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研究成果の概要（和文）：従来の精子数や精子運動能の測定を中心とする精子検査法では化学物質の雄性生殖毒
性を評価するには限界があることから、主として精子ミトコンドリア代謝能や精子尾部の形態などに着目した新
規の精子検査法の開発を目的とした。先ず、試験物質をラットに投与し新規精子試験法WST-8法による精子代謝
能測定法、精子尾部形態測定法が従来の雄性生殖毒性試験法では検出できない影響を検出できることを示した。
次に、マウスにおいては、精子浮遊液を固定し遠心後、塗抹し、染色することで、尾部形態の他、頭部形態の解
析を可能とした。それ以外に、精巣毒性を計測する客観的指標として精巣中の精子頭数をCASAで測定することも
可能とした。

研究成果の概要（英文）：The conventional sperm test method, which mainly measures the sperm count 
and sperm motility, has a limit in assessing the male reproductive toxicity of chemical substances. 
Therefore, we focused on sperm mitochondrial metabolism and sperm tail morphology. The purpose was 
to develop a method for sperm inspection. First, it was shown that the test substance was 
administered to rats and that the sperm metabolism assay and sperm tail morphology assay by the 
novel sperm assay method WST-8 method could detect the effects that cannot be detected by the 
conventional male reproductive toxicity assay (the sperm count and sperm motility). Next, in the 
mouse, the sperm suspension was fixed, centrifuged, smeared, and stained to allow analysis of the 
head morphology as well as the tail morphology. In addition, it was possible to measure the sperm 
head count in the testis by Computer-assisted sperm analysis (CASA) as an objective index for 
measuring testicular toxicity.

研究分野： 生殖毒性

キーワード： 雄性生殖毒性試験法　精子代謝能　精子形態

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において提案された方法（精子代謝能測定法、精子尾部形態解析法、精巣中の精子頭数測定法）を従来の
精子検査法とも比較検討および追加・応用することにより、より簡便な解析法の確立、作用機序に応じた測定法
の開発(精子運動持続性等の精子検査法の他、精巣毒性評価法も含む)、既存法の改良を通して、いままでには見
いだせなかった化学物質の精子への作用の解明、および従来のガイドラインの変更ないし詳細化が可能となる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 内分泌撹乱化学物質の問題が物議をかもし、特にヒトの精液性状に異状がみられるという報

告が相次いだこともあり、動物実験の分野でも、雄性生殖毒性の重要性が再認識された。また時

は遡るが労働衛生の分野においても前世紀後半に薫蒸剤(農薬の一つ）として用いられていたジ

ブロモクロロプロパン(DBCP)の製造業者および散布業者に無精子症の被害が生じていた。さら

に前世紀末には半導体の洗浄剤として用いられていた 2－ブロモプロパン(2BP)を取り扱ってい

た労働者にやはり無精子症の被害が生じた。そして今世紀初頭には有機リン系農薬の散布業者

の精液性状に変化が生じたという報告もでた。これらの生殖障害事例は疫学調査が先行して行

われているが、それだけでは因果関係が明確にならず、動物実験が行われて最終結論が導き出

されている。 

ところが、動物実験における雄性生殖毒性試験は精巣病理、精子数と浮遊直後の精子運動能の

パラメーター解析が中心であり、まれに精子形態の解析がされるがそれは精子頭部が主であり、

化学物質の特性に応じた評価になっていない。雄性生殖毒性を引き起こす化学物質は一様では

なく作用時期、作用部位、作用機序、作用量、作用形式もそれぞれ違う。 

筆者らが取り扱ってきたのは、下記のような労働現場で扱われる化学物質である。ア)DBCP(燻

蒸剤)：精巣に作用し精祖細胞を消滅させ最終的には不可逆的無精子症に導くが、その過程で精

子運動性が低下。イ)2BP(DBCP の構造類似体、半導体の洗浄剤に用いる)；DBCP の 20 倍以上の用

量でなければ作用は現れないが、最終的には不可逆的無精子症に導く。ウ)セロソルブ(塗装材、

インクの溶剤)：精巣には殆ど作用せず、精子に直接作用するため、吸入後わずか一日後には明

らかな精子運動能低下が認められるが、無精子症になることはなく、作用は可逆的である。エ)

