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要旨 

子宮内膜症は子宮内膜類似組織を子宮外に認め、月経困難症や不妊症を呈し、

女性の QOL を著しく低下する疾患である。近年、子宮内膜症と卵巣機能低下と

の関連が示唆されているが、その詳細は不明である。 

本研究では、子宮内膜症の卵巣予備能の低下に抗がん剤と同様の、原始卵胞の

異常活性化が関与している可能性を検討し、子宮内膜症による卵巣予備能の低

下には、PI3K/Akt 経路を介した FOXO3 による原始卵胞の異常活性化が関与し

ている可能性が示された。さらに、PI3K/Akt 経路を阻害する AS101 の投与に

より卵巣予備能が改善したことより、子宮内膜症の卵巣予備能低下への新たな

治療戦略となりうると考えられた。 
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序文 

１） 子宮内膜症 

子宮内膜症は、子宮内膜様組織が子宮外に存在する慢性炎症性疾患である。 

子宮内膜症は、生殖可能年齢女性の約 5-10%に存在し、月経困難症、骨盤痛、不

妊症等の症状を起こす[1]。子宮内膜症は、膀胱や腸管、肺や臍などに病巣をつ

くることもあるが、その多くは骨盤腔に病変を作ることが多く、子宮内膜症と診

断を受ける患者のうち約 17-44%は、卵巣に子宮内膜症病変ができる子宮内膜症

性卵巣嚢胞（Endometrial cyst: Emcyst）である。子宮内膜症の病因の詳細は明

らかとはなっていないが、子宮内膜細胞を含む月経血が経卵管的に腹腔内に逆

流し、卵巣や腹膜に生着して病変を形成する[2]という病因説が有力で、繰り返

される排卵と月経が本症の増悪因子である。近代女性の社会進出に伴う出産回

数の減少と初産年齢の上昇も相まって子宮内膜症の罹患率は増加傾向にある。

また、子宮内膜症患者の約 50％が不妊症となり、逆に不妊症女性患者の約 50％

に子宮内膜症が合併するとも報告されており、本症は不妊治療にも大きな影響

を及ぼしている[3-5]。 

子宮内膜症の治療は、ホルモン療法、手術療法などが一般的にあげられる。ホ

ルモン療法は、子宮内膜症病変の縮小効果はあっても根治させることはなく、ホ

ルモン療法をやめると病変の増大や症状の増悪を招くことが知られている。ま

た、少ない頻度ではあるが子宮内膜症には、癌化のリスクもあり、ホルモン療法
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中の卵巣がん発症例も存在する[6]。さらに、ホルモン療法は排卵を抑制させる

ため、挙児希望のある患者には使用できない。一方、手術療法では近年の鏡視下

手術の発達により腹腔鏡下手術で病変を取り除くことが可能である。しかしな

がら、約 11.7-30.4%が術後 2-5 年以内に再発することが明らかとなっており[7]、

術後の高い再発率を考慮した手術のタイミングに苦慮することも多い。さらに、

手術操作自体が卵巣機能低下をもたらすことも懸念される[8]。特に、妊娠を希

望する生殖可能年齢の女性では、前述のようにホルモン療法と妊娠を両立する

ことはできず、症状によっては手術療法を選択せざるを得ないことも多い。しか

しながら、手術操作による卵巣機能低下へのダメージが回避できない可能性も

あり、不妊治療への影響も懸念されている[9, 10]。特に、生殖補助医療を伴う不

妊治療中の子宮内膜症患者においては、手術療法による卵巣機能低下への影響

を考慮して、Emcyst 合併の不妊治療を先行することが多い[11, 12]。しかしな

がら、子宮内膜症の存在自体が骨盤内炎症性疾患（Pelvic inflammatory disease: 

PID）を引き起こすリスクファクターであることが知られており[13]、Emcyst

合併の不妊治療中に PID を起こし、腹痛や発熱などの症状に苦しむだけでなく、

骨盤内に膿瘍を形成し、結果として付属器切除（卵巣、卵管を切除する）を要し、

不妊治療を断念せざるを得ない症例もある。 
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このように、子宮内膜症は現代女性、特に生殖可能年齢の女性にとっては治療

戦略に難渋することも多い疾患として近年特に注目を受けている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

２） 卵巣機能 

卵巣機能とは、性周期すなわち排卵現象を伴って、卵巣からエストロゲンおよ

びプロゲステロンという女性ホルモンを分泌する卵巣の働きのことを示す。ヒ

ト卵巣における、排卵までの卵子の変化は、胎生期からの長期的かつ複雑な過程

を経て起こっている。胎生 4 ヶ月頃に、卵母細胞が一層の扁平上皮細胞（前顆粒

膜細胞）で取り囲まれた原始卵胞が形成されるようになる。出生時には、原始卵

胞の大部分は第１減数分裂前期で分裂を休止した状態で、思春期に至るまでは

このまま長い休止期にはいる。性成熟期になると、これらの休眠状態の原始卵胞

のストックの中から一部が、一次卵胞、二次卵胞、胞状卵胞、成長卵胞へと活性

化され排卵へと劇的な変化を起こす（図 1）。 

 
図 1 ヒト卵巣における排卵までの卵胞の組織像 

休眠状態の原始卵胞が、一次卵胞、二次卵胞、胞状卵胞、成長卵胞と活性化され、劇的

な変化を経て排卵に至る。 
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女性の原始卵胞数は加齢とともに減少することが知られている。図 2 に示す

ように、原始卵胞の数は、胎生 18-22 週時に 100 万個と最大であるが、出生時

には 30 万個にまで減少し、思春期には 18 万個、25 歳では 6.5 万個、35 歳では

1.6 万個へと減少する[14]。 

 

