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研究要旨 

 ヒト体外受精で用いられる培養液中から、正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度の

10 倍以上のフタル酸類（DEHP 及び MEHP）が検出されたため、受精卵及び出生

児に及ぼす影響の評価に資する科学的情報を、マウスを用いた各種の実験により

取得するための研究開発を行う。厳密で見落としの無い安全性評価に必要な科学

的情報を得るために、本研究では特に①実験環境中に存在するフタル酸類の混入

排除、②個体発生能のある体外受精由来の胚の安定取得、③微量サンプルからの

網羅的且つ高精度の遺伝子発現及び DNA メチル化の定量解析、の達成に留意した。

評価対象とする胚のステージは、実際のヒト生殖補助医療での普及状況と、DNA、

RNA サンプルの収量に鑑み、受精後 72 時間の胚盤胞とした。 

 平成 26 年度は基盤となる実験プロトコルの最適化を集中的に行い、サンプルや

実験環境中の DEHP、MEHP の高感度測定系を準備した上で、(i)マウス体外受精

から胚盤胞までの培養条件の最適化、(ii)胚移植による個体の安定取得、(iii)微量サ

ンプルからの高品質 DNA、RNA の同時抽出法の最適化、(iv)微量サンプルの網羅

的遺伝子発現のための定量プロトコル開発（Percellome 法*の改良）、(v)微量サン

プルの DNA メチル化解析を実現する Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)法の

導入と最適化、の研究を実施する一方、コントロール実験として、交配時のフタ

ル酸類飲水投与による in vivo 経胎盤初期胚暴露を実施し、その影響をマウスの情

動認知行動解析（オープンフィールド試験、明暗往来試験、条件付け学習記憶試

験）を含めて解析した。また暫定的な実験結果ながら、マウス未成熟卵母細胞の

体外成熟培養（ヒト生殖補助医療で導入が始まっている卵子の体外成熟培養(IVM)

を模した実験）の過程で、培養液への MEHP 添加(5M)により、成熟率の低下と

減数分裂時の紡錘体形成異常を検出した。 

------------------------------------- 

（*） mRNA 発現値を細胞１個当たりのコピー数として絶対定量する方法。特許第 4415079 号 
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Ａ．研究目的 

体外受精操作中に用いる培養液に混入し

たフタル酸類（DEHP及びMEHP）が、受

精卵及び出生児に及ぼす影響の安全性評価

に資する科学的情報を、マウスを用いた各種

の実験により取得すると共に、それらの方法

を基に初期胚の化学物質暴露に対する短期

間且つ高感受性の安全性評価手法を開発す

る。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究に於いては、一般的な病理検査に加

え、高感度系として情動認知行動試験や、フ

タル酸類が結合する核内受容体の存在が知

られていることを踏まえた Percellome トキ

シコゲノミクス技術による網羅的遺伝子発

現解析やエピゲノム解析を行う。 

 

i) マウス体外受精および胚盤胞移植による

個体取得 

C57BL/6CrSlc 雌マウス(日本エスエル

シー）を過排卵処理（妊馬血清性性腺刺

激ホルモン PMSG 5units/匹を腹腔内投

与、48 時間後にヒト絨毛性ゴナドトロピ

ン hCG 5units/匹を腹腔内投与）して得

た未受精卵を、同系統の凍結精子を用い

て体外受精させ、胚盤胞まで培養した。

得られた胚盤胞を偽妊娠 MCH 雌マウス

に移植し、自然分娩または帝王切開にて

産仔を得た。 

 

ii) マウス胚盤胞からの DNA、RNA 採取 

胚盤胞から、Allprep DNA/RNA Mini 

Kit (QIAGEN) 或 い は ZR-Duet 

DNA/RNA MiniPrep Kit (Epigenetics)

を用いて DNA 及び RNA を同時に採取

し た 。 得 ら れ た DNA 、 RNA は

BioAnalyzer (Agilent Technology) 、

Qubit  Fluorometer （ Life 

Technologies ）、 Nanodrop (Thermo 

Scientific)を用いて収量および分解の

程度を評価した。 

 

iii) 微量サンプルへの Percellome 法適用 

Percellome 法とは mRNA 発現値を細

胞１個当たりのコピー数として絶対定量

する技術（特許第 4415079 号）であり、

遺伝子発現を網羅的且つ高精度に解析す

るために必須の技術であるが、本研究で

の利用に際しては、細胞数にして103個オ

ーダーの微量サンプルへの最適化が必要

である。特にサンプルに含まれる細胞数

を測定するためのプロトコルの調整を中

心に、胚盤胞を 50～100 個プールしたサ

ンプルでの最適化を行った。 

 

 



iv) 微 量 サ ン プ ル か ら の GeneChip 

Expression Array 解析 

Percellome 法を適用して調整したサ

ン プ ル 由 来 の 微 量 total RNA

（Affymetrix 社 GeneChip 標準プロト

コルの 1000 分の 1 程度の量である 5ng、

20ng ） を 元 に 、 Ovation RNA 

Amplification System V2 (NuGEN)を

利用して cDNA 増幅を行い、GeneChip 

MouseGenome 430 2 (Affymetrix)によ

る網羅的遺伝子発現解析を行った。得ら

れたデータは Percellome 法により絶対

量化し、既存のデータとの品質比較を実

施した。 

 

v) Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)

法の導入 

DNA メチル化状態を厳密に評価する

ためには bisulfite 法による解析が必要

だが、オリジナルプロトコルでは大量の

ゲノム DNA を必要とするため、受精卵

や胚盤胞のような微量サンプルへの適

用が難しかった。そこで近年、国際ヒト

エピゲノムコンソーシアムで開発され

た 改 良 法 Post-bisulfite adaptor- 

tagging(PBAT)法を導入し、同一の微量

サンプルから Percellome 法による遺伝

子発現解析と PBAT 法によるゲノム

DNA メチル化解析を並行実施するため

のプロトコル最適化を行った。 

 

vi) 交配時の飲水投与による in vivo 経胎盤

初期胚 DEHP、MEHP 暴露個体の取得、及

び雄産仔マウスにおける情動認知行動解析 

C57BL/6CrSlc マウスを DEHP 又は

MEHP の飲水投与下で交配し、プラグ

チェックを行った。群構成は Vehicle 群、

DEHP-L(2M)群、DEHP-H(20M)群、

MEHP-L(5M)群、MEHP-H(50M)群

の５群とした（カッコ内は飲水中の各物

質添加濃度）。DEHP、MEHP の添加濃

度は、マウスの１日飲水量を１匹あたり

3ml とし、100%が生体中に取り込まれ

ると仮定して、各 L 群の体内濃度がヒ

ト胚培養液で検出された最大値になる

よう設定した。飲水投与は交配日の午後

５時、交配開始と同時に開始し交尾後

4.5 日まで行った。DEHP、MEHP の血

中濃度測定のため投与終了時に雄マウ

スから麻酔（アバチン腹腔内注射）下に

採血した。 

得られた産仔マウスを生後 12 週齢時

にオープンフィールド試験、明暗往来試

験、高架式十字迷路試験、条件付け学習

記憶試験、プレパルス驚愕反応抑制試験

からなるバッテリー式行動解析に供し

た。 

 

vii) マウス ES 細胞、EpiS 細胞の比較を行

うための培養系確立 

マウス ES 細胞は化学物質等の安全

性評価においてヒト ES 細胞の代用と

して用いられることがあるが両者の間

には発生ステージに差異があるとされ、

化学物質に対する反応様態や感受性に

差異があるのは、このためである可能性

がある。ヒト ES 細胞と同様の発生ステ

ージと考えられているのは、マウス

EpiS 細胞（胚盤葉上層由来幹細胞）で

あり、この細胞と、より受精卵に近いと

考えられるマウス ES 細胞との間で、

DEHPやMEHPを含む化学物質に対す



る反応の差異を検討するため、同系統マ

ウス由来の ES、EpiS 細胞を入手し培

養系を確立する。 

 

viii) マウス未成熟卵母細胞の体外成熟培

養過程における MEHP 暴露影響 

未受精卵母細胞については、4 週齢の

C57BL/6CrSlc 雌マウスに PMSG(5IU)

を腹腔内投与後、46 時間後に頚椎脱臼

により安楽死させ卵巣を採取、37℃の操

作培地 (0.1% polyvinyl alcohol,4mM 

hypoxanthineを含むLibovitz’s L-15培

地)内で、26G 針付きシリンジで卵胞を

裂き、卵丘細胞‐卵母細胞複合体

(COC)として採取した。COC を成熟培

地（Waymouth+Hypoxanthine）のド

ロップ（100l）に移し、さらに３つの

ドロップ間を移動させ洗浄した。を添加

した各群の成熟培地(10l)をセットし

たハンギングドロップカルチャープレ

ートの各穴に、ひとつずつCOCをいれ、

カルチャープレートを逆さまにし、

37℃インキュベーター内で 18時間培養

した。 

培養後、卵丘細胞を除去し、卵母細胞

をα-Tubulin 及び核相染色して、共焦

点レーザー顕微鏡にて、紡錘体及び染色

体(核)を観察した。 

 

ix) 環境中フタル酸類の除去（実験器具、容

器の前処理） 

本研究では高感度測定を行うために、

環境中フタル酸類の混入を極力排除し

た。特に容器や器具は原則的にガラス製、

金属製のものを用い、事前に 250℃で

16 時間加熱して、フタル酸類を除去し

た。血液など液体の採取や保存に際して

は、フタル酸類除去済みのガラス容器を

用いる上、さらに蓋と容器の間にガスケ

ットとしてフタル酸類除去済みテフロ

ンシートを挟み封するなど、細心の注意

を払った。 

 

x) DEHP、MEHP の濃度測定 

DEHP、MEHP は親水性が低く、微

量の場合、培地やマウス飲水への精密な

添加が難しいため、実際の暴露量の確認

が不可欠である。またフタル酸類は生

活・実験環境中に大量に存在するため、

混入否定若しくはバックグラウンドレ

ベルの把握のための測定を適宜行う。 

DEHP、MEHP の測定は、河上強志

博士（国立医薬品食品衛生研究所 生活

衛生化学部）に依頼し、GC/MS/MS (GS: 

TraceGC, MS/MS: Quantum XLS, 

Thermo Scientific )を用いて検出下限

2.53e-2M (DEHP) 、 7.69e-3M 

(MEHP)にて測定する。 

 

倫理面への配慮 

動物実験の計画及び実施に際しては、

科学的及び動物愛護的配慮を十分行い、

所属の研究機関が定める動物実験に関

する指針のある場合は、その指針を遵守

している。（国立医薬品食品衛生研究所

は国立医薬品食品衛生研究所・動物実験

委員会の制定になる国立医薬品食品衛

生研究所・動物実験の適正な実施に関す

る規程（平成 19 年 4 月版）及び国立医

薬品食品衛生研究所 遺伝子組換え実験

安全管理規則の承認を受けて行う。） 

 



