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研究成果の概要（和文）：マウス胚盤胞のタイムラプスと蛍光免疫染色で、透明体脱出の様式や胚の収縮運動に
より内部細胞塊が異所性に分布するのなどの影響を受けることを見出した(Onodera, Kumazawa, Terada PloS 
ONE 2017)。良好胚ではTEが不良なものに比べて多いことを証明した(Iwasawa, Kumazawa, Terada PloS ONE 
2019)。マウス胚での解析で、Na+・K+動態を世界で初めて視覚化に成功した(Fujishima, Kumazawa, Terada 
PLoS ONE 2021)。ヒト胚盤胞でα1とβ3からなるNaK ATPaseが重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Time-lapse observation and fluorescent immunostaining of mouse blastocysts 
revealed that the type of hatching and the embryo contraction affected the ectopic distribution of 
inner cell mass. (Onodera, Kumazawa, Terada PloS ONE 2017). In a study using human blastocysts, the 
number of cells was actually measured, and it was proved that the number of trophectderm cells in 
good embryos was significantly higher than that in poor embryos (Iwasawa, Kumazawa, Terada PloS ONE 
2019). In the analysis of electrolyte dynamics during embryogenesis using mouse embryos, the 
temporal and spatial dynamics of Na + and K + from morula to blastocyst were successfully visualized
 for the first time in the world (Fujishima, Kumazawa, Terada PLoS). ONE 2021). NaK ATPase 
expression was analyzed and revealed that NaK ATPase consisting of α1 and β3 is important in human
 blastocysts.

研究分野： 産婦人科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生殖補助医療技術の向上にはヒト胚についての細胞学的基礎知見が必要である。胚移植に際してより適した胚選
択法が求められている。また胚培養環境の検討も十分とは言えない。本研究の成果では、動的挙動が胚自体に与
える影響と胚細胞数との関係性から移植胚の選択基準になり得ることを示した。培養環境である培養液では電解
質が大きなウェイトを占めている、胚発生における電解質の挙動を知ることは培養環境の向上に大きく資するも
のである。Na・Kイオンの輸送に関わるタンパク質の構造を明らかにしたことは、胚の機能面の評価につなが
る。これは生殖補助医療技術の向上につながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
体外受精法による出生は本邦においても総出生

数の約 5％にあたる 4万人余にものぼるが、その成

功率は未だ 2割にも満たず、この技術が生命におよ

ぼす科学的な検証も充分なされていない。 近年ヒ

ト胚発育を連続動画で観察することが可能になっ

た。 良好胚（着床が期待できる胚）選別に旧来か

らの胚の形態的な評価とともに、その発育挙動がそ

の要素に加えうることが可能になった。 しかし、

胚発育挙動は極めて多彩であり、実際には連続観察

の良好胚選別の有用性すら未だ明確な結論はない。

((Kaser DJ, Human Reprod Update 2014) 

