
はじめに

卵巣内には卵子の源となる原始卵胞が存在する．原始
卵胞は胎生期に形成され，その数はピークに達し約700
万個となる．しかし，出生後に原始卵胞数は増加せず，
加齢とともに減少する．思春期の頃には数十万個の原始
卵胞が存在しているが，第1減数分裂前期の休止期にあ
り，休眠した状態で卵巣内に保存されている．月経発来
以降は最大1，000個/周期の原始卵胞が活性化され，休
眠状態から脱し発育を開始する．卵巣内の残存原始卵胞
数が1，000個以下になると，定期的な卵胞の活性化が停
止して卵胞のリクルートが起こらなくなるため，発育卵
胞が認められなくなる．その結果，発育卵胞の顆粒膜細
胞より分泌されるエストロゲンが欠乏するため子宮内膜
の増殖が起こらず，同時に排卵も起こらなくなり，黄体
由来のプロゲステロン産生がなくなり閉経となる［1］．
早発卵巣不全（POI ; primary ovarian insufficiency）

では，卵巣内の卵胞が急激に減少し，40歳未満で残存卵
胞数が1，000個以下となり閉経となる［2］．染色体・遺
伝子異常，自己免疫疾患，医原性（卵巣手術，化学療法，
放射線療法）などが原因として知られているが，原因不
明のものも多い［3，4］．卵巣性の無月経となるため，
下垂体由来のゴナドトロピン（FSH，LH）は高値とな
る．POIの最も有効な治療法は提供卵子を用いた体外受
精胚移植であり，自らの卵子で妊娠することは非常に困
難である．しかし，本邦では提供卵子を得ることは難し
く，希望する者の多くは海外に渡って提供卵子による治
療を受けているのが現状である．

POIの患者が自らの卵子で妊娠するためには，卵子の
産生を再生する必要がある．例えば，体細胞より iPS（in-

duced pluripotent stem cell）細胞などの万能細胞を誘
導し，始原生殖細胞を経て卵子を作り出す方法が考えら
れる．実際，マウスでは iPS細胞から卵子を作成し体外

受精にて児の産出に成功した報告がある［5，6］．また，
ヒト卵巣皮質より卵子幹細胞を回収し，重症免疫不全マ
ウスに移植して卵子を作成したという報告もある［7］．
しかし，こられの方法により作成された卵子を不妊治療
に用いるには多くの生物学的な検証が必要である．また，
倫理的にも十分な議論が必要であり，実際に臨床応用さ
れるまでには相当な時間を要すると考えられる．
われわれは，POI患者の卵巣に残存している卵胞を人

為的に活性化し，卵胞を発育させて卵子を得る方法
（IVA ; in vitro activation）を開発した．本稿では，わ
れわれが開発した IVAについて，その分子基盤ととも
に概説する．

原始卵胞の人為的活性化

休眠した状態で卵巣内に保存されている多数の原始卵
胞のうち，一部の選択されたものが定期的に何らかのト
リガーとなる刺激を受けて活性化する．最近われわれと
他のグループは，卵胞活性化を制御する機構として
Phosphoinositide3―kinase（PI3K）―Akt―Forkhead box

O3（Foxo3）シグナル経路が重要な役割を果たすことを
明らかにした［8―12］．PTEN欠損マウスは胎生致死で
あるが，PTENの卵子特異的な欠損マウスでは，原始卵
胞が自発的に活性化して一斉に卵胞発育が開始する．そ
の結果，卵巣は腫大し多数の発育卵胞が認められるよう
になるが，卵巣内の原始卵胞プールは早期に枯渇してし
まい，16週齢ですでに卵巣内に卵胞を認めず，ヒトの POI

