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研究成果の概要（和文）：小児期から若年期にがんに罹患した患者のQOLの向上のため、妊孕性温存の選択肢について
検討するべきという考え方が浸透しつつある。小児-若年がん患者に対する凍結融解卵巣移植による妊孕性温存は、未
だ研究的レベルであるという認識であるものの、一方で他に選択肢がないために将来の技術の進歩を期待して保存され
ている症例も多くある。
凍結保融解した卵巣の移植により生児を獲得するまでになかなか至らない原因の１つとして移植卵巣片に対して血流が
充分でないためではないかと仮定し、移植卵巣片に積極的に血管新生を促進する戦略で研究を行った。

研究成果の概要（英文）：To improve the quality of life of young cancer survivors, there has recently been 
more discussion about the fertility preservation option. Ovarian tissue preservation is one option for 
fertility preservation for young cancer patients, but for some of them it is the only option. Worldwide 
there are only about 20 babies reported as being born using cryopreserved ovarian tissues.
We hypothesized that the low efficiency of this procedure might be caused by lack of blood supply for the 
transplanted ovarian tissues. We tried to develop a new controlled release sheet which can induce the 
formation of new vessels to supply enough blood to the transplanted ovarian tissues.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 生殖医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 寛解した小児がんおよび若年性がんの
経験者に早発閉経のリスクが高い事が
知られている。悪性腫瘍に対する、手術
療法、放射線療法、化学治療は長足の進
歩を遂げ、今や小児がんや若年性がんの
経験者の長期生存は珍しい事ではない。
しかしこれら化学療法や放射線療法に
より早発閉経や将来の妊孕性を失うと
いう問題が生じる。 

(2) 心理学研究において、寛解した若年性が
んの経験者は、癌治療の開始から平均し
て 10 年後に子供がいない事にたいして
後悔と怒りを感じるという事が報告さ
れている。近年、多くの先進国において、
若年性がんのQOLの向上のために妊孕性
温存の選択肢について説明するべきと
の考え方が浸透しつつある。 

(3) 小児および未婚女性がん患者の妊孕性
温存の選択肢として、治療前における
(i)未受精卵子の凍結保存もしくは(ii)
卵巣の一部を凍結保存する事がある。 
しかしながら、初経発来以前の女児にお
いては(ii)卵巣組織片の凍結保存の選
択肢しかない。 

(4) 技術的には、現状においては第１減数分
裂完了以降の卵子でないと凍結保存お
よび体外成熟が困難である。1986-2006
年までの研究報告において、１つの成熟
卵子(metaphase II)を得るために約 100
個の原始卵胞が必要である。さらに実際
に卵子を採取するために卵巣刺激をす
る必要があり、卵子の採取までにある程
度、時間がかかる事から、(ii) 卵巣組
織片の凍結保存の選択肢しかない場合
もある。 

(5) 現在までに、若年性女性の悪性腫瘍の患
者に対して、治療前に卵巣組織片の凍結
保存による妊孕性温存により、寛解後に
生児を得た症例は約 23 例のみである。
小児期のがん治療前に妊孕性温存目的
に凍結保存した卵巣組織片を用いた妊
娠症例は未だ報告がない。現状として凍
結保存した卵巣組織片を融解、自家正所
（卵巣が元有った位置）移植をする事に
より、月経周期の回復を認めるものの、
成熟卵胞を得るまでになかなか至らな
い。 

(6) 動物、特にマウスでは凍結融解した卵巣
の卵巣嚢への正所移植により、安定して
産仔が得られているのに対して、ヒトで
なかなか同様の結果が得られない。 

(7) この原因の一つにマウスとヒトにおい
て卵子の成熟期間の違いが考えられる。
そして卵成熟には十分な血流が必要で

あると考えられている。この事から月経
周期の回復を認めるものの成熟卵胞を
得られない原因のひとつとして移植卵
巣片に対して充分な血流がないためで
はないか？と考えた。 

(8) 凍結融解し、移植しようとする卵巣組織
片に原疾患にかかわるがん細胞が混入
しているリスクについて常に考慮する
必要がある。そのため、卵巣組織への転
移リスクが高いがんでは免疫不全動物
に移植、もしくは ex-vivo で卵胞発育を
促す試みが検討されてきたが、未だ実験
レベルである。 

