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要旨 

近年、日本では晩婚化が進み、不妊治療を受けるカップルの不妊原因として、

加齢による妊孕性低下、特に加齢による卵子数の減少、卵巣機能低下は深刻な問

題である。また、加齢による体外授精・胚移植プログラムにおける胚の質低下は

顕著であり、卵子の質の低下も難治性の不妊症の原因である。加齢による卵子の

質低下は酸化ストレスが原因の一端であるとの仮説のもと、酸化ストレスが卵

胞および卵子の質に及ぼす影響について卵胞液中の酸化ストレスと抗酸化能を

測定し、その卵胞由来の受精卵の受精、分割状況と対応させて検討した。酸化ス

トレスはｄ-ROM テストで測定し、受精において正常受精群が異常受精群より低

く有意差を認めた。抗酸化能は BAP テストで測定し、胚盤胞では良好胚盤胞群

で不良胚盤胞群より高く、有意差を認めた。酸化ストレスと抗酸化能のバランス

を見るために算出した OSIにおいては、受精、初期胚、胚盤胞のすべての段階で

良好な結果を得られた群で低値を示し、有意差を認めた。以上より、酸化ストレ

スは卵子の受精能を低下させ、抗酸化力は胚の正常な分割に寄与し、OSIは受精

から分割のすべての段階で影響を及ぼしていることが示唆された。 
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序文 

近年の日本において少子化は深刻な問題である。2018（平成 30）年の出生数

は、86万 4,000人となり 90万人を割り込んだ。合計特殊出生率も近年、減少傾

向が続いているが、2018年は、1.42と前年より 0.01ポイント下回った（図 1）。

近年の晩婚化が少子化の一因とされているが、厚生労働省の人口動態統計調査

によると平均初婚年齢は夫、妻ともに上昇を続け、2017（平成 29）年で、夫が

31.1歳、妻が 29.4 歳となった。1985（昭和 60）年と比較すると、夫は 2.9歳、

妻は 3.9 歳上昇しており、晩婚化の進行が示されている（図 2）。また、母の年

齢階級別出生率の年次推移をみると、昭和 50 年代以降は 20 歳代の出生率が大

きく低下し、近年は 30～40歳代の出生率が上昇傾向となっている（図 3）。出生

時の母親の平均年齢を出生順位別にみると、2017年においては、第 1 子が 30.7

歳、第 2子が 32.6歳、第 3子が 33.7歳と 上昇傾向が続いており、1985 年と比

較する と第 1子では 4.0歳、第 2子では 3.5 歳、第 3子では 2.3歳それぞれ上

昇している（図 4）。さらに、夫婦が結婚生活に入ってから第 1 子出生までの平

均同居期間をみると、平成 28 年では 2.42 年となっており、昭和 55 年に比べ

0.81 年延びた。期間別の内訳を年次推移でみると、2 年未満の割合が大きく減

少し、3年以上の割合が大きく増加している（図 5）。この状況より、今後もさら

に晩婚化、出生時年齢の上昇は進行すると考えられ、それに伴い不妊に悩むカッ
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プルは増加していると考えられる。 

「不妊」とは、妊娠を望む健康な男女が避妊をしないで性交をしているにもか

かわらず、一定期間妊娠しないものと定義され、日本産科婦人科学会では、この

「一定期間」について「1年というのが一般的である」としており、2015 年にそ

の期間が従来の 2年から、1年に短縮された。その理由として「女性の晩婚化や

キャリア形成指向等の理由により女性の妊娠する年齢が上昇する中、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につながる

と期待される」としている[1]。挙児を希望するカップルの 10～15％が不妊であ

り、健康な夫婦の 1 割以上が不妊に悩んでいると考えられている。また、女性の

加齢と不妊は密接に関係し、不妊の割合は20歳代前半までは5％以下であるが、

20 歳代後半より 9％前後の不妊率になり、30 歳代前半で 15％、30 歳代後半で

30％、40 歳以降では約 64％が自然妊娠の望みがなくなると推定されている（図

6）。国立社会保障・人口問題研究所の第 15回（2015年）出生動向基本調査によ

ると、不妊を心配したことがある（または現在心配している）夫婦の割合は、

35.0％と前回（第 14 回 2010年）（31.1％）よりも増加しており、子どものいな

い夫婦ではこの割合は 55.2％（前回（第 14 回 2010 年）52.2％）にのぼる。実

際に不妊の検査や治療を受けたことがある（または現在受けている）夫婦は全体

で 18.2％（同 16.4％）、子どものいない夫婦では 28.2％（同 28.6％）であった
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ことからも深刻な状況であることがわかる[2] （図 7）。 

不妊治療を希望し医療機関を受診すると、治療は不妊検査を経て一般不妊治

療と呼ばれるタイミング法から始まり、人工授精でも妊娠が難しい場合、高度生

殖医療（生殖補助医療 ＝ ART : Assisted Reproductive Technology）と呼ば

れる体外受精・胚移植へとステップアップしていくのが一般的である（図 8、9）。

ステップアップ治療は、ある治療に対し結果が出るかどうかで判断する。どのく

らいで次に進むかは原因や年齢によるが、一般的に 5～6周期でステップアップ

し、2年以内に結果を出すことが望ましいとされている。このようにステップア

ップに伴い、時間と費用が増大していく（図 10）。日本産科婦人科学会によると、

2017年の体外受精の出生児は 5万 6617人であった。2016年に比べて 2507人増

え、過去最多を更新した。厚生労働省の統計では 2017年の総出生数は 94万 6065

人で、16.7 人に 1人が体外受精で生まれた計算になる。1983年に東北大での国

内初の体外受精による出生児からの累計は約 58 万人にのぼる（図 11）。しかし

体外受精の成功率は低く、生児を得た女性の割合は、30 歳で 21.5％、35 歳で

18.4％、40 歳で 9.1％、42 歳では 4.5％と年齢とともに顕著に低下し[3] （図

12）、卵巣の加齢による妊孕性の低下は高度生殖医療（ART）でも難治性である。

また、不妊治療は肉体的、精神的、経済的に負担が大きく[4]、自治体により種々

の不妊治療に対する補助は整備されつつあるが、不定期で頻回の通院が必要と
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なる不妊治療（図 13）と仕事の両立は困難であり、女性は離職をせざるを得な

い状況に追い込まれるなど[5, 6]、社会的にも大きな問題となっている。 

不妊の原因は女性因子、男性因子、原因不明に大別される[7](図 14)。女性は

35歳を境に妊孕性が急激に低下することが知られているが[8-10](図 15)、その

大きな要因として酸化ストレス（Oxidative stress ：OS）などの蓄積による卵

巣の加齢が挙げられる[11-14]。 

酸化ストレスは、分子の損傷につながる酸化状態と酸化防止機構の不均衡と

して定義される[15](図 16)。活性酸素種（Reactive Oxygen Species：ROS）は、

さまざまな加齢性疾患の加齢プロセスと病態生理および加齢に伴う生殖能力の

低下に関与することが示されている[16-19]。精子の質と機能は酸化ストレスの

蓄積によって悪影響を受けることが知られており[20-24]、ROS は卵母細胞を損

傷する可能性がある(図 17)。晩婚化の傾向と、ROS が加齢で増加するという以

前の報告[25, 26]を考慮すると、適切な ROS 管理は妊孕性保持には不可欠であ

ると考えられる。 

哺乳類の卵巣では、前胞状卵胞はゴナドトロピン制御下で、卵胞液で浸された

成熟卵胞へと成熟する。卵胞液は、卵母細胞の発達をサポートする生物学的微小

環境であり、さまざまな化学メディエーターが含まれている。 卵胞液は卵母細

胞の成熟と卵丘の拡大に有益な効果を持っており[27]、適切な卵胞液は卵母細
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胞の成熟度と質にプラスの効果があると考えられている[28-30]。卵胞液は、主

