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第34回日本不妊学会総会および学術講演会

（第2回予告）

，

　第34回日本不妊学会総会および学術講演会を下記の要領にて開催いたします．会員

の皆様方の多数のご参加をお願い申し上げます．
夢

L

b

日時・会場

学術集会　　　　1989年9月2日（土），3日（日）　……旭川市民文化会館

理事会・幹事会　1989年9月1日（金）……………………ニュー北海ホテル

総会・評議員会　1989年9月2日（土）……………………旭川市民文化会館

　　旭川市民文化会館　　〒070旭川市8条通9丁目　TEL　O166－25－7331

　　ニュー北海ホテル　　〒070旭川市5条通6丁目　TEL　O166－24－3111

b

」

、

学術講演会

　　本講演会では，招請講演，理事長講演，特別講演，シンポジウム，一般講演などを

　行う予定です．シンポジウムの詳細については，追っ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お願い申し上げます．なお今

　回もポスターセッションを重要視し，演題数の約半分をポスターセッションにしたい

　と考えています．ご応募の方は，申込要領に従い，倫理規定を厳守して下さい．

　　また締切期日が例年より早くなっておりますので，ご留意下さるようお願いいたし

　ます．

L

1．招請講演

　性機能と成長因子

　　　　水野正彦教授（東京大学産婦人科）

　　　　座長　坂元正一教授（東京女子医科大学母子総合医療センター）

II．理事長講演

　　InseminationからIVFへ一昨日，今日，明日一

　　　　　飯塚理八教授（慶慮義塾大学産婦人科）

　　　　　座長　黒田一秀名誉教授（日本不妊学会名誉会員）
レ

～

卜

b

III．特別講演

1．排卵におけるリン脂質代謝産物の意義

　　　　　石川睦男助教授（旭川医科大学産婦人科）

　　　　　座長　藤本征一郎教授（北海道大学産婦人科）

2．神経内分泌学的にみた不妊症の基礎と臨床

　　　　　川越慎之助講師（山形大学産婦人科）

　　　　　座長　高木繁夫教授（日本大学産婦人科）



3．男性における受胎調節一造精機能の人為的制御

　　　　瀧原博史講師（山口大学泌尿器科）

　　　　座長　守殿貞夫教授（神戸大学泌尿器科）

IV．シンポジウム

　　不妊治療法の限界とその対応
IEE　ft

［鱗難i難欝劉

V．一般講演

　演題申込資格

　講演者（共同発表者を含む）は本会会員に限ります．会員以外の方は演題申込と同

時に，1989年度会費（8，000円）を納入の上，会員となって下さい．
‘

演題申込要領

　1．抄録を所定の抄録用紙にタイプまたはワープロで打ち書留郵便にて下記へお送り

　　　下さい．

　　　　〒078　旭川市西神楽4－5

　　　　　旭川医科大学産婦人科学教室内

　　　　　第34回日本不妊学会事務局

　　　　　　　（担当：石川睦男）

　　　　　　TEL（0166）65－2111　⑤2562，2560，2561

　2．抄録は800字以内，図，表はつけないで下さい．

　3．一施設より2題以上の出題のときは，必ず順位をつけて下さい．

　4．別紙演題申込書，受取書，採用通知書に所定事項を記入し，切手を貼り抄録用紙

　　　および抄録用紙コピー3部とともに送って下さい．

　5．申込締切：1989年4月30日（必着）

’

演題発表方法

　　講演時間は7分，討論時間は3分の予定です．スライドプロジェクターは各会場と

　も1台とします．スライド枚数は10枚以内とします．また発表形式（口演，ポスター）

　の最終決定は事務局にご一任願います．ポスターボードの大きさや討議方法などにつ

　いては，後日，採用者にご連絡いたします．

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

　　　総懇親会費　7，000円

　総懇親会は学会第1日の終了後に旭川市ニュー北海ホテルで行います．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1989年1月

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第34回　日本不妊学会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　会長　清水哲也
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　　　　　　　　　　昭和63年度第2回通常総会

　昭和63年度第2回通常総会は下記の如く京都市において開催され，石神理事長を議長として

各議案につき慎重審議の上採決を行った．

　　　　　　日　時　　昭和63年11月15日（火）12時50分一一13時20分

　　　　　場　所　　京都市　国立京都国際会館

　　　　　　開会当時の会員数　　3398名

　　　　　　当日の出席会員数　　1794名（含委任状1295）

　　議　　事

第1号議案　名誉会員推薦の件

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

　とを承認した．

第2号議案　役員改選の件

　評議員会の決定した候補者につき審議の上全員一致にて別記の如く次期理事（20名），監事（3

　名）を選出した．

第3号議案　評議員改選の件

　定款第19条に定める評議員の支部別定数については理事会，評議員会の原案通り下記の如く

　定めることを全員一致で承認した．

　　北海道支部　5名，東北支部　4名，中部支部　5名，北陸支部　4名

　　関西支部　8名，中国・四国支部　5名，九州支部　8名，関東支部　16名

第4号議案，次々期学術講演会および総会に関する件

　1990年度学術講演会および総会は理事会，評議員会の原案通り，下記の如く開催することを

　全員一致で承認した．

　　担当支部　　関　東　支　部

　　会　　長　　島　崎　　　淳

　　開催地　　千　葉　市

」



新名誉会員および新役員について

L

　11月15日開催された昭和63年度第2回通常総会において次の7名の方々が新たに名誉会員

として推薦，承認された．また役員（理事および監事）の改選が行われたので，11月16日新理

事会を開き，互選により下記の如く理事長，副理事長，常任理事を選出するとともに，新評議

員および幹事を選任した．

　　　名誉会員

　　黒　田　一秀（北海道支部），安　藤　　弘（関東支部），斎　藤　　幹（関東支部）

　　高嶺　浩（関東支部），三矢英輔（中部支部），石神嚢次（関西支部）
　　藺　守　龍　雄（関西支部）

理　　事

監　　事

理　事　長

副理事長
〃

　　〃

理事（常任）

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

飯　塚　理　八

入　　谷　　　明

島　崎　　淳
高　木　繁　夫

荒　井　　清

石　島　芳　郎

五十嵐正雄
佐久間勇次
水　野　正　彦

臼　井　将　文

百　瀬　和　夫

清　水　哲　也

森　　崇　英
久　住　治　男

友　吉　唯　夫

広　井　正　彦

八　神　喜　昭

青　野　敏　博

中　野　仁　雄

永　田　行　博

酒徳治三郎　　（中国四国支部）

木下　佐　（関東支部）

坂元正一　（〃）

（関東支部）

（関西支部）

（関東支部）

（　〃　）

（　〃　）

（　〃　）

（　〃　）

（　〃　）

（　〃　）

（　〃　）

（　〃　）

（北海道支部）

（関西支部）

（北陸支部）

（関西支部）

（東北支部）

（中部支部）

（中国四国支部）

（九州支部）

（　〃　）

¶

〈

」
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　本部評議員
北海道支部

金川弘司
藤本征一郎

河田啓一郎　熊本悦明　橋本正淑

F

東北支部

折笠精一 高橋克幸　平野睦男　正木淳二

P

●

関東支部

阿曽佳郎
大島博幸
玉田太朗
藤井明和

石田一夫
大地隆温
寺島芳輝
町田豊平

今村一男
高見沢裕吉

中原達夫
毛利秀雄

岩崎寛和
竹内正七
浜田　宏
矢内原巧

中部支部

川島吉良
三宅弘治

杉山陽一　友田　豊　福田　透

北陸支部

泉　徳和　片山　喬 舘野政也　 富永敏朗

関西支部

礒島晋三
杉本　修

岡田弘二　 守殿貞夫　 椹木　勇
谷沢　修　森　純一　吉田　修

中国・四国支部

大森弘之　関場
前田一・雄 香竹中生昌堤義雄

九州支部

大井好忠
立山浩道

岡村　均　古賀　脩　杉森　甫
中山道男　宮川勇生　山辺　徹

なお、本部評議員上記55名については，1989年1月1日より1990年12月31日まで評

議員を委嘱します。本誌面をもって委嘱状とさせていただきます。また，支部評議員につ

いては，次号（34巻2号）に掲載致します。

ロ

t



‘

幹事
味香勝也
遠藤　克
楠原浩二
堂地　勉
平川　舜
毛利秀雄

伊藤晴夫
岡田清己
小林俊文
百目鬼郁男

平野睦男
矢内原巧

打林忠雄
鎌田正晴
田中昭一
野田洋一
穂坂正彦

内海恭三
守殿貞夫
津端捷夫
花田征治
三橋直樹

9
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HMG－hCG療法に対する

Bromocriptine併用の効果

｝

　　Clinical　Study　on　the　Efficacy

of　Bromocriptine・hMG　Combination

Therapy　for　Induction　of　Ovulation
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Rempei　TOMONARI
　　　　　　　吉　松

大分医科大学産科婦人科学教室
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　HMG－hCG療法にBromocriptine（Br）を併用することによる卵胞成育促進効果について検討した．

高PRL血症を除く排卵障害患者17名（うちPCOS　9名を含む．）にhMG－hCG療法を超音波断層法

により卵胞をモニターしながら行なった．2．5－5mgのBrを月経開始日より次回月経開始日まで内服

させ（Br（＋）周期），卵胞期初期，排卵前期，黄体期中期の血中estradiol（E2），　progesterone（P），

prolactin（PRL）を測定し，　Br（一）周期と比較した．またhMG総投与量についても比較した．　Br投

与により血中PRLは低下（P＜0．01）したが，排卵前期・黄体期中期のE，，　PはBr投与により有意

な差を認めなかった．Br投与によりPCOSを除く症例ではhMG総投与量が有意に減少した（P＜0．05）．

すなわちPCOSを除く排卵障害例では，　Br投与によりhMG投与量を減量することが可能であり，よ

り少量のhMGで充分な卵胞成熟が期待でき，黄体機能も充分に維持されることが明らかになった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPn．　J．　Fertil．　SteriL，34（1），1－5，1989）

緒　　言

　Prolactin（以下PRLと略）は，ヒトにおいて，卵

巣の特異的Receptorと結合し，穎粒膜細胞における

Steroid産生を抑制することが報告されている1）．一

方，高PRL血症の治療薬としてのBromocriptine（以

下Brと略）は，その卵巣直接作用としてのEstradiol

（以下E，と略）の分泌促進および血中PRL抑制の間

接作用の双方により卵胞発育を促すとする意見もあ

る2）．そこで今回我々は，HMG－hCG療法にBrを併

用することによる卵胞発育促進効果の有無について

検討した．

対　　象

　当科不妊外来を受診した，26～38歳の排卵障害患

者17名（うち，内分泌的PCO　syndrome　9名）を

対象とした．なお高PRL血症，潜在性高PRL血症

の患者は除外した．PCO　syndromeは，内分泌学的

にLH　30ng／ml，　FSH正常，　LH／FSH比＞3，LH－

RH　testにおけるLH過反応の条件のすべてを満た

すもののみとした．

方　　法

　Br（＋）周期には，月経開始日よりBr（Parodel

⑭）2．5－5．Omg／dayを連日内服させ，月経周期の5
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日目よりhMG（Pergonal⑭）を毎日75－3001U筋注

した．一方，Br（一）周期では，　hMGを月経周期の

第5日目より投与を開始した．hMGの投与は，超音

波断層法により卵胞をmonitoringしながら行ない，

最大径が2．Ocmを越えた時点でhCGを投与した．

　採血は，卵胞期初期のhMG投与前，排卵前期，黄

体期中期に肘静脈より行ない，血中のPRL，　E2，

Progesterone（以下Pと略）をRIA法にて測定し，

Br（＋）周期とBr（一）周期との間で比較検討した．

また，両周期間におけるhCGへの切り換えまでに要

したhMGの総投与量についても比較検討した．

　RIAは，　PRLは第一RI社のPRLキットIIをE2，

Pはミドリ十字社のRIAキットを使用し，すべての

測定はduplicateにより行ない，そのintra一および

intra・assay値は10％未満の信頼すべき値であった．

　データは，mean±SD．にて表示し，統計学的処理

は，MannWhitneyのUtestにより検定した．

結　　果

　HMG－hCG療法中の17名の患者を，非PCO群と

PCO群に分け，　Br（十）周期とBr（一〉周期にお

ける血中ホルモン動態を以下に示した．

1．PRL（図1）
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図1　PCO群・non　PCO群におけるhMG－hCG療法中

　　のPRL値におよぼすBrの効果

　（a）非PCO群

　卵胞期初期において，Br（一）周期では11．16±3．

73ng／mlに対し，　Br（十）周期7．85±4．49ng／mlと

両者間に有意差はみられなかった．しかし，排卵前

期および黄体期中期においては，Br（一）周期で各々

24．49±11．43ng／ml，20．61±6．79ng／m1に対し，　Br

（＋）周期で3．60±1．28ng／ml，3．90±1．46ng／mlとBr

の投与により有意な低下を認めた（P＜0．01）．また，

Br（一）周期では，卵胞期初期より排卵前期，黄体

期中期は有意に高値を示した（P〈O．05）が，Br（＋）

の投与により，排卵前期，黄体中期のPRL値は卵胞

期初期に比して有意の低値を示した．すなわちhMG

の投与により排卵前期，黄体中期にPRLは増加する

が，Brの投与はこれらのPRLの上昇を完全に抑制
した．

　（b）PCO群

　Br（＋）周期においては卵胞期初期9．98±3．62ng／

m1であったが，　hMGの投与と共に上昇し，排卵前

期15．17±7．14ng／m1，黄体期中期28．75±14．17ng／

mlに達した．一方，　Brの投与はこれらの上昇を抑制

し，卵胞期初期の7．81±3．50ng／mlから有意な変動を

示さなかった．

2．Estradiol（E，）（図2）
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図2　PCO群・non　PCO群におけるhMG・hCG療法中

　　のE、値におよぼすBrの効果

　（a）非PCO群

　Br（＋）投与の有無による排卵前期および黄体中

期のE、には有意差は認められなかった．黄体中期に

おけるE、値は有意差はなかったものの，Br投与によ

り増加する傾向がみられた．

　（b）PCO群

　排卵前期において，Br（一）周期834±448pg／ml

に対し，Br（＋）周期1300±764pg／mlと有意に高

値を示した（P＜0．05）が，他のphaseでは有意差

は認められなかった．

3．Progesterone（P）（図3）

　Pは，　Br投与の有無による有意差をいずれの時期

においても認めなかった．
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　　　に対し，Br（十）周期では1379．2±612．91Uと有意に

　　　少なかった（P＜0．05）．

　　　　（b）PCO群

　　　　PCO群においては，　Br（一）周期1841．1±599．91U

　　　に対し，Br（＋）周期で1745．0±771．OIUと有意差を

　　　認めなかった．

　　　5．E2／log（hMG総投与量）比（図5）

　　　　　　　　　　　　　　non－PCO　　PCO
　　　　　　　　　　　　　　MId－luteal　pha5e

　　　　　　　　　　　　　　　　　mean±SD　NS

PCO群・non　PCO群におけるhMG－hCG療法中

のP値におよぼすBrの効果

HMG　total　dose

　　　l．u，

　3000

2000

1000

0

口Bmm。・・iptine（一）

％B・。m。・・ゆtine（＋）

P＜0．05　　　N．S．

　　　　　．最一5

non．PCO PCO

mean＋S．D．

図4　PCO群・non　PCO群における卵胞成熟に要する総

　　hMG量におよぼすBrの効果

4．HMG総投与量（図4）
（a）非PCO群

　HCGに切り換えるまでに要したhMGの総投与量

を比較してみると，Br（一）周期で2181．3±264．11U

E2／log　HMG

1000

500

0

口・B・。・・c・iptine（一）

〔】・B・。・。・・ipti・e（＋）

P＜O．05

　　　　　　　　　　　　　　　　mean±S．D．

図5　hMGの単位投与量のE2上昇効果（E2／log　hMG

　　　総量比）に及ぼすBrの効果（排卵FIII期のE2値と

　　　それまでに要したhMG総投’」・景の対数の比を比

　　較した。）

　HMG一単位当りの上昇効果をE、／log（hMG総投

与量）比をみることにより全症例で検討してみると，

Br（一）周期で228．55±90．62に対し，　Br（十）周期

で393．5±373．91と有意に高く（P＜0．05），Brによ

りhMGの生物効果が上昇していることが示唆された．

　　　　　　　　　　考　　察

　BrをhMG療法に併用することにより以下の結果
をえた．

　①hMG療法にBrを併用することにより，排卵前

期，黄体中期にみられたPRLの増加を完全に抑制で
きる．

　②卵胞発育に要したhMG総量は，　PCOSを除く症

例では，Brの併用により減量ができる．
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　③PCOSを除く症例での排卵前期，黄体中期での

E，，P値はBrの有無による差がみられず，　Brの併

用によりhMG投与量を減少させても，卵胞成熟，黄

体機能には差がない．

　④PCOS症例ではhMG総投与量は減量できなか

ったが，排卵前期のE，値はBrの併用により高値を

示し，また全症例での排卵前期でのE、／log　hMG量

がBrの併用により上昇することから，一般的にBr

の投与は，hMGへの卵巣の反応性が増加することが

示唆される．

　本研究の初期の目的はhMGとBrとの併用による

PCOSでの卵巣過刺激症候群の頻度の減少であった．

PCOの原因については，未だ明らかになっていない

が，その本態は視床下部内のDopamineの減少にあ

るとする報告が多くみられる．Falaschi，　P．　et　aL3・4）

は，ゴナドトロピン分泌機構とプロラクチン分泌機

構に働くDopamine機構は異なっており，PCOの視

床下部機能について視床下部内のDopamineが減少

していることを述べている．また，Quigley，　H．　E．　et

aL5）は，　PCO症例ではDopamineを静脈内投与する

ことにより，正常婦人に比べLHが有意に低下する

ことから，PCOでは内因性Dopamine活性の低下を
示唆している．さらにAlger，　M．　et　al．6｝も，　Dopamine

のreceptor　blockerであるmetoclopramideを投与

すると，正常婦人では血中PRLが著明に増加するが，

PCOでは増加が著明でないことから，内因性
Dopamine活性の低下を示唆していた．このPCOに

対し，Dopamine　agonistであるBrを投与すれば，

Brは低下した視床下部内のDopamine機構を正常化

させLH分泌を正常化させることは，我々が既に報

告している通りである7）．このようにDopamine

agonistの投与により内因性のLHを低下させ，　LH／

FSH比を可及的に正常化させることにより，hMGを

PCOSに投与した場合に起こりやすい卵巣過刺激症

候群を減少させる事が可能ではないかと考えた訳で

ある．しかしながら結果に示したとおり，Brの投与

によってもPCOSの排卵前期におけるE2値を抑制す

ることはできなったのみならず，逆に上昇させる結

果となった．また卵胞成熟に要するhMG総投与量も

減少させることはできなかった．むしろ，それらの

結果はBrがhMGへの反応性を上昇させることを示

唆すると考えられる結果であった．そこで非PCOS

症例についてみると，Brは卵胞成熟に要するhMG

投与量を減少させ，かつ，より少量のhMGにより排

卵後形成された黄体機能は，Br投与を行なわなかっ

た周期と変わらないことが判明した．

　Maltin，　W．　H．　et　al．8）は，　Br　2．5mgを投与しLH

の軽度の上昇を報告しており，青野ら9）は，その作用

機序として次のように想定している．すなわち，Br

はDopamine　receptorのうちD2　receptorに特異的

に結合するので，Dopamine　neuronの節前receptor

を刺激して内因性Dopamineの産生・放出を抑制す

る．その結果LH－RH　neuronへの抑制がとれてLH－

RHの分泌が充進すると考えられている．このことが

外因性のゴナドトロピンの減量につながるものと考

えられる．

　これらの中枢作用ばかりではなく，Brは卯巣への

直接作用も有し，卵巣からのE2分泌を促すことを

Seppala，　M．　et　al．2｝は報告している．

　または，hMG投与によってE，分泌が充進し，その

結果，上昇するPRLが卵発育を抑制するという，望

ましくないPRLの上昇がBrにより抑制された結果

であるとも解釈が可能である．

　いずれにせよ，その機構は充分に明らかではない

が，BrをhMG－hCG療法に併用することにより，も

ともと高PRL血症や潜在性高PRL血症のない患者

でも，その有用性が認められたと考えられる．
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Misuzu　Tomonari，　Jun　Yoshimatsu

　　　　　　and　Hiroyuki　Mori
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　　　　　　　Medical　College　of　Oita，

　　　　　　　　　Oita，879　一　56　Japan
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（Br）on　hMG　therapy　for　anovulatory　women，17

patients　without　hyperprolactinemia　including　8

PCOS　were　treated　by　hMG　combined　with　or
without　Br．75・3001U　of　hMG　had　been　daily　inject－

ed　from　the　5th．　day　of　menstrual　cycles　until　the

follicle・diameter　developed　to　2　cm　under　the

monitoring　by　ultrasonography．5000－100001U　of

hCG　was　injected，　when　the　follicle－diameter　devel－

oped　to　2　cm．2．5－5　mg　of　Br　was　daily　administrat・

ed　from　the　lst，　day　throughout　cycles．　Serum

prolactin（PRL），　estradiol（E2）and　progesterone（P）

were　measured　by　RIA　in　the　early　follicular，　pre・

ovulatory　and　mid・luteal　phase．　Total　dose　of　hMG，

PRL，　E2　and　P　were　compared　in　Br（十）and　Br（一）

cycles．

　　Total　dose　of　hMG　was　significantly　diminished

｛P＜O．05）by　Br　in　cases　without　PCOS，　while　E2　and

Pdid　not　show　any　changes　in　both　pre－ovulatory

and　mid・luteal　phases，　PRL　showed　marked

decrease　in　both　pre・ovulatory　and　mid－luteaI

phases（P〈0．01）．　These　date　suggested　that　the

follicle－maturation　had　been　carried　out　by　the　less

dose　of　hMG　under　Br　administration，　and　that　the

luteal　function　of　less　dose　of　hMG　combined　with

Br　had　been　similar　to　the　higher　dose　of　hMG

without　Br．

　　　　　　　　　　　　　　　　（受付　1988年7月7日　特掲）

To　evaluate　the　clinical　effects　of　bromocriptine

，

P
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　着床における子宮内膜細胞の役割を解明するために，交配後6Y2日を経た家兎子宮内膜細胞を短期

培養し，これに形態学的考察を加えた，培養子宮内膜細胞はfibroblast－1ike　cellsとepithelial－like　cells

とから成り，電顕的に前者はその胞体中に豊富なrER，びまん性に存在した豊富な遊離ribosome，穎

粒や少数の空胞を有し活発な増殖形態を示したが，後者は胞体中に部分的に局在した遊離ribosome，

豊富な糖原穎粒，多数の空胞，穎粒，microbody　like　substanceを有し，退行性変化の形態を示した．

また今回のfibroblast－1ike　cellsは培養非妊家兎子宮内膜細胞の場合と異なり，　collagen　fibrilsの産

生予備能力が皆無で特徴的であった．以上の経過はin　vivoにおける家兎胞胚の着床期で子宮内膜細胞

の変化に一致しており，子宮内膜上皮細胞は退行性変化と合胞化をきたしながら，また子宮内膜間質

細胞は上皮への細胞分化を進めながら着床過程が進行していくと思われた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，34（1），6－15，1989）

緒　　言

　現在，我々は家兎を使用してin　vitro着床実験を

施行している1・2）が，その時使用している子宮内膜培

養細胞は非妊家兎から得られたものである．すなわ

ち非妊家兎より得られた子宮内膜培養細胞はculture

dishの巾で短期培養されているうちに，すでに機能

的にも形態学的にも何らかの変化をきたし，その後，

胞胚との実験的着床をきたすと思われる．この事が

in　vivo着床3・4｝とin　vitro着床1・2）との間にいかなる相

違を生み出すのか大きな問題点の一つである。今回

我々は交配後6渥B経過した家兎，つまり胞胚を採

取する時期にきている家兎で，その妊娠性の変化を

きたしている子宮内膜細胞を採取し，短期培養を行

って形態学的見地から観察を行った．これは非妊家

兎より得られた子宮内膜短期培養細胞5）と比較検討す

る事により多くの知見を得ることができ，かつ着床

における子宮内膜（ヒトにおいてはごく初期の脱落

1

司

「

〔
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膜組織）側の役割解明に有用と考えられたからであ

る．またこの点から着床時のin　vivo家兎子宮内膜組

織の形態にも触れ，これらの培養細胞の由来に関し

ても考察を加えてみた．

研究方法

　使用した家兎は交配後6％日を経過した雌のNew

Zieland　White　Rabbit（Keari　3．5kg）で，外科的に

子宮を切除した．子宮内には双角子宮のそれぞれに

直径約3～5mmの胞胚が8個つつ合計16個存在し

ており，これらの胞胚と子宮内膜との問にattachment

はなかった6）．子宮内膜組織は非妊家兎の時と異なり

かなり肥厚しており（約2～3mm），組織採取も容易

であった．この肥厚した子宮内膜組織を耳鼻科用勢

刀を用いて丁寧に採取し，lmm3以下のfragmentsに

細切後，o．25％トリプシン液（Difco）にて個々の内

膜細胞に分離した．この内膜細胞をCorning　culture

dish（35mm　x　10mm　style）1個の中に細胞数約10

万個程度になるように調整し，培養液と共に入れ培

養を開始した．以上の操作は厳重な無菌管理のもと

に行なわれ，また培養液組成はWaymouth　MB　752／

1液90％，fetal　calf　serum　10％，　antibiotics（peni－

cillin　100u／ml十streptomycin　100μg／ml）添加とし

た，medium　changeは2日毎とし，10日目の時点で

位相差顕微鏡写真と透過型電子顕微鏡写真を撮った．

なお透過型電子顕微鏡写真作成に当たっては，4％，

paraform　aldehydeおよび5％glutal　aldehyde等

量混合液で前固定，1％osmium　tetroxideで後固定

を行ない，ethanol　seriesで脱水後epon包埋し，超

薄切片作成，ウラン・鉛二重染色を行って，透過型

電子顕微鏡（HITACHI－H600）にて観察した．超薄

切片作成時には子宮内膜細胞の存在する面（すなわ

ちdishの底面）にparallelの方向に切片を作成した，

またこれとは別に着床期の状態にある家兎子宮内膜

組織も採取し，invivoの妊娠性変化をきたした子宮

内膜組織の電顕的観察を行った．この試料作成は固

定時間をやや延長させた以外はほとんどin　vitro培

養細胞と同様の操作で行われた．

研究成績

1．培養細胞の位相差顕微鏡による光顕的所見

　　（写真1，2）

　Corning　culture　dishの中で培養されている子宮

内膜細胞がconfluentな状態に達するのは非妊家兎の

場合5）より早く，培養開始後2日目であった．もちろ

ん，培養開始時に入れた細胞数はほぼ同数（約10万

個）に調整した．写真1および写真2は培養後10日

写真1　培養開始後10日目における交配後6渥日を経
　　　た家兎子宮内膜細胞。特にfibroblast－like　cells

　　　　と考えられる部分である。全面に泡沫の存在が

　　　見られ，また活発な細胞増殖形態がうかがえる。

　　　　　　　　　　　　　　　位相差顕微鏡×200

写真2　培養開始後10日目における交配後6％日を経

　　　た家兎子宮内膜細胞。特にepithelial・like　cells

　　　　と考えられる部分であるが，全体的に核が明瞭

　　　である。細胞の大小不同も目立ち，また泡沫の

　　　存在も見られる。　　　　　位相差顕微鏡×200

目の位相差顕微鏡像であるが，光顕的にも明らかな

ように，培養後6日目頃にはこのように全面にわた

って空胞と思われるような小さな泡沫の存在が認め

られた．写真1はfibroblast－like　cellsと考えられる

部分であるが，細胞と細胞との境界が広く明瞭であ

るのが特徴である．しかも細胞自体の胞体も一般的

なfibroblastに比べると幅広く，ところどころに卵

円形に近い細胞も見られる．核はさほど目立たない．

写真2はepithelial－like　cellsと考えられる部分であ

る．個々の細胞は円形ないし正方形に近い形をして

おり，核がはっきり目立つのが特徴である．しかし

核の大きさ自体はさほど大きい訳ではなく，悪性化

などの傾向は認められない．ただ細胞の大小不同が

明らかであり，大きい細胞は小さな細胞の10倍以上

あるように思われる．このようにfibroblast・like　cells
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においてもepithelial・1ike　cellsにおいても，前述し

たように空胞と考えられる泡沫の存在が至るところ

で見られ，しかも細胞増殖が非常に盛んであるため，

dishに付着する事のできない細胞が明るい球形の細

胞として培養細胞sheetから浮かび上がって認められ

た．

2．培養細胞の透過型電子顕微鏡による所見

　　（写真3～12）

写真3　fibroblast－like　cellsと考えられる細胞の透過電

　　　顕像。胞体内にぴまん性に存在する粗面小胞体

　　　　と遊離ribosomeが特徴的である。また空胞の内

　　　　部に物質を封入している像（↑）も認められる。

　　　　　　　　TEM×5，000（ウラン・鉛二重染色）

　写真3－一　6は写真1でみられたfibroblast－like

cellsの，写真7－．　12は写真2でみられたepithelial－

like　cellsの透過電顕像である．写真3における細胞

は全体的に見てやや細長い胞体を有しており，mi・

crovilliの数も少ない．核には浅い切れ込みがあるが

異型性はさほど強くなく，核細胞質比も中等度であ

る．胞体には豊富な粗面小胞体，遊離ribosomeを有

しており，空胞と考えられるような電子密度の低い

部分も数多く存在する．その空胞部分には内部にさ

らに物質を含んでいるものもある（↑〉，またdes－

mosome様構築による細胞結合もみられる，写真4

はdesmosome様構築の存在する部分の拡大像である

が，やはり空胞と考えられる電子密度の低い部分が

写貞4　fibrobユast－　like　cellsのdesmosome様構i築部分

　　　　の拡大像。また空胞と封入物質が存在している

　　　　が，封入物質の周囲の形態はラメラ構造に変化

　　　　する前段階と思われる（↑）。rER：粗面小胞体，

　　　D：desmosolne様構築，　N：核

　　　　　　　　TEM×25，〔）OO（ウラン・鉛：重染色）

写真5　fibroblast－like　cellsで細胞質中に存在する様々

　　　　なtypeのmicrofilament（↑）。　D：desmosome
　　　　季羨構築，　N　：季亥

　　　　　　　　TEM×17，000（ウラン・鉛二重染色）

1

1
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写真6　写真5のうちstress　fiberと考えられる部分の

　　　　拡大像（↑〉。この環状束の中では2種類の方向

　　　　のmicrofilamentが混在している。

　　　　N：核　　TEM×35，000（ウラン・鉛二重染色）

写真7　epithelial－like　cellsと考えられる細胞の透過電

　　　　顕像。細胞は敷石状の配列をとっており，核異

　　　　型性が強い。microvilliの数が多く，きわめて多

　　　　数の空胞を有している。また糖原穎粒も豊富に

　　　　認められる。

　　　　　　　　TEM　x　3，000（ウラン・鉛二重染色）

写真8　epithelial・like　cellsの強拡像。　desmosome様構

　　　　築と盟宮な遊離ribosome，粗面小胞体が見られ

　　　　る。封入体を有する空胞（↑）とfilament（crystal）

　　　　構造を有する細胞内小器官（↑↑）が存在した。

　　　　D：desmosome様構築，　N：核

　　　　　　　　TEM×10，000（ウラン・鉛二重染色）

写真9　写真8のfilament（crystal）構造を有する細胞内

　　　　小器官のうち“だるま”型の拡大像。形態学的

　　　　にこれらはmicrobody（peroxisome）と推測され

　　　　る。rER：粗面小胞体，　gly：糖原穎粒，　N：核

　　　　　　　　TEM×50，000（ウラン・鉛二重染色）
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襯壷・

写真10　別のepithelial－like　cellのmicrobody　like　sub－

　　　stanceを促えている（↑）が，　filament構造がや

　　　や不明瞭となってきている。封入体を有する空

　　　胞（↑↑）も存在している。N：核

　　　　　　　　TEM×17，000（ウラン・鉛二重染色）

，μこ

　　　寮夢夢譜

1pt

写真11epithelial－1ike　cel1で，糖原穎粒の部分とラメラ

　　　構造を有する空胞部分とを拡大したものである。

　　　N：核　TEM　x　20，000（ウラン・鉛二重染色）

日不妊会誌　34巻1号

職、

馳写真12epithelial－like　ce11sでの遊離ribosomeと粗面

　　　　・J・胞体を捉えている．遊離ribosomeはこのよう

　　　　に細胞質内での分布が局在していた．粗面小胞体

　　　　は核のまわりに同心円状に分布していた．rER：

　　　　粗面小胞体，D：desmosome様構築，　N：核

　　　　　　　TEM×30，000（ウラン・鉛二重染色）

存在する．その中に周囲から溶解しているような形

で封入されている物質があり，周囲の形態はラメラ

構造に変化する前段階と思われる（↑）．また粗面小

胞体および遊離ribosomeもみられる．写真5は

fibroblast－like　cellsの細胞結合部分を中心に細胞質

周辺部を捉えたものである．ここでは細胞質中に様々

なtypeのmicrofilamentが見られる（↑）．すなわ

ちfilamentの走行が細胞膜周辺に沿って環状束にな

っているもの，方向性の混じったtonofilament様の

短線維が数多く存在するものなどが認められる．ま

た上方の細胞には空胞のまわりをribosomeが取り囲

んでいる．写真6は写真5の環状束になったmi－

crofilament部分を拡大したものである（↑）．この

環状束の中では2種類の方向のmicrofilamentが混

在しており，培養線維芽細胞などによくみられるstress

fiberだと考えられる．また細胞同志の接着部には

desmosome様構築が3か所認められる．写真7は
epithelial－1ike　cellsの弱拡による電顕像である．こ

こに見られる細胞はその1つ1つが円形ないし正方

形に近く，全体が敷石状の配列をとっている．個々

の細胞では核膜の切れ込みがかなり深く，核異型性

も強い．またfibroblast－like　cellsに比べて核細胞質

比が大きく，極端にmicrovilliの数が多いのが特徴
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である．細胞の接着形式はやはりdesmosome様構築

であり，それらも所々に認められる．細胞質の中に

は空胞と思われる電子密度の低い部分が極めて多数

存在しており，これはfibroblast・like　cellsに比べて

も極端に多い．空胞の中にラメラ構造を有するもの

や粘液と考えられる封入体を有するものもある．ま

た糖原穎粒も豊富に認められる．写真8は強拡の電

顕像であるが，やはり非常に多くのmicrovilliが特

徴的である．desmosome様構築も散見され細胞質内

の遊離ribosome，粗面小胞体も豊富に存在している．

また封入体を有する空胞も見られる（↑）．写真左上

方に“だるま”型と“棍棒”型のfilament（crystal）

構造を有する細胞内小器官が存在している（↑↑〉．

これらはepithelial－like　cellsの中で時々認められる

像であるが，fibroblast－1ike　cellsの中にはまったく

認めることができなかった．これらの小器官のすぐ

上方には糖原穎粒があたかも接するかのように存在

しており，その周辺部には遊離ribosomeが密集して

いた．写真9は写真8におけるfilament（crystal）

構造を有する細胞内小器官のうち主に“だるま”型

の方を拡大したものである．この中では斜走するfila－

ment（crystal）構造が極めてsharpに捉えられており，

形態学的にはこれらの小器官はmicrobody（perox－

isome）ではないかと推測される．そのまわりには極

めて豊富な遊離ribosomeが存在し，また糖原穎粒も

認められる．写真10は別のmicrobodyと考えられる

部分を捉えているが（↑），ここではfilament構造が

やや不明瞭となってきている．しかしそのまわりに

はやはり豊富な遊離ribosomeの存在がある．また封

入体を有する空胞も見られる（↑↑）．写真11は糖

原穎粒の部分とラメラ構造を有する空胞部分とを拡

大したものである．これらのまわりには遊離ribosome

と粗面小胞体が豊富に存在し，空胞部分ではラメラ

構造の一部が内部に入りこんでおり，それと同時に

粘液様物質をその内部に有していた．入では妊娠中

期以降の脱落膜細胞で小胞体の長大化迷路状，同心

円形成等の著しい変形がみられ7），これとやや似た像

を呈しているが，小胞体の形態の違いから空胞中の

ラメラ構造を呈する物質はepithelial－like　cellsの産

生した物質と考えられる．しかし今回の研究の中で

それらを分泌しているような像は捉えることができ

なかった．写真12はdesmosome様構築部分と遊離

ribosome，粗面小胞体の部分を拡大したものである．

epithelial－like　cellsにおける遊離i　ribosomeは豊富で

はあるが，このようにその分布が局在している．こ

の点fibroblast－like　cellsにおける遊離ribosomeは

びまん性に極めて豊富に分布しているのが特徴であ

（11）11

る．また粗面小胞体は核のまわりに同心円状に分布

し（↑），子宮内膜細胞の妊娠性変化の特徴の一つと

考えられた．

3．着床期における家兎子宮内膜組織の透過型電子

　　顕微鏡による所見（写真13～18）

写真13交配後7％日におけるantimesometrial　region

　　　でtrophoblast侵入部の家兎子宮内膜上皮細
　　　胞．内膜上皮細胞は合胞化し，浮腫，膨化の傾向

　　　にある．ST：syncytiotrophoblast，　B　M：基底

　　　膜　　　TEM×1，000（ウラン・鉛二重染色）

　写真13は交配後7％日におけるantimesometrial

regionのtrophoblast侵入部で，子宮内膜上皮細胞

を捉えたものである．この内膜上皮細胞は合胞化し

ているものが多く，さらに全体的に浮腫，膨化の傾

向にある．糖原穎粒も数多く有し，空胞も目立って

きている．写真14はやはり交配後73／，日の同部位の

内膜上皮細胞である．細胞個々の核異型，核の切れ

込みはさほど強くないが，細胞質内の遊離ribosome

は極めて多く，空胞が数を増していた．microvilliも

数多く存在し，細胞間はdesmosome様構築で接着し

ていた．写真15は交配後73／，日の子宮内膜組織で，

やはりantimesometrial　regionのものであるが，基

底膜および毛細血管の部分を中心に内膜間質細胞を

捉えたものである．ここでは培養細胞によく見られ

た低電子密度の空胞の中に封入体を有する構造が散

見される．遊離ribosomeは極めて多く存在するが，

糖原穎粒はまったく認められない．また局所的では

あるが内膜間質細胞が基底膜を押し上げ盛り上がっ
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講

難

写真14交配後7％日のantimesometrial　regionの内

　　　　膜上皮細胞．細胞質内の遊離ribosomeと空胞が

　　　　きわめて多い．

　　　　　　　　TEM×3，000（ウラン・鉛二重染色）

写真15交配後73／，日のantimesometrial　regionで子

　　　　宮内膜組織を捉えているが，特に内膜間質細胞の

　　　　増殖が著しく基底膜を押し上げている（↑）．こ

　　　　の内膜間質細胞には遊離ribosomeは豊富であ

　　　　るが，糖原穎粒は皆無で浮腫，膨化の傾向はまっ

　　　　たく認められない．BM：基底膜

　　　　　　　　TEM×1，000（ウラン・鉛二重染色）

写真16交配後7％日のantimesometrial　regionの内

　　　　膜ヒ皮細胞の強拡像．空胞と1ysosomeが多く変

　　　　性，壊死というantolysisの形態が現れてきた．

　　　　microbody　like　substance（↑↑）の出現も特

　　　　徴的であった．N：核

　　　　　　　　TEM×8，000（ウラン・鉛二重染色）

写真17交配後7％日のmesometrial　regionの内膜上

　　　　皮細胞．数多くのcrysta1構造を有するmi－
　　　　crobody　like　substanceの存在が見られた．

　　　　　　　　TEM×5，000（ウラン・鉛二重染色）

1

1

1
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写真18交配後7％日のmesometrial　regionの内膜上
　　　皮細胞で，microbody　like　substanceを拡大し

　　　　たものである．crystal構i造が著名であった．

　　　rER：粗面小胞体，　N：核
　　　　　　　TEM×10，000（ウラン・鉛二重染色）

ていく構造も見られた（↑），個々の細胞には浮腫，

膨化の傾向はまったくみられない．写真16は交配後

7％日のantimesometrial　regionの内膜上皮細胞の

強拡大像である．細胞質の中には豊富なribosomeと

粗面小胞体がみられるが，空胞あるいはその中に粘

液様物質を封入したものも認められる．またlysosome

も存在し，この内膜上皮細胞には変性，壊死という

autolysisの形態も現われてきた，しかし特徴的なの

はcrystal構造を有する細胞内小器官（↑↑）の存在

で，これは培養epithelial－like　cellsで見られたmi－

crobody　like　substanceであろうと考えられる．写

真17は交配後7％日のmesometrial　regionにおけ

る内膜上皮細胞である．ここでは数多くのcrystal構

造を有するmicrobody　like　substanceの存在が見ら

れる．また空胞や遊離ribosomeも豊富である．写真

18は同様に交配後7％日のmesometrial　regionの

内膜上皮細胞でmicrobody　like　substanceを拡大し

たものである．crystal構造が明確に捉えられている．

また粗面小胞体，遊ME　ribosome，空胞が豊富に存在

していた．

考　　察

以上，交配後612を経た家兎子宮内膜短期培養細

胞の形態を中心に，着床期におけるin　vivo子宮内膜

組織の形態にも触れてみた．今回の研究で明らかな

ように，妊娠性の変化をきたした家兎子宮内膜細胞

の培養では，上皮性成分と間質性成分の区別は容易

であり，形態上様々な相違が見られた．これに比べ

て非妊家兎から得られた子宮内膜短期培養細胞では

光顕上epithelial－like　cellsとみられる細胞は存在し

たものの，電顕上はそれらの細胞でさえ上皮と決定

する要因に欠けていた5）．このことは培養という一っ

のprocessの中で，短期間とはいえ非妊家兎由来の子

宮内膜細胞はその上皮性成分のみがrejectされて間

質性成分のみdominantとなってしまったのか，ある

いは非妊家兎の場合，上皮性成分は培養することに

よって上皮の性格を失っていくのか，あるいは非妊

家兎の上皮性成分は培養時dishの底面に生着できな

いのか不明である。しかしいずれにせよ，非妊家兎

の場合には，fibroblast－like　cellsは膨大な量のco1－

1agen　fibrilsを生産し，それらを胞体内に取り込ん

だり消化したりする調節機構を有していた．今回の

妊娠性の変化をきたした子宮内膜細胞では，培養の

どの部分を探してもcollagen　fibrilsの存在は確認で

きなかった．これは子宮内膜間質性成分が着床に向

けての妊娠性変化の中で，そのcollagen　fibrilsの産

生予備能力を失っていったものと推測される．しか

しその反面，fibroblast－like　cellsでは妊娠性の変化

を行うに従って，胞体内の遊離ribosomeは増加して

ゆき，また非妊時と比べて活発な増殖形態がみられ

た．筆者らは家兎において胞胚と母体生殖器との着

床で，後者の主役をなすのは子宮内膜間質細胞と考

えているが2・4），今回の研究においてその着床におけ

る動態が示唆されている，すなわち内膜間質細胞は

非妊時collagen　fibrilsその他の産生能力を有してお

り，いったん受精，着床という妊娠初期の変化が起

こってくると，盛んにそれらを産生し，着床に備え，

かつ本体自身は着床時のtrophoblastの侵入に対して

活発に増殖し，それらを包み込むように保護し，ま

た防御するのである．これに対して子宮内膜上皮細

胞は今回の培養細胞でも明らかなように，極めて多

数の空胞に見られるような退行性変化と，局在した

遊離ribosomeに見られる活発な物質産生能を呈し

た．これらは一見相反する事象のようにも考えられ

るが，着床期（特に交配後73／，）の子宮内膜上皮細

胞では活発に増殖し合胞化していく形態と共に，個々

の細胞は浮腫，膨化し，ついには変性，壊死に陥っ

ていく形態とがみられる．これもやはり着床に向か

っての内膜上皮細胞の適応と考えられ，活発な蛋白

やホルモンの合成（封入体を有する空胞など）も着
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床に必要な物質の産生機構の一つであろうし，また

内膜上皮細胞に極めて多く存在した糖原穎粒も胞胚

側の栄養源になっているものと推測される．これら

子宮内膜側の一連の変化はもちろん胞胚と母体生殖

器側とのinteractionの中で行われるものであり，

collagen　fibrilsなどもそのinteractionの産物の一つ

と考えられる．すなわち筆者らは前述した子宮内膜

間質細胞の産生するcollagen　fibrilsは着床における

胞胚と母体生殖器とのattachment　factorとしても

働いていると推測している1・2・3）．これに関連して，筆

者らは家兎胞胚のin　vitro着床実験1・2）の変形を試み

た．まず非妊家兎培養子宮内膜間質細胞に代えて，

今回の実験で使った交配後6％日を経た培養子宮内

膜間質細胞を用いたが、実験的着床は全く起こらな

かった。これは交配後6％日を経た子宮内膜細胞に

はcollagen　fibrilsの産生能力がなく，　interactionに

呼応できなかったものと思われる．また胞胚の代わ

りにeponの玉（直径3　一一　5mm）を使用したが実験的

着床は惹起されなかった．これもinteractionが不完

全に終わったためと考えられる．ただ今後，異種動

物間の胞胚と母体生殖器のinteractionを試みる必要

は残されている．

　次に今回の培養内膜上皮細胞では，着床期の内膜

上皮細胞と異なり，合胞化などの形態は皆無で核の

異型性などが特に目立った．この理由の一つとして，

培養内膜細胞ではblastocystとのinteractionがなく

胞胚からのsignalを受けられなかったために合胞化

できなかったのであろう．さらに内膜上皮細胞はin

vivoで浮腫，膨化をきたし，変性，壊死（antolysis）

に進む運命にあったもので，これを培養したことで

細胞自体に様々の変化をもたらしたものと思われる．

また内膜上皮細胞のみに特徴的に現れてきたfilament

（crystal）構造を有する細胞内小器官，おそらくmicro－

body（peroxisome）と推測される物質（microbody

like　substance）について触れる．これはNakaoら

がcrystalloid　proteinとして報告8）しているものと同

一 と考えられるが，去勢した雌家兎にprogesterone

を投与し，その子宮内膜上皮細胞の胞体中に観察さ

れている．また人でも去勢した婦人にprogesterone

とestrogenを投与し，その子宮内膜上皮細胞におい

て観察されている．すなわち偽妊娠を起こさせた家

兎と人において観察されているが，その詳細な機能

や役割に関しては不明と結論づけている．今回の研

究では着床期における子宮内膜上皮細胞，また培養

内膜上皮細胞において，このmicrobody　like　sub－

stanceが観察されたが，筆者らは家兎胞胚のin　vitro

着床実験においてもtrophoblastの胞体中に同様の物

質を証明している2・3・9）．元来microbodyの働きに関

しては明確に証明しえたものはなく，今後の研究に

期待されている分野の一つであるが，脂質代謝，ア

ミノ酸代謝，糖代謝に関連があるようである1°）．特に

培養細胞とin　vivo子宮内膜細胞においては，その上

皮性成分にのみ多量の糖原穎粒が見られることから，

糖代謝との関わりは深いと推測される．しかし偽妊

娠も含めて着床に関係したtrophoblastや子宮内膜上

皮細胞にのみこのmicrobody　Iike　substanceが出現

しているのは，着床時において極めて重要な役割を

果たしているのであろう．

　最後に，着床の機序は動物の種によって異なり，

胎盤の形態と機能に密接な関係がある11）．このため人

と家兎においても着床形態にかなりの相違が見られ

るが，種を超えた共通の本質的機構も存在する．特

に妊娠性の変化をきたした子宮内膜組織，人では脱

落膜組織と称するが，これには共通の変化が多く見

られる．すなわち，子宮内膜上皮性成分の妊娠性変

化は人においても家兎においても共に退行性変化を

中心としたもので，人ではこれをArias－Stella反応

と称する．また子宮内膜間質性成分の妊娠性変化は

（人では特に脱落膜細胞化と称する），人においても

家兎においても細胞分化を中心とする変化にほかな

らない．つまり問質細胞の上皮細胞へ向かう分化過

程での変化現象12｝なのである．着床とは，母体生殖器

側で主役を担う子宮内膜間質性成分が胞胚とのinter－

action（trophoblastからのsignal）に呼応しながら

分化過程を進めていく現象と解釈することができる．
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　　Faculty　of　Medicine，

　　　Kyoto　University，

　　　　Kyoto　606　Japan
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Dapartment　of　Obstetrics

　　　and　Gynecology，

Fukui　Medical　School，

　　Fukui　910－ll　Japan

　　Morphological　observations　on　short－term　cul．

tured　endometrial　cells　from　rabbits　at　6　Y2　days

after　mating　were　carried　out　to　study　the　role　of

erldometrial　cells　during　implantation．　The　cultured

endometrial　cells　were　shown　to　be　composed　of

fibroblast－like　cells　and　epithelial・1ike　cells，　Ultras．

tructura1　examination　showed　that，　the　former　cells

proliferated　actively　with　an　abundance　of　rough－

surfaced　endoplasmic　reticulum，　diffused　free

ribosomes，　and　granules　and　small　numbers　of

vacuoles．　However，　the　latter　cells　degenerated　and

demonstrated　partia11y　localized　free　ribosomes，

abundant　glycogen　granules，　large　numbers　of

vacuoles，　other　granules　and　microbodylike　sub－

stances　in　their　cyotplasm．　Moreover，　it　was　char－

acteristic　that　these　fibroblast－like　cells，　which　had

no　ability　to　produce　collagen　fibrils，　differed　from

the　cultured　endometrial　fibroblast－like　cells　from

virgin　rabbits．

　These　observations　were　consistent　with　the

chages　of　the　endometrial　cells　in　the　in　vivo　rabbit

blastocyst　implantation　process，　which　progresses

by　the　degeneration　and　incorporation　of　en－

dometrial　epithelial　cells　and　the　differentiation

into　epithelial　cells　of　endometrial　stromal　cells．

　　　　　　　　　　　　　　　　（受付1988年5月30日特掲）
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　昭和59年1月より61年12月までの3年間に予宮卵管造影（Hysterosalpingography，　HSG），腹腔

鏡検査（Laparoscopy），および超音波断層法（Ultrasonography，　USG）により卵管・卵巣自体もし

くはその周囲に不妊の原因となる器質的変化が確認された婦人（n＝60）において，妊娠成立を目的

とする各種の手術を施行した．施行した手術は卵管・卵巣周囲癒着剥離術（Lysis　of　peritubal　and

periovarian　adhesions，　n＝18），卵管開口形成術（Salpingostomy，　n＝12），両側卵巣襖状切除術

（Ovarian　wedge　resection，　WR，　n＝12），卵巣嚢腫核出術（Ovarian　cystectomy，　n＝12），卵管子宮

内移植術（Tubouterine　implantation，　n＝6＞等である．施行した手術全例における妊娠率は31．7％

（19／60）であった．妊娠率が比較的高かった手術はWR（50．0％，6／12），卵管・卵巣周囲癒着剥離術

（44．4％，8／18），および卵管開口形成術（33．3％，4／12）であり，逆に手術成績が悪かったのは卵巣

嚢腫（エンドメトリオーマ）核出術ならびに卵管子宮内移植術であり，現在までに妊娠例は確認され

ていない．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，34（1），16－20，1989）

緒　　言

　不妊の女性因子として卵管・腹膜因子の占める割

合は30～40％1）といわれている．Laparoscopy等の

内視鏡の普及により従来機能性不妊として扱われて

いた不妊婦人の中に卵管・腹膜因子（Endometoriosis

を含む）が不妊の原因となっている例が多く見つけ

られるようになり，その割合はさらに増加するもの

と思われる．わが国においても体外受精，胚移植

（IVF－ET）が普及しつつあるが，森が報告2）している

ように必ずしも満足すべき成績は得られていない．

従って卵管・腹膜因子が不妊の原因となっている婦

人に対する手術の妊娠率を向上させることは非常に

重要である．われわれが過去3年間に妊娠成立を目

的として施行した各種の手術成績について検討した，

研究方法

　北大産婦人科ならびに北大関連病院において昭和

59年1月より昭和61年12月までに妊娠成立を目的

とした各種の手術を受けた不妊婦人（n＝60）を対
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象とした．我々の基準3）に従って，多嚢胞卵巣症候群，

Polycystic　ovarian　disease（PCOD＞と診断された

婦人に対してはWR（n＝12），卵管・卵巣周囲癒着

（n＝18）に対してはmacro一もしくはmicrosurgery

による癒着剥離術，卵管閉塞に対してmicrosurgery

による卵管開口形成術（n＝12）を施行した．漿液性

嚢胞腺腫（n＝Dならびに卵巣子宮内膜症（n＝11）

に対しては嚢腫核出術，卵管間質部閉塞例に対して

は卵管子宮内移植術（n＝6）を施行した．microsur－

geryで使用する糸はナイロンまたはデキソンの7－

0～10－O，macrosugeryではデキソンまたはナイ

ロン4－0～5－0を使用した．microsurgery用の

器械は米国SSC社製，電気メスはunipolorのpin・

point　coagulatorをそれぞれ使用した，術後の癒着

防止策としては，すでに報告4）してある様に，1）腹

膜が露出されたら，術者，助手および手洗い看護婦

は手袋のタルクを注意深く洗い落とす，2）卵管・

卵巣および子宮等に対する操作は手術器具を用いて

行ない，手による操作はできるだけ避ける，3）止

血を完全にする，4）閉腹前に温生食水で腹腔内を

洗い，デキストランー70（Xeran⑧，塩野義製es　KK，

大阪）100mlに副腎皮質ホルモン（Solu・Medrol⑧，

日本アップジョンKK，東京）250mgを溶解し腹腔

内に注入する，5）卵管開口形成術施行例に対して

は，術後1週間ならびに2週間後において可及的に

通水療法を施行した．

　各手術における妊娠率，手術から妊娠にいたるま

での期間，および妊娠例における流産ならびに子宮

外妊娠の頻度について検討した．

　手術後妊娠が成立しなかった婦人41例のうち16例

においては卵管・卯巣周囲癒着の発症頻度について

も検討した．

表1　手術後の妊娠

手 術’ 施行　妊娠　妊娠率＊＊
例数　　例　　（％）

両側卵巣模状切除術　12
卵管・卵巣周囲癒着剥離術　　18

卵管開口形成術　12
卵巣嚢腫核出術　12
　　　　鷲讐騰（11

卵管子宮内移植術　6
　　　　　計　　　　　　60

6　　50，0
8
　　　44．44

1　　33．3

1　　　8．3

1　　100，0

0　　　0

0　　　0

19　　31．7

　＊昭和59年1月一一　61年12月に施行した手術

＊＊昭和63年1月までの成績

1例の漿液性嚢胞腺腫核出術は術後4か月で妊娠が

成立した（表2）．

手

表2　術後妊娠成立までの期間

　　　　　　　妊娠までの期間（月数）
術

範囲 平均±SE

両側卵巣梗状切除術
卯管・卵巣周囲癒着剥離術

卵管開口形成術
漿液性嚢胞腺腫核幽術

1～14

1～15

8～16

7．5±2，4（n；6）

7．1±2．1（n＝8）

10．5±1．9（n＝4）

4　　　（n＝1＞

結　　果

　（1）手術後の妊娠率；現在までに確認された妊娠

例は19例で，妊娠率は31，7％となる．WR，卵管・

卵巣周囲癒着剥離術および卵管開口形成術の妊娠率

は，それぞれ50．0％（6／12＞，44．4％（8／18＞，33．3

％（4／12）であった．一方，卵巣子宮内膜症に対す

る嚢腫核出術ならびに卵管間質部閉塞に対する卵管

子宮内移植術例においては現在まで1例も妊娠が成

立していない（表1）．

　（2）手術から妊娠までの期間；PCODに対する

WRにおいては施行後7．5±2．4（n＝6，　M±SE）か月

で妊娠が成立した．卵管・卵巣周囲癒着剥離術，お

よび卵管開口形成術では術後それぞれ7．1±2．1（n＝

8），10．5±1．9（n＝4）か月に妊娠が成立した．なお，

　（3）手術後に成立した妊娠の経過；手術後に妊娠

が成立した19例のうち13例（68．4％）は正期産で

あった．子宮外妊娠は2例（10．5％）に認められた

が，卵管・卵巣周囲癒着剥離術および卵管開口形成

術後の妊娠成立例であった（表3）．

表3　術後に成立した妊娠の経過

例数 ％

子宮内妊娠

　　　正　期　産

　　　如凌辰糸匪糸売中

　　　ヤ去　　　　　　立　　　1川L　　　　哩

子宮外妊娠

17

13

3

1

2＊

89．5

68．4

15．8

5．3

10．5

＊卵管・卵巣周囲癒着剥離術および卵管開口形成術後に

　それぞれ・例つつ認められた。

　（4）術後の癒着発症頻度；術後妊娠が成立しなか

った婦人における卵管・卵巣周囲癒着ならびに卵管

閉塞の頻度について検討を加えた．術後の子宮卵管
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造影（hysterosalpingography，　HSG）による卵管・

卵巣周囲癒着ならびに卵管閉塞は我々の基準5）に従っ

て読影した．検討した16例中15例（93．8％〉に術

後の癒着ならびに卵管閉塞が認められた．ことに卵

巣子宮内膜症例に対する嚢腫核出術施行例において

は検討した8例中全例に両側卵管・卵巣周囲癒着も

しくは両側卵管閉塞が認められた．さらに，卵管子

宮内移植術施行例では，検討した2例いずれにおい

ても手術側の強い卵管・卵巣周囲癒着ならびに卵管

閉塞が確認された（表4）．

表4　術後に妊娠が成立しなかった婦人における
　　　卵管・卵巣周囲癒着ならびに卵管閉塞の発症頻度

手 術 手術　検査　　発症
例数　　f列数　　例数

両側卵巣模状切除術
卵管・卯巣周囲癒着剥離術

卵管開　口　形成術

卵巣嚢腫核出術
卵管予宮内移植術
　　　　　計

12

18

12

12

6

60

1

3

2

8

2

16

1

2

2

8

2

15

考　　察

　本研究で得られた手術成績から卵管・卵巣周囲癒

着，卵管閉塞，PCOD，卵巣子宮内膜症を有する不妊

婦人に対する管理法について考察したい．

　PCODを有する婦人に対するWRは術後に高頻度

に卵管・卯巣周囲癒着を引き起こし不妊の原因とな

ることが報告6）されて以来，欧米だけではなくわが国

においても以前ほどWRは施行されなくなっている．

われわれの教室においては，1976年1月より1986年

12月までの間に46例にWRを施行し，30例（65．2

％）に妊娠が成立し，そのうち10例（33．3％）が複

数の生児を得ている．本研究の対象例においても現

在までに6例（50％）が妊娠している（表1）．従っ

て，　clomipheneやhMGhCGなどの排卵誘発法に抵

抗性を示すPCOD婦人において，適当な術後の癒着

防止策4｝を講じればWRは有効な治療法となり続ける

であろう．術後1年半以上も妊娠が成立しないPCOD

婦人においては，卵管・卵巣周囲癒着の発症を考慮

して，laparoscopyによる検索が望ましい4｝．本研究

においても，術後14か月間妊娠が成立しなかった婦

人にlaparoscopyを施行し，両側の卵管・卵巣周囲

癒着を認めている．

　卵管・卯巣周囲癒着剥離術は肉眼的にendo一
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metriosisを認めない症例に対して行なった手術であ

り，原因は炎症性癒着・術後癒着等が考えられる．

開腹時，癒着の程度の強いものは妊娠の成立が難し

く，また再癒着も起こりやすいとの印象をえた．再

癒着の防止が今後の妊娠率の改善につながると考え

られる．われわれは研究方法の項で述べた防止策を

routineに施行しているが，今後は広範囲の癒着剥離

術に対して癒着剥離面への腹膜移植法7）や，術後早い

時期（1～2週）でのlaparoscopic　adhesiolysis8｝を

施行して行きたい．

　卵管開r－1形成術はmicrosurgeryの導入により術

後の妊娠率が大きく向上した．しかし，術後の高い

卵管の疎通1生の回復率に比べ，妊娠率は必ずしも高

くない．諸家の報告9～12｝では疎通性の回復率は74～97

％であるが，妊娠率9～14）は20　・一　51％である．この差

は藤井ら15）も報告しているように，技術的な問題によ

るのではなく，術前の卵管の損傷の程度によっても

たらされる．卵管内膜の線毛細胞が失われているよ

うな婦人では妊娠の成立は難しいので手術よりIVF－

ETを選択すべきであろう．HSGとlaparoscopyの

所見から総合的に卵管の形態学的変化を判断し，卵

管開口形成術の適応を決めて行けば，今回われわれ

が得た妊娠率（33．3％）はさらに良くなるであろう．

　新AFS分類によるminimalならびにmildの子宮

内膜症に対してはホルモン療法，　laparoscopy施行だ

けで経過を観察する待機療法でよいとの報告が多

い16Av　18），しかし，1cm以上の大きさを有するen・

dometriomaに対しては外科療法が選択されるべきと

されている．Buttram，　et　al．19）は手術療法によって

中等症では60％，重症では35％の妊娠率を報告し

ている．今回われわれがendometrioma，およびこれ

に伴う骨盤内癒着に対して施行した核出術，癒着剥

離術では11例中1例も妊娠が成立していない．この

原因として，1）全例が直径3cm以上のendo－
metriomaを有する重症例であった，2）全例におい

て，核出術施行中に嚢腫内容物が流出した，等が考

えられる．永田2°）も直径3cm以上の嚢腫を伴うen－

dometriosisは術後の妊孕率が低いと報告している．

重症の内膜症に対してはIVF・ETやGIFTを念頭に

おいた治療法を選択すべきであろう．

　卵管子宮内移植術では，1）移植卵管が子宮より

押し出される，2）移植卯管と子宮との縫合が難し

いために，卵管腔が子宮内で正しく位置しない，3）

移植卵管腔に子宮内膜が増殖する，等により成功率

が低いとされている21）．さらに，移植に際して卵管の

切除による短縮は避けられず，妊娠が成立しても流

産の転帰をとるものが多い．従って，卵管の間質部

1

欄

雨
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からの閉塞例に対しては高木7）も報．告しているように

IVF・ETを優先させるべきであろう。
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Results　of　operations

　　　for　women　with

Sterility　in　OUr　CliniC

　　Toshinobu　Tanaka，　Mamiko　Kume，

　　　　　Harumi　Satoh，　Shuji　Moriya，

Noriaki　Sakuragi　and　Seiichiro　Fujimoto

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Hokkaido　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　SapPoro，060　Japan

　　Several　kinds　of　operations　had　been　performed

on　60　patients　desiring　their　own　babies　from　Janu－

ary，1984　to　December，1986．　Laparoscopy　and／or

hysterosalpingography　（HSG｝　disclosed　that
patients　undergone　surgery　had　tubal，　peritoneal，

and　ovarian　factors　as　th6　cause　for　their　infertility．

Lysis　of　periadnexal　adhesions　was　done　macro－

and／or　microsurgically　in　18　patients　with　peritubal

and／or　periovarian　adhesions．　Salpingostomato－

plastik　was　also　carried　on　microsurgically　in　12

patients　with　biIateral　occluded　fimbriated　end．

Other　operations　performed　macrosurgically　were

ovarian　wedge　resection（WR，　n＝12），　ovarian

cystectomy　for　ovarian　endometrioma（n＝11）and

for　s｛mple　cyst（n＝1），　and　tubouterine　implantation

（n＝6）．Operations　obtaining　a　relatively　high　preg－

nancy　rate　were　WR（50．0％），　salpingo－and／or・ovar・

iolysis（44．4％），　and　salpingostomatoplastik（333％）．

On　the　other　hand，　no　pregnancy　had　been　con－

firmed　in　patients　undergone　either　cystectomy　for
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endometrioma（1arger　than　3cm　in　diameter）or

tubouterine　implantation．　lt　is　suggested　from　these

data　that　either　patients　with　severe　periadnexal

adhesions　and／or　tubal　occlusion　due　to　severe　and

extensive　endometoriosis　or　patients　with　tubal

occlusion　of　intramuraユsegment　might　be　better

candidates　for　in　vitro　fertilization　and　egg　tranfer

than　those　for　surgery．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988．年7月14日）

1
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GIFT用機器の開発とその成績

Development　of　New　Instruments　for　Gamete

　　Intrafallopian　Transfer　and　its　Results

太　田　博　孝

Hirotaka　OTA

秋田大学医学部産婦人科学教室

　　福　島　峰　子

Mineko　FUKUSHIMA
　　真　木　正　博

　　Masahiro　MAKI

児　玉　英　也

Hideya　KODAMA

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Akita　University　School　of　Medicine，　Akita　Oll　Japan

　今回，我々は配偶子卵管内移植（GIFT）専用の機器を開発し，その治療成績を検討したので報告す

る．本機器は外套，キャップ，採卵針，移植用カテーテルから成る．その特徴は採卵針と移植用カテ

ー テルの外套を統一したもので，これにより同一の穿刺孔から二つの異なる操作を可能にした．

　治療対象は子宮内膜症，男性因子等の不妊原因からなる14例（15周期）である．卵胞刺激は

clomiphene－hMG－hCGで行なった．精液は採卵の2時間前にとり，単層Percoll法（50％）で運動良

好な精子を選別した．卵子と精子は培養液と共にカテーテル内に吸引し，腹腔鏡下で卵管采より卵管

膨大部に注入した．

　施行周期あたりの平均卵胞数は3．9個，平均採卵数は2．9個であり，従って穿刺卵胞あたりの採卵

率は74．6％であった．3例に妊娠が成立し，1例は初期流産に終わり，1例は満期自然分娩，他の1

例は現在妊娠19週で順調である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），21－251989）

緒　　言

Aschi）らにより始められた配偶子卵管内移植

（GIFT）法は卵管内で受精が起こるため，　in　vitroで

受精させる体外受精・胚移植（IVF－ET）と比べ，よ

り自然で，かつ高い妊娠率が得られ，急速に広まり

つつある新しい不妊症の治療法である．しかし本法

に用いられる機器はいまだ統一されたものがなく，

各施設でそれぞれ考案したものを使用しているのが

現状である．従って新しくGIFTを始めようとする

施設は専用の機器を準備するのにとまどうことが多

い．

　著者らは1986年9月から1987年1月までロケッ

ト社製の採卵針を用いて，GIFT法を10例に施行し

たが，1例の妊娠例（初期流産）があったのみであ

った，そこで本法を再検討し，GIFT所要時間の短縮

や配偶子操作時の至適温度の維持など種々の改良を

加えた．この目的のために住友べ一クライト社（東

京）と協同して，同一の穿刺孔から二つの異なる操

作，採卵と配偶子卵管内移植を可能にしたキットを

開発し，その成績を検討したので報告する．

対象および方法

　対象は秋田大学病院産婦人科不妊外来で治療を受

けた14例，15周期である．このうち原発性不妊は13

例，続発性不妊1例である．患者の平均年齢は32．1

歳（28－36歳），平均不妊期間は7．3年（3－10年）

であった．適応疾患は表1に示すように乏精子症が

最も多く8例，次に子宮内膜症の6例であった．不

妊原因が単一のものは9例，複合因子のものは5例
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表1　配偶子卵管内移植を行なった対象疾患

対象疾患 例　数

乏　精　ゴ・症

了一宮内膜症

ヒューナー不良

多嚢胞卵巣
卵　　管　　性

精子無力症

8

6

2

1

1

1

計 19例

であった．卵管性因子は，卵管周囲癒着はあるが，

両側の卵管疎通性は正常に保たれている例であった．

1．月経周期および卵胞発育のモニタ1」ング

　月経周期はclomiphene－hMG－hCGの刺激排卵周

期とし，月経周期の3日目よりclomiphene　100mgを

5日間投与した．HMGは1501Uを，　clomiphene最

終日より連日筋注した．卵胞発育のモニタリングは

図1に示すように超音波断層法（横河メディカルシ

E2

USS

O　　　　　O　　　　　O　　O　　O　　O　　O　　O

O　　　　　　　　　　O　　O　　O　　O　　Q　　O

1234567891011121514
　　　　　　　　　　　　　　　　　－曾馴1胤）Q°°°：。．。t　36h　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　hCG　　　Laparo
　　　　　　　　　　　　　　　　　5，000　IU

図2　配偶1’・卵管内移植川キット

した．採卵針は外径1．8mm，内径1．Omm，長さ

216mmのステンレス製で内壁をテフロンでコートし

たものを用いた．吸引はロケット社製（England）の

サクションポンプを用い，100mmHgの陰圧で持続吸

引した．卵胞液中に卵子を認めない場合は培養液で

2回まで洗浄吸引した．吸引した卵胞液および洗浄

液は直ちにculture　dish（Falcon：3001＞に移し，実

体顕微鏡下に卵子の有無を検索した．得られた卵子

はorgan　culture　dish（Falcon：3037）に入れ，卵管

内移植時まで培養した．

3．培養液

　培養液にはHam’s　F－10（modified）を用いた．そ

の組成は表2に示した．培養液使用の際は卵胞内洗

表2　培養液の組成

図1　卵胞刺激法と卵胞発育のモニタリング

ステム：RT3600）と尿中エストロゲン半定量法（帝

国臓器㈱：ハイモニターE）で行なった．LHサー

ジの有無は尿中LH半定量法（持田製薬㈱：ハイゴ

ナビス）で検討した．主席卵胞の最大径が18－20mm

になった時点で入院させ，hCG　5000単位を筋注し，

36時間後に採卵した．LHサージが認められた例は

24－28時間後に採卵した．

2．採卵

　患者への麻酔法は硬膜外麻酔にNLA麻酔を併用

した．採卵は原則として2個以上の卵胞が発育した

場合に行なった．同一孔で採卵と配偶子移植という

二つの異なる操作を可能にするため，専用の外套を

作製した（図2）．すなわち，外径12G（20mm），

長さ92㎜テフロン製の外套を内針と共にH夏腔内に

刺入した．内針を抜去，直ちにキャップを装着させ

気腹用ガスの漏出を防止した．次いでキャップの小

孔より採卵針を挿入し，卵胞を穿刺，卵胞液を吸引

Ham’s　F－10

Ca　Lactate

NaHCO3
Na　Pyruvate

Penicillin・G

pH

9．8

527

2100

　52

　60

7．4

　9／L

mg／L
mg／L
mg／L

mg／L

浄用（FM）と配偶子培養・移植用（TM）に分け

た．FMには1mg／mlのヘパリンを，　TMには50％

の非働化患者血清を加えて使用した．

4．精子の調整

　精液は腹腔鏡手術開始2時間前に採取し，室温に

30分間静置した．充分液化した精液を50％Percoll

液上に静かに層積し，600×gで20分間で遠沈した．

遠沈後上清を除去，10％非働化患者血清添加の

Ham’s　F－10を加え，軽く混和後再び500×gで10分

間遠沈した．上清を除去，沈渣に10％非働化患者血

清を添加したHam’s　F・10を加え，精子濃度が50μ1

t

1

「
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あたり30万となるように調整した．調整後移植時間

まで炭酸ガス培養器内に静置した．

5．配偶子の卵管内移植

　配偶子の移植には17Gエラスター針の外套
（216mm）に1mlのツベルクリン注射器を接続して用

いた．吸引の順序はまず5μ1空気，1．5×105個の精子

を含んだ25μ1精子懸濁液，5μ1の空気，1－3個の

卵子を含む35μ1培養液，5μ1空気，そして5μ1培養

液とした．このカテーテルをゴムキャップの小孔よ

り腹腔内に挿入，カテーテルの先端を卵管采より卵

管内約2cmのところに誘導し，全量を注入した．静

かにカテーテルを抜去し，カテーテル内に残存卵子

のないことを確認した．

6．黄体機能補助療法

　黄体機能不全に対する予防として，3日目から

40mgのallylestrenol〔Gestanon⑪：日本オルガノン）

を12日間服用させた．

成　　績

1．本法による卵胞穿刺成功率は症例数，周期に対

し，いずれも100％であった．穿刺卵胞数は周期当り

3．9個，平均採卵数は2．9個で，卵胞あたりの採卵率

は74．6％であった（表3）．

表3　配偶子卵管内移植施行例の成績

GIFT後の末梢血中血小板減少度2｝からみた推定受精

率は15周期中11周期73．3％であった．妊娠は3例

に成立した．

2．妊娠例の検討

　第1例目

　妻29歳，夫30歳，不妊期間6年，多嚢胞卵巣症

候群と左卵管周囲癒着のため，昭和58年クルドスコ

ピー下で卵巣模状切除術，卵管周囲癒着剥離術を行

なった．またHuhnerテスト不良のため人工受精

（AIH）を計12回施行した．　GIFT周期では右卵胞よ

り卵子を1個採卵し，精子と共に右卵管内に注入し

た．移植後15日目で尿中hCG　501U／1陽性となり，

基礎体温は高温相を持続した．しかし21日目より子

宮出血が出現，基礎体温も下降し流産に終わった．

　第2例目

　妻34歳，夫33歳，不妊期間10年，昭和57年両

側卵巣嚢腫のため腹式嚢腫核出術を受けた．その後

通水を計17回行なったが妊娠せず，昭和61年腹腔

鏡を行なったところ，右卵管采閉鎖，両側卵管周囲

癒着と漿膜下子宮筋腫を認めた．このため同年マイ

クロサージェリー下で右卵管采開口術，癒着剥離術

を，さらに子宮筋腫核出術を受けた．昭和62年7月

1日腹腔鏡下で左右卵胞より卵子を各1個ずつ採卵，

直ちに精子と共に右卵管膨大部に注入した．手術翌

日より血小板減少を認め（図3），移植後14日目で

施行症例
施行周期数

穿刺卵胞数

平均卵胞数

平均採卵数

採　卵　率

推定受精率

妊　娠　率

　14

　15

　59

59／15

44／15

44／59

11／15

3／15

3．9個

2．9個

74．6％

73．3％

20．0％

　採卵成功例で1，2，3回目に採卵した率は，そ

れぞれ47．7，38．6，13．6％であった．穿刺卵胞あた

りではそれぞれ35．6，28．8，10．2％であった（表4）．

愈
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表4　　1采馴」成糸責

25

20

15

　　　　総卵子数採卵率
　　　　　あた　り　　％

穿刺卵胞
　　　　　　％あた　り

　　　　　　　一2　－1　　0　　＋1　＋2　＋3

　　　　　　　　　　　　Day

図3　症例2：配偶子卵管内移植後の末梢血中血小板数

　　　　　　の推移

1回目　　21／44　47．7　21／59　　35．6

2回］　　17／44　38．6　17／59　　28．8
3回目　　　　　　6／44　　　13．6　　　　6／59　　　　10．2

計 44／44　　100．0　　　44／59　　　　74．6

尿中hCG　501U／1陽性となった．妊娠6週で胎児心

拍を確認，妊娠7週と28週に切迫流早産で入院治療

した．その後順調に経過，妊娠40週6日で男児を自

然分娩した．

　第3例目
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　妻34歳，夫37歳，不妊期間10年，乏精子症で

AIH　6回，通水5回，　clomiphene療法5クール，ま

た妻は軽度の高プロラクチン血症（26ng／ml）でプロ

モクリプチン療法を計30週間行なったが妊娠しなか

った．GIFT施行5か月前より夫の乏精子症に対し牛

車腎気丸（ッムラ）により漢方療法を開始した．治

療前の精子運動率はll－25％，総精子数は4－7×

8D

薯60
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剛　20

0

牛車腎気丸開始
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工
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　　　　　　　月　　　数
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図4　症例3　牛車腎気丸服用期間中におけるPercoll

