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はじめに

　精子形成とは，未分化な精原細胞が減数分裂を経て半
数体細胞，精子へと分化していく過程のことを指す（図
1 ）．半数体細胞では，精子先体の形成，核の凝縮，精子
尾部の形成，細胞質の脱落といったダイナミックな構造
変化が起こる．これらの過程は極めて複雑で，マウスで
35日，ヒトでは74日という長期間を要する．この精子形

成を支えているのは，複数種の体細胞たちである．セル
トリ細胞と筋様細胞は精細管という管状構造を作り，そ
の内部は精子形成のための特有の場となっている．特に
セルトリ細胞は精細管内ですべての生殖細胞（精子形成
過程の種々の分化段階のすべての生殖細胞）と接触して
生殖細胞のための微小環境を維持し，栄養供給を行って
いる．また，精細管外ではライディッヒ細胞がテストステ
ロンを産生し，精子形成のための精巣内環境を形成して
いる．このように精巣内体細胞と生殖細胞の間には緻密
な相互作用が働いており，これらが精子形成の誘導と維
持には必要不可欠である．しかしながら精子形成のメカ
ニズムの詳細には謎が多く残されており，精子形成不全
の不妊患者への効果的な治療法はまだ見つかっていない．
　精子形成を体外で再現する試みには100年以上の歴史が
あり，信頼できる記述として最も古いものでは1920年の
論文報告がある1 ）．当時は哺乳類動物の精巣組織片を凝
血塊や胎仔抽出物の上に乗せて培養していた．この方法
の原理は1960年代に気相液相境界部培養法として確立さ
れ，酸素と栄養の供給の観点から非常に優れており，現
在でも用いられている．1960年から1970年代初頭にかけ
て，Steinberger夫妻はこの方法を用いて新生仔ラットの精
巣組織片を培養し，ビタミンA/C/E，グルタミンの重要性
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要　旨：我々は2011年に新生仔マウスの精巣組織片を培養下で成熟させ，精子形成の誘導と精子産生
に成功した．産生した精子から顕微授精にて次世代作出も行った．この手法はまだ謎の多い精子形成
のメカニズムや，精子形成不全の病態解析への応用が期待できるが，現在の培養法は生体内に比べて
精子産生効率が極めて低く，マウス以外の動物種では成功例がこれまで無かった．本総説では現在ま
でに行われた培養手法の改良やオミクス解析などを交えた培地成分の検討から見出されてきた知見を
概説する．さらに，その成果を基に改良した培養条件にて成功したラット in vitro精子形成について
解説する．また，ヒトを含むその他の哺乳類での近年の試みについても紹介する．本手法の今後の発
展とヒトを含む様々な動物種への応用，基礎・臨床研究での活用が期待される．
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図 1 ．マウス精細管の断面図（一部）
哺乳類精巣に折りたたまれる精細管内で，セルトリ細胞と基底膜に囲ま
れた精原細胞は管腔側へ移動しながら精母細胞，円形精子，伸長精子細
胞の順に分化していく．
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を見出した．そして精原細胞を第一減数分裂パキテン期
の精母細胞まで分化させることに成功した2 ）．また，西宗
らのグループは，未分化な精原細胞しか存在しないマウ
スの停留精巣組織を培養し，FSH/インスリン /トランス
フェリンやウシ胎仔血清（FBS）が精原細胞の増殖や分
化を促すことを見出した3 ）．しかし彼らの研究を含めた報
告の殆どで，生殖細胞はパキテン期精母細胞以降には分
化しなかった4 ）．そのような中我々は，精巣組織の構造や
体細胞と生殖細胞の相互作用を重視し，組織培養の検討
を続けてきた．そして2011年，FBSではなく血清代替物
Knockout Serum Replacement （KSR） を加えた培養液で未
成熟マウスの精巣組織を培養することで，未分化な精原
細胞を伸長精子細胞まで分化させることに世界で初めて
成功した．その後，KSRの主成分であるウシ血清アルブ
ミン製剤（AlbuMAX）にマウスの精子形成を体外で誘導
するために必要な生理活性物質がすべて含まれているこ
とが見出された5 ）．現在では複数の研究グループがKSR
培地での組織培養を行い，精子細胞の分化誘導を再現し
ている6 -10）．ただし本手法の確立当初，精子形成は 2 か月
ほどしか維持できず，産生される半数体細胞の割合は組
織片全細胞の 2 %程であり，50％以上を半数体が占める
生体内精巣に比べて極めて低い5 ）．正常な精子形成のメ
カニズム解析への応用を目指し，現在も培養環境の改良
や培地成分の検討による培養効率の改善が行われている．