にホルモン、酵素、抗凝固剤、電解質、活性酸素種、抗酸化物質で構成され、卵

胞を満たす液体であり、卵胞内の細胞間のコミュニケーションの重要なメディ

エーターとして機能している。したがって卵胞液は、配偶子間のコミュニケーシ

ョンから胚の発達まで、受胎プロセスのあらゆる段階の重要な要素である。 

今回、卵母細胞の周囲にある卵胞液中の酸化ストレスに注目し、酸化ストレス

と卵子の質について検討した。 
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方法 

1. 卵胞液の採取と受精卵の培養 

東京大学医学部附属病院女性診療科で 2016年 6月から 2018年 12月までに ART

による治療を受けていた 124 人の採卵時に総数 709 個採卵し、そのうち 211 個

の卵胞液を研究対象として回収した。患者は、以前に当研究室で報告したプロト

コル下[31] で卵巣刺激（Controlled ovarian stimulation：COS）をうけ、採卵

された。採卵は経腟超音波ガイド下に行われ、サンプル用の卵胞液は平均直径 

> 18 mm の卵胞から個別に吸引した。 今回の採卵周期で多数の卵胞発育があ

り、複数採卵ができた場合も、一人の患者あたり最大 3 個までの卵胞液を研究

対象とした。卵胞液の混合を避けるため、各卵胞には穿刺針に別々の試験管を接

続し、吸引した。2つ以上の卵胞を穿刺したものや、血液や卵巣嚢腫の内用液が

混入した卵胞液は除外した。卵子を回収した後、卵胞液を直ちに氷上に置き、

1500 rpmで 10分間遠心分離し、上清を-80℃で保存した。 

 

2. 受精卵の培養 

卵胞液から卵子卵丘複合体を回収し、5-6時間の培養後にヒアルロニダーゼで

卵丘細胞を除去し、裸化処理を行った。精液は培養液の中に液化した精液もしく

は遠心して分離した精子を培養液に入れ、泳いで上がってきた精子を回収する
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スイムアップ法で処理し、培精した精子の中で運動性の良い、顕微鏡下に形の良

い精子を選び、尾部に傷をつることで不動化処理をした後、細胞質内精子注入法

（Intracytoplasmic sperm injection：ICSI)で受精させ（図 18）、採取した卵

胞液と対応した状態で個別に培養し、受精状態と分割状態を記録した。顕微鏡下

での細胞質内精子注入（ICSI）の 17〜20時間後に受精の状態を確認し、その後

初期胚は 3 日目に、初期胚で凍結保存したものを除き、引き続き培養された胚

は 5日目に観察した。  

 

3. ホルモン値、内膜の測定 

血清抗ミュラー管ホルモン（Anti-Müllerian hormone ：AMH）および卵胞刺激

ホルモン（Follicular stimulating hormone ：FSH）レベルは COSの開始前に、

基礎 FSHレベルは、月経初期（月経開始から 2～5日目）に測定した。血清エス

トラジオール（Estradiol ：E2）のピーク値、プロゲステロン（Progesterone ：

P4）、および黄体形成ホルモン（Luteinizing hormone ：LH）、子宮内膜厚は、卵

母細胞を成熟させるためのヒト絨毛性ゴナドトロピン（Human chorionic 

gonadotropin ：HCG）をトリガーとして投与した日に測定した。子宮内膜厚は、

診察担当医が経腟超音波を用いて子宮の正中矢状断面で子宮内膜の最大距離を

測定した。 
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4. 酸化ストレスと抗酸化能の測定 

フリーラジカル選択評価器（FREE Carrio Duo; Diacron International srl、

Grosseto, Italy）および Diacron-reactive oxygen metabolites ：d-ROM / 

Biological antioxidant potential marker ：BAPキット(FREE Carrio Duo; 

Diacron International srl, Grosseto, Italy)を使って測定した（図 19）。 d-

ROMsテストと BAPテストの詳細な説明は既報があり[31, 32]、両方のテストで

の測定は、それに従って実行した。   

これまで酸化ストレスの元となる活性酸素・フリーラジカルは、その高い活性

と短い半減期により、直接測定することは難しかった。今回の d-ROM テストで

は活性酸素・フリーラジカルを直接測定するのではなく、代謝産物の ROOHを捉

えて酸化ストレス測定として定量化している。測定原理としては、d-ROMs テス

トでは活性酸素・フリーラジカルが、体を構成する脂質・タンパク質・アミノ酸・

核酸などを酸化させた際に生じる代謝産物であるヒドロペルオキシド(ROOH)を

はじめとしたトータルの過酸化物を捉える。4.8PHの酢酸緩衝液にサンプルを混

合し、鉄イオンの存在下で過酸化物をラジカルに戻す。そのラジカルと反応する

呈色液(N,N-ジエチルパラフェニレンジアミン)を混合し、その濃度を測定する。

測定単位は『CARR U』で表される（図 20）。基準値を表 1に示す。 

※1 CARR U = 0.08 mg H2O2 / dL 
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抗酸化力を評価する BAP テストは、鋭敏な反応を捉えやすい鉄への還元力を

抗酸化力として数値化している。測定原理としては、三価鉄塩 FeCl 3 と無色のチ

オシアン酸塩を反応させ、三価鉄 Fe3+イオンとして赤く呈色をさせる。そこにサ

ンプルを添加し、サンプル中の抗酸化物質の作用で二価鉄 Fe2+イオンに還元され

赤色が脱色する。その色の変化を光度計で 505 nm で計測し、還元力を抗酸化力

として評価する。アッセイ結果はμmol/ Lで表した。アルブミン、ビリルビン、

還元グルタチオン、尿酸などの内因性抗酸化物、ビタミン C・E、ポリフェノー

ルなどの外因性抗酸化物質等の還元力を測定する（図 21）。基準値を表 2 に示

す。 

酸化ストレスと抗酸化能のバランスについて評価するため、それらの比であ

る酸化ストレス指数（Oxidative stress index ：OSI）を算出した。OSIは次の

ように計算した：d-ROMs / BAP×100[32]。 

 

5. 8-OHdG の測定 

酵素結合免疫吸着アッセイ（OxiSelect™ Oxidative DNA Damage ELISA Kit, 

Cell Biolabs, Inc. USA）を使用して、別の OSバイオマーカーとして 8-OHdGを

測定した。すべての手順は、機器製造業者の指示に厳密に従った。 光学密度値

は、450 nmの波長で、マイクロプレートリーダーで測定した。 アッセイ結果は
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ng / mLで表した。 

 

6. 受精状態と胚の分裂状態の評価 

 顕微鏡下での細胞質内精子注入（ICSI）の 17〜20 時間後に受精の状態を確

認し、2つの前核（Pronucleus：PN）の確認をもって正常な受精とした（図 22）。

未受精卵、1 つの前核、3 つ以上の前核を異常受精として分類した。初期胚は 3

日目に評価し、グレード 1〜3（Veeck分類による）（図 23）は良好な胚、グレー

ド 4〜5 は不良な胚と見なした。初期胚で凍結保存したものを除き、5 日目まで

培養された胚盤胞は、Gardner分類（図 24）に基づいて 3 BB以上で良好胚と評

価し、それ以下は不良胚と見なした。 

 

7. 統計学的解析 

統計学的解析は JMP Pro 15 software(SAS Institute Inc.)を用いて行った。

複数の値を比較するために、分散分析後に Steel-Dwass testにて解析を行い、

多変量の相関は、Pearson's moment correlation を使用して計算した。統計量

は「平均値 ± 標準偏差」で示し、P値 <0.05 を統計的に有意とみなした。ROC 

曲線（受信者動作特性曲線)における最適カットオフ値は、Youden Index に基

づいて決定した。 
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8. 倫理委員会の承認とインフォームドコンセントについて 

