
隔
観

ず　　　　　　が

’”1　？4．　「k織鰐．

拶ぎ『ズふ誘叢ξ

翻孫撃鞍灘灘膿　、

△　　鳳

㌔ 　口sx
触　。、∵。

　　蝿　　　　L

㌶
鵠

艦

　　　　　　　　　　　　　　“　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　！

　　　　　　　　　　　　　｝AS）馬唾1”

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　戴

灘懸懸雛鍵難蕪慧誘
晦献駕冨密欄肇撃野蟹雪

　　　　　　　．詐
牌蹴べ態燃『篤・一．＃　s　°「

轟鞭藝慧慰隠隠ぬ叢蟻轟懸
　　　　　　　　雛難馨

　Apri1
－ 1990

麟繕熟軽磁幾レ・

■
一■
■
回い

　　稽，bev 　　寧

’ノう。
　t　暁」曳

　ぺ争舜

　瓶歎
　　鴛望

第35巻第2号
平成2年4月1日

JPn．　J．　Fertil．　Steri1． 日本不妊学会発行



会 止口

第35回日本不妊学会総会および学術講演会

（第2回予告）

　第35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．

日時・会場

学術集会　　　　1990年11月16日（金），17日（土）

総会・評議員会　1990年11月16日（金）

　　　日本コンベンションセンター国際会議場（幕張メッセ）

　　　〒260千葉市中瀬2－1TEL　O472－96－OOOI

理事会・幹事会を11月15日（木）にホテル・サンガーデン（JR千葉駅10分）で行な

　います．

学術講演会

　　本講演会では，特別講演，シンポジウム，一般講演などを行なう予定です．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し込み下さいますようお願い申し上げます．なお今

　回も演題の一部をポスターセッションにしたいと考えております．ご応募の方は申し

　込み要領に従い，倫理面を充分考慮してご応募下さい．採否は会長にご一任願います．

1．特別講演：

　1．配偶子および胚の凍結保存一基礎一

　　　Dr．　S．　P．　Leibo（ベイラー医科大学産婦人科）

　2．配偶子および胚の凍結保存一臨床一

　　　大野虎之進　教授（東京歯科大学市川総合病院）

　3．哺乳類初期胚発生に及ぼす環境因子の解析

　　　野田洋一　助教授（京都大学産婦人科）

　4．射精障害に対する人工射精法

　　　牛山武久　医長（国立身体障害者リハビリテーションセンター泌尿器科）

II．シンポジウム：

　1．精子形態異常の基礎と臨床

　　　　司会永野俊雄教授（千葉大学解剖）

　　　　　　　片山　喬　教授（富山医科薬科大学泌尿器科）

　2．Microfertilization（顕微受精法）

　　　　司会　入谷　明　教授（京都大学農学部）

　　　　　　広井正彦　教授（山形大学産婦人科）



III．一般演題：

　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，1990年度会費（8，000円）を納入の上，会員になって下さい．

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．

　　　　〒280　千葉市亥鼻1－8－1

　　　　　千葉大学医学部泌尿器科学教室内

　　　　　第35回日本不妊学会事務局（担当　角谷秀典）

　　　　　TEL　O472－22－7171　内線2242

　2．抄録は800字以内，図表はつけないで下さい．

　3．1施設より2題以上の出題のときは，必ず順位をつけて下さい．

　4．別紙演題申込書，受領書，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：1990年7月20日（必着）

演題発表方法

　　講演時間は8分，討論時問は4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．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不妊学会誌

　に指示致します．

参加申込方法

　　当日学会会場にて受付ます．

　　　　学会参加費　7，000円

　　　　懇親会会費　7，000円

　　懇親会は学会第1日の終了後に会場内の国際会議室で行ないます．

1990年4月　　第35回日本不妊学会

　　　　　　　　　会長　島崎　淳
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　男子不妊症における赤外線サーモグラフィーの精索静脈瘤の診断的意義について臨床的検討を施行
した．

　対象は，名古屋大学泌尿器科不妊外来を受診した男子不妊症患者のうち，精巣静脈の高位結紮術を

施行され，術前術後に赤外線サーモグラフィーにより検査された48例である．赤外線サーモグラフィ

ー は，精索静脈瘤の診断，手術後評価に有用であった．また手術効果の検討では，全般的に精液所見

の改善を認めた．しかし赤外線サーモグラフィーの所見の有無で統計学的に有意差は認められなかっ

た．一方clinical　varicocele群では精液所見の改善傾向が認められ，妊孕係数は有意に改善した．し

かし赤外線サーモグラフィーにより診断されたsubclinical　varicocele群の手術後の精液所見の改善は

認められなかった．妊娠例を4例認めたが全てclinical　varicocele群であった，

　赤外線サーモグラフィーは精索静脈瘤の客観的診断，subclinical　varicoceleの診断には有用であっ

たが，必ずしも手術の有効率を向上させなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，35（2），241－246，1990）

緒　　言

　赤外線サーモグラフィーは被験者に侵襲を与えず，

副作用の心配もなく，操作も比較的簡便な診断機器

であるため，広く臨床医学に応用されてきた．泌尿

器科領域では，外陰部領域の診断に用いられ，特に

陰嚢疾患のスクリーニング検査としてその有用性が

報告されているD．欧米はもとよりわが国でも精索静

脈瘤の検査法の一つとして，多くの施設で使用され，

その有用性も認められている2・3）．

　名古屋大学泌尿器科では，1984年から放射線科の

協力を得て，男子不妊症患者における陰嚢部サーモ

グラフィーを精索静脈瘤検索の補助診断法として施

行してきた．今回は，陰嚢部赤外線サーモグラフィ

ー の術前診断の臨床的意義，手術後の精液所見との

関係について検討を加えたので報告する．

対　　象

　対象は1984年7月よワ1988年6月までの4年間

で名古屋大学泌尿器科不妊外来を受診した患者のう
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ち，陰嚢部赤外線サーモグラフィーおよび精索静脈

瘤高位結紮術（塞栓術を含む）を施行され，術後の

経過観察可能であった48例である．

　年齢分布は，22－46歳，平均32．4歳であった．不

妊期間は，6カ月一18年，平均42年であった．視

触診で精索静脈瘤を認めた症例のGradeは1度一6

例，II度一10例，　III度一7例であった．視触診では，

精索静脈瘤を認めず，赤外線サーモグラフィーによ

りhot　spotまたはValsalva　test陽性を示しsub・

clinical　varicoceleと診断された症例は14例であっ

た．またサーモグラフィーで異常所見を認めない特

発性男子不妊症と考えられる11症例にいても高位結

紮術を施行した．

方　　法

　測定機器はNippon　Avionics社製のThermal
Video　System－4300を使用した．これは，　scan　time

が1秒間に16回で，画像のコンピューター処理，撮

影が可能である．従ってValsalva負荷時の瞬時の温

度変化を記録できる．室温を25℃前後に一定にした

後，患者の陰嚢部を露出，陰茎を腹壁に固定して，

大腿部を布で被い，できるだけ大腿部皮膚温の影響

をうけないようにした．立位安静時とValsalva負荷

時に測定撮影した．今回の測定では，サーモグラフ

ィーのスクリーニング検査の意義を確認する目的の

ため，サーモグラフィーの所見については，温度の

検討は施行しなかった．精索部の温度上昇部をhot

spotとし，Valsalva　testにより温度の上昇を認めた

ものをValsalva　test陽性とした．そして理学所見上

精索静脈瘤が明らかではないが，上記の所見を有す

る患者をサーモグラフィー上の精索静脈瘤（sub一

表1　手術症例（48例）のサーモグラフィー所見

　　　　　　左精索部のhot　sp
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clinical　varicocele）と診断した．患者の精液所見は

5日間以上禁欲後に採取し，3回の平均値で示した．

統計処理はpaired　T－testおよびX2検定を施行した．

Pく0．05を有意とした．

結　　果

1．術前のサーモグラフィー所見

（1）手術症例のサーモグラフィー所見（表1）

　表1に示すようにhot　spotおよびValsalva　test

陽性は30例，またhot　spotがなくValsalva　testも

陰性の症例は14例であった．hQt　spotがないにも拘

らず，Valasalva　testにて陽性となった症例は1例

のみであった．

（2）サーモグラフィー所見とGradeとの関係

　表2にhot　spotの有無と視触診所見によるgrade

との関係を示す．両者はX2検定で有意な相関関係を

認めた．視触診にて精索静脈瘤を認めない症例中，

13例（52％）にhot　spotを認め，これらはsubclinical

varicoceleと診断された．また，　false　negativeを3

例に認めた．

　表3にValsalva　testの結果と視触診所見による

表3　サーモグラフィーのバルサルバテストと粘≠ミ1浄脈

　　瘤のgradeとの関係

ValSalva　teSt

Grade　O　　　　l3　　　1
　　コ　ロ　　　コ　　 ト　　　　　　　　＋－　　　　　　　－H　－　　　　　　　
Grade　1　’　　o　　　I

Grade　2　　　　3　　41　　　　　19

－一§塑『－t3。一一L＿一一些一＿一．、＿一，一＿＿一＿

　　　　　　　　　　　　　T・tal　－11＿－L＿些

杜∴

　　　？

　　　8，

rotal

25

　6

1｛1　23

　7

48

X”＝6．27　P＜、0．05

Valsalva　test

十

表2　サーモグラフィーのhot　spotと粘索ll剤1脈瘤のgra

　deとの関係

表4　hot　spotのイ1無と手術前後の精液所見

精液量（mの

粘∫一数（10

運動率（％）
h。t，p。tl

　　　　　I
十 TotaI

Grade　O 12 13 25
醒一一一一一一一一一一■一一一一冒一冒 ■一 一一一一一一一一一一一一一一 一匿匿一一一一冒匿一一一一一

Grade　l

Grade　2

Grade　3

Ol］3 i］2・
1｝1237

一一一一一一一一一一一一冒一一一一一匿
一 一一一幽一幽一一一一一一一一 一冒冒一冒一■冒冒冒一丁一一

Total 15 33 48

奇形率　（％）

spot 十 一

（mの 3．5±1．4　　1　　　　　　　　　1 3．6±1．3

3，3±1．3 3、9±1．7

10　mの 9．2±10．2 9．5±7．2

14．6±2〔〕．8 15．7±12．0

（％） 34．2±21．9 25，3土20．8

39．1±21．4 30．6±20．9

（％） 18．9±14．1 23．6±22．5

妊孕係数

16．2±14．1

9．8±12。2

21　8±30　0

2｛LO±21．3

8．4±1〔｝、6

17．9±／8．6

X2＝6．81　P〈．o．01

妊孕イ系数＝精液疑×精f・hl×運動率×lO－”’／ 1墨　術前

ド　術後
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gradeとの関係を示す．両者はX2検定で有意な相関

関係を認めた．視触診所見で精索静脈瘤を認めない

症例中，12例（48％）にValsalva　test陽性所見を

認め，これらもsubclinical　varicoceleと診断された．

そのうち11例はhot　spotも認められた．明らかな精

索静脈瘤があるにも拘らずValsalva　testの陰性を4

例に認めた．

　視触診で精索静脈瘤がなく赤外線サーモグラフィ

ー により診断されたsubclinical　varicoceleは14例

（14／25例，56％）であった．また明かな精索静脈瘤

があるにも拘らず、赤外線サーモグラフィーにて全

く所見の認められなかった症例（false　negative）は

3例（3／23例，13％）であった．

2．サーモグラフィー所見と手術前後の精液所見

（1）hot　spotの有無と精液所見（表4）

　術後の精液所見の各パラメーターは改善傾向を示

表5　バルサルバテストと手術前後の零rl液所兄

Valsalva　test 十

精液量．（m£） 3．7±1．4

3．4±1．4

精∫・数（106・！mの

運動率　（％）

奇形率（％）

女r；孕係数

9．4±1〔〕．3

11．4±1／．5

33．6±21．9

39．0±20．6

20，4±14．8

17．2±14．3

10．O±12．5

18．4±22．6

3．3土1．2

3．6±1．6

9．1±7．2

21．2±25．7

27．2土21．5

31．4±22．5

21．0±22．2

18．3±21．3

8．2±10．2

24．8±34．0

　妊孕f系数＝半H‘夜ll二×精∫・数×」運重力率×10’6　　L：補f前

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド：術後

表6　Clinical　varicoceleとSubcJinical　varicoceleの手

　　　術前後の精液所兄

（243）3

した．しかし統計学的に有意差を認めなかった．hot

spotの所見の有無でも精液所見の改善に有意差を認

めなかった．

（2）Valsalva　testと精液所見（表5）

　術後の精液所見の各パラメーターは改善傾向を示

した．しかし統計学的に有意差を認めなかった．

Valsalva　testの陽性所見の有無でも有意差を認めな

かった．

（3）subclinical　varicocele群とclinical　varicocele

群の手術前後の精液所見（表6）

　視触診で明かな精索静脈瘤を認めるclinical　var．

icocele群では術後の精液所見は改善を認め，妊孕係

数は有意に改善した（P＞O．05）．一方視触診では精

索静脈瘤を認めず，サーモグラフィーでhot　spotま

たはValsalva　test陽性を示したsubclinical　var－

icocele群では，奇形率のみ改善傾向がみられたがそ

の他の精液所見のパラメーターでは改善を認めなか

った．図1に各症例の術前と術後の妊孕係数を示し

た．subclinical　varicocele群で有意に妊孕係数の増

妊

孕

係
数

120

110

100

90

80

70

Clinical Subclinical
60

Clinica奮

varicocele

精液量（mの
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42．8±22．3 32．8±18．5
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］・

16．8±16．1 17．O±4．1
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］葉
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L　術前
ド　術後
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図1Clinical　varicoceleとSubclinical　varicocele

　　　の妊孕係数の比較
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加した症例は認められなかった．

3．手術有効率

　手術効果判定を精子濃度について行った．精子濃

度を500万未満，500万から2000万，2000万から

5000万，5000万以上の4ランクに分類し，術後，2

ランク以上あがったものを著効，1ランクのみ上が

ったものを有効とした．なお，妊娠例は全て著効と

した．有効以上で有効率を算出した．clinical　var－

icocele群の有効率は39．1％（9／23例）であった．

一
方subclinical　varicocele群の有効率は0％（0／

11例）であった．

4．妊娠率

　手術後，4例が妊娠した，妊娠例は全てclinical

varicocele群であった．全症例における妊娠率は8．3

％（4／48例）であった．赤外線サーモグラフィーに

て精索静脈瘤と診断された症例における妊娠率は，

10．5％（4／34例），またclinical　varicocele群では

18％（4／23例）であった．

5．手術後のサーモグラフィー所見

　手術後のサーモグラフィーでは術前に認められた

hot　spotは全例消失し，　Valsalva　testも全例陰性化

した．術後新たにhot　spotが認められたり，Valsalva

testが陽性化した症例は認めなかった．

考　　察

　精索静脈瘤の客観的診断法としては，サーモグラ

フィー（接触型，非接触型赤外線），精索静脈造影，

陰嚢部シンチグラフィー，超音波ドップラー法など

がある．それぞれに長所，短所があり，いくつかの

方法を併用して診断率を高めている．それぞれの診

断法についての比較検討が報告されている．赤外線

サーモグラフィーの診断率は，静脈造影にやや劣る

とされている4・5）．陰嚢部シンチグラフィーはfalse

negative率が高く，超音波ドップラー法はfalse．

positive率が高いと報告されている6）．また陰嚢部シ

ンチグラフィーは他の検査法に比較して感受性に落

ちるが，サーモグラフィーと，理学所見に差がある

場合に有用であると報告されている7・8）．また超音波

ドップラーと接触型サーモグラフィーの組合せで正

診率が高いとの報告もある6）．Galloらは赤外線サー

モグラフィーによる診断率は理学所見及び超音波ド

ップラー法にて診断した精索静脈瘤と92％で一致し，

さらに陰性例の20％が陽性となったと報告し，赤外

線サーモグラフィーが精索静脈瘤の診断率を高める

ことを認めている1η．

　赤外線サーモグラフィーの温度と精索静脈瘤の程

度とは相関する，あるいはGrade　lllのみが相関する

日不妊会誌　35巻2号

という報告がある4・9）．一方Gradeと温度差とは相関

しないという報告もある3）．今回の研究では温度に関

しては詳細な検討を行わなかったが，赤外線サーモ

グラフィーの所見の正確さはGradeと有意に相関し

たことよt），Gradeの高い症例ほど，精索部あるい

は陰嚢部の高い温度上昇を示すものと考えられる．

　赤外線サーモグラフィーのような補助的診断法が

有用になるのは，subclinical　varicoceleを診断する

ときである．Nettoらは，　subclinical　varicoceleの

診断における赤外線サーモグラフィーの40．9％の有

効率を報告している1°）．またGalloらは，男子不妊症

の31症例に対し，赤外線サーモグラフィーの定量化

を施行し，24例のsubclinical　varicoceleを赤外線サ

ー
モグラフィー検査により確定診断し，　false　negative

も認めなかったと報告しているll）．今回の検討では，

hot　spotの有無で6．3％のfalse　negativeを認め，

それらの症例はValsalva　testを行っても温度の上昇

を認めなかった．この原因は温度の上昇しない精索

静脈瘤が存在するためか，または測定時の温度調節

あるいは機械の設定ミスなどが考えられる．一方赤

外線サーモグラフィーではfalse　positiveが認められ，

その率が診断上問題になると考えられる．このfalse

positiveをできるだけ少なくするためには，一つの方

法のみでなく，いくつかの補助診断法を併用して，

診断することが肝要と考える，

　Fornageらは，　Valsalva　testは小さな精索静脈瘤

やsubclinical　varicoceleの検出率の向上に有効であ

ったと報告している12）．しかし今回の検討では，sub－

clinical　varicoceleの診断率を高めるためのVal－

salva　testの結果は，　Valsalva負荷前から高温域を

有した症例に対し，高温域を有しない症例での期待

した検出率の上昇は認められなかった．すなわち

Valsalva　testは理学所見における精索静脈瘤の診断

には有効であるが，赤外線サーモグラフィーにおけ

るsubclinical　varicoceleの診断率の上昇には有効で

はなかった．

　術後の手術効果判定について，赤外線サーモグラ

フィーは有効であるとする報告’3）や，術後に赤外線サ

ー モグラフィーにて陰性になった症例は，不変であ

った症例と比較して有意な精液所見の改善を認めた

報告1ηがある．今回の検討においても全例に高温部の

消失，Valsalva　test陰性化を認め，赤外線サーモグ

ラフィーの術後効果判定の有用性が確認された．

　顕性の精索静脈瘤に対する手術療法の有効性はす

でに確立されており，その精液所見の改善率は60－

85％15・16｝と報告されている．しかし今回の検討の目

的は赤外線サーモグラフィーによる精索静脈瘤の診
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断意義を検討することにあり，そのため手術成績に

関しては，赤外線サーモグラフィーで異常所見を有

するものと有しないもの，すなわち特発性男子不妊

症と考えられる症例とで手術成績を比較した．その

結果，手術後の精液所見の改善に関しては，両者に

有意差を認めなかった。これは，赤外線サーモグラ

フィーで異常所見を示した群に含まれるsubclinical

varicocele群の手術改善度が非常に悪かったためで

あると考えられる．

　subclinical　varicoceleに対する手術療法はいまだ

議論のあところである．Ponchiettiらは超音波ドッ

プラーと赤外線サーモグラフィーで診断したsub－

clinical　varicocele患者の精索静脈瘤高位結紮術後

に精液所見の有意な改善を認めている14）r般にsub－

clinical　varicoceleに対しても手術療法が有効である

という報告が多い．しかし我々の検討では，subclinical

varicocele群では術後の精液所見の改善を認めず，

手術効果も得られなかった．唯一術後奇形率の改善

傾向が示されたが，これはclinical　varicocele群に

も認められるので，何か基本的な問題をはらんでい

るのかもしれない．今回検討しなかったが，精巣の

大きさやホルモン動態の異常なども手術効果に大き

な影響を及ぼしていると考えられ，手術の適応決定

には慎重な考慮が払われるべきだと考える．さらに

varicoceleを認めない群の中に術後精液所見の改善

した症例があったことより，今回採用した赤外線サ

ー モグラフィーのhot　spotとValsalva　testの診断

基準が十分でなかった可能性や赤外線サーモグラフ

ィー検査におけるfalse　positiveの存在も考えられる．

　一方clinical　varicocele群においては，術後の精

液所見の改善を認めた．顕性の精索静脈瘤の手術成

績のよいことは，既に多くの研究者により報告され

ている事実であり，我々の検討でも同じ結果を得た．

　我々の検討における精索静脈瘤の手術成績は，諸

家の報告に比べて低く，妊娠例もわずか4例（8．3％）

と少なかった．これは，varicoceleを認めず特発性

男子不妊症と診断された症例や，精子濃度が1000万

以下の症例に対しても，積極的に手術を施行したた

めであると考えている．この結果から精索静脈瘤の

認められない明かな特発性男子不妊症の患者に対し

ては，精索静脈瘤高位結紮術は無効であり，施行す

べきでないと考える．また妊娠例は全てclinical　var－

icocele群であったことから，症例を選んで手術を施

行すれば妊娠率，有効率は高くなるものと考えられ
る．

結　　果

（245）5

1）赤外線サーモグラフィーを男子不妊症の48例に

施行した．赤外線サーモグラフィーは精索静脈瘤ス

クリーニング検査に有効な補助診断法であった．

2）精索静脈瘤高位結紮術を48例に施行した．手術

後の赤外線サーモグラフィーは，手術効果判定に有

効であった．

3）精索静脈瘤高位結紮術により全般的には術後の

精液所見には改善傾向が認められた．しかし術前の

赤外線サーモグラフィーの所見について検討すると，

hot　spotの有無やValsalva　testの所見に関しては

精液所見の改善に統計学的に有意差を認めなかった．

4）clinical　varicocele群とsubclinical　varicocele

群とで，精索静脈瘤高位結紮術後の精液所見を比較

すると，clinical　varicocele群において精子濃度，運

動率，奇形率で改善傾向がみられ，妊孕係数は有意

に改善した．subclinical　varicocele群では，奇形率

のみ改善傾向を認めた．

5）術後，4例（8．3％）の妊娠症例を得たが全て

CliniCal　VariCOCele群であった．
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　　　　　　　　Clinical　study　on　male

infertility　associated　with　varicocele

　　　　　by　infrared　thermography

Hidenori　Takaba，　Tatsuya　Nagai，

Tsutomu　Kinjo　and　Koji　Miyake

　　　　　　Department　of　Urology，

Nagoya　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　Nagoya　466，　Japan

　　Male　infertility　associated　with　varicocele　was

assessed　by　infrared　thermography．　Forty－eight

patients　with　varicocelectomy　were　examined

before　and　after　surgery．　Infrared　thermography

was　found　useful　for　the　clinical　diagnesis　and

assesment　of　the　effects　of　varicocelectomy．No

statistically　significant　sperm　quality　improvement

was　observed　in　the　posotive　and　the　negative

groups．　It　was　noted　in　the　clinical　varicocele　group

after　varicocelectomy　compared　with　the　sub－

clinical　varicocele　group．　Four　patients　of　the　clini－

cal　varicocele　group　were　pregnant．

　　From　these　results，　infrared　thermography　may

be　considered　useful　for　diagnosing　subclinicaI

varicocele　but　fails　to　enhance　the　chance　of　fer－

tility　after　varicocelectomy．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年7月4日）
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APPEARANCE　OF　LDH－X　ACTIVITY　IN　RAT　SERUM

AFTER　ACUTE　AND　SUBACUTE　TESTICULAR　DAMAGES

Isao　IKEMOTO，　Toyohei　MACHIDA，

Akira　TANAKA，　Shigeyuki　KOTERA，

Hiroharu　MIKURIYA　and　Takasi　SHIRAI

　　　　　Department　of　Urology

Jikei　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　Tokyo　105，　Japan

　　Abstract：The　usefulness　of　determining　the　release　of　LDH－X　into　the　blood　as　a　noninvasive

indicator　of　various　types　of　testicular　damage　was　examined　experimentally。　Four　kinds　of　acute

（cadmium　chloride　administration　and　experimentally　induced－testicular　torsion）and　subacute

（dibutyl　phthalate　administration　and　experimentally　induced－cryptorchidism）testicular　damage

were　induced　in　mature　male　Wistar　rats．　LDH－X　activity　in　the　serum　was　assayed　enzymatical－

ly　at　various　times　after　the　treatment。　In　a11　cases，　serum　LDH－X　activity　was　detected　after

damage　to　the　seminiferous　tubules　was　proved　histologically．　The　cahnges　in　the　serum　LDH－X

activity　were　correlated　with　the　histological　chages．　Therefore，　we　concluded　that　screening　for

LDH－X　activity　in　serum　might　serve　as　a　reliable　and　noninvasive　marker　for　early　detection　of

not　only　experimental　testicular　damage　but　also　various　clinical　testicular　disorders．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steri1．，35（2），247－252，1990）

Introduction

　　LDH－X　is　an　isozyme　of　the　lactate　dehy－

drogenase　system．　It　is　specific　for　the　postpuber－

tal　testis　and　is　the　most　active　form　of　the

enzyme　present　in　mature　sperm1）．　Haqqi　and

Adhami（1982）first　reported　LDH－X　activity　in

the　serum　from　aphorate－treated　rats2）．　Itoh　and

Ozasa（1985）investigated　the　LDH－X　activity　in

the　serum　of　cadmium（CdCl2）－treated　rats　and

suggested　that　the　activity　of　this　enzyme　in

serum　might　serve　as　a　reliable　and　convenient

marker　for　early　detection　of　cadmium－induced

testicular　damage3）．　However，　no　one　has　yet

reported　the　activity　of　this　enzyme　in　common

testicular　diseases，　such　as　testicular　torsion　and

cryptorchidism．　Accordingly，　we　investigated　the

activity　of　LDH－X　in　serum　from　rats　with　var・

ious　types　of　experimental　testicular　damage　and

looked　for　a　correlation　with　histologic　changes

in　the　testis．

Materials　and　Methods

　　Animals：Ahundred　adult　male　Wistar　rats，

from　laboratory　bred　and　maintained　stock，　were

used．　They　were　about　10　weeks　old　and　weighed

about　200　gm．　Experimental　protoco1（Fi．1）：The

animals　were　divided　into　4　groups　of　25　each．

The　cadmium　group　received　a　single　intraper－

itoneal　injection　of　CdC12，4gm／kg－body　weight．

The　testicular　torsion　group　rats　were　subjected

to　bilateral　spermatic　cord　torsion　of　360　degrees

counterclockwise．　In　the　cryptorchidism　group，

both　testes　were　raised　into　the　intraperitoneal

position　and　the　epididymides　were　anchored　to

the　posterior　abdominal　wall　by　suture　ligation．



8（248） SERUM　LDH－X　ACTIVITY　IN　TESTICULAR　DISORDERS 日不妊会誌35巻2号

The　dibutyl　phthalate（DBP）group　was　orally

administered　DBP　at　a　dose　of　2．4　mg／kg　for　7

consecutive　days，　At　various　times　after　each　of

the　above　treatments，　the　rats　were　killed（details

are　shown　in　Fig．1）．　The　rats　were　sacrificed　by

blood　puncture　from　the　abdominal　aorta，　and　the

serum　was　separated　by　the　conventional　method．

Both　testes　of　the　rats　were　resected，　weighed，

fixed　with　Bouin　solution，　dehydrated　and　sliced

into　5・μsections．　The　sections　were　stainded　with

PAS－hematoxylin　solution　and　examined　under

by　light　microscopy．

　　Serum　LDH－X　activity　assay：Serum　LDH－X

assay　was　performed　at　25℃by　measuring　the

decrease　in　absorbance　of　NADH　at　340　nm　using

aHitachi　220－10　spectrophotometer　equipped　with

atemperature・controlled　cuvette　chamber．　The

assay　mixture　contained　O．05　M　phosphate　buffer

（pH　7．4），0．15　mM　NADH，0．15　mMα一ketovaleric

acid（specific　substrate　for　LDH－X）and　an　appro－

priate　amount　of　serum　in　a　final　volume　of　3．O

ml．　The　reaction　was　initiated　by　the　addition　of

the　substrate　and　followed　by　the　decrease　in

absorbance　of　NADH　at　340　nm．　Because　a　dis－

tinct　decrease　in　absorbance　was　observed　im・

mediately　after　the　addition　of　NADH　into　the

buffer　solution　containing　the　serum，　the　actual

measurement　was　started　only　after　the　non－

specific　oxidation　of　NADH　had　come　to　an　end．

One　unit　of　LDH－X　activity　was　defined　as　the

amount　of　enzyme　which　catalyzed　the　oxidation

of　1μmol　ofNADH　at　25℃in　l　min．（3）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　01234567day
　　　　　　CdCl・9・。・p　」＿LL⊥」
　　　CdCl、　admi・i・t・ati。・」

　　　　　　　　　　　　　　　　4mg／kg

Testicul・・t。・5i・n　g・・up」＿LLLV

　　　　　　　　　　　t。，si。。」

C，ypt。，chidi。。　g・・up▽▽

　　　　　ascedan。e＿」

▽ ▽ ▽

▽

Results

　We　first　analyzed　the　influences　of　the　incuba－

tion　time　and　the　serum　volume　on　the　enzyme

reaction　employed　in　this　experiment．　The　serum

LDH－X　activity　showed　a　linear　increase　in

proportion　to　the　incubation　time　up　to　8　min．

（Fig．2）．　The　serum　volume，　ranging　from　100　to

400μ1，exerted　no　inhibitory　effect　on　the　enzyme

reaction（Fig．3）．　These　results　indicate　that　the

enzymatic　assay　of　LDH－X　activity　in　this　experi－

ment　is　highly　reliable．

　　The　cadmium　and　testicular　torsion　groups　of

rats　showed　nearly　the　same　time－dependent

changes　in　the　LDH－X　activity　in　serum　and　the

testicular　histology，　Before　the　experiment，　no

LDH－X　activity　was　detected　in　the　sera．　LDH－X

activity　appeared　in　the　serum　within　l　day　after

the　administration　of　CdC120r　induction　of　tes－

ticular　torstion．　The　serum　LDH－X　activity　rea－

ched　a　maximum　value　2　days　after　the　experi－

mental　treatment，　began　to　decrease　within　3

days，　and　continued　to　decrease　thereafter（Fig．

4）．The　time－dependent　changes　in　testicular　his－

tology　correlated　with　the　change　in　LDH－X

activity　in　the　serum．　On　Day　l　after　the　adminis－

tration　of　CdCl20r　induction　of　torsion，　the　testes

already　showed　destruction　of　both　seminiferous

tubules　and　interstitial　tissue，　and　such　damage

became　more　severe　with　time（Fig．5and　6）．

△340　　0．D．
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　　　　　DBP　g・。up▽▽
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▽ ▽

O．Ol

2．49／kg／day

（▽sacrifice）

Fig．　l　Experimental　protocol．

3 5 　　8min
（serurn　100μ）

Fig．2　Changes　in　LDH－X　activity　in　the　rat　serum　as

　　　　　　afunction　of　incubation　time．
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　　The　DBP　and　cryptorchidism　groups　of　rats

showed　identical　time－dependent　changes　in　the

serum　LDH－X　activity　and　the　testicular　his－

tology．　On　Day　3　after　the　administration　of　DBP

and　induction　of　bilateral　cryptorchidism，　LDH・X

activity　appeared　in　the　serum，　and　the　activity

increased　gradually　thereafter　（Fig．7）．　His－

tologically，　the　damage　was　confined　to　the　germ

cells　and　Sertoli　cells，　while　the　interstitial　tissue

was　preserved（Figs．8and　9）．　Sometimes　germ

cells　were　seen　to　have　sloughed　from　the

seminiferous　epithelium　and　were　floating　in　the

lumen　as　clusters（Fig．10）．

1）iscussion

　　Recently　urologists　have　shown　much　interest

in　serum　markers．　Tumor　markers，　such　as　HCG

as　HCG　and　AFP，　are　good　examples，　and　they

are　of　great　help　in　the　diagnosis，　staging　and

design　of　the　treatment　plan　for　testicular　tumors．

However，　there　have　been　no　ideal　markers　in　the

field　of　male　infertility．　A　marker　which　could

predict　damage　to　the　seminiferous　tubules　in　a

noninvasive　and　reliable　way，　would　obviate　the

need　for　invasive　testicular　biopsy　and　facilitate

decision　of　the　treatment　plan　for　various　tes－

ticular　diseases．　Therefore，　we　urgently　need　a

reliable　marker　of　testicular　damage．

　　Haggi　and　Adhami　first　reported　that　LDH－X　is

released　from　germ　cells　in　to　the　systemic　circu－

lation　after　induction　of　testicular　damage　by

alkylating　agents2）．　Itoh　and　Ozasa　reported　find一

台
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ぢ

⑩

吝
コ：

o
」

100 200 300 400μ　　serum

Fig．3　Changes　in　the　LDH－X　activity　in　the　rat　serum

　　　　　　as　a　function　of　serum　concentration．

ing　LDH－X　activity　in　serum　from　mice　treated

with　CdCI2，　and　they　suggested　that　the　determi－

nation　of　this　enzyme　activity　in　serum　could

detect　CdCl2－induced　testicular　damage　in　an

early　stage3）．　However，　those　investigators　did

not　try　to　correlate　the　serum　LDH－X　activity

with　testicular　histologic　changes　in　various　com－

mon　testicular　diseases．　Our　present　experiment　is

thus　very　unique　in　that　we　investigated　the　serum

LDH－X　activity　and　correlated　it　with　testicular

histologic　changes　in　various　testicular　diseases，

both　acute　and　subacute．

　　All　the　male　Wistar　rats　used　in　this　experiment

showed　normal　mature　testicular　histology　and　no

serum　LDH－X　activity　before　the　teratment．　The

enzymatic　assay　of　LDH－X　activity　used　in　this

experiment　was　highly　reliable，　as　is　proved　by

the　data　in　Figs．2and　3．

　　We　created　4　kinds　of　experimental　testicular

disorders　in　this　experiment．　The　CdC12　adminis－

tration　and　testicular　torsion　represented　acute，

pretesticular　causes　of　male　infertility4・5），　while

the　DBP　administration　and　cryptorchidism　re・

presented　subacute　to　chronic，　testicular　causes　of

male　infertility6・7）．

　　The　testicular　torsion　and　CdC12　groups　of　rats

showed　the　same　acute　time－dependent　chages　in

serum　LDH－X　activity　and　testicular　histology．　In

both　groups，　the　testicular　histology　showed　rapid

mU／ml．

〉
ゼ
．≧

瞬
o

×

エ

o
」

5

2

0 24 48 72

CdCl，

Tersion

96hr

Fig．4　Changes　in　the　LDH－X　activity　of　rat　serum

　　　　　　after　dosing　of　CdCl2　and　testicular　torsion．



10（250） SERUM　LDH・X　ACTIVITY　IN　TESTICULAR　DISORDERS 日不妊会誌　35巻2号

Fig．5．　Microscopic　section　of　the　rat　testis　96　hr　after

　　　　　　CdCl2　treatment．

Fig．6．　Microscopic　section　of　testis　96　hr　after　bilat－

　　　　　　eral　teStiCUIar　tOrSiOn．

　　　　　　Fig．5．　and　6，　showed　severe　damage　of　tes－

　　　　　　ticular　histology　and　the　damage　was　formed

　　　　　　both　seminlferous　tubules　and　interstitial　tis－

　　　　　　sue　for　a　short　term．

mU／ml
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記
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工
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2

Fig．7

0　1 3 5

Cryptorchidism

7day

Changes　in　the　LDH・X　activity　of　rat　serum

after　experimentally　induced　cryptorchidism

and　dosing　of　DBP．

Fig．8．　Microscopic　section　of　the　rat　testis　Day　7

　　　　　　after　bilateral　cryptorchidism．

Fig．9．　Microscopic　section　of　the　rat　testis　Day　7

　　　　　　after　DBP　treatment、

　　　　　　Fig．8．　and　9．　showed　intratubular　damage　and

　　　　　　normal　findings　in　interstitial　tissue．　Arrow

　　　　　　indicated　multinucleated　giant　cell　in　tubules．

Fig．10．　Microscopic　section　of　the　rat　testis　Day　3

　　　　　　after　DBP　treatment．

　　　　　　The　germ　cells　were　observed　as“sloughing”

　　　　　　floating　like　island　in　the　tubule（arrows）．
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destruction．　The　time－dependent　change　in　serum

LDH－X　activity　was　closely　correlated　with　the

disappearance　of　mature　germ　cells．　Therefore，

we　belive　that　acute　damage　to　the　testes　induces

the　release　of　LDH－X　into　the　systemic　circula－

tion　whenever　mature　germ　cells　are　destroyed，

and　that　LDH－X　activity　in　the　serum　is　a　highly

reliable　marker　of　acute，　pretesticular　causes　of

male　infertility，

　　Both　the　DBP　and　cryptorchidism　groups　of

rats　showed　the　same，　subacute　time－dependent

changes　in　serum　LDH－X　activity　and　testicular

histology．　There　are　two　reasons　why　we　used

DBP　in　this　experiment．　First，　DBP　induces　dam－

age　mainly　to　the　seminiferous　tubules，　and　that　is

acommon　histologic　finding　of　the　testes　in　male

infertility　patients6｝．　Many　of　the　DBP　group　rats

showed　so－called“sloughing　phenomenon”，　which

ls　commonly　seen　in　the　testes　of　varicocele

patients8｝．　Second，　DBP　is　a　prototype　of　environ－

mental　pollutants　and　gonadotoxins9）．　Recently，

there　has　been　much　interest　in　male　infertility

induced　by　environmental　pollutants　and
gonadotoxinslo・11）．　We　surmise　that　LDH－X　activ－

ity　in　the　serum　can　serve　as　a　reliable　marker　of

seminiferous　tubular　damage　in　patients　with

varicocele　and　in　various　testicular　diseases．　In

this　regard，　the　LDH－X　activity　in　serum　is　highly

promising　as　a　marker　of　various　kinds　of　tes－

ticular　damage．

　　In　summary，　we　conclude　that　LDH－X　activity

in　serum　is　a　sensitive　and　specific　marker　of

various　kinds　of　testicular　damage，　and　it　will

obviate　the　need　for　invasive　testicular　biopsy　and

facilitate　the　design　of　treatment　for　various

clinical　testicular　disorders．　In　addition，　our

experimental　findings　indicate　that　leakage　of

this　enzyme　in　to　the　extratesticular　environment

may　stimulate　the　autoimmune　system　of　human

body．　Therefore，　LDH－X　may　ever　play　an　impor－

tant　role　in　autoimmune　infertility．

1）

2）
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　　　　　急性及び亜急性の

　　実験的精巣障害における

ラット血清中LDH－Xの出現

東京慈恵会医科大学泌尿器科学教室

池本庸町田豊平田中彰
小寺重行　御厨裕治　臼井　尚

　乳酸脱水素酵素（LDH）のアイソエンザイムのうち

LDH－Xは精子及び成熟精巣にのみ特異的に存在する．

急性の実験的精巣障害でこの酵素が血中に出現するこ

とが最近報告された．そこで血中のLDH－Xの測定が精

巣障害の指標として有用かどうか実験的に検討した．

　成熟雄ウイスターラットに4種の実験的精巣障害，

即ち（A）塩化カドミウム1回投与，（B）実験的精索

捻転，（C）dibutyl　phthlatel週間投与，（D）実験的

停留精巣を作製し，処置後1週間経時的に血中の
LDH－X活性を酵素法にて測定，精巣の組織像と併せて

検討した。その結果，（A）及び（B＞では処置前血中

に認められなかったLDH－X活性が処置後2日目をピー
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クに血中で証明され，（C）及び（D）では処置後経時

的に上昇傾向を示して証明された．

　以上より実験的精巣障害では血中LDH－X活性の測

定が精巣障害のマーカーとして信頼に足るものであり，

臨床的にも急性の精巣障害において応用の可能性があ

ることが示唆された．

　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年7月17日）
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Hypoosmotic　swelling　testと各種精子パラメーター