マウスにおける培養法の進展

Ⅰ．PDMS 製のマイクロデバイスの利用
　組織片をアガロースゲル上で培養する気相液相境界部
培養法の最大の利点は，血液循環がない培養環境におい
て十分な酸素を組織片に供給できることである．それで
も組織片中心部では酸素や栄養が不足し変性・壊死が観
察される．酸素や栄養をより満遍なく組織に供給するた
め，Komeya らは酸素透過性が高いシリコーン樹脂

（PDMS）を用いて精細管に隣接する毛細血管を模倣した
ような培養回路を持つマイクロ流体デバイスを作製し，
新生仔マウスの精巣組織片を培養した11，12）．この手法で
は組織片は高さの規定された空間で培養され，結果とし
て精細管が 1 － 3 層に限定された平板状の組織片となる
ため，中心壊死が生じず，組織片全体で精子形成が誘導
された．また， 6 か月間を越える長期的な培養が可能と
なり，精子形成誘導効率の改善が認められた10）．その後，
より簡便な手法としてアガロース上の組織片に板状の
PDMS（PDMS Ceiling法）を被せて培養するPC法（図
2 ）も開発された13，14）．PC法は，上述のマイクロ流体デ
バイスの利点を幾つも取り込んでおり，中心部壊死の回
避と精子形成効率の向上が認められている．また，PC法
においては組織片が成長する際にアガロースゲル上を滑

るようにその体積が増し，その変化を板状組織の面積と
して培養継続しながら計測できる．すなわち体積変化を
追跡できる利点がある．精巣組織における成長（体積変
化）と精子形成の進行の両方を経時的かつ簡便に評価で
きる点で非常に優れている12，14）．

Ⅱ． オミクス解析による培養液の改良
　マウスの体外精子形成を成功させた鍵はAlbuMAXで
あった．AlbuMAXはLipid-rich albuminと紹介されており，
実際多くの脂質を含んでいることが報告されていた15）．
我々はメタボローム解析やリピドーム解析を用いて，FBS
や他のアルブミン製剤と AlbuMAX の違いを調べ，
AlbuMAXに多く含まれる生理活性物質の同定を進めてき
た．そして同定した候補化合物を，精子形成誘導活性の
無い活性炭処理BSAを用いて可溶化し，それらを添加し
た化学合成培地を作製し，培養下での精子形成における
効果を確かめてきた．その結果，表に示す化合物に精子
形成の誘導効果が見出された（表 1 ）16）．この中で甲状腺
ホルモンのトリヨードサイロニン（T 3 ）はセルトリ細
胞の成熟に重要17）であることが知られているが，実際
AlbuMAXにもT 3 は十分量が含まれていた．出生直後

（ 1 ～ 3 日齢）の新生仔マウス精巣組織の培養ではT 3 に
よってセルトリ細胞に成熟マーカーであるアンドロゲン
レセプター（AR）が発現し，精子形成が誘導されること
が確認された．一方，テストステロンやFSH，LHといっ
たホルモンはAlbuMAXにはわずかに含まれているだけ
だった．化学合成培地への添加実験では，これらのホル
モン単体の場合，パキテン期の精母細胞を誘導する活性
は明らかではなかったが，T 3 とともに加えた場合では
補助的な作用が示唆された．また，AlbuMAXに多く含ま
れるビタミンEはビタミンCやグルタチオンとともに，
酸化脂質の還元剤として作用することが知られる．これ
ら 3 種類の脂質抗酸化剤を培養液に添加することで顕著
な精子形成促進効果が示され，AlbuMAXとほぼ同等の効
率でパキテン期精母細胞への分化を誘導できるように
なった16，18）．精巣培養におけるビタミンE添加の有用性
は，凍結保存したマウス精巣組織の培養時にも認められ
ている10）．更にリピドミクス解析からはリゾフォスファ
チジルコリン（LPC）やリゾフォスファチジルセリン

図 2 ．PDMS Ceilingを用いた組織培養
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（LysoPS），リゾフォスファチジン酸（LPA）といったリ
ゾリン脂質が精子形成誘導・促進の活性を持つ可能性が
示唆された．リゾリン脂質は膜構成脂質であるリン脂質
から脂肪酸側鎖を 1 つ除いた構造をしており，近年その
生理活性が注目されているが，その詳細には未解明の部
分が多い．我々が見出したリゾリン脂質の精子形成への
効果は新発見であり，今後その詳細を究明していきたい．
これらの発見から，現在ではAlbuMAXを用いることな
く，合成培地を用いて出生直後の新生仔マウス精巣組織
から円形精子細胞までを分化誘導できるようになった．
しかしながら，AlbuMAXとは異なり，化学合成培地で誘
導される円形精子細胞の多くには形態的異常が認められ，
伸長精子細胞への分化は認められていない．培養液の改
良と精子形成に係る生理活性物質の同定は今後も重要な
課題である．