　　　　　　処理前後での精子運動率・運動精子数濃

　　　　　　度の変動

106／mlと重症型であった（図4）．　GIFT施行時左卵

胞より成熟卵子を計3個採卵，直ちに精子と共に左

卵管内に注入した．移植後15回目で尿中hCG　501U／

1陽性となり，現在妊娠19週で順調である．

考　　察

　従来，腹腔鏡下で用いられる採卵針は直接腹壁を

通して，腹腔内に挿入するものが多かった．このた

め採卵針内に腹壁の脂肪組織等が混入し，培養液に

よるフラッシュや再刺入などの操作を必要とした．

著者らが考案した方法は専用の外套を用いるため，

直接採卵針を刺入する必要がなく，直ちに採卵操作

を行い得る．今回用いた採卵針の内径は1．Ommと他

施設のそれと比較すると，やや細めである．しかし

採卵率は穿刺卵胞あたり74．6％と高率で，諸家の報

告3＞と遜色ない．この理由として著者らの採卵技術の

向上，あるいは採卵針の内壁をテフロンでコーティ

ングしているため，卵子，卵丘細胞が付着しにくい

ことなどが挙げられる．また必ずしも内径の大きい

針程採卵率が向上するということでもないようであ

る。同一の外套の使用により採卵後直ちに配偶子を

卯管内に移植できるため，採卵針の抜去，移植用カ

テーテルの一再挿入といった煩雑さがなく，また腹壁

に不必要な創傷をつけることもない．本キットの使

用により一部卵管周囲癒着のある例を除き，3孔式

でGIFTが可能となり，気腹操作から移植終了まで

1時間以内，多くは45分以内で終了させることが出

来る．

　GIFT法により妊娠率は本邦では18－35％4～6），諸

外国では20－40％1・7’一工゜）に達している．一方IVF－ET

法による妊娠率は本邦では低く，5－15％であるが，

米国，オーストラリアの一流施設では15－35％3・11A－’4｝

とGIFT法のそれと比べそれ程変わらない成績とな

ってきている．本邦例でIVF－ETによる成績が比較

的低い理由として幾つか考えられる．すなわち卵胞

の発育をモニターするには超音波断層法による経日

的計測に加え，その機能的発達を見るため，血中L

H，エストラジオールやプロゲステロンの測定が必

要不可欠である．本邦ではこれら3つのホルモンを

同時に測る施設がまだ少ないということがある．ま

た培養液，精子，卵子の品質管理にはそれに熱中出

来る専門家等の参加による協力が必要であるが，本

邦ではほとんど医師が多忙な臨床の合間に片手間で

行なっているのが現状で，このことは結果を貧弱な

ものにする因子である．

　GIFT法はin　vivoで受精が起こるため，　IVF－ET

法と比べ，より自然に近い治療法といえる．現時点

では妊娠率もIVF－ET法より高く，費用も安い．一

側卵管が正常に保たれているという条件が満たされ

ているなら，難治性不妊症に対して試みられるべき

有効な治療法である．
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Development　of　new

instruments　for　gamete

intrafallopian　transfer

　　　　　and　its　results．

Hirotaka　Ota，　Mineko　Fukushima，

Hideya　Kodama　and　Masahiro　Maki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Akita　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　Akita　Oll　Japan

We　developed　new　instruments　for　gamete
intrafallepian　transfer（GIFT）and　employed　in　the

program　in　14　cases（15　cycles）．

　　The　instruments　consist　of　outer　sleeve，　cap，

needle　and　transfer　catheter．　The　sleeve　is　used　for

both　follicular　puncture　and　gamete　transfer，　which

enabled　us　to　perform　the　two，　different　procedures

through　the　same　puncture　site．

　　Fourteen　patients　with　the　diagnosis　of　male

factor，　endometriosis　or　the　others　were　treated

with　clomiphene　citrate　following　human
menopausal　gonadotropin．　Semen　was　collected　2

hours　before　oocyte　pickup　at　surgery　and　treated

by　the　technique　of　Percoll．　After　gamete　evalua．

tion，　one　to　three　oocytes　and　150．000　motile　sperm

were　loaded　into　a　catheter　and　introduced　through

the　fimbria．　Patients　received　progesterone　orally，

40mg／day，　from　day　3　after　GIFT　for　12　days．

　　A　mean　number　of　follicles　punctured　and

oocytes　obtained　per　cycle　are　3．9　and　2．9，　respec－

tively．　Overall　recovery　rate　of　oocytes　per　follicle

was　74．6％（44／59）．　Three　patients　became　pregnant．

One　pregnancy　aborted．　One　pregnancy　proceeded

to　the　delivery　of　viable　infant．　The　other　one　is

now　ongoing　pregnancy．　Key　words：GIFT，　Infer・

tility，　fallopian　tube，　Instrument，　Laparoscopy．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付1988年7月21日特掲）
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　酸素濃度が初期胚発育にどのような影響を及ぼすかを検討するために，体外受精後の胚を胚盤胞ま

で培養し，次のような結果を得た．

　1．1細胞期から胚盤胞への発育率は，終始5％CO2　in　airにて培養したA群は52．4％，前核期

（後期1細胞期）より4細胞期まで5％CO2，5％02，90％N2の3種ガスにて培養し，その他の時期は

5％CO2　in　airとしたB群では75．4％，終始5％CO2，5％02，90％N，の3種ガスで培養したC群で

は76．7％であり，A群が他の群に比して低い傾向にあった．

　2．2細胞期から4細胞期までの発育率に限ってみると，A群は66．7％であり，　B群の84．6％，

C群の89．3％に比して有意に低値であった．ところが4細胞期から胚盤胞までの発育率はそれぞれ，

84．6，94．5，92．0％で有意差はなかった．

　以上の結果より，酸素濃度は初期胚の発育に影響することが明らかになった．とくに高濃度の酸素

は前核期から4細胞期への発育の段階で悪影響を及ぼすと考えられ，酸素毒と2cell－blockとの関連

性が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn，　J．　FertiL　SteriL，34（1），26－28，1989）

緒　　言

　体外受精・胚移植（IVF－ET）は現在多くの施設で

行われるようになってきたが，その成功率は低く，

不妊症の治療法としては決して満足の得られる成績

ではない。その主要な原因として，体外培養の胚に

及ぼす影響や着床の機序等が未だ完全に解明されて

いないためと考えられる．今回は胚の体外培養の問

題点について検討した．

　哺乳類の胚の培養については，1956年　Whitten1）

がマウスの初期胚を胚盤胞にまで発育させるのに初

めて成功したことに始まった．さらにBrinster2・3》は

培地にピルビン酸と乳酸を用いることにより，2細

胞期から胚盤胞期までより高率に発育することを見

いだし，初期胚培養のための培地を確立した（表1）．

しかし1細胞期から培養を始めると2細胞期までは

発育するが，この2細胞期胚はその後培養を続けて

も4細胞期以降に発育しなかった．このように1細

胞期から培養したときに2細胞期で発育が停止する

現象は，“in　vitro　2－cell　block”と言われ，その詳
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細は現在もなお不明である．このことは2細胞期以

降での発育に関して，その能力を1細胞期から2細

胞期の問で獲得する可能性を示唆するものであり，

またこの間の培養がもっとも重要であるとも言える．

今回われわれは，マウス初期胚を用いて酸素濃度の

初期胚に及ぼす影響を検討し，2－cell　blockの解明を

企図した．

媒精　培地交換　2細胞期　　4細胞期
各　　　　　↓　　　　　　　　↓　　　　　　　↓

胚盤胞
　↓

実験方法

　実験動物は8　一一　12週齢のF，雌マウス（C57・black

♂×C3H♀）を用いた．これらマウスはPMS（セロ

トロピン）5単位を腹腔内投与後，48時間後にhCG

（ゴナトロピン）5単位を投与し過排卵誘起した．hCG

投与17時間後に卯管膨大部より卵を採取した．精子

はICRマウスの精巣上体尾部より採取し，90分の前

培養ののち5～10×105／mlの濃度に調整し体外受精

を行った．受精用培地はTYH（豊田ら4））を用い，

発育培地はmodified　Whitten’s　medium（5％BSA）

を使用した（表1）．

表1　マウス初期胚培養のための培地

　　　培地（mM）

Brinster　modified　Whitten’s　medium

C群［＝＝：＝＝＝＝：＝：＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コ
培養時間（hr）

o 6 24 48 120

％　 5％CO2　in　air

［：コ5％CO2，5％02，90％N，

図1・3群における培養方法（ガス交換時期）

　次に培養気相中の酸素濃度を3群に分けた（図1）．

すなわちA群は終始5％CO2　in　airにて培養した群，

B群は発育培地への交換時，すなわち前核期（後期

1細胞期）よ04細胞期まで5％CO2，5％02，　90％

N2の3種ガスにて培養し，その他の時期は5％CO2

in　airとした群，　C群は終始5％CO2，5％02，90％

N2の3種ガスで培養した群とした．これら3群の胚

は培養開始24時間毎にその発育や変性率を位相差顕

微鏡にて観察し，比較検討した．

成分 結　　果

NaCI

KCI

KH，　1）O．，

CaCIL）

MgSO4　．7H20

NaHCO3
GluCose

Na　Pyrし1vate

Na　lactate

Ca　lactate

Penicilline

Streptomycin

BSA

1／8．46

　4．78

　1．18

　2．54

　1．18

24．88

025
25．0

1001Urn1

50pg　rnI

　lmg　ml

88．0

4．7

1．1

　1，1

　22．6

　5．5

　0．2

　21．6

　2．4

1001U！ml

50pg／m1

2，4mg／m1

　3群の受精率および発育率を表2に示した．受精

率はA群92．9％，B群94．2％，　C群93．3％であり，

3群間に有意の差は認められなかった．

　しかし1細胞期から胚盤胞への発育率は，A群52．4

％，B群75．4％，　C群76．7％であり，A群がB群，

C群に比して有意に低値を示した．次に2細胞期よ

り4細胞期までの発育に限って検討してみると，A

群では66．7％であり，B群の84．6％，　C群の89．3

％に比して有意に低値を示した．一一一・L方4細胞期に達

した胚のみでの胚盤胞への発育率はA群84．6％，B

群94．5％，C群92．0％であり，有意差は見られな

かったが，A群で低い傾向にあった。

考　　察

初期胚の培養には種々の因子が影響すると考えら

表2　3群における受精・発育率の比較

Group 1糸田月包其月→

　2細胞期（％）

2糸田月包其月→

　4糸田月包期　（％）

4細胞期→

　　胚盤胞（％）

1糸田月包其月→

　　胚盤胞（％）

A群（N＝42）

B群（N＝69）

C群（N＝30）

92．9

94．2

93．3

66．7a’b

84．6a

89．3b

84．6

94．5

92．0

52．4

75．4

76．7

a，b　　p〈0．05
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れるが，今回は気相の及ぼす影響について検討した．

過去の報告でWhitten5）およびQuinn　and　Harlow6）

は高濃度の酸素が初期胚に対して毒性を示すことを

報告しており，5％酸素濃度が至適濃度であると述

べている．われわれの実験でも酸素濃度を空気中に

含まれる22％（A群）から5％に一ドげることにより

胚盤胞への発育率を高めることができた．

　さらにわれわれの実験より，この酸素毒にもっと

も反応しやすい時期は前核期，すなわち後期1細胞

期より4細胞期の間であることが判明した．このこ

とは実験B群とC群において胚盤胞への発育率に差

がなかったことより実証できた．また4細胞期に到

達した胚の胚盤胞期への発育率はA群がB群，C群

に比して低い傾向にあり，このことは同じ4細胞期

胚でもそれ以前の環境の相違によっては以後の発育

に影響することを示唆している．言い替えれば，初

期胚の培養において1細胞期より4細胞期の時期が

もっとも重要であると言える．またこの実験から，

酸素分圧が2・cell　blockの重要な因子の一つである

ことは疑いないといえる．もちろん2－cell　bIockに

はその他多くの因子が関与していると考えられる．

その一つにEDTAの関与を述べた報告7）もある．

　現在のヒト体外受精においてはcritical　periodと

もいえる1細胞期から4細胞期の培養が中心となる，

しかし残念ながら，移植された4ないし8細胞期胚

のその後の発育状況や胚の運命を知る手だてがなく，

妊娠の成立を待ってしか評価できない．このため現

時点においては，初期胚の体外培養をよりベストの

状態で行うことが受精卵の側から見た体外受精成功

への近道であるといえよう．今後さらに2・cell　block

の完全な解明が待たれる．
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The　effect　of　oxygen

on　the　development

　　of　early　mouse

　embryo　in　vitro．

Kazuhiro　Takeuchi，　Shinichi　Yamamoto，

　Akito　Mori　and　Yukihiro　Nagata

Depatrment　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　Faculty　of　Medicine，

　　　　Kagoshima　University，

　　　　　Kagoshima　890，　Japan

　　（Director：Prof．　Yukihiro　Nagata）

　This　study　was　performed　to　investigate　the

effect　of　oxygen　on　the　development　of　early　mouse

embryos．

　F，mouse　embryos　fertilized　in　vitro　were　cul－

tured　from　one－cell　to　blastocyst　stage　in　the　fol・

10wing　atmospheres：A．5％CO2　in　air　at　37℃from

one－cell　to　blastocyst　stage，　B．5％CO2　in　air　from

one－cell　to　four－cell　stage，　then　5％CO，．5％02．90％

N2　from　four－cell　to　blastocyst　stage，　C．5％CO2。

5％02．90％N2．　from　one－cell　to　blastocyst　stage．

　All　the　embryos　were　fertilized　in　TYH　medium

and　were　transfered　to　modified　Whitten’s　medium

as　a　growth　medium　after　6hrs．　culturing．

　The　growth　rates　from　one－cell　to　blastocyst

stage　in　A，　B　and　C　groups　were　52．4，75．4，　and　76．

7％respectively．　The　growth　rates　from　two－cell　to

four－cell　stage　in　A　group（66．7％）was　significantly

lower　than　those　of　other　two　groups（B：84。6％，　C：

89．3％）．The　growth　rate　frQm　four・cell　to　blas－

tocyst　stage　in　A　group　was　84．6％and　that　was　not

different　from　those　of　the　other　two　groups．

　These　res1ユlts　suggest　that　the　oxygen　has　toxic

effect　mainly　on　around　two－cell　stage　embryos　in

vitro．

　　　　　　　　　　　　〈受付：1988年4月20日）
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Early　Pregnancy　Factorの産生機序と

不妊症診断への応用に関する研究

　　Study　on　Early　Pregnancy　Factor：

Mechanism　of　Production　and　its　Clinical

　　　　Application　as　a　Diagnostic

　　　　　　Method　for　Infertility

慶鷹義塾大学医学部産婦人科学教室（主任：飯塚理八教授）

　　　　　　　　伊　藤　仁　彦

　　　　　　　　Kimihiko　ITOH

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　School　of　Medicine，　Keio　University，

　　　　　　Tokyo，160　Japan
　　（Director：Prof．　Rihachi　Iizuka）

　超早期妊娠関与因子（early　pregnancy　factor：EPF）に関し，体外受精・胚移植後および人工授精

後の患者血清の活性を測定し，臨床的価値について検討を行った．さらに，産生機序の解明のため，

血小板活性化因子（platelet　activating　factor：PAF）を用いて検討し，以下の知見を得た．

1）体外受精・胚移植において，胚移植後1日目から2日目にかけて活性の著明な上昇およびその後

の活性の持続を認めた症例の予後は良好であり，EPF活性の推移が胚の予後推定に有用であることが

示唆された．

2）人工授精において，①AIDの受精率はAIHより高い，②AIHにおいては，飯塚の妊孕係数に比

例して受精率が高い，③洗諜濃縮AIHは有効であることが示唆された．

3）PAF投与により，発情期メスマウスにおいてEPF活性が惹起され，さらにPAF拮抗剤投与によ

りEPF活性惹起が抑制されたことより，EPFの産生に関しケミカルメディエターが関与する可能性が

示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，34（1），29－36，1989）

緒　　言

　妊娠超早期の受精卯と母体間のシグナルのひとつ

として注目を浴びているearly　pregnancy　factor

（EPF）は，1974年にMortonら1）によって初めて報告

された超早期妊娠関与因子で，マウスでは受精後6

時間1＞，ヒトでは受精後48時間以内2）に母体血液中に

出現し，さらにヒト体外受精卵培養上清から受精後

わずか15時間の前核期にEPF活性を検出したとい

う報告3）もあり受精の唯一のパラメーターであり，胚

の予後に何等かの形で関与している物質であると考

えられている．

　日常の臨床において，X線被爆や薬剤服用の問題

などで，1日も早い妊娠の診断法・切迫流産におけ

る予後推定の指標となり得る検査法の開発が望まれ

ており，高感度のhCG測定法やpregnancy－specific

βlglycoprotein（SPI）に関する報告4・6）がなされてい

るが，いずれも基礎体温上高温相16日目以後におけ

る報告にとどまっている．

　EPFの臨床応用として，著者ら7・8）はすでに体外受
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精・胚移植（IVF－ET）後の患者血液中のEPF活性

について報告してきたが，さらに症例数を加え胚の

予後推定にEPF活性をモニターすることが指標とな

り得るか否かについて検討を加えた．また，人工授

精後の患者血清について受精の唯一のパラメーター

であるEPF活性を測定することによ｝），各種不妊因

子別および精液状態における受精率についても検討

を行なった．

　EPFの産生機序・生物学的意義および生化学的特

性についてはいまだ不明な点が多く定説となるもの

はない．1985年にO’Neil19・i°）がマウスにおいて交配

後2日目に血小板減少が認められ，さらにマウス受

精卵培養液を脾摘マウスに腹腔内投与すると血小板

減少が認められたと報告し，この物質をembryoder・

ived　platelet　activating　factor（EDPAF）と称して

いる．また，IVF・ET後の患者末梢血中血小板が超早

期より減少し，胚の予後を反映するとの報告IL12）もな

されている．そこで合成PAF（10－Hexadecyl－2－O－

acetyl－sn－glycero－3－phosphorylcholine：Bachem

fine　chemicals）をマウス腹腔内に投与しEPF活性の

測定を行ないEPFの産生機序について検討を加えた．

対象及び方法

1．体外受精・胚移植（IVF－ET）後の患者血清

　東京歯科大学市川総合病院においてIVF・ET13・14）

行った患者30例に関し，EPF活性の推移を検討した．

30例のうち8例は正常の妊娠経過をたどり分娩に至

った症例で，9例は流産例，残る13例は妊娠徴候を

示さなかった症例である．

　検体は，胚移植前日より連日早朝6時に採血を行

ない血清分離後一35℃で凍結保存し，56℃，30分間

の非働化の後EPF活性を測定した．

2．人工授精後の患者血清

　慶磨義塾大学病院産婦人科不妊外来に通院し，人

工授精を施行された患者210例のEPF活性を測定す

ることにより各種不妊因子別および精液状態におけ

る受精率の検討を行った．

　検体は，人工授精当日および3日目，5日目，7

日目に採血を行ない血清分離後一35℃で凍結保存し，

56℃，30分間の非働化の後EPF活性を測定した．

3．PAF投与マウス血清

　PAF　5mgを無水エタノール1m1に溶解し，さら

に0．25％bovine　serum　albumin（BSA　fraction　V

powder：Sigma　Chemical　Co．）を含むphosphate

buffered　saline（PBS；O．005M，　pH7．4）でO．Olng／μ1

の濃度に調整した．マウスは生後6－8週のBALB／

Cマウスを用い膣スメア法により性周期を発情前期・

発情期・発情後期および休止期の4期に分類した．

コントロール群にはPBS－BSA，テスト群には0．1ng

から5ngのPAFを腹腔内に投与し，1時間後に心腔

穿刺採血を行い，1時間室温放置後血清分離後一

35℃で凍結保存し，56℃，30分間の非働化の後EPF

活性を測定した，なお，実験を始めるにあたりPAF

そのものにはEPF活性がないことを確認した．

　さらに，PAFによるEPF活性惹起のメカニズム

を探るために，PAFの受容体拮抗剤であるL652731

（Merk）を用いて検討した．　L　652731：5ngをDimeth－

yl　sulphoxide（DMSO）1mlに溶解し，さらに0．25％

BSAを含むPBSで0．01ng／μ1の濃度に調整した．あ

らかじめ，L652731：1ngを腹腔内投与した発情期メ

スマウスにPAF　lngを投与し，1時間後に心腔穿刺

採血を行ない先と同様にEPF活性の測定を行なった．

4．検出法と活性表示法

　EPF検出は，当教室の末岡3〕，郭15）が改良した

micro－plate　assay系を用いた．男性末梢血リンパ球

をFicoll　Hypaque法で遠沈分離・調整後，あらかじ

め非働化した検体で処理した後，抗リンパ球抗体お

よび補体を加えて37℃，30分間インキュベーション

後，ヒツジ赤血球を加えて遠沈法でE一ロゼット形

成を行なった．スライドグラスLで染色鏡検し，ロ

ゼット形成率を算定した．この際再現性のある抗

体としてT－cel1モノクローナル抗体（OKT－11；Ortho

Diagnostic　Systems）を使用した．

　EPF活性の評価法として，　Morton1｝以来，抗体処

理をしないロゼット形成率と比較し，75％以下に抑

制する抗体の最大希釈倍数の対数をrosette　inhibi－

tion　titer（RIT）として表示するのが一般的だが，数

値が繁雑となるため，末岡らの方法3・15）に従い抗体の

倍数希釈回数をrosette　inhibition　value（RIV），さ

らに毎回の検出条件によるばらつきを補正するため

にコントロールとのRIVの差をdissociation　value

（DV）として表示した．　DV表示で2以上，すなわち，

抗体の希釈倍数で2管差以上のものをEPF陽性とし

て評価した．

　なお，測定はすべてdouble　blind　studyを行なっ

た．

　また，統計学的処理は，t検定を行った．

結　　果

1．体外受精・胚移植（IVF－ET）後の患者血清の

　　EPF活性の推移

　著者は，IVF－ET後の妊娠成功例・流産例・非妊娠

例それぞれについて，retro　spectiveに患者血清中の

EPF活性につき検討を行なった．
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図1　体外受精・胚移植後の母体血液中のEPF活性

CASE　A：正常妊娠例でET後1日目から2日目にかけ
　　　　ての急速な活性上昇およびその後の持続を認

　　　　める，
CASE　B：絨毛組織を確認した流産例で活性の上昇開始

　　　　は遅延し，速やかに消失している．

　正常妊娠例および流産例におけるEPF活性の推移

を示す（図1）．胚移植当日を0日とし，DV＝1以

下をnon　pregnant　rangeとした．正常妊娠例Case

Aは，胚移植後2日目よりEPF活性を認め，特に1

日目から2日目にかけての活性上昇が著明であり，

EPF活性を追跡した12日目まで常にDV＝2以上を

示した．一方Case　Bは，流産例におけるEPF活性

の推移を示したものである．高温期5週で流産した

症例であるが，DVは4まで上昇したにもかかわらず

10日目には活1生が消失しており，またEPF活性の上

昇時期も6日目以降と正常妊娠例にくらべ著しく遅

れている．この症例は，胚移植後21日目に早朝尿の

妊娠反応が陽性（尿中hCG　10001U／1以上）となっ

たが，超音波断層検査において胎児を確認できず，

胚移植後40日目に子宮内容清掃術を施行し，病理組

織学的に絨毛組織が確認された症例であった．

　また，　chemical　pregnancyであったと思われる症

例におけるEPF活性の推移を示す（図2）．基礎体

温上高温相が21日持続したが，尿中hCGは1601U／

1までしか検出されず，EPF活性もDV＝1以下のnon

pregnant　rangeであった，

　30例のIVF・ET後の患者血液中EPF活性の推移

を図3に示す．流産群と非妊娠群を比較すると，胚

移植前日から胚移植後5日目のいずれも有意差（P〈

0．05）を認めず，活性もDV＝1以下のnon　pregnant

rangeであった．正常妊娠群においては，胚移植後1

Case　C
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図2　体外受精・胚移植後の母体血液中のEPF活性
　　　（Chemical　Pregnancy例）

　　BBT上高温相が21日持続したが，尿中hCGは
　　5001U／1以下で，　EPF活性も低値であった．

DV

一
1

図3

●一●normal　pregnancy（n＝8）
（　■oabortjon（n＝9＞

」F■■噛　non　pregnancy　（n＝13）

一 1　　　0　　　　1

　　ET
2　　　3　　　4　　　5　day

体外受精・胚移植後の母体血液中EPF活性の推移

正常妊娠群は，ET後1日目から2日目にかけの活
性上昇が著しくその後の推移も流産群・非妊娠群と

比較して有意に異なる．（＊P〈0．01，＊＊P〈
0．05）

日目から2日目にかけての活性上昇が有意差（P〈

O．05）をもって認められ，その後も活性の持続を示

し7日目まで活性が持続した症例には流産例は認め

なかった．正常妊娠群と非妊娠群を比較すると，胚

移植後1日目及び5日目では危険率5％以下で有意

差を認め，さらに2日目から4日目では危険率1％
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以下で有意差を認めた．また，正常妊娠群と流産群

との比較でも，胚移植後2日目から4日目では危険

率1％以下で有意差を認め，5日目でも危険率5％

以下で有意差を認めた．

　以上のように統計学的にも，正常妊娠群と流産群・

非妊娠群とは明らかに異なる推移を示す結果となっ
た．

2．不妊症例におけるEPF活性の検討

　当院において，人工授精を施行した患者について，

人工授精後3日目・5H目および7日目のEPF活性

を測定し，いずれか1日でもEPF活性を認めた症例

をEPF陽性症例と判定した．

a．配偶者間人工授精（AIH）におけるEPF活性の

　　検討

　AIHを施行した124例のEPF陽性率を飯塚の妊

EPF（＋） EPF（一）

normal　patients

　（AtD） 533％ 467％ n＝60

P°s纏割まest　37。％
630％ n＝46

EPF（十）

functional　sterility　　31000 690％ n＝29

oligospermia 167％ 833％ n＝12

wash 192％ 808％ n＝26

EPF（一）

図5　各不妊因子別のEPF活性
　　AIDのEPF陽性率はAIHより高く，洗諜濃縮
　　　AIHのEPF陽性率は精子減少症例より高かった．

F．1．＊＜10

10～20

20～30

111％ 889％

43％ 857％

174％ 826％

30～40　　　　30　　％ 700％

40～50　　　　304％ 696％

50≦Fl． 440％ 560％

n＝9

n＝14

n＝23

nニ30

n＝23

n＝25

qFI（hiuka）；spern「⊂ourlt　rnl　X　rnGtll圏ty　x　lO　ト1

図4　飯塚の妊孕係数を用いた配偶者間人工授精におけ

　　　るEPF活性の検討
　　妊孕係数に比例してEPF陽性率が高く認められ
　　　た．

　　　（n＝124，r＝0．965，　pく0．01）

孕係数16）（F．1．；精液1ml中の精子数×精子運動

率×10－6）を用いて検討した．妊孕係数に比例して

EPF陽性率が高くなり，F．L＝30および50で段階的

な増加を示している（図4）．

b。各種不妊因子別のEPF活性の検討

　第1群は，女性因子（卵管因子・ホルモン因子）

が正常で非配偶者間人工授精（AID）を施行した群で，

60例中32例（53．3％）がEPF陽性を示した．第2

群は，女性因子が正常で男性因子も正常（精子数

5000x104／ml以上，運動率60％以上〉であるが3回

以上の検査の結果，性交後テスト不良でAIHを施行

した群で，46例中17例（37．0％）がEPF陽性を示

した．第3群は，女性因i一および男性因子は第2群

と同様であるが，性交後テスト良好で6周期以上の

タイミング指導による自然性交でも妊娠に至らずAIH

を施行した機能性不妊群で29例中9例（31．0％）が

EPF陽性を示した．第4群は，女性因子が正常で，

精子lk　2000■IO4／ml以下の精子減少症群で，12例中

2例（16．7％）がEPF陽性を示した．第5群は，精

表1　PAF投与後のEPF活性

Serum　sample No．　of　mice 　D　V　　　　　　EPF　activity（mean±SD）

Control　mice

　PAF　injected　rnales

　PBS－BSA　injected
　　females（estrus）

PAF　injected　females

　Proestrus

　Estrus

　Metestrus

　Diestrus

10

10

18

18

18

18

O．4±0，5

0．1±0．7

0．1±0．7

2．3±0．5

0．2±0．7

0．1±0．8

十

発情期メスマウスにおいてのみPAFによりEPF活性が惹起された
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らの方法17）に従って洗條濃縮AIHを施行した群で，

26例中5例（19．2％）がEPF陽性を示した（図5）．

3．PAF投与後のマウス血中EPF活性の検討
　PAF　lng投与メスマウス群においては，発情前期・

発情後期および発情休止期ではEPF活性を検出しえ

なかったが，発情期ではDV＝2から3のEPF活性

を認めた．コントロール群としてのPAF　Ing投与オ

スマウス群およびBSA－PBS投与発情期メスマウス

群においてはEPF活性を検出しえなかった（表1）．

　また，発情期メスマウスにおけるPAF投与量とEPF

活性強度の相関について検討を行なった結果，PAF

O．5ng以下ではEPF活性を検出し得なかったが，1ng

以上ではDV＝2から3の活性を検出しPAF投与量

とEPF活性強度の間に相関は認められなかった（図
6）．

EPF（DV｝
（mean±SD）

　　　3

2

1

伊藤

0．1　　　　　0．5　　　　　1．0　　　　　2，5　　　　　5．O　PAF（ng）

図6　PAF投与量とEPF活性
　　　PAF　O．5ng以下ではEPF活性惹起されず，　lng以

　　上では活性が惹起されたが，投与量と活性強度に相

　　　関は認められなかった．

　さらに，PAF受容体拮抗剤（L　652731）の効果を

検討した結果，PAF単独投与群において検出された

DV＝2から3のEPF活性がL652731を前投与した
群では検出されなかった．

考　　案

1．胚の予後推定について

　今日，日常の臨床において，X線被曝や薬剤服用

の問題などで，超早期の妊娠診断法および切迫流産

にけおる予後推定の指標となり得る検査法の開発が

望まれており，hCGやSPIを測定した報告がなされ

ている．すなわち1988年に假野ら6）は，基礎体温上

高温相16日目の血中hCGを測定し10mIU／ml以上

で妊娠の診断可能であり，さらに250mIU／m1以上で

（33）33

あった50例のうち45例（90％）が予後良好であっ

たことから，基礎体温高温16日目の血中hCGを測

定することにより胚の予後を推定することが可能で

あると報告している．一方1988年にHoら51は，血

中SP，を測定し2μ1／1以上で妊娠の診断可能であり，

さらに排卵後16日目から20日目の間に2μ1／1以上に

なった症例は予後良好であったことから，排卵後16

日目から20日目にかけてのSPIを測定することによ

り胚の予後を推定することが可能であると報告して

いる．しかし，いずれの報告も着床後しかも排卵後

16日目以後についての検討にとどまっている．

　IVF－ET後の胚の予後推定に関しては，1985年に

Sinosichら18）がpregnancy　associated　plasma－

protein　A（PAPP－A）・hCGおよびSP，を測定し，

PAPPAの推移をモニターすることが着床後におけ

る胚の予後推定に有用となり得ると報告している．

しかしながら，この報告では尿の妊娠反応陽性とな

った症例を対象としており，胚移植直後における胚

の予後については述べられていない．

　IVFET後のEPF活性については，1985年にChen
ら19・2°）が，胚の予後を反映すると報告している．しか

し，この報告では胚移植後2日目ないし3日目より

EPF活性を測定しているにすぎず，今回著者が測定

したような胚の予後推定に重要な指標となる1日目

から2日目にかけての急速な活性の上昇はとらえて

いないし，また胚移植後5日目までの検討はなされ

ていない．

　着床前の形態学的な因子を除いた胚の変性・着床

不全・着床後の早期流産のいずれかを確認すること

はいまだ不可能である．しかし著者の研究では，妊

娠徴候をしめさなかった症例でのEPF活性は極めて

低く，流産例においても先に示したCase　B（図1）

のように活性上昇が6日目と遅れており，正常妊娠

例で認められたような1日目から2日目にかけての

急速な活性の上昇を認めず，正常妊娠例とは活性の

推移が著しく異なることから，胚の予後推定にEPF

活性の推移，特に1日目から2日目にかけての急速

な上昇と，胚移植後5日目までの活性の持続が非常

に有用であることが示唆される．

2．人工授精における受精率の検討

　EPF活性が受精現象の唯一のパラメーターである

ことを利用し，EPF活性陽性率から人工授精におけ

る受精率の検討を行なった．

　飯塚の妊孕係数（F．1．）16｝を用いてAIHにおける受

精率の検討を行なった結果，妊孕係数と受精率に相

関（n＝124，r＝O．965，p〈0．01）が認められ，男性条

件が良好なほど受精率が高くなることが示唆された．
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また，今回の研究ではF．1．＝30で段階的な受精率の

増加を認めたが，これは精f’数5000xlO4／ml，運動率

60％に相当し，我々の施設で定めている精液標準値

と一致した．

　AIDとAIHにおける受精率をみると，不妊因子が

存在しないと考えられるAID群（60例）における受

精率は53．3％で，これに対し男性因子が正常である

AIH群（75例）における受精率は34．7％でAID群

に高い受精率を示唆する結果となった，当院不妊外

来の統計20によると，AIHの妊娠率は施行例の33．1

％，AIDの妊娠率は施行例の61．7％となっており，

AIHの妊娠率が低い原因の一つとして，受精障害の

存在が示唆された．

　AIHの適応別受精率をみると，性交後テスト不良

群においては37．0％，機能性不妊群においては31．0

％で，性交後テスト不良群にやや高い受精率を示唆

する結果となった．当院不妊外来におけるAIHの適

応別妊娠成立率22）によると性交後テスト不良群及び機

能性不妊群では，それぞれ31％，20％となっており，

このことからも性交後テスト不良症例に対してAIH

の適用が有用であることが示唆された．

　男性因子不良例における受精率をみると，洗1條濃

縮AIH群およびAIH群ではそれぞれ19．2％，162

％で，洗諜濃縮の効果があまり認められない結果と

なったが，我々の施設における洗諜濃縮適応例は重

度精子減少症例（severe　oligozoospermy）が多いた

めと推察する．すなわち，これら26例の洗糠濃縮前

後の妊孕係数はそれぞれ，F．1．＝2．0，　EI．＝10．Oであ

り，F．1．が10以下のAIH症例の受精率11．1％（図

4）と比較すると，洗1條濃縮法の有効性が示唆され

た．

3，EPFの産生機序について

　EPFの出現時期とその活性強度の推移は動物種に

よって異なるが，ヒトにおいては2相性の変化を示

し受精直後に出現するearly　EPFと，その後着床期

頃より出現する1ate　EPFの2種の物質に分けて考え，

この両者が必ずしも同一の産生部位・生体内作用を

もたないと考えられている．

　この点についてMortonら23“’26｝は，マウスに関し

て血清中のearly　EPFをさらにEPF・AおよびEPF－

Bの2種のコンポーネントに分離し，EPF－Aは性周

期に一致して排卵前後の時期に卵管で産生され，も

う一つのコンポーネントであるEPF－Bの存在のもと

に活性化されてリンパ球に吸着するとし，EPF－Bは

妊娠に依存して出現するもので，受精卯からのなん

らかのシグナルで卵巣から放出される物質として，

このシグナルをOvum　Factorと称して報告している．

　PAFは構造的にはリン脂質の一種でありヒトのみ

ならずウサギ，ラット，マウスなど種々の動物にお

いて，アレルギーに関係した好塩基球・肥満細胞の

他，好中球・単球・マクロファージなどの炎症性細

胞，さらに最近では血管内皮細胞からも放出される

ことが知られている．その生理作用については，最

も強力な血小板凝集作用のほかに，好中球・単球の

活性化，降圧作用，気管支収縮作用，血管透過性充

進作用などを有することから免疫系・炎症系に重要

な役割を果している新しいケミカルメディエーター

である可能性が指摘されている．

　1986年Orozcoら27）は，　PAFによって休止期・発

情前期・発情期（Quackenbushマウス）にEPF活

性が惹起されたと報告しているが，これに反し，著

者の研究では発情前期・発情後期および休止期には

活性を認めず，発情期にのみ活性が惹起される結果

を得た．このことは，PAFはOvum　Factorと同様

にEPF－Bの産生を惹起する物質であることを示唆す

る．すなわち，EPF－Aは発情期にすでに産生されて

血中に循環しており，この時期にPAFが作用したこ

とによりEPF－AおよびBの2コンポーネントが結合

し，ロゼット抑制を増幅するEPFの生物活性を惹起

したことが推察される．

　EPFが受精後直ちに出現し，卵分割と共に活性を

増強させ，胚移植後に母体内に長く滞留する妊娠例

に関してのみ極めて短期間に高い活性を生じること

は，EPFが必ずしも受精卵だけから産生されている

とは限らないと考えられる．まして着床以前から母

体血液中に高いEPF活性を認めることは，受精卵の

みから産生されるばかりでなく，受精卵からのEPF

コンポーネントがトリガーとなり，母体の中で他の

EPFコンポーネントが賦活されているnr能性が示唆

される．

　PAF受容体拮抗剤投与によりEPF活性惹起が抑

制されたことにより，ケミカルメディエーターを介

したEPF出現のメカニズム解明に今後の検討が期待

される．

　稿を終えるに臨み，ご懇篤な御指導，御校閲を賜

りました恩師飯塚理八教授に深謝致しますとともに，

直接御指導，御鞭燵頂きました森定優講師，微生物

学教室の斎藤和久教授，多田隈卓史助教授に深く感

謝致します．体外受精に関する多大なご協力を頂き

ました東京歯科大学市川総合病院の大野虎之進教

授，小田高久助教授・吉村慎一講師に感謝を捧げま

す．また，意義深い御教示を賜りました小林俊文助

教授・名取道也講師・末岡浩博士に深く感謝致しま
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　本論文の要旨は，第6回ヒト生殖国際会議（東京，

1987年），箪5回日本受精着床学会（京都，1987年），

第32回日’本不妊学会（金沢，1987年）において発表

した．

　　なお，本研究の一部は文部省科学研究補助金，一

般研究C（60570994）および奨励研究A（63771276）

によった．
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Study　on　early　pregnancy

　　factor：mechanism　of

　production　and　its

clinical　apPlication　as

adiagnostic　method
　　　　for　infertility

Kimihiko　Itoh

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　School　of　Medicine，　Keio　University，

　　　　　　　　　　Tokyo，160　Japan

　　　　（Director：Prof．　Rihachi　Iizuka）

　Early　pregnancy　factor　（EPF）is　a　pregnancy

associated　factor，　and　appears　in　mammalian

maternal　circulation　at　very　early　stage　of　the

pregnancy　even　before　implantation．　The　auther

detected　the　serum　EPF　activity　from　the　patient　of

in　vitro　fertilization　and　artificial　insemination　in

terms　of　the　elucidation　of　the　clinical　insage　of　the

detection　of　EPF．　The　interaction　between　EPF

activity　and　platelet　activating　factor（PAF）was

also　analized　to　elucidete　the　mechanism　of　EPF

production．

　　Obtained　resuits　were　as　follows：

1｝In　the　cases　of　successful　IVF－ET　pregnancies，

the　remarkable　elevation　of　EPF　activity　from　the

lday　to　2　days　after　embryo　transfer（ET）was

obtained，　and　the　EPF　activity　was　positively

detected　in　sera　subsequently，　Therefore，　our　study

suggests　that　the　monitoring　of　EPF　activity　is

useful　to　predict　the　viability　of　the　embryos　after

ET．

2）The　AID　group　exibited　higher　percentage　of

positive　EPF　activity　than　the　AIH　group　did．

3）Among　the　infertile　factors，　EPF　positive　rate

was　highest　in　the　group　of　norma1（AID），　and　the

post　coital　test　negative，　the　functional　sterility，　the

AIH　with　condensed　sperm，　and　the　oligozoosper－

my　were　in　order．

4）The　EPF　activity　was　detected　in　the　mice　only

at　the　estrus　after　the　injectiorl　of　PAF．　This　activ－

ity　was　inhibited　by　the　pre－medicated　PAF　antagQ－

nist．　Therefore，　our　results　suggest　that　some

chemicalmediaters　also　participate　in　the　onset　of

EPF　production．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988・年8月11日特掲）
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抗Progesterone剤RU　486の

妊娠ラットに及ぼす影響について

Effects　of　the　Antigestagenic　Agent

　　　RU　486　in　Pregnant　Rats．

帝京大学医学部産科婦人科学教室（主任：荒井　清教授）

　　　　　　　辻　井　　　孝

　　　　　　　Takashi　TSUJII

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Teikyo　University，　School　of　Medicine，

　　　　　　Tokyo　173，　Japan

　　　（Director：Prof．　Kiyoshi　Arai）

　抗Progesterone（P）剤RU　486の妊娠ラットに及ぼす影響について検討し，次のような結果が得ら

れた．

（1）RU　486は量依存性に流産誘発効果を認めたが，妊娠日齢が進むとその効果は減弱した．

（2）RU　486で流産に至った群では投与2日後のPレベルが低値を示した．

（3）抗Estrogen（E）剤tamoxifenはRU　486の流産誘発効果を増強した．

（4）妊娠末期にRU　486を投与すると量依存性に分娩が誘発された．

（5）P投与で過期妊娠としたラットに対しても，RU　486は分娩誘発効果を認めた．

（6）RU　486で分娩を誘発すると，投与24時間後のPレベルは投与前よりも有意に低値となった．

（7）RU　486で分娩を誘発した群のトロポプラスト細胞では核濃縮化傾向を認めた．

　以上の成績ならびに文献的考察より，ラットに対しRU　486が流産，分娩誘発効果を有すること，

さらにPが妊娠維持に不可欠であり，Pの消退が分娩開始の重要な要因であることが結論された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，34（1），37－46，1989）

緒　　言

　Pが妊娠の維持に不可欠であることは妊娠ラット

の黄体を摘出すると流産するが，Pを補充すれば流

産を予防できる事実から知られてきた．多くの種で

妊娠の初期には黄体がP産生部位として極めて重要

な位置を占めるが，ヒトでは妊娠7週までに，羊で

はおよそ妊娠10週頃にPの主たる産生部位は黄体よ

り胎盤に移行するため，以後胎盤が妊娠の維持に不

可欠となる1）．またラットや家兎では黄体が妊娠全期

間を通じPの産生部位となっている．一方，分娩発

来におけるPの役割は明かでないが，ラット，イヌ，

羊などでは分娩開始前に血中Pが低下し，ヒト，モ

ルモット，サルなどでは分娩開始前後のP分泌に大

きな変化が認められないと報告されている2）．

　Roussel－Uclaf社で開発された合成ステロイド17β一

hydroxy－11β一（4－dimethylaminophenyl）－17・（prop－1－

ynyl）－estra－4，9－dien－3－one（RU　486，　mifepristone）

は，抗P作用，抗glucocorticoid（G1）作用を有し，

レセプターに競合的に結合してその作用を発揮する

と考えられている3）．

　本研究ではRU　486の抗P作用に着目し，その妊

娠ラットに対する流産，分娩誘発作用について検討

した．
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実験対象および方法

1．実験対象

Wistar系12週令以後の妊娠雌ラットを用い，気温

24±1．5℃，湿度50±15％，9時より22時までを照

明点灯時間とし一定の条件下で飼育した．水および

固形飼料は自由に摂取させた．月室内に精子を認めた

日を妊娠第0日として起算した．妊娠第17日以降飼

育する時は1匹ずつ隔離飼育した．

2，実験方法

（1）薬剤の調整：RU　486はTween　80を加え，ラッ

ト体重1kgあたり4mlとなるように蒸留水に懸濁さ

せた．またPは40mg／m1となるようにゴマ油で溶解

した，他の薬剤はラット体重1kgあたり4m1となる

ようにTween　80と蒸留水にて溶解調整した．コン

トロール（C）群にはラット体重1kgあたり4m1の

生理食塩水を投与した．

（2）RU　486の流産誘発効果の検討

　a．妊娠第9，12あるいは16日に，RU　4862，5，

5または10mg／kgをそれぞれ経口投与した．投与48

時間後に断頭屠殺，開腹して生存胎仔数を検討した．

b．妊娠第9日に，RU　4862．5，5または10mg／kg

をそれぞれ経口投与して48時間後の母体血中P値を

radioimmunoassay（RIA）にて測定した．なお採取し

た血液はすべて血清分離後一20℃で保存した．c．

妊娠第9日に，RU　4862．5または5mg／kgと合成P

剤であるmedroxyprogesterone　acetate（MPA）10

または20mg／kgを経口併用投与して48時間後の生

存胎仔数を検討した．d．妊娠第9日に．　RU　4862．5

mg／kgと合成P剤であるcyproterone　acetate（CYA），

norethisterone（NET）10mg／kg，あるいは抗E剤で

あるtamoxifen（TAM）を経口併用投与して48時間

後の生存胎仔数，母体血中Pを検討した．e．妊娠

第9日に，RU　4862．5mg／kgとdexamethasone（DX）

5mg／kgを経口併用投与して48時間後の生存胎仔数

と母体血中corticosterone（B）を検討した．

（3）RU　486の分娩誘発効果の検討

　a．妊娠第19日，15時にRU　48625，5または

30mg／kgをそれぞれ経口投与して妊娠期間および死

産率を検討した．ラットの分娩状態を妊娠第20日よ

り2時間ごとに観察，仔娩出開始確認時刻を妊娠期

間とした．分娩終了時工一テル麻酔下に屠殺，腹部

大動脈より母体血を採取してP，20α一hydroxy・4－

pregnen－3－one（20α一〇H－P），　BをRIAにて測定した．

b．妊娠期間を延長させるためEdgrenら4）の方法に

準じて，妊娠第17日より連日9時にP10mgを皮下

投与，妊娠第21日，9時にRU　4862．5，5または

30mg／kgを経口投与した．　P投与で過期妊娠となり

分娩に至らなかったラットは，妊娠第24日以降で母

仔共に死亡率が増加するため4），妊娠第2411，15時

に帝王切開術（c／s）を施行した．また分娩開始確認

後4時間を経過しても分娩が終了しない場合はc／sに

て残りの仔を娩出させた．ラットの分娩状態は妊娠

第22日より2時間ごとに観察し，上記aと同様の項

目について検討した．c．妊娠第19　EI，15時にRU

486　2．5または30mg／kgを経口投与して6，12，18，

24時間後にそれぞれ屠殺，母体血を採取した．生理

食塩水投与のC群では48時間後にも検体を採取した．

得られた母体血中のP，PGF、αをRIAにて測定した．

摘出した子宮のcytosol　Pレセプター（PR）および

Eレセプター（ER）を測定した．また子宮および胎

盤の組織学的変化を合わせて検討した．

（4）ホルモン測定法　a．P：P－11α一Succinate・BSA

を家兎に免疫して得た抗血清（稀釈倍率1：50，000＞

と，1igandとしてP－1，2，6，7－3H（NEN　106Ci／

mmo1）を用いてRIAを行った．得られたIM清0．1ml

と11・ヘキサン4mlとを振盛後ドライアイスで血清

を凍結させた．次いで上清のn・ヘキサンを除去後，

蒸発乾固して残渣をメタノール1mlに溶解させ，そ

のO．2mlをRIAにて測定した．　b．20α・OH・P：20α・

OH－P－3－CMO－BSA家兎抗血清（稀釈倍率1：5000）

と20α・OH－P・1，2－3H（NEN　50Ci／mmo1）を用いて

RIAを行った．血清0．1mlをエーテル4mlで抽出，

乾固後上記aと同様にメタノールに溶解させ0．2mlず

つ採取，RIAにて測定した．　c．Corticosterone（B）：

B－3－CMO－BSA家兎抗血清（稀釈倍率1：8000）と

B－1，2・3H（NEN　52Ci／mmol）を用いてRIAを行った．

血清0．1mlをジクロロメタン4mlで抽出，乾固後ヒ

記aと同様にメタノールに溶解させ0．2mlずつ採取し

RIAにて測定した．　d，　PGF2α：Powel15）の方法で抽

出し，これを3H標識PGF2αと特異的抗体を用いる

Amersham社のPGF2α・3H　assay　systemで1則定
した．

（5）組織標本の作製：摘出子宮の一部を10％緩衝ホル

マリン溶液で固定してからパラフィン包埋を行った．

5μm切片を作製して脱パラフィン後，HE染色を行

いオリンパス社Vanox光学顕微鏡にて観察した．

（6）PR，　ER測定法：測定まで摘lh子宮は液体窒素

中一80℃に冷凍保存した．子宮を0℃でホモゲナイ

ズした後105，000×9で70分遠沈，上清をdextran

coated　charcoa1（DCC）処理したものをcytoso1分画

とした．タンパク定量はBradford法6）で行った．1｛gand

に2nMの3H－R5020（NEN　86Ci／mmol）を用い，100

倍量のcold　R5020を入れたものを対照としてassay
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を行った．この時使用したcytoso1分画液は50－

100μg／tube，　incubation条件はO℃，　overnightであ

った．incubate後DCCでfreeの3H－R5020を吸着，

遠沈，除外した後，上清の放射能を測定した．coldを

加えたものと加えなかったものとの落差（dpm）を

結合した3H・R5020量として計算した．　ERは1igand

に2nMの3H－estradiol（NEN　96Ci／mmo1）を用い，

100倍量のcold　estradio1を入れたものを対照とし

PR測定法と同様に測定した．

3．有意差検定：測定結果の統計学的処理は，Stu－

dent’s　t・testにより行った．

研究成績

辻井

PくOOO1

（39）39

1．RU　486の流産誘発効果

（1）RU　4862．5mg／kgを妊娠第9日に投与すると約半

数の胎仔が流産し，妊娠第12日に投与した時はおよ

そ1／3の胎仔が流産した．しかし，同量を妊娠第16

日に投与した場合，流産効果は殆ど認められなかっ

た．また妊娠第9，12日にRU　486の5または10mg／

kgを投与すると全例流産した．妊娠第16日にRU

20

奎15

慧

茎10
忌

茎，

RU486　2　5m巳〆kg

0　　9　　12　16

RU4巳6　5m巳’kg RU　486　10mg／kg

P　OOt

P o 001 P　DO1一

P o 0⊃

「一一

0　　0 0　　0

9　　12　　16 9　　12　　16

　　　　　　Gestational　age　when　RU486　administered

図1　Number　of　living　fetuses　confirmed　two　days

　　after　oral　administration　of　various　doses　of

　　RU　486　in　intact　pregnant　rats．　Number　of

　　living　fetuses　in　control　rats　was　15．5±1．7．（n＝

　　5）The　vertical　bars　irldicate　mean±S．　D．

4865mg／kg投与しても流産効果は発現しなかったが，

10mg／kg投与した場合，およそ5／6の胎仔が流産し

た（図1）．RU　486の流産誘発効果は量依存性であ

り，また投与日の妊娠日齢が進むにつれて不良とな

った．

（2）妊娠第9日にRU　4862．5，5または10mg／kg投与

48時間後の母体血中PはC群より有意に低値となっ

た．またRU　4862．5mg／kg投与群に比し，5，10mg／

kg投与群ではPが有意に低下した（図2）．

（3）RU　4862．5mg／kgの流産誘発効果はMPA

§

糞

塩

£

Pく0 OOl

／m2 　　P＜0001一

40

30

P〈001

Pくo田

20

10

0
C 2．5 5 10mg／kg

Dose　of　RU486　administered

図2　Serum　concentrations　of　progesterone　on　the

　　llth　day　of　gestation　in　rats　administered　with

　　various　doses　of　RU　486　two　days　before　decap－

　　itation．（n＝5）

10mg／kgを併用投与した場合変化しなかったが，

MPA投与量を20mg／kgに増量すると消失した．ま

たRU　4865mg／kgにMPA　20mg／kgを併用しても，

流産誘発効果を阻止することが可能であった．

（4）RU　4862．5mg／kg投与時の流産誘発効果は，　CYA

またはNET　10mg／kgを併用投与しても抑制されな

かった．一方，RU　4862．5mg／kgとTAM　lmg／kg

とを併用すると全例流産に至った．即ち抗E剤はRU

486の流産誘発効果を増強した．RU　4862．5mg／kg

投与群とRU　4862．5mg／kg＋合成P剤10mg／kg投

与群との間の血中P値に有意差を認めなかったが，

全例流産をきたしたRU　4862．5mg／kg＋抗E剤1mg／

kg投与群ではPが有意に低下した（図3＞．

（5＞妊娠第9日にDX　5mg／kgをRU　4862．5mg／kg

と併用してもRU　486の流産誘発効果に影響を与え

なかった．またRU　4862．5mg／kg投与群とC群の血

中B値に有意差を認めなかった．

2．RU　486の分娩誘発効果

（1）RU　486を妊娠第19日，15時に投与するといずれ

の群でも有意に妊娠期間を短縮することができた．

またRU　4862．5mg／kg投与群と30mg／kg投与群と

の問には有意差を認めた（P＜0．02）（表1）．

（2）妊娠第17日より連日Pを投与した群では過期妊娠

となり分娩に至らなかった．妊娠第21日，9時にRU

486を投与すると，2．5mg／kg投与群で5例中1例が

分娩となった．5mg／kg投与群では全例分娩が開始し



40（40）

ControI

RU486　2，5

（mg／kg）

RU4862．5十CYAIO

RU4862，5十NETIO

RU4962，5十TAM　1

o

抗Progesterone剤RU　486の妊女辰ラットに及ぼす影響について
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＊］・
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Progesterone　　　　［：：：］

図3　Number　of　living　fetuses＆serum　progesterone

　　　levels　on　the　llth　day　of　gestation　in　rats

　　　administered　with　different　agents（p．　o．）two

　　days　before　decapitation．　CYA：cyproterone

　　　acetate，　NET：norethisterone，　TAM：tamox－

　　　ifen．（n＝5）

表l　The　length　of　gestation　as　a　single　dose　of

　　　RU　486　was　given　orally　at　3　p．mon　day19

　　　0f　gestation．

Agents　administered
　　　　　　　　　　（mg／kg）

n
Length　of

gestation（days）

Significant

difference

（1｝Contro1

（2）RU　486　2．5

〔3｝RU　486　5

〔4）RU　486　30

4555

21．97±0．47

2⑪．81±0．〔｝4

20．73±0．07

20．73±0．〔〕4

（Pvs．〔2以3｝〔4｝

　　P＜0．Ol

（2｝vs．凶

　　P＜〔〕．〔｝2

たが，5例中3例では胎仔の娩出が不完全なため，

残りの胎仔を娩出させるためにc／sが必要であった．

RU　48630mg／kg投与群では全例分娩となった（表
2）．

日不妊会誌　34巻1号

（3）早産となったRU　486投与群の死産率はC群より

も高かった．またP＋RU　486投与群の死産率は分娩

に至らなかったP単独投与群よりも低値であった（表

3）．

（4）分娩終了時の母体血中P，20α一〇H－P，B値を表4

に示した．過期妊娠となったP投与群のP値は，分

娩となったP＋RU　486投与群のP値よりも有意に高

値であった．またRU　486の投与量の差は，分娩終

了時のP値に影響を与えなかった．20αDH－P値はP

投与群で最も高値となった．B値は各群間に有意差

を認めなかった（表4）．

（5）妊娠第19日，15時にRU　486を投与した後の母体

血中P値を検討すると，RU　4862．5mg／kg投与群で

は投与12，24時間後で投与前よりも有意に低下した

（P＜0．05）（Pく0．01）．30mg／kg投与群では投与24

時間後で同様の傾向を示した（Pく0．01）．C群では

生理食塩水投与48時間後に有意にPが低下した
（Pく0．01）（図4）．

（6）妊娠第19日，15時にRU　486を投与した後の腹部

大動脈血中PGF2α値には一定の傾向を認めなかっ
た．

（7）RU　486投与（妊娠第19日，15時）後の子宮

cytosol　PRはRU　486投与群がC群に比較し有意に

減少し，RU　48630mg／kg投与群でより顕著に減少

した．また対照群では48時間後のPRは前値に比し

有意に増加し，RU　486投与群でも24時間後のPR

は増加した（表5）．子宮cytosol　ERは同様の傾向

を示さなかった．

（8）妊娠第19日，15時にRU　486を投与した時の子宮

筋層，脱落膜，胎盤の組織学的変化を検討すると，

子宮筋層，脱落膜についてはC群とRU　486投与群

との間に明らかな形態学的差異が認められなかった．

一方，胎盤について検討すると，RU　48630mg／kg

投与24時間後，即ち分娩前の胎盤ではC群の分娩前

表2　The　length　of　gestation＆the　rate　of　c／s　in　progesterone－treated　rats　as　a　single

　　　dose　of　RU　486　was　given　orally　at　g　amm　on　day　210f　gestation．＊All　the　fetuses

　　　were　not　delivered　spontaneously　following　an　injection　of　progesterone　alone．

　　　※：Asingle　dose　of　RU　4865mg／kg　initiated　parturition，　but　in　30f　5　cases（60％）

　　　RU　486　alone　was　not　effective　enough　to　give　birth　to　all　the　fetuses，

Agents　administered
　　　　（mg／kg） n

Length　of　gestation
　　　　（days）

Rate　ofC／S
　　（％） Significant　difference

（1）Palone

（2）P十RU　486　2．5

（3）P十RU　486　　5

（4）P十RU　486　30

5555

24．63±0．00＊

24．22±0．92

22．90±0．62

22．64±0．04

100

80

60蚤

　0

（1）vs。（2）（3）（4）　p＜0。001

（2）vs．（3）　　　　　p〈0．05

（2）vs，（4）　　　　　　p〈0．001
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表3　Percent　fetal　or　neonatal　death　ill　rats　treated　with　RU　486＆progesterone

　　　　（Number　of　dead　fetuses＆newborns／Number　of　total　fetuses＆newborns）

Agents　administered Percent　fetal＆ Agents　administered Percent　fetal＆
〈mg／kg） 11ewborn　death （mg／kg＞ newborn　death

（1）Control 　　1．9

（1／53） （5）Palone
46．4

（32／69）

（2）RU　486　　2．5
　9，9
（7／71）

（6）P十RU　486　2．5
17．9

（12／67）

（3）RU　486　　5
42．3

（30／71）
（7）P十RU　486　　5

10．1
（7／69）

（4）RU　486　　30
34．3

（24／70） （8）P＋RU　486　30
　　0

（O／64）

表4　Serum　concentrations　of　progesterone（P），20α一hydroxy－4－pregnen－3－one（20α一〇H－P）＆corticoster－

　　　　one（B）in　maternal　rats　at　autopsy．　RU　486　and　progesterone　were　given　as　indicated　in　Tables

　　　　land2．

Serum　levels　of　steroids　（ng／mのAgents　admillistered

　　　（m9／kg）

Length　of　gestation

　　　（days） P 20α・OH・P B

Significant

difference

（1）Control

（2）RU　486　　2．5

（3）RU　486　　5

〔4）RU　486　　30

（5）Palone

（6）P＋RU　486　2．5

（7）P＋RU　486　　5

（8）P＋RU　486　30

21．97±0．47

20，81±0，04

20．73±0．07

20．73±0．04

24．63土0．00

2422±0．92

22．90±0．62

22．64±0．04

4．67±2．67

2．86±1．44

3、46±1．15

2．26±O．25

13．58±4．92

4．99±2．32

5．59±2．68

6．67±127

9．19±5．57

8．18±L31

8．45±4．64

7．32±1．52

22．60±3．66

5．97±4．50

15．90±3．50

19．20土4．66

32．10±3，44

36．36±7．60

43．85±1721

26．10±11．00

38．00±13．62

24．98±11．55

21．26±5．64

31．08±16．87

①P
（5）vs．（6）p〈0．02

（5）vs．（7）p＜0．05

②20α一〇H．P

（5）vs．（6）p＜0．01

（5）vs．（7）p＜0．02

③B
　NS．

figures　are　mean±S．D．

P（ng／me）

100

BO

60

40

20

0

Y（2）

HC。ntr。1
●一・●RU　4862．5mgfkg

o－－QRU　486　30　mg／kg

　　　lv5・2pく0．05

　　　1v5．3N．S．

　　　1vs．4P＜0．Ol

　　　lvs．5pく0．Ol

　　　lvs．6p〈0．01

（6）

の胎盤と比較し，トロポプラスト細胞で核濃縮化傾

向が認、められた（図5）．同様の傾向はRU　4862．5mg／

kg投与時にも認められたが，30mg／kg投与時に比し

て軽度であった．

　　1　6
D19．3p．m．

RU　486

12　　1B　　24

　　　　Hours

48

図4　Serum　concentrations　of　progesterone　after　an

　　　　oral　administration　of　RU　486　at　3p．　m．　on　day

　　　　190f　gestation．　Pregnant　rats　were　sacrificed　6，

　　　　12，18and　24　hours　after　the　treatment．（n＝5）

考 察

　抗P剤RU　486はnorethindroneの誘導体であり

17α位にpropynyl基を，11β位にdimethylamio－

phenyl基を有しており，　Pに対してPRレベルで強

い拮抗作用を有することが知られている．Gravanis

ら7）は，Eを前投与した閉経後婦人にRU　486を投与

すると子宮内膜が分泌期像を呈したことから，RU　486

はある特定の条件下でP様作用を発揮することを報

告しているが，Pの存在下RU　486はpure　antagogo－

nistとして作用すると考えられている．受精卵の着床，
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表5Cyt…IPR・・ncent・ati・・w・・mea・ured　i・th・ut・・u・・f　RU　486－t・eat，d・at、，　P，egnant，at、

　　　were　administered　with　RU　486　at　3　p．m．　on　day　190f　gestation　and　sacrificed　6，12，18　and　24

　　　hours　later．　The　control　rats　were　treated　with　saline．　The　control　value　before　the　injection

　　　of　RU　486　was　1694．6±511．7　dpm／100μg　protein．（n＝5）

Hours　after

administered

Cytosol　PR　concentratio11
　　　　　　　　　　（dpm／1〔工0μ9　Protein）

　　　　　　　　　　　　　一1

Significant

difference
（1）Control （2）RU　4862．5mg！／kg （3）RU　48630mg／kg

6 2042．0±150．9 829．2±487．5 231．6±200．6

　　　　　　　　　　　　　　　1
（1｝vs．（2）P＜0．02

（1｝vs．（3）P〈0．001

12 1548．4±549．9 1562．7±150．7 341．5±108．9
（1）vs．（3｝p〈0．05

（2）vs．（3｝P〈O．001

18 1289．4±727．4 1480．7±418．9 351．7±209．0 （2）vs、（3）p〈0．02

24 1702．5±203．9 1576．0±240．2 879．0±350．4
q〕vs．（3）p＜0，05
（2）vs．（3）Pく0．05　　　　　　　－　

48 3587．1±598．8

野

蕩

舷

㍗

輿
ご，い趨

畷

鯉劉

図5　Histological　finding　of　the　placenta（right）in

　　the　rat　administered　with　RU　486（30mg／kg／p．

　　o．）at　3p．　m．　on　day　190f　gestation　and　sa・

　　crificed　after　24　hours．　The　placenta（left）of

　　the　control　rat　at　3p．　m．　on　pregnancy　day　21．

　　Nuclear　pyknosis　of　trophoblasts　was　observed

　　in　the　RU　486－treated　rat．（H．＆E．　original

　　magnification×20）

妊娠の維持にPは不可欠であることから，RU　486の

抗P作用を利用した性交後避妊薬，妊娠中絶薬など

への臨床的応用が検討されている8）．

　本研究でラット妊娠第9日に経口投与して流産率

が50％となるRU　486の投与量は2．5mg／kgである

ことを見出した．さらに流産率が投与量や投与時期

を変えると変化するか否かを検討した結果，RU　486

の流産誘発効果は量依存的であり，投与日の妊娠日

齢が進むにつれて無効率が高くなることが判明した．

Philbertら9）は妊娠第8日に卵巣を摘出した後，

　　　　　　　　　　　figures　are　mean±S．D．

P75mg／kgとRU　4865mg／kgを4日間併用投与す

ると全例流産したことを報告している．ヒトにおい

ても妊娠初期に投与した方がRU　486の流産誘発効

果は良好であるが，これはヒト妊娠初期Pの主な産

生源が未だ黄体であること，血中Pが比較的低値で

あることに由来すると考えられる1°｝．Bartholomeusz

ら11｝はPがラット妊娠経過とともに上昇，妊娠第16，

17日にピークを示し，分娩に先立つこと48時間前よ

り急速に低下することを報告している。本研究で妊

娠第9，12および16日にRU　486を投与した結果，

第16日投与群で流産率が最も低かったが，この時期

の血中Pが妊娠期間を通じて最高値をとるためと考

えられた．ただしラット妊娠期間中，　RU　486の代謝，

PRに対する親和性が変化して，その流産効果に影響

を与えている可能性も否定できない．RU　486の流産

誘発効果はヒト妊娠初期では量依存傾向を認めなか

ったとする報告12）もあるが，PRに対する親和性，個

体の代謝，吸収の差異などによることが考えられる．

RU　486のPRに対する親和性は種により異なり，ラ

ットや家兎ではPよりも強く，ヒトや猿ではほぼ同

等と言われ3），ニワトリではPRに対する親和性を認

めないとされている13｝．

　RU　486の流産誘発のメカニズムは未だ必ずしもそ

の全貌が明かにされたわけではないが，レセプター

レベルでのPとの拮抗が第一のステップと考えられ

る1°〕．子宮内膜におけるPの作用が抑制される結果，

子宮出血，胎盤の子宮壁からの剥離が起こり，二次

的に黄体へ1uteolyticな作用が働き，同時に子宮内膜

からPGの分泌が開始して子宮収縮頸管の熟化が起

こり流産が始まると推測される8・14）．Couzinet1°）や
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Kovacs12〕らはヒト妊娠初期にRU　486を投与すると，

流産例では投与6－7日後よりhCG，　Pが低下した

ことを報告して，トロポプラストの剥離が起こった

結果luteolysisをきたしたと推論している。本研究で

妊娠第9日のラットにRU　486を経U投与後48時間

の母体血中P値の低下が確認された．流産率の上昇

に呼応してPの低下が認められたこと，全例流産を

したRU　4865および10mg／kg投与群問にPの有意

菜を認めなかったことから，Pは流産の結果二次的

に低一ドしたと考えられるが，ラット黄体へ本剤が直

接作用した可能性も否定できない．RU　486はPRの

レベルで抗P作用を発揮するのみで直接Pの分泌，

代謝には影響しないと考えられてきたが8・15），Di

Mattinaらは本剤がin　vitroでヒト卵巣17α一hydro－

xylase活性を抑制したこと16），またヒト穎粒膜細胞

を用いた培養実験で3β一hydroxysteroid　dehy－

drogenase活i生の抑制を認めたことから17），ヒト卵巣

steroidogenesisへの直接作用を示唆した．

　RU　486の流産効果を高めるために他の薬剤との併

用が検討されている．Bygdemanら18）によれば16－

phenoxy－tetranor－PGE2　methyl　sulfonylamideの

追加投与により不全流産，多量出血の発生率が低下

した。今回の成績ではRU　486とDXを併用投与し

ても，流産誘発効果に影響がなく，Philbertら9）と同

様な結果を得た．またRU　486による血中B値の変

動は認められなかった．ヒトではRU　486投与後，

内因性のACTH，　cortisolが増加するので，本剤の抗

Gl作用を発現させるためには抗P作用を発揮する量

よりも大量を要すると言われている9）．抗E剤TAM

はRU　486の流産誘発効果を増強したが，斎藤ら19）

も同様の報告を行っている．ラット妊娠に対してE

はluteotrophicにも1uteolyticにも作用するといわ

れ，その詳細は明かでない2°）．Pasqualiniら21）はモ

ルモットのPR　binding　siteがTAMにより増大し，

Pにより減少すること，さらにTAMによる増大効

果はPの併用で阻止されたと報告している．TAMが

RU　486の流産誘発効果を増大させた理由として，　PR

のstatusが変化した可能性，　TAMの有するestro－

genicな性質による可能性，および内因性Eがラット

妊娠維持に関与している可能性などが推測された．

　妊娠維持そして分娩発来のメカニズムの詳細は未

だ明かでないが，ラット，家兎，羊など多くの動物

でPは妊娠維持に不可欠であり，Pの消退が分娩開

始の重要な因子と考えられている22）．ラットにおいて

も分娩に先立ってPが低下すること11・23），妊娠後期に

Pを投与すると過期妊娠になること4｝が知られている．

今回の成績より妊娠末期ラットにRU　486を投与す

辻井 （43）43

ると，ほぼ24時間後に分娩となることが明らかとな

った．これはRU　486がレセプターレベルでPと拮

抗，Pの消退と同様に作用したためである．　RU　486

の分娩誘発効果は量依存性で，30mg／kg投与群は2．

5mg／kg投与群よりも有意に妊娠期間が短縮した．ま

たP投与で過期妊娠となったラットにおいてもRU　486

で分娩の誘発が可能であった．子宮筋細胞間のgap

junction（gjs）形成は分娩開始直前に観察され，子宮

筋細胞を静的状態から分娩時の動的状態へ変化させ

て協調的子宮収縮を発来させる重要な変化と言われ

ている24）．妊娠後期のラットにRU　486を投与する

とgjsの形成が増加したことより，Garfieldら25）はこ

の機序を通じて子宮収縮が促進，分娩が開始すると

推論した．Pで過期妊娠としたラットにRU　486を

投与すると大量投与群では全例分娩となったが，投

与量を減少すると分娩率も低下した．これはRU　486

の投与量が少ないと，抗P作用の発現が不十分で子

宮収縮が不完全なためである．RU　486がPG産生を

充進させるメカニズムは明らかでなく26），　Kellyら27）

は子宮内膜細胞を用いた培養実験でRU　486が直接

PGF2α産生を増大させることを報告したが，　Haluska

ら28）はアカゲザルを用いた実験で直接作用に否定的な

見解を述べている．今回，RU　486投与後のPGF2α

レベル値に一定の傾向を認めなかったが，子宮静脈，

子宮組織中のPGレベルに関しては，今後検討すべき

であろう．RU　486投与24時間後のP値はいずれの

群も投与前値に比し有意に低下したが，これは分娩

開始による二次的な低下と考えられた．Garfieldら25｝

も同様に妊娠第16日のラットにRU　486を投与する

と全胎仔の70％が30－48時間後に娩出され，48時

間後初めてP値が対照よりも有意に低下したことを

報告している．今回の実験成績と比較すると，RU　486

の分娩誘発効果は妊娠末期の方が優れていることが

示唆された．RU　486投与24時間後のトロホブラス

ト細胞に核の濃縮化傾向が認められたが，これは変

性所見のひとつで本剤の直接作用であるか否かは明

らかでない．Dasら29）はヒト胎盤を用いた培養実験で

RU　486が量依存性にhCG，　hPL，　Pの分泌を抑制す

ることを示し，トロホブラストへの直接作用の可能

性を示唆した．RU　486で誘発された子宮収縮パター

ンは自然分娩のそれとは異なるとの報告28｝があり，分

娩発来機序が若干異なる可能陸も否定できない．RU

486投与による早産例で死産率が高かったのは仔の未

熟性によると考えられた．Boscら3°｝はRU　486で分

娩を誘発，出生した仔のその後の発育には異常が無

かったと報告している．またP投与で過期妊娠にし

た群の子宮内胎仔死亡率，死産率が妊娠日齢ととも
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に高くなることは従来より述べられており4），RU　486

の影響は少ないと思われた．ラットcytosol　PRを測

定すると，RU　486投与後減少が認められたが，これ

は本剤がレセプターと結合したためと考えられる31）．

RU　486はcytosol　PRと複合体を形成することでP

に対し競合阻害を起こし抗P作用を発揮すると考え

られている3｝が，それ以降の動態の詳細は未だ明かで

ない．近年ステロイドホルモンは，核に存在するレ

セプターと直接結合して作用を発揮するとの説32）が提

唱されており，今後この点を含めた検討が必要であ

る．またC群で48時間後のcytosol　PRが増加した

が，血中Pの低下が原因の一つと考えられた．

　　今回の実験成績より，Pがラットの妊娠維持，分

娩開始に重要な役割を担っていることが確認された．

一方，分娩前にPの消退が認められない妊婦におい

てもRU　486の分娩誘発効果が確認されており33），

本剤の作用機序についてさらに検討を加える必要が

あると考えられる．

　稿を終えるに臨み御指導，御校閲を賜わりました

恩師荒井清教授に深謝致します．また直接御指導，

御鞭提頂いた神戸川明助教授に心から謝意を表し，

御協力頂きました土橋一慶講師，吉村幸子，小林美

和子，荒川聡子各研究員ならびに教室各員に感謝致

します．

　なお本文の要旨は第38回日本産科婦人科学会学術

講演会，第59，60回日本内分泌学会学術総会，第94

回日本不妊学会関東地方部会，第32回日本不妊学会

学術講演会および8th　International　Congress　of

Endocrinologyにおいて発表した．
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Effects　of　the

antigeStageniC　agent

　　　　　　RU　486　in

pregnant　rats

Takashi　Tsujii

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　　　　Teikyo　University，

　　　　　　　　　　Tokyo　173，　Japan

　　　　　（Director：Prof．　Kiyoshi　Arai）

　The　effects　of　the　antigestagenic　agent　RU　486　in

pregnant　rats　were　investigated，

　　Administration　of　RU　486　induced　abortion　in　a

dose　dependent　manner．　A　larger　dose　of　RU　486

was　necessary　to　interrupt　pregnancy　in　the　late

pregnancy　as　compared　with　the　early　pregnancy．　P

levels　of　RU　486－treated　rats　were　decreased．　The

low　Ievels　might　have　been　the　result　of　abortion．

Antiestrogen　tamoxifen　showed　a　synergistic　effect

when　used　in　combination　with　RU　486，

　　Premature　Iabor　was　initiated　in　rats　by　RU　486．

Administration　of　P　resulted　in　prolonged　preg－

nancy．　RU　486　interrupted　pregnancy　of　the　P－

treated　rats．　In　some　cases　RU　486　was　not　effective

enough　to　give　birth　to　all　the　fetuses．　Uterine

contractions　induced　by　RU　486　might　be　inade・

quate。　Effects　of　RU　4860n　induction　of　labor

during　late　gestation　was　dose　dependent．　The

mortality　rate　of　the　fetuses　during　expulsion　was

correlated　with　pre－or　postmaturity　but　not　with

toxicity　of　RU　486．　P　Ievels　declined　significantly　24

hours　after　the　RU　486・treatment．　It　is　probably　a

consequence　of　decreased　synthesis　of　P　following

parturition．　Nuclear　pyknosis　of　trophoblasts　was

observed　in　the　RU　486－treated　rats．　RU　486　may

have　a　direct　effect　on　the　trophoblasts．

　　These　results　demonstrate　that　P　is　required　for
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the　maintenance　of　pregnancy　and　withdrawal　of　P

is　one　of　the　first　steps　in　the　initiation　of　parturi一

tlorl　ln　rats．
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DEOXYRIBONUCLEIC　ACID
α一NUCLEOTIDYLTRANSFERASE　HAS　TWO　FORMS

AND　8．4S　DEOXYRIBONUCLEIC　ACID

α一NUCLEOTIDYLTRANSFERASE－PRIMASE
COMPLEX　SYNTHESIZES　DEOXYRIBONUCLEIC　ACID
ON　SINGLE－STRANDED　DEOXYRIBONUCLEIC　ACID

OF　BACTERIOPHAGE　fd

Satoshi　USUKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　Institute　of　Clinical　Medicine，

