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研究成果の概要（和文）：試験管内マウス精子形成の成功は、牛血清アルブミン製剤であるAlbuMAXを培養液に
加えることで達成できたが、AlbuMAXに含まれる重要物質の詳細を本研究で明らかにした。特に抗酸化物質とリ
ゾリン脂質は重要であり、それらを組み合わせることで培養液の改良を行った。さらにマイクロ流体デバイスの
素材であるシリコーン樹脂（PDMS）を用いて小チップを作製し、これを精巣組織片に被せることで精子形成効率
を向上させることを見出した。これらの成果を組み合わせることで世界初のラット試験管内精子形成に成功し
た。また領域代表の林らとの共同研究において、マウスES細胞から機能的なセルトリ細胞の分化誘導に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：The successful in vitro spermatogenesis in mice was achieved by 
supplementing the culture medium with AlbuMAX, a bovine serum albumin preparation. In this study, we
 elucidated the important constituents of AlbuMAX, with antioxidants and lysophospholipids being 
particularly crucial. Their combination resulted in an improved culture medium. Additionally, we 
created a small chip using polydimethylsiloxane, a material commonly used in microfluidic devices. 
By placing this chip over fragments of testicular tissue, we managed to enhance the efficiency of 
spermatogenesis. These combined efforts led us to achieve the world's first in vitro spermatogenesis
 in rats. Moreover, in a collaborative study with our team leader, Hayashi et al., we successfully 
induced the differentiation of functional Sertoli cells from mouse ES cells.

研究分野：精子形成、男性学、泌尿器科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
精子形成は動物の精巣内で進行する細胞の増殖と分化の過程である。産生された精子の完成度は次世代の誕生と
仔の発育に大きく影響する。そこに、精子形成の詳細を理解する重要性がある。精子形成は複雑であるがゆえ
に、これまで体外で再現することが極めて困難であったが、私たちはマウスの精子形成を体外培養系で再現する
ことに成功し、必要な条件を明らかにしてきた。体外精子形成の効率を上げる努力を続け、今回、ラットの体外
精子形成にも成功した。このような研究の先に、ヒトの体外精子形成法の開発があり、男性不妊症の病態解明と
治療に貢献す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 
私たちの研究チームは、器官培養法を用いて精子幹細胞から精子完成までの全過程を体外で再

現し、妊孕能のある精子を産生することに世界で初めて成功した（Nature 2011, Nat Comm 

2011）。この方法は国内外の多くの研究者に追試され、現在では唯一の in vitro精子形成法とし

て用いられている。また精巣器官培養にマイクロ流体システム技術を導入し、精子形成効率の向

上と 6ヶ月に亘る長期培養を達成した（Sci Rep 2016, Sci Rep 2017）。しかし尚、in vitroでの

精子産生効率と精子完成度（インテグリティ）は生体内のレベルには遠く及ばない。マウス以外

の動物においては、マウス精巣と同様の方法を用いても精子形成の進行はほとんど見られない

のが実際であった。すなわち、現在の培養法における培養微小環境は、生体における精巣内環境

とは大きく解離しているという現実があった。 

また、現在の器官培養法には実験毎に動物個体からの精巣組織を用いるという制限がある。そこ

で、ES/iPS細胞等の培養細胞株から精巣体細胞を誘導し、それらにより精巣を再構築する研究

が今後必要になってくると予想されていた。ES/iPS細胞から生殖細胞を誘導する手法はすでに

報告されていたが、精巣体細胞（生殖腺原基）の誘導は未開発の領域であった。 

 

２．研究の目的 

上記のような状況を鑑み、本研究では、私たちが独自に開発した精巣の器官培養法に抜本的な改

良を加え、完成度の高い精子を産生すること、および、生体由来の組織に依存せず、多能性幹細

胞（ES/iPS細胞）を精子にまで分化させる培養系（in vitro gametogenesis）を開発することの

二つを目的とした。 

 

３．研究の方法 

実験には、精子形成の進行を簡便にモニターできるトランスジェニックマウス（Acr-GFP、mCherry

をもつダブルトランスジェニックマウス）の精巣組織を用い、様々な培養条件下で実験を行った。 

培養液組成や物理的環境（酸素濃度、圧力）などの培養環境項目を見直し、その抜本的な改善を

行い、マウス in vitro精子形成のインテグリティを生体内レベルにまで引き上げることに注力し

た。また、マウス以外の動物への応用を図るため、ラット精巣を用いた。マウスと同様に精子形

成モニター用に、Acr-GFPトランスジェニックラットを導入して実験に供した。 

ES 細胞から精巣体細胞の誘導実験においては、マーカー遺伝子の入った ES細胞株を用いて、浮

遊培養を行い、各種因子を加えた培地において培養を行い、セルソーター、PCR、シングルセル

RNA シークエンスを用いて評価を行った。 

 

