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研究成果の概要（和文）：本邦においても、小児・AYA世代（AYA世代とは、5歳から39歳までの思春期から若年
の世代)の一部の女性がん患者に対する、治療開始前の妊孕性温存療法（将来がんを克服した後に子供を授かる
ことができるための治療）が導入されつつある。小児・思春期世代のがん患者にとって唯一の妊孕性温存療法で
ある卵巣組織凍結保存は、10年を超える長期にわたる保管が必要となる。本研究成果によって、長期保管体制に
おけるヒューマンエラーを防ぐ安全性を担保する新たな保管システムの開発に成功し、さらに長期保管のための
耐凍剤の安全性を示す成果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In recent years, the number of childhood and AYA (Adolescent and Young Adult
 is the age from 15 to 39 years old) generation cancer survivors who have overcome cancer has been 
increasing with the progress of multidisciplinary treatment in cancer treatment. On the other hand, 
cancer treatment for childhood and AYA (CAYA) cancer patients may cause gonadal dysfunction or loss 
of fertility depending on the treatment method. In Japan, fertility-preserving therapy before the 
start of cancer treatment for some female CAYA cancer patients has recently been introduced. Ovarian
 tissue cryopreservation, the only fertility-preserving therapy for children and adolescents with 
cancer, requires long-term storage for more than 10 years. As a result of this research, we 
succeeded in developing a new storage system that ensures the safety against human error in the 
long-term storage system and obtained the results showing the safety of antifreeze for long-term 
storage.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん治療の進歩に伴いがんを克服した小児・AYA世代がんサバイバーが増加している。一方、一部のがん
治療によって卵巣や精巣の機能が低下することで、将来の患者の妊孕性の喪失（卵子や精子の数が減少し、がん
治療後に子供を授かることが不可能になってしまうこと）等を引き起こす場合がある。我々は、小児・AYA世代
のがん医療の充実とがんサバイバーシップ向上（将来子供を授かる選択肢を残す試み）に主眼をおいて研究を進
めてきた。本研究成果は、①新たな妊孕性温存技術である卵巣組織凍結保存の安全性を明らかにしたこと、②安
全な長期保管体制の構築に寄与すること、から学術的・社会的意義が高いものと確信している。

※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 
2015 年 6 月に厚生労働省主催の「がんサミット」にて「がん対策加速化プラン」が策定された。
そこで、「小児期、AYA 世代、壮年期、高齢期等のライフステージに応じたがん対策」の重要性が
示され、ライフステージに応じたがん対策の中に「生殖機能障害に対する実施」が盛り込まれた。
本邦では 2013 年に日本生殖医学会が「未受精卵子および卵巣組織の凍結・保存に関するガイド
ライン」を、2014 年には日本産科婦人科学会が「医学的適応による未受精卵子および卵巣組織