との関連性についての検討

Correlation　between　the　Parameters　of　Sperm　on　Semen　Analysis　and
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　特発性男子不妊症を対象として，hypoosmotic　swelling　testを施行した．本法により精子尾部の膨

化した精子の割合を算定し，精子膨化率とした．これと各種精子パラメーターとの関連について検討

し，以下の結果をえた．

　精子濃度および精子運動率は，ともに精子膨化率と比較的高い相関をみたが，後者の方が前者より

相関係数が高かった．平均精子直進性および平均精子運動速度は，ともに精子膨化率との相関が低か

った．

　以上よりhypoosmotic　swelling　testでの精子膨化率は，精子パラメーターのうち，特に精子運動率

と関係が深く，一方精子運動率は，妊孕性と深くかかわっているとされるので，本検査が精子受精能

の判定に役立つ可能性のあることが示された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，35（2），252－357，1990）

緒　　言

　精液所見が正常であるにもかかわらず，不妊であ

る症例を経験する一方，乏精子症でも妊娠する場合

があり，一般精液検査のみでヒト精子の受精能を判

定するには問題がある。

　ヒト精子の受精能検査としてハムスターテストが

あるが1），その手技は煩雑である．そこでJeyendran

ら2｝は，間接的に精子の受精能を判定できる方法とし

て，hypoosmotic　swelling　testを開発した．今回，

本法を実施し，その成績と各種精子パラメーターと

の関連を検討したので報告する．

対象および方法

　不妊を主訴とした患者のうち無精子症を除いた特

発性男子不妊症63例を対象とした．年齢は，21歳

一一　48歳，平均32歳であった．5日以上禁欲後，用手

法にて精液を採取し，室温で30分間液化させた後，

従来の鏡検および精液自動分析装置（セルソフトシ

リーズ3000）による測定に供した．

　両者により得られた精子濃度および精子運動率は

ともに高い相関を示した（未発表データ）．ここでは，

これらの精子パラメーターは前者によるものとした．

一 方，平均精子直進性および平均精子運動速度
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図2　精子濃度と精子膨化率（b－－9型）の関係
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図3　精子濃度と精子膨化率（9型）の関係
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精子運動率と精子膨化率（b－－9型）の関係

（microns／sec）3）は後者により測定した．

　精液0．1mlと150　m　Osmolの浸透圧のhypoos－

motic　solution（sodium　citrate・2H20　7．35g／1，

fructose　13．51g／1）1mlを混合し，30　・一　60分間，37℃

でインキュベーションし，位相差顕微鏡（×400）に

て鏡検した．100以上の精子を観察し，精子尾部の細

胞膜の形態的変化により，a－・9までの7種類の型

に分類した2）（図1）．膨化した精子の割合，すなわ

ち観察した全精子に対するb－－9型のものの割合を

算定した（以下，精子膨化率（b～9型））．また精

子尾部全体が大きく膨化している9型は，精子尾部

の細胞膜が無傷であると推定されるので，同じく9

型の割合も算定した（以下，精子膨化率（9型））．

　これら精子膨化率と精子濃度，精子運動率などの

精子パラメーターとの関係を検討した．

結　　果

　1）精子濃度と精子膨化率

　精子濃度が高くなるに従って，精子膨化率（b～9

型）が高値となる傾向を示した（r＝0．48，P〈0．05）

（図2）．精子膨化率（9型）も，精子濃度と正の相

関を示した（r＝O．50，P〈0．05）（図3）．

　精子濃度が40×106／ml以上のものの精子膨化率

（b～9型）は，それ未満のもののそれより有意に高

かった（P＜O．05）．精子膨化率（9型）についても

同様の傾向を示した（表1）．

　2）精子運動率と精子膨化率

　精子運動率と精子膨化率（b～9型）とは正の相

関を示した（r＝O．62）（図4）．精子膨化率（9型）

ともr＝0．60と比較的高い相関をみた（図5）．

　精子運動率が50％以上のものの精子膨化率はb

－一　9型のそれが52．3％，9型のみのものが27．2％

であり，精子運動率50％未満の場合に比し，両者と
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も有意に高率であった（それぞれP〈0．01，P＜0．05＞

（表1）．

　3）平均精子直進性と精子膨化率

　平均精子直進性と精子膨化率（b－－9型および9

型）とは，それぞれ相関係数O．35および0．31と相

関は低かった（図6，7）．

　4）平均精子運動速度と精子膨化率

　両者の相関係数は，b～9型および9型のみの精

子膨化率の場合，それぞれ0．23および021と低値

を示したく図8，9）．

　5）精子膨化率；b～9型と9型の比較
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平均精子直進性と精子膨化率（b－－9型）の関係

　精子膨化率（b～9型）と精子膨化率（9型）と

は，r＝0．63と比較的高い相関を示した（Pく0．01）

（図10）．

考　　按

　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．柳町ら1｝は，

このcapacitationを終えた精子は透明帯を除去した

ハムスター卵子に侵入すると報告し，この方法によ

り間接的に精子のcapacitation能力を知ることがで

きるとした．ちなみに，Albertsenら4）および守殿5）は，

この精子侵入試験（sperm　penetration　assay，以下

SPA）は，各種精子パラメーターのうち，受精能を

もっとも反映するものとしている．しかし，この方

法は煩雑であり，外来でルーチンに用いるには問題
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がある．

　Hypoosmotic　swelling　testはDrevius6）が哺乳類

の精子について最初に報告したが，1984年，Jeyendran

ら2）が，本法をヒト精子にはじめて応用した．本法は，

精子に低浸透圧負荷を与えて，その尾部にみられる

膨化の程度を観察し，それにより尾部細胞膜の機能

を推定することにより，精子の受精能を判定しよう

とするものである．この方法は，手技がきわめて簡

単で短時間内に結果が判定できるという利点がある．

しかしSPAと異なり本法は，精子についてのみの試

験であり，受精という現象をみていないことよりSPA

の代用とならないとする報告もある7・8）．一方，精子

尾部細胞膜と頭部の機能とは関連力探いとする報告2｝，

両試験が良好な相関を示したとするものもあり9），意

見の一致をみず，今後さらに検討が望まれる．

　他の精子パラメーターとhypoosmotic　swelling

testとの関連性はどうであろうか．　Chanら7）は精子

濃度20×106／ml，精子運動率40％以上のものを正常

所見として，その精子膨化率をみたところ，正常所

見を有する例の精子膨化率は，異常所見のもののそ

れに比し，有意に高値を示したとしている．同じく

吉野ら1°）も，正常精液群の精子膨化率が67．3％，異

常精液群のそれが48．6％と前者が有意に高かったと

報告している．自験例でも，精子濃度，精子運動率

が正常のものの精子膨化率は，異常のもののそれよ

り有意に高値であった．一方，自験例で精子濃度お

よび精子運動率と精子膨化率とにそれぞれ正の相関

をみたが，後者と精子膨化率との相関係数が前者と

の場合よりも高い傾向を示した．Wangら11）も，精子

濃度よりも精子運動率のほうが精子膨化率との相関

が高いとしている．なお精子運動性に関して，自験

例で精液自動分析装置にてえられた平均精子運動速
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図9　平均精子運動速度と精子膨化率（9型）の関係

度および平均精子直進性と精子膨化率との関連では，

いずれも相関が低かった．すなわち精子膨化率は，

各種精子パラメーターのうち，妊孕性に深く関係し

ている精子運動率ともっとも関連があり，精子の受

精能を示すパラメーターの1つとしてよいだろう。

最近，Van　der　Venら12）は，ヒト体外受精で受精し

た例の精液のhypoosmotic　swelling　testでの膨化率

は，受精しない例のそれより高いとしており，上記

のことを裏付けるものといえる．

　次に，自験例で9型の膨化形態をとったもののみ

の割合すなわち精子膨化率（9型）は，他の膨化形

態をとった精子をも含めた精子膨化率（b－－9型）

と比較的高い相関を示したが，このことは吉野ら1°）も

指摘しており，本法の成績を前者のみで評価できる

可能性を示すものと思われる．一方、膨化した精子

を走査型電子顕微鏡で観察すると，位相差顕微鏡で

同じ膨化形態を示した精子でも，異なった形態をと

っているものがあり，また膨化せず，尾部がコイル

しているだけのものもみられるとする報告があり13），

今後，膨化の形態について，さらに詳細な検討が望

まれるとともにそれの精子機能とのかかわりについ

ても検討する必要があろう．

結　　悟

　特発性男子不妊症患者63例に対してhypoos－

motic　swelling　testを施行し以下の結果をえた．

　精子膨化率は，各種精子パラメーターのうち特に

精子運動率と関連が深く，本検査が精子受精能の判

定に役立つ可能性を示した．

　本論文の要旨は，第8回日本アンドロロジー学会
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にて発表した．
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　　in　the　hypoosmotic　swelling　test

　　　　　　Hideki　Fuse，　Ichiro　Mizuno，
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Tameyoshi　Terada　and　Takashi　Katayama
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　We　performed　hypoosmotic　swelling　test　to　the

patients　with　idiopathic　male　infertility．　Sperm　was

examined　for　typical　tail　abnormalities　indicative

of　the　occurrence　of　hypoosmotic　swelling　and

percentage　of　swollen　sperm　was　calculated．

　　The　correlation　between　the　results　of　hypoos－

motic　swelling　test　and　various　sperm　parameters

was　examined．

　　The　positive　correlation　was　observed　between

sperm　concentration　and　the　percentage　of　swollen

sperm，　and　between　sperm　motility　and　the　per－

centage　of　swollen　sperm．　But，　no　significant　corre－

lation　was　recognized　between　mean　sperm　linear－

ity　and　the　percentage　of　swollen　sperm，　and

between　rnean　sperm　velocity　and　the　percentage　of

swollen　sperm．

　　Sperm　motility　out　of　various　sperm　parameters

was　most　highly　correlated　with　the　percentage　of

swolIen　sperm．　Since　sperm　motility　is　related　to

pregnancy，　it　seems　to　be　suggested　that　hypoos－

motic　swelling　test　is　useful　to　estimate　the　fertility

potential　of　human　sperm．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年8月16日）
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ヒト先体反応精子のscoringに対する

flow　cytometryの応用

　　　　Application　of　Flow　Cytometry

irl　Scoring　Acrosome　Reacted　Human　Sperm

　　　　　　　　　順天堂大学医学部産科婦人科学教室

福田　勝　宮崎亮一郎　武内裕之
Masaru　FUKUDA　　Ryoichiro　MIYAZAKI　Hiroyuki　TAKEUCHI
　　　　　　伊　藤　　　哲　　　高　田　道　夫

　　　　　　　Satoshi　ITO　　　　Michio　TAKADA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Juntendo　University　School　of　Medicine，

　　　　　　Tokyo　113，　Japan

　ヒト先体反応精子のscoringをより正確で迅速，かつ簡便化するために，細胞内特定物質に対し親和

性をもつ種々の螢光ProbeとLaser分光測定技術によるflow　cytometry（FCM）を用いて検索し，

結果を螢光顕微鏡による鏡検法の成績と比較検討した．精子の生と死の判別にはProidium　iodide（PI）

を用い，先体反応の判定にFITC－pea　lectinを使用した．

　（1）ヒト精子はFCMで検出可能であった．

　（2）螢光顕微鏡により観察されたPI陽性率はFCMによる成績と非常に近似していた．

　（3）螢光顕微鏡とFCMによって得られた先体反応発生率の成績は有意な相関を示した（r　＝O．98，

　　　P＜0．001）．

　以上よりFCMは螢光顕微鏡による観察に比べ，より多くの精子を客観的にscoringすることが可能

であり，有用な方法であることが判明した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），258－262，1990）

緒　　言

　哺乳動物の精子が卵子と受精するためには，機能

的変化である受精能獲得（capacitation）1・2）と引き続

いて形態的変化である先体反応（acrosome
reaction）3・4）が行われなくてはならないとされている．

したがって，先体反応の発生を知ることは精子の

quality，そして受精能を理解する上で重要なことで

ある．従来，我々はヒト精子の先体反応の判定にfluor－

esceinated　lectinとsupravital　stainであるbisben－

zimide，　Hoechst　33258による2重螢光染色法を行

い，螢光顕微鏡で観察する方法5・6）を報告してきた．

今回，この先体反応精子のscoringに際して，螢光顕

微鏡による鏡検法の代わりに細胞内特定物質に対し

高い親和性をもつ種々の螢光ProbeとLaser分光測

定技術によるflow　cytometry（FCM）を応用し，　FCM

がヒト先体反応精子のscoringにおいて，より正確，

迅速かつ簡便な方法となり得るか否かを検討した．

対象および方法

　用手法により得られたdonor精液を30－60分室温

に静置して液化させた．精漿および白血球など精子

以外の細胞成分を除去するために40％と80％の
Percoll　density　gradientのPercoll　2層法（Percoll，

Phaemacia　Fine　Chemicals）で運動精子を回収して

本研究に供した．精子濃度は3mg／ml　HSA（Sigma）
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を含む精子培養液（HEPES　480mg／d1，　HANKS

960mg／d1，　NaHCO3100mg／dl：PH7．4）を用いて

30×106sperm／m1に調整した．死滅精子は凍結と融

触をくり返すことで作成　また先体反応精子はthe

divalent　cation　ionophore，　A23187〈Sigma）を用

いて先体反応を誘起して作成した．生存精子の生理

的先体反応の発生を正確に評価するには死滅精子を

判定，これらを先体反応精子のscoringより除外する

必要があるため，その判定にはProidium　iodide（PI）

（Sigma）を用いた．すなわちヒト精子を10μg／ml　PI

と5分間インキュベーションし，その後40％
polyvinylpyrrolidone40－PBS上に層積，600g，5分

間遠心して非結合PIを除去した．これら精子を100

％エタノールで30分間固定後，fluorescein　isoth－

iocyanate（FITC）の螢光色素をつけたlectin，　FITC－

PSA（Pisum　sativurn　agglutinin）（Vector）を用い

先体反応の判定を行なった．すなわちエタノール固

POSI…　　AR（一）

neg・…　AR（十）

・・ dead

・live

図1　ヒト精子頭部のPIとFITC－PSAの結合部位．

　　　posi：positive，　neg：negative，　AR：acrosome

　　　reaction
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定された精子にFITC－PSAを10分間結合させ，そ

の後非結合FITGPSAをPBSで洗浄除去し，検体
の一部は螢光顕微鏡を用いた方法，また一部はFCM

（BECTON　DICKINSON，　FAC　star）による方法で

先体反応精子のscoringを行ない，両者によって得ら

れた成績を比較検討した．

結　　果

　図1はヒト精子頭部のPIとFITC－PSAにより染

色・結合される部位を示している．PIはfluorescent

DNA－binding　dyeで死滅変性により壊れた精子細胞

膜を容易に透過し，内部の核のDNAと結合する．し

たがってPI染色陽性精子が死滅精子，　PI染色陰1生精

子が生存精子である．FITC－PSAは精子先体内容物

中に存在するglycoconjugateと結合する．先体反応
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図3　PI染色．

　　　cytogramの縦軸がPIの螢光強度でaがPI陽性
　　　精了・，bがPI陰性精子（A）．螢光顕微鏡写真：

　　　intensive　redを発している精子がPI陽性精子（矢

　　　印，B）．
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図2　ヒト精子のFCMドット表示（A）とそのcytogram
　　　（B）．
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　　　　　FITC

FITC染色．

hystogramの横軸がFITCの螢光強度，縦軸が細

胞数，aとbがFITC陰性精子，　cがFITC陽性
精子（A）．螢光顕微鏡写真：赤道帯のみFITC－

PSAと結合したFITC陰性精子（矢印，　B）．
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精子は先体外膜と原形質膜が癒合，離脱し先体内容

物が放出され，FITC－PSAと結合する先体内容物が

存在しないためFITC－PSAが結合せずFITC陰性を

示す．一方先体反応を起こしていない精子は先体内

容物が存在するためFITC・PSAと結合し，　FITC陽

性を示す．

　図2はFCMによるヒト精子の検出結果を示してい

る．Aがそのドット表示，　Bがそのcytogramである．

　図3はヒト精子のPI染色のFCM　cytogram（A）

とその同一検体の螢光顕微鏡写真（B）である．15

％の精子（A，a）がPI染色陽性精子，すなわち死

滅精子である。螢光顕微鏡下ではPI染色陽性精子は

intensive　redを発している（B）．螢光顕微鏡による

80
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訳
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　　　　　　　Fluorescence　mlcroscopy
　　　　　　　　　％　Reacted　sperm

図5　FCMと螢光顕微鏡による同一検体の先体反応精
　　　子のscoring（先体反応発生率）の比較．両者に有

　　　意な正の相関を認める（y＝0．2715×＋1．0667，

　　　r＝0．98，P＜0．001）．
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図6　PI染色とFITC染色による2重螢光染色法の
　　cytogram．　aがPI陽性精子，　bとcがPI陰性先

　　　体反応精子．
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観察でのPI染色陽陛率はFCMによる成績と非常に

近似していた．

　図4はヒト精子のFITC染色である．　AがFCM

histogramで精子先体部がFITC－PSAと結合してい

ない細胞群（a），赤道帯のみFITC－PSAと結合し

ている細胞群（b＞，先体部がFITC－PSAと結合し

ている細胞群（c）に分けられる．精子先体部がFITC

に染色されていない細胞群（a）と赤道帯のみFITC

に染色されている細胞群（b）が先体反応精子で，

その先体反応発生率は48％であった，

　先体反応発生率について螢光顕微鏡による先体反

応精子scoringの成績とFCMにより得られた成績と

を比較検討した結果では図5のように両者とも非常

に近い値を示した．

　図6はPI染色とFITC染色による2重螢光染色法

のcytogramである．　PI染色陰性，　FITC陰性の細

胞群（b，c）が生存精子で生理的先体反応をおこ

している精子である．

　図7は図6と同一検体の螢光顕微鏡写真である．

考　　察

　従来，医学，生物学の分野において細胞の生物学

的特徴を研究するためには顕微鏡は必須のものであ

った．しかし医学機器の目ざましい発展により顕微

鏡に取って代わる画期的装置であるFCM7｝が開発さ

れた．近年FCMはモノクロナール抗体などの細胞工

学の発展とあいまって，リンパ球の表面抗原を中心

とした免疫学的解析の面で広く応用されている8・9）．

一
方，FCMを用いて種々の癌細胞における相対的核

DNA量についての検討も盛んに行なわれている1°・LI）．

FCMによるDNA量解析の応用はこれらの他，男性

不妊症診断にも利用されている．すなわちFCMを用

いて睾丸生検組織のDNA量分布を測定することより

精細胞の成熟度が明らかとされうる．またその分布

図7　図6と同一検体の螢光顕微鏡写真：AがPI染色，

　　　BがFITC染色．
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から精子形成能が評価され男性不妊症の診断，治療

に有力な情報がもたらされている．12）．最近ではX染

色体やY染色体精子のDNA量の測定，分取というと

ころまでその応用範囲が拡大されている13・14）．

　本研究では，精子の卵子の透明帯貫通および形質

膜との融合に不可欠な変化であるヒト精子先体反応

の評価に対しFCMを応用し，ヒト精子先体反応判定

法にFCMが有用であることを証明し得た．先体反応

判定にPSAというlectinに色素安定であり螢光強度

が保たれやすいFITCをつけたFITC－PSAを使用し

ている．先体反応発生の有無は精子先体の内容物の

存在の有無による．したがって先体内容物中に豊富

に存在しているlectinのレセプターと結合するFITC－

PSAは先体反応の判定に有効となる．またFCMレ

ーザーの励起レベルでFITC・conjugateがすぐれた螢

光強度を示すことを利用して，FCMによる先体反応

発生の解析を行い得た．しかし生存精子の先体反応

を評価するためには死滅精子を除外しなければなら

ない．このために我々は従来から使用されていた

Hoechst　33258の代わりにFCMレーザーの励起レベ

ルがFITCと同様な励起レベルであり，しかも異な

った放出光をもち，overlapが起きないような色素の

組み合わせを行なうことにより死滅精子の除外を可

能にした．すなわちHoechst　33258に代わりPIを使

用し，PIとFITCの2重螢光染色法を行なうことで

生存精子と死滅精子との判定と先体反応の判定を

FCMで同時に行なうことを可能とした．今回は光源

として1本のレーザーを使用したため，励起波長の

同じ螢光色素での2重染色法を行なったが，今後，

励起波長の異なる螢光色素での2重染色などがレー

ザー，感知器，フィルターを新たに加えてその組み

合わせを行なうことにより可能となり，さらに複雑

な多数のパラメーターの解析も可能となると考えら

れる．

結　　籍

　PI染色，　FITC染色の2重螢光染色法を用い，

FCMにより生存精子の生理的先体反応の発生を評価

することができた．またFCMは螢光顕微鏡による方

法に比べ，より多くの精子を客観的にscoringするこ

とが可能で，より正確な結果が迅速に得られること

が明らかにされた．

　以上よりFCMは先体反応精子のscoringに有用
な方法と考える．
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Masaru　Fukuda，　Ryoichiro　Miyazaki，

　　　　　　　Hiroyuki　Takeuchi，

　　Satoshi　Ito　and　Michio　Takada

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Juntendo　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　Tokyo　113，　Japan

　The　flow　cytometry（FCM）with　various　fluores・

cent　probes　and　Iaser　spectroscopic　measuring　tech－

niques　with　a　high　affinity　to　specific　substances

within　the　cells　was　used　in　scoring　of　the　acrosome

reaction｛AR）of　human　sperm　to　determine　if　it

will　serve　as　a　more　accurate，　faster　and　simpler

method．　Proidium　iodide（PI），　a　substance　which

binds　with　DNA，　was　used　in　the　detection　of　the

nonviabillty　of　the　sperm．

　FITC・PSA　was　used　to　detect　acrosome　reacted

sperm．　The　results　obtained　by　FCM　and　those

obtained　by　fluorescence　microscopy　were　compar・

ed．（1）It　was　possible　to　detect　human　sperm　by

FCM．（2）The　percentage　of　PI　labeled　sperm　deter－

mined　by　FCM　was　closed　to　those　obtained　by

fluorescence　microscopy．（3）Comparison　of　AR

scoring　in　10　sperrn　suspensions，　determined　by

FCM　and　fluorescence　microscopy　showed　that

these　methods　gave　very　similar　results（r＝0、98，

P＜0．001）．

　　Objective　scoring　of　more　sperm　was　possible　by

FCM　than　by　fluorescence　microscopy，　and　FCM　is

useful　as　a　simple　method　for　the　analysis　sperm

AR．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年8月24日）
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　　　5．Fine　Structure　of　Sperm　and　Germ　Cells
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　精子無力症かつ膿精液症を呈した3症例の精子，精液中細胞の微細構造を観察し，コントロールと

して正常者10名の精子尾部を観察した．膿精液症の精液中には，変性した初期精子細胞，精母細胞，

セルトリ細胞，精子を含む多核細胞などみられ，精子の異常は核の濃縮異常，尾の形成不全（軸糸9＋

2の乱れ，線維鞘の肥厚等）が主なものであった．このような症例で精子の運動性が減弱する主たる

原因は，精子形成段階における障害と推測された．

　正常精子尾部の構造異常は平均28．9％にみられ，その内容は主に双微細管の欠損と過剰であった．

精子の病的構造異常とは，このような異常が殆どの精子に起こった場合と，ダイニング腕等の特殊な

部位の構造異常に大別されると考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），263－268，1990）

緒　　言

　膿精液症とは精液中に一定数以上の白血球が出現

する病態をさし1・2），精子運動性が抑制されている例

が多い事から男子不妊症の原因の一つと考えられて

いる2｝．膿精液症の精液中には白血球と共にimmatur－

egerm　cellが多く出現する事が知られているが，今

回はこれらの精液中に出現する細胞の微細構造を観

察し，精子運動性減弱との関連性について考察を加

えてみたい．

　一方このような検討のcontrolとして正常者（妊孕

性を有し精液所見正常）精子の微細構造異常につい

ても観察する必要性があるが，こうした問題に対す

る報告は殆ど見られない3）．そこで今回は正常者10名

の精子を観察し，異常所見の割合及び内容などにつ

いて検討したので報告する．

対象と方法

　これまで検討した精子無力症40名の内，膿精液症

者は6名おり，その内の3名に電顕的検索を行った。

以下これら3名の電顕検索時における精液所見概要

などについて記す．症例1は30歳，不妊期間7年．

精子濃度24×106／ml，精子運動率34％，運動能

（SMEI）12．5，　WBC　14－15／hpf　semen．症例2
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fig．1Step　3　spermatid．　Two　nuclei　share　common

　　　aCrOSOme（arrOW）．
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fig　3　Sertoli　cell　in　semen　Characteristic　of　Sertoli
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fig．2Abnormal　sperm　tail．　In　this　picture，　short

　　　middle　piece，　absence　of　central　microtubules

　　　and　thickened　fibrous　sheath（arrow）are　seen．
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fig，4Polymorphonuclear　cells　contain　sperm　head

　　　（arrow．）and　sperm　tall（star　mark）．
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fig．5Secondary　spermatocyte（arrow）in　semen．

　　Homogeneous　chromatin，　concentrically　arran・

　　ged　ER　around　the　nucleus　are　characteristic　of

　　secondary　spermatocyte．
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は31歳，不妊期間4年．精子濃度68×106／ml，精子

運動率6％，運動能1．5，　WBC　20－25／hpf　semen．

症例3は30歳，不妊期間4年．精子濃度42×106／

ml，精子運動率24％，運動能11．1，　WBC　14－15／

hpf　semen．これら3症例の精液中細胞をペレットに

作製し4〕，電顕的検索を施行した．正常者10名（子

供を有し精液所見正常なvolunteer　10名）の精子も

同様にして電顕的検索を施行した．

結　　果

　症例1の精液中にはfig．1のごとくsper－
miogenesisのstep　3に相当するearly　spermatid（2

核で共通のacrosomeを有している）の出現を見，精

子の微細構造ではfig．2のごとく9十2の乱れ（双

微細管の欠損や過剰，中心微細管の欠損，9＋0），
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線維鞘の肥厚などの所見が見られた．更に精細胞の

nursing　cellとも言うべきSertoli細胞（fig．3）の出

現まで見たことから，この症例に於けるSertoli，精

細胞系の構築及びspermatogensisにかなりの障害が

起きていることが予想された．症例2の精液中では，

多核の核を有する細胞の胞体中に，精子頭部及び尾

部があたかも貧食されているがごとき像が得られた

（fig．　4）．これが多核白血球が精子を貧食している像

であるか否かは更に検討を要するが，この症例の電

顕観察時このような像は観察野に多数見られた．症

箏

蝋・

ket7．

歯
fig．9Missing　No．5doublet　mictotubules　and　extra

　　two　doublet　microtubules（10wer　picture）．　Miss－

　　ing　central　microtubules　and　thickened　fibrous

　　theath　（upPer　picture）．

日不妊会誌　35巻2号

例3では均質なchromatinを有する核とその周囲に

円弧状に配列する粗面小胞体の存在から2次精母細

胞と思われる細胞や変性した初期精子細胞の出現が

多くみられ（fig，5），精子の所見では核の濃縮異常、

尾の軸糸，9＋2構造の乱れ，線維鞘の肥厚などが

見られた（fig．6）．

　以上を総括すると，今回観察した膿精液症の精液

中の細胞群としては，Sertoli細胞，2次精母細胞，

変性した精子細胞，核の濃縮異常や尾の構造異常を

伴う精子，精子を含む多核細胞などが見られた．

　次に正常者10名の精子653個を観察した結果を

table　1に示す．各例平均65個ずつの精子の尾部横

断面像を観察した．controlとしてfig．　7，8に正常と

思われる中間部及び主部の横断面像を示した．異常

所見の主なものは，fig．9のような9＋2構造におけ

る一部双微細管の欠損及び過剰，中心微細管の欠損

であり，特に双微細管の欠損の割合が多かった（table

1参照）．これらの異常所見の割合は観察した精子の

15．1％－39．5％と各症例毎に異なったが，平均

28．9±7．8％（mean±SD）の精子に上記の異常が観

察された．

考　　察

　精子運動性が極端に減弱しているいわゆる精子無

力症の原因の一つとして，精子の尾部構造異常があ

り，我々はimmetile　cilia　syndrome5），精子尾部中

間部の形成不全，異常伸長の例6），短尾精子症7），多

核多尾精子症，軸糸形成不全S）などについて報告して

きた．これらの成因はヒトでは不明と言わざるを得

ないが，家畜精子などでの観察結果からこれらの多

くは遺伝性が疑われ9），形態的にもかなり特殊な構造

異常であると考えられる．

　一方最近男性不妊症の原因のひとつとして注目さ

Table．1　1ncidence　of　abnormalities　in　the　sperm　of　fertile　men

microtubules
case

observed

spe「m

normal

form（％）

abnormal

form（％） m1SSlng extra 9十〇

1 62 48（77．4％） 14（22．6％） 13 1 0

2 81 49（60．5） 32（39．5） 26 4 2

3 64 42（65．6） 22（34．4） 17 3 2

4 53 45（84．8） 8（15．1） 7 0 1

5 85 63（74．1） 22（25．9） 16 3 3

6 65 44（67．7） 21（32．3） 20 1 0

7 77 49（63．6｝ 28（36．4）
一 一 一

8 54 37〈68．5） 17（31．5）
一 一 一

9 52 42（80．8） 10（19．2）
一 一 一

10 60 43（71．7） 17（28．3）
一 一 一
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れている膿精液症（pyospermia）は，不妊を主訴と

　した患者（無精子症は除外）の約10％を占め，膿精

液症の精子運動性は減弱しているものが多く，その

原因のひとつとして穎粒球elastaseの関与が推定さ

れている2）．この病態は原因疾患である慢性前立腺炎

などの治療により回復可能と思われるが，なかには

精液中白血球数，精子運動性とも治療に抵抗する難

治性のものが存在する．今回観察した3症例は正に

このような症例であり，精子などの微細構造異常が

起こっている可能性が予想されたので精液中細胞の

電顕的観察を行ってみた．

　今回の観察で特徴的な事は，2次精母細胞，変性

した精子細胞などの本来なら精巣組織内にあるべき

精細胞系，更にはSertoli細胞までが精液中に見られ

た事である．殊に変性した精子細胞は比較的多く見

られた。これらの精細胞は100個の精子あたり不妊

症者で平均5．55個，正常者で2．83個見られるとの

報告もあり1°），光顕による精液検査上構造異常を呈す

る精子数とこれら非精子細胞数との割合は相関する

ことも知られている．すなわち一般に精液中に精子

以外の精細胞などが多く出現しているものでは精子

自体の構造異常の割合も高いと言うことであり，こ

れは精子発生（spermatogenesis）不全を意味するも

のと思われる。ことに今回の症例では核の濃縮異常，

先体，尾の形成不全を示す精子細胞の頻度が高いこ

とから精子発生過程の精子形成（spermiogenesis）

の段階の障害が推察される．以上のように臨床的に

難治性（治療によっても精液中白血球数，精子運動

性が改善せぬ例）の膿精液症では，精液中に出現す

る細胞の観察から精子形成過程の障害が推察され，

そのことが精子の頭部，尾部の形態異常の原因と思

われる．この障害過程の原因，即ち副性器感染症と

の因果関係や不可逆的な変化なのか否かなどについ

ては不明であり，今後精巣の組織学的検索などを通

して明らかにされるべきである。

　症例2でみられた精子を含む多核細胞が，多核白

血球が精子を貧食した像であるか否かについては，

電顕観察上更に検討を要するが，Bergerら11）はこの

ような像を基に多核白血球の精子運動性に対する影

響について論じている．即ち精子を貧食した多核白

血球が毒性物質を放出し，それが精子運動性を減弱

せしめるという考えである．この毒性物質としては

superoxide，　granulocyte　elastaseなどが考えられら

ているが，その放出機構については更に検討の余地

がある．

　以上のごとく膿精液症で精子運動性が減弱する原

因としては白血球の放出する液性因子，例えばsuper一
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oxideやgranulocyte　elastaseの関与と，精子形成

過程の障害を通じた精子尾部構造異常が挙げられる．

　精子尾部の構造異常の主なものは，軸糸の9＋2

構造の異常，即ち一部双微細管の欠損や過剰及び中

心微細管の欠損，線維鞘の肥厚などといったいわば

非特異的構造異常であったが，観察した多くの精子

尾部にこのような構造異常が見られた．

　正常者精子の尾部軸糸異常の割合について言及し

た論文は少なく，我々の知る限りではEscalierら12），

Hunterら3）が発表しているに過ぎない．　Escalierら

は7人の正常者の精子尾部を一人当たり45－100個

観察し，平均20％に尾部の構造異常が見られたこと

から30％以上の精子尾部に異常が見られるものを異

常としている，

　Hunterらは20名の正常者尾部を詳細に観察し光

顕像では12．5±5．5％（mean±SD），1検体当たり

最低50個の精子を観察した電顕像では24．4±7．7％

（8－35％）の異常を見いだしている．構造異常の内

容としては，双微細管の過剰及び欠損（No．4，5，

6，7に多く見られる）が95％を占め，そのほか中

心微細管の欠損を伴う双微細管の形成不全などが観

察されている．興味深いのは，双微細管の過剰は中

間部，主部上部に多く，双微細管の欠損は主部下部

に多く見られたことであり，これは一本の軸糸内で

双微細管がfoldbackした結果であろうとHunterは

推測し，このこと自体は生理的範囲での変化であろ

うと述べている．そして精子軸糸の病的異常とは，

このような変化が軸糸の大部分に起こった場合と，

dynein　arms，　radical　spokesなどの特別な部位に異

常が見られる場合に大別できるとしている．前者は

今回観察したような場合であり，後者は遺伝性が予

想される構造異常の場合と言えよう．

　今回の観察結果では，10名の正常者の精子尾部軸

糸異常は電顕観察上28．9±7．8％（15．1－39．5％）

に見られ，その大部分は双微細管の欠損及び過剰で

あった事から，Hunterらの報告とほぼ一致している

と考えられる．一方正常者10名のSpermac　stain法

による精子先体染色陽性率が81．5％であったこと13）

を考え合わせると，正常者精子でも20－30％の規格

外精子が生産されている事が推測され，興味深い．

結　　語

1）精子無力症でかつ難治性の膿精液症を呈した3

症例の精子，精液中細胞の微細構造を観察し，この

ような症例では精子形成段階における障害が精子運

動性減弱の主な原因と推察した．

2）正常者10名の精子尾部の微細構造の観察では，
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平均28．9％に構造異常がみられた．

（本論文の要旨は第31回日本泌尿器科学会総会及び

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ご協力頂いた当科検査

室高橋勝治氏に感謝いたします。）
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　　　　　　in　infertile　men

　　　5．Fine　structure　of　sperm

　　and　germ　cells　in　pyospermia

　　　　　　and　in　fertile　men

　　　Kazuhiro　Satoh，　Seiichi　Orikasa，

　　　　Ikuo　Maehara，　Sigeaki　Satoh，

Masaru　Takahashi　and　Masayoshi　Hiramatsu

　　　　Department　of　Urology，

Tohoku　University　School　of　Medicine，

　　　　　Miyagi　980，　Japan

　Fine　structures　of　sperm　and　germ　cells　in　severe

pyospermia　cases　in　infertile　men　were　studied」n

the　semen，　sperm　with　decondensed　nuclei　and

malformed　tails，　early　spermatid，　secondary　sper－

matocyte　and　even　Sertoli　cells　were　observed．　The

mechanism　why　these　cells　appeared　in　the　severe

pyospermia　and　the　relationship　of　these　cells　and

sperm　motility　was　discussed・

　Then，　sperm　of　10　fertile　men　were　analyzed　for

axonemal　abnormalities　by　TEM．　In　the
quantitative　analyses，　28．9±7．8％　abnormal

axonemes　were　observed．　Most　of　them　were　miss－

ing　some　doublet　microtubules　arld／or　extra　peri－

heral　microtubules．

　The　presence　of　these　abnormalities　in　fertile

men　indicated　that　they　were　part　of　a　normal

process　of　axonemal　instability・

　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月12日）
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　特発性男子不妊症26症例において，精巣生検標本よりSertoli細胞の定量化を試みた．また，その

結果と，特発性男子不妊症に特徴的とされる，内分泌学的変化（FSH，　LHの上昇，　FSH／LHの上昇，

テストステロン／LHの低下等），及び精巣生検所見との関係を検討した．1）1精巣細管断面当たりの

Sertoli細胞数は16．2±10．8であった．2）Sertoli細胞はFS　H，　LHの上昇，　FSH／LHの上昇，　Leydig

細胞の増加とともに減少した．3）Sertoli細胞は精細管壁厚が10μm以上になると殆ど消失した．

　以上より，特発性男子不妊症にみられる内分泌学的変化にSertoli細胞数の減少が関与している可能

性が示された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，35（2），269・272，1990）

目　　的

　特発性男子不妊症における血清ゴナドトロピン値

の変化，すなわちFSH，　LHの上昇は，二次的な現

象と考えられている1）．LHに関しては，テストステ

ロンによって，feed　back　controlがなされているこ

とが知られており，特発性男子不妊症ではLeydig細

胞の機能低下が報告されている2）．一方FSHのfeed

back　controlにっいては必ずしも確立されていない

が，精細管内のSertoli細胞が精細管外の因子（テス

トステロン等）とともにその分泌調節に重要な役割

を果していると考えられている3－5）．しかし，特発性

男子不妊症においてはその内分泌学的変化とSertoli

細胞との関係は必ずしも明確ではない．そこで我々

は特発性男子不妊症の精巣生検所見からSertoli細

胞の定量化を試み，血清ゴナドトロピン，テストス

テロン値及び，精巣生検所見との関係を検討した．

対象及び方法

　昭和62年3月から昭和63年2月までの1年間に，

当科不妊外来を受診し特発性男子不妊症と診断され

た26例を対象とした．患者の特徴はTable　1に示す

通りである．Charny6）の方法に準じ，右精巣より生検

を行い，採取試料は直ちにCarnoy液にて固定後，脱

水，パラフィン包埋，4μmに薄切した後，HE染色

を施し光顕にて観察した．全視野のSertoli細胞数を

計測し，1精細管断面当たりの平均Sertoli細胞数を

算出した．加えて，精細管壁の厚さをマイクロメー

ター（Nikon測微接眼レンズ2）で計測，　Leydig細

胞についてもその増加の有無を検討した．血清LH，

FSH，テストステロン値は全例において午後1時に

採血し，北里パイオケミカルラボラトリーズにてRIA
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Table．1　対象症例

