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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト卵母細胞を体外発育させる目的で、研究協力の同意が得られた患者卵
巣組織ならびに組織から単離した未発育卵胞を用いて培養条件の検討を行った。その結果、卵巣組織中の一次卵
胞は、気相液相界面培養により二次卵胞へと成長した。さらに、卵巣組織から単離した発育途上卵胞は、低吸着
wellプレートを用いることで、従来の2次元培養に比べ生体に類似した球体の卵胞形態を維持し、培養開始時に
直径100μm前後であった卵胞直径は、1mm以上の胞状卵胞まで成長した。しかし、培養卵胞から回収した卵母細
胞は、体外成熟培養による減数分裂能を有しておらず培養系のさらなる改良が必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, to establish in vitro growth culture system of human oocytes,
 culture conditions were investigated using patient ovarian tissue, which obtained consent for 
research cooperation. As a result, primary follicles in the ovarian tissue grew into secondary 
follicles by air-liquid interface culture. Furthermore, the developing follicles isolated from the 
ovarian tissue maintained a spherical follicle morphology similar to an in vivo follicles compared 
to traditional two-dimensional culture by using a low-adsorption well plate. Around 100 μm at the 
start of the culture, the follicle diameter grew to more than 1 mm in diameter. However, the oocytes
 recovered from the cultured follicles did not have meiotic potential by in vitro maturation 
culture, suggesting that further improvement of the culture system is necessary.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療による生殖線毒性を回避するため、妊孕性温存療法への注目が高まる中、凍結保存による卵巣への影響
や、融解したヒト卵母細胞の培養条件が確立されていないといった課題がある。本研究の成果から、ヒト卵母細
胞を体外発育させる基礎的培養条件が確立し、今後は凍結融解前後の遺伝子発現解析の結果をもとに培養系を改
良することで、体外発育培養によるがん生殖医療への貢献が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、若年がん患者の妊孕性温存治療として、卵巣凍結保存が注目されている。がん治療前に卵
巣を凍結保存することで、化学療法や放射線治療の生殖腺毒性による妊孕性喪失や早発閉経な
どを回避できる。一方で、凍結処理は細胞に損傷を与え、融解後に細胞の質が低下してしまう。
さらには、卵巣移植を介した悪性腫瘍細胞の再導入リスクが危惧されている。これら問題の解決
策として、体外で卵子を産生・作出する研究が進められてきた。特に、基底膜により完全に隔離
されている卵胞内への悪性細胞の混入リスクは排除できる。近年、体外培養系で始原生殖細胞か
ら成熟卵子を作出し、産仔獲得の成果がマウスにおいて報告され、ヒト卵子の完全体外培養系の
道が開かれつつある。しかしながら、ヒト卵子発育機序は不明な点が多く、研究結果は再現でき
ていない。また凍結処理が体外培養時の卵子発育機序にどのような影響を及ぼすのかは明らか
となっていない。 
代表者は、マウスに比べ卵子の発育期間が長くヒトに近いブタを対象に体外培養系の研究を行
なってきた。生体内外における卵子発育機序の差異を解析し、これを体外培養系に補うことで成
熟卵の獲得に成功した。卵子の発育に重要である顆粒層細胞を対象に、生体内と体外培養時の遺
伝子発現を比較し、代謝活性の違いを見出した。この結果を基に、体外培養系に糖を補うことで
卵子の発育能力が向上することを示した。また、卵胞腔の形成にはエストロゲンが重要な因子で
あることを示し、体外で卵胞腔形成を促進することで成熟卵の獲得に成功した。 
このような背景から、安全な妊孕性温存治療を実現するためには、卵子の体外培養系の構築が唯
一無二であり、卵子発育過程における顆粒層細胞の遺伝子発現や代謝活性の変化が、体外培養系
構築の重要な手がかりとなると考えた。またヒト卵子発育機序は生体内でどのようにして支持
され、そして体外培養および凍結処理においてどのような変化が起こるのか、については明らか
ではなく解決すべき課題である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、卵子発育を支持する顆粒層細胞の遺伝子発現プロファイルに着目し、凍結処理や体
外培養が顆粒層細胞の卵子発育能に影響を与えるか検討する。生体内外での細胞機能の違いを
候補とし培養系を改善することで、ヒト卵子体外培養系を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究協力の同意が得られた患者卵巣組織を本研究に用いた。卵巣表層は 1mm 程度に薄切し、1cm
×1cm の卵巣切片を作成した。卵巣切片は、緩慢凍結法ならびガラス化凍結法を用いて保存した。
卵巣切片は 2mm×2mm に細切し液相気相培養に供試した。培養後、4%PFA またブアン液で固定し、
パラフィン包埋した。卵巣切片を酵素処理し、未発育卵胞を単離した。未発育卵胞は、2次元培
養、3次元培養または液相気相培養し、生存率、発育率を比較した。卵巣組織単離直後、凍結融
解後、体外培養後に得られた卵胞はトランスクリプトーム解析用に保存した。 
 
４．研究成果 
 
卵巣表層を気相液相界面培養することで、一次卵胞は二次卵胞へと成長した。しかし、3週間の
培養期間では初期胞状卵胞の出現は認められなかった。卵巣組織から酵素処理にて単離した未
発育卵胞は、低吸着 well プレートを用いることで、従来の 2次元培養より生体に類似した球体
の卵胞形態を維持する培養系を構築した。この培養系を用いることで直径 100μm 前後の未発育
卵胞は、1mm 以上の胞状卵胞まで成長することが示された。しかし、培養卵胞から回収した卵子
卵丘細胞複合体は、体外成熟培養による減数分裂能を有しておらず培養系のさらなる改良が必
要であると考えられる。研究当初に計画された手術予定の延期とキャンセルにより遺伝子発現
解析用のサンプル確保に難航したため、期間内に解析が行えなかった。今後は凍結融解前後の遺
伝子発現解析の結果をもとに改良した培養系を用いて、体外発育培養による妊孕性温存療法の
開発に繋げていきたい。 
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