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研究成果の概要（和文）： 

ウシ精巣に由来する前精原幹細胞の性質と体外での長期培養について検討した。本研究によっ

て、ウシの前精原幹細胞は、無血清培地下でポリＬリシンを細胞接着基質とする培養条件下で

2 カ月以上にわたってコロニーの増殖と生存性を維持することが可能になった。また、これら

のコロニーは、多能性分化能と精原幹細胞としての性質を併せ持っていた。長期培養用培地に

成長因子を添加して培養すると、減数分裂直前の精母細胞に分化させることができた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

A long-term culture of male primitive germ cells from bovine testis has been examined. 

Bovine primitive germ cells can proliferate and survive in culture for over 2 months in 

the condition with serum-free components and on poly-L-lysine-coated dish. The resulting 

cell colonies have both pluripotent and stem cell potent characteristics. After culture 

of cells in the presence of growth factors, cells are differentiated into spermatogonia. 
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１．研究開始当初の背景 

精巣に由来する幹細胞を体外に取り出し、

短期間の培養後、再度精巣に戻して精子形成

を促す試みは、マウスを用いた Brinster と

Zimmermann の先駆的な研究がある。最近では、

これらの幹細胞から、マウス精巣への移植に

よって精子形成が可能な Germ Stem (GS) 細

胞や Embryonic Stem (ES) 細胞のように個体

の再構築が可能な細胞株の作製もマウスで

報告されている。さらに、最近になってヒト

精巣からも生殖幹細胞株の作出が報告され

ている。このことから、多能性幹細胞は未分
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化な初期胚からだけでなく、生体内に存在す

る体性幹細胞からも作製できることが明ら

かとなってきた。 

一方、マウス以外の動物、特に家畜におい

ては、改良・増殖などの産業応用として ES

細胞株の樹立がこれまで数多く試みられて

きた。しかし、マウスとは異なり、個体への

再構築が可能な多能性幹細胞の樹立にはい

たっていない。なぜマウス以外の動物種でそ

のような幹細胞株が樹立できないのかは明

らかではないが、細胞分化の進行や多能性幹

細胞マーカー遺伝子の発現時期が動物種に

よって大きく異なっていることから、ES 細胞

の樹立に適した細胞はマウスとは異なった

発生時期に存在する可能性がある。例えば、

生殖細胞として知られている始原生殖細胞

は、将来精子や卵子の形成に関与する。マウ

スでは、この始原生殖細胞からも、ES 細胞に

類似した性質を持つ EG 細胞が樹立されてい

る。さらに、前述したように、精子幹細胞か

らも ES 細胞と質的に同様の細胞が樹立され

るなど、少なくともマウスでは個体形成に関

与する幹細胞株が樹立されるルートはいく

つかある。このことから、家畜における幹細

胞株の作出にも、ES 細胞の起源となる初期胚

以外にも幹細胞株樹立のルートが存在する

と考えられる。そこで、ブタの精巣から幹細

胞を分離することから始めた。しかし、マウ

スの幹細胞を認識する抗体は、ブタの精巣由

来の幹細胞を認識しなかった。そこで、ブタ

幹細胞を認識するマーカーを検索し、細胞表

面糖鎖を認識するレクチン DBA が、ブタ精巣

由来の幹細胞を特異的に認識することを見

出した。幹細胞の分離は、パーコールによる

密度濃度勾配遠心法によって、約 70-80％の

精製度で幹細胞を集めることができた。これ

らの細胞を体外の培養液で培養したところ、

数週間にわたって DBAに対してポジティブな

活性を持つ細胞が得られた。さらに、ブタ精

巣より単離した前精原幹細胞を、あらかじめ

精巣の幹細胞を欠損させたヌードマウスの

精巣内に導入すると、細胞は精巣の底部に定

着し、増殖した。一方、分離精製した幹細胞

を体外で数週間培養した後、細胞をヌードマ

ウス精巣に注入すると、ガン細胞のように精

細管の外側に細胞は浸潤した。これらの細胞

は多能性マーカー遺伝子やタンパク質を発

現していることから、精子細胞への分化を決

定づけられた細胞が、体外で多能性幹細胞へ

リプログラムされていると考えられた。そこ

で、今後検討すべきことは、これらの幹細胞

を体外で多能性細胞株として株化できるよ

うな培養条件を検討するとともに、体内や体

外で精子形成を分化制御できる培養系を作

り出し、最終的にはそれらの細胞から体外受

精や顕微授精システムを使って、個体生産が

可能な技術を開発することであ 

 

２．研究の目的 

これまでに、ブタの精巣から幹細胞を分

離・精製し、これらの細胞を体外で培養する

ことによって、体外で幹細胞としての性質を

維持しながら数週間増殖可能なことを明ら

かにした。さらに、精巣由来の幹細胞である、

前精原幹細胞（Gonocyte）を特異的に識別す

る細胞表面マーカー（レクチンの一種で細胞

表面糖鎖を認識するレクチン（Dolichos 

biflorus agglutinin；DBA）を、家畜で初め

て見出した。このマーカーを利用することに

よって、精巣から前精原幹細胞を識別し、こ

の幹細胞から体外培養によって精子形成や

個体形成が可能な幹細胞株樹立への道を開

くことができた。本研究は、上記の成果をも

とに、ブタおよびウシ精巣由来幹細胞から無

限増殖が可能な細胞株を樹立するとともに、

樹立した細胞からの個体構築能の検討、ヌー



 

