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第32回日本不妊学会総会および学術講演会
■

（第2回予告）
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　第32回日本不妊学会総会・学術講演会を下記の要領にて開催いたします．会員の皆様方の多

数の御参加をお願い申し上げます．

　日時・会場

　　　　　　　　　　　　　昭和62年
学術講演会　　　〔第1日目〕11．月23日（月・祝日）・・…・金沢市文化ホール

　　　　　　　〔第2日目〕11月24日（火）…………石川厚生年金会館

理事会・幹事会　　　　　　11月22日（日）…　……・一金沢市文化ホール

総会・評議員会　　　　　11A　23日（月・祝日）・・…t金沢市文化ホール

　　　　　　　／雛董鞭藷綴離野㌦診：1T：｝：膿趨lll〕

　学術講演会

本講演会では，招請講演，特別講演，シンポジウム，一般講演などを行う予定です。

詳細については，追つてお知らせいたします．

一般講演には，多数の演題をお申込み下さいますよう願い上げます．なお，ご応募の方は，申

込要領に従い，締切期日を厳守して下さい．

一般講演演題申込および発表要項

　演題申込資格

講演者（共同発表者も含む）は，本会会員に限ります．会員以外の方は，演題申込みと同時に

昭和62年度会費（8，000円）を納入のうえ会員となつて下さい．

　演題申込要領

1．抄録を所定の抄録用紙にタイプでうち，書留郵便にて下記にお送り下さい．

　　　　　　〒920－91金沢中央郵便局　私書箱　第77号

　　　　　　　　　　　　第32回日本不妊学会総会事務局宛
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〒920－91

金沢中央郵便局　私書箱　第77号

第32回日本不妊学会
　　　　　　　　　　　総会事務局宛



2．抄録は800字以内，図，表はつけないで下さい．

3．　1施設より2題以上の御出題のときは，順位をつけて下さい．

4．別紙申込書，受取書，採用通知書に所定事項を記入し，抄録用紙および抄録用紙コピー3

　　部とともに送つて下さい．

5．　申込締切，昭和62年7月31日

6．　〔付〕

一般演題抄録用紙・申込書などの追加御希望の方は，ハガキにて下記にお申し越し下さい．折

返しお送りいたします．

　　　　　　〒920－91金沢中央郵便局　私書箱　第77号

　　　　　　　　　　　第32回日本不妊学会総会事務局宛

　　〔電話でのお問い合せは，総会事務局（金沢）へお願いいたします、〕

　演題発表方法

講演時聞は7分，討論時間は2分の予定です．

スライド枚数は10枚以内（35mm），映写機は1台といたします．

　参加申込方法

学会当日，会場にて受付けます．

　　　学会参加費　7，000円

　　　総i懇親会費　7，000円

総懇親会は学会第1日の講演終了後，金沢市文化ホールにて行う予定です，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　昭和62年4月

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第32回日本不妊学会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　会長西田悦郎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第32回日本不妊学会総会事務局

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〒920　金沢市宝町13－1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　金沢大学医学部産科婦人科学教室内

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（担当：富田嘉昌，杉田直道，荒木克己＞

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tel．（0762）62－8151内線3915，3919
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犬の尿道下裂の2症例

亀
Two　Cases　of　Canine　Hypospadias
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■

　1年6カH齢の柴犬並びに2カ月齢の雑種犬において会陰部尿道下裂を観察する機会を得た．前者は腹面

に裂隙状に開いた大きな包皮口とその尾側端に位置した短小で発育不全の陰茎を有していた．陰茎基部から

会陰部にかけて，正中上に浅い溝が形成されており，これによつて陰嚢は左右に振り分けられ，独立した2

つの嚢を形成していた．陰茎は腹面の索状物（chordee）のために下尾側へ牽引され，屈曲反転していた．ま

た，陰茎には外尿道口の形成がなく，外尿道口は会陰部に開口していた．精巣は陰嚢内に良く発達して存在

し，精液並びに組織所見は正常であつた．また，hCG負荷試験にもよく反応した．染色体は2n＝78，　XY型

を示した．一方，後者の外陰部並びに外生殖器の所見はほぼ前者と同様であつたが，まだ若齢であることも

あつて，陰嚢形成や精巣下降は認められなかつた．本例は直腸尿道痩を有する鎖肛を合併していた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），163－170，1987）

9 緒　　言

　我が国におけるイヌの尿道下裂の報告は少ない．最近，

Aderら（1978）vは獣医学領域における動物の尿道下

裂に関する総説を著し，その中でイヌの自験例3頭を紹

介している．彼はMayorら2）の分類にのつとつて尿道

下裂を亀頭部，陰茎部，陰嚢部および会陰部尿道下裂に

区分している．それによると，彼の症例は2頭が亀頭部

尿道下裂で，1頭が会陰部尿道下裂であつたと言う．

　我々はこれまでに2例を経験したが，これらはいずれ

も会陰部尿道下裂であつた．これらについて奇型の概要

を報告するとともに，その内の1例についてはhCGの

負荷試験を実施し，あわせて精巣組織についても検討し

たのでその成績を報告する．



2　（164）

症例1

材料と方法

犬の尿道下裂の2症例

　1年6カ月齢の柴犬で体重8．5kgである．生後2カ月

齢で外陰部奇型に気付き大阪府立大学附属家畜病院を訪

れたが，その後，研究用にもらい受けたものである．本

犬について下記の事項を調査した．

　1．家族歴

　本犬の同腹犬および両親について血縁関係並びに奇型

の発生状況を調査した．

　2．臨床事項

　（1）外陰部肉眼観察：外陰部の異常について幼犬時か

ら成犬にいたるまでの変化を肉眼的に詳細に観察した．

　（2）レントゲン検査：外生殖器を中心に単純レントゲ

ン撮影を行い，骨格系の異常の有無や気腹造影による腹

腔臓器とくに内生殖器の異常を，更に外尿道口から逆行

性造影を行い，尿道，膀胱の異常の有無などについて検

討した．

　（3）性染色質検査：口腔内をガーゼで清拭した後，鋭

匙を用いて頬粘膜を擦過し，口腔粘膜上皮を採取した．

これをスライドグラス上に伸展し，エーテル・アルコー

ル液で固定，クレジールバイオレット染色を施した．鏡

検に際し，核構造の明瞭な細胞を無作為に200個選択し，

核膜内壁に存在する楕円形の性染色質の有無を検査し

て，性染色質の陽性率を算定した．これを先に報告した

正常犬の標準値と比較し，雌雄の判別を行つた3）．

　（4）染色体分析：末梢血中白血球の培養法4｝によつて

染色体標本を作成し，染色体の分散が適度で中期分裂像

を示す85細胞を核型分析に用いた．またX染色体を除

き，染色体は大きさの順に配列し，核型を示した．

　（5）精巣生検：1年6カ月齢で，左右精巣について穿

刺生検を実施し．それぞれから液体成分と組織片を採取

した．液体成分は精子の有無や活動性の観察に，組織片

は組織標本作成のために用いた．

　（6）hCG負荷試験：人の精巣機能不全の検査法の1

つであるhCGテスト5）を本犬に応用し，ラディオイム

ノアッセイによつて血中テストステロン値（以下T値と

略）を測定した6＞．すなわち，hCG投与直前値と40001U

3日連続投与における投与後24時間の各日の値を測定

し，その値を比較した．なお，採lflLは給餌前の午前7時

に前腕正中皮静脈から行つた．

　3．試験開腹

　全身麻酔下で型の如く開腹手術を行い，泌尿生殖器を

はじめとする腹腔諸臓器の異常の有無を検査した．

　症例2

　2ヵ月齢のテリア系雑種で，体重576gであつた．症例

［不妊会誌　32巻2号

1と同様に外陰部異常を主訴として来院し，その後，研

究材料として寄贈されたものである．本犬の家族歴等に

ついての詳細は不明であつた．本犬も，外陰部の異常に

ついて，可及的詳細に肉眼的検査を実施するとともに性

染色質検査を行った．本例は重度の鎖肛を伴つており，

発育もはなはだ不良で，次第に排便困難に陥り，腹部の

膨満と衰弱が著明となつてきた．予後不良と判断して，

安楽死の処置を取り，剖検に付した．その後，直腸・泌

尿生殖器の肉眼並びに組織学的検査を実施した．

成　　績

　症例1

　L家族歴
　本犬の父犬は2歳で，今までに交配歴がなく，母犬は

4歳で初産であった．本犬以外の同腹子，雌2頭，雄1

頭には異常は認められなかつた．父母犬の系統には全く

血縁関係はなく，血統に特筆すべき異常も認められなか

つた．

　2．臨床的事項

　（1）外陰部肉眼所見：本学における飼育開始時（70日

齢）は，本犬は雌がかつた外貌を持ち，陰嚢の形成もな

く，精巣は触知できなかつた．外部生殖器も雌雄の別が

判然としなかつた（図6，7）．外生殖器は正中腹面に大

きな裂隙を有する包皮の尾側端に位置し，小指頭大の後

方に反転した肉柱塊を形成していた．この先端には外尿

道口の形成は見られなかつた（図7）．外尿道口は会陰部

正中腹端に位置した乳頭様突起部分にあつて，ここから

排尿していた（図8）．本犬は成長とともに外貌も雄らし

くなり（図9），1年6カ月齢では陰嚢も形成され，精巣

も下降し，十分大きく硬固となつた，しかし，外部生殖

器は全体的に発育不十分のままでとどまり，とくに包皮

口から会陰にかけて正中上に大きな縦溝が形成され，こ

のために陰嚢は左右に独立した2つの嚢を形成していた

（図12）．また，陰茎様の外生殖器は発育不良で，大き

く裂開した包皮腹面尾側端から大きさ3，65cm×1．08cm

の肉様突起物となつて弓な！に後下方へ反転していた．

この陰茎様外生殖器の基部は陰嚢前縁に終つていて，こ

の部分でやや膨大した不完全な亀頭球を形成していた．

更に，この部から尾側には海綿体の形成は全く認められ

ず，療痕化した索状物（chordee）が残存していた．す

なわち，陰茎様外生殖器は陰嚢の前縁において不完全な

亀頭球様構造物を形成し，陰茎体や陰茎根の形成を全く

見ずにこの位置で終つていた（図10，11）．

　（2）レントゲン所見：外生殖器の位置に釣針状に屈曲

した発育不全の陰茎骨（Os　Penis）の特異な陰影像が認

められた以外に，骨格系，その他には著明な異常は見出
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図1　症例1．1年6力刀齢時のレントゲン写真．

　　　外生殖器の位置に釣針状の特異な陰茎骨が見

　　　られる（／印）H外尿道rlからの逆行性造影

　　　の結果，尿道及び膀胱には異常は認められな

　　　lt、

せなかつた．また外尿道口から逆行性に造影を行つたと

ころ，尿道並びに膀胱は正常で，直腸尿道痩などの異常

もなかつた（図1）．

　（3）性染色質検査所見1口腔粘膜上皮細胞による性染

色質検査の結果は，性染色質陽性率が10％で，雄性型を

示した．

　（4）染色体分析所見：末梢血中白血球の培養法による

染色体分析の結果は，図2，3および表1に示した通り

で，中期分裂像を示す85細胞中，最多の48細胞が染色体

数78を示し，いずれも性染色体はXY型であつた．

　（5）精巣生検所見：陰嚢は左右に2分されているもの

の，内部の精巣は発育十分で触診上正常健康犬のものと

全く変らない大きさと弾力性を有していた．穿刺生検の

結果は，多数の活発に運動している精子が観察され，精

（165）　3

子の形態も正常であつた．採取組織片における精巣組織

所見も正常であった（図4）．

　（6）hCG頁荷試験結果；本犬についてhCG　テス

トを実施したところ，図5に示す結果が得られた．すな

わち，血中T量は負荷前値の平均270pg／m1に比べて，

負荷後は上昇し，最高1660P9／mlとなつて，　hCGに十

分に反応を示した．

　3．試験的開腹所見

　試験的開膜の結果は前立腺の発育が良好で，雌性生殖

器などの遺残もなく，半陰陽などの奇型も認められなか

つた．

　症例2

1，臨床的事項

　（1）外陰部肉眼所見：外生殖器は雄型で，包皮口は腹

面に大きく裂隙状に開口し，裂隙尾側端にはマッチ頭大

の赤色肉様突起物が形成されていた．この突起物から尾

側正中腹面に浅い溝が形成され，会陰部に至つていた．

この正中に形成された浅い溝の終点には米粒大の開口部

があつて，この部分から排尿，排便をしており肛門は閉

鎖していた．

また，この溝に沿つて会陰部の排泄口に至る皮下にはや

や硬固な組織体があつて，発育不十分な海綿体の存在を

表1　症例1の染色体分析

染色体数 性染色体

75以下　76　77　78　79以上　XX　XY

85細胞中　　20　　11　6　48　　0 0　　85
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図2，3　症例1．末梢血中白血球培養法による染色体分析の結果は2n＝78，　XYで正常雄型を示してv・る・

　　　　　＾〔X）：X染色体，↑（Y）：Y染色体
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図4　症例1．性腺の穿刺生検による組織像．ヘマ

　　　トキシリン・エオジン（HE）染色．×100．

　　　ほぼ正常犬の精巣組織像と同様である
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図5　hCG女荷時のTの変動（症例1．採血は．負
　　　荷直前に行一、た．T：テストロン．hCG：妊

　　　婦尿性性腺刺1敷ホ］Lモン／
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図7　症例1．飼育当初の外陰部．腹壁正中には大

　　　きな裂隙が形成され，その尾側端には小指頭

　　　大の外生殖器（↑印）が存在している．この

　　　部分には外尿道i1の形成は見られない

〆

図6　症例1．飼育当初（70日齢）の外貌．

　　　がかつた顔付をしている

やや雌

思わせた．なお，会陰部には陰嚢の形成は見られず，精

巣も存在しなかつた（図13，14），

　（2）レントゲン所見：排泄口から逆行性に造影剤を注

入するど大部分は膀胱内に入つたが一部は尿道から直

図8　症例1．飼育当初の会陰部．腹側端に小乳頭
　　　様の突起（＾印）が見られ，この部分に外尿

　　　道riが形成されている．　A：jl．1二凹，　T：尾

図9　症例1．1年6ヵ月齢時の外貌，
　　　桿な顔貌と体付きにたつている

玄生らしく睾青

■

，
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t

　　　　　　図10　　　　　　　　　　　図11

図10，11　症例1．体躯の発育に比して外陰部は発育不全であ

　　　　　る．裂隙頭側には包皮様の過剰な皮膚搬襲が形成さ

　　　　　れ，裂隙尾側端には母指頭大に大きくなった亀頭様

　　　　　肉柱が存在する．これは図11の様に後下方へ反転屈

　　　　　曲している

t

◎

■

図12　症例1．腹部正中に形成された裂隙は会陰
　　　部において浅い溝となP，肛門近くに達し
　　　ている．陰嚢はよく発達しているが，この

　　　溝のために左右に2分され，独立した2っ
　　　の斐亡形成している．嚢内には十分に大き
　　　くなつた硬固な精巣が存在している．　この

　　　陰爽の尾側縁に外尿道目（A印）か汗多成さ

　　　れている

腸に流入し，直腸尿道痩の形成が明らかであつた．

　（3）性染色質検査所見：口腔粘膜上皮細胞による性

染色質試験の結果は雄性を示した．

　2．内生殖器肉眼所見

　左右の発育不全の精巣が精巣上体を伴つて鼠径部に存

在していた．精管並びに前立腺も形成されていたが，特

に異常は認められなかつた．著明に膨大した直腸は盲端

に終っていて，尾側腹面に小孔があり，この部と尿道が

交通し、直腸尿道痩を形成していた（図15）．その他の

腹腔臓器には特に異常はなかつた．

　3．生殖器組織所見

　（1）左右性腺：発育不十分な精巣組織でできており，

間質結合織並びに間細胞は豊富であつたが，細精管内に

は一一層に配列したセルトリー細胞のほかはまだ精細胞の

分化は認められなかつた（図16）a

　（2）精巣上体管：上体管の形成は良好で，管腔構造は

明瞭であつた．内腔は全く空虚で，上体管上皮は一層の

円柱上皮でおおわれ，不動毛は認められなかつた（図

17）．

　（3）精管：背の高い多列の円柱上皮でおおわれた良く

発達した管腔内には少量の好中球と粘液が存在していた

が，そのほかには特に異常はなかつた．

　（4）前立腺：腺腔内に剥離上皮，好中球や粘液様物質

が少量存在したほかは，前立腺組織には特に異常は認め

られなかつた．

考　　察

　ヒトの場合，尿道下裂は泌尿生殖器の奇型の中ではご

くありふれたものであるだけではなく，一般の奇型の
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図13，14

「「不妊会誌　32巻2号
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症例2．外形．陰茎や陰嚢は認められず，腹部正中には包皮様構造物があつて腹面に大きな裂隙

を形成している。この尾側端には外生殖器様突起物（P）が形成されているが，外尿道口の形成

はない．外尿道口はこの部から尾側に形成された浅い縦溝の終末部（U）に存在しているが，肛

門は開口せず，この部分が総排泄口となつている

　　　　　　　　　　　　　夢認・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←P
　　　　　　　　　ψ探

亨1構塵畢薮締獄簾御轡馨・禰。慕辮欝酵

図15　症例2，剖検により摘出された直腸泌尿生
　　　　殖器．精巣は精巣上体を伴つて鼠径部に存

　　　　在している（T）．P：発育不全の陰茎様構

　　　　造物，U：総排泄口をなす外尿道コ，R－UF：

　　　　直腸尿道痩，R：拡張した直腸，　A：閉鎖し

　　　　た肛門を示す

中でも発生頻度が高いものの1つと言われている7）．

Malpas8）は新生児に対する尿道下裂の発生率を調べ，

870：1であると報告した．Petterson9）は500：1，　Camp－

belllo）は0．055～0．625％であるとしている．いずれの場

合も女性の発生率は低く，極めてまれであると言うT）．

動物，とくにイヌの尿道下裂の発生率については報告例

が極めて少ないこともあつて詳細は不明であるが，多い

ものではないと思われる．

　本症は，ヒトでは生殖ひだの癒合が不完全なまま取り

残されることによつて起こる先天異常であると考えりれ

ている7，1D．したがつて，尿道並びに外生殖器の発生過

程のどの段階でこの癒合不全が完成するかによつて数種

の型に分類することができる2’．動物の場合もほぼヒト

に準じて分類されている1）．

　Aderら1｝やBloomi2〕は，イヌの尿道下裂を尿道の

開口部が解剖学的にどの位置にあるかによつて，1）亀

図16　圧例2．精巣の組織像．HE染色．×400・
　　　ほとんど…屑の細胞のみからなる管膣組織

　　　と，少量の結合織ならびに問細胞からでき

　　　た間質組織で構成された未熟な精巣組織

図17　症例2　1巣．ヒ体の組織像．HE隠色．

　　　×ユ00．よく発達した管腔組織からできてい

　　　るが，内膣は空虚である
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頭部下裂　（glandular　hypospadia），2）　陰茎部下裂

（penil　hypospadia），3）陰嚢部下裂（scrotal　hypospa－

dia），4）会陰部下裂（perineal　hypospadia）の4型

に区別している．これによると，我々の症例1および2

はともに会陰部下裂に属する．症例1はAderら1）の報

告例よりは更に重篤なものと考えられた．すなわち，尿

道開口部が会陰部に存在し，外尿道口から亀頭腹面にか

けて包皮が欠損しており，その部分には長くて一部分に

幅の広い縦溝が形成されていた．そのために陰嚢は左右

2個に振り分けられ，それぞれ独立した嚢を形成してい

た．また陰茎の背側には，包皮がむしろ過剰に形成され

ているために包皮は頭側から腹側へまわり込んだ状態と

なつて，会陰部からの下裂溝の延長上に幅の広い裂隙状

の包皮口を形成していた．陰茎は腹側の索状物（chor－

dee）のために下尾方へ牽引され，反転屈曲していた．

これらの状況はヒトの尿道下裂の内の重度な症例の特

徴7・11）とよく一致していて興味深い．

　動物の尿道下裂においてもヒトの場合と同様に他の泌

尿生殖器の奇型と合併する場合がある．重篤なものでは

半陰陽13）並びに片側腎欠損14｝や鎖肛15）なども報告されて

いる．ヒトでは精巣下降不全が多いと言われている7），

前述したAderら・）のイヌの3・例では合併奇型は認めら

れなかったが，我々の症例2では直腸尿道痩を有する鎖

肛を合併していた．また，精巣も下降していなかつた

が，本例は剖検の時点でまだ2カ月齢であったこともあ

つて，陰睾のままの状態で成熟したかどうかは不明であ

る．

　尿道下裂の発生原因については不明の点が多いとされ

ているが，ヒトの場合は女性よりも男性に頻度が高いと

ころから，胎児精巣の男性ホルモン生成不足が原因であ

ろうとする報告16）も見られる．しかし，我々の症例1は

陰嚢が左右に2分されているものの，精巣下降も正常に

完了し，成育したのちの精巣生検による精子並びに精巣

組織所見もほぼ正常であつたこと，また，末梢血中T値に

も特別異常が認められなかつたこと，更に，hCG負荷試

験においてもよく反応したことなどの所見から考え合せ

て，本例の揚合は胎仔期に性腺の発生異常が存在したと

は考え難い．本例はむしろ，胎仔精巣からのホルモン分

泌は正常であつたが，その標的器管である外生殖器など

の関連臓器の感受性に問題があつたのではないかと想像

される．あるいは，胎仔精巣からのホルモン分泌とそれ

らの標的器官の発生過程との時聞的同調に問題があつた

のかもしれない．Wilsonら17〕は妊娠ラットにビタミン

Aの欠乏を起させると，その胎仔に尿道下裂が発生した

と言う．また，ヒトの場合は家族集積性の傾向や特定の

染色体異常との関係などが注目されている7）．しかし，
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我々の症例1では同腹犬並びに両親の血統に特筆すべき

ものがなく，かつ，末梢血中白血球の培養法による染色

体分析の結果も染色体数や性染色体には特別異常がなか

つた．このように，尿道下裂はその原因が単に胎生期の

ホルモン分泌異常や染色体異常だけではなく，環境要因

なども関与する可能性のある複雑な先天性疾患であると

考えられる．これらの原因究明のためには、今後，更に

突き進んだ研究が望まれる．

　伴侶動物の場合，本奇型が単独で発生している症例で

は特に生命に直接危険を伴うことが少ない場合が多いと

ころから，ヒトの場合と同様に外陰部の整形によつて治

療が行われる1・18）．これは優生学的見地から決して好ま

しいことではないので，できるだけ去勢を合せ行うか，

もしくは淘汰すべきであろう．

　終りにあたり，御校閲を賜つた本学家畜病理宇教室堀

内貞治教授に深謝いたします。
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1．1イく女壬二rミ1謎∫　　32　・巻　2　髪｝』

　　Canine　hypospadias　has　been　rarely　reported

especially　in　Japan．　Recently，　two　cases　of　it

were　observed　in　the　Teaching　Hospital　for　Ani，

mals　of　the　University　of　Osaka　Prefec亡ure，

　　The丘rst　case　was　found　in　all　one　and　half

yearっld　male　Shiba　dog，　which　had　a　blunt　and

bent　penis　posteriorly　with　no　urethral　opening．

Anarrow　cleft　at　the　midline　raphe　separated

both　sides　of　the　scrotum　and　testicles，　and　the

urethral　opening　was　present　in　the　perineum．

This　dog　was　nearly　in　normal　conditions　in　the

morphology　of　sperms　and　testicular　tissues　obtai－

ned　by　the　needle　biops三es，　in　the　function　of

testosterone　production　tested　with　load　by　inje．

ction　of　hCG，　and　moreover，　in　the　number　and

type　of　chromosomes　analyzed　by　the　cultured

peripheral　leucocytes．　This　dog　had　no　other

abnormalities　besides　this　perineal　hypospadias．

　　The　second　case　was　seen　in　a　two－mon亡h　old

mongrel　male　dog　which　had　almost　the　same

conditions　in　hypospadias　as　the丘rst　case．　Forma－

tion　of　the　scrotums　and　indescent　of　the　testi．

cles　were　not　observed　because　of　his　immaturity．

The　dog　also　had　ano亡her　abnormality　which

was　atresia　ani　with　lectum－urethral　fistula　forma．

tion．

　　Causes　of　hypospadias　are　still　obscure　in　deta－

il．　In　the丘rst　case，　however，　it　could　be　suppo．

sed　that　this　hypospadias　might　be　induced　by

defective　or　insufllcient　sensitivity　of　the　exter－

nal　urogenital　system　in　fetus　for　testosterone

which　had　been　produced　by　embryonic　testi．

cles，　because　the　functional　testicles　were　present

at　the　time　of　the　examination．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年7．月18日）
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φ

　無精子症10例の睾丸組織に対してGlutathione　S－transferaseの抗体を用い，酵素抗体法にて染色を行な

い，問質細胞の形態を評価するとともに症例のGnH基礎値と比較検討したt

　1．精路通過障害例では，LHは正常で，睾丸組織はLeydig細胞が染色され，各分化段階がみられた．

　2．造精障害例では，LHが正常のものではLeydig細胞の分布も正常に近く，高いものではhyperplasia

の所見を示した．

　3．Klinefelter　syndromeではLHは高く，　adenomatous　Leydig　cell　hyperplasiaを示した．

以上より，GSTのPAP染色は，　Leydig細胞の分布・機能を評価するうえで有用であり，それは血中

LH値と相関していた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster，，32（2），171－176，1987）

喚

緒　　言

　Glutathione　S－transferase（以下GSTと略す）は，

ヒト各種臓器に分布する酵素であるが，成人男子睾丸組

織においてLeydig細胞にその局在が知られている．

　今回我々は，無精子症の診断で生検された睾丸組織に

対し，GSTの抗血清を用い酵素抗体法にて染色を行な

い，その内分泌環境について検討を加えた．

対照および方法

　1）対照

　昭和51年から昭和58年までの8年間に，当科外来で無

精子症と診断され，睾丸生検された10症例の睾丸組織を

利用した．

　2）方法

　A．スクリーニング法（表1）

　図1に示す如く，不妊などの訴えで当科を受診した症

例に対し，詳細な病歴聴取と泌尿器科的診察を行ない，

禁欲下（4～5日間♪の精液検査で無精子症と診断された

際には，まず内分泌検査として血中LH・FSH・Prola－

ctinの基礎値を測定し，次いで局麻下で開放性睾丸生検

を施行した．

　その際，精管造影は血中FSH値が正常範囲の症例の

み施行した1），

　B．免疫組織学的方法

　採取された睾丸組織は，10％ホルマリンあるいはブァ
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表1　Clinical　Approach　of　Azoospermia

　　Semen　Analysis
　　　　　［

　　　Azoospermia
　　　　　l
　　　Serum　FSH
　　　l　　　I
　　high　　　normal
　　l　　　　　　l
Testicular　　　Testicular　biopsy
biopsy　alone　　　　　　　　　十

　　　　　　Seminal　vesiculography

ン液で固定し，パラフィン包里薄切標本を脱パラフィン

後，HE染色法ならびにSternberger2）のperoxidase

anti・peroxidase法　（以下PAP法と略す）に準じた

indirect　immunoperoxidase　sandwich　methodにより行

なつた．

　PAP法は，ヒト腎正常皮質部より精製した　GST3）

をウサギに免疫して得た抗血清を一次抗体として用い

た．なお対照実験はDeLellisら4）の方法にて行ない，

ヘマトキシリンによる対比染色後も観察を行なつた．

結　　果

　無精子症10例の年齢は，21歳から35歳で，平均30歳で

あり，内訳は精路通過障害2例で1例は先天性，他の1

例はヘルニヤ手術に起因すると思われた．造精機能障害

8例の中には，immotile　cilia　syndrome　1例，　Kline－

felter　syndrome　1例を含み，流行性耳下腺炎の既往のあ

るものが4例みられた．

　全10症例の概略を表に示し代表症例を供覧する（表2），

　症例1

　21歳の症例で中学時より肺炎を繰り返し，内科より

immotile　cilia　syndromeあるいはcystic　fibrosis等の

関連で精液検査を依頼された．触診上，右睾丸容量は15

cc．左は12ccとほぼ正常大で，精液は1cc以下の無精子症

であった．内分泌検査では，血中FSH　6．7mIU／ml，　LH

10．8mlU／mlと正常範囲内であつたp精管造影では，図1

の如く矢印のあたりで精管内の造影剤は両側中断してお

り，精路通過障害による無精子症と診断された（図1）．

　睾丸生検組織のHE染色は，精細管の形態ならびに

精子形成能も良好で，基底膜の肥厚および間質の浮腫も

見当らなかつた（図2a）．

　PAP染色で，間質部分に細胞質が染まつたLeydig細

胞がみられ，その形態も未分化から成熟細胞まで段階が

あり，精細管など他の部分は染色されなかった（図2b）．

　組織・内分泌所見とあわせ，ほぼ正常成人睾丸に近い

所見とおもわれた．

　症例3

　精液中に固形物が混じると訴え受診した23歳の症例

で，幼稚園時に流行性耳下腺炎に罹患した既往がある。

　両側睾丸は正常大で，血中FSH　16，5mlU／ml，　LH

13．9mIU／mlと正常上限であつたが，精液検査で無精

精子症の診断を受けた．

　睾丸生検組織のHE染色は，精細管内細胞がSer亡oli

細胞で1ineされ，わずかにprimary　spermat・cyteが存

在し，基底膜の若干の肥厚が見られた（図3a）．

　PAP染色で，問質部分にLeydig細胞が染色され，

形態分布としては精路通過障害（症例1，2）にみられた

睾丸組織のPAP染色所見とほぼ一致しており，正常

の睾丸Leydig細胞分布に近いものと判断した（図3b）．

　症例9

　不妊を主訴として受診した31歳の症例で，小学時に流

行性耳下腺炎に罹患している．両側睾丸容量は2ccで，

血中FSH　70mIU／ml，　LH　68mIU／mlと共に上昇を示

していた．

　睾丸生検組織のHE染色は，精細管の狭小化と管内

表2　Testicular　Histology　and　Basal　Gonadotrophin　Levels　in　Patients　with　Azoospermia

Case　　Age（Y） 　FSH
（mlU／ml）

Seminiferous　tubules
in　HE　staining

　LH
（mlU／ml）

Leydig　cell
in　PAP　staining

1．

2．

3，

4．

5．

6．

7．

8．

9．

10．

21

29

23

35

33

31

25

32

31

29

6．7　　spermatogenesis（十）

13．1　　spermatogenesis（十）

16．5

4．8

19．0

55．2

70

56．9

Setoli～primary　spermatocyte

Sertoli　cell　alone

Sertoli　cell　alone

Sertoli　cell　alone

Sertoli　cell　alone

Sertoli　cell　alone

prlmary　spermatocyte

ghost　tubules

10．8

17．2

13．9

11．6

24．1

44．3

68

34

normal　distribution

normal　distribution

almost　norrnal　distribution

almost　normal　distribution

almost　normal　distribution

mild　hyperplasia

mild　hyperplasia

diffuse　hyperplasia

diffuse　hyperplasia

adenomatous　hyperplasia

●

■

Q

1

e



r

ψ

8

t

r

●

昭Tll　b21†・4月1同

鵜

箏

灘
購

・講瞭1

足立・野々村・小柳・小杉

図1　症例1－Seminal　vesiculography
　　　（矢印で精管は両側中断している）
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　　　図2a　症例1－HE　staining（×200）
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　　　図2b　症例1－PAP　staining（×100）

細胞はわずかにprimary　spermatocyteが存在するのみ

で，間質は浮腫状であつた（図4a）．

　PAP染色では，　Leydig　cell　hyperplasiaを呈して

いた（図4b）．
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図3a　症例3－HE　staining（×1CO）

　　　図3b　症例3－PAP　staining（×100）

　症例10

　不妊で訪れた29歳の症例で，触診上両側睾丸は小指頭

大であり，長身および外性器所見により染色体検査を行

つたところ，47XXY／48XXXYmosaicのKlinefelter

syndromeと診断された。

　血中FSH　56．9mlU／ml，　LH　34mlU／mlと高値を

示し，睾丸組織のHE染色は，標本の範囲では精細管構

造が失われておりghost　tubulesとなり，空胞化した

Leydig細胞で占められていた（図5a）．

　PAP染色で染色されたLeydig細胞は，高度の過形

成を呈し，類腺腫化した集族像（adenomatous　hyper－

p1asia）が特徴であつた（図5b）．

　以上の如く，10例の睾丸組織のHE・PAP染色と内

分泌学検査との結果を比較検討したところ，精路通過障

害2例（症例1，　2）は，双方とも血中FSH・LHに異

常なく，睾丸組織像にても精子形成能は保たれており，

PAP染色ではLeydig細胞の正常の分布を示していた．

　一方，造精機能障害例（症例3～10）は，内分泌学的に

はFSHはもとより8例中4例（測定未施行含め5例）

にLHも高値を示した．そして睾丸組織像としては，

Sertoli　cell　only　syndromeというべき所見からpri一
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　　　図4a　症例9－HE　staining（×100） 　　　図5a　症例10　HE　staining（×100）

髄

●

、

図4b　症例9－PAP　staining（×100） 図5b　症例10　PAP　staining（．×100）

し

mary　s”permatocyteの混在までみられたが，精子形成

能はなく，PAP　染色では，　LH　値が正常なものは

Leydig細胞が正常な分布を，　LH値が高値なものは睾

丸局所の所見としてはLeydig　cell　hyperplasiaを呈

していた．

考　　察

　GSTは，各種反応物質と還元型グルタチオン（GSH）

との抱合を触媒する酵素として知られ，肝に最も強い活

性があるほか，腎・脾・肺・脳・筋・胎盤などにも広く

分布している．

　Campbellら5）は，ラット由来GSTから抗体を作

成し，各種ヒト組織中のGST分布をPAP染色法
を用いた免疫組織学的手法で検討しているが，特にステ

ロイド産生に関連した副腎の網状層・睾丸Leydig細

胞・卵巣顯粒膜細胞にも局在していると述べている．ま

た実際にBensonら6）は，　GSTがステロイド合成の

d5－3－ketosteroid　isomerase作用を有すると報告してお

り，その役割に関しては今後さらに検討されるべきもの

と思われる．

　小杉は，ヒト腎より独自にGSTを精製し，その抗体

によるPAP染色法で，ヒト胎児組織の肝・腎・副腎に

おけるGSTの出現時期3｝ならびに腎細胞癌の組織学的

構築・細胞型との関連性？）について報告した．今回は，

同じ抗体を用いて不妊男子，特に無精子症の睾丸組織に

注目しPAP染色を行なうと同時に，ゴナドトロピン

（GnH）値との関係についても比較検討してみた．

　Nistalらti〕は，睾丸問質における　Leydig細胞の

hyperplasiaにっいて触れ，その分布・形態を表3の如

く，　（！’）　focal　hyperplasia．　k≧）　diffuse　hyperplasia，　（｝

ft．　denom　atous　hyperplasiaσ）3種類に分け（表3），そ

れぞれの病態について述べているが，今回GST抗体に

よるPAP法で無精子症睾丸を染色したところ，やはり

Sertoli　cell　only　syndromeというべき，睾丸には明ら

かな問質Leydig細胞のdiffuse　hyperpユasiaがみられ，

LH値の上昇と良く相関し，　LH基礎値が正常のものは

Leydig細胞も正常に近い分布を示していた．また症例

10に示した様にKlinefel亡er　syndromeの場合，1委小

睾丸が思春期以降も高GnHにさらされ続けたのか精細

管構造が消退しghost　tubulesとなり，…方Leydig細

胞は‘‘みかけ”上増殖した，adenomat。us　hyperplasiaの

像9）を呈していたが同様の所見はNistalらB）も述べてお

「
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表　3　　Leydig　cell　hyperplasia

足立・野々村・小柳・小杉

1）　　focal　hyperplasia

　　　severe　tubular　atrophy

　　　difiEuse　tubular　sclerosis

　　　　of　cryptorchid　testis

　　　sclerosis　postmumps－orchitis

2）　　difiEuse　hyperplasia

　　　Del　Castillo’s　syndrome

　　　　（Sertoli　cell　only　syndrome）

　　　Klinefelter　syndrome

　　　maturation　arrest　at　the　level

　　　　of　primary　spermatocytes

　　　advanced　stages　of　varicocele

　　　some　cryptorchid　testes

3）　adenomatous　hyperplasia

　　　KIinefelter　syndrome（47XXY）

　　　　　　　　　（Nistal　M。1984）

り大変興味深い．

　一般に，不妊睾丸の間質細胞機能については，諸家

の報告によると1°一ユ2）乏精子症・無精子症・Klinefelter

syndromeのJ頂に血清テストステロン（T）基礎値は低

下し，GnH基礎値は上昇する傾向にあるとされている．

同じ無精子症睾丸においてもT値が当然feed　back機構

の形でGnH放出に関与し，結果としてLeydig細胞

の正常からhyperplasiaまでの分布が見られるとされて

いる．したがつてその機能に関しては正常睾丸と比較

し，高LHを示す症例では，　T産生能が不十分であるこ

とが予想される．

　一方，稀であるがLH刺激によらないLeydig　cell

hyperplasiaを示す例として，　Schedewieら13）は，兄

弟に起こつた家族性性早熟症を報告している．そのよう

なLeydig細胞のhyperplasiaがGnH刺激（内因性）

による二次的なものか，あるいはすでに自律性をもつた

増殖によるものかという際にも，血中ホルモン動態とと

もに，GSTによるLeydig細胞のPAP染色は有用で

あろう．今後不妊睾丸のみならず性分化異常症における

性腺組織14・15｝および睾丸腫瘍についてもさらに検討を加

える予定である．

まとめ

　無精子症睾丸組織10例でLeydig細胞の形態を知る目

的で，GST抗体によるPAP染色を行なつた。

　L　精路通過障害例では，LH　は正常で，睾丸組織

はLeydig細胞が染色され各分化段階がみられた．

　2．造精障害例では，LHが正常のものではLeydig

細胞の分布も正常に近く，高いものではhyperplasia

（175）　13

の所見を示した．

　3．特に，Klinefelter　syndromeではadenomatous

Leydig　cell　hyperplasiaを示した．

　以上，無精子症患者の睾丸は，GnHの作用を反映し，

精細管の変化とともに間質細胞も変化している例がある

ことを示した．

　（本論文の要旨は，第28回日本不妊学会北海道地方部

会学術講演会において発表した．）
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Immuohistological　studies　of　glutathione

　　　S．transferase　in　testicular　tissue　of

　　　　　　　　　　ロ
azoospermla

　　Yuji　Adachi，　Katsuya　Nonomura

　　　　　and　Tomohiko　Koyanagi

　　Department　of　Urology，　Hokkaido

　　　Univercity　School　of　Medicine

（Director：Prof．　Tomohiko　Koyanagi）

　　　　　　　　　　Masao　Kosugi

　　Department　of　Urology，　Takikawa

　　City　General　Hospital，　Takikawa，

　　　　　　　　　Hokkaido，　Japan

日不妊会誌　32巻2号

　　The　testicular　tissues　of　azoospermia　were　stud．

ied　in　10　patients　by　peroxidase　antiperoxidase

（PAP）using　the　primary　antibody　for　glutathio．

ne　S－transferase（GST），　and　the　staining　characte－

ristics　were　correlated　with　serum　LH　levels．

　　The　resu1ts　are　summarized　as　follows：

　　1．　In　the　obstruction　of　vas　deferens，　the　level

of　serum　luteinizing　hormone（LH）was　within

normal　limit，　and　Leydig　cells　showed　normal

distribution　with　varying　stages　of　differentiation，

　　2．　In　severe　seminiferous　tubular　lesion，　distri．

bution　of　Leydig　cells　were　either　nearly　normal

when　LH　level　was　normal，　or　hyperplastic　when

LH　level　was　high．

　　3。　In　Klinefelter　syndrome　with　high　LH　lev．

el，　the　lumps　of　Leydig　cells　constituted　a　so．

called　adenomatous　hyperplasia．

　　These　results　suggest　that　the　PAP　staining

of　GST　in　the　testicular　tissue　is　an　useful　rneth－

od　for　evaluating　the　stromal　characteris亡ics　and

distribution　pattern　of　Leydig　cells　and　they　re－

flected　well　the　ongoing　serum　LH　levels．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年6月18日）
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Inhibin　Activity　in　Seminal　Plasma　of　Infertile　Males

　　札幌医科大学泌尿器科（主任：熊本悦明教授）

　高木良雄　熊本悦明
　Yoshio　TAKAGI　Yoshiaki　KUMAMOTO
Department　of　Urology，　Sapporo　Medical　Colledge

　　　　（Director：Prof．　Y．　Kumamoto）

札幌医科大学解剖学教室（主任：高橋杏三教授）

　　　　渡　　辺　　勇　　一

　　　　Yuichi　G．　WATANABE

　　　　　Department　of　Anatomy
　　　（Director：Prof．　K．　Takahashi）

●
　ヒト精漿中inhibinのrat下垂体gonadotropin分泌におよぼす抑制作用を検討した．また，男子不妊症

患者におけるinhibinの動態を調べるためrat　pituitary　incubationの方法をもちいて，男子不妊症患者精漿

中inhibin活性を測定し，次の結果を得た．

　L34日齢rat去勢後に，　charcoal処理ヒト精漿を投与することにより，血中FSHの上昇が抑制された．

また，LHの上昇も軽度抑制された．2．男子不妊症患者において，無精子症患者では，精漿中inhibin活性

が低値を示す傾向が認められた．また，睾丸組織所見において，高度の精子発生能障害患者と比較して，精

漿中inhibin活性が低値を示した．以上より，精子発生能障害が高度の患者では，　inhibinの分泌が低下して

いる可能性が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），177－183，1987）

φ

緒　　言

　精子形成には，LHが睾丸の問質細胞に働いて分泌さ

れるtestosteroneとFSHが共同して働いているが，近

年，下垂体からのFSHの分泌を調節する因子として，

inhibinが睾丸から分泌されていることが明らかとなつ

た．Inhibinとは，　McCul1aghi）が1932年，‘‘去勢動物

の下垂体に出現する去勢細胞の出現を抑制する精巣から

の永溶性抽出物質”として命名したものであるが，現在

では，“性腺で産生される水溶性で，下垂体からのFSH

分泌を特異的に抑制する作用をもつ物質’と解釈されて

いる．

　Inhibinの産生部位が，雄においてはSertoli　cellで

あることは既に明らかとなつている2）．Sertoli　ce11より

分泌されたinhibinは，大部分が精巣網（rete　testis）

や副睾丸頭部で吸収されるが，一部はそのまま精液中に

残る．血中に入つたinhib三nは希釈され，また排泄され

るために低濃度となるが，精液中にはinhibinが高濃度

に存在する3）．精子発生能における視床下部一下垂体一

性腺系のホルモン調節機構は，inhibinに関する研究で，

次第に明らかとなつてきている．男子不妊患者における

inhibinの動態を研究することは，精子発生能に関する

ホルモン調節機構を知る一助となると思われる．

　著者らは，ヒト精漿中inhibinがrat　gonadotropin

分泌を抑制することを確認し，不妊症患者精漿中のin・

hibin活性を測定したので報告する．
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対象および方法

　1。男子不妊症症例

　札幌医大泌尿器科不妊外来を受診した男子不妊患者の

うち，無精子例10例，乏精子症（0＜　＜40×106count／

m1）20例，正常精子数患者（＞40　x　106count／ml）20例

について精漿中inhibin活性を測定した．

　2．実験rat
　去勢ratの実験には34日齢雄S．　D．　ratを用いた．

またpituitary　incubationには，22－24日齢雄S．　D．　rat

を使用した．去勢法は，ratエーテル麻酔後，陰嚢切開

にて，両側睾丸を摘出し，絹糸にて切開部を縫合した．

　3．精液の採取およびcharcoal処理

　男子不妊症患者の精液を用手法で射精させ採取した．

液化後，精液量，精子i数などを測定した。その後，2000

xG　30分間遠沈を行ない，上清を採取し精漿とした．

　精漿は，steroid　hormolleを除去するため，生理食塩

水に混じた200mg／mlのcharcoalを精漿に同量加え，

24時問4°Cで保存し，2000×G30分間遠沈し，　charcoal

を取り除いた．この処理により，精漿中testoster・neは，

charcoal処理前39ng／dlに対し，処理後は測定感度以下

（5ng／dl以下）まで低下した．また，基礎的検討の際に

は，正常精子数患者の精漿を使用した．

　4．FSHとLHの測定
　Rat血清中およびpituitary　incubationを行なつた

培養液中のFSH　とLHの測定は，　NIAMDD－pit－

uitary　Agencyより提共を受けたkitを使用し，2抗体

法でradioimmunoassayを行なつた．標準品は，　FSH

はFSH・RP－1，　LHはLH－RP－2を使用した．なお，

intraassay　coefficient　variationはFSH　7．66％，　LH

3．58％，interassay　coe缶cient　variationはFSH　9．75

％，LH　7．86％だった．

　5．Rat　anterior　pituitary　incubation法

　22－24日齢雄S．D．　rat（体重47－59g）の下垂体をでき

るだけ傷つけないように摘出した，これを正中断し，30

分から1時間preincubationを行なつた．　Preincubation

後，一方をHanks’so1ution　150μ1を加えた培養液中

に入れcontrelとし，他方はcharcoal処理ヒト精漿を

150μ1加えた培養液に入れ，1時間incubationを続け

た．1時間のincubation後，双方に10ngのLH－RH

を加え，4時間さらにincubationを行ない，　LH－RH

によるgonadotropin分泌刺激状態での，培養液中への

FSHとLHの放出を測定した（図1）．

　培養液は，199に7．5％horse　serum，5％fetal　calf

serumを加えたものを使用し，添加する試料やHanks’

solutien，　LH・RHなどを加えて最終的に1つの培養皿

remoVe　anterior　pituitary
　　　　　　　畢

divide　pituitary　to　halves

control　half

Hanks　solution

150P1／皿l　medi㎜
↓

preincubation（60min．）

incubation（l　hr．）

add。　LH－RH　10ng

incubation（4　hr．）

FSH　and　LH　RIA

sample　ha工f

seminal　plasma

l50ド1／m工　medium
　　　↓

add．　LH－RH　lOng

　　　l

FSH　and　LH　RIA

工ncubation　was　performed　in　medium　l99　with
59　horse　serum　and　2．5暑　feta工　calf　seru皿
under　95暑　air　and　5竃　CO
　　　　　　　　　　　　2’

Seminal　plasma　was　treated　with　charcoal　to
rernove　steroid　hormone．

図1Method　of　anterior　pituitary　incubation

には1m1の培養液を入れることとした．培養条件は，

air　95％，　CO25％，37°Cとした．

　6．睾丸生検による精細管組織所見の評価

　不妊症患者のうち睾丸生検を行なつたものの精細管組

織所見は，市川，熊本の分類4）により下記の如く評価し

た．

　1．硝子変性型
　1［［．Sertoli　cell　only　tubules型

　皿．精子形成不全型（gern　cell　arrest）

　　皿a．高度精子形成不全型

　　Mb．中等度精子形成不全型

　　皿c，軽度精子形成不全型

　IV．正常

結　　果

　1．　基礎的検討

　1－A．ヒト精漿中inhibinの雄rat去勢後の血中

FSH，　LH上昇におよぼす抑制作用に関する検討

　35日齢の雄S．D．　Ratを使用し，ヒト精漿投与による

去勢後の血中FSH，　LH上昇に対するヒト精漿中in・

hibinの抑制作用を，　Nandini5）らに準じた方法により

検討した，ratを去勢した後，去勢直後と12時間後の2

回，charcoal処理したヒト精漿を2mlあるいはO．5m1

腹腔内投与し，あるいは生理食塩水を2ml腹腔内投与

した．睾丸摘出18時間後に心腔穿刺により採血を行な

い，血中FSHおよびLHを測定した．結果を図2
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図2Effect　of　human　seminal　plasma（HSP）
　　　on　FSH　concentration（mean±S．　E．）in

　　　castarted　rats．　HSP　was　previously　treated

　　　with　charcoal　to　remove　steroid　hormone．

　　　Each　group　was　assayed　in　4－5　rats．

口　saline　2　ml　i．P．
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図3　Effect　of　human　seminal　plasma　（HSP）

　　　on　LH　concentration（mean±S．　E．）in

　　　castrated　rats．　HSP　was　previously　treated

　　　with　charcoal　to　remove　steroid　hormone．

　　　Each　group　was　assayed　in　4－5　rats．

および図3に示した．FSHについては図2に示した如

く，去勢前0．44±0．03μ9／m1（mean±S．　E．以下も同様）

であつたのが，去i勢18時間後ではO．61±0．04μg／mlに

上昇した．しかし，ヒト精漿を2ml投与した群では，

0，42±O．Olptg／mlを示し，　FSHの上昇は全く認められ

なかつた（P〈0．01）．また，精漿0．5m1投与群では，

FSHがO．59±0．21μg／mlで，去勢のみの群との差は認

められなかつた，

　LHについても同様に，去勢前O．68±0．18ng／mlであ

つたのが，去勢18時間後では2．02±0．13ng／m1に上昇

したが，精漿2ml投与群では1．18±O．30ng／mlを示し

た（図3），しかし，FSHでは，精漿2ml投与により完

全に去勢前の値に抑制されているのに対し，LHでは分

泌抑制は認められたが，去勢前の値に比べ軽度上昇を認

めた．なお，sham　operationの群では，　FSH，　LHとも

に去勢前との問に差を認めなかつた．

　1－B．Rat　anterior　pituitary　incubationを用いた定量

的測定に関する基礎的検討

　Rat　anterior　pituitary　incubationにょり，　inhibin

活性を定量的に測定できるか検討した．

　1－B，L下垂体の対におけるgonadotropin含有量

およびLHRH刺激によるgonadotropin反応性の差

に関する検討

　下垂体を半分の対としてincubationを行なつた際に，

左右の半分どうしの下垂体に含まれるgonadotropin量

に差がないか，また，LHRH刺激によるgonadotropin

分泌に差が認められないかを検討するため，左右の各対

の培養液にHanks’solutionを150μ1加え，全く同一

の条件でincubationを行ない，下垂体gonad・tropin

量，培養液中gonadotropin値を求めた（表1）．

　Rat個体間の差をみると，下垂体半分に含まれるgo－

nadotropin量は，　FSHで18．7　＃9／pituitary　halfか

ら，50．6μ9／pituitpry　halfと3倍程度の差を認め，　LH

でもO．71ttg／pituitary　halfから1．37μ9／pituitary　half

と2倍以上の差をみとめた．これに対して，各々の下垂

体の対のgonadotropin量の差は比較的小さく，下記

の式により，変動係数として求めた．

　CV＝v／Σ（d／XXIOO）／2n

　　　CV＝変動係数

　　　　d＝right　halfとleft　halfの差

　　　　x＝right　halfとleft　halfの平均

　　　　n＝下垂体の対の数

　この式により，変動係数を求めると，FSHでは2．18

％，LHでは2．49％を示し，下垂体の左右の対の間の

gonadotropin量の差は小さな事が分かつた．また，培養

液中のgonadotropin濃度についても下垂体のgonado一
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表1　FSH　and　LH　concentrations　in　medium
　　　and　pituitary　contents　of　paired　pituitary

　　　halves　in　22・day　old　pituitary　incubation

FSH　concentrations
ln　pttuitary　contents
（RP－1，μ9／pituitary
half）

割O

PltUltary
　No．

1

2

3

4

5

6

FSH　concentrations
in　medium
　（RP－1，μ9／mD

right　half

3．05

2．85

2．85

3．33

2．95

4．13

li・f・h・lf

2．97

3．76

L86
3．34

3．18

4．11

・i・h・h・ifl　i・f・h・1f

100

29．2

35．9

18．7

37．0

42．5

46．8

90

27．3

41．4

24．1

36．6

43．3

50．6

LH　concentrations
ln　pltultary　contents
（RP－2，μ9／pituitary
ha1f）

歪

§8。

ち

馨

＄70
璽

9
エ

鐙60

PltUltary
　No．

1

2

3

4

5

6

50

LH　concentrations
in　medium
　（RP－2，　ng／mk）

・i・h・h・，，i　i・f・h・lf

40．0

46．6

56．2

43．7

51．2

85．5

44．1

56．0

35．0

45．7

47。6

4．11

right　half

O．82

0．91

0．61

0．93

0．97

1．22

1eft　half

0　　　9．38　　18．75　　37．5　　　75　　　150

・。neent・ati。n・f　HSP　i・　medi・m　（Fl／ml⊃

　　　　　　　　　　k　｛P＜e．os，

O．71

1．03

0．67

0．89

1．20

1．37

tropin量と同様に，変動係数でFSH　2．59％，　LH　2．71

％を示し，LHRH刺激によるgonadotropin分泌の左

右差は小さかつた．

　1－B，2．ヒト精漿各濃度投与による容量反応関係に関

する検討

　ヒト精漿中inhibinの濃度の差により，　rat　anterior

pituitary　incubationにおける，培養i液中へのFSHの

分泌に容量反応の関係が認められるか検討した．培養液

中に，各々ヒト精漿を150μ1，75μ1，37．5μ1，18．8μ1，

9．4μ1加え，各投与量でのFSHのcontrorolに対する

分泌率を求めた（図4）．ヒト精漿を150μ1投与した群で

は，70％の分泌率を示した．以後漸減し，18，8μ1以下の

投与量では，ほぼ100％の分泌率を示した．18．8μ1から

150μ1添加の間で容量反応の関係を示した．

　2．臨床的検討

　2－A．不妊症患者精漿中inhibin活性の測定

　不妊症患者精漿中inhibin活性をrat　anterior　pit－

uitary　incubationを用いて測定した．　Inhibin活性は，

controlに対する，精漿添加培養液のFSH分泌率と

して求めた（図5）．

　無精子症ではFSH分泌率は83．3％，乏精子症では

69，7％，正常精子数患者では70．9％であつた．無精子症

図4　The　effect　of　different　doses　of　human　se－

　　　minal　plasma（HSP）on　FSH　released％
　　　of　control　（inhibin　activity）　in　rat　anteri－

　　　or　pituitary　incubation．
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患者で，精漿中inhibin活性が低値を示す傾向が認めら

れた（P＜0．10）．

　2－B．精細管組織所見と精漿中inhibin活性の関係

　睾丸生検を行なつた12例について，精細管組織所見と

精漿中inhibin活性の関連性について検討した（図6）．
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図6Relationship　between　FSH　released％of
　　　control　（inhibin　activity）　and　histological
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図7　Relationship　between　seminal　plasma　in－

　　　hibin　activity　and　serum　FSH

精細管組織所見が，市川・熊本の分類で，ll　Sertoli　cell

only　tubulesであるか，皿aのprimary　spermatocytesま

での出現しか認められない高度の精子発生能障害患者に

おいては，精漿中inhibin活性が低く，中等度または軽

度精子発生能不全または正常組織のspermatidsまで出

現する軽度の精子発生能障害患者（皿b，皿c，　IV）では精
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漿中inhibin活性が高値を示す傾向をみた（P〈0．05）．

　また，血清FSH値と精漿中inhibin活性の関係

について検討したが（図7），FSHが正常値を示す症例

が多く有意な相関傾向は認められなかつた．

考　　案

　LInhibin活性の測定に関して

　Inhibinが精子発生能に関して重要な役割を演じてい

ることは，まぎれもない事実と思われる．しかし，呈n－

hibin活性の測定法は，種々の方法が考案されている

が，各々一長一短があり，画一化されていない．

　現在，inhibin活性の主な測定法として，大きくはin

wiwoによるbioassayと，　in　vitroによるbioassay

の2つに分けられる．In　wivoのbioassayとしては，

1．雄rat去勢によるgonadotropinの上昇をinhibin

活性物質がどの程度抑制することができるかにより測定

する方法5），2．長期間去勢の状態でgonadotropinを上

昇させたうえで，inhibinを投与することにより，どの

程度FSHが分泌抑制されるか測定する方法6），3．幼若

雌ratあるいはmouseにinhibinを投与した時の卵巣

あるいは子宮重量の増加を抑制する程度により測定す

る方法など7－9），種々の測定法が考案されている．しか

し，著者らの実験による結果からみても，ヒト精液中の

inhibinのrat　FSH分泌抑制作用はけつして強力な

ものではなく，去勢直後の雄ratに投与した揚合，精

漿2m1の大量投与ではじめてFSHの分泌抑制効果

が発現することからみても，個々の不妊症患者精漿中

inhibin活性を測定するのは現実に不可能である．

　In　vitroの測定法としては，1．著者らの行なつた

pituitary　halvesによるincubation法10），2．　pituitary

monolayer　culture11）カミ考案されている．

　Pituitary　halvesによる　incubationは，下垂体を

摘出する際に，入念に注意深く採取する必要があるた

め，ある程度の熟練を要するが，その後は4－5時間で，1回

のincubati・nが終了するという長所をもつ．また，個

体間の下垂体に存在するgonadotrophの差やLH－RH

に対する反応性の差も，1個の下垂体の半分をcontrol

として使用して，他方の培養液にinhibin活性物質を

入れてincubationすることにより，予防できることが

わかつた．

　Monolayer　cultureはpituitary　halvesによるin・

cubationと同様に個体間のバラツキを無くするのに有

効である．また，個々の細胞にinhibin活性物質を長

期間作用させることができる長所をもつが，操作が繁雑

であり，また下垂体細胞に，trypsin，　DNaseなどの酵

素の影響を加えるために，膜などに変化を与える可能性
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をもつ．また，長期間の培養を要する点も欠点の1つと

いえる．

　著者らは，pituitary　halvesによる　incubationに

よりinhibin活性を測定したが，培養時間が短いこと，

比較的良好なdose－response　curveが得られたことよ

り，この方法によるinhibin活性の測定は有用であると

考えられた．

　2．精子発生能不全と，精漿中inhibin漕性について

　現在，inhibinがSertoli　cellで産生されていること

は，Sertoli　cell　cultureにおける培養液中にinhibin

活性が認められることなどより12）明らかとなっている．

Steinbergerらは13），下垂体を摘出したratでは，10日

後には，Sertoli　cellからはinhibinが分泌されない

が，FSH　とLHあるいは，　FSH　とtestosteroneを

補充投与するとSertoli　cellからのinhibinの分泌が

保たれることより，inhibinの分泌はFSHとtesto－

sterone，あるいはFSHとLHが間接的にtestosterone

を分泌させることにより協調的に行なわれていることを

報告している．このことは，正常なSert・li　cel1は下垂

体からのgonadotropin分泌により，　inhibinの分泌が

調節されていることを示している．一方，精子発生能障

害を有する患者では，なんらかの原因によりSertoli

cellからのinhibinの産生分泌が抑制されていることが

考えられる．Inhibinの負のfeedback機構が働かない

ため，FSHの産生，分泌が充進する．著者らが不妊

症患者精漿中inhibin活性を測定した結果で，精細管

組織所見がSertoli　cell　only　tubulesあるいはprimary

spermatocytesまでしか出現しない高度の精子発生能障

害患者におけるinhibin活性が低値を示す傾向が認めら

れたことは，FSH　とinh三binならびに精子発生能が

密接に関連していることを示していると思われる．ま

た，inhibinがSertoli　cellから分泌されていることが

明らかとなっている現在，inhibinの産生，分泌はSertoli

cellの機能を反映していると考えられる．現在，直接

Sertoli　ce11の機能を把握する方法がない現状において，

精漿中のinhibin活性の測定は，　Sertoli　cellの機能を

反映する検査法として，男子不妊症患者の精子発生能障

害の病態を知るうえで，重要な検査法となることが示唆

された．しかし，精漿中には，睾丸よりの分泌物以外に

精漿や前立腺からの分泌物も含まれ，色々な因子が精液

量に関与する関係上，睾丸よりのinhibin分泌と精漿中

の濃度が必ずしも睾丸機能と平行しない可能性もあり，

他の因子によるdataの変動が生ずることもあり得るこ

とになる．そのため，精漿中濃度より濃度は低いが，血

中濃度の方がより正確な睾丸Sert。li　cell機能を反映

する可能性もあり，今後pureなinhibin抽出により

目不妊会誌　32巻2号

抗体を作製してRIA法などによる検討が必須となつて

くるものと考えられる．インド学派により14｝，そのRIA

法でのdataも報告されているが，その正確性について

はなお問題なきにしもあらずとされておりさらなる研究

が望まれているところである．

まとめ

　ヒト精漿中inhibinについて検討し，下記の結果を得

た．

　1．ヒト精漿中inhibinは，340令雄rat去勢後

のFSHの上昇を抑制する．

　2．男子不妊症患者精漿中inhibin活性を22－24日齢

rat　anterior　pituitpry　incubationにより測定すると，

高度の精子発生能障害を有する患者で，軽度の精子発生

能障害患者と比較し，有意の低下を示した．
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of　gonadotropin　via　rat’s　pituitary　gland．　With

the　view　of　examining　the　kinetics　of　inhibin

in　male　inferility　patients，　measurements　were

also　made　of　the　seminal　inhibin　activity　in　the

above　patients．　The　results　obtained　were　as

follows：

　　1）　Rise　in　FSH　in　blood　was　inhibited　by

the　administration　of　charcoal－treated　human　sem、

inal　plasma　to　34－day－old　rats　after　sterilization，

and　the　case　was　the　same　with　LH　in　blood，

though　to　a　lesser　extent．

　　2）　For　male　infertility　patients，　azoospermic

patients　showed　a　tendency　to　give　lower　values

of　seminal　plasma　inhibin　activity．　The　histolo－

gy　of　testis　revealed　that　patients　with　severe

hypospermatogenesis　showed　Iower　values　of　se．

minal　plasma　inhibin　activity　than　those　with

mild　hypospermatogenesis．

　　From　the　above　the　possibility　is　suggested

that　patients　with　severe　hyposperma亡ogenesis

present　some　hyposecretion　of　seminal　plasma
inhibin．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年6月30日）

Inhibin　activity　in　seminal　plasma

　　　　　　　　　of　infertile　males

Yoshio　Takagi　and　Yoshiaki　Kumamoto

　　　Department　of　Urology，　SapPoro

　　　　　　　　　　Medical　College

　　　（Director：Prof．　Y．　Kumamoto）

　　　　　　　　Yui¢hi　G．　Watanabe

　　　　　　　Department　of　Anatomy

　　　（Director：Prof．　K．　Takahashi）

1 　　Studies　were　made　of　the　inhibitory　effect　of

human　seminal　plasma　inhibin　on　the　secretion
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●

　ブタ精巣上体尾部および尾部精子のペントースサイクル活性について研究した．本経路の鍵酵素である

Glucose－6・phosphate　dehydrogenase（G　6　P－DH）および6・phospho91uconate　dehydrogenase（6PG－DH）

