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研究成果の概要（和文）：卵巣チョコレート嚢胞への手術により，卵巣予備能のマーカーである血中AMH濃度
は，術直後に一過性に低下したのち再上昇し，続いて再下降して術後約1年で定常値となる例が多く，手術処置
の卵巣への作用をAMHで評価する場合は測定時期が重要であることが示唆された．
プロゲスチンを併用した2期的チョコレート嚢胞手術では，1期的手術に比較して術後の卵巣予備能の低下が緩徐
であり，妊孕性温存手術に有用である可能性がある．腹水中の向炎症性サイトカインであるIL-6、IL-8および
IP-10はプロゲスチンにより半数の症例で50％以上低下した。とくにIP-10はプロゲスチンの抗炎症作用のマーカ
ーとなりうる可能性がある．

研究成果の概要（英文）：Surgery for endometriomas may cause significant decline in serum AMH levels,
 ovarian reserve maker, just after the surgery and it may increase soon after primary decline, and 
then decrease again till steady levels at around one year after the surgery. The time points when 
one measure serum AMH levels to evaluate the effect of surgery on ovarian reserve is important.
Three step surgery utilizing dienogest may show less decline in serum AMH levels. Progestin may 
affect intraperitoneal pro-inflammatory cytokines and chemokines, such as IL-6, IL-8, and IP-10. 
IP-10 can be a marker for anti-inflammatory effects of progestins.

研究分野：生殖内分泌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年本邦では晩婚化，初産年齢の上昇が顕
著であり，不妊治療を希望する女性の年齢は
上昇している．卵巣に存在する遺残原始卵胞
の数とその質（卵巣予備能）は，不妊治療の
成否を強く規定する要因のひとつで，卵巣予
備能は年齢とともに低下するが，生活環境や
基礎疾患，外科手術，抗がん剤，放射線療法
などの医原性要因が影響を与える． 
子宮内膜症は，性成熟期女性の 5-10％，不
妊女性の 50％に認められる，エストロゲン依
存性の慢性炎症性疾患である．卵巣チョコレ
ート嚢胞は卵巣に発生する子宮内膜症病変
であり，多くは腹腔鏡下に外科的に摘出され
ることが多い．子宮内膜症合併不妊症の病態
は様々であるが，（北島ら，2003, 2009），チ
ョコレート嚢胞に対する外科処置後に卵巣
予備能が低下し，術後の不妊治療に抵抗性を
示す例が多い（北島ら，2008）． 
抗ミューラー管ホルモン（AMH）は，卵巣
顆粒膜細胞からのみ産生され，卵巣予備能を
評価する指標となるが，卵巣チョコレート嚢
胞に対する外科処置後は有意に血中 AMHが
低下する（Kitajima et al., 2011a）．そして，
AMH の低下は，手術時の正常卵巣組織への
影響が大きかった例において顕著であった
（Kitajima et al., 2011a）．これらは，同様
の手技であっても嚢胞周囲の正常卵巣組織
への損傷の程度が相違することを示してお
り，その一因として個々の卵巣チョコレート
嚢胞の進展過程における正常卵巣組織への
影響の程度が相違することが予想される．一
方，チョコレート嚢胞自体が卵巣予備能を低
下させる可能性が考えられ，卵巣チョコレー
ト嚢胞では原始卵胞数が有意に低下し，また，
その低下は卵巣皮質の線維化と有意に関連
していた（Kitajima et al., 2011b）．これら
の結果は，子宮内膜症の進展が卵巣皮質組織
局所で強い炎症を惹起することにより，周囲
の卵巣皮質組織の維持機構に影響して原始
卵胞を減少させることを示唆するものであ
る．また，チョコレート嚢胞を有する卵巣皮
質では，原始卵胞の減少とともに一次卵胞へ
移行するものが増加し，一方で閉鎖卵胞が増
加し，これらの卵胞では顆粒膜細胞の増殖性
の亢進と閉鎖卵胞におけるアポトーシスが
確認された（Kitajima et al., 2014）.これら
は，子宮内膜症による局所炎症により，原始
卵胞のリクルートメントが亢進する一方で，
選択された卵胞ではアポトーシスによる閉
鎖卵胞が増加することで卵巣予備能の低下
が進行することを示している．  
これまでの私どもの子宮内膜症における知
見および他施設における卵巣皮質組織の移
植実験から，卵巣予備能の維持には皮質組織
の静的恒常性の維持が重要であり，炎症や血
流障害が容易に原始卵胞を活性化するのと
同時に消失させるように働くことが予想さ
れ，ここに働いている分子生物学的機構を解
析することは，女性の妊孕性の向上につなが

