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１．研究計画の概要 
現在のヒト卵巣組織の凍結保存技術には様々
な克服すべき問題点があるが、悪性腫瘍の治療
により生殖機能の傷害が懸念される女性にと
って切実かつ喫緊の課題である。また、直接の
研究対象となる性同一性障害患者にとっても、治
療の選択肢と可能性を拡大する上で、決して小さ
くない意義を有すると考えられる。 
性同一性障害患者より切除された卵巣は通常
の組織学的検査に用いられる以外は廃棄されて
いたが、本研究では余剰部分から豊富な卵巣組織
の提供を受け、種々の方法や実験条件で卵巣組織
の凍結・融解を行い、残存卵子数の算出およびア
ポトーシス関連遺伝子群の発現を検討すること
で、ヒト卵巣にとって最適な凍結・融解方法の確
立を目指す。 
また、ヒト卵巣組織を免疫不全SCIDマウスに異
種移植し、一定期間後の卵巣組織を同様に検討す
ることで、ヒト卵巣にとって最適な条件の確立を
目指す。 
更に、ヒト卵巣組織の体外培養を行い、これま
でに知られている種々の卵子生存因子を培養系
に添加し、一定期間の培養後の卵巣組織を同様
に検討することで、ヒト卵巣にとって最適な体
外培養系の確立を目指す。 
 
２．研究の進捗状況 
（１）ヒト卵巣組織皮質部における卵胞密度 
ヒト卵巣組織を性同一性障害患者から書面
による同意を得て採取した。性同一性障害患
者はテストステロン製剤の投与により無月経
または稀発月経だったが、23-29 歳では
62±32 (37-98)個/mm3 （平均±標準偏差、最
小-最大；以下同じ）、30-37 歳では 47±43 
(2-88) 個/mm3、40-44 歳では 2±2 (1-4) 個

/mm3の原始卵胞を凍結前の卵巣組織片に認
めた。 
（２）DAP 法によるヒト卵巣凍結保存および 

免疫不全マウスへの異種移植 
性同一性障害患者から得られた卵巣組
織  を実体顕微鏡下に 0.5mm角（Cryotop
法）または 1.0-2.0mm 角（DAP 法）に細切
した。Cryotop 法では、平衡液（エチレン
グリコール（EG）、ジメチルスルホキシド
（DMSO）含有）に室温で 20 分間卵巣組織
を浸漬した後、凍結液（EG、DMSO、ショ糖
含有）に 3 分間 浸漬してから Cryotop に
収容し、液体窒素に投入した。DAP 法では、
DMSO を含む PBI 培地に 4℃で 5分間卵巣組
織を浸漬した後、冷却したDAP213液（DMSO、
アセトアミド、プロピレングリコール含
有）を加えて 4℃で 5 分間処理し、液体窒
素に投入した。凍結後融解した卵巣組織を、
予め卵巣を部分切除した免疫不全マウス
（NOD-SCID マウス）の卵巣嚢内に移植した。
異種移植の 4 週間後、Cryotop 法では
12.5％（8 個中 1 個）の組織片が生着した
が、DAP 法では 70.0％（10 個中 7個）の組
織片が生着した（P < 0.05）。7個の生着し
た組織片のうち、4個で卵胞を認めた。DAP
法でガラス化凍結保存したヒト卵巣組織
は、卵胞発育能を有することが示唆された。 
（３）Cryotissue 法によるヒト卵巣凍結保存 

および免疫不全マウスへの異種移植 
最近、Cryotop 法を改良した Cryotissue
法 によりウシおよびヒト卵巣組織のガ
ラス化凍結保存に成功したとの報告がな
された。そこで、ヒト卵巣組織を 35 人の
性同一性障害患者から書面による同意を
得て採取した。ヒトでの再移植手術を想定
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し、卵巣組織片を大きくし、最終的には 10mm
四方・厚さ 1mm とした。Cryotissue 法では、
平衡液（エチレングリコール（EG）、ジメチ
ルスルホキシド（DMSO）含有）に室温で 25
分間卵巣組織を浸漬した後、凍結液（EG、DMSO、
ショ糖含有）に 15 分間浸漬してから液体窒素
に投入した。凍結後融解した卵巣組織を、SCID
マウスの皮下に移植した。DAP 法で凍結後、
融解した卵巣組織では、全卵子の 1/3～1/6
くらいの頻度で色調・形態が不良な卵子を認
め、SCID マウスに移植した組織片では卵胞を
認めることができなかった。一方、Cryotissue
法で凍結後、融解した卵巣組織では、色調・
形態が不良な卵子の明らかな増加は認めなか
った。SCID マウスに移植した組織片の生着を
認めた。ヒト組織片を大きくした場合、今後
さらに検討を加える必要があると考えられる。 
 
３．現在までの達成度 
③やや遅れている 

（理由） 
ヒトでの再移植手術を想定して卵巣組織片

を大きくした場合、小動物で開発･確立された従
来の DAP 法では安定した成績を得ることが困難
であることが示唆されたため、同法の最適化を
試みたが良好な成績が得られなかった。 
 
４．今後の研究の推進方策 
（１）SCID マウスへ移植したヒト卵巣切片にお
ける卵胞数・アポトーシスの解析 
性同一性障害患者よりインフォームドコンセ

ントを得て卵巣を切除し、Cryotissue 法により
凍結保存する。得られた新鮮卵巣切片あるいは
凍結融解切片を免疫不全 SCID マウスの卵巣嚢
内あるいは皮下へ移植し、生体内で培養を行っ
た後、卵巣組織における変化をアポトーシスを
指標として観察・評価する。血管新生因子、活
性酸素阻害物質、卵子アポトーシス阻害物質な
どを移植前後に局注し、卵子生存率や卵胞発育
の有無を観察する。 
 
（２）ヒト卵巣切片の体外培養系における卵胞
数・アポトーシスの解析 
性同一性障害患者より得られた新鮮卵巣切片

あるいは凍結融解切片を体外培養系（ex vivo 
system）で培養する。一定期間の培養の後、１）
と同様に卵巣組織における変化をアポトーシス
を指標として観察・評価する。培養系に卵子生
存因子や後期卵胞発育促進因子を添加し、卵子
生存率や卵胞発育の有無を観察する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者には
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