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　医薬品や化学物質の安全性評価において、生殖毒性試
験は重要な位置を占めるが、従来の評価法は主に実験動
物を用いたin vivo試験に依存しており、時間やコスト、動物
使用数の増大などの課題がある。これらの課題を解決する
ためには、生殖毒性を迅速かつ定量的に評価できる新しい
試験系の開発が求められる。
　本研究では、精子形成過程を発光イメージングで経時的
に定量評価できる精子形成可視化マウス（Acr-Luc KI）
に着目し（Fukunaga et al. 2026）、その雄性生殖細胞を
用いたin vitro生殖毒性評価アッセイ系の構築と有効性の
検証を目的とした。

　本研究では、まず8週齢のAcr-Luc KI雄マウスから精巣
を摘出し、精細管を機械的に解離した後、ナイロンメッシュに
よる濾過および遠心洗浄を行うことで精子形成細胞懸濁液
を調製した（Ogura et al. 1996）。
　得られた細胞懸濁液を96ウェルプレートに分注し、ルシ
フェリンを添加して発光反応を誘導し、発光マイクロプレート
リーダー Infinite 200 PRO Lumi（Tecan, Switzerland） 
を用いて発光強度を測定した。これにより生殖細胞数を定
量的に評価可能な測定系を構築した。
　さらに、本アッセイ系の有効性を検証するため、生殖毒
性を有する内分泌かく乱物質として知られるビスフェノール
A（Bisphenol A; FUJIFILM Wako Pure Chemical 
Corporation, Japan）を添加し、時間経過に伴う発光強度
の変化を測定することで生殖細胞毒性の評価を行った。

　本研究では、まずAcr-Luc KI由来の雄性生殖細胞懸
濁液にルシフェリンを添加し、発光マイクロプレートリーダー
を用いて発光強度を測定した。その結果、精子形成細胞
数と発光量の間には極めて高い相関関係（r＝0.9997, p＜

0.0001）が認められ、発光強度が生殖細胞数を定量的に反
映する指標として利用可能であると明らかになった（図1）。
この結果は、本研究で構築した発光アッセイ系が精子形成
細胞の生存数を高精度に評価できることを示す。

　次に、本アッセイ系の生殖毒性評価系としての有効性を
検証するため、BPA 100μMを添加し、時間経過に伴う発
光強度の変化を測定した。その結果、BPA添加群では対
照群と比較して発光量の低下が認められ、生殖細胞数の
減少を反映する結果が得られた（図2）。また、細胞数の変
化は時間経過とともに指数関数的な減衰を示し、生殖細胞
の生存率が時間依存的に低下することが確認された。さら
に、8時間後のBPA添加群では、対照群と比較して発光量
が有意に低くなっていた（Welch’s t test, p  <0.01）（図3）。
これらの結果は、本研究で構築したアッセイ系が化学物質に
よる生殖細胞毒性を定量的に評価できることを示している。
　以上の結果から、精子形成可視化マウス由来の雄性生
殖細胞を利用した発光アッセイ系は、生殖細胞数を定量的
に評価可能な新規in vitro 生殖毒性評価技術として有用
であることが示された。本研究で確立したアッセイ系は、医
薬品や化学物質の安全性評価における新しいスクリーニン
グ技術としての応用が期待される。
　この生殖毒性評価アッセイ系は96ウェルプレートを用いた
測定系であり、発光強度を指標とすることで多数のサンプル
を同時に評価することが可能である。そのため、本技術は
化合物ライブラリーを用いたハイスループットスクリーニング

（HTS）への応用が考えられる。また、これにより、安全性評
価の効率化や実験動物使用数の削減にも貢献できると期
待される。
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図 1. 精子形成細胞数と発光量の関係
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　本研究で構築した発光アッセイ系は、精子形成細胞数を
迅速かつ定量的に評価できるin vitro生殖毒性評価技術
として、化合物ライブラリーなどを用いたHTSへの応用が期
待される。今後は、北海道大学が保有する化合物ライブラリー
を活用し、男性生殖能に影響を与える化合物の探索を進め
るとともに、札幌市内企業である株式会社化合物安全性研
究所との連携により安全性評価試験への技術導入を検討
する。また、本技術に関する知的財産の活用を進め、産学
連携による事業化の可能性についてさらに検討を進める予
定である。

今後の展望

図２.BPA 添加精子形成細胞懸濁液における生細胞
数の測定

図３. ８時間後の生細胞数の比較


