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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生殖補助医療（ＡＲＴ）のために使用される製品を評価するための方法であって、
　少なくとも１種の胚の生存度マーカーの調節領域に作動可能に連結された少なくとも１
種のレポーター遺伝子および／または少なくとも１種の胚の生存度マーカーの調節領域に
作動可能に連結された少なくとも１種の導入遺伝子を含む、非ヒト動物由来のトランスジ
ェニック胚を用意する工程と、
　前記製品と直接物理的に接触した状態で前記胚を指定された持続期間にわたって生体外
で培養する工程と、
　前記胚の少なくとも１つの発生段階の間に、前記少なくとも１種のレポーター遺伝子お
よび／または前記導入遺伝子の発現を評価する工程と、
　前記評価に基づき、ＡＲＴでのその意図される使用と同様の方法で使用される前記製品
の許容性または不十分性を決定する工程と、
を含む方法。
【請求項２】
　前記胚の少なくとも１つの発生段階の間に、前記胚の形態を評価する工程をさらに含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記トランスジェニック胚は、１細胞期または２細胞期の胚である、請求項１に記載の
方法。
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【請求項４】
　前記トランスジェニック胚は、哺乳類由来である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記哺乳類は、マウス、ブタ、ウマ、ウシ、ヒツジまたは非ヒト霊長類である、請求項
４に記載の方法。
【請求項６】
　前記少なくとも１種のレポーター遺伝子は、蛍光タンパク質をコードする、請求項１に
記載の方法。
【請求項７】
　前記評価する工程は、前記蛍光タンパク質の蛍光強度を決定する工程を含む、請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　前記評価する工程は、
　（ｉ）前記胚の少なくとも１つの画像を取得する工程と、
　（ｉｉ）前記画像に基づき前記レポーター遺伝子の発現レベルを決定する工程と、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　工程（ｉｉ）をコンピュータにより行う、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　（ｉｉｉ）前記発現レベルを閾値レベルおよび／または対照レベルと比較する工程
をさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｉｉｉ）をコンピュータにより行う、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記評価する工程は、前記発現レベルを閾値レベルおよび／または対照レベルと比較す
る工程を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記評価する工程は、前記発現レベルを相対的に比較する工程を含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項１４】
　前記評価する工程は、対照条件下で培養したトランスジェニック胚における前記少なく
とも１種のレポーター遺伝子の発現を比較する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１５】
　前記少なくとも１つの発生段階は、１細胞期、２細胞期、４細胞期、８細胞期、桑実胚
期、胚盤胞期および／または原腸形成期である、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記製品は、前記少なくとも１種のレポーター遺伝子の発現が、前記製品の使用により
前記胚が影響を受けないことを示すのに十分である場合に許容される、請求項１に記載の
方法。
【請求項１７】
　前記製品は、針、カテーテル、マイクロツール、実験器具、注射器、組織培養皿、組織
培養プレート、ピペットチップ、皿、プレート、水、水精製システム、培地、培地添加物
、および配偶子、胚もしくは組織培養培地と物理的に接触する他の容器、装置または試薬
からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記生存度マーカーは、Ｏｃｔ－４、Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２およびＮａｎｏｇからなる群
から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記蛍光タンパク質は、緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、黄色蛍光タンパク
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質またはシアン蛍光タンパク質である、請求項６に記載の方法。
【請求項２０】
　生殖補助医療（ＡＲＴ）のために使用される製品を評価するための方法であって、
　少なくとも１種の胚の生存度マーカーの調節領域に作動可能に連結された少なくとも１
種のレポーター遺伝子を含む、非ヒト動物由来のトランスジェニック胚を用意する工程と
、
　培養プロセスにおいてＡＲＴで使用することが提案されている製品を用いる工程と、
　前記胚を指定された持続期間にわたって前記培養プロセスに従って生体外で培養する工
程と、
　指定された持続期間の少なくとも一部の間に前記培養した胚における前記少なくとも１
種のレポーター遺伝子の発現を評価する工程と、
　前記少なくとも１種のレポーター遺伝子の発現に基づいて、前記製品を用いることによ
る前記胚に対する影響を評価する工程と、
　前記評価に基づき、前記製品の許容性または不十分性を決定する工程と、
を含む方法。
【請求項２１】
　前記製品を、ＡＲＴでのその意図される使用と同様の方法で使用する、請求項２０に記
載の方法。
【請求項２２】
　前記胚は、１細胞期または２細胞期の胚である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　前記製品は、配偶子および胚培養培地、配偶子および胚操作／処理培地、輸送培地、卵
母細胞を裸化するための酵素、精子を分離するための勾配試薬、凍結／ガラス化培地、解
凍／加温培地、培地添加物、ピペットおよび胚操作装置、ヒトのＡＲＴプロセスで使用さ
れる実験器具ならびにＡＲＴに関わるあらゆる溶液、試薬または装置からなる群から選択
される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
　ヒトのＡＲＴプロセスで使用される実験器具が、遠心管、凍結保存装置、冷凍貯蔵装置
、針、カテーテル、マイクロツール、注射器、組織培養皿、組織培養プレート、ピペット
チップ、皿、プレート、水、水精製システム、ならびに配偶子と物理的に接触する他の容
器、装置または試薬からなる群より選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記発現を評価する工程は、ＡＲＴでの使用が提案されている前記製品を用いて培養し
た１つ以上の胚の発現を、前記提案されている製品を用いずに培養した１つ以上の胚の発
現と比較する工程を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２６】
　前記提案されている製品を用いずに培養した前記１つ以上の胚を、対照製品を用いて培
養する、請求項２５に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本出願は、２０１３年３月１４日に出願された「体外受精技術と共に使用される方法お
よび品質管理として使用される分子系マウス胚アッセイ（A METHOD AND QUALITY CONTROL
 MOLECULAR BASED MOUSE EMBRYO ASSAY FOR USE WITH IN VITRO FERTILIZATION TECHNOLO
GY）」という発明の名称の米国仮出願第６１／７８３，５５７号の優先権を主張するもの
であり、その開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、細胞生物学、例えば、体外受精で使用される製品を評価する方法に関する。
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また、臨床的生殖補助医療（ＡＲＴ）で使用される品質管理アッセイも開示する。
【背景技術】
【０００３】
　体外受精（ＩＶＦ）研究室は、不妊夫婦の治療において重要な役割を担っている。研究
室の環境により生成される胚の品質が変わってしまう恐れがあるため、ＩＶＦ研究室にお
いて適切な品質管理（ＱＣ）を保証することは、あらゆるＩＶＦプログラムの成功には不
可欠である。生体外でヒトの胚の発生を成功させるためには、最適な培地および安定な環
境が必要である。胎生学研究室の究極の役割は、女性の生殖器官の外側の環境において配
偶子や胚の本来の生存度を維持することである。体細胞培養とは異なり、胚は、形態およ
び機能の両方において絶えず、かつ急速に変化するため、移植前の胚発生の動的性質は独
特である(Leese 1991; Bavister 1995)。
【０００４】
　発生中、移植前の胚は、母性転写物の遺伝制御下で、代謝的静止状態すなわち未分化単
細胞から、恒常性機構とそれ自身の機能的ゲノムとを発達させた動的な多細胞の胚に、た
った数日で急速に変化する(Leese 1991; Lane 2001; Gardner et al. 2005)。ピルビン酸
系代謝に依存する初期の胚は、エネルギー産生のためにミトコンドリアの酸化的リン酸化
にのみ依存し、単細胞生物のように、初期の胚は、ｐＨおよび浸透圧調節のための多くの
重要な調節機能を欠いている。８細胞期から１６細胞期（生物種によって決まる）におけ
る胚細胞緊密化後に、高度解糖系代謝への代謝調節における変化が生じる。同時に、胚の
生理が体細胞の生理により似たものになるため、他の細胞機構の機能的複雑性も顕著に変
化する。ＩＶＦ研究室に大きな課題を提起するものは、初期の胚における恒常性調節の最
初の粗野な性質および移植前の発生後期までのその後の発生である。好ましい生体外環境
の維持は、生存度を最大にし、かつ進行中の発生を促進するために必要不可欠である。
【０００５】
　生殖器官内で遭遇する「正常」な条件に対して、培養での発生中の胚を取り囲む環境の
変動により、胚の生存度が低下し、発生が損なわれる。以下で考察するように、ヒトのＩ
ＶＦに使用される材料を胚毒性および成長促進／阻害因子について試験するための客観的
で高感度かつ再現可能な方法およびアッセイが必要とされている。
【発明の概要】
【０００６】
　胚および他の細胞に対するマーカーとして形態学を用いて、最適以下の環境の影響を評
価するのは難しい場合が多い。例えば、場合によっては、外見上は形態学的に正常な胚盤
胞に発生する胚が、実際には、完全に正常または健康でないことがある。そのような外見
上は形態学的に正常な胚盤胞は、例えば細胞レベルで損なわれている可能性がある。損な
われた胚盤胞は、移植して満期妊娠を成功させる能力が低下している恐れがある。採取お
よび培養中に胚が曝される環境は、その発生能および細胞制御を著しく変化させてしまう
可能性がある。マウス胚アッセイ（ＭＥＡ）は、ヒトの材料を必要とせずに培地および環
境の適用性を調べるための究極の判断基準となっている。ＭＥＡを実施するために用いら
れる基本的な技術およびプロトコルは、In Vitro Fertilization and Embryo Transfer: 
A Manual of Basic Techniques (Don P. Wolf, Editor), 1988, pages 57-75に記載され
ており、その内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。簡単に言うと、このアッセ
イでは、妊馬血清性性腺刺激ホルモン（ＰＭＳＧ）およびヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（
ｈＣＧ）により雌のマウスの過剰排卵を誘発させる。このマウスをｈＣＧ注射時に雄と一
緒の場所に置き、ｈＣＧから２４時間後に屠殺して１細胞期の胚を得るか、注射から３６
時間後に２細胞期の胚を得る。マウスが目に見える２つの極体を有する場合は１細胞期の
胚を選択して使用し、形態学的に正常に見える場合には２細胞期の胚を選択して使用する
。
【０００７】
　生殖培地、実験器具あるいは配偶子および／または胚に接触するあらゆる装置の毒性お
よび機能試験のために、ＭＥＡを使用する。クラスＩＩ生殖補助装置の特殊な制御として
