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要旨：我々は2011年に新生仔マウス精巣組織片をアガロースゲル上で培養（器官培養）し，牛血清由来アルブ
ミン製剤であるAlbuMAXを培養液に加えることで精原細胞から妊孕能のある精子産生に成功した．しかし，
AlbuMAX中の何がそのような効果を生むのかは不明のままである．我々は精子形成に必要な因子群を同定する
ために，基礎培養液に各種因子を添加して培養する実験を行った．その結果，レチノイン酸，4種類のホルモン
（LH，FSH，T，T3），さらに脂質として遊離脂肪酸，コレステロール，ホスファチジルコリン，スフィンゴミエ
リンを添加した培養液でマウス精子形成の誘導が可能であること示した．その研究結果ならびにこれまでの報告
をもとに精子形成に関与する化学物質について考察する．
キーワード：精子形成，精巣，器官培養，レチノイン酸，テストステロン

Abstract: We reported in 2011 the successful induction and completion of mouse spermatogenesis 
by culturing immature testis tissues using a culture medium comprising α-minimum essential medium 
(α-MEM) supplemented with 4% AlbuMAX, bovine serum albumin purified by chromatography. Sperm 
and spermatids obtained in that culture were used for micro-insemination, resulting in the production of 
healthy offspring. However, the ingredients in AlbuMAX which played a role in inducing spermatogenesis 
were not clear. In order to identify the important factors for spermatogenesis, chemically-defined 
media (CDM) were formulated. CDM containing retinoic acid, hormones (LH, FSH, T, T3), and lipids 
including free fatty acids, cholesterol, phosphatidylcholine, and sphingomyelin, were competent in 
inducing spermatogenesis. In this short review, we discuss factors and substances necessary for 
spermatogenesis.
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－総説－

特集：卵子学会トピックス 2018

精子形成の研究を行うための実験系

現代社会において不妊症の診断基準を満たすカップルは
6組に1組存在するといわれている . 男性側に不妊の原因が
ある場合は約50%とされ , この問題の解決のためには基礎
研究が重要であることはいうまでもない．しかし，男性不妊
症の研究を基礎研究として行うことにはいくつかの困難が
付きまとう．男性生殖機能の根幹は精子形成であるが，まず
適切なモデル動物（精子形成障害動物）が少ない．マウス等
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の実験動物は基本的に繁殖力が旺盛であり，男性不妊患者
のモデルにはなりがたい．遺伝子改変マウスのなかには精
子形成不全を示すものは少なくないが，それらのほとんど
すべてはヒト男性不妊のモデルにはなり難い．男性不妊症
患者の原因はほとんど不明であり，単一遺伝子の原因とい
うよりは，後天的・外的要因も含めて多因子によると考え
られる．動物実験が成り立たない以上，ヒト精巣組織や精巣
細胞を用いた in vitro系が実験系として期待されるが，ヒト
精子形成を体外で再現したという報告はない．そもそも実
験動物を用いた研究においても精子形成の培養下での再現
は難しく，部分的な再現に留まっていた．私たちは培養系に
おいて精子形成を再現することが精子形成不全の研究には
必須であるとの認識から，マウスの精巣組織を用いた器官
培養実験に取り組み，体外精子形成に成功した 1)．哺乳類の
精子形成を体外で再現することは過去に成功例がなく，ま
た体外で産生された精子（精子細胞）から産仔を得たことも
始めてのことであった．

