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研究成果の概要（和文）：着床後胚における核型変化とミトコンドリア機能の影響の評価を目的とした。同意の
もと研究へ提供された余剰胚を生検し、着床後発生モデルとして残存胚体外培養を行った。培養前後の検体に核
型・mtDNA解析を行った。培養後、正常核型胚の割合が有意に増加し(p = 0.002)、モザイク胚の割合は有意に減
少した(p = 0.005)。さらに、ミトコンドリアがヒト胚の核型の変化や培養性の関連を調べるために、mtDNAを評
価した。正常核型もしくは培養が成功した胚はmtDNA変異が少なかった。以上からヒト胚でも核型変化が存在す
ることが示唆され、mtDNA 変異が着床後発生に県警することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to study changes of karyotype and influences of mitochondrial 
function during post-implantation development. We biopsied trophectoderms from donated embryos, and 
performed in vitro culture with remained embryos as model for post-implantation development. 
Karyotyping and mtDNA assay were performed on biopsied samples and post-culture samples. After 
culture, the rate of euploid embryos significantly increased (p = 0.002), while that of mosaic 
embryos significantly decreased (p = 0.005). Moreover, we evaluated the mtDNA to determine whether 
mitochondria are associated with karyotype changes and culturability in the human embryo. Euploid 
and culturable embryos had fewer mutations than aneuploid and non-culturable embryos.
Our results suggested that karyotype changes existed in human mosaic embryos. The correlation 
between mtDNA mutations and in vitro culture suggested that the mtDNA mutations influence 
mitochondria function under embryo development and karyotype purification.

研究分野：生殖医療

キーワード： 染色体モザイク　着床前診断　ミトコンドリア　ミトコンドリアDNA　着床後経過
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、本研究においてヒト胚でも着床後の経過で核型に変化がありうることを確認した。また、mtDNA変異が
ヒト胚の着床後発生に核型・発生可能性の双方に影響を与える一つの要因となりうることが判明した。　これら
を総合するとミトコンドリアの機能は、モザイク胚の発生過程における異常核型細胞の減少やヒト着床後胚の良
好な発生において重要な因子の一つである可能性がある。本研究では体外培養を用いているなど複数の限界があ
るためさらなる研究が必要であるが、より詳細な理解を得ることができた暁には、より移植に適した胚を選択で
きるようになる可能性があり、臨床的妊娠率を高めることができるかもしれない。

※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 
 生殖補助医療の治療成績向上を目的とした異数性染色体異常に関する着床前診断は、胚から
生検した細胞を解析し染色体異常の有無を同定する手法で、現在日本で多施設共同研究がおこ
なわれている。このとき単一胚から採取した全細胞で結果が一致しなければ染色体異常モザイ
クと診断される。染色体異常モザイクの発生率は報告によって異なるが、初期胚で 73％、胚盤
胞では母体年齢により上昇するが 16％程度と報告された(Taylor et al., 2014)。 
 染色体異常モザイク胚の移植報告(Greco et al., 2015)では 66.7%が着床しないか流産に至り、
妊娠成立への影響は大きいことが明らかになっている。しかし同報告では流産例以外の全例
(33.3%)で染色体健常児を得ており、同グループが症例数を増やして行った報告(Spinella et al., 
2018)でもその数値は 30.8％となっている。これらの報告から、染色体異常モザイク胚を移植し
ても染色体健常児を得る可能性があることが分かった。しかし、どのようなメカニズムで染色体
異常モザイク胚の妊娠成立後に異常細胞が消えて染色体健常児を得られるのかは不明で、実臨
床に適応していくためにはメカニズムの解析が重要である。 
胚生検は一部のみの細胞を採取しているため、採取部位による結果の違いが想起される。中国の
グループが胚盤胞の複数個所を生検した報告では、15.6%の胚で部位による染色体の違いがあっ
た(Huang et al., 2017)。また、マウス染色体異常モザイク胚では発生過程で染色体異常細胞が
減少し正常細胞が増えていったという報告(Bolton et al., 2016)もあり、ヒトの発生過程でも同
様の変化が起きているのではないかと考えられる。さらにミトコンドリアコピー数が少ない卵
子・胚の質が不良とする報告(Zeng et al., 2007)があり、その正常細胞救済のメカニズムにも
mtDNAコピー数が関与している可能性も想定される。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は上記仮説を証明するために、染色体異常モザイク胚における染色体異常細胞・
正常細胞構成の部位による違いを明らかにし、生検後残った細胞を培養し、経時的に追跡して異
常細胞が発生過程で淘汰されるのか否か、その経過をミトコンドリアと関連して明らかにする
ことである。 
 ヒトの着床前診断、特にその結果が染色体異常モザイク胚であった際の臨床利用方法は検討
中であり近年生殖医療の成績向上に向けて大変注目されている。着床前診断に関する報告は最
近急増しており、特に染色体異常モザイク胚が大変注目されているトピックである。我々の研究
では、胚の部位による染色体・mtDNAコピー数の違いを比較するだけでなく、生検後に培養を
行って染色体異常有無・mtDNAコピー数応じたその後の細胞の生存率を比較する。さらに培養
過程で死んだ細胞を解析し、どのような細胞が死んでいるのかを分析してマウスでは証明され
ている正常細胞レスキューがヒトでも起きることを検証するため、染色体異常モザイク胚の臨
床応用の科学的根拠を提供できると考える。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、研究使用への同意のうえで
患者から横浜市立大学附属市民総合医療
センター生殖医療センターへ提供された
余剰胚を使用する。その胚の顕微操作によ
る生検で得られた細胞の染色体解析を行
った後、全胚培養をしていく。研究方針概
要を図に示す。 
 