Ｃ．研究結果 

i) マウス体外受精および胚盤胞移植による

個体取得 

まず人工受精した受精卵から安定し

て胚盤胞を得るために培養条件等のプ

ロトコルを最適化した結果、人工受精胚

が胚盤胞まで発生する率は 60%を達成

した。 

当初、１細胞期・2 細胞期での子宮移

植では、移植数の 20%-50%の産仔が自

然分娩で得られるが、同様の培養条件や

飼育環境において、胚盤胞での胚の子宮

移植では自然分娩による産仔がほとん

ど得られなかった。そこで培養条件や飼

育環境を見直し、受精後 72 時間の胚(胚

盤胞)を交尾後 2.5 日の偽妊娠雌マウス

に１腹 16-18 個移植し、出生予定日に帝

王切開することで移植胚数の約 25％の

仔マウスを安定して得られるようにな

った。この改善は発育数が少ないことに

よる分娩困難、及び産仔数が少ないこと

による食殺、を回避したことによると考

えられた。 

 

ii) マウス胚盤胞からの DNA、RNA 採取 

受精後 72 時間の胚盤胞、約 60 個のプ

ールサンプルから、最大 15ng の DNA

を採取することができたが破砕液中の

DNA 濃度は少なく、Percellome 標準法

で細胞数を推定するための、Picogreen

による DNA 含量測定プロトコルの定

量限界以下であった。また RNA 収量も

Nanodrop、Qbit といった計測機器の検

出 限 界 以 下 で あ っ た 。 た だ し

BioAnalyzer による電気泳動では、

DNA・RNA とも分解像は確認されず品

質は良好であったため、多数の胚盤胞を

用意すれば問題なく遺伝子発現解析や

DNA メチル化解析を進められるものと

判断された。 

 

iii) 微量サンプルへの Percellome 法適用 

実際には胚盤胞の大量生産は難しい

ため、Percellome 法を一部調整し、微

量サンプルに最適化する必要がある。と

りわけ60～120個の胚盤胞の破砕液は、

既存の DNA 含量測定プロトコルで処

理するには薄すぎるため、サンプルに含

まれる細胞数を示す新たな指標が必要

であった。受精後 72 時間の胚盤胞はほ

ぼ一定数の細胞から構成されることが

予想されたため、プールした胚盤胞数を

サンプル中の細胞数の指標とすべく、胚

盤胞を DAPI にて核染色し、蛍光顕微

鏡下にて構成細胞数を計測したところ、

平均 20 個(標準偏差１）であることが判

明した。 

この計測結果は比較的安定していた

ので、Percellome 用の外部 RNA スパ

イクの添加量を計算する指標としての

利用を試みた。具体的には、Percellome

標準法で ES 細胞や全胚サンプルに対

して設定している添加量係数と、細胞 1

個あたりのゲノム DNA 量を元に、胚盤

胞 1 個（細胞 20 個から構成）あたりに

添加すべき量、1x10-4 µL を算出した。

実際に GeneChip で胚盤胞サンプルを

解析して、外部 RNA スパイク添加量が適

切であることを確認した。 

 

iv) 微 量 サ ン プ ル か ら の GeneChip 

Expression Array 解析 



GeneChip の標準プロトコルに比べ

1000 分の 1 量の total RNA で網羅的な

遺伝子発現解析を行うべく、増幅効率の

高 い Ovation RNA Amplification 

System V2 (NuGEN)を利用してサン

プ ル 調 製 を 行 い 、 GeneChip 

MouseGenome 430 2 (Affymetrix)にて

トランスクリプトームデータを取得し

た。同一サンプルを用い GeneChip 標

準プロトコルにて取得したトランスク

リプトームデータと比較したところ、両

者の間には発現レベルに応じて増幅効

率にかなりの差があったが、順位変動の

ような大きな差異は中～高発現域には

少なく、適切な情報処理を行えばある程

度の精度で相互比較が可能と考えられ

た。 

実際に胚盤胞を約 50 個プールしたサ

ンプルに対して、C－iii)の胚盤胞数を基

準とした計算方法により外部RNAスパ

イクを適量添加して total RNA を抽出、

以後、上記と同様のプロトコルにて

GeneChip 解析を行い、正常にデータを

取得できることを確認した。 

 

v) Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)

法の導入 

DNA メチル化状態の精密評価に関し

ては、約 60 個の胚盤胞から PBAT 法で

処理可能な量のゲノム DNA を取得で

きているため、本年度は Percellome 法

に最適化した DNA、RNA 抽出操作が

PBAT 法に問題を起こさないかどうか

の検証を中心に、試験測定を実施した。 

具体的にはマウス肝および全脳サン

プルを用いて、PBAT 法による次世代シ

ークエンサ用ライブラリを作成し、

MiSeq (Illumina)にて解析した結果、ラ

イブラリ作成手技的にもデータ品質的

にも特に問題なくデータを取得可能で

あることが確認された。 

 

vi) 交配時の飲水投与による in vivo 経胎盤

初期胚 DEHP、MEHP 暴露個体の取得、及

び雄産仔マウスにおける情動認知行動解析 

各群 20 匹の雌マウスを、雄マウス１

匹に対し雌マウス 2 匹の割合で交配し、

翌朝プラグチェックを行った。各群 13

～15 匹の雌マウスにプラグを確認でき

たが、妊娠雌マウス数は Vehicle 群 7

匹・DEHP-L(2M)群 10 匹に対し、

DEHP-H(20M)群４匹・

MEHP-L(5M)群３匹・

MEHP-H(50M)群４匹であった。 

雄産仔マウスは 12 週齢まで育て、情

動認知行動バッテリー試験（オープンフ

ィールド試験による検定項目（総移動量、

中央部滞在率、総移動回数）、明暗往来

試験による検定項目（明所滞在時間、明

暗往来数、暗所潜在時間）、高架式十字

迷路試験による検定項目（総移動量、オ

ープンアーム滞在時間、アーム選択数）、

条件付け学習記憶試験による検定項目

（学習率、空間連想記憶、音連想記憶）、

プレパルス驚愕反応抑制試験による検

定項目（プレパルス 90、95、100、105dB

における 120dB 驚愕反応抑制率））を実

施したが、DEHP 暴露群、MEHP 暴露

群いずれも溶媒投与対象群と比較し、異

常は認められなかった。 

ただし、交配に用いた雄マウス（雌マ

ウスと同様に飲水投与を受けた）より血



液を採取し、

濃度を測定

薬品食品衛生研究所

河上強志博士

DEHP

ても溶媒対照群と同等で、

濃度は、

に比し優位に高かったが、飲水中に含ま

れる

て低かった。また暴露

瓶中の水溶液における

濃度を測定したところ、調整時の

1/80

容器

された

 

vii) マウス

うための培養系確立

東京大学医科学研究所の正木英樹博

士より、

細胞

ト 2

来の

系 統 マ ウ ス 由 来

EB3DR

RNA

取得

本、

凍結ストック（

を取得

は良好で、未分化性を保っていることが

推測できた。一方、

EB3DR

したことを示すと思われる形態の異な

った細胞が高頻度で出現した上、増殖が

極めて悪く、植え継ぎを重ねても次第に

液を採取し、DEHP
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れる MEHP 濃度の

て低かった。また暴露

瓶中の水溶液における

濃度を測定したところ、調整時の

1/80 程度となっており、分解若しくは
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取得作業を進め

本、BDF1-EpiSC

凍結ストック（
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は良好で、未分化性を保っていることが

推測できた。一方、

EB3DR-EpiSC

したことを示すと思われる形態の異な

った細胞が高頻度で出現した上、増殖が

極めて悪く、植え継ぎを重ねても次第に

DEHP 及び MEHP

上記 B－x)の通り、

薬品食品衛生研究所 生活衛生化学部

河上強志博士に依頼）したところ、

血中濃度はDEHP投与群であっ

ても溶媒対照群と同等で、

MEHP 投与群では溶媒対照群

に比し優位に高かったが、飲水中に含ま

濃度の 1/100～1/1000

て低かった。また暴露実験終了後の給水

瓶中の水溶液における DEHP,MEHP

濃度を測定したところ、調整時の

程度となっており、分解若しくは
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細胞、EpiS 細胞の比較を行
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系 統 マ ウ ス 由 来 の  EB3DR

EpiSC）の分与を受けた。

採取に必要な凍結ストック細胞の

を進め、BDF1-ESC

EpiSC について 24

凍結ストック（1 本あたり

した。これらは培養中の細胞外観

は良好で、未分化性を保っていることが

推測できた。一方、EB3DR

EpiSC については、分化が進行

したことを示すと思われる形態の異な

った細胞が高頻度で出現した上、増殖が

極めて悪く、植え継ぎを重ねても次第に

MEHP の血中

の通り、国立医

生活衛生化学部

に依頼）したところ、

投与群であっ

ても溶媒対照群と同等で、MEHP 血中

投与群では溶媒対照群

に比し優位に高かったが、飲水中に含ま

1/1000 と極め

実験終了後の給水

DEHP,MEHP

濃度を測定したところ、調整時の 1/3～

程度となっており、分解若しくは

への吸着が想定

細胞の比較を行

東京大学医科学研究所の正木英樹博

同系統のマウスに由来する ES

(EpiSC)のセッ

C57BL/6 x DBA2 F1 マウス由

EpiSC及び129

EB3DR-ESC, 

分与を受けた。DNA

採取に必要な凍結ストック細胞の

ESC について 16

24 本の新たな

本あたり 5x106細胞）

した。これらは培養中の細胞外観

は良好で、未分化性を保っていることが

B3DR-ESC、

については、分化が進行

したことを示すと思われる形態の異な

った細胞が高頻度で出現した上、増殖が

極めて悪く、植え継ぎを重ねても次第に

血中

国立医

生活衛生化学部 

に依頼）したところ、

投与群であっ

血中

投与群では溶媒対照群

に比し優位に高かったが、飲水中に含ま

と極め

実験終了後の給水

DEHP,MEHP

～

程度となっており、分解若しくは

想定

細胞の比較を行

東京大学医科学研究所の正木英樹博

ES

セッ

マウス由

129

ESC, 

DNA, 

採取に必要な凍結ストック細胞の

16

本の新たな

細胞）

した。これらは培養中の細胞外観

は良好で、未分化性を保っていることが

、

については、分化が進行

したことを示すと思われる形態の異な

った細胞が高頻度で出現した上、増殖が

極めて悪く、植え継ぎを重ねても次第に

細胞数が減少するなど、安定性が悪いた

め、引き続き培養方法の検討を続け、こ

れを最適化することとした。

 

viii) 

養過程における

果ながら、

成熟率の低下

下

出

正常像に比

し 、 右 の

MEHP5

群の像では

紡錘体

の配列が

色体

ら離れ、且つ

乱れており、

減数分裂異

常

唆されている

 

Ｄ．考察

ヒト体外受精で用いられる

に混入した

は

10

MEHP

暴露

験環境に普遍的に存在する

の混入を徹底的に排除しなければなら

ない。

交配中の飲水投与による

胚

細胞数が減少するなど、安定性が悪いた

め、引き続き培養方法の検討を続け、こ

れを最適化することとした。

viii) マウス未成熟卵母細胞の体外成熟培

養過程における

観察数が十分でなく暫定的な実験結

果ながら、MEHP

成熟率の低下

下)と減数分裂時の紡錘体形成異常を検

出した(右図）。蛍光顕微鏡写真は、左の

正常像に比

し 、 右 の

MEHP5M

群の像では

紡錘体 (緑 )

の配列が染

色体 (赤 )か

ら離れ、且つ

乱れており、

減数分裂異

常とそれに起因する諸影響の発生が示

唆されている

Ｄ．考察 

ヒト体外受精で用いられる

に混入したフタル酸

は、正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度

10倍以上とはいえ、

MEHP で 0.5～

暴露影響を正確

験環境に普遍的に存在する

の混入を徹底的に排除しなければなら

ない。 

交配中の飲水投与による

胚胎内暴露実験により、少量の

細胞数が減少するなど、安定性が悪いた

め、引き続き培養方法の検討を続け、こ

れを最適化することとした。

マウス未成熟卵母細胞の体外成熟培

養過程における MEHP 暴露影響

観察数が十分でなく暫定的な実験結

MEHP添加(5M、

成熟率の低下(対照群と比し

と減数分裂時の紡錘体形成異常を検

右図）。蛍光顕微鏡写真は、左の

に起因する諸影響の発生が示

唆されている。 

ヒト体外受精で用いられる

フタル酸類（

正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度

とはいえ、DEHPで

～1.0M と微量であり、

正確に評価するためには、実

験環境に普遍的に存在する

の混入を徹底的に排除しなければなら

交配中の飲水投与による

暴露実験により、少量の

細胞数が減少するなど、安定性が悪いた

め、引き続き培養方法の検討を続け、こ

れを最適化することとした。 

マウス未成熟卵母細胞の体外成熟培

暴露影響 

観察数が十分でなく暫定的な実験結

、50M)により、

対照群と比し 20～30%

と減数分裂時の紡錘体形成異常を検

右図）。蛍光顕微鏡写真は、左の

に起因する諸影響の発生が示

ヒト体外受精で用いられる培養液

（DEHP 及び MEHP

正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度

で0.2～0.3

微量であり、その

評価するためには、実

験環境に普遍的に存在するフタル酸

の混入を徹底的に排除しなければなら

交配中の飲水投与による in vivo 初期

暴露実験により、少量の DEHP, 

細胞数が減少するなど、安定性が悪いた

め、引き続き培養方法の検討を続け、こ

マウス未成熟卵母細胞の体外成熟培

観察数が十分でなく暫定的な実験結

により、

30%低

と減数分裂時の紡錘体形成異常を検

右図）。蛍光顕微鏡写真は、左の

に起因する諸影響の発生が示

培養液中

MEHP）

正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度の

M、

その

評価するためには、実

フタル酸類

の混入を徹底的に排除しなければなら

初期

DEHP, 



MEHP が飲水経由（既報論文 Albro PW

ら, Envrion. Health Persp., 4, 19-25, 

1982 及び Albro PW ら , Environ. 