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この試験による情報を必要とする論理的根拠は、それが生殖補助装置に使用される材料の
配偶子および／または胚に対する潜在的毒性の良好な代用指標であるという点にある。Ｆ
ＤＡは、ＭＥＡが現在では胚毒性に最も適した試験であることを認めている。簡単に言う
と、１細胞期および２細胞期アッセイの両方を使用するが、１細胞期の胚を２細胞期の胚
よりも早くマウスの卵管から排出させること以外は、これらのアッセイは同じである。１
細胞期または２細胞期ＭＥＡのどちらを使用するかに関わらず、バイオアッセイは、可能
な限り詳しく、胚の獲得、維持、培養、移植（再配置）および凍結保存などの、ヒトのＩ
ＶＦのために使用される装置のための対応する手順を表わすものでなければならない。典
型的には、胚の形態を評価し、培養から９６時間に胚盤胞の形成を判定する。接合子の８
０％超が胚盤胞段階に達した場合、試験した培地、実験器具または他の機器を、臨床用途
に適しているとみなす。
【０００８】
　胚毒性の検出に加えて、ＭＥＡは、ＩＶＦおよびＡＲＴに関連する最適以下の原料、培
地および接触材料を検出することができる。しかし、見過ごされることが多いが、このア
ッセイには多くの限界がある。例えば、このアッセイは、全体的で非情にひどい胚毒性状
態しか検出することができない。ＭＥＡは、発生の非常に早い段階では、成長促進因子ま
たは阻害因子を検出または区別することができない。
【０００９】
　本明細書に記載されている実施形態は一般に、例えば、体外受精（ＩＶＦ）領域および
／または生殖補助医療（ＡＲＴ）において品質管理として使用される分子系マウス胚アッ
セイ（ｍＭＥＡ）を提供するためのシステムおよび方法に関し、より具体的には、１細胞
期または２細胞期から胚盤胞段階までの胚発生を評価するための改良型アッセイに関する
。
【００１０】
　他の項目と併せた本説明から、本発明の利点は、以下の節に説明されている図面により
支持される以下の詳細な説明および特許請求の範囲に基づき明確かつ明白になるであろう
。
【００１１】
　一態様では、ヒトのＩＶＦまたはＡＲＴに使用される製品を評価するための品質管理方
法が提供される。本方法は、トランスジェニック（遺伝子導入）胚（少なくとも１細胞期
）を用意する工程と、特定の期間にわたってその胚を生体外で培養する工程とを含む。本
方法は、１細胞期または２細胞期から胚盤胞期およびそれ以上の段階の胚発生を評価する
工程をさらに含む。胚発生の定性および定量分析に基づいて、試験される品目の許容性ま
たは不十分性を決定する。任意に、１細胞期の胚は、少なくとも１種の胚発生／多能性調
節因子の調節領域に作動可能に連結された少なくとも１種の蛍光タンパク質導入遺伝子を
含む。
【００１２】
　導入遺伝子としては、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、赤色蛍光タンパク質、シアン蛍
光タンパク質、橙黄色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質などの選択された蛍光タ
ンパク質をコードするレポーター遺伝子が挙げられる。
【００１３】
　別の態様では、本品質管理方法およびアッセイは、ＩＶＦ環境および／またはＡＲＴで
使用される試験品目を評価するように設計されている。試験品目としては、配偶子および
胚の培地、配偶子および胚の操作／処理培地（洗浄および分離培地を含む）、輸送培地、
卵母細胞を裸化するための酵素、精子を分離するための勾配試薬、凍結／ガラス化培地、
解凍／加温培地、ピペットおよび胚操作装置、ヒトの体外受精プロセスで使用される実験
器具（限定されるものではないが、ペトリ皿、遠心管、凍結保存および冷凍貯蔵装置など
）、ならびに生体外ＡＲＴに関連する手順に関わるあらゆる溶液、試薬または装置が挙げ
られる。
【００１４】
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　別の態様では、胚発生の評価は、胚の発生段階に関連する一般的な胚の形態および／ま
たは蛍光の位置／量／品質の分析によって達成される。好ましくは、胚は、哺乳類に由来
するものであり、マウス、ブタ、ウマ、ウシ、ヒツジ、ウサギおよび非ヒト霊長類の胚を
挙げることができる。
【００１５】
　さらに別の態様では、作動可能に連結される胚の多能性調節因子としては、正常な胚発
生を保証する役割を担うＯｃｔ－４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＣＤＸ２およびＲｅｘ１な
らびにそれらの上流メディエーターおよび下流エフェクターが挙げられるが、これらに限
定さない。
【００１６】
　１細胞期、２細胞期、４細胞期、８細胞期、桑実胚期、胚盤胞期および原腸形成期を含
む、任意または全ての段階で、胚発生を評価してもよい。
【００１７】
　ヒトの配偶子を操作および保存し、かつヒトの胚を生成、培養および保存するプロセス
で使用される製品を評価するために、臨床的ＡＲＴで使用される品質管理アッセイまたは
キットも提供される。本アッセイは、トランスジェニック哺乳類から採取された１細胞期
のトランスジェニック胚であって、少なくとも１種の胚多能性マーカーの調節領域に作動
可能に連結された少なくとも１種のレポーター遺伝子を含むトランスジェニック胚と、Ａ
ＲＴ製品およびＩＶＦ培養条件を評価するための使用説明書とを含むと有利である。使用
説明書は、特定の培養条件下で１細胞期のトランスジェニック胚をインキュベートする工
程と、１細胞期および２細胞期から胞胚形成期および原腸形成期までの形態に基づき、胚
発生を評価する工程を含むことができる。
【００１８】
　任意に、レポーター遺伝子は、緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、シアン蛍光
タンパク質、橙黄色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質などの蛍光タンパク質をコ
ードする。
【００１９】
　別の態様では、本アッセイは、その導入遺伝子が正常な胚発生を保証する役割を担う少
なくとも１種の胚の多能性調節因子および／またはその調節領域（例えば、上流メディエ
ーターおよび／または下流エフェクター）を含む、少なくとも１つのトランスジェニック
胚を含む。試験品目／成長条件は、胚の成長、発生および品質（胚の形態の評価に基づく
）および／または蛍光の定性的／定量的評価に基づき評価してもよい。最適な胚の成長お
よび発生のために許容される閾値は、試験品目および正常／対照条件下で期待される発生
に応じて個々に設定された判断基準に基づく。試験品目が、正常な対照と比較して確立さ
れた許容基準を満たさない事象では、それらを最適以下であるか胚毒性（すなわち許容さ
れないもの）とみなす。
【００２０】
　本発明のさらに別の態様には、臨床的ヒトＡＲＴ／ＩＶＦの品質管理で使用される高感
度胚アッセイについて記載されている。本アッセイは、１細胞期のトランスジェニック胚
を含んでもよい。この胚は、胚発生に関連する少なくとも１種の遺伝子に作動可能に連結
された少なくとも１種のレポーター遺伝子を含むことができる。この胚は、最適な培養条
件および最適以下の培養条件下で、トランスジェニック／レポーター遺伝子を差次的に発
現することが好ましい。別の態様では、培養条件は胚毒性である。また、例えば、胚培養
培地、配偶子操作培地、卵母細胞を裸化するための酵素、精子を分離するための勾配試薬
、凍結培地、解凍培地、ピペットおよび胚操作装置、またはヒトの体外受精プロセスで使
用される実験器具（限定されるものではないが、ペトリ皿、遠心管、凍結保存および冷凍
貯蔵装置など）などの試験品目も提供される。
【００２１】
　本明細書に開示されている本発明は、胚盤胞期までの胚発生の分析を用いる胚アッセイ
の感度を高める方法をさらに含む。本方法は、少なくとも１種の胚多能性マーカーの調節
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領域に作動可能に連結された少なくとも１種のレポーター遺伝子を含むトランスジェニッ
ク胚を用意する工程と、当該試験品目を用いる培養条件下でこのトランスジェニック胚を
インキュベートする工程と、形態学的に、かつ／または１細胞から胚盤胞期および／また
は原腸形成期までの前記胚マーカーの発現により、胚発生を評価する工程とを含む。
【００２２】
　任意に、この胚アッセイの感度を高める方法は、胚盤胞期およびそれ以上の段階（原腸
形成期）において胚マーカーの発現を評価する工程をさらに含む。この評価は、レポータ
ー遺伝子の蛍光を決定する工程を含んでもよい。本アッセイにより、培地および／または
培養材料の胚毒性を検出してもよい。一態様では、本アッセイにより、臨床的体外受精環
境で使用される培地の機能性および材料の適合性を検出する。
【００２３】
　少なくとも１種の胚の多能性調節因子の調節領域に作動可能に連結された少なくとも１
種の導入遺伝子を含む修飾されたトランスジェニック胚を開示する。胚の多能性調節因子
としては、正常な胚発生を保証する役割を担うこれらの調節因子の遺伝子ならびにそれら
の上流メディエーターおよび下流エフェクターが挙げられる。導入遺伝子はレポーター遺
伝子であると有利である。レポーター遺伝子は、緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク
質、シアン蛍光タンパク質、橙黄色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質などの蛍光
もしくは発光タンパク質であってもよい。
【００２４】
　本特許または出願ファイルは、少なくとも１つのカラー図面を含む。カラー図面を含む
本特許または特許出願公開の複写物は、要求および必要な手数料の支払いに応じて当該官
庁によって提供される。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図２】最適な条件または最適以下の成長条件下でのＯｃｔ－４の発現を表わす。図２Ａ
は、最適な成長条件下でインキュベートしたマウスの胚のカラー写真である。図２Ｂは、
最適以下の成長条件下でインキュベートしたマウスの胚のカラー写真である。この胚を胚
盤胞期まで成長させた後、ＤＡＰＩ（青色、核染色）および抗Ｏｃｔ－３／４抗体（赤色
）で染色した。この胚を蛍光顕微鏡で可視化した。
【図３】最適な条件または最適以下の成長条件下でのＳＯＸ２の発現を表わす。図３Ａは
、最適な成長条件下でインキュベートしたマウスの胚のカラー写真である。図３Ｂは、最
適以下の成長条件下でインキュベートしたマウスの胚のカラー写真である。図３Ｃは、最
適以下の成長条件下でインキュベートしたマウスの胚のカラー写真である。この胚を胚盤
胞期まで成長させた後、ＤＡＰＩ（青色）および抗ＳＯＸ２抗体（緑色）で染色し、次い
で、蛍光顕微鏡下で写真撮影した。
【図４】胚盤胞期まで最適な成長条件下でインキュベートしたマウスの胚のカラー写真で
ある。この胚をＤＡＰＩ（青色）および抗ＣＤＸ－２抗体（緑色）で染色した後、蛍光顕
微鏡下で写真撮影した。
【図５】光学顕微鏡（図５Ａ）または蛍光顕微鏡（図５Ｂ）を用いた形態学的分析に基づ
く、４８時間培養したＯｃｔ４－ＧＦＰトランスジェニックマウスの胚を示す。Ｏｃｔ－
４プロモーターの制御下で高感度緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）を発現している胚は、
低レベル（ＦＩ：０～１）および高レベル（ＦＩ：２～３）の蛍光強度を示している。
【図６】最適な条件または最適以下の条件下で培養した、Ｏｃｔ－４プロモーターおよび
遠位エンハンサーの制御下でＥＧＦＰを発現しているトランスジェニックマウスの胚にお
ける早期の蛍光と胚盤胞発生との相関を示す。４８時間および９６時間後に、光学および
蛍光顕微鏡下で各胚を調べた。図６Ａは、光学顕微鏡により決定した、４８時間で８細胞
期に到達しなかった胚（青色）またはそこに到達した胚（赤色）の割合を示す。図６Ｂは
、４８時間後に低い蛍光（青色）または高い蛍光（赤色）を有する胚の割合を示す。図６
Ｃは、光学顕微鏡を用いた形態学的分析に基づく、各胚盤胞期（変性または初期の胚盤胞
：青色、胚盤胞：赤色、拡大：緑色、孵化：紫色）におけるトランスジェニックマウスの
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胚の割合を示す。図６Ｄは、蛍光顕微鏡下での形態学的分析に基づく、各胚盤胞期におけ
る胚の割合を示す。図６Ｅは、９６時間で指示された段階まで発生した、４８時間後の各
蛍光レベル（蛍光なし：青色、低強度の蛍光：赤色、中強度の蛍光：緑色、高強度の蛍光
：紫色）を示す胚の割合を示す。
【図７】は、４８時間後に決定した蛍光強度による、最適以下の条件（赤色）または最適
（青色）な条件下で成長させた胚の分布を示す。
【図８】ＣＤＸ２－ＧＦＰを含むトランスジェニックマウスの胚を、異なる品質の油すな
