが困難なことから、体細胞の過剰な増殖が起こり、生殖細

胞の増殖が抑制されるため、形成される精子数が少なくなるという問題があった。そ

の結果、精子数の測定が困難となり、解析が困難となるのみならず再現性に問題が見

られた。そこで、体細胞の過剰な増殖を抑制し、かつ精子分化を促進する培養法とし

て、精巣細胞を接着させて培養するのではなく、浮遊状態での培養を試みた。	
 

	
 その結果、体細胞の増殖が抑制され、効率よく精子分化が進行するという予備的な

結果が得られている（図 4）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

2.	
 目的	
 	
 

	
 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、NP が精子形成に影響する低濃度限界を明らかにすることにより、科学的根

拠に基づいた NP の安全基準の設定を試みる。さらに、解析方法としての浮遊培養の有

効性を調べると共に、フローサイトメーターによる再現性の高い定量解析方法を確立

するため、細胞培養、細胞回収作業、染色解析方法などの実験系の至適化、精緻化を

行う。	
 

	
 

図 4．ホンモロコ精巣の浮遊培養  

図 3．In	
 vitro 精子形成における NP の影響	
 ＜繁殖期精巣（3 月）＞	
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3.	
 実験計画	
 

3.1	
 低濃度の化学物質が精子分化に与える影響（接着培養）	
 

精子形成に影響を与えるNP濃度の下限値を明らかにするため、1	
 nM、10	
 nM、1μM	
 NP

の存在下でin	
 vitro精子分化を従来の接着培養により行う。NPの影響は、フローサイ

トメトリーによる一倍体（精子細胞・精子）の形成率を用いて評価する。	
 

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、安全基準値を求める。	
 

	
 

3.2	
 低濃度の化学物質が精子分化に与える影響（浮遊培養）	
 

精子形成の効率が良い浮遊培養法において、精子形成に影響を与えるNP濃度を明ら

かにするため、1	
 nM、10	
 nM、1μM	
 NPの存在下でin	
 vitro精子分化を行う。その影響

評価は、フローサイトメトリーによる一倍体（精子細胞・精子）の形成率を用いて行

う。	
 

琵琶湖固有種ホンモロコの精子分化に影響する NP の限界濃度を明らかにするため、

精巣細胞の接着培養と浮遊培養を比較し、培養方法により化学物質影響の違いが認め

られるか、またどちらの培養方法が化学物質の評価方法として適しているかを明らか

にする。	
 

	
 

3.3	
 精子分化過程特異的な NP の影響（精子分化と化学物資への反応性）	
 

これまでの結果から、季節（繁殖期、非繁殖期）によって化学物質影響に違いが認

められたことから、より近接した期間、すなわち非繁殖期（９月）と（１月）の精巣

を用いて in	
 vitro	
 精子分化を行い、精巣細胞の分化状態の違いにより、化学物質の影

響が異なるかを調べた。	
 

	
 

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、腹壁切開後(図 5A)、精巣を無菌的に摘出した(図 5B)。摘

出した精巣は、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)中へ回収した。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。	
 

	
 

	
 

A B 
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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5C)、28°Cで	
 2	
 時間振盪した(図5D)。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、100	
 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°C、大気下で	
 2～4	
 

週間培養した(図5E)。	
 

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,	
 

5	
 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°C,	
 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°

C,	
 3000g,	
 10	
 分間)した。得られた上清を	
 0.2	
 μm	
 フィルターを用いて濾過滅菌して

使用した。	
 

	
 

C D E 

図 5．ホンモロコの精巣の採材	
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4.3	
 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。	
 

	
 

5.	
 結果と考察	
 	
 

5.1	
 低濃度の化学物質が精子分化に与える影響（接着培養）	
 

	
 精子形成に影響する NP 濃度の下限値を明らかにするため、in	
 vitro 精子分化系にお

いて、精巣細胞培養開始時より 1	
 nM、10	
 nM、1	
 μM の NP 存在下で接着培養を行った。

精子分化培養開始後、day21 に培養細胞を回収し、全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。なお、回収時は、

体細胞を回収せず、生殖細胞のみを回収した。	
 

	
 その結果、NP	
 1	
 nM、10	
 nM、1	
 μM の濃度において濃度依存的に精子形成を抑制する

傾向が認められた。（図 6、図 7）	
 

	
 

	
 

