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研究成果の概要（和文）：ヒト未成熟卵に対する体外成熟培養後に得られた成熟卵においては、その後単為発生
刺激プロセスにおいて前核が発現してから消失するまでの持続時間に着床前胚発育と関連した特徴が認められる
ことが初めて明らかになった。一般的な不妊治療における顕微授精後の前核の発現および消失のタイミングと異
なっており、体外成熟培養過程における第1極体発現のタイミングや、第1極体発現から単為発生刺激までに要し
た時間との関連も示唆された。
ヒト配偶子・胚において、体外成熟培養、単為発生における着床前胚発育まで連続して動的挙動を解析した報告
はこれまでなく、ヒト胚における加齢性変化を検討する際に有益な成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：For the first time, it has been clarified that in mature oocytes obtained 
after in vitro maturation culture of human immature oocytes, there are features associated with 
pre-implantation embryonic development in the duration from the appearance to the disappearance of 
the pronucleus in the subsequent parthenogenetic stimulation process. This is different from the 
timing of the appearance and disappearance of the pronucleus after ICSI in general infertility 
treatment, and it also suggested a connection with the timing of the first polar body expression 
during the in vitro maturation process, and the time required from the first polar body expression 
to parthenogenetic stimulation.

There have been no reports to date that continuously analyze the dynamic behavior from in vitro 
maturation to pre-implantation embryonic development in parthenogenesis in human gametes and 
embryos. The results obtained are beneficial for examining age-related changes in human embryos.

研究分野： 生殖医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト個体加齢による卵子老化において、染色体分配異常の増加は不妊治療における成績低下の大きな理由であ
る。一方で妊孕性温存における卵子凍結は近年需要が増す中、個体加齢に加えたin vitro agingの影響に関して
は検討が不十分であった。
第1極体放出という核成熟と、細胞質成熟の時間的乖離が、単為発生後の前核の挙動にどう影響するかを検討
し、胚発育との関連を評価した初めての研究であり、今後の卵子老化研究の一助となる。

※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 
 

ヒト卵子、ヒト胚を用いた研究は、研究マテリアル確保のハードルから、国内外におい
て、その実施が限られている。その中で、ヒト未成熟卵子に対する体外成熟培養 (in vitro 
maturation, IVM) は多嚢胞性卵巣症候群に対する臨床的使用のほかは、その意義が未だ確立し
ておらず、また、タイムラプスモニタリングを用いた動的挙動解析についても国内外で報告が極
めて限られているのが現状である。しかし、卵巣組織凍結において、卵子凍結も併用する
combined procedure は近年報告が増加しており、ovarian tissue oocyte in vitro maturation 
(OTO-IVM)として実施され、IVM の有用性は増している。しかし、不妊症における実地臨床で
多用されているタイムラプスモニタリングは、ヒト未成熟卵子を用いた IVM や、妊孕性温存時
の OTO-IVM の際には使用報告が乏しく、IVM 過程における動的挙動解析報告は極めて限られ
ていた。 

