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研究成果の概要（和文）： 
卵巣組織の凍結による生殖能力の保存は、いまだ確立した方法論ではない。そこで、性同一

性障害の治療目的で行われた手術時に、本人の同意のもとに新鮮卵巣組織の提供を受け、各種
凍結・融解法が及ぼす卵巣組織への影響を検討した。その結果、再移植手術が容易な大きさで
ある 10mm 四方・厚さ 1mm ののヒト卵巣組織片を簡便に採取し、卵巣摘出直後にガラス化凍結保
存する Cryotissue 法が可能となった。凍結した卵巣組織片の融解後、免疫不全（NOD-SCID）マ
ウスの卵巣嚢に移植したところ、組織片あたり少なくとも 1000 個前後もの初期卵胞が生着する
ことが確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Ovarian tissue cryopreservation and transplantation are becoming increasingly 

important issues for preserving fertility for young women with cancer as shown by recent 
successes in restoring ovarian activity and even fertility. Vitrification seems to be 
a promising technology in ovarian tissue cryopreservation, but it is still in an initial 
stage. Human ovarian tissue was obtained from consenting female-to-male GID (gender 
indentiry disorder) patients in sex reassignment surgery (SRS). Ovarian cortex tissues 
were cut into slices with the size of 1×10×10 mm, which is suitable for transplantation 
in clinical situation, and cryopreserved by Cryotissue vitrification protocol. The 
frozen/thawed human ovarian tissues were xenografted into the ovarian bursa of non-obese 
diabetic severe combined immunodeficient (NOD-SCID) mice, and at least 1000 viable 
follicles were observed in each slice two weeks after transplantation. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍治療の著しい進歩は、近年の治療

成績の向上と生存率の改善をもたらした。し
かし、悪性腫瘍治療のための化学療法や放射
線療法は、しばしば、卵巣に不可逆的変化を
もたらし、卵巣に卵胞がもはや存在しない状
態を引き起こし、早発閉経をきたす。このた
め、American Society of Clinical Oncology
は、癌治療に従事する医師に対して、癌治療
の結果不妊になる可能性を患者に伝え、希望
者には生殖専門医に患者を紹介することを
求めている。 
女性の未受精卵子の凍結については、急速

凍結法などが進歩し既に 600例以上の妊娠出
産例が報告されているが、この場合、卵子採
取までの時間的ロスが原疾患に対する治療
開始の遅れにつながる可能性を否定できな
い。一方、卵巣組織の凍結による生殖能力の
保存を用いれば、この問題を回避することが
可能であるが、少なくとも数例の妊娠出産例
が報告されているものの、いまだ確立した方
法があるとはいえない状況にある。 
従来の卵巣組織凍結保存法では、専用のプ

ログラムフリーザーを用いる緩慢凍結法が
主流であるため、摘出した卵巣を凍結実施施
設まで搬送する必要がある。一方、未受精卵
子や受精卵の凍結保存では主流となってい
る急速凍結法（ガラス化法）では専用装置を
必要としないため、摘出直後に凍結保存する
ことが可能である。しかしながら、マウスや
イヌ等では妊娠出産が報告されているもの
の、ヒト卵巣組織のガラス化凍結保存による
妊娠出産例はいまだ報告されていない。 
卵巣組織の凍結では、組織の凍結融解技術

とともに、卵子の体外成熟技術の開発が必要
となる。これら多くの技術開発のためには、
生殖能力保存を実際に必要とする若年者に
由来する卵巣組織の入手し研究することが
不可欠であるが、実際にはきわめて困難であ
る。本研究では、性同一性障害の治療目的で
行なわれた卵巣摘除術に際して、本人の同意
のもとにヒト卵巣組織の提供を受けられる
ことが極めて独自である。 
 
２．研究の目的 
１．で述べたように、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。 
 
３．研究の方法 
(1）卵巣組織の入手 
埼玉医科大学総合医療センターおよび関
連病院において、性同一性障害の治療目的で
行なわれた FTM(Female to Male 
Transsexuals)症例に対する性別適合手術時
に、本人の同意のもとに卵巣の提供を受けた。
いずれも 20-40代の身体的性別が女性の患者
である。各例において、術前の採血を行い、
LH、FSH、エストラジオール、テストステロ
ンなどの内分泌学的背景を検討した。 
摘出された左右卵巣の病理学的検討に提
出した残りを研究に用いた。研究開始当初は
氷冷生理食塩水中で研究室まで運び、
Cryotissue 法の導入後は手術室で直ちに、卵
巣組織片を採取した。 
 
