
順天堂大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

低侵襲な卵胞活性化療法の開発による高齢不妊治療の革新

Innovation of aging infertility treatment by developing a minimally invasive  in
 vitro activation therapy

１０３４４７５６研究者番号：

河村　和弘（Kawamura, Kazuhiro）

研究期間：

１９Ｈ０３８０１

年 月 日現在  ５   ６ １９

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、現行の卵胞活性化療法(IVA: In Vitro Activation)よりも低侵襲な治療
法の開発を行った。卵胞活性化培養の短時間化による単回手術のIVAを開発し、卵巣の卵胞活性化培養が不要な
卵巣への物理的刺激による単回手術のIVAの臨床試験を行った。Hippoシグナル抑制剤の経腟的卵巣注射による低
侵襲な治療法の開発のため、動物試験によるPOCの取得を行った。高LH血症が卵胞発育と卵子の質に負の影響を
及ぼすことを明らかにし、高ゴナドトロピン血症を示す卵巣機能不全患者の高LH血症のみを是正し卵巣刺激を可
能とする方法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed an infertility treatment that is less invasive 
than the current IVA (In Vitro Activation). We have developed a single surgical IVA approach by 
shortening the culture time of ovarian tissue for follicular activation and conducted a clinical 
trial of a single surgical IVA by physical stimulation of the ovary, which does not require tissue 
culture of the ovary. Based on animal studies, we obtained POC for the development of a minimally 
invasive treatment method by transvaginal ovarian injection of Hippo signal inhibitors. We clarified
 that high serum LH levels showed negative effects on follicle development and oocyte quality, and 
developed a method to normalize the high serum LH levels only in patients with ovarian dysfunction 
showing high gonadotropin levels enable to perform optimal ovarian stimulation.

研究分野： 生殖医療

キーワード： 早発閉経　卵巣機能不全　卵胞活性化　低侵襲　Hippoシグナル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、様々なアプローチから低侵襲なIVAの開発を行うこと、術後の卵胞発育誘導に最適な卵巣刺激方法
の創出によりIVAの臨床成績を向上させることを目的とし、より多くの卵巣機能不全患者が、自己の卵子で妊娠
可能な治療法の確立を目指すした。低侵襲なIVAの開発とIVAの臨床成績の向上は、卵巣機能不全患者が自己の卵
子での妊娠を可能とするパラダイムシフトとなるばかりでなく、これらの患者に妊娠の機会を与えることは、本
邦の少子化対策、医療費削減など社会的にも非常に意義が高いと考えられる。

※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 
早発閉経は 40 歳未満の女性で卵巣性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起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、卵子の老化に加え、卵巣内の卵胞数の減少が起こるため、多くの高齢の女性は不妊であり、
排卵誘発のための治療を行っても低反応で極少数の卵胞発育しか認められない。これらの卵巣
機能不全患者では、自らの卵子を用いた妊娠は非常に困難であり、提供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。しかし、本邦では倫理的観点などから提供卵子
を用いた IVF-ET は普及しておらず、自己の卵子を得て妊娠できるような新たな治療法の開発
が急務である。 
卵巣には休眠原始卵胞が多数存在し、一部が月経毎に活性化されて初期卵胞となる。残存卵胞

数が 1,000 個以下になると原始卵胞の活性化が停止し、発育卵胞を喪失して閉経に至る。最近応
募者は、PI3K シグナル活性化による原始卵胞の活性化と Hippo シグナル抑制による初期 2 次
卵胞以降の発育誘導に成功した（Li and Kawamura et al. PNAS 2010, Kawamura et al. PNAS 
2013）。この方法を臨床応用することで、閉経した患者が自己卵子で妊娠可能となる方法の開発
を試みた。早発閉経患者の卵巣内には、わずかに初期卵胞が残存していることに着目し、我々は
この卵胞活性化技術を倫理委員会の承認のもと、早発閉経患者に臨床応用し（IVA）、妊娠・出産
に成功した（Kawamura et al. PNAS 2013）。 
 
２．研究の目的 
現行の IVA では２回の手術が必要であり、より低侵襲な方法の開発が強く期待されていた。

また、術後に最も効率よく卵胞を発育させて採卵する方法は未だ確立できていなかった。そこで
本研究では、様々なアプローチから低侵襲な IVA の開発を行うこと、術後の卵胞発育誘導に最
適な卵巣刺激方法の創出により IVA の臨床成績を向上させることを目的とし、より多くの卵巣
機能不全患者が、自己の卵子で妊娠可能な治療法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、下記のアプローチから低侵襲な IVA の開発を行い、IVA の術後に最適な卵巣刺