Health Persp. 65, 293-298, 1986.より、

経口経由でも同様と推測される）で混入

したとしても、生体に吸収されるフタル

酸は検出限界以下～極微量であること

を確認した。B－x)の DEHP, MEHP 定

量法の測定限界以下～極微量暴露では、

情動認知行動解析にて有意な異常所見

が出ないことをＣ－vi)で確認したこと

で、万一動物飼育環境など実験環境から

環境中 DEHP、MEHP を除去できなか

っ た 場 合 で も 、 混 入 し た 微 量

DEHP,MEHP が今後計画している in 

vivo 実験（人工受精中に DEHP,MEHP

に暴露した胚を母胎に移植し、生産した

マウスにおける各種解析）においては、

大きな誤差要因とならないと考えられ

た。 

本年度の検討により、試薬・器具から

の混入を可能な限り抑え、またバックグ

ラウンド量とその極微量混入時の誤差

の発生程度も把握することで厳密な評

価を実施できるようになった。 

また初期発生における分子レベルで

の暴露影響調査のために必要となる in 

vitro 実験においては、材料となる受精

卵・胚盤胞の品質を整える必要がある。

これは移植で出生したマウスを使用す

る in vivo 実験と異なり、個々の胚が正

常に個体発生するものであったか否か

は不明であるためである。本年度の研究

により、受精卵から胚盤胞までの培養条

件と、子宮移植～出産までの飼育条件を

最適化することで、期待し得る最高レベ

ルの生産効率を達成し、安定化させるこ

とに成功した。 

さらに、既存のプロトコルを改良する

ことにより、本研究体制で生産すること

の出来る胚盤胞プールサンプルに相当

する 103 個オーダーの細胞から定量的

で網羅的な遺伝子発現解析および DNA

メチル化解析の実施を可能とした。一般

的な single cell analysis と異なり、十

分量のRNAサンプルを元に生成したト

キシコゲノミクスデータと比較可能な

高精度データを得るプロトコルを整え

たことは、我々が構築した世界有数規模

のトキシコゲノミクスデータベース

（Percellomeデータベース)を本研究で

活用可能とするものであり、解析の精度、

効率を高める。 

これらの成果により、来年度からの本

実験を厳密且つ効率的に実施する準備

が整ったと考えられる。 

既に開始している実験においては、

DEHP、MEHP の影響を示唆する結果

を得つつある。暫定的な実験結果ながら、

未成熟卵母細胞の体外成熟培養に於い

て、MEHP 暴露により成熟率の低下と

減数分裂時の異常を検出しており、引き

続き DEHP についても同様の影響評価

を行う予定である。現時点で、本実験で

の有意な暴露影響は、ヒト体外受精培養

液より濃いMEHP 濃度での結果である

が、同レベルの MEHP 濃度でも成熟率

の低下傾向が示されていることから、成

熟過程における減数分裂以外への影響

を含め、厳密な評価を行う必要があると

考えられる。 

 



Ｅ．結論 

本年度は、微量の混入化学物質による

暴露影響を厳密に実施するための条件

設定を完了した。また一部の暴露実験を

開始し、高用量域では暫定的ながら陽性

反応を得つつある。観察された暴露影響

が臨床的に問題となるか否かの判断に

必要とされる精緻なデータを得るため、

引 き 続 き 研 究 計 画 に 則 っ た

DEHP/MEHP の暴露実験と、分子機序

の解析を行う。 
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研究要旨 

 ヒト体外受精で用いられる培養液中から、正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度の

10 倍以上のフタル酸類（DEHP 及び MEHP）が検出されたため、受精卵及び出生

児に及ぼす影響の評価に資する科学的情報を、マウスを用いた各種の実験により

取得するための研究開発を行う。厳密で見落としの無い安全性評価に必要な科学

的情報を得るために、本研究では特に①実験環境中に存在するフタル酸類の混入

排除、②個体発生能のある体外受精由来の胚の安定作出、③微量サンプルからの

網羅的且つ高精度の遺伝子発現及び DNA メチル化の定量解析、の達成に留意し、

平成 26 年度、本分担研究は③に関するプロトコル開発に注力した。 

 評価対象とする胚のステージは、実際のヒト生殖補助医療での普及状況と、DNA、

RNA サンプルの収量に鑑み、受精後 72 時間の胚盤胞としたが、安彦分担研究者

による解析により、この状態の胚盤胞の構成細胞数は平均 20 個であることが分か

った。本研究班で一度に用意できる高品質胚盤胞の数と DEHP 或いは MEHP の

暴露実験の最小構成から勘案して、可能な胚盤胞プールサイズはサンプル１つ当

たり、胚盤胞 50～100 個分、構成細胞数にして 1000～2000 個の微量である。こ

の量は、今までの肝組織等に適用して来た標準的な Percellome 法*プロトコルでは

処理出来ない（希薄すぎてホモジナイズ液中の DNA 含量を定量出来ない）ため、

新たに微量サンプル用プロトコルを開発した。 

 また、より高精度の網羅的な遺伝子発現解析と、ゲノムワイドの DNA メチル化

解析（Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)法）を同一サンプル由来の RNA、

DNA で実施すべく、微量サンプルからの高品質DNA、RNAの同時抽出法を選定、

最適化すると共に、実際に GeneChip 解析や PBAT 法＋次世代シークエンサ解析

を試行し、高品質のデータを取得することに成功した。 

------------------------------------- 

（*） mRNA 発現値を細胞１個当たりのコピー数として絶対定量する方法。特許第 4415079 号 



Ａ．研究目的 

体外受精操作中に用いる培養液に混入し

たフタル酸類（DEHP及びMEHP）が、受

精卵及び出生児に及ぼす影響の安全性評価

に資する科学的情報を、マウスを用いた各種

の実験により取得すると共に、それらの方法

を基に初期胚の化学物質暴露に対する短期

間且つ高感受性の安全性評価手法を開発す

る。本分担研究では、必要に応じて基本的な

プロトコルやデータ解析アルゴリズムの開

発を行い、以てデータ解析を行う。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究班に於いては、一般的な病理検査に

加え、高感度系として情動認知行動試験を行

うが、これらに相対し、フタル酸類が結合す

る核内受容体の存在が知られていることを

踏まえた Percellome トキシコゲノミクス技

術による網羅的遺伝子発現解析やエピゲノ

ム解析を行うために、以下の研究開発を行う。 

 

i) マウス胚盤胞からの DNA、RNA 採取 

体外受精卵から培養作製・プールした

胚 盤 胞 サ ン プ ル か ら 、 Allprep 

DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN)或いは

ZR-Duet DNA/RNA MiniPrep Kit 

(Epigenetics)を用いて DNA 及び RNA

を同時に採取した。得られた DNA、

RNA は BioAnalyzer (Agilent 

Technology) 、 Qubit  Fluorometer 

（ Life Technologies ）、 Nanodrop 

(Thermo Scientific)を用いて収量およ

び品質（分解の程度や夾雑物の有無)を

評価した。 

 

ii) 微量サンプルへの Percellome 法適用 

Percellome 法とは mRNA 発現量を細

胞１個当たりのコピー数として絶対定量

する技術（特許第 4415079 号）であり、

遺伝子発現を網羅的且つ高精度に解析す

るために必須の技術であるが、本研究へ

の適用に際しては、細胞数にして103個オ

ーダーの微量サンプルへの最適化が必要

である。特にサンプルに含まれる細胞数

を推測するためのプロトコルの作成を中

心に、胚盤胞を 50～100 個プールしたサ

ンプルへの最適化を行った。 

 

iii) 微 量 サ ン プ ル か ら の GeneChip 

Expression Array 解析 

標準的な Percellome 法を適用して調

整したサンプル由来の微量 total RNA

（Affymetrix 社 GeneChip 標準プロト

コルで指定の 1000 分の 1 量である 5ng、

若しくは 250 分の 1 量である 20ng）を

元に、微量 RNA 増幅キットの 1 つであ

る Ovation RNA Amplification System 

V2 (NuGEN)を利用して逆転写及び

cDNA 増 幅 を 行 い 、 GeneChip 

MouseGenome 430 2 (Affymetrix)によ

る網羅的遺伝子発現解析を行った。得ら

れたデータは Percellome 法により絶対

量化し、既存のデータとの品質比較を実

施した。 

 

iv) Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)

法の導入 

DNA メチル化状態を厳密に評価する

ためには bisulfite 法による解析が必要

だが、オリジナルプロトコルでは大量の

ゲノム DNA を必要とするため、受精卵

や胚盤胞のような微量サンプルへの適



用が難しかった。そこで近年、国際ヒト

エピゲノムコンソーシアムで開発され

た 改 良 法 Post-bisulfite adaptor- 

tagging(PBAT)法を導入し、Percellome

法と同時実施するためのプロトコル最

適化を行った。 

 

倫理面への配慮 

動物実験の計画及び実施に際しては、

科学的及び動物愛護的配慮を十分行い、

所属の研究機関が定める動物実験に関

する指針のある場合は、その指針を遵守

している。（国立医薬品食品衛生研究所

は国立医薬品食品衛生研究所・動物実験

委員会の制定になる国立医薬品食品衛

生研究所・動物実験の適正な実施に関す

る規程（平成 19 年 4 月版）及び国立医

薬品食品衛生研究所 遺伝子組換え実験

安全管理規則の承認を受けて行う。） 

 

Ｃ．研究結果 

i) マウス胚盤胞からの DNA、RNA 採取 

受精後 72 時間の胚盤胞、約 60 個のプ

ールサンプルから、最大 15ng の DNA

を採取することができたが破砕液中の

DNA 濃度は薄く、Percellome 標準法で

細胞数を推定するための、Picogreen に

よる DNA 含量測定プロトコルの定量

限界以下であった。また RNA 収量も

Nanodrop、Qbit といった計測機器の検

出 限 界 以 下 で あ っ た 。 た だ し

BioAnalyzer による電気泳動では、

DNA、RNA とも分解像は確認されず品

質は良好であったため、大量の胚盤胞を

用意すれば Percellome 遺伝子発現解析

と DNA メチル化解析を同時に進めら

れるものと考えられた。 

 

ii) 微量サンプルへの Percellome 法適用 

実際には高品質を保ったまま胚盤胞

を大量生産することは難しいため、

Percellome 法プロトコルを一部調整し、

微量サンプルに最適化する必要がある。

とりわけ 50～100 個の胚盤胞プールの

破砕液は、既存の Picogreen 試薬を用い

た DNA 含量測定プロトコルで処理す

るには薄すぎるため、サンプルに含まれ

る細胞数を示す新たな指標が必要であ

った。受精後 72 時間の胚盤胞はほぼ一

定数の細胞から構成されると予想され

たため、プールした胚盤胞数をサンプル

破砕液中の細胞数の指標とすべく、胚盤

胞を DAPI にて核染色し、蛍光顕微鏡

下にて構成細胞数を計測したところ、平

均 20 個(標準偏差１）であることが判明

した（安彦分担研究者の解析による）。 

この計測結果を Percellome 用の外部

RNA スパイクの添加量を計算する際の

指標とすべく、Percellome 標準法で ES

細胞や全胚サンプルに対して設定して

いる添加量係数と、細胞 1 個当たりのゲ

ノム DNA 量の推定値を元に、胚盤胞 1

個（細胞 20 個から構成）当たりに添加

すべき量、1x10-4 µL を算出した（詳細

な 展 開 式 は 別 添 参 照 ）。 実 際 に

GeneChip で胚盤胞サンプルを解析し

て、外部 RNA スパイク添加量が適切であ

ることを確認した。 

 

iii) 微 量 サ ン プ ル か ら の GeneChip 

Expression Array 解析 

GeneChip の標準プロトコルに比べ



1000 分の 1 量の total RNA で網羅的な

遺伝子発現解析を行うべく、増幅効率性

能の高い Ovation RNA Amplification 

System V2 (NuGEN)を利用してサン

プル調製を行い、GeneChip Mouse 

Genome 430 2 (Affymetrix)にてトラン

スクリプトームデータを取得した。同一

サンプルを用い GeneChip 標準プロト

コルにて取得したトランスクリプトー

ムデータと比較したところ、両者の間に

は発現レベルに応じて増幅効率にかな

りの差があったが、順位変動のような非

線型の大きな差異は中～高発現域には

少なく、適切な情報処理を行えば、ある

程度の精度で相互比較が可能と考えら

れた。 

実際に胚盤胞を約 50 個プールしたサ

ンプルに対して、C－ii)の胚盤胞数を基

準とした計算式により外部RNAスパイ

クを適量添加して total RNA を抽出、

以後、上記と同じプロトコルにて

GeneChip 解析を行い、正常にデータを

取得できることを確認した。 

 

iv) Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)