ヒト胚においては 16 細胞期あたりで緩やかな結

合をしていた割球が外側で密着結合する。コンパクションと呼ばれるこの過程を経たのち、胚内

部の間隙に液体を有した腔が形成される。これを胞胚腔とよびこの腔形成の過程がすすむと胚

盤胞とよばれる段階になる。 胚盤胞は内部細胞塊(inner cell mass:ICM)および栄養膜細胞

(trophoectderm:TE)より形成される。 発育の進行とともに胞胚腔は拡張し、拡張胚盤胞となっ

たのち透明体より脱出する。これが孵化(hatching)であり、胚は着床に向けての営みをはじめる。 

体外培養系の進歩によりヒト胚においてもハッチング周辺の時期まで体外培養が可能になり

連続観察によりそれに至るまでの様々な胚の挙動が観察報告されている。 ヒト胚発育過程に

おいて胞胚腔が著明に拡張と収縮を繰り返す胚が認められる（図１）。タイムラプス装置内蔵イ

ンキュベータが普及した近年は、Collapse とよばれるこの現象の有無と胚着床率に関する臨床

的な報告がされている、しかし、この一見不自然な強収縮運動と胚の質に関する見解は一致した

ものではない（図１の下段テーブル）。 

胞胚腔形成の細胞生物学的なメカニズムに関して

はいくつかの前駆的な研究が存在する。  

それらによると、腔を形成する際 TE の外側部には水

や電解質を取り込むチャンネルが存在し、胞胚腔側の

ＴＥ表面には Na＋-K＋ ATP ase や水チャンネルである

aquaporin が存在し、能動的な電解質や水の取り込み

をおこなっている。（図２）胞胚腔が顕著に拡張するた

めには細胞間が密に接着し且つ内腔側に水や電解質

を引き込む必要がある。拡張胚盤胞におけるＴＥの細

胞間には細胞間接着に関する分子が胚の発育とともに発現することが考えられており、一部の

tight junction 構成分子などはその発現が確認されているがその詳細は未だ明らかになってい

ない（図３）。 

我々は Gap Junction の機能的阻害剤

添加下でマウス胚の発育を連続観察

した。 結果として、Gap Junction の

ような細胞接着に関わる因子の阻害

により Collapse の回数が増加するこ

とが明らかになった。 さらに、連続

画像を詳細に解析すると胞胚腔拡張

時に ICM があたかも糸を引くように

分離するような挙動(ストランド現

象：Mio Y et al. AJOBGYN 2006)も阻害剤添加で多く観察された(Togashi K, KumazawaY et.al. 

JARG2015)。 凍結融解後のマウス胚が発育する際にも、無処理の胚と比較すると Collapse の回

数が増加した(Shimoda Y, Kumazawa Y et al. JRD2016)。これらの事実より Collapse は細胞間



の接着、物質交換に関わる機能が不良な状況のとき、すなわち発育状況が不良な胚に観察される

現象であることが想定された。 Collapse の生理的な意義付けをさらに明らかにするためには、

Collapse 発現胚盤胞の構成細胞数や配置などの構造自体を非発現胚と比較検討する必要がある。 

さらに、胞胚腔における細胞間の接着、物質や情報交換に関与する物質の役割をさらに明らかに

して、Collapse 発現時と非発現時で比較検討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
ヒト胚発育のタイムラプス連続観察装置の導入、普及により、ヒト胚盤胞の発育過程で

Collapse と呼ばれる胞胚腔の急激な収縮と拡張を示す挙動が稀ならず観察されている。 この

一見奇異な挙動は臨床上も注目されはじめその有無と体外受精の臨床成績に関しては最近報告

が続いているが一定の見解を得てはいない。本研究ではヒトおよびマウス胚をタイムラプス装

置で発育を観察のうえ、Collapse を来たしている胚の細胞接着因子や電解質ポンプの発現と機

能、さらに胚盤胞を構成する栄養膜細胞群と内部細胞塊の構成配置などを検討する。 それらの

知見より、Collapse の本質的な原因に関しての細胞生物学的な知見をまとめ、タイムラプス装

置を用いた胚盤胞の胚選別に関する科学的な裏づけを提供することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
胞胚腔形成における細胞接着因子の発現およびその機能的な検証（図４） 

