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明 細 書

発 明の名称 ：

体外培養 によ る胚 の製 造方法、 並び に胚 を選別 す るための方法、装 置、 及

び システム

技術分野

[0001 ] 本発 明 は、 体外培養 によ り得 られ る哺乳動物 の胚 のなかか ら受胎率 が高 い

胚 を選別 す る方法、 体外培養 によ って哺乳動物 の受精卵 （接 合 子 と同義 ） か

ら、 受胎率 が高 い胚 を製 造 す る方法、 これ らの方法 によ り得 られ た胚 を用 い

て哺乳動物 を生産 す る方法 に関す る。

背景技術

[0002] ゥシな どの多 くの哺乳動物 において、 体外 受精 によ り受精卵 を取得 し、 体

外培養 によ って受精卵 か ら胚 を発 生 させ る技術 が確 立 され て い る。得 られ た

胚 を レシ ピエ ン 卜雌個 体 の子 宮 に移植 し受胎 させ産 仔 を得 る。

[0003] しか しなが ら体外培養胚 は受胎率 が低 い とい う問題 があ る。例 えば ゥシの

場合 は40~50% であ り、 ヒ 卜の妊娠成功率 は25~35% 程度 であ る。 原 因 と して

は、 体外培養環境 と生体 内環境 とが相 違 す るため の発育不 良な どが考 え られ

る。

[0004] 受胎率 の高 い胚 を形 態 や生化学 指標 に基 づ き選別 す る手 法 の開発 が従 来 か

ら試 み られ て い る。

[0005] 非特 許 文献 1で は、 ヒ 卜受精卵 において、 第三卵 割 時 の細胞数 とフラ グメ ン

テ 一 シ ヨンに応 じて受胎率 が異 な る ことが開示 され て い る。

[0006] 非特 許 文献 2で は、 ヒ 卜受精卵 において、 第三卵 割 時 に フラ グメ ンテ 一 シ ョ

ンが少な い場合 に受胎率 が向上 す る ことが開示 され て い る。

[0007] 非特 許 文献 3及び非特 許 文献 4で は、 ゥシ受精卵 において、 第三卵 割 時 の細

胞数 が 5-8 細胞 でな い場合 に特 に染色体異 常 が起 きや す い ことが記載 され て い

る。

[0008] 非特 許 文献 5で は、 ゥシ受精卵 において呼 吸量 （酸 素消 費量 ） に応 じて受胎



率が変動すること、呼吸量が0. 78-1 . 10 nL/hの時に最 も受胎率が高 くなるこ

とが記載 されている。

[0009] 非特許文献 6では、 プタ受精卵 において、初期卵割時の細胞数、初期卵割 ま

での到達時間、初期卵割時の 2 細胞の均一性、第二卵割時の細胞数、 ァミノ

酸量な どの複数の指標 の組合せ と、胚盤胞率 との関係が検討 されている。

[001 0] 特許文献 1には胚品質の評価方法 に関する発明が開示 されている。同文献 に

は品質評価の指標 と して、卵割時の非同期の細胞分裂や断片化 （フラグメン

テ一シ ヨン）現象 を用いることがで きると記載 されている。 これ らの指標 は

、 さ らに呼吸数な どの他の指標 と組み合わせても良いことも記載 されている

[001 1] 特許文献 2には胚品質を評価するために単一胚ぁた りの酸素消費量 を測定す

るための装置および方法が開示 されている。

[001 2] このように個別の指標 と胚品質の関係 は調べ られている。 しか しなが ら、

複数の指標 の組合せ と受胎率 との関係 を具体的に検討 した先行技術 は存在 し

ない。 さ らにゥシの場合 には個別の指標 と受胎率の関係性です らほとん ど調

ベ られていないのが実情である。

[001 3] 一方、非 ヒ 卜哺乳動物の受精卵の培養 は、培養容器上のゥエル内に培養液

の液滴 を載せ、該微小滴の表面 をミネラルオイルで被覆 し、 1つの液滴 中に複

数の受精卵 を入れる方法 （ドロップ レッ ト法）によ り行われることが通常で

あ った。 この方法では、個 々の胚 を区別 して管理することは困難であるため

、培養完 了時 （初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期）の胚の形態観察

結果のみを指標 と して胚の品質が判定される。従来の胚培養方法では、初期

卵割か ら培養完 了時に至 るまでの胚の成長過程 を経時的に追跡 してデータを

取得 し、異なる時点でのデータを組み合わせて高受胎率胚の選別指標 とする

ことは困難であ り、従来検討 されていなか った。

先行技術文献

特許文献

[0014] 特許文献 1 ：特表 2009-539387号公報



特許文献 2 ：特許第 3693907 号公報

非特許文献

[001 5 ] 非特許文献 1 ：Human Reproduct i o n Vo L. 16, No. 9 pp. 1970-1 975, 2001

非特許文献 2 : Human Reproduct i o n Vo L. 17 , No. 9 pp. 2402-2409, 2002

非特許文献 3 ：BIOLOGY OF REPRODUCTION 63, 1143-1 148 (2000)

非 お午文南犬4 : Journa l o f Reproduct i o n and Deve lopment, Vo L. 54, No. 6 , 4

65-472 (2008)

非特許文献 5 : Human Reproduct i o n Vo L. 22, No. 2 pp. 558-566, 2007

非特許文献 6 ：BIOLOGY OF REPRODUCTION 77, 765-779 (2007)

発明の概要

発明が解決 しょうとする課題

[001 6 ] 本発明は、受胎率 が高い哺乳動物胚 を効率 的に取得 するための手段 を提供

することを目的 とする。

課題を解決するための手段

[001 7 ] 本発明者 らは、特願 201 0-022463 と して特許 出願済みの、細胞 を個別管理可

能な培養容器 （本願 図 1a~1 f に示す） を利用 して、初期卵割か ら培養完 了時

(初期胚盤胞期、胚盤胞期又 は拡張胚盤胞期） に至 るまでの胚 の成長過程 を

経時的に追跡 してデータを取得 した。 そ して、一つの胚 について異 なる時点

で取得 されたデータと、受胎率 との関係 を検討 した。 その結果、驚 くべ きこ

とに、 4つの異 なる胚発生段階での所定の条件の うち 2つ、 3つ又 は4つを満足

する胚 が高い受胎率 を示す ことを見出 し、本発明を完成 するに至 った。

[001 8 ] 本発明は以下の発明を包含する。

[001 9 ] ( 1) 受精卵 か ら体外培養 された哺乳動物 の胚 を選別する方法であ って、

受精 か ら第一卵割が完 了するまでの時間 ；

第一卵割後 かつ第二卵割前 の段階での形態 ；

第三卵割後 かつ第四卵割前 の段階での形態 ；及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又 は拡張胚盤胞期 での酸素消費量 ；



の うち2つ以上 を指標 と して胚 を選別する工程 を含む前記方法。

[0020] (2) 前記工程 において選別 される胚が以下の条件 ：

受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚の、受精か ら第一卵割が完

了するまでの時間 と、 当該胚の胚盤胞期での染色体数が正常である確率 との

相関関係 に基づいて、 当該確率が40%以上 となることが確認 されている時間で

あること（条件 d 1) 、 受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚の、受精

か ら第一卵割が完 了するまでの時間 と、 当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IGF2R の

、遺伝子H2AFZの発現量 を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、 当

該相対的発現量が 0 . 4 5以上 となることが確認 されている時間であること（条件

d2) 、並びに、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚の、受精か ら第

一卵割が完 了するまでの時間 と、 当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IFN-tau の、遺

伝子H2AFZの発現量 を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、 当該相

対的発現量が 0 . 2以上 となることが確認 されている時間であること（条件 d3) 、

か ら選択 される少な くとも 1つの条件 を満足すること（条件 d ) ；

第一卵割後かつ第二卵割前の段階において、 2細胞であ り且つフラグメンテ

—シ ヨンを有 していないこと（条件 a ) ;

第三卵割後かつ第四卵割前の段階において、 5細胞、 6細胞、 7細胞 または8

細胞であ り且つフラグメンテ一シ ヨンを有 していないこと（条件 b ) ; 及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量が、初期胚盤胞

期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚の酸素消費量 と当該胚が脱 出胚盤胞 に到

達する確率 との相関関係 に基づいて、 当該確率が 50%以上 となることが確認 さ

れている酸素消費量であること（条件 c ) ；

の うち2つ以上 を満足する胚である、 （1 ) の方法。

[0021 ] (3) 哺乳動物がゥシであ り、

条件 dにおける、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間が27時間以下であ

し」、

条件 cにおける酸素消費量が単一胚あた り0 . 9 1 X 10- 14 o L s-1以上である

(2) の方法。



[0022] (4) 体外培養 によって、哺乳動物の受精卵か ら胚 を製造する方法であ って、

受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間 ；

第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態 ；

第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態 ；及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量 ；

の うち2つ以上 を指標 と して胚 を選別する選別工程 を含む前記方法。

[0023] (5) 前記選別工程 において選別 される胚が以下の条件 ：

受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚の、受精か ら第一卵割が完

了するまでの時間 と、 当該胚の胚盤胞期での染色体数が正常である確率 との

相関関係 に基づいて、 当該確率が40%以上 となることが確認 されている時間で

あること（条件 d 1) 、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚の、受精

か ら第一卵割が完 了するまでの時間 と、 当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IGF2R の

、遺伝子H2AFZの発現量 を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、 当

該相対的発現量が0 . 45以上 となることが確認 されている時間であること（条件

d2) 、並びに、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚の、受精か ら第

一卵割が完 了するまでの時間 と、 当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IFN-tau の、遺

伝子H2AFZの発現量 を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、 当該相

対的発現量が0 . 2以上 となることが確認 されている時間であること（条件 d3) 、

か ら選択 される少な くとも 1つの条件 を満足すること（条件 d ) ；

第一卵割後かつ第二卵割前の段階において、 2細胞であ り且つフラグメンテ

—シ ヨンを有 していないこと（条件 a) ;

第三卵割後かつ第四卵割前の段階において、 5細胞、 6細胞、 7細胞 または8

細胞であ り且つフラグメンテ一シ ヨンを有 していないこと（条件 b) ; 及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量が、初期胚盤胞

期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚の酸素消費量 と当該胚が脱 出胚盤胞 に到

達する確率 との相関関係 に基づいて、 当該確率が 50%以上 となることが確認 さ

れている酸素消費量であること（条件 c ) ；

の うち2つ以上 を満足する胚である、 （4) の方法。



[0024] (6) 哺乳動物がゥシであり、

条件dにおける、受精から第一卵割が完了するまでの時間が27時間以下であ

し」、
条件cにおける酸素消費量が単一胚あたり0. 9 1 X 10-14 o L s-1以上である

(5) の方法。

[0025] (7) ( 1) ~ (3) のいずれかの方法により選別された胚、又は（4) ~ (6) のいずれ

かの方法により製造された胚を、雌個体に移植し受胎させる工程を含む、哺

乳動物個体の生産方法。

[0026] (8) 受精卵から体外培養された哺乳動物の候補胚を選別するための胚選別装

置であって、

判別部と、解析部とを含み、

前記判別部が、

候補胚の、受精から第一卵割が完了するまでの時間に関する第1指標情報が

、受精から第一卵割が完了するまでの時間に関する第1指標選別基準条件を満

足するか否かを判別する第1指標判別部、

候補胚の、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態に関する第2指標情報

が、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態に関する第2指標選別基準条件

を満足するか否かを判別する第2指標判別部、

候補胚の、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態に関する第3指標情報

が、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態に関する第3指標選別基準条件

を満足するか否かを判別する第3指標判別部、及び

候補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量に関

する第4指標情報が、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費

量に関する第4指標選別基準条件を満足するか否かを判別する第4指標判別部

のうちM個 （M は2、3、又は4の数である）を含み、

前記解析部が、前記判別部において判別された条件のうちN個 （N は2以上M

以下の数である）以上を満足する候補胚を、選別すべき胚であると解析する

ことを特徴とする前記胚選別装置。



[0027] (9) 画像抽出部を更に備える（8) の胚選別装置であって、

前記判別部が前記第1指標判別部を含む場合には、前記画像抽出部は、候補

胚の画像から、第1指標選別基準条件における、受精から第一卵割が完了する

までの時間の閾値の時点における画像、又は、第一卵割の完了時点を確認可

能な画像を抽出する、第1画像抽出部を含み、前記第1指標判別部は、前記第1

画像抽出部により抽出された画像に基づいて生成された情報を前記第1指標情

報として判別を行い、

前記判別部が前記第2指標判別部を含む場合には、前記画像抽出部は、候補

胚の画像から、第一卵割後かつ第二卵割前の段階の画像を抽出する、第2画像

抽出部を含み、前記第2指標判別部は、前記第2画像抽出部により抽出された

画像に基づいて生成された情報を前記第2指標情報として判別を行い、

前記判別部が前記第3指標判別部を含む場合には、前記画像抽出部は、候補

胚の画像から、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での画像を抽出する、第3画

像抽出部を含み、前記第3指標判別部は、前記第3画像抽出部により抽出され

た画像に基づいて生成された情報を前記第3指標情報として判別を行う

前記胚選別装置。

[0028] ( 10) 受精卵から体外培養された哺乳動物の候補胚を選別するための胚選別シ

ステムであって、

(9) の胚選別装置と、

候補胚を撮像し、撮像された画像を前記画像抽出部へと出力する撮像装置

とを備え、

前記判別部が前記第4指標判別部を含む場合には、候補胚の、初期胚盤胞期

、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量を測定し、測定された酸素消費

量値を前記第4指標判別部へと出力する酸素消費量測定装置を更に備える

前記胚選別システム。

[0029] ( 11) 受精卵から体外培養された哺乳動物の候補胚を選別するための胚選別方

法をコンピュータに実行させるためのプログラムであって、該方法が、判別

工程と、解析工程とを含み、



前記判別工程が、

候補胚の、受精から第一卵割が完了するまでの時間に関する第1指標情報が

、受精から第一卵割が完了するまでの時間に関する第1指標選別基準条件を満

足するか否かを判別する第1指標判別工程、

候補胚の、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態に関する第2指標情報

が、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態に関する第2指標選別基準条件

を満足するか否かを判別する第2指標判別工程、

候補胚の、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態に関する第3指標情報

が、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態に関する第3指標選別基準条件

を満足するか否かを判別する第3指標判別工程、及び

候補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量に関

する第4指標情報が、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費

量に関する第4指標選別基準条件を満足するか否かを判別する第4指標判別ェ

程

のうちM個 （M は2、 3、又は4の数である）を含み、

前記解析工程が、前記判別工程において判別された条件のN個 （N は2以上M

以下の数である）以上を満足する候補胚を、選別すべき胚であると解析する

解析工程を含む、

前記プログラム。

本発明は更に以下の態様を包含する。

[0030] ( 12) 体外培養によってヒ卜の受精卵から胚を発生させる方法において、

受精から第一卵割が完了するまでの時間 ；

第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態；

第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態；及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量；

のうち2つ以上を指標として胚の受胎率を予測する方法。

[0031 ] ( 13) 以下の条件 ：

受精から第一卵割が完了するまでの時間が、胚の、受精から第一卵割が完



了するまでの時間と、当該胚の胚盤胞期での染色体数が正常である確率 との

相関関係 に基づいて、当該確率が40%以上 となることが確認されている時間で

あること（条件 d 1) 、受精か ら第一卵割が完了するまでの時間が、胚の、受精

か ら第一卵割が完了するまでの時間と、当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IGF2R の

、遺伝子H2AFZの発現量を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、当

該相対的発現量が0 . 45以上 となることが確認されている時間であること（条件

d2) 、並びに、受精か ら第一卵割が完了するまでの時間が、胚の、受精か ら第

一卵割が完了するまでの時間と、当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IFN-tau の、遺

伝子H2AFZの発現量を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、当該相

対的発現量が0 . 2以上 となることが確認されている時間であること（条件 d3) 、

か ら選択される少な くとも 1つの条件を満足すること（条件 d ) ；

第一卵割後かつ第二卵割前の段階において、 2細胞であ り且つフラグメンテ

—シ ヨンを有 していないこと（条件 a) ;

第三卵割後かつ第四卵割前の段階において、 5細胞、 6細胞、 7細胞 または8

細胞であ り且つフラグメンテ一シ ヨンを有 していないこと（条件 b) ; 及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量が、初期胚盤胞