法の導入 

DNA メチル化状態の精密評価に関し

ては、約 60 個の胚盤胞から PBAT 法で

処理可能な量のゲノム DNA を取得で

きているため、本年度は Percellome 法

に最適化した DNA、RNA 抽出操作が

PBAT 法に問題を起こさないかどうか

の検証を中心に、試験測定を実施した。 

具体的にはマウス肝および全脳サン

プルを用いて、PBAT 法による次世代シ

ークエンサ用ライブラリを作成し、

MiSeq (Illumina)にて解析した結果、ラ

イブラリ作成手技的にもデータ品質的

にも特に問題なくデータを取得可能で

あることが確認された。 

 

Ｄ．考察 

一部プロトコルの新規開発と既存の

プロトコルの改良により、本研究体制で

生産することの出来る胚盤胞プールサ

ンプルに相当する 103 個オーダーの細

胞から定量的で網羅的な遺伝子発現解

析および DNA メチル化解析の実施を

可能とした。一般的な single cell 

analysis と異なり、十分量の RNA サン

プルを元に生成したトキシコゲノミク

スデータと比較可能な高精度データを

得るプロトコルを整えたことは、我々が

構築した世界有数規模のトキシコゲノ

ミクスデータベース（Percellome デー

タベース)を本研究で活用可能とするも

のであり、解析の精度、効率を高める。 

これらの成果により、来年度からの本

実験を厳密且つ効率的に実施する準備

が整ったと考えられる。 

 

Ｅ．結論 

本年度は、微量の混入化学物質による

暴露影響を厳密に実施するための解析

プロトコル開発、改良を進め、条件設定

を完了した。今後、計画を実施し、分子

機序の解析に基づく安全性評価研究を

行う。 
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分担研究課題「受精卵、胚、ES 細胞操作等、発生工学手法を用いた初期胚への in vitro 

影響解析研究、及び ES/EpiS 比較解析研究」 

 

安彦 行人 

国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター毒性部・主任研究官 

 

研究要旨 

 ヒト体外受精で用いられる培養液中から、正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度の 10

倍以上のフタル酸類（DEHP および MEHP）が検出されたため、受精卵および出

生児に及ぼす影響の評価に資する科学的情報を、マウスを用いた各種の実験により

取得するための研究開発を行う。 

 平成 26 年度は、①人工授精と体外培養で取得されたマウス胚盤胞から、情動認知

行動解析に必要となる多数のマウス個体を一期的に取得する技術、②定量的遺伝子

発現解析およびゲノム DNA メチル化解析に適する高品質の DNA・RNA をマウス

胚盤胞から同時に回収する技術を確立し、③細胞数を基準とした定量的遺伝子発現

解析の実施のため、マウス胚盤胞を構成する細胞数の直接計数を行った。また④ヒ

ト ES 細胞と発生段階が類似するとされるマウス EpiS 細胞を導入し、マウス ES 細

胞との比較を行うための培養技術を確立し、フタル酸類の暴露実験に備えて凍結細

胞ストックを取得した。さらに⑤実験環境中のフタル酸類定量体制を整え、胚培養

環境下にてマウス胚培養液に添加したフタル酸類の定量分析を行い、DEHP が胚培

養液中から培養期間終了を待たずに失われることを見いだした。 

 

A. 研究目的 

 体外受精操作中に用いる培養液に混入し

たフタル酸類（DEHP 及び MEHP）が、受

精卵及び出生児に及ぼす影響の安全製評価

に資する科学的情報を、マウスを用いた各

種の実験により取得すると共に、それらの

方法を基に初期胚の化学物質暴露に対する

短期間かつ高感受性の安全性評価手法を開

発する。特に本分担研究では、①人工授精

と体外培養で取得されたマウス胚盤胞から



の高効率での個体の取得、②マウス胚盤胞

からの DNA・RNA 回収、③細胞数を基準

とした定量的遺伝子発現量解析の実施のた

めの胚盤胞構成細胞数計測、④ES 細胞との

比較のためのマウス EpiS 細胞の培養技術

導入、⑤胚培養環境中のフタル酸類の定量、

以上５点を対象とする。 

 

B. 研究方法 

①人工授精と体外培養で取得されたマウス

胚盤胞からの高効率での個体の取得 

 先行研究により確立した高感度情動認知

行動解析システムを用いて胚培養環境中フ

タル酸類の影響を解析するためには、人工

授精と体外培養により取得されたマウス胚

盤胞を母胎に移植し、充分な数のマウス個

体を取得すること（具体的には１群あたり

８匹 1 物質あたり最低 3 群のため、計 24

匹の雄マウス）が必要である。同様に、

Percellome法を基盤として確立した網羅的

な定量・高感度遺伝子発現解析システムに

より胚盤胞のトランスクリプトームを解析

するには、用いる胚盤胞が個体へと発生し

うる能力を有していることを確認すること

が必要である。これらのためにマウス人工

授精・胚操作作業の工程を注意深く検討し、

新潟大学脳研究所・笹岡邦宏教授および小

田佳奈子技官の助言も受け、胚発生率およ

び個体出生率の最大化を図った。 

 人工授精は FERTIUP 精子前培養培地、

CARD medium 高性能マウス体外受精用

培地（ともに九動株式会社）を使用し、添

付マニュアルに従って実施した。マウス凍

結精子は 12 週齢 C57BL/6CrSlc 雄マウス

（日本エスエルシー）から採取し、

FERTIUP マウス精子凍結保存液（九動株

式会社）を用いて添付マニュアルに従い調

製・保存した。具体的には、雄マウスを安

楽死の後、精巣上体尾部を摘出し、周囲組

織を除去後、35mm ペトリディッシュ中、

流動パラフィンを重層した FERTIUP マウ

ス精子凍結保存液 120µl のドロップに沈め、

検鏡下で眼科バサミにて 4-5 箇所を切開し

た。37℃ウォームプレート上で１分ごとに

15 秒間激しく震盪しつつ 3 分間保温し、保

存液中に精子を遊離させた。得られた精子

懸濁液を精子凍結保存ストロー (IMV 

Technologies)に 10µl／本の割合で吸い上

げ、両端をニクロム線シーラーで封じた後、

液体窒素上に浮かべた筒型フロート中に

10 分間静置して凍結した。 

 採取した卵、精子、受精卵、胚の培養は

すべて CO2 インキュベーター（37℃、

5%CO2）で行い、操作のためインキュベー

ター外に出す時間は必要最小限とした。全

ての卵および胚操作はマウスピースに接続

したガラスキャピラリー（Drummond 社製

マイクロピペットを細引き加工）で行った。 

【過排卵処理】３週齢 C57BL/6CrSlc 雌マ

ウス(日本エスエルシー)に妊馬血清性性腺

刺激ホルモン（PMSG、帝国臓器）5units/

匹を腹腔内投与し、48 時間後にヒト絨毛性

ゴナドトロピン（hCG、帝国臓器）5units/

匹を腹腔内投与して過排卵処理を行った。 

【精子前培養】35mm ペトリディッシュ（岩

城硝子）に FERTIUP 精子前培養培地 90µl



のドロップを置き、流動パラフィン（細胞

培養グレード、ナカライテスク）4ml を重

層して CO2 インキュベーター内で 30 分間

平衡化した。凍結ストロー中のマウス精子

（10µl）を 37℃温水中で 10 分間加温・融

解し、前培養培地に加えて 37℃、1.5 時間

培養した（授精能獲得）。 

【未受精卵採取、媒精】35mm ペトリディ

ッシュに CARD medium 90µl のドロップ

を作製、流動パラフィン 4ml を重層して

CO2 インキュベーター内で 10 分間平衡化

した。過排卵処理した雌マウスを安楽死さ

せ、手早く卵管膨大部を採取し、CARD 

medium シャーレの流動パラフィン中で膨

大部を破り、未受精卵と卵丘細胞からなる

塊を CARD medium ドロップに導入した。

ただちに、前培養した精子液 10µl を塊に吹

き付けるように添加し、CO2 インキュベー

ター内 37℃で培養した。 

【受精卵洗浄、培養】媒精３時間後、受精

卵を CARD medium からガラスキャピラ

リーで拾い出し、HTF 培地（九動株式会社。

80µl のドロップを 35mm ペトリディッシ

ュ１枚当たり４個作製し、4ml 流動パラフ

ィンを重層、1 時間以上 CO2インキュベー

ター内で平衡化）で３回洗浄した。HTF 培

地でさらに３時間培養後、KSOM+アミノ

酸培地（ミリポア社製 KSOM 培地に

GIBCO 製アミノ酸ストック溶液を混合、

100µl のドロップを、35mm ペトリディッ

シュ１枚当たり６個作製し、4ml 流動パラ

フィンを重層、1 時間以上 CO2インキュベ

ーター内で平衡化）にドロップ１個当たり

２０個の割合で移し、胚盤胞まで培養した。 

【レシピエントマウスへの胚盤胞移植】12

週齢以上の MCH 雌マウス群から発情期の

個体を選び出し、精管結紮 MCH 雄マウス

と１晩同居させ、翌朝膣栓が確認されたも

のをレシピエントマウスとした。72 時間培

養後の胚盤胞を、M2 培地（SIGMA）で２

回洗浄した後、膣栓確認後 2.5 日のレシピ

エントマウスに１匹当たり 16～18 個の割

合で移植した。 

【マウス産仔の回収】胚盤胞を移植したレ

シピエントマウスから、自然分娩または帝

王切開にて産仔を得た。帝王切開に先立ち、

予定日前日に出生するよう交配した里親

MCH 雌マウスを準備した。帝王切開は胚

盤胞移植後 17 日目（受精後 20 日目）に実

施した。 

 

① マウス胚盤胞からの高品質 DNA・RNA

の同時回収 

 体外受精卵から培養取得・プールした胚

盤胞サンプルから、Allprep DNA/RNA 

Mini Kit (QIAGEN) 或 い は ZR-Duet 

DNA/RNA MiniPrep Kit (Epigenetics)を

用いて DNA 及び RNA を同時に採取した。

得られた DNA、RNA は BioAnalyzer 

(Agilent Technology) 、 Qubit 

Fluorometer （ Life Technologies ）、

Nanodrop (Thermo Scientific)を用いて収

量および分解の程度を評価した。 

 

② 細胞数を基準とした定量的遺伝子発現

量解析のための胚盤胞構成細胞数計測 



 胚盤胞を構成する細胞数の計測方法は小

田ら(2013)に従った。人工授精後 72 時間培

養した胚盤胞を、PB1 培地（三菱化学メデ

ィエンス）100µl で３回洗浄し、４％パラ

ホルムアルデヒド（ナカライテスク）を含

むリン酸緩衝液中、室温で 40 分固定した。

固定後の胚を 0.1%Triton-X100（和光純薬）

と 4’,6−ジアミジノ-2-フェニルインドール

（DAPI, 同仁化学研究所）1µg/ml を含む

リン酸緩衝液 100µl で室温、15 分間染色し

た。染色後の胚を 0.1%Triton-X100 を含む

リン酸緩衝液で３回洗浄し、2µl の洗浄液と

ともにスライドガラスに乗せ、カバーガラ

スを被せて標本とした。標本はオールイン

ワン蛍光顕微鏡 BioZero BZ-8000（キーエ

ンス）で DAPI フィルター下、倍率 200 倍

にて 2µm 刻みで連続断層撮影した。得られ

た画像 25-40 枚を顕微鏡付属の画像閲覧ソ

フトで連続観察し細胞数を計測した。 

 

③ マウスEpiS細胞の導入及び培養技術確

立 

 東京大学医科学研究所幹細胞治療研究分

野・正木 英樹博士より、下記２系統のマウ

スに由来する ES 細胞(ESC)および EpiS 細

胞(EpiSC)のセット、計４種の凍結ストック

細胞バイアル各２本の分与を受けた。（カッ

コ内、P の後の数字は分与時点の東大医科

学研究所での継代数） 

C57BL/6 x DBA2 F1 マウス由来 

 BDF1-ESC(P4), BDF1-EpiSC(P6) 

129 系統マウス由来 

 EB3DR-ESC(P5), EB3DR-EpiSC(P10) 

