
79

横浜医学，74，79­83（2023）

1．試験管内精子形成の現状

　試験管内ヒト精子形成が可能になれば，そこで得られ
た精子を用いて体外受精（顕微授精）が可能となり，挙
児が得られる可能性は大きい．では，現時点において試
験管内精子形成の技術はどの程度進んでいるのだろうか．
マウスにおける試験管内精子形成には，精子幹細胞から
精子細胞までの分化を効率よく誘導することができるよ
うになっている1）．その方法は，古典的な気相液相境界部
培養法を基盤としたシンプルなものである．筆者たちは，
アガロースゲルを台座にしてその上に精巣組織片を乗せ
ている．培養液を台座ゲルの高さの半分程まで入れるこ
とで組織片には培養液が染み渡り，かつ十分な酸素も得
られる（図 1）．通常は，新生仔～未成熟マウスの精巣の
組織片（約 1 mm3程度）を用いて培養を行い，精子形成
の進行を特異的なマーカー遺伝子の発現で確認している
（図 2）．マウスでは，生後 7日前後で減数分裂が始まり，
21日前後で半数体が現れる．42日頃には精子ができる．
培養下でもほぼ同じスケジュールで精子形成が進むが，
精子まで到達するのはごく少数である．その効率を in vivo
との比較で考えてみる．新生仔マウスの精巣は，1㎜3強
の大きさであるが，成長するとその体積は100㎜3ほどに
なる．その中で精子形成は最高の効率で進行している．
しかし，1㎜3の新生仔マウス精巣を培養した場合，その
体積増大はせいぜい 3倍程度である．その 3㎜3の精巣組

織の中で精子形成が半数体産生にまで到達する精細管の
比率もせいぜい 3割程度であり，各々の精細管内に生じ
る半数体の数は最高でも生体内の場合の 1 /10程度だろ
う．これらを合計すると，in vitroでの半数体の形成効率
は，最大でも生体内の 1 /1000（0.1％）に過ぎないことに
なる．ただし，これは主として精巣の成長を比較してい
ることになり，必ずしも精子形成の効率の純粋比較には
なっていないとも言える．それでは成熟した精巣を培養
して比較すればよいとも考えられる．だが，成熟マウス
精巣組織を用いた際の in vitro精子形成は極めて低効率で
ある．成熟マウス精巣の各々の精細管には，精子幹細胞
から精子に至るまでの様々な分化段階の精細胞が含まれ
ている．その精細管直径は200µmを超える．このような
精子形成が完成した精細管を培養条件下に晒すと，精細
管は潰れ，精細管内部の精細胞は変性し，精細管断端か
ら漏出してしまう．漏出しないで精細管内に残った精細
胞の多くも変性・壊死に陥る．本来ならそれらの変性・
壊死細胞はセルトリ細胞の貪食機能により除去されるの
だが，大量の壊死細胞やその残骸を培養条件下のセルト
リ細胞は除去しきれない．すなわち，成熟精巣を培養し
た際には，変性・壊死細胞が充満した惨状となり，精子
形成は頓挫しその再生はおぼつかない．残存した精子幹
細胞から精子形成の再生が部分的に生じる像は散見され
る場合もあるが，それは極めて貧弱である．その効率を
定量化することは難しいが，上述の0.1％よりもさらに低

 小川毅彦，横浜市金沢区福浦 3－ 9（〒236-0004）横浜市立大学大学院医学研究科　臓器再生医学

総　　説

要　旨：生殖細胞の基礎研究は過去30年間に飛躍的に進歩・発展してきた．また，生殖細胞を培養す
る技術，精子形成を誘導する培養方法などの技術面での進展も目覚ましい．マウスにおいては精巣組
織片を培養して精子幹細胞から精子産生も可能となった．さらには，ES/iPS細胞から培養下において
精子を作ることさえ可能になっている．しかしながら，これらの技術のヒトへの応用はこれからの課
題である．本章では，試験管内精子形成という実験技術の進歩とこれからの展開についての展望を記
す．
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い程度だと思われる．大量の精細胞の変性・壊死がもた
らす精細管内環境の悪化を回避するために，我々は精細
管内の精細胞をあらかじめ除去しておく実験も行った．
ビタミンA欠乏食（VAD）でマウスを飼育することによ
り，精細管内精細胞を未分化型精原細胞のみにし，その
精巣組織を培養する実験である．その際は，精子形成が
減数分裂中期に到達する効率はVADマウスにおいて対照
群の2.5倍に上昇した2）．だが，それでも2.5倍程度の改善
である．桁違いに低い in vitro精子形成の効率の向上に
は，焼け石に水の感がある．すなわち，原因は不明であ
るが，試験管内精子形成においては成熟した精巣組織を
培養して精子形成を誘導することは，未成熟精巣の場合
よりも難易度が格段に高くなるという現実がある．この
ことは，後述するヒト精子形成実験においての大きな課
題となっている．
　まとめると，現時点における in vitro精子形成（半数体
産生）の効率は贔屓目に見積もっても生体の0.1％程度だ
と考えられる．また，半数体（円形精子細胞）産生後の
精子完成（spermiogenesis）やセルトリ細胞からの精子の
遊離（spermiation）が完全な形で再現されることは現状
では極めて困難である．培養下の精細管には出口がなく，
精細管内の液流を作ることもできないことがその主原因
になっている．当然，運動能を持つような完全な精子の
産生は，in vitroにおいては望めない．
　このように精巣組織の器官培養による in vitro精子形成
にはこのシステム特有の問題点と限界がある．だが，マウ
スにおける in vitro精子形成実験では，伸長精子細胞の産
生は少数とは言え高頻度に観察でき，確立された技術で
あると言える．それらを用いて顕微授精することも十分に
可能である．ヒトにおいても円形精子細胞での顕微授精が
成功している状況を考えると in vitroでの精子完成（半数
体細胞の精子への成熟）は必須ではなく，実用を考えても
円形精子細胞までの分化で十分とも考えられる．その意味
では基本的な試験管内精子形成の技術は完成していると

