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研究成果の概要（和文）：男性不妊はいまだ病態が解明されておらず、治療法が確立していない疾患群である。診断・
治療の進歩には、ヒトを含むin vitro精子形成研究が必要である。申請者らは、マウス精巣組織片を器官培養すること
で精子形成の全過程をin vitroで再現することに成功した。しかし、精子形成の効率は低く持続期間も短く、真の意味
でin vivo精子形成を再現することはできていない。そこで、本研究ではマイクロ流体システムを用いて生体内微小循
環系を再現し、in vivo精子形成に匹敵するin vitro精巣組織培養法の開発を行った。その結果6ヶ月もの長期にわたり
精子形成を安定的に維持することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The causes of male infertility are mostly attributed to the dysfunction of 
spermatogenesis. However, the mechanism and treatment of spermatogenetic failure are not well revealed. 
The achievement of human in vitro spermatogenesis will be a powerful tool to reveal the mechanism of male 
infertility. In 2011, we improved the air-liquid interphase method and achieved in vitro spermatogenesis 
in mice. The durability and efficiency of spermatogenesis were low in the culture system. Therefore, we 
imitated the in vivo micro-environment using the microfluidic technology which was derived from the 
technique manufacturing the semiconductor. The microfluidic device maintained the two major functions of 
the testis, spermatogenesis and hormone production, for more than 6 months. It will enable us to disclose 
the mechanism of spermatogenesis precisely mimicking in vivo condition.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 

 

男性不妊はいまだ病態が解明されておらず、
治療法が確立していない疾患群である。診
断・治療の進歩には、ヒトを含む in vitro 精
子形成研究が必要である。申請者らは、マウ
ス精巣組織片を器官培養することにより、精
子幹細胞から精子まで精子形成の全過程を
in vitro で再現することに成功した。しかし、
精子形成の効率は低く持続期間も短く、真の
意味で in vivo 精子形成を再現することはで
きていない。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、μm 単位で培養回路を設計でき
るマイクロ流体システムを用いて生体内微
小循環系を再現し、in vivo 精子形成に匹敵す
る in vitro 精巣組織培養法の開発を行う。さ
らに精巣細胞の培養に応用し、体外で精巣組
織を人工的に作製することを目指す。 

 

 

３．研究の方法 

 

 (1)生体内環境を再現した次世代型 in vitro
組織培養装置の開発 
 
これまで報告されている細胞培養へのマイ
クロ流体システムの多種多様な応用結果を
基に、生体内微小循環系を再現した次世代型
培養装置を試作する。減数分裂特異的に GFP
を発現するトランスジェニックマウスの精
巣で精子形成の進行具合や持続期間などを
従来の器官培養法と比較することによって、
精子形成に最適な培養装置の条件を検討し、
生体内環境を再現した in vitro 組織培養装
置を開発する。 
 
 
(2) 精子形成プロセスのリアルタイム観察 
 
マイクロ流体システムは、軽量小型、薄型透
明でサンプルの視認性が非常に高く、培養し
ながらリアルタイムで高倍率観察ができる。
従来の培養では実現不可能なこの特徴を生
かして、精子形成に関与する様々な因子の検
討や精子形成プロセスのリアルタイム観察
を行っていく。 
 
 
(3) in vitro 精巣作製装置の開発 
 
マイクロ流体システムで微小循環や支持構
造を再現し、精巣細胞塊から in vitro での
人工精巣の作製を試みる。 
 
 
４．研究成果 

 
(1)生体内環境を再現した次世代型 in vitro 
組織培養装置の開発 
 
マイクロ流体システムを用いて生体内微小
循環系を再現した培養システムを開発する
ことで(図 1)、マウス精巣を長期間安定して
体外で維持することに成功した。組織の変
性・壊死を防ぎ（図 2）、精子形成効率が従来
より大幅に改善し、6 か月培養後の精巣から
産仔を得ることに成功した（図 3）。また生殖
能の他にホルモン産生能も維持することに
成功した（図 4）。 
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図 1 マイクロ流体デバイス 
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蛍光像 

 

 

組織全体での均一な精子形成 

図 2 デバイス内での精巣組織培養 

 

 

 
ROSIでの産仔獲得 

 
ICSIでの産仔獲得 

 
 

図 3 精子形成の長期維持 

 



テストステロン濃度測定スケジュール 

 （LH刺激前 24時間と LH刺激後 24時間） 

  
 

図 4 ホルモン産生の維持 

 
 
(2) 精子形成プロセスのリアルタイム観察 
 
(1)で作製したマイクロ流体デバイスにより
組織培養下で生殖細胞の動態を観察した。生
殖細胞が減数分裂を開始すると GFPを発現し、
分化・成熟するにつれて GFP 発現部位の形態
が変化するアクロシン GFPトランスジェニッ
クマウスの精巣を培養したところ、生殖細胞
の分化・成熟をタイムラプス撮影で確認する
ことができた。 
 
 
(3) in vitro 精巣作製装置の開発 
 
(1)で作製したマイクロ流体デバイスの中で
精巣構成細胞を再凝集させた細胞塊の培養
を行った。精細管の再構成および精子形成過
程の部分的な進展がみられたが、従来法を凌
駕する結果は得られなかった。 
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