に似た表現型を呈する［8―10］．Foxo3欠損マウスも
PTEN欠損マウスと全く同様の卵胞の自発的活性化と
POIに類似した表現型を最終的に呈する［11］．卵巣内
の卵胞が原始卵胞のみで構成されている生後3日目のマ
ウス卵巣を用いて，PTEN抑制剤および PI3K活性化剤
で一過性に処理したところ，PTEN，Foxo3遺伝子欠損
マウスと同様に，原始卵胞が活性化して発育を開始した
［12］．また，良性卵巣腫瘍の患者の摘出卵巣の正常部分
を用いて作製した卵巣断片に対して，PTEN抑制剤によ
る一過性処理を行うことで，原始卵胞が活性化されるこ
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とも示した［12］．さらに，生後3日目のマウス卵巣に
PTEN抑制剤および PI3K活性化剤による卵胞活性化を
行った後，成体マウスの腎皮膜下に移植した．成体マウ
スの卵巣を摘出して内因性ゴナドトロピンレベルを上昇
させ，さらに FSHを投与して卵胞発育を促進させたと
ころ，移植後18日目に排卵前卵胞まで発育し，hCG投
与により成熟卵子を得ることができた．この成熟卵子を
用いて体外受精を行い，胚を偽妊娠マウスに移植したと
ころ，正常な児を得ることに成功した［12］．この手法
で得られた成熟卵子に対して，代表的なインプリング遺
伝子である Igf2r，Lit1，H19遺伝子のメチル化解析を行っ
たところ，正常な遺伝子刷り込みを有しており，紡錘糸
を含めた構造上の異常も認められなかった［12］．われ
われはさらに，上記のヒト卵巣断片に対して PTEN抑
制剤による原始卵胞の活性化を行い，重症免疫不全マウ
スの腎皮膜下に移植した．マウスの卵巣を摘出して内因
性ゴナドトロピンレベルを上昇させ，さらに FSHを投
与して卵胞発育を促進させたうえで，ヒト原始卵胞が排
卵前卵胞に到達すると考えられる6ヵ月後に，腎皮膜下
に移植した卵巣を摘出した．PTEN抑制剤処理を行った
卵巣に多数の大きな胞状卵胞を認め，成熟した卵子を得
ることができた［12］．
これらの知見から，卵巣内の原始卵胞は，phosphatase

with TENsin homology deleted in chromosome 10
（PTEN）による PI3K―Akt経路の抑制により活性化が停
止し休眠した状態にあると考えられる．この状態で未だ
不明の活性化シグナルが選択された原始卵胞に作用する

と，PTENによる PI3K―Akt経路の抑制が解除されるか，
または PTENの抑制作用を上回る PI3K―Akt経路の活性
化が生じる．Foxo3は核内で細胞周期を停止して原始卵
胞が活性化するのを抑制しており，そこに PI3K―Akt経
路のシグナルが伝わると Foxo3は核外移行してその機能
を失う．その結果，休眠状態にあった原始卵胞が活性化
すると考えられる．現在のところ，多数の原始卵胞の中
から一部の活性化する原始卵胞が選択される機構につい
ては不明である．

IVAの臨床応用

POI患者に対する自らの卵子による不妊治療として，
これまで種々のホルモン療法，排卵誘発などが行われて
きたが，その効果は限定的であり，新たな不妊治療法の
開発が待たれていた．われわれは動物実験にて IVAの
安全性を十分確認した後，この技術を臨床応用して POI

患者が自らの卵子で妊娠できる新たな不妊治療を，倫理
委員会の承認と患者の同意の下に行った（図1）［13］．
本法の有効性・安全性に関しては他のグループも追試に
より確認している［14］．IVAによる POI患者の不妊治
療は以下の手順により実施する．
A）腹腔鏡下卵巣摘出：
患者への侵襲を最小限にし，次の卵巣移植手術に備え

て術後の腹腔内癒着を最小限にするため，腹腔鏡下手術
によりに卵巣摘出を行う．移植部位は卵管漿膜下として
おり，卵巣摘出時の止血の際には卵巣および卵管にパ

図1 IVAの概要
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ワーソースのダメージが及ばないよう留意する．
B）卵巣組織凍結，残存卵胞組織検査：
摘出した卵巣から髄質を除去し，卵胞が局在している

皮質部分のみとする．卵巣皮質組織の約10％を固定して
薄切標本とし，組織学的検索を行って残存卵胞の有無を
確認する．必要に応じて卵巣を凍結保存する．凍結方法
としてはガラス化法を用いている．
C）卵巣皮質組織培養：
卵巣皮質組織を1～2mm大の小断片に細切し，cell

culture insert上に静置し，PTEN抑制剤および PI3K活
性化剤を用いて48時間培養を行う．
D）卵巣自家移植：
培養終了後に卵巣組織を十分に洗浄し，腹腔鏡下に卵

巣移植を行う．移植部位としては，血流が豊富で経腟超
音波により観察しやすく採卵手技が容易である卵管漿膜
下を選択している．
E）卵胞発育モニター，体外受精胚移植：
卵巣移植後は，ホルモン検査（LH, FSH, E2）および