考えても良いだろう．残された課題は，マウスでの技術を
ヒトに適用できるように最適化することである．

2．試験管内精子形成における培養液の検討

　マウスでの試験管内精子形成が成功したのは，培養液
にAlbuMAXを添加したことが最も重要な要因である．
しかし，AlbuMAXがFBSなど他の生物由来添加物と何が
違うのかは長い間不明であった．AlbuMAXはウシ血清由
来のアルブミンだが，血清に由来する様々な物質が含ま
れていることが報告されている3）．しかも基礎培地（MEM-
α）にAlbuMAXを加えただけの培養液で，マウスの精子
形成を誘導・維持することができるということから，
AlbuMAX内には精子形成に必要な全ての物質・因子が含
まれていると考えられる．その後の研究から，AlbuMAX
にはレチノイン酸，LH，FSH，テストステロン，トリ
ヨードサイロニン（T 3 ）などの重要因子が含まれてい
ることが確認された4）．これらはすべて精子形成に必須，
もしくは重要であることが過去の研究から明らかになっ
ている．また，上記の重要物質のほかに，AlbuMAXに
は，培養細胞の増殖に有利な脂質成分が含まれているこ
とが報告されている3）．それらは，遊離脂肪酸，リン脂
質，リゾリン脂質，コレステロール，スフィンゴミエリ
ン，などである．これらの中で特にリゾリン脂質は，精
巣組織の維持や精子形成に重要であることを我々は確認
した5）．さらに，AlbuMAXを含んだ培地は高い抗酸化作
用を示すことから，AlbuMAX内の重要物質として抗酸化
剤の存在が推定された．実際，AlbuMAXにはビタミンE
が含まれている．ビタミンE欠乏症は，様々な病態を呈
するが，動物実験では精子形成不全も報告されている6）．
AlbuMAXや血清を含まない合成培地での実験において

栄養 in 培養液
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図１ アガロースゲルに乗せられた精巣組織
片は, 下から栄養を上から酸素を供給される

精巣組織片

培養液
KSRもしくは
AlbuMAXを含む

アガロース
ゲル

図２ Acr-GFP（緑）とmCherry
（赤）蛍光発色により, 減数分裂
期と伸長精子細胞への分化を簡
便にモニターできる. 矢印；伸長
精子細胞

図 1　アガロースゲルに乗せられた精巣組織片は，下から栄養を上から酸素を供給される． 図 2　Acr-GFP（緑）とmCherry（赤）
蛍光発色により，減数分裂期と伸長精子
細胞への分化を簡便にモニターできる．
矢印；伸長精子細胞
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は，ビタミンEにビタミンCとグルタチオンを加えて抗
酸化作用を強化することで，精子形成効率が劇的に改善
することを我々は見いだした5）．現在，AlbuMAXを使用
せずに，上記した重要物質を含んだ化学的合成培地を用
いてマウス精子形成を誘導することが可能となった．す
なわち，マウス精子形成に必要な因子がほぼ全て特定さ
れたと言える．今後は，マウス以外の動物種においてそ
れぞれの精子形成に最適な培養液を調整することが重要
な課題である．

3．他種動物への応用

　マウスで成功した試験管内精子形成を他の動物種に応
用する試みを我々はこれまで継続してきた．しかし，そ
れは非常に困難であることが徐々に明らかになった．特
に落胆したのは，同じげっ歯類であるラットにおいても
試験管内精子形成は困難を極めた点である．マウス精子
形成に用いた方法をそのままラット精巣組織片に適用し
ても，精子形成の進行は極めて限定的であり，減数分裂
途中までの進行を認めるのみであった．これは1960年代
に米国のSteinberger夫妻が残した実験データと大差はな
く，非常に残念な結果であった．我々はマウス精巣組織
を使った実験を繰り返し，その精子形成効率の向上を目
指してきた．特に培養液の重要性は明らかであり，試験
管内精子形成に重要な因子の同定に集中した．その結果，
上述したような成果が得られ，ラット精子形成に適した
培養液の作成に繋がった．ラット用培地の特徴は，
AlbuMAXの濃度を半分にし，抗酸化剤であるビタミン
E，ビタミンC，グルタチオン，並びにリゾリン脂質を添
加したことである．それらに加えて，それまでの気相液
相境界部培養法にマイクロ流体システムを導入し，さら
にそこからシリコーンチップ法を開発して，精巣組織片
培養において各精細管の状況を観察しやすく，かつ簡便
化する改良を行った（図 3）7）．それらの知見に基づく培