期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚の酸素消費量 と当該胚が脱出胚盤胞 に到

達する確率 との相関関係 に基づいて、当該確率が 50%以上 となることが確認さ

れている酸素消費量であること（条件 c ) ；

のうち2つ以上を満足する胚 を受胎率の高い胚であると予測する、 （1 2 ) の方法

[0032] 本明細書は本願の優先権の基礎である日本国特許出願 201 0-1 49500 号及び 日

本国特許出願 201 1-144932 号の明細書および/ または図面に記載 される内容を

包含する。

発明の効果

[0033] 本発明によれば、受胎率が高い哺乳動物の胚 を効率的に取得することが可

能である。

図面の簡単な説明



[ 図1a] 本発明の方法の実施のために用いることができる培養容器C を示す平

面図である。

[図1b] 図1aのIa-Ia 断面図である。

[図1c] 図1aにおける細胞収容部の部分拡大図である。

[図1d] 図1cのIb-Ib 断面図である。

[図1e] 図1cにおける微小ゥエルの部分拡大図である。

[図1f ] 図1eのIc-Ic 断面図である。

[図2] 図2は、予備検討における、各細胞数と酸素消費との関係を示す。

[図3] 図3は、予備検討における、受精3 1時間後の第一卵割パターンとアポ 卜

—シス陽性細胞率との関係（図3(a) )、受精55時間後のフラグメンテ一シヨン

の有無とアポ トーシス陽性細胞率との関係（図3(b) )、受精55時間後の割球数

とアポ 卜一シス陽性細胞率との関係（図3(c) )、受精168時間後の酸素消費量と

アポ 卜一シス陽性細胞率との関係（図3(d) ) を示す。

[図4] 図4は、予備検討における、受精3 1時間後の第一卵割パターンと透明帯

脱出の関係 （図4(a) )、受精168時間後の胚盤胞ステージと透明帯脱出の関係

(図4(b) )、受精168時間後の酸素消費と透明帯脱出の関係（図4(c) ) を示す。

[図5] 図5は、予備検討における、受精3 1時間後の第一卵割パターンと酸素消

費との関係を示す。

[図6] 図6は、M=4, N=2~4 の場合の、本発明の胚選別装置の一実施形態を示す

概略プロック図である。

[図7] 図7は、M=4, N=2~4 の場合の、本発明の胚選別装置及び胚選別システム

の一実施形態を示す概略プロック図である。

[図8] 図8は、M=4, N=2~4 の場合の、本発明の胚選別装置及び胚選別システム

の一実施形態を示す概略プロック図である。

[図9] 図9は、M=3, N=2~3 の場合の、本発明の胚選別装置の一実施形態を示す

概略プロック図である。

[図10] 図10は、M=2, N=2の場合の、本発明の胚選別装置の一実施形態を示す

概略プロック図である。



[図11]図11は、M=3, N=2~3 の場合の、本発明の胚選別装置及び胚選別システ

厶の一実施形態を示す概略プロック図である。

[図12]図12は、M=3, N=2~3 の場合の、本発明の胚選別装置及び胚選別システ

厶の一実施形態を示す概略プロック図である。

[図13]図13は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法の一実施形態

を示すフローチヤ一卜である。

[図14]図14は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法(M=4, N=2)の

—実施形態を示すフローチヤ一卜である。

[図15]図15は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法(M=4, N=3)の

—実施形態を示すフローチヤ一卜である。

[図16]図16は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法(M=4, N=4)の

—実施形態を示すフローチヤ一卜である。

[図17]図17は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法(M=3, N=2)の

—実施形態を示すフローチヤ一卜である。

[図18]図18は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法(M=3, N=3)の

—実施形態を示すフローチヤ一卜である。

[図19]図19は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法(M=2, N=2)の

—実施形態を示すフローチヤ一卜である。

[図20] 図20は、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法の概要を示す

フロ一チヤ一 卜である。

[図21]図21は、本発明の胚選別装置の一実施形態を用いて胚を選別する方法

の概要を示すフローチヤ一卜である。

[図22] 図22は、本発明の胚選別装置の一実施形態を用いて胚を選別する方法

の概要を示すフローチヤ一卜である。

[図23a] 図23aは、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法において、

予め格納される、個別の候補胚を特定する情報を示す。

[図23b] 図23bは、本発明の胚選別装置を用いて胚を選別する方法の第2指標判

別工程において生成される結果を示す。



[ 図 23c] 図 23c は、本発 明の胚選別装置 を用 いて胚 を選別 す る方法 の第 3指標 判

別工程 において生成 され る結果 を示 す。

[ 図 23d] 図 23d は、本発 明の胚選別装置 を用 いて胚 を選別 す る方法 の第 4指標 判

別工程 において生成 され る結果 を示 す。

[ 図 24] 図 24は、本発 明の胚選別 システムのハ 一 ドウエアの構成 の好適 な一実

施形態 を示 す。

[ 図 25] 図 25は、 第一卵割時間 と、 正常な染色体数 を有 す る胚 の割合 との相 関

関係 を示 す。

[ 図 26] 図 26は、 第一卵割時間 と、遺伝 子 IGF2R 及び IFN-tau の発現量 との相 関

関係 を示 す。

発明を実施するための形態

[0035] 本発 明 において哺乳動物 とは温血脊椎動物 を指 し、例 えば、 ヒ 卜及びサル

な どの霊長類、 マ ウス、 ラ ッ 卜及び ゥサ ギな どの齧歯類、 ィ ヌ及び ネ コな ど

の愛玩動物、 な らび にゥシ、 ゥマ、 プタ、 ヒッジな どの家畜が挙 げ られ る。

本発 明の方法 は、典型 的 には、非 ヒ 卜哺乳動物 （ヒ 卜を除 く哺乳動物 ） に用

い られ る。本発 明 において、 「ヒ 卜」 はHomo sap i ens を指 す。 「サル」 はサ

ル 目（Pr i mates) に分類 され る、 ヒ 卜以外 の動物 を指 す。 「マ ウス」 はMus mus

c u Lus を指 す。 「ラ ッ 卜」 はRattus norveg i cus を指 す。 「ゥサ ギ」 は ゥサ ギ

科 （Lepor i dae) に分類 され る動物 を指 す。 「ィ ヌ」 はCam s Lupus に分類 され

る動物 を指 し、典型 的 にはCam s Lupus fam は i a r i sを指 す。 「ネ コ」 は Fe s

s i Lvest i s に分類 され る動物 を指 し、典型 的 には Fe s s i Lvest i s catus

を指 す。 「ゥシ」 は ゥシ属 （Bos) に分類 され る動物 を指 し、典型 的 にはBos t a

urus 及び Bos i nd i cus を指 す 0 「ゥマ」 はEquus caba LLus を指 す 0 「プタ」

はSus scrofa に分類 され る動物 を指 し、典型 的 にはSus scrofa domest i cus

を指 す。 「ヒッジ」 はOv i s a r i esを指 す。

[0036] 哺乳動物 の受精卵 は、 受精後、卵割 によ り2細胞期、 4細胞期、 8細胞期 と細

胞数 が増 えてい き、桑実胚 を経 て、胚盤胞 （初期胚盤胞 〜脱 出胚盤胞 ）へ と

発生す る。本発 明 において選別又 は製造 の対象 とす る胚 は、 8細胞期 （すなわ



ち第三卵割終了後）以後まで発生 した胚であり、桑実胚、初期胚盤胞、胚盤胞

、拡張胚盤胞及び脱出胚盤胞が含まれ、典型的には初期胚盤胞、胚盤胞、拡

張胚盤胞及び脱出胚盤胞である。初期胚盤胞、胚盤胞、拡張胚盤胞及び脱出

胚盤胞は、胎盤を形成する潜在能力がある外部細胞と胚を形成する潜在能力

がある内部細胞塊を備える。

[0037] 本発明者 らは驚 くべきことに、

第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態；

第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態；

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量；

のうち2つ以上、好ましくは3つを指標 として用いることにより受胎率の高い

胚を予測することが可能であることを見出 した。3つの指標のうち1つのみを

予測指標 として用いた場合や、3つの指標のうち1つと他の公知の指標 （例え

ば形態的品質がCode 1であること、拡張胚盤胞に達 していること等）とを組

み合わせて予測指標 として用いた場合には、受胎率の高い胚を選別すること

はできない。

[0038] より具体的には、

第一卵割後かつ第二卵割前の段階において、2細胞であり且つフラグメンテ

—シヨンを有 していないこと（条件a) ;

第三卵割後かつ第四卵割前の段階において、5細胞、6細胞、7細胞または8

細胞であり且つフラグメンテ一シヨンを有 していないこと（条件b) ;

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量が、初期胚盤胞

期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚の酸素消費量と当該胚が脱出胚盤胞に到

達する確率との相関関係に基づいて、当該確率が50%以上となることが確認さ

れている酸素消費量であること（条件c ) ；

のうち2つ以上を満足する胚が、高い受胎率を有することを見出 した。

[0039] 本発明において条件bは、 「第三卵割後かつ第四卵割前の段階において、6

細胞、7細胞または8細胞であり且つフラグメンテ一シヨンを有 していないこ

と」という条件であってもよい。



[0040] 本発明者 らは更に、上記 3つの指標 に、

受精か ら第一卵割が完了するまでの時間

という指標 を加えた4つの指標のうち2つ以上、好ま しくは3つ以上、 より好ま

しくは4つを指標 と して用いることにより受胎率の高い胚 を予測することが可

能であることを見出 した。

[0041 ] 具体的には、

受精か ら第一卵割が完了するまでの時間が、胚の、受精か ら第一卵割が完

了するまでの時間と、当該胚の胚盤胞期での染色体数が正常である確率 との

相関関係 に基づいて、当該確率が40%以上 となることが確認されている時間で

あること（条件 d 1) 、受精か ら第一卵割が完了するまでの時間が、胚の、受精

か ら第一卵割が完了するまでの時間と、当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IGF2R の

、遺伝子H2AFZの発現量を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、当

該相対的発現量が0. 45以上 となることが確認されている時間であること（条件

d2) 、並びに、受精か ら第一卵割が完了するまでの時間が、胚の、受精か ら第

一卵割が完了するまでの時間と、当該胚の胚盤胞期での遺伝子 IFN-tau の、遺

伝子H2AFZの発現量を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、当該相

対的発現量が0. 2以上 となることが確認されている時間であること（条件 d3) 、

か ら選択される少な くとも 1つの条件を満足すること（条件 d ) ；

目ij 言己条件 a ;

前記条件 b ; 及び

か」記条件 c

のうち2つ以上、好ま しくは3つ以上、 より好ま しくは4つを満足する胚が、高

い受胎率 を有することを見出 した。

[0042] 本発明に用いる培養器具 と しては、実験 1において用いた図 1に示す培養器

具 には限定されず、任意の培養器具 を用いることができる。本発明において

、受精卵か ら胚 を発生させる体外培養は個別管理が可能な培養器具 を用いて

行 うことが好ま しい。

[0043] 胚の培養 に用いる培地や、温度、雰囲気ガスの組成等の諸条件は哺乳動物



の種 に応 じて通常用い られ る条件 を採用することがで きる。

[0044] ゥシの胚 の典型的な培養条件 と しては、好 ま しくは38. 0-39. 5°C 、 よ り好

ま しくは38. 5~39 °C の温度、 S0F (合成卵管液 ) 、修正S0F、 IVD-1 0 1、 TCM1 99

、 CR1 aaな どの培地、飽和湿度 の、 4 . 5~5. 5%のC02と残量の空気 とを含むガス

(例 えば、飽和湿度 C02 I 95% 空気）、飽和湿度 の、 4 . 5~5. 5%の ；0 2と4

. 5~5. 5%の 02と残量のN2とを含むガス （例 えば飽和湿度 5% C02/5% 02 /90% N2

) な どのガスな どの条件 を採用することがで きる。

[0045] プタの胚 の典型的な培養条件 と しては、 NCSU23、 TCM1 99、 PZM5な どの培地

な どの条件 を採用することがで きる。

[0046] 受精卵 （接合子） を得 るための方法 は特 に限定 されない。体外受精 によ り

卵細胞 と精子 とか ら受精卵 を作成 することがで きる。

[0047] 形態の観察 は顕微鏡観察等の非侵襲 的な手段 によ り行 うことがで きる。一

般 的には 4 0 倍〜 2 0 0 倍の倍率 で形態が観察 され る。

[0048] 本発明において 「フラグメンテーシ ョン」 とは、卵割 した本来の細胞以外

に、断片化 した細胞 （細胞質の小球）が観察 され る現象 を指す。 「フラグメ

ンテ一シ ヨンを有 していない」胚 とは、 フラグメンテーシ ョンが観察 されな

ぃ胚 を指す。本発明でい う 「フラグメンテーシ ョン」では、断片化 した細胞

(細胞質の小球） に核 が含 まれ るか どうかは問わない こととする。

[0049] 胚 に含 まれ る細胞 の数 は、顕微鏡観察 した画像 か ら目視 によ り判定する。

ゥシの場合、 8 細胞程度 までな ら目視 で数 を計測することが可能である。

[0050] 条件 d 1における 「胚 の、受精 か ら第一卵割が完 了するまでの時間 と、 当該

胚 の胚盤胞期 での染色体数 が正常である確率 との相 関関係 に基づいて、 当該

確率 が40%以上 となることが確認 されている時間」 について説明する。本発明

者 らは予備検討 において、 ゥシの胚 の、受精 か ら第一卵割が完 了するまでの

時間 （以下、 「第一卵割時間」 とい う場合がある） と、胚 の胚盤胞期 での染

色体数 が正常である確率 とが相 関 してお り、第一卵割時間が閾値以下 となる

と、胚 の胚盤胞期 での染色体数 が正常である確率 が飛躍 的に高 まる傾 向を見

出 している。 ゥシ以外の哺乳動物 についても、本発明の方法 に用い られ るの



と実 質 的 に 同 一 の 体 外 培 養 条 件 に お い て 、 胚 の 、 受 精 か ら第 一 卵 割 が 完 了 す

る ま で の 時 間 と、 当 該 胚 の 胚 盤 胞 期 で の 染 色 体 数 が 正 常 で あ る確 率 との 相 関

関 係 を 予 め 確 認 す る こ とが で き る。 そ して 高 受 胎 率 胚 を選 別 す る た め に は、

当 該 確 率 が 40%以 上 とな る こ とが 確 認 さ れ て い る 第 一 卵 割 時 間 を示 す 胚 を選 別

す る こ とが 有 効 で あ り、 よ り選 別 数 を絞 り こみ た い 場 合 に は 当 該 確 率 が 50%以

上 、 更 に選 別 数 を絞 り こみ た い 場 合 に は 60%以 上 、 とな る こ とが 確 認 さ れ て い

る 第 一 卵 割 時 間 を示 す 胚 を選 別 す る こ とが で き る。

[0051 ] 胚 盤 胞 期 の 定 義 は後 述 す る通 りで あ る。 染 色 体 数 が 正 常 で あ る胚 と は、 解

析 した 全 て の 細 胞 の 核 相 が 、 動 物 種 に応 じた 正 常 な 数 の 常 染 色 体 及 び 性 染 色

体 を有 す る胚 を指 す 。 例 え ば ゥ シ の 場 合 、 解 析 した 全 て の 細 胞 の 核 相 が 58本

の 常 染 色 体 と2本 の 性 染 色 体 （2n=60) で あ る胚 を、 染 色 体 数 が 正 常 な 胚 と し、

そ の 他 の 胚 を染 色 体 数 が 異 常 な 胚 とす る。 ギ 厶 ザ 染 色 に よ り分 裂 期 の 細 胞 の

核 相 （染 色 体 数 ）を解 析 す る こ とが で き る。 2つ 以 上 の 分 裂 期 の 細 胞 を伴 う胚 を

解 析 可 能 胚 とす る。

[0052] 条 件 d2 に お け る 「胚 の 、 受 精 か ら第 一 卵 割 が 完 了 す る ま で の 時 間 と、 当 該

胚 の 胚 盤 胞 期 で の 遺 伝 子 IGF2R の 、 遺 伝 子 H2AFZ の 発 現 量 を 1と した 相 対 的 発 現

量 との 相 関 関 係 に基 づ い て 、 当 該 相 対 的 発 現 量 が 0 . 4 5以 上 とな る こ とが 確 認

さ れ て い る 時 間 」 に つ い て 説 明 す る。 本 発 明 者 らは 予 備 検 討 に お い て 、 ゥ シ

の 胚 の 第 一 卵 割 時 間 と、 胚 の 胚 盤 胞 期 で の 遺 伝 子 IGF2R の 発 現 量 とが 相 関 して

お り、 第 一 卵 割 時 間 が 閾 値 以 下 とな る と、 胚 の 胚 盤 胞 期 で の IGF2R の 発 現 量 が

高 ま る傾 向 を 見 出 して い る。 ゥ シ 以 外 の 哺 乳 動 物 に つ い て も、 本 発 明 の 方 法

に 用 い られ る の と実 質 的 に 同 一 の 体 外 培 養 条 件 に お い て 、 胚 の 、 受 精 か ら第

一卵 割 が 完 了 す る ま で の 時 間 と、 当 該 胚 の 胚 盤 胞 期 で の IGF2R の 、 遺 伝 子 H2AF

Zの 発 現 量 を 1と した 相 対 的 発 現 量 との 相 関 関 係 を 予 め 確 認 す る こ とが で き る

。 そ して 高 受 胎 率 胚 を選 別 す る た め に は、 IGF2R の 相 対 的 発 現 量 が 0 . 4 5以 上 と

な る こ とが 確 認 さ れ て い る 第 一 卵 割 時 間 を示 す 胚 を選 別 す る こ とが 有 効 で あ

り、 よ り選 別 数 を絞 り こみ た い 場 合 に は 当 該 相 対 的 発 現 量 が 0 . 50以 上 、 更 に

選 別 数 を絞 り こみ た い 場 合 に は 0 . 60以 上 、 とな る こ とが 確 認 さ れ て い る 第 一



卵 割 時 間 を 示 す 胚 を 選 別 す る こ と が で き る。

[0053] 条 件 d3 に お け る 「胚 の 、 受 精 か ら第 一 卵 割 が 完 了 す る ま で の 時 間 と、 当 該

胚 の 胚 盤 胞 期 で の 遺 伝 子 IFN-tau の 、 遺 伝 子 H2AFZ の 発 現 量 を 1と した 相 対 的 発

現 量 と の 相 関 関 係 に 基 づ い て 、 当 該 相 対 的 発 現 量 が 0 . 2以 上 と な る こ と が 確 認

さ れ て い る 時 間 」 に つ い て 説 明 す る。 本 発 明 者 らは 予 備 検 討 に お い て 、 ゥ シ

の 胚 の 第 一 卵 割 時 間 と、 胚 の 胚 盤 胞 期 で の 遺 伝 子 IFN-tau の 発 現 量 と が 相 関 し

て お り、 第 一 卵 割 時 間 が 閾 値 以 下 と な る と、 胚 の 胚 盤 胞 期 で の IFN-tau の 発 現

量 が 高 ま る傾 向 を 見 出 して い る。 ゥ シ 以 外 の 哺 乳 動 物 に つ い て も、 本 発 明 の

方 法 に 用 い られ る の と実 質 的 に 同 一 の 体 外 培 養 条 件 に お い て 、 胚 の 、 受 精 か

ら第 一 卵 割 が 完 了 す る ま で の 時 間 と、 当 該 胚 の 胚 盤 胞 期 で の IFN-tau の 、 遺 伝

子 H2AFZ の 発 現 量 を 1と した 相 対 的 発 現 量 と の 相 関 関 係 を 予 め 確 認 す る こ と が

で き る。 そ して 高 受 胎 率 胚 を 選 別 す る た め に は 、 IFN-tau の 相 対 的 発 現 量 が 0 .

