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略語⼀覧 

 

IVF = in vitro fertilization: 体外受精 

GV = germinal vesicle: 第１減数分裂前期（卵核胞期） 

MⅠ = metaphase Ⅰ: 第２減数分裂前期 

MII = metaphase II:  第２減数分裂中期 

GVBD = germinal vesicle break down: 卵核胞崩壊 

c-IVF＝conventional in vitro fertilization: 通常の体外受精 

ICSI = intracytoplasmic sperm injection: 細胞質内精⼦注⼊(顕微授精) 

c-ICSI = conventional ICSI: 通常の細胞質内精⼦注⼊(顕微授精) 

1PN = monopronucleated zygote: 単⼀前核の接合⼦/受精卵 

2PN = two pronuclei zygote: ２つ前核の接合⼦/受精卵 

3PN = there pronuclei zygote: ３つ前核の接合⼦/受精卵 

1st PB = first polar body: 第 1 極体 

2nd PB = second polar body: 第 2 極体 

Cleavage rate＝ 受精卵の分割率 

Blastocyst rate＝ 受精卵の胚盤胞発⽣率 

PCO = polycystic ovarian: 多嚢胞性卵巣 

PCOS = polycystic ovarian syndrome: 多嚢胞性卵巣症候群 

OHSS = ovarian hyperstimulation syndrome: 卵巣過剰刺激症候群 
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⽤語集 

 
1. ⽣殖補助医療技術 (ART)  

不妊症患者の妊娠成⽴のために、卵⼦と精⼦、あるいは胚を体外で取り扱う治療法
で 体外受精、顕微授精、胚移植、卵⼦・精⼦・胚の凍結融解技術を総称して⽣殖補
助医療技術（Assisted Reproductive Technology：ART）と呼ぶ。 
 

2. 体外受精(c- IVF) 
卵⼦が⼊っている培養液の中に、培養液にて洗浄もしくは密度勾配法にて運動精⼦
のみを集め、精⼦濃度を約 10〜20 万個/mL に調整し媒精することで受精を図る⽅
法である。 
 

3. 顕微授精 (ICSI) 
射出精⼦の濃度が低い、もしくは精⼦運動率が低く c-IVF では受精が成⽴しない患
者を対象に、顕微鏡下で形態や運動性を判断し、良好な 1 個の精⼦を選んで、細い
キャピラリーを⽤いて卵⼦に直接精⼦を穿刺して受精を図る⽅法である。 

 
4. タイムラプスシステム(Time-lapse system: TLS) 

タイムラプス（Time-lapse）技術は、⼀定の時間間隔で静⽌画像を撮影し、これら
の画像を連続的に再⽣することによって、動的なプロセスを視覚的に捉える⼿法で
あり、⽣殖医学の領域において重要性を持つ。⽣殖補助医療において、タイムラプ
ス胚観察システムを活⽤することで、胚の培養過程を容易に追跡できる。これによ
り、胚を培養器外に取り出す必要がなく、受精から胚盤胞発⽣に⾄る⼀連の発育過
程を連続的かつ詳細に観察することが可能となる。さらに、この技術を⽤いて、胚
の細胞分裂パターンや発育の速度を評価し、胚を選定する際の貴重な情報を提供す
る。したがって、タイムラプス技術は⽣殖補助医療において新たな胚の判断材料と
して、胚発⽣の詳細なモニタリングと妊娠成功率の向上に寄与している。本研究で
は、Embryo Scope® time-lapse system (Vitrolife)のタイムラプスシステムを⽤いて
胚観察を⾏った。 
また、Vitrolife 社のタイムラプスシステムには、胚盤胞において独⾃の胚評価法ツ
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ールの KIDScoreTM D5（以下、KIDS5）と iDAscore-v1（以下、iDA）が備わってい
る。KIDS5は、培養⼠が EmbryoViewer○Rソフトウェアの Annotateページで記録し
たアノテーションに基づいて算出される。このアノテーションは、分割のパターン、
発⽣速度、胚盤胞の質の３つの要素で構築されている。iDA は、全世界 18 施設、
115,000 個以上の胚のタイムラプス画像をもとに AI によって解析され、⾃動的に算
出される。どちらの評価法も 1から 9.9 までの連続スケールから⼩数点１桁区切り
のスコアで評価し、⾼い数値ほど妊娠継続の可能性が⾼いとしている。 

 
5. ROC曲線  

ROC曲線（Receiver Operating Characteristic curve）は、通信⼯学理論としてレー
ダーシステムにおけるノイズから敵機の存在を検出するための⽅法として開発さ
れ、敵機の存在を正確に検出する能⼒と、誤検出の可能性との間のトレードオフを
⽰す。臨床研究の領域では、ROC曲線はしばしば診断検査の有⽤性を評価するため
の有⼒な⼿法として応⽤されており、連続変数である独⽴変数と⼆分変数であるア
ウトカムとの関係の強さを客観的に評価するために利⽤され、診断テストの性能を
客観的かつ定量的に評価する。 

 
6. 多嚢胞性卵巣症候群(PCOS : polycystic ovarian syndrome) 

症状としては、無⽉経や⽉経不順、多⽑、肥満などで、⼥性の約 5〜10％にみられ
る。下垂体から分泌される LH(⻩体ホルモン)と FSH(卵胞刺激ホルモン)のホルモ
ン値のバランスが崩れ、男性ホルモン(アンドロゲンまたはテストステロン)が⾼く
なる。男性ホルモンの影響で卵巣の⽩膜が厚くなり、排卵しにくくなる疾患で、不
妊の原因にもなる。通常、卵巣では主席卵胞が約 20mmほどで排卵となるが、PCO
症例は卵巣の周りに約 10mmほどの未熟な卵胞が 10 個以上形成される。体外受精
の採卵においては卵胞数に対して採卵数が少なく、未熟卵や変性卵が多いというこ
とが知られている。 

 
7. 卵巣過剰刺激症候群(OHSS : ovarian hyperstimulation syndrome) 
OHSS は、排卵誘発剤による卵巣刺激によって起こる。症状としては、多くの卵胞
が発育することで、卵巣が⼤きく腫れ上がり、腹⽔が貯まって下腹部の張りや痛み
がでる。また、重症化すると⾎栓症や腎不全などを併発することがある。予防する
のために、OHSS を起こしにくいマイルド法で卵巣刺激を⾏ったり、排卵誘発剤の
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量を調節する。 
 

8. ⽣殖補助医療における卵巣刺激⽅法 
成熟卵⼦を獲得へ向けての採卵では、⼤きく分けて 3 つの卵巣刺激⽅法があり、そ
の⽅法を以下に⽰す。 

 
8-1. ⾃然周期 
排卵誘発剤を⼀切使⽤せずに⾃然発育した卵胞に焦点を当てて採卵する⽅法。注射
や内服薬を使⽤しないので、⾝体的にも経済的にも軽減できる。基本的に発育して
くる卵胞は１つのため、採卵できる卵⼦も１個であるので、採卵時に排卵済みや卵
⼦が回収できない可能性もある。 
 
8-2. 低刺激周期(mild stimulation) 
クロミフェン（クロミッド）法やクロミフェン＋hMG 法などがある。⽉経の 3 ⽇
⽬からクロミフェンの内服を開始し、卵胞の発育を進⾏させていく。必要であれば
hMG製剤を注射し、卵胞の発育を促す。注射の回数も少ないため、⾝体的にも経済
的にも軽減でき、かつ卵巣過剰刺激症候群のリスクも⽐較的に低い。調節卵胞刺激
周期と⽐べると、1回の採卵で回収できる卵⼦数は少ない。 
 
