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略語一覧 

 

ART：assisted reproductive technology、生殖補助医療 

EIC：extracted ion chromatogram、抽出イオンクロマトグラム 

FFA：free fatty acid、遊離脂肪酸 

HPLCまたは LC：high-performance liquid chromatography、 

高速液体クロマトグラフィー 

HRMS：high resolution mass spectrometry、高分解能質量分析 

IVF：in vitro fertilization、体外受精 

MS：mass spectrometry、質量分析 

MS2：一次プロダクトイオンスペクトル（MS2スペクトル） 

RT：retention time、保持時間 

TIC：total ion chromatogram、トータルイオンクロマトグラム 

FFA 8:0、カプリル酸 

FFA 10:0、カプリン酸 

FFA 12:0、ラウリン酸 

FFA 14:0、ミリスチン酸 

FFA 16:0、パルミチン酸 

FFA 16:1、パルミトレイン酸 

FFA 18:0、ステアリン酸 

FFA 18:1、オレイン酸 

FFA 18:2、リノール酸 

FFA 18:3、-リノレン酸 

FFA 20:1、エイコセン酸 

FFA 20:4、アラキドン酸 

FFA 20:5（EPA）、エイコサペンタエン酸 

FFA 22:6（DHA）、ドコサヘキサエン酸 
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第 1章 

 

生殖補助医療（assisted reproductive technology；ART）について 
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1-1 要約 

 日本では、女性のライフスタイルの変化や社会進出に伴い晩婚化が進んでいる。女性

の年齢は妊孕性に大きく負の影響をもたらすため、不妊治療患者は増加している。本章

では、不妊症に関する歴史や治療方法などの概要をまとめ、第 2章で述べる本研究の背

景と目的について詳述する。 

 

1-2 緒言  

 日本産科婦人科学会では、生殖年齢の男女が妊娠を希望し、一般的に 1年間避妊する

ことなく通常の性交を継続的に行っているにもかかわらず、妊娠の成立をみない場合を

不妊症の定義としている（なお、妊娠のために医学的介入が必要な場合は期間を問わな

い）。従来、2年間とされていた不妊期間は平成 27年 8月に 1年間へと短縮された。変

更の経緯として、海外の諸機関（World Health Organization；WHO、American Society 

for Reproductive Medicine；ASRM、European Society of Human Reproduction and 

Embryology；ESHRE）の不妊の定義が 1年の不妊期間としていることが挙げられる。

加えて、日本において女性の妊娠する年齢が上昇する中で、不妊症の定義の変更により、

女性がより早期に適切な不妊治療を受けることを期待したものである[1]。 

 一般的に、排卵日近くに性生活を持った場合、約 15～30%の確率で妊娠する。カッ

プルの 6～8組に 1組が不妊症の定義に当てはまると言われている。なお、女性の年齢

が上昇するに伴い妊孕性が低下するため、不妊に悩むカップルの割合は増加する。不妊

の原因には、女性側、男性側、女性と男性両方、男女ともに明確な不妊原因が認められ

ない原因不明の場合もある。表 1に示す通り、女性側の不妊原因としては卵管因子、子

宮因子、排卵因子、免疫因子、頸管因子、子宮内膜症が挙げられる。卵管因子、排卵因

子、男性因子は頻度が高く、不妊症の 3大原因と言われている[2]。 

 

表 1. 不妊原因の分類 

 



－6－ 

不妊のリスク因子として、女性側では月経異常、性感染症・骨盤腹膜炎、子宮筋腫、

子宮内膜症があり、男性側では幼少期のヘルニア手術や停留睾丸手術、おたふく風邪な

どによる睾丸炎の既往、成人期の糖尿病がある[2]。 

不妊治療には、不妊原因に対する治療、タイミング療法、人工授精を行う一般不妊治

療と体外で配偶子や受精卵の操作を行う生殖補助医療（ assisted reproductive 

technology；ART）に大別される。 

  

1-3 ARTの歴史 

 1978年にイギリスでEdwardsとSteptoeが卵管因子の不妊カップルに体外受精（in vitro 

fertilization：IVF）を行い、世界初の“試験管”ベビーの出生に成功した[3]。日本では、

1983 年に東北大学で鈴木雅洲らが日本初の体外受精に成功した[4]。1984 年には、

Zeilmaker らによりヒト胚の凍結・融解胚移植の技術を用いて初の児が出生した[5]。

1992 年になると、Palermo らにより ICSI（intracytoplasmic sperm injection：卵細

胞質内精子注入法）が開発され[6]、乏精子症や精子無力症などの男性因子の不妊患者

も挙児を得ることが可能となった。また、射出精液中に精子を認めない無精子症の患者

であっても、精巣組織から精子を回収する TESE（testicular sperm extraction）によ

り精子が得られれば、ICSIにより不妊治療を実施できる。このように、ARTにおける

高度な技術は次々と開発され、不妊症患者に大きな福音をもたらしている。 

 最近では、ART と遺伝医学が融合した発生遺伝医学が登場し、着床前スクリーニン

グ（preimplantation genetic screening；PGS）が倫理的な問題を抱えている。この技

術は IVF で得られた胚の一部を採取し、染色体構造異常や異数性を診断することを目

的としている。PGSで胚に異常を認めた場合、対象の胚は胚移植を行わず廃棄される。

また、ドナー獲得を目的としたHLAタイピングや男女産み分けに利用される場合があ

る。そのため、日本では優生思想や倫理面に配慮し、日本産科婦人科学会が着床前診断

に関する倫理見解を公表して実施を規制している[7]。 

 

1-4 ARTの実際 

 10 個前後の成熟卵子を得ることを目的として、前周期から今周期にかけて女性に調

節卵巣刺激を行う（図 1）。採卵の 35 時間前にヒト絨毛性ゴナドトロピン（human 

chorionic gonadotropin；hCG）もしくは GnRH agonistを投与し、経腟超音波ガイド

下に卵胞を穿刺して採卵を実施する。卵子は、卵丘細胞-卵子複合体の状態で回収され

る。採卵当日、男性は採精し精液を採取する（採卵当日に採精できない場合は、事前に

精子を凍結保存しておく方法もある）。採卵後、卵丘細胞-卵子複合体は 6%CO2、5%O2、

89%N2 気相下にて 4～5 時間の前培養を行い、通常の体外受精（conventional-IVF；

C-IVF）もしくは顕微授精（ICSI）によって媒精を実施する。C-IVF は卵丘細胞-卵子
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複合体と調整した精子を一緒に培養する方法で体外に取り出してはいるが、より自然に