図 2 ヒトの年齢変化に伴う原始卵胞数（文献 14 より改編し引用） 

原始卵胞は、胎生 18-22 週時に 100 万個とピークであるが、出生後には、加齢とともに

減少する。出生時には 30 万個であるが、思春期には 18 万個、25 歳では 6.5 万個、35 歳

では 1.6 万個へと減少する。 
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卵巣機能は、加齢により低下し閉経を迎えるが、その卵巣機能がどれほど働く

のかという卵巣予備能の評価指標として、卵巣内の残存原始卵子数、卵胞刺激ホ

ルモン（Follicle stimulating hormone: FSH）、胞状卵胞数 (Antral follicle 

count: AFC)、抗ミュラー管ホルモン（anti-Mullerrian hormone: AMH）が用い

られている。FSH は視床下部からの刺激により下垂体から放出されるホルモン

の１つであり、主に顆粒膜に作用して卵胞の発育、分化を促進する。また、AFC

は卵胞期早期の超音波断層法を用いて確認できる胞状卵胞数のことであり、

AFC が多いほど不妊治療における排卵誘発への反応性が良いことが知られてい

る。そして昨今、不妊治療の現場において、女性の卵巣予備能の指標として注目

を浴びている AMH は、胞状卵胞の顆粒膜細胞から分泌され、月経周期や変動

が少ない指標である。これら卵巣予備能の指標の中で、卵巣内の残存原始卵胞数

の変化が、卵胞の発育過程の最初の段階の変化を捉えることになり、卵巣予備能

維持のためには、いかに休眠状態の原始卵胞を消耗させずに維持するかという

ことが重要であると言える[15]。しかしながら、臨床上は、残存原始卵胞数を測

定することは困難であるため、簡便かつ測定可能である FSH、AFC、AMH が

用いられることが一般的である。 
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３） 原始卵胞の活性化経路 

原始卵胞から一次卵胞になると、卵母細胞を取り囲む上皮細胞が立方状の顆

粒膜細胞に分化し、このときに FSH レセプターを発達させるため、一次卵胞以

降の卵胞発育は主に FSH 依存性であるが、原始卵胞の活性化は FSH の直接的

な関与をうけず、他の制御機構が関与している[16]。 

 

図 3 卵胞発育の制御（文献 16 より引用） 

一次卵胞以降の卵胞発育は主に FSH 依存性であるが、原始卵胞の活性化は FSH の直接

的な関与は受けず、他の制御機構が関与している。 
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前述したように、原始卵胞のほとんどは休眠状態で存在しており、性成熟期に

なると、その休眠状態の原始卵胞のストックの中から選択的な卵胞の活性化が

起こり、卵巣機能をコントロールしているが、近年の報告によると、その原始卵

胞の休眠状態の維持に、いくつかの制御機構が関与していることが分かってき

た。その中でも、Akt 経路と Hippo 経路の 2 つが主に関与していることが報告

されている[17]。 

原始卵胞の核内に存在する forkheadboxO3 (FOXO3)は、原始卵胞の休眠状態

を維持する働きをもつ転写因子である。図 4 に示すように、原始卵胞は成長因

子などの Kit ligand の刺激により、Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)経路

が活性化される。PI3K により、通常は phosphatase and tensin homolog（PTEN）

に よ り 制 御 さ れ て い る phosphatidylinositol(4,5)bisphosphate(PIP2) を

phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate(PIP3)へ変換する。さらに、PIP3 が

phosphatidylinositol dependent kinase 1(PDK1)を介して、Akt をリン酸化し、

リン酸化された Akt は原始卵胞の核内へ移動し、FOXO3 をリン酸化する。リン

酸化された FOXO3 は、核外へ出ることにより休眠状態の原始卵胞は活性化さ

れ卵胞の発育が始まる[18-20]。 



12 

 

 

図 4 原始卵胞内の活性化を制御する PI3K/PTEN/Akt 経路 

（文献 33 より引用） 

原始卵胞の休眠状態を維持しているのは、FOXO3 である。PI3K により、PIP2 が PIP3

へ変換され、Akt がリン酸化され核内の FOXO3 をリン酸化する。原始卵胞核内にある

FOXO3 がリン酸化され核外へ出ると卵胞の活性化が始まる。 

 

 

また、マウスの実験においても、FOXO3 のノックアウトマウスでは、休眠状

態の原始卵胞が活性化され[21]、マウスの原始卵胞の核内に FOXO3 を保つこと

により、卵胞の異常活性化を防ぎ卵巣機能の温存につながる可能性が示唆され

ている[22, 23]。これらのことを考慮すると、原始卵胞の休眠状態を維持してい

るのは、FOXO3 がリン酸化されずに核内に維持されていることであると言い換

えることができる。 
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さらに近年、婦人科疾患領域においても卵胞の活性化の機序が徐々に明らか

となってきている。40 歳未満の女性で卵巣性無月経を呈する早発卵巣不全

（premature ovarian failure: POF）は、卵巣内に発育した卵胞が認められず、

卵巣機能はほぼなく排卵が起こらない疾患である。POF と同様の現象は加齢に

よる閉経期前後の女性でも起こるが、その原因は、卵巣内の残存原始卵胞数の急

激な減少によると考えられている。POF では、休眠状態にある原始卵胞がなん

らかの影響で異常に活性化され、卵胞の発育が促進されることにより残存原始

卵胞数が閉経期レベルまで減少し、原始卵胞の枯渇化が通常よりも早く起こっ

てしまうことが示唆されている[24, 25]。POF の患者の不妊治療はこれまでは、

卵子提供による出産しか可能性がなかったが、河村らは卵子の活性化経路の１

つである PI3K-Akt-FOXO3 経路が関与している可能性を検証し、POF 患者の

卵巣から休眠状態の残存原始卵胞を採取し、体外にて PI3K-Akt-FOXO3 経路に

よる活性化を起こし、卵胞発育させたのち、体外受精 -胚移植（ in vitro 

fertilization and embryo transfer: IVF-ET）を行うことによって生児をうるこ

とに成功した[19]。 
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また、前述の PI3K-Akt-FOXO3 経路による制御機構に加えて、AMH が原始卵