8-3. 調節卵巣刺激法(hyper stimulation) 
GnRH アゴニスト（ロング法、ショート法）や GnRH アンタゴニスト法などがあ
る。基本的に⽉経の 3⽇⽬から連⽇注射を打つため、⾝体的にも経済的にも負担が
⼤きい。また、卵巣過剰刺激症候群のリスクも他の⽅法より⾼い。しかし、回収で
きる卵⼦数が多く、採卵回数に対しての妊娠期待値も⼤きい。 
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概要 

 

2021 年、⽇本における体外受精による出⽣児数は過去最多の 6 万 9797 ⼈となり、そ

の出⽣率は 11.6⼈に 1⼈（8.6%）に上昇した（2021年、厚⽣労働省）。また、我が国

においては晩婚化、晩産化に伴う少⼦化が⼤きな問題となっており、体外受精における

役割は年々増⼤している。その体外受精において、成熟卵の獲得を⽬的とした調節卵巣

刺激後に採卵された卵⼦の約 15-30%が未成熟なMI 期または GV 期の卵⼦であるとい

う課題が存在する。これらの未成熟卵⼦の中で、数時間で MII 期卵への到達が可能な

MI 期卵においては追加培養後に卵細胞質内精⼦注⼊法（ICSI）が適⽤可能な場合が多

く、MI 期卵由来の胚からも健康な児が得られることが報告されている。⼀⽅、GV 期

卵は卵核胞崩壊（germinal vesicle breakdown: GVBD）が起こらず核成熟が停⽌するこ

とがあり、更には核成熟のタイミングが不定であること、また受精後の胚発⽣率が低い

ことから、GV 期卵は廃棄となることが多いのが現状である。このような状況から、GV

期卵を廃棄せずに有効活⽤するには、GVBDを経てMII 期に到達する GV 期卵を選別

し、極体放出後から ICSI 施⾏までの最適タイミングを調べることが必要である。これ

らの背景から、本研究では主に GV 期卵の特性や ICSI施⾏時の最適なタイミングに焦

点を当て、後⽅視的な解析を通じて採卵から受精までのプロセスを詳細に検討した。な

お、本研究は岡⼭⼤学倫理委員会（承認番号：研 2205-11）の承認を得て⾏った。 

まず初めに、ヒト GV 期卵においては核仁周囲にクロマチンの集積が起こることが報告

されていることから、これがその後の GVBD および卵成熟を予測できるかどうかを検

証するため、GV 期卵の動態解析を⾏った。この解析には、経時的⾃動連続観察システ
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ム（Embryo Scope Flex, VitroLife 社）を⽤い、調節卵巣刺激法のうち低刺激な mild 

stimulation 法を⽤いて成熟卵獲得を⽬的とした採卵時に得られた 274 個の GV 期卵に

対する後⽅視的解析を⾏った。結果として、GV 期卵核仁周囲のクロマチン集積率は

88.0％（241/274）であり、この集積が確認された GV 期卵⼦では GVBD 率が 91.7％

（221/241）、MII 期卵到達率が 83.8％（202/241）であることが⽰された。⼀⽅、クロ

マチン集積のない GV 期卵⼦では GVBD率が 21.2％（7/33）、MII 期卵到達率が 15.2％

（5/33）に過ぎず、有意に低い結果が得られた（p＜0.001）。また、卵細胞質⾯積にお

いてクロマチン集積の有無によるカットオフ値が 10,314μ㎡（AUC：0.688、95％CI：

0.581-0.795）であることが明らかとなり、この値以上の GV 期卵では核仁周囲のクロ

マチン集積が⾼確率で起こることが⽰唆された。実際、GV 期卵⺟細胞⾯積がカットオ

フ値以上の場合の核仁周囲にクロマチンの集積を確認できた割合は 96.3％（78/81）、

カットオフ値未満の場合は 84.0％（105/125）であり、カットオフ値以上で有意に⾼い

ことが明らかになった（p = 0.006）。同様に、GVBDの有無による卵細胞質⾯積のカッ

トオフ値は 10,335μ㎡（AUC: 0.663, 95% CI: 0.569-0.756）であり、カットオフ値以

上の GVBD率 94.7％（71/75）に対し、カットオフ値未満の場合は 77.1％（101/131）

とカットオフ値以上で有意に⾼率に GVBDが起こることが明らかとなった（p＜0.001）。 

次に、GV 期卵からMII 期卵まで到達した卵⼦ 182 個に対して ICSI を施⾏した結果と

採卵時にMI 期だった卵⼦ 145個に ICSI を施⾏した結果を後⽅視的に解析した。その

結果、ICSI 受精率は 200 分未満：66.7% (8/12)、200 分以上 400 分未満：68.0% (53/78)、

400 分以上 600 分未満：84.9% (56/66)、600 分以上：65.4% (17/26)であり、GV 期卵

由来成熟卵⼦の ICSI施⾏では、ICSI施⾏時間が 400 分以上 600 分未満の区間で受精率

が有意に⾼かったことが明らかとなった（200 分以上 400 分未満と 400 分以上 600 分
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未満の群間⽐較：p = 0.020、400 分以上600 分未満と 600 分以上の群間⽐較：p = 0.048）。

また、GV 期卵とMI 期卵を⽐較した際にも、GV 期卵由来の ICSI施⾏ではMI 期由来

卵と同等以上の受精率であることが⽰された。採卵時に MⅠ期卵であった卵⼦の ICSI

受精率はそれぞれ 200 分未満で 46.5% (20/43)、200 分以上 400 分未満で 81.8% (18/22)、

400 分以上 600 分未満で 76.2% (16/21)、600 分以上で 67.8% (40/59)であり、200 分

未満は他の 3 群に対して有意に低い受精率を⽰した（p＜0.05）。更に、ICSI 施⾏時の

紡錘体の有無に関する検討では、GV 期卵由来およびMI 期卵由来のいずれにおいても

紡錘体が可視できた場合の受精率が有意に⾼かったこが確認され、GV 期卵由来成熟卵

は ICSI施⾏時において、第⼀極体放出後から 282 分以上経過後に紡錘体が⾼率で確認

でき（AUC: 0.638, 95% CI: 0.455-0.838）、その後の ICSI施⾏で⾼い受精率を期待でき

ることが⽰唆された。⼀⽅、MI 期卵由来成熟卵の ICSI施⾏の場合は、186分以上経過

後（AUC: 0.788, 95% CI: 0.692-0.840）であり、GV 期卵はMI 期卵と⽐較して、ICSI

施⾏時の⾄適タイミングが遅い結果が得られたことから、採卵時の成熟度がその後の成

熟速度に影響を与え、最適 ICSI 施⾏時間に差が⽣じる可能性があることが本研究にお

いて明らかになった。また、GVBDからMII 期到達までの時間は 13 時間 21 分から 16

時間 20 分までの間で正規分布を⽰しており、個体差、個⼈差があることが考えられた。 

19個の GV 期由来胚（分割期胚 16個、胚盤胞 3 個）を 18⼈の患者に移植した結果、

3 症例が妊娠に⾄り、３児の健児出産が確認された。このように、GV 期卵の rescue IVM

は、核仁周囲のクロマチン集積により GVBDを予想し、タイムラプス観察を通じて極

体放出から ICSI までの時間を考慮することで、良好な結果が得られる可能性が⽰唆さ

れた。この研究結果は、これまで多くの場合廃棄となっていた GV 期卵を有効に利⽤す

る判断材料となり、⽣殖補助医療の進展に寄与することが期待される。 
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第 1 章  

 

ヒト GV 期卵核仁周囲のクロマチン集積について 
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1.1 緒⾔ 

 

⽣殖補助医療技術（ART）において、卵⼦の品質に関する単純な形態学的予測因⼦の探

索は重要な課題である。そのような予測因⼦のひとつとして、GV 期卵（卵核胞期）に

おける核仁周辺のクロマチン集積の形態がある。ヒトの GV 期卵⼦には核仁周囲にクロ

マチン集積はあるが、マウスの GV 期卵⼦には核仁周囲にクロマチン集積がないことが

報告されている（Otsuki J, et al. 2007）。GV 期卵は、形態学的、分⼦⽣物学的レベルの

両⽅で、全体的なクロマチン再配列によって特徴づけられる（Bogolyubova I, et al.2020）。

ヒトを含むいくつかの哺乳類では、GV 内のクロマチンの再配列は、核⼩体様体（NLB : 

the nucleolus-like body）、あるいは最近では⾮定型核⼩体（ANu : the atypical nucleolus）

と呼ばれる転写的に不活性な核仁へと変化することと⼀致している（Fulka JJ, et al. 