特発性男ヂ不妊症　　　　　　　　　　26例

　　　　、乏半青f蕩丘三＊　　　　　　　　　　　　　　　　15fグ11

　　　　無精∫一症　　　　　　　　　　lll列

｛9’i齢　　　　　　　　　　23．7～44．5歳　 （’卜1丞」32．O）

イ｛女f：其月隅J　　　　　　O～13｛｝：　el社勾4．3）

・精液検査3回以Lの平均精ゴ・濃度

1．o×lo〆！m尼以ド

Table．2　1nL清ホルモン仙とSertoli糸lll胞委父

Table．3　各種パラメーターとSertoli糸田胞数

項 目

Testosterone／LH

　　　〔30

　　　≧30

EFSHLHl

　　　　l

　　　≧1

項 〕

血清FSH
　〈22m乏U／me

　≧22m¢U／m尼

血清LH
　〈2（）meu／m¢

　≧20m2U　m2

rfli清Testosterone

　〈500ng／dl

　≧500ng’dl

’F均Sertoli細胞数〆1精細管断面

2〔〕．7±9．4　（n＝16）

　　　　　　　　］・
9，1±9．4　（n二10）

　　　　　　　3
222±9．7　（n＝／3）
　　　　　　　　］・
10．3±8．7　（11＝15）

　　　　　　　1
16．3±9．3　（n＝15）

16．1±13．2（n＝11）

Leydig糸田1泡増加度

　　増加なし

　　やや増加

　　呂二明に増加

’ド土勾Sertoli細lll包委父／1半青糸川管1析面

10．2±8．2　（ll；14）
　　　　　　　　　］・
23．2±9。5　（n　＝12）

＊P〈0．Ol

21．8±9．6　（11＝14）＿

　　　　　　　　　1・
9．7±8．5　（n＝12）一

24．9±9．9　（11＝8）
　　　　　　　　　］
15．7±8．5　（n＝12）
　　　　　　　　　］・
3．7±4．6　（n；5）

1。］」

Serteli

cells

／tubularsection

　50

25

二抗体法により測定した．

結　　果

　計測した精細管断面は1症例につき15　一一　139，平均

71であった．1精細管断面当たりのSertoli細胞数は

16．2±10．8（0－－43．3）であった．FSHは2－v　11．7

mIU／m1（正常値2～22），LHは2．8　一一　72．3mIU／ml

（6．5～34，5）テストステロンは225－905　ng／dl

（250～880）であった．精細管壁の厚さは最も薄い部

分の厚さをその精細管壁の厚さとしたが，1．8　一一　47．1

pt　m，平均7．7±7．0μmであった．　Leydig細胞は増

加なし8例，やや増加12例，著名に増加5例であっ

た．

　Sertoli細胞とFSHとの関係では，　FSH正常範囲

内の群は，1精細管断面当たりのSertoli細胞数

20．7±9．4，FSH高値群では9．1±9．4と有意な差が

認められた（Table　2）．

　テストステロン値との関係では，Sertoli細胞数と

テストステロン値との間には一定の関係は認められ

なかった（Table　2）．

　テストステロン／LHはLeydig細胞の機能を表す

指標と考えられており7・B），特発性男子不妊症におい

てはその病変の進行に連れて，この値が低下すると

考えられているが7），今回の検討においてはテストス

テロン／LHの低下に連れてSertoli細胞数も減少する

0

＊＊ 　p＜0．Ol　＊＊　pく’工）．05

O 　oo
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Fig．1精細管壁厚と1精細管断面当たりの平均Sertoli

　　　細胞数

ことが認められた．（Table　3）．

　特発性男子不妊症ではFSHの上昇がLHの上昇

よりも早期に起こりかつ急速であり，FSH，　LHとも

に正常範囲内に留まる場合でもRIA二抗体法により

測定した国際単位でのFSH／LHが1を越えると精巣

病変がかなり進行していることが多いとされる1）．今

回の検討でもFSH／LHが1未満の群と1以上の群と

では，Sertoli細胞数に有意な差が認められた（Table

3）．

　Leydig細胞の増加度との検討ではLeydig細胞増

加の高度な群ほど，Serto！i細胞数は減少していた

（Table　3）．

　Sertoli細胞数と精細管壁厚との関係では精細管壁

が10μmを越えると，　Sertoli細胞はほとんど消失し

ていた（Fig．1）．

考　　察

　Sertoli細胞の機能が明らかになるに連れ，血清ゴ

ナドトロピン値のコントロールにおけるSertoli細胞
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の果す役割の重要性が広く認められてきている．す

なわち，Sertoli細胞はinhibin等を分泌して下垂体

のFSH分泌に対しfeed　back　controlをかけ4・5），ま

た精巣内においてはparacrine機構を介してLeydig

細胞と密接な相互作用を示して造精機能の調節を行

っている9）とされている．特発性男子不妊症において

は，ゴナドトロピン値の上昇が認められることがあ

　り，その上昇が精細管障害の程度と相関することが

広く知られている1｝．LHの標的細胞であるLeydig細

胞については橋本ら2｝によりすでに特発性男子不妊症

患者の精巣におけるその増減とゴナドトロピン値と

の関係が報告されている．しかし精細管内のSertoli

細胞とゴナドトロピン値との関係についてはその機

能低下を推測する報告は多いがSertoli細胞とゴナド

トロピン値との関係について定量的な検討をした報

告はみられない．

　　1精細管断面当たりのSertoli細胞数としては，

Rowelyら1°｝により，正常成人で10±0．3，　Jarrow

ら11）により正常成人で17±1，Vasectomy後では

10±1等の報告があるが，特発性男子不妊症に関し

ては報告が少なく，一般的には，Skakkebaekら12）

が精細胞／Sertoli細胞を精細管障害の指標としたよう

に，高度の精細管障害が認められるようになるまで

はSertoli細胞数は不変であると考えられてきた．し

かし特発性男子不妊症においてしばしばモザイク像

が認められ，完全に硝子化して細胞成分を全く含ま

ない精細管を認めることも稀ではない．このような

症例においては硝子化した精細管を含めた精巣全体

として考えた場合，Sertoli細胞数が一定であるとは

考えにくい．今回の我々の検討では，血清FSH値，

LH値，　FSH／LHの上昇，　Leydig細胞の増加等の特

発性男子不妊症に特徴的とされる指標との検討では，

これらの値が異常を示す群では，明らかにSertoli細

胞数が減少していた．特発庄男子不妊症における内

分泌学的な変化の原因としては，従来Sertoli細胞の

機能低下，精細管の肥厚と間質の線維化による精巣

内paracrine機構の異常等が考えられてきたが，今回

の結果は，原因の一つとしてさらにSertoli細胞数の

減少も示唆するものと思われる．また精細管壁の肥

厚は特発性男子不妊患者の精巣における特徴的な所

見の一つであり，本症における精細管障害の一次的

な原因の一つであると考えられているが1），今回の検

討で精細管壁厚10μm以内の場合は，　Sertoli細胞数

は不定であり，壁の肥厚の程度とSertoli細胞数とは

必ずしも相関しなかった．しかし10μm以上の肥厚

の場合には精細管内のSertoli細胞はほとんど消失し

ており，精細管壁の肥厚はSertoli細胞に対して重大
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な影響を及ぼすと考えられた．

　本研究の一部は文部省科学研究費補助金（一般研

究C）課題番号62570721によって行われた．
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　　Tatsuya　Nagai，　Hidenori　Takaba，

Masanori　Yamamoto　and　Koji　Miyake

Department　of　Urology，　Nagoya　University，

　　　　　　　　　　School　of　Medicine

Nagoya　464，　Japan（Director：Prof．　Miyake｝

We　perfomed　a　quantitative　study　of　Sertoli　cells

in　twentysix　cases　of　idiopathic　infertile　males．

And　the　relations　of　the　Sertoli　cell　number　to

endocrinological　disorders　such　as　elevation　of

serum　LH　and　FSH，　the　changes　in　FSH／LH　ratio

and　testosterone　LH　ratio，　and　to　other　findings　of

日不妊会誌　35巻2号

testicular　biopsy　specimens　were　also　investigated・

The　results　were　as　follows，1．　The　mean　Sertoli

cell　number　per　tubular　section　was　16．2±10．8．2．

The　mean　Sertoli　cell　number　decreased　with　the

elevation　of　serum　LH，　serum　FSH，　FSH　LH　ratio，

and　increase　of　Leydig　cell　number．3．　Sertoli　cells

were　disappeared　in　the　seminiferous　tubules　of

which　the　wall　thickness　were　more　than　10

micrometer．　It　was　revealed　that　the　decrease　of

Sertoli　cell　number　might　be　obligated　to　the　end・

crinological　disorders　which　were　seen　in　idiopathic

infertile　males，

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年ll月25日特掲）
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嚢胞腎と部分的逆行性射精を

合併した精嚢嚢状拡張症の1例

　　Cystic　Dilatation　of　the　Seminal　Vesicles

Associated　with　Polycystic　Disease　of　the　Kidney

and　Partial　Retrograde　Ejaculation：acase　report

藤沢市民病院泌尿器科（部長

遠　坂　　　顕

Akira　TOSAKA

　　　　　　　　　：広川

　山　崎　　　彰

Akira　YAMAZAKI
　広　川　　　信

Makoto　HIROKAWA

信）

岩　崎　　　晧

Akira　IWASAKI

Department　of　Urology，　Fujisawa　City　Hospital，

　　　　　　Fujisawa　251，　Japan

同中検病理（部長：松下和彦）

　　松　下　和　彦

Kazuhiko　MATUSHITA

Department　of　Pathology，　Fujisawa　City　Hospital，

　　　　　　　Fujisawa　251，　Japan

朝倉医院（院長：朝倉茂夫）

　朝　倉　茂　夫

　Shigeo　ASAKURA

Asakura　Clinic，　Fujisawa　251，　Japan

　男子不妊症に見られた精嚢嚢状拡張症の1例を報告する．報告例は嚢胞腎と部分的逆行性射精を合

併していた．27歳男性，主訴は結婚後4年来の不妊．睾丸は正常大で睾丸生検像もほぼ正常であった．

血中テストステロン，LH，　FSHは正常値精液検査では精液量が少なく，かつ乏精子症であった．射

精後の尿中に平均2．94×IO4個の精子を認めた．膀胱鏡検査では三角状に開大した内尿道口を認めた．

両側の精管精嚢造影では嚢状に拡張した精嚢と拡張した精管膨大部を認めた．嚢胞腎を合併した精嚢

嚢状拡張症の報告は本邦15例目である．逆行性射精を伴う例は自験例が初めてであった．精嚢嚢状拡

張症と嚢胞腎の関係は不明だが互いに合併しあうことが多い．自験例では，残尿はみられなかったが，

精嚢の嚢状拡張，内尿道口の変化，逆行性射精などから推察して，achalasiaやHirshsprung病に見ら

れるような神経障害が存在する可能性も考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，35（2），273・277，1990）
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Table　l　Results　of　semen　analysis　and　sperm　coullts

　　　　in　urine　after　ejaculation．　Semen　analysis

　　　　was　performed　five　times．　Central　values

　　　　were　presented　（range）．

日不妊会誌　35巻2号

median　value（range）

Table　2　Cystic　diIatation　of　the　seminal　vesicles　ass㏄i－

　　　　ated　with　polycystic　disease（，f　the　kidney；

　　　　Profiles　of　15　cases　reported　ill　Japan．

Semen　analySiS

semen　volume　　　1．Om¢　　（0，51．6）

sperrn　concentration　16×lOi，・rne（5×10：－110×10i）

percent　motile　　　4％

eosin（十）sperrn　　　　750／6

normal　sperm　　　　84％

sperm　count　in　the　urine

　　　　after　ejaculation

　　（010）

　　（40　100）

　　（8385）

29400　　　（18000　38500）

Nα　author　yearage　chief　complaint　serrlen　analysis

lNakaj　imai）　1　9．　5gc　2〔〕hematospermia　oligozoospermia

2Moriwaki2）1962　37　hematospermia　oligozoospermia

3　Sakatoku3｝197328　general　fatigue

4

5

6

7

〃

〃

〃

〃

〃　　28illfertility

〃　　32infertility

〃　　39rt。flank　mass

”　　49rt－flarlk　pain

8Nakajima4）197762　hematuria

緒　　言

　嚢胞腎と両側の精嚢の嚢状拡張とが見られた報告

が散見される1－7）．しかしこの病態は一般にはあまり

知られていない．

　私達は男子不妊症の検索で，両側精嚢に嚢状の拡

張した病変を認め，嚢胞腎と部分的逆行性射精を合

併した1症例を観察したので報告する．

症　　例

　患者：27歳，男性

　主訴：不妊

　家族歴：父親は脳血管障害で47歳のときに死亡し

ている．

9　1tou5｝　　　　198232　infertility

1〔〕　　　　〃　　　　　　〃　　3〔〕infertility

llIwasaki6）　198635　infertility

l2　　　　〃　　　　　〃　　31　infertility

l3　　　　〃　　　　　〃　　41　infertility

14Matuhasi7〕198732　infertility

l5　Tosaka　　　　　27　infertility

OligOzOeSpermia

azoosperrnla

oligozoospermia

　既往歴：特記すべきことなし

　現病歴：1981年11月結婚したが不妊のため，1985

年8月某大学病院を受診したところ乏精子症を指摘

された．妻は26歳で婦人科的に異常をみとめていな

い．1986年2月26日当科不妊外来を受診した．

　現症：血圧125／70　mmHg．頭部，胸部，腹部に異

常を認めない．直腸診で前立腺は正常に触れる．睾

丸の大きさは外表計測（山口大式orchidometer）で

は左3．8×1．8×1．9　cm（14　ml），右3．7×1，8×1．9cm

（15m1），硬度は正常である．精索静脈瘤を認めない．

精管，副睾丸も正常に触知する．

　検査所見：末梢血液，血液生化学，尿検査などに

異常を認めない．Ccr（1時間法）；130　ml／min．　P．

S．P排泄試験；35％（15分），80％（120分）．血中

ホルモン；LH　6．2mIU／ml，　FSH　5．5　mlU／ml，テ

ストステロン4．31ng／ml．染色体；46　XY．

　膀胱鏡検査：尿管間靭帯に肥厚が見られ，内尿道

口は三角状に開大している．精阜は大きく球状で，

粘膜面に慢性炎症の所見を認めた．

　精液検査：中央値（5回施行）でみると，精液量

oligozoospermia

oligozoospermia

azoospermla

azoospermla

azoespermla

azoospermla

oligozoospermia

1．0　m1，精子濃度16万／ml，活動精子率4％である．

さらに，射精直後の膀胱内洗浄液中に平均2．94×105

個の精子を認めた（Table．1）．

　睾丸生検：両側睾丸とも，精細管内に多数の後期

精子細胞（late　spermatid）と精子を認めるが，成熟

の遅れた部分も若干認めた（Fig．1）．

　精嚢精管造影：精管膨大部は拡張し，精嚢は本来

の房状の形態が消失して嚢状に拡張している．この

病変はほぼ左右対称に見られた（Fig．2）．

　腹部CT検査を施行したところ，両側の腎にぴま

ん性に大小の嚢胞が認められた（Fig．3）．経静脈性

尿路造影（IVP）で，両腎杯に軽度の圧排像がみられ

た．

考　　察

　無精子症，乏精子症を伴う，両側性の精嚢，精管

膨大部の拡張性病変は様々な名称で報告されている．

欧米ではseminal　vesicle　obstruction8），　dysplasic

vesicles9），　seminal　vosicle　dilatationio｝，本邦では

精嚢腺嚢胞1），精嚢腺異常拡張症11・12），精嚢腺憩室2），

精嚢および精管末端部嚢胞状拡張3）などの名称で報告

がある．最近，岩崎らはこれらの病変を検討分類し

て，精嚢嚢状拡張症と呼ぶことを提唱している6｝．

　本邦での報告をみると，嚢胞腎を合併した例が多

くみられ，関心がもたれる疾患である．今迄に自験

例を含め15例の報告がある1－7）（Table　2）．嚢胞腎

では脳動脈瘤や肝嚢胞を伴うことが多く，その他の
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臓器にも嚢胞がみられることがある13）．精嚢嚢状拡張

症もこれらの全身性の嚢胞性病変の1つと考えられ
る．

　15例の年齢分布は，20歳から62歳で，平均年齢

は34．9歳であった．

　主訴は，不妊が9例（60％）と多く，嚢胞腎によ

遠坂　他

Fig．1Testicular　biopsy　demonstrates　almost　normal

　　　spermatogenesis（H．　E．×170）．

B

1・2

b

a

Fig．2A：Abilateral　vasoseminal　vesiculogram．　blad・

　　　　der（arrow）

　　　B：Aschmatic　drawing　of　cystic　seminal　vesi－

　　　　cles（a），　dilatated　deferential　ampullas（b）

　　　　and　narrow　ejaculatory　ducts（c）．
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る症状4例（27％），血精液症3例（20％）である．

30歳前後では，血精液症と不妊が病態となっている．

報告年度が新しいほど，不妊を主訴とする例が多い．

既婚者13名中12名（92％）が不妊である．

　精液所見について記載のある12例でみると，乏精

子症7例，無精子症5例と全例に異常所見をみる．

12例の平均年齢は32歳（20－41歳）．精液量は平均

1．8ml（O．6－4m1），精子濃度は平均5．4×106／ml

（0－28×106／ml），活動率は平均13．4％（0－80

％）であった．自験例では部分的逆行性射精が存在

していた．睾丸生検像は比較的良いが，精液量が少

なく，得られた精液も高度の乏精子症で，活動精子

率4％と低率である．

　精嚢嚢状拡張症では，特異な精嚢精管の造影所見

をみる．両側の精嚢が本来の房状の構造を失って

atonicに拡張し，両側の精管膨大部も拡張する（症

例14は精管膨大部のみ拡張）．この病変はほぼ左右

対称にみられる．精嚢は思春期以降に複雑な内腔構

造を形成するが12），思春期以前の未熟な状態のまま拡

張した場合，本症のような形になると思われる．

　自験例でみられた部分的逆行性射精という病態は

今まであまり知られていない．この現象について

Keisermanら14）（1974年〉はnew　type　of　retrograde

ejaculationとして報告している．　Campbell’s

Urology（5thed）15｝にpartial　retrograde　ejaculation

という名称で紹介されている．

　逆行性射精の原因は，TUR－Pや開腹による前立腺

摘除術後，後腹膜リンパ節隔清による両側交感神経

の切断，糖尿病性ニューロパチー，降圧剤（抗交感

神経剤）服用，などが挙げられている15）。布施ら16・17）

によると本邦では，糖尿病性，骨盤内もしくは整形

外科的手術後，原因不明のものが多い．両側精嚢の

嚢胞性疾患に逆行性射精が合併したという報告11）もあ

る．自験例では，残尿は認められなかったが，精嚢

の嚢状拡張，内尿道口の変化，逆行性射精などの事

実から推察して，食道のachalasiaや，結腸のHirshs一

Fig．3CT　scan　shows　bilateral　polycystic　kidney．
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prung病に見られるような神経障害が存在する可能庄

もあると考えられる．

　精嚢嚢状拡張症は，手術的に妊孕性が回復できる

点で重要である．拡大部の形成術12）やTURによる射

精管の切除8）により妊娠に成功した例が報告されてい

る．岩崎らs）の報告例中の1例（症例13）は，尿管カ

テーテルで逆行性に射精管を拡張したところ，妊娠

に成功した．副睾丸管の拡張がみられることもあり，

その場合人工精液瘤造設術などが試みられている6・7）

（症例11，12，14）．

結　　籍

　精嚢嚢状拡張症に部分的逆行性射精のみられた男

子不妊の1例を報告した．自験例は嚢胞腎を合併し

ていた．

（稿を終えるに当たり，御校閲を頂いた恩師大島博幸

東京医科歯科大学泌尿器科学教授に深謝致します．

　本論文の要旨は第452回日本泌尿器科学会東京地

方会（1987年12月）にて発表した）
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Cystic　dilatation　of　the　seminal　vesicles

　associated　with　polycystic　disease

　　　　of　the　kidney　and　partial

retrograde　ejaculation：acase　report

　Akira　Tosaka，　Akira　Yamazaki，

Akira　Iwasaki　and　Makoto　Hirokawa

Department　of　Urology，　Fujisawa　City　Hospital，

　　　　　　Fujisawa　251，　Japan

Kazuhiko　Matushita

Department　of　Pathology，　Fujisawa　City　Hospital，

Shigeo　Asakura

Asakura　Clinic，　Fujisawa　251，　Japan

　Reported　was　an　infertile　male　aged　27　years　who

had　cystic　dilatation　of　bilateral　seminal　vesicles，

polycystic　disease　of　the　kidney　and　partial　retro－

grade　ejaculation．　He　had　been　married　for　4　years．

Bilateral　testes　had　a　size　within　normal　limits　and

testicular　biopsy　demonstrated　almost　normal　sper一
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matogenesis．　Plasma

IeVelS　Were　nOrmal．

reduced　semen

遠坂　他

　　　　　　　　　　　　　　　volume

Sperms　were　present　in　the　urine　after　ejaculation

with　median　value　of　2．94×104．　Cystoscopy

revealed　widely　opened　bladder　neck．　Vasoseminal

vesiculogram　demonstrated　cystic　dilatation　of

bilateral　seminal　vesicles　and　dilated　deferential

ampullas．　This　is　the　15th　case　of　cystic　dilatation

of　the　seminal　vesicles　associated　with　polycystic

diease　of　the　kidney　in　Japan．　No　case　with　partial

testoterone，　LH　and　FSH

Semen　analysis　revealed

　　　　and　oligozoospermia．

（277）37

retrograde　ej　aculation　has　been　reported．　The　rela－

tionship　between　cystic　dilatation　of　the　seminal

vesicles　and　polycystic　disease　of　the　kidney

remains　unclear　but　both　are　frequently　associated

togather．　The　present　case　had　no　residual　urine，

but　atonic　seminal　vesicles，　wide　opening　of　bladder

neck　and　partial　retrograde　ejaculation　observed　in

the　case　suggest　neural　dysfunction　　such　　as

achalasia　of　esophagus　or　Hirschsprung’s　disease　of

colon．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年8月31日）
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ラット精巣の加齢におけるペントー一スサイクル活性

およびテストステロンのエストロジェンによる影響

　Pentose　Phosphate　Pathway　Activity　and　Testosterone

Production　in　Rat　Testis　Treated　Neonatally　with　Estrogen

東邦大学第1産婦人科学教室

　跡　部　一　朗

　Ichiro　ATOBE

1st．　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Toho　University　School　of　Medicine，

　　　　　　Tokyo　l43，　Japan

Wistar系ラットに出生1日齢より5日齢までの5日間Estradiol－17β（E2）処置し，胚上皮の分化増

殖を初期発生段階で抑制し，ペントースサイクル活性，テストステロン産生および精子形成能に出現

する変化を検索し，ペントースサイクルが静止形成過程にどのような機能的意義を有するかを検討し

た．

1）精巣重量は，6日齢を除きE，処置群で有意に減少した．

2）Glucose－6－phosphate　dehydrogenase（G6P－DH）1舌性は，20日齢を除きE2処置群で有意に減少

した．

3）無処置群，E2処置群のテストステロン値には，両群間の各日齢で有意差はみられなかった．

4）組織所見ではE2処置群に精子形成遅延がみられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，35（2），278－284，1990）

緒　　言

　精巣はテストステロンと精子を産生する2つの機

能をもつ器官である．一方ペントースサイクルは，

赤血球，肝臓，授乳期の乳腺，脂肪組織，副腎皮質

に解糖のEmbden－Meyerhof経路の代替路として存

在している．この経路が活発な組織の大多数では，

この側路からのNADPHが脂肪酸やステロイドの合

成およびグルタミン酸デヒドロゲナーゼを経たアミ

ノ酸合成に活発に使用されている．またヌクレオチ

ドと核酸合成のためのリボースを供給する．このよ

うな機能をもつ本経路が精子形成能の発現と維持を

っかさどり，ホルモン標的臓器である精巣に他組織

と比べ，より高い渚性を有することは容易に推測さ

れる．

　既にわれわれはブタ精巣におけるペントースサイ

クルの存在を酵素学的1），組織化学的2）に証明し，さ

らにラット精巣の精子形成過程に本経路が関与して

いる可能性を指摘した．すなわちペントースサイク

ルは精子形成の全過程および次の精細胞の分化を維

持してゆくために必要な代謝系であり，ことに精原

細胞からleptotene精母細胞への分化，増殖に大いに

関与している可能性を示唆した3）．もしこの説が支持

されるとすれば，精巣機能を抑制した場合，ペント

ー スサイクル活性の明らかな減弱がみられ，同時に

精子形成過程に何らかの障害が現れるはずで，その

結果，本研究の目的である精子形成過程におけるペ

ントースサイクルの機能的意義を一層明確にするこ

とになる．そこで著者はWistar系ラットに外因性エ

ストロジェン（E2）を負荷し，その精巣機能を抑制

することによりペントースサイクル活性の低下が起

こりうるのか，同時に精子形成過程にいかなる変化
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が現われるのかを組織学的に検索し，併せて精子形

成に必須のテストステロン産生との関連について検

討した．

50f　life　with　daily　injections　of　25μg　of　EzB

　　　　　　　l

　　　　　　testis

　　　　　　　　washed　with
　　　　　　　　KRBG（pH　7．4）

　　　　　　minced

　　　　　　　　washed　with
　　　　　　　　KRBG
　　　　　　treated　by　ultrasonic　waves（20KHz，200W）

　　　　　　　　oPerated　at　a　speed　of
　　　　　　　　105．OOOxg　for　50　minutes　at　4℃

operated
105．000Xg

residue supernatant
　　I
2’，5’ADP－Sepharose　4B　column

　　　column　size：130mmx10mm
　　　flow　rate：22m丑！h

　　　fraction：1．3m21tube

analysis

　1．Protein　contents

　2．LDH　activity

　3．G6P－DH　activity

　4．6PG－DH　activity

Experimental　Procedure

図1Wistar－derived　rats　were　treated　between　days

　　　land　50f　life　with　daily　injections　of　25μg　of

　　　E2B
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実験方法
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1）精巣

　Wistar系ラットの出生1日齢よりEstradiol－17

β（E2）25μg／20μ1を24時間毎に5日間皮下注射し，

6日齢，14日齢，20日齢，45日齢，60日齢の精巣

を実験に供した．飼育条件は12時間明暗自動サイク

ルの室内で飼育し，21日齢までは1ゲージに母親1

匹に対し3匹から9匹の子を入れ，その後は離乳さ

せた．塩酸ケタミンの麻酔下で摘出した精巣はその

重量を測定後，直ちにペントースサイクルの鍵酵素

であるG6P－DH活性の測定に使用した．テストステ

ロン測定のための精巣は一80℃で保存した．なお，

45日齢，60日齢精巣はカプセルを除去し使用した．

2）各精巣の粗抽出液の作製（図1）

　精巣はKRBG（PH　7．4）中で十分洗浄し，付着し

た血液を取り除き，同KRBG中で細片した．細片後

10mMメルカプトエタノール，5mMEDTA　3　Na
を含む0．1M　Tris－Hcl　buffer　PH　7．6を精巣細片

沈澱物に対し等量加え，発振周波数20KHz，200　W

の出力で1分間つつ3回音波処理をした．この際，

熱の発生を押さえるため，冷水中で操作し，1分間

のインターバルをおいて行なった．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No．　7で濾過した．この濾液を精巣の粗抽

出液とした．

3）2’，5　’ADP－Sepharose　4　B　4｝による精製（図1）

ng／9
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6days　14days　20days　45days　60days　　　　　　　　　　　　　　　　6　days　14days　20days　45days　60day5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6　days　14days　20days　45days　60days

　　　　　　　The　results　represent　the　means±SEM．　significant　differences　between

　　　　　　　the　control　and　treatment　groups　is　indicated　by　asterisk5

　　　　　　　（＊P＜0．05，＊＊P〈O．02，＊＊＊Pく0．001）

　　　　　　　　　　　図2　G6P－DH　activities，　concentrations　of　testoster－

　　　　　　　　　　　　　　one　and　testis　weights　in　control　rats　and　those

　　　　　　　　　　　　　　treated　with　E2B　between　l　and　5　days　of　age

口Controi

■E2
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Table．1　Testis　weights　ill　c（mtrol　rats　and　those　treat－

　　　　　ed　with　E2B　between　l　and　5　days　of　age

Control 25μgof E2B　　　　．一一

一

6days　old 9，91±0．7
（n＝7）NS　8．43±⑪．45（n＝4）　　　　　　　＊

14days　old 38．9±1．2 （n＝14） 19．95±0，6 （n＝4＞

＊＊‡

20days　old 87．5±2．6 （n；24） 41．6±1，1 （n＝7）

‡＊＊

45days　old 1013．6±14．6（nニ24） 431．7±39，8 （n＝9）

＊＊＊

60days　old 1390．0±20．0（n；11） 802，0±42．6（n＝4）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Unit：mg

The　number　of　animals　is　424　per　group；means±

SEM　are　presented．　The　asterisks　indicate　statisti・

cally　significant　differences　between　the　colltrol　and

treatment　groups

（・P〈0．05，…　　P＜O．001，N．S；no　significant

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　difference）

Table．2　G6P・DH　activity　in　control　rats　and　those

　　　　　treated　with　EB　between　l　and　5　days　of

　　　　　age

Table．3　Concentration　of　testosterone　in　control　rats

　　　　　and　those　treated　with　E・B　between　l　and

　　　　　5　days　of　age

一

Contro1 Estradiol

6days　old
n＝4 N．S　　n＝4

10．1±1．1　　　一一一一一 9．2±1．7
一．　　　一．．一

一一一n＝4 N．S　　n＝4
14days　old

i　　　　　　　一

10．1±1．0　　　．一一一 9．0±3．9
一 一一一

12・d、y、。1d 　n＝4

16．5±4．0

NS　　n＝5

　　　16．7±2．9

45days　old
n＝5 N．S　　nニ5

58．6±17．3 39．8±6．8
一　　　　　一

60davs　old

一一一一．－

　　n＝3 N．S　　n＝5

　　　　　口
．一

48．7±6．5 48．O±7．1

The　results　represel】t　the　means±SEM

i Control
　　　　　　一一一．一一

6days　old
　　　n＝4

333．1±16
一

14days　old
　　　n＝4

294．3±15

20days　old
　　n＝4

182．6±19

45days　old
　　n＝4

178．0±8．

6（ldays　old
　　　n＝3

132．1±12

Estradiol

＊＊＊　n＝4

　181．6±48．4

＊＊　　n＝4

　178．2：ヒ47．1

NSn＝4
　167．7±30．7

＊　　n＝－1

　136．5±48．4

＊＊ 　n＝4　　1
　72．1±17．9

　Unit：nlU，／me／9

The　results　representしhe　mcans⊥SEM．　significal1亡differeIlces

between　the　corltr｛｝l　and　treatme11吐groups　is　indicated　by

ag．　terisks（寧P＜0．05、・・P　｛｝．02…　　Pな0．001，　N．　S　：

no　significant　dlfference）

方法は本誌既報1・5）に準じた．なお2），3）の行程

はすべて低温で操作した．

4）蛋白量および各酵素活性の測定

　（1）蛋白量

　　Marisonの方法6）にもとづき測定した．

　（2）LDH活性

　　Hill変法7・8）にもとづき測定した．

　（3＞G6P－DH活性

　　Ldhr－Wallerの方法9）にもとづき測定した．

　（4）6PG－DH活性

　　Wolfsonらの方法1°）にもとづき測定した．

5）テストステロンの測定11）

Unit二r19／9

望ラ：真1　　Histology　of　rat　testis

　試料に回収率補正用T－3H　1000　dpm添加後，エ

ー テルで抽出した．ChromatographyはSephadex

LH－20（Pharmacia　Uppsala，　Sweden）をmicro

columnに2ml充填し，　Systemはhexane：ben－

zene：MtOH（90：5：5）を用いた．テストステロ

ンの溶出部分を採取し，その1／2を回収率補正用

に，残り1／2にT－3Hを1000　dpm添加しassayに

用いた．

実験結果

1）精巣重量（表1）

　表1はE2処置群と無処置群の各日齢の精巣重量を

示す．6日齢精巣を除き各日齢の精巣はE2処置群で

有意に減少した．

2）G6P－DH活性（表2）

　表2はE2処置群と無処置群の各日齢の精巣におけ

るG6P－DH活性を示す．6日齢，14日齢精巣でE，処

置群は無処置群の約1／2の活性低下を示した．20日
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齢精巣では両群に有意差はみられないが，E2処置群

に低下傾向がみられ45日齢精巣では再度有意に減少

し，　60日齢精巣では無処置群に比べ約1／2に低下し

た．

3）テストステロン値（表3）

　表3は各日齢のE，処置群および無処置群の精巣テ

ストステロン値を示す．E2処置群のテストステロン

値は，精巣重量が無処置群と比較し各日齢で有意に

減少しているにもかかわらず無処置群との間に有意

な差はみられなかった．

4）E2処置群および無処置群の45日齢精巣の組織所

見（写真1）

　右が無処置群精巣，左がE2処置群精巣を示す．無

処置群精巣の精巣管腔内には既に精子形成が完了し

ている．E2処置群精巣では管腔形成がみられず，精

子形成も精子細胞あるいはpachytene精母細胞の段

階で停止し，明らかな精子形成の遅延がみられる．

考　　案

　ペントースサイクルの鍵酵素であるG6P－DH活性

は，20日齢を除き各日齢で無処置群と比較し有意に

減少したが，テストステロンは，精巣重量が6日齢

を除き各日齢で無処置群のそれより有意に減少し続

けているにもかかわらず両群に差がみられなかった

（図2）．組織所見では，無処置群の45日齢精巣では

精細管腔内に精子の出現が認められているが，E2処

置群では精子細胞あるいはpachytene精母細胞の段

階で成熟停止している．

　E2処置によりペントースサイクル漕庄は，6日齢，

14日齢で無処置群より約1／2に減弱したが，先にわ

れわれは6日齢，14日齢のペントースサイクル活性

が，各日齢に比べ高活性を示した結果から，本経路

ぱ精細胞の初期発生，殊に精原細胞からleptotene精

母細胞への分化，増殖に関与しいてる可能性を示唆

した3）．E2処置後のこの日齢におけるペントースサイ

クル活性の著明な減弱，テストステロン産生の不変

および精子形成過程の遅延は，われわれのこの仮説

を一層支持する．またテストステロン産生が，E2処

置により抑制されていないにもかかわらず精子形成

遅延が認められたことは，この時期の精子形成にテ

ストステロンが関与していない可能性を示している．

20日齢でのペントースサイクル活性が両群間で差が

みられなかった理由は不明である，20日齢より上昇

しはじめるテストステロン産生に関与しはじめたの

かも知れない．

　20日齢から45日齢の精巣は，精子形成の成熟段階

といわれており，無処置45日齢精巣では既に精子形
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成が完了している．しかし，この時期の精子形成の

最も重要な要素であるテストステロンが無処置群と

有意差がみられないにもかかわらず，E2処置した45

日齢精巣では，精細胞が最も発育したとしても精子

細胞の段階までである．このことは20日齢から45日

齢にかけての精子成熟段階ではテストステロン以外

の要素が関与している可能性もあり，ペントースサ

イクル活性の減弱もその一つの要因であるかも知れ

ない．

　60日齢精巣のペントースサイクル活性もE，処置群

は無処置群と比べ有意に減少している．60日齢精巣

のペントースサイクル活性は，次の精細胞の分化と

増殖を維持してゆくのに必要な漕性である可能性を

示唆3）したが，この証明には長期的な観察が必要であ

る．

　それではペントースサイクルはどの部位で作用し

ているのであろうか．われわれは組織化学的検索で，

本経路は間質組織および精細管壁から内腔に局在す

ることを報告した2｝．6日齢，14日齢無処置精巣のテ

ストステロンは低値を示しE2処置によってもその産

生は抑制されない。一方，ペントースサイクル活性

は，E2処置より1／2に減弱した．従ってペントース

サイクルが，この時期のLeydig細胞に作用しテスト

ステロン合成に関与している割合は極めて少ないと

考えられる．

　ペントースサイクル活性の減弱は，精子形成の遅

延を伴うことから，精子形成を制御するSertoli細胞

あるいは精原細胞に関与している可能性がある．Ser－

toli細胞は，精原細胞から精子に至る精子形成の全過

程の栄養に関係すると考えられ，精子形成にたいす

るFSHやアンドロジェンの間接的作用はSertoli細

胞を介している．この細胞はFSHの標的細胞であり，

FSHのSertoli細胞に対する働きは，増殖刺激だけ

でなく，成熟したSertoli細胞におけるアンドロジェ

ン結合タンパクやエストロジェンの合成の促進，酵

素プロティンキナーゼの活性化，インヒビン合成な

どが知られている．Sertoli細胞の機能はその細胞膜

に局在しているFSHの特異的受容体にFSHが結合

し，アデニル酸シクラーゼの活性化→サイクリック

AMP産生→タンパク質リン酸化酵素の活性化→酵

素，構造タンパク質のリン酸化→生物学的作用発現

という経路が主要なものと考えられる．ラットの精

巣FSH受容体は2日齢から15日齢で3倍の増加を

示し，その後減少し，20日齢からは変動がみられな
い12）．

　このFSH受容体の増加は，精巣でのFSHの生理

的作用と密接に関係するのは上述した通りである．
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すなわち，5日齢から20日齢の未成熟ラット精巣で

はFSHはSertoli細胞でのアデニル酸シクラーゼを

最大限に活性化13＞し，アンドロジェン結合タンパクな

どの合成を促進する．20日齢以降はFSHによるアデ

ニル酸シクラーゼ活性はみられない．従って，　Sertoli

細胞の成熟が不完全であれば，精子形成の完成へ向

けての初期段階が阻止される．E2処置によって新生

児ラットの下垂体前葉を抑制した時，LH分泌は抑制

されるがFSHには変化がみられない14｝．しかし，　E2

処置したSertoli細胞は，核が小さくその発育が抑え

られており15），Sertoli細胞に対するFSHの作用が

発揮されていないことを示している．この事実はE2

がFSH受容体に直接作用してその結合部位数あるい

は親和性またはその両者を減少させているのかも知

れない．その結果，Sertoli細胞でのペントースサイ

クルの活性化が低下し，Sertoli細胞の増殖，発育が

抑制されたと考えられる．

　FSHは精原細胞にも特異的に結合する16・17）．従っ

てSertoli細胞と同じような直接阻害が精原細胞の

FSH受容体に起こるとすれば，ペントースサイクル

の活性化が低下し，精原細胞から精子形成へ向けて

の分化，増殖が抑制される．

　外因性E2による精巣機能の抑制は視床下部一下垂

体前葉によって仲介されまた細胞レベルでも直接的

に抑制される18・19｝．精巣機能抑制による顕著な変化は

テストステロン産生の減少である．

　E2処置によってテストステロン産生が抑制されな

かったことは意外であった．しかし，Leydig細胞が

Sertoli細胞や精子形成より，はるかに外的刺激に対

する抵抗性が強く，加えてE2処置が出生直後からと

いう毒性を受けにくい時期に実施されたことを考慮

すると，その可能性はありうる．またラットのLeydig

細胞には性成熟の過程で大きな変化がみられる2°　22）．

　Huhtaniemi22・23｝らは出生2週間までのLeydig細

胞と3週頃に出現してくるLeydig細胞との間にはそ

の細胞数やステロイド合成に明らかな相違があり，

前者を胎児Leydig細胞，後者を成人Leydig細胞と

分類し，両者の置換期は15日から20日齢の間であ

ると指摘している．従って，テストステロン産生に

抑制がみられなかった理由は，1日齢から5日齢と

いう極めて早い時期にE2処置が行なわれたためと考

えられる．一般に外因性E2が直接精巣に作用してテ

ストステロン産生を抑制する機構は，E2がLeydig細

胞に局在するといわれるE2受容体24）に結合し，エス

トロジェン受容体機i構を介して17β一hydroxylase

とCl，－C，。lyaseの活性を減少させるためと考えられ

ている19）．

日不妊会誌　35巻2号

　E，による直接阻害効果がみられなかった本実験の

結果は，E2投与時期の精巣にE2受容体が出現してい

ないか，出現していたとしても正常に機能していな

いかのどちらかであろう．

　E2はまた中枢を介してLH分泌を阻害し，　Leydig

細胞でのテストステロン分泌を阻害する．従って精

巣へのE2の直接阻害効果がみられなかったとしても，

LH分泌阻害によりテストステロン産生は抑制された

筈である．Leydig細胞の機能は，その細胞膜に局在

しているLHの特異的受容体にLHが結合すること

により誘起される．従ってLeydig細胞が有効に働く

ためには，LH受容体数およびLHに対する応答の程

度が問題になる．精巣当たりのhCG結合は，精巣当

たりのLeydig細胞数に変化がみられない2日齢と11

日齢では2倍に増加しており，このことはLeydig細

胞当たりのLH受容体数の増加を反映している22），

またhCGによるテストステロン産生は，新生児ラッ

トLeydig細胞では成熟ラットの4倍であるという25）．

従ってE2によるLH分泌が抑制されても十分Leydig

細胞の機能が発揮でき，テストステロン産生に影響

を与えないと考えられる．成熟ラットでは高濃度の

hCG処置によりLH受容体のdownregulationが惹
起されるが，新生児ラットではそれがみられない22）．

従って新生児精巣が生理的状態でLH受容体数に比

べ高濃度のLHにさらされているとしてもLH作用

の阻害が起こらない筈である．

　Cigorrageら26）はE，に精巣LH受容体を直接阻害

する作用があると報告しているが，新生児精巣には

みられないようである22）．

　LHによるステロイド合成の完全な機構はまだ不明

であり，LHの作用をE2が抑制する確実な部位を特

定することは出来ない．Saezら24〕は正常ラットでは

E2処置後LH受容体数は減少するが，　cAMPは逆に

増加するのでLHに対する減弱したテストステロン

合成反応を説明できないと指摘している．この結果

は，E2処置したラットのLH刺激によるテストステ

ロンが分泌に対する主要な阻害部位は，cAMP産生

後にあることを示しており，Mogerら19｝の説と一致

する．すなわち脂溶性ホルモンであるエストロジェ

ンは，細胞膜を通り抜けて細胞質内にある特異的で

親和性の高い受容体と結合する．次にこのエストロ

ジェン受容体複合体が活性化反応を起こし，その結

果，大きさや立体構造，表面電荷が変化して，核内

に移行後クロマチンと結合できるようになる．エス

トロジェン受容体複合体はDNAの特異的な領域に結

合して，エストロジェン作用を発揮する．従って新

生児ラット精巣では，細胞質E，受容体の欠如によっ
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てE2効果が発揮されないために，E2のLH分泌阻害