器官培養での精子形成

In vitro精子形成の研究には100年の歴史がある 2)．この歴
史のなかで，Steinberger夫妻によって成された1960代の
研究の数々は際立っている．夫妻は当時開発されて間もな
い器官培養法を用いてラット精巣組織片を培養し，未熟な
精原細胞から減数分裂前期パキテン期まで精子形成が進行
することを示した．培養環境は，人工的であるが故に自由度
が高いが，その反面，その環境設定には一つのミスも許され
ない．例えば，栄養素はバランスよく配合されなければなら
ず，必須因子は一つも欠かしてはならない．pH，浸透圧，温
度，酸素，二酸化炭素，等々も適切に管理されなければなら
ない．こういった細々とした条件を夫妻は丁寧に調べ上げ，
最適な培養液・培養環境の作成に取り組んだ．当時もホル
モンが果たす役割が注目されており，FSHやHCGを培養液
に添加して，その効果が調べられているが，精子形成を促進
する効果は認められていない．その他，特別な栄養素として
精子形成推進に効果があったものとしては，Vitamin A，E，C，
glutamineを挙げており，減数分裂パキテンまでの分化は進
んだと報告している 3)．しかし，パキテン期以降の分化を誘
導することはできず，減数分裂の壁，あるいはパキテン期の
壁のようなものが存在し，人工的な培養条件下では越えが
たいと考えられた．我々は夫妻の研究を追試する過程で基
礎培地への添加物をFBSではなく，血清代替物であるKSR，
もしくはKSRの構成要素であるAlbuMAXに代えたところ，
マウス精子形成が格段に進行することを発見した．実際，
αMEMにAlbuMAX（40 mg/ml）を加えた培養液では，精子
幹細胞から精子産生までを培養下で再現できることが分
かった．得られた精子あるいは精子細胞を用いて顕微授精
すると，健常な産仔が得られた 1)．この成果は，世界中の複
数の研究者により追試されている．

AlbuMAXとは何か？

AlbuMAXは牛血清アルブミン（BSA）製剤であり，その純
度は97％である．通常，BSAの精製にはコーン法と呼ばれ
る低温エタノール処理が用いられるが，AlbuMAXの作製に
はコーン法ではなく，クロマトグラフィーが用いられてい
る．エタノールを用いないことから，AlbuMAXには脂質を
主として様々な血清由来の物質が混在していると考えられ
る．基礎培地のαMEMにAlbuMAXを添加しただけの培養液
で精子形成誘導でき，しかも6か月にわたってその精子形成
を維持できることから，AlbuMAXのなかには精子形成に必
要なすべての因子が含まれていると考えられる．それらを
同定することは非常に意味のあることであるが，困難な作
業であることが予想された．例えば，現在のオミックス技術
を用いればAlbuMAX中の物質群の多くを同定することがで
きるだろう．しかし，それらは膨大な数に及ぶことが予想さ
れ，一つひとつ検定することは現実的ではない．そこで我々
は，AlbuMAX中の物質群をしらみつぶしに同定することは
先送りし，精子形成に重要なことがすでに知られている因
子群を添加した合成培地を作ることにした．

合成培地での培養実験

精子形成に重要な役割をしている因子はいくつか知られ
ている．下垂体の性腺刺激ホルモン（LH，FSH），テストス
テロン，レチノイン酸，等である．実際，AlbuMAX中にもテ
ストステロンとRAは検出され，これらの物質は必須因子で
ある．さらに，AlbuMAXには多くの脂質が含まれているこ
とが知られており，それを調べた論文もある．その情報をも
とに，コレステロール，ホスファチジルコリン，スフィンゴ
ミエリン，5種の脂肪酸（パルミチン酸，ステアリン酸，オ
レイン酸，リノール酸，リノレン酸）を選択した．それらの
因子を含む培養液を作製し，器官培養実験を繰り返した．そ
の結果，表1に示す組成の培養液は，マウス精子形成を誘導
できることを明らかにした 4)．

下垂体ホルモン（LH，FSH）とテストステロン

精子形成の開始には，下垂体ホルモンが重要な役割を果
たすことはよく知られている．血中 LHの上昇は精巣の
Leydig細胞に働き，テストステロンを産生・分泌させる．精
巣内の高濃度なテストステロンは，セルトリ細胞に働き，精
子形成を開始させると考えられてきた 5)．Leydig細胞から
はテストステロン以外の物質（例えばCSF-1等）も分泌され
るが，LHの作用はテストステロンでほぼ代用できるとされ
ている．GnRH欠損マウスにおける実験では，テストステロ
ンを投与することで精子形成が誘導されるからである 6)．テ
ストステロンはセルトリ細胞内のアンドロゲン・レセプター
（AR）に結合し，転写因子として様々な遺伝子の発現を誘導
する．テストステロンの働きを調べるためにAR遺伝子を改
変した実験が数多くなされてきた．全身の細胞でARを欠損
したマウスは，全身が雌化するため陰嚢は発達せず，精巣は
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腹腔内に留まる．精子形成は生じないが，それはAR欠損の
直接的な影響というよりも，腹腔内精巣故の結果であると
考えられる．一方，セルトリ細胞特異的AR欠如では精子形
成はDiplotene期で停止する 7)．つまり，Diplotene期以降へ
の分化にはテストステロンが必須であり，その作用はセル
トリ細胞を介してしているということである．逆にいえば，
精子形成の開始や減数分裂への導入にはテストステロン
-ARの系は関与していないことが示唆される．筋様細胞特異
的AR欠損マウスやLeydig細胞特異的AR欠損マウスでも精
子形成は開始する．よってAR欠損マウス実験からは，テス
トステロンが精子形成開始に必須のホルモンであるとは結
論づけられないことになる．テストステロンにはARを介さ
ない他の作用があるのではないかとの仮説があり，実際そ
れを支持する実験データは少なくない．ただし，そのような
作用機序により，精子形成が誘導されるというデータも未
だ確認されていない．また，テストステロン -ARによりセル
トリ細胞等の精巣体細胞で誘導される下流遺伝子の発現が
どのように生殖細胞に働き，精子形成に関与しているのか
も未解明の点が多いのである．
一方，もう一つの性腺刺激ホルモンであるFSHの作用も

