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研究成果の概要（和文）：精子幹細胞は、不妊宿主の精巣内に移植するとホーミングして精上皮を再構築できる。研究
代表者は、宿主マウスを麻酔下で維持し、蛍光標識した精子幹細胞を顕微鏡下で約3日間連続観察した。その結果、精
子幹細胞が仮足を伸ばして宿主マウス精細管の内腔から基底膜上へ遊走することを発見し、ホーミングには精子幹細胞
の能動的な運動が関与していることが示された。続いて、宿主マウスの精細管周期を人為的に同調後、継時的に精子幹
細胞を移植することにより、精細管周期とホーミングが関連するか検討した。その結果、移植2ヶ月後のコロニーの数
と長さは周期による差がみられず、精細管周期とホーミングが関連しないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Spermatogenic stem cells (SSCs) can undergo homing then reconstitute seminiferous 
epithelium following transplantation into infertile recipient recipients. To dissect homing mechanism of 
SSCs, the behavior process of mouse SSCs following transplantation was observed by in vivo live-imaging. 
The live-imaging study has revealed that SSCs actively migrate from lumen to the basal membrane of 
recipient seminiferous tubules with extend lobopodia, suggesting that homing of SSCs associates with 
active cell movement of SSCs. To examine whether the seminiferous epithelial cycle of recipient mice has 
relevance to SSC homing, SSCs transplantation was carried out at the several time intervals after 
artificial synchronization of recipient seminiferous epithelial cycle. No significant difference of 
post-transplantation colony number and length was observed among cyclical stages of recipient mice, 
suggesting that the seminiferous epithelial cycle is relevant to SSC homing.

研究分野：発生工学
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１．研究開始当初の背景 
精巣内の精細管内に存在する精子形成幹
細胞は自己複製と分化のバランスを保つこ
とにより、大量の精子の生産を支える。マウ
スにおいて精子形成幹細胞の移植法（精細管
内移植法）が確立された（引用文献①および
②）ことにより、家畜における雄性遺伝資源
の保存や遺伝子改変のみならず、ヒトにおけ
る男性不妊治療への応用が期待されている。
しかし現状では、精子形成幹細胞の移植効率
は数百～数万個に 1個と非常に低く（引用文
献③）、これが実用化を阻んでいる。このた
め、精子形成幹細胞の移植効率が低い原因と
なっているステップを明らかにし、移植効率
の向上を図ることは急務であった。 
マウス精細管は、セルトリ細胞同士のタイ
トジャンクション（TJ）から構成される血液
精巣関門（BTB）によって、基底側と内腔側
に仕切られている。精細管内移植では、内腔
側に注入された精子形成幹細胞が、通常の精
子形成とは逆方向に、BTBを通過して基底膜
に向かって移動する。このプロセスはホーミ
ングと呼ばれる。BTBが形成されていない幼
若マウスへの移植では、成熟マウスを用いた
場合と比較して精子形成幹細胞の移植効率
が 9.4倍向上する（引用文献④)。このことか
ら、BTBの通過を伴うホーミングが、精子形
成幹細胞の移植効率の主な障害になると考
えられていた。しかし、移植した精子形成幹
細胞のホーミング機構、すなわち、精子形成
幹細胞がどのようにして BTB のバリア機能
を損なうことなく TJ を通過するかについて
はほとんど明らかにされておらず、移植効率
の改善を図るための方法の見当がつかなか
った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、マウスをモデル動物に用
いて、精子形成幹細胞のホーミングのメカニ
ズムを細胞レベルで明らかにし、さらにそれ
を制御して移植効率の向上に挑戦すること
である。本研究では、(1)ライブイメージング
によるホーミングの連続観察、および(2)精細
管周期とホーミングの関連性の検討により、
目標達成を目指した。 
 
(1) in vitroにおいて TJを可視化した培養
細胞の連続観察から、TJは切断と結合を繰
り返しており、極めてダイナミックに振舞
うことが知られている（引用文献⑤）。また、
マウス精巣のBTBにおいてもTJの新生と
消失が起こることが示唆された（引用文献
⑥）。そこで、移植した精子形成幹細胞のホ
ーミングと、BTBのダイナミックな再編成
が関連するという仮説を立てた。もし、仮
説通りであれば、BTBは全体のバリアを破
綻させることなく、精子形成幹細胞の移動
が成立する。本研究では、ドナー精子形成
幹細胞と BTB を可視化し、ライブイメー
ジング法により上記の仮説について検討を