胞の休眠状態を維持するのに関与している[26]という報告がある。AMH は原始

卵胞の休眠状態を保つ働きをしており、原始卵胞の枯渇化に伴い、発育卵胞が減

少し、AMH を放出するような胞状卵胞が減少し、そのことによりさらに原始卵

胞の異常活性化が促進されているのではないかと考えられている。 

 

図５ 原始卵胞の制御機構（文献 26 より引用） 

C-kit を介する細胞内活性化経路に加えて、AMH が原始卵胞の休眠状態を制御

しており、AMH の低下によるさらに原始卵胞の異常活性化が促進される。 
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４） 子宮内膜症と卵巣予備能 

 子宮内膜症は前述したように不妊症の原因となるが、その機序として卵管癒

着、卵巣機能低下、着床障害があげられている[27]。この機序の中で、卵巣予備

能の低下は、近年の生殖補助医療をもっても克服しえない困難な課題である[28]。

近年の研究では、Emcyst 罹患者の AMH は他の卵巣良性腫瘍罹患者や健常者と

比較しても有意に低く[29, 30]、Emcyst の存在がないような軽度の子宮内膜症

患でも AMH が低下することが報告されている[30]など、子宮内膜症の存在そ

のものによる卵巣予備能への負の影響が明らかとなっている。これらの子宮内

膜症による卵巣予備能の低下の原因としては、Emcyst のある卵巣では、正常卵

巣に比して卵胞の密度が低く卵巣の皮質には線維化が進んでいることが[31]明

らかとなっており、局所での炎症や線維化の影響が関与している可能性が示唆

されるが、詳細は明らかとはなっていない。 

さらに、卵巣予備能の中でも子宮内膜症による原始卵胞への影響も徐々に明

らかとなってきている。北島ら[32]によると、Emcyst に罹患している卵巣では、

正常卵巣に比して閉鎖卵胞数が増加していることに加えて、原始卵胞の割合が

減少し、一次卵胞や二次卵胞の割合が増加しており、いわゆる原始卵胞の異常活

性化が起こっている可能性が示唆されている。また、その原因として、閉鎖卵胞

の増加と、原始卵胞の異常活性化に伴って、AMH を出すような胞状卵胞が減少
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することにより、AMH がコントロールしている原始卵胞の休眠状態シグナル刺

激がはずれ、より原始卵胞の枯渇化が進んでいる可能性が示唆されている[32]。

しかしながら、原始卵胞の活性化の詳細なメカニズムにまで検討を行った報告

はない。 

 

図６ 子宮内膜症による卵巣予備能の低下（文献 32より引用） 

子宮内膜症による卵巣局所の炎症が卵巣の線維化を引き起こし、それにより原始卵胞の

異常活性化が起こり、発育卵胞が減り、AMH が低下することにより卵胞の枯渇化を促

進している可能性がある。 
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５） 化学療法と卵巣機能 

卵巣機能低下を起こす医原性の疾患として、化学療法施行後があげられる。若

年女性の癌患者にとって、化学療法による早発閉経や不妊は重大な副作用とな

る。特にアルキル化剤であるシクロフォスファミド（Cyclophosphamide: CY）

などは卵巣毒性が強く、DNA 変異や細胞分裂阻害を引き起こし、卵巣機能低下

を招くことが知られている。近年、その卵巣機能低下に関して、DNA 損傷など

による細胞死だけではなく、休眠状態の原始卵胞の異常活性化が関わっている

ことが明らかとなってきた。Kalich-Philosoph らは CY 投与後に休眠状態であ

ったマウスの原始卵胞が、PI3K/Akt のリン酸化経路により FOXO3 を介して異

常活性化されることを示した[33]。CY 投与により、原始卵胞の卵母細胞および

前顆粒膜細胞に直接作用して、PI3K/Akt のリン酸化経路により FOXO3 を介し

て休眠状態の原始卵胞を活性化させ、原始卵胞の異常活性化を促進することに

より卵巣機能が低下することが示された（図 4）。 

さらに、Kaelechman らによると、免疫調整因子である AS101［ammonium 

trichloro(dioxoethylene-o,o’)tellurate］を CY と併用してマウスに投与すること

により、上述の卵巣機能低下が可逆的に改善することが示され、その詳細なメカ

ニズムとして AS101 が PI3K/Akt 経路を阻害した可能性があることを示唆して

いる[34]（図 7）。 
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図７ CY 投与と原始卵胞の異常活性化（文献 34 より引用） 

CY 投与後に休眠状態であったマウスの原始卵胞が、PI3K/Akt のリン酸化経路により

FOXO3 を介して異常活性化される。免疫調整因子である AS101 を CY と併用すると、

卵巣機能低下が可逆的に改善する。 

 