セルトリ細胞を介したものである．生殖細胞にFSH受容体
の発現はなく，精巣においてはセルトリ細胞のみがFSH受
容体を発現している．よって，精子形成に対するFSHの作用
も主としてセルトリ細胞を介したものである．FSH刺激に
より，セルトリ細胞からはGDNFの分泌が促進されること
が報告されている．GDNFは精原幹細胞の増殖に重要であ
るが，過剰産生は精子形成を阻害する 8)．よってFSHに関し
てもセルトリ細胞がどのように生殖細胞に働きかけ，精子形
成を開始させているかは明らかではない．また，FSHの効
果は動物種によって大きく異なることが知られている．マウ
スでのFSH遺伝子欠損実験では，精子形成に定量的な異常

が生じるものの，精子産生も妊孕能も確認されている 9)．他
方，ハムスターにおいては事情が異なり，その精子形成の開
始にはFSHが必須の働きをする。特にハムスターは季節性
（日照時間の長さ）に依存して精巣の大きさは大きく伸縮し，
精子形成も停止と再開を繰り返すが，その調整をしているの
がFSHである 10)．一方，ヒトにおけるFSHの役割は，げっ
歯類同様に必須ではないが，それでも精子形成を促進する効
果が知られており，重要であると考えられている 11)．

レチノイン酸

レチノイン酸が精子形成に重要な因子であることは，レ
チノイン酸欠乏食をラットに与えた実験から明らかになっ
ている．レチノイン酸欠乏食を長期間与えると，精子形成は
完全に消失し，精巣内には未分化型精原細胞のみが残る状態
になる 12)．これら未分化型精原細胞が分化型精原細胞に分化
するためにはレチノイン酸のシグナルが必要である．また，
レチノイン酸は分化型精原細胞が減数分裂に入るときにも
必要であり，さらに精子完成（半数体細胞の精子への成熟）
においても重要であることが分かっている 13)．これらの作用
は，レチノイン酸が生殖細胞に直接働きかける結果であり，
セルトリ細胞を介したものではない．生殖細胞にはレチノイ
ン酸の受容体であるRXRとXRXが発現しており，レチノイ
ン酸はこれらの核内受容体を介して下流遺伝子群の発現を
誘導し，精細胞の分化を進めている．一方，精巣内において
レチノイン酸を産生しているのはセルトリ細胞と生殖細胞
（精母細胞）である．レチノイン酸はレチノールから産生さ
れるが，それにはその合成酵素であるRetinaldehydrogenase
が必要であり，セルトリ細胞も生殖細胞もそれを発現してい
る．逆に，RAは思春期前から血中に存在していることから，
RAによる精子形成開始を阻害している機序があると考えら
れる．その一つは，RA分解酵素であるCyp26b1である．
Cyp26b1はセルトリ細胞や筋様細胞で発現しており，RAを
分解して精巣内RA濃度を低く抑えることにより，減数分裂
への導入が抑制されていると考えられている 14, 15)．
Cyp26b1以外にもいくつかの減数分裂導入への抑止機構が
想定されている 16)．胎児期～思春期前の精巣ではそれらが
総合的に働いて精子形成の開始は留められていると考えら
れる．

