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研究成果の概要（和文）：ヒト卵巣組織をガラス化法または緩慢凍結法で凍結保存し各凍結法の手順で融解した
群と，融解後にヌードマウスの腹腔内に異種移植した群と，凍結・融解・移植のいずれもしなかったコントロー
ル群との3つに分け，凍結や融解の処置や異種移植が組織構造や卵胞の発育にどのように影響するのかを評価し
た．
コントロール群と凍結・融解のみを施行した群では，卵胞が存在する皮質間質の線維化は認められず，卵胞の発
育の程度に有意差は認められなかった．異種移植した群では間質は著明に線維化していたが，2次卵胞以降の発
育卵胞が認められた．異種移植した群において，生着率，線維化の程度，卵胞発育の程度に凍結法による差は認
められなかった．

研究成果の概要（英文）： The biopsied ovarian tissue was divided into three groups; fresh-ungrafted 
tissue group, cryopreserved by vitrification or slow freezing and thawed-ungrafted tissue group and 
harvested-grafted tissue, to assess the status of follicle and fibrosis in ovarian cortex after 
xenografting in order to understand how ovarian tissue cryopreservation and grafting may affect 
follicular morphology and cortical structures. 
 All fresh-ungrafted tissue and thawed-ungrafted tissue showed presence of primordial follicles and 
no apparent fibrosis in cortex. In follicular structures and stromal fibrosis, neither there was no 
difference according to the freezing method. Harvested-grafted tissue subjected to both 
vitrification and slow freezing showed advanced follicular growth and intense fibrosis.

研究分野： がん生殖医療

キーワード： がん生殖医療　妊孕性温存　卵巣組織凍結
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　若年がん女性などでの妊孕性温存処置の一つに卵巣組織凍結・融解再移植があるが，再移植後の卵巣組織では
原始卵胞が著明に減少し，卵巣機能を維持できる期間には個人差が大きいことが判明している．
　本研究では，原始卵胞の維持に関わる卵巣皮質の間質構造は卵巣組織の凍結や融解処置では変化せず，再移植
後の卵巣組織では線維化に伴い正常な間質組織が減少し，発育した初期卵胞が認められたことから，再移植後の
生着過程で生じる間質の線維化が卵胞発育の活性化，原始卵胞の減少に関連することが示唆された．移植に伴う
組織構造の恒常性の維持に関与している分子メカニズムの解明は，妊孕性温存処置の治療効果の改善につながる
と考えられた．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんなどに対する卵巣障害性を有する化学療法や，卵巣を照射野に含む放射線療法は，医原性卵
巣機能不全や難治性不妊症の原因となり得る．がん治療の進歩により生命予後は改善されつつ
あり，原疾患の治療の前後に妊孕性を温存することは，がん患者の QOL の改善に寄与すると考
えられる．妊孕性温存処置の一つに卵巣組織を摘出して凍結させ，その後に融解して再移植する
ものがあるが，その利点として，迅速に施行できること，大量に卵胞を温存できる可能性がある
こと，自家移植後に自然月経の再開と自然妊娠が望めることが挙げられる．しかし，融解－再移
植後の卵巣組織では原始卵胞が著明に減少し，卵巣機能を維持できる期間には個人差が大きい
ことが判明している．その原因として，再移植後の卵巣組織の低酸素ストレスや，再灌流障害が
考えられている．卵巣組織凍結の成績を向上させることは，がんに罹患した若年女性の QOL を
改善させる選択肢を増やすことに繫がると考えられる． 
 
 
 
２．研究の目的 
卵巣組織の凍結融解再移植をヒト女性において実験的に検討することは倫理的に困難であるた
め，本研究ではヌードマウスを用いたヒト卵巣皮質組織の凍結融解再移植モデルを作出し，凍結，
融解および生体への再移植による卵巣皮質の組織構築の形態的変化や卵胞の発育動態を検討す
ることにより，卵巣組織凍結の成績向上に繋がる分子病理学的機序を明らかにすることを目的
とする．また，凍結法をガラス化法とプログラムフリーザーによる緩慢凍結法とに分け，凍結法
の違いにより卵巣皮質の組織構築や卵胞の発育動態に差異が生じるかについても検討する． 
 
 
 