ヒト卵子、ヒト胚において、ヒト個体の加齢性変化は卵子凍結として不妊治療成績の
低下に直結する大きな課題である。しかし、研究目的にヒト胚を作成するハードルは高く、国内
外においてヒト胚を用いた動的挙動解析は、不妊症臨床における非侵襲的な解析に限られてい
る。研究マテリアルを通して、第 1 減数分裂、第 2 減数分裂における染色体分配異常など、卵成
熟過程のエラーについて検討は行われ、コヒーシンタンパクの発現などとの関連が報告されて
いる。このようなヒト個体加齢性変化は重要であるが、同時に排卵後加齢や、IVM および培養
過程における in vitro aging も着床前胚発生、異数性発生に関連を用いる要因であると考えられ
るが、ヒト配偶子・胚において、IVM から着床前胚発育における一連の動的挙動解析はこれま
で施行されてこなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題ではヒト配偶子としてヒト卵子を用いて、未成熟卵子から成熟胚に至る過
程における第 1 極体放出のタイミングおよび、ヒト胚のモデルとして単為発生胚を用いて前核
発現から消失までの持続時間を duration of pronucleus presence (DPP)として、それぞれの動
的挙動の関連および、着床前発育との関連を検討し、胚発育に影響を与える因子を抽出すること
を目的とした。これらの知見は不妊治療の臨床における IVM 由来配偶子の質評価につながるほ
か、妊孕性温存時の OTO-IVM などの際における培養室業務管理(laboratory management)にも
新たな知見を与え得ると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 
 研究マテリアルとしては、8 例の子宮体癌手術症例における非刺激下摘出卵巣から回収
した 63 個の未成熟卵子を用いた。63 個の卵子から変性した 5 個の卵子を除外し、計 58 個の卵
子に対して IVM を実施した。IVM により第 1極体を放出した卵子は成熟卵子として、その割合を
maturation rate として検討した。IVM 過程はタイムラプスモニタリングを用いて観察し、IVM
開始から第 1 極体放出のタイミングを記録し、24 時間以内に放出した早期群(early 群)と、24
時間以降の後期群(late 群)に分けて検討した。 
 成熟卵子に対してはカルシウムイオノファおよび6-DMAPを用いて単為発生刺激を行っ
た。単為発生刺激後は 120 時間タイムラプスモニタリング下に培養を継続し、前核発現から消失
までの持続時間を DPP として記録し、着床前胚発育との関連を検討した。着床前胚発育について
は、2細胞以上、8細胞以上、morula 以上に分類して検討を行った。 
 単為発生由来胚については、培養後に蛍光免疫染色を行い、微小管、染色体、Oct-4、
Cdx2 をそれぞれ染色し発現を確認した。 
 IVM 後の単為発生胚と比較するため、不妊治療臨床において ICSI を実施し、その後の
胚発育をタイムラプスで観察した 65名のデータを用いた。 
 
 
４．研究成果 
 IVMによるmaturation rateは 55.2%(32/58)であり、32個の成熟卵子の内17個(53.1%)
は 24 時間以内、15 個(46.9%)は 24 時間以降に第 1極体を放出した。 
 32 個の成熟卵子に対して単為発生刺激が行われ、15個は２細胞以上への卵割を認めた
が前核が確認できなかった。5個の卵子は卵割を認めなかった。２細胞以上へ卵割を認めた単為
発生由来胚の DPP は 14.7±7.4 時間であった。着床前胚発育が７細胞以下であった単為発生由
来胚の DPP は 13.6±5.9 時間、8細胞以上の胚は 17.3±5.9 時間であった。卵割を認めなかった



5 つの胚の DPP は 20.7±7.6 時間であった。IVM における early 群は 14.4±6.5 時間、late 群は
15.1±8.2 時間で有意差を認めなかった。 
 単為発生刺激により８細胞以上に卵割を認めた 4つの胚において、early 群は 0%、late
群は 40%(4/10)であり、有意に late 群で高い結果であった(p<0.025)。 
 ICSI によって 2 細胞以上に卵割を認めた胚において、DPP は 19.6±5.9 時間であり、
単為発生由来胚と比較して有意に延長を認めた(p<0.018)。着床前胚発育が７細胞以下であった
胚は DPP が 23.6±7.6 時間であり、単為発生胚の７細胞以下より有意に延長を認めていた
(p<0.001)。また、ICSI により 8細胞以上に発育した胚の DPP は 7細胞以下より有意に短縮して
いた(p<0.001)。 
 胚発育は、DPP が短すぎるか長すぎると負の影響を受けることが明らかになった。単為
発生活性化において DPP が短い場合、胚の発育は進まないことから、DPP は第一極体の放出のタ
イミングと同様に、単為発生活性化の結果を決定する重要な要素であることが示された。 
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