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研究成果の概要（和文）：小児・若年がん患者が、がん治療前に卵巣を保護するために卵巣を凍結した場合、卵
巣にがん細胞が混入しうるがん種では体外培養によって成熟卵子を得る必要がある。小児と成人では卵胞の性質
が異なり、適した培養方法が異なる可能性があり、マウス実験でFiglaという遺伝子が幼若/成熟個体の卵胞で異
なる働きをすることが示唆された。違いを調べる実験が安定してできるように、ヒト及びマウスの卵巣組織を培
養し、そこから取り出した卵胞を培養して卵子を得るという実験方法を研究し、一定の成果を得た。また、現行
の凍結法で卵巣を凍結すると卵胞の多くが消失することがわかったが、保護剤の有力な候補因子を同定すること
ができた。

研究成果の概要（英文）：When children and young cancer patients freeze their ovaries to protect them
 prior to cancer treatment, mature oocytes need to be obtained by in vitro culture in cancer types 
where the ovaries can be contaminated with cancer cells. The nature of follicles differs between 
children and adults, and suitable culture methods may differ, and mouse experiments suggest that the
 gene Figla works differently in follicles from juvenile/mature individuals. In order to ensure that
 experiments to investigate the differences can be carried out in a stable manner, the experimental 
method of culturing human and mouse ovarian tissue and then culturing the follicles extracted from 
it to obtain oocytes was studied and certain results were obtained. It was also found that many 
follicles are lost when ovaries are frozen using the current freezing method, but a promising 
candidate factor for a protective agent could be identified.

研究分野： 生殖医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス実験でFiglaという遺伝子が幼若/成熟個体の卵胞で異なる働きをすることが示唆された。ヒト及びマウス
の卵巣組織を培養し、そこから取り出した卵胞を培養して卵子を得るという実験方法を研究し一定の成果を得
た。また、卵巣組織を凍結融解するとかなりの数の原始卵胞が減少することがわかったが、有力な保護剤の候補
因子を同定することができた。今後は、安定した実験系と効率的な卵巣組織凍結法によって、小児と成人の卵胞
の性質の違いを明らかにしたり、それぞれに適した効果的な卵胞の培養系の開発が進むことが期待され、白血病
など卵巣へ転移の可能性があるがん種の患者に対しても、温存後不妊治療の道が開かれることになる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年のがん治療の飛躍的進歩により、がん患者の生命予後が改善され、がん治療後の QOL向上 
が重要視されるようになってきた。なかでも、抗がん剤や放射線治療によって性腺がダメージ 
を負うことは多く、若年がん患者の妊孕能温存は重要課題のひとつである。女性の場合、排卵誘

発によって卵子回収ができる場合には卵子・胚凍結が第一選択となるが、排卵誘発ができない小

児がん患者や、成人であっても治療までに排卵誘発のための時間的猶予がない場合には卵巣組

織凍結が選択される。治療後に凍結卵巣を融解移植し、挙児に至る例が全世界で 170 例を超え
ているが、卵巣組織に転移の可能性がある血液がんをはじめとしたがん種では、卵巣組織を移植

することはできないことが問題であった。この場合、卵巣組織から卵胞を回収し、体外培養によ

って卵胞を十分に成長させ、続く体外成熟によって成熟卵を得ることができれば、転移の可能性

がある卵巣組織を移植せずに済む。しかし、ヒトでは未だに確立された体外培養の方法がなく、

小児由来の卵胞と成人由来の卵胞とでは性質用意するに差異があり、それぞれに適した培養系

を用意するべきであると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、二次卵胞の幼若/成熟個体間の差異を見出しそれぞれの至適培養環境を検討す
ることである。差異に基づいた至適培養環境の評価にあたって必要となる、安定した体外卵胞培

