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第30回日本不妊学会総会および学術講演会

（第1回予告）

　下記により第30回日本不妊学会総会ならびに学術講演会を開催いたしますので，多数の方々

が奮つて御参加下さいますようお願い申し上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

　期　日：昭和60年11月26日（火）役員会

　　　　　27日（水）一一28目（木）学術講演会

　会　場：東京農林年金会館虎の門パストラル

　　　　　（東京都港区虎の門4の1の1　TEL　432－7261）

　なお演題募集要項，特別講演，シンポジウム，その他詳細にっいては次号（30巻2号，昭和

60年4月発行予定）に掲載いたします．一般演題の締切りは7月中旬の予定です．

第30回日本不妊学会会長

　　蜂　屋　祥　一

連絡先：東京都港区西新橋3－25－8（〒105）

　　　　東京慈恵会医科大学産婦人科学教室内

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第30回日本不妊学会総会事務局

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tel，03－433－1111　内線3529
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昭和59年度第2回通常総会

　昭和59年度第2回通常総会は下記の如く東京都において開催され，松本理事長を議長として

各議案につき慎重審議の上採択を行った．

　　　　　　日　時　　昭和59年11月13日（火）　13時～13時15分

　　　　　　場所　東京都センチュリーハイアットホテル

　　　　　　開会当時の会員数　　2660名

　　　　　　当日の出席会員数　　1449名（含委任状887）

　　議　　事

第1号議案　名誉会員推薦の件

　理事会および評議員会より推薦の別記7名につき審議の結果全員一致にて名誉会員とするこ

　とを承認した．

第2号議案　役員改選の件

　評議員会の決定した候補者につき審議の上全員一致にて別記の如く次期理事（20名），監事

　（3名）を選出した．

第3号議案　評議員改選の件

　次期評議員は各支部よりの推薦をまち新理事会にて選任されるが，各支部別評議員数にっい

　ては理事会，評議員会の原案通り下記の如く定めることを全員一致で承認した．

　　北海道支部　5名，東北支部4名，中部支部　5名，北陸支部　4名

　　中国・四国支部　5名，九州支部　8名，関西支部　8名，関東支部　16名

第4号議案　次々期学術講演会および総会に関する件

　61年度学術講演会および総会は理事会，評議員会の原案通り，下記の如く開催することを全

　員一致で承認した．

　　担当支部　　東　北　支　部

　　会　　長　　折　笠　精　一

　　開催地仙台市

d



新名誉会員および新役員について

　11月13日開催された昭和59年度第2回通常総会において次の7名の方々が新たに名誉会員と

して推薦，承認されました．また役員（理事および監事）の改選が行われましたので，11月　14日

新理事会を開き，互選により下記の如く理事長，副理事長，常任幹事を選出するとともに各理

事の職務分担を決定しました．

　　　　名誉会員

森

塩　島　令

中　條　誠

　役員名

理　事　長

副理事長

　　〃

　　〃

理事（常任）

〃（〃）

〃（〃）

〃（〃）

〃（〃）

〃（〃）

〃（〃）

〃（〃）

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

監事

〃

〃

郎（九州支部），局　井　修　道（関東支部），滝

儀（関東支部），志　田　圭　三（関東支部），辻

一
（関東支部）

　氏　　名

松　本　清　一

佐久間勇次
木　　下　　佐

黒　田　一　秀

飯　塚　理　八

石　島　芳　郎

水　野　正　彦

島　崎　　淳
高　木　繁　夫

蜂　屋　祥　一

和　久　正　良

森　　崇　英
入　　谷　　　明

友　吉　唯　夫

鈴　木　雅　洲

八　神　喜　昭

西　田　悦　郎

酒徳治三郎
中　野　仁　雄

永　田　行　博

石　神　嚢　次

藺　守　龍　雄

坂　元　正　一

職　種

編集・渉外

庶務・会計

組織

編集・庶務

組織・編集

渉外・組織

渉外・庶務

庶務・会計

会計・組織

編集・組織

組織・会計

　支部名

関東支部
　　〃

　　〃

北海道支部

関東支部
　　〃

〃

〃

ノノ

ノノ

　　〃

関西支部
　　〃

　　〃

東北支部
中部支部
北陸支部
中国四国支部

九州支部
　　〃

関西支部
　　〃

関東支部

郎（関西支部）

郎（北海道支部）

備考

再任

〃

〃

〃

〃

〃

新任

再任

〃

〃

〃

〃

新任

ノノ

再任

ノノ

〃

新任

再任

新任

新任

〃

〃
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日本不妊学会雑誌

第30巻第1号1985

抗エストロゲン剤の作用

単独あるいはエストロゲンとの併用によるラット

　　　　性周期および子宮への影響

Antiestrogenic　and　Estrogenic　Effects　of　Antiestrogen　on

　Estrus　and　Uterus　of　Intact　and　Ovariectomized　Rats

　　　　東京医科歯科大学難研内分泌異常部門

　　岡本良平　左雨秀治
　Ryohei　OKAMOTO　　Shuji　SASSA

　　坂本　忍今村好久
Shinobu　SAKAMOTO　Yoshihisa　IMAMURA

1
Department　of　Endocrinology，　Medical　Research　Institute，

　　　Tokyo　Medical　and　Dental　University，　Tokyo

1

　ナフォキシジン（NAF）あるいはタモキシフェン（TAM）などの抗E剤は，エストロゲンレセプター

（ER）に結合してエストロゲン（E）に対し拮抗的に作用するが，またあるときはEと同じように作用す

る．今回は抗E剤のそのような作用を検討すべく，成熟SDメスラットの無処置群と去勢群にエストラジ

ォール（E2）と，　NAFまたはTAMを，単独あるいは併用で1日1回14目間筋注し，性周期のestrus日

数および子宮の湿重量とチミジンキナーゼ（TK）活性を測定した．その結果，抗E剤が無処置群ではEと

拮抗的に，去勢群ではEと同じように作用することを認めたが，これは特にestrus日数について著しかつ

た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J，　Fert．　Ster．，30（1），1－4，1985）

1

｝

1

　Jensenら1）によつてエストロゲンレセプター（ER）

の概念が提唱されてから既に20年余りを経過した．此の

問，臨床ではエストロゲン（E）に依存すると考えられ

る乳癌などについて，その癌組織中ERの測定結果か

ら内分泌療法の適用を決定するようになつた．内分泌療

法は主としてEの影響を除くことを目的とするが，その

意味でEとERレベルで競合する抗E剤を，乳癌や子

宮内膜癌の治療に用いて成績をあげているt抗E剤とし

ては，乳癌や子宮内膜癌の治療によく用いられるもの

に，非ステロイドのナフォキシジン（NAF）およびタ

モキシフェン（TAM）がある．このような抗E剤には，

Eの標的組織内にERとは異なる特異的な結合部位も

あることが報告されているが2），そのEに対する拮抗作

用はERを介してであつて，抗E剤に特有な結合部

位の生理的役割は未だ明らかにされていない．最近，

Tate，　Jensen　らは「こうし」子宮細胞の細胞質ER

（ERC）に対するポリクロナール抗体を山羊で作り，こ

れとヒト乳癌のMCF－7細胞とをプレインキュベート

すると，E2のMCF・7細胞ERCに対する親和性と結

合部位数が減少したが，TAMの誘導体である抗E剤

（monohydroxytamoxifen）のERに対する性質には影

響を及ぼさなかつたことから，Eと抗E剤の腫瘍ERC

に対する結合には大きな差があると述べている3｝．この

ような抗E剤の作用をみると，あるときはEと拮抗的

に，またある揚合はEと同じように働くことがあつてま

ことに興味深い．

　Eと抗E剤の作用について，持続性エストラジオール

の投与，またエストラジオール（E2）あるいはNAFの

1回投与によるラット子宮ERの変動をみた結果は既

に報告したが4），今回はE2とNAFまたはTAMを
それぞれ単独で，あるいは併用して成熟の無処置および

去勢メスラットに連続14日間注射し，発情期　（estrus）
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表1　実験群

抗エストロゲン剤の作用

無

処

置

日不妊会誌　30巻1号

表2　注射期間中（14目）の各群estrus日数の平均

n

5

5

5

5

5

5

群 注 射

1　対　照（生食）

2　　E2

3　NAF

4　TAM

5　E2十NAF

6　E2十TAM

n

5

5

6

6

5

5

群

去

勢

1　対　照

2　E2

3　NAF

4　TAM
5　E2十NAF

6　E2十TAM

無処置

4．0±1．26

7．2±1．60

1．2±0．40

1．6±0．80

4．0±3．79

3．4±1．50

去　　勢

0．0±0．00

12．5±0．87

9．8±2．54

8、5±1．38

12．8±0，40

13．0±O．OO

生食0・2m1，　E21＃9／0．2ml，　NAF　50μ9／0．2ml，

TAM　50μg／0．2m1

表3　各群子宮湿重量の平均（mg／100gB．W．）

群

日数，子宮湿重量，さらに子宮細胞内チミジンキナーゼ

（TK）活性を測定することによつてそれらの作用を検

討してみた．

実験材料および方法

　SD系メスラットで，去勢するラット以外は性周期を

2周期観察し，周期が4日前後のものを使用した．無処

置群では74日齢から，去勢群では生後60日に両側卵巣を

摘除し，その後14日間経過してから試料の注射を開始し

た．両群をさらにそれぞれ6群に分け，表1に示すよう

に対照群には生理的食塩水0．2m1を，その他の群には

1μgのE2あるいは50μgのNAFまたは50μgのTAM

をそれぞれ0・2mlの生理的食塩水に懸濁して，毎日1

回単独あるいは併用で14日間連続筋注した．注射の期間

は毎朝10時に膣スメアを採取し，最後の注射から30時間

後に頸椎脱臼により屠殺して子宮湿重量を秤量後，子宮

はTK活性を測定するまで一80°Cで保存した．　TK活

性測定は既に報告「」）したごとくTaylorらの方法6）に準

じて行ない，また蛋白量測定はLowry法7）に従った．

結果についてはF検定法による分散の比較，ならびにt

検定法による平均値の比較を行なつて有意差を判定し

た．

1　対　照

2　E2

3　NAF

4　TAM
5　E2十NAF

6　E2十TAM

無処置

159．8±27．4

149．0±24．1

102．5±16．3

104．9±12．2

111．2±14，0

97．9±10．6

去　　オ

33．0±6．28

94．9±8．72

69．9±4．84

66．8±6．39

72．2±3．58

85．4±5．89

表4　各群TK活性の平均（×104　dpm／mg　Protein／min）

群

1　対　i照

2　E2

3　NAF
4　TAM
5　E2十NAF

6　E2十TAM

無処置

8．05±3．28

5．02±2．40

5．40±3．91

3．71±0．80

4．62±1．91

3．27±0．78

去　　勢

結　　果

2．31±0．59

2．52±0．35

2．91±0．69

2．54±0．32

2．40±0．42

2．18±0．24

　Estrus目数：14日間の注射期間中の平均estrus日数

を表2に示す，無処置群ではE2注射の2群で最も多

く，NAFの3群，　TAMの4群では対照の1群と比べ

ても有意（p〈O．05）に少なかつた．抗E剤をE2と併

用した5・6群はE2単独の2群より少なく，対照の1

群と差がなかった，特に6群では2群と比べて有意の差

（p＜0．05）を認めなかった．去勢群では対照の1群は全

くestrusを欠如していたが，併用の5・6群がE2単独

の2群とほぼ等しく，抗E剤単独の3・4群でもかなり

の日数で出現した．

　子宮湿重量：表3に示すように無処置群では3群から

6群まで，単独にせよ併用にせよ，抗E剤を注射した場

合は対照の1群やE2一単独の2群と比べて有意（pく

0．05）の減少を認めた．一方去勢群では2群から6群ま

で，すべて対照の1群より有意（p〈0．Ol）に増加した．

　TK活性：表4に示すようにTK活性は上昇せず，

無処置群では2群から6群まですべて対照群より有意

（p〈0．05）に減少した．去勢群の場合は，すべて対照群

と差がなかった．

考　　察

　無処置群の場合，NAFあるいはTAMを単独で注

射すると，estrusは対照群およびE2単独注射群に比べ

て有意に減少した．またこれらの抗E剤をE2と併用し

た5・6群では，E2単独の2群と比べてestrusがやは

り減少していた．無処置ラットでは，抗E剤がestrusに

1

1

1

1

1

1

1

1

i
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関してEと拮抗的に作用したことになる．E2単独注射

の2群でも性周期は連続estrusとはならず，2～3日

estrusが続いた後にmetestrus（発情後期）が1－一　2日

発現し，その後は15目目に屠殺するまでestrusが続い

た．Hugginsはその著書8）の中で，卵巣を有するラット

に強力なEであるpolyestradiol　phosphateを注射した

際の性周期について，まずestrusが現われ，それに

metestrusが続くが，これはEがLHサージを起こし，

このLHが卵巣に存在する黄体を刺激して黄体ホルモ

ンを分泌させるためである，しかし，やがて黄体は消失

してしまうから，その後はestrusが続くと述べている．

今回のE2単独注射の結果からもこのことは推察され

る．しかし3・4群の抗E剤単独注射の場合はそれぞれ

注射後1～2日estrusが出現したが，その後はmet－

estrusが連続したF一方去勢群では，　E2単独の2群は

もちろん，抗E剤の単独あるいはE・との併用でもすべ

てestrusが出現した．すなわちEに対する抗E剤の拮

抗作用はみられず，むしろ卵巣が欠如する場合，抗E剤

は性周期に関してEと同じように作用していた．

　子宮重量をみると，無処置群では対照のユ群が最も重

く，E2単独注射の2群でも増量していない．これは

E2を連続して注射した結果であると考えられる．われ

われが持続性E2を注射したラットの子宮内ERを測

定した結果4）では，血中E2が高濃度の間は細胞質ER

（ERC）が減少して核内のER（ERN）が高く，しかも

このERNはE2の濃度が下降してERC値が回復して

きてから後も核内に長期間停留していた．すなわち細胞

質でのセプターの新生成はみられても，核から細胞質へ

のレセプターのrecycleが妨げられていた．高濃度の

E2が持続して血中に存在するとき，　Eの作用はこのた

めに抑止されるのであろう．乳癌の治療にEを使用する

揚合があるが，上の結果からも説明できよう，今回の子

宮重量の減少も連続注射によって高濃度の血中E2が持

続したためとも考えられる．抗E剤を注射した群では

3～6群まで，すべて子宮重量の減少はさらに著しかっ

た．E2およびNAFのそれぞれ1回注射後の成熟去勢

ラット子宮内ER測定の結果を前に報告4，9）したが，　E2

の場合はERC，　ERNとも24時間後には注射前の値に

回復していたのに対し，NAFの揚合は72時問を経ても

依然としてERCは低くてERNが高く，　ERが核内
に停留しrecycleが妨げられていることを示していた．

このような抗E剤の連続投与では，E2の場合よりも子

宮重量の減少が著しいものと思われる．去勢群の場合は

両側卵巣を摘除してから注射開始までに14日を経過して

いるので，その間に子宮重量は著しく減少したはずであ

る．対照の1群はそれからさらに150を経過した時点で

の子宮重量を示す．E2あるいは抗E剤を連続注射した

2～6群では，いずれも1群と比べて子宮重量が有意に

増加していた．去勢ラットでは，子宮重量増加に関して

抗E剤はEと同じように作用したといえよう．

　TKのトータル活性については，無処置および去勢の

両群ですべて増加は認められなかつた．24時間毎にE2

1μgを15日間注射し，各注射の24時間後に子宮湿重量

と子宮TK活性を測定した坂本の実験（未発表）では，

72時間すなわち3回目以降のE2注射ではTK括性が

全く上昇せず，TK活性の回復にはE2注射の問にある

間隔が必要であると推測された．この点に関してはE2

と抗E剤の間に差がないようである．無処置群で，抗E

剤特にTAMの場合には，単独でも併用でも著しく

TK活性が減少したが，去勢群では差が認められなかつ

た．

　われわれは前に，成熟去勢ラット子宮におけるindu－

ced　proteinにっいてE2とNAFの作用を比較するた

め，それぞれを1回注射して誘導されるプロゲステロン

レセプター（Prg．　R）を測定したところ，両者に差を認

めなかった9），またE・の1回注射で成熟去勢ラット子

宮TKのトータル活性は上昇するが，この上昇はカラ

ムクロマトグラフィーで塩濃度OMの溶出分画に起因

することを認めた5）．成熟ラットではプロゲステPンが

存在しないとき，E2は子宮内膜上皮にのみ作用する．去

勢ラットでは当然プロゲステロンが存在しないから，こ

のTKアイソザイム活性は子宮内膜上皮に由来すると

考えられる．NAFまたはE2＋NAFでは，このTK
アイソザイム活性の上昇は認められなかつた．この点か

らE2とNAFは成熟ラットの子宮内膜上皮に対する作

用に差があるということも推測されよう．

　しかし，今回の実験でみられた無処置あるいは去勢と

いう状態による抗E剤の作用の違いが果して何に起因す

るのか，完全には明らかでない．無処置と去勢との差と

いうことから，まずプロゲステロンの関与ということが

考えられる．この点についてさらに検討したい。
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Antiestrogenic　and

of　antiestrogen

　of　intact　and

　　　　　　　　　　　　　．　　　　estrogen1C

on　estrus　and

effects

uterUS

ovariectomized　rats

　　　　　Ryohei　Okamotog　Shuji　Sassa，

Shinobu　Sakamoto　and　Yoshihisa　lmamura

Department　of　Endocrinology，　Medical

Research　Institute，　Tokyo　Medical　and

　　　　　　Dental　University，　Tokyo

　　Such　antiestrogens　as　nafoxidine（NAF）and

tamox量fen（TAM）are　useful　in　the　treatment　of

endocrine－responsive　cancers　of　breast　or　uterine

endometrium．　These　agents　exert　their　anti．

estrogenic　effects　through　the　estrogen　receptor

system　of　target　cells，　but　they　display　estroge．
　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

n1C　aCt10n　ln　SOme　ClrCUmStanCeS．

　　Intact　and　ovariectom量zed　SD　female　rats　re．

ceived　daily　injection　with　estradiol　or　antiestro・

gen（NAF　or　TAM）separately　or　in　combi．
nation　for　14　days．　Estrous　cycle　during　the　in．

jection，　and　weight　and　thymidine　kinase　activi．

ty　of　the　uterus　at　30　hr　after　the　last　injection

were　studied．

　　NAF　and　TAM　appeared　to　act　antiestroge・

niC　in　intact　rat，　but　estrogen量c　in　ovariectOmi－

zed　rat，　This　feature　was　particu】arly　dist三nct　in

estrous　cycle．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年5月2目）
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and　Serum　Estradiol　and
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Progesterone　In

BBT　Patterns

Patients
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1

　　　Abstract：　Luteal　insu伍ciency　was　etiologically　studied　by　investigating　echographi－

cally　measured　maximum　follicle　diameters　and　serum　levels　of　estradiol　and　progesterone

in　35　patients　with　normal　menstrual　cycles　and　63　patients　with　abnormal　BBT　patterns

which　seemed　to　be　caused　by　hyposecretion　of　progesterone．　The　patients　with　abnormal

BBT　patterns　were　categorized　into　4　groups：the　hyperthermic　base　lines　were　high，

short－1asting　and　steady　in　Type　A，　high，　long－lasting　and　fluctuating　in　Type　B，10w，

short－lasting　and　steady　in　Type　Ca，　and　low，10ng－lasting　in　Type　Cb．　The　main　causes

of　hyposecretion　of　progesterone　were　considered　to　be：early　luteolysis　in　Type　A，　early

luteolysis　and　follicular　immaturity　in　Type　B　and　Ca　and　follicular　immaturity　in　Type

Cb．

　　　　Key　words：　Luteal　insuMciency，　Echography，　Follicle，　Estradio1，　Progesterone

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），5－9，1985）

1
Introduction

　　Hyposecretion　of　progesterone　of　the　cor．

pus　luteum　is　not　the　only　cause　of　endom・

etrial　abnormality　in　the　secretory　phase　be－

cause　abnormality　in　endometrial　progeste・

rone　receptor1）　can　also　be　responsible　for

this　pathological　condition．　For　correct　un－

derstanding　of　etiology　of　luteal　insufHciency，

ovarian　hyposecretion　of　progesterone　and

abnormality　in　secrtory　phase　of　endome－

trium　should　separately　be　considered．

　　We2〕reported　that　hyposecretion　of　pro．

gesterone，　hypoovarianism　in　ovulatory　cycle，

was　attributable　to　follicular　immaturity　or

to　early　luteolysis　or　both，　and　suggested

that　the　main　cause　of　hyposecretion　of　pro・

gesterone　in　a　given　pat量ent　could　be　suspected

was　to　substantiate　our　previous　suggestion2）

about　causes　of　progesterone　hyposecretion　by

comparing　endocrinological　behaviors　and　ec－

hographically　measured　maximum　follicle　di－

ameters．　It　was　also　be　de丘ned　only　by

mesuring　maximum　follicle
analyzing　BBT　patterns．

diameters　and

Materials　and　Methods

　　1）Patients

　　Thirty一丘ve　patients　with　normal　menstrual

cycles　and　63　patients，　w量th　abnormal　BBT

patterns　which　seemed　to　be　caused　by　hypo－

secretion　of　progesterone2），who　had　attended

the　fertility　clinic　of　Nishikawa　Clinic　were

reviewed．　The　patients　with　abnormal　BBT

patterns　were　categorized　into　the　following

four　types2）：Type　A－The　hyperthermic　base

Iines　lay　not　less　than　O．3°C　above　the　hy－

pothermic　base　lines，　and　the　hyperthermic

phase　lasted　steadily　for　Iess　than　10　days

（20patients）；Type　B－the　hyperthermic　phase

lasted　for　10　days　or　more　with　transient

thermal　depressions　of　not　less　than　O．1°C

（16　patients）；Type　Ca－the　hyperthermic

base　lines　lay　less　than　O．3°Cabove　the　hypo－

thermic　base　lines，　and　the　hyperthermic
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phase　Iasted　for　Iess　than　lO　days　（13　pat・

ients）；　Type　Cb－the　hyperthermic　phase
for　lasted　for　lO　days　or　more（14　patients）．

　　2）　Echography

　　Areal　time　linear　scanner（Yokogawa，

Model　MEV－1517）with　a　3．5Hz　rotating
head　transducer　was　used　for　echographic　stu－

dies．　The　urinary　bladder　of　the　patients

were　filled　with　spontaneous　urine　or　2％

boric　acid　dissolved　in　water　before　scanning．

Follicle　dialneters　were　daily　measured

until　follicle　rupture　or　apPearance　of　the

early　corpus　luteum　was　con丘rmed　on　the
basis　of　established　echographic　criteria3’5｝．

　　3）　Hormone　assay

　　Serum　estradiol　was　determined　by　radi－

oimmunoassay　using　CIS　Kit　on　the　day　when

the　maximum　follicle　diameters　were　obtain・

ed．　Serum　progesterone　was　also　determined

by　radioimmunoassy　using　CIS　Kit　on　BBT
十7and十8days，　and　expressed　as　the　rneans　of

the　two　days2・6）．　The　results　were　expressed

as　the　Mean±S．　D．　for　each　group．

Results

　　In　the　patients　with　normal　menstrual　cy－

cles，　signi丘cant　correlations　between　ma－

ximum　follicle　diameters　and　the　levels　of

estradiol（p＜0．01，　Fig．1）and　progesterone

（p＜0．001，Fig．2）were　demonstrated．　Estr・

adiol　and　progesterone　Ievels　were　signi丘c・

antly　　correlated　　（r＝0．483，　P〈0．01）　each

other．

　　Maximum　follicle　diameters　were　slgni丘一

cantly　smaller　in　the　patients　of　Type　A，　B，

Ca　and　Cb　than　in　those　with　normal　rnen．

strual　cycles（p〈0．01　for　the　former　two，

and　p〈0．001　for　the　Iatter　two，　Fig．3and

4）．When　compared　among　the　patients
with　abnormal　BBT　patterns，　Maximum　fo・

11icle　diameters　in　Types　Ca　and　Cb　were

significantly　smaller　than　those　in　Types

Aand　B（Ca　vs．　A：p＜0．01，　Ca　vs．
B：p＜0．01，Cb　vs．　A：p〈0．05，　Cb　vs．

B：　p＜0．05，Fig．3and　4）．

　　Estradiol　levels　were　signi丘cantly　lower

in　the　patients　of　Types　B，　Ca　and
Cb　than　in　those　with　normal　menstrual
cycles　（p＜0．01，　p＜0．001，　and　p＜0．Ol，　res－

pectively，　Fig．3）。　Estradiol　in　Types　Ca

and　Cb　were　signi丘cantly　lower　than　those
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Relations　between　serum　estradiol（M±

S．D．）and　echographically　measured

maximum　follicle　diameters（M±S，D．）

in　the　patients　with　various　types　of　BBT

pat亡erns．　　＊　p〈0．05，　＊＊　p＜0、01，　＊＊＊

p＜0．001：　signi丘cantly　different

　　　　丘cantly　lower　than　the　patients　in　Type　B

（p〈0．001and　p＜0．05，　respectively，　Fig．4）．

　　Among　the　patients　with　abnormal　BBT
patterns，　significant　correlation　between　ma－

ximum　follicle　diameters　and　estradiol　Ievels

was　detected　only　in　Type　Ca　（p〈0．05，

Fig．3）．　Progesterone　levels　was　signi丘cantly

correlated　with　maximum　follicle　diameters

only　in　Type　Cb（p＜0．05，　Fig．4）．

in　TypesAand　B（Cavs．　A：p〈O．OOI，
Cavs．　p＜0．05，Cbvs．　A：P〈0．001，
Cbvs．　B：　p＜0．05，　Fig．3）．

　　Progesterone　levels　were　signi丘cantly　lower

in　thepatients　of　Types　A，　B，　Ca　and　Cb

than　in　those　with　normal　menstrual　cycles

（p＜0．001　for　all　comparisons，　Fig．　4）．

Progesterone　in　Types　Ca　and　Cb　were
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Relations　between　serum　progesterone

during　BBT　Days十7　and十8（average
ofthe　two　days，　M±S．　D，）and　echo－

graphically　measured　maximum　follicle
diame亡ers（M±S．　D．）in　the　patients　wi亡h

various　types　of　BBT　patterns．　＊p＜

0，05，　＊＊　p〈0．01，＊＊＊　p＜0，001：　signi－

ficantly　differen亡

sterone）because　follicular　development，　ovu．

1ation　and　formation　of　the　corpus　luteum

construct　a　series　of　ovarian　function．

　　Previous　investigations　demonstrated　that

echographically　measured　follicle　diameters

were　signi丘cantly　correlated　with　serum　es－

tradiol　in　the　women　with　normal　menstrual

cycles7｝and　in　the　patients　receiving　clomi－

phene　or　human　menopausal　gonadotropine8）．

In　the　present　study，　signi丘c＆nt　correlation

between　maximum　follicle　diameters　and
serum　levels　of　estradiol　and　progesterone

were　demonstrated　in　the　patients　with　normal

menstrual　cycles．　These丘ndigs　suggest　that

luteal　progesterone　secretion　was　highly

related　to　echographically　measured　diameters

of　follicles．　We2）previously　suggested　that

the　BBT　patterns　of　Type　A　reflect　hyposec．
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because　estradiol　levels

Cle　diameterS　were　nOt

ted　with　each　other．

　　BBT　patterns　in　the

secretlon

tinemia　are　mostly

（aandb）．

in　these　caSeS　iS

retion　of　progesterone　mainly　produced　by

early　luteolysis，　Type　C　being　produced　by

follicular　immaturity，　and　Type　B　by　both

of　the　two．　This　hypothesis　roughly　supported

by　the　results　of　the　present　study　adding

echographic　information　about　follicle　diame－

ters　to　endocrionlogical　information．　In　the

patients　of　Type　A，　the　signi丘cant　decreases

in　progesterone　were　considred　to　be　due　to

early　luteolysis　although　follicular　immaturity

was　also　partially　involved　in　their　abnormaI

BBT　patterns　as　in　all　the　patients　of　the　other

types．　Thisconsideration　in　based　on　the

丘nding　that　follicle　diameters三n　Type　A　were

larger　than　those　in　Type　Ca　and　Cb　and　that

estradiol　levels　in　Type　A　was　not　signi丘cantly

different　than　patients　with　normal　menstrual

cycles．　In　the　patients　of　Type　Ca　and　Cb，

on　the　other　hand，　follicular　immaturity　my

have　been　predominantly　responsible　for　their

significant　decreases　in　progesterone　levels　be－

cause　their　follicle　diameters　were　signi丘can－

tly　smaller　than　those　in　patients　of　Types

Aand　B　as　well　as　than　those　in　the　patients

with　normal　menstrual　cycles．　In　Type　Ca，

the　low　ievels　of　progesterone　are　suggestive

of　an　important　role　of　early　luteolysis．　Ty－

pe　Bseemed　to工ie　between　Type　A　and　C．

The　hyposecretion　of　progeterone　in　Types

A，Band　Cb　may　have　beencausedbyfun－
ctional　abnormalities　in　follicles，　for　example，

by　a　decreased　number　of　granulosa　cells
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　maximum　folli－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　signi丘cantly　correla一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　patients　with　hypo－

　　　　　　　　　of　progesterone　under　hyperprolac－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　categorized　into　Type　C

　　　　　　　　　　　Decreased　progesterone　secretion

　　　　　　　　　　　　　　　　considered　to　be　attributed

to　inhibitory　effect　of　prolactin　on　follicular

growth2・9））。　In　patients　with　hyperprolac－

tinemia，　BBT　pattems　of　whom　are　cate．
gorized　into　Type　A　or　B，　their　insu缶cient

secretion　of　progesterone　might　be　ascribable

to　luteolytic　effect　of　prolactinlo・11）．

　　In　conclusioD，　two　main　causes　of　hypo－

secretion　of　progesterone　might　be　Inorpho－

10gical　or　functional　follicular　immaturity　and

early　luteolysis．　For　the　etiological　differen－

tiation　of　the　two，　echographic　mesurement

of　maximum　follicle　diameters　and　BBT

analysis　are　necessary　at　least．　These　pro－

cedures　will　supply　information　useful　for　the

treatment　of　hyposecretion　of　progesterone2）．
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bromocriptine，　J．　Ferti1．　Steril，28：26，1983．

超音波断層法による卵胞最大径と血中

estradio1とprogesterone値の検

討によるBBT型で分類した黄体

　機能不全症（progesterone分

　　泌不全症）のetiologyの研究

　西川婦人科内科クリニソク，婦人科

　　　　　恨野隆司，西川　潔

　　　　　　　　　　概　　要

黄体のprogesterone分泌不全に起因すると考えられ

るBBT異常4型および正常月経周期35例について，超

（9）　9

音波断層法により測定した最大卵胞径，血中estradiol

およびBBT十7，十8dayのprogesterone値を検討
することで黄体機能不全症（progesterone分泌不全症）

のetiologyを考察した．この結果A型（低温基線より
0．3°C以上の高温相は安定しているが持続日数が10日未

満の20症例）はearly　luteolysisが，　B型（低温基線よ

り0．3℃以上の高温相は10日以上持続するが0．1°C以上

の陥凹を認める16症例）は卵胞能機不全とearly　luteo－

lysisが，　Ca型（低温基線より0．3°C未満の高温相は

安定しているが持続日数が10日未満の13症例）は卵胞成

熟不全とearly　luteolysisが，　Cb型（低温基線より

0．3°C未満の高温相は10日以上持続するが0．1°C以上の

陥凹を認める14症例）は卵胞成熟不全がprogesterone

分泌不全症の主因と考えられた．

　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年6月8日）
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DanazolによるFSHおよびLH放出の抑制

Danazol　Suppresses　Pituitary　FSH　and　LH　Release
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　Danazolのゴナドトロピン放出に及ぼす影響を検討するため，9例の閉経あるいは卵巣摘出婦人のうち4

例（3例の両側卵巣摘出婦人を含む）にDanazol　1日400rngを，5例（2例の両側卵巣摘出婦人を含む）

にDanazol　1日600mgをそれぞれ2週間連続投与した．　Danazol投与前と投与終了後に20分間隔2時間計

7回，採血をした．これら7回の血中FSHおよびLHをRIAで同時に測定し，7回の平均値をDana－

zol投与前後において比較した．　Danazol　400mg投与群ではFSHは投与前に比較して投与後は全例有意

（p＜O．Ol）に低下した．　LHは1例のみ有意な減少したにすぎなかった．　Danazol　600mg投与群では．全

例においてFSHが，4例中3例においてLHが有意に低下した（p〈0．005），これらの結果は，　Danazol

は下垂体FSHおよびLHの放出を明らかに抑制することができることを示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），10－16，1985）

n

緒　　言

　子宮内膜症に対してDanazolは秀れた効果を発揮す

る．しかしその作用機序は十分に解明されていない．元

来Danazolは「抗ゴナドトロピン作用」すなわちゴナ

ドトロピン放出抑制作用により，かかる効果を発揮する

と考えられた．しかしこれに関する最近の結果は，

Danazolのこの「抗ゴナドトロピン作用」と必ずしも一一一一

致しない、この原因の一部は，卵巣ステロイドホルモン

による下垂体機能の修飾とゴナドトロピン，特にLH

のrfE中濃度におけるpulseの存在によると考えられる．

　そこで，この研究では，Danazolのゴナドトロピン放

出に対する作用を決定するために，閉経婦人あるいは卵

巣摘出婦人にDanazo1を投与し，それぞれの婦人にお

いて投与前後に20分間隔で2時間採血し，これらの投与

前後の平均値を比較した．

対象と方法

　閉経婦人あるいは両側卵巣摘出婦人（摘出後1力刀以

上，59歳～75歳）にDanazol　1日400mgあるいは

600mgを2週間連日投与した．　Danazol投与前日と投

与終了の翌日に，前腕静脈に留置した19G・heparinizeCl

batterfly　needleから20分間隔で7回採血した．血液の

血清をホルモン・アッセイまで凍結保存した．
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　FSHおよびLHはRIA（FSHおよびLH「第一」
RIAキット使用）により一括して測定した．

　Student’s　tテストにより，　Danazol投与前後におけ

るFSHおよびLH濃度の平均の差を検定した．

結　　果

　1。Danazol　400mg投与群（表1）

　1）FSH

　4例の全症例において血中FSH濃度は有意に低下し
た，

表1　Danazol　400mgM　投与群

症例 ホルモ判　投与静 投与後＊ 有　意　性

1 FSH
LH

53．22±2．98

52，13±7．01

10．61±0．20

34．93±6．11

減少P〈O．005

NS

2 FSH
L．H

133，97±4．26

114．11±17．31

82．75±1，54

！01．21±5．90

減少Pく0．005

NS

3
FSH　　58．28±0．94

LH　　45．92±3，41

42．02士0．96

41．26±3．30

減少Pく0．005

NS

4
FSH
LH

！13．35±2．38

161．84±134且

102．23±2．13

111．45±4．03

減少P〈0．01

減少P＜0，01

＊means±SDm）U／mt

表2　Danazo1600mg／口　投与群

症例 ホルモン　　投与前串 投与後＊ 有　意　性

5
1

FSH　i32・88±0・50

しH　　！93．55±8．72

3．65士0，08

52．32士3．81

減少P＜0、005

減少P＜巳005

6
FSH　　l

LH

34．17±O．76

34．70±3．42

1臼．21±0，65

18．11±1、55

減少Pく0．OO5

減少Pく0，005

7 FSH
LH

91．57±3．02

56，18±4．30

14．71±0，81

7．74±0．40

減少Pく0，005

減少Pく0．005

8
FSH
LH

188．55±3，17

142．43±3．82

！4L25±5．46

m4．41±4．62

減少Pく0，005

減少Pく0．OO5

9 FSH
LH

40，70±0，84

46．38±4，90

35．37±0．41

49，71±4．36

減少P〈0，005

NS

＊mean±SD　m：Ulnee

　2）LH

　4症例中1例のみにおいて血中LH濃度は有意に減

少し，残り3例は有意差を示さなかった．

　2，Danazol　600mg投与群（表2）

　1）FSH

　血中FSH濃度は5症例の全例において有意に減少し
た．

　2）LH

　血中LH濃度は5症例中4例において有意に減少し
た．

考　　察

　Danazolの子宮内膜症に対する作用機序としては，当

初，適切な用語とは思わないが，とかく「抗ゴナドト

ロピン作用」によるとされてきた．確かにDanazolはお

そらく視床下部に作用してLHのmid　cycle　surgeを

抑制し，排卵を抑制する．しかしtonic　gonadotropin

releaseに対しての結果は一致していない．表3，4およ
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び5はこれらの結果を示したものである．閉経前の婦人

に投与した場合に，投与前後において血中FSHおよび

LHともに不変とする報告が21，　LHは不変でFSHが

低下するとした報告が3，LHは不変でFSHが上昇す

るという報告が1であつた（表3）、同様な揚合に，血

中FSHおよびLHともに低下するとした報告が6例

であつた．これらの投与期間は6日から6カ月，投与量

は1日50mgから1600mgまでであった．一方，閉経後

の婦人に投与した揚合は2報告あり，いずれも，血中

FSHおよびLHともに低下するとした（1日600mgの

15日間（5例）と1日400mgの7日間（4例）投与で

あつた，表4）．逆に閉経前の婦人に投与した時に，こ

れらの血中ホルモン濃度が増加するとした報告が2あつ

た（表5）．

　最近LHの放出のpulsatile　patternが注目されてい

る．それによるとLHは約1．5～3時間に1回の頻度で

放出される．したがつてpulse　peakとpulse　nadirの

LH値の差は大きいことがある．それ故，血中LHレベ

ルを決定するには15～20分間隔で長時間採血し，それら

のLHの平均を求めることが望ましい．前述の表3お

よび4の諸報告例においては，多くの場合，1日1回の

採血となつている．これらの報告において，Danazo1の

ゴナドトロピンに対する影響が一定しない一つの理由

は，かかる採血法によるものである．このために，われ

われの今回の研究においては20分間隔に7回採血した．

さらに下垂体におけるゴナドトロピン分泌は卵巣ステU

イドホルモンの影響を大いに受けている46）．したがつて

今回の研究においては，Danazolの卵巣に対する作用か

らの下垂体機能の間接的影響を避けるために，われわれ

は閉経婦人あるいは両側卵巣摘出婦人を対象にした．

　Danazol　1日400mg投与群では血中FSHは4例全

例有意に減少し（p＜0．01～p＜O．05），血中LHは4例

中1例のみが有意に減少し（p＜O．01），残り3例は変化

を認めなかつた．Danazolの1日600mg投与群では血

中FSHは5例全例有意に減少し　（p＜0．005），血中

LHは5例中4例が有意に減少し（p〈0．005），残り1

例は変化を認めなかつた．すなわちFSH分泌は比較的

少量のDanazo1投与によつても確実に抑制され得るが，

LH分泌は比較的大量のDanaz。1によつてのみ確実に

抑制された．

　以上の結果は，ヒトに対するDanazolの治療によっ・

てFSHおよびLHの放出が確実に抑制されたことを

示した初めての決定的証拠である．これらのDanazoll

投与中LH・RHに対する下垂体反応性は抑制されなか

つたので（未発表），DanazolのFSHとLHの放出

抑制はおそらく，Danazo1の視床下部レベル以上に対す
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表3

DanazolによるFSHおよび

Danazol投与によりGonadotropin

LH放出の抑制　　　　　日不妊会誌　30巻1号

に変化を認めなかった報告例

dose Before After

case
（m已1day）

duration

FSH LH FSH LH
Premen。pausaI

Women

Guillebaud，」．D 14 400 18D 伽 一 O 一 NS
Chimbira，　T．H．2） 14 400 12W 一 一 一 一 NS
Greenblatt，　R．B．3） 90 100～800 20D～50D 一 一 一 一 NS
Lieberman，　B．A．4） 6 800 7D 18．0±10，55 0．91±0，17 19．83±6，01 0．ア3±0．24 NS
Wentz，　A．C．5｝ 4 800 28D 220n 200n 200n 180n F：↓，L：NS

Andrew，　M．C．6） 10 800 12W 一 一 一 鮪 F：↓，L：NS

W。od，　G．P，7） 5 800 6M 8 10 4 10 F：↓、L：NS

Rannevik，　aB） 20 600 6M 一 一 一 騨 F：↑，L：NS

R6nnberg，　L．9） 20 6GO 6M 一 一 一 一 NS

Mettler，　L1の 32 400 6M 一 一 一 一 NS
Chimbira，　T。H．1D 10 400 10W 一 一 一 一 NS
Nagata，　Y．12） 46 300～400 20W 一 一 口 一 NS
Sat。，　Y．13） 20 600 6M 一 一 一 一 NS

Hirsch。witz，　J．S、14） 9 400 3M 一 2L8 一
15．8 F：NS，　L：P＜0，1

Dm。wsky，　W、P．15） 8 800 3M 69．3±11．1n 150、0±27．5n 52．1±6．7n 95、7±11．6n NS
C。lle，　M．L．16） 4 50～200 20D～40D 8 10 7 13 NS
FI。yd，　W．S．1ア〉 20 200～800 60D～180D 9．5 13 1L3 18 NS

G。ebel，　RIε｝ 47 400～800 14D～42D 一 一 鱒 一 NS

Lauersen，　N．H．19） 11 400 180D 6．3 8 7．3 9 NS

Stillman，　RJ20） 5 600 6D 5．2 6．12 5．4 7．12 NS

VanDijk，　J．G．21） 21 200 100D 8 25 12 32 NS
Lind，　T．22） 3 800 3M 10．9 9．3 9．o 33 NS

Leppau。t。，　J．23） 7 600 6M 一 一 一 一 NS

Frasser，1．S．24） 16 600～800 2M～3M 6．8±Ll 10．0±L1 5，3±0，8 14．5±2，5 NS
Reyniak，　J．V．25｝ 4 40G～1600 2W～6W 一 一 一 一 NS

Men

Sherins，　RJ．26） 3 200 100D 一
7

騨
5 NS

5 600 100D
一

8．8
一

4．2 NS

Monkey

Ash，　R．H．2ア） 5 400 黄体期のみ 一 一 一 一 NS
Lucian。，　A．A．28） ア 800 2M 5±7 22±4 5±1 17±3 NS

Rat

Mens。n，　M．29） 下垂体 5×10曹6M 一 一 一 一 NS

D：day，　W：week，　M：month，　n：ng／me（その他はmlU／mの，↓：減少傾向あるもNS

－ ：記載なし，F：FSH，　L：H，　　　　　　　　　　　　　↑二増加傾向あるもNS

1

1
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Danazo1投与によl　Gonadotropinが減少した報告例

（13） 13

dose Before After

case
（mg／day）

duration

FSH LH FSH LH

Premen。pausal

Women

Okamura，　Tβ3） 4 600 3W 20．8±7．O 18．8±73 14．6±5．6 12．5±3．3 F：↓P＜0、05，L：↓

Braun，　P．34＞ 5 800 9D 8．5±1．4 9．0±1．0 7．3±1．7 8，4±1．1 F：↓，L：↓P〈0．05

Laversen，　N．35） 30 50～200 6M 一 一 一 一
F：↓，L：↓

Greenblatt，　RB．35） 1 800 6Y 　 　 一 一
F：↓，L；↓

Hirakawa，　S．37） 21 400 3M 一 一 一 一 F：↓，L：↓

Tamaki，　Yβε〉 5 400～600 16W～24W 19，9±8．53 22。O±5．06 14．7±6．96 15』±8．23 F：↓，L：↓

Yamada，　Y39｝ 3 400 3．5M～6M 一 一 　 一
F：↓，L：↑

P。stmen。pausal

Women

Franchim。nt，　P40） 5 600 15D 49．6±8，21 15．5±2．8 242±7．ア 9．98±2．8 F：↓P＜0，05
L：↓P＜0．05

Fraser，1．S．4D 4 400 7D 60．9ア 38．55 52．66 36．80 E：t呂美8：1ム＊1

（ca）

Men

Buckle，　R．42） 14 300～BOO 6M 5．1±0．6 93±0。8 2．1±6、4 3。ア±0。5

54～乃％減 5．1～12．7％減

（尿中） （尿中）

FranchimQnt，　P．40） 5 600 15D 4．62±0．73 7．38±0．6 2．42±0．53 3．54±0．52 F：↓P＜0．05
L：↓P＜0，01

Sherins，　R．J．27） 4 600 17W 12，5ア±5．83
一

5．65±5．83
一

（ca） 11W 8．8±3．0 4．2±L3 F：↓P＜0．05
L：↓P〈0．1

100±38 7±3 L：↓P＜0．Ol

Rat

Eldridge，　J．C．43＞ （ca） 10mg／kg／d 6D 1600n 1200n 300n 25n F：↓P＜0．01
L：↓P〈D．01

Raj，　S，G．44） 20mg／kg／d 6W 150±93．9n 5±8．6n L：↓P＜0．01

Krey，　LC．45） （ca） 10～50mg／kg 8D Ll↓signif．

Monkey

Ash，　R．H， （ca） 400 19D 一 一 　 一
F：↓signif．

Ll↓signif．

oa　castration，　D：day、　W：week，　M：month，　Y：year，　n：ng／me（その他はmlU／me），　F　FSH，　L：LH，一

↓’減少するもNS，↑：増加するもNS，　signif．：significant，＊1：1例のみ有意差あり

：記載なし
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表5

DanazolによるFSHおよびLH放出の抽制

Danazol投与によりGonadotropinが増加した報告例

日不妊会誌　30巻1号

dose 8efore After

case
（mg／day）

duration

FSH LH FSH LH
Premen。pausal

Women

Dh。nt，　M30＞ 16 400 2M 8．4±1．4 9．4±1．7 13，6±1．4 167±2．8
F：↑P＜0．05

L：↑P＜0．05

F：↑P＜0．01
B。hnet，　H．G．31） 10 800 6M 344±47，6n 48．9±10．9n 653，1±91．5n 53．5±9．1n

L：NS

Rat

Barbieri，　RL．32）
一 L25～5．0 F：↑

mg／kg 一 一 一 一
L：↑

M：month，　n：ng／m2（その他はmlu／me），　F　FSH，　L　LH，一　記載なし

る作用と考えられる46）．

　本研究中，採血に協力された医師および看護婦，そし

てホルモン測定に協力された松本敏子嬢に深謝致しま
す．
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　　　　　　　　Toyama，　Toyarna，　Japan

To　investigate　the　effect　of　Danazol　on　serum

日不妊・会誌　30巻1号

FSH　and　LH　secretion，　it　was　orally　admini－

strated　for　14　days　in　daily　dose　of　400mg　and

600mg　to　4　and　5　postmenopausal　or　oophor．

ectomized　women，　respectively．

　　Blood　samples　were　obtained　from　an　indwel．

Iing　heparinized　19G　batterfly．typed　needle　inser．

ted　into　a　cubital　vein　in　every　20　minutes　for　2

hours　to　determine　the　mean　FSH　and　LH　le－

vels　before　and　after　Danazol　medication．

　　Serum　hormones　concentrations　of　all　samples

were　measured　with　a　run　of　speci丘c　RIA．

　　Mean　serum　FSH　levels　were　signi丘cantly　de．

creased三n　all　women　w量th　both　daily　dose　of

400mg　and　600mg　of　Danazo1．

　　Mean　serum　LH　levels　were　signi丘cantly　de．

creased　after　400mg　of　Danazol　in　only　one　of　4

women　and　in　40f　5　women　after　600mg　of

DanazoL
　　The　present　study　is　the丘rst　report　to　indicate

that　Danazol　can　apparantly　lower　serum　FSH

and　LH　levels　in　humans．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年6月19日）
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　血中PRLが25ng／ml以下の正プロラクチン性short　luteal　phase　9例にBromocriptineを投与したと

ころ7例に臨床効果がみられた．これらの7例には1）PRLの分泌予備能の充進がみられ，2）PRLの日内変

動をみると昼間は低値で，一見正常にみえるが，夜間に高値の出現をみるocculted　hyperprolactinemiaが

存在し，3）PRLの昼間値も正常域にあるものの，正常婦人に比して高値であつた．これらのことは正プロ

ラクチン性黄体機能不全症の一部に，その病態にPRLが関与している症例があることを意味しており，そ

の本態は高プロラクチン性黄体機能不全と同一であると考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fertil，　Ster．，30（1），17－21，1985）

1

i

1

緒　　言

　高プロラクチン血症が，無排卵・黄体機能不全をひき

起こし易いことは明らかである．

　この場合に，わが国の産婦人科領域においては第32回

口本産科婦人科学会総会でのシンポジウム1）の結論に準

拠して，血中PRL値が30ng／mlを越えるものを高プロ

ラクチン血症とし，25　・一　30ng／mlを境界値として取り扱

うことが慣用されている．そこで本研究では血中PRL

値が25ng／ml以下の黄体機能不全のうちで，ことに高温

相の持続が12日未満のいわゆるshort　luteal　phaseを対

象としてとりあげ，その病態にかかわるPRLの意義を

検討することにより，正プロラクチン血性の黄体機能不

全の一部にPRLが関与していることが明らかとなつた

ので報告する．

対象および方法

昭和57年4月1日より昭和59年3月31日までの問に当

科外来を不妊を主訴として訪れた婦人のうちで，1）

Huhnerテスト，　Rubinテスト，精液検査などの一般不

妊検査にて異常がなく，2）基礎体温が2相性ではある

が，高温相の持続が12日未満のいわゆるsh。rt　luteal

phaseで，3）血中PRL値が25ng／ml未満の正プロラ

クチン血性であり，4）多毛・肥満などの内分泌症状を

伴わなかつた9例を対象とした．対象とした症例の詳細

を表1に示した．血中PRLのresting　levelは平均

12．8±4．8ng／mg（M±SD）であった．

　この9例の卵胞期にLHRH　100ugとTRH　500ug
を負荷し，PRL・FSH・LHの分泌予備能を検討した．ま

たこの9例を卵胞期に入院させ，安静・臥位の状態で，

肘静脈に留置したカニューレより24時間にわたり2時間

ごとに採血し，血中PRLの目内変動を検討した．患者

には午後9時に消燈・就眠させ，夜間の採血にあたつて

ては睡眠を妨げないように配慮した．

　検査が終了した次周期の月経第5日目よりBromo－

criptine　5mg／dayを3カ月間内服させ，　BBT上の黄体
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表1　研究対象

Case　No．　Age
P・・i・yL。、器掘1，，）

Resting　levels　of

PRL（ng／m1） FSH（mlU／ml）　　LH（mIU／ml）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

38

32

31

29

35

25

27

34

28

0

1

1

0

0

0

0

0

0

10

11

8

9

11

11

9

11

11

7．6

9．6

13．4

12．5

22。9

18．6

8．2

13．2

9．2

14．8

8．5

6．5

8．8

8。7

17．4

9．4

4。3

12．6

23．8

12．5

17．7

11．0

16．4

17．8

8．2

9．6

29．1

期の長さを測定し，12日未満であつた高温相が14日以上

に延長した揚合にはBromocriptine有効例と判定し，

不変のものを無効例と判定して，PRLの分泌予備能お

よび目内変動との相関を解析し，また同様に測定した正

常婦人の卵胞期4例，血中PRLが25ng／ml以下であり

ながら乳汁漏がみられたいわゆるeuprolactinemic

galactorrhea　3例と比較検討した．

　血中PRL・FSH・LHは第1ラジオアイソトープ社

より提供をうけたRIA　kitを用いて測定した．データ

ー の解析はStudent’s　tテストによりおこなった．

結　　果

　1）　9例中7例（表1の1－7までの症例）がBromo－

criptineの投与により黄体期が14日間に延長した．これ

を有効群とした．表1の8，9の症例は不変であった．こ

の2例を無効群とした．以下のデーターは有効群・無効

群の2群に分けて解析した．

　2）LHRH反応性：100ugのLHRH投与に対する，

FSH・LHの反応性は図1のごとくであつた．有効群の

FSH・LHの前値は低く，反応性も良好であつて，これ

らは正常のFSH・LH分泌能を保有していると考えられ

た．また無効群の2例の反応も有効群との差はないと考

えられ，有効群・無効群の両者のゴナドトロピン分泌能

はともに正常であると考えられた．

　3）Bromocriptineの投与により血中PRLはすみや

かに著明な低下をみた．有効群では投与前のresting

Ievelが13．3±5．7ng／ml（M±SD）であったものが

1．8±0．5ng／m1（M±SD）と低下した（p〈0．005）．無

効群の2例では投与前値がそれぞれ13．2ng／m1，9．2ng／

mlであったものが，ともに1．5ng／m1以下となつた．両
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図1　対象のLHRH反応性；有効群と無効例の間にLH・FSHいずれの分泌能に差を認めず，
　　　反応性も良好・正常であつた
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無効例と正プロラクチン乳汁漏のTRH
に対するPRLの反応性；shadow　area

は有効群のM±SDを示している．乳
汁漏の反応は有効群とほぼ同じで，無効

例の反応は低かった

群でのBromocriptineのPRL低下作用には差がない

と考えられた．

　4）有効群のTRH　500ug負荷に対する血中PRL

の変動は図2のとうりであつた．すなわちPRLは著し

い分泌反応を示し，頂値は30分に出現し，前値が17．6±

6．5nglml（M±SD，　n＝7）であつたものが30分値は

213．3±58．7ng／ml（M±SD，　n＝7）となった．

　これを2例の無効群および3例の正プロラクチン性乳
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図4　有効群のPRLの日内変動
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図5　正プロラクチン性乳汁漏のPRLの日内
　　　変動；shadow　areaは有効群のM±SD
　　　を示した

汁漏と比較すると図3に示したとうりであつた．すなわ

ち無効例は有効例に較べて反応は小さく，また乳汁漏は

有効例と同程度の著しい反応性を示した．このことは有

効例および乳汁漏でのPRL分泌能は充進状態にあると

考えられた．

　5）PRLの日内変動をみると図4のように有効例で

は8：00AMより20：00PMまでの間はPRLは正常域に

あると考えられたが，22：00PM・6：00AMの夜間には高

値を示し，10：00AMの値が18．6±10．2ng／ml（M±

SD）であつたのに反して，24：00PMには43．2±

12．4ng／ml（M±SD）となった．また2：00AM　には

36．2±17．1ng／m1（M±SD）となった．

　これと正プロラクチン性乳汁漏と比較すると図5のよ

うに，有効例と目内変動パターンには差がないと考えら

れた．

　また正常婦人の卵胞期での日内変動と比較してみる

と，図6に示したように正常婦人においても夜間は昼間

に比して高値をとるものの，その値は30ng／m1に近づく

か，わずかに越える程度であつた．このことは有効例に

おいては夜間に異常な高値が出現したと考えてよく，そ

の程度は乳汁漏と同程度の高値であつた．
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図6　正常婦人の卵胞期におけるPRLの目内
　　　変動；shadow　areaは有効群のM±SD
　　　を示した

