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研究成果の概要（和文）：本研究では、受精卵から胚になるまでの成長を非侵襲かつ高精度に定量評価するため
の、受精卵を固定できるリング型センサを作製して、受精卵の質量と排出されるイオン検出による呼吸活性のマ
ルチモニタリングの実現を目的とした。重ねフォトリソグラフィによるリング型センサの作製、センサ変位と表
面電位の同時検出システムの構築を行い、マウス受精卵の質量と呼吸活性の同時測定を実施した。また、沈降測
定法によるマウス受精卵質量測定も実施して、未受精卵467 ngから拡張胚盤胞784 ngまでの質量変化が測定でき
た。

研究成果の概要（英文）：In this research, to evaluate the growth of fertilized egg from 
fertilization to embryo stage with a non-invasive and highly quantitative accuracy, a novel 
ring-shaped sensor was developed that can fix a fertilized egg, measuring the mass change and the 
ions released from the fertilized egg during the growth activity. The ring-shaped sensor was 
fabricated by overlay photolithography processes and the measurement system for detecting 
displacement and the surface potential of the ring-sensor simultaneously was developed. And then, 
the measurement of the mass change and respiratory activity of mouse fertilized eggs were performed.
 In addition, to verify the measured results of the ring-sensor, a sedimentation measurement method 
was employed for measuring the mass of mouse fertilized eggs, and as a result, the mass of 
unfertilized eggs with growth to the expanded blast stage was measured which was changed from 467 ng
 to 784 ng.

研究分野： ナノスケール計測加工
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本の年間出生数は1973年以降減少の一途をたどり、昨年の2021年は約81万人まで減少している。一方、35歳以
上の高齢出産の割合が増加して、不妊症治療の利用件数も年々増加している。不妊症治療では体外受精-胚移植
を実施する際の良好胚選択が着床および出産成功のための重要な要因となっている。しかし、現在のヒト胚の品
質評価は、医師および胚培養士による形態評価が一般的なため、体外受精後の出産率は15～20%と低確率であ
る。良好胚選別のための定量的評価法は2件しか報告がないため、本研究で受精卵質量と呼吸活性の同時測定の
可能性が見出せたことは、新規定量評価法の開発に繋がる成果と考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本の年間出生数は 209 万人が誕生した 1973 年以降減少の一途をたどり、昨年は少し増加し

たものの約 108 万人（申請時の 2017 年時点の統計データ。2021 年は約 81 万人まで減少）に留
まっている。厚生労働省の統計によると、2005 年から 2015 年の 10 年間で母親の出産年齢は 29
歳以下の割合が減少して、35 歳以上の高齢出産の割合が約 2 倍に増加した。それに伴い、不妊
症治療における生殖補助医療技術（Assisted Reproductive Technology; ART）の利用件数が年々
増加している。ART では体外受精-胚移植を実施する際の良好胚選択が着床および出産成功のた
めの重要な要因となっている。しかし、現在のヒト胚の品質評価は、医師および胚培養士による
形態評価が一般的なため、体外受精後の出産率は 15～20%と低確率である。良好胚選別のための
定量的評価法は 2 件 1,2)しか報告がないため、体外受精卵からヒト胚になるまでの成長を非侵襲
かつ高精度に定量評価する新規計測法の開発が研究課題の核心であり、日本社会にとって急務
の課題である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、受精卵から胚になるまでの成長を非侵襲かつ高精度に定量評価するための、受精
卵を固定できるリング型センサを作製して、変位および共振周波数検出による受精卵の質量モ
ニタリングシステムを研究開発する。また、リング型センサは受精卵の外周に配置されることか
ら、その内部に半導体センサを埋め込むことで受精卵から排出されるイオン濃度を同時検出し
て、質量変化と呼吸活性のマルチモニタリングの実現を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 受精卵の質量と呼吸活性のマルチモニタリングを可能にするために、まずリング型センサを
作製してから、それを用いて質量およびイオン濃度を測定するための測定システムを研究開発
した。そして、開発したシステムを用いて溶液中でのセンサ動作確認を行った後に、受精卵を搭
載して質量およびイオン濃度の同時測定を目指した。さらに、受精卵の成長段階ごとの質量確認
を目的とした沈降測定法の開発と測定も実施した。これらを達成する方法として、以下の内容に
ついて研究を推進した。 
(1) リング型マルチセンサの形状設計とプロセス設計 
(2) 重ねフォトリソグラフィによるリング型マルチセンサの作製 
(3) センサ変位検出法の開発とポリスチレンビーズ質量測定 
(4) リング型センサによるウニ受精卵呼吸活性測定 
(5) 沈降測定法の開発とマウス受精卵質量測定 
(6) リング型マルチセンサを用いた受精卵の質量と呼吸活性の同時計測 