養系の獲得も求められる。また、実臨床においては、凍結融解後の卵巣組織を用いるため、培養

前の条件として凍結融解が卵巣組織に与える影響を加味する必要がある。 
 
 
３．研究の方法 
(1)小児と成人の卵胞の違いは何かを明らかにするために、マウス二次卵胞の卵母細胞を用いた

幼若個体(10-12 日齢)と成熟個体(8 週齢)間の比較トランスクリプトーム解析を行った。 
 

(2)卵胞発育に関連する因子として、性線特異的転写因子である Figlaに着目し、マウス卵胞培

養系を用いて、卵胞発育に関する働きを調べた。具体的には、二次卵胞の卵母細胞に Si-Figla

をマイクロインジェクションして Figlaの発現を抑制したうえで、卵胞を培養し、卵胞径を測定

した。 
 
(3) マウスの体外卵胞培養系（卵巣組織培養-卵胞培養-体外成熟）の安定化を図った。 
 
(4)ヒト卵巣組織に占める、原始卵胞や発育卵胞の状況を、組織学的に評価した。 
 

(5) ヒト卵巣組織を凍結融解した場合の、原始卵胞や発育卵胞の状況を組織学的に評価し、凍結

保護剤の効果を検証した。 
 
(6)ヒト卵巣組織から回収された卵胞を体外で培養し、発育を評価する方法を検討した。 
 

４．研究成果 

(1) マウス二次卵胞の卵母細胞の成熟/幼若個体間の比較トランスクリプトーム解析 

卵胞発育にかかる遺伝子として figla、パスウェイとして酸化ストレス反応(グルタチオン代謝)、

脂質代謝(β酸化)、及び cAMP 代謝に関わる因子が幼若/成熟個体間で発現量が異なるというデ

ータを得た。 

 

(2) マウス二次卵胞における Figla の働き 

成熟個体では si-Figla1#, 2#のいずれも

control に比較して卵胞径が有意に小さか

った。一方で、幼若個体では si-Figla1#,2#

のいずれも control に比較して卵胞径に有

意な差を認めなかった。このことから、

Figla が成熟個体の二次卵胞においては卵

胞発育を促進する働きを示すが、幼若個体

実験2-③④ si-Figlaの卵胞発育評価 (12日間培養後)
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the formation of secondary  follicles29, and it currently remains unclear whether it has any e!ects on secondary 
follicles. Additionally, since an estrogen stimulation during primordial follicle formation in the neonatal ovary 
was shown to impair follicle  formation30, 31, an excessive estrogen stimulation in the secondary follicle may also 
impair follicle growth. "ese #ndings indicate that Figla promotes follicle formation by suppressing estrogen 
signaling in oocytes during early oogenesis, and also that the suppression of estrogen signaling in the secondary 
follicle may contribute to the appropriate regulation of follicle growth. VDR/RXR activation was up-regulated by 
Figla in secondary follicles, but not in neonatal ovaries. VDR is a nuclear receptor for vitamin D that promotes 
the transcription of its downstream target genes by forming heterodimers with RXR, the positive immunostain-
ing of which has been reported in the secondary follicle oocytes of  primates32. Studies on VDR knockout mice 
reported that primordial follicle formation during the neonatal state was not impaired, whereas follicles in devel-
opmental stages later than secondary follicles disappeared in the ovaries of 7-week-old  mice33, suggesting that 
Figla advanced secondary follicles to later stages of development by VDR/RXR activation, a function that may be 
characteristic of secondary follicles. However, it currently remains unclear how this function is characteristic of 
secondary follicles. Figla is one of the basic helix-loop-helix (bHLH) transcription  factors17. "e binding motif of 
Figla, called E-box (CANNTG), is common to bHLH transcription  factors34, and Figla functions with a cofactor 
called E12 when it regulates its downstream egg coat-coding genes, Zp1,2,316. Similarly, VDR/RXR activation 
by Figla may be due to some cofactors or epigenetic  modi#cations35 that are characteristic of secondary follicles. 
Meiotic cell cycle was up-regulated by Figla in neonatal ovaries but not in secondary follicles. "is correlates to 
early oogenesis that germ cells enter meiosis and arrest at the diplotine stage of the #rst meiotic prophase when 
primordial follicles are created until the resumption of meiosis is induced in fully grown  oocytes36.

Figure 3.  Reduced follicle growth of si-Figla in mature mice. (a) "e expression of Figla was signi#cantly 
weaker in si-Figla (1# le$, 2# right) secondary follicle oocytes than in the control (n = 3, for each group). (b, 
c) "e diameters of follicles before culture (upper graph) and a$er 12 days of in vitro culture (lower graph) 
are shown. "e diameter of si-Figla was signi#cantly smaller than the control a$er culture in mature mice 
(b), whereas no signi#cant di!erence was observed in premature mice (c). "e diameters of mature mouse 
follicles before culture were 114.6 ± 8.69 µm (n = 25) in control, 117.8 ± 8.98 µm (n = 25) in siFigla1#, and 
115.4 ± 11.35 µm (n = 25) in si-Figla2#, whereas diameters a$er culture were 452.1 ± 123.2 µm (n = 25) in control, 
364.7 ± 100.4 µm (n = 25) in si-Figla1#, and 276.2 ± 162.8 (n = 25) µm in si-Figla2#. "e diameters of premature 
mice follicles before culture were 119.0 ± 7.31 µm (n = 26) in control, 119.4 ± 8.07 µm (n = 24) in si-Figla1#, and 
117.9 ± 11.0 µm (n = 25) in si-Figla2#, whereas diameters a$er culture were 508.0 ± 110.5 µm (n = 26) in control, 
495.8 ± 113.2 µm (n = 24) in si-Figla1#, and 453.2 ± 117.4 µm (n = 25) in si-Figla2#. (d) Representative pictures of 
follicles a$er 12 days of in vitro culture, (i)–(iii) mature mice, (iv)–(vi) premature mice, (i), (iv) control, (ii), (v) 
si-Figla1#, (iii), (vi) si-Figla2#. Scale bars, 100 µm.
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成熟個体 幼若個体