４．研究成果 

（１）精子産生用の培養液の開発                                                  

In vitro マウス精子形成の成功は、牛血清アルブミン製剤である AlbuMAXTM を培養液に加えた

ことが重要な契機となった（Nature 2011）。すなわち、AlbuMAX 中にはマウス精子形成のために

必要なすべての栄養素・物質群が含まれていることになる。私たちは、AlbuMAX から抽出した脂

溶性物質に精子形成誘導能のすべてが含まれていることを見いだし、メタボローム解析とリピ

ドーム解析という網羅的解析技術を用いて、重要因子がビタミン E などの抗酸化物質とリゾリ

ン脂質であることを突き止めた。これにより化学組成が明らかな合成培地を用いての精子形成

の誘導が可能となり、必要な因子のすべてが明らかとなった（FASEB J 2020）。抗酸化剤とリゾ



リン脂質はラットの精子形成にも有効であり、これまで不可能だった in vitro での半数体産生

が可能となった（Sci Rep 2021）。さらにラットでの in vitro 精子形成の研究を進め、産生され

た円形精子細胞を用いて産仔にも成功した（投稿中）。マウス以外での体外精子形成とそこで得

られた配偶子での産仔は世界で初めての成果である。さらに私たちは、培養下の精巣組織と生体

内精巣組織のトランスクリプトーム解析（マイクロアレイ）を行い、培養下特有の特徴の解析を

行った。その結果、培養下では炎症反応・自然免疫の活性化が極めて高度に生じていることが明

らかとなった（BBRC 2020, Data in Brief 2020）。さらに single cell RNA-seq による詳細な

解析を行い、その結果を論文化し投稿中である（Communications Biology）。 

（２）マイクロ流体デバイスを用いた培養環境の改善（分担者・木村と共同担当）                     

マイクロ流体デバイスの素材であるシリコーン樹脂（PDMS）を用いて PDMS-Ceiling chip（PC 

チップ）を作製し、この PC チップを精巣組織片に被せることで精子形成効率を向上させること

に成功した。今回新たに、組織片を丸ごと培養するのではなく、1本の精細管の培養を実現する

ための PC チップを開発した。マウス精細管を単離して気相液相境界部培養法で培養すると培養

液の表面張力や組織自身の収縮により、精細管は丸まってしまうことから、精細管をストレッチ

状態のまま培養する PDMS チップを開発した。それを用いて精細管を単離状態で培養することに

より、精子形成の進展の可否を検討した。その結果、効率は低下するものの伸長精子細胞までの

精子形成が進行できることを確認した。また培養条件の中で酸素濃度が重要であり、10%程度の

低酸素濃度が適していることを見出した（Plos One 2023）。また、本研究では、精巣組織の成長

に応じて培養スペースを拡大できるデバイスの開発を検討した。具体的には、組織培養に最適な

培養スペース（高さ）の検討、および組織上面からも培養液が流れるように培養スペースの天井

にスリット構造を設けるなどの改良を実施中である。一方、実際に培養期間中に培養スペースを

変更することの精子形成への影響を、PCチップを交換することで検討した。その結果、高さ 100µm

の PC チップで培養を開始し、2週間後に高さ 160µmの PC チップに代えることで、精子完成にお

ける伸長精子細胞の産生効率が優位に改善することを見出した（投稿中）。 

（３）精巣再構築系による精子産生系の確立（計画研究１と共同研究）                            

ES 細胞から精巣体細胞（セルトリ細胞等）を分化誘導し、生体組織を用いずに de novo に精巣

を構築し、その精巣内で精子産生系を確立することを目標に研究をおこなっている。そのための

準備として、セルトリ細胞の移植実験を進めてきた。 Amh-Treck マウス（東京大学・金井教授

から供与）の精巣では、ジフテリア毒素（DT）により選択的にセルトリ細胞を除去することが可

能である。このマウスの精巣組織を DT 入りの培養液で培養すると、セルトリ細胞は除去され、

精細管構造は消失した。培養前にドナー・セルトリ細胞を精細管内に移植すると、セルトリ細胞

の置換が生じた。ドナー・セルトリ細胞は精子形成を支持することも確認できた。また、ラット

のセルトリ細胞を Amh-Treck マウス精巣に移植することで、マウス精巣のセルトリ細胞をラッ

トのセルトリ細胞に置換できることを確認し論文発表した（Biol Reprod 2021）。これにより、

ES 細胞から分化誘導したセルトリ細胞様細胞の機能アッセイ系が完成した。 

計画研究１において、マウス ES 細胞から機能的な胎仔卵巣体細胞様細胞(FOSLCs)の誘導法が開

発された(Yoshino et al, Science 2021)。我々は計画研究１と共同研究を行い、FOSLCs 導法に

改良を加え精巣体細胞の誘導に最適化した培養条件を開発し、オス ES 細胞から精巣体細胞の特

徴を有する細胞を誘導することに成功した。この誘導精巣体細胞と生体由来胎仔精巣をシング

ルセル RNA シークエンス法により比較した結果、胎生期 12.5 日の精巣を構成する体細胞(セル

トリ細胞、間質細胞、前駆細胞)と高い類似性を持つことが確認されたことから、この細胞を胎

仔精巣体細胞様態細胞(FTSLCs)と名付けた。さらにこの FTSLCs の中からセルトリ細胞様の細胞 



(Sertoli cell-like cells (SLCs))を FACS で単離し、AmH-Treck マウス精巣に移植し、その組

織片を培養することで in vitro において精細管を再構築した。この再構築精細管においては精

原細胞から精子までの精子形成が確認され、さらに顕微授精によって産仔を得ることができた。

以上の結果は、再構築精細管において正常な精子形成が生じたことを示しており、我々の開発し

た誘導法によって、生体内の細胞と同等に機能的な精巣体細胞（特にセルトリ細胞）を誘導でき

たことが証明された (投稿準備中)。 
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