によるテストステロン産生の抑制が起こらないのか

も知れない．

　またこの時期血中のα一Fetoproteinが高濃度を示

す．α一Fetoproteinはエストロジェンと極めて結合

しやすい蛋白で，20日齢までは血中で主要なエスト

ロジェン結合成分として存在している．これらの機

構が働いて新生児ラットの精巣はエストロジェン作

用から防御されている可能性がある．Huhtaniemiら22）

は，新生児ラット精巣にエストロジェンを介して行

なわれるLHあるいはhCG作用の阻害がみられない

のは，成熟ラットよりも高いテストステロン産生率

から説明できると指摘している．成熟ラット精巣で

はゴナドトロピンの刺激によるエストロジェン形成

は過度のアンドロジェン形成を阻止し，テストステ

ロン分泌に関する持続的な阻害作用を働かせるとい

う一つの調節機構を行なう．しかし，胎児，新生児

ラットでは，テストステロンの高濃度が雄の生殖器

および中枢系の発育，分泌に必須であることから，

このような阻害機構は生理的に受け入れられないの

であろう．

　以上の結果を総括すると，ペントースサイクルは

精原細胞からleptotene精母細胞の分化，増殖に関与

し，テストステロンの関与は極めて少ないと考えら

れ，この時期の本経路の作用部位はSertoli細胞およ

び精原細胞に局在している可能性がある．従って精

細胞の初期発生過程でFSHか精子形成を完成させる

ための生化学的現象の引き金として作用することが

示唆される．また，20日齢以降のテストステロン値

が高値を示しながら精子形成が遅延していることは，

Sertoli細胞の発育が未熟なため，アンドロジェン結

合タンパクの産生や分泌機能が低下し，テストステ

ロンを標的細胞に十分輸送されなかったためかも知

れない．同時にこの時期のペントースサイクル活性

が有意に減少していることにより，本経路は精子成

熟のこの過程にも関与している可能性がある．

（本稿を終わるに臨み，本研究に際し御指導，御鞭捷

下され，御校閲下さった第1産科婦人科学教室百瀬

和夫教授，生化学教室天野久夫教授に深謝致します．

なお本研究は伊藤元博助教授との共同研究の一部で

あり，共同研究途上での御指導および御尽力に心よ

り感謝致します．

　本研究の要旨は，第8回日本アンドロロジー学会
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　　Pentose　phosphate　pathway

　　　aCtiVity　and　teStOSterOne

production　in　rat　testis　treated

neOnatally　with　eStrOgen

Ichiro　Atobe

1st．　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　Toho　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　　Tokyo　143，　Japan

　　The　role　of　postnatal　pentose　cycle　activity　in

sexual　maturation　was　studied　in　male　rats．　Rats

were　injected　once　daily　with　estradiol－17β（E、），

25μg，on　days　1－50f　life，　and　killed　on　day　6，14，20，

45and　600f　life．　The　weights　of　testes　were

reduced．　Pentose　cycle　activities　were　suppressed

by　50％on　days　6　and　140f　life，　compared　to

controls，　by　hormone　treatment，　but　testicular　tes・

tosterone　was　unchanged　at　all　ages　studied．　From

45days　of　age　onward，　complete　spermatogenesis

was　established　in　control　rats．　In　contrast，45・day・

old　estrogenized　rats　showed　the　tubules　with

maturation　arrest　at　the　level　of　early　spermatids

or　pachytene　spermatocytes．　These　data　demon－

strate　that　the　pentose　phosphate　pathway　may　be

important　in　providing　ribose　for　DNA　in　the　pri・

mary　cellular　proliferation，　whereas　the　differentia－

tion　from　spermatogonia　to　leptotene　spermatocyte

is　not　hormone・dependent．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年11月24日特掲）
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　酸素毒性がマウス初期胚発育に及ぼす影響を検討するため，低酸素（5％）濃度下および高酸素（20

％，大気中）濃度下でOΣの消去系酵素であるsuperoxide　dismutase（SOD）を添加して，前核期胚

から胚盤胞まで培養し，次のような結果を得た．

1）高酸素濃度下培養の胚盤胞率は1．3％で，2－cell　blockが成立することが確認された．低酸素濃度

下培養での胚盤胞率は28．4％で，2－cell　block解除効果が認められた．　SOD添加低酸素濃度下培養の

胚盤胞率は75．2％と著しく高値であった．

2）一過性でも高酸素（20％）に被曝すれば，以後の培養を低酸素濃度下で行なっても有意に胚盤胞

率が低下した．

3）SOD添加低酸素濃度下培養の胚発育効率は，同時刻にin　vivoから回収した胚の発育効率には及

ばないが，2－cell　block解除効果が知られているEDTA添加高酸素濃度下培養の胚発育効率に比べ有

意に高値であった．

　以上の結果より，酸素毒性がマウス初期胚発育に悪影響を及ぼすことが明らかとなった．この結果

は，ヒト体外受精胚移植法においても酸素毒性からの胚の保護が必要であり，この目的のためにSOD

添加低酸素濃度下培養が応用可能である事を示している．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），285－292，1990）

序　　論

　近年，不妊治療の一一環としヒト体外受精胚移植

法1’4）が盛んに行なわれるようになってきている．し

かし我が国はもとより世界各国を見渡しても，その

妊娠成功率は未だ十分とは言えず，大多数の医療機

関においては妊娠成功率は10　・一　30％1・4）程度である．

妊娠成功率が低い理由を特定するのは困難であるが，

in　vivoにおける胚発育と最も異なっているものの1

つとして，胚培養条件設定の方法を考えるのは当然

であろう．

　哺乳類胚のin　vitro培養は必ずしも確立されたも

のではなく、ウシ5），ヒツジ6｝，ブタ7）などの家畜を始

め，マウス8），ラット8），ハムスター9）等のげっ歯類に

おいてもstage　specificな胚発育の停止が知られてい

る．In　vivoでは問題なく進行するこれらの胚発育が

in　vitroではうまく進行しない理由は不明である．そ

の原因を考えると，胚発育の場に体細胞が欠如して
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表1　酸素およびSODの2－cell　block解除効果

　　　02　　　　　　SODa）　　　　No．　of

concentration　concentration　embryosb）

No．　of　embryos　obtained

2－cell（％）　　4－cell（％）　　8－cell（％）　Blastocyst（％）

2〔｝％

　Omg／ml

O．5mg／ml

O．5mg／m1

231

113

209　（90，5）　　　80　（34．6）　　　16　（　6．9） 3（”3）

訓
108（95．6）71（62．8）48（42．5）35（31．0）一」＊＊

5％c）

Omg／ml

0．5mg／ml

201

153

175　（87．1）　　128　（63．7）　　　90　（44．8）　　57　（28．4）

148　（96．7）　　140　（91．5）　　137　（89．5）　115　（75．2）

＊＊

a）

b）

c）

r－hSOD

TUCK♀xTUCK♂
5％025％CO290％N2の気相下で採卵，培養

＊＊：x2　test　p〈0．　Ol

表2　酸素およびSODの2－cell　block解除におよぼす用量一反応関係

9「oup
SODD｝concentration（μg／ml）No，　of　experiment　No．　of　embryosE〕No．　of　blastocyst（％）

025％A）

　0

　0．05

　0．5

　5．0

50．0

500．0

3

3

3

3

3

3

55

48

46

45

56

56

羅ii刀
　　　　　　　＊＊
17（37．8）

28（50．0）a）

46（82．1）・・＿」

02　20％→5％B｝

　0

　0．05

　0．5

　5．0

50．0

500．0

3

4

4

3

4

3

48

60

60

53

72

54

灘1廻
iiiilli辿

0220％c）

　0

　0．05

　0．5

　5．0

50．0

500．0

7

7

5

7

6

6

120

113

74

100

88

90

2（1．7）L）

1（　0．9）P

2（　2．7）k）

　　　　　＊

舗1」

A）

B）

C）

D）

E）

5％025％CO290％N2の気相ドで採卵，培養　　　　　　　　　　　　x2　test

一過性（1時間）高酸素被爆後，5％025％CO290％N2の気相下で培養＊P〈O．05，＊＊P〈0．01
SOD：recombinant　human　Cu・Zn－superoxide　dismutase

高酸素濃度下で採卯培養

TUCK♀×TUCK♂

いることと同時にin　vivoに比して酸素濃度が高いこ

とがあげられる．

　卵管液中の酸素分圧は大気中の酸素分圧の1／3程

度で1°－12），in　vitroで胚培養を行なう場合に酸素分

圧を5％に設定することで高い胚盤胞率の得られる

ことが，各種哺乳動物で既に報告されている13－17）．

a

b

C

d

e
f

k
l

：9

：h

：i

：j

：k

：1

：m
：n

p〈O．05，

pく0．01，

p〈0．Ol，

p〈0．01，

p〈O．Ol，

p＜0．01，

p＜0．05，

p＜0。05

　また，最近，野田等は0Σのscavengerであるsuper－

oxide　dismutase（SOD）18－2°｝を培養液に添加するこ

とにより，マウス2－cell　blockが解除されることを
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　　　図1　低酸素下採卵装置

A）閉鎖系低酸素濃度下培養チェンバー

B）実体顕微鏡

C＞恒温板
D）酸素濃度計（OX－30，アトム社）
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写真l　hCG　18時間後に採卵した前核期胚
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図2　採卵装置内酸素濃度

（mln）

発見し21），SODのもつ作用から考えて，活性酸素の

毒性が2－cell　blockの成立に関与していると報告し

た22・23）．本研究ではこれらの事実を踏まえて，in　vitro

初期胚発育における酸素の影響を，SOD添加低酸素

濃度下培養を行なうことによって検討した．

方　　法

1．薬剤

　この実験に使用した主な薬剤は，Ethylene　diamine

tetra－acetic　acid（EDTA：半井化学），　Bovine

serum　albumin（BSA，シグマ社），　Hyaluronidase

（シグマ社）等で，Recombinant　human　Cu・Zn－

superoxide　dismutase（r・hSOD）19）は，日本化薬株

式会社からの提供を受けた．マウス過排卵処理は

Serotropin（PMSG，帝国臓器），　Gonatropin（hCG，

帝国臓器）を使用し，他の薬剤は全て半井化学社製，

特級試薬を用いた．

　2．過排卵処理及び採卵24）

　　4週齢雌マウス（TUCK：outbred）にPMSG，　hCG

各々5単位を48時間間隔で腹腔内投与して過排卵処

理を行ない，hCG投与後に同系雄と同居させ，翌朝

膣栓を確認し妊娠1日目とした。hCG投与18時間後

に，頸椎脱臼法にて屠殺し，BWW液25）を用いて卵

管灌流法にて胚を回収した．O．1％ピアルロニダーゼ

加BWW液中で卵丘細胞を除去し，変性卵を除外し

たのち前核期胚のみを実験に使用した（写真1）．

3．低酸素下採卵装置および閉鎖系低酸素下培養装

置（図1，図2）

　可及的に酸素濃度を5％にして採卵するために，

アトム社インファントウォーマー（V－55）を改装

し低酸素下採卵装置を考案，作製した（図1）．可能

な限り装置内各所を密封し，外気との交通を遮断し

たインファントウォーマー内に実体顕微鏡恒温板，

培養チェンバーを設置し，酸素濃度計（OX－30，アト

ム社）で，装置内の酸素濃度（％）を連続測定しな

がら採卵操作を行なった．まず装置内の酸素濃度を

低下させるために，100％窒素ガスを急速注入し，約

15分間で酸素濃度を5％に低下させ，次に30分間混

合ガス（5％酸素5％2酸化炭素90％窒素）を注入

し，装置内の気相を5％酸素，5％2酸化炭素，90

％窒素に安定させた．（図2）．装置内温度は37℃に

設定した．大気中でTUCK雌マウスを屠殺し，直ち

に装置内に移した後開腹し，実体顕微鏡下で形態正

常な前核期胚を回収した．回収した前核期胚は，4－

Well　Multidish（Nunc）の培ち移し，予め同混合ガ

スで気相を安定させた閉鎖系低酸素濃度下培養チェ

ンバーに収納し37℃で培養を行なった．採卵所要時

間は，平均11分であった．

4．培養条件の設定

　培養液はMilli－Q装置で作製した超純水を用い，
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各種培養条件における前核期胚からの培養成績
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　In　vlvo　SOD　　EDTA　　　　　　　lfi　vlvo　SOD　　EDTA　　　　　　　ln　vlvo　SOD　　ED↑A

　　　　　低酸素高酸素　　　　　　　　低酸素高酸素　　　　　　　　低酸素高酸素

hours　after　hCG　72hr　　　　　　　　　　　96　hr　　　　　　　　　　　114hr

　　　　　　　　　　　　　　　　　　し「　test　N圃S．　　　non　 SI呂nlflcant

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊　　 PくO．D1

図3　3群における胚発育効率の比較

in　vivo群：各時刻にin　vivoより回収

SOD添加低酸素群二500μg／ml　SOD添加低酸素濃度下培養

EDTA添加高酸素群：30μM添加高酸素濃度下培養

X2　test

N．S．：Not　significant

その他二P〈0．01

0。3％BSAを添加したBWW25）を基本培養液とし

た．各実験の12時間前に基本培養液を調整し，フィ

ルター（0．2μ：Milipore）で濾過後各々の実験条件

における気相に平衡させた．培養は4－Well　Multidish

（Nunc）を用い，各々の培養液は500μ1として10か

ら15個の前核期胚を移して実験に供した．

　以上の基礎条件を設定して，酸素濃度およびSOD

が初期胚に及ぽす影響を検討するために以下の実験

を行なった．

実験1（表1）

　酸素濃度が胚発育に及ぼす影響を調べるために，

高酸素濃度下培養（大気中，酸素濃度20％）および

低酸素濃度下培養（酸素濃度5％）を行ない，前核

期胚が胚盤胞に達した数を算定し胚盤胞率を比較し

た．さらに予想される酸素毒性が胚発育に及ぼす影

響を評価するために，SOD（r－hSOD：500μg／ml）

を基本培養液に加え，SOD非添加群の胚盤胞率と比

較した．各々の培養は96時間連続して行ない，胚の

形態観察はノマルスキー微分干渉装置付倒立顕微鏡

（OLIMPUS，　IMT－2）を用いた．

実験2（表2）
　SODによるマウス2－cell　blok解除効果の用量一反

応関係に，酸素が及ぽす影響を検討するために次の

3群を設定し，それぞれの群にSODを0．05μg／ml

からSOO　＃g／mlまで種々の濃度を基本培養液に添加

した．

①　高酸素濃度下培養群．

・　　，糊　　　縄繍　　塗　　　讐ぐ
　　　　　、：∴ナ　　謙ゆ轟
　　　　　　　　　　　　∴。二・d　　　　　　rm　　　　　　　無

写真2　SOD添加低酸素濃度下培養で得られたhCG　114
時間後の胚盤胞．in　vivoから回収した胚盤胞と匹敵する

健常な形態を示している．

②低酸素濃度下培養群．

③一過性高酸素被曝群．短時間の高酸素（酸素濃

度20％）被曝の影響を知るために、高酸素濃度下で

採卵培養を開始し，1時間後より低酸素濃度下で培

養した群．

　なおいずれの培養も実験1と同様に連続して行な

い，96時間目に胚盤胞率を算定し比較検討した．

実験3（図3）

　酸素濃度がマウス前核期胚の発育効率に及ぼす影

響を知るために，次の3群を設定し各々の胚発育効

率を比較検討した．

①　in　vivo群

②SOD添加低酸素濃度下培養群．（SOD：500μg／

ml添加）

③EADTA添加高酸素濃度下培養群．（EDTA：

30μM添加）

　同時刻に過排卵処理及び交配を行ない，膣栓を確

認した雌を3群に分けた．①群はin　vivoよりhCG

後72，96および114時間に各々卵管子宮灌流法によ

り胚を回収し，胚発育の段階を形態学的に観察し分

類した．②群はhCG後18時間で前核期胚を採卵し，

実験1で述べた手順でSOD添加低酸素培養系に導入

し，hCG後72，96および114時間に胚の形態を観察

した．③群は，②群と同時刻に大気中で採卵し，マ

ウス2－cell　block解除効果が報告されているEDTA

を添加して5％CO、　in　airで連続培養後②群と同

時刻に胚を観察した．

5．統計処理
　各実験の結果は，x2testを用い有意差検定した．

結　　果

実験1（表1）
　高酸素濃度下培養の胚盤胞率は1．3％（3／231）
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で，TUCKで2－cell　blockが成立することが確認さ

れた．低酸素濃度下培養の胚盤胞率は28．4％（57／

201）と，高酸素濃度下培養の胚盤胞率と比べ有意に

高値を示し，2－cell　blockの解除効果が認められた

（P〈O．Ol）．次にSOD添加高酸素濃度下培養の胚盤

胞率は31．0％（35／113）で，低酸素濃度下培養と同

程度の2－cell　block解除効果を示した（P＜O．Ol）．

SOD添加低酸素濃度下培養の胚盤胞率は75。2％

（115／153）で，低酸素下濃度培養およびSOD添加高

酸素濃度下培養の胚盤胞率よりも，さらに高い胚盤

胞率が得られ，低酸素培養とSOD添加の相乗効果が

確認された（P＜0．01）．

実験2（表2）

　高酸素濃度下培養群，低酸素濃度下培養群，およ

び一過性高酸素被曝群の3群におけるSODの2－cell

b！ock解除効果を比べると，低酸素濃度下培養群にお

ける培養成績が最も良く，次いで一過性高酸素被曝

群の成績が良好で，高酸素濃度下培養群が最も成績

が悪かった．このことは，各々のSOD添加濃度にお

ける胚盤胞率にその傾向がみら托特に500μg／mlの

SODを添加培養した胚盤胞率（27．7％，63．0％，82．1

％）に有意差が認められたことによる．また3群の

胚盤胞率は対応する各々のSOD濃度においても，図

3に示すような有意差があり，この結果は採卵後1

時間でも高酸素に被曝すれば，胚に対し阻害的な影

響があることを示している．

実験3（図3）

　hCG後72時間，96時間，114時間の各時刻におけ

るSOD添加低酸素濃度下培養群およびEDTA添加
高酸素濃度下培養群の胚発育効率は、各々の時刻に

in　vivo　geより回収した胚の発育効率に比べて明らか

な遅延を呈した．しかしSOD添加低酸素濃度下培養

群とEDTA添加高酸素濃度下培養群を比較すると，

各時刻ともSOD添加低酸素濃度下培養群の成績が

良好であり，発育効率に有意差が認められた．これ

らのことは，hCG後114時間の胚盤胞率が顕著に現

わしている．in　vivo群は96．2％（50／52），　SOD添

加低酸素濃度下培養群が77．3％（318／411）であっ

たのに比べて，EDTA添加高酸素濃度下培養群では，

わずか29．7％（31／105）と有意に低率であった．さ

らに形態学的に検討すると，EDTA添加高酸素濃度

下培養群で得られた胚盤胞は，胚盤胞の形成に関与

していない変性した割球が散見されたが，SOD添加

低酸素濃度下培養群で得られた胚盤胞は，in　vivoか

ら回収した胚盤胞に匹敵する健常な形態を示した（写

真2）．以上の結果より，SOD添加による胚発育促進

効果は，EDTA添加によるその効果と比べて，著明

に有効であることが示された．
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　本研究では，低酸素濃度下培養およびSOD添加培

養の結果から酸素毒性がマウス初期胚発育に対して

有害な作用を及ぼしていることが実証された．

　通常酸素毒性は細胞内において発生し，酸化酵素

による触媒反応の中間体として発生するOi26－2B）を介

して発現するものと考えられている．酵素反応の結

果生成したOiは，　SODによってdismutation18）され，

以下の反応2　Oi＋2H＋→H，O，＋02によって化酸化

水素と酸素に転換される．さらに，Oiが発生すると

自動的またはSODによる不均化反応でH202が発生

し，in　vivoでは金属イオンを触媒として以下の

Harder－Weiss反応29’32）O　i＋H202→HO－＋02＋

HO・により最も反応性の強いHO・が発生するとさ

れており，そのHO・によって脂質の過酸化が進行し

細胞に障害を起こすと考えられている33・3‘）．以上より

マウス2・cell　blockの原因の1つとして，活性酸素

による脂質の過酸化による細胞障害が考慮されるべ

きであろう．

　一方マウス2－cell　blockが，どの様な機序で成立

するのか未だ証明されていないが，胚発育停止を示

した2細胞期胚のgenomeは4nであることか既に明

らかにされている35）．このことより受精後第1回の細

胞周期のG2期以後に、割球分割不全等の問題が生

ずると考えられる．しかし複雑な細胞内現象の解析

は困難であり，2－cell　blockの成立機序については完

全な解答が与えられていない．僅かにGoddard35）ら

によって‘℃ultue　induced　block　to　development”

であると述べられているにすぎない．

　我々は既にSODを培養液に添加することにより，

マウス2・cell　bolckが解除されることを報告し，　SOD

のもつ触媒作用から考えて，マウス2－cell　block成

立の機序をsuperoxide等の活性酸素による酸素毒性

との関連から推論してきた21・23）．さらに松本らは，SOD

より作製したアポ蛋白を培養液に添加した場合にも，

2－cell　blockが解除されることを報告し，アポ蛋白が

酵素活性を持たないことから，SODによる2・cell　block

解除が単にSODの酵素活性によるものではなく，あ

る種のgrowh　promoting　activityによる可能性をも

示唆している22）．

　本研究では酸素毒性の観点から，低酸素濃度下培

養及びSOD添加培養系を用いて，マウス初期胚発育

に及ぼす影響を検討した．その結果，実験1にみら

れたごとく，低酸素濃度下培養で胚盤胞率が上昇し，

とりわけSOD添加低酸素濃度下培養で、75％の胚盤
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胞率を得ることができた．この高い胚盤胞率はSOD

添加高酸素濃度下培養と低酸素濃度下培養における

胚盤胞率を合わせたよりも，著しく高値であったこ

とより，マウス2－cell　block解除および胚発育促進

効果は，基本的にはSODの活1生酸素不均化反応ls・36）

によるものとしても，その他の機序の存在も否定で

きないのではないかと考えている．

　実験1で，SOD添加低酸素濃度下培養のマウス
2－cell　block解除および胚発育促進における相乗効果

が明らかとなったので，次にSODの用量一反応関係

に各種酸素濃度が及ぼす影響を検討した．

　表2にみよれるようにSODの効果は低酸素濃度下

培養の成績が，他の2つの培養条件の成績よりもは

るかに顕著であった．またSODの濃度が50μg／ml

以上で基本培養液の培養成績と有意に高い胚盤胞率

が得られた．ここで注目すべきことは，20％酸素濃

度に1時間被曝した後，低酸素濃度下培養に供した

一過性高酸素被曝群は高酸素濃度下培養群の胚盤胞

率よりも有意に高い結果が得られたが，低酸素濃度

下培養群の胚盤胞率に比して低い傾向があったこと

である．この様に一過性であっても高酸素に被曝す

れば，初期胚発育に大きな影響があることが明らか

になった．

　さらに胚発育効率に及ぼす影響を実験3で検討し

た．SOD添加低酸素濃度下培養条件は，決してin

vivoに匹敵しうるほど高い発育促進効果が得られた

わけではなかった．しかし従来から2－cell　block解

除効果の報告があるEDTAを添加37・38）した高酸素濃

度下培養に比べると，明らかに良好な発育促進効果

が得られた．なお予備実験で低酸素濃度下にEDTA

を添加し同様に培養したが，高酸素濃度下培養成績

との間には有意差が認められなかった．

　以上の結果から考えて，SODのマウス2・cell　block

解除効果および胚発育促進効果は，EDTAで想定さ

れている2価金属のchylationによる効果37）や，

EDTA鉄複合体においてみられるOiのscavergerと

しての効果39）のみではなく，一種のgrowth　promoting

activityを介して作用する可能性も示唆されたが、今

後，更なる検討が必要である．

　本実験を含めこれまでに報告のみられるマウス2－cell

block解除はEDTAおよびSODを培養液中に添加
することによるものであった．その他の方法として

体細胞との共培養によるものが知られている．例え

ば，Gandorfiら6）は羊卵管上皮を回収し羊前核期胚と

共培養した場合，45．8％が胚盤胞に達したことを報

告している．その他，牛ではEyestone4°・41）が，ブタ

ではAllen‘2），マウスではCole43〕，　Sakkas44）らが報

日不妊会誌　35巻2号

告している．これらの報告をみると2細胞期から4

細胞期の胚には，卵管由来の体細胞との共培養によ

り促進効果が得られ，8細胞期以後の胚には子宮由

来の体細胞との共培養で促進効果が得られている．

このように体細胞との共培養によってみられる胚発

育促進効果はstage　specificであり，必ずしもSOD

が関与する機序が働くとは考えられない．従って本

論文で検討したEDTAあるいはSODの胚発育促進

効果以外に体細胞由来の胚発育促進因子が存在して

いることがうかがわれ，今後こういった体細胞由来

の胚発育促進因子の解析も必要であろう．

　本研究の結果から考えて，現在行なわれているヒ

ト体外受精31でより合理的な培養条件を確立するには，

酸素毒性に対する配慮がもっと必要と思われる．但

しSOD添加低酸素濃度下培養をヒト体外受精に応

用するには，これによって得られた胚が高い発育能

を有し，移植により健常な産仔が得られることを動

物実験で実証する必要があろう．
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The　Effects　of　Oxygen　Toxicity

　　　　　on　Early　Development

　　　　　　　　of　Mouse　Embryo

　　　　　Yoh　Umaoka，　Yoichi　Noda，

Hisashi　Matsumoto　and　Takahide　Mori

Department　of　Gynecology　and　Obstetrics，

Faculty　of　Medicine，　Kyoto　University，

　　　　　　　　　　Kyoto　606，　Japan

　　　　（Director：Prof．　Takagide　Mori）

　　To　improve　the　culture　condition　for　mammalian

embryos，　the　effects　of　oxygen　toxicity　on　embryo

development　were　assessed　using　mouse　embryos，　a

low　oxygen　culture　system　and　human　recombinant

superoxide　dismutase（r－hSOD＞，　a　potent　scavenger

of　oxygen　radicals．

　　Mouse　pronuclear　embryos（TUCK；outbred）
recovered　18hr　after　hCG　injection　were　cultured　in

BWW　medium　supplemented　with　O3％bovine
serum　albumin（basic　medium）at　37，5％CO2　in　air

（standard　culture　condition）．　By　keeping　the　em・

bryos　under　the　mixed　gas　phase（5％02，5％CO2，

90％N2，　low　oxygen　culture）from　recovery　through

culture，　the　effects　of　oxygen　radicals　on　embryo

development　were　assessed　by　comparing　the　blas・

tocyst　rate　to　that　of　the　standard　cultyure　condi・

tion．

　　As　the　another　modality　for　assessing　the　effects

of　oxygen　radicals，　r・hSOD　was　added　to　the　cul－

ture　and　the　resultant　blastocyst　rates　were

compared　between　low　oxygen　culture　and　stan・

dard　culture　condition．　The　culture　efficiencies　in

these　conditions　were　also　evaluated　by　comparing

the　rate　of　embryos　reaching　the　8－cell　stage　or　the

blastocyst　stage，72－114　hr　after　hCG　injection．

　　The　results　were　as　follows，

　　（1）At　a　low　oxygen　concentration，28．4％of

embryos　reached　the　blastocyst　stage　when　cu1－

tured　in　the　basic　medium，　where　as，　by　the　addition

of　r・hSOD　to　the　culture，75．2％of　embryos　deve1－

oped　into　the　blastocyst　stage．　These　results　were

significantly　higher　than　those　with　the　standard

culture　condition（1．3％）as　examined　by　chi－square

test．

　　（2）When　pronuclear　embryos　were　exposed　to

atmospheric　oxygen　concentration　only　for　1　hr，　the

growth　rates　from　the　pronuclear　atage　to　the

blastocyst　stage　were　lowered　significantly　as

compared　to　that　of　low　oxygen　culture．

　　（3）Seventy　seven　percent　of　embryos　reached

blastocyst　stage　when　cultured　under　a　Iow　oxygen

with　r・hSOD，　as　judged　at　114　hr　after　hCG　inj　ec－

tion．　The　culture　efficiency　thus　obtained　seemed

highly　effective，　but　it　was　not　effective　as　compar・

ed　to　the　rate　of　blastocyst　in　vivo　（96．2％　blas－

tocyst　rate　at　l　14　hr）．　On　the　other　hand，　the　culture

efficiency　under　a　low　oxygen　with　r－hSOD　was

higher　than　that　of　standard　culture　condition

added　with　EDTA　that　had　been　known　to　release

2・cell　bIock　phenomenon　in　mouse　embryos．

　　These　results　suggest　that　the　2・cell　block－

phenomenon　in　mouse　embryos　is　involved　in　oxy－

gen　toxicity　on　the　embryos　treated　in　the　atmo・

sphere．　These　findings　may　have　clinical　impor－

tance　in　improving　the　success　rates　in　IVF・ET

P「ogram．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年12月4日特掲）
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　哺乳類初期発生に及ぼす酸素毒性の影響を明らかにするために，マウス胚のin　vitro培養を行ない，

1舌性酸素の消去酵素であるSuperoxide　dismutase（SOD）を培養液に加え，マウス2－cell　blockに与

える影響を検討した．

　マウス前核期胚（ICRまたはTUCK）をhCG投与18時間後に回収し，　BWW培養液中37℃，5％

CO，　in　airの条件下（基本培養条件）で培養を行なった．その結果5．7％のICR前核期胚が胚盤胞に

達し，またTUCK前核期胚を用いた場合は，0．5％の胚が胚盤胞に達した．このように基本培養条件

下でin　vitro　2－cell　blockが成立する事が明らかとなった．

　遺伝子組換えによって得られたヒトCuZn型SOD（recombinant・human　SOD：r－hSOD）を，培養

液に添加した場合，SODの濃度依存性に2－cell　blockが解除され，0．5mg／mlの濃度下で44．6％の

高い胚盤胞率が得られた．またウシ赤血球由来CuZn型SOD，　E　Coli由来MnまたはFe型SODを

培養液に加えた場合にも，いずれも高い胚盤胞率が得られ，ウシCuZn型SODでは63．5％，　Mn型SOD

では33．8％，Fe型SODでは51．0％であった．

　さらに，いずれのSOD標品を透析してもマウス2－cell　block解除効果は消失せず，熱処理によって

この効果が失われた．

　培養液に加えたSOD標品に含まれるいかなる成分が，マウス2－cell　block解除に関与するか検討す

るために，r－hSOD存在下に抗r－hSOD抗体を添加して同様に培養を行なったところ，抗r－hSOD抗体

を加えた場合に有意に胚盤胞率が低下した．

　これらの事実から，OiのscavengerであるSODがマウスin　vitro　2－cell　blockの解除に働く事が

証明され，勿罐zo胚発生阻止の現象の重要な原因として活性酸素による細胞障害が考えられる事が明

らかとなった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），293－299，1990）

緒　　言

着床前の哺乳類胚がin　vitroで発育する場合in

vitroにおけるそれと比べてその発生が遅延すること

が一般に知られており1・Z），げっ歯類においては，in

vitroで培養された前核期胚において2－cell　blockが
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観察される事が知られている3・‘）．この現象は1957年

にWhittenが報告5）して以来30年もの間知られてい

が，この発育阻止の詳細な機構は今日に至るまで不

明である．McLaren6），　Goddard7》の行なった交配実

験や，Muggleton－Harrisら8）の行なった細胞質の移

植実験あるいは，中村ら9）の行なった核移植実験の結

果から考えると，2－cell　blockの現象は細胞質中の要

因によって左右されるもので，父親由来の遺伝子に

よって影響されるものでないことが既に明らかとな

っている．更にBiggersら1°）の報告によれば，マウ

ス受精卵は器官培養中の卵管に移植する事によって，

2－cell　blockが解除され，加痂oにおけると同様の

発育率で胚盤胞に達する事が知られている．この様

な種々の報告を見るとin　vitroにおいて，マウス胚

にみられる発生阻止現象の原因は，卵管液中のある

種の要素の欠如か，あるいは卵管から胚に与えられ

る微小環境の欠如によって起こるものと考えるのが

妥当であろう．なぜなら2・cell　blockは，珈漉oす

なわち卵管中では生じないからである．

　卵管によって胚に与えられる微小環境で初碗γoに

おいて欠けているものは幾つも考えられるが，その

主たるものは卵管上皮など体細胞の欠如と酸素濃度

の差異であると考えることができる．その一つであ

る酸素濃度についてのこれまでの報告を見ると，低

酸素下胚培養によりin　vitro胚発育が促進される事

が既に知られており，例えばAuerbachらll）はマウス

2細胞期胚を，Whitteni2）はマウスF1前核期胚を，

Tervitら13）はヒッジおよびウシ胚を，　Wrightら14｝は

ウシ胚を，Quinnら15｝はマウスF1前核期胚をそれぞ

れ用いて低酸素下胚培養（5％酸素濃度）が高い胚

盤胞率を与える事を報告している．更にMastroianni

ら16）によれば卵管内酸素濃度は約40－60mmHgと報

告され，この事は先に述べたin　vitroにおける低酸

素下胚培養が良好な結果をもたらすとの報告とよく

一致している．本研究班では，既に培養液にSOD標

品を添加することによってマウス2－cell　blockが解

除されることを発見し報告（野田ら17りしている．そ

こで本研究では，哺乳類胚の培養条件改善を目的と

して酸素毒性がマウス胚発育に与える影響をSuper－

oxide　Radicalの強力なScavengerであるSODおよ

び抗SOD抗体を用いて詳細に検討した．

方　　法

1．化学薬品および酵素標品

　本研究では化学薬品はすべて試薬特級を用いた．

EDTAは半井化学，ウシ血清アルブミン（BSA）は

Sigma社より，それぞれ購入しさらなる精製を行な

わずそのまま使用した．SOD標品はSigma社の製品

で，ウシ赤血球由来CuZn・SOD’8・i9），　E，　Coli由来

Mn・SOD2°）およびE　Coli由来Fe－SOD2i｝を実験に用

いた．更に，遺伝子組換えによって得られたヒト型

CuZn－SOD（r－hSOD，梶原ら22））は，日本化薬株式

会社より提供していただいた．これらのSOD標品を

使用前に蒸留水に対して充分に透析し凍結乾燥の後

実験に供した．

2．前核期胚の回収と培養条件

　マウス胚培養は基本的にBiggersら23）の方法によ

った．TUCKまたはICR雌マウス（5－8週令）に

PMSG（51U）－hCG（51U）による過排卵処置を行

ない，hCG　18時間後の前核期胚を回収した．4－well

multidish（Nunc社）中に，0．6％BSA添加600μ1

のBWWを調整しこれに10－15個の胚を導入し培養

を行なった（基本培養条件）．本研究に用いられた水

標品はミリQシステムにより調整されたものを更に

再蒸留して用いた．胚培養は37℃，5％CO2　in　air

で行ない，5日間継続した．

　培養効率および胚発生促進効果の判定は，基本培

養条件下にEDTAまたはSOD標品を加え，その後

各ステージに発育する胚の割合をもって評価した．

その際の培養液中の蛋白濃度は全ての実験条件下で，

6mg／mlになるように調整した．また，得られた胚

の形態学的評価を行ない，観察は倒立型顕微鏡にて

行なった．

3．抗r・hSOD抗血清の調整とIgG分画の抽出

　抗r－hSOD抗血清を作製するに当り，免疫原をフロ

インド完全アジュバントと共に雌ウサギの足底部に

2週間間隔で3回免疫し，最終日より1週間後に採

血した．得られた抗血清は免疫原と単一の沈降線を

形成し（オクタロニー法24）），BSAまたはE．　Coli抽

出物との間には沈降線は形成されなかった．IgG分画

を非免疫家兎および免疫家兎血清よりプロテインA

セファロース4Bカラム法（Duhamelら25））により

回収し，透析の後凍結乾燥を行ない，その後実験に

供した．

4．抗r－hSOD抗体添加実験

　IgG分画10　mg／mlを含むBWW　75μ1を培養液

に加え終量600μ1，蛋白終濃度6mg／mlになるよう

に調整した．この培養条件の設定は培養開始12時間

前に行なったが，培養開始前には抗血清由来IgGを

加えた培養スポットでは白色沈澱物が形成されたが，

正常家兎由来IgG分画を加えたスポットでは認めら

れなかった．この様に調整した培養スポットに前核

期胚を導入し，胚盤胞に達した胚数を培養96時間お

よび120時間後に計数した．
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表］　基本培養条件およびEDTA添加培養における胚発生効率

　No．　of

Experiment
No．　of　embryos

　employed

　　　　No．　of　embryos　obtained

2－cell（％）　　　4－cel1（％）　　　blastocyst（％）

I　ICR・｝

　　ICR＋EDTAb｝

II　TUCK・）

　　TUCK＋EDTAb）

17

4

15

4

259

71

242

64

237　（91．5）　　85　（32．8）

67　（94．4）　　35　（49．3）

222　（91．7）　　60　（24．7）

57　（89．1）　　36　（56．3）

15（5．7）

22　（31．O）＊＊

1（0．5）

13　（20．3）＊＊

a）基本培養条件

b）EDTA（30μM）添加培養
＊＊　P〈0．01

表2　i71　vit｝’o胚発生におよほすSOD促進効果

Culture

condition
　No．　of　　No．　of　embryos　　　　　　No．　of　embryos　obtained

Experiment　　　employed　　　2－cell（％）　　4－cell（％）　blastocyst（％）

I　BWW・）

　BWW＋r－hSOD
　　O．125mg／ml

　　O。25mg／ml

　　O．5　mg／ml

　　1．O　mg／m1

　　2．⑪　mg／m1

　　4．O　mg／ml

5

5

5

5

5

5

5

105

74

62

92

96

83

140

94　（89．5）　　51　（48．6）

72　（97．3）　　52　（70．3）

56　（90．3）　　42　（67．7）

87　（94．6）　　72　（78．3）

85　（88．5）　　58　（60．4）

81　（97．6）　　63　（75．9）

124　（88．6）　　84　（60。0）

5（4．8）

14　（18．9）＊＊

22　（35．5）＊＊

41　（44．6）＊＊

37　（38．5）＊＊

34　（41．0）＊＊

39　（27．9）＊＊

II　BWW
　　BWW

十Cu・Zn－SODb）

十Mn－SOD・）

＋Fe－SODd）

3

3

3

3

68

63

65

57

66　（97．1）　　33　（48．5）

62　（98．4）　　56　（88．9）

62　（95．4）　　52　（80．0）

56　（98．2）　　49　（86．0）

6（8．8）

40　（63．5）＊＊

22　（33．8）＊＊

29　（51．0）＊＊

a）基本培養条件
b）ウシ赤血球由来（6100U／ml）

c）Ecoli由来（6100U／ml）
d）E．　coli由来（6100U／ml）

＊＊　P〈O．Ol

5．SOD標品の熱処理
　熱処理による影響を検討するためSOD標品を蒸留

水に溶解せしめた後，沸騰水浴中で3分間処理した．

その際生じた変性蛋白は可及的に粉砕し浮遊液を作

った後，2倍濃度に調整した培養液を加えて培養ス

ポットを作製した．

　以上2から5の各項に述べたいずれの実験におい

ても，対照実験（基本培養条件）と実験群（SOD添

加培養）は同時に行ない，それぞれの実験条件は少

なくとも3回以上繰り返した．

　また効果判定はそれぞれの実験条件における胚盤

胞率を基本培養条件における胚盤胞率と比較し，x2

testで有意差を検定した．

6．卵管液の回収とSOD活性

　ニュージーランド白ウサギの卵管峡部および采部

に卵管結紮を施行し，結紮後家兎1羽当り10001Uの

hCGを投与した．　hCG投与24時間後に卵管膨大部

に貯溜している無色透明な卵管液を注射器にて回収

した．この様にして回収された卵管液を，3000G，

15分間遠心し濾過した後，electron　spin　resonance

法（ESR法26））によるSOD活性の測定を行なった．

なおspin　trapperとしては，5，5－methyl－1・prolin－n－

oxide（DMPO）を用いた．同時にそれぞれ家兎より

血清標品を回収しSOD漕性を測定した．蛋白定量は

Lowryら27）の方法によった．

結　　果

　まず最初に基本培養条件下におけるICRおよび

TUCKより回収した前核期胚（写真1）の培養効率

を調べた（表1）．両系統のマウスともおよそ70％

の前核期胚が2細胞期で発生を停止し，ICRおよび

TUCKにおいて，それぞれ5．7％および0．5％の胚
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表3　SOD添加培養による2－cell　block解除効果に与える抗SOD抗体の影響

