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研究成果の概要（和文）：我々は、卵胞活性化法を開発・臨床応用し、早発閉経患者の妊娠・出産に成功してき
た。現行の卵胞活性化法の臨床成績を向上しつつ、卵胞活性化法の適応を拡大するための新たな治療法の開発を
試みるため、本研究では、1)残存初期卵胞数を反映する新規血清マーカーの同定と測定系の開発、 2)移植卵巣
の生存性の改善、3)卵巣移植カテーテルの開発、4)Hippoシグナル抑制のみによる新たな卵胞活性化法の開発を
行った。

研究成果の概要（英文）：We have developed in vitro activation (IVA) treatment for patients with 
premature ovarian insufficiency and succeeded their pregnancies and deliveries by clinical 
application of IVA. To improve the clinical outcome of current IVA treatment and develop new 
treatment to expand susceptible diseases for IVA, we conducted 1) identification of new serum marker
 which reflect residual follicle numbers and development of its measurement system, 2) improvement 
of survival of grafted ovarian tissue, 3) development of cannula for ovarian tissue grafting, and 4)
 development of new IVA with suppression of Hippo signaling only.

研究分野： 生殖補助医療

キーワード： 卵胞　卵巣機能不全　早発閉経

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IVAの臨床成績の向上とHippoシグナル抑制による新たなIVAの開発は、早発閉経や高齢の卵巣機能不全患者が自
らの卵子での妊娠を可能とするパラダイムシフトとなる。さらに、本法は早発閉経まで至っていない若年の卵巣
機能不全患者やFSH刺激に低反応の患者の不妊治療にも応用が可能と考えられる。また、これらの患者に妊娠の
機会を与えることは、本邦の少子化対策、医療費削減など社会的にも非常に意義が高いと考えられる。また、詳
細な卵巣機能の評価を可能とする血清マーカーの同定と測定系の開発は、本法の適応患者の選定のみならず、卵
巣機能低下症例の閉経予測や不妊治療計画の策定にも有用となる。

※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 
早発閉経は 40 歳未満の女性で卵巣性の無月経を呈する場合に診断される。卵巣内に発育した卵
胞が認められず排卵がおこらないため絶対的な不妊となる。一方、卵巣機能は加齢と共に低下し、
卵子の老化に加え、卵巣内の卵胞数の減少がおこるため、多くの高齢の女性は不妊であり、排卵
誘発のための治療を行っても低反応で少数の卵胞発育しか認められない。これらの卵巣機能不
全患者では、自らの卵子を用いた妊娠は非常に困難であり、提供卵子を受け体外受精胚移植(IVF-
ET)を行う以外に確実な治療法はない。しかし、本邦では提供卵子を用いた IVF-ET は普及して
おらず、自らの卵子を得て妊娠できるような新たな治療法の開発が急務となってきている。 
 卵巣には休眠原始卵胞が多数存在し、一部が月経毎に活性化されて初期卵胞となる。残存卵胞
数が 1,000 個以下になると休眠原始卵胞の活性化が停止し、発育卵胞が喪失して閉経に至る。最
近申請者らは、PI3K シグナル活性化による原始卵胞の活性化と Hippo シグナル抑制による初
期 2 次卵胞の発育誘導に成功した（Li and Kawamura et al. PNAS 2010, Kawamura et al. 
PNAS 2013）。早発閉経患者の卵巣内には、わずかに原始卵胞が残存していることから、本法の
臨床応用は、早発閉経患者が自らの卵子で妊娠が可能となる技術的 break through になると期
待され、申請者らはこの卵胞活性化技術(IVA: In Vitro Activation)を倫理委員会の承認のもと、
早発閉経患者に臨床応用し、妊娠・出産に成功している。 
 IVA 後の卵子獲得率は摘出卵巣の組織検査で残存卵胞を認めた場合は約 50%であり、認めな
い場合は 0%であったが（Suzuki, Kawamura et al. Hum Reprod 2015）、現状では術前に残存
卵胞の有無を予測できる方法はないため、新たな方法の開発が必要である。卵巣移植後に 50%
の卵胞が死滅するため、卵巣移植技術の向上と移植した卵巣の生存性の改善も重要である。一方、
初期 2 次卵胞が残存している卵巣機能不全患者では、原始卵胞の活性化は不要で、Hippo シグ
ナル抑制のみによる IVA が有用である。 
 
