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研究成果の概要（和文）：未受精卵は，培養時間とともに透明体の機械的特徴量が変化していると考えられる
が，従来の卵子評価においての評価指標は顕微鏡明視野画像に基づいた形状パラメータによるものが多く，卵子
の機械的特徴量の推移の評価はいまだ改善の余地が大きい．本研究では，時間とともに変化する卵子の硬さ計測
のために，手動膜型ポンプを有するピペット型のマイクロ流体チップ内に，磁気駆動型のオンチッププローブと
力センサを統合した，ロボット統合型マイクロ流体チップを用いてマウス卵子の機械的特徴量のタイムラプス計
測を行った．

研究成果の概要（英文）：The mechanical characteristics of unfertilized oocytes are thought to have 
changed with the cultivation time. Since the most of conventional evaluation methods of the 
transition of mechanical characteristics are based on the indexes provided by morphological 
analysis, the method of time-lapse mechanical characterization is required to evaluate its 
transition. In this study, we proposed a pipette-shaped robot integrated microfluidic chip which 
consist a membrane pump and a pair of indentation probe and force sensor to measure the stiffness of
 oocyte. By using the constructed measurement system, we succeeded in the time-lapse measurements of
 mechanical characteristics of mouse oocyte.

研究分野： マイクロ・ナノメカトロニクス
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１．研究開始当初の背景 

近年，少子高齢化に伴い晩婚化・晩産化が
進み，それに伴う不妊治療の件数が増えてい
る．不妊の原因は，半分が男性の精子の不全
であり，残り半分は女性の卵子の老化や活性
低下と言われている．活性の高い卵子や胚を
得るためには，個別の卵子や胚を評価する必
要がある．また，ウシ体外受精胚を用いて発
生速度や卵割様式を指標とした受胎性の高
い胚の選別法が開発されている．このような
卵子・胚の研究は，不妊治療だけでなく有用
家畜の作出に応用されているが，卵子を受精
させてから出産されるまでの個体数は約 3 割
減少するため，良質な卵子や胚を得るための
超精密な計測・評価・選別技術が求められて
いる．特に未受精卵は，採卵後の体外培養期
間に応じて，授精率が減少すると言われてお
り，採卵後の体外培養中において，培養時間
が増加するにつれ透明帯のα-トリプシンに
対する溶解時間が長くなる傾向にあるとい
う報告がある．これらのことから，培養時間
とともに，透明体の機械的特徴量が変化して
いると考えられる．しかし，従来の卵子評価
においての評価指標は顕微鏡明視野画像に
基づいた形状パラメータによるものが多く，
卵子の機械的特徴量の推移の評価はいまだ
改善の余地が大きい．一方で近年，微細加工
技術の発展に伴い単一細胞計測技術が発達
し，体外受精胚では粘弾性特性や遺伝情報を
評価することが可能となってきた．従来我々
は，微細加工技術を用いてマイクロ流体チッ
プ内にオンチップロボットを統合した，ロボ
ット統合型マイクロ流体チップ(ロボチップ)

を用いることで，チップ内の搬送流路中で，
内部に組み込んだプローブと力センサによ
ってウシ卵子の粘弾性特性を連続的に計測
することに成功している． ロボチップを用
いた計測では，マイクロ流体チップの低レイ
ノルズ数の極めて安定した計測環境を用い
ることで，ハイスループットかつ定量的な計
測を可能となるが，時間とともに変化する未
受精卵の硬さを培養中の長期間にわたって
細胞の個別計測を行うためには，チップにチ
ューブで接続した外部ポンプを用いて，チッ
プ内の細胞を計測部にたえず位置決めし続
ける必要があり，機械的特徴量の長期間タイ
ムラプス計測は困難であった．チューブ接続
時の流体外乱による細胞紛失などの問題を
解決し，インキュベータにおける培養環境と
顕微鏡下での計測環境とを容易に行き来す
ることが出来る，卵子の機械的特徴量の長期
タイムラプス計測システムが求められてい
る．そこで，本研究では，図 1 に示すような，
外部ポンプを用いず細胞を搬送可能なピペ
ット型マイクロ流体チップを用いた，卵子の
機械的特徴量計測を行った．本研究ではマウ
ス卵子を対象し，機械的特徴量の長期タイム
ラプス計測を行うことで，発生率などの生物
学的特徴量との関連性を詳細に調査する．卵
子品質を評価することで高活性卵子の早期

選別することが可能となり，卵子活性評価に
対する指針を得ることができると考えられ
る． 

 

２．研究の目的 

上記の背景を踏まえ，マウス卵子を対象とし
て，機械的特徴量の長期タイムラプス計測を
行うことを目的とする．卵子を長期間培養し
ながら，機械的特徴量を計測するために，ピ
ペット型ロボチップの作製を行い，チューブ
レスのマイクロ流体チップとすることで，チ
ップ内の安定した環境中で卵子の個別計測
および個別管理を行う．チップ内に磁気駆動
型プローブと力センサを統合し，顕微鏡下に
設置した駆動ユニットを用いることで卵子
計測を行う．本研究は，以下の 3 つの研究項
目として実施した． 

(1) ピペット型ロボチップの設計・作製 

(2) 機械的特徴量の指標化および生物学的特
徴量指標化 

(3) 特徴量計測システム統合 

 

３．研究の方法 

(1) ピペット型ロボチップの設計・作製：単
一卵子を長期培養しながら粘弾性特性，形状
特性，色情報等の機械的特徴量をタイムラプ
ス計測するために，図 2(a)に示すようなピペ

