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研究成果の概要（和文）：私たちは2011年にマウス精子形成を体外で進行させ、精子産生に成功した。本研究において
、その培養法と培養条件をヒト精巣組織に応用したが、これまでヒト精子形成の進行は確認できていない。そこで培養
法・培養条件の根本的な見直し作業を行った。それらの結果、現在ではマウス精子形成誘導に必要な多くの因子が明ら
かになってきた。またマイクロ流体システムを導入したことで、いままでは2か月が限界であったマウス精子形成を、6
か月以上に亘って維持することに成功した。引き続き培養条件の改良を継続することにより、ヒトin vitro精子形成を
達成したい。

研究成果の概要（英文）：Using an organ culture method, we succeeded in producing sperm from 
spermatogonial stem cells in the mouse testis tissue ex vivo for the first time in the world. Based on 
this achievement, we tried to induce human spermatogenesis in the same manner. We found, however, that 
simple application of the method to human samples did not result in spermatogenic progression. Thus, we 
started to examine the culture conditions in detail for its improvement. For one thing, we tried to 
formulate chemically-defined medium which is sufficient for mouse spermatogenesis, which now become 
partially possible. In addition, we thought it is also important to mimic the in vivo condition by 
introducing microcirculatory system. Thus, we introduced microfluidic system into our culture method, 
which is also effective to improve the overall culture condition. These modifications are promising for 
future establishment of in vitro human spermatogenesis.　

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
2011年、私たちは新生仔マウスの精巣組織
片を培養し、精子幹細胞から精子を産生する
ことに成功した。この精子を用いて顕微授精
し、健康な産仔を得ることにも成功した。In 
vitro において精子幹細胞から妊孕能をもつ
精子を産生した世界初めての成果であった。
この成果を医学応用に発展させることを目
的に、2012年に本研究はスタートした。 
すなわち、精巣組織の器官培養によりヒト精
子形成を体外で再現する試みである。 
 
２．研究の目的 
マウスで成功した精巣組織の器官培養法
をヒト精巣に応用し、ヒト精子形成を in 
vitroにおいて可能にすることを目的とした。
それにより、ヒト精子形成の詳細と精子形成
障害の病態を解明する手がかりを得られる
と考えた。 
 
３．研究の方法 
 精巣組織片（約 1mm3大）をアガロースゲル
上に乗せて、培養液が組織片を薄く覆うよう
にしてインキュベーター内で 34℃で培養し
た。培養液は 1週間毎に交換した。 
ヒト精巣組織は、精巣内精子採取術の際の生
検組織の一部、および精巣腫瘍の手術検体の
一部を用いた。マーモセット精巣は、実験動
物研究所の佐々木研究員から提供していた
だいた。精子形成減数分裂時に GFP が発現す
る Gsg2-GFP トランスジェニックラットを作
成し、培養実験に用いた。 
 実態顕微鏡で、継時的に観察を行い、組織
標本を作製して、精子形成の進行度を評価し
た。 
 
４．研究成果 
ヒト精巣組織を用いた in vitro精子形成は
未だ成功していない。いくつかの点で、これ
は非常に難易度が高い目標であることが明
らかになってきた。しかし、本研究を遂行し
てきた中で、研究上の重要な発見と進展が得
られた。以下のそのことを概説する。 
 （１）ヒト臨床検体を用いた培養実験では、
組織片は培養開始 1～2 週間の間に球状に変
化し、組織学的には高度の線維化を生じてい
た。この現象は、ヒト精巣組織のみならず、
マーモセット精巣を用いた際にも観察され
た（下図）。一方、マウスやラットの精巣組

織片を用いた際には観察されなかった。この
ことから、ヒト精子形成を器官培養法を用い
て達成するためには、この組織線維化を制御

することが重要であることが明らかとなっ
た。 
（２）ヒト精巣組織を用いた培養実験では、
主として成人の精巣組織片を用いることに
なるが、in vitro 精子形成は成熟した精巣組
織片を用いると非常に困難であることも明
らかとなった。その点の詳細を明らかにする
ために、成熟マウスの精巣組織を用いた実験
を行った。成熟マウス精巣ではすでに精子形
成が十分に進行しているので、精巣内の精子
形成細胞を除去し、培養実験に用いたところ、
効率は劣るものの成熟精巣においても精子
形成誘導が可能であることを確認できた（下
図）（T. Sato, PLosONE, 2015）。 

（３）マウス精子形成に成功した培養液は、
αMEMを基礎培地とし、KSRを 10%、もし
くはAlbMAXを40mg/mlの濃度で加えたもの
である。まったく同じ培養液を用いて、ヒト、
マーモセット、ラットの精巣組織片を培養し
ても精子形成は期待されたようには進行し
なかった。特に、ラットでさえも精子産生で
きないことが実験を繰り返して明らかにな
った。すなわち、マウス精巣には有効だった
培養液組成はラットでは不適となった。そこ
で、KSRや AlbuMAXといった含有物が明ら
かでない市販品を使うことなく、化学組成の
明らかな培養液でマウス精子形成の誘導を
可能とし、その組成の改良を通じて、各種動
物のそれぞれに最適な培養液を作ってゆく
ことを目標として実験を継続した。現在のと
ころその試みは完成していないが、生後数日
後の仔マウスの精巣組織片を用いた際には、
化学組成の明らかな培養液での精子形成誘
導に成功している（未発表）。今後もその検
討を続けてゆく。 
（４）精巣組織を器官培養して精子形成を誘
導することは、将来的に男性不妊症の治療に
つながる可能性を秘めている。そのことを示
すモデル実験を行った。Steelマウスはセルト
リ細胞が細胞膜上に産生する Kit-ligand
（KitL）が欠損している。私たちは、Steelマ
ウスの精巣組織片を器官培養し、培養液中に
多量の KitL を添加することで精子形成誘導
と精子産生に成功した。産生された半数体を
用いて顕微授精による産仔にも成功した。こ



れは、精巣組織の器官培養法で精子形成障害
が治療できる可能性があること証明した例
である（T. Sato, PNAS, 2012）。 

 
（５）精巣組織の器官培養は、精巣組織片を
凍結保存できることで、その応用に大きな幅
を得ることができる。マウス精巣組織片を凍
結保存し、解凍後に in vitro精子産生するこ
とでそのことを証明することを行った（T. 
Yokonishi, Nat. Comm. 2014）。 
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