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研究成果の概要（和文）：早発閉経や閉経前後の不妊患者では、卵胞が発育せず自らの卵子を用いた妊娠は非常に困難
である。我々は最近、PTEN阻害剤とPI3K活性化剤を用いた休眠原始卵胞の人為的活性化に成功した。本法の臨床応用に
より、提供卵子による治療以外に確実な方法がないこれらの患者の卵巣の卵子形成能を再生させ、自らの卵子で妊娠す
る新たな治療法を確立するため、本研究では、ヒト原始卵胞活性化法の至適化、卵巣自家移植の最適部位の同定と移植
卵巣の生着を促進させる因子の同定、ヒト初期卵胞発育を促進する因子の同定と初期卵胞発育の制御機構の解明、移植
胚の着床率を高めるための対策を行った。

研究成果の概要（英文）：In patients with primary ovarian insufficiency and submenopausal women, it is 
difficult to conceive using their own eggs due to lack of follicle growth. Recently, we succeeded to 
develop an approach to activate dormant primordial follicles by a combination of PTEN inhibitor and PI3K 
activator. Currently, donor egg program is only effective method to treat these patients. Thus, we aimed 
to apply this method to regenerate production of mature eggs in these patients. Our goal is to establish 
a new infertility treatment to allow these patients to conceive using their own eggs. In this study, we 
optimized the culture method for activation of human primordial follicles, identification of optimal site 
of ovary transplantation and factors that facilitate survival of grafted ovaries, identification of 
promoting factors of early stage of human follicles and elucidation of regulation if early follicle 
growth, and discovered a protocol to improve implantation rate of transferred embryos.

研究分野：生殖医学

キーワード： 原始卵胞　生殖補助医療
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１．研究開始当初の背景 

 早発閉経は 40 歳未満の女性で 1 年以上の
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、卵巣内の卵胞数の減少
がおこるため、多くの閉経前後（43-50 歳）
の女性は不妊であり、排卵誘発のための治療
を行っても無反応で、卵胞発育が認められず
排卵がおこらないことが多い。 
 早発閉経や閉経前後の不妊患者では、自ら
の卵子を用いた妊娠は非常に困難であり、若
年健康女性から卵子の提供(ドナー卵子)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。本邦では最近ドナー卵子
による治療が許可されたが全く普及してお
らず、早発閉経や閉経前後の不妊患者が自ら
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。 
 卵巣には原始卵胞が多数存在する。この原
始卵胞のほとんどは休眠状態にあり、そのう
ちのごく僅かが月経毎に活性化されて発育
卵胞となり、ゴナドトロピンの作用により発
育を続け、卵子が排卵される。これまで休眠
原始卵胞の活性化の分子基盤は不明であっ
たが、最近申請者は、マウスおよびヒトの原
始卵胞において、PTEN(phosphatase and 
TENsin homolog) 阻 害 剤 と
PI3K(phosphatidylinositol-3 kinase)活性化
剤を用いた休眠原始卵胞の人為的活性化に
成功した。 
 早発閉経や閉経前後の不妊患者の卵巣内
には、僅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、これまで不可能であ
ったこれらの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
される。本法の安全性をマウスおよびサルに
て確認した後、申請者は共同研究先のグルー
プと共にこの技術を臨床応用し、早発閉経患
者において自らの卵子を産出して IVF-ETに
より不妊治療を行う試みを、倫理委員会の承
認と患者の同意の下に世界に先駆けて行っ
た。我々の原始卵胞活性化のトランスレーシ
ョナルリサーチは既に臨床応用段階に到達
しているが、さらなる臨床成績の向上が期待
される。 
 
２．研究の目的 
原始卵胞の人為的活性化技術を基盤とする
早発閉経や閉経前後の不妊患者の新たな治
療法の確立にはいくつかの改善点が残され
ている。本研究では、原始卵胞活性化療法の
臨床成績を向上させることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 (1)ヒト原始卵胞活性化法の至適化 
①卵巣凍結・解凍方法の改良 
 ヒトの場合、休眠原始卵胞は卵巣皮質表層
に存在しているが、予備的な組織学的測定で
は早発閉経や閉経前後の不妊患者では、原始

