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研究成果の概要（和文）：本研究では主に非刺激下摘出卵巣から未成熟卵子を回収し、体外成熟培養、単為発生
プロセスをタイムラプス下に観察した。未成熟卵子回収手法についてはこれまでの子宮体癌摘出卵巣において、
開腹および腹腔鏡下に得る独自の手法を用いた。回収した未成熟卵子については体外成熟培養を施行し、これま
でのハンドメイドの培養液とコマーシャルメディウムによる体外成就培養成績の比較などを行った。また成熟卵
子に対しては単為発生プロセスを詳細に観察し、第1極体放出タイミングとその後の単為発生成績の関連を明ら
かにした。また単為発生プロセスにおいて卵凍結-融解を行い、その後に次世代シーケンサを用いた異数性評価
も行い安全性を観察した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, immature oocytes were mainly recovered from 
non-stimulated resected ovaries and observed under in vitro maturation culture and time lapse of the
 parthenogenetic activation process. For immature oocyte retrieval, we used a unique method of open 
and laparoscopic retrieval in endometrioid adenocarcinoma patients with resections of ovaries. The 
collected immature oocytes were cultured for in vitro maturation, and the results of in vitro 
maturation culture with commercial medium were compared with those of the previous hand-made culture
 medium. For mature oocytes, we observed the  parthenogenetic activation process in detail and 
clarified the relationship between the timing of first polar body release and subsequent  
parthenogenetic activation process performance. In addition, egg freezing and thawing were performed
 in the  parthenogenetic activation process, followed by aneuploidy evaluation using a 
next-generation sequencer to observe the safety.

研究分野： 生殖医学

キーワード： 体外成熟培養　単為発生　タイムラプスイメージング　次世代シーケンサー　異数性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によって各年齢層における体外成熟培養後の単為発生能および卵子凍結安全性に関する評価が、染色
体異数性およびタイムラプスイメージングによる動的挙動を踏まえて施行することが可能となった。これらの知
見はヒト単為発生由来胚盤胞作成および効率的な多能幹細胞作成プロセスにも寄与する所見であり、その意義は
大きいと考える。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒト卵子を用いた研究は研究目的に卵子を得るハードルから、卵子回収から研究に供するまで
のタイムラグを生じることが多い。しかし卵子の加齢性変化はヒト個体加齢による変化のみな
らず、体外に卵子が放出された後の時間的変化も考慮する必要があり、卵子回収後速やかに研究
に供されるシステムが望ましい。我々は 2013 年に子宮体癌摘出卵巣より未成熟卵子を回収し、
その後の体外成熟培養(in vitro maturation, IVM)によって成熟卵を得る手法を報告し、これら
の成熟卵を用いた研究成果を複数発表してきた。 
近年生殖医療においては、いわゆる「卵子老化」が生殖医療の成績に与える影響が分子生物学的、
染色体異数性など複数の視点から研究されている。しかし前述の研究資料としてヒト卵子を得
るハードルから、非ヒトにおける卵子研究ほど体外成熟培養、受精プロセス、受精後の胚発生、
長期胚培養など各種ステージおける評価が進んでいないのが実情である。 
今回我々はヒト卵子の凍結を含めた安全性を、コヒーシンなどの染色体分離過程とヒト個体加
齢に影響を与える因子を含めて、検討を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は大きく 2 つに分かれる。一つは安定した研究資料としてのヒト卵子回収・収集
システムの確立と、それにより得られた未成熟卵子を用いた体外成熟培養-単為発生-卵子凍結お
よび融解を含めた評価である。これらの評価に関してはタイムラプスイメージング、次世代シー
ケンサを用いた異数性評価及び蛍光免疫染色などのデータを用いることで、多角的な評価が可
能となる。 
 
 
３．研究の方法 
 
ヒト対象としては 45歳以下の子宮体癌 IA期患者であり、その手術時摘出卵巣を用いた。また単
一施設では回収未成熟卵子に制限があることから、共同施設からも未成熟卵子を回収し、輸送に
よる卵子収集も行った。 
卵胞液輸送後の IVM 成績を、非輸送群と比較することで効率的な輸送方法の確立および、輸送後
の発生能を評価することで今後の妊孕性温存(fertility preservation)にも寄与する知見を得
ることが可能である。輸送方法としては 36 度保温バッグ内に CO2 発生装置を用い、IVM メディ
アキットによる washing medium と卵胞液を混和した上で輸送する方法と、卵胞液を 37 度保温
下魔法瓶内のチューブ内にて輸送する 2つの方法を用いた。対象としては非卵胞液輸送群の IVM
成績として評価を行った。 
体外成熟培養は IVM メディウムを用いて、その過程をタイムラプスイメージング(TLI)により評
価した。第 1極体(first polar body, fPB)放出のタイミングを記録し、IVM 開始から 24時間以
内に fPB を放出した早期放出群、IVM から 24-48 時間で fPB を放出した後期放出群の 2群に分け
て、その後の単為発生過程を TLI にて観察した。単為発生は 6-DMAP, カルシウムイオノファを
用いて刺激を行い、その後に single step medium を用いて 140 時間の培養を行った。この間の
培養過程も TLI にて観察している。単為発生過程で卵割をストップした卵においては Oct-4, 
Cdx-2, 染色体に対する蛍光免疫染色を行い、その後凍結-融解プロセスを経た後に次世代シー
ケンサを用いた異数性評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究成果は論文(1)Shirasawa H, et al. Oocyte collection and in vitro maturation after 
train transportation of human follicular fluid aspirated from resected non-stimulated 
ovaries of patients with endometrial adenocarcinoma. Reprod Med Biol.(2019)および(論
文 2) Shirasawa H,et al. The timing of the release of the first polar body predicts the 
cleavage rate after parthenogenetic activation for human oocytes obtained by in vitro 
maturation. Fertility and Sterility.(2019)にて外部に報告している。論文(1)にて卵胞液輸
送群の成熟率を 38.6%、非輸送群の成熟率が 69.2%と、卵胞液輸送群で有意に成熟率が低下する
(p=0.013)ものの、非輸送群でも患者当たり平均 8.1 個の未成熟卵子回収が可能であり、研究に
供する際の有用性を報告している。また、論文(2)にて 5症例 50 個の未成熟卵子に対する IVM に
より成熟率は 56.0%であり、早期放出群(n=15)、後期放出群(n=13)それぞれの単為発生成績は、
2細胞以上に分裂したのが早期放出群、後期放出群それぞれ 33.3%, 46.2%(p=0.488)であるもの
の、8細胞以上では 0%, 30.8%(p=0.02)と有意に後期放出群で卵割が進んでいることを明らかに
した(表 1)。また後期放出群では morula 以上は 15.4%であった。また、単為発生にて卵割をスト
ップした卵においても異数性を認めない卵を確認し、現在データを解析中である(unpublished 
data). 



 
論文(2)の表 1 
 
 

Early group (n=15) Late group (n=13) p value 

≥ 2cell 33.3% (n=5) 46.2% (n=6) p=0.488 

≥ 8cell 0% 30.8% (n=4) p=0.020 

≥ morula 0% 15.4% (n=2) p=0.206 
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片側のみ卵巣が残存し核出既往のある患者において，非卵巣刺激下に行う手術時の未成熟卵子回収個数をいかに予測するか

In vitro maturation of immature human oocytes retrieved from non-stimulated ovaries resected from patients with gynecologic
cancer and from intraoperative non-stimulated ovaries in patients undergoing surgery for non-cancer indications