2 0以 上 と な る こ と が 確 認 さ れ て い る 第 一 卵 割 時 間 を 示 す 胚 を 選 別 す る こ と が

有 効 で あ り、 よ り選 別 数 を絞 り こみ た い 場 合 に は 当 該 相 対 的 発 現 量 が 0 . 2 5以

上 、 更 に 選 別 数 を絞 り こみ た い 場 合 に は 0 . 3 0以 上 、 と な る こ と が 確 認 さ れ て

い る 第 一 卵 割 時 間 を 示 す 胚 を 選 別 す る こ と が で き る。

[0054] 遺 伝 子 IGF2R 、 IFN-tau, 及 び H2AFZ の 発 現 量 は 、 そ れ ぞ れ 、 mRNA量 （cDNA量

) に 基 づ き評 価 す る こ と が で き る。

[0055] ゥ シ の IGF2R 遺 伝 子 （配 列 番 号 13 ) 、 IFN-tau 遺 伝 子 （配 列 番 号 14) 、 H2AFZ 遺 伝

子 （配 列 番 号 15 ) は そ れ ぞ れ NMJ 74352. 2、 X65539 、 NMJ 74809 の Access i o n番 号

が 付 与 さ れ GeneBank に 登 録 さ れ て い る。 IGF2R は イ ン プ リ ン 卜遺 伝 子 の 一 種 で

あ る。 IFN-tau は 着 床 関 連 遺 伝 子 の 一 種 で あ る。 H2AFZ は 本 発 明 に お い て は 内

部 標 準 と して 利 用 さ れ る、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ遺 伝 子 の 一 種 で あ る。 ゥ シ 以 外

の 他 の 動 物 種 に お け る、 ゥ シ の IGF2R 遺 伝 子 、 IFN-tau 遺 伝 子 、 H2AFZ 遺 伝 子 と

実 質 的 に 同 一 の 機 能 を有 す る相 同 遺 伝 子 を そ れ ぞ れ 該 動 物 種 に お け る IGF2R 遺

伝 子 、 IFN-tau 遺 伝 子 、 H2AFZ 遺 伝 子 と規 定 す る こ と が で き る。 例 え ば ヒッ ジ

の IGF2R 遺 伝 子 、 IFN-tau 遺 伝 子 、 H2AFZ 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ GeneBank Access i

o n番 号 AF35351 3 . 1、 NP 001 095205. 1、 NP_001 009270. 1 と して 登 録 さ れ た 遺 伝



子である。

[0056] 条件dは、第一卵割時間に関する条件d 1、d2、d3のうち少なくとも1つ、好

ましくは少なくとも2つ、より好ましくは3つを満足するという条件である。

条件dは、特に好ましくは、条件d 1を満足するという条件、或いは、条件d2及

びd3を両方満足するという条件、或いは、条件が、d2、d3を全て満足すると

いう条件である。

[0057] ゥシ胚の場合には、条件dを満足する高受胎率胚を選別するためには、第一

卵割時間が27時間以下である胚を選別することが有効であり、より選別数を

絞りこみたい場合には、第一卵割時間が26時間以下である胚を選別すること

ができる。第一卵割時間の閾値を長くしすぎると、選別される胚の総数が増

え、品質の低い胚も含まれてしまうため、結果として受胎率が下がる。第一

卵割時間の閾値を短くしすぎると、どの胚も品質は十分なため品質面では違

いはないが、選別される胚の総数が減るため、移植に用いることができる胚

の数が減るというデメリットがある。

[0058] 第一卵割の完了は、顕微鏡等を用いた観察により確認することができる。

第一卵割時間の閾値 （例えば受精から27時間又は26時間）の時点で胚を観察

し、第一卵割が完了していることが確認された場合に、第一卵割時間が閾値

以下であると判断し、第一卵割が完了していないことが確認された場合に、

第一卵割時間が閾値よりも長いと判断することができる。胚を経時的に観察

して第一卵割時間を確認し、第一卵割時間と閾値とを比較することもできる

[0059] 第一卵割後かつ第二卵割前の段階の胚とは、ゥシ胚の場合、通常の体外培

養条件下では受精から20~40 時間後、典型的には28~33 時間後の段階の胚を

指す。他の哺乳動物の胚の培養においても、観察によってこの段階にある胚

を特定することは容易である。同一の体外培養条件において予め胚発生が行

われて、正常な胚の大多数 （好ましくは70%以上、より好ましくは80%以上）

が第一卵割を終え、第二卵割を開始するまでの、受精時を基準とした時間帯

が把握されていれば、この時間帯にある胚を 「第一卵割後かつ第二卵割前の



段階」の胚とみなすことができる。

[0060] 卵割のタイミングは動物種によって異なるが、同じ動物種であれば上記の

ようにおおまかな時間帯は知られている。一方、同じ動物種であっても、上

記のようにある程度の個体差 バラつきがある。ゥシの場合、受精後20時間

よりも早い時間では、第一卵割がなされていない胚が多数となり、40時間後

よりも遅い時間では第二卵割以降がなされている胚が多数となる。当業者で

あれば大多数 （好ましくは70%以上、より好ましくは80%以上）の胚が第一卵

割を終えており、かつ、第二卵割前である時間帯を適切に選択することがで

きる。その時間帯に形態観察を行って所定の指標を取得することができる。

他の哺乳動物についても、上記のように個々の胚の卵割のタイミングにバラ

つきはあるものの、大多数 （好ましくは70%以上、より好ましくは80%以上）

の胚が 「第一卵割後かつ第二卵割前の段階」となるような時間帯を適切に選

択し、その時間帯で所定の指標を取得することができる。

[006 1] 第三卵割後かつ第四卵割前の段階の胚とは、ゥシ胚の場合、通常の体外培

養条件下では受精から36~ 108時間後、典型的には40~ 96時間後の段階の胚を

指す。他の哺乳動物の胚の培養においても、観察によってこの段階にある胚

を特定することは容易である。同一の体外培養条件において予め胚発生が行

われて、正常な胚の大多数 （好ましくは70%以上、より好ましくは80%以上）

が第三卵割を終え、第四卵割を開始するまでの、受精時を基準とした時間帯

が把握されていれば、この時間帯にある胚を 「第三卵割後かつ第四卵割前の

段階」の胚とみなすことができる。哺乳動物の種毎に、個々の胚の卵割のタ

イミングにバラつきはあるものの、大多数 （好ましくは70%以上、より好まし

くは80%以上）の胚が 「第三卵割後かつ第四卵割前の段階」となる時間帯を適

切に選択し、その時間帯で所定の指標を取得することができる。

[0062] 初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚とは、初期胚盤胞期から、

胚盤胞期を経て、拡張胚盤胞期に至るまでのいずれかの発生段階にある胚を

指す。ゥシ胚の場合、通常の体外培養条件下では受精から120~ 216時間後、

典型的には144~ 192時間後の段階の胚を指す。他の哺乳動物の胚の培養にお



いても、観察によってこの段階にある胚を特定することは容易である。同一

の体外培養条件において予め胚発生が行われて、正常な胚の大多数 （好まし

くは70%以上、より好ましくは80%以上）が初期胚盤胞期から拡張胚盤胞期ま

でのいずれかの発生段階にある、受精時を基準とした時間帯が把握されてい

れば、この時間帯にある胚を 「初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期」

の胚とみなすことができる。哺乳動物の種毎に、個々の胚の発育の程度にバ

ラつきはあるものの、大多数 （好ましくは70%以上、より好ましくは80%以上

) の胚が 「初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期」となる時間帯を適切

に選択 し、その時間帯で所定の指標を取得することができる。

[0063] 「初期胚盤胞」、 「胚盤胞」、 「拡張胚盤胞」の定義は Robertson I , Ne L

son RE ( 1998) Cert cat ιon and i dent i f i cat i on of the embryo. I n : D. A

. St i ngfe LLow and S. M. Se i de L, Ed i tors, Manua l of the i nternat i ona L

embryo t ransfer soc i ety, IETS, Savoy, I LLi no i s 103—116に言己載されてお

り、当業者には明確であるが、参考のために以下に具体的に説明する。

[0064] 「初期胚盤胞」とは、胚盤胞腔 （胞胚腔）が顕微鏡下で認められるように

なる時期の胚を指す。初期胚盤胞は指輪状の形態を示す。

[0065] 初期胚盤胞が発育 し、栄養膜細胞層の分離が進み、内細胞塊の暗化により

両者の明瞭な区別が可能となったものが 「胚盤胞」である。胚盤胞腔は広 く

囲卵腔内に拡張 し、囲卵腔をほぼ満たすまでになる。

[0066] 「拡張胚盤胞」とは、胚盤胞が発育 して、胚盤胞腔の拡張が顕著になり、

全体の大きさが増加 し （胚盤胞期までの胚の大きさの1. 2~1 . 5倍程度）、同

時に、透明帯の厚さが約 1/ 3まで薄 くなつた胚を指す。

[0067] 「初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚の酸素消費量と当該胚が

脱出胚盤胞に到達する確率との相関関係に基づいて、当該確率が50%以上とな

ることが確認されている酸素消費量」について説明する。本発明者 らは予備

検討 (実験2) において、ゥシの初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚

の酸素消費量と、胚が脱出胚盤胞に到達する確率とが相関 しており、酸素消

費量が閾値以上となると、胚が脱出胚盤胞に到達する確率が飛躍的に高まる



傾向を見出 している。 ゥシ以外の哺乳動物についても、本発明の方法に用い

られるのと実質的に同一の体外培養条件において、初期胚盤胞期、胚盤胞期

又は拡張胚盤胞期の胚の酸素消費量 と、当該胚が脱出胚盤胞に到達する確率

との相関関係を予め確認することができる。そ して高受胎率胚を選別するた

めには、当該確率が50%以上 となることが確認されている酸素消費量を有する

胚を選別することが有効であ り、より選別数を絞 りこみたい場合には、当該

確率が85%以上 となることが確認されている酸素消費量を有する胚を選別する

ことができる。 ゥシ胚の場合には、高受胎率胚を選別するためには、初期胚

盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の酸素消費量が、単一胚あた り0 . 9 1 X 10- 14

mo L s - 1以上である胚を選別することが有効であ り、より選別数を絞 りこみた

い場合には、単一胚あた り1. 1 1 X 10- 14 mo L s - 1以上である胚を選別することが

できる。酸素消費量の選別指標値を低 くしすぎると、選別される胚の総数が

増え、品質の低い胚も含まれて しまうため、結果 として受胎率が下がる。酸

素消費量の選別指標値が高すぎると、 どの胚も品質は十分なため品質面では

違いはないが、選別される胚の総数が減るため、移植に用いることができる

胚の数が減るというデメ リッ トがある。

[0068] 単一胚あた りの酸素消費量は、 SECMシステ ム （HV-405 ; 北斗電工株式会社）

等の市販の装置を用いて非侵襲的に測定することができる。酸素消費量は、

呼吸アツセィ用の媒体 （例えば、 ERAM-2 (emb r y o r esp i r a t i o n assay med i um

-2, 株式会社機能性ペプチ ド研究所製 )等）中で、体外培養条件 と実質的に同

—の温度条件において測定されることが好ま しい。

[0069] 本発明の第一の形態は、受精卵か ら体外培養された哺乳動物の胚を選別す

る方法であって、上記4つの指標のうち少な くとも2つ、好ま しくは少な くと

も3つ、より好ま しくは4つを取得 して評価 し、評価結果に基づいて胚を選別

する工程を特徴 とする方法である。当該選別工程では、上記条件 a~d の少な

くとも2つ、好ま しくは少な くとも3つ、より好ま しくは4つを満足する胚を選

別する。選別される胚は、好ま しくは初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤

胞期 まで体外培養された胚であるが、受精か ら第一卵割が完了するまでの時



間、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態及び第三卵割後かつ第四卵割
前の段階での形態のうち2つ以上を指標として用いる場合は、2細胞期（すなわ

ち第一卵割終了後）又は8細胞期（すなわち第三卵割終了後）以後の任意の発生

段階まで体外培養された胚であってもよい。この選別方法を実施する者と、

体外培養により胚を製造する方法を実施する者とは、同一であってもよいし

異なっていてもよい。

[0070] 本発明の第二の形態は、体外培養によって哺乳動物の受精卵から胚を製造

する方法であって、上記の選別工程を含むことを特徴とする方法である。胚

は好ましくは初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期まで体外培養される

が、受精から第一卵割が完了するまでの時間、第一卵割後かつ第二卵割前の
段階での形態及び第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態のうち2つ以上を

指標として用いる場合は、2細胞期（すなわち第一卵割終了後）又は8細胞期（す

なわち第三卵割終了後）以後の任意の発生段階まで体外培養させ、以後の利用

に供することもできる。

[007 1] 本発明の第三の形態は、上記選別方法により選別された胚、又は上記製造

方法により製造された胚を、雌個体に移植し受胎させる工程を含む、哺乳動

物個体の生産方法である。通常、移植を受ける雌個体 （レシピエン卜）は偽

妊娠状態にあり、胚は該雌個体の子宮角、卵管等に移植される。受胎後、産

仔を得る工程、産仔を成長させて個体を得る工程は常法により行うことがで

きる。

[0072] < 胚選別装置、胚選別システム、胚選別方法>

本発明はまた、本発明の方法を実現可能な、受精卵から体外培養された哺

乳動物の候補胚を選別するための胚選別装置に関する。

[0073] 本発明の胚選別装置は、判別部と、解析部とを含み、判別部において、取

得された候補胚についての第1指標情報〜第4指標情報のうちM個 （Mは2、3、

又は4の数である）が、予め規定された選別基準条件を満足するか否かを判別

し、解析部において、前記判別部において判別された条件のN個 （Nは2以上M

以下の数である）以上を満足する候補胚を、選別すべき胚であると解析する



ことを特徴とする装置である。M、Nの具体的な数は目的に応じて適宜決定す

ることができる。Nの値が大きいほど受胎率の高い胚を選別することができる

が、一方で、移植に用いる胚の数が減る傾向がある。

[0074] 以下、M=4, N=2~4 である本発明の胚選別装置の一実施形態を図6~8 を参照

して説明し、M=3, N=2~3 である本発明の胚選別装置の一実施形態を図9、11

、12を参照して説明し、M=2, N=2である本発明の胚選別装置の一実施形態を

図10を参照して説明するが、本発明の範囲は図示された実施形態には限定さ

れない。

[0075] 図6は、本発明の胚選別装置(M=4, N=2~4) の一実施形態である胚選別装置6

00の機能構成を表す概略プロック図である。胚選別装置600は、判別部670、

解析部610を少なくとも備え、必要に応じて記憶部601を備える。記憶部601は

、データの格納及び読み取りが可能なようにネッ卜ワークを介して胚選別装

置600の他の部分と接続されていてもよい。胚選別装置600はコンピュータ等

の情報処理装置により構成することができる。胚選別装置600には必要に応じ

て入力装置611、出力装置612等が接続される。

[0076] 判別部670は、第1指標判別部606、第2指標判別部607、第3指標判別部608、

第4指標判別部609を少なくとも含み、通常は更に第1指標情報取得部602、第2

指標情報取得部603、第3指標情報取得部604、第4指標情報取得部605を含む。

[0077] 記憶部601は、受精から第一卵割が完了するまでの時間に関する第1指標選

別基準条件、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態に関する第2指標選別

基準条件、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態に関する第3指標選別基

準条件、及び、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量に

関する第4指標選別基準条件、並びに、これらの条件のうち、選別される胚が

満足すべき条件の個数Nに関する情報を記憶する。これらの情報は、予め記憶

部601に記憶される。

[0078] 「受精から第一卵割が完了するまでの時間に関する第1指標選別基準条件」

とは、具体的には、上記の条件dが挙げられる。胚選別装置600がゥシの胚の

選別に用いられる場合、条件dは、好ましくは、 「受精から第一卵割が完了す



るまでの時間が27時間以下であること」 という条件、又は 「受精か ら第一卵

割が完 了するまでの時間が26時間以下であること」 という条件である。

[0079] 「第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態 に関する第2指標選別基準条件

」 とは、具体的には、上記の条件aが挙 げ られる。

[0080] 「第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態 に関する第3指標選別基準条件

」 とは、具体的には、上記の条件 bが挙 げ られる。

[0081 ] 「初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量 に関する第4指

標選別基準条件」 とは、具体的には、上記の条件cが挙 げ られる。胚選別装置

600が ゥシの胚の選別 に用い られる場合、条件 c は、好 ま しくは、 「初期胚盤

胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量が単一胚あた り0. 9 1 X 10-14 m

o L s-1以上であること」 という条件、又は 「初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張