この値は正プロラクチン性乳汁漏の35．5±12．　lng／ml

（M±SD，　n＝12）と同等であつた，

　このことは，有効群では正常に比して昼間値も高い

が，夜間には異常高値が出現し，その程度は乳汁漏をひ

きおこすほどの高値であると考えられた．
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図7　無効例のPRLの日内変動；shadow
　　　areaは有効群のM±SDを示した

　また無効例2例の目内変動は図7に示したとうりであ

った．有効例に較べて全般的に低値を示し，正常婦人の

卵胞期との差はみられないと考えられた．

　6）10：00AM・2：00PMでのPRL値を平均してみる

と正常婦入の卵胞期の値は9．2±6．1ng／ml（M±SD，

n＝15）であった．無効例は10．2±2．3nglml（M±SD，

n＝6）と正常卵胞期と差がみられなかつたが，有効群は

19．0±7．7ng／ml（M±SD，　n＝21）と有意に高値であり

（p＜0．005），この値は正プロラクチン性乳汁漏の16．3±

3．3ng／ml（M±SD，　n＝9）と同等であつた．このこと

は，25ng／m1をPRLの昼間値の正常上限とした場合に

は，有効群・正プロラクチン性乳汁漏はいずれも正プロ

ラクチン血症に分類されるが，その値は正常婦人・無効

群に比して有意に高値を示したと考えられた．

　一方夜間22：00PM－2：00AMの値を比較すると正常婦

人の卵胞期では20．9±6．5ng／ml（M±SD，　n＝12）で，

夜間は昼間に較べてその値が2倍高くなるといえた．無

効群の値は21．4±8．4ng／ml（M±SD，　n＝8）で正常婦

人と有意差がなかつた．しかし有効群はそれらに比して

高く37．0±11．1ng／m1（M±SD，　n＝28，　p＜0．005）で，

　いわゆるshort　luteal　phaseの9例にBromocriptine

を投与し，うち7例に黄体期の延長がみられた．これら

7例の有効例と2例の無効例を比較すると，1）両者の

FSH・LH分泌能には差がなく，またそれらは正常であ

った．2）Bromocriptineにより両者のPRL値はすみ

やかに著明な低下がみられた．3）TRH負荷による

PRL分泌予備能の検討では，有効群では著しい充進が

みられ，その程度は正プロラクチン性乳汁漏と同程度で

あつた．4）PRLの日内変動をみると，有効群は，正常

婦人に比して夜間に異常高値が出現し，その程度は正プ

ロラクチン性乳汁漏と同程度であつた．一方無効群での

夜間の値は，有効群より低値であつて，正常婦人との差

がみられなかつた．5）有効群では昼間値は正常域内に

あるものの，正常婦人および無効群に較べて有意に高か

った．

　これらの点と，Bromocriptineの有効性を関連させて

みると，Short　luteal　phaseの病態の一部にPRLが関

与していることは明らかである．すなわち有効例におい

ては，PRL分泌予備能の充進がみられたこと，夜間に

高値が数時間にわたり出現したこと，Bromocriptineに

よつてPRLを低下させることによつて臨床的に改善が

みられたこと，昼間値は正常域内にあるものの，正常

例・無効例に比して明らかに高値であることなどの事実

は，有効例の病態が，血中PRL値が30ng／m互以上の高

プロラクチン血症と同一であることを示していると考え

られる，

　すなわち昼間値は正常範囲内にあつても，夜間に数時

間の高値が持続するtransient　hyperprolactinemia，　noc．

turnal　hyperprolactinemiaまたはocculted　hyper。

prolact三nemiaと呼んでよい状態と考えられる．この病

態の存在する可能性については，Kleingerg，　D．　L2），

Corenblum，　B．　and　Taylor，　P．　J．ら3）も指摘している

が，明らかな証明はなされていなかつた．本研究の結果

からみたときこの存在が明らかとなつたものと考えられ

る，またその臨床的意義についても，黄体機能不全の病

態の一部と関連していることが明らかとなつたと考えら

れる．

　Kano，　T．　et　al．4｝は黄体機能不全での血中PRLは

黄体期では正常例と比して差がなかつたが，卵胞期では

有意に高かつたと述べており，それらに対してBromo一
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criptineが有効であつたとしている．同様に黄体機能不

全に対してBromocriptineが有効であることはDel－

Pozo　et　aL5），MUhlenstedt，　D．　et　aL6｝によつても指摘

されている．Kano，　T．　et　al．4）は，高プロラクチン血症

と正プロラクチン血症の両者にBromocriptineを投与

し，いずれの場合にも黄体機能の回復をみたこと，さら

には正常例でも黄体期のPRL値は高いことかt：），　PRL

のluteolytic作用を黄体機能不全の病態と考えている

が，黄体機能不全例と正常例との差が主として卵胞期で

みられたことの説明は，これでは困難である．

　むしろ黄体機能は，先行する卵胞期での卵胞の成熟と

の関連が深いと考えた方が理解しやすい．McNat亡y，　K．

P．et　al．7）はPRLが穎粒膜細胞でのステロイド合成を

抑制するとしており，Kano，　T．　and　Nishikawa，　K．8）

は，高PRL血症に対してBromocriptineを投与し

PRL値を低下させることによつて外因性HMGへの反

応性が改善するとしている．これらのことはPRLが卵

胞成熟を抑制する因子として働き，排卵障害や黄体機能

不全をひき起こしている可能性を示唆するものである．

ことに今回示したような昼間にはさほど高値を示さず，

いわゆる正プロラクチン血症と診断されるにもかかわら

ず，夜間には高値を示すような病型は，高度の排卵障害

を示すよりも，黄体機能不全を呈する可能性が高いと考

えられる．

　さらに指摘されなければならないことは，正常PRL

値の上限値への再検討である．今回の症例は，いずれも

昼問値が25ng／ml以下であるにもかかわらず，正常例

と差があること，そしてそのPRL分泌予備能は元進し

ていること，さらに夜間に有意の高値の出現をみたこ

と，それらが黄体機能不全の病態と深く関連している可

能性が示されたこと，以上の諸点から，正プロラクチン

血症の上限値は現在慣用されているものは高すぎると考

えられる．正常婦人の昼間値からみたときは，15ng／ml

未満のPRL値が卵胞期での正常上限値と考えることが

妥当であると思われる．

　PRLがluteotropic因子として作用すると考えると，

PRLを抑制しすぎることが反つて黄体機能不全をひき

起こすと考えられるが，今回のわれわれのデーターから

みると，血中PRLを測定感度の限界程度まで低下させ

ても，高温相の持続は反つて延長したこと，逆に短縮し

た例はなかつたことなどの点は，ヒトにおいてPRLは

黄体機能の維持に必ずしも必要ないことを示唆している

が，この点は今後の検討を要する．

　本稿の一部は第57回日本内分泌学会総会において発表

した．
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Role　of　prolactin　on　pathophysiology

　　　of　luteal　insu伍ciency　with

　　　　　　Euprolactinemia

　　Hiroyuki　M［ori，　Ryo〕Matsuoka，

　Kozo　Aisaka　and　Tomonori　Kigawa

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　Oita　Medical　College，　Oita

　To　study　the　role　of　PRL　on　a　pathophysiology

of　luteal　insufficiency　with　euprolactinemia，5mg

of　Bromocriptine　were　administrated　daily　to　9

short　lutea1－phase　with　euprolactinemia（PRL　less

than　25ng／ml）．　Effectiveness　was　pointed　out　in

7cases　out　of　9．　The　effective　cases　showed　1）

increased　prolactin　secreting　capacity　which　was

evaluated　by　TRH　administration，2）nocturnal

hyperprolactinemia　instead　of　euprolactinemia　du．

ring　day　time，3）higher　level　of　prolactin　than

normal　cases　during　day　time．　Form　these　re－

sults，　it　is　indicated　that　there　are　the　occulted

hyperprolactinemia　in　the　cases　of　luteal　insuf－

ficiency　with　euprolactinemia．

　　　　　　　（受付：昭和59年年8月11日特掲）
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機能性不妊に対するMetharmon⑭一Fの応用
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　Keio　University，　School　of　Medicine

　5年以上の原発性不妊に対し，メサルモン・F（MF）2錠／日を連日投与し，　MFの機育旨性不妊に対する

有効性の機序を検討した．

　1）機能性不妊40例105周期にMFを投与し，5例（12．5％）妊娠した。

　2）　9例にっきMF　2錠／日連日投与周期，非投与周期の血中LH，　FSH，　PRL，　Estradiol（E2），　Pro－

gesterone（P）を可及的逐日測定比較したところ，　FSH，　PRL，　E2には差はみられなかつたが，　LHピー

ク，P分泌はMF投与周期の方が高値の傾向を示した．またBBT低温目数，高温日数，排卵期頸管粘液

分泌量には差を認めなかった．

　3）　5例についてMF投与周期，非投与周期の着床期に内膜診，日付診を行ない，　LHピークよりの日数

と比較したところ，両周期ともに±1日以内に存在し差を認めなかつた．

　4）副作用は特記すべきものはみられなかつた．

　以上より，MFは内分泌環境が正常である機能性不妊の内分泌動態のバランスを乱すことなく排卵期の

LHピーク，黄体期のP産生を促し，機能性不妊の妊娠成立に寄与するものと考えられる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap，　J．　Fert．　Ster．，30（1），22－27，1985）

1．緒　　言

　メサルモンーF（Metharmon・F，以下MFと略す）は，

ホルモン作用のほとんどみられないステロイド代謝系の

中間代謝物質および甲状腺末を主成分とする薬剤で（表

1），内服薬であり副作用も少なく，機能性不妊，更年

期障害，卵巣欠落症状に以前から広く用いられている．

表1Metharmon－Fの成分（1錠中）

　しかし，その効果発現の機序については，今のところ

明確ではない．今回内分泌学的およびその他の不妊症検

査で異常が認められないにもかかわらず妊娠しない機能

性不妊に対し，MFを投与し，その内分泌動態，　BBT，

子宮内膜組織，頸管粘液分泌の変化を非投与周期と比較

検討し，MFの作用機序につき考察を行なった．

pregnenolone・－

androstenedione・

androstenediol－

teStOSterOne・・…

estrone　・・・・・・…

乾燥rl1状腺・一…

　　　・1．Omg

　　　・1．Om9

・…　　・0．5mg

　　　・0．lmg

　　　・5　　μ9

　　　・7．5mg

IL　対　　象

　不妊期間5年以上，BBT，子宮内膜組織検査にて排卵

を認め，精液検査，卵管疎通性検査，Huhner　Test，子

宮内膜組織検査いずれにても異常を認めない原発性不妊

を対象とした．

III．方　　法

1）MF投与による血中ホルモン動態の検討
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表2　月経周期別にみたMFe周期，　MF㊥周期の血中LH，　FSH，　PRLの平均値（M±S．E．）

月経
　周期

　LH
（mlU／ml）

　FSH
（mlU／ml）

PRL
（ng／m1）

！iiN月包」切（－10〔A・－3　日）

MFe周期
17．6±　1．4

9．4±O．7

6．9±0．6

MF㊥周期

17．9±　1．7

8．8±0．8

6．6±0．5

LHピー　ク

MFθ周剃MF㊦周期
・・4・・±…3　1・39・・±29・・

P＜02

21．1±　3．4

12．0±　4．1

18．1±　4．8

15．5±　4。8

黄体期（十3～十12日）

MFe周期
10．7±　1。0

4．5±0，3

9，7±0．6

MF①周期

9．2±0．8

4．3±0．3

9．1±0．8

　原発性機能性不妊9例　（25～36歳，平均年齢　M±

S．E．＝30．7±1．2歳）を対象にMF非投与周期（以下

MFe周期と略す），　MF投与周期（MF㊥周期と略す，

MF　2錠／日を月経開始日より次回月経開始まで連日服

用）に可及的逐日午前9～11時に採血し，直ちに血清分

離後一20°Cにて凍結保存し，後日一括して血中LH，

FSH，　Prolactin（PRL），　Estradiol（E2），　Progester－

one（P），　TSH，　T4を測定した．

　血中LH，　FSH，　PRL，　TSH，　T4は第一ラジオアイソ

トープ社のRIAキットでD，　E2，　PはそれぞれE2・6・

BSA抗体，　P・3－BSA抗体を用いたRIA法2）によつ
た．

　2）MF投与による子宮内膜組織の変化

　機能性不妊5例を対象にMFe，　MF㊥周期の着床期

（＋7～＋8日）に子宮内膜組織診を行ない，Noyesの方

法に準じて日付診断し、子宮内膜採取日とのズレを比較

した．

　3）統計処理

　Studentのt－test，　paired　t・testを用い，　P＜O．Ol以

下を有意差ありとし，p〈0．2以下を傾向ありとした．

IV．成　　績

　1）MF投与による妊娠例

　原発性機能性不妊40例　（26～35歳　平均年齢　M±

S．E．＝31．2±L6歳）で延べ105周期にMF　2錠／口を連

日服用させたところ5例（12．5％）が妊娠した．現在ま

で正常分娩3例，妊娠継続中2例で流産例は0であっ

た．なお，MF服用中は，他の薬剤，治療はいつさい行

なわなかった、また，これらの症例はMF治療前，高

温期HCG，　Gestagen投与，　AIH等の治療をうけても

妊娠しなかった症例である．

　2）MF投与による血中LH，　FSH，　PRL，　E2，　Pの

変化およびBBT，頸管粘液分泌に及ぼすMF投与の影

響

　①LH（図1，表2）

　図1はMFe，㊥周期の血中LH，　FSH，　E2，　Pの逐

目変動を症例別にプロットしたものである．表2は，血

中LH，　FSH，　PRL値の平均を各時期ごとに比較した

ものである．

　LHはMFθ，㊥周期ともに卵胞期〉黄体期（p〈

0．001）を示したが，MFe周期，　MF㊥周期間には差を

みとめなかつた．

　LHヒ゜一クはMFθ周期M±S．E．＝104．0±24．3mlU／

m1，　MF㊦周期139．0±29．4mIU／mlでその間に統計学

的な有意差はみられないが，MF①周期の方がMFe周

期より高値の傾向（P〈0．2）を示した．

　②FSH（図1，表2）

　FSHはMFθ，㊦周期ともに卵胞期〉黄体期（p＜

O．OOI）と有意に卵胞期が高いが，　MFθ周期，　MF㊥周

期間には差はみられなかった．LHピークに一致して

MFe周期M±S．E．＝21．1±3．4　mlU／ml，　MFe周期

M±S．E＝18．1±4．8mIU／mlとそれぞれ卵胞期，黄体

期の平均より有意に高い（p＜0，001）ピークを示した

が，MFe周期，　MF㊥周期間には差はみられなかつた．

　③PRL（表2）

　MFO周期の黄体期は，卵胞期より有意（P〈o．01）の

高値を示し，MF㊥周期でも黄体期は卵胞期より高値傾

向（P〈0．02）を示したが，MFθ，（D周期間にはいずれ

も差はなかつた．またLHピークに一致してMFθ周期

にM±S．E．＝12．0±4．1nglm1，　MF㊥周期15．5±4．8ng／

mlのピークを示したが卵胞期，黄体期のそれぞれの平

均値の間に有意差は認められず，MFO，㊥周期間にも

差はなかった．

　④　E2（図1）

　排卵前のE2のピーク値はMFθ周期M±S．E．＝
348．9±48．3pg／ml，　MFe周期384．8±46　．　8pg／ml，排卵

後のヒ゜一クはMFθ周期173．9±17．5Pg／ml，　MF㊥周期

196．2±24．5pg／mlを示したが，いずれもMFe，㊥周

期間には差は認めなかつた．

　E2の図1のグラフ上における面積を比較すると，－5



E

［

昭和60年1月111

？51°11

中村・吉尾・片山・井合・玉閥・飯塚

　　　　0　　　5　　10　rヨ
Metharmon－F　2Tab／day

（25）　25

表3　BBT低温期日数・高温期日数の比較

200　LH－
　FSH－一一一

100

mIu！

　低温期日数
（月経開始より排卵までの日数）

言ビP虫 ・屡

MFθ
周期

MF㊦
周期

3eo

2eo

100

pg／me

症例

1　　12日

2　　14

3　　13

4　　14

5　　21

6　　14

7　　12

8　　14

9　　16

一
12日

　　14

一
13

一
15

－
24

一
13

一
9

一
16

一
14

　20
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n9！mt

14．4±0．9日　　14．4±1．4「i

　　　（M±S．E）

　高温期口数

（耀錫糊）

MFe
周期

MF㊥
周期

15日　　　一15日

14　　　－14

14　　　－12

14　　　－14

12　　　　　13

14　　　－15

15　　　－14

14　　　－14

13　　　－14

13．9±0．3日　　13．9±0．3日

　　　（M±S．E）

図2　Metharmon－F投与によつてProgester－

　　　one産生増加をみた1例

目～0日間では，MFθ周期M±S．E．ニ1263±210，　MF

①周期1170±111，＋1日～＋13日間では，MFe周期

1704±216，MF㊦周期ユ781±223で，　MFe，①周期間

に有意差は認められなかった．

　⑤　P（図1）

　Pのピーク値は，MFe周期M±S．E．＝17．6±2．1ng／

ml，　MF㊥周期21．4±1．5ng／mlで，有意差はないが，

MF①周期が高値傾向（p〈0．2）を示した．9例中6例

では，Pのピーク値はMF①周期＞MFe周期であつた．

　P　の値を図1の面積で比較すると，MFe周期
143．8±17．3，MF㊥周期162．6±14．8と有意差はみられ

ないが，MF①周期がMFe周期より高値傾向（P〈

0．1）を示した．9例中7例では，Pの面積はMF㊦周

期＞MFθ周期であつた．

　図2は，MF投与によって，明らかにP産生量が増加

した症例の血中ホルモン動態の経日的変化を示したもの

である．MF投与によりLHピークの増加，　P産生量

の増加，BBT高温日数の1日延長を認めた．

　⑥　T4，　TSH

　黄体期中期の血中T・，平均濃度は，MFe周期では

M±S．E．＝5．2±o．4μg／dl，　MF㊥周期では6．o±o．8μg／

dlでMFθ，①周期間に差を認めなかつた．

　同時期のTSHは，　MFe周期ではM±S．E．＝4．2±

o．　7／・U／m1，　MFe周期では4．0±0．4μU／mlで，同じく

MFe，㊥周期間に差は認められなかつた．

　⑦　BBTの比較（表3）

　月経開始よリ排卵までの目数（低温期日数），排卵よ

り次回月経までの日数（高温期日数）は，表3に示す如

く，いずれもMFe，①周期間に差は認められなかっ
た．

　⑧　頸管粘液分泌量の比較

　MFθ，㊦周期の排卵期における頸管粘液分泌量の

ピーク値は，MF∈）周期ではM±S．E．＝0．12±0．18ml，

MF①周期では，　O．11±0．15mlで，両周期間に差は認め

られなかつた．また，羊歯状結晶形成にも差は認められ

なかった．

　3）子宮内膜組織診の比較

　原発性機能性不妊5例（血中ホルモン逐日観察例とは

別の症例）につき着床期（＋7～＋8日）に内膜組織を採

表4　子宮内膜組織診の日付診断日と

　　　内膜採取Hとのズレの比較

MFe周期 MF①周期

症例1

　　2

　　3

　　4

　　5

±0日

一 1日

±0目

十1日

十1日

±0日

±0日

一 1日

十1日

±0日

取し，日付診断を行ない，内膜採取目（LHピークより

の日数）とのズレを比較した．表4の如くMFe，①周

期ともに日付診と内膜採取日とのズレは±1日以内に存

し，±2日以上のズレは認められなかった，またMF
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e，㊦周期間にも2日以上のズレはなかつた．

　4）副作用

　MF投与40例中，副作用として嘔気2例，胃部不快感

1例を認めたが，これらの症状は服用中止するほどでな

く，服用継続により消失した．

V．考　　察

　従来より，MFは更年期障害，卵巣機能失調症の他，

機能性不妊に用いられてきた．

　雨森3）は，排卵障害なく，他の既存検査で異常を認め

ない正常群444例中70例（15％）に妊娠を報告しており，

妊娠例の70％はMF投与開始3性周期以内に妊娠して

いるという．岩崎4）は，34例中10例に妊娠を報告してお

り，著効例はいずれも黄体機能不全であつたと報告して

いる．

　われわれの成績は40例105周期に5例（12．5％）の妊

娠を認めたが，この妊娠率は決して高い率ではない．し

かしわれわれの対象とした例は，5年以上の不妊症例

で，過去に色々な治療法を行なっても妊娠せず，MF投

与周期に妊娠しているところからみて，本剤の有効性は

充分示されていると考えられる．

　機能性不妊に対するMFの有効性の機序としては，

小林ら5》は，本剤そのものはホルモン作用を有しないス

テロイド代謝系の中間代謝物質を主成分としているが，

これらの成分が甲状腺末の代謝促進作用の助けを借り

て，生体の状況に応じた代謝をうけ臨床効果を発揮する

としており，雨森3｝はBBTの延長，　Pregnandio1排泄

の増加，月経血増加等中枢性，末棺性に黄体機能を賦活

し，究極的に子宮内膜をして妊卵の着床に好適な環境整

備を行なわしめると推論している．

　いずれも黄体機能の改善，P産生の増大をMFの機

能性不妊症の効果の要因としているが，それらを裏付け

るデータとしては，P代謝のアンバランスの改善を認め

た岩崎4）の報告と，1例だけではあるがP分泌の増加を

認めた佐竹6）の報告が見られるのみであつた．近年小林

ら5）は，10例の正常月経周期婦人にっきBBT予定月経

前，21，15，8日目の3回血中LH，　FSH，　E2，　Proges・

terone，　TSH，　T3，　T4を測定し，　MF投与により，排

卵日周辺（予定月経15目前）のLHピークの上昇，黄体

期中期　（予定月経8目前）のPの増加傾向を報告し，

MFの黄体機能促進的傾向を認め，　MFは有排卵者の卵

巣機能を改善こそすれ，内分泌バランスを乱すことはな

いと報告している．

　われわれのデータでも，FSH，　PRL，　E2，　TSH，　T4，

BBT，頸管粘液分泌，子宮内膜組織診はMF投与によ

つて全く影響を受けなかった．

［’1不妊会誌30巻1号

　頸管粘液分泌に関しては，佐竹6）は，同様にMF投与

によつて分泌量は変化しないと報告しており，子宮内膜

組織診にっいてはMF投与によつて分泌期改善を示す

所見が得られたと報告している．

　MF投与によつて現われた変化としては，　LHピーク

の増加傾向と，黄体期におけるP産生の増大傾向であつ

た．

　排卵期におけるLHピークの意義に関しては，われ

われ7）は，着床不全による流産例にLHピークの低い例

を認めており，青野8）はshort　luteal　phase例にLH

ピークの低い例を認めている．またわれわれ7・9）は，

Clom三phene排卵例では，　LHピークの低値例，不定形

例を認めており，LHピークはそれに引き続く黄体の形

成に重大な関連性を有すると考えている．MF投与によ

るLHピークの増加が黄体形成，黄体機能にもプラス

の因子として作用することはいうまでもない．

　Pのピーク値の増大，Pのグラフ上面積比の増大傾向

は，MF投与によつてPの産生量が増加することを意味

すると考えられる．

　副作用に関しては，胃腸障害，不正出血，発疹等が挙

げられており，われわれの症例でも，ごく一部に胃腸障

害が認められた．しかし，服用中止に至るほどでなく，

引き続き服用することによって消失しており，使用上何

等問題となる副作用もなく，また長期服用も可能であつ

た．

　甲状腺末の効果については，今回は詳細に検討してい

ないが，T4，　TSHを見た限りでは，　MF服用によつて

甲状腺機能充進は現れず，小林ら5）も，同様の報告をし

ている．むしろ甲状腺末によるステロイド代謝の円滑な

代謝促進作用がMFのP産生増とあいまつて，　MFの

機能性不妊症への有効性を高めていると考えられる．

　このようにMFはHCG，　Gestagen剤のごとく，内

分泌学的に著しい変化は起こさない．したがつて内分泌

学的にはほぼ正常である機能性不妊の内分泌動態のバラ

ンスを乱す恐れはない．

　機能性不妊に対するMF投与の効果は，ほぼ正常と

いえる内分泌動態，BBT，頸管粘液分泌，子宮内膜のバ

ランスを乱すことなく，LHピーク，　P産生の増大傾向

というmildな内分泌動態の変化をひき起こし，着床し

やすい環境を形づくることが妊娠成立に結びつくものと

考えられる．

　したがつて明らかな内分泌動態の異常を示す不妊症

（排卵障害，著しい黄体機能不全等）には，まずHCG，

Gestagenといつた強力なホルモン作用を有する薬剤で

内分泌動態その他をある程度迄是正し，その後にMF

投与を試みることが望ましいと考えられる．
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Metharmon－F　treatment　of

unexplained　infertility

mechanism　of　the　effects　of　Metharmon－F（MF）

on　so．called　unexplained　infertility．　Two　table－

ts　of　MF　were　administered　daily　to　the　105　men－

strual　cycles　of　40　patients　with　unexplained　in－

fertility　of　more　than　5　years　duration，

　　1．Of　40　patients　treated，5　patients（12．5％）

cenceived．

　　2．In　g　patients，　blood　samples　were　taken

daily　or　every　other　day　during　both　the　cont－

rol　cycles（no　treatment）and　the　MF－treated　cy－

cles，　and　serum　levels　of　LH，　FSH，　PRL，　Estra－

diol　（E2），　Progesterone　（P）　were　measured．

There　were　no　significant　differences　between　the

FSH，　PRL，　E21evels　of　control　and　treated　cy．

cles，　while　LH　levels　at　mid－cycle　surges　and　P

levels　at　luteal　phases　tended　to　be　higher　in　MF．

treated　cycles．

　　3．As　for　the　duration　of　low　phases　and　high

phases　of　basal　body　temperature　and　the　amoun，

ts　of　cervical　mucous　at　preovulatory　phases，　there

were　no　significant　differences　between　the　trea－

ted　and　control　cycles．

　　4．In　5　patients，　endometrial　biopsies　were

carried　out　at　mid－luteal　phases　of　both　treated

and　control　cycles．　AII　the　endometriums，，datings

either　from　treated　or　nontreated　cycles，　were

found　to　be　synchronized　with　the　date　from　the

LH　surge　phase．

　　5．No　remarkable　adverse　effects　were　noticed

in　patients　treated　with　MF．

　　From　these丘ndings，　it　was　suggested　that　MF

facilitate　the　conception　of　normal　infertile　pa－

tients　by　improving　midcycle　LH　surges　and　P

secretion　of　luteal　phases　without　disturbing　other

endocrine　rnilieu．

　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年7月3日・特掲）

　　Yukio　Nakamura，　Takanori　Yoshio，

　　　　　Eriko　Katayama，　Sumiko　Iai，

　　　Y且koku　Tamaoka，　Rihachi　Iizuka

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Keio　University　School　of　Medicine

This　study　was　carried　out　to　investlgate　the
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当大学病院開設後10年間における

不妊症患者の統計的観察

AClinical　Review　of　the　Infertile　Women　Attending

　　our　Fertility　Clinic　During　the　Past　ten　years

藤田学園保健衛生大学第2教育病院産婦人科

米　谷　国　男

Kunio　KOMETANI
千　　原　　　啓

Hiromu　CHIHARA

伊　　藤　　　誠

　Makoto　ITO

越　知　正　憲

Masanori　OCHI

　高　橋　正　明

Masaaki　TAKAHASHI

Department　of　Obstetrics＆Gynecology

　Fuj　ita　Gakuen　University　Hospital

　　（Second　Educational　Hospita1）

　当大学病院開設後約10年間における不妊症患者773例（全新患数の4．8％）の統計的観察を行なつた．不妊

期間は1年以内であっても年齢を考慮して検査・治療の対象とした．原発性・続発性不妊はそれぞれ535

例，238例であり，その比は約7：3であつた．初診時平均年齢は原発性不妊27．9±3．53，続発性不妊28．9±

3．66歳と接近していた．原発性不妊は5年以内に76．0％が受診したが，残りの24％は受診までに5年以上経

過しており，早期受診の必要性が感じられた．不妊原因としては原発性，続発性不妊ともに機能性不妊が最

も多く，それぞれ23．4％，26．9％であつた．原発性，続発性不妊はそれぞれ179例（33．5％），100例（42．0％）

が妊娠した．2年以内の，累積妊娠率は91．4％であり，不妊症の治療期間の一応の目安は2年として良いと思

われた．30歳未満の妊娠率が39．4％であるのに対し，30歳以上のそれは30．0％であり，高齢化に伴う妊孕力

の低下が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster，，30（1），28－32，1985）

L　緒　　言

　わが国においては結婚年齢の高齢化，少産少死という

社会情勢に加えて，近時IVF・ERの成功が次々と報告

され，不妊症診療は新しい展開をみせている．当大学病

院開設以来，約10年を経過し，その間従来の不妊症の

ルーチン検査および治療方針で取扱つた挙児希望患者の

臨床統計について検討したので，ここに報告したい．

II．調査対象および検査事項

　名古屋保健衛生大学病院を開設した昭和48年5月か

ら，昭和57年12月までの約10年間で挙児希望を主訴とし

て当科外来を受診した不妊症患者，全773例を対象とし

て調査した．不妊期間に関しては特に制限は設けず，年

齢などを考慮して妥当であれば不妊期間が1年以内でも

診療対象とした．その内訳は原発性不妊535例，続発性

不妊238例であつた．不妊原因検索のため行なつたrou－

tine　testとしてはBBT，頸管粘液検査，子宮卵管造影，

卵管通気検査，子宮内膜組織診，月経血結核菌培養，フ

ー ナー試験，精液検査を行ない，必要に応じてLH・RH

テスト，血中PRL測定，腹腔鏡子宮鏡を行なつた．

　調査事項は次の通りである．

　1）不妊症患者の頻度，2）初診時年齢分布，3）初診

時不妊期間，4）不妊因子，5）妊娠に到るまでの期間，

6）不妊因子別にみた妊娠率，7）年齢よりみた妊娠率，

8）妊娠成立に関与した治療法である．
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III．結　　果

米谷・伊藤・高橋・千原・越知

　1）　不妊症患者の頻度（表1）

　全外来新患数に対する割合は，年度別にみると3ユ

％～7．6％に分布し，平均16，131例中773例（4、8％）で

あつた．初年度（昭和48年）は3，1％と最低　昭和57

表1　挙児希望患者数の年次推移

外来薪懸数 挙児希望数 原発不妊 続発不婬

48年 426
一 一 一

49年 13菊 騒〔3，1％） 33 21

50年 1635 58（3．眺〕 37 21

51年 170B 97｛57％） 64 33
駈年 152ε ア4（48鮒 43 31

53年 1525 99〔6，5％｝ 65 34
鋼年 2152 70（3ヨ飴〕 55 15

麟 1672 10ア｛6．4飴） ワ2 35
56年 2470 鴎（35瑞） 70 16

57年 1630 128（76鮒 96 32
総数 15131 η3個，8％｝ 駆畑蹴 蹴〔30呂男｝

年度は7．6％と最高であつたが，年度別にみると変動が

みられた．原発性，続発性不妊の割合は，各年度により

かなりばらつきがあつたが，いずれも原発性不妊の方が

多く，全体では原発性不妊535例（69．2％）に対し続発

性不妊238例（30．8％）と約7：3の割合であつた．

　2）初診時年齢分布（図1）

　図1の表の如く20歳～42歳と広範な分布を示した．こ

馨

畠

罰

舶

30

N

le

図1　挙児希望患者の初診時年齢

才　　年令

のうち原発性不妊は25～28歳にピークがあり，ここに全

体の46．4％が集中していた．一方続発性不妊は26～30歳

にピークがあり，全体の56．7％を占めていた．また平均

年齢では，原発性不妊27．9±3．53歳に対し，続発性不

妊28．9±3．66歳と続発性不妊にやや高い傾向が見られ

た．

　3）初診時不妊期間（図2）

　当科受診までの不妊期間は1カ月～19年に分布し，そ

暑

〔毫｝

120
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2D

1　　　2　　　3 5年以内　　5年以上

（29）29

署騨舞；｝；

図2　挙児希望を主訴として来院するまでの期間

のピークは図の如く原発性不妊で2～3年，続発性不妊

で2～4年であり，5年以内の受診は，原発性不妊で

76．0％，続発性不妊で83．4％であつた．すなわち原発性

不妊では，その1／4の例で初診までに5年以上経過して

いることがわかつた．一方1年以内の受診は，原発性，

続発性不妊合せて81例（11％）あつた．

　4）不妊因子（図3）

　不妊因子を検討すると原発性，続発性不妊ともに機能

　　続発性（nニ238）
％　　50　　　　40　　　　30　　　　20　　　　10

　　原発性（n　＝535）
ID　　　　⑳　　　　算　　　　40　　　　50　覧

8帖伽9覧｝ 機能性 z 125冬伽のも｝

37毛（155弘｝ 卵管性 81亀（151覧）

37名（155殉 内分泌性 68各（129㈲

22名（82％膨 男　　性 93亀（1749も）

18名（079り

¶5毛（63垢）

　11名｛489ω

重　　複

子宮性

頚管性

笏

∠

　5路｛979り

2陥｛50覧〕

30冬〔5e柑

3剛51％｝霧 不　　明 58名〔105％）

o毛｛096） その他 2冬｛o 19も｝

図3　不妊因子の検討

性因子が最も多く，それぞれ23．4％，26．9％であつた，

ここでいう機能性不妊とは，排卵性月経があり，両側卵

管が疎通し，子宮にも異常がなく，かつ精液所見は正常

で，フーナー試験に問題がないものとした．また原発

性，続発性不妊ともに卵管性因子，内分泌性因子，男性

因子がこれに続き，特に原発性不妊では男性因子の占め

る割合が高率である事が特徴的だつた．

　5）初診後妊娠に至るまでの期間（図4）

　原発性，続発性不妊患者はそれぞれ179例，100例が妊

娠した。原発性不妊では，0～3か月で41例，4～6か

月で45例，7か月～1年で52例と1年以内に179例中138

例（77．1％）が妊娠しており，続発性不妊では，0～3
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図4　不妊症患者妊娠例の妊娠に至るまでの期間

か月で29例，4～6か月で26例，7か月～1年で15例，

1～2年で21例と2年以内に100例中91例（91％）が妊

娠している．全体として2年以内の妊娠が全279例中225

例（91．4％）であつた．

　6）不妊因子別にみた妊娠率（図5）

　妊娠成立は機能性不妊では189例中99例（52．4％），卵

管因子では118例中49例（41．5％），内分泌因子で106例

］

9　，］（69296｝
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図6　妊娠率の年齢別検討
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図5　不妊因子別にみた妊娠率

中44例（41．5％）とこの3者で比較的高率であつた，ま

た低率であつたのは男性因子で117例中28例（24．0％）で

あり，特に続発性不妊の男性因子では24例中4例（18．2

％）と低い結果が得られた．また同様に卵管因子におい

て原発性不妊と続発性不妊を比べると，原発性不妊81

例中29例（35．8％）に対し，続発性不妊37例中20例

（54．1％）と続発性不妊のものに妊娠率の高い傾向が認

められた。

　7）　年齢よりみた妊娠率（図6，表2）

　図6に年齢別にみた妊娠率のグラフを示した．しかし

年齢により人数のばらつきが激しいため仮に30歳で線を

ひくと表2のようになる．30歳未満では原発性不妊384

例中141例（36，7％），続発性不妊144例中61例（46．5

（％，全体として528例中208例（39．4％）であるのに対

表2　妊娠率の年齢別検討

続発性 原発性 計

30才未満
46．5％
〔61〆144）

36τ％
（141！384）

39圃％
く208／5四｝

30才以上 351％
〔33！94）

ヱ5．2％

（38／喜51〕

30』％
｛71／245）

計 420％
（1002381

334％
〔1ア9535｝

3巳1％
（279／77助

し，30歳以上では原発性不妊151例中38例（25．2％），続

発性不妊94例中33例（35．1％），全体として245例中71例

（30．0％）と高齢不妊患者では，その妊孕力も低下して

いる事が想像された．また全体として原発性不妊と続発

性不妊を比較すると原発性不妊535例中179例（33．4

％），続発性不妊238例中100例（40。2％）と続発性不妊

の方が妊娠率が高い結果が得られた．

　8）　妊娠成立に関与した治療法（表3）

表3　妊娠に直接関与した治療法

観発性 治　　療　　法 原琵性

3 Clom‘ph8ng 6

0 Cloml帥em－HCG 2

o Se翼o田d－HCG 1

1 Clomlpheno－Pre閥門n 1

11 HMG－HC5 32
o PMS＿HCG 2

1 Cbmlβhene－HMG－HCG 1

o Prem8rl【 1

o BromOGrlpt旧e－HMG 1

4一 K8ufm即n

7 HSG 11

3 ln5ufflat旧n 4
5 Hyd猷ubat臣。n 8

一一一 一一一一一6 Post－Huhner 17
4 A旧 22
o AID 15
3 Endomotna匹一curott＆ge 7

o My㎝eCtomy 3

o 05tomy 1

1 Wodgo－r“50G亀曜on o　h」一

59 Noヒroaヒmenし 63
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　原発性，続発性不妊別に妊娠に直接関与した治療法を

表3に示したが，これらをホルモン療法，卵管治療，人

工授精，手術と大きく4つに分類して，それぞれの妊娠

率を比較すると原発性不妊では，全妊娠数179例のうち，

ホルモン療法55例（30．7％），卵管治i療23例（12．8％），

人工授精54例（30，2％），手術11例（6．1％）に対し，続

発性不妊では全妊娠数100例のうち，ホルモン療法20例

（20％），卵管治療15例（15％），人工授精10例　（10％）

手術4例（4％）と原発性不妊ではホルモン療法，人工

授精が続発性不妊ではホルモン療法，卵管治療が高率で

あつた．またホルモン療法の中でもHMG・HCG療法

の割合が高く，ホルモン療法全75例中43例（57．3％）で

あつた．

IV．考　　察

　内視鏡の積極的利用による不妊症の診断・治療が飛躍

的に進歩し，わが国でもIVF－ERの成功例が報告され，

不妊症診療の新しい局面が展開されてきた．また一方で

は女性の平均初婚年齢は他国に比してきわめて高いこ

と，職業婦人の結婚後によくみられる一定期間の避妊な

どが挙児年齢の高齢化をもたらしている．また婚前交渉

も多くみられるようになつた．このように社会情況の変

動のなかで挙児希望患者の取扱いにも一考を要する時期

にあると思われる．前述のわが国の平均初婚年齢は25．3

歳（昭和57年度）であり，この年齢は既に女性の妊孕力

のピークを過ぎているわけで，したがつて挙児希望者の

治療は第1に年齢を十分考慮して開始すべきであると考

える．

　不妊症の定義としては，周知の通り各学会によってい

ろいろな定義がなされているが，今回われわれは挙児希

望を主訴として来院した婦人全例をその不妊期間にとら

われず，年齢的考慮を加えた上で，検査および治療の対

象とした．その理由は前述のような種々の理由による．

　不妊症の頻度に関しては，前述の不妊期間の採り方や

報告機関の性質等によりかなりの幅がみられるが，今回

の統計では全外来新患数16131例中773例（4．8％）であ

った．これは諸家の報告1・2，〒）に比べ大きな差はなかっ

た．

　原発性不妊，続発性不妊の比率であるが，2．2：1で原

発性不妊が多く，中居1），寺田2），富田ら5｝と同様な値で

あった．これに対し藤村ら6）は3．7：1と原発性不妊に高

い報告をしており，一方品田ら7）は逆に1．6：1と接近し

た比率を報告している，これも報告機関の性格や地域性

によりかなりばらつきがあるようである．

　初診時年齢に関しては，原発性不妊平均27．9±3．53

歳，続発性不妊平均28，9±3．66歳と続発性不妊に当然高

（31）31

く，諸家の報告と同様であつた．

　初診時不妊期間は寺田ら2）は15％が1年以内，品田

ら7〕はその21％が1年以内であつたと報告している．わ

れわれの統計では1年以内の受診は原発性，続発性不妊

合わせて81例（11％）で，受診までの不妊期間がやや長

い傾向がみられた．またさらに原発性不妊の約1／4が受

診するまでに5年以上の不妊期間があることは当地域の

不妊症に関する意識が，強いては啓蒙がまだまだ低レベ

ルにあることを示していると同時に，早期検査，治療の

必然性もあると思われる．

　不妊因子が何かを決定することは，今後の治療方針を

決めてゆくために最も重要な作業であるが，どれが不妊

原因の主役であるかを判定するのに困難を感ずる例も少

なくない．今回の統計では前述の如く原発性，続発性不

妊ともに機能性因子が不妊原因としてトップであり，卵

管因子，内分泌因子，男性因子がこれに次いでいた．内

分泌因子が最も高い頻度を占める施設が多いと思われる

が，当科では機能性不妊が多いことが特徴の一つであ

り，その理由は，不妊期間を問わず年齢的配慮を加えた

上で挙児希望患者のほとんどすべてを取扱つたこと，他

医での診療を経ていない（難治性でない）新患が多いこ

と，黄体機能不全の疑いはあるが，それが不明瞭な場合

は内分泌因子には入れず機能性不妊に入れたことなどで

ある．また原発性不妊において男性因子が多いのも当科

の特徴の一つである．それ故，当科における人工授精治

療例が多く，またこれによる妊娠例も増加してきた．

　治療開始後妊娠に到るまでの期間は，2年以内にその

9割以上が妊娠に到つている．これは諸家の報告とほぼ

同様である．つまり治療の目安としてこの2年間という

期間は重要であり，患者にもこれらの事実を充分説明の

上，一応2年以内の妊娠を一つの目標とし，不妊因子の

早期発見およびそれに対する効果的，集中的な早期治療

をすすめていくことが重要であると考える．

　不妊因子別にみた妊娠率の比較であるが，原発性，続

発性不妊において，機能性因子ではそれぞれ50．4％，

56，3％，卵管因子では35．8％，54．1％，内分泌因子では

39．1％，45．9％と全般的に諸家の報告に比べ高率である

結果であつた．特に卵管因子に関しては原発性、続発性

不妊ともにいずれも非常に高率であつた．これは卵管因

子を診断，分類する際，単に子宮卵管造影にてPeri・

丘mbrial　adhesion，　Peritubal　adhesion等の軽度の所見

があった揚合も，他に不妊原因と思えるものが見つから

ない揚合これを卵管因子に分類したことによると考えら

れる．また全般的に見ても妊娠率は原発性不妊535例中

179例　（33．4％），続発性不妊238例中100例（42．0％），

全体で773例中279例（36．1％）と他の報告に比べ高率で
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あつた．その理由として挙児希望を主訴として当科を受

診した患者に，不妊期間に厳密な規定を設けず早期に治

療を開始したこと，そして当科不妊患者は比較的軽症例

が多いことなどが挙げられる．また年齢別にみた妊娠率

についてみると，高齢になるにしたがつて妊娠率が低下

する事実が明らかになつた．妊娠に直接関与したと考え

られる治療は多種多様であつたが，当科の特徴の一つと

して，積極的に施行している人工授精による妊娠例が多

いことである．長期機能性不妊にある婦人に対してもほ

ぼ全例A．1．Hを施行し，妊娠に成功している例が多

い．また，卵管検査後（検査周期を含めて3周期までと

した）に妊娠例が多いことは諸家が指摘するように卵管

検査が治療的効果を持つという事実を証明していると思

われる．

　最後に、不妊症診療の基本はやはり他疾患がそうであ

るように早期発見，早期治療にあることを明記したいと

思う．

文　　献

1）中居光生，馬嶋恒雄，西島正博，尾崎周一，前

　田　徹，新井正夫，長内国臣：当院における不
　妊外来統計，日不妊会誌，25：4，506，1980．

2）寺田夏樹，前川岩夫，内藤正文，小堀恒雄，高
　見沢裕吉：最近の当教室における不妊外来統計，

　　日不妊会誌，28：69，1983．

3）横山　敬，楠原浩二，松本和紀，安江育代，木

　村英三，蜂屋祥一：高年不妊婦入の臨床的検討，

　日不妊会誌，28：76，1983．

4）森下　一，森　崇英，嶋川ひろ子：当科不妊外

　来における妊娠成功例の妊娠，分娩経過の検討，

　日不妊会誌，28：89，1983．

5）富田哲夫，桑原惣隆，杉浦幸一，石問友明，松

　井一成：当教室における最近五年問の不妊症に
　関する統計的考察，日不妊会誌，28：94，1983．

6）藤村健次，相良祐輔，野上一郎，秋本胱久，関

　揚香：当教室における不妊外来統計，日不妊
　会誌，24：74，1979．

7）品田孝夫，竹中恒久，横田佳［G，大和田信夫，

　阿美邦栄：不妊外来における臨床統計的観察，

　日不妊会誌，24：80，1979．

ACIinical　review　of　the　infertile

women　attending　our　fertility

clinic　during　the　past　ten　years

Kunio　Kometani，　Makoto　Ito，　Masaaki

　Takahashi，　Hiromu　Chihara　and

　　　　　　Masanori　Ochi

Department　of　Obstetrics＆Gynecology

　Fuiita　Gakuen　University　HospitaI

　　（Second　Educational　Hospita1）

　Atotal　of　773　infertile　women　attending　our

fer亡ility　clinic　during　the　past　ten　years　since　the

establishment　of　Fujita　Gakuen　Univers丘y　Hos．

pital　in　1973，　were　analysed　to　elucidate　the

clinical　features　of　the　infertile　women。　The　in，

cidence　of　infertile　women　among　the　overall

patients　visited　during　the　same　period　was　4，8％．

773infertile　women　consisted　of　535　women　with

primary　infertility（W．　P．1．）and　238　women

with　secondary　infertility（W．　S．1．）．　Therefore，

the　ratio　between　W．　P．1．　and　W．　S．1，　was

approximately　7　to　3．　The　average　age　of　both

groups　at　the丘rst　visit　was　27．9±3．53，28．9±

3．66years　of　age，　respectively．　Though　76％

women　of　W．　P．1，　visited　our　c1inic　within丘ive

years，　the　remainder（24％）spent　more　than丘ve

years　without　having　any　consultation　for　infer．

tility．　Among　various　causes　of　infertility，　unex－

plained　infertility　had　the　highest　incidence　both

inW．　P．1．　andinW．　S．1．（23．4％，26．996，

respectively）．179　W．　P．1．　and　100　W．　S．1．

were　conceived．　The　pregnancy　rate　turned　out

to　be　33．5％　and　42．0％，　respectively．　Ac・

cumulative　rate　of　pregnancy　within　two　years

after　treatment　was　91．4％．　Therefore，　it　was

suggested　that　infertile　women　should　be　mana－

ged　extensively　with　two　years　limitation．

　　　　　　　　　　（受付：1昭和59年3月13日）
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　マウス卵巣卵をPMS・HCG投与後，経時的に採取し，そのまま，あるいは媒精後，位相差顕微鏡下に

観察した．さらに，PMS投与48時間後の卵巣卵を，　HCG，　estradiol（E2）もしくはprogesterone（P）を

含む，あるいは含まない溶液中で培養した後媒精し，媒精前後の卵を観察して以下の結果を得た．1）fπ藤

veで卵核胞の崩壊はHCG投与後3－7時間，第1極体の放出は10時間で起こり，第1極体の放出にほぼ一

致して受精能を獲得する．2）i71　1，itl’oでは，卵核胞の崩壊は1．5－3時間で起こるが，第1極体を放出する

卵の頻度は少ない．3）HCG，　E2，　Pはいずれもinτitl－Oでは卵核胞の崩壊，第1極体の放出に影響しな

い．4）HCGもしくはPは，　ill　z，itt－oで卵の受精能を向上させる．5）この作用は，卵丘細胞非付着卵でも

認められ，HCGおよびPが卵に直接作用する可能性が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），33－39，1985）

はじめに

　卵巣卵はLH　surge後，排卵・受精に向けて著しい

変化を遂げる．卵の成熟と呼ばれるこの過程は，減数分

裂の再開，第1極体の放出など核レベルの成熟と，精子

との結合能やその後の発生能の獲得など細胞質もしくは

膜レベルでの成熟から成ると考えられる．また，同時に

周辺にある卵丘細胞や透明層にも，精子の通過を可能に

するような変化が起こることが知られている．

　卵の成熟機序に関する研究は，Pincus＆Enzmannが

卵を卵胞外に取り出すことによつて，自然に減数分裂が

再開することを報告したことに始まる1）．その後，卵成

熟の機序に関する多くの研究成果が発表されてきた．そ

の結果，哺乳動物では卵成熟にLH　surgeが重要な役割

を果すこと，減数分裂の再開を抑制する物質（oocyte

rnaturation　inhibitor：OMI）が存在することが明らか

となつた2）．一方、排卵前の卵胞液中には，高濃度の

estrogen（E）やprogesterone（P）が存在し，　estradio1

（E2）は1－2μ9／m1，　Pは1－3Pt9／mlにまで達するとされて

いる3，4）．しかし，E，　Pなどのステロイドホルモンが

果す役割については，実験動物によつて異なる結果を示

唆する報告が多く，また同じ動物で正反対の作用が報告

されている揚合もあり，ほとんど未解明といつてよ

い5－11）．また，精子との結合能あるいは，その後の発生

能の獲得については，減数分裂の再開や第1極体の放出

という核レベルでの変化と，時間的に密接な関係がある

ことはわかつているものの12），その機序についてはよく

わかつていない．
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　本研究の目的は，卵成熟の過程における内分泌環境の

役割を，マウス体外受精の実験系を用いて検討すること

にある．この目的のために実験Aでは，主としてin

vivoにおけるマウス卵巣卵の受精能獲得過程を，実験

Bではilz　witroでの卵巣卵の成熟と，それに及ぼす

human　chorionic　gonadotropin（HCG），　E2，　Pの役割

を検討した．

1．実験方法

　卵の採取には，10－12週齢の成熟Swiss・a工bino雌マウ

スを，精子の採取には，同週齢同系の雄マウスを用い

た．卵および精子の培養には，豊田らの開発したmodi・

五ed　Krebs　Ringer液（Na　Cl　119．3mM，　KCI　4．78皿M，

CaCl2．2H201．71mM，　KH2　PO41．19皿M，　MgSO4

1．19mM，　NaHCO325．07mM，　Na－Pyruvate　1・00mM，

Na－lactate　21．58mM，　glucose　5．56mM）にpenicillin

potassium　O．075gm11，　streptomycin　sulfate　O．050gm／l

およびbovine　serum　albumin，　fraction　V（Kodak社

またはSigma社）4gm／1を追加したもの（以下mKR

液と略す）を用い13），5％CO2，95％air，37°Cの環境

下で培養した．また，mKR液は使用直前に1NHCIに

ょりpH　7．4に調整し，0．45μのミリポアフィルター

（ミリポアフィルター社）にて濾過滅菌した．dishは

35x10mmのFalcon社製（No．3001）を使用した．

dish内の培養液は特に断わらない限り，蒸発やpHの

変動を防ぐため，5％CO2，95％airで飽和したパラフ

ィン・オイル（関東化学）で包理した．

　卵巣卵は雌マウス卵巣を，mkR液中で26　G注射針

（テルモ）によつて卵胞を穿刺し採取した．卵管卵は，

卵管膨大部をmKR液中でピンセットによつて割いて

採取した．

　媒精には，雄マウスの精巣上皮上体尾部を培養液中で

切開し，遊走した精子をcapacitationのため2時間前

培養して用いた．媒精時の最終精子濃度は5－10　×　105／

mlとした．

　卵の観察は，媒精した場合にはその2－3時間後に，ま

ず位相差顕微鏡下に行なつた．精子頭部が卵実質と融合

し，精子尾部の運動が停止しているものを受精とした．

生標本で観察後さらに10％ホルマリンで固定し，ラクモ

イド染色（45％酢酸にて溶解した0．5％ラクモイド液）

を行なつて，精子頭部の膨化の有無を固定標本で確認し

た（図1）．

　実験A：　in　vivoにおけるマウス卵巣卵成熟過程の観

察

　雌マウスにpregnant　mare　serum　gonadotropin

（PMS：帝国臓器）101U，　HCG（帝国臓器）101Uを

葦

日不妊会誌　30巻1号

縢

醗黙鼠一

図1　固定標本における受精卵
　　　膨化した精子頭部（SH）が確認できる

48時間間隔で腹腔内投与後，経時的に卵巣卵を採取し，

1）卵核の状態，2）受精能の獲得過程を観察した．

　卵核の状態は，卵採取後そのまま位相差顕微鏡下にて

観察し，その後固定，ラクモイド染色を行ない確認し

た．

　受精能の獲得過程は，卵採取後直ちに0．5ml　mKR液

中で媒精して前述の方法により観察し，囲卵腔への精子

の侵入，卵実質と精子の結合およびそれと卵核の状態と

の関係を観察した．

　実験B：　in　vitroにおけるマウス卵巣卵の成熟と，そ

れに及ぼすHCG，　E2，　Pの影響

　雌マウス腹腔内にPMS　101Uを投与48時間後に卵巣

卵を採取して，卵丘細胞付着群と卵丘細胞非付着群に分

けた．

　1）採取した卵巣卵をmKR液中で一定時間づっ培

養した後，媒精し，培養時間と減数分裂の再開，受精能

の変化の関係を検討した．

　2）①mKR液（対照群）②HCG　21U／ml添加

mKR液③HCG　101U／ml添加mKR液④DMSO
（dimethyl　sulf。xide：帝国臓器）20μ1／ml添加mKR

液（DMSO対照群）⑤E2（帝国臓器）2μg／mlおよび

DMSO　20μ1／mlを添加したmKR液⑥P（帝国臓器）

2μ9／mlおよびDMSO　20μ1／mlを添加したmKR液の

いずれかで，採取した卵を10時間培養後媒精せしめ，実

験Aと同様の観察を行なつた．

　なお，DMSOはE2およびPの溶媒として用いたの

で，④は⑤と⑥の対照群とした．また，E2　P，　DMSO

はパラフィン・オイルに溶解するため，この実験では培

養液はすべて3mlとし，パラフィン・オイルで包埋せ

ずに培養した．

　有意差はz2検定によって算出した，
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図2　HCG注射後の時間と減数分裂の再開
　　　（n：観察した卵の数）