２．研究の目的 
本研究では早発閉経に対する IVA の臨床成績を向上させ、IVA の適応を拡大するため Hippo シ
グナル抑制のみによる新たな IVA を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
申請者が開発した卵胞活性化法(IVA)の臨床成績向上と、高齢による卵巣機能不全患者に対する
Hippo シグナル抑制のみによる新たな IVA の開発のため、本研究計画では以下の研究項目を実
施した。 
  ① 残存初期卵胞数を鋭敏に反映する新規血清マーカーを同定し、測定系を開発する。 
  ② 卵胞活性化後に移植した卵巣断片内の卵胞の生存性を改善させる方法を開発する。 
  ③ 腹腔鏡下手術で卵巣断片の移植を容易にする卵巣移植カテーテルを開発する。 
  ④ 薬剤による休眠原始卵胞の活性化の工程を含まない Hippo シグナル抑制のみによる IVA 
  の臨床試験を行い、その有用性を確認する。 
 
(1) 残存初期卵胞数を鋭敏に反映する新規血清マーカーの同定と測定系の開発 
IVA では摘出卵巣から髄質を除去して卵胞が存在する皮質のみとし、凍結に適した 1cm 角の断
片とする。各断片の体積の 10%を組織検査に供し、残存卵胞の存在を判定している。IVA によ
る不妊治療の成否は残存卵胞数に依存するが、既存の検査では術前に残存卵胞の有無を予測で
きない。一部の初期卵胞由来の因子は血中に分泌されることから、残存卵胞数を低侵襲な方法で
正確に診断するための新規血清マーカーとして、特異的に初期卵胞から血中に分泌される因子
を同定し、その高感度測定系の開発を試みた。 
 
① 初期卵胞由来因子の探索 
既知の初期卵胞由来因子に加え、初期卵胞が分泌する候補因子の網羅的同定を行った。各発育段
階のヒト初期卵胞をレーザーマイクロダイセクション（現有機器）にて採取し、次世代シーケン
サーに供して RNA-seq を行い、卵巣特異的かつ初期卵胞で高発現している mRNA で分泌シグ
ナルを有するものを探索し、候補因子とした。 
 
② 高親和性・高特異性の特異的モノクローナル抗体の作製 
初期卵胞由来因子の血液中の量は微量と考えられ、その定量には高感度な測定系の構築が必須
である。そのためには高親和性・高特異性の抗体を作製する必要がある。本研究では、Germinal 
Center Associated Nuclear Protein(GANP)遺伝子導入マウスを用いてモノクローナル抗体の作
製を試みた。本マウスでは、抗体可変領域遺伝子に多くの体細胞突然変異が誘発されるため、多
様性豊かな抗体産生細胞が出現することで、親和性や特異性の高い抗体が得られる可能性が飛
躍的に増大する。 
 
③ 新規血清マーカーとしての初期卵胞由来因子の測定系の開発 
医療現場で広く使用可能である ELISA 法を基盤とする高感度測定方法の開発を行った。前述の
モノクローナル抗体を使用し、シグナル検出には従来の発色法よりも高感度な化学発光法を用
いてマイクロプレートリーダーで測定する。感度が不十分な場合は、2 次抗体に核酸のタグをつ



