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研究成果の概要（和文）：哺乳動物胚の体外培養系での連続観察（タイムラプス撮影）にてはじめて確認された胚盤胞
形成期における内部細胞塊様の細胞の不自然な分離に関しての検討である。
この挙動が凍結融解後の胚に多く認められること(JRD,2016)、ギャップジャンクションの機能阻害下においても認めら
れること(JARG,2015)を明らかにした。さらにこの挙動が認められた胚はその発育能が低い可能性が考えられた。これ
らの検討によりヒト体外受精の臨床に普遍的に導入されている凍結融解操作が胚発育挙動およびその質に影響を与えて
いることが明らかになった。さらに、胚発育の連続観察により胚評価の新しい科学的な指標が派生する可能性が考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：This study is an examination about the unnatural separation of the inner cell 
mass cells during human in vitro blastocyst formation.　This phenomenon was found by continuous 
observation by timelapse cinematography in the in vitro culture system of the mammalian embryo. This 
behavior was frequently observed in embryos after the freeze thaw (JRD,2016), also frequently observed 
under condition with the functional inhibitor of the gap junction (JARG,2015). Furthermore, the embryo 
which this behavior was found was thought to have low the developmental potential. These findings 
suggested that human embryo freeze thaw have influence on embryonic development behavior and the quality 
of embryos. The new scientific indicator of the embryo evaluation will be developed by the continuous 
observation/evaluation of the embryonic development.

研究分野：産婦人科学
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１． 研究開始当初の背景 
ヒト配偶子、初期胚を体外で育む体外受精な
どの生殖補助技術は不妊症に対する主たる
治療法として確立し、本邦においても年間 20
万件の同技術が臨床の場で施行されている。 
一般治療のレベルまで普及した同技術であ
るが、体外で配偶子、初期胚を培養すること
がヒト生命に及ぼす影響は未だ明らかにな
っていない点もある。 約 15 年前に「ヒト
胚盤胞用培養液」が開発、販売され比較的長
期間(1 週間程度)ヒト胚の体外培養が可能に
なり世界中の臨床の場に導入されているが、
胚盤胞まで培養した胚を使用すると一卵性
双胎の発症率が上昇することが報告もされ
ている。 近年の体外培養機器の精度向上に
より胚発育を連続動画で観察することが可
能になった。 胚盤胞までの体外でのヒト胚
発育の連続観察によると胞胚腔形成時に内
部細胞塊(ICM)はあたかも細胞間で糸を引き
あうように(ストランド現象)分裂し、形態的
には 2個の内部細胞塊をもつ胚盤胞が形成さ
れることが極めて高い頻度で観察された。 
この観察結果はその世界的先駆けである見
尾ら(Mio AJOG,2006)はじめとして、我々を
含めた諸家により報告されている。 我々の
予備的な検討によると観察した体外培養ヒ
ト胚盤胞の約 30％にこのような現象が認め
られている。 胚盤胞を用いた体外受精周期
での一卵性双胎の発症率はこれほど高率で
はない。しかし、この現象は最近開発された
ヒト胚発育の連続的な観察により、従来想定
されていなかった一見不自然なヒト命の誕
生の挙動が現行の体外培養系で生じている
可能性を示している。 
 
 
２．研究の目的 
近年可能になったヒト胚発育の連続観察に
よると、長期体外培養下では胚盤胞形成時に
内部細胞塊が複数に分裂することが多くの
胚で認められる (Mio Am J ObGyn 2006 他報
告多数)。この一見奇異なヒト胚の挙動の原
因や得られる同一胚に複数観察される形体
的内部細胞塊の性状は不明である。本研究で
はその現象が発生するメカニズムと分離し
た内部細胞塊の性状を胚細胞マーカーや細
胞接着、融合に関与する分子の発現を中心に
解析し明らかにする。 それらより、現行の
ヒト胚の長期体外培養系における内部細胞
塊分裂の本質を明らかにし、生殖補助技術の
施行に必須であるヒト胚体外培養の効率化
と安全性の向上に資することが本研究の目
的である。 
 
 
３．研究の方法 
マウス 2 細胞期胚を採取し、ギャップジ

ャンクション阻害剤 oleamide 培地（5, 10, 
20, 50μM），DMSO0.1％で溶解したギャ
ップジャンクション阻害剤 1-heptanol 培

地（0.1, 1, 5, 10mM）の 3 系，計 10 群を
用いて発育試験を行った. 次に，同 3 系の
発育挙動について，それぞれタイムラプス
インキュベーターを用いて発生の様子を３
分毎に撮影し，観察した．タイムラプス解
析から胞胚腔形成後に胞胚腔が虚脱する回
数を計測し，3 系を比較した．胚の内細胞
塊の分離を伴う現象に関しても解析し比較
した．比較として当院で体外受精胚移植を
施行した患者より同意を得た廃棄胚を，当
院倫理委員会の承認と日本産婦人科学会の
承認のもとに実験試料としてタイムラプス
解析した．蛍光免疫染色を用いて胚のタン
パク発現を評価した．  
マウス 2 細胞期胚を採取した。8細胞期
まで培養したのち 、無作為に新鮮胚群と
凍結解凍胚群に分け Cryotop法を用いて
ガラス化凍結を施した。両群とも胚盤胞
期から孵化開始までの収縮回数を記録し
た。孵化開始できない胚については各群
の平均孵化開始時間までを観察期間とし
た。収縮は強収縮と弱収縮を定義し、各
回数および内部細胞塊の分離の有無を
記 録した 。胚の収縮と関連すると考えら
れる蛋白群をコードする mRNA の発現
を調べるため 、8 細胞期 、胚盤胞初期 、胚盤
胞形成から 20 時間後の胚 10 個から 
RNA を採取した。凍結解凍群の 胚盤
胞形成 20 時間後については強収縮の有
無についても分類した 。採取した RNA 
を増幅させ、RT-qPCR を行って、比較検
討した 。 
 
 
４．研究成果 
哺乳動物胚の体外培養系での連続観察（タ
イムラプス撮影）にてはじめて確認された
胚盤胞形成期における内部細胞塊様の細胞
の不自然な分離に関しての検討である。 
この挙動が凍結融解後の胚に多く認められ
た。 胚収縮に関する mRNA の検討では強
収縮が認められた凍結解凍胚群では Atp 
la l が高発現となっていた。(JRD,2016)、
ギャップジャンクションの機能阻害下にお
いても認められることを明らかにした。分
離されたように観察されるそれぞれの内部
細胞塊の細胞のそれぞれ胚性マーカーは陽
性であった(JARG,2015)。以上よりこの挙動
が認められた胚はその発育能が低い可能性
が考えられた。これらの検討によりヒト体
外受精の臨床に普遍的に導入されている凍
結融解操作が胚発育挙動およびその質に影
響を与えていることが明らかになった。さ
らに、胚発育の連続観察により胚評価の新
しい科学的な指標が派生する可能性が考え
られた。 
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