University　of　Tsukuba，　Ibaraki　305，　Japan

　　Abstract：Three　forms　of　deoxyribonucleic　acidα一nucleotidyltransferase（DNA　polymeraseα）

sedimented　at　about　8．4S，6．6S　and　3．4S　by　the　sucrose　gradient　centrifugation　from　sea　urchin

eggs　and　embryos．

　　The　8．4S　and　6．6S　forms　corresponded　to　DNA　polymeraseαand　the　3．4S　form　to　DNA

polymeraseβ．　Only　the　8．4S　form　was　capable　of　catalyzing　ribonucleotides－dependent　DNA

synthesis，　using　single－stranded　DNA　as　the　template，　suggesting　the　DNA　primase　to　be　associat－

ed　with　8，4S　DNA　polymeraseα．

　Furthermore，　de　novo　deoxyribonucleic　acid（DNA）synthesis　by　the　pure　DNA　polymeraseα

（8．4S　DNA　polymeraseα）－primase　complex，　prepared　from　a　nuclear　extract　of　sea　urchin

embryos，　was　studied　in　vitro　with　single－stranded　DNA　of　bacteriophage　fd　as　a　template．

Product　analysis　of　DNAs　showed　that　the　complex　synthesizes　a　wide　range　of　DNAs　as　to　size

on　the　template．　The　amount　of　DNA　increased　linearly　with　the　incubation　time　from　15　to　120

min　with　the　similar　size　distributions　of　the　synthesized　DNAs．

　These　results　suggest　that　sea　urchin　DNA　polymeraseαis　classified　as　DNA　polymeraseα，

8．4S　with　DNA　primase，　and　DNA　polymeraseα，6．6S　without　DNA　primase，　and　that　the　DNA

polymeraseα一primase　complex　synthesizes　defined　sizes　of　DNAs　on　the　template　with　the

similar　DNA　chain　elongation　rate（about　620　bases／min　at　26℃）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，34（1），47－55，1989）

Introduction

　Recently，　Usuki　and　co－workersiNi7｝reported

that　DNA　polymeraseα，　one　of　three　kinds　of

DNA　polymerase（α，βandγ）in　eukaryotes
（Table　1）18”一一25｝，　is　involved　in　the　events　related　to

the　reproductive　process（Fig．1）．　Multiple　forms

of　the　DNA　polymerase　a　have　been　reported，　but

the　biochemical　properties　distinguishing　them

from　each　other　are　not　known26｝．

　Recently，　the　association　of　DNA　primase，　a

subunit　of　DNA　polymeraseαinvolved　in　the
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primer　RNA　synthesis　of　Okazaki　fragments27・28｝，　　　DNA　primase　activity28｝has　been　described．　The

with　DNA　polymeraseαwas　reported　in　a　vari－　　DNA　polymeraseα一primase　complex　seems　to

ety　of　eukaryotes29～31）．　In　sea　urchin　embryos，　the　　　participate　in　the　formation　of　Okazaki　frag－

heterogeneity　of　DNA　polymeraseα32・33｝and　　　ments，25・300　bases　in　length　attached　with　small

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　L　Nomenclature　for　DNA　polymerases

DNA　polymerase α β γ

Terms　used　previously
118’t9），　II　20’21），　C22’23〕，6・8S24｝，　maxi25｝，　II［8レ19｝，12e’21），　N22’23），3．4S24｝，　Min25｝ III臥19｝，　R　2け

Sedimentation　constant

Molecular　weight

（dalton）

　　　　　7－10S

150，000－250，000

　　　　3－4S

38，000－40，000

　　　　　6，8S

l50，000－250，000

pH 一 4．5 8．5－9、O 5－6

Sensitivity　to

SH－inhibitors

Aphidicolin

N・Ethylmaleimide

ddTTP

TernPlate　primer

Activated　DNA
Poly（rA）「oligo（rT）

　　High

Sensitive

Sensitive

Resistant

　　Low

Resistant

Resistant

Sensitive

　　High

Resistant

Sensitive

Sensitive

十 十

十 十

DNA　polymerase；called　also　DNA　deoxynucleotidyltransferase，　DNA　nucleotidyltransferase　or　DNA

pyrophosphoxylase．

4pyroph〔〕sphate＋（DNA）n

DNA　polymerase　↓↑

4deoxynucleoside　triphosphates＋（DNA）n、1
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Fig．1　Relationship　between　various　hormones　and　Chinese　herbal　medicine　and　DNA　polymeraseαduring

　　　　　　ovariarl　follicle　growth．

　　　　　　R，receptor；U．　factors　undetermined　at　present；AC，　adenylate　cyclase；GH，　growth　hormone；PRL，

　　　　　　prolactin；E，　estrogen；HZ，　Hachimijiogan；TS，　Tokishakuyakusan；IP3，　inosito11，4，5－triphosphate．
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RNA34），　in　vivo29・30・3s）．　The　present　study　was

carried　out　to　examine　whether　DNA　polymerase

αhas　different　molecular　sizes，　and　to　determine

the　amount　of　DNA　products　and　the　DNA　chain

elongation　rate　in　order　to　provide　some　insight

into　the　in　vivo　function　of　the　DNA　polymerase

α一primase　complex．

Materials　and　Methods

　　The　unfertilized　eggs　and　blastulae（embryos

developed　for　15　hr　at　20℃　after　fertilization）of

the　sea　urchin，正lemicentrotz｛s　pzalchern’mzas，　were

washed　three　times　with　sea　water　and　three

times　with　1．OM　glucose　prior　to　use．

　　Unlabelled　　deoxyribonucleoside　5’－triphos－

phates，　ribonucleoside　5’－triphosphates　and　2’，

3’－dideoxythymidine　5’－triphosphate　（ddTTP）

were　purchased　from　Boehringer　Mannheim

（West　Germany＞．［3H］deoxythymidine　5’－

triphosphate（dTTP，96．8　Ci／mmo1），［3H］deox－

yguanosine　5’・triphosphate（dGTP，429　Ci／mmol）

and［35S］deoxyadenosine　5’－triphosphate（dATP）

αS（1，015Ci／mmol）were　purchased　from　New

England　Nuclear（Boston，　U．　S．　A．）．　Calf　thymus

DNA　was　obtained　from　Sigma　Chemical　Co．（St．

Louis，　U．　S．　A．），　and　activated　as　described

previously36）．　Aphidicolin　was　a　gift　from　Dr．　S．

Ikegami（Department　of　Applied　Biochemistry，

Hiroshima　University）．　N－Ethylmaleimide　was　a

product　of　Wako　Pure　Chemicals（Osaka）．　Bacter－

iophage　fd　DNA　was　a　gift　from　Dr．　T．　Yagura

（Saitama　Cancer　Center　Research　Institute）．　Poly

（dc），λDNA－Hind　III　fragments　andφX174　RF

DNA－Hae　III　fragments　were　obtained　from　P－L

Biochemicals（Milwaukee，　U．　S．　A．），　Nippon　Gene

（Toyama）and　New　England　Biolabs（Beverly，　U．

S．A．），　respectively．

Sucrose　9πadient　centnfugαtion

　　The　unfertilized　eggs（1x105）and　blastulae

（1xlO5）were　homogenized　in　1．O　ml　of　a　solution

containing　O．25　M　sucrose，20　mM　potassiurn

phosphate　buffer（PPB，　pH　7．9），5mM　2－mercap－

toethanol　and　10　mM　ethylenediaminetetraacetic

acid（EDTA）and　centrifuged　at　10，500　x　g　for　30

min．　To　the　resulting　supernatant（1．O　m1）were

added　2　mg　of　bovine　serum　albumin（BSA）and　58

mg　of　NaCI，　followed　by　the　addition　of　O．3　ml　of

distilled　water．　An　aliquot（0．4　ml）of　the　super－

natant　was　applied　onto　a　4．6　ml　of　lO－20％（w／v）

sucrose　gradient　containing　20　mM　PPB（pH　7．9），

5mM　EDTA，5mM　2－mercaptoethanol，0．25　M
NaCl　and　l　mg／ml　BSA．　Centrifugation　was　car－

ried　out　at　48，000　rpm　for　21　hr，　using　a　Hitachi

swinging－bucket　rotor　RPS55T．　The　fractions

（0．28ml）were　then　collected　from　the　bottom　of

the　centrifuge　tube．　To　determine　sedimentation

coefficients　of　the　DNA　polymerases，　beef

catalase　（11．3S），　yeast　alcohol　dehydrogenase

（7。6S）and　horse　hemoglobin（4。4S）were　centri－

fuged　in　a　same　run．

PreParation　Of　the　DM4　Po！ymeratgeα一加㎜6

60吻忽加窺seαurchin　embryos

　　The　embryos（about　5x105）were　homogenized

in　a　20　ml　solution　containing　O．25　M　sucrose，20

mM　Tris－HCI（pH　8．0），5mM　MgCl2　and　1．0％

Triton　X－100　with　a　Teflon－glass　homogenizer，

followed　by　centrifugation　at　2，000　x　g　for　10　min．

The　precipitate　was　resuspended　in　20　ml　of　the

above　solution　without　Triton　X－100，　and　then

centrifuged　at　2，000　x　g　for　lO　min．　Again　the

precipitate　was　resuspended　in　l、O　ml　for　O．25　M

sucrose，25　mM　Tris　HCI（pH　8．0），5mM　MgCI2，

1．O　M　NaCl　and　l　mg／ml　BSA，　followed　by　centri－

fugation　at　10，500　x　g　for　20　min．　Thus　obtained

supernatant（200μ1）was　applied　to　a　4．8　m110－

20％linear　sucrose　gradient　containing　20　mM

PPB（pH　7．9），0．25　M　NaCl，5mM　2・mercap－

toethanol，5mM　EDTA　and　l　mg／ml　BSA，　and

then　centrifuged　at　48，000　rpm　for　18　hr　in　a　rotor．

After　the　centrifugation，　fractions（0．2　ml　each）

were　collected　from　the　bottom　of　the　tube　and

aliquots　of　the　fractions　were　assayed　for　DNA

polymerase　α一primase　activity．　The　fraction

showing　the　activity　was　used　for　the　experi－

ments．

〃酪鷹窺傭げDNA　Po加zerase　activity

　　The　enzyme　solution（5μ1）was　incubated　for　60

min　at　26℃in　the　standard　reaction　mixture（25

μ1）containing　25　mM　Tris－HCI（pH　7．5），50μM

each　of　dATP，　deoxycitidine　5’－triphosphate

（dCTP），　dGTP，　and　dTTP（containing　1．0μCi

［3H］dTTP），10　mM　MgC1，，50　mM　NaCl，100μg

BSA，10％glycerol　and　4．0μg　of　activated　DNA．

Following　incubation，　the　radioactivity　incorpo一
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rated　into　the　acid－insoluble　fraction・was　deter－

mined　as　described　previously3）．　DNA　polymerase

activity　was　defined　as　the　pmol　deoxynucleotide

5’・monophosphate（dNMP）incorporated　into　the

acid－insoluble　fraction／60　min／26℃．　To　distin－

guish　DNA　poIymeraseαfromβ，　the　assays　were

conducted　simultaneously　with　and　without　in－

hibitors（20μg／ml　aphidicolin，20mM　N・ethy1－

maleimide　and　100μM　dideoxythymidine　5’－tri－

phosphate）．

4fα魏〃伽翻Of　DNA　Po！ymerczse　a－prinzase　activ一

め

　　To　determine　the　activity　of　the　DNA　polymer－

ase　α一primase　complex，　the　ribonucleotides－

dependent（NTP－dependent）DNA　synthesizing

activity　and　the　poly（dC）－dependent　DNA　synthes－

izing　activity　were　measured．　Each　was　defined　as

pmol　dNMP　incorporated　into　the　acid・insoluble

fraction／60　min／26℃．

　　An　NTP－dependent　DNA　synthesis　was　carried

out　as　described　in　measurement　of　DNA　poly－

merase　activity，　except　that　1．0　μg　single－

stranded　DNA　of　bacteriophage　fd　was　added，

instead　of　activated　DNA，　in　the　presence　and

absence　of　NTPs（1　mM　ATP，500μM　each　of

CTP，　GTP　and　deoxyuridine　5’－triphosphate

［UTP］）．　The　difference　in　activity　with　and

without　NTPs　was　designated　NTP－dependent

DNA　synthesizing　activit｝・．

　　Poly（dC）－dependent　DNA　synthesis　was　carried

out　as　described　in　measurement　of　DNA

polymerase　activity，　except　that，　instead　of

dATP，　dCTP，　dTTP　and　activated　DNA，1．0μg

poly（dC）and　1．0μCi［3H］dGTP　were　used　in　the

presence　and　absence　of　200μMGTP．　The　differ－

ence　in　activity　with　and　without　GTP　was

designated　poly（dC）－dependent　DNA　synthesizing

actlVlty．

DM　synthesis　by　the　DNA　Po！ymeraseα・加㎜θ

comPlex　with　single－stranded　D醐．げbacteri’ひ

ρ加96μαsαtemPlate

　　Aliquots　of　the　enzyme　solution　were　incubated

for　definite　times　at　26℃　in　a　25μl　standard

reaction　mixture　containing　25　mM　Tris・HCI（pH

7．5），50μMeach　of　dATP，　dCTP，　dGTP　and

dTTP（containing　1。0μCi［3H］dTTP　or［35S］－

dATPαS），1．5　mM　ATP，500μM　each　of　CTP，

GTP，　and　UTP，10　mM　MgC12，40　mM　NaCl，10

μgBSA，10％glycerol　and　2．0μg（094　pmol）

single・stranded　DNA　of　bacteriophage　fd．　To

determine　the　DNA　synthesizing　activity，25μl　of

200mM　Tris－HCI（pH　8．0），0．5　M　NaCI　and　50　mM

EDTA　was　added　after　the　incubation，　and　then

incorporation　of［3H］deoxythymidine　5’－mono－

phosphate　into　the　acid－insoluble　fraction　was

determined　as　described　previously33）．　To　analyze

the　reaction　products　by　gel　electrophoresis，50μl

of　l．5％sodium　dodecyl　sulfate，200　mM　Tris－HCl

（pH　8．0），0．5　M　NaCl　and　50　mM　EDTA　was　added

after　the　incubation　with［35S］dATPαS，　and　then

the　DNA　fraction　was　extracted　according　to

Dillon　et　al．37）．

Analysis　of　the　1）NA　Products

　　The［35S］－labelled　DNA　products　were　subject－

ed　to　gel　electrophoresis　in　O．7％neutral　agarose

gel　for　15　hr　at　20　v／14　cm，　and　in　1，4％alkaline

agarose　gel　for　14　hr　at　30　v／14　cm，　according　to

the　methods　of　Sugden　et　al．38）and　Ikeda　et　al．39），

respectively．　After　the　electrophoresis，　each　gel

was　stained　with　5μg／ml　ethidium　bromide，　foll－

owed　by　visualization　of　the　DNA　under　a　UV

lamp　at　304　nm．　The　gel　was　then　dried　on　DEAE

paper　and　cut　into　3　mm　slices，　and　then　the

radioactivity　in　each　slice　was　counted　in　a

toluene，based　scintillator．

Other　methods

　　Protein　content　was　determined　by　the　method

of　Lowry　et　al．4D）using　BSA　as　a　standard．　All

chemical　reagents　were　of　analytical　grade　and

organic　solvents　were　distilled　prior　to　use．

Results

　　On　sucrose　gradient　centrifugation，　the　DNA

polymerase　showed　three　peaks　of　activity（8．4±

0．6，6．6±0．4and　3．4±0．2　S；mean±SD）（Fig，2）．

The　8．4S　and　6．6S　activities　corresponded　to　DNA

polymeraseα，　while　the　3．4S　activity　correspond・

ed　to　DNA　polymeraseβ．　The　NTP－dependent

DNA　synthesizing　activity　co－sedimented　with

only　8．4S　activity，　suggesting　the　8．4S　activity　to

correspond　to　the　DNA　polymeraseα一primase

complex．　In　Fig．3，　the　8．4S　fraction　catalyzed

DNA　synthesis　with　single－stranded　DNA　of

bacteriophage　fd　as　a　template　in　the　presence　of
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ATP，　CTP，　GTP　and　UTP，　and　the　DNA　synthe－

sis　was　due　to　DNA　polymeraseαbut　not　DNA

polymeraseβorγ，　Almost　all　of　DNA　products

synthesized　in　vitro　was　seen　at　a　position　corre一
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Fig．2　Separation　of　DNA　polymerase　activity　by

　　　　　　sucrose　gradient　centrifugation．　The　arrows

　　　　　　indicate　the　positions　of　yeast　alcohol　dehyd－

　　　　　　rogenase（7．6S）and　horse　hemoglobin（4．4S）．

　　　　　　DNA　polymerase　activity　with　activated　DNA

　　　　　　as　the　template（o，20　mM　N－etylmaleimide・

　　　　　　treated；●，Nethylmaleimide－untreated）；ribo－

　　　　　　nucleotides（NTP）－dependent　DNAsynthesizing

　　　　　　activity　with　single－stranded　DNA　of　bacterio－

　　　　　　phage　fd　as　the　template（△）．
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Fig．3　Time　course　of　DNA　synthesis　by　the　DNA

　　　　　　polymeraseα一primase　compiex　with　single－

　　　　　　stranded　DNA　of　bacteriophage　fd．○，　DNA

　　　　　　synthesis　in　the　standard　reaction　mixture；●，

　　　　　　ribonucleotides　omitted；△，20μg／ml　aphidicolin

　　　　　　added；▲，100μM　2’，3’－dideoxythymidine　5’・

　　　　　　triphosphate　added；□，20　mM　N－ethylmalei－

　　　　　　mide　added．

sponding　to　single－stranded　DNA　of　bacterio－

phage　fd　on　alkaline　agarose　gel　electrophoresis

（data　not　shown）．　The　newly　synthesized　DNAs，

more　than　90％of　which　was　separated　from　the

template，　increased　linearly　with　the　120　min

incubation　time，　and　showed　a　wide　size　range　of

200－6，000bases　with　similar　size　distributions

（Fig．4）．　The　3，000－6、000　base－DNA　was　synthes－

ized　during　the　first　5－15　min　incubation（Fig，4）．

The　amount　of　newly　synthesized　DNA，　con－

talned　in　the　defined　DNA　bands　shown　as　I，　II，

III，　IV　and　V　in　Fig．4，　was　plotted　versus　the

incubation　time，　and　the　amount　increased　linear－

ly　with　the　incubation　time（data　not　shown）．　The

mean　lengths　of　the　DNAs　were　4，000，1，700，1，000，

600and　250　bases　for　I，　II，　III，　IV　and　V　in　Fig．4，

respectively．　In　Table　2，　the　DNA　chain　elonga一
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Fig．4　New　DNA　synthesis　by　alkaline　agarose　gel

　　　　　　electrophoresis。　DNA　synthesis　was　carried

　　　　　　out　with　the　DNA　polymeraseα・primase　com・

　　　　　　plex（5μl　of　fraction　number　5　in　Fig．2）in　the

　　　　　　presence　of［35H］dATPαS．　The　incubation　times

　　　　　　for　the　DNA　synthesis　are　shown　in　the　Figure．

　　　　　　fd　denotes　the　position　of　bacteriophage　fd

　　　　　　single－stranded　linear　DNA（6，408　bases　in

　　　　　　length）．
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Table　2．　Defined　sizes　of　DNAs　and　DNA　chain　elongation　rates．

DNA　bands
Mean　lengths　of　DNAs　DNA　chain　elongation　rates
　　　　　　　（bases）　　　　　　　　　（bases／min）

I

II

III

V

4，000

1，700

1，000

600

250

666

425

625

750

625

LII，IIL　N，and　V　correspond　to　the　DNA　bands　indicated　by　bars　L　II，

IIL　N　and　V　in　Figure　4．

tion　rate　for　each　DNA　was　determined　by　divid－

ing　the　mean　length　of　each　DNA（bases）by　the

time，　initial　appearance　time　of　a　defined　size　of

DNA，　when　the　amount　of　DNA　was　O　cpm．　The

mean　rate　was　approximately　620　bases／min

（618±107；mean±SD）．　This　rate　was　greater　than

of　in　vivo　Okazaki　fragments．

Disc皿ssion

　　In　this　study，　the　DNA　polymeraseαwas

classified　as　DNA　polymeraseα，8，4S　with　DNA

primase，　and　DNA　polymeraseα，6．6S　without

DNA　primase．　It　is　well　known　that　the　DNA

polymeraseα一primase　complex　participates　in

the　formation　of　small　ribonucleic　acid（RNA）

and　catalyzed　DNA　chain　elongation　with　RNA

using　single－stranded　DNA　as　a　primer28～31・35）．

The　present　DNA　polymerase　α　（8．4S　DNA

polymerase　α）－primase　complex　synthesized

DNA　on　single－stranded　DNA　of　bacteriophage　fd

through　the　same　mechanism　as　that　in　the　case　of

the　purified　DNA　polymeraseα一primase　complex

as　reported　previously　28～31β5）．

　　The　DNA　synthesis　occurred　on　defined　regions

of　the　template，　independently　of　the　incubation

time，　and　defined　sizes　of　DNAs　are　synthesized

repeatedly　at　the　same　DNA　chain　elongation

rate，　approximately　620　bases／min　at　26℃．Kδnig

et　al．41）reported　that　the　DNA　polymeraseα一

primase　complex　synthesizes　defined　sizes　of

DNAs，　of　approximately　600・2，000　bases　in　length，

on　single－stranded　DNA　of　bacteriophage　fd　in

Xenopus　laevis　and　that　the　sizes　of　DNAs　syn－

thesized　depend　on　the　structure　distribution　on

the　template．

　　The　properties　of　the　present　DNA　polymerase

α．primase　complex　are　consistent　with　those　for

the　Xenopus　complex，　suggesting　that　the　synthe－

sis　of　the　defined　sizes　of　DNAs　may　also　depend

on　the　structures　of　the　template．

　　The　mean　present　DNA　chain　elongation　rate

for　the　DNAs　was　approximately　620　bases／min

and　greater　than　inび勿00kazaki　fragments42）．

This　also　suggests　that　some　factors　other　than

the　8．4S　DNA　polymeraseα一primase　complex

participate　in　the　in　vivo　formation　of　Okazaki

fragments．

　　Recently，　Shioda43）prepared　another　crude

DNA　polymeraseα・primase　complex　from　sea

urchin　blastulae　the　DNA　synthesis　of　which　was

approximately　5－10－fold　greater　than　that　of　the

present　complex　under　the　same　conditions．

There　may　exist　at　least　two　DNA　polymerase

α一primase　complexes　in　the　sea　urchin　blastula．

Therefore，　the　present　DNA　chain　elongation

rate，10wer　than　that　for　another　complex，　seems

to　be　due　to　the　properties　of　the　complex　itself

rather　than　the　conditions　used．　The　complex

seems　to　function　in　vivo　in　association　with　other

factors　which　maintain　the　in　vivo　elongation

rate．

　　Recently，　the　DNA　polymeraseαhas　been

shown　to　be　closely　involved　in　the　events　related

to　the　reproductive　processト17），　So，　the　biochemi－

cal　elucidation　of　the　action　of　DNA　polymerase

αis　also　a　very　intriguing　Problem　to　be　inves－

tigated，　as　to　basic　and　clinical　aspects，　and　such

astudy　might　provide　unique　models　for　under－

standing　the　mechanism　of　further　metabolic

pathways　leading　to　DNA　replication　in　relation
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to　the　reproductive　system．

In　summary，　sea　urchin　DNA　polymeraseα

seems　to　be　classified　as　two　forms，8．4S　with

DNA　primase　and　6．6S　without　DNA　primase，

and　the　8．4S　DNA　polymeraseα一primase　complex

may　synthesize　defined　sizes　of　DNAs　with　the

similar　DNA　chain　elingation　rate（about　620

bases／min）（Fig．5）．

謙。潔瀦，・〈
6．5S

8．4S＋primase一

defined
sizes　of

DNAs
（Ca，62e

base5／min）

4）

5）

6）

DNA
polymerase DNA　polymeraseβ一3．4S

｛nucleδr　repeir）

DNA　polymeraseγ
（mitochondrial　replication）

complex

Fig．5　DNA　po】ymeraseαand　DNA　polymeraseα一

　　　　　　primase　complex　in　the　sea　urchin．

Acknowledgements

　　The　author　is　grateful　to　thank　Dr．　M．　Shioda，

Faculty　of　Medicine，　University　of　Tokyo，

Tokyo，　Japan，　for　making　the　DNA　polymerase

determinations．　The　author　also　wishes　to　thank

Miss　Y．　Hayasaka　and　Mrs．　M．　Kusumi　for　the

technical　assistance，　and　Miss　N．　Morohashi　for

typing　this　paper．　This　work　was　supported　in

part　by　the　Ministry　of　Education，　Science，　and

Culture　of　Japan　and　Tsukuba　University　Project

Research．

References

1）Usuki，　S．，　Iwasaki，　H．，　Usuki，　Y．　and　Shioda，

　　　M，l　Effects　of　LH，　FSH　and　prolactin　on　induc－

　　　tion　of　DNA　polymeraseαandβby　rat
　　　preovulatory　follicles．　In　Gamete　Quality　and

　　　Fertility　Regulation，　pp．63－72．　Eds　R．　Rolland，

　　　M．J．　Heineman，　S．　G．　Hillier　and　H．　Vemer．

　　　Amsterdam－New　York：Excerpta　Medica，1985．

2）Usuki，　S．　and　Iwasaki，　H，：Effects　of　LH　and

　　　FS］EI　on　estrogen，　progesterone　and　testoster・

　　　one　secretion　by　rat　preovulatory　follicles　in－

　　　cubated　or　perifused　in　vitro．　In　Growth　and

　　　Differentiation　of　Cells　in　Defined　Environ・

　　　ment，　pp　285－288．　Eds　H．　Murakami，1．　Yamane，

　　　D．W．　Barnes，　J．　P．　Mather，1．　Hayashi　and　G．

　　　H．Sato．　Berlin－New　York：Springer－Verlag，

　　　1985．

3）Usuki，　S．　and　Shioda，　M．；Increase　in　DNA

　　　polymeraseαactivity　associated　with　DNA

　　　synthesis　due　to　FSH　or　oestrogen　in　ovaries　of

　　　immature　rats．　J．　Endocr．，110：353，1986．

7）

8）

9）

10）

11）

12）

13）

14）

15）

（53）53

Usuki，　S．　and　Iwasaki，　H，：LH　and　FSH　induce

DNA　polymeraseαactivity　required　for　DNA

replication　by　preovulatory　follicles。　Jap．　J．

Fert．　Ster．，31：234，1986．

Usuki，　S．：Gonadotropic　regulation　of　DNA

polymerase一αactivity　in　rat　preovulatory　folli・

cles．　Jap．　J，　Fert．　Ster．，31：371，1986．

Usuki，　S．　and　Shioda，　M：Follicle－stimulating

hormone　and　estrogen　elevate　deoxyribonu－

cleic　acidα一nucleotidyltransferase　activity　in

relationship　to　deoxyribonucleic　acid　synthesis

ill　immature　rat　ovaries，　Am．　J．　Obstet．

GynecoL，155：447，1986．

Usuki，　S．，　Iwasaki，　H．，　Miyakawa，　S．，　Saitoh，

M．，Okane，　M．　and　Shioda，　M：Chinese　herbal

medicines　and　gonadal　steroidogenesis．　J．　Med．

Pharm．　for　WAKAN・YAKU（Japanese　press），

3：219，1986．

Usuki，　S．　and　Shioda，　M．：Induction　of　DNA

polymeraseαin　isolated　immature　rat　ovaries

by　follicle－stimulating　hormone．　Horm．　metab．

Res．，19：508，1987．

Usuki，　S，，　Usuki，　Y．，　Sakamoto，　K．　and　Shioda，

M．：LH－RH　stimulates　inducement　of　DNA

polymeraseαprior　to　DNA　synthesis　in　im－

mature　rat　ovaries．　In　Neuroendocrinology　of

Reproduction，　pp　59－67．　Eds　R．　Rolland，　J．

Heineman，　N．　Naaktgeboren，　J．　Schoemaker，

H．Vemer　and　W．　Willemsen．　Amsterdam－New

York：Elsevier　Science　Publishers，1987．

Usuki，　S．　and　Usuki，　Y．：Follicle－stimulating

hormone　induces　deoxyribonucleic　acid
polymeraseαbefore　deoxyribonucleic　acid
synthesis　in　immature　rat　ovarian　follicles

perfused　in　vitro．　Obstet．　GynecoL，71：307，1988．

Usuki，　S．：Effects　of　Tokishakuyakusan　on

DNA　replication．　JAMA（SuppL），　II：38，1988．

Usuki，　S．，　Kubota，　S．　and　Usuki，　Y．：Effects　of

luteinzing　hormone－releasing　hormone　on

induction　of　DNA　polymeraseαactivity　and

DNA　synthesis　in　hypophysectomized　im－
mature　rat　ovaries，　Biomed．　Res．，9：1331988．

Usuki，　S．　and　Shioda，　M．：DNA　polymeraseα

activity　in　the　endometrium　of　the　human

uterus　and　rat　uterus　during　the　4・day　estrous

cycle．　In　Placental　and　Endometrial　Proteins，

in　press，　Ed．　Y．　Tomoda．　Utrecht；VNUScience

Press，1988．

Shioda，　M．　and　Usuki，　S．：Deoxyribonucleic

acid　polymeraseαactivity　in　the　endometrium

of　human　uterus　during　the　menstrual　cycle．

Am．　J．　Obstet．　Gynecol，159，　Res．，　in　press，1988．

Usuki，　S．：T6ki－syakuyaku－san　stimulates

cyclic　adenosine　3’－5’－monophosphate　accumu－

Iation　and　deoxyribonucleic　acid　α一nucleo・

tidyltransferase　activity　in　rat　ovaries。　Jap．　J．



54（54） FORMS　OF　DNA　POLYMERASEαAND　DNA　SYNTHESIS 日不妊会誌　34巻1号

16）

17）

18）

19）

20）

21）

22）

23）

24）

25）

26）

27）

28）

Fert．　Ster．，33：3851988，

Usuki，　S．：Effects　of　Chinese　herbal　medicines

（Ba・Wei－Di－Huang－Wan，　Dang－Gui－Shao－Yao－

San　and　Gui－Zhi・Fu・Ling－Wan）on　steroido－

genesis，　cyclic　AMP　accumulation　and　DNA

polymeraseαactivity　in　rats．　Sterility　and

Chinese　Medicine．　The　Oriental　Healing　Arts

Institute　International　Bulletin．，　in　press，1988．

Usuki，　S．：Hachimijiogan　and　Tokishakuya－

kusan　enhance　deoxyribonucleic　acidα一nucleo・

tidyltransferase　activity　in　relationship　to

DNA　synthesis　by　ovarian　follicles　via　a　cyclic

AMP　system．　Am．　J．　Chin．　Med．　Med．，　XVI：37，

1988．

Lewis，　B．　J．，　Abrel1，　J．　W．，　Smith，　R。　G．　and

Gallo，　R．　C．：DNA　polymerase　in　human

lymphoblastoid　cells　infected　with　similar　sar－

coma　virus．　Biochem。　Biophys．　Acta，349：148，

1974．

Matsukage，　A．，　Bohn，　E　W．　and　Wilson，　S．　H．：

Multiple　forms　of　DNA　polymerase　in　mouse

myeloma．　Proc．　NatL　Acad．　Sci．　U　S．　A．，71：

578，1974．

Baril，　E．　F．，　Jenkins，　M．　D．，　Brown，0．　E．，

Laszlo，　J．　and　Morris，　H．　P．：DNA　polymerase

Iand　II　in　regenerating　rat　liver　and　Morris

hepatomas．　Canc．　Res．，33：1187，1973．

Fry，　M．　and　Weissbach，　A．：Anew　deoxyr・

ibonucleic　acid　dependent　deoxyribonucleic

acid　polymerase　from　HeLa　cell　mitochondria．

Biochemistry，12：3602，1973．

Sedwick，　W．　D．，　Wang，　T．　S．－F．　and　Korn，　D．：

Purification　and　properties　of　nuclear　and　cyto－

plasmic　deoxyribonucleic　acid　polymerases
from　human　KB　cells．　J．　Biol．　Chem．，247：5026，

1972．

Sedwick，　W．　D．，　Wang，　T．　S．－F．　and　Korn，　D．：

“Cytoplasmic”deoxyribonucleic　acid　polymer－

ase．　J．　BioL　Chem．，250：7045，1975．

Chang，　L．　M．　S．　and　Bollum，　F．　J．：Variation　of

deoxyribonucleic　acid　polymerase　activities

during　rat　liver　regeneration．　J．　BioL　Chem．，

247：7948，1972．

Chang，　L．　M．　S，　and　Bollum，　F．　J．：Induction　of

DNA　polymerase　in　mouse　L　cells．　J．　Mo1．

BioL，74：1，1973．

Weissbach，　A．：The　functional　roles　of　mam・

malian　DNA　polymerase．　Arch．　Biochem．　Bio－

phys．198：386，1979．

Benbow，　R．　M，　Gaudette，　M．　E，　Hines，　P．　J．

and　Shioda，　M，：Initiation　of　DNA　replication

in　eukaryotes．　In　Control　of　Animal　Cell　prolif－

eration，　pp．449－475，　Eds　A．　L．　Boynton　and　H．

L．Leffert．　New　Yorkl　Academic　Press，1985．

Yagura，　T．，　Kozu，　T．，　Seno，　T．，　Saneyoshi，　M．，

Hiraga，　S．　and　Nagano，　H．：Novel　form　of

29）

30）

31）

32）

33）

34）

35）

36）

37）

38）

39）

40）

41）

DNA　polymerase　α　associated　with　DNA
primase　activity　of　vertebrates．　J．　BioL　Chem

258：13070，1983．

Conaway，　R．　C．　and　Lehman，1．　R．：ADNA

primase　activity　associated　with　DNA

polymeraseαfrom　Drosophila　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　melanOgaSter

embryos．　Proc．　Natl，　Acad．　Sci．　U．　S．　A．，79：

2523，1982．

Shioda，　M，　Nelson，　E．　M．，　Bayne，　M．　L．　and

Benbow，　R．　M、：DNA　primase　activity　associat．

ed　with　DNA　polymeraseαfrom　Xenopus
laevis　ovaries．　Proc．　Natl．　Acad，　Sci．　U．　S．　A．，

79：7209，1982．

Kozu，　T．，　Yagura，　T．　and　Seno，　T．：De　novo

DNA　synthesis　by　a　novel　mouse　DNA
polymerase　associated　with　primase　activity．

Nature，298：180，1982．

Racine，　F．　M．　and　Morris，　P．　W．：DNA　polymer－

ase　alpha　and　beta　in　the　California　urchin．

Nucl，　Acids　Res．，5：3945，1978．

Shioda，　M，　Nagano，　H，　and　Mano，　Y．：Associa－

tion　of　DNA　polymeraseαandβwith　rough
endoplasmic　reticulum　in　sea－urchin　eggs　and

changes　in　subcellular　distribution　during　early

embryogenesis．　Eur．　J．　Biochem．，108：345，1980．

DePamphilis，　M．　L　and　Wassarman，　P．　M．：

Replication　of　eukaryotic　chromosomes：a
close－up　to　the　replication　fork．　Ann．　Rev，

Biochem．，49：627，1980．

Yagura，　T．，　Kozu，　T．　and　Seno，　T．：Mouse　DNA

replicase：DNA　polymerase　associated　with　a

novel　RNA　polymerase　activity　to　synthesize

initiator　RNA　of　strict　size，　J．　BioL　Chem．，257：

11121，1982．

Fansler，　B．　and　Loeb，　L．　A．：Sea　urchin　nuclear

DNA　polymerase．　Methods　Enzymol．，29：53，

1974．

Dillon，　J．　R，　Bezanson，　G，　S．　and　Yeung，　K．－H．：

Basic　techniques．　In　Recombinant　DNA　Metho－

dology，　pp．1－114。　Eds　J．　R．　Dillon，　A．　Nasim

and　E，　R．　Nestmann．　New　York；John　Wiley

and　Sons，1985．

Sugden，　B．，　DeTroy，　B．，　Roberts，　R．　J．　and

Sambrook，　J．：Agarose　Slab・gel　electrophoresis

equipment．　Anal．　Biochem，68：36，1975．

Ikeda，　J．，　Longiaru，　M．，　Horwitz，　M．　S．　and

Hurwitz，　J．：Elongation　of　primed　DNA　tem－

plates　by　eukaryotic　DNA　polymerases．　Proc．

Natl．　Acad．　Sci．　U、　S．　A．，77：5827，1980．

Lowry，　OH，　Rosebrough，　N．　J．，　Farr，　A．　L　and

Randall，　R．　J．：Protein　measurement　with　the

Folin　phenol　reagent．　J．　Biol．　Chem，193：265，

1951．

Kδnig，　H．，　Riedel，　H．　D．　and　Knippers，　R．：

Reactions　in　vitro　of　the　DNA　polymerase－

primase　from　Xenopus　laevis　eggs：arole　for

1



1889年1月1日 S．USUKI

　　ATP　in　chain　elongation．　Eur．　J．　Biochem。，135：

　　435，1983．

42）Shimada，　H。　and　Terayama，　H．：Discontinuous

　　DNA　replication　in　developing　sea　urchin　em－

　　bryos．　Dev．　Biol．，54；151，1976．

43）Shioda，　M．：Ribonucleotides－dependent　DNA

　　synthesis　with　nuclear　membrane・DNA
　　polymeraseα一fraction　of　sea　urchin　embryos．

　　ZooL　Sci．，3：199，1986．

DNA　polymeraseαと

　　　　DNA合成

筑波大学臨床医学系産婦人科

臼杵　葱

　近年，DNA　polymeraseαが卵巣や子宮におけるホ

ルモン作用によるDNA合成の代謝経路で重要な役割

をはたしていることが明らかにされつつあるが，DNA

polymeraseαの化学的特性については不明の点が多
い．

（55）55

　今回はDNA　polymeraseの形とDNA合成能につ

いてin　vitroでの実験を行なったので報告する。

　ウニの卵ないし胚をホモジネート後，簾糖密度勾配

でDNA　polymerase活性を分離し，沈降速度（S）で

ピークを形成した部分のDNA　polymerase活性の測定

とDNA　primaseとの結合能について検討した．っい

で，DNA　pelymerase　cr・primase複合体を簾糖密度勾

配で分離させ，バクテリオファージfdのsingle－
stranded　DNAを用いてDNA合成能を調べ，アガロ

ースゲルを用いた電気泳動でDNA鎖の長さとDNA鎖
の延長比について検討を加えた．

　藤糖密度勾配でDNA　polymeraseは8．4S，6．6Sお

よび3．4Sの3つのピークを形成し，前2者はDNA
polymeraseαに，後者はDNA　polymeraseβに相当

し，8．4S　DNA　polymeraseαがDNA　primaseと複

合体を形成し，DNA合成基質からのDNA合成を促進
させた．

　DNA　polymeraseα一primase複合体のDNA合成
は100　一一　6，000basesに至ったが，一定のDNA鎖の延長

比（約620bases／分）をもってDNA合成をさせた。

　以上の事実はDNA　polymerase　aには2つ形（8．4S，

6．6S）が存在し，その内8．4SのみがDNA　primaseと

複合体を形成し，一定のDNA鎖の延長比（約
620bases／分）をもってDNAを合成させることが明ら

かとなった。

　　　　　　　　　　　　（受付：1988年1月21日）
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LUTEINIZING　HORMONE－RELEASING

HORMONE　CAUSES　INDUCEMENT　OF　DNA

POLYMERASEαACTIVITY　AND　SEQUENTIAL
DNA　SYNTHESIS　DURING　CELL

PROLIFERATION　IN　IMMATURE　RAT　OVARIES

Sayuri　KUBOTA，　Yoshihito　ICHIKAWA　and　Satoshi　USUKI

　　　　　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　　　　　　　　　Institute　of　Clinical　Medicine，

　　　　　　　　　　University　of　Tsukuba，　Ibaragi　305，　Japan

　Abstract：To　provide　some　insight　into　how　the　Iuteinizing　hormone－releasing　hormone

（LH－RH）is　involved　in　cell　proliferation　in　ovaries，　the　deoxyribonucleic　acid（DNA）polymerase

activities　and　DNA　content　of　ovaries　from　LH・RH－treated　hypophysectomized　immature　rats

were　measured．　Six　hours　following　L｝1－RH　administration（0．2－200μg／rat），　DNA　polymerase

αactivity　and　the　specific　activity｛activity　per　DNA　content）were　found　to　have　increased

significantly（p＜0．01）in　a　dose－dependent　manner．　Thereafter（for　12　hours　following　the　treat－

ment），　the　ovarian　DNA　content　increased　significantly（p＜0，01）with　200r　200μgof　LH－RH．　Any

change　detected　in　the　DNA　polymeraseβactivity　due　to　the　hormone　treatment　was　not

significant．

　These　results　suggest　that　LH－RH　causes　the　inducement　of　DNA　polymeraseαactivity　prior

to　DNA　synthesis　for　cell　proliferation　during　ovarian　follicle　growth．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），56－61，1989）

Introd皿ction

　The　hypothalamic　gonadotropin　releasing　hor・

mone（GnRH）has　been　reported　to　have　receptors

in　granulosa，　thecal　and　luteal　cells　at　all　stages

of　cellular　differentiationi），　and　to　both　directly

stimulate　and　inhibit　ovarian　functions2）．　How－

ever，　very　few　studies　have　been　performed　on　the

effects　of　this　hormone　on　DNA　synthesis　and　cell

division．　The　authors　recently　showed　evidence

pointing　to　the　possibility　that　LH－RH　causes　the

inducement　of　DNA　polymerase　α　activity，

required　for　DNA　replication3），　and　sequential

DNA　synthesis　in　immature　rat　ovaries4），　and　the

role　of　LH－RH　is　hypothesized　as　shown　in　Figure

1．
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Fig．1　Hypothetic　role　of　LH－RH　in　ovarian　DNA

　　　　　synthesis．
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　　The　present　study　was　carried　out　to　investi・

gate　the　time－courses　of　changes　in　DNA　polymer・

aseαactivity　or　sequential　DNA　synthesis　in

hypophysectomized　immature　rats　treated　with

various　doses　of　LH－RH．

Materials　and　Methods

　　LH－RH　（synthetic　LH－RH，　gonadorelin　in

hydrochloride；AY－24，031－A－26，　prepared　at

Ayerst　Research　Laboratories，　Montreal，　Canada）

was　kindly　provided　by　Drs．　S．　Raiti（University

of　Maryland，　Baltimore，　Maryland，　U．　S．　A．）and

G．Bialy（Contraceptive　Development　Branch，

Center　for　Population　Research，　National　Insti－

tute　of　Child　Health　and　Human　Development，

Bethesda，　Maryland，　U．　S．　A．）．

　　Immature　female　rats　of　the　Wistar－lmamichi

strain，　obtained　from　the　Imamichi　Institute　for

Animal　Reproduction　（Saitama，　Japan），　were

maintained　in　an　environment　illuminated　daily

from　O8．00　to　20．00　h．　The　rats　were　hypo・

physectomized　at　21　days　of　age　via　the　paraphar－

yngeal　approach．　The　animals　were　treated　with

LH－RH（0．2，2，200r　200μg／0．2　ml　of　O．9％saline／

rat，　subcutaneously）at　25　days　of　age．　Standard

purine　chow　and　water　were　always　available，　but

after　the　hypophysectomy　an　aqueous　solution　of

5％glucose　was　used　as　the　source　of　drinking

water．　The　animals　were　killed　by　decapitation

under　mild　ether　anesthesia　at　3，60r　12　hours

following　LH－RH　treatment．　The　control　group

received　saline　alone．　Following　autopsy，　the

ovarles　were　quickly　removed　and　the　oviducts

and　surrounding　tissue　were　stripped　off．　Large

folllcles（more　than　O，25　mm　in　diameter）were

removed　from　the　isolated　ovaries　under　a　dissect－

ing　microscope　and　used　for　the　enzyme　and　DNA
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Fig．2　Experimental　procedure．

measurements（Fig．2）．　DNA　polymeraseαandβ

activity　was　determined　from　incorporation　of

［3H］deoxythymidine－monophosphate　into　the

acid－insoluble　fraction　with　activated　DNA　as　a

template，　and　the　DNA　content　was　determined

according　to　Burton5）．　The　DNA　polymerase

activity　and　DNAcontent　were　expressed　as　pmol

deoxynucleotide　5’－monophosphate（dNMP）incor－

porated　into　the　DNA　fraction　in　20　minutes　at

37℃／mg　protein　andμg／mg　protein，　respectively．

　　The　protein　content　was　determined　by　the

method　of　Lowry　et　al．6）with　bovine　serum　albu－

min　as　the　standard．

　　The　estradiol－17β（E2）level　in　the　serum　at　3，6

and　12　hours　following　LH－RH　treatment　was

determined　by　radioimmunoassay．　Blood　samples

were　obtained　at　autopsy　and　centrifuged　at　3，000

r，　p．　m　for　10　minutes　at　4℃．The　sera　were　frozen

at－20℃　until　assayed　for　E2　according　to　the

method　of　Usuki7｝．

　　All　chemical　reagents　were　of　analytical　grade

and　organic　solvents　were　distilled　prior　to　use．

Student’s　t－test　was　used　for　statistical　analysis

and　significant　differences　were　determined　at　the

level　of　p＜0．05。

Results

　　In　untreated　or　saline－treated　hypophysectom－

ized　rat　ovaries，　no　significant　changes　in　DNA

polymeraseαorβactivities，　DNA　content　or

specific　activity（activity／μg　of　ovarian　DNA）

were　observed　during　the　l2　hours　following

hypophysectomy（data　not　shown）．　The　time－

courses　of　changes　in　ovarian　DNA　polymerase

activities　and　DNA　synthesis　caused　by　LH－RH

（0．2，2，200r　200μg／rat）were　followed　in　hypo－

physectomized　rats（Figs．3and　4）．　DNA　polymer－

aseαactivity　increased　gradually　following　O．2－

200μg／rat　LH－RH　treatment，　reaching　a　peak　6

hours　after　the　treatment　and　then　showed　a

plateau　or　slight　decrease（Fig．3）．　The　ovarian

DNA　content　began　to　increase　from　6　hours

following　the　LH－RH　treatment　and　the　increase

became　significant（p〈0．01）at　12　hours　after　20－

200μg／rat　LH－RH　treatment（Fig．4）．　In　Figure　5，

the　specific　activity　of　DNA　polymeraseαalso

increased　significantly（p＜O．Ol）from　6　hours　fol一
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Fig．3　Time　courses　of　changes　in　DNA　polymerase

　　　　　　activity　caused　by　LH・RH　in　hypophysectom－

　　　　　　ized　immature　rat　ovaries．　Hypophysectom－

　　　　　　ized　rats　were　administered　O．2－200μg／rat　of

　　　　　　LH－RH　at　25　days　of　age　and　DNA　polymer－

　　　　　　aseαactivity　was　then　measured　as　described

　　　　　　in　the　text．　Only　saline　was　administered　to

　　　　　　the　control．　The　activity　of　DNA　polymerase

　　　　　　αwas　expressed　as　DNA　polmeraseαactiv－

　　　　　　ity　per　mg　protein　of　an　ovary．　Each　value　is

　　　　　　the　mean±S，　E．　M．（veηticαl　bars）of　six

　　　　　　observations．

　　　　　　DNA　polymerase　α　activity　（○，　LH－RH－

　　　　　　treated；●，　saline－treated）；

　　　　　　DNA　polymeraseβ　activity　（△，　LH－RH－

　　　　　　treated；▲，　saline－treated）．

　　　　　　＊；significantly　different　from　the　control，

　　　　　　p〈0．05；

　　　　　　＊＊：significantly　different　from　the　control，

　　　　　　p〈0．01；

　　　　　　＊＊＊：significantly　different　from　the　col｝

　　　　　　tro】，　p〈0．001。

10wing　LH－RH　treatment．　More　effective　stimula－

tion　was　obtained　with　20－200μg／rat　of　LH－RH

than　with　O2－2μg／rat．　However，　there　was　no

significant　difference　in　DNA　polymeraseαactiv－

ity，　DNA　content　or　specific　activity　between　20

and　200μg／rat　of　LH－RH．　The　DNA　polymerase

βactivity　or　specific　activity　of　DNA　polymerase

βdid　not　change　with　these　doses（Figs．3and　5）．

　　In　Table　1，　DNA　polymeraseαactivity　in　the

follicular　extracts　used　in　this　experiment　is　addi－

tive，　and　neither　activators　nor　inhibitors　could　be
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Fig．4　Changes　in　DNA　content　caused　by　LH・RH　in

　　　　　　hypophysectomized　immature　rat　ovaries．

　　　　　　Hypophysectomized　rats　were　administered

　　　　　　O．2－200μg／rat　of　LH－RH　at　25　days　of　age

　　　　　　and　DNA　content　was　then　measured　accord－

　　　　　　ing　to　Burton5）．　Each　value　is　the　mean±S．

　　　　　　E．M．（vertical　bars）of　six　observations，

　　　　　　口，LH－HR・treated；■，　saline－treated．

　　　　　　＊：significantly　different　from　the　control，

　　　　　　p＜O．01．
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Fig．5　Time　courses　of　changes　in　specific　activity

　　　　　　caused　by　LH－RH　in　hypophysectomized　im－

　　　　　　mature　rat　ovaries．　Hypophysectomized　rats

　　　　　　were　administered　O．2－200μg／rat　of　LH－RH

　　　　　　at　25　days　of　age　and　DNA　polymeraseα

　　　　　　activity　and　DNA　content　were　then　mea－

　　　　　　sured　as　described　in　the　text．　Only　saline　was

　　　　　　administered　to　the　controL　The　specific

　　　　　　activity　of　DNA　polymerase　a　was　expressed

　　　　　　as　DNA　polymeraseαactivity　per　DNA
　　　　　　content．　Each　value　is　the　mean±S．　E．　M．

　　　　　　｛verticαl　bars）　of　six　observations．　Specific

　　　　　　activity　of　DNA　polymeraseα（◎，　LH・RH－

　　　　　　treated；◎，　saline－treated）；specific　activity　of

　　　　　　DNA　polymeraseβ（△，　LH－RH－treated；△，

　　　　　　saline・treated）．

　　　　　　＊：significantly　different　from　the　control，

　　　　　　p＜0．05；

　　　　　　＊＊：significantly　different　from　the　control，

　　　　　　p＜0．01；

　　　　　　＊＊＊：significantly　different　from　the　con－

　　　　　　trol，　p＜0．001．
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Table　1．　Effects　on　DNA　polymeraseαactivity　of　mixing　together　differe－

　　　　　　　　　ent　kinds　of　ovarian　extracts　from　hypophysectomized　immature

　　　　　　　　　rats．　The　values　are　means±S．EM．　for　three　assays，

Source　of　mixed　ovarian　extracts DNA　polymeraseαactivity（pmol）

A B A B A＋B

HPX
HPX
S－HPX

　　S．HPX

LHRH－HPX
LHRH－HPX

2．1±0．2

2．1±0，2

2．4±0，2

2．4±0．2

6．9±O．5

6．9±0．5

4，2±0．3

9．0±0．4

9，4±0．8

Supernatant　fractions　of　ovarian　homogenates　were　obtained　frQm　hypophysecto・

mized　rats（HPX），　saline－treated　HPX　rats（S－HPX）and　LH－RH－treated　HPX　rats

（LHRH・HPX）as　under　Materials　and　Methods．　A，　B　and　A十B　represent　the

supernatant　used（A十B；mixture　of　supernatants　A　and　B）or　its　DNA　polymer－

aseαactivity．　DNA　polymeraseαactivity　was　expressed　as　pmol　dNMP　incor・

porated　in　20　min　at　37℃．There　was　no　significant　difference　in　DNA　polymer・

aseαactivity　when　the　sum　of　the　two　activities　of　A　and　B　was　compared　with

the　activity　of　the　mixtしlre（A＋B）．

detected　in　the　extracts．　To　investigate　the　effects

of　serum　E20n　DNA　poIymeraseαactivity，　the

E，level　was　measured．　The　serum　E21evels　at　3，

6and　12　hours　following　LH－RH　treatment（0．2－

200μg／rat）ranged　from　65．O　to　109．2　pg／ml，　these

Ievels　being　not　statistically　significant　compared

with　those　in　the　control　group（87．2±3．5；mean±

S．E．　M．）．

Discussion

　　Although　many　studies　have　demonstrated　the

direct　stimulatory　effect　of　LH－RH　itself　on　ovar－

ian　functions，　very　little　work　has　been　done　in

human　and　rat　in　regard　to　the　direct　effects　of

LH－RH　on　cellular　proliferation　during　ovarian

follicular　growth．　Recently，　Usuki　and　Shioda8），

and　Usuki　and　Usuki9）found　that　FSH　or

estrogen　causes　an　increase　in　DNA　polyrnerase

α，an　essential　component　for　DNA　replication　in

eukaryotic　cells3），　activity　per　cell　in　z／ivo　in　the

rat　ovary　and　that　this　lncrease　In　activity　ls

accompanied　by　DNA　synthesis．　In　the　present　m

vzvo　study，　DNA　polymeraseαactivity，　whlch

tends　to　decrease　following　hypophysectomy　ln

mtact　rat　ovarles8）was　enhanced　significantly　by

LH－RH　treatment，　mdicating　that　LH－RH　pos・

slbly　increases　DNA　polymerase　　activity　zn

VzvO　ln　lmmature　rat　OvarleS．

　　No　activator　of　the　enzyme　may　be　involved　ln

this　increase，　since　the　enzyme　activity　was　found

to　be　additive　when　LH－RH－treated　and－untreated

ovarian　extracts　were　mixed　and　then　assayed　for

the　activity．　This　increase　in　activity　caused　by

LH－RH　seems　to　be　due　to　an　increase　in　the

enzyme　molecule　itself．

　　The　nuclear　DNA　content　per　ovary　increased

significantly　during　12　hours　following　LH－RH

treatment　but　did　not　change　with　an　increase　in

the　inducement　of　DNA　polymeraseα．

　　The　specific　activity　of　DNA　polymeraseα

（DNA　polymeraseαactlvity　perμg　DNA）also

increased　in　parallel　with　the　increase　in　DNA

polymeraseαactivity．　These　findings　confirm　the

observation　in　the　previous　study8）that　the　level

of　DNA　polymeraseαactivity　is　controlled　at　the

cellular　level　in　the　ovary．

　　The　present　study　involved　the　use　of　ovarian

follicles；therefore　it　may　be　difficult　to　define

which　ovarian　cells　were　responsible　for　the

induction　of　DNA　polymeraseαactivity，　since

ovarian　GnRH　receptors　are　widely　distributed　in

luteal，　thecal　and　granulosa　cells　at　all　stages　of

cellular　differentiation1）．　The　cellular　site　of

action　of　GnRH　remains　to　be　determined．

　　Dorrington　et　aLlo｝reported　that　LH－RH　in－

dependently　stimulates　estrogen　production　in

granulosa　cells　cultured　in　vitro．　However，　in　our

in　vivo　experiment，　the　E21evel　in　the　serum
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showed　no　significant　change　compared　with　that

in　the　case　of　the　hormone－untreated　controls，

indicating　that　LH－RH　may　not　have　indirectly

enhanced　DNA　polymeraseαactivity　or　DNA

content　via　E2　production．　The　mechanism

involved　in　the　latter　also　remains　to　be　elucidat・

ed．

　　Since　the　enzyme　induction　is　supposed　to　be　a

prerequisite　for　DNA　synthesis　during　ovarian

growth　as　reported　previouslyn），　it　is　suggested

from　these　findings　that　LH－RH　functions　to

induce　DNA　polymeraseαand　sequential　DNA

synthesis　during　ovarian　follicular　growth（Fig．6）．

The　physiological　significance　of　the　direct　ovar・

ian　action　of　LH－RH　is　also　a　very　intriguing

problem　to　be　investigated，　as　to　both　basic　and

clinical　aspects，　and　such　a　study　might　provide

unique　models　for　understanding　the　mechanism

of　the　LH・RH　action　in　cellular　proliferation

during　ovarian　follicular　growth．
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　　　　　　follicular　growth．
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LUteiniZing　hOrmOne－

　　releasing　hormone

（LHRH）の卵巣細胞増殖に

　　及ぼす影響について

筑波大学臨床医学系産科婦人科

窪田早百合　市川喜仁　臼杵　葱

S，KUBOTA　et　al．

　LHRHの卵巣機能に及ぼす直接作用に関する研究は

比較的多くあるが，細胞増殖に関する研究は極めて少

ない．我々は，既にLHRHがDNAの合成を促進させ

ることを明らかにした．今回はLHRHに対するDNA
polymerase活性，ないしDNA合成のdose　response
とtime　courseについて，下垂体摘出（HPX）ラット

を用いて，in　vivoでの検討を加えたので報告する．

　21日齢のWistar－lmamichi系雌ラットにHPXを

（61）61

施行し，HPX後4R目に0．2－200μg／ラットのLHRH

（synthetic　LHRH；AY－24，031－A－26）を皮下投与

した．LHRH投与後3，6，12時間目にエーテル麻酔

下で断頭屠殺し，卵胞を摘出し，卵胞組織中のDNA
polymerase（α，β）活性，およびDNA量を測定した．

　DNA　polymeraseα活性，およびDNA量は，　LHRH
の投与で各々コントロール群に比べ，有意な増加（Pく

0．001，P〈O．Ol）を示した，一方，　DNA　polymerase

β活性は，LHRHの投与で有意な変化を示さなかった．

また，DNA　polymeraseαのspecific　activityは，

コントロール群に比し有意な増加を示したが，DNA
polymeraseβのspecific　activityには変化が認められ

なかった．

　以上の事実は，LHRHは卵胞細胞内のDNA　poly－
meraseα活性を増加させ，　DNA合成を促進させ，卵

巣の細胞増殖に関与することを示している．

　さらにLHRHは卵巣においてDNA修復酵素である
DNA　polymeraseβ活性には直接作用を有しないこと

が明らかとなった．

　　　　　　　　　　　　（受付；1988年2月23日）
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ヒト妊娠初期脱落膜由来腺上皮細胞株と

間質細胞株の樹立とその性状

　　Establishment　and　Analysis　of

Property　of　Glandular　Epithelial　Cell

　　　Line　and　Stromal　Cell　Line

　　Derived　from　Human　Decidua

　　　　　　of　First　Trimester

東京慈恵会医科大学産婦人科学教室

　　松本和紀　楠原浩二　小田原靖
Kazunori　MATSUMOTO　Koji　KUSUHARA　　Yasushi　ODAWARA

　　渡辺直生　許山浩司　川勝雅彦
Naoiku　WATANABE　Hiroshi　MOTOYAMA　Masahide　KAWAKATSU

　　　　　　　　　　　　　　寺　島　芳　輝

　　　　　　　　　　　　　Yoshiteru　TERASHIMA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　Jikei　University　School　of　Medicine

　正常妊娠第11週の脱落膜を人工妊娠中絶術時採取し，奥村の濾紙法にてクローニングを行ない，腺

上皮細胞株（Decidual　Epithelial　cell　line：DE株）と間質細胞由来の線維芽細胞株（Decidual　Fibrob－

Iast　cell　line：DF株）の2株を樹立した．両株は共に約15か月間，15・・一・20代の継代を行なった．細

胞数倍加時間はDE株で，45．2時間，　DF株で約11日である．単層培養においてDE株は上皮性敷石

状配列を示し，接触阻止が起こらず，容易にpiling　up状態を示す．一方DF株は紡錘形のFibroblast

でconfluenceでは各細胞が交錯してnet状を示しpiling　upはみられない．核型は異数性に幅広く分

布するが，そのmodeはDE株でtriploidyからtetraploidyに分布し，　DF株ではtriploidy付近に存

在する．明らかなmarker　chromosomeは見られない．超微形態学的にはDE株はcytoplasmic微絨

毛が多く，細胞内小器官がよく発達し，活発な分泌機能をうかがわせた．一方，DF株には著明なlysosome

を認めた．DE株，　DF株共に培養液にEstrogenを添加することによりDNA合成能が，　Progesterone

添加により蛋白合成能でそれぞれ高められた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil，　SteriL，34（1），62－67，1989）

緒　　言

　ヒト妊娠脱落膜は分泌期内膜から、妊卵の着床，

絨毛の分化増殖により分化形成され，妊卯の維持，

絨毛の侵入に対する母体防禦等数多くの機能が推定

されている．

　また近年脱落膜細胞のプロラクチン産生，プロス

タグランディン産生，等が詳細に報告されつつあり，

免疫学的関与も議論され注目を集めている．

　着床周辺期および妊娠初期の子宮内膜および脱落

膜の機能を検索する一つの有力な手段として、細胞

培養系の樹立は有用と考えられ，既に幾つかの株の
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樹立が報告されている．我々はEstrogen，　Progester－

oneに反応性を有する細胞株即ち，腺上皮細胞株（DE

株）と間質由来の線維芽細胞株（DF株）を樹立した

ので，その性状，超微形態学的所見等を報告する．

なおEstrogenとProgesteroneに対する反応1生はin

vitroにて，3H－thymidine（Thd）up　takeをもって

細胞増殖能を，3H－Proline（Pro）up　takeをもって

細胞の蛋白合成能をそれぞれ検討した．

研究方法

1．材料と株樹立

　正常妊娠第11週の脱落膜を人工妊娠中絶術時無

菌的に採取し，抗生剤入りPenicillinG　50u／ml，　Stre・

ptsmycin　50μg／ml（GIBCO）Hanks’Solutionで充

分に洗浄した後，細切し，Dispase　9001U／m1添加

Ham　F－10で解離遠沈後，　Pelletをgrowth　mediun

にて分散させ，約5×105／m1の浮遊単離細胞を静置

培養した，1週間後上皮細胞の敷石状colonyと線維

芽細胞の混在するMonolayer　sheetを得た，これよ

り奥村の濾紙法にて両細胞を別々に分離増殖せしめ

た．継代培養はDispase　9001U／ml添加Ham　F－10

あるいはO．25％Tripsin　solutionで細胞を剥離し，

遠沈後growth　mediumで1：2，あるいは1：4split

で行なった．

2．増殖曲線（Growth　curve），細胞数倍加時間

（Population　Doubling　time），細胞密度（Saturation

density）5×104／mlの浮遊単離細胞を35mm　plastic

dishに植込み，連日6　・一　14日間，3dishの細胞数を

産出し，その平均をもって増殖曲線を作制，倍加時

間及び細胞密度を測定した．なお培地交換は隔日に

行なった．

3．形態学的観察

　培養細胞は位相差顕微鏡で観察すると共に透過型

電顕で観察した．透過電顕用標本はrubber　police－

manで細胞を剥離iし，　PBS　1％GLA（in　PBS，　PH7．3）

で15分間前固定後2％ショ糖加PBSで洗浄し，つ

いでMillonig　buffer　1％OsO4（PH7．3）にて15分間

後固定した．その後，上昇アルコール系列で脱水し，

Epon（Epok812）－Aralditeに包埋し，超薄切片作製

後ウラン，鉛による電子染色を施し，TEM（JEOL，

JEM－100B）にて観察した．

4．核型分析

　培養細胞に1×10『7Mのcolcemidを4－・6時間

作用させ，0．2％Kcl　solutionで15分間処置し，3：

1alcohol　acetic－acid　mixtureで固定後室温乾燥さ

せGiemsa染色し鏡検した．

5．Estrogen，　Progesteroneに対する反応1生の検討

①細胞をDispase　3001U／m！にて解離し，24　well

multichamber　plateに約2×104／well細胞をseed

した．

②MediumはEagle　MEM，　Dextran　coated　char－

coa1（DCC）処理にて内因性Steroidを除去したFCS

を2％添加して，各well　lm1使用した．

③細胞をseedした後，　Estradiol－17β（E，）（Sigma

社製）を終濃度10－1DM～10－7M，　Progesterone（P、）

（Sigma社製）を終濃度10－9M－－10－6Mとなるよう添

加した．溶媒に用いたalcoholはいずれも終濃度0．1

％以下となるようにし，0．1％以下ではalcoholは細

胞増殖に影響を与えないことを予備実験で確認した．

各群4個のwellにて実験を行なった．

④3日間培養後Thymidine－5LH3，L－Proline－

5－H，を各々Ilt　Ci添加し，更に1時間培養した．

⑤SDS（Sodium　Dodecyl　Sulfate）を終濃度1％とな

るよう加え細胞を可溶化した．

⑥冷TCA（Trichloro　Acetic　Acid）を終濃度5％と

なるよう加え，沈殿した酸不溶1生分画をWhatmanの

glass　microfibre　filterで回収した．

⑦液体シンチレーションカウンターにて細胞内に取

り込まれた放射能を測定した．

実験成績

1．細胞株の樹立

　ヒト妊娠初期脱落膜由来腺上皮細胞株（DE株〉

と問質線維芽細胞株（DF株〉の2株を得た．両細

胞株は12％FCS添加Ham　F－10mediumにて継代
培養した．

2．増殖曲線（GC．），細胞数培加時間（D．T．）

　DE株（図1）とDF株（図2）の増殖曲線を示

す．DE株は12代，DF株は5代継代時のものであ

る．倍加時間はDE株で45．2時間，DF株で約11日

であった．
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図1　DE　cell（上皮性細胞）の増殖曲線

　　D．T．＝45．2hrs

6
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図2　DF　cell（間質線維芽細胞〉の増殖曲線

　　　D．T＝11　days

写真l　DE　ce11の位相差顕微鏡

　　　　細胞は方形ないし菱形で微絨毛を多くもつ．

　　　　E皮性敷石状配列を示す．接着性である．

3．形態学的観察

①DE株：上皮性敷石状配列を示すが接触阻止がお

こらず，容易にpile　upする．細胞は方形ないし菱形

でadhesiveである（写真1）．

　TEMでは著明なcytoplasmic　projectionを認め，

よく発達した細胞内小器官から分泌機能の旺盛な細

胞であることをうかがわせた（写真2）．

②DF株：紡錘形の細長いfibroblastでconfluence

になると細胞が交錯してNetを形成する．pile　upは

みられない（写真3）．

　TEMでは著明な1ysosome様穎粒を認める．（写
真4）．

4．核型（Karyotype）分析

　DE株は15代，DF株は7代継代時に核型分析を
行なった．

　染色体は両株とも異数性に幅広く分布し，その

modeはDE株でtriploidyからtetraploidyに分布

し，DF株ではtriploidy付近に存在した．写真5，

6に両株のKaryotypeを示す明らかなmarker　chro－

mosomesは認められなかった．

5．Estrogen，　Progesteroneに対する反応性の検討．

日不妊会誌34巻1号

写真2　DE　cel1のTEM　×5000

　　　　細胞内小器官がよく発達している．

　　　　分泌機能の旺盛な細胞であることをうかがわせる．

ヨノ翼
　　　　　壼

益呼二、’

tttWhls．

戯

．k灘

紡錘型の間質線維芽細胞

写真3　DF　celIの位相差顕微鏡

　　　　飽和状態になると細胞が交錯に網状になる．

①DE－cellの3H－Thd　uptakeはE，　10’9Mで促進さ

れ，それよりも高い濃度ではむしろ抑制された（図
3）．

②DF－cellの3H－Thd　uptake　dま　E、で濃度依存性に

促進された（図3）．

③DE－cellの3H－Thd　uptakeはP、10－8Mで軽度

促進された（図4＞．
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図3　各細胞の3H－Thd．取り込みに及ぼすEstradiol－

　　　17βの効果

　　　DE　cellはE2－17β10’9MでもっともDNA合成能

　　　が高く，　DF　cellではE，－17βに濃度依存1生にDN

　　　A合成能が高くなる．
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図4　各細胞の3H－Thd．取り込みに及ぽすProgester－

　　　oneの効果

　　　ProgesteroneによりDNA合成能はさほどの影響

　　　をうけていない．
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図5　各細胞の3H－Pro．取り込みに及ぼすEstradiol－

　　　17βの効果

E，－17βは蛋白合成能にはさほどの影響を与えては

いない．

　　　　　　写真6
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DFce11の核型分析
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図6　各細胞の3H－Pro．取り込みに及ぼすProgester－

　　　oneの効果

　　　Progesterone添加によりDE株，　D　F株共に蛋白

　　　合成能は促進される．

④DF－cellの3H－Thd　uptakeはP、によりほとんど

影響を受けなかった（図4）．

⑤DE－cell，　DF－cell共にE、では3H－Pro　uptakeは

ほとんど変化しなかったが（図5），P、にて濃度依存

性に促進された（図6）．

考　　案

　従来ヒト正常子宮内膜細胞株樹立の報告はいくつ

かあるが1’－12｝，脱落膜由来細胞株の樹立は数少ない13｝。

我々は今回妊娠初期脱落膜由来の上皮性腺細胞株と

間質細胞株を樹立した．

　近年IVF－ETの技術の進歩と共にヒトにおける受

精現象の詳細はしだいに明らかにされつつある．し

かしながら着床とその周辺期における胚一内膜相関
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は今だに未知の部分が多く，IVF－ET成功率を高くす

る為にもこの着床期の解明が急がれるところである．

　　今回我々の樹立した脱落膜細胞株はEstrogen，

Progesteroneの各Steroid　hormoneに対し，　in　vivo

で観察される反応と似た反応をin　vitroで示してお

り、着床とその周辺期における内膜側の生物学的特

性を知る上での重要な研究手法を開発することが出

来るものと期待される．

（稿を終わるに臨み，御指導を頂きました石川博教授

（慈恵医大第2解剖学）に深謝致します．）
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Establishment　and　analysis

　　　　of　the　property　of

aglandular　epithelial　cell

　　　line　and　stromal　ce11

line　derived　from　hllman

decidua　of　first　trimester

　Kazunori　Matsumoto，　Koji　Kusuhara，

Yasushi　Odawara，　Naoiku　Watanabe，

Hiroshi　Motoyama，　Masahide　Kawakatsu

　　　　　　and　Yoshiteru　Terashima

Department　of　Obsterics＆Gynecolgy

Jikei　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　Tokyo　105，　Japan

　Two　cell　lines，　i．　e．　a　glandular　epithelial　cell　line

（decidual　epithelial：DE　cell　line）and　stromal　cell

Iine（decidual　fibroblast：DF　cell　line），　derived　from

the　human　decidua（taken　from　the　uterus　at　the

llth　week　of　normal　pregnancy　at　the　time　of

artificial　abortion），　were　established　through　clon－

ing　by　Okumura’s　filter　paper　method．　Both　cell

lines　were　maintained　by　15－20　subcultures　for

about　15　months．　The　doubling　time　was　45．2　hours

for　the　DE　cell　line　and　approximately　ll　days　for

the　DF　cell　Iine．　In　monolayer　culture，　cells　of　the

DE　line　were　found　to　be　arranged　like　stepping

stones　as　are　epithelial　cells　in　vivo　and　readily

piled　up　without　showing　contact　inhibition．　Cells

of　the　DF　line，　on　the　other　hand，　were　spindle－

shaped　fibroblasts，　at　confluences　were　fourld　to

cross　each　other　to　form　a　network　and　did　not

show　pilig　up．　Cells　of　both　lineages　were　aneuploid
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and　ranged　widely　in　ploidy，　its　mode　of　distribu・

tion　being　from　triploidy　to　tetraploidy　for　the　DE

cell　line　and　at　around　triploidy　for　the　DF　cell　line．

There　was　noted　no　noticeable　marker　chromo・

some．　Ultrastructurally，　DE　cells　had　prominent

cytoplasmic　projections，　which　implies　that　these

（67）67

cells　have　active　secretory　functior1，　while　cells　of

the　DF　lineage　had　prominent　lysosomes．　The

capacities　of　both　DE　and　DF　ce11s　to　synthesize

DNA　and　protein　were　augmented　by　estrogen　and

progesterone，　respectively．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年4月12日）
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LH含量の異なるHMG製剤を用いた

排卵誘発成績の比較検討

Comparison　of　Effects　of　Three　HMG

　　Preparations　with　Different　LH

　　Contents　on　Ovulation　Induction

藤　田　善　子

Yoshiko　FUJITA

大阪大学医学部産科婦人科学教室

田　坂　慶　一

Keiichi　TASAKA

谷　澤　　　修

Osamu　TANIZAWA

三　宅　　　侃

Akira　MIYAKE

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Osaka　University　Medical　School

異なったLH含量を有する3種類のHMG製剤を無排卵婦人23症例に使用しその臨床効果を比較検

討した．1）排卵率は，HMG「日研」83．9％，ヒュメゴン82．4％，パーゴナル77．2％で，各々のHMG

製剤の間で差はなかった．2）HCG切り替え時の血中E2値は，　HMG「日研」916±276pg／ml，ヒュ

メゴン1283±326pg／ml，パーゴナル1024±277pg／m1であった．又，主席卵胞の大きさは，　HMG「日

研」25．1±1．8mm，ヒュメゴン23．6±1．2mm，パーゴナル220±1．4mm．又，直径10mm以上の卵胞

数はHMG「日研」3．9±0．5個，ヒュメゴン3．7±0．5個，パーゴナル3．2±0．5個であった．各治療

間で卵胞発育のパラメーターに差は認められなかった．3）OHSS発生率は，　HMG「日研」6．5％，

ヒュメゴン5．9％，パーゴナル4．5％と各治療間に差は認められなかった．以上の成績より，LH含量

の異なるHMG製剤での排卵誘発成績に大きな差はなく，特にLH含量の少ないHMG「日研」でも

OHSS発生頻度が減少することはなさそうである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），68－72，1989）

緒　　言

　近年，GIFT法，　IVF－ET法等，不妊症治療の著し

い進歩により，最も強力な排卵誘発剤であるHMG製

剤の果たす役割は非常に重要なものである．しかし，

卵巣過剰刺激症候群（OHSS）や多胎妊娠等の副作用

の問題がいまだ解決されておらず、その使用にあた

っては，細心の注意を必要とするところである．

　副作用発生の要因としては，ゴナドトロピンに対

する性腺の感受性，HMG製剤の投与方法，　HCG製

剤の投与方法，HMG製剤中のFSH／LH含量比等が

考えられる．これらの要因の中で，HMG製剤のFSH／

LH比は，　FSH含量が一定とされているため，　LH含

量が問題となるわけであるが，今回，我々は実際に

臨床使用されているHMG製剤3種をとりあげ，　LH

含量の差（表1）が，排卵率，妊娠率，OHSS発生

率等に，どのように関係しているかについて卵胞発

育を含めて検討を行なったので，その成績を報告す

る．

対象と方法

　昭和62年6月初めより10月末までの5ケ月間に，

大阪大学医学部附属病院産婦人科ホルモン外来を受

診した，排卵障害を有する婦人計23例を対象とした．
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表1　各種HMG製剤におけるFSH　75単位に
　　　対するLH含量

