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研究成果の概要（和文）：本研究では、光干渉断層画像化法（OCT）技術を基盤とするドップラーOCT（D-OCT）
技術を開発し、卵巣内の卵胞および卵子を非破壊的に解析できる高感度計測システムの開発を目的とした。従来
システムに高速ラインカメラとGPU（Graphic Processing Unit）を導入することで画像データ取得の性能を向上
させたD-OCTシステムの開発に成功した。生物学的解析によるD-OCTシステムの有効性を評価した結果、この
D-OCTシステムはこれまでイメージングできなった卵胞内卵子を高感度で検出できること、高輝度シグナルを指
標に卵子の品質（生物活性）評価を可能とするシステムであることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have examined Doppler optical coherence tomography (D-OCT)
 for noninvasive analysis of follicular development and oocyte quality in mouse and bovine ovaries. 
Ovary has many follicles and oocytes at different developmental stages. Quantification of the 
follicle at various developmental stages is important to evaluate the capacity of the ovary to 
provide oocytes that are capable of fertilization resulting in a successful pregnancy. 3D structural
 D-OCT images were identified each developmental stage from primary follicle to antral follicle in 
mouse and bovine ovaries. Further we found time-varying OCT signals at the oocytes compared with 
around tissues. The motions of oocytes were clearly enhanced by inter-frame intensity based Doppler 
OCT techniques. The D-OCT system is effective to analyze the development of follicles and oocyte 
quality in ovarian tissues.

研究分野：生殖生物学

キーワード： 光干渉断層撮影　卵巣　卵母細胞　発生　生殖医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したドップラーOCTシステムは、非破壊的に卵巣内に存在する卵胞および卵子を検出できることか
ら、新しい組織診断技術として学術的意義が高い。また、卵巣内の卵子の定量や品質（生物活性）を解析できる
ことから､次世代の卵巣機能技術として生殖医療分野での応用が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
	 哺乳動物の卵巣には発達段階の異なる卵胞および卵母細胞が多数存在している。卵巣内
の卵胞数は胎児期に最も多く個体の成長に伴って減少することから、卵胞の数は卵巣機能
評価の重要な指標となる。また、卵胞内に存在する卵子（卵母細胞）の品質（クオリティ
ー）は、体外受精などの生殖医療における治療成績に大きく影響する。現在、生殖巣内の
配偶子の解析は超音波画像診断により行われているが、超音波の空間分解能では直径 100 
µm以下の前胞状卵胞や卵子の観察は不可能である。光干渉断層画像化法（オプティカル・
コヒーレント・トモグラフィ：OCT）は原理的に直径 10〜30 µm 程度の構造体を画像化
できることから、卵巣内に存在する様々な発達段階の卵胞のリアルタイム観察が可能であ
り、卵母細胞の品質評価も期待できる。また OCT は、人体に害のない微弱な近赤外光を
用いるため無侵襲計測であることから、卵胞の３次元局在や卵胞周囲に構築される血管の
イメージングも期待できる。これまで、卵巣に存在する前胞状卵胞を観察することは、組
織学的に連続切片を観察する以外に方法は無かった。本研究で開発するドップラーOCTシ
ステムは、生殖巣の機能を「生きたまま」診断できる画期的な解析技術として期待される。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、光干渉断層画像化法（タイムドメイン OCT）を応用したドップラーOCT
技術を開発し、卵巣内卵子の３次元イメージングと卵子品質評価システムの開発を目的と
した。具体的には、OCT を基盤とするドップラーOCT 技術を確立し、卵巣組織内に存在
する卵胞および卵子を無侵襲的に画像撮影し、卵胞のサイズと卵子の光散乱活性を解析で
きる高感度計測 OCTシステムを開発する。本研究で開発するドップラーOCTは、画像解
析処理能力の向上により生物活動によって生じる卵細胞質の光散乱現象の時間変化を高精
度で検出することができ、光を用いた生殖細胞の機能診断というこれまでにない発想に基
づいている。本研究の最終目標は、ドップラーOCTシステムを用いた排卵前卵子の品質評
価や凍結保存卵巣組織の診断技術を開発し、生殖医療における実用化のための基盤システ
ムを確立することである。 
 
３．研究の方法 
	
	 本研究では、卵巣組織に存在する卵胞および卵子の画像化に特化したドップラーOCTシ
ステムを開発し、その有用性を検証した。従来のOCTシステムに高速ラインカメラとGPU
（Graphic Processing Unit）を導入し、OCTシステムの画像データの取得の性能向上を
試みた。具体的には、SLD光源として、中心波長 λ0 = 841.1 nm、半値全幅 Δλ = 40.2 nm
の OCTシステムを用いた（図 1）。SLD光源から出射した光は、光源を保護するアイソレ
ータ（OI）を通り、ファイバカプラにより参照光とプローブ光に 50:50に分割した。プロ
ーブ光は、横方向へ走査するためのガルバノスキャナ（GS）を介し、対物レンズ（L2, f = 
30 mm）により集光され、サンプルへ照射した。また参照アームには、分散補償のため、
同じ対物レンズ（L2）を配置した。サンプルからの後方散乱光と参照ミラーで反射された
参照光はファイバカプラで合波され、回折格子（1200 本/mm）により分光され、波長分
解された光は複合レンズ（L1, f = 174 mm）を介し、CMOSラインカメラ（Basler Vision 
Technologies, spL2048-140k, 10 µm×10µm, 140kHz）で検出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. ドップラーOCTシステムの概要図。 