 凍結ストック細胞のバイアルはドライア

イス（-80℃）中に冷凍保存し東大医科学研

究所から国立医薬品食品衛生研究所毒性部

に輸送し、到着後、直ちに液体窒素（-196℃）

中に保管した。ESC および EpiSC の取り

扱いは、東京大学医科学研究所幹細胞治療

研究分野の方法に従った（培養プロトコル

をそれぞれ付録 1、付録 2 に、ESC・EpiSC

凍結保存プロトコルを付録 3 に示した）。 

 

④ 胚培養環境中のフタル酸類定量 

本研究では環境中フタル酸類の平均的

存在量以下の高感度測定を行うために、実

験計への環境中フタル酸類の混入を極力排

除した。具体的には、容器や器具は可能な

限りガラス製、金属製のものを用い、事前

に 250℃で 12 時間以上加熱して、フタル酸

類を除去した。培養液など液体の採取、保

存に際しては、全てにおいてフタル酸類除

去済みのガラス容器を用いることに加え、

蓋と容器の間にガスケットとしてフタル酸

類除去済みテフロンシートを挟み封するな

ど、細心の注意を払った。 

 

⑤-１：培養液へのフタル酸類添加 

本研究で用いるフタル酸類、DEHP、

MEHP は親水性が低く、微量暴露の場合、

培養液への精密な添加が難しく、実際の暴

露量の確認が不可欠である。同時に、DEHP、

MEHP は生活・実験環境中に大量に存在す

るため、混入否定のための測定も適宜行う。

具体的には以下の通り。 

フタル酸類は水溶性が低く、胚培養液に直



接加えても溶解しないことが予想された。

ヒト胚培養液に混入していたフタル酸類は、

培養液成分として加えられたヒト献血由来

アルブミンに吸着した状態で含まれていた

と考えられる。以上のことからマウス胚培

養液へのフタル酸添加は、アルブミン溶液

にフタル酸類を混和したストック溶液を、

胚培養液に加える形で行うこととした。ア

ルブミン溶液は、血液由来のフタル酸混入

を防ぐため、遺伝子組換え大腸菌から精製

されたヒト・リコンビナントアルブミンを

使用した。 

 ヒト人工授精胚培養液で検出されたフタ

ル酸類の最大値が DEHP 0.2µM、MEHP 

0.5µM であったことから、マウス胚培養液

への添加量は 

低用量(L)群：DEHP 0.2µM・MEHP 0.5µM、 

高用量(H)群：DEHP 2µM・MEHP 5µM と

した。 

 まず DEHP 200mM、MEHP 500mM の

エタノール溶液を調製し原液とした。

DEHP（東京化成工業、分子量 390.56、比

重 0.986）78µl、MEHP（和光純薬、分子

量 278.37、比重 1.07）139µl をピペットで

計り取り、それぞれエタノール（和光純薬）

で最終容積 1ml となるよう溶解した。この

原液をエタノールで希釈し、10000 倍濃度

（DEHP-L 群 2mM、H 群 20mM、MEHP-L

群 5mM、H 群 50mM）の中間ストック液

を調製した。10000 倍濃度中間ストック液

をヒト・リコンビナントアルブミン溶液

(Vitrolife) 500µlに対し 5µlの割合で添加し、

100 倍濃度ワーキングストック溶液とした。

エタノール 5µl をアルブミン溶液 500µl に

加えたものを vehicle 群用ワーキングスト

ック溶液とした。 

 KSOM 培地（メルクミリポア）にワーキ

ングストック溶液 1/100 容を添加したもの

を、フタル酸暴露実験用マウス胚培養液と

した。実験群は Vehicle、DEHP-L、DEHP-H、

MEHP-L、MEHP-H の計５群とし、35mm

ペトリディッシュ１枚当たり 100µl の培養

液ドロップ 6 個を作製して 4ml の流動パラ

フィンで覆った胚培養シャーレを、各群２

枚ずつ用意した。胚培養シャーレを 37℃、

5%CO2 下で 4 日間インキュベートした後、

培養液ドロップを群ごとにガラスバイアル

に回収し、インキュベート前の試料ととも

にDEHPおよびMEHP定量分析に供した。 

 

⑤-２：DEHP、MEHP の測定 

DEHP、MEHP の測定は、河上強志博士

（国立医薬品食品衛生研究所 生活衛生化

学部）に依頼し、GC/MS/MS (GS: TraceGC, 

MS/MS: Quantum XLS, Thermo 

Scientific )を用いて行った。 

【試薬等】分析に使用した DEHP および

DEHP 重水素化体（DEHP-d4）は関東化学

社製の環境分析用を、MEHP は林純薬工業

製の環境分析用を、MEHP 重水素化体

（MEHP-d4）は CDN Isotope 製をそれぞ

れ用いた。ジエチルエーテルおよびヘキサ

ンは関東化学製の残留農薬分析用を、無水

硫酸ナトリウム、塩化ナトリウムおよび濃

塩酸は和光純薬工業製のフタル酸エステ

ル・PCB 分析用、残留農薬・PCB 分析用



および有害分析測定用をそれぞれ用いた。

試験に使用した水は超純水製造装置

Milli-Q Advantage A10（日本ミリポア）に

より作製した超純水を用いた。試験に使用

したガラス器具類については、250℃で 12

時間以上焼成した後に使用した。 

【分析方法】Haishima et al. (2004) の方

法を一部改変して以下の通り分析を行った。 

 

 DEHP 分析：飲水投与に供試した水およ

び培地では 0.5 mL、血液試料では 0.2 mL

をそれぞれねじ口試験管に採取した。そこ

に、内部標準物質として DEHP-d4 を 100 

ng 添加した後に、塩化ナトリウム 25 mg

および水 2 mL を加え攪拌した。次に、ジ

エチルエーテル 3 mLを加え 20分間振とう

した後に、3000 rpm で 15 分間遠心分離し

た。溶媒相を分取し、無水硫酸ナトリウム

で脱水後、乾燥窒素気流下で溶媒を留去し

た。残渣をヘキサン 0.2 mL に溶解させた

後、ガスクロマトグラフ三連質量分析計

（GC/MS/MS）にて測定した。 

 

 MEHP 分析：飲水投与に供試した水およ

び培地では 0.5 mL、血液試料では 0.2 mL

をそれぞれねじ口試験管に採取した。そこ

に、内部標準物質として MEHP-d4 を 100 

ng 添加した後に、塩化ナトリウム 25 mg

および 0.01 mol/L 塩酸 2 mLを加え攪拌し

た。次に、ジエチルエーテル 3 mL を加え

20 分間振とうした後に、3000 rpm で 15

分間遠心分離した。溶媒相を分取し、無水

硫酸ナトリウムで脱水後、乾燥窒素気流下

で溶媒を留去した。残渣を少量のジエチル

エーテルに溶解した後、ジアゾメタンを用

いてメチル誘導体化処理を行った。その後、

乾燥窒素気流下で溶媒を再度留去した後に、

ヘキサン 0.2 mL に溶解させた後、ガスク

ロマトグラフ三連質量分析計（GC/MS/MS）

にて測定した。なお、標準溶液についても

試料と同様にジアゾメタンで誘導体化して

測定し、検量線を取得した。 

【 GC/MS/MS 分 析 】 Thermo Fisher 

Scientific 社製の Trace GC/Quantum XLS

を用いて分析を行った。キャピラリーカラ

ムは DB-5MS（長さ 30 m、内径 0.25 μm、

膜厚0.25 μm: J&W-Agilent社製）用いた。

キャリアーガスには He を用い、流量は 1 

ml/min に設定した。注入口、トランスファ

ーラインおよびイオンソース温度はそれぞ

れ 250°C に設定し、スプリットレスモー

ドで試料溶液 1 μl を注入した。カラムオ

ーブン温度プログラムは、初期温度 60°C

で 2 分間保持した後、310°C まで 20°C 

/min で昇温させ、310°C で 10 分間保持し

た。イオン化法は Electron Ionization（EI）

法、イオン化電圧は 70 eV とした。測定は、

selected reaction monitoring （SRM）法

で行い、コリジョンガスには Ar（0.13 pa）

を用いた。各化合物の GC/MS/MS 条件を表

1 に示した。 

 

 

 

 



表 1. GC/MS/MS 条件       

Chemical

s 

Retention time Q1 Q2 CE 

 (min) [m/z] [m/z] (V) 

MEHP 12.32  163 133 10 

DEHP 14.54  167 149 4 

MEHP-d4 12.30  167 137 10 

DEHP-d4 14.53  171 153 4 

Q1: Precursor ion       

Q2: Product ion       

CE: Collision energy       

 

（参考文献） 

Haishima Y, Matsuda R, Hayashi Y, 

Hasegawa C, Yagami T, Tsuchiya T.: Risk 

assessment of di(2-ethylhexyl)phthalate 

released from PVC blood circuits during 

hemodialysis and pump-oxygenation 

therapy, Int. J. Pharm., 274, 119-129, 

2004 

 

牧野恒久・中澤裕之・高取聡・阿久津和彦・

近藤文雄: 胎児期のフタル酸エステル類の

暴露実態の解明, 平成 20年度厚生労働科学

研究費補助金（化学物質リスク研究事業）

分担報告書（課題名：化学物質の子供への

健康影響に関するエピジェネティクス評価

法の開発）, 29-41, 2008 

 

C. 研究結果 

① 人工授精と体外培養で取得されたマウ

ス胚盤胞からの高効率での個体の取得 

 まず人工授精した受精卵から安定して胚

盤胞を得るために培養条件等のプロトコル

を最適化した結果、人工授精胚が胚盤胞ま

で発生する率を、使用した未受精卵の 60%

まで引き上げた。 

 １細胞期・2 細胞期での子宮移植では、

移植数の 20%-50%の産仔が自然分娩で得

られるが、同様の培養条件や飼育環境にお

いて、胚盤胞での胚の子宮移植では自然分

娩による産仔がほとんど得られなかった*。

そこで培養条件や飼育環境の見直しを進め、

延べ 985 個の胚盤胞を 53 匹の偽妊娠雌マ

ウスに子宮移植して検討した結果、受精後

72 時間の胚(胚盤胞)を交尾後 2.5 日の偽妊

娠雌マウスに１腹 16-18 個移植し、出生予

定日に帝王切開することで移植胚数の約

25％の仔マウスを安定して得られるように

なった（表 2 参照）。この改善は発育数が少

ないことによる分娩困難、及び産仔数が少

ないことによる食殺、を回避したことによ

ると考えられた。 

---------- 

*１細胞期・2 細胞期ではなく、胚盤胞まで

培養して子宮移植する理由は、ヒト体外受

精の現状を反映さえるためであり、また遺

伝子発現解析などのサンプル量を確保する

ためである。 

 

 

 

 

  



表 2 人工授精〜胚培養〜移植による出生成績 

人工授精日 移植胚数 
移植胚日

齢 
仮親数 

仮親日

齢 
分娩方法 出生数 (%) 

着床総数

(%) 
備考 

14.06.10 113 3.5 6 3 自然 9 (8) - 
 

14.06.23 

 

48 3.5 3 4 自然 0 (0) - 妊娠せず 

102 3.5 7 3 自然 7 (7) - 
 

14.07.01 96 3.5 6 3 自然 0 (0) - 透明帯除去 

14.07.22 48 4 3 2.5 自然 0 (0) - 妊娠せず 

14.07.28 

100 3 5 2.5 自然 4 (4) - 
 

40 3 2 2.5 帝王切開 10 (25) 確認せず 里親用意せず 

14.08.04 132 3 6 2.5 自然 18 (14) - 
 

14.08.12 

20 3 1 2.5 自然 6 (30) - 
 

60 3 3 2.5 帝王切開 10 (17) 34 (57) 
 

14.08.18 

32 3 1 2.5 自然 5 (16) - 
 

52 3 2 2.5 帝王切開 2 (4) 17 (33) 
 

14.09.16 

32 3 2 2.5 帝王切開 7 (22) 23 (72)  

16 3.5 1 2.5 自然 8 (50) - 
自然交配、8cell 採取 

→一晩培養で胚盤胞に 

14.10.28 94 3 5 2.5 帝王切開 18 (19) 55 (59) 里親 ICR（妊娠動物購入） 

 

② マウス胚盤胞からの高品質 DNA・RNA

の同時回収 

 受精後 72 時間の胚盤胞、約 60 個のプー

ルサンプルから、最大 15ng の DNA を採取

することができたが破砕液中の DNA 濃度

は少なく、Percellome 法・Picogreen によ

る DNA 含量測定プロトコルの定量限界以

下であった*。またRNA収量もNanodrop、

Qbitといった計測機器の検出限界以下であ

った。ただし BioAnalyzer による電気泳動

では、DNA・RNA とも分解像は確認され

ず品質は良好であったため、多数の胚盤胞



を用意すれば問題なく遺伝子発現解析や

DNA

えられた。（図

図 1 

----------

*Percellome

替として

際の指標とする。

 

