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研究成果の概要（和文）：本研究では、電気化学計測技術を基盤とする医療応用可能な超高精度細胞呼吸測定シ
ステムの開発を目的とした。単一細胞非侵襲呼吸計測システムを開発するために､（1）超高感度マイクロ電極と
単一細胞呼吸測定技術の開発、（2）ミトコンドリア呼吸機能解析による生殖細胞品質評価法の開発を行った。
その結果、単一卵子および胚の酸素消費量を安定的に測定できるマイクロ電極と非侵襲呼吸測定液の開発に成功
した。また、ミトコンドリア呼吸機能解析により生殖細胞品質評価法の有効性を明らかにすることができた。本
研究では、電気化学計測技術を応用した高精度生殖細胞品質診断のための基盤技術を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：Respiration is useful parameter for evaluating embryo quality as it provides
 important information about metabolic activity. In this study, we have developed a scanning 
electrochemical microscopy (SECM) technique that is a non-invasive and sensitive method for 
measuring oxygen consumption by individual oocytes and embryos. With this system, oxygen consumption
 of single, identical oocytes and embryos at different developmental stages has been monitored. This
 study showed that the mitochondrial respiratory activity in embryos increased in morula and peaked 
in hatched blastocyst and the development of mitochondrial function depends on the gene expression 
of COX subunit encoded by genomic DNA. This study shows that the SECM technique is able to 
non-invasively assess the mitochondrial respiration function of individual bovine embryos and the 
embryo quality. The SECM system may contribute to improvements in reproductive technologies.

研究分野： 生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 ミトコンドリアは、エネルギー産生やア
ポトーシスなど重要な生命現象に関わって
いる。高精度の呼吸計測技術は細胞の代謝
活動やクオリティーの評価、アポトーシス
解析やミトコンドリアの機能異常に関連し
た疾患の診断に極めて有効な方法となる。
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、
測定感度や侵襲性の面で課題があり実用化
されていない。そこで注目したのが、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で
ある。研究代表者は、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)
を用いた植物細胞の呼吸活性イメージング
や球面拡散理論式を基盤とするウシ胚の呼
吸量測定を確立してきた[1]。また、詳細な
生物学的解析により、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発
見し、これを基にミトコンドリア呼吸を指
標とする独創的な受精卵クオリティー評価
法を提唱している[2]。さらに、卵子や受精
卵などの球状試料の呼吸測定に特化した
「受精卵呼吸測定装置」を開発し、卵成熟
から孵化胚盤胞までのミトコンドリア呼吸
機能解析に成功している[2]。しかしながら、
胚の品質評価に対する呼吸測定の有効性に
関する検証は不十分である。単一細胞レベ
ルでの精度の高いミトコンドリア呼吸機能
の解析は、生命機能機序の新たな知の創出
や細胞機能診断技術の開発のために不可欠
の技術である。 
 
２．研究の目的 
 
	 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単一細胞呼吸解析シス
テムを開発する。また、遺伝子から細胞呼
吸までミトコンドリア呼吸機能解析を階層
的に解析できる単一細胞機能解析技術を確
立し、この診断システムの有効性と安全性
を評価する。本研究の最終目標は、呼吸活
性を指標とする新しい生殖細胞品質診断シ
ステムを確立し、不妊治療など医療分野で
実用化できる新しい細胞診断システムを開
発することである。 
	
３．研究の方法 
	
	 本研究では、単一細胞の呼吸活性を検出
することができる超高感度細胞呼吸測定シ
ステムを開発し、呼吸活性を指標とする単
一細胞機能診断システムの有効性と安全性
を調べるために、以下の研究を行った。 
 
(1) 単一細胞呼吸測定システムの開発：単
一細胞の安定した呼吸測定を可能とする高
感度マイクロ電極、計測感度に影響しない

非侵襲測定液を開発する。 
(2) 単一細胞ミトコンドリア機能解析シス
テムの開発：単一細胞のミトコンドリア呼
吸機能の解析を可能とする高精度ミトコン
ドリア呼吸機能解析技術を開発する。 
(3) 細胞機能診断システムの開発：ミトコ
ンドリア呼吸機能を指標とする生殖細胞機
能診断システムを開発する。ミトコンドリ
ア呼吸機能の指標として、(a) ミトコンド
リア膜電位活性、(b) 酵素複合体チトクロ
ーム c酸化酵素（COX）の遺伝子発現の解
析を行い、胚品質診断システムの有効性と
安全性（非侵襲性）を調べる。 
	
４．研究成果	
 
（1）超高感度マイクロ電極の開発	
	 マイクロ電極の感度を向上させるために、
白金電極の電解エッチング法、白金電極を
ガラスキャピラリーに封入するための熱封
止及び封止後の電極研磨のそれぞれの工程
を改良した。その結果、酸素還元条件下
（−0.6V荷電下）において還元電流−1.0 nA
以下の感度を有するディスク型マイクロ電
極を作製することができた。電極サイズが
酸素消費量計測に及ぼす影響について検討
した結果、単一胚の呼吸量計測に適した電
極サイズは、白金先端径が 2〜5 µmである
ことがわかった。	
	