IL実験結果

　実験A：　in？？ivoにおけるマウス卵巣卵成熟過程の観

察

　1）in　vivoにおける卵核の成熟

　PMS・HCG投与後の時間と卵核の状態との関係をみ

ると，HCG注射後O－2時間では21．9％，3－6時間で

は32．7％，7－9時間では53．5％の頻度で卵核胞の消失

（germinal　vesicle　breakdown：GVB）が起こり，減

数分裂が再開していた（図2）．また，第1極体の放出は

卵管卵を含めると，7－9時間でその頻度は上昇し始め，12

時間以上で45．5％の卵に第1極体の放出が認められた．

　2）in　vivoにおける卵の受精能獲得

　本実験系が体外受精系として問題ないことを確認する

ために行なつた卵管卵の受精率は，79．2％と良好な成績

であつた．

　卵巣卵の受精率は，PMSのみ投与した揚合0％であ

った．しかし，HCG投与2－7時間後には10．6－16，7％と

上昇し，特にHCG投与10時聞後には53．8％の卵が受

精した．すでに大部分の卵が排卵した後の卵巣卵では，

HCG投与12時間後の28．2％から，14時間後の15．4％と

受精率が順次低下した（図3）．

　また，囲卵腔に精子が侵入した卵の割合は，HCG投与

受糟皐

100％

50％

0％

●一一一●囲卵腔に精子を認めた卵

Q－－e受精卵

0123456789iO　11121314HcG浅射後の時間

　　図3　採卵の時期と受精率

（35）35

前では4．1％であつたが，HCG投与4時間後には23．5

％，7時間後には58．3％と，特に4－7時間の問で上昇した．

　さらに媒精2時問後の減数分裂のstageと受精率の関

係をみると，GVB前の3．3％に対し，　GVB後，第1極

体放出前では16．1％，第1極体放出後では45．0％，第2

減数分裂中期以後の卵では100％と，stageが進むにつれ

て受精率の増加が見られた（図4）．

受精車

100％

50％

　　　　　　　　　　　　　　　　　　P・．OOl
O％
　　　GV　　　GVB－Telo　l　　lst．PB　　　Metall・
　　n＝　92　　　　n＝112　　　　n＝40　　　　2nd．PB

　　　　　　　　　　　　　　　n＝2　　　　　　減数分裂のStage

　　図4　減数分裂のStageと受精率
　（GV：germinal　vesicle，　GVB：germinal

vesicle　breakdown，　Telo　I：1st．　telo・

phase，　Meta　H：2nd　metaphase，　PB：po－

1ar　body，　n：観察した卵の数）

　実験Bゴπ腕roにおけるマウス卵巣卵の成熟と，そ

れに及ぼすHCG，　E，　Pの影響

　1）卵巣卵のin　vitro培養と，　GVB，第1極体の放

出，受精能の変化

　PMS投与48時間後に採取した，卵巣卵を体外培養す

ると，GVBの頻度は採卵直後の34．2％から，1．5－3．5

時間で72．7％に上昇する（図5）．

　また，mKR液中での培養による第1極体の放出は，

卵丘細胞の有無にかかわらず，培養9－10時間の10－15％

から，14時間以上培養の23－30％と増加した．しかし，

受精率はすべて10％以下で，培養による受精率の改善は

認められなかった（図6，7）．

GVB頻度

100％

50％

　　0％
　　　　　0　　　　　1．5－3．5h　　　5－7h　　i音養時間

　　　　n＝38　　n＝33　　n＝3呂

図5　体外培養による減数分裂の再開

PMS注射48時間後の媒精していない
卵巣卵（n：観察した卵の数）
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50％

0％
O－3h　　　　6h
n＝174　　　　　n＝35

國　鱒

9－－12h　　　　14h一　培養時間

n＝69　　　　n冨114

図6　卵丘細胞付着卵巣卵の培養時間と減数分
　　　裂の進行・受精率の変化　（n：観察した

　　　卵の数）

國　　

　　　0－3h　　　　9－12h　　　　14h一　培養時間
　　　n＝49　　　　　n冨20　　　　n冨54

図7　卵丘細胞非付着卵巣卵の培養時間と減数

　　　分裂の進行・受精率の変化　（n：観察し

　　　た卵の数）

％

100

50

圓卵丘細胞付着群

口卵丘細胞非付藩群

DMSO　　E22μ9！ml　P　2μ9！mI

図9　estradiolあるいはprogesterone添

　　　加培養の影響一GVBの頻度一
　　　（n：観察した卵のi数）

液で培養した群の8．7－15％に第1極体の放出が認められ

たが，HCG　21U／ml，101U／m1，　DMSO，　E2，　Pの群

ともにほとんど0％に近く，第1極体の放出がむしろ，

これらのホルモンもしくはDMSO添加で抑制される可

能性も示唆された（図10，11）．

50％

　　15．0％
睾s．7・fi

團卵丘細胞付着群
［コ卵丘細胞非付着群

OI＊：Pぐ001

＊0％　2・0％　　00．4％2・3％

　2）HCG，　E2，もしくはPを含むmKR液での培養

とGVBの頻度
　GVBの頻度は，各ホルモンの添加の有無にかかわら

ず，培養10時間後には61－97％の高頻度で認められた

（図8，9）．

　3）HCG，　E2，もしくはPを含むmKR液中での培

養と，第1極体を放出した卵の頻度

　卵丘細胞の付着，非付着にかかわらず，単純なmKR

　　対照群　　　21Ulml　　1　OIUfml　HCG
　　　　　　　　　　　　　　　濃度

　図10　HCG添加培養の影…響

一第1極体の形成された卵の頻度一

50％

團卵丘細胞付着群

口卵丘細胞非付着群

eefe　O％　　　13％18％　　03％　O％

00

％

go　4％ 900％ β83％ ag　8％

團
口

95．6％

卵丘細胞付漕群

卵丘細胞非付潜群

61 4％

50

n＝脳　n霜20
対照群

n＝107　n；49
21Ulml

n＝22駐n＝88

101U！ml HC｛主

　　　　　　　　　　　　　　　　濃度

図8　HCG添加培養の影響一GVBの頻
　　　度一（n：観察した卵の数）

DMSO　　E22μg！ml　P2μglml

図1工　estradiolあるいはprogesterone添

　　　加培養の影響一第1極体の形成され

　　　た卵の頻度一

　4）HCG，　E，，もしくはPを含むmKR液中での培

養と，囲卵腔へ精子が侵入した卵の頻度

　囲卵腔に精子の侵入した卵の頻度は，卵丘細胞付着群

で対照群の14．4％に比し，HCG　101U／ml添加群で55．5

％と高頻度に認められた（P＜O．01）．また，有意ではない

が，卵立細胞非付着群でも対照群の20．0％に対し，HCG

101U／ml添加で50．0％の卵の囲卵腔に精子が侵入した

（図12）．

　一方，DMSOのみの添加群でも，対照群に比し高頻

度に囲卵腔に精子が侵入する頻向が認められた．特にP

1

1
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　一囲卵腔に精子が侵入した卵の頻度一

2μg！mlを添加した卵丘細胞非付着群の卵では，精子が

67．3％と高頻度に囲卵腔に侵入していた（図13）．

　5）HCG，　E2，もしくはPを含むmKR液での培養

と，受精率の変化

　卵丘細胞付着群，非付着群ともにHCG　101U／m1の

添加によつて，受精率がそれぞれ1．0％から14．8％（P〈

0．01），0％から11．4％へと上昇した．一方HCG　21U／

ml添加群では，卵丘細胞付着群でほとんど影響なく，

卵丘細胞非付着群では対照群に比して10．2％と高頻度に

受精卵が認められた（図14）．

　また，P添加群では卵丘細胞付着群，非付着群ともに，

DMSO添加群のそれぞれO．5％，7．O％に比して，11．3％，

27．6％と高頻度に受精卵が認められたが，E2添加群で

はDMSO添加群との間に差を認めなかつた（図15）．

％

50

圓卵丘細胞付着群

口卵丘細胞非付着群

対照群　21U・・11・1U1・1犠

図14　HCG添加培養の影響
　　　一受精卵の頻度一

50％

DMSO　　E22μg！ml　P　2μg！ml

図15　estradiolあるいはprogesterone添
　　　加培養の影響一受精卵の頻度一一

III．考　　察

　1）卵はLH　surgeもしくはHCG投与後，ある時

間を経て第1減数分裂前期から分裂を再開することが知

られている．マウスではHCG投与2時間以後にGVB

が起こり，10時問以後に第1極体放出が見られるとい

う14）．今回のわれわれの実験でもGVBはHCG投与

2時間後より増加し，9時間以後で第1極体を放出する

卵の頻度が増加した．

　また，卵巣卵の受精能も　HCG投与後時間を追つて

上昇することが知られている．Iwamatsu　ら1」「）によれ

ば，HCG注射後精子の卵への侵入頻度は経時的に上昇

し，6時間以後に60％前後の精子侵入を見たという．ま

た，減数分裂のstageとの関係では，第1減数分裂の時

期には70－80％の精子侵入であったという．われわれの

実験でも同様の経時的変化が観察されてお！，卵巣卵が

受精能を獲得するのはGVBから第1極体放出の時期

にほぼ一致することが明らかとなつた．

　さらにわれわれは，囲卵腔に精子が侵入してはいる

が，精子と卵実質が融合していない卵の頻度から，卵実

質の受精能獲得に先立つて，卵丘細胞や透明帯に精子の

侵入を容易にするような変化が起こることを明らかにし

た．卵丘細胞や透明帯に起こる変化が，卵実質の受精能

獲得に先行することは，両者が独立して起こる変化であ

るか，もしくは前者に関連した変化が後者に何らかの影

響を及ぼす可能性を示唆している．なお，実験Bで培養

時間を10時間としたのは，fπviwoにおける受精能獲得

に要する時間がHCG投与後約10時間であつたことに

よつている．

　2）　卵は卵胞から培養液中に放出することによつて，

自然に減数分裂の再開，すなわちGVBが起こる．　ilt

vitroでの減i数分裂の再開は，　in　wivoでHCGを投与

した時よりもすみやかで，かつ高頻度である（図2，

図5）．これは卵胞中に何らかの減数分裂再開の抑制物

質が存在し，lrn　ZJiz，oではLHもしくはHCGによっ

て，その産生・伝達・作用のいずれかが抑制されるのに
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対し，玩碗roでは一挙にその作用が消失してGVBが

起こるためと考えられる．

　Pの卵の減数分裂再開に及ぼす影響については，カエ

ルや魚類では減数分裂再開の作用があることが知られて

いる16一ユ8｝．この場合Pは卵表面に働いて，卵内に卵成熟

促進因子（maturation　promoting　factor：PMF）が作

られ，これが減数分裂の再開を促進すると考えられてい

る．しかし，哺乳動物ではPの減数分裂再開における役

割は必ずしも明らかではない．in　vitroにおいては，卵

を卵巣外に取り出すだけでGVBが高頻度で見られる

ことから，HCG，　E2，　PがGVBに与える影響にっい

ては，本実験から知ることは出来ない．

　このようにi・lvitroでGVBは高頻度に起るが，第

1極体の放出は遅れ，また低頻度である．培養条件が卵

に何らかの悪い影響を及ぼす可能性と共に，第1極体放

出を促進するような物質が培養液中に欠損している可能

性も示唆される．もし第1極体の放出を促進するような

物質が存在するとしても，それが直接的にHCG，　E2，　P

でないことは，本実験でこれらのホルモンにより，第1

極体の放出がむしろ抑制されることから明らかである．

　3）HCGは，　in　vitroで101U／mlの濃度で，卵丘細

胞付着群・非付着群ともに，囲卵腔への精子の侵入およ

び受精の頻度を向上させることが明らかとなった．この

作用は2　IU！m1の濃度では明らかでない．卵丘細胞付着

群と非付着群で比較する・と，101U／mlのHCGの作用

は卵丘細胞付着群で著明であつた．しかし，有意ではな

いが，卵丘細胞非付着群でもHCGの添加培養によっ

て囲卵腔への精子侵入，受精卵の頻度が増加していた，

このことは，HCGが卵丘細胞を介さず卵に直接的にも

作用しうる可能性を示唆しているといえる．

　4）E2は2μg／mlの濃度で培養液に加えた揚合，囲

卵腔への精子の侵入・受精の頻度ともに影響を与えず，

少なくとも本実験における条件下では，卵の成熟には何

の影響も及ぼさないことが明らかとなつた．

　5）　Pは2μg／m1の濃度で，囲卵腔への精子の侵入に

は影響しないが，卵実質と精子頭部の融合過程である受

精能を有意に向上させることが明らかとなつた．この変

化は卵丘細胞付着群でも非付着群でも同様に認められ，

Pが卵丘細胞を介さず，卵に直接作用していることを示

唆している．

　組織化学的には　3ρ・hydroxysteroid　dehydrogenase

（3β一HSD）活性がハムスター卵胞の基底膜付近の穎粒

膜細胞で排卵約8時間前に認められ，その頃からPの合

成が始まることが報告されている19・〉．LH　surge後，数

時間でP産生がピークに達することが幾つか報告されて

いる2°，21）．このピークは，GVB後で，かつ第1極体を

放出して卵の受精能が向上する前の時期に相当してい

る．このPが卵の成熟や排卵にどのような役割を果すか

はよくわかつていない．

　Pが卵の受精能獲得に促進的に作用するという今回の

実験結果は，GVBの後，第1極体放出および受精能の

向上の前にPがピークに達するという報告と一致し興味

深い．PによつてGVBや第1極体放出頻度はほとん

ど影響を受けないから，Pは核レベルの変化を介さない

で，卵細胞質もしくは膜に直接作用し，受精能を獲得さ

せるものと考えられる．また，核レベルでの成熟と，細

胞質，膜レベルでの成熟が独立した過程である可能性も

示唆されたといえる．

　6）　以上，HCG，　Pともに卵の受精能獲得に促進的

に作用するという結果が得られた．しかし，両者がどの

ような関係にあるのか，またHCGやPがどのような

機序を介して，卵の受精能獲得を促進させるのかは今後

の課題といえる．

　本研究の要旨は，第27回Pl本不妊学会（1982年：東

京）および第35回日本産婦人科学会（1983年：大阪）の

学術講演会で発表した．
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Studies　on　the　oocyte　maturation

with　special　reference　to　the

role　af　HCG，　estradiol　and

　　progesterone　ln　2π　‘iワπプo

maturation　of　mouse　oocytes

Fumiyoshi　Kayama，　Kodo　Sato，］Masahiko

　　　　　Mizuno　and　Shoichi　Sakamoto

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Faculty　of　Medicine，　University　of　Tokyo

　　Two　experiments　were　carried　out．　In　the丘rst

experiment，　the　process　of　oocyte　maturation　zn

viwo　was　studied．　Ova　collected　by　puncturing

ovaries　from　female　mice　treated　with　PMS　and

HCG　were　studied　under　a　phase　contrast　micro－

scope　before　and　after　insemination．　Following

results　were　obtained．

　　1）Germinal　vesicle　breakdown（GVB）was　ob．

served　to　occur　3　to　7　hours　after　HCG　injection．

The　first　polar　body　formation　was　revealed　to

complete　in　10　hours　after　HCG　injection．

　　2）Remarkably　increased　fertilizability　of　oocy．

tes　was　observed　at　the　almost　same　time　as　the

completion　of　the　丘rst　polar　body　extrusion．

　　The　second　experiment　was　carried　out　to　study

the　effect　of　HCG，　estradiol　and　progesterone　on

oocyte　maturation　in　x，itl’o．　Oocytes　were　col－

lected　from　ovaries　of　mice　givenユO　IU　of　PMS

48hours　before　sacri丘ce．　Oocytes　with　or　with－

out　cumulus　cells　were　cultured　separately　in

the　medium　without　HCG，　estradiol　and　proges・

terone　and　with　one　of　the　hormones．　After　in．

cubation，　ova　were　studied　before　or　after　insemi－

nation．　Following　results　were　obtained．　3）

GVB　was　observed　after　incubation　of　l．5　to　3

hours，　although　the　incidence　of　oocytes　with

丘rst　polar　body　was　Iow　even　after　incubation　of

14hotlrs．　4）IIlcidence　of　fertilized　ova　was　also

low　in　the　group　of　oocytes　cultured　without　hor－

mones．5）Fertilization　rate　of　the　oocytes　cu1－

tured　with　HCG　or　progesterone　was　observed

to　be　increased，　although　the　incidence　of　com－

pleted　first　polar　body　was　low　as　same　as　other

groups．6）HCG　and　progesterone　was　suggested
to　have　sorne　direct　effect　orl　oocyte　itself　because

increased　fertilization　rate　was　observed　even　in

oocytes　without　cumulus　cells．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年3月6日）



日本不妊学会雑誌
第30巻第1号1985

マウス体外受精におけるCa2＋イオン

の役割と影響 1

Role　and　E仔ect　of　Ca2＋三n　Mouse　ill　z，1］tl’O　Fertilization

東京大学産科婦人科学教室

佐　藤　孝　道

　Kodo　SATO

森　田　良　子

Yoshiko　MORITA

　香　山　文　美

Fumiyoshi　KAYAMA

　水　野　正　彦

Masahiko　MIZUNO

欄

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　Univerity　of　Tokyo

　マウスの卵の体外受精法を用い，受精過程におけるCa2＋の役割とその濃度変化の受精に及ぼす影響を3段

階の実験で検討した．実験Aでは卵丘細胞の付着した卵管卵を種々の濃度のCaC12を含む培養i液中で授精，

実験Bでは透明層除去卵をCaC12を含まない培養液中で授精，その後CaC12を追加投与してそれぞれ受精

の状態を観察した．また実験Cでは，位相差顕微鏡下に連続的に観察しながら実験Bと同様の操作を行なっ

た．その結果，以下のことが明らかになつた．1）マウス卵の受精にCa2→は不可欠である．2）特に，卵と精

子の原形質膜の融合の過程に欠くことができない、3）卵実質膜と精子の接触，それに伴う精子の運動停止

にCa2＋は不要である．4）培養液中のCaCl2の濃度上昇に伴い多精子受精の頻度が増加する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster、，30（1），40－46，1985）

　Ca2＋は，生体のさまざまの機能に重要な役割を果し

ているが，受精過程でも精子の運動D，capacitation2），

acrosome　reaction3）　，精子と卵実質の結合3），卵割など

の各段階3）で，細胞外Ca2＋が不可欠であつたり，ある

いは重要な影響を及ぼすことが知られている．

　ウニやカエルでは，精子頭部と卵実質の結合に際して

卵外Ca2＋の卵内流入と卵内free－Ca2＋の増加が起こり，

これが卵の活性化（activation）の引金になっていると

考えられている4）p受精にひきつづき多精子受精防御機

転として表屑粒の分泌が起こるが、一般に分泌現象も

Ca2＋を必要とするから，多精子受精防御機転にもCa2＋

が関与する可能性がある．

　われわれはマウス卵の受精過程の顕微鏡下における連

続観察から，卵実質と精子の融合過程は，①精子頭部と

卵実質の接触，②精子の激しい運動の停止，⑧精子頭部

の卵実質内へのゆつくPとした取り込みの3つの過程に

分けられることを明らかにした5）．

　本研究の目的はこのような受精過程においてCa2＋が

果す役割と，種々のCa2＋濃度が多精子受精防御機転に

及ぼす影響を検討することにある．

1．実験方法

　実験は，A，　B，　Cの3つの段階に分けて行なつた．

使用した卵は，PMS（Pregnant　Mare’s　Serum：帝国

臓器）101．U．およびHCG（Human　Chorionic　Gonado－

tropin：帝国臓器）101．U．を48時間間隔で腹腔内投与

した成熟Swiss　albino雌マウスより採取した．採取は

HCG投与14時間後に培養液中で卵管膨大部を切開して

行なつた．精子は成熟Swiss　albino雄マウス精巣上体

尾部より採取したものを，CaCl2を含むmodi丘ed

Krebs－Ringer液（組成は表1を参照，以下mKRと略

す）中でcapacitationのため2時間前培養した後，授精

に用いた．培養はすべて5％CO2，95％airの環境下

で，培養液をパラフィン油（関東化学）で包埋して行な

1
’
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表1　実験に用いたmodi丘ed　Kreds－Ringer　ltX，の組成

（41）41

CaCl2澁度変更の
ための培養液（／1）

1…青一lt　capacitatiQr1　の

ための培養液（／1）

1
NaCl

KCl
CaCl2

KH2PO4

MgSO4
NaHCO3
Na－pyruvate

Na－lactate

Glucose

Penicillin　G

Streptomycin　sulfate

Bovine　Serum　Albumin

119．37

　4．78

　④

　1．19

　1、19

25．（）7

　1．00

10．00

　5．56

mM
mM

mM
mM
mM
mM
mM
mM

0．0759

0．05　9

6　　　9

119．37　mM

　4．78　mM

　1．71　mM
　1．19　　m］＞r

　1，19　　n『tf＞1

25，07　mM

　1．00　mM

10．00　1TIM

　5．56　mM

　O，075　9

　0．05　　9

　6　　　9

㌧

④は，0，0．5，1，1．5，3mMのいずれかとした

った．培養液は使用直前に1NHCIによりpH　7．4に調

整した．

　1）実験A

　雌マウス卵管膨大部から，O，0．5，1，1、5，3mM／1の

それぞれのCaC12を含むmKR　O、4ml中に卵を採取

し，capacitationのための前培養した精子で直ちに授精

した．授精には，0．02mlのCaCl2を含む精子浮遊液を

用いたので，OmM／1の　CaC12群でも最終的には

0．1mM／l程度のCaC12が含まれることになる．授精時

の精子濃度は5－IO　×　IO“’　／mlとした．受精2時間後に位

相差顕微鏡にて卵を観察し，精子侵入の有無，第2極体

放出の状態などを検索し，続いて10％ホルマリン液で固

定後，0．5％ラクモイドにて染色し，生標本による所見

を確認した．

　2）実験B

　雌マウス卵管膨大部から採取した卵をまずCaCl2を

含む0．1％hyaluronidase（Sigma）含有mKRに入れ卵

丘細胞を除去した，続いて0．1％trypsin（Sigma）を含

む生理食塩水中で数分間処理し，透明層を除去，CaC12

を含まないmKR【IIでよく洗浄の後，　CaCl2を含まな

いmKR　O．　4ml中に移した．その後直ちに，　capacita－

tionをした精子浮遊液0．02mlを添加，授精した．この

うち，…部の卵は授精20分後にCaCl2を含まないmKR

O．　4mlを追加，さらに1～3時聞培養後実験Aと同じ方法

で生標本および固定標本を観察した．残りの卵を含む

dishには，3mM／1のCaCIL）を含むmKR　O．4mlを授

精20分後に追加，その1～3時間後に同様に観察した．

3mM／lのCaCl2を含むmKR追加群では，　CaCl2の

最終濃度は計算上1．5mMllになる．

　3）実験C

　実験Bと同様に作成した透明層除去マウス卵を50×

75mm2のガラススライド上のワセリンで作つた溝の問

のCaCl2を含まないmKR中に置き，さらに卵から離

れた位置に少量の精子浮遊液を置いた（図1）．その後

1・－15 ≠

CaCl2

　　　　　　／一一　50　－「／，

　　　　　　　　　　　　図1　実験Cに用いた装置
数値の単位はmm，　AとBの川（」二方はカバーガラス，　卜方はガラススライド，

側方はワセリンで岡まれた空間）　にあるCaC12を含まないmKR中にまず卵と
精子を置いた。CaCl2を含むmKRはAの側から細いピペツトで注入し，　Bの側
から濾紙により吸引した
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表2　実験A：CaCl2濃度と受精率

日不妊会誌　30巻1号

CaC12濃度
（mM／1） 動物数 実験卵数 囲卵腔への精子　受精卵数

侵入卵数（％＊）　　　（％＊）
第2極体放出
卵数（％＊）

O

O．5

1

1．5

3

9

15

7

15

5

139

199

118

143

89

54（38．8）

156（78．4）

109（92．4）

123（86．0）

80（89．9）

15（10．8）

148（74．4）

100（84．7）

121（84．6）

78（87．6）

　4（2．9）

147（73．9）

100（84．7）

120（83．9）

78（87．6）

＊実験卵数に対する％，CaC12がo。5　mM／l以」二の群の精子侵入卵数，受精卵数，

出卵数は，いずれもOmM／1のCaC12群と比較して有意の差（p＜0．01）

第2極体放

直ちに，35×50mm2のカバーガラスをし，37°Cに保温

した位相差顕微鏡ステージ上に置き，卵が軽く固定され

る程度にカバーグラスを圧迫した．その後，観察を継

続，精子が卵に付着するのを確認したうえで，ガラスス

ライドとカバーガラスの問に，1．5mM／1のCaCl2を含

むmKRを流し，反対側より濾紙にて培養液を除去，

CaCl2を含むmKRに置換した．この置換中に起こる

卵と精子の変化を観察した後，更に10％ホルマリン，

0．5％ラクモイドにて置換，固定・染色して観察した．

II．実験結果

　1）実験A

　CaC12を，0，0．5，1，1．5，3mM／l含むmKR中で

囲卵腔に精子の進入した卵の割合はそれぞれ，38．8
％　　（54／139），　78．4％　　（156／199），　92．4％　　（109／118），

86．o％（123／143），89．9％（80／89）であつた．また，精

子頭部の膨化をもつて受精と定義すると受精率はそれぞ

％

100

0　　0．5　　1　　1．5 3　　CaCl・

　　mMll

図2　実験A：CaCl2濃度と多精子受精
AとBは実験卵総数に対する％，＊は0と
0．5mMの群に対し有意の差（p＜0．01）

図3　実験A：CaC12がOmMのmKP中で
　　　見られた卵

　　　UFSH：未受精精子頭部，　PVS：囲卵

　　　腔，ZP：透明層
　　　未受精精子頂部は囲卵腔に進入し卵実質

　　　表面に固着Lて運動を停止しているが精
　　　子頭部の膨化は起つていない

受精率％

50

0
CaCt2
追加群
（n＝59）

［コ受精卵

心鋼子受翻

CaCl2
非追加群
（n＝39）

図4　実験B：CaC12追加と受精率の変化
　　　（P＜0．Ol）

1

1

1

1

j

1
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　図5　実験B；CaC12追加群の間定・染色した
　　　　受精卵
　　　　FSH：受精精一∫唄部，　C：染色体群
　　　　受精精子頭部は膨化しており，卵の第二
　　　　減数分裂は再開して染色体群は両極に移
　　　　動している

図6　実験B：CaC12非追加群の卵（生標本，
　　　位相差顕微鏡下）

　　　UFSH．未受精精子頭部．精子頭部は卵
　　　表面に固着し運動を停1ヒしているか膨化
　　　はみられない

才vlO．8％　　（15／139），　74　4％　　（148／199），　84．7％　　（100／

118），84．6％（121／143），87．6％（78／89）であった

（表2）　また，囲卵腔に多精子の侵入した卵の割合は，

実験に供した全卵数に対して，それぞれ19．4％（27／

139），　40．2％　（80／199），　66　9％　　（79／118），　62．9％　（90／

143），82．o％（73／89）であった．さらに，多精子受精と

なつた卵の割合は，14％（2／139），2．5％（5／199），

119％（14／118），22．4％（32／143），27．0％（24／89）で

あり（図2），CaC12濃度の増加に伴い，囲卵腔への多

精子進入，多精子受精のいずれの頻度も増加した

CaCl2がOmM／1の群では，図3のように囲卵腔に進入

した精子が卵表面に固着し運動を停止しているが，精子

議

　難・

識㌔

　　　　　繭縄

　藩’

撫舞

聾副籔
　　　　㌻鍮．．i9．A

（43）43

ge・　・・晦酵一

藤垂醐｛罫

図7　実験C．実験精子頭部膨化の過程
矢印はすべて精了頭部．A．CaC12を含む

mKR追加前，精r一頭部は膨化していな
い．B：CaCl2を含むmKR追加直後，
精子頭部は膨化し位相差顕微鏡では明瞭な

形態を認めなくなる．C：同一卵の固定，

染色標本，精子頭部の膨化か確認できる

頭部は膨化していない卵が多数認められた．

　第2極体を放出した卵の割合は，CaC12が0，05，1、

1．5，3mM／lの群で，それぞれ29％（4／139），739％

（147／199），　84　7％　　（100／118），　83　9％　　（120／143），　87．6

％（78／89）で，OmMII以外の群では受精した卵はほと

んど100％第2極体を放出していた．

　2）実験B

　3mM／1のCaCl2を含むmKRを追加した群では，

644％（38／59）の卵が受精し，うち23。7％（9／38）が多

精子受精であつた．CaCl2を含まないmKRを追加し
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た群では，2．7％（1／39）が受精し，多精子受精卵は認め

られなかった（図4）．

　図5は，CaCl2追加群の固定・染色標本，図6は，

CaC12非追加群の位相差顕微鏡下で観察した生標本であ

る．CaCl2非追加群では，卵表面に固着し運動を停止し

ている卵が多数認められた．しかし，精子頭部の膨化の

認められたものは，わずかであった．

　3）実験C
　受精過程を直視下に観察する本法によつて，精子が接

近，付着する過程を観察し得た卵は29個であつた．うち

19個の卵は付着した精子すべてが運動を続け，しばらく

卵表面に留まつた後，再び離散するものもあつた．これ

らの卵では，CaC12を含むmKRで置換した後も精子

頭部の膨化は認められなかつた。一方，卵表面と接触，

運動を停止した精子が付着した卵は10個であつたが，う

ち3個の卵ではCaCl2を含むmKRに置換とほぼ同時

に精子頭部の膨化が認められた（図7）．

IIL　考　　察

　本実験に用いたCaCl2を含まないmKRは，　mKR

作成に用いられる他の物質にも極く少量のCa2＋が混入

している可能性があり，厳密な意味でCa2＋・freeとはい

えない．さらに本実験では，CaC12を含む培養液中で

capacitationのための前培養をした精子を，受精率の低

下を防ぐために洗浄することなく授精に供した．したが

つて，実験方法で述べた通りOmM／1のCaC12群でも，

計算上O．　lmM！1程度のCaCl2が授精した時点で含まれ

ることになる．

　mKR中のCaC12濃度を変化させることによつて，

C1一濃度と浸透圧も変化するが，　CトはmKR中には

NaClによつて多量に含まれており，その影響は無視し

得る．一方浸透圧の変化は理論上最大10mOsm　程度の

変化であり，受精率など本実験の結果に大きな影響は及

ぼさない．すなわち本実験で，培養液中のfree　Ca2＋濃

度は不明であるが，種々のCaC12濃度を選択すること

によつて培養液中のfree　Ca2＋が変化し，その影響が受

精率等に反映していると推定できる．

　ウニなどの下等動物をはじめ，マウス，ラット，ハム

スター，ヒトなど哺乳動物でもCa2＋非添加培養液（厳

密な意味でCa2＋－freeではない）中では受精が起こらな

いことが知られている3・6，7）．Ca2＋が作用する可能性と

してはcapacitationの過程，先体反応，精子の運動性，

卵実質と精子の融合過程，初期卵割などが報告されてい

る1）・2）・3），本実験Aでも0および0．5mM／lのCaCl2を

含むmKR群で受精率の低下がみられ，受精の成立に

Ca2＋がある濃度で存在する必要性が明らかとなつた．

日不妊会誌　30巻1号

またCaC12がOmM／1の群で38．8％の卵の囲卵腔に精

子が進入しながら，精子頭部の膨化のみられた卵がわず

か10．8％であつたことは，卵実質と精子の融合過程に

Ca2が重要な役割を果していることを示唆している．

　われわれはすでにマウス卵の受精過程の位相差顕微鏡

下における連続的観察から，透明層及び囲卵腔を通過し

た精子は，①まず精子頭部と卵実質の接触，②精子の激

しい運動の急激な停止に続いて，③精子頭部の卵実質内

へのゆつくりとした没入の過程を経て受精が成立するこ

とを報告した「｝）．従来，主として電子顕微鏡による観察

から報告されていたのは，卵と精子の原形質膜の融合過

程と考えられる③のステップのみであり，①と②の重要

性を示唆したのは，われわれのこの報告が最初である．

　本実験BとCは，この①，②，③のどのステップに

Ca2＋が必要とされるかを検討する目的で行なつた．そ

の結果，実験BではCaC12を含むmKRを追加するこ

とにより精子頭部の膨化がみられることから，①，②，

③のいずれかのステップにCa2＋が必須であることが証

明された．また，CaCl2を含まないmKRを追加した

群でも卵実質と接触し運動を停止している精子は認めら

れたので，主として③のステップにCa2＋が重要である

ことが示唆された．しかし，Ca2＋の少ない培養液中で

は死滅する精子数も増加するので，死滅した精子が卵実

質と接触した可能性も否定できない．すなわち，CaC12

を含むmKRを追加することにより頭部の膨化のみら

れる精子は，CaCI2を追加後卵実質と接触したものであ

る可能性が存在する．

　そこで実験Cを行ない，CaC12を含むmKRを追加

する過程を位相差顕微鏡下に連続的に観察した．スライ

ドガラス上で培養液を置換しながら受精させるため受

精率の向上は難しいが，頭部の膨化のみられた精子は

CaCl2に置換する前に卵表面と接触，運動を停止した精

子に限られていた．さらに卵表面と接触した精子頭部の

膨化がみられたのは，CaC12を含む培養液に置換した直

後であつた．以上から，CaC】2を含まないmKR中で卵

表面に接触，運動を停止した精子の少なくとも一部分は

受精能という意味では死滅した精子ではないこと，さら

に精子の卵表面への接触，運動の停止にCa2＋は必須で

はないことが示唆された．

　本実験結果は，精子と卵実質の結合過程である①，②，

⑧の3つのステップのうち③のステップにCa2＋が必須

であることを証明したが，同時に①と②のステップが③

とは独立した過程であることを逆に証明したともいえ

る．

　実験Aにおいて，CaCl2濃度を上昇させるに従い，多

精子受精の頻度が増加する傾向が認められた．多精子受

1

」

1
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精の原因としては，多精子受精防御機転が正常に作動し

ない場合と，受精の場に多精子受精防御機転を上まわる

ような多数の精子が存在する場合が考えられる．CaCl2

濃度を上昇させることによつて囲卵腔に多精子の進入す

る卵の割合も増加するので，CaCl2濃度が精子の運動性

に影響を及ぼし，結果として多精子受精卵の頻度が変化

した可能性も否定できない．しかし，多精子受精卵の頻

度と囲卵腔に多精子の進入した卵の割合をみると　（図

2），CaC12濃度の上昇に伴い増加しており，高Ca2＋

の条件下では多精子受精防御機転が正常に作動しない可

能性も示唆された．

　Ca2＋は前核の形成には不要とされるが3），第2極体の

形成に及ぼす影響についての報告はない．実験Aの

OmM／l　CaCl2を含むmFR群では，受精卵に比して第

2極体を放出した卵の割合は少なかった．しかし，第2

極体の放出そのものにCa2＋が必要なのか，それとも受

精時点でのCa2＋の不足が結果として第2極体の放出を

妨げたのかは本実験では明らかでない，

　Ca2＋は細胞内のさまざまの系を活性化させる作用が

あり，cAMPと並んで細胞内メッセンジヤーとして注

目を浴びている．ウニ卵では受精直後に卵内のfree

Ca2＋が急増すること4），　Ca2＋の膜透過性を元進させる

抗生物質であるionophore　A23187で単為生殖がみら

れることB）などから，受精に伴う卵の活性化には細胞外

Ca2＋の卵内への流入と卵内のfree　Ca2＋の上昇が重要

であると考えられている．

　一般に膜と膜の融合や分泌現象にはCa2＋が不可欠で

あると考えられている．精子頭部が卵実質内にゆつくり

と取り込まれる過程も卵と精子の原形質膜の融合である

と考えられており，本研究でもCa2＋が必須であること

が明らかにされた．さらに，多精子受精防御機転には，

卵実質表面に存在する表層粒の分泌が重要と考えられて

いるが，Ca2＋の濃度がそれに何らかの影響を及ぼす可

能性が示唆された．このように，Ca2＋は受精とそれに

伴う諸現象の鍵を握る物質であると考えられる．

IV．おわりに

　卵と精子の原形質膜融合と考えられる受精現象におけ

るCa2＋の役割を検討した．

　（本研究の御指導をいただいた前東京大学産科婦人科

学教室主任教授，現東京女子医科大学教授坂元正一先生

に深謝します．なお，本研究の一部は，第27回目本不妊

学会，第35回日本産科婦人科学会学術講演会において発

表した．）
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Role　and　ef〔ect　of　Ca2＋in　mouse

　　　　in　τ，itl－O　fertilization

Kodo　Sato，　Fumiyoshi　Kayama，　Yoshiko　Morita

　　　　　　and　Masahiko　Mizuno

　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　University　of　Tokyo

　Role　and　effect　of　Ca2＋in　fertilization　process

have　been　studied　using　the　method　of　inτ，itl・o

fertilization．　Ova　were　collected　from　the　am．

pullae　of　superovulated　Swiss　albino　female　mice．

Spermatozoa　from　cauda　epididymis　of　male　mice

was　capacitated　by　incubating　them　in　the　medi．

um　containing　Ca2＋．　In　the丘rst　experiment，　ova

were　inseminated　with　capacitated　spermatozoa　in

the　medium　（modi丘ed　Krebs．Ringer　solution）

containing　O，0．5，1，1．5，3mM／l　of　CaC12　and
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observed　under　a　phase　contrast　microscope　2

hours　after　insemination．　Fertilization　rate　of

each　group　was　10．8％，74．4％，84．7％，84．6％

and　87．6％，　respectively．　Polyspermic　fertili．

zation　was　observed　at　the　rates　of　l．4％，2．5％，

11．9％，22．4％　and　27．0％，　respectively．

second　experiment，　zona－free　ova　were

nated　in　CaCl2－free　medium　and　CaCI2

ded　into　the　Inedium　20　minutes　Iater．

zation　rate　of　ova　in　CaC12－free

2．4％，whereas　it　was　64．4％after　the

of　CaCl2．　In　the　third　experiment，

In　the
ロ　　　　　　　　　　　　　　　　’

1nsemレ
was　ad．

Fertil三．

medium　was
　　　　add云tion

sperm－eg9

interaction　during　the　addition　of　CaC12　was　ob－

served　continuously　under　a　phase　contrast　micro－

scope．　Attachment　of　spermatozoa　to　the　vitel－

line　surface　could　take　place　even　in　the　medium

without　CaC12，　but　fusion　of　spermatozoa　with

vitelline　surface　was　revealed　to　require　CaCI2．

In　conclusion，　Ca2＋was　suggested　to　be　indispen－

sable　for　fertilization，　especially　for　sperm－vitelline

surface　membrane　fusion．　High　concentration　of

Ca2＋m量ght　induce　polyspermic　fertilization．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年5月10日）
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成熟マウスの過排卵反応に及ぼすPMS

またはHCG反復処理マウス血清の影響

Effect　of　Serums　of　Mice　Repeatedly　Injected　with　PMS

　　or　HCG　on　the　Superovulatory　Response　in　Mice

B

　東京農業大学畜産学科

石　　島　　芳　　郎

Yoshiro　ISHIJIMA

Department　of　Zootechnical　Science，　Tokyo

　　　　University　of　Agriculture

夢

伊　藤　雅　夫

　Masao　ITO

日本大学医学部衛生学教室

　丸　　瑠璃子

　Ruriko　MARU

清　水　敏　朗

Toshiaki　SHIMIZU

Department　of　Hygiene，　School　of　Medicine，

　　　　　　　Nihon　University

　PMSとHCGによる反復過排卵処理マウスの反応低下の要因解析の一環として，　PMSまたはHCGを

単独で2回処理した後のマウス血清中の反応抑制物質の存在をbioassayにより検索した．

　被検血清は，ICR系の成熟雌マウスにPMS　51UまたはHCG　51Uを12日間隔で2回処理したマウス

を，3回目の処理日に当る12日後に殺して採取した血液より作製した．Bioassayには同系統の成熟マウスに

PMS　51U，ついで50時間後HCG　51Uを注射する過排卵誘起法を用い，　PMS　2回処理マウス血清はPMS

と同時に注射する方法で，またHCG　2回処理マウス血清はHCGと同時に注射する方法で調べた．

　その結果，PMSを2回反復処理したマウス血清0．1～0．4m1をPMSと同時に注射した場合，成熟マウ

スの過排卵反応には全く影響を与えなかった．それに対し，HCGを2回反復処理したマウス血清0．1～0．4

mlをHCGと同時に注射した揚合は，排卵反応の抑制が顕著にあらわれた．

　このことから，反復過排卵処理マウスの反応低下の原因が処理に用いるHCGの反復に起因することが証

明されたt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），47－51，1985）

ド

緒　　言

　性腺刺激ホルモンによる過排卵処理を同一個体に反復

した揚合，処理回数がすすむと排卵反応が著しく低下す

ることが、ウシ（Willett　et　al．1953，山内，中原，

1961，杉江ら1972），ウサギ（佐久間ら1964，Maurer　et

al．1968，角田ら1978，石島1982），マウス　（Lin　and

Bailey　1965，穴吹ら1977，1978，石島，佐久間1977，

石島1978，石島らユ978，金山ら1981，1982，1983a，　b）

およびゴールデンハムスター（石島，小林1983）などで

知られており，一方でこの原因解析がすすめられている

（Lin　and　Bailey　1965，　Jainudeen　et　al．1966，　Mau－

rer　et　al．1968，杉江1975，金山ら1983a，　b）．

　この反復過排卵処理による反応低下の原因について，

著者らは，マウスを対象に一連の検討を行ない，その一

端が反復処理により血中に反応抑制物質が産生されるた

めであり，とくにこれは処理に用いるHCG側の影響

が大きいことを示唆した（石島ら1979，1981）．
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　本研究では，この点を裏付けるために，あらかじめ

PMSまたはHCGを単独で2回反復処理したマウスの

血清中の反応抑制物質の存在をbioassayによつて検索

した．

実験材料および方法

　この実験には，日本大学医学部衛生学教室で閉鎖集団

として維持しているICR系の成熟マウス（体重38g前

後）を用いた．マウスの飼育は，室温21～24°C，14時間

照明（6：00～20：00まで点灯）の条件下で，育成用固型

飼料（オリエンタル）と水を不断に給与して行なつた．

　検査用の血液を採取するマウスには，Fig．1に示すよ

うな処理を行なつた．すなわち，雌マウスに51Uの

PMS（オルガノン社）または51UのHCG（動薬検標準

品）を12時聞隔で2回皮下注射し，ついで，それぞれ3

　　　PMS
　　　　l

Serum・1

PMs
l

　　　HC｛三
　　　　I

Serurn・II　　　　　12dayS

　　　　　　　Colectlon　of
HCG　　　　　　 blood　samPl．e

　l

　　　12days
　　↓
Colectlon　o督

blood　8amPlO

Fig．　l　Diagram　of　experimelltal　procedure．

　　　　PMS　or　HCG　was　administered　to
　　　　mice　2　times　and　blood　samples　were

　　　　collected　12　days　after　the　last　inje・

　　　　ction　of　PMS　or　HCG

回目にあたる12日後にマウスを殺して採血を行なつた．

血清は常法により作製し，検定まで冷凍保存した．血清

はPMS処理のものは10匹，またHCG処理のものは
15匹のものを混合して用いた．

　被検血清は，便宜上，PMS　2回注射の血清をserum－

1，またHCG　2回注射の血清をserum－r【と名付けた．

　Bioassayは，発情休止期のマウスに51UのPMSを

皮下注射し，ついで50時間後に51UのHCGを皮下注

射する成熟マウスの過排卵反応法を用いた．被検血清

は，serum－　1の場合はPMS注射の際にほぼ同時に，ま

たserum－Hの揚合はHCG注射の際にほぼ同時に皮下

注射した．

　排卵検査は，いずれの揚合もHCG注射後24～26時

間にマウスを殺し，卵管内卵子を灌流した後，顕微鏡下

で数の算定と形態の観察を行なつた．

実験成績

　PMSまたはHCGを単独で2回処理したマウスの血

清中に過排卵反応を抑制する物質が存在するかどうか，
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昭和60年1月1日 石島・伊藤・丸・清水

成熟マウスの過排卵反応法を用いて検討した．その結果

はTable　2に示すとおりである．

　Table　1から明らかなように，　PMSを2回処理したマ

ウス血清（serum－1）を，過排卵処理の際のPMS注射

時に，O．1，0．2および0．4ml同時に注射した結果，いず

れの血清量でも排卵陽性率，平均排卵数は過排卵対照区

とかわりがなかった．

　一方，HCGを2回処理したマウス血清（serum－H）

を，過排卵処理の際のHCG注射時に，0．1，0．2および

O．4ml同時に注射した結果，0．1および0．2m1での排卵

陽性率は過排卵対照区と変わりなかつたが，平均排卵数

は著しく低下しており，0．4mlでは排卵陽性率，平均排

卵数共に顕著な低下がみられた．

　また，HCGのみの誘起排卵においても，　serum－Hを

を同時に注射した揚合，排卵阻止される個体が認められ

た．

考　　察

　石島ら（1979，1981）は，先に，PMS－HCGによる反

復過排卵処理マウスの反応低下の原因の一端が，反復処

理を受けたマウスの血中に反応抑制物質が産生されるた

めであること，しかもこれは処理に用いるHCG側に

影響されていることを示唆した．

　本研究は，このことを裏付けるために，マウスに

PMSまたはHCGを単独で2回反復処理し，3回目の
処理に該当する目に採血して調整したそれぞれの血清

に，過排卵反応を抑制する物質が存在するかどうか

bioassayにより検討した．

　今回のPMSまたはHCG処理の反復間隔（12日）

は，反復過排卵誘起において，3回目から典型的に排卵

反応が低下する10目間隔にあうように設定した（石島，

佐久間1977，石島ら1978）．今回供試したICR系は，

CF＃1系と同様に排卵陽性率は3回目から低下してい

くが，排卵した個体の排卵数はそれほど低くならないこ

とが知られている系統で（石島ら1978），これによって

反応抑制物質が証明されれば，むしろ説得力があるとい

う意味合いから選ばれた．

　Bioassayは，先の石島ら　（1979）の揚合と同様成熟

マウスの過排卵反応法を用い，PMSを2回反復処理し

たマウスの血清（serum－1）の揚合は，過排卵処理の際

のPMS注射時に同時に注射する方法，またHCGを
2回反復処理したマウス血清（serum－　ll）の揚合は，過

排卵処理の際のHCG注射時に同時に注射する方法で

調べた．

　その結果，PMSを2回反復処理したマウス血清（se－

rum・1）は，成熟マウスの過排卵反応にまつたく影響を

（49）49

与えなかつたが，HCGを2回反復処理したマウス血清

（serum－H）は，明らかに排卵反応を抑制する作用が

認められた．このことは，HCG反復処理血清中に

HCG拮抗物質が存在することを示唆していた．

　この結果は，すでにMaurer　et　a1．（1968）がウサギ

の過排卵誘起において，FSH↓H，　PMS－HCGの反復

によつて排卵反応が低下するのは排卵ホルモン　（LH，

HCG）に対する抗体が産生されるためとの主張を支持

する結果であつた．しかし，Maurer　et　aLもbioassay

による推論であつて本実験と同じように抗体の証明は行

なつていない．

　今回の拮抗物質か抗HCGそのものなのか，あるい

はHCGの生物活性を中和する別の物質なのかは，さ

らにimmunoassayによる検討が必要であろう．

　Jainudeen　et　a1．（1966）はウシの過排…卵誘起におい

て，PMSの反復によつて排卵反応が低下するのは，

PMSの作用を抑制する抗体が産生されるためとしてい

る．しかし今回の結果からは，PMSを反復した血清中

にPMS拮抗物質の存在は否定された，この違いは動物

種によるものかも知れない．

　ただ，石島ら（1979）がすでにみているように，PMS

とHCGを組み合わせた反復過排卵処理マウス血清中

には，HCG拮抗物質のほかにPMS拮抗物質も存在し

ていた．したがつて本実験の結果が正しいとすれば，こ

のPMS拮抗物質も，　HCG反復処理により生じた物質

に由来する可能性がある．

　この点は，今回の実験がPMSまたはHCGをそれ

ぞれ単独で反復処理して得た血清を，対応したホルモン

とのみ検定したにすぎないので，交叉試験をまたないと

断定できない．

　いずれにしても，今回の実験結果から，PMS－HCG

による反復過排卵処理マウスの反応低下の原因が，

HCGの反復に起因することが裏付けられた．

　最近，ウシの反復過排卵誘起において，PMSと

PGF2αの組み合わせでHCGを用いない揚合に，比較

的反応を落さずにすむこと（Lubbadeh　1980，小林and

King　l981，　Kanagawa　et　al．1981），ゴールデンハム

スターのようにPMS単独で過排卵誘起できるもので

は，反復処理によつて排卵数の低下現象はあるものの，

排卵しなくなる個体はみられないこと（石島，小林

1983），また，マウスの反復過排卵誘起において，各種

の製剤を組み合わせた揚合，排卵系ホルモンにHCG

を用いた場合に排卵反応の低下が認められること（遠藤

ら1983）などが知られているが，これらのことは，今回

の結果を間接的に裏付けているものと思われる．
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Effect　of　serums　of　mice　repeatedly

　injected　with　PMS　or　HCG　on

the　superovulatory　response　in　mice

　　　　　Yoshiro　Ishijima

Department　of　Zootechnical　Science，

Tokyo　University　of　Agriculture

　Masao　Ito，　Ruriko　Marll　and

　　　　Toshiaki　ShimiZu

Department　of　Hygiene，　School　of

　　Medicine，　Nihon　University

　The　effect　of　serums　of　mice　following　2　suc．

cessive　injections　of　PMS　or　HCG　on　the　super－

ovulatory　response　in　mice　were　examined．　A．

dult　female　mice　of　ICR　straill　were　used　in　this

experiment．　Blood　samples　were　collected　from

mice　reciv三ng　2　successive　injections　of　PMS　or

HCG　at　12　days　interval（Fig．1）．
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　　The　bioassay　was　made　by　superovulatory　res，

ponse　ill　adult　mice．　Superovulation　was　induced

by　the　subcutaneous　injection　of　51U　of　PMS

and　51U　of　HCG　50　hours　later．　The　each　sam．

ples　were　additionally　treated　together　with　in．

jection　of　PMS　or　HCG．

　　The　results　obtained　are　presented　ilコTable　1．

Frorn　resul亡s　of　bioassay，　the　anti．hormonal　ac．

tivity　was　found　in　serums　of　mice　reciving　2　suc．

cessive　injections　of　HCG．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：Ir召和59年3刀29日）
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妊娠ラットにブスルファンを投与して卵母

細胞を退行させた新生児卵巣における

性索細胞の動態について

Behavior　of　Sex　Cord　Cells　in　Young　Rat　Ovaries　in

Which　Oocytes　Were　Disintegrated　by　Busulphan

　　　Administration　to　Pregnant　Parent　Rats

　　　　　新潟大学農学部畜産学科

小泉攻石田一夫
Ko　KOIZUMI　　　Kazuo　ISHIDA

Department　of　Animal　Husbandry，　Faculty　of

　　　Agriculture，　Niigata　University

　妊娠13日のラットにブスルファンを投与して卵母細胞を退行させた新生児（出生直後～生後60日）の卵巣

において，穎粒層細胞へ移行すべき性索細胞がいかなる態度を示すものかについて調べた．出生直後から生

後10日の新生児の卵巣では，性索細胞は塊をなして支質に存在していたが，生後11日にいたり一次間質腺細

胞に移行して増殖し，支質に多数認められた．一次間質腺はその後次第に減少した．以上の結果から，正常

な卵巣においては，大部分の性索細胞は卵母細胞を取り囲んで穎粒層細胞に移行するが，一部のものは一次

間質腺細胞に移行したのち，徐々に退行することが推察された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），52－56，1985）

緒　　言

　ブスルフアン（Busulphan，1，　4－butanediol　dimetha・

nesulf。nate）は骨髄において白血球の形成を阻害する

作用をもつアルキル化剤の一種で，慢性の骨髄性白血

病の治療薬として用いられているが，1953年，Bollag1）

がミレラン（Myleran，ブスルファンと同一物）を投与

した成熟ラットの性腺に精上皮細胞や卵母細胞の退行が

みられることを報告して以来，ブスルファンのラット性

腺に及ぼす影響に関する研究が多くの研究者によつて進

められ，その結果，ブスルファンは生殖細胞に対して選

択的に退行作用のあることが明らかとなつた2’11）．すな

わち，胎児の性腺において原始生殖細胞が生殖隆起へ移

動する時期から生殖隆起内で有糸分裂をする時期（妊娠

13～17目）に妊娠ラットにブスルファンを腹腔内注射す

ると，新生児の性腺では生殖細胞がほとんど欠如する．

このことは，胎児の卵巣についてはHeller　and　Jo－

nes9），　Forsberg　and　Olivecronalo），および三浦・石田11）

によつて，また，新生児の卵巣についてはHemsworth

and　Jackson7・8），　Heller　and　Jonesg），およびForsberg

and　Olivecrona1°）によつて調べられている．すなわ

ち，胎児の卵巣においては，卵祖細胞や卵母細胞はほと

んど消失しており，支質は性索細胞の塊とこれらの間に

介在する線維芽細胞によつて占められている．新生児の

発育卵巣においても，卵母細胞がほとんど欠如している

ため，卵胞や黄体の形成はきわめて少ないという．しか

し，これらの報告7’1°）においては，正常ならば卵母細胞

を取り囲んで穎粒層細胞に移行すべき性索細胞が卵巣発

育の過程でいかなる態度を示すものかについては全く触

れられていない．本実験は，ブスルファンを投与した妊

娠ラットから得た新生児の卵巣について性索細胞の動態

を観察したものである．

材料および方法

　供試動物として，ウイスター系ラットの雌（体重約

200g）を使用した．飼育は24°Cに調節したコイトトロ
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ン（EA－8HW）内で行ない，点灯は午前4時から午後6