2019）。この場合、凝縮したクロマチンは、ANu の周辺に多かれ少なかれコンパクトな

リングを形成し、カリオスフィア（karyosphere）と呼ぶ場合がある（Parfenov V, et al. 

1989; Bogolyubov D S, et al. 2018）。冒頭で述べたが、ヒトの GV 期卵⼦には核仁周囲

にクロマチン集積はあるが、その GV 期卵におけるクロマチン配置の明確な分類はな

い。ヒト GV 期卵で⾒られるクロマチンの主な構造パターンは以下の通りである

（Combells, et al. 2002; Miyara F, et al. 2003）。(i)核様体（ANu周囲リング）が観察さ

れず、クロマチンは GV を通して分散しており、いくつかのヘテロクロマチンの塊のみ

が ANu の近傍と外側の両⽅に位置している。(ii)ANu はクロマチンによって不完全に

縁取られている。(iii)ANu はクロマチンに完全に取り囲まれているが、いくつかのクロ

マチンの塊は ANu 周囲リングの外側に散在している。(iv)すべてのクロマチンが GV

内で ANu を取り囲み、コンパクトで整った核様体を形成している。胞状卵胞から採取
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されたヒト卵⺟細胞の約 50％は、クロマチンがかなり凝縮している（Sanchez F, et al. 

2015）。核形質の状態、GV の位置、核外被の形状、卵⼦の⼤きさなど、広く⽤いられ

ている形態学的および形態計測的指標は、クロマチンの集積（Escrich L, et al. 2010）と

関連しており、IVM 周期における卵⼦の質の潜在的なマーカーになりうることが⽰唆

されている。⼀⽅、マウス GV 期卵の場合は核仁周囲のクロマチンリングは存在する

が、ヒトに⾒られるようなクロマチンの集積はみられず、クロマチンは核内に散乱した

状態で存在する（Miyara F, et al. 2003）。また、ヒト GV 期卵の場合、卵核崩壊（GVBD）

は核仁の崩壊が最初に起こり、核仁周囲に集積していたクロマチンが⼀塊（染⾊体凝集

塊）となり、その後に核膜の崩壊が起こるが、マウス GV 期卵の場合は核仁と核膜崩壊

がほぼ同時に起こる（Otsuki et al., 2007）。染⾊体の凝集はヒト以外にはブタでも報告

され（Bui et al., 2004）、染⾊体は凝集することでクロマチンの凝縮および遺伝⼦転

写の調節が⾏われていることが報告されている。 
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第 2 章 

 

ヒト GV 期卵核仁周囲のクロマチン集積と核成熟の関係 
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2.1 緒⾔ 

 

卵⺟細胞の発⽣過程には 2段階の減数分裂があり、その結果、受精とさらなる接合体

の発⽣に適した倍数体雌性配偶⼦が形成される（Farini D, et al. 2022）。減数分裂期の

⼆倍体期は、卵⺟細胞の核が卵核胞期（GV 期）と呼ばれる段階であり（Palmerini M G, 

et al. 2022）、卵⺟細胞が成熟へと移⾏するために極めて重要である。卵⺟細胞の成熟は、

細胞質因⼦と核因⼦が共存する複雑なプロセスである（Jiang Y, et al. 2023）。GV 期と

卵核胞崩壊（GVBD）の後、2 つの減数分裂期が卵⼦成熟の重要な段階である。その後、

第⼀極体（PB1）の放出を伴うMI 期（metaphase Ⅰ）と、第⼆極体（PB2）の放出に

よって決定される MII 期（metaphase II）。それぞれの段階は、雌性配偶⼦が発育能⼒

の最適な状態に到達することを可能にするため、卵⼦にとって同様に重要である

（Straczynska P, 2022）。しかし、卵⺟細胞が主に受精能⼒を獲得し、さらに将来の胚へ

と適切に発育するのは GV 期である（Conti M, et al. 2018）。卵⺟細胞の成熟に実質的

に関与する核および細胞質因⼦と構造の両⽅が作られ、蓄積され、さらなる発⽣事象に

統合される（Coticchio G, et al. 2015）。減数分裂の進⾏に影響する決定因⼦のいくつか

はすでに解明されているが、GV 期の発⽣停⽌に関連する他の因⼦はまだ定義されてい

ない（Sirait B, et al. 2021; Ozturk S, et al. 2022）。GV 期卵は、形態学的、分⼦⽣物学的

レベルの両⽅で、全体的なクロマチン再配列によって特徴づけられる（Bogolyubova I, 

et al.2020）。ヒトを含むいくつかの哺乳類では、GV 内のクロマチンの再配列は、核仁

が核⼩体様体（NLB : the nucleolus-like body）、あるいは最近では⾮定型核⼩体（ANu : 

the atypical nucleolus）と呼ばれる転写的に不活性な核仁へと変化することと⼀致して

いる（Fulka JJ, et al. 2019）。この場合、凝縮したクロマチンは、ANu の周辺に多かれ
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少なかれコンパクトなリングを形成し、核球（karyosphere）と呼ばれることもある

（Parfenov V, et al. 1989; Bogolyubov D S, et al. 2018）。 

GVBDと PB1 と PB2 の放出の間に、ミトコンドリア、ゴルジ複合体、⼩胞体などの

オルガネラの再配置とリモデリングのプロセスが起こる（Coticchio G, et al. 2015; Mao 

L, et al. 2014）。このことは、最新のタイムラプス技術を使って鮮明に⽰されている

（Yamochi T, et al. 2016）。卵⼦成熟過程におけるこのような再配列の機能的意義は、

完全には明らかになっていない。卵⼦構造の変化が、胚の成熟とさらなる発育に関与し

ていると考えられている。例えば、マウス（Bellone M, et al. 2009）とヒトの卵⼦（Levi 

M, et al. 2013）における GV の中⼼位置は、卵⼦が減数分裂を再開する傾向と正の相関

があり、細胞⾻格の機能状態に依存している（Almonacid M, et al. 2015）。 

現在のところ、GV 期卵とそれに続く胚の初期品質と発⽣能を評価する統⼀的な⽅法

はない。しかし、このような統合的アプローチは、不妊治療の⾒通しを⽴てる上で有⽤

であろう。MII 期卵の成熟卵⺟細胞の形態学的パラメータとともに、GV 期卵のパラメ

ータにおけるいくつかの変化は、おそらくホルモン刺激に対する反応の質を評価する基

準として役⽴つであろう（Reprod Biomed Online. 2017）。 

完全に発育した GV 卵⼦は、3mm を超える卵胞から分離された場合、MIIまで⾃然

成熟することが可能である（Escrich L, et al. 2011）。刺激周期（Escrich L, et al. 2018）

および⾮刺激 IVM（Gremeau A, et al. 2012; Das M, et al. 2014）の両⽅で、体外で成熟

した卵⼦の着床レベルおよび胚盤胞の量と質は、従来の IVF 周期と⽐較して低いこと

が判明した。体外で成熟した卵⼦の割合が低く、さらに胚の質が低いことから、胞状卵

胞から採取された卵⼦のかなりの割合が減数分裂不能である。 

よりコンパクトなクロマチンを持つ GV 卵⺟細胞は発育能⼒が⾼いと思われる。例え
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ば、核球が完全に発達したブタの卵⼦は、体外成熟後の体外受精に適している（Lee J, 

et al. 2019）。反対に、主に拡散したクロマチンを持つマウス GV 卵⺟細胞は受精可能で

あるが、その後 in vitro では胚盤胞期に達しない（Monti M, et al. 2013）。さらに、同様

のクロマチンパターンを持つヒトの卵⺟細胞は、細胞質変性のいくつかの超微細構造的

徴候を⽰す（Monti M, et al. 2017）。卵⼦形成におけるクロマチンリモデリングの⽋陥

もまた異数性を引き起こし、着床前後の発⽣停⽌、着床障害、⾃然流産を引き起こすこ

とが実験的に⽰されている（Baumam C, et al. 2010）。 

 よって、まず第⼀に GV 期卵核仁周囲のクロマチン集積の有無と核成熟との

関連を調べた。 
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2.2 対象と⽅法 

2.2.1 対象 

 