当研究は、東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会の承認（3594－(2)）

を得て、ヘルシンキ宣言を遵守し行った。対象患者には、卵巣刺激開始時に担当

医より同意書を用いて個別に説明の上、同意を得た。 
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結果 

1. 患者の特徴 

東京大学医学部附属病院にて高度生殖医療（ART）治療を受けていた患者で

ICSI による治療を受けるもののうち 124 人を対象とした。その採卵時に総採卵

数 709個のうち、211 個の卵胞を対象とし、卵子を回収した後の卵胞液を採取し

て分析した。患者の特徴を表 1に示した。採卵時の平均年齢は 38.49± 4.39歳、

BMIは 22.47 ± 3.44であった。患者一人当たりの総採卵数は 5.61 ± 4.66個

であった。 

 

2. 採卵数と受精から分割の評価対象数 

総採卵数は 907個で、そのうち対象卵胞数は 211であった。ICSI後 17〜20時

間後に受精の評価を行い、2前核を確認できた正常受精卵は 158個、異常受精卵

は 53 個であった。3 日目評価時に７細胞以上、グレード 3 以上の良好初期胚は

119個、不良初期胚は 68個であった。初期胚で凍結したものを除き、5日目評価

時に 3BB以上の良好胚盤胞は 10個、不良胚盤胞は 65個であった（図 25）。 

 

3. 受精率と妊娠数 

今回の研究期間において対象の卵子の受精率は 74.9％であった。未受精また

は異常受精 23.7％。卵子が未熟であるため受精できなかったのは 1.4％のみで
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あった。これは、ICSI 受精率の一般的な平均をやや上回る結果であった[3]。卵

胞液が採取された卵子のうち、40個の初期胚と胚盤胞が移植され、そのうち 10

個で妊娠が確認された。対象以外の胚移植で妊娠した数は 20個であった。 

 

4. ｄ－ROM、BAP 測定値 

全卵胞液の測定結果平均値は d-ROM で 412.49 ± 118.61 U. CARR、BAP で

2542.36 ± 636.72μmol/ L であった（表 3）。全血清の評価の基準値と比較す

ると d-ROMは強度の酸化ストレス、抗酸化力は適値であった。1人の患者から 2

つ以上の卵胞液が収集されたもので卵胞液間に違いがあるかどうかを検討し、

同じ患者から収集された卵胞液でも d-ROMと BAPの違いが存在した。1人当たり

の卵胞液間の差の平均は d-ROMで 90.35 ± 90.71 U. CARR、BAPで 633.99 ± 

590.65μmol/ L であった（図 26）。 

 

5. 受精状態とｄ－ROM、BAP の関係 

 受精状態と d-ROM と BAP の関係を分析した。d-ROM の値は、正常な受精群で

377.16 ± 88.37 U. CARR、異常な受精群で 503.60 ± 116.59 U. CARR であっ

た（P <0.0001）（図 27）。正常な受精群は 2392.72 ± 537.77μmol/ L、異常な

受精群は 2394.92 ± 654.03μmol/ L の BAP 値を示した。有意差は認めなかっ
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た（P = 0.98）（図 27）。 

 

6. 初期胚の状態とｄ－ROM、BAP の関係 

 3 日目の初期胚の場合、d-ROM の値は、良好胚群の場合 377.32 ± 86.14 U. 

CARR、不良胚群の場合 427.88 ± 116.75 U. CARR であった（P = 0.0023）（図

28）。3日目の初期胚群の BAP値は、良好胚群では 2480.42 ± 542.41μmol/ L、

不良胚では 2176.13 ± 509.23μmol/ L であった（P = 0.0002）（図 28）。 

 

7. 胚盤胞の状態とｄ－ROM、BAP の関係 

5日目の胚では、良好胚盤胞群で 357.60 ± 70.82 U. CARR、不良胚盤胞群で

415.54 ± 114.96 U. CARR であった（P = 0.0431）（図 29）。5日目の胚の BAP

値は、良好胚盤胞群は 2789.00 ± 505.45μmol/ L で、不良な胚盤胞群は 2248.25 

± 476.17μmol/ L であった（P = 0.0083）（図 29）。 

 

8. OSI と受精状態、胚の分割の関係 

酸化ストレスと抗酸化能のバランスについて評価するため、ｄ－ROM と BAP の

比を百分率で表した酸化ストレス指数（OSI）を各ステージで算出した。 OSIは、

正常な受精群で 16.39 ± 5.92、異常な受精群で 22.67 ± 11.85 であった（P 
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<0.0001）。3 日目の初期胚の OSI は、良好胚では 15.73 ± 5.46、不良胚では

20.09 ± 10.73 であった（P <0.0001）。5 日目の胚の OSIは、良好胚盤胞群は

12.96 ± 2.24で、不良な胚盤胞群は17.92 ± 8.41であった（胚盤胞（P <0.0001）

（図 30）。 

 

9. 妊娠の有無による比較 

ｄ-ROMは妊娠ありの群で 342.80 ± 51.78 U.CARR、妊娠なしの群で 409.93 

± 84.13 U.CARRであった（P ＝0.025）。BAP 値は、妊娠なしの群は 2637.33 ± 

830.15μmol/ L、妊娠ありの群は 2355.40 ± 360.14μmol/ L であった。有意

差は認めなかった（P = 0.41）。OSIは妊娠なしの群で 17.23 ± 7.15、妊娠有

りの群で 14.84 ± 2.98 であった。有意差は認めなかった（P = 0.25）（図 31）。 

 

10. カットオフ値 

 本試験における主要仮説検定は、正常受精、D3の良好初期胚、D5 の良好胚盤

胞について ROC曲線における曲線下面積（AUC）を算出し、Youden Index に基づ

いてカットオフ値を算出した。ｄ-ROMについては正常受精のカットオフ値は 400 

U.CARR、AUC 0.81、D3の良好初期胚のカットオフ値は 464 U.CARR、AUC 0.64、

D5の良好胚盤胞のカットオフ値は 391 U.CARR、AUC 0.68であった（図 32）。BAP
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については正常受精のカットオフ値は 2483 μmol/L、AUC 0.53、D3 の良好初期

胚のカットオフ値は 2591 μmol/L、AUC 0.65、D5の良好胚盤胞のカットオフ値

は 2463 μmol/L、AUC 0.80であった（図 33）。OSIについては正常受精のカッ

トオフ値は 16.64、AUC 0.73、D3の良好初期胚のカットオフ値は 18.32、AUC 0.71、

D5の良好胚盤胞のカットオフ値は 14.25、AUC 0.83であった（図 34）。 

 

11. パラメーターごとの相関 

パラメ―ターごとに相関を検討したところ、既報と一致して、年齢、AMH、お

よび収集された卵子の数の間に相関関係がみとめられた[33-36]（図 35）。AMHお

よび総採卵数は、年齢の増加に伴い減少した（P <0.001）。 年齢は、酸化ストレ

スマーカーおよび抗酸化マーカーと有意な相関を示さなかった。OSIとｄ-ROMは

相関係数 0.60（P< 0.001）で正の相関、OSI と BAPは-0.57（P< 0.001）で負

の相関を認めた。（図 36） 

 

12. 合併症とｄ－ROM、BAP の関係 

 対象患者の合併症は子宮内膜症 28 人(うち 8 人の子宮内膜症の既往を含む）、

子宮因子については、子宮筋腫 27 人、子宮奇形や手術後の子宮頸部狭窄など 6

人と自己免疫疾患 10 人、卵管因子 9人であった（一人の患者が重複して合併症
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を有しているものも含む）。各合併症についてｄ-ROMと BAPに有意差は認められ

なかった。 

 

