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研究成果の概要： 
 本研究では、電気化学的イメージング技術を基盤とする細胞呼吸計測システムを開発し、
これを応用した受精卵品質評価法の開発を目的とした。走査型電気化学顕微鏡をベースに、
非侵襲的・高感度で家畜胚や卵子の呼吸量を測定できる「細胞呼吸計測システム」の開
発に成功した。この計測システムを用い、呼吸活性を指標に品質の高い家畜受精卵
を選別できる新しい評価法を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
 卵子や受精卵の品質（クオリティー）は、
胚の発生率や妊娠率に大きく影響すること
から、受精卵移植の成功率を向上させるため
には厳密な品質評価法の開発が不可欠であ
る。従来、受精卵の品質は形態的特徴を指標
に評価されてきたが、この方法は主観的であ
り受精卵の厳密な品質評価は困難であった。
これまでに研究代表者らは、電子顕微鏡を用
いた詳細な微細形態観察により、胚の品質と
ミトコンドリア呼吸機能が密接に関係して
いることを発見していた。そこで注目したの

が、細胞の呼吸活性を非侵襲的に測定できる
電気化学的計測（イメージング）技術である。 
 電気化学的イメージング法は、生物活動に
よって生じる電気化学的現象をマイクロ電
極によりモニタリングする技術である。これ
までの研究により、酸素の還元電位を検出す
るマイクロ電極をプローブとした走査型電
気化学顕微鏡を用いることで、植物細胞や動
物培養細胞の呼吸活性のイメージングに成
功している。これらの研究から、呼吸活性を
指標に細胞の機能や受精卵の品質を評価す
るという独創的システムを提案している。 
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２．研究の目的 
 本研究では、電気化学的イメージング技術
を応用し、卵子や胚など生殖細胞の機能解析
や品質の評価を目的とした細胞呼吸活性測
定システムの開発を目的とした。具体的には、
ウシなどの家畜を研究材料に、卵子及び胚の
呼吸活性を非侵襲的に計測できる要素技術
を開発し、生殖細胞の呼吸活性を容易に測定
できる装置を開発し、細胞呼吸活性を指標と
する生殖細胞品質評価システムの構築を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロ電極をセンサープローブ
に用いる走査型電気化学顕微鏡(SECM)
を基盤に、家畜受精卵の酸素消費量（呼
吸量）を非侵襲的に計測できる「細胞呼
吸計測装置」の開発を行った。呼吸計測
の要素技術として、マイクロ電極作製技
術と細胞呼吸計測専用の測定液の開発
を行った。また、卵子や受精卵など球状
試料の呼吸計測に特化した多検体測定
プレートと酸素消費量を算出するため
の球面拡散理論式に基づく呼吸解析ア
ルゴリズムの構築を行った。これら要素
技術をシステム化し、卵子や受精卵の呼
吸計測に特化したシステムの開発を行
った。  
(2)(1)で製作した呼吸測定システムを用い
てウシ胚の呼吸量を測定し、呼吸計測システ
ムの性能を評価した。侵襲性の有無を調べる
ために、受精卵培養試験とミトコンドリアの
微細構造観察を行った。 
(3) 「細胞呼吸計測システム」を応用し
た家畜生殖細胞品質評価システムを構築す
るために、呼吸測定したウシ胚の培養試験と
移植試験を実施し、呼吸活性と胚発生能及び
妊娠率の関係を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)細胞呼吸計測システムの開発： 
・ 単一胚の呼吸計測を目的にマイクロ
電極の感度向上を試みた結果、酸素の
還元条件下-0.6V、計測レンジ 1 nA、
電流値-0.2～-1.0 nA の計測感度を有
する白金電極研磨技術を確立した。安
定した呼吸計測を可能とするディス
ク型マイクロ電極の作成に成功した
（図 1）。 

 
 
 
 
 

図１.単一胚の呼吸計測を可能とする超高
感度ディスク型マイクロ電極。 

 
・ 非侵襲呼吸計測を実現するための測
定を検討した。胚培養用の TCM199 培
地と HTF 培地を用いて、マイクロ電極
によるウシ胚の呼吸測定を行った結
果、培養液の種類によりマイクロ電極
の計測感度が異なることが示された。
特に、組成が比較的単純な HTF 培地が
高感度計測に適することが明らかに
なった。 