卵胞の分布が正常人と異なる。そこで、これ
らの患者の多数例で原始卵胞の分布を組織
学的に測定し、最適な凍結卵巣組織の厚さの
決定を行った。 
②培養に用いる卵巣断片の至適サイズの決
定 
 PTEN 阻害剤および PI3K 活性化剤による休
眠原始卵胞の活性化は卵巣断片の組織培養
下に行うため、大きすぎる断片では内部に十
分な酸素が到達せず細胞が死滅する可能性
があり、培養に適する卵巣断片の最大サイズ
を明らかにする必要がある。そのため、種々
の大きさのヒト卵巣断片を培養し、培養後の
細胞死の状態を比較して卵巣断片の至適サ
イズの決定を試みた。 
③PTEN 阻害剤および PI3K 活性化剤の至適濃
度、培養時間の決定 
 休眠原始卵胞の活性化のための PTEN 阻害
剤および PI3K 活性化剤の種類と、それら薬
剤の使用濃度・培養時間の詳細な検討は、マ
ウスでは十分行っているがヒトでは更なる
検討が必要である。ヒト卵巣断片を用いて、
PTEN 阻害剤および PI3K 活性化剤による培養
前後で組織学的検索を行い、各発育段階の卵
胞数を比較することで至適培養条件の確定
を行った 
(2)卵巣自家移植の最適部位の同定と移植卵
巣の生着を促進させる因子の同定 
①卵巣自家移植の最適部位の同定 
 卵巣自己移植に適した部位は、血管新生に
最適でかつ卵胞発育をモニターするための
経腟・経腹超音波検査が施行しやすく、更に
採卵を行いやすい必要がある。そこで、最適
な自家移植部位を決定するため、卵巣断片自
家移植を卵管漿膜下、卵管間膜内、ダグラス
窩、残存側卵巣皮質、に対して腹腔鏡で行い、
卵胞発育の有無と超音波検査の容易さを評
価した。 
②移植卵巣の生着を促進させる因子の同定 
 卵巣移植部位では血管新生がおこり卵巣
が生着する。そこで、移植した卵巣の血管新
生を促進する因子の同定を行った。マウス卵
巣を摘出し、休眠原始卵胞の活性化を行って
卵巣を腎被膜下に移植する。移植部位に隣接
した部位に血管新生に関与することが知ら
れている候補因子を適量注入し、一定期間後
に移植卵巣の血流量について、FITC デキスト
ランを静注後に摘出した移植卵巣の蛍光強
度で評価した。また、血管新生マーカーCD31
の発現を real-time PCR で定量し、壊死の有
無を組織学的に調べて効果を評価した。また、
レシピエントマウスに eCGおよび hCGによる
排卵刺激を行い、移植卵巣から得られる正常
卵子数を比較し、更に得られた卵子の形態、
受精・胚発育率、着床率、妊娠率、生児獲得
率、流産率について比較した。 
(3)ヒト初期卵胞発育を促進する因子の同定
と初期卵胞発育の制御機構の解明 
①初期卵胞発育を促進する候補因子の探索 
 DNA マイクロアレイを応用して初期卵胞発



