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研究成果の概要（和文）： 

マウス精子幹細胞（SSC）から in vitro において精子を産生する培養法を開発した。器官培養
法を採用し、血清代替物を用いた培養法で、精子形成を完遂させ、精子産生に成功した。また、
培養下で増殖させたマウス SSCを宿主マウス精巣の精細管内に注入移植し、その精巣組織片を
器官培養することで、培養 SSC由来の精子産生と顕微授精による産仔にも成功した。さらに不
妊モデルである Sl/Sldマウスの精巣組織片を培養し、精子形成を誘導することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We succeeded to produce mouse sperm from spermatogonial stem cells (SSCs) in vitro. We 
adopted an organ culture method, and found that serum replacement was effective to induce 
complete spermatogenesis in our system. When cultured SSCs were transplanted into the 
seminiferous tubules of extracted host testes, they also differentiated into sperm in 
the cultured testis tissues. In addition, we demonstrated that an infertile model mouse, 
Sl/Sld mutant, can be treated with the explantation of their testis tissues. 
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１．研究開始当初の背景 

マウス精子幹細胞（SSCs）の研究は、1960
～1970年代に形態学的な手法（トレーサー実
験等）を用いて詳細に調べられてきた歴史的
経緯があるが、そこにはまだ多くの謎が残さ
れていた。1994 年に SSCs の移植法が開発さ
れたことで SSCs の幹細胞アッセイが可能と
なり、2003 年にマウス SSCs の培養下増殖法

が開発されるに至り（GS 細胞）、その自己複
製増殖や分化に関する分子レベルでの研究
が可能になってきたと言える。研究代表者ら
は、それら最新の実験技術に精通しており、
本研究のテーマである SSCs のニッチ・シス
テムのメカニズムと SSCs を分化誘導して精
子産生する培養系の開発に取り組む準備を
行っていた。 
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２．研究の目的 

生涯に亘って自らを維持しながら膨大な
数の精子を産生し続けるのが SSCである。本
研究においては、１）その SSCを支えるニッ
チ・システムのメカニズムを培養系を用いて
解明し、その成果に基づいてヒト SSCの培養
法を開発する、２）さらに精子幹細胞から精
子を産生できる培養系を開発する、という２
つを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）篠原らによって開発されたマウス SSCs
の培養法に準じ、未成熟マウスの精巣細胞を
蒔き、非接着の細胞を集めることで精子幹細
胞を濃縮し、これをフィーダー細胞の上で培
養した。培養液には GDNF,bFGF の入った
StemPro34 を用いた。SSCs は一定数の集団に
なって初めて増殖する傾向があり、クローニ
ングが難しい。そこで胚培養で用いられるマ
イクロドロップ法を用いた培養を行った。こ
れにより、少数の SSCs を経時的に観察する
ことが可能となり、培養液に種々の因子を添
加した影響を検定した。 
 
（２）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
ている。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ろうとの認識か
ら、精巣内環境をそのまま利用する古典的な
器官培養法の有用性を再検討した。器官培養
法のスタンダードである気層液層境界部培
養法に準じて実験を繰り返した結果、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
に行きついた (図１)。評価方法を簡便にす
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）ヒト SSCの培養実験における障害の一
つは、サンプル採取に関するものであり、利
用できるサンプル量がきわめて微量である
ということにある。実際、微小サンプルから
SSC 細胞株を樹立することはマウスにおいて
も困難である。そこでマウスを用いて少数の
SSCs をマイクロドロップ内で培養する方法
を開発した。これにより幹細胞アッセイも可
能になり、同時に培養条件の詳細な検討もで
きることがわかった（論文⑧）。 
 
（２）器官培養法において培養条件を検討し

たところ、培養温度は 34℃、培地はαMEM培
地に血清代替物である KSR（knockout serum 
replacement）を 10％添加するのが最適な条
件であることが分かった。この条件において
GFP 発現が 2 か月以上維持され、減数分裂、
円形精子細胞、鞭毛をもつ精子を認めた。そ
れら円形精子細胞および精子の妊孕能を確
認するために顕微授精を行い、産仔が得られ
順調に発育した(図 1)。それら産仔は兄妹交
配にて次世代を産生し、雌雄全てのマウスの
生殖能が正常であることが確認された。これ
ら顕微授精実験の成功率は in vivo に由来す
る精子細胞や精子を使った結果と比較して
劣らないものであった（論文⑥）。 