時までの14時聞とした．まず，これらのラットの性周期

を調べ，正常な周期のみられるもの17匹を選んで，発情

前期に同系統の雄と一晩同居させた．翌朝，膣垢内に精

子の存在を確認し，この日を妊娠1日とした．妊娠13日

にブスルファン（マブリン散，武田薬品工業株式会社）を

アラビァゴムに懸濁して体重100g当たり1mg腹腔内に

注射した．卵巣は出生直後から生後60日までの新生児か

ら5日間隔で採取したが，生後10目から15目までのもの

からは毎日採取した．採取した卵巣は直ちにカルノフス

キー液（pH　7。4）に4°Cで12時間，前固定し，0．1M

カコジル酸緩衝液（pH　7．4）を数回交換しつつ一晩洗浄

したのち，1％四酸化オスミウム0．1Mカコジル酸緩衝

液（pH　7．4）に4°Cで3時間，後固定した．脱水はアセ

トン上昇系列によつて行ない，クエトール812に包埋し

た．光学顕微鏡による観察のために，試料は1μmの厚

切り切片とし，飽和水酸化カリウム・エタノール溶液で

包埋剤を除去したのち，トルイジンブルーで染色した．

電子顕微鏡による観察のために，JUM－7型超ミクロ

トームを用いて超薄切片を作成し，JEM－100B型透過電

子顕微鏡を用いて写真を撮影した．なお，電子染色はウ

ランと鉛で行なつた．

結　　果

　妊娠13日のラットにブスルファンを投与することによ

つて，新生児の卵巣に含まれる卵母細胞の大部分は消失

したが，ごくわずかのものは残留していた．そのため，

発育期のいずれの時期の卵巣にも原始卵胞はみられなか

ったが，二次卵胞（生後10～20日），胞状卵胞　（生後11

日～60目）および黄体（生後35～60日）が少数形成され

ていた．

　次に，これらの卵巣をDawson　and　McCabei2）の記

載に準じて幼児期，幼年初期，幼年後期（成熟前期）お

よび成熟期の4期に整理して，卵巣の状態を記載する．

　幼児期の卵巣（出生直後～生後10日）

　出生直後と生後5日の卵巣において，支質は性索細胞

の塊で満たされており，その間に線維芽細胞が介在して

いた（図1）．電子顕微鏡によつて観察すると，性索細

胞は短い細胞質突起を有しており，線維芽細胞と隣接し

ている部分の細胞間隙には基底膜がみられた．核は核膜

の陥入が著しく，ミトコンドリアは細胞質に散在してお

り，基質の電子密度が高く，板状クリステを有してい

た．粗面小胞体は断片状で少なかつた．遊離リボゾーム

は多数存在していたが，ポリソームを形成しているもの

は少なかつた．また，ライソゾーム様小体も少数認めら

れた（図2）．生後10日の卵巣には，残留卵母細胞を中

Fig．1　Light　micrograph　of　an　ovary　from

　　　　anewborn　rat，　showing　masses　of

　　　　sex　cord　cells　in　the　stroma．　×400

Fig．2　Electron　micrograph　of　four　sex　cord

　　　　cells　in　an　ovary　from　a　newborn

　　　　rat．　×3，000

Fig．3　Light　micrograph　of　an　ovary　from

　　　　a10．day－old　rat，　showing　a　mass　of

　　　　sex　cord　cells（arrowed）　spread　to－

　　　　ward　a　follicle　that　had　been　formed

　　　　for　a　surviving　oocyte．　×250
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Fig．4　Electron　micrograph　of　a　granulosa

　　　　cell　in　an　ovary　from　a　10．day。old

　　　　rat．　×5，000

Fig．5　Light　micrograph　of　an　ovary　froln

　　　　an　11．day．old　rat，　showing　masses

　　　　of　primary　interstitial　tissue。　×400

Fig．6　Electron　micrograph　of　a　primary

　　　　interstitial　cell　in　an　ovary　from　an

　　　　11－day－01d　rat．　×3，000

心として形成された二次卵胞が少数認められたが，この

周囲に表在上皮直下にある性索細胞の塊が伸びている像

口；fく女壬会fi志　　30　巻　1　5」一

が観察された（図3）．二次卵胞内の穎粒層細胞の微細

構造を調べたところ，この細胞は大きな細胞質突起を持

つており，核は不定型であつた．ミトコンドリアは基質

の電子密度が中程度で，板状クリステを有していた．粗

面小胞体は槽状であつた．性索細胞にはみられなかつた

が，ゴルジ装置が中程度に発達していた．遊離リボゾー

ムは多く，ポリソームを形成していた（図4）．これら

の構造は性索細胞のものとはかなり相違していた．

　幼年初期の卵巣（生後11～20日）

　生後11日の卵巣において，大部分の性索細胞は一次問

質腺細胞に移行していた．この細胞は光学顕微鏡下では

多くの空胞（脂肪滴）によつて特徴づけられ（図5），

電子顕微鏡下では，核は円型で，ミトコンドリアは基質

の電子密度が低く，管状クリステを有していた．滑面小

胞体は細胞質に多数観察された．遊離リボゾームは多

く，ポリソームを形成していた．また，脂肪滴が多数認

められた（図6）．光学顕微鏡下でははつきりしない

が，電子顕微鏡下では性索細胞の塊がなお支質に少数認

められた．生後11日から20日の卵巣において，一次問質

細胞は支質に塊をなして存在していたが，残存する卵胞

の周囲では，これを厚く取り囲んでいた．

　幼年後期の卵巣（生後25～30日）

　この時期の卵巣では，残留卵胞が大型の胞状卵胞に発

達していた．しかし，閉鎖卵胞は存在せず，二次聞質腺

の形成はなかつたN一次問質腺は塊をなして支質に少量

観察された．

　成熟期の卵巣（生後35～60日）

　生後35日の卵巣には，黄体が少数出現した．生後40日

から60日までの卵巣においても黄体は認められ，それら

の間にごく少数の胞状卵胞が存在していた．しかし，幼

年後期の卵巣と同様，これらの時期の卵巣にも閉鎖卵胞

はみられなかつた．したがつて，二次間質腺は存在せ

ず，ごくわずかの一次間質腺が黄体の表面に沿つて支質

に観察された．

考　　察

　Forsberg　and　Olivecronalo）は，妊娠9～13卜1（膣垢

に精子のみられた日を妊娠1日）にブスルファンを投与

したラットの出生直前の胎児の卵巣の性索では，卵母細

胞はわずかしか含まれておらず，穎粒層細胞が索状に配

列していたと述べている．しかし，本実験において，ブ

スルファン投与ラットから得られた出生直後から生後10

日までの新生児の卵巣では，支質に塊をなして存在する

細胞の微細構造は性索細胞のもの13）と同じで，穎粒細胞

のものとは異なつていた．したがつて，これらの時期の

細胞はまだ顯粒層細胞に移行しておらず，性索細胞のま

1

1

1

1

1
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1
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まであることが明らかとなつた．さらに彼ら10）は，妊娠

9～13日にブスルファンを投与したラットから得られた

生後100日の新生児の卵巣には，黄体が形成されていた

と述べており，Heller　and　Jones9）も妊娠14日にブスル

ファンを投与したラットから得られた生後3カ月の新生

児の卵巣には，不定形の黄体様組織構造と支質の黄体化

がみられたと報告している．本実験においても，妊娠

35～60日の新生児ラットの卵巣には少数の黄体が形成さ

れていた．これら成熟期の卵巣にみられる黄体は，プス

ルファン投与後残留した卵母細胞が中心となつて形成さ

れた卵胞から排卵を経て作られたものであろう．一方，

本実験においては観察されなかったが，Heller　and

Jones9）が生後3カ月の新生児卵巣で述べている支質の

黄体化は，胞状卵胞の退行によつて生ずる二次問質腺を

指しているものと思われる．しかし，従来の報告には，

穎粒層細胞に移行するべき性索細胞の動態についての記

載は全くみられない．

　従来のブスルファン投与ラットの卵巣に関する研

究8’10）では，ヘマトキシリン・エオジン染色標本8’10）や

過沃素酸・シッフ染色標本1°）を用いているため，性索細

胞の確認はむずかしいように思われる．そこで本実験で

は，カルノフスキー液と四酸化オスミウムで二重固定し

たのち，常法通り電子顕微鏡用に作成した厚切り切片の

トルイジンブルー染色標本を観察した．その結果，性索

細胞の動きは容易に観察できた．さらに本実験では，微

細構造も調べて細胞の確認を行なつた．すなわち，生後

10日の新生児卵巣の支質に塊をなしたり，卵胞を取り巻

いてみられる性索細胞は，生後11日には一次間質腺細胞

に移行していた．性索細胞の一次問質腺細胞への移行

は，光学顕微鏡的には細胞質における空胞の存在によつ

て推定されたが，さらに、微細構造の特徴（滑面小胞体

の出現とミトコンドリアクリステの管状化）によつて確

認された．

　Dawson　and　McCabei2）によると，ラット卵巣にお

いて，一次間質腺の出現の初期には，大部分の間質腺は

卵胞と関係なく不規則な塊として支質に認められるとい

う，しかし，間質腺の索は卵胞の穎粒層としばしば連続

しており，卵胞を三日月状に取り囲む像がみられること

から，穎粒層細胞が卵胞膜の部分的破壊によつて卵胞か

ら支質に流出し，一次間質腺細胞に移行すると考察して

いる．しかし，なお，彼ら12＞は支質に残存する性索細胞

（potential　follicular　cel1）が一次間質腺細胞に移行する

可能性も考えなければならないと述べている．最近，

Mori　and　Matsumotoi4）は，通常卵胞退行像がみられな

いウサギの卵巣（1～3カ月齢）を光学顕微鏡的，電子

顕微鏡的，組織化学的，生化学的に観察し，一次間質腺

細胞は性索細胞と穎粒層細胞が起源であることを報告し

た．しかし，ラットにおいては，性索細胞が一次問質腺

細胞へ直接移行することについての明白な証拠は現在ま

でのところ得られていない．本実験では，ブスルファン

投与によつて卵母細胞を退行させた新生児ラットの卵巣

において，正常な場合穎粒層細胞へ移行すべき性索細胞

が，卵胞の形成がほとんどないために一次問質腺細胞へ

移行する像が認められ，Dawson　and　McCabe12）が推

察した性索細胞から一次問質腺細胞への移行が実証され

た．

　生後21日以降の正常ラット卵巣では，胞状卵胞の退行

による卵胞膜内層起源の二次間質腺の形成がみられる

が12），ブスルファン投与ラットでは二次間質腺はみられ

なかつたため，一次問質腺の存在は容易に観察できた．

しかし，一次間質腺は徐々に減少し，生後35日以降では

きわめて僅かであつた．
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Behavior　of　sex　cord　cells　in　young

rat　ovaries　in　which　oocytes　were

　　　　disintegrated　by　Busulphan

　　　　administration　to　pregnant

parent　rats

Ko　Koizumi　and　Kazuo　Ishida

Department　of　Animal　Husbandry
　　　　　Faculty　of　Agriculture

　　　　　　Niigata　University

Busulphan　that　disintegrates　oocytes　is　used，　what

would　happen　of　sex　cord　cells　that　Ilormally　get

transformed互nto　granulosa　cells　surrounding　oo．

cytes　was　our　question，　Therefore，　the　behavior

of　sex　cord　cells　in　newborn　to　60－day－old　rat

ovaries　were　studied　when　their　parent　females

had　been　administered　with　l　mg　of　Busulphan

on　Day　130f　pregnancy．

　　In　the　ovaries　of　rats，　newborn　to　10・day－old，

the　masses　of　sex　cord　cells　were　present　in　the

stroma．　With　those　that　are　ll　days　old，　the　sex

cord　cells　had　transformed　into　primary　intersti．

tial　cells　and　proliferated．　Thereafter，　however，

the　cells　decreased　graduaily．

　　Dawson　and　McCabe（1951）suggested　the　pos－

sibility　of　sex　cord　cells’transforming　into　pri．

mary　interstitial　cells，　aside　from　the　proved

transformation　of　sex　cord　cells　into　granulosa

cells　and　then　into　primary　interstitial　cells．　The

present　investigation　has　shown　that　sex　cord　cells

can　directly　get　transformed　into　interstitial　cel］s．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年4月2日）
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透明帯除去ハムスター卵へのヒト精子進入

に及ぼす各種血清アルブミンの影響

Effects　of　Various　Kinds　of　Serum　Albumin　on　Human

　　Sperm　Pelletration　into　Zona－free　Hamster　Ova

　　　　　　旭川医科大学生物学教室

　上口勇次郎　美甘和哉
Yujiroh　KAMIGUCHI　Kazuya　MIKAMO

Department　of　Biological　Sciences，

　Asahikawa　Medical　College

　ヒト精子のin　vitro受精能獲得に要する血清アルブミンの効果を，透明帯除去ハムスター卵への精子進入

率を指標に，7種のアルブミン製品と8名の健常男性からの14精液試料を用いて調査した。

　1）　アルブミンにはどの精液試料にも有効で，高い精子進入率を示したものと，ある試料にのみ有効なも

のとがあった．

　2）精液試料によつては，どのアルブミンでも有効な例と，特定のアルブミンのみ有効な例とがあり，後

者の場合，どのアルブミンが有効かは個人によりそれぞれ異なつていた．

　3）同一個人から得られた2回の精液試料の間で，同一アルブミンでも効果が大きく異なる場合があつ

た．

　4）進入率の良否と各アルブミン製品中の脂肪酸，燐脂質，コレステロールの含有率との問には一定の関

連性はなく，上述のアルブミン・精子問の親和性にみられる著しい個人差の原因は現在のところ不明であ

る．

以上の結果をもとに，従来のハムスターテストの信頼性やヒト精子染色体研究法の改善策が論じられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），　57－64，　1985）

緒　　言

　透明帯を除去したゴールデンハムスター卵にヒト精子

を進入させ，前核を形成させることができる1）．この方

法は男性不妊症患者の精子の受精能検査（ハムスターテ

スト）2’9）やヒト精子の染色体検査1°－14）に応用されてい

る．

　従来のハムスターテストでは精子の受精能獲得方法や

媒精方法は各研究者によりそれぞれ異なつている．ま

た，それらの結果をみると，妊孕性の確認された男性あ

るいは正常精液所見を示した男性群（対照群）において

すらも精子進入率は各個人により2－9），また，同一個人

でも精液試料毎に6），大きく異なつている（0～100

％）．したがつて，これらのテストで得られた精子進入

率が各個人の精子の受精能力をどの程度正確に反映して

いるかは甚だ疑問である．

　一方，精子染色体分析に関してはRudakら1°）の報告

後，Martinらの一連の研究がある．これらの研究でも

受精率は各調査例の間で大きく変動しており　（3～88

％），最終的に核型分析できた精子核板数にも大きな差

が認められる11・12）．すなわち，前述した精子進入率の著

しい個人差はここでも研究上の障害となつている．

　精子進入率に影響を与える要因として，これまで，ハ

ムスター卵の卵管内あるいは培養液中での老化15），媒精

時の精子濃度16），精子の受精能獲得時間にみられる個人

差1？・18），などが報告されている．一方，ラット「g・20）やハ

ムスター21・22）の精子では受精能獲得溶液に加える血清ア

ルブミンの品質によつて受精能力が影響を受けることが
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示唆されている．しかし，ヒト精子を用いたこれまでの

研究には，品質の異なる種々のアルブミンの精子に対す

る影響を比較，検討したものはない．従来の研究者はそ

れぞれ違う品質のアルブミン1種を実験に用いている

が，アルブミン以外の実験条件（受精能獲得溶液の組

成，受精能獲得時間，媒精時間，精子濃度など）が異な

つているので，それらの結果を直接比較することはでき

ない．

　今回，われわれは予備実験段階で得られた知見をもと

に，異なる7種類の血清アルブミンを選択し，さらにア

ルブミン以外の実験条件を同一にしたうえで，精子の受

精能獲得に及ぼす影響を調査した．その結果，アルブミ

ンの品質の違いが，前述した精子進入率の個人差あるい

は同一個人での精液試料差をもたらす最も重要な原因の

一つであることを確認したので報告する．

材料と方法

　以下に述べる実験方法の概要は図1に示されている．

　（1）溶液

　実験用の各溶液はmodified－BWW（mBWW）液3）

を基本として作成された．

　精子の浮遊および各処理過程での精子や卵子の洗浄に

はmBWW液＋O．3％血清アルブミンが用いられた，

また，0．1％ヒァルロニダーゼ（300NF　units／mg，　Sig－

ma社），0．1％トリプシン（1：250，　Difco社）および

10μMイオノフォァA23187（Calbiochem・Behring社）

もこの溶液を用いて作成された．イオノフォアはジメチ

ルスルポキシド（UVS－35，半井化学）へ1mMの濃度に

溶解したものを原液とし，分注して冷凍庫（－20°C）に

保存した．使用直前に原液を上記のmBWW液で10μM

に希釈し，pHを7．4に調整して用いた．

　精子の受精能獲得および媒精にはmBWW液＋3．5

％血清アルブミンが用いbれた．調査した血清アルブミ

ンの種類はヒト血清アルブミン（HSA）　5種と牛血清

アルブミン（BSA）2種である．各アルブミンの特徴の

詳細は表1および2に示されている．各製品中の脂肪

　golden　h㎝ste「

　過排卵処理
　　（PMS－HCG）

　　誌，

　　　↓
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　　　＼
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図1　実験方法の概要

酸，燐脂質およびコレステロールの含量（表2）はそれ

ぞれ，高橋ら23），Takayamaら24），およびAllainらL’5）

の酵素法によつて測定された．

　受精卵の培養にはTCM　199（阪大微研）＋10％非動

化牛胎仔血清（Gibco）が用いられた．

　（2）卵の準備

　成熟雌ゴールデンハムスターの性周期第1日目（排卵

日）に0．21U／g体重のPMS（帝国臓器製薬）を鼠径部

に筋注し，さらに58H寺間後に⑪．21U／g体重のHCG（持

田製薬）を投与することにより過排卵を誘発した．

HCG投与後17時間目に卵管膨大部より未受精卵を採取

し，0ユ％ピアルロニダーゼ処理により卵丘細胞を除去

した．mBWW液で卵を2・3度洗浄した後，さらに

0・1％トリプシン処理により透明帯を除去し，mBWW

液で洗浄して実験に用いた．

　（3）精子の準備および媒精

　精液は8名の健常男性（年齢20～32歳）から川手法に

表1　受精能獲得に用いられた7種の血清アルブミン

アルブミンの種類 製品の等級 製造会社 10t番｝｝

I

H
皿

IV

V

皿

HSA
HSA
HSA
HSA
HSA
BSA
BSA

fraction　V

⊇≧95？6　pure，　lyophilized

crystallized　＆lyophilized

fraction　V

fraction　V

fraction　V

essentially　fatty　aciく1－free

Siglna　Chem．

The　Green　Cross　Co．

Sigma　Chem．

Miles　Lab．

Sigma　Chem．

Calbiochem．

Sigma　Chem．

100F－02061

TO　OO2　TF

121F－9308

147

12F－0051

002068

42F－9365

1

1

1

1

1

」

1

1

1
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表2　各種血清アルブミン中の脂肪酸，燐脂質およびコレステロールの含量

化合物
ll

血　清

皿

ア　ル　　プ

1 IV

ミ　　ン

　V VI 冊

脂　　肪　　酸
（nEq！mg試料）

燐　　脂　　質
（ng！mg試料）

コレステロール
（ng〆mg試料）

37．10

232

20．9

7．79

432

18．6

22．94

598

25．5

1．35

133

13．9

23．93

731

37．1

3。57

448

32．5

0．22

100

27．8

て得られた．精液を37°Cで液化した後，swim　up

法3・26）によつて運動能の高い精子のみを回収した．精子

の受精能獲得時間には個人差があるので18），この差をで

きるだけ少なくするためにイオノフォァ　A23187処理

（10μM，10分間）を行なつた．この抗生物質はヒト27）お

よび他の哺乳類98－30）で受精能獲得，先体反応を促進する

ことが知られている．異なる血清アルブミン（3．5％）

を含む7種類のmBWW液0．3mlずつを滅菌プラス

チック製ペトリ皿の底に滴下し，パラフィン油で被つた

ものをあらかじめ用意して置き，上記の処理後に洗浄，

遠沈した精子を最終濃度107／mlになるように加えた．

精子懸濁液を37°C，5％COg下で4時間培養して受精能

を獲得させた後，精子濃度を104～105／m1に希釈し，透

明帯除去卵を加えて媒精を行なつた．長時間（3時間）

の媒精を行なうと，実験例によつては極端な多精子受精

のため卵が傷害を受け，萎縮することがある．そこで，

媒精を開始してから卵を解：剖顕微鏡（×80倍）下で経時

的に観察し，卵表に20～30の精子が付着した時点で精子

を含まないmBWW液に移し換えて，さらに30～60分

聞追加培養を行なつた．

　（4）精子の運動能保有率の測定

　精子懸濁液をピペットで静かに撹梓して一部の沈殿精

子を再浮遊させた後，少量の液をスライドグラスに載

せ，手早く検鏡した．位相差顕微鏡（×400倍）下で，運

動力のある精子とない精子の数を大まかに数えることに

よつて運動能保有率を概算した．

　（5）精子進入率の判定

　媒精終了後，卵をTCM　199＋10％非動化牛胎仔血清

中で12時間培養し，さらに分裂阻害剤を含むTCM　199

で7時間培養した．その後，漸進固定・空気乾燥法31’33）

を用いて卵子染色体標本を作製し，ギムザ染色を施し

た．精子進入率は，精子由来の核板，雄性前核あるいは

膨化した精子頭部の有無によつて判定した．なお，受精

卵の長時間培養および卵子染色体標本作製の過程は，こ

の実験と平行して行なわれた精子染色体分析法の改良を

目的としたものである．したがつて，精子進入率の判定

に従来の方法1）は用いなかつた．

結　　果

　7種類の血清アルブミンを用いて，8名から得られた

精液試料を調査した．A～Fの6調査例については精液

採取時期を変えて同じ実験を2度行なつた．ただし，ア

ルブミン1は一度しかテストされなかつた．

　1．精子の運動能

　調査例A～D，FおよびHでは，イオノフォア処理後

の精子の運動能保有率は処理前の70・一一・90％に保たれてい

た．一方，調査例EおよびGでは運動能保有率の著しい

低下（約30％）が認められた．しかし，後に述べるよう

にこの低下はかならずしも精子進入率の低下の原因には

ならなかつた．また，4時間の培養後（媒精時）の精子

表3　一定数の精子（20～30）が卵表に付着す

　　　るのに要する時間（分）：7アルブミン群

　　　および8調査例間での比較

調
査
例

A

B

C

D

E

F

G

1

2

1

2

1

2

1

2

1

2

1

2

1

血清アルブミン
1

20

11

18

12

95

30

H

24

28

34

11

27

25

22

7

65

74

60

40

16

皿

11

23

6

11

13

20

55

12

56

93

60

30

10

IV

51

45

20

12

28

39

30

18

64

80

40

90

15

v
11

25

6

1／

13

32

55

10

55

102

60

70

10

56

65

29

14

18

21

35

20

87

72

60

60

12

帥
28

35

9

11

15

18

35

11

89

79

60

60

10
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表4　精子進入率（％）：7アルブミン群および8調査例間での比較

日不妊会誌　30巻1号

調査例

A

B

C

D

E

F

G

1

2

1

2

1

2

1

2

1

2

1

2

1

血清アルブミン
1

100（28／28）＊

100（24／24）

100（27／27）

97（29／30）

88（21／24）

87（27／31）

ll 皿

100（31／31）

100（18／18）

100（31／31）

100（17／17）

86（19／22）

95（19／20）

100（37／37）

100（31／31）

64（14／22）

53（　9／17）

85（17／20）

45（　9／20）

100（22／22）

96（24／25）

100（15／15）

100（20／20）

100（27／27）

88（22／25）

54（13／24）

92（24／26）

97（29／30）

72（18／25）

54（19／35）

49（17／35）

9・（28／31）183（・9／23）

IV

84（26／31）

83（15／18）

88（28／32）

70（14／20）

86（18／21）

63（12／19）

97（37／38）

76（13／17）

57（13／23）

60（12／20）

65（13／20）

10（　2／20）

30（10／33）

V
100（25／25）

70（14／20）

100（17／17）

92（12／13）

92（24／26）

72（18／25）

39（　9／23）

57（16／28）

67（20／30）

30（　6／20）

10（　2／20）

28（　8／29）

55（12／22）

96（23／24）

20（4／20）

95（21／22）

79（15／19）

96（23／24）

60（　9／15）

91（21／23）

75（12／16）

67（10／15）

60（12／20）

45（　9／20）

20（　4／20）

V皿

91（21／23）

90（18／20）

77（17／22）

85（17／20）

96（23／24）

59（IO／17）

35（　8／23）

81（13／16）

100（15／15）

30（　6／20）

42（　8／19）

62（13／21）

61（14／23）　　　79（19／24）

H・1…（27／27）11・・（21／21） 57（・6／・8）155（・・／・・）25（5／・・）［3・（6／・・）1・・（2／2・）

＊百分率（精子進入卵数／調査卵数）

の運動能保有率は8調査例とも培養開始時のほぼ80～90

％に保たれており，アルブミン1－Vllgl＃の問でも大きな

運動能保有率の差は認められなかった．

蝸査例　　血滑アルブミン　　　じ　　　　　　　　　　　ill　　　　　　　　　　　v　　　　　VI　　　　VlI

A・ ■■■■■■■・区］■■■閣圏匿憂1■

・煙旧■日■■圏
　1■■■■■■■■■
c・

図■■■■■国
DV■■團■EIIIIIillliil］■懸

・区］■■圏圏圏■
・■圏■團圏圏■E・

区團剛國圏羅圏騒蜀
1■■團圏□■■F・
図國國口騒羅翻圏国

Gl 区］■■醗魏■■開■
Hl■■麗國薩醗□

・・辮 ■薩囲騒口　　　　　100－80　罵　　ア9－60　器　　59一月O　X　　　39－20　：　　　19－0　：

図2　精子進入率（％）：7アルブミン群および
　　　8調査例間での比較

　2．精子の卵表への付着

　精子の卵表への付着度合は，媒精を開始してから一定

数の精子（20～30）が卵に付着するまでの時間で表わさ

れた（表3）．付着に要する時間には個人差が認めら

れ，調査例B，C，　DおよびGでは比較的短く，EやH

では長かつた．また，同一個人でも受精能獲得に用いた

アルブミンの種類によつて付着時間に差が認められた．

精子付着に長い時間を要した実験群では，卵表をヒット

しても，そこに留まらない精子の比率が高かつたので，

これらの精子懸濁液では先体反応誘起率が低かったもの

と考えられる．

　精子が卵表に付着すると付着精子の鞭毛運動によつて

卵が回転するが，興味深いことには，ほとんどすべての

卵の回転方向は左回り（anticlockwise）であった．この

回転の速度は精子の受精能力の良否とも深い関係があ

り，回転速度の速いもの（10～20秒／1回転）ほど良い

受精率が得られた．われわれはこの現象を受精能を判定

する指標の一つとして利用した．また，回転中の卵の最

上部付近の卵表への精子付着率は他の部域よりも高い傾

向を示した．

　3．精子進入率

　上述のように卵の回転速度の早い群では精子進入率が

高く，遅い群では低い傾向がみられた．また，後者では

TCM　199で培養中に卵表から脱落してしまう精子が多

1
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かった．

　精子進入率は調査例により，また，受精能獲得に用い

た血清アルブミンの種類により大きく異なつていた（表

4，図2）．アルブミン1－VII群の間で進入率を比較す

ると，1－mでは比較的多数の調査例が高い進入率を示

した．一方，IV一冊では特定の調査例でのみ進入率が高

かった．また，進入率をA～Hの8調査例の間で比較

すると，A～Cではどのアルブミンを用いても高い進入

率が得られたが，D～Hでは特定のアルブミンでのみ進

入率が高かつた．後者の調査例の揚合，高い進入率を示

すアルブミンは各調査例ごとにそれぞれ異なつており，

両者の問に一定の関係は認められなかつた，調査例Eと

Gでは受精能獲得開始時点での精子の運動能保有率がか

なり低かったが，それにもかかわらず，特定のアルブミ

ン群では高い進入率が得られた．このことは，精子の運

動能の低下がかならずしも進入率の低下の直接的原因に

なつていないことを示している．また，調査例Aのアル

ブミンVI，　Dの冊，　Eのva，あるいはFのIVなどの実験

例のように，同一個人でも1回目と2回目のテストの問

で進入率が著しく異なる場合が認められた．

考　　察

　血清アルブミン以外の実験条件を同一にした今回の実

験は，精子受精能獲得に用いられたアルブミンには多数

例に対しても幅広く有効なものと，そうでないものとが

あることを明らかにした．アルブミン1とVの比較から

わかるように，同じ製品でも10t番号が異なるだけで有

効性には大きな差が認められる．このことは各製品に來

雑物として混入しているなんらかの有効成分，あるいは

阻害成分の量的違いが受精能獲得率に影響を与えている

可能性を示唆している．LuiとMeizel21）はBSAに混

在する脂肪酸を除去することによりハムスター精子の先

体反応誘起率が数倍高くなることを報告したが，われわ

れの実験では，脂肪酸含量の少ないアルブミン群（表

2）で特に精子進入率が高いという結果は得られなかつ

た．また，Davisig・2°）はBSA溶液中の燐脂質が精子に

移動し，逆に精子からコレステロールがBSA溶液中に

移動することによつてラット精子の先体反応が促進され

ると報告した．このことはコレステロール含量が少な

く，燐脂質に富むアルブミンほど先体反応誘起に有効で

あることを示唆しているが，われわれの結果では，これ

らの化合物の含量（表2）と精子進入率（表4）の間に

は一定の関連性は認められなかつた．カテコールアミン

類（エピネフリン，セロトニン等）が受精能獲得，先体

反応を促進するという報告もあるが34），アルブミン中で

のこれらの化合物の含量は今回測定されなかつた．これ
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らの化合物を含め，種々のアルブミン來雑物の影響は今

後さらに検討されなければならない．

　一方，受精能獲得に有効なアルブミンの種類は各個人

によりそれぞれ異なり，また，同一個人でも精液採取時

期により異なる揚合があるので，これらの要因によつて

もアルブミンの効果は修飾されていると考えられる．結

局，受精能獲得の良否は各アルブミンと各個人の精子の

間の親和性の違いによつて決定されるということができ

るが，この親和性が具体的にアルブミンと精子の間のど

のような相互作用に基づくかは今のところ不明である．

　本実験ではイオノフォアA23187処理による受精能

獲得の促進が行なわれた．この処理を用いることによつ

て，従来の報告の揚合よりもはるかに低い精子濃度と短

い媒精時間で高い受精率を得ることができた．調査例E

およびGにみられるようにイオノフォア処理に対する精

子の反応性には個人差があるが，この処理を加えていな

い予備実験でも，用いるアルブミンの種類によつて受精

率が大きく異なるという結果が得られているので，処理

そのものがこの現象の主原因ではないと思われる．

　このようにアルブミンと精子の間の親和性には大きな

個人差があるので，受精能獲得に1種類のアルブミンし

か用いていない従来の研究はこの観点から再考されなけ

ればならない．例えば，最近，精子の受精能獲得時間に

個人差があることが報告されたが17・18），この受精能獲得

時間も用いるアルブミンの種類を変えれば変化する可能

性を含んでいる．また，従来のハムスターテストで精子

進入率が低かつた調査例では，偶然，用いたアルブミン

がその個人の精子に適さなかつたことによるという可能

性が考えられる．したがつて，このテストを男性不妊症

患者の精子の受精能力の診断に応用する揚合には症例ご

とに多種類のアルブミンを用いた詳細な検討が必要であ

る．もちろん，今後の課題としてアルブミン溶液中のい

かなる成分が精子の受精能獲得を促しているのか，ま

た，それを阻害する物質が含まれているか等の検討が行

なわれる必要があろう．ヒトの体外受精の研究において

も，精子の前培養および媒精にBSA35），　HSA36・37），あ

るいは非動化患者血清38）などが用いられているが，精子

の受精能力がアルブミンの品質により影響されるという

ことは考慮されなければならない問題であろう．

　上述の問題点はヒト精子染色体の研究においても重要

である．これまでの報告では染色体分析率の低い調査例

が多いが11・12），このなかには精子，アルブミン問の不適合

が原因になつている揚合もあると考えられる．この点を

克服するためには，あらかじめ何種類かのアルブミンを

用いて受精能獲得を行ない，予備的媒精実験により最も

高い受精率の得られた精子懸濁液を本実験に用いること
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が望ましい．この方法はくりかえし精液試料を得ること

が難しい症例の揚合には特に有効である．われわれはこ

の点のほかにも従来の方法にいくつかの改良を加え，従

来の報告よりもはるかに高い精子染色体分析率を得るこ

とができた．この方法の詳細は別に報告する予定である．

　　本研．究を行なうにあたり有益な助言を頂き，血清アル

ブミン試料の一部を提供して頂いたハワイ大学解剖学・

生殖生物学教室の柳町隆造教授に深く感謝する．また，

技術的協力を頂いた鳥取大学解剖学第一講座の舟木賢治

博士，帝人生物医学研究所の菅原茂樹氏，旭川医科大学

生物学教室の立野裕幸氏，および，血清アルブミンの化

学分析の協力を頂いた旭川医科大学内科学第二講座の衛

藤雅昭氏に謝意を表する．

　　本研究は文部省科学研究費補助金（試験研究（2），No．

58890006）の援助を受けたものである．

文 献

1）Yanagimachi，　R．，　Yanagimachi，　H．　and　Ro．

　　　gers，　B．　J．：　The　use　of　zona．free　animal

　　　ova　as　a　test．system　for　the　assessment　of　the

　　　fertilizlng　capacity　of　human　spermatozoa．

　　　Biol．　Reprod．15：471，1976．

2）Rogers，　B．　J．，　Campen，　H．　V．，　Ueno，　M．，

　　　Lambert，　H。，　Bronson，　R．　and　Hale，　R．：

　　　Analysis　of　human　sperrnatozoal　fertilizing

　　　ability　using　zona－free　ova．　Fertil．　Steril．32：

　　664，　1979、

3）Overstreet，　J．　W．，　Yanagimachi，　R．，　Katz，

　　D．F．，　Hayashi，　K．　and　Hanson，　F．　W．：

　　Penetration　of　human　spermatozoa　into　the

　　human　zona　pellucida　and　the　zona－free　ham－

　　ster　eg9：　Astudy　of　fertile　donors　and　in－

　　fertiie　patients．　Fertil．　Steril．33：534，1980．

4）Hal1，　J．　L．：Relationship　between　semen

　　quality　and　human　sperm　penetration　of　zona・

　　free　ham　：．ter　ova．　Fertil．　Steril．35：457，

　　1981．

5）Tyler，　J．　P．　P。，　Pryor，　J．　P．　and　Collins，　W．

　　P．：　Heterologous　ovum　penetration　by　hu．

　　man　spermatozoa．　J．　Reprod。　Fert．63：499，

　　1981．

6）Zausner．Guelman，　B．，　Blasco，　L．　and　Wolf，

　　D．P．：Zona．free　hamster　eggs　and　human

　　sperm　penetration　capacity：Acomparative
　　study　of　proven　fertile　donors　and　infertility

　　pat三ents．　Fertil．　Steril．36：771，1981．

7）Cohen，　J．，　Weber，　R。　F，　A．，　van　der　Vijver，

　　J．C．　M．　and　Zeilmaker，　G．　H．：1n　xpitro

　　fertilizing　capacity　of　human　spermatozoa

　　with　the　use　of　zona．free　hamster　ova：　In．

　　terassay　variation　and　prognostic　value．　Fer－

　　til，　Steril．37：565，　1982．

8）Martin，　R．　H．　and　Taylor，　P．　J．：Reliabili一

　　　　ty　and　accuracy　of　the　zona．free　hamster　ova

　　　assay　in　the　assessment　of　male　fertility、　Br．

　　　　J。Obstet、　Gynaecol．89：951，1982．

9）Margalioth，　E．　J．，　Laufer，　N．，　Navot，　D．，

　　　　Voss，　R．　and　Schenker，　J．　G．：　Reduced

　　　fertilization　ability　of　zona．free　hamster　ova

　　　by　spermatozoa　from　male　partners　of　normal

　　　infertile　couples．　Arch．　Androl．10：67，1983．

10）Rudak，　E．，　Jacobs，　P．　A．　and　Yanagimachi，

　　　R。：　Direct　analysis　of　the　chromosome

　　　constitution　of　human　spermatozoa．　Nature

　　　　（London）274：911，1978．

11）Martin，　R．　H．，　Lin，　C．　C．，　Balkan，　W．　and

　　　Burns，　K．：　Direct　chromosomal　analysis　of

　　　human　spermatozoa：Preliminary　results　from

　　　18normal　men．　Am．　J．　Hum．　Genet．34：

　　　459，　1982．

12）Martin，　R．　H．，　Balkan，　W．，　Burns，　K．，　Rade－

　　　maker，　A．　W．，　Lin，　C．　C．　and　Rudd，　N．

　　　L．：　The　chromosome　constitution　of　1000

　　　human　spermatozoa．　Hum。　Genet，63：305，

　　　1983．

13）Balkan，　W．　and　Martin，　R．　H．：Chromo－

　　　some　segregation　into　the　spermatozoa　of　two

　　　men　heterozygous　for　different　reciprocal

　　　translocations．　Hum．　Genet．63：345，1983．

14）Balkan，　W．，　Burns，　K．　and　Martin，　R．　H．：

　　　Sperm　chromosome　analysis　of　a　man　hetero・

　　　zygous　for　a　pericentric　inversion　of　chromo．

　　　some　3．　Cytogenet．　Cell　Genet．35：295，

　　　1983．

15）Berger，　T．，　Marrs，　R．　P．，　Saito，　H．　and

　　　Kletzky，0．　A．：Factors　affecting　human

　　　sperm　penetration　of　zona－free　hamster　ova．

　　　Am．　J．　Obstet．　Gynecol．145：397，1983．

16）Martin，　R．　H．　and　Taylor，　P．　J．：Effect　of

　　　sperm　concentration　in　the　zona－free　hamster

　　　ova　penetration　assay．　Fertil．　Steril．39：379，

　　　1983．

17）Perreault，　S．　D．　and　Rogers，　B．　J．：　Capaci－

　　　tation　pattern　of　human　spermatozoa．　FertiL

　　　Steril．38：258，　1982．

18）斉藤晃，星和彦，鈴木雅洲，林恵子，柳
　　　町隆造：ヒト精子の受精能獲得時問の個人差，

　　　　日本不妊誌，29：90，1984．

19）Davis，　B．　K．，　Byrne，　R。　and　Hungund，　B．：

　　　Studies　on　the　mechanism　of　capacitation　H．

　　　Evidence　for　lipid　transfer　between　plasma

　　　membrane　of　rat　sperm　and　serum　albumin

　　　during　capacitation　in　vitro．　Biochim。　Bio・

　　　phys．　Acta　558：257，1979．

20）Davis，　B．　K．，　Byrne，　R．　and　Bedigian，　K．：

　　　Studies　on　the　mechanism　of　capacitation：

　　　Albumin．mediated　changes　in　plasma　mem－

　　　brane　lipids　during　in　witro　incubation　of　rat

　　　spenn　cells．　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　USA

　　　77：1546，　1980．

1

1

1

」

1

］

1

」



fi

H召下0　60　年　1　月　　1　日 上口・美甘

21）Lui．　C．　W．　and　Meizel，　S．：Biochemical

　　　studies　of　the　in　vitro　acrosome　reaction　in．

　　　ducing　activity　of　bovine　serum　albumin．　Dif．

　　　ferentiation　9：59，　1977．

22）Yanagimachi，　R．：ln　vitro　sperm　capacita．

　　　tion　and　fertilization　of　golden－hamster　eggs

　　　in　a　chemically　de丘ned　medium．　In‘‘In

　　　　V7it1－o　Fertilization　and　Embryo　Transfer”

　　　Edited　by　Hafez，　E．　S．　E．　and　Semm，　K．，

　　　Lancaster，　MTP　Press　Ltd．，　p．65，1983．

23）高橋十郎，藤井一寿，林　長倉：脂肪酸活性化

24）

25）

26）

27）

28）

29）

30）

31）

32）

33）

酵素反応を用いた脂肪酸定量へのアプローチ，

臨床化学，4：179，1975．
Takayama，　M．，　Itoh，　S．，　Nagasaki，　T．　and

Tanimizu，1．：Anew　enzymatic　method　for

determination　of　serum　choline－containing

phospholipids．　Clin．　Chim．　Acta　79：93，1977．

Allain，　C．　G．，　Poon，　L，　S．，　Chan，　C．　S．

G．，Richmond，　W．　and　Fu，　P．　C．：Enzy．

matic　determination　of　total　serum　choleste．

rol．　Clin．　Chem．20：470，1974．

星　和彦，長池文康，桃野耕太郎，京野広一，

対木　章，斉藤　晃，鈴木雅洲，林　恵子，柳

町隆造：われわれの行っている精液静置法
“　layering　method’”による精液中からの良好

精子の分離，日本不妊誌，28：101，1983．

井上正人，根岸則武，吉野かほる，藤井明和：

Ionophore　A　23187によるヒト精子の先体反

応，日本不妊誌，25：153，1980．
Green，　D．　P．　L．：The　inductioll　of　the　acro．

some　reaction　in　guinea　pig　sperm　by　the

divalent　metal　cation　ionophore　A　23187．　J．

CeU　Sci．32：137，　1978．

Russel1，　L．　D．，　Peterson，　R，　N．　and　Freund，

M．：D三rect　evidence　for　the　formation　of

hybrid　vesicles　by　fusion　of　the　plasma　and

outer　acrosomal　membranes　during　the　acro・

some　reaction　of　boar　spermatozoa．　J，　Exp．

Zool．208：41，1979．

Smith，　M．，　Peterson，　R．　N．　and　Russell，　L．

D．：Penetration　of　zona．free　hamster　eggs

by　boar　sperm　treated　with　the　ionophore　A

28187　and　inhibition　of　penetration　by　anti－

plasma　membrane　antibodies．　J．　Exp．　Zool．

225：157，　1983．

Kamiguchi，　Y．，　Funaki，　K．　and　Mikamo，

K．：Anew　technique　for　chromosome　study

of　murine　oocytes．　Proc．　Japan　Acad．52：

316，　1976．

上口勇次郎，舟木賢治，美甘和哉：謡歯類卵子

および未着床胚の染色体標本作製法，先天異
常，　18：41，　1978．

Mikamo，　K．　and　Kamiguchi，　Y．：Anew

assessment　system　for　chromosomal皿utageni・

city　using　oocytes　and　early　zygotes　of　the

Chinese　hamster．　In　‘‘Radiation－lnduced

Chromosome　Damage　in　Man”Edited　by

34）

35）

36）

37）

（63）63

Ishihara，　T．　and　Sasak量，　M．，　New　York，

Alan　R．　Liss，　Inc．，　p，411，1983．

Meize1，　S．：Stimulation　of　sperm　fertility　in

vitro　by　exogenous　molecules．　Reproduction

5：169，1981．

Trounson，　A．0．，　Leeton，　J．　F．，　Wood，　C．，

Webb，　J．　and　Kovacs，　G．：The　investiga・

tion　of　idiopathic　infertility　by　in　vitro　fer・

tilization．　Ferti1，　SteriL　34：431，1980．

Lopata，　A．，　Johnston，1．　W．　H．，　HQult，1．　J．

and　Speirs，　A．1．：Pregnancy　following　in．

trauter量ne　implantation　of　an　embryo　obtain－

ed　by∫π痂70　fertilization　of　a　preovulatory

egg．　FertiL　Steri1，33：117，1980．

Trounson，　A．0．，　Mohr，　L．　R．，　Wood，　C．

and　Leeton，　J，　F．：Effect　of　delayed　insemi．

nation　on　in　vitro　fertilization，　culture　and

transfer　of　human　embryos．　J．　Reprod．　Fert．

　　　64：285，　1982．

38）鈴木雅洲，星　和彦，星合　昊，斉藤　晃，桃

　　　野耕太郎，森　良一郎，京野広一，対木　章，

　　　今泉英明，長池文康，上原茂樹，永沼孝子，広

　　　瀬洋子：体外受精・胚移植により受精・着床に

　　　成功した卵管性不妊症の1例，　目本不妊誌，

　　　28：439，　1983．

Effects　of　various　kinds　of　serum

albumin　on　human　sperm

penetration　into　zona・free

　　　　　　　hamster　ova

Yujiroh　Kamiguchi　and　Kazuya　Mikamo

　　　Department　of　Biological　Sciences，

　　　　　　Asahikawa　Medical　College

　　The　effect　of　serum　albumin　on　in　tvit1‘o　capaci・

tation　of　human　spermatozoa　was　studied　us三ng

sperm　penetration　assay　with　zona・free　hamster

ova．　Seven　kinds　of　commercially　available　al．

bumin　were　used　with　14　semen　samp1es　from　8

healthy　men，　and　the　following　results　were　ob．

tained．

　　1）Among　the　seven　album三ns，　some　effectively

induced　high　penetration　rates　in　aH　semen　sam－

ples　examined，　while　others　were　only　effective

in　some　samples．

　　2）Some　semen　samples　were　capacitated　by　all

albumins　with　high　penetration　rates，　but　others

were　capacitated　only　by　a　few　albumins．　In　the

Iatter　case，　the　effective　a1bumins　were　different

for　each　individual．

　　3）The　effectiveness　of　the　same　kind　of　albu。

min　varied　remarkably，　in　some　cases　between

two　semen　samples　obtained　from　the　same　donor
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at　different　times．

　　4）The　amount　of　three　biochemical　contami．

nants，　i．　e．　fatty　acid，　phosphol三pid　and　cholester・

o】，varied　considerably　among　the　seven　albu・

mins．　But，　there　was　no　positive　correlations　be．

tween　the　amount　of　these　contaminants　and　the

sperm　penetration　rate．　Thus，　we　were　not　able

to　explain　the　mechanism　of　the　albumin・sperm

affinity．

　　On　the　basis　of　above・mentioned　results，　we　dis・

cussed　two　points；（1）the　reliability　of　previously

reported　hamster　tests　and（2）methodological　im．

provements　necessary　for　analyzing　human　sperm

chromosomes．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年6H6日）
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STUDIES　ON　ARTIFICIAL　INSEMINATION　INTO　THE　OVIDUCT
　　　　　　　　　THROUGH　THE　TUBAL　FIMBRIA　IN　RABBITS

Kiichi　KANAYAMA，　Tuyoshi　ENDO，　Gunjiro　KOBAYASHI
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Yuji　SAKUMA

　　　　Department　of　Veterinary　Physiology，　College　of　Agriculture

　　　　　　　　　　　and　Veterinary　Medicine，　Nihon　University，

　　　　　　　　　　　　　　　　Fujisawa，　Kanagawa　252，　Japan

　　　　Abstract：　The　technique　for　artificial　insemination　into　the　oviduct　through　the　tubal

丘mbria　was　studied　on　rabbits．　The　animals，　which　had　been　treated　with　PMSG　to　cause

superovulation，　were　laparotomized　under　general　anesthesia　and　semen　was　injected　into

the　oviduct　with　a　capillary　through　the　tubal丘mbria．　The　semen　had　been　obtained

from　mature　males　by　the　arti丘cial　vagina　method，　and　diluted　with　physiological　saline

solution　to　l：10．　An　hour　Iater　HCG　was　administered　to　induce　ovulation　and　then，

after　36　to　42　hours，　the　oviduct　and　uterus　were　irrigated　to　obtain　ova．

　　　　The　amount　of　semen　injected　into　the　oviduct　varied　among　the　anirnals　but　ranged

from　1．5　to　2．5ml．　The　total　number　of　ovulation　points　was　166　in　the　ll　rabbits　and　that

of　ova　obtained　from　the　oviduct　was　81，430f　which　were　cleaved　ova　frorn　lO　subjects．

The　development　stages　of　those　ova　were　within　the　range　of　2　to　8．cell　cleavage；4－cell

stage　was　the　most　frequent　as　320va　fell　under　this　category；10　were　in　8－cell　stage．

These　cleaved　ove　appeared　morphologically　normal，　developing　normally．　Of　the　81

0va　collected，23　were　uncleaved　and　l4　were　degenerated．

　　　　The　cleaved　ova　obtained　were　transferred　to　the丘ve　recipients　to　be　con丘rmed

normal　embryos．　Recipients　had　been　mated　by　vasectomized　males．　The　ova　were　trans－

ferred　l　to　ll　for　each　recipient．　It　was　found　later　that　three　out　of　five　recipients　either

had　fetuses　implanted　or　gave　birth　to　the　young．　No　morphological　abonrmalities　were

detected　in　the　implanted　fetuses　or　in　the　placentae．　The　newborn　rabbits　were　function－

ally　as　well　as　morphologically　normal．

　　　　The　foregoing　results　suggested　that　artificial　insemination　by　injecting　a　slna11　amount

of　semen　illto　the　oviduct　through　the　tubal丘mbria　could　lead　to　a　normal　fertilizing　proc－

ess　and　that　it　could　be　used　to　treat　oligospermia　in　human．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．30（1），65－70，1985）

Introduction

　　It　is　known　that　spermatozoa　must　stay　in

the　female　reproductive　tracts　for　a　certain

length　of　tlme

zona　pellucida

In　this　period

changes　in　the
capacitation1，2》，

cal　change，

tion3），

　　　　　and　the

aminute　morphological　change　in　the

　so　that　they　can　enter　the

of　an　ovurn　and　fertilize　it．

there　OCcUrS　twO　SucCeSSive

spermatozoa：one　ls　sperm
aphysiological　or　biochemi・

　　　　　other　is　acrosome　reac一

spermatozoa．　Sperm　capacitation　was丘rst

found　in　a　rabbit　and　has　been　studied　fur－

ther　since　then．　Rabbit　spermatozoa，　passing

through　the　uterus　and　oviduct，　are　reported

to　be　capacitated　in　5　to　6　hours2，4＞．　It　was

demonstrated　that　10　to　ll　hours　were　re－

quired　to　bring　about　sperm　capacitation　if

it　took　place　either　in　the　oviduct　alone5）

or　in　the　uterus　alone6）．　Thus　it　was　revea1．

ed　　that　spermatozoa　　Ileed　　Ilot　pass　all

through　the　female　reproductive　tracts　to　be
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capacitated．

　　It　is　said　that　in　a　rabbit　less　than　a　few

hundred　spermatozoa　ejaculated　in　the　vagina

can　reach　the　ampulla　of　the　uterine　tube7’

to　participate　in　fertilization．　Sperm　capaci・

tation　can　be　achieved　within　the　oviduct

alone　as　already　mentioned，　so　it　should　be

possible　to　fertilize　an　ovum　with　a　limited

number　of　spermatozoa，　by　injecting　a　small

amount　of　semen　from　the　tuba1丘mbria．
The　idea　led　us　to　undertaking　of　the　present

lnVeStlgatlOn．

　　Oligospermia　has　been　treated　chie且y　with

hormones　by　urologists，　and　now　in　vitro

fertilization　and　embryo　transfer（IVF＆E－

T）are　being　put　to　a　wider　use　on　the　cases

unresponsive　to　hormonal　therapy．　IVF＆
ET　were　at丘rst　indicated　for　tubal　sterility，

but　now　they　are　tried　to　deal　with　oligosp－

ermia　as　they　need　only　a　small　number　of

spermatozoa．
　　The丘rst　newborn　originating　from　IVF＆

ET　was　reported　in　l9788）and　the丘rst　suc－

cess　in　this　country　was　recorded　by　Suzuki

et　aL9）in　1983．　IVF＆ET　are　the　last　resort

to　treat　sterilities　due　to　tubal　sterility　and

oligospermia，　though　the量r　propr量ety　is　quite

COntrOVerSiallo）－12）．

　　We　have　been　studying　the　treatment　of

sterilities，01igospermia　in　particular，　by　in－

jecting　semen　into　the　oviduct　through　the

tuba1丘mbria　so　that　in　vitro　fertilization　can

be　avoided．　The　present　paper　is　to　report

on　our　attempt　at　arti丘cial　insemination

into　the　oviduct　through　the　丘mbria　and

the　resultant　birth　of　the　normal　young．

The　success　of　this　technique　implies　its

possibillty　of　offering　oPPortunities　to　explore

the　mechanism　of　fertilization　by　means
of　experirnents．

Materials　and　Methods

　　The　subjects　were　female　Japanese　wllite

rabbits，　mature　and　weighing　2．8　to　3．5kg，

The　animals　were　subjected　to　our　simple

procedure　for　induction　of　superovulation13，

so　that　the　number　of　ovulated　ova　would　be

increased．　That　is，50　to　751U　of　PMSG

was　injected　into　the　auricular　vein．　Seventy－

two　hours　later　the　animal　was　laparotomized

by　midline　abdominal　incision　under　general

日不妊会誌　30巻1号

anesthesia　with　a　pentobarbital　derivative，　As

shown　in　Fig．1，　semen　was　injected　into

the　tubal丘mbria　after　the　presence　of　mature

follicles　was　con丘rmed．　The　semen　was
obtained　from　a　mature　male　by　the　artificial

vagina　method　and　diluted　to　1：10　with　phys－

iological　saline　kept　at　37QC．　It　was　in－

jected　with　a　glass　capillary　inserted　into

the　tubal丘mbria　carefully　so　as　to　avoid

hemorrhage．　Then　the　abdominal　muscles
and　the　skin　were　sutured　and　one　hour　after

the　iDsemination　751U　of　HCG　was　injected

into　the　auricular　vein　to　induce　ovulation．

　　Ova　were　collected　35　to　42　hours　after　the

HCG　administration　by　irrigating　the　excised

oviduct　and　uterus　or　by　irrigating　the　ovi－

duct　alone　under　general　anesthesia．　The

ovaries　were　explored　for　ovulation　points

along　with　ova．

　　The　obtained　cleaved　ova　were　transferred

to　recipient　female　rabbits　to　determine　their

capability　of　developing　lnto　fetuses．　The

recipient　was　mated　with　a　vasectomized
male　when　the　donor　was　given　HCG　intra・

venously　（i．　e．，1hour　after　the　insemina－

tion）so　that　their　ovulation　was　synchronized．

The　recipient　was　then　Iaparotomized　under

general　anesthesia　and，　after　ovulation　points

were　checked　for　in　the　ovaries，　the　cleaved

ova　were　transferred　to　the　oviduct　through

the　tuba1丘mbria　with　a　glass　capillary．

Fig．1　1njection　of　semen　into　oviduct　through

　　　　　　tuba1丘mbria　with　a　glass　capillary．

Results

　　The　amount　of　diluted　semen　injected　into

the　oviduct　ranged　roughly　between　O．15　and

O．25ml，　though　it　varied　among　the　animals．

Table　l　shows　the　results　of　the　experiment．

1

1
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into　oviduct　through　tubal　fimbria　irl　rabbits

Anim．
No．

No．　of

ovulation

　pomts

　No．　of

　　ova
recovered

Developing　stages　of　eggs

1 2 4 8 16一 D

　1

2

3

4

5＊

6＊

7＊

8＊

9＊

10＊

11＊

　8

15

15

26

　9

12

10

10

　6

39

16

7（6）

13（5）

15（6）

4

　5

　4

　6

　7

　6

30

　1

4（3）

6（2）

1

2

3

2

11

1

4

5

4

2

1

3

1

11

1

5（2）

1

3

3

7（6）

4（4）

2

1

1

1

8

D：Degenerating，（　）：Recovered　from　uterus

＊：Irrigation　of　oviduct　alone　under　general　anesthesia

Table　2　Summarized　results　of　artificial　insemination　into　tubal　fimbria

No．　of

Anim．
examined

Total　No．　of

　ovulation
　　　polnts

No．　of　Anim．

having　yieled
cleaved　ova

　　Total
No．　of　ova

recovered＊

Developing　stages　of　eggs

1 2 4 8 16一 D

11 166 10 81 23 1 32 10 0 14

D：Degenerating
＊：Recovered　from　oviduct

←

P

Fig．2　4－cell　stage　egg　obtained

　　　　　　　msemmatlon　into　oviduct．

by　arti丘cial

Ova　were　obtained　from　all　the　ll　cases，10

0f　which　yielded　cleaved　and　supposedly　fer．

tilized　ova．　The　number　of　ovulation　points

ranged　from　8　to　39　and　that　of　recovered

ova　from　l　to　30．　Cases　No．1to　No．4were

sacri丘ced　and　their　oviducts　and　uteri　were

irrigated　to　recover　ova，　As　a　result　2　mor．

phologically　normal　ova　at　8－cell　stage　were

obtained　from　the　uterus　of　No．2．　In　the

7cases　from　No．5　to　Noユl　the　oviduct　was

irrigated　under　general　anesthesia　without

being　excised，　but　the　recovery　of　ova　was

comparable　to　that　with　the　excised　oviduct．

　　Table　2　gives　a　summary　of　Table　1．　The

total　number　of　ovulation　points　was　166　and

that　of　ova　recovered　from　the　oviduct　was

81．　That　is，　the　rate　of　ova　recovery　was

49％．　The　failure　to　recover　about　half　the

ovulated　ova　might　be　attributed　to　the　me．

chanical　stimulus　to　the　tuba1丘mbria　at　the

time　of　semen　injection　which　must　hare

prevented　many　of　the　ova　from　entering

the　tubal　fimbria．

　　The　total　number　of　the　cleaved　ova　recover・

ed　was　43：their　development　ranged　between

2－cell　and　8－cell　stages．　The　4－cell　stage　had

the　highest　incidence（32／43）and　10　were　at

8．cell　stage．　This　means　that　more　than　half

the　ova　recovered　were　cleaved　ones　at　4－

cell　or　8・cell　stage　of　morphologically　normal

appearence．　There　were　also　23　uncleaved

ova　and　14　degellerated　ones：these　might
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Table　3

