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研究成果の概要（和文）：新生仔マウス精巣を器官培養することで、精子幹細胞から精子へ分化誘導することが
可能になっている。しかしながら、より幼弱な胎仔期精巣(胎齢12.5日)では体外で精子形成を誘導することはで
きていなかった。本研究において、逆転写酵素阻害剤を添加した培地で胎仔精巣を器官培養することで、半数体
である円形精子細胞や伸長精子細胞まで分化誘導させることに初めて成功した。さらに、これらの精子細胞が正
常な細胞かどうか確認するため、顕微授精実験を行った結果、健康な産仔を得ることに成功した。これらの結果
は、胎仔精巣における体外精子形成が正常に進行したことを証明している。

研究成果の概要（英文）：By organ culturing neonatal mouse testes, it has become possible to induce 
differentiation of spermatogonial stem cells into sperm. However, inducing spermatogenesis in vitro 
from more immature fetal testes (Embryonic day 12.5) has been challenging. In this study, we 
achieved, for the first time, the induction of differentiation up to round spermatids and elongating
 spermatids by organ culturing fetal testes in a medium supplemented with a reverse transcriptase 
inhibitor. Furthermore, to confirm the normality of these spermatid cells, we conducted 
microinsemination experiments and successfully obtained healthy offspring. These results demonstrate
 the successful progression of in vitro spermatogenesis in fetal testes.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、逆転写酵素阻害剤が体外精子形成の誘導効率を改善することがあきらかとなり、新たに胎仔期精
巣の培養法を確立することができた。これによって胎仔期精巣の発達から出生後の精子形成の開始、精子完成に
いたる過程が体外で解析が可能になった。本研究において開発した胎仔精巣の培養は、胎仔期の精巣発生モデル
として、 発生学的な観点から新たな情報を提供できることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
新生仔のマウス精巣を切り分けた組織片を器官培養する方法で、精子幹細胞を精子までの分化
過程を in vitroにおいて再現することが可能となっている。しかし、その精子形成効率は低く、
器官培養した精巣において精子が産生される精細管は、全体のわずか数%に過ぎない。我々は培
地添加物による精子形成効率の改善を検討してきた。その過程で、精子形成とは無関係に思える
逆転写酵素阻害剤(RTI)を培地に添加し培養すると、in vitro での精子形成効率が向上すること
を発見した。RTIはレトロウイルスの増殖を抑制する治療薬として開発されたが、レトロトラン
スポゾンの転移も抑制することが知られている。ほ乳類のゲノムの大半を占めるレトロトラン
スポゾンなどの転移因子は、通常はほとんど抑制され不活性化されているが、オスの生殖細胞に
おけるレトロトランスポゾンの脱抑制は精子形成不全を招き雄性不妊の原因となる。これらの
ことから、in vitro精子形成を阻害している要因は培養中の精巣組織におけるレトロトランスポ
ゾンの脱抑制にあると推測した。高効率精子形成誘導法を開発するために、精巣の器官培養にお
ける RTI の効果についてより詳細な調査とレトロトランスポゾンの関連性を明らかにすること
が必要である。 
 
２．研究の目的 
(1)精巣の器官培養にける RTIの精子形成効率改善効果について、より詳細な解析を行う。これ
までに新生仔マウス精巣において、RTIが有効であることが分かっている。本研究では、胎仔精
巣や成熟精巣など様々な発生ステージの精巣を RTI 添加培地で器官培養し、逆転写酵素阻害の
有効性について詳細に検証する。 
(2) RTIにより in vitro精子形成効率が向上したことから、培養した精巣においてレトロト
ランスポゾンが活性化している可能性が考えられた。実際に培養下の精巣においてレトロ
トランスポゾンの発現が生じているかどうか明らかにする。 
最終的には培養下精巣におけるレトロトランスポゾンの脱抑制メカニズムを解明し、高効率な
体外精子形成誘導法の開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1)胎仔マウス(E12.5~E14.5)精巣
から中腎を除去し、Knockout 
Serum Replacement (KSR ；
Thermo Fisher Scientific)とRTIを
添加した aMEM培地に下半分を
浸したアガロースゲル上に置い
て培養を行った。実体蛍光顕微
鏡で週に一度培養組織を観察
し、明視野像と GFP 蛍光像を
撮影した。撮影した写真をもと
に、画像解析ソフトを用いて
GFP 発現面積を定量し、精子形
成効率を算出した。培養終了後、
組織を 4%パラホルムアルデヒ
ドで固定後、凍結切片を作製し
免疫染色により、精子形成の進
行を評価した。 
(2)in vitro および in vivo の精巣
を固定し凍結切片を作製し、抗
LINE1-ORF1p 抗体で免疫染色
を行った。あるいは、それぞれ
の精巣から RNAを抽出し cDNAへ逆転写後、定量 PCRを行った。 
 