13. 子宮内膜症性嚢胞の有無と酸化ストレス 

子宮内膜症は子宮外に子宮内膜線や間質を認める全身疾患であり、月経困難

症や不妊の原因となる。卵巣子宮内膜症性嚢胞内では高度の酸化ストレスや細

胞傷害、DNA 損傷が引き起こされているとの既報があり[37]、今回の研究対象と

して卵胞液採取した患者のうち、卵巣子宮内膜症性嚢胞の合併症のある患者 20

人の 30 個の卵胞液と、ない患者の卵胞液で測定したｄ-ROM、BAP と OSI を比較

し、有意差は認められなかった（図 37）。 
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考察 

ROSは卵巣で重要な生理学的役割を果たし、適度の ROSは成熟卵、胚形成に不

可欠であると考えられている[38]。 抗酸化物質は減数分裂の再開をブロックし、

ROSの形成は、卵母細胞の成熟を誘導する[39]。しかし、卵母細胞での酸化スト

レスの発生は、染色体分離のエラー、および細胞成分の損傷を引き起こし、卵の

質が低下する可能性がある[25]。実際酸化ストレスによる DNA 損傷マーカーで

ある 8-OHdGについて卵丘細胞、顆粒膜細胞中の値と受精率、良好胚の発生率と

の間に負の相関関係を認めたとの報告がある[40]。今回、卵胞液中の酸化ストレ

スは全血清での基準値と比較して高い状態であったが、卵巣での ROS の発生源

は、食細胞性マクロファージ、実質のステロイド産生細胞、および内皮細胞とさ

れている[41]。また、卵胞の発達段階での ROS 産生は、ミトコンドリアで起こる

酸化的リン酸化に起因する可能性がある。卵胞では顆粒膜細胞が H2O2 を生成す

るという報告があるが、その理由は完全には解明されていない[42]。さらに酸化

ストレスの実臨床における評価方法は現在のところ定まったものはない。 

今回酸化ストレスの評価では、高い再現性に基づいて測定できる OS の総量と

して d-ROM を測定した。これまで酸化ストレスの評価に関しては様々な物質で

測定されており、抗酸化酵素、抗酸化物質、代謝産物に大別される。抗酸化酵素、

抗酸化物質についてはその増減や代謝産物の検出で、代謝産物についてはその
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存在と量で評価する。既報では脂質、タンパク質、および炭水化物の酸化生成物

の濃度、ならびに抗酸化酵素、抗酸化剤の濃度を測定するアッセイ等が使用され

ている。例えば代謝産物については脂質過酸化物[11, 43]および過酸化脂質か

ら最終産物として生成することを利用して、マロンジアルデヒド[44-46]が測定

されている報告がある。マロンジアルデヒドはチオバルビツール酸(TBA)と反応

させ反応生成物を吸光度から過酸化脂質量として推定する方法 (チオバルビツ

ール酸法，TBA法) [44, 47]として利用されている。しかし、過酸化脂質の濃度

は生体内では微量であり、pH、加熱時間 などの条件で TBAによる呈色が影響を

受ける可能性があり、実験者によって変動する場合がある。さらに、プロスタグ

ランジンが生成される過程でフリーラジカル反応が行われ、副産物としてマロ

ンジアルデヒドが生成されることが明らかにされてきたため[48]、純粋な過酸

化脂質を定量することは難しいと考えられる。現在のところ、生体試料中の過酸

化脂質そのものを測定する方法はまだ確立されていない。また、8-OHdG は DNA

を構成する塩基の一つ deoxyguanosine (dG)の 8位が ヒドロキシル化されたも

のであり、dG は DNA の４種類の塩基のうち最も活性酸素による酸化を受けやす

いため、主要な酸化生成物である 8-OHdGは活性酸素による生体への影響を鋭敏

に反映する DNA 酸化損傷マーカーである[40]。化学的に比較的安定な物質のた

め２次代謝などを受けにくいことから、生体内における酸化ストレスを定量的
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に反映するとされているが、DNAの酸化損傷であり、トータルの過酸化物を捉え

るものではない。このように酸化ストレスの測定にはこれまで一定した指標が

ない状態である。抗酸化力も同様で、抗酸化酵素であるスーパーオキシドジスム

ターゼ活性[49, 11]、熱化学発光アッセイ[50]、および、抗酸化酵素と抗酸化物

質を合わせた総抗酸化能[43, 51]によって測定されている報告があるが、これ

らのさまざまな物質を測定した結果は一貫していない。 

今回の研究で測定した d-ROM と BAP について産婦人科領域での過去の研究は

少ないが、卵巣子宮内膜症性嚢胞を有のある群とない群で卵胞液中のｄ-ROM、

BAP値の比較を行ったが有意差を認めなかったとされるもの[52]、卵胞液と血清

で酸化ストレスの分析を行い、全血清で子宮内膜症患者の BAP の低下を認め、

ｄ-ROM で妊娠転帰との間に正の相関を認めたとされる既報がある[53]。また、

酸化ストレスの増加とともに抗酸化物質の生産が増加[54]するとの既報はある

が、それらのバランスについて検討されたものはない。今回の研究の重要な点は、

生体内での偏在がある酸化ストレスと抗酸化能について卵胞液で測定したこと、

卵胞内の個別の環境をトータルの過酸化物を捉えるｄ-ROM、抗酸化酵素、内因性、

外因性の抗酸化物質を総合して還元力として捉える BAP テストを指標として使

用したことである。また、これまで個別の卵胞液と卵子の受精状態、胚分割を対

応させて分析した報告はほとんど行われていないが、その値と卵胞液と卵子の
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受精、胚分割が各卵胞について明確に対応して記録され、統計的有意性が得られ

たことである。今回の結果からはｄ-ROM は主に受精に関連し、値が低い方が正

常受精となっている。BAPは主に胚の分割と関連しており、値の高い方が良好な

初期胚、胚盤胞となっている。OSI については受精から胚の分割まで通して関連

し、値の低い方が良好な結果が得られている。ROC曲線により算出した AUCでも

同様の傾向があり、治療上の指標とできる可能性があると考える。 

胚盤胞では、BAPが胚の分割に関連していることを考慮すると、胚の抗酸化能

力がその質に影響を与える可能性がある。以前の報告では、卵母細胞における抗

酸化防御システムの存在が示唆されていた[55]。胚発生の初期段階では、トリカ

ルボン酸サイクルは主にピルビン酸と乳酸を主要なエネルギー源として使用し

ている。圧縮段階まで、エネルギー生産は解糖系を使用し、最終的に胚盤胞段階

で優先的に消費される[56-60]。これは、ROS が胚の分裂時に生成され、培地に

蓄積されることを示唆している。ここで抗酸化能と ROS のバランスが取れてい

ないと、胚の質が低下することにつながると考えられる。 

卵胞液は、血清を含むいくつかの要因で構成されている[61]。抗酸化物質は、

体内で生合成されるか、食物摂取[62, 63] および経口摂取によって得られる（例、

アスコルビン酸（ビタミン C）、カロテン、レチノール（ビタミン A）、α-トコフ

ェロール（ビタミン E）およびユビキノール（コエンザイム Q））。治療としては



26 

 

