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研究成果の概要（和文）：蛍光染色またはPAS染色を用いた半自動の三次元再構築方法を考案し、0日齢、21日
齢、70日齢の精細管の三次元再構築を各3例行い、生後発達におけるマウス精細管の本数・分岐・長さ・走行・
相互関係を明らかにした。また、精子形成が開始した場所と精子形成の波を三次元で明らかにし、精子形成に関
わる空間的な偏りを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed a technique to analyze the high-resolution three-dimensional 
(3D) structure of seminiferous tubules. It consists of the segmentation of tubules in serial 
paraffin sections of the testis by marking the basement membrane with periodic acid-Schiff or a 
fluorescent anti-laminin antibody followed by the 3D reconstruction of tubules with high-performance
 software. Using this method, we analyzed testes from mice at different ages and accurately 
elucidated the 3D structure of seminiferous tubules, including the number and length of tubules as 
well as the numbers of connections with the rete testis, branching points, and blind ends. We also 
analyzed the distribution and direction of spermatogenic waves along the length of adult 
seminiferous tubules as well as the site of the first onset of spermatogenesis in postnatal 
seminiferous tubules. 

研究分野：生殖生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス精巣の形態の詳細を明らかにすることは精巣研究の基盤となり、多くのデータを定量的に扱うことを可能
にする。本研究により、生後発達における精細管の本数、長さも含めその三次元構造が定量的に明らかとなっ
た。また、精子形成が開始した場所と精子形成の波の詳細を三次元で明らかにすることができた。今後は、正常
および病的なヒト精巣の三次元構造の詳細も明らかにし、診断・治療を見据えた正確な定量解析を可能にしてい
きたい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 カップルの 15％が不妊で
あり、半数は男性側に原因が

あるとされている。原因の多

くは精子形成障害であるが、

機序が解明されたものは少

なく、その解明と治療のため

に精子を作る精巣の研究が

多数報告されてきた。しかし、

精巣内の大部分を占める精

細管の構造と機能に関して

は、今もなお未解明な点が多

く、研究段階にある。 

 2015 年、申請者は 70 日齢のマウス精巣の連続切片と高機能三次元再構築ソフトを用いて、
全ての精細管を高解像度で再構築することに成功し、その本数・分岐・長さ・走行・相互関係

の詳細を報告した（J Anat 2015）。本報告での再構築方法は高解像であったものの、精細管の
輪郭のトレースが手作業であったために、長時間を要することが課題として残った。今回、申

請者は精細管の基底膜成分であるラミニンの免疫染色を含む蛍光３重染色を用いることで半自

動となる再構築方法を考案し、前回の方法より所要時間を 1/5 以下に短縮、さらに再構築した
精細管に精子形成に伴う細胞の定量的情報を付加することで、生後発達を含めた精細管の構造

解析と精子形成の定量的解析を三次元で行うことが可能であるという着想に至った。さらに、

再構築した別の組織切片を使って、精子形成能の空間的「偏り」を遺伝子レベルで解析・同定

することが可能となり、その偏りを形成する遺伝子の機能を明らかにすることで、精子形成機

構の解明の一助となるという着想に至った（図１）。 
 
２．研究の目的 

 上記研究背景をもとに、本研究は蛍光３重染色を用いた半自動の三次元再構築法により、生

後発達を含めた精細管の構造解析と精子形成の定量的解析を三次元で行う。さらに、精子形成

能の高い場所において遺伝子発現のプロフィールを精巣全体と比較することで、精子形成能の

空間的「偏り」に伴う遺伝子レベルの変化を網羅的に解析・同定し、その遺伝子がコードする

分子の機能を解明する。 
 
３．研究の方法 

 マウス精細管の三次元再構築、精子形成の三次元定量解析、精子形成能の「偏り」に伴う位

置特異的遺伝子の網羅的探索に分けて行う。蛍光３重染色を行い、精細管の再構築および精子

形成の定量的解析に用いる。位置情報を有する組織切片から RNA を抽出し、DNA マイクロアレ

イを用いて遺伝子発現を網羅的に解析する。精子形成能の「偏り」を作り出す位置特異的な遺

伝子を同定し、その遺伝子がコードする分子の

精巣における発現と局在を調べる。 
 
４．研究成果 

 生後発達におけるマウス精細管の本数・分

岐・長さ・走行・相互関係を明らかにするため

に、0 日齢、21 日齢、70 日齢の精細管の三次
元再構築を各 3例行った。70日齢において、蛍
光染色を用いた半自動の三次元再構築は技術的

に困難であり、PAS染色を使った半自動の再構
築方法を考案し、実行した。生後発達を含め、

９例の精巣におけるすべての精細管の三次元構

造を報告した（図２）。個体により細部に多様性



があるものの、基本的な構造が変わらないこと

を示した。また、再構築した精細管に精子形成

が最初に開始した場所を三次元上にマッピング

し、その場所が頭部側かつ精巣網側に偏ってい

ることを明らかにした（図３）。さらに、３ヶ月

齢において精子形成のすべてのステージを含む

精細管の「wave」の三次元解析を行い、１つの

精巣において wave が 76 個存在し、その平均長

が 16.9 mm であることも明らかにした。精巣は

均一な器官ではなく、精子形成能に空間的な「偏

り」があることを証明した。 
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