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研究成果の概要（和文）：哺乳類精子および受精卵の機械的刺激感知機構、細胞分裂阻害・促進機構を解明するために
、卵管内の機械的刺激を制御可能なマイクロ流体デバイスを作製し、流路内生殖細胞の顕微観察を行った。ヒト精子に
おいては固定された精子頭部の細胞内カルシウム濃度上昇が見られた。また、精子の運動方向はせん断応力分布に影響
を受けることが判明した。マウス受精卵については胚発育におけるせん断応力に対する閾値の存在を見出した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate sensing mechanisms to mechanical stimuli in mammalian sperm and embry
o, our group developed microfluidic devices to mimic mechanical stimuli in the oviduct and exhibited micro
scopic observation of human sperm and mouse embryos which were mechanically stimulated. Intracellular calc
ium concentration in the fixed sperm head increased after applying fluid shear stress of 10 dyn/cm2. Furth
ermore, direction of the motile sperms is strongly affected by the shear stress distribution in the microf
luids. We have found thresholds toward detrimental shear stress to mouse embryo for pre-implantation embry
onic development.
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の精子・卵子は卵管の蠕動による機

械的刺激に常にさらされている。特に卵管狭

部の内径は 0.1 mm 程度であり、受精卵とほ

ぼ同じである。また、蠕動運動に伴う卵管液

移動によるシェアストレス(SS)も精子選別と

受精卵発育に関わっている可能性がある。そ

の機械的刺激(MS)感知機構、細胞内シグナル

伝達機構、細胞分裂阻害・促進機構を解明す

るために、卵管内の機械的刺激および化学物

質刺激を定量的に制御できる（マイクロ）デ

バイスを作製し、その機構について細胞内分

子レベルでの理解を試みる。 

(1) 精子を用いた研究：卵管内精子移動に

際し SS が重要であることを機械受容チャネ

ルなどが関わる細胞内カルシウム濃度

（[Ca2+]i）変化および精子運動性変化で示す

ことを目標とする。 

(2) マウス受精卵を用いた研究：受精卵培

養においては、シェアストレス(SS)負荷群で

はアポトーシスの割合が低下していると推

測され、機械的刺激負荷時における（体外）

胚発育機構を解明する。SS を含む MS 負荷培

養可能なシステムを構築し、その胚発育成績

による有効性検証およびシグナル伝達機構

の解明を目指す。 

 

２．研究の目的 

(1) 精子の機械的刺激感知機構およびその生

殖生理的意義について研究する。この目的の

ため２つのアプローチで研究を進めた。①精

子をマイクロ流路内に固定して流体速度を

変化させて SS を負荷した際の[Ca2+]i 変化を

計測可能な実験系を構築した。また、阻害剤

によって機械受容チャネルの活性を変化さ

せた際の流体中精子の運動性を評価した。②

精子が卵管内を遡上するためには、温度、化

学走査性以外の因子があると考えられる。マ

イクロ流路内の運動精子は流れに遡上する

現象が時々観察される。その現象がどのよう

な場合に起こるのか、断面構造の異なる種々

のマイクロ流路(流路 A: 幅 3mm×高さ 3mm、

流路 B: 幅 0.17mm×高さ 3mm)を作製して評

価した。また、①のアプローチで進めている

ような細胞内シグナリングの影響があるか

否かについても議論する。 

 

(2) 受精卵の機械的刺激によるアポトーシス

抑制機構、受精卵内の機械的刺激受容メカニ

ズム解明を目指す。また、SS だけではなく、

圧縮などの他の機械的刺激が負荷された際

の胚培養成績よりその胚発育機構について

議論する。最終的には、機械受容とその細胞

発育・発育阻害についてシステムとしての理

解を目指す。 

 上記目的に対して、各種培養システムを用

いて研究を進めた。この研究を開始するまで

には、Tilting Embryo Culture System (TECS) 

を用いた場合、２細胞期で融解したマウス受

精卵の胚盤胞到達率が有意に上昇したこと

を報告した。我々は受精卵発育を阻害する SS

値があると仮定し、①Mechanical Vibration 

System (MVS) を用いた際の胚移動と発育に

ついて同じ融解したマウス受精卵を用いて

評価した。次に、受精卵を固定した際の[Ca2+]i

を計測するために、②Fluid Shear Applying 

Embryo Culture System (FSAECS)を自作し、オ

ーダーの異なるFSSを負荷した際のマウス受

精卵の[Ca2+]i変化を計測した。SS 以外の MS

を負荷でき、かつ[Ca2+]i 変化計測が可能な培

養系③ Pneumatic Actuation Embryo Culture 

System (PAECS)を構築した。本研究全体の概

念図を図１に示す。 

 