AS101 は小さな有機物であり、生物活性として抗炎症作用や抗ウイルス作用、

化学療法による卵巣毒性を防ぐ役割などが報告されている[35-40]。その機序と

しては、システインの代謝産物と特異的な化学結合を起こし、その化学結合体が

標的蛋白の構造変化を起こすことが考えられている[41]。AS101 は癌患者にお

いては、化学療法の神経毒性に加えて、卵巣への細胞毒性、放射線のダメージを

防いでくれる免疫制御因子として機能しており、その機序として、AS101 がイ

ンテグリンを介してPI3Kを阻害しその下流の pAktを阻害することが考えらえ

ている[42]。このように、AS101 は化学療法による卵巣機能低下に対して、卵巣
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凍結などの生殖補助医療には頼らない新しい機能温存の可能性について期待さ

れている分子である。 

 

 

以上から、子宮内膜症における卵巣予備能の低下は、原始卵胞の異常活性化に

よる可能性が検討されているが、その機序について、卵胞の活性化経路に関して

検討したものはない。今回、その機序として化学療法による卵巣機能低下と同様

の働きの関与と AS101 による治療効果が可能性として考えられ、その検証とと

もに子宮内膜症における卵巣予備能低下に対する新しい治療戦略を探るべく以

下の研究を計画した。 
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本研究の目的 

子宮内膜症における卵巣機能への影響を、卵巣予備能とくに原始卵胞の活性

化経路に着目して検証を行うことを目的とする。 

 

① 子宮内膜症モデルマウスを用い、卵胞数の比較検討および、原始卵胞の異常

活性化の可能性について検証する。 

② 子宮内膜症モデルマウスとヒト卵巣検体を用い、原始卵胞の異常活性化に

PI3K/Akt 経路が関与している可能性について検証する。 

③ AS101を子宮内膜症モデルマウスに投与することにより卵巣予備能低下が改

善できるか検証する。 

 

上記の①～③を通して、AS101 が子宮内膜症における卵巣予備能低下への新た

な治療戦略となりうるかを検討する。 
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方法 

１） 子宮内膜症モデルマウスを用いた卵胞の検討 

① マウスの準備 

子宮内膜症の発生が、子宮内膜細胞を含む月経血が経卵管的に腹腔内に逆流

し、卵巣や腹膜に生着して病変を形成する[2]という病因説をもとに、レシピエ

ントの腹腔内にドナーの細断した子宮を移植する方法による子宮内膜症モデル

マウス[43, 44]を作成した。子宮内膜症モデルマウスでは、腹腔内に子宮内膜症

病変ができるが、本研究においても病理組織学的に子宮内膜症病変が腹腔内に

生着したことを確認のうえで、マウス卵巣の評価を行った。日本 SLC より、購

入した 5 週齢の BALB/c 雌マウスを用い、子宮を摘出するドナーマウスとして 2

匹、摘出した子宮を細断して腹腔内に注入するレシピエントマウスとして 4 匹、

計 6 匹を 1 群として使用し、2 回繰り返し実験を行った。すべてのマウスは、搬

入時より卵巣摘出までエストラジオール 100μg/kg（あすか製薬）を 1 週間おき

に皮下投与した。初回のエストラジオール投与後 1 週間でドナーマウスの子宮

を摘出し、細断して PBS 0.6ml で懸濁したものをレシピエントの腹腔内に注入し

た。移植後 2 週間でレシピエントを sacrifice し、腹腔内の内膜症病変を回収、卵

巣の摘出を行った（Em 群）（図 8）。 
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図８ 子宮内膜症モデルマウス 

ドナーの細断した子宮を腹腔内に移植し、子宮内膜症モデルマウスを作成した。移植後

2 週間で卵巣を摘出した。 

 

 

また、卵巣機能低下モデルマウスとして、[33]をもとに、CY（東京化学工業）

を腹腔内に投与してモデルマウスを作成した。sacrifice の 1 週間前に 75 mg/kg

の CY を 1 回投与し、卵巣を摘出した（Cy 群）（図 9）。 
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図 9  卵巣機能低下モデルマウス 

CY を腹腔内に投与することで卵巣機能低下モデルマウスを作成した。卵巣摘出 1 週間

前に CY を腹腔内に投与した。 

 

 

これらの Em 群、および Cy 群に対して、コントール群として、PBS を腹腔内

に投与したマウスを作成し（Ct 群）、Ct 群と Em 群、Cy 群での比較検討を行っ

た。 

全ての実験は、東京大学大学院医学系研究科動物実験委員会の承認を得た動

物実験計画をもとに行った（承認番号：医-P15-127）。 
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② マウス卵胞数のカウント評価 

 摘出したマウス卵巣は大きさと重さを測定し、片側をブアン液に 24 時間保管

した。その後 70%アルコールにて脱水後にパラフィン固定し、長軸方向となる

ように包埋しブロック化したのち、卵巣半分を 20μm の連続切片を作成し、卵

胞数をカウントした。ブロックの残りは後述の免疫染色に利用するため、カウン

トした卵胞数を 4倍して摘出卵巣全体の卵胞数を推定した（図 10）。 

 

図 10 マウス卵巣の固定法 

摘出した卵巣は、長軸方向となるように包埋し、20μｍの連続切片を作成し、卵胞数を

カウントしたのち、4 倍して摘出卵巣全体の卵胞数を推定した。 

 

 

上述のように作成した切片をヘマトキシリンエオジン染色（HE 染色）し、光

学顕微鏡下にて観察を行った。卵胞は、Myers らの報告[45]をもとに原始卵胞

(Primordial)、一次卵胞(Primary)、二次卵胞(Secondary)、胞状卵胞(Antral)、成長卵
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胞(Growing)へ形態学的に分類し、それぞれの数をカウントした。Primordial は、