ラットの精巣組織片培養

　in vitro精子形成系はマウスにおいて確立され，改良が
重ねられてきた．我々はこの培養法が他の哺乳動物にも
応用可能であると期待し，ラット精巣組織片をKSRや

AlbuMAXを加えた基礎培地を用いて培養したが，意外に
も減数分裂以後の半数体細胞の分化誘導は極めて難しい
ことが分かった．Steinberger夫妻の研究では，血清を加
えない培地でパキテン期精母細胞までの分化を認めてい
たが2 ），我々の結果もそれを追認するに留まった．一方，
Redaらは2016年に我々と同じKSR添加培地によりラット
の半数体細胞が僅かながらも誘導できたと報告した19）．
だが，Saulnierら20）（2019年）とNakamuraら21）（2021年）も
Redaらの成果を再現できないと報告している．我々は安
定的に半数体を誘導できるラット精巣組織培養法の確立
を目指し，今までに同定してきた生理活性物質（表 1 ）
をAlbuMAXと一緒に添加した培地を用い，さらにPC法
も併用して検討を行った．そして，4 種類のホルモン（テ
ストステロン，T 3 ，LH，FSH），3 種類の脂質抗酸化剤

（ビタミンE，ビタミンC，グルタチオン）とAlbuMAXを
組み合わせた培養液と，PC法を組み合わせることにより
パキテン期精母細胞が安定的に出現することを見出した．
AlbuMAXへ脂質抗酸化剤のみ添加した場合には精子形
成は全く誘導されず，一方ホルモンのみの添加では，培
養 4 週後ではパキテン期精母細胞が観察されるが， 6 週
後には減数分裂期の生殖細胞はほぼ認められなくなった．
ホルモンと脂質抗酸化剤の両方を添加した群では培養 6
週後にパキテン期精母細胞だけでなく，円形精子細胞が
観察されたことから，ホルモンがセルトリ細胞やライ
ディッヒ細胞へのシグナル伝達を介して生殖細胞の分化
を促すのに対し，脂質抗酸化剤には生殖細胞の生存を助
ける働きがあると考えられ，これらの相乗効果により精
子形成を進めることができたと考えられる．一方リゾリ
ン脂質は，長期培養時（約10週間）の精子形成の維持に
効果的であることが示唆された．また興味深いことに，
ラットの精子形成にはインキュベーター内酸素濃度を大
気圧より低く（15% O2）設定することが重要であること
を見出した．低酸素環境下で培養した際には，PC法を用
いなくても円形精子細胞が誘導された．このような培養
環境の改善により，我々はラットの円形精子細胞を安定
的に分化誘導することに成功した（図 3 ）22）．しかしなが

図 3 ．新生仔ラット精巣培養による円形精子の誘導

表 1 ．AlbuMAXを使わない化学合成培地の組成
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ら産生される円形精子細胞の数はわずかであり，伸長精
子細胞の産生には至っていない．その産生効率を上げ，
顕微授精による産仔作出が今後の重要課題である．

広汎な哺乳類での精巣培養の試み

　本研究の目標の一つは，様々な動物種の精子形成研究
のための基盤ツールを作ることである．それにより，哺
乳類に共通する精子形成のメカニズムの解明や精子形成
不全の病態解明に貢献することである．また，がん患者
では放射線治療や薬物療法による一時的または永続的な
精子形成への影響が報告されており，精子形成開始前の
小児患者においてはその妊孕能の温存技術が確立されて
いない．In vitro精子形成系にはそういった性未成熟患者
の妊孕能保存や，希少な野生動物の種の保存への応用も
期待されている．小児がん患者の精巣組織の凍結保存は
欧米を中心に普及しつつあり，患者の中には成人年齢に
達する人たちも現れ始めている．その意味でも凍結精巣
組織を用いたヒト in vitro精子形成法の開発は急務となっ
ており，最近数年間に幾つかの報告がある．それらの報
告では 2 ～14歳の男児がん患者の凍結精巣組織が研究材
料として用いられ，培養期間は長いもので139日間に及ん
でいる．KSRやヒト血清アルブミンを添加した基礎培地
が用いられ，ビタミンA/C，テストステロン，T 3 ，LH，
FSH，ヒト絨毛性ゴナドトロピン，ピルビン酸やGlial cell 
line-derived neurotrophic factor （GDNF），グルタミンといっ
た添加物が検討されているが，どの論文でも培養に伴い
生殖細胞の顕著な減少が見られ，未分化な精原細胞が分
化した確かな証拠は得られていない23-25）．ヒト以外では
Silvaらが若齢のネコ，Heckmannらが 4 か月もしくは 8
か月のマーモセットの精巣組織を培養した論文を発表し
ており，主にKSRやAlbuMAXとホルモンの添加によっ
て精子形成の誘導を検討しているが，これらの動物種で
も生殖細胞の分化は起こらず，精原細胞の経時的な減少
が観察されている26，27）．また，いずれの動物種でも添加
物の効果は認められていない．ヒトやマーモセットの培
養においては培養に伴いテストステロン濃度の上昇が観
察されており，ライディッヒ細胞のアンドロゲン産生能
は機能しているように思われる．一方セルトリ細胞の成
熟に伴うアンドロゲン受容体遺伝子の発現や anti-
Müllerian hormone （AMH） 遺伝子の発現変化，精子形成
細胞を血液から保護する役割があると言われる血液精巣
関門（blood testis barrier: BTB）の構造に関しては異常が
観察されている報告も散見される24，25，27）．今後も様々な角
度から培養実験を続け，影響因子を一つずつ同定する必
要がある．

