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研究成果の概要（和文）：卵巣から抽出される卵子幹細胞（OSCs）の臨床応用にむけて、下記の成果を得た。
妊娠8-19週のヒト胎児卵巣の解析によって、MAELとTEX11という減数分裂関連蛋白が胎児の卵子形成に伴って検
出された。同様の現象が、OSCsが卵細胞へ分化する時、ES細胞が始原生殖細胞様細胞や卵細胞様細胞に分化する
時にも確認された。
OSCsから卵細胞が分化する際には微小環境が重要であり、マウスではコラーゲンが、ヒトではラミニンが分化を
促進することを発見した。更に、ヒト胎児期卵巣に検出される蛋白のコンピュータ解析によって、卵原細胞から
卵子が分化する妊娠17週の卵巣ではラミニンの発現が増大することが分かった。

研究成果の概要（英文）：In order to utilize oogonial stem cells (OSCs) extracted from ovarian 
tissue, the following research achievements were obtained.
MAEL and TEX11, two key meiosis-related proteins, were identified during the human fetal oogenesis 
in 8-19 weeks of gestation. These findings were confirmed  using in vitro differentiation of OSCs 
into in vitro derived oocytes and of ESCs into primordial germ cell-like cells and oocyte-like 
cells, as models.
Culture of mouse OSCs on a collagen-based extracellular matrix (ECM) significantly elevated the rate
 of differentiation of the cells into in vitro derived (IVD) oocytes. On the other hand, human OSCs 
exhibited increased differentiation into IVD oocytes when cultured on laminin. These data, along 
with in silico analysis of ECM protein profiles in human fetal ovaries, indicate that ovarian 
ECM-based niche components function in a species-specific manner to control OSC differentiation.

研究分野：生殖内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト卵巣組織の凍結保存は、悪性腫瘍に対する化学療法や放射線療法によって卵巣機能が損なわれる可能性があ
る若年がん女性の生殖機能を温存するために不可欠な技術である。しかし、妊娠するためには再移植が必要であ
り、移植組織からの悪性腫瘍の再発の可能性があることが問題であった。これを克服することを目的として、
我々がヒト卵巣組織から抽出した卵子幹細胞（OSCs）の体外培養によって卵細胞を得るための基礎的研究を施行
した。
従来、OSCｓなどの生殖幹細胞から卵細胞を分化させるためには胎児期の卵巣組織が別途必要であったが、本研
究の成果はOSCsを用いた「人工卵巣」構築への重要な足がかりとなるものである。
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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・再移植の問題点 

ヒト卵巣組織の凍結保存は、悪性腫瘍に対する化学療法や放射線療法によって卵巣機能が損なわれる可
能性がある若年がん女性、特に卵子凍結ができない思春期前の女児の生殖機能を温存するために不可欠の
技術である。しかし、妊娠するためには再移植が必要であり、移植あたりの妊娠率は 3 割程度にとどまる
ことと、移植組織からの悪性腫瘍の再発の可能性があることが問題であった。 
(2) 卵巣組織中の卵子幹細胞（oogonial stem cells: OSCs）の発見とその応用 

2012 年に我々は、ガラス化凍結保存したヒト卵巣組織を融解した細胞懸濁液から、生殖細胞特異的な
RNA helicaseである DDX4（DEAD box polypeptide 4）に対する抗体を用いた FACS（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は卵巣中にごくわずかに（懸
濁生細胞中の約 1.7%）存在し、初期生殖細胞に特異的なmRNAを発現していた。ヒト OSCsは数ヶ月以
上の増殖・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。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。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、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。ヒト OSCsを GFPで標識してから卵巣組織片
に注入し、この組織片を免疫不全マウスに異種移植すると、1-2週間後に卵母細胞特異的な蛋白を発現する
GFP陽性細胞を擁した未熟な卵胞を認めた。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、マウス卵巣から同様の方法で得られたマウス OSCs からは新生仔
が得られた。以上の知見は、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
発見であった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、前述したヒト卵巣組織の凍結保存・再移植の問題点を克服するために、OSCs を応用する
ための基礎的知見を集積・整理し、基盤的方法論を開発・発展させることを目指す。 
性同一性障害患者より豊富な卵巣組織の提供を受け、OSCs を抽出・培養し、種々の方法や実験条件で
生殖細胞・幹細胞特異的な遺伝子の発現の変化を検討する。 
 
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凍結後に融解し、OSCs を抽出・培養する。同一患者由来の別
の卵巣組織を免疫不全 SCID マウスへ異種移植する際、得られた OSCs を移植片に注入し、卵子生存率の改
善や卵胞発育の有無を検討する。 
(2) ヒト卵巣組織片や OSCs 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。OSCs から卵細胞が分化する際の遺伝子発現状態を、ヒト胎児卵巣の遺伝子
発現状態と比較する。 
 

４．研究成果 

(1)ヒト胎児卵巣と OSCs に共通する卵子形成関連蛋白の発見 

「卵子幹細胞」（oogonial stem cells: OSCs）に関する我々の報告（White YA, et al. Nat Med, 2012）
に対しては、複数の懐疑的な論評や反証（Zhang H et al. Nat Med, 2015）が呈示される一方、我々とは
別個に複数の報告が続いており（Ding X et al. Sci Rep, 2016; Silvestris E et al. Hum Reprod, 2018）、
議論は現在も続いている。更に、最近我々は、胎生 47〜137 日（妊娠第 1・第 2三半期にあたる）のヒト胎
児卵巣の定量プロテオミクスによって、DNA ミスマッチ修復と塩基除去修復に関わる蛋白の発現量が増加す
ると同時に、MAEL と TEX11 という減数分裂関連蛋白が胎児卵子形成に伴って強発現することを発見した。
更に、この MAEL と TEX11 の強発現が OSCs の卵細胞への分化過程や ES細胞の始原生殖細胞様細胞や卵細胞
様細胞への分化過程でも確認されたことを報告した（業績参照）。 

(2) OSCs の体外培養によって卵細胞を得る際に必要な微小環境因子の同定 

OSCs から卵細胞が分化する際には細胞外マトリックス（ECM）による微小環境が重要であり、マウスでは
コラーゲンが、ヒトではラミニンが OSCs の分化を促進することを発見した。更に、ヒト胎児期卵巣におけ
る細胞外マトリックス関連タンパクの発現状態のコンピュータ解析（プロテオミクス）によって、卵原細
胞から卵子が分化する妊娠 17 週の卵巣ではラミニンの発現が増大することを報告した（業績参照）。従来、
OSCs などの生殖幹細胞から卵細胞を分化させるためには胎児期の卵巣組織が別途必要であったが、本研究
の成果は OSCs を用いた「人工卵巣」構築への重要な足がかりとなるものである（業績参照）。 

(3) 若年がん患者の生殖機能温存体制の整備・拡張 

凍結卵巣や OSCs によって得られた知見を実臨床に応用するため、若年悪性腫瘍患者の卵巣の凍結保存を
開始し、わが国の若年悪性腫瘍患者に対する生殖機能（妊孕性）温存体制を整備・拡張するための情報発



信を行い、妊孕性温存に関するガイドライン作成に参画し、日本産科婦人科学会、日本がん・生殖医療学
会と共同で、日本独自の患者登録システムを設立した（業績参照）。 
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