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研究主旨 
 
近年、高性能受精卵培養液や体外受精・顕微授精などの先進生殖技術が

開発され、移植可能胚の作製効率は飛躍的に向上している。しかし、生殖
技術が高度化する一方で、胚移植における受胎率は伸び悩んでいる。この
原因の一つとして、治療に供する卵子や受精卵の品質評価の精度に問題が
あると考えられている。体外受精・胚移植（IVF-ET）において、移植前に
質的に最も良好な胚を選択することは、妊娠率の向上、多胎妊娠の回避、
流産率の低下のために極めて重要である。現在、胚の質は割球の形態や数
等の形態的特徴を基準に評価されているが、これら形態的特徴は定量性に
欠けるため、判定結果が観察者の主観に左右される可能性がある。本研究
では、胚の品質を客観的に評価するための指標としてミトコンドリアの呼
吸機能に着目し､細胞呼吸活性を指標とする胚評価システムの開発を目的
とする。今年度は、電気化学計測技術を応用した細胞呼吸測定装置の安全
性の検証を行った。その結果、マウスを用いた動物実験により、呼吸活性
を指標とする胚品質評価技術の有効性と安全性が示めされた。 
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A・研究目的 
 
 研究分担者らは、胚の品質を客観的に
評価するための指標としてミトコンド
リアの呼吸機能に着目し､細胞の呼吸活
性を指標とする新しい胚品質評価シス
テムの開発に取り組んできた。これまで
に、走査型電気化学顕微鏡をベースとす
る「受精卵呼吸測定装置」の開発に成功
し、細胞呼吸活性を指標とする新しい胚
品質評価法を提唱している。「受精卵呼
吸測定装置」はマイクロ電極を用いて酸
素の還元電流を測定し、呼吸によって受
精卵近傍に生じた酸素の濃度勾配を電
気化学的に検出し、受精卵の呼吸量を非
侵襲的に算出するという世界的に見て
も独創的で先駆けとなる機器である。従
来の主観的な形態学的評価に客観的な
機能評価を加えることにより優良卵の
選別が可能になり、将来的には体外受精
において本機器の使用が標準診療とな
るよう繋げていきたい。  
 今年度は、「受精卵呼吸測定装置」の
胚品質評価における有用性の検証と臨
床応用に向けた安全性の検証を目的に、
マウスを実験材料として胚のミトコン
ドリア呼吸機能解析、胚移植試験および
産子の表現型解析を実施した。  
 
B・研究方法 
 
（1）細胞呼吸測定システムの有効性・
安全性の検証 
細胞呼吸活性を指標とする胚や卵子

のクオリティー診断法を開発するには、
「受精卵呼吸測定装置」の有効性と安全
性を生物学的解析によって詳細に検証
する必要がある。本研究では、マウスの
胚および卵子を主な実験材料に用い、胚
品質評価における「受精卵呼吸測定装
置」の有用性と安全性の検証を目的と                                                                                                                  

  
した。具体的には、細胞生物学・分子生物
学的解析技術を駆使したミトコンドリア呼
吸機能を総合的に解析することで、「受精
卵呼吸測定装置」の性能評価と胚品質評価
に対する有用性を検証した。また、胚や卵
子の培養試験および移植試験により「細胞
呼吸測定システム」の安全性を調べた。 
 
（2）材料 
 C57BL/6 及び ICR 系マウスを実験に用い
た。雌マウス（8週齢）に pregnant mare's 
serum gonadotropin (PMSG) 5IU 投与し、
48 時間後に human chorionic gonadotropin 
(hCG) 5IU 投与することで過排卵を誘発し
た。hCG 投与後、直ちに同系統の雄マウス
と同居させ、翌朝、腟栓の有無を確認した。
腟栓を確認した雌マウスはhCG投与96時間
後に屠殺し、摘出した子宮を灌流すること
で胚を回収した。卵割が停止しているなど
明らかに異常が認められた胚を排除し、形
態的に正常な胚盤胞のみを実験に使用し
た。 
 