2021年 4⽉ 15⽇から 2022年 12⽉ 31⽇にかけて、⾦沢たまごクリニックにおい

て成熟卵獲得を⽬的とした採卵を⾏い、GV 期卵⼦を有する 232 名（35.1±5.1 歳）の

285 周期を対象とした。なお、PCO症例を除外した。また、体外受精を施⾏する前に、

学会・論⽂発表などについては匿名性を保ち個⼈情報保護について説明し、患者の同意

を⽂書にて得ている。 

 

2.2.2 採卵 

 

卵巣刺激法は、クロミフェン（富⼠製薬株式会社）と hMG（フェリング株式会社）

で⾏った。卵胞発育とホルモン値（E2,LH）を管理し，主席卵胞径が 18 mm を超えた

時点で hCGを 5000 単位またはスプレキュアを投与し、36時間後に経膣超⾳波ガイド

下に採卵を⾏った。回収した卵⼦は Universal IVF Medium （Origio）中で採卵から 2

〜3 時間の前培養を⾏った。その後、ヒアルロニダーゼ（株式会社北⾥コーポレーショ

ン）により卵丘細胞-卵⺟細胞複合体（cumulus-oocyte complex : COC）を除去し、卵⼦

の裸化処理を⾏った。 
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2.2.3 タイムラプス解析 

 

すべての GV 期卵を Embryo Scope Flex（VitroLife）を⽤いて継続観察した。タイム

ラプス画像は 11 個の焦点⾯で 10 分ごとに⾃動的に撮影された。各卵⼦を SAGE 1-Step

培地（Origio）または GX-TL 培地（VitroLife）に培養した。また、卵⼦、胚の培養は

37℃、CO2 : 6%、O2 : 5%の気相条件下で培養を⾏った。核⼩体周囲のクロマチン集積

の有無を記録し、GVBDとの関係を解析した。GV 期卵⼦の⾯積も、Embryo Scope Flex 

タイムラプスシステム搭載のスケールを⽤いて測定し、GVBD との関係を解析した。

また、採卵後 48時間までタイムラプス観察を継続し、第⼀極体放出（1PB）つまりM

Ⅱ期卵到達まで継続的に観察を⾏った。 

この研究は、岡⼭⼤学（承認番号：研 2205-11）の倫理委員会によって承認された。 

 

2.2.4 統計解析 

ロジスティック回帰分析を⽤いて、核⼩体周囲にクロマチンの集積を確認できた GV

期卵⼦と確認できなかった GV 期卵⼦の GVBDの発⽣を調べ、⽐較した。独⽴変数に

は、患者の年齢と本研究で使⽤した 2 つの異なる培養液を⽤いた。GVBD の発⽣と核

⼩体周囲のクロマチンの集積との間に有意な関連があるかどうかを判定するためにカ

イ⼆乗検定を⽤いた。GV 期卵⼦の GVBD 発⽣と卵⺟細胞⾯積とのカットオフ値を決

定するために、ROC 曲線分析を⾏った。P 値が 0.05 未満を統計的に有意とみなした。

統計解析には、R（R Foundation for Statistical Computing）をベースとしたオープンソ

ースの統計解析ソフトウェアである EZR ソフトウェア（⾃治医科⼤学埼⽟医療センタ
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ー）を使⽤した。 
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2.3 結果 

 

核⼩体の周囲にクロマチンの集積が確認できた GV 期卵⼦と確認できなかった GV

期卵⼦を図 4 に⽰す。合計で 319 個の GV 期卵⼦が得られた。このうち、裸化処理後

の残骸としてわずかに付着している卵丘細胞の存在により、クロマチンの集積が曖昧な

GV 期卵⼦ 45個を除外した 274 個の GV 期卵⼦が研究の対象となった。核⼩体周囲の

クロマチンの集積率は 88.0％（241/274）であった。GV 期卵⼦ 274 個のうち、88.0％

（241/274 個）が GVBDを観察できた。核⼩体の周囲にクロマチンの集積が確認でき

た GV 期卵⼦の GVBD率は 91.7％（221/241）、MⅡ期卵到達率は 83.8％（202/241）

であり、核⼩体の周囲にクロマチンの集積が確認できなかった GV 期卵⼦の GVBD率 

21.2％（7/33）、MⅡ期卵到達率 15.2％（5/33）に⽐べて有意に⾼かった（図 7）。 

ロジスティック回帰分析では、患者の年齢および 2種類の培養液で調整した結果、核

⼩体の周囲にクロマチンの集積を確認できた GV 期卵⼦における GVBDのオッズ⽐は

41.8（95％CI：15.9-110.0）であり、クロマチンの集積を確認できた GV 期卵⼦に⽐べ

て有意に⾼かった（p＜0.001）（表 1）。 

核⼩体の周囲にクロマチンの集積の有無による⾯積のカットオフ値は 10,314μm2 で

あった（AUC：0.688、95％CI：0.581-0.795）。GV 期卵⺟細胞の⼤きさがカットオフ値

以上の場合の核⼩体の周囲にクロマチンの集積を確認できた割合は 96.3％（78/81）で

あったが、カットオフ値未満の場合は 84.0％（105/125）であった。カットオフ値以下

とカットオフ値以上では、統計的に有意な差がみられた（p = 0.006）（図 9-A）。GVBD 

については、GVBD のある卵⼦とない卵⼦の⾯積の差のカットオフ値は 10,335 μm2 

であった（AUC: 0.663, 95% CI: 0.569-0.756）。GV 期卵⺟細胞の⼤きさがカットオフ
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値以上の場合、GVBD率は 94.7％（71/75）以上であったのに対し、GV 期卵⺟細胞の

⼤きさがカットオフ値未満の場合、GVBD率は 77.1％（101/131）であった（p＜0.001）

（図 9-B）。 
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2.4 考察 

 