甲状腺ホルモン

甲状腺ホルモン（トリヨードサイロニン，T3）は，両生類
において変態を誘導するホルモンとして知られている 17)．
マウスやラットにおいて，甲状腺ホルモンの低下はセルト
リ細胞の成熟遅延を招き，その結果，セルトリ細胞は未熟な
まま分裂増殖を続けることになり，精巣は通常よりも大き
くなる．逆に，甲状腺機能亢進状態にするとセルトリ細胞の
成熟は早まり，早めに増殖を停止するため精巣は小さくな
る 18)．すなわち，T3にはセルトリ細胞の成熟を誘導する機
能があり，両生類の変態に相当する変化が哺乳類において
はセルトリ細胞の成熟という形でみられるとも考えられる．

表1　合成培地の化学組成

ウシ血清アルブミン Et-BSA (A9418) 40 mg/ml

ビタミンA	 Retinoic	acid	 1	μM
 Retinol 1 μM

ホルモン LH 1 ng/ml
 FSH 1 ng/ml
	 Testosteron	 1	μM

 Triiodothyronin 2 ng/ml

遊離脂肪酸	 Stearic	acid	 600	μM
	 Palmitic	acid	 600	μM
	 Oleic	acid	 600	μM
	 Linoreic	acid	 100	μM

 Linorenic acid 50 μM

その他の脂質	 Cholesterole	 3.2	μM/ml
	 Phosphatidylcoline	 20	μM/ml
 Sphingomyelin 3.5 μM/ml

基礎培地はα-MEM．
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我々の合成培地では，LH，FSH，テストステロン，T3の4
つのホルモンを添加したが，上述した如くLHとFSHは必須
のホルモンとは考えにくい．それに対しT3は，精子形成の開
始（精母細胞の出現）に必須であることがわかった。T3無し
の培養液では，セルトリ細胞は成熟せず，成熟のマーカーで
あるアンドロゲンレセプター（AR）の発現が認められなかっ
た。一方，T3を加えた培養液では他のホルモンがなくても
ARの発現が認められ，精子形成が開始した。このことから，
T3は精子形成の誘導に重要なホルモンであることが確認で
きた 4)。

脂質の役割

精子形成において，脂質が重要な役割をしているという
報告が最近多くみられる．それらのほとんどは長鎖不飽和
脂肪酸に関するものであり，長鎖不飽和脂肪酸が不足する
と，精子の完成やセルトリ細胞からの遊離に障害がでるこ
とが報告されている 19, 20)．AlbuMAXはウシ血清由来のアル
ブミン製剤であり，特に脂質に富んでいるといわれている．
実際，その脂質構成を調べた研究では，遊離脂肪酸，リゾリ
ン脂質，リン脂質，コレステロール，スフィンゴミエリン，
等の脂質がその主体であることが明らかになっている．我々
の合成培地にはこれらの脂質の多くが含まれており，脂質
が精子形成に及ぼす影響を検討した．基礎培養液αMEMに
レチノイン酸を加えると減数分裂期の細胞がわずかに観察
されたが，そこに脂質（脂肪酸・コレステロール・ホスファ
チジルコリン・スフィンゴミエリン）を加えると減数分裂
への誘導が強化された．このように，減数分裂の前，あるい
は減数分裂初期～中期という精子形成の前半期において脂
質が働いているというデータは新しく，興味深い 4)．ただし，
どの脂質がどのようにその効果を発揮するのか，詳細は今
後の研究を待たねばならない．

まとめ（合成培地の限界）

上述したように，私たちは合成培地を作り，マウス精巣組
織片において精子形成を誘導することに成功した 4)．文献的
考察から，合成培地中の物質のうちで重要と考えらえるも
のは，RA（Re），テストステロン，T3，であり，実際にこれ
らは必須であった．しかしながら，その合成培地にはいくつ
かの点でAlbuMAX培地に及ばない限界がある．1）新生仔
マウスからの精子形成は誘導できない．2）半数体産生は非
常に乏しい．3）精巣組織の辺縁部では生殖細胞が消失し，
セルトリ細胞だけの精細管になってしまう．これらの限界
の原因の詳細は不明であるが，AlbuMAX培地との比較から，
AlbuMAX内にはまだ知られていない重要な因子が存在して
いることが強く示唆される．それらの詳細を明らかにする
ことは精子形成をより深く理解することに繋がり，精子形
成不全に起因する男性不妊症の治療にも貢献すると期待さ
れる．
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