
筋様細胞（Myoid cell）

ライディッヒ細胞（Leydig cell）

静脈

間質液
リンパ液

Ｔ

T = 70 ~ 150 ng/mL
(1 ~ 2 ng/mL in blood)

血液・精巣関門

精原細胞

基底膜

精母細胞
（減数分裂）

円形精子細胞
（半数体）

伸長精子細胞

セルトリ細胞
(Sertoli cell)

Seminiferous tubule fluid
= 0.25 mL/g/day

毛細血管

動脈

50μm (0.05mm)
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器官培養 vs. 細胞培養

• 精子形成は、2次元の細胞培養法で本当に可能な
のか？

• 不可能ではないかもしれないが、器官培養法の
ほうが、はるかに有利であると思われる。

• 実際、多くの細胞種は生体内環境にないと本来
の機能を発揮しずらいではないか。
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Testis tissues

Air‐Liquid Interface method
気層液層境界部培養法

Trowell O.A. 1959
Steinberger A & E, 1970

時計⽫

鶏⾎漿と鶏胚の抽出物の塊

精巣組織⽚

Martinovitch PN, 1937

アガロースゲル

マウス精巣組織⽚

培養液

Ogawa T, 2011

Miura T. 1991

ウナギの精子形成
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A B

C

20

A testis taken out from a pup mouse. A testis whose tunica albuginea
was removed off.

1mm5mm
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1mm

Agarose gel

Mouse testis tissues

Medium

Testis tissues

Agarose gel

Testis tissue

Our method 22

Spermatogonia

Spermatocytes
(meiosis)

Round spermatids
(haploids)

Gsg2‐GFP transgenic mouse

Sertoli
cell

Acr‐GFP transgenic mouse

Sertoli
cell

精子形成の進行をモニターする系
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10 15 20 25(days old)5Birth

Gsg2‐GFP

20 dpp

Gsg2‐GFP

Progression of spermatogenesis in developing testis and GFP 
expression in 2 lines of transgenic mice; Gsg2‐GFP & Acr‐GFP

Meiosis starts Haploid formation

3.5 dpp 8.5 dpp 14.5 dpp

Acr‐GFP Acr‐GFPAcr‐GFP

Gsg2‐GFPGsg2‐GFP
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Acr-GFPマウス
８日齢精巣を培養して

21日目

GFP トランスジェニック マウス精巣の観察
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in vitro 精子形成における各種培養液の効果

G1 
(~10%)

G6 
(~100%)

G5 
(~90%)

G4 
(~70%)

G2 
(~30%)

G3 
(~50%)

GFP発現範囲を用いた評価指標
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FBS KSR

Medium; RPMI
Sample; Gsg2‐GFP Tg mice testes
Culture period; 20day

Fetal Bovine Serum (FBS)
vs. 

KnockoutTM Serum Replacement (KSR)

Grade 1
(~10%)

Grade 6
(~100%)

Grade 5
(~90%)

Grade 4
(~70%)

Grade 2
(~30%)

Grade 3
(~50%)

牛胎仔血清
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is a defined, serum‐free formulation 
optimized to grow and maintain 
undifferentiated ES cells in culture. It 
directly replaces FBS in existing 
protocols. The performance of 
Knockout™ SR is enhanced when used 
with Knockout™ D‐MEM. Product 
performance is confirmed by evaluation 
of its ability to support the growth of 
undifferentiated D3 ES cell colonies on 
inactivated mouse embryonic fibroblasts.

Knockout™ Serum Replacement (KSR)
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Corresponding
age (dpp)

Gs
g2

‐G
FP
 e
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0

1

2

3

4

5

6 20 22 29 36 43 50 57

KSR
AlbuMAX

AlbuMAX (40 mg/ml)

KSR ≈
AlbuMAX® 

Lipid‐Rich Bovine Serum Albumin

ALBUMAX I Lipid‐Rich Bovine Serum Albumin was developed especially for use in culture media
as a convenient, effective means to reduce or replace the requirement for serum
supplementation. A proprietary chromatographic separations process
is used by Invitrogen to isolate consistently high quality product from
New Zealand origin bovine plasma. This process contributes a unique
preservation of naturally occurring lipids associated with the purified
albumin resulting in excellent growth promotion characteristics.
Therefore, in addition to advantages commonly associated with the
use of albumin in culture media, ALBUMAX is an excellent choice to
replace serum in media formulations.
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Agarose gel

Mouse testis tissue

Medium

HaploidsMeiosis

sperm

Neonatal mouse testis tissue

FBS (10%)

KSR (10%)／AlbuMAX (40mg/ml)

micro‐insemination

Sato T, et al., Nature, 471, 504‐507, 2011 30

培養
in vitro

Steinberger
(1960-1970)

器官培養法
の限界

Kierszenbaum, 2003 

Cuzin, 1993

減数分裂 半数体完成分裂増殖期

精原細胞
（精原幹細胞）

精母細胞 円形精子細胞始原生殖
細胞

精子の形態形成

精子

2004  ~  2006 

iPS細胞

体細胞からの脱分化 （山中 Factors）

2006
2007 

細胞培養法
の限界

初期胚

ES細胞

Ogawa, 2011
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培養
in vitro

Steinberger
(1960-1970)

器官培養法
の限界

Kierszenbaum, 2003 

Cuzin, 1993

減数分裂 半数体完成分裂増殖期

精原細胞
（精原幹細胞）

精母細胞 円形精子細胞始原生殖
細胞

精子の形態形成

精子

2004  ~  2006 

iPS細胞

体細胞からの脱分化 （山中 Factors）

2006
2007 

細胞培養法
の限界

初期胚

ES細胞

Ogawa, 2011

始原生殖細胞
様細胞

Hayashi, et al. 2011
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