近い状態での受精方法となる。そのため、精子側の因子がより重要となり、精液所見正

常の患者が対象である。媒精濃度は、通常 5～10万/mLである（図 2）。一方、ICSIは

卵丘細胞-卵子複合体にヒアルロニダーゼ処理を行って卵丘細胞を除去後、顕微鏡下で

成熟卵子の卵細胞質内に不動化した精子 1個を注入する方法である（図 2）。 

 

 

図 1. ARTの流れ 

（実線枠は女性、点線枠は男性の治療、二重線枠は体外での操作） 

 

 

 

図 2. ダブルディッシュを用いた C-IVF（左）と ICSI（右）の模式図 
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媒精から約 18 時間後に受精の確認を行う。雌雄の前核を認めた受精卵（胚）は、培

養液のドロップを作製しミネラルオイルで覆ったディッシュを用いるマイクロドロッ

プ法（図 3）で個別に培養する。胚はオートクリン作用を有していると考えられており、

大容量の培養液を用いた培養より小容量の培養液で培養した方が良好な発育が得られ

る[8]。そのため、多くの IVF 施設でマイクロドロップ法による培養が行われている。

ミネラルオイルで培養液を被覆することで、インキュベーター外での胚操作の際、培養

液の pHと浸透圧の上昇を抑え、温度の低下を防ぐ効果がある。胚は順調に発育した場

合、培養 2日目で 4細胞、培養 3日目で 8細胞、培養 4日目で桑実胚、培養 5～6日目

で胚盤胞になる（図 4）。胚移植は培養 2~6 日目に行われ、子宮内膜に着床する時期は

培養 6~7日目である。 

 

 

図 3. マイクロドロップ法による胚培養（模式図） 

 

 

図 4. ヒト胚の発育過程 
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卵巣の反応が良く、採卵された卵子が多数の場合は、妊娠により症状が悪化する卵巣

過剰刺激症候群を予防するために全胚凍結を行う。新鮮胚移植を行う場合は、子宮内膜

を着床しやすい状態にするために薬物を投与し黄体期管理を行う。全胚凍結の場合は、

次周期以降に薬物投与による内膜調整後に凍結胚移植を行う。胚を凍結保存しておくこ

とによって、良好胚が得られれば一度の採卵で複数回の胚移植を実施できる（図 1）。

余剰胚凍結があれば、新鮮胚移植で妊娠が成立しなかった場合や、第二子希望の場合に

おいても凍結胚移植が実施可能である。凍結技術の進歩により、凍結胚移植は新鮮胚移

植と同等、もしくは同等以上の成績が得られている[9]。 

 

1-5 ARTの課題 

日本において 2013年に ARTで出生した児は 42,554人と報告されており、全出生児

の 24.5人に 1人（4.1%）が体外受精児である[9]。また、2013年までに 38万人以上の

体外受精児が出生しているが、胚移植あたりの妊娠率は28.7%と低値に留まっている[9]。

妊娠しない原因の多くは、胚の染色体異常であり、女性の年齢と共に染色体異常の割合

も増加する。そのため、年々、日本での ART実施件数は増加している。ARTにおける

体外培養では、胚は光の曝露、温度、pH、浸透圧、酸素濃度の変化など種々の負荷が

かかっている。そのため、培養液の改良[10–12]、培養中の酸素濃度の減少[13,14]によ

り、胚盤胞率は改善されてきた。最近では、タイムラプス型インキュベーターの開発[15]

により、胚を外に出さなくても観察できるようになった。しかし、費用対効果の面では

十分な成績が得られているとは言えない。挙児を希望する患者のために、妊娠率の向上

が望まれる。 

ARTによる副作用の一つに、複数個の胚を子宮に移植することで起こる多胎妊娠が

挙げられる。多胎妊娠は、早産や流産あるいは妊娠中毒症などの合併症の発症と児の周

産期死亡や罹患率を上昇させる[16–18]。特に、周産期死亡率は胎児の数に比例して高

くなる。多胎妊娠を予防するためには単一胚移植が効果的であるが、移植あたりの妊娠

率を高めるために、依然として複数胚の移植が実施されている。多胎妊娠を予防するた

めには移植個数を制限する必要があり、日本産科婦人科学会では 1996年に「胚移植個

数は原則 3個以内」との見解を発表した。しかし、3個以内の胚移植であっても 2%前

後に品胎妊娠が成立すると言われていることから、2008年に「胚移植個数は原則とし

て単一、35歳以上の女性、または 2回以上続けて妊娠不成立であった女性などについ

ては 2個移植を許容する」と改正した[19]。妊娠率を低下させないためには、最も良好

な胚を選別し単一胚移植を行う必要がある。 

現在では、一般的に形態的な胚発育評価方法がIVFで使われているが、これらの方法

は良好胚の選別において、満足できる結果が得られていない[20]。また、胚培養士によ

る観察者間や観察者内での精度や正確性の問題も指摘されている[21,22]。形態的評価方



－10－ 

法で複数の胚が同様のグレードの場合、着床する最も良質な胚の選別に苦慮する。その

ような場合において、胚発育と相関し補完的な生化学情報を提供しうるバイオマーカー

が必要とされる。 

 

1-6 結論 

1978年に最初の体外受精児が誕生してから、ARTによって全世界では 500万人以上

の児が出生していると推計されている[23]。日本だけでなく世界においても、ARTの需

要は今後も高まる見込みである。不妊症患者に大きな恩恵をもたらしている ARTだが、

成功率の低さを改善することが継続した課題となっている。 

胚移植あたりの妊娠率を高めるためには、現在用いられている形態学的評価以外の評

価方法の導入が必要である。本研究では、胚発育と相関するバイオマーカーの検出を目

的として、使用済みの胚培養液の脂肪酸解析を行ったので、その結果を第 2章に詳述す

る。 
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第 2章 

 