胚盤胞期での酸素消費量が単一胚あた り1 . 1 1 X 10- 14 mo L s-1以上であること」

という条件である。

[0082] 第 1指標情報取得部 602は、候補胚の、受精か ら第一卵割が完 了するまでの

時間に関する第 1指標情報 を取得 して、第 1指標判別部 606 に入力する。第 1指

標情報 は、具体的には、候補胚の、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間

(第一卵割時間）を示すデータであ ってもよい し、前記第 1指標選別基準条件

において規定される第一卵割時間の閾値の時点での第一卵割の完 了の有無 を

示すデータであ ってもよい。第 1指標情報 は、入力装置 6 11を介 してユーザ一

によ り第 1指標情報取得部 602へ入力されてもよい し、後述するように第 1画像

解析部か ら入力されてもよい。

[0083] 第 1指標判別部 606は、候補胚の第 1指標情報が、記憶装置 601 に記憶 された

第 1指標選別基準条件 を満足するか否かを判別する。具体的には、候補胚の第

一卵割時間が、第 1指標選別基準条件 における第一卵割時間の閾値以下である

場合 （或いは、候補胚の第一卵割の完 了が、第一卵割時間の閾値の時点で確

認 された場合）に、第 1指標選別基準条件 を満足すると判別 し、候補胚の第一

卵割時間が、第 1指標選別基準条件 における第一卵割時間の閾値 よ りも大 きい

場合 （或いは、候補胚の第一卵割の完 了が、第一卵割時間の閾値の時点で確



認されなかった場合）に、第1指標選別基準条件を満足しないと判別する。

[0084] 第2指標情報取得部603は、候補胚の、第一卵割後かつ第二卵割前の段階で

の形態に関する第2指標情報を取得して、第2指標判別部607に入力する。第2

指標情報は、具体的には、候補胚の、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での

割球数を示すデータと、フラグメンテ一シヨンの有無を示すデータとを含む

。第2指標情報は、入力装置6 11を介してユーザ一により第2指標情報取得部60

3へ入力されてもよいし、後述するように第2画像解析部から入力されてもよ

い。

[0085] 第2指標判別部607は、候補胚の第2指標情報が、記憶装置601 に記憶された

記憶された第2指標選別基準条件を満足するか否かを判別する。具体的には、

候補胚の第一卵割後かつ第二卵割前の段階での割球数が、第2指標選別基準条

件に規定される割球数の範囲内あって、なお且つ、同段階でフラグメンテ一

シヨンがない場合に、第2指標選別基準条件を満足すると判別し、その他の場

合には第2指標選別基準条件を満足しないと判別する。

[0086] 第3指標情報取得部604は、候補胚の、第三卵割後かつ第四卵割前の段階で

の形態に関する第3指標情報を取得して、第3指標判別部608に入力する。第3

指標情報は、具体的には、候補胚の、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での

割球数を示すデータと、フラグメンテ一シヨンの有無を示すデータとを含む

。第3指標情報は、入力装置6 11を介してユーザ一により第3指標情報取得部60

4へ入力されてもよいし、後述するように第3画像解析部から入力されてもよ

い。

[0087] 第3指標判別部608は、候補胚の第3指標情報が、記憶装置601 に記憶された

記憶された第3指標選別基準条件を満足するか否かを判別する。具体的には、

候補胚の第三卵割後かつ第四卵割前の段階での割球数が、第3指標選別基準条

件に規定される割球数の範囲内あって、なお且つ、同段階でフラグメンテ一

シヨンがない場合に、第3指標選別基準条件を満足すると判別し、その他の場

合には第3指標選別基準条件を満足しないと判別する。

[0088] 第4指標情報取得部605は、候補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚



盤胞期での酸素消費量に関する第4指標情報を取得して、第4指標判別部609に

入力する。第4指標情報は、具体的には、候補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期

又は拡張胚盤胞期での酸素消費量の値を示すデータを含む。第4指標情報は、

入力装置611を介してュ一ザ一により第4指標情報取得部605へ入力されてもよ

いし、後述するように酸素消費量測定装置から入力されてもよい。

[0089] 第4指標判別部609は、候補胚の第4指標情報が、記憶装置601に記憶された

記憶された第4指標選別基準条件を満足するか否かを判別する。具体的には、

候補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量の値が

、第4指標選別基準条件に規定される酸素消費量の閾値以上である場合に第4

指標選別基準条件を満足すると判別し、候補胚の前記酸素消費量の値が前記

閾値よりも小さい場合に第4指標選別基準条件を満足しないと判別する。

[0090] 解析部610は、第1指標判別部606、第2指標判別部607、第3指標判別部608、

第4指標判別部609の結果に基づき、第1指標選別基準条件、第2指標選別基準

条件、第3指標選別基準条件、及び第4指標選別基準条件のうち、候補胚が満

足する条件の個数が、記憶された個数N以上であるか否かを判別し、N以上で

ある場合に当該候補胚を選別すべき胚 （「良」）と結論付け、N未満である場

合に当該候補胚を選別すべきでない胚 （「不良」）と結論付ける。

[009 1] 解析部610は解析結果を生成する。生成された解析結果は、出力装置612を

介して出力することができる。出力装置612はディスプレイやプリンタ一等の

任意の形態であればよい。解析結果は記憶部601に記憶されてもよい。出力又

は記憶される解析結果は例えば以下の項目を含むことができる：

•候補胚を特定する情報 （座標等により位置を示す情報）

• 良 不良解析結果

• 第1指標情報

• 第2指標情報

• 第3指標情報

• 第4指標情報

• 第1指標情報に基づく判別結果



• 第2指標情報に基づく判別結果

• 第3指標情報に基づく判別結果

• 第4指標情報に基づく判別結果

本発明の胚選別装置に入力される第1指標情報、第2指標情報、及び第3指標

情報は、所定の段階において撮像された候補胚の画像に基づいて、ュ一ザ一

による判断又は画像処理技術により生成することができる。

[0092] 本発明の胚選別装置は、第1指標情報、第2指標情報、及び/ 又は第3指標情

報を生成するために参照される画像を抽出するための構成を更に備えること

ができる。当該構成を備えた胚選別装置の実施形態の一例を、図7及び図8に
示す。図7及び8において符号701~ 712、770、801 812 870で示される構成

は図6における符号601 612 670で示される構成と同様の特徴を有するので

説明を省略する。
[0093] 図7に示す胚選別装置700は、第1指標情報、第2指標情報、及び第3指標情報

を生成するために参照される画像を抽出する画像抽出部780を備える。画像抽
出部780は、第1画像抽出部721と、第2画像抽出部722と、第3画像抽出部723と

を少なくとも備え、通常は更に画像取得部720を備える。

[0094] 画像取得部720は、ビデオカメラ等の撮像装置により撮像された候補胚の画

像データを取得し、第1画像抽出部721、第2画像抽出部722、第3画像抽出部72

3に入力する。画像は動画であつても静止画であつてもよい。

[0095] 第1画像抽出部721は、取得された候補胚の画像から、第1指標選別基準条件

における、受精から第一卵割が完了するまでの時間の閾値の時点における候

補胚の画像、又は、第一卵割の完了時点を確認可能な画像を抽出する。第1画
像抽出部721は必要に応じて記憶部701に記憶された閾値の情報を参照するこ

とができる。抽出された画像は出力装置712によりユーザ一が目視により判別

可能な画像として出力されることができる。ユーザ一は目視による判別によ
り第1画像抽出部721により抽出された画像に基づいて第1指標情報を生成し、

該情報を、入力装置711を介して第1指標情報取得部702に入力することができ

る。



[0096] 第2画像抽出部722は、取得された候補胚の画像から、第一卵割後かつ第二

卵割前の段階の画像を抽出する。候補胚についての 「第一卵割後かつ第二卵

割前の段階」に対応する時間の情報は記憶部701 に記憶されていることができ

、第2画像抽出部722は必要に応じてこの時間の情報を参照することができる

。抽出された画像は出力装置7 12によりユーザ一が目視により判別可能な画像

として出力されることができる。ユーザ一は目視による判別により第2画像抽

出部722により抽出された画像に基づいて第2指標情報を生成し、該情報を、

入力装置7 11を介して第2指標情報取得部703に入力することができる。

[0097] 第3画像抽出部723は、取得された候補胚の画像から、第三卵割後かつ第四

卵割前の段階の画像を抽出する。候補胚についての 「第三卵割後かつ第四卵

割前の段階」に対応する時間の情報は記憶部701 に記憶されていることができ

、第3画像抽出部723は必要に応じてこの時間の情報を参照することができる

。抽出された画像は出力装置7 12によりユーザ一が目視により判別可能な画像

として出力されることができる。ユーザ一は目視による判別により第3画像抽

出部723により抽出された画像に基づいて第3指標情報を生成し、該情報を、

入力装置7 11を介して第3指標情報取得部704に入力することができる。

[0098] 画像に基づいた第1指標情報、第2指標情報、及び第3指標情報の生成は、画

像解析処理ソフ卜ウェア等を用いて自動的に実行されることもできる。この

実施形態の一例を図8に示す。図8中、符号820~823, 880で示す構成は図7中の

符号720~723, 780で示す構成と同様の特徴を有する。胚判別装置800は画像解

析部890を更に備える。画像解析部890は、画像抽出部880において抽出された

画像に基づいて画像解析処理を行い、第1指標情報、第2指標情報、及び/又は

第3指標情報を生成し、判別部870に入力する。画像解析部890は第1画像解析

部831、第2画像解析部832、及び第3画像解析部833を含む。第1画像抽出部821

、第2画像抽出部822、第3画像抽出部823により抽出された画像は、それぞれ

第1画像解析部831、第2画像解析部832、第3画像解析部833に入力される。第1

画像解析部831、第2画像解析部832、第3画像解析部833はそれぞれ、画像解析

処理により第1指標情報、第2指標情報、及び第3指標情報を生成し、第1指標



情報取得部802、第2指標情報取得部803、第3指標情報取得部804に入力する。

画像解析処理により生成された第1指標情報、第2指標情報、及び第3指標情報

の、第1指標情報取得部802、第2指標情報取得部803、第3指標情報取得部804

への入力前に、各指標情報が出力装置8 12に出力され、当該各指標情報を、ュ

一ザ一が、第1画像抽出部821、第2画像抽出部822、第3画像抽出部823から出

力装置8 12に出力された抽出画像と対比して妥当性を検証し、妥当であると判

断されれば各指標情報が第1指標情報取得部802、第2指標情報取得部803、第3

指標情報取得部804へ入力され、妥当でないと判断されれば、胚選別装置700

について説明したと同様に、ュ一ザ一により生成された訂正後の指標情報が

入力装置8 11を介して第1指標情報取得部802、第2指標情報取得部803、第3指

標情報取得部804へ入力されるように構成されていてもよい。

[0099] 本発明の胚選別装置は、撮像装置及び酸素消費量測定装置と組み合わされ

た、受精卵から体外培養された哺乳動物の候補胚を選別するための胚選別シ

ステムを構成することができる。図7及び図8に示す胚選別システム740、840

はその実施形態の一例である。

[01 00] 胚選別システム740、840は胚選別装置700、800と、撮像装置750、850と、

酸素消費量測定装置760、860とを少なくとも備える。

[01 0 1 ] 撮像装置750、850は、候補胚を撮像し、撮像された画像を画像取得部720、

820へと出力する。撮像装置750、850は、必要に応じて顕微鏡対物レンズと組

み合わされて、体外培養時の候補胚の動画又は静止画を撮像可能なものであ

れば特に限定されないが、具体例としてはデジタルビデオカメラが挙げられ

る。

[01 02] 酸素消費量測定装置760、860は、受精卵から体外培養された哺乳動物の候

補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量を測定し

、測定された酸素消費量値を第4指標情報取得部705、805へと出力する。酸素

消費量測定装置760、860は特に限定されないが、具体的に上述したような、

単一胚あたりの酸素消費量を測定することが可能な装置を用いることができ

る。



[01 03] 図 9は 、 Mが 3で あ る場 合 の 胚 選 別 装 置 900 の 機 能 構 成 を表 す概 略 プ ロ ッ ク 図

で あ る。 判 別 部 970 は 図 6を参 照 して 説 明 した 第 1指 標 判 別 部 606 、 第 2指 標 判 別

部 607 、 第 3指 標 判 別 部 608 、 第 4指 標 判 別 部 609 か ら選 ば れ る任 意 の 3つ で あ る

、 第 指 標 判 別 部 905 、 第 M2指 標 判 別 部 906 、 第 M3指 標 判 別 部 907 を 含 む 。 こ こで

Ml M2、 M3は相 互 排 他 的 に 1、 2、 3、 4 か ら選 択 さ れ る整 数 で あ る。 胚 選 別 装 置 9

00の 好 適 な 一 実 施 形 態 で は、 M M2、 M3が そ れ ぞ れ 2、 3、 4 で あ る。

[01 04] 図 10は 、 Mが 2で あ る場 合 の 胚 選 別 装 置 1000 の 機 能 構 成 を表 す概 略 プ ロ ッ ク

図 で あ る。 判 別 部 1070 は 図 6を参 照 して 説 明 した 第 1指 標 判 別 部 606 、 第 2指 標

判 別 部 607 、 第 3指 標 判 別 部 608 、 第 4指 標 判 別 部 609 か ら選 ば れ る任 意 の 2つ で

あ る、 第 指 標 判 別 部 1004 、 第 M2指 標 判 別 部 1005 を 含 む 。 こ こで M2は相 互

排 他 的 に 1、 2、 3、 4 か ら選 択 さ れ る整 数 で あ り、 好 ま し くは 2、 3、 4 か ら選 択

さ れ る整 数 で あ る。

[01 05] 図 11に は、 図 7 に示 す 胚 選 別 装 置 700 、 胚 選 別 シ ス テ ム 740 をM=3に 変 更 した

— 実 施 形 態 で あ る胚 選 別 装 置 1100、 胚 選 別 シ ス テ ム 1140 を 示 す 。

[01 06] 図 12 に は、 図 8 に示 す 胚 選 別 装 置 800 、 胚 選 別 シ ス テ ム 840 をM=3に 変 更 した

— 実 施 形 態 で あ る胚 選 別 装 置 1200 、 胚 選 別 シ ス テ ム 1240 を 示 す 。

[01 07] 胚 選 別 装 置 1100及 び 1200 は 、 胚 選 別 装 置 900 に お い て M，= 2 , M2=3, M3=4 で あ る

場 合 の 例 で あ る が 、 これ に は 限 定 さ れ な い。

[01 08] 本 発 明 の 胚 選 別 装 置 に よ り胚 を選 別 す る方 法 を、 図 13~22 に 示 す フ ロー チ

ャ 一 卜を参 照 して 説 明 す る。 以 下 の 説 明 で は 便 宜 上 、 M=4、 3、 2で あ る場 合 の

胚 判 別 装 置 の 代 表 例 と して 胚 判 別 装 置 600 、 900 、 1000 を そ れ ぞ れ 参 照 す る。

[01 09] な お 以 下 の 説 明 に お い て Μ · ·ΜΜは相 互 排 他 的 に 1··· Μ (Μは 2、 3、 又 は 4の 整 数

で あ る ）の 整 数 か らな る群 か ら選 択 さ れ る整 数 を意 味 す る。

[01 10 ] 図 20は 、 胚 判 別 装 置 600, 900, 1000 に よ り胚 を選 別 す る方 法 の概 要 を示 す

。 判 別 部 670, 970, 1070 は 、 候 補 胚 に つ い て の 取 得 さ れ た 第 指 標 情 報 〜 第 ΜΜ指

標 情 報 が 、 対 応 す る指 標 選 別 基 準 条 件 を満 足 す る か 否 か を判 別 す る （S2001 )