わち（１）良質な油、（２）５％の悪質な油、（３）７．５％の悪質な油、（４）１０％
の悪質な油および（５）１５％の悪質な油の存在下で、分子系マウス胚アッセイ（ｍＭＥ
Ａ）で使用した胚発生研究をグラフで示す。図８Ａは、視覚的形態の光学顕微鏡評価によ
り決定した、４８時間で８細胞期まで発生しなかった胚（青色）またはそこまで発生した
胚（赤色）の割合をグラフで示す。図８Ｂは、低い蛍光（青色）または高い蛍光（赤色）
強度による分子発現分析を用いて、各カテゴリーの油について４８時間後の胚の割合をグ
ラフで示す。図８Ｃは、視覚的形態評価を用いて、各カテゴリーの油について９６時間後
の発生率をグラフで示す。図８Ｄは、分子発現分析を用いて、各カテゴリーの油について
低い蛍光強度（ＦＩ：０～１、青色）または高い蛍光強度（ＦＩ：２～３、赤色）として
評定した、９６時間後の胚の割合をグラフで示す。図８Ｅは、それらの蛍光状態に従って
最適な培養条件および最適以下の培養条件下での胚の分布を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本説明を読めば、他の各種実施形態および他の適用における本発明の実施方法が当業者
には明らかになるであろう。但し、本発明の各種実施形態の全てについて本明細書に記載
しない。当然のことながら、本明細書に示されている実施形態は、単に例示のために示さ
れており、本発明を限定するものではない。従って、他の各種実施形態の詳細な説明は、
以下に記載されている本発明の範囲または広さを限定するものとして解釈されるべきでは
ない。
【００２７】
　本発明について開示および説明する前に、以下に記載する態様は、特定の組成物、その
ような組成物の調製方法またはその使用に限定されず、従って、当然ながらそれらは異な
り得ることを理解されたい。また、本明細書で使用される用語は、単に特定の態様を記述
するためのものであり、本発明を限定するものではないことも理解されたい。
【００２８】
　読者の利便性のためにのみ、本発明の詳細な説明は各種節に分けられており、どの節に
含まれる開示内容も、別の節の開示内容と組み合わせることができる。特に定義しない限
り、本明細書で使用される全ての技術用語および科学用語は、本発明が属する技術分野の
当業者によって一般に理解される意味と同じ意味を有する。
【００２９】
　本明細書および以下の特許請求の範囲では、多くの用語に言及するが、それらの用語は
以下の意味を有するものとして定める。
【００３０】
　本明細書で使用される用語は、単に特定の実施形態について記述するためのものであり
、本発明を限定するものではない。本明細書で使用される単数形の「１つの（ａ）」、「
１つの（ａｎ）」および「その（前記）（ｔｈｅ）」は、文脈が明らかに別の意を示して
いない限り、複数形も含むものとする。
【００３１】
　「任意の」または「任意に」とは、その後に記載されている事象または状況が生じても
生じなくてもよいことを意味し、その記載は、事象または状況が生じる場合およびそれら
が生じない場合を含む。
【００３２】
　「含む（comprising）」という用語は、当該組成物および方法が、列挙されている要素
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を含むが、それ以外を除外するものではないことを意味するものである。「本質的に～か
らなる（consisting essentially of）」は、組成物および方法を定義するのに使用され
ている場合、その組み合わせに対してあらゆる本質的な意義のある他の要素を除外するこ
とを意味するものとする。例えば、本質的に本明細書に定義されている要素からなる組成
物は、特許請求されている本発明の基本的かつ新規な特性に実質的に影響を与えない他の
要素を除外しない。「～からなる（consisting of）」は、列挙されている微量の他の成
分および実質的な方法工程を超えるものを除外することを意味するものとする。これらの
各移行用語により定められる実施形態は、本発明の範囲内である。
【００３３】
　本明細書で使用される「調節領域」という用語は、その遺伝子の適切な発現に必要とさ
れる対象の遺伝子の要素および／または配列の全てを含む。公知の調節要素としては、プ
ロモーター、エンハンサー、サイレンサーおよびインスレーターなどが挙げられる。調節
領域としては、転写開始部位（５’非翻訳領域）の上流、転写開始部位の下流、イントロ
ンの中、３’非翻訳領域内、またはコード配列内の領域を挙げることができる。例えば、
調節領域は、導入遺伝子の発現を指示するための生存度マーカー遺伝子の最小の必須要素
のみを含んでいてもよい。他の態様では、調節領域は、コード領域の一部または全てを含
む、生存度マーカー遺伝子のより大きい部分または実質的に全てを含んでいてもよい。ま
た、調節領域としては、上流メディエーターおよび／または下流エフェクターも挙げられ
る。
【００３４】
　本明細書で使用される「生存度マーカー」という用語は、発現またはその欠如が、少な
くとも１つの発生段階の間に胚の生存度を示すあらゆる遺伝子を指す。生存度マーカーと
しては、胚発生マーカーおよび多能性マーカーが挙げられる。一般に、これらのマーカー
としては、胚の幹細胞に関連する転写遺伝子が挙げられる。本明細書で使用される多能性
幹細胞マーカーは、胚発生の予測可能な時に予測可能なレベルおよび位置で発現される。
生存度マーカーは、胚発生の特定の段階で発現されてもよい。発生中の特定の時間での発
現は、その胚が正常に発生していることを示してもよく、発現の欠如は、異常な発生を示
してもよい。あるいは、生存度マーカーは、胚発生の特定の段階で正常に発現されていな
い遺伝子であってもよく、そのような時間でのその発現は、異常な発生を示す。
【００３５】
　本明細書で使用される「レポーター遺伝子」という用語は、生存度マーカーの調節領域
に作動可能に連結され、かつその発現を決定するために可視化またはそれ以外の方法で評
価することができるあらゆる遺伝子を含む。好ましい実施形態では、レポーター遺伝子は
、蛍光もしくは発光タンパク質である。いくつかの実施形態では、レポーター遺伝子は、
抗体により認識される例えば、エピトープタグ（例えば、ＨＩＳ、ＦＬＡＧ、ＨＡ）であ
るか、それを含んでいてもよい。
【００３６】
　本明細書で使用される、製品の「許容性」は、対照または標準において観察されるもの
とおよそ等しいかそれよりも良好である胚盤胞の生存率、発生および／またはレポーター
遺伝子の発現により決定される（例えば、８０％超の胚盤胞の発生）。同様に、本明細書
で使用される「不十分性」は、対照または標準において観察される割合に満たない割合に
より決定される。
【００３７】
　本明細書で使用される「対照条件」は、最適な胚の成長および／または発生を与えるこ
とが知られている条件である。「試験条件」は、胚の成長および発生に対するその効果に
ついて試験されるＩＶＦ製品を用いる条件である。
【００３８】
　本明細書で使用される「最適」な条件とは、健康で自由な胚発生を促進する条件を指す
。「最適以下」の条件は、対照的に、細胞成長を可能にするが、その成長は、最適な培養
条件下で観察されることが予測される成長よりも遅く、かつ弱い培養条件である。本明細
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書で使用される「胚毒性」とは、異常な発生または胚の死滅を誘発する培養条件を指す。
【００３９】
　本明細書で使用される「生殖補助医療」すなわちＡＲＴは、雌性配偶子（卵子または卵
母細胞）および雄性配偶子（精子）の両方が操作される全ての不妊治療を含む。体外受精
（ＩＶＦ）は、不妊夫婦が妊娠するのを補助するために使用される生殖補助医療のうちの
１つである。ＩＶＦとは、卵子を女性の卵巣から取り出して、研究室手順で精子と受精さ
せる手順を指す。受精させた卵子（胚）は、将来の使用ために凍結保存するか子宮に移植
することができる。
【００４０】
　本明細書で使用される「胚盤胞」とは、胎盤を形成する周囲壁（栄養外胚葉すなわちＴ
Ｅ）を有する細胞の塊、羊膜腔を形成する流体で満たされた腔（胞胚腔）、およびそこか
ら胎児が生じる内細胞塊（ＩＣＭ）と呼ばれる内部細胞塊からなる、初期の胚発生におけ
る構造を指す。本発明に関する他の用語については、以下により詳細に定義および記載す
る。
【００４１】
　一般に本明細書に開示されているのは、生体細胞の培養および発生に対する特定の培養
条件またはパラメータの影響の評価に関する方法、システムおよびキットである。例えば
、いくつかの実施形態は、体外受精すなわちＡＲＴのための培養条件を評価するための品
質管理方法に関する。例えば、マウスなどのレポーター－トランスジェニック動物から採
取した受精後の胚を使用して、生じ得る有害または最適以下の培養条件またはパラメータ
を検出する。トランスジェニック胚により、例えば、臨床的体外受精およびＡＲＴ研究室
で使用される装置を試験および認定するためのより高感度かつ機能的に適切な定性的品質
管理（ＱＣ）アッセイが効果的に得られる。
【００４２】
　以下により詳細に説明するように、本方法は、少なくとも１細胞期の細胞を含むトラン
スジェニック胚盤胞を用意する工程と、生体外または生殖補助医療（「ＡＲＴ」）培養条
件下で胚盤胞を培養する工程と、胚盤胞の分化を評価して培養条件の許容性を決定する工
程とを含むことができる。以下に詳細に記載する品質管理アッセイおよび品質管理アッセ
イを行うための方法は、哺乳類のトランスジェニック胚（少なくとも１細胞期）を含む。
好ましい実施形態では、この胚は、１細胞期または２細胞期のものである。哺乳類の胚は
、ウシ、ヒツジ、ブタ、マウス、イヌ、ウマ、サルまたはヒト由来であってもよい。いく
つかの実施形態では、哺乳類の胚は、ブタ、ウマまたはウシの胚である。より一般には、
胚はマウス由来である。
【００４３】
　本明細書に記載されている分子系ＭＥＡは、ＩＶＦ試薬および消耗品を試験するために
現在使用されている標準ＭＥＡよりも多くの利点を有することができる。標準ＭＥＡは、
１つ以上の発生段階における胚の形態の決定に基づいている。対照的に、分子系ＭＥＡは
、発生マーカーの分子分析を用いて、胚発生に対する試験製品の効果を決定することがで
きる。また、分子系ＭＥＡは、発生マーカーの分子分析と形態学的分析とを合わせて、胚
発生に対する試験製品の効果を決定することができる。利点としては、早期結果が得られ
ること、感度が高いこと、および自動化可能であることが挙げられる。マウスの胚を用い
た場合、最適以下の培養条件は、４８時間もの早い段階で明らかになり得る。また、僅か
な有害効果、特に形態ではなく遺伝子発現に影響を与える効果を有するＩＶＦ試薬を観察
してもよい。例えば、蛍光によって表されるレポーター遺伝子の発現は、例えば、自動化
を推進することができる機械化された方法（例えば、自動評価）などにより、定量的また
は定性的に決定することができる。
【００４４】
　本明細書では、読者の便宜上、タイトルまたはサブタイトルを使用している場合もある
が、それらは、本発明の範囲に影響を与えるものではない。さらに、本明細書で使用され
るいくつかの用語については、以下により具体的に定義する。
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【００４５】
　Ｉ．方法
　プラスチックやガラス製品ならびに、手袋、プレート、培地、化学薬品および油などの
他の消耗品の使用と同様に、配偶子および胚の培養は、生殖研究室の不可欠な部分である
。ＩＶＦの場合、全ての消耗品および材料の品質管理は、胚培養にとって最適な環境を維
持し、こうして、正常な胚の生理およびその後の妊娠率を保証するために重要である。従
って、いくつかの実施形態は、ＩＶＦ消耗品および材料の胚に対する影響または効果（例
えば、潜在的毒性）を評価する方法に関する。
【００４６】
　本明細書で使用されるＩＶＦ消耗品とは、培地、培地添加物、プラスチック製品、管、
ピペット、ピペットチップなど、またはヒトの卵子または胚に接触するあらゆる材料が挙
げられるがこれらに限定されない。プラスチックおよびガラス製品としては、生殖補助針
、実験手袋、生殖補助カテーテルおよび、胚を裸化、顕微操作、保持または移植するため
に研究室で使用されるピペットや他の装置などの生殖補助マイクロツールを挙げることが
できる。ＩＶＦ消耗品としては、限定されるものではないが、注射器、ＩＶＦ組織培養皿
、ＩＶＦ組織培養プレート、ピペットチップ、皿、プレートおよび、配偶子、胚もしくは
組織培養培地に物理的に接触する他の容器などの生殖補助実験器具がさらに挙げられる。
本明細書で使用されるＩＶＦ消耗品としては、ＩＶＦまたは他の生殖補助手順のために胚
を吸引、インキュベート、移植または貯蔵するために使用される培地を再構成するための
、ならびに胚に接触する実験器具または他の生殖補助装置を最終的に洗い流すために使用
される、生殖補助水および、高品質で無菌の発熱物質非含有水を生成するための水精製シ
ステムを挙げることができる。試験することができる製品の非限定的な例は、21 C.F.R. 