卵胞液中の環境の改善として、血清中の抗酸化物質の濃度を高めるため、スカベ

ンジャーとして、抗酸化力の高い食事の摂取や、サプリメントとして上記の抗酸

化物質の経口投与や、強い抗酸化能を持つ物質として近年研究されているメラ

トニン[64, 65] 、コエンザイム Q10 [66]の培養液への添加で胚質の改善を認め

たとの報告もあり、L-カルニチン[67]、メラトニン[68, 69]に関しては経口投与

の有効性が示唆されているが卵胞液中の抗酸化物質を選択的に上げる方法はま

だ研究されていない。今後は末梢血でも今回の卵胞液での検討と同様な評価が

理論上可能であるため、卵胞液と血清の相関を検討する必要があると考える。こ

の際、卵胞液中で選択的に濃度上昇がある抗酸化物質と胚の質の相関を検討す

ることや、上記のような抗酸化物質の経口投与等の酸化ストレスを軽減させる

治療をおこなった後に、今回われわれが測定したマーカー群を測定し、治療効果

の有無をみることも不妊治療患者の治療法の可能性を検討するための重要な課

題である。 

高度生殖医療（ART）の治療は、現在のところ年齢因子に対しての治療が確立

されておらず、晩婚化が進む中、治療開始年齢は上がり、難治性の患者が残って

いくため、妊娠率改善は時間との戦いとなっている。その中で重要となるのはよ

り着床率、生産率の高い胚を得ること、またそれを的確に選択し移植していくこ

とである。精子においては SCSA（精子クロマチン構造検査）などの DNA 損傷の
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程度をもって質を評価する方法が臨床に適用されているが、卵子においては評

価方法がない状況である。現在は受精後の移植胚の選択時に、初期胚においては

分割された細胞それぞれ（割球）の大きさが均一か不均一なサイズかという分割

のきれいさと、細胞の破片であるフラグメンテーションの量で振り分ける Veeck

らの分類、胚盤胞においては成長速度と細胞数をもとにグレードを振り分ける

Gardner分類において良好胚に正常胚が多く、着床率がよいとされ選択されてい

る。しかし胚盤胞の形態学的評価が良好なものほど染色体正常である確率が高

いものの（最良 56.4%、良 39.1%、並 42.8%、不良 25.5%）、成長速度の違いによ

る染色体正常率は変わらず（5日目 46.6%、6 日目 39.8%、7日目 43.5%）、形態学

的評価と着床能との関連は認めず、反対に染色体正常胚は形態学的分類、成長速

度に相関せず等しい着床率を示したとの報告がある。近年は形態学的分類のみ

で移植胚を選択するだけでは不十分と考えられてきており、着床率に関しては

様々な研究がなされている[70]。2010年には、タイムラプス•イメージングによ

る連続観察により、適切な時期に分割する胚が着床率の高い胚であるとの報告

が出され[71]、良好胚を選別する新たな方法として有用になることが期待され

ていた。しかし、初期胚の段階で着床率を判断するという意味では有用であるが、

パラメーターのばらつきはあるものの、実際に妊娠率が最大の群でも 32%との報

告があり[72, 73]、胚盤胞まで培養するのであればその評価の方法としては着
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床前診断の方が勝っていると考えられる。ただ、現在欧米において広く行われて

いる着床前診断の PGS（Preimplantation Genetic Screening）（（PGT-A） 

Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidies）にも限界があり、4〜5

個の TE（Trophectoderm:栄養外胚葉）細胞から正常胚を推測する検査のため、

細胞を採取することによる胚へのダメージがあることと、検査が高額であるこ

と、胎児となる ICM（Inner Cell Mass:内部細胞塊）細胞を正確に反映しないこ

となどの問題点があげられている。ICSI で単一初期胚移植を実施した 232 個の

胚のタイムラプスパラメータと生産の関係を後方視的に検討した既報において

有意差が認められたのは、前核が並置した時に中央にあることで 2.20 倍に出産

率が増加することと、2 細胞の時に多核があることで 0.51 倍低下したという報

告があり[74]、胚の質はかなり初期に決定されることを示唆している。このこと

より、今回の結果で得られた、d-ROMと受精の関係は、胚の質を予測する有効な

手段になりえるのではないかと考えられる。現在は一つの検査で着床率、生産率

の高い胚を選択することは難しい状況である。d-ROM、BAP の測定は従来廃棄し

ていた卵胞液を少量採取するのみで測定できるため胚への侵襲は無く、簡易に

行うことができるため、他の検査と組み合わせて胚移植の際の移植胚選択の指

標として使用できるマーカーとなり得るのではないかと期待される。また、今回

は受精の状態や胚の分割状態を個別に記録する必要があったため、一般体外受
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精（コンベンショナル）による共培養ではなく、個別培養の ICSIを対象とした

が、これまでの報告では、共培養された胚は、より良い分割結果になることが知

られている[75]。これは、共培養胚で交換された卵胞液内のアミノ酸などのメタ

ボロームが原因ではないかと考えられている。 このことから ROSでも同様の現

象が推測でき、受精方法や培養方法の選択時に適した卵子を選択する必要性が

あると考えられる。臨床での利用方法は、複数採卵できた場合、今回の結果では

ｄ-ROM が低い方が正常受精する確率が高いので、授精方法の振り分け、一般体

外受精（コンベンショナル）と ICSIに適した卵子を選択する指標とする他、OSI

の値で胚盤胞到達率を予測し、初期胚で凍結するか、培養を継続するかの指標と

できる可能性がある。また、培養液に抗酸化物質の添加を検討する基準と使用し、

治療の成績向上を目指せる可能性がある。 

この研究の限界は、被験者が少数であること、大学病院を受診している患者で

あること、そして ICSI を受けている患者に限定されていることでバイアスがか

かっている可能性があることである。また、順次移植している段階のため妊娠転

機と酸化ストレスの評価がまだ難しい状態である。したがって、継続して妊娠例

の情報を蓄積して行き、より多くの被験者を含むさらなる研究が必要であると

考える。そして今後マーカーとして利用するためには、閾値を決定することも必

要である。また、検討をより容易なものにするのであれば、末梢血でも同様な評
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価が理論上可能であるため、卵胞液との相関を検討する必要があろう。酸化スト

レスを軽減させる治療をおこなった後に今回われわれが測定したマーカー群を

測定し、治療効果の有無をみることも重要な課題である。そのようにリアルタイ

ムのモニタリングをすることで、最終的に不妊症患者の治療成績向上に結びつ

けたい。 
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結論 

本研究の結果に基づいて、酸化ストレスは卵子の受精能を低下させ、抗酸化力

は胚の正常な分割に寄与し、酸化ストレスと抗酸化能のバランスは受精から分

割のすべての段階で重要であると示唆された。 

今後もさらに晩婚化は進み、将来的に高度生殖医療（ART)を受けるカップルは

増加すると考えられる。高齢カップルの治療では限られた時間で効率よく結果

を出すことが求められているが、卵胞液の d-ROM と BAP のレベルは、体外受精

の成功を予測できる潜在的なマーカーとして使用できると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

謝辞 

本研究を遂行するにあたり、採卵時の検体の採取、回収にご協力いただきまし

た先生方、培養士の皆さまに深謝いたします。また、終始適切な助言を頂きご指

導いただきました、東京大学医学部産科婦人科学教室 平池修准教授、同 藤井

知行教授、同 大須賀穣教授に心よりお礼を申し上げます。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 

 

略語 

OS - Oxidative stress  

FF - Follicular fluid  

ART - Assisted reproductive technology  

ROS - Reactive oxygen species 

d-ROM - Diacron-reactive oxygen metabolites  

BAP - Biological antioxidant potential marker  

ICSI - Intracytoplasmic sperm injection 

OSI - Oxidative stress index  

COS - Controlled ovarian stimulation  

AMH - Anti-Müllerian hormone  

FSH - Follicular stimulating hormone  

E2 - Estradiol  

P4 - Progesterone  

LH - Luteinizing hormone 

8-OHdG - 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine 

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay 

PN - Pronucleus 
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ROC - Receiver operating characteristic curve 

AUC - Area under the curve 

TBA - Thiobarbituric acid  

SCSA - Sperm chromatin structure test 

PGS - Preimplantation genetic screening 

PGT-A - Preimplantation genetic testing for aneuploidies 

TE - Trophectoderm 

ICM - Inner cell mass 
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図 

 

