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研究主旨 
 
凍結融解胚移植は、生殖補助医療における妊娠率の向上に大きく寄与している。近
年では、複数の胚を融解した場合や、移植のキャンセルのような不測の事態が生じた
ケースにおいて、一度融解した胚を再度凍結して利用することの臨床的有用性も報告
され始めている。しかし、胚を複数回凍結融解するという操作が胚自体に与える影響
については動物胚を含めても十分な検討がなされておらず、特に、ヒト胚では情報が
限られている。本研究では、患者の同意を得た廃棄対象の余剰凍結胚を用い、複数回
凍結融解したヒト胚における形態的変化を観察した。さらに機能的な変化については、
試料に対して非侵襲的な測定手法である細胞呼吸活性測定装置（CRAS-1.0、クリノ社）
の特性を生かし、複数回凍結融解した同一のヒト胚における呼吸量の変化を追跡しよ
うとした。 
ヒト胚盤胞の凍結と融解は、北里バイオファルマ社の Cryotop Safety Kit を用いて
行った。融解した胚盤胞は、数時間の回復培養後に生存率を調べ、Gardner 分類による
グレードを記録した。さらに、倒立顕微鏡に装着されたデジタルカメラで画像を取得
し、画像解析ソフト（ImageJ）を用いて胚盤胞の大きさ（径）を計測した。解析後、
変性せずに生存した胚は再度凍結した。凍結融解は 5 回まで繰り返し行った。また、
細胞呼吸測定機器（CRAS-1.0、クリノ社）を用いて、凍結融解が胚盤胞の呼吸量に与
える影響について検討した。 
本研究の結果、ヒト胚盤胞は 5 回の凍結融解後も生存することが可能であることが
明らかとなった。本研究で用いた cryotop 法による超急速ガラス化凍結保存は、ヒト
胚にとって極めてダメージの少ない手法であると考えられる。また、凍結融解前後の
胚盤胞の大きさ（径）の変化は、発生能を示す簡便で客観的な指標となる可能性が示
唆された。呼吸量測定と併用することで、ヒト胚の評価法の精度向上につながること
が期待される。本研究では、9年間以上凍結保存されたヒト余剰胚も研究に使用可能で
あることが明らかとなった。これらは、受精卵呼吸測定装置の新型デバイスの開発に
必要な、ヒト凍結余剰胚に関する有用な基礎的データとなるものと思われる。 
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A・研究目的 
 
生 殖 補 助 医 療 （ ART ： Assisted 
Reproductive Technology）は、卵管閉
塞や乏精子症などの難治性不妊症患者
に対して、配偶子（卵子・精子）を体外
に取り出し、受精（体外受精、顕微授精）
させ、体内に戻す（胚移植する）治療法
である。日本産科婦人科学会の ART 登録
データによると、2011 年に我が国では
27 万件の生殖補助医療が施行され、そ
れにより 3 万 1 千人の児が誕生してい
る。本邦の 2011 年の全出生数は 105 万
人であることから（厚生労働省人口動態
統計）、出生児の 3％、約 30 人に一人が
生殖補助医療に由来していることにな
る。 
生殖補助医療のうち、2011 年には体
外受精が 7 万 1 千件、顕微授精が 10 万
2 千件、凍結胚を用いた治療が 9万 6千
件行われている。体外受精や顕微授精に
よる出生児数はそれぞれ 5千人と、近年
横ばい傾向にある。それに対し、凍結胚
による出生児は急速に増加して2万2千
人と、2007 年に比べ倍増している（図
1）。この原因として、2008 年の日本産
科婦人科学会会告において、多胎防止の
観点から単一胚移植が原則となり、治療
周期あたりの移植胚数を 1 個に制限す
る傾向が強まったことが挙げられる。通
常、排卵誘発によって複数の卵子が採取 

  
されることから、単一胚移植後に生じる余
剰胚を凍結保存する必要性が高くなってい
る。 
凍結融解胚移植は、受胚側（母体）の許
容に合わせて移植時期を調整することが可
能である。このため、生殖補助医療におけ
る妊娠率の向上にも大きく寄与している
（新鮮胚移植妊娠率：21.3％ vs 凍結融解
胚移植妊娠率：34.2％、日本産科婦人科学
会2011年ART登録データ）。また、複数の胚
を融解した場合や、移植のキャンセルのよ
うな不測の事態が生じたケースにおいて、
一度融解した胚を再度凍結して利用するこ
との臨床的有用性も報告されている（1-3）。
しかし、胚を複数回凍結融解するという操
作が胚自体に与える影響については動物胚
を含めても十分な検討がなされておらず、
特に、ヒト胚では情報が限られている。 
本研究では、患者の同意を得た廃棄対象
の余剰凍結胚を用い、複数回凍結融解した
ヒト胚における形態的変化を観察した。さ
らに機能的な変化について、試料に対して
非侵襲的な測定手法である細胞呼吸活性測
定装置（CRAS-1.0、クリノ社）の特性を生
かし（4-6）、複数回凍結融解した同一のヒ
ト胚における呼吸量の変化を追跡しようと
した。 
 