液体クロマトグラフィー高分解能質量分析を用いた 

胚培養後の使用済み培養液の脂肪酸解析 

 

（論文掲載済み：Clinica Chimica Acta. Vol.456, 2016, pp.100-106） 
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2-1 要約 

 本研究の目的は、体外受精において廃棄される使用済みの胚培養液を用いて、新たな

胚選別方法としての可能性を検証することである。液体クロマトグラフィー高分解能質

量分析（Liquid chromatography-high resolution mass spectrometry；LC-HRMS）を

用いて、不妊治療患者 15 症例の胚培養後の培養液の脂肪酸解析を行った。必須脂肪酸

であるドコサヘキサエン酸（docosahexaenoic acid；DHA）の変化率の減少は、胚発育

と相関する結果が得られた。 

 

2-2 緒言 

 生体試料の分離のために、ガスクロマトグラフィー（gas chromatography；GC）と

高速液体クロマトグラフィー（high-performance liquid chromatography；HPLC ま

たは LC）が広く使われている。GC は分析対象物質の気化が必要なため、熱安定性物

質だけに適用できる。また、GCは前処理として、メチル化のような時間のかかる面倒

な誘導体化が必要である。対照的に、HPLCはほとんどの場合で誘導体化を必要としな

い。HPLCや質量分析（mass spectrometry；MS）または LCと MS を接続した分析

法である LC/MS は、機器の進歩と LC/MS の応用範囲の広がりに伴って臨床化学の分

野で広く普及している。高分解能質量分析（high resolution mass spectrometry；HRMS）

は、血清や細胞や培養液のような複雑なマトリックスである試料でも、正確な質量測定

を行うことによって分子の構造を決定することができる優れた方法である。LC と

HRMSの組合せまたは LC-HRMSは、分析物を一度の測定で広範囲にわたって解析す

ることで、高感度で網羅的、定性的、半定量的な分析を提供することができる。

LC-HRMSは、胚発育に関して正確で網羅的な情報を得ることで ARTにおける妊娠率

を改善する強力なツールとなりうる。本研究の目的は、IVFで得られた胚培養液におい

て、ヒト胚の発育と遊離脂肪酸の変化の関係を検討することである。 

バイオマーカーの測定のために使われるサンプルは、患者への負担がなく胚に対して

侵襲性がない状態で得られなければならない。患者や胚に対して非侵襲性のサンプルと

して、採卵時に回収でき卵子を回収後に廃棄される卵胞液がある。卵胞液を利用して、

遊離脂肪酸[1,2]、タンパク質[3]、アミノ酸、糖、脂質などの代謝物[4–7]を分析して、

卵子の発育能力や胚の生存能力を予測できたという報告がある。通常、採卵時は15 mL

程度の容量のスピッツに卵胞液を吸引するため、複数の卵胞液が1本のスピッツに混在

する。卵胞液と卵子の発育をトレースするためには、卵胞ごとに卵子を回収し培養する

必要がある。そのため、卵胞液をサンプルとして使用することは、採卵操作だけでなく、

その後の培養や媒精操作が煩雑になる欠点がある。 

一方、胚培養に使用した培養液も非侵襲性のサンプルとして挙げられる。これは、胚

培養が終了した後に廃棄される試料である。マイクロドロップ法で胚を個別に培養すれ
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ば、簡単に使用済みの培養液と胚の発育をトレースすることができる。これらの点から、

使用済みの培養液は最も優れた非侵襲性のサンプルと言える。現在までに、使用済み培

養液の潜在的バイオマーカーがいくつか報告されている。顕微蛍光測光法やプロトン核

磁気共鳴（1H-nuclear magnetic resonance；1H-NMR）を用いてのピルビン酸、グル

コース、乳酸の代謝[8–13]や、蛍光標識HPLCや 1H-NMRによるアミノ酸解析[14,15]、

さらにはラマン分光法や近赤外線分光法（near-infrared spectroscopy；NIRS）による

メタボロミクスの報告がある[16–19]。また、他にもいくつかの潜在的バイオマーカー

と技術が報告されている[20]。しかし、我々の知る限りにおいて LC-HRMSを使用して

いる論文はなかった。 

本研究で我々はヒト体外受精において、LC-HRMSを用いた使用済み胚培養液中の脂

肪酸に関するメタボローム解析へのアプローチを行った。 

 

2-3 対象と方法 

2-3-1 試薬 

LC/MSグレードのメタノール、アセトニトリル、蒸留水は関東化学株式会社（東京、

日本）、酢酸アンモニウム、カプリル酸（オクタン酸、FFA 8:0）、カプリン酸（デカン

酸、FFA 10:0）は和光純薬工業株式会社（大阪、日本）から購入した。ラウリン酸（ド

デカン酸、FFA 12:0）、ミリスチン酸（テトラデカン酸、FFA 14:0）、パルミチン酸（ヘ

キサデカン酸酸、FFA 16:0）、ステアリン酸（オクタデカン酸、FFA 18:0）は東京化成

工業株式会社（東京、日本）から購入した。オレイン酸（（Z）-オクタデカ-9-エン酸、

FFA 18:1）、リノール酸（（9Z,12Z）-オクタデカ-9,12-ジエン酸、FFA 18:2）、-リノレ

ン酸（（9Z,12Z,15Z）-オクタデカ-9,12,15-トリエン酸、FFA 18:3）、エイコセン酸（(Z)-

イコサ-11-エン酸、FFA 20:1）、アラキドン酸（（5Z,8Z,11Z,14Z）-イコサ-5,8,11,14-テ

トラエン酸、FFA 20:4）、エイコサペンタエン酸（（5Z,8Z,11Z,14Z,17Z）-イコサ

-5,8,11,14,17-ペンタエン酸、FFA 20:5 または EPA）、ドコサヘキサエン酸

（（4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z）-ドコサ-4,7,10,13,16,19-ヘキサエン酸、FFA 22:6または

DHA）はシグマアルドリッチ（セントルイス、ミズーリ州、アメリカ）から購入した。 

 