884.6100以下に記載されており、この内容の関連する部分は参照により本明細書に組み込
まれる。
【００４７】
　一態様では、本発明は、生殖補助医療（ＡＲＴ）のために使用される製品を評価する方
法に関し、本方法は、例えば、少なくとも１種の胚の生存度マーカーの調節領域に作動可
能に連結された少なくとも１種の導入遺伝子を含む、少なくとも１つの細胞を含むトラン
スジェニック胚を用意する工程と、この胚を指定された持続期間にわたって生体外で培養
する工程と、この胚の少なくとも１つの発生段階の間に導入遺伝子の発現を評価する工程
と、前記評価に基づき、ＡＲＴでのその意図される使用と同様の方法で使用されるこの製
品の許容性または不十分性を決定する工程とを含んでもよい。いくつかの実施形態では、
導入遺伝子はレポーター遺伝子である。
【００４８】
　一態様では、本発明は、生殖補助医療（ＡＲＴ）のために使用される製品を評価する方
法に関する。本方法は、例えば、少なくとも１種の胚の生存度マーカーの調節領域に作動
可能に連結された少なくとも１種のレポーター遺伝子を含むトランスジェニック胚を用意
する工程と、この胚を指定された持続期間にわたって生体外で培養する工程と、この胚の
少なくとも１つの発生段階の間に少なくとも１種のレポーター遺伝子の発現を評価する工
程と、前記評価に基づき、ＡＲＴでのその意図される使用と同様の方法で使用されるこの
製品の許容性または不十分性を決定する工程とを含んでもよい。
【００４９】
　一態様では、本発明は、生殖補助医療（ＡＲＴ）のために使用される製品を評価する方
法に関する。本方法は、例えば、少なくとも１種の胚の生存度マーカーの調節領域に作動
可能に連結された少なくとも１種のレポーター遺伝子を含むトランスジェニック胚を用意
する工程と、ＡＲＴで使用することが提案されている製品を用いる工程と、この胚を指定
された持続期間にわたって生体外で培養する工程と、指定された持続期間の少なくとも一
部の間に培養した胚において少なくとも１種のレポーター遺伝子の発現を評価する工程と
、少なくとも１種のレポーター遺伝子の発現に基づき、この製品を用いることによる胚に
対する影響を評価する工程とを含むことができる。いくつかの実施形態では、ＡＲＴでの
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その意図される使用と同様の方法で、この製品を本方法で使用する。いくつかの実施形態
では、本方法は、上記評価に基づき、前記製品の許容性または不十分性を決定する工程を
さらに含む。
【００５０】
　いくつかの実施形態では、本方法は、例えば、胚の少なくとも１つの発生段階の間に胚
の形態を評価する工程を含むことができる。いくつかの実施形態では、トランスジェニッ
ク胚を、１細胞期または２細胞期の胚として用意する。いくつかの実施形態では、トラン
スジェニック胚は哺乳類に由来する。いくつかの実施形態では、哺乳類は、マウス、ブタ
、ウマ、ウシ、ヒツジ、ウサギまたは非ヒト霊長類である。いくつかの実施形態では、ト
ランスジェニック胚はラット由来である。好ましい実施形態では、トランスジェニック胚
はマウス由来である。いくつかの実施形態では、導入遺伝子または少なくとも１種のレポ
ーター遺伝子は、蛍光タンパク質をコードする。いくつかの実施形態では、評価する工程
は、蛍光タンパク質の蛍光強度を決定する工程を含む。
【００５１】
　指定される持続期間は、使用される胚の生物種、対象の導入遺伝子の発現パターン、試
験製品の使用目的などの多くの因子によって決まる。いくつかの実施形態では、指定され
る持続期間は、１日、２日、３日、４日、５日、６日、７日、８日、９日、１０日または
それ以上の日数である。非限定的な持続期間のいくつかの例は、２４時間、４８時間、７
２時間および９６時間である。また、持続期間は、１日またはそれ以上の日数ごとに１回
またはそれ以上（例えば、１～１０日間にわたって１回（２４時間単位）またはそれ以上
、例えば、１回、２回、３回、４回、５回、６回、７回、８回、９回または１０回の異な
る回数）の評価を行うようなものであってもよい。いくつかの実施形態では、指定される
持続期間は、例えば、２細胞期、４細胞期、８細胞期、桑実胚期、胚盤胞期、原腸形成期
またはそれ以降の段階までの所望の発生段階により決定する。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、評価する工程は、例えば、（ｉ）前記胚の少なくとも１つの
画像を取得する工程、（ｉｉ）この画像に基づき前記レポーター遺伝子の発現レベルを決
定する工程、および（ｉｉｉ）前記発現レベルを閾値レベルおよび／または対照レベルと
比較する工程のうちの１つ以上を含むことができる。いくつかの実施形態では、コンピュ
ータにより工程（ｉｉ）および（ｉｉｉ）を行う。いくつかの実施形態では、評価する工
程は、目視で発光および／または強度を測定する工程またはそのために装置を使用する工
程を含んでもよい。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、評価する工程は、対照条件下で培養したトランスジェニック
胚における導入遺伝子または少なくとも１種のレポーター遺伝子の発現を比較する工程を
さらに含んでもよい。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つの発生段階は、例えば、１細胞期、２細胞期
、４細胞期、８細胞期、桑実胚期、胚盤胞期および／または原腸形成期であってもよい。
【００５５】
　いくつかの実施形態では、例えば、導入遺伝子または少なくとも１種のレポーター遺伝
子の発現が、胚が試験製品の使用により影響を受けないことを示すのに十分である場合に
、当該製品を許容されるものとみなすことができる。いくつかの実施形態では、対照との
比較および／または試験されている他の細胞との比較により発現の十分性を決定する。い
くつかの実施形態では、予め決定した標準との比較により発現の十分性を決定する。いく
つかの実施形態では、胚の形態が適当である場合に、当該製品を許容されるものをみなす
。いくつかの実施形態では、対照との比較により、適当な形態を決定する。いくつかの実
施形態では、予め決定した標準との比較により、適当な形態を決定する。いくつかの実施
形態では、形態および発現を評価して、パラメータの胚発生に対する影響を決定すること
ができる。例えば、形態および発現の両方がプラスである場合、マイナスの影響がない、
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すなわちプラスの影響であるという評価をなすことができる。１つ以上の時点において形
態が好ましいが発現が乏しい場合、例えば、悪影響すなわちマイナスの影響があるという
適当な評価をすることができる。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、試験条件下での胚の蛍光レベルを対照条件下での胚の蛍光レ
ベルと比較して、その試験条件が許容されるか否かを決定する。いくつかの実施形態では
、特定の蛍光レベル（例えば、０～１または２～３）を示す胚の割合を比較する。いくつ
かの実施形態では、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の
胚に観察される蛍光の５０％以上である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚に観
察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に観察される蛍光の６０％以上である
。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照
条件下の胚に観察される蛍光の７０％以上である。いくつかの実施形態では、試験条件下
の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に観察される蛍光の８０％以
上である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベル
は、対照条件下の胚に観察される蛍光の９０％以上である。いくつかの実施形態では、試
験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に観察される蛍光の
１００％以上である。当然のことながら、上記値の中からの任意の部分的な値または部分
的な範囲が、本明細書に記載されている実施形態で使用されることが想定される。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、試験条件下での胚の蛍光位置を対照条件下での胚の蛍光位置
と比較して、その試験条件が許容されるか否かを決定する。いくつかの実施形態では、特
定の位置（例えば、核または細胞質）において特定の蛍光レベル（例えば、ＦＩ：０～１
またはＦＩ：２～３）を示す胚の割合を比較する。いくつかの実施形態では、試験条件下
の胚の所与の位置で観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚の所与の位置で
観察される蛍光の５０％以上である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚の所与の
位置で観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚の所与の位置で観察される蛍
光の６０％以上である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚の所与の位置で観察さ
れる許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚の所与の位置で観察される蛍光の７０％以
上である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚の所与の位置で観察される許容され
る蛍光レベルは、対照条件下の胚の所与の位置で観察される蛍光の８０％以上である。い
くつかの実施形態では、試験条件下の胚の所与の位置で観察される許容される蛍光レベル
は、対照条件下の胚の所与の位置で観察される蛍光の９０％以上である。いくつかの実施
形態では、試験条件下の胚の所与の位置で観察される許容される蛍光レベルは、対照条件
下の胚の所与の位置で観察される蛍光の１００％以上である。当然のことながら、上記値
の中からの任意の部分的な値または部分的な範囲が、本明細書に記載されている実施形態
で使用されることが想定される。
【００５８】
　いくつかの実施形態では、胚の中に存在するマーカーまたは導入遺伝子は、胚発生時の
特定の時間、例えば胚を調べる時間に消えることが期待される遺伝子である。いくつかの
実施形態では、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に
観察される蛍光の８０％以下である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚に観察さ
れる許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に観察される蛍光の７０％以下である。い
くつかの実施形態では、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件
下の胚に観察される蛍光の６０％以下である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚
に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に観察される蛍光の５０％以下で
ある。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、