③ 細胞数を基準とした定量的遺伝子発現

量解析のための胚盤胞構成細胞数計測

 計数は３回の独立した人工授精から得ら

れた胚盤胞、各

行った。結果は表

計 49

胞数の平均値は

1.0-2.6

 

表 3 胚盤胞を構成する細胞数の直接計数

1 回目

2 回目

3 回目

 

を用意すれば問題なく遺伝子発現解析や

DNA メチル化解析を進められるものと考

えられた。（図 1

 胚盤胞 65 個から回収した

---------- 

Percellome 法では、サンプル中細胞数の代

替として DNA 含量を外部スパイク添加の

際の指標とする。

細胞数を基準とした定量的遺伝子発現

量解析のための胚盤胞構成細胞数計測

計数は３回の独立した人工授精から得ら

れた胚盤胞、各

行った。結果は表

49 個の胚盤胞での計数から得られた細

胞数の平均値は

2.6 であった。

胚盤胞を構成する細胞数の直接計数

胚盤胞数

回目 19 

回目 16 

回目 14 

を用意すれば問題なく遺伝子発現解析や

メチル化解析を進められるものと考

1） 

個から回収した DNA

法では、サンプル中細胞数の代

含量を外部スパイク添加の

際の指標とする。 

細胞数を基準とした定量的遺伝子発現

量解析のための胚盤胞構成細胞数計測

計数は３回の独立した人工授精から得ら

れた胚盤胞、各 14-19 個について、計

行った。結果は表 3、図 2 に示した。

個の胚盤胞での計数から得られた細

胞数の平均値は 19.9-20.5

であった。 

胚盤胞を構成する細胞数の直接計数

胚盤胞数 平均細胞数

19.9 

20.1 

20.5 

を用意すれば問題なく遺伝子発現解析や

メチル化解析を進められるものと考

DNA・RNA の品質評価

法では、サンプル中細胞数の代

含量を外部スパイク添加の

細胞数を基準とした定量的遺伝子発現

量解析のための胚盤胞構成細胞数計測

計数は３回の独立した人工授精から得ら

個について、計 3

に示した。3

個の胚盤胞での計数から得られた細

20.5、標準偏差は

胚盤胞を構成する細胞数の直接計数 

平均細胞数 標準偏差

 2.6 

 1.0 

 1.3 

を用意すれば問題なく遺伝子発現解析や

メチル化解析を進められるものと考

の品質評価 

 

法では、サンプル中細胞数の代

含量を外部スパイク添加の

細胞数を基準とした定量的遺伝子発現

量解析のための胚盤胞構成細胞数計測 

計数は３回の独立した人工授精から得ら

3 回

3 回、

個の胚盤胞での計数から得られた細

、標準偏差は

標準偏差 

図 2

野像（下）。スケールバーは

 

④ 

 分与を受けた凍結ストック細胞を培養し、

BDF1

について

あたり

の細胞外観は良好で、未分化性を保ってい

ることが推測できた（図

 

図 3

微鏡像。スケールバーは

2 DAPI 染色した胚盤胞の蛍光像（上）、明視

野像（下）。スケールバーは

 マウス EpiS

分与を受けた凍結ストック細胞を培養し、

BDF1-ESC について

について 24 本の新たな凍結ストック（

あたり 5x106 細胞）を取得できた。培養中

の細胞外観は良好で、未分化性を保ってい

ることが推測できた（図

3 マウス ESC

微鏡像。スケールバーは

染色した胚盤胞の蛍光像（上）、明視

野像（下）。スケールバーは 50µm

EpiS 細胞の導入・培養技術確立

分与を受けた凍結ストック細胞を培養し、

について 16 本、

本の新たな凍結ストック（

細胞）を取得できた。培養中

の細胞外観は良好で、未分化性を保ってい

ることが推測できた（図 3

ESC（上）、EpiSC

微鏡像。スケールバーは 100µm

 

 

染色した胚盤胞の蛍光像（上）、明視

50µm 

 

 

細胞の導入・培養技術確立

分与を受けた凍結ストック細胞を培養し、

本、BDF1-EpiSC

本の新たな凍結ストック（

細胞）を取得できた。培養中

の細胞外観は良好で、未分化性を保ってい

3 参照）。 

EpiSC（下）の位相差顕

100µm 

 

 

染色した胚盤胞の蛍光像（上）、明視

細胞の導入・培養技術確立 

分与を受けた凍結ストック細胞を培養し、

EpiSC

本の新たな凍結ストック（1 本

細胞）を取得できた。培養中

の細胞外観は良好で、未分化性を保ってい

（下）の位相差顕



EB3DR-ESC、EB3DR-EpiSC について

は、分化が進行したことを示すと思われる

形態の異なった細胞が高頻度で出現した上、

増殖が極めて悪く、植え継ぎを重ねても次

第に細胞数が減少するなど、安定性が悪い

ため、引き続き培養方法の検討を続け、こ

れを最適化することとした。 

 

⑤ 胚培養環境中のフタル酸類定量 

（分析法について）操作ブランクについて

試験を行ったところ、DEHP は 1.2±0.12 

ng（n=4）検出され、MEHP は定量可能な

濃度では検出されなかった。DEHP につい

て、牧野ら（2008）の方法（定量下限値＝

空試験値＋5×標準偏差）に従い定量下限値

を算出したところ、培養液では 3.7 ng/mL

であった。また、MEHP の定量下限値につ

いては、今回は検量線の下限値（1 ng/mL）

を定量下限値としたところ、培養液では 2.0 

ng/mL であった。DEHP を培養液に 5 ng

添加してその回収率を求めた（n=3）とこ

ろ、114%（CV=6.5%）であった。一方、

MEHP を培養液に 2 ng 添加して回収率を

求めたところ（n=3）98%（1.6%）であっ

た。 

 DEHPはVehicleおよびDEHP添加試料、

MEHPはVehicle、MEHP添加試料、DEHP

添加試料について分析した。その結果、

MEHP についてはほぼ添加した通りの量

が測定されたが、DEHP は 4 日インキュベ

ートした後の試料からはバックグラウンド

レベルしか検出されなかった。DEHP 添加

群における MEHP 量は定量下限値

（2.0ng/mL）以下であった。表 4 および表

5 に結果を示した。 

 

表 4 マウス胚培養液に添加した DEHP の濃度 

添加濃度(ppb) 培養前 DEHP 

測定値(ppb) 

培養後

DEHP 

測定値(ppb) 

vehicle 17 8.8 

800 282 9.8 

80 44 5.6 

 

表 5 マウス胚培養液に添加した MEHP の濃度 

添加濃度(ppb) 培養前 MEHP 

測定値(ppb) 

培養後

MEHP 

測定値(ppb) 

vehicle <2.0 <2.0 

1400 1970 1440 

140 184 136 

 

D. 考察 

 平成 26 年度の研究により、移植した胚盤

胞数の 25%程度のマウス個体を出生させら

れる胚培養・移植技術を得た。これにより

平成 27 年度以降、情動認知行動解析に供す

るマウス個体の取得を行える技術基盤が整

ったと考えられる。人工授精による個体取

得には、一般に雑種１代目（例えばC57BL/6

と DBA/2 の F1 である BDF1）マウスが、

受精率、出生率いずれも良好であることが

知られている。しかし本研究においては、

出生個体の情動認知行動解析ならびに網羅

的遺伝子発現解析を実施するため、過去に



蓄積された知見との整合性を最優先とし、

今後も C57BL/6 マウスを使用する方針で

ある。 

 高感度の分子生物学的解析に必須となる

高品質な DNA、RNA のマウス胚盤胞から

の同時回収に成功し、平成 27 年度以降、

Percellome法を用いた定量的遺伝子発現解

析を行う予定である(MEHP 暴露胚盤胞の

遺伝子発現解析は先行実施中）。Percellome

法はサンプル中の細胞数を基準に定量化す

る手法だが、通常の方法（ホモジナイズ液

中の DNA 含量から細胞数を推定）は、胚

盤胞に含まれる DNA が極めて微量であっ

たため、通常法の適用は不可能であった。

この問題は胚盤胞を蛍光顕微鏡で観察し、

核を計数して胚盤胞を構成する細胞数を直

接計測することで解決した。複数回行った

計数で、胚盤胞 1 個当たりの細胞数は誤差

の範囲で一致しており、再現性良く均質な

胚盤胞が取得できているものと考えられる

（表 2）。 

 2 系統のマウス由来の ES 細胞（ESC）、

EpiS 細胞（EpiSC）のうち 1 系統分

（EB3DR-ESC、EB3DR-EpiSC）は不安定

で あ っ た た め 、 ま ず BDF1-ESC 、

BDF1-EpiSC を用いて ESC と EpiSC の比

較実験を行うこととした。 

 河上強志博士の協力を得てフタル酸類の

微量測定を行い、環境中フタル酸類の混入

に細心の注意を払った結果、検出感度、バ

ックグラウンドレベルともに本研究で目標

とする水準を達成できた。MEHP について

は培養期間を通じてほぼ添加した通りの濃

度で検出されたものの、DEHP は培養 4 日

目のサンプルではバックグラウンドレベル

まで濃度が低下した。これは、DEHP の水

への分配係数が MEHP よりも 104-105低い

ことから、培養液ドロップに重層した流動

パラフィンへと DEHP が移行した可能性

が高い。胚操作の容易化のため流動パラフ

ィンは広く一般に用いられるが、DEHP 暴

露実験のためには、流動パラフィンを用い

ない培養技術を確立する必要があると思わ

れる。また、流動パラフィンはヒト人工授

精においても常用されることから、ヒト胚

培養条件下での培養液中 DEHP の動態に

ついても実験・調査が必要と考えられる。 

 

E. 結論 

 培養胚盤胞からの個体取得、DNA・RNA

回収、EpiSC 培養技術、培養液中フタル酸

類測定について、いずれも研究に必要な水

準を達成した。平成 27 年度は MEHP 暴露

実験を先行して進める一方、DEHP 暴露方

法について検討を継続する。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

なし 
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付録 1 マウス/ラット ES 細胞の培養方法 

＜基礎培地組成＞ 

 DMEM/F-12 medium (Gibco, 10565018) 240ml 

 Neurobasal medium (Gibco, 21103049) 240ml 

 Glutamax (Gibco, 35050079) 5ml 

 Non-essential amino acid (Gibco, 11140050) 5ml 

 N2 supplement (Gibco, 17502048) 2.5ml 

 B27 supplement (Gibco, 0080085SA) 5ml 

 2-Mercaptoethanol (Gibco, 21985-023) 500ul 

 (ペニシリン、ストレプトマイシン添加) 

 

＜使用時に添加する因子＞ 

 PD0325901: 1mM に Dimethyl sulfoxide で suspend. −20℃で保存。 

Working は４℃で保存。Final conc. 1uM で使用。 

 CHIR99021: 3mM に Dimethyl sulfoxide で suspend. −20℃で保存。 

Working は４℃で保存。Final conc. 3uM で使用。 

 Mouse LIF (Chemicon): final 1000Unit/ml で使用。 

 

＜手順＞ 

0.1% Geratin/DDW で培養プレートをコートする。 

室温で５−30 分程度放置後、吸引し、乾燥させる。 

↓ 

細胞を培地と同量の PBS で洗浄し、吸引。 

↓ 

0.05% trypsin を加え、37℃にて 1−3 分放置。 

↓ 

５倍量の 10% FBS 含有培地（Factor 不含）を加え、細胞懸濁液を回収。 

遠心管に回収し、200g x 3min で遠心。 

↓ 

上清を吸引し、ペレットを新しい培地に懸濁。 

1x104-5x104 cell/cm2 程度の密度で細胞を播種。 

 



 

付録 2 Human ESC / iPSC, rodent EpiSC の培養方法 

＜基礎培地組成＞ 

 Knockout DMEM (Gibco, 10829-018) 500ml 

 Knockout Serum Replacement (Gibco) 90ml 

 Glutamax (Gibco, 35050079) or L-glutamin 6ml 

 Non-essential amino acid (Gibco, 11140050) 6ml 

 2-Mercaptoethanol (Gibco, 21985-023) 600ul 

 

＜使用時に添加する因子＞ 

human bFGF (Peprotech or R&D): final 10ng/ml 

 