 

ドマウス精巣へ移植後の精子形成の可能性、

体外での精子細胞への分化誘導能について

検討する。 

 

３．研究の方法 

 ブタ（生後 2日から 3 週令）およびウシ（生

後 1週齢、3 ケ月―６カ月齢および 1歳以上

の成熟個体）精巣から前精原幹細胞を採取し

た。採取した精巣を細片し、コラゲナーゼと

DNase I を含む DMMEM/F12 培地で培養するこ

とにより精巣由来の細胞を分散させた。得ら

れた細胞浮遊液は、まず 40 および 80μm径

のナイロンメッシュによってろ過し、大きな

組織断片を排除した。さらに、20-60％濃度

のパーコール密度濃度勾配法で遠心分離す

ることによって、40％と 50％の細胞画分に前

精原幹細胞（gonocyte）が存在していた。こ

の方法による、幹細胞の精製度は約 40％であ

った。 

上記の方法によって回収した前精原幹細

胞を含む精巣由来の細胞は、2 x 10

5

 cells/ml

の濃度で培養皿に播種した。用いた培養液は、

DMEM/F12 培地を基本とした培養液中で培養

するが、実験によっては、種々の濃度の血清

あるいは無血清培養液（KSR）、bFGF、GDNF あ

るいは EGF などの成長因子を添加した。培養

は、炭酸ガス培養装置内で、5％CO
2

と 95％空

気の 37℃の湿潤条件下で行った。細胞培養後、

培養液は、一日おきに交換し、培養皿内に出

現したコロニーは、7-10 日おきに、トリプシ

ンと EDTA 溶液で細胞を分散するか、鋭利な

ガラスピペットの先端で物理的に小細胞塊

にすることによって継代を繰り返した。 

細胞を培養するための細胞接着基質とし

て、ジェラチン、ラミニン、ポリＬリシンお

よびレクチン DBA を用い、これらの溶液であ

らかじめコートした培養皿を用いて、これら

の細胞外基質が前精原幹細胞の増殖・生存性

に及ぼす影響について検討した。 

体外および精巣内の前精原幹細胞の性質

を特定するために、以下のような特異抗体を

用いて免疫組織染色を行った。まず、精原幹

細胞の特異的マーカーとして、レクチン DBA、

UCHL-1 および DDX4 抗体、多能性幹細胞マー

カーとして、OCT3/4、NANOG、E-CADHERIN に

対する特異抗体を用いた。出生直後から生体

の精巣における精原幹細胞の同定や体外で

種々の期間培養した前精原幹細胞の細胞生

物学的特性の検定に用いた。上記の幹細胞マ

ーカーの発現は、タンパクレベルだけでなく、

遺伝子発現レベルでも確認した。また、長期

培養後の前精原幹細胞の多能性分化能を検

討するために、浮遊培養により胚様体を形成

させ、その細胞群における細胞の分化を三胚

様性分化細胞特異抗体によって検出した。 

 体外培養後に得た幹細胞株の精子幹細胞

として、あるいは多能性幹細胞としての特性

を明らかにするために、体外培養後の幹細胞

を免疫不全マウス（B6F1Nude）の精細管に注

入した。免疫不全マウスは、あらかじめ精子

形成を抑制するためにブスルファンを 4週間

にわたって投与した。マウス精管内での精原

幹細胞の増殖はブタおよびウシ幹細胞に特

異的なマーカー（レクチン DBA）を使用する

ことによって確認する。 

 

４．研究成果 

本研究では、ブタやウシ等の大型家畜にお

いて、精巣から採取した前精原幹細胞あるい

は精原幹細胞の体外での培養系を確立し、長

期的な増殖が可能な細胞株を樹立するととも

に、精子細胞への分化を誘導しうる培養条件

について検討した。 

新生仔精巣および性成熟後の精巣よりそれ

ぞれ前精原幹細胞および精原幹細胞を分離し

体外培養を行ったところ、少なくともウシの



 

 