 

 

 
図１：本研究内容の概要 A: 卵管内の生殖細胞 B: 本

研究の手法 

 
３．研究の方法 
(1) ① 底 面 が ガ ラ ス で あ り 、

Poly(dimethylsiloxiane) (PDMS)製のマイクロ

流路の底面にヒト精子（ボランティアより提

供）を poly-L-lysine を底面に塗布して固定し、

[Ca2+]i指示薬である Fluo-4 AM を添加してヒ

ト精子を染色し精子運動と蛍光強度を同時

に、共焦点蛍光顕微鏡を用いて評価した。ま

た、Ca2+イオンチャネル阻害剤等添加の影響

は運動精子を固定しないで評価した。 

 

②正方形断面を持つ流路Aと長方形断面を持

つ流路Bを用いて、流体方向と精子頭部方向の

なす角度から遡上運動精子の評価を行った。

流路Aでは中央と下から1/4の位置で顕微観察

を行った。流路Ａでは正立明視野顕微鏡を、

流路Ｂでは倒立共焦点蛍光顕微鏡を用いて観

察した。また、流路B内精子の観察位置は底面

から約0.1 mm程度の場所であった。それらの

位置におけるチャネル幅方向の最大SSはそれ

ぞれ、0.003 (流路A中央)、0.05 (流路A壁側か

ら1/4)、0.8 (流路B) dyn/mm2であった。 (1)に

ついて用いた実験系を図２に示す。 

 
図２：精子運動に関する研究で用いた実験系 

 

(2) ①２種類の超音波照射条件が異なる

MVS-1とMVS-2を用いて受精卵移動観察と受

精卵培養を行った(図３参照)。MVS動作条件

は、MVS-1では、周波数 74 Hz 振動時間 5 秒

間 振動間隔15 分、MVS-2は、周波数 31Hz 振

動時間 5 秒間 振動間隔60 分であった。受精

卵移動観察から胚移動速度とSSを概算した。

融解したマウス受精卵を２群に分けて、胚盤

胞までの胚培養成績を比較した。 

 

②顕微授精用市販の保持ピペットをPDMS流

路内に組み込んで、胚を流路内に固定可能な

マイクロ流体システムFSAECSを作製した(図

３)。その保持ピペット内を陰圧にすることに

より流路内に桑実胚または胚盤胞を固定した。

流路入口にシリンジポンプを接続し培地流量

20、200 L/minの定常流によるSS(それぞれ

13.3, 133.3 dyn/mm2)を負荷した。マウス受精

卵（桑実胚・胚盤胞）内の[Ca2+]i変化は共焦点

蛍光顕微鏡を用いて観察し、各画像の時間分

解能は14秒で撮影した。 

 

③卵管蠕動の受精卵培養における生理的な役

割を理解することを目的として、この蠕動を



 

 

模したマイクロ流体システムを構築した。底

面にガラスを貼ったPDMS製のマイクロ流路

を作製した。電動アクチュエータに接続した

シリンジを移動させ、その空気圧変化により

厚さ0.1 mmのPDMS膜を上下させることによ

って、マイクロ流路内に流れを発生させた。

流路内流速および受精卵に負荷されるせん断

応力を変化可能なシステムである。このシス

テムを用いた受精卵培養については二細胞期

で凍結された受精卵を融解して、胚盤胞まで

培養した。また、[Ca2+]iの計測には、Fluo-4 AM

を融解したマウス胚盤胞に添加し、マイクロ

流路内に導入した。流路内で「圧縮」に伴う

MSを負荷した状態の胚盤胞について共焦点

蛍光顕微鏡観察を行った。用いたこれらの受

精卵システム(2)の概要を図３に示す。 

図３：受精卵培養システム 

 
４．研究成果 
(1)①流速変化が無い場合は、頭部の[Ca2+]iの

変化は見られなかったが、頭部振幅が大きい

時は[Ca2+]iが増加した。また、精子を固定して

流速を変化させた場合、静止流体中では鞭毛

のみが動く状態あったが、流体の流速が1 

mm/s (SS = 1000 dyn/mm2)の場合は、精子頭部

が上流を向き鞭毛振動が激しくなる現象が観

察された。また、流速の上昇に伴いわずかな

[Ca2+]i上昇が観測された。その際、頭部振幅、

鞭毛振動速度、鞭毛移動距離が上昇した。精

子近傍の流速が著しく大きくなった際に精子

頭部が伸展されCa2+イオンがそのシグナルに

なっていると推測される。 

阻害剤を添加した際の変化観察については、

べパラミル等、膜電位依存性Ca2+イオンチャ

ネル阻害剤を添加しても変化は無かった。ま

た、メカノセンサー阻害剤であるルテニウム

レッドやGdCl3を培養液内に添加した際の変

化も観察されなかった。実験系の再構築が必

要と思われる。 

 