対照条件下の胚に観察される蛍光の４０％以下である。いくつかの実施形態では、試験条
件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に観察される蛍光の３０
％以下である。いくつかの実施形態では、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レ
ベルは、対照条件下の胚に観察される蛍光の２０％以下である。いくつかの実施形態では
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、試験条件下の胚に観察される許容される蛍光レベルは、対照条件下の胚に観察される蛍
光の１０％以下である。上記値の中からの任意の部分的な値または部分的な範囲が、本明
細書に記載されている実施形態で使用されることが想定される。
【００５９】
　いくつかの実施形態では、本アッセイが成功であることを示すために、対照の胚の少な
くとも５０％が、指定されたレベル（例えば、ＦＩ：０～１またはＦＩ：２～３）で蛍光
を示さなければならない。いくつかの実施形態では、本アッセイが成功であることを示す
ために、対照の胚の少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％または１００％が、指定
されたレベル（例えば、ＦＩ：０～１またはＦＩ：２～３）で蛍光を示さなければならな
い。上記値の中からの任意の部分的な値または部分的な範囲が、本明細書に記載されてい
る実施形態で使用されることが想定される。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、試験条件下での胚の蛍光レベルを標準と比較する。いくつか
の実施形態では、標準は、使用される導入遺伝子／マーカー、使用される胚の生物種、試
験されている試薬の種類、使用される顕微鏡またはあらゆる他のパラメータに基づいてい
る。いくつかの実施形態では、標準は、試験条件下での胚の少なくとも５０％が指定され
たレベル（例えば、ＦＩ：０～１またはＦＩ：２～３）で蛍光を示すことを要件とする。
いくつかの実施形態では、標準は、試験条件下での胚の少なくとも６０％が指定されたレ
ベルで蛍光を示すことを要件とする。いくつかの実施形態では、標準は、試験条件下での
胚の少なくとも７０％が指定されたレベルで蛍光を示すことを要件とする。いくつかの実
施形態では、標準は、試験条件下での胚の少なくとも８０％が指定されたレベルで蛍光を
示すことを要件とする。いくつかの実施形態では、標準は、試験条件下での胚の少なくと
も９０％が指定されたレベルで蛍光を示すことを要件とする。いくつかの実施形態では、
標準は、試験条件下での胚の少なくとも１００％が指定されたレベルで蛍光を示すことを
要件とする。上記値の中からの任意の部分的な値または部分的な範囲が、本明細書に記載
されている実施形態で使用されることが想定される。
【００６１】
　いくつかの実施形態では、当該製品は、例えば、針、カテーテル、マイクロツール、実
験器具、注射器、組織培養皿、組織培養プレート、ピペットチップ、皿、プレート、水、
水精製システム、培地、培地添加物、および配偶子、胚もしくは組織培養培地と物理的に
接触する他の容器、装置または試薬のうちの１つ以上であってもよい。いくつかの実施形
態では、当該製品は、例えば、配偶子および胚培養培地、配偶子および胚操作／処理培地
、輸送培地、卵母細胞を裸化するための酵素、精子を分離するための勾配試薬、凍結／ガ
ラス化培地、解凍／加温培地、ピペットおよび胚操作装置、ヒトのＡＲＴプロセスで使用
される実験器具（限定されるものではないが、ペトリ皿、遠心管、凍結保存および冷凍貯
蔵装置など）、ならびにＡＲＴに関わるあらゆる溶液、試薬または装置のうちの１つ以上
であってもよい。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、生存度マーカーは、胚盤胞または胚の発生および／または健
康に関わる任意のマーカーまたは遺伝子であってもよい。また、例えば、そのマーカーま
たは遺伝子は、Ｏｃｔ－４、Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２およびＮａｎｏｇのうちの１つ以上に関
わる任意の遺伝子、遺伝子ファミリー、またはそれらにより調節される遺伝子であっても
よい。いくつかの実施形態では、蛍光タンパク質は、緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タン
パク質、黄色蛍光タンパク質、橙黄色蛍光タンパク質、シアン蛍光タンパク質などである
。
【００６３】
　いくつかの実施形態は、胚盤胞期までの胚発生を用いる胚アッセイの感度を高める方法
に関する。本方法は、例えば、少なくとも１種の胚多能性マーカーに作動可能に連結され
た少なくとも１種のレポーター遺伝子を含むトランスジェニック胚を用意する工程と、試
験品目および／または対照を用いる培養条件下でトランスジェニック胚をインキュベート
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する工程と、形態学的に、かつ１細胞から胚盤胞期および原腸形成期までの胚マーカーの
発現により、胚発生を評価する工程とを含むことができる。本方法は、胚盤胞期およびそ
れ以上の段階（原腸形成期）において胚マーカーの発現を評価する工程をさらに含むこと
ができる。発現の評価は、例えば、レポーター遺伝子の蛍光または他の発光を決定するこ
とにより測定することができる。本胚アッセイは、培地および／または培養材料の胚毒性
を検出することができる。別の実施形態では、本アッセイは、臨床的体外受精環境におい
て使用される培地の機能性および材料の適合性を検出することができる。
【００６４】
　ガラス製品洗浄技術、手術器具（吸引針）、移植用カテーテルおよびヒトの卵子、精子
または胚に接触するあらゆる他の品目の洗浄の有効性を試験するためのアッセイも同様に
、本技術および方法によって包含される。
【００６５】
　ＩＩ．トランスジェニック胚
　「トランスジェニック（遺伝子導入）」という用語は、宿主ゲノムに組み込まれたか、
宿主細胞内で複製することができ、かつ１種以上の細胞産物の発現を引き起こすことがで
きるＤＮＡのセグメントを意味するかそれに関する。例示的な導入遺伝子は、対応する非
形質転換細胞または動物に対して新規な表現型を有する宿主細胞またはそこから発生した
動物を提供することができる。「トランスジェニック動物」は、その細胞の少なくとも一
部において染色体外因子として存在するかその生殖細胞系ＤＮＡに安定に組み込まれた非
内因性核酸配列を有する非ヒト動物、通常は哺乳類を意味する。
【００６６】
　遺伝子導入を使用して、対象の遺伝子に連結されたレポーター遺伝子を有するマウスな
どのトランスジェニック哺乳類を作り出す。分子遺伝学および遺伝子工学における方法に
ついては一般に、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Sambrook et al.)、Oligo
nucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed.)、Animal Cell Culture (R. Ｉ． Freshney, e
d.)、Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Miller & Calos, eds.)、Current P
rotocols in Molecular Biology and Short Protocols in Molecular Biology, 3rd Edit
ion (F. M. Ausubel et al., eds.)およびRecombinant DNA Methodology (R. Wu ed., Ac
ademic Press)の現行版に記載されている。従って、トランスジェニック技術も十分に確
立されている。例えば、Transgenic Mouse: Methods and Protocols (M. Hofker and J. 
Deursen, Eds.) in Methods in Molecular Biology (Vol. 209)（その内容全体が参照に
より本明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【００６７】
　一態様では、トランスジェニック哺乳類は、対象の生存度マーカー遺伝子の調節領域に
連結されたレポーター遺伝子を含む。レポーター遺伝子としては、例えば、ルシフェラー
ゼ、緑色蛍光タンパク質または赤色蛍光タンパク質などの蛍光もしくは発光タンパク質が
挙げられる。蛍光タンパク質としては、ＴａｇＢＦＰ、ｍＴａｇＢＦＰ２、ａｚｕｒｉｔ
ｅ、ＥＢＦＰ２、ｍＫａｌａｍａ１、Ｓｉｒｉｕｓ、ｓａｐｐｈｉｒｅおよびＴ－ｓａｐ
ｐｈｉｒｅなどの青色／ＵＶタンパク質を挙げることができるが、これらに限定されない
。蛍光タンパク質としては、ＥＣＦＰ、ｃｅｒｕｌｅａｎ、ＳＣＦＰ３Ａ、ｍＴｕｒｑｕ
ｏｉｓｅ、ｍＴｕｒｑｕｏｉｓｅ２、単量体のＭｉｄｏｒｉｉｓｈｉ－Ｃｙａｎ、Ｔａｇ
ＣＦＰおよびｍＴＦＰ１などのシアンタンパク質も挙げることができる。好ましい実施形
態では、蛍光タンパク質は、ＥＧＦＰ、Ｅｍｅｒａｌｄ、Superfolder GFP、単量体のAza
mi Green、ＴａｇＧＦＰ２、ｍＵＫＧ、ｍＷａｓａｂｉまたはＣｌｏｖｅｒなどの緑色タ
ンパク質である。ＥＹＦＰ、Ｃｉｔｒｉｎｅ、Ｖｅｎｕｓ、ＳＹＦＰ２、ＺｓＹｅｌｌｏ
ｗ１およびＴａｇＹＦＰなどの黄色蛍光タンパク質も同様に、レポーター遺伝子として使
用することが想定される。レポーター遺伝子として使用される橙黄色タンパク質としては
、単量体のＫｕｓａｂｉｒａ－Ｏｒａｎｇｅ、ｍＫＯｋ、ｍＫＯ２、ｍＯｒａｎｇｅおよ
びｍＯｒａｎｇｅ２を挙げることができる。レポーター遺伝子として使用される赤色タン
パク質としては、ＨｃＲｅｄ１、ｍＲａｓｐｂｅｒｒｙ、ｍＣｈｅｒｒｙ、ｍＳｔｒａｗ
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ｂｅｒｒｙ、ｍＴａｎｇｅｒｉｎｅ、ｔｄＴｏｍａｔｏ、ＴａｇＲＦＰ、ｍＡｐｐｌｅ、
ｍＲｕｂｙおよびｍＲｕｂｙ２を挙げることができる。近赤外タンパク質としては、ｍＰ
ｌｕｍ、ＨｃＲｅｄ－Ｔａｎｄｅｍ、ｍＫａｔｅ２、ｍＮｅｐｔｕｎｅおよびＮｉｒＦＰ
が挙げられるが、これらに限定されない。トランスジェニックマウスの胚は、レポーター
タンパク質および対象のマーカーが発現される位置を同時に発現する。
【００６８】
　いくつかの実施形態では、トランスジェニック動物は、胚の生存度マーカーの調節領域
に作動可能に連結された２種以上の導入遺伝子を含む。いくつかの実施形態では、トラン
スジェニック動物は、異なる胚の生存度マーカーの調節領域に作動可能に連結された２、
３、４種またはそれ以上の導入遺伝子を含む。例えば、トランスジェニック動物は、複数
の蛍光タンパク質が胚で発現されるようにそれぞれが異なる生存度マーカーに連結された
複数の蛍光レポーター遺伝子を含んでいてもよい。レポーター遺伝子の発現は、胚が発生
するにつれて変化してもよい。好ましい実施形態では、同じ方法、例えば、蛍光顕微鏡に
より、胚で発現される全てのレポーター遺伝子を分析することができる。理論により縛ら
れたくはないが、同じ胚の中の複数の遺伝子の分析により、感度を高めることができると
考えられる。
【００６９】
　いくつかの態様では、配偶子を雄および雌の動物から採取し（それぞれ精子および卵母
細胞）、卵母細胞をＩＶＦプロトコルに類似した方法を用いて生体外で受精させる。いく
つかの態様では、雄および雌の動物を交配させ、生じた胚を所望の時点で雌の動物から採
取する。好ましい実施形態では、雌は野生型であり（すなわち、導入遺伝子を保有してい
ない）、雄はトランスジェニックである。理論により縛られたくはないが、初期の胚にお