 
４．研究成果 
(1) リング型マルチセンサの形状設計とプロセ

ス設計 
 リング型マルチセンサは、図 1 に示すように
Silicon on insulator（SOI）基板のデバイス層
に内径 90μm のドーナツ状のリングを形成し、4
方向からの梁および片持ち梁で支持するリング
型センサを基本形状とした。リングの内周表面に
P ドーピングによる n 型半導体センサを形成し
て、対向する電極に配線した。もう一方の対向す
る梁にはピエゾ抵抗を埋め込み、受精卵搭載時の
リングの変位で生じる抵抗変化をブリッジ回路、
増幅回路、フィルタで構成する検出回路で測定し
た。梁の接合部にひずみが集中して曲がりやすく
するため、スリットを入れるネッキングを施し
た。図 2 に示すように、この梁 1本の長さ Lとネ
ッキング部の幅 Wをパラメータとして、リング型
センサの共振周波数および受精卵（直径 100 µm，
質量 400 ng）が搭載された場合に想定される垂直
方向の応力 3.9 nN を印加した場合の垂直方向の
変 位 を 有 限 要 素 解 析 ソ フ ト （ COMSOL 
Multiphysics）を用いてシミュレーションした。
センサ変位のシミュレーション結果の一例
（L=150 µm，W=8 µm）を図 3に示す。受精卵に相
当する荷重がリング部にかかると垂直下向きに

 
図 1 リング型マルチセンサの模式図 

図 2 リング型センサの設計例 



変位することがわかる。図 4は L（100～500 µm）
と W（8, 12 µm）を変化させた場合の共振周波数
と変位のシミュレーション結果である。L の増加
に伴って共振周波数は減少し、変位量は増加する
傾向がみられる。W が増加すると共振周波数は増
加し、変位量は減少する傾向が見られるが、その
変化はそれほど大きくないことがわかる。リング
型センサを振動させて周波数変化から質量測定
する場合には、共振周波数が高い方が高感度化さ
れ、振動させずに変位量を測定する場合には、変
位が大きい方が高感度化されると予想した。そこ
で、L=100～500 µm、W=8, 12 µm をパラメータと
して 4方向梁 16種類を作製することとした。  
 
(2) 重ねフォトリソグラフィによるリング型マ

ルチセンサの作製 
 リング型センサは p 型の SOI 基板に対して、
(1)絶縁層形成、(2)リングセンサ形成とドープ部
表面絶縁層エッチング、(3) P ドーピング、(4)電
極形成、(5)絶縁保護層（SU-8）形成、(6)裏面深
堀エッチングおよび犠牲層エッチングの作業工
程による多重の重ねフォトリソグラフィで作製
した。必要となる 5層分のフォトマスクは、東京
大学の共同利用設備の電子線描画装置（F5112，
ADVANTEST）で作製した。位置合わせ精度<2 µm を
目標に作業を進めたが、センサ完成までに裏面ア
ライメントを含む5回の重ねフォトリソグラフィ
が必要なため、位置ずれ許容範囲を修正したフォ
トマスクを複数回作製し直した。また、各工程で
は電気炉、反応性イオンエッチング装置（RIE）、
高周波スパッタチング装置などの各種パラメー
タを調整して、加工条件を最適化しながら作業し
たので、多大な時間と労力を要した。 
 図5に作製したリング型センサ基板の外観を示
す。20 mm 角の SOI 基板上に 4×4 に配置された
センサが形成されていて、各センサの暗くなって
いる四角形の部分にリングセンサがある。そし
て、各センサの四方に向けて Ti による配線が施
されているのが確認できる。図 6 は L=200 µm，
W=12 µm のリング型センサのリング部を拡大した
顕微鏡像である。中央に四方から梁で支持されて
いるリングがあり、リング内側と梁の周囲は同じ
色に見えることから、エッチングで抜けている
（穴が開いている）ことがわかる。それ以外の部
分には Si3N4 が薄く成膜されているが、暗く見え
ている部分は Si、明るい黄色く見える部分は Ti
配線である。リング表面は Si と異なって白く見
えているが、これは Pドーピングによって半導体
センサが形成されたことを示唆している。この半
導体センサに対して上下方向の梁を通して配線
が施されていて、横方向の梁の根元にはネッキン
グ部分にPドーピングによるピエゾ抵抗が形成さ
れて横方向に配線されていることが確認できる。
他のセンサについても、同様に顕微鏡観察して設
計通りの形状に加工できていることを確認した。 
 