。 次 に、 解 析 部 6 10 , 908, 1006 は 、 S2001 に お い て 満 足 す る と判 別 さ れ た 条 件 の

個 数 が 、 Ν個 以 上 で あ る か 否 か を解 析 (S2002) し、 Ν個 以 上 で あ れ ば 選 別 す べ き



胚であることを示す 「良」判定の結果 を出力 （S2003) し、N個未満であれば

選別すべ き胚でないことを示す 「不良」判定の結果 を出力 （S2004) して処理

を終 える。

[01 11] 図2 1は図7及び図 11に示す、画像抽出部780， 1180を備 えた胚選別装置700, 1

100を用いた胚の選別方法の概要 を示す。 この方法では画像抽出部780, 1180に

よ り、取得 された候補胚の画像か ら、第 1〜第3指標情報の うち必要な情報 を

生成するために必要な所定の画像が抽出される（S21 0 1) 。次 いで、抽出された

当該所定の画像 に基づいて生成 された第 1〜第3指標情報及び/ 又 は別途生成 さ

れた第4指標情報の うち所定の情報が、判別部770, 1170によ り取得 (S21 02) さ

れ る。続 いて、上述のS2001 ~S2004 が行われる。

[01 12] 図22は図8及び図 12に示す、画像解析部890, 1290 を更 に備 えた胚選別装置8

00, 1200 を用いた胚の選別方法の概要 を示す。 この方法では上述のS21 0 1によ

り抽出された所定の画像 に基づ き、画像解析部890, 1290 によ り、第 1〜第3指

標情報の うち所定の情報が生成 され、判別部870, 1270 に入力される。続 いて

、上述のS21 0 1、 S2001 ~S2004 が行われる。

[01 13] 図20に示すS2001 ~S2004 の判別 解析工程 は2つの様式に大別することがで

きる。一つの様式では、図 13に示すように、第Mm指標判別工程 （ここでmは1~

Mか ら選択 される整数である）をm=1 か らm=Mまで実行することによ り、M個の

条件の満足性 についての判別 を全て完 了 した後 （S 1301 ) に、解析工程 S 1302 を

実行する。 この方法は、候補胚 についての必要な指標情報が全て取得 された

後 に判別工程及び解析工程 を行 う場合 に適 している。 もう一つの様式では、

図 14~1 9に示すように、M個の条件全部の満足性 についての判別の完 了を待つ

ことな く、N個の条件が満足された時点で 「良」判定の結果 を出力 し、N個の

条件が満足され得ないことが確定 した時点で 「不良」の結果 を出力 して処理

を終 了する。後者の様式は、候補胚 についての必要な指標情報 を経時的に取

得 しなが ら、判別工程及び解析工程 を行 う場合 に適 している。

[01 14] そ こで図 13の フローチヤ一 卜に示 される胚の選別方法 について説明する。

判別部 670, 970, 1070内の第Mm指標判別部 によ り、取得 された候補胚の第Mm指標



情報が、対応する第Mm指標選別基準条件 を満足するか否かを判別する第Mm指標

判別工程 を、第 指標判別工程か ら第MM指標判別工程 まで順 に実行する （S 130

1) 。 ここでS 1301 は、第 1指標判別工程、第2指標判別工程、第3指標判別工程

、及び、第4指標判別工程の うちのM個の工程 を、任意の順序で実行すること

を意味する。次 に、解析部 6 10, 908, 1006は、 S 1301 (第 指標判別工程〜第MM

指標判別工程）において満足すると判別 された条件がN個以上であるか否かを

解析 (S1 302) し、N個以上であれば選別すべ き胚であることを示す 「良」判定

の結果 を出力 （S 1303) し、N個未満であれば選別すべ き胚でないことを示す

「不良」判定の結果 を出力 （S 1304) して処理 を終 える。

[01 15] 次 に、図 14~1 9の フローチヤ一 卜に示 される胚の選別方法 について説明す

る。 これ らの方法では、第Mm指標判別工程 （ここでmは1~ Mか ら選択 される整

数である）をm=1 か ら順次実行 し、第 指標判別工程か ら第Mm指標判別工程 に

おいて判別 されたm個の条件の うち、満足されると判別 された条件の数 （X ) がN

である場合 (x = Nの場合）には第Mm+1指標判別工程以降に進む ことな く 「良」判

定の結果 を出力 して処理 を終 了 し、満足されると判別 された条件の数 (X) がN

未満であ って、かつ、仮 に第Mm+1指標判別工程か ら第MM指標判別工程 までの全

ての工程 にて判別 される条件が満足されると しても合計でN個の条件が満足さ

れ得ないことが確定する場合 （x<N かつ x+(M-m)<N の場合）には 「不良」

の結果 を出力 して処理 を終 了 し、 いずれにも該当 しない場合 （x<N かつ N ≤

x+(M-m) の場合）には第Mm+1指標判別工程 に進む。

[01 16] 図 14は胚選別装置600(M=4) による、解析工程での閾値 をN=2と した場合の例

を示す。 S1401 は第 指標判別部が行 う第 指標判別工程 を、S1402及びS1403

は第M2指標判別部が行 う第M2指標判別工程 を、S1404、 S1405及びS1406 は第M3指

標判別部が行 う第M3指標判別工程 を、S1407、 S1408及びS1409 は第M4指標判別

部が行 う第M4指標判別工程 を示す。第 指標判別部、第M2指標判別部、第M3指

標判別部、第M4指標判別部 は、判別部 670 に含 まれる第 1指標判別部 606、第2指

標判別部 607、第3指標判別部 608及び第4指標判別部 609か ら相互排他的に選択

される。 S141 0、 S141 2及びS1414 は解析部 6 10が 「良」判定の結果 を出力する



工程 を示す。 S141 S141 3及びS141 5は解析部 6 10が 「不良」判定の結果 を出

力する工程 を示す。 S1401 にて第 指標選別基準条件が満足される場合 (x, m= 1

, 1、 x<N かつ N x+(M-m) ) にS1402 に進み、満足されない場合 （x, m= 0, 1、 x

< N かつ N x+(M-m) ) にS1403 に進む。S1402 にて第M2指標選別基準条件が満

足される場合 （x, m= 2, 2、 x = N) にはS141 0に進み、満足されない場合 （x, m= 1,

2、 x<N かつ N x+(M-m) ) にはS1404 に進む。S1404 にて第M3指標選別基準条

件が満足される場合 （x, m= 2, 3、 x = N) にはS141 0に進み、満足されない場合 （x

, m= 1, 3、 x<N かつ N x+(M-m) ) にはS1407 に進む。S1407 にて第M4指標選別

基準条件が満足される場合 （x, m= 2, 4、 x = N) にはS141 0に進み、満足されない

場合 （x, m= 1, 4、 x<N かつ x+(M-m)<N) にはS141 1に進む。S1403 にて第M2指

標選別基準条件が満足される場合 （x, m= 1, 2、 x<N かつ N x+(M-m) ) にS140

5に進み、満足されない場合 （x, m= 0, 2、 x<N かつ N x+(M-m) ) にS1406 に進

む。S1405 にて第M3指標選別基準条件が満足される場合 （x, m= 2, 3、 x = N) にはS

141 2に進み、満足されない場合 （x, m= 1, 3、 x<N かつ N x+(M-m) ) にはS140

8に進む。S1408 にて第M4指標選別基準条件が満足される場合 （x, m= 2, 4、 x = N)

にはS141 2に進み、満足されない場合 （x, m= 1, 4、 x<N かつ x+(M-m)<N) に

はS141 3に進む。S1406 にて第M3指標選別基準条件が満足される場合 （x, m= 1, 3

、 x = N) にはS1409 に進み、満足されない場合 (x, m= 0, 3、 x<N かつ x+(M-m)

<N) にはS141 5に進む。S1409 にて第M4指標選別基準条件が満足される場合 （X ,

m= 2, 4、 x = N) にはS1414 に進み、満足されない場合 (x, m= 1, 4、 x<N かつ x

+ (M-m)<N) にはS141 5に進む。

図 15は胚選別装置600(M=4) を用いる胚選別方法 において、解析工程での閾

値 をN=3と した場合の動作の一実施形態 を示す。図 16は胚選別装置600(M=4)

を用いる胚選別方法 において、解析工程での閾値 をN=4と した場合の動作の一

実施形態 を示す。図 15及び 16では、図 14と同様 に、 S 1501 及び 1601 は第 指標

判別部が行 う第 指標判別工程 を、 S 1502 S 1503 S 1602は第M2指標判別部が

行 う第M2指標判別工程 を、 S 1504 S 1505 S 1506及び S 1603は第M3指標判別部が

行 う第M3指標判別工程 を、 S 1507 S 1508 S 1509及び S 1604は第M4指標判別部が



行 う第M4指標判別工程 を示す。 S 15 10 S 15 12、 S 1514及び S 1605は解析部 6 10が

「良」判定の結果 を出力する工程 を示す。 S 15 11、 S 15 13、 S 15 15及び S 1606は

解析部 6 10が 「不良」判定の結果 を出力する工程 を示す。

[01 18] 図 17は胚選別装置900(M=3) を用いる胚選別方法 において、解析工程での閾

値 をN=2と した場合の動作の一実施形態 を示す。図 18は胚選別装置900(M=3)

を用いる胚選別方法 において、解析工程での閾値 をN=3と した場合の動作の一

実施形態 を示す。図 17及び 18では、 S 1701 及び S 1801 は第 指標判別部 905が行

う第 指標判別工程 を、 S 1702 S 1703及び S 1802 は第M2指標判別部 906が行 う第

M2指標判別工程 を、 S 1704 S 1705及び S 1803 は第M3指標判別部 907が行 う第M3指

標判別工程 を示す。 S 1706, S 1708及び S 1804 は解析部 908が 「良」判定の結果

を出力する工程 を示す。 S 1707、 S 1709及び S 1805 は解析部 908が 「不良」判定

の結果 を出力する工程 を示す。

[01 19] 図 19は胚選別装置 1000(M=2) を用いる胚選別方法 において、解析工程での閾

値 をN=2と した場合の動作の一実施形態 を示す。図 19では、 S 1901 は第 指標判

別部 1004が行 う第 指標判別工程 を、 S 1902は第M2指標判別部 1005が行 う第M2指

標判別工程 を示す。 S 1903は解析部 1006が 「良」判定の結果 を出力する工程 を

示す。 S 1904は解析部 1006が 「不良」判定の結果 を出力する工程 を示す。

[01 20] 図23a~23d では、一例 と して、胚選別装置900 (ただ しM，=2、 M2=3、 M3=4 とす

る）を用いて、図 17に示すフローチヤ一 卜（M=3, N=2) に従 いゥシの胚の選別

を行 う方法 を具体的に示す。

[01 2 1 ] 複数 の候補胚 をまとめて処理する場合 には、各候補胚 を特定するア ドレス

を割 り振 ることがで きる。例 えば行列状 に並んだ複数のゥエル （凹穴部）を

備 えるマルチウエル プ レー 卜の各 ゥエル内に候補胚 を収容する場合、各候補

胚 をゥエルの座標 （行，列）によ り特定することがで きる。 1つのゥエル に1つ

の候補胚が収容 される場合 には胚の個別管理が容易であるが、 1つのゥエル に

複数の候補胚が収容 されてもよい。後者の場合は1つのゥエル内の各胚 に更に

I D番号 を付与 して区別することがで きる。

[01 22] 図23a~23d の例 における各選別基準条件及び指標情報 は以下の通 りである



第2指標判別基準条件：受精31時間後 （初期卵割終了時）において2細胞であ

り、且つ、フラグメンテーションが観察されないこと

第3指標選別基準条件：受精55時間後 （第三卵割終了時）において5細胞、6細

胞、7細胞、8細胞のいずれかであり、且つ、フラグメンテーションが観察さ

れないこと

第4指標選別基準条件：受精168時間後 （初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚

盤胞期）の、単一胚あたりの酸素消費量が0. 91X 10-14 o L s-1以上であること

第2指標情報：受精31時間後における細胞数、及び、フラグメンテーションの

有無

第3指標情報：受精55時間後における細胞数、及び、フラグメンテーションの

有無

第4指標情報：受精168時間後における単一胚あたりの酸素消費量

個別の候補胚を特定する情報 （行、列、I D番号）を記憶部901に格納する （

図23a) 。第2指標取得部902により取得された第2指標情報が第2指標選別基準

条件を満足するか否かの第2指標判別部905による判別を行い、第2指標情報及

び判別結果を格納する （図23b) 。O. K. は第2指標選別基準条件を満足するこ

とを示し、NGは該条件を満足しないことを示す。O. K. 、NGはそれぞれ1、0等

の数値に置き換えて表してもよい。次に第3指標取得部903により取得された

第3指標情報が第3指標選別基準条件を満足するか否かの第3指標判別部906に

よる判別を行い、第3指標情報及び判別結果を格納する （図23c) 。第3指標判

別工程終了時点で2つの条件を満足する候補胚を良品と結論付け（図17のフロ

—チヤ一 卜をS1701, S1702, S1706の順に迪る）、解析結果を記憶部901に格納

する。第3指標判別工程終了時点で2つの条件をともに満足しない候補胚は不

良品と結論付け（図17のフローチヤ一卜をS1701, S1703, S1709の順に迪る）、

解析結果を記憶部901に格納する。次に第3指標判別工程終了時点で1つの条件

を満足する候補胚については、更に第4指標取得部904により取得された第4指

標情報が第4 指標選別基準条件を満足するか否かの第4指標判別部907による



判 別 を行 い、 第 4指 標 情 報 及 び 判 別 結 果 を格 納 す る （図 23d) 。 2つ の 条 件 を満

足 す る候 補 胚 は 良 品 と結 論 付 け、 1つ の 条 件 の み を満 足 す る候 補 胚 は 不 良 品 と

結 論 付 け、 解 析 結 果 を記 憶 部 901 に格 納 す る。

[01 24] 本 発 明 の 胚 選 別 シ ス テ ム の ハ 一 ドウ エ ア の 構 成 の 好 適 な 一 実 施 形 態 を 図 2 4

に模 式 的 に示 す 。 胚 選 別 装 置 は 中 央 演 算 処 理 装 置 (CPU) とハ ー ドデ ィス ク ドラ

イ ブ ( HDD) と を備 え た コ ン ピ ュ ー タ 240 1に よ り構 成 さ れ る。 撮 像 装 置 は 電 荷 結

合 素 子 （CCD) 2404 と、 胚 を観 察 可 能 な 対 物 レ ン ズ 2405 を備 え る。 胚 を培 養 す る

た め の 培 養 容 器 2407 は ス テ 一 ジ 2408 上 に設 置 さ れ る。 撮 像 装 置 （2404, 2405) と

ス テ ー ジ 2408 との 相 対 的 な 位 置 を制 御 して 、 撮 像 装 置 に よ る培 養 容 器 2407 内

の 撮 影 位 置 を位 置 決 め す る位 置 制 御 機 構 2409 を 更 に備 え る こ とが 好 ま しい。

撮 像 装 置 (2404, 2405) は、 撮 像 時 の 対 物 レ ン ズ 2405 に よ る視 野 内 に単 一 の 候 補

胚 が 含 まれ る よ う に位 置 制 御 さ れ て も よ い し、 複 数 の 候 補 胚 が 含 まれ る よ う

に位 置 制 御 さ れ て も よ い。 コ ン ピ ュ ー タ 2401 に は撮 像 装 置 (2404, 2405) 、 酸 素

消 費 量 測 定 装 置 2406 、 表 示 ィ ン タ 一 フ ェ ー ス 2402 及 び 入 カ イ ン タ 一 フ ェ ー ス 2

403 が 接 続 さ れ る。

[01 25] 本 発 明 の 胚 選 別 装 置 の 各 機 能 は、 該 機 能 を実 現 す る ソ フ 卜ウ ェ ア の プ ロ グ

ラ ム コ ー ドに よ って も実 現 で き る。 この 場 合 、 プ ロ グ ラ ム コ ー ドを記 録 した

記 憶 媒 体 を本 発 明 の シ ス テ ム 又 は装 置 に提 供 し、 該 シ ス テ ム 又 は装 置 の コ ン

ピ ュ ー タ （又 は CPUや MPU) が 記 憶 媒 体 に格 納 さ れ た プ ロ グ ラ ム コ ー ドを読 み

出 す 。 この 場 合 、 記 憶 媒 体 か ら読 み 出 さ れ た プ ロ グ ラ ム コ ー ド自体 が 前 記 機

能 を実 現 す る こ と に な り、 そ の プ ロ グ ラ ム コ ー ド自体 、 及 び そ れ を記 憶 した

記 憶 媒 体 は 本 発 明 を構 成 す る。 この よ うな プ ロ グ ラ ム コ 一 ドを供 給 す る た め

の 記 憶 媒 体 と して は、 例 え ば、 フ レキ シ ブル デ ィス ク、 CD-R0M 、 DVD-ROM, ハ

— ドデ ィス ク、 光 デ ィス ク、 光 磁 気 デ ィス ク、 CD-R 、 磁 気 テ ー プ、 不 揮 発 性

の メ モ リカ ー ド、 ROMな どが 用 い られ る。

[01 26] ま た 、 プ ロ グ ラ ム コ ー ドの 指 示 に基 づ き、 コ ン ピ ュ ー タ上 で 稼 動 して い る 0

S ( 才 ペ レ一 テ ィ ン グ シ ス テ ム ） な どが 実 際 の 処 理 の 一 部 又 は 全 部 を行 い、 そ

の 処 理 に よ って 前 記 機 能 が 実 現 さ れ る よ う に して も よ い。 さ らに、 記 憶 媒 体



か ら読み出された プログラム コ一 ドが、 コンピュータ上のメモ リに書 きこま

れた後、 その プログラム コー ドの指示 に基づ き、 コンピュータのCPUな どが実

際の処理 の一部又 は全部 を行 い、 その処理 によつて前記機能が実現 され るよ

うに してもよい。

[ 0 127] また、前記機能 を実現 するソフ 卜ウェアの プログラム コー ドがネ ッ 卜ヮ一

クを介 して配信 され ることによ り、 システム又 は装置のハ 一 ドデ ィスクゃ メ

モ リ等の記憶手段又 はCD-RW 、 CD-R 等の記憶媒体 に格納 され、 そのシステム又

は装置の コンピュータ（又 はCPUやMPU) が当該記憶手段や当該記憶媒体 に格納

された プログラム コ一 ドを読み出 して実行することによ り前記機能が実現 さ

れ るように してもよし、。

[ 0 128] 以下実施例 に基づ き本発明をよ り具体的に説明する。 ただ し本発明の実施

形態、使用する材料及び器具 は、実施例 に示す具体例 には限定 されない。

実施例

[ 0 129] < 実験 1 : 本発明の指標 と受胎率 の関係 >

< 材料及び方法 >

< 培養容器 >

本実験 では底壁 2 と、 その外周 に立設 された側壁 1とを備 える35mm培養皿 の

中心 に2 5個 の微小 ゥェル 4か らなる細胞収容部 3 と、細胞収容部 3の周囲を囲む

環状 の内壁 5 とが形成 された、 図 1a ~ 1 f に示す培養容器 10を用いた。細胞収容

部 3 を構成 する各微小 ゥェル 4の直径 r は 270 れmであ り、深 さ Lは 15 0 从mである

。 2 5個 の微小 ゥエル 4 は 5行 5列 に、 ゥエル間の間隔 aが 15 0 mとなるように配

置 されている。各微小 ゥエルの底面 6は、外周部 か ら中心 に向けて下 るように

傾斜 して、 円錐面 を形成 してお り、 円錐 の中心線 と母線 とのなす角 が 8 3 °

である。環状 の内壁 は直径 が 7mm、高 さが 1 . 5mmである。 内壁 5は直径 dが 7mm、

高 さが 1 . 5mmであ り、培養液 の液滴 を形成 するため に用いた。

[ 0 130] 当該培養容器 はポ リスチ レン製 であ り、通常の射 出成形法 によ り製造 され

たものを用いた。

[ 0 13 1 ] < 卵母細胞 の採取 と体外成熟 ( I n V i t r o Mat u r a t i on, IVM) >



ゥシ の卵 丘 - 卵 母 細 胞 複 合 体 （COCs) の採 取 と体 外 成 熟 は Ima i らの 文献 （Ima

i K, Tagawa M, Yosh i oka H, Matoba S, Nar i t a M, Inaba Y, A i kawa Y, Oht

ake M, Kobayash i S (2006) The eff i c i ency o f embryo product i o n b y ovum

i ck-up and i n v i t r o f ert i L i zat i o n i n catt Le. J Reprod Dev 52(supp L)