ると考えられる． 
 
２．研究の目的 
本研究では，臨床的に骨盤内の炎症が卵巣
予備能にどのように影響し，また手術手技の
工夫によりどれだけ改善することができる
か，子宮内膜症女性をモデルとして検討する．
子宮内膜症女性において薬物療法を併用し
た 2期的な手術を施行し，それらにおいて術
前後の卵巣機能，卵巣組織の形態学的変化，
腹腔内炎症の評価を行い，挙児希望女性にお
いては薬物療法を施行していない例と比較
して術後の経時的な妊孕性の変化を評価し，
炎症が卵巣機能に与える影響をヒトで検討
する． 
一方，挙児希望を有する性成熟期女性の卵
巣組織を多数収集することは困難な場合も
多いと考えられる．本研究では，動物を用い
た基礎的な検討として，子宮内膜症モデルマ
ウス（Kitajima et al, 2005）あるいは加齢モ
デルマウスにおいて，リポポリサッカライド
(LPS)投与により腹腔内炎症を惹起して，炎
症が卵巣組織に与える影響を病理形態学的
に評価する．加えて，これらのモデルマウス
の卵巣に物理的あるいは化学的に微小な損
傷を加えることにより卵巣に存在する原始
卵胞にどのような影響がでるか組織学的に
検討する． 
 
３．研究の方法 
（１）薬物療法を併用した 2期的手術が卵巣
予備能の与える影響の検討 
① 薬物療法を併用した 2期的腹腔鏡手術 
腹腔鏡下手術を受ける子宮内膜症女性に対
してインフォームド・コンセントを得たうえ
で薬物療法を併用した 2 期的手術（Donnez, 
2007; Tsolakidis, 2010）を行う．初回手術
（腹腔鏡検査）時に末梢血，腹水，子宮内膜
症病変および近傍の腹膜組織を採取する．初
回手術後 3ヶ月間薬物療法を行う．薬物療法
は GnRHa，ジエノゲストの 2群に分けて行う.
薬物療法終了後に 2 回目手術を行う．2 回目
手術の際にも末梢血，腹水，子宮内膜症病変
および近傍の腹膜組織を採取したうえで，子
宮内膜症病巣の可及的除去（切除・焼灼）を
行う．また，チョコレート嚢胞に対して 1期
的に手術を行った若年女性をコントロール
として比較検討する． 
② 採取した組織および腹水の検討 
子宮内膜症組織は，2 切片に分けて，1 切片
はブアン固定ののちパラフィン包埋切片を
作成してその後の組織学的検討に供する．1
切片は，RNA later で処理したのち組織を細
切してホモジナイズし RNAqueous-Micro kit 
(Ambion)を用いて total RNA を抽出し-80℃
で保存する．腹水は遠沈後に上清を採取して
-80℃で保存する．採取した卵巣および腹膜
組織，腹水において以下の検討を行う． 
a. 組織中の炎症性変化の有無の検討 
・Masson-Trichrome 染色による線維化の有無 



・CD68 陽性細胞の定量的計測による活性化マ
クロファージ浸潤の評価 
・皮質の連続切片の評価による卵胞密度の計
測 
b. 腹水中炎症性サイトカインの測定 
採取した腹水中で，これまで子宮内膜症患者
腹水での報告がある炎症惹起性サイトカイ
ンおよび卵巣予備能のマーカーであるAMH濃
度を ELISA 法により計測する． 
③ 術後の経過観察 
術後 1,3,6,9,12 ヶ月の時点で子宮内膜症の
自他覚症状の再発の有無と卵巣機能評価を
行う．腹腔内炎症のひとつの指標として血中
CA125 の測定，経腟超音波検査(TVUSG)で卵巣
腫大や腹水の有無を評価し，卵巣機能は血中
AMH 値と TVUSG による卵巣容積および胞状卵
胞数の計測を行う． 
 