Artificial　insemination　into　the　oviduct

Ratio　of　artificially　inseminated

of　developing　into　fetuses

日不妊会誌　30巻1号

and　cleaved　ova　capable

Recipient
　　No．

No．　of　ova
transferred

Developing　stages
　　　　of　ova

　　transferred

　　　　No．　of

implanted　fetuses
or　the　newborn

1

2

3

4

5

4

3

3

11

1

4－cell

2－cel1：1

4・cell：2

8－cell

4－cell

4－cell

3

2

0

3

0

1

」

Fig．3　1mplanted　fetus　on　the　22　nd　day　of

　　　　　　gestation－developed　from　artificially　in－

　　　　　　seminated　into　oviduct　and　transplanted

　　　　　　lnto　reclplent，

be　either　unfertilized，　or　fertilized　by　an

abnormal　spermatozoon　or　by　plural　sper．

matozoa．　Fig．2shows　an　embryo　at　4－cell

stage　obtained　ill　the　present　experiment．

　　Table　3　shows　the　result　of　the　transfer

of　the　cleaved　ova　carried　out　to　con丘rm

the　normality　of　the　ova　obtained　by　the

arti丘cial　insemination　into　the　oviduct　through

the　tuba1丘mbria．　Tlle　cleaved　ova　at　2－to

8．cell　stages　obtained　by　this　technique　were

transferred　to　the　oviducts　of　5　recipients

mated　by　vasectomized　males．　As　a　result

3　0ut　of　the　5　had　fetuses　ilコPlanted　or　gave

birth　to　the　young．　As　seen　in　Fig．3，0n　mor－

phological　abnormality　was　demonstrated　in

the　implanted　fetus　or　in　its　placenta　at　the

22days　of　gestation．　Fig．4shows　a　new－

born　rabbits　from　another　recipient：they

give　no　evidence　of　morphological　or　func．

tional　abnormalities　and　are　growing　normal－
Iy，

　　Thus　it　was　proved　that　the　cleaved　ova

obtained　by　injecting　semen　into　the　oviduct

Fig．4　Recipient　an〔1　the　young　originating

　　　　　　from　artificial　insemination　into　oviduct．

through　the　tubal丘mbria　were　normal　em－

bryos．

Discussion

　　The　present　technique　for　arti丘cial　insemi－

natlon　ls　an　attempt　to　lnject　semen　lnto
the　oviduct　of　a　Iaparotomized　female　from

the　tubal丘mbria　with　a　capillary．　It　was

feared　that　this　might　cause　such　a　serious

mechanical　stimulus　to　tlle　morphologically

and　functionally　delicate　tubal　filnbria　as　to

prevent　the　subsequent　pickuP　of　the　ovulated
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ
ova．　It　turned　out，　however，　that　ova　were

collected　from　all　the　ll　subjects，　all　of　which

but　one　yielded　morphologically　normal　ova．

The　ratio　of　the　recovered　ova　to　the　ovula．

tion　points　was　about　50％：　but　this　ratio

is　expected　to　be　improved　in　the　future　by

relieving　the　stimulation　to　the　tubal丘mbria．

It　is　also　expected　that　the　rate　of　cleaved

ova　recovery　will　remarkably　improve　if　we

can　capacitate　ejaculated　spermatozoa　in　vitro

and　inject　them　lnto　the　tubal丘mbria　after

Ovulation．
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　　In　mammals　some　unfertilized　ova　can　pre・

sent　cleavage．　Most　of　them　are　regarded　as

fragmenting　ova，　but　some　may　be　arrributed

to　parthenogenesis．　Pincus14）is　the　only　worker

who　reported　the　development　of　ova　of　ar，

tificial　parthenogenesis　into　fetuses，　and　it

is　usually　very　hard　to　bring　such　an　ovum　to

be　implanted15》．　It　is　possible　that　the　cleaved

ova　in　the　present　experiment　included

fragmenting　or　parthenogenetic　ova．　But
when　these　cleaved　ova　were　transferred　to

5recipients，3became　pregnant　and　were
confirmed　to　have　normally　developing　fetus．

es．　So　it　may　be　safely　said　that　the　cleaved

ova　obtained　in　the　present　experiment　were

embryos　yielded　by　normal　fertilization．　This

means　that　injection　of　semen　into　the
oviduct　through　the　tubal丘mbria　can　lead　to

the　normal　fertilization　process．

　　It　is　said　that　in　rabbits　it　takes　about　10

hours　for　spermatozoa　to　be　capacitated　in

the　oviduct　alone5｝．　It　is　also　known　that

the　fertilizability　of　the　spermatozoa　in　the

female　reproductive　tracts　can　last　24　to　30

hours16｝．　On　the　other　hand　the　fertility　of

the　ovulated　ova　is　reported　to　be　6　to　8

hours17）．　Therefore　in　the　present　experi．

ment　the　injected　spermatozoa　had　stayed　in

the　oviduct　for　about　10　hours，　i．e．，　acquired

full　capacitation　according　to　the　literature，

when　ovulation　took　place．　It　is　considered

that　a　spermatozoon　invades　the　ovum　in　3

hours　after　ovulation　in　the　physiological

fertilization18｝．　But　the　present　experiment

suggested　that　the　development　of　the　embryo

36to　42　hours　after　the　ovulation　was　some－

what　delayed　from　that　in　the　physiological

fertilization　following　copulation19）．　This

might　be　explained　as　that　ovulat玉on　was

delayed　from　what　had　been　expected　or　that

the　capacitation　of　the　spermatozoa　injected

from　the　tubal　fimbria　required　a　longer

time　than　reported　by　Adams　and　Chang5｝．

　　It　is　thought　that　about　2×108　spermatozoa

are　ejaculated　in　a　rabbit　and　that　a　few　hun・

dred　reach　the　ampulla　of　the　uterine　tube7），

Thus　it　is　about　lO’60f　the　ejaculated　spermat－

ozoa　that　can　participate　玉n　fertilization．

This　restriction　to　the　number　of　spermatozoa

may　have　a　physiological　signi丘cance　to　effect

selection　of　the　spermatozoa　and　inhibition

of　polyspermy．

（69）69

　　The　amount　of　semen　ejaculated　at　a　time

五sabout　l　ml．　which　contains　about　2×10B

spermatozoa　in　rabbit．　In　the　present　exper－

iment，　about　O．2ml　of　semen　already　diluted

to　1：10　was　used　for　insemination：　i．e．，

aもout　106　spermatozoa　were　injected　into　the

oviduct．　So　normal　fertilization　could　be

effected　by　this　technique　with　about　2％of

the　spermatozoa　ejaculated　at　a　time・

　　On　the　other　hand，　the　number　of　the

spermatozoa　injected　into　the　oviduct　in　the

possible　to　drastically

spermatozoa　to　be　injected

In　fact　we　experienced　that　fertilization　could

be　effected　with　O．2ml　of　ejaculated　semen

diluted　to　1：105（not　yet　published）．　The

number　of　the　spermatozoa　was　about　1000

in　this　case．　It　was　thus　indicated　that　only

asmall　number　of　spermatozoa　is　required
for　the　arti丘cial　insemination　into　the　ovi・

duct　through　the　tubal丘mbria．　We　are　trying

to　establish　the　minimum　number　of　sper－

matozoa　required　for　this　technlque，　which

w玉11be　reported　in

　　IVF＆ET　are　new
for　oligospermia
therapy　by　uro夏ogists．

moral　propriety　is　still　un

and　not　a　few　people

attitudelo－i2）．　The　present

present　study　Is　104　tlmes　as　many　as　that

of　spermatozoa　which　normally　can　reach

the　ampulla　of　the　uterine　tube　following

copulation．　So　theoretically　it　should　be
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　reduce　the　number　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　into　the　oviduct．

　　　　　　　　　　　　　　　　　the　near　future．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　techniques　indicated

　　　　　　　　　　　　　　　　unresponsive　to　hormonaI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　But　their　ethical　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　der　heated　discussion

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aSSUme　a　CritiCal

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　technique　seems

to　have　suggested　a　possibility　of　apPlication

to　treatment　of　human　oligospermia　not　by

in　vitro　but　by　in　vivo　fertilization．　We　are

also　exploring　another　possibility　of　this

technique　by　apP！ying　　in　　to　　treat　tubal

sterility　in　which　the　junction　of　the　oviduct

and　uterus　is　blocked，　It　will　also　prove

valuable　to　reproductive　physiology　as　it　is

expected　to　disclose　abundant　information
regarding　the　process　of　fertilization・
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家兎における卵管内人工授精に関する研究

　　　金山喜一・遠藤　克・小林軍次郎

　　　　　　　　佐久間勇次

　　（日本大学農獣医学部獣医生理学教室）

　卵管采から卵管内に精液を注入する卵管内人工授精に

ついてウサギを用いて検討した．PMSGの投与により
過排卵処理を施したウサギを全身麻酔下で開腹して，精

液を卵管采より卵管内にキャピラリーで注入した．精液

は成熟雄より人工膣法で採取したもので，生理的食塩液

で10倍に稀釈したものを供試した．精液注入後1時問目

にHCGを投与して排卵を誘起し，これから36～42時
問目に卵管と子宮を灌流して卵子の検索を行なつた．

　卵管采から卵管内に注入した稀釈精液の液量は個体に

より一様ではなかつたが，おおむね1．5～2．5mlの範囲

であつた．供試11例における排卵点の合計は166個で，

卵管から回収された卵子は81個であつた．供試11例のう

ち10例から合計43個の分割卵子が回収された．これら卵

子の分割ステージは2細胞期から8細胞期の範囲にあ
り，4細胞期のものが32個と最も多く，次いで8細胞期

の10個であつた．これらの分割卵子は正常な発育を遂げ

ていると思われる形態的に正常な卵子であった．また，

81個の回収卵子のうち未分割卵子が23個，変性卵子が14

個含まれていた．

　さらに，得られた分割卵子が正常な受精卵子であるこ

とを確認するために胚移植試験を行なつた，卵管内人工

授精において得られた2細胞期から8細胞期の分割卵子

を偽妊交尾を行なつた5羽のrecipientに1～11個の範
囲で移植したところ，3羽のrecipientに着床胎児また

は産子の分娩を認めた．着床胎児，胎盤における形態的

な異常は認められなかつた．また産子においても，形態

的および機能的に何らの異常も認めていない．

　以上の成績より，卵管采から卵管内に少量の稀釈精液

を注入する卵管内人工授精においても正常な受精過程が

遂行されることが明らかとなつた．すなわち，卵管内人

工授精が乏精子症（精子過少症）の治療手段として応用

できる可能性が本実験によつて示唆された．

　　　　　　　　　　　　（受付・昭和59年6月13日）
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　Kallikreinの妊孕性向上に対する有効性を知るためclomipheneやhuman　menopausal　gonadotropinを

乏精子症に用い，治療し，少なくとも6カ月以上不妊であつた患者にkallikreinを投与し精子濃度の増加や

精子運動能の増加などの可能性を検討した。Kallikrein投与によつて精子濃度の増加には著変はなかった

が，精子運動能は正常精子濃度群，HMGまたはclomiphene投与乏精子症群，無治療乏精子症群いずれの

群でも増加している例が多く，合計44例中33例（75％）にその効果が認められた．また特にkallikreinに

よる精子運動能の改善されたものと妊娠との関係をみると，妊娠したのは正常精子濃度群およびHMG投与

乏精子症群で多く認められた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster，，30（1），71－79，1985）

匡

』

緒　　言

　組織での細胞増殖の促進がka］likrein・kinin系を介

して起こる可能性Dが考えられた．そこでこの考えから

kallikreinを乏精子症の患者に投与すると精子濃度な

らびに精子運動率が増加することが報告され2），その後，

内外でこの事実が追試確認されてきた3・4）．主に指摘さ

れていることはkallikreinの精子運動能の増加であり，

このことはfπvitre5）やinτiWO6）で認められている．

　そこで今回は特に，現在までに乏精子症に広く用いら

れているclomiphene，やgonadotropinを用い治療し，

少なくとも6カ月以上不妊であつた患者にその上kalli・

kreinを投与し，　kallikreinの妊孕性向上に対する有効

性を検討した．加えるにkallikreinの精子i数増加や精

子運動能の増加などの可能性をも検討した．

対象および研究方法

　京都府立医科大学付属病院産婦人科不妊外来を訪れた

患者が対象となり，試験期間は昭和58年8A1目より昭

和59年8月31日までとした・不妊期間は2年以上とし

Table　l　Seminal　analysis　according　to　E1－

　　　　iasson　Scores6）

　　　　　　　Eliasson．　ScQres

Sperm　Density（×106／m1）

　　　　　　≧60：

　　　　　40－59：

　　　　　20－39：

　　　　　　≦19：

Sperm　Motility（96）

　　　　　　≧60：

　　　　　50－59：

　　　　　31－49：

　　　　　　≦30：

0

1

3

10

0

1

3

10

Sperm　Motile　E缶ciency（ME！min）

　≧70：

50－69：

31－49：

　≦30：

0

1

3

10

た，女性側では排卵障害（無排卵）以外の異常はない

者，つまり通常行なわれている不妊検査で異常がない者
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Fig．　l　Alteration　of　sperm　density　during

　　　　　　the　treatment　of　kallikrein（120K．U．／
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100

16：1

80

6｛〕

40

20

0

0 1 2 3 　4　　　　　5

‘month｝

Fig．3　Alterat量on　of　sperm　motile　e缶ciency

　　　　　　during　the　treatment　of　kallikrein

　　　　　　（120KU．／day）量n　Group　I　patients．
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Fig．2　Alteration　of　sperm　motility　during

　　　　　　the　treatment　of　kallikrein（120K．U．／

　　　　　　day）in　Group　I　patients．

が対象となつた．排卵障害を訴えるものは適宜治療を行

ない正常排卵周期を回復した者を対象とした．そこでこ

の不妊女性の夫で，既往疾患に流行性耳下腺炎，陰嚢水

腫，停留睾丸，その他淋疾，副睾丸．炎，ヘルニア，睾丸

外傷熱性疾患のない男性に⑧Kallikrein（バイエル社

Fig．4　Alteration　of　sperm　density　during

　　　　　　the　treatment　of　kallikrein（120K．U．／

　　　　　　day）in　Group　H　pat玉ents，　who　had

　　　　　　been　treated　with　human　menopau－

　　　　　　sal　gonadotropill（HMG，1501．U．，

　　　　　　i．m．　tw量ce　a　week）due　to　oligospe・

　　　　　　rmia（＜4×107／mD，　but　had　failed

　　　　　　to　get　pregnancy　at　Ieast　over　6　mo臨

　　　　　　Ilths　of　this　therapy．

製　hogPancreatic　kallikrein　製剤，　1錠　10kallikrein

Unit）を1日12錠を3カ月以上投与した．この揚合，男

性を4群に分けた．すなわち第1群は精子運動率および

運動能の如何にかかわらず精子濃度が40×10G／ml以上

1

d

i

】

】

1

」

1
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Alteration　of　sperm　motility　during

the　treatment　of　kallikrein（120K．

U．／day）in　Group　H　patients．
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Fig．6　Alteration　of　sperm　motile　e伍ciency

　　　　during　the　treatment　of　kallikrein

　　　　（120K．U．／day）in　Group　H　patients．

である群とした．さらに乏精子症（＜40×106／ml）のう

ち，第2群human　menopausal　gonadotropin（HMG，

1501U，週2回）投与群および第3群は　clomiphene

（25mg／目）連続投与群とし，第2群と第3群は少なくと

もkallikrein投与前6カ月以上投与され，精子濃度の

増加，運動率の改善の有無にかかわらず妊娠しなかつた

揚合とした．これら患者のHMGまたはclomiphene

治療前の精子濃度はく40×106／mlであり，中にはkal・

likrein投与時は≧40×106／mlになつていたものも含

　　80
tX10ワml）
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1n61
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o
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Fig．7　Alteration　of　sperm　density　during

　　　　the　treatment　of　kall量krein（120K．

　　　　U．／day）in　Group皿patients，　who

　　　　had　been　treated　with　clomiphene

　　　　citrate（25mg／day）due　to　oligospe．

　　　　rmia（〈4×107／ml），　but　had　failed

　　　　to　get　pregnancy　at　least　over　6　mo・

　　　　nths　of　this　therapy．

（month

Fig．8　Alteration　of　sperm　motility　during

　　　　the　treatment　of　kallikrein（120K．

　　　　u．／day）in　Group　HI　patients．

む．さらに第4群は上記乏精子症精子濃度（＜40×106

ml）でkallikreinのみ投与したものとした．以上のよ

うに4群にわけて検討した．

　また治療前に血中ホルモン値を可能な限り測定し，異

常値の有無を知り，他の疾患との鑑別をした．kallikre一
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Fig．9　Alteration　of　sperm　motile　e伍ciency

　　　　during　the　treatment　of　kallikrein

　　　　（120K．U．／day）in　Group　HI　patients．
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Fig．11　Alteration　of　sperm　motility　during

　　　　the　treatment　of　kallikrein（120K．

　　　　U．／day）inGroup　Iv　pat三ents．
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Fig．10　Alteration　of　sperm　density　during

　　　　the　treatment　of　kallikrein（120K．

　　　　u．／day）in　Group　rv　patients，　who

　　　　were　oligospermic　（＜4×107／mD

　　　　but　without　treatment．

in投与中および投与後は一般に血中ホルモン値には変

動が認められない4）ので，投与後は特別測定しなかった，

なお血中ホルモン（Prolactin，　FSH，　LH，　testosterone，

estradiol－17β）値はRIAにて測定した．

　効果判定はEliasson　Scores7）を考慮し，そのうち精

子濃度，精子運動率，精子運動能を表1に示したように

scoreを作り，評価し，さらに妊娠率からも検討した．

o

3 4 5 6 7

montht

Fig。12　Alteration　of　sperm　motile　e伍cie－

　　　　ncy　during　the　treatment　of　kalli・

　　　　krein（120K．U．／day）in　Group】V

　　　　patlents．

結　　果

　分類された4群におけるkallikrein投与による精子

数，精子運動率および精子運動能の投与期間における変

動を第1群（8例）は図1，2，第2群（12例）は図3，

4，第3群（15例）は図5，6，第4群（10例）は図7，

8にそれぞれ示した．その有効　無効の要約を表2に

示した．その結果，各群に多少違いがあり，第1群で

は減少しているように思える．しかし，各群合計したも

司

」

i

』

1

」

1



i

堅

巳召不0　60　∫「　1 月　1日

　Table　2

Sperm　Density

　　　　　　　　　　　　　　　　玉舎・大野・和田・岡田

Summary　of　effects　of　kallikrein　on　sperm　density，　sperm　motility

and　sperm　mQtile　e伍ciency　in　each　group．　The　effectivenss　was

the　increase　of　either　sper皿density，　sperm　metility　or　sperm　motile

efhciency．

（75） 75

Effect
Group

Increased

No　Change

Decreased

Tatal

Group　I

1

2

5

8

Group皿

9

0

2

11

Group皿

6

0

9

15

Group】V

5

0

5

10

Tota1

21

　2

21

44

Sperm　Motility

Effect
Group

Increased

No　Change
Decreased

Tota1

Group　I

6

2

0

8

Group∬

6

3

2

11

Group皿

10

2

3

15

Group】町

5

2

3

10

Total

27

　9

　8

44

Sperm　Motile　E田ciency

Effect
Group

Increased

No　Change
Decreased

Total

Group　I

6

2

0

8

Group　H

9

2

0

11

Group皿

10

2

3

15

Group］V

8

2

0

10

Total

33

　8

　3

44

　　　　　　　Table　3　Relation　between　effectiveness　of　kallikrein　and　pregnancy．

　　　　　　　　　　　　　　　　was　the　same　as　that　descrived　for　Table　2．

Group　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Group］V

The　effectiveness

Effectiveness

Yes

No

Ne．（％）

7／　8　（87．5）

1／8　（12．5）

Pregnancy　（％） Effectiveness

2（25）

0（0）

Yes

No

No．（％）

8／10（80）

2／10　（　20　）

Pregnancy　（96）

0（0）
0（0）

Group∬ Tota1

Effectiveness

Yes

No

No．（％）

10／12　（83．3）

　2／12　（16．7）

Pregnancy　（9・6） Effectiveness

3（25）

0（0）

Yes

No

No．（％）

38／45　（84．4）

　7／45　（15．6）

Pregnancy（96）

6（13．3）

0（0）

Group皿

Effectiveness

Yes

No

No．（％）

13／15　（86．7）

　2／15　（13．3）

Pregnancy　（％）

1（6．7）

0（0）
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Table　4　Relation　between　effectiveness　of

　　　　　kal！ikrein　and　pregnancy．　The

　　　　　effectiveness　was　the　increase　of

　　　　Eliasson　scores．

Group　I

日イく女壬会謎三　　30　巻　1　号

Table　5　Relation　between　effectiveness　of

　　　　　kallikrein　to　sperm　motile　e田cie．

　　　　　ncy　and　pregnancy．

Group　I

Effec・i・・ness　l

Yes

No

No．（96）
1・・eg・…y（％）

7／　8　（87．5）

1／　8　（12．5）

Effec・i・・ness　i

2（25）

0（0）
Yes

No

No．（96）

7／　8　（87．5）

1／　8　（12．5）

lP・egnan・y（96）
1

2（25）

0（0）

Group　H Group皿
Eff…i…essl　N・・（・6）

Yes

No

ip・eg…・y（96）

8／12　（66．7）

4／12　（33．3）

Effectiveness

3（25）

0（0）
Yes

No

No．（96）
）P・egnan・y（％）

9／12　（　75　）

3／12　（　25　）

3（25）

0（0）

Group皿 Group皿

d
Effec・i・・ness　l

Yes

No

No．（％）
1・・eg・・n・y（％）

6／15　（　40　）

9／15　（　60）

Effec・i・・ness　1

1（6．7）

0（0）

Yes

No

No．（％）

10／15　（66．7）

5／15　（33．3）

Pregnancy　（96）

1（6．7）

0（　0）

」

Group　W Group　IV

Effec・i・・ness　l

Yes

No

No．（％）
1・・egna・・y（％）

7／10　（　70　）

3／10　（　30　）

Effec・i・・ness　l

0（0）
0（0）

Yes

No

No．（％）
lp・eg…・y（96）

7／10　（　70　）

3／10　（　30　）

』

0（0）
0（0）

Total Total i
Eff…i・・ness　I

Yes

No

No．（96） Ip・eg・…y（96）

28／45　（62．2）

17／45　（37．8）

Effec・i・・ness　l

6（13．3）

0（0）

Yes

No

No．（％）
ip・eg・・n・y（96）

33／45　（73．3）

12／45　（26．7）

6（13．3）

0（0） 1

のからすると精子濃度には，kallikrein投与によつて変

化はなかつた．しかし，精子運動率はkallikrein投与

により各群で増加し，合計でも増加率が高かつた．

　また精子運動能は各群とも増加している例が多く，当

然合計でも44例中33例（75％）にkallikreinが有効と

認められた．

　一方精子濃度，精子運動率，精子運動能および妊娠の

どれか1つに改善が見られる場合を有効として，各群で

有効（率）と妊娠（率）との関係をみると（表3），各

群とも有効率は高く，合計でみると45例中38例（84．4

％）が有効とみなされた．また妊娠は第1群（正常精子

濃度）と第2群（HMG投与乏精子症）に比較的高率に

みられた．またEliasson　Scoresで改善がみられたもの

も同様な結果となつた．しかし，kallikreinに対する有

効率は低下した（表4），kallikreinが最も著効を示す

として知られている精子運動の改善についての臨床測

定上，最も信頼性が高い精子運動能の改善された有効

（率）と妊娠（率）との関係をみると（表5），特に第

1群と第2群に妊娠が多く認められた．特に両群とも25

％ほどに認められた．さらに第3群（clomiphene投与

乏精子症）で1例妊娠が認められたが，妊娠率は低か

つた．これら妊娠したものは人工授精したものではなか

つた．

　このようにkallikrein投与により，いずれかの因子

に改善，Eliasson　Scoreの改善または精子運動能の改善

が有効であつたものとkallikrein投与前に測定し得た

血中ホルモン値との関係を検討し，それぞれ図13，14，

15に示した．これからわかるように有効と判定したもの

と無効と判定したものとの血中ホルモン値との関係には

特記する違いはなかつた．

1

1

1
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Fig．13　Relation　between　effectiveness　of　kallikrein　and　serum　hormone

　　　　　levels　before　this　treatment．　The　effectiveness（●）was　the　same

　　　　　as　that　descrived　for　Table　2，　0：no　effectiveness．
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Fig．14　Relation　between　effectiveness　of　kallikrein　and　serum　hormone

　　　　　levels　before　this　treatment．　The　effectiveness（●）was　the　same

　　　　　as　that　descrived　for　Table　4．　O：uneffective．

考 案

　今までにkallikreinが精子の増殖および運動性の増

進する可能性に関して臨床的に精子濃度および運動率の

増加2’4）ということで示されてきた．これらの他に妊孕

性向上と関連した事実が知られているが，要は　kaL

likrein投与により妊孕性が増加することが十分期待し

うる，

　本研究で報告したようにkallikreinによる精子の運

動率，運動能の改善がゴπvitro5）および臨床6）で報告さ

れてきた．しかしkallikreinによる精子濃度の増加も

報告されてきたが，本研究ではこの点については十分な

確認が得られなかった．

　従来の精子運動率は検者の主観に左右されることが大
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Fig．15 Relation　between　effectiveness　of　kallikre童n　and　serum　horlnone

levels　before　this　treatment，　The　effect三veness（●）was　the　same

as　that　descrived　for　Table　5．　0：no　effectiveness．

きいためEliasson7）のscoreをも利用し，そのscore

のうち，精子奇形率と妊孕性とには関係が少ないことが

知られている8）ので除外した．また従来の精子運動率測

定法では精子の運動の質が，まつたく考慮されないので

精子運動能（sperm　motile　efficiency）を用い，これは

妊孕性と関係すると考えられるので重点を置いた．

　今回は特に一般的に使用されているHMGやclomi・

pheneで精子濃度増加をはかり，6カ月以上経過し妊娠

しなかつたものに，ka11ikreinを用い，この有効性を検

討した．今回の結果からすると正常精子濃度の群，およ

び，強力な精子増加作用をするHMGとがもつとも妊

娠率が高く，これらの群におけるkallikreinの与える

妊孕性への増大が強く考えられる．

　正常精子濃度の場合およびHMGで刺激された揚合

にはkallikrein－kinin系を介して有効にkallikreinが

働き，妊孕性が高まつたことが考えられる．一方clomi・

phene投与された揚合，内因性のgonadotropinを増加

させ，その結果精子濃度が増加することになる，しか

し，精子濃度が増加する割には妊娠率は期待するほど高

くはない9）．この場合にkallikreinを投与しても，高

い妊娠率を得られなかつた．これはclomipheneの直接

精子や精漿への影響を無視しえないのかもしれない．無

治療の乏精子症でもkallikreinが有効に働いているよ

うであるが妊孕性向上には未知の要素が関係しているこ

とは否定できない．

　血中ホルモン値はkallikreinの有効性との関係をも

ともと推測するためのものでなく，例えば高PRL血症

が及ぼす影響を除外することであり，さらに精巣前障害

の除外の可能性を検討するためである．しかし，HMG

やclomipheneによる無治療で乏精子症にkallikrein

を投与し，血中ホルモン値を測定し得た症例が少なく，

十分なことがいえない．
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was　studied　in　clomiphene－treated　or　human

menopausal　gonadotropin（HMG）・treated　oligo－

spermic　patients　who　had　failed　to　get　pregnancy

at　least　over　6　treated　months．　Althrough　the

increase　of　sperm　density　by　kallikrein　was　not

remarked．　However　sperm　motile　efficiency　was

improved　in　330ut　of　44　cases（75％）by　ka1－

likrein．

　　The　relation　between　effectiveness　of　sperm

motile　efficiency　and　pregnancy，　by　kallikrein

revealed　the　high　rate　of　pregnancy　in　the　kal・

likrein　treated　normospermic　and　HMG－treated
　　　patlents．

　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年9月11目，特掲）

The　effectiveness　of　kallikrein（120　k．u．Xday）
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1

　　　Abstract　：　To　evaluate　a　cause　of　idiopathic　male　infertility，　testosterone　uptake

into　the　seminiferous　tubules　and　Leydig　cell　function　in　infertile　men　were　studied．

　　　　Plasma　and　intratesticular　testosterone　concentrations　were　measured　by　radioimmuno－

assay．　Testicular　steroidogenesis　activities　was　determlned　using　cell　free　homogenate

（supernatant　at　800×g）obtained　from　testicular　biopsy．　The　seminiferous　tubules　was

isolated　with　collagenase．　To　determine　the　testosterone　uptake　into　the　seminiferous

tubules，　the　isolated　tubules　was　incubated　with　radioactive　testosterone　in　Eagle’sminimum

essential　medium　for　20　min．　at　33°C．

　　　　Plasma　and　intratesticular　testosterone　concentrations　in　idiopathic　infertile　men　were

5．1±1．1ng／ml（M±SD，　n＝12）and　2，6±L2ng／mg（M±SD，　n＝12），　respectively．　The

ability　of　3β・hydroxysteroid　dehydrogenase　for　pregnenolone　was　markedly　increased　in　4

0ut　of　5　infertile　men．　In　contrast，40ut　of　5　infertile　men　had　lower　activities　of　17α一

hydroxylase　for　pregnenolone．　C17－201yase　and　17β一hydroxysteroid　dehydrogenase　showed

similar　activities　to　the　control　employed　in　the　present　studies．

　　　　The　amount　of　testosterone　uptake　in　very　mild　germ　cell　maturation　arrest，　asper－

matogenesis，　severe　germ　cell　maturation　arrest　and　regressive　hypospermatogenesis　were

70，8±6．1（M±SD，　n；5），16．4±1．1（n＝4），42．7±12．4（n＝8）and　43．7±12．4（n＝4）fmo1／

100mg　tubules，　respctively．　The　testosterone　uptake　into　the　tubules　in　l2　idiopathic　infertile

men（801igospermics　with　severe　germ　cell　maturation　arrest　and　4　azoospermics　with

aspermatogenesis）was　signi丘cantly　decrased　in　comparison　with　very　mild　germ　cell

maturation　arrest　used　as　control（p＜0．001）．

　　　　Since　the　idiopathic　infertile　men　examined　have　abundant　testosterone　production，

eventhough　the　steroidogenesis　pathway　is，　in　part，　different　from　normal，　and　since　they

showed　a　decreased　incorporation　of　testosterone　in　the　isolated　tubules，　one　of　the　causes

of　idiopathic　male　infertility　may　possibly　be　the　lack　of　some　mechanisms　to　retain　testo．

sterone　in　the　seminiferous　tubules．

　　　Key　words：Male　infertility，　Isolated　seminiferous　tubules，　Testosterone　uptake，　Le－

ydig　cell　function．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），　80－86，　1985）
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Introduction

　It　is　well　known　that　approximately　lO・15

％of　all　married　couple　are　childless，　and

that　the　male　factor　accounts　for　the　childl．

essness　in　approximately　50％of　the　cause．

However，　the　cause　of　male　infetility　has

remained　obscure，　thereby　treatment　of　idio．

pathic　infertile　men　is　one　of　dif丘cult　problems．

　　In　the　present　paper，　to　evaluate　one　of

the　causes　of　idiopathic　male　infertility，　p1・

1
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asma　and　intratesticular　testosterone　concentra・

tions，　testicular　steroidogenesis　activities　and

the　testosterone　uptake　into　the　isolated　semi・

niferous　tubules　were　studied　ln　12　infertile

men，801igospermics　and　4　azoospermlcs．

Materials　and　Methods

　　Testicular　tissue　of　biopsy　size　was　obtain－

ed　from　idiopathic　infertile　men，　patients　with

varicocele　and　previously　untreated　patients

with　prostatic　cancer．

　　4・14C－pregnenolone（55．7　mCi／mmol），4・14

C・progesterone（55．7mCi／mmol），4－14　G17α一

hydroxypregnenolone（60．O　mCi／mmo1）4・14G
l7α一hydroxyprogesterone　（50．O　mCi／mmol），

414C－4－androstenedione（60．OmCi／mmol）and

1，2－3H－testosterone　（52，0　Ci／mmol）　were

purchased　from　New　England　Nuclear　Co．
（Boston，　Massachusetts）．　Collagenase（type　IV）

was　purchased　from　Worthington　Biochemical

Co．（Freehold，　New　Jersey）．NAD　and　NAD－

PH　were　obtained　from　Sigma　Chemical　Co．

（St．　Louis，　Missouri）．　Silica　gel　G　and　G254

were　purchased　from　E．　Merck（Darmstadt，

Germany）．　Sepadex　LH－20　was　obtained
from　Pharmacia　Fine　Chemicals（Sweden）．

　5匂りal’atiollげse7nin・ガセ2‘OUS　tubz‘185

　　The　testis　tissue　was　gently　minced　into

small　pieces（approximately　2mm　in　size）in

room　temperature　and　incubated　in　3　ml　of

Krebs　Ringer　buffer（pH　7．4）containing　3mg

coUagenase　at　33°C　for　5　min．　with　con－

tinuous　stirring．　The　tissue　was丘1tered　th．

rough　a　screen　and　washed　with　10ml　of

Krebs　Ringer　buffer．　The　incubation　of　the

seminiferous　tubules　was　repeated　in　the　col．

1agenase　medium　at　33°C　for　10　min．．

　　ハ4eaSt〃’e711e71彦（ガ旋ヲsto5terone　mptake　illtO　tlze

isolated　5e刀zinifero　4s　tubule∫

　　The　isolated　seminiferous　tubules　was　in．

cubated　with　3H　Iabelled　testosterone　in　3ml

Eagle’s　minimum　essential　medium（pH　7．4）

at　33°Cfor　20　min．．　The　fragment　of　tubules

were　washed　with　Krebs　Ringer　buffer　and

丘ltered　through　the　screen　to　wash　radioactive

steroids　which　remained　outside　tubules．　Then，

the　tubules　were　homogenized　with　5ml　of

O．25M　sucrose　solution．　Extraction　of　ste．

roids　was　repeated　three　times　with　3ml　of

methylene　dichloride．　Separation　of　radioac・

tive　stero三ds　was　carried　out　by　thin　layer

chromatography　with　a　solvent　system　of　ben．

zene　and　acetone（4：1，　v／v）．　The　radioactivity

of　steroid　fractions　was　measured　in　a　liquid

scintillation　spectrometer．

　　Deteプ〃liノκz∫∫o刀　げ∫）lasma　and

CZご．！0ワ幽　testosteア’one　CO／lcell彦ratiOn∫

11ZtlZlt｛ノ∫t1齢

　　Plasma　testosterone　level　was　measured　by

aradioimmunoassay　using　the　antibody　ag－

ainst　testosterone－11－succinate－BSA．　Chrom．

atographic　purification　of　testosterone　before

radioirnmunoassay　was　performed．　The　inte－

rassay　and　intraassay　coef益cients　of　variation

were　10．7　and　7．3，　respectively．

　　For　determination　of　intratesticular　testo．

sterone　concentration，20－30mg　of　the　testis

tissue　was　weighed　and　homogenized　in　O．25

Msucrose　solution．　Subsequently，　testoste－

rone　was　extracted　from　the　homogenate　of

the　testis　equivalent　to　O．4mg　of　wet　tissue

weight　and　then　separated　from　other　steroids

by　a　Sephadex　LH・20　micro　column　chro－

matography　with　a　solvent　system　of　n．hexa．

ne，　benzene　and　methanol（80：15：5，　v／v／v）．

The　purified　testosterone　was　measured　by　a

speci丘c　radioimmunoassay．　Correction　for
Iosses　during　the　puri丘cation　was　made　adding

3H－testosterone（approximately，3，000　dpm）

to　the　homogemate　before　extraction．　The

interassay　coe伍cient　of　variation　was　8・3

nad　the　intraassay　coe伍cient　of　vari且tion

was　9．4．

　　Tes彦iCttlai・5teroidogeηesis　actiηit：ソ

　　20－50mg　of　testicular　tissue　was　homogen．

ized．　The　supernatant　fraction　at　800×g

was　used　as　the　enzyme　preparation．

　　Radioactive　steroid　substrate　of　known　sp．

eci丘c　activity　was　diluted　with　corresponding

authentic　non．radioactive　material　to　provide

aconcentration　of　steroid　saturating　for　enzy・

me．　The　substrates　used　were　pregnenolone

（7．16nmoD，　progesterone（4．06　nmol），17α一

hydroxyprogesterone（31．3nmol）and　4－and．

rostenedione　（42．8nmol）．　The　coenzymes

used　were　NAD（120μM）and　NADPH（200
μM）for　the　incubation　of　pregnenolone；N－

ADPH（50μM）for　other　substrates．　The

incubation　medium　contained　the　enzyme
preparation，　14C・1abelled　　steroid　　substrate，
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0．25M　sucrose，17mM　tris　and　1．7mM
MgC12．　The丘nal　volume　was　ajusted　to
3m1．　incubations　were　carried　out　at　37℃

for　20　min．　In　an　atomosphere　of　95％02

and　5％CO2　with　constant　shaking．

　　After　adding　cold　carrier　steroids（100μg

each），　extraction　was　repeated　three　times

with　10ml　of　methylene　dichlor量de．　The

combined　extracts　were　dried　over　anhydrous

disodium　sulfate　and　concentrated　at　40°C

under　reduced　pressure．　Ascending　chroma・

tography　was　performed　for　the　separation
of　steroids　using　20×20　cm　of　thin　layer　plates

precoated　with　silica　gel　G　and　GF254（4：1，

W／W）．The　development　of　thin　layer
plate　with　the　solvent　system　of　benzene　and

ace－（4：1，v／v）distinctly　separated　the　metaboli・

tes　from　the　progesterone，17α一hydroxyproges－

terone　and　　4－androstenedione，　In　addition

to　this　procedure，　second　development　with

asolvent　system　of　chloroforrn　and　ether（4：

1，v／v）was　required　for　the　separation　of

metabolites　from　pregnenolone　and　17α・hy－

droxypregnenolone．　The　enzyme　activity
was　determined　by　sum　of　metabolites　from

individual　substrate　and　expressed　as　nmol

product／100mg　testicular　tissue／20　miii．．

　e
　≡

ε

婁

葺

‘

ぎ

ご

董

o
葛

o
←

0．6

0．4

0．2

0

／
／°

■一一一一●一■一

1

1

0 4　　　　8　　　工2

Testosterone（11mol）

16

Fig．2　Saturabil三ty　of　testosterone　in　isolated

　　　　　　　seminiferous　tubules．100　mg　of　isolated

　　　　　　　seminiferous　tubules　was　incubated　with

　　　　　　　various　amount　of　radioactive　testosterone

　　　　　　　for　20　min．　at　33°Cunder　the　conditions

　　　　　　　indicated　in　the　text

0 20 40 60 80 100

d

1

A

』

Results

　　ExPei’imeチital‘0刀dit～0〃5　ゴ，Z　the　6τ’aluatio／Z

of　tesosterone　uPtakeゴノ～’0ゴ5・lated　tu・b～イles

B
巨コ 1

o
∈

と．

＄

7v

客

1
9
ε

k2
誓

二
x
←

600

400

200

C

D

1

1

1

0

0 100 200 300

　　　　　　　　　　　　　　　　Isolated　tubules（m9、

Fig．　l　Correlation　betweell　amount　of量solated

　　　　　　seminiferous　tubules　and　testosterone　up－
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　　　　　　　carrid　out　for　20　min．　at　33°C
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Table　1 Plasma　and　intratesticular　testosterone　concentrations

count　in　idiopathic　infertile　men

and　sperm

Case Age Sperm　count
（×104／ml）

　　Plasma
teStOSterOne
　（ng／ml）

IntrateStiCUIar

　teStOSterOne
　　（ng／mg）

1．S．

G．T．

T．1．

K．K．

T．A．

Y．T．

T．S。

K．T．

Y．1．

T．A．

N．H．

T．Y．

25

34

32

35

32

37

20

23

35

24

31

37

252

360

320

　　5

　　10

210

　　32

　72

Azoo

Azoo

Azoo

Azoo

4．1

6．0

5．5

6．3

3．7

3．1

5．7

4．7

6．0

4．3

5．2

6．5

1．1

3．0

2．8

3．6

1．0

1．4

3．0

1．6

5．0

1．8

2．7

4．2

M±SD（n　＝＝　12） 5．1±1．1 2．6±1．2

　　The　amount　of　testosterone　uptake　into　100

mg　of　isolated　tubules　revealed　a　Iinear　in－

crease　during　the　course　of　incubation　time

up　to　60　min．．　Relationship　between　the

amount　of　incorprated　testosterone　and　weight

of　the　tubules　demonstrated　a　distinctly　po．

sitive　correlation（Fig．1）．　For　the　amount

of　testosterone　uptake，100　mg　of　the　tubules

was　saturated　with　more　than　12　nmol　of

testosterone　under　the　condition　of　20　min．

of　incubation　time　and　temperature　of　33°C

（Fig．2）．　These　data　com丘rmed　that　incuba．

tion　of　20　nmol（1．5×105　dpm）of　testoste．

rone　and　100　mg　of　isolated　tubules　for　20

min．　at　33°C　is　suitable　for　the　measureme．

nt　of　testosterone　uptake　into　the　isolated

seminiferous　tubules　in　the　infertile　men　stu．

died．

　　Testosterone　aptake　i・ztO　the　isolated　se7n－

imlferous　tubules　in　vari・〃s　status　of　sper脚一

togeneszs・

　　The　infertile　men　examined　in　the　present

studies　were　classi丘ed　into　4　groups　according

to　the　status　of　spermatogenesis．　Twe星ve

idiopathic　infertile　men，　from　whom　plasma

and　intratesticular　testosterone　concentrations

were　determined，　were　included　in　group　B

and　C　（Fig．14）．　Five　patients　with　vari－

cocele，　who　revealed　almost　normal　spermato－

gensis　with　very　mild　germ　cell　arrest　and

Azoo：Azoospermia

clinical　subfertility，　were　used　as　control（gro－

up　A）．　Four　patients　with　prostatic　cancer

（group　D）revealed　regressive　hypospermato．

gensis．　The　amount　of　testosterone　uptake

into　the　isolated　tubules　in　group　A，　B，　C

and　D　was　70．8±6，1（n＝5），16．4±1．1（n＝

4），　42．7±12．4　（n＝8）　and　43．7±12．4　（n＝4）

（M±SD）fmo1／100　mg　tubules，　respectively．

In　the　12　idiopathic　infertile　men，　the　testo。

sterone　uptake　into　the　tubules　was　signi丘can－

tly　decreased（p＜0．001）．

　　Plasma　and　intratesticular’θ5’05’ero刀e　COII＿

‘翻剛加5∫πidゆathic　in／lertile　fnen

　　Plasma　and　intratesticular　testosterone　con．

centrations　were　determined　in　12　idiopathic

infertile　men．　All　patients　had　normal　con－

centrations　of　testosterone　both　in　plasma　and

testicular　tissue（Table　1）．　Intratesticular　te－

stosterone　concentration　in　aged　men　with

prostatic　cancer　was　O．49±0．17　ng／mg　tissue

（M±SD，　n＝20）．　The　results　clearly　indica－

ted　that　the　infertile　men　examined　had　si・

gnificantly　higher　concentrations　of　intrate－

sticular　testosterone　compared　with　the　aged

men．

　　Testiculaプ5跡・idogenesisαC’朗’ties　f／Zゴ伽一

Pathic　inプ診プtile　men

　　Fig．3shows　testicular　steroidogenesis　ac－

tivities　in　idiopathic　infertile　men．　The　ac一
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Fig．3　Testicular　steroidogenesis　activities　in　idiopathic

　　　　　　　HSD：hydroxysteroid　dehydrogenase

tivity　of　3β・hydroxysteroid　dehydrogenase　for

pregnenolone　was　markedly　increased　in　4

0ut　of　5　infertile　men　in　comaprison　with

the　control　of　a　aged　man　and　a　varicocele

with　normal　spermatogenesis．　In　contrast，

40ut　of　5　infertile　men　had　lower　activi・

ties　of　17α一hydroxylase　for　pregnenolone　than

that　of　the　contro1．　There　was　no　signi丘cant

differences　between　the　control　and　infertile

men　in　the　activities　of　17α・hydroxylase　for

progesterone，　C　17－201yase　for　17α一hydroxy魯

progesterone　and　17β一hydroxysteroid　dehydro・

genase　for　4－androstened量one．

Discussion

　　Twelve　infertile　men　of　azoospermics　and

oligospermics　with　the　sperm　count　of　Iess

than　4×106／ml　were　examined　in　the　pre－

sent　studies．　The　histology　of　the　testis　de－

monstrated　either　aspermatogensis　or　at　lea．

st　severe　germ　cell　maturation　arrest　in　spe一

τmatogenesis．　The　intratesticular　testosterone

£oncentrations　of　the　infertile　men　examin－

ed　were　markedly　higher　than　those　of　aged

men．　It　has　been　noted　that　testosterone

　　17β一HSD

　　　　for

4－andros，enediene

infertile　men

concentrations　in　the　testis　is　apProxymately

100times　of　the　serum　levelsi），　and　that

the　maintenance　of　normal　spermatogenesis
requires　high　concentration　of　testosterone．

Recently，　Baranetsky　et　al2）reported　that

physiological　doses　of　testosterone　can　initia・

te　normal　spermatogenesis　in　patients　with

hypogonadotropic　hypogonadism．　Therefore，

the　intratesticular　testosterone　concentration

per　se　seems　to　be　SuMcient　to　maintain　nor－

mal　spermatogenesis　for　the　infertile　men　in

the　present　studies．

　　On　the　other　hand，　the　activity　of　3β・hy－

droxysteroid　dehydrogenase　for　pregnenolone

was　markedly　increased　in　the　infertile　men

comapred　with　the　control　with　varicocele　who

has　normal　spermatogenesis．　In　the　infertile

men，17α・hydroxylase　showed　Iower　activi．

ties　for　pregnenolone　substrate，　whereas　the

activities　for　progesterone　substrate　showed

similar　to　the　control，　Our　results　are　con－

sistent　with　those　of　Oshima　et　a13）who　sta，

ted　that　testosterone　formation　may　be　greater

by　way　of　4・ene－3－oxosteroid　pathway　in

some　group　of　infertility．　There　is　a　posibili・

ty　that　Leydig　cells　produce　testosterone　by

1
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the　way　of　4・ene・3・oxosteroid　pathway　under

aspeci丘c　condition，　while　5－ene－3－hydroxy．

steroid　pathway　for　testosterone　biosynthesis

三sdominant　in　normal　human4）．　C　17－201y－

ase　in　the　human　has　higher　aflinity　for　17

α一hydroxypregnenolone　than　for　17α一hydroxy－

progesterone　and　the　property　of　C　17－201y・

ase　for　l7α・hydroxyprogesterone　is　low　a伍ni・

ty　and　high　capacity　for　the　substrate5｝．

Then，　both　pathway　of　testosterone　produc－

tion　from　pregnenolone　in　the　human　may

have　a　physiological』signi丘cance　to　main－

tain　normal　testosterone　concentration，　beca・

use　su伍cient　amount　of　testosterone　was　form－

ed　by　way　of　4・ene－3－oxosteroid　pathway　in

some　infertile　men．

　　The　seminiferous　tubules　in　the　human

could　be　isolated　by　our　method　of　two　step

incubation　in　the　collagenase　medium．　No

apParrent　pathological　chages　in　the　isolated

seminiferous　tubules　were　recognized　after　the

application　of　the　technique．　We　reported

previously6）that　testosterone　may　directly

act　on　the　seminiferous　tubules　in　the　human，

since　llo　signi丘cant　conversion　of　testosterone

to　dihydrotesterone　and　androstanediol　did

occur　in　the　tubules．　Most　of　testosterone

incorporated　into　the　tubules　seems　to　remain

as　testosterone　itself．　Saturab五lity　of　testo・

sterone　uptake　probably　indicates　that　the

amount　of　incorporated　testosterone　in　the

tubules　was　limited　by　some　factors　other

than　the　testosterone　concentration　outside

the　tubules．　The　testosterone　uptake　into

the　tubules　from　infertile　men　with　severe

maturation　arrest　and　aspermatogenesis　was
signi丘cantly　decreased（p＜0．001）．

　　The　seminiferous　tubules　contain　at　least

two　spieces　of　protein　which　have　a　speci丘c

a伍nity　to　a伍nity　androgens，　They　are　and－

rogen　receptor　an〔圭androgen　binding　Protein

（ABP），　Although　intercellular　localization　of

androgen　receptor　in　the　seminferous　tubules

is　still　controversial，　Sar　et　al．7｝observed

selective　accumulation　of　radioactive　testoste．

rone　in　Sertoli　cells，　but　not　in　spermatogonia．

Lyon　et　al．8）demonstrated　that　androgen
resistant　germ　cell　line　could　transform　into

spermatozoa　in　male　mice　where　chimeric　is

present　for　androgen　resistant　and　normal

genotype，　They　suggested　that　Sertoli　cell

is　essential　base　of　androgen　effect　on　germ一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rnentioned

above，　testosterone　may　be　present　in　Sertoli

cells　as　protein　binding　complexes．　The

amount　of　testosterone　incorporated　in　the

量solated　tubules　in　the　current　study　may

reflect　the　capacity　of　accumulation　of　testo－

sterone　in　Sertoli　cells．　Our　rtsults　of　signi－

ficant　decrease　in　testosterone　uptake　into

the　seminiferous　tubules　in　idiopathic　infer・

tile　men　may　suggest　that　some　group　of

idiopathic　infertility　could　result　from　insu－

fficient　androgen　binding　systems　in　Sertoli

cells，　eventhough　there　is　abundant　testoste－

rone　outside　the　tubules．

inal　epitherium．

　　Androgen　binding　protein　is　produced　by

Sertoli　cells　under　control　of　FSH9｝．　Musto

et　a1．，o）reported　that　ABP　concentrations　are

low　in　infertile　rats　with　Hre　gene．　Fu－

rthermore，　there　is　a　significant　correlation

between　intratesticular　testosterone　and　ABP

Ievels11〕．　These　probably　suggest　a　interre．

lationship　between　androgeris　and　two　kinds

of　biding　protein，　androgen　receptor　and　AB

P，which　are　produed　and　localize　in　Sertoli

cells．　Testosterone　in　Sertoli　cell　may　in・

volve　a　role　of　initiation　and　maintenance

of　spermatogenesis．　In　fact，　testosterone　in・

duces　meiotic　division　of　germ　cells12）．　Fu・

thermore　ABP　also　plays　a　role　of　transpor－

ting　testosterone　to　the　epididymis　through

the　lumen　of　seminiferous　tubules。

　　From　the　recent　knowledges
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特発性男子不妊症における分離精細管へ

　のテストステロン取り込み能とライ

　　　　デッヒ細胞機能に関する検討

横浜市立大学医学部泌尿器科学教室

穂坂正彦，木下裕三，岩崎　晧，

　　　　　西村隆一，高井修道

　特発性男子不妊症を対象とし，ライデッヒ細胞機能と

テストステロンの精細管内取り込み能との関連を検討し
た．

　男子不妊症12例の血中テストステロン値，精巣組織中

テストステロン値はいずれも正常であつた．精巣テスト

ステロン代謝に関与する各種酵素の活性を測定した結
果，5例中4例は4・ene－3・oxosteroid経路よリテストス

テロンが生成されるものと推定された．一方，コラゲネ

ー スにより分離された精細管へのテストステロンの取り

込み能は，軽度の精子形成障害は70．8±6．1（M±SD，

n＝5）fmo1／100mg　tubules，無精子形成は16．4±1．1（n

＝4），高度精子形成障害は42．7±12．4（n＝8）であり，

特発生男子不妊症におけるテストステロンの取り込み量

は著明に低下していた．

　すなわち，特発性男子不妊症ではテストステロンの生

成経路は正常とは異る例が認められたが，終局的にはそ

の生成分泌量は正常であり，テストステロンの精細管内

貯留機構に異常があるものと推定された．

　　　　　　　　　　　　（受イ寸；日召不059年9月18「1・特掲）
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無精子症におけるリブロースーペプタイド

5 Study　on　D－Ribulose－peptide　in　Azoospermia

匿
伊　藤　元　博

Motohiro　ITO

東邦大学第一産婦人科学教室

　　有沢克夫　中岡義明
　Katuo　ARISAWA　Yoshiaki　NAKAOKA

Ist，　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology；

　　Toho　University，　School　of　Medicine

　　　　　　　東邦大学生化学教室

　渡辺仁天野久夫
Hitoshi　WATANABE　Hisao　AMANO

　　Department　of　Biochemistry，

Toho　University，　School　of　Medicine

　D型リブロースを含むペプチド性物質（リブロースーペプチド）が生殖細胞に特異的に存在することか

ら，我々は精子機能との関連について種々検討してきた．その一連の研究として，ブタ精液の精子，精漿を

分離し，リブロースーペプチドの存在を確認したところ，類似の物質が両者のいずれにも存在することが判明

した．本物質が精漿中にも存在するという事実に着目し，リブロースーペプタイドが精子単独由来のもの

か，生殖器系の付属器官からも産生されているのかを知るために，無精子症患者の精液を用い，本物質の存

在の有無と存在するとすれば正常精液との量的関係はいかなるものかという二点について検討を加えた．

　i）無精子精液中にも正常精液中より見出されたリブロースーペプタイドと同一の物質が存在した．

　ii）無精子精液と正常精液との量的関係は後者は前者の約2倍であつた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），87－91，1985）