け、それを PCR 反応で増幅して微弱なシグナルを検出する immuno PCR (Sano et al. Science 
1992)を行うこととした。正常な卵巣機能を有する患者から血液を採取し、段階的に希釈した血
清検体を用いて初期卵胞由来因子を定量して、高希釈検体でも定量可能な血清マーカーの決定
を試みた。IVA で卵巣組織検査を施行した患者において、この血清マーカー値と卵巣単位体積当
たり(5 mm3)の残存卵胞数との相関を調べ、感度・特異度ならびに検出限界の判定を行った。さ
らに、IVA 後の卵子獲得が期待できる下限値の算出を試みた。 
 
(2) 移植卵巣断片内の卵胞の生存性を改善させる方法の開発 
卵巣移植後に 40-50%の卵胞が死滅する原因として、移植後の卵巣断片における不十分な血管新
生とそれに伴う長期間の虚血が考えられる(Kawamura et al. PNAS 2013)。そこで、移植卵巣断
片における血管新生を促進し、移植後の卵胞生存性を改善する方法の開発を試み、臨床応用を目
指した。 
 
① 血管新生因子による移植卵巣の血管新生の促進 
マウス卵巣を小断片化し PI3K 活性化剤を用いた 48 時間の卵胞活性化培養を行う際に、血管新
生を促進しうる VEGF, FGF, angiopoietin を添加して培養し、培養後に卵巣断片をマウス腎被
膜下に移植した。経時的に移植卵巣を採取し、新生血管の免疫染色および移植卵巣における血管
新生マーカーの発現定量を行い、血管新生の状態を血管新生因子非添加群と比較した。また、摘
出した移植卵巣の組織学的検査により正常卵胞数と変性卵胞数を計測し比較した。さらに、移植
14 日目に hCG を投与して卵子成熟を誘導した後、卵巣を摘出して卵胞内の正常成熟卵子数を測
定し、採取した卵子を用いて IVF-ET を行い、卵子の質を比較した。移植卵巣の血管新生に長期
間の血管新生因子による刺激が必要な可能性と、移植部位自体の血管新生因子の暴露の必要性
も考慮し、下記のように卵巣断片をゲルで被包し、そのゲルに血管新生因子添加する方法も試み
た。 
 
②移植卵巣断片の物理的虚血を防止する方法の開発 
早発閉経患者の卵巣断片内にはごく僅かな卵胞しか残存していない。従って、より多くの卵巣断
片を移植することで、IVA 後の発育卵胞数が増加し、臨床成績が向上することが期待される。現
行の方法では、卵管漿膜に小切開をおき、卵管との間に空隙を作製して、1mm 大の卵巣断片を鉗
子で挿入している。そのため、移植卵巣断片数が多い場合は、卵巣断片が密に集合し、組織の虚
血を招き、死滅する卵胞数が増加する。そこで、移植したマウス卵巣断片が互いに接触しないよ
うに種々のゲルで被い、5個まとめて腎被膜下に移植して経時的に移植卵巣を採取し、組織学的
検査および定量的 PCR を用いた血管新生マーカーと虚血マーカーの発現定量を行うことで虚血
性変化の改善度を調べた。また、上記と同様の方法で正常成熟卵子数の測定と卵子の評価を行っ
た。 
 
(3) 腹腔鏡下手術で卵巣断片の移植を容易にする卵巣移植カテーテルの開発 
卵管漿膜下は、血流が豊富で移植卵巣の血管新生に有利であり、卵胞発育モニターおよび採卵が
容易である。そこで我々は、早発閉経患者に対する IVA による不妊治療において、卵管漿膜下を
卵巣移植部位として選択し、良好な卵胞発育成績を得ている。現行の方法では、片側の卵管の漿
膜に 2-3 カ所の小切開をおき、卵管との間に空隙を作製して、1 カ所あたり約 30 個、左右の卵
管で最大 180 個の 1mm 大の卵巣断片を個別に培養ディッシュから取り出し、メリーランド鉗子
で互いが密に集合して虚血壊死しないよう個別に挿入しているため、非常に時間がかかる。また、
漿膜と卵管の空隙を作製する際に強出血がおきたり、漿膜は非常に脆いので、手術操作中に裂け
て卵管との空隙が失われたりすることも多く、難しい手技となっている。本研究計画では、これ
らの課題を解決する卵巣移植用のデバイスを考案し、非臨床 POC 取得して特許申請を行った。そ
の後、医薬品医療機器総合機構(PMDA)が行う薬事戦略相談を進めながら、関連企業にライセンス
アウトして市販化を目指すこととした。 
 
