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要旨：本研究では，異なるcompaction形成過程を経た胚盤胞の特徴ならびにその正倍数性を調査した．正常
な発育を経てcompactionを形成する群をControl（C群），compaction形成時に細胞が取り残される（I群），
compaction形成途中で割球を排出する（Ⅱ群）の3群に分類し，IおよびⅡ群が観察される胚の特徴（発育速度お
よび分割様式）および正倍数性について調査した．胚盤胞到達時間においてⅡ群はC群と比較して有意に遅い値を
示した．direct cleavage，reverse cleavageが発生した胚をabnormal cleavage（AC）と定義した．ACの発生頻
度おいて，I群はC群と比較して有意に高い値を示した．Ⅱ群が観察された場合，euploidy胚である可能性が低く
なることが示された．I群はACが確認された場合に多く発生し，Ⅱ群が確認された場合は胚盤胞到達までに時間
がかかる．Ⅱ群が観察されるとeuploidy胚である可能性が低くなることが示された．
キーワード：Compaction，EmbryoScope+，着床前遺伝学的検査

Abstract: In this study, we investigated the characteristics of blastocysts undergoing different processes 
of compaction formation and their euploidy. The blastocysts were divided into three groups: the group 
that forms compaction through normal development was designated the Control (group C), blastomeres 
left behind during compaction (group I), and blastomeres ejected during compaction (group II). The 
characteristics of the embryos observed in groups I and II, embryonic development speed and division 
pattern, and euploidy were examined. In terms of blastocyst arrival time, group II was significantly 
slower than group C. Regarding the number of blastocyst arrival days (day5 or 6), group I and group 
II showed significantly higher values than group C. Embryos in which direct cleavage and reverse 
cleavage occurred were defined as abnormal cleavage (AC). The frequency of AC was significantly 
higher in group I than in group C. In group I, euploidy occurred more frequently when AC was confirmed, 
and in group II, it took longer to reach the blastocyst stage. The euploidy rate was low in group II, 
suggesting that there may be some relationship between the phenomenon of ejection of blastomeres 
during compaction and euploidy of embryos.
Key words: Compaction, EmbryoScope+, Preimplantation genetic testing for aneuploidy

－原著－

はじめに

体外受精の成功率を高めるためには染色体数的異常胚の
移植を避け，正倍数性胚を移植することが重要である．現在
の技術において，正倍数性胚の選別に最も有効な方法は着
床前胚異数性検査（Preimplantation genetic testing for 
aneuploidy: PGT-A）である．PGT-Aにおいては，正倍数性
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胚を移植することで流産率が減少し，治療期間が短縮され
るなど，その有用性を示唆する報告 1–3）が散見されている．
近年においてはTrophectoderm-Biopsy（以下TE-Biopsy）が
主流な方法であるが，TE-Biopsyを実施するためには胚盤
胞に発育することが前提となり，またTEを生検することは
侵襲的である．そのため，非侵襲的に正倍数性胚を見極める
方法の確立が重要である．非侵襲的な方法としてタイムラ
プスインキュベーターによる動的解析が考えられる．タイ
ムラプスインキュベーターは，従来では観察し得なかった
胚の発育速度や分割様式などを確認できるため，より詳細
な胚観察が可能である．タイムラプスインキュベーターを
用いた動的解析により，臨床成績が向上するとの報告が存
在する 4–6）．タイムラプスインキュベーターによる動的観察
で，1細胞が3細胞以上に分割するdirect cleavageや一度分
裂した2つの細胞が融合する reverse cleavageといった現象
が確認されると胚盤胞形成率や着床率が低くなるとの報
告 7, 8）があり，分割の規則性は重要と考えられる．これまで
の研究報告によると，タイムラプスによる動的評価を用い
ることで培養初期の情報で良好胚盤胞になりうる胚を予測
することができると報告されている 9–11）．さらに，Day5と
Day6ではDay5の胚盤胞は着床率が高いとの報告 12, 13）や近
年の培養技術の向上から，Day4で胚盤胞に発育する胚も存
在することを考慮すると，発育速度を加味することも重要
と考えられる．また，桑実胚形成過程が妊娠率に影響を及ぼ
すとの報告 14, 15）がある．具体的には，妊娠に至った胚盤胞
はcompactionを開始してから完了するまで時間が速い．こ
のことから，compaction形成過程も重要な因子であるとい
える．タイムラプスインキュベーターを使用し，より詳細に
compaction形成過程（開始から完了の過程）を観察するこ
とで，妊娠する可能性が高い胚の選別が可能であると考え
られる．そこで本研究では，タイムラプスインキュベーター
を使用し非侵襲的に正倍数性胚を識別する方法を調査した．
具体的には，胚発育過程において桑実胚形成時に，部分的に
compactionを形成する現象に着目し，異なるcompaction形
成過程を経た胚盤胞の特徴ならびにその正倍数性を調査す
ることで動的観察により正倍数性胚を見極められるか検討
した．