・ 卵子や受精卵の呼吸計測に特化した
多検体測定プレート（図２）を考案し
た。これは、ポリスチレン製プレート
の底面に逆円錐形のマイクロウェル
が施されており、各ウェルに 1 個の胚
や卵子を導入することで、最大 6 個の
試料の呼吸量を連続して測定するこ
とができる。これにより、測定時間の
大幅な短縮と測定操作の簡便化が可
能となった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図２.連続して最大 6 個の試料の呼吸量
を測定できる多検体測定プレート。 

 
・ 球状試料の酸素消費量を算出すため
に球面拡散理論式に基づく呼吸解析
アルゴリズムを構築した。さらに、多
検体測定プレートにも適用できる呼
吸解析ソフトの開発に成功した（図
３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３.短時間（1分以内）で細胞の呼吸活
性値を算出できる呼吸解析ソフト。 

 
・ 胚や卵子の酸素消費量（呼吸）を安定
して計測できるマイクロ電極、専用計測
液、多検体測定プレート、呼吸解析ソフ
トなどの要素技術と走査型電気化学顕微
鏡を統合した「細胞呼吸計測システム」
を開発した（図４）。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４.走査型電気化学顕微鏡と高感度マ
イクロ電極等の要素技術を集積して開発
した「細胞呼吸計測システム」。 

 
(2)細胞呼吸計測システムの性能評価：「細
胞呼吸計測システム」を用いて、受精直後か
ら胚盤胞に至る発生過程における呼吸量を
測定した。その結果、桑実胚期から胚盤胞期
にかけて顕著な呼吸量の増加が測定された
（図５）。電子顕微鏡を用いて胚の微細構造
を解析した結果、呼吸活性の低い 8細胞期ま
ではほとんどのミトコンドリアは未成熟で
あるが、呼吸活性が上昇する桑実胚期から胚
盤胞期にかけてミトコンドリアの顕著な発
達（クリステの拡張）が認められた（図６）。
呼吸量の増加とミトコンドリアの発達が一
致したことから、呼吸能解析における呼吸計
測システムの有効性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５.「細胞呼吸計測システム」で測定し
たウシ胚の発生過程における呼吸量変化。
桑実胚から胚盤胞期にかけて呼吸量が増
加する。退行胚ではほとんど呼吸量は検
出されない。 

 
 呼吸測定操作によるウシ胚への侵襲性の
有無を調べるために、呼吸測定した胚の追加
培養試験を行った。その結果、呼吸計測した
胚のほとんどは正常に発生したことから、
「細胞呼吸計測システム」による呼吸計測は
非侵襲的であることが示された。 
 
 
 

 
 
 

 
 
図６. ウシ体外受精胚の発生過程におけ
るミトコンドリアの微細構造変化。(a)：
8 細胞期胚、(b)：桑実胚、(c)：胚盤胞。 

 
(3) 受精卵品質評価システムの構築：「細胞
呼吸計測システム」を用いて呼吸測定したウ
シ胚（桑実胚）を追加培養し、移植可能であ
る胚盤胞への発生率を解析した。その結果、
呼吸活性の高い胚は良好な胚盤胞へ発生す
る確率が高いことが判った。さらに、呼吸量
測定後のウシ胚を借腹牛に移植し、胚の呼吸
能と受胎率の関係を調べた結果、基準値以上
の呼吸量（胚盤胞：1.0×1014/mol・sec-1、初
期胚盤胞：0.8×1014/mol・sec-1、桑実胚：0.5
×1014/mol・sec-1）の胚を移植した場合、60％
以上の高い妊娠率が得られた（表１）。一方、
基準値以下の胚の移植ではほとんど受胎例
は認められなかった。このように、呼吸量測
定は胚の品質評価法として有効であり、「細
胞呼吸計測システム」を用いることで効率良
く高品質胚の選択が可能であることが示さ
れた。 
 
表１. ウシ胚の酸素消費量（呼吸量：×

1014/mol・s-1）と妊娠率の関係 

移植時発生

ステージ 

呼吸量 受胎胚数/移植胚数

（妊娠率％） 

胚盤胞 

初期胚盤胞

桑実胚 

 

F ≥ 1.0 

F < 1.0 

F ≥ 0.8 

F < 0.8 

F ≥ 0.5 

F < 0.5 

21/36（58.3） 

 0/ 6  （0） 

16/25（64.0） 

 0/ 6  （0） 

17/28（60.7） 

 1/12 （8.3） 
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