： 19-29) に記 載 の手 順 に沿 って行 った。 黒 毛 和 種 雌 牛 (Japanese B Lack he i

fers) 又 は ホル ス タ イ ン （Ho Lste i ns) か ら採 取 され た卵 巣 を、 5 0 g / mLゲ ンタ

マ イ シ ン （S i gma Chem i c a l , S t Lou i s , MO, USA) が添 加 され た 生理 的食 塩 水 に

よ り洗 浄 し、 該 生理 的食 塩 水 中 で 2 0 °C にて約 2 0時 間保 持 した。 19ゲ ー ジ の針

を備 え た 5mぃン リンジ を用 い て COCs を卵 胞 （直径 2-6 mm) か ら吸 引 し、 体 外 成

熟 に用 い た。 体 外 成 熟 用 媒 体 と して、 5%仔 ゥシ血 清 （CS; G i bco BRい が添 加 さ

れ た 25mM Heptes 緩 衝 TCM1 9 9 (M1 99; G i bco BRL, Grand I s land, NY, USA) を

用 し、た。 COCs を、 35- mmぺ 卜リデ ィ ッシ ュ (Nunc Lon Mu Lt i d i shes; Na Lge Nunc

Internat i ona l , Rosk i de, Denmark) 中 にて、 飽 和 湿 度 の 5% C0 2 / 95% 空 気

の 下、 パ ラ フ ィ ンオ イル に よ り被 覆 され た体 外 成 熟 用 媒 体 に よ り2回洗 浄 した

< 体 外 受精 (In v i t r o Fert i L i zat i on, IVF) >

上 記 Ima i らの 文献 に記 載 の手 順 に従 い体 外 受精 を行 った。 具 体 的 に は、 0 . 5

mL ス ト口一 中 の凍 結 され た黒 毛 和 種 雄 牛 （Japanese B Lack b u L L) の精 子 サ

ン プル を、 3 7 °C 湯 浴 中 で 3 0秒 間解 凍 し、 次 い で、 90%Perco L L溶 液 3mL中 で 2 10

0 X g にて 10分 間遠 心 処 理 した。 遠 心 処 理 に よ り形 成 され たペ レツ 卜を 6 mLの

精 子 洗 浄 用液 （1 0 M ヒポ タ ウ リン （S i gma), 2 U/mL へ パ リン （Novo-Hepar i

n Inj ect i o n 1000; Avent i s Pharma Ltd. , Tokyo, Japan), 10 mg/m L ゥシ血

清 アル ブ ミ ン （BSA, 結 晶 化 及 び 凍 結 乾 燥 され た もの ； S i gma) が添 加 され た Bra

ckett and O L i ha n t s o lut i o n (BO溶 液 ） （文献 ：Brackett BG, O L i ha n t G (

1975) Capac i tat i o n o f rabb i t spermatozoa i n v i t ro. B i o L Reprod 12 : 2 6

0-274 参 照 ） ） 中 に再 懸 濁 させ、 遠 心 処 理 して、 最 終 濃 度 を 3 X 106 精 子 / mLと

した。 この懸 濁 液 の 10 0 Lの液 滴 を 35-mm 皿 に形 成 させ、 パ ラ フ ィ ンオ イル で

被 覆 して、 受精 用液 滴 と した。 COCs を、 前 記 体 外 成 熟 用 媒 体 か ら分 離 し、 10



mg/m L BSAが添加 された BO溶液 によ り洗浄 し、各液滴 あた り20個 のCOCsが含 ま

れ るよ うに受精 用液滴 中に加 え、飽和湿度 の 5% C02/ 95% 空気の下、 38. 5°C に

て 6時間培養 した。

[01 33] < 培養容器 の前処理 >

殺菌 のため に培養容器 10に2mLのエ タ ノール を添加 した。 30分後、培養容器

か らエ タ ノール を除去 し、加温 プ レー ト上 にて空気 中で乾燥 させ、 10分 間紫

外線殺菌 を行 った。殺菌後、 5% CS が添加 された 125 CR1 aa媒体 を環状 の

内壁 5に囲 まれた領域 に加 え、パ ラフ ィンオ イル で被覆 した。微 小 ゥエル 4内

の気泡 は、容器 を外側 か ら叩 くことによ り追 い出 した。培養容器 は使 用前 に

少な くとも3時間 プ レイ ンキ ュベ 一 卜した。

[01 34] < 体外培養 (In V i t r o Cu lture, IVC) >

飽和湿度 の 5% C02 / 5% 02 I 看 k N2の下、 5% CS が添加 された 125^ CR1 aa

媒体 中で、 38. 5°C にて 168時間体外培養 を行 った。 この試験 系では培養密度 は

胚 1つあた り5 であ る。 この培養密度 が胚盤胞期 までの発生 に と り最 も有利

であ る ことが Fuj i t a の文雨犬 (Fuj i t a T, Umek i Η, Sh i mura Η, Kugum i y a Κ,

Sh i g a Κ (2006) Effect o f group c u lture and embryo - c u Lture cond i t i one

d med i um on deve lopment o f bov i ne embryos. J Reprod Dev 52: 137-142)

によ り報 告 されている。 受精後 に、 プ レイ ンキ ュベ 一 卜された体外培養 用媒

体 中で微細 ガラス ピぺ ッ 卜によ り穏 やか に ピベ ッテ ィングす る ことによ り、

接合子 と考 え られ る細胞 を、卵丘細胞 及び精 子か ら完全 に分離 させた。 25個

の接合子 を、培養容器 の微 小 ゥエル 4内の液滴 中に、 1つの微 小 ゥエル 4に 1つ

の接合子が配置 され るよ うに配置 した。

[01 35] < 単 一胚 あた りの酸素消費量 の測定 >

個別 の胚 による酸素消費量 をSECMシステム （HV-405; 北斗電工株 式会社 ）に

よ り非侵襲 的 に測定 した (Abe H, Hosh i H (2003) Eva luat i o n o f bov i ne em

bryos produced i n h i g h performance serum-free med i a . J Reprod Dev 4 9 :

193-202 、 及び、 Sh i k u H, Sh i r a i s h i T, Ohya H, Matsue T, Abe H, Hosh i

H, Kobayash i M (2001 ) Oxygen consumpt i o n o f s i ng l e bov i ne embryos pro



bed by scann i ng e Lect rochem i c a L mi croscopy. Ana L Chem 73: 3751 - 3758 参

照）。胚 を 1 つずつ、 5mLの胚 呼吸 ア ツセィ用媒体 2 (embryo resp i rat i o n as

say med i um-2) (ERAM-2; 株 式会社機 能性ペ プチ ド研 究所製 ）が満 た された

プ レー ト中に移 し、微 小 ゥエル の底 に沈降 させた。 プ レー トを顕微鏡 ステ一

ジ上 の加温 プ レ一 卜に載 せて ERAM-2 液 の温度 を38. 5°C に保持 した。酸素消費

量 の測定 は、上記 Sh i k u H らの文献 に記載 の方法 によ り行 った。 XYZステージ

とポテ ンシ ヨスタ ツ 卜は コン ピュー タによ り制御 した。 ERAM-2 液 中の Pt- マイ

クロデ ィス ク電極 （北斗電工株 式会社 ）のボル タ ンメ トリ一は、 電流電位 曲

線 を示 す。胚 の表面近傍 では、他 の電気化学 的 に活性 な化学種 か らの応答 は

観察 されなか った。胚 の酸素消費速度 は ソフ トウェアを用 いて算 出 した。 こ

の ソフ トウェアは、バル ク溶液 と胚試料表面 との間の酸素消費量 の差 （∆

と、 1 つの胚試料 の酸素消費速度 （F, 単位 ：mo L s - 1) を球面拡散理論 （上記 S

i k u H らの文献 ） によ り推 定す る ことがで きる。前後 させて 2度 電極 をスキ

ヤン し、各胚試料 について A Cの平均値 を推 定 した。

[01 36] く T i me- Lapse c i nematography TLC を用 いた胚 の形態 の評価 >

卵割状態 および胚 の形態 をSomfa i T らの文献 （Somfa i T , Inaba Y, A i kawa

Y, Ohtake M, Kobayash i S, Kon i s h i K, Ima i K (2009) Re lat i onsh i Betw

een the Length o f Ce LL Cyc les, C leavage Pattern and Deve Lopmenta L Com

petence i n Bov i ne Embryos Generated by I n V i t r o Fert i L i zat i o n o r Part

henogenes i s . J Reprod Dev 56: 200-207) の記載 に沿 って評価 した。胚 を、

飽和湿度 の 5% C02 I 5% 02 /90% N2の下、 38. 5°C にて培養 した。発生 を、 リア

ル タイムCu Lture Ce LL Mon i tor i ng System (CCM-M1 . 4Z; 株 式会社 アステ ック

) を用 いてモニ タ リング した。 168時間の培養期 間中に、胚 の写真 を、倍率 4倍

の p La i n obj ect i v eを用 いて 15分 間隔で 673 枚撮影 した。蓄積 された画像 をCCM

-M1 . 4 software (株 式会社 アステ ック）を用 いて解析 した。

[01 37] < 性 周期 の同期 と胚 の移植 >

レシ ピエ ン 卜とな る黒 毛和種 / ホル スタィ ン交配種 の性周期 を3mLプロスタ

ダラ ンジ ンF2 によ り同期化 した。後述 す る指標 に基 づ き選別 された受精後 7 日



目の胚 を 1つ、 同期 化 され た レシ ピエ ン 卜の黄 体 側 子 宮角 に発 情 後 7~8 曰 目に

移 植 した。 レシ ピエ ン 卜は い ず れ も同様 に給 餌 し管 理 して、 少 な くとも 1日に

2回、 朝 と夜 に発 情 行 動 を観 察 した。

[01 38] < 受 胎 診 断 >

胚 移 植 後 3 0 日 目及 び 6 0 日 目に超 音 波 検 査 法 （HS1 0 1V ; 本 多 電 子株 式 会 社 ）

を用 い て 受胎 診 断 を行 った。 受胎 して い る こ とは、 子 宮 内 の胎 仔 を観 察 す る

こ と と、 胎 仔 の心 臓 の拍 動 を認 め る こ とで確 認 した。

[01 39] < 指 標 >

以 下 の指標 を用 い た。 な お、 下 記 指標 1及 び 2は従 来 か ら胚 の選 別 に用 い ら

れ て い る。

[0140] 指標 1 : 受精 168時 間後 の形 態 的 品 質 が Code 1で あ る こ と。

[0141 ] 指標 2 : 受精 168時 間後 に拡 張 胚 盤 胞 に達 して い る こ と。

[0142] 指標 3 : 受精 3 1時 間後 （初 期 卵 割 終 了時 ） に お い て 2細 胞 で あ り、 且 つ、 フ

ラ グ メ ンテ 一 シ ョンが観 察 され な い こ と。

[0143] 指標 4 : 受精 5 5時 間後 （第 三卵 割 終 了時 ） に お い て 5細 胞 、 6細 胞 、 7細 胞 、 8

細 胞 の い ず れ か で あ り、 且 つ、 フ ラ グ メ ンテ ー シ ョンが観 察 され な い こ と。

[0144] 指標 5 : 受精 168時 間後 （初 期 胚 盤 胞 期 、 胚 盤 胞 期 又 は拡 張 胚 盤 胞 期 ） の、

単 一胚 あ た りの酸 素 消 費 量 が 0 . 9 1 X 10- 14 o L s - 1以 上 で あ る こ と。

[0145] 指標 1に お い て形 態 的 品 質 の 「Code 1」 とは、 Robertson I , Ne Lson RE ( 19

98) Cert i f i cat i o n and i dent i f i cat i o n o f the embryo. I n : D. A . S t i ngfe

L Low and S. M. Se i d e L, Ed i tors, Manua l o f the i nternat i ona L embryo t r a

nsfer soc i ety, IETS, Savoy, I L L i no i s 103-1 16 . で の 定義 に従 う。 具 体 的 に

は、 受精 168時 間後 の 時 点 に お い て、 発 育 が 正 常 で、 形 態 異 常 （例 え ば卵 細 胞

の不 均 整 、 変 性 ） が な い胚 を形 態 的 品 質 が Code 1で あ る と評 価 す る。

[0146] < 結 果 >

上 記 各 指標 を満 足 す る移 植 胚 の数 と、 受胎 率 の 関係 を次 表 に示 す。 な お、

受胎 の有 無 は胚 移 植 後 6 0 日 目の観 察 結 果 で あ る。



[ 表 1 ]

[ 0 147] 指標 1及び 2は移植胚の選別指標 と して定着 しているが、 それ らを単独 また

は組み合わせて満足する移植胚 を用いても受胎率 は 50% 以下であ った。受精 1

68時間後の胚の形態のみに基づ く従来の判断指標 は、受胎率の高い移植胚 を

選別するうえでは必ず しも十分ではないことがわかる。

[ 0 148] 指標 3、 4、 5の 1つを満足する移植胚の受胎率 は高 くても63. 6 % であ った。

[ 0 149] 指標 1及び 2の一方又は両方 と、指標 3、 4、 5の 1つ とを組み合わせて満足す

る移植胚であ っても、受胎率 はいずれも70% 未満であ った。

[ 0 150] ところが驚 くべ きことに、指標 3、 4、 5の うち少な くとも2つを組み合わせ

て満足する移植胚の受胎率 は70% または80% であることが確認 された。

[ 0 15 1 ] 以上の結果か ら指標 3、 4、 5の うち少な くとも2つを組み合わせて移植胚の

選別指標 と して用いることによ り、特異的に高い受胎率 を実現することがで

きると結論付 け られた。

[ 0 152] < 実験 2 : 予備検討>



上記指標 3~5 は、実験 1の前 に実施 された予備検討 の結果 か ら、 受胎率 の高

ぃ胚 であ る ことを予測 す る因子 と して有 用であ る ことが予測 されていた。以

下、 予備検討 の手順 および結果 を示 す。

[01 53] 本実験 において用 いた胚 は ゥシ （Bos taurus) の胚 であ る。

[01 54] < 予測指標 の候補 >

以 下の指標 を予測 因子の候補 と した。

[01 55] 受精 3 1時間後 （初期卵割終 了時） ：割球数、割球 の均一性、 フラグメ ンテ

— シ ョ ンの 有無。

[01 56] 受精 55時間後 （第三卵割終 了時） ：割球数、割球 の均一性、 フラグメ ンテ

— シ ョ ンの 有無。

[01 57] 受精 168時間後 （初期胚盤胞期、胚盤胞期又 は拡張胚盤胞期 ） ：胚盤胞 のス

テ一ジ （拡張胚盤胞 まで到達 しているか否か）、酸素消費量。

[01 58] < 評価 方法 >

胚 の総細胞数、 内部細胞塊 （i nner c e LL mass, ICM) 細胞数、 栄養外胚葉 （t

rophectoderm, TE) 細胞数、 ICM細胞率、透 明帯脱 出 （ハ ッチ ング）率 と、胚

移植 時の受胎率 とは正の相 関 を示 す ことが知 られている。

[01 59] 胚 の アポ 卜一 シ ス 陽性細胞率 と、胚移植 時の受胎率 とは負 の相 関 を示 す こ

とが知 られている。

[01 60] そ こで、上記 の指標 と、胚 の総細胞数、 ICM細胞数、 TE細胞数、 ICM細胞率

、 アポ トー シ ス 陽性細胞率、胚 の透 明帯脱 出率 との相 関関係 を調べ、 予測 因

子 と して有 用であ るか否か を確認 した。

[01 6 1 ] 胚 を得 るための体外培養 の手順、卵割状態 の観察方法 および酸素消費量 の

測定手順 は実験 1と同様 であ る。

[01 62] 細胞数、 アポ トー シ ス 陽性細胞率、透 明帯脱 出率、割球 の不均一性 は以下

の手順 で測定 した。

[01 63] < 細胞数 の測定 >

胚 における細胞 の分布 を、 Thouas らの文献 (Thouas GA, Korf i a t i s NA, F r

ench AJ, Jones GM, Trounson AO (2001 ) S i mp l f i ed techn i ue for d i ffer



ent i a L sta i n i ng o f i nner c e L L mass and t rophectoderm c e L Ls o f mouse a

nd bov i ne b lastocysts. Reprod B i omed On L i ne 3 : 25-29. ) の手 順 に従 って

、 ICM とTEとの分 染 法 を行 い評 価 した。

[01 64] この方 法 で は、 胚 の細 胞 を、 0 . 2%(v/v) T i ton X-1 0 0イオ ン性 界 面 活 性 剤

の浸 透 性 溶 液 を含 む、 10 0 g / mLプ ロ ビジ ゥ厶 ィオ ダ イ ドフル 才 ロ ク ロム に

よ り4 0秒 間染 色 した。 次 い で胚 を、 99. 5% エ タ ノール 中 に Hoechst 33342 が 2 5

g / mLの濃 度 で含 まれ る第 2溶 液 中 で 5分 間 ィ ンキ ュベ 一 卜して 固 定 化 した。

染 色 固 定後 の胚 の細 胞 数 を、 落 射 蛍 光 顕 微 鏡 （IX-71 ; 才 リンパ ス株 式 会 社

、 東 京 ）に よ り観 察 した。 青 い核 は ICM細 胞 を示 し、 ピン ク〜 赤 の核 は TE細 胞

を示 す。 ICM細 胞 数 とTE細 胞 数 の合 計 が総 細 胞 数 で あ る。

[01 65] < アポ トー シ ス陽性 細 胞 率 の測 定 >

Yamanaka りの 文南犬 (Yamanaka K, Sug i mura S, Waka i T , Kawahara M, Sato

E (2009) D i fference i n sens i t i v i t y t o c u lture cond i t i o n between i n v

i t r o f ert i L i zed and somat i c c e L L nuc Lear t ransfer embryos i n i gs. J