表 1 ｄ－ROMテスト（酸化ストレス度）判定基準 

 

d-ROM 測定値 判 定 

200～300 U.CARR 正常 

301～320 U.CARR ボーダーライン 

321～340 U.CARR 軽度の酸化ストレス 

341～400 U.CARR 中程度の酸化ストレス 

401～500 U.CARR 強度の酸化ストレス 

501～    U.CARR かなり強度の酸化ストレス 

 

表 2 BAPテスト（抗酸化力）判定基準 

 

BAP 測定値 判 定 

2201 以上 μ㏖/l 適値 

2200～2001 μ㏖/l ボーダーライン 

2000～1801 μ㏖/l 抗酸化力がやや不足 

1800～1601 μ㏖/l 抗酸化力が不足 

1600～1401 μ㏖/l 抗酸化力がかなり不足 

1400～ μ㏖/l 抗酸化力が大幅に不足 
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表 3 患者の特徴 

 

Factor  Mean ± SD    Range    

Total number of patients 124   

Total numbers of follicle 211   

Average age (years old)  38.49 ± 4.39 26 - 45 

Average age of husband (years old)  41.01 ± 5.99 27- 58 

 Average age difference (years old)  4.14 ± 4.40 0 - 23 

   BMI (kg/m
2
)      22.47 ± 3.44 15.89 - 32.50 

Basal FSH (mlU/ml) 10.90 ± 6.42 1.0 - 40.2 

AMH (ng/ml) 2.19 ± 2.39 0.04 - 12.2 

peak E2 (pg/ml) 2091.81 ± 1936.67 248.9 – 10161.0 

E2/follicle pg/ml 396.00 ± 210.34 37.9 - 995.0 

 P4 (ng/ml) 0.80 ± 0.81 0.1 - 7.4 

LH (mlU/ml) 5.79 ± 6.00 0.2 - 24.0 

Thickness of the endometrium (mm) 7.92 ± 3.46 1.7 - 16.1 

Total ovum account 5.61 ± 4.66 1 - 16 

d-ROMs（U.CARR） 412.49 ± 118.61 203 - 835 

BAP (μmol / L) 2542.36 ± 636.72 1212 - 4531 

OSI 17.05 ± 6.64 7.75 - 55.52 
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図 1 出生数と合計特殊出生率の推移 
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図１ 出生数及び合計特殊出生率の年次推移
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厚生労働省 令和元年(2019)人口動態統計の年間推計より 

http://www8.cao.go.jp/shoushi/shoushika/whitepaper/measures/w-

2018/30webhonpen/html/b1_s1-1-2.html 

2018（平成 30）年の出生数は、86 万 4,000 人となり 90 万人を割り込ん

だ。合計特殊出生率は近年、減少傾向が続いているが、2018 年は、1.42 と

前年より 0.01 ポイント下回った。 

http://www8.cao.go.jp/shoushi/shoushika/whitepaper/measures/w-2018/30webhonpen/html/b1_s1-1-2.html
http://www8.cao.go.jp/shoushi/shoushika/whitepaper/measures/w-2018/30webhonpen/html/b1_s1-1-2.html
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図 2 平均初婚年齢と平均出生時年齢の推移 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

厚生労働省「我が国の人口動態」平成 30 年版より 

https://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/jinkou/geppo/nengai18/index.html 

女性の社会進出に伴い、初婚年齢並びに出生時年齢は年々上昇してい

る。 
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図 3 母の年齢階級別出生率の年次推移 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

厚生労働省 平成 30 年(2018) 人口動態統計月報年計(概数）の概況

http://www.mhlw.go.jp/toukei/list/81-1.html 

母の年齢階級別出生率の年次推移をみると、昭和 50 年代以降は 20 歳代

の出生率が大きく低下し、近年は 30～40 歳代の出生率が上昇傾向となっ

ている。 
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図４ 出生順位別に見た父母の平均年齢の年次推移 

 

 

厚生労働省「我が国の人口動態」平成 30 年版より 

出生時の母親の平均年齢を出生順位別にみると、2017年においては、第 1子

が 30.7歳、第 2子が 32.6歳、第 3子が 33.7 歳と 上昇傾向が続いており、

1985年と比較する と第 1子では 4.0歳、第 2子では 3.5歳、第 3子では 2.3

歳それぞれ上昇している。 
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図 5 夫婦が結婚生活に入ってから第 1子出生までの平均同居期間 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

厚生労働省「我が国の人口動態」平成 30 年版より 

http://www.mhlw.go.jp/toukei/list/81-1.html 

夫婦が結婚生活に入ってから第 1子出生までの平均同居期間をみると、平

成 28年では 2.42年となっており、昭和 55 年に比べ 0.81年延びた。期間

別の内訳を年次推移でみると、2年未満の割合が大きく減少し、3年以上の

割合が大きく増加している 



48 

 

図 6 年齢別既婚女性の不妊率 

 

 

日本産婦人科医会 不妊の原因と検査より 

https://www.jaog.or.jp/lecture/5 

女性の加齢と不妊は密接に関係し、不妊の割合は 20歳代前半までは 5％以下

であるが、20歳代後半より 9％前後の不妊率になり、30歳代前半で 15％、30

歳代後半で 30％、40 歳以降では約 64％が自然妊娠の望みがなくなると推定さ

れている。 
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図 7 不妊を心配した夫婦の割合・不妊検査、治療を経験した夫婦の割合 

  

 

 国立社会保障・人口問題研究所 第 15回出生動向基本調査

http://www.ipss.go.jp/ps-

doukou/j/doukou15/report15html/NFS15R_html08.html 

 不妊を心配したことがある（または現在心配している）夫婦の割合は、

35.0％と前回（31.1％）よりも増加した。子どものいない夫婦ではこの割合は

55.2％（前回 52.2％）にのぼる。実際に不妊の検査や治療を受けたことがある

（または現在受けている）夫婦は全体で 18.2％（同 16.4％）、子どものいない

夫婦では 28.2％（同 28.6％）であった。過去の調査にくらべて、不妊の検査

や治療経験のある夫婦の割合が上昇傾向にある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ipss.go.jp/ps-doukou/j/doukou15/report15html/NFS15R_html08.html
http://www.ipss.go.jp/ps-doukou/j/doukou15/report15html/NFS15R_html08.html
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図 8  不妊治療の流れ（日本産科婦人科学会ホームページより引用） 

 

 
治療は不妊検査を経て一般不妊治療と呼ばれるタイミング法から始まり、人

工授精でも妊娠が難しい場合、高度不妊治療と呼ばれる体外受精・胚移植へと

ステップアップしていくのが一般的である。 
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図 9 人工授精と体外受精の概要 

 

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ivf.co.jp/より引用 

 

人工授精は洗浄精子をカテーテルで直接子宮内に注入する。 

体外受精は排卵誘発により卵巣に育った卵胞を穿刺針で体外から穿刺吸引

により回収し、採取した精子と受精させて培養した胚を子宮内に移植する。 

 

  

＜人工授精＞    ＜体外受精（採卵＆胚移植）＞ 
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図 10 不妊治療のステップアップ 

 
 ステップアップ治療は、ある治療に対し結果が出るかどうかで判断する。ど

のくらいで次に進むかは原因や年齢によるが、一般的に 5～6周期でステップ

アップし、2年以内に結果を出すことが望ましいとされている。このようにス

テップアップに伴い、時間と費用が増大していく。 
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図 11 高度生殖医療による年別出生児数 

 

 

 

 日本産科婦人科学会 ARTデータブック 2016 年版 

https://plaza.umin.ac.jp/~jsog-art/2016data_20180930.pdf 

日本産科婦人科学会によると、2017年の体外受精の出生児は 5万 6617人で

あった。2016年に比べて 2507人増え、過去最多を更新した。厚生労働省の統

計では 2017年の総出生数は 94万 6065人で、16.7人に 1人が体外受精で生ま

れた計算になる。 

FET - Freeze-thaw embryo transfer：凍結融解胚移植 

ICSI - Intracytoplasmic sperm injection: 卵細胞質内精子注入法  

IVF - In vitro fertilization: 体外受精 

 