の採取・凍結・保存に関する見解」を示し 2016 年に一部改訂している。Donnez J 博士の卵巣組
織凍結・移植による初めての生児獲得に関する報告（Lancet 364, 2004）以降、現在標準的な卵
巣組織凍結法は緩慢凍結法となっており、当施設からの 2 症例（ガラス化凍結による世界初）
（Human Reprod 30, 2015）を除いて全例緩慢凍結法を用いた生児獲得（計 60例: Donnez J et 
al; J Assist Reprod Genet 32, 2015）となっている。緩慢凍結法は高価なプログラムフリーザ
ーを用いて凍結保護剤で処理した検体を一定の速度で冷却する方法であり、細胞外に形成され
る氷晶による細胞への物理的障害が予想されるため、融解後の卵胞発育過程における卵母細胞
の発育と顆粒膜細胞の成熟のバランスが損なわれているとの報告がある（Keros V et al; Human 
Reprod 24, 2009）。一方、凍結保護剤で処理した検体を直接液体窒素に投入し急速に凍結するガ
ラス化法は、超急速に冷却するため氷晶形成が起こりにくく組織へのダメージが少なく短時間
で行えるなどのメリットがある。我々はこれまでに、文部科学研究費（基盤研究 C：卵巣組織移
植に関する基礎的研究ー若年女性がん患者の生活の質向上を志向して,2008-2010、基盤研究 C：
効率の良い卵巣組織凍結・移植法の確立を目指した研究―若年女性癌患者のために,2011-2013）
を用いてカニクイザルによる卵巣組織凍結・移植に関する前臨床試験を行い、液体窒素の管理が
可能であればどの施設でも施行可能な新たな卵巣組織ガラス化凍結技術の開発に成功した
（Reprod Biomed Online 21, 2010, Human Reprod 27, 2012）。そして、2010 年以降当学倫理委
員会承認後に卵巣組織ガラス化凍結法を臨床応用した結果、世界で初めて本技術による生児獲
得に成功し（Proc Natl Acad Sci USA 100, 2013 110,Human Reprod 30, 2015）、現在 252 名の
卵巣組織ガラス化凍結保存を行っている。しかしながら、卵巣組織凍結・移植の技術が広く妊孕
能温存治療として普及するためには、摘出卵巣を保存・輸送し、凍結管理するシステムの確立が
必要である。一方、卵巣組織を融解し移植する際にどの卵巣組織片により多くの原始卵胞が存在
しているかを非侵襲的に移植前に明らかにする手段は皆無である。卵巣組織移植が成功したか
否かは、移植後約半年経過した後の月経周期の回復や血中ホルモン値の推移で判断するしか方
法が無く、不成功に終わった場合には再度移植が必要となることから、再発のリスクを有するが
ん患者にとって時間的にも身体的にも負担がかかる現状がある。一方、AYA 世代男性がん患者の
妊孕性温存としては古くから精子凍結が行われている。非侵襲的技術である精子凍結は、がん治
療まで時間的余裕が無い場合でも施行可能で有る利点を有している一方で、小児思春期世代の A
（思春期）世代男性がん患者においては精子凍結でさえも施行不可能である場合もある。そこで、
欧米では卵巣組織凍結の成果を参考に精巣組織凍結の臨床応用が始まっており、エジンバラク
ライテリアなどの指針が英国から示されている現状があるが（Wallace H et al; Lancet Oncol 
15,2014）、精子の分化に関する問題や至適な凍結法や移植部位に関する問題が未解決となって
いる。以上の背景から、本研究においては、本領域における革新的な妊孕性温存療法に関する研
究開発を目的として、以下の研究課題を計画している。①卵巣組織輸送に関する研究—齧歯類あ
るいは霊長類を用いた安全性と有効性の検証を目指した前臨床試験、② 新しい卵巣予備能検査
の開発-OCT 光学系の構築と安全性試験、非侵襲的卵巣予備能検査への有効性の実証、③ガラス
化凍結法を用いた精巣組織凍結法の開発。 
２．研究の目的 
近年、がん治療における集学的治療の進歩に伴いがんを克服した AYA(思春期・若年)世代がんサ
バイバーが増加している。一方、AYA 世代がん患者に対するがん治療は、治療法によっては性腺
機能不全や妊孕性の消失等を引き起こす場合がある。その様な中でがんサバイバーの QOL 向上 
に対する関心が高まり、生殖年齢にある AYA 世代がん患者における妊孕性喪失の重大性が再認
識されつつある。2004 年の Donnez J 博士による、 若年女性ホジキン病患者の卵巣組織凍結・
移植による初めての生児獲得の報告が本領域のブレークスルーとなり、欧米では