扁平な 1 層の前顆粒膜細胞に囲まれた卵子であり、Primary は、1 層の立方状の

顆粒膜細胞に囲まれた卵子、Secondary は、2 層以上の立方状の顆粒膜細胞に囲

まれ、胞状空を持たない卵子、Antral は、胞状空をもつ卵子、Cumulus 顆粒膜細

胞を持つものを Growing と形態学的に分類した（図 11）。 

 

図 11 卵胞の形態学的分類（文献 45 より引用） 

Primordial は、扁平な 1 層の前顆粒膜細胞に囲まれている。Primary は、1 層の立方状の

顆粒膜細胞に囲まれている。Secondary は、2 層以上の立方状の顆粒膜細胞に囲まれ、胞

状空を持たない。Antral は、胞状空をもつ。Cumulus 顆粒膜細胞を持つものを Growing

と形態学的に分類した。 

 

 

また、各卵胞は大きさが異なることが知られており、原始卵胞は約 12-16μｍ

なので、全ての切片でカウントを行い、一次卵胞は約 20-60μｍなので、平均 40μ

ｍと仮定して 2 枚毎の切片でカウントを行い、二次卵胞は、60-100μｍなので、
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平均 80μｍと仮定して 3 枚毎の切片でカウントを行い、胞状卵胞は 100μｍ程度、

成長卵胞も 100μｍ以上であるため、5 枚毎の切片でカウントを行った（図 12）。

それらのカウントした卵胞数を 4倍して摘出卵巣全体の卵胞数を推定した。     

カウントは実験者が 2 回、実験助手が 1 回の合計 3 回行い、その平均を算出

した。 

 
図 12 卵胞数のカウント法 

各卵胞は大きさが違うので、一次卵胞は 2 枚毎、二次卵胞は 3 枚毎、胞状卵胞と成長卵

胞は 5 枚毎の切片でカウントを行った。 
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２） ヒト卵巣検体 

 子宮内膜症性卵巣嚢胞にて腹腔鏡手術を行った患者 17 人より摘出した卵巣検

体を用いた。コントロールとして、年齢の適合した卵巣転移のない子宮頸癌にて

卵巣摘出を行った患者 20 人より摘出した卵巣検体を用いた。子宮内膜症の年齢

は、35.9±0.99（平均±標準偏差）歳で、コントロールは 35.9±0.99 歳で 2群に

有意差は認めなかった。 

摘出した卵巣検体は、ブアン液にて 24 時間固定後、70%アルコールにて脱水

し、それをパラフィン固定したうえで、5μm ごとの切片を作成し、HE 染色およ

び免疫組織学的染色を行った。 

これらのヒト検体の実験は、東京大学の倫理規定に基づき、承認された実験計

画により患者からの同意を得たうえで行った（倫理番号：0324-4）。 
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３） 免疫組織学的染色 

 PI3K/Akt 経路を介した FOXO3 の key 蛋白の中から、原始卵胞の核内に存在す

る FOXO3 と pAkt について着目した。前述したように FOXO3 は pAkt を介した

リン酸化により卵子細胞の核外に放出されることにより、休眠状態の原始卵胞

の活性化が始まることがわかっている[21]。今回それらの FOXO3 と pAkt につ

いて免疫組織学的染色を行い、各群間での比較検討を行った（図 3）。 

 

図 13  原始卵胞における PI3K/Akt 経路 

PI3K/Akt 経路を介した FOXO3 のリン酸化により原始卵胞が活性化される。原始卵胞

の核内に存在する、pAkt と FOXO3 の免疫組織学的染色を行った。 

 

 

抗体は以下のものを使用した。monoclonal rabbit Foxo3a antibody (12829) を

500 倍, monoclonal rabbit p-Akt antibody (4060) を 100 倍 希釈で使用した(抗体は

全て Cell Signaling Technology より購入)。 
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各スライドは、脱パラフィン後、抗原賦活化処理を行い、その後に 0.3% H2O2

にて内因性のペルオキシダーゼを除去した。さらに、ブロッキングしたのち上記

の抗体を 4℃で一晩静置後、DAB で染色し、ヘマトキシリンにて核の二重染色

を行った。Negative control については、non-immune IgG をそれぞれの一次抗

体の代わりに使用した。 

 

 

４） AMHの測定 

卵巣摘出時にマウスの血液を採取し、1000ｘｇ15 分で遠心し血漿を回収した。

回収した血漿は測定まで-80℃で保存し、Mouse anti-mullerian hormone ELISA kit 

(CUSABIO)を用いて AMH を測定した。 

 

 

５） AS101の投与実験 

 Kaelechman ら[34]によると、AS101 は、化学療法施行時の原始卵胞異常活性

化を防ぎ、卵巣機能を改善させた PI3K/Akt 阻害薬の１つである。そこで、我々

は AS101 を Sigma Aldrich より購入し、マウスへの投与実験を行なった。 

移植の 1 週間前より sacrifice まで、1 日おきに AS101 10μg/匹を腹腔内投与
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し、卵巣を摘出し前述のように各群間にて、卵胞数の比較検討を行った(図 14)。 

 

  

図 14 AS101 の投与実験 

各群に、AS101 を移植 7 日前より隔日腹腔内投与を行った。 

 

 

６） 統計学的分析 

統計学的分析は、Jmp software (version 11.0, SAS Institute Inc. Cary, NC)によっ

て行った。2 群間の分析は、Mann-Whitney U 検定を行い P 値< 0.05 を有意差あ

りとした。また、3 群間の比較には ANOVA 検定を用い、さらに Steel-Dwass 検

定を用い、各群の比較を行い、P 値 < 0.05 を有意差ありとした。各数値は、平

均±標準偏差である。 
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結果 

1) 子宮内膜症モデルマウスにおける卵胞数の比較 

① 子宮内膜症モデルマウスにおける子宮内膜症病変について 

子宮内膜症モデルマウスにおいて、腹腔内に子宮内膜症病変が生着すること

を確認した。子宮内膜症病変は主に腸管膜に生着していた（図 15）。 

 