を，2’，5’ADP－Sepharose　4　Bを用いたa伍nity　chromatographyにより分離，精製した結果，本経路活

性は，

　L　尾部精子よりも尾部管において高く，

　2．以前報告した射精精子よりも尾部精子に高かった．

　粗抽出液をaMnity　chromatographyにより精製し，回収された最も酵素活性の高かつた分画について

G　6　P－DH，6PG・DHの比活性，至適pH，　Michaelis定数を検討したところ，

　3・尾部のG6P－DH，6　PG・DH　は各々292倍，128倍に，尾部精子では211倍，128倍に精製された．

　4・尾部におけるG6P・DH，6PG・DHの至適pHは各々8，4，7．1，　Michaelis定数は各々1．41×10－3，

8．69×10－3であったt

　5．尾部精子におけるG6P－DHの至適pHは8．3，6　PG－DHは7。1，　Michaelis定数は各々2．2×10－3，

5．0×10－3であつた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），184－189，1987）

司

緒　　言

　精子が未成熟の状態で精巣を離れ，精巣上体管を通過

後第1次の受精能を獲得することは良く知られている1）．

この精子成熟が精子固有の働きではなく，精巣上体が成

熟変化に影響を与える環境作りをすることも明らかであ

る．しかし，この成熟過程における精巣上体の変化や役

割についてはいまだ十分な知見は得られていない．

　本研究は成熟精子の貯蔵場所である尾部管と，その管

腔内に存在する尾部精子の代謝能，ことにペントースサ

イクル活性を中心に，その鍵酵素であるグルコースー6一リ

ン酸脱水素酵素（G6P－DH）を2’，5t　ADP－Sepharose

4Bを用いたaMnity　chromatographyにより分離精製

し検討を加えた．
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Cauda　epididymidis

　　　I　　　　washed　f「ee　of　spermatezoa
　　　　using　KRBG　（pH　7．4）

　Minced

伊藤・中岡・渡辺・江川・天野

Iadd　O．1MTris・HCI　buffer　pH　7．6

（10mM　mercaptoethanol，5mMEDTA3Na）

Hemogenized

1

operated　at
for　60　minut

Treated　by　ultrasenic　waves｛20KHz，200　W）

　　　　operated　at　a　speed　of　lO5，000　Xg

Residue Supernatant

2「，5’ADP・Sepharese　4B　column

column　size：130mmX10mm
flow　rate：30ml／h．

fraction　：　2．5mlltube

Analysis

1．Total　protein　contents

2．Total　LDH　activity

3．Total　G6P・DH　activity

4．Total　6PG－DH　activity

図1Experimental　procedure

実験方法

　1）　ブタ精巣上体

　屠殺後1時間前後の生殖可能精巣上体を実験に供し

た．

　2）精巣上体管尾部の分離および尾部粗抽出液の作成

（図1）．

　精巣上体管尾部を周囲組織より剥離し，同時に付着し

ている血管，結合織脂肪組織などを取り除き，KRBG

（pH　7．4）で管腔内を洗海し，精子および管腔内容液を

排除する．次にKRBG中で細片するが，この際，次の

ホモジナイズに備え十分細片する必要がある．細片後再

度KRBGで洗瀧し，洗瀞後10mMメルカプトエタノー

ル，5mM　EDTA　3Naを含むO，　IM　Tris　HCI　buffer　pH

7．6を等量加え，Potter－Elvehjem型ホモジナイザーを

用いてホモジナイズ（800rpm，ストローク5回）し，引

き続き発振周波数20KHz，200Wの出力で1分間ずつ

3回超音波処理をした．超音波処理後，4°C，105，000×

g，60分間冷却遠心し，得られた上清を東洋濾紙No，7

で濾過し，この濾液を精巣上体管尾部粗抽出液とし，そ

の一部を蛋白量，酵素活性の測定に使用した．実験に供

した尾部組織は3．Ogである．

　3）　2’，5／ADP・Sepharose　4Bによる精製（図1）

　方法については本誌既鞭・3｝に準じた．

　4）　精巣上体尾部精子の採取および尾部精子粗抽出液

Spermatozoa　（in　cauda　epididymidis）

（185）23

　　　add　O．IMTris騨HCI　buffer　pH　7．6

　　　　（10mM　mercaptoethanol，5mMEDTA3Na》

Treated　by　ultrasenic　waves（20KHz，　200W）

operated　at
for　60　minu

Residue

operated　at　a　speed　of　lO5，000Xg

Supernatant

1
2“，5J　ADP・Sepharose　4B　celumm

column　size：130mm×10mm
fiow　rate：30ml／h，

fraction　：　2．5ml／tube

　　　　Analysis

　　　　1．Total　protein　contents

　　　　2．　Total　LDH　activity

　　　　3．Total　G6P・DH　activity

　　　　4．Total　6PG・DH　activity

図2Experimental　procedure

の作成（図2）

　精巣上体管尾部に近い精管を露出し，切開を加え，切

開部位より尾部に向けてチューブを挿入し，注射器によ

り空気を注入する．この空気圧を利用して尾部精液を採

取する．実験に使用した精液量は約3．Omlで光顕にて直

進運動を認めた．この精液を2600Xgで10分間遠心し，

精子と精巣上体液に分離し，分離した精子に10mMメ

ルカプトエタノール，5mM　EDTA　3　Naを含むO．　IM

Tris－HCI　buffer　pH　7．6を等量加え良く撹絆後超音

波を施行した．超音波施行後4°C，105，000×g，60分

間冷却遠心し，得られた上清を尾部精子粗抽出液とし，

後の操作は尾部組織の方法に準じた．

　5）2t，5’ADP－Sepharose　4　Bの特性4）

　ファルマシァ社製で，Sepharose　4　BにN6－（6－am－

inohexyl）－adenosine　2ノ，5’－bisphosphate　をcyanogen

bromide　methodによリカップリングさせたものであ

る，NADP類似adenosine　2’，5ノーbisposphateのN6

の位置でカップリングさせてあるため，NADP依存酵

素を受容できるリガンドになっている．

　6）　蛋白量および各酵素活性の測定

　（1）蛋白量

　試料0．1mlにBradford試薬5mlを加え，595nm
における吸光度を測定し蛋白量を求めた5）．

　（2）LDH活性

　LDH活性はHill変法6・7｝にもとづき測定した．

　（3）G6P－DH，6PG－DH活性

　G6P－DH活性はL6hr－Wallerの方法8），6PG－DH

活性はWolfsonらの方法9）にもとづき測定した．



24　（186） ブタ精巣上体尾部および尾部精子におけるペントースサイクル　日不妊会誌　32巻2号

mU／ml

12000

10000

　　heooo
　　茎
　　呂600
　　着
’　　　“4000

20eo

0

ロ5　
§

ニ　　
§

5300
茸

聖00
£

mU／ml

…雪

，。墓

，。1

60

50

・。言

鳶

3°
毒

2・器

10

o

　　　　　　　　　　Frectien　 nUmber

図3A缶nity　chromatography　of　the　ductus　epi－

　　　didymidis（cauda）of　the　boar　extract　on

　　　2ノ，5／ADP－Sepharose　4B

　活性値の表わし方

　1μM／ml　NADPHの340nmにおける吸光度は6．22

であるからX×AOD／6．22（X：キュベット内液量一ml）

より生成NADPHのμMが求められる．

実験結果

　1）ブタ精巣上体尾部粗抽出液からのG6P－DH分離

（図3）

　精巣上体尾部管粗抽出液を2’，5’ADP－Sepharose　4

Bによるaffinity　chromatographyで精製すると，LDH，

蛋白はそのまま溶出され，両者の溶出確認後，O．2mM

NADP，5mMNADPを非連続的に添加すると，カラ

ムに吸着されているNADP依存酵素であるG6P－DH，

6PG－DHがそれぞれ分画採取された．なお，　G6P－DH

のフラクションには6PG－DH，6PG－DHのフラクショ

ンにはG6P－DHは認めず，また両者のフラクショ

ンには蛋白，LDHは認められず，この結果より両

NADP依存酵素の分離精製が確認された．

　2）　ブタ尾部精子粗抽出液からのG6P－DHの分離
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図4A田nity　chromatography　of　boar　epididy－

　　　mal　spermatozoa　extract　on　2’，5’ADP－

　　　Sepharose　4B

（図4）

　粗抽出液からのG6P－DH分離は精巣上体尾部管に準

じた．なお比較として既報2）のブタ射精精子からのG6

P－DHの分離を図5に示したt

　小括するとG6P－DH活性は尾部管にて尾部精子より

も高く，尾部精子のそれは射精精子よりも高かつた．

　次に最も酵素活性の高かった分画より得られたG6P－

DH，6PG－DHについて比活性，至適pHおよびMi－

chaelis定数の測定を行なつた．

　3）　比活’卜生

　表1は精巣上体尾部管のG6P－DH，6PG－DHの比

活性である．G6P－DHは粗抽出液に対して，蛋白1mg

当り292倍，6PG－DHは128倍に精製された．

　表2は尾部精子のG6P－DH，6PG－DHの比活性で

ある．各々211倍，128倍に精製された．

　4）pH活性曲線

　至適pHを決定するために尾部管（図6），尾部精
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図5Affinity　chromatography　of　boar　spermatozoa　extract　on　2’，5’

　　　ADP．Sepharose　4B
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表IPuri且cation　of　G6P－DH　and　6PG．DH
　　　from　boar　epididymis　crude　extract

0．D，

2．8

Enzyme

G6P・DH

6PG－DH

Speci丘c　activity

crude
extract

peak
fraction

mlU／mg．　P

57．9

8．3

16，908

1，064

Purification

fold

292

128

2．7

表2　Purification　of　G6P・DH　and　6PG－DH

　　　from　boar　epididymal　spermatozoa

　　　crude　extract

2，6

Enzyme

G6P．DH

6PG－DH

Specific　activity

crude
extract

peak
fraction

mlU／mg．　P

Purification 1．0

lf・1d

138．8

16．0

29，330

2，050

211

128 0．9

O．D　×10－3

400

350

一G6P－DH
o－一◎6PG－DH

ノ

●一■■●G6P・DH

◎」一圃06PG・DH

60

50

図7The　dependence　of　the　optical　density　of

　　　G6P－DH　and　6PG－DH　oll　pH　in　epididy－

　　　mal　spermatozoa

表3Michaelis－constant　and　optimum　pH　of
　　　G6P－DI－I　and　6PG・DH　in　boar　epididymis

Enzyme

G6P－DH

6PG－DH

Km
M

1．41×10’3

8．69×10“3

Optimum
　pH

8．4

7．1

orL－→ト．一一一一一一一一一一一「－
　　　　　7，0　7．1　7．2　7、3　7．4　7。5　8．O　ε．1　8．2　8．3　8．4　8．5　pH

図6The　dependence　of　the　optical　density　of

　　　G6P－DH　and　6PG．DH　on　pH　in　epididy－

　　　mis

表4Michaelis－constant　and　optimum　pH

　　　of　G6P・DH　and　6PG－DH

Enzyme

子（図7）のpH活性曲線を作製した．

　5）至適pHとMichaelis定数

　pH活性曲線より精巣上体尾部管の至適pHは，　G6P

－DHが8．4，6PGDHが7．1，またkmは各々1．41×
10－3，8．69×10曹3であった（表3）．

　尾部精子の至適pHは，　G6P－DHが8．3，6PG－DH
が7，1，kmは各々2．2×10－3，5．0×10“3であった（表4）．

　表5は射精精子と尾部精子の至適pHおよびMi－

chaelis定数の比較である。

G6P．DH

6PG－DH

Km
M

2．2×10’3

5．0×10－3

Optimum
　pH

8．3

7。1

考　　察

　精巣上体は，精巣を離れた未成熱な精子を輸送し，貯

蔵し，その間卵との受精が可能になる迄成熟させてゆく

環境を準備する機能を有している。一方，精子は精巣上

体管を通過する間に，その構造，形態，比重および代謝

能，受精能の変化を受けることは良く知られている．し
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表5　Michaelis－constant　and　optimum　pH　of　G6P．DH　and　6PG－DH

Enzyme

Km
Optimum　pH

ejaculated　spermatozoa

G6P－DH 6PG．DH

4．96×10－4M

　　8．2

7．2×10’5M

　　7．2

epididymal　spermatozoa

G6P・DH 6PG．DH

2．2×10’3M

　　8．3

5．0×10層3M

　　7．1

かし，精巣上体通過中に生じる種々の精子成熟変化と精

巣上体の機能的意義，精巣上体管腔内の環境と精子間の

相互作用についてはほとんど解明されていない．

　われわれは精巣上体の環境因子のうち代謝能，ことに

ペントースサイクル活性が精巣上体の各部位においてど

のように変化するか知る目的で，今回精巣上体尾部管お

よび尾部精子における本経路の鍵酵素であるG6P－DH

を2’，5’ADP－Sepharose　4　Bを用いたaMnity　chro－

matographyにより分離し検討した．

　Setchel1ら10）は，精巣上体通過前，通過中，通過後

の精子において，そのペントースサイクル活性が減弱し

てゆくことを明らかにした．Johnsonら11）はラット，ラ

ビット，マウスの精巣および精巣上体頭部，尾部におけ

る糖代謝を放射性グルコースを用いて検討している．彼

らによるとペントースサイクル活性は頭部は尾部と比べ

より高い活性を示すが，ラットではそれが逆転している

ことを報告している．この結果は，精子の成熟過程のあ

る時期にその組織あるいは精子によってペントースサイ

クルが利用されていることを示唆すると同時に，異なっ

た場所の精子だけでなく，特別な部位の精子において種

属間に相違があることを証明している．

　われわれの実験結果は，ペントースサイクル活性が尾

部管において尾部精子よりも高く，また尾部精子は射精

精子よりも高いことを示した．この結果は，精子成熟に

対する環境作りは，精子固有のものではなく，むしろ精

巣上体からの影響がより優勢であることを証明した．

Brooksi2）はラット精巣上体精子のG6P－DH，6PG－

DHの低い活性を認めており，赤血球混入によるもので

あろうと推測しているが，精巣上体を細片して得た精子

を用いた彼の方法と空気圧法によるわれわれの方法を比

較すると，後者は直接尾部管より流出してくる精子を用

いているので血液混入の余地はない．また同じ論文中で

精巣上体尾部のG6P－DH，6PG－DHはアンドロジェン

のコントロール下にあることを示している．両側精巣切

除ラット群にtestosterone　propionateを処置すること

により有意に両酵素活性が充進している．精巣上体のア

ンドロジェン依存はその機能本来を維持するために必要

であることは定説となっているが，その機能的意義は勿

論であるが，精子成熟変化との相互関係あるいは精巣上

体と精子間の相互作用について，これらの結：果から推測

することは不可能である．しかし，精巣上体尾部の機能

は主に射精前の成熟精子を貯蔵する場所であることか

ら，管腔内に存在する精子ヘエネルギー基質を供給する

という役割を演じているのかもしれない．

　G6P－DH，6PG－DHの比活性，至適pH，　Michaelis

定数について検討した．尾部管におけるG6P－DH，6

PG－DHの比活性は各々292倍，128倍，尾部精子では

211倍，128倍であった．至適pHおよびKmは，尾部

管でG6P－DHが8．4，1。41×10－3，6PG－DHが7．1，

8．69×10“3，尾部精子ではG6P－DHが8．3，2．2×ユ0－3，

6PG－DHが7．1，5．Ox10－3であつた．また尾部精子と射

精精子の両酵素の至適pH，　Kmを比較すると，至適

pHにはほとんど差異は認めないが，　Kmでは射精精子

でその値は低く，基質への親和性が高いことが示された．

　なお，本論文の要旨は第5回アンドロロジー字会で報

告した．
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was　studied　in　the　cauda　epididymidis　and

epididymal　spermatozoa　of　the　boar，　The
separation　of　the　enzymes，　the丘rst　enzyme　of

the　pentose　phosphate　cycle，　glucose・6・phosphate

dehydrogenase（G6P－DH）and　6－ph・osphogluconate

dehydrogenase（6PG－DH）was　performed　using
2’，5’ADP－Sepharose　4B．

　　From　the　present　study，　the　cauda　epididymidis

had　higher　activity　of　G6P－DH　compared　with

the　epididymal　spermatozoa，　oll　the　other　hand，

epididymal　spermatozoa　had　a　higher　pentose

phosphate　cycle　activity　than　the　ejaculated　sper－

matozoa　which　previously　described．

　　It　is　evident　that　this　spermatozoal　maturation

is　not　solely　an　inherent　property　of　the　sperm－

atozoa　but　that　the　epididymis　provides　an　esse－

ntial　enviroment　in　which　the　maturation　changes

are　effected．　The　results　presented　in　this　stu。

dy，　it　was　evident　that　the　cauda　epididymidis

was　more　predominant　than　the　epididymal　sper－

matozoa　in　the　influence　of　pentose　phosphate

cycle　activity　on　the　spermatozoal　maturation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年7．月14日）

Pentose　phosphate　cycle　in　the　cauda

　　　　　epididymidis　and　epididymal

　　　　　　　spermatozoa　of　the　boar
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流行性耳下腺炎性睾丸炎30例の臨床的検討
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　30例の流行性耳下腺炎性睾丸炎患者について検討を行つた．　20歳代が15例と最も多く，患側は右側16例，

左側5例，両側g例であつた．治療は主としてテトラサイクリン系の抗生物質と免疫グロブリン製剤にて行

つた．合併症は，膵炎・肝炎・髄膜炎を各1例に，副睾丸炎を3例に認めた．精液所見では偏側の症例にお

いても結果は不良で，十分な治療と1年以上にわたる経過観察が必要であると思われた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），190－194，1987）

■

緒　　言

　流行性耳下腺炎（mumps）の合併症としての睾丸炎（流

行性耳下腺炎性睾丸炎：mumps　orchitis）は，1942年

田村1）が18例を，その後，小川2｝が12例を，片村3＞が1967

年にそれまでの本邦報告36例を集計しているにすぎず，

発症頻度に比し症例に対する興味の薄さからか，最近，

ほとんど報告はない．しかし一方で，その最終結果とし

て起こりうる萎縮睾丸，強いては男性不妊症は，これと

いった治療法がない現在，予防としての流行性耳下腺炎

性睾丸炎に対する治療にもう少し関心が向けられるべき

ではないかと考える．

対象と方法

　日本大学医学部付属板橋病院泌尿器科に1974年1月よ

り1985年12月までの12年間に入院し，mumps　orchitisと

診断された30例を対象とした．アンケート調査は昭和59

年までに入院した21人に対して行つた，アンケート調査

内容は，罹患後結婚した揚合はいつ結婚したか，また，

その後子供が何人出来たか，（分娩回数を除外した妊娠

回数は何回か）　〔罹患前結婚していた揚合は，入院カル

テで子供の数を調査した〕手術名と手術時期，疾患名と

罹患時期について行った．

結　　果

　年齢分布は，20歳代が15例と最も多く，30歳代が8例，

10歳代が6例，40歳代が1例であり，最年少14歳，最高

齢41歳であつた．なお発症時の結婚の有無は，既婚は14

例，未婚は16例であつた．発症時期（図1）を月別にみる

と，7月が7例と最も多く，9月が6例となつていた．

睾丸炎の患側は，右側は16例，左側5例であり，両側

が9例となつている．両側発症を来たした症例の内，不

明1例を除いた8例についてみると，右側発症後に左側

に発症したものが7例，左側発症後に右側に発症したも

のは1例のみであつた．またその左右発症の時間的関係

は，3～9日で平均5．5日であつた．耳下腺腫脹より睾丸

症状発現までの時間的関係（表1）は，1～21日で，4日

後が8例と最も多く，6日後が6例，3日後が5例であ

り，1例睾丸症状が耳下腺腫脹に先行したものが認めら

れた．耳下腺腫脹側と睾丸炎患側との関係（表2）につ

いて，z2検定を行つたが，両者における患側の関連性は

認められなかつた．ムンプスウィルスの血中抗体価を11

例について測定すると，上昇倍率が64，32，16倍を示した

ものが各々1例，4倍が2例，2倍が3例，変化のな

いものが3例であつた．血中のアミラー一ゼァイソザイム

を16例について測定すると，唾液腺優位を示したものが
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図1　発症時期

表1　耳下腺腫脹より睾丸症状

　　　発現までの時間的関係
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あ！，その時期は症状出現より5～7日目であつた．精液

所見（表3）を12例についてみたNなお期間は，退院後

のものであり，精子が全く認められないものを無精子

症，精子数が2000万／m1以下を高度乏精子症，2000万

より4000万／ml未満を軽度乏精子症，4000万／ml以上を

正常とした4）．症例15と症例23は，正常の精液所見を呈

し，症例28は1年未満で高度乏精子症より正常へ復し

た．しかしこの3症例は，偏側罹患のものであり，両側

に発症した5例は，無精子症から高度乏精子症と極めて

結果は不良であつた．但し症例3は両側に罹患し，2年

後の精液所見においても高度乏精子症を呈していたにも

かかわらず，約3年後に子供をえている．精液検査が行

われていないため，本表には記載しなかつたが，同様の

症例をもう2例経験している．症例25は，罹患前より高

度乏精子症で他院にて加療しており，罹患時は妊娠7カ

月であつた．

考　　察

日　数

1

2

3

4

5

6

11

21

例　数

2

3

5

8

3

6

1

1

表2　耳下腺腫脹側と睾丸炎患側との関係

睾メL患側
耳下腺患側

：右側左側

右　側

左　側

両　側

2

0

0

1

1

1

両　側 計

計 2

10

2

7

13

3

8

3 19 24

〔例〕

14例であり，膵臓優位のものが1例，正常が1例であつ

た．なおこの算出は，唾液（S），膵i臓（P）でS：Pの比

率によP算出した．

　治療内容としては，テトラサイクリン系の抗生物質を

28例に，免疫グロブリン製剤を26例に使用し，この両者

を併用したものは18例と60％を占めていた．合併症とし

ては膵炎1例，肝炎1例，髄膜炎1例，副睾丸炎3例で

　流行性耳下腺炎は，1934年Johnson＆Good　pas－

tureによリウィルス性疾患であることが確認され，その

感染経路は主に飛沫感染で，好発年齢は3～5歳である5）．

一方，流行性耳下腺炎性睾丸炎についてはsystemic

diseaseである6）という考えもあるが，経験した30例全て

が耳下腺腫脹を伴つており，合併症と考える方がより妥

当であると思われるD．この併発は約20％前後である7｝

といわれ，発症年齢は思春期以前には少ないとされてい

るが，日本でははっきりしたものでは6歳4ケ月8｝の小児

報告例がある．我々の報告においても14歳が最年少であ

り，10歳代後半より40歳までが多く，社会的に活動が激

しい世代に多い傾向があつた．Mumpsは7～8月と10月

に多く9），また6～7月に多いが季節差はないという報告

もある．Mumps　orchitisもほぼこの時期に一致するは

ずであり，30例についてみても7月と9月に多く，晩秋か

ら初春にかけてのll月～3月は1例のみであつた．患側

についてみると左右差はないとされているが，30例では

両側発症で左右差不明の1例を除く29例についてみた揚

合，右側が23例，左側6例となり，右側が多く1，2），約80％

を占めていた．両側発症症例は約30％とされ，30例中

においても9例で，やはり30％の併発頻度であつた．

一方，右側発症の約30％が両側に発症する危険性を有し

ていることにもなった．Mumpsとorchitisとの発症

の関係は，①耳下腺の腫脹が存在する間に発症，②耳下

腺炎の発症に先行，③睾丸炎のみが症状として発現1ω，

④耳下腺炎消退後に発症の4つが考えられるが，①が最

も多く，その期間は8目以内であり，29例についてみて

も，6日以内が27例とほとんどを占めていた．このため
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表3　精液所見

症例番号　　患　側 1カ月未満 1カ．月～1年未満 1年以上

2

3

9

10

14

15

17

23

25

27

28

30

両　側

両　側

右　側

右　側

両　側

右　側

両　側

左　側

右　側

両　側

右　側

右　側

無精子症

高度乏精子症

高度乏精子症

正　常

無精子症

高度乏精子症

無精子症

高度乏精子症

正　常

無精子症

無精子症

高度乏精子症→正常

高度乏精子症

高度乏精子症

高度乏精子症

φ

噸

出来る限り早期にmumpsに対する治療を完全に行うこ

とがorchitisに対する最大の予防策であり，　mumpsに

対する治療を含めて広く内科医・小児科医・耳鼻科医に

啓蒙する必要性があると考えられる．

　耳下腺腫脹側と睾丸炎患側との関連性は認められなか

つた．一方，食物を主に咀囑する側から耳下腺の腫脹が

始まる1Dことも考えられるが，特に今回はその検索は行

わなかつた．ムンプスウィルスの血清抗体価を急性期・

回復期に測定し，CF（complement丘xation：補体結

合）の4倍，あるいはそれ以上の上昇が認められたもの

は5例であつた．1例既往にmumpsに罹患した症例

があつたが，その抗体価の変動は32倍で変化はみられな

かつた．1985年mumpsが大流行したことが1986年1月

9日発行の感染症サーベイランス（Medical　Tribune）12）

で発表されているが，30例中9例が同年に発症したも

のであつた．血中のアミラーゼァイソザイムについては

唾液腺優位がほとんどであるN膵臓優位の揚合は，膵臓

疾患が存在するのみであるとされているが，1例にPが

優位のものが認められたが，これは膵炎を合併していな

かつた．膵炎や膵臓癌にて上昇を来たすとされているエ

ラスターゼ1の測定を2例に行ったが，1例は正常で，

他の1例はやや高値を示したにすぎなかつた．血清アミ

ラーゼ値は初期経験3例を除く27例に行い，23例が高値

を示し，尿中アミラーゼも21例が高値を示した．尿一般

細菌検査は28例に行ったが，全例特に細菌は認められな

かつた．治療については，30例の入院日数は6～33日，

平均11．5日で，総治療日数は8～59日，平均21日であつ

た．治療はウィルス性疾患であるため，対症療法的なも

のにならざるをえないが，ほとんどの症例はテトラサイ

クリン系の抗生物質と免疫グロブリン製剤で治療を行つ

た．実質の圧迫・萎縮を防ぐために早期に睾丸白膜の乱

切または穿刺13）を行なう報告もあるが，我々は行つてい

ない．合併症は，腺組織系統は成人に多く，神経系統

は小児に多いs，6）．しかし本症において，副睾丸炎の合

併症としての診断は，その局所の状態から考えてなかな

かむずかしいように思われた．後遺症について一番考え

なければならないものは，造精障害である．男性不妊の

原因となることが少ないという報告が多く，30～40％に

睾丸実質の萎縮を来たすものの，その受精障害の頻度は

13％位である5）とされている．不妊症例からの検討では，

石神14）は原因と考えられる疾患172例中25例，志田15）は

135例中既往のある80例の内4例，加藤16）はU6例中20例

（16．8％），入沢17）は141例中28例，酒徳18）は107例中5例

とその頻度には差がある，男性不妊になる原因として，

偏側罹患の際にもリンパ球系の細胞浸潤が起こり，

blood　testis　barrierが破壊され，そのためsperm　an－

tibodyの流出が起こり，　antibody　producing　system

と接触してantisperm　antibodyが作られる19・2°）といわ

れている，このことより，一側に発症しても対側にも障

害が起こることが考えられ，偏側のみの罹患でも注意す

べきで，完全なる治療が必要であると考える．また精液

所見を考慮しつつ，経過観察は1年以上の長期にわたり

行わなければならない2Dこともある．その他の後遺症を

含めたアンケート調査結果は，回答の得られたものは5

例のみであり，しかも本疾患と関連があると思われる睾

丸腫瘍22，23）・乳癌24）・女性化25）については認められなか

つた．

結　　語

　当科で経験した流行性耳下腺炎性睾丸炎患者30例に対

して臨床的検討を加えた．

　①年齢分布では20歳代が15例と最も多かつた．
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　②発症時期は7月と9月に多い．

　③患側は右側に多かつた．

　④耳下腺腫脹より睾丸症状出現までは，4日後が最も

多く，1例睾丸症状が先行した症例を認めた．

　⑤治療は主としてテトラサイクリン系の抗生物質と免

疫グロブリン製剤にて行つた．

　⑥合併症としては膵炎・肝炎・髄膜炎が各1例，副睾

丸炎を3例に認めた．

　⑦精液所見では両側罹患の症例はもちろん，片側の症

例においても結果は不良のことがあるため，十分な治療

と1年以上にわたる経過観察が必要であると思われた．

　（なお本論文の主旨は第30回日本不妊学会総会におい

て発表した．）
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Yasuo　Sato，　Daisaku　Hirano，　Hitoshi

Kaya，　Tadao　Yamamoto，　Kiyoki　Okada

　　　　and　Takashi　Kishimoto
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　Aretrospective　study　of　the　clinical　course　was

performed　on　30　patients　with　mumps　orchitis．

The　age　distribution　showed　the　most　frequent

in　twenties　occupied　half　of　all．　The　right　testis

was　involved　in　16　cases，　the　left　in　5，　and　the
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bilateral　in　9．　Eighteen　cases　were　treated　with

both　tetracycline　antibiotics　and　gamma　globulin，

The　fo110w量ng　disorders　were　combined　simultan－

eously　and　subsequently　with　one　of　pancreatitis，

one　of　hepatitis，　one　of　meningitis，　and　three　of

epididymitis．　As　to　the　sem量nal　analysis，　poor

results　could　be　obtained　not　only　in　the　bilate・

ral　but　also　unilateral　involvement．

　　Therefore，　complete　treatment　and　consecutive

seminal　examination　should　be　needed　for　the

prevention　of　the　male　sterility．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付二昭和61年7月17日） ■
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e

　血中プPラクチンが高値を示した6症例について内分泌学的検討を行なつた．内訳は，不妊を主訴とする

もの4例で，このうち2例に下垂体微小腫瘍が疑われた．射精障害を呈したものは1例で，脳腫瘍術後であ

り，二次性徴欠除を主訴とした1例は下垂体腫瘍であった．LHの低下は3例にみられた．　LH－RH負荷には

4例中2例に反応低下がみられ，下垂体不全が示唆された．テストステロンは3例で低下していたが，HCG

負荷では反応は正常であつた．CB－154投与によりテストステロン値およびLH値の改善をみた．今回の検討

により，高プロラクチン血症における性機能障害はプロラクチンによる睾丸の直接障害によるものでなく，

視床下部の障害を介したものと推定された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），195－199，1987）

レ

⇔

はじめに

　プロラクチン（PRL）は系統発生的に最も古い下垂体

前葉ホルモンであり，下等脊椎動物における生理作用は

多彩である．ヒトにおいては性機能と乳腺組織に関して

生理的意義を有する．しかし，その作用は二相性で，

PRL少量では刺激的（または相剰的）に働くが，　PRL

過剰では阻害的に働く，女性において高PRL血症が

不妊を惹起することが解明された．男子における高PRL

血症と睾丸機能との関係については，なお不明の点が少

なくない，そこで，睾丸機能障害例における高PRL血

症の病態について検討を加えた．

対象と方法

　症例は血中PRLが高値を示した24～34歳までの6例

である（表1）．主訴は不妊が4例，射精障害1例，二次

性徴の欠除1例であつた．このうち，症例4，5は精索静

脈瘤を合併し，症例5は勃起力，性欲とも減退してい

＊現：帝京大学市原病院

た，症例6は小学生の頃より肥満がみられ，二次性徴の

発来もなく，初診時，陰毛の欠除，女性化乳房，両側腰

小睾丸を呈した．

　脳外科的検索により，1例に下垂体腫瘍が発見され，

2例では下垂体のmicroadenomaが疑われた．症例5

では10年前に脳腫瘍手術の既往があるが，詳細は不明で

あつた．

　血中ホルモンの測定はラジオインムノアッセイにより

行なつた，すなわち，LH，　FSHの測定はLHキット

第一，FSHキット第一（第一RI社），　PRLの測定は

プロラクチンリアビーズキット（ダイナボット社），テ

ストステロンの測定はテストステロンH3キット（CIS

社）により行なつた．正常範囲はそれぞれ6．5’v　34．5

mlU／ml，1．9～21．8mlU〆ml，2．0～20，0ng／mlおよび

300～850ng／dlである．

　LH－RH負荷テスト1）は合成LH－RH（田辺製薬）

100μgを静注し，注射前および注射後30，60，90，120

分に採血し，血中のLH，　FSHを測定した．

　HCG負荷テスト1）はHCG（帝国臓器）4000単位を

3日間，連続筋注し，投与前および投与4日目の早朝に
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表1　対象患者と血中ホルモン基礎値

症例No．　　年齢 主 訴 下垂体腫瘍 LH FSH テ　ス　ト
　　　　　　PRL
ステロン

1

2

3

4

5

6

31

27

34

29

28

24

不妊（Asthenozoospermia）

不妊（Oligozoospermia）

不妊（Normozoospermia）

不妊（Azoospermia）

射精障害

二次性徴の欠除

　不明

　無し

　疑い

　疑い

脳腫瘍術後

　有り

16．9

13．1

4．4

2．0

4．3

10．0

14．8

18．4

2．8

7．5

5．3

2．8

588

443

143

540

32

24

34．8

25．1

64．5

34．4

50．7

1400

●

、

採血し，」血中のテストステロンを測定した．

　TRH負荷テストは合成TRH　（田辺製薬）500μg

を静注し，注射前および注射後30，60，90，120分に採血

し，血中のPRLを測定した．

　CB－154負荷テストはCB・154（サンド）5mgを経口

投与し，投与前および投与後30，60，90，120，180，

240分に採血し，血中PRLを測定した，また，症例1

から5にCB・1541H2．5mgの経口投与を2～12週行な

い，投与前後の血中ホルモン値を測定した，症例6では

悪心，嘔吐のため継続投与は不能であつた．

結　　果

　1）血中ホルモン値

　LHが正常範囲内であつた3例中2例では，　PRL上

昇は軽度で，テストステロンは正常であった．LHが低

値を示す3例中2例では，PRLが50ng／ml以上で，

テストステロンも低値であつた．症例6は下垂体の

macroadenomaの症例であリ，血中PRLは極めて高

く，テストステロンは極端に低い（表1）．

　PRLとテストステロンとの関係をみると，　PRLが高

いほどテストステロンが低い傾向を示す．しかし，PRL

が50ng／ml以下ではテストステロンは正常範囲にとど

まつていた．

　CB－154投与中のホルモン値をみると，　PRLは5例全

例で正常化した．テストステロンも低下していた2例で

正常化した．LHの低下をみた3例中2例で正常化した

（図1）．症例6でもCB－1545mg　l回内服によ9PRL

の低下がみられ，本症例でもCB－154の有効性が示され

た（図2）．なお，CB・154の臨床効果として，症例3で

性欲減退が改善し，精液量も増加した．

　2）HCG負荷テスト

　HCG負荷テスト（症例4，5，6）の結果，3例中2例

では刺激後のテストステロン値は正常域まで達しなかつ

た．しかし，反応率は全例良好で，睾丸問質細胞の予備

能は良好なことが示唆された（表2）．

　3）LH－RH負荷テスト

　LH－RH負荷テストを施行し得た4例中2例で，　LH，

ng／ml　50

月1』

L／H

割

後 印」 後

　　　Testosterone　　　　FSH
　　　　　　　　　mlUtml＼
ngldl

　　50D　　　　　＼
　　　　　　　　　　　10

　　　　　　　　　　　　　桑

剛　　　　後
症例1■一■

　　2●一●

　　3▲一▲

　　40－0
　　5ローロ

目り 後

図1CB－154投与前後の基礎値の変化

ng！mI

1000

240min．

図2　症例6のCB1545mg内服負荷試験

●

匂

の



J

1

σ

曽

○

昭和62年4月1口

表2HCG負荷試験

皆川・布施・片海・伊藤・島崎

反応率

（197）35

症例No． 前　値 負荷後値

では，いずれも正常な反応がみられ，症例3でも反応性

の増加がみられた（図4）．

4

5

6

527

38

18

1，420

　224

　97

2．7

5．9

5．4

考　　按

症例2●一●

6△一△

FSH
mlu／ml

　100

　　　30　　60　　90　　12emin．　　　　　　　30　　60　　90　　12　min．

　　　　前　　　　　　　　　　　　　　　　CB－154投与中

図3　CB－154投与前および投与中のLH－RH負荷
　　　試験

PRL
nglmL
2000

1600

　　　　。／一＼
・＼／

㎜ ∠一＼

50

症例2●一■

　3▲一▲

　5ローu

　　　30　　　60　　　90　　120mtn．　　　　　　30　　　60　　　90　　　120　min．
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　　　試験

FSHともに正常の反応を示したが，2例ではLH－RH

に反応せず，下垂体不全が示唆された．CB－154投与前お

よび投与中の比較が可能なのは2例（症例2，4）のみで

あるが，いずれも反応に差はみられなかった（図3）．

　4）TRH負荷テスト

　4例中2例（症例2，5）はほぼ正常な反応を示した．

症例6ではTRH負荷による反応はなく，症例3では

反応不良であつた．CB－154投与中のTRH負荷テスト

　高PRL血症の原因疾患としては，嫌色素性下垂体

腺腫，末端肥大症，異所性松果体腺腫などの視床下部下

垂体系の器質的疾患，甲状腺機能低下症，精神神経疾患，

腎不全，薬剤服用等があげられている2｝．血中PRLが

300ng／ml以上の高値を呈する場合にはPRL産生下垂

体腺腫の存在が強く疑われるが，われわれの6例のうち

1例はPRLが1，600ng／mlであり，脳外科的検索によ

りPRL産生下垂体腺腫と診断された．2例は下垂体微

小腺腫を疑われたが，PRLの上昇は軽度である．

　Segalらは高PRL血症の臨床像として，（1）hy－

pogonadism，（2）インポテンス等の性機能障害，（3）不

妊等の睾丸機能障害をあげている3）．これによれば，症

例5は（2）に，症例1～4は（3）に属すると思われる．

　高PRL血症のさい，　LH，　FSHの基礎値は正常

範囲にあり，テストステロンが低値のわりには　LH，

FSHは上昇しない，　Thornerら4）はこれをゴナドトロ

ピンの比較的欠乏状態であるとした．われわれの例では

LHは6例中3例で明らかな低値を示した．血中テ

ストステロンは正常ないし低値をとると報告されてい

る3・51が，われわれの揚合も半数の症例で低値であった．

　高PRL血症のさいにhypogonadismあるいはイン

ポテンスとなるメカニズムについてみると，一般的には

インポテンス患者の高PRL血症が正常化すると血中テ

ストステロンが上昇し，インポテンスが改善するので，

高PRL血症→テストステロン低値→インポテンスの因

果関係が成立すると考えられる6）．

　われわれの例ではHCG負荷テストを行なっても正

常反応を呈した．文献的にも高PRL血症ではHCG負

荷テストに正常に反応するといわれる7・8＞．したがって，

睾丸のゴナドトロピンに対する反応性は低下していない

と考えられる．これより，高PRL血症では睾丸レベ

ルでゴナドトロピンの作用を阻害するとする説9－11｝はと

りがたく，少なくともこのメカニズムは主要なものでは

ないであろう．

　LH－RH負荷テストを行なったわれわれの症例のう2

例では，正常反応がみられた．また，治療の前後でLH－

RHに対するLH，　FSHの反応は変わらなかつた．した

がつて，下垂体そのものの障害はないものとおもわれ

る．脳腫瘍術後およびmacroadenomaの存在する各1

例では反応がみられなかったが，これは間脳下垂体の器

質的障害あるいは下垂体の圧迫によると考えられよう．

　高PRL血症が存在しても，　LH－RHの間歌的投与で
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低ゴナドトロピン性性腺不全症の睾丸機能が正常化す

る12）こともこの考えを支持するものであろう．

　　ラットの除睾後のLH上昇をテストステロン移植で

抑制するさいに高PRL血症があると少量のテストステ

ロンで抑制できることは，PRLがステロイドに対する

視床下部一下垂体系のネガティブフィードバック機構の

感受性を増したと解せよう13）．高PRL血症において

はLHのepisodic　secretionが典型的でなくなること

は，視床下部が障害部位であることを示すであろうし，

クロミフェンに反応しないこともこれを支持するものと

考えられる14）．

　　以上のことより，高PRL血症が作用する部位は視

床下部であり，ここでのドーパミンのターンオーバーが

増し，ために，視床下部ホルモンであるLH－RHの分

泌を抑制し，ゴナドトロピン分泌が阻害されるものと推

測される15）。

　　（本論文の要旨は，1984年11月，第29回日本不妊学会

総会において発表した．）
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Hyperprolactinemia　in　men

Hideo　Minagawa，　Hideki　Fuse，　Zengo

Kataumi，　Harue　Ito　and　Jun　Shimazaki

Department　of　Urology，　Chiba　University

　　　　　　　　　　Medical　Schoo1

　　　（Director：Prof．　Jun　Shimazaki）

　　We　studied　hormonal　exam三nation　about　six

cases　of　hyperprolactinemic　men．　Four　cases

colnplained　of　infertility，　and　two　cases　of　those

were　suspected　to　suffer　from　pituitary　microade－

nomas．　One　case，　who　had　undergone　the　ope－

ration　of　brain　tumor，　complained　of　ejaculatory

disorder，　and　another　case　who　complained　of

the　defect　of　secondary　sexual　characteristics　su－

ffered　from　pituitary　adenoma．　The　basal　Ievels

of　luteinizing　hermone（LH）in　blood　in　those

three　cases　were　low，　The　LH　responses　to　lu－

teinizing　hormone　releasing　hormone（LH－RH）

administration　were　low　in　two　of　four　cases，

which　suggested　the　pituitary　disorder．　The　ba－

sal　levels　of　testosterone　in　blood　were　low　in　th－

ree　cases，　but　the　response　to　human　chorionic

gonadotropin（HCG）administration　were　found

to　be　normaL　The　LH　and　testosterone　Ievels

s
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in　blood　reached　to　the　normal　range　by　medica－

tion　of　CB－154　in　those　cases．

　　In　these　examination　we　came　to　the　conclu．

sion　that　in　hyperprolactinemic　men　the　sexua1

dysfunction　was　due　not　to　direct　testicular　dis．

order　by　prolactin，　but　to　the　disturbance　of　hypo・

thalamus　by　prolactin．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年8月26日）
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　特発性男子不妊症75例に対し，methylcobalamin（methyl－Bi2）1，500μ9／日を1～19カ月投与し・精液所

見の改善および精漿中vit．　B12濃度について検討し，以下の如き結果を得た・

　1．精子濃度については29．3％（17／58例），運動率45％（18／40例）に改善がみられ，また総合評価で46％

（28／61例）に改善を認め，内2例に妊娠の成立をみた．

　2．精子濃度および運動精子濃度について，投与前と比較し6ヵ月後に有意の増加を認め，長期間投与の

有用性が示唆されたp一方，長期間投与によつても，中等度のacneが1例にみられたのみで・重篤な副作用

は認められず，methy1－B正2が特発性男子不妊症に有用な薬剤であることが判明した・

　3．精漿中vit，　B12濃度に関しては，　methyl－Bi2投与後著明に増加し，とくにBl　・2増加量が精子濃度改善

群に有意に高く，精細管内vit．　B12濃度の増加が精子形成および成熟を惹起させる可籠性が示唆された・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），200－205，1987）

はじめに

　男子不妊症に対する非ホルモン性薬剤としては，

ATP製剤，　co・enzymeΩ10，　vitamin　E，　kallikrein，

漢方薬などが挙げられているが，最近，造精機能を賦活

化するといわれているvitamin　B12製剤であるmeth・

ylcobalamin（Methycoba1⑭エーザイ）を使用し，若

干の知見を得たので報告する．

対象ならびに方法

　A対象
　対象は不妊を主訴として，当科内分泌外来を受診した

75例であり，年齢は32．6±3．1歳（平均値±S．D．）で，

その56．0％が30～34歳である．また結婚年齢は27．4±

3．1歳で，その60．0％が25～29歳であり，不妊期問は4．8

±2．9年で，その内4～6年未満が29，3％，2～4年未満が

28．0％と過半数を占めている．合併症は3例に認めら

れ，各々慢性前立腺炎，副睾丸炎，精索静脈瘤および副

○
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表1　評価方法

（201）39

表2Meyhyl－B12の精液所見に対する影響

1）　精子数改善度（投与前値が40×106／ml以下の

　　ものに対して判定する）

　（1）著明改善・・精子数が治験前値より20×106／ml

　　　　　　　以上増加したもの．

（2）改

（3）不

（4）悪

善・・精子数が治験前値より10×106／m1

　　以上増加したもの．

変一一精子数が治験前値と比較して±10

　　×106／ml未満の変動のものt

化・・精子数が治験前値より10×106／ml

　　以上減少したもの

層　別

精　液　量

　　（m1）

精子濃度
（×106／ml）

2）　運動率改善度（投与前値が50％以下のものに対

　　して判定する）

　（1）著明改善■■運動率が治験前値に比べ，20％以

　　　　　　　　上改苫したもの．

（2）改

（3）不

（4）悪

精子運動率

　　（96）

善rr運動率が治験前値に比べ，10％以

　　上改善したもの．

変・・運動率が治験前値と比較して10％

　　未満の変動のもの．

化・・運動率が治験前値に比べ，10％以

　　上悪化したもの．

奇　形　率

　　（％）

運動精子
　　　濃度

（×106／ml）

投与前

3．02±1．23

　n＝49

17．6±25．3

　n＝50

42．3±26．O

　n＝50

21．7±10．1

　n＝48

8．2±10．6

n＝50

3ヵ月後

2．99±1．20

　n＝49
　N．S．

25．9±33．8

　n＝50

　P＜0ユ

45．0±25．4

　11二50

　N．S．

20．7±7．6

　11＝48

　N．S．

13．5±17．3

　n＝50
P〈O．05

6ヵ月後

3．28±1、25

　n＝22
　N．S．

30．4±27．1

　n＝22
P〈0．Ol

47．7±26．6

　n＝22
　N．S．

21．7±14．3

　n；22

　NS．

18．7±19．1

　n＝22
P＜0．01

3）全般改善度

　精子数および運動率に対する治療効果を総合的に

　判定し，5段階で判定する．

　1．著明改善　2．改善　3．やや改善　4．不変

　5．悪化

＊検定はWilcoxon’s　sign　rank　test

　　　　　表3精子数，運動率改善度

層　別

睾丸奇形であつた．また既往歴としてムンプスが5例に

認められた．

　なお配偶者の年齢は29．5±3．2歳で，その86．6％が25

～ 34歳であつた．また配偶者の妊娠の経験は13．3％に認

められ，産婦人科における診察で92．0％に異常を認めな

かつた．

　前治療に関しては，33例にkallikrein，テストステロ

ン製剤，hCG・hMG療法を行っている．また精巣容量

については山口大式orchidometer1）を使用して測定し

たが，左側15．2＝3，5ml，右側15．4±3．5mlと左右差を

認めなかった．

　B．方法

　投与方法については，methy1－B121日量1，500μ9を

3分服，1～19ヵ月，平均4．7カ月投与した．

　精液検査は原則として投与前は2回以上，投与開始後

は3カ月に1回施行した．なお精液は禁欲3日以上で，

外来にて用手法で採取させた．また投与前後に血中

LH，　FSH，　testosterone（T）をRIA法で，精漿中

ビタミンB12（vit．　B12）濃度をセファデックス固相法を

用いたCPBA法にて測定した．

　効果判定については，投与前精子数が40x106／ml未

著明改善

改　　善

不　　変

悪　　化

計

判定不能

＊判定せず

計

精子数改善度

症例数

10

7

38

3

58

11

6

75

％

17．2

12．1

65．5

5．2

100．0

運動率改善度

症例数

12

6

12

10

％

30．0

15．0

30．0

25．0

40 100．0

3

32

75

＊精子数＞40×106／m1あるいは運動率＞50％のも

　の

満あるいは運動率50％未満の症例を検討の対象とし，表

1の如き全国規模で行われたmethy1・Bi2用量比較試験

の際，使用された判定基準を用い，全般改善度について

は精子数，運動率の両者の改善を参考にして，著明改

善，改善，やや改善，不変，悪化の5段階に判定した．

なお統計処理については，Wilcoxon’s　sign　rank亡est，

t検定，X2検定を用いた．

　　　　　　　　　成　　績

A．精液所見（表2）

Methyl－Bi2を3カ月以上投与した50例における精液
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表4　血中LH，　FSH，　Tおよび精漿中B12濃度

層 別 投　与　前 投　与　後

　　　＜ホルモン値＞

LH（mIU／m1）
F　S　H　　　　（mlU／ml）

テストステロン　（ng／ml）

精漿中B12量　　（P9／m1）

16．7±7．28　（n＝12）

13．3±6．84（n＝・12）

4．20±1．78（n＝13）

1，446±　705　（n＝45）

16．1±8．61（n＝6）

11．1±7．85　（n＝　6）

3．68±1．17　（n＝　7）

2，311±1，148　（rlニ43）

対応のあるt検定

　N．S．

P＜0．05

　N。S，

●

P＜0．001

¶

所見の変動を表2に示したが，精液量，精子運動率，

奇形率については3，6カ月後に有意の変動は認めなか

った．一方，精子数については，投与前17．6±25．3×

106／mlが3カ月後には25．9±33．8×106／mlと増加の傾

向を認め，さらに6カ月後には30．4±27．1x106／mlと

有意の増加を認めた．また運動精子数に関しても，投与

前8．2±10．6×106／mlが3カ月後13．5±17．3×106／ml，

6カ月後18．7±19．1×106／mlといずれも有意の増加を

認めた．

　B，精子数，運動率改善度（表3）

　75例中methyl－B12投与開始後受診せず，投与後の精

液検査が行われなかつた10例，精子ta40　x　106／ml以上

でかつ運動率が50％以上であった不適格症例3例および

副作用で中止した1例の，計14例を除く61例で検討を行

つた．

　まず精子数改善度については，投与前精子数が40×

106／m1以上を示した例を除く58例中，著明改善17．2％，

改善12．1％と29．3％に改善を認めた．また運動率改善度

については，投与前運動率が50％以上の例を除く40例

中，著明改善30％，改善15％と45％に改善を認めた．

　また75例の内，妊娠の有無が不明の4例を除く71例中

2例に妊娠の成立を認め，各々治療開始4，7週後で，い

ずれも自然妊娠であった．

　C．副作用

　副作用に関しては75例中，わずか1例に中等度の

acneを認めたにすぎず，重篤な副作用は1例も認めら

れなかった，

　D，血中LH，　FsH，　Tおよび精漿中vit．　B12濃

度（表4）

　血中LH，　FSH，　Tについては，投与前後にさほどの

変動は認められず，投与後，FSHが低下した症例がみ

られたが，6例と少なく，臨床的には有意の変動はない

と考える，

　一方，精漿中vit．　B12濃度に関しては，投与前1，446

±705pg／mlが投与後2，311±1，148pg／m1と有意の上昇

を認めている．

　E．全般改善度，概括安全度および有用度　（表5）

　　　　表5　全般改善度および有用度

全般改善度

層 別

著

改

や

不

悪

明

や

改　善

　　善

改　善

　　変

　　化

計

判　定　不　能

計

全般改善度判定

症例数 ％

14

14

4

24

5

23。0

23．0

6．6

39．3

82

61 100．0

14

75 ●

有　用　度

層 別

極めて有用
有　　　　　用

や　や　有　用

有用性なし
好ましくない

有用度判定

症例数 ％

14

17

4

24

2

23．0

27．9

6．6

39。3

3．3

計 61 100．0

判定不能 14

計 75

　全般改善度については，精子数および精子運動率より

総合評価したが，表5の如く，判定不能を除く61例中，

著明改善14例，改善14例と改善以上が46％に認められ

た．

　概括安全度については，前述した如く中等度のacne

が1例に認められたのみで，98．7％が副作用を認めず，

安全性が高いことが確認された．

　また有用度については，判定不能例を除く61例中，極

めて有用14例，有用17例と有用以上が50．9％であつた．

り
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　F．精漿中vit。　B12濃度と臨床効果の関連性（図1）

　精漿中vit．　B12濃度と効果判定の関連性について検討

した．まず精子数改善度についてであるが，投与前値で

は有意の差は認められなかつたが，投与後は著明改善群

3，483±1，560pg／m1，改善群2，378±607pg／mlと，不変群

の1，871±881pg／mlに比し高値を示し，とくに増加量に

おいては，図1に示す如くこの差がより明確になり，改善

群以上はB12増加量が1，000pg／ml以上を示した．一方，

運動率改善度に関しては有意の差は認められなかつた．

また全般改善度および有用度に関しても，投与後著明改

善群3，245±1，466pg／ml，極めて有用群3，116±1，454

pg／rn　1と高値を示し，さらにB12増加量についても精子

数改善度ほど明確ではないが，両群に有意の上昇を認め

ている．

　G，精漿中vit．　B12増加量と臨床効果の関連性（表6）

　前述した如く，臨床効果と精漿中B12増加量との間に

関連性が認められたが，この点をさらに明確にするた

め，B12増加量のボーダーラインを1，000P9／mlとし，2

群にわけて検討した．

　まず精子数改善度については，1，000pg／ml未満群の

改善率が15．0％に対し，1，000pg／m1以上群で72．7％と

有意の差を認めたが，運動率改善度に関しては有意の差

を認めなかつた．また全般改善度，有用度についても両

群の間に改善以上でその傾向が，また著明改善で有意の

差が認められた．

考　　察

Sharpらが乏精子症を合併した悪性貧血患者にmet・
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表6　精漿中Vit・B12増加量と臨床効果の関連性
1．　精子数　効果判定

匿明改司改善 不　変

1，000未満 1（5．0） 2（10．0） 17（85．0）

悪　化 改善率 著明〉 改善〉

0（0．0） 15．0％

1，000以上
・（・5・5）13（27．3） 3（27・3）1

0（O．O） 72．7％

P＜O．05 P＜0．01 o
層

2．　運動率　効果判定

1，000未満

1，000以上

著明改善

3（30。0）

改　善 不　変

1（10．0） 3（30．0）

2（22．2） 3（33．3） 3（33．3）

悪　化 改善率

3（30。0） 40．0％

1（11．1） 55．6％

著明〉 改善〉

N．S． NS，

3．　全般改善度

匿改改善
・・…未満12（・…）15（25・・）

・，…以上16（5…）3（25・・）

や轍善1不刻悪化1改善剃糊〉
・（…）1・・（55・・）12（・…）

改善〉

35．0％

・（8・3）12（・6・7）1・（…）レ5・・％
PくO．05 P＜0，1

4．　有　用　度

極めて有用

・，…未満13（・5・・）

有　用 やや有用

・（2…）13（・5・・）

・・…以上16（5…）1・（33・3）1・（・t・）

有用性な・1艇ましくな有用率

9（45．0）　　1（5．0♪ 35．0％

・（・6・7）1・（…）183・3％

　　　　　　「
極めて有用＞1　有用〉

P〈0。05 P＜0．1
●

hyl・Bi2を用い，精液所見の改善とともに精漿中vit，　B12

濃度が血中濃度より高いことを報告2）して以来，男子不

妊症患者に対しmethy1－B12の投与がなされ，その有用

性が報告されるようになつた3”7）．

　動物実験による基礎的検討において，methyl－B12は

メチル基転移反応を介し，生体内における核酸，蛋白合

成を促進し8），制癌剤あるいはCdCl2投与による精巣

障害に対し，防御あるいは回復能を促進する作用を有す

ることが判明している9・1°｝．とくに木村らのラットにお

ける検討9）で，methotrexateによるstep　15～19　sper－

matid消失を認めた精細管の頻度がmethy1・B12併用に

より35．0％から12．7％に抑えられ，さらにdoxorubicin

hydrochlorideにより精細胞の消失した精細管がmet・

hyl－B12併用により55．2％から25．0％におさえることが

できる。以上より，methyl－B12の作用の一つは精子形成

の惹起，とくにspermatogoniaあるいはspermatocyte

に働くことが示唆される．

　臨床的検討において，木村らは1日量1，500μg投与

により，総精子数で79．5％（58／73例），精子運動率で

82．2％（60／73例）の増加を認めており3》，また磯山らも

同じ投与量で，精子濃度38，4％（10／26例），精子運動率

50％（13／26例）の増加を認めている5）．

　一方，奥山らは無作為に抽出した特発性男子不妊症16

例にmethyl－Bエ23，000μ9／日，10例にclomiphene　citrate

50mg／目を投与して比較検討しているが，前者は精子濃

度，運動率とも44％（7／16例）の改善を認め，後者の40

％（4／10例）に比し良好な成績を得ている4）．また飯塚

らの多施設共同研究における1，500～3，000peg／目投与に

よる検討6）で，精子濃度58．9％（93／158例），運動率42．9

％（67／156例）の改善を認め，195例中37例（18．9％）

に妊娠の成立を認めている．さらに彼らはmethyl－Bユ2

が精子濃度改善にとくに有用であると述べている．以上

の報告は，判定基準に多少の違いはあるが，著者らの今

回の成績とほぼ同じ結果であると考える．

　次に血中LH，　FSH，　Tに対するmethyl－B12の影響

については，今回の成績は奥山ら41，磯山ら5），岡田ら7）

と同様，顕著な変化は認められず，methy1－B12は血中

ホルモンを介さないことが判明した．

　最後に精漿中vit．　B12濃度についてであるが，木村ら

は投与前のB12濃度と精子数の間に関連性はなく，ま

た投与後は，B12濃度は有意の上昇を示すが，運動率改

善群と非改善群との問に有意の差は認められなかつたと

報告している3）．

　しかし著者らの詳細な検討において，精漿中B・2濃度

亀
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の増加量と精子数改善度との間には密接な関連性が初

り，とくにB12濃度が1，　OOOpg／m1以上の増加を示した

例では精子濃度の有意の改善を認めている．さらに投与

前値では有意差がないことより，methyl・B・2の男子不

妊症に対する作用が精細管内におけるvit．　B12の不足を

補うことではなく，精細管内に多量に移行したvit．　B12

が精子形成の誘導を惹起することが推察される．また運

動率とvit．　B12増加量との間に密接な関連性は認められ

なかったが，臨床的に運動率改善が多数認められ，さら

に総合改善度と精漿中B12増加量との間にも関連性が認

められたことにより，精子成熟にもvit．　B12が作用する

ことが示唆された．

　いずれにせよ，今回の検討でmethyl－B12は精子形成

および成熟を惹起させることが考えられ，さらに臨床的

に特発性男子不妊症患者に対し有用な薬剤で，かつ長期

投与によりさらに有用性が高まることが示唆された．

おわりに

　特発性男子不妊症75例に対し，methyl－B121日量

1，500μg投与の有用性および精漿内vit．　B12濃度との

関係について報告した．

　なお本論文の要旨は第24回日本不妊学会中国・四国支

部総会において発表した．
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Clinical　effect　of　methylcobalamin　in

idiopathic　infertile　men－relationship

between　seminal　plasma　vitamin　B12

concentration　and　improvement　of

　　sperm　density　and　motility一

Teruhisa　Ohashi，　A．tsushi　Nagai，　Shin　Irie，

Yozo　Ohashi，　Masato　Furukawa，　Yoshitaka

Yamashita，　Shunji　Tohjoh，　Katsuji　Takeda

　　　　　and　Hiroyuki　Ohmori

Departrnent　of　Urology（Director：　Prof．

H．Ohmori），　Okayama　University　Medical

　　　Schoo1，0kayama，700，　Japan．

　Sperm　density，　sperm　motility，　motile　sperm

density　and　seminal　plasma　vitamin　B12　concen．

tration　were　investigated　in　75　patients　with　id－

iopathic　oligozoospermia，　administered　methylco－

bala皿in（methyl－Bi2）daily（1，500μ9／day）for　one

to　19　months．

　The　results　were　as　follows：

　1）　Sperm　density　increased　signi丘cantly　in　17

0ut　of　58　cases（29．3％），　and　sperm　motility　in－

creased　in　18　0ut　of　40　cases（45．0％）　after　the

methyl－B12　therapy．　Spontaneous　pregnallcy　was

obtained　in　2　cases　out　of　75　cases．　Moreover，

both　sperm　density　and　motile　sperm　density　in．

creased　signi丘cantly　at　6　months　after　the　methyl．

B12　therapy．　These　data　suggested　that　Iong．

term　methyl－Bi2　therapy　might　be　useful．

　2）No　svere　side　effect　was　noted　in　75　cases

except　for　moderate　acne　only　in　one　case・

　3）　Seminal　plasma　vitamill　B12　concentration

increased　signi丘cantly　after　the　methyl．B12　thera．

phy．　Especially，　increment　of　seminal　plasma

vitamin　B12　had　a　siglli丘cant　relation　with　the

improvement　of　sperm　density．　Therefore，　it

was　suggested　that　increment　of　vitamin　B12　in

seminiferous　tubules　might　play　a　role　on　induct・

ion　of　the　spermatogenesis　and　spermatomiosis。

　　　　　　　　　　（受付：昭和61年10月13日）
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　30歳男性，22歳で結婚後，妻の妊娠をみないため当科受診．2年前より両側睾丸が小さくなり，恥毛の減

少に気付いた．既往歴，家族歴に特記すべきことなし．身長168．Ocm，体重60．Okg，指極162．5cm，恥毛薄く女

性型，睾丸左側7ml，右側10m1，前立腺触知せず．血中LH値1．4mlU／ml，　FSH　1．OmIU／ml，テストステロ

ン58ng／dl，プロラクチン13．5ng／mlとhypogonadotropic　hypogonadismの所見を呈した．　LH－RH試験，

hCG試験は，ともに比較的良好な反応を示した．頭部X線CTスキャンとも正常．染色体型46，　XY．嗅覚

試験，異常なし．睾丸組織は，hypospermatogenesisの所見を示した．以上より二次性徴発現後に生じた続

発性hypogonadotropic　hypogonadismと診断し，　hCGおよびhMGを補充した．7カ月目の精液所見は，

精液量2，1ml，精子濃度40　x　lO6／ml，精子運動率30％であつた．良好な二次性徴の発現もみた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），206－210，1987）

●

緒　　言

　Hypogonadotropic　hypogonadismに対して，　hCG，

hMG併用療法が試みられ，良好な成績が報告されてい

る1〕．今回，二次性徴発現後に生じたと思われる続発性

hypogonadotropic　hypogonadismの例に，本療法を施

行し，造精機能の改善をみたので報告する．

症　　例

　患者：30歳，男性，

　初診：

　主訴：不妊．

　既往歴：10歳時，肺炎．

　家族歴：特記すべきことなし，

　現病歴：22歳で結婚，以後，妻の妊娠をみないため，

当科受診．2年前より両側睾丸が小さくなり，恥毛の減

少に気付いた．ヒゲは3日に1度，剃る．妻は婦人科的

に異常なし．

　現症：身長168．Ocm，体重60．Okg，指極162．5cm，恥

毛薄く女性型，腋毛，左側みとめられず，右側薄い．陰

茎60mm　x　26mm，睾丸，左側7m1，右側10ml，前立腺

触知せず（図1）．

　検査成績：血算，血液化学，検尿に異常をみとめず．

LH　1．4mlU／ml，　FSH　1．OmIU／ml，　プロラクチン

13，5ng／ml，テストステロン58ng／dl，エストラジオール

＜10P9／m1，コルチゾール12．2μ9／dl，　T，－RIA　l．3ng／

m1，　T48．5，ug／ml，　TSH　1．2pt　unit／ml，　HGH　1．8ng／

ml，　ACTH　48pg／mlであり，　hypogonadotropic

hypogonadismの所見を呈した．

　末梢血リンパ球培養による染色体検査，46，XY　と

正常男性型を示した．

　精液とれず．

　手根骨，両側とも8個と正常成人男性のそれであつ
た．

　頭部X線，トルコ鞍正常．頭部CTスキャン，異常

なし（図2）．
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　　　　　　　図1　全身像

恥毛が薄かった　類宙官様体型はなかつた，

血中LH，　FSH値

mlUlm230

0

血中LH値

血中FSH値◎一一〇

30　　　60　　　90　　120分

　　　　　　　図3　LH－RH試験
血中LH値は，30分で23　．4mIU／mlと最大値を示
した．血中FSH値は，120分まで漸増した．

血中テストステロン値
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図2　頭部X線およびCTスキャン両
者ともトルコ転に異常をみなかった．

　嗅覚試験2），正常．

　LH－RH試験3）（LH－RH注射薬⑬（タナベ）IOO，ntg

静注），血中LH値は，投与前5．5mlU／mlが30分で23．4

mIU／mlと最大値を示した．血中FSH値は，前値
1．4mlU／m1が120分まで漸増し、3．　5mlU／mlとなつた

（図3）．

　hCG試験3）（ゴナトロピン⑭（帝国臓器）4，0CO単位

3日連続筋注），血中テストステPン値は，前値33ng／d1

が4目目に206ng／dlと6．2倍となつた（図4）．

　睾丸組織像，hypcspermatogenesisの所見であつた，

間質に少数のライデッヒ細胞をみた（図5）．

　精管精嚢造影，両側とも精管の通過性は良好であつ

た．精嚢の発達は，両側ともやや不良であつた（図6）．

　以上により，二次性徴発現後に生じた続発性hypo－

gonadotropic　hypogonadism　と診断し，　hCG，　hMG

200

100

目1」 4日目

　　　　　　　図4　hCG試験
ゴ且中テストステロン値は，　前値33ng／d1がhCG

4，000単位3日間投与後，206ng／dlと6．2倍となつた．

投与とした．

　治療経過：hCG　1，000単位，　hMG（ヒュメゴン⑮（オ

ルガノン））75単位を週2回投与した．1カ．月後の精液

検査で，精液量1ml，精子濃度Ox104／mlであった．血

中テストステロン値は，388ng／dlと正常成人男性域に
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　　　　　　　図5　睾丸組織所見