Reprod Dev 55: 299-304) の手 順 に従 い、 TUNEL ア ツセ ィ に よ りアポ 卜一 シ ス

陽性 細 胞 を検 出 した。

[01 66] 胚 を、 0 . 1% ポ リビニル ピロ リ ドン （S i gma) が添 加 され た PBS中 で 3回洗 浄 し

、 % (w/v) パ ラホル ム アル デ ヒ ド（S i gma) お よび 0 . 2% (v/v) T i ton-X ( S i

gma) PBS ( リン酸 緩 衝 液 ）溶 液 中 で、 室 温 にて 4 0時 間 固 定 化 した。 市 販 の キ

ッ 卜（ApopTag; Chem i con, Temecu La, CA, USA) を用 い て アポ 卜一 シ ス陽性 細

胞 を検 出 した。 ポ ジテ ィブ コ ン トロール 試 料 と して、 胚 をDNase I ( 10 IU/mL

, S i gma) に よ り処 理 した もの を用 い た。

[01 67] 0 . 1 % PVA ( ポ リ ビニル アル コール ） PBS に よ り 10分 間洗 浄 した後 、 胚 を上

記 キ ッ 卜の緩 衝 液 中 で 2 0分 間室 温 にて ィ ンキ ュベ 一 卜した。 次 い で湿 条 件 の

チ ャ ンバ 一 内 で、 30% (v/v) ター ミナル デ 才 キ シ ヌ ク レオ チ ジル トラ ンス フ エ

ラ一 ゼ 及 び ジ ゴキ シ ゲ ニ ン- 1 1-dUTP を含 有 す る 70% (v/v) 反 応 緩 衝 液 と とも

に 3 7 °C にて 2時 間 イ ンキ ュベ ー トした。 3 7 °C にて 10分 間 3% (v/v) 停 止 / 洗 浄 緩

衝 液 （Chem i con) を添 加 して反 応 を停 止 した。 0 . 2% (v/v) T i ton-X を含 有 す



る PBS で 、 各 回 2分 間 、 4 回 洗 浄 した 後 、 室 温 で 1時 間 、 西 洋 ヮサ ビペ ル 才 キ シ

ダ 一 ゼ コ ン ジ ユ ゲ ー 卜化 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン抗 体 と と も に イ ン キ ュべ 一 卜した

。 0 . 2 % T i ton-X お よ び 0 . 1% PVA PBS に よ り4 回 洗 浄 した 後 、 胚 を PBS 中 に プ

口 ピオ ジ ゥ 厶 ィ オ ダ イ ドを 10 g / mL含 有 す る溶 液 に よ り、 室 温 に て 1時 間 染

色 した 。 全 て の 試 料 を落 射 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り観 察 した 。 胚 中 の ア ポ 卜一 シ ス

陽 性 の 核 の 数 と、 全 て の 核 の 数 を計 測 した 。 TUNEL 陽 性 細 胞 は黄 色 〜 緑 色 に よ

り示 さ れ る。

[01 68] < 透 明 帯 脱 出率 >

透 明 帯 か ら完 全 に抜 け 出 た 胚 の 割 合 。 胚 の 拡 大 像 を 目視 して 判 断 す る。

[01 69] < 割 球 の 不 均 一 性 >

胚 の 拡 大 像 を 目視 し、 割 球 の 大 き さ の 不 均 一 性 を判 断 す る。

[01 70] < 結 果 >

各 予 測 因 子 （指 標 ） と、 胚 の 総 細 胞 数 、 ICM 細 胞 数 、 TE細 胞 数 、 総 細 胞 数 に

対 す る ICM 細 胞 数 の 割 合 （ICM%) 、 ア ポ トー シ ス 陽 性 細 胞 率 、 胚 の 透 明 帯 脱 出

率 との 関 係 を重 回 帰 分 析 した 結 果 を以 下 に ま とめ る。

[01 7 1 ] ロ ジ ス テ ィ ッ ク解 析 に よ り予 測 因 子 と総 細 胞 数 、 ICM 細 胞 数 、 TE細 胞 、 ICM%

、 ア ポ 卜一 シ ス 陽 性 細 胞 率 お よ び 透 明 帯 脱 出 の 成 否 との 関 係 を解 析 した 。 解

析 は、 Ap L i e d Log i s t i c Regress i o n Ana lys i s , 2nd e d (Menard 2002) にお

じた 。 従 属 変 数 を総 細 胞 数 (連 続 変 数 ) ， ICM 細 胞 数 (連 続 変 数 ) ， TE細 胞 数 (連

続 変 数 ) ， ICM% ( 連 続 変 数 ) ， ア ポ トー シ ス 陽 性 細 胞 率 (連 続 変 数 ) ， 透 明 帯 脱 出

の 成 否 (名 義 変 数 ：成 を " 1" , 否 を " 0 " と した ）と した 。 独 立 変 数 を Day1 で

の 割 球 数 (名 義 変 数 ： 2細 胞 を " 1" , そ れ 以 外 の も の は " 0 " と した ），割 球 の 不

均 一 性 (名 義 変 数 : 不 均 一 を " 1" , 均 一 を " 0 " と した ）， フ ラ グ メ ンテ 一 シ ョ

ンの 有 無 （名 義 変 数 ： フ ラ グ メ ンテ ー シ ョ ン有 を " 1" ， 無 を " 0 " と した ），

Day2 で の 割 球 数 (3-4 細 胞 ） （名 義 変 数 ： 3-4 細 胞 を 1， そ れ 以 外 を 0 と した ）， 割

球 数 (5-8 細 胞 ） （名 義 変 数 ： 5-8 細 胞 を " 1" ， そ れ 以 外 を " 0 " と した ） 『す な

わ ち ， 3-4 細 胞 が " 1, 0 " ， 5-8 細 胞 が " 0 , 1" ， >8細 胞 が " 0 , 0 " とな る』 ， 割

球 の 均 一 性 (Day1 と同 様 の 名 義 変 数 ）， フ ラ グ メ ンテ 一 シ ヨ ンの 有 無 (Day1 と同



様の名義変数），Day7 での拡張胚盤胞への到達の成否（名義変数：成を" 1" ,

否を" 0" とした），酸素消費（連続変数）とした。また、95%信頼区間に1を含

まない場合、統計学的に有意とした。
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[01 72] 表 2 は 、 受 精 5 5 時 間 後 の フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン の 有 無 、 1 6 8 時 間 後 の 胚 盤 胞

ス テ ー ジ 及 び 酸 素 消 費 が 総 細 胞 数 と 有 意 な 相 関 を 有 す る こ と を 示 す 。 こ の こ

と か ら 、 総 細 胞 数 が 多 い 胚 を 選 択 す る た め に は 、 拡 張 胚 盤 胞 で 酸 素 消 費 量 が

高 く、 5 5 時 間 後 の 時 点 で フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン を 有 し て い な か っ た 胚 を 選 択

す る こ と が 有 効 で あ る と 推 定 さ れ た 。

[01 73] 表 3 は 、 受 精 5 5 時 間 後 の フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン の 有 無 、 1 6 8 時 間 後 の 胚 盤 胞

ス テ ー ジ 及 び 酸 素 消 費 が ICM 細 胞 数 と 有 意 な 相 関 を 有 す る こ と を 示 す 。 こ の こ

と か ら 、 ICM 細 胞 数 が 多 い 胚 を 選 択 す る た め に は 、 拡 張 胚 盤 胞 で 酸 素 消 費 量 が

高 く、 5 5 時 間 後 の 時 点 で フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン を 有 し て い な か っ た 胚 を 選 択

す る こ と が 有 効 で あ る と 推 定 さ れ た 。

[01 74] 表 4 は 、 受 精 3 1時 間 後 の 割 球 数 、 受 精 5 5 時 間 後 の フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン の 有

無 、 1 6 8 時 間 後 の 胚 盤 胞 ス テ ー ジ 及 び 酸 素 消 費 が T E細 胞 数 と 有 意 な 相 関 を 有 す

る こ と を 示 す 。 こ の こ と か ら 、 T E細 胞 数 が 多 い 胚 を 選 択 す る た め に は 、 拡 張

胚 盤 胞 で 酸 素 消 費 量 が 高 く、 受 精 3 1時 間 後 の 時 点 で の 発 生 ス テ ー ジ が 2 細 胞 で

あ り 、 5 5 時 間 後 の 時 点 で フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン を 有 し て い な か っ た 胚 を 選 択

す る こ と が 有 効 で あ る と 推 定 さ れ た 。

[01 75] 表 5 は 、 受 精 3 1時 間 後 の 割 球 数 が ICM 細 胞 率 （ICM%) と 有 意 な 相 関 を 有 す る こ

と を 示 す 。 こ の こ と か ら 、 ICM% が 高 い 胚 を 選 択 す る た め に は 3 1時 間 後 の 時 点

で の 発 生 ス テ ー ジ が 2 細 胞 で あ つ た 胚 を 選 択 す る こ と が 有 効 で あ る と 推 定 さ れ

た 。

[01 76] 表 6 は 、 受 精 5 5 時 間 後 の 割 球 数 お よ び フ ラ グ メ ン テ 一 シ ョ ン の 有 無 が ア ポ 卜

— シ ス 陽 性 細 胞 率 と 有 意 な 相 関 を 有 す る こ と を 示 す 。 こ の こ と か ら 、 ア ポ 卜

— シ ス 陽 性 細 胞 率 が 低 い 胚 を 選 択 す る た め に は 、 受 精 5 5 時 間 後 の 時 点 で 5~8

細 胞 期 で あ り 、 か つ フ ラ グ メ ン テ 一 シ ヨ ン を 有 し て い な か っ た 胚 を 選 択 す る

こ と が 有 効 で あ る と 推 定 さ れ た 。

[01 77] 表 7 は 、 受 精 3 1時 間 後 の 割 球 数 お よ び フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン の 有 無 、 な ら び

に 1 6 8 時 間 後 の 胚 盤 胞 ス テ ー ジ 及 び 酸 素 消 費 が 透 明 帯 か ら の 脱 出 能 と 有 意 な 相

関 を 有 す る こ と を 示 す 。 こ の こ と か ら 、 透 明 帯 か ら の 脱 出 能 の 高 い 胚 を 選 択



す るた め に は、 拡 張 胚 盤 胞 で酸 素 消 費 量 が 高 く、 受精 3 1時 間後 の 時 点 で 2細 胞

期 で あ りか つ フ ラ グ メ ンテ ー シ ョンを有 して い な か った胚 を選 択 す る こ とが

有 効 で あ る と推 定 され た。

[01 78] 測 定結 果 の 一例 を図 2~5 に示 す。

[01 79] 図 2は各 細 胞 数 と酸 素 消 費 との 関係 を示 す。

[01 80] 図 3は、 受精 3 1時 間後 の 第 一卵 割 パ ター ン とアポ 卜一 シ ス 陽性 細 胞 率 との 関

係 （図 3(a) ) 、 受精 5 5時 間後 の フ ラ グ メ ンテ 一 シ ヨンの有 無 とアポ 卜一 シ ス陽

性 細 胞 率 との 関係 （図 3(b) ) 、 受精 5 5時 間後 の割 球 数 とアポ トー シ ス 陽性 細 胞

率 との 関係 （図 3(c) ) 、 受精 168時 間後 の酸 素 消 費 量 とアポ トー シ ス 陽性 細 胞 率

との 関係 （図 3(d) ) を示 す。

[01 8 1] 図 3(a) に お い て、 NCは 2つ の割 球 の 大 きさが 同 一 で あ りフ ラ グ メ ンテ 一 シ ョ

ンを有 さな い胚 を示 す。 MFは割 球 数 が 2で あ るが 囲卵 腔 内 に複 数 の フ ラ グ メ ン

テ 一 シ ヨンが存 在 す る胚 を示 す。 UBは 2つ の割 球 の 大 きさが不 均 一 で あ る胚 を

示 す。 PTは割 球 数 が 2で あ るが 突 出部 （prot rus i on) を有 す る胚 を示 す。 3Cは

1細 胞 期 か ら直接 3細 胞 や 4細 胞 に分 割 した胚 を示 す。 図 4(a) 及 び 図 5に お い て

も同様 で あ る。

[01 82] 図 4 は受精 3 1時 間後 の 第 一卵 割 パ ター ン と透 明帯 脱 出 の 関係 （図 4(a) ) 、 受

精 168時 間後 の胚 盤 胞 ステ ー ジ と透 明帯 脱 出 の 関係 （図 4(b) ) 、 受精 168時 間後

の酸 素 消 費 と透 明帯 脱 出 の 関係 （図 4(c) ) を示 す。

[01 83] 図 4(c) の結 果 は、 受精 168時 間後 の単 一胚 あ た りの酸 素 消 費 量 が 0 . 9 X 10- 14 m

o L s - i 以 下 で あ る場 合 に は胚 の透 明帯 脱 出能 が低 い （32. 6%) の に対 して、 0 . 9

X l 0 14mo L s - i を超 え る場 合 に は胚 の透 明帯 脱 出能 が顕 著 に高 い (87. 4%) こ と

を示 唆 す る。

[01 84] 図 5は、 受精 3 1時 間後 の 第 一卵 割 パ ター ン と酸 素 消 費 との 関係 を示 す。 第 一

卵 割 パ タ ー ン の 違 い に よ る酸 素 消 費 量 の有 意 差 は認 め られ な か った。 この こ

とは、 酸 素 消 費 量 の測 定 だ けで は細 胞 遺 伝 学 的 に も正 常 な （染 色 体 異 常 を伴

わ な い）胚 を効 率 的 に は選 択 で きな い可 能 性 を示 唆 す る。

[01 85] < 実 験 3 : 第 一卵 割 時 間 につ い て の 予備 検 討 >



< 染 色 体 数 >

リア ル タ ィ 厶 細 胞 培 養 観 察 装 置 で 発 生 過 程 を 追 跡 した 後 、 胚 盤 胞 ( 初 期 胚 盤

胞 も し くは 拡 張 胚 盤 胞 ）へ 達 した 胚 の 酸 素 消 費 を SECM に よ り解 析 した 。 な お 、

本 実 験 に お い て 用 い た 胚 は ゥ シ （Bos taurus) の 胚 で あ る 。 染 色 体 の 解 析 は

、 Somfa i ら （201 0 ) に 準 じて 行 っ た 。 酸 素 消 費 量 を 測 定 した 後 、 100ng/m L i n b

La s t i n e ( ビ ン プ ラ ス チ ン ）5%CS 添 加 CR1a a で 17 時 間 培 養 し、 細 胞 周 期 を 分 裂 期 （

M期 ）で 停 止 さ せ た 。 0 . 4 m Lの 1%ク ェ ン酸 ナ ト リ ウ ム で 胚 を 処 理 した 後 、 0 . 02m L

酢 酸 メ タ ノ ー ル （1 : 1 ) を 同 液 に 注 入 し胚 を 固 定 した 。 10分 後 、 胚 を ス ラ イ ドグ

ラ ス に 乗 せ た 。 少 量 （1 ) の 酢 酸 を 胚 に 滴 下 した 後 、 酢 酸 エ タ ノ ー ル （1 : 3 ) で

再 固 定 した 。 染 色 体 サ ン プ ル は 十 分 風 乾 さ せ た 後 ， 2%ギ 厶 ザ 液 で 10分 間 染 色

した 。 染 色 体 標 本 は 光 学 顕 微 鏡 で 観 察 した 。 染 色 体 数 は NIH ImageJ (v. 1 . 40)

で 解 析 した 。 解 析 した 全 て の 細 胞 が 6 0本 の 染 色 体 （58本 の 常 染 色 体 ， 2本 の 性

染 色 体 ）を 伴 う胚 を 正 常 と し、 そ れ 以 外 を 異 常 胚 と した 。 タ イ ム ラ ブ ス と酸 素

消 費 量 の 結 果 か ら染 色 数 に 関 与 す る 要 因 （パ ラ メ ー タ ）を ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰

分 析 に よ り解 析 した 。 結 果 、 第 一 卵 割 の 終 了 時 間 と割 球 数 お よ び 第 3卵 割 終 了

時 の 割 球 数 で 有 意 な 相 関 関 係 を 示 した (表 8 ) 。



表 8 .