対象と方法

1．対象
2019年から2020年において着床前染色体診断を実施し

た142症例237個の胚盤胞を対象とした．なお，当院倫理委
員会の承認を得て実施し，オプトアウトの方法としては院
内掲示にて情報公開している．

2．研究デザイン
compaction形成過程は3群に分類した．正常な発育を経

てcompactionを形成する群をControl（C群），compaction
形成時に細胞が取り残される群（Ⅰ群），compaction形成途
中で割球を排出する群（Ⅱ群）とした（図1）．各群における

患者背景（年齢，採卵時のAMH，初診時における不妊の原因）
を調査した．また，ⅠおよびⅡ群が観察される胚の特徴，具
体的には発育速度，分割様式および正倍数性について調査
した．発育速度においては，胚盤胞到達時間および到達日数
（Day5またはDay6），分割様式においては，direct cleavage，
reverse cleavageが発生した胚をabnormal cleavage（以下
AC）とし，ACの有無で比較した．Gardner分類の拡張度合
い3に発育した時点を胚盤胞に到達したと定義した 16）．最
後に，C群とⅠおよびⅡ群の間にeuploidy発生頻度の違い
があるか調査した．胚盤胞の倍数性に関しては，正倍数性，
モザイク，異数性の3群に分類した．モザイクにおいては，
異常20％超をカットオフポイントとし，これよりも低度（＜
20％）の場合は正常（正倍数体）に，80％超の場合は異常（異
数体）に，20–80％の場合をモザイクと定義した．

3．調節卵巣刺激および胚培養
ゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH）アゴニスト法また

はGnRHアンタゴニスト法を用いて卵巣刺激を行った．ヒト
絨毛性ゴナドトロピンを注射した36時間後に経腟超音波下
にて採卵を行った．前培養3–4時間後に顕微授精を施行し
た．培養液はGlobal（LifeGlobal, Guelph, ON, Canada）を用
いた．顕微授精施行直後から培養液に胚を移し培養を開始し
た．胚培養には，EmbryoScope＋TM（Vitrolife, Gothenburg, 
Sweden）を使用し，37℃，5% O2，6% CO2，89% N2の気
相条件で最大6日間培養した．

4．TE-Biopsy
Biopsyは，必要分のTE細胞をBiopsyピペット内へ吸引

して，レーザー照射（300 μs）にて細胞を切る方法（Pull法）
を用いた．正常受精が確認された胚を受精5日目もしくは6
日目まで培養し，ガードナー分類における3 BB以上に育っ
た胚盤胞の内部細胞塊（inner cell mass: ICM）から離れた位
置のTE細胞をBiopsyの対象とした．レーザー穿孔装置
LYKOS（Hamilton Thorne社）を用いて透明帯開口および
Biopsy， Assisted Hatching（AHA）を行った．Holdingピペッ
トで固定した胚のTE細胞が多く，より膨らみのある個所を
3時方向からレーザー照射（90 μs）にて微小な透明帯開口を
行い，その後，Biopsyピペットにて，透明帯の内側に密着し
たTE細胞を剥がすように培養液を囲卵腔内へ吹き入れ，微
小な透明帯開口部を徐々にレーザー照射（120 μs）にて広げ
ていき，Biopsyピペットの内径と同程度の開口部を作成し
た．開口部からBiopsyピペットの内径を半分ずらし，細胞
が突出できるスペースを設け，培養液を吹き入れることで
囲卵腔が広がると同時にTE細胞を動かし突出させ，突出し
た細胞を採取した．採取細胞数においては4-5個の細胞を目
安に採取し 17, 18），Biopsy後は胚盤胞が収縮しており，AHA
をより安全に行えるためTE Biopsy後に透明帯の4分の1程
度AHAを施行した 19）．
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5．Tubingおよびnext generation sequencing解析
TE Biopsyで得られた細胞検体は，PBS（1％ PVP含有）

にて顕微鏡下で洗浄後，あらかじめ検体番号を記入し，底部
にPBS（1％ PVP含有）の微少な小滴（1.5 μl）を作成した
細胞検体保存用の0.2 mlチューブ（Eppendorf PCR Tubes，
0.2 ml）に移動させ，マイナス20℃以下で冷凍保存を行った．