Hypospermatogenesisをみとめた．

ライデッヒ細胞をみとめた．

間質に少数の

達した．2カ月後に精子濃度6×106／mlと精子の出現

をみた．5カ月目に左睾丸11ml，右睾丸14m1と睾丸容

積の増大をみとめ，前立腺もくるみ大に触知した．恥毛

も増加し，男性型となつた．7カ月目の精液検査では，

精液量2．1m1，精子濃度40×106／m1，精子運動率30％と

なつた（図7）．

　治療開始後，9カ月現在，まだ妻の妊娠をみないが，

ほぼ良好な二次性徴の発現をみており，外来にて経過観

察中である．

考　　按

Hypogonadotropic　hypogonadismには．思春期前よ

日不妊会誌　32巻2号

　　　　　　　図6精管精嚢造影
両側とも精管の通過性は良好だつた．精嚢はやや発

育不良であった．

りの低ゴナドトロピン状態が存続し，二次性徴の出現を

みないものと，二次性徴の発現後に発症するものとがあ

る．前者は，類宙官様体型を呈するため，類宙官症とも

いわれる．そのうち，間脳に病変があり，嗅覚障害を伴

うものは，Kallmann症候群といわれる2〕．後者は，男

性ホルモンの低下により二次性徴が失なわれ，造精機能

の低下をきたす．自験例は，二次性徴の発現をみた後

に，恥毛の減少，睾丸容積の減少をみており，後者の
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治療開始

　　　　　　　　　　　　　　図7　治療経過
hCG　1，000単位，　hMG75単位，週2回投与により，2カ月で精液量3．Oml，精子

濃度6×106／ml，運動率16％と精子の出現をみた．5ヵ月後では，睾丸容積の増大，

恥毛の増加をみた．血中テストステロン値は413ng／dlと正常成人男性値となった．
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続発性hypogonadotropic　hypogonadismと考えられる．

原因として下垂体ないし視床下部の腫瘍，外傷，放射線

照射などがあげられるが4｝，自験例は，LH－RH一試験で

比較的良好な反応を示したことより，下垂体より上位の

障害であり，TSH，　ACTHには異常をみないことよ

り，LH－RHの分泌が選択的に障害されたものといえ

る．頭部X線およびCTスキャン等には異常を認めず，

原因は不明であつた．

　Hypogonadotropic　hypogonadismの治療は，自験例

のように下垂体より上位に病変がある例にはLH－RH

投与が合目的的であるが，半減期の短かいことより5），

高活性で長時間作用型のanalogが試みられた6）．　LH－

RH　analo9は，下垂体のLH－RHレセプターの枯渇，

すなわちdown　regulationを介してLHおよびFSH

の分泌低下をきたすため，現在では，本症には用いられ

ず，前立腺癌の治療薬として有望視されている7・8・9・1°）．

　hCGおよびhMG投与が一般に行なわれる．前者は

LH作用，後者はLHおよびFSHを含有している．
ヒトの精子形成には，テストステロンならびにFSHが

必要なので11＞，造精機能の導入にはhCGおよびhMG

の併用が望ましい．ちなみに，われわれも，hCGのみ

では十分な造精機能をみない例にhMGを併用し，その

著明な改善をみた例を経験している12）．

　hCGの投与量は，週5，000　一一　12　，OOO単位で開始，漸次

投与量を減らす方法もあるが13），自験例は週2，000単位

を投与し，血中テストステロン値は，正常成人男性値と

なつた．一度，ライデッヒ細胞がゴナドトロピンに対し

て反応し，第2次性徴の発現をみているので，比較的少

量のhCGでもライデッヒ細胞が反応したものと思わ
れる．

　hMGは，血中テストステロン値の如く，適切なパラ

メーターがないので，その適当量を決定するのはむずか

しいが，一般に週3回，1回75～150単位投与が多い14）．

精液所見をみて，さらに増量を考えるべきだろう．

　hCG，　hMG両者の投与量の比率も，今後，検討する

必要があろう．

　ゴナドトロピン療法の治療成績は，思春期前に発症し

たものに比し，自験例の如く続発性の例で良好とされて

いる．ちなみに，Schillら13）は，下垂体術後のhypo－

gonadotropic　hypogonadismの24例にゴナドトロピン

を投与し，全例の造精機能の導入をみたとしている．自

験例も，治療開始後，9カ月で良好な精液所見をえた．

一定期間，性腺が正常に機能していたため，その後，外

的に投与したhCG，　hMGに対して，間質細胞および

精細胞が反応しやすい状態にあるものと思われるt

　Knobilらt「），16｝は，　LH－RHを間欠的に，しかも生

（209）47

理的頻度で投与した時のみ，適当なLHおよびFSH

の分泌をみると報告した，Valki7）は，本症に対して少

量，間欠投与を試みて，LHならびにFSHが思春期と

同様の分泌パターンを呈したとしており，前述のゴナド

トロピン投与に比べて睾丸に良い効果を与えることだろ

う．自動注入器による長期間投与も試みられ，良好な成

績という18，19）．このLH－RHの少量，間欠投与による

hypogonadotropic　hypogonadismの治療は，自然分泌

動態に合わせた投与量および間隔の解明によリ，その成

績がさらに向上するものと考えられ，本症の治療の主流

をなすことになるだろう．

　本論文の要旨は，日本アンドロnジー学会第5回学術

大会において発表した。
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　　A30・year・old　male　visited　the　Chiba　Universi．

ty　Hospital　with　the　chief　complaint　of　inferti－

lity　for　8　years．　He　recognized　both　testes　beca．

me　smaller　and　his　pubic　hair　decreased．

　　Heis168．Ocmtall，60．0　kginweightandhis
arm　span　is　162．5cm．　He　has　a　sparse　pubic

hair。　The　volume　of　testes　were　7　ml　ill　Ieft

and　10　ml　in　right．　The　prostate三s　not　palpable．

　　The　levels　of　luteinizing　hormone（LH），　follicle

stimulating　hormone（FSH），　testos亡erone　and　pro－

lactin　in　blood　were　1．4　mlU／ml，1．O　mIU／ml，58

ng／dl　and　13．5ng／ml，　respectively，　which　showed

the　findings　of　hypogonadotropic　hypogonadism．

　　There　was　good　response　in　the　level　of　test．

osterone　in　blood　after　the　administration　of　hu－

man　chorionic　gonadotropin（hCG）．

　　The　Ievels　of　LH　and　FSH　in　blood　reached

to　23．4　mlU／ml　and　2．4mlU／ml，　respectively，30

minutes　after　the　administration　of　luteinizing

hormone　releasing　hormone．

　　Askul1　X．ray　showed　normal　findings　of　the

sella　trucica．

　　Acomputed　tomographic　scan　of　the　brain　re．

vealed　no　abnormality　of　the　sella　trucica　and　hy．

pothalamic　regions．

　　The　chromosome　analysis　of　the　peripheral

lymphocyte　revealed　the　karyotype　of　46，　XY．

　　He　was　not　found　to　have　anosmia　in　the　ve．

nous　olfactory　test．

　　The　finding　of　the　testicular　histology　showed

hypospermatogenes童s．

　　The　diagnosis　of　secondary　hypogonadotropic

hypogonadism　was　made　and　the　combination
therapy　of　hCG（1，0001U　twice　a　week）and　hMG

（751U　twice　a　week）was　performed．

　　The　semen　analysis　performed　7　months　after

treatment　showed　2．1mhn　volume，40　x　106／ml

in　sperm　concentration　and　30％in　sperm　moti’

lity　and　he　gets　male　sexual　characteristics．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年7刀15日）
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○

　マウスをPMSG，　hCGによつて過排卵処理し，　hCG注射90分後にインドメサシン（ID）を投与すると，

hCG注射17時間後の排卵卵子数は，　ID　O，　O．5，1．0，2．Omg／mouse投与で，それぞれ32．2±7．8，16．9±

5．8，5．6±2．9，1．0±1．3と用量依存性に減少した．hCG注射10時間後，第二減数分裂中期まで成熟した卵胞

卵子は，ID非投与群で43．5％（40／92），　ID　2　mg／mouse投与群で43．4％（36／83）となり，有意差は認めら

れなかつた，ID非投与の排卵卵子とID　2　mg／mouse投与で卵胞内に停留した卵子の受精率はそれぞれ72．9

％（62／85），73，7％（56／76）となり，有意差は認められなかつた．以上より，マウスに於けるLH　surge以

後の卵子成熟過程は，プロスタグランジンの介在が必須でないことが示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），211－218，1987）

甑

○

緒　　言

　ヒトを含むほとんどの哺乳類の卵子は，胎生期あるい

は出生直後に第一減数分裂前期の複糸期を完了し，休止

期である卵核胞期で，排卵直前まで分裂を停止すること

はよく知られている（Baker，1972）．排卵直前のゴナド

トロヒ゜ンの刺激により，Graaf卵胞の卵子は減数分裂を

再開し，受精能を持った第二減数分裂中期（Met．　H）

の成熟卵子として排卵される．そして，排卵の機序にっ

いてはいくつかの観点から詳細に研究されており，例え

ばプロスタグランジン（PG）生合成阻害剤であるインド

メサシン（ID）10mg／ratを投与すると，ラットの排卵

が阻害されるが，PGE，1．5mgを同時投与すると排卵が

回復する事実（Tsafriri　et　al．，1972）より，PGが卵胞

破裂機序に深くかかわりあっていることが示唆されてい

る．このPGの作用機作のレベルについては，　ID　10mg

／ratの投与で，ラット卵胞破裂が抑制される条件下で

もLH　surgeが観察されるという報告があることから

（Tsafriri　et　aL，1973），　PGは卵巣レベルで関与する

と考えられている．また，ウサギ卵胞内のPGFおよび

PGE濃度はestrous時それぞれ，582±30・1，256±125

P9／follicleと低値であるが，　hCG　100単位を注射すると

排卵に向けて上昇し，9時間後にはそれぞれ60倍，15

倍以上になることが報告されている（LeMaire　et　al．，

1973）．さらに，ラットでも卵胞内のPGFおよびPGE

濃度はproestrous時それぞれ，18±2．5，11±1．Opg

／mg（卵巣湿重量）であるが，　LH　surge後には同様に

それぞれ18倍，70倍に上昇することが報告されている

（LeMaire　et　al．，1975）．この様に，卵胞卵子は漸次

高濃度のPGに晒されながら成熟過程を終え，排卵され

ることになる．しかし，LH　surge以後，排卵に向けて

増加する卵胞内PGが，卵胞破裂のみに関与するのか，

また，卵胞内に存在する卵子の成熟過程にも関与するの

かどうかについては現在までのところ結論づけられては

いない．例えば，幼弱マウスを過排卵処理し，PG生合

成阻害剤であるID　10　mg／kgを投与すると，卵胞卵

子の核成熟および卵胞破裂が抑制される　（Downs＆

Longo，1982）が，　PGE2250μgの投与によつてID
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によるこれらの抑制が回復することが報告されている

（Downs＆Longo，1983）．しかるに，ラットのpro・

estrous時にID　10mg／ratを投与すると，排卵は抑制

されるが，卵子の核成熟には影響を与えないという相反

する報告もある（Tsafriri　et　aL，1972）．卵子が受精能

を獲得するためには，核の成熟のみならず卵細胞質の成

熟の必要性が想定されており　（Shalgi　et　al．，1979），

卵子は受精能を有して初めて最終的に成熟したと云え

る．　しかし，PG　の卵子成熟過程に及ぼす影響を受精

能まで含めて検討した報告は見あたらない．そこで，今

回われわれはマウスを過排卵処理後，卵胞破裂を抑制す

るのに充分な量のIDを投与して卵胞内PG産生を

抑制し，卵胞卵子の核成熟に及ぼす影響を形態学的に検

討すると共に，ID投与によって卵胞内に停留した卵子

のうち，形態学上核成熟している卵子を用いて精巣上体

精子で体外授精し，PG生合成阻害が卵子の受精能にど

の様な影響を及ぼすのかを検討した．

方　　法

　1．　過排卵処理後の排卵数に与えるIDの影響

　実験動物は8～10週齢の成熟ICR雌マウス（23－30g）

を用い，温度23－25°Cが保たれた飼育室で，毎日14時間

の照明条件下に固形飼料と充分な水を与えて飼育した．

PMSG，　hCGそれぞれ10単位を56時間間隔で腹腔内投

与して過排卵を惹起し，hCG注射90分後または30分前

に種々の量のIDを腹腔内投与した．　IDの溶媒であ

るNaHCO3（0．154M）2．Omlのみを投与した群を対

照群とし，0．5，1．0，2，0mg　ID／2．Om1／mouseのID

投与群を設定した．1回の実験には各群それぞれ3匹ず

つのマウスを用い，計3回実験を行なつた．過排卵処理

によつて充分排卵され終つたと考えられるhCG投与17

時間後に両側卵管を切離し，培養液（modi丘ed　Krebs－

Ringer－Bicarbonate　solution；mKRB）の入った時計皿

に移し，実体顕微鏡下に膨大部を乱切し集卵した　0．01

％Hyaluronidase処理にて裸化卵子としたのち，実体

顕微鏡下に排卵卵子数の算定を行い，平均値を算出した．

また，hCG注射30分前にID　2　mg／mouseを腹腔内

投与し，同時にPGF2α1mg／mouseを皮下注射して

排卵数に及ぼす影響を検討した．対照にはIDの溶媒

であるNaHCO32m1とPGの溶媒である25mM　CH3
COONa　l　mlを投与し，　ID単独群にもPGの溶媒を

投与した．

　2．卵子の核の成熟に与えるIDの影響

　過排卵処理の方法とID投与の時間は前項と同様とし

た．実験群にはIDを2mg／mouseに投与し，対照群

にはIDの溶媒のみを同量投与した．各群それぞれ2匹

ずつのマウスを用い，3回の実験をくり返した．卵胞破

裂が始まる直前と考えられるhCG投与10時間日に両側

卵巣を摘除し，mKRBの入った時計皿内で卵胞を乱切

し，実体顕微鏡下に卵胞卵子を回収した．0．01％　Hy－

aluronidase処理にて裸化卵子としたのち，　in　totoに

スライドグラスとカバーグラスとの間に固定し，中性ホ

ルマリンにて固定，0．1％aceto－lacmoidを用いて核染

色をし，卵子の核の成熟段階による分類を行うと共に変

性卵の数も算定した．卵核胞が観察される卵子を卵核胞

期（Germinal　Vesicle；GV）と判定した（図1a）．卵

核胞崩壊（Germinal　Vesicle　Breakdown；GVBD）が

起こり，核膜が消失し，染色体が濃縮した第1減数分裂

中期より終期に至るまでを第1減数分裂中期（Meta－

phase　I；Met．1）に分類した（図1b）．また，同様に核

膜がなく，染色体が濃縮していて，しかも極体が観察さ

れるものは第2減数分裂中期（Metaphase　ll；Met．　H）

とした（図1c）．このMet．1とMet，　llとを合せて減数

分裂を再開した卵子，すなわち卵核胞崩壊（GVBD）

とした．変性所見の明らかなものおよび染色体のはっき

りしない卵子は変性卵に分類した．

　3。卵子の受精能に与えるIDの影響

　過排卵処置ののち，ID　2　mg／mouseの投与によって

卵胞内に停留した卵子をhCG投与17時問目に卵胞乱切

にて採取し，精巣上体精子を用いて体外授精を行い，卵

子の受精能，単為発生，多精子侵入，授精後の変性に

っいて比較検討した．対照として，IDの溶媒のみの投

与で排卵した排卵卵子をhCG投与17時間目に卵管より

採取し，実験に供した．各群とも毎回2～4匹のマウスを

用い，5～7回の実験をくり返した、実験に供した卵子

は，実体顕微鏡下に変性所見および卵核胞が認められな

いもので第1極体を放出しており，成熟卵子（Met．　II　）

と考えられるもののみとした．また，受精実験に供した

と同じ群の卵子の一部を無作為に抽出して固定染色を

し，卵子が成熟していることを確認した．体外受精は豊

田らの方法（Toyoda　et　al．，1971）に準じ，培養液は

chemically　definedであるmKRBを用いた．精子は

3カ月齢のICR雄マウス（1匹30g平均）の精巣上体

尾部より採取した，精子塊をmKRB内で5分間泳出さ

せ，均等な精子液を作製し，これをCO2　incubator内で

37°C1時間前培養して受精能を獲得させた．最終濃度

O．5－1．0×106／mlの精子で授精し，5時間後に卵子をin

totoにスライドグラスとカバーグラスとの問に固定し，

中性ホルマリンで固定，0．1％aceto－lacmoidにて核染

色をした．雌性前核，精子尾部と，それに対応する雄性

前核または膨化精子頭部，そして第二極体が認められる

卵子のみを受精卵と判定した（図1d）．雄性前核または

の
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図1　卵子に於ける核の各成熟段階および受精卵，卵子を中性ホルマリンにて固定後，O．1％アセト

　　　ラクモイドにて染色，位相差顕微鏡400倍にて観察す
　　　a：第1減数分裂前期網糸期（卵核胞期）を示す．核小体を持つた大きな卵核胞（GV）が観

　　　　　察され，極体は観察されない。
　　　b：第1減数分裂中期卵子（Met．1）を示す．卵核胞崩壊が起り核膜が消失し染色体（CH）

　　　　　が露出している．極体（PB）は観察されない．
　　　c：第2減数分裂中期卵子（Met．　H）を示す．　Met．1と異なり極体（PB）が観察される．

　　　d：受精卵を示す．雌雄前核（P），精子尾部（T），第1・2極体（PB）が認められる・

　　　e：多精子侵入卵子（polyspermic　egg）を示す．前核（P）が3つ（1つは焦点外），精子尾

　　　　　部が2っ観察され，dispermicであることが分る．
　　　f：単為発生卵子（parthenogenetic　egg）を示す．極体（PB）が1つ観察されるが，前核

　　　　　（P）が1つしかなく，精子尾部は観察されない．

e
膨化精子頭部が複数個認められ，それぞれに対応する尾

部が観察される卵子を多精子侵入卵（polyspermic　egg）

とした（図1e）．前核および極体が1つしかなく，精子

尾部が認められない卵子を単為発生卵（parthenogene・

tic　egg）と判定した（図1f）．卵細胞質に明らかな変性

所見のある卵子および染色体が不明瞭な卵子を変性卵に

分類した．

成　　績

　1．過排卵処理後の排卵数に与えるIDの影響

　IDをhCG注射90分後に投与すると，　IDの溶媒単独

投与では32．2±7．8（mean±SD）の排卵卵子が観察され
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図2　インドメサシンの過排卵卵子数に及ぼす影
　　　響・縦軸は，過排卵処理による排卵卵子数，

　　　横軸は，マウス当りのインドメサシン投与量

　　　を示す．各群共マウスを3匹ずつ用い，3回
　　　実験をくり返した

たのに対して，ID　O．5mg／mouse投与では16．9±5．8，

ID　l．Omg／mouseでは5．6±2．9と，　IDの用量依存性に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゴ排卵が抑制され，今回の実験では，ID　2mg／mouse投与

で排卵卵子は1．0±L3となり，ほぼ完全な排卵抑制が観

察された．また，IDをhCG注射30分前に投与しても，

ほぼ同様の結果が得られた（図2）．NaHCO32mlの

投与によつても，また2mg／mouseのID投与によつて

もマウスの一般健康状態に異常は認められなかつた．そ

こで，卵胞破裂が抑制された卵子の核成熟・受精能をみ

るのに，ID　2　mg／mouse投与を実験群とし，　NaHCO3

2　mlfmouse投与を対照群として以後の実験を行つた．

また，溶媒のみを投与した対照群では，23．7±13．4の排

卵卵子が観察されたのに対し，ID　2　mg／mouseとPG

の溶媒を投与した群では1．0±2．1と排卵が抑制され，

ID　2　mg／mouseとPGF2α1mg／mouse同時投与群

では10．1±4．2と排卵数の回復が観察された（図3）．

　2．卵子の核の成熟に与えるIDの影響

　IDをhCG注射90分後に投与して対照群（溶媒のみ

投与），実験群（ID　2　mg／mouse投与）で3回の実験

操作の結果，それぞれ92コ，83コの卵子を卵胞より回収

し検索した．GVは，対照群では21．7％（20／92），実

験群では36．1％（30／83）となり，実験群で増加傾向が
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図3　インドメサシンとプロスタグランジンの過排
　　　卵卵子数に及ぼす影響・縦軸は排卵卵子数，

　　　横軸は処理の種類を示す

みられたが，有意差は認められなかった．また，Me亡．

1，Met．　ll　、　GVBDは，対照群ではそれぞれ15．2％（14／

92），43．5％　（40／92），58．7％　（54／92），実験群では

それぞれ10．8％（9／83），43．4％（36／83），542％（45／

83）となり，対照群と実験群との問にYatesの補正Z2

検定で有意差は認められなかつた．また変性卵子も，対

照群では19．6％（18／92），実験群では9．8％（8／83）と有

意差は認められなかつた，また，IDをhCG注射30分

前に投与した群にっいてもほぼ同様の結果が得られ，

Met．1にっいては，対照群が53．3％（48／90），実験

群が32．0％（31／97）と，P　＝O．05の確率で減少したが，

GV・Met．　ll・GVBD・変性卵については対照群と実

験群との問に有意差は認められなかつた（表1）．

　3．卵子の受精能に与えるIDの影響

　IDをhCG注射90分後に投与して7回の実験で，対

照群は85コ，実験群は76コの卵子を用いた．受精率は，

対照群（溶媒のみ投与）で72．9％（62／85），実験群（ID

2mg／mouse投与）で73．7％（56／76）となり，　Yates

の補正Z2検定にて有意差は認められなかつた．また，多

精子侵入率・単為発生率・授精後の変性率・雄性前核形

成率は，対照群でそれぞれ8，1％（5／62），3．5％（3／

85），4．7％（4／85）95．5％（64／67），実験群でそれぞ

量’1．　10．7％　　（6／56），　3．9　o／6　（3／／76），　14．5％　 （11／76），

85．5％（53／62）となり，それぞれ実験群と対照群との

φ
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表1　マウスに於ける卵胞卵子の核成熟に及ぼすIDの影響

　Time　of
　　ID
Administration

No．　of

Eggs
Examined

Stages　of　Egg　Maturation

GV
（％）

Met．　I　Met，　H　GVBD
（％）　　　（％）　　　（％）

No．　of　Eggs
Degenerated
　　（％）

◆

■

　　　　　　　　Control
90min．　after

hCG　Inj　　　　Experiment

92

83

　20
（2L7）

　30a）
（36．1）

　14
（15．2）

　ga）
（10．8）

　40
（43．5）

　36a）
（43．4）

　54
（58．7）

　4sa）

（542）

　18
（19．6）

　8a）
（9．8）

　　　　　　　　Control
30min．　before

hCG　Inj　　　　Experiment

90

97

　10
（11．1）

　22a）
（22．7）

　48　　　　22
（53．3）　　　　（24．4）

　31b）　　　　　36a）

（32．0）　　　　（37．1）

　70
（77．8）

　67a）
（69．1）

　12
（13．3）

　8a）
（8．2）

a）　Not　a　significant　difference　between　control　and　experimental　group．

b）　Significant　smaller　than　control（p＝0．050）。

表2　1D処理マウスに於ける卵胞内成熟卵子の受精能

　Time　of
　　　ID
Administrat三〇n

Number　of　Eggs

Examined

No　of　male
pronucleus／no

Fertilized　Polyspermic　Parthenogenetic　Degenerated　of　fertilizing
　（％）　　　　（％）　　　　　　（％）　　　　　　（％）　　sperm（％）

　　　　　　　Control
90min．　after

hCG　Inj　　　Experiment

85

76

　62
（72．9）

　56a）
（73．7）

　5
（8．1）

　6a）
（10．7）

　3
（3．5）

　3a）
（3．9）

　4
（4．7）

　11乱）

（14．5）

64／67
（95．5）

53／62a）

（85．5）

◎

　　　　　　　Control
30min．　before

hCG　Inj　　　Experiment

76

69

　54
（71．1）

　53a）
（76．8）

　6
（11．1）

　8a）
（11．5）

　5
（6．6）

　2a）
（2．8）

　2
（2．6）

　8a）
（11．6）

56／60
（93．3）

50／61a）

（82．0）

a）　Not　a　signi丘cant　difference　between　control　and　experimental　group．

●

間に有意差は認められなかつた．また，IDをhCG

注射30分前に投与した群についても同様に，受精率・多

精子侵入率・単為発生率・授精後の変性率および雄性前

核形成率とも，ID投与による影響は認められなかつた

（表2）．

考　　察

　PMSG／hCGでマウスを過排卵処理し，　hCG投与90

分後または30分前にIDを投与すると，卵胞破裂の抑制

が観察された．その効果は投与時期に関係なく，用量依

存性に顕著になり，本実験ではIDを2mg／m・useの

割で投与すると，排卵卵子は1，0～12コとなり，ほぼ完

全な排卵抑制が観察された（図2）．しかし，PGF2α1

mg／mouseをIDと同時投与すると，排卵数が対照群の

43％程度まで回復する事が観察された（図3）．この結

果は，ラット（Tsafriri　et　al．，1972）やマウス（Downs

＆Longo，1982）で報告されている　reverse実験の

結果とも一致し，卵胞破裂抑制作用が単にIDのtoxic

な作用によるものではないことが本研究でも明らかとな

つた．ウサギにhCGを注射すると，それまで低値であ

ったPGFおよびPGE濃度が排卵に向けて急上昇し，

それぞれ60倍，15倍になることはよく知られている

（LeMaire　et　al．，1973）．しかし，ウサギにhCG注射に

引き続いてID　20mg／kgを投与すると，卵胞内のPG

濃度の上昇が観察されない事が報告されており（Yang

et　a1．，1973），さらに，ウサギの非排卵卵胞内のPGE，

PGFは，終始低値で排卵卵胞内でみられるPGの急

増は観察されないという報告　（Yang　et　a1．，1974）

もある．以上の諸家の報告から，卵胞破裂を抑制する

に充分なID投与によって卵胞内PG濃度の上昇が

抑制されると考えられるので，卵胞卵子の核成熟・受

精能に与える卵胞内PGの影響を検討するのに，実験

群として卵胞破裂をほぼ完全に抑制するID濃度である

2mg／mouseを用いた．　IDをhCG注射90分後に投与

して，排卵が始まる直前の卵胞卵子の核の成熟度の分布

を比較検討したところ，GV・GVBD・Met．1・Met．

Hの割合にはYatesの補正Z2検定で有意差は認められ

ず，変性卵子数の増加も認められなかった．hCG注射

90分後という時期は，マウス卵子はGVにとどまつて

いると考えられる時期であり　（Edwards，1973），また
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LeMaire　et　al。（1973）は，　hCG投与1時間ではまだ

ウサギ卵胞内のPG濃度は有意には上昇していないと

しているので，卵子の成熟に及ぼす卵胞内PGの影響

を検討するのに，ID投与時期としてhCG注射90分

・後は適当であると考えられる．しかし，種の異なるマウ

スでは，hCGに引きっつく卵胞内諸現象が既に動き始

めている可能性も考えられたので，hCG注射30分前に

IDを投与して同様の実験を行つた．その結果，　Met．

1は実験群に於てP＝0．05の確率で減少したものの，

GV・Met．　H・GVBD・変性卵の数には有意差は認め

れなかった（表1）．よつてID投与の有無によっては，

核の成熟には影響が認められず，PGは卵子の核の成熟

過程に必須であるという結果は得られなかった．

　Tsafriri　et　al．（1972）は，ラットのproestrous時

に5－10mg／ratのIDを投与すると，78－89％のラットに

卵胞破裂の阻害がみられたが，成熟分裂再開の第一段階

であるGVBDは抑制されなかつたことを報告してい

る．またAinsworth　et　al．（1979）は，同じくin　vivoで

未熟ブタをPMSG／hCGで過排卵したのち，　hCG投与

20時間後にID　650mgを投与すると，卵胞液内PGE，

F濃度の上昇が抑制されると共に，卵胞破裂も完全に抑

制されたが，卵胞卵子のうち74－91％はMet．　Hまで成

熟し，また黄体形成は，顕微形態的にもホルモン測定

上にも阻害が観察されなかつたとしている．さらに，

Kobayashi　et　a1．（1981）は，同様の結果をin　witro

のウサギ卵巣の人工灌流の系を用いて報告している．彼

らの報告によれば，卵胞破裂はhCG　loOiu投与で成熟

卵胞の72．7％に起るのに，ID　O．5μg／mlの同時投与に

よつて30．6％まで抑制されるとしている．しかし卵子

は，排卵，非排卵に関係なく核成熟し，排卵卵子で60．0

％，非排卵卵子で52．9％がMet．　llまで成熟し，　ID非

投与との問に有意差は認められなかつたとしている．今

回の実験成績はこれらの報告を支持する結果となった．

　一方，卵胞より卵子を単離し培養すると，LHの作用

を受けていなくともMet．　Hまで充分核成熟することは

よく知られているが（Pincus＆Saunders，1938），　LH

の作用を受けていなければ，その成熟卵子の受精能，胚

発生能は極めて低いことが報告されている（Shalgi　et

al．，1979）．また，　in　vitroで自然成熟した卵子は受精

しても精子頭部が膨化するのみで雄性前核を形成するこ

とが少ないことより，male　pronucleus　growth　factor

〈MPGF）の欠除が考えられている　（Thibault　et　al．，

1976）．さらには，マウスで核成熟の未熟な卵子ほど多

精子侵入拒否の機構が不完全で，多精子侵入率が高いこ

とも報告されている（lwamatsu＆Chang，1972）．これ

らより，卵子の成熟を検討するのにいままでのような

形態学的な核成熟のみの検討では不充分と考えられ，

MPGF，多精子侵入拒否を含めた広い意味での卵子細胞

質の成熟すなわち卵子の受精能さらには胚発生能の検

討が必要と思われる．本研究ではID投与によつて卵

胞内に停留した卵子の内で，形態学上核成熟している卵

子の受精能を検討したところ，受精率・多精子侵入率・

単為発生率・雄性前核形成率に対照群との間に有意差は

認められなかつた。また，IDをhCG注射30分前に投

与しても同様の結果を得た（表2）．この結果から，LH

surge後の卵子成熟過程は卵子受精能獲得まで含めて

PGの介在が必須の要件でないことが示唆された．しか

し，卵子が成熟過程で獲得するはずの胚発生能が，PG

の欠除した状況下で充分得られているかどうかについて

は今尚不明であり，今後の研究に待たねばならない．

　この様に本研究では，一見PGは卵子の成熟過程に

関係しないという結果が出たが，PGが積極的に関係す

るという諸家の報告もある．例えば，マウス卵胞をill

vitroで器官培養すると，　LH非存在下では卵子の核成

熟がおこらないが（Hillensj6　et　aL，1978），　PGE25μg／

ml添加培地では，　Met．　llに達する率は少ないものの，

GVBDはLH非存在下でも，　LH存在下と同程度
起ることが観察されており（Neal　et　aL，1975），さらに

は，ウサギ卵胞内にPGF2αを注入すると，90％に卵

子のGVBDが起り，40％に排卵が起ることが報告され

ている　（Armstrong，1976）．このように卵子成熟過程

では，LH非存在下でもPGが存在すれば，核成熟の

開始が生じうることが示されている，しかし，卵子を卵

胞より単離培養すると，LH非存在下でMet，　nまで

成熟することは知られているが（Pincus＆Saunders，

1938），培地にPGE　50μg／mlを添加すると，マウスで

はGVBDが起こるがAnaphase　1より先に進まないと

いう一見矛盾した報告もあり（Cho，1976），　PGの核成

熟作用には，卵胞内因子等，他の要因が介在する可能性

が考えられる．

　Downs＆Longoは，未熟マウスを　LH投与に
よつて過排卵処理し，ID　10mg／kg投与すると，卵胞

頂の菲薄化の抑制と共に卵子のGVBDも抑制されるが

（1982），PGE2　250μgを同時投与すると，これらの抑制

が観察されないことを報告し（1983），LHの卵子成熟

作用は，卵胞内PGの直接制禦を受けているとしてい

る．しかし，ID投与量や実験動物の成熟度，あるい

はLHとhCGとの相違等，実験条件の違いもあるの

で，Downs＆Longoの報告とわれわれが今回得た実験

結果や，すでに本論文中に引用した他の多数の実験結果

と相反する理由は不明である．

　LHサージ以後，卵胞内にPG濃度が著明に増加する

●

●

●
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という諸家の報告と，すでに明らかにされているゴナド

トロピンの作用機作から考えてみると，主として卵丘細

胞内でアデニル酸シクラーゼが活性化され，結果として

細胞内cAMP濃度が上昇し，これがきつかけとなっ

て，以後一連の卵成熟過程が進行することが理解される

わけで，その中でPG合成酵素の活性も充進することが

理解される．しかし逆に，PGの持つ作用機作から卵の

成熟過程あるいは卵胞破裂の過程で果たす役割の分子機

構を考えてみると，現時点におけるPGレセプター，

あるいは生物作用発現までの分子機構がすべて解明され

ているわけでなく，文献的レベルで理解するのは困難で

ある．しかし，今迄に知られている知見から考えると，

PGは細胞膜を通過しえないものであるので，細胞の外

からはレセプターを介してその生物作用を発揮するもの

と考えられるが，その場合，細胞内に生ずる生物作用は

レセプターを介してのcAMPの上昇か，あるいは遊

離C♂濃度の上昇である．前者の場合はLHサージ後

にみられる場合と同じ第2メッセンジャーを介して生ず

る現象であり，後者は平滑筋の収縮作用を発揮するもの

と思われる　（成宮　周，1986）．このように，PGの作

用発現も，結局は第2メッセンジャーの作用にもよるこ

とが明らかにされているわけで，よつてLHサージ以

・後に生ずるcAMP濃度上昇に引き続く細胞内現象が，

PGによって代償されうるメカニズムは容易に理解され

るところである．しかしながら，排卵現象におけるPG

のかかわりを理解するために現在もつとも必要なのは，

PGレセプターに関する卵あるいは卵胞内での種類とそ

の局在に関する確かな情報であろう．PGレセプター9

種類と局在が明らかになれば，LHサージ以後，排卵に

向けて増加するPGの存在意義が細胞内Ca”濃度を高

めて，平滑筋収縮をさせることのみにあるのか，あるい

億LHと共通の第ニメッセンジャーであるcAMP上昇

を介して卵の成熟や発生能以外の，例えば卵胞破裂に関

与する酵素系等の調節などに関与しているかどうかにつ

いて解析する手掛りがあたえられるものと考えられる．

現在までのところ，卵におけるPGレセプター蛋白は充

分には解析されておらず，ウシ黄体にPGF2αレセプ

ターが存在するとの報告（Powell　et　al，1974）がみら

れるのみであり，今後の発展が待たれる．
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fertilizability　of　ova　retained　in　the　follicles　resu－

lting　from　ovulation　inhibition　induced　by　ID

administration　in　mice．

　　Tenunits　each　ofPMSG　and　hCG　were　ad．

ministered　intraabdominally　to　mice　at　56－hour　in－

tervals　to　produce　superovulation；　ID　was　then

administered　90　minutes　after　hCG　injection．

The　number　of　ova　recovered　from　the　oviduct

17　hours　after　hCG　injection　were　32．2±7．8，

16．9±5．8，5．6±2．9，and　1．0±1．3　for　O，0．5，1．0，

and　2．O　mg　ID／mouse，　respectively．　This　demon．

strated　dose－dependent　inhibition　of　ovulation；

however，　there　were　no　changes　in　the　general

condit三〇n　of　the　mice．　Next，　the　maturational

stages　of　the　nuclei　of　intrafollicular　ova　coHected

10hours　after　hCG　administration　were　compared

between　ID　treated（2　mg／mouse）and　control

groups．　Ova　that　resumed　meiosis　were　observ．

ed　in　58．7％　（54／92）　of　the　control　group　and

54．2％（45／83）of　the　ID　trea亡ed　group；those

which　matured　to　metaphase　second　stage　compri－

sed　43％of　both　groups．　Finally，　fertilizability

was　examined　using　the　ova　retained　in　the　fo．

llicles，　as　a　result　of　administration　of　2　mg　ID／

mouse，　and　collected　17　hours　after　hCG　admini．

stration．　Ovulated　ova　from　animals　receiving

ID，vehicle　were　used　as　controls．　Morphologi．

cally　matured　ova　were　employed　in　both　groups

for　this　experiment．　The　fertilization　rate　in

the　ID．treated　group（73．7％）was　similar　to

that　in　the　control　greup（72．9％）．　Essentially

the　same　results　with　respect　to　e伍cacy　of　ovula．

tion　inhibition，　rate　of　egg　maturation　and　ferti．

lizability　of　the　intrafollicular　ova　were　obtained

when　ID　was　administered　30　min．　before　hCG

injection．　These　丘ndings　indicate　that　in　the

mouse，　prostaglandin（PG）is　not　involved　in　the

ovum　maturation　process，　including　fertilizablity，

under　the　experimental　conditions　employed，　wh－

ile　i亡is　required　for　follicle　rupture．

　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年11月25日特掲）

■

u

Effects　of　indomethacin　on　follicle

rupture　and　follicular　eg9

　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

rnatUrat10n　ln　m1Ce

　　　　　Seiji　Hayashi，　Yoichi　Noda

Hisashi　Matsumoto　and　Takahide　Mori o

Departmen亡of　Gynecology　and　Obstetrics，

　Faculty　of　Medicine，　Kyoto　University，

　　　　　　　　　　Kyoto，606，　Japan

　　We　investigated　the　effects　of　indomethacin

（ID）on　follicle　rupture，　nuclear　maturation　and
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OVULATION　INDUCTION　IN　CASES　FAILING　TO

○ RESPOND　TO　CLOMIPHENE　CITRATE　THROUGH
ADIMINISTRATION　OF　PULSATILE　LH－RH

7

　　　　　　　　　　　　Yuji　YAMADA　and　Hisao　OSADA

Nihon　University　School　of　Medicine，　Department　of　Obstet． ＆Gynaec．

　　　Abstract：The　airn　of　this　study　is　to　present　the　results　of　ovulation　induction　with

administration　of　pulsatile　LH・RH　in　31　patients（36　cycles）who　did　not　respond　favora－

bly　to　Clomiphene　therapy．　LH－RH　was　infused　at　a　dosage　of　5－30μg　at　90　min．　inter－

vals，　by　either　the　antecubital　veins　or　abdominal　subcutaneous　tissue．　Ovulation　was　achie－

ved　in　19　cycles（53％）and　conception　was　achieved　in　5　cases（16％），　and　in　most　of

these　cases，　a　clear，　ferning　cervical　mucus　appeared　and　a　mono　follicular　maturation

was　detected　by　ultrasonography．　The　cases　which　failed　to　respond　to　LH・RH　pulsatile

administration　treatment　can　be　classi丘ed　into　two　groups．　One　of　these　groups　consists

of　many　cases　in　which　follicle　growth　was　not　recognized　because　of　the　so－called　down

regu！ation　i．e．　the　decrease　in　responsiveness　to　LH－RH’s　pituitary　gonadotropin　secretion

function．　The　second　group　consists　of　the　cases　in　which　the　LH　surge　did　not　occur

although　the　E2　in　the　blood　increased　and　follicular　growth　was　detected，　it量s　suggested

that　this　is　caused　by　a　serious　deficiency　in　the　so－called　cyclic　center・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），219－227，1987）

「

◆

Introduction

　　In　l972，　Yen　et　a1．，　as　a　resultofdetailed

examination　of　the　fluctuation　of　LH　in　the

blood　during　the　natural　human　ovulatory　cy．

cle，　indicated　that　during　the　follicular　phase

LH　increased　in　a　pulsatile　fashion　from　basal

levels，　at　intervals　of　one　to　two　hours，　chara－

cterised　by　asharp　increase　followed　by　a　slow

decreaseP．　This　phenomenon　of　pulsatile

increase童s　most　clearly　observed　during　the

ovulatory　phase　rather　than　the　early　follicu－

lar　phase．　It　is　reported　that　the　interval　len－

gthens　to　approximately　four　hours　during

the　luteal　phase．

　　In　1980，　Knobil　reported　that　administrati．

on　of　LH－RH　in　a　pulsatile　fashion　to　rhesus

monkeys，　in　which　the　hypothalamus　had　been

destroyed，　caused　secretion　of　gonadotropin

to　be　resumed2）．　In　l982，　Clarke　measured

the　LH－RH　contained　in　sheep’s　portal　veins

and　showed　that　the　secretion　was　pulsatile，

and　that　the　peripheral　LH　was　aligned　with

this　phenomenon3）．　Meanwhile　since　its　syn－

thesis，　LH－RH　had　been　widely　used　for　the

pituitary　gonadotropin　secretion　priming　func－

tion　test．　Since　Leyendecker’s　group　repor－

ted　in　1980　that　high　ovulation　induction　effe－

ctivity　can　be　achieved　through　administration

of　LH－RH　in　a　pulsatile　fashion　in　hypothala．

mic　anovulatory　cases，　LH－RH　had　attracted

agreat　deal　of　attention5）．　There　have　been

many　reports　subsequently　of　excellent　ovula－

tion　induction　rates　being　achieved　through

the　use　of　pulsatile　LH－RH4－9，16，17）．

　　Although　Clomiphene　is　said　to　be　highly

effective　in　cases　of　amenorrhea　grade　l，　and

anovulatory　cycles　etc．，　it　is　also　sa呈d　that

resistance　occurs　in　20　to　30％　of　cases　and

that　the　treatment　is　accompanied　by　various

di伍culties．　The　ovulation　induction　rate　us－

ing　Clorniphene　is　calculated　to　be　40－60％，

However，　the　conception　rate　using　clomiphe．

ne　1s　less，10－30％，　which　cannot　be　said　to
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Table　l　Subjects；Inadequate　response　to

　　　　　　　Clomiphene

anovulatory　cycle

amenorrhea　grade　l

amenorrhea　grade　2

PCO
weight　Ioss　amenorrhea

9cases

l2　cases

3cases

3cases

4cases

10cycles

15cycles

3cycles

3cycles

5cycles

total 31cases 36cycles

be　a　high　rate．　Regarding　the　conception

rate，　it　is　said　that，　although　ovulation　induc－

tion　is　achieved　by　the　use　of　Clomiphene，

50－60％of　cases　fail　to　conceive．　Conseque・

ntly，　in　treating　infertihty，　the　handling　of

these　cases　is　a　problem　whlcha　waits　solution．

The　authors　have　carried　out　ovulation　indu．

ction　by　administering　LH－RH　in　a　pulsatile

fashion　in　various　patients　with　ovulatory

problems，　and　recognizing　the　clinical　value

of　the　treatment，　wish　to　make　it　more　widely

known．

Subjects　and　Methods

　　We　selected　g　cases　of　anovulatory　cycles

（10cycles）and　12　cases　of　amenorrhea　grade

1（15cycles）and　3　cases　of　amenorrhea　grade

2（3cycles）and　three　cases　of　PCO（3　cycl－

es）and　4　cases　of　weight　loss　amenorrhea（5

cycles）from　our　outpatient　department（Ta・

ble　1）．　And　adjusted　a　NIPURO　portable

syringe　pump　so　that　LH－RH　at　100μg／ml

can　be　automatically　infused　at　a　dosage　of

5－30μgat　90　minutes　intervals．　The　admini．

stration　period　was　from　day　40r　50f　the

menstrual　cycle　until　day　2　after　ovulation．

The　portable　liquid　transfus1on　pump　was

fixed　to　the　patient’s　abdomen　by　a　belt．　As

its　weight　is　approximately　200　g，　it　did　not

cause　anv　inconvenience．　LH－RH　was　admi一

nistered　by　either　antecubital　vein　　or　ab－

dominal　subcutaneous　tissue．　For　antecubital

vein　infusion，100μg　of　LH－RH，　to　which

heparin　had　been　added，　was　adminlstered　by

an　intravenous　catheter．　The　intravenous

catheter　was　replaced　every　week　in　order　to

reduce　infection　rate．　We　did　not　encounter

any　side－effects　worthy　of　special　mention．

For　subcutaneous　transfusion　a　23　G，　wing－

shaped　needle　was　inserted　into　the　abdominal

subcutaneous　tissue　and丘xed．　Follicular　ma．

turation　was　monitored　daily　by　sampling　the

cervical　mucus　and　measuring　the　diameter　of

follicle　using　ultrasonography．　Serum　horm．

ones，　LH，　E2　and　P　were　measured　by　RIA．

Results

　　The　cases　which　we　evaluated　are　summar－

ized　in　table　2．　Ovulation　was　achieved　in

six　cycles　of　the　ten　anovulatory　cycles　（60

％），and　conception　was　achieved　in　one　case

（11％）．　Ovulation　was　achieved　in　three　cyc．

les　out　of丘ve　in　weight　loss　amenorrhea（60

％）．　Ovulation　and　conception　were　achieved

in　one　of　three　PCO　cases（33％）。　Among

the　above－mentioned　31　cases（36　cycles），　ovu－

Iation　was　achieved　in　19　cycles（53％）and

concept量on　was　achieved　in　5　cases（16％）．

Comparing　the　ovulation　rate　achieved　thro－

ugh　usage　of　Clomiphene　and　through　LH－

RH　when　both　were　administered　to　the
same　case（Table　3），　the　ovulation　rate　for

anovulatory　cycles　and　PCO　on　the　91　st　cy－

cle　a士ter　Clomiphene　was　53％（48　cycles）．

　　The　rate　for　ovulation三nduction　using

LH－RH　was，55％　at　the　20　th　cycle　（11

cycles）although　a　clear　tendency　was　not

evident　due　to　the　fewer　number　of　cases

studied．　The　latter　ovulation　rate　does　not

apPear　superior　to　Clomiphene　administration．

Q
▼

1

Table　2　The　ovulation　induction　rate　and　conception　rate　using　pulsatile　LH・RH

No．　of　　No．　of　　　conceptユon
patlents　　conceptlon　　rate（％）

anovulatory　cycles

amenorrhea　grade　l

amenorrhea　grade　2

PCO

9

12

3

3

1

2

0

1

11

14

　0

33

臨，1。，湿d，y，1，、騨

10

15

3

3

6

8

1

1

60

53

33

33

◆

we量ght　Ioss　amenorrhea　1 4 1 20 5 3 60

total 31 5 16 36 19
一｝

53
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Table　3　Patient　who　underwent　LH－RH　therapy　following　an　inadequate　response　to　Clomiphene

ρ

電

anOvUlatOry　CyCles

amenorrhea　grade　l

PCO
total

Clomiphene

cycles／pts． OvulatiOn　rate（％）

11／3

65／11

15／3

　9／3　（82／100）

29／8　（45／　72）

10／3　（66／100）

91／17 48／14（53／　14）

LH・RH　pulsatile

cycles／pts． ovUlatiOn　rate（％）

3／3

14／11

3／3

2／2　（66／66）

8／8　（57／73）

1／1　（33／33）

20／17 11／11（55／65）

P Table　4 Gradingofhypothlamic　amenorrhea
on　the　basis　of　progestagen，　clo－

miphene　and　Gn－RH　tests（G．Le－

yendecker　1983）

Grade Result　of　test

Clomiphene　positive　with　bleeding

following：

Normal　luteal　phase

Insu伍cient　Iuteal　phase

Anovulatory　cycle

Progestagen　positive

Clmoiphene　negative

Progestagen　negative　with　pituitary

response　to　100μg　Gn・RHi．v．

Adu1t　response

Prepubertal　response

NO　response

10（『｝

90

80

70

60

50

40

30

20

10

　0

E2（×10　pg’mD

LH（miU　luD

FSH（miしi　ml＞

U－LH（miu「lnD

Pro9（ng　ml）

1

2

3

1a

lb

lc

3a

3b

3c

　　However，　considering　that　the　subjects

were　those　who　did　not　respond　to　treatment

with　Clomiphene，　the　ovulation　induction　rate

：一．。．一・一．一一一一一一一一一’一“S’‘“i－一一．．一．．1．．一．．一一．，

　　　5　　　　　　　　　　1〔｝

days　after　LH－RH　pulsatile　infusion

Fig．1　The　serum　or　urinary　concentration　of

　　　　　　　FSH，　LH，　E2，　and　progesterone　in　pa－

　　　　　　　tient　l　treated　with　LH－RH　dose　of　5

　　　　　　μ9／90min，

‘

φ

using　LH－RH　is　highly　significant．

following　are　a　sample　of　actual

evaluated　during　this　study．

　　Patient　l（Fig．1）

The
cases

　　This　woman　was　a　33　year　patient　old　with

anovulatory　cycles　who　had　not　conce呈ved　dur－

ing　six　years　of　marriage．　Induction　of　ovu－

1ation　was　attempted　with　Clomiphene　citrate．

Doses　of　100　mg／day　for　4　cycles　and　150　mg／

day　for　5　cycles　was　ineffective．　The　patient

was　subjected　to　pulsatile　LH－RH　administra－

tion（5μg　every　90　min　i，v．），　serum　levels

of　E2　increased　at　3days　after　on　set　of

administration，　serum　LH　and　urinary　LH
were　increased　from　7　days　after　initation　of

treatment．　Ovulation　was　observed　10　days

after　onset　of　treatment．

　　Patient　2（Fig．2）

　　This　woman　was　32　years　old　with　primary

intertility．　The　left　ovary　had　a　partial

resection　performed　in　1981，and　salpingoplasty

（micro．surgery）was　performed　in　l983．

　　After　surgery，　induction　of　ovulation　with

Clomiphene　citrate　was　attempted，　but　even

though　ovulation　was　recognized，　she　did　not

conceive．　Pulsatile　administration　of　LH－RH

（5μgevery　90min　iv）was　performed　and
acopious　clear，　ferning　cervical　mucus　with

good　spinnbarkeit　appeared　with　a　rise　in　E2

and　a　mono　follicular　maturat呈on　was　detected

by　ultrasonography，　followed　by　conception．

　　Pati’ent　3（Fig．3）

　　A30　year　old　woman　with　anovulatory　cyc－

les．　Induction　of　ovulation　with　Clomiphene

citrate　100　mg／day　for　5　cycles　was　ineffective，

and　even　with　l50　mg／day　for　5　cycles，　ovula．

tion　in　only　one　cycle　was　recognized，200

mg／day　for　5　cycles　was　ineffective．　HMG

therapy　was　attempted　for　two　cycles，　during

which　the　hyperstimulation　syndrome　occur－

ed．　She　was　then　treated　with　pulsatile　ad．

ministration　of　LH－RH（5μg　every　90　min

iv）and　conceived．
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36．7

Clomiphene　200mg

xx　x　x　：＜

CM tjo1　50↓50↓

X　XXXX

Echo．（mm）

　　⑳
　　　↑

⑱

LH－RH　5μg，190mln，

50↓100200200↑ （nlin3）

章

Cry3t．

十F十 （一～＋）

Spinn， 5↓5↓5↓ 5↓ 5↓1520↑ （cm）

E2 10⑪　430　720 340 loo　360650 ｛500 （P9’mD

Progest． 24．6 1、4　69．5 ｛ng．’ml）

Fig．2　BBT　chart　and　serum　level　of　E2　and

　　　　　　LH－RH　dose　of　5μg／90min．

cervical　score　in　patient　2　treated　with

36．7

Echo．（mm）

　　　⑳

　　　↑
　⑲
　　↑

LII　RH　5μ9／90min，　H

　　　　　　　　　　　　　　C

　　　　　　　　　　　　　　G

〆

CM （mmり 50↓150　200　200↑

Cr、・st．　　　〔　．～．i－｝

一 十十十
Spi1m．　（cim｝ 5↓　5↓　10　15↑

E2 （pg　ml） 263　　3ユ2　426　536 580

Proges亡．〔pg　m】） 18．2　38．2　55．6

Fig．3　BBT　chart　and　serum　level　of　E2　and

　　　　　　LH－RH　dose　of　5μg／90min．

cervical　score　in　patient　3　treated　with

　　Patient　4（Fig．4）

　　This　woman　was　30　years　old　with　ameno．

rrhea　and　weight　loss．　She　was　152cm　in

height　and　weighed　35．5　kg．　Menarche　at　13

yrs　was　followed　by　regular　menses，　Ameno－

rrea　has　been　present　for　5　yrs　and　a　6　kg　we－

ight　Ioss　was　noticed　in　the　past　6　months．

She　was　diagnosed　as　having　hypothalamic

amenorrhea　by　endocrinologic　evaluation．

Induction　of　ovulation　with　Clomiphene　citra．

te　100　mg／day　for　3　cycles　and　150　mg／day

for　4　cycles　was　ineffective，　this　case　corres－

ponds　to　Leyendeckers　grade　2．　She　was　then

treated　with　pulsatile　administration　of　LH－

RH（5μg　every　90　min．　subcutaneous），　but　in

this　case，　in　spite　of　the　increase　of　serum

and　urinary　E2　and　maturation　of　the　follicles，

no　LH　surge　was　recognized．

was　suggestive　of　severe　demage

called　cyclic　center．

　　Patient　5（Fig．5）

This　case
to　the　so一

　　This　woman　was　32　yrs　old　with　anovulato．

ry　cycles，　and　induction　of　ovulation　with

Clomiphene　citrate　was　ineffective．　She　was

treated　with　pulsatile　administration　of　LH－

RH（5－10　yg　every　90　min．　subcutaneous），　but

○
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LH，　E2，　and　progesterone　in　patient　5　treated　wlth

6
serum　levels　of　FSH，　LH，　E2　were　not　incre－

ased，　and　maturation　of　the　follicle　did　not

occur．　LH－RH　test　during　this　therapy　sugg．

ested　a　decrease　in　the　activity　of　the　pituita－

ry　gland，　and　the　so．called　down　regulation

phenomenon　was　suspected．

Comment

While　ovulation　inductlon　using　LH－RH

has　been　tried　by　various　methods，　both　sin．

gle　and　serial　administration　have　not　achiev－

ed　satisfactory　ovulation　induction．　How－

ever，　since　the　discovery，　that　LH－RH　secre

tion　is　carried　out　in　a　pulsatile　fashion，　treat・

ment　making　use　of　this　physlological　pattern

has　been　carried　out　by　many　investigators．

　　According　to　Knobil，　serial　administratioll

of　LH－RH　somewhat　lowers　the　responsiven．
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ess　of　the　hypophysis　and　therefore　the　go－

nadotropin　　secretion　　is　Ilot　maintained2）．

However，　by　administering　LH－RH　in　a
pulsatile　fashion，　童n　a　condition　close　to　its

physiological　secretion，　gonadotropin　secretion

can　be　stimulated．

　　Clomiphene　treatment　is　utilized　primarily

for　anovulatory　cycles　and　amenorrhea　grade

1．Compared　to　its　50－70％ovulation　rate，

it　is　reported　that　the　conception　rate　is　54％

〈WHO　1973）．　This　discordance　between　the

ovulation　rate　and　the　conception　rate　has

been　reported　due　to　a　luteal　function　disord－

er　and　cervical　mucus　factors．　HMG－hCG

treatment　is　being　used　in　the　more　severe

cases　of　central　nervous　anovulation．　The

problem　with　this　treatment　is　that　this　treat－

ment　causes　ovarian　stimulation　which　igno－

res　the　organism’s　inherent　feedback　mechan－

isms．　Therefore　the　growth　and　ovulation　of

only　dominant　follicles，　which　are　normally

carried　out　physiologically，　is　not　maintained，

and　there　is　a　high　occurence　rate　of　ovarian

hyperstimulation　syndrome．　Treatment　us－

ing　Clomiphene　or　HMG－hCG　has　many　pro・

blems，　and　thus　attention　is　being　paid　to　the

more　physiological　ovulation　induction　meth．

od　or　administration　of　LH－RH　in　a　pulsatile

fashion．

　　Generally　speaking，　Clomiphene　treatment，

which　is　clinically　simpler，　should　be　selected

as　the　first　choice　for　anovulatory　cycles　or

aInenorrhea　grade　I，because　suf丑ciently　effect－

ive　results　can　be　gained　without　the　use　ot

Inore　intricate　methods　of　treatment　such

as　LH－RH　treatment．　Thus　we　selected
cases　to　which　LH－RH　treatment　was　given，

mainly　irom　cases　which　had　failed　to　respond

to　Clomiphene，　and　then　evaluated　its　ef石ca－

cy．　Subjects　who　underwent　ovulation　induc－

tion　by　ad〕ministration　of　LH－RH　in　a

pulsatile　fashion，　were　mainly　hypothalamic

anovulation　patients．

　　However，　it　is　said　to　be　dimcult　to　establi．

sh　the　amount　ot　endogenous　LH－RH　secre．

tion　necessary　to　induce　response　ill　the　pit－

iutary，　or　its　fluctuation　pattern，due　llot　only．　to

the　intricate　method　of　measurement　involved

but　also　the　differences　between　individuals．

　　Therefore　Leyendecker　arld　others　have　de．

vised　a　classi丘cation　of　degress　of　hypothalam，

ic　anovulation　according　to　reactions　to　the

Clomiphene　test．　P－test，　and　Gn－RH　test，　as

shown　in　Table　34｝．　That　is，　Grade　l　is　for

the　group　showing　a　positive　reaction　to　Clo－

miphene　and　is　divided　into　three　groups　acc．

ording　to　degrees　of　hypothalamic　deficiency，

by　assessment　of　ovulation　and　luteal　function

insu伍ciency．　Grade　2　is　for　the　group　which

was　negative　to　Clomiphene　but　reacted　posi－

tively　to　p－test（progestagen）．　Grade　3　is

for　the　group　which　was　negative　to　both

the　P．test，　and　the　Gn－RH　test，　it　is　divided

into　three　groups，　namely　the　adult・type　reac－

tion　group（when　lOOμg　of　LH－RH　is　admi，

nistered，　the　increase　of　LH　surpasses　that

of　FS］H），　the　adolescent　reaction　group（inc－

rease　of　LH　and　FSH　does　not　differ　in　qua－

ntity　and　in　quality）and　the　no　reaction　gro－

up．　By　this　classification，　Leyendecker　and

others　administered　pulsatile　LH－RH　intrave－

nously，　with　15－20μg　for　severe　cases，　and　5

μgfor　light　cases4〕．　An　administration　inter－

val　of　90　minutes　to　l201丁1inutes　is　widely

adopted　at　present．　This　is　worked　out　by

examining　LH’s　pulse　in　the　peripheral　blo．

od．　The　fact　that　the　interval　and　dose　requ－

ired　vary　according　to　the　phase，　in　the　na－

tural　ovulatory　cycle，　has　been　made，　known

through　the　work　of　Yen　and　others1）．　In

actual　treatment，　the　necessity　of　altering　the

interval　and　dose　according　to　the　cycle，　as

well　as　deciding　the　Iength　of　the　LH－RH

administration，　becomes　problematic，　Con－

cerning　intervals，　we　did　not　see　any　not－

iceable　difference　in　ovulation　induction　ef〔－

ectiVity　l〕etween　administrat｛On　at　interValS

altered　according　to　tlle　cycles，　and　that　at

constant　intervals．　Also　no　difference　was

noticed　between　continuation　of　LH－RH　ad－

ministration　ill　a　pulsatile　fashion　and　admi－

nistration　of　hCG　for　rnailltenallce　of　the　lu．

teal　function．

　　The　relationship　betweel〕LH－RH　admini．

stration　and　gonadotropin　secretion　is　dose－

dependent．　However，　gonadotropin　secretion

f：luctuates　in　quality　and　quantity　accordil19

to　the　feedback　from　ovarian　estrogen　which

takes　place　at　the　pituitary　level．　Because

of　this，　ovulation　is　induced　al｝yway　even

when　administering　LH－RH　under　constant

condition．　The　dosage　of　LH－RH　therefore

is　generally丘xed．　However，　when　LH－RH

is　excessively　administered，　LH　secretion　sur．
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passes　FSH　secretion．　Particularly　in　the

follicular　phase，　an　increase　in　LHIFSH　supp－

resses　the　growth　of　the　follicle．　Knobil

and　others　stated　that　in　order　to　have　FSH

secretion　maintain　predominance，　the　amou－

nt　of　LH－RH　administered　should　be　decre－

ased，　and　the　interval　extended2）．　Sarkar

and　others　state　that　for　the　apPearance　of

an　LH　surge，　in　rats，　aggravation　of　LH－RH

secretion　was　recognizedl8）．　But　Knobil　and

others　state　that　an　LH－RH　surge　is　not　nec－

essary　for　the　appearance　of　an　LH［surge2）．

We　had　one　case，　asshown　in　Fig．4，　in

which，　although　a　remarkable　increase　in

estrogen，　caused　by　administration　o士acon－

stant　dose　of　LH－RH　in　a　pulsatile　fashion，

was　noted，　the　positive　feedback　mechanism

of　LH　did　not　appear．　Therefore　we　think

that，　in　the　case　of　hurnans，　depending　on

the　degree　of　ovulation　deficiency，　Huctuation

in　the　LH－RH　dosage　and　its　administration

interval　at　the　ovulatory　phase，　or　administ－

ration　of　hCG，　may　become　necessary，　and

that　these　points　must　be　investigated．　Rega．

rding　the　method　of　administration，　there

are　two　alternatives，　namely　the　illtravenous

and　subcutaneous　routes　of　administration．

The　former　rnethod　can　facilitate　release　o±

gonadotropin　with　less　LH－RH　dosage．
With　the　latter　method，　as　it　is　taken　into

the　blood　stream　after　it　is　once　absorbed

into　the　subcutaneous　fat，　an　adequate　LH－

RH　concentration　in　the　blood　cannot　be　ob－

tained　and　also　the　pulsatile　stirnulation　is

weakened，　and　in　particular　the　FSH　increa－

se　is　weakened．　It　has　been　reported　in　com－

paring　the　eflicacy　of　intravenous　and　subcut－

aneous　administration　for　ovulation　induction．

Subcutaneous　administration　is　superior　becau－

se　of　decreased　discomfort　for　the　patients．

In　our　experience　no　significant　difference

was　found　between　the　two　methods．　With

regard　to　the　effectiveness　in　ovulation　induc－

tion　LH－RH　pulsatile　administration　in　PCO

cases，　a　few　reports　have　been　made，　but　no

settled　opinion　has　emerged　as　yet．　In　our

experience，　this　treatment　is　not　always　effec－

tive　for　ovulation．　The　cause　of　PCO　itself

is　still　a　matter　of　controversy　and　no　uni丘ed

theory　has　been　established．　There　are　two

major　theories，　namely　the　central　deficiency

theory　and　the　steroid　biosynthesis　deficiency

theory．　The　former　theory　argues　that　a　hy．

pothalamic　cyclic　center　de丘ciency　causes　acy－

clic　LH　secretion　from　the　pituitary．　Thus

LH　secretion　is　maintained　without　a　break

and　thus　ovulation　is　suppressed15’．　The　la－

tter　theory　argues　that　a　steroid　biosynthesis

die丘ciency　causes　an　increase　in　testosterone

and　therefore　a　gonadotropin　secretion　defici－

ency　is　caused　centrally．　If　the　abnormality

of　the　PCO’s　LH　secretion　pattern　is　seen

as　related　to　the　abnormality　in　the　LH－RH

secretion　pattern，　by　rectifying　this　by　pulsati－

1e　administration　of　LH－RH　effective　ovulati．

on　can　be　expected．　Meanwhile　Knobil　and

others　state　that　through　experimentation　on

monkeys　they　noticed　that　the　extension　of

the　intervals　of　the　LH－RH　secretion　pattern

reduced　its　amplitude　thus　lowering　the　LH／

FSH　ratio　and　consequently　stimulating　FSH

secretion．　By　extending　the　interval　of　this

treatment　and　reducing　the　amplitude，　the

LHIFSH　ratio　is　lowered2）．1｛owever，　the

subsequent　LH　surge　seems　to　be　inhibited，

theretore，　when　treating　PCO　it　seems　nec－

essary　to　vary　the　pattern　of　the　LH－RH　pul－

satile　administration，　in　response　to　the　phase

of　the　ovarian　cycle．　Lately　many　cases　have

been　reported　in　which　ovulation　was　succe．

ssfully　induced　among　PCO　patients　by　ad－

ministration　of　hMG　in　a　pulsatile　fashion．

This　requires　further　investigation．

　　As　is　clear　from　our　previously　mentioned

results，　LH－RH　pulsatile　administration　was

effective　for　weight　loss　amenorrhea．　Its

maln　symptolns　are　severe　anorexla，　emaclat1－
on，　and　amenorrhea．　It　is　a　distinctive　featu．

re　of　this　disorder　that　the　other　bodily　fun－

ctions　are　preserved．　Many　reports　concern－

ing　its　diagnostic　criteria　have　been　made．

Among　them，　psychological　symptoms　wllich

manifest　physiologically　in　results　such　as　a

decrease　in　weight，　amenorrhea，　and　anorexia

are　typical19｝．　This　disorder’s　endocrine　and

gynaecologic　characteristics　are　sai〔l　to　be

caused　by　an　abnormal　psychological　state

which　may　result　in　an　irreversible　change

to　the　diencephalohypoPhyseal　systenユ，　thus

hindering　its　functioning．　In　the　case　of

this　disorder，　a　common，　symptom　is　hypo，

thalamic　amenorrhea．　Even　in　cases　where

the　pituitary　is　三nvolved，　many　respond　to

the　LH－RH　serial　load　test，　they　can　be　cla．
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ssi丘ed　as　a　secondary　transformations　of　the

affected　hypothalamus．　Thus　the　effectiven．

ess　of　LH－RH　pulsatile　administration　tor

amenorrhea　caused　by　this　disorder，　is　fully

comprehensible　in　view　of　its　endocrinous

background．

　　The　cases　whlch　failed　to　respond　to　LH－

RH　pulsatile　administration　treatment　can　be

roughly　classi丘ed　endocrinologically　into　two

groups．　One　o士these　groups　consists　of　many

cases　in　which　follicle　growth　itself　was　not

recognized　because　of　the　so－called　‘‘down

regulation”i．e．　the　decrease　in　responsivene－

ss　to　LH－RH’s　pituitary　gonadotropin　secre－

tion　function17）．　The　LH－RH　secretion　pat－

tern　o止such　cases　before　being　given　the　LH－

RH　pulsatile　administration　treatment，　show

scant　pulsatile　secretion　of　LH－RH，　with　the

pituitary　being　exposed　to　constant　stimulati－

on．　Therefore　this　secretion　pattern　does

not　alter　with　LH－RH　pulsatile　administra－

tion，　The　same　thing　can　be　said　concerning

cases　which　failed　to　respond　to　Clomiphene

treatment．　In　our　experience，　ovulation　can

be　induced　in　cases　in　which　LH’s　pulsatile

secretion　was　apparent　before　Clomiphene

administration，　while　cases　in　which　LH’s

pulsatile　secretion　was　not　apParent　tend　to

fail　to　respond　to　Clomiphene．　However，　it

has　been　reported　that　in　cases　in　which

LH’s　pulsatile　secretion　was　apparent　before

administration　of　LH－RH　pulsatile　treatment，

when　the　LHIFSH　ratio　was　high，　ovulation

was　not　induced　even　with　LH－RH　pulsatile

administration．　This　is　interesting　consider．

ing　the　previously　mentioned　PCO　The　se．

cond　group　consists　of　a　few　other　cases　whi。

ch　were　given　LH－RH　pulsatile　administrati．

on．　Although　the　E2　in　the　blood　increased

and　follicular　growth　was　detected　by　ultraso．

nography，　because　of　a　positive　feedback　de－

ficiency　in　the　hypotllalamus，　the　LH　surge

which　should　have　followed　did　not　occur

and　ovulation　did　not　occur．　It　is　suggested

that　this　is　caused　by　a　serious　de丘ciency　in

the　so・called　cyclic　center．　Those　cases　whi－

ch　tailed　to　respond　to　LH－RH　pulsatile　ad－

ministration　treatment　are　thought　to　be　ca・

used　by　a　serious　de丘ciency　in　the　hypotha－

lamus　and　its　treatment　awaits　future　investi・

gatlon・

Conclusion

　　We　experienced　various　types　of　infertility

which　did　not　respond　favorably　to　Clomiphe－

ne　therapy．　Our　attempt　to　induce　ovulation

in　these　patients　by　utilizing　a　pulsatile　admi－

nistration　of　LH－RH　compared　favorably

with　the　results　reported　for　Clomiphene．

Our　series　included　women　who　conceived

after　prolonged　periods　of　infertility　which

did　not　respond　to　other　therapeutic　modaliti．

es．　We　hope　to　increase　our　cross　section

of　patients　and　enlarge　our　series　in　order　to

allow　us　to　derive　more　substantial　conclu－

Slons．
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クロミフェン無効例に対するLH－RH律動的

