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研究成果の概要（和文）：本研究により、交流磁場付加緩速凍結法による凍結融解卵巣由来のマ
ウス産仔（F１）を得、またその妊孕性を確認した。ブタに於いては交流磁場付加緩速凍結法
により血管茎付き全卵巣の凍結保存を試みたが、融解後移植卵巣は機能しなかった。交流磁場
付加によって溶液の潜熱発生温度の変化はなく、氷晶形成開始温度には磁場付加が影響しない
ことが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：The efficacy of magnetic field supplementation was confirmed , since 
normal litter was born only from magnetic field supplemented cryopreserved ovarian tissue, 
and those litter were appeared to be fertile. Although ovaries from juvenile porcine were 
cryopreserved, there is no ovary with function after freeze-thaw, neither from 
cryopreservation with magnetic field supplementation or that without magnetic field 
supplementation. Freezing temperature of both distilled water and freezing medium was 
not moved by magnetic field supplementation. 
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１．研究開始当初の背景 
卵巣凍結の臨床応用は、凍結融解法が完成

されていないことと、融解した組織に血流を

再開させる方法が確立していないことによ

る。その解決法として、血管付きの全卵巣組

織凍結保存と、融解後血管吻合が考えられて

いる。一方、食品冷凍保存分野において交流

磁場存在下の凍結法（以下本法）を用いるこ

とにより、融解後の組織損傷が少なくなると

報告されている。 
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２．研究の目的 
そこで本研究ではヒト卵巣凍結保存への

応用を最終目的として、研究期間内に交流磁

場付加凍結法の有効性・安全性の検討と、本

法を用いた血管茎付ブタ全卵巣の超低温保

存を試み、あわせて本法の凍結時障害低減機

序の解明を試みた。 

 
３．研究の方法 
（１）マウス・ブタ卵巣組織の凍結保存 

① マウス卵巣の交流磁場存在下の凍結

保存と凍結卵巣の妊孕性検定 

３．５および１０週齢C57BL/6Jマウス11

匹から卵巣を摘出し、交流磁場存在下・非存

在下で1.4 mol/L DMSOを含む凍結液で凍結

した.融解はクライオチューブを室温に15～

20分間静置し、培養液で洗浄後、形態観察用

のホルマリン標本を作成するとともに、ヌー

ドマウスへの移植を試みた。 

②ブタ卵巣の交流磁場存在下の凍結保存 

屠場にて採取したブタ卵巣から2時間以内

にKagawa et al. の方法に従いブタ卵巣皮質

組織片を作製した. なおこの組織片（大きさ

1 cm四方, 厚さ 1 mm）作製前に, 卵巣皮質

上に存在する胞状卵胞内に含まれる卵胞液

を, 26 Gの注射針を用いて目視にて取り除い

た. 

卵巣皮質組織片の凍結および融解は、室温

（22-23℃）ら 10℃まで毎分 1.0℃で行い, 

10℃にて 1分保持、10℃から-7℃まで毎分

0.5℃で冷却後, -7℃にて13分保持し、この

間に植氷処理を行い、-7℃から-55℃までを

毎分 0.5℃で冷却, その後, 液体窒素中に投

入、一週間以上凍結保存した。凍結液は PB1 

[19]に10% FCSと10% 凍害保護物質（DMSO

または EG）を含むものを使用した.融解は, 

室温にて20分から25分静置することで行っ

た. 

凍結融解卵巣皮質組織片の組織学的評価

は、Paynterらの方法により小型卵胞の形態

を組織学的に評価した.  

また、凍結融解後の卵巣皮質組織片より抽

出した totalRNAから GAPDH発現量の半定量

化を行った.  

（２）ブタ血管茎付き卵巣組織の移植と凍結

保存 

未成熟ブタの片側全卵巣を血管系付きで

交流磁場存在下、あるいは非存在下に凍結保

存した。1週間以上の凍結保存後に融解、卵

巣部血管と吻合して移植、8-12週間後採血に

より卵巣機能回復を確認した。 

また、一部の卵巣では保存後の組織片を加

温後、組織学的観察、組織片より cDNAを作

製してRT-PCR法によりb-actinおよびGAPDH

の遺伝子発現について調べた。 

（３）交流磁場による凍結時障害低減機序の

検討 

① 凍結過程において交流磁場が過冷却状態

を安定化させるかどうかを検証するため，蒸

留水と耐凍剤のそれぞれについて緩慢冷却

過程において氷核発生の指標である潜熱発

生温度を測定し、これが磁場強度によって変

化するかどうかを検討した。 

 
４．研究成果 

（１）マウス・ブタ卵巣組織の凍結保存 

① マウス卵巣の交流磁場存在下の凍結保存

と凍結卵巣の妊孕性検定 

３，５，10週齢のマウス卵巣凍結保存に於い

ては、週齢に係り無く、融解後45－50％の卵

胞が良好な形態を示した。また１０週齢の卵

巣においては、交流磁場存在下の緩速凍結法

では63％の卵胞が良好形態を示したのに対

して、交流磁場非存在下では良好形態を示し

た卵胞は46％であったが、有意差は認められ

なかった。 

融解卵巣のNOD-SCIDマウスへの移植後、

移植卵巣に由来する野生色を呈する産仔が



 

 

観察されたのは、対照区では５例(100%)、交

流磁場存在下凍結群では４例(44%)、交流磁

場非凍結群では、移植卵巣由来の産仔の娩出

は観察されなかった。さらに凍結融解卵巣由

来の雌雄のマウス１ペアの交配を試みた結

果、8例の産仔を得た。以上、CAS条件下で

凍結保存した卵巣由来の産仔を得ることが

可能であり、得られた産仔についてその妊孕

性を確認することが出来た. 

②ブタ血管付卵巣組織の移植と凍結保存 

血管系付き凍結融解卵巣移植の予備実験

として、ブタ卵巣を対側の卵巣部へ（凍結無

しで）移植し、６ヶ月後性周期の回復と卵巣

から分泌されるインヒビン値が卵巣抽出ブ

タより有意に高値であることから、卵胞発育

を確認した。しかし、その後に行った血管系

付きの全卵巣凍結保存と融解後の血管吻合

による移植については、凍結融解後の移植を

行ったが生着しなかった。血管茎付き組織の

保存には、交流磁場付加を行っただけでは不

十分で、さらなる技術改良が必要であること

が明らかとなった。 

（２）凍結時障害低減機序の検討 

磁場の有無、および0.04-0.30mTeslaまで

の磁場強度をかけた場合に、潜熱発生温度、

すなわち共晶点に有意差は認められず、氷晶

形成開始温度には磁場付加が影響しないこ

とが明らかとなった。 
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