TE Biopsyで得られた細胞検体の next generation 
sequencing解析は，Takeuchi20）の報告に沿って自施設で実
施した．

6．統計解析
統計解析はBellCurve for Excel（株式会社 社会情報サー

ビス，東京，日本）を使用した．バージョンは3.20である．
χ2検定，クラスカル・ウォリス検定およびロジスティクス
回帰分析を用い，χ2検定における3群間の比較においては
ボンフェローニ補正を実施した．統計学的解析の有意水準
はP < 0.05とした．

結　果

本検討の対象となった，compaction形成過程において分
類した胚盤胞数，症例数および患者背景は表1に示したとお
りである．

表2より，胚盤胞到達時間においてⅡ群（108.70±10.48）
はC群（102.50±7.86）と比較して有意に遅い値を示した（P 
< 0.05）．また，胚盤胞到達日数において（Day6で胚盤胞に到
達した数），Ⅰ群（18/58：31.0%）およびⅡ群（10/30：33.3%）
はC群（16/203：7.9%）と比較して有意に高い値を示した（P 
< 0.01）．ACの発生頻度おいて，Ⅰ群（24/58：41.4%）はC群
（28/203：13.8%）と比較して有意に高い値を示した（P < 
0.05）．ロジスティクス回帰分析の結果，Ⅰ群のオッズ比は
0.8514 [0.4395–1.6493]であり，Ⅱ群においては0.2712 
[0.0792–0.9284]であり，Ⅱ群が観察されると正常な発育を
経てcompactionを形成した場合より，euploidy胚である可能
性が低くなることが示された（表3）．

考　察

本研究の結果から，Ⅰ群はACが確認された場合に多く発
生し，Ⅱ群が確認された場合は胚盤胞到達までに時間がか
かることが示された．ロジスティクス回帰分析の結果から，
Ⅱ群が観察されるとeuploidyである可能性が低くなること
が示されたことから，compaction形成途中で割球を排出す
る現象と胚の正倍数性獲得に関連がある可能性が示唆され
た．
これまでの報告 14, 15）では，桑実胚形成過程が妊娠率に影

図1 compaction形成過程を3群に分類した．正常な発育を経てcompactionを形成する群（control群），compaction形
成時に細胞が取り残される群（Ⅰ群），compaction形成途中で割球を排出する群（Ⅱ群）とした．
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響を及ぼすとされており，胚の桑実胚形成パターンと胚発
生に注目した研究は多数報告されている．例えば，8細胞期
以前にcompactionを開始した胚は，in vitroで異常な発育を
示し 21），5日目に compactionを完了した胚は，4日目に
compactionを完了した胚に比べて，良好胚盤胞に発育する
能力が低下するとの報告 22）がある．さらに，compaction形
成パターンは，移植後の妊娠率にも影響すると報告 23, 24）さ
れている．この原因としては，C群と比較しⅠおよびⅡ群と
もにDay6で胚盤胞に到達する割合が有意に高いことが考え
られる．Ⅰ群においては，compaction形成時に取り残され

た割球が胚盤胞の拡張を阻害している可能性が示唆される．
Ⅱ群はC群と比較し胚盤胞到達時間が有意に長いことから，
compaction形成開始から初期胚盤胞に到達するまでに時間
を要している可能性が考えられる．胚盤胞到達までの時間
が長いほど，妊娠率が低くなると報告 14）されていることか
ら，桑実胚の期間が長くなるほど，正倍数性胚の獲得率が減
少する可能性が考えられる．つまり，胚盤胞に到達するまで
の時間を要する原因としてcompaction形成途中で割球を排
出する現象が考えられ，このことが原因でeuploidy胚の獲
得が低下すると考えられる．

表1　患者背景

 Control Ⅰ Ⅱ

n（%） 203/291 (69.8) 58/291 (19.9) 30/291 (10.3)
周期数 103 46 25
年齢（歳）a 39.76 ± 4.17 38.95 ± 4.07 39.47 ± 5.26
AMHb（μg/L）a 2.54 ± 2.31 3.16 ± 3.01 3.02 ± 2.40

初診時における不妊原因
　男性因子，n（%） 20 (19.4) 10 (21.7) 5 (20.0)
　卵管因子，n（%） 8 (7.8) 3 (6.5) 2 (8.0)
　卵巣機能不全，n（%） 8 (7.8) 3 (6.5) 1 (4.0)
　子宮因子，n（%） 7 (6.8) 1 (2.2) 0 (0.0)
　原因不明，n（%） 25 (24.3) 13 (28.3) 7 (28.0)
　複合因子，n（%） 22 (21.4) 13 (28.3) 7 (28.0)
　その他，n（%） 13 (12.6) 3 (6.5) 3 (12.0)

aデータは平均値±標準偏差で示した．bAMH: anti-Mullerian hormone.