　　　　　　　　　投与による排卵誘発

目本．大学医学部産婦人科学教室

　　　山田祐士，長田尚夫，

　　クロミフェン無効の無排卵周期症及び視床下部性無月

経の症例31人36周期に対して，LH－RHを律動的投与に
よる排卵誘発を試み，その効果について検討した．LH－

RH　は，90－120分間隔で，5一ユ0μgを皮下投与した．

その結果全体で，19周期53％に排卵を認め，このうち

5例16％が妊娠に移行した．排卵誘発無効例にっいて，

その内分泌学的背景を検討した結果，1）LH－RHに対
する下垂体ゴナドトロピン分泌能の感受性が低下し，い

わゆるdown　regulationのため，卵胞の発育が認めら

れなかつた症例ならびに2）卵胞の発育及び，血中E2
の増加を認めるのにもかかわらずLHサージが認めら
れず，排卵に至らなかつた例が認められた．

　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年12月12日特掲）

卜
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　胞胚の着床前現象である透明帯よりの脱出（hatching）の機序解明の一法として，マウス胞胚のhatching

の経時的変化を走査型および透過型電子顕微鏡にて観察した．

　1．走査電顕所見；Hatchingは，多孔性のスポンジ状構造を呈する透明帯の一部の融解より始まり，その

裂孔は拡大し，透明帯内部より多数の微絨毛を有する胞胚がせり出してくる形態が観察された．また透明帯

断端は丸みをおびており，表面には泡沫状変化を認めた．

　2．透過電顕所見：Hatching開始時，胞胚は十分に拡張し，　trophoblastは透明帯側に微絨毛を有する単層

の扁平な上皮細胞の形態を示した．Hatching開始部位は他部位と比較して，透明帯やtrophoblastに特別の

差違を認めなかつた．Trophoblast内にはミトコンドリア，ゴルジ体，小空胞，遊離リボゾームを認め，　hatch－

ing後は，　trophoblas亡は立方形を呈し，多数の大小空胞の増加が著明であつた，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），228－235，1987）

e

緒　　言

　哺乳動物受精卵の着床前現象である透明帯からの胞胚

の脱出現象，いわゆるhatchingは1929年，　Lewis　et

aL23｝によって家免胞胚において発見され，さらに1938

年，Pincus　et　al．26｝も家兎胞胚のhatchingを確認

し，胞胚の拡張に引き続いておこる現象と考察してい

る．以後数々の研究，追試がなされ，現在ではhatching

の機序には子宮因子は不要であり，それは胞胚自体の発

育・成熟の結果であると同時に着床前に必要不可欠の現

象であるとされている8，14）．つまり透明帯は着床には不

要であり，着床前に除去される必要がある．

　Hatchingの機構としては次の様に考えられている．

まずtrophoblastのNa＋ポンプを介し，透明帯外より

Na“，　Cl一が胞胚腔内に能動的に取り込まれ，浸透圧が

上昇し，水分流入により胞胚は拡張する5｝．一方では透

明帯の一部がtrophoblastより産生される蛋白分解酵素

にて溶解され，その裂孔より胞胚の一部が脱出し始め，

さらに胞胚腔内圧の上昇により圧出されることでhat－

chingが完了するといわれている1°）．しかし，　tropho－

blastにおけるNa＋ポンプの存在や透明帯融解酵素の

産生の有無については仮説の域を山ず，また哺乳動物の

種の違いによる現象の差違も考えられ15，17・24）詳細は不明

の点が多い．そこで本研究ではha亡ching機構の解明の

一法として，走査型および透過型電子顕微鏡を用い，マ

ウス胞胚のhatchingの経過に伴う形態学的変化を観察

し検討した（図1），

研究方法

L　胞胚採取および培養i法

e
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図1　Hatching　phenomenon．

　週齢6～8週ICR系雌マウスに51U　PMSG，48時間後

51U　HCGを腹腔内投与し，同時に雄マウスと交配し，

翌朝膣栓を確認後74～78時問目に子宮を摘出，各子宮

角よりHanks液にてflushし，胞胚を採取した　十

分に拡張した胞胚を1mg／ml牛血沽アルブミン添加

DMEM（Dulbecco’s　modi丘ed　Eagle　medlum）中，

5％CO2，37°Cにて数時間培養し，　hatching経過にお

ける種々のstageの胞胚を電顕用試料とした．

　2．　走査電顕用試料の作製

　各種胞胚を2，5％グルタルアルデヒドに移し，12～24

時問4°Cにて固定．固定後0．2Mリン酸緩衝液（pH　72）

で洗海し，蒸留水に戻し，菅原ら29）の考案したガラス製

のcontainer中に濾紙を置き，胞胚を移し，上昇エタノ

ー ル系列（50％，60％，70％，80％，90％，95％，99

％）で各々5分問の脱水をし，酢酸イソアミルにて置

換した．以後，液体炭酸ガス下にて臨界点乾燥（日立

HCP－1）し，胞胚を濾紙とともにアルミニウムスタップ

上に移し，イオンスパッター（EIKO　IB－3型）で金蒸着

を施し，日立S・450型走査電子顕微鏡にて観察した．

　3．透過電顕用試料の作製

　各種胞胚を2．5％グルタルアルデヒドー01Mカコジル

酸緩衝液（pH　7．2）中にて4°C，1時間の前固定後0．5％

タンニン酸一2．5％グルタルアルデヒドーOIMカコジル

酸緩衝液（pH　7．2）中4°C，20分間，さらにLO％タンニ

ン酸一2．5％グルタルアルデヒドー0．1Mカコジル酸緩衝

液中4°C，20分間にてタンニン酸固定．以後，01Mカ

コジル酸緩衝液中4°Cover　nightで洗1條し，1．0％オ

スミウムー01Mカコジル酸緩衝液中4°C，1時間の後固

定を施した．脱水は走査電顕用試料と同様にアルコール

系列下で行い，酸化プロピレン・包埋剤等量混合液で置

換，エポン包埋としたUltramicrotome，　Porter　MT・1

にて超薄切片作成後酢酸ウラニール・クエン酸鉛にて

電子染色を施し，口立H－600型透過電子顕微鏡にて観察

した。

研究成績

　1　走査飛顕観察

　Hatching前の透明帯表面は，均一な線維性物質より

なり，多孔性のスポンジ状構造を呈していた．また，詳

細に観察すると透明帯の一部が融解しており，その裂孔

より内部に微絨毛を有するtrophoblastの一部が観察さ

れた（図2）　さらに裂孔は拡大し，hatchingが進行

すると，表面に多数の均一の微絨毛を有する胞胚がせり

出してくるのが認められた（図3）．この時の透明帯断

端は丸みをおびており，また透明帯表面には泡沫状変化

がみられた．尚，走査電顕写真中右下方の白線は5μm

を示す（5U＝5μm）．

　2．　透過電顕観察

　Hatching開始時，胞胚は十分に拡張し，一層に配列

したtrophoblastは透明帯側に微絨毛を有する扁平な上

皮細胞として観察された　Hatchingは胞胚のどの部

位からも始まり，embryonic　pole，　abembryonic　pole

における差違は認められなかつた．透明帯は一層の均一

な物質からなり，hatching部位の断端付近に特別の変
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図2Hatching　starts　with　lysig．　of　a　part　of　the　zona，　Note　emerging　tro．

　　　phoblast　cell　with　microvilli　and　slit－like　opening　in　the　zona　sorroun－

　　　ding　it（arrow　head）．

●

図3　Shedding　of　the　zona　with　protruding　microvi】1i　from　trophoblast　cell

　　　underneath．　Note　several　bulding　trophoblast　cells　with　a　dense　lining　of

　　　microvilli　and　foamy　cbanges　ol）the　surface　of　the　zona。

化を認めず，また同部位のtrophoblastも他部位と比

較して著明な差違を認めなかつた（図4），

　Trophoblast内にはミトコンドリアの他，遊離リボゾ

ー ムを認めた（図5）．また部分的に，発達したゴル

ジ体（ゴルジ嚢，ゴルジ小胞）が観察された（図6）。

Hatching後のtrophoblastは立方形を早し，内部には

大小空胞，分泌顯粒様嚢胞の増加が著り1であつた．この

変化はembryonic　pole，　abembryonic　poユeともに同様

であつた（図7）．

考　　案

　Hatchingとは，着床前に胞胚が透明帯より脱出する

現象であり，胞胚の発育成熟の指標となる14），その機序

として，次の2つが考えられている．胞胚のtropho－

blastが蛋白分解酵素を産生し，シァル酸を含む酸性か

ら中性のムコ多糖類より成る透明帯22）を溶解する機序．

もう1っは，亡rophoblastにNaポンプが存在し，外部

よりNa’，　Cl一を胞胚腔内へ能動的に取り込み6，9），浸

■
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図4Transmission　electron　micrograph　of　a　blastocyst　hatching．

　　　　changes　of　the　edge　of　the　zona　pellucida　and　the　cytoplasm
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図5　The　cytoplasm　of　the　trophoblast　contained　a　well　developed　mltochondria

　　　　（M）and　free　ribosome（R）．
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図6　The　Golgi　complex　in　the　hatching　stage　is　observed　as　a　packed

　　　cluster　of　tubular　cisternae　with　associated　numerous　vesicles．　ZP：

　　　zona　pellucida．

　a　b
‘鰯

わ

剣

a．Abembryonic　pole　（rnural　tropho．

　blast）of　a　hatched　blastocyst．　Simi－

　lar　changes　are　observed　in　mural

　and　polar　trophoblast．　BC：blasto・

　coele

透圧が上昇する．これにより水分が胞胚腔へ流入し11），

腔は拡張し透明帯の脆弱部分を破壊し，機械的に胞胚が

圧出されるとする説である10）．

　Hatch｛ngの開始は，今回の走査電顕観察より，透明

帯の局所の融解によつて開始されることが推測された．

しかし，透過電顕観察においては，透明帯はhatching

を通じて均一の物質よりなり，断端に融解を示唆する特

b．Embryonic　pole　of　a　hatched　blas－

　　tocyst，　Many　multivesicular　bodies

　　and　large　vacuoles　are　observed　in

　the　polar　trophoblast．　ICM：inner

　cell　mass

図7

別の所見は得られず，また裂孔直下のtrophoblastに

も他部位との差違を認めず，hatching開始部位が何に

よつて決定するのか不明である．Inner　cell　massの位

置とは開係はないと思われる．Hatchingが進行した走

査電顕観察において，透明帯断端は丸みをおび，表面に

は泡沫状変化を認め，これは透過電顕観察　（図4，右

下）における透明帯表面の変化と一致するようにみえる

の
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が，透明帯の変性もしくは退行変化のようであり，さら

に検討を要すると思われる．

　plasminogen　activatorがtrophoblast内で作用し，

蛋白分解酵素を産生し着床の際の内膜へのtrophoblast

の侵入に働くという報告がある16・28）．また初期胞胚より

後期胞胚の方が，トリプシン様活性，キモトリプシン様

活性が高くなるとする報告もあり3），蛋白分解酵素の産

生を示唆している．今回の透過電顕観察にて，ミトコン

ドリア，遊離リボゾーム，ゴルジ体が観察され，エネル

ギー代謝や蛋白合成能は有していると思われたが，ha－

tching部位に著明とは言えず，これらの関連について

はさらに研究が必要であろう．しかしhatching後には，

大小空胞や分泌穎粒様嚢胞が著明に増加しており，ha・

tchingをはじめ，着床開始におけるtrophoblastの

attachiment，　adhesion，　invasion等に作用している可

能性がある．同様の現象の報告が他にもみられ24），これ

らの変化は着床準備状態であろうと考察されている7，15）．

Trophoblastの形態がabembryonic　poleとembryonic

poleでは差違を認め，これは細胞内の酵素活性（蛋白

分解酵素か不明）の違いによるとする報告7）もあるが，

今回の研究においては特に差違を認めなかつた．しか

し，abembry。nic　poleの方が子宮内膜への侵入作用が

強いといわれており了），着床が近づくにつれて変化して

いく可能性はある．走査電顕においてもtrophoblast表

面の形態や細胞間に，両極において差違がでてくるとい

う7，1？，27）．

　水分の流入（fiuid　accumulation）による胞胚の拡張

（expansion）については以前より形態学的に観察されて

はいたが13・25），Na＋やCl”の流入についての検討は近

年になつてからであり4，6），その本態は依然として不明

である．

　Trophoblastの透明帯側表面には多数の微絨毛を認

め，表面積は大となり，水分の流入等の吸収能力を高め

るのには都合が良いと思われる．また，ha亡ching直前の

trophoblastは単届扁平化し，胞胚腔内と外部との交通

をたやすくしている感がある．すなわち浸透圧差による

水分の流入はtropheblastを介していると推測される．

　Trophoblast細胞間は透明帯側よりtight－junction，

gap－junction，　desm・s・meが存在し，強固な結合をし

ている2｝．Tight・junctionがより強固になることで胞胚

腔内の水分流出を阻止し，胞胚腔内圧を保持することも

考えられる2）．Hatching前後の細胞間結合の変化につ

いて，さらに検討する必要がある．

　近年において，hatchingにはprostaglandins（PGs）

が関与していることがわかつてきた1・1°，12，19｝．PGs生合

成阻害剤であるindomethacinなどは胞胚の拡張を抑制

し18），ある種のPGは細胞膜においてCa2＋の拡散を

調節し，間接的にNa＋の透過性に作用するといわれ6），

このPGがhatchingにおけるfluid　accumulationに作

用している可能性がある21）．また，PGF2。がhatching

促進作用をもつているといわれ1・12），シクロオキシゲナ

ー ゼ（PG合成酵素）の存在するミクロゾーム，その中

のRNA蛋白やリボゾームと透明帯融解酵素（hatching

enzyme？）との関係等について，今後の研究が期待さ

れる。
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Time　sequential　observation　on　hatching

of　mouse　blastocysts　by　scanning　and

　　　　transmission　electron　microscopy

Satoru　Chida，　Slligeki　Uehara，

　　　Hiroshi　Hoshiai　and　Akira　Yajima
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　　As　the　mechanism　of　hatching，　an　increase　in

internal　pressure　of　the　blastocoele　due　to　inflow

of　water　and　production　of　the　zona　pellucida．

lytic　enzyme　by　the　trophoblast　seem　to　be　in，

volved，　but　the　details　of　the　mechanism　have

not　yet　been　known．　Therefore，　in　the　present

study，　as　a　means　to　elucidate　the　hatching　me－

chanism，　mouse　blastocyst　in　the　hatching　stage

were　observed　on　the　scanning　and　transmission

electron　microscopes．

　　（1）Scanning　Electron　Microscopic　Findings

　　Before　hatching，　the　zona　pellucida　cons量sted

of　a　porous　spongy丘brous　structure．　Hatching

started　with　Iysis　of　a　part　of　the　zona，　the　pit

thus　formed　was　extended，　and　then　a　structure

was　observed　in　which　the　trophoblast　with　num．

erous　homogeneous　microvilli　on　i亡s　surface　was

projec血g　from　the　inside　of　the　zona．

　　（2）Transmission　Electron　Microscopic　Find．

ingS

　　At　the　starting　time　of　hatching，亡he　monolay．

φ

φ

1
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◎

■

ered　trophoblast　was　identi丘ed　as　a　fiat　epitelium

having　the　microvilli　on　the　side　of　the　zona，

Hatching　started　from　the　embryonic　or　abembry．

onic　pole　of　the　blastocyst，　and　regarding　the

starting　site，　no　special　changes　were　seen　in

the　zona　pellucida　or　the　trophoblast　compared

with　the　other　sites，　In　the　trophoblast，　numer．

ous　free　ribosomes　and　polysomes　were　observed

in　addition　to　mitochondria　and　Golgi　body．

Especially　after　hatching，　a　striking　increase

was　seen　in　the　number　of　large　and　small　va－

cuoles　and　secretory　granules，

　　The　observations　suggested　that　hatching　was

con丘rmed　to　start　with　lysis　of　the　zona　and　tro－

phoblasts　were　actively　performing　energy　meta－

bolism　and　protein　synthesis　before　implantation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年12月1日）

6
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性成熟期婦人下垂体および種々のHMG製剤に含有

されるLHおよびFSHの質的・量的な比較検討 φ

●

Ωualitative　andΩuantitative　Characterization　of　LH　and　FSH

　　in　the　Pituitary　Glands　of　Women　of　Fertile　Age　and

　　　　　　　　　　Various　HMG　Preparations

　　　　　　　愛媛大学医学部産科婦人科学教室

　　　　浜田雄行　杉並　洋
　　　Katsuyuki　HAMADA　Hiroshi　SUGINAMI

　　　　矢野浩史　松浦俊平
　　　　　Koji　YANO　　Shumpei　MATSUURA
Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　School　of　Medicine，

　　　　　　　Ehime　University，　Ehime，　Japan

　性成熟期婦人下垂体および種々のHMG製剤（パーゴナル，ヒュメゴン，　HMG　r日研」）に含有される

LHおよびFSHの分子多様性を等電点電気泳動法（IEF）を用いて比較検討した．　LHはIEFにより6個

の分画に分離された；A（pH域＝8．20～），　B（7．70～8．19），　C（7．20～7．69），　D（6．70～7．19），　E（5．70～

6．69），F（～5．69）．各分画の割合（％）を比較すると下垂体での主要な分画はA，　B，　Cであつた．下垂体

に比べ，HMG製剤はAが少なく，　Fが多くなつていた．　HMG「目研」のみAが欠如しており，パーゴナ

ル，ヒュメゴンに比べ，Fが多くなつていた．同様にFSHは各々7個の分画に分離された；1（pH域＝

6．00～），H（5．50～5．99），皿（5．00～5．49））　rV（4．50～4．99），　V（4．00～4．49），　VI（3．50～3．99），冊

（～3．49）．各分画の割合（％）を比較すると，下垂体での主要な分画はV，VIであつた。下垂体に比べ，

HMG製剤ではV，町が少なく，皿，　IVが多くなつていた．　HMG　r日研」のみ1が欠如していた．以上によ

り性成熟期婦人下垂体とHMG製剤はLH，　FSHとも質的に異なつており，これはその原材料（下垂体，

尿）および内分泌環塊（性成熟期，更年期）の差によるものと思われる．また，HMG　r日研」のLH，　FSH

は他製剤とは質的に異なっており，これはその製造方法の差によるものと思われる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），236－245，1987）

1

緒　　言

　無排卵を原因とする不妊症に対し，HMG製剤が最

も強力な排卵誘発剤として日常臨床で頻繁に使用されて

いる．しかしながら，その使用に当つては，ovarian

hyperstimulatione　syndrome多胎妊娠，　Meigs　synd－

rome等の副作用が問題となり，細心の注意が必要とさ

れる．最近，治療周期ごとにHMG投与量を漸増する

方法1），尿中エストロゲンや血中estradiolのモニタリ

ング2－4），エコーによる卵胞径の測定5）等により，これら

の副作用はかなり軽減され排卵誘発率も向上してきた

が，未だ幾つかの問題点が残されている．発育過程にあ

る卵胞に対し，卵胞成熟の完成する以前にLHを投与

すると卵胞を閉鎖に導くこと6）があるので，HMG製剤

にLHが多きく混在していると卵胞閉鎖に陥り排卵に

至らない場合のあることが想定される．したがつて，

HMG製剤のFSH／LH比，つまりFSH含量は一定
とされているのでLH含量が問題となる可能性がある．

一方，ヒトLHは生物物理化学的な分子多様性があり

T’16），更年期婦人尿から精製されるHMG製剤中のLH

は性成熟期婦人卵胞期血中に分泌される　LH　と質的に

異なることが示唆されている．また，ヒトFSHも生

ρ
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物物理化学的な分子多様性があ）t　17・ls），　LHと同様なこ

とが示唆される．現在，種々のHMG製剤が臨床使用

されているが，これらHMG製剤に含有される　LH

およびFSHの質的また量的な検討は詳細には行われて

いない．今回この点につき基礎的検討を行なつたのでそ

の成績を報告する．

対象および実験方法

　現在口本で発売されているFSH含量が751Uとされ

ているパーゴナル注75（帝国臓器，Lo亡No．　TOO1），ヒ

ュメゴン75（三共，Lot　No．841108－012），　HMG「日

研」（目研化学，Lot　No、00327）の3種類を実験に用い

た．また，各HMG製剤と比較するため，三個の性成熟

期婦人下垂体ホモジェネート上清を同様に実験に用い

た．使用した下垂体は，それぞれの年齢が35歳，36歳

44歳であり，いずれも抗癌剤，放射線による治療の既往

はない．原疾患は，前2者が急性クモ膜下出血，後者が

事故死であつた．血中性ステロイドを測定したところ，

すべての症例でestradio1〈60pg／ml，　progesterone〈

1ng／mlであり，卵胞期初期の内分泌環境と類似してい

た．下垂体は摘出後一70°Cにて1東結した．HMG製剤

は各バイアル中の原末を蒸留水1m1に溶解し，充分に

撹搾した後，実験に用いた．下垂体は実験前に解氷し，

蒸留水にてホモジェナイズ（Type：1020，　Inter．　Labo－

rat．　App．　GmbH　7801　Dottingen）後，高速遠心機

（Model　RS－18GH，　Tomy　Seiko　Co．，　LTD）にて遠

沈（15，000rpm，60分，4°C）し，その上清を実験に用い

た．各製剤溶解液および下垂体ホモジェネートをカラム

等電点電気泳動法（IEF）により分画した．

　IEF　：カラムは　LKB　electrofocusing　column　＃

8100・1（110m1　capacity，　LKB　Produkter　AB，　Bro・

mma，　Sweden）を使用し，　carrier　ampholitesはAm－

pholine　pH　3．5～10（LKB）を用いた．下部電極液

として陰極液である水酸化ナトリウム溶液　（NaOH

O．19，H2014ml，ショ糖119）を充填後，　dense　solution

（40％　Ampholine　1．9ml，　H2049．5m1，ショ糖249）

およびlight　solution（40％Ampholine　O．6ml，　H20

49．5ml）　を　gradient　mixer　（LKB　8121），　stirrer

motor（LKB　8123）を用いて撹拝しながらAmpholine

一 ショ糖密度勾配を作成した．充填速度は60ml／hrとし

た．カラム中央部に試料溶解液2mlとdense　solution

2mlの混合液並びにmarker　proteinとしてウマ心臓

ミオグロビン（Type皿，　Sigma　Chemical　Co．，　Ste

Lous．，　MO，　U．SA）10mgを重層後，更に　Am－

pholine一ショ糖密度勾配を作成した．最後に上部電極液

として陽極液であるリン酸溶解液（H，PO40．025　ml，

（237）75

H205ml）を重層した．その後　4°C，700V，3W
の条件下に48時間の通電（LKB，　D．　C．　Power　supply

3371E使用）をおこなつた．通電終了後分取用フラク

ションコレクター（LKB　7000）を用い，定量ポンプにて

60ml／hrの定速で，各々2mlを分取した．直ちに氷冷

中で各分画のpHを測定した（Horiba　F－800　pH　ana－

lyzer使用）．　pH測定後，4°C，0．05Mリン酸緩衝液（pH

7．2）灌流にて24時聞の透析を行ない，Ampholineおよ

びショ糖を除去した．各分画は測定時まで一70°Cにて凍

結保存した．なお，このIEFは再現性に優れ，　marker

proteinとして用いたミオグロビンのpI値は7．94±0．05

（Mean±S．D．，　n＝12）であつた．　IEF後のHMG製剤

の回収率は，LHが88．3±10．3％（Mean±S．D．，　n＝9），

FSHが70．0±12．6％（n；9）であり，製剤間に有意差

は認められなかつた．

　各分画のLH　FSH，の測定はRIAキット（CIS社

製，LH　standard＝MRC　68／40）FSH　standard＝MRC

78／549，を用いて行なつた．このキットのstandardには

血清が含まれているため，測定に先立ちIEFの透析に

用いた0．05M　PBSのRIA　bufferとしての信頼性を

検定したところ，LH，　FSH　とも値が低くなる傾向が

認められた．したがつて，標準曲線との平行性を検定す

るため，高濃度HMG製剤（パーゴナル注150　Lot．

No．　TOO5）を添付の溶解液で溶解した後，3種類の

dilution　buffer（0％BSA－PBS，1％BSA－PBS，2％

BSA－PBS）で希釈して平行性を比較検討した．なお，

統計処理には一元配置分散分析，二元配置分散分析，

student’s　t・testを用いた．

実験結果

　LH，　FSHともに1％BSA－PBSで最も良好な平行

性がみられた．0％BSA－PBSではLH，　FSHともに平

行性はなく，2％BSA－PBSでは低濃度領域での平行

性が認められなかつた（図1）．測定値の信頼性を検討

するため，高濃度HMG製剤（パーゴナル注150　Lot．

No．　TOO5）を1％BSA－PBSと添付のgonadotropin－

free　serumで希釈した際の測定値を比較した．統計学的

検討にはmultiple　3＋3　paralell　line　assay　design19）

を用いた．両希釈液を用いた際のLH，　FSH測定値

は良く近似していた．また，F（linearity），　F（paralle－

lism），λそれぞれ良好な成績が得られた（表1）．以上

にょり，1．0％BSA－PBSの希釈液を用いて各分画中

LH，　FSHの測定を行なつた．

　1）下垂体および各HMG製剤におけるLHの等
電点電気泳動

　下垂体におけるIEF　pro丘leは図2（a）のごとく
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2

岩1
3

0

一
1

一2

バーゴナル注150（Lot，　No．　TOO5）

5．12　　12．8　　32　　　80　　200（μg／ml）

バーゴナル注150（Lot．　No．　TOO5）

5．12　　12．8　　32　　　80　　200（μg／ml）

8－’一・一一CL．．

10　　　25　　　60

LH（MRC　68140）

図1　種々の希釈液（0％，1．0％，2．0％BSA・PBS）による

　　　TOO5）中LH，　FSH希釈曲線および標準曲線

表1　2種類の希釈液（LH，　FSH　free　serum，1％

　　　BSA－PBS）におけるHMG製剤（パーゴナ
　　　ル注150，Lot．　No．　TOO5）中LH・FSHの

　　　測定値の比較

40　　　　10　　　　25　　　　　80（mlu1購の

　FSH（MRC　781549）

HMG製剤（パーゴナル注150，　Lot．　No．

Dilution　Buffer

LH，　FSH－free

serum

1％BSA－PBS

F（linearity）

F（parallelism）

　　λ

LH

　25．6
（18．4－35．5）

　26．2
（21．0－32．5）

　1．41

　0．38

　0．039

FSH

　46．5
（25．8－83．5）

　42．4
（26．1－68．8）

　O．64

　0．34

　0．069

分子種A～Fが存在し，Aよりさらにアルカリ側にA’，

A”，またFよりさらに酸性側にF1の分子種を認めた．最

も大きなピー一クは分子種BおよびCであり，殆どのLH

がpH　6．5～8．5の間にあつた．パーゴナルでは図2（b）

に示すように最も大きなピークは分子種BおよびCであ

るが，下垂体とは異なり，分子種A，A’，　A”が欠如して

おりまた分子種Fが大きなピークを形成していた，ヒュ

メゴンは図2（c）に示す様にパーゴナルのIEF　pro丘1e

と非常に良く類似しており，最も大きなピークは分子種

BおよびCで分子種A，A’，　A”が存在せず，ヒト下垂

体に比べ分子種Fが多くなつていた．HMG　r日研」でも

図2（d）に示すごとく，同様に分子種Fが多くなつてい

るが，他のHMG製剤とは異なり，分子種Bが欠如し

ており最も大きなピークは分子種Cであつた．

　下垂体および各HMG製剤の分子種の等電点（pI）を

それぞれ表2（a）に示した．各pHのS．D．は0．01から

0．10の間にあり，試料間でpI値の差はみられなかつた．

各分子種のpl値は，　A”9．08±0．10（n＝3），　A’8．76±

0．04（n・＝3），A8．34±0．07（n＝3），　B7．98±0．08（n

＝9），C7．40±O．06（n＝12），　D　6．91±0．05（n＝12），

E6．23±0．07（n＝12），　F5．25±0．05（n＝12），　F’3．59

±0．04（n＝12）であった，

　各IEF　pro丘leの統計学的検討を可能ならしめるた

め，pH域A：8．20以上，　B：7．70～8．19，　C：7．20・－

7．69，D：6．70～7．19，　E：5．70～6．69，　F：5．69以下

の6個の分画に分けて，各分画の割合（％）を比較検討

した（図3）．下垂体ではアルカリ性～中性の分画A，B，

Cが主要な分画であるのに対し（p＜0．001），パーゴナ

ル，ヒュメゴンでは相互に差異はみられず，それぞれ分

画Fが最も多く（p〈0．05），分画Aが最も少なかつた

（Pく0，02）．HMG　r目研」でも同様に分画Fが最も多く

（p＜O．OO1）なつていたが，分画Cさらに分画Bの順に

少なくなつており（p＜0。05，p＜0．001），分画Aは欠如

していた．次に各分画毎にそれぞれ比較検討した．強ア

ルカリ性LHである分画Aと弱アルカリ性LHである

■

●
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パーゴナル注75，ヒュメゴン75，HMG「日研」におけるLHおよびFSHの

分画Bは，下垂体に多く存在し　（p＜0．02，p＜0．05），

HMG　r日研」では分画Aが欠如していた．　HMG　r日

研」は分画Cに少なく　（p＜O．05），中～酸性LHで

ある分画DおよびEで多くなつていた（p＜0．02）．強酸

性LHである分画Fでは下垂体が最も少なく（p＜
0．005），HMG　r日研」が最も多くなつていた　（p〈

O．02）．

　2）下垂体および各HMG製剤におけるFSHの等電

点電気泳動

　下垂体における　IEF　profileは図2（a）のごとく1

～ w’の計11個の分子種が存在し，分子種vr’よりさらに

強酸性域にも免疫学的活性が認められた（分子種V皿）．主

要な分子種はpH　3．5～5．0の間にあつた．パーゴナルで

も同様に図2（b）に示すように分子種1・…　VI　tの計11個

の分子種および強酸性分子PtVIIが認められ，主要な分子

種はpH　4．0～5．5の間にあつた．ヒュメゴンでは図2（c）

に示すごとく，パーゴナルのFSH　IEF　profileと非常

に良く類似しており，同様に分子種1～Wの11個の分

子種と強酸性分子種V皿が認められ，主要な分子種はpH

4，0～5．5の間にあつた．HMG　r日研」のIEF　pro丘leは

図2（d）のごとく，分子種1およびItを欠いていたが，

そのパターンはパーゴナルおよびヒュメゴンと良く類似

しており，主要なピークはpl　4．0～5．5の間にあつた．

　下垂体および各HMG製剤の分子種の等電点（pI）を

それぞれ表2（b）に示した．分子種VI’のpl値は，使用

したAmpholineの分離下限pI　3．5近くの強酸性域にあ

たるため，SDが0．06～0．13とやや大きくなつている

が，他の分子種のpI値は0．00～0．09の間にあり，試料間

に差は認められなかつた．すなわち，各FSH分子種の

pI値は，　17．00±0．05（n＝9），　1’6．23±O．03（n＝9），
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表2（a）　ヒト下垂体および各HMG製剤におけるLH分子種の等電点（pI）

試　料
分子種

ヒト下垂体

パ・一一・ゴナル注75

ヒュメゴン　75

HMG「日研」

Meal1±SD

F！

3．60

±0．06

3．57

±0．05

3．59

±0．05

3．59

±O．04

3．59

±0，04

F

522
±0．03

5，26

±0，08

5．25

±0．03

5．30

±0．03

E

6．24

±0．03

6．27

±O．10

6．20

±0．07

6．22

±0．10

5．25　　　 6．23

±0・05i±0・07

D

6．93

±0．06

6．91

±0．09

6．90

±0．04

6．92

±0．05

6．91

±0．05

C

7．45

±O．04

7．38

±0．04

7．42

±0．03

7．37

±0．09

7．40

±O．06

B

7．93

±0．G8

8，00

±0．09

8．02

±0．10

7．98

±0，08

A

8．34

±0．07

8．34

±0．07

A！

8．76

±0．04

8．76

±O．04

A’t

9．08

±0．10

9．08

±O．le

o

■

表2（b）　ヒト下垂体および各HMG製剤における各FSH分子種の等電点（pl）

試料
分子種

ヒトード垂f’1∫

パーゴナル
　　　注75

ヒュメゴン

HMG
「日研」

Meall±S．D．

VIノ

3．73

±0．06

3．72

±O．06

3．65

±O．13

3．70

±0．13

3．70

±O．09

VI

3．96

±0．02

3．91

±0．01

3．88

±0．08

3．90

±0．03

3．91

±0．05

Vノ

4．11

±0．08

4，15

±0。02

4，10

±0．06

V IVノ

4．31

±O．03

4．38

±0．05

4．34

±O．06

4，11　　　4．39

±O・OS　1±0・07

4．12

±O．05

4，35

±0．05

4．59

±O．06

4．66

±0．06

4．62

±0．02

4．71

±0．07

4．64

±0．06

IV

4．86

±0．04

4．92

±0．06

4．91

±0．02

4．87

±O．06

4．89

±0．05

皿！

5．03

±0．01

5．05

±0．00

5．03

±0，05

5．01

±0．08

5．03

±0．04

皿

5．30

±0，06

5．34

±0．02

5．31

±0．09

5．35

±0．07

5．32

±0．06

H

5．76

±0．03

5．74

±0．02

5．73

±0．05

5．74

±0．04

5．74

±0。03

1！

6．24

±0．03

6．25

±0．04

6．22

±O．02

6．23

±0．03

1

6．96

±0．06

7．03

±0．01

7．00

±0．07

7．00

±0．05

●

DH F E… D C 8 A
領域 （－5．69） （570～6．69） （670～ア．19） （7．20～7．69） （7，70－8．19） （8．20－）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　睡羅囲　HMG「日研」

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　彪羅　ヒュメゴン75

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E亜ヨ　バーゴナル注75

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［：コヒト下垂体

図3　性成熟期婦人下乖体，パーゴナル注75，ヒュメゴン75，HMG「日研」における各LH分子
　　　種をpH領域　A：8．20以上，　B；7．70～8，19，　C：7．20　一一　7．69，　D：6．70～7．19，　E：

　　　5・70～6・69，F：5．69以下の6つの分画に分けた際の各分画の割合（％）
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日召不0　62　’年　4　月　　1　日 浜田・杉並・矢野・松浦 （241）　　79

DH
領域

　　田

1～3．49〕

　　　V1
（3，50～3．99）

　　　V
〔4．00～4．491

　　　w
（4．50～4．99）

　　　m
〔5．00～549〕

　　　II

l5．50～5．99）

　　1
（6．00～，

30
％

25

20

15

10

5

圏
羅
園
口

HMG「日研」

ヒュメゴン75

バーゴナル注75

ヒト下垂体

図4　性成熟期婦人下垂体，パーゴナル注75，ヒュメゴン75，HMG「日研」における各・FSH分子種をpH
　　　領域　1：6．00以上，H：5．50～5．99，皿：S．OO　・一　s．49，　IV：4．50～4．99，　V：4．OO～4．49，　VI：3．50

　　　～3．99，冊：3．49以下の7つの分画に分けた際の各分画の割合（％）

H　5．74±0．03　（n＝12），　1【1　5．32±0．06　（n＝12），　1皿！

5．03±0．04（n＝12），rV　4．89±0．05（n＝12），IV！4．64±

0．06（n＝12），V4．35±O．05（n＝12），　V14．12±0．05

（n＝12），　VI　3．91±O．05　（n＝12），　VI！3．70±0．09（n＝

12）であった．

　各IEF　pro丘leの統計学的検討を可能ならしめるた

め，pH域1：6．00以上，　H：5．50～5．99，皿：5・00～

5．49，　IV：4．50～4．99，　V；4．00～4．49，　VI：3．50～

3，99，W：3．49以下の7つの分画に分けて，各分画の割

合　（％）を比較検討した（図4）．下垂体では分画V，

VIが主要な部分を占めているのに対し，　HMG製剤では

3製剤とも分画Ivが最も多くなつており（p＜0．OoO1），

製剤間には差は認められなかつた。各分画毎に下垂体と

各HMG製剤を比べると，分画1ではHMG　r　Ei研」が

欠如しており，分画H，Vllでは有意差は認められなかつ

た．分画皿，IVではHMG製剤が多くなつており（P＜

0．02，p＜O．OOJ「），分画V，　VIでは下垂体が多くなつて

いた（p＜0．05，p＜0．05）．

考　　察

　ヒトLHが等電点の異なつた複数の分子種により構

成されているということは，下垂体7・12＞，血漿11，13・14），

閉経期婦人尿15＞，HMG製剤（パーゴナル）16）等の種々の

sampleについて多く報告されている．今回の我々の成

績では，A”9．08，　A／8．76，　A　8、34，　B　7．98，　C　7，40，

D6．91，　E　6．23，　F　5．25，　F！3．59の9個のLH分子種

が認められ，各pl値は試料問差異を示さなかつた．し

かし，今回得られたpl値はこれらの報告との問に，ま

たこれら報告の問においてもそのpl値に多少の差が認

められる．これは，各IEFの設定条件（電圧，電流，電

力，通電時間，AmpholineのpH　range）の違いによる

ものと思われるが，Ampholineの分離能力の限界から，

各LH分子種が単一のものではなく，複数の分子種か

ら構成されていることも否定できない．これはラット下

垂体の　Ampholine　を用いた　IEF　カラムによる分

離2°・21〕に比べ，po］ybuffer　exchange　resinカラムによる

分離の方が同じpH領域においてLH分子種が多くみ

られること22），またIEFにより分離されたヒト下垂体

の各LH分子種をHPLCによるゲル濾過を行うと，分

子種によつては複数個のLHに分離されること23）など

から一類推されるものである．強アルカリ域にあるA”，

A’，Aは下垂体にのみ存在し，　HMG製剤には分子種

として認められなかつたが，これはヒト下垂体とHMG

製剤（パーゴナル）を等電点分離したRobertsonらの

報告16，と一致している．卵胞期後期のヒト血漿中では

A”よりさらに強アルカリ域にあるpH；9．30～9．55の

LH分子種が存在し11・13・14〕，一方，サルLHのIEF

pro丘leはヒトLHのIEF　pro丘leと良く類似してい

るが24），卵胞期後期のサル下垂体中にはこれよりさらに

アルカリ域にあるpl＝10．2のLH分子種が大量に存在
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することが証明されている25）。

　各分画毎に検討すると，HMG製剤中のLHは性成

熟期婦人下垂体中のLHに比べ，強アルカリ域の分画

A（pI＞8．20）が少なく，強酸1生域の分画F（pl〈5．69）

が多くなつていた．Zaidi26）らは性成熟期婦人下垂体に

比べ更年期婦人下垂体には酸性LHが多いこと，　Van

Dammei5）らは更年期婦人尿中ではさらに多くなり，　ll

nd　IRP　HMGにもつとも多いことを報告している．し

たがつて，両者の質的な差異は内分泌環境の違いのみな

らず，原材料およびその精製方法にも起因するものと考

えられる．また，性成熟期婦人下垂体は卵胞期初期の内

分泌学的背景と一致していたが，そのIEF　pro丘leはヒ

ト血中卵胞期初期のIEF　profilei4）とよく類似している．

さらに，卵胞期後期になると強アルカリ域にある分画A

がさらに増加することが明らかにされている14）．したが

つて，HMG製剤に含まれるLHは卵胞期にある性成熟

期婦人血中に分泌されるLH　と質的に異なることが示

唆された．また，HMG「日研」はパーゴナル，ヒュメ

ゴンに比べ，アルカリ域の分画A，B，　Cで少なく（A

は欠如），中～酸性域の分画D，E，　Fで多くなつてい

た．HMG製剤の精製は基本的にはゲル濾過とイオン交

換クロマトグラフィーにより行われており，この様な製

剤間の違いは主にイオン交換クロマトグラフィーに用い

られる溶出液のイオン強度とpHの差によるものと思

われる．

　最近，LHの等電点における多様性は糖鎖構造およ

び含量の差によるのではないかと言われている26・2〒）．

Hattoriら27）はNeuraminidaseによリシアル酸を除去

すると，IEFにより分離される7個のラットLH分子

種は最も強アルカリ域（pI＝10．0）にある1個のLH

分子種になるとしている．しかしながら，ヒトLHの

糖鎖にはamid　sugarであるN・acetyl－D－glucosamine

とN－acetyl－D－galact・smineも含有されており，これら

amid　sugarの関与も否定できない．シアル酸の果たす

役割については，HCGのシアル酸を除去すると，生体

内での半減期は急激に短くなり28），in　z，iz，oでの生物活

性が失われる29“‘32ことから，in　vivoでの作用発現に関

与していると考えられる．また，シアル酸を除去した

LHはリセプター結合能もステロイド産生能も充進する

ことから27），これらに対してシアル酸は本質的な役割を

なしておらず，むしろ阻害作用を持つていると考えられ

る．Manjunathら33｝によるとフッ化水素によリヒツジ

LHの糖部分を除去すると，レセプター結合能は維持さ

れるが，in　vitroでの生物活性は全く失われる．この

事からレセプター結合能にはアミノ酸構造が，i・z　vitro

での生物活性にはシアル酸以外の糖鎖構造が本質的な役

割をなしていると思われる．以上のことから強酸性LH

（分画F）は強アルカリ性LH（分画A）に比べ，シァ

ル酸含量が多く，このため血中消失速度が遅くin　witro

での生物活性がより小さいのではないかと推察される．

したがつて，性成熟期婦人下垂体とIEF　profleの異

なるHMG製剤は卵胞期中に血中に分泌されるLHと

は異なつた生物学的作用を示すことが示唆される．

　ヒトFSHがヒトLH　と同様に等電点の異なる複

数の分子種から構成されることは，FSH国際標準品，

ヒト下垂体についてZaidiら17・18）が報告している．今回

の成績でFSH　はpH　2．5～7．0の範囲にあり，特に

主な分子種はpH　3．0～6．5の問にあつた．この成績は，

biologically　active　FSHカN’3．0・－6．5の範囲に存在する

というZaidiら18エの報告と一致している．各FSH分子

種のpI値は，17．00，1’6．23，　ll　5．74，皿5．32，皿’

5．03，IV　4．89，　IV　t　4．64，　V　4．35，　V！4．12，　VI　3．91，　VI／

3．70であり，試料問で有意差は認められなかつた．これ

らのpl値はpl　7．00の分子種の記載がないこと以外，

Zaidiら18）の報告とよく類似している．下垂体について

Zaidiら17）はpl　4．00以下の分子種は認められないとし

ているが，これは試料として用いた下垂体の内分泌学的

背景の差異によるものと考えられる．HMG製剤中FSH

の回収率は70％であり，製剤問に有意差を認めなかっ

た．Zaidiら18）によると，　IEF後の回収率はin　witro

生物学的活性値より免疫学的活性値が有意に低下するこ

と，またFSHのcr・subunitおよびβ一subunitの活

性値はIEF後に85％以上消失することから，　FSHの

IEF後の免疫学的活性値の低下は主にfree　subunitに

よるものとしている．もしこれが事実とするならば，こ

の成績はHMG製剤中のfree　subunit含量が製剤問

で差のないことを示唆するものである．

　各分画毎に検討すると，HMG製剤中のFSHは性成

熟期婦人下垂体中のFSHに比べ，強酸性域の分画V，

VI（pH＝3．50～4．49）が少なく，弱酸1生域の分画皿，　IV

（pH＝4．50～5．49）が多くなつていた．　Zaidiら17・18）は

10種類のFSH国際標準品のIEF　pro丘leを検討し，

それぞれ原材料および精製方法により異なったパターン

を示すことを報告している．したがつて，このIEF　pro・

丘leの差異はLHと同様，原材料，内分泌環境の違

い，そしてHMG製剤の精製方法によるものと推察さ

れる．また，HMG「日研」では／£　一一ゴナル，ヒュメ

ゴンとは異なり，最も高いpH領域にある中性域の分

画1（pH＝6．00～）が欠如していたが，これはLHと

同様その精製方法の違いによるものと思われる．

　LHと同様にFSHの等電点における分子多様性は

シアル酸を含めた糖鎖構造が関与している可能性が強

Q
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い．これは，

有するが，こ

FSHはLHに比べ，酸性域にpI値を
れはシアル酸含量がFSHでは5％であ

る34－38）のに対し，LHでは1．5％であること38），さらに

ラットFSHをNeuraminidase処理すると，　LHと

同様にFSHの各分子種は7．78～9．54のアルカリ域の

pH領域に移動すること39）などから示唆されるものであ

る．さらに，LH　と同様に糖鎖構造が生物活性に重要

な役割を持つていることが推察され，IEF　profileの異

なる　HMG製剤中のFSH　と性成熟期婦人下垂体中

のFSHはその生物学的作用も質的に差がでてくるも

のと思われる．
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Ωualitative　and　quantitative　characteri－

zation　of　LH　and　FSH　in　the　pituitary

glands　of　women　of　fertile　age　and

　　　　　　various　HMG　preparations

　Katsuyuki　Hamada，　Hiroshi　Suginami，

　　　Koji　Yano　a皿d　Shumpei　Matsuura

Department　of　Obstetricus　and　Gynecology，

　　　　　　　School　of　Medicine，　Ehime

　　　　　　　　　　　University，　Ehime

　　　（Director：Prof．　Shumpei　Matsuura）

　　The　pituitary　glands　of　women　of　fertile　age

and　various　HMG　preparations（Pergonaru，

Hyumegon，　HMG　NIKKENN）were　subjected
to　isoelectrofbcusing　（IEF）fractionation．　IEF

fractionation　separated　LH　into　6　distinct　species

i，e，　Fraction　A　（pH　rallge＝8．20～），　B（7．70～

8．19），C（7，20～7．69），　D（6．70～7．19），　E（5．70～

6．69），F（～5．69）．　When　percentage　of　each

fraction　in　the　pituitary　LH　was　compared，

main　Fraction　was　A，　B　and　C．　Pergonaru

and　Hyumegon　LH　decreased　in　Fraction　A

（245）83

but　increased　in　Fraction　F　in　comparison　to

pituitary　LH．　Same　differences　were　further　ex－

aggerated　in　HMG　NIKKEN　LH　in　comparison

to　pituitary　LH．　Likewise，　IEF　fractionation

separated　FSH　into　7　distinct　species；　i，e，

Fraction　I　（p］日［　range＝6．00～），　H　　（5．50～

5．99），皿（5．00～5．49），IV（4，50～4．99），　V（4．00

－一　4．49），Wr（3．50～3．99），阻（～3．49）．　When

percentage　of　each　fraction　in　pituitary　FSH　was

compared，　main　Fraction　was　V　and　VI．　Perg－

onaru，　Hyumegon　and　HMG　NIKKENN　FSH
decreased　in　Fraction　V　and　Vl　but　increased　in

Fraction皿and　IV　in　comparison　to　pituitary

FSH．　Fraction　I　was　absent　in　HMG　NIKK－

ENN　FSH，
　　Ωualitative　differences　of　LH　and　FSH　were

present　between　the　pituitary　glands　and　HMG

preparations，　which　might　result　from　the
difference　of　source（pituitary　gland　vs．　urine）　or

endocrine　environment（fertile　age　vs．　postmen

opause）．　Furthermore，　it　also　indicated　qualitative

differences　of　LH　and　FSH　between　HMG
preparations．　This　might　be　due　to　the　difference

of　purification　process．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年6月23日）
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下垂体過形成を伴ったhypergonadotropic

normogonadismの1例 ■

窄

ACase　of　Hypergonadotropic　Normogonadism　with

　　　　　　　　　Pituitary　Hyperplasia

大阪医科大学産科婦人科学教室

　　好川元庸　奥田喜代司
Motonobu　YOSHIKAWA　Kiyoji　OKUDA

　　辻　吉範　佐伯理男
　　Yoshinori　TSUJI　　Michio　SAEKI

宮　崎　和　典

Kazunori　MIYAZAKI

杉　　本　　　修

Osamu　SUGIMOTO
Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Osaka　Medical　College，

　　　　　　　　　　　　Osaka，　Japan

　高ゴナドトロピン（Gn）血症を伴う排卵障害例の多くは卵巣性無月経であり，エストロゲン（E）の分泌は

ほとんどみられない．今回，著明な高Gn血症状態にもかかわらず，　E分泌がみられた25歳の排卵障害例に

おいて，種々の検索を行つたので報告する．本例は12歳に初経がみられ，15歳頃より月経不順となり，BBT

上では無排卵周期症であつた．初診時，血中LHおよびFSH値はともに110mlU／ml以上であったが，血中

estradiol値は65pg！mlで，頸管粘液の分泌もみられた．各種副腎機能検査は正常で，甲状腺機能も正常であ

った．頭部のenhance　CT像でトルコ鞍部に直径約9mmのhigh　density　areaを認めたため，　Hardy手

術を施行した．摘出組織は腺腫も否定できない過形成を示した．術後血中Gn値は30mlU／ml以下に低下し

排卵した．以上本例は下垂体過形成によるゴナドトロピン分泌充進症と考えられ，高Gn血症例において，

卵巣性Gn分泌充進症との鑑別が必要であると思われた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），246－251，1987）

9

緒　　言

　排卵障害婦人において，血中LHおよびFSHが高

値を示す高ゴナドトロピン血症の大部分の例ではエスト

ロゲン値が著しく低く，卵巣自体に障害のあるものが多

いとされている．しかし，中にはゴナドトロピン（Gn）

産生分泌充進が下垂体腺腫に依る例があることが報告さ

れている1－5）．その頻度は低く，成熟婦人においてはほ

とんどみられないといわれるが，反対にこのような下垂

体腺腫はまれではなく，下垂体腺腫の細胞培養で96例中

6例（6．3％）に証明できたという報告もある1°）．

　今回，25歳の排卵障害婦人で，著明な高Gn血症を

呈するにもかかわらず，エストロゲン分泌がみられ，種

々の検索でGn産生下垂体病変があることが強く疑わ

れた症例を経験したので報告する．

症　　例

儲・■25歳主婦
　主訴：月経不順，挙児希望

　家族歴，既往歴：特記事項なし

　初経112歳

　妊娠歴：0回経妊，0回経産

　現病歴：初経後，月経は順調であつたが，15歳頃から

不」頂になる．23歳で結婚，25歳のとき挙児希望および月

経不順を主訴として某医受診．Clomid　50mg×5日間

投与による排卵誘発を4クール受けたが排卵しなかっ

た．昭和60年1月当科初診．

　初診時所見：身長158　cm，体重52　kg，血圧123／71

mmHg，脈拍数84／min，眼球突出，眼瞼下垂，甲状腺腫

を認めず，乳房および陰毛などの二次性徴の発現状態は
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図1　本症例の臨床経過（昭和60年1～9月）

正常．なお指圧で少量の透明な乳汁漏出を認めた．外性

器は正常で，内診で正常大の子宮が触知され，付属器も

異常所見はなかつた．

経　　過

　昭和60年1月から同年9月までの臨床経過を示した

（図1）．

　初診時，透明な頸管粘液が0．2ml採取され，結晶形成

は（冊）であつた．薬剤投与前の血中estradiol（E2）

値は65～120pg／mlであつたが，血中LHおよびFSH

はそれぞれ117mIU／ml，113mlU／mlの著明な高値を示

した．duphaston投与による消退性出血開始5日目より

clomid　100mg／dayの5日間投与とHCG　10，000単位

の筋注でBBTは上昇し，月経を認めた．次周期にcl－

omid　100mg／dayを5日間投与したが，排卵を見なかつ

た．clomid　150mg／dayに増量すると，周期14目より

BBT　は上昇し，高温相が10日間持続した．また，高

温相6日目の血中pr。gesterone（P）値は10．9ng／ml

の高値を示し，排卵したものと考えられた．その時の，

血中LHおよびFSHはそれぞれ23．5mlU／m1，9．6

mIU／m1で一時低下した．今度はclomid　150mgの

5目間投与でも排卵は誘発されず，血中LHおよび

FSH値は10～200mIU／ml，血中E2値は25～270pg／ml

といずれも大きく変動した．また，HMG（pargona1

1501U／day×10日間）やLHRHの皮下投与（20～40pt9／

90min　X　14日）によつても，卵胞成熟はみられず，排卵

は誘発されなかつた．昭和61年1月には血中LH，　FSH

値はともに上昇し，同年3月初め頃には200mIU／ml前

後になり，第2度無月経となった．

mlU／m2
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P
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剛　15　30 60

図2LHRHテスト

120分

LHRH　100　P9静注後血中LHおよびFSHは過
剰反応を示した

内分泌学的検索

1．LHRHテスト（図2）

　LHRH　IOOptg静注前のLH値は60mlU／ml，　FSH

値は26mlU／mlであつたが，静注後60～120分でLH値

が500mIU／ml以上，　FSH値は180mlU／mlに上昇し，

それぞれ過剰反応を示した．

　2．TRHテスト時のprolactin（PRL）の反応性（図3）

　TRH　500μ9静注前の血中PRL値は13ng／mlと正

常範囲で，静注後15分には27ng／m1となり，正常反応

と判定した．

　3，エストロゲン負荷前後における血中LHRH，　LH

およびFSHの律動1生分泌（図4）
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　　図3　TRHテスト時のPRLの反応性
TRH　500μg静注15分後の血中PRL値は前値の2
倍以上を示した
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図4　エストロゲン負荷前後における血中LH－RH，

　　　LHおよびFSHの律動性分泌

　エストロゲン投与によるnegative　feedbackをみる

ために，消退性出血開始10日目とエストロゲン投与後に

末消血中LHRH，　LHおよびFSHの律動性分泌を15

分毎，3時間にわたり検討した．エストロゲン製剤とし

てmestrano　O．08mg／dayを14日間経口投与した．血中

LHRH　Takahashiら6）の方法を用いて，　LH，　FSHは

第1ラジオアイソトープ社製キットでRIAで測定し

た．エストロゲン投与前の血中LHRHの基礎値は，わ

茎
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　　　　　図5　下垂体一副腎系機能検査

デキサメサゾン抑制試験におけるACTHの反応性
以外はすべて正常反応を示した

れわれが以前報告した正常排卵例の卵胞期初期における

それら7）とほとんど差がなく，LHRHパルスは1回と

らえられ，LHRH分泌には異常がないと思われた．血

中LHの基礎値は約130mIU／mlと高値ながらも，振幅

20～50rnlU／mlのパルス（平均値×2×測定問誤差）が

3回認められた．血中FSHの基礎値は35mIU／m1前

後でやや高く，FSHパルスは2回認められ，その振幅

は20～30mlU／mlであつた．

　エストロゲン投与後の，血中LHおよびFSHの基

礎i値はそれぞれ29mIU／ml，12mIU／m1で，投与前に比

べて著しく低下した．また，LHパルスとFSHパルス

の振幅も小さくなつた．一方，血中LHRHの基礎値

は変化せず，LHRHパルスも1回認められた．すなわ

ち，本例ではエストロゲン投与によりnegative　feed－

backが働き，血中LH，　FSHの基礎値とパルスの振幅

が低下したもので，視床下部よりのLHRH分泌には

異常がないと考えられた．

　4．　下垂体一副腎系機能検査（図5）

　血中ACTH，　cortiso1の日内変動デキサメサゾン

抑制試験，ACTHテスト，メトヒ゜ロン試験などの各種

下垂体一副腎系機能検査を行つた．ACTHは夜問高値，

cortisolは夜間低値とそれぞれ正常の日内変動を示し

た．デキサメサゾン抑制試験では，ACTHの低下がみら

れなかつたが，cortisolは低下した．合成ACTHO．25

mg負荷によるcortisolの上昇と，メトピロンO．59を負

荷によるACTHの上昇はそれぞれ正常反応を示した．
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項　目 測定値 正常範囲 単位

LH 117 5～25 mlU／m彦

FSH 113 5～25 mlU／m彦

Prolactln 12～18 く30 ng／m彦

ACTH 30～49 ＜100 P9／mβ

TSH 3．6 ＜10 μ∪／m2

GH 3．0 ＜5 ng／m£

estradゆ1 65 ＞45 P9／m碧

testosterone 0．4 0．25～0．75 ng／m坦

a［drost餉edlone O，423 0．155～2．06 ng／m廻

T3 125 90～190 ng／m躍

T4 9．9 5．0～13．5 μ9／d碧

TBG 25．4 12～30 μ9／m2

FT4 1．49 0．78～2．11 ng／dβ

Cortlsd 3．5～10．6 4．9～14．7 μ9／d2

一一一一一一一一幽一一一一 一一幽了一一冒｝一冒 一 π1謄一冒一■一一一冒剛一 一一闇一一冒騨一

尿中17－OHCS 5．4 3，5～6．0 mg〆day

尿中17－KS 7．58 3．9ト1405 mg／day

　　　図6　血中・尿中各種ホルモン測定値

血中LHおよびFSHが高値にもかかわらずest・
radiolは正常範囲内であった

デキサメサゾン抑制試験における血中ACTHの反応以

外は正常反応を示しており，下垂体一副腎系機能は一応

正常と判定した．

　5．血中・尿中各種ホルモン値（図6）

　各種ホルモン値をまとめてみると，LHおよびFSH

値はともに著しく高かつたが，PRL，　ACTH，　TSHお

よびGHの下垂体性ホルモンはすべて正常範囲であつ

た．血中estradiol，　testosterone，　androstenedione値，

T3，　T4，　TBG，　FT4値，血中cortisol，尿中17－OHCS，

尿中17－KS値もすべて正常範囲内にあつた．

　以上の内分泌学的検索から，われわれは下垂体におけ

るLH，　FSH産生腫瘍の存在を疑い，トルコ鞍のエック

ス線単純撮影とCT・scanを施行した．図7はenhance

したCT像で，トルコ鞍中央部分に直径9mmのhigh

densityなmassの存在を認めた．そこで昭和61年3月

11日，当院脳神経外科において，Hardy手術8）を施行

した．手術時，下垂体前葉は赤味を帯びた黄色調で比較

的硬く，一部赤色の部分を認めたが，腺腫様の柔らかい

部分はなかった．Aspirationと腫瘍摂子で，　CT－scan上

massと思われた部分を摘出した．

　図8は，摘出組織のHE染色の光顕像である．写真左

は被膜に囲まれたほぼ正常と思われる下垂体前葉の組織

で，明らかな腺腫性病変を認めない．写真右は，その

強拡大像で，好酸性，好塩基性，嫌色素性の下垂体細胞

の軽度増殖がみられ，腺腫も否定しえないがhyper－

plasiaと診断した．手術後28日目における血中LH値

図7　頭部CT横断像

　図8　摘出組織の光顕像
（HE染色，左×100，右×200）

は30mlU／m1，　FSH値は20mIU／mlとそれぞれ手術

直前の1／5～1／6に低下し，血中E2は230pg／mlになり，

HCG　10，000単位筋注でBBTは上昇し，排卵が起こ

つたと考えられた．

考　　察

　下垂体腺腫のなかでGnを産生するものは稀と考え

られていたが，ホルモンの微量測定法，組織培養法，免

疫組織学的検討などにより，下垂体腺腫の1～16％を占

め，比較的多いとする報告がみられるようになつた9“12）．

しかし，その多くは男性例で，土田らは，女性腺腫51例

中1例（2％），男性腺腫24例中4例（16％）と報告して

いる．また，女性例でもほとんどが高齢者で，性成熟

婦人における報告はほとんどない．

　本症例はLHおよびFSHだけが高値でありながら，

エストロゲン分泌がみられ，排卵も誘発された．また，

CT像で下垂体腫瘍が疑われ，組織学的にも下垂体腺腫
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を否定できないhyperplasiaを示し，手術により血中

