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研究成果の概要： 

ガラス化法を応用して、卵巣組織の低温保存法の至適条件を検討し、複数の動物種に有効な条

件を確立した。低温保存後、組織を融解し、前胞状期卵胞を培養により発育・成熟させ、体外

受精により新鮮組織と遜色のない良好胚を得ることに成功した。偽妊娠マウスに胚を移植する

ことにより、健康な産仔の獲得にも成功した。さらに発育段階の早い卵胞についても効率的な

培養法を開発した。この結果は、卵巣の生殖資源としての利用ならびに難治性不妊症の治療法

の開発に応用可能である。 
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１．研究開始当初の背景 
生殖補助技術の進歩により、かつては治療が困難
であった卵管閉塞性不妊症や男性不妊症に対して
有効な治療法が確立された。一方、ガン治療法の
進歩により、若年ガン患者の生存率は近年飛躍的
に向上した。しかし副作用として、化学療法剤に
よる生殖巣の機能障害は避けがたい。放射線療法
もまた、機能不全の原因となる。解決策として精
子の液体窒素での凍結保存法はすでに確立し、妊
孕性が温存できるのに対し、女性側の妊孕性温存
技術の開発は手つかずの状態である。卵巣組織を
治療前に凍結保存することで、生殖能力を回復す
ることができれば若年ガン患者の QOL の向上に大
変有用である。また、卵胞発育が困難な症例、例

えば早期卵巣不全など、難治性不妊症において、
症状の進行を抑制するために卵巣を凍結保存でき
れば、妊娠の機会を増すことに繋がる。 

２．研究の目的 
(1)未熟卵母細胞を多数含む卵巣の凍結保存技術
の開発、すなわち「卵巣バンク」の実現のために
卵胞および卵母細胞の生存率の良い卵巣組織の低
温保存条件を検討する。 

(2)凍結保存した卵巣組織をガンの回復後に移植
した場合ガン再発の危険があるので、より安全な
培養による未熟な前胞状期卵胞の成熟誘導技術の
開発が望まれる。そのために効率の良い培養法を
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開発する。 
３．研究の方法 
(1) 実験動物（マウス、ウサギ、ブタ）の卵巣組
織を用い、ガラス化凍結保存法の最適保存条件を
検討する。ガラス化保存液として、エチレングリ
コール、DMSO、ショ糖を耐凍剤として用いる。耐
凍剤の濃度、前処理時間を検討し、組織学的に卵
巣の形態を観察する。 
(2)  上記で決定した至適条件を用い凍結保存・
融解したマウス卵巣より、直径約 140μm の中期前
胞状卵胞を採取し、コラーゲンコート膜培養によ
る卵胞の発育と、ドロップ培養により卵子成熟を
誘導する。成熟卵子は、定法に従い体外受精を実
施し、培養により胚の発育を観察する。得られた
胚盤胞のクオリティを割球数にて評価する。一方、
２細胞期胚を偽妊娠マウスに移植し産仔を生産し、
その正常性および性成熟後の妊孕能について検討
する。 
(3)(2)の実験よりさらに発育段階早期の直径 100
μm 未満の初期卵胞の培養系での発育誘導を試み
る。一般に初期卵胞は、培養系での卵胞構造の維
持が困難なので、卵胞の 3 次元構造を維持するた
め、コラーゲンゲルを応用した培養システムを開
発する。中期前胞状卵胞まで発育した段階で(2)
と同様のコラーゲンコート膜培養に移し、成熟可
能な段階まで培養する。また、効果的な成長因子
について検討する。 
 
４．研究成果 
(1)ガラス化保存液での前処理時間が卵巣組織の
形態に大きく影響した。図１に示すように、処理
時間が 2 分の場合、組織内部の傷害が著明であっ
た。処理時間の延長により形態は改善し、１mm3

のマウス卵巣組織では処理時間を 30 分とするこ
とにより、新鮮組織と遜色ない形態が得られた。
ウサギやブタの卵巣では 5 mm3 の組織片すること
により良好な結果が得られた。耐凍剤の組織へ浸
透が生存性に大きく影響したと考えられる。 
 

 新鮮   2 分   10 分    30 分 

 
図 1 耐凍剤で前処理する時間と卵巣組織の生存性との

関係 
 
(2) 凍結保存したマウス卵巣から前胞状期卵胞
（直径 140μm）を単離し、培養により発育・成熟
させ、受精可能な成熟卵子を得る条件を確立した。
また、成熟卵子を体外受精より受精させ偽妊娠マ
ウスに移植して産仔を得ることに成功した（図 2）。
本結果は、凍結卵巣由来卵巣から前胞状期卵胞を
回収し、培養により発育・成熟させ、得られた卵
子からの産仔を誕生させた最初の報告である。 

 
 図２ 培養による卵胞の発育と成熟および受精胚の

産仔への成育 
 

図 3 にガラス化凍結保存法により低温保存した卵
巣由来の卵胞の発育率について新鮮卵巣由来と比
較して示した。本実験では卵胞として、卵母細胞-
顆粒膜細胞複合体（OGCs）を用いた。発育率がや
や低下したがその後の成熟率、受精率、胚発育率
は、新鮮卵巣由来の OGCs と有意差がなかった。 

 
図３ 新鮮および凍結卵巣由来卵胞の発育・成熟

および胚発育の比較  
A：新鮮卵巣、B：ガラス化保存卵巣 

 
(3) 発育段階の早い前胞状期卵胞（直径 100μm
未満）を単離し、培養により発育・成熟させ、受
精可能な卵子を得る条件を確立した。この実験で
は、コラーゲンゲル培養とコラーゲンコート膜培
養を組み合わせる 2 ステップ培養法が効果的であ
った。得られた成熟卵子は体外受精により受精し
高率に胚盤胞まで発育し、さらに産仔への発育が
可能であった。培養成績を表１に示した。 
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