（3）呼吸活性測定 
 マウス胚盤胞の呼吸活性測定には、走査
型電気化学顕微鏡を改良した受精卵呼吸測
定装置（HV-405）を用いた。呼吸測定液
（ERAM-2：機能性ペプチド研究所）で満た
した測定プレートの逆円錐形マイクロウェ
ル内に胚を１つずつ静置した。その後，測
定プレートを倒立顕微鏡のステージ上にセ
ットし，−0.6V vs Ag/AgCl2の電位を印加
した微小白金電極（先端直径: 2-3 m）で，
胚近傍を鉛直方向に 3回走査（31.0 m/ 
sec，160 m）した。得られた胚近傍および
沖合の酸素還元電流値の差から，球面拡散
理論式に基づいて胚の酸素消費量（呼吸活
性）を算出した。 
 
（4）活性型ミトコンドリアの局在観察 
 MitoTracker Orange CM-H2 TMRos を用い
てウシ胚およびマウス胚を染色し、共焦点
レーザー顕微鏡を用いて活性型ミトコンド
リアの細胞内分布を調べた。また、ミトコ
ンドリアの膜電位に依存して緑色（不活性 



 
  

 
型）から赤色（活性型）へ変化する JC-1
を用いてミトコンドリアを染色し、相対
膜電位（緑色／赤色）を算出した。 
 
（5）シトクローム cオキシダーゼ（Cox）
遺伝子の発現解析 
 呼吸測定による胚クオリティー評価
の有効性を遺伝子レベルで解析するた
めに、ミトコンドリアの呼吸鎖複合体
IV を構成する Cox の遺伝子発現を
RT-PCR により解析した。呼吸鎖複合体
IV は、ミトコンドリアゲノムと核ゲノ
ムによってコードされる 13 のサブユニ
ットで構成されている。本研究では、マ
ウスにおいてミトコンドリアゲノム由
来であり呼吸鎖複合体 IV の電子伝達を
担っている Cox1、Cox2、Cox3 と、核ゲ
ノム由来であり呼吸鎖複合体 IV の機能
調節に関与する Cox4、Cox5a、Cox5b お
よび Cox6b の遺伝子の発現をそれぞれ
調べた。 
 
（6）胚の移植試験 
 受精卵呼吸測定装置による胚品質評
価の有効性を検証する目的で、胚移植試
験を実施した。呼吸活性 0.70×10-14 
mol/s 以上の胚盤胞を選別し、偽妊娠 3
日目の受容雌マウス（ICR）の子宮内に、
1 匹当たりの移植胚数が 10 個前後とな
るように移植した（測定群）。移植後 17
日目に分娩および産子数を確認した。 
 
（7）安全性評価試験 
偽妊娠3日目の受容雌マウス（ICR系

統）をネンブタールで麻酔し、第一腰椎
付近の皮膚を切開した。脂肪-卵巣-卵管
-子宮組織を引き出し、子宮内へ胚を10
個前後移植した。移植後，引き出した全
ての組織を腹腔内へ戻し、皮膚をオート
クリップで縫合し、保温して覚醒させ
た。形態的に正常で、呼吸0.70×1014/mol 
・s-1以上の胚盤胞を移植したものを「測
定群」、呼吸量を測定せずに形態的評価
のみで選別した胚盤胞を測定群と同条
件で移植したものを「対照群」とした。
胚移植後17日目に分娩を確認し，得られ
た産子の正常性を検証する目的で表現 

  
型解析を実施した。繁殖能力試験に加えて、
マウスの行動解析としてオープンフィール
ドテスト（一般活動性・情動性・馴化の試
験法）、オープンスペース水泳テスト（運動
能力・動機づけの試験法）および水迷路学
習課題（空間認知・学習能力・記憶力の試
験法）を実施した。対照群 6個体、測定群
6個体とし、いずれも 12 週齢時に実験を開
始した。全ての個体に対し、オープンフィ
ールドテスト、オープンスペース水泳テス
ト、水迷路学習課題をこの順序で実施した。
各テストの間は、１日以上のインターバル
を挿入した。試験終了後、各個体は安楽死
させ、心臓より採血し、富士ドライケムを
用いて、定法により血液生化学的指標につ
いて分析した。また、主要臓器（脳、肺、
胃、腎臓、肝臓、膵臓、脾臓、心臓、大腿
二頭筋、卵巣、精巣）は、直ちに 10%緩衝
ホルマリン固定液に浸漬して 48 時間室温
にて固定後、定法に従って脱水後、パラフ
ィンブロックを作製した。各ブロックより
厚さ 4 µmの薄切標本を作製、Hematoxylin 
-Eosin 染色（HE 染色）を施して顕微鏡下で
観察し、臓器ごとに好中球など炎症細胞の
浸潤状態を中心に、各個体間の組織所見を
比較した。 
 