LHおよびFSH値が低下した．すなわち，この高Gn

血症は下垂体病変によるものであると考えられた、Gn

産生下垂体過形成の報告はないので本例をGn産生下垂

体腺腫の範疇に入れると，年齢も25歳で若く，内分泌学

的にもhypergonadotropic　normogonadismであり，

非常に稀な1例といえる。本例における内分泌学的特徴

として次のような点があげられる．①多くの卵巣障害例

と異なり，常にLH値のほうがFSH値より高値，すな

わちFSH／LH比は1以下であつた．②E2値およびP

値の変動により　LHおよびFSH値は大きく変動し，

エストロゲン投与によるnegative　feedbackがみられ

た，③LHRHテストでLHおよびFSHは過剰反応
を示した．

　以上のような本例における内分泌学的特徴は，従来の

ゴナドトロピン産生下垂体腺腫とは相違点が多く，むし

ろ組織学的に示されたようにゴナドトロピン産生下垂体

過形成とするほうが理にかなつているように思われた．

　本例はhypergonadotropicでありながら，エストロゲ

ン分泌がみられ，排卵に対するLHおよびFSHの役

割りも興味深い．すなわち，血中E2が正常値を示すこ

とや，Clomidで排卵が誘発されたことより卵巣の機能

障害はないと考えたいが，なぜ血中LHおよびFSHが

高値であるのに排卵が障害されたのかの疑問がのこる，

まず，RIAではLHおよびFSH値は高かつたが，はた

してこれらは生物学的活性を忠実に表わしているのかど

うかという疑問である．しかし，本例に外因性のHMG

（pergonaD　1501Uを10日間投与しても超音波断層法で

卵胞成熟を確認できず，血中エストロゲンの増加もみら

れなかつた、高橋17）は，3例のゴナドトロピン産生下垂

体腺腫患者の血中LHをRIAとbioassay（BA）で
測定し，その値はそれぞれ正常卵胞期後期の4倍もあつ

たが，その比は1．24±0．10で正常例と有意差がなく，エ

ストロゲンは正常範囲内にあり，これら症例の血中LH

には生物学的活性があると判断した．本例でも　im－

rnunoreactive　LHおよびFSHも生物学的活性をもっ

ていたと考えたい．また，LH－RH　agonistであるbus－

erelin（ヘキスト）は作用時間が長く，反復投与すると

血中LHおよびFSHが長時間上昇し，排卵を抑制
するが，その機序は，卵巣にdown　regulationが働く

ためであると説明されている18）．このような機序が本例

においてもnativeに働き，無排卵周期症からついに無

月経になったのであろうか．正常排卵例にみられるLH

の律動性分泌はヒトの排卵現象に重要な役割を担つてい

る14）が，排卵が障害されると」その律動性分泌に異常

を示すことがある7・14’16｝．本例では血中LHおよび

FSHの律動性分泌が存在し，パルスの振幅も正常排卵

例に比べて大きかった．本例ではClomidにより2回

の排卵を認めたが，その機序として，ClomidがLH

パルスの頻度と振幅をさらに増加させたためと考えられ

る．また手術後は，血中LHおよびFSHはともに
著明に低下し，生理的なパルスが回復したため排卵にい

たったと思う．高Gn血症に伴う排卵障害例の多くは，

いわゆる卵巣性無月経であり，排卵誘発は困難を極めて

きた．しかし中には，本例のように下垂体の増殖性病変

が高Gn血症をもたらし，卵巣機能がある程度保持され

ているにもかかわらず，無月経になる例があることを認

識しておかねばならない．このような排卵障害例に対し

ては，詳細なホルモン測定に加えてトルコ鞍の検索もか

ならず行う必要があると思う．
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Acase　of　hypergonadotropic

normogonadism　with　pituitary

　　　　　　　　　hyperplasia

　　Motonobu　Yoshikawa，　Kiyoji　Okuda，

　　Kazunori　Miyazaki，　Yoshinori　Tsuji，

　　Miehio　Saeki　and　Osamu　Sugimoto

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　Osaka　Medical　College，　Osaka

　　This　is　a　case　report　of　a　25－yrっld　woman

who　showed　a　pituitary　hyperplasia　with　hyperse．

creting　LH　and　FSH．　Her　menstrual　cycle　has

been　irregular　since　15　years　of　age，3years　after

menarche，　and　her　BBT　revealed　low　monophasic

pattern．　Though　plasma　E21evels，61　pg／m1，

and　secreting　of　cervical　mucus　were　within　nor－

Inal　range，　the　levels　of　LH　and　FSH　were

markedly　elevated（＞110　mIU／m1）．　She　had　no

other　detectable　endocrine　abnormalities．　Admi．

nistration　of　GnRH　elicited　brisk　LH　and　FSH

「esponses・

　　Acran三al　computed　tomographic　scan　revealed

acontrast．enhancing　area　about　g　mm　in　diame－

ter　in　the　sella　turcica．　A　transsphenoidal　partial

resection　was　perf（）rmed　on　March　11，1986．　Ex－

cised　specimen　of　the　tumors　histologically　show－

ed　hyperplasia．

　　The　LH　and　FSH　concentrations　decreased

below　30　mIU／ml　after　the　operation．　Three

months　later，　spontaneous　ovulation　was　noticed，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年8月23日）

し

○



日本不妊学会雑誌
第32巻第2号1987

NALOXONE　SUPPRESSES　SERUM　PROLACTIN
LEVELS　IN　HYPERPROLACTINEMIC　WOMEN

WITH　PITUITARY　MACROADENOMA
●

サ

　　　　　　　　　　　Katsuyoshi　SEKI　and　Koichi　KATO

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　National　Defense　Medical

　　　　　　　　　　　　　　　　　College，　Saitama，　Japan

　　　　Abstract：　Administration　of　opiate　peptides　stimulates　the　release　of　prolactin

（PRL）in　animals　and　humans．　An　opiate　antagonist，　naloxone，　has　been　reported　to　decr－

ease　basal　PRL　levels　in　rodents　and　nonhuman　primates．　Experimental　data　indicate

that　opioiderg三c　control　of　PRL　secretion　is　mediated　through　its　inhibition　of　endogenous

dopamine　turnover　and　release．　However，　it　was　reported　that　naloxone　failed　to　decre－

ase　basal　PRL　levels　in　hyperprolactinemic　women　with　pituitary　microadenoma　in　whom

endogenous　opioid　activity　was　considered　to　be　increased．　In　the　present　study，　naloxone

administration　signi丘cantly　decreased　serum　PRL　levels　in　hyperprolactinemic　women　with

pituitary　rnacroadenoma，　but　not　in　those　with　pituitary　microadenoma．　It　signi丘cantly

increased　serurn　LH　levels　in　hyperprolactinemic　women　with　microadenoma，　but　not　in

those　with　macroadenoma．　Recently，　naloxone　was　reported　to　induce　PRL　release　in　no－

rmal　women　during　the　late　follicular　and　luteal　phases．　Naloxone－induced　gonadotropin－

releasing　hormone（GnRH）was　postulated　as　the　mechanism　by　which　naloxone　stlmulates

PRL　secretion　in　such　women．　Therefore，　it　cannot　be　ruled　out　that　naloxone　may　exert

both　inhibitory　and　stimulatory　effects　on　PRL　secretion　in　humans．　Administration　of

naloxone　may　not　release　su伍cient　GnRH　to　stimulate　PRL　secretion　in　hyperprolactine－

mic　women　with　pituitary　macroadenoma．　Consequently，　only　inhibitory　effect　of　naloxone

on　PRL　secretion　may　ultimately　manifest　in　these　women．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），252－255，1987）

e

Introduction

　　Administration　of　opiate　peptides　stimulates

the　release　of　prolactin（PRL）in　animals

and　humans1昌3）．　An　opiate　antagonist，　nalo－

xone，　has　been　reported　to　decrease　basal　se－

rum　PRL　in　rodents　and　nonhuman　prima．

tes4－6）．　Therefore，　endorphins　appear　to　be

involved　in　the　stimulation　of　PRL　secretion．

With　the　exception　of　one　study　in　which

naloxone　signi丘cantly　decreased　basal　plasma

PRL　levels　in　normal　young　men7），　adminis－

tration　of　naloxone　did　not　alter　basal　PRL

levels　in　normal　men　and　women，　how－
ever8巳11）．　Furthermore，　it　failed　to　decrease

basal　PRL　levels　in　hyperprolactinemic　wo．

men　with　pituitary　microadenoma　in　whom

endogenous　opioid　activity　was　considered　to

be　increased12｝．　This　failure　of　naloxone　to

influence　PRL　release　does　not　appear　to

lend　supPort　to　the　contention　that　the　action

of　endognous　opioids　is　involved　in　the　regu・

lation　of　PRL　secretion　in　humans．　The

effect　ot　naloxone　on　PRL　secretion　has　not

heretofore　been　evaluated　in　hyperprolactine・

mic　women　with　pituitary　macroadenoma．
In　the　present　study，　responses　of　PRL　and

luteinizing　hormone（LH）to　naloxone　were

examined　in　normal　women　and　hyperprola－

ctinemic　women　with　pituitary　micro－and　ma－

croadenomas．

Materials　and　Methods

The　subjects　ot　this　study　were　5　normal

‘
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Table　1 Basal　hormone　data（mean±SE）in　normal　women　during　the　early　folllicular

phase　and　hyperprolactinemic　women　with　pituitary　micro－and　macroadenomas．

Serum　LH　concentration　was　expressed　in　terms　of　ng　LER　907／ml．

b

Subjects
　　（N）

Normal　Women
　　　（N＝5）

Microadenoma
　　　（N＝8）

Macroadenoma
　　　（N＝6）

PRL（ng／ml）

LH　（ng／／ml）

9．8±L2
82．3　±　5．0

97．8　±　12．42

76．5±　 9．8

　513　±　1292，3

45．7　±　　10．01

ユP＜0．05vs　normal　women．

2P＜0．01　vs　normal　women．

3P＜0．01　vs　hyperprolactinemic　women　with　microadenoma．

tr

○

○

women　during　the　early　follicular　phase　and

l4　hyperprolactinemic－amenorrheic　women

with　pituitary　micro．（n＝8）and　macroadeno．

mas（n＝6）．　The　diagnosis　of　pituitary　tum．

or　was　made　by　computed　axial　tomographic

scan．　It　was　con丘rmed　subsequently　at　surge－

ry　in　30f　8　patients　with　microadenoma　and

in　all　patients　with　macroadenoma．　All　pa－

tients　were　free　from　any　medication　for　at

least　6　weeks　prior　to　examination．　Starting

at　O900　to　1000　h，　each　subject　received　O．4

mg　of　naloxone　or　normal　saline（1　ml）as

an　iv　bolus　dose　after　two　baseline　samples

had　been　obtained（－15　and　O　min）；addition－

al　blood　samples　were　obtained　at　15，30，

45，60and　90　min　after　administration　o±

test　substance．　Serum　PRL　and　LH　concent－

rations　were　measured　by　radioimmunoassay
as　previously　described13）．　Mean　basal　conce．

ntrations　were　obtained　by　averaging　the

two　baseline　samples　collected　before　nalox．

one　or　normal　saline　administration，　Statist－

ica！analyses　were　performed　using　Student’s

ttest．

Results

　　The　mean　basal　PRL　concentration　was
significantly　higher　in　patients　with　macroad－．

enoma　than　in　patients　with　microadenoma

（Table　1）．　Serum　PRL　concentrations　were

signi丘cantly　lower　30，45，60　and　90　min　after

naloxone　administration　in　patients　with　mac－

roadenoma　compared　to　the　basal　values，　but

were　not　decreased　at　any　time　in　patients

with　microadenoma　and　normal　women
（Fig．1）．　The　mean　basal　LH　concentration

was　signi丘cantly　lower　in　patients　with　mac－

roadenoma，　but　not　in　patients　with　micro－

adenoma　compared　to　that　in　normal　women

（Table　1）．　Serum　LH　concentrations　were
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changes　in

serum　PRL　and　LH　　　　in
to　the　administration

rmal　women　during　the　early

phase　（△）　an

men　with　pituitary　micro－（O）

croadenomas（●）．

＊P＜0．05vs　basal　hormone
　tions．

response

na　oxone　m　no一
follicular

dhyperprolactinemic　　　WO－

and　ma一

concentra一

significantly　higher　30，60　and　90　min　after

naloxone　administration　in　patierts　microade－

noma　compared　to　the　basal　values，　but　were

not　increased　at　any　time　in　patients　with

macroadenoma　and　normal　women（Fig．1）．

The　administration　of　normal　saline　induced

no　signi丘cant　changes　in　serum　PRL　and

LH　levels　in　normal　women　and　hyperprolac－

tinemic　women　（date　were　not　shown）．

Discussion

　　Naloxone　had　no　significant　effects　on　se－

rum　PRL　in　normal　women　during　the　early

follicular　phase　and　hyperprolactinemic　wo－

men　with　pituitary　microadenoma．　This　is

in　agreement　with　the　results　of　other　repor．
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ted　studies．　However，　naloxone　administrati－

on　suppressed　PRL　secretion　in　hyperprolact．

inemic　women　with　pituitary　macroadenoma．

This　inhibitory　effect　of　naloxone　on　PRL

secretion　is　not　in　agreement　with　the　results

ot　most　previous　studies8層11｝．　Furthermore，

Cetel　et　al．14）　found　that　naloxone　量nfusion

induced　PRL　release　in　normal　women　dur．

ing　the　late　follicular　and　luteal　phases．

They　postulated　naloxone－induced　gonadotro－

pin－releasing　hormone（GnRH）as　the　mech．

anism　by　which　naloxone　stimulates　PRL　se－

cretion．　Experimental　data　in　animals　indi－

cate　that　opioidergic　control　of　PRL　secretion

is　mediated　through　its　inhibition　of　dopami．

ne　turnover　and　release　by　the　tuberoinfundi－

bular　neurons15’18）．　If　one　may　assume　that

opioidergic　control　of　PRL　secretion　via　do．

paminergic　mechanism　demonstrated　in　non－

human　primates　is　also　operative　in　humans，

naloxone　may　exert　both　inhibitory　and　stim．

ulatory　effects　on　PRL　secretion　in　humans．

The　failure　to　detect　any　change　in　PRL　Ie．

vels　following　naloxone　administration　may

be　explained　by　a　balance　between　inhibitory

and　stimulatory　effects　of　naloxone．　In　the

present　study，　naloxone　increased　serum　LH

levels　in　hyperprolactinemic　women　with　pit．

uitary　microadenoma．　Naloxone　infusion
was　reported　to　induce　a　pulsatile　release　of

LH　in　some　hyperprolactinemic　women　with

pituitary　microadenoma，　suggesting　increased

GnRH　secretion12）．　Consequently，　inhibitory

effect　of　naloxone　via　dopaminergic　mechani．

sm　may　have　been　negated　by　its　stimulatory

effect　via　GnRH　in　hyperprolactinemic　wom．

en　with　pituitary　microadenoma．　However，

naloxone　induced　no　signi丘cant　change　in　se・

rum　LH　levels　in　hyperprolactinemic　women

with　macroadenoma．　Endogenous　GnRH
activity　may　be　more　compromized　in　these

women　comprared　to　patients　with　microade－

noma．　Therefore，　administration　of　naloxone

may　not　release　sufiicient　GnRH　to　stimulate

PRL　secretion．　Consequently，　only　inhibito．

ry　effect　ot　naloxone　on　PRL　secretion　may

ultimately　manifest　in　hyperprolactinemic　wo－

men　with　pituitary　macroadenoma．
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prolactinoma（macroadenoma）患者にお

けるnaloxone投与後の血中prolaction
　　　　　　　　　　　　　の低下

　　関　克義，加藤宏一

防衛医科大学校産科婦人．科

　動物およびヒトにおいて，opiate　peptideはprolac－

tin（PRL）の放出を刺激する．動物において，　opiateの

antagoniotであるnaloxoneの投与によつて血中PRL
が減少することが報告されている．OpioidのPRL分泌

調節は内因性dopanineの転換および放出の抑制を介
するものと推定されている．しかし，内因性opioid活

性が充進していると考えられる下垂体microadenema

を有する高PRL血症患者にnaloxoneを投与した場
合，血中PRLは低下しなかつたと報告されている．今

回，naloxoneの投与によつて血中PRLは，高PRL
血症中下垂体macroadenoma例で減少したが，　micro－

adenoma例では増加しなかつた．一方，　naloxoneの投

与によつて血中LHは，　microadenoma例で増加した
が，macroadenoma例では増加しなかつた．最近，卵
胞期後期および黄体期の正常婦人にnaloxoneを投与す

ると，血中PRLが増加することが報告されている．
Naloxoneによつて放出されたgonadotropin－releasing

hormone（GnRH）がPRLの分泌を刺激すると推定さ
れている．したがつて，ヒトにおいて，naloxoneは
PRL分泌に対してdopamineを介する抑制効果および
GnRHを介する促進効果をおよぼす可能性がある．

Macroadenoma例ではnaloxoneの投与によつてPRL
分泌の刺激に十分なGnRHが放出されなかつた可能性
がある．それ故，macroadenoma例ではnaloxoneの
PRL分泌に対する抑制効果のみ発現したものと推測さ
れる．

置
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ウサギ体外受精卵のステロイドホルモン合成能と

初期胚のステロイドホルモン環境に関する研究 6

，

AStudy　on　the　Steroidogenesis　of　the　Rabbit

Eggs　Fertilized　in　Vitro　and　Steroid　Hormone

　　　Environment　of　the　Early　Embryos

　　　　　　　　　大阪医科大学産科婦人科学教室

　　　　　　　　　　宮　崎　　和　典

　　　　　　　　　　Kazunori　MIYAZAKI

Departmen亡of　Obstetrics　and　Gynecology，　Osaka　Medical　College

　家兎体外受精卵においてhydroxysteroid　dehydrogenase（HSD）活性を組織化学的に検討し，また家兎卵

管液中の各種ステロイドホルモン濃度を測定し，以下の結果を得た，

　1）DHAを基質とした」5・3β一HSDおよびTによる17β一HSD活性は，　day　1より検出され，　day　6で強

陽性となり，対照卵子と差はなかつた．

　2）∠5－PによるA5－　3　P・HSD，　E2による17β一HSD活性は，　day　4より弱陽性となり，対照卵子では

day　6で強陽性となつたのに対し，弱陽性のままであつた．

　3）体内受精，体外培養卵でもday　6で，　A5・Pによるds－3β一HSD，　E2による17β一HSD活性は弱陽性で

あつた．

　4）血中P，d5・Pは，　day　Oで0．6ng／mlより漸増し，偽妊娠が続くにつれて有意に増加したのに対し，

卵管液中濃度は，day　Oでそれぞれ0．47，0　．　52ng／mlで経目的変化に乏しく，血中値より低値であつた．

　5）血中E2，　E3は，　day　Oで76．8P9／ml，45．1P9／m1で，偽妊娠の持続によつても変化を受けなかつた．

卵管液中濃度は，それぞれ77．6P9／ml，63．2P9／m1で，終始，血中値より高値であつたが，有意な差はなかつ

た．

　6）DHA，　Tは全経過を通じ，血中値，卵管液中濃度ともにそれぞれ，　O．37・－O．72ng／ml，35・8・’一・81・7

P9／皿1の間で推移し，一定の変動や差異を認めなかった．

　以上より家兎初期胚のステロイド合成はday　4までは母体環境の影響を受けず，自律的であること，体

外受精卵ではPやestrogenなどのステロイドホルモン産生能の一部に低下が認められ，これは体外培養に起

因し，体外受精卵における着床不全の一因となることが推察された．また，卵管液中のステロイドホルモン

の推移は，これら酵素漕性とは合目的に対応はしないが，血中とは異なった動態を示し，胚の初期発生に必

要なステロイド環境を維持する能動的な機構の存在が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），256－263，1987）

●

o

緒　　言

　近年，卵管性不妊の治療法として，体外受精・胚移植

（IVF・ET）の臨床応用が定着しつつある一方，その

研究段階において，排卵から着床にいたる初期胚発生過

程についての多くの新知見も得られてきた．しかし，

IVF・ETの成功率はなお低く，自然環境と異なった培

養下の初期胚の発生を規制する因子に関し，より一層の

基礎的解明が必要になってきている．

　本研究では初期胚の発生に関与する因子の1つとし

て，家兎初期胚におけるステロイドホルモン合成能に対

する体外受精，体外培養の影響を組織化学的に検討する
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とともに，胚をとりまく微小環境，とくに卵管液中の各

種ステロイド動態を明らかにし，相互の関連を検討する

ことによつて，初期胚発生過程におけるステnイドホル

モンの生物学的意義を明らかにせんとした．

研究方法

　体重2．5～3．Okgの成熟日本白色種の家兎12羽を用い，

少なくとも4週間，単飼したのち，実験に供した。

　1）ウサギ体外受精法（図1）

　卵採取にあたり，過排卵誘起のため，FSH　O．5mg（FS－

H，Chromalloy　Pharmaceutical，　Inc．）を12時間間隔

で6回皮下注射し，FSH最終投与12時間後に，　HCG　75

iuを静脈内投与した．排卵直後の卵管内卵子をHCG

投与14～15時間後，卵管灌流によつて採取し，2回洗浄

後，細井らの方法14）による体外受精系を用いて受精させ

た．すなわち，精子は精巣上体精子を用い，培養液で2

回洗浄を繰り返し，10～10．5時間前培養してcapacitate

させた．精子浮遊液の調整は，培養液のspotを前もつ

て作成し，8時間CO2　incubator内で平衡させた後，

精子濃度0．5～2．0×106／mlとなるように精子を加えた．

さらに，前培養の終了時に採取した卵子を加え，受精さ

せた．約10時間後に受精の有無を雌雄両前核および2個

の極体の存在によつて確認した．この時点より，チャコ

ール処理20％不活化家兎血清を加えた育生用メディウム

に移し，以後初期胚の培養を続行し，培養液は48時間毎

に交換した．
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　HCG投与よりそれぞれ24（day　l），48（day　2），

96（day　4），144（day　6）時間後の卵子を組織化学的検

討に用いた．対照として用いた体内受精卵は，FSH最

終投与12時間後に雄家兎と交尾させ，同時にHCG投与

し，それぞれ24（day　1），48（day　2）時間後では卵管

灌流にて，96（day　4），144（day　6）時間後では子宮

灌流にて卵を採取した．さらに，体内受精，体外培養卵

として交尾後24時間に採取した卵を，以後同じシステム

で培養した．

　2）卵子のステロイド脱水素酵素の組織化学的検討

　上記の方法によつて得られた卵子について，ステロ

イド産生にあずかるd5－3β一hydroxysteroid　dehydro－

genase（HSD）漕性や17β・HSD活『生の推移を組織化学

的に検討した，基質はA5・　3　P・HSDとしてpregeneno－

lone，　dehydroepiandrosteroneを，17β一HSDではtest－

osterone，　estradiol－17βを用いた．反応液はDickman＆

Deyの方法15）に従い，基質1。8ng，　NAD　4．Ong，　ni・

troblue　tetrazolium　2．Ongを0．1M　phosphate　buffer

（pH　7．5）9．6mlに加えたものを用いた．浸漬は37°Cで

行い，反応時間は非特異的沈着を考慮し，90分とした、

酵素活性の判定はジホルマザン穎粒の沈着量により，陰

性（一），弱陽性（＋），中等度陽性（升），強陽性（柑）

の4段階で行つた．各実験区とも8～18個の卵子を用い，

変性卵や分割の遅れた異常卵は実験より除外した．

　3）卵管液の採取法

　卵管液の採取には入谷ら4｝の腹腔内装着フラスコを用

いた．すなわち卵管采よリシリコンチューブを約1cm

挿入し，同部で結紮固定し，卵管角部を結紮し，卵管液

の子宮内への流入を遮断した．シリコンチューブの反対

側は，フラスコの流入口に接続し，フラスコは側腹より

採取管を腹腔外に誘導して固定した．フラスコ内に貯留

した卵管液が，装着後，清澄となるのを確認し，HCG

looiuを投与，排卵を誘起した，貯留した卵管液は24時

間毎に採取し，同時に耳静脈より採血した．

　4）ステロイドホルモン測定法（図2）

　卵管液，および血漿中のpregnenolone（ti5－P），　pro－

gesterone（P）と，　androgenとしてdehydroepiandro－

sterone（DHA），　testosterone（T）を，　estrogenとして

estradiol（E2），　estrone（E1）を測定した．試料が微量

のために，複数のステロイドホルモンの同時測定を目的

としてcelite　columnを独自に作成し，　elution　pattern

を確認のうえchromatographyを行つた．測定にあた

り，用いた標識ステロイドはすべてトリチウムにラベル

されたもので，New　England　Nuclear社により入手し，

Sephadex　LH－20　column　chromatographyで純化した

後，使用した．非標識ステロイドはSigma社より購入
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し，ethano1－water系で2度再結晶してから使用し，各

ステロイドのRIAに用いた抗血清は帝国臓器社より提

供をうけたtceliteはJohes－Manville　Products　Cor・

poration社製のanalytical　filter　aidを用い，500°C，

一昼夜，活性化してから使用した．リン酸緩衝液はO．1

％ゼラチン加0．1N　phosphate　buffer　salineを，　sc・

intillatorは　toluene　lmlに　PPO　4．Og，　POPOP

O．1gを溶解したものを用いた．卵管液，血漿ともに0．5

mlに対し，回収率補正用の3H標識ステロイドを1，000

dpmf10／！1加え，抽出した．各ステロイドの分離には，

celiteとethylene　glycolを2：1，　celiteとpropylene

glycolを1：1の割合（W／V）で混和掩梓したのち，内

径7mm長さ約30cmのガラス管に充填し，　columnを

作成し，表1に示した溶媒にて分離した．

　ステロイドホルモンのRIAはBrennerら（1973）

の方法5）に従って行つた．分離した各ステロイドの分画

は，蒸発乾固後，PBSを0．3～0．5ml加え，混和溶解

後，O．lmlを回収率算定用として，残りの0．1～0．2ml

を測定用とした．測定はduplicateで，統計処理はstu－

dent　t　testによつた．

研究成績

　　1）家兎卵子におけるステロイド脱水素酵素活性とそ

の推移

　基質を含まない反応液に浸漬した対照卵子では，いず

れの発育時期においても，非特異的ジホルマザン穎粒の

沈着はみられなかつた（写真a）．HSD活性を示すジホ

ルマザン穎粒は透明帯には認められなかつたが，細胞質

には均等に分布し，発育時期によつては極体にも認めら

れた．各分割球問では沈着量にほとんど差がなく，変性

卵や分割の停止した異常卵にはHSD活性を認めなかつ

た．対照として行つた体内受精卵では，DHAを基質

とする4s－3β一HSD活性は，　day　1より強陽性で，　day　2

で低下したが（写真b），day　4より再び強くなり，day　6

では強陽性となつた．AJ「　・Pを基質とする3β・HSD活性，

d

ワ

●

表1　Elution　pattern　of　steroids　from　celite　column　chromatography．

1．celite　Ethylene　glycol　column（2：1）

lsooctane

Sample（lsooctane‘：Toluene＝90：10）

lsooctane：Toluene　　　　　＝90：10

lsooctane：Toluene　　　　　ニ80　20

1sooctane：Toluene　　　　　＝80　20

1sooctane：Ethyl　Acetate　＝85　　15

1sooctane：Ethyi　Acetate　＝85　　15

1sooctane：Ethyl　Acetate　＝75　25

1sooctane：Ethyl　Acetate　＝75　25

　10
0．5x2
　5．0

1．0

3ρ
0．5

2．O

O。5

3．0

discarded

〔

　Progesterone
Pregnenolone

　Dehydroepiandrosterone
　discarded

　Testoste「one

　discarded

Estrone

　discarded

　EstradioI

五．celite：propylene　glycol　column（1　：1）

lsooctane

Sample（1500ctane：Toluene＝90：10）

lsooctane：Toluene　　　　　＝90：10

1sooctane：Toluene　　　　　　　＝80：20

1sooctane：Toluene　　　　　＝80：20

1sooctane：Toluene　　　　　＝50：50

　10
0．5x2
　3．5

　2P
　4．0

　3。5

discarded

Progesterone

discarded

Pregnenolone

Dehydroepiandrosterone

e
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写直a）Without　substrate（control），　negative（一），　A　l　cell　egg，×200．

写直b）ds－3β一HSD（DHA），　weak　positive（十）A2cell　eg9，×200．

写直c）17β一HSD（Testosterone），　moderate　positive（什）Amorula，×400．

写直d）ds－3β一HSD（」5－P），　strong　positive（惜）Ahatched　blastocyst，×200．

P

表2　Hydroxysteroid　dehydrogenase　activities　in

　　　rabbit　eggs　fertilized　in　viz，o

substrate
day　l

pc　24　hrs

day2
pc　48　hrs

day　4

pc　96　hrs

day6
pc　144　hrs

dehydro－

epiandrosterone
帯 十 十 帯

五5－3昼HSD
pregnenolone 一 一 十 帯

estradioI 一 一 十 帯　一

17β一HSD
testosterone　十 十 十 帯

表3Hydroxysteroid　dehydrogenase　activities　in
　　　rabbit　eggs　fertilized　ill？・itl’O

substrate
day　l

af　12hrs

day　2

af　36　hrs

day　4

af　64　hrs

day6
af　132　hrs

dehydro－

epiandrosterone
帯 十 十 帯

バー3β一HSD
pregnenobne 一 一 十 十

estradbl 一 一 十 十

17β一HSD
testosterone 十 十 十 惜

も

E2を基質とする17β一HSD活性は，　day　2までは検出さ

れなかつたが，day　4で弱陽性，　day　6で強陽性になつた

（写真d）．Tを基質とする17β一HSD活性はday　1より

弱く検出され，day　4より中等度陽性になb（写真c），

day　5で強陽性になつた（表2）．

　一方，体外受精卵におけるHSD活性は，　day　1から

day　4までは，体内受精卵と差を認めなかつた．　Day　6で

は体外受精卵がすべての活性に強陽性を示したのに対

し，体内受精卵ではtis－Pを基質とした3β一HSD，　E2を

基質とした17β一HSD活性が弱陽性のままであつた（表

3）t

　さらに体内受精体系培養システムより得られた卵子の

day　6の酵素活性は，体外受精卵と全く同一で，やはり

」s－Pを基質とした3β・HSD，　E2を基質とした17β一HSD

活性が弱陽性を示した（表4）．

　2）各ステロイドホルモン測定法の精度および回収率

　図2に示したchromatograpyによる3H標識物の全

操作を通じての回収率は63．7～89．2％の間にあつた．ま

た，同一検体を繰り返し測定し，within　assay　variation

とbetween　assay　variationを検討したところ，変動係

数はそれぞれ，4．95～12．7，5．78～13．2と十分満足する

ものであつた．
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表4　Hydroxysteroid　dehydrogenase　activities　ln

　　　rabbit　eggs　at　day　6

旧vltro　fertlllzed　in　vlvo　ferbllzed

substrate
In　Vlvo　fertilized

－ mvlvo　cultured
一in　vitro　cultured

dehydro－

ep旧ndrosterone
帯 帯 帯

45－3β一HSD
pregnenolone 帯 十 十

estradiol 帯 十 十

17β一HSD
testosterone 帯 帯 帯

i巳’mA

1．5

1．O

O．5

Pregnenol㎝e

●

，

OVIducal

十8day

図30viducal　fluid　volumes　during　oestrus　and

　　　pseudopregnancy

　3）卵管液の分泌量および各ステロイド濃度の推移

　卵管液の分泌量は図3のようにday　Oでは1．54±0．23

mlであつたが，　HCG投与後，　day　1で1．73±O．42mlに

増加した．しかしday　3以後は漸減し，　day　8では0．97

±0．17mlになり，　day　lに対し有意な減少を示した（P

＜O．05）．

　測定したステロイドホルモンのうち，血中A5－P値は，

day　Oで0．60±O．　11ng／mlから漸増し，　day　4で1．44±

0，41ng／mlとピークに達した後，やや低下した。これに

対し卵管液中45・P濃度は，day　OではO．52±0．11　ng／ml

で血中濃度とさほど相異なかつたが，その後の変動も少

なく，day　6で一過性の上昇を認めたが，有意ではなか

つた（図4）．

　一方P値は，血中値でday　Oの0．60±0．17ng／mlから

day　7の11．7±4．21ng／mlまで増加したのに対し，卵管

液中P値は，day　Oの0，47±O．08ng／m1から変動せず，低

値にとどまつた．両群の間にはday　1よりすべて有意差

が認められた（P〈O．Ol）（図4）．すなわち，　P，　dS・P

において，血中値は偽妊娠が続くにつれて有意に増加す

るのに対し，卵管液中ではoestrusの状態で低値にとど

まることが判った．

　またE2値は，血中濃度がday　Oで45．1±13．5pg／ml

であり，その後，3日間微増したが，以後40pg前後の低値

にとどまり，有意な変化を示さなかつた．卵管液中E2値

は，day　Oで63．2±19．1pg／mlからday　7で85．9±24．9

㎎！mR

lO

5

0　　十1　　十2　　十3　　十4　　→－5　　十6　　一ト7day

＊Pく0．D5　vs　OvpdL，cal　fl－d

Prqgesterone

乙＿。、，d剛M

？°’灘，SE，

　　n・8

HCG
‘

．9二

’

’

’

レL⊥

レ

　　　　　’　　　　，’
　　｝6’
1、：・IL：一．一．一一一．／1一1一， 璽

O　　十1　　十2　　十3　　十4　　十5　 十6　　十アdaY

　　　申P＜0．01v50）ldUGal　flu」d

図4Pregnenolone　and　Progesterone　concentra・
　　　tions　in　rabbit　oviducal　fluid　and　serum．

P9／m正と微増し，　day　7では血清より有意に高値になつ

た．同様にE1の血中濃度は，　day　Oの76．8±18．6P9／ml

からday　7の77．6±21．Opg／m1までほとんど変化なく，

卵管液中濃度も77．6～95．8pg／mlの範囲内で変動し，偽

妊娠の影響を受けなかつた．すなわち，E1，　E2ともに

偽妊娠による変化を示さなかつたが，すべての日におい

て，卵管液中濃度は血清よりわずかに高くなり，day　7

ではE2値に有意差を示すようになつた（図5）．

　DHA，　Tにおいては血中濃度は，それぞれ0．38～

O．72ng／皿1，37．5～72．Opg／mlの間で推移し，特徴的

な傾向を認めなかつた．また卵管液中DHA，　T値も，

それぞれO．37±O．08－－O．58±0．18ng／m1，35．8±11，7～

81．7±36．6pg／mlの間で変動し，血中，卵管液中の両濃

度問にも特別な差異は認められなかつた（図6）．

　これら各ステロイドの卵管液中と血中濃度との関連を

知る目的で両濃度比を検討した．測定した6種のステロ

イドホルモンは大きく分けて3つのパターンに分類可能

であつた．すなわち，AS－P，　Pは，血中濃度が増加し続

けるのに対し，卵管液中濃度は変化せず，濃度比は終始

φ
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1以下で，偽妊娠目数とともに漸減した、E1，　E2は偽妊

娠日数にともなう変化は少ないとはいえ，A“”　－P，　Pとは

逆に，濃度比は常に1以上であつた．残るDHA，　T

は血中，卵管液中とも一定に傾向がなく，濃度比は1前

後で変動した。

考　　案

　多くの哺乳動物では，排卵の機構や卵の受精から着床

に至る一連の初期胚の発生過程において，ステロイドホ

ルモンが重要な役割を演じていることが知られている．

特に卵子自身に対する成熟，受精，分割，胞胚形成およ

び着床に至る様々な段階への関与が重視されている．し

かし，実際に卵子および初期胚を取りまく微小環境にお

けるステロイドホルモンの動態は，実験方法が難しいた

め，十分に解明されていない．また最近，卵子自身もス

テロイドホルモンを産生にすることが明らかとなり，こ

れら卵子のステロイドホルモン産生機構との相互の関連

性に関しては不明な点が多い．

　卵子のステロイド合成能に関しては，Huff12）がウサギ

胞胚でacetateからcholesterolやti5・Pが，　perryら11｝

はブタを用いてandrostendioneやDHAよりEl，　E2

が合成されることを生化学的に証明した．組織化学的に

はDickmannが，ラット，マウス，ウサギなどで桑実胚

より胞胚の時期にかけて，A5・　3　p・HSD，17β・HSDなど

の酵素活性が充進することを示し，自ら産生されたステ

ロイドホルモンは桑実胚から胞胚への移行や着床などに

関与し，特にestrogenは子宮内膜に局所的に作用し，

着床に深く関与すると述べている．また，ステロイド合

成酵素阻害剤であるisoxazoleOで処理すると，卵の分

割が阻止されるなど，卵自身のステPtイド合成が正常発

生を自己規制する重要な意義をもつことが明らかにされ

つつある．

　これら，卵子におけるステロイド合成酵素活性の調節

機構に関しては殆ど解明されていないが，新村2｝らによ

ると，ハムスター卵子の　HSD活性はin　vitroで

はあるが，HCG，プnラクチン，プロスタグランディン

などによつて変化するという．今回の実験では，DHA

を基質とした4s・3β一HSD活性や，　Tを基質とした17β一

HSD活性は，体外受精，体外培養卵でも体内受精卵と

差がなく，androgen合成能が維持されているとともに，

これら酵素活性が生理的条件下では母体環境に影響を受

けず，自律的であることを示している．他方，dS－Pを基

質としたd5・　3　P・HSD活性とE2を基質とした17β一HSD

活性の変化からみると，体外受精卵でday　6のこれら酵

素活性は充進せず，Pやestrogenなどのステロイドホル

モン産生の相対的低下を示していた．これはDickmann
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らの言う‘‘blastocyst　estrogen”産生低下につながり，

いわゆる着床不全を引き起こし，体外受精卵の着床率低

下の原因の1つとなる可能性を示すものかもしれない．

また，この低下が体外受精そのものが，あるいは体外培

養によるものかを知るため，体内受精卵を体外培養し，

そのHSD活性を検討したところ，体外受精卵と差はな

く，体外受精による直接的影響ではなく，主に体外培養

条件に関連することが分つた．すなわち，この結果よ

り，現在広く用いられている体外培養系において，卵子

のステロイドホルモン合成特にPやestrogenなどの

産生を障害する因子の存在が示唆された．また，卵巣性

ステロイドホルモンは卵管上皮に分泌変化をもたらし，

卵管液の組成や分泌量を制御することによつて，精子の

capacitationや初期胚の発育にも間接的に作用するとい

われている．一方，卵胞液，卵管液，子宮液などの分

泌液を介する直接作用も当然存在する．ところが，従来

より体外受精に用いる培養液は，主に卵管液の組成に基

づいて作成されてきたにもかかわらず，卵管液の含まれ

るステロイドホルモンの濃度を検討したi報告は，Wu

ら6｝のアカゲザル，Richardson9）のウサギによる報告の

みで，その詳細は不明な点が多い，そこで家兎をモデル

として，卵管液中の各種ステmイド濃度を経日的に測定

し，血中濃度との相関を検討した．血中濃度は，ri・”・Pや

Pでは偽妊娠日数につれて急増するのに対し，T，　DHA

などandrogenおよび，　E1，　E2などestrogenでは変

化は少なく，偽妊娠の影響も少なかつた．

　一般に卵管液の一部は，血液からの漏出液が含まれて

いるとされているが，卵管液中ステロイドホルモンのう

ち，A5－PやPは血中濃度の増加にもかかわらず，低値に

とどまった．またE1，　E2は，逆に卵管液中で高値とな

り，T，　DHAなどは血清濃度とは無関係で，一定の

傾向を認めず，ステロイドホルモンの種類によつて異な

った分泌動態を示すことが判明した．これらステロイド

ホルモン濃度に影響する因子についての詳細は不明であ

るが，今回の成績より卵管液中ステロイドホルモン濃度

は経日的変化に乏しいながら，これは初期胚の発生に必

要あるいは至適なホルモン環境を提供する何らかの調節

作用の存在を想起させるものである．卵管液分泌量は性

周期により変化するといわれ，本実験でもウサギ卵管液

は交尾後4日目より漸減した．Waldhami3）らによると，

卵管血流量はPの上昇とともに減少するので，血流量の

変化によリステロイドホルモン濃度が影響を受けること

は十分考えられる．またEL－Bannaら3）は，卵管のE2結

合能はPの上昇により減少すること，卵管上皮には17β・

HSD活性が存在することなどを報告しているので，こ

れがステロイド濃度の制御のあずかっている可能性も高

い．卵管液中ステロイドホルモンが直接，初期胚に及ぼ

す影響については，マウス，ラット，ウサギを用いて検

討されており，桑実胚期まではPやTは分割を抑制し，

E2はfragmentationを引き起こすと言われている8）．

　本研究により，これらホルモンの卵管液中濃度は薬理

学的実験濃度と比べ，かなり低濃度であることが判明し

た．しかしWuは，卵管液にはステロイド結合蛋白が少

ないために多くの部分が活性の遊離型で存在し，一血漿に

比べても極端に高濃度の条件下にあると述べている．今

回，卵のステロイド合成の推移に応じて，卵管液中ステ

ロイドが基質として利用されるような直接的相関は確認

できなかつたが，この遊離型ホルモンの動態と作用につ

いて，今後，なお詳しく検討すべきであろうと思われ

る．

　卵管液中に存在するステロイドホルモンが，卵のステ

ロイドホルモン合成の基質として利用されるか，初期胚

に直接ホルモン作用を発揮するかは明白ではないが，ヒ

ト子宮内膜のHSD活性をPが促進するという事実1°）

や，着床期のPや，Pのcarrier蛋白としてのuteroglobin

がembryotropicに働く7）などの報告は，卵をとりま

く微小環境における外因性ステロイドと，自ら産生する

内因性ステロイドが相互に作用しつつ，胚の発育や着床

に重要な役割を演じていることを示すものと思われる．

　稿を終るに臨み，御指導御校閲を賜った恩師杉本　修

教授に深甚なる謝意を捧げます．また，終始研究に御協

力を頂いた京都大学農学部，入谷　明教授，三宅正史助

手，細井美彦先生，の各位および教室の諸先生方に厚く

御礼申し上げます．
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　　　　　Osaka　Medical　College，　Osaka
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かzx，itl－o，　the　ac亡ivity　of　hydroxysteroid　dehydro－

genase　was　investigate　histochemichally，　and　in

addition，　the　concentrations　of　various　steroid　ho－

rmones　were　measured　in　the　oviducal　fluid　of

the　rabbit．　The　following　results　were　ob亡ained；

　　1）45・3β一HSD　with　the　substrate　of　DHA　and

17β・HSD　with　T　became　weakly　positive　on

day　l　and　strongly　positive　on　day　6，　showing

no　difference　frorn　the　control　eggs．

　　2）d5－3β一HSD　with　d5－P　and　l7β一HSD　with

E2　became　weakly　positive，　on　day　4，　and　re．

mained　weakly　positive，　whereas　they　became

strongly　positive　on　day　6　in　control　eggs．

　　3）Also　in　eggs，　which　has　been　fertilized　in

・uix，o　and　cultured　in　vitro，　d5－3　β一HSD　with

ds－P　and　17β一HSD　with　E2　were　weakly　posi．

tive　on　day　6．

　　4）Serum　P　and　ds－P　both　increased　gradually

from　O．6　mg／rnl　on　day　O，　and　increased　significa－

ntly　as　the　pseudopregnancy　continued，　whereas

the　concentration　in　the　oviducal　fluid　was　O．47

and　O．52　ng／ml　respectively　on　day　O，　showing

little　daily　change　and　lower　values　that　the　va－

lues　in　blood．

　　5）Serum　E2　and　E3　were　26．8　and　45．1pg／rnl

respectively　on　day　1，　being　unchanged　even

when　pseudopregnancy　persisted．　The　concentr．

ation　in　the　oviducal　nuid　were　77．6　and　63．2

P9／ml　respectivetly，　being　higher　than　those　in

the　blood　all　the　time，　but　showed　no　significa，

nt　difference．

　　6）DHA　and　T　changed　whithin　the　values　of

O．37－0．72and　35．8－81．7　pg／ml　respectively　throu．

ghout　the　whole　course　for　the　concentrations　in

the　blood　and　the　oviducal　fluid，　and　showed　no

definite　variation　or　difference．　From　the　above

it　has　been　assumed　that　the　sterorid　syn亡hesis

in　the　early　embryo　of　the　rabbit　is　not　influenc－

ed　by　in　witro　fertilization．

　　Decreases　were　noted　in　part　of　the　production

capacities　of　steroid　hormones，　such　as　P，　estrog－

en，　etc．

　　This　is　cause　by　i71τ，it7・o　culture，　becoming　a

contributing　cause　of　insu伍cient　implantaion　in

the　eggs　fertilized　in　vitro．

　　Further，　the　changes　of　steroid　hormones　in

the　oviducal　fluid　do　not　correspond　reasonably

to　these　enzyme　activities，　but　show　dynamic　sta．

tes　in　the　blood，　suggesting　from　the　presense　of

an　active　mechanism，　which　maintains　the　envi－

ronment　of　steroids　necessary　for　the　appearance

of　an　embryo　in　the　early　period．

　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年12．月12日特掲）

In　eggs　of　rabbits　which　have　been　fertilized
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子宮筋腫由来培養細胞に対するEstradiol－17βの影響

Effect　of　Estradio1．17βon　Cultured　Cells　Derived　from

　　　　　　　　　　Uterine　Leiomyoma
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　子宮筋腫患者10例の摘出子宮を使つて，　子宮筋腫由来細胞を施行した．培養に成功したのは10例中5例で

あり，実際継代培養できたのは3例であつた．子宮筋腫由来培養細胞が子宮筋腫細胞であることの証明の一

手段として，酵素抗体法を用いてdesmin染色を行つた．このようにして確立した子宮筋腫由来培養細胞を

用いてestradiol－17βの影響を細胞増殖率の比較でみたところ，10－5～10－8mo1では細胞増殖の促進がみられ

た．とくに10－7，10’8molでは約120％になった．

　以上より，in　vitro上，子宮筋腫の細胞増殖促進効果は至適濃度が存在する可能性が示唆された、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），264－267，1987）

●

緒　　言

　子宮筋腫は婦人科腫瘍中，最もpopularな腫瘍であ

り，estrogen　dependent　tumori）と言われている．その

為，estradiol－17βと子宮筋腫の関係を解明する基礎data

は多数報告されてきたが，いまだ一定の見解は得られて

いない．

　今回われわれは，子宮筋腫のestrogenの影響を知る

ため，子宮筋腫由来培養細胞の初代培養を確立し，この

培養系をつかつて，estradiol－17βの影響を観察し，若干

の知見を得たので報告する．

対象と方法

　1．材料

　実験に用いた筋腫組織は，子宮筋腫と診断され，単純

子宮摘術を施行された，年齢37歳～52歳に至る，10例の

患者の摘出子宮より得られた．筋腫組織は一部を病理検

査と酵素抗体染色用とし，残りを培養iに供した．

　2．研究方法

　1．　子宮筋腫由来細胞の培養

　筋腫組織を小鋏で1mm3角程度に細切し，細切した筋

腫組織を滅菌した三角フラスコ中に入れ，0．25％tryp－

sin液　（Flow　Lavoratories，　Va．，　U．S．A．）ユ5ml十

〇．1％collagenase溶液（和光純薬，大阪）15m　l溶液を

加えた後，マグネチックスターラーでゆるやかに撹梓し

て浮遊細胞にした．最初の消化処理は30分行い，濾過し

て上過して上清は廃棄した．2回目以降は1時間毎に同

様な操作を行い，2回目よりの上清中の浮遊細胞を培養

に供した．その後3回目，4回目と同様な処理をした，

得られた細胞浮遊液を金属メッシュにて濾過し，濾過液

を容量15mlのdisposable遠沈管（Corning　Glass　Wor－

ks，　Corning，　N．Y．，　U．S．A．）中で，4°C，300g，5分

間遠沈した．遠沈後はdecantationにて出来るだけtry－

Psinおよびcollagenaseを取り除き，　phoshate　buffer

solution中で再度遠沈した．遠沈後は，20％ウシ胎児血

清　（Fetal　bovine　serum，　Flow　Laboratories，　Va．，

U．S．A．），　penicillin　1001．U／ml・streptomycin　lOO

μg／ml（GIBCO　Laboratories，　Gland　island，　N．Y．，

U．S．A．）を含むMcCoy　5　A培地（Flow）中に再浮遊

させ，底面積25cm2のtissue　culture　flask（Corning）

◆
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にて培養した．培養器の気相は，5％CO2・95％air，

37°C下とし，培養液は週2回交換した．

　2．観察方法

　培養細胞は位相差頸微鏡による観察とともに，colony

は10％中性ホルマリン固定後，Giemsa染色または0．1

％crystal　violet染色後，肉眼的並びに光顕的観察を行

い，適宜写真撮影した．

　3．酵素抗体染色

　培養細胞が子宮筋腫由来細胞である事の証明の一手段

として，筋腫組織および培養細胞のdesmin染色をし

た．

　筋腫組織は，95％冷アルコール24時間固定後，パラフ

ィンに包埋し，薄切切片を作成し，培養細胞は，95％冷

アルコー一…ル20分間固定後，desmin染色を行つた，用い

たdesmin（アマーシャムジャパン株式会社，東京）は

monoclonal　anti．desmin（lgGI）で，53KDの単一

ポリペチドを認識するもので，desminのアミノ酸残基

325－372間が，この抗体のエピトープである事がWe－

stern　blottingで確かめられている2曽4）．2次抗体以降は

Universal　immunoperoxidase　kit（DAKO　Corpora－

tion，　Santa　Barbara，　California，　U。S．A．）を用いた．

これらを基本として，反応をよくするためにtrypsin処

理および第1次抗体との反応をovernightするなど，

modlficationした．

　4．子宮筋腫由来細胞に対するestradiol－17βの影響

　このようにして，培養に成功したのは10例中5例であ

り，残り5例はcontaminationおよび細胞増殖しなか

つた．また，成功した5例中，2例は，confluentに

なるまで数週間要し，継代するには至らなかつた．残り

3例は，増殖が盛んで，初代培養後，1週間でcon且u－

entになり，このcon舳entになった初代培養細胞を

用い，0．25％trypsin液を作用させ，浮遊にした後，

1～2×105コ／mlになる様に培養液で希釈調整した．

Colony観察のためにFalconの6－multiwell　tissue　cul－

ture　plate　（Becton　Dickinson　and　Company，　Ox．

nard，　CA．，　U．S．A．）を用い，各々のWellに希釈

細胞浮遊液0．2mlずつを入れた．細胞数測定用には，

Falcon　の24－multiwell　tissue　cultue　plate　（Becton

Dickinson）を用い，各々のwellに希釈細胞浮遊液0．1

mlずつを植え込んだ．培地は，20％FBS加McCoy
5A培地であり，6－wellの各々のwellには，培地2　ml，

24－wellの各々のwellには，培地1mlずつ加えた．

継代24時間後にestradiol－17β（Sigma　chemical　Co．，　St

Louis，　Mo．，　US．A．）を10－5～10－9molになるように，

　6．wel1および24－we11に各々入れた．培地液および

estradiol－17βは週2回，同時に交換した．尚，　estradiol・

（265）　103

17βを溶解する時，phasphate　buffer　sollutionにetha－

nolを加え，細胞増殖に影響ない様にethano1濃度を

O．3％以下にした．この様にして，　estradiol－17βの影響を

3例の筋腫組織を用いて観察し，6－wellのcolony観察

の方はsing1eで，24－wel1の細胞数測定にはtripicate

にて施行した．6－wellおよび24well共に　con且uent

近くになつたとき実験を中止し，6－wellの方は，10％中

性ホルマリン固定後，crystal　violet染色をしてcolony

の観察をし，24－wellの方は，0．25％trypsin液を作用

させて，浮遊細胞にし，細胞数を測定した．細胞数の測

定は自動血球計算機（TCC－108，　Tokyo，　Japan）を用

いた5）．

研究成績

　1．子宮筋腫および子宮筋腫組織由来培養細胞の

desmin染色

　図1は子宮筋腫組織のdesmin染色像である．　Amino－

ethylcarbazoleで染色されている部分が筋腫細胞の細胞

質である．図2は子宮筋腫由来培養細胞における　des・

min染色である．細胞形態は3種類認められ，細長くの

びた紡錘形の細胞は，細胞質が均一に染色され，細胞形

態が明瞭である．紡錘形ではあるが，長くのびてない細

胞は，染色性が均一でなく，濃淡が認められる．やや

扁平な低辺の広い多角形の細胞は，横紋様に，濃淡のつ

いた染色を呈する．これら3種類共，desmin染色posi－

tiveである．

　2．子宮筋腫由来培養細胞に対するestradiol－17βの

効果

　図3は，子宮筋腫由来培養細胞に対するestradiol－17β

の効果を細胞数の比較で示したものであり，controlを

100とした場合の百分率をあらわしている．10’9～10－6

mol迄は全て細胞増殖が促進され，とくに，10’s，10’7

molでは1．2倍程度になる．また，10”5molの高濃度

　伽
　　　　　　　　　　　　　　β　　　　　　　　　，
　　　　　　　　　ザt　　　　メ
　　　　　　　、、　　夢

図1　子宮筋腫組織のdesmin染色（×50）　筋腫
　　　細胞の細胞質が染色されており，間質部分と

　　　明瞭な境界を形成する
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図2　子宮筋腫由来培養細胞のdesmin染色（×50）

　　　3種類の細胞形態がみられる

では，わずかではあるが，細胞増殖が抑制された．

考　　察

　子宮筋腫由来細胞に成功したのは10例中5例であり，

成功した5例中3例のみしか実験につかえなかつた．著

者は，子宮内膜，子宮筋層，子宮腺筋症をも培養してい

るが，最も子宮筋腫の培養成功率が低い．文献的にも子

宮筋腫山来培養細胞を使った実験が散見されるに過ぎな

いのは，この培養成功率の低さによるのも一因と思われ

る6）．

　次に培養細胞が子宮筋腫細胞である事を証明する一

手段として，子宮筋腫組織，子宮筋腫由来培養細胞の

desmin染色をした．　desminは細胞骨格蛋白の一ツであ

り，細胞骨格を主として構成する要素としては，①mi－

CrOtUbUle，②miCrOfilament，③intermediate　filamenの

3種の線維性構造がある7｝．desminは，この3種の内

intermediate　filamentに属するものであり，筋細胞に

特異的なものである8）．この性質を利用して，子宮筋種

由来培養細胞が子宮筋腫細胞である事を証明しようとし

た．しかし，desminが染色された事だけから子宮筋腫

細胞であると必ずしも断定できない面もあり9’，電顕等

他の手段も用いる必要があろう．

　…般に子宮筋腫は，生殖年代に多く，閉経後は発育の

停止または縮小をきたし，妊娠中には増大する．止血を

目的とした外因性ステT・！イドの投与による筋腫の発生や

増大する現象がある1°）．これらの事はよく知られた事実

であり，それゆえ子宮筋腫はestrogen　dependent　tu－

morl）と言われている，しかし，必ずしも明確な証明はな

されていない．担筋腫患者とそうでない患者の血中est－

radiol・17βの程度に差はなく1），筋腫部分の局所に着目

し，筋腫組織中のestradiolの高値11），　estrogen　rece－

ptorによる説明12〕，　E2・17β・hydroxy　dehydrogenase（E2

DH）の低下によるE2のpoolingによる説明が13）なさ

れている．今回の子宮筋腫由来培養細胞をっかつた実験

石
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図3　Effect　of　estradiol－17i3011　cultured　cells

　　　derived　from　uterine　Ieiomyoma

をも確かにestrogen　dependent　tumorと言える結果で

あろう．ただ，その細胞増殖効果も，10－8，10『7molと

至適濃度が存在する旨が考えられた。今回発表していな

いが，同様な実験系でのdanazolの影響がestradiolと

逆の結果を示しておi），興味深い事実である．また，培

養細胞を使っての薬剤効果も，3H・thymidine6），　colony

assay6）法があり，この判定の仕方により，結果に差異

ができるのは当然の事であり，現在検討中である．

　今後この培養系を用いて，子宮筋腫に対する　patho－

genesisの解明をしていきたい．

　稿を終わるに臨み，御協カドさつた，新日鉄八幡病

院産婦人科，川上昌男博士並びにスタッフの方々，当

病院中検病理のスタッフの方々に深甚なる謝意を表し

ます，
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Effect　of　estradiol－17βon　cultured　cells

derived　from　uterine　leiomyoma

Haruo　Otsuka，　Kohji　Yoshida，　Shuichi

　　　　Kusano　and　Yasushi　Okamura

Department　of　Obsterics　and　Gynecology，

　　　School　of　Medicine，　University　of

Occupational　and　Environmental　Health

　　In　ten　cultures　from　resected　uteruses　perform．

ed　in　women　undergoing　operation　for　reasons

of　uterine　leiomyoma　were　studied．　In　five　of

ten　cultures　were　able　to　success，　in　only　three

of　five　cultures　were　able　to　subculture．　To　con．

丘rm　that　the　cultured　cells　were　derived　fro皿

the　myoma，　the　cells　were　stained　with　desmin

by　the　enzyme－labelled　antibody　method．　The

cultured　cells　froln　the　myoma　responded　to　addi－

tion　of　estradiol・17β（10’5mol－10一gmo1／1）to　the

medium　by　an　increased　rate　of　cell　number．

The　myoma－derived　cells　grown　in　the　estradiol－

17βmedium（10－7皿ol－10－8mol／1）showed　increa－

se　of　about　l20％than　the　cells　grown　in　cont－

rol．

　　It　is　suggested　that　estradiol・17β　increases　the

cell　growth　with　suitable　concentration　on　the

human　uterine　leiomyomaカz窃ケo．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年9月10日）
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糖代謝と無月経に関する研究

特に多嚢胞性卵巣症候群における臨床的解析一
●

■

Insulin　Resistance　and　Insulin　Receptor　Profile

　　　　　　of　the　Patients　with　PCO

　　　　　　　　　　　　神戸大学医学部産科婦人科学教室

　　　幸村信行　片山和明　望月眞人
Nobuyuki　YUKIMURA　Kazuaki　KATAYAMA　Matsuto　MOCHIZUKI
　　　　　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　　　　　Kobe　University　School　of　Medicine

　無月経患者を第1度無月経，第2度無月経の2群に分け，糖負荷試験を行い，血糖および血清IRIの反応

性を検討した．その結果，第1度無月経特にPCO患者においてインスリンの基礎値および反応性が対照

群に比し，有意に高値であるという結果を得た．この臨床的成績は，非肥満，肥満患者を問わず，PCO患者

に特有であり，インスリン抵抗性がPCO患者に存在することを推察させる．

　そこで，このようなインスリン抵抗性の原因を究明すべく，赤血球および卵巣への1251－insulinの特異的結

合を検討した．その結果，PCO患者では赤血球，卵巣とも，1251・insulinへの特異的結合が対照群に比し，有

意に低値であることが判明した．

　以上の成績は，PCOにおけるインスリン抵抗性がレセプターの異常にある可能性を示唆する・しかし，イ

ンスリン抵抗性が，PCO発症の原因であるのか，あるいは発症の結果であるのか，その解明は今後の研究に

またねばならない．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），268－275，1987）

ρ

緒　　言

　糖代謝異常，特に糖尿病患者において月経異常が多発

することは古くから知られた事実である．インスリンが

発見され，これが糖尿病の治療薬として使用される以前

では，糖尿病婦人の約50％が無月経を呈したという報

告1）があり，本邦では1980年，本田ら2）は閉経前糖尿病

患者の15．3％に無月経を認めたと報告している．また最

近になって，インスリン抵抗性糖尿病患者において多嚢

胞性卵巣症候群（PCO）が高率に合併することが報告3”6）

されており，著者等も同様の患者を経験し，すでに報告

した7）．

　月経異常，特にPCO患者における糖代謝異常に関し

ては，Burghenら8）の報告以来いくつかの報告があり，

いずれもPCO患者においては，程度の差はあるものの

インスリン抵抗性の存在することを示唆している．しか

し，本邦婦人における月経異常と糖代謝との関連性に関

する報告は現在のところみあたらない．

　そこで著者らは，わが国の月経異常婦人における糖代

謝異常の有無を調べる目的で，まず正常比体重の無月経

患者を第一度無月経，第二度無月経の2群に分け，糖負

荷試験を行ない，血糖および血清IRIの反応性を検討

した．さらに，その結果明らかになつた第一度無月経，

特にPCO患者のインスリン抵抗性の原因を探る目的

でPCO患者の赤血球および卵巣のインスリンレセプタ

ー についても検討を加えた．

研究対象ならびに方法

　1．研究対象

　神戸大学医学部産科婦人科内分泌外来を受診した19歳

から38歳（28．3±3．5歳mean±SD）までの無月経患者

35例を対象とした．その内訳は，第1度無月経（AmIc）

■
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22例　（28．5±4．9歳），第2度無月経（AmU°）13例

（28，3±4．1歳）である．

　Am　I°とAm『の区別はprogesterone　50mgの筋注

による消腿性出血の有無によつた．またAmI°群のう

ち，clom量phene　150mgにて排卵が起こらず，　LHの基

礎値が30mIU／ml以上，血中のtestosteroneが0．8ng／

ml以上を示したものをPCO群とし，それ以外のAm　I°

群をnon・PCO群とした．　Am　H°群は，さらにFSH，

LHが両者とも30mlU／m1以上のものをhypergona－

dotropic　hypogonadism，10mlU／m1以下のものをhypo－

gonadotropic　hypogonadism，プロラクチンが30ng／ml

以上のものをhyperprolactinemiaとして区別した．

　対照としては21歳から40歳までの正常月経周期婦人

14名（32．4±5．4歳）を用いた．

　2．糖負荷試験

　負荷試験は当目絶食絶水の条件下でブドウ糖75gを経

口にて投与し，負荷前，負荷後30分，60分，120分，180

分に肘静脈より採血を行い，採血した血液は2分し，一

方は血糖測定に，他方はすみやかに血清を分離し，－20
° Cにて凍結保存後血清immunoreactive　insulin（血清

IRI）の測定に供した．血糖は全血を用いglucose　oxi－

dase法により，また血清IRIは二抗体法によるradio・

immunoassay法（ダイナボット社製）により測定した．

　なお，糖負荷試験のデータ整理時比体重（体重／標準

体重×100：％）を考慮に入れたが，この際標準体重は

松木の標準体重表9）より算出した．

　3．赤血球インスリンレセプターの検討

　PCOの患者6例（28．3±5．8歳，　mean±SD），および

対照としての正常月経周期婦人5例（28．4±1．8歳）を

対照とした．

　早朝空腹時にヘパリン採血を行い，直ちに小林らの方

法10）にてradio－receptor－assay（RRA）を行つた．すな

わち，採血した血液（約5m1）をまず1，000gで15分間遠

沈し，上層の血漿とbuffy　coatを分離除去した．その

pelletに生理食塩水5mlとlymphoprep　l　mlを加え概

伴し，1，000gで再び15分間遠沈した後，　Pasteur　pipette

にてその上清を吸引除去し赤血球のpelletのみを残し

た．そのpelletをHepes－Tris　bufferにて充分洗浄

し，赤血球数を3x106／mm3に調整したものをレセプタ

ー標品とした．その400μ1に125Hnsulin（NEN製）50μ1

を加え概揖≧し，15°CpH　8．0にて210分間incubateした．

Incubation終了後，そのassay　systemよりそれぞれ

100μ1を採取しbound　insulin・free　insulinの分離に

供した．すなわち，microcentrifuge　tube（容量400μ工）

にまずHepes－Tris　bufferを200、ril加え，その上層に

dibutyl・phtalateをIOOμ1加え，さらにその上層にそれ
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それassay　systemの100f，1を重層した．そして，　Beck－

man・model　B　microfugeにて約90秒の遠沈を行い，

tube先端のpellet部分を切断し，赤血球と結合したユL’”」1－

insulinの放射活性をBeckman－r－counterで測定した．

　4．PCO患者卵巣のインスリンレセプターの検討

　PCOの診断にて開腹襖状切除術を受けた患者3例

（31．3±3．8歳mean±SD）を対象とし，また子宮筋腫，

子宮頸癌の診断にて，当科で卵巣摘出を行つた患者4例

（36．2±5．0歳）を対照とした．摘出した卵巣はそれぞれ

生食で浸したガーゼにて包み，－60QCにて冷凍保存し

た後実験に供した．まず卵巣をそれぞれ用手的に細断し，

氷冷したTris－HCI　bufferを加えpolyton　homogenizer

にて数回homogenizeしたのち2，000gにて10分間遠沈

した，そのpelletをcrude　ovaryのレセプター標品

とした．それをTris・HCI　bufferにsuspendし，ローリ

ー法11）にて蛋白定量を行つた．その100μ1にi251・insulin

をIOOμ1（約O．4ng／ml）ならびに各量の非標識インスリ

ンを添加し，よく擁伴した後，4°Cにて24時間のin－

cubationを行つた．　Tris－buffer（CaC12含）1mlを加

え掩伴後2，000gにて30分間遠沈し，液層を吸引除去し

た後そのpelletをBeckman・r－counterにて　count

し，結合インスリンの測定を行つた．

　5．統計処理

　各グループの平均値問の有意差の検定は，Studentのt

検定によった．

研究成績

　1．糖負荷に対する反応性

　a）無月経患者における血糖および血清IRIの反応

性

　無月経患者をAln　I°群とAm　ll°群に分け，糖負荷

前後の血糖および血清IRIの反応性を検討した．

　なお，対照群，AmI°群，　Am　II°群の比体重は，それ

ぞれ95．6±10．5（mean±SD），96．3±10．1，95．0±9．5

で，3群間に有意の差は認められなかつた．

　血糖の推移は図1上段に示すごとくである．糖負荷前

の血糖値には3群間で全く差が認められず，負荷後30分

以降の値もAmI°群でやや高値を示すものの，対照群

との問に有意の差が認められなかつた．

　血清IRIの推移は図1下段のごとくである，血清

IRIの基礎値および頂値には3群問に有意の差は認めら

れなかつた．しかし，120分値では対照群の42．9±17．7

μU／ml（mean±SD）に対し，　Am　I°群78．1±48　．　8／．，U

／ml，　Am　H°群54．9±41　．　0，aU／ml，また180分値では，

対照群21．2±13．ユμU／m1に対し，　AmI°群42．5±25．5

μU／ml，　Am　H°群36．4±33．3μU／mlと120分値，180分
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図1　Blood　Glucose　and　Serum　IRI　Response　to