図 15 マウスの子宮内膜症病変（マクロ像） 

腹腔内に嚢胞状の子宮内膜症病変が生着することを確認した。子宮内膜症病変は主に腸

管膜に生着していた。 

 

 

また、病変を H-E 染色することにより、子宮内膜症の特徴である、子宮内膜

症上皮細胞と間質細胞を確認した（図 16）。 
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図 16 マウスの子宮内膜症病変（ミクロ像） 

病理学的に、子宮内膜症の特徴である子宮内膜症上皮細胞(黒↑)と間質細胞（赤↑）を

確認できた。 

 

 

② 子宮内膜症モデルマウスの卵胞数の比較について 

摘出した卵巣に関して、卵巣の長径と重量について各群で比較を行ったとこ

ろ、Em 群の卵巣の長径は、3.4±0.29mm で、 Ct 群の 3.7±0.27mm および Cy 群の

3.7±0.27mm と比較して有意差は認めなかった。また、卵巣の重量についても、

Em 群は 24.5±4.11mg で Ct 群の 14.5±4.11mg、Cy 群の 13.1±3.87mg と比較して有

意差は認めなかった（図 17）。 
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図 17 各群間の卵巣の長径と重量の比較 

Em 群の卵巣長径は、Ct 群および Cy 群と比較して有意差は認めなかった。また、卵巣

の重量についても、Em 群、Ct 群、Cy 群では、有意差は認めなかった。 

 

 

卵胞数に関しての結果では、全卵胞数は Eｍ群で 1242±116.9個と Ct 群の 1496

±112.9 個に比して有意差はないものの減少傾向にあった。一方で、Cy 群では

1046±109.4 個と Ct 群に比して有意に減少していた。また、原始卵胞数は、Em

群で 704±70.1 個、Cy 群で 472±48.9 個、Ct 群で 1103±100.3 個と Em 群および

Cy 群ともに Ct 群より有意に減少していた。さらに、一次卵胞、二次卵胞、胞状

卵胞、成長卵胞の個数は、Em 群（224±31.2 個、157.5±22.4 個、142.5±8.6 個、

14.0±2.5 個）、Cy 群（226±35.9 個、180.5±22.3 個、155±12.4 個、12.5±2.3 個）

と Ct 群（184±12.5 個、99.5±10.6 個、103.5±10.8 個、6.52±2.26 個）と比べて

それぞれ増加傾向にあった（図 18）。 
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図 18 子宮内膜症モデルマウスの卵胞数 

Em 群では、全体の卵胞数は Ct 群に比して減少傾向にあったが、有意差は認め

なかった。一方、原始卵胞の数は Ct 群に比して有意に減少していた。 
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次に、各卵胞の割合についての比較では、Em 群および Cy 群における原始卵

胞の割合は、それぞれ 56.5 ± 1.6%、45.6 ± 1.8%と Ct 群の 73.3 ± 1.6%に比して有

意に減少していた。さらに、一次卵胞、二次卵胞、胞状卵胞の割合は、Em 群 (17.9 

± 1.2, 12.4 ± 1.0, 11.9 ± 0.8%) 、Cy 群 (20.8 ± 1.2, 17.1 ± 1.0, 15.3 ± 0.8)であり、Ct

群(12.5 ± 0.8, 6.7 ± 0.6, 6.9 ± 0.6%)に有意に増加していた。成長卵胞の割合は、Em

群 1.2 ± 0.2%と Ct 群の 0.4 ± 0.1%に比して増えている傾向にあったが、有意差は

認めなかった。一方で、Cy 群の成長卵胞の割合は 1.2 ± 0.2% と Ct 群に比して

有意に増加していた（図 19）。 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

図 19 子宮内膜症モデルマウスの卵胞割合 

Em 群では、Ct 群に比して、原始卵胞の割合が有意に減少していた。一方で、

一卵胞、二次卵胞、胞状卵胞の割合は有意に増加していた。 
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 次に、子宮内膜症病変と原始卵胞の数についての相関を確認したところ、子宮

内膜症病変が重いほど、原始卵胞の数は減少しており、負の相関が認められた(P 

< 0.05, R2 = 0.766)（図 20）。 

 

 

図 20 子宮内膜症病変と原始卵胞数の相関 

子宮内膜症病変が重いほど、原始卵胞数は減少していた。 
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2) 免疫組織学的検討について 

① マウス実験における免疫組織学的検討について 

 マウスの原始卵胞において FOXO3 と pAkt の代表的なマウス卵巣の顕微鏡写

真を図 21 に示す。FOXO3 と pAkt は原始卵胞の核内に染色されていた。 

 

図 21 FOXO3 と pAkt の免疫組織学的写真 

FOXO3 と pAkt は原始卵胞の核内に染色されていた。 

 

 

FOXO3 陽性原始卵胞の割合は、Em 群で 37.2 ± 19.5%、Cy 群で 21.0 ± 0.1%と、

Ct 群の 69.3 ± 5.7%に比較して有意に低かった。一方で、pAkt 陽性割合は、Em

群で 35.2 ± 22.2%、Cy 群で 35.7 ± 0.1%と、Ct 群の 32.1 ± 15.6%と比べて増加傾

向にあったが、有意差は認めなかった（図 22）。 
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図 22 マウスにおける PI3K/AKT 経路免疫組織学的染色 

Em 群では、Ct 群に比して FOXO3 陽性原始卵胞の割合が有意に減少し

ていた。 
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② ヒト卵巣検体における免疫組織学的検討について 