藤田　他

製　剤　名 LH含量（IU）

HMG「日研」 2～4

ヒュメゴン 58～109

パーゴナル 75

表2　対象患者及び各種基礎値

HMG「［」研」 ヒュメゴン ハーゴナル

症例数 22 14 16

年齢（歳） 31．3±0．9 30．4±0．9 32．2±1．1

体重（kg） 49．3土1．2 50．9±L4 48．9±1．5

LH（m1U～ml） 23．7±2．7 24．8±3．5 21，4エ2．9

FSH（mlU　mD 12．9±2．8 112±1．2 12．5±3．8

PRL（ng　ml） 14．3±1．6 13．5±1．8 12．5±1．9

＊mean±SE．

表3　各種HMG製剤による治療成績

HMG「日研」 ヒュメゴン ノ｛一ゴナル

症例数 22 14 16

周期数 31 17 22

総投与量　（lu） 735±82 690±84 900±157

投与・期間　GD 4．9±O．9 4，9±U．5 5．6±0．9

排卵率　（対周期） 83．9 82．4 77．2

妊娠率　（対周期） 3．2 5．9 4．5

OHSS発生率（対周期） 6．5 5．9 4．5

＊mean±SE．

　その内訳は，無排卵周期症3例，第1度無月経17

例，第II度無月経3例であるが，第1度無月経には

多嚢胞性卵巣症候群（PCO）と診断された3例が含

まれている．これらの症例は全例不妊を主訴とし，

原発不妊が21例，続発不妊が2例であった．また，

他の不妊因子である卵管因子，子宮因子，頸管因子，

及び精液因子の異常は認めなかった．

　23例中，22例にHMG「日研」，14例にヒュメゴ

ン，そして16例にパーゴナルを使用した．また，そ

のうち8例に3種の製剤全てを使用した．

　各々のHMG製剤別に、対象とした症例の年令，

体重，血中LH，　FSH及びPRLの基礎値を表2に示

したが，ヒュメゴン，パーゴナル，そしてHMG「日

（69）69

研」何れのHMG製剤を使用した症例の背景に特記

すべき相違点はなく，また血中LH，　FSH，　PRL基

礎値に有意差はなかった．

　HMG投与は原則として，消退出血開始後5日目よ

り75　一一　1501U／臥連日筋注し，卵胞成熟をはかる．

卯胞成熟徴候は，超音波Bスキャン，頸管粘液スコ

ア，尿中エストロゲン値で追跡し，HCGへの切り替

えは，尿中エストロゲン値75ng／ml以上，頸管粘液

スコア9点以上，Bスキャン上，卵胞径18mm以上

の時点で行ない，HCG50001Uを筋注した．さらに，

HCGは必要に応じ，黄体期にも追加投与した．　HCG

投与時及び黄体期に採血を行ない，血中エストラジ

オール〈E，），血中プロゲステロン値をRIAにて測

定した．

　卵巣腫大は，内診及び超音波Bスキャンにより

checkし，長径が8cm以上をもって卵巣過剰刺激症

候群（OHSS）とした．

　排卵の有無は，BBT及び黄体期プロゲステロン値

を参考にして判定した．

結　　果

　23症例，70周期の治療成績を表3にまとめた．

HMG「日研」の治療周期は31周期，ヒュメゴンは

17周期，パーゴナルは22周期で，1周期あたりの総

投与量はHMG「日研」735±821U，ヒュメゴン690±

841U，パーゴナル900±1571Uであり，1周期あたり

の投与期間はHMG「日研」4．9日，ヒュメゴン4．9

日，パーゴナル5．6日であった．総投与量，投与日

数はそれぞれの治療別に差を認めなかった．

　排卵率を比較してみるとHMG「日研」は31周期

中26周期，83．9％，ヒュメゴンは17周期中14周期，

82．4％，パーゴナルでは22周期中17周期，77．2％

と各々の治療別排卵率に有意差はなかった．また，

排卵例において，排卵までに要したHMGの投与量

はHMG「日研」728±811U，ヒュメゴン630±901U，

パーゴナル840±1601Uとそれぞれの問に大きな差は

認めなかった．

　妊娠例は，HMG「日研」，ヒュメゴン，パーゴナ

ルで各々1例ずつ認められ，全て単胎であり，現在

妊娠経過観察中であるが，周期あたりの妊娠率は

HMG「日研」3．2％，ヒュメゴン5。9％，バーゴナ

ル4．5％であった．

　OHSSの発生については，　HMG「日研」で2例，

ヒュメゴンで1例，パーゴナルで1例認められたが，

いずれも片側性で，腹水貯留のような重篤な症状は

なく，可及的安静にて軽快した．周期あたりのOHSS

発生率は，HMG「日研」6．5％，ヒュメゴン5．9％，
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表4　各・種HMG製剤治療における卵胞発育のパラメーターの比較

HMG「日研」 ヒュメゴン ノぐ一ゴナル

HCG切り替え時の
illL中エストラジオール値（pg／ml） 916±276 1，283±326 1，024±277

最、k卵胞長径
　　　　（mm）

25．1±1．8 23．6±1．2 22．0±1．4

卵胞数（φ＞10mm）
　　　　　（個）

3．9±O．5 3．7±0．5 32±O．5

黄’体期プロゲステロ　ン値
　　　　　　　　（119／ml）

30．3±8．3 23．1±3．3 30．5±8．1

＊mean±SE

パーゴナル4．5％で，3者の間にほとんど差はなか

った．

　排卵周期におけるHCG切り替え時の血中エストラ

ジオールの値，最大卵胞長径，卵胞数，及びHCG切

り替え後1週問目の血中プロゲステロンの値を各治

療別に表4に示した．まず，HCG切り替え時の血中

エストラジオール値は，HMG「日研」916±276pg／

m1，ヒュメゴン1283±326pg／ml，パーゴナル1024±

277pg／mlで，治療別に有意差は認められなかった．

黄体期血中プロゲステロン値も，HMG「日研」30．3±

8．3ng／ml，ヒュメゴン23．1±3．3ng／ml，パーゴナル

30．5±8．1ng／mlで3者に有意差は認められなかった．

　また，HCG切り替え時の最大卵胞長径，直径10mm

以上の卵胞数と3種のHMG製剤治療との関係につ

いて，最大卵胞長径はHMG「日研」で約25．1mm，

ヒュメゴンで約23．6mm，パーゴナルで約22．Ommと

全く有意差は認められなかった．卵胞数はHMG「日

研」で3．9個，ヒュメゴンで3．7個，パーゴナルで

3．2個とどのHMG製剤を使用してもほぼ同じ数であ

った．

　23症例の中で，HMG「日研」，ヒュメゴン，パー

ゴナルの3種のHMG製剤全てを周期毎に順次投与

した8症例の検討では，排卵はHMG「日研」で全例

に，ヒュメゴンでも全例に，パーゴナルでは8例中

7例に認められた．OHSSの発生は，　HMG「日研」

とヒュメゴンに各々1例ずつみられたが，パーゴナ

ルではみられなかった．又，妊娠例はどのHMG製

剤においてもなかった．（表5）

考　　案

　正常排卵周期におけるFSH／LH比は各々の時期に

おいて異なる．仲野1）によれば，正常排卵周期のbior・

eactive　FSH／LH比は卵胞期1．36，排卵前期0．69

及び排卵期0．69であるという．従って，HMG製剤

を使用する際にはこの比率に近似するように使い分

表5　同一8症例における各種製剤による治療成績

HMG「日研」 ヒュメゴン パーゴナル

排　卵　率 8（100％） 8（100％） 7（87．5％）

OHSS発生率 1（12．5％） 1（12、5％） 0ω％）

妊　娠　率 0（0％） 0（0％） 0ω％〉

ければ，OHSSの発生を阻止し，多発排卵も予防で

き，自然な排卵現象を得ることができると推測され

る，ところが，現在我々が使用しているHMG製剤

はFSHとLHが単離されておらず，性成熟期婦人下

垂体が含有するFSH・LHと質的に異なっていると

いう報告もあり2｝，又，同一製剤であっても生物製剤

であるがゆえにlotによりFSH／LH比は多少異なっ

ているので，各HMG製剤を組み合わせて自然排卵

時の血中レベルの変動を得ようとすることは不可能

である．故に，FSH／LHほぼ1であるHMG製剤を

使用せざるを得ないのが現状であった。

　倉智3）らがまとめたヒュメゴンについての全国36施

設，2166症例，6096周期における排卵誘発成績によ

ると周期別排卵率は64．5％，妊娠率は13．3％，

OHSS発生率は5．3％である．パーゴナルについて

は我国での多数例での検討はないが，Thompson＆

Hansen‘）による1286症例，3002周期で64．5％の周

期別排卵率，11．9％の妊娠率，1．3％のOHSS発生

率をみている．これらの成績は，ヒュメゴンとパー

ゴナルの臨床効果にほとんど差がないことを示して

いる．今回，我々の，FHSに比べてLH含量の非常

に少ないHMG「日研」を加えた各種製剤治療別成績

でも，もとより症例数，周期数が異なるものである

から，単純な比較は困難であろうが，同等の排卵誘

発成績を得，又，LH含量の異なる3種のHMG製剤

問には差を認めなかった．この点について，Jacobson5）

らはLH含量の少ない製剤の方が排卵率が低かった

とし，Kase6〕らはFSH／LH比と排卵率には一定の傾



1989年1月1日 藤田　他

向が認められなかったと報告していて，一定の見解

はない．生体側の感受性の条件における差が考えら

れるが，我々の同一症例で反復投与した8症例でも

比較したが，3製剤間に排卵率における差は認めら

れなかった．

　OHSS発生とFSH／LH比の関係についても諸家の

報告があるが，一定の見解は得られていない．

Lousverence7），　Jacobson5），　Rosenberg8）Shearmang）

及びThompson‘｝はFSH／LH比は，　OHSS発生に関

与しないとしているが，Crookel°）はFSH／LH比が

高くなればOHSS発生率は低下すると述べ，
Taymorll）はLH含量が少ない方がOHSS発生が少

ないとしている．淵12）らも家兎を用いた実験により高

FSH／LH比製剤の方がOHSS及び多発排卵などの

副作用が多いことを示唆し，五十嵐13）もFSH／LH比

がOHSS発生に関与していると報告している，これ

ら見解の相違は，研究者によりOHSSの診断基準が

異なることの他，個体によってゴナドトロピンの感

受性に差があることなどによると考えられる．卵胞

発育のパラメーターについて，Pure　FSH（Metrodin）

とパーゴナルを比較検討した結果，発育卵胞数や，

HCG切り替え時の血中エストラジオール値等に差を

認めたという報告14），差がなかったという報告15）があ

り，一定の見解は得られていない．

　今回，我々が得た排卵誘発結果においては，OHSS

の発生及び深い関係を有する血中エストラジオール

値，超音波検査所見にHMG製剤のLH含量の違い

による差は認められなかったものの，これはあくま

でも通常の投与法における事である．今後，FSH／LH

の調整の条件及び投与方法の違いにより，OHSS，多

胎発生の防止への努力がなされるべきと考えられる．
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　　Comparison　of　effects　of　three

HMG　preparations　with　different

L］［［contents　on　ovulation　induction

　　Yoshiko　Fujita，　Keiichi　Tasaka，

Akira　Miyake　and　Osamu　Tanizawa

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Osaka　University　Medical　School，

　　　　　　　　　　Osaka　553，　Japan

　The　effects　of　HMG　preparations　with　different

LH　contents，　HMG“NIKKEN”，　Humegon　and
Pergonal　were　compared，

1）The　effects　of　the　three　preparations　on　the

　　　rate　of　ovulation　were　not　significantly　differ－

　　　ent，　the　rates　being　83．9％with　HMG“NIK－

　　　KEN”，82．4％with　Hurrlegon　and　77．2％with

　　　PergonaL

2）The　serum　Ievels　of　estradiol　at　the　time　of

　　　HCG　inlection　were　916±276　pg／rnl　in　HMG

　　　“NIKKEN”，1283±326　pg／ml　in　Humegon，　and

　　　1024±277pg／ml　with　Pergona1．　The　sizes　of

　　　Ieading　fo11icles　were　25．1±1．8mm　with　HMG

　　　“NIKKEN”，23．6±1．2mm　with　Humegon　and

　　　22．0±1．4mm　with　PergonaL　The　numbers　of

　　　follicles　with　diameter　of　over　10mm　are　3．9±

　　　0．5with　HMG　“NIKKEN”，3．7±0．5　with

　　　Humegon　and　3．2±0．5　with　Pergonal．　Thus

　　　these　parameters　of　follicular　maturation　were

　　　not　significantly　different　with　the　three　drugs．

3）The　rates　of　the　ovarian　hyperstimulation　syn－

　　　drome　were　6．5％with　HMG“NIKKEN”，　5．9％

　　　with　Humegon　and　4．5％with　Pergonal，　respec・

　　　tively，　which　were　also　not　significantly　differ－

　　　ent．

4）It　is　concluded　that　HMG“NIKKEN”，　which

　　　has　a　lower　LH　content　than　Humegon　or

　　　Pergonal　was　as　effective　as　the　latter　two

　　　drugs，　but　may　not　be　advantageous　for　reduc－

　　　ing　the　rate　of　the　ovarian　hyperstimulation

　　　syndrome、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月24日）
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DECREASED　THYROTROPIN　RESPONSE

TO　METOCLOPRAMIDE　IN　WOMEN

WITH　HYPOTHALAMIC　AMENORRHEA

Katsuyoshi　SEKI　and　Koichi　KATO

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　National　Defense　Medical　College，

　　　　　　　　　　Saitama，359　Japan

　　Abstract：There　are　experimental　data　which　suggest　an　inhibitory　role　for　dopamine（DA）in

the　regulation　of　thyrotropin（TSH）secretion．　In　the　present　study，　TSH　responses　to　a　DA

antagonist，　metoc1opramide（MCP），　were　evaluated　in　women　with　hypothalamic　amenorrhea．

We　found　low　basal　TSH　levels　and　decreased　TSH　responses　to　MCP　in　these　women　compared

to　normal　women　in　the　early　follicular　phase．　The　blunted　TSH　response　to　MCP　may　be　related

to　the　increased　dopaminergic　tone　which　is　considered　to　be　operative　in　women　with　hypoth－

alamic　amenorrhea。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　SteriL，34（1），73－75，1989）

Introduction

　　The　administration　of　dopamine（DA）decreases

basal　thyrotropin（TSH）1evels　in　humans1｝，　and

the　administration　of　metoclopramide（MCP），　a

DA　antagonist，　increases　serum　TSH　levels　in

men　and　women2－4）．　These　findings　are　consistent

with　an　inhibitory　role　for　DA　in　the　regulation　of

TSH　secretion．　An　increased　dopaminergic　inhibi－

tion　of　luteinizing　hormone（LH）secretion　occurs

in　some　women　with　hypothalamic　amenorrhea5）．

Consequently，　dopaminergic　regulation　of　TSH

secretion　may　be　altered　in　such　women．　In　the

present　report　we　describe　low　basal　TSH　levels

and　decreased　TSH　responses　to　MCP　in　women

with　hypothalamic　amenorrhea．

Materials　and　Metllods

serum　LH，　follicle　stimulating　hormone（FSH）

and　prolactin（PRL）levels　in　women　with　hypoth－

alamic　amenorrhea　were　similar　to　those　in　nor－

mal　women．　Basal　estradiol（E2）levels　were　sig－

nificantly　lower　in　women　with　hypothalamic

amenorrhea　than　in　normal　women（Table　1）．　The

diagnosis　of　hypothalamic　amenorrhea　was　by

exclusion；none　of　these　women　had　identifiable

Table　l　Basal　hormone　levels（mean±SE）in　normal

　　　　　　　women　and　wQmen　with　hypothalamic

　　　　　　　amenorrhea

Normal　women　Hypothalamic　amenorrhea
　　　　（n＝5）　　　　　　　　　（n＝10）

　　The　subjects　of　this　study　were　5　normal

women　in　the　early　follicular　phase　of　the　men－

strual　cycle，　and　10　normoprolactinemic　women

with　hypothalamic　amenorrhea（Table　1）．　Basal

FSH　（ng／ml）

LH（ng／ml）

PRL（ng／m1）

E2（ng／ml）

TSH（μU／m1）

FT，（ng／dl）

FT3（P9／ml）

360

82．0

11．6

46．2

1．5

3．3

1．2

±

±

±

±

±

±

±

42

10．3

3．1

6．7

0．2

0．3

0．1

338

63．5

8，4

22．6

1．1

2．5

1．1

±

±

±

±

土

±

±

23

12．0

1．4

4．6＊＊

0．2＊

0．2

0。1

Serum　FSH　and　LH　were　expressed　in　terms　of　ng　LER

907／m1．＊P＜0．05，＊＊P〈0．01　vs　normal　women．
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pituitary　or　ovarian　abnormalities，　and　we　as－

suemed　that　the　acyclic　gonadotropin　secretion　in

these　women　was　due　to　functional　derangement

of　hypothalamic　gonadotropin－releasing　hormone

secretion6・7）．　None　of　the　sublects　was　taking　any

medication　at　the　time　of　the　studies．　Starting　at

O930　to　1000　h，　each　received　10　mg　of　MCP　as　an

iv　bolus　dose　after　two　baseline　samples　had　been

obtained（－15　and　O　min）；additional　blood　sam・

ples　were　obtained　15，30，60，120　and　180　min　after

MCP　administration．　Serum　TSH　was　determined

in　all　samples，　whereas　LH，　FSH，　PRL，　E2，　free

thyroxine（FT4）and　free　triiodothyronine（FT3）

were　determined　on　baseline　samples　only．　Serum

LH，　FSH，　PRL　and　E2　were　determined　by

radioimmunoassay（RIA｝as　previously　describ・

ed8）．　Serum　TSH　was　measured　by　immunor－

adiometric　assay　using　kits　obtained　from　Com・

missariat　a　PEnergie　Atomique（Gif－sur－Yvett，

France）．　The　sensitivity　of　the　TSH　assay　was

O．04μU／ml．　FT4　and　FT3　were　determined　by

RIA　using　RIA　kits　obtained　from　Amersham

International　PLC（Buckinghamshire，　England）．

The　within－and　between－assay　coefficients　of

variation　were　less　than　10％in　each　assay．　Mean

basal　corlcentrations　were　obtained　by　averaging

two　baseline　samples　collected　before　MCP

administration．　The　area　under　the　curve（AUC）

was　calculated　by　the　trapezoid　integration

method．　The　Wilcoxon’s　two－sample　rank　test

was　used　for　statistical　comparison　of　the　AUC．

All　other　statistical　analyses　were　performed

using　Student’s　t　test．

Results

　　Basal　TSH　concentrations　were　significantly

lower　in　women　with　hypothalamic　amenorrhea

than　in　normal　women，　though　FT4　and　FT3　were

not　significantly　different　in　the　two　groups　of

women（Table　1）．　The　administration　of　MCP

increased　serum　TSH　levels　both　in　normal

women　and　women　with　hypothalamic　amenorr－

hea（Fig．1）．　Serum　TSH　concentrations　were

significantly　higher　at　15，30　and　120　min　after

MCP　administration　in　normal　women（pく0．05　at

15and　120　min，　p＜0．01　at　30　min），　and　at　30　and

60min　in　women　with　hypothalamic　amenorrhea

3

ξ2
ヨ

訴

←

0
0 60

minutes

120 180

Fig．1．　Mean（±SE）serum　TSH　levels　in　10　women

　　　　　with　hypothalamic　amenorrhea（●）and　in　5

　　　　　normal　women　in　the　early　follicular　phase

　　　　　（0）before　and　after　the　administration　of

　　　　　MCP．

（p〈0．05at　30　min，　p〈0．01　at　60　min）compared　to

the　basal　concentrations．　The　AUC　of　TSH　after

MCP　administration　was　significantly（p＜0．05）

smaller　in　women　with　hypothalamic　amenorrhea

than　in　normal　women（57．5±20．5μU／ml・min，

mean±SE，　vs　119．4±20．7μU／ml・min）．

Discussion

　　In　the　present　study　we　found　a　significant　rise

in　serum　TSH　levels　in　normal　women，　though　we

failed　to　detect　this　change　in　our　previous

study8）．　The　immunoradiometric　assay　for　TSH

used　in　the　present　study　is　more　sensitive　than

the　TSH　RIA　used　in　our　previous　study．　There－

fore，　it　is　likely　that　use　of　the　sensitive　TSH

assay　enabled　us　to　detect　a　rise　in　serum　TSH

levels　in　normal　women　in　the　present　study．　We

found　decreased　basal　TSH　levels　and　blunted

TSH　responses　to　MCP　in　women　with　hypoth－

alamic　amenorrhea．　An　augmented　TSH　response

to　DA　receptor　blockers　is　found　in　hyperpro－

1actinemic　women臼）－10），　and　this　response　has　been

related　to　increased　dopaminergic　inhibition　of

TSH　secretion　in　these　women．　If　this　were　the

case，　the　blunted　TSH　response　to　MCP　may

indicate　a　decreased　dopaminergic　inhibition　of

TSH　secretion　in　women　with　hypothalamic

amenorrhea．　However，　this　interpretation　is　not

compatible　with　the　hypothesis　that　women　with

hypothalamic　amenorrhea　may　have　increased

dopaminergic　activity5・1D．　Recently，　Agner　et　al．

found　that　the　infusion　of　O．4　and　4．0μg／kg・min

DA　decreased　serum　TSH　levels　in　normal　men一
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struating　women　in　the　early　follicular　phase，　and

that　the　infusion　of　4．0　＃g／kg・min　DA　reduced　the

TSH　response　to　MCPi2）．　Thus，　the　low　basal

TSH　levels　and　the　blunted　TSH　response　to

MCP　in　women　with　hypothalamic　amenorrhea

may　be　related　to　an　increased　dopaminergic

tone．　Further　studies　are　needed　to　elucidate　the

role　of　DA　in　the　regulation　of　TSH　secretion　in

women　with　hypothalamic　amenorrhea．
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視床下部性無月経における

metoclopramideに対する

　　　　TSHの反応の低下

防衛医科大学校産科婦人科

関　克義　加藤宏一

　　ドーパミン（DA）がTSHの分泌調節に抑制的に作

用することを示唆する実験成績が報告されている．今

回，視床下部性無月経患者において，DA拮抗剤である

metoclopramide（MCP）に対するTSHの反応を検討
した．これらの患者において，正常婦人（卵胞期初期）

と比較して，血中TSHの基礎値およびMCPに対する
反応は減少していた．これは視床下部無月経患者にお

いて充進していると考えられるDA活性と関連してい

ることが推測される．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1987年8月21日）
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稀発月経を主訴とした

11β一hydroxylase部分欠損による

　　高アンドロゲン血症の1例

An　OIigomenorrheic　Case　of　Hyperandrogenemia

　　due　to　Partial　11β一Hydroxylase　Deficiency

愛知医科大学産婦人科

浅　井　光　興

Mitsuoki　ASAI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　Aichi　Medical　University

　　　　　　　知多市民病院産婦人科

　　山　室　　理　　　東　出　香　二

〇samu　YAMAMURO　　Koji　HIGASHIDE

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　Chita　City　Hospita1

　排卯障害の一因として高アンドロゲン血症があり，副腎性高アンドロゲン血症の代表的疾患として

は副腎性器症候群がある．ステロイド合成系酵素の部分的欠損症においても多毛などの男性化症状と

ともに卵巣機能不全を示すことが報告されている．われわれは，11β一hydroxylaseの部分的欠損症に

よる高アンドロゲン血症を経験したので報告する．

　症例は稀発月経を主訴に来院．多毛症を認めたため各種ホルモンを測定したところ，DHEA－S　2638

ng／ml，　T　81．9ng／dlと高値であった．基礎体温表では無排卵であり，クロミフェンにも反応しなか

った．ACTH刺激試験により11β一hydroxylaseの基質である11β一deoxycorticosteroneおよび11－

deoxycortiso1は高値を示し11β一hydroxylaseの部分的欠損症による高アンドロゲン血症と診断した．

デキサメサゾン投与によりDHEA－S，　Tは著明に減少し，クロミフェンの併用により排卵周期を回復

した．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），76－79，1989）

　無月経や稀発月経などの卵巣機能不全症に多毛・

座瘡などの男性ホルモン過剰症状を伴っていること

があり，両者の合併は高アンドロゲン血症を強く疑

わせる．高アンドロゲン血症は副腎性，卵巣性およ

び両者の混合性に大別1）され，副腎性の代表的な疾患

としては副腎性器症候群，卵巣性ではStein・

Leventhal症候群がある．また副腎性高アンドロゲン

血症を呈する患者の中にステロイド合成系酵素の部

分的欠損症が含まれており，これらの例では各種ホ

ルモン血中濃度の測定だけでは明らかな異常を示さ

ずACTH刺激試験によってはじめて明らかになる例

があると報告されている2－5｝．

　われわれは，稀発月経を主訴に受診した患者に著

明な多毛を認めたため，各種ホルモン測定やACTH

刺激試験を施行し，11β一hydroxylaseの部分的欠損

症による高アンドロゲン血症と診断し得た症例を経

験したので報告する．
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　患者は32歳で稀発月経を主訴に昭和61年2月来

院．初経は14歳で，月経は不整であった．昭和60年

10月に結婚し，基礎体温を測定していたが，低温相

のみで不整に無排卵性月経が発来していた．既往歴

および家族歴には特記すべき事項はなく，妊娠分娩

歴もない．身長158cm，体重65　kgと肥満を認めた．

多毛症は生来のものであり，大腿部，下腹部に特に

著明であり，下腹部においては外陰部より膀部にま

で達する男性型発毛であった．顔面には座瘡を著明

に認めている．初診時所見は，子宮は前傾前屈で正

常大，左卵巣は鶏卵大に腫大していた．外陰部は著

明な多毛を認める以外正常であり，陰核肥大も認め

なかった．血圧は128／80　mmHgと正常，血液搬，

血液生化学も異常なく，血清電解質も正常であった．

内分泌検査所見を表1に示した．LH，　FSHは正常

範囲内であったが，DHEA－Sは2638　ng／mlと高値で

あり，テストステロン（T）も81．9ng／dlとやや高値

であった．また尿中の170HCS，17KSはともにや

や高値であった．ACTHは25　pg／nl以下であり，CT

にても副腎に特に異常所見を認めなかった．プロゲ

ステロン30mg筋注にて消退性出血を認めたがクロ

ミフェン（CC）により排卵は誘発されなかった．以

上より副腎性高アンドロゲン血症を強く疑ったが，

卵巣腫瘍摘出術が優先すると考えられた．しかし結

婚後4か月の時点であり，手術の同意が得られず，

経過観察を行っていた．この間の基礎体温はやはり

低温相のみで稀発性に無排卵性月経が発来していた．

　昭和61年10月，左卵巣腫瘍摘出術を施行。ムチ

ン性腺腫であり，PCOは認めなかった．手術の影響

がなくなったと思われる術後7日目および10日目に

2回ACTH－testを施行した．検査方法は，前夜にデ

表1　内分泌検査所見

LH　　　　　　13．6　　mIU／ml

FSH　　　　　　7．5　　mIU／ml

PRL　　　　　lO．5　　ng／ml
E2　　　　　　17．1　　P9／ml

T81．O　ng／dl
DHEA－S　　2638　　n9／ml
ACTH　　　　〈25　　pg／ml
Cortiso1　　　14．2　　μ9／ml

17－OHCS　　　9．1　　mg／day
17－KS　　　　9．8　　mg／day

表2　ACTH刺激試験

11－deoxycorticosterone　（ng／ml）

　　　（DOC）
11－deoxycortisol

　　　（CpS｝
Corticosterone

　　　（CpB）
Cortiso1

　　　（CpF）

（ng／ml）

（ng／ml）

（μ9／dl）

（77）77

前値
0．064（

0．090

0．04↓
（

0．133

1．73
（

0．2↓

1．1
（

0．9

60分値

0．507

0．339

3．07

2．88

19．4

14．0

22．5

22．3

キサメサゾン（DEX）を1㎎内服させ，午前10時に

テトラコサクチド（コートロシン）250μgを静注．

前値および60分値を測定した（表2）．11β一

deoxycorticosterone（DOC）および11－
deoxycortiso1（CpS）は過剰反応を示したが，　cor－

ticosterone（CpB）およびcortison（CpF）は正常範

囲内の反応を示していた．また，11β一hydroxylase活

性の指標となるDOC／CpBおよびCpS／CpFはそれ

ぞれ0．0252および0．0133と非常に高値であり，11

β一hydroxylaseの部分欠損症と診断された．

　以上の結果より，11β一hydroxylaseの部分欠損症

による副腎性高アンドロゲン血症と診断し，昭和61

年11月よりDEX　O．5mg／dayの投与を開始した．

DHEA・SはDEX投与開始前の2112　ng／mlから投
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与一ケ月後には837ng／m1と著明に減少しており，

Tも72．6ng／dlから52．8ng／dlと明らかに低下した．

DEX投与後約50日間経過をみたが無排卵であった

ため，消退性出血後CC　50　mg／dayを5日間投与し

たところ第15日目に排卵した．以後もCCを使用し

ないと排卵は起こらなかった．黄体機能不全を認め

たためhCG療法を併用したが，妊娠には至らず，昭

和62年7月転居のため他院へ治療を依頼した．

考　　察

　高アンドロゲン血症は副腎性，卵巣性およびその

混合性に大別され，これらの鑑別には各臓器の抑制

試験や刺激試験が施行される1｝．副腎性高アンドロゲ

ン血症の診断は，一般にはDEXによる抑制試験によ

り行われるが，ACTH刺激試験によって異常を示す

例も多い6・7）．本症例においては，DEX　O．5mg／dayの

投与によりDHEA－SばかりでなくTも明らかに低下

し副腎性高アンドロゲン血症と診断された．また，

副腎性高アンドロゲン血症の中にはステロイド合成

系酵素の部分的欠損症が含まれていることが報告さ

れ，これらの診断にはACTH刺激試験が有用である

と報告されている2－5｝．部分的欠損している酵素の種

類は基質，生成物の比をとることにより明らかにさ

れ，11β一hydroxylaseの場合には，　DOC／CpB，　CpS／

CpFが指標となる．　Maroulisら8）は，多毛症の原因

としては一般的ではないとしながらもCpS／CpFが高

い症例を34例の多毛症の患者中3例に認めている．

またNaritaら5｝は，42例の多毛症患者中，　DOC／

CpB，　CpS／CpFが共に高い症例を一例報告してい

る．今回のわれわれの症例では，Naritaらの方法と

同様の方法で検索しているが，DOC／CpBは0．0252，

CpS／CpFは0．0133であり，正常値DOC／CpB：
O．0025　一一　O．015，CpS／CpF：0。OO1－－O．003に比べ両

者とも非常に高値であり，11β一hydroxylationの障

害が明らかにされた．

　Zachmann9）らは，　11　p－hydroxylase欠損による先

天性副腎過形成25例について報告しているが，その

中で病態に非常に差があることを述べており，外陰

部の奇形を伴う，いわゆる副腎性器症候群を呈する

ものから，単に多毛，稀発月経を示すのみのものま

であるとしている．本症例においては，外表奇形は

全くなく，高血圧や塩類喪失も認めず，多毛症およ

び無排卵性の稀発月経を認めたのみである．

　高アンドロゲン血症がどのような機序で排卵障害

を起こすかについては，特にPCOを中心に報告され

ているが1°・11），過剰なアンドロゲンによりゴナドトロ

ピン分泌の不全が起こることに起因すると考えられ

日不妊会誌34巻1号

ている．副腎性の高アンドロゲン血症によりPCOに

類似した病態，っまりLH／FSHの上昇も多く報告さ

れているが，本症例ではLH／FSHは1．8であり開腹

手術時にPCOも認めなかった．

　副腎性および卵巣との混合性高アンドロゲン血症

ではDEX療法が第一選択となる．投与量はDHEA－S

を指標に400mg／ml以下に抑制するのがよいとされ

ている1）．本症例の場合DEX療法後も837　ng／mlで

ありまだ不十分であったと考えられる．この様な場

合でもCCとの併用により排卵誘発が可能であり，

DEX投与により血中アンドロゲンが低下しCCへの

反応性が高まるためと報告されている12）．

　多毛症と排卵障害を合併する症例ではまず高アン

ドロゲン血症を疑い，その原因を調べそれに対する

適切な治療が必要である．本症例は副腎性高アンド

ロゲン血症であり，11β一hydroxylaseの部分的欠損

症と診断し，DEX療法およびCC併用療法による排

卵周期を回復し得た．
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　　　An　oligomenorrheic　case　with

　　　　hyperandrogenemia　due　to

partial　11β一hydroxylase　deficiency．

Mitsuoki　Asai
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Gynecology，　Aichi　Medical　University，
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Osamu　Yamamuro　and　Koji　Higashide

　Department　of　Obstetrics　and

Gynecology，　Chita　City　Hospital，

　　　　　　　Aichi　478，　Japan

　　It　is　well　known　that　hyperandrogenemia　is　one

of　causes　of　anovulation．　In　the　cases　of　partial

deficiencies　of　steroid　synthetases，　anovuIatory

women　with　hirsutisrn　have　been　reported．　We

report　an　oligomenorrheic　woman　with　hyperan－

drogenism　due　to　partial　l1β一hydroxylase　defi－

Clency・

　　The　patient　complained　of　the　oligomenorrhea．

High　levels　of　dehydroepiandrosterone－sulfate

（DHEA－S）and　testosterone（T）with　severe　hir・

sutism　were　observed．　Oligomenorrheic　anovulator・

ycycles　were　shown　in　BBT　chart　and　the　ovula－

tion　could　be　not　induced　by　clomipherle　citrate．

High　responsiveness　of　the　substrate　for　11β

deoxycortisol　was　observed　following　the　adminis－

tration　of　ACTH（cosyntropirl，250μg）．

　　These　results　showed　that　this　case　was　the

hyperandrogenism　due　to　partial　llβ一hydroxylase

deficiency．　The　levels　of　DHEA・S　and　T　were

remarkably　suppressed　by　the　oral　administration

of　dexamethasone　（0．5mg／day）and　then　the

ovulatory　cycles　were　obtained　using　with　clomi－

phene　citrate．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年4月8日）
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　19例の多嚢性卯巣患者（PCOD）に組成の異なる2種のhMG製剤を投与し，その排卵誘発効果なら

びに副作用について比較し以下の結果を得た．投与した2種のhMGは，通常のhMG（Humegon⑪（HMG

と略））と，LHの含有量が低値の日研一HMG⑭（N・HMGと略）である．

　1）排卵にいたるまでのhMGの投与回数およびFSHに換算した総投与量はHMG，　N－HMGに有

意な差はみられなかった．

　2）排卵誘発率は症例数あたりHMG　91．2％，　N－HMG　100．0％，周期数あたりのそれはHMG

77．9％，N－HMG　81．8％であり両剤ともにすぐれた排卵誘発効果を得たが両剤に有意差はみられなか

った．

　3）妊娠率はHMGが症例数あたり64．3％，周期数あたり27．5％であるのに比し，　N－HMGのそ

れは症例数あたり50．0％，周期数あたり36．4％でありほぼ同様であった．

　4）副作用の発症を比較すると，OHSSの発生率はHMGに比しN－HMGは低率でかつ軽度であっ

た．しかし多胎妊娠の発生率は症例数が少ないため比較が困難であった．

　5）N－HMG投与時におけるLH／FSH比は投与が進むにつれ低下し，生理的レベルに達し，さら

に内因性LH　surgeと考．えられる排卵前の急峻なLHの上昇がみられる例が存在した．

　以上の事より低LH含有のNHMGはPCODには従来のhMGと同様のすぐれた排卵誘発効果を有

するとともに，OHSSの発症が少ない点より有用と考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，34（1），80－86，1989）

緒　　言

　多嚢胞性卵巣polycystic　ovarian　disease（以下

PCODと略）の治療にはclomidあるいはclomid＋

predonisolone，　clomid十bromocriptine等の

clomid　variation法がまず行われるが，その排卵誘

発効果は必ずしも満足し得るものではない．

　また従来より有効性が報告1）されている卵巣棲i状切



1989年1月1日 楠原　他

除法もその排卵誘発効果は一時的であり，かつ術後

の卵管一卯巣周囲癒着の発生も稀でなく，卵管性不

妊に至る例もある事が報告され2・3），最近では頻用さ

れない傾向にある．

　一方，hMGはその強いゴナドトロピン作用より

PCODに対しても高い排卵誘発効果を有する事が報

告されている4・5）が，その反面，強度の卵巣過剰刺激

Ovarian　hyperstimulation　syndrome（OHSS）が

発生しやすい事も事実である6）．

　なぜPCODにhMGを投与すると重篤なOHSSが
発症するかは充分に解明されていないが，hMG中に

含まれるLHが関与している事は容易に推定し得る．

そこでhMG中に含まれるLHを極力除外する事によ

りOHSS等の副作用を軽減しつつ，　FSHのもつ卵胞

成熟作用によりPCODにも排卵誘発が期待し得るの

ではないかと考えるのは当然の事である．

　そこで今回，著者らはPCODと診断し得た症例の

うち，cloimid単独，あるいは種々のclomid　variation

法にても排卵にいたらなかったPCODに対し
Humegon⑧，日研hMG⑭の2種のhMGを投与し，

排卵率，妊娠率からみた両hMG剤の有用性と副作用

の両面を比較し検討した．

1．検索対象

研究対象ならびに方法

（81）81

　検索対象は，高LH＋正FSH血症を有し内分泌学

的にPCODと診断し得，かつ後にのべるclomidお

よびそのvariation法にて排卵にいたらなかった

PCODの19症例である．その臨床的，内分泌学的プ

ロフィールを表1に示した．年齢は，平均28．5歳±

4．7歳（22～38歳）である．全例何らかの月経異常

を有し，その内訳は第1度無月経12例・63．2％，無

排卵周期症7例・36，8％である．その治療前のホル

モン値は，LHは平均41．9±10．5miu／ml（M±SD）

と高値，FSHは12．7±3．lmiu／mlと正常値を示し，

高LH＋正FSHパターンを示した．　estradio1は
95．3±51．8　pg／mlと比較的高値を示した．　prolactin

は，平均15．0±5．3ng／mlであ1），この中には25　ng／

ml以上の高PRL例は存在しなかった．またtestoster－

oneは平均1．2±0．3ng／mlであり全体では正常範囲

上限にあり著しい高testosteroneの症例はみられな

かった．

　これらに対し行ったLH－RH　testの結果を図1に

示した．19例のうち2例すなわちgestagenの投与に

表1　PCOD　19例のプロフィール

症例年令 月経異常 LH　FSHE2 PRL　Test． hMG／hCG以前の治療内容

1．．0．M．24

2．M．　Y．22

3．K．　J．22

4．　S．S．　29

5．T．　E，27

6．　1．N．24

7．U．　S．25

8．H．　E．35

9．N．　S．38

10，H．　K．35

11．S．T．26
12．　1．K．29

13．0．Y．28
14．N．　M．26

15．　K．　1．　29

16．N．　S．36

17，Y．　M．30

18．　1．Y．27

19．E．　A．　29
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よる消退出血の開始から10日目以内にLH・RH　test

を施行した2例はLHが正常反応を示しているが，

他の17例は全てLH過剰反応とFSH正常反応を示

し，PCODに定型的なLH，　FSHの解離を示した．

　これらPCOD　19例にclomid単独投与，あるいは

種々のclomid　variation法を行ったが全く排卵にい

たらないか，一時的に排卯するものの持続的排卵に

いたってはいない，

2．方法

　方法は前記clomid　resistantなPCODに対し通常

hMG（Humegon⑪，以下HMGと略），あるいは，

LH低含有のHMG，すなわちNIKKEN－HMGD（以
ドN－HMGと略）を図2に示すようなプロトコール

に従い投与した．すなわち，月経あるいは消退出血

開始第5日目よりHMGあるいはN－HMGを1回2
vials即ちFSH量にして150　iuを連日筋注投与した．

投与期間中は超音波断層法にて卯胞の成熟をモニタ

リングし，最大卵胞径が20mmにいたった時点で

HMGまたはN・HMGの投与を中止し，　HcG　5000　iu

を1回筋注投与した．その間，随時採血し血中LH，

FSH，　E2をRIAにて測定した．
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　以上のプロトコールに従い排卵誘発を試み，HMG

とN－HMG投与両群の排卵率，妊娠率，副作用等に

つき比較した．

成　　績

1，排卵率，妊娠率の比較

　HMGあるいはN－HMGにて排卵誘発を試みた群
の排卵率，妊娠率の結果を表2に示した．すなわち

HMGは14例・36周期に，またN－HMGは8例・11
周期に投与を行なった．うち3例は両剤を異なる周

期に投与した重複例である．

　まず排卵までの投与期間を比較すると，HMGは平

均8．5±2．2日であるのに比し，N・HMGは9．8±1。5

日と後者がやや延長する傾向がみられるものの両群

間に有意差は見られなかった．同様に排卵までの総

投与量をFSHに換算して比較すると，　HMGは
1411．2±605．8iu，一方N－HMGは1572．7±391．6

iuであり両群間に有意差は見られなかった，

　排卵率を比較すると，HMGの排卵誘発成功率は症

例数あたり912％，投与周期あたり77．9％であっ

た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　一方N－HMGの排卯成功率は，症例数あたり

100．0％，投与周期あたり8L8％でありHMG同様

高い排卵誘発効果を得た．

　排卵後の黄体期間を両群間で比較すると，HMGは

11．8±1．8日，N－HMGは10．6±1．6日と後者がやや

短い傾向がみられるものの両群間に有意差は見られ

なかった．

表2PCODに対するHMG／hCG、　N－HMG／hCGの治療成績

　　　投与期間総投与量
症例周期
　　　　旧）　（lu）

排　卵　率　　黄体期閾　　妊　娠　率

％症例％周期　旧） ％症例％周期

　　　　　　　　　　　　　　　　　11．8　　　　　　8，5　　14112
HMG　14　36　　　　　　　　　　　　　91．2　 77．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　64．3　　27．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　±L8　　　　　　±2．2　　±605．9

　　　　　　9．8　　　1572，7
N・HMG　8　11
　　　　　　土1．5　 ：ヒ391．6

　　　　　10．0
　　　　　　　　50．0　　36．4100．0　81．8
　　　　　±1．6
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園1　PCOD　19例のLH・RH　test 図2　PCODに対するhMG／hCG投与法のプロトコール
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　妊娠率を比較すると，HMGは症例数あたり64．3

％，周期数あたり27．5％の妊娠率であった．一方

N－HMGの妊娠率は症例数あたり50，0％，周期数あ

たり36．4％であり，両群間に有意差はなく，両群と

も比較的良好な妊娠率を得た．

2．副作用の比較

　HMG投与群とN・HMG投与群の副作用，特にそ

の代表的なものである卵巣過剰刺激症候群OHSSと

多胎妊娠につき比較したものが表3である．OHSSの

程度はLunnenfeldの分類7｝に従い，第1度から第3

度に分類した．

　HMGではOHSSは14例中7例50％に発現し，
その程度は，比較的軽症の第1度・1例，中等症の

第2度・2例，重症な第3度が4例であった．

　一方N－HMGでは8例中1例にOHSSが発症した
にすぎず，かつ，この一例は第2度の中等症の例で

あった．このようにHMGに比しN－HMGは，　OHSS

の発症の頻度が少なく，かつ程度が軽症であった．

　また多胎妊娠の発生を比較すると，HMGは9妊娠

中2例・22．2％が多胎であり，その内訳は4胎と双

胎の各1例であった．一方N－HMGでは妊娠例が僅

か4例であるが，多胎は双胎の1例のみであった．

このように多胎妊娠の頻度は両群にあまり差はみら

れなかったが妊娠症例数が少ないため今回の成績よ

り単純にこの点を比較するのは困難であった．

3．治療周期における血中LH値，　LH／FSH比の

　推移

　HMG投与例およびN－HMG投与例のそれぞれ7
周期における投与期間中における血中LHの推移を

比較し図3に示した．

　HMG，　N－HMG両群とも投与にしたがい血中LH

レベルは低下する傾向を示したが，特にN－HMG投

与群では7例中6例がLH　20　iu／ml以下と著明に低

下した．さらにこのうち6例ではHCGの切り替え投

与以前にLHのsurgeとも思えるLHの上昇が観察
された．

　またLH／FSHを比較すると図4に示すように両群

ともに投与にしたがいLH／FSH比が低下し，特に

N－HMGでは全例LH／FSH　2以下を示した．

表3　hMG／hCGとN－HMG／HCGの副作用の比較

OHSS発生率OHSSの程度（症例）多胎妊娠
　（％症例）　　　　　　　　　I　II　III

HMG　50．0（7／14）　1　2　4　22．2％（2／9）＊

N－HMG　12．5（1／8） O　　　l　　　O　　　25．0％（1／4）　＊＊

考　　察

　PCODのうちclomid単独投与あるいはclomid＋
predonisolone，　bromocriptineなどのclomid　varia－

tion法にても排卵にいたらないclomid　resistantな

PCODの治療は比較的やっかいなものである．従来，

これに対し卵巣懊状切除術が行われたが，その排卵

誘発効果は一時的であり，かつ卵巣卵管周囲癒着を

LH
mlU／ml

60

40

20

ml

60

40

20

＊4fi台lf列，

＊＊双胎1例

双月台1f列

0　　　5　　　10　　　15（day）　　0　　　5　　　10　　　15（Day）

図3　HMG又はN－HMGによる血中LHの推移

LHIFSH SH

4

2

0　　　5　　　10　　　15　（Day）　　0　　　5　　　10　　　15　（Day＞

図4　HMG，　N－HMG投与周期におけるLH／FSHの推移

発生せしめ，続発性の卵管性不妊に至る事も稀では

ないという2・3）．したがって，かつてしばしば行われ

た本法も繁用されなくなりつつある．そのような背

景から最近本症に対するhMG療法が再評価されつつ

ある，事実Wang4）の報告でも本症に対するhMG－

hCG療法の排卵誘発率は97．4％と高く，その妊娠率

も65．9％と比較的良好な成績を得ている．

　しかし，　hMG－hCG療法のこのような高い排卵誘発

効果とは裏腹に副作用の合併も重大な問題である．

すなわち最大の副作用とも言うべき卵巣過剰刺激症

候群OHSSの発生率は少ない報告8）でもmildと

severeをあわせ4．5％，高いものではmildとsevere

をあわせ60％9）の高率に達する．しかもその多くは

程度が比較的重症なものである．また多胎妊娠も少
なくない4・1°）．

　このようなhMG－hCGによる副作用を軽減するた

め様々な工夫が試みられている．すなわちhMGの投
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与量，投与期間を血中estradio1でモニタリングする

方法4）や，超音波による卵胞成熟のモニタリング法5）

などがその例である．しかしそれでも副作用の予防

のための決定的な方法とはなり得ないようである．

中枢性排卵障害に対して投与するhMG－hCG療法で

もOHSSは稀ではない11｝．しかしPCODの場合はそ

の頻度，程度とも格段に多い．このようにPCODに

hMGに投与するとOHSSが好発するがその発生原因

は充分に解明されていない．本症に特有な高LHお

よびLH／FSH比が高い事が関係しているものと推定

され12），これにさらに外因性にLHを加えることに

よりOHSS発症の引き金になるものと考えられる．

この事を勘案するとLHの含有を極力少なくした

hMGが本症の排卵誘発には好都合ではないかと考え

るのは当然である9）．

　そこで今回LH含有量が1vialあたり4miu以下

と低LH含有のhMG，すなわちHMG一日研（N－

HMG）を使用し通常のHMG（1vialあたりLH　75
iu，　FSH　75　iu含有）と排卵率，妊娠率，副作用等に

ついて比較した，

　まず排卵率は通常HMGが症例数あたり91．2％，

投与周期あたり77．9％であるのに比し，N－HMGは

症例数あたり100．0％，投与周期あたり81．8％と

HMG同様高い排卵誘発効果を得た．また妊娠率も

HMGが周期数あたり27．5％であるのに対しN－

HMGは36．4％とむしろ高い妊娠率を得た．

　一方最大の副作用であるOHSSの発生では，　HMG

が50．0％と約半数にOHSSが発症し，かつその程度

がII，　III度の重症であるのに比較して，　N－HMGで

はわずか1例・12．5％と発症率は低率で，かつその

程度も軽度であった．このようにPCODに対する

HMGとN－HMGの差はOHSSの発生が少ない事が
最大の差異であった．この様に低LH含有hMGでは

OHSSの発症が軽減し得る結果を得たが，その理由

としては次のように考えられる．すなわちPCODで

はtonicな血中LHが高値である一方，　FSHは正常

値を保つため，FSHはLHに比較し相対的に低値で

あるといえる．一方，FSHは穎粒膜細胞のreceptor

の数，細胞数を増加せしむる事が知られているが13），

さきにのべた様な相対的LH優位のPCODではFSH
receptorの数が逆に減少してしまうと考えられる14）．

　またこのような環境では穎粒膜細胞における

aromatase活性も抑制さ礼その結果androgenが蓄

積し卯胞は発育せず閉鎖にいたるという15・16）．

　したがってPCODの排卵誘発には少しでもLH含

有量の少ないhMGが理想的である事は容易に推定し

得ることろである．今回使用したN－HMGは1vial

中に含有されるFSHは75　iuであるのに比しLHは

1－一　4iuとされて，既に述べた理由よりPCODの排

卵誘発には合目的といえる．Seibe112｝は今回著者が使

用したN－HMGとほぼ類似のLH，　FSH組成からな

るurinayFSH（uFSH＝FSH　40　一一　50　iu／vial十

LH　O．4　iu／vial）をPCODに投与し，排卵率45％（通

常hMGの排卵率59％），妊娠率20％（hMG　30％）

と今回の著者の成績とほとんど同様の成績を得，か

つOHSSはhMGが30．8％であったの比しuFSHは
皆無であったとの結果を得ている．しかもSeibel12）

はuFSHのみを連続投与し，　LH　surge形成のため

のhCGを全く投与していないが，それでも内因性の

LH　surgeが出現し排卵にいたるという．今回我々は

N－HMGを卵胞最大径が20　mmにいたる時点まで投

与しhCGに切り替えているが，　hCGを投与する以前

にLH　surgeの立ち上がりとも考えられるLHの上

昇を示した例が多く存在し，内因性LH　surgeの存

在が示唆された．またKamrava17）によればPCODに

低用量FSHを長期投与すると，投与にしたがい血中

FSHは上昇し，かつLHが下降しLH／FSH比が低
下するという．その機序としてFSH投与にて上昇し

たestradiolがnegative　feed　backメカニズムによ

り視床下部を介し，あるいは直接的に下垂体に作用

しLHが下降するためと推定している．今回の著者

の成績でもFSHは著明な変化を示さないがN－HMG

を投与するにしたがいLHが下降する事によりLH／

FSH比が下降し生理的状態に入っている．

　さらにN－HMGが，　HMGと異なる効果を示した

理由として単にLH／FSH比の差ばかりではなく浜

田18｝が指摘するようにN－HMGが他のHMG製剤と

質的に異なっている事に基因する可能性も考えられ
る．

　最近，PCODの排卵誘発にはGn－RHの律動的投

与19・2°）あるいはG，－RH　analogue＋hMGの律動的投

与21）など試みられ良好な成績を得ている．しかしそ

の投与法は必ずしも簡便な方法とは言い難い．その

点から今回我々が投与を試みたN・HMGは投与法が

簡便かつ容易な方法といえる．さらに本剤に含まれ

るLHを除外する事により本症の排卵誘発に対する

簡便かつ安全な排卵誘発を行われるものと期待し得
る．
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menopausal　gonadotropin（Humegon⑪（HMG））and

human　chorionic　gonadotropin　（hCG）or　with

another　kind　of　human　menopausal　gonadotropin

（Nikken－HMG⑪（N－HMG））and　human　chorionic

gonadotropin．

　　Atotal　of　36　treatment　cycles　of　HMG／hCG　were

administered　to　14　infertile　patients，　Twelve

（91．2％）of　patients　ovulated，　and　nine（64．3％）con。

ceived　with　HMG／hCG．

　　And　a　total　of　ll　treatment　cycles　of　N・HMG／

hCG　were　administered　to　8　infertile　patients．

　　Eight　（100．0％）of　patients　ovulated，　and　four

（50．0％）conceived　with　N－HMG／hCG．

　　HMG／hCG　and　N・HMG／hCG　resulted　in　compa－

rable　rates　ovulation　and　conception．

　　But　the　incidence　of　ovarian　hyperstimulation

syndrome　apperared　lower　with　N・HMG／hCG　than

HMG／hCG．
　　This　is　exce11ent　point　of　N－HMG／hCG　in　induc－

tion　of　ovulation　with　pcod　women．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月27日）
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　腹腔鏡により6例の子宮奇形を診断した．6例は双角単頸子宮1例，双角双頸子宮1例，中隔子宮

膣中隔1例，双頸子宮膣中隔1例，Mayer－Rokitansky－KUster症候群2例である．中隔子宮膣中隔の

1例は子宮卵管造影法の診断と一致せず、双頸子宮膣中隔の1例は腹腔鏡により最終診断をした．

Mayer・Rokitansky－KUster症候群は腹腔鏡により確定診断した。

　以上より，その安全性，軽度の侵襲性を考慮すれば，子宮奇形の診断はもちろん，他の婦人科領域

の診断にも腹腔鏡は必要欠くべからざる検査法である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1，　Steril．，34（1），87－91，1989）

はじめに

　胎生初期に左右一対のMUller管の発育により子

宮，卵管，膣上部2／3が形成される．しかし，この

形成機転が何らかの原因で障害されMUIIer管の癒合

が妨げられると，その程度により，種々の子宮や膣

の奇形が生じてくる．その子宮奇形の診断には，子

宮卵管造影法（HSG）などが用いられるが，近年腹

腔鏡により子宮の形態を直接観察することができ，

その奇形の程度や治療法の決定に役立っている．今

回，腹腔鏡を施行し，子宮奇形の6症例を経験した

ので，若干の文献的考察を加えて報告する．

症　　例

症例1：T．Y．27歳，主婦

主訴：挙児希望

　月経歴：初経12歳，規則的で28日周期，持続4

日間，量は中～多量

身長159cm，体重45　kgで外見は正常女性型で，

内診では子宮膣部は双頸であり，子宮体部は鶏卵大，

硬．両側附属器には異常を認めず，膣も異常所見を

認めなかった．DIPにて右腎は腫大し，左腎は造影

されず，レノグラムでは左腎は無機能腎（無形成腎）

であった．HSGでは双頸双角であり，卵管の通過性

は良好であった（図1）．腹腔鏡所見は，子宮は双角

で，くるみ大，各々の角に卵管が一本ずつ付着して

おり，卵管，卵巣には特に異常を認めなかった（図

2）．以上より，双角双頸子宮と診断した．

　症例2：T．U．17歳，高校生

　主訴：原発性無月経

　身長164．2cm，体重52　．5　kgであり，乳房発育恥

毛発育は正常であった．外陰部は大陰唇，小陰唇な

どの発育は正常で，外尿道口も正常な部位に位置し

ていたが，膣入口部は完全に閉鎖しており（図3），

直腸診でも子宮らしい腫瘤を触知するのみであった．

基礎体温は二相性で，基礎体温上は排卵が認められ

た．ホルモン学的検査ではほぼ正常女性範囲内であ

り，染色体は46XXと正常女性型であった．　DIPで
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図1　症例1のHSG像

図2　症例1の腹腔鏡所見

は右腎が重複腎孟尿管であった．腹腔鏡では，子宮

は痕跡状で角部に相当する位置からは正常な形と大

きさの卵管が形成されており，両側卵巣は形，大き

さとも正常であった（図4）．以上より，Mayer－

Rokitansky－KUster症候群と診断した．

　症例3：RT，18歳，高校生
　主訴：原発性無月経

　身長158cm，体重67　kgで肥満を認めるも全身所

見に異常を認めず乳房や陰毛の発育は正常であった．

外陰部の発育は正常であったが膣入口部は完全に閉

鎖しており（図5），直腸診にても子宮は触知できな

図3　症例2の外陰部

図4　症例2の腹腔鏡所見

図5　症例3の外陰部

かった．ホルモン学的にはほぼ正常女性範囲内であ

り，基礎体温は二相性で，基礎体温上は排卵が認め

られた．染色体は46XXで正常女性型であった．腹

腔鏡では子宮は双角で発育は非常に悪く，痕跡であ

った．両側の卵管はほぼ正常な形態を示し，卵巣は

両側とも形，大きさは正常であった（図6）．以上よ

りMayer－Rokitansky－KUster症候群と診断した．

　症例4：S．K．27歳，主婦



1989年1月1日 山崎　他 （89）89

図6　症例3の腹腔鏡所見

図7　症例4のHSG像

図8　症例4の腹腔鏡所見

　主訴：挙児希望

　月経歴：初経は14歳で，不規則性で持続5日間。

量は少量で時々月経困難症を認めた。

　身長161　．4　cm，体重46．5kgで全身所見には特に

異常を認めず，外陰部も異常はなかった．内診にて，

子宮膣部は双頸で，膣中隔を認め，子宮体部は鶏卵

大であり表面不整であった．基礎体温は低温一相性

であり，ホルモン検査では血中LH値が比較的高値

であり，他は正常女性範囲内であった．HSGでは双

図9　症例5のHSG像

図10症例5の腹腔鏡所見

頸双角子宮が疑われた（図7）．腹腔鏡では子宮は内

子宮口のところで後方に屈曲し，一見一つの子宮に

見えたが，子宮底中央部にくぼみがあった．卵巣は

左右とも超母指頭大であったが，小さいが多数の嚢

胞形成があり，多嚢胞性卵巣様であった．卵管は正

常であった（図8）．以上より中隔子宮及び膣中隔と

診断した．

　症例5：Y．K．29歳，主婦

　主訴：挙児希望

　月経歴：初経は11歳で月経周期は不規則で，持続

は6日間，量は多い．
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　身長158cm，体重57．5kgで，やや肥満のほかは

外見上異常は認めなかった．外陰部，膣は異常を認

めず，内診にて子宮頸部は鳩卵大，子宮体部は鶏卵

大で附属器には異常を認めなかった．ホルモン検査

では正常女性範囲内であった．HSGでは双角単頸子

宮が疑われた（図9）．腹腔鏡を施行したところ，子

宮は双角で右角は小鶏卵大，左角も小鶏卵大であっ

た．右卵巣は超母指頭大，左卵巣は母指頭大で，左

右の子宮角間に後腹膜がおおいかぶさっていた（図

10）．以上より単頸双角子宮と診断した．

　症例6：T。T．30歳，主婦

　主訴：女性性器の精査目的　挙児希望

　月経歴：初経は12歳で，月経周期は30日．持続

は4日間，量は中等量

　身長158cm，体重51　kgで，全身所見にとくに異

常を認めず，外陰部も異常なかった．内診にて，膣

中隔があり，子宮膣部は小指頭大，子宮体部は鶏卵

大で表面不整であった．DIPでは右不完全重複尿管

がみられた．HSGでは膣が左右2個存在し，左右の

膣腔は上部で管状に連っており，子宮は右側の膣と

つながっており，両側卵管の通過性は良好であった．

左膣側にもう一つ子宮があるかどうかは不明であっ

た（図11）．重複子宮を疑い腹腔鏡を施行したが，大

図11症例6のHSG像

きさ，形とも正常で表面は平滑であった．卵管，卵

巣もとくに異常を認めず，腹腔鏡的には特に異常所

見はみられなかった（図12）．以上より，この症例は

双頸子宮，膣中隔と診断した．

図12　症例6の腹腔鏡所見

考　　察

　子宮の発生は女性性腺原基の刺激を受けMUIler管

より形成されるが，左右のMUIIer管の癒合不全によ

りいろいろな子宮奇形が生じてくる1〕．子宮奇形の分

類については臨床的に困難なものもあるが，一般に

はJarchoの分類が用いられることが多い2｝．本症例

ではいずれも腹腔鏡により総合的に確定診断を下し

ているが，最近では腹腔鏡は安全に，侵襲も比較的

少なく，入院期間も短かくて済み，効率的なため，

婦人科領域において診断，治療に広く用いられるよ

うになっている．アメリカでは，AAGL（American

Association　of　Gynecologic　Laparoscopists）の提

唱した腹腔鏡の適応が示されている3・”）．婦人科領域

の腹腔鏡の有用性について，Musichら5）は従来の不

妊症ルチーン検査で原因不明とされた機能庄不妊の

中にも腹腔鏡により不妊原因の見つかる場合がある

と報告している．また，子宮内膜症では腹腔鏡によ

り腹膜表面を詳細に観察することができ，腹膜表面

に散布するblue　berry　spotの発見が容易となり，治

療の効果判定もより有効となり，投薬中止のtiming

を把握することができる4）．他に，子宮外妊娠を疑う

症例，原因不明の骨盤内腫瘤，疹痛等の正確な診断

に利用されている6》．当科でも昭和58年7月より腹

腔鏡を施行しておりη，今回，その中で弄宮奇形の症

例について検討を加えた．症例1，症例5に関して

はHSGの所見と腹腔鏡の所見が一致しているが，症

例4ではHSGでは双角双頸子宮が疑われ，腹腔鏡に

より，中隔子宮，膣中隔と最終的に診断されている．

症例6に関しても最終的には腹腔鏡により診断が決
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定している．症例2，症例3のMayer－Rokitansky－

KUster症候群では腹腔鏡により索状の子宮と正常の

卵巣・卵管が認められ膣欠損症等の臨床所見と合わ

せて確定診断がなされた．坂東ら8）はHSGと腹腔鏡

による双角子宮の分類の対比を行っているが，やは

りHSGの所見と腹腔鏡の所見が異なる症例があると

報告している．本論文の挙児希望症例4例のうち，

その後の治療により，症例4，5，6が妊娠，分娩

し生児を得た．

　以上のことより，腹腔鏡は子宮奇形に関して必要

な検査であることはもちろんであるが婦人科領域の

他の疾患の診断，治療にも有用であると思われ，そ

の安全性，軽度の侵襲性により，今後婦人科領域の

必須検査となりうる可能性があると思われた．

おわりに

　侵襲性の少ない腹腔鏡の施行により，子宮の奇形

を含めた骨盤内の病変の診断，治療法の選択がより

正確に行うことが可能になると考えられた．
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1、aparoscopic　diagnosis　of

　　Uterille　anOmalieS

Hiroyuki　Yamasaki，　Kentaro　Takahashi，

　　Akihiro　Uchida，　Kazuo　Yoshino，

　Masuo　Kusakari　and　Manabu　Kitao

　　　Department　of　Obstetrics　and

Gynecology，　Shimane　Medical　University，

　　　　　　Izumo　693，　Japan

　One　case，　each　of　bicornic－monocollic　uterus，

bicornic・bicollic　uterus，　utero・vagirlal　septum，

bicollic　uterus　with　vaginal　septum，　and　two　of

Mayer・Rokitansky・KUster　syndrome　were　diag・

nosed　laparoscopically．　In　case　of　utero・vaginaI

septum，　findings　of　HSG　differed　from　those　at

laparoscopy．　Bicollic　uterus　with　vaginal　septum

was　correctly　diagnosed　using　laparoscopy　as　were

2cases　of　Mayer－Rokitnasky－KUster．　Therefore，

laparoscopy　facilitates　the　diagnosis　of　uterine

anomalies　and　useful　for　detecting　other
gynecological　diseases．　The　extent　of　invasion　is

slight　and　the　procedure　is　safe，

　　　　　　　　　　　　（受付：1988年3月13日）
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腹腔鏡により診断された

Fitz－Hugh－Curtis症候群の1例

ACase　of　Fitz－Hugh－Curtis　Syndrome

　　　Diagnosed　by　Laparoscopy

　　　　十和田市立中央病院産婦人科

土岐利彦　 陳　 偉業
Toshihiko　TOKI　　　Wai－lp　CHAN

Section　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Towada　City　Hospital

　　　　東北大学医学部産婦人科学教室

和田裕一　星合　昊
Yuichi　WADA　　　Hiroshi　HOSHIAI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Tohoku　University　School　of　Medicine

　症例は21歳の未婚女性で，下腹痛・不正性器出血の他に右上腹部の激痛があり，EIA法で子宮頸管

にクラミジア陽性であった．腹腔鏡検査で，肝右葉前面被膜の一部に限局性の炎症所見を認め，また，

子宮体部漿膜面と両側卵管にも広汎な炎症像が認められた．本症例は，Ch　la　mydia　traclzomatis感染に

よる骨盤腹膜炎と肝周囲炎の合併で，いわゆるFitz－Hugh－Curtis症候群の1例と考えられる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steri1．，34（1），92－95，1989）

はじめに

　Chlamydiα　trachomatis（以下CT）による尿路性

器感染症は，最近新たなsexually　transmitted　dis－

eases（STD）の1つとして，欧米だけでなく，本邦

でも注目を集めている．特に産婦人科領域のCT感

染は，母児垂直感染や不妊症の原因として，重大な

問題となってきている．最近我々は，CT感染により

骨盤腹膜炎と肝周囲炎の合併した，いわゆるFitz－

Hugh－Curtis症候群の1例を，腹腔鏡によって診断し

たので報告する．

症　　例

1．N．21歳，未婚女性，0妊0産．

家族歴・既往歴；特記すべきことなし．

月経歴；初経11歳，30日型，整．最終月経は，昭

和62年9月13日より7日間．

　主訴；下腹痛，不正性器出血，右上腹部痛．

　現病歴；昭和62年9月27日に下腹痛と少量の不

正性器出血があり，近くの産婦人科医を受診，クラ

ミジア感染症と診断され治療を受けた．その後症状

はやや軽快したが，10月10日朝，突然右上腹部の激

痛が出現し，当院救急部を受診，急性腹症として当

院第1内科に入院した．入院時，右上腹部の著明な

圧痛と筋性防御を認め，白血球数は15100，赤沈1時

間値43と炎症所見もあり，急性胆のう炎として抗生

物質（CMX　2g／日）を開始した．発熱はなかった．

10月11日の上腹部超音波検査では，肝・胆道系・膵

に異常を認めず，血液生化学検査では，肝・腎機能

はすべて正常であった．右上腹部痛は次第に軽減し

たが，クラミジア感染の疑いがあるということで，

10月12日当科に紹介された．
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　内診上，子宮および両側附属器に軽度の圧痛を認

めたのみで，その他には特に異常を認めず，帯下も

ほぼ正常であった．超音波検査でも，骨盤内には特

に異常所見を認めなかった．しかし，EIA法のクラ

ミジアザイムで子宮頸管にクラミジア陽性であり，

血中抗クラミジア（CT）抗体価も，　IgG　l280倍（IgM

10倍以下）と高値であった．淋菌培養は陰1生，また，

白血球数10700，CRP　1＋であった．

　以上より，骨盤腹膜炎に伴う肝周囲炎，いわゆる

Fitz－Hugh－Curtis症候群を疑い，腹腔鏡検査を施行

するため，10月15日に当科に転科となった．10月

16日GOEによる全身麻酔下，型の如く腹腔鏡検査を

行なった．上腹部では，肝左葉と胆のうには異常な

し．肝右葉F縁の右よりに大網の癒着があり，癒着

部は充血像を呈していた．さらに肝右葉前面の尾側

よりに，長径4－5cmの不整形の病巣を認めた．こ

の病巣は全体的に赤色調のうっ血像を呈し，周囲は

白色の搬痕状で，健常部との境界は比較的明瞭であ

った，表面は不整で，軽い隆起を認めたが，クレー

ターのような陥凹所見はなかった．主病巣以外にも，

写真1　右上腹部の腹腔鏡所見．肝右葉前面に炎症性病

　　　　変を認め，肝ド縁に大網の癒着を認める．壁側腹

　　　膜にも充血像が見られる．

写真2　肝病変と大網の癒着部．

1cm程度の小さな病巣が周囲に数ケ認められ，所見

はほぼ同様であった（写真1，2）．以上のような病

変は，肝被膜の限局性炎症によるものと思われた．

肝病変部の生検クラミジア分離は残念ながら行な

わなかった．この肝病変部に相対する壁側腹膜には，

軽い充血像が認められたが，いわゆるviolin－string状

の線維性癒着は見られなかった，

　次に骨盤内の所見としては，ダグラス窩に中等量

の血性腹水が存在していた．子宮体部漿膜面には，

炎症による広汎なうっ血，浮腫が認められ，右卵管

角付近に大網の癒着を認めた．両側の卯管は軽度に

腫大していたが，急性炎症による浮腫と思われた（写

真3），色素通過試験では，両側卵管とも通過してい

た．卵巣は両側とも異常を認めず，子宮内膜症の所

見もなかった．さらに，骨盤内と肝右葉の問の上行

結腸漿膜面や，右側の壁側腹膜を詳細に観察したが，

炎症所見は全く認められなかった．なお，ダグラス

窩の腹水培養では，好気性菌・嫌気性菌ともに陰性

で，クラミジアザイムではクラミジア陰性であった．

腹水細胞診でも，炎症細胞と中皮細胞のみで，異常

写真3　骨盤内臓器の腹腔鏡所見．子宮および両側卵管に

　　　　は広汎なうっ血・浮腫を認める．ダグラス窩に血

　　　性腹水の貯留が見られる．

馴

響

榔転

ご
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馴臨　一．　一撃ノa1A、・　　　　　w　－．．、

写真4　i一宮膣部細胞診で見られた，HPV感染による
　　　　koilocytotic　atypia．（パパニコロ染色×300）
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な細胞は見られなかった．

　術後より，オフロキサシン1日300mgを2週間投

与した．右上腹部痛と下腹痛は，ともに投与後数日

で消失した．同時に，sexual　partnerにもオフロキ

サシン1日300mgを2週間服用させた．なお，腹腔

鏡施行前の子宮膣部細胞診では，クラミジアに特徴

的な封入体は見られなかったが，写真4に示したよ

うな，koilocytotic　atypiaが認められた．

　10月20日に退院となり，以後外来で経過観察した

が，症状は全く消失しており，10月30日にはEIA法

でクラミジアも陰性化していた．その後も症状の再

発は見られていない．

考　　察

　Fitz－Hugh・Curtis症候群（以下FHCS）は，

Curtisi）およびFitz－Hugh2）により報告された，泌尿生

殖器感染症に伴う肝周囲炎（perihepatitis）である．

当初は淋菌感染によるものと考えられていたが，近

年はクラミジア感染のほうが重要視されるようにな

ってきた3）．PID　（pelvic　inflammatory　disease）

の症状の他に，突然起こる右上腹部痛が特徴的で，

体動時や呼吸時に疹痛が増強し，急性胆のう炎や胆

管炎の症状に類似すると言われている4）．FHCSの確

定診断は，腹腔鏡による肝表面と骨盤内臓器の観察

である．急性期には，肝表面の点状出血や線維1生分

泌物，および卵管の浮腫・充血が認められ，慢性期

には，骨盤内バンド状の癒着や，肝表面と周辺臓器

との線維1生癒着，いわゆるviolin－string状の癒着が

観察されると言われている1・5＞．肝被膜の炎症部位か

ら直接CTを分離することは，理想的ではあるが，

臨床的には容易ではない．今回の症例は，比較的急

性期のものと考えられ，肝表面の限局した炎症像の

みで，特徴的とされている，violin－string状の癒着1）

は認められなかったが，大網の癒着が認められた．

文献で言う“perihepatitis”とは，かなりあいまいな

表現であるが，本症例について言えば，この本態は

liver　capsule局所の限局した炎症であろうと思われ

る．

　クラミジア感染は，今やPIDや卵管炎の最も主要

な起因菌の1つと言われているが6），FHCSの場合に，

骨盤内の炎症が肝被膜にまで波及する経路としては，

①右paracolic　space経由の経腹膜行性，

②後腹膜リンパ行性，

③血行性

の3つが考えられている5）．

　今回の症例に関しては，腹腔鏡で右側の壁側腹膜

と上行結腸漿膜面，周辺腹膜を詳細に観察したが，

明らかな炎症所見は認められなかった訳であるが，

肝被膜への感染経路に関しては，今後の検討が必要

と思われる．

　本邦でも，FHCSと考えられる症例が報告されて

いるが7・8），腹腔鏡で肝表面と骨盤内を観察し，肝病

変と骨盤腹膜炎を同時に確認した症例はほとんど見

られない．しかし，すでに菅生らが指摘しているよ

うに8），このような症例は，的確に診断すれば比較的

多数例存在しているものと思われる．今後，クラミ

ジア感染の症例では肝病変にも注意する必要があり，

また逆に，若年女性が胆のう炎様の症状を呈する場

合には，FHCSの可能性があることも考慮に入れる

べきであると考える．

　本症例のような若年未婚女性のクラミジア感染症

は，最近かなり問題になっているが，潜在している

ものも多いと思われる．今後，CTによる卵管炎，ひ

いては卵管通過障害が，不妊症の原因の1つとして

重大な問題になることが予測される．本症例に関し

ても，以上のような点に充分注意して，経過観察を

していくつもりである．

（肝臓の腹腔鏡所見について御教示をいただいた，東

北大学医学部第三内科講師　大槻昌夫先生に深謝い

たします．）
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菅生元康，南澤　豊，郭　宗明，藤原敏博，小泉佳

男：右上腹部痛をともなったChlamydia　tra－

chomatis頸管炎，日産婦誌，39二1675，1987．

Acase　of　Fitz・Hugh・Curtis　syndrome

　　　　　　diagnosed　by　laparoscopy

Toshihiko　Toki　and　Wai－Ip　Chan

　　Section　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Towada　City　Hospita1，　Aomori　O34，　Japan

　　The　case　was　a　21－year－old　woman，　who　had

violent　pain　at　the　right　upPer　quadrant　in　addition

to　lower　abdominal　pain　and　atypical　genital　bleed－

ing．　She　was　Chlamydia・positive　in　uterine　cervical

canal　according　to　enzyme　immuoassay　（EIA）

method．　Laparoscopy　revealed　a　localized　inflam－

matory　change　on　the　capsule　of　anterior　wall　of

liver，　and　diffuse　inflammation　was　also　observed

on　the　serosal　surface　of　the　uterine　body　and　both

the　fallopian　tubes．　This　case，　which　presented　a

complication　of　perihepatitis　and　pelvic　inflamma－

tory　disease　due　to　Chlamydia　trachomatis　infec・

tion，　was　regarded　as　a　case　of　Fitz－Hugh－Curtis

syndrome．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年4月4日〉

Yuichi　Wada　and　Hiroshi　Hoshiai

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Tohoku　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　Miyagi　980，　Japan
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　今回，昭和55年6月より昭和60年5月に至る5年間の不妊外来統計（60年度群）を行ない過去に

発表した5年ごとの統計（50年度群，55年度群）と比較し，不妊外来の推移について検討し，次の結

果を得た．

　（1）原発不妊の割合は67．7％で，50，55年度群と比べて差はみられなかった．

　②原発不妊症例において，結婚年齢の高齢化が認められた．

　（3）不妊原因別症例数の推移では，卵巣因子の増加を認めたが，機能性不妊は，3群とも差が認めら

れなかった．

　（4）不妊期間が短いほど妊娠率は高いが，4－一　8年と不妊期間が比較的長い症例でも妊娠率の上昇が

認められた．

　（5）卵巣性不妊の治療では，新しく導入されたbromocriptine療法の妊娠率が46．2％と高く卵巣性不

妊症例の妊娠率上昇に大きく寄与した．

　（6）全体の妊娠率の推移は，26．4％，29．5％，37．6％と上昇し，不妊症治療の進歩がうかがわれた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，34（1），96－100，1989）

はじめに

　昭和55年6月から昭和60年5月までの5年間に

当科不妊外来を受診した不妊期間1年以上の新患患

者を60年度群として，既に報告した50年度群（昭

和44年1月から昭和50年5月までの受診患者）5），

55年度群（昭和50年6月から昭和55年度5月まで

の受診患者）6），と比較検討し，その推移において幾

つかの結果を得たので報告する．また，不妊原因の

第1位を占め，その治療効果の向上が注目される卵

巣性不妊に関しては，60年度群における治療方法と

妊娠率についての検討も試みた．

　　　　　　　　　成　　績

（1）不妊外来患者数と妊娠率（表1）

　60年度群の患者総数は662名であり，そのうち原

発不妊は448名（67．7％），続発不妊は214名（32、3

％）であった．その妊娠率をみると60年度群全体で

37．6％，原発不妊で36．2％，続発不妊で40．7％で

あった．50，55，60年度群での推移をみると，原発

不妊，続発不妊が全体に占める害IJ合は，55年度群で

他の2群に比べて続発不妊が少なくなっているが，
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表1　不妊外来患者数と妊娠率