本研究では、核⼩体周囲にクロマチンの集積を確認できた GV 期卵⼦が MII 期に達

する割合が⾼いことが判明した。さらに、採卵時の卵細胞質⾯積が 10,314μm2以上の

GV 期卵⼦にクロマチン集積の発⽣率が⾼いことが判明し、核⼩体周囲のクロマチン集

積と GV 期卵⼦の卵細胞質成熟との相関が⽰唆された。これは、ヒトの GV 期卵におい

て、核⼩体周囲のクロマチンの集積が GVBDの進⾏に重要であり、核⼩体周囲のクロ

マチンの集積を確認できなかった GV 期卵では進⾏が低いことを⽰した。したがって、

ヒトの GV 期卵⼦が GVBDを開始するためには、核⼩体周辺でクロマチンが集積する

必要があることが⽰唆された。 

最近、発表された Salmov らの研究では、クロマチン集積をクラス A、クラス B、ク

ラス Cの 3種類に⼤別した（Daniil Salimov, et al. 2023）。GV 内にクロマチンの塊があ

るものをクラス A、ANu 周囲をすべてのクロマチンが集積したものをクラス C、クラ

ス A と Cの中間をクラス B。少なくとも 1 つはクロマチンの塊が常に ANu に隣接して

⾒られたが、異なるクロマチンパターンが観察され、それらはMiyara ら（Miyara F, et 

al. 2003）によって提唱された分類によると、クラス A、B、Cの卵⺟細胞で観察された

ものに最も近い。同時に、Combelles ら（Combells, et al. 2002）によると、Dクラスに

特徴的な「分散したクロマチンの⽷」と GV 内のクロマチンの塊を区別することはでき

なかった。Salmov らの研究では、クラス Cの卵⺟細胞が最も多く、クラス A の卵⺟細

胞が最も少なかった。クラス Bおよび Cの GV 期卵は、MⅡ期卵まで成熟した卵⺟細

胞でより頻繁に検出された。成熟に⼊ったが MI 期で停⽌した卵⺟細胞は、クラス А

に分類されることが多かった。同時に、クラス Cの卵⺟細胞に関しては、追加培養後の
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核相に有意差は⾒られなかった。対照的にクラス B では、MⅡ期卵まで到達した群は

GVBD が起こらなかった群よりも有意に⾼く確認できた。クラス A では、MⅡ期卵ま

で到達した群と GVBDが起こらなかった群、およびMⅡ期卵まで到達した群とMI 期

で停⽌した群で有意差があるが、MI 期で停⽌した群と GVBD が起こらなかった群に

は有意差はなかった。また、すべてのクラスの卵⺟細胞で⾼い異数性率が認められた。

クロマチン集積が最も低いクラス A の卵⺟細胞では、異数性の頻度がクラス B および

Cの卵⺟細胞よりもわずかに⾼いようであったが、これらの差は統計学的に有意ではな

かった。Salmov の研究をまとめると、減数分裂をうまく完了できないヒト GV 期卵は、

主に核仁へのクロマチン集積のレベルが低い結果となっており、我々の結果と⼀致して

いる。さらにクロマチン凝縮のレベルは、in vivo で光学顕微鏡を⽤いて決定することが

できることから、この形態学的特性は、レスキューIVM プログラムにおいて最も質の

⾼い GV 期卵を選択するための有望な⽅法であることが頷ける。 

本研究では、卵⼦を他の顕微授精受精卵と同じタイムラプスディッシュで培養し、タ

イムラプス観察を⾏ったため、市販の IVM培地は使⽤しなかった。IVMは基本的に卵

巣刺激を⾏わずに優性卵胞から採取した卵⼦に対して⾏われる。これらの卵⼦では、細

胞質の成熟を促進するために、卵丘細胞は除去されない。しかし、本研究の卵⼦は顕微

授精の前に裸化されたため、裸化された状態の GV 卵⼦を MII 期になるまで培養し、

レスキューIVMを⾏った。本研究では IVM培地を使⽤していないため、IVM培地を使

⽤する場合には、さらなる検討が必要である。 

 

 

 



23 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第 3章 

 

rescue IVM 後の最適 ICSI 施⾏時間の検討 
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3.1  緒⾔ 

 

⽣殖補助医療は、不妊症の患者に家族を築く機会を提供するために始まりました。⻑

年にわたる基礎的な研究で体外成熟（In Vitro Maturation : IVM）は、⽣殖補助医療の

歴史の中で、その臨床利⽤が患者と医師の希望をより広げ豊かにする段階に達している。

ヒト卵⺟細胞のIVMに関する研究では、核の成熟を確⽴し、約36時間でMⅡ期卵到達が

⽰され（Edwards RG, 1965）、体外受精にも成功した（Edwards RG, et al. 1969）。その

後、卵⼦提供による症例であるが、卵巣刺激をされていない卵胞から採卵された未熟卵

⼦をIVM後に⽣児が得られている（Cha KY, et al. 1991）。しかし、IVM分野の課題は、

IVMによる卵⼦が体内で成熟した卵⼦と⽐較して発育能⼒が低いことである。この課題

は、ヒトよりも広く研究されている他の哺乳類においても同様で、すべての哺乳類にお

いて卵⼦が卵胞から取り出されると、その後の発育能⼒は制限される（Lonergan P, et 

al. 2016; Luciano AM, et al. 2018）。IVMでは、未成熟卵⼦を卵胞から取り出すことは避

けられず、成熟卵⼦を得て⾏う通常のIVFとの結果も⼤きく変わってくる。 

また、IVMとrescue IVMが混同されている現状がある。IVMは調節卵巣刺激を⾏わな

い⼩卵胞やPCO症例などに対して、未成熟卵を獲得し、体外で成熟させることを⽬的と

した採卵である。rescue IVMは調節卵巣刺激を⾏ない、成熟卵⼦獲得を⽬的とした採卵

で、未成熟卵⼦が得られ、成熟卵⼦まで追加培養を⾏うものである。IVMは広く研究さ

れているが、それに対してrescue IVMに関しての⽂献は少なく、2021年のFertility and 

Sterilityでは安全性の⾯から注意して実施されるべきという⽂献もある。しかし、これ

は実施件数が少ないことから述べられており、実際にIVM後にインプリンティングエラ

ーが増加することは⽰されていないこと（Eun Jeong, et al. 2019）や新⽣児の健康およ
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び発達結果は少数の例で報告された範囲では通常のIVFで⽣まれた⼦供たちと異なる

とされていない（Mostinckx L, et al. 2019; Yu EJ, et al. 2019）。 

紡錘体は、卵⼦や精⼦の形成過程で起きる減数分裂において、染⾊体の正確な分配と

細胞の正確な形成を⾏う極めて重要な機能を果たしている。⽣殖補助医療でのICSI施⾏

時に紡錘体の位置を可視化して⾏うことは広く⼀般的であり、紡錘体を可視化できた卵

⼦は受精率をはじめとするその後の分割率や胚盤胞到達率が⾼率である報告も多数あ

る（CG Petersen, et al. 2008）。また、採卵時MⅠ期卵を調べた研究では、MⅠ期からM

Ⅱ期への移⾏期後に約75~90分は紡錘体の構築に時間を要し、さらに第⼀極体放出後

（MⅡ期卵到達）に紡錘体が約40〜60分間完全に消失すること（Montag, et al. 2006）

を⽰しているため、少なくとも⼀部のヒトMII卵⼦での紡錘体の不在が、単なる細胞の

異常ではないことを⽰唆している。したがって、紡錘体が⾒られない卵⼦の受精率が劣

っている場合、ICSI施⾏のタイミングが誤っている可能性があることを⽰しているかも

しれない。加えて、採卵時GV期卵の研究は⾮常に少なく、採卵時MⅠ期卵と同様の結

果で得られるとは限らない。 

以上のことから、本研究では採卵時GV期卵において、rescue IVM後の最適ICSI施⾏

時間を探ることを⽬的とする。 
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3.2 対象と⽅法 

 

前章で得られたGV期卵の内、MⅡ期卵まで到達した卵⼦（第１極体放出が確認でき

た卵⼦とした）があった125名の患者（35.5±5.2歳）、153周期から得られた182個にICSI

を施⾏した。ICSIには、IX73-SLIMSI（EVIDENT社）を⽤い、紡錘体の形成もICSI施

⾏の際に確認した。第１極体放出からICSI施⾏までの時間を計測し、最適ICSI施⾏時間

を検討した。 

また、採卵時にMⅠ期卵であった卵⼦があった121名の患者（35.9±5.7歳）、103周期

から得られた145個に対しても同様にICSIを施⾏し、採卵時GV期卵であったICSI施⾏

胚と⽐較した。 

統計解析には、第１極体放出からICSI施⾏の最適な時間を探るために４区分（200分

未満、200分以上400分未満、400分以上600分未満、600分以上）に分けて、カイ⼆乗検

定を⽤いて⽐較した。p値が0.05未満を統計的に有意とみなした。 
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3.3   結果 