(9) 免疫不全マウスの皮下、腹膜、腎臓被膜
下などへヒト卵巣組織片の移植が試み
られており、特に腎臓被膜下においては
移植片への血管新生もよく、 large 
antral stage までの成熟が報告されてい
る。しかしながら、成熟卵子が得られた
報告はまだない。 

(10) 卵巣組織片へのがん細胞の混入のリス
クが低い場合でも、自家正所移植をした
ところで、成熟卵胞を採卵して体外受精
-胚移植術(IVF-ET)の施行が必要であり、
成熟した卵胞を確実に採卵する事を考
慮する必要がある。通常の IVF-ET にお
いても、卵巣の癒着などにより、経膣超
音波下に穿刺が不可能な事もある。そこ
で、(a)貴重な成熟卵胞を確実に採卵し回
収する事、(b)移植片からの癌の再発リス
クを考慮し、ヒトもしくは免疫不全動物
の皮下に移植を行い、ヒトであれば治療
後に移植片を摘出する戦略を考えた。 

２．研究の目的 

(1) これまでの正所移植も皮下を含む異所
移植においても、結果的に成熟卵子がな
かなか得られない原因として、移植片に
充分な血流が得られていない事が考え
られる。そこで、移植片の血流改善、組
織生着に充分な血管新生を積極的に促
す戦略を考えた。 

(2) 本研究では、血管新生を積極的に促すた
めの、生体分解性物質でシートを作製し、
物質Xを徐放するする事ができるシート
にした。これを凍結融解した卵巣組織片
とともに皮下に移植、ここから成熟卵子
を回収し、IVF-ET を施行する治療戦略の
下基礎研究を行う事を本研究の目的と
した。 

(3) 本研究では、血管新生を積極的に促すた
めの、物質 Xを徐放する生体分解性物質
で作製されたシートの作製、至適化につ
いてマウスを用いた基礎検討を行う事
を目的とした。 



３．研究の方法 
(1) 物質 X を徐放する生体分解性物質で作

製されたシートの作製： 
シートそのものの分解性能を検討し、そ
の後、物質 Xを徐放する速度と物質 Xの
放出量について検討を行い、最適化を行
った。 

(2) マウスを用いた同種移植実験系におけ
る徐放シートの最適化： 
生殖年齢のマウスは深麻酔下に開復、卵
巣を摘出し、その後閉腹する。摘出した
卵巣は細切、凍結保存した。これを融解
し、深麻酔下に、卵巣摘出したマウスに
物質 X を徐放する生体分解性物質で作
製されたシートと共に移植した。移植卵
巣の評価として以下(i)-(ii)の評価を行っ
た。 
(i) 移植卵巣片の血流の評価： 
深麻酔下に ICG をマウス尾静脈より静
脈投与し、870nm の近赤外線励起光を
照射、CCD カメラで近赤外蛍光を測定
する事により、血流動態を検討した。 
(ii) 移植卵巣片における卵胞発育の評
価： 卵胞の発育を観察するため、過排
卵処理を行った。深麻酔下に超音波診断
装置を用いたモニターを行った。採血し
て 血 清 中 の AMH (Anti-Mullerian 
Hormone)を測定し、卵巣予備能の評価
を行た。その後、移植卵巣片を摘出し、
組織学的な検討を行った。 