試みた。 
 
(2) マウスの精子形成は、8.6日を周期に分化
制御されており、同調した分化段階の精子形
成細胞が精細管の長軸方向に規則正しく並
ぶ（精細管周期: I～XIIのステージから構成)。
通常の精子形成では、精母細胞の BTB 通過
を伴う移動は周期依存的に起こる（ステージ
VIII～IX）。興味深いことに、精細管内移植
の宿主に用いる精子形成不全マウスにおい
ても、セルトリ細胞において精細管周期の進
行が認められる（引用文献⑦）。それでは、
精細管周期は移植した精子形成幹細胞のホ
ーミングと関連しているのだろうか？精細
管周期は、ビタミン A欠乏マウスにビタミン
Aを投与することによって同調することがで
きる（引用文献⑧）。本研究では、この実験
系を用いて人為的に精細管周期を調節する
ことにより、精細管周期とホーミングと、精
子形成幹細胞の最終的な移植効率に関連す
るか検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスにおいて精子への分化能を維持し
た精子形成幹細胞の in vitro培養法が開発さ
れた（引用文献①）。セルトリ細胞特異的に
ZO-1と EGFPの融合タンパク質を発現する
二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
（Tg(AmhCre); Rosa26ZO-1-EGFP(loxP/loxP)）にブ
スルファンを投与して予め内在性の生殖細
胞を除去し、宿主マウスとして用いた。赤色
の蛍光色素（PKH26）で標識したドナーin 
vitro 精子形成幹細胞を宿主マウス精細管内
に移植した。宿主マウスを麻酔下で維持し、
ドナーin vitro 精子形成幹細胞の挙動をマウ
ス精巣内ライブイメージング法（引用文献
⑨）により移植直後から約 3日間連続観察し
た。 
 
(2) ビタミンA欠乏マウスへのビタミンA投
与により、精細管周期のステージは VIIに同
調し、その後精巣全体で同調したまま再び
8.6 日間隔で周期が繰り返す（引用文献⑧）。
予め内在性の生殖細胞を除去したビタミン A
欠乏マウスにビタミン Aを投与した。ビタミ
ン A投与から 0日（直後: ステージ VII）、2
日（ステージ X）、4日（ステージ I）、6日（ス
テージ IV～V）、8 日（ステージ VII）後に、
全身で GFP を発現する遺伝子改変マウス
（Tg(UBI-EGFP)）より得た精巣細胞を 1×
106 個ずつ宿主マウスの精細管内に移植した。
移植 2ヶ月後に精巣を採材し、GFP陽性コロ
ニーの数および長さを計測することにより、
精子形成幹細胞の移植効率を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ライブイメージング法による連続観察の
結果、ドナーin vitro 精子形成幹細胞は仮足
を伸ばして宿主精細管の内腔から基底膜上
へ移動することを発見し、ホーミングには精



子形成幹細胞自体の能動的な運動が関与し
ていることが新たに示された（図 1）。マウス
精巣内ライブイメージング法（引用文献⑨）
は、当研究室で開発された技術であり、他の
追随を許さない。しかし、この方法では、本
研究に用いた二重遺伝子改変マウス
（Tg(AmhCre); Rosa26ZO-1-EGFP(loxP/loxP)）の
GFP の蛍光は検出することができず、BTB
の動態は未だ謎に包まれている。上記のマウ
スの精細管を免疫染色法により解析した結
果、GFPを発現する BTBが確認された。そ
こで現在、GFPのシグナルを増強する目的で
Rosa26ZO-1-EGFP(loxP/loxP)をホモに持つマウス
を交配により準備している。このマウスを用
いて生きた状態で BTB の可視化を試みる。
これにより、ドナー精子形成幹細胞がどのよ
うに BTB を通過するか明らかにしていく予
定である。また、正常な精子形成において精
母細胞が BTB をどのように通過するか直接
観察し、両者の BTB を通過するメカニズム
を比較検討する予定である。 

図 1. 宿主精細管内腔に注入した in vitro 精
子形成幹細胞のライブイメージング。in vitro
精子形成幹細胞は内腔から基底膜上へと仮
足を伸長して移動する様子が観察された。4
個の in vitro精子形成幹細胞の軌跡をそれぞ
れ白、黄、赤、水色で示した。 
 
(2) ビタミン欠乏マウスにビタミン Aを投与

して人為的に精細管周期を同調した後、継時
的に精子形成幹細胞を移植することにより、
精細管周期と精子形成幹細胞のホーミング
の関連性について検討した。その結果、移植
2 ヶ月後の GFP 陽性コロニーの数と長さに
有意な差はみられなかった。また、精細管周
期を同調させた宿主マウスと同調させてい
ない宿主マウス（コントロール区）を比較し
た場合においても、コロニーの数と長さに有
意差はなかった。これらの結果から、精細管
周期とホーミングが関連しないことが示唆
され、精細管周期を調節する方法では精子形
成幹細胞の移植効率を改善することが困難
であると考えられる。 
予備試験において、精子形成幹細胞の最終
的な移植効率に占めるホーミングの重要性
を検討した結果、驚くべきことにホーミング
効率が約 1/11 であるのに対してコロニー形
成効率は約 1/52 であることを見出しつつあ
る。このことから、従来考えられてきた定説
とは異なり、実はコロニー形成のステップが
精子形成幹細胞の最終的な移植効率により
大きな影響を与えることが明らかになって
きた。このことから、双方のステップをそれ
ぞれ効率化することが重要であり、さらにこ
れらの技術を組み合わせることにより、現在
非常に低い精子形成幹細胞の最終的な移植
効率を実用可能なレベルまで向上させるこ
とができると期待される。 
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