成熟個体ではsi-Figla1#, 2#のいずれもcontrolに比較して卵胞径が有意
に小さかった。一方で、幼若個体ではsi-Figla1#,2#のいずれもcontrol
に比較して卵胞径に有意な差を認めなかった



の二次卵胞においては卵胞発育に影響しない可能性が示唆された。 

 

(3) マウス体外卵胞培養系 

マウス卵胞培養に用いてきた、インサー

トメンブレン（Transwell-COL）の流通

が途絶えたため、急遽、別の器具を用い

て培養系の安定を図った。この際に成長

卵胞から卵母細胞卵丘細胞複合体を取

り出し、体外成熟系によって MII卵を獲

得することもアウトカムとした。安定す

るまでにかなりの時間を要したが、一定

の成果を得た。 
 
 
 (4) ヒト卵巣組織の原始卵胞及び発育卵胞数の評価 

実験によって、ヒト卵巣切片に占める卵胞のほとんどが原始卵胞で

あり、二次卵胞以降の発育卵胞は、非常に数が少ないことが判明し

た。 

 

(5) ヒト卵巣組織の凍結融解後の原始卵胞数と凍結保護剤

の効果 

実臨床においては、凍結融解後の卵巣組織を用いるため、

培養前の条件として凍結融解が卵巣組織に与える影響を

加味する必要がある。現在広く用いられている既存の凍結

法①②について、凍結融解後の卵巣組織の原始卵胞数を評

価した。加えて、凍結融解操作による浸透圧変化等の卵巣

毒性から卵巣を保護する目的で新規物質αを添加した場

合の、卵巣保護効果を検討した。結果、凍結融解によって

原始卵胞数が半分以下に減ること、及び新規物質αは従来

の凍結法①に対して、卵巣保護効果を示すことが明らかと

なった。 
 

(6) ヒトの体外卵胞培養系 

(4)の結果より、卵巣切片を組織培養することで原始卵胞を二次卵胞に誘導し、二次卵胞を単離

して卵胞培養する方針とした。最終的に、卵巣切片を 8 週間培養することで、回収される二次卵

胞数が安定した。単離した二次卵胞の体外培養について、培養液へ添加する物質や培養環境（気

相液相境界、ゲル包埋など）等について条件検討を繰り返し、一定の条件下で効率よく後期胞状

卵胞が得られるようになった。 

 

 

総じて、二次卵胞の幼若/成熟個体間の差異を見出しそれぞれの至適培養環境を検討する点につ

いては、マウス卵胞を用いた実験によって、卵胞発育にかかる因子として性腺特異的転写因子で

ある Figla が、幼若/成熟個体間で異なる働きをしている可能性が示唆された。また、差異に基

づいた至適培養環境の評価にあたって必要となる安定した体外卵胞培養系について、一定の成

果を得た。また、培養前の条件としての凍結融解が卵巣組織に与える影響について、既存の凍結

法が正常原始卵胞数に与える影響を明らかにし、影響を緩和する有力な候補物質を見出すこと

ができた。今後は、本研究による安定した実験系と効率的な卵巣組織凍結法によって、小児と成

人の卵胞の性質の違いを明らかにしたり、それぞれに適した効果的な卵胞の培養系の開発が進

むことが期待され、白血病など卵巣へ転移の可能性があるがん種の患者に対しても、温存後不妊

治療の道が開かれることが期待される。 
 
【研究実績】 
Okunomiya, A. et al. Figla promotes secondary follicle growth in mature mice. Scientific 
reports 11, 9842, doi:10.1038/s41598-021-89052-3 (2021). 
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