　　　7590GTT　in　Patients　with　Amenorrhea
　　　6　denotes　mean±SE　　＊＊　P＜0．025
　　　●一●　denotes　Control　　＊＊＊P＜0．01

　　　0…O　denotes　Arn　I°

　　　△…△　denotes　Am　ll°

値ともに対照群に比し，AmI°群で有意（p＜0．025，　p＜

O．Ol）に高値であつた．また対照群，　Am　ll°群では血

清IRIの頂値が負荷後30分にみられたが，　Am　I°群で

は60分にあり，遅延傾向が認められた．

　b）Am　I°患者における血糖および血清IRIの反応性

　Am　I°群をPCO群，　non－PCO群（PCO群以外

のAmI°患者）に分け，糖負荷前後の血糖および血清

IRIの推移を比較検討した．　PCO群，　non－PCO群

の比体重は，それぞれ93．9±10．1（mean±SD），98．4土

10．1で，両者間および対照群との間に有意の差を認めな

かつた．

　図2は糖負荷前後の血糖および血清IRIの動態を示

したものである．non・PCO群の血糖には，基礎値，負

荷後の値とも，対照群との問に有意の差は認められなか

つた．PCO群では，基礎値，60分値，120分値，180分値

で対照群との問に有意差を認めなかつたものの，30分値

は対照群の138．5±22．1mg／dl（mean±SD）に対し，

PCO群では160．0±26．7m9／d1と，　PCO群で有意に（P

〈0．05）に高値を示した．

　血清IRI（図2下段）の30分値，60分値には対照群
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図2　Blood　Glucose　and　Serum　IRI　Response　to

　　　7590GTT　in　Patients　with　Estrogenic

　　　Amenorrhea
　　　至　denotes　mean±SE　　＊　　P＜0．05

　　　●一●　denotes　Contro1　　＊＊＊　P＜0．01

　　　0…o　denotes　PCO　　　　　＊＊＊＊P〈0．005

　　　△…△　denotes　non．PCO

とnon－PCO，　PCO群との問に有意の差は認められなか

つた．しかし基礎値は，対照群の8．3±3、6μU／mlに対

し，PCO群では14．8±9．8μU／mlと，PCO群で有意（P

＜0．05）に高値であつた．また120分値，180分値は対照

群の47．7±19．7μUlml，22，0±15．　3LeU／mlに対し，non－

PCO群では69・3±41・5μU／ml（P〈0・05），40・2±27°6

μU／ml（P〈0．05），さらにPCO群では88．7±56　．　8！，U／

ml（P〈0．01），45．3±24．0μU／ml（P＜0．005）と，それ

ぞれ有意に高値を示した．なお，血清IRIのpeakは

対照群では負荷後30分にみられたが，PCO群では120分

値にみられ，PCO群で明らかに遅延していた．

　図3は，対照群（正常性周期婦人），PCO群とも比体

重が110以上の者を選び，同様の検討を行つたものであ

る．対照群8例，PCO群6例の比体重は，それぞれ

120．6±9．2（mean±SD），133．1±14．6で，両者の間に

有意の差は認められなかつた、血糖の反応性には2群問

に全く有意の差は認められなかつた．しかし血清IRI

値は，PCO群の基礎値および負荷後値とも対照群に比

し，有意に高値であつた．

t

o
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図3　Blood　Glucose　and　Serum　IRI　Response　to

　　　7590GTT　in　Obese．Patients　with　PCO

重　denotes　mean±SE　　＊　　P＜0．05

●一●　denotes　Contro1　　＊＊　P＜0．Ol

o…o　denotes　PCO　　　　＊＊＊＊P＜0．005

c）AmH°群における検討

　Am　ll°群において，　hypergonadotropic　hypogona・

dism，　hypogonadotropic　hypogonadism，　hyperpro．

lactinemiaに分類して同様の検討を行つた．

　図4はその成績を示したものであるが，いずれの群の

血糖値，一血清IRI値にも対照群との問に有意の差は認

められなかつた．

　2．赤血球インスリンレセプターの検討

　表1に示すように赤血球インスリンレセプターの特異

的結合は，PCO群では5．22±0．79（mean±SD），対照

群では7．22±1．58であり，PCO群において有意（P〈

0．025）に低値であった．

　図5に示すようにScatchard　plotを行つたところ，

PCO群にcapacityの低下が見られ，次にaverage
aflinity　pro丘le12｝（図5右図）を作成すると，　Keは

PCO群で7．45　x　107M－1，対照群で7．05×107M－1と両者

の問の親和性に差が認められなかつた．

　3，　ヒト卵巣インスリンレセプターの検討

　ヒト卵巣組織のインスリンレセプターの特異的結合を

表1に示す．特異的結合は，PCO群で13．4±3．2，対
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図4B工ood　Glucose　and　Serum　lRI　Response　to

　　　7590GTT　in　Patients　with　Non．Estroge．

　　　nic　Amenorrhea

　　　重　denotes　mean±SE
　　　●一一●　　denotes　Control

　　　O…O　denotes　hypogonadotropic

　　　　　　hypogonadism
　　　△…△　denotes　hypergonadotropic

　　　　　　hypogonadism
　　　ロ…ロ　denotes　hyperprolactinemia

表1　Specific　Binding　ofユ251－Insulin　to

　　　Erythrocytes　and　Ovary　of　Patients

　　　with　PCO

Receptor

Erythrocyte
（3×106　cell）

crude　ovary
（100aug）

n

5

4

normal

7．22±1．58

24．9±5．5

PCO

5．22±0．79
　　＊＊

13．4±3．2
　　＊

＊P＜0．05　＊＊P＜0．025　mean±SD

照群で24．9±5．5であり，PCO群で有意（P＜0，05）に

低値を示した．

　図6に示すScatchard　plotよりcapacityは，　PCO

群で4．6×10　12mol／mg・protein，対照群9．5×10曹12　mol／

mg・proteinであり，　PCO群においてやや低値を示し

た．average　affinity　profile（図6右図）においては，
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図6　Scatchard　Plot　and　Average　AMnity　Profile　in　the　Ovary　of　Patients

　　　with　PCO
　　　●一●　denotes　ControI

　　　o…o　denotes　PCO
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KeはPCO群10．3x107M－1，

親和性にほとんど差はなかつた．

考　　案

対照群12．0×107M－1と

無月経患者における糖負荷後の血糖の反応をみると，

第1度無．月経群（AmI°），第2度無月経群（Am　ll　°）

とも対照群との間にはほとんど差はみとめられなかつ

た．しかし，血清IRIについては，　Am　II°群では有意

の値はみられなかつたものの，AmI°群では糖負荷後の

差植が対照群に比して有意に高く，高値が比較的長時間
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持続するという結果を得た．

　そこで，Am　I°群をclomiphene　150mg，5日間の投

与で排卵が起こらず，LHの基礎値が30mlU／m1以上，

血中testosteroneがO．　8ng／ml以上を示すものをPCO

群，それ以外のものをnon－PCO群として2群に分け，

同様の検討を行つた．その結果，PCO群では負荷後30

分の血糖値が対照群に比して有意に高く，また血清IRI

の基礎値，負荷後値も対照群に比して有意に高値で，そ

のpeakが遅延するという成績を得た．　non・PCO群の

血清IRI値が，負荷後120分，180分で対照群に比して

有意に高値であるものの，　PCO　＃eほど著明ではないこと

からすると，Am　I°群における血清IRIの過剰反応は，

この群に多数のPCO　患者が含まれているためだとも

推察される．しかし，ここでnon・PCO群としたものの

中にも，形態学的にみてPCOと診断すべきものがかな

りの数含まれていることを考慮しておく必要があろう．

　一方，Am　H°群では，血糖，血清IRIの基礎値，

反応値とも対照群との間に有意の差は認めず，この群を

さらにhypergonadotropic　hypogonadism，　hypogona．

dotropic　hypogonadism，　hyperprolactinemiaの3群に

分けて検討を行つても，その結果は同様であつた．

　PCO群において，糖負荷に対する血清IRIの基礎

値および反応値が高値であるという臨床的な成績は，絶

対値に相異があるもののnon－obese　PCO患者を対象

として糖負荷試験を行つたChangらの成績13）とほぼ一

致するものであり，PCO患者にはインスリン抵抗性が

存在することを示唆するものである．

　また，対象とした患者は平均比体重が96．3の非肥満者

で，PCO群のインスリン抵抗性が肥満に基ずくものだ

とは考えられないが，PCO患者に肥満者が多いという

事実を考慮し，平均比体重が133．1の肥満PCO患者お

よび相応の比体重を持った肥満正常性周期婦人を対象に

同様の検討を試みた．その結果，血糖値には対照群との

間にほとんど差はないものの，血清IRIは非肥満PCO

群の成績にもまして，基礎値，反応値とも対照群に比

し，著明に高いという成績を得た．この成績は，肥満

PCO患者を対象として糖負荷試験を行つたBurghen

ら8）やPasqualiらユ4）の成績と一致するものである．

　つまり，以上の成績は，本邦におけるPCO患者も欧

米の患者と同様に非肥満者，肥満者を問わず，インスリ

ン抵抗性を有することを示唆するものである．

　インスリン抵抗性に関しては，先に述べた肥満の他

に，PCO患者では高アンドPゲン血症，インスリンレ

セプターの異常などが可能性としてあげられる．

　肥満に関しては，すでに述べたごとく非肥満PCO

患者でもインスリン抵抗性があること13〕．また，肥満
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PCO患者の体重をdietにより減じてもインスリン抵抗

性に変化のみられないこと15）などからして，肥満のみが

PCO患者のインスリン抵抗性の原因とは考えられない．

　アンドロゲンとインスリンの関連性についてはいくつ

かの報告8，16一ユ8｝がある．PCO患者では，血清IRIの

基礎値あるいは反応値が血中testosteroneやandro－

stenedioneと正の相関を示すことから，　Chang19）らは

PCOにおけるインスリン抵抗性を高アンドロゲン血症

の結果であると推測している，事実，合成アンドロゲン

であるoxymetholoneをaplastic　anemiaの小児に投

与すると，耐糖能が低下し，高インスリン血症が生じる

ことが報告2°）されている．

　しかし，われわれの成績では，血清testosteroneと

血清IRIの基礎値，　peak値との間には相関関係は認

められなかつた．また，testosteroneを正常人に投与し

ても耐糖能には変化はみられない21）し，高アンドロゲン

血症患者の両側卵巣を摘除し，アンドロゲン　レベルを

正常域にもどしてもインスリン抵抗性には変化は認めら

れないとする報告18）もある．

　一方，逆に高インスリン血症が高アンドロゲン血症を

引き起すとする説もある．Adashiら22）はインスリンは

hCG刺激下のラット睾丸細胞のtestesterone産生能を

用量反応性に高めるとしているし，Barbieriら23）はイン

スリンは卵巣爽膜細胞のアンドロゲン産生を促進すると

している．

　以上のごとく，PCO患者における高アンドロゲン血

症と高インスリン血症との因果関係は現在のところ明ら

かではない．

　インスリン抵抗性の原因の一つにインスリンレセプタ

ー の異常があげられる．その代表的な疾患がインスリン

抵抗性糖尿病で，Kahnら3｝によりtype　Aとtype　Bに

分けられているが，非常に興味深いことに，特にtype

Aの患者では高頻度にPCOを合併することが報告さ
れている3・4・7）．

　そこで，PCO患者におけるインスリンレセプターの

異常の有無をさぐる目的でPCO患者の赤血球あるいは

卵巣を用いて，i251－insulinの特異的結合について検討

を行つてみた．その結果，PCO患者においては赤血球，

卵巣の両者において，12J「1－insulinに対する特異的結合

が正常性周期婦人に比し，有意に低値を示すことが明ら

かとなつた．これをScatchard　plotよりみると，インス

リンレセプターのcapacityはPCO患者で低い傾向に

あり，aMnityについてはほとんど差は認められず，特

異的結合の低値はレセプターの数の減少に起因する可能

性が示唆された．

　赤血球におけるインスリンレセプターは全身のインス
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リンレセプターの状態を反映しているとされておtL）　i°），

このことからすると，今回実験対象となったPCO患

者では卵．巣を含め全身の臓器のインスリンへの特異的結

合が低下しているものと考えられる．

　つまり，これらの成績はPCO患者におけるインス

リン抵抗性が主としてインスリンレセプターの異常に起

因する可能性を示唆するものである．

　卵巣におけるインスリンレセプターの存在はすでに

Posner24＞ら，　Poretsky25＞らによって明らかにされてい

る．May　26）らは豚穎粒膜細胞を用いたin　wiwoの実験

で，インスリンにはFSHの存在下でLH／hCGレセプ

ターの誘導を行うとともに，progesteroneの産生も促進

すると報告しており，共同研究者の大谷ら27・28）も同様の

実験成績を示している．つまり，インスリンは穎粒膜細

胞の機能発現に必須のホルモンであり，何らかの原因で

インスリンの作用が発現されない場合には穎粒膜細胞が

その機能を停止してしまうものと推察される．

　今回，われわれの行つたPCO患者における卵巣のレ

セプター検討はwhole　ovaryをhomogenizeして用

いたため，卵巣のどの細胞成分のインスリンレセプター

の動態を反映しているのか明確ではない．しかし，赤血

球の成績からみるごとく，全身のインスリンレセプター

の特異的結合が低下していることから総合勘案すると，

顯粒膜細胞もその例外ではないものと思われる．

　卵巣のインスリンレセプターの特異的結合の低下が

PCO発症の原因であるのか否かは不明であるが，かり

に穎粒膜細胞におけるインスリン作用に異常が生じたと

すれば，そのために穎粒膜細胞の機能が停止し，その結

果，発育途上にある卵胞が閉鎖し，その数が蓄積されて

PCOが生じるという一つの仮説も成立つものと考える．
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Insulin　resistance　and　insulin　receptor

　　profile　of　the　patients　with　PCO

Nobuyuki　Yukimura，　Kazuaki　Katayama

　　　　　　　and　Matsuto　Mochizuki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Kobe　University　School　of　Medicine

　　Response　of　blood　glucose　and　serum　immuno－

reactive　insulin（IRI）after　a　75　g　oral　91ucose

load　was　studied　in　35　pa亡ients　with　amenorrhea．

The　results　were　compared　with　those　of　14　nor－

mally　ovulating　subjects．

　　The　levels　of　IRI　before　and　after　loading　of

glucose　in　the　group　of　patients　with　estrogenic

amenorrhea，　espicially　the　group　of　patients　with

PCO，　were　significantly　higher　than　those　in

the　control　group．　The　same　results　were　obtai－

ned　in　obese　patients　with　PCO．　These　results

seems　to　indicate　that　hyperinsulinism　or　insulin

resistance　may　be　a　common　feature　of　PCO，

independent　of　the　presence　of　obesity．

　　To　investigate　the　mechanism　of　insulin　resis．

tance　in　PCO，　insulin　binding　sites　and　receptor

a伍nities　of　erythrocytes　and　ovary　of　the　patien－

ts　with　PCO　were　mesured．　Specific　binding

sites　in　erythrocytes　and　ovary　of　the　pat圭ents

with　PCO　were　signi丘cantly　lower　compared

with　those　of　normal　subjects．　But　the　receptor

a伍nities　of　both　erythrocytes　and　ovary　of　pati－

ents　with　PCO　were　similar　to　those　of　normal

subjects．

　　These　results　indicate　that　insulin　resistance

exists　even　in　the　Japanese　patients　with　PCO

and　suggest　that　insulin　resistance　may　be　one

of　the　causes　of　PCO，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年9月19日）

○
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EFFECTS　OF　HACHIMIJIOGAN，　TOKISHAKUYAKUSAN　AND
　　　　　　　　　　KEISHIBUKURYOGAN　ON　ESTROGEN　AND

　　　　　　　　　　　　　　　　　PROGESTERONE　SECRETION　IN

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OVARIAN　FOLLICLES
●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Satoshi　USUKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Institute　of　Clinical　Medicine，

　　　　　　　University　of　Tsukuba，　Niihari－gun，　Ibaraki　305，　Japan

　　　Abstract：Rat　ovarian　follicles　excised　48　hours　after　the　injection　ot　101U　PMS　at

27days　of　age　were　incubated　or　perifused　with　NIH－LH，　Hachimijiogan（TJ－7），　Tokisha－

kuyakusan（TJ－23）and　Keishibukuryogan（TJ－25）．

　　　The　incubation　or　perifusion　medium　was　assayed　for　estradiol．17β（E2）and　proges－

terone　by　radioimmunoassay．
　　　　TJ・7，　TJ・230r　TJ・25　showed　a　decrease　of　E21evels　in　the　incubation　medium　but　no

effect　in　the　perifusion　study，　whereas　the　effect　of　LH　on　E2　secretions　was　augmented

when　they　were　utilized　together　with　LH．　In　contrast，　TJ－70r　TJ－23　increased　progeste－

rone　concentrations　in　both　incubation　and　perifusion　media，　while　the　effect　of　LH　on

progesterone　secretions　was　decreased　when　TJ－7，　TJ－23　and　TJ－25　were　used　together

with　LH．

　　　　These　results　suggest　that　TJ・70r　TJ－23　stimulates　rat　preovulatory　follicles　to　secrete

progesterone　and　that　the　combination　treatment　of　TJ－23　with　LH　multiplies中e　sole　eff－

ect　oi　LH　on　E2　secretions　but　that　the　addition　of　TJ－7，　TJ－230r　TJ－25　to　LH　supPresses

the　effect　of　LH　alone　on　progesterone　secretions．　The　effect　of　TJ－7，　TJ－230r　TJ－25

alone　on　the　E2　secretion　is　questionable。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster，，32（2），276－283，1987）

■

Introduction

　　Chinese　herbal　medicines　have　been　used

in　safe　for　more　than　2，000　years．　However，

it　is　the　known　fact　that　there　are　many　Chi・

nese　medicines　which　have　been　utilized
only　empirically　without　clari丘cation　of　the

mechanism　of　their　e伍cacies．　Of　late，　there

have　been　extensive　efforts　to　supPly　a　gap

between　the　Chinese　medicine　and　Western

medicine　from　the　Western　medical　point　of

view，　However，　there　are　very　few　basic

studies　on　the　relationship　between　Chinese

herbal　medicines　and　gonadal　steroidogene－

sis．　TJ－7，　TJ－23　and　TJ・25　are　known　to

have　been　widely　used　in　the丘eld　of　fertility

and　sterility，　and　recently，　Usuki2・4，s，8・12・13）

reported　that　TJ－7　improves　spermatogenesis

and　increases　serum　E21evels　ln　men　and

that　TJ－230r　TJ－25　stimulates　rat　corpora

lutea　to　secrete　progesterone．

　　This　study　was　carried　out　to　basically　cla－

rify　in　vitro　the　effects　of　TJ－7，　TJ－23　and

TJ－250n　estrogen　and　progesterone　secretlons

by　rat　preovulatory　follicles．

　　　　　　　　　Materials　and　Methods

　　Immature　female　Wistar－Imamichi　rats　pu－

rchased　from　the　Imamichi　Institute　for　Animal

Reproduction（Saitama，　Japan）were　mainta－

ined　in　air・conditioned　quarters　illuminated

between　O8．00　and　20．00　h．　The　animals

were　injected　subcutaneously　with　101U　of

PMS（Pregnant　mare’s　serum　gonadotropin；

Teikokuzoki　Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）on

day　270f　age　and　killed　by　cervical　dislocati一

1

■
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Fig．1　Perifusion　system

○

〈）nunder　ether　anesthesia　48　hours　later．　The

ovaries　were　resected，　cleaned　off　surrounding

tissue，　blotted，　and　then　large　follicles（about

O．75－1mm　in　diameter）were　excised　under

．a　dissecting　microscope．

Ineubation　or　Perifusion　study

　　Twenty　fo111cles　were　preincubated　for　60

minutes　in　the　synthetic　TC．199　media　conta．

ining　1％glucose　and　O．2％NaHCO3，　at

37°Cin　an　atmosphere　of　95％02－5％CO2，

and　subsequently，　the　incubation　was　carried

out　for　120　minutes　under　the　same　condition，

with　2．O　ml　of　synthetic　media　containing　va．

rious　doses（dry　weights　of　each　extract）of

TJ－7，　TJ－23，　TJ・25　and　LH　as　described　in

legends　for　Figures．

　　In　a　parallel　experiment，　follicles　were

perifused　in　the　apparatus　illustrated　in　Fig．

1．　Twenty　follicles　were　placed　in　a　cham．

ber　rooln（0．5　ml　in　volume）and　exposed　to　a

continuous　fiow（flow　rate　2．5　ml　per　20　minu－

tes）of　synthetic　TC－medium　199（1．0％glu－

、cose　and　O．2％　NaHCO3，　pH　7．4）saturated

with　a　mixture　of　95％02－5％CO2．　The
medium　was　maintained　at　37°C　in　a　water

bath　and　forced　through　the　apParatus　by　a

multichannel　infusion　pump（Yoshie　Science
Co．，Ltd．，Tokyo，　Japan）．　The　e田uent　medi－

um　was　collected　every　201ninutes　over　a

period　of　300　minutes　in　an　automatic　frac．

tion　collector．　Following　a　20　minute－prein・

cubation，　the　medium　was　delivered　for　60

minutes　to　stabilize　flow　rate　without　any　ad－

dition　of　stirnuli，　and　then　20μ9／ml　of　TJ－7，

1TJ・23，　TJ－25　and　LH，20μg／ml　o士LH十20

μ9／ml　of　TJ－7，20μ9／mlofLH・十20μ9／ml　of

’TJ・23　and　20μ9／ml　of　LH十20μ9／ml　of　TJ・

25were　each　infused　together　with　the　peri－

fusibn　medium．

　　The　incubation　and　perifusion　media　were

kept　at－20°C　until　assayed　for　E2　and　pro，

gesterone　by　radioimmunoassay．

Chinese　herbal　medicines

　　The　main　component　herbs（plants）contai－

ned　in　TJ－7，　TJ－23　and　TJ－25　are　shown　in

Table　1．　These　extracts　were　given　from

Tsumura－Juntendo　Co．，　Ltd．（Tokyo，　Japan）

and　dissolved　directly　in　the　medium．

LH　preparation

　　LH（ovine　luteinizing　hormone；NIAM．

DD－oLH－25，　having　an　LH　potency　2．3×

that　of　NIH－LH．SI，　an　FSH　potency　Iess

than　O．005×that　of　NIH－FSH－SI　and　a　pro－

lactin　potency　Iess　than　O。001×that　of　NIH－

prolactin）was　kindly　given　from　Dr。　A．F．

Parlow．

Radioimmunoassay

　　Concentrations　o±E2　and　progesterone』in

incubation　or　perifusion　medium　were　measu－

red　by　radioimmunoassay．　The　rabb圭t　antise．

rum　to　6－oxoestradio1－17β一6－oxime－BSA（bo－

vine　serum　albumin）was　used　for　the　assay

of　E2，　and　progesterone－3－oxime・BSA　for　pto－

gesterone．

　　The　cross－reactivities　of　the　E2．antiserum

with　progesterone，17α．hydroxyprogesterone，

testosterone　　and　　androst－4－ene－3，17－dione

were＜0．08，＜0．08，0．29　and　O．44％respec－

tively．

　　〔2，4，6，7－3H〕－E2（sp．　act．130　Ci／mmo1：

New　England　Nuclear，　Boston，　Massachuset－

ts，　U．S．A．）or〔1，2，6，7－3H（N）〕－progesterone

（sp．　act．115　Ci／mmol：New　England　Nucle－

ar，　Boston，　Massachusetts，　U．S．A．）was　used

for　assay　and　recovery　reagent．　The　medium

was　extracted　with　8ml　o士ethyl　ether　and
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Table　1 Main　components　of　Hachimijiogan（TJ－7），

Keishibukuryogan（TJ－25）

Tokishakuyakusan（TJ－23）and

Herbs（Plants） Fami1y（Familia）　Parts　used TJ・7　TJ－23　TJ・25

Hoelen＊1（Hoelen）

Peony　root（Paeoniae　Radix）

Alisma　rhizome（Alismatis　Rhizoma）

Mountan　bark（Mountan　Cortex）

Cassia（Cinnamorni　Cortex）

Rehmannia　root（Rehmanniae　Radix）

Atractylodes　lancea　rhizome（Atractylodis
　Lanceae　Rhizoma）

Japanese　angelica　root（Angelicae　Radix）

Cnidium　rhizome（Cnidii　Rhizoma）

Cornus　fruit（Cerni　Fructus）

Dioscorea　rhizome（Dioscoreae　Rhizoma）

Peach　kernel（Persicae　Semen）

Aconite　root（Aconiti　Tuber）

Fungi

Paeoniaceae

Alismataceae

Paeoniaceae

Lauraceae

Bignoniaceae

Compositae

Umbelliferae

Umbelliferae

Cornaceae

Dioscoreaceae

Rosaceae

Ranunculaceae

nuclei

roots

rootstecks

rootbarks

barks

roots

rootstocks

roots

roots

fruits

rootstocks

seeds

roots

3＊2

3

2．5

1

6

3

3

0．5

4＊2

4

4

4

3

3

3＊2

3

3

3

3

σ

セ

＊1English　（Latin　in　parentheses）．

＊2Values　are　the　amount（g）of　each　herb　contained．

Chem1cal　constituents　should　be　referred　to　the　previous　reporti2）．

evaporated　under　N2　and　air　in　a　heating

block　at　40°C．

　　After　evaporation　of　the　ethyl　ether，　the

residue　was　chromatographed　on　a　Sephadex
LH・20（0。5　gm）column　in　benzene　and　rneth．

anol（85：15，　v／v）．　The　E20r　progesterone

antiserum　was　added　to　the　separated　fractio．

ns．　The　E2　and　progesterone　antisera　were

diluted　1：50，000　and　1：10，000　respectively

in　borate　buffer（0．05　M；pH　8．0）containing

BSA（0．06％），　human　gamma－globulin（0．05

％）and　1．8×10－7　Ci〔2，4，6，7－3H（N）〕－E20r

〔1，2，6，7－3H（N）〕－progesterone．

　　The　samples　were　incubated　for　30　minutes

at　20°C．　Blanks　and　standard　samples　o圭E20r

progesterone（0，20，50，100，200，400，800　and

1000pg）were　assayed　in　duplicate　together

with　the　experimental　samples．　Bound　and
free　hormones　were　separated　by　incubation　for

10minutes　with　O．5　ml　saturated　ammonium

sulphate　and　centrifugation　for　10　minutes　at

3，000revolutions　per　minute（r。pm．）at　4°C．

　　The　superllatant　fractions　were　collected，

and　then　liquid　scintillation　counting　was

carried　out　by　using　scintillation　nuid　　（a

mixture　of　O。3％PPO　and　O．03％dimethyl

POPOP　in　toluene　and　Insta－Gel；Packard
Instruments，　Downers　Grove，　Illinois，　U．S．A．；

1：1，v／v，10　ml），　Water　blanks　were　close

to　zero　for　E20r　progesterone．　Accuracy

was　assessed　by　adding　known　qua－ntities

of　E20r　progesterone　（0，20，50，100，200

and　500　pg／ml）to　the　medium　and　assa．

ying　the　extracts．　Interassay　coe伍cients　o±

E2　and　progesterone　were　7．6　and　8．5％resp－

ectively．　Intrassay　coef五cients　of　E2　and　pro．

gesterone　were　l2．6　and　l6．7％respectively，

The　linear　regression　analysis　of　the　results

gave　the　equation　y＝1．03　x十〇．5　（r＝0．99，

P＜0．01）for　E2　and　y＝0．90x十11．9（r＝0．93，

P＜0．01）for　progesterone，　where　y＝amount

recovered　and　x＝amount　added．

　　The　mean　extraction　e缶ciencies　of　E2　and

progesterone　were　84．3±8．3　and　88．7±7．8％

respectively。

　　The　assay　sensitivities　of　E2　and　progeste－

rone　were　10　and　20　pg／ml　respectively．

　　All　extracts　of　the　preparations　didn’t　influ－

ence　the　binding　of　E2　and　progesterone　to

their　respective　antisera　（data　not　shown）．

　　Data　were　expressed　as　pg／mg　wet　weight

follicular　tissue　and　statistically　assessed　by

Student’s　t．test，

Results

　　As　shown　in　Fig．2，　E21evels　were　signi丘一

cantly（P〈0．001，　P〈0．01）decreased　by　O．2－

200μ9／ml　of　TJ－7，0．2　and　200μ9／ml　of　TJ－

230r　200　P9／ml　of　TJ－25　in　the　follicles　in－

cubated　and　its　effect　was　most　remarkable

つ
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Fig。2　Effects　of　TJ－7，　TJ－23　and　TJ－250n

　　　　　　　eStrOgen　SeCretlOnS　m　lmmatUre　rat　OVa－

　　　　　　　ries　incubated　in　”uitro．

　　　　　　　101U　ofPMS　was　injected　on　day　27

　　　　　　　0f　age　and　incubation　was　done　48　hou－

　　　　　　　rs　after　the　PMS　injection．　The　values

　　　　　　　are　means±SD　（vertical　bars）of　ten

　　　　　　　expenments．

　　　　　　　＊P＜0．001，　＊＊P〈0．01compared　with

　　　　　　control　groups　（Student’sかtest．）．

S．Usuki

by　TJ－7．0．002－0．02μ9／ml　ofTJ－7，　TJ－230r

TJ・25　showed　no　signi丘cant　effect（data　not

shown）．

　　Fig．3revealed　the　results　of　effects　of　LH

alone，　LH十TJ－7，　LH十TJ－230r　LH→－TJ・25

0n　E2　secretions　by　preovulatory　follicles，

LH　alone　significantly　（P〈0．Ol，　P〈0．05）

augmented　E21evels　compared　to　the　control

group．　The　combination　treatment　of　LH十

TJ－7，　LH十TJ－230r　LH十TJ－25　also　signi丘一

cantly（P〈0．01，　P〈0．001，　P〈0．001．）increased

E2　concentrations　and　their　effects　on　E2　se－

cretions　were　almost　similar　to　those　of　LH

alone．　Furthermore，　the　combination　treat－

ment　of20μ9／ml　ofLH十2．0μ9／ml　of　TJ－23

showed　a　significant（P＜0．05）increase　in　E2

secretions　as　compared　with　20μg／ml　of　LH

alone．

　　On　the　contrary，　progesterone　secretions

were　significantly（P＜0．Ol）increased　by　20

Ptg／ml　of　TJ－7　0r

while　TJ－25　showed

without　significance
　　　　　　　　　．
COnCentrat10nS　were

0。2－20μg／ml　of　TJ－23，

a　tendency　to　decrease

（Fig．4）．　Progesterone
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400

喜3°°

喜

K
…2。・

暑

坦

雌

　　100

Fig．3

200

G
ξ

星

2
9
2　100
＄

9
虚

0

（279）　117

　CentrOt　LH　　LH　　l＿H

　　　　2，0　20　　20
　　　　　　　　　　　十
　　　　　　　　　　丁山7

　　　　　　　　　　2．o
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on estrogen
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十
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　　secretlons
in　immature　rat　ovaries　incubated　in　vitro．

101U　of　PMS　was　injected　subcutane．

ously　on　day　27　0f　age　and　incubation

was　done　48　hours　after　the　PMS　inje－

ction．　The　values　are　means±SD（ver－

tical　bars）of　ten　experiments．

＊P〈0．001，＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．05com－

pared　with　control　groups．（＊＊＊）P＜0．05

compared　with　20μglml　of　LH（Stude－
nt，Sムtest）．

　　　　Control　　　　　TJ響7　　　　　　　　　　　　TJ＿23　　　　　　　　　　　TJ．25

　　　　　　　　　　（μ9！m2）　　　｛μ9！me）　　　〔μ9！m9｝

Fig．4　Effects　of　TJ－7，　TJ・23　and　TJ・250n

　　　　　　　progesterone　secretlons　ln　lmmature　rat

　　　　　　　ovaries　incubated　iアz　vitプo．

　　　　　　　101U　ofPMS　was　injected　on　day　27

　　　　　　　0f　age　and　incubation　was　done　48　hou－

　　　　　　　rs　after　PMS　injection．　The　values　are

　　　　　　　means±SD（vertical　bars）of　ten　expe－

　　　　　　　r五ments．

　　　　　　　＊P〈0。01compared　with　cotrnol　groups

　　　　　　　（Student’s　t－test）．
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田
20μ9／m2
十

TJ・25
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LH十TJ－23
and　LH十TJ－250n　progesterone　secreti－

ons　in　immature　rat　ovaries　incubated

Z7tηttro．

101U　of　PMS　was　injected　subcutane－

ously　on　day　270f　age　and　incubation

was　done　48　hours　after　the　PMS　inje・

ction．　The　values　are　the　means±SD

（vertical　bars）of　ten　experiments．

＊P＜0．001compared　with　control　groups，

（＊）P〈0．01，（＊＊）P＜0．05compared　with

20μg／ml　of　LH（Student’s　t．test）．

0．001）increased　by　20μg／ml　of　LH，　LH十

TJ・7，　LH＋TJ－230r　LH＋TJ・25　as　compared

with　those　of　control　groups，　while　the　combi－

nation　treatment　of　20μg／ml　of　LH十2－20

μ9／1nl　of　TJ－70r　20μ9／ml　of　TJ・23　revealed

asigni丘cant（P＜0．Ol，　P＜0．05）decrease　in

progesterone　levels　as　compared　with　LH　alo．

ne（Fig．5）．

　　In　a　perifusion　study，　LH　alone，　LH十TJ－

7，LH→－TJ－230r　LH十TJ－25　increased　E2
1evels　in　the　eMuents　20　to　40　minutes　after

the　initiation　of　each　stimulation　and　reached

their　peaks　l20　to　140　minutes　later，　thereaf－

ter　showing　a　plateau　or　slight　decrease，　whi－

1e　the　single　treatment　of　TJ－7，　TJ・230r　TJ－

25showed　no　effect　on　the　levels　of　E2

（Fig．6）．　The　response　to　LH十TJ－23　some－

what　exceeded　that　of　LH　alone　although　the

response　to　LH　exceeded　that　of　LH十TJ・7

0rTJ－25．

　　As　shown　in　Fig．7，　progesterone　secretions

were　augmented　by　TJ－70r　TJ－23　alone　or

the　combination　treatment　of　20μg／ml　of

LH十TJ－7，　LH十TJ・230r　LH十TJ・25　in　the

same　manner　as　by　20μg／ml　of　LH　alone　as

compared　with　those　of　the　control　group，
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Fig．6　Effects　of　LH，　TJ－7，　TJ－23，　TJ－25，　LH

　　　　　　十TJ・7，　LH十TJ－23　and　LH十TJ－250n

　　　　　　eS亡rOgen　SeCretlOns　m　lmmatUre　rat　OVa・

　　　　　　ries　perifused　ilz　vitro．

　　　　　　101U　of　PMS　was　injected　on　day　27

　　　　　　0f　age　and　incubation　was　done　48　ho－

　　　　　　urs　after　the　PMS　injection．

　　　　　　Data　represent　the　means　of　three　deter－

　　　　　　　mlnatlons．

　　　　　　×…×；control，×一一×；20μg／ml　of　LH．

　　　　　　0－○；20μ9！ml　of　TJ－7，ロー口；20rig／

　　　　　　mlofTJ－23，△一△；20μ9／ml　ofTJ－25，

　　　　　　●一●；20μ9／mlofLH＋20μ9／mlofTJ－

　　　　　　7，■一■；20μg／ml　ofLH十20，ug／ml　of

　　　　　　TJ－23，　▲一▲；20！tg／ml　of　LH十20μg／

　　　　　　mlofTJ－25．

but　the　effects　of　TJ－7，　TJ－23　and　TJ－250n

LH　stimulation　of　progesterone　secretion
were　relatively　weaker　than　those　of　LH　alo－

ne．　TJ－25　showed　no　effect　on　progesterone

secretions　and　the　addition　of　TJ－25　to　LH

showed　a　slightly　increased　levels　of　proges．

terone．

Discussion

　　In　the　incubation　study　some　doses　of　TJ・7，

TJ－230r　TJ－25　decreased　E2　secretions，　while

20μ9／mlofTJ・70rO．2－20　！xg／ml　ofTJ－23

increased　progesterone　levels．　These　results
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Fig．7　Effects　of　LH，　TJ・7，　TJ－23，　TJ－25，　LH

　　　　　　十TJ－7，　LH十TJ・23　and　LH十TJ－250n

　　　　　　progesterone　secretlons　ln　lmmature　rat

　　　　　　ovaries　perifused　in　witro．

　　　　　　101U　of　PMS　was　injected　on　day　27

　　　　　　0f　age　and　incubation　was　done　48　ho・

　　　　　　urs　after　the　PMS　injection．

　　　　　　Data　represent　the　means　of　three　deter－

　　　　　　mlnatlons．

　　　　　　　x…×；control，　o－o；20／tg／rnl　of　TJ－

　　　　　　7，ロー口；20μ9／ml　ofTJ－23，△一△；

20μ9／mlofTJ－25，●一●；20μ9／ml　of

LH十20μg／ml　of　TJ－7，■一■；20μg／ml

ofLH十20μg！ml　of　TJ－23，　▲一▲；20

μ9／ml　ofLH十20μ9／ml　ofTJ・25・

suggest　that　TJ－7，　TJ－230r　TJ－25　may　have

atendency　to　suppress　E2　secretions　by　rat

preovulatory　follicles　and　that　TJ－70r　TJ－23

may　stimulate　preovulatory　follicles　to　pro・

duce　progesterone．　TJ－70r　TJ－23　at　the　high

dose　200μg／ml　had　no　stimulatory　effect　on

progesterone　secretion．　This　mechanism　re．

mains　to　be　investigated．

　　By　preovulatory　follicles　of　the　PMS．prim．

ed　immature　rat　ovaries　LH　stimulates　predo・

minantly　E2　secretion　in　Inedia1’4・7〕．　There－

fore，　the　effect　of　TJ－7，　TJ－230r　TJ－250n

LH　stimulation　of　E20r　progesterone　secre．

tions　was　examined．　As　for　E21evels，　the

combination　treatment　of　LH十TJ－23，　LH十

TJ・230r　LH十TJ・25　s量gni丘cantly　stimulated

E2　secretions　to　almost　the　same　extent　as

LH　alone　and　E21evels　by　the　addition　of

2μg／ml　of　TJ－23　to　LH　exceeded　those　by

LH　alone．　This　suggests　that　TJ－7，　TJ－230r

TJ－25　does　not　interfere　with　the　action　of

LH　on　E2　secretions　and　that　TJ・23　may

multiply　the　effect　of　LH　on　E2　secretion　by

preovulatory　follicles．

　　The　concentrations　of　progesterone　were

also　signi丘cantly　increased　by　the　combinati．

on　treatment　of　LH十TJ－7，　LH十TJ－230r

LH＋TJ－25　but　the　response　to　LH　far　ex－

ceeded　that　of　the　addit量on　of　TJ－7，　TJ－230r

TJ－25　to　LH．　By　the　follicles　at　thisstage，LH

stimulates　the　secretions　of　E2，　progesterone

and　17α一hydroxyprogesterone　（17α一〇HP）4〕，

and　so，　the　combination　of　LH十TJ－70r

LH十TJ－23　may　promote　the　production　of

17α一〇HP，　These　mechanisms　are　also　to　be

elucidated．

　　The　perifusion　technique　is　ideally　suited

to　studyかz　witl・o　the　dynamics　and　mode　of

the　steroid　secretion　like　the　in　vivo　study．

In　this　study，20μg／ml　of　TJ－7，　TJ・230r　TJ－

25revealed　no　effect　on　E2　secretion．　The

result　of　the　former　one　is　d量fferent　from

that　in　the　incubat量on　study　and　those　of　the

latter　two　are　in　consistence　with　those　in

the　incubation　experiment．

　　These　results　iIldicate　that　TJ－7，　TJ－230r

TJ・25　may　have　no　stimulation　of　E2　secre－

tion．　The　inhibitory　effect　of　E2　by　TJ－7

must　await　further　studies．

　　The　addition　of　TJ－7，　TJ－230r　TJ－25　to

LH　increased　E21evels　in　accordance　with

the　result　in　the　incubation　experiment　and

the　e茄cacy　by　the　addition　of　TJ－23　to　LH

somewhat　exceeded　that　by　LH　alone。　This

suggests　that　TJ－7，　TJ－23　and　TJ－25　may

not　disturb　the　stimulation　of　E2　secretion　by

LH　alone　and　preferably　TJ－23　may　augment

the　stimulatory　effect　of　LH．

　　As　for　progesterone　secretions，　the　stimula．

tion　of　progesterone　secretion　by　TJ－7　and

TJ－23　was　present　in　both　incubation　and　pe．

rifusion　studies．　TJ－25　had　no　effect　on　pro－

gesterone工evels．　This　indicates　that　TJ－7

and　TJ－23　may　stimulate　preovulatory　follic－

les　to　secrete　progesterone．　TJ－25　is　known

to　stimulate　rat　corpora　lutea　to　secrete　pro－

gesterone12）but　no　stimulatory　effect　was　obse－

rved　in　the　preovulatory　follicles．　This　may

depend　on　the　different　sensitivities　of　preovu一
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Iatory　follicles　or　corpora　lutea　to　TJ－25．

The　addition　of　TJ－7，　TJ－230r　TJ－25　to　LH

in　the　perifusion　experiment　increased　proge．

sterone　concentrations　and　the　effect　seemed

to　be　half　of　that　of　LH　alone．　This　accords

with　that　in　the　incubation　study．　This　resu・

lt　suggests　that　TJ－7，　TJ－230r　TJ－25　may

suppress　the　stimulatory　effect　of　LH　alone

on　progesterone　secretions　by　preovulatory

follicles．　However，　itremains　still　undetermi．

ned　whether　these　effects　described　above

may　be　due　to　the　whole　combination　effects

of　various　components　or　the　sole　effect　of

the　constituent　of　each　Chinese　herbal　me－

dicine．　Furthermore，　Usuki6・？・9響11・14）reported

that　pituitary　gonadotropins　are　closely　rela－

ted　to　the　induction　of　DNA　polymerase．α

activity　for　cell　proliferation，　oocyte　matura－

tion　and　steroidogenesis，　and　therefore　the

effect　of　TJ－7，　TJ－230r　TJ－250n　DNA　po－

lymerase　activity　should　be　also　examined

from　a　molecular　point　of　view．

　　The　detailed　clari丘cation　of　these　mechanis－

mS　aWaitS　fUture　inveStigatiOnS．

　　The　present　experiments　indicate　that　TJ－7

0r　TJ－23　may　stimulate　rat　preovulatory　foU．

icles　to　secrete　progesterone　and　that　TJ－23

may　tend　to　multiply　the　stimulatory　action

of　LH　alone　on　E2　secretions　but　to　suppress

the　action　of　LH　on　progesterone　secretions

when　TJ－7，　T｝23　and　TJ－25　are　utilized　toge・

ther　with　LH．

　　The　effect　of　TJ・7，　TJ－230r　TJ－25　alone

on　the　E2　secretion　is　questionable．
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八味地黄丸，当帰葛薬散及び桂枝茨苓丸の

排卵前卵胞estrogenおよびprogesterone

分泌並びにLH作用に及ぼす影響について

筑波大学臨床医学系産科婦人科

　　　　　臼杵　慧

S．Usuki

　排卵前卵胞に於ける漢方製剤のestrogenおよびpro－

gesterone産生分泌能並びにLH作用に及ぼす影響につ
いてilz　witroでの検討を行なつた．27日齢Wistar－

Imamichi系雄ラットにPMS　101Uを皮下投与し，卵
胞を成熟させ，PMS投与後48時間にエーテル麻酔下で
断頭・屠殺し，卵巣を摘出した．摘出卵巣の周囲脂肪組

織を充分に除去した後，実体顕微鏡下で卵胞（φ約0．75

～ 1mm）を摘出し，各々の卵胞20コを1群として
incubationないしperifusionを行なつた．

　Incubation実験は，　medium　TC－199を用い95％02－

5％CO・下で，60分間のpreincubationの後，新しい

mediumに種々濃度の八味地黄丸エキス（津村順天堂

（283）　121

TJ－7），当帰葛薬散（TJ・23），桂枝挟苓丸（TJ－25）およ

びovine　NIH－LHを加え120分間incubationした．
　Perifusion実験は，　incubationと同一条件下で20分間

のpreincubationの後60分間mediumのみでperifusi－
onし，次いで種々濃度のTJ－7，　TJ－23，　TJ－25およ

びLHで240分問刺激灌流し（2，5ml〆20分♪，20分毎に

mediumをi採取した．

　Incubationないしperifusionしたmedium中の
estradiol－17β（E2）およびprogesterone（P）をRIAで
測定した．

　Incubation実験に於いて，　TJ・7，　TJ－23ないしTJ－25

はE2を減少させ，一方TJ－7，　TJ－23はPを増加させ
た．

　LHにTJ－7，　TJ－23ないしTJ－25を併用させると
PはLH単独刺激より減少したが，　TJ－23でE・）は増
加した．

　Perifusion実験に於いては，　TJ－7，　TJ－23ないしTJ・

25の単独刺激はE2濃度に影響を及ぼさなかつたが，
TJ－7ないしTJ－23はP濃度を増加させた．

　LHとの併用刺激では，　LHの単独作用に較べ，　E2
濃度はTJ－23で増加したが，　TJ－7およびTJ－25では有意

な差が認められず，一方，P濃度はTJ－7，　TJ－23，　TJ－

25で減少した．

　以上の事実は，排卵前卵胞に於いて，1）TJ－7ないし

TJ－23はP産生分泌を促進させる，2）TJ－23はLHの
E2産生分泌能を促進させる，3）TJ－7，　TJ・23および

TJ－25はLHのP産生分泌能を減少させることを示唆し
ている．

　　　　　　　　　　　　（受付・昭和61年2月3日）
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卵胞液中および血中のステロイドホルモン濃度と

下垂体ホルモン濃度について ○

塾

Steroid　Hormones，　and　Pituitary　Hormones　Levels　in　Follicular

　　　　　　　Fluid　and　in　Peripheral　Venous　Plasma

　　　　　　　　　　札幌医科大学産婦人科学講座

遠藤俊明　渡辺広史　山本　弘
Toshiaki　ENDOH　Hiroshi　WATANABE　Hiroshi　YAMAMOTO

田中昭一　橋本正淑
Shoichi　TANAKA　Masayoshi　HASHIMOTO

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Sapporo　Medical　College

　大卵胞，小卵胞また刀経周期別に卵胞を分類し，その卵胞液中性ステロイドや下垂体ホルモン濃度を測定

した．また血中のそれらのホルモン濃度も測定し以下の結果を得た．①estradio1－17β（E2）は，卵胞期後期

の大卵胞においてもつとも高濃度を示し，末梢血中E2濃度との問に正の相関（r＝0．65；P＜0．05）が認め

られた．②progesterone（P）も卵胞期後期の大卵胞でもつとも高濃度を示し，　P濃度とE2濃度の間には正

の相関（r・＝O．　71；P＜0．Ol）が認められた．③testosterone（T）は卵胞期後期の大卵胞は小卵胞と比較して

低濃度の傾向があり（P〈0．05），卵胞期後期の大卵胞液中E・とT濃度の間には負の相関（r＝－0．64；P〈

O．05）が認められた．④卵胞液中ゴナドトロビン（LH，　FSH）濃度は卵胞期前期小卵胞よりも卵胞期後期大

卵胞の方が有意に高値だつた（P〈O．05）．⑤卵胞液中プロラクチン濃度は，卵胞の大きさ，月経周期により

一定の傾向は認められなかつた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），284－290，1987）

■

緒　　言

　ヒト卵巣の卵胞液は，原始卵胞から一次卵胞，更に二

次卵胞へと卵胞が発育するにつれて出現し，二次卵胞と

は，卵胞腔あるいは卵胞液の存在する卵胞と定義されて

いる．卵胞液は，一部は卵胞自身から，また一部は血漿

からの浸出によるものであり，その組成は穎粒膜細胞，

内英膜細胞の分泌動態や，生理的あるいは病的変動を反

映して変化する．月経周期による卵胞の大きさの変化

は，卵胞液の貯留のために生ずると言われている．従つ

て卵胞液中のホルモン濃度は，月経周期や卵胞の大きさ

によつて変化すると考えられている1・2）．

　そこで今回われわれは，卵胞液中estradio1－17β（E2），

progesterone（P），　testesterone（T），　LH，　FSH，　Pro．

lactin（PRL）を大卵胞，小卵胞別に測定し，また同時

に末梢血中ホルモン濃度も測定した．そして月経周期に

よる濃度変化，各ホルモン濃度の相互関係について検討

し，文献的考察を加えたので報告する．

対象と方法

　子宮筋腫および上皮内癌等で開腹手術を施行した25歳

から45歳の正常月経周期婦人35名を対象とした．卵胞液

は27Gの注射針で血液が混入しないように採取した，そ

の際卵胞の最大径が8mm以上を大卵胞，5mm以下

を小卵胞として分類した．また，同時に末梢血も採取

し，血漿分離後，卵胞液とともにRIAによるホルモン

測定まで一20°Cにて凍結保存した．

　月経周期は，過去の月経歴，血中E2，　P，ゴナドトロ

ピン濃度，基礎体温，子宮内膜日付け診により卵胞期前

期，卵胞期後期，黄体期に分類した．尚，卵胞期後期大

卵胞の卵胞液は肉眼的に主席卵胞と思われる卵胞から採

●
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取した．

成　　績

　L　卵胞液中ステロイドホルモン

　①卵胞液中E2濃度

　大卵胞液中E・）濃度は1．Ong／m1から4，800ng／mlを

示した（n＝17）．一方，小卵胞は1．Ong／mlから1，000

ng／mlまでのE2濃度を示した（n＝14）．特に卵胞期

後期の大卵胞は，2／3が1000ng／ml以上を示し（mean

±SE＝20，78．96±437．27ng／ml），卵胞期後期の小卵胞

（292．00±187．21ng／ml）や卵胞期前期小卵胞（412．86

±90．77ng／！ml）よりも有意にE，濃度が高かつた（P＜

0．01）（図1）．

　また，卵胞期後期の大卵胞液中E2濃度と血中E2濃度と

の間に正の相関が認められた（r＝0．65；P〈0．05）（図

2）．しかし，小卵胞液中E2濃度と血中E2濃度に相

関はなかつた．

　②卵胞液中P濃度

　大卵胞液中P濃度は40ng／mlから5，eOOng／mlを示

し（n＝18），卵胞期後期では半数が500ng／ml以上の高

値を示した（mean±SE＝1，149，23±427．42ng／ml）．

それに対して小卵胞は，全周期を通じて200ng／ml以

下であり（66．82±30　．　64ng／ml）（n＝14），有意に前者

の方が高濃度だつた（P＜0．01）（図3）．

　同一卵胞内におけるE2とPの濃度の関係について検

討すると，卵胞期後期の大卵胞においてのみ正の相関が

認められた（r＝0．71；Pく0．01）（図4）．しかし，卵胞液

中P濃度と血中P濃度の問に相関は認められなかつた．

　③卵胞液中T濃度

　小卵胞では，測定感度以下の1例を除いては全て50ng

／lnl以上であつたのに対し（n＝9），大卵胞では350

ng／mlの1例を除いて全て50ng／m1以下であつた（n＝

16）．卵胞期後期の大卵胞液中T濃度　（mean±SE＝

45．81±25．43ng／ml）は全周期の小卵胞（148．00±

10．05ng／ml）よりも有意に低値だつた（P＜O．05）（図5）．

　同一卵胞内におけるE2とT濃度について検討する

と，卵胞期後期の大卵胞においてのみ負の相関が認めら
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れた（r＝－0．65；P＜0．05）（図6）．小卵胞ではその

ような相関はなかつた．また，P濃度とT濃度の問に

も相関はなかった．

また，卵胞液中T濃度と血中T濃度に相関はなかつた．

　2．卵胞液中下垂体ホルモン

　①卵胞液中ゴナドトロピン

　大卵胞液中LH濃度は測定感度以下から75mlU／ml

までを示し（n＝11），一方小卵胞液中LH濃度は測定

感度以下から66m1Ul／mlまでを示した（n＝7）．

　大卵胞液中FSH濃度は測定感度以下から30mlU／ml

までを示し（n＝8），小卵胞では測定感度以下から21

mlU／m1までを示した（n＝6）．

　同一卵胞におけるゴナドトロピンと性ステロイド濃度

の関係について検討したが，相関など一定の傾向は認め

られなかった，

　しかし，卵胞期前期の小卵胞と卵胞期後期の大卵胞の

LH濃度を比較すると，　mean±SE＝7．27±3．　18mlU／

ml，24．43±5．61mlU／mlと有意に後者の方が高値だつ

た（P＜O．05）．また卵胞期前期の小卵胞中FSH濃度

は3例中2例が測定感度以下であつたのに対し，卵胞期

後期の大卵胞は6．96±2．11ng／mlと，後者の方が有意

に高値だつた（P＜0．05）（図7），

　LH，　FSHは卵胞液中濃度と血液中濃度に相関はなか

つた．

　②卵胞液中プロラクチン

　大卵胞液中PRL濃度は測定感度以下から80ng／m1を

示した（n＝16）．小卵胞では測定感度以下から51ng／m1

までを示した（n＝10）．月経周期，大卵胞，小卵胞に

よる一定の傾向はなかつた（図8）．

　同一卵胞におけるPRL濃度とゴナドトロヒ゜ン濃度と

の関係について検討したが，一定の傾向はなかつた．

　つぎに，卵胞液の高PRL状態における性ステロイド

濃度について検討した．卵胞期後期の卵胞内PRL値が

血中PRL濃度の正常値と比べて比較的高値と思われる

60ng／ml，54ng／mlを示した大卵胞2例のE2濃度は，

それぞれ2，900ng／ml，2，700ng／mlと高値であった．

しかしP濃度は，それぞれ90ng／ml，290nglm1と低値を

示した．また卵胞期前期の大卵胞で，PRLが80ng／m1

と高値を示すものが1例あつたが，そのE，，P濃度は

ともに81．0，40．8ng／mlと低値を示したのに対し，T濃

度は170ng／mlと高値であつた．卵胞液中　PRL濃度

■

○
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と血液中PRL濃度に相関はなかつた．

　3、黄体期のホルモン濃度について

　黄体期にホルモン測定をできた卵胞は，E24例，　P　4

例，T3例，　LHとFSHは1例ずつ，　PRLは3例
と少数例のため一定の傾向の有無について考察すること

ができなかつた．しかし大卵胞の2例が，E，濃度がそ

れぞれ850，1，450ng／ml，またP濃度が100，484ng／ml

と特記すべき高値を示した．

考　　察

　卵胞液中ホルモン濃度は穎粒膜細胞，内爽膜細胞の機

能を反映し，また血漿成分にも由来すると言われてい

る1・2｝．したがつて，卵胞液中ホルモン濃度を測定する

事は卵胞の機能を知るうえで極めて有用である．しかも

IVF－ETが広く実施されている現在，卵胞液中性ステ

ロイド濃度がoocyteのstatusのmarkerとなると

考えられている3）ため，その測定はますます重要さを増

している．また卵胞の成長を直接regulateするゴナド

トロピンなどの内分泌学的微少環境を検索する意義は深

い．

　そこで今回われわれは，卵胞液中ホルモン濃度を大卵

胞，小卵胞別に測定し，月経周期による濃度変化も検討

した．さらに同一卵胞内におけるホルモン濃度の相互関

係をもあわせて検討した．また，卵胞液中ホルモン濃度

と血中濃度との関係も検討した．

　卵胞液中E2濃度は，われわれの成績では卵胞期後期

の大卵胞は，約2／3が1，000ng／ml以上の高値を示し，

同時期の小卵胞液中E2濃度と比較して明らかに高値を

示した．同様の結果をMcNattyらも報告している4，5）．

　また，卵胞期後期の大卵胞液中E2濃度と血中E2濃度

の問には正の相関が認められた．この事から卵胞期後期

の血中E・は主席卵胞に由来する事が示唆された．Baird

ら6｝はE2濃度1，000ng／ml以上の卵胞を機能的に活動し

ている卵胞としており，したがつてわれわれの成績では，

卵胞期後期の小卵胞E2値は図1に示すごとく，全例
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1，000ng／ml以下であり，　Baird6〕の報告からするとほ

とんどが機能的に不活発な状態の卵胞であつたと考えら

れた．それに対して卵胞期後期の2／3以上の大卵胞は，

E2値が1，000ng／ml以上であり，機能的に活動してい

る卵胞と考えられたp

　したがつて卵胞の機能を知る上で，その大きさが重要

な指標となる事が示された．E2高値の大卵胞は図3のご

とくP濃度も500ng／ml以上と血中P濃度の数十倍から

数百倍の高濃度を示すものが半数にあった．Ueharaの

報告7）では卵胞液中E2濃度とP濃度には相関はなかっ

たとしているが，われわれの成績では，この時期の大卵

胞は卵胞液中E2濃度とP濃度の問には正の相関が認め

られた．つまりこれは，卵胞液中E2が高値を示す卵胞

期後期では黄体形成以前に卵胞内ですでに活発にP合成

がなきれている事をあらわしており，卵胞期後期にはす

でに卵胞液中Pが高値をしめすとする従来の報告8’11）と

一致した．この点に関してin　”vitroでは，　Channing　12）

が赤毛ザルで，McNat亡yら13〕はヒトで穎粒膜細胞がP

合成能を持つ事をあきらかにしている．そしてこれは，

卵胞期後期の小卵胞や卵胞前期の大卵胞，小卵胞と明ら

かな差を示す点である．

　また卵胞期後期の大卵胞のP合成の急増に関してMc－

Natty14）は，排卵に近づくにつれてmitotic　activityが

低下し，卵胞液中LHが上昇し，　granulosa　cellの

hypertrophyをおこす事と3β一hydroxys亡eroid　dehydro・

genase活性の高まるためだと説明している．また，同

様にEdwards2）も顯粒膜細胞の3β一hydroxysteroid　de－

hydrogenase活性が高まる事を報告している．一方，

Braillyら15）は，卵胞液中Pの上昇はPからのAndro－

gen合成の減少によるもので，　aromatizationの低下

によるものではないとしている．またCarrら16）は，

そもそもgranulosa　cellはIuteal　cellと同様P産生能

を有しており，卵胞期前期には末梢血中のlow　density

lipoprotein（LDL）を運ぶ血管支配が欠如していたもの

が排卵前期には血管が新生された，LDLが供給される

め，P合成が増加するのだと説明している．

　成熟卵胞内ステロイド濃度の特徴は，高E2，高P

濃度であるが，低T濃度も重要な指標とされている．

Ueharaら7）は，　oocyteのcleavageの成功は卵胞内

E2濃度やP濃度よりもT濃度のほうがよりよい指標と

なる事を示唆している．

　われわれの成績では，大卵胞液中T濃度は，閉鎖卵胞

と思われる1例を除くと15－45ng／mlに分布し，　Mc－

Nattyら4・5｝，　Ueharaら7），庄司11），　Baillyら15）の報

告とほぼ一致した，卵胞期後期の大卵胞においてE2濃

度とT濃度の間に負の相関が認められ（図3），E2濃度

の高い卵胞ほどTが低く，盛んにaromatizationが

おこなわれている卵胞であることを示している．この点

に関しては，Ueharaら？）も同様に負の相関のある事を

報告をしている．

　また，大卵胞の1例は，E2濃度が1．43ng／ml，　P濃度

が3．68ng／mlと低値で，　T濃度が350ng／m1と高値で

あつたが，これは形態学的検索はしていないが閉鎖卵胞

であつたと考えられた．

　閉鎖卵胞の卵胞内ステロイド合成に関してBrailly

ら15）は，PからAndrogenへの変換は障害されていな

いが，aromatizationが極端に低下しているためE2濃度

が低値となり，T濃度が高値となると説明している，し

かし，閉鎖過程が進むとT濃度も低下するとしている．

また，Ueharaら7）はP濃度とT濃度の問にも負の相関

が認められるとしているが，われわれの成績ではその様

な関係は認められなかつた．この違いは，われわれが採

取した卵胞期後期の卵胞が必ずしも排卵直前の卵胞ばか

りではないためかもしれない．

　黄体期でもE2濃度が850，1，450ng／mlと高値を示

す大卵胞を2例認めたが，P濃度はそれぞれ100，484ngf

ml，　T濃度は33，24ng／m1であり，閉鎖卵胞とは考え

がたく，McNattyi2）のいう排卵期に高値のFSHにさ

らされた卵胞が排卵せず，そのまま成長を続けた卵胞と

考えられた．

　卵胞液中ゴナドトロピンに関してMcNattyら4・5）は，

大卵胞の方が小卵胞より　LH，　FSH　とも　detectable

な例が多く，卵胞期後期で最も高濃度になると報告して

いるが，われわれの成績では，はつきりしたその様な傾

向はなかった．卵胞期後期の大卵胞のゴナドトロピンに

ついて彼らの成績によれば，LH，　FSH濃度はmean

で6，3m1U／mlであり，われわれの成績の1／4－1／2の低値

となつている．しかし，Lauferら18）は，　HMG－HCG

施行後ではあるが，卵胞液中LH，　FSH濃度がmean

で130，11mlU／m1と報告している．　McNattyらの報告

のゴナドトロピン値の低い原因としては，Lauferら18）

の指摘しているように，血管の発達の不十分な未成熟卵

胞からの卵胞液採取による事が考えられ，その様な卵胞

には血中のゴナドトロピンが十分に移行しないため低ゴ

ナドトロヒ゜ン濃度になつたと思われる．

　卵胞液中ゴナドトロピンと性ステロイドとの関係につ

いて，従来よりFSHの存在がgranulosa　cellのE2

分泌を助長し，同様にLHの存在がP分泌に関係して

いるとされている，われわれの成績でも，LH，　FSH

とも卵胞期前期小卵胞より卵胞期後期大卵胞の方が卵胞

液中濃度が高く，卵胞期後期大卵胞の高E2，高P濃度と

ゴナドトロピン濃度上昇と関係していると思われた，し

●

●

o



○

週

●

k

●

昭和62年4月1日 遠藤・渡辺・山本・田中・橋本 （289）　127

かし，卵胞液中ゴナドトロピン濃度と血中ゴナドトロピ

ン濃度との間には相関関係はなかつた．この理由も個々

の卵胞の成熟度によつて卵胞内の血管の発達に差があ

り，血中ゴナドトロピンの卵胞液への移行にも差が出る

ためと思われる，

　卵胞液中PRLに関して，卵胞期前期の小胞卵で最

高値を示し，また卵胞期後期の大卵胞では最低値を示

す．一般に卵胞期では卵胞が大きくなるにつれて卵胞液

中PRL値は低下する傾向があるとMcNattyら4・5・17）は

述べている．また，彼らは，PRL値が35ng／ml以上で

は明らかに卵胞液中E2濃度が低下すると述べている，

しかしLauferら18）は，卵胞前期には逆に卵胞液中PRL

濃度は100ng／m1以上まで上昇すると報告している．ま

た，これは血中E2濃度が急増することによつてPRL

値が上昇するためと推論している．われわれの成績で

は25－30ng／mlとほぼ血中の正常値と同レベルで，月経

周期や大，小卵胞によるはつきりした濃度の差は無かつ

た．卵胞期後期の大卵胞の中にPRL濃度が50ng／ml

以上のものが2例あつたが，E2濃度は両者とも2，500

ng！ml以上で，この症例に限つて言えば高PRL濃度の

E2合成への影響は認められなかつた．血中PRL濃

度と卵胞液中PRL濃度の間に相関は認められなかつた

が，これもゴナドトロピンと同様，卵胞内の血管の発達

が関係していると思われた．

　以上をまとめると，卵胞は卵胞期後期に大きくなると

E2，　P濃度が上昇し，一方T濃度は低値を示し，さか

んなaromatase活性の存在が示された．また，この時期

の血中E2は主席卵胞に由来する事が示唆された．そし

て，このような性ステロイド合成の変化は，卵胞液中ゴ

ナドトロピンの卵胞期後期の上昇が関与していると思わ

れた．PRL濃度については一定の傾向はなかつた．以

上，卵胞液中ホルモン濃度について興味ある知見を得た

ので報告した．

　尚，本論文の一部は第27回不妊学会総会（1982年，東

京ならびに第11回世界不妊学会（1983年，ダブリン）に

て発表した．
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Hiroshi　Yamamoto，　Shoic血i　Tanaka

　　　　and　Masayoshi　Hashimoto

日不妊会誌　32巻2号

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　　　　Sapporo　Medica1　College

　　We　measured　concentrations　of　estradiol－17β

（E2），　progesterone（P），　testosterone（T），　prolactin

（PRL），　LH　and　FSH　in　large　follicles　and　in

small　follicles　at　various　stages　of　the　menstrual

cycle．　And　we　measured　them　in　peripheral

venous　plasma．　The　following　results　were　ob．

tained．

　　①The　level　of　E2　in　large　follicles　was　apt　to

be　highest　at　late　follicular　phase　LFP（mean±

SE＝2，078．96±437．27　ng／皿1）．　A　correlation　was

observed　between　E21evel　in　large　foilicles　and

that　in　plasma　at　LFP（r＝O．65；P＜O．05）．

　　②At　LFP　most　of　large　follicles　had　very　high

concentration　of　P（1，149．23±427．42　ng／ml）、　In

large　follicles，　a　correlation　was　observed　bet－

ween　P　and　E2　concentration　at　LFP（r＝0．71；

P〈0．01）．

　　③The　level　of　T　in　large　follicles　were　signi．

ficantly　lower　than　that　in　small　follicles　at　LFP

（P〈0．05）．　And　a　correlation　was　observed　bet．

ween　T　and　E2　concentrations　in　large　follicles

at　LFP（r＝－0．64；P＜0．05）、

　　④The　levels　of　gonadotropins（LH，　FSH）in

large　follicles　at　LFP　were　significantiy　higher

than　those　in　small　follic1es　at　early　follicular

phase（P＜0．05）．

　　⑤The　level　of　PRL　in　follicular　fiuid　had　no

speci丘c　tendency．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年7月31日）

踏
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○

　超音波断層法による卵管通過性の評価が可能か否かを，　開腹時または腹腔鏡施行時の通色素試験の結果を

基準として子宮卵管造影法（HSG）と比較検討した．

　超音波法とHSGの通色素試験との一致率は，各々882％（30／34），85，3％（29／34）と，ほぼ変らない成

績であった．False　positive　rateは，超音波法26．7％（4／15），　HSG　25．0％（3／12）と，これもほぼ同率であ

つたが，False　negative　rateは，超音波法0％（0／19），　HSG　9．1％（2／22）であり，超音波法では1例もな

かつた．Specificityは，超音波法82．6％（19／23），　HSGでは87．0％（20／23）であつたが，　Sensitivityは超

音波法は100％（11／11），HSG　81．8％（9／11）であった．

　超音波断層法によるダグラス窩の液体貯留像の観察により，少なくとも一側の卵管通過性の評価が可能で

あり，しかも極めて高い正診率を示した．さらに，生体に対する侵襲性やその簡易性の点からも超音波法に

よる卵管疎通性検査法は，実地臨床上有用性が大きいことを確認しえた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），291－297，1987）

b

○

緒　　言

　卵管通過性の評価法として，従来より，通気法，通水

法，子宮卵管造影法（以下HSGと略す），あるいは，

腹腔鏡や開腹手術時において直接，確認できる通色素試

験などによつて行なわれてきた．しかし，通気法や通水

法は卵管疎通性の精度ユ）に問題があり，HSGはX線被

曝2－4）やヨード過敏の問題が存在している．一方，超音

波断層法は骨盤内腫瘤5，6）や卵胞発育の観察7・8｝などに関

し，有用性が高く評価されてきており，不妊症領域にお

ける必須の重要な診断法のひとつとして確立されつつあ

る．

　今回，著者らは，超音波断層法による，通水時のダグ

ラス窩への液体貯留像を観察することにより，卵管通過

性の評価が可能であるか否かを検討し，さらにHSGの

精度と比較するため，開腹時または，腹腔鏡施行時の通

色素試験の結果を基準（Gold　s亡andard）として，卵管

通過性の評価法としての精度につき，各々を比較検討し

た．

研究方法

　対象は，旭川医科大学産婦人科外来に通院中の不妊症

患者で，昭和59年7月から昭和61年7月までに超音波法

を施行した62名中，超音波法，HSG，開腹時または腹腔

鏡下の通色素試験のいずれかで，卵管疎通性の評価が直

接可能であつた34名である（表1）．その内訳は，子宮内

膜症10名，骨盤内感染症11名，卵巣嚢腫5名，子宮筋腫

1名，子宮中隔症1名，ターナー症候群1名，原因不

明不妊症5名であつた，この34名中，開腹手術施行者22

名のうち6名は，腹腔鏡後，開腹手術となつた症例であ

る．腹腔鏡検査のみの施行者は12名であつた．34名の年

齢は26歳から38歳までで，平均年齢は31．9歳で，不妊期

間は半年から18年で平均6．5年である．

　方法は，図1のごとく，膀胱充満下にあらかじめ子宮，
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表1Materials