養法の改良により，試験管内ラット精子形成の効率は大
きく向上した8）．

4．ヒトへの応用

　近年，ヒトの試験管内精子形成に関する報告も散見さ
れる9-12）．それらの中には，思春期前の男児から採取した
未熟な精巣組織を培養することで，半数体細胞が生成さ
れた報告するものがある10）．一方で，長期間の培養でも
精子形成の進行が見られず，培養時間の経過とともに精
原細胞は徐々に減少していったという報告もある12）．ま
た，ヒト胎児精巣組織を培養し，妊孕能のある精子が得
られたとの報告もあるが13），追試による確認が待たれる．
　我々も性転換手術に際して，摘出されるヒト精巣組織
を利用させていただき，in vitro精子形成実験を行ってい
る．しかし，幾つかの点で，この実験は非常に難易度が
高い．例えば，ヒト精子形成は74日間という長期間を要
することが知られているが，これはマウスの35日間の 2
倍である．また，ヒト精原細胞の分裂頻度は極端に少な
く，短期間の培養で変化を捉えることは難しい．さらに，
上述したように成熟した精巣組織の培養はマウスにおい
ても非常に困難なので，ヒト組織の場合にも同様の難し
さが付きまとう．上に紹介したヒトの体外精子形成実験
では，精子産生までに要する日数が数日足らずのものが
殆どである．この点は大きな謎である．マウスの場合の
in vitro精子形成では生体内の精子形成とほぼ同じ期間，
もしくは少し長い期間を要しており，in vitroだからといっ
て精子形成の進行が早まることはない．この点から，ヒ
ト体外精子形成の報告には信憑性に欠ける点があると思
われる．

5．ES/iPS細胞からの精子形成

　マウスES/iPS細胞を培養下において始原生殖細胞に分

図３ シリコーン・チップを精巣組織に被せ
て組織を薄く円盤化することで, 栄養と酸素の
供給を組織全体に均一化できる

精巣組織片
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KSRもしくは
AlbuMAXを含む

アガロース
ゲル

シリコーンチップ

図 3　シリコーン・チップを精巣組織に被せて組織を薄く円盤化することで，栄養と酸素の供給を組織全体に均一化できる．
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化誘導することが可能となった（2011年）14）．その細胞
は始原生殖細胞様細胞（PGCLCs）と名付けられ，生体
内の始原生殖細胞とは区別されている．しかし，新生仔
マウスの精巣に移植されたPGCLCsは，精子になり，そ
の機能的正当性が証明された．斎藤らのこの研究はさら
に発展し，現在ではES/iPS細胞から精子幹細胞様細胞
（GSCLCs）が誘導され，その精子形成能も証明された15）．
我々もこの研究に参加し，GSCLCsから in vitroで精子産
生を担当した．マウスにおけるこのような基礎研究の成
果がヒトのES/iPS細胞でも再現できるかと言えば，そこ
には大きな技術的な障壁がある．上述したように，in vitro
精子形成は動物種間で培養条件の調整が必要であり，マ
ウスでの成功がすぐに他種動物に応用できないことが明
らかとなっているからだ．とは言え，化学組成が規定さ
れている合成培地での in vitro精子形成が可能となってい
る現在においては，培養液組成の最適化は実現可能であ
る．74日間という長期間を要するヒト精子形成を培養下
で再現することの難易度は極めて高いが，重要な研究課
題であり，今後の進展が待たれる．

おわりに

　科学・技術の進歩は直線的ではなく，時に長く停滞し，
時に指数関数的でさえある．それ故に，ヒト体外精子形
成の技術的完成の時期を正確に予想することはできない
が，私は近い将来だろうと期待している．となると，そ
れらの技術の安全性についての評価・考察も欠かせない．
生殖細胞には変異を抑える未解明の特別な仕組みがあり，
体細胞と比べてそのゲノム変異頻度は桁違いに抑えられ
ている16）．さらに，精子ゲノムのメチル化状態が不妊の
原因にもなりえる17）．それらの観点から，in vitro精子形
成によって作られた精子はどうなのか．さらに，ES/iPS
細胞から誘導したGSCLCs，そこから作られた精子はど
うなのか．これらの疑問にも答えていく必要がある．
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　Research on germ cell biology has progressed dramatically over the past 30 years. In particular, culture technologies 
and techniques for germ cell propagation and inducing spermatogenesis have made remarkable progress. In mice, it 
is now possible to produce sperm from spermatogonial stem cells in cultured testicular tissue fragments. Furthermore, 
it is even possible to produce sperm from ES/iPS cells in culture. However, the application of these technologies to 
humans remains a challenge. In this article, the progress in the experimental technique of in vitro spermatogenesis 
and the prospects for its future development are described.
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