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研究成果の概要（和文）：器官培養法のスタンダードである気相液相境界部培養法に、マイクロ流体システムを
導入した新しい培養法を開発した。これにより、マウス精巣組織を用いてin vitroにおいて長期間（6か月）に
わたり精子形成を継続することに成功した。産生された精子での顕微授精で産仔も得られた。マイクロ流体デバ
イスの簡素化と汎用化も行った。牛血清由来物を用いているこれまでの培養液を改良するために、化学組成の明
らかな培養液を開発した。この培養液を用いてマウスin vitro精子形成を行い、半数体細胞の産生にも成功し
た。またin vitro精子形成における、レチノイン酸、各種脂質、各種ホルモンの重要性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We introduced microfluidic technologies to our testis organ culture method 
to develop a new culture system. The microfluidic devices we produced were successfully maintained 
structure and function of mouse testis tissues over 6 months and kept producing sperm. Offspring was
 produced with them by micro-insemination. We also simplified the devices for its general use and 
popularization. As for culture medium, we formulated a chemically-defined medium which induced mouse
 spermatogenesis up to haploid cell formation. Retinoic acid, lipids, and hormones were found to be 
important for in vitro spermatogenesis.

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
配偶子形成は種の継続を可能にしている
最も基本的な生命現象であるが、その細胞・
分子レベルでの詳細は未だ謎に包まれてい
る。それら謎の多くを解くためには in vitro 
での実験系が必要である。しかしながら精子
形成はマウスで 35 日、ヒトでは 74 日とい
う長期間にわたる細胞の増殖・分化の過程で
あり、それを in vitro で再現する試みはこれ
までは部分的な成功にとどまっていた。本領
域研究の開始に先立ち、研究代表者らは新生
仔マウス精巣組織片をアガロースゲル上で
培養することにより、精原幹細胞から精子産
生に至る精子形成の全過程を in vitro で再現
することに成功した（Nature 2011）。培養下で
産生されたそれらの精子を用いて顕微授精
を行い、正常な産仔も得られた。しかしなが
ら、その方法には幾つかの点で限界がある。
特に、培養維持期間が２か月足らずであるこ
と、マウス以外の動物では精子産生が依然不
可能であることが重要な課題であった。また、
成功の鍵となった培養液の組成の詳細も明
らかではなく、その解明が求められていた。 
 
２．研究の目的 
研究代表者が自ら開発した精巣組織の器
官培養法を基盤にして、培養液組成や培養微
小環境を検討することにより、様々な哺乳類
の精巣組織から機能的に正常な配偶子を長
期間作り続けることのできる全く新しい培
養系を開発する。その開発過程で、配偶子形
成の調節機構・制御因子の詳細も明らかにす
る。 

 
３．研究の方法 

in vitro精子形成には約 1世紀の歴史があり、
これまで種々の方法が用いられてきた。研究
代表者は、精子形成には精巣内の体細胞の役
割が必須であるとの認識から、精巣内環境を
そのまま利用する古典的な器官培養法（気相
層液相境界部培養法）を用いて実験を繰り返
し、培養液に半分浸したアガロースゲル上に
精巣組織片を乗せて培養するというシンプ
ルな方法に辿り着いた (AG法)。ただし、そ
の方法には限界があり、組織全体での精子形
成には至らないこと、精子形成を維持できる
期間は長くても 2～3 ヶ月であることが、問
題点であった。よって、マイクロ流体システ
ムを導入し、共同研究者・木村等と器官培養
法の手法そのものを改良することを試みた
（MF法）。 
精子形成の進行を正確かつ簡便に評価す
るために、減数分裂の中期および終末期に
GFPが生殖細胞に発現する 2種類のトランス
ジェニックマウス（Tg） Acr (Acrosin)－GFP 
Tg および Gsg2 (Germ cell specific gene2)－
GFP Tgを用いた。Acr-GFP Tgはアクロソー
ムが GFP を発現するため円形精子細胞の同
定にも有用であった。 
 

４．研究成果 
（１）精巣組織片を長期間維持できる培養系
の開発：これまでの器官培養法は、気層と液
層の境界部に組織片を置く、気相層液相境界
部培養法が主流であり、実際この方法で多く
の成果が得られてきた。しかし、この方法に
は根本的な限界があった。生体内のような微
小循環系による酸素や栄養素の供給と老廃
物の除去が効率よくなされるわけではなか
った。この課題を解決するために、研究代表
者らはマイクロ流体システムを導入し、下図
のようなコンセプトのデバイスを造ること