４．研究成果 
(1) 小島らによる報告(Kojima et al., 2016)では、新生仔に比べ胎仔マウスの精巣培養では幼
弱なステージほど精子形成効率が低くなり、in vitro で精子形成誘導に成功したのは E14.5 以
降の精巣であった。E14.5 の胎仔精巣を 74 日間培養し、観察時に明視野像と GFP 蛍光像を撮影
した(図 1)。Control では培養 32 日目に、RTI 添加群では培養 21 日目に GFP の発現が観察でき
た。培養 7週目には、Control での GFP 発現はわずかであったが、RTI 添加群では GFP がより広
範囲に発現していることが確認できた。RTI 添加による精子形成効率の改善効果が確認できた。
次に培養終了後の精巣組織を免疫染色し、減数分裂中期以降から発現する GFP 陽性細胞と、精子

図 1.器官培養を行った E14.5の胎仔精巣。明視野像(左)
と GFP蛍光像(右)。RTI添加群において広範囲の GFP
発現を認めた。 



細胞マーカーPNA が陽性となる細胞を確認することで精子形成の進行度を評価した。56 日間培
養した精巣を用いて免疫染色を行った。Control では GFP 陽性細胞は観察できたものの、PNA 陽
性細胞である精子細胞は観察できなかった。一方で、RTI ありの条件では PNA 陽性細胞が確認で
きた。 
続いて、精巣へと分化して間もない E12.5 の胎仔精巣を用いて培養を行った。小島らによる報
告(Kojima et al., 2016)では、in vitro 精子形成が誘導できなかったステージである。まず、
E12.5 の胎仔精巣を 51 日間培養し、観察時に明視野像と GFP 蛍光像を撮影した。Control でも
わずかながら GFP 発現が確認できたが、RTI 添加群ではより広範囲に確認できた。さらに、E12.5
日齢の胎仔精巣を 51 日間培養した精巣を用いて免疫染色を行った。一方、RTI 添加群では GFP
発現細胞と、精子細胞が形成されていることが確認できた。このことから、E12.5 の胎仔精巣で
も、RTI により in vitro で精子形成を誘導出来ることが明らかになった。 
 そこで顕微授精を行い、in vitro で産生されたこれらの精子細胞および精子が妊孕性を有し
ているか検討した。顕微授精には、51日間培養した胎生 12.5 日の精巣組織から採取された円形
精子細胞を用いた。その結果、健康な産仔を得ることができた。これらの結果から、E12.5 精巣
から、in vitro で妊孕性のある完全な精子形成を誘導できたことが示された。 
 
(2)培養下でレトロトランスポゾンが発現しているかを調べるため、in vitro および in vivo に
おけるレトロトランスポゾンの一種 LINE1 の発現を比較した。まず LINE1-ORF1p に対する抗体
で in vitro と in vivo の新生仔精巣を免疫染色した。その結果、培養 1週から 2週目にかけて
LINE1 陽性細胞を含む精細管の割合は増加していた。また、胎仔精巣においても in vitro 精巣
において、LINE1 の発現上昇と、LINE1 抑制遺伝子である piwi 経路構成遺伝子群の発現減少が定
量 PCR によって観察された。この結果から培養下の精巣組織では、レトロトランスポゾン抑制の
働きが減弱してしまい精子形成が阻害されていることが示唆された。そしてRTIによるin vitro
精子形成改善効果は、その脱抑制したレトロトランスポゾンの働きを抑制していることによる
と推察された。この仮説を証明するために、培養組織に対しレトロトランスポゾンのノックダウ
ンを行った。ノックダウンのための shRNA 導入法だが、十分な導入効率が得られず、その方法に
ついては未だ検討中である。 
 
本研究の当初の目標は、in vitro 精子形成においてレトロトランスポゾンの発現制御を行い、
大精子形成誘導効率の大幅な改善を目指すというものであった。残念ながら、その目標までは到
達することができなかったが、その過程において胎仔精巣からの in vitro 精子形成法の開発に
成功することができ、一定の成果が得られたと考えている。 
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