(2）卵巣組織の評価および凍結 
凍結前の卵巣の厚さ 8µmの連続切片を作成
し、諸家の報告に従って、卵胞数を計測した。
更に、卵巣断面を積分して卵巣組織の体積を
求め、1mm3あたりの卵胞数を求めた。 
卵巣組織から 0.5mm 角（Cryotop 法）、1.0mm

角（DAP 法）、または 10mm 四方・厚さ 1mm（DAP
法および Cryotissue 法）の卵巣組織片を作
成した。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分間卵巣組織片を浸漬
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、銅板あるいはアルミ
板に載せて液体窒素に投入した。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 26℃
で 25 分間卵巣組織片を浸漬した後、凍結液
（EG、DMSO、ショ糖含有）に 15 分間 浸漬し
てから銅板上に載せ、液体窒素に投入した。 
 
(3）凍結卵巣組織の融解及び異種移植（図 1） 
凍結後に急速融解した卵巣組織は、移植に

適した大きさに細片化し、免疫不全マウス
（NOD-SCID マウス）の背部皮下あるいは卵巣
嚢内に麻酔下で移植した。この卵巣組織異種
移植の 2週間後に再摘出し、卵巣組織片の生
着を評価し、さらに残存卵胞数を計測し、残
存卵胞密度を求めた。 

 

 
 

 
 
図１ ヒト卵巣組織のガラス化凍結保存と
免疫不全マウスへの異種移植（現行法） 
 
４．研究成果 
(1)2006 年 4 月からから 2010 年 3 月までに、
76 名（30.5±5.4 歳）の性同一性障害患者
から書面による同意を得て卵巣を採取し、
Cryotop 法で 18 症例、DAP 法で 35 症例、
Cryotissue 法で 33 症例の卵巣を凍結保存し
た（一部重複あり）。 
(2)性同一性障害患者はテストステロン製剤
の投与がおこなわれており、卵巣摘出時にい
ずれも無月経または稀発月経であったが、
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（表 1）。 
 

 

 

 
 

 
表 1 ヒト卵巣の卵胞密度（凍結保存前） 

(3)研究の開始当初では動物実験に準じて
0.5-1mm 角の卵巣細片としてヒト卵巣皮質組
織を凍結保存した。研究データの蓄積に伴い、
ヒトでの再移植手術を想定し、卵巣組織片の
大きさを徐々に大きくし、最終的には 10mm
四方・厚さ 1mm のシート状として凍結保存す
ることができた。 
(4)40 歳未満の女性の場合、(２)で得られた
データから計算すると、このシート状の卵巣
組織片には、5,000-10,000 個程度の初期卵胞
が含まれていることになる。1 人の女性から
は 4-8 枚程度の組織片が採取できるため、
20,000-80,000 個程度の初期卵胞を凍結保存
することができた。 
(5)ヒト卵巣組織を 0.5-1mm 角の卵巣細片と
して凍結保存し、数週間後に融解して免疫不
全マウスの卵巣嚢内に異種移植した。異種移
植の 4週間後に摘出された組織片の生着を評
価したところ、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）。さらに 7 個の生着した組織片のう
ち、4個で卵胞を認めた。このため、Cryotop
法よりも DAP法がヒト卵巣組織の凍結保存に
適していると考えられた。 
(6)(3)に述べたように卵巣組織片をシート
状にした場合、DAP 法で凍結後、融解した卵
巣組織では、全卵子の 1/3～1/6 位の頻度で
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事がで
きなかった。 
(7)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
らかな増加は認めず、67±7 個/mm3 の初期卵
胞を認めた。これを免疫不全マウスの卵巣嚢
内および皮下に移植し、異種移植の 2週間後
に摘出された組織片の生着を評価したとこ
ろ、全組織片の生着が確認され、それぞれ 10
±5個/mm3および3±2個/mm3の初期卵胞を認
めた（図 2および図 3）。 
(8)Cryotissue 法で凍結したヒト卵巣を移植
した場合、組織片あたり 1,000個前後、即ち、
凍結前の少なくとも 1/10～1/5程度の初期卵
胞を生着させることができることが明らか
とな った。 

 

 
 
 
 

 
 
図 2 Cryotissue法で凍結したヒト卵巣組織

の異種移植後の顕微鏡所見 
 



 

 

 
 

 
 
 

 
 

図 3 Cryotissue法で凍結したヒト卵巣組織 
における卵胞密度 
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