育促進因子を網羅的同定を試みた。各発育段
階のヒト初期卵胞をレーザーマイクロダイ
セクションにて採取し、DNA マイクロアレイ
に供して各発育段階卵胞に発現しているホ
ルモン、成長因子とそれらの受容体の発現量
および発現変化を定量した。高発現している
ホルモン、成長因子および受容体を同定し、
経時的な発現変化から各発育段階の卵胞に
必要な候補因子をそれぞれ探索した。 
②初期卵胞発育の促進因子の同定とその発
育制御機構の解明 
 候補因子の初期卵胞発育の促進作用につ
いて、マウス卵巣組織培養への添加実験によ
り組織学的に効果を判定し、最終候補因子を
決定した。最終候補因子の卵胞発育過程にお
ける発現調節と受容体下流域の細胞内シグ
ナルの解明を行った。 
③初期卵胞発育の促進因子の生体内での効
果判定 
 最終候補因子をマウスに投与し、生体内で
の初期卵胞発育の促進効果について卵巣組
織学的検査を行い評価した。また、初期卵胞
発育を促進後に排卵刺激をおこない、排卵卵
子数を測定して卵子数の増加を確認した。更
に、これらの卵子の受精・胚発育能の正常性
を確かめ、胚移植後の出生仔に異常が認めら
れないことを確認した。 
(3)移植胚の着床率を高めるための対策の確
立 
 早発閉経患者や閉経期前後の不妊患者に
休眠原始卵胞を活性化した卵巣を自家移植
した場合、ゴナドトロピンおよび性ステロイ
ドホルモンの体内動態はかなり複雑になる
ことが予測され、着床に適した子宮内膜形成
のための性ステロイドホルモン至適投与量、
投与時期の決定を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト原始卵胞活性化法の至適化 
①卵巣凍結・解凍方法の改良 
 正常ヒト卵巣皮質組織(n=12)および早発
閉経患者の卵巣皮質組織(n=16)を用いて組
織学的に初期卵胞の局在を調べた。その結果、
正常ヒト卵巣皮質組織では、ほとんどの原始
卵胞、1 次卵胞、初期２次卵胞は卵巣皮質表
面から 1mm 以内の深さに存在していたが、早
発閉経患者では、1mm を超えた深さにも卵胞
が局在しており、特に初期２次卵胞では 2mm
を超えた深さにも存在を認めた。従って、早
発閉経患者では初期卵胞の分布が正常人と
異なり、より深い部位にあることが明らかと
なった。従って、早発閉経患者の最適な凍結
卵巣組織の厚さは 2-3mm であるが、通常のガ
ラス化法では困難な厚さであり、早発閉経患
者の卵巣組織の凍結には更なる工夫が必要
であることが明らかとなった。 
②培養に用いる卵巣断片の至適サイズの決
定 
 1x1x1mm、3x3x1mm, 5x5x1mm, 10x10x1mm の
４種類の大きさのヒト卵巣皮質断片を我々

が確立した方法（Li and Kawamura et al. PNAS 
2010）に従い、PTEN 阻害剤および PI3K 活性
化剤を用いて 48 時間培養し、卵巣組織を固
定後に組織切片を作製し、TUNEL 法および HE
染色により卵胞構成細胞の細胞死の状態を
培養前の状態と比較した。その結果、1x1x1mm、
3x3x1mm の卵巣皮質断片では、培養後に卵胞
構成細胞の細胞死は増加しなかったが、
5x5x1mm, 10x10x1mm の卵巣皮質断片では、卵
胞構成細胞の細胞死が有意に増加し、特に組
織の中央部分で顕著であった。以上から、培
養に用いるヒト卵巣皮質断片は3x3x1mm以内
の大きさが至適サイズであると考えられた。 
③PTEN 阻害剤および PI3K 活性化剤の至適濃
度、培養時間の決定 
 休眠原始卵胞の活性化のための PTEN 阻害
剤および PI3K 活性化剤の種類と、それら薬
剤の至適使用濃度・培養時間についてヒト卵
巣断片を用いて検討した。培養前後で組織学
的検索を行い、Foxo3 の核外移行を示す原始
卵胞の割合を比較することで至適培養条件
の確定を行った。その結果、ヒトの卵巣皮質
断片培養では、PTEN阻害剤:bpV(Hopic) 100uM、
PI3K 活性化剤:740Y-P 500ug/ml を用い、培
養開始 0-24h を bpV(Hopic)+740Y-P、培養開
始 24-48h は 740Y-P のみで合計 48h培養する
ことで原始卵胞の活性化が最大となること
を見出した。 
(2)卵巣自家移植の最適部位の同定と移植卵
巣の生着を促進させる因子の同定 
①卵巣自家移植の最適部位の同定 
 原始卵胞活性化療法の際に、腹腔鏡下の卵
巣断片自家移植を卵管漿膜下、卵管間膜内、
ダグラス窩、残存側卵巣皮質の部位に対して
行い(n=8)、卵胞発育の有無と超音波検査の
容易さを評価した。卵胞発育は、卵管漿膜下
および残存側卵巣皮質で認められたが、他部
位では認められなかった。卵管漿膜下および
残存側卵巣皮質で発育した卵胞は、経腟超音
波下で容易に観察され、採卵にも適していた。 
②移植卵巣の生着を促進させる因子の同定 
 生後 3日目のマウス卵巣を摘出し、休眠原
始卵胞の活性化を行って卵巣を腎被膜下に
移植し、移植部位に隣接した部位に血管新生
に関与することが知られている VEGF, FGF, 
および angiopoietin を注入し、14 日後に尾
静脈より FITC デキストランを静注後に移植
卵巣を摘出した。移植卵巣の蛍光強度を測定
したところ、血管新生因子注入群で蛍光強度
の増加を認め、血管新生マーカーCD31の mRNA
発現量が増加していた。しかし、それらの増
加は1.2〜1.6倍程度と顕著な増加ではなく、
さらなる工夫が必要と考えられた。移植卵巣
の壊死の程度に関しては有意な差を認めな
かった。有無を組織学的に調べて効果を評価
した。移植卵巣から得られる正常卵子数は、
血管新生因子注入群で増加傾向を認めた。得
られた卵子の形態、受精・胚発育率、着床率、
妊娠率、生児獲得率、流産率は有意な差を認
めなかった。 