(3) センサ変位検出法の開発とポリスチレンビーズ質量測定 
 リング型センサに試料を搭載した際のリング部の垂直方向の変位を測定するため、図 7 に示
す交流ブリッジ回路を用いた変位測定システムを作製した。リングを指示する梁の根元に埋設
されたピエゾ抵抗とセンサの非可動部に埋設された温度補償用の抵抗および外部に置いた抵抗
を接続してブリッジ回路を構成し、交流信号を印加して対角からの出力信号をひずみ測定器で
増幅とフィルタリングしてからデータ集録システムを通して PCへ入力した。PC上では、計測制

 
図 3 リング型センサのシミュレーショ

ン結果例 

 

図 4 リング型センサの共振周波数と垂
直方向変位の梁長さ依存性計算結果 

 
図 5 リング型センサ基板の外観 

 

図 6 リング型センサの一例 
（L=200 µm，W=12 µm） 



御ソフトウェアのLabVIEWを用いて出力信号の周
波数、位相を測定すると共に、入力信号を参照し
て 2位相ロックインアンプの信号処理を行って、
振幅を測定した。ここで測定される振幅変化量は
リングの変位量に比例し、変位量とリングに搭載
した試料の質量は比例することから、振幅を測定
することで搭載した試料の質量が測定できるよ
うになった。 
 リング型センサ（L=500 µm，W=12 µm）にポリ
スチレンビーズ（PSB, 質量約 440 ng）1 つを搭
載した時の振幅測定結果を図 8に示す。搭載前後
で 30 mV の振幅増加が測定され、検出感度は 14.7 
ng/mV と求まった。 
 
(4) リング型センサによるウニ受精卵呼吸活性

測定 
 リング内周表面に形成された半導体センサに
は、図 9 に示すようにソースメータを接続し、溶
液中に設置した塩化銀の参照電極を基準として、
センサ表面の電位を測定した。人工海水中でセン
サリング部にウニ卵子を搭載した後に受精させ、
32 細胞になるまでの表面電位を測定したところ、
図 10 の結果が得られた。挿入図は測定中の受精
卵の光学顕微鏡像で、時間経過に伴って細胞分裂
が進んだことが確認できる。表面電位は海水の動
きなどの外乱による変動は見られるが、受精後か
ら成長に伴って上昇して、32 細胞期までに約 17 
mVの上昇が得られた。事前に測定したセンサのpH
感度 23.5 mV/pH から、呼吸活性による pH変化は
約 pH0.7 と見積もられた。これは坂田らがバイオ
トランジスタを用いて測定した先行研究 2)と類似
しており、受精卵の呼吸活性が測定できたものと
考えている。 
  
(5) 沈降測定法の開発とマウス受精卵質量測定 
 受精卵の質量を測定した報告がないことから、
沈降測定法による測定システムを開発した。図 11
のように垂直に立てた内径 6 mm のガラス管内に
培養溶液（D-PBS+5%CS）を満たし、測定物を含む
溶液を管上部から滴下して終端速度に達した状
態を管側に 90°に配置した 2 台の CCD カメラで
録画した。管の内壁近くは沈降速度が遅いため、
2 台の画像を比較して管の中央を通過した測定物
の沈降速度を測定し、次のストークスの式から密
度を算出した。 

f2
p

s
p

18  
gD

v
    (1) 