表2　コンパクション形成過程の違いが胚発生に及ぼす影響

n Control Ⅰ Ⅱ
 203 58 30

胚盤胞形成時間（h）a 102.50 ± 7.86c 104.90 ± 8.56cd 108.70 ± 10.48d

胚盤胞到達日数（Day 5），n（%） 187/203 (92.1) 40/58 (69.0) 20/30 (66.7)
胚盤胞到達日数（Day 6），n（%） 16/203 (7.9)e 18/58 (31.0)f 10/30 (33.3)f

正常分割，n（%） 175/203 (86.2) 34/58 (58.6) 25/30 (83.3)
異常分割，n（%） 28/203 (13.8)g 24/58 (41.4)h 5/30 (16.7)g

良好胚盤胞 b，n（%） 194/203 (95.6)i 47/58 (81.0)j 27/30 (90.0)ij

その他の胚盤胞，n（%） 9/203 (4.4) 11/58 (19.0) 3/30 (10.0)

aデータは平均値±標準偏差で示した．b良好胚盤胞は内部細胞塊，栄養外胚葉のグレード両方がB以
上のものと定義した．c–dP < 0.01，e–fP < 0.01，g–hP < 0.01，i–jP < 0.01．

表3　コンパクション形成過程における特定の現象と正倍数性胚獲得との関係

 コンパクション形成 胚盤胞における 現象 オッズ比 95%信用区間
 過程における現象 倍数性 + –

 Ⅰ 正倍数性，n 15 59 0.8514 0.4395–1.6493
  その他，n 43 114

 Ⅱ 正倍数性，n 3 59 0.2712 0.0792–0.9284
  その他，n 27 114
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3群間において平均年齢に差がないことからⅠおよびⅡ
群は患者年齢に関係なく，ある一定数，現象として確認され
ることがわかる．胚盤胞を形成した胚のなかで，Ⅰ群
19.9%，Ⅱ群10.3%であり，それぞれの発生頻度は高くない．
これは，今回の検討は胚盤胞に到達した胚のみを抽出して
いるため，ⅠおよびⅡ群が現象として確認された胚の多く
はそもそも胚盤胞まで到達しない可能性が高いと考えられ
る．ACの発生頻度において，Ⅰ群はC群と比較して有意に
高い値を示したことから，Ｉ群においてcompaction形成時
に取り残された割球はACに由来する割球である可能性が高
いことが示唆された．direct cleavageや reverse cleavageと
いった現象が確認された胚は，正常分割した胚と比較する
と胚盤胞に到達しない可能性も高いが，胚盤胞に発育すれ
ば，正倍数性胚である可能性は十分にあると考えてよい．良
好胚盤胞形成率において，Ⅰ群はCおよびⅡ群と比較して有
意に低い値を示したが，約80%が良好胚盤胞に到達してお
り，表3の結果からもeuploidy胚がControlと同様に得られ
ている．つまり，Ⅰ群の現象が確認されたとしても，胚盤胞
に到達していれば移植に供する価値が十分にあるといえる．
しかし，Ⅱ群の場合は，90%が良好胚盤胞であるにも関わ
らず， C群と比較するとeuploidy胚が得られる可能性は低
い．このことは，良好胚盤胞であってもⅡ群の現象が確認さ
れた場合は，euploidy胚である可能性は低い．つまり，妊娠
に至る胚盤胞ではない可能性が高いと考えられることから，
移植に供する優先順位を下げる必要がある．Ⅱ群の現象は
胚選別の際の１つの判断材料になると考えられる．良好胚
盤胞に発育していても，どのように発育したのか動的に観
察することで妊娠する可能性の高い胚盤胞を選択すること
が可能であるといえる．
本研究の結果から，Ⅰ群はACが確認された場合に多く発

生する．ACが確認された場合，Biopsy可能な良好胚盤胞を
獲得する可能性は低くなるが，胚盤胞に到達していれば正
倍数性胚を獲得できる確率はC群と同等であることが示さ
れた．また，Ⅱ群が確認された場合は胚盤胞到達までに時間
がかかり，ロジスティクス回帰分析の結果からeuploidy胚
である可能性が低くなることが示された．
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