2-3-2 機器 

クロマトグラフィーの分析は送液ポンプ（LC-20AD）、オートサンプラ（SIL-20A）、

カラムオーブン（CTO-20A）を搭載した HPLC Prominence（島津製作所、京都）で

行った。高分解能質量分析は、Surveyor MSポンプとオートサンプラを接続した LTQ 

Orbitrap XL質量分析計（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社、ウォルサム、

マサチューセッツ州、アメリカ）を使用した。 
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2-3-3 分析条件 

HPLC：Surveyor MSポンプ仕様 

カラム ：Hypersil Gold C8, 1.9 m, 2.1 mm x 50 mm 

（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社） 

移動相 ：A液＝10 mM酢酸アンモニウム水 

B液＝アセトニトリル 

初期の溶媒濃度（A／B：50／50）を 2 分間維持し、2 分から 5 分

まで直線的に転換させ（A／B：1／99）、5分から 20 分まで溶媒濃

度（A／B：1／99）を維持した。そして 22 分までに直線的に転換

させ（A／B：50／50）、さらに 25 分まで溶媒比を維持して平衡化

させた。 

FFA 8:0（カプリル酸）、FFA 10:0（カプリン酸）の追加解析では、

（A／B：80／20）を 2分間維持し、2分から 16分まで直線的に転

換させ（A／B：1／99）、16 分から 20 分まで溶媒濃度（A／B：1

／99）を維持した。そして 22分までに直線的に転換させ（A／B：

80／20）、さらに 28分まで溶媒比を維持して平衡化させた。 

注入量 ：10 L 

移動相流量 ：0.2 mL/min 

カラム温度 ：40℃ 

 

MS：LTQ Orbitrap XL 

イオン源 

ESIスプレー電流 ：‐2,500 V, 

キャピラリー温度 ：330℃ 

FT-MS 

測定m/z範囲 ：135～900 

分解能  ：60,000 

質量確度  ：5.0 ppm 

極性  ：ネガティブイオンモード 

CID電圧  ：35 V 

 

なお、FFA 22:6（DHA）に関しては強度が小さかったため、MS2の解析をプロダクト

イオンスキャンで行った。 
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2-3-4 サンプル回収 

 神谷レディースクリニック（札幌、日本）にて IVFを受けた女性 27～44歳（平均年

齢±標準偏差：35.3±4.9 歳）の 15 組の不妊症カップルを対象とした（表 1）。年齢や

不妊原因に偏りは認められなかった。これらのカップルから受精卵培養後の廃棄される

培養液の解析に関する研究へ参加することの同意を得た。本研究は、神谷レディースク

リニック（承認番号 10）及び北海道大学大学院保健科学研究院（承認番号 14－4）の

倫理委員会の承認を得て行った。 

 

表 2. 不妊患者のプロフィールと使用済み培養液のサンプル数の内訳 

 

  

良好発育胚由来 不良発育胚由来

1 29 卵管 4 0

2 37 男性 1 2

3 33 原因不明 4 1

4 31 原因不明 2 2

5 42 男性、排卵 1 3

6 41 排卵 2 1

7 38 排卵 1 2

8 34 排卵 4 2

9 36 卵管 1 1

10 44 排卵 3 3

11 38 男性、排卵 1 2

12 33 男性 1 1

13 27 男性 4 1

14 37 原因不明 1 1

15 29 排卵、免疫 2 1

Total - - 32 23

体外受精
患者№

年齢（歳） 不妊原因
使用済み培養液のサンプル数
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症例ごとに最適の調節卵巣刺激プロトコールを行った。IVFで得られた受精卵 55個

を 35 mmペトリディッシュ（Falcon 1008、ベクトン・ディッキンソン、フランクリ

ン・レイクス、ニュー・ジャージー州、アメリカ）を使用し、ミネラルオイル（FertiCultTM 

Mineral Oil、FertiPro NV、ベールネム、ベルギー）で覆われた 20 Lの培養液ドロ

ップ（Continuous Single CultureTM Complete、アーバイン・サイエンティフィック、

サンタアナ、カリフォルニア州、アメリカ）で個別に 6日間培養した。公表されている

培養液の組成を表 2に示す。対照として、各培養ディッシュに胚を含まないドロップを

作製し、コントロールと名付けた。胚を培養した使用済みの培養液はサンプルと名付け

た。培養終了後に、コントロール培養液とサンプル培養液をピペッティング操作で 1.5 

mL プラスチックチューブ（ Thermo Scientific™ Snap Cap Low Retention 

Microcentrifuge Tubes、サーモフィッシャー・サイエンティフィック社）に回収し、

‐80℃で保管した。サンプルは、添加物がない状態で少なくとも 3 ヵ月保管しても問

題なかった。 

サンプル培養液は、培養されていた胚の形態学的評価から良好胚盤胞になった良好発

育群と胚盤胞に育たなかった不良発育群に分類した。良好胚盤胞の定義は Gardner 分

類[21]を用いて、培養 5日目では B2以上または 3BC以上、培養 6日目では 4BC以上

の胚とした。本研究に使用した 15 症例 55 個のサンプル培養液の内訳は、良好発育群

32個と不良発育群 23個であった（表 1）。 

‐80℃で保管していたコントロール培養液とサンプル培養液（20 L）を一晩凍結乾

燥処理による濃縮後にメタノール 80 Lで溶解した。その後、フィルター（Cosmonice 

Filter S 0.45 m、ナカライテスク、京都、日本）でろ過し、LC-HRMSのための試料

とした。すべてのアッセイは、二重盲検法による一重測定を行った。試料は症例ごとに

ナンバリングし、最初にコントロール培養液、次に対応するサンプル培養液を測定した。

そのため、胚の発育に関してはランダム測定であった。 
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表 3. 使用した培養液（Continuous Single CultureTM Complete）の組成 

分類 組成 分類 組成 

無機塩類 Calcium Chloride 非必須 

アミノ酸 

 

Alanine 

Magnesium Sulfate Asparagine 

Potassium Chloride Aspartic Acid 

Potassium Phosphate Glutamic Acid 

Sodium Chloride Glycine 

必須 

アミノ酸 

 