ジクロルボス(DDVP)及びダイアジノン(DZN)(有機リン殺虫剤)：精子数や浮遊直後の精子運動能

および精子頭部形態に異常は殆どないが、運動持続性の低下、精子尾部の形態異常が認められた。

筆者らのこれらの知見(参考文献 1-3 等)だけでも従来の雄性生殖毒性試験として一般的な精巣

病理、精子数、精子運動能、精子頭部の形態解析では方法論として不十分であり、新たな指標に

よる試験法が必要であることを示している。 

２．研究の目的 

従来の精子数や精子運動能の測定を中心とする精子検査法では化学物質の雄性生殖毒性を評価

するには限界があることから、主として精子ミトコンドリア代謝能や精子尾部の形態などに着

目した新規の精子検査法を提案し、従来の精子検査法とも比較検討することにより、より簡便な

解析法の確立、作用機序に応じた測定法の開発(精子運動持続性等の精子検査法の他、精巣毒性

評価法も含む)、既存法の改良を通して、いままでには見いだせなかった化学物質の精子への作

用の解明を目的とし、従来のガイドラインの変更ないし詳細化を将来的目的とする。 

３．研究の方法 

本研究では、まず効率的な雄性生殖毒性試験の開発を目指し精子の代謝能に対する新しい検出

試薬のスクリーニングを行い、従来法と比較してその簡便性・有効性や特徴を明らかとすること

をめざす。次に、従来法から得られた画像を利用し、精子尾部の新しい形態分析法の確立を行な

う。次年度以降は、化学物質の作用機序に応じた雄性生殖毒性評価法の開発が中心となり、見落

とされてきた精子運動持続性の解析法、有用といわれる従来法の欠点克服のための方法も考案

する。 

４．研究成果 

初年度に 2-ブロモプロパン等を試験物質としてラットに投与し新規精子試験である精子尾

部形態測定法が従来の雄性生殖毒性試験法である精子運動能や精子数解析では検出できな



い影響（図 1,2,4）を、精子代謝能測定法は精子数と同様の検出はできるが（図 2,3 ）、精

子運動能では検出できない影響を検出できる（図 1,3）ことを示した。 

  

図 1．精子数               図 2．精子運動能 

 

  

図 3．精子代謝能               図 4．正常精子尾部形態 

 

第 2 年度には、新たに入手した 30 種類以上のテトラゾリウム塩をラットおよびマウスの精

子浮遊液を用いて一斉にスクリーニングし、WST-8 以外に WST-3, WST-5 等細胞毒性試験

では用いられていないテトラゾリウムでも精子では感度よく応答することが示された。ま

た、マウスに重金属や有機溶剤を投与して CASA(従来の精子解析法)の画像を大量に保存し

た。 

第 3 年度は、マウス精子尾部の形態解析のための手法開発を試みた。その結果、CASA に

よる暗視野画像で尾部形態の解析を試み、未成熟精子、短尾精子の検出に成功した。さらに、

マウスの精子浮遊液の一部を固定し遠心後、MAS コート付きスライドグラスに塗抹し、ヘ

マトキシリン・エオシン染色することで、尾部形態だけでなく頭部形態の解析を可能とした。

また、精巣毒性を計測する客観的指標として精巣中の精子頭数を CASA で測定することも

可能とした。現在、ラットを用いた実験からマウスを用いた実験に移行しつつ、これらの手

法を応用している。 

第 4 年度は、マウスを用いた実験に移行し、通常明暗と変則的明暗条件により雄マウス

飼育しただけ（化学物質は未投与）で、精子数及び精子形態に変化を生ずることを突き

止めた。また、ラットでは 1,2-ジクロロプロパンを皮下投与した結果、精子数、精子運

動能に変化が認められない投与条件（図 5、図 6）でも、精子代謝能の変化(図 7)や精子
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尾部形態に異常が認められる(図 8)ことが示せ、本研究課題で提案している暗視野精子

形態解析法の有用性が確認された 

  
図 5．精子数               図 6．精子運動能 

  

図 7．精子代謝能              図 8．正常精子尾部形態 

 

第 5 年度（最終年度）は残予算を用いて、これまでの研究結果の未解明部分及び当初計画し

た研究のうちの実検未検討部分を中心に解析を行い、以下の成果を得た。 

(1)1,2-ジクロロプロパンの作用点（精巣か精巣上体か）を病理組織標本によって確認し

た。 

(2)精巣毒性を客観的指標で評価できるようにするために、マウス精巣を均質化し分散後、

CASA により精子頭の数を測定できる系を確立した。 

(3) CASA による精子運動能解析法の欠点を補うために①通常の PCに微分干渉装置を装着

して暗視野画像を作成し、計算盤上で精子浮遊液を動画撮影して保存し、その動画を CASA
上で出力して取り込ませ、運動性を測定することに成功した。また②通常の PCに粒子運動

解析用ソフトウェアをインストールし、保存前の同上暗視野画像から直接運動性を測定す

ることに成功した。これにより大型機器を運搬しなければならない欠点が 

(4)精子運動持続性を検討するために同一サンプルを 37℃で保温し 60 分後に再測定し有害

物質により、どれくらい運動性が低下するか測定できる系を確立した。 
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