激方法の創出を試みた。 
 

(1) 卵胞活性化培養の短時間化による単回手術の IVA の開発 
現行の IVA では、腹腔鏡下に片側卵巣または卵巣組織の一部を摘出し、PI3K シグナルの活性

化のために PTEN 抑制剤および PI3K 活性化剤で断片化した卵巣皮質組織を 48 時間培養する。
この長期間の培養ため、卵巣移植術は後日となる。短期間のうちに 2 回の全身麻酔による手術
は患者の負担が大きく、麻酔のリスクも高くなる。最近中国のグループが、マウスを用いて
CDC42 (Cell division cycle 42)や mTOR シグナル経路が休眠原始卵胞を活性化することをそれ
ぞれ報告した。本研究では、これらの新たな経路による卵胞活性化法を応用して、短時間で原始
卵胞を活性化し、卵巣摘出から移植まで一度の手術で完了する方法の開発を行った。 

 
(2) 卵巣の卵胞活性化培養が不要な卵巣への物理的刺激による単回手術の IVA の臨床試験 
現行の IVA では、早発閉経患者の卵胞発育を再生するため、PI3K シグナル活性化による原始

卵胞の活性化と同時に、卵巣への物理的刺激によって Hippo シグナルを抑制し、2 次卵胞発育
誘導を行っている。しかし、早期の早発閉経や高齢の卵巣機能不全では、原始卵胞活性化の停止
までは至っておらず、Hippo シグナル抑制単独でも 2 次卵胞の発育が期待できる。そこで、卵巣
組織培養を行わず、摘出した卵巣の皮質を断片化して物理的刺激を加えすぐに移植する方法
(Drug-free IVA)、卵巣皮質を線状に切開して物理的刺激を与える方法(Direct activation)を考案
してきた(Kawamura et al. Curr Opin Obstet Gynecol 2016)。本研究では、通常の卵巣刺激を
行い、採卵数が３個以下の低反応を示す 20-46 歳の卵巣機能不全患者で、卵巣予備能検査で異
常を認め（胞状卵胞数計測：5-7 個未満、または抗ミュラー管ホルモン値 1.0ng/ml 未満）、IVF
を施行する患者を対象とした比較対照試験を行い、単回手術 IVA の有用性を確認した。 

 
(3) Hippo シグナル抑制剤の経腟的卵巣注射による低侵襲な治療法の開発 
早発閉経および重度の卵巣機能不全では経腟超音波下に卵巣を同定できないが、それ以外の

卵巣機能不全では可能である。そこで、経腟超音波ガイド下に卵巣へ Hippo シグナル抑制剤を
注射することで 2 次卵胞発育を誘導する方法を開発し、最も侵襲度の低い本法の臨床応用に向
けた基盤の確立を行った。 
 
(4) 高 LH 血症の是正を基盤とする卵巣刺激法による IVA 臨床成績の向上 
卵巣機能不全患者は高ゴナドトロピン(FSH, LH)血症を呈し、慢性の高 FSH 血症により卵胞

は FSH 刺激に対し脱感作状態となって反応しなくなり、発育障害と卵子の質の低下がおこると



考えられてきた。しかし、高ゴナドトロピンを是正した状態で長期間FSH製剤を使用した場合、
良好な卵胞発育と高品質な卵子が得られることから、高 FSH 血症ではなく高 LH 血症が卵胞発
育障害の主因である可能性が考えられた。本研究では、この仮説を証明し、高 LH 血症のみを是
正し卵巣刺激を可能とする方法の開発を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 卵胞活性化培養の短時間化による単回手術の IVA の開発 
本研究では、原始卵胞を短時間で活性化可能な卵巣組織培養法の開発し、短時間培養による原

始卵胞の活性化法の安全性の確認を行った。原始卵胞を短時間で活性化可能な卵巣組織培養法
の開発を行った。幼若マウスとは組織構造の異なる卵巣の線維化が進み残存卵胞が極度に減少
した高齢マウス卵巣の組織培養系を用いて、CDC42 活性化剤と種々の mTOR 活性化剤をそれ
ぞれ単独、または PTEN 抑制剤および PI3K 活性化剤を含め併用して 0.5-2 時間作用させ、原
始卵胞の活性化の際におこる FOXO3 の核外移行を免疫組織学的に調べ、その核外移行率を指
標に有効性を評価した。その結果、30 分間で卵巣組織培養にて原始卵胞の活性化を誘導可能な
活性化剤を同定することに成功し、その至適培養条件を決定した。さらに、培養後の高齢マウス
卵巣断片を他のマウスの腎皮膜下に移植し、2 週間後に摘出して排卵前卵胞から機械的に成熟卵
子を採取して IVF を行ったところ、非培養群に比べ成熟卵子数が増加し、受精率、胚盤胞到達
率が上昇した。また、胚盤胞期胚を偽妊娠マウスへ移植し、妊娠率、流産率、胎盤重量、胎児体
重を測定し、高齢マウスの過排卵処理により卵管内に排卵された卵子の IVF-ET の結果と比較
したところ、各パラメータに有意な差を認めなかった。 