＜Dissociation Solution＞ 

 2.5% Trypsin 10ml 

 10mg/ml Collagenase IV 10ml 

 KSR 20ml 

 100mM CaCl2 1ml 

 1x PBS 59ml 

 

<Y-27632 1000x solution> 

培地にて 10 mM に suspend し、分注。-20℃にて保存。 

 

＜手順＞ 

継代前日 

0.1% Geratin/DDW で細胞を継代する培養プレートをコートする。 

室温で５−30 分程度放置後、吸引し、乾燥させる。 

↓ 

あらかじめ暖めておいた 10%FBS/DMEM に mitomycin C 処理した MEF を懸濁。2-3e4 

cell/cm2前後に播種。 

 

継代当日 

継代する細胞から培養上清を吸引。 

培地と同量の PBS で洗浄し、吸引。 



↓ 

dissociation solution を加え、37℃にて 3-5 分放置。 

↓ 

５倍量の培地（bFGF 不含）を加え、細胞懸濁液を回収。 

遠心管に回収し、200g x 3min で遠心。 

↓ 

上清を吸引し、ペレットを新しい培地に懸濁。 

ペレットを砕きすぎないよう留意。 

細胞の増殖速度に応じて、1:3-1:20 に希釈し、MEF coat したプレート/ディッシュに細胞を

播種。 

 

  



付録 3 ESC および 他の pluripotent stem cell の凍結方法 

＜Freezing media 最終組成＞ 

各細胞用 expansion medium   50% 

Knockout Serum Replacement 40% 

Dimethyl sulfoxide(DMSO) 10% 

 

＜手順＞ 

20% DMSO/80% KSR を作製。混合後、氷上静置。 

↓ 

細胞を継代時と同様に剥離し、遠心。ペレットを増殖用培地（growth factor 不含）で懸濁

する。 

↓ 

冷 20% DMSO/80% KSR を等量加え、ゆるやかに撹拌する。 

↓ 

Cryogenic vial に分注し、簡易細胞凍結容器（ex. NALGENE #5100-0001）に入れ、-80℃

にて数時間から一晩かけて凍結。 

↓ 

液体窒素タンク中または-150℃にて保管。 
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分担研究報告書 

 

受精卵培養液中のフタル酸類の受精卵及び出生児に対する影響評価研究 

（H26-化学-指定-002） 

 

分担研究課題「①情動認知行動評価技術を用いた個体における in vivo 影響解析研究」 

「②生殖工学技術を用いた in vitro 影響解析研究」 

 

種村健太郎 

東北大学大学院農学研究科 動物生殖科学分野・教授 

 

研究要旨 

 ヒト体外受精で用いられる培養液中から、正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度の

10 倍以上のフタル酸類（DEHP 及びMEHP）が検出された。そこで受精卵及び出

生児に及ぼす影響の評価に不足している科学的情報を、マウスを用いて取得する

ための研究開発を行う。 

 平成 26 年度は、実験条件を定めるための予備試験として、①交配時のフタル酸

類（DEHP および MEHP）の飲水投与による in vivo 経胎盤初期胚暴露実験を実

施し、その影響を産仔マウスの情動認知行動解析（オープンフィールド試験、明

暗往来試験、高架式十字迷路試験、条件付け学習記憶試験、プレパルス驚愕反応

抑制試験）を含めて解析した。その結果、飲水投与個体の血中濃度は飲水中濃度

の 1/50～1/1000 であり、得られた雄産仔マウスに行動異常は認められないことを

確認した。また、②マウス未成熟卵母細胞の体外成熟培養（ヒト生殖補助医療で

導入が始まっている卵子の体外成熟培養(IVM)を模した実験）の過程における、

MEHP 暴露(5µM)により、成熟率の低下と減数分裂時の紡錘体形成異常を検出し

た。 

 

Ａ．研究目的 

 

 ヒト体外受精操作中に用いる培養液に混入

したフタル酸類（DEHP及びMEHP）が、受

精卵及び出生児に及ぼす影響の安全性評価に

資する科学的情報を、マウスを用いた各種実験

により取得すると共に、それらの方法を基に初

期胚の化学物質暴露に対する短期間且つ高感

受性の安全性評価手法を開発する。特に、本分

担研究では、①交配時のフタル酸類の飲水投与

による胎内暴露実験及び出生マウスの情動認

知行動影響と、②体外成熟培養系における

フタル酸類暴露による卵母細胞影響を対象

とする。 

 

 



Ｂ．研究方法

 

①交配時の飲水投与による

胚DEHP

仔マウスにおける

 生後

本 SLC

与下で交配し、プラグチェックを行った。

群構成は

DEHP

MEHP

内は飲水中の各物質添加量）。

MEHP

を１匹あたり

MEHP

仮定して、各

養液で検出された最大

した。

100%

度のストック溶液を作成した後、所定濃

度の水溶液を作成した。全ての操作はガ

ラス器具を用いて行った。

たっては、溶出や吸着を避けるため、清

浄なガラス製給水瓶を用いた。

 明暗周期

灯）の飼育環境において、

配日の午後５時、交配開始と同時に開始

し交尾後

仔マウスを生後

ィールド試験、明暗往来試験、高架式十

字迷路試験、条件付け学習記憶試験、プ

レパルス驚愕反応抑制試験からなるバッ

テリー式行動解析を行った。

動試験の概要を記載する。

 

○オープンフィールド試験

Ｂ．研究方法 

交配時の飲水投与による

DEHP、MEHP

仔マウスにおける

生後10 週齢C57BL/6CrSlc

SLC）を DEHP

与下で交配し、プラグチェックを行った。

群構成は Vehicle

DEHP-H(20µM)

MEHP-H(50µM

内は飲水中の各物質添加量）。

MEHP の添加量は、マウスの１日飲水量

を１匹あたり3ml

MEHP が 100%生体中に取り込まれる

仮定して、各 L 群の体内濃度がヒト胚培

養液で検出された最大

した。なお検体は、

100%エタノールを溶媒とした

度のストック溶液を作成した後、所定濃

度の水溶液を作成した。全ての操作はガ

ラス器具を用いて行った。

たっては、溶出や吸着を避けるため、清

浄なガラス製給水瓶を用いた。

明暗周期 12 時間（

灯）の飼育環境において、

配日の午後５時、交配開始と同時に開始

し交尾後 4.5 日まで行った。

マウスを生後

ィールド試験、明暗往来試験、高架式十

字迷路試験、条件付け学習記憶試験、プ

レパルス驚愕反応抑制試験からなるバッ

テリー式行動解析を行った。

動試験の概要を記載する。

オープンフィールド試験

交配時の飲水投与による in vivo

MEHP暴露個体の

仔マウスにおける情動認知行動影響解析

C57BL/6CrSlc

DEHP 又は MEHP

与下で交配し、プラグチェックを行った。

Vehicle 群、DEHP

)群、MEHP

M)群の５群とした（カッコ

内は飲水中の各物質添加量）。

の添加量は、マウスの１日飲水量

3mlとし、添加した

生体中に取り込まれる

群の体内濃度がヒト胚培

養液で検出された最大値になるよう設定

なお検体は、DEHP、

エタノールを溶媒とした

度のストック溶液を作成した後、所定濃

度の水溶液を作成した。全ての操作はガ

ラス器具を用いて行った。飲水投与に当

たっては、溶出や吸着を避けるため、清

浄なガラス製給水瓶を用いた。

時間（7 時点灯、

灯）の飼育環境において、飲水

配日の午後５時、交配開始と同時に開始

日まで行った。

マウスを生後 12 週齢時にオープンフ

ィールド試験、明暗往来試験、高架式十

字迷路試験、条件付け学習記憶試験、プ

レパルス驚愕反応抑制試験からなるバッ

テリー式行動解析を行った。

動試験の概要を記載する。 

オープンフィールド試験：新規環境下

in vivo経胎盤初期

暴露個体の取得、及び雄産

情動認知行動影響解析 

C57BL/6CrSlc マウス（日

MEHP の飲水投

与下で交配し、プラグチェックを行った。

DEHP-L(2µM)群、

MEHP-L(5µM)群、

群の５群とした（カッコ

内は飲水中の各物質添加量）。DEHP、

の添加量は、マウスの１日飲水量

とし、添加したDEHP

生体中に取り込まれると

群の体内濃度がヒト胚培

なるよう設定

、MEHP 共、

エタノールを溶媒とした 1000 倍濃

度のストック溶液を作成した後、所定濃

度の水溶液を作成した。全ての操作はガ

飲水投与に当

たっては、溶出や吸着を避けるため、清

浄なガラス製給水瓶を用いた。 

時点灯、19 時消

飲水投与は交

配日の午後５時、交配開始と同時に開始

日まで行った。得られた産

週齢時にオープンフ

ィールド試験、明暗往来試験、高架式十

字迷路試験、条件付け学習記憶試験、プ

レパルス驚愕反応抑制試験からなるバッ

テリー式行動解析を行った。以下に各行

 

：新規環境下

経胎盤初期

、及び雄産

 

（日

の飲水投

与下で交配し、プラグチェックを行った。

群、

群、

群の５群とした（カッコ

、

の添加量は、マウスの１日飲水量

DEHP、

と

群の体内濃度がヒト胚培

なるよう設定

共、

倍濃

度のストック溶液を作成した後、所定濃

度の水溶液を作成した。全ての操作はガ

飲水投与に当

たっては、溶出や吸着を避けるため、清

時消

投与は交

配日の午後５時、交配開始と同時に開始

得られた産

週齢時にオープンフ

ィールド試験、明暗往来試験、高架式十

字迷路試験、条件付け学習記憶試験、プ

レパルス驚愕反応抑制試験からなるバッ

以下に各行

：新規環境下

におけるマウスの自発的な活動性（探索

行動性）を測定する試験。

 

○明暗往来試験

探索行動を

ける性質とを利用し

価す

 

○高架式十字迷路試験

好み

た不安

 

○条件付け学習記憶試験

や音

の無条件刺激を組み合わせて与えること

で条件づけした後

した際にマ

ング

におけるマウスの自発的な活動性（探索

行動性）を測定する試験。

明暗往来試験

探索行動を行う

ける性質とを利用し

価する試験。 

高架式十字迷路試験

好み、高所を避けるとい

不安関連行動を評価す

条件付け学習記憶試験

や音、光などの

無条件刺激を組み合わせて与えること

で条件づけした後

した際にマウスがすくみ反応

ング）を示した時間を測定し

におけるマウスの自発的な活動性（探索

行動性）を測定する試験。

明暗往来試験：マウスが

う性質と、明るい環境を避

ける性質とを利用し、不安

 

高架式十字迷路試験：マ

高所を避けるという

行動を評価する試験。

条件付け学習記憶試験：

の条件刺激と電気刺激など

無条件刺激を組み合わせて与えること

で条件づけした後、条件刺激を再度提示

スがすくみ反応

を示した時間を測定し

におけるマウスの自発的な活動性（探索

行動性）を測定する試験。 

 

：マウスが新奇環境下で

明るい環境を避

不安関連行動を評

 

マウスが壁際を

う性質を利用し

る試験。 

 

：マウスに場所

条件刺激と電気刺激など

無条件刺激を組み合わせて与えること

条件刺激を再度提示

スがすくみ反応（フリージ

を示した時間を測定し、一定時間

におけるマウスの自発的な活動性（探索

新奇環境下で

明るい環境を避

行動を評

スが壁際を

性質を利用し

スに場所

条件刺激と電気刺激など

無条件刺激を組み合わせて与えること

条件刺激を再度提示

フリージ

一定時間



あたり

力の指標とする

 

○プレパルス驚愕反応抑制試験

に大きな音刺激をマ

に生じる反射

体動を

よって測定する

 

②体外成熟培養系における

露による

 未受精卵母細胞については、

C57BL/6CrSlc

を腹腔内投与後、

より安楽死させ卵巣を採取、

培 地

hypoxanthine

地)内で、

胞を裂き、卵丘細胞‐卵母細胞複合体

(COC)