① 卵巣移植用カテーテルのデザインとプロトタイプの作製 
現行の方法における問題点は 1)卵巣断片を個別に分散させながら移植するため時間がかかる、
2)卵管漿膜と卵管の間隙の作製が難しい、に集約される。そこで、卵管采付近の漿膜に１カ所小
切開をおき、そこから卵巣断片を詰めたカテーテルを卵管の子宮端近くまで進め、カテーテルを
引き抜きながら内部の卵巣断片を小量ずつ排出していく方法を考案した。多数の卵巣断片をあ
る程度分散させた状態で短時間に移植することができる。卵管にダメージが少なく出血を最小
限とするため、柔らかめの透明な素材で外筒を作製し、内部にオーリングのついた可動式のプラ
ンジャを入れ、プランジャを引いて卵巣断片を外筒内にいれる。卵管内に挿入した後、プランジ
ャを押して卵巣断片を排出する。このようなカテーテルのプロトタイプを認可されている医療
用資材を用いて作製した。 
 
② 卵巣移植カテーテルを用いた卵巣断片の移植手技の確立 
卵巣移植カテーテルのプロトタイプが準備できた後、ブタ卵巣と卵管を用いて卵巣断片の移植
手技を確立した。ブタ卵巣皮質を 1mm 大に小断片化し、上記の方法でカテーテル内に充填する。



この際、外筒の内径、内壁のコーティングの必要性について確認した。腹腔鏡トレーニングボッ
クス内にブタ卵管・子宮を置き、卵管内へのカテーテル挿入・卵巣断片の移植を行いながら、至
適なカテーテルの長さ、外筒の固さ、プランジャの形状・滑り具合、外筒・プランジャの耐久性
を決定した。材質により自作が困難なカテーテルは、秘密保持契約を締結の上、企業に製造を委
託した。 
 
(4) Hippo シグナル抑制のみによる新たな卵胞活性化法の臨床試験 
高齢による卵巣機能不全では、早発閉経にみられる原始卵胞活性化の停止までは至っておらず、
初期2次卵胞が残存している。PI3K活性化剤を用いないHippoシグナル抑制のみによるIVAは、
初期 2 次卵胞の発育誘導により採卵数を増加することで、妊娠率の向上に寄与すると期待され
る。本研究では、以下の患者を対象とした比較対照試験を行い、その有用性の確認を試みた。 
 
① 対象患者 
通常の FSH による卵巣刺激を行い、採卵数が 3 個以下の FSH 低反応を示す 38 歳以上 46 歳未満
までの高齢の卵巣機能不全患者で、卵巣予備能検査で異常を認め（超音波下胞状卵胞数計測：5-
7 個未満、または抗ミュラー管ホルモン値 1.0ng/ml 未満）、当院で体外受精を施行する患者を対
象とした。除外基準は、卵巣刺激を施行しても卵胞発育が得られない重度の卵巣機能不全患者、
同意を得られない患者とした。 
 
② 試験の方法 
ベースライン対照非ランダム化比較対照試験を３年間、目標症例数 200 例に対して行った。腹腔
鏡下に卵巣皮質を部分切除し、IVA の原法(Kawamura et al. PNAS 2013)に従い 1-2mm 大の小断
片にして Hippo シグナルを抑制し、すぐに腹腔鏡下に残存卵巣および卵管漿膜下に移植した。移
植後、最大 6ヶ月の観察期間内に GnRH アゴニストショートプロトコールにて FSH 製剤を用いた
調節卵巣刺激を行い、成熟卵胞が発育した時点で定法に従い IVF-ET を行った。 
 