図 6．  フローサイトメトリーによる１倍体の検出	
 ＜非繁殖期(９月 )精巣＞  
（接着培養）  

図 7．NP が精子形成に与える影響	
 ＜非繁殖期 (９月)精巣＞  
（接着培養）  
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5.2	
 低濃度の化学物質が精子分化に与える影響（浮遊培養）	
 

	
 浮遊培養においても接着培養と同様に、低濃度(＜1μM)の NP が精子形成に影響する

かを調べる為、in	
 vitro 精子分化系において、精巣細胞培養開始時より NP を 10	
 nM、

1	
 μMの濃度で添加し培養を行った。精子分化培養開始後、day21に培養細胞を回収し、

全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。なお、回収時は、ディッシュに接着した体細胞を回収せず、生殖

細胞のみを回収した。	
 

	
 その結果、浮遊培養においても 10	
 nM で NP が精子形成を抑制し、濃度依存的に精子

形成に影響する傾向が認められ、接着培養と同様な結果が得られた（図 8、図 9）。接

着培養と比較した場合、両培養法とも同様な結果が得られるが浮遊培養の方が抑制の

程度が大きいという結果が得られた。すなわち評価方法としては感度を重視する場合

浮遊培養が適しており、一方で効率良い評価系を目的とした場合は、少量の細胞で培

養できる接着培養が適していると考えられた。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

0.1%	
 	
  

DMSO 
NP	
  10	
  

nM 
NP	
  

1µM 

図 9. NP が精子形成に与える影響	
 ＜非繁殖期(９月 )精巣＞  
（浮遊培養）  

 

図 8. フローサイトメトリーによる１倍体の検出	
 ＜非繁殖期 (９月)精巣＞  
（浮遊培養）  
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5.3	
 精子分化過程特異的な NP の影響（精子分化と化学物質への反応性）	
 

非繁殖期（９月）の精巣細胞では、培養 3 週目において NP は 1 倍体の割合を減少さ

せ、昨年度の非繁殖期（10 月）の精巣細胞とは異なる結果が得られた。そこで NP の精

子形成への影響が精子分化程度に依存するかを調べるため、1 月の精巣細胞を用いて異

なる NP濃度で浮遊培養を 3週間行った。すなわち精巣細胞培養開始時より 1	
 nM、10	
 nM、

1	
 μM の NP 存在下で in	
 vitro 精子分化培養を行った。培養開始後 21 日目に培養細胞

を回収し、全細胞に占める精子細胞および精子(1 倍体細胞)の割合を、フローサイトメ

ーターを用いて解析した。なお、回収時は、接着した体細胞を回収せず、生殖細胞の

みを回収した。その結果、1 月の精巣細胞を用いた場合、培養 3 週目において NP は、

濃度依存的に 1 倍体の割合を増加させると言う結果が得られた	
 (図 10、図 11)。９月

の精巣細胞において NP は、1 倍体の割合を減少させるという逆の結果が得られている

（図 7、図 9）。９月の精巣には主に精原細胞が存在し、1 月の精巣は分化途中の精母細

胞が多く存在することから、分化の進行により、NP の影響が変化する可能性が示唆さ

れた。一方で分化が進行している場合、精子形成までの期間が短いことから、細胞回

収時までの培養期間が相対的に長くなり、その影響がこのような結果として現れてい

る可能性も否定できない。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図 10. フローサイトメトリーによる１倍体の検出	
 ＜非繁殖期(１月)精巣＞  
（浮遊培養）  

図 11. NP が精子形成に与える影響	
 ＜非繁殖期 (１月)精巣＞  
（浮遊培養）  
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6．まとめと今後の課題	
 

	
 以上、本研究により、琵琶湖固有種ホンモロコ in	
 vitro	
 精子分化系を利用し、NP

が精子形成に影響することを示すことができた。またその影響は、NP	
 10	
 nM の濃度に

おいても認められることが明らかとなった。この濃度は琵琶湖に流入する河川で検出

されるレベルであるため、生体での濃縮を考慮すると実際に固有種の精子形成に影響

している可能性を強く示唆するものである。	
 

	
 一方でその効果は非繁殖期９月の精巣細胞を使用した場合では抑制、１月の精巣細

胞では促進と逆の結果を示し、NP の精子形成への影響は精巣の時期（分化段階）によ

り変わるという意外な可能性を示唆することとなった。	
 

	
 今後は、統計的有意差を論じるために実験を繰り返し、データ収集を行う予定であ

る。またフローサイトメーター解析により、生殖細胞の分化状態と NP の影響との関係

に注目して NP が精子形成に影響するメカニズムを明らかにすることにより、その危険

性を正確に把握することが必要である。	
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