 
B・研究方法 

 
患者の同意を得た廃棄対象の余剰凍結胚
（胚盤胞）を用いた。胚盤胞の凍結と融解
は、北里バイオファルマ社のCryotop Safet
y Kitを用いて行った。融解した胚盤胞は、
数時間の回復培養後に生存率を調べ、Gardn
er分類によるグレードを記録した。さらに、
倒立顕微鏡に装着されたデジタルカメラで
画像を取得し、画像解析ソフト（ImageJ）
を用いて胚盤胞の大きさ（径）を計測した。
解析後、変性せずに生存した胚は再度凍結
した。凍結融解は5回まで繰り返し行った。 
また、細胞呼吸測定機器（CRAS-1.0、ク 



 
 

 
 
リノ社）を用いて、凍結融解が胚盤胞の
呼吸量に与える影響について検討した。 
 
 
C・研究結果 

 

計6個の胚盤胞を供試した。6個の胚盤
胞の凍結前のグレードは、No.1：4CC、N
o.2：3CC、No.3：3AA、No.4：3AA、No.5：
4AA、No.6：3BCであった。凍結融解後の
生存率は、1回目100%（6/6）、2回目83.
3%（5/6）、3回目83.3%（5/6）、4回目6
6.7%（4/6）、5回目66.7%（4/6）であっ
た。凍結融解を繰り返すことにより生存
率は低下したものの、5回の凍結融解後
も生存が可能であった。グレードの高い
胚盤胞（No.4：3AA、No.5：4AA）ばかり
でなく、グレードの低い胚盤胞（No.1：
4CC、No.2：3CC）も5回の凍結融解が可
能であった。途中で変性した胚盤胞（No.
3：3AA、No.6：3BC）は、採卵時の年齢
が30代後半と高く（No.3：38歳、No.6：
39歳）、発育速度が遅い（No.3、No.6共
に6日目胚盤胞）傾向がうかがわれた。 

凍結保存期間は5日間から9年4ヶ月間
まで幅があったが（No.1：9日間、No.2：
5年6ヶ月間、No.3：9年4ヶ月間、No.4：
9年1ヶ月間、No.5：8年3ヶ月間、No.6：
5日間）、凍結保存期間の影響は特に認
められなかった。 

凍結融解を繰り返すと、それぞれの回
復培養時間が積算されることになる。回
復培養後の胚盤胞の径を計測したとこ
ろ、凍結融解を繰り返しても常に拡張し
ていたNo.4の胚盤胞（1回目：155μm、2
回目：167μm、3回目：174μm、4回目：
188μm、5回目：271μm）がhatchingし
た（図2）。その他の、拡張と縮小がみ
られたり、常に縮小するような胚盤胞
は、hatchingすることはなかった（図2）。 

呼吸量に関しては、サーモプレートの
破損等の原因により安定した結果が得
られなかった（添付資料）。クリノ社の
アドバイスを得ながら、今後も引き続き 

  

検討を行っていく。 
 
 
D・考察 

 
ヒト胚盤胞は 5 回の凍結融解後も生存す
ることが可能であった。このため、一度凍
結融解した胚を再度凍結融解した胚（再凍
結再融解胚）からも、生児の獲得が報告さ
れているものと思われる。また、凍結融解
前後の胚盤胞の大きさ（径）の変化は、発
生能を示す簡便で客観的な指標となる可能
性が示唆された。呼吸量と併用することで、
ヒト胚の評価法の精度向上につながること
が期待される。 
 
 
E・結論 
 
ヒト余剰胚を用いて、凍結保存と呼吸量
測定に関する検討を行った。ヒト胚盤胞は
5 回の凍結融解後も生存が可能であり、
cryotop 法による超急速ガラス化凍結保存
はヒト胚にとって極めてダメージの少ない
手法であると考えられる。また本研究では、
9 年間以上凍結保存されたヒト余剰胚も研
究に使用可能であることが明らかとなっ
た。これらは、受精卵呼吸測定装置の新型
デバイスの開発に必要な、ヒト凍結余剰胚
に関する有用な基礎的データとなるものと
思われる。 
 
 
G・研究発表 

 
「III．研究成果の刊行に関する一覧表」
に別掲 
 
 
H・知的財産権の出願・登録状況 

 

特記事項無し 
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