場合、前者では1カ月以上にわたって、継代培

養が可能な細胞株が得られるのに対して、後

者では、培養後1週間で細胞は増殖を停止した

。1か月以上の長期培養に成功した細胞株は、

精巣内に移植することによって精細管基底部

で細胞増殖することが明らかとなり、少なく

とも幹細胞としての機能を保持していること

を示した。 

前精原幹細胞は、出生直後は精細管の中央

に位置し、細胞表面には、レクチンの一種で

あるDBAによって認識される細胞表面糖鎖

N-acetylgalactosamine (GalNAc）を発現して

いる。しかし、この糖鎖の精巣内での機能に

ついては明らかになっていない。GalNAcの発

現をDBAを指標にして、出生後から性成熟期に

わたって精巣組織切片上で観察すると、生殖

幹細胞特異的にDBAのシグナルが観察された。

このことから、DBAによって認識される糖鎖は

、生殖幹細胞の増殖と分化に何らかの役割を

果たしていると推察された。そこで、まず、

マウスを用いてDBAの発現パターンを詳細に

検討したところ、出生直後、前精原幹細胞の

細胞表面全体に見られたシグナルは、精原幹

細胞への分化にともなって凝集したシグナル

へと変化した。しかし、いくつかの前精原幹

細胞では、DBAのシグナルは消失していた。DBA

以外の生殖幹細胞マーカーと多能性幹細胞マ

ーカーを用いた検討から、前者は前精原幹細

胞から直接的に精子形成に向けて細胞分化を

進めた幹細胞であり、後者は生涯にわたって

精子形成を維持するために精原幹細胞として

自己増殖を続ける幹細胞であると考えられた

。マウスでは、これまでDBAが認識する糖鎖に

ついては知られておらず、今回免疫組織染色

法を変えることによって初めてその存在が明

らかとなった。また、DBAで認識される糖鎖は

、ブタやウシにおいても確認されるとともに

、精巣の成熟、前精原細胞の分化にともなっ

て、今回マウスで観察されたものと同様のパ

ターンが認められることから、動物種を超え

てGalNAc糖鎖が前精原細胞の増殖と分化に重

要な役割を果たしていると考えられた。 

上記の仮説を検討するために、体外の培養

条件下におけるウシ Gonocyte におけ GalNAc

の役割を調べるため、GalNAc を認識する DBA

あるいはゼラチン、ラミニン、Poly-L-ライ

シンなどの細胞外基質（ECM）をコーティン

グしたディッシュを用いて Gonocyte を培養

し、その細胞接着および細胞増殖のパターン

を調べ、糖鎖修飾が Gonocyte の長期培養と

多能性細胞への誘導におよぼす役割につい

て検討した。その結果、DBA は、Gonocyte の

増殖を刺激し、多能性細胞株様のコロニー形

成を促した。一方で、DBA は、Gonocyte とと

もに混在する精巣由来の体細胞に対しては、

ディッシュへの接着と増殖への抑制効果を

示した。また、種々のECMで培養したGonocyte

において、多能性に関連するリプログラミン

グ遺伝子(NANOG、POU5F1、SOX2、c-MYC およ

び REX1)と生殖細胞特異的な遺伝子（UCHL-1

）の発現パターンを調べた。その結果、DBA

あるいは他の ECMを基質として培養した場合

と比較すると、DBA でコートしたディッシュ

で培養した細胞は、POU5F1 と UCHL-1 の発現

が強く、SOX2、c-MYC および REX1などのリプ

ログラミング遺伝子の発現も増加した。以上

のように、前精原幹細胞の細胞表面で特異的

に発現している糖鎖は、精原幹細胞の細胞分

化の過程と密接に関わるとともに、体外での

精原幹細胞の自己複製能力、細胞表面の接着

分子間の相互作用を調節し、細胞の運命を決

定づける重要な分子であることを示した。  

 ついで、ウシ前精原幹細胞の体外での長期

培養と細胞分化誘導に関して検討した。出生

直後のウシ精巣から疎精製した前精原幹細

胞を Poly-L-Lysin をコートした培養皿で培



 

 

養すると、前精原幹細胞が選択的に培養皿上

に接着し、増殖とマウス ES 細胞様のコロニ

ー形成が認められた。一方、幹細胞の精製時

に混入する精巣由来の体細胞の増殖は抑制

された。前精原幹細胞の培養液として、iPS

細胞や ES 細胞などの多能性細胞の培養に多

用されている Knock out serum replacement 

(KSR)を添加した DMEM/F12培養液に添加して

用いたところ、血清を添加した従来の培養液

に比べて有意な細胞増殖が認められた。長期

的な細胞培養系を確立するために、培養液中

に添加する成長因子（GDNF, FGF, EGF)の影

響について検討した。これらの成長因子はい

ずれも前精原幹細胞の生存性と増殖に有効

に作用するが、その中でも GDNF は必須の因

子であった。その結果、15% KSR, GDNF およ

び1% 牛胎児血清をを含むDMEM/F12培養液中

で培養することにより、前精原幹細胞から生

じたコロニーを 2カ月以上にわたって継代・

培養することが可能になった。このような長

期培養は家畜では初めての成果である。得ら

れた細胞株は、遺伝子発現およびタンパク質

発現レベルで、多能性幹細胞としての性質を

持つだけではなく（OCT3およびc-Mycの発現）、

生殖幹細胞としての性質（UCHL1および c-KIT

の発現）も共有していた。 また、体外で胚

様体を形成すると同時に、三胚様性の細胞系

列に分化することが可能であり、染色体の安

定性も保たれていた。一方、得られたコロニ

ーを GDNF, bFGF, EGF を含む DMEM/F12 培地

で培養すると、前精原幹細胞は精原幹細胞あ

るいは減数分裂期にある精母細胞への分化

を観察することができ、体外で前精原幹細胞

の細胞分化を誘導が可能な培養条件の一部

が明らかとなった。 
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