Culture

condition

　No．　of　　　No．　of　embryos　　　　　　No．　of　embryos　obtained

Experiment　　　employed　　　2℃ell（％）　　4－cell（％）　blastocyst（％）

I　BWW
II　BWW十
　　r－hSOD　O．5mg／dl

III　BWW＋
　　r－hSOD　O．5mg／dl

　　＋NRS－lgG

　　　　　1．25mg／mI

IV　BWW＋
　　r－hSOD　O．5mg／ml

　　＋a－SOD－lgG

　　　　　1．25mg／ml

V　BWW＋
　　＋a－SOD・lgG

VI　BWW十
　　r－hSOD　2mg／ml

　　十head　treatment

5

5

4

5

5

3

108

104

88

125

93

48

107　｛99．0）　　　　56　（51．8）

101　（97．1）　　　　88　（84．6）

86　（97．7）　　　　77　（87．5）

118　（94．4）　　　　7〔〕　（56．0）

91　（97．8）　　　　53　（57．0）

42　（87．5）　　　　12　（25．0）

8　（7．4）

　　63．5）

66　（63．5）＊＊

57　（64．8）＊ホ

23　（18．4）

3（3．2）

1（2．1）

＊＊：P＜0．01，Significantly　different　as　compared　to　the　standard　culture　condition（1）and　also　to　the

　　culture　with　a－SOD－lgG（IV）．

写真1二hCG後18時間に回収した前核期胚

が胚盤胞に達した．

　表1の実験1および実験IIにおいて示されるよう

に，EDTAを培養液中に添加した場合に有意に高い

4細胞及び胚盤胞率がそれぞれの系統のマウスで得

られた．この様に既にAbramuzukら28）によって知ら

れているEDTAによる2－cell　block解除効果も再現

できたので，我々が設定した基本培養条件はSODの

効果を判定するのに適当であると考えられた．

　次にCuZn－SOD（r－hSOD）を，種々の濃度で培養

液に加えマウス前核期胚発育に与える効果を検討し

た（表2）．著明な胚盤胞率の上昇が観察された．そ

れは濃度依存性であって0．5mg／mlの濃度で最高の

胚盤胞率44．6％が得られた（表2実験1，写真2）．

写真21SOD添加培養で得られた胚盤胞

同様の結果がウシ赤血球由来のCuZn－SODとE　Coli

由来のMn－SODまたはFe－SODを培養液に加えた場

合にも観察された．すなわち63．5％（CuZn－SOD），

33．8％（Mn・SOD），および51．0％（Fe－SOD）の胚

盤胞率がそれぞれ得られた（表2実験II）．培養液に

加えたSOD標品に含まれているもののうち，如何な

る分子種がここに観察された2－cell　block解除効果

にあずかっているのかを同定するために，正常家兎

（NRS－IgG）および免疫家兎（万SOD－lgG）より回収

したIgG分画を培養液に添加した（表3）．

　表3実験IIのごとく0．5mg／mlのSOD存在下に，

63．5％の胚盤胞率が得られた．1．25mg／mlのNRS－

IgGを更に加えた場合（実験III）でも，64．8％の胚
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盤胞率が得られた．しかし，NRS－lgGの代わりに，

ZESOD－lgGを加えた場合には，胚盤胞率は18．4％と

有意に低下した（表3実験IV）．この際万SOD－IgGの

みを基本培養液に加えた場合には，基本培養条件と

同程度の胚盤胞率が得られた（表3実験V），なおSOD

標品を熱処理した場合には，基本培養条件における

と同程度の胚盤胞率が得られた（表3実験VI）．　SOD

添加の培養条件下得られた胚盤胞の形態は正常と判

定された（写真2）．

　8羽のウサギから得られた卵管液標品は，透明で

溶血は認められなかった．ESR法によるSOD漕1生の

測定は明らかに卵管液中のSOD活性の存在を示し，

その活性は2617±1171mU／mg蛋白（mean±SD）

であり，血清中のSOD活性599±199　mU／mg蛋白

（mean±SD）より4．4倍高値であった．

考　　察

　本研究において基本培養条件下およびSOD添加培

養条件下における胚盤胞率を比較する事によって，

SODの2－cell　block解除効果が，明らかに示された．

基本培養条件下における安定した，そして再現性の

ある胚盤胞率，異なった出発材料から精製された3

種類のSODがいずれも2－cell　block現象に対して同

様の生物作用をもっていた事，このSODの生物活性

は透析によっては消失せず，熱処理または培養液中

へα・SOD－IgGを加える事によって，著明に阻害され

た事などを考慮すると，本研究で観察されたSOD標

品の2－cell　block現象に対する効果は，　SOD標品に

含まれている未知の物質によるものでなく，SODそ

のものによると考えられる．

　Superoxide　dismutasei”）は，　Superoxide　radical

を以下のごとく不均化し，酵素反応の特異性は極め

て高いものとして知られている．

　Oi＋02＋2H2＋→H202＋02

　この酵素は好気代謝を行なう生物においてあまね

く存在する事が既に知られており29），酵素毒性に対す

る防御機構において重要な役割を演じているものと

されている．このような酵素反応および生物作用の

特異性を考慮すると，本研究で観察されたマウス胚

に対するSODの生物効果は培養液中や胚の内部で産

生されたSuperoxide　radica1が消去される事による

と考える事が自然であろう．その際，添加された酵

素は胚の細胞膜表面のごく近く，または割球の内側

に取り込まれて作用すると考えられる．なぜならSOD

に加えて双SOD－IgGを添加した場合，培養液中で免

疫沈降物が形成されるが，その際生じた免疫沈降物

の中でなおSODの酵素活性が作用しているにも関わ
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らず3°），2－cell　blockが解除されなくなるからである．

　これまで既に低酸素下胚培養が種々の哺乳類胚発

生に促進的影響を与える事が報告されている．例え

ばAuerbachら11）は，マウス2細胞期胚を培養し，

Whitten12）あるいQuinnら15）は，マウス胚F1前核期

胚を培養し，Tervitら13）はおよびWrightら14）はヒッ

ジやウシの1細胞期あるいは8細胞期胚を低酸素下

で培養し良好な胚盤胞率を得られたとしている．し

かしこれらのいずれの報告も低酸素下培養によって

得られる胚発育促進効果が酸素毒性を介した細胞の

障害の軽減という概念を用いて説明しておらず，ま

たin　vitro胚発生停止の現象を酸素毒性の観点から

議論しているものもない．マウス胚におけるin　vitro

胚発生阻止の現象自体は，長年の研究課題であった．

Goddardら7）は，2細胞期で発育阻止されたマウス胚

を用いて2－cell　blockの現象を詳細に検討し，この

現象は培養によって誘起された細胞質の欠陥である

と結論づけている．しかしこの欠陥の性質や生ずる

原因は今尚明らかにされていない．　Abramczukら2s）

はマウス2－cell　block現象に対するEDTAのもつ解

除効果を報告し，その中でこの効果はCaやMg以外

の金属イオンをキレートする事によるものであると

述べている．また最近Loutradisら31）はマウス胚にお

ける発育阻止にhypoxanthinが関与している事を報

告している．このように多くの学者たちが，in　v　itro

胚発生の停止について多くの観点から解析を加えて

いるが，このin　vitro胚発生停止の概念を一つの仮

設で提唱したものはない．しかし，先に挙げた低酸

素下胚培養が哺乳類発生に良い影響を与える報

告11～15｝，本研究で示されたSODのもつ2－cell　block

解除効果および卵管液中の酸素濃度が40－60mmHg

と低値（約5％酸素濃度）であるという報告16）や本研

究で示された卵管液中のSOD活性の存在などを考慮

すると，in　vitroで観察されるマウス2－cell　blockの

現象が，Oiを介した細胞障害の結果であると推論す

る事は充分可能である．

　最近Iannacconeら32）は，マウス胚盤胞を回収しマ

ウス肝由来microsome分画と供培養した場合，マウ

ス胚盤胞がin　vitroで障害を受けること，そしてそ

れがSOD添加によって保護される事を報告しており，

この際観察された細胞障害が肝microsomeにより産

生されるOiによるものと推論している．またPabon

ら33）はマウスF1前核期胚を回収し，大気中に1時間

暴露する事によって胚発生が阻害される事を，低酸

素下培養における成績と比較して報告している．

　マウスを初めとする哺乳類初期胚に観察されるin

vitro胚発育停止の現象はおそらく複雑な一連の細胞
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内現象の結果であり，単に活性酸素による細胞障害

の結果であると片ずける事はできないが，しかしこ

こで観察されたSODのもつ胚発生促進効果が顕著で

あったがゆえに，またこれまで積み上げられた諸家

の報告などを考慮して，今後in　vitro胚培養条件の

改善の観点からOiを中心とした活性酸素による細胞

障害から胚を保護する事を考慮する事が肝要であろ

うと思われる．
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　　　　（Director：Prof．　Takahide　Mori）

　　To　improve　the　culture　conditions　for　mam－

malian　embryos，　the　effect　of　oxygen　toxicity　on

embryo　development　was　assessed　by　the　use　of

superoxide　dismutase（SOD），　a　potent　scavenger　of

superoxide　radicals，　and　mouse　embryos　cultured

zn　vitro．

　　Mouse（ICR　and　TUCK）pronuclear　embryos
recovered　at　17　h　after　hCG　were　subjected　for

culture　in　BW，　at　37℃，5％CO2　in　air．

　　By　the　addition　of　SOD　to　the　culture　medium，　in

vitro　2－cell　block　in　the　rnouse　was　found　to　be

markedly　attenuated．　Culture　of　pronuclear　stage

embryos　in　the　proesence　of　Cu　Zn－SOD（500μg／ml）

increased　the　blastocyst　rate　significantly（44．6％）

compared　to　the　standard　culture（4．8％）．　Essen・

tially　the　same　effects　were　observed　with　SOD

containing　Mn　or　Fe　in　the　catalytic　center．　Heat

treatment　of　the　sod　preparatioll，　and　the　addition

of　anti－SOD　antibodies　to　the　culture　medium，　sig・

nificantly　reduced　the　2－cell　block　releasing　effect

of　SOD，　which　indicates　that　this　effect　in　SOD

dependent．　On　the　other　hand，　SOD　activity　was

detected　in　rabbit　oviduct　fluid（2627±1171mIU／

mg）by　the　electron　spin　resonance　method．

　　These　results　suggest　that　the　2－cell　block　phe・

nomenon　in　mouse　embryos　is　involved　in　the　tox－

icity　of　oxygen　on　the　embryos　treated　in　air，　and

that　SOD　may　play　a　crucial　role　in　the　oviduct　for

protecting　the　embryos　from　oxygen　radicals．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年12月4日特掲）
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マウスの偽妊娠誘起法が

胚盤胞の移植に及ぼす影響

　Effect　of　Pesudopregnancy　Induction　on

Transplantation　of　the　Fertilized　Mouse　Ova
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（Director；Prof．　K．　Ashida）

　メスマウスに精管結紮オスマウス交尾刺激（1群），電気刺激（II群）およびレセルピン処理（III群）

をおこなって偽妊娠を誘起させ，胚盤胞の着床に与える影響を調べた．

　1，II群マウスでは全例に，　III群では70％に偽妊娠が誘起された．偽妊娠持続期間は1群マウスが

最も長く，平均10．2±2．25日，II群で6．8±2．25日，　III群では5．1±1．07日であった．偽妊娠誘起法

の違いによる胚盤胞の着床率は1群マウスで30％，II群6％，　III群0％であった．1群と他の2群と

の間には有意差が認められた．移植胚盤胞数の違いによる平均着床率は2個移植で20％，6個移植で

30％，10個移植で18％であった．これらの平均着床率の間に有意差は認められなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），300－305，1990）

緒　　言

　畜産の分野では，家畜の品種改良や優れた遺伝形

質を持つ雌畜から多数の子畜を生産することを目的

として，受精卵の移植技術の開発が進められている．

また，実験動物における受精卵の移植は，畜産上の

基礎的研究のみならず遺伝学，発生学，生殖生理学

あるいは免疫学などの多岐にわたる諸問題を究明す

る手段として，それぞれの分野で応用されている16｝．

受精卵移植を成功させるためには，ドナー（卵子供

給者）とレシピエント（卵子受容者）の時間的適合

およびレシピエントの黄体相の成立が不可欠である．

牛，山羊，緬羊，馬などの多くの家畜は，完全性周

期型であるため黄体相の成立を考慮することはあま

り必要でない．しかし，マウスおよびラットなど黄

体相の欠落した不完全1生周期型の動物をレシピエン

トにする場合，移植に先立ち偽妊娠を誘起し，内分

泌機能を活性化させ機能黄体相を成立させることが

不可欠である14｝．

　一般的に雌マウスの偽妊娠を誘起するためには，

精管を結紮した雄マウスと交配する方法がある6・7・18）．

さらに，その他偽妊娠を誘起する方法として，電気

刺激，ガラス棒，膣タンポン，バイブレーターおよ

び子宮の穿刺などで子宮頸部を物理的に刺激する方
法6・7・8・9・13・17・18・2°），やヒスタミン，レセルピン2・1°・12・2°）な

どの薬物の投与，エストロジェンやプロジェステロ

ンなどの性ステロイドホルモン投与，プロラクチン

の投与，乳頭部の刺激および脳内の一定部位を電気

刺激する方法8）が知られている．

　そこで，偽妊娠マウスに胚盤胞を移植した場合，

偽妊娠の誘起法の違いが胚盤胞の着床にどのような

影響を及ぼすかを明らかにするために，偽妊娠の誘

起法として精管結紮雄マウスの交尾刺激，電気刺激

およびレセルピン処理を用い，これら誘起法の違い
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による偽妊娠誘起の有無，その持続期間および移植

胚盤胞の着床率について検討した．

材料と方法

　供試動物：供試した動物は，JCL：　ICR系マウスで，

成熟雌マウス（約8　一・　11週齢，体重約289～359，

日本クレア）と雄マウス（約5ヶ月齢，体重約359，

日本クレア）を用いた．雌マウスはすべて，1日1

回午前9時の膣垢検査により，4～5日の性周期律

動性が認められた個体のみを試験に用いた．また，

雄マウスは交配あるいは偽妊娠を誘起するために精

管結紮手術を行い供試した．

　性周期像の判定法：性周期像の判定は膣垢塗抹標

本検査法によった．すなわちスライドグラス上の膣

垢洗浄液をアルコール火炎で乾燥固定し，ギムザ染

色した後，光学顕微鏡下（100倍）で鏡検した．膣垢

標本は発情前期（多数の小円形有核細胞を主体とし

白血球を欠くもの），発情期（角化細胞だけで構成さ

れ白血球を欠くもの），発情後期（角化細胞，白血球

および少数の有核細胞を混在するもの）および発情

休止期（白血球が主体を占め多数の粘液と少数有核

細胞および角化細胞が混在するもの）に判別した．

　レシピエントマウスの作出法：偽妊娠マウスは，

精管結紮雄マウスの交尾刺激，電気刺激およびレセ

ルピン処理の3方法により作出し，それぞれ偽妊娠

3日目のマウスを胚盤胞移植のためのレシピエント

として実験に用いた5・9）．これらのレシピエントマウ

スは，未経産マウスと一部雄マウスと交配し1回分

娩した経産マウスを用いた．

　　精管結紮雄マウス交尾刺激法；午前9時の膣垢

　検査で発情前期を示した雌マウスと精管結紮雄マ

　ウスを午後7時に同居させ，翌日午前9時に膣栓

　が確認されたものを精管結紮雄マウス交尾刺激に

　よる偽妊娠マウスとした．さらにこの日を偽妊娠

　1日目とし，偽妊娠1日目から発情回帰日までを
　偽妊娠期間とした1・7・21）．

　　レセルピン処理法；結晶レセルピン（半井化学

　薬品）を用い，その1．5mgをジメチルスルポキシ

　ド7．5mlに溶解した後，滅菌蒸留水7．5　mlを加

　え，レセルピン溶液（0．lmg／mDを調整した．膣

垢検査により発情後期を示した雌マウスの皮下に

　レセルピン溶液を体重kgあたり1mgの割合で注射

　した2｝．レセルピン投与した前日を偽妊娠1日目と

　し，発情回帰日までを偽妊娠期間とした．

　　電気刺激法；膣垢検査により発情前期を示しそ

　の翌日発情期を示したマウスに，発情前期当日の

午後5時と発情期当日の午前10時の2回それぞれ

（301）61

電極を装着したガラス棒を膣内に挿入し，10Vの

交流電流を10秒間隔で継続的に3回子宮頸管を電

気刺激した．さらに電気刺激後膣内に生理食塩水

をしみこませた膣タンポンを挿入した．また，2

回目の電気刺激を行った日を偽妊娠1日目とし，

発情回帰日までを偽妊娠期間とした13・17・18・21）．

ドナーマウスの作出と胚盤胞の採取法：膣垢像で

発情前期を示した雌マウスと正常雄マウスを1晩同

居させ，翌日膣栓および膣垢内の精子の存在により

交尾を確認した．この日を妊娠1日目とし，妊娠4

B目のマウスをドナーとした5・1°）．ドナーマウスを正

午から午後2時の間に，エーテル吸入法により殺し，

ただちに摘出子宮灌流法によって胚盤胞を採取し

た1・9・16）．すなわちドナーマウスの下腹部を正中切開後，

子宮を露出し子宮頸管の上端部から子宮卵管接合部

までを切り取り，滅菌キャピラリー（先端内径約l

mm）で約O．5・－1．0　mlのPB，液1）を灌流液（37℃）

として子宮頸管側の断端から静かに注入し，その灌

流液とともに胚盤胞を時計皿上へ採取した．採取し

た胚盤胞は，双眼実体顕微鏡および倒立顕微鏡（40

倍）下で観察し，形態的に異常の認められなかった

ものを37℃に保った加温板上の時計皿に移して移植

に供した．

　胚盤胞の移植法：胚盤胞の移植は，子宮内移植法

により行った1・9・16）．すなわち，各偽妊娠処理したレシ

ピエントマウスの腹腔内にネンプタール注射液（ラ

ボットラボラトリーズ製，50mg／m1）をそれぞれ40

mg／Kg投与して全身麻酔し，両腹側部を約5～7

mm切開した．卵巣の黄体の有無を観察し偽妊娠状

態にあることを確認した後，子宮卵管接合部側の左

右子宮角にそれぞれ1～5個の胚盤胞を約0．5μ1容

量のPBI液とともに，滅菌済みのマイクロリシンジ

（10μ1，KROHEN）を用いて静かに注入した．胚盤

胞注入した子宮角はただちに腹腔内に戻し，速やか

に切開部を縫合し，移植後のレシピエントマウスは

個別ケージで飼育した．

　剖　検：胚盤胞の移植7日後，レシピエントマウ

スをエーテル麻酔法により殺し，マウスの下腹部を

正中切開後，左右の卵巣，卵管および子宮を摘出し

た．胚盤胞の着床の有無は子宮内の胎児確認により

判定した．また，卵巣の黄体数の確認と同時に肉眼

的にそれぞれの生殖器の観察を行った．

成　　績

マウスにおいて胚盤胞を移植する際のレシピエン

トマウスの偽妊娠の誘起法の違いが胚盤胞の着床に

どのような影響を及ぼすかを明らかにするために，
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Table　l

偽妊娠誘起法と胚盤胞移植 B不妊会誌　35巻2号

Pseudopregnancy　indしlctioll　and　the　durati（m　on　the　mouse　with　copulat（）ry　stimulus，　electro－stimulus　and

reserpine　injection　for　pseudopregnancy　induction

Methods　of　pseudo－

pregnancy　indunction
No．　of　tested

No．　of　positive

pseudopregnancy（％）

Duration　of　inducted

pseudopregnancy（days±SE）

Copulatory　stimulus1）

Electro－stimulus

Reserpine　injection

10

10

10

10（100）

10　（100）

7（70）

10．2±2．25＊

6．8±2．25

5．1±1．07

1）　Copulatory　stimulus　were　used　male　mouse　with　deferent　duct　ligate（1．

＊：There　is　a　significant　difference　at　the　level　of　5％by　one　way　variance　analysis．

Table　2　1mplantation　of　the　fertilized　ova　on　the　mouse　with　copulatory　stimulus，　electro－sti皿ulus　and　reserpine

　　　　injection　fQr　pseudopregnancy　irlduction

Methods　of　pseudo－　　Mouse

pregnancy　indunction　　number

No．　of　implantated　blastocystD　　No．　of　corpus　luteum

Left Right Total（％） Left　　Right　Total

Copulatory　stimulus2｝

1

2

3

4

5

1

3

2

0

0

3

0

0

0

0

4

3

2

0

0

7

7

5

7

5

6

7

6

6

5

13

14

11

13

10

TotaI

Average

6

1．2

3

0．6

9（30）＊

1．8

31　　　30　　　61

6．2　　　　6．0　　　12．2

Electro－stimulus

1

2

3

4

5

0

2

0

0

0

〔｝

0

0

0

0

0

2

0

0

0

5

6

6

7

5

6

6

5

6

5

ll

l2

11

13

10

Total

Average

2

0．4

0

0

2（6）

（1．4

29　　　28　　　57

5．8　　　　5．6　　　11．4

Reserpine　injection

1

2

3

4

5

⑪

0

0

0

0

0

0

〔｝

0

0

0

0

0

0

0

6

7

6

5

5

5

5

7

6

5

11

12

13

11

10

Total

Average

0

0

O

O

0（0）

O

29　　　28　　　57

5．8　　　 5．6　　　11．4

1）　Three　fertilized　ova　were　transplanted　to　left　and　right　uterine　horn　of　each　mouse．

2）　Copulatory　stimulus　were　used　male　Inouse　with　deferent　duct　ligated．

＊：There　is　a　significant　difference　at　the　level　of　5％by　x2　analysis．

偽妊娠の誘起法として精管結紮雄マウスとの交尾刺

激，電気刺激およびレセルピン処理を行ったレシピ

エントマウスに胚盤胞を移植した．これらの誘起法

の違いによる偽妊娠誘起の有無その持続期間およ

び移植胚盤胞の着床率について比較検討した．

1．レシピエントマウスの偽妊娠誘起法について

　偽妊娠を誘起するために，精管結紮雄マウス交尾

刺激，電気刺激およびレセルピン処理した未経産の

レシピエントマウス各10例について，偽妊娠誘起率

とその持続期間の成績をTablel　1に示した．各偽妊

娠誘起法による偽妊娠誘起は精管結紮雄マウス交尾

刺激群および電気刺激群のいずれも10例中全例認め

られ，これら両群の偽妊娠の誘起率は100％であっ

た．しかし，レセルピン処理群の偽妊娠誘起は10例

中7例（70％）であり他の二群よりも若干低率であ

った．しかし，X2検定で三つの偽妊娠の誘起法の間

にはその誘起率に有意な差は認められなかった．

　一方，偽妊娠の持続期間は，精管結紮雄マウス交

尾刺激群が最も長く平均10．2±2，25日であり，つい

で電気刺激群の6．8±2．25日，レセルピン処理群

5．1±1．07日であった．これら偽妊娠の誘起法の違い

による偽妊娠の持続期間は，分散分析で精管結紮雄
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Table　3 Effect　of　the　number　of　the　transplanted　fertilized　ova　and　the　delivered　or　non－delivered　mouse　in

the　implantation　of　blastocyst　on　the　mouse

No．　of　transplanted　biastocyst　No．of　No．　of　implantated　blastocyst　　Average　no．　of　corpus　luteum

Left　　Right　Total　tested　Head（％）Left　Right　Total（％）　Left　Right　Total

delivered

1

3

5

1

3

5

2

6

10

5

5

5

2（40）　　0．21）　　0．2　　　0．4（20）　　　5．8　　 5．4　　　11．2

3（60）　　1．2　　　0．6　　　1．8（30）　　　6．2　　 6．0　　 12．2

3（60）　　1．2　　　0．6　　　1．8（18）　　　5．6　　 5．4　　 11．2

non－delivered 3 3 6 5 4（80）　　1．4　　　0．6　　　2．0｛33）　　　5．8　　 5t8　　 11．6

1）　No．　of　implantated　blastocyst　is　average　of　five　tested　mise．

マウス交尾刺激群と電気刺激群およびレセルピン処

理群の間に危険率5％で有意な差が認められ，精管

結紮雄マウス交尾刺激で誘起した偽妊娠は他の二つ

の誘起法のそれより長く持続することが明らかとな

った．

2．偽妊娠の誘起法と胚盤胞の着床について

　未経産の雌マウスをそれぞれ精管結紮雄マウス交

尾刺激，電気刺激およびレセルピン処理により偽妊

娠を誘起したレシピエントマウスの左右子宮角に，

胚盤胞を3個つつ移植した結果をTable　2に示した．

いずれの偽妊娠の誘起法においても全ての個体に黄

体が認められ，平均黄体数は精管結紮雄マウス交尾

刺激群12．2個，電気刺激群およびレセルピン処理群

はいずれも11．4個であり，偽妊娠の誘起法による差

はほとんどなかった．しかし，精管結紮雄マウス交

尾刺激群では5例中3例（60％），電気刺激群では5

例中1例（20％）の個体に胚盤胞の着床が認められ

たが，レセルピン処理群では，胚盤胞の着床はいず

れの個体でも全く認められなかった．さらに各偽妊

娠誘起法別の胚盤胞の着床は，精管結紮雄マウス交

尾刺激群では30個中9個（30％），電気刺激群では

30個中2個（6％）であった。これら偽妊娠の誘起

法の違いによる胚盤胞の着床率はX2検定で精管結紮

雄マウス交尾刺激，電気刺激およびレセルピン処理

の間に危険率5％で有意な差が認められ，精管結紮

雄マウス交尾刺激は他の二つの偽妊娠誘起法より胚

盤胞の着床率が高いことが明らかとなった．

3．移植胚盤胞数と経産および未経産レシピエント

における胚盤胞の着床について

　未経産のマウスを精管結紮雄マウス交尾刺激によ

り偽妊娠を誘起した後，左右子宮角にそれぞれ1個，

3個および5個の胚盤胞を移植し，移植胚盤胞数と

その着床について検討した結果をTable　3に示した．

胚盤胞の着床が認められた個体は，胚盤胞2個移植

群では5例中2例（40％），胚盤胞6個および10個

移植群ではいずれも5例中3例（60％）であった．

また，移植した胚盤胞の着床は，胚盤胞2個移植群

では10個中2個（20％），胚盤胞6個移植群では30

個中9個（30％），胚盤胞10個移植群では50個中9

個（18％）であった．これら移植胚盤胞数の違いに

よる着床率はX2検定で3つの移植胚盤胞数の間に有

意な差は認められなかった．また，これらの全ての

個体に黄体が認められ，その平均黄体数は，胚盤胞

2個移植群では11．2個，胚盤胞6個移植群で12．2

個，胚盤胞10個移植群では112個であった．

　また，未経産マウスと同様に精管結紮雄マウス交

尾刺激により偽妊娠を誘起した経産マウスをレシピ

エントにした時の胚盤胞の着床にっいて検討した結

果，胚盤胞の着床が認められた個体は5例中4例（80

％）で，着床した胚盤胞は30個中10個（33％）で

あった．これら経産マウスをレシピエントに用いた

場合の胚盤胞の着床は，未経産マウスの胚盤胞を移

植した場合とほぼ同様であった．さらに経産マウス

においても未経産マウスとほぼ同数な黄体が認めら

れた．すなわち左右卵巣の黄体数はそれぞれ5個か

ら7個で，左右の合計は平均12．2個であった．

考　　察

　マウスは黄体相の欠落した不完全性周期型の動物

であり，そのためマウスの胚盤胞の移植においては

偽妊娠を誘起させ，内分泌機能を活性化し，機能的

黄体相を形成させることが必要である．

　精管結紮雄マウス交尾刺激群および電気刺激群で

はいずれも10例中全例に偽妊娠の誘起が認めれたが，

レセルピン処理群では10例中7例（70％）と他の2

群よりも低率であった．しかし，これら3群間に統

計的な差（X2検定）は認められなかった．不完全性

周期型の動物であるマウスの子宮頸管に精管結紮雄

マウス交尾刺激などを加えると，1日2回の周期で

プロラクチンはサージ状に分泌される8）．また，レセ

ルピンの投与によりプロラクチンの放出が促進され

ることが明らかにされている．さらに，これらのプ
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ロラクチンは黄体細胞を刺激することにより，プロ

ジェステロンの20α一ダイハイドロプロジェステロン

による異化を抑制し，プロジェステロンの分泌相お

よび機能的黄体相を確立することが明らかにされて

いる12）．したがって，今回の試験においても精管結紮

雄マウス交尾刺激，電気刺激およびレセルピン処理

のいずれの刺激においても，同様の内分泌機序によ

り機能的黄体相が形成され，偽妊娠が誘起されたも

のと推察される．

　一方，ラットにおける偽妊娠の持続期間は，偽妊

娠の誘起法により差がなく，12～14日であることが

明らかにされているB・15）．さらに，DeFeo，　V．　J．4）は，

ヒスタミンなどの化学的誘発物質よりも精管結紮雄

交尾刺激および電気刺激などの物理的刺激の方が偽

妊娠期間が長く持続することを報告している．この

ように偽妊娠誘起法の違いによるその持続期間につ

いては必ずしも同じでない．しかし今回のマウスに

おける試験結果は，精管結紮雄マウス交尾刺激の偽

妊娠持続期間が最も長く平均10．2日，ついで電気刺

激の6．8日，さらにレセルピン処理の5．1日であり，

精管結紮雄マウス交尾刺激は，他の二つの偽妊娠誘

起法との間に有意な差（分散分析）がありDeFeo，　V．

J．の報告と一致していた．

　今回，レセルピン投与によりラットの偽妊娠を100

％誘起させ，しかも約13日間持続させる用量2・1°），す

なわち体重kgあたり1mgのレセルピンをマウスの皮

下に注射した結果，マウス10例中3例に偽妊娠が誘

起されなかった．また，誘起した10例中7例の平均

持続期間は5．1日であり，ラットに比べ著しく短か

った。このことは，ラットでの偽妊娠の持続期間は，

レセルピン投与量に依存することが明らかにされて

いる］°）ことから，ラットに対するレセルピンのこの投

与量では，マウスに対し偽妊娠を100％誘起させ，

しかも長期間偽妊娠を持続させるための投与量とし

て不足しているものと考えられる．さらに，ラット

およびマウスの生体内におけるレセルピンの動態が

異なることに起因しているものと推察される．した

がって，マウスの偽妊娠とレセルピンの投与量およ

び投与回数の関係について，さらに今後検討すべき

であると考えられる．

　偽妊娠誘起法の違いによる胚盤胞移植後の平均着

床率は，精管結紮雄マウス交尾刺激の30個中9個（30

％），電気刺激の30個中2個（6％）であったが，

レセルピン処理では30個移植した結果，移植胚盤胞

の着床は全く認められなかった．これら胚盤胞の着

床率において，精管結紮雄マウス交尾刺激は最も高

率であり，他の二つの誘起法との問に有意な差（X2

日不妊会誌　35巻2号

検定，P＜0．05）があった．偽妊娠が誘起されたラ

ットでは，偽妊娠中期までは主としてプロラクチン

に，それ以降はプロラクチンとLHの分泌により，

プロジェステロンの持続的分泌相が形成され，偽妊

娠は持続される11｝．また，偽妊娠5H目から分泌が開

始されるLHにより卵巣が刺激され，胚盤胞の着床

に必要なエストロゲンが分泌されることが明らかに

されている2°）．一一方マウスにおていもプロラクチンお

よびLHによって偽妊娠は持続し，さらに着床に必

要なプロジェステロンおよびエストロゲンが分泌さ

れる12）．これらのことから，電気刺激およびレセルピ

ン処理では，プロラクチンおよびLHの分泌が不十

分になり，偽妊娠期間が短くなったのではないかと

考えられる．すなわち，胚盤胞の着床に必要なプロ

ジェステロンおよびエストロゲンの分泌が不足し，

移植胚盤胞は着床しなかったものと考えられる．し

たがって，マウスでは胚盤胞の着床率に偽妊娠の持

続期間が大きく影響しているものと推察される．

　一方，胚盤胞移植7日後の剖検時において，いず

れの偽妊娠誘起法においても全例マウス黄体の形成

が認められ，それらのうち胚盤胞の着床が認められ

たマウスの黄体は妊娠黄体であるが，しかし胚盤胞

の着床が認められなかったマウスにも黄体が認めら

れた．これらの黄体は胚盤胞が着床したマウスの妊

娠黄体と肉眼的に区別することができなかった．し

たがってこれらの黄体は，移植操作の子宮の穿刺に

より偽妊娠が誘起されs・2°），その結果形成されたもの

であると推察される．

　胚盤胞を子宮に移植すると着床前あるいは着床直

後に胚盤胞の約10～20％が死滅することが明らかに

されている15・19）．さらに，多胎動物では着床が近づく

と胚盤胞は子宮内部で等間隔に分散する．すなわち，
“ まどD”が正常に行われることにより，着床した胚

盤胞が正常な発生と発育を維持するが，“まどり”が

正常に行われない場合には，胚盤胞が過密状態とな

り，胚盤胞の吸収や早期死滅が増加することも明ら

かにされている3・19）．したがって，胚盤胞の着床率は，

移植する胚盤胞数に大きく影響すると考えられる．

しかし，移植胚盤胞数の違いによる平均着床率は，

胚盤胞数2個移植群では10個中2個（20％），6個

移植群では30個中9個（30％），10個移植群では50

個中9個（18％）であり，それぞれ胚盤胞の移植群

問における平均着床率には有意な差（X2検定）がな

かった．

　一方，経産マウスに6個の胚盤胞を移植した結果，

着床個体は5例中4例（80％），平均着床率は30個

中10個（33％）であり，いずれも未経産マウスのぞ
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れと有意な差（X2検定）はなかった．このような経

産および未経産における胚盤胞の着床について，牛

では受胎率に差はないことが明らかにされている．

マウスにおいても胚盤胞の着床にはレシピエントマ

ウスの経産の有無は影響しないことが判明した．
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Effect　of　pseudopregnancy　induction

on　transplantation　of　the　fertilized

mouse　ova

Haruki　Ihara，　Tsuguaki　Fukuyasu

　　　　　and　Kiyomi　Ashida

Department　of　Animal　Health　II，

School　of　Veterinaly　Medicine，

　　　　　Azabu　University，

　　　　Sagamihara　229，　Japan

　　（Director；Prof．　K．　Ashida）

　　Effects　of　pseudopregnancy　induction　on　trans－

plantation　of　the　fertilized　ova　were　examined　in

the　mouse．　The　methods　of　pseudoprognancy　induc－

tion　in　recipient　female　mice　were　copulatory　stim・

ulus　by　the　male　mouse　with　the　ligated　deferent

duct（lst　group），　electro－stimulus　at　the　cervix－uteri

（2nd　group），　and　reserpine　injection（3rd　group）．

　　（1）The　number　of　positive　induction　of　psedo－

pregnancy　and　their　average　duration　were　10／10

mice｛100％），10，2±2．25　days　in　the　lst　group，10／10

mice（100％），6．8±2．25　days　in　the　2nd　group，　and　7／

10mice（70％），5．1±1．07　days　in　the　3rd　group

respectively．

　　（2）Implantation　ratio　of　30　blastocysts　per　5　mice

were　comparatively　examined　in　each　group，　The

positive　number　were　9／30　blastocysts（30％）in　the

lst　group，2／30　blastocysts（6％）in　the　2nd　group，

and　O／30　blastocysts（0％）in　the　3rd　group．　In　all

group，　functional　copora　lutea　were　observed　in

each　ovaries　of　mice．

　（3）Effect　of　the　different　number　of　the　trans－

planted　blastcysts　on　the　fertilization　were

examined．　Fifteen　mice　were　divided　into　3　groups．

Number　of　the　transplanted　blastocysts　were　2，6

and　10　per　head　in　each　group．　However，　the　results

were　not　significant　statistically　among　the　groups．

Also，　the　delivered　or　non－delivered　recipient　were

almost　same　in　the　transplanted　ratio　of　blastcysts．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月19日）
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Caffein－Kallikrein処理精子による