（２）マウス子宮内膜症モデルにおける腹腔
内炎症と加齢が卵巣予備能に与える影響
に関する検討 
① 子宮内膜症モデルの作成 
B6C3F1 マウスおよび加齢促進マウスにおい
て， Ketamine (75mg/kg, Pfizer) お よび
medetomidine (1mg/kg, Pfizer)の腹腔内投
与による麻酔下に処置を行う．処置後にはこ
れらの麻酔薬の拮抗剤である atipamezole 
(1mg/kg, Pfizer)の投与を行う．片側子宮を
摘出したうえ細切し２mm 大の小組織片を作
成する．これらをマウスの腸管膜上にフィブ
リン糊を用いて生着させる（Kitajima et al., 
2005）．2週間後にマウスを実験動物の処置ガ
イドライン(http://www.iacuc.ucsf.edu)に
沿って頚部脱臼を行ったのち，開腹して腹腔
内を検索し腸管膜上に嚢胞性病変を形成し
ている内膜症病変を摘除する．また，卵巣も
摘除する．心臓穿刺により採血し血清分離し
-80℃で保存する．子宮内膜症組織は，2切片
に分けて，1 切片はブアン固定ののちパラフ
ィン包埋切片を作成してその後の組織学的
検討の供する．1 切片は，組織を細切してホ
モジナイズ後に total RNA を抽出し-80℃で
保存する．  
② マウス内膜症モデルでの卵巣，内膜症組
織および血清を用いた検討 
a. マウス卵巣および子宮内膜症病変におけ
る炎症性変化と卵巣予備能についての組
織学的計検討 
・Masson-Trichrome 染色による線維化の有無 
・CD68 陽性細胞の定量的計測による活性化マ
クロファージ浸潤の評価 
・皮質の連続切片の評価による卵胞密度の計
測 
b. マウス卵巣での炎症と原始卵胞の活性化
に関わる遺伝子発現の検討 
卵巣組織から抽出したRNAを用いて原始卵胞
の活性化に関わる c-Kit，KL，GDF9 mRNA 遺
伝子；炎症促進性サイトカインおよびその細
胞内シグナル伝達経路に関わる IL-6, IL-8, 
AKt,PI3K mRNA 遺伝子の発現を RT-qPCR で定

量的に解析する． 
c. 血清中 AMH 濃度を ELISA 法で計測する．  
 
４．研究成果 
卵巣チョコレート嚢胞を有し，インフォーム
ドコンセントが得られた例において薬物療
法を併用した 2期的手術を行った．コントロ
ールとして1期的手術の症例でも腹水等の臨
床検体を採取したうえ，2 期的手術群と比較
した．卵巣チョコレート嚢胞に対する手術後
に血中AMH値はほとんどの例で一旦下降した
のち，術後３－６ヶ月後に再上昇した．その
後 12 ヶ月目ごろまでに再度ゆるやかに下降
を示した．これらは，初期発育卵胞より産生
される AMH が，手術侵襲による発育卵胞の閉
鎖・消失によって一旦下降し，一方で AMH の
低下によって原始卵胞のリクルートメント
の亢進が促されるためAMHが再上昇するもの
と考えられた．その後原始卵胞のコホートが
手術後に再構成されたのち，卵巣予備能が保
たれている例ではもとのAMH値に近い値に戻
り安定すると推察される．術後の卵巣予備能
の評価には時期が重要であると考えられた．
2 期的手術のほうが 1 期的手術に比して術後
の AMH の変化がより緩徐であり、経過観察中
に 4 例が妊娠し、2 期的手術の有用性が示唆
された． 
卵巣組織中の初期卵胞と周囲間質において，
顆粒膜細胞や間質細胞の活性化の状態と関
連すると考えられる steroidgenic factor 1 
(SF-1)の発現動態を検討した．SF-1 は顆粒膜
細胞および卵巣皮質間質の核に発現局在が
認められた．炎症の進行所見である線維化と
の関連は明らかでなかった． 
プロゲスチンあるいはGnRHアナログによる
薬物療法が腹水中サイトカイン・ケモカイン
濃度に及ぼす影響を検討した．初回および 2
回目の腹腔鏡手術の際に採取した腹水にお
ける炎症惹起性サイトカイン、すなわち
IL-1β、IL-6、IL-8、TNFα、MCP-1 および
IP-10 を測定し、薬物療法の前後での変化を
評価した．ジエノゲストを投与した 8 例中 4
例において IL-6、IL-8 および IP-10 が初回
手術時に比較して 50％以上低下し、ジエノゲ
ストの抗炎症作用が示唆された．また、IP-10
は進行した子宮内膜症 III-IV 期で低下した
り、黄体期で低下することが報告されている
が、本研究でプロゲスチン治療後に低下する
ことが初めて示され、治療効果のマーカーに
なり得る可能性が示唆された． 
プロゲスチンが腹水中サイトカイン・ケモ
カイン発現に及ぼす影響の意義を検討する
目的に，子宮内膜症由来の卵胞液中物質の解
析を行った．体外受精時に得られた卵胞液中
の免疫複合体の網羅的解析をイムノコンプ
レキソーム解析法を用いて行った．子宮内膜
症に特異的な複数の免疫複合体の発現上昇
あるいは減少が認められたが，プロゲスチン
の作用に直接的に影響を及ぼす候補蛋白は
同定されなかった．  
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