②流路Aを用いた際には遡上する精子割合は

有意に上昇しなかったが、流路Bを用いた場合

には有意に上昇した。これは、全長50 mの運

動精子に流体から負荷されるSSが精子の位置

によって違いがあり、その影響が流路AとBを

用いた際の結果の違いに反映されたものと考

えられる。 

 

まとめ(1)：固定された精子と運動精子に負荷

されるSS値が著しく異なるために、固定され

た精子における細胞内シグナリングが働く。

一方、流路内の運動精子に負荷されるSS値は

固定された際の値と比較して1/1000以下と小

さいために、細胞内のSS応答に関する分子メ

カニズムは働かないものと想定される。精子

の遡上性においては、流体内のSSによって精

子運動が摂動を受けて、精子内にSSに由来す

る回転モーメントが働くことが大事ではない

かと考えている。しかし、運動精子は卵管内

の繊毛に吸着することが知られており、蠕動

運動に伴い、卵管内の流速が著しく上昇する

ことも想定され、その際には精子運動が加速

する可能性がある。 

 



 

 

(2)①MVSを使用した際の受精卵移動速度お

よびSSは MVS-1: 11.4 mm/min ,5.7 dyn/mm2、

MVS-2: 174.1 mm/min, 87.1 dyn/mm2と計算さ

れた。MVS-2を使用した区において、培養２

日目の胚発育は有意に低下した。一方、培養3

日目の胚では両装置の胚盤胞到達率や胚盤胞

内細胞数間に有意差は無かった。ブタ・ヒト

受精卵を用いた際には、MVSを用いた際には

有意に胚盤胞到達率は上昇した。この相違は

マウス胚では透明帯の厚みがブタ・ヒト胚よ

り薄いため物理・化学的刺激に対しより感受

性が高いためと考えらえる。これらの結果よ

り、良好胚盤胞を得るためには、各生物種に

応じた胚発育段階への適度なMS負荷環境が

求められる。 

 

②FSAECS を用いたSS負荷時の胚体積変化

は桑実胚と胚盤胞で共に認められたが、桑実

胚は特に細胞が透明体に圧縮されるような状

態にまで細胞体積が増加した。SS負荷時にお

いて、桑実胚では蛍光強度が上昇した細胞と

体積増加に伴う蛍光強度が低下した細胞が観

察された。桑実胚の体積変化はアポトーシス

を誘発する原因の一つと推察される。一方、

胚盤胞では全体的に若干の[Ca2+]i上昇が観察

された。この実験結果は以下の実験③でも観

察された。この上昇が次の分子イベントのト

リガーになっている可能性がある。 

 

③凍結二細胞期から胚盤胞へ発育した受精卵

の割合を、当システムを駆動して流路内の培

地を動かした際(dynamic)と静置培養時(static)

とで比較した。マウス受精卵の最大移動速度

が0.2 mm/sとなる条件において、胚盤胞到達

率は駆動した培養区で有意に上昇した

(dynamic, 74% (n = 126); static, 62% (n = 118); P 

< 0.05)。この結果から、卵管蠕動には受精卵

発育を促進させる効果があると考えられる。 

アクチュエータ駆動時の[Ca2+]i変化とその

受精卵形状の変化について評価が可能であっ

た。「圧縮」時の歪は約20%程度であり、応力

―歪関係は25%程度までは線形に近似できる

ことから、圧縮に伴う力は0.5-2.0 Nと見積も

られ、受精卵内の[Ca2+]iは蛍光強度で10% 程

度増加した。従って、「圧縮」が起こる際に受

精卵内細胞の[Ca2+]i変化が観察された。 

 

まとめ(2)：これら①―③の結果から、マウス

受精卵におけるMS負荷に伴う応答について

以下に議論する。流体または受精卵移動に伴

うSSおよび蠕動運動に伴う圧縮を受けた際の

受精卵について、マイクロ流路を用いた蛍光

強度変化観察が可能となった。しかし、受精

卵発育は数日間に及ぶために、今後は数日間

定量的に評価できるシステムの構築が必要と

なる。受精卵のステージで受精卵のMSに対す

る応答性が異なる可能性があり、培養時にお

けるMSと分子動態の同時観察を計画してい

る。 
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