超音波断層法による卵管疎通性の評価

（patients）

　　7

日不妊会誌　32巻2号

Laparotomy

　　endometriosis

　　PID

　　Ovarian　CySt

　　myoma　uterl

　　septate　uterus

Laparoscopy

　　endometriosis

　　PID

　　ovarlan　cyst

　　unexplained　infertility

　　Turner’s　syndrome

9

4

1

1

3

2

1

5

1

Tota1 34

PID　l　Pelvic　inflamrnatory　disease

卵巣などを確認しHSG　と同様に膣部鉗子で子宮腔部

を把持し，頸管カニューレより滅菌生理食塩水20から40

m1を注入し，注入中および注入後の子宮腔内，卵管，ダ

グラス窩への液体貯留像の有無により卵管通過性を判定

し，その成績をHSGと比較し，いわゆる℃old　stan－

dard”を開腹手術または，腹腔鏡下の通色素試験の結果

とした．

　超音波断層装置は，横河U－sonic　RT－3，000および

RT・3，600，　realtime　sector　scanner，　Transducer　3．5

MHzを使用した．

成　　績

　図2－aは原因不明不妊症患者における通水前の超音

波像で，子宮体部の横断面を示す．図2－bは通水後の超

音波断層像で，ダグラス窩に生理食塩水が貯留している

のが確認された．また，子宮体部前面にも生理食塩水が

見られる．図2－cは同一患者のHSGで両側卵管の通

過性が推定される．図2－dは腹腔鏡にて両側卵管から

のindigo　carmine（10倍希釈）の流出が確認された像

で，両側卵管の通過性を認めた．以上より，3つの検査

法がすべて一致した両側卵管に疎通性を認めた症例であ

つた．

　図3－aは子宮内膜症患者における通水中の超音波像で

あるが，子宮腔内の拡張像は見られるが，ダグラス窩に

液体貯留像はない．図3－bは同一患者のHSG像で両

側卵管からの造影剤の流出はみられず，開腹時の通色素

試験でも　indigo　carmineの流出はなく，3つの検査

法がすべて一致した両側卵管閉塞例である．

　図4－aは超音波法偽陽性であつた，骨盤内感染症疑い

の患者の通水前の子宮体部横断面像である．図4－bは通

水後の超音波像で，左卵管水腫は見られるが，ダグラス

窩への液体貯留像は認められなかつた．図4－cは，その

子宮卵管造影像で，左卵管水腫を認めたが，通過性はな

く，右卵管からの造影剤の流出がかろうじて認められ

た．開腹所見では，左卵管水腫と両側卵管の強度の癒着

が認められ，通色素試験でも　indigo　carmineの流出

は，右卵管采からのみわずかに認めていたことより，超

音波法偽陽性症例である．

　上記症例を総括したものが表2である．超音波法と

HSGの通色素試験との一致率は，各々88．2％（30／34），

85．3％（29／34）で，また，超音波法またはHSGで

閉塞ありと判断し，通色素試験で卵管閉塞なしと確認し

たものを偽陽性率とすると，超音波法26．7％（4／15），

HSG　25％（3／12）であつた．逆に，超音波法または

HSGで卵管閉塞なしと判定し，通色素試験で卵管閉塞

ありと確認した偽陰性率は，超音波法は0％　（0／19），

O
OV．

O
Sterile

　Sajine

U．S：U工trasoundt　BL：Urinary　bladder，　OV：Ovary，　UT：U七erus

図1Method

●

e

e
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　　　　　　a．　Before　illjectlolI

高田・千石・浅川・石川・1青水

　　　　　　　　匡くi2Case　1

b．　After　injection

c．　HSG：Hysterosalpingography

d．　LaparoscoPy

BL：Bladder
FL：Free　fluid

FO：Follicle
　　　（right）

D：The　pouch　of　Douglas

UT：uterus

lt．　tube

indigo　carmine
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a．　After　injcictlell

Bladder ■

b．HSG

図3Case　2 φ

HSGは9．1％　（2／22）であつた．また，真陰性率で

あるSpecificity（特異度：罹患してないものを陰性と判

定する率）は，超音波法82．6％（19／23），HSG　87．0％

（20／23），真陽性率であるSensitivity（敏感度：罹患し

ているものを陽性と判定する率）は，超音波法100％

（11／11），HSG　81．8％（9／11）であつた．

考　　案

　不妊症患者の中で，卵管因子が占める頻度は25～50

％9－13）といわれるほど高く，その正確な診断は重要な問

題といえる．　しかし，HSGや腹腔鏡，あるいは開腹

手術を頻回に施行することは，卵子，卵巣に対するX線

被曝，ヨード過敏，手術侵襲，傷の癒痕，癒着など多く

の問題を有しており，現実には不可能であろう．

　しかしながら，著者らが試みてきた超音波断層法を用

いての卵管通過性の評価は，その正診率において，HSG

とならび，きわめて高く，超音波法で卵管閉塞なしと判

断した症例で，通色素試験で閉塞ありという偽陰性者は

一・例もなかつた．

　HSGと腹腔鏡との一致率は他の報告例によると55～

76％14’16｝とされているが，今回の著者らの成績は，超音

波通水法，HSGとも，通色素試験との一致率は，88．2

％、85．3％といずれも高かつた．また，HSGの偽陽

性率は5～20％，偽陰性率も8～209616”181と報告されてい

るが，今回の超音波通水法，HSGの偽陽性率はともに

ほぼ報告例と一致しているが，偽陰性率は報告例より低

率を示した．

　今回の超音波法で，偽陽性例が4例あり，2例は通過

性は認められたが，indigo　carmineがわずかしか流出

せず，また1例は鷲卵大のchocolate　cystがダグラス

窩に入りこんでおり，またもう1例は，数個の大卵胞が

あり，ダゲラス窩への液体貯留像が超音波法で確認しず

らい症例であつた，

　超音波断層でみられる膀胱後面，三角形のecho　free

spaceである，いわゆるsubtle　pelvic　fluidi9｝は今回

明¢・かではなかつたが，出現時には液体貯留像との鑑別

を要する．

　通水後の生理食塩水約20mlは，今回の著者らの検査

では，ほぼ24時問後に完全に消失しているのが確認され

た．

　超音波断層法による卵管通過性の評価は，現在まで3

つの報告があり，いずれも‘‘Gold　standard”をHSGと

しているが，開腹時または腹腔鏡下での通色素試験を

“ Gold　standard”とした報告は，今回の報告が最初であ

る．すなわち，Richman2°｝らは35名に施行し，　Sensi－

tivity　100％，　Specificity　96％，　Accuracy　97％、　False

●
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a．　Before　Injectlo1ユ

■

b，　After　ilMection

o

c．　HSG

図4　Case　3

○

positive　rate　1096　（1／10），　False　negative　rate　O％

（0／24）と報告したが，これはHSG　との比較であり，

通色素試験との比較はしていないため，その精度をその

まま著者らの成績と比較することはできない．

　Randolph　ら21）は，100例に拍動性に生理食塩水を子

宮腔内に注入し，子宮腔拡張の状態により，卵管通過性

および卵管閉塞部位，左右差などを確認できたと報告し

ている．しかし，著者らの今回の成績では，約1／3にの

み，左右卵管を同定できただけであり，左右の同定には

今後の検討が必要であろう．

　Rasmussen　ら22）の報告では，25例に超音波通水を行

ない，HSGとの一致率は87．5％，　False　negative　rate

10％，False　positive　rate　25％で，卵管周囲の癒着が

強い例は偽陽性と判定しやすく，両側の卵管水腫や腸壁

が浮腫状になつている症例では，偽陰性と判定しやすい

と述べている．今回の著者らの症例でも，卵管周囲の癒

着が強いために偽陽性となった症例が2例あつたが，両

側の卵管水腫で偽陰性となった例はなかつた．また，浮

腫状の腸壁のある症例もみられなかつた．今後，子宮内

膜症などによる卵管周囲の強度の癒着例についての超音

波下通水も症例をかさねる必要性が認められている．

超音波法のもつ操作の簡易さ，無侵襲性，くり返し検査



134　（296） 超音波断層法に．よる卵管疎通性の評佃【i

表2Comparison　of　the　evaluation　obtained

　　　　　by　Ultrasound　and　HSG

ri不妊会誌32巻2号
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1986．

Brown，　W．　E．：Fallopian　tubes　in　sterility．

Fertil．　SteriL，7：178，1956．

Israel，　S．　L．：Diagnosis　and　treatme！lt　of

menstrual　disorders　and　sterility，　fifth　edi－

tion．　New　York，　Harper　and　row，1967．
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1972．

Moghissi，　K．S．　and　Sim，　G．　S．：Corre．

lation　between　hysterosalpingography　and

pelvic　endoscopy　for　the　evaluation　of　tubal

factor．　Fertil．　SteriL，26：1178，1975．

Nyberg，　D．A．，　Laing，　F，C。　and　Jeffrey，　R．

B，：Sonographic　detection　of　subtle　pelvic

fluid　collections．　Am．　J．　RoentgenoL，143：

261，　1984．

Richman，　T．S．，　Viscomi，　G．N．，　deCherney，

A．and　Alcebo，　L。0．：Fallopian　tubal　pa．

tency　assessed　by　ultrasound　following　fluid
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L．and　Riddick，　D．　H．：Dynamic　sector
ultrasonography　as　an　alternative　to　hystero・

salpingography　in　the　evaluation　of　uterotu－

bal　architecture，　Am．　Fert．＆SteriL，　The

41th　annual　meeting　（abst。）：122，1985．

Rasmussen，　F．，　Larsen，　C．　and　Justesen，　P．：

Fallopian　tube　patency　demonstrated　at　ult－

rasonography．　Acta．　Radiol，　Diag，，27：61，

1986，

follicular　development　and　ovu－

J．Gynaecol．　Obstet．，24：21，

Evaluation
Methods

Agreement　rate

False　positive　rate

False　negative　rate

Speci丘city

Sensitivity

Ultrasound

88．2％（30／34）

26．7％（　4／15）

　0　　％（　0／19）

82．6％（19／23）

100％（11／11）

HSG 9）

85．3％（29／34）

25，0％（　3／12）

　9．1％（　2／22）

87．0％（20／23）

81．8％（　9／ll）

が可能であるという利点を考え合わせると，有用な方法

の一つと考えられる．さらに同時に，治療としての意義

もあるが，ダグラス窩同定の困難症例や，さらに左右卵

管通過性の同定など，今後，検討を要する点も多い．

　今回の著者らの成績は，通水法がHSGのように解

剖学的な細かい情報を得るために全面的にHSGにとつ

て変るというのではなく，不妊症患者，特に若年婦人に

おいて，まず，超音波法による通水法を行ない，通過

性があると判断した症例は6カ月間待つて，妊娠成立の

有無を観察し，もし妊娠しない時には，今度はHSGを

行ない，両側卵管閉塞と超音波法で判定した症例は直ち

にHSGを行なうというように，不妊症患者における

ルーチン検

10）

卵管通過性検査のスクリーニング法として，

査の一つとなりうることを示唆した．

11）
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Assessment　of　fallopian　tubal

　　　　　　　　　　　　by　ultrasound

高1－H・千石・浅川・石川・清水

patency

　　　Hisashi　Takada，　Kazuo　Sengoku，

　　Takehito　Asakawa，　Mutsuo　Ishikawa

　　　　　　　　　and　Tetsuya　Shimizu

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Asahikawa　Medical　college，　Asahikawa

　　　　　　　　　　　　　O78，　Japan

　　Several　methods　have　been　used　as　diagnostic

parameters　to　assess　tubal　patency，　in　infertile

patients，　e．g．　the　Rubin　test，　hysterosalpingogra－

phy（HSG）or　laparoscopy．　However，　these　meth－

ods　are　invasive　or　expose　the　patients　to　ioniz－

ing　radiation　and　in　some　cases，　controversy　re－

sults　exist　when　combined　diagnostic　methods　are

（297）　135

used　to　assess　tubal　function．　The　ability　of　ult－

rasound　to　detect　patency　of　at　least　one　fallopian

tube　was　evaluated　in　34　infertile　women．　The

technique　was　investigated　utilizing　a　sector　scan－

ner　to　assess　the　tubal　patency　by　demonstrating

free　fluid　in　cul－de－sac．　The　accumulation　of　flu－

id　in　the　cul－de・sac　was　seen　in　the　presence　of

tubal　patency．　All　ultrasonic丘ndings　and　HSG

were　compared　with　the　chromotubations　during

laparoscopy　or　laparotomy。　Overall　accuracy　of

ultrasound　was　88．2％　and　HSG　was　85．3％．

Ultrasound　demonstrated　bilateral　occlusion　with

asensitivity　of　100％，　and　showed　tubal　patency

with　a　speci丘city　of　82．6％．　These　technique

should　be　developed　routine　screening　Procedure

in　evaluation　of　tubal　patency　in　infertile　pati噂

ents．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年8月29日）

○
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生児を得た子宮内外同時妊娠の2例

Combined　Intrauterine　and　Extrauterine　Pregnancy　Carried　to

　　　　　Term：Report　of　Two　Cases　and　a　Review

●

　郡　　山　　　智

Satoshi　KORIYAMA

　関　　　　　隆

　　Takashi　SEKI

平塚市民病院産婦人科

印　出　秀　二

　Syuji　INDE

李　　顕　　銑

　Kenkoh　LEE

　持　丸　文　雄

Fumio　MOCHIMARU

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　Hiratsuka　City　HospitaI

　　　　　　　慶応義塾大学医学部産婦人科教室

　　　　　　　　　飯　　塚　　理　　八

　　　　　　　　　　Rihachi　IIZUKA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　Keio　University

　子宮内外同時妊娠は2卵性双胎の特殊な着床異常型と考えられ，今回われわれは，子宮内妊娠が満期まで

継続し，生児を得た症例を2例経験した．うち1例は外妊娠児の胎齢を推定することができ，superfetation

の可能性も示唆された．また，この2例を含む本邦の77例にっいて検討を行なつた．このうち子宮内妊娠が

満期まで継続したのは19例（24．7％）であつたが，最近の症例では内妊の予後が良く，昭和53年以降では14

例中10例（71．4％）で生児を得ている，術前に正診し得たのは77例中わずか4例で，その診断は必ずしも容

易とは言えないが，子宮内妊娠の存在にさえ気がつけば予後は比較的良好と言えよう．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），298－301，1987）

●

緒　　言

　子宮内外同時妊娠はまれな疾患で，国外では1708年に

Duvernyが発表して以来1979年までに589例1），本邦で

は昭和5年に桜林が初めて報告をしてから昭和58年まで

に82例の報告2）があるのみである，更にその診断は困難

で外妊手術前に正確に診断された例は極めて少ない．し

かし最近は，超音波検査の普及等により術前診断が可能

となり，子宮内妊娠の予後が改善した．

　今回われわれは，外妊手術後も子宮内妊娠が継続し，

満期産までいたつたという貴重な症例を2例経験したの

で若干の文献考察を加えてここに報告する．

症例1

患者・■28歳主婦

　主訴：妊娠13週　下腹痛

　家族歴：特記すべきことなし

　既往歴：月経は13歳を初潮とし，周期は28日型で整，

結婚は24歳，妊娠初期の自然流産が2回，未産婦であ

る．

　現症経過：最終生理は昭和60年2月28日より5日間

で，以後無月経となり，5月15日（妊娠11週），下腹痛，

嘔吐，下痢を訴え，近医入院血液検査にて，WBC

11900，CRP3＋の炎症所見，左下腹部に圧痛，　同部

に超音波検査にて嚢腫を認めた，卵巣嚢腫合併妊娠の診

断で安静・経過観察の後当院を紹介される．

　5月30日　（妊娠13週0日）当院初診となる．内診にて

子宮体は双手拳大で柔らかく，左付属器の部位に子宮体

部に接して，手拳大の腫瘤を触知した．膣内容は正常で

出血を認めなかつた．左下腹部に圧痛があつたが，腹膜

●



●

卿

●

●
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駅

露幽∵ド

騰繍毒塾
写真1　切除した左卵管内にみられた絨毛組織

刺激症状は認められなかつた．超音波検査にて子宮内に

胎児像，胎児心拍像を認め，週数相当のBPD（25mm）

を確認した．子宮体の左側に描出された不均一な腫瘤像

は，子宮との境界がはつきりせず，悪性腫瘍の可能性も

疑われた，

　翌5月31日精査のため入院．

　6A7目（妊娠14週1日）卵巣嚢腫合併妊娠の診断の

もとに開腹手術を施行した．子宮体は小小児頭大，軟．

子宮底部より子宮を取り囲むように陳旧性の血腫があ

り，一部大網と癒着していた．血腫を除去してゆくと，

鶏卵大に腫大した左卵管を認めた．壁の一部に破裂と思

われる部位があつた．卵管内は凝血で充満していた．左

卵巣および右付属器は正常大で，血腫中に存在したが，

癒着が強かったため黄体は確認できなかつた．左卵管切

除術と血腫除去術を行ない閉腹した．

　病理学的検索により切除した卵管内に変性を伴つた絨

毛組織を認めた　（写真1）．以上より左卵管妊娠を合併

した子宮内妊娠と診断した．

　術後経過は順調で，6月19日超音波検査にて週数相当

のBPD　（32mm）を確認し，　同日退院した．その

後，妊娠経過も順調で，11．月23目　（38週2目）で女児

2，940gを正常分娩した．児に異常はみられなかつた．

症例2
儲・■3・歳主婦

　主訴：無月経11週　下腹痛

　家族歴：特記すべきことなし．

　既往歴：A経周期は33日型で整，結婚は24歳で，正常

分娩2回の経産婦である．

　現症経過：最終生理は昭和60年4．月5日より7日間，

平常通りであつた．5A末ごろ（無月経7週ごろ），心

窩部痛，下腹部痛出現．近医受診し，妊娠の診断を受

け，症状は投薬にて軽快した．以後，少量の性器出血

が断続的に続いた．
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写真2　症例2の開腹所見

写真3　左卵管内の胎児

　6月22日（無月経11週2日），下腹痛が急激に出現し，

当院を紹介される．受診時，体格中等，栄養良好，全身

状態良好．下腹部に著明な圧痛を認めるが腹部全体は柔

らかく，腹膜刺激症状もなかつた．内診では子宮体部は

前傾前屈，超鷲卵大．左付属器に小鶏卵大の嚢腫を触

れ，圧痛著明，ダグラス窩，傍結合織は軟　膣内容は

黄白色少量で，性器出血は認められなかつた．

　超音波検査にて子宮内に胎嚢，胎児、胎児心拍像を，

ダグラス窩に嚢腫様の像を認めた．

　卵巣嚢腫合併妊娠の診断にて入院，安静の上，経過観

察となる．

　6A28日　（無．月経12週1日），上記診断にて開腹術施

行．写真2に開腹所見を示す．子宮体は超手拳大，軟．

右付属器は正常．左卵管膨大部は小鶏卵大に腫大し，漿

膜面の一部より出血があり，腹腔内には暗赤色の凝血塊

約100mlを認めた．左卵管妊娠流産の診断にて左卵管

切除術施行し，閉腹した．切除した卵管内には，完全

な形の胎児を認めた（写真3）．

　摘出した標本に発生学的検索を加え，胎齢を推定し

た．

　頭殿長は5mmであつた，臓器診断は眼球と心につい

てのみ可能であつた．普通，明らかな眼球の発生は受精
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写真4　網膜の色素沈着が三日月状にみえる

後22日頃から認められると言われているが，摘出標本で

は網膜の色素沈着と極めて不完全な水晶体が認められ，

明らかな眼杯形成はまだみられない（写真4），心につ

いては心腔と思われる構造が見られた．以上より，受精

後26日から28日程度と考えられた．

　術後経過は良好で，　7月5日　（無月経13週0日）に

行なった超音波検査ではBPD　21mm（12週0日相当），

CRL　49mm（11週5日相当）であつたため，この日を

妊娠12週0日と修正した．

　7月8日退院．その後，妊娠経過良好．昭和61年1月

10日（40週0日），男児3，020gを正常分娩した．児に異

常は見られなかつた，

考　　察

　子宮内外同時妊娠の成立機転は2卵性双胎の着床異常

であろうと考えられているが，症例2については図1に

示すように内妊と外妊の成立機転を便宜的に分類するこ

とができよう．まず，内妊と外妊が同一時期の排卵によ

る多胎妊娠であつたとするならば，①②の様な場合が考

えられる．このうち①は，最初に切迫症状が出現した妊

娠6週に外妊胎児が死亡しているが，この場合は，胎児

死亡後，外妊手術が行なわれるまでの約5週間にわたつ

て死後変性がほとんど起きなかったことになる．

　一方②の場合は，外妊胎児の実生存期間と推定胎齢と

の問に大きな差があつたことになる．つまり外妊胎児の

みに発育遅延が存在したことになるが，Fujiらはuni－

lateral　tubal　quadruplet　pregnancyの報告の中で，

4つの外妊胎児の間に成長の差が見られたことから，な

んらかの要因によつて外妊胎児に成長率の差異が存在す

る可能性について述べている4），

　外妊胎児の自己融解が肉眼的にも組織学的にも軽微で

あつたことから，外妊手術時あるいはその直前に外妊胎

児が死亡したと考え，しかも外妊胎児に発育遅延がなか

つたならば，③に示すように内妊の存在下で排卵・受

子宮内妊娠

子宮外妊娠①

〃　　②

〃　　③

、M，排卵　切壁状　外r漕
o－一一一一一・●一一一一一一一「一●一一一一一一一一一一一一●一一一一一→

　　　　　　妊va　6　W　　　　　　l1W

　　　　　　　胎児死亡

　　　　　　　発育遅延

　　　　　　　superfetatiQn

　　　　　　　　　一
図1　症例2の成立機転

　　表1　最近の77例について

L平均年齢31．3歳

2．妊娠歴未産婦32％
　　　　　　　経産婦　68％

3．外妊の部位　卵　管　87．4％
　　　　　　　卵　巣　　2．6％
　　　　　　　腹腔内　10．0％

4．症　 状ショック
　　　　　　　下腹痛・性器出血
　　　　　　　下腹痛のみ

5．術前診断外妊
　　　　　　　切迫流産
　　　　　　　正診

6．先行治療開腹術　 62％

　　　　　　　内妊中絶　38％

7．内妊の予後　満期まで継続

17例

27例
18例

27例
13例

4例

19例

精・着床が起こるsuperfetationの可能性が考えられる．

　いずれにしても，現段階では，外妊胎児の成長率ある

いは妊娠初期における胎児の母体内での死後変性につい

ての詳しいデータがないために，この症例が上記いずれ

のケースであるかを断定することは困難であると思われ

る．

　本邦における子宮内外同時妊娠の報告は，昭和5年の

桜林以来，現在まで約82例を数えると言われている2）．

このうち渡辺らは，昭和53年に63例について統計的検索

を行なつているが3｝，今回われわれはそれ以降に発表さ

れた12例と今回のわれわれの2例を加えて検討を行なつ

た（表1）．

　この中で発症の時点での診断にっいて見ると，正診が

4例と極めて少なく，術前の診断が非常に困難であるこ

とがわかる．しかし，超音波検査の普及に伴つて術前に

子宮内妊娠が確認される例が増えている．そのような例

では，妊娠に合併した虫垂炎，卵巣嚢腫などと診断さ

れ，ほとんどが先行治療として開腹術が行なわれてい

る．実際，最近の14例については術前に子宮内妊娠に気

がついていたのは10例　（71．4％）で，内妊中絶が先に

行なわれていたのはわずか1例で，この例も患者が妊娠

中絶を希望したためとのことであつた．

　内妊の予後については外妊手術後の自然流産は13例中

2例とかなり少ない．特に53年以降は満期産まで至るこ

とが多く，14例中10例　（71．4％）で生児を得ている．

e
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つまり，術前に正診は得られなくとも，術前に子宮内妊

娠の存在に気がつくことは比較的容易であり，そのこと

が内妊の予後の向上に結びついていると思われた．むし

ろ，子宮内妊娠が確認できたからといって外妊を否定し

てしまい，手術の時期を逸してしまうことのないように

注意すべきであろう．

　本症の誘因のひとつとして，排卵誘発剤の投与があげ

られているが2，5，6），排卵誘発剤による妊娠は14例中3例

（21．4％）で，Albert　Reeceの統計による15．1％1）と

いう数値を若干上まわつた．

おわりに

　以上の如く，今回発表した症例は生児を得た子宮内外

同時妊娠として稀有であるばかPでなく，superfetation

の可能性も示唆され，生殖生理学上も興味ある症例と考

え，臨床統計と併せて報告した．

　稿を終えるにあたり，御指導後校閲を賜わりました慶

応義塾大学医学部法医学教室黒田直人先生に深謝致しま

す．

1）

2）

3）

4）

5）
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　The　coexis亡ence　of　intrauterine　and　extrauter．

ine　pregnancy　is　a　somewhat　rare　obstetric　phe－

nomenon，　although　it　is　velieved　that　the　etiologic

factors　of　combined　pregnancy　are　the　same　as

those　of　erdinary　tubal　pregnancy．　Two　cases

of　combined　pregnancy　carried　to　term　includillg

a　possible　case　of　superfetation　are　described．

　Analysis　of　75　cases　reported　in　our　country

and　two　cases　from　our　hcspital　revealed　that

the　intrauterine　pregnancy　reached　term　and　was

delivered　in　only　19　cases　of　those　（24．7％）　in

total　but　10　among　the　14　cases（71．4％）in　rece－

nt　8　years．

　Preoperative　diagnosis　of　combined　pregnancy

is　extremely　di缶cult　as　shown　in　the　result　that

only　four　cases　have　been　precisely　diagnosed

but　the　prognGsis　of　the　intrauterine　pregnancy

seems　fair　so　long　as　clinical　suspicioll　of　an　add－

itional　pregnancy　is　aroused．

　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年8月20日）
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ANTIBIOTIC　PROPHYLAXIS：　SIGNIFICANCE　IN

　　BACTERIAL　FLORA　IN　FEMALE　INTERNAL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GENITAL　ORGAN

，

　　　　　　　　　　Masahiro　SAITOH，　and　Satoshi　USUKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Institute　of　Clinical　Mediclne，

　　University　of　Tsukuba，　Sakuramura，　Niiharigun，　Ibaraki　305，　Japan

　　　　　　　　　　　　（Director；Prof．　H1rokazu　IWASAKI）

　　　Abstract：To　investigate　the　bacterial　flora　in　the　female　internal　genital　organ，　sa－

mples　for　bacterial　cultures　were　obtained　at　abdominal　hysterectomies　from　28　patients

who　were　not　administered　any　preoperative　antibiotics。　The　minimal　inhibitory　concent－

rations　of　antibiotics　for　these　isolated　bacteria　were　determined．　Furthermore，　to　evaluate

the　ef6cacy　of　an　antibiotic　treatment　inη加o，　bacterial　cultures　were　obtained　from　13

patients　who　had　been　administered　an　antibiotic，　cefmetazole（CMZ），　prior　to　the　opera－

tion．　In　the　untreated　genital　organ　except　for　the　vagina，　the　detection　of　bacteria　from

the　patients　with　benign　and　malignant　uterine　disease　were　61％and　80％，　respectively。

In　contrast，　Escherichia　coli，　Stapdylococcus　aureus　and　many　strains　of　anaerobes　were

conspicuously　diminished　in　the　treated　patients．　These　results　indicate　the　presence　of

bacteria　as　indigenous　in　the　female　internal　genital　organ　and　that　the　antibiotic

prophylax1s　is　useful　to　reduce　such　indigenous　bacteria・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert。　Ster．，32（2），302－310，1987）

Introduction

　　It　is　suspected　that　most　of　the　gynecologic

｛nfections　are　caused　by　the　endogenous　bac－

teria（Fig．1）．　The　bacterial　nora　of　the　va．

gina　and　cervix　has　been　studied　in　more　de－

tail　during　the　1970　s1冒3），　and　the　presence

of　anaerobic　organisms　as　normal　bacteriaI

flora　has　been　clarified　as　well　as　that　of　aer－

obic　ones．　Although　these　bacterial　fiora

are　frequently　implicated　as　pathogens　in　pel－

vic　inflammatory　disease　or　postoperative　lo－

cal　infection，　the　mechanism　of　the　onset　of

these　infectious　diseases　is　not　well　elucidat－

ed．　There　are　few　reports　concerning　the

bacterial　research　of　the　female　internal　ge－

nital　organ　except　for　the　vagina　and　cervix

which　may　have　an　important　key　to　under－

standing　the　mechanism　of　onset　of　pelvic

infection．

　　It　is　said　to　be　apparent　that　maximum

benefit　is　gained　from　antibiotic　prophylaxis

if　therapeutic　concentrations　are　already　pre・

sent　in　the　tissues　before　the　incision4・5）．　A

number　of　reports　on　the　eMcacy　of　antibio，

tic　prophylaxis　have　been　available　and　it

was　reviewed　that　most　of　the　authors　had

stated　that　antibiotic　prophylaxis　is　useful　on

clinical　evaluation6｝．　However，　there　are

few　reports　available　in　the　bacteriological

basis　of　prophylactic　antibiotics．

　　There　are　many　surgeries　and　procedures

such　as　arti丘cial　insemination　of　husband’s

semen（AIH）and　endometrial　biopsy　in　con－

nection　with　fertility　and　sterility，　threatening

infection．　However，　it　is　di缶cult　to　get　eno－

ugh　surgical　specimens　for　bacterial　analyses

from　sterile　patients．　This　study　was　perfo－

rmed　to　know　the　indigenous　presence　of
bacterial　nora　and　to　evaluate　the　ef丘cacy　of

prophylactic　chemotherapy　selecting　the　pati－

ents　with　gynecologic　diseases　as　subjects．

　　　　　　　　　　Meterial　and　Methods

　　Forty－one　patients　admitted　to　University

Hospital　of　Tsukuba　for　abdominal　hysterec－

tomies　were　selected　as　subjects　and　all　of

them　had　no　sign　of　infection　after　careful
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Fig．1　Supposed　pathways　of　pathogens

　　　　　　O；Samples　collected

examinations．　Thirteen　of　the　patients（group

l）　had　benign　uterine　diseases　（11　uterine

myomas，1　0varian　tumor　and　l　hyda．
tidi士orm　mole）and　were　administered　no　anti．

biotic　before　abdominal　total　hysterectomies．

Twenty－eight　patients　had　malignant　uterine

diseases（20　uterine　cervical　cancers　and　8　en－

dometrial　cancers），　and　these　patients　were

divided　into　two　groups；group　2：15　patien－

ts　receiving　no　preoperative　antibiotics，　and

group　3：the　remaining　13　patients　receiving

CMZ（2　g　by　drip　infusion，　every　12　hours

for　2　days　before　the　operation）．　To　prevent

the　influence　of　CMZ　in　the　tissues　on　bacte．

rial　culture，　each　patient　was　administered

no　antibiotic　during　8　hours　before　the　resec－

tion　of　the　uterus．　The　mean　age　and　mean

body　weight　of　each　group　were　44　years
old，52。O　kg　in　group　1，50　years　old，52．7　kg

in　group　2　and　51　years　old，55．8　kg　in　gro・

up　3，　respectively．　All　of　group　l　patients　had

menstrual　cycles，　while　about　a　half　of　group

2and　3　patients　were　in　the　postmenopausal

stage．　Six　patients　in　group　2　and　5　in　group

3underwent　abdominal　radical　hysterectomies

with　lymphadenectomies，4in　group　2　and
5in　group　3　were　performed　extended　tota正

hysterectomies　with　lymphadenectomies，　and

all　of　the　group　1，　5　in　group　2　and　3　in

group　3　had　only　abdominal　total　hyste－

rectomies．　The　mean　durations　of　performed

operations　were　lO4，200　and　l88　minutes
in　group　1，2and　3，　respectively・

　　Just　prior　to　the　hysterectomy，　vaginal

swab　was　collected．　The　surgical　specimens

were　collected　from　endometrium，　oviducts，

cervical　myometrium，　parametria　and／or

obturator　and　internal　illiac　lymph　nodes．

Table　l　Procedure　of　bacterial　culture

Benign　uterine　diseases　　　　Uterine　cance「5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Cervical　and　C。rpus）

　　　　　　　Cases　At　hysterecV。my　　Case5
　　　　　　　　－　　　　　／
　　　　　　　Vaginal　discharge，　intrauterlne　eontents・
　　　　　　　feilopian　tube．　cerviGal　myometrium、
　　　　　　　parametrium　and　lymph　node　（internal　iliac）

37℃

4e　hrs

Anaerobic　glass　tube
”KENKI　PORTER”

37℃
va　hrs

37℃

4Shrs

GAM　agar

Chlaramphenicoi．　Ampic川in，

Cefazolin，　Cefmet自zole，　Cefotaxime．

Cefoxitin　and　Latamoxef

Table　2　Bacterial　identification

1：Anaerobie
　A円KENKI（API　2D　A…曲・5．　A・・k・C。．）

2〕　Aerobe
　　I／　Gram■Bacillus
　　　　a）Cyt。cht。me。xydase　test（一）
　　　　　iD　test（EB・20．　Ni5sul　Go．）

　　　　　b）Cyt。chr。me。xydase　test（＋）

　　　　　M［MTEK
　　Iu　Gram（十）Baci［1us
　　　　Spore－forming（十）Bacil』5　sp．

　　l」」）Gram（十）C。ccus

a）Staphylococcus

　　　　Growしh　in　media
　　　containing　7．5％Nacl
　　　　　　　（十）

　　　　　　　　，

　　　　　Mannitol
　　　　　fermentation
　　　　　　　（十）

C。agulase　test
　　　（十）

　　　　I
Staphylococcus　Staphylococcus
aureus　　　　　　　epidermidis

　　　　　　　　　　　　b）Streptococcus
　　　　　　　　　　　　　　　　コ
　　　　　　　　　　　　Horse　blood　agar

β一HemolySls

BacitraGin　te5t
　　　l：十’ （－1・

　1

GF　agar

1
Streptococcus
pyogeneS　A・

other
Streptoceccus

Micrococcus　sP．

　　　　　　‘ヒ・Hemolysls

OptoGhin　test　　Growth　on

　（＋：；　　　SE　gga「

　　　1　　7
StreptoGoccus　StrptococGus
pneumoniae　　　viridan5

Growth　on
　SF　agar
　　（十〕

　　　l

Streptococcus
fecalis

The　tissues　except　for　the　endometrium　were

collected　before　the　vaginal　vault　was　opened

to　prevent　the　contamination　by　the　vaginal

contents。　The　endometrium　was　taken　by
an　incision　in　the　uterine　body　immediately

a士ter　the　hysterectomy．　The　arnount　of　each

tissue　was　more　than　500　mg．

　　Each　specimen　was　placed　in　an　anaerobic

porter（Clinical　Supply　Co．，　Ltd．，　Tokyo）at

the　time　it　was　collected．　The　following
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procedures　were　carried　out　as　soon　as　possi－

ble．　The　tissues　were　inoculated　onto　GAM

agar　plates（Nissui　Co．，　Ltd．，　Tokyo）and　cul・

tured　aerobica11y，　and　anaerobically　in　an

anaerobic　chamber（N2－80％，　H2－10％，　CO2－

10％）．At　the　same　time，　enrichment　cultur．

es　were　carried　out　in　GAM　broths（Nissui

Co，，　Ltd．，　Tokyo）．　Each　culture　was　exami．

ned　after　48　hours’incubation　at　37°C．　After

isolation　cultures　on　GAM　agar　plates，　iso．

lated　bacteria　were　gram　stained　and　examin－

ed　morphologically（Table　1）．　For　identi丘ca－

tion　of　aerobes，　horse　blood　agar，　mannite

salt　agar，　EB－20　and　SP－18　systems（Nissui

Co．，　Ltd，，　Tokyo）were　used．　API－20　A　sys－

tem（Asuka　Junyaku　Co．，　Ltd．，　Tokyo）was

used　to　identify　the　anaerobes（Table　2）．　Si－

nce　the　enrichment　culture　was　done　at丘rst，

no　quantitative　evaluation　of　the　bacteria　was

available．

　　The　minimal　inhibitory　concentration
（MIC）was　determined　by　agar　dilution　me－

thod7｝．　Suspensions　containing　1060rganisms

per　milliliter　were　inoculated　onto　GAM
agars．　Antibiotics　used　for　determination　of

MIC　were　chloramphenicol（CP），　ampicillin

（ABPC），　cefazolin（CEZ），　CMZ，　cefotaxime

（CTX）and　latomoxef（LMOX）．　Standard
reference　powders　of　each　antibiotic　were　pro－

vided　by　the　manufacturers．　The　MICgo　de－

notes　the　MIC　for　90％of　the　isolates　express・

ed　in　micrograms　per　milliliter．

　　Chi－square　test　was　utilized　in　the　statistical

analysis．

Results

　　Table　3　demonstrates　the　clinical　diagnosis

and　the　number　of　the　bacterial　species　dete．

cted　from　group　l　patients．　From　the　geni－

tal　organ　except　tor　the　vagina，　aerobes　alone

were　detected　in　4　patients，　only　anaerobes

in　l　and　both　aerobes　and　anaerobes　in　3

and　none　in　5．

　　Table　4　documents　rnicroorganisms　recover－

ed　from　group　2　patients　and　the　clinical　st．

age（FIGO）8〕．　From　the　genital　organ　exce．

pt　for　the　vagina，　aerobes　alone　were　recove－

red　in　4　patients，　only　anaerobes　三n　2，　both

aerobes　and　anaerobes　in　6　and　none　in　3．

Eventually，　anaerobes　were　detected　in　53％

of　all　patients．　Although　the　rate　of　bacter三一

al　recovery　was　not　correlated　to　the　clinical

stage，　the　patient　after　conization　revealed

the　presence　of　many　strains　of　aerobes　and

anaerobes．

　　The　summary　of　tables　3　and　4　is　shown

in　Fig．2．　Though　the　vaginal　bacterial　flora

seemed　to　be　the　same　in　both　groups，　the

number　of　the　anaerobic　strains　from　other

tissues　was　less　in　group　l　than　in　group　2．

Especially，　the　simultaneous　detection　of　both

aerobes　and　anaerobes　from　the　same　tissues

●

Table　3　Bacterial　identi丘cation　in　benign　uterine　diseases　without　antibiotic　administration

Case Disease
Vagina Em． Cervix Oviduct Pm．

A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana．

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

Uterine　myoma
ditto

ditto

ditto

ditto

dit亡o

ditto

ditto

ditto

ditto

ditto

Hydatidiform　mole

Left　ovarian　tumor

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

3

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1 1

1

1

Em。；Endometrium　　Pm．；Parametrium
Numbers　are　numbers　of　strains．

A．；Aerobes Ana．；Anaerobes
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Table　4　Bacterial　identification　in　uterine　cancer　without　antibiotic　administration

Case Clinical　stage＊
Vagina Em． Cervix Oviduct Pm． L．N、

A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana．

○
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

Cervical　cancer　O＊＊

Corpus　cancer

0

Ia

Ia

Ib

Ib
ll　a

ll　b

ll　b

ll　b

1

1

1

H

2

1．

1

2

1

2

1

2

2

N，C．

1

1

2

2

N．C．

2

1

2

1

1

3

3

1

1

1

1

1

1

3

1

2

ユ

1

1

1

1

2

1

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

N．C．

N．C．

N．C．

N．C．

1

N．C，

N．C．

Em．；Endolnetrium　　Pm．；Parametrium
Ana．；Anaerobes　　＊；FIGO　19798）　＊＊；

Numbers　are　numbers　of　strains．

LN．；Illiac　lymph　node

After　cervical　conization

A，；Aerobes
N．C．；Not　collected

A B

○

100 50
（％）

Vagina

Erldo－

metr旧m

Cervix

Tube

Para－

metrium

Lymph
　Node

50 100

Fig．2　Frequency　of　bacterial　detection　in　benign（A）and　malignant（B）uterine

　　　　　　　diseases　without　antibiotic　administration．

　　　　　　　［：コ；No　bacterial　detection，［1皿皿；Aerbbes　alone，

　　　　　　　圃；Anaerobes　a】one，　囲；Both　aerobes　and　anaerobes．

　　　　　　　Each　part　is　expressed　as　percentage，

was　very　rare　in　group　1．

　　In　the　vagina　of　the　patient　with　benign

disease（Table　5），　Micrococ‘us　species，　Esche．

richia　coli（E．　Co1のand」BzY7dobacterium　spe一

cies　were　dominant．　From　the　other　organs，

Stal）んツ♂OCα〕α’3　el）idermidis（3．　epidermidis），

StaPhツ♂αコOC‘US　aureUS　（3．　aurez‘∫），　MゴCプ0－

co‘cas　species．，　E．‘oあand　Pef）tococcus　species
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Table15 Correlation　in　bacteria　among　vagina，　endometrium　and　other

the　groups　w玉thout　antibiotic　administration

tlssues　ln

Group　1 Group　2

Vagina Em、 0亡hers Vagina Em． Others

St　aPh♪，tocecctts　epidermidis

＆砂毎1／0‘OCCZtS　aZtプ6z’∫

5オrψ’o‘ocα‘5〆keecalis

5ケゆ・・’・ビ‘マ’spッ09・・〃・’、v

ハ4「icro‘OCCt’5　species

E∫ごhericl～1’α‘o友

Pro’α’5ηzz’ノーabilis

君α‘・ガ〃～’5　species

Pψ’060‘α’5species

Eor，ba｛rteノゼ～〃ll．　species

Bifido∂acterit‘m　species

α03〃‘’ぬ〃～’θプ’イ川

！le〃o〃e〃αspecies

Ba‘teノ’oides　species

17z’sob‘？c’～ノ‘iu　lll　species

1

1

0

0

3

5

0

0

2

2

4

1

2

1

0

0

1（1）

0

0

1（1）

2（1）

0

0

0

0

1（1）

0

1（1）

0

0

3（1）

1

0

0

1

0

0

0

2

0

0

0

0

0

0

1

0

2

3

2

3

0

0

2

2

2

0

1

2

0

2（1）

0

0

2（2）

1（1）

2（1）

1

0

4（1）

1

0

0

1

0

1

　6（1）

　1

　0

　0

　1（1）

　1（1）

　0

　2

　5（2）

　1

　1（1）

　0

　2

　2（1）

，1

■

「

Em，；Endemetrium　　Numbers　are　numbers　of　strains　and　numbers　in　parentheses　are　numbers

of　strains　which　were　the　same　as　in　the　vagina　in　the　same　p　atient．

were　recovered　with　some　frequency．　Other

organisms　were　rarely　recovered．　On　the
contrary，　StrePtococ‘us》f2ecali5，　StrePtococc－

z’5Pツogenes，ルficr・ぐ・ccus　specles．，　E．　coli，

Pepto‘o‘cus　　species，　Ezvbacteriztm　　species，

B哲40うα‘terゼum　species　and　Ba‘teroides　spec－

ies　were　detected　at　almost　the　same　rate

from　the　vagina　of　group　2　patients，　whereas

8．epidermidis　and　1）eptococcus　species　were

dominant　in　other　tlssues．

　　MICs　were　determined　for　these　43　aerobic

strains　and　40　anaerobic　ones．　Although

MICs　in　aerobic　gram－positive　cocci　were　not

so　much　different，　ABPC，　CEZ　and　CTX　sh－

owed　relatively　lower　MICs　than　other　anti．

biotics　with　an　MICgo　of　3．125μg／ml，12．5μg／

ml　and　12．5μ9／ml，　respectively　（Fig．3）．

One　third　of　E．　coli　were　resistant　to　ABPC，

while　CMZ　showed　the　Iowest　MIC　on　them

（MICgo　6．25μg／ml）．　All　of　anaerobic　gram・

positive　cocci　were　sensitive　for　all　antibiotics

examined　and　ABPC　revealed　the　Iowest

MIC．　The　MICgo　of　ABPC，　CMZ，　CEZ
and　CP　for　anaerobic　gram－positi、℃　cocci

were　1．56μg／ml，1，56μg／m1，3．125μg／ml　and

6．25μg／m1，　respectively．　ABPC　was　effective

for　anaerobic　grarn－positive　　bacilli，　either．

MICs　of　cephems　in　tllem　were　shown　to

be　almOSt　Similar．

　　Table　61ists　microorganisms　isolated　from

group　3　patients．　Only　one　patient　resulted

in　no　bacterial　recovery　from　the　genital　or－

gan　except　for　the　vagina，　From　the　genital

organ　except　for　the　vagina，　aerobes　alone

were　detected　in　10　patients　and　both　aerobes

and　anaerobes　in　2．　Anaerobes　were　detected

in　15％　of　all　preoperative　antibiotic－treated

patients．　The　bacterial　detection　rate　was

not　correlated　to　the　clinical　stage．

　　From　the　vagina　of　the　group　3　patients，

5．｛71）i｛ノermidis，3．αz4η％tS　and　Baci〃us　species

were　obtained　in　2　patients　and　Bα‘teroides

species　were　in　4．　Other　bacteria　were　rarely

detected．　In　the　other　organs，5．　ef）i｛fermid一

ゼ3，　・Mノ‘プo‘o‘czts　species　and　Baczllzイ5　species

were　dominant．　Though　anaerobes　were　ra．
rely　detected，　Bα‘teroides》fragilis，　E〃わα‘孟6－

rium　　species　and　Propioniわα‘terium　　acnes

were　recovered．　The　detection　of　E．　coli

and　anaerobes　was　conspicuously　lower　in
group　3　than　in　groups　l　and　2（Table　7）．

　　On　clinical　evaluation，　none　of　the　group

l　patients　had　any　sign　of　postoperative　in－

fection　including　urinary　tract　infection．　On

the　other　hand，　2　0f　the　group　2　patients

（13．3％）　and　l　of　the　group　3　patients　（7．7

●

1
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1「

1DO
（％）

80

75

50

25

0

A

0．20　　　0．78　　3．125　　12．5　　　　50

　　0．39　　　1，56　　　6．25　　　　25　　　　100

MIC（μ9！ml）

100
（％）

80

75

50

25

0

B

0．20　　0．？8　　3．125　　12．5　　　50

　　0139　　1．56　　　6．25　　　25　　　100

MIC（μ91mり

100

（％）

80

ワ5

50

25

C

0
　　0．20　　0．78　　3．125　　12．5　　　50

　　　　　0．39　　1．56　　6．25　　　25　　　　　100

MlC（μ9／ml）

Fig．3　Susceptibility　pro丘les　of　clinical　isolates；（A）　；27　strains　of　aerobic　gram－positive　cocci（13

　　　　　　　strains　of　S．　ef）ideプmidis．30f　5．αureus，20f　Streptococcors　faecalis，20f　51‘r｛ψ孟o‘o‘c㍑∫ゑ）・o－

　　　　　　　genes　and　70f　Microco‘cus　species），　（B）；13　strains　of　E．　coli，（C）；14　strains　of　anaerobic

　　　　　　　gram・positive　bacilli（6　strains　of　Eubacterium　species，70f　B哲40うαc’θrゴz4ηz　species　and　l　of

　　　　　　　Clostridium　terfium．△　　△；ABPC，璽　　圏；CTX，　x　　x；CMZ，○　　○；CP，
　　　　　　　●　　　●CEZ．

Table　6　Bacterial　identi丘cation　in　uterine　cancer　with　administration　of　cefmetazole

Case Clinical　s亡age＊
Vagina Em． Cervix Oviduct Pm． L．N．

A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana． A．　Ana．

t

◆

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

Cervical　cancer

Corpus　cancer

0＊＊

0＊＊

0

Ia

Ia

Ia
Ib

Ib

Ib
ll　b

I

I

I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

1

1

1

1

1

1

N．C．

1

1

1

N．C．

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

N．C．

N，C．

N．C．

1

Em．；Endometrium
Ana．；Anaerobes　　＊

N．C．；Not　collected

Pm．；Parame亡rium　　L．N．；Illiac　Iymph　node

；FIGO　l9768）　　＊＊；After　cervical　conization

Numbers　are　numbers　of　strains．

A．；Aerobes
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Table　7 Correlation　in　bacteria　among　vagina，　endometrium　and　other

tlssues　in　uterine　cancer　with　administration　of　cefmetazole

Vagina Em． Others

5‘砂んツ♂0‘OCCUS　epidermidis

StaPhツloco‘α45　aureUS

5「trePto‘OCCUS　Pyogen（？S

ハ4i‘プococcus　species

ESC乃6ri‘hia　‘oli

Proteu∫　Mirabilis

Bacillus　species

Pプopionibactei’il‘m　a（ン1｛fS

Eubacterium　species

Bacteroides　species

2

2

1

1

1

1

2

1

1

4

2

1

0

1（1）

1（1）

0

1

0

1（1）

1（1）

5（2）

0

0

2（1）

0

0

3

1

0

0

■

f

Em．；Endometrium
Numbers　are　the　number　of　strains　and　numbers　in　parentheses　are　the　number

of　strains　which　were　the　same　as　in　the　vagina　in　the　same　patientt

％）were　diagnosed　as　having　postoperative

Iocal　infections，　but　the　difference　between

these　rates　was　not　signi丘cant　at　the　level　of

p＜0．05．

Comment

　　As　gynecologic　operations　or　intrauterine

procedures　such　as　AIH　and　endometrial　bio－

psy　may　sometimes　cause　a　risk　of　contami・

nations　of　the　procedure　site　by　the　vaginal

rnicro且ora，　the　routine　use　of　prophylactic

antibiotics　for　the　patients　undergoing　these

procedures　seems　to　be　done　in　many　hospi－

tals．　Although　there　is　still　much　controversy

about　whether　this　antibiotic　prophylaxis　is

essentially　needed，　most　of　the　reports　con．

cerning　this　question　have　shown　significant

decrease　in　febrile　morbidity　and　urinary　tra－

ct　infection9昌12）and　reduction　in　wound　infec．

tiong），　pelvic　cellulitis12》　and　total　hospital

stay9・10）．　It　seems　to　have　been　believed　that

gynecologic　postoperative　local　infections　are

almost　caused　by　the　contamination　of　the

vaginal　microflorai3）．　But　our　data　suggest

the　indigenous　presence　of　microorganisms　in

and　around　the　female　internal　genital　organ

except　for　the　vaglna　without　any　slgn　of

infection．　These　bacteria　may　act　as　the

pathogens　in　postoperative　local　infection　or

in　pelvic　in且ammatory　disease　due　to　the

change　of　local　resistance．

that　these　indigenous　bacteria

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Also　it　is　natural

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　are　attributed

to　ascending　infection　or　lymphogenous　in止ec。

tion　from　the　vagina（Fig．1）．

　　In　this　study，　we　considered　externa互conta－

mination　to　be　the　di伍culty　that　led　to　errors

in　the　results，　that　is，　airborne　bacteria，　insu一

伍cient　sterilization　of　the　skin，　and　contami－

nation　accompanying　surgical　procedures．

But　bacterial　cultures　of　the　blood　in　the　ope－

rating　area，　the　surface　of　the　scalpel　used

and　subcutaneous　tissue　during　these　proce－

dures　had　shown　no　bacterial　detection　even

with　enrichment　cultures．　This　fact　may　be

an　evidence　that　the　problem　of　external　con－

tamination　can　be　denied．

　　As　compared　with　total　hysterectomy，　only

afew　authors　have　reported　on　the　ef石cacy

of　the　prophylactic　antibiotics　for　patients

who　underwent　such　extended　procedures　as

extended　total　or　radical　hysterectomy　with

pelvic　lymphadenectomy12，15｝，　though　the　use

seems　to　be　more　necessary．　Such　extended

procedures　provide　higher　risk　factors　for　post－

operative　　infection　because　of　strangulated

tissues，　di伍cult　hemostasis，　retention　of　lymph

and　foreign　bodies，　In　addition，　the　fact

that　the　incidence　of　indigenous　bacteria

was　shown　to　be　more　frequent　with．　malig－

nancy　and　that　the　antibiotic　treatment　decre．

ased　the　number　of　bacterial　strains　in　this

in　fviwo　study　may　be　a　supPort　of　prophylac－

tic　antibiotics　for　extended　surgery　on　patients

with　malignancy．

　　Despite　few　cases，　the　presence　of　many

strains　of　bacteria　after　conization　was　note．

worthy．　In　the　literature，　most　of　the　authors

found　that　there　was　an　increase　in　infectious

○
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morbidity　after　hysterectomy　following　cervi－

cal　conization16’18）．　Our　bacteriological　data

supPort　the　higher　possibility　of　operative

site　infection　in　such　condition．　Cervical

conization，　not　only　has　an　indication　for　anti－

biotic　prophylaxis　in　itself，　but　also　can　be

ahigher　risk　factor　for　postoperative　infection

after　the　following　hysterectomy．

　　AIH　is　also　usually　done　in　connection

with　fertility　and　sterility．　Our　previous　re．

port14）implied　that　seminal　fluids　contain　rela．

tively　many　aerobes　and　anaerobes　such　as

S．epidermidis，　E．‘・li，　Bacteroidsプ袖g跳，

etc．．　Since　the　semina1且uid　is　aded　to　the

vaginal　and　intrauterine　contents　at　the　time

of　AIH，　the　procedure　of　AIH　has　also　a　risk

of　infection．　In　our　clinic，30f　209　patients

〈1．44％；30f　1129　AIHs：0，27％）undergo－

ing　AIH　developed　pelvic　in且ammatory　disea－

ses，　although　antibiotic　prophylaxis　was　per－

formed．

　　The　method　of　collecting　the　vaginal　secre－

tion　unexpectedly　posed　some　problems．

The　vaginal　swab　was　taken　before　the　vagi－

na　was　scrubbed　at　hysterectomy，　However，

the　patients　had　been　underwent　vaginal　ex一

且minations　and　douche　to　con丘rm　the　clinical

diagnosis　be止ore　the　operation．　Therefore，

it　is　considered　that　these　procedures　might

℃ause　the　change　of　the　vaginal　microflora．

Moreover，　the　secretion　was　small　in　volume

．and　the　swab　was　less　regarded　to　anaerobic

．conditions．　The　lower　frequency　of　bacterial

detection　from　the　vagina　may　be　caused　by

such　problems．

　　　CMZ　was　selected　as　the　prophylactic　anti－

biotic，　because　of　its　wide　sensitivity　distribu－

　tion　for　each　aerobe　and　anaerobe，　especially

against　gram－negative　bacilli　and　its　high

℃oncentrations　detected　in　the　female　internal

genital　organs　after　the　infusion19）．

　　　With　admin1stration　of　CMZ，　the　detection

rates　of　E．‘oli　and　most　of　anaerobes　were

apparently　diminished　and　that　of　S．　aureus

was　relatively　decreased．　It　is　well　known

that　these　microorganisms　play　an　important

　role　in　postoperative　gynecologic　infections．

Therefore，　the　diminution　of　such　virulent

pathogens　by　antibiotic　administration　prior

　to　the　operation　provides　a　key　to　understa・

　nding　the　ef丑cacy　and　usefullness　of　prophyla－

　ctic　antibiotics　in　order　to　prevent　the　postope一

rative　量nfection

disease　due　to

as　AIH．
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女性内性器に於ける常在細菌叢と予防的

　　　　　抗生剤投与の意義

筑波大学臨床医学系産科婦人科

　　（主任：岩崎寛和教授）

　　斉藤正博，臼杵　慧

　女性内性器組織中の細菌叢を検索する目的で，術前に

抗生剤投与を行なわない13名の良性子宮疾患患者および

15名の悪性子宮疾患患者の内性器から，手術時に検体を

採取して細菌培養と同定および最小発育阻止濃度の測定

を行なつた．続いて術前に抗生剤の投与を行なつて，in

x“iwoでの細菌の消失の有無を検索する目的で，悪性子

宮疾患患者13名にセブメタゾールの投与を行ない，上記

と同様の細菌培養と同定を行なつた．

　抗生剤非投与群における膣以外の内性器からの細菌検

出率は，良性子宮疾患患者で61％，また悪性子宮疾患患
者で80％であった．膣内細菌叢については両者の問で差

は認められなかつた．抗生剤投与による効果は膣内細菌

叢に対しては不充分であつたが，膣以外の内性器では，

大腸菌，黄色ブドウ球菌及び嫌気性菌の検出率が低下，

あるいは全く検出されなくなつた．以上の結果は，女性

内性器に於ける組織中常在細菌叢の存在と，子宮内操作

ないし手術的操作に於ける予防的抗生剤投与の有用性を

示唆している，

■
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● 　不妊期間が治療効果にどのような影響を及ぼしているかを知るために昭和54年10月より昭和60年9月まで

に当科不妊外来を受診した挙児希望患者351名のうち，初診時不妊期間5年以上の126名を長期不妊群とし，

初診時不妊期間5年未満の225名を対照群として臨床統計的に比較検討し，以下の結果を得た．

　1．原発性不妊と続発性不妊の割合は，　長期不妊群，対照群ともに約3：2で，両者に差は認められなか

つた．

　2．不妊原因では，　長期不妊群は対照群と比較して，卵管因子，男性因子が高率であり，多数の不妊因子

が重複していた．

　3．妊娠率は，対照群が42．2％であるのに較らべ，長期不妊群は22．2％と低値であつた．

　4．不妊原因別の妊娠率は，対照群では卵管因子の76．7％，長期不妊群では男性因子の30．4％が最高であ

った．

　5．流・早産率は，対照群で25．4％，長期不妊群では16．7％であつた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jap．　J．　Fert．　Ster．，32（2），311－315，1987）

●

　　　　　　　　　　緒　　言

　不妊症に対する概念は時代とともに変化を示してお

り，近年は結婚年齢の高齢化，希望児数の減少という社

会的背景のもとに，その診断法，治療法も急速に進歩し

ており，IVF－ETの成功により，従来は妊娠不可能と

考えられていた症例も妊娠が出来るようになつた．しか

し，上述の医学的要因の進歩の割には治療効果は期待す

るほど満足のいくものではなく，やはり受診までの不妊

期間等の社会的要因の占める割合も無視出来ない．今

回，不妊期間が治療効果にどのような影響を及ぼしてい

るかを検討し，若干の知見を得たので報告する．

　　　　　　　　研究対象及び方法

　昭和54年10月15日の島根医大附属病院開院以降昭和60

年9月30目までに産科婦人科不妊外来を受診した351名

の不妊症患者を対象とした．なお，挙児希望患者であれ

ば，不妊期間が1年以内でも診療対象とした．以上351

名の不妊患者のうち，初診時不妊期間5年以上の患者を

長期不妊群とし，初診時不妊期間5年未満の患者を対照

群として臨床統計的に比較検討した．
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平均31．7歳　　　　　平均28．1歳