Arginine Proline 

Cystine Serine 

Histidine その他アミノ酸 Alanyl-Glutamine 

Isoleucine その他 Sodium Bicarbonate 

Leucine Sodium Citrate 

Lysine Glucose 

Methionine Sodium Lactate 

Phenylalanine EDTA 

Threonine Sodium Pyruvate 

Tryptophan Gentamaicin 

Tyrosine Phenol Red 

Valine HSA（5mg/ml） 

 

2-3-5 データ処理 

Qual Browser 2.0 software（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社）を用

いて、標品、コントロール培養液、及び胚培養後の使用済み培養液に含まれる脂肪酸の

元素組成（element composition）、理論的質量（theoretical mass）、保持時間（retention 

time；RT）、質量確度（mass accuracy）を解析し、各脂肪酸のエリア面積を計算した。

主要脂肪酸の変化率は以下の式で求めた。 

変化率（%）＝（使用済み培養液のエリア面積の値‐コントロール培養液のエリア面積

の値）／コントロール培養液のエリア面積の値×100 

 SIEVETM 2.0（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社）と Human 

Metabolome Database（HMDB, http://www.hmdb.ca）を用い、網羅的な解析を行っ

てスペクトルリストを作成した。 

 

2-3-6 統計解析 

 主要脂肪酸である FFA 16:0（パルミチン酸）、FFA 18:1（オレイン酸）、FFA 18:2（リ

http://www.hmdb.ca/
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ノール酸）、FFA 18:3（-リノレン酸）、FFA 20:4（アラキドン酸）、FFA 22:6（DHA）

の統計的有意差はスチューデントのｔ検定によって検討した。p＜0.05で有意差ありと

判定した。 

 

2-4 結果 

2-4-1 脂肪酸の同定 

コントロール培養液とサンプル培養液（良好発育胚と不良発育胚）のトータルイオン

クロマトグラム（total ion chromatogram；TIC）の典型例を図1に示す。FFA 20:5（EPA）

は、全ての試料において検出限界以下であった。13種の脂肪酸、すなわち FFA 8:0（カ

プリル酸）、FFA 10:0（カプリン酸）、FFA 12:0（ラウリン酸）、FFA 14:0（ミリスチン

酸）、FFA 16:0（パルミチン酸）、FFA 16:1（パルミトレイン酸）、FFA 18:0（ステアリ

ン酸）、FFA 18:1（オレイン酸）、FFA 18:2（リノール酸）、FFA 18:3（-リノレン酸）、

FFA 20:1（エイコセン酸）、FFA 20:4（アラキドン酸）、FFA 22:6（DHA）が[M-H]－

で観測された。しかし、FFA 18:0（ステアリン酸）は、ブランクでも検出されたので解

析から除外した。図 1 に示すように、すべてのイオンを検出する TIC では脂肪酸のピ

ークは小さく、脂肪酸以外の成分の干渉により量的変動を評価するに至らなかった。そ

こで、脂肪酸の理論的な分子量に基づいて選択的に脂肪酸を検出できる抽出イオンクロ

マトグラム（extracted ion chromatogram；EIC）を用いたところ、良好なクロマトグ

ラムを得ることができた。 

表 3に同条件で検出された使用済み培養液のスペクトルリストを示す。m/z 303.2332

では FFA 20:4（アラキドン酸）以外に 2種類の蛋白同化ステロイド、アラキドン酸の

位置異性体などが検出された。m/z 279.2328では FFA 18:2（リノール酸）以外に、多

数の共役リノール酸が候補化合物として検出された。MSでは多数の候補化合物が検出

され、脂肪酸を同定できなかった。そこで、標品の RT と MS2を比較して脂肪酸の同

定を行った。 

  



－21－ 

 

図 5. TICの典型例 

（上段：コントロール培養液、中段：良好発育胚由来のサンプル培養液、 

下段：不良発育胚由来のサンプル培養液） 
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表 4.  使用済み培養液におけるスペクトルリスト 

 

m/z RT Fomula 候補化合物

303.2332 5.7 drostanolone

Mesterolone

Arachidonic acid（アラキドン酸）

17-Hydroxykauran-18-al

(8Z ,11Z ,14Z ,17Z )-8,11,14,17-Icosatetraenoic acid

(3alpha,5beta,9beta,10alpha)-Pimara-8(14),15-diene-3,9-diol

Kaur-15-ene-7,18-diol

Pimara-8(14),15-diene-3,12-diol

(2Z )-3-Methyl-5-(5,5,8a-trimethyl-2-methylenedecahydro-1-naphthalenyl)-2-pentenoic acid

1,4a-Dimethyl-6-methylene-5-(3-methyl-5-oxopentyl)decahydro-1-naphthalenecarbaldehyde

(2Z )-3-Methyl-5-(2,5,5,8a-tetramethyl-1,4,4a,5,6,7,8,8a-octahydro-1-naphthalenyl)-2-pentenoic acid

279.2328 5.9 C18H31O2 Linalyl caprylate

Linoleic acid（リノール酸）

Rumenic acid

9E ,12E -octadecadienoic acid

(9E ,11E )-9,11-Octadecadienoic acid

5-Octadecynoic acid

10E ,12Z -octadecadienoic acid

9,15-Octadecadienoic acid

Ethyl (2E ,4Z )-2,4-hexadecadienoate

377.2368 6.7 C14H34N8P1[32]S1 Methyl 14-acetoxy-5-hydroxy-5,9-dimethyltetracyclo[11.2.1.0~1,10~.0~4,9~]hexadecane-14-carboxylate
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n-3脂肪酸の代表例として、FFA 22:6（DHA）の標品、コントロール培養液、サンプ

ル培養液の TIC、EICをそれぞれ、図 2A、2B、2Cに示す。いずれも FFA 22:6（DHA）

の計算精密質量のm/z 327.2330（[M-H]－）の対称的な単一ピークを RT 5.5分に観察

した（図 2A、2B、2C）。各々のマススペクトル（MS）の[M-H]－は、m/z 327.2324 - 

327.2333で計算精密質量と一致していた（図 2A'、2B'と 2C'）。各々の一次プロダクト

イオンスペクトル（MS2）ではプロダクトイオンとして、[M-H-COO]－に一致するm/z 

283.2のベースピークと、[M-H-H2O]－に一致するm/z 309.0または 309.2の小さなピ

ークを示した（図 2A''、2B''、2C''）。これらの結果から、FFA 22:6（DHA）を同定し

た。 

 