いて母性転写物から導入遺伝子を発現させることにより、導入遺伝子の望ましくないバッ
クグラウンドの発現が生じると考えられる。いくつかの実施形態では、雌はトランスジェ
ニックであり、雄は野生型である。いくつかの実施形態では、雄および雌の両方が導入遺
伝子を含む。いくつかの実施形態では、雌および雄の動物が１種以上の異なる導入遺伝子
を保有する。当業者であれば、発生中の異なる時間に異なる生存度マーカーが発現される
ため、母性転写物からの発現は、全ての生存度マーカーにとって考慮すべき重要な事柄で
はないことが分かるであろう。
【００７０】
　本明細書で使用される生存度マーカーとしては、胚発生マーカーおよび多能性マーカー
ならびにそのようなマーカーにより調節される遺伝子ファミリーおよび／または遺伝子が
挙げられる。一般に、これらのマーカーとしては、胚幹細胞に関連する転写遺伝子が挙げ
られる。本明細書で使用される多能性幹細胞マーカーは、胚発生の予測可能な時に予測可
能なレベルおよび位置で発現される。多能性幹細胞（ＰＳ）特異的マーカーとしては、八
量体転写因子（すなわち、Ｏｃｔ－４）ファミリー、Ｏｃｔ－４により調節される遺伝子
、Ｓｏｘ遺伝子ファミリー（例えば、Ｓｏｘ１、Ｓｏｘ２、Ｓｏｘ３、Ｓｏｘ１５および
Ｓｏｘ１８）、Ｋｌｆ遺伝子ファミリー（例えば、Ｋｌｆ４およびＫｌｆ５）、Ｎａｎｏ
ｇ遺伝子ファミリー（例えば、ＮＡＮＯＧ）ならびにそれらの調節領域が挙げられるが、
これらに限定されない。他の生存度マーカーとしては、ＴＧＦ－βスーパーファミリーお
よびそれらの受容体（すなわち、Activ RIB/ALK-4、ＧＤＦ－３およびＬｅｆｔｙ）、潜
在型タンパク質ファミリー（すなわち、Ｃｒｉｐｔｏ－１）、インテグリンファミリー（
すなわち、インテグリンα６（ＣＤ４９ｆ）およびインテグリンβ１（ＣＤ２９））、ポ
ドカリキシンファミリー（すなわち、ＰＯＤＸ－１）、ＦＧＦファミリー（すなわち、Ｆ
ＧＦ－４およびＦＧＦ－５）、フォークヘッドボックス転写因子ファミリー（すなわち、
ＦｏｘＤ３）、Ｔボックス転写因子ファミリー（すなわち、ＴＢＸ３およびＴＢＸ５）、
発生多能性関連分子ファミリー（すなわち、Ｄｐｐａ２、Ｄｐｐａ３／Ｓｔｅｌｌａ、Ｄ
ｐｐａ４およびＤｐｐａ５／ＥＳＧ１）、ＬＲＲファミリー（すなわち、５Ｔ４）、カド
ヘリンファミリー（すなわち、Ｅ－カドヘリン）、コネクシン膜貫通タンパク質ファミリ
ー（すなわち、コネクシン４３およびコネクシン４５）、「他の」カテゴリーのＦボック
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スファミリー（すなわち、ＦＢＯＸＯ１５）、ケモカイン／ケモカイン受容体ファミリー
（すなわち、ＣＣＲ４およびＣＸＣＲ４）、ＡＴＰ結合カセットトランスポーター（すな
わち、ＡＢＣＧ２）が挙げられるが、これらに限定されない。Ｏｃｔ－４および／または
ＳＯＸ２に媒介される幹細胞性維持に関与するさらなる一般的な公知のマーカーは、Ｕｔ
ｆ１、ＴＥＲＴ、Ｚｓｃａｎ４、ＣＤ９、ＣＤ１５／Lewis X、ＣＤ２５、ＣＤ３０／Ｔ
ＮＦＲＳＦ８、ＣＤ９０／Ｔｈｙ１、アルカリホスファターゼ／ＡＬＰＬ、αＨＣＧ、Ｈ
ＣＧ、ＤＮＭＴ３Ｂ、ＧＢＸ２、ＧＣＮＦ／ＮＲ６Ａ１、Ｇｉ２４／Ｄｉｅｓ１／ＶＩＳ
ＴＡ、ＬＩＮ－２８Ａ、ＬＩＮ－２８Ｂ、ＬＩＮ－４１、ｃ－Ｍｙｃ、Ｒｅｘ－１／ＺＦ
Ｐ４２、ｓＦＲＰ－２、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ２／３、ＳＰＡＲＣ、ＳＴＡＴ３、ＳＵＺ
１２、ＴＯＢＸ２、ＴＥＸ１９／１９．１、ＴＨＡＰ１１およびＴＲＯＰ－２である。当
業者であれば、現在知られているか発見されている、あらゆる生存度マーカーが、本発明
により包含されることが分かるであろう。
【００７１】
　少なくとも１種の胚多能性マーカーに作動可能に連結された少なくとも１種の導入遺伝
子を含む修飾されたトランスジェニック胚も想定および開示される。胚多能性マーカーな
らびにそれらの上流メディエーターおよび下流エフェクターは、正常な胚発生を保証する
役割を担う。好ましい実施形態では、導入遺伝子はレポーター遺伝子である。好ましい実
施形態では、レポーター遺伝子は、緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、シアン蛍
光タンパク質、橙黄色蛍光タンパク質、黄色蛍光タンパク質からなる群から選択される蛍
光もしくは発光タンパク質である。
【００７２】
　ＩＩＩ．胚発生の分析
　胚の成長、発生および／または品質に基づいて、臨床的ＡＲＴで使用される特定の製品
の適合性を評価する。胚発生の定性的スコア化は、例えば、発光、強度もしくは蛍光また
は色などのあらゆる他の視覚的指標を評価するマーカーの定性的／定量的発現の評価に基
づくことができる。いくつかの実施形態では、発現分析と共に胚の形態の評価も実施およ
び利用することができる。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、比較のために１種以上の対照を含めることができる。対照お
よび試験製品の両方のために、およそ同じ数の１細胞期または２細胞期の胚を生体外で培
養することができる。例えば、１つの非限定的な手法では、３０個の胚を、それぞれ別個
のウェルで培養される１０滴の培地に分けることができる。いくつかの態様では、対照お
よび試験製品はそれぞれ、１０滴およびウェルに分けることができる約３０個の胚を有す
ることができる。あらゆる他の好適な数も試験および実験することができる。
【００７４】
　色、光強度または蛍光を目視で、例えば、蛍光タンパク質発現を可視化するためにＵＶ
光を備えることができる光学顕微鏡により測定および評価して発生中の胚を分析すること
により、胚発生の定性的分析を達成することができる。そのような測定または評価は、胚
盤胞内の色、光または蛍光の位置を含めるか考慮することもできる。実施例および図を参
照するとより詳細に分かるように、蛍光の位置（細胞質に対して細胞核の局在化など）な
らびに蛍光強度に基づいて、最適な培養条件および最適以下の培養条件を評価または測定
することができる。
【００７５】
　当業者には容易に理解されるように、最適な胚の成長のために許容される閾値は、個々
の所定の判断基準、例えば、培養条件、発生マーカー、導入遺伝子／レポーター遺伝子お
よび試験品目に基づくことができる。共焦点顕微鏡により胚盤胞分化を評価することがで
きる。好ましい実施形態では、培養条件の許容性は、蛍光顕微鏡による胚発生の定性的分
析に基づく。特に好ましい実施形態では、所望どおりに、例えば、約１０分ごとに発生中
の胚の写真を撮影することができ、かつ胚発生の全ての段階を追跡するために、タイムラ
プスビデオを作成することができるエンブリオスコープ（例えば、ＥｍｂｒｙｏＳｃｏｐ
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ｅ（登録商標）タイムラプスシステム、Unisense Fertilitech A/S社）により、胚発生を
観察する。図示されているように（後で実施例を参照しながらより詳細に説明する）、年
代学（特定の培養期間で到達する段階）および胚の品質の両方について、形態学的に、か
つ蛍光または他の光もしくは指標の位置および量／強度を評価することにより機能的に、
胚発生を決定することができる。試験細胞における単一のマーカーの発現は、発現パター
ンによる未分化または分化表現型の証拠を提示する。下方制御された遺伝子の発現および
／または発生／分化時に上方制御される遺伝子の発現の欠如により、胚の発生段階を示し
てもよい。
【００７６】
　胚の発生および品質を定性的および／または定量的に評価することができる。いくつか
の実施形態では、例えば、顕微鏡下での胚盤胞の可視化により、蛍光（および形態）の定
性的評価を行う。発現の（例えば蛍光による）定性的分析では、例えば、試験試料および
任意に対照試料の蛍光強度の主観的な評定（例えば、蛍光なし、低強度、中強度、高強度
）を行うことがある。非限定的な一実施形態では、０～３の尺度を使用することができ、
ここでは、０～１の評定尺度は、光または発現が僅かであるか全くないことを意味し、２
～３は、光または発現が中程度から高程度であることを意味する。例えば、試料群の互い
に対する発現に基づいて、この評定を行うことができる。例えば、５、１０、２０または
３０個のウェルの相対的評定を行い、各ウェルを尺度で分類する。いくつかの実施形態で
は、この尺度は０～３である。いくつかの態様では、２以上のスコアは、発生が正常であ
ることを意味することができる。いくつかの態様では、ＭＥＡにおける適切な発生に関連
する２以上のスコアは、発生が正常であるか許容されることを意味することができる。逆
に、０～１のスコアは、視覚的形態を評価した場合に許容された場合（例えば、ＭＥＡを
用いて許容されるように見える場合）であっても、試験した製品またはパラメータが許容
されないことを意味することができる。そのような低いスコアは、それがなければＭＥＡ
のみを用いた場合に生じると思われる偽陽性を回避するのに役立ち得る。許容限界は、例
えば、上記のように決定してもよい。
【００７７】
　好ましい実施形態では、胚発生を定量的または半定量的に評価することができる。非限
定的な例としては、顕微鏡に備え付けられたコンピュータによる蛍光または光強度の評価
、胚の写真に基づく強度の評価、光度計もしくは蛍光光度計または蛍光強度のあらゆる他
の決定方法を用いる光強度の測定が挙げられる。いくつかの実施形態では、蛍光強度の決
定を自動化する。いくつかの実施形態では、顕微鏡上に存在するカメラまたは他の装置に
より、蛍光シグナルを検出し、そのシグナルを、蛍光強度を決定し、かつ／または蛍光強
度を他の胚、例えば、対照条件下で成長させた胚からの強度と比較することができるソフ
トウェアプログラムに送信する。
【００７８】
　いくつかの実施形態では、各条件（例えば、試験および対照条件）下で成長させた各胚
について、蛍光強度および／または蛍光の位置を別々に測定する。いくつかの実施形態で
は、制限された領域、例えば、一滴の培地で複数の胚を成長させ、その領域にある全ての
胚の蛍光強度を一緒に評価または測定する。上述のように、評価または定性的／定量的測
定は、存在すれば対照などの他の試験試料との比較評価に基づくことができる。
【００７９】
　上記のとおり、本方法は、所望であれば、例えば、マウス胚アッセイ（ＭＥＡ）で行わ
れる目視での形態評価に基づく定性的評価を含むことができる。そのような評価は、例え
ば９６時間の培養による、１細胞期から開始する０日目から胚盤胞期までの胚発生の比較
を含むことができる。受精から１日後に、例えば、試験製品上で培養した対照および胚の
両方において胚の卵割を観察することが期待される。受精から２日後に、マウスアッセイ
の場合、試験製品がＡＲＴでの使用が許容されるものとみなすことができる場合、対照お
よび試験製品の両方で、最適な条件下で８細胞期の発生を観察することが期待される。胚
盤胞期まで発生した胚の数を、対照および試験製品の両方で同様に定量化する。観察され
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た生存可能な胚盤胞の数ならびに顕微鏡で観察した場合のそれらの胚盤胞の定性的外観に
基づいて、ＡＲＴで使用される試験製品の適合性について評価する。
【００８０】
　ＶＩ．アッセイおよびキット
　ＡＲＴ製品に関連する胚の影響または毒性を評価するための標準ＭＥＡアッセイよりも
高レベルの感度を有する方法およびアッセイキットについても同様に本明細書に記載され
ている。本方法は、少なくとも多能性マーカーに作動可能に連結されたレポーター遺伝子
の調節領域を有するトランスジェニック胚を含むアッセイを提供する工程を含むことがで
きる。また、正常な胚発生を促進するかそれを生じさせることが知られている対照製品を
提供することができる。対照製品は、ＡＲＴにおける試験製品の意図される使用と同じま