不妊外来患者数 妊娠　例　数
　（妊娠率％）

50年度群 895 236（26．4）

原発不妊 594（66．4％） 147（24．7）

続発不妊 301（33．6％） 89（29．6）

55年度群 775 229（29，5）

原発不妊 567（73．2％） 166（29．3）

続発不妊 208（26，8％） 63（30．3）

60年度群 662 249（37．6）

原発不妊 448（67．7％） 162（36．2）

続発不妊 214（32．3％） 87（40．7）
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おおむね原発不妊が続発不妊の約2倍であった．妊

娠率については，50，55，60年度群各群の妊娠率は

全体で26．4％，29．5％，37．6％，同様に原発不妊

で24．7％，29．3％，36．2％，続発不妊で29．6％，

30．3％，40．7％であり，妊娠率の上昇が認められた．

（2）続発不妊の最終妊娠（図1）

　50，55，60年度群で，正常分娩の割合に差はなく

約40％を占め，自然流産と人工流産の和は約60％

を占めた．

（3）結婚年齢（図2）

　原発不妊については，他の2群に比べ60年度群で

は，25歳以下で結婚した患者の割合が減少し（50年

度群64．3％，55年度群63．0％，60年度群55．2％），

不妊症患者の結婚年令が高くなる傾向が認められた．

しかし，続発不妊では特徴ある変化は認められなか

った．

（4＞初診年齢（図3）

　原発不妊については，31歳以上で初診した患者の

割合は，50，55，60年度群で，22．6％，25．0％，33．3

％と増加し，初診年齢についても高齢化が認められ

た．続発不妊でも同様の傾向が認められた．

（5）不妊原因（図4）
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　（6）不妊期間（図5）

　3群を通して，原発不妊，続発不妊とも特徴ある

変化は認められなかった。

　（7）不妊期間別妊娠率（図6）

　不妊期間別に分類した患者の妊娠率をみると，60

年度群では他の2群に比べ，どの不妊期間において

も妊娠率が上昇している．8年以上の不妊期間をも

つ症例については，どの群も症例数が少ないため特

徴ある変化は認められなかったが，不妊期間が4－－8

年である症例をみると，その妊娠率は，原発不妊で

50年度群10．7％，55年度群18．4％，60年度群34．1

％と上昇，続発不妊でも50年度群24、5％，55年度

群20，2％，60年度群42．6％と上昇した．これらよ
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図6　不妊期間別妊娠率

　どの群も，卵巣因子，男性因子，卵管因子，頸管

因子，子宮因子の順に多く，その順位に変化はなか

った．60年度群では，他の2群に比べて卵管因子が

増加，男性因子が減少していた．3群を通して，卵

巣因子は漸増傾向にあった．機能性不妊の割合は，

特に変化を認めなかった．

～ 20

～ 30

　～40
（X10ツ㎡）

小計

図7　男性不妊症例の精r一数別分布

卵巣性不妊症例の原因と治療、及び妊娠率（妊娠症例数／総数）

　　治療

原因

クロミフ土ン

単独

クロミフェン

　　十

HCG

クロミフェン

　　十

DA
agonist

クロミフェン

　　十

プレドニ
　　ゾロン

DA
agonist

HMG
　十

HCG

葛薬
甘草湯

カウフマン

療法

LH
　●

RH
HCG 他

妊娠率

黄体機能

　　不全
9／27 7／13 2／5

一 14／28 0／2
一 一 一 13／16 1／29 41／110（37．3％）

散発性

無排卵
9／24 3／6 1／4

一
1／5

一
1／2 0／1 1！2 一

4／13 19／54（35．2％）

持続性

無排卵
3／5 1／2 2／6 1／2 1／4 1／1 2／3

一
0／1

一
2／2 10／21（47．6％）

1度
無月経

3／12 1／5 2／6 一
5／9 1／3 0／1

一 一 一
0／4 10／31（32．3％）

2度
無月経

2／8 0／3 1／1
一

3／6 1／4
一

0／／3 0／1
『

0／1 6／19（31．6％）

26／80

（32．5％）

12／29

（41．4％）

8／22

（36．4％）

1／2

（50％）

24／52

（46，2％）

3／10

（30％）

3／6

（50％）

0／4

（0％）

1／4

（25％）

13／16

（81．3％）

7／49

（14．3％）

86／235（36．6％）
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り，比較的長い不妊期間をもつ症例でも，妊娠率が

上昇しつつあることが示された．

（8）男性不妊症例の精子数別分布（図7）

　当科では，精子数40×106／ml以下の症例を乏精子

症として扱っている．60年度群では，男性不妊症例

の占める割合は，原発不妊で23．4％，続発不妊で

14．5％，全体で19．9％であった．高度の乏精子症，

特に精子数10×106／m1以下である症例は原発不妊で

は全体の12．3％，続発不妊では全体の4．2％であり，

高度の乏精子症は続発不妊が少なく，原発不妊が多

いことが示された．しかし，それ以外，特に特徴あ

る傾向は認められなかった．

（9）卯巣性不妊症例の原因と治療および妊娠率（表2）

　60年度群における卵巣性不妊症例について，不妊

原因とその治療方法およびその妊娠率について考察

を試みた．原因による内訳は，黄体機能不全110例，

排卵障害125例，（うち散発性無排卵54例），持続性

無排卵21例，1度無月経3ユ例，2度無月経19例）

であった．各々を治療方法別に分類し，妊娠症例／

総数の如き分数で示した．なお妊娠成功例は妊娠に

直接寄与したと思われる治療法をもって分類したが，

妊娠不成功例は主たる治療法をもって分類した。60

年度群の卵巣性不妊症例に対し，最も多い治療方法

は，クロミフェン単独投与であり，（80例），クロミ

フェンとHCG，　DA　agonist，プレドニン等との併

用療法もあわせると133例となり，全体（235例）の

56．6％を占めた．次に多いのがDA　agonist療法で

52例，クロミフェンとの併用も22例あった，妊娠率

をみると，黄体機能不全37．3％散発性無排卵35．2

％，持続性無排卵47．6％，1度無月経32．3％，2

度無月経31．6％であり，全体で36．6％の成績であ

った．治療法別妊娠率をみると，HCG療法81．3％

であり，黄体機能不全に対しHCGが効果的であった．

クロミフェン十プレドニン併用療法，葛薬甘草湯療

法は50％の妊娠率を示したが，症例数が少ないので，

あまりはっきりとしたことが言えない．DA　agonist

療法は46。2％と高い妊娠率を得た．クロミフェン単

独療法の妊娠率は32．5％であるが，これにHCGを

併用すると41．4％，DA　agonistを併用すると36．4

％，プレドニン併用で（症例数は少ないのであるが）

50％と，併用療法で効果が上がることが示された．

しかし，DA　agonist単独療法で妊娠率46．2％であ

るのに比べ，クロミフェンとの併用で36．4％と低下

している．これは，DA　agonist単独療法で妊娠に成

功しなかった症例にクロミフェンを併用したことに

よると思われる．この他，HMG－HCG療法では30％，

カウフマン療法では0％，LH－RH療法では25％の

妊娠率であった，

考　　察

（99）99

　原発不妊の割合は60年度群で67．7％で，50年度

群55年度群に比較して大きな変化はみられなかっ

た．諸家の報告をみても，寺田1）は68．4％，高橋2）は

約60％と，続発不妊より原発不妊が多いと報告して

いる．続発不妊症例において，その最終妊娠が入工

流産であるものの割合が増加していることは注目に

値する．結婚年齢については，原発不妊において高

齢化の傾向がみられたが，これは日本人全体での結

婚年齢の高齢化がみられること3），更に対照群に比し

て原発不妊患者では結婚年齢が高いこと4）を反映して

いる．不妊原因の分類については報告者により統一

をみていないが，われわれは過去の報告5・6）に従い，

6群に分類した．前述の如くその順位は過去の報告

と変化をみないが，1位の卵巣因子の着実な増加が

認められる．“その他”とは，いわゆる機能性不妊で

あり，婦人科学の進歩につれて減少することが予想

されるが，今回の結果ではあまり変化が認められな

かった．今回の報告では不妊期間が1年以上の症例

を扱っているが，不妊期間別の妊娠率は原発不妊，

続発不妊とも不妊期問が短いほど妊娠率が高かった．

また全体では，ほぼすべての妊娠期間において妊娠

率の上昇がみられたが，これは50年度群と比較した

時の55年度群についても同様の傾向がみられ，進歩

する医学を物語っていると考えられる．

　男性不妊に関しては過去の報告と同様の結果であ

ったが，続発不妊の場合でも乏精子症（40×IO6／ml

以下）が認められ，精液検査が全例になされるべき

必要性が示唆される．

　不妊原因の1位を示す卵巣因子においても妊娠率

の大幅な上昇が認められた．われわれの過去の報告5・6）

と比較して，今回の妊娠率の上昇の最大要因は

dopamine　agonistであるbromocriptineの登場であ

ろう．実際妊娠例中bromocriptineが関係している

例は32例に及び，その半数は黄体機能不全患者であ

る．当教室においても排卵期や黄体後期にprolactin

が上昇するいわゆるtransient　hyperprolactinemia

やTRHに過剰反応を示す黄体機能不全患者に
beomocriptineが有効であることを証明している7・8）．

以上の如く，卵巣性不妊の治療は時の流れとともに

変化し，50年度群は，clomiphene療法が主であった

のに対し，55年度群ではHMG－HCG療法が，更に

60年度群ではbromocriptineの登場が治療成績の向

上に大きな役割を果たしたといえる．

（本論文の要旨は，1986年11月，第31回日本不妊学



100（100）

会（仙台）にて発表した。）
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当教室における不妊クリニック患者の推移
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　　（PRL）と黄体機能，産と婦，53：1215，1986．

8）飛鳥井邦雄，植村次雄，水口弘司：TRHで過剰反
　　応を示した症例の検討，日不妊誌，31：246，1986

　　　The　shifts　and　changes

of　infertile　patients　in　our　clinic

日不妊会誌　34巻1号

Toshiko　Kawaguchi，　Takeshi　Suzuki，

　Kun三〇Asukai，　Kazuhiro　Shirasu，

　Toshiasa　Suzuki，　Yasuo　Kawai，

Michiyoshi　Taga，　Tsuguo　Uemura

　　　and　Hiroshi　Minaguchi

　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Yokohama　City　University，　School　of　Medicine，

　　　　　　Kanagawa　232，　Japan

　　　（Director；Prof．　Hiroshi　Minaguchi）

　The　infertile　patients　treated　for　the　latter　5

years（June　1980－May　1985）in　our　clinic　were

analyzed　and　compared　with　two　groups　analyzed

previously，　group　l；the　infertile　patients　treated

from　January　1965　to　May　l975，　group　2；those

treated　from　June　1975　to　May　1980．

①The　rate　of　primary　sterility　was　67．3％，　that　was

　simiIar　to　that　of　the　former　two　groups．

②The　marriage・age　of　the　primary　sterility

　patients　was　tend　to　be　older．

③On　the　cases　of　sterility，　the　ovarian　factor　was

　the　highest　incidence　and　increased　recently．

④The　pregnancy　rate　was　high　in　the　cases　with

　short　infertile　periods．

⑤The　BromQcriptine　therapy　contributed　to　the

　rise　of　pregnancy　rate　in　the　cases　with　ovarian

　disturbance．

⑥The　total　pregnancy　rate　was　37．6％that　was

　higher　than　the　former　groups

　（group　1：26．4％，　group　2：29．5％）．

　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月16日）
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精子機能テストとしての

hypoosmotic　swelling　testと

一般精液検査との関連性について

Correlation　Between　Data　on　the　Routine

　Semen　Analysis　and　the　Hypoosmotic

　　　　　　　　Swelling　Test

島根医科大学医学部産科婦人科学教室（主任：北尾
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　　　Shimane　medical　University
　　　　（Director：Prof，　M．　Kitao）

　Hypoosmotic　swelling　testと一般精液検査との関連性をみるために，　hypoosmotic　swelling　test

は精子尾部が膨化しているb　一・g　typeと精子尾部全体が膨化しているgtypeの割合をそれぞれ算出し，

一般精液検査としての総精子濃度，精子運動率および運動精子濃度と比較検討し，以下の結果を得た．

正常精液群と異常精液群の総精子膨化率では正常精液群が有意な高値を示し，正常精子濃度の総精子

膨化率及びgtype精子膨化率は異常精子濃度に比べて有意な高値を示した．また，精子運動率および

運動精子濃度と総精子膨化率，総精子濃度および運動精子濃度とgtypeの精子膨化率との間には弱い

正の相関関係が認められた．以上より，hypoosmotic　swe！ling　testは一般精液検査と相関があり，精

子機能テストとして検査方法も容易であり，有用な精液検査であると推定できる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），101－106，1989）

緒　　言

　精液所見が正常であるにもかかわらず男性不妊で

あるケースは臨床的には時に経験するものである．

しかし，逆に乏精子症でも妊娠することがあり，一

般精液検査のみでヒト精子の受精能力を判定するに

は疑問がある．そこでヒト精子の受精能力を確認す

るにはin　vivoあるいはin　vitroで，ヒト卵子とヒ

ト精子が受精するかどうかを検査するのが最も確実

である．しかし，ヒト卵子は採取の困難性に加え，

不妊外来の検査法として実施するには倫理的にも問

題がある．そこで，ヒト卵子に代わる動物卵子が利

用出来れば検査法として成り立つのであるが，幸い

に1976年，Yanagimachiら1）は，ヒト精子が透明帯

除去ハムスター卵に侵入可能であることを発見し，

ヒト精子の受精能力検査として利用されている．当

科でもこのハムスターテストを施行しているが2），そ

の技術は煩雑であり，一般臨床ではより容易な検査
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法が必要である．その検査法の一つにJeyendranら3）

の開発したhypoosmotic　swelling　testがあり，これ

はヒト精子に低浸透圧負荷を加え，精子の尾部に認

められる著明な膨化程度を形態学的に観察し，尾部

細胞膜の機能をもとにして，ヒト精子の受精能を判

定しようとするものである．今回，われわれはhypoos－

motic　swelling　testと一般精液検査を比較検討し，

若干の知見を得たので，文献的考察を加えて報告す
る．

研究対象及び方法

　1）研究対象：当科不妊・内分泌外来を受診した

異常精液所見の不妊男性患者18名を対象とし，正常

精液所見である健康男子6名を対照として比較検討
した．

　2）精液の準備：精液検査条件は5日間以上禁欲

の後，用手法にて精液を採取し，室温で約30分間液

化させた後，精子数を算定し，60×106／ml以上の精

子濃度で，精液量2m1以上，精子運動率60％以上，

精子奇形率15％以下のものを正常精液とした．

　3）hypoosmotic　swelling　testの方法：図1に示

すように，150mOsmolの低浸透圧となる溶液を作成

し，30～60分間，37℃，5％CO2下でインキュベー

トした後，倒立位相差顕微鏡（×400）で検鏡した．

　4）hypoosmetic　swelling　testの判定：100以上

の精子を算定し，図2に示すように，a－－9までの

7種類のtypeに分類した．　a　typeは変化がなく，b～g

typeは精子尾部が膨化していると判定し，その割合

Hypoosmotlc　soDution　lmt

（sedium　citrate・2H20　　7．35g／Ifructo5e　　　　　　　　　13．51g／1）

Semon　　O．1ml

　　37℃，30－60mtn．　incubetlon
　　　　　　　l
　　400倍で検鏡しa－9にバターン分類
　　　　　　　i
　　a－9型Swe）1bng％を算出

図1　Hypoosmotic　swelling　test

日不妊会誌　34巻1号

を算出した．また，gtypeのように精子尾部全体が

大きく膨化している精子は尾部細胞膜が無傷であり，

精子機能は良好であると推定されるので，このgtype

の膨化精子の割合も算出した．

研究結果

　1＞正常精液群と異常精液群とのhypoosmotic

swelling　testの比較

　hypoosmotic　swelling　testの精液所見による比較

を表1に示す．正常精液群（精子濃度60×106／ml以

上で精子運動率60％以上）の総精子膨化率は67．3±

12．5％であり，異常精液群（精子濃度60×106／ml以

下または精子運動率60％以下）の48．6±12．2％に

比べて有意に高値であった（P〈0．05）．またgtype

の精子膨化率は統計学には有意差は認められなかっ

たが正常精液群が異常精液群に比べて高い傾向にあ

った．

　2）精子濃度とhypoosmotic　swelling　test

　精子濃度のみで比較すると表2に示すように，正

常精子濃度（60×106／ml以上）の総精子膨化率

（61．9±11．0％〉およびgtypeの精子膨化率（22．8±

9．0％）は異常精子濃度に比べて有意な高値を示した

（P〈0．05）．しかし，精子濃度とhypoosmotic　swell・

ing　testの精子膨化率との間には有意な相関関係は認

められなかった（図3）．

（a）　　　（b）　　　（c）　　　（d）　　　（e）　　　（f）　　　（9）

a：no　change

b－g：various　types　of　tail　changes

図2　Swollen　spermの分類

羅

Table　1．　Hypoosmotic　swelling　test　and　semen　analysis

Sample　group
Percentage　of　total　swollen　sperm　　percentage　of　swollen　sperm（9　type）

Mean±SD． Range Mean±S．D． Range

Normal　sperm

Abnormal　sperm

67．3±12．5＊　　　　52．2－90．9

48．6±12．2＊　　　23．1－66．0

23．1：t10．7

16．4±二　8．4

4．4－35．5

4．0－29．0

Norlnal　sperm：totaI　sperm　concentration≧60×106／mI

　　　　　　　and　niotility≧60％

＊P＜0．01
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Table　2． Hypoosmotic　swelling　test　and　semen　analysis

　　　　　　　　　（total　sperm　concentration）

Percentage　of　total　swollen　sperm Percentage　of　swollen　sperm（g　type）

Sample　group
Mean±S．D． Range Mean±S．D． Range

Normospermic

Oligozoospermic

61．9±ll．0＊

44，7±12．9＊

48．6－90，9

23．1－63．3

22．8±9，0＊＊

13．4±7．3＊＊

4．4－35．5

4．0－26．0

Norlnospermic：total　sperm　concentration≧60×106／m1

＊P＜0．0／　　＊＊P＜0．05

Table　3． Hypoosmotic　swelling　test　and　semen　analysis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（motility）

Sample　group
Percentage　of　total　swollen　sperm Percentage　of　swollen　sperm（g　type）

Mean＋SD。 Range Mean±S，D． Range

High　motility

Low　motility

60．5±14．2

49．0±13．3

42．5－90．9

23．1－66．0

19．8±10．0

17．0±　9．0

4．4－35．5

4．0－29．0

High　motility：motility≧609b

（％）

100

E
b
肝so

壺

要

図3　Total　sperm
　　　　spermとの関係

　　　　200　　　　300（・り（）6／m量）

total　sperm　concentration

COnCentratiOnとtOtal　SwOIIen

　　3）精子運動率とhypoosmotic　swelling　test

　精子運動率のみで比較すると，正常精子運動率（60

％以上）の方が総精子膨化率およびgtype精子膨化

率ともに異常精子運動率（60％未満）に比べて高値

を示したが，両者ともに有意差は認められなかった

（表3）．しかし，図4に示すように精子運動率と

hypoosmotic　swelling　testの総精子膨化率との間に

は，相関係数r＝0．46で有意な正の相関関係が認め

られた（P〈O．05）．同様に，運動精子濃度との関係

をみると（図5），運動精子濃度とhypoosmotic　swell－

ing　testの総精子膨化率との間には相関係数r＝0．56

で有意な正の相関関係が認められた（P＜O．Ol）．

　　4）妊孕係数とhypoosmotic　swelling　test

　飯塚ら4）の提唱する妊孕係数（運動精子濃度×106）

で正常精液所見の最低条件（精子濃度60×106／m1×

精子運動率60（％）x106；36）で正常，異常に分け

（°／・）

100

∈

お

房50

蚕

至

Y冨O，29X十38．8
r＝0．46

P‘0．05

n＝23

　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　100　　　　（％）

　　　　　　　　　　　　motllity

図4　Motilityとtotal　swollen　spermとの関係

（％）

100

∈

お

曾

量5°

至

の

Y＝0．15X十46．6
r騨0．56

PcO，01

n－23

　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　1DO　　　　　　　　　150　（Xlos／ml）

　　　　　　　　　　　　　motile　sperm　concentration

図5　Motile　sperm　concentrationとtotal　swollen

　　　　spermとの関係
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Table　4．

Hypoosmotic　swelling　testと一般精液検査

Hypoosmotic　swelling　test　and　semen　analysis

　　　　　　　　　　　　（fertility　index，　F．1．）

日不妊会誌34巻1号

Percentage　of　total　swollen　sperm Percentage　of　swollen　sperm（g　type）

Sample　group
Mean±SD． Range Mean±SD． Range

Normal　F．1．

Abnormal　F．L

63．1±11、7＊

46．3±12．6＊

48．6－90．9

23．1－63．3

24。6：ヒ8．6＊

13．4±6．9＊

4．4－35．5

4．0－26．0

Normal　F．1．：F．1．≧36

＊P＜0．01

　Φ
色
》
“

切
）
∈

b
＄

量

至

切

（％）

40

Y＝O．47X－6．77
r＝O．73

P《0．OOl

n＝24

　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　100　　（％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　swollen　sperm

図6　Total　swollen　spermとswollen　sperm（g　type）
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　　　　type）との関係

てみると，表4に示すように，正常な妊孕係数の総

精子膨化率が異常な妊孕係数の総精子膨化率に比べ

て有意な高値を示した．

　　5）hypoosmotic　swelling　test（g　type）

　hypposmotic　swelling　testにおける総精子膨化率

（b～gtype）とgtype精子膨化率との関係は図6に

示すように，相関係数r＝0．73で有意な正の相関関

係が認められた（P〈0．001）．そこで，精液所見とgtype

精子膨化率との関係をみると，図7に示すように，

総精子濃度との問には相関関係r＝O．51で有意な正

の相関関係が認められた（P＜0．05）．しかし，精子

運動率とgtype精子膨化率との間には有意な正の相

関関係は認められなかった（図8）．そこで，運動精

子濃度との関係をみると，図9に示すように，運動

精子濃度とgtype精子膨化率との間には相関係数

r＝O．54で有意な正の相関関係が認められた（Pく
0．01）．
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考　　察

　ヒト精子は射精されたのち，生理的な変化である

受精能獲得過程（capacitation）を経て，先体反応

（acrosome　reaction）を起こし，透明帯を通過し，

卵実質内に侵入し，雄性前核を形成し受精に至る．

このことより，精子濃度，精子運動率，奇形率など

の精液所見のみで精子の受精能力を判定することは

困難であり，実際，精液所見が正常範囲内でも不妊

となっている症例は日常診察ではそれほど珍しいこ

とではない．ヒト精子が透明帯除去ハムスター卵に

侵入可能であることを1976年，　Yanagimachiら1）が

報告しているが，このハムスターテストは操作が煩

雑で，一般不妊外来でのルチン検査としての実施は

不可能である．hypoosmotic　swelling　testは1984年

Jeyendranら3）によって開発されたもので，精子の受

精能力を精子の尾部が低浸透圧負荷で膨化すること

により判定しようとするものである．hypoosmotic

swelling　testはヒト精子に関してはJeyendranら3）

の報告が最初であるが，哺乳類，特に牛精子につい

てはそれ以前にも検討が行なわれており，Drevius5）

は低浸透圧溶液の組成の種類および浸透圧の大小に

より精子尾部膨化の状況が異なると報告している．

　一般精液所見とhypoosmotic　swelling　testの結

果についての検討では，Chanら6）は，精子濃度20×

106／ml，精子運動率40％で，正常，異常精子に分け，

その精子膨化率を比較しているが，それぞれの精子

膨化率に有意差があると報告している．そして，精

子運動率と精子膨化率との間には弱い正の相関関係

があるとしている．今回の検討では正常精液群（精

子濃度60×10／6m1以上，精子運動率60％以上）と

異常精液群との間には，正常精液群の総精子膨化率

の方が異常精液群の総精子膨化率よりも有意な高値

を示した．また，総精子濃度のみでの比較では有意

差を認めたが，精子運動率のみの比較では有意差は

認められなかった．しかし，正常な妊孕係数の総精

子膨化率が異常な妊孕係数の総精子膨化率に比べて

有意な高値であり，運動精子濃度，精子運動率と，

hypoosmotic　swelling　testの総精子膨化率との間に

は弱いけれども有意な正の相関関係が認められた．

また，gtype精子膨化は，精子尾部全体が球状に膨

化し，精子尾部細胞膜の機能は良好であると推定さ

れるので，gtypeのみの精子膨化率について検討す

ると，b－－g　type精子膨化率とgtype精子膨化率と

の間には有意な正の相関関係が認められ，正常精液

群と異常精液群とに分けた場合，正常精液群のgtype

精子膨化率が異常精液群のgtype精子膨化率より高

値の傾向を示し，飯塚ら4）の提唱する妊孕係数での比

較でも有意差が生じ，総精子濃度，運動精子濃度と

gtype精子膨化率との間には有意な正の相関関係が

認められた．以上のことにより，hypoosmotic　swelling

testにおいて，b～gtype精子膨化率およびgtype精

子膨化率はより妊孕性に影響があると思われる運動

精子濃度と関連性が深く，ヒト精子の受精能をb～g

type精子膨化率で判定する代わりにgtype精子膨化

率のみの判定が可能と推測される．しかし，gtype

精子膨化がより妊孕性に深く関与があるかどうかは

今後の検討が必要である．

　また，他のヒト精子受精能力テストとの関連性に

関しては，Jeyendranら3｝は透明帯除去ハムスターテ

ストと良好な相関関係を示すと報告しているが，Chan

ら6）はハムスターテストとは相関関係はなく，精子の

別々の機能面，つまり，ハムスターテストは精子と

卵子の相互作用や受精を，hypoosmotic　swelling　test

は精子運動率のような精子の膜の機能面をみている

と報告している．しかし，Van　der　Venら7）はヒト

体外受精において受精した精子のhypoosmotic
swelling　testはほとんどが精子膨化率60％以上であ

り，受精しない精子の精子膨化率はほとんどが60％

以下で，hypoosmotic　swelling　testは受精に関する

能力の指標となると報告している．

　以上より，hypoosmotic　swelling　testは一般精液

検査と相関があり，また，精子機能検査として一般

不妊外来で容易に施行できる検査であり，有用な精

液検査の一つであると推定できる．
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　　We　studied　the　correlation　between　data　on　the

routine　semen　analysis　and　the　hypoosmotic　swel1－

ing　test．　Sperm　were　examined　for　typicaユtail

abnormalities　indicative　of　the　occurrence　of

hypoosmotic　swelling　and　particularly　for　swollen

areas　that　completely　enveloped　the　curved　tail　of

the　sperm（g　type）．　The　percentage　of　swollen

sperm｛b－g　type，　g　type）was　calculated．　Analysis

were　made　of　the　total　sperm　concentration，　sperm

motility　and　motile　sperm　concentration．　The　mean

percentage　of　the　swollen　sperm（b・g　type）in　nor－

mal　semen　samples　was　significantly　higher　than

that　seen　in　the　abnQrmal　semen　samples，　The

mean　percentage　of　swollen　sperm（b－g　type，　g　type）

in　case　of　a　normal　sperm　concentration　was　signif・

icantly　higher　than　that　seen　in　case　of　abnormaI

sperm　concentration．　Positive　but　weak　correla－

tions　were　observed　between　tota1　sperm　concentra－

tion　and　the　percentage　of　swollen　sperm（g　type），

between　sperm　motility　and　the　percentage　of　swol－

len　sperm（b・g　type）and　between　motile　sperm

concentration　and　the　percentage　of　swollen　sperm

（b－g　type，　g　type），　respectively．　Therefore，　the

hypoosmotic　swelling　test　correlates　with　data　on

the　routine　semen　analysis，　hence　is　a　pertinent

clinical　test　for　examinations　of　sperm，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1987年12月25日）
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　ブタ精巣上体を使用し，その頭部，体部，尾部の管腔内液のペントースサイクル活性の変化につい

て検討した．本経路の鍵酵素であるGlucose－6－phosphate　dehydrogenase（G6P－DH）および6－

Phosphogluconate　dehydrogenase（6PG・DH）をNADP依存酵素を特異的に吸着する2’，5’ADP・

Sepharose　4Bを用いたaffinity　chromatographyによt）分離，精製し，各部位のペントースサイクル

活性を比較検討した．なお，精巣上体管腔液は，尾部を除き精巣上体組織と共に細片し，得られた活

性から組織活性を減法し比較した。

　本経路活性は頭部で2317．7±96．lmU／ml（組織を含む），体部で6521．7±182．8mU／ml（組織を含む），

尾部で270．3±25．9mU／mlであった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），107－112，1989）

緒　　言

　精子が高度に迂曲した精巣上体管腔内を通過する

間に受精能を獲得し，受精能の発現，維持に精巣上

体因子が関与すること，また精巣上体機能がアンド

ロジェン依存であることは定説となっている．しか

し，精巣上体通過中にみられる種々の精子成熟変化

と精巣上体の変化との相互関係，その変化の機能的

意義，精巣上体管腔内環境と精子間の相互作用につ

いては十分明らかにされていない．

　われわれは脂質，ステロイド合成に深く関与する

ペントースサイクルが，ブタ精巣上体頭，体，尾部

管腔液でどのような推移を辿るかを検索し，同時に

その機能的意義について考察した．

方　　法

　1）ブタ精巣上体管腔液の採取およびその粗抽出

液の作製（図1，2）

　精巣上体は，屠殺後1時間前後の生殖可能なブタ

精巣上体を使用した．

　精巣上体は頭，体部に分割し1｝，付着している血管，

結合織，脂肪組織を取り除き，管腔内液と共にKRBG
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Unwashed　epididymis｛caput．　Corpus）

　　　l

　　Minced

add　equal　volume　of
O，1MTris－HCI　buffer　pH　7．6

（10mM　mercaptoethanol．5mM　EDTA　3Na）

Homogenized
　　l
Treated　by　ultrasonic　waves　（20KHz，200w）

operated

lO5ρOO

Residue

operated　at　a　speed　of
lO5ρOO　xg　for　50　minutes　at　4℃

Supernatant
　　l
2’ ，5「ADP－Sepharose　4B　column

column　size：130　mm　X　10mm
flow「ate：22　ml／h．

fraction：1．3　mげtube

Analysis

　1．Protein　contents
　2．LDH　activity

　3．G6P－DH　activity

　4．6PG－DH　activity

図1　Experimental　Procedure

（pH7．4）中で細片した．細片後O．IM　Tris－HCI　buffer

（pH7．6）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分間つつ3回超音波処理をした．超音波処理後，

4℃，105，000g，50分間冷却遠心し，得られた上清

を東洋濾紙Na　7で濾過した．一一部を蛋白量，酵素活

性の測定に使用した．なお，管腔内液としての活性

は，組織活性より減法して比較した．実験に供した

各組織は3．Ogである．

　精巣上体尾部管液は，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

部管液を採取する．実験に使用した液量は約3．Omlで

光顕にて精子の直進運動を認めた．この尾部管腔液

に0．1M　Tris－HCI　bufferを等量加え良く撹搾後，超

音波を施行した．超音波施行後，4℃，105，000g，60

分間超遠心し，得られた上清を尾部管腔液の粗抽出

液とし，その一部を蛋白量，酵素活性の測定に使用

した．

　2）2’，5’ADP－Sepharose　4B2）による精製（図1，

図2）

　方法は本誌既報3・4）に準じた．

　3）蛋白量および各酵素活性の測定

　（1）蛋白量

Cauda　luminal　fluid

add　O．1　M　Tris－HCI　buffer　pH　7．6

（10mM　mercaptoethano1，5mMEDTA3Na）

↑reated　by　ultrasonic　waves（20KHz，200W）

operat
for　60

operated　at　a　speed　of　105，000xg
for　60　minutes　at　4℃

Residue　　SuPernatant

2：5’ADP－Sepharose　4B　columm

column　size：130mmx10mm
flow　rate：30ml／h．

fraction：2．5m）／tube

Analysis
1．Total　protein　contents
2．Total　LDH　activity

3．Total　G6P－DH　activity

4．Total　6PG－DH　activity

図2　Experimental　Procedure

　Marison5）の方法に準じた．

　（2）LDH活性

　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LOhr・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，

　　活性値の表し方

　1μM／ml　NADPHの340nmにおける吸光度は6．

22であるからX×△OD／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．

結　　果

1）ブタ精、巣上体頭，体，尾部粗抽出液からのG6P－DH

の分離

　精巣上体各部位から得られた粗抽出液を2’，5’

ADP－Sepharose　4Bを充填したカラムに添加し，　affin・

ity　chromatographyを施行した結果を図3，4，5，

に示す．図左は管腔内液を含めた組織（unwashedと

表現した）のaffinity　chromatogramで，図右は管

腔内液を除去した管組織のaffinity　chromatogram

である．図5左は尾部管液のaffinity　chromatogram

である．

2）精巣上体各部位のG6P－DH活性

　精巣上体尾部管液と管腔内液を含めた頭部，体部

管組織のG6P－DH活性を表1に，精巣上体各部位の

管組織のG6P－DH活性を表2に示す．　G6P－DH活性

は体部で6521．7±182．8mU／mlと最も高く，次いで頭

部で2317．7±96．1mU／ml，尾部で270．3±25．9mU／ml

と急激に低下した．頭部，体部のG6P・DH活性より
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Glucose－6－phosphate　Dehydrogenase　activities　of

cauda　luminal　fluid　and　unwashed　epididymal

tissue　from　boar。

Caput

Corpus

Cauda

　　　n冨5
　　　　2317．7±96．1mu／ml

　　　　n＝5

＊＊富6521．7±182．8mu／ml

　　　　n＝5

…　270．3±25．9mu／ml
　　　　　　　　　　value；Mean±SD

The　data　were　statistically　analysed　using

Students’t’test　and　significant　differences

between　unwashed　epididymal　tissue　and

cauda　luminal　fluid　were　indicated　by

asterisks　（＊＊＊p〈0．001）．

表2
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口

Glucose－6－phosphate　Dehydrogenase　activities　of

epididymal　tissue　from　boar．

Caput　　n＝5
　　　　　　　1123．2±82．7mu／mI 374．4±27．6mu／ml／g

Corpus
　　　　　＊＊3617．2±101．3mu／ml＊”　1205．7土33．8mu／ml／g

Cauda　n＝5
　　　　　＊＊379．6±17．3mu／ml　　126．5±5．8mu／m1／g

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　value；Mean±SD

　　The　data　were　statistically　analysed　using　Students’t’test

and　significant　differences　between　the　caput　and　corpus

epididymidis　or　cauda　epididymidis　were　indicated　by＃

asterisks（＊＊p＜0．01）．
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表2の各々の管組織の活性を減法しても結果は同じ

である．

考　　察

　精巣上体は，精子産生場所である精巣から放出さ

れた精子をその貯蔵場所である尾部まで送り込む．

この高度に迂曲した精巣上体管腔を精子が通過する

のに約2週間を要し1°），この間に精子は種々の変化を

受け受精能を獲得する．この精子成熟は，精巣上体

頭部から尾部へと連続的に変化する管腔内環境に遭

遇して初めて完成する．

　われわれはこの環境因子のうち，ペントースサイ

クルの代謝能の変化を頭部，体部，尾部について検

討した．ペントースサイクルは，脂肪酸，ステロイ

ドなどの合成と深い関連をもちながら現在十分な検

討がされていない．

　精巣上体液の採取に当り，尾部液は空気圧法を用

い，頭部，体部液は管腔内液を保存した状態で組織

と共にminceし，以前実験した精巣上体管各部位の

ペントースサイクル活性（未発表）を減法して検討

した．精巣上体液採取法はいろいろ開発されている

が11），技術的にも煩雑で，同条件での採取も難しく，

採液量が少ないなど，未だ幾つかの難点がみられる．

しかし，われわれの方法でも本経路の変化を生じる

部位を検討する目的としては十分と考えられる．

　ペントースサイクルの鍵酵素であるG6P・DH活性

は，精巣上体体部液で最も高く，次いで頭部，尾部

では急激に低下した．この結果は精巣上体各部位の

組織にみられた結果と全く同じである．

　精巣上体液および精巣上体管のペントースサイク

ルに関する研究は，過去にわずかに散見するにすぎ

ない12－15）．これらの報告はいずれも頭部から尾部に

移行するにつれてペントースサイクル活性が減少し

ていく結果を示しており，本活性が体部において最

も高値を示したわれわれの結果と明らかに相違して

いる．この不一致は使用動物の種属間の違いと考え

られる．Johnsonら12）によると，ラットでは頭部より

尾部で，マウス，ラビットでは尾部より頭部で本活

性は活発であることを報告しており，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，本活性が特別な部位および

特別な部位に存在する精子において種属間に相違が

あることを示している．

　精巣上体はその機能本来を維持するためにアンド

ロジェンに依存していることは定説となっている．

精巣上体に蓄積されるglyceryl－phosphorylcholine

やcarnitineil）はアンドロジェン依存性であり，ペン

トースサイクルも同じようにコントロールされてい

る14・16）一方，解糖系の酵素活庄の上昇がプロラクチン

の直接作用によるものであるとする報告もある17｝．

Balasubramanian15）らは副腎摘除ラットで，精巣上

体管組織および精巣上体液を含む管組織の解糖系酵

素について検討している．精巣上体頭部ではコント

ロール群に比べ，副腎摘除群のG6P－DH，6PG－DH活

性が有意な上昇を示したことから，頭部における

NADPHの利用率が副腎摘除によって高まり，その

結果脂質生成が増大した可能性を示唆している．

Sholl18）らは，ラットの発育過程の精巣上体に，アン

ドロジェンの増加時期と一致してG6P－DH，　6PG・DH

活性の増加を認め，ペントースサイクルが精巣上体

でステロイド，脂質合成にNADPHを供給している

可能性を示唆した．

　われわれの実験結果からも，精子成熟の際立った

変化がみられる精巣上体頭部，体部においてG6P－DH

活性が高値を示した事実は，両部位においてペント

ー スサイクルがステロイドおよび脂質合成に関与し

ている可能性が考えられる．

　精子貯蔵場所である尾部管腔液に最も低い活性が

認められたが，射精精子のそれと比較すると本経路

活性はより活発に働いている19）．従って射精精子では

不活性な状態にあるペントースサイクルが，尾部管

精子では何らかの役割を演じている可能性がある．

　精巣上体尾部精子の受精能維持は，尾部管内に分

泌されたdihydrotestosterone2°｝が精子内に取り込ま

れ，3α一androstanediolに還元される機序によるとす

る報告がある21）．

　精子が精巣上体頭，体部を通過するに要する時間

は2日から5日で，従って精巣上体内での精子成熟

に要する時間は5日以内である1°｝．この短期間に誘起

される種々の精子変化と精巣上体機能との関連を説

明することは今後の興味ある研究課題と考えるが，

ペントースサイクルが頭，体部および管腔内液で活

性化していることは，その生理的作用と考え合わせ

ると脂質およびステロイド合成との関連を示唆し，

尾部では受精能維持に関与している可能性が考えら

れる．

（なお，本論文の要旨は第32回日本不妊学会総会で

報告した．）
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　　Pentose　phosphate　cycle

in　the　boar　epididymal　fluid

Motohiro　Ito　and　Ichiro　Atobe

1st．　Department　of　Obstetrics

　　　　　and　Gynecology，

　　　　　Toho　University，

　　　　School　of　Medicine，

　　　　Tokyo　143，　Japan

Hitoshi　Watanabe　and　Hisao　Amano

Department　of　Biochemistry，

　　　　　Toho　University，

　　　　School　of　Medicine，

　　　　Tokyo　143，　Japar1

　An　increase　in　fertilizing　capacity　of　spermat－

ozoa　occurs　during　passage　through　the　epididymis

suggesting　that　this　organ　provides　a　maj　or　source

of　substrates　to　support　the　maturation　process．　In

this　regard，　an　increase　in　carbohydrate　metabo・

lism　relative　to　epididymal　function　has　indicated

that　glucose　is　a　major　metabolic　substrate　and
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that　a　high　pentose　cycle　activity　exists　in　the

organ12・13）．

　　The　activity　of　the　pentose－shunt　enzymes　was

studied　in　epididymal　luminal　fluid．

　　The　separation　of　the　enzymes，　the　first　enzyme

of　the　pentose　phosphate　cycle，　glucose。6－phosphate

dehydrogenase（G6P－DH）and　6－phosphogluconate

dehydrogenase（6PG－DH）was　performed　using　2’，5’

ADP－Sepharose　4B．

　　G6P・DH　was　quite　active　in　the　caput－corpus

region　of　the　epididymis，　particularly　in　the　corpus

segment　and　lowest　in　the　cauda．

　　From　the　alterations　in　epididymal　fluid　enzyme

activities　obtained　in　the　present　study，　the　pentose

cycle　may　be　important　in　supplying　NADPH　for

steroid　　and　　phospholipid　　synthesis　in　　the

epididymis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月18日）
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ハムスターテストとHypoosmotic

SWelling　teStとの関連性について

　　Correlation　between　the　Zona－free

Hamster　Egg　Human　Sperm　Penetration

Test　and　the　Human　Sperm　Hypoosmotic

　　　　　　　　　Swelling　Test
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　高橋健太郎
Kentaro　TAKAHASHI
　山　崎　裕　行

Hiroyuki　YAMASAKI

草刈万寿夫
Masuo　KUSAKARI
臼　井　孝　昭

Takaaki　SHIRAI

北　尾　　　学

Manabu　KITAO

　学教授）

内　田　昭　弘

Akihiro　UCHIDA

吉　野　和　男

Kazuo　YOSHINO
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　不妊症外来における男性因子の検索には一般精液検査が行われているのが現状である．しかし，正

常精液所見を示すにもかかわらず，不妊症例も多く，ヒト精子の受精能を確認するためには，精子の

機能テストが必要であり，現在は，透明帯を除去したハムスター卵子を用いて，間接的に精子のcapacitation

を知るハムスターテスト（ZSPT）や低浸透圧負荷により精子の尾部細胞膜の形態学的変化を観察し，

間接的に精子の受精能を知るHypoosmotic　swelling　test（HOST）などが利用されている．

　今回，精子の受精能の判定の為にZSPTとHOSTを同時に行い，その有用性について検討した．そ

の結果，ZSPTとHOSTとの間の相関関係は認められなく，ZSPTで低値を示したものでもHOSTは

良好な結果であったものもあり，またその逆も認められた．しかし，両テスト共に低値を示したもの

に妊娠例は1例もなく，妊娠症例は共に高値を示したものが多かった．

　以上により，HOSTはZSPTの代用には成り難く，精子受精能の判定には両検査の併用が望ましい

ことが推定された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，34（1），113－118，1989）

緒　　言

　不妊症外来における男性因子の検索には一般精液

検査が行われているのが現状である．しかし，正常

精液所見を示すにもかかわらず，不妊症例も多く，

ヒト精子の受精能を確認するためには，精子の機能

テストが必要であり，現在は透明帯を除去したハム

スター卵子を用いて，間接的に精子のcapacitation

を知るハムスターテスト（Zona－free　hamster　egg

sperm　penetration　test；ZSPT）1・2・3）や低浸透圧負荷

により精子の尾部細胞膜の形態学的変化を観察し，

間接的に精子の受精能を知るHypoosmotic　swelling

test（HOST）4・5・6｝などが利用されている．今回，精子

の受精能の判定の為にZSPTとHOSTを同時に行
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Golden　hamster
Sりpe「Ovulation　（PMS－HCG）
　　う

Mature　unfertilized　ova
　　◎

Remove　the　cumulus　cellS
　　l（Ql％hi”1…ida’e　15m‘n）

Remove　the　IO【a　pellucida
　　　（01％　 trypsin　3　min　）

Wash　3　times　with　Whlttinghamts　T6
　　◎

Zona　free　hamster　ova

日不妊会誌　34巻1号

Huma【　semen
　　　↓一・・t…・3・一・2・…

Vig。r。uslym。tiie・pe・m　swimupand
arewashed　withWhittingham’s　T6
　　　◎

preincubation　5～6　hr
　　　　　（37°C　5％　CO2　in　alr）

lnseminotion　（sperm　concentratiOn　3～8　x　IO6ml）

ー medium

lncubat

mine「al　Oll

4hr

EXamination　 of　 OVa

図1　当科におけるZSPTの概要

い，その有用性と関連性について検討し，若干の知

見を得たので報告する。

Hy口oosmotiO　　 solutio員　　　 1　ml

（1離τ，』i…e’2H2°，1：：1：二：｝

Seme隠　　0．1mI

研究対象及び方法

　研究対象は島根医大附属病院産科婦人科不妊・内

分泌外来を受診した不妊夫婦のうち，ZSPTとHOST

を同時に施行した22名の男性とした．

　ZSPTの概要は図1に示すように，過排卵処理し

たゴールデンハムスターより得られた卵子をhyalur－

onidase，　trypsinで処理し，　swim　up洗浄濃縮法に

より回収された精子と受精させた．判定は頭部膨化

精子もしくは尾部をともなった雄1生前核が確認でき

た場合に侵入とし，侵入率を計算した．

　HOSTは図2に示すように，精液0．1mlとHypoos－

motic　solution　lmlを混ぜ，30－60分間，37℃で

incubationした後，精子の形態を観察した．精子の

尾部細胞膜の形態学的変化はJeyendranら4）に従い，

図3のようにa～9に分類し，100以上の精子を観察

し，それぞれのパーセンテージを算出した．

　それぞれのテストの基準値は，我々が以前に報告

したZSPT　40％7｝，　total　swollen　spermを用いた

HOST（以下t－HOSTと略す）42％，　g　type　swollen

spermを用いたHOST（以下g・HOSTと略す）14
％8）を用い，基準値以上を精子機能良好とした．

　統計学的処理はStudent’s　t－testで行った．

結　　果

　22名の精液検査所見及びZSPT，　HOSTの結果を

表1に示す．ZSPTにおける精子の侵入率は0～100％

37’　，3　　　Omin　　in　　baセ　on

　　　　　l

400倍で検踊しa＿gにバターン分類
　　　　　l
e－9型Swelling％を算出

図2　Hypoosmotic　swelling　testの概要

（a）　　（b）　　　（c）　　　（d）　　（e）　　　（f）　　（g）

図3

a：no　change

b－9：various　types　of亡ail　changes

Hypoosmotic　swelling　testにおける尾部膨化精

子の模型

に分布しており，平均は32．6±29．4％であった．ま

たHOSTにおけるtotal　swollen　spermの割合・（t・

HOST）は14　・一　79％で平均42。3±15，7％であり，

gtype　swollen　spermの割合（g・HOST）は1～29％

で平均13．7±8．7％であった．このうち，妊娠は6例

に認められ，自然妊娠3例（症例8，11，15），AIH

妊娠3例（症例4，6，9）である．ZSPTで当科
の基準40％以上を満たしたものは10例あり，妊娠
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Seminalvsis　　　　　　　「 ZSPT Hypoosmotic Swelling　test

Patients
Total　sperm
ConcelltratiOI1
　　（×106！’m1〕

Motile　sperm
COrユcentratiOI1
　　（×10‘ml）

Sperm
m（．｝tility

　　（％）

Penetration
rates（％）

Total
（％）

gtype
（％）

pregnancy

1．F．K． 44 2 4．5 0 27．0 6．0
一

2．M．H． 0．1 0．1 50 0 26．0 4．0
一

3，F．C． 10 3 30 0 41．0 6．0
一

4．N．K， 173 93 54 56．0 66．0 29．0 十

5．O．K， 18 15 83 64．7 42．5 16．0 一

6．H．K． 26 11 42 55．6 56．0 18．0 十

7．S．M， 7 0．8 11 55．6 23．1 3．8
一

8．S．E． 192 128 67 72．7 52．2 4．4 十

9．K．K． 133 72 54 47．4 57．0 23．0 十

10．S．NI． 340 170 50 47．4 48．6 28．8 一

11、S．H． 120 81 68 2．5 79．0 18．0 十

12．N．A， 31 11 36 25．0 58．0 22．0 一

13．K．F． 70 45 64 100 37．5 15．4 一

14．A．M， 96 58 60 38．9 48．8 25．2 一

／5．S．M． 105 84 80 66．7 50．0 23．2 十

16．F．T． 6 3 50 0 14．0 1．0
一

17．T．M． 14 11 79 10．0 39．4 7．3
一

18．A．M． 22 4 18 45．5 15．0 2．5
一

19，A．M． 5 2 40 8．3 32．4 12．0 一

20，0．M． 4．9 0．3 6．1 0 35．8 8．3
一

21．LN． 20 6 3〔〕 13．6 42．0 12．0 一

22，N．K， 22 4 18 7．4 42．0 16．0
一

Meal1±S．D． 66．3±82．2 36．6±47．4 45．2±23．3 32．6±29．4 42．3±15．7 13．7±8．7
（range） （0～100） （14．0～79．0） （1．0～29，〔D
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症例6例のうち5例（83．3％）が基準値以上であっ

た．またt－HOSTで基準値以上の症例は12例あり，

妊娠症例は全て基準値以上であった．同様にg－HOST

で基準値以上は11例あり，妊娠症例6例のうち5例

（83．3％）が基準値以上であった．ZSPTとt－HOST

で検討すると，共に基準値以上のものは7例，共に

基準値以下のものは7例あり，共に基準値以上のも

の7例のうち5例（71．4％）が妊娠しており，共に

基準値以下の7症例において，妊娠症例は1例もな

かった．しかし，症例11のようにZSPT　2．5％と低

値にもかかわらず，t－HOSTは79％と高値で自然妊

§

）

50

≡

盆

525
呈

㎝

盆

b

嗣

o

non－ pregnanoy
P「egnency

50

ZSPT　（％）

100

図6　ZSPTとgtype　swollen　spermとの関係

娠した症例もあった．

　ZSPTの侵入率とt－HOSTとの間には有意な相関

関係は認められなかった．しかし，妊娠症例は全例

total　swollen　spermの割合が50％以上で，　ZSPTの

侵入率も1例を除き40％以上であった（図4）．

　t－HOSTとg－HOSTとの間には1％以下の危険率

で正の相関関係が認められた（図5）のでt－HOST

の代わりにg－HOSTを用いZSPTとの関係をみてみ

た．しかし，図6に示すように，侵入率とはやはり

有意な相関関係は認められなかった．

　一般精液検査で当科の基準である精子濃度60×

106／ml，運動率60％以上，奇形率15％以下の正常

精液所見を示した5症例と，異常所見を示した17症

例とに分け，ZSPTとHOSTとの平均値を比較検討

すると（表2），侵入率は正常精子群で56．2±33．1％，

異常精子群で25．7±24．1％であり，5％以一ドの危険

率で有意に正常精子群の方が高率であった．しかし，

HOSTにおいてはt－HOST，　g－HOSTともに正常精

子群の方が高値の傾向は認められたが，統計的な有

意差は認められなかった．

　当科におけるZSPTの基準値40％を用いて，
HOSTの値で比較してみると，t－HOST，　g－HOSTと

もに，平均値において統計的に有意差は認められな

かったが，若干，ZSPT　40％以上の群で高値の傾向

が認められた（表3）．そこで，Chanら5｝によるZSPT

の分類を利用し，HOSTの値を比較検討すると（表4），

t・HOST，　g・HOSTとともに，ZSPT　O％とZSPT　10％

表2　ZSPT及びHOSTにおけるIE常精子と異常精子との比較

Subjects
No．　of

patients

ZSPT HOST
penetration　rates（％） total（％） gtype（Oo）

normal　sperm

abnormal　sperm

5

17

56，2±33．la

25．7±24．lb

53．5±13．7　　　17，2±7．3

38．6±14．2　　　13．O：ヒ9．2

a－b：P＜0．05

表3　当科における基準ZSPT値とHypoosmotic
　　　swelling　testの平均値

表4　Chanらの分類によるZSPT　f直とIIypoosmotic
　　　swelling　testの’r均f直

ZSPT

Hypoosmotic　swelling　test
　　　（Mean±S．D．）

ZSPT

Hypoosmotic　swelling　test
　　　（Meari±S．D．）

total　（％） gtype（％） total（％） gtype（o）

40％以上

40％未満

44．8±15．0

40．3±15．9

16．4±9．5

11．5±7．2

　　O％　　　　　　 28．8±9．3a　　　　5．1±2．4c

＞0％and〈10％　　51．1±20．1　　　　15．3±2．5d

　　≧10％　　　　　 45．4±13．3b　　　16．5±8，9ビ

a－b：P＜0．05

c－d：P〈0．Ol

c・e：P＜⑪．001
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以上で，平均値に有意な差が認められた．そして，

その統計的な有意差はt－HOSTよりg－HOSTの方に

強く認められた．

考　　察

　IVE－ET法の導入により，ヒトにおける受精，着床

のメカニズムがより高度に研究されつつある現在，

精子の受精能を従来よりの精液量，精子濃度，運動

率，奇形率等を検索する一般精液検査の結果のみで

判定する事はあまりにも不正確である．そのために，

精子の機能検査が必要となってきた．

　精子が受精を完遂するためにはcapacitationと呼

ばれる機能的変化を遂げる必要がある．その精子の

capacitation能力を間接的に知る方法としてZSPT

が用いられている1・2・3｝．しかし，その方法は煩雑であ

り，一般臨床でルチンに用いるのは不可能である．

　Jeyendranら4）は「精子の細胞膜機能が正常であれ

ば，その精子機能も良好である」という仮説のもと

にhypoosmotic　swelling　test（HOST）をヒト精子

で応用した．この検査は，ヒト精子に低浸透圧負荷

を加え，精子の尾部に認められる著明な膨化を形能

学的に観察し，尾部細胞膜の機能をもとに，ヒト精

子の受精能を判定しようというもので，より容易な

精子機能検査法である．

　もし，ZSPTの代用としてHOSTが有効であるな

らば，一般臨床の場で，精子の機能検査が簡単に出

来るはずであり，一一般精液検査とHOSTの併用によ

り，精子の妊孕能はある程度判定可能である．そこ

で，今回はZSPTとHOSTとの関連性を検討したの

であるが，結論から言うと，ZSPTとHOSTとの強

い関連性は見出せなかった．この事はChanら5）の報

告と一致する．Chanら5｝も述べているように，　ZSPT

とHOSTとは精子の異なった機能面を判定している．

つまり，ZSPTは精子の卵子への侵入，受精に関す

る機能の判定であり，HOSTは精子の運動1生に関す

る精子細胞膜の機能の判定である．しかし，Jeyendran

ら4）や柳沢ら9）はZSPTとの良好な相関関係を認めて

おり，まだまだ検討の余地がある．我々の検討では，

ZSPTとHOSTとの個々の値での相関関係は認めら

れなかったが，ある一定の基準ZSPT値を決めて，

HOSTの平均値で比較すると統計的にも有意差があ

り，この点よりは，ZSPTとHOSTとは関連性があ

ると言っても過言ではないと思う．また，ZSPT　O％

つまり，精子のcapacitation能力のない群とZSPT

10％以上の群とで比較する場合，HOSTはgtypeの

膨化精子の割合のみで判定する方が，総膨化精子の

割合で判定するよりも，より関連性が認められた．

このように，gtypeのように尾部全体が大きく膨化

している精子は，精子の運動性もよく，capacitation

獲得も良好である事が推察される．

　症例が少なく，今後検討の余地があるが，今回の

検討でHOSTの総膨化精子の割合が50％以上，かつ

ZSPT値40％以上であれば妊孕能力の良好な精子と

推察出来る．

　結論としては，ZSPTもHOSTも精子の機能検査

には違いないが，精子の異なった機能面を見ており，

両検査共に結果の良好な精子は当然，精子の受精機

能は良好であると判定出来るが，その一つのみの検

査の判定では誤ちを犯す可能性もある．故に，HOST

はZSPTの代用とは成り難く，精子受精能の判定に

は両検査の併用が望ましい．
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　　　　　　　and　Manabu　Kitao

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　Shimane　Medical　University，

　　　　　　　　　Shimane　693，　Japan

　　　　　　（Director：Prof．　M．　Kitao）

dard　test　for　male　fertility．　Nevertheless，　there　are

numerous　infertile　cases　despite　normal　character－

istics　of　the　semen．　To　ascertain　the　sperm　fertiliz－

ing　capacity，　a　functional　test　is　necessary．　The

zona－free　hamster　egg　sperm　penetratlon　test

（ZSPT）and　the　hypoosmotic　swelling　test（HOST）

can　be　used　to　test　male　infertility．　In　the　present

study，　we　studied　the　correlation　between　findings

using　the　ZSPT　and　the　HOST．

　　The　results　are　as　follows：

　　There　was　no　significant　correlation　between　the

ZSPT　and　the　HOST，　and　good　values　in　the　HOST

were　recognized　in　some　with　a　low　percentage　in

the　ZSPT．　A　good　values　in　the　ZSPT　were　obser－

ved　in　some　with　a　low　percentage　in　the　HOST．

Pregnancy　did　not　occur　when　values　of　both　the

ZSPT　and　the　HOST　were　low．　Conversely，　high

values　in　the　ZSPT　and　the　HOST　led　to　preg－

nancy．

　　Therefore，　we　suggest　that　the　HOST　cannot　be

used　as　a　substitute　for　the　ZSPT，　rather　use　of

both　ZSPT　arld　HOST　is　necessary　to　estimate　the

fertility　potential　of　human　sperm．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月29FD

Aroutine　semen　analysis　has　long　been　the　stan．
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　当科不妊外来に通院治療中の20例に，80％Percollを用いた擾拝密度勾配法により洗條濃縮した精

子を用い90回の配偶者間人工受精（A．LH．）を行った．このPercoll処理前後の精子性状の変化を検

討した．精子運動率は処理前56．6±19．4％，処理後71．4±20．6％，精子奇形率は処理前9．8±5．5％，

処理後5．4±4．0％と両者共P＜0．01で有意に改善されたが，精子濃度（×106／ml）は処理前53．6±43．1，

処理後44．1±42．9とP〈0．01で劣化した．回収率に関しては一般精子16．1±10．1％，運動精子22．2±

20．5％，直進運動精子26．4±26．0％といずれも低いが，直進運動精子が有意に選択的に回収されてい

ることが判明した．精液中の細菌の変化を28例で検討したところ，処理前の精液で無菌のものは一例

もなく，104以上出現しているものが全体の60％を占めた．処理後は無菌になった5例を含め25例（90

％）で細菌数の減少をみた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），119－125，1989）

緒　　言

　不妊症の原因としての男性因子は，当科における

昭和47年より10年間の統計1）で不妊症患者773例

中115例と全体の15％を占め，また，不妊因子別に

みた妊娠率は24％と最低であった．諸家の報告2・3・4）

においても，その妊娠率は極めて低いのが現状であ

る．周知の通り，ここ数年来の産婦人科領域におけ

る不妊症治療は格段の進歩を遂げつつあり，この男

性不妊治療に関しても造精機能の改善を目的に各種

薬剤を投与する方法およびSwim－up法や洗1條濃縮に

よって優良精子を選別して，これを配偶者間人工授

精（AJ．H．〉に用いるなど，各種の新しい試みがなさ

れて来た．

　今回われわれは繁雑な外来診察においても比較的

簡単に処理でき，かつ優良精子の選択性にすぐれて

いると思われるPercollによる握挫密度勾配法に着目

し，同法による選別精子を用いたAJ．H．を不妊患者

20例に延べ90回行った．その際用いた精液処理前後

における精子運動率，奇形率，濃度，直進運動精子
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濃度，回収率，精液中の細菌についてしらべ，AJ．H．

に用いる優良精子の選別法として同法の有用性を検

討した．

対象および方法

1）対象

　当科不妊外来通院中で人工授精を行った症例のう

ち，精子濃度30×106／ml以下の精子減少例8例，運

動率20％以下の精子運動不良6例，長期機能性不妊

5例，逆行性射精1例，計20例（延べ90回）を対

象とした．

2）Percollの調整

　今回われわれが用いた方法は，昭和61年の第5回

日本アンドロロジー学会において兼子ら5）によって発

表された80％Percollを用いた握絆密度勾配法であ

る．その調整法は表1の如く，まず1液とII液を調

整し，その1液とPercoll原液で90％の等張Percoll

を，これにII液を加え80％Percollを調整した．操

作はできるだけ無菌的に行い，1液，II液ができた

時点で，さらにそれぞれをミリポアフィルターにか

けて滅菌した．その保存に関しては，1液は4℃で，

II液は凍結保存をし10日に一度の割合で新しく80％

Percollを調整し使用した．また使用にあたって80％

Percoll　90mlに対し，ヒト血清アルブミンを30mgの

割合で添加した．

3）擬挫密度勾配法の操作手順

　図1に示す如く，マスターべ一ションで得られた

精液を室温で液化を待ち，その精液全量を80％Per－

coll約6mlに層積し，精液とPercoll層の上半分ほど

を滅菌されたディスポーザブルの1ccブルーシリン

ジの内筒を逆さに利用し，1～2回上下に撹拝した．

この操作により連続した密度勾配を形成した．スィ

ングアウトローターにて2000rpm　30分間遠心分離，

成熟した運動良好精子は管底のpellet中に回収さ才し

難：憎一
2000rpm

－30mln．
Pellet

図1　擾挫密度勾配法

未成熟精子，他細胞成分，精漿等は上層に残留する

ので，ピペットを用いpellet部分約0．5mlを残して

上層を除去，軽く振って精子を再懸濁し，一部は下

記の精子性状の検討に，他はAJ．H．に供した．

4＞精液および精子の検定法

　精子数はMAKLERの算定板を用い，奇形率はブ

リリアント・クレシルブルーを塗布したスライドグ

ラスを使用し，また精子運動率，直進率に関しては

無作為に100匹の精子を観察し，まったく不動のも

の，直進運動をしているもの，その他の運動をして

いるものに分け算定し求めた．また精液中の細菌に

関しては，もとの精液とPercoll処理後の精液それぞ

れで行った．菌種の同定にはDHL寒天培地，血液寒

天培地を用い，菌数測定には簡易定量キットである

BCBスライドを使用し18　一一　24時間培養後，コロニー

数を算定した．

5）その他

　逆行性射精の一例については，生食水にて膀胱洗

糠後，膀胱内にII液（または生食水）を20ml注入，

マスターべ一ション後採尿させ，室温に約20分放置

し液化したものを遠沈管数本に分注し1800rpm　5分

間スィングアウトローターにて遠沈，すべての遠沈

管の下層1ccつつを回収し，それを80％Percollを

用いた撹絆密度勾配法で洗漁農縮しA．1．H．に供した．

表1．80％Percoll調製法

1．1液

　HEPES
　NaCl
　NaHCO3
2．II液

　HEPES
　Hanks
　NaHCO3

4．79

8．09

1．09

4．79

9．89

1．09

滅菌蒸留水
　　↓

一＞IOOm2（IN－NaOHでplI　7，4に調整）

滅菌蒸留水
　　Llooo。e（IN－N。oHでpH　7．4c・調整）

①Percoll原液9．　Ome＋1液IOme→

②90％Percoll　80mε＋II液IOme→

90％Percoll　IOOme

80％Percoll　gOm¢
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結　　果

1＞精子運動率

　図2はPercoll処理前後における精子運動率の改

善の程度を示したもので，処理後の運動率を処理前

の運動率で除した値（％）で示した．全体の85％で

運動率は改善されており，さらに，処理前のMean±

SD．（％），56．6±19．4，処理後71．4±20．56とP＜

O．Olで有意差をもって精子運動率の改善が認められ
た，

改善率（％） 10

例 数
20 30

300以上 2
200～300 7

180～2DO 5

160～旧0 4 76
（85％）

140～160 15
120～140 16
100～120 27
80～100 7
60～80

40～60

20～40

0～20

3120

13
（15％）

89

麸鑑覆M：9：圭§：B：9？：2圭墨3：まε］P＜α01

図2　パーコール処理による精子運動率の改善率

2）精子奇形率

　図3はPercoll処理前後における精子奇形率の改

善の程度を示したもので，同様に処理後の精子奇形

率を処理前のそれで除した値（％）で示した．全体

の87％に精子奇形率の改善が認められ，それぞれの

Mean±SD．（％）は，処理前9．8±5．5，処理後5．4±

4．0とやはりP＜0．01で有意に改善されていた．

改善率（％）

　　例　数10　　　　　　20

　0～20

20～40

40～60

60～80
80～田O

mO～120

120～140

140～160

160～180

180～200

78
（87％）

12
（13％）

90

灘惚圭き：B：5象1錦〕P＜・．・1

図3　パーコール処理による精子奇形率の改善率

改善率（％） 例　数

200以上
1BO～200

160～180

140～160

120～140

100～120

80～100

60～80

40～60

20～40

0～20

　3

　2

25
〔28％）

64
（72％）

89

纒馴：：：圭§：B：ll：1圭ll：91］P＜…1

図4　パーコール処理による精子濃度の改善率

3＞精子濃度

　図4はPercoll処理前後における精子濃度の改善の

程度を示したもので，やはり処理後の精子数（／m1）

を処理前のそれで除した値（％）で示した．しかし

ながら精子数に関しては，全体の72％でその濃度は

逆にうすくなっていた．PercoU処理前後における濃

度（Mean±S．D．）は処理前53．6±43．1，処理後

44．1±42．9（P＜O．Ol）で有意に精子濃度は希釈さ

れていた．ただしここでいう精子濃度の変動は数値

上のことで，精子の質的差異に関して対比はしてい

ない．

4）直進運動精子濃度

改善率（％） 例　数

400以上
300～400

250～300

200～250

180～200

160～1BO

140～160

120～140

100～120

80～100

60～80

40～60

20～40

　0～20

19
（63％）

11

（37％）

30
＄蓬覆瓢器：圭§：B：基；：器圭墓：z9］凡s

図5　バーコール処理による直進運動精子濃度の改善率

　図5はPercoll処理前後での直進運動精子濃度の

改善の程度を示したもので，精子の直進運動率（％）

と精子濃度（／mDより直進運動精子濃度を算出し，

Percol1処理後の直進精子濃度を処理前のそれで除し
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た値（％）で示した．全体の63％でその濃度は改善

されてはいたものの，統計学的に処理するとMean±

S．D．は，処理前17．2±18．7，処理後23．0±28．5とば

らつきが大きすぎるため，有意差は認められなかっ

た．

表4．バーコール処理前後の細菌数

処理前の菌数　　　例数

表2．精子回収率の比較

Mean±S．D．（％）

①精子回収率
②運動精f回収率

③運動直進精子回収率

16．08±10．08

22．16±20，53

26．42±26．03

106m¢以上

105～106

104～105

103～104

103未満

1

9

7

6

5

処理後の菌数

28

例数 9b

①一②　P〈0．10で有意差あり

①一③　P＜O、05で有意差あり

無　　　菌

減　　　少

不変または増加

5

20

3

17．9

71．4

10．7

5）精子回収率

　表2はPercoll処理による精子回収率を，一般精

子，運動精子，直進運動精子それぞれに関して統計

的に比較検討したものである．精子回収率16．1±10．1

％，運動精子回収率22．2±20．5％，そして直進運動

精子回収i＄　26．4±26．0％と，一般精子に比べ運動精

子ではP＜O．1で，その回収率は良好であった．さら

に直進運動精子に関してはP〈O．05で回収率に明ら

かな差がみられた．つまり本法においては，一般的

に優良精子とされている直進運動精子が選択的に回

収されることが証明できた．

表3．

　　　　菌　　　種

Staphylococcus　epidermidis

α一Streptococcus

γ一Streptococcus

Staphylococcus　aureus

G（＋）桿菌

Neisseria

Micrococcus

Enterococcus　faecalis

真　菌

Acinetobacter　lwoffii

G（＋）短桿菌

精液中に出現した菌種（全28例）

6）精液中に出現した細菌の種類

例数

18

11

11

　9

　8

　5

　3

　2

　2

　1

　1

　表3にPercoll処理前の原精液中に存在し，分離培

地により同定された，すべての細菌を示した．検査

を施行した28例中，無菌だった精液は一例もなく，

その多くは下部尿道に常在するStaphylococcus

epidermidisやα，γ一Streptococcusなどであったが，

Staphylococcus　aureusやNeisseriaなども分離され

28

た，

7）Percoll処理後の精液中の細菌数

100

　表4はPercol1処理前の原精液中の細菌数と処理

後の細菌数の変化を示したものである．原精液の細

菌数をみると，IO4以上のものが，17例（60％）と多

かった．これに対しPercol1処理後の細菌数は，まっ

たく無菌になった5例を含め25例（90％）の細菌数

の改善をみた．

考　　察

　妊娠が成立するためには男女両性が正常性機能を

もつことが必要であり，どちらか一方でも性機能障

害があれば妊娠の成立はむずかしい．不妊治療の最

終目的が女性側の妊娠であり，また分娩により健全

な生児を得ることにあるため，どうしても女性側の

診断，治療あるいはその後の妊娠管理に重点をおい

てしまい，男性側の不妊原因の検討が等閑に付され

ていることが決して少なくないと思われる．実際

男性側の検査としては，婦人科医が精液検査を行う

のみで女性不妊の治療に入っていってしまうことが

少なくないと思われる．

　さて，男性不妊症に対する治療は大きく分けて2

つあり，1つは薬物療法に代表される精液そのもの

の性状を改善する方法と，もう1つは今回われわれ

が行った様に，射精された精液性状を改善する方法

である．その他，精索静脈瘤などに対して行う手術

療法がある．薬物療法6）には，クロミフェン，ビタミ

ンBl，　Bl2，　E，　ATP，アミノ酸，カリクレイン，

CoA，漢方薬などに代表される非ホルモン療法と，
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HCG，　PMSG．　HMG．　HMG－HCG，テストステロン

などのホルモン療法，その他副性器感染に用いられ

る抗生剤などがあげられる．一般的には男性側のホ

ルモン定量等の精査も行わないまま，産婦人科にて

ほとんど盲目的に副作用の少ない非ホルモン剤等を，

長期に連用させている様な例も少なくないと思われ

る．しかしながら薬物療法の有効性にはおのずから

限度があると考えられ，必ずしも満足できる成績と

いえないものもかなりある．

　今H，最も一般的に行われている男性因子に対す

る治療法はA．1．H．であろう．この適応は精液性状不

良，性交障害，性交後精子上昇試験陰性，長期機能

性不妊の4つに分けられるが，そのうち主な部分を

占める精液性状不良例に対するA．1．H．の成績は特に

低い．そこで，射精された精液性状を改善し，A．LH。

に用いようとするいくつかの方法が考案され，報告

されてきた．

　今回われわれが用いたのは，Pharmacia　Fine

Chemicals製のポリビニルピロリン被覆コロイドシ

リカゲルーPercoll一で，浸透圧を増すことなく任意

の密度を調整できる特性を有している．Percol1は1963

年Mateyko，　Kopac7｝により遠心分離に使用できる媒

体として報告されて以来，細胞膜に浸透せず細胞に

対して無毒であるなどの利点より，血液や各種細胞

の分離に用いられて来た．またForster8）らにより，

Percollを使用した洗糠濃縮精子を用いてのハムスタ

ー テストにて，精子妊孕力に対してPercollは障害の

ないことが確認された．

　これまでにPercollを用いての精子洗糠濃縮法とし

て，主に精子濃度の改善を目的とした20％PercolI

を用いた単層Percoll精子洗條濃縮法1°｝や，活発な前

進運動精子を選択的に濃縮し得る，多層（4層，8

層，12層）Percoll不連続密度勾配遠心分離法1°｝など

が報告されて来たが，今回その簡便法ともいえる80％

Percollによる擬拝密度勾配法による検討を行ったわ

けである．同法の特徴は80％Percollと精液を提挫

することにより，80％Percollと精液との間で連続

した密度勾配を形成し，これを利用して多層Percoll

不連続密度勾配遠心分離法と同様な効果を得ようと

するものである．

　今回のわれわれの成績では精子運動率に関しては，

全体の85％に改善が認められ，その改善率は平均約

1．3倍だった．また精子奇形率は全体の87％に改善

が認められ，平均すると奇形精子出現率はO．56倍に

減少した．一方，精子濃度に関しては，全体の72％

に逆に希釈されており，平均約0．8倍に減少してい

た．その理由は原精液中に不良精子の割合が多かっ

たことのみならず，精液と80％Percol1の層積面に

おける掩挫が充分でなかったために，密度界面が形

成されてしまい，そこに精子がトラップされ，回収

率がおちたためと思われる．これは掩絆回数をもっ

と増加し，　Percollと精液を充分に混和することによ

り，ある程度回避できると思われる．事実，今回の

われわれの方法での精子回収率は不良で，一般精子

として16．08±10．08％，また直進運動精子でも選択的

に回収されているとはいえ26．42±26．03％と低い値で

あった．真田ら9）は20％Percollを用いた単層Percoll

精子洗1條法にて，精子濃度4．29±3．7倍（mean±S．

D．），精子運動率1，92±Ll倍（mean±S．D．）原精液

に比して上昇したと報告している．小塙ら1°）は，不連

続密度勾配遠心分離法を使用した4層Percoll精子

洗1條法にて，精子運動率はすべての例で改善し，精

子回収率は68．3±13．6％（mean±SD．），前進運動

精子回収率は82．1±4．4％（mean±S．D．）であった

と前者と同様にすぐれた成績を示した．

　精液中の細菌に関しては，多種の菌が見い出され

た．大多数のものは性器の常在細菌叢に属するもの

であったが，60％の例に104以上の細菌がみとめら礼

副性器感染が存在する可能1生が示唆された．Percoll

処理後の細菌数に関する検討であるが，小塙ら1°）は4

層Percoll不連続密度勾配遠心分離法による一例に

ついて検索して，ほぼ無菌になることを発表してい

る．われわれの結果では28例中5例で無菌となって

おり，全体の90％で菌数の減少をみた．ただし，も

し掩拝を多く行えばそれだけ細菌の減少率も悪くな

ることが想像される．Percol1処理後の無菌化を図る

ことは，AJ．H．後の感染を予防する意味でも大切なこ

とである．

　さて，現在この対象とした20例のうち，妊娠の成

立はわずか2例であるが，その一例は長期機能性不

妊の一例で，精液性状がその時によりかなり変化し，

良好な時PercollなしのA．1．H．にて妊娠した．他の一

例はPercoll処理精子によるA．1．H．により妊娠した逆

行性射精の例であった．

　長谷川ら11）はPercoll処理精子の妊孕能をGelatin

substrate　slide　test（GS．S，T．）を使用して，精子妊

孕能の指標の一つであるacrosin　proteolytic　activity

（A．PA）から検討し，Percoll選別精子は有意にA．P．

A．も高値をとることを報告している．またForsterら8）

は60％，70％，80％，90　・一　100％の4種のPercoll

にて選別した精子でハムスターテストを行い，同一

症例の原精子で行った結果と比較を行っているが，

80％，90～100％のPercollで選別された群において，

良好な成績を示すことを報告している．しかし高田
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ら12）は精子濃度20×106以下の10例，および機能性