ここでpは測定物の密度、vs は沈降速度、は溶
液の粘度、D pは測定物の直径、g は重力加速度、
fは溶液の密度である。 
このシステムを用いて、マウス受精卵の未受精

卵から拡張胚盤胞（expanded-blast）までの測定
を行った。沈降測定させる前に、光学顕微鏡を用
いて受精卵の直径を測定して、各成長段階の平均
直径を求めた。平均直径は未受精卵が 95.5 
µm(σ=4.1)、拡張胚盤胞が 113.6 µm(σ=7.3)であ
った。次に、各成長段階の受精卵を 1個ずつ沈降
させて各 10 個以上の沈降速度を測定した。図 12
は測定結果の一例で、2細胞期（2cell）の受精卵
の沈降測定動画を 10 秒間隔でスナップショット
して合成した画像である。左右の画像が 2台のカ
メラで撮影した画像で、赤丸内に受精卵が写って

 

図 7 変位測定システム模式図 

 

図 8 PSB 搭載時の振幅測定結果 

 
図 9 表面電位測定システム模式図 

 

図 10 ウニ受精卵搭載表面電位測定結果 

 
図 11 2 方向観察沈降測定システム概略 



いて、ガラス管の中央部分を沈降している 1つの
受精卵を撮影できている。この画像から沈降速度
を計算して平均した 2cell の沈降速度は 108.3 
µm/s であった。この平均沈降速度、事前にピクノ
メータを用いて測定した溶液密度、ウベローデ型
毛細管粘度計を用いて測定した粘度を(1)式に代
入して密度を計算した。その結果、受精後から胚
盤胞（blast）まで密度が増加する傾向が見られ
た。そして、質量を求めたところ、未受精卵の 467 
ng から blast の 519 ng まで緩やかに増加して、
その後拡張胚盤胞（expanded-blast）の 784 ng ま
で急激に増加することがわかった。blast 以降に
質量は大きく増加していることから、培養液から
栄養を吸収しながら継続的に成長していること
を示唆していると考える。 
 
(6) リング型マルチセンサを用いた受精卵の質

量と呼吸活性の同時計測 
(3)でデータ集録システムと LabVIEW ソフトを

用いて構築した変位測定システムと、(4)でソー
スメータを用いて構築した表面電位測定システ
ムを組み合わせて同時測定システムを開発した。
培養溶液中にリング型センサ（L=500 µm，W=12 µm）
を設置して、マウス受精卵をリング部に搭載して
質量と呼吸活性を同時測定した。最初に 1cell の
受精卵を搭載したところ、質量測定では、図 13 の
ようにセンサの出力は約 0.15 mV であった。ま
た、2cell 受精卵を搭載したところ、出力は約 0.5 
mV が得られた。いずれもノイズが大きく、センサ
の変位出力と搭載質量の対応が未校正のため質
量は見積もれていないが、受精卵成長に伴う質量
増加傾向は得られた。 
同時に表面電位測定では、図 14 のように 1cell

受精卵をセンサに搭載後、約 13 分間で 10 mV の
電位上昇が得られた。事前に pH 標準液を用いて
測定した pH 感度 13.5 mV/pH から、呼吸活性に伴
う pH 変化は約 0.7 pH と見積もることができた。
13 分間では 2cell への細胞分裂に至らず 1cell
のままであり、成長は僅かであったので、得られ
たpH変化量は実際よりも大きいように思われる。 
以上の結果から育成期間中の連続測定には至

らなかったが、マウス受精卵の質量と呼吸活性の
同時測定の可能性は確認できた。今後も研究を継
続して、再現性を確認しながら同時連続測定を目
指す予定である。 
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図 12 マウス受精卵（2cell）の沈降動
画の 10秒間隔スナップショット画像 

 
図 13 リング型センサを用いたマウス受
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