（2）非侵襲呼吸測定液の開発	
	 電気化学計測では感度が向上するにつれ
て、溶液中の電解質組成やタンパク質が計
測感度に影響を及ぼす可能性がある。そこ
で、成分組成が異なる数種類の培養液中で
の計測感度を解析した。その結果、TCM199、
DMEM、RPMI1940 など一般に細胞培養
に用いられている培養液を測定に用いた場
合、測定開始直後に還元電流が急速に低下
し、測定開始約 30 分後には測定が不可能
になった。一方、受精卵の培養に用いられ、
比較的単純な組成である HTF（human 
tubal fluid）培地やヒト胚の培養に用いら
れている HFF99 培地を測定液として用い
た場合、長時間にわたって安定した還元電
流を計測することができた。これらの結果
から、本研究では HTF 培地を基本とする
呼吸測定液を受精卵の呼吸測定に用いるこ
とにした。 
 
（3）非侵襲呼吸測定液の安全性評価	
	 HTF 培地を改変して作製した呼吸測定
液を用いてウシ胚の呼吸量を測定し、受精
卵に対する侵襲性の有無を調べた。呼吸測
定後の受精卵を追加培養し発生率の変化を
調べた結果、対照区（呼吸測定を行わなか
った受精卵）と比べて胚の発生率の低下は
起こらず、電子顕微鏡観察によっても細胞
膜や細胞小器官などに損傷は認められなか
った。これらの結果から、HTF培地をベー



スに製作した測定液は胚に対して非侵襲的
であり、高感度の電気化学呼吸測定に有効
であることが示された。 
 
（4）単一生殖細胞品質評価法の開発	
	 新たに開発した高感度マイクロ電極と呼
吸測定液を SECM に組み入れた細胞呼吸
測定システムを用いた生殖細胞品質評価シ
ステムの開発を行った。 
	 各発生ステージのウシ胚の呼吸量を測定
した結果、桑実胚から胚盤胞のステージに
おいて有意に呼吸量が上昇し、孵化胚盤胞
において最大になった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ウシ体外受精胚の発生過程における
呼吸量変化。桑実胚期(M)から胚盤胞期(B)
にかけて呼吸量が増加し、孵化胚盤胞(HB)
において最大になった。括弧内の数字は、
測定した胚数を示す。異符号間で有意差（P 
< 0.05）がある。 
 
	 呼吸量の変化とミトコンドリア呼吸機能
との関係を調べるために､発生過程におけ
るミトコンドリア膜電位活性の変化を調べ
た。JC-10（5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'- 
tetraethylbenzimidazoylcarbocyanine 
iodide derivative）で染色した結果、呼吸
量が増加する桑実胚期から胚盤胞期にかけ
て、ミトコンドリア膜電位活性の顕著な上
昇が観察された（図 2）。さらに、形態良好
胚と形態不良胚でミトコンドリア膜電位活
性を定量解析し比較したところ、形態不良
胚では、ミトコンドリア膜電位の低下が認
められた。 
 
 
 
 
 
 
図 2. ウシ胚におけるミトコンドリア膜電
位（高膜電位（High ΔΨm）の赤色蛍光像）
の変化。（a）2細胞期胚、（b）8細胞期胚、
（c）桑実胚、（d）胚盤胞。スケールバー
は、100 µmを示す。 
 
	 次に、1 細胞期から胚盤胞期までの各発
生ステージの胚において、呼吸鎖複合体Ⅳ

（酵素複合体チトクローム c 酸化酵素：
COX）を構成する 13 の COX サブユニッ
トのmRNAを RT - PCR法及び定量 PCR
法により解析した。ミトコンドリアゲノム
由来であり COX の酵素活性部位を構成す
る Cox1、Cox2及び Cox3のmRNAは、1
細胞から胚盤胞の全ての発生ステージにお
いて検出された。一方、核ゲノム由来の
COXサブユニットのmRNAは、ミトコン
ドリアゲノム由来の COX サブユニット
mRNA と比べて発生過程で顕著な発現量
の変化を示した。1 細胞期及び 2 細胞期で
は 10種類全てのサブユニットのmRNAが
検出されたが、4 細胞期から 8 細胞期にか
けて多くのサブユニットの mRNA 量は減
少した。桑実胚から胚盤胞のステージでは、
核ゲノム由来の全てのサブユニットにおい
てmRNAの発現量は顕著に増加した。 
	 定量PCR法により各COXサブユニット
mRNAの発現量を解析した結果、ミトコン
ドリアゲノム由来の Cox3 の mRNA は 1
細胞期から胚盤胞期までは大きな変化はな
かった（図 3a）。一方、核ゲノム由来の
Cox6bの mRNAは 1細胞期から 8細胞期
まで発現量は非常に少なく、桑実胚と胚盤
胞で急激に増加した（図 3b）。核ゲノム由
来の Cox mRNA は、サブユニットによっ
て若干異なる発現パターンを示しているが、
桑実胚から発現量が増えることが明らかに
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 定量 PCRによるウシ胚におけるCox 
mRNA の検出。（a）Cox3、（b）Cox6b。
1C：1細胞期胚、2C：2細胞期胚、4C：4
細胞期胚、8C：8 細胞期胚、M：桑実胚、
B：胚盤胞。 
	
	 本研究により、酸素消費量の増加はミト
コンドリア膜電位の上昇と新たに開発した
細胞呼吸測定システムは、ウシ胚のミトコ
ンドリア呼吸機能を高精度で検出できるこ
とが示された。また、ミトコンドリア呼吸
機能を指標に単一胚レベルでの品質診断が
可能であることが示唆された。 
	 本研究では、研究期間（3 年間）におい
て最も重要な目的であった単一細胞（卵
子・胚）の非侵襲呼吸測定システムを開発
することができた。 
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