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研究成果の概要（和文）：凍結保存したヒト卵巣組織を融解し、生殖細胞特異的なタンパクであるDDX4に対する抗体を
用いた蛍光活性細胞分離法によって、卵子幹細胞（OSCs）とみられる細胞を分離した。ヒトOSCsは4ヶ月以上の培養増
殖後も初期生殖細胞特異的な遺伝子および蛋白を維持していた。ヒトOSCsをヒト卵巣組織片に注入し、この組織片を免
疫抑制マウスに異種移植すると、1-2週間後に未熟な卵胞を認めた。雌の生殖細胞は出生後に増殖しないという従来の
学説の変更を迫る画期的な発見であるとともに、悪性腫瘍患者の妊孕能温存（抗がん剤や放射線治療の前に卵子や卵巣
を保存しておくこと）や卵子生成メカニズムの研究にも応用が可能と思われる。

研究成果の概要（英文）：A fluorescence-activated cell sorting-based protocol was used with adult human ova
rian cortical tissue to purify rare mitotically active cells that have a gene expression profile that is c
onsistent with primitive germ cells. Once established in vitro, these cells (oogonial stem cells; OSCs) ca
n be expanded for months and can spontaneously generate oocytes, as determined by morphology, gene express
ion and haploid (1n) status.
Injection of the human OSCs into human ovarian cortical biopsies leads to formation of follicles containin
g  oocytes 1-2 weeks after xenotransplantation into immunodeficient female mice. Thus, ovaries of reproduc
tive-age women, similar to adult mice, possess OSCs that can be propagated in vitro as well as generate oo
cytes in vitro and in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒト卵巣組織の凍結保存技術の重要性と
問題点 
① 悪性腫瘍患者に対する未受精卵子の凍結
保存の問題点 
若年女性の白血病や乳癌などの悪性腫瘍

に対する治療成績が改善されてきたが、抗癌
剤・放射線の卵巣毒性や卵巣切除により卵巣
機能が失われ、医原性不妊となる症例も少な
くない。近年、このような悪性腫瘍症例に対
して、未受精卵子の採卵・凍結保存が施行さ
れているが、卵子の凍結保存には排卵誘発剤
による卵巣刺激がほぼ必須であり、これによ
り悪性腫瘍の治療が遅れることが懸念され
ること、多くとも 20 個程度の卵子しか得ら
れず、その妊娠率も必ずしも高いとは言えな
いことが問題である。 
② ヒト卵巣組織の凍結保存の利点と問題点 
一方、卵巣組織の凍結保存は、低侵襲な腹

腔鏡下手術を用いて比較的早期に検体が採
取できるとともに、卵巣皮質に何千という卵
子を含むため、凍結・融解・移植などによる
損傷を考慮しても得られる卵子の数、妊娠率
が飛躍的に高くなることが期待できる。最近、
悪性リンパ腫患者に対して卵巣組織の凍結
保存を施行し、治癒後にこれを融解・再移植
して妊娠・出産し得たと報告された（Donnez 
et al., Lancet 364:1405-1410, 2004）が、卵
巣組織の凍結保存・融解法はいまだ理想的な
状況とは言えず、確立されていないのが現状
である。最近、研究協力者の香川らは、
Cryotissue 法によりヒト卵巣組織のガラス
化凍結保存に成功したと報告され、我々も性
同一性障害患者から採取した卵巣組織を
DAP法や Cryotissue法によりガラス化凍結
後、免疫抑制マウスに異種移植し、卵胞の発
育を得ている。しかしながら、凍結保存・融
解した卵巣組織を再移植した場合、移植後の
血管再生前に約 70%の原始卵胞が死滅する
とも言われており、いかにして移植後の卵子
生存率を高めるかが、更なる課題となってき
ている。また、卵巣組織の患者への同種移植
では、移植した組織に腫瘍細胞が含まれてい
る可能性も指摘されている。 

 
(2) 人工毛細血管システムや血管新生因子徐
放製剤による血流再生 
移植組織の生着において、局所へ血液を供

給するための血管は不可欠である。通常、血
管新生によって虚血部位への血流供給が行
われるが、ex vivoにおいて人工的に血管を作
成し移植する事により早期の血流回復が期
待される。近年、連携研究者である東京医科
歯科大学大学院医歯薬総合研究科・森田育男
研究室では、印刷技術を用いた in vitro 
capillary formation 法を用いて人工的にデ
ザインした毛細血管網を作成することに世
界に先駆けて成功した（Kobayashi et al., 
Biochem Biophys Res Commun 
358:692-697, 2007）。更に、連携研究者・赤