不妊の4例の精液をBWW液により遠沈およびswim

up法にて洗1條濃縮を行った実験群と，健康男子の正

常精液で行った対照群を同じハムスター・テストに

よって比較すると，妊娠率は精子濃度，運動率のみ

に起因するものではなく，精子自体の受精能に問題

があると反論している．いろいろな方法による選択

良好精子の妊孕能に関する解析は，今後の課題であ

ると思われる．

　今回われわれは，多層Percoll不連続密度勾配法の

簡便法ともいえる80％Percol1撮拝密度勾配法によ

る選択精子の正常に関する検討を行った．比較的簡

単に短時間に行えるこの方法は，一般外来ででも利

用できる利点があり，また優良精子とされる直進運

動精子を選択的に回収することがわかった．しかし

回収率が悪く，手技に関する工夫，改良などが必要

であると思われた．また精液中の細菌数に関しては

充分な減少が期待できることがわかった．しかし実

際に妊娠率をあげるためには，まず男性不妊患者に

対するHormonalな検索ばかりでなく，副性器感染

症の有無を泌尿器科医と連携して解決していくこと，

また選択精子の受精能を高める方法を考究していく

ことが肝要である．

　本論文の要旨は第32回日本不妊学会学術講演会

（於金沢市，1987）において発表した．
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Characterization　of　the

　selected　spermatozoa

　　by　means　of　the

simplified　Percoll　density

gradient　stirring　method

Masaaki　Takahashi，　Hiroshi　Ishikawa，

Yoko　Yamamoto，　Shigetoshi　Morikawa，

　Masanori　Ochi，　Hiromu　Chihara，

Tetsuro　Nagata　and　Kunio　Kometani

Deparment　of　Obstetrics＆Gynecology，

　Fujita　Gakuen　Health　University

　Banbuntane　Hotokukai　Hospital，

　　　　　Aichi　454，　Japan

　Ninety　semen　samples　obtained　from　20　infertile

husbands　under　AIH　program　were　compared
before　and　after　the　treatment　by　80％Percoll

density　gradient　stirring　method．

　The　motility　of　sperm　before　and　after　the　treat－

ment　was　improved　from　56．6％±19，4％to　71．4％±

20．6％（P＜0，01）．Anomaly　rate　of　spermatozoa　went

down　satisfactorily　from　9．8±5．5％to　5．4±4．0％

（P〈0．01）．However，　the　concentration　of　spermat・

ozoa（／m1×106）decreased　in　number　from　53．6±

43．1to　44．1±429（P〈0．01）．　Although　the　total　num－

ber　of　spermatozoa，　the　number　of　motile　spermat－

ozoa　and　the　number　of　straight－moving　spermat－

ozoa　were　recovered　at　the　lower　rate　of　16．1±10．1，

22．2±205％and　26，4±26．0％，　respectively，　it　was
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found　that　the　straight・moving　spermatozoa　were

selectively　recovered　among　three　of　them．　A　total

of　28　sperm　samples　were　also　examined　with

respect　to　bacterial　contamination　before＆after

the　treatment　with　Percoll．　There　was　no　aseptic

sample　before　the　treatment．　Sixty　percent　of　the

samples　were　contaminated　with　over　104　numbers

（125）　125

of　bacteria．　Twenty－five　out　of　28　samples（90％）

were　improved　in　number　of　bacteria．　Five　samples

became　aseptic　after　the　treatment　by　this　method．

　　As　a　conclusion，　this　simplified　Percoll　method

was　understood　its　usefulness　for　AIH　and　other

fertilization　programs．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付11988年3月7日）
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ウシ頚管粘液（Penetrak）を用いた

ヒト精子機能の評価

Evaluation　of　Human　Sperm　Function

with　Bovine　Cervical　Mucus（Penetrak）

　　　　　　　　　　　　群馬大学医学部産科婦人科学教室

　　中島敬和　　水沼英樹　　宇津木利雄
Yoshikazu　NAKAJIMA　Hideki　MIZUNUMA　　Toshio　UTSUGI

　　　　　　　　伊吹令人　五十嵐正雄
　　　　　　　　Yoshito　IBUKI　　　Masao　IGARASHI

　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Gunma　University　Shcool　of　Medicine，371　Japan

　ウシ頚管粘液をガラス管に充填したPenetrak（in　vitro　sperm　penetration　test）を使用して得た結

果と全精子濃度，全運動精子濃度，直進運動精子濃度，全運動率，直進運動率，Huhnerテスト，およ

びZona・free　hamster　egg　sperm　penetration　test（ZSPT）との関係を検討した．

1．Penetrakを使った精子の上昇距離（mm＞は，74例で全精子濃度とは相関係数R＝0．459（Pく

O．OOI），全運動精子濃度とはR＝0．632（P＜O．OOI），直進運動精子濃度とはR＝0．698（P＜0．001），

全運動率とはR＝0．402（P〈O．Ol），直進運動率とはR＝0．497（P〈0．001）と，すべて有意に相関し

ていた．

2．ZSPT（％）は40例で全運動率との間に相関係数R＝0．376（P＜0．05）の弱い有意の関係を認め

ただけであった．

3．PenetrakとZSPTとは，31例で相関係数R＝0．567（P〈0．01）と弱いながら有意の関係を示し，

Penetrak良好な14例中ZSPT不良例はなかったが，　Penetrak不良17例中ZSPT良好例は15例中

88％に存在した．

4．Penetrakによる上昇距離は，　Huhnerテスト良好群では33．7±14．6　mm，不良群では17．0±

11．3mmで両者間に有意差を認めた（P＜0．05）．

　以上より，手技・判定が容易で客観性および再現性のあるPenetrakは，精子運動機能をみる一つの

指標になりうると考えられる．また，Huhnerテストとよく相関することから，精子機能をみる意味の

Huhnerテストの代用となり，ZSPTとの関係から，　PenetrakはZSPTのスクリーニングとなりうる

可能性があると思われる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steri1．，34（1），126－133，1989）

緒　　言

　従来から行なわれている精子運動機能評価法には，

精子運動率，運動精子数，Huhnerテスト，　Kremer

テストなどが知られているが，それぞれ一長一短が

あり，特にHuhnerテストやKremerテストにおい

ては，対象となる頚管粘液の性状になどにより，そ

の結果が大きく左右されるため精子運動機能の正確

な評価は難しく，また個体間の比較はほとんど不可

能に近い状態であった．
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　一方排卵前のウシの頚管粘液はヒトの排卵期頚管

粘液と物理学的および生化学的性状が類似している

ばかりでなく1・2），ヒト精子をよく通過させることが

知られている3・4）．Penetrak（SERONO　DIAGNOS－

TICS社）はこのウシの頚管粘液をガラス管に充填し

たものであるが，今回，我々はPenetrakを用い，従

来の一般精液検査法との比較を行ない，さらに精子

受精能力評価法であるZona－free　hamster　egg

sperm　penetration　test（以下ZSPT）を同時に行な

い，精子の運動能と受精能との関係を検討した．

対象および方法

　対象は昭和62年3月より9月まで当院不妊外来を

受診した25歳から45歳の男性患者58名83例で，

用手的に採精後37℃で30分静置液化したのち以下の

各検査を行なった，

　一般精液検査法はMaklerの計算板5｝を使用して，

200倍の倍率で全精子濃度，全運動精子濃度，直進運

動精子濃度，全運動率（全運動精子濃度÷全精子濃

度），直進運動率（直進運動精子濃度÷全精子濃度）

について調べた．

　ウシの頚管粘液を用いたPenetrakとは，精子の貫

通性をみる検査で，運動能を客観的に，より簡単に

観察することを目的として開発されたもので，ウシ

の発情期頚管粘液のため一度に大量に収集でき，同

一 ロットでたくさんの検体に使えるが，我が国では

これについての報告は乏しい6）．

　Penetrakを用いた検査手技はInstructionに従っ

て行なった（表1）．すなわち添付のwell内に0．2mI

の液化精液を注入し，ウシ頚管粘液を充填したガラ

表1　Test　Procedure

Thaw　two　tubes　at　room　temperatureずor　15　minutes，

then　break　cleanly　at　score．

　　　　　　　　　　↓
Place　O．2　ml　fully　liquified　semen　into　sample　cup．

　　　　　　　　　　↓
Place　both　Penetrak　tubes　into　the　semen　sample．

　　　　　　　　　　↓
lncubate　at　room　temperature　for　90　minutes．

　　　　　　　　　　↓
Remove　one　tube　and　wipe　clean　of　residual　specimen．

　　　　　　　　　　↓
Place　tube　on　the　calibrated　slide，　and　read　under

phaSe　optiCs　miCroscope．

　　　　　　　　　　↓
Record　distance　traveled（in　mm）by　vanguard　sperm．

　　　　　　　　　　↓
Remove　second　tube　from　specimen　and　repeat　procedure．

ス毛細管を所定の部位でカットし，well内に2本た

てた．常温静置90分後，目盛の入ったスライドガラ

スの上にガラス管をのせ顕微鏡下100倍にて最大上

昇距離を測定し，その2本の上昇距離の平均値をも

って検体の運動距離とした．

　一方ZSPTは，　Yanagimachiらの方法に準じて施

行した7），すなわち，6週から8週令のゴールデンハ

ムスターに，PMS　351U投与し，その55時間後に

HCG　501U投与したのち，18時間後に卵管を摘出し，

卵を採取した．CumulusはO．1％Hyaluronidase処

理5分，透明膜は0．1％Trypsin処理2分にて除去

した．MediumはHam’s　F　lOを使用した．

　精子は37℃30分静置液化後10％非働化膀帯血清

添加Ham’s　F　10にて洗浄したのち，5時間のPrein－

cubationを行ない，上記処理卵とInteractionさせ，

5時間後Orcein染色し，位相差顕微鏡下で鏡検し
た．

　貫通の有無の判定は，頭部膨化精子ないし尾部を

伴った雄1生前核が認められた場合を陽性とした．

　今回，すべての検査および判定を同一検者が行な

った．Penetrakは56名74例に施行し，32名40例

については，ZSPTを行なった．このうち31例で

PenetrakとZSPTを同時に行なった．なお，各群間

の有意差検定はStudent　t－testを用いて行なった．

結　　果

1．Penetrakの検査値に影響を与える諸因子

①再現性（図1）
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　　　図l　Penetrakの再現性

　Penetrakの再現性ないしバラツキをみる目的で同

時に検査した74例同一検体2本間の相関を調べた．

その結果，相関係数R＝0．885，　P＜O．OOIと再現性良

好であった．

　②経時的変化（図2）

　時間経過による精子上昇距離および設定された90
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図2　精子上昇距離の経時的変化

分後に鏡検することが妥当かどうか検討する目的で，

15分毎に150分まで経時的に変化を調べた．その結

果，Penetrak不良例3例（図2のIII，　IV，　V）では

p＜0．01

Penetrak
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60

50

40

30

20

10

37℃
（n＝7）
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図3　温度とPenetrak

　450（xIO6ノ画t）

　400

4℃
（n＝7）

N＝74
R冨O．459
（p〈0．001）

90分前後，良好例2例（図2の1，II）では90分以

後プラトーに達することが示され，90分で鏡検する

ことは妥当と思われた．

　③温度（図3）

　Penetrakに及ぼす温度の影響を調べる目的で7例

を用いて，常温（25℃），37℃，4℃における精子上

昇距離をみた．その結果，25℃で27．6±10．4mmで

あったものが，37℃では33．1±18．4mmとやや増加

傾向が見られ，とくにPenetrak良好例にその傾向が

強かったが有意差はなかった．一方，4°Cでは4．4±

1．6mmと25℃および37℃に比べて有意に低下して

いた（ともにP＜0．01）．

　今回，正常な上昇を行ないうる最低温度，最高温

度の検討は行なわなかったが，今回のデータから判

断する限り，25℃以上37℃まではほぼ安定した上昇

を示すことが示唆された．

2．従来の精液検査とPenetrak，　ZSPTとの関係（今

回検定に用いた対象の精液所見を表2に示した．）

　精子の運動能を評価すると考えられるPenetrakが

従来の精液検査のいかなる部分を反映しているのか，

また受精能をみるとされるZSPTは従来の検査とど

のような関係があるのか調べる目的で以下の検討を

行なった．

　①全精子濃度との相関（図4）

表2　精液検査結果

　300
全
精

子200
濃
度

　10

N㎜ber　Mean Range S．E．

全精丁・濃度 83 5280万m乏 5⑪～41，⑪0⑪万／m£ 687

全運動精子濃度 83 2520万m¢ 0～18，000万mε 365

直進運動精子濃度 83 1750万／m尼 0～15，000万m2 281

全運動率 83 44．2％ 0～93％ 2．43

直進運動率 83 29．9％ 0～8g％ 2．24

Penetrak 74 22．Omm 2．5～58mm 1．58

ZSPT 40 36．3％ 0～86％ 3．52

、．1。増

N＝40
R＝0．182
（N．S，）
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直進運動精子濃度とPenetrak，　ZSPTの相関

　全精子濃度は74例のPenetrakとの間でR＝
0．459，P＜0，001と有意の相関を示したが，40例の

ZSPTとの間には有意の関係はみられなかった．

　②全運動精子濃度との相関（図5）

　全運動精子濃度は74例のPenetrakとの間でR＝

O．632，P＜O．OOIと有意の相関を示したが，40例の

ZSPTとの間では有意の関係はなかった．

③直進運動精子濃度との相関（図6）

　直進運動精子濃度は74例のPenetrakとの間で

R＝0．698，P〈0．001と最もよく有意の相関を示した

が，40例のZSPTとの間では有意の関係を示さなか

　1綴

　9
　80
　70
全　60

運　50
動

率　40

　30
　20
　10

N＝74
R＝O．402
（P〈0．01）

Penetrak

　　図7

1、易？

全
運
動
率

N冨40
R＝0，279
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7°8°9°1
（勢？

った．

④全運動率との相関（図7）

　全運動率は74例のPenetrakとの問でR＝O．402，

P＜0．01との有意の関係を示し，また40例のZSPT

との間でもR＝0．376，P＜0．05と有意の相関を示し

た．

⑤直進運動率との相関（図8）

　直進運動率は74例のPenetrakとの間でR＝
0．497，P〈0．001と有意の相関を示したが，40例の

ZSPTとの間では有意の関係を示さなかった．

　以上のように，Penetrakは従来の精液機能検査の

N＝40
R＝＝O．376

（Pく0．05）

　　7°9・9，　2°　。晶6°7°8°9°マ・留

全運動率とPenetrak，　ZSPTの相関
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うち，上記5つのパラメーターすべてとかなりよく

相関しており，とくにin　vivoで卵管内到達精子数と

よく相関するとされる8値進運動精子濃度ともっとも

よく相関していた．

　一方，in　vitroにおける精子受精能検査とされる

ZSPTは，従来の精液検査のうち，全運動率とのみ

弱い相関を認めただけであり，他の要素とは有意の

関係を認めなかった．

3．PenetrakとZSPTとの相関（図9）

　　1，1留
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表3　PenetrakとZSPTの関係
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図9　PenetrakとZSPTの相関

　Penetrakによる精子運動能とZSPTにより判定し

た精子受精能との関係をみる目的で両者について相

関の有無を検討した．31例で調べたPenetrakと

ZSPTとの相関係数はR＝0．567，　P＜O．01と有意の

関係を認めた．しかしながら，Penetrakが不良であ

ってもZSPTは良好，すなわち運動能と受精能の解

離を示す症例が存在した．

　そこでTakemotoらの報告9）に基づきZSPTの正

常値を10％以上とし，またPenetrakの正常値を20

mm以上（設定された基準は，　Penetrak　20　mm以下

を不良，20mmから30　mmを判定保留，30　mm以

上を良好として判定しているが，今回便宜的に20mm

Penetrak

ZSPT

poor＝0～20mm未満

good＝20mm以上

poorニ0～10％未満

goodニ10％以上

で2つの群に分けた）としてすべての症例を分類し

てみた（表3）．

　Penetrak－goodでZSPT－goodは14例（45％），

Penetrak－poorでZSPT－goodは15例（48％），

Penetrak－poorでZSPT・poorは2例（7％）となり，

Penetrak・goodでZSPT・poorの症例は存在しなかっ

た．　以上の結果よb）　，Penetrak良好例では全例

ZSPT良好であり，一方Penetrak不良例ではZSPT

良好例と不良例に分かれることが明らかとなった．

4．PenetrakとHuhnerテスト
　Huhnerテストは精子と頚管粘液の適合性を見るも

ので日常最も汎用されている検査であり，　in　vitroの

ウシ頚管粘液貫通能検査であるPenetrakと比較し
た．

　今回我々は，Huhnerテストの判定を以下の基準で

行なった．

良好：強拡大にて精子が10以上で，かつ運動精子が

5以上存在する場合

不良：運動精子が存在しない場合

判定保留：上記条件を満たさない場合
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図10PenetrakとHuhnerテストの関係

判定保留13例を除く結果を図10に示す．

　　良好群：33．7±14．6mm（n＝7）

　　不良群：17．0±11．3mm（n＝7）

であり，P＜O．05で有意差を認め，　Penetrakは精子

機i能をみる意味のHuhnerテストの代用となりうる

と考えられた．

考　　察

　精子機能の客観的評価法として，精子の運動率，

精子数，直進運動精子数など主に精液中における精

子の数量的な計算法が最も一般的であり，今なお多

くの施設において汎用されているが，この方法では

採精精子の性状，鏡検部位，検者間によりかなりの

バラツキがあるのも事実である．しかしながら古く

から，直進運動精子数と妊娠率は関係がある1°）と考え

られ，また元島8）は卵管内精子数は，inseminateした

精液の精子数，殊に運動性のある精子の数と深い比

例関係をみており，計数的な精液検査法は，ある程

度スクーリニングとしての使命を果たしているもの

と考えられる．

　一方，最近になって，Yanagimachiら7）はヒト精

子が透明膜除去後のハムスター卵内へ侵入できる現

象を見出し，これをハムスターテスト（ZSPT）と名

付け，以来精子の持つ受精能の一般的な検査法とし

て臨床応用されるようになった．

　これらのことは，精子の機能には運動能および受

精能の2面があり，それぞれ別個に評価されるべき

ことを示唆するものである．

　従来，精子の運動能の評価は，前述のように簡便

な計算板を用いて測定しており，また最近では精度

の向上を目差して，顕微鏡写真11）や映画を撮影して運

動精子の軌跡を解析する方法12＞，レーザーを利用して

運動精子の運動を解析する方法13）などが開発されてい

るが，特殊な装置のためコストが高く，スペースも

必要であったり，時間のかかるものもあり，まだ一

般的とは言えない．そのうえ，これらの方法は根本

的には精液中における精子の運動を観察する方法で

あって，その精子の妊孕性を正確に評価する方法と

は言い難い．なぜなら妊娠に直接関与する精子は，

精液中を浮遊する精子ではなく，頚管粘液中を侵入

し，子宮腔内および卵管内を進行し，卵子と受精で

きる能力のある精子であるからである．

　第一関門としての精子一頚管粘液の適合性の有無

は，精子の妊孕能を評価するうえで最もprimitiveで

あり，かつ重要な検査方法であると言える．従来，

この目的のために，Huhnerテストが最も広く導入さ

れてきているが，これはあくまでも夫婦間の適台性

を判定する検査であり，頚管粘液の性状（量，質，

感染症の有無など）により，大きく左右されるとい

う欠点のため，客観的かつ絶対的な運動能の評価を

するうえで，いろいろ不便な点があった．また精子

卵管内到達の第一関門としての頚管粘液中には，精

子運動を抑制する作用を持つマクロファージや，特

殊な抗体が存在する14にとは良く知られた事実である．

　今回使用したPenetrakは，女性側因子を除外し，

常に一定の条件下で精子の機能を評価することがで

き，　Huhnerテストの欠点を補なう画期的な検査法と

なり得る可能性を持つと思われる。今回，我々の行

ったHuhnerテスト良好群，不良群との問の運動距

離において宮崎6）らの報告と同様に有意差を認めた．

本検査の最大の懸念は，ヒト頚管粘液の代わりにウ

シの頚管粘液を使用している点であるが，ヒト頚管

粘液とウシ頚管粘液は，レオロジカルにも1），糖蛋白

の組成においても極めて類似している2）ことが知られ，

ウシ頚管粘液もヒト精子をよく通過させ，運動様式

も似ていることが報告されている3・4）．しかしながら，

ヒト精子は，ヒト頚管粘液中に比べ，ウシ頚管粘液

中ではその進行速度が変化するという報告もあり　i5），

両者が必ずしも同等とは言い難いようである．恐ら

く種特異性に基づく差などが精子の進行速度に影響

を与えていると思われる．

　Penetrakが一般の臨床検査に十分使用され得るか
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否かは，Penetrakを用いて得られる測定値が，測定

環境や測定手技にどれだけの影響を受けずに済むか

ということであるが，我々が行なった限りでは，外

的温度の影響では25℃以上ではほぼ安定しているこ

と，2本間の相関もR＝0．885，　P〈0．001と再現性も

極めて良好であることが示され，またPenetrakは冷

凍保存後融解して実験に使用するが，この頚管粘液

も新鮮な頚管粘液中と同様にヒト精子が有意差なく

進入すると報告されている16）．

　精子進入距離の判定は，検査開始後90分で行なう

ようInstructionでは指示してあるが，図1に見るよ

うに各検体間でピークに達する時間は多少異なるが，

90分以後減弱する例もみられることから，90分での

判定は合理的であると考えられる．

　今回，各種精液所見とPenetrakを用いた精子の運

動距離との相関を調べたが，全精子濃度，全運動精

子濃度，直進運動精子濃度，全運動率，直進運動率

のすべてのパラメーターとPenetrakの進入距離との

間には有意の正の相関を示した．この中で，特に全

運動精子濃度，直進運動精子濃度との間では，それ

ぞれR＝0．632，R＝0．698と高い相関が得られたが

臨床的に卵管内到達する精子数は，特に直進運動精

子濃度と相関することが示されており8），間接的なが

らPenetrakの成績が卵管内進入能を反映しているこ

とを支持するものとして興味深い．

　従来の精液所見とPenetrakとの間には有意の正の

相関が得られたのに対し，精液所見とZSPTとの間

には，わずかに全運動率との間に極めて弱い相関が

みられただけであった．ZSPTは，精子の卵内への

侵入能，換言するなら受精能を見る検査として利用

されている検査法であるが，　RogersらもZSPTと精

子濃度，運動率との問に相関はなかった17）と報告して

おり，従来の精液所見とは必ずしも平行関係にある

とは限らないようである．そのうえ，ZSPTはコス

トや時間がかかり，手技が難しく，各施設で受精率

にバラツキがあるため，その評価・判定をめぐって

論議のある検査である18・19｝．

　一方，ZSPTとPenetrakとは，　R＝0，567（P＜

0，01）の正の有意の相関が得られた．このことは，

Penetrak良好例，すなわち運動能の良好な精子はあ

る程度受精能も良好であることを示唆するものと思

われるが，実際に表3に示したようにPenetrakにて

良好と診断された症例では，ZSPT不良例が1例も

存在しなかったという事実からも裏付けられると思

われる．

　今回，我々は，ZSPT，　Penetrakの正常値（cut－off

値）をそれぞれ，10％以上，20mm以上としたが，

日不妊会誌　34巻1号

このcut－off値をどこに設定するかによって，表3に

示した結果にも若干の変更が加わる可能性はある．

それでも，今回の我々のデータは運動能の良好な精

子は受精能も良好に保持していることを示すもので，

Penetrakは，精子運動能の新しい評価法であり，

ZSPTのスクリーニングとなりうる可能性があると

思われる．

　稿を終わるにあたり本研究のためPenetrakを提供

して下さいましたセローノ・ジャパン（株）に深謝致

します。本論文の要旨は，第32回日本不妊学会総会

において発表した。
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Evaluation　of　Human　Sperm　Function

　　　　　with　Bovine　Cervical　Mucus

（Penetrak）

Yoshikazu　Nakajima，　Hideki　Mizunuma
　　　　　Toshio　Utsugi，　Yoshito　Ibuki

　　　　　　　　　and　Masao　Igarashi

（133）133

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Gunma　University　Shool　of　Medicine．

　　In　vitro　cerviCal　mucus　penetration　test

（Penetrak）is　a　new　and　simple　test　which　measures

forward　migration　of　sperm　into　capillary　tube

filled　with　bovine　cervical　mucus，　In　this　study　we

attempted　to　evaluate　clinical　usability　of　Penetrak

test　by　comparing　with　routine　semen　analysis　and

sperm　penetration　test　using　zona・free　hamster

eggs，　and　the　following　results　were　obtained．

（1）Penetrak　showed　significant　correlation　with

each　parameter　of　routine　semen　analysis　such　as

total　sperm　concentration（r＝0．459，　P〈0．001），　totaI

motile　sperm　concentration（r＝0．632，　P＜0．001），

progressive　motile　sperm　concentration（r＝0．698，

Pく0．001），total　motile　sperm　rate（r＝O．402，　P〈O．Ol）

and　progressive　motile　sperm　rate（r＝0．497，　P〈0．

001）．On　the　other　hand，　ZSPT　showed　no　signifi－

cant　correlation　with　routine　semen　analysis　except

total　motile　sperm　rate　alone（r＝0．376，　P〈0．05）．

（2）Weak　but　significant　correlation　was　found

between　Penetrak　test　and　ZSPT（r＝O．567，　P＜
0．01）．

（3）Every　semen　sample　which　was　evaluated　nor－

mal　by　Penetrak，　was　also　showed　positive　ZSPT，

while　88％of　the　semen　samples　which　showed

abnormal　migration　by　Penetrak　were　positive　by

ZSPT．

（4）The　mean　sperm　migration　rate　by　Penetrak　of

patients　with　good　postcoital　test　was　33．7±

14．6mm，　While　that　of　those　with　poor　postcoital

test　17．0±11．3　respectively．

Thus，　present　study　demonstrated　that　Penetrak　is

reliable　to　assess　the　quality　of　sperm　in　terms　of

motility，　concentration　and　ability　to　penetrate

zona－free　hamster　eggs．　In　addition，　it　is　suggested

that　Penetrak　can　serve　as　an　alternative　not　only

to　postcoital　test　but　also　to　ZSPT．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年8月4日特掲）
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　ヒトおよびウシ頚管粘液（CM）を用いて，乏精子症患者精子のCM内精子通過能について検討をす

ると共に，透明帯除去ハムスター卵を用いたin　vitro受精系を用いて乏精子症患者精子の受精能につ

いて検討を加えた．

1）ウシCMとヒトCMの性状には大差はないが，採取量ではヒトCMの0，2～0．5mlに対して，ウシ

CMでは5～30mlの大量採取が可能であった．

2）乏精子症患者精液を用いた精子CM内通過試験では，両CM内での精子の動態はほぼ同様であり，

6時間までの検査であればウシCMはヒトCMの代用が可能であった．

3）乏精子症患者精子の透明帯除去ハムスター卵の受精率は，正常男性精子の受精率74．7％（124／166）

に対して，18例中12例が受精率0％で，他の6例においても5－33％で平均は15％（9／60）であっ
た．

4）乏精子症患者精子のCM内通過性不良群のPoorやNegativeを示す症例の精子受精率は0％で，

また通過性がGoodと判定された症例においても受精率は0～20％と悪かった．

　以上の結果より，男性不妊症例の中でも特に乏精子症症例においては，従来の精液の性状検査以外

に，ヒトまたはウシCMを使用した精子CM内通過能検査に加えて，透明帯除去ハムスター卵を使用

した受精能検査による精子自体の機能検査が必要であることが明らかとなった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），134－141，1989）
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緒　　言

　男性側の不妊症の検査として，従来の精液量・精

子数・運動率・奇形率等の精液の性状検査以外に，

最近では，精子の頚管粘液（CM）内通過性検査や動

物卵を用いた精子受精能検査といった，精子自体の

生殖機能についての検討が注目されるようになって

来ている．

　精子CM内通過性検査としては，古くよりin　vivo

検査としてのPost　Coital　Test（Huhner　Testl）），　in

virto検査としてのSpe㎜CM　Contact　Test
（Miller－Kurzrok　Test2｝）やSperm　Penetration　Test

（Kremer　Test3））等が臨床的に汎用されてきた．最近

では人工CM4・5）やウシCM6・7・s）を用いた精子通過試験

も検討されはじめている．

　また，精子の受精能検査については，1976年に

Overstreetら9）は，死体から採取したヒト卵を用いた

in　vitroでの受精実験系を確立したが，同年に，

Yanagimachiら1°｝は透明帯除去ハムスター卵とヒト

精子との融合に初めて成功した．以来，この透明帯

除去ハムスター卵を用いたヒト精子の受精能検査に

ついては数多くの報告1ト14）がなされ，臨床検査の地

位を確立して来た．著者らも，この受精能検査を臨

床検査に応用すると同時に，各種臨床研究の研究手

段に応用し興味ある研究成果を報告してきた15”’19）．

　精子濃度と妊娠率に関しては必ずしも統一した見

解はないが，一般的には乏精子症（20×106／ml以下

の精子濃度）では妊娠率が極めて悪いことが認めら

れており2°｝，doner精液を用いて行なうAIDや頚管

不妊因子のために行なうAIHの妊娠成功率に比べて，

乏精子症男性不妊因子に対して行なわれるAIHの妊

娠成功率の極めて低いことが報告されている21・22）．乏

精子症患者の妊娠率を良くするための手段として，

分画射精精液23・24），アルブミン溶液カラムによる分画

活動精子25・26），あるいは我々の洗浄濃縮活動精子19）等

を用いたAIHが試みられているが，依然として妊孕

率は低く，乏精子症患者精子には精子濃度や精子運

動1生等の因子以外に，受精能そのものが障害されて

いる可能性が考えられている．

　本論文では，乏精子症患者精子を用いて，精子の

CM内通過能についてウシCMとヒトCMとでの比
較検討と共に，透明帯除去ハムスター卵に対する受

精能についても検討を加えた．

CMは血中精子不動化抗体を保有しない正常月経周

期婦人より排卵1・一一．2日前のものを，またウシCMは

発情期の未経産Holstein乳牛より採取した．両CM

は色調・粘稠性・シダ状結晶形成・牽糸性・pH・採

取量等を調べた後後述のKremer試験により，正常

精子が2時間以内に5cm以上上昇し得るGoodと判

定したCMをプラスチック製小容器に入れ，－20ecで

凍結保存し，実験に際しては室温で融解後直ちに実

験に用いた．

2．精液採取

　乏精子症患者は，不妊外来受診患者の夫で，血中

精子不動化抗体を保有せずに，精子濃度が20×106／

ml以下で，女性側には不妊症の原因が認められない

男性を対象とし，精液は用手方で採取した．他方，

正常精子は精子濃度40×106／ml以上で運動率が70

％以上の血中精子不動化抗体を保有しなくて，妊孕

性が判明している健康男性より採取した．

3．in　vitro精子CM内通過試験（Kremer試験）

　本法の詳細については既に報告したが8・27），要旨は

写真1に示すようにヘマトクリット毛細管（1．5×

75mm）にCMを約6cm吸引し，一端をテルモシー
ル（仁丹テルモK．K．）で密閉し他端を精液貯溜槽（径

3mm，高さ15mmのガラス容器）に浸して直立させ，

精子の経時的（30分，1時間，2時間，3時間，6

時間，12時間，24時間）上昇距離ならびに各距離

（1cm，3cm，5cm）での上昇精子数・運動率・生存時

間等を顕微鏡下（100倍）で判定するものである．実

際の臨床応用に際しては簡便法として，先行精子の

経時的な上昇距離のみを測定し，その判定は下記に

示す従来の我々の基準を採用した．

Good：2時間以内に運動精子が5cm以上上昇する
もの

Fair：2～6時間で運動精子が5cm以上上昇するも

の
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方　　法

1．ヒトCMおよびウシCMの採取
採取方法の詳細については既に報告したが8），ヒト

写真1　Procedure　for　the　sperm　penetration　test　by

　　　Kremer’s　method．
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Poor：2～6時間で運動精子が1－－4。9cmの範囲に

とどまるもの

Negative：6時間で運動精子が0．9cm以下である

か，または全く運動精子を認めないもの

4．透明帯除去ハムスター卵の調整方法と洗浄精子

の調整方法

　その方法の概略を図1に示す、まずハムスター卵

は，成熟雌ゴールデンハムスター（8週命）の発情

前期に，　PMS50単位と54時間後にhCG50単位の腹

腔内投与による過排卵処置をし，hCG投与後17時間

目に開腹して囎より採卵した．直径35㎜深さ

10㎜のPetri　Dish（Falcon　No．1008）のパラフィ

ンオイル下のBiggers・Whitten・Whittengham
（BWW）培養液2s｝O．2m1の中にこれらの卵を浮遊させ，

0．1％の割合でhyaluronidaseを加えて10分間反応

させて卵丘細胞を除去し，次いでBWW液で洗浄後，

0．1％Trypsin　BWW液中で1分間反応させて透明

帯を溶解除去した後，新たなBWW液中に移したも

のを透明帯除去ハムスター卵として実験に用いた．

　次いで精子の調整は，室温にて30分間放置液化さ

Human　spermatozoa

WashedδBWW

10XIO61ml　inBWW
with　BSA

Prelncubation　for　5　hours

　　　　↓

Capacitated　spermatozoa
　　　（2x105／mD

　　　　　＼

日不妊会誌　33巻5号

間と受精率の関係を検討したところ，18時間の培養

が高率で安定した受精率が得られた（表3）ことよ

り，以降は18時間本培養を行なった．

　受精の判定としては，精子と一緒に培養した卵を

取り出し，5％ホルマリン液で卵を固定し，0．25％

ラクモイド液で染色した後，位相差顕微鏡下で，卵

細胞質内に膨化精子の頭部および尾部の検出の有無

で受精を判定した．写真2は受精卵を示しており，

膨化精子頭部と尾部が観察される．右側の精子は卵

に結合をしているが受精はしていない．

結　　果

Golden　Hamster

Super　ovulatedδ

PMS－hCG

1．ヒトCMとウシCMの比較
　正常精液を用いたKremer試験でGoodと判定さ

れたヒトCMとウシCMの物理科学的性状の比較検

討を表1に示すが，pH・牽糸性・シダ状結晶形成（写

真3）は両者で極めて類似している．ただ1回のCM

表3　Effect　of　incubation　time　on　in　vitro　fertilization

Time
（hr）

　No．　of　　　No．　of

examined　　fertilized

　eggs　　　　　　　eggS

％

treated　with

O．1％Hyaluronidase
O．1％　Trypsin

Zona－free　oocytes

／
　Paraffin　oiI

5十2
　　3
　　4
　　5

　18

15

14

15

14

14

2

5

5

7

12

13

36

33

50

86

融P℃
ノo　　α’・cxo

inSeminated　oocyte5
↓・・cub・tl・n…18・…s

Fixed．　stained　and　examined

図1　Procedure　for　in　vitro　fertilization

せた精液にBWW液12mlを加え，キムワイプ（十

條キンバリーKK．）で濾過し，600Gで5分間遠沈し，

沈殿精子をさらにBWW液で2回洗浄した．この洗

浄精子をパラフィンオイル下のBWW液0．2m1中に

入れ，37℃の5％炭酸ガス培養器内で5時間前培養

を行ないcapacitationを誘導させた精子を受精実験

に用いた．

5．透明帯除去ハムスター卵の受精実験方法と受精

卵の判定方法

　受精に際しては，パラフィンオイル下のBWW培

養液中に透明帯除去ハムスター卵とcapacitation後

の精子（2×106m1）を加え，37℃の5％炭酸ガス培養

器内で本培養を行なった．正常精子を用いて培養時

写真2　Zona・free　hamster　egg　inseminated　with

　　　human　spermatozoa。　One　penetrated　sper－

　　　matozoon　with　enlarged　head　and　tail　and

　　　another　spermatozoon　binded　to　membran

　　　were　visible．
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採取量は，ヒトの0。2～0．5m1に比べてウシでは5
－・－ 30mlと数十倍から百倍近くも大量に採取が可能で

ある．

2．ヒトCMとウシCM内での乏精子症患者精子の
動態

　乏精子症患者精子を用いたKremer試験を行なっ

た際における1cmの場所での精子運動性（生存時間）

を2時間・6時間・12時間・24時間後に比較検討し

た（図2）．ヒトCM内では，それぞれ100％・88％・

73％・20％で，ウシCM内では100％・54％・9％・

0％と12時間以降は極端に低下したが，6時間まで

の精子CM内通過性に対しては判定可能とした．図

3には6症例の乏精子症患者精液での精子上昇状態

についてヒトCMとウシCMとで比較したものであ

る．Goog・Fairを示す症例A・B，　Poorを示すC・

D，NegativeのE・Fとそれぞれ両CM内での精子

表1Comparison　of　physical　properties　of　Human

　　CM　and　Bovine　CM．

Human　CM　　Bovine　CM

　】00

§

ξ

E，。

慧

尉

Human　CM

2　　　　G　　　　T2　　　24

1［cubatlon　tlme（hours）

1DO

59

（137）　137

BOVIne　CM

2　　　　6　　　　12　　　24

図2　Comparison　of　the　sperm　motility　from　olig－

　　ozoospermic　semen　in　Human　CM　and　Bovine

　　CM．

Volume
PH
Spinnbarkeit

Ferning

0．2～0．5mI

6．6－－7．8

15～20cm
十～冊

　5～30ml
6．8－－7．8

15～20cm
十一一冊

言5

i・
曾，

§

誉2

善1

8

Human　CM

／7＝畠

！＝1

5

4

3

2

1

　Bovine　CM

／rr：畠

f－：
　112　　1　　2　　3　　6

1［cubation　tlme（hours）

A　 17X105！ml，68％　　　C　 13×10filml，48％

B　　5xlO6／mt、90％　　　D　11×IOe／ml，35％

1／2　1　　2　　3　　6

E8x1Dら！mし62％

F5x106！rnl．58％

Humen　CM BOvir旧CM

写真3　Comparison　of　ferning　patterns　of　Human

　　　CM　and　Bovine　CM．

上昇性は極めて類似している．さらに症例を増やし

て表2に示している．これらの結果は乏精子症患者

精子のCM内通過能を検討する上において，ウシCM

はヒトCMに充分代用し得るものと考えられる。

3．正常男性精子を用いた受精に要する時間の検討

　受精率を安定にする目的で，本培養時間を検討し

たものを表3に示す．2時間・3時間・4時間・5

図3　Comparison　of　the　penetration　depth　of　sper－

　　matozoa　from　oligozoospermic　semen　in
　　Human　CM　and　Bovine　CM．

時間・18時間培養したところ，受精率はそれぞれ13

％・36％・33％・50％・86％で，乏精子症患者精

子の受精実験には18時間の本培養が適当であると判

断して行なった．

4．乏精子症患者精子による受精率

　表4に示すごとく，対照として妊孕性が判明して

いる男性精子の受精率が74．7％であった受精系にお

いて，18症例中12症例において受精率が0％で，他

の6症例においても33％・20．0％・16．7％・14．3

％・10．0％・5．0％，平均で15％（9／60）と非常に

受精率が低かった．

5．乏精子症患者精子のウシCM・ヒトCM内通過

性ならびにその精子の受精率との比較検討

　表5のごとくに，精子通過1生が不良なNegative・

Poorを示す3症例の精子の受精率は0％であり，た

とえ通過性が良好なGoodの3症例の精子でも受精率

は20．0％・16．7％・0％と極めて低率であった．
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表2Comparison　of　the　sperm　penetration　test　with

oligozoospermic　semen　in　Human　CM　and　Bovine　CM

Patients　　Sperm　Sperm
name　ag・（隻r牒）m捌ty

Sperm　penetration　test

表5Corelation　of　the　sperm　penetration　test　and　the

　　in　vitro　fertilization　test　by　spermatozoa　from

　　patients　with　oligizoospermia．

Human　CM　Bovine　CM

1，　E．N．34　　30

2．MT．33　24
13．　K．K．34　　18

4．　K．Y．33　　17

5．LM33　13
6．　N．N．31　　11

7．　A．K．28　　6
8．　A．K．30　　　5

9．MS．31　4
10．　J．N。27　　　3

11．　1．K．33　　2

12。　Y．A．32　　2

79

35

42

68

48

35

62

90

30

22

44

40

Good
Poor
Good
Good
Poor
Poor
Poor
Good
Poor
Negative

Poor
Poor

Good
Poor
Fair

Good
Poor
Poor
Poor
Fair

Poor

Patients　Sperm　Sperm　Spenn　penetration　Fertilization

　　　　COUntS　mOtility　　　　teSt　　　　　　rateS

name　age（×IO6／ml）（％）Human　CM　Bovine　CM（％）

1．E．N．34　30

2．K．K．34　18

3、K。Y．33　17

4．LM．33　13
5．N，　N．31　11

6」．N27　3

79

42

68

48

35

22

Good　　Good　　20．O

Good　　Fair　　16．7

Good　　Good　　O
Poor　　　Poor　　　O

Poor　　　Poor　　　O

Negative　Negative　O

Negative

Poor
Poor

表41n　vitro　fertilization　rates　of　zona　free　hamster

　　eggs　by　spermatozoa　from　patients　with

　　oligozoospermia．

Patients

name　age

Sperm　counts　No，　of　　No．　of　Fertilization

before　treatment　examined　fertilized　rates

　（x10◎／ml）　　　eggs　　　eggs　　　（％）

1．H．　T．44

2．E．　N．34

3．K．　K．34

4．T．　S．35

5．K．　S．32

6，A．　K．32

7．K．　Y。33

8．1．M　33

9．N．　N．31

10．A．　A．35

11．T．　H．45

12．T．　K．35

13．S．　K．32

14．T．　Y．35

15．R，　U．32

16．T．　T．34

17．Y．　S．28

18．J．N．　27

20～30

　〃

10～20

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

〈10

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

12

5

6

7

6

8

4

4

4

10

20

6

11

10

19

18

12

4

4

1

1

1

0

0

0

0

0

1

1

0

0

0

0

0

0

0

33．3

20．0

16．7

14．3

0

0

0

0

0

10．0

5．0

0

0

0

0

0

0

0

Control 80～100＊　　166　　　124 74．7

＊Average　counts　from　4　men　who　have　more　than　one

child．

考　　察

　男性側の不妊の原因として，無精子症患者に妊孕

性がないのは当然であるが，一般的に20×106／ml以

下の精子濃度しかない乏精子症患者の妊孕性が非常

に悪いことが報告されている2°）が，正常精子濃度をも

つ男性に比べて著しく妊孕性が低くなる原因につい

ては，まだ充分な解明はされていない．また乏精子

症の原因には性器感染症・内分泌障害・染色体異常

や精索静脈瘤・停留睾丸といった器質的な異常が考

えられているが，妊孕性障害の機序との関係につい

ても明らかではない．

　しかしながら，臨床的な原因がなにであったとし

ても，乏精子症患者精子ではHuhner試験でCM内
への精子侵入が傷害されている場合が多く29・3°），精子

自体のCM内通過性能力が妊孕性障害の原因の1つ

として考えられている．そのために，治療法として

CMの障壁を除くために，種々の方法での人工受精

（AIH）が行なわれている．例えば，単に射精精液を子

宮腔内に注入する方法以外に，分画射精精液を頚管

内または子宮腔内に注入する方法23・24），アルブミン溶

液カラムに精液を重層してカラムに移行した活動精

子のみを子宮腔内に注入する方法25・26），キャップ状の

容器に精液を入れて子宮膣部に装着させて精液とCM

を接触させた状態にして精子進入を促進させる方

法31・32），著者らが既に発表した“layering　method”

の方法でB3・3‘｝遠沈後に上層に浮遊してくる活動精子を

集めた洗浄濃縮活動精子による方法18）等が試みられて

いる．しかし，乏精子症患者での妊娠率は正常Doner

精子を用いて行なった人工受精（AID）の妊娠率21）や

頚管因子のためのAIH22）に比べて非常に低い値であ

る．特に，著者らの方法では，10例の乏精子症患者

精液から受精抑制因子（decapacitaion　facor）をも

つと考えられる精漿成分を除去し，さらに精子の濃

度と活動性が改善された精子を用いて排卵時に一致

した延べ30回のAIHにおいても1例も妊娠しなか

った18｝．またこれら10症例の精子を用いて透明帯除

去ハムスター卵との受精実験をしたところ，受精率

は対照群の73．3％に対して，7名が受精率0％でほ

かの3名も33．3％・10．0％・5．0％で平均では14．3
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％（6／42＞と著しい受精能の低下が見られた18）．

　これらのことは，乏精子症の妊孕性障害の原因に

は，活動精子の数の問題だけではなく，前述した様

な精子のCM内通過能や，さらには精子の受精能と

いった精子自体の機能面に欠陥があることを示唆す

るものである．

　本論文においては，まず6症例の乏精子症患者精

液を用いてヒトCM内とウシCM内での精子通過状

態について比較検討をしたところ，図3のごとくに

Good・Poor・Negative等全く類似した通過動態が

認められ，表2に示すごとく12例における比較でも

ほとんど同じ結果であり，正常精液精子を用いた著

者らの報告8）や諸家の報告7・35・36）からも，ウシCMは

ヒトCMに代用し得るものである．この事実は，正

常精子では良好に通過し得るCM内でも乏精子症患

者精子は通過障害があり，精子自体の通過機能に問

題がある事を示すものである．今後，臨床的には精

子自体のCM通過能といった機能面からの検査も必

要となり，最近ではコマーシャルベースでウシCMの

キット　（PENERAK⑪：SERONODIAGNOSTICS，
U．S．　A．）も登場しており，今後ますます，精子CM

通過性機能評価として本検査が注目されると思われ

る．

　次いで，乏精子症患者精子の18症例での透明帯除

去ハムスター卵を用いて受精能について検討したと

ころ，表4のごとくに正常精子の受精率は平均74．7

％（57，1－92．3％）で，一方乏精子症群では5，4％

（O　－33．3％）と非常に悪い受精率を示した．この事

は，受精実験では正常群も乏精子症群も反応系にお

ける精子濃度は全く同じにもかかわらず受精率に著

しい差があるのは，精子自体の受精能力そのものに

欠陥がある事を示しており，Aitkenら37）や井上ら38｝

の結果報告とも類似している．

　最後に，乏精子症患者精子のヒト・ウシCM内の

通過能と同時に行なった受精率の比較を表5に示し

たが，たとえCM内通過性が良好な精子でも受精率

は20．0％・16．7％・0％と非常に悪く，Poorや

NegativeのようなCM内通過能に問題のある精子で

は受精率0％であった。

　Soules39）やTempletonら4°）も精子受精能検査と

Huhner検査あるいはLaparoscopyにより腹腔から

精子回収率を検討しており，従来の精液検査所見と

精子の性器内上昇能とはほとんど相関を認めなかっ

たが，受精とは良く相関し，精子の生殖機能をみる

ためには精子の受精能検査が必要としている．

　今後，精液検査の一つに，精子の機能面を調べる

ために，ヒトまたはウシCMを用いた精子通過能や

（139）　139

透明帯除去ハムスター卵を用いた受精能の検討が非

常に重要となって来るものと思われる．

（稿を終えるにあたりウシCMを提供下さいました大

阪府農林技術センター能勢種畜場の西村先生に深く

感謝致します．なお，本論文の要旨は，第28回日本

不妊学会学術講演会（演題番号162）にて報告した．）
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　　Sperm　function　in　cases

　　　　　of　oligozoospermia：

　　　　Evaluation　by　sperm

penetration　test　with　human

　　　　　and　bovine　cervica1

mucus　and　zona・free

hamster　oocyte

Kenichiro　Ikuma　and　Shigeo　Suno

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Takarazuka　Municipal　Hospital，　Hyogo，665　Japan

Takayuki　Matsuda，　Akiko　Hasegawa，

　　Koji　Koyama　and　Shinzo　Isojima

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　　Hyogo　Medical　college，

　　　　　　　　　　Hyogo，665　Japan
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　　Sperm　function　was　evaluated　in　patients　with

oligozoospermia　by　Kremer’s　sperm　penetration

test（SPT＞with　human　and　bovine　cervical　mucus

（CM）and　in　vitro　fertilization　test　with　zona・free

hamster　oocytes．

The　biophysical　properties　of　human　and　bovine

CMs　were　quite　similar．　Sperm　penetration　distance

and　density　were　also　quite　similar　in　both　CMs　in

6hours，　but　thereafter　sperm　motility　decreased

much　faster　in　bovine　CM　than　in　human　CM．　The

fertilization　rate　of　spermatozoa　from　18　patients

was　O％in　12　cases　and　5～33％in　6　cases．　These

figures　were　much　lower　than　the　74．7％in　fertile

normospermic　men．　On　the　other　hand，　the　fertiliza－

tion　rate　was　always　O％in　patients　whose　SPT

was　evaluated　as“poor”or“negative”and　also　as

low　as　O～20％even　in　patients　whose　SPT　was

rated　as‘‘good”．

　　These　results　suggest　that　in　studies　of　male

sterility　due　to　oligozoospermia　in　vitro　fertiliza－

tion　tests　with　zona・free　hamster　oocyts　are　indis－

pensable　in　addition　to　SPT　with　human　or　bovine

CM．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年7月19日特掲）
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Kallmann症候群

Kallmann’s　Syndrome

　　　　　千葉大学医学部泌尿器科学教室（主任：島崎　淳教授）

布施秀樹　高原正信　石井弘之
Hideki　FUSE　　Masanobu　TAKAHARA　　Hiroyuki　ISHII

　　　　　　角谷秀典　島崎　淳
　　　　　　Hidenori　SUMIYA　　　Jun　SHIMAZAKI

　　　　　　Department　of　Urology，　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　Chiba　University
　　　　　　　　　　（Director：Prof．　J．　Shimazaki）

4例のKallmann症候群につき臨床的検討を加えた．

低アンドロゲンによると思われる症状を主訴としたものが3例，陰嚢内に睾丸を触知しないことを主

訴としたものが1例あった．

4例中3例は指極が身長を上回っており，恥毛は数本みとめたものがあったが，他の例は，恥毛をみ

とめなかった．

染色体型はいずれも46XY。全例に嗅覚障害をみた，

血中LHおよびFSHは正常下限～低値を示し，血中テストステロン値は，全例去勢レベルであった．

LH－RH試験で，比較的良好な反応をみたものがあったが，他は低反応であった，

hCG試験は，1例で血中テストステロン値が正常域に達したが，3例は低反応であった．

hCG投与を3例に試み，2例は，血中テストステロン値の上昇をみないため，テストステロンの補充

とした．hCG投与により造精機能の導入および2次性徴の発現をみた例は，テストステロンの補充に

より，これらが維持された．

1例にLH－RHの間欺性投与を試み，経過観察中である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），142－147，1989）

緒　　言

　無嗅覚あるいは，嗅覚減退を伴う低ゴナドトロピ

ン性性腺不全症は，Kallmann症候群と呼ばれている

が1），近年その報告数が増加しており，必ずしも稀れ

な疾患ではない．

　我々も，本症を4例経験したので報告する．その

うち1例は，以前，一部報告したが21，今回のシリー

ズに加えて他症例と比較検討した．

対象および方法

　1973年1月より1987年6月までに千葉大学医学

部泌尿器科で経験したKallmann症候群は4例であ

った．これらにつき主訴，初診時年令，身体所見，

染色体型，内分泌学的所見，治療および予後につい

て検討した．

　血中ホルモン値の測定は，LH，　FSHおよびテス

トステロンそれぞれLHキット「第1」，　FSHキッ

ト「第1」およびテストステロン‘栄研’にて行なっ

た．

　LH－RH試験3）は，　LH－RHタナベ注射薬⑪（田辺）

100μg静注にて，hCG試験3）は，ゴナトロピン⑪（帝

国臓器）4000単位3日連続筋注にて行なった．

　精液は，5日間禁欲後，用手にて採取し鏡検に供
した41．

　染色体検査は，末梢血リンパ球培養によった．
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　嗅覚は，経静脈性嗅覚検査にて判定した5）．

　治療は，hCG　1000単位，週2回よ｝）開始した．一

部例にhMG（ヒュメゴン⑪，日本オルガノン）75単

位，週2回投与も併用した．これらゴナドトロピン

にて効果をみないものは，テストステロン（エナル

モンデポー⑪，帝国臓器）250mg，3週に1回の補

充とした．LH－RHの間歌的皮下投与については，自

動注入ポンプにより2時間に1回，LH－RHを25－　50

ng／kg体重を投与した6〕．

結　　果

　1）主訴：症例1が睾丸を陰嚢内に触知しないこ

とを主訴としたが，他3例は低アンドロゲンによる

と思われるものであった（Table　1）．

　2）身体所見：症例1を除いて，いずれも指極が

身長より大であった．なお症例1は，28歳の現在，

身長153cm，体重45　kgである．恥毛は、症例3で

数本みとめたが，他の例は，いずれもみとめなかっ

た．全例，前立腺を触知しなかった（Table　l）．

　3）染色体型：いずれも46XYと正常男子型であ

った（Table　1）．

　4）合併症：いずれも嗅覚障害をみた．停留睾丸

を1例にみとめた（Table　1）．

　5）血中ホルモン値：全例，血中テストステロン

値が100ng／d1以下と去勢レベルであった．血中LH

およびFSHは正常下限～低値を示した（Fig．1）．

Table　1．症例概要

症例主訴轡蕎鶴輸恥毛醐泉睾轡網蕪諜亀合併症
1

2

3

左陰嚢部に
睾丸触知せず

射精をみず

性器発育不全

15

26

33

4　二次性徴欠如　　16

126　24．5　121　（一）　ふれず　　／　　／

180　65．0　186．5（一）　ふれず

175　69．5　190　数本　ふれず

170　59．0　180　（一）　ふれず

4

2

2

5

欠

2

／　　46XY

　／　　46XY

　／　　46XY
オ熟な
1・日糸1｝1管　46XY

をみた。

嗅覚障害
左停留睾丸

嗅覚障害

嗅覚障害

嗅覚障害

血中LHおよびFSH値

　　miu／me

40

30

20

10

0

血中テストステロン値

　　ng掴

　　　　800

LH FSH テストステロン

700

600

500

400

300

100

50

0

口：成人男子正常値　1：症例1　3：症例3

　　　　　　　　2：症例2　4：症例4

Fig．1血中ホルモン値

血中LHおよびFSH値

　　mlu／me

30

20

10

0

前

一

，，一・：一”

30分　　　60分　　　90分　　　12e分

1：症例1　3：症例3

2：症例2　4：症例4

Fig．2　LH－RH試験
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血中テストステロン値
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［コ成人野正常値　1症例1

　　　　　　　　　2　症例2

　　　Flg　3　hCG試験

Kallmann症候群

2

2

4日目

3　症例3

4　症例4

日不妊会誌　34巻1号

　6）LH－RH試験：症例2が比較的反応良好であ
ったが，他例は低反応であった（Fig．2）．

　7）hCG試験：症例2はhCG　4000単位3日間投
与後，515ng／dlと前値の7倍となり，成人男子正常

値に達したが，他の3例は低反応であった（Fig．　3）．

　8）治療経過：症例1は，hCG　1000単位週2回投

与より開始したが，血中テストステロン値が上昇せ

ず，2次性徴の発現も不十分のため，エナルモンデ

ポーに変更し，変声，恥毛の出現等をみた．その後，

5年間来院しなかったが，結婚予定のため挙児希望

にて来院．hCG　2000単位およびhMG　150単位をそ

れぞれ週2回投与し，経過観察中である（Fig．　4）．

　症例2は，hCG　1000単位，週2回投与より開始し，

造精機能の導入および2次性徴の発現をみた．1年

4か月後，hCG　1000単位，週1回投与とした．1984

年2月結婚，妻の妊娠をみ，2400gの男児をえた．

その1年後，再び3040gの男児をえた．その後は，

挙児希望しないためエナルモンデポーに変更．10か

月経過するが，精子濃度および血中テストステロン

値は軽度低下にとどまっている（Fig、5）．

　症例3は，hCG　1000単位投与にて2次性徴の発

現不十分のため，エナルモンデポーに変更し，比較

的良好な2次性徴の発現をみた．

　症例4は，LH－RH　25　ng／kg体重／2時間の間歌的

皮下投与を施行したが，3か月経過後，血中テスト

ステロン値の上昇をみなかったため，50ng／kg体重／

2時間とし，経過観察中である（Fig．4）．

症例1

症例2

症例3

症例4

hCG1000単位，2回／遍 エナルモンデポー250mg，1回／3週

hCGIOOO単位，2回／週

hCG1000単位，1回／週

←休薬一一偉：灘欝

hCG1000
　　単位，
　　2回／週

エナルモンデポー
　　250mg，1回／3週

LH－RH25μg／2時間

LH－RH125μg／2時間

0 10 　　20　　　　　　　　30

治療開始よりの期間（月）

90 100

Flg　4　治療経過
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考　　案

　嗅覚障害を伴う低ゴナドトロピン性性腺不全症は，

1944年Kallmannにより報告され，以後，　Kallmann

症候群と呼ばれる1）．本症は，嗅覚障害のほかに，色

覚異常，知能障害，髄伴運動失調，難聴，口蓋裂，

停留睾丸等を伴う7・8）．自験例でも，症例1に停留睾

丸をみたが，これは，本症に特有なものというより

低ゴナドトロピン性性腺不全症に随伴したものと考

えられる9｝．

　本症は，下垂体の異常によるものではなく，視床

下部のLH－RH分泌不全によって起こるものと考え

られており，さらに視床下部に近接する嗅覚中枢の

障害が加わったものである1°・11）．

　本症の家族内発生が報告されており，その遺伝様

式は，常染色体優性遺伝12），常染色体劣性遺伝13等，

諸説あるが，不明である．近藤ら14）の本邦67例の集

計では，染色体型は男女とも正常核型とされており，

自験例でも，すべて46XYと正常であった．

　LH－RH投与に対してLH，　FSHの反応は，無反

応より正常まで差がある15）．自験例も症例2は比較的

良好な反応を示したが，他の例は低反応であった．

このような例もLH－RHの連続投与にて反応をみる

とされるが16），症例4は，ゴナドトロピンに反応をみ

なかった．一定時期に下垂体が刺激されることが必

要であり，それ以後の刺激では，その回復に限界が

あり，症例間にこの限界に差があるといえる．

　hCGによるLeydig細胞の反応も同様に，症例間に

差があり17），自験例でも同様であった．hCGに良好

精子濃度

100

50

0

な反応を示した症例2は，造精機能導入をみており，

hCGに対する反応は予後を推測する因子となりうる

であろう9｝．

　治療は，2次性徴の発現および造精機能導入を目

的として行なわれる．造精機能の導入には，テスト

ステロンおよびFSHの両者が必要なので18），　LH作

用をもつhCGとFSHを含むhMGの併用が望まし
い．症例2は，hCGのみで造精機能の導入をみたが，

本例では，睾丸容積が比較的大きいこと，およびFSH

値が低値ではあるが正常範囲内にあることより，病

変が軽度のものといえる，

　hCGおよびhMGの投与量および間隔は，岩動は19｝，

それぞれ5000単位，150単位を，週2回投与，奥山

ら2°）は，hCG　3000　一一　5000単位，　hMG　75単位を週1

～ 2回投与としている．自験例は，hCG　1000単位，

hMG　75単位より開始し，血中テストステロン値等

を指標として，さらに増量している．ゴナドトロピ

ンの補充は，週1－一　2回と投与回数が多いのが欠点

である，そこで，テストステロン投与後でも，ゴナ

ドトロピンの補充で造精機能が期待できることより21），

2次性徴，リビドおよび性交能力をテストステロン

で維持し，子供を欲する時に，ゴナドトロピンに移

行すれば良いといえる．

　次に症例2で注目すべきことに，hCGにより導入

された造精機能が外因性のテストステロンにより維

持されたことである．Baranetskyら22）も，後天性の

低ゴナドトロピン性性腺不全症がテストステロンの

補充で造精機能が維持されたと報告しており，一度

導入された造精機能は，テストステロンの補充で維

血中テストステロン値

06／mの （n9／、偲）

・一→精子濃度
配偶者，　　配偶者，

卜一一．血中テストステロン値　　　　　　　　　　　　　　　　男児出産　　男児出産
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Fig．5症例2の治療経過
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持されうるといえる．一方，我々は，hCGおよびhMG

により精液中に精子をみた低ゴナドトロピン性性腺

不全症にテストステロン補充としたところ無精子症

となった例を経験している（未発表）．造精機能の維

持に要するアンドロゲン量は，症例により差がある

のだろう．

　本症はLH－RHの分泌不全によるものなので，　LH－

RHの投与が合目的といえる．最近，生理的リズムに

合わせて，pulsatileにLH－RHを投与する方法も試

みられ，良好な成績が報告されている23）．自験の症例

4にHoffmanら2‘）に従って25　ng／kg体重のLH・

RHを2時間に1度投与したが，効果をみとめず，増

量し経過観察中である．LH－RHの投与法に，さらに

工夫がなされるとともに，本法による治療が今後，

主流を占めるようになるだろう．

結 語

　Kallmann症候群4例につき，その臨床像および治

療につき検討を加えた．ゴナドトロピンにより造精

機能導入をみた後，テストステロンの補充で造精機

能の維持をみた例があった．1例にLH－RHの間歌

的投与を試みた．
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Kallmann，s　syndrome

Hideki　Fuse，　Masanobu　Takahara，

Hiroyuki　Ishii，　Hidenori　Sumiya

　　　　　　and　Jun　Shimazaki

Department　of　Urology，　School　of　Medicine，

　　　　　Chiba　University，　Chiba，　Japan

　　　　　　（Director：Prof．　J．　Shimazaki）

The　clinica王observations　orl　four　cases　of　Kall－

mann’s　syndrome　were　performed，

Three　cases　had　the　symptoms　caused　by　low

androgen　and　the　other　case　had　a　chief　comlpaint

of　lack　of　testis　in　the　scrotum．

In　30f　4　cases，　their　arm　span　was　Iarger　than　their

stature．

One　case　had　several　pubic　hairs，　but　the　others　had

no　pubic　hair．

The　karyotype　was　46XY　in　all　cases．

All　cases　were　found　to　have　anosmia．

The　basal　levels　of　LH　and　FSH　in　blood　were　low

normal　or　low．　The　basal　level　of　testosterone　in

blood　was　low　in　all　cases．

One　case　had　rather　good　response　but　the　others

had　low　response　to　LH－RH　test．

In　one　case，　the　testosterone　level　in　blood　reached

normal　range　after　hCG　test，　but　the　others　had　low

response　to　hCG　test．

In　20f　3　cases，　the　testosterone　levels　in　blood　were

not　elevated　after　hCG　administration，　therefore

the　testosterone　replacement　was　performed．

In　one　case，　apPearance　of　sperms　ln　semen　was

observed　and　secondary　characteristics　apPeared

after　hCG　administration，　which　were　maintained

by　testosterone　replacement．

Pulsatile　LH－RH　treatment　was　performed　in　one

case．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月16日）
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　患者は無症候性顕微鏡的血尿を主訴とした56歳の男性である．7年前より糖尿病の治療を受けてお

り，通院中血尿を主訴として当科外来紹介され，精査の結果精管に石灰化陰影が認められた．精路石

灰化は治療を要することが少ない。その報告例は自験例も含めて26例の報告と少ない．糖尿病に合併

することが多く自験例もふくめ9例に認められる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，34（1），148－151，1989）

緒　　書

　無症候注顕微鏡的血尿を主訴とした56歳の男性に

精管の石灰化陰影を認めたので文献的考察を加えて

報告する．精路石灰化の報告例は自験例も含めて26

例と少ない．糖尿病に合併することが多く自験例も

ふくめ9例に認められる．

　症　　例

　56歳男子，自転車修理販売業

　初診日：1985年12月6日

　主訴：無症候性顕微鏡的血尿

　現病歴：糖尿病にて内科通院中顕微鏡的血尿を認

めたため当科紹介受診，排尿時痛や腰痛などの自覚

症状は認められなかった．7年前より糖尿病で食事

療法を続けており，過去1年間で10kgの体重減少を

みた．それ以外には結核など既往歴として特記すべ

き事はなかった．

　家族：子供2人健在（妻とは離婚）

　現症：体格中等度，栄養良；161．5cm　63．5kg

（ll5％のobesity）両腎触知せず膀胱部，外性器に異



1

膨
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常なく前立腺は両葉母指頭大で中央溝触知し表面平

滑硬度正常で圧痛はない．肝が2横指触知されたが，

腹部に圧痛，筋緊張などは認められなかった．精液

検査は施行できなかった．

　血圧：120／80mmHg，　ECG；V，，　V，ST　flatでU

波が陽腔．眼底；Scottの分類でII　a．

　尿所見；色調清明，蛋白（一），糖（±），尿沈渣

で白血球（一），赤血球　2～3／視野．

　血液所見；白血球71×102／Mm3，赤血球544x
104／mm3，　Hg18、Og／dl，　Ht48．7％，血小板15．1×104／

mm3，　BUN16mg／dl，　CrO．9mg／dI，　GOT331U／L，

GPT281U／L，　T．P．8．8g／dl，　Nal36mEq／L，

K4．2mEq／L，　CalO，1mEq／L，　CRPO．3mg／dl，空腹時

血糖；225mg／dl，1日血糖；朝食前160mg／dl，朝食

後2時問260mg／dl，昼食前181mg／dl，昼食後2時

間142mg／dl，夕食前125mg／dl，夕食後2時間
236mg／dl，午後11時132mg／dl，　IRI；前7．4MCU／

M6（4～9．2），60分後9．5MCU／M6（4－－9．2），120分後

21．2MCU／M6（4　－v　9．2），　HbA，12．3％（5．6～7．9），

HbA，Cll．2％（3．5～6．5）

Fig．1　腎骨盤部単純撮影で，両側精管膨大部と思われる

　　　部位に約5cmの逆八の字状の石灰化様陰影を認

　　　めた．
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　X線撮影所見：単純撮影で両側精管膨大部と思わ

れる部位に約5cmの逆八の字状の文節様構造を呈す

る石灰化様陰影を認めた．（Fig．1）排泄陛腎孟造影

では両腎とも排泄良好で腎孟腎杯の変形なく，尿管

の拡張や走行異常も認められなかった．

Fig．2　精嚢造影で，両側精管膨大部に一致した虫様状の

　　　石灰化陰影を認めた．

精嚢造影所見；両側精管膨大部に一致した文節構造

を呈する石灰化様陰影を認め，管状の内腔に造影剤

が線状に明らかに注入されているので精管と確認さ

れた（Fig．2）．

Fig．3骨盤部CTでは精管に石灰化陰影が認められた．

骨盤部CT所見；精管に石灰化陰影が認められた
（Fig．3），

膀胱尿道鏡所見；膀胱内に異物認めず，前立腺の突

出は軽度であった．精阜にも異常は認められなかっ

た．

超音波断層撮影；軽度前立腺肥大と前立腺結石が認

められたが，精嚢には異常はみられなかった．

　経過：精路石灰化は治療を要することが少ないと

されており，自験例も摘出などの処理を行うことな
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く経過観察中であり，現在著変なく順調である．

考　　案

　精路石灰化はまず剖検により1830年にClementが

報告し，ついでX線の石灰化陰影として1922年に，

Kretchmerにより報告された．わが国では1960年に

並木1）の報告を第1報とし，現在までに25例が報告

されているのみである．上月2）によると精路石灰化の

診断はX線撮影により容易に診断され，石灰化像は

精管，精嚢の走行に一致し逆八の字状に走る索状陰

影として認められるとされている．症状としては血

尿，血精液症及び精嚢の疹痛を示すことがあるが，

ほとんどは無症候性であるとされている．河井らに

よると精路系はいずれの部位でも石灰化は起こると

されているが精管，精管膨大部及び精嚢の順に高率

に発生するとしており，これまでの報告例において

も25例中19例が精管のみの石灰化であった．

　合併症並びに既往症として最も多く見受けられる

疾患は糖尿病で，25例中8例，（自験例を入れると26

例中9例）に見られた．欧米ではふるくから糖尿病

に合併して精管の石灰化が起こることが知られてお

り糖尿病患者は正常対照者にくらべ精管石灰化の平

均発生率が10歳若かったとされている4・5）．本邦にお

いて坂本ら6）は糖尿病患者84例中4例（4．8％）に精

管石灰化を認め，非糖尿病患者451例中1例（0．2％）

よりも高率であったとしている．また，結核並びに

慢性炎症に合併することが多く，希な報告として1971

年にSilberらηは慢性腎不全患者で二次性副甲状腺

機能充進症による高カルシウム血症に精管石灰化を

合併した症例を，また，小松らS｝は悪性リンパ腫に続

発した精管石灰化を報告し，腫瘍そのものによる精

管の変性，化学療法剤による作用を原因にあげてい
る．

　組織学的には炎症に起因する例は粘膜層にも石灰

化がおよび管腔と閉塞されており，非炎症性の例は

筋層のみの石灰化であるとされている9）源1°）はX線

Table　1

症例　年度

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

1960

1司

同

1962

同

1964

同

1965

1966

1967

1968

同

同

同

同

1979

同

同

同

1980

同

1981

1982

1983

1987

同

報告者　　部位

並木らα｝精嚢

ll月ら（2）両側精管膨大部

　同　　　　同

水本ら（1D同＋右耶青嚢

高田ら（12｝両側精管

西尾ら〔13）　同

　同　　　　同

原ら（1°）　　同

水本ら（14）同

駒瀬らα5）　同

海野ら｛’6｝両側精嚢

田原ら（17）両側精管

藤田ら（18）

　同

　同

坂本ら（6）

　同

　同

　同

石塚ら（19）

　同

精管

同

同

同

同

同

同

同

同

中山ら（20）両側精管

小松ら（8｝　同

熊崎ら（21）両側精嚢

和田ら〔22）両側精管

浜口ら　　　同

合併症

精嚢結石

左精管結石

神経因性膀胱

左腎結核

BPH、膀胱結石

肺結核、尿管結石

左尿管結石

淋疾、前立腺硬化

淋疾血精液症

なし

糖尿病

同＋陰茎癌

糖尿病

同

同

同

同

なし

なし

糖尿病、陰茎潰瘍

糖尿病

左腎結石

男性不妊症

糖尿病

年令

37

56

28

67

73

45

45

77

48

34

30

61

66

50

48

54

51

57

22

34

61

25

83

40

56

診断

組織診

X線

X線

X線
組織診

X線

X線
組織診

X線
組織診

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

X線

f

4

s’t9
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検査所見上では精管石灰化と極めて類似した所見を

呈しながら，組織学的検索では筋層中に化骨の認め

られた1例を報告している．自験例でも化骨の可能

性は残されているが，1951年Wilsonら4）がまとめた

剖検例19例での病理組織ですべて精管石灰化であっ

たとしていることから，本陰影も精管の化骨の可能

性は低いと考え，石灰化として報告した．しかし，

過去に精管の石灰化として報告されているもののな

かには本例も含め精管の化骨症例が含まれている可

能性が推察される．

　治療は特別の症状がないかぎり積極的な治療の必

要は無いとされており，我々の症例も経過観察にと

どめている．

結　　語

　7年前より糖尿病の加療を受けていた56歳男性で，

両側精管石灰化が発見された．自験例は精路石灰化

例としては本邦26例めにあたり，糖尿病患者に合併

した症例としては9例目である．

（本論文の要旨は，第4回日本アンドロロジー学会に

於て発表された．）
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Calcification　of　the

vas　deferens　in

amale　patient　suffering

from　diabetes　mellitus

Takeki　Hamaguchi，　Masayasu　Fujiwara

　　　　　and　Kiyohiko　Goto

Fujiwara　Hospital，

Kyoto　620，　Japan

Yoshihiro　Okuda，　Masashi　Shinozaki，

Masato　Fujisawa，　Yasuyuki　Okamoto，

　Nobutoshi　Oka，　Hiroshi　Okada，

Minoru　Hazama，　Osamu　Matsumoto

　　　　and　Sadao　Kamidono

　　　Department　of　Urology，

Kobe　University，　School　of　Medicine，

　　　　　Hyogo　650Japan

Acase　of　calcification　of　the　spermatic　cord

accompanied　with　diabetes　mellitus　in　a　56　years

old　man　is　reported．　Diabetes　remains　by　far　the

most　common　cause　of　vas　or　seminal　vesicle　cal－

cification，　and　the　onset　of　radiographically　visible

calcification　occurs　ten　years　earlier，　on　the　aver－

age，　in　diabetic　men　than量n　men　without　diabetes．

　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月24日）
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精子無力症における精子の微細構造について．

第4報短尾精子症と思われた5例について

Fine　Structure　of　Asthenozoospermia

　　　　　　　in　Infertile　Men．

　　　4．Report　of　Five　Cases　with

　　　“short・tailed”Spermatozoa．

東北大学医学部泌尿器科学教室（主任：折笠

佐　藤　和　宏

Kazuhiro　SATOH

佐　藤　滋　彰

Sigeaki　SATOH

石　川　博　夫

Hiroo　ISHIKAWA
木　村　正　一

Masaichi　KIMURA

Department　of　Urology，

精一教授）

前　原　郁　夫

Ikuo　MAEHARA
折　笠　精　一

Seiichi　ORIKASA

Tohoku　University　School　of　Medicine，

Miyagi，980　Japan．

　われわれの定義による精子無力症40例の内5例は，光顕上短尾精子が多くの割合を占めていた症例

であった．

　これらの内4例はいわゆるshort・tailed　spermatozoaと思われ，2例の精子，精巣の電顕所見より，

尾部の各構成要素は，dynein　a㎜等を除きほぼ全てみられるものの，その規則正しい配列は全く欠女ロ

していた．精子細胞では，manchette，　distal　centriole，　annulate　lamellaeの異常が観察された．

　他の1例は精子の電顕的観察よりcoiled　tai1の精子症と思われたが，既往歴からは精巣上体の機能

異常との関係が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），152－158，1989）

緒　　言

　われわれの定義による精子無力症40例の内1），5

例は精液検査において短尾精子が多くの割合を占め

ている症例であった．今回は5症例の精液検査所見

等と共に，3例の精子微細構造，2例の精巣微細構

造の観察結果について報告し，主に病因論等につい

て若干の考察を加えたい．

対象および方法

　対象および精子，精巣の電顕をえる方法等につい

ては第1報1）で述べてあるので省略する．

結　　果

　5症例の精液検査所見，精巣容量，血清ホルモン

値をtable　1に示す．これらの内症例1）－4）は既

往歴に特記すべきものを認めないが，症例5）は3

歳時の両側ソ経ヘルニア手術が原因と思われる両側

精管閉塞例であり，精液所見は昭和60年5月に左精

管再吻合術を施行した後のものである．これら5症

例の内症例1）2）で精子，精巣の微細構造を，症

例5）で精子の微細構造を観察した．既往歴，精液

所見，光顕，電顕所見等より症例5）は光顕上の短

尾の発生機序が1）一一　4）のと異なる事が想定された

ので以下分けて述べる．
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Table　1・　Results　of　semen　analysis　ln　the　cases　with　short－tailed　spermatozoa

　　　name
（ID　number）

Yolume
　　（mの

sp．　density

（106／m尼）

motility

　　（％）
SMEI living　sperm

　　　　（％）

abnormality
　　　　（％）

testes

size（m尼）

1）M．1． 　　　1．8

（1．2－2．5）

　　　26

（1を72）

　0

（0）

　0
（0）

　　54

（33－73）

　　91

（90－95）

rt．　18

1t．　15

　　　1．9

（0．9－2．2）

　　25

（9－41）

　8．8

（2－16）

　　4．3

（0－21．4）

　　74

（56－96）

　　62

（30－80）

rt．　15

1t，　15

2）K．S．

3）T．E．

4）T．K．

5＞M．F．

　　　5．1

（3．6－6．8）

　　17

（4－34）

0．6

（0－3）

　0
（0）

　　70

（51－91）

　　87

（70－90＞

rt．　15

1t．　15

　　　3，6

（2．5－5．0）

　　　17

（11－2D

1．0

（0－3）

　0
（0＞

　　60

（38－78）

　　77

（70－80）

rt．　25

1t．　15

　　　4．4

（3．4－5．3）

　　32

（1－81）

14．6

（0－28）

　　52
（0－19．1）

　　48

（22－88）

　　62

（45－80）

rt。　12

1t．　15

mean（range）．　n＝5（case　1），　n＝11（case　2），　n＝7（case　3），　n＝7（case　4），　n＝3（case　5）serum　hormonal　data：（case　2），