配偶者間人工授精への臨床的応用

　　Clinical　Trials　of　Artificial　Insemination　with

Husband’s　Sperm　Treated　with　Caffeine　and　Kallikrein

　　　　　　　　昭和大学医学部泌尿器科学教室（主任：今村一男教授）

　　渡辺政信　 谷藤　 匠　 田代博紹
Masanobu　WATANABE　Takumi　TANIFUJI　Hirotsugu　TASHIRO

　　　　　　　　吉田英機　 今村一男
　　　　　　　　Hideki　YOSHIDA　　　Kazuo　IMAMURA

Department　of　Urology，　School　of　Medicine，

　　Showa　University，　Tokyo　142，　Japan

　　　（Director：Prof．　K．　Imamura）

　精子運動率不良の男子不妊症に対する治療法の一つとしてcaffeine－kallikrein処理精子によるAIH

を試みるために，先ずcaffeineおよびkallikrein各種濃度による精子運動率の変化について基礎的に

検討しAIH用のcaffeine，　kallikreinの濃度を決定した後，精子運動率40％以下の男子不妊症9例に

このcaffeine，　kallikrein処理精子によるAIHを本邦において初めて試み，以下の結果を得た．

1．6．0，7．5，9．OmM（final　concentration）のcaffeine濃度を男子不妊症10例の精子において検

討し，7．5mM培養液で最も良好な精子運動率の改善を認めた．

2．O．2，0．5，1．0，3。0，5．OKU／mlのkallikrein濃度を男子不妊症8例の精子で検討し，1KU／ml

培養液で最も良好な精子運動率の改善率を認めた．

3．これらの基礎的検討結果から，その実際的臨床応用として7．5　mM　caffeineおよび1KU／mlkalli・

krein添加培養液処理精子によるAIHを9症例に試み，3例の妊娠に成功し，その中2例で正常児の

分娩に成功したが，1例では12週目に流産となってしまった．

4．これらの基礎的，臨床的検討から精子運動不良の男子不妊症に対するcaffeine－kallikrein添加培

養処理精子を用いたAIHは，外来で比較的簡単に施行できるため今後有力な手段となることが示唆さ

れた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，35（2），306－312，1990）

緒　　言

　各種の薬物療法を行なっても妊娠を得られない男

子不妊症の治療法として，配偶者間人工授精（artifi－

cial　insemination　with　husband’s　semen，　AIH）1）の

みならず，体外受精，胚移植2｝や，配偶子卵管内移植3）

なども応用されるようになり，そのための運動良好

精子回収方法4・5）について種々な工夫がなされている．

しかし精子運動能が著明に低下している症例に対し

ては，これらの運動良好精子回収方法によるAIHで

も妊娠の可能性は低く，何らかの方法で運動能の改

善を図ることが必要となって来る．我々は精子運動

能のstimulantsとして報告されているcaffeine6～9）と

kallikreinio・n）について検討を加え，　caffeineの精子

運動促進作用とkallikreinの精子運動維持作用とを

確認し，さらにcaffeine－kallikreinの混合培養液に

よる処理により臨床的に応用しうる精子運動能の促

進効果を確認し報告した12）．今回，AIHに用いる
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Table　l　Semen　analysis　used　for　the　study　of

　　　　caffeine　and　kallikrein

　　　　　　　　　　　　　　　　（mean±S．D．）

Table　2 Components　of　medium　on　this　clinicai

study

　　　　　　sperm　density　sperm　motility
cases　Age
　　　　　　　xlO6／m1　　％

Caffeine　　　10　26－39　　58．0±24．4　　40．3±12。1

Ham’s　F－10　solution

7．5mM／final　concentration　of　caffeine

lKU／ml　of　kallikrein

100U／ml　of　penicillin　G

Kallikrein　8　29－39　45．9±16．0　59．6±9．8

2m2　culture　medlum

O．Srn£semen

　↓

Giiilililli、

　　　　　　incubation
　　　　　　（3ア『C，　1hr）

出

removed
sediment

山

aspirated

supernatant

Fig．1Modified　layering　method　to　separate　good

　　　sperms　from　seminal　samples
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Fig．2Motility　rate　of　spermatoza　in　four　concentra－

　　　tions　of　caffeine（mean±S．D．）

caffeineとkallikreinの濃度についてさらに検討を

加えるとともに，その臨床応用として不妊を訴えて

昭和大学病院泌尿器科を受診し，種々の薬物療法を

行なうも精子運動率が40％未満のままであり自然妊

娠に至らなかった男子不妊症と膀胱内精子運動率が

著明に低下していた逆行性射精に対し，このcaffeine－

kallikrein混合液処理精子によるAIHを患者の了解

の下に試み，本邦で初めて妊娠分娩に成功し，かつ

新生児に何らかの奇形を認めなかった症例を経験し

たのでその有用性について報告する．

対象と方法

　caffeine（SIGMA　CHEMIKAL　CO．）とkalli－

krein（BOYER　CO．）の濃度を検討するために用い

た症例は，　caffeineについては男子不妊症の未治療10

例，kallikreinでは未治療8例で，両群の精液所見を

Table　1に示した．　caffeine濃度は6．0，7．5，およ

ぴ9．OmM（final　concentration），　kallikrein濃度

は，02，0．5，1．0，3．0および5．OKU／mlで，各濃

度の基剤はHam’s　F－10液（GIBCO　Laboratories）

としたものを作製し，精液を注入した各々の培養液

を3プCで1時間静置し，swim　upして来た精子の運

動率（前：進運動率）について検討した．

　Ham’s　F－10液は精子運動能に影響を与えないの

で12），対象群はHam’s　F・10液のみとした．射精3時

間後に検査を開始したため，処置前精子運動率は射

精直後の運動率よりやや低値を示している．一方，

臨床応用としてcaffeineとkallikrein処理精子によ

るAIHを行った症例は36歳から46歳の9例で，そ

の中の7例は精子運動率が著明に低下しており，各

種薬物療法を試みるも妊娠に成功せず，また一部は

通常のAIHを試みるも妊娠に成功しなかった男子不

妊症例で，他の2例は逆行性射精で膀胱内精子運動

率が著明に低下していた症例である．妻側に不妊因
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Fig．3Motility　rate　of　spermatoza　in　five　concentra－

　　　tions　of　kallikrein（mean±S．D．）

子のないことは確認されている．なお全例とも，処

理前の精子運動率は40％未満である．今回AIHに

用いた培養液の組成をTable　2に示したが，今回の

基礎的な検討結果からcaffeineは7．5mM（final

concentration），kallikreinは1KU／m1とした．　AIH

に用いる運動良好精子回収法としては，採取精液を

回転速度×6009で10分間遠心し精子パレットを作

製した後，星らの方法を一部改良したmodified　layer－

ing　methodl3｝を用い，37℃で1時間のincubationを

行なった．その概略をFig．1に示した．　swim　upし

た精子を回収する際，精子濃度が多い場合にはaspir－

ated　supernatant法を，一方精子が少ない場合は

removed　sediment法を用いた．

　精子濃度と精子運動率（前進精子運動率）の測定

はMaklerのcounting　chamberi4）を使用し，推計学

的処理はWilcoxon－Whitney　MannのU検定により

行なった．

結　　果

1．caffeineおよびkallikrein濃度の検討

　各caffeine濃度における精子運動率の変化をFfg．

2に示したが，処理前精子運動率は40．3±12．1％

（mean±S．D）に比し，6．OmMでは77．3±9％，7．5

mMでは82．4±6．1％，9．OmMでは67．3±10．6％

とcaffeine処理後は有意に上昇した．9．OmMでの

Fig，4Transabdominal　echography　at　g　weeks

　　　period　of　pregnancy　in　case　No．7

結果は他2者に比較して有意にくP〈0．01）に低く，

6．OmMと7．5mMにおける運動率の比較では有意

差はなかったが，7．5mM　caffeineで最も良好な運

動率であった．この結果からAIH用のcaffeine濃度

は7．5mM（final　concentration）とした．

　同様にkallikreinについては，　O．2，0．5，1．0，3．0

および5．OKU／m1の5濃度について検討し，その結

果をFfg．3に示した．　kallikrein　5．OKU／mlで1ま他

の濃度に対し精子運動率はむしろ有意に低下したが，

O．2－－3．0　KU／mlではほとんど差を認めなかったもの

の1．OKU／mlが最も良：好な結果であった．すでに1

KU／ml　kallikreinの精子運動能維持作用を報告して

おり，上記の結果からAIHのkallikrein濃度を1

KU／mlとした．

2．臨床応用としてのcaffeine・kallikrein処理精子

　を用いたAIHの結果について

　caffeine－kallikrein処理精子によるAIH施行時の

各症例の処理前後の精子運動率，精子濃度，妊娠の

有無をTable　3に示した．平均精子濃度は59．2±

33．7×106／ml（mean±S．D）と良好であるが，精子

運動率が18．7±12．9％（mean±S．D）と著明に低下

していたが，　caffeine－kallikrein混合培養液による処

理の運動率は44．8±23．4％と有意（P〈O．05）に改

善されていた．臨床応用9名に計27回のcaffeine－

kallikrein処理精子によるAIHを行なったところ，

3例で妊娠に成功し，そのうち2例で正常分娩に成

功したが，1例は流産に終わってしまった．正常分

娩に成功した2例の新生児の代表的奇形は認めず，

その後の成長にも現在のところ異常は認められてい

ない．

　以下妊娠症例の臨床経過について述べる．

　（症例の3）　O．S．30歳　不妊期間2年
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Table　3　Results　of　AIH　with　caffeine　and　kallikrein

No．　of
　　　　　Age
cases

sperm　density

　×106／mI

％motility　befor

　　treatment

％motility　after

　treatment
pregnancy

1 41

45

28

40

51

20

22

30

21

55

36

58

58

2 39
27

43

35

31

61

60

3 30
68

59

35

30

69

85 girl（3170g）

4 36

40

42

22

30

24

28

61

79

73

5 30
38

34

32

35

51

44

6 37

57

187

68

0．2

7

0．02

3

27

6

7＊ 33 81 5 45 girl（2630g）

8＊ 44

55

70

84

56

35

3

10

11

57

14

43

38

9 37

53

89

38

106

0．2

8

6

10

6

22

15

55 abortion

＊case　of　retrograde　ejaculation

　1984年5月12日初診．精子濃度10　・一　20×106／

ml，運動率35　・一　40％であったため補中益気湯69／日

を4ヵ月間内服し，精子濃度33～40×106／ml，運動

率66～78％と改善したが妊娠を認めず，9月よりノ

イキノン60mg／日併用療法を3ヵ月間行ない精子濃

度37～40×IO6／ml，運動率66　一一　69％になっていたが

治療をその後中断していた．

　1985年3月9日再診したところ精子濃度10　・一　13×

106／ml，運動率　20～30％となっており，メチコバー

ル3000r／日の内服を開始し3ヵ月以降精子濃度

55～68×106／ml，運動率28・－42％と改善し，その後

通常のAIHを4回試みたが妊娠に成功しなかった．

同年9月に地方転勤になることのため患者の強い希

望もあり，6月よりcaffeine－kallikrein処理精子に

よるAIHを施行し2回目に妊娠に成功した．10月地

方転職となり1986年4月31709の女児の出産に成功

した．近医の小児科での1ヵ月および3ヵ月健診で

何らかの奇形をみとめなかった．

　（症例の7）K．S．33歳

　腰推圧迫骨折による逆行性射精と診断され1981年

9月3日初診．既に報告15）したように，Hotchkissl6）

等の方法に準じた膀胱内精子処理法によるAIHを行

ない4回目に妊娠に成功し1983年12月男子を出産

した．その後第2子を希望し1985年5月再診した．

膀胱内精子濃度は58　一・　64×106／mlと比較的良好で

あったが，運動率は5回測定したが2～7％と低値

を示したため，　caffeine－kallikreinで処理したところ

運動率が41　・一　56％と著明改善を確認したため同年10

月よりAIHを行ない1回目で妊娠に成功した．妊娠

9週目の胎児工一コーをFig．　4に示した．1986年6

月3日自然分娩にて26309の女児を出産し，現在2

歳となるがとくに奇形を認めていない．
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　（症例の9）　Y．N．37歳　不妊期間2年

　1985年12月28日初診．精子濃度は41～60×106／

m1で，運動率0～0．1％であったためカリクレイン，

補中益気湯を投与するが運動率の改善を認めなかっ

た．1987年4月よりcaffeine－kallikrein処理精子に

よるAIHを4回試み，1988年に1月に成功したが，

妊娠12週目に流産となった．

考　　察

　不妊症の治療法の1つとしてAIHが試みられてい

るが，男子側要因として精子運動率の著明に低一ドし

た症例では妊娠に至ることは難しいとされている1）．

男子不妊症の妊娠成功例の精液側の条件として精子

運動率あるいは精子運動能の改善が最も重要な因子17）

とされており，近年著明な精子運動率の改善が得ら

れる多層perco1を用いた精子洗浄濃縮法を用いた

AIHが報告されている’8），しかしこの方法は手技が

やや繁雑であるので，日常の外来診療に，かつ少人

数で行なえる方法が必要と考え，今回我々は簡単に

精子運動能の改善を得る方法として従来より精子運

動能刺激物質として得られるcaffeine，　kallikreinの

基礎的検討を行ない，caffeine－kallikrein処理精子の

臨床応用の可能性を示唆して来た．

　caffeineは精子運動率6～9），精子妊孕力19）と精子の

子宮頚管粘侵入2°）を促進するといわれ，その作用機序

は，精子のphoshodiesteraseを抑制することより

cyclicAMP濃度が上昇し，精子運動性が改善される

と考えられている21）．またそのcyclicAMP濃度が精

子の原形質膜のCaイオン輸送調節に関与しているの

ではないかといわれている22）．

　caffeine濃度検討では，不妊症患者精子において，

3，6，12mM7・9）が精子運動率を改善し，健常人凍結

精子でも2．5，72，10　mM’4・’9・23）のcaffeineで運動

率の改善が得られたとされている．しかし1，3，6，

10，13．7　mM23・24）では対照群の運動率とに差はなかっ

たとする報告もあり，今回6，7．5，9mMにおける

精子運動率を検討したところ，6，7．5mMで運動率

の改善を認めた．

　一方，Doughertyら24｝はcaffeineにヒト精子運動

能を高める作用はなかったとし，Harrisonら25）は6

mMのcaffeine処理精子を用いたAIHを34例の男
子不妊症に計450回試み，caffeineによりその精子運

動率は改善したにもかかわらず1例の妊娠にも成功

しなかったことから，むしろcaffeineは精子を障害

する可能性があると示唆した．さらに，6mMの

caffeineでincubationした精子の電顕的観察を行な

い精子頭部に変形を認めたことを報告した26・27）．しか

しBarkayら19）は7．2mMcaffeineによる処理精子に

は何ら変形を認めなかったことから凍結精子により

artificial　insemination　with　doner’s　semen（AID）

にcaffeineを用い，caffeine未使用AIDの妊娠は7

例に対し，caffeine使用AIDの妊娠は14例と2倍を

占め，またHarrisonの結果は電顕的標本処理段階で

起こった変化であろうと考え，caffeineによりfertiliz－

ing　capacityはむしろ高まると結論している．　Prins

ら28）も1例であるが人工精液瘤から採取した精子の

hamster　zone－free　oocyte　sperm　penetration　assay

を行ない，penetration　rateはcaffeine非処理精子

の22±3％（mean±S．D）に対し，　caffeine処理精

子では50±10％と高率であったと報告しており，こ

れはcaffeine処理精子の臨床応用の有用性を示唆し

ている．

　kallikreinは精子の細胞内代謝系の賦活化29）や

acrosin活性3°｝へ関与するのではないかと推測されて

おり，kallikreinの臨床例11・13）でも有用であるとさ札

in　vitroでも0．1－一　5　KU／m1濃度1°・32）で精子運動率

を改善するといわれている．しかしMaklerB），　Hamm

ら33）は精子運動能促進作用はないとし，小川ら12｝も運

動率の改善よりは運動能の維持を認めた．今回，我々

も未処理群に対し，有意な運動率の改善を認めなか

った．牛・豚の精子であるが，Hammら33）もcaffeine－

kallikrein混合液で精子運動率の改善を認めており，

今後はkallikreinの精子運動維持作用機序，　kalli－

kreinとcaffeineの相互作用について研究が必要であ
る，

　今回は，精子運動率が低下し，しかも他の薬物療

法に反応しなかった症例に対し患者への詳細に説明

と承諾を得た上でcaffeine－kallikrein処理精子によ

るAIHを試み，本邦において初めて3例の妊娠を認

め，うち2例で分娩に成功したが，1例の流産を経

験した．

　薬物療法でも精子運動率の改善が認められない症

例に対し通常のAIHを行なっても妊娠の可能1生は低

いため，caffeineなどのstimulantsにより精子運動

率の改善を計った上でのAIHが有用であると考える

が，多数の症例追加検討が必要であり，妊娠率の向

上のため，さらに正確な排卵時期を測定しAIHを行

なう必要がある．しかしcaffeineの精子への障害の

有無については今後も検討しなければならない．ま

た催奇性の点も充分考慮し，患者の十分な了解のも

とに症例を限定した慎重な臨床応用が必要であるこ

とはもちろんであるが，今回我々が本邦において初

めてcaffeine－kallikrein処理精子によるAIHを試み

正常児の妊娠分娩に成功したことは，今後のAIHを
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主体とした男子不妊症に対する治療法の一つとして

この分野における新しい可能性をもたらすことが強

く示唆された．
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Department　of　Urology，　Shool　of　Medicine，

　　　Showa　University，　Tokyo　142，　Japan

　　　　　　（Director：Prof．　K．　Imamura）

　　For　the　purpose　artificial　insemination　with　hus・

band’s　sperm（AIH）with　addition　of　caffeine　and

kallikrein，　which　was　carried　out　on　wives　with

infertile　husbands，　different　doses　of　caffeine　and

kallikrein　were　added　to　infertile　semen　samples

and　their　effects　on　sperm　motility　were　investigat．

ed．　In　dose　of　7．5mM／final　concentration，　caffelne

markedly　increased　the　percentage　of　motile

sperms．1KU／ml　kallikrein　relatively　enhanced

sperm　motility　compared　with　other　doses　of　kalli－

krein。

　　From　these　tesults，　nine　wives　with　infertile

husbands　whose　sperm　motility　was　less　than　40％

underwent　AIH　with　addition　of　7．5mM　caffeine

and　IKU／ml　kallikrein．　Seven　of　9　irlfertile　hus・

bands　were　idiopathic　male　infertility　and　2　cases

of　all　were　retrograde　ejaculation．　Three　cases

became　pregnant　by　this　AIH　method．　The　two

cases　gave　birth　to　normal　children　and　the　other

had　a　miscarriage．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月9日）

Masanobu　Watanabe，　Takumi　Tanifuji，

　　Hirotsugu　Tashiro，　Hideki　Yoshida

　　　　　　　　and　Kazuo　Imamura
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　精子不動化抗体陽性不妊婦人の末梢血リンパ球に由来するヒト型精子不動化モノクローナル抗体

（Mab）H6・3C4が認識する糖鎖構造i抗原の組織局在性について，免疫組織化学的方法および抗体吸

収実験により検討した，男性生殖組織では精巣・前立腺は染色されず，精巣上体・精嚢腺上皮に染色

が認められた．抗体吸収実験から正常精液に比し精管結紮後の射精精液中の抗原性は著しく減少して

いた．従ってMab　H6－3C4対応抗原は精巣上体を通過する問に精子膜表面に新たに付着すると考えら

れた．一般体組織では腎遠位尿細管，扁平上皮が染色された．胎児血球に対し低温でのみ軽度の凝集

作用を認めたが，腎ホモジネートや胎児血球でMabの精子不動化作用は吸収できなかった．従って，

一般体組織中のi抗原は量的に少ないか，又は抗原交叉性が弱く，Mabの反応性は射精精子に特に強

いことが明らかになった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　Steril．，35（2），313－319，1990）

緒　　言

　精子不動化抗体（SI－Ab）による不妊症の発生原因

をめぐっては主に精子の性管内通過障害にあると考

えられているが，さらに，受精や着床にも影響する

可能性も考えられている．SI－Abによる不妊機序を解

明するため，我々は，SI－Ab陽性不妊婦人の末梢血リ

ンパ球由来のヒト型モノクローナル抗体（Mab）

H6－3C4を作製することに成功し1），このMabを用い

て抗体が認識する抗原エピトープがタイプIIネオラ

クトサミン構造を有するi一抗原またはシアル化i抗

原であることを明らかにしてきた2｝．

　本研究では，Mab　H6－3C4対応抗原エピトープの

男性生殖組織および一般体組織における局在性をヒ

ト正常組織標本を用いた免疫組織化学染色により検

討した．さらに、精子上のMab　H6－3C4対応糖鎖抗

原であるシアル化i抗原またはi抗原と交叉反応を示

す正常一般体組織中の共通抗原のMabH6－3C4との

反応性について，それら組織を用いたMabの抗体吸

収実験により検討した．

実験方法

1．モノクローナル抗体H6－3C4の作製

ハイブリドーマH6・3C4の作製についてはすでに報
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写真1　1mmunofluorostaining　of　intact　ejaculated

　　　　spermatozoa

告した1）が，ここで用いたMab　H6－3C4はSI・Ab抗

体陽性不妊婦人（精子不動化値SI5。3）二45）の末梢血

リンパ球を予めヒト精子およびPMWで刺激した後，

マウスミエローマ細胞（NS－1）とポリエチレングリ

コール1000により細胞融合を行なって得たハイブリ

ドーマH6－3C4の培養上清で，そのSI5。は5，000　unit

であった．対照にマウスミエローマ細胞（NS－1）の

培養上清を用いた．

2．精子の蛍光染色

　精子は洗浄射精精子を生細胞のまま，あるいは固

定した後染色した．洗浄精tを96ウェルU底プレー

トに入れ，H6－3C4培養上清を4℃にて30分間反応

させ，PBSで洗浄後，　FITC標識抗ヒトIgM（Cappel，

USA）（40倍希釈）を30分間反応させPBSで洗浄

後スライドグラスに一滴滴ドしカバーグラス下で蛍

光顕微鏡にて観察した．あるいは，洗浄精子をスラ

イドグラスに塗布しメタノールにて5分間固定後，

Mab　H6－3C4を室温にて60分間作用させ，次に

FITC標識抗ヒトIgMを30分間反応させた後90％

グリセリンーPBSにて封入し，蛍光顕微鏡にて観察

した．

3。免疫組織化学的染色

　男性生殖組織は事故死した健康成人男子から摘出

された標本を，一般体組織は外科的に摘出されたも

ので組織学的に異常のないものについて検討した．

摘出標本は10％ホルマリン固定後パラフィン包埋薄

切切片を作成し，脱パラフィン・親水化の後，O．3％

H202一メタノールを室温にて30分間反応させた．10

％正常ヤギ血清を30分間反応させた後，H6・3C4培

養一ヒ清を4℃で一夜反応させた．対照にはNS－1培養r

上清を用いた．次いで，ビオチン化抗ヒトIgM，　ABC

試薬（Vector　USA）を室温にて各40分間作用させ

た後0．05％diaminobenzidine－O．01％H202－50mM

Tris　HCI（pH　7．2）により呈色させた．　Mayerの

日不妊会誌35巻2号

hematoxylin液にて後染色を行なった後，観察に供

した．

4．　寒冷凝集試験

　0型成人末梢血液，0型膀帯血液を採血し，生理

食塩水で3，000rpm，5分間3回洗浄した後，　Mab

の希釈液O．5　mlと0．25％血球浮遊液0．lmlを混

合し，4℃あるいは37℃に一夜静置後，赤血球凝集

の有無を観察した．

5．抗体吸収実験

　吸収材料として射精精子，胎児血球は，精液，膀

帯血液を各3．　000　rpm，5分間3回遠沈洗浄して用い

た，肝，腎組織は，ガラスホモゲナイザーにて磨砕

後10，000　rpm，　20分間遠沈した沈渣を用いた．約20

名のpoo1した正常あるいは無精子症患者の精漿

（10，000　rpm，30分間遠心上清）を，100％飽和硫安

で沈澱させ，十分透析後，凍結乾燥したものを用い

た．また，精管結紮の数日後および1か月後に採取

した精液（前者は精子を105／ml，後者は数匹／1回射

精量を含んでいた〉の精漿は同様に100％飽和硫安

で沈澱させた分画を十分透析後用いた．人乳も100％

飽和硫安で沈澱させた分画を用いた．組織ホモジネ

ー
トおよび細胞による吸収実験の場合，反応溶液中

の遠沈沈渣の体積比が1／2，1／8，1／32になるよ

うに，また精子では1／4，1／16，1／64になるよう

にMab　H6－3C4を加えてよく懸濁した．　H6－3C4培

養上清をSI5。値が約10になるよう500倍希釈して用

いた．精漿，人乳は50㎎／mlから順次希釈し，250倍

希釈したH6－3C4培養上清（最終SI，。値は約10）と

等量ずつ混合した．4℃で一夜吸収させた後遠沈し

上清に残る抗体活性を微量精子不動化試験4・5）によっ

て調べた．

実験結果

1．精子の蛍光染色

　射精精子の生細胞を蛍光染色した場合，精子膜表

面に強い蛍光が認められた（写真1）．スライドグラ

ス上に固定した場合にも精子全体に蛍光が認められ

た．

2．男性生殖組織の組織染色

　精巣の精細管，精巣上体頭部の精巣輸出管は全く

染色されなかった．精巣上体体部の精巣上体管は染

色されなかったが，尾部の精巣上体管が染色され，

特に上皮細胞の不動毛に強い染色を認めた．精嚢の

上皮細胞表面にも染色を認めたが，前立腺は染まら

なかった（写真2）．3例について調べたが，いずれ

も同様の結果を示した．

3．正常一般体組織の組織染色
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　　　　　　　　　写真21mmunohistochemical　staining　of　male　genltal　organ

Atestis，　B　caput　epididymis，　C　corpus　epididymis，　D　cauda　epididymis，　E　seminal　vesicle，　F　prostate

　腎の遠位尿細管上皮，皮膚や食道の重層扁平上皮

の基底細胞は染色された．肺胞上皮は軽度に染色さ

れた（写真3）．唾液腺では腺細胞は染まらなかった

が導管は軽度に染色された．胃底部は表面上皮細胞

の一部が染色された．胎盤トロホブラストのジンチ

チウム細胞に染色が見られた．一方，肝，すい臓は

染色されなかった，組織染色の結果を表1に示す．

4．寒冷凝集反応

　0型膀帯血球に対し，培養上清は×4まで寒冷凝

集が観察された．成人血球に対する凝集作用は全く

観察されなかった（表2）．

5．抗体吸収実験

　MabH6－3C4の精子不動化作用は，射精精子遠沈

沈渣の体積比がMab上清に対して1／16のときは完

全に，1／64でも80％まで吸収することができたが，

肝や腎のホモジネート，膀帯血球では遠沈沈渣の体

積比がMab上清に対して1／2でも精子不動化作用

を吸収することはできなかった（図1）．正常あるい
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写真3　1mmunohistochemical　staining　of　somatic　organ

　　　Akidney，　B　liver，　C　skin，　D　lung

は無精子症の精漿および精管結紮の精漿について抗

体吸収実験を行なった結果を図2に示す．用いた精

管結紮数日後の精液には精子が106cell／mlみられた．

さらに1か月後もわずかながら精子が見られた．こ

れは，精管結紮により精巣，精巣上体からの精子の

供給は断たれたが精管以降の生殖器にまだ残ってい

た精子と思われる，精管結紮後の精漿でMab　H6・3C4

を吸収した場合，正常あるいは無精子症精漿による

吸収に比して同程度の抗体吸収結果を得る為には約

10ないし100倍量の精漿を必要とした．

考　　察

　SI抗体保有不妊婦人の末梢血リンパ球とマウスミ

エローマの細胞融合により作製したMab　H6・3C4は，

精子に対して強い補体依存性精子不動化作用および

精子凝集作用を示した．FITC標識抗ヒトIgMを用

いた間接蛍光染色法でこのMabを用いて固定前の新

鮮精子の抗原局在性を調べた結果から，このMabの

対応抗原は精子膜表面全体に分布していることが判

明した．

　このMab対応抗原が精子上に出現するのは，精子

為

懲霧：

形成から射精されるに至るまでのいずれの時期であ

るかを調べるため，男性生殖組織のホルマリン固定

パラフィン包埋薄切切片を用いてABC法にて免疫組

織化学的染色を行なった結果，精巣，精巣上体頭部

や前立腺には抗原性は認めらななかったが，精巣上

体尾部上皮および精嚢腺上皮表面に染色が見られた．

一方，抗体吸収実験により精管結紮後に採取した精

液と正常精液を比べたところ，Mabの精子不動化作

用は精管結紮後の精漿では吸収力が顕著に減少して

いた．精管結紮した場合，その精液は精嚢，前立腺，

尿道球腺の分泌物から成り，精巣，精巣上体由来の

ものを含まないので，精子上のMab　H6－3C4対応糖

鎖抗原であるシアル化i抗原は，精巣内で精子が形

成された時点ではまだ存在せず，精巣上体上皮で恐

らくi抗原として産生・分泌され，上皮細胞表面か，

尾部以下の精管内で，末端部にシアル酸が結合して

シアル化i抗原となり，管を通過する間に精子細胞膜

上に付着すると考えられる．さらに組織染色から精

嚢腺より分泌されるものなのか，精漿中の抗原が細

胞表面に付着したものと考えるべきかは確定できな

いが，精管結紮後の射精精液中の抗原量が激減する
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表lImmunohistochmical　detection　of　H6－3C4　antigen　in　normal　tissue

Tissue Staining

Genital　organ

　Ejaculated　spermatozoa

　Testis

　Epididymis

　Seminal　vesicle

　Prostate

Somatic　organ

　Liver

　Kidney

　Lung

　Pancreas

　Esophagus

　Skin

　Salivary　gland

　Fundus　of　stomach

　Placenta　villi

　　（first　trimester）

＋　（whole）

十　（epithelium）

＋　（epithelium）

＋　　（distal　tubule）

＋（alVeOlar　Cell）

十

十

十

十

（basal　cell　of　squamous　epithelium）

（basal　cell　of　epidermis）

（secretory　ce1D；＋（duct　cell）

（surface　epithelial　cell）

（trophoblast　cell）

ことから考えて抗原産生は主に精巣上体が関与して

いるものと考えられる．

　精巣上体は哺乳動物において精子が受精能を獲得

する場所であり，ここを通過する間に，運動および

代謝機能が射精精子に近い状態へと成熟変化すると

考えられている．また，Magargeeらは7精子に対す

表2　Hemagglutination　assay　of　Mab　H6－3C4

Red　blood　cell　Temperature　Hemagglutination

Cord　（O　type）
4DC

37℃

×4

Adult（O　type）
4℃

37℃

Sperm　immobilization（SI505，000）

Sperm　agglutination（1：1，600　dilution）

〔100巴

喜

5
8

　50E
巴

＄

ξ

署　o
αt　「

Absorbed　with

■Spermatoヱoa

OCord　blood　cell

△Kidney　homogenate

【】Liver　homogenate

　　　　1／2　　1ノ“　　1／8　1／16　1132　1！64　0

　　　　　　Ratio　of　absorbent

図1　Antibody　absorption　experiment　with　cells　and

　　　tissue　homogenates

る各種レクチンの結合様式が精巣上体を通過する間

に著しく変化することを報告しており，精巣上体は

精子膜表面へ新しい糖鎖が付加されるところでもあ

る．従って，Mab　H6・3C4が抗原エピトープとして

認識している糖鎖i抗原も精巣上体における精子成

熟過程に関連して精子膜表面に新たに付着されるも

のであると考えられる．

　i抗原は箱守ら8）によって見出されたII型ネオラク

トサミンでGa1β1－4GlcNAcβ1・3Galβ1・
4GlcNAcfi1－3Galβ1－4Glcβ一Cerの糖鎖構造を有し，

胎児血球のほかに正常組織にも存在する．Hirohashi6）

らは肺癌患者の局所リンパ節から作製したヒト型モ

ノクローナル抗体Ncc－1004がi抗原を認識すること

を明らかにし，肺癌や食道癌組織中に抗原が表現さ

れており，正常組織においては肺胞上皮，扁平上皮

　100　　　　　　　　　　　　　　　　Absorbed　with璽

ξ　　　　　　　　’締311贈a°f
2　　　　　　　　　　　　。S・mi・・l　pl・sm・・f
∈・・　　　　　　　　az°°spe”m‘c　Semen

l　　　　　　　°羅警1黙蹄

1。　　　　　　△譜濃器，

　　　　　　O．1　　　1．0　　　10　　　　　▲Humen　milk

　　Concentration　of　absorbent〔mglml〕

図2　Antibody　absorption　experiment　with　seminal

　　　plasma　and　human　milk
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（基底細胞），腎遠位尿細管等に抗原が検出されたと

報告している．正常組織にけるMab　H6・3C4対応抗

原の局在性はNCC－1004と類似しており，またMab

H6－3C4は弱いながら低温（4℃）において0型胎児

血球に対し寒冷凝集作用を持っていた．

　しかしながら，Mab　H6－3C4の精子不動化作用は

精子ではMabとの吸収反応液中の遠沈沈渣の体積比

が1／64でも吸収できたが，組織染色でMabH6－3C4

に対して抗原交叉性を示した腎のホモジネートや胎

児血球では吸収における抗原と抗体溶液との体積比

が1／2でも吸収することはできなかった．これは，

組織中の抗原量が，精子精漿に比して少ないためか，

またはMab　H6－3C4に対する結合性が弱いためとも

考えられる．また，Mab　H6－3C4の胎児血球に対す

る寒冷凝集作用は弱く，かつ低温（4℃）に限られ，

25℃および37℃にでは認められないのに対し，その

精子不動化作用，精子凝集作用は温度に関係なく

25℃または37℃においても顕著に見られた．

　以上の点からみて、Mab　H6－3C4は正常組織に分

布するi抗原と反応はするが，極めて弱いものであり，

精子にのみ特異的に強い結合性を有することが強く

示唆された．

　このMab作製の際に末梢血リンパ球を提供した精

子不動化抗体陽性不妊婦人は，通常の医学的検査を

反復行なっても腎，肝および他の臓器には病的所見

は認められておらず，また自己免疫性溶血性貧血等

の自己免疫性疾患も認められず，不妊であること以

外には極めて健康な状態であった．この患者血中に

はMab　H6－3C4に相応する精子不動化抗体が存在し

ていることはすでに証明している．生体では，抗体

が循環しているにもかかわらず，たとえ組織中に対

応抗原が存在していても病的疾患をもたらすほどの

強い抗原抗体反応を起こしていないと考えられるが，

抗体の結合を防止する何らかの防御機能がはたらい

ている，あるいは抗体結合の結果生じた補体結合物

が循環血流によって容易に消失しているとも想定さ

れる．

　Hirabayashiらは，メラノーマの細胞表面に表現

されているガングリオシドを特異的に認識するMab

M2590が，正常細胞の生体膜構成成分であるGm3ガ

ングリオシドを対応抗原エピトープとしていること9》

を報告した．このような現象は，細胞表面に表現さ

れている抗原エプトープの三次構造がその特異的認

識にとって重要であることを示唆している．細胞表

面の抗原エプトープの密度1°｝や糖蛋白質抗原の場合は

ペプタイドの構造の寄与が考えられる．Mab　H6－3C4

も体組織中のi抗原と酵素抗体法による免疫組織化

学的染色では反応する一方で，精子に対して特に高

い特異的とも思われる反応性を持っている点が非常

に興味深く思われる．
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　　　Studies　on　tissue　localization

　　　　　　　　　of　antigen　epitope

　　　　corresponding　to　the　human

　　　　　　sperm　immobilizing　and

agglutinating　monoclonal　antibody
　　　　　　　　　　　　　　（H6・3C4）

　　　Kinu　Kameda，　Yoshiyoki　Tsuji，

Tadashi　Takemura　and　Shinzo　Isojima

　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Hyogo　Medical　College，　Nishinomiya　663，　Japan

　　The　homan　monoclonal　antibody（H6・3C4）with

strong　sperm　immobilizing　and　agglutinating
actlvltles　was　produced　from　the　hybridoma　which

was　established　by　fusing　peripheral　blood

Iymphocytes　from　an　infertile　woman　with　mouse

myeloma　cells．　The　antigen　epitope　corresponding

（319）79

to　this　Mab　was　identified　as　type　II
neolactosamine，　i－antigen．　In　this　paper　we　studied

tissue　localization　of　the　antigen　epitope，　i－antigen

corresponding　to　Mab　H6・3C4，　by　immunohisto－

chemical　staining　method　and　antibody　absorption

experlmentS．

　　In　male　reproductive　tissues，　epithelial　cells　of

cauda　epididymis　and　seminal　vesicle　were　stained，

but　testis　and　prostate　were　not　stained．　In　somatic

tissues，　distal　tubules　of　kidney，　basal　cells　of

squamous　epithelium，　alveolar　cells　of　lung　and

trophoblast　cells　of　first　trimester　placenta　villi

were　stained．　Sperm　immobilizing　activity　of　Mab

H6－3C4　was　completely　absorbed　with　washed

ejaculated　spermatozoa　and　seminal　plasma．　The

antibody　absorbing　activity　of　human　seminal　plas－

ma　from　normal　men　was　much　stronger　than　that

from　vasectomized　men．　Though　distal　tubules　of

kidney　and　cord　blood　cells　express　i－antigen，　they

failed　to　absorb　the　sperm　immobilizing　activity　of

Mab　H6－3C4．

　　These　results　indicated　that　the　antigen

molecules　corresponding　to　Mab　H6－3C4　may　main－

1y　be　produced　in　the　cauda　epididymis　and　adhered

on　spermatozoa．　The　antigen　epitope　correspinding

to　Mab　H6・3C4　was　expressed　in　somatic　tissues

but　the　binding　affinity　to　Mab　H6－3C4　may　be

weak．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月20日）
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1．運動良好精子を選択的に濃縮し得る撹拝密度勾配法を用いてdonor精子を洗浄濃縮精子とした後

KS－II精子凍結保存液と等量混合し，室温から5℃までは緩速冷却（1℃／分），5℃以下は急速凍結（－

30℃／分）した．

2．あらかじめ精子濃縮することにより，精子保存液添加による精子濃度低下を補償できた．撹挫密

度勾配法を用いて調製した運動良好精子は耐凍性が高く，82±11％の精子蘇生率を得，融解後の運動

率は原精液を上回っていた．その結果，凍結融解後においてもほぼ原精液に匹敵する運動精子濃度が

得られた．

3．本研究で確立した洗浄濃縮一凍結保存法をAIDに応用した結果，24例の妊娠例（妊娠率：10．3％）

を得ることに成功した．5例が流産し，Folow　up不能が1例あったが，分娩に至った18例の妊娠経

過に特記すべき事項はなく全例に正期産であり，児に外表奇形等の異常を認めなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），320－324，1990）

緒　　言

　1949年Polgeら1）が精子凍結保護剤としてグリセリ

ンが有効であることを報告し，1953年Bunge，
Sherman2）がドライアイスを用いてヒト精子を一70℃

で凍結保存，融解後に蘇生させることに成功したこ

とは，凍結精液を人工授精に応用する端緒となった．

本邦では飯塚ら3）が1958年に凍結保存精液を用いた

非配偶者間人工授精（Artificial　insemination　with

Donor’s　semen，　AID）による分娩例を報告して以来，

われわれは凍結保存法精液をAIDに臨床応用してき

だ）．現在までに凍結保存精液を用いたAIDにより

300例以上の分娩例を得ている．

　従来行なわれてきた精液凍結法は精子保存液添加
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　　　　表1　80％等張Percoll液の調製法
溶　液　1

表2　AID妊娠例における洗浄濃縮前後，凍結融解後

　　の精子性状

Hepes

NaCl

KCl

Na2HPO4
KH2PO4

NaHCO3
グルコース

4．79

8．09

0．49
0．　OSg

O．06g

O．89

1．09

精子濃度（X106／ml）　運動率（％）

　原精液
（Donor精液）

洗浄濃縮精子

凍結融解精子

69±14

142±32

71±16

67±10

87±6．2

87±6．2

71±12

n＝24

溶　液　II

　　　　　　蒸留水　100ml

IN　NaOHでpH7．　4

MgC12

MgSO4
CaCI2

0．059

0．059

0．14g

蒸留水100mI

Percol1

溶液1

溶液II

ヒト血清アルブミン

抗生物質（ABPC，　LMOX）

　80ml

　10ml

　10m1

　0．19

各1．　Omg

80％等張Percol1100m1

による精子濃度減少，凍結融解過程における精子運

動率の低下などにより運動精子数か減少（精子妊孕

精の劣化）するという問題点を有しており，その妊

娠率は新鮮精液を用いた場合と比べ必ずしも満足す

べきものではなかった．

　われわは前報5・6）においてPercoll7〕を用いた遠心分

離法を応用してあらかじめ精子洗浄濃縮を行うこと

により凍結保存液添加による精子濃度低下を補償で

きること，またプログラムフリーザーを用いて凍結

を行うことにより融解後において高い精子蘇生率が

得られることを示した．

　本論文は撹枠密度勾配法8）により調製した洗浄濃度

精子を凍結保存し，AIDへの応用を試みた．

方　　法

精子調整法

　精液は4日間禁欲後に用手的に採取し，約30分間

室温で液化した．精子数はトーマ氏血球算定盤を用

い，精子運動率は鏡検法により測定した．

　精子洗浄濃度に用いる80％等張化Percoll（Phar－

macia　Fine　Chemicalls，　Uppsala，　Sweden）調製法

を表1に示した．ミリポアフィルター（0．45μm）で

ろ過滅菌した後4℃で保存し，使用時には約30℃に

加温した．凍結保存に供する精子の洗浄濃度には，

運動精子の選択的濃縮が可能な撹絆密度勾配法8）を

用いた．80％Percoll　6．Om1に射精精液全量を層積

した後，　Percoll層の上半分と精液をL型撹幹棒を用

いて数度撹拝し，連続密度勾配を作製した．スィン

グアウトローターを用いて400Xg，30分間遠心分離

すると，運動良好精子は沈澱中に選択的に濃縮され

るので，上層を捨て0．5mlに再懸濁した．

精子凍結保存

　洗浄濃縮精子の凍結保存にはKS・II精子保存液5・6｝

を用いた．洗浄濃縮精子に等量のKS－II精子保存液

を混和した後0．5mlプラスチックストロー（富士平

工業製）に充填し，ポリエチレングリコールパウダ

ー で封入した．ストローはプログラムフリーザー（大

阪酸素製）のチャンバーに垂直に装着し，室温から

5℃までは一1℃／分で冷却し，5℃から一100℃ま

では30℃／分で急速凍結を行った．試料温度が一100℃

に達したら約10分間ホールドし，その後液体チッソ

タンク中で保存した．融解はストローを微温湯（約

30℃）に投入して行い，約10分間保温した．精子蘇

生率（％）は凍結融解後の運動率を洗浄濃縮精子の

運動率で除し，100倍して求めた．

人工授精

　Donor精液は精液検査後，血液型別（A，　B，　AB，

0）に分類し，撹搾密度勾配法により洗浄濃縮，凍

結保存した．排卵日の推定には基礎体温子宮頸管

粘液，経膣プロープ超音波診断法による卵胞計測，

尿中あるいは血中LH等を指標とした．凍結精子は

融解後，約0．5mlを飯塚式授精針で緩徐に子宮腔内

に授精した．授精後20分間安静を指示し，抗生物質

を服用させた．

結　　果

　前報5・6）において確立した洗浄濃縮一凍結保存法を

AIDに供する精子の調製に臨床応用し，その有用精

を検討した．不妊を主訴として慶応義塾大学病院産

婦人科を受診し，AIDの対象となった232症例（32±
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表3　凍結精子による妊娠例の新生児所見