 
A.胚の部位による染色体異常細胞の比率の違いを明らかにする 
①胚生検 
前述した胚盤胞の複数個所生検を行った中国のグループから報告では 51 個の胚を対象としてい
るということ、当センターで得られる余剰胚の数から 50 個の胚を対象として研究を行う。顕微
操作によって、胚から細胞を採取する。受精後 5-7 日目程度に相当する胚盤胞の、内部細胞塊
(ICM、図Ⓐ）から 1 か所、栄養外胚葉（TE）から 2～4か所生検する。4つの TE は、ICM を 12 時
方向として胚盤胞を配置したときに、0 時(ICM の裏、図Ⓑ)、3 時(図Ⓒ)、6 時(ICM の対側、図
Ⓓ)、9 時(図Ⓔ)方向からと規定する。採取にあたっては 5～10 細胞を目安とする。 
②胚の部位による染色体の遺伝学的解析 
生検した細胞から抽出した DNA を用いての染色体数・構造解析（次世代シークエンサ）、ミトコ
ンドリアコピー数解析（real time PCR）を行う。部位間で比較し、その結果を部位ごとに比較
し染色体異常細胞含有率やミトコンドリアコピー数が部位による傾向、栄養外胚葉のどの部位
（図Ⓑ～Ⓔ）が ICM（図Ⓐ）と最も相関が強いか、を明らかにする。 



 
B. 発生過程で染色体異常細胞の淘汰がどのように起こるかを経時的に評価する 
①生検後の胚培養 
生検後胚を日本で培養が許可されている原始線条が発現するまでもしくは 14 日以内のみ全胚培
養を行い、胚の状態を下記のように評価する。 
②染色体解析結果と細胞株生存期間の比較 
培養後生存している細胞株間で、A-②での染色体・ミトコンドリア解析結果を比較し、その内容・
存在部位・染色体異常細胞含有率と細胞株の生存（培養可能）期間がそのように相関を持つかを
評価する。 
③胚培養中の細胞生検 
培養の過程で死んだ細胞と生き残った細胞に対して顕微操作を行ってそれぞれ採取して、その
その染色体・ミトコンドリアコピー数を解析し細胞の生死による傾向を評価する。 
 
 
４．研究成果 
 27 個の胚の提供をうけ，胚１個当たり 1～3個の培養前・後検体を収集し，合わせて 88 個の 
DNA サンプルが得られた．生検後体外培養は平均して受精後 12.3 日まで可能であり，研究倫理
上最長培養日数である 13 日まで培養できた胚を培養可能胚と定義した．培養前には正常核型胚
が 14.8%，モザイク胚が 66.7%，完全異数性胚が 18.5%であったのに対して培養後では，正常核
型胚が 58.3%で，モザイク胚が 25.0%，完全異数性胚が 16.7%と，正常核型胚が有意に増加し（p 
= 0.002），モザイク胚が有意に減少していた（p = 0.005）．核型や培養可能日数による mtDNA コ
ピー数との関連は認めなかった．しかし mtDNA 変異数が，培養後に正常核型以外であった胚（モ
ザイク胚＋異常核型胚）では平均 1.22 個/胚であったのに対して，正常核型であった平均 0.27
個/胚正常核型と優位に変異数が少なかった（p= 0.01）．また培養不可能胚では平均 1.14 個/胚
であったのに対して，培養可能胚では平均 0.44 個/胚と少ない傾向があった (p = 0.053)．mtDNA
コピー数は同一胚に由来する検体間で大きな差を認めたが、mtDNA 変異については一致していた。 
 核型分析の結果，培養前後で核型構成が変化してモザイク胚が減少して正常核型胚が増加し
た．このことからヒトのモザイク胚においても，マウスで既に報告されているような異常核型細
胞を排除する機構が存在する可能性が考えられた．核型に関して詳細な部位による違いは同定
されなかったが、mtDNA コピー数は検体間で差があり胚生検で胚全体の mtDNA コピー数の評価が
困難であることが判明した。また，核型や培養日数と mtDNA コピー数の間には関係性を見つける
ことはできなかったが，mtDNA 変異解析によって，正常核型胚と培養可能胚といったいわゆる良
好な発生経過が予測される胚では mtDNA 変異数が少ないことが分かった．本研究では詳細な因
果関係までは明らかにできていないが，胚発生には mtDNA 変異の数が影響を与えることが示唆
される結果であった． 
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