経腟超音波検査を行い，卵胞発育を約2週間毎に調べる．
適宜エストロゲン補充下に rFSH/hMGによる卵巣刺激
を行う．卵胞が発育した際には，通常の体外受精と同様
の方法で採卵可能である．成熟卵子が得られた場合は，
媒精または顕微授精により受精させる．長期間の低エス
トロゲン状態により，着床に重要な子宮環境が不良であ
ることが多いため，胚をガラス化法によりいったん凍結
保存する．融解胚移植は十分なホルモン補充周期下に子
宮の状態を詳細に確認したうえで行う．
論文公表時の成績を以下に示す．POI患者37名（平均

年齢37．2±4．6歳，平均無月経期間5．9±5．0年）に卵巣
摘出を行い，組織学的検査により20名で残存卵胞が確認
できた．移植後9/20名に卵胞が発育し，7/9名に成
熟卵子を採卵することができた．組織学的検査にて残存
卵胞を認めなかった17名に対しても IVAを施行したが，
すべての症例で1年間の観察期間中に卵胞発育を認めな
かった．5名に胚移植を行い，3名が妊娠した．1名は
妊娠初期に流産となったが，2名は順調に妊娠が経過し，
それぞれ3，254gの男児，2，970gの女児を出産した［13］．

Hippo シグナル抑制による2次卵胞発育誘導

ヒトの原始卵胞は，排卵前卵胞まで発育するには6ヵ
月の期間を必要とする［13，15］ことから，IVA後の卵
胞発育は卵巣移植後6ヵ月を経過してから起こると予測
していた．しかし，移植後1ヵ月以内に発育した症例が
複数認められ，その原因として原始卵胞のみならず残存

していた2次卵胞が IVAにより発育したと考えられ，
そのメカニズムの解明を行った．さまざまな探索を行い，
最終的に Hippoシグナルの関与を見い出した．

Hippoシグナルは細胞の増殖や生存を制御しながら臓
器の大きさを規定する重要な細胞内シグナルであり，細
胞同士の接着の障害や細胞骨格の変化により不活性化す
る［16―18］．通常はエフェクタータンパクである YAP

（Yes-associated protein）は Hippoシグナルによりリン
酸化され細胞質内に存在しているが，Hippoシグナルが
抑制されると，YAPは非リン酸化型となり核内へ移行
し，核内転写因子である TEADと共役して CCN成長因
子などを産生し，細胞増殖や血管新生などが起こる［16，
19］．IVAでは，卵巣を1～2mm大に細切するため，
この Hippoシグナルの抑制が起こり顆粒膜細胞が増殖
して卵胞が発育すると想定した．
マウスおよびヒトの顆粒膜細胞における Hippoシグ

ナル関連遺伝子の発現を調べたところ，すべての Hippo

関連遺伝子が発現していた．また，卵巣の小断片化によ
り Hippoシグナルが抑制され，顆粒膜細胞における YAP

の核内移行と，引き続く CCN成長因子の増加が認めら
れた．一方，CCN成長因子は卵巣組織培養下で，卵巣
断片化と同様の2次卵胞の発育を促進する作用を示し
た．これまで，細胞骨格の1つであるアクチンの重合が
Hippoシグナルを抑制することが報告されていた［20，
21］．われわれは，マウス卵巣の断片化により，一時的
なアクチンの重合が起こり，Hippoシグナルが抑制され
ることを示した．以上から，卵巣小断片化による2次卵
胞発育の分子機序として，卵巣の小断片化によりアクチ
ン重合が起こり， その結果 Hippoシグナルが抑制され，
YAPの核移行が起こり，CCN成長因子が産生され卵胞
が発育する機構が考えられた．

おわりに

われわれの開発した IVAが適応となるのは，残存卵
胞が存在する POI患者である．しかし，残存卵胞の存
在を摘出卵巣の組織学的検査以外に判断できる優れた方
法はない．実際，これまでの卵巣を摘出し組織検査を行っ
た患者のうち，半数近くの POI患者で残存卵胞を認め
なかった．そこで現在，残存卵胞の有無を判定すること
が可能な血中バイオマーカーの同定とその超高感度測定
法の確立を目指し研究を進めている．このバイオマー
カー測定により，術前に適応を確定することができると
期待している．
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