〇発育停止胚における細胞接着因子の発現 

我々がすでに確立しているマウス体外受精系では、120 時間の培養までに約 85％が後期胚盤

胞にいたり、15％が発育停止している。 連続観察下に得られる各ステージでの発育停止胚に関

して各種細胞接着因子(tight junction, adherence junction および gap junction)の構成蛋白

の発現をホールマウント免疫染色で確認する。 我々

が特に注目しているのは、コンパクションの時点で停

止している胚である。 発育が進行するならコンパク

ション後に胞胚腔の形成が始まるのであるが、腔形成

を開始できない胚で細胞結合とくにZO-1, ZO-2などの

tight junction 系による細胞間結合が破綻している可

能性を想定している。  

胞胚腔形成における電解質の動態解析と発育挙動との

関連 

〇胞胚腔形成における電解質の動態解析 

胚培養系に細胞透過性ナトリウムインジケーター(SBFI,AM: Molecular Probe 社製)を添加し

て胞胚腔形成における腔内のナトリウム濃度の変化を比較定量的に観察する。このインジケー

ターはあらかじめ励起比を設定しておくことにより、ナトリウム濃度変化で起こる励起シフト

からナトリウム濃度の推定が可能である。 

定量観察ののち、胚盤胞を固定して、Na＋-K＋ ATP ase の発現および局在を免疫組織化学的に検

証する。 さらに、この添加実験中の胞胚腔形成挙動を連続観察で記録しておき、どのような挙

動を示した胚で胞胚腔形成に必要なナトリウムの腔内への流入が不十分であったのか検討する。 

胞胚腔の形成が不十分な胚（拡張胚盤胞にいたることができないような胚）では Na＋-K＋ ATP ase

の発現および局在の低下あるいは異常が確認され、電界質の動態自体も低下していることが想

定される。 

siRNA 導入による細胞接着因子の機能阻害時の胚盤胞形成 

IVFにより得た受精卵をKSOM培養液中で前核期胚にmHTF中でマイクロインジェクション法を

用いて siRNA(s)を導入し Tight junction 構成タンパクの一つである ZO-1 の発現抑制を行う。

導入する siRNA として Mm_Tjp1_4 FlexiTube siRNA（Qiagen）を用い、siRNA 溶液はメーカーの

推奨法に従い 40μMに調整にしておく。また siRNA を含まない溶液、あるいはあらゆる既知の哺

乳動物の遺伝子とホモロジーがない negative control siRNA(AllStar, Qiagen)を注入したもの

をネガティブコントロールとする。インジェクションは Piezo micro manupilator を用いて室

温条件で核の近傍の細胞質に行う。導入した胚を連続観察してその発育過程をコントロールと

比較検討する。 Zo-1 を発現抑制した胚では胚盤胞の拡張不全等が生じていることが想定され、



連続観察にてその挙動(不全)を詳細に観察して胞胚腔形成におけるその機能を考察する。 

連続観察による胚発育挙動と形成された胚盤胞の細胞数および細胞配置に関する検討 

体外受精により得られたマウス胚を

連続観察し後期胚盤胞に至った120時間

で胚を固定しホールマウント免疫染色

にてそれぞれの胚盤胞の ICM と TE 構成

細胞の数、配置および局在を観察する。 

我々は予備実験においていくつかの胚

盤胞で ICM のマーカーである Oct4 陽性

細胞が内部細胞塊様の部分のみではな

く胚内部に散在しているものがあるこ

とを確認している（図 5）。連続観察で確

認される Collapse およびストランド現象出現の有無と ICM,TE の総細胞数、形態、局在などとの

関連を検討する。 TE の細胞数が少ないものは ICM が散在あるいは分離しているもの傾向があ

ることが想定される。 さらに、Collapse およびストランド現象を来す胚は細胞の絶対数が少

なく、その結果として ICM の分離等の配置異常が起こっている可能性が考えられる。 

ヒト凍結胚融解胚を用いた胞胚腔の拡張に関する電解質の動態解析 

検討に用いるヒト配偶子、胚は当院の体外受精プログラムにおいて凍結保存されている余剰

配偶子、胚であり本人の書面による同意を得たのちに使用される。 現在当院では年間約 400 例

の体外受精がおこなわれており、現在約 100 個の使用できる可能性がある胚が保存され殆どが