たは同様の使用を有することができる。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、試験対象の製品は、培地または培地添加物であってもよい。
本明細書で使用される培地としては、生殖補助手順のために使用される生殖培地および添
加物が挙げられるが、これらに限定されない。培地は、調製、維持、移植または貯蔵のた
めに胚に直接かつ物理的に接触する液体および粉末状の各種物質（例えば、水、配偶子も
しくは胚を処理するために使用される酸溶液、すすぎ液、試薬、精子分離培地、または培
地を覆うために使用される油）を含む。本明細書で使用される添加物としては、タンパク
質、血清または抗生物質などの、培地の特定の特性を向上させるために培地に添加される
特定の試薬が挙げられる。
【００８２】
　２細胞期、４細胞期、８細胞期、桑実胚期、胚盤胞期および／または原腸形成期におけ
る胚発生を評価して、試験製品の許容性を対照製品と比較することができる。より詳細に
は、発生のうち胚盤胞期における分化を評価するために、トランスジェニック胚を顕微鏡
で分析することができる。例えば、トランスジェニックマウスの胚の場合、受精から約４
８時間および／または９６時間後に、胚を評価することができる。いくつかの態様では本
方法は、発生品質の早期予測判断材料になり得る４８時間での評価を含むことができる。
他の哺乳類の胚では、受精から胚盤胞発生までの持続期間は、胚の提供源によって変わり
得る。例えば、ヒトの胚の胚盤胞発生は典型的には５日目に生じる。胚の定性的／定量的
発現の評価またはそのスコア化（例えば、蛍光による）に基づいて、また、所望であれば
形態の評価と共に、胚の生存度を評価する。
【００８３】
　最適な胚の成長のために許容される閾値は、培養条件および試験品目に応じた個々の所
定の判断基準に基づく。いくつかの態様では、各試験において対照基準を試験培地と平行
して実験する。例えば、ＩＶＦ環境で使用される新しい培地を評価する場合、胚にとって
最適な成長条件を得るために、所定の対照培地に対してこの培地を試験する。対照培地に
おける胚盤胞発生に対して胚盤胞発生を評価することにより、新しい試験培地を評価する
。評価は、試験培地において同じ段階に到達している胚の数と比較される対照培地におい
て胚盤胞期に到達している培養した胚の数の定性的比較を含むことができる。許容される
品質管理は一般に、製品が試験にパスするために、試験培地において少なくとも８０％の
胚盤胞の発生を要件とする。さらなる成長パラメータとしては、試験培地に対して対照に
おいて胚盤胞期に観察される細胞の数ならびにトランスジェニック胚盤胞におけるレポー
ター遺伝子の蛍光の強度および局在化が挙げられる。胚盤胞が正常に見える標準ＭＥＡア
ッセイと比較した場合、本開示のアッセイにより、胚発生に対してより高い感度が得られ
る。多能性／生存度マーカー（および／またはその調節領域）に作動可能に連結されたレ
ポーター遺伝子は、顕微鏡で観察することができ、最適な条件、最適以下の条件および／
または胚毒性成長条件下で遺伝子発現のより良好な描写を与える。例えば、上記胚発生分
析の節に記載されているように、許容限界を決定してもよい。
【００８４】
　いくつかの態様では、試験製品の評価は、平行に実験される対照製品との比較を必要と
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しない。いくつかの態様では、標準化された判断基準を使用して、試験製品が許容される
か否かを決定する。例えば、各種段階において試験条件下で成長させた胚盤胞からの発現
（例えば、蛍光分析による）を、最適な胚の成長に対応する発現レベルと比較してもよい
。いくつかの実施形態では、ユーザは、例えば、同様の条件下での過去の実験に基づき、
許容されるレベルを容易に決定することができる。いくつかの実施形態では、本アッセイ
は、許容されるとみなされる標準を含む。いくつかの実施形態では、許容限界は、規制当
局または同様の集団により設定される。例えば、上記胚発生分析の節に記載されているよ
うに、許容限界を決定してもよい。
【００８５】
　ヒトの配偶子を操作および保存し、かつヒトの胚を生成、培養および保存するプロセス
で使用される製品を評価するために臨床的ＡＲＴで使用される品質管理アッセイが提供さ
れる。本アッセイは、少なくとも１種の胚多能性マーカーに作動可能に連結された少なく
とも１種のレポーター遺伝子を含む、トランスジェニック哺乳類から採取された１細胞期
のトランスジェニック胚を含むことができる。正常な胚発生を保証する役割を担うＯｃｔ
－４、ＳＯＸ２、Ｎａｎｏｇ、ＣＤＸ２ならびにそれらの上流メディエーターおよび下流
エフェクターなどの多能性調節因子を、生存度マーカーにすることができる。レポーター
遺伝子は、タンパク質をコードすることができる。そのようなタンパク質としては、限定
されるものではないが、緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、シアン蛍光タンパク
質、橙黄色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質などのあらゆるレポータータンパク
質を挙げることができる。本アッセイは、ＡＲＴ製品およびＩＶＦ培養条件を評価するた
めの使用説明書も含む。これらの使用説明書は、ＡＲＴ条件下で１細胞期のトランスジェ
ニック胚をインキュベートする工程および１細胞期および２細胞期から後の胞胚形成期お
よび原腸形成期までの形態および／または遺伝子発現（レポーター遺伝子の発現により決
定）に基づいて胚発生を評価する工程に関する指示を含む。本明細書で使用されるインキ
ュベートとは、受精後の１細胞期または２細胞期の胚を規定の培地において、所定の時間
、例えば約２４～９６時間培養するプロセスを表わす。
【００８６】
　一態様では、本発明は、生殖補助医療（ＡＲＴ）のために使用される培地を評価する際
に使用される品質管理アッセイに関し、本アッセイは、少なくとも１種の胚の生存度マー
カーの調節領域に作動可能に連結された少なくとも１種のレポーター遺伝子を含む１つ以
上のトランスジェニック胚と、最適な胚の成長を可能にする対照製品と、本アッセイを使
用してＡＲＴ製品およびＩＶＦ培養条件を評価するための使用説明書とを含む。いくつか
の実施形態では、対照製品は対照培地である。いくつかの実施形態では、本アッセイは、
最適以下の胚の成長を可能にする最適以下の培地も含む。いくつかの実施形態では、使用
説明書は、ＡＲＴで使用される試験対象の製品の許容性を決定するための基準または指針
を含む。
【００８７】
　臨床的ヒトＡＲＴ／ＩＶＦの品質管理に使用される分子系ＭＥＡキットも開示される。
本キットは、１細胞期のトランスジェニック胚を含む。トランスジェニック胚は、少なく
とも胚発生に関連する少なくとも１種の遺伝子の調節領域に作動可能に連結された少なく
とも１種のレポーター遺伝子と、最適な培養条件および最適以下の培養条件または胚毒性
培養条件下で差次的に発現されるトランスジェニック／レポーター遺伝子を発現する胚と
を含む。本キットは、ＡＲＴ／ＩＶＦ消耗品をさらに含む。ＡＲＴ消耗品としては、胚培
養培地、配偶子操作培地、卵母細胞を裸化するための酵素、精子を分離するための勾配試
薬、凍結培地、解凍培地、ピペットおよび胚操作装置、ならびにヒトの体外受精プロセス
で使用される実験器具（限定されるものではないが、ペトリ皿、遠心管、凍結保存および
冷凍貯蔵装置など）が挙げられるが、これらに限定されない。
【実施例】
【００８８】
　以下の実施例において、さらなる実施形態をさらに詳細に開示するが、それらは決して
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特許請求の範囲を限定するものではない。
【００８９】
　実施例１：多能性調節因子の評価
　ＡＲＴで使用される培地または材料の毒性および生殖不能性などのいくつかの因子は、
胚の発生に影響を与える可能性がある。以下の実施例は、最適な培養条件および最適以下
の培養条件下での胚の生存度を評価するためのアッセイについて記載する。多能性調節因
子が蛍光顕微鏡を用いて可視化された胚を示す。発生のうち１細胞期または２細胞期から
の胚発生を評価するために使用される多能性マーカーとしては、例えば、正常な胚発生を
保証する役割を担うＳＯＸ２、Ｏｃｔ－４、Ｎａｎｏｇならびにそれらの上流メディエー
ターおよび下流エフェクターが挙げられる。
【００９０】
　培地、培地添加剤またはＡＲＴ消耗品を試験するために、最初に、対照培地（最適な胚
盤胞発生を促進することが既に確定している培地）または試験培地のいずれか一方の５０
μＬの培地ドロップで、回収したトランスジェニック胚をインキュベートする。いずれの
場合も、胚を鉱油で覆い、古典的な細胞培養条件（空気中に５％のＣＯ２を含む湿気のあ
る雰囲気）下、３７℃でインキュベートする。１日、２日および／または３日目に、アッ
セイのために胚を選択し、試験対象の培地に移す。この胚を５日目まで培養する。対照群
に対して胚盤胞期への到達率を比較して、胚発生を妨害する細胞毒性または最適以下の効
果を特定することができる。
【００９１】
　ａ．マウスの胚におけるＯｃｔ－４の発現
　図１は、初期段階のマウスの胚における多能性調節因子Ｏｃｔ－４の発現を示す蛍光顕
微鏡写真である。最適な条件（対照）および最適以下の条件（試験）下で２細胞期の胚を
生体外で培養した。約４８時間後に、この胚をＯｃｔ－４に特異的な抗体（赤色）で染色
し、蛍光顕微鏡により評価した（Ｏｃｔ－４はＯｃｔ－３／４ともいう）。図１からはっ
きり分かるように、最適な成長条件下でインキュベートした左側の胚は、均一な染色によ
り十分に発色されている。対照的に、右側の胚盤胞は、最適以下の成長条件下でインキュ
ベートしたものである。右側の胚の右側の細胞には、Ｏｃｔ－４染色の欠如が観察され、
これは、最適以下の成長条件により、胚発生の初期段階であっても胚発生の遅れおよびＯ
ｃｔ－４発現の減少が生じることを実証している。
【００９２】
　ｂ．マウスの胚盤胞におけるＯｃｔ－４の発現
　図２Ａおよび図２Ｂは、胚盤胞期でのＯｃｔ－４の発現を示す。これらの胚を生体外で
９６時間培養した後、ＤＡＰＩ（青色の核染色、左の画像）および抗Ｏｃｔ－４抗体（赤
色、中央の画像）で染色し、蛍光顕微鏡により観察した。各図の右の画像は、ＤＡＰＩ画
像とＯｃｔ－４画像とを１つにまとめた画像を表わし、染色の重なりは紫色で示されてい
る。図２Ａには、均一なＯｃｔ－４染色により実証されるように、最適な成長条件下で正
常な胚発生が観察される。対照的に、図２Ｂの胚は、最適以下の成長条件下でインキュベ
ートしたものである。図２Ｂに矢印で示されているように、これらの胚には壁のような栄
養外胚葉細胞上にＯｃｔ－４染色の欠如が観察される。最適以下の培養条件は、本特許請
求されている技術を使用することなく形態評価の従来のＭＥＡ標準ＱＣプロトコルを用い
た場合、胚盤胞が正常であるように見え、かつ正常な速度で発生しているように見えるた
め、最適以下であることが明らかになったり特定可能になったりすることはない。しかし
、図２Ｂにおいて成長の遅さが観察されることで、胚盤胞の発生は、図２Ａに観察される
胚発生および胚盤胞分化よりも定性的に均一性も最適さも低いことは明らかである。
【００９３】
　ｃ．マウスの胚盤胞におけるＳｏｘ２の発現
　図３Ａ、図３Ｂおよび図３Ｃは、最適な条件または最適以下の条件下で成長させた胚に
おけるＳｏｘ２の発現パターンを示す。図３Ａ～図３Ｃは、対照のマウスの胚の蛍光顕微
鏡写真である。胚を生体外で胚盤胞期までインキュベートし、固定し、ＤＡＰＩ（青色）
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および抗Ｓｏｘ２抗体（緑色）で染色し、顕微鏡で観察した。図３Ａの左側の画像は、９
６時間の培養後の胚のＤＡＰＩ染色を示す。図３Ａの中央の画像は、Ｓｏｘ２生存度マー