 

 

 
	 リアルタイムに断層画像をモニタするため、安価で高速演算可能な GPUを用い、Nz（光
軸方向）×Nx（横方向）の干渉画像データを測定した。GPUでは、背景成分を除去するた
めスペクトルの平均を求め、次に干渉データからこの平均値を差し引き、16bit 整数型か
ら 32bit単精度浮動小数型へ変換し、実部に干渉データ、虚部にゼロを代入した。GPUメ
モリに保持しておいた値を利用して線形補間を Nx 回行い、深さ信号を得るフーリエ変換
（Nz点の逆 FFTを Nx回）を実行した後、Nz/2×Nxのサイズのデータに対して logスケ
ーリングし、8bit グレースケールへ変換した計算結果をホストコンピュータにて OCT 画
像を表示した。 
	 新たに開発したドップラーOCTシステムを用いて、マウスおよびウシの卵巣に存在する
卵胞のイメージングを行い、ドップラーOCTの性能評価と卵子品質評価の有用性を検討し
た。ドップラーOCT で計測された構造を特定するために、OCT 計測したマウス卵巣の組
織学的解析を行った。OCT計測後のマウス卵巣を室温でブアン固定後、エタノールで脱水
し、パラフィン置換後に包埋し連続切片を作製した。ヘマトキシリン−エオシン（HE）で
核および細胞質を染色し観察した。 
	
４．研究成果	
	
（1）ドップラーOCTシステムの開発 
	 本研究では、水平ビニングを行い 1024 画素でスペクトルを検出した結果、深さ測定範
囲は、2.4 mmであった。また分解能を評価した結果、深さ方向 7.8 µmで、横方向分解能
は 21.4 µmであった。 
	 生後 25.5日齢の B6C3F1雌マウスより卵巣を採取し、OCTを用いてイメージングを行
った。1枚の OCT画像（512×1024画素）を 130フレーム/秒で取得し、3次元データ（1000
フレーム）は 7.7秒で取得した結果、横 2.2 mm、深さ 0.97 mmにおける OCT画像と平
均画像を得ることができた。本研究で構築したドップラーOCTシステムでは、発達初期の
前胞状卵胞（一次卵胞）と成熟した胞状卵胞が明確に識別することができた（図 2）。また、
前胞状卵胞および胞状卵胞の内部に、高輝度のドップラー信号が検出された（図 3）。 
	
	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
 
（2）ドップラーOCTシステムによる卵子の品質評価 

図 2. （A）マウス卵巣の OCT 画像と（B）同卵巣の組織像（光学顕微鏡観察）。前
胞状卵胞は、OCT 画像では全体的に濃色に描写される。胞状卵胞は卵胞腔と卵母細
胞が識別でき、卵胞膜の構造も明確に観察される。 

図 3. OCTシステムにより観察したマウス卵巣。（A）平均化 OCT画像、（B）ド
ップラーOCT画像、（C）オーバーラップ画像。ドップラーOCTでは卵胞内に高
輝度の信号が検出され、個々の卵母細胞が明確に描写されている。 



 

 

 
	 生きた卵胞および卵母細胞のサイズを正しく測るためには、短時間にボリュームデータ
を計測する必要がある。また、測定対象への光照射サイズは 10 µm程度とかなり小さいた
め、二次元の断層画像だけでは詳細な測定位置や卵胞のサイズを正しく判別するのは非常
に困難であると考えられる。そこで、卵母細胞の細胞質に観察される散乱光のドップラー
効果を位相差計測することで、卵胞の３次元断層画像データの取得を試みた。具体的には、
これまで使用してきたラインカメラより 5倍速い超高速ラインカメラを導入し、３次元断
層画像計測の時間短縮を図った。これによりボリュームサイズ（1024×500×500画素）が
2 秒以下で計測できるようになった。さらに、測定箇所をリアルタイムにモニタするため
GPU による超高速画像処理を行い、同一の断面を連続測定した断層画像からドップラー
効果による信号強度の変動の大きさを算出した。その結果、従来の平均化画像と比べて大
幅に解像度が向上し、前胞状卵胞と胞状卵胞に存在する卵母細胞の高解像イメージングが
可能になった。 
	 ドップラーOCTで検出される高輝度信号の実体を調べるために、パラフォルムアルデヒ
ド（PFA）で固定したマウスおよびウシの卵巣におけるドップラー信号を調べた。その結
果、マウス（図 4）およびウシ（図 5）共に、卵子の高輝度信号は PFA固定により急激に
低下した。この結果から、ドップラーOCTで検出される高輝度信号は、卵子細胞質内の生
物活動によって生じる「動き」を捉えていると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	

	

図 4.マウス（25.5日齢）卵巣のドップラーOCT観察像。（A）無固定の卵巣では、
時間経過（0〜8 min）によるドップラー信号の変化は見られない。（B）4%PFA
で固定した卵巣では、時間の経過に伴いドップラー信号強度が急激に低下した。 

図 5.ウシ卵巣のドップラーOCT 観察像（B,D）と同卵巣の組織像（A,C）。（C）
無固定の卵巣では、卵子（矢印）におけるドップラー信号の強度は変化しない。
（D）4%PFAで固定した卵巣では、卵子（矢印）のドップラー信号はほとんど検
出できない。 
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