（倫理面への配慮） 
 動物実験は山形大学工学部倫理委員会の
承認を得た後に開始する。個体レベルでの
実験プロトコールの作成にあたっては、法
律第 105 号「動物の愛護及び管理に関する
法律」を遵守し、苦痛軽減に努める。 
 
 
Ｃ・研究結果 
 
（a）胚の酸素消費量測定 
 マウスの卵子および初期胚の発生過程に
おける酸素消費量の変化を調べた結果、GV
期卵子および MII 期卵子における酸素消費
量はともに 0.24×10-14 mol s-1 であり、卵
成熟による酸素消費量の変化はなかった。
また、受精直後の 1 細胞期胚の酸素消費量
は、0.22×10-14 mol s-1であり、MII 期卵子
と比べると有意な差はなく、受精よる酸素 



 
 

 
消費量の変化は認められなかった。次
に、受精卵の発生過程における酸素消費
量を調べた結果、2細胞期以降、発生の
進行に伴い酸素消費量が増加した。特
に、桑実胚（0.34×10-14 mol s-1）、胚盤
胞（0.52×10-14 mol s-1）および脱出胚
盤胞（0.7×10-14 mol s-1）にかけて顕著
な呼吸量の増加が認められた（図１）。 
 
（b）活性型ミトコンドリアの局在 
 マウス胚において活性型ミトコンド
リアは、2細胞期から 4細胞期の胚では
細胞内にほぼ均一に存在していたが、8
細胞期胚では割球の外縁部にミトコン
ドリアのクラスターが観察された。桑実
胚および胚盤胞では核の周辺に活性型
ミトコンドリアの大きなクラスターが
形成されていた。次に、2細胞期胚と胚
盤胞におけるミトコンドリア膜電位活
性を比較した結果、酸素消費量が大きい
胚盤胞の方がミトコンドリアの膜電位
活性が高いことがわかった（図２）。 
 
（c）ATP 量測定 
 マウス胚の発生過程における ATP 含
量の変化を解析した。その結果、2細胞
期から 8細胞期までは 1胚当たりの ATP
含量は顕著に増加し、桑実胚および胚盤
胞のステージでは 8 細胞期胚に比べて
有意に減少した。8 細胞期胚において
ATP 含量が急激な増加を示したことか
ら、個々の胚の ATP 含量を詳細に解析し
た結果、8細胞期胚では他の発生ステー
ジと比べて、個々の胚の間に ATP 含量の
大きな差が認められた。 
 
（d）シトクローム c オキシダーゼ（Cox）

遺伝子の発現解析 
 マウス胚において、ミトコンドリアゲ
ノム由来であり呼吸鎖複合体 IV の中心
活性部位を構成するサブユニットであ
る Cox1、Cox2 および Cox3 と、核ゲノム
由来であり生体機能調節に関与すると
される Cox4、Cox5a、Cox5b および Cox6b
の遺伝子の発現をそれぞれ RT-PCR によ
り解析した。その結果、ミトコンドリア 

  
ゲノム由来の Cox1、Cox2 および Cox3 は、1
細胞期から胚盤胞期までの全ての発生ステ
ージで発現していた。一方、核ゲノム由来
の Cox5a、Cox5b および Cox6b は、2細胞期
以降徐々に発現量が増加したが、Cox4 は全
ての発生ステージにおいて発現は認められ
なかった。この結果から、マウス胚ではミ
トコンドリアゲノムと核ゲノムにコードさ
れる Cox 遺伝子は、胚発生過程において異
なる発現パターンを示すことが明らかにな
った（図３－(a), (b)）。 
 
（f）胚移植試験 
 呼吸測定を行わずに形態観察により胚盤
胞と判定した胚を移植した対照群では 18
匹の受容雌マウスに合計 175 個の胚を移植
した結果、7匹が分娩（38.9%）し、合計 41
匹の産子を得た（産子率：23.4%）。一方、
測定群では16匹の受容雌マウスに合計170
個の胚を移植した結果，12 匹が分娩し（分
娩率：75.0%）、合計 67 匹の産子が得られ（産
子率：39.4%）、対照群と比較して移植成績
が有意に上昇した（表１）。 
 