 

 

 

https://plaza.umin.ac.jp/~jsog-art/2016data_20180930.pdf
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図 12 ART妊娠率・生産率・流産率 

 

 
日本産科婦人科学会 ARTデータブック 2016 年版 

https://plaza.umin.ac.jp/~jsog-art/2016data_20180930.pdf 

生殖補助医療を受けた女性の年齢による妊娠・流産・生産の確率（2016年）

を示したものである。39歳を境に妊娠率と流産率が交差し、39歳の妊娠率は

29.7％であるのに対し、流産率は 29.1％であり、40歳の妊娠率は 26％、流産

率は 34.3％と逆転し、その差は年齢に比例して広がっている。生児を得た女性

の割合は、30歳で 21.5％、35歳で 18.4％、40歳で 9.1％、42歳では 4.5％と

年齢とともに顕著に低下している。 

ET -  embryo transfer: 胚移植 

 

 

 

 

 

https://plaza.umin.ac.jp/~jsog-art/2016data_20180930.pdf
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図 13  不妊治療における月経周期ごとの通院日数の目安 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 不妊の原因 

 

 不妊の原因は女性因子、男性因子、原因不明に大別される 

 

 

（厚生労働省ホームページより引用） 

不妊治療は女性の通院が主になり、肉体的、精神的、経済的に負担が大

きく、月経周期により治療スケジュールが組まれるため、不定期で頻回の

通院が必要となり、仕事との両立は困難となる。 
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図 15 女性の年齢による妊孕力の変化（自然妊娠） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

妊孕率は、女性 1,000 人あたりの出生数（17～20世紀のアメリカ、ヨーロッ

パ、イランなど 10 ヶ所のデータ：Henry, L. (1961). Some data on natural 

fertility. Eugenics Quarterly, 8(2), 81-91.）を元に、20～24歳を 100％

として計算した。年齢の上昇に伴い（特に 35歳以降）妊孕率の低下が認めら

れる。データは平均 ± 標準偏差で示した。 
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図 16 酸化ストレス 

 

 

酸化ストレスは、分子の損傷につながる酸化剤と酸化防止剤の不均衡として

定義される。 
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図 17 酸化ストレスによる細胞障害 

 

 

活性酸素種を分解する酵素としてスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）カ

タラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)が挙げられるが、これらが消

去できる量以上の活性酸素種が生成されていた場合、核酸(DNA)、たんぱく

質、脂質を攻撃し、細胞損傷を与える。酸化ストレスマーカーは抗酸化酵素、

抗酸化物質、代謝産物に大別される。 
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図 18 顕微授精 

 

 

 体外受精を実施しても受精が成立しなかった場合と、精子濃度や運動率が低

く、体外受精をしても受精しないと判断される場合実施される。顕微授精では

ピペットの先端に 1 個の精子を入れて卵子に顕微鏡で確認しながら直接注入す

る。（卵細胞質内精子注入法、ICSI）。 
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図 19 卵胞液回収と酸化ストレスの測定 

 

 

 採卵時に採取した卵胞液の酸化ストレス、抗酸化能をフリーラジカル選択評

価器（FREE Carrio Duo; Diacron International srl、Grosseto, Italy）お

よび d-ROM / BAPキット(FREE Carrio Duo; Diacron International srl, 

Grosseto, Italy)を使って測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（Biological Antioxidant Potential）
→To evaluate total antioxidant status

（Diacron - Reactive Oxygen Metabolites）
→The general oxidation state

卵胞液回収と酸化ストレスの測定
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図 20 酸化度測定（ｄ-ROMｓテスト） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21 抗酸化力測定（BAPテスト） 

 

 

 

 

 

 

 

ウィスマー社ホームページより引用 http://wismerll.co.jp/products/free_carrioduo/ 

呈色液クロモゲン（芳香族化合物）は活性酸素・フリーラジカルにより酸化

されると、無色から赤紫色のラジカルカチオンになります。酸化ストレス度

のマーカーであるヒドロペルオキシド（ROOH）を初めとした総合的な酸化度

を定量化します。 

 

 

 

 

 

 

 

ウィスマー社ホームページより引用 http://wismerll.co.jp/products/free_carrioduo/ 

三価鉄塩 FeCl 3 は、ある特定のチオシアン酸塩誘導物を含む無色の溶液に

溶解すると三価鉄 Fe3+イオンの機能として赤く呈色します。そこにサンプル

を添加すると、サンプル中の抗酸化物質の作用で二価鉄 Fe2+イオンに還元さ

れ脱色し、色の変化を光度計 505nmで計測し抗酸化力を評価します。 

 

 

 

 

 

 

 

http://wismerll.co.jp/products/free_carrioduo/
http://wismerll.co.jp/products/free_carrioduo/
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図 22 受精と胚の分割の評価 

 

卵子の分割と評価についてであるが、今回は臨床上と同様の形態学的な基準

で、受精の状況は 1 日目に 2PN胚であること、3日目に 7細胞以上グレード 38

（Veeck分類）以上であること、5日目に 3BB（ガードナー分類）以上であるこ

ととした。 
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図 23 胚のグレード分類 

         

 

 

 

 

Veeck分類は形態的評価（細胞の均等性とフラグメンテーションの割合）に

よって分類する。数字が小さいほど良好胚である。 

Grade１…細胞の形態が均等でフラグメンテーションを認めない胚 

Grade２…細胞の形態が均等でわずかにフラグメンテーションを認める胚 

Grade３…細胞の形態が不均等な胚。または少量のフラグメンテーションを認

める胚 

参考文献：中山貴弘：臨床婦人科産科 2013:67(10) ,1030-1037 

Veeck（ビーク）らの分類 
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Grade４…細胞の形態が均等 or不均等でかなりのフラグメンテーションを認め

る胚 

Grade５…細胞をほとんど認めずフラグメンテーションが著しい胚 
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図 24 胚のグレード分類 

 

 

                    

参考文献：中山貴弘：臨床婦人科産科 2013:67(10) ,1030-1037 

 グレード 3以上の胚盤胞は、さらに内細胞塊と栄養外胚葉の状態によって  

A〜Cに細分類される。内細胞塊は大きく鮮明であるほど良いとされ、栄養外胚

葉は、大きさが均等で数が多いほど良いとされている。発育スピード（胞胚腔

の大きさからみた発育状態）と内細胞塊、栄養外胚葉の状態を合わせてグレー

ド分類して評価する。数値が高くより AAに近いものが質の高い胚盤胞とな

る。 

Gardner（ガードナー）の分類 

・胞胚腔の大きさによる分類（左） 

・内細胞塊と栄養外胚葉による 

細分類（下） 
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胚盤胞腔の広がり具合 

１：初期胚盤胞（early）胚盤胞腔が全体の 1/2以下 

２：胚盤胞 胚盤胞腔が全体の 1/2以上 

３：完全胚盤胞（full）全体に広がった Full 状態 

４：拡張胚盤胞（expanded）胚盤胞腔容積がさらに拡張し、透明帯が薄くなり

つつある 

５：孵化中胚盤胞（hatching）TEが透明帯の外に脱出し始めている 

６：孵化後胚盤胞（hatched）胚が完全に透明帯から脱出したもの 

 

内細胞塊（ICM） 

A：細胞同士が密に接し、細胞数が多い 

B：細胞同士の密着が粗で、細胞数が少ない 

C：細胞数が非常に少ない 

 