堀は同技術を更に発展させ、ウシ内皮細胞で
作成した人工毛細血管システムをヌードマ
ウスの皮下に異種移植し、生体内でも血管と
して機能させることに成功した。 
また、近年、血管新生因子である塩基性線

維芽細胞増殖因子（bFGF）を含有した徐放
製剤を下肢血管障害患者の虚血部位に局所
投与することにより早期に血流が再生し、疼
痛や潰瘍の軽減を得たとの報告がなされ
（Marui et al., Circ J 71:1181-1186, 2007）、
冠動脈疾患などへの応用も期待されている。 
更に、連携研究者である帯広畜産大学教

授・鈴木らは、凍結イヌ卵巣組織の SCIDマ
ウスへの異種移植において、血管新生因子で
あるアシアロエリスロポエチンの局所投与
により、卵子残存率の改善を得た（Suzuki H 
et al, J Assist Reprod Genet 25:571-575, 
2008）。 
これら最新の再生医学技術を応用するこ

とにより、移植したヒト卵巣組織への早期の
血流供給を促進することにより、移植したヒ
ト卵巣組織の生着率や卵子残存率を改善で
きる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
ヒト卵巣組織の凍結保存と融解・再移植は、

悪性腫瘍の治療により生殖機能の傷害が懸
念される若年女性にとって切望される生殖
技術であるが、その妊娠率はいまだ低く、再
移植時の生着率や卵子残存率をいかに高め
るかが喫緊の課題である。本研究では、性同
一性障害患者から得られた卵巣組織を、従来
の緩慢凍結法に比べて簡便でヒト卵巣組織
の凍結保存に最適化した Cryotissue 法によ
り凍結し、申請者らが近年開発した人工毛細
血管システムと種々のヒト血管新生因子徐
放剤の存在下に免疫抑制マウス等に再移植
することにより、従来より効率の良い凍結・
再移植系を確立し、悪性腫瘍患者等に臨床応
用することを目的とする。 
また、凍結した卵巣組織を融解して FACS

法などを用いて卵子幹細胞を分離同定し、
種々の方法や実験条件でこれを増殖させ、卵
子に分化させる。成人のヒト卵巣においても、
実験動物同様に生殖幹細胞が存在し、増殖さ
せることが可能であること、卵子に分化させ
ることが可能であることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 性同一性障害患者より提供された卵巣
を、Cryotissue 法で凍結後に融解し、各種の
卵子生存因子や血管新生因子徐放製剤の存
在・非存在下に免疫不全 SCID マウスへ異種
移植する。2-4 週間後に残存卵胞数およびア
ポトーシス関連遺伝子群の発現を比較・検討
する。	
 
(2)	
 ヒトの末梢血から血管内皮前駆細胞を
得て人工毛細血管システムを作成し、ヒト卵
巣組織と同時に免疫不全マウスに異種移植
し、同様に検討することで、更なる生着率・



卵子残存率の改善を目指す。	
 
(3)	
 凍結・融解後の卵巣組織片を卵子生存因
子や卵胞発育促進因子の存在下に体外培養
し、卵子生存率の改善や卵胞発育の有無を検
討する。	
 
(4)	
 凍結卵巣組織を融解後、酵素処理によっ
てばらばらの細胞集塊とし、生殖細胞特異的
抗原である DDX4 を用いた FACS 法によってご
く少数の細胞を分離抽出する。RT-PCR および
免疫染色によって VASA、DAZL、OCT4、STELLA
など生殖細胞特異的遺伝子や蛋白の発現の
有無を検討する。得られた細胞を継代培養し、
DDX4 の発現や生物学的特性を引き続き有す
るかどうかを検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 卵巣組織からのヒト卵子幹細胞（OSCs）
の分離	
 
性同一性障害に対する性別適合手術を受

けた 20 代から 30 代前半までの 6人の卵巣を
Cryotissue 法で凍結保存した。この凍結ヒト
卵巣組織を融解した細胞懸濁液から、従来の
分 離 法 （ Zou	
 K	
 et	
 al,	
 Nat	
 Cell	
 Biol	
 