（g）安全性評価試験 
 受精卵呼吸測定装置による胚品質評価の
安全性を検証する目的で、胚移植試験で得
られた産子の表現型解析を実施した。産子
の生時体重の平均は、対照群で1.55 ± 0.02 
g､測定群で1.51 ± 0.04 gで有意差は無く、
その後の体重増加にも有意差は認められな
かった。また、Gバンド法による染色体検査
や主要臓器（脳、肺、胃、腎臓、肝臓、膵
臓、脾臓、心臓、大腿二頭筋、卵巣、精巣）
の組織学的検査、血液生化学検査において
も異常所見は認められなかった。また、行
動解析（一般活動性・情動性・馴化の試験
としてオープンフィールドテスト、運動能
力・体力の試験としてオープンスペース水
泳テスト、空間認知・学習能力・記憶力の
試験として水迷路学習テストおよびプロー
ブテスト）を実施したが、いずれのテスト
においても対照群と測定群のマウスで有意
差は認められなかった。さらに、測定群の
産子は性成熟後に繁殖試験を実施し、少な
くとも5世代目までは正常な繁殖能力を有
していることが確認された。 



 
 

 
Ｄ・考察 
 
研究分担者らは、動物胚の詳細な微細

構造解析により、胚の品質とミトコンド
リアの呼吸機能が密接に関係している
ことを発見してきた。ミトコンドリアは
酸化的リン酸化（呼吸）により細胞活動
に必須のエネルギーであるアデノシン
三リン酸（ATP）を産生し、胚の発生等
に深く関与している。したがって、精度
の高い細胞呼吸測定技術は胚の品質診
断に極めて有効な技術となる。そこで本
研究では、呼吸測定による胚品質評価の
有効性と安全性の検証を行った。 
 今年度は、マウスの胚および卵子にお
けるミトコンドリア呼吸機能の解析を
重点的に行った。特に、「受精卵呼吸測
定装置」により得られた呼吸測定データ
の信頼性を検証するために、細胞呼吸に
関連する生物現象を遺伝子レベルから
タンパク質、そして細胞小器官（ミトコ
ンドリア）から細胞レベルまで階層的に
解析を行った点がこれまでにはないア
プローチである。その結果、「受精卵呼
吸測定装置」の高精度な測定性能を検証
できるとともに、呼吸測定の安全性（非
侵襲性）を科学的に裏付けることができ
た。さらに、本研究で行ったミトコンド
リア呼吸機能の詳細な解析により、これ
まで明らかにされていなかった初期発
生におけるミトコンドリア呼吸機能制
御機構やその分子基盤の一端を解明す
ることができた。 
 また、胚や移植試験を行い、呼吸活性
を指標とする胚品質評価の有効性を検
証した。その結果、胚の発生能や受胎（妊
娠）に呼吸が深く関与しており、呼吸活
性値を基準に発生良好な卵子や胚、妊娠
が期待できる高品質な胚を効率的に選
別できることが示された。さらに、呼吸
測定を行った胚を移植し得られた産子
の詳細な解析を行った結果、医療応用へ
向けて「受精卵呼吸測定装置」の安全性
と呼吸量測定による胚品質診断法の有
効性が確認された。 

                   
Ｅ・結論 
 
マウスを用いた動物実験により、呼吸活

性を指標とする胚品質評価技術の有効性
と安全性が示唆された。 
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図２. GV期卵子と胚盤胞の活性型ミトコンドリアの局在。 
a：GV期卵子、b：胚盤胞。Bar：50 µm。 

図 1. 卵子および発生初期胚における酸素消費量変化。
H.B：脱出胚盤胞。括弧内の数字は測定した卵子数また
は胚数を示す。異符号間で有意差有り（P<0.05）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図３. マウスの未受精卵および胚におけるミトコンドリ
アゲノムおよび核ゲノム由来COXサブユニットのmRNAの
検出（a） 。S18 を基準とした mRNA の相対遺伝子発現量
を示す（b）。 