図 6. FFA 22:6（DHA）の標品（A）、コントロール培養液（B）、サンプル培養液（C）

の TIC、EICとそれぞれに対応するMSとMS2スペクトル 
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n-6脂肪酸の代表例として、FFA 20:4（アラキドン酸）の同定を同様の方法で行った

（図 3）。FFA 20:4（アラキドン酸）の標品、コントロール培養液、サンプル培養液の

TIC、EICをそれぞれ図 3A、3B、3Cに示す。FFA 20:4（アラキドン酸）の計算精密

質量であるm/z 303.2330（[M-H]－）のシャープな単一ピークを RT 6.0分にそれぞれ

観察した（図 3A、3B および 3C）。各々の MS スペクトルの[M-H]－は、すべて m/z 

303.2324 で計算精密質量と一致していた（図 3A'、3B'、3C'）。さらに、各々の MS2

スペクトルでは、[M-H-COO]－に一致するm/z 259.3のベースピークと、[M-H-H2O]－

に一致するm/z 285.2または 285.3の小さなピークを示した（図 3A''、3B''、3C''）。 

 

図 7. FFA 20:4（アラキドン酸）の標品（A）、コントロール培養液（B）、サンプル培

養液（C）の TIC、EICとそれぞれに対応するMSとMS2スペクトル 
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飽和脂肪酸の代表例として、FFA 16:0（パルミチン酸）の同定を同様の方法で行った

（図 4）。飽和脂肪酸においても、良好な EIC、MS スペクトル及び MS2スペクトルを

得ることができた。 

 

図 8. FFA 16:0（パルミチン酸）の標品（A）、コントロール培養液（B）、サンプル培

養液（C）の TIC、EICとそれぞれに対応するMSとMS2スペクトル 
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 同様の方法を用いて、サンプル培養液の脂肪酸の EICを描出し RT比較を行った（図

5）。脂肪酸の数に比例して RTは長くなり、不飽和結合の数に比例して、RTが短くな

っていることが確認できた。しかし、中鎖脂肪酸の FFA 8:0（カプリル酸）、FFA 10:0

（カプリン酸）の RTは短く（図 5B、5C）、本測定条件では同定が不十分であった。

そこで、移動相の条件を変えて追加測定を行った。 

 

図 9. サンプル培養液における各脂肪酸の EIC（同一の測定条件） 
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FFA 8:0（カプリル酸）と FFA 10:0（カプリン酸）の同定を行った結果をそれぞれ図

6と図 7に示す。測定条件を変更したことで、RTが長くなり良好な EIC、MSスペク

トル及びMS2スペクトルが得られた。このことから、培養液中には中鎖脂肪酸も存在

することが確認できた。 

 

 

図 10.  FFA 8:0（カプリル酸）の標品（A）、コントロール培養液（B）、サンプル培

養液（C）の TIC、EICとそれぞれに対応するMSとMS2スペクトル 
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図 11. FFA 10:0（カプリン酸）の標品（A）、コントロール培養液（B）、サンプル培養

液（C）の TIC、EICとそれぞれに対応するMSとMS2スペクトル 
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コントロール培養液とサンプル培養液において、残りの脂肪酸の同定は以下の 3つの

基準を用いて同様に行った：（1）EICでの RTの一致、（2）MSスペクトルでの±5 ppm

以内の質量確度、（3）MS2スペクトルでの同一の断片化パターン。これらの基準を満た

し、同定された脂肪酸の結果を表 4に示す。しかし、例外的に FFA 18:3（-リノレン

酸）と FFA 20:1（エイコセン酸）は低濃度のために、（3）の基準を利用できなかった。

それゆえ、FFA 18:3（-リノレン酸）と FFA 20:1（エイコセン酸）は、（1）と（2）の

基準のみで同定したが、Orbitrap質量分析計では±5 ppmの範囲内の質量確度であれ

ば 95%以上の確率で一致するので問題ない結果である[22]。また、FFA 16:1（パルミト

レイン酸）は標品との RT の比較ができなかったことと、MS2 スペクトルにおいて

[M-H-H2O]－に一致するプロダクトイオンが得られなかったことから、（2）の基準のみ

で同定した。 

 FFA 18:0（ステアリン酸）だけは溶媒のみのブランクでも検出され、ブランクはコン

トロール培養液より高い値を示すことがあった。過去の論文[23, 24]で報告されている

ように、我々は検出された FFA 18:0（ステアリン酸）は、研究において使われたフィ

ルターやピペットチップのようないくつかのプラスチック消耗品から、一部汚染された

と結論付けた。従って、FFA 18:0（ステアリン酸）は今回の統計解析から除外した。

FFA 20:5（EPA）に関しては、どの分析試料からも検出されなかった。 
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表 5. LC-HRMSで同定された脂肪酸の質量分析のイオン特性 

 
 

 

 

Theoretical

mass

[M-H]
- Retention

Time

[M-H]
- Mass

Accuracy

Product ions Retention

Time

[M-H]
- Mass

Accuracy

Product ions Retention

Time

[M-H]
- Mass

Accuracy

Product ions

(m/z)  (min) (m/z)  (ppm) (m/z) (min) (m/z)  (ppm) (m/z) (min) (m/z)  (ppm) (m/z)

FFA 8:0

Caprylic acid
C8H15O2

- 143.1078 3.1 143.1075 -1.70 99.1, 125.1 3.1 143.1073 -3.30 99.1, 125.1 2.9 143.1074 -3.17 99.1, 125.1

FFA10:0

Capric acid
C10H19O2

- 171.1391 7.8 171.1384 -3.64 127.2, 153.1 7.8 171.1387 -2.30 127.2, 153.2 7.7 171.1385 -2.94 127.2, 153.1

FFA12:0

Lauric acid
C12H23O2

- 199.1704 2.1 199.1700 -1.72 155.2, 181.2 2.0 199.1699 -2.18 155.2, 181.2 1.9 199.1698 -2.78 155.3, 181.2