27. 2 5時間以降に卵割 した胚の正常胚の割合は 1 6 . 7 %であ り、 2 7時間以内で

卵割 した胚 における正常胚の割合 （55. 0 -72. 4%) と比較 して、有意 に低か つた



(表 9及 び 図 25) 。

[ 表 9 ]

第一卵割 時間 (h) N 正 常胚 数 正 常胚 率 (%)

≥ 2 4 12 66. 7

24- 2 5 3 2 68. 8

25- 2 6 2 9 72. 4

26- 2 7 2 0 55. 0

2 7く 18 16. 7

[01 87] < 遺 伝 子 発 現 >

リアル タ ィ 厶 細 胞 培 養 観 察 装 置 で 発 生 過 程 を追 跡 した 後 、 胚 盤 胞 (初 期 胚 盤

胞 も し くは拡 張 胚 盤 胞 ）へ 達 した 胚 の 酸 素 消 費 を SECM に よ り解 析 した 。 な お、

本 実 験 に お い て 用 い た 胚 は ゥ シ （Bos taurus) の 胚 で あ る。 酸 素 消 費 量 を測

定 後 、 5 0 の RNA抽 出液 (Arcturus) に胚 を 一 個 ず つ 入 れ 、 4 2 °C で 3 0分 間 培 養

した 。 卜一 タル RNAは P i coPure RNA Iso lat i o n K i t (Arcturus) を 用 い、 メ 一 力

— の 使 用 説 明 に準 じて 抽 出 した 。 cDNA へ の 逆 転 写 に は RevaTra Ace qPCR RT K

i t (Toyobo B i o ) を 用 い た 。 定 量 リアル タ イ ム RT-PCR は StepOneP Lus を 用 い て

行 った 。 リアル タ イ ム PCRの 反 応 条 件 は 以 下 の 通 り。 9 5 °C20 秒 の 1 サ イ クル ，

9 5 °C 3秒 ， 6 0 °C 10秒 お よ び 7 2 °C20 秒 の 4 3サ イ クル 。 H2AFZ ( 配 列 番 号 15 ) を 内

部 標 準 と し、 各 遺 伝 子 （AKR1 B 1 , IGF2R, IFN-tau, PLAC8 お よ び CDX2) の 相 対 的

遺 伝 子 発 現 を算 出 した 。 タ イ ム ラ ブ ス と酸 素 消 費 量 の 結 果 か ら， 各 遺 伝 子 発

現 に 関 与 す る要 因 （パ ラ メ ー タ ）を 多 重 回 帰 分 析 に よ り解 析 した 。 結 果 、 第 一

卵 割 の 終 了時 間 お よ び 割 球 数 が IGF2R 遺 伝 子 （配 列 番 号 13 ) 発 現 お よ び IFN-tau

遺 伝 子 （配 列 番 号 14) 発 現 との 有 意 な 相 関 関 係 を示 した （表 10及 び 1 1 ) 。 第 一 卵

割 の 終 了時 間 が 延 長 す る に つ れ て ， IGF2 お よ び IFN-tau の 発 現 量 （H2AFZの 発

現 量 を 1と した と きの 相 対 的 発 現 量 ） は減 少 した （表 12及 び 図 26) 。

[01 88] 各 遺 伝 子 の GeneBank Access i o n番 号 、 cDNA を錶 型 と した 各 遺 伝 子 の PCR増 幅

に 用 い た フ 才 ヮ 一 ドプ ラ イ マ 一 と リバ ー ス プ ラ イ マ 一 とか らな る プ ラ イ マ 一

セ ッ 卜の 配 列 、 各 プ ラ イ マ 一 セ ッ 卜に よ る増 幅 断 片 サ イ ズ を表 13 に示 す 。
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ほ 12 ]

~ 相対的発現量平均値 標準偏差
第一卵割時間 （h) IGF2R IFN-tau IGF2R IFN-tau

≤ 2 4 0 . 808056199 0 . 373663383 0 . 339397503 0 . 221325214

24-25 0 . 667286019 0 . 307488387 0 . 28324477 0 . 275255565

25-26 0 . 628273214 0 . 252575889 0 . 335132174 0 . 1461 15988

26-27 0 . 502522301 0 . 220931641 0 . 43761439 0 . 164729878

2 7く 0 . 438219768 0 . 150608739 0 . 310875557 0 . 129144723

[ 表 13 ]

R : ACATGGTATCCGCCGTAGTC (配列番号 2 )
INF-T X65539 F : TCCATGAGATGCTCCAGCAGT (配列番号 3 ) 10 3

: TGTTGGAGCCCAGTGCAGA (配列番号 4 )
IGF2R N 74352.2 F : GCTGCGGTGTGCCAAGTGAAAAAG (配列番号 5 ) 201

R : AGCCCCTCTGCCATTGTTACCT (配列番号 6 )
PLAC8 NP—001 070455.1 F : CGGTGTTCCAGAGGTTTTTCC (配列番号 7 ) 16 3

R : AAGATGCCAGTCTGCCAGTCA (配列番号 )
AKR1B1 NM—001 0 1251 9.1 F : CGTGATCCCCAAGTCAGTGA (配列番号 9 ) 5 2

: AATCCCTGTGGGAGGCACA (配列番号 10 )
H2AFZ ■—1 74809 F : ACAGCTGTCCAGTGTTGGTG (配列番号 11) 125

R : GCAGAAATTTGGTTGGTTGG (配列番号 12 )

< 実験 4 : 4つの指標 と受胎率 の関係 >

黒 毛和牛 よ り経膣生体卵子吸引 （0PU) によ り卵丘細胞卵子複合体 （COCs) を採

取 し、 22時間の体外成熟培養 （IVM)後、体外受精 （IVF) に供 した。体外受精 を

リアル タイム細胞培養観察装置 によ り発生過程 を追跡 し、胚盤胞 （初期胚盤胞

も しくは拡張胚盤胞）へ達 した胚 の酸素消費 をSECMによ り解析 した。以下 に示

した指標 によ り胚 を選別 し、仮親 に移植 した。胚移植後 30および 60日に超音

波診断 によ り受胎の有無 を確認 した。



ほ 14]

ス テ ー- ジ Code 指標 移植胚数 受胎 （60 日） 受胎率 (%)
Bし oor ExBL 1-2 な し 22 7 31. 8 a
Ex 1 な し 14 6 42. 9 ab

Bし or ExBL 1-2 #1 20 7 35. 0 a
Bし o ExBL 1-2 2 19 10 52. 6 ab

ExBL 1-2 3 19 8 42. 1 ab
Bし or ExBL 1-2 15 8 53. 3 ab

Bし o ExBL l - 複 合 12 9 75. 0 b

[01 90] ス テ ー ジ ：BL 胚 盤 胞 ， ExBL= 拡 張胚 盤 胞

Code : Robertson I , Ne Lson RE ( 1998) Cert i f i cat i o n and i dent i f i cat i o n

o f the embryo. I n : D. A. S t i ngfe L Low and S. M. Se i d e L, Ed i tors, Manua l

o f the i nternat i ona l embryo t ransfer soc i ety, IETS, Savoy, I L L i no i s

103-1 16 . で の定義 に従 う。 具 体 的 には Codel は生存 細胞 が全 体 の 85%以 上 ， Cod

e2は生存 細胞 が全 体 の 50%以 上 の胚 盤 胞 も しくは拡 張胚 盤 胞 を指 す。 「Code1 -

2」 は 「Code1 も しくは 2」 を意 味 す る。

[01 9 1 ] 指標 # 1 ：受精 か ら第 一卵 割 完 了 まで の時 間 が 27時 間 で あ る こ と。

[01 92] 指標 #2 : 受精 3 1時 間後 （初期 卵 割終 了時 ） にお いて 2細胞 で あ り、 且 つ、 フ

ラ グ メ ンテ 一 シ ョンが観 察 され な い こ と。

[01 93] 指標 #3 : 受精 55時 間後 （第 三卵 割終 了時 ） にお いて 6細胞 、 7細胞 、 8細胞 の

いずれ か で あ り、 且 つ、 フラ グメ ンテ ー シ ョンが観 察 され な い こ と。

[01 94] 指標 #4 : 受精 168時 間後 （初期 胚 盤 胞 期 、 胚 盤 胞 期 又 は拡 張胚 盤 胞 期 ） の、

単 一胚 あ た りの酸 素 消 費量 が 0 . 9 1 X 10- 14 o L s - 1以 上 で あ る こ と。

符号 の説 明

[01 95] 1 : 側 壁、 2 : 底 壁、 3 : 細胞 収 容部 、 4 : 微 小 ゥ エル、 5 : 内壁、 6 : 微 小 ゥ ェ

ル の底 面、 10 : 培養 容 器、 600, 700, 800, 900, 1000, 1 100, 1200 : 胚 選 別

装 置、 740, 840, 1 140, 1240 : 胚 選 別 シ ス テ ム 、 670, 770, 870, 970, 1070,

1 170, 1270 : 判 別部 、 6 10 , 7 10 , 8 10 , 908, 1006, 1 108, 1208: 解 析 部 、 60

6 , 706, 806: 第 1指標 判 別部 、 607, 707, 807 : 第 2指標 判 別部 、 608, 708, 8

08: 第 3指標 判 別部 、 609, 709, 809 : 第 4指標 判 別部 、 750, 850, 1 150, 1250



撮 像 装 置 、 760, 860, 1160, 1260 : 酸 素 消 費 量 測 定装 置 、 S2001 ：判 別 工 程 、

S2002: 解 析 工 程

本 明細 書 で 引 用 した全 て の刊 行 物 、 特 許 お よび特 許 出願 を そ の ま ま参 考 と

して本 明細 書 に と り入 れ る もの とす る。



請求の範囲

[ 請 求項 1] 受精卵 か ら体外培養 された哺乳動物 の胚 を選別 す る方法 であ って、

受精 か ら第一卵割 が完 了す るまでの時間 ；

第一卵割後 かつ第二卵割前 の段 階での形態 ；

第三卵割後 かつ第四卵割前 の段 階での形態 ；及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又 は拡張胚盤胞期 での酸素消費量 ；

の うち 2つ以上 を指標 と して胚 を選別 す る工程 を含 む前記方法。

[ 請求項 2 ] 前記工程 において選別 され る胚 が以下の条件 ：

受精 か ら第一卵割 が完 了す るまでの時間が、胚 の、 受精 か ら第一卵

割 が完 了す るまでの時間 と、 当該胚 の胚盤胞期 での染色体数 が正常で

あ る確率 との相 関関係 に基 づいて、 当該確率 が40%以上 とな る ことが

確認 されている時間であ る こと（条件 d 1) 、 受精 か ら第一卵割 が完 了す

るまでの時間が、胚 の、 受精 か ら第一卵割 が完 了す るまでの時間 と、

当該胚 の胚盤胞期 での遺伝 子 IGF2R の、遺伝 子 H2AFZ の発現量 を 1と し

た相対 的発現量 との相 関関係 に基 づいて、 当該相対 的発現量 が 0 . 4 5以

上 とな る ことが確認 されている時間であ る こと（条件 d2) 、並び に、 受

精 か ら第一卵割 が完 了す るまでの時間が、胚 の、 受精 か ら第一卵割 が

完 了す るまでの時間 と、 当該胚 の胚盤胞期 での遺伝 子 IFN-tau の、遺

伝 子 H2AFZ の発現量 を 1と した相対 的発現量 との相 関関係 に基 づいて、

当該相対 的発現量 が 0 . 2以上 とな る ことが確認 されている時間であ る

こと（条件 d3) 、 か ら選択 され る少な くとも 1つの条件 を満足す る こと（

条件 d ) ;

第一卵割後 かつ第二卵割前 の段 階 において、 2細胞 であ り且 つ フラ

グメ ンテ一シ ヨンを有 していない こと（条件 a ) ;

第三卵割後 かつ第四卵割前 の段 階 において、 5細胞、 6細胞、 7細胞

または8細胞 であ り且 つ フラグメ ンテ一シ ヨンを有 していない こと（条

件 b ) ; 及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又 は拡張胚盤胞期 での酸素消費量 が、初期



胚盤胞期、胚盤胞期又 は拡張胚盤胞期 の胚 の酸素消費量 と当該胚 が脱

出胚盤胞 に到達する確率 との相 関関係 に基づいて、 当該確率 が 50%以

上 となることが確認 されている酸素消費量であること（条件 c ) ；

の うち2つ以上 を満足する胚 である、請求項 1の方法。

[ 請求項 3 ] 哺乳動物 が ゥシであ り、

条件 dにおける、受精 か ら第一卵割が完 了するまでの時間が27時間

以下であ り、

条件 cにおける酸素消費量が単一胚 あた り0 . 9 1 X 10- 14 o L s-1以上で

ある

請求項 2の方法。

[ 請求項 4 ] 体外培養 によって、哺乳動物 の受精卵 か ら胚 を製造する方法であ つ

て、

受精 か ら第一卵割が完 了するまでの時間 ；

第一卵割後 かつ第二卵割前 の段階での形態 ；

第三卵割後 かつ第四卵割前 の段階での形態 ；及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又 は拡張胚盤胞期 での酸素消費量 ；

の うち2つ以上 を指標 と して胚 を選別する選別工程 を含む前記方法。

[ 請求項 5 ] 前記選別工程 において選別 され る胚 が以下の条件 ：

受精 か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚 の、受精 か ら第一卵

割が完 了するまでの時間 と、 当該胚 の胚盤胞期 での染色体数 が正常で

ある確率 との相 関関係 に基づいて、 当該確率 が40%以上 となることが

確認 されている時間であること（条件 d 1) 、 受精 か ら第一卵割が完 了す

るまでの時間が、胚 の、受精 か ら第一卵割が完 了するまでの時間 と、

当該胚 の胚盤胞期 での遺伝子 IGF2R の、遺伝子 H2AFZの発現量 を 1と し

た相対的発現量 との相 関関係 に基づいて、 当該相対的発現量が 0 . 4 5以

上 となることが確認 されている時間であること（条件 d2) 、並び に、受

精 か ら第一卵割が完 了するまでの時間が、胚 の、受精 か ら第一卵割が

完 了するまでの時間 と、 当該胚 の胚盤胞期 での遺伝子 IFN-tau の、遺



伝子H2AFZ の発現量を 1と した相対的発現量 との相関関係 に基づいて、

当該相対的発現量が 0 . 2以上 となることが確認されている時間である

こと（条件 d 3 ) 、 か ら選択される少な くとも 1つの条件を満足すること（

条件 d ) ;

第一卵割後かつ第二卵割前の段階において、 2細胞であ り且つフラ

グメンテ一シ ヨンを有 していないこと（条件 a ) ;

第三卵割後かつ第四卵割前の段階において、 5細胞、 6細胞、 7細胞

または8細胞であ り且つフラグメンテ一シ ヨンを有 していないこと（条

件 b ) ; 及び

初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量が、初期

胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期の胚の酸素消費量 と当該胚が脱

出胚盤胞 に到達する確率 との相関関係 に基づいて、当該確率が 50%以

上 となることが確認されている酸素消費量であること（条件 c ) ；

のうち2つ以上を満足する胚である、請求項 4の方法。

[請求項 6 ] 哺乳動物がゥシであ り、

条件 dにおける、受精か ら第一卵割が完了するまでの時間が2 7時間

以下であ り、

条件 c における酸素消費量が単一胚あた り0 . 9 1 X 10- 14 o L s - 1以上で

ある

請求項 5の方法。

[請求項 7 ] 請求項 1~ 3のいずれかの方法により選別された胚、又は請求項 4 ~ 6

のいずれかの方法により製造された胚 を、雌個体に移植 し受胎 させる

工程 を含む、哺乳動物個体の生産方法。

[請求項 8 ] 受精卵か ら体外培養 された哺乳動物の候補胚 を選別するための胚選

別装置であって、

判別部 と、解析部 とを含み、

前記判別部が、

候補胚の、受精か ら第一卵割が完了するまでの時間に関する第 1指



標情報が、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間に関する第 1指標

選別基準条件 を満足するか否かを判別する第 1指標判別部、

候補胚の、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態 に関する第 2

指標情報が、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態 に関する第 2

指標選別基準条件 を満足するか否かを判別する第 2指標判別部、

候補胚の、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態 に関する第 3

指標情報が、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態 に関する第 3

指標選別基準条件 を満足するか否かを判別する第 3指標判別部、及び

候補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費

量 に関する第 4指標情報が、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞

期での酸素消費量 に関する第 4指標選別基準条件 を満足するか否かを

判別する第 4指標判別部

の うちM個 （M は2、 3、又は4の数である）を含み、

前記解析部が、前記判別部 において判別 された条件の うちN個 （N は

2以上M以下の数である）以上 を満足する候補胚 を、選別すべ き胚であ

ると解析する

ことを特徴 とする前記胚選別装置。

[ 請求項 9 ] 画像抽出部 を更に備 える請求項 8の胚選別装置であ って、

前記判別部が前記第 1指標判別部 を含む場合 には、前記画像抽出部

は、候補胚の画像か ら、第 1指標選別基準条件 における、受精か ら第

—卵割が完 了するまでの時間の閾値の時点における画像、又は、第一

卵割の完 了時点を確認可能な画像 を抽出する、第 1画像抽出部 を含み

、前記第 1指標判別部 は、前記第 1画像抽出部 によ り抽出された画像 に

基づいて生成 された情報 を前記第 1指標情報 と して判別 を行い、

前記判別部が前記第 2指標判別部 を含む場合 には、前記画像抽出部

は、候補胚の画像か ら、第一卵割後かつ第二卵割前の段階の画像 を抽

出する、第 2画像抽出部 を含み、前記第 2指標判別部 は、前記第 2画像

抽出部 によ り抽出された画像 に基づいて生成 された情報 を前記第 2指



標情報 と して判別 を行い、

前記判別部が前記第 3指標判別部 を含む場合 には、前記画像抽出部

は、候補胚の画像か ら、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での画像 を

抽出する、第 3画像抽出部 を含み、前記第 3指標判別部 は、前記第 3画

像抽出部 によ り抽出された画像 に基づいて生成 された情報 を前記第 3

指標情報 と して判別 を行 う

前記胚選別装置。

[ 請求項 10 ] 受精卵か ら体外培養 された哺乳動物の候補胚 を選別するための胚選

別システムであ って、

請求項 9の胚選別装置 と、

候補胚 を撮像 し、撮像 された画像 を前記画像抽出部へ と出力する撮

像装置 とを備 え、

前記判別部が前記第 4指標判別部 を含む場合 には、候補胚の、初期

胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費量 を測定 し、測定

された酸素消費量値 を前記第 4指標判別部へ と出力する酸素消費量測

定装置 を更に備 える

前記胚選別システム。

[ 請求項 1 1 ] 受精卵か ら体外培養 された哺乳動物の候補胚 を選別するための胚選

別方法 をコンピュータに実行 させるためのプログラムであ って、該方

法が、判別工程 と、解析工程 とを含み、

前記判別工程が、

候補胚の、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間に関する第 1指

標情報が、受精か ら第一卵割が完 了するまでの時間に関する第 1指標

選別基準条件 を満足するか否かを判別する第 1指標判別工程、

候補胚の、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態 に関する第 2

指標情報が、第一卵割後かつ第二卵割前の段階での形態 に関する第 2

指標選別基準条件 を満足するか否かを判別する第 2指標判別工程、

候補胚の、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態 に関する第 3



指標情報が、第三卵割後かつ第四卵割前の段階での形態 に関する第 3

指標選別基準条件 を満足するか否かを判別する第 3指標判別工程、及

び

候補胚の、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞期での酸素消費

量 に関する第 4指標情報が、初期胚盤胞期、胚盤胞期又は拡張胚盤胞

期での酸素消費量 に関する第 4指標選別基準条件 を満足するか否かを

判別する第 4指標判別工程

の うちM個 （M は2、 3、又は4の数である）を含み、

前記解析工程が、前記判別工程 において判別 された条件のN個 （N は

2以上M以下の数である）以上 を満足する候補胚 を、選別すべ き胚であ

ると解析する解析工程 を含む、

前記 プログラム。
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