精巣培養における脂質抗酸化の重要性

　マウス以外の動物種の精巣組織培養において精子形成
進行を妨げる原因は，現段階では不明である．その中で
我々は現在，培養中の酸素環境に注目している．上述し
たとおり，培養下における酸素環境は組織に大きな影響
を与える．体内のような循環系のない培養下の組織片で
は，その全体に酸素を供給するために，生体より高濃度
の酸素環境が要求される一方で，過剰に生成された活性
酸素による組織へのダメージを抑えることも必要となる．
これは精巣組織培養に限った話ではなく，様々な臓器・
組織の培養やオルガノイド培養においても共通すること
である．例えば肝細胞の培養では細胞周囲の酸素環境を
適切化し，活性酸素による酸化ストレスを低減すること
で，肝細胞を重層化できるという報告がある28）．また膵
臓オルガノイドの培養ではインスリン産生能の上昇が認
められている29）．活性酸素種は核酸の断片化やタンパク
質の変性を引き起こし，細胞膜脂質の酸化は細胞機能に
大きな障害を与える．生体の精巣内では，精子形成が進
むにつれて生殖細胞の膜脂質構成が変化し，半数体細胞
にはDocosahexaenoic acid やEicosapentaenoic acidのよう
な化学的に不安定な長鎖不飽和脂肪酸側鎖をもつリン脂
質が多く膜に局在することが示されている30）．長鎖不飽
和脂肪酸の合成31）や細胞膜への供給32，33）に関わるとされる
酵素を欠損するマウスの中には後期精子形成の異常によ
り雄性不妊を呈するものもあり，酸化ストレスの低減は
半数体以後の精子形成完了にも大きく寄与する可能性が
高い．実際にマウス，ラット未熟精巣の培養ではビタミ
ンEやビタミンC，グルタチオンといった脂質の酸化防
止剤が培養効率，精子形成の維持に重要であった．特に
ラットにおいてはインキュベーター内の酸素濃度を低減
することが半数体誘導を促進した．これまでの培養実験
では，精子形成に重要とされるホルモンを中心に培養液
が調整されてきたが，今後は培養組織における酸化スト
レス低減のための工夫が体外精子形成系を発展させる鍵
となるかもしれない．

おわりに

　精巣組織培養による精子形成の体外誘導はマウスにお
いて確立されたが，効率や他動物種への応用を鑑みると
まだまだ未完成である．とはいえ，マウス精巣培養を通
して積み上げられた知見はラットの培養系の改善に大き
く寄与した．また，ラットの組織培養により酸素濃度の
重要性がはっきり見出されてきたように，様々な動物種
の精巣組織を培養すれば，未知の因子の同定につながる
ことが期待できる．今後もヒトを含めた広汎な哺乳類の
体外精子形成誘導を目指したい．
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Abstract

TOWARD THE DEVELOPMENT OF AN IN VITRO PERMATOGENESIS  
SYSTEM APPLICABLE TO A WIDE RANGE OF MAMMALS

Takafumi MATSUMURA, Takehiko OGAWA

Department of Regenerative Medicine,  
Yokohama City University Graduate School of Medicine

　　In 2011, we succeeded in producing sperm from spermatogonial stem cells in vitro by culturing testicular tissue 
fragments of neonatal mice. Offspring were obtained with these in vitro-produced sperm by micro-insemination. 
This method was expected to be applied to elucidate the mechanism of spermatogenesis and to analyze spermatogenic 
defects. However, the current culture method is extremely inefficient compared to in vivo spermatogenesis. It was 
also not applicable to animals other than mice. In this review, we present our efforts to improve spermatogenesis in 
vitro, focusing on microfluidic culture methods and omics analysis of culture media. We also describe a new culture 
system that has been successfully used for in vitro spermatogenesis in rats. In addition, recent worldwide attempts to 
culture non-mouse mammalian, including human, testicular tissues are described. It is hoped that in vitro 
spermatogenesis technology will be further improved and applied to many mammals, including humans, for basic 
and clinical research in the future.