1．緒　　言

　リブロースペプタイドは，D型リブロースを含むペプ

チド性の物質で，生殖細胞1’3）に普遍的に存在するもの

であり，他の体組織にはみられない特殊のものであるこ

とから，生殖生理になんらかの役割を演じていると推測

し，精子機能との関連について検索してきた．

　本物質がブタ精液4）では，精子，精漿のいずれにも存

在し，とりわけ精漿中に多く存在するという事実より，

本物質が精子単独由来のものか，あるいは生殖器系付属

器官からも産生されているのかを知る目的で，今回無精

子症患者の精液を用い，リブロースーペプタイドの存在

の有無を検討し，正常精液との量的関係についても比較

検討した．

IL　実験材料および方法

（1）　使用した精液の採取および処理（図1）

　図1は無精子症患者の精液からのリブロースーペプタ

イドの抽出精製方法の概略である．

　本実験に使用した精液量は約5mlで，等量の10％ト

リクロール酢酸を加え良く携梓し除蛋白する．除蛋白

後，3000rpmで5分間遠心し，生じた上清に1％フェノ

ー ルフタレインを指示薬とし，10％水酸化カリウムを1

滴ずつその変色点迄添加した．この混合液に25％酢酸バ

リウム0．5m1と4溶の98％冷エタノールを加え，－20°C

にて一昼夜冷凍庫に貯蔵した．トリクロール酢酸添加よ

り以上の過程迄は低温下でできるだけ迅速に行う．

　（2）　カラムクロマトグラフィーによる試料の精製

　生じた沈澱物は「バリウム不溶画分」と「バリウム溶

エタノール不溶分画」を含んだ沈澱物で，十分掩梓した

後，等量の冷水で3回抽出し，濾液はアンバーライト

CG120（H＋型）と混合し，混和後ガラスフィルターを

通じて，AG3・X4A中に濾過流注させた．アンバーライ
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図1　EXPERIMENTAL　PROCEDURE

トCG120（H＋型）によって酸性化した溶液はこれによ

つて直ちに中和される．かくして得られた溶液をDow・

ex・1（OH型）（200～400メッシュ）のカラム（10×60

mm）に吸着させ，0，1Mアンモニア水と0．3Mギ酸アン

モン1：10の混合液を100mlの混合槽に向う濃度勾配

法を用いてクロマトグラフィーを施行した，1時間60

mlの流速で溶出させ3mlずつ分画採取した．クロマト

グラフィーの全行程は4°Cの低温下で行なつた．

　（3）分析方法

　1）定量

　ペントースはMejbaum法b）によつて行つた、

　2）糖反応

　濾紙上での糖反応としては，塩酸アニシジン法6），ア

ンスロン・リン酸法7）を行ない，溶液についての糖反応

はオルシン反応8），ジフェニールアミン反応，レゾルシ

μmole
（Pentos●｝

O．30

O．20

0．10
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ン反応，システィンカルバゾール反応を行なつた．

　3）試料中に含まれる糖成分の分離法

　約5ml中にリボースとして約3mgの糖成分が含ま

れる試料を，Rosevear9）らの方法に従つてDowex　50×

2（H＋型）（200－・400メッシz）5mlと混じて封管し，

105°C，66時間加水分解し，濾液を濃縮したものを糖試

料とした．

　4）糖のペーパークロマトグラフィー

　下記の展開剤を用いて展開した．

　i）n・ブタノール：酢酸；水（4：1：2v／v）

　室温で8時間展開

　ii）n・ブタノール：酢酸：水（4：1：1v／v）

　室温で8時間展開

　iii）n・ブタノール：アセトン：水（5：5：2v／v）

　室温で10時間展開

　5）糖の臭素酸化

　Seegmillerらの方法に従つて行なつた．

　6）糖の酵素学的検索

　7）　アミノ酸組成

　試料を6N塩酸で105°C，24時間封管中で加水分解

し，日立K．LAH型アミノ酸自動分析装置を用いて行

なつた．

III．実験成績

　（1）　カラムクロマトグラフィーによる分離精製

　　　　（図2）

　図1に示した実験方法で得られた各分画について，リ

ボースを標準として測定したペントース量を図2に示

す．左がヒト正常精液のペントース量で，右が無精子症

のペントース量である．無精子症のペントース陽性部分

5 10 15 20 25　　　5 10 15 20

　　　　　　　　　　　　　TUBE　NUM8ER　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TUBE　NUMBER

　　　　　　　　　Semefl　samPt●s什om　healthv　fertSle　mefi　　　　　　　　　　触oos鵬mia

図2　CHROMATOGRAPHY　OF　THE　RIBULOSE　CONTAINING　SUBSTANCE　FROM
　　　HUMAN　SEMEN　AND　AZOOSPERMIA　ON　A　COLUMN　OF　DOWEX．1（OH）
　　　（10×60mm）
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Glucose・oxidase

Fructose－R

Bromine－oxidation

Orcinol－HCI－R

Diphenylamine－R

Resorcinol－R

CysteirLe　carbazole－R

Cysteine　carbazole－R

　　Time　course

Negative

Negative

Resistant

S・m・1・・Sem艦無蓋lth・A・…p・・mi・

Sugar D－ribulose D－ribulose

Max．i　670nm

Max．2　540nm

Max．　610nm

Max．　490nm

Max．　540nm

Max． 15min

green

9「een

yellow　red

pink

pink

の位置は正常精液のそれと一一致し30～45mlの間に出現

しており，正常精液には無精子症に比べ約2倍量多く含

まれている．

　このペントース陽性部分を集め，15倍量の冷アセトン

を加え，一昼夜冷暗所に放置すると白色紮状沈澱が生じ

る．

　この沈澱物はヒト正常精液3）においては，リブロ　一一

スーペプタイドであることが判明しているが，無精子症

患者の精液の揚合もこれと同一物質であるか，あるいは

この類似物質であるかどうか検索する目的でこの分離し

た試料について以下の検討を試みた．

　（2）　分離した試料についての分析

　1）糖成分について

　試料に含まれる糖成分について分析を試みるため，前

述のRosevearらの方法により試料をDowex　50により

水解し，遊離糖としてから以下の検索を行なつた．

　a）糖反応（表1）

　表1は各種糖反応の結果である．

　グルコースーオキシダーゼ反応，フルクトース反応は

いずれも陰性，Brom酸化は抵抗性を示した．オルシン

吸収スペクトルはケト型ペントー・一一一・スであるリブロースに

典型的な540nmと670nmに吸収極大が認められ，発色

反応は緑色であった，他の糖反応はジフェニールアミン

表　2

Amino　acid

Lysine

Histidine

Arg量nine

Aspartic　acid

Threonine

Serine

Glutamic　acid

Proline

Glyc三ne

Alanine

Valine

Isoleucine

Leucine

Lysine

Histid三ne

Argin三ne

Aspartic　acid

Threonine

Serine

Glutamic　acid

Proline

Giycine

Alanine

Valine

Isoleucine

Leucine

反応では吸収極大は610nmに認められ，発色色調は緑

色，レゾルシノール反応では吸収極大は490nm，発色色

調は黄赤色システィンーカルバゾール反応では吸収極

大は540nmに認められ，発色色調は桃色であつた．また

システィンカルバゾール反応の時間は，発色色調の最大

到達時間が15分であつた．

　以上の結果よりこの遊離糖はケト型ペントースである

リブロースであることがほぼ推定された．

　b）遊離糖のペーパークロマトグラフィー（表2）

　遊離糖および各種ペントースの既知標品を前述の三種

類の溶媒でそれぞれ展開させ，アンスロン・リン酸試

薬，アニシジン塩酸試薬によつて呈色させて得たRf値

および発色色調を表2に示した．Rf値と色調から既知

リブロースとよく一致した．

　c）酵素学的検索

　呈色反応より本物質中に含まれる糖はケト糖であるこ

とが明確になり，Rf値よりリブロースであることが示

Sample

D－Ribulose

D－Xylulose

D－Arabinose

D－Xylose

D－Ribose

D－Desoxyribose

n－Butanol　　　4

Acetic　Acid　l

Water　　　2

0．34

0．34

0．37

028
0．30

0．33

0．40

n－Butanol　　　4

Acetic　Acid　l

Water　　　1

0．37

0．37

0．42

0．27

0．30

0．37

0．51

n－］Butano！

Acetone
Water

5
5
2

0．41

0．41

0．46

0．30

0．33

0．37

0．51

o－Anisidine－
HC1

　　Pink

　　Pink

　　Pink

Brownish　red

Brownish　red

Brownish　red

　Dark　red

P－Anisidine－
HCl

　　Pink

　　Pink

　　Pink

Brownish　red

Brownish　red

Brownish　red

　Dark　red

Anthrone・
phosphoric　acid

Dark　violet

Dark　violet

Dark　violet

　　（一）

　　（一）

　　（一）

light　Violet
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唆されたが，D型かL型リブロースであるかを決定する

ために，酵素を使用し，糖の化学構造である光学活性を

調べた．

　水解処理後の遊離糖はD・ribitol・dehydrogenaseの作

用を受けることから，上記の実験結果とあわせ本物質中

に含まれる糖はD型リブロースであると決定されてよ

い．

　d）アミノ酸組成（表3）

　この物質がニンヒドリン反応陽性であるため試料を6

N塩酸で105°C，24時間封管中で永解後，アミノ酸分析

を行ない，その種類をヒト正常精液より得られたアミノ

酸と比較した．両者とも同一のアミノ酸が検出された，

iv．考　　案

　精子機能に関する研究は形態学的，生化学的に検討さ

れてきたが，ことに近年その方法論の開発から生化学的

研究の進展はめざましい．

　我々は受精鶏卵卵黄中から全く新らしい酸可溶性分画

に属するリン酸化合物として見出されたリブロースーペ

プタイドが，ヒト卵胞液，ヒト精液，魚卵などの一連の

生殖細胞にのみ存在する特殊なものであることから，生

殖生理に何んらかの役割を演じている可能性を考え，精

子機能との関連について検索してきた．

　その一連の研究として，ブタ精液を用い，精子，精漿

を分離し，両者におけるリブロースーペプタイドの存在

の有無を検索したところ，本物質はいずれにも存在して

いることが判明した．そこで本物質が精子中で生成さ

れ，ある種の分泌細胞より精漿中に分泌されるのか，あ

るいは精子単独ではなく，精漿分泌器官からも産生され

ているのかを知る目的で，無精子症患者の精液を用い，

この精漿中に本物質が存在するか否か，また存在すると

すれば正常精液との量的関係はどうであるかという二点

について検討した．

　無精子症患者の精液約5mlを10％トリクロール酢酸

より抽出し，これよP「バリウム不溶」，「バリウム溶エ

タノール不溶」分画を集め，この中からペントースを指

標として得られた物質をDowex－1（OH型）カラムク

ロマトグラフィーより求めた．ペントース陽性部分は正

常精液と同位置の溶出液量30ml～45mlに出現し，正常

精液は無精子症に比べ約2倍多く含まれていた．このペ

ントース陽性部分を集めて分析を試み，糖反応，ペーパ

ー クロマトグラフィ・一一・・のRf値，呈色色調，酵素学的検

索により本物質がD型リブロースと決定された．

　また塩酸水解から13種類のアミノ酸が検出された．以

上の実験結果から正常精液より分離された物質と同じリ

ブロースを含むペプチド性物質が無精子症患者の精液中

日不妊会誌　30巻1号

にも存在することが判明した．

　リブロースーペプタイドは正常精液のみでなく，無精

子症患者の精液中にも存在することから，本物質が必ら

ずしも精子単独由来のものでなく，生殖器系付属器官か

らも産生されている可能性は濃厚である．

　精子運動機能維持に必要なエネルギー供給源としては

主に細胞外に存在する種々の基質が利用されていること

は既知の事実であるが，同時に内在基質が利用されるこ

とも知られている．精子中に存在するリブロースーペプ

タイドが精子の運動エネルギー供給の内在基質となつて

いるかどうかいまだ十分解明されないが，無精子症の精

液中にも存在し，その量的関係は正常精液の1／2であるこ

とから，運動エネルギーとの関連のみでなく，精巣およ

び精巣上体内でのリブロースーペプタイドの濃度を測定

し，精子成熟過程との関連について，さらに本物質の生

殖器系付属器官における産生部位の検索について今後検

討してゆく必要があると考える．
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reproductive　t量ssues　such　as　the　human　semen，

human　follicular　fluid，　chick　embryo　and丘sh　egg．

　　This　new　compound　was　referred　to　as　ribulose．

peptide．　This　compound　may　play　an　important

role　in　biochemical　embryogenesis．

　　In　our　previous　paper4），　it　was　suggested　that

this　substance　was　present　in　both　p量g　sperm　and

seminal　plasma．

　　However，　the　origin　of　the　ribulose－peptide

were　not　established，　and　it　is　the　purpose　of　this

study　to　see　whether　the　ribulose．peptide　was　de・

rived　from　only　the　spermatozoa　or　the　accessory

organs　of　reproduction．

　　Specimens　of　semell　were　obtained　by　mastur．

bat至on　from　2　azoospermic　men，　and　then　the

methods　used　in　this　study　have　been　described

elsewhere3）．

　　As　a　result，　the　present　study　demonstrated　the

presence　of　a　similar　ribulose－peptide　in　azoos・

permic　seminal　fluid．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年3月28日）
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1

　正常男子と95例の男子不妊症患者の精漿中のアンジオテンシン変換酵素（ACE）濃度を測定した．測定方

法は，cushman・cheung法のLieberman変法で行なつた．

　結果：正常者の精漿は1483±242Unit（Unit：nmol／ml／min）で，無精子症24例の精漿では，2101±859

Unitで，正常者との問に統計学的にpく0．05で有意差を認めた．精子判定基準として，　Eliason・scoreの変

法（東邦大法）を用いており，不妊症例では，精子濃度・運動率において，正常者に対して有意な差を認め

た．精子運動能指数（SMEI）においても有意な差を認めた．　SMEIにおいて，　score　O群は2135±899　Uni亡

でscore10群は2734±1307Unitでこのscore問でp＜O．05で有意な差を認めた．不妊症症例の精漿中の

angiotensin　Iは平均53．9±22．6pg／m1でangiotensin　Hは34．7±9．16pg／mlであり，正常男子の精漿中濃

度と同じであった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．工　F　ert．　Ster．，30（1），92－96，　1985）

1

」

1

L　緒　　言

　アンジオテンシン変換酵素（Angiotensin　converting

enzyme・以下ACEと略す）1）は，　angiotensin　Iを昇

圧物es　angiotensin　Hに変換する酵素で，生体内に広く

分布し，特に，肺・腎・血清中に活性が認められる2）。

また本酵素は，ブラジキニンを不活性フラグメントにす

る酵素であるキニナーゼ皿と同一酵素であると報告され

ている3）．

　精漿中における精子の運動に対して，キニン・カリク

レイン系が運動能を増強するということよりの，それを

不活性化するACEの存在が問題となる．われわれは，

精漿中のACE濃度を測定することにより，本酵素の精

子運動能に与える影響を検討したので報告する．

　　　　　　II．検査材料と測定方法

検査材料は，正常男子13例と，不妊を主訴として東邦

大学医学部附属大森病院リプロダクションセンター泌尿

器科部門を受診した男性不妊症患者95例より得た精液で

ある。なお，これらの男性不妊症患者の精液の状態は，

Eliasson　score5）の変法である精液の総合判定基準（東

邦大法）（表1）を用いて評価した．この精液の総合判定

法は，精液の・pe・m　d・n・ity，　m・・ph・】・gy，　m・tility，

sperm　rnotile　eMciency　indexをその状態に応じて0，

1，3，10とscoreで評価し，この4項目のscoreの総

和で精液を総合的に評価する方法である．

　ACEの測定方法は，用手的に精液を採取し，液化を

まつて精液の一般検査を行なつた後，ハリソン氏修正液

を等量加え7．5％Ficol液に重層し，250　x　g，15分間室

温で遠心し，精漿部分を分離して，これを材料とした6）．

ACEの測定法は，　Cushman－Cheung法のLieberman

変法を用いた．

Angi・tens三n　l，　angi・tensin　llの測定には，　r。di。。

1
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　　表1　精液の総合判定基準
東邦大法（Eliasson　scoreの変法）

Sperm　Density（m5ん2） Score Sperm　Morphology（％normal） 5core

≧60 0 ≧60 0

40－59 1 50－59 1

20－39 3 40－49 3

〈20 10 く40 m
Sperm　Moti樋ty（％） Score Sperm　Motile　Efflolency　hdex Score

≧60 o ≧70 o

50－59 1 50－69 1

31－49 3 31－49 3

≦30 10 盛30 lo

Strong　Aggluti陥tbn＝ 3

Unit

4aoo

以上の項目のScoreの和より精液の状態を次のように判定す6

≦1：正常　2～4：異常が疑われる　5～10：病的
≧fl：高度の病的状態

immunoassay法を用いた．

III．測定成績

　1）正常男子の精漿ACE濃度

　正常男子13例の精漿中のACE濃度は，1483±242

Unit（Unit：nmol／mllmin．）であつた．血清中のA

CE濃度の正常値が25～50Unitであることから，精漿

中にはACEが極めて高濃度に含まれていることが判明

した（図1）．

Unit

2000 Unit：n　m・1／mlんin．

mean：1483

SD：±242

図1　正常男子の精漿中のアンジオテンシン変

　　　換酵素（ACE）濃度

　2）精液分析とACE濃度

　a）無精子症とACE濃度

　無精子症29例の精漿中のACE濃度は，2101±859

Unitで，正常男子の精漿中のACE濃度に比し，危険

率5％以下で有意の増加を認めた（図2）．

Unit：nm。1ん1んin．

mean：2101

図2　無精子症患者の精漿中のアンジオテンシ

　　　ン変換酵素（ACE）濃度

　b）Sperm　densityとACE濃度

　68例の不妊症患者のsperm　densityにおける各々の

scoreとACE濃度を比較してみた，　score　O群（n＝

12）の平均ACE濃度は，3163±1340Unitであり，

score　1群（n＝4）　は，2341±919Unit，　score　3　Ut’．

（n＝20）は，2566±1106Unit，　score　10群（n＝32）は，

2454±1200Unitであつた．これら各群問のACE濃度

には，有意差はみられなかつたが，正常群（N群）の

ACE濃度と比較してみると，　score　1群は，有意な差

u
1　ooe

6000

4　OOO

2　OOO

k
ぎL

：

‘”

t

o

■

二

Unit：nmol∠mnt／min．

●

：

L

三

み

：

●

…

△…L

：

よ

↑

　　　N　　O　　1　　3　　10
　　　　　　　　　Group

図3　男子不妊症における精子数と精漿中のア

　　　ンジオテンシン変換酵素（ACE）濃度
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は認められないが，score　O，3，10群は，危険率5％以

下で統計学的な有意差をもつて増加していた（図3）．

　c）Sperm　motilityとACE濃i度

　score　O群（n＝22）の平均ACE濃度は，2469±

1145Unitで，　score　1群i（n＝12）は2526±806Unit，

score　3群（n＝12）は2814±1185Unit，　score　10群

（n＝15）は2740±1567Unitであつた．また，これら各

群間のACE濃度には，有意差は認められなかつた．

しかし，正常群と比較すると各score群とも危険率5％

以下で統計学的に有意な増加を認めた（図4）．

　u
1　eOO

6000

4　eOO

2㎝0

Group

Unit：nm。1ん1んin．

図4　男子不妊症における精子運動率と精漿中
　　　のアンジオテンシン変換酵素（ACE）濃

　　　度

　d）Sperm　motile　eMciency　index（精子運動能指数，

SMEI8））とACE濃度

　SMEIのscore　O群（n＝19）の平均ACE濃度は，

2135±899Unit，　score　1群（n＝3）　は3603±503U－

nit，　score　3群（n・＝10）は2568±1159Unit，　score

10群（n＝39）では2734±1307Unitであった．また各群

間のACE濃度を比較してみるとscore　O群とscore

10群との問で統計学的に有意の増加を認めた．一方，正

常群と比較するとscore　O群では，有意な差は認められ

なかつたが，score　3と10群聞では，危険率5％以下で

統計学的に有意な増加を認めた（図5），

　3）精漿中のangiotensin　I，angiotensin　I【濃度

　正常群（n＝10）の精漿中の平均angiotensin　I濃度

は68．4±31．2pg／ml，　angiotensin　llは35。3±16．4pg／ml

であつた．一方，無精子症を除く不妊症群（n＝20）で

は，angiotensin　Iの平均精漿中濃度は53．9±22．6pg／

m1，　angiotensin　llは34．7±9．16pg／mlであった．　ACE

活性が高い不妊症群でangiotensin　H濃度が増加してい

Unit

laOO

2pee

日不妊会誌30巻1号

U・it：・m。1ん1ん1．．

。爵

響

　　　　　　　　Group

図5　男子不妊症における精子運動能指数
　　　（SMEI）と精漿中のアンジオテンシ

　　　ン変換酵素（ACE）濃度

P9茄E

1eo

50

P9ん1

angietensin皿

図6　男子不妊症における精漿中の
　　　angiotensin　I．　ll．濃度

§龍

9：

るのではないかと予測したが，正常群と同程度の濃度で

あつた（図6）．

　4）　血清testosterone，　FSH，　LH，　prolactin値と

1

1

i

」

」
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1
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ACE濃度
　Sperm　density，　sperm　motility，　SMEIの各score群

におけるACE濃度とtestosterone，　FSH，　LH，　pro・

Iactinとの相関関係を検討したが，相関は得られなかつ

た．

IV．考　　案

　ヒト精漿中には，種々の物質の存在が報告されている

が，その一つとしてACEの存在が知られている9）．そ

の由来について，Depierreら9）は，ヒト精漿中よりA・

CEを精製し，肺由来のACEと生化学的に比較したと

ころ，その類似性を指摘している．また，Yokoyama

ら10）は，ヒト前立腺組織よりACEの抽出を行い，同様

の結果を得ている．しかし，前立腺由来のACEは，肺

由来のACEと異なり可溶性であるということから，精

漿中のACEは，前立腺由来であると結論している．ま

　　　　　　　　皿因子（ハーゲマン因子）
　　　　プ・カ・ク・イ・1－…・「

　　　　　　噌一活性皿因子　　i

高分子キニノーゲン　　　　　　　フラクメント1，2

　　　　　カリクレイン　　　　　1

フラジキニン　　　　　　　　　　　　　　アンジオテンシン1

↓一・・ナーゼ・ノ篠隷ンー1

不活性フラグメント　　　　　　　　　　アンジオテンシン皿

図7　キニン遊離系と制御

た，Cushmanら11）は，ラット睾丸中にACEが存在す

ることを報告しており，清家ら12）は，ラット副睾丸組織

中にACEの存在を示し，精子の成熟過程との関係を報

告している．このように精漿中のACEは，肺由来の酵

素以外に，前立腺，副睾丸，睾丸由来の酵素の存在が考

えられる．しかし，精漿中に存在するACEの生理学的

意義については，現在のところ全く不明である．

　レニン・アンジオテンシン系とキニン・カリクレイン

系の関係を見ると，ACEは，　angiotensin　Iをangio・

tensin　Hに変換し，ブラジキニンを分解し不活性フラグ

メントにするキニナーゼ皿と同一酵素であることは既に

述べたが（図7），このような反応は，血中・組織内で認

められており同様な反応が精漿中でも起こつていると考

えられる．Igicら13）は，　fπτ・itroにおいてACEによる

ブラジキニンとangiotensin　Iの酵素作用を研究し，

ACEによリブラジキニンは，完全に不活性化され，　an・

giotensin　Iは，約60％がangiotensin　Hに変換された

と報告している．不妊症患者のangiotensin　H濃度は，

前述の如く正常者の濃度と同等であつたことから考える

と，精漿中のACEは，主としてブラジキニンの不活性

（95）95

化作用を行つているものと推測され，その結果として精

子運動能の抑制を引き起こしていると考えられる．

V．結　　語

　正常男子と男性不妊症患者の精漿中のACE濃度の測

定を行ない，精子の運動能に与える影響を検討した．そ

の結果は以下の如くであつた．

　1）正常男子の精漿中ACE濃度は，1483±242Unit

（Unit　：nmol／ml／min）であつた．

　2）無精子症例の精漿中ACE濃度は，2101±859

Unitで，正常群との間に統計学的な有意差を認めた

（P＜O．05）．

　3）精子判定基準としてEllasson　scoreの変法（東邦

大法）を用いた．

　a）精子濃度・運動率において，正常群との間に統計

学的な有意差を認めた（P＜0．05）．しかし，各score間

での有意差は認められない．

　b）精子運動能指数（SMEI）14）においては，　score　O

群は，2135±899Unit，　score　3群は2568±1159Unit，

score　10群は2734±1307　Unitである．正常群に対して

score　3，10群は有意に増加していた（P＜O．05）が，

0群では有意の差は認められなかつた．各score間で

は，score　O群とscore　10群の間で統計学的に有意な差

を認めた（P〈0．05）．

　4）不妊症例の精漿中のangiotensin　I濃度は53．9±

22．6pg／ml，　angiotensin　Hは34．7±9．16pg／mlであり

正常群の精漿中濃度と同じであつた．

　以上より精漿中のACEは，キニン・カリクレイン系

を介して精子運動能に密接な関係があると推論した。
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Angiotensin　converting　enzyme　in

　　　　　　　　　　human　semen

　　　　　　Kouji　Fujio，　　Teiga　　Tanaka，

Motomu　Matsuhashi，　Masaharu　Takanami，
　　　　　　Akio　Maki，　Kazukiye　Miura，

　　　Koichi　Nakayama，　Masafumi　Shirai

　　　　　　　　　　　　and　Ko　Ando

Department　of　Urology，　Toho　University

　　　　　　　　　School　of　Medicine

　　In　normal　and　95　cases　of　infertile　seminal

Plasma　the　activity　of　angiotensin　converting　en・

zyme　was　mesured　by　Lieberman　methods　modi．

fied　Cushman．Cheung　method．

　　The　result　were　evalueted　as　follow：

Azospermia　had　h1gher　concentration　of　angio．．

tensill　converting　enzyme　than　normal　seminal

plasma（P＜0．05）．

　　Us三ng　the　modi丘ed　Eliasson　score（Toho　rne・

thods）in　semen　analys孟s，　on　the　sperm　density

and　motility　the　level　of　angiotensin　converting

enzyme　of　infertile　seminal　plasma　elevated　high－

er　than　that（P＜0．05）．　Especialy，　on　the　sperm

motile　eMciency　index（SMEI），　score　10　group

had　higher　concentration　of　angiotensin　conver轡

ting　enzyme　than　score　O　group　（P＜0．05）．

　　The　angiotensin　I　and　angiotensin　H　level　of

infertile　seminal　plasma　were　detected　as　well　as

normal　those．

　　This　studies　were　indicated　that　angiotensin

c・nverting　enzyme　in　seminal　plasma　was　c・n－

cerned　with　sperm　motility．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和95年5月21日）
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　特発性男子不妊症の患者73例に対して，クエン酸クロミフェン（45例），HCG（6例），　HCG／HMG（22

例）投与によるホルモン療法を施行した．クエン酸クロミフェン投与例では，精子濃度の改善率は37．0％（24

週），運動率の改善率22．2％（24週）であり，妊娠例は3例であった．投与前FSH値の高いものは治療に

反応しにくかった・HCG投与例の成績は不良であり，精液所見は改善しなかつた、　HCGIHMG投与例で

は，1例に妊娠成立をみた．また，各投与例で投与前後の血清LH，　FSH，プロラクチン，テストステロン，

エストラジオールの変化について検討を加えた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），97－102，1985）

緒　　言

　特発性男子不妊症に対して，様々な薬物療法が試みら

れているが，まだ有効率の高い薬物を見ない1）．しかし，

近年の薬物療法の傾向はホルモン製剤を非ホルモン製剤

より良いとするものが多くなつている．今回，クエン酸

クロミフェン及びゴナドトロピンを使用し，その治療成

績について検討したので報告する．

対象ならびに方法

　千葉大学医学部泌尿器科外来を訪れ，特発性男子不妊

症の診断をうけた患者を対象とした、このうち，45例に

クロミッド⑪（クエン酸クロミフェン）25mg連日投与を

12週行なつた．うち27例は，24週まで投与をうけた．ま

た6例にゴナトロピン⑪（HCG）1，000単位を週2回連

続12週筋注した．うち4例は24週筋注を行なつた．同じ

く．『’22例にゴナトロピン⑪（HCG）1，000単位，ヒュメゴ

ン⑪（HMG）75単位同時投与を週2回連続12週筋注し，

うち10例については24週筋注した．クエン酸クロミフェ

ンHCG，　HCGIHMG，投与前後の精子濃度，運動率2）

および血清LH，　FSH，テストステロン，プロラクチン

などの変化について検討した，なお，精液は，5日間以

上禁欲させたのち，用手法で採取させ，室温に30分放置

後，鏡検した．血中LH，　FSH，の測定はそれぞれ“LH

キット第一一”および‘‘FSHキット第一”（第一一一・　RI社）

による．また，プロラクチンは“プロラクチンリアキッ

ト”　（ダイナボット社）によるラジオイムノアッセイに

より行なつた．テストステロンは“テストステロンH3

キット”（CIS社）によりエストラジオールは“エスト

ラジオールH3キット”（CIS社）により行なつた．正

常範囲は，LH　6．5～34．5mlU／ml，　FSH　1．9～21．8mIU／

m1プロラクチン2～20　ng／ml，テストステロン300～

850ng／dlおよびエストラジオール300　・一　850P9／mlであ
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Table　1　治療効果判定基準（飯塚ら3））

口不妊会誌　30巻1号

効果判定

署　　効

有　　効

不　　変

悪　　化

精　　子　　濃　　度

30×106／m1以上の症例

20×106以上の増加

10×106以上の増加

10×106来満の増減

10×106以上の減少

30x106／ml未満の症例

10x106以上の増加

5×106以上の増加

5×106未満の増減

5×106以上の減少

運　動　率

20％以上の増加

10％以上の増加

1096未満の増減

10％以上の減少

Table　2　クエン酸クロミフェン

1

1

初診時精子濃度

o×106（／m1）

30×106未満

30x106以上

計

症例

8

30

7

145

著効例および有効例（12週）

精子濃度

1

7

4

12

運動率

1

3

2

6

症例

4

18

5

｝27

著効例および有効例（24週）

精子濃度

1

7

2

10

運動率

1

3

2

6

妊娠成立

1

1

1

1

3

（飯塚らによる判定基準による）
1

　　　　　　●一一一一一一→著効または有効例

　LH　　　　°’邑一一一”一’一一゜不変または悪化例

（MIU／ML）　os－’一一一K）効果未判定例

　　　　　　　　　　メll

40

20

／　　　　　，ノ7ノ／

／

　ノ多　　　ノ
らヴく一＿

　　メ
ン肇x、

　　　一一咀o－一一一．．一．．一．．．

　FSH
（MIU／ML）

40

20

／

　　　　　　　　　　　　BEFORE　　　　　　　　　　AFTER　　　　　　　BEFORE　　　　　　　　　　　AFTER

　　　　　　M±SD　　21．1±15．9　　　　　　　38．5±27．2　　　　18、6±16．3　　　　　　　28．9±17．T

　　　　　　　　　　　　　L－・＜・．・1・一＿」　　　Lp＜o．。ト＿」

　　　　　　　　　　　　F量9．1　〈クエン酸クロミフェン〉投与前後の血清LH，　FSH

る．精液所見の変化については，飯塚ら3）による治療効
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　果
果判定基準にしたがつた（表1）．そのうちの著効およ

び有効のものを改善群とし，不変および悪化のものを非　　　くクエン酸クロミフェン〉

改善群とした．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　クエン酸クロミフェン投与例では，12週で45例中12例

1

」

1

1
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M±SD

T
（NGIDL）

800

400

Fig．2

毒

9ノ

　　　PRL　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E2
　　　（NG／ML）　　　　　　　　　　　　　　（PG／ML）

1291　　　　　　　●一一一一一●著効および有効例

r219　　　　　　　・r－一一一一一・－e不変および悪化例

　　　　　　　。一一一一一一つ効果未判定例

20

10

BEFORE　　　　　　　AF’TERE　　　　8EFORE

456±151　　　　　　　　　　803±272　　　　　　8．2±3．6

　L＿P＜o．Ol．＿」

〈クエン酸クロミフェン〉投与前後の血中テス

100

50

　　AFTERE　　　　BEFORE　　　　　　　AFTERE

　　8．6±3．6

・ ステロン，プロラクチン，エストラジオール

Table　3　HCG

初診時精子濃度

0×106（！ml）

30×106未満

30×106以上

症例

6

著加例および有効例（12週）

精子潰度

0

卜 6 0

運動率

0

0

著効例および有効例（24週）

症例

4

4

精子濃度

0

運動率

0

0 0

妊娠成立

0

0

（飯塚らによる判定基準による）

に精子濃度の改善を，6例に運動率の改善をみとめた．

3例に妊娠成立をみた．12週投与に比べ，24週投与の方

が精子濃度・運動率ともにより改善の傾向をみとめた．

初診時の精子濃度の高い群は，それの低い群に比べ成績

は良好であつた。血清LH・FSHは投与後有意の上昇

をしめした．

　非改善群では投与後のLH・FSHの値が，改善群に

比し有意に高い値をみとめた．精子濃度の改善群は非改

善群に比べ，投与前FSH値は，有意に低値を示した．

血清テストステロン値は，クエン酸クロミフェン投与前

後で有意な上昇をみた．血清プロラクチン値は投与前後

で変動をみとめなかつた，血清エストラジオール値は，

例数も少なく有意の変化はみられなかつた．投与前のテ

ストステロン値と精子濃度の改善とは，有意な関係はな

かつた．

　＜HCG＞

　HCG投与例では、12週，24週ともに，精子濃度およ

び運動率の改善はみとめなかつた．HCG投与前後の血

清FSH値は有意に下降したが，血清LH・テストステ

ロン・プロラクチンについては一定の傾向をみとめなか

つた．

　〈HCG／HMG＞

　HCG／HMG投与例で，12週では，22例中2例に精子

濃度の改善を，5例に運動率の改善をみとめた．24週で

は，精子濃度の改善したものはなく，12例中2例に運動

率の改善をみた．妊娠成立は1例であつた．血清テスト
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Fig．3　＜HCGIHMG，　HCG＞投与前後の血清LH，　FSH，テストステロン，プロラクチン
」

Table　4　HCG／HMG

初診時精子濃度

0×106（／ml）

30×106未満

30×106以上

計

症例

6

16

22

著効例および有効例（12週）

精子濃度

0

2

2

運動率

1

4

5

症例

4

8

著効例および有効例（24週）

精子濃度

0

0

12 0

運動率 妊娠成立 1

1

1

l
iI

I

0

1

｛）

2 1

（飯塚らによる判定基準による）

1

ステnン値は，投与後有意に上昇した．血清LH，　FSH，

プロラクチン値は一定の傾向をみなかつた．

考　　案

　クエン酸クロミフェンは，1961年Greenblattらにょ

り，排卵誘発剤として開発された．これは視床下部レベ

ルで，エストラジオールと拮抗することにより，内因性

ゴナドトロピンの分泌をたかめ，造精機能を促進すると

いわれている4）．しかし，投与量によつては，逆に造精

機能を抑制するとされている．1日投与量としては25

mgから50mgとするものが多い5）．諸家のクエン酸ク

ロミフェンによる治療成績は，Paltiら6）は有効率25％

（50mg／日投与），　Schellenら7）は64％（50mg／　IJ投与），

Paulsonら8）は79％（25mg／日投与），　Jonesらは75％

（25mg／日投与），　Ansariら10）は100％（5mg！N投与），

小寺ら11）は53．7％（5mg／日投与）と報告している．自

験例では24週投与で，精子濃度の改善率は37．0％であつ

た．投与後の血中ホルモンの変化は，LH・FSH・テス

トステロン・エストラジオールのいずれも有意に上昇し

たという報告が多い．自験例では，投与後LH・FSH・

1

1
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テストステロンの有意の上昇をみとめたが，プロラクチ

ンは不変であつた．エストラジオールについては自験例

では例数が少なく，今後検討したい．本剤の作用機序が

内因性ゴナドトロピン上昇にあるので，投与前FSH値

の高いものは治療に反応しにくいといわれている．自験

例でも，投与前LHまたはFSHの高値のものは，治療

に反応しなかつた．このような例は睾丸障害が高度なの

ですでに回復する可能性を失なつていると考えられる．

HCG，　HMGおよびPMSG等のゴナドトロピンが，ホ

ルモン療法として用いられている．これらのうちPMS－

Gは有効であるという報告もあるが12），抗体産生をおこ

しやすく，主に前2者が用いられている．HCG投与に

より，Leydig　cel1を刺激しテストステロン産生が増し，

精細管周囲のテストステロン濃度が高まり精子形成が充

進するとされている．一方，HMG投与によりGerm

cellの分化が促進するといわれている13）．　Danezisら14）

は，HMG単独療法を行なつており，11例中5例に精子

濃度の改善をみたとしている．HCG単独療法は，　Me－

hanら15）は良好な成績を得ており，40例中17例に妊娠成

立をみとめているが，投与前FSH高値あるいは睾丸生

検所見の極度に悪いものは，対象外であるとしている．

一方，Margaliothら16）は47例中3例に妊娠成立を，8

例に精子濃度の改善をみたと報告しており，HCG単独

療法については治療成績，投与量，投与方法など一定の

評価は得られていない．精子形成過程には，FSHおよ

びテストステロンの両者が必要であるとされており17），

睾丸内テストステロン濃度を高めるHCGとFSH作用

を有するHMGを両者併用することは，合目的であると

思われる。文献的に，HCG／HMG併用例では，　HCG週

3，000～5，000単位，HMG週150－225単位使用されてお

り，精液所見の改善率は25～50％であるとされている18）．

　今回，内因性または外因性にゴナドトロピンを変動さ

せる薬剤の男子不妊症に対する効果を検討した．これら

のうち，内因性に変化させるクエン酸クロミフェンが最

もすぐれていることがわかつた．効果をさらに良いもの

とするために，ゴナドトロピンの上昇を生理的にするな

ど投与方法等を改善する必要があると考える．

結　　語

　1．特発性男子不妊症73例に対して，クエン酸クロミ

フェン，HCG，　HCG！HMG投与によるホルモン療法を

行なつた．

　2．　クエン酸クロミフェン投与例では，精子濃度の改

善率は，26．7％（12週），37．0％（24週）であった．運動

率については，それぞれ改善率はユ3．3％（12週），22．2％

（24週）であつた．

（101）　101

　3．　クエン酸クmミフェン投与例では，投与前FSH

値の低いものが，有意に精子濃度が改善した．

　4．HCG投与例，　HCGIHMG投与例の成績は比較

的不良であつた．

　本論文の要旨は，第28同日本不妊学会総会において発

表した．
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Hormonal　therapy　for　idiopathic

　　　　　　　　　male　infertility

　　　　Hjdenori　Sumiya，　Kenji　Kawamura，

　　　　　　Haruo　Ito　and　Jun　Shimazaki

　　Department　of　Urology，　Chiba　University

　　　　　　　　　　　School　of　Medicine

　　　　　（Director：　Prof。　Jun　Shimazaki）

　　　　　　　　　　　　Shino　Murakami

（Department　of　Urology，　Asahi－chuo　Hospital）

日不妊会誌　30巻1号

lity　were　treated　with　hormonal　therapy；　forty一

丘ve　with　clomiphene　citrate（25mg　oral　daily），

six　with　human　chorionic　gonadotropin（HCG，

10001U　twice　weekly），　and　twenty．two　with

HCG（1，0001U）and　human　menopausal　gonado－

tropin（HMG，751U　twice　weekly）．
　　1）　clomiphene　citrate

　　Ollly　three　patients　impregnated　their　wives

following　treatment．　Sperm　cocentration　impro・

ved　in　37％　of　the　patients．　During　treatment

LH，　FSH　and　testosterone　Ievels　were　risen　sig．

nificantly．　Prolactin　levels　remained　unaltered．

Patients　with　elevated　basal　FSH　levels　did　not

respond　to　the　treatment、

　　2）HCG
　　No　patient　improved　their　sperm　concentration

and　sperm　count．　During　treatment　FSH　levels

were　decreased　significantly．

　　3）　HCG／HMG
　　Only　a　patient　impregnated　his　wife　following

treatment．　During　treatment　teststerone　levels

were　riSen　Significantly．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年3E　10日）
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1

1

Seventy．three　cases　of　idiopathic　male　inferti一

i

1
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　男性不妊と関わりのある精索静脈瘤の客観的診断，予後評価および病因検索の一手段として赤外線サーモ

グラフィーを応用し，興味ある知見を得た．

　対象は，精索静脈瘤患者33例（うち不妊を主訴とした者30例），正常対照7例である・サーモグラフィー

で陰嚢部皮膚温を測定した結果，睾丸部平均温度では，静脈瘤患者が正常対照に比し，左右共に1～2°C高

く，左右別では，左側が右側より高い傾向が認められた．高位結紮術後には，左右差が無くなり，睾丸部平

均温度も対照に近づいている．不妊症との関連では高温のものに精液所見の悪い傾向がうかがわれた．

以上より，赤外線サーモグラフィーは，精索静脈瘤の臨床に有用であり，本症と男性不妊との関連性が示唆

された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），103－108，1985）

緒　　言

　近年，医用電子機器の発達はめざましく，その臨床応

用も多方面にわたつている．その1つである赤外線サー

モグラフィーは，被検者に侵襲を与えず，かつ比較的簡

便な診断機器である．本機器は，表在皮膚温の測定を目

的とし，表在性疾患，具体的にあげるならば皮膚科疾患

や，振動障害，血管病変および神経障害に基づく末梢血

行障害ならびに乳房疾患等の診断に有用とされ1・2），実

際に臨床に応用されている．泌尿器科領域では，おもに

陰嚢内疾患に用いられ欧米ではその有用性が報告3）され

ているが，わが国では，いまだ充分に検討されていな

い．

　今回，われわれはコンピューター処理可能の赤外線サ

ー モグラフィーが導入されたのを機会に，精索静脈瘤患

者の診断および治療経過の観察に本機器を応用し，本症

と不妊に関する2，3の知見を得たので報告する，
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方　　法

　1．　測定機器

　日本電子社製，医用サーモビュァ：JTG・MD，および

ビデォプロセッサーlTG－VPAを使用した（図1）．1

回の測定SCAN　TIMEは4秒である．なお，本機器の

鰐

日不妊会誌　30巻1号
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図1　赤外線サーモグラフィー装置

測定値はマイクロコンピュー一タ・一一により解析され，モニ

ターに描出されるとともに，データーのブリントアウト

が可能である．

　2．研究対象

　対象は，神戸大学医学部附属病院泌尿器科不妊外来を

受診した精索静脈瘤患者30名および3名の左鼠径部痛を

主訴とした患者の計33名で，年齢分布は，14・一・・61歳平

均31．3歳であつた．静脈瘤のGrade4）は，1－3例，　n

－24例，HI－6例である．

　本検査は，術前に28例、術後に19例行なわれ，そのう

ち術前後と望，に測定しえた例は14症例であつた、

　対照は，陰嚢内疾患を認めず正常精液所見を有する男

子7名で，年齢分布は，22～29歳，平均23，7歳である．

　3．　測定方法

　室温26°Cにコントロールされた室内に被験者を下半

身裸にて30～60分岡とめおき，皮膚温（体温）の調整を

はかり，同室にてサーモグラフィー検査を行なつた．ま

ず，立位にさせ腹壁にテープで陰茎を固定し，陰嚢部を

充分に露出させ，かつ大腿部の幅射熱をさけるため大腿

を開かせ，そのままの体位にて測定された．ついで仰臥

位にて測定を行なう．測定された各部位の温度は，ビデ

ォプロセッサーで処理され，以下に示されている画像あ

るいはヒストグラムの様式で表示される．

　画像処理1一ポイントモード

　被写体から検出された赤外線は，電気処理されサーモ

ビュアにより温度分布像として描出されるが，さらにビ

デオプロセッサーにより地図状の，0．5°C幅のカラー帯

域としてモニターに表示される（図2）．高温は暖色に，

低温は寒色に描かれ，画像上の任意の部位に，縦・横カ

ー ソルの交点を一致させると，その部位の温度が測定さ

れる．すなわち，左右精索部あるいは睾丸部などと，自

由に各ポイントにおける皮膚温の測定が可能で，この画

像処理方法をポイントモードとする．なお，画像内に描

かれる温度幅（TW）は5℃が限界であるが，通常は

陰嚢部皮膚温度の中心温度（CT）を32～32．5°Cに設定

することにより，測定全域の温度は充足され，測定範囲

を逸脱することはない．左精索静脈瘤症例における実際

の画像（図2）でみると，左側上部陰嚢（図中B点：

34．50°C）に高温域が明確に描かれ，同側下部陰嚢にも

高温域が観察される．

　画像処理H一エリアヒストグラム

1

1
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図3　画像処理H一エリアモード

　エリアヒストグラムは，サーモ画像上にカーソルを用

いて一定面積を設定し（左右睾丸部に一致した区域，図

3），そのエリア内の温度分布をO．5°Cごとに細分化し

ヒストグラムに表示するとともに，2．5°Cごとにまとめ

百分率で表示されたものである（図4）．

　精索部温度は，睾丸と鼠径部の中間の精索の走行に一

致した陰嚢皮膚ポイント温度（画像処理1）を，睾丸部
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図5　睾丸部および精索部の温度分布

立位一左31．66±1．25°C，右31．05±1．14°C，臥位一左

31．56±1．27QC，右30．89±1．05°Cと立位，臥位ともに

約0．6°C左側が高い．体位別温度差は，左側で0．1°C，

右側で0．1°C　と変化は少ない．精索部温は，立位一左

34．88±0．94°C，右33．80±0．99°C，臥位一左34．02±

1．17°C，右33．49±0．97°Cで，左右差は立位で約1°C，

臥位で約O．5°C左側が高く，体位別では，臥位に比べ立

位で，左側0．8°C，右側で0．3°C高かつた．患者群は，

図4　立位睾丸部温度ヒストグラム

温度は，睾丸に一致した一定域（約2cm角）内の各温

度ヒストグラム（エリアヒストグラム）の平均温度とし

た，

結　　果

　1．　精索静脈瘤患者群と対照群の温度分布（図5）

　対照群の平均睾丸部皮膚温は，立位一左29．56±0．71
°

C，右29．47±0．63°C，臥位一左29．63±0．62°C，右

29．47±o．61°Cと左右差および立位臥位の体位別の差

もなかつた．精索部温では，立位一左32．80±0、60QC，

右32．71±0．61°C，臥位一左32．58±O．78°C，右32．26±

0．57°Cと，左右差は立位で0．1°C，臥位で0．3°C．体位

別では，臥位にて左o．2°C，右o．5°C　の下降がみられ

た．

　一方，精索静脈瘤患者群28例では，睾丸部皮膚温は，

右側　　　　左側　　　　右側　　　左側

　立　位　　　　　　　　　臥　位

図6　睾丸部温度左右差

対照群に比し，睾丸部温で立位で左側約2°C，右側で

1．5°C高く臥位でもほぼ同様である（図6）．精索部温

でも，患者群が立位で左側約2°C，右側約1QC対照よ

り高く，臥位でも同じである．

　以上のように，患者群では，静脈瘤の存在によるもの

と思われる左陰嚢皮膚温の高温化とともに右側陰嚢温度

も高かつた．

　2．　高位結紮術前後の立位睾丸部温（図7）

　14例に対する高位結紮術前後の立位睾丸部温度をみる

と，術前の平均値で，左32．05±1，27°C，右31．42±



106　　（106） 赤外線サーモグラフで一を用いた精索静脈瘤の臨床的研究 口不妊会誌　30巻1号

L
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図7　高位結紮術前・後の立位平均睾丸部温の
　　　変tヒ　（n＝14）
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図10　精索静脈瘤患者における睾丸部温の

　　　高低と精液所見

　3．睾丸部温の高低と精液所見（図10）

　精索静脈瘤患者の右側睾丸部温が，対照の右側睾丸部

温より1°C以上高いもの9例（高値群），1°C未満の

差のもの13例　（低値群）に分けて，精液所見を比較し

た．高値群の精子濃度は，7×106（3～18×106）／ml，

運動率は20（12～37）％であつた．低値群では，精子濃

度30×106（10～37×106）／ml，運動率40（20～46）％と

濃度，運動率とも高値群の方が，有意に悪い傾向が認め

られた．

考　　察

　　　　　　　図9　睾丸部温度分布
　　　　症例　y．S．27歳　診断：左精索静脈瘤

0．99°Cであつたものが，術後には，左30．30±1．32°C，

右30．39±1．21°Cとなつていた．左側で約1．7°C，右側

で約1°Cの低下が認められた（図8）．これら術後の左

右の平均睾丸部温は正常対照群に近似していた．この低

下は臥位でも同様に認められた．図9は，術前後に観察

された1症例のエリアヒストグラムで，術後2週目の睾

丸部温度は著明に低下し，その後やや上昇するものの術

前と比較して低下している．多数例で同様の経過を示し

た．

　陰嚢内疾患の診断は，触診により，時に視診により比

較的容易であるが，なかには，困難な場合を経験する．

サーモグラフィーは，そのような揚合の客観的診断法の

1つとして期待されており，睾丸腫瘍，副睾丸炎，精液

瘤，陰嚢水腫および精索静脈瘤などの診断に試みられ5），

なかでも血管病変である精索静脈瘤に有用とされる．

　精索静脈瘤の客観的な診断法としては，サーモグラフ

ィーだけでなく，逆行性内精静脈造影，シンチスキャン，

あるいは超音波ドップラー法などがあげられる．サーモ

グラフィーの診断率は，静脈造影にやや劣るとされる

が6・7），検査に際しての侵襲の度は，比較にならないほど

少ない．侵襲が少ないという点では，シンチスキャンも

同様であるが，サーモグラフィーに比し，false　positive

の頻度は少ないものの発見率において劣る？・8＞．

　サーモグラフィーには，液晶体温計を応用した陰嚢接

触式サーモグラフィーと，体表の赤外線を検出する赤外

線サーモグラフィーの2種がある，接触式サーモグラフ

ィーは液晶体温計を陰嚢皮膚に直接あて，色調の変化に

より温度を知るもので9’1°），簡便ではあるが，正確に定

量的な情報を与えてくれない．赤外線サーモグラフィー

は，精緻な温度分布の測定が可能であるが，高価なこと

が欠点である．

　赤外線サーモグラフィーによる精索静脈瘤患者の陰裏

1

1

1

1

1
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皮膚温度は，右側に比し左側が1°C以上高温を示すも

のがほとんどで，そのうち3°C以上の左右差を認める

ものが50％近くあるとされる12）．今回，我々の行なつた

結果でも左側に高温域が描出されたが，左右差は平均

1°Cであつた．静脈瘤のGrade別画像ではGrade　I

でhot　spot，　Grade　H・皿で陰嚢左側全域にわたる高温

帯，Grade皿で時に陰嚢全体の高温化が認められるとい

う6・12）．そして陰嚢の，高温部と任意の低温部位の温度

は，Grade　Iで1．5～2°C，　H，　mでは3°C以上の差の

ことが多く，Gradeと温度は相関するとされている6，12）．

今回はGrade別症例数にばらつきがあるため詳細な検

討を加えなかつたが，Gradeと温度差とは相関しないと

の印象を持つた．

　精索静脈瘤患者の20～50％に造精機能障害がみら

れ13），これは温度障害，中毒物質の存在あるいは睾丸組

織の低酸素状態などに原因するといわれる14）．しかし片

側性静脈瘤と男性不妊との関連性には常に疑問が投じら

れる．高温環境が，睾丸機能を障害することは，動物実

験等で証明されユs），Aggerらは，高位結紮により精索静

脈瘤患者の左右睾丸の温度差が術後にはなくなり，温度

低下が著明なほど精液所見が改善されることを指摘して

いる16）．Zorgniottiらは，精索静脈瘤患者の睾丸温は高

く，温度が高いほど睾丸容積は小さく，精子の奇型率が

高いと報告している1η。今回の成績でも，高位結紮術術

後に睾丸部温は低下すること，術前睾丸部温の高いもの

ほど精液所見　（精子濃度，運動率）が悪い傾向を認め

た．また左側のみの精索静脈瘤でありながらその右側睾

丸部温度は患側より低いが，正常対照のそれよりも高い

症例が9例認められ，かつこれらの症例では，いずれも

造精障害が強かつた．これらの事実から，左側の高温が

右側にも波及し，結果として両側睾丸の造精機能障害を

もたらしたものと推測され，本症による不妊が，温度障

害によることを裏付ける1つの成績と考えられた．

　以上，赤外線サーモグラフィーの有用性が述べられた

が，次にあげるような問題が残されている．陰嚢部温の

測定時には，外側に大腿の高温帯があるため，その影響

を可能なかぎり排除すべきである．我々は，両下肢を開

排させ検査を行なつたが，諸家の報告では金属箔などに

より大腿部を遮閉したもの，何の処置もとらないものな

どと一定していない3）．また皮膚温への室温の影響をさ

けるため，一定の温度下で検査されるべきで，今回は30

～60分間，26°Cの室温下で体表温を調整し，被験者の

体温分布を36．2～36．8°Cに一定させた．体温調整の記

載のない報告例が多いが，調整された例でも20°Cで6

分間18）と不充分であり，一般的に統一された環境下に行

なわれていない．本邦のように四季の温度変化が著明で
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夏季に高温多湿であることを考えあわせれば，皮膚温の

測定にはかなりの誤差が発生することが推測され，充分

検討されなければならない問題と考えられる，

　陰嚢内の小さな炎症（副睾丸炎など）病巣は，hot　sp－

otとして描出される．したがつてサーモグラフィーに

よる本症の診断に際しては，このようなfalse　positive

の原因となるような他の疾患を除外することが重要であ

る．

結　　語

　精索静脈瘤33症例に対して赤外線サーモグラフィーを

応用し，次のような知見を得た．

　1）　精索静脈瘤患者，術前検査症例28例の左右別温度

差は，立位睾丸部温で左側が右側に比し0．6°C，立位精

索部温でも左側が約1°C高かった．

　2）精索静脈瘤患者では，正常対照に比し睾丸部皮膚

温が，立位左側で約2QC，右側で約1．5°C高かつた．高

位結紮術前後の睾丸部温を測定しえた14例中10例のそれ

は，正常対照と同程度に低下していた．

　3）精索静脈瘤患者のうち，右側睾丸部温が対照の右

側睾丸部温より1°C以上高いものに強い造精障害が認

められた．これは本症と不妊が，温度障害と関連するこ

とを示唆している．

　（なお，本文の要旨は，第33回泌尿器科学会中部連合

総会（浜松）において発表した．）
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Clinical　study　on　varicocele　usiug

　　　with　infrared　thermography

Masami　Matsushita，　Nobori　Shimatani　and

　　　　　　　　　　　　Kuhei　Hirooka

Department　of　Urology，　Kansai－rousai

　　　　　　　　　　　　　　Hospital

　　Sadao　Kamidono，　Nobutoshi　Oka，

　　Takeki　Hamaguchi　Hiroshi　Okada，

Minoru　Hazama，　Osamu　Matsumoto　and
　　　　　　　　　　　　Joji　Ishigami

Department　of　Urology，　Kobe　University

　　　　　　　　　School　of　Medicine

　　As　a　means　of　objective　diagnosis，　prognostic

evaluation　and　causative　examination　of　varico－

cele　which　is　related　with　male　infertility，　an　in．

frared　thermography　waq　applied，　and　interesting

丘ndings　were　obtained。

　　The　subjects　were　33　patients　of　varicocele

（of　which　30　cases　complained　infertility）and

seven　normal　controls．　When　the　scrotal　skin

temperature　was　measured　by　thermography，　the

testicular　mean　temperature　was　l　to　2°C　higher

at　both　sides　in　the　patierlts　as　compared　with

that　of　tbe　controls，　and　the　temperature　of　the

Ieft　side　tended　to　be　higher　than　that　of　the　right

side．　After　the　high　Iigation，　the　right　and　left

side　difference　was　eliminated，　and　the　testicular

mean　temperature　became　closer　to　that　of　the

normal　controls．　In　relation　to　the　infertility，　the

semen丘ndings　tended　to　be　worse　hl　patients

with　higher　temperature．

　　Consequently　the　infrared　thermograplly　was

useful　in　clinical　exarninations　of　varicocele，　and

the　relationship　between　this　disease　and　male

infertility　was　suggested．

　　　　　　　　　　　　　　（’受・f寸：日召禾059匂三7月25日牛寺オ昌）
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Precocious