Oncofertility(がん・生殖医療)という新しい領域が確立された。本研究は、AYA 世代がん患者
に対する生殖機能温存を意識した、より安全でより有効性の高い 革新的な妊孕性温存療法の開
発を目的とした。 
３．研究の方法 
(1)卵巣組織輸送に関する研究 
我々は、全国各地の病院で妊孕性温存目的に摘出した卵巣を卵巣組織凍結保存が可能である施
設まで輸送所要時間を 24-48 時間必要であると考えている。そこで、我々は輸送中に血流のない
摘出卵巣の恒常性を維持するための主要条件として輸送中の卵巣組織保存設定温度に着目して、
研究を進めた。卵巣組織内壊死の有無を判断するため、ウシ卵巣を用いて qPCR 法にて卵巣組織
培養後のアポトーシスマーカーである Caspase3 の発現率を複数の温度条件下で検討した。さら
に、小児患者における数十年間に渡る卵巣組織凍結保存期間中の検体紛失や検体取り違えを防
ぐために、液体窒素中に作動可能な RFID タグを使用した専用の卵巣組織凍結デバイスの開発検
討を行った。 
専門家に関わらず指示に従う能力があり、その能力が類似していることを示すため、参加者全員



に Uchida-Kraepelin(UK)テストを施行した。6 名の参加者がウシ卵巣組織を用いた閉鎖型ガラ
ス化法で卵巣組織の凍結保存ならびに融解を行った。なお、コンピューターによりランダムで選
択された 3名は従来法で、3名は RFID タグを用いた方法で施行した。 
(2)凍結融解卵巣組織内における遺残耐凍剤濃度の研究 
2017 年中村らは、卵巣組織凍結（緩慢凍結法とガラス化凍結法）後の融解卵巣組織内の遺残耐
凍剤（凍結保護剤）濃度の検討を行い、ガラス化凍結法では緩慢凍結法と比較して融解直後の凍
結卵巣組織内で耐凍剤濃度が高く残存することを報告した(Nakamura et al; Reproductive Bio 
Medicine Online, 2017)。しかしながら、中村等の実験手法は融解直後の組織内耐凍剤濃度を測
定しており、臨床の現場に則した実験結果とはならないことから、ウシ卵巣を用いてガスクロマ
トグラフィーによる卵巣組織内耐凍剤濃度および、形態学的（免疫組織化学染色および電子顕微
鏡による細胞内小器官などの観察）、分子生物学的（定量的 PCR）手法を用いて解析を行った。
具体的にはウシ卵巣組織を用いて、凍結卵巣組織（緩慢凍結法：DMSO、ガラス化凍結法：PrOH、
ガラスか凍結法：EG の 3 群）を対象として、融解直後、融解後 30 分、1 時間、2 時間後の耐凍
剤希釈培養を実施し、ガスクロマトグラフィーにて緩慢凍結法とガラス化凍結法共に組織内耐
凍剤濃度を測定した。 
４．研究成果 
(1)卵巣組織輸送に関する研究 
様々な条件の下、研究を進めた結果、最終的に至適温度条件は 4℃であることを確認することが
できた。本結果は、我々のげっ歯類を用いた我々の研究グループによる先行研究（Kamoshita et 
al; Hum Reprod, 2016）と同様であった。液体窒素中に作動可能な RFID タグを使用した専用の
卵巣組織凍結デバイスの開発研究では、 
二次元バーコードと RFID タグシステムを組み合わせることにより閉鎖型ガラス化法における凍
結保存と融解のヒューマンエラーが軽減し、卵巣組織凍結保存業務の効率が向上した。 
その成果を、Journal of Assisted Reproduction and Genetics に発表した(Sato T, Suzuki N 
et al: JARG, 2019)。現在、陸路の他に空路での卵巣輸送を念頭に入れ、航空法に従った規格の
容器を作成するにあたり設定温度の管理方法に関して継続的に検討している。 
(2)凍結融解卵巣組織内における遺残耐凍剤濃度の研究 
ガスクロマトグラフィーにて緩慢凍結法とガラス化凍結法共に組織内耐凍剤濃度を測定した結
果、希釈培養 2 時間後には自然拡散により卵巣組織内に残存する耐凍剤が 3 群全てにおいて漸
減しゼロに近づくことが確認できた。さらに、融解卵巣組織内のアポトーシス関連遺伝子発現量
も RT-PCR/q-PCR により評価した結果、融解直後のアポトーシス関連遺伝子発現量は、緩慢凍結
法とガラス化凍結法共に低値であることが確認できた。現在本研究成果の論文執筆中であり、
2020 年 7 月までに Human Reproduction 誌へ投稿する予定である。 
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