栄養外胚葉（TE） 

A：細胞数が多く互いに接着した上皮を形成している 

B：細胞数が少なく、結合が粗な上皮を形成している 

C：数が少ない、大きな細胞が上皮を形成している 
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図 25 採卵数と受精から分割の評価対象数 

 

 

 総採卵数は 907個で、そのうち対象卵胞数は 211であった。ICSI後 17〜20

時間後に受精の評価を行い、2前核を確認できた正常受精卵は 158個、異常受

精卵は 53個であった。3日目評価時に７細胞以上、Grade3以上の良好初期胚

は 119個、不良初期胚は 68個であった。初期胚で凍結したものを除き、5日目

評価時に 3BB以上の良好胚盤胞は 10個、不良胚盤胞は 65個であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ICSI

ICSI

体外受精

卵胞液

培養 培養

初期胚
凍結

新鮮胚
移植

凍結/移植

D1 D3 D5
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図 26 同一患者の複数の卵胞間の比較 

 

 

 

 1人当たりの卵胞液間の差の平均は d-ROM で 90.35 ± 90.71 U. CARR、BAP

で 633.99 ± 590.65μmol/ Lであった。 

ヒストグラムは各区間の値を示した患者数を示す。箱ひげ図のひげの上端は

最大値、箱の上端は第三四分位、箱の中央の線は中央値、箱の下端は第一四分

位、ひげの下端は最小値を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ｄ-ROM （U.CARR） 

90.35 ± 90.71 

BAP （μmol/l） 

633.99 ± 590.65 



69 

 

図 27 受精状態における酸化ストレス・抗酸化力の比較 

 

 

d-ROMの値は、正常な受精グループで 377.16 ± 88.37 U. CARR、異常な受

精グループで 503.60 ± 116.59 U. CARRであった（P <0.0001）。正常な受精

グループは 2392.72 ± 537.77μmol/ L、異常な受精グループは 2394.92 ±

654.03μmol/ Lの BAP 値を示した。有意差は認めなかった（P = 0.98）。 

箱ひげ図のひげの上端は最大値、箱の上端は第三四分位、箱の中央の線は中

央値、箱の下端は第一四分位、ひげの下端は最小値を示す。 
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図 28 良好初期胚と不良初期胚における酸化ストレス・抗酸化力の比較 

 

 

3日目の初期胚の場合、d-ROMの値は、良好胚の場合 377.32 ± 86.14 U. 

CARR、不良胚の場合 427.88 ± 116.75 U. CARR であった（P = 0.0023）。3日

目の初期胚の BAP値は、良好胚では 2480.42 ± 542.41μmol/ L、不良胚では

2176.13 ± 509.23μmol/ Lであった（P = 0.0002）（図 11）。 

ヒストグラムは各区間の値を示した患者数を示す。箱ひげ図のひげの上端は

最大値、箱の上端は第三四分位、箱の中央の線は中央値、箱の下端は第一四分

位、ひげの下端は最小値を示す。 
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良胚盤胞および不良胚盤胞でそれぞれ 357.60 ± 70.82 U. CARRおよび

415.54 ± 114.96 U. CARR であった（P = 0.0431）。5日目の胚の BAP 値は、

良好胚盤胞群は 2789.00 ± 505.45μmol/ L で、不良な胚盤胞群は 2248.25 ± 

476.17μmol/ Lであった（P = 0.0083）。 

箱ひげ図のひげの上端は最大値、箱の上端は第三四分位、箱の中央の線は中

央値、箱の下端は第一四分位、ひげの下端は最小値を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 29 良好胚盤胞、不良胚盤胞における酸化ストレス・抗酸化力の比較 
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 OSIは、正常な受精群で 16.39 ± 5.92、異常な受精群で 22.67 ± 11.85で

あった（P <0.0001）。3日目の初期胚の OSI は、良好胚では 15.73 ± 5.46、

不良胚では 20.09 ± 10.73であった（P <0.0001）。5日目の胚の OSI は、良好

胚盤胞群は 12.96 ± 2.24で、不良な胚盤胞群は 17.92 ± 8.41であった（P 

<0.0001）。 

箱ひげ図のひげの上端は最大値、箱の上端は第三四分位、箱の中央の線は中

央値、箱の下端は第一四分位、ひげの下端は最小値を示す。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 30 受精状態・初期胚・胚盤胞での OSI の比較 
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図 31 妊娠の有無による酸化ストレス・抗酸化力・OSIの比較 

 

ｄ-ROMは妊娠ありの群で 342.80 ± 51.78 U.CARR、妊娠なしの群で 409.93 

± 84.13 U.CARRであった（P ＝0.025）。BAP 値は、妊娠なしの群は 2637.33 

± 830.15μmol/ L、妊娠ありの群は 2355.40 ± 360.14μmol/ Lであった。

有意差は認めなかった（P = 0.41）。OSIは妊娠なしの群で 17.23 ± 7.15、妊

娠有りの群で 14.84 ± 2.98であった。有意差は認めなかった（P = 0.25） 

箱ひげ図のひげの上端は最大値、箱の上端は第三四分位、箱の中央の線は中

央値、箱の下端は第一四分位、ひげの下端は最小値を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 

 

 ｄ-ROMについては正常受精のカットオフ値は 400 U.CARR、AUC 0.81、D3の

良好初期胚のカットオフ値は 464 U.CARR、AUC 0.64、D5の良好胚盤胞のカッ

トオフ値は 391 U.CARR、AUC 0.68であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 32 ｄ-ROMにおける受精・初期胚・胚盤胞でのカットオフ値 
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 BAPについては正常受精のカットオフ値は 2483 μmol/L、AUC 0.53、D3の良

好初期胚のカットオフ値は 2591 μmol/L、AUC 0.65、D5の良好胚盤胞のカット

オフ値は 2463 μmol/L、AUC 0.80であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 33 BAPにおける受精・初期胚・胚盤胞でのカットオフ値 
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OSIについては正常受精のカットオフ値は 16.64、AUC 0.73、D3の良好初期胚

のカットオフ値は 18.32、AUC 0.71、D5の良好胚盤胞のカットオフ値は 14.25、

AUC 0.83であった。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 34 OSIにおける受精・初期胚・胚盤胞でのカットオフ値 
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年齢との相関を検討したところ、既報と一致して、年齢、AMH、および収集

された卵子の数の間に相関関係がみとめられた。AMHおよび採卵総卵子数は、

年齢の増加に伴い減少した（P <0.001）。 

ヒストグラムは各値を示した患者数を示す。散布図の上の楕円は 95%の二変

量正規確率楕円を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 35 年齢と AMH、採卵数の相関 

 

年齢 

AMH 

 (ng/ml) 

採卵数 

相関係数 -0.60 

P< 0.001 

相関係数 -0.29 

P< 0.001 

相関係数 0.52 

P< 0.001 
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年齢とｄ-ROM、BAP と OSIの相関は認めなかった。OSIとｄ-ROMは相関係数

0.60（P< 0.001）で正の相関、OSIと BAPは-0.57（P< 0.001）で負の相関を

認めた。ヒストグラムは各値を示した患者数を示す。散布図の上の楕円は 95%

の二変量正規確率楕円を示す。 

図 36 年齢と酸化ストレスの相関 
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図 37 卵巣子宮内膜症性嚢胞の有無での 

酸化ストレス・抗酸化力・OSIの検討 

 

卵巣子宮内膜症性嚢胞の合併症のある患者 20人の 30個の卵胞液とない患者

の卵胞液で測定したｄ-ROM、BAPと OSIを比較し、有意差は認められなかっ

た。 

箱ひげ図のひげの上端は最大値、箱の上端は第三四分位、箱の中央の線は中

央値、箱の下端は第一四分位、ひげの下端は最小値を示す。 

 

 

N=181 N=181 N=181 N=30 N=30 N=30 