Studies　of

Release　and

Puberty　due　to　a　Hypothalamic　Hamartoma．

Sleep－Wake　Pattern　of　Luteinizing　Hormone

　　　　　　Testicular　Steroidogenesis　Activities

Kazuhiko　SATO，　Masahiko　HOSAKA，　Yuhzo　KINOSHITA
　　　　　　　　　　　　　　　　and　Ryuichi　NISHIMURA

Department　of　Urology，　Yokohama　City　University　School　of　Medicine

　　　　Absract：　One　g／l2　year－old　boy　with　precocious　puberty　due　to　a　hypothalamic

hamartoma　was　described．　The　testicular　capacity　was　8　ml　in　both　sides．　The　genitalia

revealed　Tanner’sstage　3　and　pubic　hair　stage　2．　Serum　testosterone　concentration　was

sigrli丘cantly　high　equal　to　the　normal　level　of　adult　male。　Serum　gonadotropins　was

normal　equivalent　to　the　age．　Stimulation　of　gonadotropin　releasing　hormone（Gn－RH）

and　human　chorionic　gonadotropin（HCG）showed　normal　response　observed　in　normal
adult　male．　Serum　gonanadotropins，　especially　LH，　was　increased　up　to　the　maximum　level

at　the　period　of　the　rem　stage　which　was　induced　by　trichloride．　Then，　sexual　deveiopment

of　the　boy　was　classi丘ed　as　mid　puberty．

　　　　In　studies　of　testicular　steroidogenesis　activities，3β・hydroxysteroid　dehydrogenase，17α一

hydroxylase，　C　17－201yase　and　l7β一hydroxysteroid　dehydrogenase　were　active　as　much　as

aged　man　and　a　varicocele　with　normal　spermatogenesis．

　　　　Histological丘ndings　of　the　testis　revealed　development　of　germ　cell　to　spermatocyte，

in　part，　to　spermatid　and　mature　Leydig　cells．

　　　　It　is　likely　suggested　that　LH　release　in　sleep　can　lnduce　testicular　enzyme　activities

to　produce　testosterone　from　pregnenolone，　and　that　mid　puberty　already　has　normal　func．

tion　of　Leydig　cells，

　　　Key　wurds：　Precocious　puberty，　gonadotropin　release，　Leodig　cell　function

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．J．　Fert．　Ster，30（1），109－113，1985）

Introduction

　　Although　central　nervous　system　tumor　su－

ch　as　hypothalamic　glioma，　astrocytoma　and

hamartoma　may　cause　true　precocious　puber－

ty，　hamartoma　of　the　hypothalamus　have

seemed　to　be　rare．　Judge　et　all）specu－

Iated　that　hamartoma　acts　as　an　accessory

hypothalamus．　Recently，　Hochman　et　al2〕

reported　immunohistochem量cal　demonstration

of　luteinizing　releasing　hormone　in　the

hamartorna　relnoved　from　2　11112　year－

old　boy　with　precocious　puberty．　They　also

suggested　that　hypothalamic　hamartoma　may

autonomously　produce　lute呈nizing　releasing

hormone．　However　distinct　cause　of　the
sexual　precocity　induced　by　hamartoma　re一

Inains　to　be　unknown．　The　present　report

was　aimed　to　evaluate　the　endocrine　status

of　precocious　puberty　with　hypothalamic

hamartoma．　For　the　purpose，　we　studied
the　sleep．wake　patterns　of　luteinizing　release

and　testicular　steroidogenesis　activities．

Case　Report

　　One　9／12　year－01d　boy　was　admitted　for

the　evaluation　of　progressive　development　of

external　genitalia．　The　patient　was　the　pr－

oduct　of　a　ful1－term　pregnancy　and　spontan－

eous　delivery．　His　birth　wieght　was　3，400g．

Developmental　milestone　were　normal．　Ra－

pid　physical　growth，　enlargement　of　the　ge．

nitalia　and　pubic　hair　growth　had　commented

by　one　year　of　age．　He　had　the　deep　voice
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　Fig．1　Histological丘ndings　of　the　testls：Germ

　　　　　　　　cells　develop　to　spermatocyte，　in　part，

　　　　　　　　to　spermatid．　Mature　Leydig　cells　are

　　　　　　　　recognized

of　an　adolesent．　His　overall　mental　develo－

pment　was　appropriate　for　the　age．　No　fa－

mily　history　of　sexual　precocity　could　elici－

ted．　At　19／12　yaer　of　age，　the　appearance

of　a　muscular　was　adolesent　with　normal　bo－

dy　proportion．　He　was　902cm　tall　and

weighted　16．7kg．　The　testicular　capacity

was　8　ml　in　both　sides．　The　genitalia　were

Tanner　stage　3　and　the　pubic　hair　was　stage　2．

　　On　radiograms，　his　bone　age　was　about　4

year－old．　Computed　tomography　revealed　an

area　of　increased　density　in　the　interpedun－

cular　cistern．　There　was　no　enhancement
of　the　dencity　upon　the　injection　of　contrast．

The　ivsible　part　of　the　tumor　was　removed

by　neurosurgery．　The　tumor　was　histologically

deterrnined　as　hamartoma．　The　histological

丘ndings　of　the　testis　tissue　was　as　follows．

In　most　part　of　the　seminiferous　tubules，

germ　cells　developed　at　least　to　spermatocyte．

The　meiotic　division　was　suspected　and

degenrated　spermatid　were　recognized　ill
part　of　the　seminiferous　tubules．　In　inte－

rstitium，　there　were　obvious　mature　Leydig

cells（Fig．1）．

Methods

　　Ei～docri／le　5tudies

　　Basal　levels　of　serum　FSH，　LH，　GH　and

steroid　hormones　were　determined　by　radio－

immunoassay．　Gonadotropin　releasing　hor．

mone（Gn－RH）test　was　performed　by　su－

bcutaneous　injection　of　IOO　ptg　Gn－RH．
Blood　was　drawn　before，30　min．　and　60　m三n．

after　the　injection．　FSH，　LH　and　GH　levels

日不妊会誌　30一巻1号

were　measured．　For　HCG　stimulation　test，

1，0001U　HCG　was　intramusculaly　injected．

Blood　was　sumpled　before　and　in　the　mor．

ning　of　the　fourth　day．　The　changing　pat－

tern　of　gonadotropin　release　in　sleep　was

evaluated　by　the　rem　stage　induced　with
30mg　of　trichloride　per　oral．

　　7セ5f～‘ula7・StevAoidogenes～s・・ctiLliitieS

20・50mg　of　testicular　tissue　was　homogenated．

The　cell　free　homogenate　was　used　as　the

enzyme　preparation．　Radio＆ctive　steroid　sub．

strate　of　known　speci丘c　activity　was　diluted

with　corresponding　authentic　non－radioac．

tive　material　to　provide　a　collcentration　of

steroid　saturating　for　the　enzyme．　The

substrates　used　were　pregnenolone　（7．16
nmol），　progesterone（4．06　nmol），17α一hydro－

xypregnenolone　（3．84　nmol），17α．hydroxy．

progesterone　（31．3　nmo1）and　4．androstene．

dione　（42．8nmol）．　The　coenzymes　used

were　NAD（120μM）and　NADPH（200
μM）for　the　incubation　of　pregnenolone　and

HADPH（50μM）for　the　other　substrates。

The　incubation　medium　was　ajusted　to　the

volume　of　3　ml　contained　the　enzyme　pre－

paration，　】4C　Iabelled　steroid　substrate，0．25

Msucrose，17　mM　tris（pH　7．4）and　L7　mM

MgCl2．　Incubations　were　carried　out　at

37°Cfor　20min，　in　an　atmosphere　of　95％

CO2　and　5％　CO2　with　constant　shaking．

　　After　adding　cold　carrier　steroid（100μg

each），　extraction　was　repeapted　three　times

with　10　ml　of　methylene　dichloride．　The

combined　extracts　were　dried　over　anhydrous

disodium　　sulfate　and　concentrated　at　40°C

under　reduced　pressure．　Ascending　chroma．

tography　was　performed　for　the　separation

of　steroids　on　thin　layer　plates　precoated

with　sil三ca　gel　G　and　G254　（4：1，　w／w）．

The　solvent　system　of　benzene　and　acetone

（4：1，v／v）was　applied　for　separation　of　the

metabolites　from　progesterone，　17α一hydro－

xyprogesterone　and　4－androstenedion．　Addi．

tion　to　the　solvent　system，　chloroform　and

ether（4：1，　v／v）was　used　for　further　separa．

tion　of　metabolites　from　pregnenolone　and

17α一hydroxypregnenolone．　The　enzyme　ac．

tivity　was　determined　by　the　sum　of　meta．

bolites　from　individual　substrate　to　testoste－

rone　and　demonstrated　as　nmol　product／100

mg　testicular　tissue／20　min．．
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Results

K．Sato　et　aL　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（111）　111

　　　　　　　　　　　3β一hydroxysteroid　　dehydrogenase　activity

　　　　　　　　　was　slightly　elevated　in　comparison　with　a

　　　　　　　　　varicocele　with　normal　spermatogenesis　and

　　As　showll　in　Table　1，　serum　FSH　level

was　normal　corresponding　to　the　age．　Serum

LH　level　was　minimaly　high．　Serum　testo－

sterone　showed　markedly　high　leve1．　The

level　was　equal　to　the　normal　level　of　adult

men．　Gn－RH　and　HCG　test　demonstrated
the　normal　response　recognized　in　normal

adult　male（Table　2）．

　　Plasma　GH　level　was　singni丘cantly　in－

creased　at　the　moderate　stage　of　sleep　moni－

tored　by　EEG．　Plasma　FSH　and　LH　were

increased　up　to　the　maximum　level　at　the

period　of　the　rem　stage　indicating　the　simi－

lar　level　of　normal　adult　men（Fig．2）．

　　　　　　　Table　l　Basal　hormone　levels

apatlent　with　prostatlc　cancer，　The　actlvレ

ties　of　17α一hydroxylase　for　pregnenolone　and

C17－20　1yase　for　l7α一hydroxypregnenolone

revealed　similar　value　to　a　patient　with　pro－

static　cancer，　while　l7α，hydroxylase　for　pro．

gesterone　and　C　17－20　1yase　for　l7α一hydroxy－

progesterone　showed　slightly　lower　activites

than　these　of　the　control．　17β一hydroxyste・

roid　dehydrogenase　activity　in　the　case　was

similar　to　the　aged　man　employed　as　control

（Fig．3）．

1）iscussion

Compound Case Normal　leve1

FSH
LH
GH
ACTH
Progesterone

17α・Hydroxy－

　　progesterone

DOC
11－Desoxy－
　　cortisol

Corticesterone

Cortisol

Aldosterone

DHEA
DHEA－S
Androstenedione

Testosterone

Estrone

Estradiol

Estriol

HCG

4．8

8．8

0．6

10．0

0．3

0．7

0．2

0．6

3，0

97．0

20．0

0．9

81．6

　0．2

5．1

56．8

16．5

5．0

3．3

　　4－42

　　2－32

　　　＜5

　　15－85

0．1－1．0

0．1－4．0

0．02－0．2

0．2－1．2

　　　1－10

　　40－150

　　　5－50

　1．2－7．5

　400－1500

0，5－1，5

　　　3－8

　　　5－40

　　10－40

　　　〈5

　　　〈15

mlU／ml

mIU／ml

　ng／ml

　P9／ml

　ng／ml

　ng／ml

　ng／ml

　　nglml

　　ng／ml

　　ng／ml

　　P9／ml

　　ng／ml

　　ng／ml

　　ng／ml

　　ng／ml

　　P9／ml

　　P9！ml

　　P9／ml

mIU／m1

　　In　the　patient　with　precocious　puberty　cau－

sed　by　hypothalamic　hamartorna，　basal　gona．

dotropin　levels　were　normal　equivalent　to　the

age．　Serum　testosterone　levels　revealed　signi一

丘cantly　high　equivalent　to　the　level　in　nor－

mal　adult　male．　It　was　found　that　releasing

of　gonadotropins，　especially　LH，　were　ma－

rkedly　increased　up　to　the　normal　level　of

adult　male　during　the　rern　stage．

　　Hormonal　change　during　puberty　have　been

well　reported3）．　Signi丘cant　enhancement　of

episodic　LH　release　is　seen　in　early，　mid

and　late　stage　of　puberty．　However，　the

episodic　release　occurs　only　in　sleep．　In

early　puberty，　the　episodic　release　of　LH　is

apparently　lower　than　that　in　the　mid　pu－

berty．　LH　release　in　late　puberty　begins　to

increse　during　wakefullness．　In　contrast，　pat．

tern　of　FSH　release　is　sirnilar　to　LH，　but

the　level　ofFSH　has　been　noted　to　be　lower

than　LH　in　both　early　and　mid　puberty．

The　case　was　reasonably　classi丘ed　as　mLid

puberty　under　consideration　of　the　gonado－

tropins　releasing　Pattern，

　　Testicular　enzyme　activities　concerning　te・

Table　2 Gn－RH　and　HCG　stimulation　test　Plasma　FSH　and

LH；mlU／ml，　Plasma　testosterone：ng！m1

Gn－RH　test HCG　test

Before 30min． 60min． Before After

FSH
LH
Testosterone

4．4

10．2

9．8

87．5

9．4

85．4

3．62 18．00
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　　3βHSD　　　　17αHydroxylase　17αHydroxylase　　C17．20　Lyase　　　C　17．20　Lyase　　　　　　　　17β・HSD
　　　for　　　　　　　　　　　　　　　　for　　　　　　　　　　　　　　　　for　　　　　　　　　　　　　　　　for　　　　　　　　　　　　　　　　for　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　for

　pregnenolone　　pregnenolone　　　progesterone　　　17α・hydroxy　　　17a・hydroxy　　　　　　progesterone

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　prLegne目OIOne　　　　prOgeSterOne

［：コvarlco　cele　with　normal　spermatogenesl5　匿i≡ヨaged　man　［：コprecocious　puberty

　　　　　　　　　F三g．3　Testicular　steroidogenesis　activities

stosterone　production　during　Puberty　has　re－

mained　unknown．3β一hydroxysteroid　dehy－

drogenase　is　recognized　by　histochemical　te－

chnique　in　both　testes　of　new－born　within

two　days　alld　of　16　year－01d　boy　following

the　administration　of　HCG，　but　not　in　the

testis　of　boys　aged　5　to　6　year・old4）．　Also，

the　dehydrogenase　in　rat　testis　is　markedly

enhanced　at　the　begining　of　sexual　matura．

tion5｝．　Mizutani　et　al6）．　reported　that　a　7

year－01d　boy　with　virilizing　interstitial　cell

tumor　showed　a　signi丘cant　formation　of　4－

ene－3－oxosteroid　from　pregnenolone　in　the

testicular　tissue　adjucent　to　the　tumor　Re－

cently，　Oshima　et　aF｝．　proved　the　presence

of　enzyme　activities　related　to　biosynthesis　of

t

‘
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testosterone　from　pregnenolone　in　4　year－old

boy　with　idiopathic　precocious　puberty，　al－

though　very　limited　3β一hydroxysteroid　dehy－

drogenase　activity．　The　boy　revealed．tanner

stge　2　and　no　mature　Leydig　cells　in　histolo－

gical　examination　of　the　testis．　Then，　they

suggested　that　3β一hydroxysteroid　dehydrogen－

ase　might　occur　at　the　advance　stage　of　pube－

rty　in　the　human　testis．　In　contrast，　active

17β一hydroxysteroid　dehydrogenase　is　present

in　immature　human　testis．　Furthermore，　ac・

tivation　of　17α一hydroxylase　and　C　17－20　1yase

may　proceed　to　the　induction　of　the　dehyd．

「ogenase・
　　In　our　case，　the　enzyme　activities　related

testosterone　metabolism　from　pregnenolone，

3β一hydroxysteroid　dehydrognase，　17α一hydro－

xylase，　C　17－20　1yase　and　17β一hydroxysteroid

dehydrogenase，　were　distinctly　present　in　co－

mparison　with　the　control　employed　in　the

present　studies．　Histological　findings　of　the

testis　demollstrated　developed　germ　cells　at

least　to　spermatocyte，　in　part，　to　spermatid

and　obvious　mature　Leydig　cells．　As　pre－

viously　mentioned，　the　case　had　normal　adult

male　level　of　serum　testosterone．　LH　relea・

sing　was　recognized　only　in　sleep．　It　is　like－

ly　suggested　that　LH　release　in　sleep　can

induce　activitles　of　the　testicular　enzymes　to

produce　testosterone　from　pregnenolone，　and

that　mid　puberty　already　has　normal　func－

tion　of　Leydig　cell．
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Hamartomaによる中枢性思春期早発症例

覚醒一睡眠におけるLH分泌型と精巣テ

　　　　　　ストステロン生合成の検討

　　　　　横浜市立大学医学部泌尿器科教室

　　　　　　　　　　佐藤和彦，穂坂正彦

　　　　　　　　　　木下裕三，西村隆一

　　1歳9か月の男児のhamartomaによる中枢性思春期
早発症を経験した．精巣容量は左右ともに8ml．　Tanner

の分類では外陰部3度，恥毛2度であるi精巣組織所見
は，減数分裂を認める精母細胞がみられ，Leydig細胞は

すでに成熟していた．血中性腺刺激ホルモンは年齢相当

で低値であるが，血中テストステロン値は著明に高値で，

正常成人男子値であつた．またGn－RH，　HCG刺激試

験でのLHおよびテストステロンの反応型は，正常成
人男子に一致していた．トリクロライドで睡眠を誘発し

覚醒時から睡眠にいたるLH，　FSHの変動を検討した
結果，本症例では睡眠時のみ性腺刺激ホルモンの著明な

分泌があることが判明した．したがつて，本症は思春期

中期に分類された．プレグネノロンからテストステPン
にいたる各種酵素はテストステロンを十分に生成するに

たる活性を保持していた．すなわち，睡眠時のみのLH
分泌により，精巣テストステロン代謝酵素は成人男子と

同等の活性をすでに得ていることが明らかにされた．

　　　　　　　　　　　　　　（受付・昭和59年9月18日・特掲）
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不妊を主訴とした46，XYq一の1例

46，XYq－in　a　Patient　with　Male　Infertility
1

　　　　　　　　　富山医科薬科大学泌尿器科学教室
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　　　　　　Department　of　Urology，　Faculty　of　Medicine，
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i

1

46，XYq一という染色体異常を持つた33歳の男子不妊患者の臨床的所見について報告した．

理学的所見としては，精巣が小さいこと以外に異常はなかつた．精液中には精子は認められなかつたd

血中　LH，　FSHは正常よりもやや高値を示したが，血中テストステロンは正常値以下であつた，

精巣組織は，germinal　cell　aplasiaの像を呈していた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），114－118，ユ985）

1

緒　　言

　性染色体異常としてY染色体の長腕欠失は稀である．

我々は不妊を主訴として来院した46，XYq一の1例を経

験したので，若干の文献的考察を加えて報告する．

症　　例

　患者：33歳・男性・会祉員

　初診：1983年9月12日

　主訴：不妊

　既往歴：4歳の時，ジフテリアに罹患した．

　家族歴：特記すべきことなし．

　現病歴：結婚後6年になるが，嫡子ができないため，

1980年4月近医受診し，無精子症と診断された．1983年

9月12日精査を目的として，富山医科薬科大学附属病院

泌尿器科を受診した．妻の妊娠歴はない．性欲・勃起・

射精は正常である．また，出生時の父親および母親の年

齢はそれぞれ28歳と24歳であった．

　現症：身長161cm．体重54kg．女性化乳房なし．胸部

理学的に正常．腹部は平滑で肝・脾・腎を触知せず．陰

茎は正常（図1）．精巣は右6ml，左7mlと小さかっ

た．精巣上体，精索は正常．前立腺は小くるみ大，弾性

硬．

　入院時検査所見

幅

憾 璽　　　　　〆

　　　　　　　　図1　外陰部所見

　1）　血液生化学的検査。一般検査，尿検査はいずれも

正常．

　2）精液検査（2回施行）：2回とも水様で精液量は

2．0，2．5m1，精子を全く認めなかつた．高倍率下にて赤

血球を2～3個認めた，

　3）内分泌学的検査：Plasma　FSH　25mIU／m1，　LH

42mlU／ml，　testosterone　2．1ng／ml，　prolactin　l8ng／ml，

estradiol　10pg／ml，　LH・RH負荷試験では，　LH，　FSH

i

1

1
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　　　　図2　LH・RH負荷試験
血中LH，　FSHとも反応は低下している

嬢欝ざ

　　　　　図3　精管精嚢造影

精管の通過障害は認められないが．精嚢は

発育不全を示している
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図5　染色体検査（Gバンド法）

Y染色体の長腕の欠失が認められる

とも反応は低下していた（図2）．

　無精子症の精査のため，1983年9月19日精巣生検およ

び精管精嚢造影を施行した．精管精嚢造影では，膀胱内

に造影剤が流入して見にくいが，精管の通過障害はなか

つた，また，精嚢は発育不全を示した（図3）．

　病理組織学的所見：精巣には精細管壁の硝子化が種々

の程度にみられ，強いものでは管腔が消失し，Sertoli

細胞のみのものもみられた（図4）．

　染色体検査所見：トリプシン処理によるバンド法（図

5）やキナクリンマスタードによる螢光分染法（図6）

では常染色体には異常はみられず，性染色体はX染色体

には異常はみられなかつたが，Y染色体の長腕の欠失が

みられた．
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図6　染色体検査（螢光分染法）

Y染色体の長腕の欠失が認められる

　以上の検査所見から，この患者の不妊は精巣の精子形

成障害によるもので46，XYq一という染色体異常が原因

と考えた．

考　　察

　Y染色体は性腺分化において，精巣への分化を誘導し

性の決定に重要な役割を果たす．

　Y染色体の構造異常は現在10種類報告されている．す

なわち，2個の着糸点をもつ二動原体染色体dic（Yp），

dic（Yq）1），着糸点を中心として両腕部が対称で同一の

遺伝座を有する同腕染色体i（Y）2），2個の相同体でな

表1　Y染色体の構造異常

同　　腕

竺。
染　　色

原

体

座

体

転座に由来する変異染色体

環　　状

逆

挿

重

付

欠

染　　色

随

体

位

入

復

体

失

　　i（Y）

　　t（Y）

dic（Yp）dic〔Yq）

　der（Y｝

　　r〔Y）
Inv〔Yp＋．q－）

　Ins（Y）

　dUP（Y）

　　s（Y）
del（Yp）．del（Yq）

p　！

tll

TeSしi＄　Determining
　　　　　Factor

H－Y　Antlgen

Toot二h　size

Spermatogenes！s

St二ature

図7　Y染色体のgene　map

い染色体間で部分交換を起こしたものt（Y）3），転座

に由来して生じた変異染色体der（Y）4），両腕に切断

が生じ，着糸点を含む中央部の両端が再結合した環状染

色体r（Y）5），2か所で切断が生じ，中央部が180Q転じ

て再結合したinv（Yp＋，　q－）6），染色体の一部が切れ，他

の染色体に組み込まれたins（Y）7），染色体が部分的に

二重になつているdup（Y）8），付随体を有するs（Y）9），

自験例のように染色体の一部が切れて失われたものdel

（Yp），　del（Yq）1°）などがあり，単独あるいはモザイク

の形で存在する（表1）．

　46，XYq一はこれらの中でも稀で，1961年Vaharu

ら11）が初めて報告して以来世界で数十例，本邦でも自験

例を含めて5例にすぎない12　“1　J「）（表2）．表現型は男性

または女性を呈すが，本邦例では全て男性を呈した．ま

た，染色体異常には両親の高齢が一因となることが多

いため，生下時の両親の年齢を調べてみたが，高齢傾

向はなかつた．臨床像としては，外性器異常11・18），

1

1

1

表2　46，XYq一の症例（モザイク例を除く）

No．
報告

年度
報告者 年令 主　　訴 表現型

　　　　　生下時
核　　型　　年　齢 身長 体重

外性

異　常

第二次

性　徴

知能

遅延

奇　　　形

合　併　症
母竈 父肇

1 1978 原田ら 48Y 低身長 男　性 46．XYq一 25 31 138．7 25．O
一 十 十

口蓋裂
第4、5指の短指症
第5趾の短趾症

2 19フ9 山田ら 21Y 性　　器
発育不全

男　性 46、XYq一 161．O 十 　 一 女性化乳房

3 1983 藤田ら 11Y 外性器異常 男　性 46。XYq一 23 25 13aO 32．5 十 一

4 1983 広川ら 33Y 男性不妊 男　性 46．XYq一 31 159．5 69．0 一 十 一 無精子症

5 1983 自験例 33Y 男性不妊 男　性 46．XYq一 24 28 161．O 54．0 一 十 一 無精子症
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低身長11，12・1，6・2°），知能障害12），性腺発育不全，短指趾

症12・17），無精子症16，19），進行性筋萎縮症ユ8）などの報告が

あり，中でも外性器異常や低身長の報告が多く，自験例

でも身長がやや低いことと無精子症がみられた．

　次に精巣への分化に必要なY染色体のgene　mapを

示すと（図7），短腕には，特に動原体付近において，精

巣決定因子（testis　determining　factor；TDF）が存在

する21）．これはH－Y抗原（histocompatibility　Y　anti－

gen）と同一ではないかと考えられており　22），これらの

存在により性腺分化は精巣へと導かれる．他方，長腕は

一般に性腺の分化に関与しないものとされ，活性のない

ものと考えられていたが，Yq一において無精子症や低身

長がみられることなどから，現在のところq112の遠位

端には精子形成をコントロールする因子があり23），q12

には身長に影響を与える因子が存在すると考えられてい

る24）．自験例でも無精子症と身長がやや低かつたことか

ら，q112まで欠失があるのではないかと思われた．

結　　語

　不妊を主訴とした46，XYq・の1例を経験したので，

若干の文献的考察を加えて報告した．

　稿を終わるに際し，性染色体異常につき御教示を頂い

た富山医科薬科大学医学部第1解剖学教室松田健史教授

に深謝致します．

　本論文の要旨は，第19回目本不妊学会北陸支部総会

（昭和58年12月）において発表した．
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associated　with　chromosomal　abnormality，46，

XYq－，　were　reported．

　　Physical　examination　of　the　patient　revealed

normal　habitus　except　the　small　testes．　No　sperm

was　observed　in　the　seminal　fluid．

　　The　plasma　LH　and　FSH　values　were　slightly

high　in　level　compared　with　normal　ones　but

the　plasma　testosterone　value　was　below　the　nor・

mal　range．

　　Histopathological　examination　of　the　patholo．

his　testes　represented　a　germinal　cell　aplasia．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年5月15日）

1
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1

Clinical　features　of　33　years　old　infertile　male
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AIHにて挙児に成功した逆行性射精の1例

一
高度乏精子症でHMGIHCG療法により改善一

　　ACase　of　Retrograde　Ejaculation　Whose　Wife　Conceived

　　　　by　Arti丘cial　Insemination　with　Husband’s　Semen

－Treated　by　HMGIHcG　Injection　for　severe　oligozoospermia一
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　29歳の警察官．交通事故による腰椎圧迫骨折に対する外科手術後に発生した逆行性射精で，配偶者間人工

授精（AIH）により妊娠に成功した1例を経験したので報告した．本症例は精子濃度0．2million／m！の高度

乏精子症を伴つていたためHMGIHCG療法を施行したところ精液所見の著明な改善を認め，その後4回目

のAIHにて妻の妊娠に成功し，正常分娩にて男児（体重3，3909）を出産した．

　逆行性射精に対し，AIHにて妊娠に成功した例は本邦においては第10例目であるが，高度の乏精子症を

伴い，加療により精液所見の著明な改善を認めて成功した例は本症例が最初のようである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），119－123，1985）

睡

緒　　言

　男性不妊症の原因としての逆行性射精の占める頻度は

さほど多いものではないが，近年の交通事故，骨盤内手

術や整形外科的手術の増加に伴い今後増加しうることは

充分予想される．我々は交通事故による腰椎圧迫骨折に

対する，整形外科的手術後に発生した逆行性射精に高度

の乏精子症を伴い，HMG／HCG療法により精液所見の

著明な改善を得，Hotchkissの方法1）に準じ配偶者間人

工授精を行ない挙児に成功した1例を経験したので報告

する．

1．症　　例

儲・■29歳警察官
　初診：

　主訴：射精障害

　家族歴：特記すべきことなし

　既往歴：昭和46年7月，白バイ運転中に転倒し第5腰

椎の圧迫骨折

　現病歴：昭和46年腰椎圧迫骨折により某病院整形外科



120　（120） AIHにて挙児に成功した逆行性射精の1例

に入院．ギプス固定にて4カ月後に退院．その後は射精

は正常であつたが，腰痛と下肢のしびれが継続したため

同年11A　，第1回目の前方固定術を受けた．その後も射

精障害はなかつたが腰痛が持続したため，昭和52年10月

第2回目の前方固定術を受けた後約2週間目にorgasm

はあるものの精液の射出がないことに気付いていたが放

置．昭和56年2月，射精障害を承知の上結婚したが，妻

の強い挙児の希望があり昭和56年9月3日，当科を紹介

され来院した．妻は25歳で当院産婦人科にて精査の結果

正常であった．

　現症：身長178cm，体重70kgで体格良好．外性器，前

立腺とも正常．睾丸は両側13mlとやや小さいが硬度は

正常．両側精管も触知．上腹部から下腹部にかけて約30

cmの手術痕を認めた．

　検査所見

　神経学的検査正常．尿所見，血液，生化学検査正常．

末梢血中ホルモン値はFSH　12mIU／ml，　LH　14mIU／

ml，　PRL　32ng／m1，　testosterone　6．2ng／m1と軽度の高

PRL血症はあるものの頭部レ線所見ではトルコ鞍の形

状は正常であった．

　膀胱鏡・尿道鏡所見

　膀胱鏡所見は正常であつたが尿道鏡にて内尿道口は軽

度に開大し，Schramm現象を認めた．精阜は正常であ

つたが30rnlの軽度残尿を認めた．

口不妊会誌　30巻1号

図1　排尿時尿道撮影

　レ線所見

　腰椎単純撮影で第5腰椎の圧迫骨折後の変形を認め，

排泄性尿道撮影で図1に示したように膀胱頸部の軽度開

大を認めた．

　精液所見

　残尿を認めたため導尿後，生食10mlを膀…胱内に注入

し，masturbation後再導尿し採取液を1000rpm，5分間

遠沈し検鏡したところ，精子濃度は0．2×106／mlの高度

乏精子症で運動精子は認められなかつた．

　睾丸生検は患者の承諾が得られず施行できなかつた．

1

S・ti’6　　　　S・57　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s・§8
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図2　治療経過と精液所見の変化



昭和60年1月　1日 吉田・吉田・渡辺・内藤・今村・矢内原

　以後の精液検査は採取液を総べて遠沈して沈渣を回収

し1m1の生食に浮遊し，通常の方法により2）精子濃度

と運動率の測定を行つた．

　治療および経過

　治療経過について図2に示した．塩酸イミプラミン30

mgとビタミンE600mgの内服を開始したが，仕事の都

合で来院できないため近医に治療継続を依頼し，さらに

HCG　30001U週1回の内分泌療法も試みたが約6カ月

経過するも順行性射精は得られず，精液所見も初診時と

図3　妊娠8週目の腹部超音波断層像（矢印に
　　　胎児を確認）

同様の所見であつた．昭和57年4月より当院への通院が

可能となつたため，HMG（Humegon⑪，日本オルガノ

ン）1501UとHCG　30001Uの同時併用注射療法を開始

したところ約16週後になり精子濃度28×106／ml，運動率

4％と精子濃度の著明な改善を認めた。運動率の増加を

計るためカリクレイン300KE／日の内服療法も併用した

ところ，精子濃度の増加とともに運動率の改善も認めた

ため昭和57年11月よりAIHを開始し，4周期目で妊娠

に成功した．その時の精子濃度は143×106／m1，運動率

は54％であつた．AIH直前の妻に対する処置として，

排卵予定日の3日前よりHMG　1501Uの連続投与を行

ないAIH当日はHMG　1501UとHCG　100001Uの
混注を行つた．その後の妊娠経過は順調で，妊娠約8週

の腹部超音波断層検査では，図3に示したように胎児

の発育も良好であり，昭和58年12月正常分娩にて無事

3，390gの男児を出産した，

II．考　　察
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　逆行性射精は，勝岡ら3）によれば1862年Schultzが最

初に記載したとされるが，この現象は男性不妊症の原因

としては比較的稀なものとされ，布施ら4）の本邦におけ

る1982年までの集計でも，1958年森らの報告した第1例

以来29例にすぎない．その原因の1つとして，近年多数

施行されるようになつたTURが問題となるがJ”　・6），こ

れらは高齢者が大部分であるため臨床上はさして問題と

はならない．男性不妊症の面から問題となるのは胸腰部

交感神経節切除術7），後腹膜リンパ節郭清術8），整形外科

的手術，骨盤内手術9），diabetic　neuropathylo）などが挙

げられ，これらの症例の増加に伴い今後増加することは

充分予想される，

　本症の特徴的な所見として木村ら11）によると内視鏡的

には，精阜肥大，Schramm現象，後部尿道の炎症所見

と尿道膀胱撮影による膀胱頸部の開大がみられる．

　本症の治療法としては，尿道ブジー法12），硝酸銀注入

法や膀胱頸部縫縮術13）などが行なわれ，また内服療法と

して，内尿道口の閉鎖には，cr・adrenergic　receptorカ：関

与しているといわれていることから14）交感神経系賦活剤

であるImipramine15）やCOMT阻害剤16）などが使用

されている．

　これらの内服療法や外科的処置によつて順行性射精と

なり，一部妊娠例が報告されているが決して成功度の高

いものとはいえず，順行性射精とならなかつた例には

AIHが施行されるが，尿が精子運動性に悪影響を及ぼ

すため精液採取や採取した精子の処理に種々工夫がなさ

れている．その代表的なものとして，Hotchkiss法1）が

あり，その方法を要約すると，1）6時間前より水分摂

取を制限して尿量の減少を計り，2）精液採取直前にR－

inger’s・glucose液で膀胱内を洗源し，3）同solution　2

m1を膀胱内に注入し，4）直ちにmasturbationを行な

わせ，5）自然排尿か導尿にて膀胱内精液を採取し，直

ちにAIHを施行するという方法である．

　我々はこのHotchkissの方法に準じたが，尿のpH

を7．0ぐらいにするため7日前より重曹6gの服用を行

なわせ，solutionとしては手軽に入手できる生食（pH

6．8）を用いAIHにて妊娠に成功させ得た．また採取精

液のAIH直前の処理としてRinger’s　91ucose　solution

以外に4％human　serum　albumine17）や0．1％glucose

加Ringer液による精液静置法による良好運動精子回収

による妊娠成功例も報告されており18），今後AIHによ

る妊娠成功例も増加すると思われる．

　本邦における逆行性射精のAIHによる妊娠成功例

は，表1に示したように白石ら19）の報告以来我々の症例
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表1　本邦における逆行性射精のAIHによる妊娠成功例

No．

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

報告者

白石ら9）

勝岡ら3）

遠バら2ω

藤原らLl）

布施ら4）

遠藤リ20）

対木ら18）

三1甫・⊃22）

鎌田ら23）

自験例

年度

1969

1974

1975

1976

1980

1980

1981

1983

1983

1983

年齢

30

34

33

28

36

31

28

不明

44

29

発　症

自慰後

自慰後

不　　明

不　　明

椎目板ヘ
ルニア術
後

不　　明

自慰後

不　　明

糖尿病

腰椎骨折
術後

精子濃度

多　　数

50×1061mI

不　　明

32　×　106／ml

86×106ノ／rnl

不　　明

34×106／ml

111×106／ml

11×106／m1

0．2×1061m1

運動率

30％

50％

20～
　30％

3196

4％

不　明

58％

5696

10～
　20％

0％

尿道膀胱鏡所見

Schramm現象（一）
後部尿道の発赤浮腫

Schramm現象（十）
精阜肥大

精1’f；”の浮腫

1瀞脈の拡張

施行せず

Schramm現象（十）

施行せず

施行せず

不　　明

不　　明

Schramm現象（十）

尿道膀胱レ線所見

膀胱頸部開大

膀胱頸部開大
右精のう左側偏位

異状なし

膀胱頸1小開友

膀胱頸部開大

　卑青1藝月巴プく

後部尿道拡大

後部尿道開大

　重複尿逼

不　　明

不　　明

膀胱頸部開大

　AIH
成功周期

4括胡｝朝1ヨ

5周期目

1

7月期目

5周期日
t

3周期目

6岡期目

1

3周期日

151胡蜘1目

」

1月期目

4∫ij具JJ目

1

が10例目であり，意外に少ないようである．さらにその

ほとんどの例は，初診時より精液所見はほぼ正常値に近

く，高度の乏精子症でHMGIHCG療法24）により精液所

見が著明に改善し妊娠に成功した例は我々の症例が最初

であつた．

結　　語

　高度の乏精子症を伴つた逆行性射精の症例に対し，

HMG／HCG療法を施行し精液所見の著明な改善を認

め，AIHにより4周期目に挙児に成功した1例を報告

した、本邦における逆行性射精のAIHによる妊娠成功

例は自験例がユ0例目であるが，高度乏精子症を伴い，治

療により精液所見が著明に改善し，妊娠に成功した例は

自験例が最初であつた．

　（本論文の要旨は第28回日本不妊学会総会において発

表した．）
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Acase　of　retrograde　ejaculation

whose　wife　conceived　by　artificiaI

insemination　with　husband’s　semen

－Treated　by　HMG／HCG　injection

　　for　severe　oligozoospermia一

　　　　Hideki　Yoshida，　Tohru　Yoshida，

Masanobu　Watanabe，　Yoshifumi　Naitoh

　　　　　　　　　and　KaZUO　Imamura

Department　of　Urology，　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　Showa　University

　　　　（Director：Prof．　Kazuo　Imamura）

　　　　　　　　　　Takumi　Ya皿aihara

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　School　of　Medicine，　Showa　University

　　（Director：Prof．　Tetsuya　Nakayama）

　　A29　year・old　male　visited　our　clinic　with　the

complaint　of　orgasm　without　ejaculation　since　he

had　underwent　a　transabdominal　operation　for　the

compression　fracture　of　5th　lumbar　vertebra　4

years　ago．　As　he　was　a　severe　oligozoospermia

（sperm　density：0．2　million／ml，　motil量ty　rate：

0％）in　the　seminal　analysis　collected　from　the

bladder，　he　was　treated　with　the　combination

therapy　of　HMG〆HCG　for　about　4　months．　We

observed　signi丘cant　improvement　of　his　semina1

findings　after　the　HMG／HCG　therapy　and　tried

the　artificial　insem三nation　（AIH）to　his　wife．

His　wife　conceived　after　the　4th　tr三al　of　AIH

using　the　semen　obtained　by　modified　Hotchkiss’

method　and　delivered　a　mature　boy，　weighting

3，390g，　by　normal　delivery．

　In　Japanese　literature，　this　case　seems　to　be

the　10th　case　which　was　successful　artificial　in．

sernination　with　retrograde　ejaculation，　and　to

be　the丘rst　case　which　was　a　severe　oligozoos．

permia　and　was　successful　after　the　treatment　by

HMGIHCG　injectlon．
　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年3A10日）
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9

　結婚後3年の，逆行性射精が原因の不妊夫婦に，配偶者閻人工授精（AIH）を試み，第23回目のAIHで

妊娠・出産に成功した．精子回収は市販のラクテックリンゲル液を，重曹にてpH　7・4に調整の後その50

mlを膀注し，自慰行為後の尿を遠沈回収する方法で，妊娠時の調整された精液所見は・精子濃度80×1061ml・

運動率66％，奇形率5％及び白血球1～2／視野であつた．

本症例はわが国における，逆行性射精のAIHによる妊娠・出産例の第11例目と考えられる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），124－129，1985）

1

緒　　言

　完全型逆行性射精は，Orgasmに伴つて，　Emission

はあるが精液が内尿道口より膀胱内へ逆行するもので，

無精液症の最も一般的な原因とされる．今回我々は不妊

の治療としてAIHを施行し妊娠・出産に成功した逆行

性射精の1例を経験したので，若干の文献的考察を加え

報告する．

患者：31歳男性

症　　例

　初診：昭和54年10月19目

　主訴：不妊

　家族歴：特記すべき事なし．

　既往歴：糖尿病，交感神経遮断剤の使用，手術及び外

傷を始め，特記すべき事なし．

　現病歴：生来健康であり，昭和51年に結婚，避妊せず

3年間性生活を営むにもかかわらず不妊である．18歳時

自慰行為を覚えて以来オーガズムはあるが，精液の射出

を経験していない．妻は31歳で月経周期がやや不整であ

るが，基礎体温は2相性，卵管通過性良好，頸管粘液検

1

1
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査等，産科婦人科学的に異常を認めなかつた．血清中抗

精子抗体は，夫妻ともに陰性であつた。

　現症：栄養中等度にて体格強健．女性化乳房及び外陰

部奇形等認めず．陰毛は男性型で，精巣のサイズは，右

；20×46mm，左；18×38mm，両側精巣上体正常，精管

触知可能であり，前立腺は触診上異常を認めなかつた．

精索静脈瘤も認めていない．

　検査所見：自慰行為後直ちに排尿させ，尿検査を行つ

たところ尿外観は混濁し，沈査にて運動性良好な多数の

精子を認めた．尿道膀胱造影及び尿道鏡では特記すべき

所見は認められなかった．

　治療法と経過：内活約筋の閉鎖不全を疑い交感神経刺

激剤（塩酸イミプラミン1））が初回20mg／日より，200mg／

目まで順次漸増した後　4週間投薬された．しかし順行

性射精は得られなかつた．
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Table　1　膀胱注入液の組成

塩化カルシウム

塩化カリウム

塩化ナトリウム

乳酸ナトリウム

D一ソルビトール

重炭酸ナトリウム

0．29／1

0．39／1

6．Og／l

3．19／1

50g〆1

1．59／1

　そこで1955年Hotchkissにより初めて報告された，膀

胱より精子を回収する方法2）に準じて精子を採取しAI．

Hが行われた．尿のpHと浸透圧の影響を少くする目

的で，AIH予定3日前より重曹49／日，当日朝には利

尿剤を投与した．精子の回収にあたり，まず排尿させ，

直ちにpH　7．4に調整された市販のラクテックリンゲル

液（Table　1）50mlを外尿道口より注入した後，可及的速

　　Table　2　膀胱よりの精子回収，およびAIH用精子浮遊液の作製法

L前投与　（1）重曹4g，2分×3日

　　　　（2）フロセマイド1tab当日朝

2．排尿后、直ちに膀胱注入用液（別記）を臆注する。

3．自慰行為（用手法）后、排尿により回収する。

4，

’

拶
畠 300xgrl　min．

→

5．

吸引廃棄

滅菌。式験管に分注する 者詳rf二PelIet

6．

集合させる

膀胱注入液10m1

Aん5m、。．

7．

一L澄吸引廃棄

非青了」　Pellet 管底数mlを残しAIHへ
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やかに自慰行為をさせた．Emission後すぐに減菌コッ

プに排尿させ，尿成分を取り除く目的で，それを滅菌試

験管に分注後，300g×5分にて遠沈した。上澄を捨て，

それぞれの管底の精子pelletを新たな減菌試験管1本

に集め，ラクテックリンゲル溶液10mlにて同様に洗浄

遠沈を行つた後，管底の数mlを残し上澄を吸引廃棄，

管底には精子と精漿がpellet状に残された．次いで室

温にて約20～30分放置し，精漿が十分液化し，精液所見

を確認後，AIHに供された（Table　2）．

　初回より第23回目（妊娠時）までの回収精子浮遊液の

所見が，Table　3に示されている・AIHは，初回より

Table　3　AIHの経過
　　　　　　　　N．D．，not　done

周叫難舗）罰報）1奇形率（％）瞬（m1）

5

2．5

2

2

1．5

2

2

1．8

1．5

4

2

1．5

2

2

1

1

2

0．8

1．2

0．8

1．1

1．2

日不妊会誌　30巻1号

性射精に対する以下の治療法が試みられた．

　膀胱充満射精法（1978年Crichら3））：膀胱に尿が充

満した状態で，立位で自慰行為を行わせることにより順

向性射精を誘起させる方法である．

　腔内排尿法（1976年Schramら4））：排尿の後，性交

しEmissionにひきつづき陰茎を膣内に挿入したままの

状態で排尿する方法である．

　これら両者及び尿道ブジー療法によつても期待された

結果は得られなかつた．

N．D．

N．D．

N．D．

N，D．

N．D．

N．D。

N．D．

N．D．

N．D．

N．D．

N．D．

N．D．

N．D．

N．D．

N．D．

N．D。

N．D．

　10

　10

　10

　10

　10
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第14回目までが当科，その後は神戸市立中央市民病院産

科婦人科で行われた，昭和58年4月，初回より都合23回

目のAIHにて妊娠に成功した．妊娠261日目，帝王切開

にて4，074gの健康正常男児を出産した．妊娠時の回収精

子浮遊液の所見は，液量1．2ml，精子濃度80×106／ml，

精子運動率66％，奇形率5％及び白血球1～2／視野で

あった．

　なお，AIH及び塩酸イミプラミン療法の他にも逆行

　木村ら6）によれば，いわゆる射精とは精液の後部尿

道への排出（Emission）と精液の外尿道口からの射出

（Ejaculation）より成つており，　Ejaculationの際には

内尿道口は閉鎖しているとされる．逆行性射精はこの

Ejaculation時の内尿道口閉鎖不全により起り，最も一

般的な，無精液症の原因で，Orgasmに伴つてEmissi－

onはあるが，精液が内尿道口より膀胱内へ逆流するも

ので，1947年Swaabにより最初に報告された．

　原因としては，①前立腺及び膀胱頸部手術（特に経尿

道的前立腺切除術及び経尿道的膀胱頸部切除術）7），②糖

尿病性神経症7・8），③骨盤内手術7・9），④胸腹部交感神経

節切除術7，1°），⑤chemical　sympathectomy（グアネシ

ジン等の薬物）11），⑥後腹膜リンパ節郭清術7），⑦尿道外

傷12），⑧脊髄の横断病変工2），⑨奇形12）（先天性重複尿道）

などがあげられる．自験例は特記すべき原因はなく，特

発性と考えられた．

　本症では一般的には無精液症であり，尿道膀胱造影で

は，後部尿道の開大，膀胱底の下垂が認められ13），膀胱

鏡では，精阜肥大，後部尿道の炎症像，シュラム現象

を14・15），尿道膀胱圧測定では，最小尿意発現と共に強い

尿意を覚える無抑制の傾向と，尿道圧の低下を認めるこ

とがある16）．確定診断は，マスターべ一ション後の中間

尿が，視診にて白濁し，検鏡にて精子多数を認めること

によりなされる．

　内尿道口閉鎖にはα一adrenagic　receptorが関与して

いることから，逆行性射精の治療法の1っとして，phe－

nylP「oPanolaminei7’19）などのα・adrenagic　stimulator

や，塩酸イミプラミンなどの交感神経賦活剤10）が用いら

れている．一般に抗うつ剤として使用される塩酸イミプ

ラミンは内尿道口開大が著明でないものに有効とされ，

布施らは本剤の投与により5例中3例に順行性射精がお

こつたとしている1°）．

　さらにCONT阻害剤2°），　L－DOPA21），抗ヒスタミ

ン，抗コリン剤であるbromopheniramineなどが使用

されている．

1

1

1

1

1

1

1

1
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Table　4　逆行性射精のAIHによる妊娠・出産成功例（本邦）

No．

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

報告者

白　石

勝　岡

遠　藤

藤　原

布　施

遠　藤

対　木

鎌　田

内　藤

兼　松

自験例

年度

1971

1973

1975

1978

1980

1980

1983

1983

1983

1984

1984

夫の
年齢

30

34

33

28

36

31

28

44

29

31

妻の
年齢

37

31

不妊
期間

5年

3年

3．3年

O．8年

4．6年

3年

10年

0．6年

3年

基礎疾患

特記すべき事なし

特記すべき事なし

特記すべき事なし

特記すべき事なし

椎問板ヘルニァ手
術

特記すべき事なし

特記すべき事なし

　　糖尿病
腰椎前方固定術

　骨盤骨折後

特記すべき事なし

尿道・膀胱造影

頸部開大傾向

頸部開大

特記すべき事なし

頸部開大

頸部開大傾向

後部尿道拡大

頸部開大傾向
　重複尿道

特記すべき事なし

尿道・膀胱鏡

後部尿道に軽度
発赤浮腫

後部尿道発赤浮
腫・Schram現象

　精阜浮腫
　静脈拡張

Schram現象

Schram現象

特記すべき事なし

AIH
周期

4周期

5周期

7周期

5周期

3周期

6周期

3周期

1周期

4周期

23周期

出生時
　　　性別体重・

2350g・♀

3650g・♂

2740g　・♀

3520g・♀

3170g・♀

3310g・♀

17209・♀

2365g・♂

4074g　・♂

唾

　機械的治療法として，尿道ブジーならびに硝酸銀の尿

道内注入5）が試みられているが，自験例での尿道ブジー

療法は期待された結果をもたらさなかつた．

　手術治療としては，膀胱頸部縫縮術が有用とされ16・21），

本邦では順向性射精が回復した2例の報告があり，うち

1例では妊娠に成功している21）．しかしながら手術の合

併症として排尿障害の生ずる危険性も考えられ，適応を

内尿道口開大が著明なものに限るなど，その選択は慎重

であるべきとしている10），

　Full　biadder時の性交為3）や排尿後直ちに性交為を行

い，Emissionが起れば直ちに挿入状態のまま膣内排尿

させる4）方法は簡単に行えるため，自験例でも試みたが

成功しなかった．

　さて，以上の順向性射精を期待する治療法とは異な

り，1954年Hotchkissにより最初の妊娠・出産例が報告

された，膀胱内より精子を回収してAIHに用いる方法

がある．わが国では，1971年白石ら22）の報告が最初であ

る．以後，諸家により，Hotchkiss法原法やそれに準じ

た方法による妊娠・出産例が報告されてきた，膀胱精

子回収法は精子運動率に悪影響を及ぼすとされる尿の

（i）低いpH．，（ii）高い浸透圧，（iii）尿素チッ素，の

影響をできるだけ減少させるよう注意すべきである．こ

のためには，重曹投与によるpHの調整や，利尿剤に

よる尿の低張化等が行われるがその効果を疑問視する報

告23）もみられる．また同様の目的で，Emission後直ち

に培養液を膀胱内注入し，精液を回収する方法が行われ

る23・24）．

　また回収された精子から，精液重層静置法により，運

動良好なgood　spermを選別し，　AIHに用いる報告も

ある12）．

　尿には精子のcapacitation阻害物質が含まれている

と推測されるため今後は回収精子の授精能の検討も必要

であると考えられる．

　自験例のAIH法は，　Hotchkiss法に準じた方法で，

膀胱内注入液には市販のラクテックリンゲル液が用いら

れ，Hotchkissが水分制限により尿の影響を減少させる

ことを考えたに対し，Mahadevan24）と同様の考えから

永分摂取と利尿剤により尿浸透圧を下げ，正常精漿の浸

透圧に近づける方針がとられた．

　飯塚ら25）は，不妊患者におけるAIHによる妊娠成立

の平均周期は3．9周期であり，10周期までに90％以上が

妊娠に成功することからそれ以上AIHを行つても妊娠

成立をみない揚合は，免疫学的検査等不妊原因の再検討

が必要としている．

　逆行性射精症で，AIHにより妊娠・出産に成功した

とする報告は，本邦では10例であり26），自験例は11例目

と考えられた．これらの報告では，AIH施行周期は，

1～7回である（Table　4）．自験例は23回と著明に多い

がこれは妻の月経周期不整の影響によるものと考えてい

る．

　逆行性射精に対しては前述の種々の治療法があり，特

に薬物療法はまず試みるべき治療と考えられる．しかし

順向性射精が得られない時は，本症の大部分が不妊のみ

を主訴として来院することを考えると，不妊の治療とし

てのAIHは，簡便さと安全性の面から非常に有用と思

われる．
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結　　語

AIHにて妊娠・出産に成功した逆行性射精の一例

　膀胱より回収した精子を用いてのAIH療法により，

妊娠分娩に成功した逆行性射精の1例を報告し，若干の

文献的考察を加えた．

　（尚本論文の要旨は，1984年6月，第3回目本アンド

ロロジー学会に於て口演した．）
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Acase　of　retrograde　ejaculation；

　his　wife　conceived　and　gave

　　birth　to　a　baby　by　AIH
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retrograde　ejaculation　were　successfully　applied

for　23th．　AIH．　The　spermatozoa　were　gentlly

obtained　by　means　of　modi丘ed　Hotchkiss　method．

On　May，1983，　his　wife　happily　announced　she

was　late　for　her　period　and　261　days　later　from

AIH　she　gave　birth　to　a　normal　healthy　baby

boy．

　　In　Japan，　this　birth　may　be　the　eleventh　one

in　the　case　of　successful　arti丘cial　insemination

with　retrograde　ejaculation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年6月30目）

睡
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先天性陰茎轡曲症の3例
1

3Cases　of　Congenital　Curvature　of　the　Penis

　　　　名古屋大学医学部泌尿器科学教室（主任：三矢英輔教授）

成田晴紀　三宅弘治　三矢英輔
Harunori　NARITA　　Koji　MIYAKE　　Hideo　MITSUYA

1

Department　of　Urology，　Nagoya　University

　　　School　of　Medicine，　Nagoya

　　（Director：Pro£Hideo　Mitsuya）

　先天性陰茎轡曲症の3例を経験した，1例は左方轡曲であり，他の2例は腹側轡曲であつた．2例に対し

Nesbitの方法に準じ手術を行ない満足のゆく結果が得られた．この手術法は，優れた外科的手段であり手技

も簡便である．本邦および外国文献より43例の報告があり，このうちの23例につき検討を行なつた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，30（1），130－135，1985）