 

第⼀極体放出からICSI施⾏の最適な時間を探るために４区分（200分未満、200分以上

400分未満、400分以上600分未満、600分以上）に分けて検討した。GV期卵由来のICSI

施⾏の受精率はそれぞれ200分未満で66.7% (8/12)、200分以上400分未満で68.0% 

(53/78)、400分以上600分未満で84.9% (56/66)、600分以上で65.4% (17/26)であった

（図10）。200分以上400分未満と400分以上600分未満の間（p = 0.020）、および400分

以上600分未満と600分以上の間（p = 0.048）で、いずれも400分以上600分未満で有意

に⾼い結果となった。採卵時にMⅠ期卵であった卵⼦のICSI受精率はそれぞれ200分未

満で46.5% (20/43)、200分以上400分未満で81.8% (18/22)、400分以上600分未満で

76.2% (16/21)、600分以上で67.8% (40/59)であった（図14）。200分未満は他の3区分

に対して有意に低い受精率となった（p<0.05）。 

また、ICSI施⾏時に紡錘体の有無で受精率を⽐較した結果、GV期由来では紡錘体有

で76.3%(122/160)、紡錘体無で54.5%(12/22)となり、MⅠ期由来では紡錘体有で

70.6%(84/119)、紡錘体無で34.6%(9/26)となり、いずれも紡錘体が可視できた卵⼦の

受精率は有意に⾼かった（p<0.05）（図12-B）。さらに、紡錘体の可視とICSI施⾏時間の

カットオフ値は、GV期由来では282分（AUC: 0.638, 95% CI: 0.455-0.838）（図13）、

MⅠ期由来では186分（AUC: 0.788, 95% CI: 0.692-0.840）となった（図16）。このカッ

トオフ値でそれぞれを分けて可視率を⽐較した結果、GV期由来(91.8% vs 72.2%)と

MⅠ期由来(92.6% vs 51.4%)ともにカットオフ値以上で有意に⾼い結果となった

（p<0.05）（図13,16）。 

GV期卵由来の19個の胚 (分割期胚16個、胚盤胞3個)を18⼈の患者に移植し、3症例が
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妊娠・出産に⾄り、3児の健児が得られた。MⅠ期卵由来の16個の胚 (分割期胚11個、

胚盤胞5個)を16⼈の患者に移植し、2症例で妊娠を認め、1症例で1児が出産まで⾄った。

また、GV期卵由来とMⅠ期卵由来の胚盤胞移植で出産まで⾄ったのはそれぞれ1症例ず

つで、その胚評価システムのスコアリングは、KIDSにおいてGV期卵由来で8.6 、MⅠ

期卵由来で4.9、iDAにおいてGV期卵由来で7.9、MⅠ期卵由来で5.5となった。 
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3.4  考察 
 

採卵時MⅠ期卵の他の研究において、裸化した卵⼦の追加培養を4-6時間⾏なった後

にICSI施⾏した結果が採卵時MⅡ期卵と同等である（Shu Y et al., 2006）。本研究での採

卵時MⅠ期卵は、200分以上400分未満（3時間20分から6時間40分）で他の３区間より

も有意に⾼い結果となり、Shuらの研究に同意できる結果となった。しかし、Shuらの

研究では採卵時MⅠ期卵が主であり、GV期卵はサンプル数も少なく、正常受精を得ら

れていなかった。これは、本研究で第極体放出後400分以上600分未満（6時間40分から

10時間）のICSI施⾏で⾼い受精率の結果が得られたことから、採卵時の卵⼦成熟ステー

ジによって⾄適ICSI施⾏ウインドウが変わってくると⽰唆できる。さらに紡錘体可視で

のカットオフ値でも採卵時GV期卵は、採卵時MⅠ期卵よりも約100分（282分 vs 186分）

遅い結果となった。本研究の結果から調節卵巣刺激周期における採卵時GV期卵は、第

⼀極体放出後6時間40分から10時間の間で紡錘体を確認後のICSI施⾏で⾼い受精率が

望めることが⽰唆された。 

当院の採卵時MⅡ期卵由来胚のKIDSとiDAのスコアと⽣児獲得から算出したROC曲

線解析を⾏なったカットオフ値は、KIDSが5.4(AUC:0.635,95%CI:0.563-0.707)、iDAが

7.8(AUC:0.608,95%CI:0.536-0.679)となった。GV期卵由来胚は両スコアともカットオ

フ値を上回っていたが、MⅠ期卵由来胚は両スコアともカットオフ値を下回った。これ

はGV期卵由来胚は5⽇⽬に胚盤胞到達し、培養⼠が評価するガードナー分類は3AAであ

ったのに対し、MⅠ期卵由来胚は6⽇⽬に到達で4BCであったため、3つの評価法で⼀致

していると考えられる。本研究で得られた⽣児4名に遺伝⼦疾患は認められない。 
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本研究において採卵時に採取されるGV期卵は第⼀極体放出からICSIの⾄適ウィンド

ウまでに時間を要する事が判明した。GV期卵のrescue IVMはタイムラプス観察により

極体放出からICSIまでの時間を考慮することで挙児獲得が可能であると考えられる。 
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2021年、⽇本の体外受精による出⽣児数は歴史的な最⾼⽔準となり、6万 9797⼈が

誕⽣し、その出⽣率は 11.6⼈に 1⼈（8.6%）に上昇した。我が国においては、晩婚化

や晩産化が進むなかで少⼦化が深刻な課題となっており、これに対処する⼿段として体

外受精の役割が年々拡⼤している。しかしならが、体外受精における出産率は 20％程

度にとどまり、成熟卵の獲得を⽬的とした調節卵巣刺激後に採卵された卵⼦の約 15-

30%が未成熟なMI 期または GV 期の卵⼦であるという課題が存在する。特に GV 期卵

は卵核胞崩壊（germinal vesicle breakdown: GVBD）が起こらず核成熟が停⽌すること

があり、更には核成熟のタイミングが不定であること、また受精後の胚発⽣率が低いこ

とから、GV 期卵は廃棄となるのことが多いのが現状である。本研究では、GV 期卵の

特性と ICSI 施⾏の最適タイミングに焦点を当て、後⽅視的解析を通じて採卵から受精

までのプロセスを詳細に検討した。GV 期卵の動態解析には、経時的⾃動連続観察シス

テム（Embryo Scope Flex, VitroLife社）を使⽤し、調節卵巣刺激法のうち低刺激な mild 

stimulation 法を⽤いて成熟卵獲得を⽬的とした採卵時に得られた 274 個の GV 期卵に

対する後⽅視的解析を⾏った。解析の結果、GV 期卵核仁周囲のクロマチン集積率は

88.0％（241/274）であり、この集積が確認された GV 期卵⼦では GVBD 率が 91.7％

（221/241）、MII 期卵到達率が 83.8％（202/241）であったが、クロマチン集積のない

GV 期卵⼦では GVBD 率が 21.2％（7/33）、MII 期卵到達率が 15.2％（5/33）に過ぎ

ず、有意に低い結果が得られた。卵細胞質⾯積においてクロマチン集積の有無によるカ

ットオフ値は 10,314μ㎡であり、この値以上の GV 期卵では核仁周囲のクロマチン集

積が⾼確率で起こることが⽰唆された。さらに ICSI 施⾏において、GV 期卵由来成熟

卵⼦の受精率は ICSI施⾏時間が 400 分以上600 分未満の区間で有意に⾼いことが明ら

かになった。また、GV 期卵由来成熟卵は ICSI 施⾏時において、第⼀極体放出後から
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282 分以上経過後に紡錘体が⾼率で確認でき、その後の ICSI 施⾏で⾼い受精率を期待