カーの染色パターンを示し、右側の画像はそれらを１つにまとめた画像である。胚に観察
される染色パターンは均一であり、最適な条件下での正常で健康な胚盤胞発生を証明して
いる。均一な染色ならびに胚盤胞の明瞭な分化に留意されたい。
【００９４】
　図３Ｂを参照すると、最適以下の成長条件下でインキュベートした胚盤胞が観察される
。９６時間後に、この胚を固定し、ＤＡＰＩ（青色）および抗Ｓｏｘ２抗体（緑色）で染
色し、顕微鏡で観察して成長を評価した。この写真は、最適以下の培養条件にも関わらず
、正常な成長および発生を示しているように見える。
【００９５】
　図３Ｃは、最適以下の培養条件下で成長が不十分な、ＤＡＰＩ（青色）および抗Ｓｏｘ
２抗体（緑色）で染色した２つの胚を示す。
【００９６】
　ｄ．マウスの胚盤胞におけるＣＤＸ－２の発現
　図４は、本技術の優れた評価または品質管理能力特徴をさらに実証している。図４は、
対照のマウスの胚の蛍光顕微鏡写真を表わす。胚を生体外で胚盤胞期までインキュベート
し、染色し、顕微鏡で観察した。図４の左側の画像は、９６時間の培養後に、固定し、か
つＤＡＰＩ（青色）で染色し、顕微鏡で観察して成長を評価した胚を示す。胚において観
察される染色パターンは均一であり、最適な条件下で正常で健康な胚盤胞発生を証明して
いる。図４の中央の画像は、緑色蛍光で染色したＣＤＸ－２転写因子を有する胚を示す。
図４の右側の画像は、ＣＤＸ－２染色とＤＡＰＩ染色とを１つにまとめた画像である。栄
養外胚葉には均一な染色が認められるが、内細胞塊には認められないことに留意されたい
。矢印は、染色されていない内細胞塊を示す。
【００９７】
　実施例２：分子系マウス胚アッセイ
　多能性マーカーに連結されたレポーター遺伝子を含むトランスジェニックマウスを使用
して、最適な条件および最適以下の条件下で、分子系マウス胚アッセイ（ｍＭＥＡ）を行
った。ＰＯＵタンパク質ドメイン、クラス５、転写因子１（Ｐｏｕ５ｆ１、別名：Ｏｃｔ
－４）プロモーターおよび遠位エンハンサーの制御下で高感度緑色蛍光タンパク質（ＥＧ
ＦＰ）を発現するトランスジェニック雄マウス（Ｂ６、ＣＢＡ－Ｔｇ（Ｐｏｕ５ｆ１－Ｅ
ＧＦＰ）２Ｍｎｎ／Ｊ、ジャクソン研究所）を使用した。
【００９８】
　トランスジェニック雄マウスを、過剰に排卵させた野生型（Ｂ６Ｄ２Ｆ１）雌マウスと
交尾させた。１細胞期の胚を回収し、行われる実験に応じて２０μＬの培地ドロップ当た
り３～４個の胚群または１０μＬの培地ドロップ当たり１つの胚で培養した。胚を最適な
条件または最適以下の条件下で９６時間培養した。蛍光は、Ｏｃｔ－４－ＥＧＦＰ導入遺
伝子の発現を示す。
【００９９】
　ａ．形態学的発生と胚発生中のＯｃｔ－４発現との比較
　１細胞期の胚を、最適な条件および最適以下の条件下で２０μＬの培地ドロップ当たり
３～４個の胚群で培養した。４８時間の培養後に、胚の形態を確認し、発生段階を決定し
、ＧＦＰの蛍光強度の関数としてＯｃｔ－４の発現レベルを評価するために、光顕微鏡（
立体鏡）およびＵＶ顕微鏡（ＵＶ光を備えた倒立顕微鏡）の両方を用いて胚発生を評価し
た。両方の方法により同じ胚を評価した。光学顕微鏡により決定される胚発生（図５Ａ）
は、８細胞期および８細胞期を超える胚の両方を示し、蛍光強度（図５Ｂ）により、低強
度（光なし～弱い光、０～１）または高強度（中～強い光、２～３）として特徴づけた。
図５Ｂに示すように、正常な形態を有する８細胞期の胚は、８細胞期の胚の低強度（矢印
）により実証されるような低いＯｃｔ－４の発現を有することがある。
【０１００】
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　ｂ．蛍光パターン／強度と胚発生との相関－複数の胚の分析
　１細胞期の胚を回収し、最適な条件または最適以下の条件下で２０μＬの培地ドロップ
当たり３～４個の胚群で培養した。４８時間後に、２つの評価器により胚の各群の盲検評
価を行った。すなわち１つの評価器により、光学顕微鏡（立体鏡）により胚群の形態を決
定し、第２の評価器により、胚群の蛍光強度を決定した。９６時間後に胚の各群について
別の評価を行って、胚盤胞発生を決定した。
【０１０１】
　図６Ａは、光学顕微鏡による形態分析による、４８時間後に８細胞期またはそれ以上の
段階（赤色：≧８細胞期）または８細胞期未満（青色：＜８細胞期）の状態の胚群の割合
を示す。図６Ｂは、４８時間後に指示された蛍光強度（青色：蛍光０～１、赤色：蛍光２
～３）を有する胚の割合を示す（０＝蛍光なし、１＝低強度、２＝中強度、３＝高強度）
。最適以下の条件について４８時間後の２つの方法の比較により、３３．３％の胚のみが
所望の（中～高）蛍光強度を有していたと決定づけられた蛍光に基づくアッセイとは対照
的に、形態に基づくアッセイにより、６３．３％の胚が８細胞期またはそれ以上の段階ま
で進行したと決定づけられたことが分かった。分子系ＭＥＡは、成長条件が最適以下であ
ることを決定するために、より初期の段階で標準ＭＥＡよりも高感度であった。図６Ｃお
よび図６Ｄは、９６時間後に光学顕微鏡（図６Ｃ）および蛍光顕微鏡（図６Ｄ）により決
定づけられた胚盤胞発生（青色：初期の胚盤胞、赤色：胚盤胞、緑色：拡大した胚盤胞、
紫色：孵化胚盤胞）に差異がないことを示している。図６Ｅは、４８時間後に指示された
蛍光（青色：蛍光なし、赤色：低強度の蛍光、緑色：中強度の蛍光、紫色：高強度の蛍光
）を示した所与の段階における胚盤胞の割合として、４８時間後の蛍光強度と９６時間後
の同じ胚の胚盤胞期との相関を示す。個々の胚について早期のＯｃｔ－４発現（蛍光）と
胚発生の後期までの進行との間に良好な相関が観察された。図７は、４８時間後に各蛍光
強度を示す胚の割合として示される、それらの蛍光状態による最適な培養条件（青色の線
）および最適以下の培養条件（赤色の線）下での胚の分布を示す。
 
　実施例３：異なる品質の油の存在下で胚盤胞発生を評価するために使用される分子系マ
ウス胚アッセイ
　ＣＤＸ２－ＧＦＰを含むトランスジェニックマウスの胚を使用して、異なる品質の油：
（１）良質な油、（２）５％の悪質な油、（３）７．５％の悪質な油、（４）１０％の悪
質な油および（５）１５％の悪質な油の存在下で分子系マウス胚アッセイ（ｍＭＥＡ）を
行った。上に列挙した油の品質のそれぞれについて１８個の胚を試験した。これらの胚を
４８時間および９６時間後に立体顕微鏡を用いて評価して形態学的に胚盤胞発生を評価し
、かつ４８時間および９６時間後に蛍光顕微鏡を用いてＧＦＰの発現を評価した。従来の
ＭＥＡプロトコルを用いて、９６時間後に８０％以上のあらゆる胚のスコア化（拡大した
胚盤胞および孵化胚盤胞）がパスすれば、試験したパラメータを利用可能であるとみなす
。以下に示すように、形態学的分析のみでは、分子的発現方法ほど高感度でなく、７．５
％の悪質な油について１回の偽陽性が生じた。
【０１０２】
　ａ．４８時間後の形態学的発生評価およびＣｄｘ－２発現
　図８Ａは、４８時間後の形態評価での胚の早期の卵割発生、具体的には８細胞期未満（
青色）の胚の割合および８細胞期以上（赤色）の胚の割合を示す。４８時間後に同じ胚の
Ｃｄｘ－２発現／蛍光強度も評価した。蛍光について０～３の相対的かつ主観的な尺度（
０は「蛍光なし」を意味し、１は「低い蛍光」を意味し、２は「中間の蛍光」を意味し、
かつ３は「高い蛍光」を意味する）で胚を評定した。０～１（「蛍光なし」または「低い
蛍光」、青色）、２～３（「中間の蛍光」または「高い蛍光」、赤色）として評定された
発生中の胚の割合は、図８Ｂに示されている。
【０１０３】
　ｂ．９６時間後の形態学的発生評価およびＣｄｘ－２発現
　図８Ｃおよび図８Ｄは、９６時間後に光学顕微鏡（図８Ｃ）および蛍光顕微鏡（図８Ｄ
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）により決定された胚盤胞発生（青色：初期の胚盤胞、赤色：胚盤胞、緑色：拡大した胚
盤胞、紫色：孵化胚盤胞）を示す。図８Ｃに示すように、「良質な油」、「５％の悪質な
油」および「７．５％の悪質な油」の全てが、ＭＥＡまたは形態学的分析を用いて許容さ
れるものとみなされる８０％の閾値を満たしている。１０％および１５％の悪質な油は、
８０％の閾値に届かなかった。特に９６時間後の蛍光強度に関する胚盤胞の評価では、最
適な条件と最適以下の条件との間で発生差が区別されない。図８Ｅは、４８時間後に各蛍
光強度を示す胚の数として示されるそれらの蛍光状態による各種処理条件下での胚の分布
を示す。蛍光について０～３（０は「蛍光なし」を意味し、１は「低い蛍光」を意味し、
２は「中間の蛍光」を意味し、かつ３は「高い蛍光」を意味する）の相対的かつ主観的な
尺度で胚を評定した。
【０１０４】
　ｅ．結果の考察／要約
　以下の表１および表２は、形態評価のみを用いる場合に、７．５％の悪質な油＊で偽陽
性が生じたことを示している。対照的に、分子系ＭＥＡにより、４８時間もの早期におい
て最適以下の発生が特定されている。表２のデータにより示されているように、形態のみ
を用いた場合、７．５％の悪質な油により、８０％超のカットオフ値を記録しているが、
Ｃｄｘ－２の発生発現は、それらの胚が７．５％の悪質な油により悪影響を受けているこ
とを実証した。これは、視覚的形態学的分析のみの場合と比較すると、本明細書に記載さ
れている分子系ＭＥＡにより提供されるいくつかの実施形態により感度が上昇することを
示している。
【表１】

【表２】

【０１０５】
　実施例４：分子系マウス胚アッセイの事例研究
　ａ．最適以下の培地成分の決定
　多能性マーカーに連結されたレポーター遺伝子を含むトランスジェニックマウスの胚を
、異なる品質のヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）を含む２０μＬの培地ドロップでインキュ
ベートした。これらの胚を鉱油で覆い、古典的な細胞培養条件（空気中に５％のＣＯ２を
含む湿気のある雰囲気）下、３７℃でインキュベートした。４８時間および９６時間の培
養後に、胚を形態およびＧＦＰの発現について評価した。
【０１０６】
　４８時間後に、これらの胚を、標準ＭＥＡおよび分子系ＭＥＡにより評価した。その結
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の結果が得られ、各条件下で９５．３％～９７．７％の胚が８細胞期以上まで進行した。
分子系ＭＥＡ（下のパネル）により、より多くの「蛍光なし」～「低い蛍光」の胚を示し
た２種類のＨＳＡ試料（ＨＳＡ－ＡおよびＨＳＡ－Ｄ）が特定された。
【表３】

【０１０７】
　９６時間後に胚を評価して、各段階における胚の割合を決定した。その結果を表４に示
す。ＨＳＡ－Ｂ、ＨＳＡ－ＣおよびＨＳＡ－Ｆにより、８５％超の胚が拡大した胚盤胞期
以上まで進行することができ、これは許容可能なＩＶＦ培地の要件を上回っている。ＨＳ
Ａ－Ｄにより、８３．７％の胚が拡大した胚盤胞期以上まで進行することができ、これは
許容可能なＩＶＦ培地の要件を辛うじてパスしている。ＨＳＡ－Ａは、７２．７％の胚の
みが拡大した胚盤胞期以上まで進行することができ、これは許容可能なＩＶＦ培地の要件
に達していない。分子系ＭＥＡにより、標準ＭＥＡよりも早期の段階（４８時間）で最適
以下の培養条件が特定された。
【表４】

【０１０８】
　本開示の趣旨を逸脱することなく、数多くの様々な修正をなすことができることが当業
者により理解されるであろう。従って、当然ながら、本明細書に開示されている形態は単
に例示であって、本開示の範囲を限定するものではない。



(26) JP 6622691 B2 2019.12.18

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図３Ａ】
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【図３Ｂ】 【図３Ｃ】
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