さらに精巣組織の凍結保存を試みた。汎用
されている細胞凍結保護液（TC-Protector）
に精巣組織を浸漬し-70℃内に一晩置いた後
に液体窒素へ移して保存した。液体窒素内で
4～25 日間凍結保存した後に、室温で解凍し
器官培養を開始した。Acr-GFP、Gsg2-GFP と
もに発現がみられ、円形精子細胞や伸長精子
細胞が観察された。このことは本来個体が持
つ生殖能力を精巣組織片という形で半永久
的に保存できることを意味している（図１）。
現在、精子の凍結保存は、抗癌剤治療や放射
線治療の前に癌患者の妊孕性を保存するた
めに広く行われている。しかし、男児小児癌
患者の場合は、精子形成が始まっておらず精
子を凍結保存することができない。凍結保存
した精巣組織を器官培養することで精子形

成ができれば、小児癌患者における妊孕性の
保存が可能となり臨床的な意義は大きいと
思われる。 

次に培養下で増殖させたマウス SSC を in 
vitroで精子にする方法を考案した。SSCは、
組織学的な存在部位、細胞や核の形態、発現
遺伝子プロファイルといった付随的な情報
だけで同定することは妥当ではなく、その自
己複製能と分化能を検定する機能的同定が
重要である。1994年に Ralph L. Brinster に
よって開発された精原細胞移植法は、SSC の
機能的アッセイ法として利用されてきた。そ
して 2003 年に篠原らによってマウス SSC を
in vitroで指数関数的に増殖される培養方法
が開発された。この細胞は germline stem 



 

 

cell(GS 細胞)と名付けられ、精細管内に移植
すると精子形成から精子産生に至った。我々
はこの GS細胞を in vitro で精子に分化させ
るべく、体外移植培養法を開発した。まず宿
主精巣を未熟マウスから採取し、そこに GS
細胞を注入移植する。その精巣の組織片を器
官培養することによって精子形成を誘導す
るものである（図２）。注入された GS 細胞は
精細管の基底膜上（ニッチ）に定着し、増殖
と分化を開始した。減数分裂も確認され、少
数ながら円形精子細胞や精子も認められた。
さらには顕微授精によって産仔を得ること
にも成功した。また孫世代も誕生し生殖能が
正常であることも確認できた（論文⑤）。 

この方法を応用して精子形成不全の治療
を試みた。精巣内環境が異常なために無精子
症になっている代表的な不妊モデルマウス
（Sl/Sld）の精巣細胞（精子幹細胞を含む）
を正常マウスの精巣に注入移植してその組
織片を器官培養したところ、精子形成を誘導
できることが確認できた（論文⑤）。 

さらに Sl/Sld マウスの精巣組織自体を器
官培養し、精子形成を誘導させる試みの実験
を行った。Sl/Sl d マウスは、セルトリ細胞
が発現する c-kit ligand（KITL、別名：幹細
胞因子）に欠損があり膜結合型 KITL を作る
ことができない。KITLは精子形成に必須であ
り、特に膜結合型 KITL が無い Sl/Sl d マウ
スの精巣内には未熟な精原細胞がわずかに
存在するのみで精子形成は全く見られない。
このマウスの精巣組織片を器官培養するに
あたり組換え体 KITL を培養液に添加し精巣
内環境の正常化を試みた。その結果、減数分
裂までの分化を認めた。さらに KITL に加え
て CSF-1 を添加したところ精子産生を認め、
顕微授精により産仔を得ることにも成功し
た。その仔マウスは正常に成長し自然交配に
て孫世代の子孫も誕生させることができた
（論文②）(図３)。これらの結果は、精巣内
環境異常により精子形成不全となっている
不妊症の場合には、その精巣組織を適切な条
件で培養することにより、精子産生できる可
能性があることを示すものである。現段階で

は、ヒトの精巣組織の培養自体が難しいため、
この技術をそのままヒトへ適用することは
できないが、将来的に不妊治療への道筋を示
したことは非常に意義深いものと考えられ
る。 
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