LH　10．OmIU／m疋，　FSH　4。1mIU／m君，　PRL　92ng／m尼，　T　724ng／（犯　（case　5），　LH　14．6mIU／m£，　FSH　9．6mIU／m尼，

PRL　112ng／m尼，　T　563．6ng／d忌

　①症例1）～4）の光顕，電顕所見：光顕上精子の

形態は頭部のみまたはそれに接続するごく短い尾部

が認められ（fig．1b），精液検査上この様な精子が多

くの割合を占め運動性は殆ど認められない．これを

電顕で観察すると（fig．1a，2＞，頭部はまれにhuge

vaculole　with　whorls　of　membranes2）をみる他は，

chromatinのcondensation，　acrosome等は概ね正

常と思われた．

　これに対し尾部の形態は全く正常と異なっていた．

その概略は中間部，主部の形成がなされていない，

即ち尾部の基本的な構造である軸糸（axoneme）の
“

9＋2”の構造がみられず，中間部の特徴である

mitochondriaの規則正しい配列もみられなかった．

　これを詳細に検討すると，basal　plate，　neck　piece

の構成要素であるstriated　column，　proximal

centriole等は不完全ながら認められる事もあるが（fig．

1a），全く認められぬ事もある（fig．2＞．mitochondria

の発達は良くない．線維鞘（fibrous　sheath）と思わ

れる構造物（fig．　la，2）は一部で正常を模する様な

配列を示した（fig．1a），外側緻密線維（outer　dense

fiber）はmitochondriaと随伴してみられる傾向があ

る（fig．1a）．　microtubulesは完全な“doublet　mi－

crotubules”としてみられる事は少なく“singlet”や

片方が開裂してみられる事が多く，dynein　armは全

くみられなかった（fig．　la）．その他膜様構造物がしば

しばみられた（fig．2）．

　以上を要約すると，尾部の各構成要素はdynein

arm等を除き不完全ながらみられるものの，それら

の規則正しい配列は全く欠如し，長さ4～5μrn程度

のcytoplamic　droplet内にat　randomに配列してみ

られた．

　精巣の精子細胞の微細構造をfig．3，4，5に示す．

fig．3はchromatinのcondensationの状態よりstep

5の精子細胞と思われるが，basal　plate，　capitulum，

proximal　centriole，　annulus等が頭部と離断してみ

られる．頭部の一部であるbasal　plateがneck　piece

と共にみられる事から，この状態は頭部と尾部が別々

に発達した結果ではなく，ある時期に頭部とneck

pieceの離断がおこったものと想像されるが，実際の

所は不明である．

　fig．4はchromatinのcondensationの状態から

step　6の精子細胞と思われる．この図での特徴は

manchetteの起始部が核膜と接してみえない事（通

常起始部はfig，5の如くである），distal　centrioleと

それに続く尾部の構造が全くみられない事，過剰な

annulate　lamellaeがみられる事である．fig，5はstep

5の精子細胞であり，核，acrosomeはほぼ正常と思

われるがneck　piece，ことにdistal　centriole以下の

構造は全く認められない．fig．　5の様な精子細胞の構

造は症例2において比較的多くみられた．

　②症例5の光顕，電顕所見：精子の光顕像はfig．

6aの如きものが多くの割合を占め，一見短尾精子症

を思わせる．fig．6bは精子のややobliqueなsection

と思われ，共通の原形質膜内辺縁部に複数の主部の

斜断面像がみられる．精子の電顕像ではこの様なも

のが多くみられ，いわゆるcoiled　tailであると考え

られた．fig．7では4つの異なる部位の主部が共通の

原形質膜内にみられる。この像は主部のcoilingや屈
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1a

（bar：μm）

fig．1a

fig．　lb

TEM　of　the　short・tailed　spermatozoa．　b：

basal　plate，　s：striated　column，　P：proximal

centriole，　m：mitochondria，　f：fibrous　sheath，

arrow：outer　dense　fiber．

Light　micrograph　of　the　short－tailed　sperma・

tozoa．　arrow：rudimentary　taiL
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fig．2　TEM　of　the　short－tailed　spermatozoa．　f：

　　　　　fibrous　sheath，　arrow：membrane　like　struc－

　　　　　ture．

販声

（bar：μm）



1989年1月1日 佐藤　他 （155）　155

fig．3　The　spermatid　in　step　5．　b：basal　plate，　p：

　　　　　proximal　centriole，　a：annulus，　n；nucleus・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（bar：μm）

fig．4　The　spermatid　in　step　6．　m：manchette，　an：

　　　　　annUIUS，　al；annUlate　lamellae．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（bar：μm）
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fig．5　The　spermatid　in　step　5．　arrow：acrosome，　n：

　　　　　nucleus，　ml　manchette，　pl　proximal　centriole．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（bar：μm）
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1嬢霧塗 　　1 6じ

fig．6a　Light　micrograph　of　the　coiled　spermatozoa．

fig．6b　TEM　of　the　coiled　spermatozoa（oblique

　　　　section）．

7
蚤 饗

＿些一轟，

fig．7　Electron　micrograph　showirlg　four　profiles　of

　　　the　deformed　principal　pieces　at　different

　　　levels　in　a　serial　plasma　membrane．
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fig．8　Transverse　section　through　middle　piece

　　　region．　In　the　cytoplasmic　droplet，　irregularly

　　　arranged　mitochondrias（arrow）and　the　coiled

　　　principal　pieces　are　seen（double　arrow）．
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曲を考えるよりも，多尾精子の横断面像と考えた方

が妥当と思われるが，尚検討を要する．fig．8では配

列の著しく乱れたmitochondriaや複数のcoilingし

ていると考えられる主部の断面像がみられる．中間

部の形態異常と主部のcoilingはしばしば随伴してみ

られるが，その因果関係は不明である．

考　　察

　症例1）～4）の様な短尾精子症（short－tailed

spermatozoa）は我々の調べ得た範囲ではヒトでは

Rossら3）の2例，　Baccettiらの2例4）の他Pederson

ら5），McClureら6），外山ら7）により報告されており，

牛では9例の報告がみられる8・9・1°）．名称としては

short－tailed，　tail－less，　tai1　stump　sperm　defect等が

みられるが，今回はBaccettiらにならいshort－tailed

とした．本症はきわめて稀な奇形精子症と思われ，

その頻度はRossらは1000例中2例と述べている．

　精液検査所見では中等度の乏精子症を呈し運動性

は殆どみられない．短尾を呈する精子の占める割合

は高くRossら3）は83～100％と述べており，我々の

例でも症例2を除き70　一一　95％と高率にみられた．

　本症の精子がimmotile　spermatozoaである理由

は光顕上の観察からも明らかであるが，その原因の

検討には精子，精巣の電顕的検討が有用である．

　精子の微細構造では頭部の構造はほぼ正常として

いる報告が多いが4・6・7），Rossら3）は頭部の形態を定量

的に観察し40　一一　50％にacrosomeの形態や核の濃縮

に異常がみられると述べている．将来治療としてdirect

microinjection　of　spermatozoa　to　egg’i・i2）が施行さ

れる様になれば頭部の形態の問題はより詳細に検討

されるべきであろう。

　尾部の微細構造の概要は結果で述べた通りであり，

文献上もほぼ同様の記載である3～7）．

　精子細胞の微細構造の観察所見では，前述の精子

形態異常はspermiogenesisの過程で既におこってお

り，外山らはmanchetteの異常，　Baccettiらはprox－

imal，　distal　centrioleおよびmanchetteの異常が原

因ではないかと推測している．我々の観察した精子細

胞ではheadとneck　pieceの離断，　distal　centriole

以下の消失，manchetteの位置異常，　annulate　lamel－

1aeの過剰等がみられた．

　spermiogenesisはspermatidがspermatozoaへ

と変化していく精巧な過程であり，ヒトでは8つの

stepに分けて考えられている13）．その概要はacrosome

の形成，核の濃縮および尾部の形成と伸長であり，

これらの微妙な形成過程にはSertoli細胞等を介した

何らかの制御機構が存在するのかもしれない．本症
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はこうした制御機構の重大な欠陥により生じたとも

考えられるが，実際の観察ではdistal　centrioleがみ

られなかった事より少なくともdistal　centrioleの異

常が原因の1つと考えられた．尚牛の例では同胞に

同様の変化がみられた事より遺伝性と想定されてい

るが8），ヒトでは明らかではない．

　症例5は電顕観察上いわゆるcoiled　taili4・i5）に属す

るものと考えられた．本症の原因としては精巣内の

spermiogenesisに主な原因を求めるものと2），精巣上

体に主たる原因があると考えるもの16）がある．ヒトの

精巣上体が精子の成熟，形態の変化にどの様な役割

を担っているか未だ不明な点も多いが，本症が精管

結紮後の解除例である事を考えるとcoiled　tai1にお

ける精巣上体の何らかの関わりが強く示唆されて興

味深い．以上の事は精巣，精巣上体の微細構造の変

化を観察できれば解決する問題と思われる．

結　　語

1）精子無力症40例の内，光顕上短尾精子が多くの

　割合を占めていた5例について報告した．

2）この内4例はいわゆるshort－tailed　spermatozoa

　　と思われ2例の精子，精巣の微細構造の観察結

　果について報告した．精子細胞の観察結果より

　distal　centrioieの異常が原因の1つではないか

　　と推察した．

3）他の1例は精子の微細構造上，coiled　tailと思

　われ，精巣上体の機能異常との関係について若

　干の考察を加えた．

（本論文の要旨は第31回日本不妊学会総会および

日本アンドロロジー学会第6回学術大会において

発表した．稿を終えるにあたり電顕所見について

御教示頂いた静岡大学農学部家畜繁殖学教室　小

島義夫教授に深謝致します．また御協力頂いた当

科検査室高橋勝治氏に感謝致します．）
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　　　　　Fine　structure　of

　　　asthenozoospermia　in

　　infertile　men．4．　Report

　　　　　of　five　cases　with

‘‘

short－tailed”spermatozoa．

　　Kazuhiro　Satoh，　Hiroo　Ishikawa，

　　　Ikuo　Maehara，　Sigeaki　Satoh，

Masaichi　Kimura　and　Seiichi　Orikasa

　　　　　　Department　of　Urology，

Tohoku　University　School　of　Medicine

　　　　　　　　Miyagi　980，　Japan

　In　forty　cases　of　proven　asthenozoospermia，　five

cases　were　considered　to　be“short・tailed”spermat・

ozoa　by　ordinary　semen　analysis．　However，　clinical

and　fille　structural　studies　revealed　that　one　case

was“tightly　coiled　tail”and　four　were“short－

tailed”．

　Fine　structure　of　the　spermatozoa　and　the　testes

were　studied　by　TEM　in　two　cases　with　short　tailed

spermatozoa．　The　spermatozoa　had　rudimentary

tails，　whereas　the　heads　appeared　almost　norma1．

The　cytoplasmic　droplet　contained　incomplete　ele－

ments　of　normal　tail　except　dynein　arms，　but　they

distributed　without　regularity．

　　From　the　fine　structure　of　the　spermatid，　the

basic　disturbance　apPeared　to　be　a　regulatory

defect　in　the　spermiogensis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月13日）
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　男子不妊症患者の精液検査に於いて，より質的な精子運動性の所見を得るための試みが最近なされ

ている．今回牛頸管粘液を含むcapillary　tube（PENETRAK⑪）を用いて74例の男子不妊症患者の精

子直進運動性を測定し，精子濃度，運動率との関与を多変量解析にて検討した．重回帰分析にて求め

た重相関係数は0．641，またpenetrationに対する運動率の寄与率は37．3％，精子濃度を加えることで

の寄与率の増分はわずか3．8％であり運動率の関与が大きいものと考えられた．また妊娠例は4例で

あったが，いずれも精子濃度，運動率のいずれか一方は正常値以下であった．しかしこれら4例のpenetration

値はすべて正常値であり，今後妊孕性評価の上でpenetration測定は有用である事が示唆された，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril，，34（1），159－164，1989）

緒　　言

　男子不妊症患者の妊孕性の検討は精液検査に於け

る精子濃度，および運動率の評価が中心となること

は言うまでもない．しかし近年，特にその運動性を

詳細に分析し，例えば直進運動精子と円形運動精子

を分けるといった，より質的な所見を以て妊孕性を

評価するようになってきた，Computer　systemを用

いた精子運動性の多角的解析1）により精子直進運動

性，前進速度の測定が短時間で可能となり，妊孕性

との関係も最近報告されている2）．

　しかしcomputer　systemを用いた検査は設備が高

価であり，どの施設でも実施できない問題点が残さ

れており，より廉価でしかも再現性の高い精子運動

性の検査法が望まれていた．今回我々はSerono　Japan

社より提供された牛頸管粘液を含むcapillary　tube

（PENETRAK⑧）を用い比較的簡便に精子直進運動

性（以下penetrationとする）を測定し得た．これは

牛頸管粘液中での人精子の運動性が人頸管粘液中で

の運動i生とよく相関する性質を応用した方法である3）．

男子不妊症患者に於けるpenetrationの成績pene－

trationへの精子濃度，運動率の関与の統計学的解析，

さらに妊娠例についての検討も併せて報告する．

対象及び方法

対象は1987年4月より1988年1月までの間札幌
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医科大学泌尿器科不妊専門外来を受診した74例の無

精子症を除いた男子不妊症患．者である．5日間以上

の禁欲後に用手法にて得た精液を均一化するまで約

20－30分間室温放置後，量，pH，臼血球数を測定，

次にMakler　Counting　Chamberを用いて精子濃度，

運動率，奇形率を求めた．Penetrationの測定は以下

の様に行なった．PENETRAK⑭は牛頸管粘液を含む

capillary　tubeであり一20℃一一30℃にて保存されて

いるため室温にて融解した後（Fig．1A）の如く一方

を折り頸管粘液が楕液に接触するように専門cupへ

tubeを立てる（cupには精液0．2m1を入れる）．90分

後に測定用のscale（Fig．1B）を用い，200倍鏡検に

て精液接触面よ1）の精子最大到達点を測定し，pene一

Fig．1A　PENETRAK（9（a　flat　capillary　tube　with

　　　　estrus　bovine　cervical　mucus）is　inserted

　　　　into　sample　cup．

1」不妊会誌34巻1号

tration値とした、なおすべてduplicateにて測定した．

　我々はpenetrationの程度と精子濃度，運動率との

相関性を検討するにあたり，従来の単相関と，さら

に多変量解析4）を用いて解析した．多変量解析はpene－

tration値を基準変数，精子濃度と運動率を説明変数

として重回帰分析と林の数量化理論1類にて解析し

た．重回帰分析に於いてはすべての変数を連続変数

として用い，数量化理論に於いては精子濃度と運動

率をTable　1に示したカテゴリーを用いて検討した．

Table．1　Category　of　sperm　count　and　sperm

　　　　inotility　in　this　study

category

1．　　　　〈10
2．　　10≦　　　〈20

sperm　count
　　（x10◎／m1） 3．　20≦　〈40

4．　40≦

1．　　　　　＜25

spernユ　nlotility

　　　　　　（％）

2．　　　25≦　　　〈50

3．　　　50≦　　　〈75

4．　75≦

また妊娠例（4例）について，精液所見とpenetratlon

との比較検討を行なった．

2）

結　　果

1．penetration測定に於ける再現性の検討（Fig．
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Fig．2　Comparison　of　two　penetration　values　on　the

　　　same　semen

　Duplicateにて測定したpenetration値はFig，2に

示す如く相関係数0．952と良好な再現性を呈した．そ

こで以後の検討に於いては平均値を算出しpenetra・

tion値とした．

　2．不妊症患者に於けるpenetration値の分布

（Fig．3）
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1．重相関係数　　R旨0，641

2．寄与幸 0．5

sperm　motllity

sperm　cou耐

0，373

0，411

蔑＿＿＿．

3．標準偏回帰係数　と

奇7　　ノ目べ分0．038

刷系数と　t 値
標．隼偏回帰係数 t値

sperm　motility

sperm　count

0，477

0，236

　　　　＊
4，331

　　　　＊2，145

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（＊p＜0．05）

Fig．6重回帰分析によるsperm　count，　sperm　motility

　　　のPenetrationへ及ぼす影響の検討
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　Fig．3に男子不妊症74例についてのpenetration

値の分布を示した．20－40mmに多く分布し平均は

mean±SD．にて27．3±14．2mmであった．

　3．Penetration値と精子濃度との関係（Fig．4）

　Penetration値と精子濃度との間には，相関係数

r＝0．562（P＜0．01）と有意の相関を認めた．

　4．Penetration値と運動率との関係（Fig．5）

　Penetration値と運動率との間には相関係数r＝

0．611（P〈O．Ol）と有意の相関を認めた．

　5，多変量解析を用いたpenetrationへ及ぼす精
子濃度，運動率の関与（Fig．6，　Fig．7）

　以上の様に精子濃度，運動率ともにpenetration値

と有意の相関を示した，しかしこれらの因子とpenetra・

tionとの関係は決して一元的なものではなく多元的

に関与していると思われる．そこで精子濃度，運動

率のpenetrationへの本来の関与の程度を多変量解

析にて検討した．

　①重回帰分析（Fig．6）

　まずすべての変数を連続変数として扱う重回帰分

析を行なった．重回帰式により算出された予測値と

実測値の相関を示す重相関係数（R）は0．641と良好な

相関を示し，これらの説明変数のpenetrationへの関

与が大きいことが推測された．重回帰分析に於いて

は実測値の分散＝予測値の分散＋残差の分散　とい

う等式が成立ち，予測値の分散／実測値の分散を寄

与率と呼び，あてはまりの良さを示す．運動率の

penetrationに対する寄与率は37．3％，精子濃度を

加えることで寄与率は3．8％増大し41．1％となった．

（この項目の選定順は変数増加法によっている．）ま

たデータを標準化した後の重回帰式に於ける各因子

の係数であり因子の重みを示す標準偏回帰係数は運

動率O．477，精子数0．236と運動率が高値でありpene－

trationへの関与が大きいものと推測された．その有

意性を示すt値（偏回帰係数／標準誤差）はどちら

も2を越える有意なものでありpenetrationを説明す

る重要なfactorであることを示した．

　以上より運動率，精子濃度はpenetrationへ関与す

る重要な因子であり，特に運動率の寄与が大きいこ

とを数量化して示した．またこの結果は臨床的な印

象ともほぼ一致した．さて実際の臨床上，運動率、

精子濃度は実数値よりはむしろどの程度の範囲に属

するかという質的な印象を持ち評価すると思われる．

そこで次に運動率，精子濃度をいくつかのカテゴリ

ー にわけpenetrationの程度への影響を検討した．

　②林の数量化理論第1類（Fig．7）

　運動率は全体を25％ずつ4つのカテゴリーに，精

子濃度は10×106／ml，20×106／ml，40×106／mlを境
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Fig．7　数量化理論第1類によるsperm　count，　sperm

　　　motilityのPenetrationへ及ぼす影響の検討

として4つのカテゴリーに分けた（Table　1）．なお

基準変数であるpenetrationは連続変数のまま用いる

ため，林の数量化理論第1類にて分析した．この解

析で得られる標準化数量，いわゆる重みに関してを

（Fig，7）に示した，重みとは各カテゴリー因子のpene－

trationに対する関与の程度を示すが0を中心として

右側が正に，左側が負に関与することを示す．運動

率，精子濃度とも不良になるほどpenetrationに対し

ての負の影響を及ぼすことがわかる．この重みの全

体の幅は重みの範囲と表現するが運動率の方がより

大きく，このカテゴリーで見た場合運動率の関与が

大きいことが数量化されて示されている．また精子

濃度40×106／ml以上，運動率75％以上の群がpene・

trationに対し正の重みを示していた．

　さて以上の様にpenetrationへの精子濃度，運動率

の関与を統計学的に解析したが，もちろんpenetration

には他にもいくつかのfactorが関与するであろうと

推測される．逆にpenetration測定にて従来の精液所

見以外の情報を得られる可能性の有無が問題となる．

そこで次に臨床的な面より，特に妊娠例につき一般

精液所見とpenetration値を検討した．

　6．妊娠例に於けるpenetration値の検討（Table
2）

　妊娠例は74例中4例（5．4％）であり，うち3例

Table　2　Seminal　findings　of　4　fertile　men

case　1 case　2 case　3 case　4

spe㎜c。unt（x　10γm1） 16 27 60 56

spe㎜motility（％） 56．3 66．7 40 48

penetration　values（mm） 39．5 24 35 36

medication clomid

AIH

clomid

AIH

methycobaI

kallikrei

　　AIH

antibiotic

はAIH施行例であった．　case　1，2については精子

濃度は低値であり，またcase　3，4に関しては運動

率がやや低下しており4例とも一般精液検査上は完

全に正常所見ではない．しかし全例ともpenetration

は20mm以上，うち3例は30mm以上と良好な値を

示していた．なお治療としてはcase　1，2に対して

はclomiphen　citrate，　case　3に対してはmecobal－

amine，　kallikreinの併用，　case　4は前立腺炎を合併

しており抗生物質の投与をそれぞれ行なっていた．

考　　案

　男子不妊症に対する精液検査は妊孕性の検討，治

療効果の判定上有用であり従来より精子濃度，運動

率の評価を中心として施行されてきた．現在広く用

いられているMakler　counting　chamberは精子濃度

測定に関して，かなり信頼性は高いと思われる5）．し

かし運動率の評価に関して，　Makler　counting　cham・

berによる算出では，1．運動精子を一瞬のうちに

countする必要があり再現性に疑問がある．2．運動

しているか，或いは運動していないかという基準で

判定するため運動の質（直進運動か，円形運動か）

まで考慮できない，という欠点があった．現在まで

の男子不妊症に対する研究の歴史を振り返ると，精

子濃度すなわちspermatogenesisに関しては睾丸像

の評価6・7），また精漿中の諸物質，transferrin8），

kallikrein9），　hCG一β1°），　inhibinl1）等との関係等多くの

報告があり，実際それらは臨床的に応用されsper－

matogenesisの評価に役立っている．一方精子運動性

に関しての研究はMaklerら12）のMultiple　exposure

photography　method，　Overstreetl3）らのtime－

exposure　photographyなどのphotographical

methodから，　Katzら14〕のVideomicrographyを用

いた方法へと発展し，現在ではVideomicrographyと

computer　systemによる画像処理を組合ぜた方法1）が

報告されている．しかし実際の臨床への応用は繁雑

な手技や高価な設備を必要とする理由より遅れてい

る．またKnuthら15）はcomputer　systemによる画像

処理に関して画像の条件設定にて解析結果が異なる

と報告しており今後の開発，改良が待たれるところ

である．以上の理由より精子運動性に関し廉価で再

現性，信頼性が高く，特に直進運動性を正しく評価

し得る様々な方法の開発が強く待ち望まれていたの

である．今回我々が用いた牛頸管粘液を含むcapillary

tube（PENETRAK⑪）は測定方法が簡便で再現性も

高く，またcost面でも廉価であり直進運動性を測り知

る上で有用と考えられた．PENETRAK⑪はtube内
に牛頸管粘液を含むが，　Bergmannらは2）人頸管粘液
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中の場合と牛頸管粘液中での人精子の運動性が非常

によく相関することを報告している，つまり

PENETRAKRを用いた精子直進運動性の評価は十分

客観性を持つものと考えられる．

　またpenetration値の正常値（cutoff値）の設定が

必要である．Penetration値を従来の精液所見だけでは

得られない新たな妊孕性の評価基準として用いるた

めにはpenetrationの値の正常値は実際に妊孕性を有

する男性を対象として設定すべきである．　Serono社

の基礎資料16）では妊孕性を有する38例中30例（79

％）がpenetration　30mm以上であり，逆に妊孕性

を有しない群22例ではpenetration　30mm以上を示

すのはわずかに1例（5％）であったと報告してお

り30mm以上をfertile，　20－30mmをsubfertile，と

している。Alexanderら17｝はflat　tubeを用いたin

vitro　penetrationの検討で21mm以上を正常範囲と

している．今回妊孕性を有する男性を対象とした検

討はできなかったが，ある程度の目安を知るため今

回の症例群を精子濃度20×106／ml，運動率50％を基

準として，この両方の基準を満たす群と，それ以外

の群とでpenetration値を比較検討して見た．（Fig．　8）

　　　　　　　　　　　　　　penetratlon　values

IO　　20　　30　　40　　50　　60　（mm）

sperm　count≧20XIO㌧／ml

　　　and
　sperm　motillty≧50％

sperm　count〈20×10り〆ml

　　　and／or
　sperm　motility＜50％

　　　　ロ　　　　　コ　リ　Ptも　ロ　　の　　

　　　÷－
　　　341土12．9（n＝38）

響竺伽　　’

　］

P〈°）°1

201±ll，9（n＝36）

　　　　　　一一一一一

　　　　　　mean士S，D，

Fig．8　Penetration　values　and　sperm　findings

　異常群ではほとんどが30mm以下のpenetration

値を示した．しかし正常群ではpenetrationの平均値

は高いが幅広い分布を示し，penetration値の不良の

症例は少なからず存在した．このdiscrepancyは従来

の運動率の評価自体にやはり問題があることと，．pene－

tration測定にて従来の精液所見以外の新たな情報を

得られる可能性を示している．実際に4例の妊娠例

について検討すると精子濃度，運動率のいずれか一

方は異常であるが，penetration値はほぼ良好の値と

なっている．今後さらに症例を重ね，妊孕性とpenetra－

tion値との関係を検討する必要があると思われる．

　Penetration値と精子濃度，運動率との関係はそれ

ぞれ相関係数がO．562，0．611と有意のものであった．

Davidi8）らも人頸管粘液を用いたin　vitroでのpene一

tration　testの結果，　penetration値と精子濃度，運動

率の単相関係数はそれぞれ0，327，0．776と運動率との

高い相関を示し正しい運動率の評価方法であると報

告している．しかしpenetrationへの精子濃度，運動

率の関与の程度はそれぞれまったく単独に関与して

いるわけではなく多元的に影響を及ぼしていると考

えられる．この様に一つの事象に対し多因子が関与

する条件の中で，その事象に対しての各因子の関与

を統計的に解析するのに多変量解析は適している．

今回の検討でまず重回帰分析においては重相関係数

が0．641と高く精子濃度，運動率の2因子でpenetra－

tionのかなりの部分が説明され，また寄与率，偏相

関係数より運動率の関与が大きいことが判明した．

ここで注意すべきことは精子濃度と運動率との間に

内部相関が強いために（r＝O．563）多変量解析に於い

て運動率の関与が強くでた可能性があることである．

また林の数量化理論では本来性別，症状の有無とい

った離散変数を用いるものであるが本稿では精子濃

度，運動率を先に示したカテゴリーに分けて検討し

てみた．ただしこの様に連続変数をカテゴリー分け

する場合カテゴリーが変れば重みの範囲，場合によ

っては正負の関与も逆転することもありうるわけで，

その結果は慎重に検討する必要がある．今回用いた

数量化理論におけるカテゴリー分けは精子濃度，運

動率とも従来より用いられている分類であり，また

ほぼ納得できる結果であったことより適切な数量化

理論モデルと思われた．

結　　語

　①男子不妊症患者74例に対しPENETRAK⑪を
用いて精子直進運動性（penetration値）を測定し，

同時に精子濃度，運動率との検討を多変量解析を用

いて検討した．

　②Penetration値に対する精子濃度，運動率の関与

は，単相関係数ではそれぞれO．562，0．611と大きな差

を認めなかったが，重回帰分析後の偏回帰係数はそれ

ぞれ0．236，　O．477と運動率の関与が大きいことが示さ

れた．この結果は臨床的印象とも一致するものであ

った．

　③妊孕能を判定するcutoff値は設定できなかった

が精子濃度40×106／m1以上，かつ運動率50％以上の

群では殆どが30mm以上のpenetration値を示し，

一つの基準となり得る可能性を示した．一方精子濃

度，運動率のいずれか，あるいは両方が不良の症例

でも有効なpenetrationを示すものもあり妊娠例の検

討からも，penetration測定で新たな情報が得られる

可能性が示唆され今後さらに症例を重ね検討するこ
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とが必要と思われた．

　　本論文の要旨は第32回日本不妊学会総会（金沢）

にて発表した，

　　RENETRAKon・を提供していただいたセローノジャ

パン社に感謝致します．
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　Recently，　some　methods　were　developed　to　inves－

tigate　more　qualitative　findings　related　to　sperm

motility．　Mesurements　were　made　of　sperm　pene－

tration　values　in　74　male　infertile　patients　by　capiI－

Iary　tube　with　bovine　cervical　mucus（PENET－

RAK⑪）．　Relatiorlships　between　penetration　values

and　sperm　ceunt，　sperm　motility　were　studied　using

multivariate　analysis。　In　multiple　regression　ana－

lysis，　multiple　correlation　coefficient　was　O．641．

The　contribution　rate　explained　by　sperm　motility

was　37．3％in　penetration　values．3．8％of　contribu・

tion　rate　was　increased　by　included　sperm　count．　So

sperm　motility　seemed　to　be　major　factor　in　pene－

tratiOn　ValUeS．

　　Although　the　penetration　values　were　almost

normal，　sperm　count　or　sperm　motility　was　lower

than　normal　range　in　4　fertile　patients．　Therefore

the　possibility　was　suggested　that　measurement　of

sperm　penetration　might　be　a　new　index　on　evalua－

tion　of　semen　analysis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988・年8月15日特掲）
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Gossypolによるヒト精漿中乳酸脱水素酵素

C4（LDH－C4）活1生への影響についての検討

Effects　of　Gossypol　on　Human　Specific

Lactate　Dehydrogenase－C4（LDH－C4）

　　　　　　　　　埼玉医科大学総合医療センター泌尿器科

内島　　豊　　吉田謙一郎　　斉藤　　博
Yutaka　UCHIJIMA　Ken－Ichiro　YOSHIDA　　　Hiroshi　SAITO

Department　of　Urology，　Saitama　Medical　Center，

　　　　　　Saitama　Medical　School

　精漿中から精製・分離したヒトLDH－C、に対するgossypolの作用を検討した．　LDH－C，は精巣および

精子に特異的に存在する酵素で，特に精子ではLDHの80％がLDH－C4であり，精子の代謝と密接な

関わりを持つことが示唆されている．

　ヒトLDH・C4活性はgossypolにより強く抑制され，5×10－6Mではその80％が，また1×10“‘Mの濃

度では100％抑制された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，34（1），165－168，1989）

緒　　言

　Gossypolはcotton　plantに存在する黄色のpoly－

phenolic色素（分子量518．54；C3。H，。08）である

が1），近年男子経口避妊薬として中国などで臨床的に

使用され，本剤が経口避妊薬として有効であること

が報告されている2）．

　Gossypolの投与により，精子の運動庄の低下とそ

れに続く無精子症の発生を見ることが本剤の経口避

妊薬としての主要な作用であると考えられている2）．

この他gossypolは精巣・精子に特異的に存在する

1actate　dehydrogenase・C、（以下LDH－C4と略す）に

対し，強力な抑制効果を示すことも報告され3・4），

LDHC、がGossypo1の標的酵素であることが示唆さ

れている5）．

　今回，我々はヒト精漿中より精製・分離したLDH－

C4を用い男子避i妊薬としてのgossypo1の作用機序を

明らかにする事を目的とし，本剤のLDH－C，への影響

を検討したので，ここに報告する．

対象および方法

　埼玉医科大学医療センター泌尿器科不妊外来を受

診した症例について，最低4日間の禁欲後，用手法

にて採取した射精液を3，000回転20分間遠心沈殿

Table　1 Purification　procedures　of　seminal　plasma

LDH－C，．

　Seminal　Plasma

　　　　　i←precipitatiorl　by　40－60％of（NH4）2SO4
　　　　　Y
Oxamate－Sepharose　4B　affinity

　　　　　i　　column　chromatography

　　　　　i←0．5×10－6M　NADH

　　　　　：←0．2×10－6M　NADH

　　　　　i←1．6×103M　NAD

AMP　affipity　column　chromatography

　　　　　i←Buffer

　　　　　i←L6×10－3M　NAD

　　　　　i…’…一一一………’………一・LDH－C4

　　　　　i←O．5×10－6M　NADH

　LDH・1～LDH－5
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Fig．1b　Polyacrylamide　gel　electrophoresis

後，上清を試料とした．

　精漿中LDH・C、の精製・分離はすでに報告している

が6），簡単に記述すると，精漿100mlを4℃10，000g

で60分間遠心沈殿後，その上清に対して40－60％

硫安塩析を施行し，生じた沈殿物を1昼夜0．5M

NaCl含有O．05M　PBSで透析し，その後試料を

Oxamate・Sepharose　4Bカラムクロマトグラフィー

法およびAMPカラムクロマトグラフィー法を使用

してLDH－C、を精製・分離した（Table　1）．

　Agar　gel電気泳動法およびpolyacrylamide　gel

電気泳動法で1本のLDH活性バンドを示すことを確

認した（Fig．　la，1b）．

　精製・分離したLDH－C4の活性値は46．500mU／mg

δ

±

ヨ

6
ぎ

E
些

1
ま

CONCENTRATION（／t　M）

Fig．2　1nhibition　curve　of　LDH・C4　activity　by　gos・

　　　sypoL

proteinであり，比活性は541倍に増加した（Table　2）

　Gossypol　acetic　acidはSigma社製を使用し，95

％エタノールに溶解して用いた．すべての反応液は

測定直前に調節した．

　精製・分離したLDH－C4（744mU／ml，蛋白量

16ng／m1）とpyruvate（最終濃度0．115mM）および

種々の濃度のgossypol　actic　acidを15分間室温で

混和させた後，NADH（最終濃度0．9mM）を加えて，

吸光度の変化をUV－180（島津社製）を使用して波

長340nmで測定した．

成　　績

　Fig．2にLDHC，活性に対するgossypolの抑制効

果を示す（Fig．2）．　Gossypolは濃度に比例して強い

LDH・C41刮生の抑制効果を示し，それぞれgossypo1濃

度が1×10－6Mでは抑制率が0％であったが5×10『6

Mで80％，1×10－5Mで90％，5×10’5Mで95％

の抑制率を示した．また1x10－4MではLDH－C、活性

Table　2　Purification　steps　of　seminal　plasma　LDH－C4

P・・ifi・ati・n・t・p　　　　（mg・！ml）

TT。t、l　p，。t，in
Total　activity
　　（mU／ml）

　　　　　　　　　　　　　　一一

Specific　activity
（mU／lng　proteil1）

Semillal　plasma 12，033 1029 86

Pooled　eluants　after
　OxaInate－Sepharose　coltlmn

0，023 556 24，174

Pooled　eluants　after

AMP－Sepharose　column
0，Ol6 744 46，500
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は完全に抑制された．

　なお95％エタノールはLDH－C、活性に有意の影響

を示さなかった．

考　　案

　LDH－C4は精巣に特異的に存在する酵素であり7｝，

Mough5）はこの酵素がgossypolの精巣に対する主要

な標的酵素であり，本酵素の抑制がgossypolの避妊

効果と密接な関わりが存在することを示唆した．　Lee

ら8）はLDH・4アイソエンザイムの中でもLDH－C4の

方が，LDH－A4やLDH・B4より強くgossypo1に抑制

され，その作用は非可逆的で濃度依存性を示すと報

告し，この抑制がNADHで部分的にブロックされ

ることから，gossypo1とLDH－C，の反応は基質への

補酵素結合部分で行なわれることを指摘した．

　Goggypolの酵素への阻害形式について，　Olgiati

ち9）は，gossypolはLDH・C、に対しNADHとは競合

的阻害作用（ki＝30μM）を示し，基質（lactateおよ

びpyruvate）とは非競合的阻害作用（lactate；ki＝

52μM，pyruvate；ki＝220μM）を示すと報告してい

る．

　本実験においてgossypolは精製・分離したLDH－

C、に対して強い阻害作用を示した．Gossypolの

LDH－C4に対する阻害作用はTsoやKimら3・1°）からも

報告されている．Tsoらはブタ精子を用いgossypol

濃度が1．8×10”5MでLDH・C、活性の抑制がみら礼1。

3×10’‘Mでその50％の活性の抑制が，また3．2×10一4

Mでは70％の活性が抑制されたと報告した．Kimら

もラットおよびハムスターの精巣を用いLDHC、に対

するgossypo1の抑制効果を検討し，5×10’5Mで50

％の活性の抑制がみられ，1×10“4Mでは酵素活性の

90％が抑制されたと報告している．これらの報告に

対し本実験では比較的低濃度のgossypo1でLDH－C，

活性が強く抑制されたが，この違いはおそらくは前

2者の報告と測定方法および測定条件が同一でない

こと，また前2者ではいずれも精製・分離したLDH－C，

ではなくcrudeな試料を使用していることに起因す

るものと思われる，Gossypo1はアルブミンなどと強

い親和性を示すが11），crudeの試料中には多くの蛋白

が存在するため，前2者の実験ではgossypo1の作用

が阻害された事も否定できない．

　LDH－C，は精子においてはmiddle　pieaceに大部分

存在し，しかもcytosolのみならずミトコンドリアの

膜にも存在することが知られている12・13）．またgossypol

の投与により，精子においてはATP濃度が低下し14），

組織学的にもミトコンドリアの障害が早期に認めら

れるとの報告がみられる15）．これらの報告はヒトにお
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いてもgoggypolの避妊効果はLDH－C、活性の抑制が

関与している事を示唆する．

　しかしながらKallaら16）はgossypolの精子運動性

への影響はATPase活性の抑制によるとしており，こ

の他gossypolはミトコンドリア内電子伝達系に作用

するとの報告17）もなされている．またLDH－C，への

gossypolの作用効果の検討で，臨床的に（一）－gos－

sypolとは異なり避妊効果を持たない（＋）－gossypol

もin　vitroでは（一）－gossypolと同等のLDH－C，活

性への抑制効果を示すことが報告されており1°），更に

gossypolの投与によりin　vivoでは避妊効果を生じ

にくい動物でもin　vitroではLDH－C、漕1生が強く抑

制されることも報告されている18）．以上の事実はLDH－

C，のみがgossypolの避妊効果の主要な働きを代弁す

るだけでないことを示唆するものであろう．本実験に

おいてはLDH－C4はgossypolにより強く抑制された

が，gossypolの主たる作用がLDH－C4活性の抑制にあ

るのかどうかを判断するためには，更に充分な検討

か必要であると考えられる．

結　　語

　精漿中から精製・分離したヒトLDH－C、に対する

gossypolの作用を検討した、ヒトLDH－C、活性は

gossypolにより強く抑制され，5×10－6Mではその

80％が，また1×10　4Mの濃度では100％が抑制さ

れた．
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　　　Effects　of　gossypol　on

　　　human　specific　lactate

dehydrogenase－C4（1．DH・C4）

Yutaka　Uchijima，　Ken－Ichiro　Yoshida

　　　　　　　　and　Hiroshi　Saito

Department　of　Urology　Saitama　MedicaI

　　　Center　Saitama　Medical　School，

　　　　　　　　　Saitama　350，　Japan

　　LDH・C，　is　specific　isoenzymes　from　other　LDH

isoenzymes　with　regard　to　its　locality　and　kinetic

properties．　Because　about　80％of　LDH　of　spermat－

ozoa　contain　is　LDH－C，，it　must　be　strongly　related

to　very　specific　metabolic　process　of　sperm．　In

order　to　investigate　the　action　mechanisms　of　gos－

sypol，　which　is　a　new　medicine　as　an　oral　contra・

ceptive，　effects　of　gossypol　on　LDH－C，　was

examined．

　　Materials　and　Methods：LDH－C4　from　human

seminal　plasma　was　purified　by　Oxamate・
Sepharose　4B　affinity　column　chromatography　and

AMP　affinity　column　chromatography．　The
homogeteity　of　LDH－C，　was　proved　by　agar　gel

electrophoresis　and　polyacrylamide　disc　gel　electro－

phoresis．　Gossypol　was　dissolved　in　95％ethanol．

LDH　activity　was　analysed　spectrophotometrically．

The　cuvette　contained　O．1　M　PBS（pH　7．4），　O．2　mM

pyruvate，　and　O．115　mM　NADH．　Gossypol　was

added　to　give　a　final　concentration　of　between　1×

10’6M　and　1×10－4M．

　　Results：Ethanol　did　not　inhibit　LDH－C4　activity．

Gossypol　inhibited　LDH－C4　activity　in　a　dose－

dependent　manner　when　tested　at　concentration　of

5×10－6M，1×10－5，5×10－5　M　and　1×10－4M．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月23日）
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　精巣の老人性変化を組織学的に検討した．66歳から96歳までの73例の剖検例より得た精巣組織を

用い，以下の結論を得た．

1．70歳未満でも半数の症例で部分的に精細管の硝子化が見られ，これは精巣の血管支配の遠位にあ

たる部位に顕著であった．

2．精子形成能の障害は加令とともに進行するが，85歳以上でも％の症例で精子の出現が認められた．

3．精細管壁の肥厚と精巣内小動脈の硬化所見との間には有意の相関がみられ，加令に伴う精巣障害

は，小動脈硬化が原因の一つであることが分った．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，34（1），169－174，1989）

緒　　言

　社会の高齢化に伴い，老人の性の問題がクローズ

アップされてきた．われわれは高齢者の性機能を把

握するための一つの研究として，加齢に伴う精巣の

組織学的変化の特徴について，剖検例の精巣で検討

し，特に造精機能の障害の程度と，その原因につい

て若干の知見を得たので報告する．

対　　象

　対象は東京都養育院病理部での高齢者剖検例73

例であり，年齢は66歳から96歳で平均77歳である．

既往歴に泌尿器科疾患および精巣に影響を与えると

思われる疾患のない症例を選び，かつ，死因として

肺炎・窒息等による呼吸不全・脳血管障害・心筋梗

塞等の心疾患により，ほぼ急死の状態で死亡した症

例を選択した。これら73例を年齢により表1に示し

た5つのグループに分け，比較検討した．死因につ

いても各グループ別にみると表1のようである，

　精巣組織標本は，10％ホルマリン固定後パラフィ

ン包埋し，精巣の長軸に沿った矢状断切片を作成し，

ヘマトキシリンーエオジン染色をおこなった．組織

学的な比較を簡明化するため，次の4点に注目した．

1．一切片に見られる全精細管の中での硝子化した

精細管の割合．

2．硝子化していない精細管について，そのJohnsen
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表1　年令別症例数及び死因

死 因

年　A9「OuP　　　　　　r」 症例
呼吸不全 脳［n正管障害 心疾患 その他

1　　70才未満 10 4 2 3 1

2　　70～74 18 12 1 5 0

3　　75～79 11 4 3 4 0

4　　80～84 18 9 5 4 0

5　　85才以L 16 11 1 4 O

計 73 40 12 20 1

表2　精細管の硝f’化率

grOup
　　　全精細管数に対する（No．）

　　　硝r一化精細管数の割合（％）
全症例に対する
硝」阿ヒ精細管を有する症例の割合（％）

1

2

3

4

5

（10）

（18）

（11）

（18）

（16）

9．2：ヒ11．9

13．3土12．1

17．9±11．0

31．5±24，9

43．5±28．0

50

83

91

94

100

表3　Johnsen　Score　Countと精r出現率

group　（No．）　Johnsen　Score　Count　精fjを認める症例（％）

1

2

3

4

5

（10）

（18）

（11）

（18）

（16）

7．5±1．5

6．1±2．1

5．5±1．9＊

4．6±2．1＊＊

4．3±2．3＊＊

80

50

27

27

25（90才髭／　ヒ096）

＊＊P〈O．Ol　＊P＜O．05：group　lと⊥ヒ較

表4　精細管内径と精細管壁の厚さ 表5　睾丸内小動脈の動月1夜硬化所見

group　（No．）　精細管1勺径（μm）精細管壁の厚さ（μm） grOUp　（N⑪｝　血管il蛮の厚さ（D）【llL管内径（R〕（D　R比）

1　　（10）

2　　（18）

3　　（11）

4　　（18＞

5　　（16）

185．5±38．5

174．5：ヒ44．5

173．0±45．O

l49．2±51．6

128．5±49．5＊＊

14．5±　6．5

23LO±11．5＊

23．3±　 9．〔〕＊

28．0±1〔〕，O”

29．0±12，5＊＊

1　　（IO）

2　　（18）

3　　qD

4　　q8〕

5　　q6）

o，41二〔〕．12

｛｝，48＝｛〕．17

0、54＝0．35

〔〕，53±｛〕，11＊

〔〕．55±〔1．17＊

＊＊p＜0．Ol　　＊p＜0．05：group　l　と上ヒ哨交

Score　Countの平均値

3．精細管内径と精細管壁の厚さの測定

4．精巣内小動脈の硬化の程度の指標として，血管

内径（R）に対する血管壁の厚さ（D）（D／R比）

　以上につき光顕にて，各グループ間で比較検討し

＊P＜（1．05：group　1と上ヒ率交

た．

　　　　　　　　　結　　果

1．精細管の硝子化（図1）

　組織標本内に見られる全精細管数に対する硝子化
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慧喉
萄

灘7轟

箋懸

図1　80歳．部分的な精細管の硝子化と精細管壁の波状

　　肥厚を認める
　　　（H－E　染色　400×）

図2　96歳．広範な精細管の硝子化と顕著な精巣内小動

　　脈の硬化所見を認める
　　　（H－E　染色　100x）

精細管数の割合いのグループ別平均を表2に示した．

70歳未満で約10％の精細管に硝子化が見られる．ま

た全症例の50％で部分的に精細管の硝子化がみられ

る．この硝子化の範囲は加齢とともに広がり，85歳

以上の症例では43．5％の範囲に広がり，すべての症

例で部分的に硝子化した精細管がみられる．

　また，この硝子化の見られる部位としては精巣上

体頭部に面した精巣上極に著明であり，次に精巣上

体側の精巣後面に多く見られた．

2．　Johnsen　Score　Countl）

　硝子化していない精細管について，　Johnsen　Score

Countの平均値をグループ別に表3に示した．　Johnsen

Score　Countの平均値は加齢とともに低下し，70歳

未満のGroup　1に比べ，75歳以上の各グループとも

統計学上有意の低下がみられた．また一つでも精細

管内に精子を認める症例の割合は，70歳未満では80

％と高率であるが，加齢とともに減少する．しかし

85歳以上でも25％に精子が認められた．

3．精細管内径と精細管壁の厚さ

　表4に示すように精細管内径は，70歳未満では，

平均185．5pa　mであるが，加齢とともに内径は縮小し，

85歳以上のグループとの間には有意の差が見られる．

これに対して精細管壁の厚さは加齢とともに増加し

70歳以上の各グループでは70歳未満に比べ統計学上

有意差がある．

4．精巣内小動脈の硬化所見（図2）

　精巣内小動脈の硬化所見の指標として血管内径

（R）に対する血管壁の厚さ（D）の比（D／R）を以

て比較した．表5に示すように加齢とともにD／Rは

増加し，70歳未満に比べ80歳以上ではD／Rは有意

に増加している．

5．精細管硝子化率と小動脈硬化所見の関係

D／R
1．

0．5

y＝：0．47十〇、003x

r＝0．397　　（P〈0．Ol）

　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　100

　　　　　　　精細管硝子化率（％）

図3　精細管硝子化率と小動脈硬化所見（D／R）の関係

D／R
1．

0．5

y＝0．25十〇．Olx

　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　　50

　　　　　　　　精細管壁の厚さ（μm）

図4　精細管壁の厚さと小動脈硬化所見（D／R）の関係
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50

階
S　25

腓

£

邑

1 5

y＝48．1－4．25）（

r＝0．711　　（P＜O．Ol）

10

　　　　　　　Johnsen　Score　Count

図5　Johnsen　Score　Countと精細管壁の厚さの関係

D／R

1匿

0．5

（P＜0．01）

0　　1
　　　　5
Johnsen　Score　Count

10

図6　Johnsen　Score　Countと小重力脈硬化所見（D／R）の

　　関係

　図3に示すように，相関係数r＝0．397でP〈0，01

で有意の正の相関がみられる．

6．精細管壁の厚さと小動脈硬化所見の関係

　図4に示すように，相関係数r＝0．377でP＜0．01

で有意の正の相関がみられる．

7，Johnsen　Score　Countと精細管壁の厚さの関係

　図5に示すように，相関係数r＝0．711で，P＜0．01

で有意の負の相関がみられる．

8．Johnsen　Score　Countと小動脈硬化所見の関係

　図6に示すように，相関係数r＝0．414でP〈0．Ol

で有意の負の相関がみられる．

考　　案

　高齢化社会を迎え，高齢者の性に関する問題も多

く取上げられるようになってきた．性機能を論ずる

際に，その基本となる精巣機能をまず把握しなけれ

ばならない．そこでまず，高齢者の精巣の組織学的

変化について検討した．精巣の年齢に伴う変化につ

いては，すでにいくつかの報告がみられ，黒土2）は急

死，事故死の358例の精巣を組織学的に検討し，間

質細胞はすでに20歳代後半より退行性変性が出現し，

50歳代ではこれが著明となり，精細管の肥厚も急増

し造精機能の低下がみられることを報告している．ま

た，一条3）は剖検例の精巣を年齢別にその変化を血管

支配の面から検討し，30歳代で部分的にせよすでに

精子形成能の低下が見られると報告している。これ

らの報告から，極めて早期から精巣の組織学的変化

が始まっていることに驚かされる．われわれの結果

は，70歳以上の高齢者が主体であるが，70歳未満で

も半数以上で精細管の硝子化がみられ，早期より変

化が始まることが推測された．しかし，85歳以上で

も％の症例で精巣内に精子形成を認め，生殖能力が

残されていることが分り，また，精巣の変化には個

体差が極めて大きい事も判明した．

　精細管の変性の部位は，矢状断面上，精巣上極付

近と精巣上体側の精巣後面に多くみられる．この部

位は，精巣の血管支配の遠位にあたり，毛細血管網

の発達していない部位で4），この部位の変性が老人性

変化の特徴であると一条は述べている．古く，Harrison

＆Barciay5）により，精巣の動脈硬化は内臓諸器官の

血管変化の一環として起こると考えられ，また，精

巣間質の小動脈の動脈硬化を年齢別に検討し，思春

期より硬化所見を認めたとのHatakeyamaら6）の報

告にあるように，驚くべき早期に精巣の変化は始ま

っている．われわれの症例でも，精巣以外の血管変

化を調べるとおおむね一致した変化がみられ，この

動脈硬化の程度の差は個々まちまちであり，その結

果，精巣の変化に個体差が現われたとおもわれた．

精巣動脈の硬化所見の程度と精細管の硝子化率との

間の関係をみると明らかな相関関係が見られること，

血管支配に一致した硝子化が認められることから，

動脈硬化が精細管硝子化の原因と考えられる．また，

この動脈硬化所見と精細管壁の厚さとの問にも正の

相関関係がみられ，造精機能の指標であるJohnsen

Score　Countと精細管壁の厚さ，及び動脈硬化所見

との間に負の相関関係が認められる事より，動脈硬

化が造精機能障害の一つの原因と考えられる．しか

し，これは精巣の血流障害の面のみからの結論であ
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り，間質機能を含めた内分泌学的研究の結果が，こ

の問題の解明に必要と思われた．

　最後に性機能との関連についてであるが，われわ

れの症例は生前の性生活の実体に関しては資料がな

く，正確な性行動の把握は不可能である．われわれ

がある老人施設で行なったアンケート調査の結果で

は，性行為を欲すると答えた者は，80歳未満では83

％と高率であるが，　80歳代では21％と低下している．

60歳以上全体では45％の者が1生行為を欲するとの結

果であり，大工原7）の報告とほぼ匹敵する．また，妻

もしくは性的なパートナーのいる者では，80歳未満

では全例性交可能で，1年以上性交のないインポテ

ンツ例はないが，80歳代では90％がパートナーがい

るにもかかわらず，インポテンッであった．臼井8）は

性欲は年齢と関連はないが，勃起力は加齢による神

経・血管系障害の増加とともに低下し，また，加齢

による内分泌機能低下に伴い低下すると報告，熊本

ら9）は80歳以上でインポテンツの割合は87．5％と報

告しており，われわれの結果もほぼ同様であった．

精巣組織の変化から考えると，高齢者の性機能はも

う少し保たれていてよいとの印象を受けるが，本人

のみならずパートナー側の因子も大であり，パート

ナーを含めての把握が重要と思われた．

結　　語

　高齢者（66歳～96歳）73例の剖検例の精巣組織像

を検討し，以下の結論を得た．

1．70歳未満でも半数の症例ですでに部分的な精細

管の硝子化が見られ，その割合は加令とともに増加

し，精巣の血管支配の遠位にあたる部位に顕著であ

った．

2．精子形成能の障害は加令とともに進行するが，

85歳以上でも％の症例で精子の出現が認められた．

3．精細管壁の肥厚と精巣内小動脈の硬化所見，Joh・

nsen　Score　Count，精細管の硝子化の割合との間に

は有意の相関がみられ，加令に伴う精巣障害は，小

動脈硬化が原因の一つであることが判明した．

（なお，本論文の要旨は，第31回日本不妊学会総会

において発表した．）
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　Senile　changes　of　the　testis　were　histologically

observed．　The　materials　used　for　histological

studies　were　obtained　from　73　autopsy　cases
between　the　ages　of　66　and　96．

　The　results　were　summarized　as　follows．

1．The　hyaloid　change　of　the　testis　was　observed　in

the　half　of　the　group　under　70　years．　The　changes　of

the　testis　were　prominent　in　the　upper　areas　of　the

testis　which　correspond　to　the　periphery　of　the

arterial　supPly．

2．The　reduction　of　the　spermatogenesis　was　in－

creased　with　aging，　but　irl　the　quarter　of　the　group

over　85　years，　the　spermatogenesis　was　observed．

3．The　thickening　of　the　basement　membrane　of　the

seminiferous　tubu1es　was　significiantly　correlated

with　the　degree　of　the　arteriosclerosis　of　the　testis．



174　（174） 加令に伴う精単の組織学的変化 日不妊会誌34巻1号

　It　is　concluded　that　the　arteriosclerosis　of　the

testis　would　be　most　prominent　in　the　etiology　of

the　senile　lesions　of　the　testis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月24日）
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　Ab8tract；In　the　present　study，　effects　of　A2C　and　dithiothreito1（DTT）on　the　induction　of　the

acrosome　reactlon　of　hamster　sperm　cells　were　examined．　A2C，　the　membrane　mobility　agent，

accelerated　the　onset　of　the　acrosome　reaction　of　hamster　sperm　cells，　The　sperm　cells　incubated

continuously　in　the　medium　containing　A2C（0．5－5．0μg／ml）underwent　the　acrosome　reaction　by

lhr　after　the　start　of　incubation，　but　control　sperm　cells　showed　only　3．3％acrosome　reaction　l

hr　after　the　incubation．　The　acrosome・reacted　cells　were　capable　fertilization　as　assessed　by　their

ability　to　fertilize　ovulated　hamster　eggs．

　DTT　inhibited　A2C－mediated　acrosome　reaction　of　hamster　sperm　cells．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　SteriL，34（1），175－179，1989）

Introduction

　Before　fertilization　can　occur，　mammalian

sperm　cells　must　undergo　capacitation　and　then

the　acrosome　reaction（Yanagimachi，1981）1）．　It　is

estimated　that　these　biological　processes　in　sperm

cells　are　a　series　of　complex　biochemical　and

morphological　chages．　Capacitation　is　associtated

with　changes　in　surface－adsorbed　materials，　redis－

tribution　of　intramembraneou　protein　practicales，

and　the　changes　in　the　membrane　lipids；the　subse－

quent　acrosome　reaction　involves　multiple　fusions

between　the　outter　acrosome　membrane　and　the

overlaying　sperm　plasma　membrane，　which　allow

the　release　and　exposure　of　acrosomal　enzymes

possibily　necessary　through　the　egg　investiments

（Yanagimachi，1981）1）．

　Recently，　certain　lysophospholipids　have　been

found　to　promote　lipids　the　onset　of　the　acrosome

reaction　and　yield　hyperactivated，　fertile　guinea

pig　sperm　cells（Fleming　and　Yanagimachi，

1982）2）．Further，　in　guinea　pig　sperm　cells　a　new

class　of　Iipid－related　molecules（A2C），　membrane

mobility　agent，　design　to　promote　lipid　disorder，

promotes　capacitation（Fleming　et　al．，1982）3）．

According　to　their　report，　A2C　has　been　to　be　not

induced　the　acrosorne　reaction　in　guinea　pig

sperm　cells．　Furthermore，　they　observed　promo－

tion　of　capacitation　in　guinea　pig　sperm　cells　by

A2C　was　inhibited　by　dithiothreitol（DTT），

disulfide－reducing　agents．　Thus，　it　is　of　interest　to

examine　the　effect　of　A2C　on　the　induction　of

capacitation　or　the　acrosome　reaction　in　mam－

malian　sperm　cells　without　guinea　pig　sperm　cells．
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In　the　present　study，　effects　of　A2C　and　DTT　on

the　acrosome　reaction　of　hamster　spermatozoa

were　examined．

Materials　and　Methods

Medium　and　Reagents

　　The　standard　medium　used　for　sperm　incuba・

tion　was　a　modified　Tyrode　solution　l％bovine

serum　albumin（BSA，　Sigma　Chemicals｝（Sato　and

Suzuki，1985）4）．　The　medium　used　was　filtrated　by

Milipore　filter（Milipore　Inc．，）and　the　pH　of　the

medium　was　adjusted　to　7．4　immediately　before

use．　Amount　of　A2C　of　l　mg　per　l　ml　of　BSA－free

medium　were　dispersed．　Dispersion　was　carried

out　by　a　brief　sonication　for　l5・20　min　with　a

sonicator（Kokusai　Denki）immediately　after　use．

An　equal　volume　of　A2C　suspension　was　mixed

with　a　volume　of　medium　containing　BSA．　DTT

（Sigma　Chemicals）was　dissolved　in　the　medium

immediately　before　use．

Incubation　and　Examination　of　Hamster　Sperm

cells

　　Preparation，　incubation　and　examination　of

sperm　cells　were　carried　out，　as　previously　de－

scribed（Sato　and　Suzuki，1985）4｝，　Briefly，　sperm

cells　were　recovered　from　the　distal　cauda

epididymis　of　adult　male　golden　hamsters．　Sperm

cells　were　suspended　in　the　standard　medium　and

the　cells　were　swimed　up　under　a　CO2　incubator

（Hirasawa　Inc．）（37℃，5％CO2　in　air）for　15　min．

After　swim－up　the　sperm　cells　were　suspended　in

the　standard　medium　with　or　without　the　reagents

（A2C，　DTT）at　a　concentration　of　5－6　x　106　sperm

cells／ml　and　incubated　under　mineral　oil．　The

sperm　suspension　was　incubated　at　37℃under　5％

CO2　in　air．　At　verious　intervals　after　the　start　of

incubation，　survival　and　the　acrosome　reaction　of

the　sperm　cells　were　examined　by

contrast　microscope，　as　described

（Sato　and　Suzuki，1985）4｝．

Collection　and　insemination　of　eggs

the　phase。

previously

　　Mature　females　of　golden　hamster　were　super－

ovulated　by　an　intraperitoneal　injection　of　251U

PMSG（Teikoku　Hormon　Co．）followed　by　an

intraperitoneal　injection　of　251U　hCG（Teikoku

Hormone　Co．）52　hr　later．　PMSG　was　given　in　the

late　morning　of　day　l　of　the　estrous　cycle（the　day

of　ovulation）and　hCG　was　given　in　the　evening　of

day　3．　About　15．5　hr　after　hCG　injection，　eggs

were　recovered　from　female　oviducts　by　ruptur－

ing　the　ampulla　with　fine　needles．　The　eggs　were

freed　from　the　cumulus　cells　by　treating　them　for

lO　min　with　O，1％bovine　hyaluronidase．　Eggs　to

be　inseminated　were　transferred　into　l　ml　of　fresh

standard　medium　under　mineral　oil　in　a　plastic

dish　and　kept　at　37℃for　less　than　30　min．

Results

Effect　of　A2C　on　the　occurence　of　the　acrosome

reactlon

　　When　sperm　cells　were　incubated　continously　in

the　medium　containing　A2C　in　various　concentra・

tions，　at　hourly　intervals　after　the　start　of　incuba－

tion　the　cells　were　examined　to　check　the　inci－

dence　of　the　acrosome　reaction　and　its　survival

rate．　The　results　were　presented　in　Table　1．　The

percentage　of　sperm　cells　that　underwent　the

acrosome　reaction　increased　with　increasing　A2C

concentrations　Further，　under　the　present　experi－

mental　conditions，　the　opitimum　concentration　of

A2C　for　inducing　the　acrosome　reaction　was　1．0

μg／rnL　At　this　concentration　of　A2C　over　70％of

the　sperm　cells　were　alive　and　motile，　and　about

70％of　the　acrosome　reaction　was　observed　l　hr

after　incubation　of　the　sperm　cells．　While，　control

sperm　cells　exhibited　only　3．3％acrosome　reac・

tion．　As　shown　in　Fig．1，　high　concentration　of

A2C（2．5－5．0μg／ml）were　detrimental　for　sperm

survival．
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Table　1． Survival　and　the　acrosome　reaction　of　golden　hamster　spermatozoa

　　　　　　incubated　in　media　with　or　without　A2C

　A2C
（μ9／ml）

Mean％of　motile　sperm（mean％of　acrosome－reacted　sperm）
　　　　　　　　　　　　at　various　times　of　incubation

Ohr 1hr 2hr 3hr 4hr 5hr

0（Control）

0．05

0．1

0．5

1。0

2．5

5．0

88．1（0）

86．7（0）

85．0（0）

85．0（0）

85．0（0）

78．3（0）

78．3（0）

83．8　（　3．3）

80．0　（　4．0）

78．3　（3，2）

80．0　（14．3）

75，5　（39．4）

70．0　（48．5）

69．1　（49．8）

78．4

7L6
71．6

70．0

65．6

62．5

60．8

（9．2）

（9．2）

（12．2）

（29．4）

（58．8）

（60．5）

（68．5）

75．6　（34．1）

68．3　（42．0）

66，7　（50，9）

61．7　（69．1）

58．3　（79．0）

55。0　（81．0）

50．0　（81．7）

66．6　（52，9）

61．7　（71．5）

56．7　（77。8）

56．7　（77，3）

41．7　（85．3）

40．0　（84，5）

40．8（（87．2）

52．5　（65．2）

50．0　（82．2）

46．7　（82．4）

45．0　（87．5）

30．0　（88．5）

27．5　（90．7）

27．5　（92．0）

Fertility　of　A2Gtreated　sperm　in　the　presence　or

absence　of　DTT

　　Under　the　present　of　DTT，　fertility　of　A2G

treated　sperm　cells　was　examined．　When　A2C－

treated　sperm　cells　were　mixed　with　ovulated

eggs　in　the　standard　medium，100％of　the　eggs

inseminated　were　fertilized（270ut　of　27　eggs　in　3

experiments），　indicating　that　these　sperm　cells

were　highly　fertile．　On　the　other　hand，　when　eggs

were　treated　with　various　concentrations（0－1．0

μg／m1）of　DTT　for　l　hr　and　then　inseminated　with

highly　fertile　A2C・treated　sperm　cells，　fertilzation

was　partially　or　completely　blocked．　However，

the　washing　of　eggs　restored　fertility　in　42％of

the　eggs．

Effect　of　DTT　on　the　acrosome　reaction　of　ham－

ster　sperm　cells　by　A2C

　　The　continous　presence　of　DTT　in　the　incuba－

tion　medium　suppressed　the　incidence　of　the

acrosome　reaction　by　A2C（Table　2，　Fig．2）．　The

percentage　of　sperm　cells　that　underwent　the

acrosome　reaction　were　decreased　with　increas・

ing　DTT　concentration　2－3　hr　after　the　start　of

incubation．　But，4and　5　hr　after　incubation　the

inhibitory　effect　of　DTT　became　less．

Discussion

　　The　present　study　demonstrated　that　A2C

promoted　the　acrosome　reaction　of　hamster
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Table　2． Survival　and　the　acrosome　reaction　of　golden　hamster　spermatozoa　incubated

　　　　in　media　containing　A2C　with　or　without　dithiothreitol（DTT）

conc．　of

A2C＋DTT
（μ9／ml）（mM）

Mean％of　motile　sperm（mean％of　acrosome－reacted　sperm）
　　　　　　　　　　　　　　at　various　times　of　incubation

Ohr 1hr 2hr 3hr 4hr 5hr

0

1．0

1，0

1．0

1．0

0

0

0．1

0．5

1．0

88．1

85．0

83．0

85．0

82．0

（0）

（0）

（0）

（0）

（0）

83．8

75．5

66．0

74．0

75．0

（3．3）

（39．4）

（12．0）

（6．4）

（6．2）

78、4

65，6

62，0

58．0

55．0

（9．2）

（58．8）

（29．7）

（22．7）

（19．5）

75．6

58．3

47．0

45．0

43．0

（34．1）

（79，0）

（50．0）

（40．7）

（34．4）

66．6

41．7

34．0

32．0

31．0

（52．9）

（85．3）

（68．9）

（60．0）

（53．3）

52．5

30．0

18．0

15．0

15．6

（65．2）

（88．5）

（77．1）

（69．2）

（63．9）
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sperm　cells　in　the　chemically　defined　medium．

Fleming　et　al（1982）have　reported　that　A2C

promoted　the　capacitation　of　guinea　pig　sperm

cells　in　Ca－free　medium　and，　upon　the　addition　of

Ca，　leaded　to　a　synchronous　acrosome　reaction

and　fertile　sperm　cells．　In　the　present　study，　A2C

induced　the　acrosome　reaction　1n　hamster　sperm，

indicating　the　possibility　that　A2C　also　promote

the　capacitation　of　hamster　sperm　cells，　On　the

other　hand，　Fleming　et　a1｛1982）3）have　reported

that　A2C　can　not　induce　the　acrosome　reaction。

According　to　them，　guinea　pig　sperm　cells　in－

cubated　in　A2C　in　Ca－free　medium　for　l　hr

undergo　a　rapid　acrosome　reaction　upon　the　addi－

tion　of　Ca，　but　control　sperm　cells，　which　incubat－

ed　in　A2C－free　medium　for　l　hr　then　exposed　to

Ca，　exhibited　only　2％acrosome　reactions．　The

reason　for　this　discrepancy　of　the　respons　to　A2C

between　guinea　pig　and　hamster　sperm　cells　can

not　be　explained，　but　it　might　be　due　to　differ－

ences　of　mechanisms　in　the　sperm　capacitation　or

acrosome　reaction．　At　present　time，　molecular

mechanislns　of　capacitation　and　the　acrosome

reaction　are　not　fully　understood（Yanagimachi，

1981）1）and　factors　reposible　for　the　differences

observed　cannot　be　identified．

　　The　acrosome　reaction　is　inhibited　by　DTT　in

the　present　study，　However，　DTT　can　not　block

completely　the　acrosome　reaction．　In　guinea　pig

sperm　this　reagent　is　reported　to　block　capacita・

tion　rather　than　the　acrosome　reaction（Fleming

et　al．，1982）3）．　While，　Yanagimachi　et　al．（1983）5｝

have　reported　that　capacitation　of　guinea　pig

sperm　cells　in　vitro　is　inhibited　by　DTT　and

precapacitated　sperm　cells　are　unable　to　undergo

the　acrosome　reaction　in　the　presence　of　DTT．

This　result　indicats　that　DTT　also　blocks　the

acrosome　reaction．　Further　studies　on　the　effects

of　DTT　on　the　incidence　of　capacitation　and　the

acrosome　reaction　are　heeded．　It　is　known　that　in

guinea　pig　sperm　cells　capacitation　and　the

acrosome　reaction　can　be　separated　clearly

（Fleming　and　Yanagimachi，1981）2）．　However，　in

hamster　sperm　cells　the　acrosome　reaction　and

capacitation　can　not　be　cleaIy　distinguished　or

separated．　Thus，　in　the　present　stydy　we　could　not

know　whether　DTT　inhibited　capacitation　or　not．

To　analyze　the　effect　of　reagents　on　capacitation

and　the　acrosome　reaction，　it　is　necessary　condi－

tion　to　separate　these　biological　phenomena．

　　In　the　present　study，　A2C・treated　sperm　cells

fertilized　100％of　eggs．　This　result　is　agreement

with　that　of　guine　pig　sperm　cells（Fleming　et　al．，

1982）3）．

1）

2）

3）

4）

5）
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　　　　A2Cによるハムスター精子の

先体反応誘起とDithiothreitol（DTT）

によるA2C先体反応誘起効果の抑制

　　日本大学農獣医学部応用

生物科学科動物細胞学研究室

佐藤嘉兵

　ハムスター精子を用いて，近年membrane　mobility

agentとして注目されているA2Cの先体反応誘起効果

について検討を加えた．A2C添加培養液中に浮遊させ

たハムスターの精巣上体尾部精子は，その添加濃度0．1

またはLOμg／mlにおいて，明らかにcontrol精子に比
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べて先体反応が促進された．また，このA2C処理精子

を用いて体外受精を行なったところ，非常に高い受精

能力を示した．しかしながら，A2C添加培養液中で連

続的に精子を培養すると培養時間と共にその生存率は

低下した．一方，disulfide　reducing　agentとして知ら

れているDTT（O．1，0．5，1．OmM／ml）をA2C，1．0μg／

mlと共に培養液に添加した場合，　A2Cの先体反応誘起

効果は抑制された．しかし，精子の生存率の低下は改

善されなかった．

　　　　　　　　　　　（受付：1988年2月17日）
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地方部会講演抄録

昭和63年度日本不妊学会中部支部学術集会

日　時：昭和63年7月2日（土）

場　　所：三重県医師会館

1．当科における治療法別にみた男子不妊症の

　成績
　　　　　　塚本勝己・山本逸夫・林宣男

　　　　　　杉村芳樹・田島和洋・栃木宏水

　　　　　　川村寿一　　　　く三重大泌尿器）

　対象症例は特発性男子不妊症72例で，うち42例

は漢方を中心とした非内分泌療法を，残り30例は非

内分泌療法無効のため，クエン酸クロミフェン療法

を行なった，

　精子濃度は，非内分泌療法で38．1％の著効・有効

をみ，内分泌療法では36．7％であった．

　精子運動率は，非内分泌療法にて47．6％が著効・

有効であり，内分泌療法では36．6％であった．

　また精子濃度と運動率を点数で総合判定する小寺

の判定法を用い，治療効果の総合判定をした．非内

分泌療法では，著効・有効率は57．1％で，内分泌療

法では，46．7％であった．

　両治療法ともに，男子不妊症に対して有効である

と考えられたが，投与適性の検討が必要と思われた．

2．特発性乏精子症および精索静脈瘤を伴う

　乏精子症に対する治療法の検討

　　　　　　篠田正幸・堀場優樹・高梨勝男

　　　　　　名出頼男

　　　　　　　　（藤田学園保健衛生大泌尿器）

　特発性乏精子症に対するkallikrein（KAL）療法は

一定の評価がなされているが，われわれはKALの作

用機i序の一つとしてSertoli細胞機能賦活作用が考え

られることを確認している．

　一方，精索静脈瘤患者のSertoli細胞機i能障害を示

唆する報告も見られるため，精索静脈瘤を伴う乏精

子症患者に対し，初期治療としてKAL　l20KU／day

の投与を行なった（1群）．また内精静脈高位結紮術

後，精液所見が改善しない症例に対しても同様の治

療を行なった（2群）．1群の有効率は30．0％，妊

娠率は25％であった．2群の有効率は27．2％，妊

娠率は15．4％であった．一方，高位結紮術の有効率

は30．4％，妊娠率は20．5％であった．

　LH，　FSHが異常値を示した症例はこれら3者の治

療に対し，大部分が反応しなかった．

3．人工精液瘤植込の1例

　　　　　　麦　推好・絹川常郎・大竹　浩

　　　　　　相馬駅量（市立岡崎病院泌尿器）

　　　　　　渡辺丈治（小牧市民病院泌尿器）

　　　　　　三宅弘治　　（名古屋大学泌尿器）

　男性不妊症の原因として精路通過障害は，男性不

妊患者の約7．4％を占めるといわれている．その原

因として，幼小児期における両側ソケイヘルニア根

治術，両側の停留睾丸に対する睾丸固定術などによ

る医原性による場合や，炎症性疾患，先天性疾患な

どがあげられる．

　われわれは，両側ソケイヘルニア根治術後の無精

子症に対し，人工精液瘤造設術を試みた1例を報告
する．

4．Percollを用いた精子洗浄濃縮法にて妊娠に

　成功した逆行性射精の1例

　　　　　　石川　洋・越知正憲・千原　啓

　　　　　　山本陽子・永田哲郎・米谷国男

　（藤田学園保健衛生大坂文種報徳会病院産婦）

　逆行性射精は，1947年Swabbにより最初に報告さ

れている．AIHにより妊娠に成功したことを最初に

報告したのはHotchkissで，本邦でも1971年白石の

報告以来，19例が妊娠に成功している．今回われわ

れは，膀胱内射精液をPercollにて洗浄濃縮し，AIH

を行ない，6回目に妊娠に成功したので報告する．

　症例は26歳，不妊を主訴に外来受診し，精査の結

果女性側の不妊原因は認められないため，男性不妊

を疑った．泌尿器科にて逆行性射精を診断されたた

め，膀胱洗浄液によるAIHを行ない，6回目に妊娠

し，現在妊娠7か月まで順調に経過している．AIH

において，高濃度の運動1生の高い精子を得るため，

各施設において種々の工夫がなされているが，今回

われわれが行なったPercollによる洗浄濃縮法は有効

であり，膀胱洗浄液に混入する尿や細菌などの除去

に有用であると考えられる．
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5．当院で行なっている精液洗浄AIHの現況