1

緒　　言

　陰茎轡曲を呈する疾患は先天性と，後天性がある．先

天性疾患のうち通常みられるものは尿道下裂であるが，

その他，尿道上裂，陰茎捻転症，陰茎轡曲症等がある

が，これらはきわめて稀な疾患である．後天性のものと

しては，形成性陰茎硬結（Peyronie病），尿道炎の二次

的変化，陰茎外傷等が挙げられている．尿道炎，外傷等

の既往もなく，陰茎に線維性索，硬結等もみられず，勃

起時のみ陰茎の轡曲を呈する先天性陰茎轡曲症は1965年

Nesbiti）によりはじめて報告されているが，我が国では

もちろんのこと諸外国においてもこの症例の報告は少な

い．今回，先天性陰茎轡曲症の3例を経験したので若干

の考察を加え報告する，

症　　例

　症例　1

　患者：26歳，男性，未婚．

　主訴：陰茎屈曲，精神的不安．

　既往歴：尿道炎や陰茎外傷の既往なし．

　現病歴：高校2年生の時，勃起時，陰茎が左方に屈曲

するのに気づいたが特に勃起時疹痛は伴わなかつた，以

降この勃起時の屈曲を苦にしていたが，徐々に精神的不

安が高まり，昭和56年11月に某院を受診したが陰茎の異

常もなく放置するよういわれた．しかし，患者が強い不

安感を訴えたため当科に紹介され受診したt当科にても

外陰部に異常は認められなかつたが，患者が陰茎根部左

側に硬結を訴えたため，数回その陰茎根部あたりにステ

ロイドの局注をうけた．しかし改善はみられなかつた．

　現症：体格中等度，胸・腹部異常所見なし．外性器に

も異常は認められず，陰茎の触診では線維性索，硬結等

の異常を認めず，非勃起時は轡曲もみられない．当外来

で勃起状態の観察を試みたが，不成功であつたため，患

者自身に自宅で勃起時にポラロイド写真をとり持参する

よう指示し，この写真より先天性陰茎轡曲症と診断し得

たため，手術目的のため入院となる．

　患者自身の撮影したポラロイド写真より，勃起状態の

陰茎は陰茎根部より1／4の部位より左方に30°屈曲し，

時計回りに90°捻転を伴つていた（図1）．

　陰茎海綿体撮影：陰茎海綿体に病変の有無を確かめる

目的で陰茎海綿体撮影を施行した．陰茎振子部にて右側

陰茎海綿体に20Gの注射針を刺入し，針の先端がX線透

視下にて右陰茎海綿体内に入つているのを確認し，60％

ウログラフィンを約10m1注入し造影を行なつた（図2）．

陰茎海綿体像からは左右不同，欠損像等の所見は認めら

れなかつた．さらに，陰茎根部を絞拡し，約20m工の造

影剤を注入することにより，半勃起の状態が得られた

が，陰茎は軽度に左方屈曲し，陰茎海綿体像からもこの

所見が確認された．

　手術所見：硬膜外麻酔下にて，まず左右陰茎海綿体白

1

1
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図1　症例1　術前の勃起時のポラロイド写真

図2　症例1　術前の陰茎海綿体造影
（左：造影剤10ml，右：造影剤30ml）

膜の状況を観察するため陰茎根部より陰茎遠位1／2までを

縦に陰茎側方で左右2ケ所の皮膚切開を加えた．Colles’

fasciaを切開し，次にBuck’s　fasciaを切開することに

より陰茎海綿体白膜を触診するも，硬膜や白膜の異常等

の所見はなかつた．勃起時，陰茎は左方に屈曲し，時計

針進行方向に捻転することを確認するため，陰茎根部を

絞挽し約50mlの生理的食塩水を陰茎海綿体に注入した．

陰茎は半勃起状態となり，左方に轡曲し時計回りに軽度

の捻転を呈した．そこで右陰茎海綿体の側上方でやや背

側のBuck’s　fasciaを切開して右陰茎海綿体白膜を露出

し，陰茎根部やや遠位側から陰茎中央部までの間で3ケ

所にNesbit1）の手術に準じて陰茎海綿体白膜を3×7

図3　症例1　左方轡曲に対する手術法の模式図

（131）　　131

図4　症例1　術後勃起時のポラロイド写真

cmの大きさで紡錘形に切除した（図3）．白膜切除にて

出血は認められるが手指圧迫で止血は十分であつた．こ

の切除した3ケ所ともに4－ODexon糸にて3針，横

に縫合し出血のないことを確かめた後，Buck’s　fascia，

Colles’fasciaを各々縫合閉鎖し皮膚を縫合して手術を

終る．

　術後経過：術後，陰茎の浮腫もなく手術創は順調に治

癒し創部痛なく退院となる．退院後患者自身撮影した写

真から勃起時の陰茎は屈曲は認められなかつた（図4）．

しかし，依然として時計回りの捻転は軽度みられ，勃起

時の陰茎の長さがやや短くなつたと訴えているが患者自

身は十分に満足しており，性格的にも明るさを取り戻し

た．

　症例　2

　患者：31歳，男性，既婚．

　既往歴・家族歴：特記すべきものなし，

　主訴：勃起時の陰茎屈曲．

　現病歴：結婚して7年目を迎え，子供は2人いるが，

妻との性交で夫婦ともに疹痛を伴うため，性交体位など

に種々工夫をしてきたが，依然として性交で局所に癒痛

があり，性i雑誌などからの情報で陰茎の腹側屈曲に不審

を感じたため当科受診した．

　現症：非勃起時の陰茎は屈曲もなく，陰茎には索など

蟷、

嘱

鞄

図5　症例2　勃起時のポラロイド写真
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の線維性硬結等も認められなかった．又，勃起時に陰茎

は強く腹側へ屈曲するも痙痛はない．

　患者の持参したポラロイド写真（図5）より，腹側

4s°に屈曲した先天性陰茎轡曲症と診断し，手術の承認

も得，入院予約までに至るも，手術に対する恐怖心とす

でに子供も2人いることより患者及び妻の希望により手

術中止の申し出があり，手術未施行のまま現在に至つて

いる．

　症例　3
　、患者：30歳，　タ」’卜生，未女昏．

　既往歴：中学生の時，勃起時の外陰部打撲．

　家族歴：特記すべきものなし．

　主訴：勃起時の陰茎屈曲．

　現病歴：中学生の時，勃起時に陰部を蹴られ，痙痛は

軽度で皮下出血も陰茎腫脹もなかつたため放置してい

た．その後，勃起時に陰茎の腹側屈曲に気づいたが，勃

起時疹痛はなかつた．最近，性交時に痙痛を伴い陰茎が

半分位しか膣内に挿入出来ないため当科を受診した．

　現症：陰茎触診にて異常はなかつたが，非勃起時にも

陰茎は軽度腹側に屈曲がみられた．外来にて勃起時のポ

ラロイド写真を撮影した所，陰茎は根部より1／2の部位で

25°腹側への屈曲がみられ先天性陰茎轡曲症と診断した

く図6）．

璽　　：
HVt　宏擦餓

図6　症例3　術前勃起時のポラロイド写真

　先天性陰茎轡曲症では，既往歴に陰茎外傷のないのが

前提であるが，この症例では陰部打撲の既往がある．し

かし，この際，陰茎腫脹，皮下出血等の症状もなかつた

ことより，陰茎轡曲はこの陰茎打撲に関係するとは思わ

れず患者の性器に対する関心がこのepisodeで増幅され

陰茎屈曲に気づいたものと推察され，先天性陰茎轡曲症

と診断した．患者も手術を強く希望した．

　手術所見：第1例と異なり腹側屈曲であるため，陰茎

背側の正中に縦の皮膚切開を加え，Colles’fasciaを切

開し，左右のBuck’s　fasciaを切開し両側陰茎海綿体白

膜の背側を露出した．陰茎背動静脈をさけ又，リンパ管

日不妊会誌30巻1号

図7　症例3　腹側轡曲に対する手術法の模式図

は白膜切除術部分で切離した．図7の如く，白膜を左右

4ケ所ずつ紡錘形に切除し，4－ODexon糸にて3－4針

で横に縫合した．出血のないのを確かめた後，Buck’s

fascia，　C・lles’fasciaを各々縫合閉鎖し，皮膚縫合を行

ない手術を終了した．

図8　症例3　術後勃起時のポラロイ
　　　ド写真

　術後経過：術後創部は順調に経過し包皮の浮腫もなく

退院となつた．術後1カ月後の勃起時ポラロイド写真よ

り，腹側屈曲は消失しており性交時の膣内への陰茎挿入

は完全で患者は満足している（図8）．

考　　案

　陰茎轡曲症は原因不明の先天性奇形であり，非勃起時

にはほとんどの症例が正常の形を示し，勃起時のみ陰茎

屈曲を呈する特徴をもち，陰茎海綿体白膜の勃起時にお

ける進展性の差異により屈曲する方向が異なつてくると

考えられている．

　先天性陰茎轡曲症はNesbit1）により始めて報告され，

その手術法に対しても詳しく述べており，現在でも陰茎

轡曲症の主な手術法の1つとなつている．その後も症例

報告が散見されるが，外国では34例，本邦においても自

1

1

J

1

1
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表1　先天性陰茎轡曲症の報告例

No．

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

報告者

Nesbit

Nesbit

Nesbit

Correa

Saalfeld

Saalfeld

Saalfeld

古畑ら

Pond

Pond
Gavre　ll

Redman
松村ら

松村ら

松村ら

中島ら

中島ら

Udall

Udall

Udall

自験例

自験例

自験例

発表年

1965

1965

1965

1971

1973

1973

1973

1973

1974

1974

1974

1975

1976

1976

1976

1978

1978

1980

1980

1980

1983

1983

1983

1年酬主 訴陣曲方向

19

26

24

17

20

22

22

24

29

33

24

21

26

31

30

陰茎屈曲・精神的不安

陰茎屈曲

性交困難

性交困難

性交困難

性交困難

陰茎屈曲

精神的問題

精神的問題

性交不能

陰i茎屈曲・性交困難

陰茎屈曲・性交時疹痛

精神的不安

性交不能

性交困難

性交困難

陰茎屈曲・精神的不安

陰茎屈曲・性交時疹痛

陰茎屈曲

側方

腹側

腹側

左側方

腹側

腹側

腹側

左側方

腹側

腹側十側方

左側方

右側方

腹側

左側方

側方十腹側

腹側

腹側

側方

腹側

背側

左側方

腹側

腹側

酬獺

90°

60°

60°

60°

90°

60Q

45°

45°

60°

30°

45°

25°

輪状

輪状

輪状

輪状

縦

縦

輪状

輪状

輪状

輪状

縦

輪状

縦

縦

縦

手術法（手術側）

Nesbit（側方）

Nesbit（背側）

Nesbit（背側）

Nesbit（右側方）

Nesbit（背側）

Nesbit（背側）十Saalfeld（腹側）

Saalfeld（背・腹側）

Nesbit（右側方）

Nesbit（背側）

Nesbit（背側）十Nesbit（側方）

Nesbit（右側方）

Nesbit（左側方）

Nesbit（背側）十Saalfeld（腹側）

Nesbit（右側方）

Nesbit

Nesbit（背側）

Nesbit（背側）

Nesbit（側方）

Nesbit（背側）

Nesbit（腹側）十Saalfeld（背側）

Nesbit（右側方）

未施行

Nesbit（背側）

｝

験例を含め9例と思つたより少ない．結局，現在まで43

例1－11）の報告がされているわけであるが，Kelami11）の

20例は詳細な記述がないため23例1’10）につき文献的考察

を加える（表1）．

　1。年齢

　17歳から33歳で平均24．5歳であつた．患者の大半は思

春期後半から結婚適齢期の男性であつたが，挿入不能が

主訴となるためと考えられる．

　2．主訴

　もつとも多いのが挿入不全を含む挿入不能や挿入時痙

痛による挿入困難で9例，次いで陰茎屈曲8例，精神的

問題5例，性交時疹痛2例であつた．自験例の症例1で

もあったように，精神的問題を訴えた症例が予想外に多

い．このような症例はほとんど，結婚適齢期を控えた25

歳前後であり，性交時の挿入困難が原因となり神経症に

陥るものと考えられ，さらに非常に稀な疾患であるた

め，適確な診断が得られないまま各病院を転々とし，な

お一層精神的不安が増すものと思われ，我々の症例1も

反省させられる症例であった．

　3．陰茎屈曲の方向及び程度

　勃起時の陰茎屈曲は生直後より出現するとCorrea2）

は述べているが，報告されている大部分の症例は思春期

頃に患者自身が気付いている．よつて年齢が進むにつれ

てこの屈曲の程度が増加してくるものか，性器に対する

関心度が低く勃起時の陰茎屈曲に気付いていなかつたの

は定かではない．

　陰茎屈曲の方向でもつとも多いのが，腹側屈曲の12

例，次いで側方屈曲の8例でこのうち左方屈曲5例，右

方屈曲1例，不明2例であつた．背側屈曲は1例でもつ

とも少なかつた．又，腹側屈曲と側方屈曲が同時にみら

れたのが2例あつた．自験例の症例1では左方屈曲であ

つたが，時計回り90°の捻転を伴つたように，陰茎攣曲

症の屈曲方向はかなり変化に富んだもののようである．

これは陰茎海綿体の進展性の異常に差があるためと想像

される．次に，陰茎屈曲の程度をみると，25°～90°に

分布し，大部分は45°～60°であり平均55．8°であつた．

　4．診断

　この疾患の特徴の1つとして尿道下裂，Peyronie病

等のような線維性索及び硬結を陰茎に触知せず，陰茎は

非勃起時に正常な形をし屈曲のないことである．しか

し，C・rrea2）は非勃起時にてもある程度の陰茎屈曲を認

めた1例を報告しているが，この1例と自験例の症例3
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を除きすべての症例は非勃起時には陰茎屈曲を示さな

い．次いで勃起すると陰茎は正常の勃起とは異なつた方

向に屈曲を示すが，疹痛は伴わない．

　X線学的検査で，古畑ら4）は尿道撮影，陰茎海綿体撮

影を行ない正常であつたと報告し，我々も陰茎海綿体撮

影を症例1に行ない陰茎海綿体には異常のないことを確

かめたが，さらに陰茎根部を絞拒し半勃起状態の造影に

おいては左右陰茎海綿体の長さに差がみられ左方への屈

曲を確認した．陰茎海綿体自体の器質的変化はないが，

白膜の進展性に差があるためこの陰茎屈曲を引き起こす

ものと考えられる．

　なお診断に絶対必要なのは勃起時における陰茎屈曲を

医師自身が確認することである．診察室にてこれを確か

めることは患者の差恥心等からきわめて困難である．生

理的食塩水の海綿体への急速注入（90m1／分）により人

為的勃起は可能であるが，患者自身による写真撮影がも

つとも有用と考えられる．撮影方法はKelami12）のA・

utophotographyが簡便で有用であると報告している．

ただし，ポラロイド写真の揚合は自験例でもあつた如く

focusが問題となることがある．

　5．手術法

　勃起時の陰茎轡曲の方向を正確に確かめるのが前提と

なる．この轡曲を矯正するには，1）陰茎海綿体白膜の

短い側を長くする．2）長い方の白膜を短くする．の2

方法が考えられる．この疾患に最初に経験したNesbit1）

は陰茎海綿体白膜が勃起に重要な組織であるため，勃起

障害を懸念し，長い方の筋膜のみを6ケ所縫縮する術式

を試みた．短期経過では満足のゆく結果となつたが，術

後6カ月で轡曲が元に戻つてしまつた．そこで再手術を

施行し，現在Nesbit法として知られている方法を行な

つた．長い側の陰茎海綿体白膜を紡錘形に切除しこれを

横に縫合し，1．5cm聞隔に行ない良好な成績を修め3例

に施行している．Nesbitは2）の方法を選択したが，

Saalfeld3）は1）と2）の併用を試み良好な結果を得て

いる．彼の3例はともに60°の腹側轡曲であり，1例に

対し，長い方の背側に1．5cm縦切開を2カ所に行ない横

に縫合し，腹側には左右とも横切開し縦に縫合した．も

う1例は背側に5対のNesbit法を施行し，腹側に4対

の横切開の縦縫合で修復し，残りの1例は3対のNesbit

法のみであつた．3例とも形態的にも成功した．松村8），

Udall1°）も，　Nesbit法にこのSaalfeldの方法を併用し，

満足の結果を得ている．Saalfeldの方法は陰茎長をさほ

ど短縮させずに出来るという利点がある．しかし，海綿

体の幅に差が出来，又，dog　earができ凸凹が生ずる可

能性がある．手術方法に関しては，Nesbitの方法が主体

で，Saalfeldの方法は補助的なもののように思われる．

日不妊会誌　30巻1号

　陰茎の皮膚切開はほとんどの症例は冠状溝に近い部位

での輪状切開であるが，我々は縦切開を選択した．理由

は，包茎，尿道下裂等で輪状切開を加えると術後包皮に

浮腫が生ずることが多い．つまリリンパ系の損傷が多い

と想像したからである．Pond5），　Udalllo）らも縦切開で

行なつている．自験例では2例とも術後の浮腫はまつた

くなかつた，

　6．術後経過

　我々の2例を含む22例とも形態的にも満足できるもの

であり，勃起時疹痛もなく，勃起不全，挿入不全もなく

満足のゆく結果を得ている，

　7．手術適応

　先天性陰茎轡曲症と診断された揚合，どの程度の轡曲

であれば手術適応となるかに関しては詳細な報告がな

く，やはり勃起時の陰茎の形態には個人差があり難しい

問題ではあるが，挿入不全や陰茎轡曲などが精神的問題

となつてきた症例で手術適応があると考えられる．

結　　語

　先天性陰茎轡曲症の3例を経験し，2例に対しNe－

sbitの方法に準じ手術を行ない満足のゆく結果が得られ

た．この手術法は，すぐれた外科的手段であり手技も簡

便である，本邦および外国文献より43例の報告があり，

このうちの23例につき検討を行なつた．

　尚，本論文の要旨は第28回日本不妊学会総会（昭和58

年11月16日）において発表した．
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3Cases of　congenital

　of　the　penis

（135）

curvature

135

　　　　　Harunor且Narita，　Koji　Miyake

　　　　　　　　　　　and　Hideo　Mitsuya

Department　of　Urology，　Nagoya　University

　　　　　　　School　of　Medicine，　Nagoya

　　　　　（Director；Prof．　Hideo　Mitsuya）

　　Three　cases　of　congenital　curvature　of　the　penis

are　presented．1case　was　left　lateral　curvature

and　the　other　2　cases　were　ventral　curvature．

The　deformities　of　two　cases　were　successfully

treated　by　the　Nesbit　procedure．　The　operation

is　more　satisfactory　surgical　apProach　and　is　sim－

ple　to　perform．43　cases　of　congenital　curvature

of　the　penis　from　the　Japanese　and　foreign　lite－

ratures　were　collected，　and　23　cases　of　those　were

reveiwed．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和59年4月17日）
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地方部会講演抄録

第90回不妊学会関東地方部会

1」時　昭和59年6月2日（土）午後2時～5時30分

場所　群馬大学医学部基礎大講堂

1．当院における精索静脈瘤患者の診断および治療

相川　厚（防衛医科大学校泌尿器）

　男子不妊症患者のうち精索静脈瘤を合併している乏精

子症患者は外科的治療により改善が望めることは良く知

られている．当院では精索静脈瘤の客観的診断法とし

て，ドップラーおよびサーモグラフィーを活用し総合的

に診断を下している．ドップラーは患者の陰嚢部に直接

プローべをあて，ドップラーグラムとして，安静呼吸時

立位にて，またバルサルバの手技にて記録するとともに

音，リズムにより静脈内の逆流を確認している．サーモ

グラフィーは精索静脈瘤の部位が高温域となつて描出さ

れ，同一レベルにおける温度が表示され，診断のみなら

ず術後の効果も判定できる．当院の高位結紮術は，ドッ

プラーを用いて動脈と静脈を鑑別し，静脈のみ結紮して

いる．現在まで手術した7例全例とも内精動脈を確認し

温存し得た．術後8か月現在まで7例中（うち1例は独

身者）2例は妊娠が成立し，その他の症例にても精子数

と運動率が改善している．

2．乏精子症に対する漢方薬剤一補中益気湯一内服療

　　法の効果と血中ホルモン値の変動について

吉田英機・田代博紹・渡辺政信

今村一男　　　（昭和大泌尿器）

　49例の特発性乏精子症に対し，漢方薬剤であるカネボ

ウ補中益気湯1日6gの内服療法を試み，9例（20．0

％）で妻の妊娠に成功し，精液所見の著明な改善を示し

た例は，妊娠成功例を含め23例（51．5％）であつた．こ

の臨床的効果は，以前に演者らが試みたツムラ八味地黄

丸の妊娠率20．0％，臨床的有効率54．5％とほぼ同様であ

つた．

　また補中益気湯投与前後における末梢血中各種ホルモ

ン値の変動について検討したところ，FSH値は著変を

認めなかつたが，LH値とPRL値は正常値範囲内での

変動ではあるが，補中益気湯投与後有意な増加を認め

た．テストステロン値とエストラダイオール値について

は著変を認めなかつた．

　以上より補中益気湯は比較的軽度の乏精子症に有効で

あり，ホルモン値の変動から，直接精巣に作用すると同

時に下垂体への作用も示唆された，

3．最近1年間の男子不妊症患者の臨床統計的観察

武島　仁・吉井慎一・石川博通

小磯謙吉　　　（筑波大泌尿器）

　1983年4月から84年3月までの1年間に筑波大学泌尿

器科を受診した男子不妊症患者97例の臨床統計学的検討

を行なつた．

　（1）患者の年齢分布は30～34歳にピークがあり，結婚

期間は3～4年のものが最も多かつた．

　（2）配偶者の年齢分布では，30～34歳にピークがあ

り，16例に産婦人科的異常があつた．

　（3）既往歴として最も多かつたのは，流行性耳下腺炎

であり，理学的所見としては，精索静脈瘤が多かつた．

　（4）精液所見および睾丸生検所見から第1群（正精子

症群）から第5群（原発性無精子症群）に分類した．睾

丸容積は第5群が最小で，第4群が最大であった．FSH

およびLH値は第4群が最低で，第5群が最高値を示

した．テストステロン値は第5群が最低で，第1群が最

高値を示した．またプロラクチン値は第2群が最低で，

第4群が最高値を示した．

4．不妊婦人におけるラバロスコピーの新しい手技の

　　考案

（未着）

関　守利・塚越俊夫・宇井万津男

本庄滋一郎・山下　努・依田　裕子

五十嵐正雄　　　　　（群馬大・産婦）

5．葛薬甘草湯のラット子宮および卵巣重量に対する

　　影響

竹内　享・岡村　隆・柳沼　恣

小林拓郎　　　（東京大分産院婦）

坂本賢二・油田正樹

　　　　　　（津村薬理研究所）

（目的）；高testosterone（T）血症（T≧701191dl）の

1

］

1
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昭和60年1月1日

女性では，稀発月経や無月経等の排卵障害や不妊症を起

こすことが知られている．以前，われわれはこのような

排卵障害を有する婦人に対する肖薬甘草湯の血中T低下

作用を報告してきた．今回は，この漢方薬の血中T低下

作用の機構を解明するために動物実験を行なつた．

　（方法）：Wistar一今道系メスラットの生後2日目に

testosterone　Propionate　500μgを皮下注射し，　anClrog－

en－sterilized　Rat（ARS）を作つた．持続発情を示す

ASRに，生後56日目より人間のi／2，1，2，4，8倍量

の葛薬甘草湯を14日間連日経口投与し，生後70日目に断

頭屠殺した．

　（成績）：下垂体，副腎，子宮の重量は対照群と有意な

差は認められなかつた．卵巣重量は，有意に低下し，そ

れはdose　dependentに逆相関を示した（r＝－O．87，

P〈0．01）．

　（結論）：以上より，背薬甘草湯の血．中T低下作用は，

卵巣への直接作用による卵巣性T分泌抑制によることが

示唆された．

6t　hCGのエンザイムイムノアッセイ（MS－3001使

　　用）による測定経験

西井　修・気賀沢和子・柳沼　恣

小林拓郎　　　　　（東大分院産婦）

　hCGの測定は，絨毛性疾患の管理において必要不可

欠である．そこで，今回われわれは，最近開発されたエ

ンザィムィムノァッセイのキット（MS－3001）を使用し

てhCGを測定したので，基礎的および臨床的検討を加

えて報告する．

　本法は，単クローン性抗hCG抗体と酵素標識した単

クローン性抗hCG抗体を用いるサンドイッチ法である．

感度は，hCG　5mIU／m1からであり，測定可能域は80m

IU／mlである．下垂体性LH，　FSHと交叉率はo％で

ある．

　Intra・assayおよびInter・assay　varianceは，いずれも

変動系数10％以下であり，ラジオイムノアッセイ値との

比較では高い相関関係を示した．正常妊娠初期の尿中

hCGは7～8週がピークであつた．また，分娩後尿中

hCGは，分娩後1日，2926±15511U／1，分娩後3日，

512±2911U／1，分娩後5日，98±651U／lであった．

　絨毛性疾患のfollow　upでは，　LHの存在下でその干

渉を受けなかつた．

（137）　　137

7．不妊症12例の着床期内膜ステロイドレセプター

落合和徳・礒西成治・横山　敬

楠原浩二・蜂尾率羊一

　　　　　　　（慈恵医大産婦）

　目的：不妊症の原因の一つに着床側の子宮内膜異常が

あるが，性ステロイドホルモンに対する感受性異常も病

態の一面であると考えられるため，内膜のエストロゲン

レセプター（ER）およびプロゲステロンレセプター

（PR）にっいて検討した．

　対象・方法：排卵性不妊患者12名に，高温相5～10　H

目で子宮内膜バイオプシーを施行，一部で組織診を行な

い，一部でサイトゾールを調整した．ER，　PRの測定は

DCC法で行ない，スカッチャードプロットで最大結合

部位数（NBS）と解離定数（kd）を求めた．

　結果：12例中6例が日付診一致内膜で，6例が不一致

内膜であつた．これらの一［fll．中エストロゲン，プロゲステ

ロン値に一定の傾向はなかった．ERのNBSは一致例

で23・5fmol／mg　P，一方不一致例では14．9fmol／mg　P

低値傾向であつた．PRには一定の傾向はみられなかつ

た．レセプター異常が不妊の一一原因と断定するには，な

お今後の検討が必要である，

＆　不妊患者における着床期子宮内膜の形態と卵巣ス

　　テロイドホルモンとの関連について

楠原浩二・村江正始・小田原靖

松本和紀・蜂尾祥一

　　　　　　　（慈恵医大産婦）

　不妊患者の着床期子宮内膜形態と黄体機能の関連にっ

いて検討をした．

　方法は排卵性不妊患者126名に対し，周期を通し経日

的にLH，　FSH，　E・・，　P4を測定し，その周期の排卵後

6～8日目に内膜の日付診を行なつた．また正常月経周

期を有する非不妊婦人のホルモン値をコントn一ルとし

た．その結果，異常内膜の3遅延型例は43例で，うち23例

は黄体機能不全を示した．その内訳は黄体初一中一後期

ともP，低値なtype　Aを示すもの8例，　P4の立ち上が

りが黄体期初期に不良なtype　B11例，さらに黄体期中

期にP4が速やかに低下するtype　Cの4例に分類し得

た．しかし遅延型の残り20例は黄体初一中一後期を通し

コントロールと殆んど同一の良好なレベルを維持し，黄

体機能正常と判定された例であつた．これらの結果より

従来黄体機能を正しく反映すると考えられていた内膜は

さまざまな型での反応性の異常を示すことが明らかとな

！，着床環境を正しく把握するにはホルモンの動態から
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とらえた黄体機能の判定と，着床期内膜形態の分析とい

う両者からの検討が必要と考えられた．

9．LHRHの律動的（pulsatile）投与による各種性腺

　　機能低下症の治療

正岡　薫・北沢正文・熊坂高弘

　　　　　　　（猫協医大産婦）

　LHRH　は1～2時間間隔で視床下部から下垂体門脈

中へ放出されており，その結果LH分泌にpulsatileな

パターンが観察される．外因性にLHRHを投与し，性

腺機能を刺激するためにはこの原則に従つた投与法でな

ければ有効ではない．われわれは現在までに視床下部性

無月経8例，高プロラクチン血症性無月経4例，多嚢胞

性卵巣6例，稀発月経1例の19例22周期中，16例19周期

に平均11。5日間のLHRH投与で排卵を誘発することに

成功している．LHRHの投与は携帯用の輸液ポンプを

用い，2－一　20μgを60・・一・120分毎に静注しているが，5μg

90分周期が最も適当のようである．また産褥初期にみら

れる無排卵状態に同様なLHRH投与を行なつても有効

であることが判明した，これらの事実からみて，われわ

れが日常遭遇する無排卵，無月経症の大部分は結局，

LHRHの分泌不全ないし分泌異常を根本的病因とした

ものであると考えられる．

第90回日本不妊学会関東地方部会

　シンポジウム（第1席）抄録

1．精子形成細胞の分化

河　　　和　　義（群馬大・薬理）

　精子の分化成熟過程で細胞膜の性質，特に膜に組込ま

れているイオンチャネルの種類と量がどのように変化す

るかをラットを用いて調べた．精細管より精子に分化し

っつある細胞を遊離し，位相差顕微鏡下に吸引電極によ

り膜電位固定を行なつた．脱分極により一過性のCa骨

内向き電流と遅れて生じる　K＋外向き電流が見出され

た．初期の精祖細胞と思われる群ではCa朴電流は小さ

く，K＋電流が大きいが，精母細胞初期ではCが電流

は増しK＋電流は減る．後期の精母細胞と減数分裂を経

た精子細胞ではCa朴電流はより大きく，K＋電流はよ

り小さくなる．結局この分化過程でCaチャネル密度は

約30倍にKチャネル密度は逆に約1／30になる事がわかっ

た．おそらく完成した精子にもCaチャネルが高密度に

存在して精子の遊走能や受精能を制御しているものと思

われる．

［不妊会誌　30巻1号

II．実験動物の体外受精とその応用

横山峯介（実験動物中央研究所）

　実験動物における体外受精は，ウサギで最初の成功が

得られて以来，ゴールデンハムスター，マウス，ラット

等の動物種では再現性の高い安定した成績が得られるよ

うになつた．いままでこの体外受精の技術は，卵と精子

の相互作用や受精機構の解析等の研究手段として多く用

いられてきた．しかし最近は，精子侵入時期の明確な受

精卵や発生段階の揃つた胚を得るための手法として，さ

らに繁殖障害を伴うような疾患モデル動物の繁殖・生産

に応用する試みもなされている．

　ここでは，われわれの研究室で得られたマウスでの若

干の知見と現在おこなつている仕事を中心に概説した

い．

昭和59年度日本不妊学会中部支部

目　時　昭和59年6月2日（土）

会　場　名古屋大学医学部構内鶴友会館2階

1．　尿中ホルモン測定法と超音波画像法を利用した卵

　　胞成熟のモニタリング

○竹内一郎・花田征治・水野金一郎

　八神　喜昭　　　　（名市大産婦）

　新しく開発された高感度尿中エストロゲン測定キット

（Hiestrotec）の卵胞成熟モニタリングへの応用を検討す

る目的で，以下の検討を行なつた．

　（対象）正常月経周期婦人6例6周期，第1度無．月経

でクロミッドによる排卵誘発成功例4例4周期．

　（方法）月経周期10日目より連日，尿中エストロゲン

をHiestrotecで，尿中LHをHigonavisで，血中エ

ストラジオールおよびLHをRIAで測定した．一方，

卵胞発育をセクター型電子スキャンで観察し，最大径お

よび体積を計測した．

　（結果）1．合計10周期75検体について，血中エストラ

ジオール値と尿中エストロゲン値とはr＝O．739で有意

の相関を認めた．2．卵胞計測値と血中エストラジオール

値および尿中エストロゲン値との間には一定の相関はな

かった．3．尿中エストロゲンのpreauulatory　peak値

は40，ug！ml以上であった．

　（結論）Hiestrotecによる尿中エストロゲン測定は卵

胞成熟モニタリング法として充分応用可能であり，電子

スキャンによる卵胞の観察との併用で，より正確かつ合

理的な卵胞成熟および排卵の診断が可能であると思われ

1
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2．Monoclonal抗体を利用したEIA法による
　　human　L、Hの迅速測定法

○松澤克治・古橋義人・紀平正道

　鈴木正利・後藤節子・友田　豊

　　　　　　　　　　（名大産婦）

　近年，不妊症治療の画期的手段として，体外受精・胚

移植法が脚光を浴び，その臨床的応用も普及し，現在世

界で300例以上，本邦でも8例の出産が報告されるに到

つている．しかし，その成功率は10～20％と低く，未だ

改善すべき多くの問題点を残している．その大きな問題

点の1つは，如何にして至適成熟卵を採取するかという

点にあり，いいかえれば，如何に正確に排卵時間を推定

し，その直前の成熟卵を採取するかという点にある．そ

のためにはLH　surge開始時間を正確に判定する事が不

可欠であり，LHの正確かつ迅速な定量が必要となる．

　今回，われわれは，Monoclonal抗体を利用したEIA

法によるhuman　LHの迅速測定法を開発し，　R工A法と

の比較検討を行ない，さらに，2症例での排卵周辺期の

LHの推移を本法にて測定し，　hi－gonavisにて尿中LH

を，高感度Estrogen測定キット（MS－8301）にて尿中

Estrogenを測定し，臨床での有用性を検討し，以下の

結果を得た．

　1．採血より約3時間で測定可能であつた．

　2．RIA法による測定値との問に，　Y＝1．36×－

18。14の回帰式を得，相関係数R＝O．94と良好な相関が

得られた．また最低感度は5ng／mlであつた．

　3．hi・gonavisによる尿中LH測定では，　LHのpeak

は明確にとらえられたが，LH　surge開始をとらえる事

は困難であつた．これに対し，本法による血中LH測定

で，LH　surge開始を明確iにとらえる事が可能であつ
た．

　以上より，本法は，LH　surge開始時間の判定・排卵

時間の正確な推定の有力な手段となると考えられた．

3．唾液中エストラジオール測定の意義

高橋正明・千原　啓・蛯原照男

米谷国男・浅野智子

　（藤田学園保健衛生大

　　　　　　第2教育病院産婦）

　唾液内に存在するステロイドホルモンの生物学的作用

に関してはなお不明であると思われるが，今回われわれ

は唾液中E2濃度の性差，月経周期における変動にっい

て検討した．測定には第1アイソトープ，E2　RIA　Kit
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を用いたが，試料作製上困難だつたことは唾液はトリク

ロル酢酸過塩素酸等，通常の除タンパク試薬で除タン

パクを行なつても，多量の唾液を一度にエーテル抽出し

ようとすると凝固してしまうことである．そこで今回は

唾液を1mlつつ抽出しN2ガスで留去して試料とした．

この方法での標準160pg／mlにおける回収率は93．0％と

良好であつた．性差に関しては，男子3名における唾液

中E2は1．7～3．Opg／m1，女子5名におけるそれは2．8～

5．2pg／mlであつた．月経周期（2名，3周期）における

唾液中E2は血中E2とほぼ同様な変動を示し，排卵前

期に極値に達することがわかつた．わずかではあるが今

回得られたdataと，いくつかの文献を参考とし，唾液

中E2測定の有用性について考察してみた．

4．　ヒト精子中のDNA量についての検討

中川恵彰・辻幸三・山田昌夫

伊藤祐正・中西正美・石原　実

　　　　　　　（愛知医大産婦）

　今回，われわれはBecton－Dickinson社のFACS－

440を使用して，精子のDNAを測定し，精子数と運動

率，奇形率について比較検討した．また，Kremerの検

査を応用し，capillary　tube内を上昇した精子について

もそのDNAを測定し，若干の知見を得たので，報告す
る．

　53例の不妊症患者夫の精子をEthidiumbromideで染

色し，FACSにてHistogramを作成した．その際，末

梢血リンパ球のHistogramも同様に作成しそのピーク

を2Cと決め，精子のDNA量をC，2C，3C，4Cの
割合に分けた．

　精子のDNA量と精子数，奇形率には相関は認めら

れなかつたが，運動率の高い精子にはCの割合が多い傾

向がみられた．またcapillary　tube内を上昇した精子で

はCの割合が高く，精子数，運動率，奇形率にかかわら

ず，capillary　tubeを上昇した精子においては，　Cの割

合が増加することがわかつた．

5．Bromocripti皿e肛門坐薬の産褥止乳効果

○戸谷良造・三輪　是・黒木尚之

　鈴置洋三（国立名古屋病院産婦）

　産褥止乳にはテストステロン，エストロゲン，プロゲ

ステロン等の性ステロイド剤を単独に，もしくはこれら

を同時投薬する方法が長く用いられてきた．プロモクリ

プチンの開発以来，プロラクチンを直接抑制する止乳法

がより生理的であり，かつ止乳効果が高いことが明らか

にされてきた．プロモクリプチンは強力なプロラクチン
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抑制作用を有する一方，副作用である吐気，嘔吐，ふら

つき等の副作用も強い．われわれが開発した本剤の肛門

坐薬は主作用であるプロラクチン抑制効果を失うことな

く，副作用の著明な減少効果を得た．死産後，もしくは

母体合併症のため止乳を必要とする患者に本剤を使用

し，至適投与量，投与期間を検討した．また，乳汁分泌

過多症への減乳効果も調べた．

6．Bromocriptine肛門坐薬にて治癒しえた子宮頸

　　部上皮内癌に合併した下垂体macroadenomaの

　　1例

○山田隆祥・戸谷良造・三輪　是

　黒木尚之・鈴置洋三

　　　　　（国立名古屋病院産婦）

　プロラクチン産生腫瘍の治療法は内科的，外科的療法

と議論の分かれるところである．最近，われわれは子宮

頸部上皮内癌の手術後，一般的に外科適応とされている

視力障害をきたしたマクロアデノーマを経験し，プロモ

クリプチン肛門坐薬にて軽快しえた症例を得た．

　症例は37歳の女性，27歳を最後に3回妊娠し，28歳よ

り10年来無月経である．近医産婦人科にて細胞診施行し

class　Vを指摘され，当院産婦人科受診し，精検の結果

CISと診断された．なお4カ月程前より，差明を訴えて

いた．CISの術後，眼科受診し視力および視野検査を施

行したところ，視力低下および視野欠損を認め，頭部単

純レ線，頭部CTスキャン施行，鞍上部に進展する径3

cm程の辺縁不規則な下垂体腫瘍を認めた．われわれは

下垂体プnラクチノーマと判断し，プロモクリプチン肛

門坐薬10mgより投与を開始したところ，治療前8280ng／

mlであった血中PRL値は激減し，視力および視野も

著明に改善した．その後プロモクリプチン肛門坐薬を1

日50mgまで漸増し，血中PRL値を正常値に復すると

共に頭部CTにても，著明な腫瘍の縮小を認めた．

　通常プロモクリプチン療法は，手術療法に比べ内分泌

的改善率に優れるが，mass　effectに対する改善率は劣

るとされている．しかし，本療法によるマクロアデノー

マの腫瘍縮小の報告は，多数認められる．また，われわ

れはプロモクリプチン肛門坐薬を使用することにより，

副作用発現を減少させ，11・1　50mgという大量投与を可

能にさせた．以上より，今回の症例は，内服治療では不

可能とされる投与量を，坐薬によつて可能にし，視力障

害をきたしている下垂体マクロァデノーマを手術せずに

劇的に改善しえた．

日不妊会誌　30巻11J一

7．Premature　menopauseと診断され，　Kaufmann

　　療法により妊娠した興味ある1例

大沢政巳・市川弥生・菅沼信彦

呉明超・正橋鉄夫・浅井光興

成田　収　（名古屋大分院産婦）

徳橋弥三郎（安城更生病院産婦）

　Premature　menopauseはhypergonadotropic　hypo－

gonadismの1っであり，その発症機構について内分泌

学・免疫学的に興味をもたれている．しかしその難治性

ゆえに，妊娠・出産にまで至る症例は比較的稀である．

われわれはpremature　menopauseと診断されたが，そ

の後のhormone療法により妊娠に成功した1例を経験

したので報告する．症例は19歳の女性で，続発性無月経

と挙児希望を主訴として来院した．初経は15歳で，18歳

までは月経は整順であつた．18歳に一度妊娠したが未婚

を理由として人工妊娠中絶術を受けた．その後無月経と

なり約2年間近医によりhormone療法を施行されてい

たが，精査を希望して安城更生病院産婦人科を受診し

た．来院時の所見は，体格，乳房，陰毛の発育は，ほぼ

正常で子宮，膣の発育は軽度低下していた．一般的血

液，生化学，尿検査は異常なく，末梢白血球のKaryo－

typeは46，XXと正常女性型を示していた．また無月経

の程度は第H度無月経であつた．血中LHは143mIU／

ml，　FSHは75mlU／mlと高値を示し，　LH－RHに対す

る反応性は良好であつた．血中estradiolは19pg／mlと

低値であつた．腹腔鏡による卵巣生検の組織所見では，

白帯と石灰化巣を認めるのみで卵胞の存在は認められな

かつた．以上より，premature　menopauseと診断し，

estrogen－gestagenによるcyclic　therapyを施行したと

ころ9course終了後，妊娠反応陽性となり妊娠が確認さ

れた．以上の症例の経過を報告するとともにpremature

menopauseの診断，原因，治療について文献的な考察を

加える．

8．　有茎皮膚弁を利用した造膣術

藤城卓・西口富三・能登裕志

寺尾俊彦　　　　（浜松医大産婦）

　先天性膣欠損症は，体型的に，外陰・恥毛・乳房の発

育は正常で，内分泌的にも異常はない．しかし，子宮は

痕跡程度であり，妊孕性はない．本疾患は約5000例に1

例の発生頻度があるといわれるが，そのうち，Rokitan－

sky－KUstner－Hauser　syndromeは代表的な疾患である．

　われわれは，過去5年間に5例の膣欠損症と1例の造

膣術後の膣狭窄症を経験し，うち，4例の膣欠損症例に

1
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造膣術（2例：腸管利用法，2例：有茎皮弁利用法）を

膣狭窄症例に観血的膣拡張術を施行した．

　腸管利用法の1例は，先天性鎖肛に対する手術既往が

ある．初診時所見は，膣欠損，肛門異所開口，直腸膣

痩，肛門括約筋欠損が認められた．本症例は，肛門異所

開口部を利用して，S状結腸畷置術を施行したが，肛門

括約筋造設術および，本来の肛門部への腸管開口術を併

せ行なった．この様な症例には，腸管利用法が適してい

る．

　従来，有茎皮弁を用いた造膣術は，皮弁の先端が遊離

するために失敗に終わる事が多かつた．われわれは，そ

の問題を解決すべき方法として，皮弁の先端の固定部と

して子宮膣部を選び，皮弁の固定を行なつた．術式とし

ては，まず経腹的に膀胱を剥離しておき，膣入口側より

子宮膣部に向かつて切開を加え，膣腔を形成する．続い

て，両側腎部から有茎皮弁を作成し，子宮膣部に相当す

る部分に固定し，膣壁に続いて固定する．従来のMcln－

doe法，　Williams’法に比べ，本法は，美容外観上秀れ

ており，手術の安全性，確実性の意味からも秀れた手術

法と考える．なお，2症例のうち1例は，現在機能的に

も障害はなく，他の1例は，現在，self－diatation中であ

る．

第97回日本不妊学会関西支部集談会

期　日；昭和59年6月2目（土）午後2Fl寺より

場所；京大会館（京都市左京区吉田河原町15－9）

．1Parlodel投与妊娠例の検討

中村隆一・久保潔士・田中　熟

太田道隆・曾　士家・南部吉彦

　　　　　（国立京都病院産婦）

　昭和55年10月より59年3月の間にParlodel投与によ

つて治療を行ない妊娠の成立をみた6例について検討し

た．

　症例1はpituitary　microadenomaの手術後parlodel

投与例で4年間clomidとの併用で昭和58年8月8目の

最終月経以後全く予期しない妊娠であつたため人工妊娠

中絶を施行して11週相当単胎児をみた．

　症例2は原発性無月経を伴うAnorexia　nervosa治療

後1年間のparIodel・clomid併用療法によつて，その

間の結婚を挿んで妊娠し，昭和59年2月25日に39週4口

で体重3420gの正常男児を分娩した，

　症例3，4，5は黄体機能不全でclomid，　HMGなど

との併用により現在それぞれ妊娠19，15，15週の単胎児

である．
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　症例6は月経不順の挙児希望でparlodel投与周期の

排卵で妊娠したがGSのみでFHBが出現せず流産に
終わつた．

　以上6例のPRL，　FSH，　LHの推移についても報告

する．

2． 排卵日の決定

一血中ホルモン値と超音波断層法との比較一

冨岡　恵・山元貴雄・辻　雅路

大野洋介・岡田弘二

　　　　　（京都府立医大産婦）

　超音波装置を用いた排卵の確認は確実な手段として確

立されており，更にわれわれは超音波による黄体の観察

も行ない黄体機能評価に役立てるべく検討している．こ

の黄体期検査の一一環として排卵現象を正確に捕える必要

性を痛感し，今回排卵日の他の指標として基礎体温の変

化，血中E2，　LHピークおよび超音波による排卵確認日

の三者における日数のずれを検討した．対象は正常排卵

群48周期，clomiphene誘発群16周期の連日観察にて確

認できたものである．その結果，基礎体温陥落目より基

礎体温高温相第1日目の方が，さらに基礎体温よりは超

音波排卵日の方が血中LHピークとの関連が強く，血

中LHピークの翌日に超音波上排卵を認めるものが81

％と高率であつた．clomiphene誘発群では正常群に比

べ，E2，　LHピークが同日に認められるものが多く超音

波排卵日に近づく傾向があつた．超音波による排卵日の

決定はホルモン測定に代用し得る検査法であることが確

認された．

3．排卵障害における血中ゴナドトロピンとステロイ

　　ドホルモンの関係

和田圭介・東山秀声・岡田弘二

　　　　　（京都府立医大産婦）

　近年，微量測定法の進歩により血中ホルモンの測定は

常時行なえるようになつた．そこで軽症無月経例におけ

る各種血中ホルモンと，clomipheneの有効性との関連

について検討した．またclomiphene無効例に有効な

predonisolone・clomiphene療法におけるpredonisolo－

neの効果に関しても検索した．

　正常プロラクチン血症の第一度無月経では，LHが高

値になると　testosteroneも高値となる傾向があつた．

clomiphenの有効性とLHあるいはtestosterone，さ

らにLHIFSH比の問には関連性はなかった，したがっ

て，これらを指標としてclomiphenの有効・無効の判

定はできないと考えられた．clomiphene無効例のan一
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drostenedione値は高値をとるものが多く，この際pre－

donisoloneの少量（5mg／日）を負荷するとandroste－

nedione値の減少，　E2の上昇及びandrostenedione／E2

比とEl／E2比の著明な減少が認められた．このことから

predonisoloneは卵胞発育促進と共にandrostenedione

からE2への転換を促進させると結論された．

4．XYY症候群の1例

羽間　稔・岡　伸俊・浜口毅樹

岡田　弘・松本　修・守殿貞夫

石神裏次　　　（神戸大泌尿器）

　不妊を主訴とする36歳男性，工員，父41歳母38歳時

の第4子．犯罪および非行歴はない．身長179cm，体重

75kg，指極184cm．女性化乳房を認めない．陰毛，陰茎

の発育は正常であるが仮性包茎．睾丸は両側とも8　ml．

精液量1．8ml，精子濃度0．8×106／ml，精子運動率0％，

奇形率40％．精嚢造影は石神，森の分類によるll型，成

人型で精管末端異常拡張症がみられた，睾丸組織所見は

一部精子形成の認められる部分もあつたが，大部分は

spermatogenic　arrestの像で基底膜の肥厚を示した．ま

た硝子化した精細管がみられる部分もあり，間質では

Leydig細胞の増生を認めた．末梢白血球培養による染

色体分析で47，XYY　と同定され，培養リンパ球におい

て2個のY一クロマチンを認めた．血中gonadotropin

値は高値であつたがtestesterone，　estradiol，　TSH，

PRL，　T3，　T4は正常域にあった．　GHも正常域にあり

高身長を引き起こす要因とは考えにくいと思われた．間

脳一下垂体一性腺系および下垂体一甲状腺系のaxisに

は異常はなかつた．

5．排卵過程における卵巣中cytochrome　oxidase

　　活性の変動と生体酸化阻害剤rotenoneの排卵に

　　およぼす影響

越田光伸・竹中　章・神崎秀陽

竹森和正・岡崎武志・岡村　均

森　崇英　　　　（京都大産婦）

　排卵過程におけるenergy産生系の役割を検討するた

め，NADH　dehydrogenaseの特異的阻害剤であるro－

tenoneをPMS－hCG処理をした幼若ratsに投与し，

排卵におよぼす影響ならびに卵巣中cytochrome　C　oxi・

dase活性（CYO活性）におよぼす影響を検討した．ま

たhCGを投与した成熟家兎にcotenoneを投与し，排

卵におよぼす影響および，CYO活性，3β一hydroxy　ste－

roid　dehydrogenase活性（3β一HSD活性）におよぼす

影響を組織化学的に観察した．ratsにおいてroteRone
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は用量反応的に排卵を抑制した．また排卵過程における

卵巣中CYO活性は，　hCG投与後6時間をピークとし

て有意に上昇したが，この活性はrotenone投与により

有意に抑制された．家兎においても同様の排卵阻害効果

が観察され，また，排卵過程において穎粒膜細胞で急速

に出現するCYO，3β一HSD活性はrotenone投与によ

り著明に低下した．Energy産生系の排卵への関与なら

びに，排卵期穎粒膜細胞におけるsteroid産生能への関

与が示唆された．

6．Thromboxane　A2合成阻害剤OKY－046（ONO）

　　による排卵阻害効果

竹中　章・越田光伸・奥田雄二

竹森和正・神崎秀陽・岡村　均

森　　崇英　　　　（京都大産婦）

　排卵直前の卵胞壁周囲毛細血管に見られる微小血栓の

排卵現象における役割を検討するために，Thromboxa－

ne　A2（TXA2）の特異的合成阻害剤OKYO46（ONO）

を用いてラットおよび家兎で排卵阻害実験を行なつた．

24日齢の未熟ラットにPMS　10　iu．48時間後にhCG　5

iuおよび10～800mg／kgのOKY－046を腹腔内投与し，

20時聞後に卵管内の排卵数を算定したところ，対照群に

比して全てのOKY－046投与群で有意な平均排卵数の減

少を見た．家兎ではhCG　lOO　iuと同時にOKY－046を

100mgおよび200mg腹腔内投与し15時間後に開腹した

が，全例で排卵は抑制されていた．動脈内樹脂注入によ

る血管鋳型をSEM観察すると，卵胞壁周囲血管の構築

はstigmaに到るまで良く保たれていた．　TEM観察で

も卵胞壁周囲血管に血栓は認められず，卵胞壁周囲血管

の微小血栓が排卵に重要な意味を持つと共に，TXA2の

増加ないしはPGI2の減少が排卵に重要な役割を果たす

ことが示唆された．

7．卵胞破裂および卵成熟におよぼすインドメサシン

　　の効果

林　清士・野田洋一・森　崇英

　　　　　　　　（京都大産婦）

　プロスタグランディン生合成阻害剤であるインドメサ

シン（Id）は，排卵抑制はするが卵成熟には影響を与え

ないことがウサギで報告されている。しかしその際得ら

れた成熟卵の受精能に関しては検討されていない．今回

排卵が阻害されたマウス成熟卵の受精能を体外受精系を

用いて検討した．

　（方法）過排卵処理後排卵を完全に抑制するIdの最

少有効量（2mg／mouse）を投与し，排卵前の時期の卵
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胞卵を回収し，その成熟段階について検討した．次に排

卵が抑制され卵胞内に保持された卵のうち成熟卵と思わ

れる卵のみを体外受精し，受精能について対照群と比較

検討した．

　（結果）排卵抑制するId量を投与しても卵の成熟率

には対照群との間に有意差は認められず，また卵胞内に

保持された成熟卵の受精能は成熟排卵卵子との間に有意

差は認められなかつた．

　（考察）　Idによる卵胞破裂抑制と受精能を含めた卵

成熟過程とは本実験条件下では解離した現象としてとら

えることが可能と思われた．

8．糖代謝と卵巣機能

幸村信行・片山　和明・大谷徹郎

丸尾　猛・望．月眞人（神戸大産婦）

糖代謝と卵巣機能の関連について，以下三つの観点か

（143）　　143

ら検討した．1）インスリン抵抗性糖尿病患者における

PCOの発症，2）各種無月経患者における糖代謝異常の

有無，3）穎粒膜細胞におけるインスリンの作用，われわ

れは1例のインスリン抵抗性糖尿病患者を経験したが，

開腹時所見よりPCOと診断した．各種無月経患者にお

いて75g糖負荷試験を行つたところ，　Amenorrhea　I°

中でもPCO患者に耐糖能の異常が存在する事が明

らかとなつた．またin　vitroにおけるブタ頬粒膜細胞

を用いた培養実験では，インスリンの添加により，

progesteroneの産生の促進，　FSHによるLH／hCGレ

セプターのinductionの促進，ブドウ糖取り込みの増加

が認められる事が明らかとなつた．以上の所見より糖代

謝特にインスリン作用と卵巣の機能に密接な関連があ

り，卵巣機能異常の成因の一つとして糖代謝異常が関与

している可能性が示唆された．

」
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国際学会のお知らせ

阻World　Congress　on　Fertility＆Sterility

　　会期1986年10月26日～31日

　　開催地　シンガポール
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　　　　　IV　World　Conference　on　In　Vitro　Fertilization

　　　　　　　会期1985年11月19日～22日

　　　　　　　開催地　メルボルン（オーストラリア）
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　　Medical，　Surgical　and　Gynecologica1　Compli－

　　cations　of　Pregnacy，　ed　2：p68，　Baltimore，

　　Williams＆Wilkins　Co．，1965

9．原稿の採否，掲載順位その他編集に関する事項は

　編集会議で決定する．掲載は，原則として受付順に
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10．特別掲載を希望する場合は，受付順序によらず，す

　みやかに論文を掲載する．この際は掲載に要する実

　費は全額著者負担としかつ特別掲載料を納付する．

11．掲載の原稿に対しては，別冊30部を贈呈する．（但

　し，特に費用を要した場合は，その一部を著者負担

　とすることがある）

　それ以上を必要とする場合は，原稿に総別刷部数を

　朱書すること．30部を越す分についての実費は著者

　負担とする．

12．投稿先および諸費用の送付先は，東京都中央区日
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