 
(2) 卵巣の卵胞活性化培養が不要な卵巣への物理的刺激による単回手術の IVA の臨床試験 
臨床試験の結果、11 人の卵巣機能不全患者において、9 人で単回手術 IVA 後に適切な卵巣刺

激を行うことで発育卵胞数が増加した(IVA 施行前発育卵胞数 1.0（中央値）vs. IVA 施行後発育
卵胞数 2.6（中央値）)。成熟卵胞が得られた後に、卵子成熟を誘導し、採卵を行って体外受精を
施行したところ、68.7%の受精率、56.9%の良好胚獲得率を示し、本法により妊娠の可能性が高
まることが確認された。1 名は体外受精周期以外のタイミングで自然妊娠し、5 人の患者で胚移
植を行い、3 名の妊娠、分娩が得られた。1 名は稽留流産となった。3 名の患者は論文公表時で
凍結胚を有しており、今後胚移植を予定している。本法の合併症ならびに出生児の異常は認めら
れなかった(Kawamura et al. RMBO 2020)。 

 
(3) Hippo シグナル抑制剤の経腟的卵巣注射による低侵襲な治療法の開発 
本研究では、卵胞発育誘導に最適な Hippo シグナル抑制剤の探索を行い、Hippo シグナル抑

制剤のマウス卵巣投与による卵胞発育誘導法の開発を試みた。sphingosine-1-phosphate, 
Jasplakinolide が直接 Hippo シグナルを抑制し、卵巣に対し物理的刺激を与えなくても 2 次卵
胞の発育を誘導することを示してきたが(Cheng, Kawamura et al. FASEB J 2015)、その溶解
性や毒性などから、生体内に存在する Hippo シグナルを抑制可能な他の分子を探索した。その
結果、4 つの候補分子を同定した。同定された種々の濃度の候補分子を用いて、高齢マウス卵巣
の組織培養を行い、Yes-associated protein(YAP)の核移行と CCN 成長因子の産生を調べて
Hippoシグナルの抑制効果を確認した。その結果、予備試験において、GPCRを介して直接Hippo
シグナルを抑制する分子を見出した。さらに、高齢マウスの卵巣囊にその分子を注入し、一定期
間後に組織学的に発育卵胞数を測定し、2 次卵胞の発育促進効果を確認した。本法の安全性評価
のため、マウスを交配させ、妊娠率、流産率、出生児の形態学的、行動学的な正常性を調べ、異
常が無いことを確認した。 

 
(4) 高 LH 血症の是正を基盤とする卵巣刺激法による IVA 臨床成績の向上 
本研究では、高 LH 血症が卵胞発育と卵子の質に及ぼす影響の評価を行い、高 LH 血症のみを

是正し卵巣刺激を可能とする方法の開発を行った。卵巣機能不全患者に対し日常不妊診療で行
ってきた卵巣刺激とその後の IVF-ET のカルテ記録を後方視的に調べ、高 LH 状態(LH>10 
mIU/ml)で発育した卵胞の発育経過と採卵成績、IVF-ET の成績が、高 LH 血症を是正した状態
で発育した卵胞のものに比べ成績が悪いことを確認した。さらに、下垂体を摘出して内因性の
FSH、LH の産生を除外したマウスに種々の濃度の FSH, LH を投与して検討したところ、高 
FSH ではなく、高 LH 血症が卵胞発育を早期黄体化により抑制し、さらに卵子の質を低下させ
ることを明らかにした。 
次に、高 FSH 状態を利用し、高 LH 血症のみを改善して卵胞を発育させる新たな卵巣刺激法

を開発を行った。LH の中和抗体、LH 受容体のアンタゴニストはどちらも特異性の観点から作
製が困難であるため、LH 受容体の細胞外ドメイン(LBP: LH binding protein)を用いた LH の
中和を考案し、LBP の作成を行った。293T 細胞にトロンビン切断部位と His-Tag を設けた LBP
産生ベクターを導入し、発現効率の高いクローンを抽出した。そのクローンを大量培養し、トロ
ンビン処理した培養上清を集めて His-Tag カラムで LBP を精製した。この LBP は LH の選択
的抑制効果を示したが、精製効率が悪く更なる方法を現在検討している。 
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