ヒト検体の原始卵胞の核内で PI3K/Akt 経路の key protein が染色されることを

確認した（図 23）。また、HE 染色にて原始卵胞を確認し、その原始卵胞が FOXO3

と pAkt が陽性かどうかの判断を行った。原始卵胞のカウント数は、内膜症群で

78 個、コントロール群で 123 個であった。 

 

図 23 ヒト検体における原始卵胞の免疫組織学的染色 

PI3K/AKT 経路の key protein である FOXO3、pAkt が原始卵胞の核内に染まっている。 

 

 

FOXO3 陽性の原始卵胞の割合は、子宮内膜症罹患群で 14.9 ± 5.1%であり、非

罹患群の 57.9 ± 4.7%に比して有意に少なかった。また、pAkt 陽性の原始卵胞の

割合は、45.2 ± 11.9%であり、非罹患群の 47.3 ± 6.7%と比較して少ない傾向にあ
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ったものの有意差は認めなかった（図 24）。 

 

 

図 24 ヒトにおける PI3K/AKT 経路免疫組織学的染色 

子宮内膜症罹患群では、コントロール群に比して FOXO3 陽性の原始卵胞数が 

有意に少なかった。 

 

 

3) AMH 測定について 

各群のマウスにおいて測定した AMH の値は、Em 群 8.28±0.24 ng/ml、Cy

群 8.79±0.75 ng/ml、 Ct 群 8.34±0.21 ng/ml と各群間で明らかな差は認めなか

った（図 25）。 
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図 25 マウスにおける AMH 結果 

各群のマウスにおいて測定したAMHの値は、Em群 8.28±0.24 ng/ml、Cy群 8.79±0.75 

ng/ml、 Ct 群 8.34±0.21 ng/ml と各群間で明らかな差は認めなかった 

 

 

4) AS101 の投与について 

① 投与による卵胞数の変化について 

AS101 を投与することにより、マウスの卵胞数の変化を検討したところ、Ct 群

では AS101 の投与の有無で原始卵胞数の割合は 66.8± 1.2%から 60.4 ± 3.6%と変

化しないのに対して、Em 群では、54.9 ± 1.7%から 61.1 ± 1.2%、Cy 群では、41.7 

± 2.6%から 57.8 ± 1.4%と AS101 投与により原始卵胞の割合が有意に増加してい

た（図 26）。 



43 

 

 

図 26  AS101 を投与によるマウスの卵胞数の変化 

AS101 を投与することにより、Em 群および Cy 群の原始卵胞数は増加した。 

 

 

 

② 投与による免疫組織学的検討について 

 AS101 投与により、FOXO3 陽性原始卵胞の割合を検討したところ、Ct 群では

差がなかったのに対して、Em 群では投与前後で 35.5 ±16.6%から 57.6± 8.8%へ

有意に増えていた（図 27）。 
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図 27 AS101 投与による免疫組織学的検討 

Em 群では AS101 投与により、FOXO3 陽性の原始卵胞が増加した。 
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考察 

1)子宮内膜症モデルマウスにおける卵胞数の検討 

Em 群の全卵胞数は 1242±116.9 個で、Ct 群の 1498±112.9 個に比して有意差

はないものの減少していたが、Cy 群の 1046±109.4 個に比べると減少率は低か

った。Cy 群では卵胞数が減少し、卵巣機能低下を起こすことがこれまでの研究

により明らかとなっているが、今回の実験結果により、子宮内膜症でも化学療法

施行後と同じような卵胞数の減少がおこっている可能性が示唆された。 

各卵胞数のうち、原始卵胞数は、Em 群で 704±70.1 個と、Ct 群の 1103±100.3

個と比べて有意に減少していたが、原始卵胞数以外の一次卵胞、二次卵胞、胞状

卵胞、成長卵胞は Ct 群と比べて Em 群では卵胞数が多い傾向にあったが、有意

差は認めなかった。また、各卵胞の割合では、Em 群の原始卵胞の割合が Ct 群

と比べて有意に低下しており、一次卵胞、二次卵胞、胞状卵胞ではその割合が有

意に増加していた。Cy 群の卵胞数の減少は、シクロフォスファミドによる卵胞

への細胞毒性によるアポトーシスの関与に加えて、原始卵胞の異常活性化が関

与している[33]が、Em 群でも原始卵胞数が減少しているうえに、その割合も低

下していたことを考慮すると、Cy 群と同様にアポトーシスだけではない原始卵

胞の活性化が関与している可能性が考えられる。つまり、子宮内膜症でもシクロ

フォスファミドなどと同様に、限りある原始卵胞の異常活性化により、原始卵胞
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が枯渇化へと向かい、卵巣予備能が低下している可能性について考えられる。さ

らに、子宮内膜症病変の重さと原始卵胞の数について負の相関が認められたこ

とより、子宮内膜症が重症であるほど、卵巣予備能が低下していることが推測さ

れる。 

しかし、本研究においては卵胞のアポトーシスの要素について詳細な検討を

行っておらず、アポトーシスの要素と原始卵胞の異常活性化による原始卵胞の

枯渇化のどちらが本現象にどれだけ関与しているか未検討である。今後、アポト

ーシスの検討についても加えることで、さらに子宮内膜症と原始卵胞の異常活

性化の関連が明らかとなるのではないかと考えられる。 
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2)免疫組織学的検討 