FFA14:0

Myristic acid
C14H27O2

- 227.2017 4.5 227.2017 0.12 183.3, 209.3 4.5 227.2010 -3.05 183.2, 209.3 4.5 227.2011 -2.52 183.2, 209.3

FFA 16:0

Palmitic acid
C16H31O2

- 255.2330 6.5 255.2329 -0.37 211.3, 237.5 6.5 255.2317 -4.95 211.1, 237.2 6.5 255.2318 -4.60 211.1, 237.0

FFA16:1

Palmitoleic acid
C16H29O2

- 253.2173 － － － － 5.6 253.2166 -2.98 209.1 5.6 253.2164 -3.45 209.2

FFA 18:1

Oleic acid
C18H33O2

- 281.2486 6.8 281.2475 -4.03 237.3, 263.3 6.8 281.2480 -2.18 237.1, 263.3 6.8 281.2481 -1.76 237.3, 263.4

FFA 18:2

Linoleic acid
C18H31O2

- 279.2330 6.0 279.2325 -1.70 235.2, 261.3 6.1 279.2321 -3.00 235.3, 261.3 6.1 279.2325 -1.59 235.4, 261.2

FFA 18:3

a-Linolenic acid
C18H29O2

- 277.2173 5.2 277.2167 -2.03 233.3, 259.3 5.2 277.2163 -3.69 Not detected* 5.2 277.2167 -2.14 Not detected*

FFA20:1

Eicosenoic acid
C20H37O2

- 309.2799 7.4 309.2791 -2.47 265.3, 291.3 7.5 309.2794 -1.47 Not detected* 7.5 309.2796 -0.89 Not detected*

FFA 20:4

Arachidonic acid
C20H31O2

- 303.2330 6.0 303.2324 -1.76 259.3, 285.3 6.0 303.2324 -1.76 259.3, 285.2 6.0 303.2324 -1.76 259.3, 285.2

FFA 22:6

Docosahexaenoic acid
C22H31O2

- 327.2330 5.5 327.2324 -1.55 283.2, 309.0 5.5 327.2333 0.94 283.2, 309.2 5.5 327.2329 -0.24 283.2, 309.0

*Identification of FFA was established in the MS spectra at >95% accuracy using the criterion consisting of the consistency in retention time and the mass accuracy within ±5.00 ppm (22).

Element

Composition

Molecular

Species

Standard FFAs

SampleControl

FFAs in culture media
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2-4-2 妥当性検証 

必須脂肪酸を中心とした主要な 6種類の脂肪酸に関して、妥当性を検証するために変

動係数（CV）を測定した。コントロール培養液とサンプル培養液の日内変動（n＝10）

と日間変動（n＝5、3日間）を調べた結果を表 5に示す。いずれにおいても、LC-HRMS

による脂肪酸測定は良好な再現性を示す結果となった。 

 

表 6. 各脂肪酸別試料の日内変動と日間変動の結果 

 

 

2-4-3 脂肪酸の変化率 

本研究において、表 4 のコントロール培養液で示したように、FFA 20:5（EPA）を

除いて胚培養に用いる培養液には最初から脂肪酸が含まれていた。必須脂肪酸を中心と

して主要な 6種類の脂肪酸の変化率を胚発育別に求めた（図 8）。FFA 22:6（DHA）の

変化率は良好発育群で不良発育群に比べて低い値だった（p＜0.05）。 他の必須脂肪酸、

つまり FFA 18:2（リノール酸）、FFA 18:3（-リノレン酸）、FFA 20:4（アラキドン酸）

の良好発育群の変化率は、不良発育群のそれらより低い傾向にあったが、統計学的有意

差はなかった。非必須脂肪酸である FFA 16:0（パルミチン酸）と FFA 18:1（オレイン

酸）の変化率の違いは、両群間で認められなかった。 
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図 12. 良好胚/不良胚の脂肪酸の変化率（各図の数値は変化率の平均値） 
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2-4-4 FFA 22:6（DHA）の変化率と転帰 

良好胚群（n＝32）における FFA 22:6（DHA）の変化率と転帰の結果を表 6に示す。

変化率がマイナスの群では、1個のみが胚移植に用いられ妊娠継続となった。プラスの

群では 8個の胚が移植され、3例が妊娠継続、5例は妊娠に至らなかった。23個の胚は、

凍結保存中のため未使用である。FFA 22:6（DHA）の変化率の減少と着床との関係に

関しては、サンプルが少なく不明である。 

 

表 7. 良好胚群の FFA 22:6（DHA）の変化率と転帰 
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2-5 考察 