培養 

図1 ピペット型ロボチップによる卵子機械的
特徴量の計測長期タイムラプス計測 

図 2 ピペット型ロボチップ.(a)チップの設
計，および，(b)卵子の機械的特徴量計測 
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ット型ロボチップを設計・製作した．チップ
作製においては，チップ材料の長期安定性を
確保するために，ガラスを用いてシリコン構 
 
造体のロボットをチップ内にパッケージン
グするガラス－シリコン系のピペット型ロ
ボチップを作製した．  

  

 (2) 機械的特徴量および生物学的特徴量指
標：ピペット型ロボチップを用いて，細胞の
機械的特徴量計測を行った．計測においては，
手動膜型ポンプを用いることで，卵子を吸引
口からピペッティングによりマイクロ流路
内を計測部まで搬送した．計測部において，
図 2(b)に示すように，チップ内に統合した磁
気駆動型プローブと力センサを用いること
で，卵子を変形させた．顕微鏡に取り付けた
画像センサにより，卵子の変形挙動と梁型の
力センサの変位量を計測することで，卵子の
粘弾性特性を計測した．また，発生率などの
生物学的特徴量の関連を調べるため文献調
査を行った． 

 

(3) 特徴量計測システム統合とデータベース
化：磁気駆動プローブを用いた卵子の機械的
特徴量計測のために，顕微鏡に画像センサを
および磁気駆動ユニットを統合し，長期タイ
ムラプス計測システムの構築を行った． 

 

４．研究成果 
(1)ピペット型ロボチップの作製プロセスを
確立した．図 3に，ピペット型ロボチップの
作製プロセスを示す．ガラス－シリコン系チ
ップ作製において技術的な課題は，シリコン
のドライエッチング時のマイクロローディ
ング効果および基板のチャージアップによ
る不均一なエッチングであり，これは機械的
特徴量計測において，非常に大きな問題であ
る．これらの問題を解決するために，シリコ
ン基板の接合面にあらかじめエッチングの
ストップ層として，金属薄膜を成膜すること
で，マイクロ構造体を作製した．図 4に作製
したチップの写真を示す．膜型ポンプの材料
には，卵子への酸素供給を考慮し，ポリジメ
チルシロキサンを用いた． 
  

(2) 機械的特徴量の指標化 
卵子の導入 

作製した膜型ポンプの特性の評価を行った．
ポンプにより吸引・吐出量は，約 28.5 L で
あり，卵子をチップ吸引口から計測部へと搬
送するための，流量が 0.8 L であるため，卵
子の吸引が可能であることを確認した．図 5

に卵子の吸引の様子を示す．手動膜型ポンプ
を用いることで，卵子をチップ内のロボチッ
プ内へと導入することに成功した． 

 

卵子の機械的特徴量計測 

図 6 に示すように，磁気駆動プローブを用い
て，卵子を力センサへと押し付け，その際の

変形量と反力を計測することで，卵子の機械
的特徴量計測を行った．卵子の機械的特徴量
の指標化のために，図 7(a)に示すように，卵
子を流体で満たされた弾性球殻であると仮
定し，弾性球殻の変形モデルを用いることで，
透明体のヤング率を計測した． 図 7(b)に卵
子を圧縮したときの変形率と反力の関係を
示す．黒点は実験値，赤点はそのフィッティ
ングカーブを表している．ひずみ量が 0~0.3

の領域において，フィッティングカーブは実
験値とよく一致していることが分かる．した
がって，以降の実験においては，本モデルを
用いて卵子の透明帯のヤング率を算出した． 

 

図 3 ピペット型ロボチップのプロセス図． 

図 4 作製したピペット型ロボチップ． 

図 6 卵子の機械的特徴量計測の一例． 

図 5 卵子のチップ内への導入の一例． 
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(3) 特徴量計測システム統合 

図 8 に示すように，顕微鏡に画像センサをお
よび磁気駆動ユニットを統合し，タイムラプ
ス計測システムの構築を行った．構築した計
測システムを用いて，マウス凍結卵子の機械
的特徴量のタイムラプス計測を行った．冷凍
卵子を解凍した後，ピペット型ロボチップへ
と導入し，インキュベータ内で培養を行った．
解凍後，0.5 h，1 h，2 h，3 h，4 h，5 h，6 

h の時間において，インキュベータから，計
測システムへとチップを搬送した後，機械的
特徴量を計測し，またインキュベータ内で，
培養を行った．一度の計測に要する時間は，
3～5 分程度であった．図 9 に計測の一例を示
す．卵子の透明体は，時間経過とともに変化
し，6 h においては，解凍後より硬くなる傾
向がみられた． 

本研究では，ピペット型ロボチップ用いて
マウス卵子の機械的特徴量のタイムラプス
計測に成功した．今後は，機械的特徴量のタ
イムラプスデータと生物学的特徴量の関係
を詳細に調査する予定である．構築したシス
テムにより，卵子の質に変化を時系列的に計
測することができ，マウスを用いる生物学研
究や不妊治療等，様々な分野に貢献すること
ができると期待される． 
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図 7機械的特徴量の指標化(球殻モデル)．
(a)球殻モデル，および，(b)モデルを用い
た透明体のヤング率計測． 

(b) 
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図 8 構築した計測システム． 

図 9 機械的特徴量のタイムラプス計測． 


