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研究成果の概要（和文）：  

Muse 細胞調整後、精子幹細胞の無い W/Wv ミュータント雄マウス精巣内に移植して定着性を検
討し、次の点が明らかになった。長距離移動による Muse 細胞のダメージは無く生細胞数を確保
できる。移植前培地中に長時間置くと凝集が起こり、移植効率が下がる。移植用培地からアル
ブミンを抜くと効率良く微小注入できる。移植後 3 ヶ月では、GFP のシグナルは認めらないこ
とから、単純な Muse 細胞移植では精子細胞分化への誘導はできないと思われた。 
 
研究成果の概要（英文）： EGFP-tagged Muse cells from human mesenchymal cells were 

prepared by established method. Thus prepared EGFP-Muse cells were microinjected into 

the testes (testicular seminiferous tubules) of W/Wv mutant male mice lacking 

spermatogenic stem cells, and we found the following results. Enough amount of live Muse 

cells were obtained even after long time journey for several hours. Muse cells prepared 

caused cell-cell aggregation when they were placed in the conditioned medium containing 

albumin for microinjection, but the microinjection efficiency rate increased when they were 

microinjected using medium lacking albumin. However, 3 month later, EGFP-Muse cell 

signal was not recognized at all in the injected testes, indicating that Muse cells in the 

transplanted medium in this study could not develop to the spermatogenic cells.  
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１．研究開始当初の背景 

重篤な男性不妊症（無精子症、無力精子症、乏精子症）
は、精細胞あるいはセルトリ細胞に起因するため治療法
がない。従って、人工的に精子細胞を作成しない限り、
児を得る可能性はない。ES細胞を用いたマウス生殖細胞
作成の試みがなされてきたが、まだ成功していない。ヒ
ト細胞を用いた研究はこれまで許可されてこなかった
が、2010年から研究可能となった。 
 

２．研究の目的 

ヒト多能性幹細胞から発見されたMuse 細胞にEGFP蛍
光タグを付けたEGFP-Muse細胞を用いて精巣内移植（微
小注入 microinjection）法を行い、ヒト精子細胞の分化誘
導法を確立することを最終目的として、その手がかりの
情報を得る。 

 

３．研究の方法 

ヒト多能性幹細胞であるMuse細胞は、CD9のような幾
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らかの生殖細胞系列の遺伝子を有しているため、誘導方
法を工夫すれば生殖細胞系列へと誘導できることが予
想される。そのため、まずEGFP-Muse細胞を従来の方
法で調整し、通常のマウス精巣細胞を用いた微小注入法
では成功している手技を応用して、精巣内への移植を行
い、EGFP-Muse細胞がどのように定着性するか、あるい
はどこに問題があるのかを検討し、今後への手がかりと
なる情報を得る。 

 
４．研究成果 
研究協力者のいる仙台で分離して初期培養し
たMuse細胞を調整し、千葉まで移動してW/Wv
ミュータント雄マウスの精巣内（セルトリ細
胞はいるが精細胞幹細胞がいない精巣内）に
微小注入して、その定着性を検討した結果、
分かった点は下記である。１)長時間移動後も
Muse細胞のダメージは少なく、十分な生細胞
数を確保できる。２）移植前にEGFP-Muse細胞
を移植用培地に入れて長時間置くと細胞の凝
集が起こり易くなり、注入移植効率が減少す
る。この細胞凝集の原因が移植培地内にある
アルブミンである可能性が高かったため、移
植用培地にアルブミンを入れずに微小注入す
ると効率的に移植できる。３）しかし、移植
後3ヶ月おいても精巣内にEGFPのシグナルは
バックグランド以外に認めらなかった。この
ことから、従来の細胞調整法によってMuse細
胞を移植するだけでは、精子細胞分化への誘
導はできないと推測された。これらを解決す
るためには、次の点を明らかにする必要があ
ると思われた。１）Muse細胞が、始原生殖細
胞あるいは精子幹細胞としての性質をどの程
度持っているかを再度詳細に評価する。２）
精巣移植の際に遺伝子導入が必要であるかど
うか、についての情報が必要である。そのた
めの検討が必要である。３）遺伝子導入せず
に、外来性の補助因子のみで十分かどうかに
ついて検討する必要がある。移植に際して、
何らかの補助因子が必要であるか、検討する
必要がある。必要であれば、どの因子が良い
かについて検討する。これらについて、種々
検討した結果、Muse細胞は自然に発生する精
子幹細胞が持っている遺伝子の全てを持って
はいないが、CD9以外に幾つかの遺伝子は既に
持っていると推測された。一方、Muse細胞そ
のままでは精細胞へ分化誘導できないという
これまでの結果を加味すると、今後の方針と
しては注入移植と共に何らの補助因子の補充
が必要になるのかもしれないと推測された。
それでも成功しない場合は、分化誘導するた
めの最小限の遺伝子導入が必要になるかもし
れないと推測された。 
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