　　　　　　松澤克治・石原　豊・小栗久典

　　　　　　　水谷哲也・菅沼信彦・友田　豊

　　　　　　　　　　　　　　　　（名大産婦）

　　　　　　　木村敏男・林隆行・中村潔央

　　　　　　近藤育代・大沢政巳・成田　収

　　　　　　　　　　　　　　（名大分院産婦）

　われわれは体外受精の成功という経験を通して，

精子の処理・卵子の前培養・受精卵の培養には培養

液が大きな役割を果たしていることを知った．体外

受精の培養液にはHam’s　F－10　medium（以下HF－

10）を使用しているが，このHF－10を用いて，用手法

にて採取した精液を10～20分間放置液化後，2倍量

のHF－10を加え1600rpm　10分間遠心，上清除去後，

再度同操作を行ない，沈澱を0．5mlのHF・10に均一

に懸濁し，AIHに供するという洗浄AIHを行ない，

良好な成績を得た．

　昭和61年3月～62年8月の間に90組，363周期

に対し洗浄AIHを行ない，12例の妊娠を得た．うち

流産が1例あり，誕生した児には明らかな異常は認

めなかった．

6．子宮内膜症に対するHormone（Danazol・

　　Buserelin・Gestrinone）療法の臨床的検討

　　　　　　松澤克治・石原　豊・小栗久典

　　　　　　水谷哲也・菅沼信彦・友田　豊

　　　　　　　　　　　　　　　　（名大産婦）

　　　　　　　中村　潔・近藤育代・林　隆行

　　　　　　木村敏男・大沢政巳・成田　収

　　　　　　　　　　　　　　（名大分院産婦）

　　　　　　正橋鉄夫・浅井光興・鈴木正利

　　　　　　　　　　　　　　（愛知医大産婦）

　子宮内膜症の治療法には，Hormone療法・手術療

法およびその併用療法があるが，近年特にHormone

療法に進歩が著しく，Danazol療法の普及と共に，

19－nor　steroidの誘導体であるGestrinone，および

LHRH　agonistであるBuserelinが臨床応用される

に至っている．

　今回，われわれは昭和59年より3年間に，月経困

難症・性交痛・不妊等を主訴として当大学附属病院

を受診し，臨床的に子宮内膜症と診断された症例に

対し，Buserelinを14症例に，Gestrinoneを34症例

に使用する機会を得たので，同時期に施行したDan－

azol療法102症例との，自・他覚症状改善度・副作

用発現率・1年後の再発率等を中心に比較検討を行

なった．また，Buserelin11症例，　Gestrinone17症例
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の挙児希望子宮内膜症症例については，同時期の

Danazol　60症例，保存手術36症例と，妊娠率を中心

に比較検討を行なった．

7．脱落膜におけるProlactinの存在様式と

　　その分泌調節機構について

　　　　　　　中　義尚・中　　淳・西山真人

　　　　　　　矢納研二・山本稔彦・杉山陽一

　　　　　　　　　　　　　　　（三重大産婦）

　アビジンビオチペロキシダーゼ法を用いた免疫組

織学的染色では，子宮内膜間質細胞は妊娠時，非妊

娠時を問わずその脱落膜化を来たすと，Prolactin（以

下PRL）の特異染色を示すようになり，染色強度は，

脱落膜化の程度と相関する傾向を認めた．このこと

は，着床周辺にPRLが子宮内膜に高濃度に存在する

ことを意味し，その生理作用を類推する上で，非常

に興味深い，また，妊娠初期脱落膜細胞の培養実験

により，脱落膜性PRLの分泌は，　contro1群に比し，

c－AMP　dependent　protein　kinaseの賦活剤である

Forskolinの添加より，危険率1％以下の有意差をも

って容量依存性に促進され，protein　kinase　Cの賦

活剤であるphorbol　12　myristate　l3　acetate，およ

びepidermal　growth　factorの添加により，危険率

1％以下の有意差をもって容量依存性に抑制される

ことがわかり，これらの細胞内のmediatorが，各々

PRL分泌調節に関与している可能性が示唆された．

8．習慣流産における凝固線溶系の関与について

　　　　　　　錦見直子・青木耕治・中谷剛彬

　　　　　　　八神喜昭　　　　　（名市大産婦）

　習慣流産の原因の1つとして凝固異常の関与が注

目されている．今回，凝固線溶系の異常が原因と考

えられる習慣流産2症例を経験したので，症例を呈

示し，それを中心にして，習慣流産における凝固線

溶系の関与について考察したい．

　症例1．非妊時からAPTT値の延長を認め，妊娠

初期に延長傾向が増大した．妊娠初期のAT　III，プ

ラスミノーゲンは低値を示し妊娠8週で流産した．

　症例2．非妊時からAPTT値延長，妊娠初期に延

長傾向増大し，　AT　III，プラスミノーゲンの低下を認

めた．この症例は妊娠7週からプレドニゾロン・ア

スピリン療法，およびAT　III・ヘパリン療法を行な

い，現在妊娠24週で妊娠継続中である．
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9．体重減少性無排卵症にみられる

　高カロチン血症について

　　　　　　榊原知代・山田隆祥・三輪　是

　　　　　　戸谷良造・鈴置洋三

　　　　　　　　　　　（国立名古屋病院産婦）

10．合成steroidの構造と排卵抑制効果について

　　　　　　　草西　洋・川鰭市郎・今井篤志

　　　　　　　森　秀弘・玉舎照彦

　　　　　　　　　　　　　　　（岐阜大産婦）

　各種経口合成steroid剤による排卵抑制効果を利

用して，婦人科では避妊目的に使用されている．各

種経口steroidは視床下部一下垂体系に働きnega－

tive　feed　back作用によりgonadotropinの分泌を抑

制する．日常，経口避妊薬として用いられるestrogen

はethynylestradiolとmestranolであり，　proges－

togenは主にnorethisteroneとd－norgestrelである．

この他，排卵抑制効果を有するものの，子宮内膜萎

縮効果が強いために子宮内膜症治療薬として期待さ

れているものにdanazolとgestrinoneがある．

　norethisteroneとd－norgestrel　．a）構造上の違いは

steroid環の13位の核間methylがethylに変わって

いるだけであるが，この構造上のささいな変化が，

steroidのprogesterone　receptorとの結合親和性に

大きな差異を生じさせる．その結果，臨床使用にあ

たって，d－norgestrelはnorethisteroneに比較して

少ない量で同等の排卵抑制効果を有する．danazolと

gestrinoneとの間にも同様のことがいえる．danazol

とgestinoneとは構造上若干の違いがあるが，前者は

13・methylであるのに対し，後者は13・ethylを有する．

そして臨床使用にあたっては，gestrinoneはdanazol

に比較して少量の投与量で同等の臨床効果を有する．

　以上のことから，steroidの13位は排卵抑制に重要

な関わりを持っていることが推察される．

11．体外受精法におけるhMG製剤を用いた

　　卵胞刺激法の検討

　　　　　　　貝田清隆・生田克夫・万歳　稔

　　　　　　　花田征治・八神喜昭

　　　　　　　　　　　　　　　（名市大産婦）

　　　　　　　水野金一郎　　（名市大看護短大）

　IVF－ETでは成熟卵胞を多数得る事が重要である，

そこでhMG製剤の種類および投与法による違いを検

討した．FSHとLHを等量含有する製剤（hMG）と

低LH含有（FSH）の2種類を用い，月経周期第3

日より2Aを投与する方法と月経周期3日，4日の2

日不妊会誌　34巻1号

日間のみ4A投与する方法で，4種類の組合せ（2hMG，

2hMG一ト2FSH，2FSH，2＋2FSH）で比較検討した．

対象は卵管性不妊，機能性不妊，男性因子による不

妊の計9例，31周期とした．

［結果］2hMG法は8症例13周期，投与日数：6．7±

1．6日，投与打ち切り翌日のE2値：435．4±153．6pg／

ml，発育卵胞数：4．3±2．1個．2hMG＋2FSH法は3

症例3周期，それぞれ7．3±0．6日，383．5±48．5pg／ml，

5．0±1．7個．2FSH法は3症例5周期，それぞれ6．8±

1．3日，602．8±154．1pg／ml，7．0±L6個．2＋2FSH法

は6症例10周期，それぞれ6．8±1．5日，453．0±

188．Opg／m1，5．6±2．7個．4種類の刺激方法間で，

10mm以上の発育卵胞数に2hMG法，2FSH法との
間で差を認めたが，投与日数，血中E2に有意差は見

られなかった．

12．当院における体外受精一胚移植の現況

　　　　　　　館山祐子・吉村俊和・神谷貴之

　　　　　　　丸山邦之・市川文隆・蛯原照男

　　　　　　　多田　伸・作井久孝・廣田　穰

　　　　　　　沢田富夫・吉村泰典・河上征治

　　　　　　　　　　　　　　　　福島　穰

　　　　　　　　　（藤田学園保健衛生大産婦）

　両側卵管閉塞による不妊を適応として，1987年1

月より18症例に体外受精一胚移植（in　vitro　fertili－

zation　and　embryo　transfer，　IVF－ET）を施行した．

当院では全例に卵巣刺激法としてhMG－hCG療法を

使用している．月経周期3日目よりhMG1501U／day

を連日投与し，血中および尿中estradiol値，卵胞径

計測により卵胞発育を追跡し，卵胞発育確認後，

hCG50001Uを筋注，腹腔鏡下に採卵を施行した．培

養液としては，マウス卵の受精後発育の検討（quality

control）結果より，　BWWを使用している，IVF施

行18症例における採卵数，受精数，分割卵数の平均

は，各々の周期あたり2．44±0．35，1．56±O．28，

1．17±0．32（mean±SE）であった．また受精率，分

割率は，各々の採取卵あたり63．6％，47．7％を示し

ていた．18症例中1例の妊娠が確認され，5月18日

現在妊娠17週で経過良好である．今回は，当院にお

ける1年3か月間のIVF・ETの現況について報告す
る．
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13．卵管マイクロサージェリー施行例における

　　Second　Iook　operation

　　　　　　　稗田茂雄・野口昌良・薮下廣光

　　　　　　　浅井光興・正橋鉄夫・石原　実

　　　　　　　　　　　　　　（愛知医大産婦）

　本邦において，卵管閉塞症や卵管周囲癒着症に対

してマイクロサージェリーが導入されて，すでに10

年の月日が流れた．この間，婦人科マイクロサージ

ェリーに関する基本的手技と機器に関しては，ほぼ

一定の形態が整ったと考えられている．

　その結果多くの施設から手術後の成績についての

報告がされるようになってきている．われわれの教

室においても昨年の当学会においてこれまでの成績

について報告したが，マイクロ手術後再び開腹して

術後の腹腔内の状況を見る機会はきわめてまれであ

る．このマイクロ手術後のSecond　look　operation

から術後の腹腔内の状態を再検することは，今後の

マイクロ手術への対応上，意義深いものと考えられ

る．そこで教室で経験した卵管形成術後の子宮外妊

娠2例，帝王切開例1例，再閉塞による再手術例1

例，以上4例についてのSecond　look　operation時

の状況について検討し，報告する．

第98回日本不妊学会関東地方部会

日　時：昭和63年7月9日（土）

場　所：笹川記念会館

1．各排卵誘発群における排卵率と診断に関する

　研究
　　　　　　　山田悦郎・入江　宏・清水洋一

　　　　　　　山縣邦彦・中村文武・秋谷清

　　　　　　　　　　　　　　（東京医大産婦）

　〔目的〕排卵障害を有する婦人を対象に，超音波断

層法による卵胞径と尿中Estrogenとの相関を求め，

ハイモニターEの有用性を検討した．

　〔成績〕clomid単独療法群において，排卵は83周

期中58周期（排卵率69．9％），尿中E50ng／ml以上

の周期では57周期中54周期（94。7％），卵胞径

20mm以上では65周期中54周期（83，1％），尿中E

50ng／ml以上卵胞径20mm以上の周期では52周期

中50周期（96．2％）であった．clomid療法におけ

る尿中Eと卵胞径との間には，高い相関関係は認め

られなかったが，一定レベル以上を示した周期にお

いては，有意な相関が認められた．HMG－HCG療法

群では，排卵は63周期中54周期（排卵率85．7％）

であり，尿中E75ng／ml以上では，43周期中41周
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期（95．3％）卵胞径24mm以上では，42周期中40

周期（95．2％）．尿中E75ng／／ml以上，卵胞径24mm

以上では33周期中32周期（96．9％〉に排卵を認め，

尿中Eと卵胞径の相関係数は，O．755，危険率0．01と

高い相関を認めた．

2．オルガノンLHカラーによる排卵時期の

　　モニタリングに関する検討

　　　　　　　田中　温・戸枝通保・金子隆弘

　　　　　　　長沢　敢・山本　勉

　　　　　　　　　　　　（越谷市立病院産婦）

　　　　　　　高田道夫　　　（順天堂大産婦）

　排卵時間を正確に予知することは不妊症治療の成

績を向上する上で最も重要なことである。今日われ

われは尿中LH検出試薬一オルガノンLHカラーを

使用し，排卵時期のモニタリングを行ない，その有

用性について検討したので報告する．

〔結果〕①LHカラーの陽性率は97％（65／67）であ

った，②ハイゴナビスキットによるLH濃度とLHカ

ラーの比較では1001U／9以上より陽性化を示し，

2001U〃以上では約90％でLHカラーは陽性を示し

た③LHカラーが陽性を確認した時点より排卵まで

の時間が24時間以内であった症例は98％（59／60）

であった．④AIH　58例中4例（7％），　GIFT　3例

中2例で妊娠に成功した．

〔結論〕排卵予定日2～3日前から1日2回尿中LH

濃度をLHカラーで測定すれば，症例の9割以上で排

卵を24時間以内に予知することができた本法の使用

によりAIHのタイミング決定は著明に簡便となるこ

とが判った．

3．新しいAIH針一フレスポイトーの使用経験

　　　　　　　戸枝通保・田中温・金子隆弘

　　　　　　　長沢　敢・山本　勉

　　　　　　　　　　　　（越谷市立病院産婦）

　　　　　　　高田道夫　　　　（順天堂大産婦）

　AIHの妊娠率を向上させる要因としては排卵時期

のモニタリングや良好精子の選別と同時にAIH操作

の改善が重要である。

　今回われわれはAIH針として北里サプライ社製の

フレスポイトを使用してみた。フレスポイトは塩化

ビニール製で軟かく，MサイズとLサイズとがあり，

それぞれ6．5cm，8cmである．

　従来のAIH針に比較して優れているのは①挿入が

容易である．②挿入時の出血が少ない．③ディスポ

ーザプルである等であり，劣っている点としては①

頸管が変形している場合は挿入が困難であり，頸管
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内で曲って，外子宮口に戻って出てくる，②針に角

度をつけるのがむずかしい等である，

　以上の結果よりフレスポイトはAIH針として有用

である事が判った．

4．Asherman症候群治療後妊娠の1例

　　　　　児島孝久・宇野かおる・沼口正英

　　　　　田村学・曽　栄輝・木村宗昭

　　　　　堀口稚子・佐藤孝直

　　　　　　　　　　　　　（虎の門病院産婦）

　Ashermen症候群の治療は比較的難治性と思われ

がちであるが，われわれは治療後2年目に妊娠し，

無事分娩に至った例を経験したので報告する．

　症例は31歳，1経妊0経産．昭和54年妊娠3か

月で人工中絶を受けた．昭和56年結婚．4年間の不

妊と経血量減少をi三訴に60年5月当科初診．BBT

正常，性交後試験，通気通水正常．子宮卵管造影で

子宮内腔癒着が疑われた．同年12月IUD挿入した

が，効なく抜去，昭和61年5月当科入院．5月23日

子宮鏡を実施し子宮内腔狭小および内腔ゆ着を認め，

超音波ガイド下に子宮内腔剥離拡張術を施行．その

後8Frの小児用留置カテを10日間留置，プレマリン，

ヒスロンによるホルモン療法を施行した，術直後の

月経より経血量の増加をみ，同年8月のHSGでも改

善がみられた．その後特に治療を行わなかったが，

62年7月を最終月経に妊娠した．妊娠経過は順調で，

妊娠38週0日，29089，Ap9の女児を経膣分娩に至

った．以ヒ文献的考察を含め，報告した．

5．多のう胞性卵巣におけるインスリン抵抗性

　　　　　渡辺研一・石塚文平・岩田美智恵

　　　　　近藤俊彦・松本一彦・浜田　宏

　　　　　　　　　　（聖マリアンナ医大産婦）

　日本人では肥満，多毛を伴った古典的な多嚢胞性

卵巣症候群（PCO）を見ることは少ない．近年，　PCO

においてインスリン抵抗性（IR）の存在が報告され

ているが，今回われわれは日本人の非肥満，非多毛

の内分泌学的PCOにおけるIRにつき検討した．15

名のPCO症例（P群）の7590GTT時の血糖およ
びIRIの反応を25名の正常コントロール群（C群）

と比較した．OGTT各時点の平均血糖，　IRI値に両群

間に有意差はなかった．P群では血糖値総和（ΣBG）

が666．6±33．5mg／dlとC群の562±11mg／dlを有意

（P＜0．05＞に上回った．ΣIRIもP群で有意（P〈

O．05）に高かった，（237±9．2VS172．9±11μu／ml，　P〈

0．02＞．P群では血中アンドロステンジオン値とΣIRI

に有意な正の相関が見られた．（r＝0．70，P〈O．05）．
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血中DHEA値はΣIRIと相関を示さなかった．以上，

日本人の非肥満PCO症例にもIR抵抗性が存在し，

その程度は卵巣アンドロゲン分泌と相関を有する事

が示された．

6．RU486投与家兎から回収した卵子の

　正常性と投与家兎の妊孕性について

　　　　　　山海　直・金山喜一・遠藤　克

　　　　　　佐久間勇次

　　　　　　　　　（日大，農獣医，獣医生理〉

　　　　　　梅津元昭・正木淳二

　　　　　　　　　　（東北大，農，家畜繁殖）

　目的　RU486（ルセル社，フランス）は，プロゲ

ステロンと競合的に拮抗する製剤であり，演者らは，

これまでにRU486を投与した家兎において正常な分

割卵子は回収されるが，これらの卵子は母体に着床

しないことを報告した．今回は，これらの卵子の正

常性について，また，RU486を投与した家兎の妊孕

性について検討を試みた．

　方法　供試家兎は，日本白色在来種で成熟雄と交

配し，その直後にhCGとRU4865mg／headを同時

に皮下投与した．交配後30時間目に卵管を潅流して

卵子を回収して体外培養，あるいは同期化した家兎

に移植した．また，RU486を処理していない家兎か

ら回収した卵子を，RU486を処理した家兎に移植し

た．なお，検索は，11日目に開腹手術して卵巣およ

び子宮の着床胎児などについて行なった。

　結果　RU486を投与した家兎から回収した卵子を

培養した結果，すべての卵子がblastocystに発育し，

また，2例のrecipientに移植した結果，それぞれ着

床胎児を認め，9例の産子を得た．RU486を処理し

ていない家兎からの卵子を処理したrecipientに移植

した結果，着床胎児を認めることができなかった．

　以上のことから，RU486を処理した家兎から得ら

れた卵子の正常性，また，着床の阻止は母体側の着

床性変化に起因することが明らかになった．

7．ヒト精子のエネルギー代謝に及ぼす

　　ゴシポールの作用機序について

　　　　　　池田　誠・中村正久・沖永荘一一

　　　　　　荒井清　　（帝京大産婦）

　中国で発見された綿実より抽出されるゴシポール

は，画期的な男性避妊薬として注目を浴びた．しか

し，その作用機序については，まだ不明な部分が多

い．今・回われわれは，in　vitro系でゴシポールを射精

精子に投与し，運動率とエネルギー代謝に及ぼすこ

の薬剤の影響を検討した．
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　ヒト精子の運動率は，ゴシポール投与（100μM）

によって著しく低下した．またピルビン酸代謝にお

いては二相性を示し，10μM以Fでは代謝促進，10μM

以上で代謝阻害が観察された．

　ゴシポールは，ラット精子細胞において，電子伝

達系と酸化的リン酸化の脱共役剤として作用し，エ

ネルギー代謝を阻害することをすでに当教室におい

て報告している．今回の実験結果において，ゴシポ

ールは，ヒト精子においても，脱共役剤として作用

し，その結果ATP合成を阻害し，運動率を低下させ

る可能性があることが示唆された．

8．ハムスターテスト侵入率0％の精子運動率

　　について

　　　　　　岡部親宜・福田　勝・臼井直行

　　　　　　岩佐　剛・武内裕之・町田正弘

　　　　　　伊藤　哲・高田道夫

　　　　　　　　　　　　　　く順天堂大産婦）

　ハムスターテストはヒト精子の妊孕能判定法とし

て広く利用されている．今回われわれは侵入率0％

の8名の不妊男性患者について，一般精液検査の精

子運動率およびSwim　up後の良好精子培養後の運動

率について検討した．すでに児を得ている男性の精

液をコントロールとして，ハムスターテストに用い

た．コントロール群の侵入率は79％であった．一般

精液検査の運動率はコントロール群で75％，侵入率

0％群で67％と有意な差を認めなかった．しかし

Swim　up後の良好精子培養22時間後ではコントロ

ール群の運動率が84％に対し侵入率0％群は45％

と有意に低かった．このことは，ハムスターテスト

成績にテスト施行時の精子運動率が強く影響するも

のと考えられた．さらにこれら侵入率0％群の精子

は1ife－timeが短いものと考えられ，短い精子前培養

での再テストが必要と思われる．

9．精子培養時間とヒト精子capacitationについて

　　　　　　福田　勝・中村　靖・臼井直行

　　　　　　岩佐　剛・武内裕之・町田正弘

　　　　　　伊藤　哲・高田道夫

　　　　　　　　　　　　　　（順天堂大産婦）

　十分な精子培養によりヒト精子はcapacitation，

acrosome　reactionを起こすことが知られている．ヒ

ト卵胞液はヒト精子acrosome　reactionを誘発する．

私たちはこの卵胞液を使いacrosome　reactionの発

生を見ることで各培養時間の精子capacitationの推

移について検討した．acrosome　reactionに対しては

FITC　pea　lectin，また死滅精子の判定にはHochest
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33258を用い，これら死滅精子をacrosome　reaction

assayより除外した．培養時間0，3，6，10，22時

間目でacrosome　reactionの発生率（％AR）を見

た。％ARは自然発生で0，0．4，1．9，3．3，6．0％であ

ったが，卵胞液によるacrosome　reaction誘発では

0，2，4，12．6，24．9，45．2％と培養時間ととも

に％ARが著明に増加した．このことはヒト精子の培

養液中での自然％ARは低いが培養時間とともに

capacitationを得た精子が増加していることを推論

させる．

10．正prolactin血症例における

　　TRH負荷試験の分析

　　　　　　　安江育代・川勝稚秀・武田　修

　　　　　　　落合和彦・楠腹浩二・寺島芳輝

　　　　　　　　　　　　　　　（慈恵大産婦）

　正prolactin（PRL）血症を示す排卵性不妊12例お

よび排卵障害不妊53例（第一度無月経17例，第二

度無月経16例，無排卵周期症11例，遅延排卵6例，

PCOD　3例）にTRH500μgの静注負荷を行ない，

PRLのピーク値が130ng／ml以上であるものを潜在

性高PRL血症とし，その病態および臨床的意義につ

いて検討した．その結果，TRH負荷試験では排卵性

不妊群が最もよく反応し，排卵障害が高度な程，反

応性が乏しい傾向であった．また潜在性高PRL血症

は排卵性不妊群の66．7％に認められ，排卵障害不妊

群の13．2％に比し高率であった．このことより潜在

性高PRL血症は，高PRL血症とは異なり排卵障害

の原因とはなりにくいことが推定された．さらに，

排卵性不妊群における潜在性高PRL血症は黄体機

能不全と直接の関連を示さなかった．また黄体機能

不全に対するbromocriptin投与は有効と考えられる

が，その機序は，PRLを介するものではないことが

示唆された．

シンポジウム

1．卵胞発育と卵巣内因子

　　　　　　　　　安水涜彦（山梨医大産婦）

　卵胞の発育に伴い，卵胞内穎粒膜細胞の急速な増

殖と，卵胞周囲の顕著な血管形成が観察される．こ

の局所的細胞増殖と血管誘導現象から，卵巣の内因

性growth　factorとangiogenesis　factorの存在を推

測し，ブタ卵胞期卵巣を用いて一連の研究を行ない，

以下の所見を得た．

　1．ブタ卵巣のwhole　ovary　cytosol，　theca　condi・

tioned　media，　thecal　cytosol中には培養穎粒膜細



186　（186）

胞，BALB／C　3T3細胞に対するgrowth　factorが存

在する．種々の生化学的処理，硫安塩析，イオン交

換クロストグラフィー，ゲルクロマトグラフィーの

結果より，このgrowth　factorは莱膜由来であり，

40％以下の硫安に可溶の，易熱性，cationicな蛋白

様物質で，分子量12，400～25，000であることが判明

した．

　2．Thecal　cytosolの粗抽出物中のangiogenic

activityを，培養ウシ副腎毛細血管内皮細胞に対する

遊走刺激率，細胞増殖率およびCAMC（chick　chor－

ioallantoic　membrane）法にて測定した結果，莱膜

には強力なangiogenesis　factorが含有されているこ

とが判明した．

2．卵胞成熟におけるEpidermal　Growth

　　Factorの意義

　　　　　　　　　　　堤　　治（東京大産婦）

　Epidermal　growth　factor（EGF）はマウス顎下腺

から抽出されたポリペプチドの細胞増殖因子である

（分子量約6000＞．EGFは培養穎粒膜細胞においてそ

の増殖や機能分化を制御することから卵胞および卯

の成熟とEGFの関係が注目される．われわれはヒト

卵胞液を分析したところEGF様物質が高濃度（1ng／

ml以上）に存在することを発見した．このEGF様

物質の濃度と卵の成熟度は正の相関がありEGFの成

熟に関与することが示唆された．実験動物卵を用い

た成績ではEGFレセプターが卵に存在しEGFが卵

の成熟（減数分裂の再開・卵内代謝活性上昇）に促

進的に働くことが明らかとなった．また顎下腺を切

除したEGF欠乏マウスにおいては妊娠は成立しても

分娩に至る率は低くEGFに生理作用があることが示

唆された．

3．卵胞発育におけるインヒビンの意義

　　　　　　田谷一善（東京農工大家畜生理学）

　哺乳動物においては，下垂体からの卵胞刺激ホル

モン（FSH＞と黄体形成ホルモン（LH）の分泌を調

節する性腺からの情報担体はステロイドホルモンの

みであると考えられてきた．しかし，近年，雌では

卵胞の穎粒層細胞，雄ではセルトリー細胞を分泌源

とするインヒビンの存在が明らかにされ，下垂体か

らのFSH分泌を選択的に抑制している事実が次第に

明らかにされてきた．本シンポジウムでは，ラット

を用いて雌の卵巣活動（細胞発育，排卵，黄体形成，

卵胞閉鎖）に伴うインヒビンとFSHの分泌変化につ

いて検討した私どもの成績を紹介し，卵胞発育にお

けるインヒビンの意義として次のような仮説を提唱
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した．

「卵胞は発育に伴い，ステロイドホルモンに先行して

穎粒層細胞がインヒビンを分泌し，下垂体からのFSH

分泌を抑制することにより卵巣での発育卵胞数を調

節している」，

4．卵胞発育における性ステロイドの局所作用

　　　　　　　　　　　臼杵　葱（筑波大産婦）

5．ヒト卵胞発育調節機序二

　　各種内分泌環境下における卵胞発育の

　　動的観察からみて

　　　　　　　　　　荒木重雄（自治医大産婦）

　各種婦人（正常周期，PCO，妊娠，17α一hydroxylase

欠損症，下垂体摘出後など）の卵胞形態と内分泌環

境を詳細に調べ次の結論を得た．

1）ヒトにおいてgonadotropinを欠く状態では卵胞

は直径200μ以上に成長できない．2）estrogenおよ

びandrogenの欠く状態では健全な卵胞は直径
2．2mm程度の段階までしか成長せず，いわゆる主席

卵胞予備群の段階に達しない．また，胞状卵胞の大

部分は閉鎖に陥ることからestrogenおよびandrogen

は小および中胞状卵胞の正常な成長に極めて重要な

役割を担っていることが示唆されている．3）主席

卵胞予備群（直径4．7mm前後）の卵胞に適度のFSH

刺激が加われば主席卵胞への成熟が始まる．最初に

estrogen産生の面で優位に立った卵胞は主席卵胞と

しての主導権を獲得し，その後の低FSHの状態でも

成熟を続け排卵へと向かう．4）次席卵胞群では十

分なaromataseが誘起されずandrogen蓄積が起こ

り，その局所作用によりさらに閉鎖へと進むと推定

される．5）妊娠，PCOおよび排卵前後の卵胞の状

態からみて主席卵胞予備群の卵胞までは高LH
（HCG）の状態でも閉鎖は促進されない．6）LH　surge

後，単一主席卯胞は排卵するが他の大卵胞は閉鎖し，

最大非閉鎖卵胞は主席卵胞予備群のレベルにもどり，

次周期の発育を待つ．

第26回日本不妊学会中国・四国支部総会

日　時：昭和63年8月20日（土）

場　　所：岡山東急ホテル
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1．下垂体性標準品を用いたLH，　FSH－

　IRMA系に関する基礎的および臨床的検討

　　　　　　　安井敏之・植田敏弘・漆川敬治

　　　　　　　兼松豊和・東敬次郎・苛原　稔

　　　　　　　青野敏博　　　　　　（徳島産婦）

〔目的〕LH，　FSHに対するモノクロナール抗体を使

用，IRMA系を測定原理とし，標準品として各々

WHOの1st　IRP－LHと2nd　IRP－HPGを採用した

血中LH，　FSHの新しいRIA系が開発されたので基

礎および臨床的検討を行なった．

〔対象と方法〕両測定系の基礎検討および各年齢の正

常男女，妊婦，各種内分泌疾患患者血清について従

来の二抗体法測定系と比較し臨床検討を行なった．

〔結果〕両測定系の測定範囲は共にO．5　一一　200mlU／ml

であり，二抗体法測定系との相関では，LHが相関係

数O．93，Y＝0．265X一ト0．376（n＝2918），　FSHが

0．97，Y＝O．717X＋O．328（n＝3119）と高い相関を示

し，その測定値は二抗体法測定系に比べ，LHでほぼ

1／4に，FSHは2／3になった．

〔考察〕両測定系は従来の測定系に比べ，迅速性，簡

便性に優れ，精度，再現性とも満足でき，測定値も

臨床状態とよく一致し，今後広く利用されるものと

考えられる。

2．高速液体クロマトグラフによる

　　血中メラトニンの微量定量法の開発

　　　　　　　　　　　　岡谷裕二・相良祐輔

　　　　　　　　　　　　　　（高知医大産婦）

　メラトニンは松果体で生合成される活性アミンで

あるが，ヒト排卵機構におけるメラトニンの病態生

理学的意義については未だ明確ではない．従来，血

中メラトニンの測定は，その含量の点からRIAを中

心に行なわれてきたが，抗血清の特異性の点から，

その濃度についても報告者によリバラツキが大きい．

今回筆者らは，新たにAmperometric　Detectorを用

いた高速液体クロマトグラフにより，血清中メラト

ニンの微量定量法の開発を試みた．HPLC装置は，逆

理化Chromatic　P321，カラムは逆相系RP－18，展開

溶媒は20％CH3CN－O．1M　Sodium　acetate－Citrate

（pH4．1）とし，　flow　rate　O．5ml／minで，試料投与後

30分以内にmelatoninの分離定量が可能であった．最

小検出感度は15．Opg（Signal－Noise　Ratio　3）であり，

回収率は77．7±3．5％，lnterassay　CVは4．4％であっ

た．本測定法により，夜間に増量する血中メラトニ

ンの測定は可能であり，臨床応用が可能であること

を明らかにした．
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3．妊娠初期絨毛および脱落膜の

　　核内プロゲスチンレセプターの検討

　　　　　　　板東　尚・浅井政房・相良柘輔

　　　　　　　　　　　　　　（高知医大産婦）

　妊娠初期におけるプロゲステロン（P）の妊娠維

持の作用機序を明らかにするため，正常妊娠例にお

けるヒト絨毛および脱落膜の核内プロゲスチンレセ

プター（PR）を比較検討した．妊娠5週から14週に

得た絨毛および脱落膜組織より核分画を作製し，こ

れに3H－R5020および非標識R5020，　cortisolを加え

インキュベートし，特異的結合放射能を測定した．

最大結合部位数（Bmax＞および解離定数（Kd）は

scatchard分析により求めた．またそれぞれのPRの

O．6MKCIによる抽出率を比較した．脱落膜核内には

Bmax3．65±1．99fmo1／μg　DNA，　KdはO．96±0．84

nM程度のPRが存在していた．一方絨毛にはBmax
9．17±5．58fmol／μg　DNA，　Kd2．25±1．64nM程度の

PRが存在することが判明した．絨毛PRのKC1抽出

可能分画は脱落膜PRに比べ明らかに少なかった．レ

セプターレベルの結果よりプロゲステロンは妊娠初

期に子宮脱落膜のみならず絨毛にも作用し，その効

果を発現する可能性が強く示唆された．

4．マウス卵管上皮の周期性変化に関する

　走査型電子顕微鏡的観察

　　　　　　寺戸博文・杉本伴芳・岩部富夫

　　　　　　関島秋男・大野原良昌・谷川正浩

　　　　　　戸田稔子・和田　省・菊川章仁

　　　　　　見尾保幸・前田一雄

　　　　　　　　　　　　　　　（鳥取大産婦）

〔目的〕性周期を同期化したICR系マウスの卵管峡部

の無線毛細胞の表面像と細胞内構造の周期的変化を

走査型電子顕微鏡で観察した．

〔方法〕ICR系の成熟雌マウスにPMSG，　HCGを投

与することにより排卵周期を同期化し，卵胞期前期，

卵胞期後期，排卵期，黄体期のマウスを準備した．

一側の卵管は内腔観察用に，他側卵管は細胞内小器

官観察用に処理した．

〔結果〕卵管峡部内腔には，卵胞期前期，後期と分泌

が充進してゆき，排卵期には多量の粘液様物質が観

察された．また黄体期になると分泌像は認められな

くなった．一一一方これに同期して細胞のゴルジ装置は

前期には3－4層の層板状を呈していたが，後期に

なるとこれに加え空胞が出現し，排卵期には層板状

でなく蜂巣状の構造が観察された．黄体期には蜂巣

状と層板状の構造が混在していた．
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〔考察〕ICR系成熟雌マウスの卯管峡部上皮は周期的

に変化し，受精・分割の場として重要な役割を果た

しているものと考えられた．

5．pure　FSHを用いた排卵誘発法の検討

　　　　　　　苛原稔・植田敏弘・漆川敬治

　　　　　　　安井敏之・兼松豊和・東敬次郎

　　　　　　　青野敏博　　　　　（徳島大産婦）

〔目的〕最近，hMG製剤よt）特異的にLH成分を除

去したpure　FSH製剤が開発されたので，無排卵症

患者に対しpure　FSH療法を行ない，その有用性を

検討した．

〔対象と方法〕無排卵症患者13例（多嚢胞性卵巣症

候群7例，第二度無月経5例，無排卵周期症1例）

に対し，月経第4～6日目よりpure　FSHを75　・一　225

単位ずつ連日投与した．投与期間中は，各種ホルモ

ン測定，超音波断層法，頸管粘液検査等を行ない，

卵胞の発育をモニターし，その成熟を認めた後hCG

を投与した．hCG投与後は排卵の確認，　OHSS等の副

作用の有無を検討した．

〔結果〕pure　FSH療法を行なった13症例23周期に

おける症例別排卵率は92．3％（周期別は78．3％），

妊娠率は2例，　15．4％（8．7％）であり，周期別OHSS

発生率は17．4％であった．

〔考察〕pure　FSHの臨床検討により，その高い排卵

誘発率および低い副作用出現頻度がわかり，無排卵

症患者の治療に有用であることが示唆された．

6．マウス体外受精後の胚発生に及ぼす

　　添加タンパクの影響

　　　　　　谷川正浩・杉本伴芳・岩部富夫

　　　　　　関島秋男・大野原良昌・寺戸博文

　　　　　　戸田稔子・和田　省・菊川章仁

　　　　　　見尾保幸・前田一雄

　　　　　　　　　　　　　　　（鳥取大産婦）

〔目的〕ヒト体外受精，胚移植のための至適培養環境

の検討のため，マウス体外受精を使用し，培養液中

添加タンパクの受精，胚発生に及ぼす影響を検討し

た．

〔方法〕培養液はBWW液を用い，タンパク供給源と

して，Bovine　Serum　Albumin（BSA）；lmg／ml，

Human　Serum　Albumin（HSA）；1mg／ml，　Human

Serum（HS）；10％，Fetal　Cord　Serum（FCS）；10％を

添加した．FI　Hybridマウスを過排卵処理し，精巣

上体精子を媒精した．各タンパク添加培養液におい

て2細胞胚，胚盤胞への発生率，変性率を比較検討

した．
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〔結果〕BSA添加培養液で，2細胞胚，胚盤胞への発

生率において最も好成績を示し，変性率も最も低値

であった．HSA，　HS添加培養液ではBSA添加培養

液に比べ胚盤胞への発生率で低値を示し，変性率で

高値を示した．FCS添加培養液では2細胞胚への発

生率は比較的高値を示したが，胚盤胞発生率は低く，

変性率は高値を示した．

7．精子不動化抗体のヒト精子acrosome

　reactio皿に対する影響

　　　　　　　西田荘哉・村山真治・出口圭三

　　　　　　　森　一一正・加川俊明・板東律雄

　　　　　　　東敬次郎・大頭敏文・中山孝善

　　　　　　　山野修司・鎌田正晴・松下光彦

　　　　　　　青野敏博　　　　　（徳島大産婦）

〔目的〕精子不動化抗体による受精阻害作用の機序解

明のため，triple　stain法を用いて精子不動化抗体が

acrosome　reactionに及ぼす影響を検討した．

〔方法〕精子を7．5％正常婦人血清および7．5％精子不

動化抗体陽性血清を含む培養液内で行ない，経時的

に精子運動率測定を行なうとともに，triple　stain法

を施行しacrosome　reactionの状態を観察した．

〔結果〕精子運動率および死滅精子数はcontrol群と

anti・sperm群で差は認められなかったs　Live　acro－

some　reacted　spermの割合は，　control群では培養

時間とともに有意に増加したのに対し，anti－sperm群

では増加が認められなかった．また，anti－sperm陽

性血清を含む培養液内で培養した精子をcontrol血

清を含む培養液に移した場合，移した後にacrosome

reactionが経時的に増加した．

〔結論〕精子不動化抗体は，acrosome　reactionの誘

起を抑制することにより受精を阻害する可能性が示

唆された．

8．ヒト受精におけるD・mannoseの役割

　　　　　　　森　一正・大頭敏文・鎌田正晴

　　　　　　　青野敏博　　　　　（徳島大産婦）

〔目的〕受精における卵透明帯糖鎖構造の役割を明ら

かにするために，各種のレクチンまたは糖で前処理

したヒト卵透明帯，精子を用いた透明帯貫通試験を

行なった．

〔方法〕透明帯は，1）各種のレクチン（100μg／ml）

で1時閲前処理，2）レクチンで前処理後，阻害糖

（0．1M）で洗浄，3）糖（0．1M）で30分前処理し，

精子は糖（50mM）で30分前培養した後に，それぞ

れ透明帯貫通試験を行なった．

〔結果〕1）透明帯をレクチン（ConA，　RCA，　WGA）
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で前処理すると精子の透明帯への結合および貫通が

阻害された．2）レクチンの阻害糖で洗浄すると，

RCA，　WGAによる阻害作用は消失したが，　ConAの

場合は不可逆的でD－mannoseで洗浄した後も阻害作

用を認めた．3）精子をD－mannoseで前培養すると

精子の透明帯への結合および貫通が阻害された。

〔考察〕精子が卵を認識する際には透明帯糖鎖構造，

特に，D－mannose残基が重要な役割を担っている事

が示唆された．

9．Swim　up法によって選別される精子の性状

　　　　　　　加川俊明・村山真治・出口圭三

　　　　　　　西田荘哉・板東律雄・東敬次郎

　　　　　　　中山孝善・山野修司・松下光彦

　　　　　　青野敏博　　　　　（徳島大産婦）

〔目的および方法〕IVF・ETおよびGIFT施行時の精

子選別法として一般にswim　up法が用いられている

が，その精子性状については，運動率良好であるこ

と以外明確ではない．今回われわれは，triple　stain

法，swell　testをswim　up法施行前後に行ない，選

別後の精子性状の変化を検討した．

〔結果〕①swim　up法の精子運動率，精子膨化率に

対する効果；精子運動率は，swim　up後に有意な上

昇が認められた．さらに，精子膨化率に関しても，

swim　up後は有意に上昇した．②acrosome　reaction

に対するswim　up法の効果；live　acrosome　non・

rea℃ted　spermの割合は，　swim　up後に有意の上昇

がみられた．一方，1ive　acrosome　reacted　spermに

関しては，swim　up後に有意に低下した．

〔結論〕swim　up法によって得られた精子は，　swim

up前の精子と比較して，運動率が良好で，膜機能が

正常であり，しかもacrosome　reactionを起こして

いない精子が選別されていることが判明した．

10．精巣上体管の閉塞を伴った

　　FSH単独欠損症の1例

　　　　　　　河原弘之・渡辺慶太・田中啓幹

　　　　　　　　　　　　　（川崎医大泌尿器）

〔症例〕M．0．31歳男，3年9カ月の不妊を主訴に当

科外来受診．

〔来院時検査成績〕二次性徴，正常．精巣容量　左＝

右22ml．精液検査　容量2．4－3．2ml　azoospermia．

内分泌検査LH5．9mlU／ml，　FSH2．OmIU／ml以下，

T4．6ng／ml，　PRL8．lng／ml，　E、30．9pg／ml，　P、0．2ng／

ml以下，その他TSH，　GH，　cortisolは正常．　LH－RH

負荷試験LHは正常反応，　FSHは低反応．手術検査

所見　精巣上体尾部：拡張（一），精子（一），体部：
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拡張（＋），精子（＋）．精巣生検：市川・熊本分類

IIIC　（十〉．

〔結果〕以上よりazoospermiaの原因は精巣上体管の

閉塞によると考えepididymo－vasostomyを行なった．

現在まで本邦で4例の男子例が報告されているが，

気管支拡張症やEmpty　Sella，神経性食思不振症，

Immotile　cilia症候群を伴っているものであった．

　本邦5例目と考えられるFSH単独欠損症を経験し

たので若干の文献的考察を加え報告する．

11．男性不妊に対するKallikrein並びに

　　補中益気湯の効果一とくに両薬剤の選択の

　　個別的規準設定の試み一

　　　　　　　本田龍三・塚原優己・向田哲規

　　　　　　　岡谷裕二・相良祐輔

　　　　　　　　　　　　　　（高知医大産婦）

　無精子症を除く男性不妊患者に対し，カリクレイ

ン（300KU／日，　K群）補中益気湯（7．5g／日，　H群）

を3カ月以上投与し，両者の精液所見に対する効果

を比較すると同時に，両者の薬剤選択への個別的規

準設定を試みた．

〔成績〕精液量についてはいずれも効果は認められな

かった．運動率については，40％以下のものについ

ては両薬剤の増加作用には差が認められなかったが，

40％以上では，K群にのみ増加作用が認められた．

精子濃度については4，000万以下では両薬剤とも増

量傾向を示し，4，000万以上ではH群にのみ増加作用

が示された，Fertility　Index　80以下の症例について

K群，H群の投与前後値はK群：21．3±19．7，49．5±

39．3，H群：21．0±18．O，82．8±68．1で，いずれも

投与後に有意の増加が認められた．

　以上の成績から，精子濃度については4，000万，

運動率については40％を境に規準を設定することに

より両薬剤の選択の個別化の可能性が示された．

12．男子不妊症に対するcr　－blocker，β・stimulant

　　併用療法の臨床的検討

　　　　　　　山下良孝・永井敦・大枝忠史

　　　　　　　小浜吉照・大橋輝久・大森弘之

　　　　　　　　　　　　　　　（岡山泌尿器）

　最近男子不妊症に対するα一blocker，β一stimulant

併用療法の有効性が報告されている．今回われわれ

は，不妊を主訴として当科を受診した患者に対し

α一blockerとして塩酸ブナゾシン（デタントール⑧）

2mg，β一stimulantとして塩酸プロカテコール（メプ

チン⑧）100μgの連日内服を，3カ月から6カ月間行

ない臨床的有用性について検討した．対象は，当科
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を昭和62年4月より，63年6月までに受診した50
症例である．

　治療前精子濃度を，Group　1：無精子症（8例），

Group　2：1，000万／ml未満（33例），　Group　3：1，000

万／ml以上（9例）の3群に分け治療効果を検討した．

結果は著明改善，改善を合わせた有効率でみると精

子濃度では，G－1，0％，　G－2，3．3％，　G－3，

22．2％，運動率ではG－1，12．5％，G－2，27．2

％，G－3，55．6％であった．また総合評価の有効

率はG－1，12．5％，G－2，42．4％，　G－3，66．7

％と，いずれも治療前精液濃度の高いものほど有効

率が高かった．なお妊娠は3例（6％）に認められ
た．

13．精管再吻合術の手術成績

　　　　　　　山本志雄・森岡政明・戦　泰和

　　　　　　　藤田幸利　　　（高知医大泌尿器〉

　1984年4月より，1988年6月までに挙児を希望す

る7症例に対して精管再吻合術を行なった．手術時

年齢は28歳から40歳まで平均34．6歳で，精管閉塞

の原因は精管結紮術による症例5例，小児期のher－

niorrhaphyによる症例が2例であった．精管結紮術

後群の再吻合までの期間は4年から11年，平均8年

間であり，herniorrhaphy群2例は術後25年以上経

過していた．再吻合術に際し，6例は拡大鏡を用い

7－0ナイロン糸で6針，1例は顕微鏡下手術で7－

0ナイロン糸で7針縫合を行なった．手術成績は7

例中2例が追跡不能であり，追跡可能症例5例中4

例は術後の精液検査で精子を確認し，内2例に妊娠

を認めた．残り1例は術後一度精子が確認されたが

再度閉塞を来たし，人工精液瘤の手術を予定してい

る．以上，当科で行なった精管再吻合術症例の手術

成績を報告する．

14．外性器異常を示した45，X／46，　XYq－／47，

　　XYq－Yq一のモザイクの1例

　　　　　　宇都宮慎・佐々木克・水之江知哉

　　　　　　三春範夫・豊田紳敬・上田克憲

　　　　　　藤原　篤　　　　　　（広島大産婦）

　　　　　　大浜紘三　　　（国立呉病院産婦）

　症例は在胎39週，26209にて出生，主訴は外性器

異常で，外陰部以外に奇形は認められなかった．外

陰部は陰茎様のPhallusと二分陰嚢を示したが，陰嚢

内には内容物を触知しなかった．尿道造影では，泌

尿生殖洞，膀胱，膣ならびに子宮腔が造影された．

生後2カ月で内性器の状態を確認するため開腹し，

同時に陰核形成術，膣形成術を行なった．開腹時所
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見では，子宮の右側には精管様組織と睾丸を認め，

また左側には卵管が認められたが，左側の性腺は明

瞭でなかった．

　細胞遺伝学的検索の結果，末梢リンパ球，皮膚組

織ともに，45，X／46，　XYq－／47，　XYq－Yq一の核型を

示し，Q分染法ではすべてのY染色体で長腕の螢光

部分が欠失していた．モザイクの比率はTリンパ球

では94．3：4．3：1．4，Bリンパ球では94．2：2．9：

2．9，皮膚では90．3：6。5：3．2とほぼ一定していた．

15．神経血管保存および逆U字皮弁法を用いた

　　外陰部形成術を行なったAGSの1例

　　　　　磯山理一郎・山川弦一郎・石津和彦

　　　　　林田英嗣・瀧原博史・酒徳治三郎

　　　　　　　　　　　　　　（山口大泌尿器）

　先天性副腎性器症候群（adrenogenital　syndrome

以下AGS）の女児では生来ambiguousな外性器を呈

し，ステロイド補充療法を行なっていても外性器に

種々の程度の進行性男性化をきたすので形成手術の

適応となる．手術は患者の将来の機能面および精神

心理面を考慮し，可能なかぎり正常に近い形成術が

望まれ多くの術式が発表されている．

　最近われわれは男性化の強い3歳8カ月のAGS女

児に神経血管保存的陰核形成と逆U字皮弁法を用い

膣口形成を行ない，さらに包皮を用いて小陰唇形成

を試み，ほぼ満足すべき結果を得たので報告する．

16．子宮奇形合併不妊症の妊娠症例

　　　　　　　青江尚志・光井行輝・高橋史郎

　　　　　　　秋本胱久（岡山済生会病院産婦）

　今回われわれは子宮奇形が不妊症の原因と考えら

れた症例を経験したので報告する．

　症例は，重複子宮に膣不全中隔を合併しており，

かつ男性因子として乏精子症，低運動率も存在して

いた．

　昭和59年8月原発性不妊症を主訴に当科外来受

診，以後女性に対しては，clomid，　HMG，　HCG，　AIH

等の療法を施行し，男性に対しては，ユベラ等の経

口投与を行なった．昭和62年7月29日尿ゴナビス

（＋），8月5日USGにてGS確認．8月26日USG
にて胎児心拍動確認する．以後骨盤位ながらも妊娠

経過は順調であったが，妊娠36週6日に前期破水を

認めたために帝王切開術にて昭和63年3月15日児

娩出した．児は男児で体重2180gであり，1分後ア

プガースコアは9点であった．

　尚，当科過去5年間における子宮奇形合併妊娠の

べ19例のうち，骨盤位にて分娩に至ったものは6例
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であり，帝王切開術を施行したものは8例であった．

17．正プロラクチン血性排卵障害に対する

　　クロミフェン，プロモクリプチン併用療法の

　　有効性に関する検討

　　　　　　　安井敏之・植田敏弘・漆川敬治

　　　　　　　兼松豊和・東敬次郎・苛原　稔

　　　　　　　青野敏博　　　　　（徳島大産婦）

〔目的〕今回われわれは，クロミフェン（Cl）無効の

正プロラクチン血性排卵障害に対し，プロモクリプ

チン（Br）併用治療を行ない，その作用機序を検討

した．

〔方法〕血清プロラクチン（PRL）値が30ng／ml以ド

であり，かつCl治療が無効な無排卵周期症および第

一度無月経患者7例に対し，　Cl単独周期とCl，　Br併

用周期について，各種内分泌検査を行ない，月経周

期12日目にLHのパルス状分泌の測定を行なった．

〔成績〕7例は全例Br併用により排卵が認められた．

排卵期エストラジオール（E2）および黄体期プロゲ

ステロン（P）は併用周期で有意に上昇し，LHのパ

ルス状分泌もその頻度は1．6±O．73回／4時間から

4±O．53回／4時間と，併用により有意（P＜0．01）

に増加した．

〔結論〕以上の成績より，Brの作用としてLHの律

動性の回復の可能性が示され，その結果として排卵

に至ったものと考えられ，Cl単独にて排卵の認めら

れない症例に対するCl，　Br併用療法の有効性が示唆

された．

18．排卵障害に対するclomiphene－tamoxifen

　　併用療法

　　　　　　　北川博之・矢野浩史・武田康成

　　　　　　　杉並　洋・松浦俊平

　　　　　　　　　　　　　　　（愛媛大産婦）

　Clomiphene抵抗性の排卵障害15症例に対して

clomiphene－tamoxifen併用療法を施行し，その成績

をclomiphene単独療法と比較検討した．

　Clomiphene単独療法では78周期中37周期（47．4

％）に排卵を認めた．Clomiphene－tamoxifen併用療

法では39周期中27周期（69．2％）に排卵を認め，

その排卵誘発効果は有意に（P＜0．05）高かった．

また各症例毎の検討では15症例中10症例において

clomiphene－tamoxifen併用療法により排卵率の向

上を認めた，またclomiphene単独療法には一度も反

応せずに，ゴナドトロピン療法においてのみ排卵し

ていた5症例のうち4症例においてclomiphene－

tamoxifen併用療法により排卵誘発に成功した．今回
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の検討においてclomiphene－tamoxifen併用療法に

より妊娠の成立は3周期／27排卵周期（11．1％）に

認めた，

19．温経湯の排卵障害婦人に対する効果について

　　　　　　吉野和男・高橋健太郎・西垣　新

臼炸孝昭 ・ 真鍋敦・北尾学
　　　　（島根医大産婦）

　温経湯は視床一ド部，下垂体に作用し，LH－RH分泌

の促進，LH－RHに対する反応性を充進させること，

また，クロミフェンと同時に投与するとクロミフェ

ンと温経湯が相加的か相乗的に働くことにより排卵

が惹起されるということが報告されている．

　そこで，今回当科を受診した稀発排卵周期6例，

無排卵周期7例，第1度無月経3例に対して温経湯

を1日7．5g投与し，その効果について検討した．結

果として，全体で16例中13例（81．3％）にその有

効性が認められ，温経湯のみの投与では4例中3例

（75．0％），クロミフェンとの併用群では12例中IO

例（83．3％）に有効であった．また疾患別では第1

度無月経で100％（3例中3例）有効であり，全体で

妊娠例は4例（25．0％）認められた．以止1のことよ

り，温経湯は排卵障害婦人に対して有効であること

が示唆された，

20．葛薬甘草湯投与による多嚢胞性卵巣症候群の

　　血中ホルモン値の比較検討

　　　　　　白井孝昭・高橋健太郎・吉野和男

　　　　　　西垣　新・江田芳美・北尾　学

　　　　　　　　　　　　　　（島根医大産婦）

　不妊症患者のうち超音波断層装置で多嚢胞性卵巣

を認め，血中testosterone（T）値が100ng／dl以上で

あるものを多嚢胞性卯巣症候群（PCOS）と定義し，超

音波学的にgeneral　cystic　pattern（GCP，11名〉，

peripheral　cystic　pattern（PCP，23名）に分類し，

葛薬甘草湯（7．5g／day）を4－i　24週間投与し，血中

T値，LH／FSH比，　El／E、比の変化を検討した．全体

では血中T値は投与4週間後30例に低下が認めら

れ，平均値でも有意な低下を示し，LH／FSH比は24

週間後に有意な低下を認めたが，E1／E2は変化しなか

った．GCPでみると血中T値は低下を認めるも再び

上昇し，PCPでは低Fし前値と24週間値において

GCPとPCPで有意差を認めた。　LH／FSH比はPCP

で低下率が高かった．妊娠はGCPで3例，　PCPで7

例に認められ，妊娠例では血中T値の低下率が高く，

LH－FSH比，　El／E2比でも低下傾向を示した．

　以上よりGCP症例とPCP症例，またPCOSでの
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妊娠症例と非妊娠症例における萄薬甘草湯の効果は

相違があることが示唆された．

21．筍薬甘草湯投与による高アンドロゲン血症性

　　無排卵症の治療及びその妊娠例の内分泌学的

　　検討

　　　　　　　　　　　　福岡秀興・神保利春

　　　　　　　　　　　　　　（香川医大母子）

　無排卵症，黄体機能不全症等の卵巣機能障害をひ

きおこすものに高アンドロゲン血症がある．多くの

抗アンドロゲン剤が知られているが，副作用の少な

いものとして漢方製剤葛薬甘草湯がある．今回高ア

ンドロゲン血症のある無排卵周期症に使用し，自然

排卵の発来および妊娠に至った2症例を経験したの

でその内分泌学的推移を含め報告する．共に高testo－

sterone血症（1．5，1．6ng／mDがあり，高LH血症

（LH／FSH比＞4）およびLH－RH試験でのLHの高

反応を示し，PCO症の内分泌状態にあった．葛薬甘草

湯5．Og／日を約2ヵ月間投与して，　testosteroneの低

下（0．8，0．9ng／ml）を認めるとともに自然排卵が出現

した．同時にLH基礎数値の低下，　LH－RH試験での

LHの低反応化をみた．なお黄体機能不全（short

luteal　phase）があり，　clomidを併用して，共に妊

娠に至った．以上葛薬甘草湯は高Androgen，高LH

血症の治療に有効であることが示された．文献的考

察も追加する．

22．多嚢胞性卵巣症候群の診断における経腹・

　　経膣超音波検査の比較検討について

　　　　　　西垣　新・高橋健太郎・吉野和男

　　　　　　白井孝昭・永田裕子・江田芳美

　　　　　　内田昭弘・草刈万寿夫・真鍋敦

　　　　　　北尾学　　（島根医大産婦）

　近年，経膣超音波プローべの開発により内性器，

特に卵巣の形態観察がより鮮明に，容易になってき
た．

　そこで，今回昭和63年1月より6月までに当科不

妊・内分泌外来を受診した多嚢胞性卵巣（PCO）患

者20名に経腹および経膣超音波検査を施行し，比較

検討したので報告する．経膣超音波でPCOと診断し

た20名のうち，経腹超音波でもPCOを認めたのは

9名であった．当科における多嚢胞性卵巣症候群

（PCOS）の内分泌学的診断基準（LH≧25mIUある

いはLH／FSH比≧2．5，血中テストステロン≧100ng／

dl，　E，／E2比≧1．0）を満たすものは6名であり，この

うち5名は経腹および経膣超音波でPCOを認めたが，

1名は経膣超音波でしかPCOが認められなかった．

日不妊会誌　34巻1号

　以上より経膣超音波検査はPCOのスクリーニング

検査として有用であることが示唆された．

23．多嚢胞性卵巣症候群に対する治療的超音波

　　ガイド下卵胞穿刺術による排卵誘発の試み

　　　　　　戸田稔子・杉本伴芳・岩部富夫

　　　　　　関島秋男・大野原良昌・谷川正浩

　　　　　　寺戸博文・和田　省・菊川章仁

　　　　　　見尾保幸・前田一雄

　　　　　　　　　　　　　　　（鳥取大産婦）

　多嚢胞性卵巣症候群（以下PCOD）は，排卵障害

の原因として知られており，その治療には従来より

種々の薬物療法や外科的治療が行なわれてきたが，

その効果は不確実かつ一時的である．当科では，PCOD

に対する新たな治療法として，侵襲が極めて少なく，

簡便かつ安全性の高い超音波ガイド下卵胞穿刺術を

実施することを試みており，今回本法による妊娠例

も経験したので報告する．

　LH－RH負荷試験に対するLH過剰反応と高an－

drogen血症によりPCODと診断された不妊患者のう

ち，wedge　resectionの適応と考えられた難治性の排

卵障害患者2症例に対し，治療的卵胞穿刺術を施行

した結果，容易に排卵誘発可能となり，1症例に妊

娠が成立した．穿刺術後のLH・RH負荷試験で，2

症例とも正常反応を示したことより，性中枢一卵巣

系の正常化を介して排卵が誘発されたことが，示唆

された．

24．子宮内膜症性不妊の治療方針について

　　　　　　　矢野浩史・武田康成・北川博之

　　　　　　　杉並　洋・松浦俊平

　　　　　　　　　　　　　　　（愛媛大産婦）

　対象は昭和59年1月から62年3月までの間に，

不妊症診断の目的にて腹腔鏡検査を施行した224例

である．子宮内膜症は151例（67．4％）に認められ

た．追跡可能であった139例の内，50例（36．0％）

が妊娠した．その内訳は待期療法：32例，薬物療法：

16例，手術療法：2例であった．流産率は12．5％，

25．0％，0％であり，薬物療法後の流産率が高い傾

向にあった．年度別治療方針と妊娠率を検討した．

昭和59年は診断後，直に薬物療法を行なった．昭和

60年は病巣焼灼，腹腔洗浄などの腹腔鏡下操作を導

入し，また，薬物療法の前に約6ヵ月間の待期療法

期間を設けた．さらに，昭和61年以降は待期療法中

に通水療法を行なっている．妊娠率は，それぞれ16．2

％　　（6／37），　19．0％　　（8／42），　26．6％　　（16／60）

と上昇傾向にある．腹腔鏡は子宮内膜症の診断のみ
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ならず，妊孕能の向上など治療的効果を有している

ので，可能な限り施行すべきであると思われる．

25．直腸粘膜に認められた外性子宮内膜症の

　　1症例

　　　　　　高橋健太郎・吉野和男・永田裕子

　　　　　　西垣新・臼井孝昭・江田芳美

　　　　　　草刈万寿夫・内田昭弘・山崎裕行

　　　　　　真鍋敦・北尾学
　　　　　　　　　　　　　　（島根医大産婦）

　不妊症患者の中で子宮内膜症の占める臨床的意義

は年々増加傾向にある．子宮内膜症の病巣の多くは

子宮，卵巣，骨盤腹膜が主であり，腸管子宮内膜症

の報告例は意外と少ない．今回，ダナゾール反復投

与例において直腸粘膜まで及んだ，外性子宮内膜症

を経験したので報告する．

　症例は38歳，主婦．昭和59年9月に不妊を主訴

に来院．外性子宮内膜症Beecham分類4度の診断で

手術療法，ダナゾール療法を施行．その後，CA・125，

超音波装置，腹腔鏡等でfollow・up中に2回のダナゾ

ール再投与を施行した．昭和62年9月頃より月経時

に一致して粘血便が認められ，直腸鏡検査の結果，

直腸粘膜に異所性子宮内膜が認められ，腸管子宮内

膜症と診断し，現在4度目のダナゾール療法中であ
る．

26．超音波ガイド下経膣的採卵法における

　　採卵前膣洗浄法の検討

　　　　　　大野原良昌・杉本伴芳・岩部富夫

　　　　　　関島秋男・谷川正浩・寺戸博文

　　　　　　戸田稔子・和田　省・菊川　章仁

　　　　　　見尾　保幸・前田一雄

　　　　　　　　　　　　　　　（鳥取大産婦）

　体外受精・胚移植（IVF－ET）における採卵法とし

て超音波ガイド下経膣的採卵法が一般的におこなわ

れているが，経腹的採卵に比較し経膣的採卵では，

膣内細菌による採取卵のcontaminationの危険性が

懸念される．そこで，今回IVF・ET時に二つの異な

る膣洗浄法を行ない，その成績を比較したので報告

する．

　卵管性不妊，子宮内膜症にてIVF－ETの適応とな

った13症例30周期を生理食塩水洗浄群（第1群）

と0．02％ヒビテングリコネート＋生理食塩水膣洗浄

群（第2群）の2群に分けた．第1群では受精率73．2

％／卵，分割率53．3％／受精卵であった．第2群で

はそれぞれ76．2％，68，8％であり，1症例にclinical

pregnancyを認めた．膣内細菌培養では，洗浄前，
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生食洗浄後，生食・ヒビテン洗浄後の順に発育細菌

叢の減少を認めた．

　二つの洗浄法で分割率に差を認めたことより，膣

洗浄の重要性が確認された．

27．ヒト体外受精における卵成熟度の判定と

　　受精・分割率との関連

　　　　　　和田　省　（山口赤十字病院産婦）

　　　　　　杉本伴芳・岩部富夫・関島秋男

　　　　　　大野原良昌・谷川正浩・寺戸博文

　　　　　　戸田稔子・菊川章仁・見尾保幸

　　　　　　前田一雄　　　　　　（鳥取大産婦）

　IVF－ETを実施する上で，卵の正確な成熟度および

発育能力を評価する事は重要な問題の1つであるが，

成熟度はCumulus－Corona（GC）の所見から推定し

ているのが現状である．

　今回，われわれは昭和62年1月から12月までに

当科でIVF－ETを施行した36症例，92周期を対象と

し，卵採取時C℃観察から推定した成熟度と受精・

分割率との関係を検討した．採取した卵は，実体顕

微鏡下に成熟度をmature（M），　intermediate（INT），

immature（IMM），　postmature（PM）に分け，　M，

INTおよびPM卵は6～8時間，　IMM卵は10　一・　12

時間の前培養後受精した．採取した卵は，M卵129個，

INT卵88個，　IMM卵18個，　PM卵10個，変性卵

2個の計247個で受精率，分割率はそれぞれM卯67

％，51％，INT卵54％，35％，　IMM卵28％，11
％であった．

　さらにC－C除去による卯観察を試みたのであわせ

て報告する．

28．当科におけるIVF－ETおよびGIETの検討

　　　　　　　武田康成・矢野浩史・北川博之

　　　　　　　安藤雅章・杉並　洋・松浦俊平

　　　　　　　　　　　　　　　（愛媛大産婦）

　昭和62年9月から63年2月までの6ヵ月間に施

行したIVF・ET（IVF）9例およびGIFT　8例につい

て検討した．IVFは卵管閉塞8例，乏精子症1例に，

GIFTは子宮内膜症5例，乏精子症2例，原因不明1

例に施行した．IVFは1例（卵管閉塞），　GIFTは3

例（全て子宮内膜症）が妊娠に成功した．成功率は

それぞれ11．1％，37．5％であった．hMG連続皮下

投与法による過排卵誘起を行ない，超音波プローべ

により経膣的採卵を行なった．IVFにおける平均採

卵数は4．0個（成熟卵2．2個），受精率は44．5％（成

熟卵80％）であった．妊娠成功例は5個採卵され，

3個が受精した．GIFTにおける平均採卵数は3．9個
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（成熟卵2．8個）であった．妊娠群における採卵数は

5．7個（成熟卵4．3個〉，非妊娠群のそれは2．8個（成

熟卵1．9個）であり妊娠群において多い傾向にあっ

た．hMG連続皮下投与法は従来の方法に比べ優れた

排卵誘発効果を有しているので，IVFあるいはGIFT

において有用であると思われた．

29．IVF－ETおよびGIFT妊娠例の解析

　　　　　　　本山洋明・藤井好孝・安藤正明

　　　　　　　山崎史行・吉1副　　保

　　　　　　　　（倉敷成人病センター南くら

　　　　　　　　しき病院産婦・医科学研究所）

　われわれは昭和63年5月までにGIFTで8例，

IVF－ETで2例，計10例の妊娠に成功した．対患者

当たり妊娠率はGIFT：27．6％，　IVFET：20．0％

であった．IVF－ET妊娠の2例は共に両側卵管閉塞で

あり，1例は⊥E常妊娠進行中である．著明な卵管水

腫を呈した他の1例は胎児心拍を認めたが卵管膨大

部妊娠であった．開腹し卵管開口術を同時に施行し

た．GIFT妊娠8例中6例が正常妊娠であり，2例は

流産と外妊であった。GIFT　29症例の平均年齢およ

び不妊期間は34．7歳，10．6年，妊娠群で32．3歳，

8．5年，非妊娠群で35．4歳，11．1年であった．不妊

原因別に見ると男性因子ll例中妊娠4例，妊娠率

36．4％と良好な成績であった．原因不明不妊群は同

じく14例中4例，28，6％であった．以上よりGIFT

において，より若く不妊期間が短いほうが妊娠しや

すい傾向がある事，およびGIFTが男性因子による

不妊に有効である事が示唆された．

30．精子自動分析装置の使用経験

　　　　　林田英嗣・石津和彦・山川弦一郎

磯山理一郎 ・瀧原博史・酒徳治三郎

　　　　（山口大泌尿器）

　精液検査は，男子不妊症において必要不可欠な基

本的な検査である．従来より算定盤を使用し顕微鏡

下に精子濃度，精子運動率，精子奇形率を計算して

いた．しかし客観性に乏しく，どのparameterが妊

孕性と結びつくか不明である．このたび，当科不妊

外来ではHamilton・Thorn　Research社製のMotil－

ity　Analyzer　HTM2030を導入したので報告する．

　測定には，Makler　chamberを使用し，このCham・

berは，従来より使用しているHemocytometerと精

子濃度において有意の相関を示し，運動率において，

Hemocytometerより有意に良好な結果を示すことは

既に報告した．HTM2030は従来のparameterに加

え，精子運動の直進性および頭部の振幅等多くの

日不妊会誌　34巻1号

parameterを測定可能であり，精子運動と妊孕性の

解明の一助となると期待される．

31．精子自動分析装置による精子運動速度の測定

　　　　　石津和彦・林田英嗣・山川弦一郎

　　　　　磯山理一郎・瀧原博史・酒徳治三郎

　　　　　　　　　　　　　　（山口大泌尿器）

〔目的および方法〕運動率正常精子群（射精後1時間

での精子運動率60％以上，N＝22）と運動率異常精

子群（精子運動率60％未満，N＝19）の間での各自

の精漿中における精子運動速度の変化の差を明らか

にする目的で，精子自動分析装置を用いて精子運動

能を経時的に測定した．本装置では全精子の平均運

動速度直接表示されないため，新たに考案した．

〔結果〕運動率正常精子群は運動率異常精子群に比べ

精子運動速度は射精後早期から有意に低下し，低下

の割合も大きかった．射精後5時間目で射精後1時

間に比べ50％以ヒの運動速度を保持しえた精子は，

運動率正常精子では12例（55％）であったのに対し，

運動率異常精子群ではわずか1例（5％）であった．

〔結論〕精子の運動率と精漿中での精子運動速度の保

持性は関連性があると推定された．

32．男子不妊症患者精巣生検組織の画像解析

　　　　　　　松岡則良・杉元幹雄・安川明広

　　　　　　　竹中生昌　　　（香川医大泌尿器）

〔目的〕男子不妊症において造精機能に及ぼす間細胞

の関与を明らかにすることを目的として，今回は男

了一不妊症患者の精巣組織における間細胞の変化なら

びに精細管の形態像を検討した．

〔方法〕男子不妊症患者23名についてホルマリン固

定した精巣生検組織のパラフィン包埋切片を画像解

析装置にて，精細管断面積，間細胞の大きさ，また

精細管面積と間細胞面積の比率を算定した．

〔結果〕不妊患者の精細管断面積／間細胞面積は平均

O．87であった、IF常精巣組織では2．56であった．間

細胞の大きさの変化については検討中である．

33．男子不妊症の臨床統計学的観察（1978－1987）

　　　　　　　西田秀樹・福田和夫・宮川征男

　　　　　　　　　　　　　　（鳥取大泌尿器）

　1978年1月より1987年12月までの鳥取大学医学

部泌尿器科外来における男子不妊主訴新来患者数は

184例で，15歳以上男子新来患者の3．9％にあたる．

来院時年齢は30　一一　34歳，不妊期間は1～5年に

peakを認めた．42％の患者に流行性耳下腺炎や高熱

疾患，精路や精路周囲の手術などの既往を認めた．
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病因分類では，造精機能障害が97％を占めた．精液

所見では，無精子症と10×IO6／m1以下の高度乏精子

症が70％を占めた．睾丸生検所見では，高度造精機

能低下と造精機能なしが67％を占めた．FSHは無精

子症で高値を示したが，LH，　testosteroneと精子濃度

との関係はなかった．精嚢腺造影では，1型とII型

が70％を占め，年齢角度はIII型に幼若型が多かった．

精嚢腺の発育形態に比例して，精液量が増減する傾

向を認めた．

34．卵胞および黄体の系統的個別機能評価法

　　　　　　　森岡信之・向田哲規・中野祐滋

　　　　　　　岡谷裕二・相良祐輔

　　　　　　　　　　　　　　（高知医大産婦）

　尿中Estrogen（E）測定による卵胞機能と排卵予

知，および妊孕性の良否判定を目的とした黄体機能

の三要素の系統的個別化の可能性について検討し，

臨床上有用と考えられる成績を得たので報告する．

〔方法〕月経周期5日目より連日夜間9時間尿中Eを

測定し，Eが前日の1．5倍に増加する点をESpurt

とし，それ以後のE増加分を連日加算し累積E量

（CE）とした．黄体期7・－9日目にhCG　5，000iu　3

日間連続投与し，前後のProgesterone（P）値を測

定し，その増加量の検討を行なった．

〔成績〕clomid投与群のESpurtのE増加量は5μg

以下，5－－10μg，10μg以上のA，B，　C群に群別で

き，B，　C群のday－1のCE値が18．2μg，36，0μg以

上では24時間以内に80　一・　100％に排卵が起こり，さ

らにA，B，　C群のCE値とhCG投与後のP増加量

は有意の相関が認められた．従ってCE，　hCG負荷後

のPを測定することで，排卵予知，卵胞機能に相関

した黄体機能の系統的個別機能評価法の臨床応用へ

の有用性を示した．

35．当科不妊外来における妊娠例の排卵期および

　　黄体期のホルモン動態の検討

　　　　　　　片山隆章・新谷恵司・多賀茂樹

　　　　　　　名越一介・林伸旨・占部清

　　　　　　　吉田信隆・関場　香

　　　　　　　　　　　　　　　（岡山大産婦）

　不妊外来妊娠例の排卵期および黄体期のestradiol

（E，）およびprogesterone（P）の動態を検討した．

対象は当科不妊外来にて昭和62年1月より12月ま

での間に妊娠した症例のうち，基礎体温が判定可能

であり，排卵期または黄体期にE2，　Pを測定し，高

プロラクチン血症等の合併症を認めないもののうち，

（195）　195

今回は特に妊娠周期に検査を行なった36例とした．

その治療内容は無治療のもの9例，clomidを投与し

たもの14例，sexovidを投与したもの9例，　HMGを

投与したもの4例であった．検討の結果，排卵期の

E2は無治療群で249pg／ml，clomid群で492，　sex－

ovid群で196，　HMG群で1418であり，黄体期6日

から8日までのE2，　Pはそれぞれ，無治療群で131pg／

ml，9．9ng／ml，　clomid群で431，27．0，　sexovid群で

278，15．4，HMG群で2443，120．7であった．排卵期・

黄体期のE2，　Pは無治療群に比べてHMG群で高値

を，clomid群は比較的高値を示した．

36．不妊症患者における超音波子宮内膜エコーの

　　変化と黄体機能不全との関連性に関する研究

　　　　　　田口俊章（鳥取県立中央病院産婦）

〔対象と方法〕当院不妊外来通院中の患者のうち基礎

体温が2相性を示す56名につき201回子宮内膜エコ

ー を観察し，坂本の分類に準じType　1～4に分け

た．また30名については，黄体期中期の血中E，，P

値を測定し内膜エコーとの関連性を調べた．

〔結果〕①子宮内膜エコーパターンは月経周期に伴い

Type　1→2→3→4と移行する傾向があった．②

Type　1は一1～－2DAY，　Type　2は一3DAY～十1，

Type　3は±O・－6DAY，　Type　4は十6～十8DAYに

多く観察された．③子宮内膜エコーの厚さは月経周

期と共に増し，排卵日前後で6　一一　7mm，最も厚くなる＋

5～＋7DAYで11mmあった．④黄体期中期のE，は

Type　2＞3＞4＞1＞の順，　PはType　3＞2＞4＞1，　P／

E2はType　4＞3＞1＞2の順となり，黄体機能を

最も反映しているといわれているP／E，においてType

が進むにつれて黄体機能がよいと考えられた．⑤子

宮内膜の厚さとE2，　P，P／E，との間には相関がなか

った．

特別講演

男子不妊症の2，3の問題

　　　　　　　　　　　島崎 淳（千葉大泌尿器）

訂正とお詫び

本誌第33巻第4号133（815）頁の「第106回日本

不妊学会関西地方部会」一般講演第10番目の

演者名和田和孝は浜田和孝の誤りです。

訂正してお詫び申し上げます。
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　　　　　第12回産婦人科マイクロサージャリー学会
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　　　　　鹿児島大学医学部産科婦人科学教室

　　　　　　Tel　O992－64－2211　内線2122
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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62年9月）

ランニング・タイトル（和文で25字以内，英文では401etters以内）を記載してください．（昭和63年1月）
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事務局からのお知らせ

日本不妊学会の業務委託をしている（株）国際会議事務局の社名が（株）アイシーエス企画と

変わりました．従って日本不妊学会事務局の住所は下記のとおりにな
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　　　　　　　　　　　　〒103東京都中央区日本ma　2－14－9

　　　　　　　　　　　　　　　　加商ビル㈱アイシーエス企画内

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（TeL　O3－272－7077）

ます．

　　　日本不妊学会雑誌

1988年12月25日　印刷

1989年1月1日　発行

編集兼発行者

印　　刷　　者

印　　刷　　所

発　　行　　所

34巻1号

百　　瀬　　　和　　夫

安　　永　　　　修
東京都文京区関口1－43－5

有限会社ループ社
東京都文京区関口1－43－　5

社団法人　日本不妊学会
東京都中央区日本橋二丁目14－9

加商ビル㈱アイシーエス企画内

　　　Te1（03）272－7077

振替口座番号　東京　7－93207


