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蛍光酸素センサを用いたオンチップ単一卵子酸素計測
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I :蛍光強度（測定値）, I0 :蛍光強度（飽和酸素濃度）

蛍光センサの酸素較正
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卵子の評価方法
・形態学的評価 →主観的な評価
・酸素消費量評価（OCR）
・機械的特性評価

上記手法の課題
・操作時にプローブを折りやすい
・計測時に電極が酸素を消費
・計測時間がかかる（スキャニング）

・卵子近傍の酸素濃度分布を，蛍光センサにより計測することに成功し
た．（空間分解能：3.3µm, 計測分解能：10 nM, 測定時間：0.8 s）.
・今後は酸素濃度分布から消費速度への変換アルゴリズムを構築する.

Conclusions

酸素濃度プロファイルから
酸素消費量Fを算出

Hiroshi Shiku , Analytical Chemistry, 2001

1. Spincoat of PEGDA 
with Ru(bpy)3Cl2 

2. Mask exposure

3. Development and rinse

4. Spincoat of PDMS

5. Bond of sensor and chamber
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rat mouse porcine bovine

Fluorescence indicator 
Tris(2,2’-bypyridyl) dichloro-Ruthenium(Ⅱ)
hexahydrate (Ru(bpy)3Cl2)    (ex.  561 nm)

(em. 620 nm)

SARAH E. HARRIS, Molecular reproduction and 
development (2009) , etc.

卵子及び胚の活性評価

動物の卵子の酸素消費量の比較
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定量的評価

100 m
Mouse oocyte

ヒト不妊治療や家畜生産
クローン動物作製，等

バイオテクノロジーの中での
大きな柱の一つ

卵子の種類（動物種，サイズ，等）に
依存（数ｆmol/s～十数fmol/s)

微量かつ高感度の酸素計測技術が必要

卵子酸素計測技術の従来手法

走査型電気化学顕微鏡（SECM）を用いた計測

酸素濃度分布を

リアルタイムで計測する
手法を提案する．
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rs: 卵子の半径
D：拡散係数
Cs(C*)=サンプル表面（バルク）酸素濃度

Fabrication

作製プロセス

作製したチャンバ及び蛍光酸素センサ

チャンバ直径：1.4 mm
チャンバ深さ： 3 mm

直径：1 mm
厚み：200 m

センサの組成
PEG‐DA       :  710 mM
Ru(bpy)3Cl2:  3.5 M

酸素濃度計測プロセス

Objective

PDMS

蛍光酸素センサによる酸素濃度分布一括計測

Chamber

[O2]

Culture medium
Oocyte

１．卵子無し及び有りの蛍光画像を取得
２．蛍光強度の比から各ピクセルの

酸素濃度を計算

Culture medium

Gel sensor
Oocyte

※空間分解能，計測分解能はCCDに依存

Fluorescence intensity LowHigh

Oxygen concentration HighLow

PEGDA with Ru(bpy)3Cl2

使用CCD：iXon Ultra
A/D変換：16 bit 
画素数 ：512×512 pixel

計測分解能：10 nM以下
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Amount of laser exposure time [s]

蛍光センサの退色

退色の影響小

空間分解能：3.3 m

6. Completion

実験条件：
・マウス卵子を解凍6時間
経過後に観察

・Temp.: 37 oC, CO2 : 5 %

マウス卵子近傍の酸素濃度分布計測

w/o oocyte with oocyte Ratio image
oocyte
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100 m

卵子近傍の酸素濃度分布計測に成功
測定時間：0.8秒（画像取得時間）

500 m
5 mm

Gel sensor
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