
Title 体内および体外に由来するマウス胚盤胞期胚のミトコンドリア微細構造における相違

Author(s) 林, 芳弘; Hayashi, Yoshihiro; 江連, 泰知 他

Citation 北海道大学大学院農学研究院邦文紀要, 39, 1-6

Issue Date 2023-02-13

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/88075

Type departmental bulletin paper

File Information 01_hayashi_39.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



体内および体外に由来するマウス胚盤胞期胚の
ミトコンドリア微細構造における相違

林 芳 弘＊・江 連 泰 知＊＊・唄 花 子＊＊＊

高 橋 昌 志＊＊＊＊・川 原 学＊＊＊

(＊北海道大学大学院農学院，＊＊北海道大学農学部，＊＊＊北海道大学大学院農学研究院，
＊＊＊＊北海道大学大学院国際食資源学院)

Differences in Mitochondrial Ultrastructure between In Vivo
and In Vitro Mouse Blastocysts

Yoshihiro HAYASHI＊, Taichi EDURE＊＊, Hanako BAI＊＊＊, Masashi TAKAHASHI＊＊＊＊ andManabuKAWAHARA＊＊＊

(＊Graduate School of Agriculture, Hokkaido University,
＊＊School of Agriculture, Hokkaido University,

＊＊＊Research Faculty of Agriculture, Hokkaido University,
＊＊＊＊Global Station for Food, Land and Water Resources, Global Institution for Collaborative Research and

Education)

I ．背 景

家畜生産の現場では，体外受精により作出し
た受精卵を胚盤胞期胚という発生ステージまで
体外培養した後，胚を子宮へ移植する繁殖技術
が活用されている。例えば，乳牛を代理母とし
て個体価格の高い和牛胚を移植して，乳生産と
肉牛生産を行う方法が一般的に実施され，国内
において胚移植の実施件数は年々増加してい
る。一方で，体外生産胚（in vitro 胚）は体内発
生胚（in vivo 胚）と比べて発生率が低いこと[1]

や，in vitro 胚におけるエピジェネティックな
遺伝子変化[2]，代謝プロファイルの変化[3] が生
じることが知られており，より in vivo 胚に近
い in vitro 胚の作出系の開発が期待されてい
る。しかし，in vivo 胚と in vitro 胚間での細胞
生物学的な相違については詳しく分析されてい
ない。そこで本研究では，in vivo 胚と in vitro
胚の細胞生物学的な違いを探るべく，細胞代謝
に重要な役割を果たす細胞小器官であるミトコ
ンドリアに着目した。

ミトコンドリアは細胞のエネルギー合成やア
ポトーシス経路の上流として働く細胞小器官で
あり，細胞の機能維持に必須となる。ミトコン

ドリアは正常な発生に必要不可欠であり，着床
前でのミトコンドリアの機能の破綻は胎子胎盤
の成長を妨げる[4]。

ウシの in vitro 胚は in vivo 胚と比較してミ
トコンドリア DNA のコピー数が多くなること
が知られており，ミトコンドリア DNA コピー
数の増加が発生率減少の一要因である可能性が
報告された[5]。ヒト胚においても胚盤胞期胚に
おいてミトコンドリア DNA のコピー数が異常
に多い胚は着床率の低下に繋がることや[6]，異
数性胚の増加に繋がることが報告されてい
る[6,7]。これらの知見は，初期胚においてミト
コンドリアが正常に駆動することがその後の正
常な発生に重要であることを示している。しか
しながら，ミトコンドリア DNA コピー数だけ
ではミトコンドリアの機能や細胞の代謝状態を
類推することはできない。そこで，ミトコンド
リアの微細構造に着目し形態学的な相違を明ら
かにすることとした。

ミトコンドリアの形態は細胞の分化状態や代
謝状態によって動的に変化し，それぞれの細胞
に適した機能を果たす[8]。そのため，細胞の代
謝状態やミトコンドリアの機能を理解するうえ
でミトコンドリアの形態を調べることは非常に
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重要となる。本研究では，in vivo 胚と in vitro
胚間における違いを明らかにするため，実験動
物であるマウスを用いて着床直前の胚盤胞期に
おけるミトコンドリアの微細構造を解析した。

II．方 法

A．マウス胚盤胞期胚の作製
ａ．供試動物
本研究では⚘から 12 週齢の ICR マウス

（Sankyo, Tokyo, Japan）を実験に供した。す
べての動物実験は「北海道大学における動物実
験に関する指針」に従って行った。
ｂ．In vivo 胚盤胞期胚の回収
性成熟した ICR 雌マウスと性成熟した ICR