(3) 免疫不全マウスを用いた異種正所移植
実験系における徐放シートの最適化： 
(2)で得られたデータをもとに至適化し
物質 X 徐放シートを作製した。マウス摘
出卵巣のマウスへの自家皮下移植の最
適条件を下に、次に凍結ヒト卵巣片を、
メス免疫不全SCIDマウスに物質X徐放
シートとともに移植した。 
大阪大学医学部附属病院倫理委員会の
承認の下、大阪大学医学部附属病院産婦
人科で婦人科良性および悪性疾患のた
めに卵巣を摘出する閉経前の女性に、手
術前に同意を求め、同意を得られた場合
に摘出卵巣を提供頂いた。ヒト卵巣に関
してはすべての過程において大阪大学
医学部附属病院倫理委員会の規程に従
った。インフォームドコンセントの上で
提供された摘出ヒト卵巣は無菌的に皮
質を分離し、1 x 3 mm に細切し、プロ
グラムフリーザーを用いて凍結し、液体
窒素中に凍結保存した。ヒト凍結卵巣片
は急速融解し、一部を組織切片とし、形
態学的に凍結融解による損傷を検討し
た。残りの組織をメス SCID マウスに移
植した。凍結融解したヒト卵巣組織片を
深麻酔下にSCIDマウスにゼラチンハイ
ドロゲルと共に移植した。移植卵巣の評
価は(2)と同様に施行した。 

(4) 免疫不全マウスを用いた異種異所移植
（皮下移植）実験系における徐放シート
の最適化： 
(3)の最適条件を下に、次に凍結ヒト卵巣
片を用いて、メス免疫不全 SCID マウス
に物質 X 徐放シートとともに他家皮下
移植する検討を行った。ヒト凍結卵巣片
は急速融解し、一部を組織切片とし、形
態学的に凍結による損傷を検討した。残
りの組織をメス SCID マウスに移植し
(3)と同様の評価を行った。 

(5) すべての動物実験は本学倫理委員会の
承認の下施行した。ヒト卵巣組織の提供
と取り扱いについては本学臨床研究倫
理委員会の承認を得て、倫理委員会の規
程に従い施行した。 

４．研究成果 
(1) 生体分解性物質を用いて徐放シートを

作製した。薬剤の徐放量および速度につ
いて、最終的にシートをマウス皮下に移
植し、移植後３日目および７日目におけ
る血管新生について評価検討した。 
物質X徐放シートとコントロールとして
溶媒であるPBSのみを含浸したシートを
同様にしてマウス皮下に移植した。移植
後７日目において物質X徐放シートを移
植した群では 10 視野あたりの血管数お
よび組織中のヘモグロビン量の増加が
認められた。 

(2) in-vivo のおける評価（同種異所移植）： 
(1)の条件の物質X徐放シートを用いて、
同種異所移植を行い評価した。卵巣摘出
したマウスに、凍結融解したマウス卵巣
組織片を(i)コントロールとして血管新
生がしやすいと考えられている腎被膜
下に移植、(ii)背部皮下に PBS を含浸し



たシートと共に移植（placebo 群）、(iii)
背部皮下に物質 X徐放シートとともに移
植の３群で比較検討を行った。 
それぞれの個体において、卵巣移植後の
血中 AMH レベルを 100％とした時にの卵
巣移植後２週間後における血中AMHレベ
ルの相対値を検討した。 

 
血中 AMH 値は、物質 X徐放出シートとと
もに背部皮下に移植した群において、
placebo 群および腎被膜下に移植した群
より上昇する傾向が認められた。 

 
背部皮下にマウス卵巣を徐放シートと
ともに移植し、移植４週間後に摘出し免
疫組織学的検討を行った（上図；抗αSMS
抗体-Alexa Fluor®488：緑色, 抗 PCNA
抗体-Alexa Fluor®555:赤色, DAPI:青
色）。 
それぞれの群において、PCNA 陽性細胞の
比率を検討すると、腎被膜下移植と比較
して、Placebo シートとともに卵巣組織
片を背部皮下に移植した群においては、

PCNA 陽性細胞が有意に低値を示したが、
物質X徐放出シートとともに背部皮下に
卵巣組織片を移植した群における移植
卵巣片では PCNA 陽性細胞の割合は腎被
膜下に移植した群と有意差を認めなか
った。 

(3) in-vitro および in-vivo の系において
物質 X徐放シートの最適化を行い、この
シートを用いて、ヒト卵巣組織片を免疫
不全マウス背部皮下に移植する系にお
いて物質 X 徐放シートの最適化を行い、
現在最終評価を行っている。本研究で得
られた結果を元に臨床研究をめざし、将
来的に若年性がん患者の卵巣凍結によ
る妊孕性温存方法におけるあらたな方
法の確立をめざす。 
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