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研究成果の概要（和文）：卵巣組織凍結および融解移植を行うに当たり、テストステロンの卵巣保護作用について検討
した。不妊症患者において、血清テストステロン値は体外受精における採卵数と有意な正の相関関係を示し、血清テス
トステロン値が卵巣予備能の指標となることが示唆された。不死化顆粒膜細胞を用いた検討では、膜型アンドロゲン受
容体を刺激することによりPI3K/Akt-FoxO3aシグナル経路を介してBimELの発現が抑制され、PARP、Caspase 3の活性が
抑制されたことから、テストステロンには顆粒膜細胞に対する抗アポトーシス作用があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined whether the low levels of serum testosterone are associated with the 
apoptosis of granulosa cells. The mean serum testosterone concentration in the patients with 
endometriosis was significantly lower than that observed in the patients without endometriosis. 
Furthermore, high expression of a pro-apoptotic Bcl-2 member, BimEL, in the follicles was found to be 
associated with a low serum testosterone level. The in vitro examination demonstrated that testosterone 
inhibited apoptosis induced by sex steroids depletion via the PI3K/Akt-FoxO3a pathway in the COV434 cells 
(human immortalized granulosa cells derived from a primary human granulosa cell tumor). In conclusion, we 
elucidated the mechanism underlying the anti-apoptotic effects of testosterone on granulosa cells.

研究分野：生殖医学
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１．研究開始当初の背景 
体外受精治療を含めた生殖補助医療技術の
進歩は目覚ましく、本邦においても治療件数
は上昇の一途を辿っている。一方近年、これ
らの治療の普及により、これまで非常に稀で
あったゲノムインプリンティング（遺伝子刷
り込み）異常症の発生頻度の増加が世界各国
で指摘されている。生殖医療とゲノムインプ
リンティング異常は明らかな関連があると
考えられるが、中でも卵巣凍結とゲノムイン
プリンティング異常との関連については不
明な点が多い。本邦でも今後普及が進むであ
ろう卵巣凍結技術について、そのリスクを明
らかにすることは非常に重要である。我々は
雌雄始原生殖細胞の包括的なDNAメチル化マ
ップ(DNA メチローム)を作製し、卵巣凍結に
よる生殖細胞形成過程のDNAメチロームへの
影響について詳細なプロファイリングを行
うことを計画した。まず、卵巣組織保護作用
を持つ物質を検討する中で、テストステロン
に注目し、検討することとした。テストステ
ロンは男性における重要なホルモンであり、
長らく女性生殖機能に対しては抑制的に働
くと考えられてきた。しかし、近年の報告で
は卵胞発育を含めた種々の卵巣機能に重要
な役割を持つことが報告されている。 
 
２．研究の目的 
卵巣組織凍結および融解移植を行うに当た
り、テストステロンの卵巣保護作用について
以下の検討を行う。 
 
（1）生殖医療における血清テストステロン
値測定の有用性を明らかにする。 
 
（2）テストステロンの卵巣保護作用機序を
解明する。 
 
（3）抗癌剤治療に対して、テストステロン
投与が卵巣機能保護に有用であるか検討す
る。 
 
３．研究の方法 
（1）不妊症患者の血清テストステロン値を
測定し、採卵数との相関や子宮内膜症の有無
による差異を検討した。 
 
（2）良性卵巣腫瘍の診断で卵巣摘出術を施
行した症例から正常卵巣組織を採取し、アポ
トーシス誘因蛋白であるBimEL発現の検討を
行った。 
 
（3）不死化顆粒膜細胞（COV434）を用いて、
テストステロンの顆粒膜細胞に対する直接
作用を検討した。 
 
（4）マウスにシクロフォスファミドを腹腔
内投与することで抗がん剤治療モデルを作
成し、テストステロン投与による卵巣毒性の
軽減について、血清 AMH 値、摘出卵巣におけ

る卵胞数、顆粒膜細胞のアポトーシスを比較
検討した。 
 
４．研究成果 
（1）不妊症患者において、血清テストステ
ロン値は他の卵巣予備能の指標（血清AMH値、
血清 FSH 基礎値、年齢）と同様に、体外受精
における採卵数と有意な正の相関関係を示
した。このことから、血清テストステロン値
が卵巣予備能の指標となることが示唆され
た（図 1）。体外受精治療における卵巣刺激へ
の低反応を予測する血清テストステロンの
cut off 値としては、0.17 ng/ ml と算出さ
れた（図 2）。また、子宮内膜症を有する患者
では、内膜症を有さない患者と比較し、血清
テストステロン値が有意に低下していた
（0.19±0.14 ng/ ml vs. 0.43±0.22 ng/ ml）。 
 

（2）卵巣組織における BimEL（アポトーシス
誘因蛋白）の発現を免疫染色にて検討したと
ころ、BimEL 発現量は内膜症のある患者にお
いて内膜症のない患者と比較して有意に上
昇していた。これらの結果より、テストステ
ロンは抗アポトーシス作用により卵巣を保
護している可能性が示唆された。 
 
（3）不死化顆粒膜細胞を用いた検討では、
膜型アンドロゲン受容体を刺激することに
よりPI3K/Akt-FoxO3aシグナル経路を介して
BimEL の発現が抑制され、PARP、Caspase 3
の活性が抑制された。このことからも、テス
トステロンには顆粒膜細胞に対する抗アポ
トーシス作用があることが示唆された（図 3、



4）。 
 

（4）シクロフォスファミド投与マウスにお
いては、原子卵胞の減少、閉鎖卵胞数の増加、
Cleaved Caspase 3 陽性細胞率の増加がみら
れたが（図 5）、テストステロン投与によりい
ずれも改善された。また、卵巣予備能の指標
である血清 AMH の低下を有意に抑制した（図
6）。テストステロンは抗がん剤投与による卵

巣毒性に対しても、抗アポトーシス作用によ
り卵巣保護効果を示すことが示唆された。 
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