我々は、IVFの妊娠率を改善するために、胚培養に影響を及ぼす要因としてマイクロ

ドロップディッシュに使用するミネラルオイルの品質や培養液の酸化還元電位・アミノ

酸代謝について研究を行ってきた。しかし、妊娠率を改善する方法を導くには至らなか

った。本研究では、使用済みの胚培養液を用いて FFA 22:6（DHA）の変化率と胚発育

に相関があることを見出した。また、他の必須脂肪酸に関しても相関があるかもしれな

いが、統計的に有意な差は認められなかった。 

脂肪酸は、必須脂肪酸と非必須脂肪酸に分類される。必須脂肪酸は体内で合成するこ

とができないため、食物を通して取り込む必要がある。IVF での着床前の胚において、

培養液は必須脂肪酸の唯一の供給源である。本研究において、良好発育群は形態学的評

価による良好胚盤胞と定義した。1つの細胞から胚盤胞（200–300細胞）へと発育する

過程で、胚はその細胞膜を作るために、相当量の脂質を必要とする。このことは、良好

発育群の FFA 22:6（DHA）において認められた、より大きな減少を説明できるかもし

れない（図 8）。対照的に、非必須脂肪酸である FFA 16:0（パルミチン酸）と FFA 18:1

（オレイン酸）では、FFA 22:6（DHA）で見られたような統計学的に有意な差はなか

った。そして、これは非必須脂肪酸が胚盤胞期の胚で合成されることを示すものである

（図 8）。 

 FFA 22:6（DHA）は、22個の炭素鎖と 6個の cis二重結合を持つ n-3脂肪酸である。

IVFを受けた女性において、妊娠前に食事によって多価不飽和脂肪酸を摂取した場合の

影響に関する前方視的研究では、n-3脂肪酸を多く摂取すると胚の形態が改善されたと

報告されている[25]。これは、FFA 22:6（DHA）と FFA 18:3（-リノレン酸）とで顕

著であり、FFA 18:3（-リノレン酸）は FFA 22:6（DHA）の前駆体の 1つである。加

えて、Haggarty らは着床前のヒト胚の胚盤胞期で 13C 標識飽和脂肪酸の取り込みがほ

とんどなかったのに対し、13C標識 FFA 18:2（リノール酸）を積極的に取り込むと報告

した[26]。細胞膜の流動性は、主にリン脂質を構成する脂肪酸の不飽和度に依存するの

で、FFA 22:6（DHA）の高い不飽和度は細胞膜の流動性に大きく寄与すると言える[27]。

膜リン脂質に取り入れられた不飽和脂肪酸による膜流動性の維持は、膜の統合性と細胞

成長に極めて重要であると報告されている[28]。胚は細胞分裂を繰り返し発育する過程

で、FFA 22:6（DHA）を取り込んだ可能性が考えられる。FFA 22:6（DHA）の変化率

と着床との関係については、今後も調査が必要である。 

 生殖の初期段階で、脂肪酸は卵子の成熟や胚の着床に関与することが報告されている

[29–31]。多価不飽和脂肪酸は、エンドサイトーシス/エキソサイトーシスの調節や、イ

オンチャンネル調節、遺伝子発現調節など、胚における重要なプロセスに関わることが

知られている[32]。FFA 20:4（アラキドン酸）はプロスタグランジン、ロイコトリエン、

トロンボキサンなどのエイコサノイドの合成に利用され、これらは様々な生理活性を発
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揮する。近年では、FFA 20:5（EPA）や FFA 22:6（DHA）由来のエイコサノイドが知

られ、抗炎症に働くことが知られている[33]。胚の発生におけるこれらの脂質メディエ

ータ－の役割は今後の研究課題である。 

 本研究で使用した培養液には、予めヒト血清アルブミン（human serum albumin：

HSA）が 5 mg/mlの濃度で添加された状態で市販されている（表 2）。製品情報には培

養液の成分として遊離脂肪酸は記載されていないが、検出された培養液中の脂肪酸は

HSA に結合していたと考えられる。脂肪酸は血液中でアルブミンと結合して存在して

おり、アルブミンから脂肪酸を完全に除去するためには有機溶媒を用いてアルブミンを

徹底的に洗浄する必要がある。培養液に添加された HSAがどのような洗浄操作を経て

きたかは不明であるが、今回の実験で検出した脂肪酸は微量であったことから、HSA

に恐らく偶発的に残留していた脂肪酸を検出したものと考えられる。 

HSA 製造の際、ウィルスを不活化するための熱処理前に、安定化剤として FFA 8:0

（カプリル酸）が添加されている[34]。FFA 8:0（カプリル酸）が胚培養液中に高濃度

で存在する時、マウスの胚発生が阻害されたと報告されている[35, 36]。一方、ピルビ

ン酸やグルコースを欠く培養液中においては、低濃度の FFA 8:0（カプリル酸）はマウ

ス胚のエネルギー源となるという報告もある[37]。今回、我々は必須脂肪酸と胚発育の

関係に注目して、6 つの主要な脂肪酸の変化率を求めた。そのため、FFA 8:0（カプリ

ル酸）を含む中鎖脂肪酸やその他の脂肪酸に関しては、定性解析するに留まった。今後、

これらの脂肪酸と胚発育の関係を調査する必要がある。 

図 9に LC-HRMSを補助的に使用した IVFプロトコールの概略を示す。このプロト

コールにおいて、メタボロミクス的なアプローチは形態学的に同程度のグレードの胚が

複数あった場合、胚移植のために一つの胚を選別することに苦慮する胚培養士に補完的

な情報を与えることができる。メタボロミクスを用いたグレード評価はまだ導入されて

いないが、LC-HRMSはそのようなシステムを構築するための強力なツールとなる可能

性がある。これには脂肪酸、アミノ酸、グルコースおよび他の代謝産物[8–13]を含むか

もしれない。このアプローチの大きな長所は、顕微鏡下の胚評価のような個人の技術と

関係なく、胚培養士が胚の高感度で網羅的な代謝情報を得られることである。 
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図 13. LC-HRMSを用いた胚選別方法のプロトコール 

 

本研究の主な限界は、サンプルの数が少ないことである。今回の結果を確認するため

には、多数のサンプルでさらなる研究が必要である。また、本研究の方法論的な限界は、

今回使用した LC-HRMS が半定量的な特性であるということである。今後、本結果を

検証するために、内部標準品を用いることで厳密に定量 LC-MS/MSを使って研究を実

施する必要がある。しかし、我々は本研究において、培養液中の脂肪酸濃度ではなく、

相対的な変化率を求めた。それゆえ、本法の半定量的な特性は本研究の質を下げること

なく、むしろ簡便であるという付加価値が加わる。将来的に改善されるべきもう一つの

問題は、本法に関する精度管理用の試薬を作製することである。 

 加えて、我々は本研究において FFA 18:0（ステアリン酸）が恐らくプラスチック消

耗品から溶出したことを確認した。FFA 18:0（ステアリン酸）だけでなく FFA 16:0（パ

ルミチン酸）もまた、一般的に可塑剤として用いられるため、研究室では汚染の可能性

を考慮し、対応策を検討することが必要である[23, 24]。LC-HRMSは、分析に影響を

及ぼす微量の汚染物質を検出する可能性があるほど感度が高い。そのため、ブランク中

に汚染物質が存在しないことを、それぞれのアッセイで確認する必要がある。 

 

2-6 結論 

IVFにおいて使用済み胚培養液中の FFA 22:6（DHA）の変化率の減少は、胚の良好
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な発育を示唆する可能性がある。LC-HRMSを使って考案されたメタボロミクス的アプ

ローチは、非侵襲的な胚評価のための強力なツールとなるかもしれない。 
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