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研究成果の概要（和文）：カニクイザルの卵巣を凍結融解する前に、マウスの卵巣を摘出して実験をした。マウスの卵
巣組織を凍結した後、融解条件の検討のために免疫組織染色をして至適条件の検討を行った。その後、カニクイザル七
頭の卵巣をCASを用いて凍結した。現在、液体窒素の中に凍結保存されており、今後、自家移植にむけて調整を行って
いる。

研究成果の概要（英文）：We performed experiment of mouse ovaries before beginning experiment of macaca 
ovaries. To make a study of thawing condition, we froze mouse ovaries and performed immunohistochemistry 
of frozen mouse ovaries. Then, we froze macaca ovaries with CAS. The ovaries are kept in liquid nitrogen. 
Now we adjust a schedule for autogenous transplantation.

研究分野： 産婦人科

キーワード： 卵巣凍結
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１．研究開始当初の背景 
近年、癌に対する診断法や治療法の進歩に

伴って、若年がん患者においても 5年生存率

の改善傾向が認められる。これらの治療成績

の改善により FDA は、悪性腫瘍に対する放射

線治療、抗悪性腫瘍薬による治療を受けた生

殖生産世代の生存者は、西暦 2025 年までに

60 人に 1人に達すると推察している。しかし

ながら、化学療法や放射線療法は卵巣機能が

損なわれ、治療終了後の早発閉経など妊孕能

消失などの問題を抱えている。そこで、原疾

患の治療を行いつつ卵巣機能を温存させる

必要がある。卵巣機能温存の方法の 1つとし

て、抗癌剤や放射線治療前に卵巣を体外に取

り出し、凍結保存し（卵巣凍結保存）、治療

終了後に体内に自家移植するという方法が

ある。 

卵巣凍結の特徴として卵子凍結と比較し

①卵巣内に貯蔵されている多くの卵母細胞

を卵胞のまま保存できる②がん治療が終了

した時点で卵巣を体内に戻すことができる

という特徴がある。 

卵巣凍結の方法は主に2通りの方法がある。

ひとつは摘出した卵巣を細かく細切してか

ら凍結し、融解後残存卵巣の皮質内や後腹膜

に埋め込む方法である(前者)。もうひとつの

方法は摘出卵巣を細切せず、卵巣全体そのま

ま凍結する方法である（後者）。とくに、今

日多く行われている前者の卵巣凍結保存は

卵巣皮質のみを細切して凍結保存する方法

である。もし後者の全卵巣を凍結する方法が

確立すれば卵巣そのものを保存して融解す

ることができるので移植回数も少なく、移植

後の卵巣機能もより生理的であることが予

測される。しかし前者の凍結で汎用されてい

る簡便なガラス化凍結法は、後者のような組

織のサイズが大きい全卵巣凍結には、相応し

くない凍結方法であることが分かっている。 

 
２．研究の目的 
霊長類のカニクイザルを用いて全卵巣を

凍結保存して融解後に移植する技術を確立

することを目的として実験を開始した。ヒト

と同じ霊長類での凍結融解技術は将来のヒ

トへの臨床応用の基礎的データとして重要

な意味をもつと考え、本研究を開始した。 

卵巣凍結融解移植を成功させるためには、凍

結、融解、移植の各段階で最適な条件を設定

する必要があると考えた。そこで、凍結方法

として CAS (Cell Alive System)を用いた凍

結方法の検討を行う。CAS は磁場の中で細胞

を凍結させるシステムで、水分子を振動させ

ながら凍結させるため、通常の凍結の際にみ

られる氷晶の形成が極めて小さい。よって凍

結による細胞膜の破壊を最小限に抑えるこ

とが可能である。元来、食品凍結用に開発さ

れた機械であるが、良好な結果が得られてお

り、今回、医療分野でも研究することとなっ

た。 
 
 
３．研究の方法 
卵巣は両側を摘出してCASにて凍結して保

存する。 

融解方法の検討を行った。これまで、卵巣

皮質の融解方法は一般的に 37℃急速融解法

とされてきたが、4℃の緩慢融解法との比較

検討は十分に行われていない。よって、まず

は全卵巣凍結後の融解方法およびその至適

温度について検討することとした。この検討

のために、予備実験として、実験殺されたカ

ニクイザルから卵巣を摘出し、実験を開始し

たところ、卵巣には評価対象となる原始卵

胞・一次卵胞がほとんど存在しなかった。こ

れはサルが高齢であり卵巣内に卵母細胞が

枯渇していることによるものと考えられた。 

そこで、実験方法を確立するためにまず 5週

齢のマウスの卵巣を用いて実験を行うこと

とした。24 匹のマウスから両側の卵巣を摘出

した。卵巣を凍結する凍結群とコントロール

として凍結しない非凍結群に分けた。今回の

凍結方法は簡便に凍結できるガラス化法を



選んだ。さらに凍結群は全卵巣をガラス化法

で凍結した後、凍結後融解の際に 4℃で融解

する緩慢融解群と 37℃で融解する急速融解

群に分けた。さらに、凍結群・非凍結群とも

融解直後と3時間培養した後にそれぞれ卵巣

の固定を行い、以降の実験に使用した。検体

は、ホルマリン固定、パラフィン包埋し、細

胞の増殖マーカーである Ki67 を免疫組織染

色した。評価は、Teresa Woodruff らの報告

（Fertil Steril 2010）に従い、光学顕微鏡

下に 400 倍率で観察し、Ki67 陽性の顆粒膜細

胞を含む、形態学的に正常な原始卵胞・一次

卵胞の割合を算出し、Fisher 検定を行った。 

 

４．研究成果 

前顆粒膜細胞および顆粒膜細胞に Ki67 が陽

性となっている原始卵胞および一次卵胞は

活動性のある卵胞と考えられている。このた

め、Ki67 陽性顆粒膜細胞を含む原始卵胞・一

次卵胞の割合を、非凍結群、4℃融解群、37℃

融解群について、融解直後と 3時間培養後に

ついて比較検討した。 

融解直後は緩慢融解群の方が急速融解群に

比べて Ki67 陽性率は有意に高かった。これ

により 4℃緩慢融解の方が細胞へのダメージ

が少ない可能性が示唆される。しかしながら、

3 時間培養後の結果を比較検討すると、緩慢

融解群と急速融解群ともに Ki67 陽性率は上

昇し、かつ同等であった。このことから融解

温度は37℃よりも4℃の方が望ましい可能性

が示唆された。 

（赤○：Ki67 陽性顆粒膜細胞を含む一次卵胞） 

（黄○：Ki67陽性顆粒膜細胞を含まない一次卵胞） 
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