(3)ヒト初期卵胞発育を促進する因子の同定
と初期卵胞発育の制御機構の解明 
①②初期卵胞発育を促進する候補因子の探
索・同定とその発育制御機構の解明 
 DNA マイクロアレイを応用した初期卵胞発
育促進因子をの網羅的同定を試み、最終候補
因子を探索した。最終稿補因子の中から、
C-type natriuretic peptide(CNP) 、
R-spondine2、CCN2、CCN3、CCN5、CCN6 を同
定した。CNP、CCN2、CCN3、CCN5、CCN6 は顆
粒膜細胞より産生され、卵巣器官培養におい
て２次卵胞以降の卵胞発育を促進し、
R-spondine2 は卵子より産生され、卵巣器官
培養において１次卵胞以降の卵胞発育を促
進した。また、CNP は卵胞発育において、卵
子由来因子(GDF-9、BMP-16、FGF-8)と相加相
乗効果を示し、エストロゲンが CNP の発現を
正に制御していることを明らかにした。 
③初期卵胞発育の促進因子の生体内での効
果判定 
 CNP、R-spodine2をマウスに投与し、in vivo
における初期卵胞発育の促進効果について
卵巣組織学的検査を行い評価したところ、in 
vitro 試験と同様に、それぞれ２次卵胞以降、
１次卵胞以降の卵胞発育を促進した。また、
マウスに排卵刺激をおこなったところ、成熟
卵子の排卵数の増加を認めた。更に、これら
の卵子は正常な受精・胚発育能有していた。
また、偽妊娠マウスに胚移植を行い、出生し
た仔を検証したが特に異常を認めなかった。 
(4)移植胚の着床率を高めるための対策 
 通常、早発閉経患者では血中 FSH、LH値
が高値となり、逆にエストロゲンは測定感度
以下となる。高 LH血症は発育卵胞の早期黄
体化をきたし、低エストロゲン血症は卵胞発
育を抑制する可能性がある。従って、卵巣組
織自家移植後は、エストロゲンを継続的に投
与することでネガティブフィードバックに
より FSH、LH値を低下させ、さらにプロゲ
ステロンを投与して消退出血を誘導し、FSH、
LH 値を正常レベルまで低下させた状態で、
GnRHアナログを用いながら FSH製剤によ
る卵巣刺激が卵胞発育誘導に有効であるこ
とを見出した。 
 原始卵胞活性化療法の臨床応用の結果か
ら、活性化卵巣皮質断片の自家移植後、最長
で２年 4ヶ月早発閉経患者から卵胞発育が認
められ、成熟卵子が得られた。従って、上記
卵巣刺激を行いながら、得られた卵子を受精
させた後、初期胚の状態でガラス化法にて凍
結保存する。これを、２年程度を上限として
卵巣刺激で卵胞発育が得られなくなるまで
行い、最終的に融解胚移植を行うことで最大
の治療効果が得られると考えられた。この方
法においては、早発閉経のため萎縮した子宮
はほとんどの患者で正常サイズに戻ってお
り、通常のホルモン補充周期での融解胚移植
で問題なく着床に適した子宮内膜形成が可
能であった。 
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