胚盤胞期で凍結されている。 これらの胚を融解し前出の細胞透過性ナトリウムインジケータ

ー添加培養系でタイムラプス観察を継続しながら培養する。 融解後、6－12時間の段階でナト

リウムの取り込みを定量し、胞胚腔の拡張および収縮運動などの動的パラメータとの関連を検

討する。  

ヒト凍結胚融解後胚の胞胚腔拡張と胚盤胞形成 TE,ICM の細胞数および細胞配置の検討 

上述の凍結融解後余剰胚を融解後融解後 6-12 時間までタイムラプス観察を継続しながら培養

する。 その後胚を固定してＴＥおよびＩＣＭを免疫染色にて同定する。 それらの細胞数と配

置を動的な挙動と比較検討する。 体外受精プログラムの凍結胚は比較的高齢女性の卵子かつ

新鮮周期に選択されなかった質の劣る可能性のある胚であるので、それぞれの挙動で細胞数や

ICM の配置に関して相違が確認できる可能性がある。 

まとめ 

マウス胚を使用した基礎実験（主として平成 29～30 年度）で連続観察による動的解析と免疫

組織染色、とナトリウムインジケーターおよび siRNA 機能検証により胞胚腔形成に最も重要な

因子を絞り込む。さらに、collapse を示した胚の TEおよび ICM 数などを解析し、この挙動を占

めした胚事態の状態についての検証をする。 そして、平成 30 年度以降のヒト余剰胚を用いた

検討にてヒト胚においても同様の検証をする。 これらの知見を総括し、collapse とよばれる

胚挙動の細胞生物学的な意義を明らかにする。 そのデータを基本に最終的に胚盤胞形成、特に

胞胚腔の形成に最も重要な分子とその機能低下でみとめられる胚発育挙動のパラメータを明ら

かにして、臨床体外受精における良好胚選択の一助となりうる情報を発信する。 

 
４．研究成果 
 本研究により、胚の著しい収縮（コラプス）の胚自体への影響、コラプスと胚盤胞構成細胞数
との関連、胚の拡張に大きく関わる電解質（Na イオン・Kイオン）の空間的・時間的動態、それ
らの電解質の輸送に関わる NaK ATPase に関して、より詳細な知見を得ることが出来た。 
マウス胚盤胞についてタイムラプスを用いた観察と蛍光免疫染色により、透明帯脱出の形式

が内部細胞塊形態に対して与える影響について検討し、胚が極めて狭い隙間から脱出する形態（”
8”-shaped hatching）においては、脱出部位と内部細胞塊の位置関係で内部細胞塊の分布が影
響を受けることや、脱出中の胚盤胞の透明帯外部分の破綻（collapse）が内部細胞塊細胞の一部
が離れた場所に位置する栄養外胚葉に付着するといった異所性の分布を誘発することを見出し
た(Onodera, Kumazawa, Terada PloS ONE 2017)。またヒト胚盤胞を用いた細胞生物学的検討に
おいて、実際に正確に細胞数を Oct4 陽性細胞(ICM)と Cdx2 陽性細胞(TE)に分別して計測するこ
とに成功し、このことから、それまで推察のみであった胚盤胞構成細胞数の数の差について、良
好胚では栄養外肺葉細胞(TE)数が不良なものに比べて優位に多いことが証明された（Iwasawa, 



Kumazawa, Terada PloS ONE 2019）。さらに、胚発生における電解質動態についてイオンインジ
ケータを用いた解析をマウス胚で試み、これまで、イオンポンプ阻害剤を使用した研究等で間接
的に示されてきた胚発生、特に桑実胚から胚盤胞でのナトリウムイオン・カリウムイオンの時間
的・空間的動態について世界で初めて視覚化に成功し（Fujishima, Kumazawa, Terada PLoS ONE 
2021）、発生においてナトリウムイオンおよびカリウムイオンが、これまでの報告において間接
的な知見に基づいて述べられてきたものと一致する挙動をすることを直接的に確認した。さら
に NaK ATPase の発現について、免疫染色および qRT-PCR を用いて、その構成サブユニットに関
し、既知の全てのアイソフォーム（α1～4、β1～3）を解析し、ヒト胚盤胞で Na+取り込みに強
く関与しているのはα1とβ3からなる NaK ATPase であり、また生検細胞で検出されるβ3の相
対的量は胚の拡張・収縮の挙動と関連があることも見出された。本検討の結果については、現在
投稿準備中である。 
本研究により、生殖補助医療技術の向上に資する胚について細胞生物学・細胞生理学の重要な基 
礎的知見を得た。 
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