 引き続き、採取した

（Waymouth+Hypoxanthine

プ（100

ロップ間を移動させ洗浄した後、各群

あたりのフリージング持続時間を記憶能

指標とする試験。

レパルス驚愕反応抑制試験

に大きな音刺激をマ

に生じる反射 (全身

体動を、加速度計や静電気検出器などに

よって測定する試験

体外成熟培養系における

露による卵母細胞影響解析

未受精卵母細胞については、

C57BL/6CrSlc 雌マウスに

を腹腔内投与後、

より安楽死させ卵巣を採取、

培 地 (0.1 ％ polyvinyl alcohol

hypoxanthine を含む

内で、26G 針付きシリンジ

胞を裂き、卵丘細胞‐卵母細胞複合体

(COC)として採取した。

引き続き、採取した

Waymouth+Hypoxanthine

100μl）に移した。さらに３つのド

ロップ間を移動させ洗浄した後、各群

フリージング持続時間を記憶能

試験。 

レパルス驚愕反応抑制試験

に大きな音刺激をマウスに呈示したとき

全身の筋肉収縮

加速度計や静電気検出器などに

試験。 

体外成熟培養系における

卵母細胞影響解析 

未受精卵母細胞については、

雌マウスに

を腹腔内投与後、46 時間後に頚椎脱臼に

より安楽死させ卵巣を採取、

polyvinyl alcohol

を含む Libovitz

針付きシリンジ

胞を裂き、卵丘細胞‐卵母細胞複合体

として採取した。 

引き続き、採取した COC

Waymouth+Hypoxanthine

）に移した。さらに３つのド

ロップ間を移動させ洗浄した後、各群

フリージング持続時間を記憶能

 

レパルス驚愕反応抑制試験：突発的

スに呈示したとき

筋肉収縮) による

加速度計や静電気検出器などに

 

体外成熟培養系におけるフタル酸類暴

 

未受精卵母細胞については、4 週齢の

雌マウスに PMSG(5IU

時間後に頚椎脱臼に

より安楽死させ卵巣を採取、37℃の操作

polyvinyl alcohol 、 4mM 

Libovitz’s L-15 培

針付きシリンジを用いて卵

胞を裂き、卵丘細胞‐卵母細胞複合体

COC を成熟培地

Waymouth+Hypoxanthine）のドロッ

）に移した。さらに３つのド

ロップ間を移動させ洗浄した後、各群

フリージング持続時間を記憶能

：突発的

スに呈示したとき

による

加速度計や静電気検出器などに

フタル酸類暴

週齢の

PMSG(5IU)

時間後に頚椎脱臼に

℃の操作

4mM 

培

卵

胞を裂き、卵丘細胞‐卵母細胞複合体

を成熟培地

）のドロッ

）に移した。さらに３つのド

ロップ間を移動させ洗浄した後、各群

（MEHP 0

の成熟培地

グドロップカルチャープレートの各穴に、

ひとつずつ

ートを逆さまにし、

ー内で

 培養後、卵丘細胞を除去し、卵母細胞

をα

レーザー顕微鏡

(核)

 

（倫理面への配慮

 動物実験の計画及び実施に際しては、

科学的及び動物愛護的配慮を十分行い、

国立医薬品食品衛生研究所の「動物実験の

適正な実施に関する規程」

「東北大における動物実験に関する規定と

その解説第

する指針

 

Ｃ．研究結果

 

①交配時の飲水投与による

胚DEHP

仔マウスにおける

 オープンフィールド試験

（総移動量、中央部滞在率、総移動回数）、

明暗往来試験

間、明暗往来数、暗所潜在時間）、高架式十

字迷路試験

ープンアーム滞在時間、アーム選択数

件付け学習記憶試験

率、空間連想記憶、音連想記憶）

ス驚愕反応抑制試験

パルス

驚愕反応抑制率）

MEHP 0µM

の成熟培地(10

グドロップカルチャープレートの各穴に、

ひとつずつ COC

ートを逆さまにし、

ー内で 18 時間培養した。

培養後、卵丘細胞を除去し、卵母細胞

α-Tubulin 及び

レーザー顕微鏡

)を観察した。

倫理面への配慮
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されず、消化管にて吸収されるとあり、経

口若しくは飲水投与時においては、DEHP

よりも吸収量が多いと考えられ、今回の実

験結果とも整合する。また暴露実験終了後

の給水瓶中の水溶液における DEHP、

MEHP 濃度が調整当初より大幅に低下し

ている（分解若しくは容器(ガラス製給水瓶)

への吸着が推定される）が、このことも実

験個体の血中濃度に影響していると考えら

れる。 

 これらの結果から、実験環境がフタル酸

類で汚染されているとしても、少なくとも

飲水による実験環境中のフタル酸類量では

生体に吸収されるフタル酸は検出限界以下

～極微量であり、今後計画している in vivo

実験（人工授精中に DEHP、MEHP に暴露

した胚を母胎に移植し、生産したマウスに

おける各種解析）においては、大きな誤差

要因とならないことを確認した（既存論文

より環境中フタル酸類の経口摂取の場合も

同様と考えられる）。 

 同時に、溶媒対照群におけるフタル酸類

血中濃度（検出限界以下～極低濃度）では、

情動認知行動に影響を与えない*ことが確

認されたことから、今後、環境中フタル酸

類の混入を一層厳重に排除して実施する in 

vivo実験(上記)で有意所見が見られた場合、

それは環境中フタル酸類の混入ではなく、

体外受精時の DEHP、MEHP 暴露によるも

のである確率が極めて高いと言える。 

---------- 
* 本研究に用いた行動解析バッテリーは、これ

までにドーモイ酸やイボテン酸の自然毒、農薬

やビスフェノール類による行動影響を高精度

に検出することに成功してきた実績があるこ

とから、陰性所見も有意である。 

②体外成熟培養系におけるフタル酸類暴露

による卵母細胞影響解析 

 

 暫定的な実験結果ながら、未成熟卵母

細胞の体外成熟培養に於いて、MEHP 暴

露により成熟率の低下と減数分裂時の異

常を検出した。本実験での有意な暴露影

響は、ヒト体外受精培養液より濃い

MEHP 濃度での結果であるが、ヒト体外

受精培養液と同レベルの MEHP 濃度で

も成熟率の低下傾向があり、成熟過程に

おいては減数分裂以外への影響を含め、

厳密な評価を行う必要があると考えられ

る。 

 引き続き DEHP についても同様の影

響評価を行う予定であるが、ヒト生殖補

助医療で導入が始まっている卵子の体外

成熟培養(IVM)においては、フタル酸類

暴露による影響に留意する必要性が示唆

された。 

 

Ｅ．結論 

 

本年度は、①交配時の飲水投与による in 

vivo経胎盤初期胚DEHP、MEHP暴露個体

の取得及び雄産仔マウスにおける情動認知

行動影響解析から、今後実施する本試験

（人工授精中に DEHP、MEHP に暴露し

た胚を母胎に移植し、生産したマウスに

おける各種解析）において、混入防止措

置を適切に行えば、普遍的に存在する環

境中フタル酸類の微量混入の影響を無視

できることを確認すると共に、②体外成

熟培養系におけるフタル酸類暴露による

卵母細胞影響解析から、高用量の MEHP

暴露により成熟率の低下と減数分裂時の



異常が検出されたことから、今後、分子

メカニズムの解析に基づく安全性評価研

究を行う必要があると考えられた。 

 

F. 研究発表 

１．論文発表 

Ohtake J, Sakurai M, Hoshino Y, 

Tanemura K, Sato E. Expression of focal 

adhesion kinase in mouse cumulus-oocyte 

complexes, and effect of phosphorylation 

at Tyr397 on cumulus expansion. Mol 

Reprod Dev. 2015 Mar;82(3):218-31.  

 

Shirakata Y, Hiradate Y, Inoue H, Sato E 

and Tanemura K, Histone h4 modification 

during mouse spermatogenesis. J Reprod 

Dev 60(5): 383-387, 2014.  

 

Hiradate Y, Inoue H, Kobayashi N, 

Shirakata Y, Suzuki Y, Gotoh A, Roh SG, 

Uchida T, Katoh K, Yoshida M, Sato E, 

Tanemura K. Neurotensin enhances 

sperm capacitation and acrosome 

reaction in mice. Biol Reprod. 2014 

Aug;91(2):53.1-9. 

 

Inoue H, Hiradate Y, Shirakata Y, Kanai K, 

Kosaka K, Gotoh A, Fukuda Y, Nakai Y, 

Uchida T, Sato E and Tanemura K, 

Site-specific phosphorylation of Tau 

protein is associated with deacetylation of 

microtubules in mouse spermatogenic 

cells during meiosis. FEBS Lett 588(11): 

2003-2008, 2014.  

 

Ishikawa S, Machida R, Hiraga K, 

Hiradate Y, Suda Y, Tanemura K. 

Hanging drop  monoculture for selection 

of optimal antioxidants during in vitro 

maturation of porcine oocytes. Reprod 

Domest Anim. 2014 Apr;49(2):e26-30. 

 

2. 学会発表 

平賀孔、種村健太郎、マウスへのネオニコチ

ノイド系農薬アセタミプリド単回曝露によ

る遅発中枢影響の性差、第 41 回 日本毒性

学会学術年会（2014.7.） 

 

種村健太郎、菅野 純、ネオニコチノイド系

農薬による中枢神経影響解析および生殖機

能影響解析、第 17 回環境ホルモン学会、第

17回環境ホルモン学会研究発表会（2014.12.） 

 

古川佑介、種村健太郎、相崎 健一、北嶋 聡、

菅野 純、アセチルコリンエステラーゼ阻害

作用をもつ殺虫剤の暴露による遅発性の中

枢神経影響の比較、第 17 回環境ホルモン学

会研究発表会(2014.12.10)  

 

平賀孔、種村健太郎、マウスへのネオニコチ

ノイド系農薬アセタミプリド単回曝露によ

る遅発中枢影響の性差、第 17 回環境ホルモ

ン学会研究発表会（2014.12.） 

 

G. 知的所有権の取得状況 

１．特許取得 

 なし 

２．実用新案登録 

  なし 

３．その他 

 なし 



 



 

研究成果の刊行に関する一覧表 

雑誌 

 

発表者氏名 論文タイトル名 発表誌名 巻名 ページ 出版年 

Tanaka M, Aisaki K, 
Kitajima S, Igarashi K, 

Kanno J and 

Nakamura T 

Gene expression 
response to 

EWS–FLI1 in mouse 

embryonic cartilage. 

Genomics 
Data 

2 296 
- 

298 

2014 

Tanaka M, Yamazaki Y, 
Kanno Y, Igarashi K, 

Aisaki K, Kanno J and 

Nakamura T 

Ewing's sarcoma 
precursors are highly 

enriched in 

embryonic 
osteochondrogenic 

progenitors. 

J Clin Invest 124 
(7) 

3061 
- 

3074 

2014 

Janesick A, Nguyen TT, 

Aisaki K, Igarashi K, 

Kitajima S, 

Chandraratna RA, 

Kanno J and Blumberg 

B 

Active Repression by 

RARγ Signaling is 

Required for 

Vertebrate Axial 

Elongation. 

Development 141 

(11) 

2260 

- 

2270 

2014 

Ohtake J, Sakurai M, 

Hoshino Y, Tanemura 

K, Sato E. 

Expression of focal 

adhesion kinase in 

mouse 

cumulus-oocyte 

complexes, and effect 

of phosphorylation at 

Tyr397 on cumulus 

expansion. 

Mol Reprod 

Dev. 

82 

(3) 

218 

- 

31 

2015 

Shirakata Y, Hiradate 

Y, Inoue H, Sato E and 
Tanemura K 

Histone h4 

modification during 
mouse 

spermatogenesis. 

J Reprod Dev 60 

(5) 

383 

- 
387 

2014 

Hiradate Y, Inoue H, 

Kobayashi N, 
Shirakata Y, Suzuki Y, 

Gotoh A, Roh SG, 

Uchida T, Katoh K, 
Yoshida M, Sato E, 

Tanemura K. 

Neurotensin 

enhances sperm 
capacitation and 

acrosome reaction in 

mice. 

Biol Reprod. 91 

(2) 
:53 

1 

- 
9 

2014 

Inoue H, Hiradate Y, Site-specific FEBS Lett 588 2003 2014 



 

Shirakata Y, Kanai K, 

Kosaka K, Gotoh A, 
Fukuda Y, Nakai Y, 

Uchida T, Sato E and 

Tanemura K 

phosphorylation of 

Tau protein is 
associated with 

deacetylation of 

microtubules in 
mouse spermatogenic 

cells  

(11) - 

2008 

Ishikawa S, Machida R, 

Hiraga K, Hiradate Y, 
Suda Y, Tanemura K 

Hanging drop  

monoculture for 
selection of optimal 

antioxidants during 

in vitro maturation of 
porcine oocytes. 

Reprod 

Domest Anim. 

49 

(2) 

26 

- 
30 

2014 

 