できることが⽰唆された。⼀⽅、MI 期卵由来成熟卵の ICSI施⾏の場合は、186分以上

経過後であり、GV 期卵はMI 期卵と⽐較して、ICSI施⾏時の⾄適タイミングが遅い結

果が得られた。これらの結果から、採卵時の成熟度がその後の成熟速度に影響を与え、

最適 ICSI施⾏時間に差が⽣じる可能性が⽰唆された。19個の GV 期由来胚（分割期胚

16個、胚盤胞 3 個）を 18⼈の患者に移植した結果を調べたところ、3 症例が妊娠・出

産に⾄り、3児の健康な成⻑が確認された。これらのことから、GV 期卵の rescue IVM

は、核仁周囲のクロマチン集積により GVBDを予測し、タイムラプス観察を通じて極

体放出から ICSI までの時間を考慮することで、良好な結果が得られる可能性が⽰唆さ

れた。本研究結果は、これまで多くの場合廃棄となっていた GV 期卵を有効に利⽤する

判断材料となり、⽣殖補助医療の進展に寄与することが期待される。 
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図 1.ヒトとマウスの GV 期卵（引⽤：Otsuki et al., RBM Online, 2007） 

(1-A)ヒトの GV 期卵。核仁周囲にクロマチンが凝集しているのがはっきりと確認できる。このようにヒトの GV 内では、クロマチン

が凝集した後に GV が卵表層に移動し、核仁が消失する。核仁消失後、クロマチンの凝集塊となり、GVBDが起こる。GVBD後もこ

の凝集塊を数時間保ち、その後は拡散して第⼀減数分裂中期に進む。(1-B)マウスの GV 期卵。マウスの場合は、核仁周囲にクロマチ

ンの凝集は基本的にみられず、GV 内にクロマチンが塊となり散在している。また、核仁と核膜がほぼ同時に消失する。 

 

1-A 1-B
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図 2.本研究で解析した Embryo Scope Flex（VitroLife）のタイムラプス画像 

核仁周囲のクロマチン集積から GVBDまでが確認できる。核仁も 11 つの焦点ポイントにより観察可能であり、実際の臨床現場でも解

析できる。 
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図 3.本研究で使⽤した GV 期卵の樹形図 

 樹形図は、採卵時に得られた 319個の GV 期卵⼦の結果を⽰している。このうち、274 個の GV 期卵（裸化後に付着した卵丘細胞の

残存のため、クロマチン集積有無が曖昧な 45個の GV 期卵を除外）を本研究で解析に⽤いた。GV 期卵由来の 16個の胚を移植し、3

名の健児が誕⽣している。 

本研究期間中に採卵されたGV期卵
319個

クロマチン集積有無を確認
274個

卵丘細胞の付着等により確認できなかった
45個

クロマチン集積(+)
241個

クロマチン集積(-)
33個

19周期（18名）で移植
（初期胚16個、胚盤胞3個）

GVBDを確認
221個

GV期卵で停⽌
20個

MⅡ期卵に到達
202個

MⅠ期卵で停⽌
19個

正常受精
132個

受精なし or 異常受精
46個

ICSI未施⾏
24個

3周期で3⼈の健児が誕⽣
（初期胚移植2周期、胚盤胞移植1周期）

GVBDを確認
7個

GV期卵で停⽌
26個

MⅡ期卵に到達
5個

MⅠ期卵で停⽌
2個

正常受精
2個

受精なし or 異常受精
2個

ICSI未施⾏
1個
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図 4. 核仁周囲のクロマチン集積 

(4-A)核仁の周囲にクロマチンが集積している GV 期卵のタイムラプス画像。⽩⽮印は

クロマチンが集積しているのを⽰しており、核仁の周りにはっきりとクロマチンが⾒え

ている。(4-B)核仁の周囲にクロマチンが確認できない GV 期卵のタイムラプス画像。

核仁は確認できるが、その周りにはクロマチンが集積していないのがわかる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-A 4-B
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図 5. ⾦沢たまごクリニック培養室で使⽤しているタイムラプス(Embryo Scope Flex) 

Vitro Life 社では Embryo Scope 8、Embryo Scope ＋、Embryo Scope Flexの３種類の

タイムラプスインキュベーターを展開している。いずれのタイムラプスも胚の中⼼から

上下に 15μｍピッチで各 5つのフォーカスポイント（中⼼を含むと 11ポイント）で 10

分間隔で撮影を⾏なっている。⾦沢たまごクリニックでは、全症例でこの Embryo Scope 

Flexで培養をしている。Embryo Scope Flexの特徴としては、1dish に 6embryos を同

時に 24dish、144embryos の培養が可能である（Embryo Scope 8は 1dish に 16embryos

で同時に 8dish、128embryos。Embryo Scope ＋は 1dish に 16embryos で同時に 15dish、

240embryos。）。Embryo Scope Flexの専⽤ dish は、他と⽐べると胚数が少ないが、dish

つまり多くの患者を同時に培養しているのに適しており、mild stimulation が主な施設

では有効なタイムラプスインキュベーターである。 
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 図 6. 採卵時 GV 期卵を追加培養した核相とクロマチン集積有無の割合 

(6-A)274 個の GV 期卵を追加培養した結果、75.5%(207個)がMⅡ期卵、7.7%(21 個)

がMⅠ期卵、16.8%(46個)が GV 期卵であった。(6-B)核仁周囲にクロマチン集積が⾒

られた GV 期卵は 88.0%(241 個)で、クロマチン集積が⾒られなかった GV 期卵は

12.0%(33 個)となった。 

MⅡ MⅠ GV

75.5%
(n=207)

16.8%
(n=46)

7.7%
(n=21)

6-A

集積(+) 集積(-)

88.0%
(n=241)

12.0%
(n=33)

6-B
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図 7. クロマチン集積の有無による GVBD率 

クロマチン集積が確認された卵（集積(+)）の GVBD率は 91.7%(221/241)、クロマチ

ン集積が確認できなかった卵（集積(-)）の GVBD 率は 21.1%(7/33)であり、集積(+)

で有意に⾼い GVBD率であった(p < 0.001)。 
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図 8. クロマチン集積の有無によるMⅡ期到達率 

クロマチン集積が確認された卵（集積(+)）の MⅡ期到達率は 83.8%(202/241)、クロ

マチン集積が確認できなかった卵（集積(-)）の MⅡ期到達率は 15.2%(5/33)であり、

集積(+)で有意に⾼いMⅡ期到達率であった(p < 0.001)。 
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表 1. GVBDを交絡因⼦としたロジスティック解析結果 

GVBD がどのような要因で起こるかをクロマチン集積の有無、２種類の培養液、年齢

で検討した。培養液と年齢には関連性がなく、クロマチン集積の有無で関連性が認めら

れた(p < 0.001)。 

  OR 95%CI p-value 
クロマチン集積 41.8 15.9-110.0 <0.001 

培養液 1.8 0.8-4.4 0.168 
年齢 1.0  0.9-1.1 0.843 

 

表 2.培養液別の ICSI 受精率 

本研究では、GX-TL（VitroLife）または SAGE 1-Step（Origio）を⽤いて培養を⾏なっ

た。ICSI 受精率に有意な差はなかった。 

培養液 ICSI 施⾏数(個) 正常受精数(個) 正常受精率(%) p 値 

GX-TL 41 26 63.4 
0.108 

SAGE 1-step 141 108 76.6 
          

 

表 3.採卵時MⅠ期卵と GV 期卵の ICSI 受精率 

採卵時の核相によって、受精率の有意な差は認められなかった。GV 期卵が⾼い傾向に

あったが、今後も⽐較検討していくべきである。 

採卵時の核相 ICSI 施⾏数(個) 正常受精数(個) 正常受精率(%) p 値 

MⅠ期卵 145 94 64.8 
0.0911 

GV 期卵 182 134 73.6 
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図 9. クロマチン集積と卵細胞質⾯積の ROC曲線解析 