により、物質供給を効率化することを計った
（研究分担者・木村啓志との共同研究）。デ
バ イ ス の 素 材 で あ る PDMS
（Polydimethylsiloxane）は酸素透過性に優れ
ており、それにより気層と直接に接すること
なくとも組織は十分な酸素供給が得られる
仕組みになっている。デバイス内に設置した
タンクに培養液を貯め、ポンプでゆっくりと
吸引することにより、培養液流を作成した。
このデバイスにマウス精巣組織片を留置し
て、流路に培養液を流しながら培養を行うこ
とにより、組織全体にわたって効率よく精子
形成を誘導することに成功した。さらにこれ
までの方法では 2～3 か月で精子形成は低
下・消滅し、組織形態も崩れてしまっていた
が、マイクロ流体デバイス内では 6か月以上
に亘って精子形成が組織の広範囲において
維持され、精子産生を持続することに成功し
た(下図)。6 か月目に採取された精子を用い

た顕微授精でも健康な産仔が得られた。また
デバイス内の精巣組織はテストステロンを
産生し続け、ＬＨ刺激に反応してテストステ
ロン産生が上昇した。以上から、開発された
マイクロ流体デバイスは精巣組織の形態と
機能を長期間に亘って維持することができ、
生体内環境により近い微小環境を再現でき
ていることが示唆された（業績論文 12）。さ
らにマイクロ流体デバイスでの精巣組織培
養を効率化するために、それまで外部動力ポ
ンプを使って培養液の流れを作っていたが、
ポンプを使わずに培養液流束を造れるデバ
イスを開発した（業績論文 6）。これにより実
験数・実験組織数の増加も可能となり、この



手法の普及にも貢献が期待できる状況とな
った。またデバイスの基本コンセプトを下図
のように変えた新しいデバイスも作製した
（業績論文 1）。組織片の周囲を培養液が流れ、

上面から酸素が供給される様式であり、シン
プルな設計ゆえにデバイス作製過程で組織
を導入できることから、精巣組織以外への応
用も可能となった。 
（２）様々な哺乳類動物の精子を産生できる
器官培養法の開発：多種哺乳類動物の精子形
成を器官培養法で達成するために、ラット精
巣組織片を用いた実験を行ってきた。ラット
精巣においても、組織学的に減数分裂像が組
織片周辺部に限局的に観察された。また、非
常に稀ではあるが、円形精子細胞の産生も観
察された。しかしながら、伸長精子細胞や精
子を観察するには至っていない。ラット精巣
培養の効率を上げるために、減数分裂時以降
の精子形成細胞に GFPを発現する Gsg2-GFP
トランスジェニック・ラットを基礎生理学研
究所の平林教授との共同研究により作製し
た。このラット精巣を用いることで、培養を
継続しながら精子形成の進行をモニターす
ることができ、培養条件の検討に非常に有用
であることが確認できた。現在もこのラット
の精巣組織を用いて培養実験を継続してい
る。また、マーモセット精巣、ヒト精巣を用
いた実験においては、こられの精巣が培養早
期から高度の線維化を生じることが明らか
になり、精子形成誘導には線維化予防が重要
であることが示唆された。 
一方、マウス精巣組織片を器官培養して精子
産生に成功した最大の要因は、KSRあるいは
AlbMAX という血清代替物を培養液に添加
したことであった。これらの試薬に含まれて
いる有効成分が明らかになれば、in vitro精子
形成により効率的に進めることができる培
養液の開発につながるとの考えから、
AlbuMAX中の成分の分析を行った。同時に、
KSR/AlbuMAX を用いずに化学組成の明らか
な（Chemically-Defined、CD）培養液での精
子形成誘導を試みてきた。その結果、精巣組
織器官培養法において重要な因子として、レ
チノイン酸、脂質（cholesterol, 脂肪酸、等）、
ホ ル モ ン （ LH, FSH, Testosterone, 
Triiodothyronine）が確認できた（業績論文3）。 
さらに、脂質に関する分析を扶桑薬品工業の
八尾竜馬研究員等と共同で行い、培養液作製
における有効は手法を見出し、特許申請もお
こなった。CD 培地での精子形成が可能にな
ったことから、今後さらに精子形成を促進・
維持・阻害する因子を同定してゆき、より良
い培養液の作成に取り組んでゆけると考え

ている。 
また、凍結保存したマウス精巣組織を解凍後
に培養して得られた精子から顕微授精にて
健康な産仔に成功した（業績論文 19）。小児
がん患者の精巣組織保存が生殖能の保持に
繋がることを示した。 
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