３．研究の方法 
本研究は，長崎大学病院倫理委員会と長崎大学動物実験委員会の承認を得て施行された． 
(1) ヒト卵巣組織の採取について 
平成 28 年度から平成 29 年度の間に，早期子宮がんで卵巣を摘出する必要がある未閉経の女性
にインフォームド・コンセントを施行し,書面による同意を得られた子宮頸癌 5 名，子宮体癌 1
名の計 6 名から卵巣組織を採取した．対象女性の平均年齢は 30.7±3.0 歳(21～31 歳)で，月経
不順はなく，手術時に卵巣に肉眼的な異常がないことを確認したうえで母指頭大の卵巣皮質を
生検した． 
(2)卵巣組織の取り扱いについて 
採取した卵巣組織の一部は未凍結のまま永久標本とし，Fresh-ungrafted 群(コントロール群)と
した．残りをガラス化法または緩慢凍結法で凍結した．凍結組織の融解時に一部はヌードマウス
に移植せずに Thawed-ungrafted 群とした．融解した残りの組織をヌードマウスに移植し，生着
後に回収できたものを Harvested-grafted 群とした． 
(3)凍結法とヌードマウスへの移植について 
短冊状にトリミングした後に，ガラス化法では北里バイオファルマ社の Ova Cryo Kit Type M®
と Ova Cryo Device Type M®を用いて凍結した．緩慢凍結法では，Dolmans MM ら(Reproduction. 
2007)の方法により, 朝日ライフサイエンス社のプログラムフリーザーKRYO 10®を用いて凍結し
た．各凍結法に対応した手順に沿って凍結した組織を融解し，2×2 mm に細切した．10週齢のメ
スのヌードマウス(BALB/c-nu) 6 匹の腸間膜および子宮間膜に 3-4 片ずつ移植し，4～12週間飼
養した後に生着した移植片を摘出した後に安楽死させた． 
(4)組織学的検討について 
ブアン固定，パラフィン包埋後に 5 μmの連続切片を作成し，20μm毎に HE 染色および Masson’
s Trichrome 染色を行った．正常の皮質特異的間質の有無，線維化の程度(Masson’s Trichrome
染色)，卵胞の有無と卵胞発育の程度について評価した． 
 
 
 
４．研究成果 
 ガラス化法では，49 片を 16 匹のヌードマウスに移植し，34片を回収した．なお，移植術後に
死亡したヌードマウスはいなかった． 生着率は 69 ％で，線維化を伴うものは 31 片(91 %)あっ
た．皮質特異的間質を有するものは 15 片(44 %)あり，8片(23 ％)に卵胞が認められた．認めら
れた卵胞には，原始卵胞，移行卵胞，一次卵胞，二次卵胞，胞状卵胞の各段階の卵胞が含まれて
いた．緩慢凍結法では，20片を 6匹のヌードマウスに移植した．移植術後に 3匹(移植数 11片)
が腹腔内出血により死亡した．計画通りに飼養期間を終了した 3 匹のヌードマウスから 7 片を
回収した．生着率は 78 %で，回収したすべての移植片に線維化を認めた(100 %)．皮質特異的間
質を伴うものは 4片(57 %)あり，3片(43 %)に卵胞が認められた．一次卵胞と二次卵胞が認めら
れ，原始卵胞，移行卵胞，胞状卵胞は認められなかった．凍結法による，生着率，線維化率，皮
質特異的間質を含む割合，卵胞を含む割合に有意差は認められなかった．Fresh-ungrafted 群で
は原始卵胞は温存され，卵巣皮質の間質組織の線維化は認められなかった．Thawed-ungrafted 群



でも原始卵胞は温存されており，卵巣皮質の間質組織の線維化は認められず，凍結法による差異
はなかった．Harvested-grafted 群では，いずれの凍結法においても原始卵胞は減少し，温存さ
れた卵胞の中には一次卵胞，二次卵胞，胞状卵胞の各段階の発育卵胞が認められ，卵巣皮質の間
質組織の著明な線維化が認められた．卵巣皮質の間質構造は凍結－融解の過程には有意な影響
を受けていなかったが，凍結法によらず移植－生着の過程において正常な間質構造が喪失し卵
胞の活性化が認められたことから，原始卵胞の維持には卵巣皮質の正常な間質構造が必要と推
察された． 
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