雄マウスを同居させることで交配し，同居した
日の夜⚐時を⚐日としたときの 3.5 日後
（E3.5）に雌マウスを安楽死させ，子宮より胚
盤胞期胚を回収した。
ｃ．In vitro 胚盤胞期胚の作出
マウスの体外受精，体外培養は先行研究と同

様に実施した[9]。性成熟した ICR 雌マウスに
7.5 IU（international units）の Equine cho-
rionic gonadotropin（ASKA Pharmaceutical,
Tokyo, Japan）を腹腔内注射し，その 48 時間後
に 7.5 IU の Human chorionic gonadotropin
（hCG；ASKA Pharmaceutical）を同様に投与
することで過剰排卵処理を行った。hCG 投与
16 時間後に卵管から卵丘細胞－卵子複合体
（COCs）を採取し，HTF 培地に移動し，体外
受精に供試した。性成熟した雄マウスより採取
した精子を前培養したあと，COCs を移した
HTF 培地中に前培養精子を加え，37℃，5％
CO2，湿度 100％の条件下で⚖時間培養した。
その後，卵子を M16 培地に移し，体外培養開始
時を⚐日としたときの 3.5 日後（E3.5）まで
37℃，5％ CO2，湿度 100％の条件下で培養した。
B．透過型電子顕微鏡観察
E3.5 胚盤胞期胚は 2.5％グルタルアルデヒ

ド固定液（TAAB Laboratories, Reading, UK）
を用いて，4℃で⚒時間前固定した。その後
0.2％ポリビニルアルコールを添加した 0.1 M
リン酸バッファーで⚓回洗浄した後，1％オス
ミウム酸溶液（Nisshin EM., Tokyo, Japan）を

用いて 4℃で⚒時間後固定した。0.1 M リン酸
バッファーで⚓回洗浄した後，0.2％ゲルに胚
を包埋した。ゲル包埋した胚は，エタノールシ
リーズで脱水した後，プロピレンオキサイド
（Nisshin EM）でエタノールを除去し，エポキ
シ樹脂（TAAB Laboratories, Reading）に包埋
した。ウルトラミクロトーム（ULTRACUTN,
Reichert-Nissei, Buffalo, NY, USA）で 80 nm の
超薄切片を作製し，2％酢酸ウラニルとクエン
酸鉛で電子染色し，透過型電子顕微鏡（JEM-
2100, JEOL Tokyo, Japan）で観察した。In vivo
胚および in vitro 胚どちらも⚓胚ずつ観察し
た。
C．Image J による解析
In vivo 胚 1,101 個のミトコンドリアと，in

vitro 胚 1,001 個のミトコンドリアの画像を解
析に供した。ミトコンドリアの長径，短径，面
積，および電子密度は，画像解析ソフト Image
J（National Institutes of Health, https://imagej.
nih.gov/ij/index.html）を用いて決定した。ミ
トコンドリアの球形度は先行研究[10] と同様，
次の式を用いて決定した。

球形度＝a－b
a
a：長径，b：短径

電子密度は，白が⚐，黒が 255 となるように
設定して計測した。球形度，長径，面積，電子
密度は，いずれもスチューデントの t 検定を用
いて解析した。すべての解析には，解析ソフト
R（Comprehensive R Archive Network）を用
いた。

III．結 果

マウス胚盤胞期胚の in vivo 胚と in vitro 胚
におけるミトコンドリアの電子顕微鏡像は図⚑
のようになった。In vivo 胚と比べて in vitro 胚
ではミトコンドリアの電子密度を表す明度の上
昇が観察された。また，in vivo 胚においては，
in vitro 胚よりも大きなミトコンドリアが多数
観察された。

次に，電子顕微鏡により撮影したミトコンド
リア像を Image J を用いて分析した。まず，球
形度を計測することで，ミトコンドリアの形状
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を評価した（図 2A）。球形度に有意な差はみら
れなかった。

さらに，ミトコンドリアの大きさを評価すべ
くミトコンドリアの面積と長径を比較した。In
vitro 胚の面積値が in vivo 胚に比較して有意に
大きくなっており（図 2B，p＜0.01），長径につ
いても in vitro 胚が有意に長くなっていた（図
2C，p＜0.01）。

最後に，ミトコンドリアの電子密度を比較し
た。ミトコンドリアは色調が暗くなり電子密度
が高くなると膜電位が高まることが知られてい
る[11]。分析の結果，in vitro 胚のミトコンドリ
アの電子密度は有意に低下していた（図 2D，
p＜0.01）。このことから，in vitro 胚は in vivo
胚に比べて，ミトコンドリアの機能が低下して
いることが推測された。