症例 年齢 在胎週間 分娩様式 生一ド時体重（9） 性別 奇形 備考

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

30

32

29

31

26

24

26

29

27

24

22

22

35

23

35

33

29

25

39．0

38．0

41．3

39．4

38，4

38．0

38．5

38．3

40．0

40．6

37．3

37．4

39．5

38．2

40．2

38．5

39．3

39．1

V
V
V
V
V
V
V
CS

V
V
V
V
V
V
CS
CS

V
V

　　3500

　　2720

　　3702

　　3542

　　3855

　　2884

　　3290

　　3194

　　4170

　　3090

　　2814
①　2580
②　2018
　　3574

　　2880

　　2975

　　3150

　　3390

　　1060

♂

♀

♀

♂

♂

♀

♂

♂

♀

♀

♀

♀

♀

♂

♂

♀

♀

♂

♂

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（一〉

（一）

（一）双胎

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

（一）

28±4．2 39±1．0 3175±496

3．8歳，不妊期間67±37ヵ月）に延べ440周期施行

した．対象症例はいずれも新鮮精液によるAIDを2

・一一　2　1周期施行したが妊娠せず，洗浄濃縮一凍結保存

精子を用いたAIDを1～2周期（平均1．9周期）試

みた．その結果，24例の妊娠例が得られ，妊娠率は

10．3％であった．表2は妊娠例における洗浄濃縮前

後および凍結融解後の精子性状を示している．Donor

精液（69±14×106／m1，運動率67±10％）に撹枠密

度勾配法を施行した結果，精液性状は142±32×106／

ml，87±62％に向上した．凍結融解後においても

71±12％の運動率を保持しており，蘇生率は82±11

％であった．

　妊娠した24例のうち5例が流産し，1例がFollow

up不能であった．表3に分娩に至った18例をまとめ

た．いずれも妊娠経過に特記すべき事項はなく，全

例が正期産であり3例が帝王切開にて分娩した．1

例が双胎であった．生下時体重は3175±496g，性比

は（♂：♀）9：10であり，外表奇形等の異常を認

めなかった．

考　　察

　従来凍結保存精液はAIDにおいて被授精者の血液

型に合致する新鮮Donnor精液を毎常用意できない場

合における精液備蓄の観点から臨床応用されてきた．

教室におけるヒト精子の凍結保存は，当初ドライア

イスーアルコールを用いた一70℃保存が行われてい

たが3・9）が，Nakadaは1969年液体チッソ凍結を導入

して3例の妊娠例を報告した1°）．さらに真井は精子蘇

生率の向上を目的として基礎的検討を行い，KS精子

保存液を直接精液に添加して液体チッソ蒸気中を下

降させて凍結する方法でSO　一一　60％の精子蘇生率を得

ている11）．これまでに300例以上の分娩例を得ている

が，精子保存液による希釈，凍結融解過程における

精子運動率の低下（精子蘇生率が50％のとき精子保

存液による希釈のため運動精子濃度は原精子の約1／

4に低下してしまう）などにより，その妊娠率は新

鮮精液を用いた場合と比べ満足すべきものでなかっ

た．われわれは前報5・6）において，凍結精液の妊孕性

向上策として，精子をあらかじめ濃縮して精子保存

液添加による精子濃度低下を補償するとともにより

高い蘇生率を得ることが有用であることを示した．

　密度1．10g／mlに相当する80％Percollに直接精

液を層積し，L型撹絆棒を用いて連続密度勾配を作成

する撹拝密度勾配法は簡便であり，精子濃縮と同時

に運動率の向上が可能である．われわれは本法を精

子減少症，精子運不良例のAIHに応用した結果，こ

れまでに47例の妊娠例（妊娠率31％）を得ており12），

精子洗浄濃縮が精子妊孕性向上に有用であることを

報告した．本研究においても表2に示したように，

凍結保存に供する精子をあらかじめ濃縮することに
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より凍結保存液添加による精子濃度低下を補償でき
た．

　近年，精子の凍結にはプログラムフリーザーが繁

用されるようになり種々の精子凍結プログラムが報

告されてきたが13・14・15），前報5・6）において洗浄濃縮精子

をKS－II精子保存液を用いて凍結するのに最適な凍

結条件を検討した結果，室温から5℃までは緩速

（1℃／分），5℃以下は急速（－30℃／分）に凍結し

た場合に80％以上の精子蘇生率が得られた．本研究

においても精子洗浄濃縮精子をプログラムフリーザ

ー凍結した結果，82±11％の精子蘇生率が得られ，

融解後においても原精液に匹敵する精子妊孕性を保

持できた．撹拝密度勾配法により選別した運動良好

精子は耐凍性が高く，凍結保存に適していた．

　洗浄濃縮一凍結保存法の有用性を検討するため本

法をAIDに応用した結果，24例の妊娠例を得ること

ができた．これまで報告されてきた凍結精液を用い

たAIDの成績は，授精周期数，排卯モニター，さら

には患者背景等がまちまちであり妊娠成績をいちが

いに比較することはできないが，飯塚らは凍結精子

を用いたAIDの妊娠率は8．1％であり，妊娠例数の

累積度数分布は1周期で16．5％（妊娠率L3％），

2周期で30％（5．4％）であったと報告している9・16）．

本研究における対象症例が新鮮精液を用いたAIDを

2から21周期施行して妊娠し得なかった症例であっ

たことを考慮すると，洗浄濃縮一凍結保存精子を用

いたAIDを1ないし2周期（平均1．9周期）施行し

た結果，24例（妊娠率10．3％）の妊娠例が得られた

ことは，本研究において試みた凍結保存法の改良に

より融解後においても高い精子妊孕性が維持されて

いたことを示唆していると考えられる．
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　　　　　Tokyo　160，　Japan
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　　To　compensate　the　sperm　dilution　by　adding　a

cryo・medium，　human　semen　were　washed　and　con－

centrated　prior　to　freezing　by　means　of　the

continuous－step　density　gradient，　which　was　capa－

ble　of　separating　progressively　motile　sperm．　The

processed　sperm　was　mixed　with　KS－II　cryo－

medium，　and　then　frozen　by　using　the　programma－

ble　biological　freezer　at　the　rates　of－1℃／min

（room　temperature　to　5℃），－30℃／min（5℃to－

100℃）．

　　The　concentration　of　sperm　prior　to　freezing

compensated　sperm　dilution　with　cryo－medium．

The　mean　sperm　survival　rates　was　found　to　be

82±11％．Therefore，　the　post　thaw　fertility　index

（sperm　concentration／ml　X　sperm　motility％X

10－8）was　comparable　to　those　of　original　semen　or

even　more．
　　The　present　procedure　was　applied　to　232　infer－

tile　couples　who　directed　AID、　After　440　insemina－

tion　cycles，24　successful　pregnancies　were
obtained，　where　l8　cases　were　terminated　at　full

term　delivery，1case　was　loss　of　follow　up　and　5

cases　were　aborted．　Non　of　the　newborns　noticed

abnormality．　The　pregnancy　rate　of　10．3％suggest－

ed　the　usefulness　of　the　present　procedure．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年7月22日）
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配偶者間人工授精（AIH）の適応における精液所見と

精子機能テスト（Hypoosmotic　swelling　test）

　　　　　Study　on　the　Semen　Analysis　and　Hypoosmotic

Swelling　Test　at　Artificial　Insemination　with　Husband’s　Semen
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　男性因子により3回以上の配偶者間人工授精（AIH）を施行した患者にその都度hypoosmotic　swelling

test（HOST）を施行し，その関連性を検討し，以下の結果を得た．1）AIH施行患者の精液所見で

運動精子濃度が36×106／ml以下であった回数は全回数の62，3％を占めていた．また，妊娠症例の妊

娠時の精液所見はそれ以外の時に比べて大きな変化は認められなかった．2）妊孕性の確認できてい

る男性の精液所見はAIH施行患者の精液所見に比べて良い結果であった．3）AIH施行患者のHOST

の結果は妊孕性の確認できている男性のHOSTの結果に比べて有意な低値であった．また，　AIH施行

患者のうち妊娠症例の妊娠時のHOSTの結果は他の周期に比べて良い結果であった．以上の事より，

AIH施行時の精子機能の評価は精液所見よりもHOSTの結果の方が有用であると推察された。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），325－328，1990）

緒　　言

　配偶者間人工授精（AIH）は男性側の不妊因子と

しての精子減少症，精子運動率低下や女性因子とし

ての頚管因子などに対する治療法として用いられて

いる，しかし，AIHがIVF－ETやGIFTに比べて簡

便に施行できる点においては問題のないところであ

るが，男性側の不妊因子に対する治療手段としての

有用性に関しては必ずしも満足のいく成績が得られ

ているとは言いがたい．その理由として，AIHが必

要と思われる症例においても自然妊娠することが認

められたり，同一個人内においての精液所見の変動，

治療施設による適応，手技の相違などいろんな要素

によりその評価が一定でないことが挙げられる．

Hypoosmotic　swelling　test（HOST）は1984年，

Jeyendran　et　ali）により報告され，精子の尾部細胞

膜の機能をもとにして，精子受精能力を判定しよう

とするものである．今回，当科を受診し，男性因子

により3回以上のAIHを施行した患者に，その都度

HOSTを施行し，その関連性を検討したので，若干

の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，精

子減少症，精子運動率低下などの男性因子により3

回以上AIHを施行した患者10名（AIH群）を対象

とし，妊孕性の確認ができている男性10名（コント

ロール群）を対照とした．

2）精液所見：当科では正常精液所見を精液量2ml

以上，総精子濃度60x106／ml以上，精子運動率60
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（a）　（b）　（c）　（d）　（e）　（f）　（g）

a：no　change

b－9：various　types　of　tail　changes

う

tU

図1　hypoosmotic　swelling　testにおける精子尾部膨化

　　の模式図
　　　（Jeyendran　et　al．18941））

日不妊会誌　35巻2号

％以上，精子奇形率15％以下としているが，対象と

した症例のAIHの適応は初診時に運動精子濃度

36×106／ml以下の精液所見を呈した症例である．

3）HOSTの方法：150　mOsmolの低浸透圧となる

溶液を作成し，30　一一　60分間，37℃，5％CO2in　air

下でincubateした後倒立位相差顕微鏡下（×400）で

顕鏡した．

4）HOSTの判定：図1に示すようにa～gtypeま
での7種類の型の精子が認められるので，total　100以

上の精子を算定し，それぞれのtypeの割合を算出し

た．なお，atypeは変化がなく，b－－g　typeは精子

の尾部が膨化していると判定した．

研究結果

表1　AIH施行患者の精液所見

　　　総精子濃皮　　精子運動率
症例
　　　（×106／ml）　　（％）

運動精子濃度
（×106／ml）

1　　　　71．0±39．1　　51．0±24．1

2　　　101．2±38．6　　64．4±17，3

3　　　40．8±20．4　　47．3±　7．8

455．2±二30．144．1±20．6

582．0±54．032．5±21，2

6106。3±26．051．3±23．5
7　　　　　37．3：ヒ　8．7　　73．1±10．3

833，3±21t721．1±8、6
960．9±38．631．3±16．l
lO　　　　ll．8±　9，3　　43．7±17．2

40．8±28．8

63，3土23．4

19．3：ヒ　9．7

23．8±20．4

24．0±18．2

59．4±27．4

28．7±　9．5

5．3±1．8

22．6±18．3

4．3±4．0

平「±5J　　　62．8±44．0　　46．4±22．1　　　31．7±28．4

1）AIH群の精液所見lAIHを施行した患者では，

AIHの回数は3～9回であり平均の総精子濃度は
62．8±44．0×106／ml（mean±S．　D．），精子運動率は

46．4±22．1％，運動精子濃度は31．7±28．4×106／ml

であった．そして，運動精子濃度が36×106／ml以下

であった回数は全回数の62．3％を占めていた（表1）．

一方，AIHによる妊娠は症例4，7，8で認められ，

妊娠時の精液所見は，その患者の妊娠成立が認めら

れない周期に比べて大きな変化は認められなかった

（表2）．

2）コントロール群の精液所見：総精子濃度は

115．6±47．0×106／ml，精子運動率は78．3±127．3

％、運動精子濃度は86．1±26．4×IO6／mlであり，

AIH群の精液所見に比べて有意な高値を示した．

表2　妊娠症例の精液所見とHOSTの結果

症　例 精液所見 HOST
総精子濃度
（×106／ml）

精子運動率
　（％）

運動精子濃度
（×106／ml）

総精子膨化率　　gtype精子膨化率
　　（％）　　　　　　（％）

　1＞

　2）

　3）
4
　4）

　5）

　6）＊

51

21

89

32

102

36

60．8

28．6

5．6

50．0

63．7

55．6

31

6

5

16

65

20

35．0

28．7

17，0

47．0

51．0

60．0

10，0

11．1

7．0

33．0

26．0

31．0

　1）

72）

　3）＊

26

47

39

62．9

87．2

69．2

18

41

27

46．2

35．2

65．5

14．1

27．6

38．1

　1）

　2）
8
　3）

　4）＊

12

48

61

12

25．0

14．6

11．5

33．3

3

7

7

4

41．5

42．3

35．0

52．6

7．5

13．5

12．0

26．4

＊　妊娠周期
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表3　AIH施行患者のHOSTの結果

吉野　他

症例　総精子膨化率（％）gtype精子膨化率（％）

｛327）87

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

54．6±10．4

59．4±　8．4

40．6±10．3

39．8±14．4

58．7±　 7．4

48．6±14，8

49．0±12．5

42．9±　6．3

49．4±　9．6

19．2±　 7．2

17．7±　5．3

33．9：ヒ15．1

16．9±　5．9

19．7±10，6

23．0±　4．2

14．1±　 6，4

26．6±　9．8

14．9±　7．0

21．4±　7．4

6．5±2．6

平均 45．6±16．0 19．3±11．6

3）AIH群のHOSTの結果：AIH群のHOSTの結
果は，総精子膨化率が45．6±16．0％，gtype精子膨

化率が19．3±11．6％であり，コントロール群の総精

子膨化率（57．6±7．9％）及びgtype精子膨化率

（23．8±5．0％）に比べて共に有意に低値であった（表

3）．また，AIH群のうち妊娠症例の妊娠時のHOST

の結果は他の周期に比べて高い値であった（表2）．

考　　察

　男性不妊，特に乏精子症に対する治療法として

AIH，　IVF－ET，　GIFTなどがあり，その有用性につ

いての報告は多い2・3・4）．しかし，IVF－ET，　GIFTはど

の施設でも容易に施行できる訳ではなく，大多数の

施設では現在なお乏精子症に対してAIHを施行して

いるのが現状である．しかし，その妊娠率は低く，

現在では精子を調整してからAIHを行うことがbet－

terであると報告されており星ら5）は精子静置法（1ayer－

ing　method）により，受精能を有している良好精子

だけを精液中から効率よくとり出し，人工授精を行

い良好な成績を得ている．また，真田ら6）は密度勾配

遠心藤糖重合体を用いた精子洗浄濃縮法を報告して

おり，我々も以前に精子swim　up洗浄濃縮法を用い

たAIHの有用性について報告した7・8）．鮫島ら9）も精

子濃度10×106／ml未満の患者群では10×106～40×

106／mlの患者群と比べて妊娠率は有意に低く，AIH

を施行する際に精液の性状をできるだけ改善してお

くことがAIHの成績の向上につながると報告してい

る．一方，AIHの有用性についての否定的な意見も

ある．中谷ら1°）は精子濃度50×106／ml以下をAIHの

適応として検討すると20x106／ml以下の群にAIH

成功例がなく，逆に10×106／ml以下の群でも自然妊

娠が存在した．さらに30x106／ml以上の群で自然妊

娠例が多く，特に40×106／m1以上の群では全例自然

妊娠したことより精子過少症においてAIHの有用性

を確認することは出来なかったと報告している．ま

た，Russel11）はAIHが妊娠の機会を増す証拠はなく，

精液に対する人為的操作は精子のqualityを落とすこ

とからむしろ逆効果であると報告している．さらに

精子数あるいは運動率が低下している場合，性交の

方がAIHよりも妊娠のチャンスがあるという報告12）

や同一個人での検査値の変動の大きさを指摘し，多

くの研究はこの“自然治癒”を考慮せず，生じた妊

娠はすべてAIHに帰していると批判している報告13）

もある．今回の検討でも男性因子によるAIHで妊娠

が成立した症例の精液所見は妊娠の成立しなかった

症例に比べて大きな変化はなく，また，妊娠が成立

した症例においても妊娠成立周期と妊娠の成立しな

かった周期と比べても大きな変化は認められなかっ

た．そして，妊娠症例における精液検査所見も一定

の傾向はみられず，精液所見よりのAIHの適応は明

らかでなかった．

　ヒト精子は受精能獲得過程を経て，先体反応を起

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．HOSTは，1984年Jeyendran

et　al．1）により開発された精子受精能力検査である．

これは，精子の尾部が低浸透圧負荷で膨化すること

により，精子尾部細胞膜機能より精子の受精能力を

判定しようとするものである．このHOSTに関して

Chan　et　aLI4）は一般精液所見と比較検討し，精子濃

度20×106／ml，精子運動率40％を基準として，その

前後で正常・異常精液所見に分け，その精子膨化率

を比較してみると，それぞれの精子膨化率に有意差

があると報告している．また，Van　der　Ven　et　al．i5）

はヒト体外受精において，受精した精子のほとんど

は精子膨化率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，HOSTは受精に

関する能力の指標になると報告している．当科にお

いても一般精液検査との比較検討の結果，ある程度

HOSTは一般精液検査と関連が認められた16）．また，

妊孕性の確認出来ている男性より基準値（総精子膨

化率42％，gtype精子膨化率14％）を設定してみ

ると17），今回の妊娠症例の妊娠成立周期のHOSTの

結果はすべて基準値以上であった．さらに，妊娠成

立周期の精液所見が必ずしもその症例中最も良い値

ではないのに対して，HOSTの結果は症例4のgtype

精子膨化率を除いて一番良い値であった．以上のこ

とよりHOSTは外来で手軽に行え，一般精液検査と

の関連性もあるので妊娠成立に必要な精子の受精機

能としてのHOSTの結果を参考にすることはAIHの
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際に極めて有用であると思われる。
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　　　　Study　on　the　semen　analysis
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swelling　test　at　artificial　insemination

　　　　　　　With　hUSband，S　Semen

Kazuo　Yoshino，　Kentaro　Takahashi，

Akihiro　Uchida，　Masuo　Kusakari，

Atsushi　Manabe　and　Manabu　Kitao

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　Shimane　Medical　University，

　　　　　　　Shimane　693，　Japan

　We　studied　the　relationship　between　the　routine

semen　analysis　at　artificial　insemination　with　hus－

band’s　semen（AIH）due　to　poor　semen　analysis　and

hypoosmotic　swelling　test（HOST）．　The　results

were　as　follows：1）sixty－two　point　three　per　cent　of

total　AIH　was　under　36×106／ml　of　mot11e　sperm

concentration．　There　was　no　significant　difference

of　routine　semen　analysis　at　a　pregnant　cycle　in　the

pregnant　cases．2）The　routine　semen　analysis　of　lO

fertile　men　was　better　than　that　of　poor　semen

analysis．3）The　results　of　HOST　of　10　fertile　men

were　better　than　those　of　poor　semen　analysis．　The

results　of　pregnant　cycle　with　poor　semen　analysis

were　better　in　pregnant　cases　of　poor　semen

analysis．　We　suggest　that　HOST　is　a　useful　test　for

sperm　integrity　at　AIH．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年6月12日）
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　乏精子症患者51例に対し八味地黄丸を連日投与したところ11例（21．5％）に妊娠の成立をみた．

累積妊娠率では80％が投与開始3ヶ月以内に妊娠した．投与後，精子濃度を詳細に追跡できた27例

（妊娠群10例，非妊娠群17例）のうち15例（55．6％）で精子濃度の改善をみた．また軽度乏精子症

（10　一一　40×106／mDに対しては76．5％（13／17）で臨床的に有効であったのに対し高度乏精子症（10×

106／ml以下）では30％（3／10）の有効率でしかなかった，この臨床的有効例16例において，投与前

の値を100％とすると，精子濃度では投与後は350±150（％）と著明な改善を見たが，運動率は130±

30（％）でそれほど著明には改善しなかった．

　以上から八味地黄丸は乏精子症に対して有効であることが認められた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　Steril．，35（2），329－333，1990）

はじめに

　最近の不妊症治療の進歩は著しい．しかし，それ

らの多くが女性側の不妊因子に対するものである．

これに対し，男性不妊症ではその70－80％を占める

特発性造精機能障害の治療は必ずしも良好な成績を

挙げていない．今後，不妊症の治療成績を向上させ

るには乏精子症などの造精障害に対する治療法の確

立がますます重要になるものと思われる．

　最近は多くの疾患に漢方薬が使用されている，婦

人科領域においても例外ではなく，とくに排卵障害

や更年期障害によく使用されている．また男性不妊

症の多くを占める乏精子症にも使われ，有効であっ

たという報告も見られる。

　今回，われわれは乏精子症患者を対象に八味地黄

丸を投与し，良好な成績を得たので若干の考察を加

え報告する．

対象と方法

　1985年12月より1988年12月までの3年間に，鹿

児島大学医学部産婦人科不妊外来で診断を受けた乏

精子症患者51例を対象に八味地黄丸7．5g／日を連

日投与した（表1）．そのうち11例（21．8％）に妊

娠成立をみた．そこで，この中で詳細に経過を追跡

し得た妊娠例10例と非妊娠例17例について八味地

黄丸の精液所見（精子濃度，精子運動率）に及ぼす

影響を検討した．

　乏精子症とは精子濃度40×106／ml以下で，精子運
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表1対象

症　例
不妊期間　　八味地黄丸投与期間投与前精子濃度　投与前運動率

　（年）　　　（月）　　（×106／ml）　　（％）
既往AIH
　（回）

妊娠群11例
非妊娠群40例

4．7±2．7

5．6±3．7

3．0±2．6

7．1±3．8

17．2±9．0

11．6±6．5

37．2±14．4

33．0±15．6

3．0±4．3

8．8±5．5

表2　八味地黄丸投与による妊娠例の詳細

症例　　年齢 妊娠分娩歴 不妊期間 八味地黄丸投与期間投ケ前精子濃度（／ml）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

30歳

28歳

27歳

35歳

27歳

25歳

39歳

30歳

29歳

27歳

0－0－1－－0

0－0－0－O
O　O－0　0
0－O－0－0
0－0－1　0
0－0－0　0
0－0　5　0
0－0－0－0
0－－0　0－0

0－0　0－－0

7年

2年

2年

11年

7年

3年

5年

2年

7年

3年

1ケ月

6ケ月

1ケ月

3ケ月

3ケ月

2．5ヶ月

　1ケ月

2ケ月

　1ケ月

10ヶ月

23×106

28×106

18×106

17×106

4×106

15×106

11×106

9×106

12×106

15×106

平均　30±4．1 4．9±2．8 3．0±2．7 15．2±6．5（×106）

表3　八味地黄丸投ij－・非妊娠例の詳細

症　例 年齢 女正女辰ウ〉娩歴 不妊期間　　八昧地黄丸投与期間 投与前精子濃度（／ml）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

23歳

30歳

27歳

28歳

30歳

27歳

33歳

36歳

30歳

34歳

32歳

32歳

44歳

36歳

38歳

37歳

34歳

0－O－0－O
l－－0－0－1

0－0－0－0
0－0－0－0
0－0－0　0
0－0－0　0
0－0－1－0
0－0　0－0
0－0－0　0
0－0　0－0
0－0　0－－0

0－0－0－0
0　0－－0－0

0－0－0－－0

0　0　1－0
0　0－0－0
0－O－0－0

2年

2年

4年

2年

3年

2年

4年

5年

3年

11年

3年

6年
11年

4年

14年

10年

5年

　8ケ月

　9ケ月

10．5ヶ月

　3ケ月

　4ケ月

5．5ヶ月

6．5ヶ月

3．5ヶ月

5．5ヶ月

　9ケ月

　3ケ月

　3ケ月

　12ケ月

18．5ヶ月

4．5ヶ月

　6ケ月
7．5ケ月

14×106

19×106

　9×106

12×106

0．5×106

16×106

　7×106

　9×106

2×106

10×106

　6×106

20×106

13×106

　4×106

27×106

13×106

18×106

平均32，4±4．8 5．35±3．6 6．4±2．7 11．7土6．7
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動率が50％以下とした．精子濃度はマクラー精子濃

度算定盤で測定した．

結　　果

　妊娠した10例の詳細をみると（表2＞，八味地黄

丸の投与期間は1ヶ月から10ヶ月（平均3．0±2．7ヶ

月），投与前精子濃度は4×106／mlから28×106／ml

（平均15．2±6．5x106／m1）であった．非妊娠例17例

では（表3）投与期間は3ヶ月から18．5ヶ月（平均

6．4±2．7ヶ月），投与前精子濃度はO．5x106／m1から

27×10／m1（平均11．7±6．7×106／ml）であった．

　さらに臨床的有効例16例について精液所見に及ぼ

す影響を精子濃度と精子運動率で比較した．八味地

黄丸投与前の値100％とすると八味地黄丸投与後，

精子濃度は350±150（％）と著明に改善をみたが，

精子運動率は130±30（％）であり，それほど改善は

認められなかった．（図3）．

考　　察

　男性不妊症の70－80％を占める特発性造精機能障

害すなわち乏精子症に対しては従来から種々の治療

法が試みられている．薬物療法に人工授精（AIH）

などの方法を加えると実に20種類にものぼる．この

ことから，乏精子症の治療は困難をきわめて現在で

も未解決であることがわかる．

精子濃度
（xIO！mi）

（％）

・ 妊娠例
・夢F女壬娠伊』

　　1　2　3　4　5　6　7　8　9　10月
　　　　　　　八味地黄丸投与月数

図1　八味地黄丸投与による精子濃度の変化

0　1　2　3　4　5　6　7　8　9　10月
　　　　　　八味地黄丸投与月数

図2　八味地黄丸で妊娠した例の累積妊娠率
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　最近，多くの疾患に漢方薬が応用されているが，

乏精子症の治療薬としても漢方薬が有効であるとい

う報告が見られる．われわれも乏精子症患者に対し

て八味地黄丸を使用したところ，21．6％（11／51例）

という良好な妊娠率を得た．この成績は，臼杵1）らの

29．1％（14／48）に匹敵するもので，内藤2）らの21．2

％（11／52），椎名3）らの12％（3／25），三浦4｝らの7．5

％（4／53），奥山5）らの0％（0／23）という妊娠率

より良い結果が得られた．佐治6）らは乏精子症にAIH

を行い16．3％，大野7）らは10．3％が妊娠したとして

いるから，われわれの成績はAIHに比較してもまず

まずの成績である．さらに今回対象とした症例がす

でにAIHを受けているにも拘わらず妊娠しなかった

症例であったことを考えれば，われわれの成績はさ

らに評価されてもよいと考える．

　さて、八味地黄丸の精液所見に及ぼす効果をみる

と，我々の検討では，55．6％（15／27）に精子濃度の

改善をみた．諸家の報告では81．3％（26／32）1），55．8

％　（29／52）2），　40％　（10／52＞　3），　75．5％　（40／53）4），

21％（5／23）5）等であった．泌尿器科からの報告で

も妊娠率は低いが精子濃度の有意の改善をみている．

妊娠例10例と非妊娠例17例の年齢はそれぞれ
30．0±4．1（歳），32．4±4．8（歳）であり有意差はな

かった．原発不妊の割合はそれぞれ7／10（70％），

14／17（82．4％〉，不妊期闇はそれぞれ4．9±2．9（年），

5．4±3．6（年）と両群間に有意差はなかった．

　八味地黄丸投与後の精子濃度の変化を，妊娠例10

例と非妊娠例17例でみると計27例中15例（55．6

％）に精子濃度の改善を見た（図1）．八味地黄丸で

妊娠した10例の累積妊娠率をみると8例（80％）が

投与開始3ヶ月以内に妊娠した（図2）．

　精子濃度が投与前の3倍以上に増加した場合を有

効例とし，これに妊娠例を加えて臨床的有効例と定

義し，八味地黄丸の精液所見に及ぼす影響を検討し

　（％）

500

200

　　投与前　　　　　　　　　　投与後

図3　八味地黄丸の精液所見に対する効果
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表4　八味地黄丸の臨床的効果

軽度乏精子症 高度乏精子症 計

症　　例　　数

妊　娠　成　立

　　（％）

有　　効　　例・

　　（％）

臨床的有効例
　　　（％）

　17
　　8

（47，1％）

　　5
（29．40／，）

　13
（76．5％）

　10
　　2

（20．0％）

　　1

（10．0％）

　　3

（30．0％）

　27

　10
（37．0％）

　　6

（22．2％）

　16
（59．3％）

軽度乏精子症：総精子数10　一一　40×106／m1｛

高度乏精子症：総精子数10×106／ml以下
有　効　例：妊娠成立には至らなかったが，総精子数が3倍以上に増加した例

臨床的有効例：妊娠例＋有効例

た．その結果，臨床的有効例は軽度乏精子症（精子

濃度が10　－v　40×106／ml）では17例中13例（76．5％）

であり，高度乏精子症（10×106／ml以下）では10例

中3例（30％）であった（表4）．

　われわれの検討では八味地黄丸は精液所見の中で

も，精子濃度の改善に効果が認められた．太田8）らは

八味地黄丸は精子濃度の改善に有効であり，一方補

中益気湯は精子運動率に対して有効であるとしてい

る．臼杵らも同様の報告を行っている。これらを総

合すると，八味地黄丸は精液所見の中でも特に精子

濃度を改善して妊娠成立に寄与しているものと考え

る．

　つぎに八味地黄丸はどの程度の乏精子症に有効か

をみると，われわれの検討では軽度乏精子症に対し

ては76．5％が有効であり，高度乏精子症では30％

の有効率でしかなかった．臼杵らは特に高度の乏精

子症に対して運動率の改善効果が著しかったとして

いる．しかし，内藤らは，われわれと同様に，軽度

乏精子症で71．4％，高度乏精子症で23．5％の有効

率であったとし，三浦らは高度乏精子症ではほとん

ど改善を見ず，その効果は軽度乏精子症に限られる

としている．吉田9）は中程度から軽度の乏精子症に著

しい効果が認められたとしている．このようなこと

から，八味地黄丸は軽度乏精子症に対して特に有効

と言える．

　妊娠した症例の80％は投与開始3ヶ月以内に妊娠

した．このことは，八味地黄丸投与後の精液所見の

改善は4週から8週間の比較的早期から見られると

いう報告2）とよく一致する．すなわち，八味地黄丸の

投与開始後3ヶ月以内は妊娠する可能性が高いから

女性側もそれを受け入れる準備を積極的に行うこと

が大切である．AIHやIVF－ETの成績が必ずしも満

足のいかない現在，副作用のない八味地黄丸の投与

は意義あるものと考える．

　八味地黄丸は中国で古くから前立腺肥大症，イン

ポテンツ、腰痛症，糖尿病，高血圧，神経衰弱，排

尿障害，皮膚掻痒症，白内障などの老人病に使用さ

れてきた．八味地黄丸の薬理作用をみるとわずかに

サンヤクに男性ホルモン増強作用があるのみであり，

これだけでは乏精子症に対する効果をすべて説明す

ることは不十分である．

　最近，ラット前立腺において八味地黄丸はアンド

ロゲン作用がないにも拘わらず副性器重量を増加さ

せ，親和性に影響せずDHT　rece　ptorの結合部位数

を増加させて効果を発揮するとの報告1°）が注目されて

いる．細胞レベルでの作用機序の解明もなされつつ

ある．しかし，八味地黄丸がヒトに於いて前立腺肥

大症に有効である11）という事実と矛盾するようでもあ

る．

　また八味地黄丸投与前後でゴナドトロピン系に変

化はなかったという報告1・2・8）や，testosteroneも有意

の変化を示さなかったとする報告1・2）が多い．すなわ

ち，八味地黄丸の乏精子症に対する効果を内分泌学

的側面から証明することは現在のところ困難である．

結　　語

1．八味地黄丸は乏精子症に有効な薬剤であり，こ

れは精液所見の中でも特に精子濃度の改善に効果が

ある．

2．八味地黄丸の効果は軽度乏精子症に対して有効

であり，その効果は投与開始3ヶ月以内に著明にみ

られる．

3．AIH，　IVF－ETの成績が必ずしも満足のいかない

現在，副作用のない八味地黄丸の短期間の投与は試

みる価値がある．
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Clinical　effects　of　chinese　herb

　medicine（Hachimijiougan）

　　　on　Oligozoospermia

森　他 （333）93

Akito　Mori，　Tutomu　Douchi，Kazuhiro　Takeuchi，

　　Seigo　Fukumoto，　Shinichi　Yamamoto，

　　　Toshimiti　Oki　and　Yukihiro　Nagata

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Faculty　of　Medicine，　Kagoshima　University，

　　　　　Kagoshima　890，　Japan

　To　elucidate　the　effects　of　chineseherb　medicine

on　spermatogenesis，　we　administered　TSUMURA
Hachimijiougan　7．5g　doses　three　times　a　day　to　51

male　infertile　patients　with　oligozoospermia．　The

diagnosis　of　oligozoospermia　was　made　by　follow－

mg　crlterla；sperm　concentration　less　than　50×106／

ml　and　motility　less　than　50％

　The　overall　pregnancy　rate　was　21．6％
（11patients）．　Sperm　concentration　was　improved　in

15　（55．6％）out　of　27　patiens　（10　pregnant，17　non－

pregnant　cases）．　Sperm　concentration　was　im．

proved　in　I3（76．5％）of　17　moderate　oligozoosper－

mic　patients，　but　only　in　3（30％）of　10　severe

oligozoospermic　patients．　In　16　patients　who　re・

sponded　to　Hachimijiougan，　sperm　concentration

was　improved　by　3．5±1．5　fold，　whereas　motility

was　improved　by　l．3±0．3　fold．80f　10　patients

became　pregnant　with　in　3　months　during　Hachimi－

jiougan　administration，

　We　conclude　that　Hachimijiougan　is　an　alter－

native　drug　therapy　without　any　side　effects　for

male　infertile　patients，　especially　in　oligozoosper－

mic　patients．　Hachimijiougan　has　a　good　effect　on

sperm　concentration．　However，　the　effect　of　Ha－

chimijiougan　is　limited　in　moderate　oligozoosper－

ma　and　lasts　only　for　several　months　during　the

period　of　administration．　Therefore，　Hachimi－

jiougan　is　applicable　to　pretreatment　of　artificial

insemination，　in－vitτo　fertilization　and　embryo

transfer，　gamete　intrafallopian　transfer　in　oligozoo

spermic　infertile　patients．

　　　　　　　　　　　　（受付：1989年7月20日）
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BROMOCRIPTINE　ADMINISTRATION　FOR

OLIGOSPERMIC　INFERTILITY　IN　MEN　WITH

MARGINAL　HYPERPROLACTINEMIA

Hirotaka　OTA，　Mineko　FUKUSHIMA　and　Masahiro　MAKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Akita　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　Akita　O10，　Japan

　Abstract：Nine　infertile　male　subjects　were　selected　for　evaluation　of　the　clinical　usefulness　of

bromocriptine　on　oligospermia　with　marginal　hyperprolactinemia．　Basal　prolactin　levels　ranged

between　21　and　42　ng／ml（mean　29　ng／mD．　The　subjects　were　administered　bromocriptine，2．5mg

daily，　for　8　to　16　weeks．　Every　4　weeks　serum　hormone　levels　and　semen　quality　were　examined．

LHRH（100μg）or　TRH（250μg）tests　were　performed　on　80f　the　g　subjects．　Administration　of

bromocriptine　returned　the　prolactin　level　to　normal　in　all　cases　within　4　weeks　of　the　treatment．

The　basal　level　of　serum　testosterone　was　low－normal，　while　the　serum　estradiol　level　was

significantly　elevated　over　the　control（p＜0．01｝．　Prolactin　response　to　TRH　was　excessive，

suggesting　disturbed　regulation　of　prolactin　by　dopamine．　Both　sperm　number　and　motility　began

to　increase　4　weeks　into　the　administration　and　levels　peaked　at　12　weeks　showing　185　and　174％

of　the　pretreatment　values，　respectively．　It　was　concluded　that　the　use　of　bromocriptine　was

beneficial　in　treating　infertile　men　with　slightly　elevated　levels　of　prolactin，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），344－339，1990）

Introduction

　It　is　known　that　hyperprolactinemia　is　often

associated　with　infertility，　although　the　incidence

in　menl・2）is　lower　than　that　in　women3・4｝．　Hyper－

prolactinemia　in　men　causes　varlOus　symptomS

such　as　impotence，　hypogonadism，　testicular　atro－

phy　and／or　galactorrhea5・6〕．　Bromocriptine　ad・

ministration　in　cases　of　moderate　or　severe　hyper－

prolactinemia（approx．≧50　ng／ml）is　confirmed

to　be　quite　beneficial　by　many　investigators。

However，　the　treatment　of　cases　with　marginally

elevated　hyperprolactinemia　remains　controver・

sial．　Segal　et　aL7）reported　the　successful　treat－

ment　of　oligospermic　men　with　marginal　hyper－

prolactinemia　by　recovery　of　the　sperm　number　to

within　normal　values．　Saidi　et　aL8）observed　slmi一

Iar　effects　showing　rapid　improvement　ln　sperm

number　within　4・7　weeks．　However，　several　inves－

tigators　maintain　there　is　no　measurable　effect　of

the　drug　on　semen　quality　in　men　with　slightly

elevated　prolactin　levels9・io）．　Therefore，　the　pres－

ent　study　was　performed　to　evaluate　more　clearly

the　effect　of　bromocriptine　on　sperm　number　and

motility　as　well　as　serum　hormone　levels　through

examination　every　4　weeks．

Materials　and　Methods

Patients　Nine　subjects　were　selected　by　measur－

ing　serum　prolactin　levels　from　a　randomized

group　of　174　inferti正e　male　patients　evaluated　at

the　infertility　Unit，　Akita　University　HospitaL

Subjects　ranged　between　23　and　39　years　of　age

（mean　32　years）and　had　primary　or　secondary
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infertility　for　2　to　ll　years．　None　of　the　subjects

had　any　clinical，　radiological　or　other　hormonal

evidence　of　pituitary　disease．　None　had　a　history

of　orchitis，　trauma　or　varicocele，　or　had　under－

gone　radiation　therapy　or　had　been　on　drug　ad－

ministration　during　the　past　one　year．　Controls

were　aged　between　23　and　39（mean　32　years：n＝

12）and　proven　to　be　fertile．

Hormoneαss¢ys　Blood　was　collected　every　4

weeks　between　10：00　A．　M．　and　12：00　NOON．　Sera

were　separated　by　centrifugation　at　3，000　rpm　and

stored　at－20℃until　assay．　The　radioimmunoas・

say（RIA）kits　for　the　measurement　of　serum　LH，

FSH，　prolactin　were　purchased　from　Daiichi

radioisotope　Co．（Tokyo，　Japan）．　Serum　testoster－

one　and　estradiol　levels　were　detemined　by　using

akit　obtained　from　Eiken　Co．（Tokyo，　Japan）and

Midori　Juji　Co．（CIS；Tokyo，　Japan）．　Pretreatment

levels　of　serum　prolactin　were　determined　a

minimum　of　2　to　3　times　and　the　mean　value　of

each　patient　was　listed　in　the　table．　Hyper－

prolactinemia　was　defined　as　present　when　the
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prolactin　level　exceeded　20　ng／ml．