11:6361-6362,	
 2009）を改良した、生殖細胞
特異的な RNA	
 helicase である DDX4（DEAD	
 box	
 
polypeptide	
 4）の細胞外ドメインを認識す
る抗体を用いた FACS（蛍光活性細胞分離法）
によって、OSCs とみられる細胞を分離した
（図１）。このヒト OSCs は直径 5-8µm の細胞
で、卵巣中にごくわずかに（懸濁生細胞中の
約 1.7%）存在し、PRDM1、DPPA3、IFITM3、TERT
などの初期生殖細胞に特異的な mRNA を発現
していた（図 2）。ヒト OSCs を、マウス胎仔
線維芽細胞（MEF）を feeder として 4-8 週間
培養したところ、MEF 非存在下で安定的に増
殖する細胞が得られ、4 ヶ月以上の培養後も
前述した初期生殖細胞特異的な mRNA および
蛋白を発現していた（図 3）。ヒト OSCs は対
象とした 6 人全ての卵巣から得られた。	
 
	
 
図 1	
 凍結ヒト卵巣組織から分離されたヒト
卵子幹細胞（OSCs）	
 

	
 

	
 

図 2	
 ヒト OSCs における生殖細胞特異的 mRNA
の発現	
 

 
	
 
図 3	
 継代培養したヒト OSCs における生殖細
胞特異的蛋白の発現	
 

 
 
(2)	
 ヒト卵子幹細胞（OSCs）からの卵子の産
生	
 
培養ヒト OSCs では、継代の 72 時間後をピ

ークとして直径 35-50µm の大きな細胞が産生
された（図 4）。この大細胞は DDX4、KIT、YBX2、
LHX8などのmRNAおよび蛋白を発現しており、
卵母細胞と考えられた。更に継代 72 時間後
のヒト OSCs では減数分裂特異的な DMC1 およ
び SYCP3 の発現を核に認め（図 5）、FACS を
用いた核 DNA 量分析では生殖細胞（卵子）と
思われる 1n 細胞を認めた（図 6）。	
 
また、ヒト OSCs を GFP で標識してからヒ

ト卵巣組織の細胞懸濁液と培養したところ、
24 時間後には直径 50µm 超の大きな GFP 陽性
細胞を小さな GFP 陰性細胞が取り囲む卵胞に
類似した構造を認めた（図 7）。これは、ヒト
OSCs から卵母細胞が産生され、卵巣組織懸濁
液中の顆粒膜細胞が周囲に結合したものと
考えられた。更に GFP 標識ヒト OSCs をヒト
卵巣組織片に注入し、この組織片を免疫抑制
マウスに異種移植すると、1-2 週間後に GFP
陽性細胞を扁平な細胞が取り囲んだ原始卵
胞を認めた（図 8）。この GFP 陽性細胞は卵母
細胞特異的な LHX8 および YBX2 を発現してお
り（図 9）、特に YBX2 は減数分裂の複糸期（相
同染色体の対合・交差・相同組み替えが起こ
る）に特異的なマーカーである点が重要であ
る。倫理的・法的理由からヒト OSCs から得
られた卵子をヒト精子と受精させることは
できなかったが、同様の方法でマウス卵巣か
ら分離された細胞を GFP で標識して成体マウ
スの卵巣に移植し、ゴナドトロピン製剤によ
って排卵誘発したところ、GFP を発現した成



熟卵子が得られ、マウス精子との体外受精で
胚盤胞が得られた。なお、従来の分離法で得
られた卵子幹細胞を GFP で標識して不妊マウ
スの卵巣に注入したところ、GFP を発現する
産仔が得られている。	
 
	
 

図 4	
 ヒト OSCs から生成された大細胞	
 

	
 

	
 
図 5	
 ヒト OSCs における減数分裂特異的蛋白
の発現	
 

	
 
	
 
図 6	
 ヒト OSCs からの 1n 細胞の生成	
 

	
 
	
 

図 7	
 ヒト OSCs による in	
 vitroでの卵胞類似
構造の形成	
 

	
 
	
 
図 8	
 GFP 標識ヒト OSCs を注入したヒト卵巣
組織	
 

	
 
	
 
図 9	
 GFP 標識ヒト OSCs 由来卵胞での卵母細
胞特異的蛋白の発現	
 

	
 

	
 
以上の知見は精子幹細胞研究で広く受け

入れられた手法を応用して得られたものだ



が、凍結保存したヒト卵巣組織からヒト OSCs
が分離・同定され、卵子が産生されることを
強く示唆している。また、ヒト OSCs は数ヶ
月以上にわたって分裂・増殖が可能であり、
雌性生殖細胞は出生後に増殖しないという
従来の学説の変更を迫る画期的な発見でも
ある。更に、ヒト OSCs を注入したヒト卵巣
で、わずか 1-2 週間のうちに OSCs 由来の原
始卵胞が認められたことより、ヒト成人卵巣
においても、他の動物同様に、卵胞新生を支
持する仕組みが存在することが示唆された。	
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