 マウス卵巣の実験において、Em 群の FOXO3 割合は、37.2 ± 19. 5％で、Ct 群

の 69.3 ± 5.7％と比較して有意に低かった。一方で、pAkt 陽性割合は、35.2 ± 22.2%

であり、Ct 群の 32.1 ± 15.6%と比べて増加していた。さらに、ヒト卵巣検体でも、

PI3K/Akt 経路の key protein である FOXO3、pAkt が原始卵胞の核内に染色され

たことより、子宮内膜症における原始卵胞の活性化にこれらの蛋白が関与して

いる可能性がわかった。また、子宮内膜症罹患群で FOXO3 陽性の原始卵胞の割

合が、14.9 ± 5.1%と非罹患群の 57.9 ± 4.7%に比して有意に少なかった。 

 原始卵胞の休眠状態を維持している、核内の FOXO3 が内膜症では減少してい

たことより、内膜症では休眠状態の原始卵胞が活性化されていることが示唆さ

れている。この休眠状態の原始卵胞の活性化により、卵胞が発育し、原始卵胞の

割合が低下していることが考えられる。また、PI3K/Akt 経路の key protein であ

る pAkt が核内に染色され、子宮内膜症では増加していたことより、原始卵胞の

活性化には PI3K/Akt 経路を介した FOXO3 のリン酸化が関与していることが考

えられた。本実験では、PI3K/Akt 経路の key protein である pAkt を介した FOXO3

経路に着目をしたが、マウスの原始卵胞の休眠状態の維持には、この経路以外に、

Janus kinase and signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT)経路が関

与している可能性も報告されており[46]、今回検討した経路以外の可能性も今
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後検討が必要である。また、子宮内膜症において、原始卵胞を異常活性化へ導く

因子として、IL1βや IL6,TNF、PGE2 などの炎症性物質、Insulin-like growth 

factors(IGF) などの関与があげられている[47]。子宮内膜症は慢性炎症性疾患で

あることを考慮すると、子宮内膜症から分泌される各種炎症性物質が、卵巣実質

に線維化を引き起こし、卵巣予備能低下に関与していることにとどまらず、炎症

性物質を介した原始卵胞の異常活性化を引き起こすことにより、原始卵胞が枯

渇化し、さらなる卵巣予備能の低下を引き起こしている可能性が考えられる。 
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３）ＡＭＨの測定検討 

 Em 群のＡＭＨは 8.28±0.24 ng/ml で、Cy 群 8.79±0.75 ng/ml、 Ct 群 

8.34±0.21 ng/ml と比べても各群間で明らかな差は認めなかった。 

子宮内膜症患者では、AMH が低いことが報告されているが[29, 30]、本研究

ではコントロール群と比べて明らかな差は認めなかった。AMH は胞状卵胞以降

の卵胞から分泌されるが、今回の卵胞数の比較検討結果から、Em 群では胞状卵

胞以降の卵胞割合は原始卵胞の異常活性化により増加傾向にあるため、AMH の

測定結果に差が出なかった可能性がある。 

また、子宮内膜症患者における卵巣予備能低下には、閉鎖卵胞の増加と、原始

卵胞の異常活性化に伴って、AMH を出すような胞状卵胞が減少することにより、

AMH がコントロールしている原始卵胞の休眠状態シグナル刺激がはずれ、より

原始卵胞の枯渇化が進んでいる可能性が示唆されている[32]が、今回のマウスに

おける卵胞測定の結果を考慮すると、子宮内膜症では原始卵胞の異常活性化に

よる胞状卵胞が増加しており、AMH 低下とは別の機序による原始卵胞の異常活

性化が関与している可能性が考えられる。一方で、シクロフォスファミド投与後

の原始卵胞の枯渇化が AMH により改善することが報告されており[48]、AMH

と子宮内膜症の関係においてはさらなる検討が必要である。 
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４）AS101の投与検討 

PI3K/Akt 経路を阻害し、原始卵胞の異常活性化を制御すると報告されている

AS101 を投与することにより、Ct 群では AS101 の投与の有無で原始卵胞数の

割合は 66.8± 1.2%から 60.4 ± 3.6%と変化しないのに対して、Em 群では、54.9 

± 1.7%から 61.1 ± 1.2%と AS101 投与により原始卵胞の割合が有意に増加して

いた。つまり、子宮内膜症病変の存在による原始卵胞の低下は AS101 の投与に

て制御されることが分かった。さらに、AS101 投与の有無での、FOXO3 陽性原

始卵胞の割合が、Em 群では投与前後で 35.5 ±16.6%から 57.6± 8.8%へ有意に

増えていたことより、AS101 の卵巣予備能維持の効果が PI3K/kt 経路を介する

FOXO3 によっていることが示唆された。一方で AS101 は PI3K 経路を促進す

ることに加えて、DNA 損傷を修復することも知られており、今回投与実験にお

いて FOXO3 を介した活性化経路の他に、原始卵胞の DNA 損傷自体が修復され

た可能性もある。また、シスプラチン投与マウスにおいて、メラトニン投与によ

り原始卵胞の枯渇が改善した[49]という報告や、mTOR inhibitor 投与により抗

がん剤投与後のマウスの原始卵胞の枯渇が改善した[50]という報告もあり、

AS101 以外の既存の薬剤についてその治療効果を検討する必要があると考えら

れる。 
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本研究により、子宮内膜症で卵巣予備能が低下する機序として、原始卵胞の異

常活性化による可能性が明らかとなった。また、原始卵胞の異常活性化の１つに

PI3K/Akt 経路を介した FOXO3 が関与しており、PI3K/Akt 経路を阻害する AS101

の投与によりその卵巣予備能の低下が改善される可能性が示唆された。今後、

AS101 のみならず、PI3K/Akt 経路の阻害薬などが子宮内膜症における卵巣予備

能低下への新たな治療戦略となりうると考えられた。 
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