IV．考 察

本研究結果より in vitro で培養したマウス胚

盤胞期胚のミトコンドリアは，in vivo 胚に比べ
てミトコンドリアが大きくなり，ミトコンドリ
アの機能が低下していることが示唆された。こ
れは蛍光プローブを用いて in vivo 胚盤胞期胚
と in vitro 胚盤胞期胚のミトコンドリアの膜電
位を計測した過去の知見と一致する[12]。ミト
コンドリアの機能低下は，アポトーシスの主要
因である酸化ストレスの増加を引き起こ
す[13,14]。アポトーシスが生じる際，ミトコンド
リアは膜電位の低下と体積の膨張が生じる[15]。
In vitro 胚は in vivo 胚と比べて酸化ストレスが
増加し，アポトーシスが生じる胚の割合が増加
するという報告もあり[16]，in vitro 胚における
発生率低下は，ミトコンドリアの機能低下と体
積膨張の結果，アポトーシスが誘発されたのか
もしれない。

In vitro 胚におけるミトコンドリアの機能低
下を示す形態的特徴は，通常酸素濃度である
20％で体外培養したことが原因かもしれない。
一般に，初期胚は母体内で 2-5％酸素という低
酸素環境で成長する[17]。低酸素環境では低酸
素誘導タンパク質 Hif-1α が活性化され，ミト
コンドリアの機能を活性化し，酸化ストレスを
抑制する[18]。過去の研究において，低酸素条件
下の体外培養におけるマウス胚では，ミトコン
ドリアの膜電位の上昇や[12,19]，抗酸化関連遺伝
子の発現増加が引き起こされることが知られて
いる[19]。そのため，本研究で用いた in vitro 胚
におけるミトコンドリア機能低下は，20％酸素
濃度の環境下における Hif-1α の活性低下によ
り引き起こされた可能性があると考えられる。

以上より本研究では，透過型電子顕微鏡を用
いた解析により，in vivo 胚と in vitro 胚では，
ミトコンドリアの微細構造が異なっていること
が判明した。これらの形態学的な差異が，ミト
コンドリアの機能的差異と結びついている可能
性があり，今後マウス胚のみならずウシを含む
家畜胚における分析に展開することで，より体
内由来胚に近い哺乳類胚の体外作出系開発に寄
与できるかもしれない。
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図 1 In vivo 胚盤胞期胚と in vitro 胚盤胞期胚の
代表的なミトコンドリアの透過型電子顕微
鏡像。

(A) In vivo 胚 盤 胞 期 胚 の 全 体 像。Bar＝10 μm．
(B) In vitro 胚 盤 胞 期 胚 の 全 体 像。Bar＝10 μm．
(C) In vivo 胚盤胞期胚における代表的なミトコンドリ
アの透過型電子顕微鏡像。Bar＝500 nm．(D) In vitro
胚盤胞期胚における代表的なミトコンドリアの透過型
電子顕微鏡像。Bar＝500 nm．矢尻：ミトコンドリア
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図 2 In vivo 胚盤胞期胚と in vitro 胚盤胞期胚におけるミトコンドリアの Image J による解析結果。
(A) 球形度の解析結果。黒線：平均値；in vivo：0.268072，in vitro：0.318302 (B) 面積の解析結果。黒線：平均値；
in vivo：208757.9 nm2，in vitro：276764.3 nm2 (C) 長径の解析結果。黒線：平均値；in vivo：576.8027 nm，in vitro：
664.4206 nm (D) 電子密度の解析結果。黒線：平均値；in vivo：135.4246，in vitro：102.4878
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Summary

Embryo transfer is a widespread assisted
reproductive technique for the production of
livestock. In general, the blastocyst-stage em-
bryos used for transfer are produced in vivo or
in vitro. However, little is known about
differences in mitochondrial ultrastructure
between in vivo and in vitro blastocysts in
mammals. This study aimed to compare the
mitochondrial ultrastructure between in vivo
and in vitro mouse blastocysts using transmis-
sion electron microscopy (TEM). TEM analyses
were performed using more than 1,000 mito-
chondria from blastocyst embryos. No signifi-
cant difference was observed in mitochondrial

roundness. However, the average major axes
(nm) and areas (nm2) were significantly greater
in the in vitro embryos than in the in vivo
embryos (p＜0.01). Furthermore, the average
electron density was significantly decreased in
the in vitro embryos compared to the in vivo
embryos (p＜0.01). Taken together, we conclude
that mitochondria in in vitro blastocysts show
an increase in size and a decrease in electron
density compared with those in in vivo blasto-
cysts. This implies that mitochondrial functions
are deteriorated in in vitro blastocysts com-
pared to in vivo blastocysts.
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