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研究成果の概要（和文）：

本研究では、電気化学イメージング技術を応用した超高感度細胞呼吸測定システムを開発し、
未成熟卵子から着床胚に至る一連の生殖プロセスにおけるミトコンドリア呼吸機能の解析を試
みた。その結果、単一卵子及び胚の呼吸量を高感度・非侵襲的に測定することができる超高感
度ディスク型マイクロ電極と非侵襲呼吸測定液を開発し、これら要素技術を応用した走査型電
気化学顕微鏡（SECM）システムの開発に成功した。この SECM システムを用いてウシ及び
マウスの単一卵子及び胚の呼吸量を測定した結果、卵子の体外成熟と胚の発生過程における呼
吸量変化が明らかになった。また、この呼吸量変化はミトコンドリアの膜電位活性及び呼吸鎖
複合体（Cox）遺伝子発現などのミトコンドリア呼吸機能と密接に関連していることが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：
Oxygen consumption is a ubiquitous parameter which can provide valuable information 

on metabolic mechanisms, and oocyte and embryo quality. The aim of this study was 1) to 
develop a device to measure cellular respiration of single oocytes and embryos based on 
scanning electrochemical microscopy (SECM) and 2) to assess the mitochondrial 
respiration function, such as oxygen consumption and gene expression of cytochrome c 
oxidase (Cox) in single oocytes and embryos at different developmental stages. We 
succeeded in development of a modified SECM measuring system including Pt-microdisk 
electrodes and respiration assay medium can monitor the oxygen consumption rate of 
single oocytes and embryos. Using this system, we can measure respiration activity by 
single embryos and oocytes of bovine and mice at different developmental stages. 
Development of mitochondrial respiration activity, such as membrane potential of 
mitochondria and gene expression of Cox, corresponds to the increase of oxygen 
consumption rates during the development of embryos.
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１．研究開始当初の背景
ミトコンドリアはエネルギー産生など

種々の生命現象に関わっているが、卵子及
び胚におけるその機能はよく解っていない。
ミトコンドリア呼吸は細胞代謝活動の有効
な指標となることから、精度の高い呼吸計
測技術は細胞の呼吸代謝機能解析やクオリ
ティー評価に有効である。これまでに、蛍
光発色法や酸素センサーを用いた細胞呼吸
測定法が考案されているが、測定感度や侵
襲性などの面で課題があり実用化されてい
ない。研究代表者らは、酸化反応で生じる
酸素消費を高感度・非侵襲的に測定できる
電気化学イメージング技術に着目し、独自
の研究を進めてきた。その結果、マイクロ
電極をプローブとする走査型電気化学顕微
鏡(SECM)を用いた呼吸活性測定技術を開
発するとともに、呼吸計測と生物学的解析
の異分野融合研究により、胚の品質とミト
コンドリア機能が密接に関係していること
を明らかにしてきた。

２．研究の目的
哺乳動物において未成熟卵子から受精を

経て着床までの一連の生殖プロセスにおけ
るミトコンドリアの呼吸機能はほとんど明
らかになっていない。本研究では、電気化
学イメージング技術を応用した高感度単一
細胞（卵子）呼吸解析システムを開発し、
未成熟卵子から着床胚に至る一連の生殖プ
ロセスおけるミトコンドリア呼吸機能の解
析を目的とした。具体的には、(1)走査型電
気化学顕微鏡(SECM)をベースに単一卵子
レベルのミトコンドリア呼吸計測が可能な
超高感度非侵襲細胞呼吸解析システムの開
発と、(2)家畜や実験動物の卵子及び胚を研
究材料に、呼吸計測技術と生物学的解析技
術を駆使し、未成熟卵子から着床胚に至る
一連の生殖プロセスにおけるミトコンドリ
ア呼吸機能変化の解析を目的とした。本研
究では、これまでほとんど明らかになって
いない未成熟卵子のミトコンドリア呼吸機
能や卵子成熟過程における呼吸能変化、受
精や胚発生過程で起こる核ゲノムとミトコ
ンドリアゲノムによる呼吸機能調節など、
哺乳動物の生殖プロセスにおけるミトコン
ドリア呼吸機能の全容解明の基盤構築を目
指した。

３．研究の方法
本研究では、研究期間の前半（平成 21〜22

年度）において、単一卵子呼吸測定システム

を開発するために、(1)超高感度マイクロ電極
と（2）非侵襲呼吸測定液の開発を行った。(1)
では、高感度ディスク型マイクロ電極を安定
的に作製するためにガラスキャピラリー先
端径を特定するとともに、マイクロ電極の
耐久性と熱封止法条件を検討し、単一卵子
の呼吸計測を可能とする高感度ディスク型
マイクロ電極の作製を試みた。(2)では､受精
卵培養液をベースに、マイクロ電極の計測感
度に影響を与えない非侵襲呼吸測定液の製
作を試みた。研究期間の後半（平成 23〜24
年度）では、前半に開発した高感度細胞呼吸
測定システムを用いて、ウシ及びマウスの卵
子と胚の呼吸量を測定し、この測定システム
の有用性を検証した。さらに、ミトコンドリ
ア呼吸機能を解析するために、卵子成熟及び
胚発生過程におけるミトコンドリア膜電位
活性、ATP 含量及び呼吸鎖複合体Ⅳ（シトク
ローム c オキシダーゼ：Cox）遺伝子の発現
を解析した。

４．研究成果
本研究では、電気化学イメージング技術を

応用した超高感度細胞呼吸測定システムを
開発し、未成熟卵子から着床胚に至る一連の
生殖プロセスにおけるミトコンドリア呼吸
機能の解析を行った結果、以下の研究成果が
得られた。

(1) 超高感度マイクロ電極の開発：電解エッ

チング法と熱封止法を改良することで、

先端径5 µmの高感度ディスク型マイク

ロ電極を安定的に作製する技術を確立す

ることができた。

(2) 非侵襲呼吸測定液の開発：マウスやヒト

の胚の培養に用いられるHTF培地を基本

とする呼吸測定液を製作した。(1)で開発

したマイクロ電極と呼吸測定液を用いて

ウシ及びマウス胚の呼吸量を測定した結

果、単一卵子及び胚の呼吸量の測定に成

功した。

(3) 卵子及び胚のミトコンドリア呼吸機能解

析：ウシ及びマウスの卵子・胚の呼吸量

を測定した結果、卵子の体外成熟と胚の

発生過程における呼吸量変化が明らかに

なった。ウシ卵子では､成熟に伴い呼吸量

の増加とミトコンドリアの各周縁部への

移動が観察された。RT-PCRを用いてCox
遺伝子の発現を解析した結果、核ゲノム

とミトコンドリアゲノムそれぞれに由来

するCoxサブユニットのmRNAの検出に

成功した。受精後の胚発生過程において



、呼吸量は胚発生の進行に伴い増加し､

この変化はミトコンドリアの膜電位活性

の上昇、ATP含量及びCox遺伝子の発現

の増加と密接に関連していることが明ら

かになった。
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