　　　　　　図2　初診時年齢

研究成績

　〔頻度〕

　長期不妊群は126名，対照群は225名で，不妊症患者全

体に対する割合は，長期不妊群35．9％，対照群64．1％で

あつた．また，原発性不妊と続発性不妊の割合は，長期

不妊群，対照群ともに約3：2の割合で原発性不妊が多

く，長期不妊群と対照群とでは差は認められなかつた

（図1）．

　〔初診時年齢分布〕

　初診時年齢は図2に示すように，対照群では19～39歳

と広く分布し，27歳にピークをもつ分布を示したが，長

期不妊群では26～38歳の分布で，30歳で急に高頻度とな

り，30歳以降も高頻度が持続する分布を示した．平均年

齢も，対照群の28．1歳と比較して，長期不妊群では31．7

歳と対照群よりも約3歳高齢であつた．

　〔不妊原因〕

　妊孕力により大きな影響を及ぼすと推測される因子を

考えると，表1に示すように長期不妊群，対照群ともに

卵巣・内分泌因子が最も高率であつたが，対照群の34．7

％に比較して長期不妊群は27．0％と少なく，その反面，

卵管因子，男性因子が対照群よりも高率であつた．ま

た，長期不妊群は多数の不妊因子が重複して存在してい

る事も判明した．

　〔妊娠率〕

　妊娠成功率は表2に示すように、対照群は225名中95

名の妊娠を認め，422％の妊娠成功率であるのに対し

て，長期不妊群では126名中28名の妊娠成立しか認めず，

妊娠成功率は22．2％と低い値であつた、また，長期不妊

群，対照群ともに原発性不妊患者の方が続発性不妊患者

に比して，約10％，妊娠成功率が低率であつた．

　〔初診時年齢と妊娠率〕

　初診時年齢と妊娠率との関係を図3に示す．各年齢層

において，対照群の方が長期不妊群よりも妊娠率は高

く，また，年齢が増すにつれ，妊娠率は低下している

事も分かつた．

　〔初診後妊娠に至るまでの期間〕

　妊娠成立症例における初診時より妊娠成立までの期間

を図4に示す．1年以内の妊娠は，対照群で83名中65

名，78．3％，長期不妊群で20名中16名，80．0％であり，

治療開始より1年以内に大半が妊娠している．そして，

治療開始後1年以上経たものでは，治療期間が長くなる

ほど妊娠し難くなる事が推測され，その難度は長期不妊

o
｛

o

表1　不妊原因

不妊因子

卵巣・内分泌因子

卵　管　因　子

子　宮　　因　子

男　性　　因　子

不　　　　　　　明

長期不妊群

原難瞬性 計（％）

16

12

14

21

13

18

14

8

2

8

34（27．0）

26（20．6）

22（17．5）

23（18．3）

21（16．7）

対　　照　　群

原発性続発性1 計（％）

44

9

30

23

21

34

21

13

7

23

78（34．7）

30（13．3）

43（19．1）

30（13．3）

44（19．6）

計（％）
■

112（31．9）

56（16．0）

65（18．5）

53（15．1）

65（18．5）
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表2各群の妊娠率 表3　不妊原因別の妊娠率
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長期不妊群

原　発　性

続　発　性

計

15（19．7％）

13（26．0％）

28（22．296）

対照群 計 不妊因子

49（38．6％）

46（46．9％）

95（42．2％）

64（31．7％）

59（39．9％）

123（35。0％）

卵巣・内分泌因子

卵　管　因　子

50

40

（）妊娠率

口 長期不妊群

膠対 照群

に］計

／

／　F

子　宮　因　子

男　性　因　子

原　因　不　明

長期不妊群

　10
（29．4％）

　　3
（11．5％）
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表4　妊娠成立周期の治療法
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図3　初診時年齢と妊娠率
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図4　初診時より妊娠成立までの期間

群の方が強い傾向にある．

　〔不妊原因別にみた妊娠率〕

　不妊原因別の妊娠率を表3に示す．対照群では卵管因

子が最も多く，76．796の妊娠率であり，次に卵巣・内分

泌因子，原因不明，子宮因子，男性因子の順であつた，

しかし，長期不妊群では男性因子の30．4％が最も多く，

続いて，卵巣・内分泌因子，原因不明，卵管因子，子宮

因子の順であつた．このように長期不妊群と対照群とで

は，不妊原因により妊娠率がかなり違つている事が分か

つた．

　〔妊娠成立周期の治療法〕

　妊娠に直接つながつたと思われる治療法では表4に示

すように，対照群は排卵誘発剤と無治療がともに27．7％

と多く，つぎにHSGの21，7％であつた．長期不妊群

では排卵誘発剤が35．0％と最も多い事は対照群と同じで

あるが，AIH，　AIDが20，0％と，続いて多い事が認めら

　長期不妊群
　　1510　5
（人）一一一」一

満期産

R産

流産

不明

　　　対　照群

　510152025　 50
－一一一一一一～←一・（人）

口

図5　妊娠の予後

れた．なお，その他の治療法には，高プnラクチン血症

に対するプロモプリプチン療法及びHardy　operation

や膣洗浄，Huhner　testなども含まれている．

　〔妊娠成功例の予後〕

　妊娠の予後は図5に示すように，対照群で74．6％が満

期産であり，早産1．5％，流産23．9％であつた．長期不

妊群では83．3％が満期産であり，16．7％が流産に終つ

た．

考　　察

不妊症の治療において，妊娠の成功を左右する因子と
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しては医学的因子と社会的因子の2つがあげられる．医

学的因子としては，近年，不妊症専門外来の開設や内視

鏡の積極的な利用による診断技術の向上や治療方法の進

歩，特にIVF－ETによる新しい不妊症治療などがあ

り，妊娠率は向上しつつある．　しかし，社会環境の変

化とともに生じた女性の社会への進出結果としての結婚

年齢の高齢化および職業婦人の結婚後によくみられる一

定期間の避妊等による妊娠率の低下をまねく可能性のあ

る社会的因子が増加しつつあるのも事実である．確か

に，家族計画に関する知識の普及と不妊に対する一般的

関心は高まりつつあり，初診までの不妊期間は最近短縮

する傾向がある1・2）と報告されているが，大学病院の不

妊外来を訪れる患者は，他の医療機関において，ある期

間治療後に来院する患者が多く，来院時には不妊期間も

かなり長く，必然的に受診時年齢も高く，女性の妊孕力

のピークを過ぎている者が多いのが現状である．

　われわれは以前に，受診までの不妊期間が5年以上の

患者と5年未満の患者とでは，妊娠率に有意の相違が認

められ，不妊症患者の早期の受診の必要性を報告した3＞．

今回は，前述したような社会的背景をふまえ，大学病院

の不妊外来受診者において，受診までの不妊期間の長短

が妊娠率にどのように影響を及ぼしているのかを知る為

に，不妊期間5年以上の患者を長期不妊群として，不妊

期間5年未満の患者とで比較検討してみたのであるが，

長期不妊群は不妊症患者全体の35．9％を占め，米谷ら4）

の報告の原発性不妊の24．0％，続発性不妊の16．6％，野

村ら1）の報告の25．0％よりも高率であつた．このように，

長期不妊群の割合が高率であつたのは，大学病院の特殊

性および地域性が関係していると推測される．同様に，

田中ら5）も大学病院では不妊期間5年以上の症例が多い

と報告している．また，一般的に不妊期間が長いほど妊

娠率が低下すると言われているが，われわれの成績では

長期不妊群が22．2％の妊娠率であるのに対し，不妊期間

5年未満の群では42．2％の妊娠率であつた．同様な成績

は松家ら6），白水ら7），寺田ら8），田中ら5｝も報告してい

る，

　不妊原因では長期不妊群において卵管因子および男性

因子が対照群に比して高率であつた．それ故に，長期不

妊患者には再度HSG検査および精液検査が必要である

と推察された．この事は，続発性不妊患者での再度の精

液検査の必要性を述べている白水ら7）の意見と一致する．

　治療開始後妊娠に至るまでの期間は，長期不妊群では

80％が1年以内に妊娠しており，2年以内まで含めると

90％が妊娠に至つている．また，治療期間が長くなれば

なるほど妊娠し難くなる傾向にあり，一応の治療の目安

は治療開始後2年以内に目標を定め，早期の原因追求，

適切な治療が必要と推察される．

　不妊原因別の妊娠率で対照群の卵管因子が76．7％と非

常に高率であつたのはHSGあるいは卵管通水後の妊娠

を含めているためと推測される．また，長期不妊群で最

も多いのが男性因子の30．4％であつた．これは，男性側

の治療，AIH，　AID等が含まれている為と推察され，特

に，当科では最近，乏精子症患者に積極的に精液静置

法9）および精子遠心洗浄濃縮法1°）を応用し，妊娠に成功

している例が多い事も一因と推察される．

　一般に不妊症治療成功例の流産率は，自然流産率10～

11％11）に比べ，高いといわれている．特に寺田ら8＞は排

卵誘発妊娠例の流産率は24．3％と高い事を報告してい

る．われわれの成積でも，対照群では23．9％の流産率が

あつた．しかし，長期不妊群の流産率は16．7％であり，

対照群と比べて低率である．これは，妊娠成功後，早期

にhigh　risk　pregnancyとして入院安静などの妊娠管

理を積極的に行つた為と推測される．

結　　語

　当科不妊外来における長期不妊患者の臨床統計を試み

た結果，長期不妊群では年齢的にも高齢となり，妊娠率

の低下も著明であるので，早期の受診を啓蒙するととも

に，適切な診断，治療を早期に開始する事が必要であ

る．

　なお，本論文の概要は，第30回日本不妊学会学術講

演会（於　東京）において発表した。
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Statistical　studies　of　long－term　infertile

　　　　women　in　our　infertile　clinic

Kentaro　Takahashi，　Kazuo　Yoshino，　Yoshimi

　　Araki，　Arata　Nishigaki，　Takaaki　Shirai，

　　　　　Masuo　Kusakari，　Akihiro　Uchida

　　　　　　　　　　and　Manabu　Kitao

　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　Shimane　Medical　University，

　　　　　　　　　　　Izumo　693，　Japan

To　know　the　relation　between　the　infertile　pe一
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riod　and　the　effect　of　therapy，　we　tried　statistical

study　on　351　infertile　women　who　visited　on

our　infertile　clinic　from　October　1979　to　Septem－

ber　1985．　They　were　devided　into　two　groups

according　to　the　infertile　period；the　long－term

infertile　groups（LIG：the　patients　who　had　a

sterile　period　of　rnore　than丘ve　years，126　patien－

ts）and　the　control　groups（CG；the　patients　who

had　a　sterile　period　of　less　than　丘ve　years，225

patients）and　compaired　some　factors　between

two　groups．

　The　results　were　as　follows；

　ユ．The　incidence　of　primary　sterility　to　LIG

was　about　60％and　that　to　CG　was　same　perce．

ntage．

　2．On　the　causes　of　sterility，　the　tubal　sterility

and　the　male　sterility　were　higher　incidence　of

the　sterility　factors　in　LIG　than　in　CG．　LIG

had　various　overlapPing　sterility　factors．

　3．The　pregnancy　rate　was　42．2％in　CG　and

22．2％in　LIG．

　4．Of　the　pregnancy　rate　due　to　the　difference

of　infertile　factors，　the　tubal　sterility　shows　the

highest　in　CG（76．7％）and　the　male　sterility

shows　the　highest　in　LIG（30．4％）．

　5．The　ratio　of　abortion　and　premature　delive－

ry　was　25．4％　in　CG　and　16．7％　in　LIG．

　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和61年6月11日）
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当院不妊外来におけるAIHの統計

Statistical　Study　of　AIH　on　Infertile　Women　in

　　　　　University　of　Tsukuba　Hospital
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　　　　　　　　筑波た学臨床医学系産婦人科

　　　　山　　内　　　宏　　西　田　正　人

　　Hiroshi　YAMANOUCHI　Masato　NISHIDA

　　　　片瀬功芳　岩崎寛和
　　　Katsuyoshi　KATASE　Hirokazu　IWASAKI
Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Institute　of　Clinical

Medicine，　University　of　Tsukuba，　Niihari－gun，　Ibaraki，　Japan

昭和51年10月筑波大学附属病院開院以来，　同59年12月までの不妊外来登録患者1，250名のうち，　1度で

もAIH治療を行なった209名，1，129回を調査した．

　1）

　2）

　3）

　4）

つた．

　5）

　6）

　7）

AIHによる妊娠は36例，妊娠率は17．2％であつたN

各適応に対する妊娠率は，適合不全27％，頸管粘液不全19．2％，乏精子症11，3％であつた．

AIH以外の周期に妊娠した症例は30例14．4％であつた．

乏精子症群97例中，夫に対する治療が行なわれたのが17例あり，このうち10例（58，8％）が妊娠に至

AIH妊娠36例中33例（91．7％）は6回までに妊娠した．

AIH妊娠の流産率は36例中9例（25％）であった．

PID発症は209例中3例（1．43％）であつた．

（Jap．　J．　Fer亡．　Ster．，32（2），316－319，1987）

■

はじめに

　配偶者間人工授精（Arti丘cial　Insemination　with　Hu－

sband’s　semen；AIH）は不妊症の治療法として，現在

広く一般的に行なわれている．筑波大学附属病院産婦人

科においても，昭和51年10，月の開院以来，不妊外来にお

いて適応のあるものには積極的にAIH治療を行なつて

きた．しかし，AIHによる妊娠率は必ずしも満足すべ

きものではないので，治療成績をまとめ，検討し，AIH

の妊娠率の向上をはかつた．

対　　象

　昭和51年10月筑波大学附属病院開院以来，同59年12月

末までの不妊外来登録患者は1，250名で，このうち1度

でも　AIH　治療を行なつた209名，1，129回を調査対象

とした，

AIHの適応および方法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）から

　　　　　　　　　　　　　本人の希望によるものな

　　　　　　　また乏精子症であつても，性交後試験が

　　　　　　　　　　　　あるいは性交後試験を再検

し，少なくとも性交後試験で頸管内運動精子が400倍視

野内20匹を越えている場合には適応としていない．

　AIHの方法は，用手法により採取した精液を用い，

　AIHの適応としては，

　1）乏精子症：精子濃度4，000万／ml未満，　あるいは

運動率が50％未満

　2）適合不全：性交後試験（Huhner　test）で400倍

視野中に頸管内運動精子が5匹未満

　3）頸管粘液不全：頸管粘液量が0．05ml以下

　4）その他

　その他の適応の中には，ルチーン検査の後，

3）の異常は認められないが，

どが含まれる．

良好なものは，精液検査，

●
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表1　AIHの適応と妊娠率
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○

’

適 応

乏　精　子　症

適　合　不　全

頸管粘液不全
そ　　の　　他

計

症 例 1　AI・による鱗率

97　（46．4％）

63　（30．1％）

26　（12．4％）

23　（11．O　9／o）

209　（100　96）

11　（11．3％）

17　（27．0％）

5（19．2％）

3（13．096）

36　（17．2％）

AIHによらない
妊娠数

14　（14．4％）

8　（12．7％）

8（30．8％）

0（　0％）

30　（14．4％）

総妊娠数

25　（25．8％）

25　（39．7％）

13（50　％）

3　（13．096♪

66　（31．6％）

推定排卵日にAIH針にて0．5mlを子宮腔内へ注入し

た，排卵日の推定は，AIH施行前，数周期にわたつて頸

管粘液検査，超音波断層法による卵胞径の測定，BBT，

インクステイン法などを行ない，最もその患者に適した

方法を選択した．またAIH後には，全例に2日問，抗

生剤を経口投与した．

表2　乏精子症の治療と予後

治療群＊ 無治療群

妊娠例

　AIHによる

　AIHによらない

非妊娠例

10（58．8％）

3

7

7（41．29呑）

15（18．8％）

8

7

65（81N296）

結　　果 計 17 80

■
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　1）AIHの適応と妊娠率

　表1はAIHの適応と，その後の妊娠率を示したもの

である．妊娠率が最も高いのは，適合不全63例に対して

で，17例（27％）が妊娠に至つている．次いで頸管粘

液不全26例では5例　（19．2％）であつたが，乏精子症

は97例中11例（11．3％）と低い妊娠率であった．AIH

治療による妊娠は全部で36例あり，妊娠率は17，2％であ

つた．またAIH治療をしたにもかかわらず，　AIH以

外の周期に妊娠した症例も30例あり，両者を合計する

と，AIHを一一度でも行なった症例中66例（31．6％）が

妊娠したことになる．

　2）乏精子症の治療と予後

　乏精子症群97例中，夫に対して八味地黄丸投与，精索

静脈瘤手術等の治療を行なつたものが17例あり，このう

ち10例（58．8％）が妊娠した．一方，無治療の80例では

15例（18．8％）しか妊娠しておらず，この差はzP－　ta定で

も有意であつた，また，乏精子症群でAIHによらな

い妊娠が14例あつたが，このうち7例（50％）に夫に対

する治療がなされていた（表2）．

　乏精子症のなかで，AIHにより妊娠に至つた群，

AIHによらないで妊娠した群，および妊娠しなかつた

群の3群の精子数を比較すると，表3のごとく3者間に

＊p＜0．001

表3精子数（乏精子症群）

AIHによる妊娠
自　然　妊　娠

非　妊　娠　群

23．22±12．54　（×106／ml）

二tg．31±ll．80

20．56±12．44

差は認められなかつた．

　3）既往妊娠と妊娠率

　AIH治療を行なつたうち，原発不妊が209例中149例

と，続発不妊の約2．5倍であつた．妊娠率に関しては，

原発不妊16。8％，続発不妊18．3％と有意な差は認められ

なかつた（表4）．

　4）AIH施行回数と妊娠数

　AIHによる妊娠36例中33例（91．7％）が6回までに

妊娠した．10回以上で妊娠したものは3例で，最高は22

回目に妊娠し，満期産に至つた．AIH施行総数1，129

回に対する妊娠率は3．2％であつた（図1）．

　5）AIH妊娠例の予後

　AIHによる妊娠36例中満期産に至つたものが20例

（55．5％），流産したものが9例（25％♪で，当院不妊外

来における妊娠例の流産率14．5％よりも約10％も高率と

表4　既往妊娠と妊娠率

原　発　不　妊

続　発　不　妊

症　例

149

60

209

AIHによる妊娠数

25　（16．8％）

11　（18．3％）

36

AIHによらない妊娠数

20　（13．4％）

10　（16．7％）

30

総妊娠数

45　（30．2％）

21　（35．0％）

66
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当院不妊外来におけるAIHの統計

口・旧・行症例・

懸・娠例・

123456789　　　　　　AlHの回数

図1AIHの回数と症例数

表5　AIH妊娠例の予後症例数

10回以上

日不妊会誌　32巻2号

目で，前2者は乏精子症を適応にAIHを行なつたもの

である．18回目でPIDを発症した症例は頸管粘液不全

を適応としたもので，開腹時に子宮筋腫と外性子宮内膜

症が認められた（表6），

考　　察

満　　期　　産

流　　　　　産

早　　　　産（双胎）

転　　　　　院

外　　　　　妊

20　（55．5％）

9（25．O％）

2

4

1

計 36

表6　PID発症症例

　　　PID発症症例　　　　　　　　　　AIH適応　　　AIH施行回数 治　療

1

2

3

3×

1×

18×

乏精子症　開腹術
乏精子症　　抗生剤DIV
頸管粘液不全　　開　腹　術

なつている．早産したものは2例であるが，2例とも双

胎であつた．その他，妊娠成立後，他医に転院したも

のが4例，子宮外妊娠が1例であつた．当院で分娩に至

つた満期産および早産の22例についていえば外表奇形は

全く認められなかつた（表5）．

　6）PID発症率

　AIH治療における最大の副作用は骨盤内感染
（PID）と考えられるが，対象209例中3例（1．43％）に

PIDの発症をみ，このうち2例が開腹術をうけた．対

AIH施行回数では027％であつた．またPIDを発症

したAIH施行回数は，それぞれ3回目，1回目，18回

　AIHによる妊娠率は10～30％1’5・7）と報告されており，

当科における妊娠率（17．2％）もこの中に含まれる．AIH

による妊娠率が最も高かつたのは適合不全，すなわち

Huhner　test不良に対する27．0％であつた，諸家の報告

でも，適合不全に対するAIHの成績が良いものが多く

みられる．若尾ら6）はHuhner　testの成績を正常群，中

間群，不良群の3群に分類し，不良群に対して積極的に

AIHを施行したところ，正常ならびに中間群とかわら

ない妊娠率（21．2％）になつたという，われわれの成績

からも適合不全がAIHの適応として最も良いことが示

唆された．

　最も症例数の多い乏精子症群の妊娠率が1L3％と，一

番低く，これは当然の結果と考えられるが，この群に対

しては，AIHのみでなく精子選別や濃縮などの手段を

積極的に工夫すべきであろうと考える．

　不妊治療を行なつていると，治療をしていない周期に

自然妊娠する症例をしばしば経験するが，今回もAIH

以外の周期に妊娠する例を多く経験した．佐治ら7）は，

AIH治療を行なった283例中18例（6．4％）が自然妊娠

したことを報告している．成績では，AIH妊娠36例

（17．2％）に対し，自然妊娠が30例　（14．4％）とほぼ

同率の妊娠率を示し，乏精子症や頸管粘液不全において

は，AIH妊娠よりも妊娠率が高いという結果であつた．

この中の多くの症例でAIHと併行して夫の治療も行

なわれていたため，状態の改善によつて自然妊娠したも

のもあると考えたい，実際に乏精子症と診断され，当院

泌尿器科において精索静脈瘤の手術をうけたP，八味地

黄丸等の投薬をうけた17例中10例が妊娠しており，また

自然妊娠した14例中7例で夫に対する治療が行なわれて

いた．このように乏精子症の夫に対する泌尿器科の治療

を行なうことは，AIHの妊娠率向上にきわめて有効で

あると考えられる．

　頸管粘液不全に対して蜂屋ら8）は，1）頸管粘液腺の

発達は認められるがE2活性に対して反応性の低下して

いるもの，2）頸管粘液腺の発達が形態的にも機能的に

も朝らかに低下しているものと，2つの因子があるこ

とを指摘した上で，前者に対してはAIHが有効だが，

後者にはホルモンの補充療法が効果的であると述べてい

る．今回のわれわれの成績では，AIHによらない妊娠

の方が多かつたが，その理由はエストロゲンの補充療法
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により頸管粘液の性状が改善したことが考えられ，頸管

粘液不全の診断には注意を要すると思われる．

　AIHの施行回数に関しては，大部分がAIH　6回
以内に妊娠し，他施設の報告1・2）と全く同じ傾向を示し

た．このことは，いたずらにAIHをくりかえすこと

なく，5～6回のAIHで妊娠しない場合には，症例を

もう1度検討しなおす必要のあることを示しているとい

えよう．

　一一般的にAIH妊娠は流産が多いといわれており，わ

れわれの調査でも25％と実にAIH妊娠の4人に1人が

流産していた．AIH　による妊娠率の向上とともに，

AIH妊娠後の流産原因を究明し，流産率を下げること

も重要な課題であると思われる．飯塚ら1）のAIDの

single　inseminationより得た知見によると，　BBT低温

最終日よりはなれるほど流産率が高くなるという，従つ

て良好な精子を得ることも重要であるが，AIHのti－

mingに関しても慎重でなければならないであろう．

　AIH後のPIDの発症に関し，飯塚ら1）は342例中

2例（O．6％）の感染発熱を報告する一方で，AID　432例

には発症は皆無であった点を指摘している，Attilaら9）

によると，無症状の男性430名の精液を調べたところ，

このうち不妊群より有意に多い菌が培養できたという．

また当科における斉藤らの報告1°）でも，不妊外来におけ

るAIHに用いられた精液の全例から菌が検出でき，

精液が無菌とはほど遠いことを再認識している，AIH

後のPID発症にかかわる因子は精液のみではないこと

はいうまでもないが，精液因子の改善，すなわち乏精子

症に対する精子洗浄法や，男性側の泌尿器系の異常の検

索がPID発症を低下させ，しかも妊娠率を向上させる

と考えられる．

　（本論文の要旨は第30回日本不妊学会学術溝演会にお

いて発表した）
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Statistical　study　of　AIH　on　infertile

women　in　University　of　Ttsukuba

　　　　　　　　Hospital

　Hiroshi　Yamanouchi，　Masato　Nishida，

Katsuyoshi　Katase　and　Hirokazu　Iwasaki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Institute　of　Clinical　Medicine，　University

of　Tsukuba，　Niihari・gun，　Ibaraki，　Japan

　Between　l976　and　1984，1，129　times　of　AIH

were　performed　on　209　infertile　patients　at

University　of　Tsukuba　HospitaL

　There　were　66　pregnancies　among　those　patien－

ts，36　cases（17．2％）with　AIH　and　30　cases（14．4

％）without　AIH．　Pregnancy　rates　were　27％，19．2

％and　11．3％in　the　group　of　poor　post－coital　test，

in　iusu缶cient　cervical　mucus　and　in　oligospermia，

respectively．　There　were　g　cases（25％）of　spon－

taneous　abortion　as　clinical　outcome　of　36　preg－

nancies　with　AIH．　The　incidence　of　PID　was

1．43％　among　those　209　women　who　received

AIH　　　　　　　　（受付：昭和61年7月24日）
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判

1．不妊を訴える稀発排卵例に対する工夫

　　（1）排卵誘発経過カードの作成

　　（2）Swim　up法による精子の撰択とAIH

　○作井久孝・吉村俊和・白木　誠

　　丸山邦之・市川文隆・蛯原照男

　　多田　伸・澤田富夫・河上征治

　　　　　　　　（保健衛生大産婦）

　　廣田　穰　　（新城市民病院産婦）

　　篠原好雄・柿原和子・岡本葉子

戸刈薫（新城市民病院臨床検査室）

　年に数回しかBBTが2相性を示さない症例，あるい

は，全く無排卵で，しかも夫の精液所見にOligosper－

miaまたは運動率低下を示す不妊夫婦に対し，私達は排

卵誘発経過カードを作成し，Swim　up法にて運動精子

を選択し，AIHを行なつている．一方，これらの方法

論と自然授精，従来のAIHとの妊娠成立率を比較検討

中であるt

　（1）排卵誘発経過カード

　従来の患者本人が測定しているBBTカードと，医

師側がカルテにチェックしている排卵誘発法，排卵時期

確認のための諸検査，AIH等の諸治療を，1枚のカー

ドに同時に記載し，その経日的な動態を1枚の図表で把

握できるようにした．50日周期を1枚のカードにした

BBTの下欄に，①尿中エストロゲン値，②尿中LH

値，③頸管粘液，④排卵誘発の治療内容，⑤AIH等

の諸治療，⑥その他U．S．等の特記事項を記載する．

一つの治療単位を50日周期としたのは，排卵誘発の治療

効果の判定，排卵誘発治療の限度を約4週間としたから

である．

　（2）Swim　up法による運動精子の選択とAIHへの

応用

　Oligospermia（私達は3，000　x　104／ml以下），または

精子運動率低下　（50％以下）の症例に対し，次のよう

な方法で運動精子を選択し，AIHに応用している．

　用手法により採取された精子を十分液化後，遠心する

ことなく培養液HamF10（2ml）の入った試験管の管底

へ静かに分注（0．5mD．混和することのないよう，静

かに30°傾斜させ，精子と培養液の接触面を広くし，37°

C，95％air，5％CO2のincubator内にて30～60分静

置する．上方培養液内へ浮遊Swim　upしてくる精子

のみを収集し，1本の試験管内にて精子濃度2．0～3．0×

106／mlになるよう遠心濃縮し，調整する（IVF，　GIFT，

に用いる濃度の約10倍程度の濃縮度）．濃縮された精子

は運動率が90％以上と良好精子が大部分を占めている．

このうちO．6－・O．8mlを通常人工授精　（AIH）と同様

の手技にて子宮腔内へ注入する．

2．長期不妊患者におけるstreak　gonadの症例

小池晧弍・今泉克英

（東海逓信病院産婦）

　不妊症の原因ならびに治療については種々な面で進歩

している，その中で，HSG等の検査で大きな異常が認

められない症例については患者側が病院を転々として同

じ検査ならび治療をくり返している問に長期間が過ぎて

しまう．今回，他の数施設で治療を受けていた患者で，

当科での腹腔鏡にていわゆるstreak　gonadを確認した

3症例を報告する．いずれも原発性不妊症と無月経H°

の症例で，うち2例は45Xとのモザイクであり，46XX

q＋，と46X＋marであり，いずれもTurner症候群

様所見を認めなかつた．他の1例は46XXの正常核型で

あった．子宮は正常，ないし，少し小型であつたが，卵

管はほぼ正常に近く，両側卵巣はgonadal　agenesisに

近い所見であり，その組織にてOocyteは認められなか

かつた．LH－RH　test，甲状腺ホルモン検査等も施行し

ている．

　不妊症全例に腹腔鏡を施行すべきとは思わないが，症

例を選択して施行すべきであろう．

り
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3．FCM（且ow　cytometry）による精子分離法

○中川恵彰・浅井光興・鈴木正利

　山田昌夫・中西正美・石原　実

　　　　　　　　（愛知医大産婦）

　性染色体異常による伴性遺伝病の予防を目的として，

X，Y精子分離研究が行なわれている．その方法として

は電気泳動，遠心分離，アルブミン勾配，抗体などが応

用されているが，われわれは研究面での応用を目的とし

て，X，　Y精子のDNA量の差に基づいて，ヒトX，

Y精子の分離を行なつた．

　（方法）精子を70％ethanolで固定し，　pepsin処理，

RNase処理をした後，　ethidium　bromideにて染色

した．そして，フローサイトメトリー（FACS－440）に

て　DNA量を測定した．そのヒストグラムにおいて

DNA量の差よりX，　Y精子を区分し，　FACS－440の

Sorting機能を利用して，　X，　Y精子を分離した，

　（結果）分離したX，Y精子はキナクリンマスタート法

にて確認し，フロサイトメトリーを使用して比較的簡便

にX，Y精子が分離できることがわかつた．
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除いた症例では35，677U／mlと正常月経血とほぼ同値

であつた，Myoma症例はnormomenorrheaといつて

もややhypermenorrheaの傾向があるためと推察され，

正常子宮内膜と同量の　CA　125産生がなされていると

みるべきであろう．Adenomyosisにおいては正常月経血

の約2倍，80，342U／mlのCA　125値がみられた．本疾

患は月経血量が増加するため，子宮内膜由来CA　125の

産生は更に高まつているものといえる．顕著なhyper－

menorrheaを認めた症例では3，236U／mlと正常月経値

の約12分の1，内膜症月経血の約20分の1と低値であり，

これらの症例を除外した症例での値は97，104U／mlと

高値であり，更に子宮内膜症では子宮内膜組織でのCA

125産生の抗進を裏付けるものであつた．不妊例のうち，

特に不妊原因を認めないにもかかわらず，妊娠の成立を

みない症例につき，末梢血，月経血のCA　125値を測定

したところ，その約4割の症例にCA　125値が異常値を

示した，すなわち，月経期末梢血値の平均は73．9±67、1

U／m1であり，月経血値は53，644±36，737U／mlであつ

た．すなわち，これらの症例は潜在性子宮腺筋症と考え

られる．

σ

■

4．潜在性子宮腺筋症と機能性不妊

○戸谷良造・三輪　是・黒木尚之

　柴田金光・鈴置洋三　宮川　透＊

　　　　　（国立・名古屋病院産婦）

（＊三菱油化メディカルサイエンス）

　子宮腺筋症は子宮の腫大と硬化を来した時点で，双合

診，B－Scope診等で診断されてきたが，血中CA　125

値を測定しうるようになり，生化学的検査法が加わつ

た．その結果，子宮の腫大，硬化を来さない早期の子宮

腺筋症も，．月経期末梢血CA　125を測定することにより

診断しうるようになつた．従来，不妊原因不明のいわゆ

る機能性不妊と診断されていたものの一部に，潜在性子

宮腺筋症が存在すると考えられる．

　子宮内膜組織由来物質の自己体内逆流現象と妊孕能の

関連を検討しつつあるので報告する．

　正常月経血中CA　125値の平均は40，312U／mlであつ

た．同時採血した末梢血中CA　125値は32U／mlであり，

これはTumor　markerの上限としている35U／mlに近

い．正常女性の平均値17．5U／m1より高い．すなわち，

月経血中子宮内膜成分の自己体内逆流現象の存在を示す

ものである．子宮筋腫例（主にB－Scope所見，内診所見

にて診断，一部子宮摘出により確認症例を含む）におい

ては，平均22　，　973U／mlと正常月経血より低い．しかし，

これらの症例からremarkableなhypermenorrhea例を

5．当大学第1，第2病院の不妊症例における腹腔鏡

　　施行例の検討

○千原　啓・多田　伸・作井久孝

　高橋正明・米谷国男・福島穰

　　　　　　　（保健衛生大産婦）

　廣田穰（新城市民病院産婦）

　当大学第1，第2病院の不妊症例における腹腔鏡施行

例を検討し，その特徴について考察した．昭和56年8月

より61年5．月まで，146例の腹腔鏡施行例のうち76例

（52％）が不妊症であつた．腹腔鏡的診断では癒着が30

例（39％）と最も多く，ついで子宮内膜症が21例（28

％）に見られた．長期不妊例は特に癒着が多かつた（57

％）が，一方では骨盤腔に異常の見られない症例も3

例（13％）あつた．正診率は癒着82％，内膜症77％であ

つた．76例中，腹腔鏡のみで終わったものは21例（28

％），腹腔鏡下に処置を行なつたものは43例（57％），開

腹手術を行なつたものは12例（15％）であつた．これら

76例中15例（20％）が妊娠に成功した．癒着が最も多く

見られた異常であつたが，大部分は腹腔鏡下に処置が可

能であり，また腹腔鏡上，正常骨盤であつても，その後

の治療方針を立てる上で貴重な情報を提供しているわけ

で，不妊症においては積極的に腹腔鏡を行なつていきた

いと考える．
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6．高アンドロゲン血症を伴う不妊婦人における治療

　　法の検討

○大脇正哉・花井一夫・大沢政己

　正橋鉄夫・成田　収

　　　　　　　　（名大分院産婦）

　菅沼信彦・紀平正道・木村敏男

　反田豊（名大産婦）

　高アンドロゲン血症を示す排障害，不妊患者に従来は

副腎皮質ステロイド，ピル等が用いられていたが，最近

スピロノラクトン　（以下，SP）や葛薬甘草湯（以下，

SK）が注目されている．今回，　SP，　SK，デキサメサゾ

ン（以下Dex）にて治療する機会を得たので報告する．な

お高アンドロゲン血症はMean＋2SD（T：0．45＋O．24

ng／ml，　DHEA　l　5，05十2．4ng／ml，　DHEA－S：780十

192ng／ml，　Androstendion：1．15＋0．58ng／ml）をいず

れかが越えた症例とした．LSP投与例は，　T．　DHT．

に有意の低下を無月経の2／9に排卵発現をみた．2．SK

投与，有意差はないがLH，　T．に低下を認め，無排卵陸

稀発月経の4／5に排卵を，うち2例に妊娠を，また正常

月経の2／3にも妊娠の成立をみた．3．Dex投与例は無

月経2／6に排卵を認め，うち1例が妊娠，排卵性稀発月

経1／2に排卵周期の改善と妊娠の成立を認めた．

7．卵管妊娠のマイクロサージェリーによる卵管保存

　　手術の経験

○竹内一郎・山口　賢二・安藤正昭

　梅林康久，笠原　真弓・生田克夫

　花田征治・水野金一郎・八神喜昭

　　　　　　　　　　（名市大産婦）

　卵管妊娠の発生頻度は最近増加傾向にあるうえに，一

度卵管妊娠に罹患した女性では，他側卵管での再発生の

危険が高いなどの理由で古典的な卵管切除術後の妊孕性

が著しく低いため，卵管妊娠に対する卵管保存手術療法

が試みられている．われわれは卵管妊娠の補助診断法と

して腹腔鎖検査を積極的に応用し，破裂前に診断し得た

卵管妊娠9例に対し，マイクロサージュリーを応用した

卵管保存手術を行なつている手術治療後1年以上を経過

した7例のうち，経過観察可能であつた5例中4例で手

術施行側卵管の疎通性が確認され（残る1例は手術直後

に妊娠），3例で妊娠がみられ，全例満期正常産であつ

た，卵管妊娠の再発生例は認めていない，未破裂卵管妊

娠に対する卵管保存手術は妊孕性の維持に有効な治療法

と考えられ報告した．

日不妊会誌32巻2号

第94回日本不妊学会関東地方部会

日　時　　昭和61年7．月12目（土）

場所　古名屋ホテル

1．子宮外妊娠における機能保存手術例

○吉田孝二，三橋直樹，安水洗彦

　小池憲章，井川名記，塚原嘉治

　加藤順三　　　　（山梨医大産婦）

　卵管妊娠に対する機能保存手術は診断技術の発達によ

る早期発見の増加とマイクロサージャリーの導入による

卵管形成術の進歩によ！，近年発展してきている．今回

われわれは当教室において行なつた卵管妊娠に対する機

能保存手術3症例，計4回について報告する．

　症例は27～28歳の未産婦で，術式としては卵管縦切開

内容圧出，采部切開内容圧出，卵管部分切除，卵管破裂

部からの圧出であつた．卵管形成術は全て拡大鏡下に行

なつた．術後の経過は1例が正常妊娠，1例が反腹外妊

であつた．術後の卵管疎通は全例に認められた．

　機能保存手術の発展は挙児希望の外妊娠例には重要で

あるが外妊反復の可能性もあり，その適応については慎

重な検討が必要と思われる．当教室においては原則とし

て挙児希望の強い症例，対側卵管が既摘除あるいは明ら

かに病的である症例，全身状態が良効な症例に対し機能

保存手術を行なつている．今後，術式とともに適応にっ

いて検討を加えたい，

2．超音波断層法にて診断しえたunruptured　inter・

　　stitial　pregnancyの一例

○松田稔・菊池義公・木沢功

　大森景文

　　　　（社会保険山梨病院産婦）

　梶山謙二　　　　（梶山産婦人科）

　母子衛生統計によると子宮外妊娠は妊産婦死亡の第3

位を占めている．その原因は出血性の不可逆性ショック

によるものである．それ故いち早く診断し改善を図る必

要がある，子宮外妊娠の中でも特にinterstitial　pre－

gnancyは子宮破裂の時と同様強い臨床症状を呈し，短

時間でショック状態となるため早期の診断がその予後を

左右するが，今回われわれは超音波断層法にて破裂前に

診断しえたintestitial　pregnancyの症例を経験したの

で紹介する．症例は35歳　5回妊娠，昭和59年7月10目

近医にて人工妊娠中絶を受けた．3目後になつても不正

性器出血，つわり症状持続し，尿妊娠反応も陽性で再掻
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昭和62年4月1日

爬で子宮内膜は全く採取されず，直ちに当科に紹介され

た．超音波断層法にて子宮左側で卵管移行部にG．S．

像が認められた．unruptured　interstitial　pregnancy

と診断し左卵管を含めた病変部を切除し，輸血の必要も

なく軽快したt以上超音波断層法が本症診断に威力を発

輝したのでここに紹介した．

3．棊膜由来のovarian　growth　factor研究の現況

○安水洗彦・三橋直樹・吉田孝二

　小池憲章・井川名記・塚原嘉治

　加藤順三　　　　（山梨医大産婦）

　卵胞の発育そしてこれに伴う穎粒膜細胞脱増殖を調節

する因子の解明を目的として，ブタ卵胞爽膜から内因性

成長因子を抽出．その性状分折，内分泌環境との関係，

卵胞発育との関係を分析した．活性はブタ穎粒膜細胞，

マウスBa／b／c　3T3細胞数増加，3H一チシジン取りこみ

増加を示標として測定した．結果は以下のごとくであ

る．

　1．ブタ卵巣爽膜には穎粒膜細胞および3T3細胞の増

殖とD］NA合成を促進する成長因子が存在する．

　2．この物質は易熱性，cationicな分子量12，400～

25，000の蛋白あるいは蛋白様物質である．

　3．本成長因子生成はestradiolにて充進するが，

FSH，　LHでは影響をうけない．

　4．本成長因子の組織あたりの生成量，含有量とも中

型卵胞で高い．

　以上より本成長因子が，穎粒膜細胞に対する直接mi・

togenとして，卵胞の生理的発育に関与していると推察

される．

4．当院産婦人科不妊外来における臨床的統計

○深井　博・桐沢重彦・西島重信

　寺本勝寛

　　　　（山梨県立中央病院産婦）

　今回，われわれは昭和57年4月1日より昭和61年5月

31日までの問に，当院産婦人科外来を挙児希望で受診し

た142名について臨床統計をとり，次の結果を得た。

　1）当院の不妊患者の頻度は1．4％で，総外来患者

9，920名中142名であった．

　2）原発性不妊61．3％，続発性不妊38．7％であった，

　3）初診時年齢は，原発性不妊で平均28．9歳続発性

不妊で平均30，5歳であった．

　4）初診時不妊期間は原発性不妊1．9年，　続発性不妊

3．2年であった．

　5）女性不妊82．4％，男性不妊17．6％であり，女性不
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妊では卵管因子（26．8％）が最も多く原因不明も29．6％

存在した．

　6）妊娠率は全体で21．1％であった．

　7）妊娠率は，初診時年齢が30歳未満，初診時不妊期

間3年未満，及び卵巣・内分泌原因において高く，それ

ぞれ27、1％，25。3％，34，5％であつた．

5．流産におけるオキシトシン動態

○元山鎮雄・牧野恒久・管原正人

　飯塚理八　　　　　（慶応大産婦）

　本研究では，妊娠6週より14週の間に，下腹痛，出血

を主訴に来院し，切迫流産の診断の得られた妊婦7名の

血中オキシトシン値を測定し，妊娠初期流産とオキシト

シンとの関係を考察した、

　正常妊娠血中オキシトシン値は，妊娠初期30．6±12．6

pg／ml，妊娠中期38．7±10．5pg／ml，末期55．0±12，8pg／

m1と増加し，産褥1か月では45．0±7。OP9／mlと減少

する。非妊婦の血中オキシトシン値は6．0±2．Opg／mlで

あつた．切迫流産妊婦血中オキシトシン値は63．0±7．4

pg／mlで妊娠初期正常妊婦血中オキシトシン値と比較

し高値を示した．

　私達は下垂体以外に異所性オキシトシンがヒト胎盤で

合成されることを報告してきた．妊娠初期流産におい

て，母体下垂体以外に胎盤オキシトシンが病態に関与し

ている可能性も考えられる．流産が起こるため血中オキ

シトシン値が増加するのか，あるいは血中オキシトシン

値が増加する為，流産が進行するのかどうかは今後の検

討を要する点と思われる．

6．RU　486誘発流産における各種薬剤の影響

○辻井　孝・小林美和子・吉村幸子

　大川亮一・神戸川　明・荒井　清

　　　　　　　　　　（帝京大産婦）

　（目的）抗P剤RU　486を妊娠ラットに経口投与し，

その流産誘発効果を検討すると共に，各種薬剤を併用投

与し，RU　486の流産誘発効果に影響を及ぼすか否かを

検討した．（方法）妊娠9，12，16日齢ラットにRU　486

を2．5，5，10m9／kg投与した．また各種合成黄体ホルモ

ン剤，副腎皮質ホルモン剤，抗エストロゲン剤を単独，

あるいはRU　486と併用投与した．投与2日後に開腹，

生存胎児数，子宮重量，母体血中ホルモンを測定した．

　（結果）①妊娠9，12，16目齢にRU　4862．5mg／kg投

与時の流産率は50，30，0％であつた．②妊娠9日齢に

RU　4865mg／kg投与すると全例流産した．③合成黄

体ホルモン剤10mg／kg，副腎皮質ホルモン剤5mg／kg，
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抗エストロゲン剤5mg／kg単独投与しても流産は誘発

されなかつた．④抗エストロゲン剤の併用投与時のみ

RU　486の流産誘発率が増大する傾向が認められた．

⑤RU　486にて流産が起きたラットの血中P値は低下し

た．⑥RU　486を投与しても母体血中コルチコステロン

値に変化を認めなかつた．

7．習慣流産の総合的検索と免疫治療の試み

小林淳一・牧野恒久・福岡一樹

飯塚理八　　　　　（慶応大産婦）

　慶応義熟大学産婦人科では習慣流産の専門外来を設け

その原因を総合的に検索し，様々な治療を試み成果を上

げてきた．昭和61年6月現在，登録症例数は420，平均

流産回数は3．15±0．064回．流産の原因として最も頻度

の高いものは，子宮筋腫など後天的異常を含む子宮の器

質的異常である．糖尿病，リウマチは予想より少なかっ

た．内分泌異常では甲状腺疾患が多い．染色体異常は，

転座型など流産に連ながるものは4．5％であった．HLA

検査では，当科では対照群に比してHLADR／ocusに有

意（P〈0，05）な適合性を認めた．

　免疫治療は他に大きな異常がなく　HLA検査にて

class　II抗原系にとくに適合性の高い夫婦に行われた．

夫リンパ球を1回に4．0±0．5×107個／ml皮内接種する

方法で，非妊時4回妊娠初期に1回免疫をした．125例

に試み，すでに33名が分娩を終えた．流産率は約25％

と，免疫治療の対照群の約64％と比して有意（P＜O．Ol）

に効果を認めた．

8．男子不妊症の臨床統計

○吉井慎一・友政　宏・武島　仁

　石川博通・小磯謙吉

　　　　　　　　（筑波大泌尿器）

　〔目的〕最近1年間の男子不妊症患者の臨床統計を行

なったので報告する．

　〔対象〕1985年4月から1986年3月までの1年間に筑

波大学病院泌尿器科を受診した男子不妊症患者70例．

　〔方法〕問診，性器および副性器の触診，精索静脈瘤

の有無の検討，睾丸容量（オーキドメター）の測定を

行なつた．血清FSH，　LH，テストステロン，プロラ

クチンの測定．

　〔結果〕年齢分布，不妊期間，配偶者の年齢は前回2

回の報告と大きな変化はなかつた．前回と同様に患者を

5群に分けて行なつた統計学的検討では，原発性無精

子症の睾丸容量は他の群に比して有意に小さく，また

FSHは他の群に比して有意に高値を示した．　LHに関

日不妊会誌　32巻2号

してはFSHほど著明な傾向はみられなかつた．テスト

ステロンは，各群問に有意差は認められなかつた．プロ

ラクチンについても同様で，今後さらに検討が必要と考

えられた．

9．家兎の卵管内人工授精に関する研究一VIII

　　一排卵後に培養精子の注入による受精と妊娠成

　　績一

○楡井　大・市川克己・須田　強

　富来基壽・山海　直・金山喜一

　遠藤　克・佐久間勇次

　　　（日大農獣医学部獣医生理）

　演者らは，家兎を用いて卵管内に直接精液を注入する

人工授精により正常な受精が認められ，その胚を移植し

て正常な産子が得られることを明らかにしてきた．近

年，ヒトの不妊治療としてIVF＆ETおよびこれを

簡易化したGIFT法が試みられるようになつてきたが，

演者らは，先に家兎を用いてGIFT法よりさらに簡便

な方法による卵管内人工授精を試み，正常な受精卵子と

着床胎児および産子が得られることを報告した．

　今回，さらにin　witreで培養した精子を用いて，排

卵後の卵管内に排卵卵子が存在する時期に培養精子を注

入する試験を行なつた．供試家兎は，hCG　75　iuを

静注し13時間後に開腹して卵巣の排卵点を確認した後，

伽面プoで8時間培養した精子を卵管采から卵管内に注

入した．注入する精液は，人工腔法で採取した精液で，

B．0．液により2回洗浄後37°C，5％CO2下で培養し

たものを用いた．

　hCG投与後48時間目の卵管から，6例のうち5例か

ら計37個の分割卵子を回収した．排卵数に対する回収率

は67．3％，回収卵子に対する受精率は43．2％であった．

また，妊娠第11日目に開腹した6例のうち2例に1個と

3個の着床胎児が認められた．

　以上のように，排卵後に培養精子を卵管采から人工i授

精する方法によつて従来の排卵前に人工授精する方法よ

り，卵子の回収率を向上させることができた．これは，

排卵前に卵管采を操作，刺激しないことによるものであ

ろう．今後，精子の培養方法，注入精子数および注入

量を検討することによつて，さらに受精率，着床妊娠率

の向上改善が期待できる．
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10．妊娠後期母体ストレスのラット胎仔下垂体βエン

　　ドルフィン分泌に対する影響

大川とみ・Wolfgaup　Rohde＊

Franziska　G6tz＊・Guntev　Dorner＊

沖永荘一・荒井　清　　（帝京大産婦）

　　　（＊フンボルト大学実験内分泌）

　βエンドルフィン（βEP）はストレスにより　ACTH

とともに下垂体から放出されることが知られている．妊

娠後期の母体ストレス負荷時，ラット胎仔でβEPの反

応を知る目的で，妊娠20－22日のラットにimmobil1za・

tionストレスを加え，胎仔の血中並びに視床下部カテコ

ールアミン（CA）と下垂体βEPおよび母体血コルチ

コステロン（B）を経時的に測定した．母体ストレスに

より胎仔血中CAは有意に上昇し，視床下部CA含量

は減少傾向を認めた．下垂体βEPはストレス負荷30分

で増加後60分で減少した。母体血Bはストレス開始後30－

120分で高値を示した．これらの成績は，ストレス負荷

初期には母体の高濃度Bによって胎仔下垂体からのβ一

EP放出が抑制されるものの，60分間の母体ストレスで

認めたβEP減少は下垂体からのβEP放出を示唆する

ものである．また胎仔血中並びに視床下部CAが胎仔下

垂体からのβEP放出に関与する可能性が考えられる．

11．中枢におけるβ一Endorphinの局在について

　　一免疫組織化学的研究一

○深沢みゆき・味香勝也・荒井　清

　沖永荘一　　　　　　（帝京大産婦）

　〔目的〕　内因性オピオイドであるβ一Endorphinと脳

腸管ペプチドであるNeurotensinの下垂体，視床下部

における尿在を免疫組織化学を用いて検討した．

　〔方法〕　コレヒチンを注入したラットを4％パラフォ

ルム液で灌流固定し，脳組織を薄切して，ABC酵素抗

体法により染色した．

　〔成績〕　β一Endorphin産生細胞は室労核，視東上核，

弓状核に局在し，それらの神経線維は正中隆起内層にも

少数観察される，Neurotensin産生細胞は室労核，背内

側核，弓状核に多数局在し，それらの神経終末は正中隆

起外層に多数観察される，

　〔結論〕β一EndorphinとNeurotensin産生細胞は視

床下部では異なる細胞で産生されると考えられる．一方

その神経終末が正中隆起に存在し，前葉では同一細胞に

存在することから，両者は前葉の機能調節に関与してい

るものと思われる．
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12．原因不明不妊（unexplained　infertility）の腹腔

　　鏡所見について

○川勝　雅秀・楠原浩二・武田　修

　小田原　靖・渡辺直生・松本和紀

　落合　和徳・寺島芳輝

　　　　　　　　　（慈恵医大産婦）

　Routineの不妊検査にて明らかな不妊原因が見い出せ

ない，いわゆる原因不明不妊（unexplained　inferti1ity

（U．1））の診断にはより詳細な検査が必要であり，近

年その一つに腹腔鏡による内性器の検索が注目されてい

る，そこで当教室で実施した本症に対する腹腔鏡診につ

いて検討した．（対象）BBT，　HSG，精液検査，性交後

試験等の一般不妊検査が全て正常な36例である．（結果）

1）子宮，付属器に全く異常が認められないnormal

pelvic　organは僅か5例・13．9％であった．2）残り31

例は何らかの異常を認めた．その内訳は①卵管周囲癒着

が12例・33．3％と最も多く以下②Endometriosis　9例・

27．8％，③子宮筋腫5例・13．9％，④unruptured　luteini－

zing　follicle　syndrome　suspected　3例・8．3％その他

⑤労卵巣嚢腫，卵管采phimose等がみられた．以上

の結果より，原因不明不妊には内診，HSG等にて一見

正常と思われる例でも，腹腔鏡にて初めて明らかにし得

る卵管・子宮の異常が少なからず潜在している事が明ら

かとなつた．

13．PCO患者における排卵誘発法の検討

○白須和裕・植村次雄・水口弘司

　　　　　　　　（横浜市大産婦）

　内分泌学的に高Testosterone（0．6ng／ml以上），高

LH（20miu／m1以上），正常FSHおよびLHRH
に対するLHの過剰反応の各条件を満足する排卵障害

グループをPCO－likeとして排卵誘発法の成績と内分泌

学的所見を検討した．対象PCO患者の全排卵障害婦

人に占める割合は14．2％であった．Clomipheneによる

排卵誘発率は64．8％，HMG－HCGによるそれは60％で

あつた．Clomipheneの投与周期における排卵成功率お

よび妊娠率は各々27．8％，20％と低率であつた．Bro－

mocriptineによる排卵成功率は80％と高率であり，排

卵成功群では，治療前LH，　LHRHに対するLH反応

性はむしろ高い傾向を示した．PRL値，　TRH　testの

PRL多応性には差がみられなかつた．　Mazindol，　Modi・

fast療法では体重減少と共に全例に排卵周期の回復が認

められ，内分泌学的にも基礎LH，　Testosterone値の

低下が有意に起こつており改善が裏付けられた．
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14．尿中Estrogen値と不妊症の関係

○小林美和子・吉村幸子・辻井　孝

　池川　明・神戸川　明・荒井　清

　　　　　　　　　　（帝京大産婦）

　不妊症治療時における排卵誘発剤投与後の効果の判定

や排卵の予知など卵胞成熟状態を知る上での指標として

頸管粘液検査や血中Estradiol値の測定が行なわれて

いる．今回，正常月経周期婦人，黄体機能不全患者で血中

Estradiol値を反映する尿中Estrogen値を赤血球凝集

阻止反応　（ハイエストロテック）で測定し，Radio－

immunoassay法での値と比較した．また，尿中Pregna－

nediol値で管理している症例でも比較検討を行なつた．

まず，正常性周期の尿中Estrogen値の動態をみると

排卵期に両方法で一致してpeakがみられ，相関係数

r＝O．8669（n＝15）と良好で，黄体機能不全患者では，

排卵期の1日前に低値のpeakが両方法でみられた．相

関係数r＝0．8077（n＝15）と一応良好であつた．尿中

Pregnanediol値で管理している例で治療中の値は，治

療前の値に比し，わずかずつの上昇がみられた．以上よ

り，赤血球凝集阻止反応（ハイエストロテック）は，不

妊症患者の治療時の指標の1つにできると思われる．

15．HPLCを用いた卵胞発育のモニタリング

○原　利男・牧野恒久・近藤善二郎

　　　飯塚理八　　　　（慶応大産婦）

　卵胞発育，排卵日を予知する手段として血中E2（es・

tradiol）の測定は不可欠といえる．しかしその測定には

通常radio　immunoassay（RIA）を用いねばならず繁雑

な手枝と長い測定時間を要する．私達は高速液体クロマ

トグラフィーを用いて妊娠血中E3，　E2を報告してき

た．今回逆相分酸クロマトグラフィーを用い，血清中の

E2の濃縮を行ない，それを測定することにより排妊時

日不妊会誌　32巻2号

の血中E2に臨床応用可能かどうか検討したのでここに

報告する．

　症例は体外受精一胚移植のためclomiphene－hMG療

法をした患者血中のE2の用いた．　E2値は0．57～3．05

ng／ml同検体のRIA系での測定値は0．66～2．5ng／ml，

変動係数はwithin－day　CVE23．6～11％，　betweenday

CVE249％，回収率は93％以上であった．相関はE2Y＝

1．1987X－321．58，相関係数r；O．911408（Y＝RIAX＝

xpcc）以上より高速液体クロマトグラフィーによる血清

E2値の測定は有用であることが示唆された．

16．教室におけるHSG・腹腔鏡施行症例の検討

五味淵秀人・北川浩明・武谷雄こ

　佐藤孝道・水野正彦

　　　　　　　　　　（東京大産婦）

　子宮卵管造影　（HSG）は不妊症領域において重要な

診断的意義をもつが近年腹腔鏡が安全に行なわれるよう

になり，HSGの診断可能な領域の検討が必要と考えら

れる．そこで，当科において　HSG，腹腔鏡検査を施

行した55例を対象として　HSGの正診性について検討

した．HSGでは55例中9例に筋腫など子宮内腔の変形

を認め，37例に卵管及び卵管周囲の病変を疑った，ま

た，9例は正常と診断した．全体として腹腔鏡との一致

率は83。6％であつた．子宮内腔の変形，両側峡部閉塞，

卵管水腫と診断した26例は全例一致したが，両側間質部

閉塞の1例，片側間質部閉塞の2例は腹腔鏡下の通色素

検討では疎通性が認められた。卵管の屈曲や延長などの

走行異常所見のみで卵管周囲癒着と診断した8例では4

例に癒着が認められただけであつた．また，HSGで正

常と診断した9例では2例に一側の卵管周囲癒着があつ

た．以上より，子宮卵管内腔および疎通性に関する正診

率は高いが，これらに変形を来たさない程度の腹腔内癒

着の診断は難しく腹腔鏡検査が必要と考えられた，
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第5回日本受精着床学会学術講演会ならびに

　　　ヒト体外受精国際シンポジウム案内

　　　　　　　　　　　（第1回予告）

　第5回日本受精着床学会学術講演会ならびにヒト体外受精国際シンポジウム（International

symposium　on　human　ill　vitro　fertilization）について、第1回予告を下記のごとく後案内

申し上げます。多数の御出題ならびに御参加をお願い申し上げます。

●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

会期：昭和62年11，月1日（日），2日（月）

会場：国立京都国際会館（Kyoto　lnternational　Conference　Hal1）

　　　　〒606京都市左京区宝ケ池（Tel　O75－791－3111）

　なお演題募集要項，特別講演，シンポジゥム，

一般演題の締切りは6月下旬の予定です。

その他詳細については次回に掲載いたします。

連絡先：〒606京都市左京区聖護院川原町54番地

　　　　京都大学医学部婦人科学産科学教室内

　　　　第5回日本受精着床学会

　　　　ヒト体外受精国際シンポジウム事務局宛

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Tel．075－751－3284）

o

日本受精着床学会　会長

ヒト体外受精国際シンポジウム組織委員長

　　　　　　　　　　森　　　　崇　　英



インヒビンに関する国際Seronoシンポジウムの予告
6

会　期：昭和62年5月21～22目

会

主

場：ホテルニューオータニ（東京）

　　　Main　Topics：

　　　Gonadal　Peptides

　　　Overview．Regu！ation　of　FSH　Secretion．

　　　Isolation　and　Purification　of　Inhibin．like　Peptides

　　　Structure　and　Cloning　of　Inhibin．

　　　Radioimmunoassays　for　Inhibin，

　　　Mechanism　of　Action　of　Inhibin，

　　　Inhibin　in　Contraception．

　　　Proposal　for　International　Standard．

催：Ares　Serono　Symposia（Rome，　ltaly）

t

世話人：H．Burger（Melbourne，　Australia）

　　　　　五十嵐正雄（郡馬大・医・産婦人科）
●

参加費：3万円

参加者・一般演題：会場の都合で少数のみ受け付けます．

　　　　　詳細は群馬大学・医・産科婦人科研究室．宮本，長谷川．

　　　　　　Ext．3327にお問合せ下さい．

Tel．0272－32－7221

●



お　知　ら　せ
■

o
Vlth　World　Congress　on　Human　Reproduction

下記の要領で開催されます．奮って御参加下さい．

■

5

◆

会

会

会

期：昭和62年10月25日（日）～30日（金）

場：笹川記念会館　東京都港区三田3－12－12

長：飯　塚　理　八　（慶応義i塾大学教授）

一般演題応募締切：昭和62年4月30日

参 加 費：

正会員
同伴者
student（大学院など）

主なるforeign　guests（100名）：

A．Campos　Da　Paz（Brazil），

EEWallach（U．S．A．），

D．M．　de　Kretser（Australia），

LMettler（W．　Germany），

M．Seppala（Finland），

昭和62年4月30日迄

　　50，000円

　　25，㎜円

　　20，000円

5月1日以降
60，000円

30，000円

20，000円

LMastroianni（U，　S，A．），

D．Hanahan（U．S．　A．），

J．Zander（W．　Germany），

H．Jones（U．S．　A．），

N．Gleicher（U．　S．A．），

KSemm（W．　Germany），
W・BSchill（W・Germanア），　K　Calt（U．　S．　A．）

学術プログラム：プレナリーレクチャー

シンポジウム

ワーク・ショップ

一般演題

R．Eliasson（Sweden）など

　　　　　19

　　　　　17

　　　　　12

　　　　260（採用予定）

学会事務局：（株）コンベックス

　　　　　　　　〒106東京都港区麻布台1－10－5

　　　　　　　　TEL　O3（589）3355

セントラル共立ビル

ファイナルサーキュラー（含一般演題応募用紙）は上記学会事務局に用意し

てありますので御申込下さい．

参加費振込先：三井銀行

　　　　　　　　口座番号

　　　　　　　　口座名義

神谷町支店　　普通預金

5011725

VI　th　World　Congress　on　Human　Reproduction



投　稿　規　定

1．本誌掲載の論文は，特別の場合を除き，会員のもの

に限る．

2．原稿は，本会の目的に関連のある原著，総説，論

説，臨床報告，内外文献紹介，学会記事，その他で，

原則として未発表のものに限る．

3．1論文は，原則として刷り上り6ページ以内とし，

超過は4ページ（計10ページ）までを認める．超過ペ

ー ジならびに特に費用を要する図，表，写真は実費を

著者負担とする．

4．原著，総説，論説，臨床報告などは必ず，400字以

内の和文抄録ならびに，ダブルスペース2枚以内の欧

文抄録（題名，著者名，所属を含む）を添付する．

5．図表ならびに写真は稿末に一括してまとめ，符号を

記入し，かつ本文中に挿入すべき位置を明示する．

6．記述は和文または欧文とし，和文は横書き，口語

体，平がなを用い，現代かなつかいによる．

7．外国の人名，地名等は原語，数字は算用数宇とす

　る．学術用語および諸単位は，それぞれの学会所定の

　ものに従い，度量衡はメートル法により，所定の記号

　を用いる．

8．文献は次の形式により，末尾に一括記載する．

　a．雑誌の揚合

　　　著者名：題名，誌名，巻数：ページ数年次

　　原則として，特に原著の場合は著者名を全員あげる

　　誌名は規定または慣用の略字に従うこと．特に号数

　　を必要とする揚合は巻数とページ数との間に入れて

　　括弧で囲む，すなわち

　　著者名：題名，誌名，巻数（号数）：ページ数年次

　例1．Kilbourne，　N．　J．：Varicose　veins　of　preg一

　nancy。　Amer．　J．　Obstet．　Gynec．25：104，

　　1933

2．足高善雄，竹村　喬，美並義博：最近1力年間

　　のわが教室における外来不妊患者の統計的観

　察，日不妊誌，4：13，1956

　b．単行本の揚合

　　　著者名：題名，巻数：ページ数，発行所，年次

　例1．Rovinsky，　J．　J．　and　Guttmacher，　A．　F．：

　　　　Medica1，　Surgical　and　Gynecological　Com－

　　　　plications　of　Pregnancy，　ed　2：p68，　Balti・

　　　　InQre，　Will三ams＆Wilkins　Co．1965

9．同一著者による論文の掲載は同一号に1編のみとす

　る．

10．著者校正は原則として初校のみ1回とする．なお，

　校正は字句の訂正にとどめる．

11．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す

　る．

12．特別掲載を希望する論文は，受付順序によらず，速

　やかに掲載される．この揚合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．

13．掲載原稿に対しては，別冊30部を贈呈する．これ以

　上を必要とする場合は，原稿に別刷総部数を朱記す

　る．なお，30部を越す分についての実費は著者負担と

　する．

14．投稿先および諸費用の送付先は，東京都中央区日本

　橋2丁目14番9号加商ビル（株）国際会議事務局内

　　社団法人　日本不妊学会　事務所とする．

●

な

●

編集会議からのお知らせ

原稿用紙はB5判横書き400字詰のものを使用し，組版に差支えないよう

清書して下さい，ワープロを使用しても結構です．　（昭和61年9月）
○
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