③評価項目 
主要評価項目として、採卵数をベースライン値と比較した。統計学的解析には独立した t 検定
（両側検定）を用いた。卵子成熟率、受精率、妊娠率、流産率、生児出産率は卵子数以外の因子
の影響が及ぶため、副次的評価項目とし、これらの値をベースライン値と比較し、同様の統計学
的解析を行った。安全性評価項目として、本法により出生した児の予後を評価するため、全ての
出生児を登録し、乳幼児健診のデータを収集した。また、手術に関連する有害事象の発生につい
ても調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 残存初期卵胞数を鋭敏に反映する新規血清マーカーの同定と測定系の開発 
残存初期卵胞数を反映する新規血清マーカーの同定と測定系の開発については、初期卵胞が分
泌する候補因子に対して高感度のデジタル ELISA を用いて測定する系を立ち上げた。 
初期卵胞が分泌する候補因子として、R-spondin2、C-type natriuretic peptide (CNP)、GDF-9、
BMP-15、および DNA マイクロアレイを用いて新たに同定したものを抽出した。これらの候補
因子に対する市販の ELISA は感度に問題があり、高親和性・高特異性の特異的モノクローナル
抗体の作製を行った。しかし、通常の ELISA assay ではやはり感度が足らず、最終的にデジタ
ル ELISA による測定系を樹立した。上記候補因子のうち、DNA マイクロアレイを用いて新た
に同定した候補 X と候補 Y が最も感度と特異度が高く、卵巣単位体積当たり(5 mm3)5 個以上
の原始卵胞が存在すれば、血中で測定可能であった。今後は検体数を増やして臨床的有用性を評
価し、臨床応用を目指す。 
 
(2) 移植卵巣断片内の卵胞の生存性を改善させる方法の開発 
移植卵巣の生存性の改善、については、ある種のゲルで卵巣片を被包することで、有意な血管新
生マーカー(CD31)の発現上昇と虚血マーカー(Hif1)の発現低下を認め、組織内部の虚血壊死が防
止され、効果的な虚血防止が可能であることを見出した。移植卵巣の生存性の改善には移植卵巣
への血管新生が重要であり、そのために必要な内因性の VEGF 産生を誘導する新たな方法を着
想し、マウスを用いた動物試験で hCG 投与による VEGF の産生誘導と、それによる効果的な虚
血防止が可能であることを見出し、移植卵巣の生存性が改善することを示し、特許申請の準備を
している。また、この方法を応用した下記の臨床試験を実施し、有効性が確認された。 
 
(3) 腹腔鏡下手術で卵巣断片の移植を容易にする卵巣移植カテーテルの開発 
柔らかめの透明な素材の外筒、内部にオーリングのついた可動式のプランジャをもつプロトタ
イプを作成し、プランジャを引いて卵巣断片を外筒内にいれ、卵管内に挿入した後、プランジャ
を押して卵巣断片を排出する可能なものを、動物試験を繰り返しながら完成させた。この卵巣移
植用カテーテルを北里メディカルと共同開発し、北里メディカルより特許出願の上、製造販売認
可を受けて販売を開始した。 
 



(4) Hippo シグナル抑制のみによる新たな卵胞活性化法の臨床試験 
Hippo シグナル抑制のみによる新たな卵胞活性化法の開発について、「(2) 移植卵巣断片内の卵
胞の生存性を改善させる方法の開発」で開発した新たな移植卵巣の生存性の改善方法を導入し
た上で、臨床試験に対する倫理委員会の承認を受けて試験を実施し、15 症例の卵巣機能不全患
者において、11 例で発育卵胞数の増加に効果があり、妊娠率を高めることを示した。 
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2017年

2017年

2017年

2017年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名
3rd Jakarta Infertility Update 2017（招待講演）（国際学会）

 ３．学会等名
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In vitro activation: A novel approach to treat infertility.

 １．発表者名
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