(9-A)カットオフ値の⾯積が 10,314μ㎡(AUC : 0.688, 95％CI：0.581-0.795)。(9-B) カ

ットオフ値の卵細胞質⾯積 10,314μ㎡で分けたクロマチン集積率。10,314μ㎡以上が

96.3%(78/81)、10,314μ㎡未満が 84.0%(105/125)となり、10,314μ㎡以上で有意に⾼

いクロマチン集積率となった(p < 0.05)。 
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図 10. 4区分に分けた採卵時 GV 期卵の ICSI 受精率 

受精率は 200 分未満、200-400 分、400-600 分、600 分超でそれぞれ 66.7％（8/12）、

68.0％（53/78）、84.9％（56/66）、65.4％（17/26）であった。200-400 分群と 400-600

分群の間（p = 0.020）、および 400-600 分群と＞600 分群の間（p = 0.048）で有意な差

が認められた。 
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図 11. 第⼀極体放出後から ICSI施⾏までの時間(ICSI time)と受精の ROC曲線解析 

(11-A)カットオフ値の ICSI time は 388分(AUC : 0.55)となった。(11-B) 388分以上で

79.8%(79/99)、388分未満で 66.3%(55/83)となり、388分以上で有意に⾼い受精率と

なった（p < 0.05）。 
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図 12. クロマチン集積と紡錘体可視の有無による ICSI 受精率 

(12-A)クロマチン集積が確認された卵（集積(+)）で 74.2%(132/178)、クロマチン集積

が確認できなかった卵（集積(-)で 50%(2/4)であり、有意な差は認められなかった（p 

= 0.284）。(12-B) 紡錘体(+)で 76.3%(122/160)、紡錘体(-)で 54.5%(12/22)となり、

紡錘体(+)で有意に⾼い受精率となった（p < 0.05）。 
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図 13. 採卵時GV 期卵における第⼀極体放出後から ICSI施⾏までの時間(ICSI time)と

紡錘体の ROC曲線解析 

(13-A)カットオフ値の ICSI time は 282 分(AUC : 0.638)となった。(13-B)) 282 分以上

で 91.8%(134/146)、282 分未満で 72.2%(26/36)となり、282 分以上で有意に⾼い紡錘

体可視率となった（p < 0.001）。 
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図 14. 4区分に分けた採卵時MⅠ期卵の ICSI 受精率 

受精率は 200 分未満、200-400 分、400-600 分、600 分超でそれぞれ 46.5％（20/43）、

81.8％（18/22）、76.2％（16/21）、67.8％（40/59）であった。200 分未満は他の３区

間で有意な差が認められた（p < 0.05）。 
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図 15. 採卵時 MⅠ期卵における第⼀極体放出後から ICSI 施⾏までの時間(ICSI time)

と紡錘体の ROC曲線解析 

(15-A)カットオフ値の ICSI time は 174 分(AUC : 0.547)となった。(15-B) 174 分以上

で 72.4%(84/116)、174 分未満で 34.5%(10/29)となり、174 分以上で有意に⾼い受精

率となった（p < 0.001）。 
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図 16. 採卵時 MⅠ期卵における第⼀極体放出後から ICSI 施⾏までの時間(ICSI time)

と紡錘体の ROC曲線解析 

(16-A)カットオフ値の ICSI time は 186分(AUC : 0.788)となった。(16-B) 186分以上

で 92.6%(100/108)、186分未満で 51.4%(19/37)となり、186分以上で有意に⾼い紡錘

体可視率となった（p < 0.05）。 
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図 17. GVBDから第⼀極体放出までの時間と受精での ROC曲線解析 

(17-A)カットオフ値は 972 分 (AUC : 0.535) と な っ た 。 (17-B)972 分以上で

65.6%(21/32)、972 分未満で 76.0%(111/146)となり、有意な差はなかった（p = 0.265）。 
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図 18. GVBDから第⼀極体放出までの時間の分布図 

GVBDから第⼀極体放出までの計測し、801 分から 980 分まで（13 時間 21 分から 16

時間 20 分まで）の時間でほぼ正規分布（平均値：901.8±105.0 分、中央値：894 分、

最頻値：858分）を⽰した。図 17で⽰した通り、ICSI施⾏においての受精率には関連

しないが、図 10 で第⼀極体放出後 400-600 分において有意な ICSI 受精率であるため、

この図を考慮するとGVBD後およそ 20 時間から 26時間 20 分で ICSI施⾏となる予測

が⽴てられる。 
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図 19.KIDScore D5の ROC曲線解析 

(19-A)カットオフ値は 5.4(AUC : 0.635, 95%CI : 0.563-0.707)となった。(19-B)カット

オフ値 5.4 で分けた⽣児獲得率。5.4未満が 21.3%(17/80)、5.4以上が 44.9%(75/167)

となり、5.4以上で有意に⾼い⽣児獲得率となった（p < 0.001）。 
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図 20.KIDScore D5の ROC曲線解析 

(20-A)カットオフ値は 7.8(AUC : 0.608, 95%CI : 0.536-0.679)となった。(20-B)カット

オフ値 7.8で分けた⽣児獲得率。7.8 未満が 28.8%(30/104)、7.8 以上が 43.4%(62/143)

となり、7.8 以上で有意に⾼い⽣児獲得率となった（p < 0.05）。 
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図 21.核仁周囲にクロマチン集積が確認できた GV 期卵の GVBDから第⼀極体放出後までのタイムラプス画像 

(17-A)核仁周辺にクロマチン集積が確認できる。(17-B,C,D)核仁が GV表⾯に移動し、GVBDが起きている。(17-E,F,G,H)GVBD後、

約 13 時間 30 分後に第⼀極体が放出された。 

21-A 21-D21-C21-B

21-E 21-F 21-G 21-H
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図 22.核仁周囲にクロマチン集積がなかった GV 期卵の GVBDから第⼀極体放出後までのタイムラプス画像 

(18-A)核仁周辺にクロマチン集積が⾒られない。(18-B,C,D)核仁が GV表⾯に移動し、GVBDが起きている。(18-E,F,G,H)GVBD後、

約 14 時間後に第⼀極体が放出された。 
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図 23.出産まで⾄った症例の各イベントのタイムラプス画像（新鮮胚移植、2023/1/14 出産） 

GV 期にクロマチンの集積が⾒られ(19-A)、GVBDが起き(19-B)、第⼀極体が放出され(19-C)、成熟卵となる。ICSI施⾏後、2 前核の

形成(19-D)、２分割期(19-E)、４分割期(19-F)で新鮮胚移植し、38週 4⽇で健児の出産に⾄った（出産時 2825g）。 
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図 24.出産まで⾄った症例の各イベントのタイムラプス画像（新鮮胚移植、2023/2/5出産） 

GV 期にクロマチンの集積が⾒られ(20-A)、GVBDが起き(20-B)、第⼀極体が放出され(20-C)、成熟卵となる。ICSI施⾏後、2 前核の

形成(20-D)、２分割期(20-E)、４分割期(20-F)で新鮮胚移植し、39週 4⽇で健児の出産に⾄った（出産時 2718g）。 
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図 25.出産まで⾄った症例の各イベントのタイムラプス画像（凍結融解胚移植、2022/6/19出産） 

GV 期にクロマチンの集積が⾒られ(21-A)、GVBDが起き(21-B)、第⼀極体が放出され(21-C)、成熟卵となる。ICSI施⾏後、2 前核

の形成(21-D)、２分割期(21-E)、４分割期(21-F)、8細胞期(21-G)、胚盤胞の形成(21-H)を確認後に凍結。その後、ホルモン補充周期

の凍結融解胚移植し、39週 4⽇で健児の出産に⾄った（出産時 3240g）。 
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