Semen　ana！ysis　Semen　samples　were　collected

once　a　month　by　masturbation　after　5　days　of

abstinence．　The　volume，　sperm　number，　percent－

age　motility　and　morphology　were　measured．　The

values　of　sperm　number　and　motility　in　the　figure

are　expressed　as　percent　change　against　the

pretreatment　leve1（zero）．　In　each　man　a　minimum

of　two　previous　semen　analyses　had　shown　a

consistent　decrease　in　the　number　and／or　motility

of　sperm（less　than　20×106／ml　and／or　50％of

motile　Sperm）．

LH1～・H　and　TI～・U　tests　In　8　0f　the　g　subj　ects

LHRH　test　was　performed　to　determine　the

response　of　serum　LH　and　FSH．　Subjects　were

injected　with　LHRH（100μg：Tanabe　Pharm．　Co．：

Tokyo，　Japan）and　controls　were　administered　an

intravenous　bolus，　also　between　10：00　A．M．　and

12：00NOON．　Blood　was　collected　at　O，30　and　60

min．　Additionally，　on　the　following　day，　TRH

（250μg；Tanabe　Pharm．　Co．；Tokyo，　Japan）was

administered　to　the　same　subjects　to　determine
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Fig。2Levels　of　serum　testosterone　and　estradiol

　　　　　before　and　during　the　bromocriptine　adminis－

　　　　　tration．　Each　value　expressed　as　mean±SE

　　　　　for　5　to　9　cases．
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the　serum　prolactin　response，　and　blood　drawn　at

O，15，30and　60　min．

Treatment　All　g　subjects　were　administered

bromocriptine（2－bromo一α一ergocryptine　mesylate；

Sandoz　Ltd．，　Basa互，　Switzerland）．　Administration

was　2．5　mg　divided　into　two　doses．　Drug　adminis・

tration　continued　for　8　to　12　weeks　in　4　patients

and　for　16　weeks　in　5　patients．

Statistics　The　values　in　the　table　and　figures　are

expressed　as　mean±SE．　The　cumulative　differ－

ences　from　control　mean　or　the　pretreatment

measurements　were　calculated　for　each　subject

using　Student’s　t－test（unpaired）or　new　multiple

range　test（Duncan），　respectively・

Results

正lbrmone　levels　Serum　prolactin　levels　ranged

between　21　and　42　ng／ml　prior　to　administration．

Administration　of　bromocriptine　to　g　male　sub－

jects　with　marginal　hyperprolactinemia　produced

significant　effect　on　hormonal　levels．　The　serum

prolactln　level　was　reduced　at　4　weeks　of　adminis－

tration　and　maintained　at　a　low・normal　level

throughout　the　period（Fig．1）．　Serum　LH　and

FSH　levels　were　as　same　as　control．　Bromo－

criptine　administration　did　not　alter　either　level

during　the　experiment　The　serum　testosterone

level　showed　a　low－normal　range，　while　the　mean

estradiol　Ievel　was　significantly　elevated　over　the

control　（p＜0．01）。　Thus，　the　testosterone　to

Table　1

日不妊会誌　35巻2号

estradiol　ratio　fell　below　the　control　value．　Nei－

ther　steroid　level　varied　during　the　administration

（Fig．2）．

Semen　analysis　Four　subjects　had　a　normal

sperm　number　of＞20　million／ml　and　the　remain－

ing　5　were　oligospermia（Table　1）．　Impaired

sperm　motility　was　found　in　all　subjects．　Ejacu－

late　volume　was　between　1．1　and　2．O　ml　in　30f　the

gsubjects　and　between　2．5　and　6．8　ml　in　the　other

6subjects．　Mean　ejaculate　volume　was　2．8　ml．　The

mean　volume　began　to　increase　to　l22％at　4

weeks　of　administration，　and　further　increased　to

147％and　130％at　8　and　12　weeks．　Both　sperm

number　and　motility　began　to　increase　at　4　weeks，

peaking　at　12　weeks　at　l75・185％of　the　pretreat－

ment　level（Fig．3）．　However，　both　levels　tended　to

decline　at　16　weeks　of　administration．　Through－

out　the　experimental　period，　the　relatlve　increase

was　more　marked　in　sperm　motility　than　in　sperm

number。　The　only　side　effects　of　bromocriptine

were　nausea　and　headache　in　two　patients．　These

were　transient　and　disappeared　within　one　week，

LHRH　and　TRH　tests　LHRH　administration
revealed　a　normal　serum　LH　response（Fig．4）．　Of

the　8　subjects　examined，5had　a　normal　LH

response，2had　an　overresponse　and　the　remain－

ing　case　a　poor　response．　FSH　response　among

the　subjects　was　varied，　although　the　mean　value

after　LHRH　injection　tended　to　increase　beyond

the　control．

Serum　hormone　levels　and　semen　quality　of　9　i㎡ertile　men　with　marginal　hyperprolactlnemla

Case
No．

　　LH　　　　FSH　　　PRL
（mlU／ml）　｛mIU／m1）　（ng／ml）

　　T

（ng／ml）

　　E2

（P9／mD

T／E2　Spem　number　SI把rm　motnity　Volume

（×10－2）（×106／ml）　（％）　（ml）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

14

　7

　8

10

11

　6

17

11

10

17

13

　8

　8

　8

11

20

　6

　7

21

37

21

29

26

42

24

29

32

72
2．1

5．1

6．4

5．2

3．1

4．0

8．2

6．5

56

15

34

35

65

47

44

57

38

1．30

1．45

1．48

1．83

0．80

0．66

0．92

1．44

1．73

16

17

94

　3

24

　9

13

37

36

35

48

35

30

20

30

42

46

39

1．8

2．6

2．5

2．0

2．6

2．6

3．5

6．8

1．1

M±SE 10±1 11±2 29±2 5．3±0．7 43±5　　1．29±0．14　　28±9 36±3 2．8±O．5

Control

（n＝12）
12±4 10±1 13±2 6．8±O．5 25±3　　3．02±二〇．32 ＞20 ＞50 4．1＋O．4

P N．S． N．S． O．001 N．S． 0．01 O．001 NS．

PRL：prolactin，　testosterone，　E，：estradiol　N．S．：not　significant
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　　TRH　administration　revealed　that　60ut　of　8

subject　had　an　overresponse　of　prolactin，　result－

ing　in　a　significant　increase　in　the　prolactin　level

over　that　of　control（Fig．5）．

Discussion

　　Incidence　of　hyperprolactinemia　in　infertile

men1・2）is　lower　than　that　in　women3・4）．　Symptoms

induced　by　hyperprolactinemia　in　women　are

apParently　different　according　to　the　levels　of

prolactin　and　the　duration　of　the　period．　Marginal

hyperprolactinemia　ranging　between　25　and　50

ng／ml　rarely　causes　anovulation，　but　rather

induces　impaired　ovarian　function　such　as

reduced　secretion　of　progesterone　and　short　luteal

phase1）．　Near　these　levels　it　is　seldom　associated

with　galactorrhea。　In　contrast，　when　prolactin
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levels　exceed　100　ng／m1，　it　will　often　result　in

anovulation，　amenorrhea，　hypogonadism　and／or

galactorrhea．　Thus，　the　prolactin　Ievels　in　hyper－

prolactinemic　infertile　men　are　a　key　for　the

assessment　of　the　symptoms　and　endocrine　pro・

file．

　　It　is　quite　interesting　that　the　response　of　serum

prolactin　on　TRH　administration　was　excessive

in　60f　the　8　subjects　examined．　Similarly，　overre－

sponse　of　serum　prolactin　has　already　been　estab－

lished　in　women　with　transient　or　occult　hyper－

prolactinemiai2），　masked　hyperprolactinemial3’14）

or　endometriosisi5），　but　not　in　severe　hyper－

prolactinemia　associated　with　prolactinoma16）in

which　the　prolactin　responses　were　lowered．

Prolactin　secretion　from　the　pituitary　is　regulated

by　both　prolactin　releasing　factor　（PRF）and

prolactin　inhibiting　factor（PIF），　and　a　principal

PIF　component　consists　of　dopamine　from　the

hypothalamusl7）．　Overresponse　of　prolactin　and

the　effectiveness　of　bromocriptine　on　the

prolactin　level　suggests　that　the　dopaminergic

cnotrol　of　prolactin　secretion　is　disturbed18）．　A

second　hypothesis　is　that　the　high　level　of

estradiol　as　observed　in　the　present　study　might

be　involved　in　inducing　the　prolactin　secretion，

slnce　estrogen　is　one　of　the　key　steroid　hormones

stimulating　the　pituitary　to　secrete　prolactin19）．

　　Estradiol　secretion　from　testis　is　lower　than

Fig．5
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Response　of　serum　prolactin　on　TRH　injec・

tion．　TRH（250μg）was　injected　via　intra・

venous　bolus．　Blood　was　drawn　at　O，15，30　and

60min．（｝一一〇；control　group（n＝12），●一一

●；hyperprolactinemic　group（n＝8），（＊p〈0．

OOI，亭零p〈O．Ol）
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that　from　ovary20）．　Over　half　of　the　estrogen　in

peripheral　blood　is　derived　from　the　aromatiza－

tion　of　androgen．　Estradiol　feedbacks　to　the

hypothalamic－pituitary　system　and　regulates

LHRH　and／or　gonadotropin　secretion21）．　Further，

estradiol　apPears　to　act　directly　on　testis　through

the　binding　of　its　receptor　on　Leydig　cells22），　In　the

present　study，　estradilo　was　markedly　elevated　in

the　hyperprolactinemic　group　over　the　controls，

resulting　in　a　low　testosterone　to　estradiol　ratio．

Recent　studies　also　indicate　that　a　considerable

percentage　of　high　estradiol　levels　is　observed　in

oligospermic　infertile　men23）」t　is　also　common　to

find　such　cases　in　Sertoli　cell　tumors24）．　It　is　still

unclear　if　high　levels　of　estradiol　could　afftect

testicular　function．　Bromocriptine　administration

in　the　present　study　did　not　change　the　level　of

testosterone　secretion．　While　our　previous　study

revealed　that　testicular　steroidogenesis　was　im－

proved　by　raising　testosterone　and　the　testoster－

one　to　estradiol　ratio　upon　herbal　medicine

administration23），　the　role　of　estradiol　in　testicular

function　remains　to　be　elucidated．

　　In　all　subjects　sperm　motility　was　less　than

50％，while　only　5　subjects　had　oligospermia　of

less　than　20　milhon／ml．　If　the　prolactin　level

remains　slightly　elevated　between　20　and　50　ng／

ml，　it　does　not　appear　to　severely　disturb　sper－

matogenesis．　Bromocriptine　administration　stead－

ily　raised　semen　quality　in　terms　of　both　sperm

number　and　motility．　Present　recovery　of　quality

is　more　marked　in　sperm　motility　than　in　sperm

number．　The　results　here　are　ln　part　conslstent

with　that　by　Saidi　et　al8），　who　obtained　recovery

of　semen　quality　within　one　month．　But　the　pres－

ent　improvement　was　not　as　neat　m　comparlson

to　their　results．　There　are　several　reports　that

maintain　that　the　use　of　bromocriptine　on　men

with　normal　or　slightly　elevated　prolactin　levels　is

ineffective9・1°）．　However，　most　such　reports　so　far

examined　did　not　show　data　on　a　monthly　basis．

This　can　easily　mislead　in　understanding　of　the

significance　of　administration，　since　the　maximal

drug　effect　appears　between　8　to　16　weeks　of　the

administration，　and　the　effect　may　begin　to　fall

thereafter。

　　It　is　concluded　that　the　use　of　bromocrlptlne　ls

beneficial　in　treating　infertile　men　with　margina1－

Iy　elevated　levels　of　prolactin．　The　effect　of　the

drug　apPears　to　vary　according　to　the　duration　of

the　treatment，　consequently　monthly　analysis　of

hormonal　levels　and　semen　quality　is　definitely

necessary　to　assess　contlnuatlon．

1）

2）

3）

4）

5）

6）

7）

8）

9＞

10）

11）

12）

13）
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高プロラクチン血症合併の

造精機能低下症例に対する

bromocriptineの効果

秋田大学医学部産科婦人科

太田博孝　福島峰子

真木正博

　高プロラクチン（PRL）血症を合併した造精機能低

下症9例にbromocriptine（BC）を投与し，その臨床

効果を検討した．BCの投与方法は1日量2．5mgを分

2で8から16週間連日服用させた．4週毎に採血し，

血中のLH，　FSH，　PRL，テストステロン（T＞，エス

トラジオール（E2）を，同時に精子濃度，精子運動率

を測定した．さらに8例にLHRH，　TRHテストを行
った．PRL値は治療前平均29　ng／ml（21－42　ng／m1＞

で，BC投与により4週目より正常化した．血中T値は

正常低値で，E、値は逆に有意に高値（p〈0．01）であっ

た．服用期間中両ステロイド値に変動はなかった．TRH

負荷に対しPRLは6例で過剰反応を示した．治療前平

均精子濃度は28×106／ml，精子運動率は36％であっ

た．精子濃度，精子運動率は4週目より増加し，最高

それぞれ前値の185％，174％となった．BCは特に精

子運動率に有効であった．以上よりBCは高PRL血症

合併の造精機能低下症によく奏功することが明らかと

なった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年8月19日〉
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　不妊，不育症患者の血中TSHを高感度測定キットを用いたRIAで測定し，3．6μU／m　1以上を示し

た24例を高TSH血症患者として，潜在性甲状腺機能異常と不妊，不育症との関連について分析，検

討した．

　1．本患者は不妊，不育症患者272名の約9％を占めた．2．臨床的に甲状腺機能低下の症状はなく，

T3，　free　T4値は全例正常範囲にあり，甲状腺機能は低下状態または，潜在性低下状態にあると推測

された．また，TSHの高低とT3，　free　T4値の間に一定の傾向は認めなかった．3．高PRL血症の合

併は18例，70．8％に認めた．4．T4製剤投与またはT4製剤とBromocriptin併用投与により，すみ

やかにTSHは正常化し，14例中6例が妊娠し，妊娠中のT4製剤継続投与により，3例が生児を得て

母児経過は良好であり，残り3例は現在妊娠継続中で正常な経過を示している．一方Bromocriptin単

独投与では3例妊娠し，2例が流産したt

　甲状腺機能低下は潜在性のものであっても，不妊，不育症と密接な関係を持ち，このスクリーニン

グに血中TSH測定は簡便かつ有用であり，治療としてT4製剤の投与が有効であると考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J　Fertil．　Steril．，35（2），340－344，1990）

緒　　言

　従来より甲状腺機能が性機能と密接な関係にある

ことはよく知られていることである．我々は，不妊，

不育症患者，排卵障害患者に対し，その卵胞前期，

または消退出血後にルチーンに血中LH，　FSH，　testos－

terone，　prolactin（PRL）の他，　TSH，　T3，　free　T4

値を測定している．

　今回，甲状腺機能の鋭敏な指標であるTSHを測定

し，TSH　3．6μU／ml以上の高TSH血症患者の臨床

検討，ならびに甲状腺剤投与等による治療成績につ

いて検討したので，甲状腺ホルモンの生殖現象への

関与に対する考察も加えて報告する．

対象及び方法

1987年3月から1988年5月までに当院不妊外来
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を受診した患者272例のうち，血清TSH　3．6μU／ml

以上を示した高TSH血症患者24例を対象とした．

内訳は原発不妊15例，続発不妊6例，習慣性流産3

例で，これは各不妊（育）症の182例，81例，9例

に対し，8．2％，7．8％，33％を占め，高TSH血症

全体では総患者数の9％を占めた．なお，原発不妊

群の中にBasedow病手術後の2症例が含まれ，習慣

性流産の3例中1例はLupus　anticoagulant陽性と

考えられる症例であった．また初診時基礎体温上，

排卵を認めなかったものは3例で，原発不妊2例，

続発不妊1例であった．

　採血はすべて月経周期3－6日目，もしくは消退

出血後に，13時から15時の間に施行し，TSHはダ

イナボット社のTSH　RIAビーズII法による高感度

測定キットで，T3はダイナボット社のRIAキット

TSH
μU／ml

●

●

Te●

原

発

不

妊
㈹

続

発

不

妊
（6）

習

慣
性
流
産
（3）

OBasedow手術後
◎無排卵

図1　高TSH（≧3．6μU／ml）各不妊（育）症のTSH

　　　値の比較

T、口

ng／

150

100

5

　　　　　高TSH高度群　　高　TSH中等度群
　　　　　（≧5．OμU／ml）　　　（5，0＜＃U／mi）

図2　TSH値とT3，　free　T4の関係

で，free　T4はアマーシャム社のAmerlex　F　T4キ

ットで，PRLは第1ラジオアイソトープ社のPRL　RIA

キット第1で測定した．結果はt検定により解析し
た．

結　　果

1．内分泌学的分析

　高TSH血症（3．6μU／ml以上）を示す原発不妊，

続発不妊，習慣性流産のTSH値の平均値±SEは，

それぞれ7．2±1．4μU／ml，　5．6±1．0μU／ml，11．3±

4．0μU／mlで各不妊症群で差を認めなかった．また

無排卵の3症例もTSH値に有意差は認めなかった
（図1）．

　対象とした24例は全例T3，　free　T4値は正常範囲

に分布した（図2），これらをさらにTSH　5．0μU／

ml（＋6．3　SDに相当）以上および5．0μU／ml未満

～ 3。6μU／mlの2群に分けてTSHの高低による甲

状腺ホルモン値の関係を検討したが，T3，　free　T4値

共に両群間には有意差を認めなかった．

　当科では，PRL　20　ng／ml以上を高PRL血症とし

て治療の対象としているが，高TSH血症24例のう

ち，PRL　20　ng／ml以上を示したものは16例，　TRH

テストでPRLの異常反応を示したものが2例であり，

この2例を潜在性高PRL血症とすると，高PRL血

症を合併したものは18例で，全体の70．8％であっ

た（図3）．なお，TSH値の高低とPRL値の分布に

は一定の傾向は認めなかった．また1例，PRL値119．2

ng／mlと異常高値を示したものは，抗潰瘍薬服用に

よる薬剤性高PRL血症例であった．

2．治療成績（表1）

　高TSH血症24例のうち，6例にT4製剤（チラ

ー ジンSR）0．025　一一〇．1　mg／日，7例にBromocriptin

PRL　ng／m墨↓ 0119．2

・潜在性高PRL血症

Pt　U／ml

TSH

図3　高TSH血症とPRL値の関係



102　（342） 高TSH血症を示す不妊（育）症患者の検討 日不妊会誌　35巻2号

（パーロデルR）125～5mg／日，8例にT4製剤と

Bromocriptinの併用投与を行い，3例は無治療で経

過観察した．T4製剤単独，およびT4製剤とBromo・

criptin併用投与でTSHはすみやかに正常化し，6

例が妊娠し，妊娠中にT4製剤を継続投与して3例に

正期産，AFDの生児を得ており，3例は妊娠継続中

で胎児発育は1頂調である．また，膀帯血中甲状腺系

ホルモン値は3例共に正常範囲であった．一方，

Bromocriptin単独投与では3例が妊娠したが，その

内2例が7週と8週で流産した．

3．投与方法の実際（図4，5）

　図4，5にBasedow病手術後，甲状腺機能低下と

なった症例，および潜在性機能低下と考えられる病

態の異なる2症例を提示し，経過の概要を示した．

なお，両症例共に来院時基礎体温は2相性であった．

　症例　HS．32歳，　GlPO　7年前に胞状奇胎娩

出，Basedow病手術後，不妊5年の患者（図4）は，

来院時TSH　25μU／ml，　T3，　free　T4正常範囲，　PRL

2U　ng／mlであった．　T4製剤0．1mg／日投与8週で

TSHは正常範囲となり，妊娠4週が確認され，以後

定期的にTSH，　T3，　free　T4の測定を行いつつ，　T4

製剤の継続投与で妊娠40週，女児32109，Apgar

score　9点を娩出した．母体抗TSH受容体抗体は陰

性で，児に奇形および甲状腺機能異常は認めなかっ
た．

表1　治療方法と妊娠

T，製騨独　一一6

T】十Bromocriptin　　　8

Bromocriptirl　il砺虫　　　　7

無　治　療　　　　　　　3

総数妊蝋一↓雌数
4

2

3

o

計 24 9

〔｝

0

2

o

2

覧

聴 分雌♀32109
　1　Ap　9

　症例　Y．1．30歳，GOPO　不妊2年の患者は来

院時，TSHは3．6μU／m1と軽度充進，　T3，　free　T4

正常，　PRL　21．8　ng／mlを示した．　Bromocriptin　1　．25

mg／日を投与したところ，まもなく妊娠したが，　Bromo－

criptinを中止したところ，妊娠9週で流産した．流

産後，半年でTSH値は4．8μU／mlと高値を示し，

PRLは20．4ng／mlであった．　T4製剤O．05　mg／日，

Bromocriptin　2　．　5　mg／日をイ井用したところ妊娠し，

Bromocriptinを中止して，定期的に甲状腺系のホル

モンの測定を行いつつ，T4製剤を継続投与して妊娠

40週，男児32959，Apgar　score　9点を娩出した．

本症例は妊娠中期にT4製剤を減量したところ，後期

にT3，　free　T4値がやや低値を示したため，再びT4

製剤を増量した．児に奇形および甲状腺機能異常は

認めなかった．

考　　察

　甲状腺機能異常のうち，甲状腺機能充進症は若い

女性に好発するため妊娠との合併も多く，その活動

期においては流早産，胎児奇形，胎内発育遅延，妊

娠中毒症などをきたすことが知られており1・2），従来

より産婦人科領域で注目されていた．一方，甲状腺

機能低下症は代表的な橋本病が40代という比較的高

齢の女性に発症するため，甲状腺機能克進症に比べ，

生殖現象に対してはそれほど注目されていなかった．

しかし，近年月経異常，特に乳汁漏を伴う無月経や

流早産，習慣性流産などの関連が報告されてきてお

り3・4），甲状腺機能低下症と生殖現象との関わりがク

ローズアップされてきた．

　一般に，原発性甲状腺機能低下症では，血中TSH

の高値，およびTRH負荷テストによるTSHの過剰

反応を示すことが知られており，T4，　T3値は必ずし

も低値を示すとは限らないとされている．本研究の

対象もTSHは3．6μU／ml以上と高値を示している

が，甲状腺機能低下の臨床症状はなく，全例甲状腺

T、製剤｛rngノ日）
・oo醸黙 0025 5

TSH
μV／ml

20

10

妊娠週薮46　10 20 30 40　週

図4　症例　H．S．32歳　GlPO　Basedow手術後　不

　　妊5年

B，。m。crl伽（㎎旧）匝］　　［三⊇コ

　　　　　　　妊娠流産　　　　　妊娠

TSH
μU／ml

T，

tT，1．2

PRI－21．8

　　　　　　　分姪232959
　　　　　　　1Ap9
135　　　　　113　　　787388

t．2　　　　0．8　　0．90．91．O

妊娠週数　　4　9　　　8　10　20　　30　　40週
　　図5　症例　Y．1．30歳　GOPO　不妊2年
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ホルモン（T3，　free　T4）レベルは正常範囲にあり，

甲状腺機能低下，または潜在性甲状腺機能低下状態

にあると考えられ，不妊，不育症患者全体の9％と

高率であった．またこの中には　Basedow病手術後

2例，抗マイクロゾーム抗体などより橋本病と診断

した症例が1例含まれていた，潜在性の甲状腺機能

低下症は，厳密にはTSH値が正常範囲でも，　TRH

テストのTSH過剰反応群も含まれると考えられるが，

今回は簡便かつ容易な高感度アッセイ法によるTSH

基礎値測定によって分析した．

　甲状腺機能低下状態は間脳からのTRH分泌を促

進し，これによってTSH分泌を促進するばかりでな

く高PRL血症を惹きおこす可能性が大である．事実

無月経，乳汁漏，高PRL血症，下垂体の腫大がしば

しば原発性甲状腺機能低下症で認められ，甲状腺ホ

ルモン補充療法にてこれらの症状が改善したとの報

告もみられる5）．また，本研究でも高TSH血症を示

した患者の70．8％に高PRL血症を合併した．しか

し，TSH値とPRL値の間に相関はみられず，　T4製

剤を単独投与した4例に，投与前とTSHが正常範囲

に下降した時点におけるPRL値を測定してPRL値

の比較を行ったが，一定の傾向は示さなかった，従

って，高TSH血症に高PRL血症は合併しやすいと

考えられるが，相互の調節系については不明な点が

多く，今後の解析が必要と考えられる．

　排卵障害，特にPCOと甲状腺機能低下の関連を示

唆する報告6）もあるが，本対象中，基礎体温上排卵を

認めなかった症例はわずかに3例であり，このうち

の1例が内分泌学的に（LH／FSH＞2．O，　LH－RHテ

ストでLHの過剰反応，中等度高testosterone＞09

ng／m1）PCOと考えられた．しかし，今回の検討で

は母集団が不妊（育）症であるため，今後月経異常

を主訴とした患者に同様の検討を行う必要がある．

次に不妊，不育症に対する甲状腺ホルモンの関与に

ついて考察する．

　卵胞発育，卵成熟，排卵，受精に対しては1940年

代より卵胞成熟への甲状腺ホルモンの関与を示唆す

る報告がなされていた7）．Maruos）らは，ブタ卵巣の

穎粒膜細胞培養系を用いて，各種濃度のT4またはT3

とFSHの同時添加を行い，至適濃度のT4，　T3は穎

粒膜細胞の形態分化，LH／HCG　receptorのinduc－

tionならびにsteroidogenesis　enzyme（3β一hydroxy・

steroid　dehydrogenase，　aromatase）のinduction

に対し，FSH作用のamplifierとして促進的に働く

ことを明らかにした．また，このT4，　T3の最大刺

激濃度は生理的血中濃度と一致し，過剰または不足

状態では効果が抑制されることを示した．これらの

事実は，甲状腺ホルモンが卵胞発育の過程で卵胞内

ホルモン環境の形成，特にestrogenの産生に重要な

役割を果たしていることを示す．一一方，Yoshimura

らは9・1°）家兎卵巣灌流装置を用いたin　vitroの系で，

3β一HSDを抑制するcyanoketoneや，　cholesterol

side　chain　cleavageを抑制するaminoglutethimide

などの投与により卵巣でのsteroidogenesisを抑制し

たところ，HCGによって排卵（卵胞破壊）は生じる

が，その排卵卵の受精率，また受精卵の桑実胚まで

の発育は有意に抑制され，estrogen添加により，そ

の抑制効果は回復されることを示した．またIVF・ET

のプログラムの中で，その妊娠率は卵胞液中の

estrogen濃度と正の相関を示すことが知られてい

る11）．受精およびその後の受精卵の発育には排卵時卵

が十分成熟していることが大切である．卵核成熟は，

LH　surgeとともに開始するが，その他の卯細胞成熟

は，卵胞発育時の卵胞内ホルモン環境特にetrogen濃

度に左右されると言われ，この卵細胞成熟は，受精

能およびその後の卵の発育能に不可欠と考えられ，

ここへの甲状腺ホルモンの重要な関与が推測される．

　妊娠維持機構，特に初期胎盤を中心とした内分泌

環境に関しては，初期絨毛培養系で適量の甲状腺ホ

ルモンは3β・HSDとaromatase活性に対し，促進的

に作用してprogesteroneとestradiolの産生を高め，

同時にHCG（α，β）産生を増加させることが報告

され，甲状腺ホルモン過剰状態では逆にこれらホル

モン産生が抑制されることが示されている12）．以上よ

り，甲状腺機能異常の婦人は不育，または流産をき

たしやすいと考えられ，不妊，不育症治療に対する

甲状腺ホルモン療法の有用性が推測される．

　最後に，治療の実際に対し考察する．我々は，T4

製剤を中心に治療を行い，TSHの正常化を行ってい

るが，高PRL血症の合併が多いため，　Bromocriptin

との併用も行っている．Bromocriptin単独治療の患

者は，PRL値は正常化したものの，高TSH血症が

継続し，妊娠した3例のうち2例が流産した．高TSH

血症を伴う高PRL血症では，first　choiceとしてT4

製剤を投与し，PRL値の低下が十分でない場合にT4

製剤とBromocriptin療法の併用を行う方針としてい

る．また，妊娠が確認された場合は，T4製剤は妊娠

中のTSH，　T3，　free　T4をモニターしながら継続投

与し，現在のところ妊娠経過，および児に対し特に

異常は認めていない．

　本論文の要旨は，第33回日本不妊学会総会学術講

演会にて発表した．
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Cli皿ical　analysis　of　sterility　patients

　　　　　with　hyperthyrotropinemia

　　　　Tomoko　Adachi，　Yumiko　Shobu，

　　Mitsutoshi　Iwashita掌，　Atsushi　Ohira，

Yuriko　Shinozaki，　Masao　Nakabayashi，
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　The　serum　levels　of　TSH　were　measured　by　RIA

in　272　women　with　infertility　or　habitual　abortion．

　Twenty・four　women，　that．　is　9％of　all　patients，

showed　elevated　levels　of　TSH（TSH≧3．6μU／ml）

with　normal　levels　of　T3　and　free　T4．　Further

endocrinological　analysis　were　performed　in　these

24patients．

　　Hyperprolactinemia　（PRL≦20ng／ml）were　as－

sociated　with　70、8％of　those　patients，　however，　the

levels　of　TSH　did　not　correlate　with　the　levels　of

PRL．

　　After　normalizatien　of　levels　of　TSH　by　adminis・

trating　thyroxine　agent　with　or　without　bromo－

criptin，60ut　of　14　patients　became　pregnant．　All　of

them　showed　uneventful　pregnant　course．　Three

out　of　7　patients　treated　with　only　bromocriptin，

whose　TSH　levels　remained　high，　became　pregnant．

However，20ut　fo　those　3　patients　had　miscarriage

at　7　and　8　weeks，　respectively．

　　These　results　indicate　that　elevated　serum　levels

of　TSH　with　normal　levels　of　T3　and　free　T4　may

reflect　to　the　status　of　latent　hypothyroidism　and

that　normalization　of　elevated　levels　of　TSH　with

thyroxine　therapy　is　important　to　treat　the　sterility．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月7日）
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筋注HCG製剤の血中HCG値および

HCGテストパックに及ぼす影響

　Evaluation　of　Influence　of　Extrinsic　HCG　on

Serum　HCG　Level　and　Result　of　HCG　Testpack

　假野クリニック

假　野　隆　司

Takashi　KANO

　Kano　Clinic，

Osaka　542，　Japan

　黄体機能賦活目的で筋注したHCG製剤の早期妊娠診断目的の基礎体温高温16日目の血中HCG値，

HCGテストパックの反応に与える影響を調べた．7日前に50001U筋注した群と注射しなかった群の

血中HCG値とHCGテストパックの反応には有意な差はなかった．ところが，3日前，2日前に筋注

した群では7日前筋注群に対して血中HCGは有意に高値を示し，　HCGテストパックの陽1生率も高率

であった．7日以内に100001U以上を筋注した群でも同じ結果が認められた．この結果より50001U

を3日前，2日前に，あるいは総量100001U以上を7日以内に筋注したケースでは501U／ml以上の

血中HCG値を測定するか，　HCGテストパックの垂直方向線が水平方向線より濃くなければ妊娠を確

認できないことが明らかになった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，35（2），345－348，1990）

緒　　言

　近年，モノクロナール抗体応用の高感度妊娠診断

薬の開発が進み早期の妊娠診断が可能になった．と

ころが試薬の高感度化は黄体機能不全の治療として

行なうHCG筋注が診断薬の反応に影響を与えるとい

った新たな問題1）をひきおこしてchemical　pregnan－

cy2｝という言葉が生まれるように不妊症の診療現場で

の早期妊娠診断に混乱が生じるようになってきた．

そこで，黄体機能賦活目的で筋注したHCG製剤が最

も高感度な妊娠診断薬であるHCGテストパック1）や

血中HCG値3）にどのような影響を与えるかを検討し
た．

対象と方法

　1988年1月から12月までに假野クリニックを挙児

希望で来院した患者の中で基礎体温（BBT）の高温

相が18日以上持続し，血中HCG値あるいはHCGテ

ストパック以外の検査で妊娠を証明できなかった25

歳から39歳までの延べ152例を対象とした．このう

ち124例は血中HCG値測定あるいはHCGテストパ

ック（ダイナボット）検査施行日に先立つ1週間以

内に50001Uを基本単位としてHCG（プレグニール，

日本オルガノン）の筋注を受けている．残りの28例

は当該周期にHCGを全く筋注していない．以上の症

例は高温16日目に血中HCGをi251－RIA3｝で，尿中

HCGをHCGテストパックで半定量判定4）した．各群

の平均値はStudent’s　t－testで，百分率はκ2　testで

有意検定を行なった．

結　　果

1．高温16日目の血中HCG値に与える影響

　血中HCG値とHCG筋注日の関係を検討すると，

コントロールとしてのHCG筋注を受けていない28

例では，最高152．OmIU／ml，最低3．2mIU／ml，　M±

S．D．は25．8±34．8mIU／ml，　10　mlU／m1以上3）は13
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　SerUln

　IICG

Under

10mlU　ml

Table．1　Effect　of　injected　IICG　oll　serum　IICG　levels．

　　　　　（＊：P〈｛〕．｛15，＊＊：Pく0．Ol，＊＊＊：Pく0．OOI：Significant　different　frc）m　the

　　　　cases　illjected　7days　before．）

1128
（39．30∂

7

ql劃遮）

21「27

（77．800）

　6
　8！11

（72．7ρθ）

Over

10mlU〆ml

Day　after　Injection

5

10’23

（13．590）

4

　2　34
　　

（6．900）

　3　　11　　　　　13／23

（27．300＞　　　（56．500）

32／34
　ホ

（91．1％）

3

　137
＊＊＊

（2．7％）
＊

b

2　17

（ll．8ρo）

36’37
　ホ　

（97．300）

1517
＊

（88．200）

1

　2’3

（G6．700）

　1　3

（33．300）

　IICG
Testpack 7

（一）

Table．2　Effect　of　injected　HCG　on　reaction　of　HCG　Testpack．

　　　　　（No　sigrnificant　differences　each　other）

（±）

25r27

（92．6彰o）

　〔｝27

（O．000）

（＋）
　2　27
（

　7．400＞

　6
101〔｝

（100．000）

　〔レ1〔｝

（o．oo・o）

　ll　10
（

　o．〔｝Oo）

　5
2224

（91．700）

Day　after　Injection

　　　　4　　　　　　3

　　　：1　1’33

（93．900）

24’38

（63．2αo＞

2

　124
（4．2％）

　1　i24
（

　4．200）

　4　1｝8

（川．500＞

1（［38

（26．3・。）

　7　17

（41．L？o／o）

　2　33

（6．100）

　0’33
（

　〔｝．0％）

　6’17

（35．3ρo）

　4　17

（23．500）

　　1

　1　2
（5〔｝。0ρo）

　0’2
（｛｝．1）％）

　1　2
（5｛｝．000）

HCG
Testpack

Table．3　　D（，es　effect　of　injected　I－ICG　oll　reaction　of　I－ICG　Testpack．

　　　　　（No　significant　differences　each　other）

　　　　　　　　　　　　Gross　Volume（IU）of　IIljected　IIC（｝

（一）

（±）

（＋）

　（）

1516
（93，80η）

5000

L16
（6．300）

o’16

（o．〔100）

92’111

（82．900）

　9111
（8．100）

10111
（9．000＞

10000

1625
（64．OO－o）

　3’25

（12．｛1％）

　625
（24，000）

150〔）〔〕

Ol
（0．OO・e＞

0’1

（o．o％）

1’1

（100．0％）

例（46．4％）であった．7日前にHCG筋注を受け

た27例では最高138．0　mlU／ml，最低3。2mIU／ml，

M±S．D．は14．6±25．6mIU／m1，10　mIU／ml以上は

6例（22．2％）でいずれも非注射群と有意の差はな

かった．6日前，5日前，4日前のM±S．D．はそれ

ぞれ9．7±6．4mIU／m1（n＝ll），21．8±30．9mIU／

ml（n＝23），22．6±20　．2　mlU／ml（n＝34）で，非

注射群，7日前注射群と比較して有意の差は認めら

れなかった．これに対して，3日前，2日前に筋注

を受けた症例は60．5±34．4mIU／m1（n＝37），

93．3±41．1mIU／ml（n＝17）で前述の2群に対し

て有意（P〈O．OOI）に高値であった．10　mIU／ml以

上は4日前32例（94．1％），3日前36例（97．3％），

2日前15例（88．2％）で7日前群と比較して有意

（P〈o．01，P＜o．ool，　P〈o．5）に高率であった（Fig．

1，Table．1）．1週間以内に筋注したHCG総量と血

中HCG値との関係は，50001U群は32．8±36．3

mIU／m1（n＝98）で未注射群と比較して有意な差を

認められなかったが，100001U群では66．5±12．3

mlU／m1で未注射群に対して有意（P＜0．01）に高

値であった（Fig．2）．

2．高温16日目のHCGテストパックに与える影響

　HCGテストパックの反応とHCG筋注日の関係は，

（一）群では3日前，2日前群が7日前群より低率で

あったが有意差はなかった．（±）（＋（十）＋）群で

は3日前，2日前群が7日前群より高率であったが

有意差はなかった（Table．2）．

　筋注HCG量と反応との関係は，100001U群で（一）
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反応は未注射群，50001U筋注群に比較して低率で，

（±），（＋）群で高率であったが有意の差はなかった

（Table．3）．

考　　察

　血中HCG値の測定やモノクロナール抗体応用の高

感度妊娠試薬の出現によって妊娠の早期診断や早期

予後診断4）が可能になったが，RIAによる血中HCG

値測定や高感度妊娠診断薬は高感度ゆえ黄体機能賦

活目的で筋注したHCG製剤を測定してしまう可能性

がある．事実，現在市販されている尿妊娠試薬の中

で感度20mIU／mlともっとも高感度でfalse　positive

がない4）HCGテストパックの反応に1週間以内に筋

注したHCG製剤が影響を与えることが報告1）されて

不妊症の臨床現場での早期妊娠診断に混乱が生じて

いる．しかし，投与したHCG製剤と妊娠反応として

の血中及び尿中HCG値への定量的な研究報告はな
い．

　そこで，早期妊娠診断の信頼性を高めるために筋

注HCG製剤の血中HCG値およびHCGテストパッ
ク反応に及ぼす影響を調べた．まず血中HCGについ

ては，7日前に50001Uを一回筋注した群の血中

HCG値は注射しなかった群のHCG値と有意の差は

なかった．HCG値を評価する時LH，　FSH，　TSHの

交叉反応が問題になるが，BBT＋16　Dayに妊娠診断

の目的で血中HCGを測定する場合，10　mIU／ml以

上あれば内因性HCGを証明，すなわち着床を確認3）

したと考えていいが，10mIU／ml以上の症例は未注

射群の方がわずかに多かった．

で

ヨ
｛

σ
呈

雪

δ

の

［］Nct　lniect・d

｛3了無

　　　　　　　　　Day　After　lnjection

Fig．1．　Effect　of　injected　HCG　on　serum　HCG　levels．

　　　Data　are　presented　as　M．±S．D．

　　　索率ホ：P〈0．001，Significant　different　from　the

　　　　　cases　injected　7　days　before．

　　　＊＊嬢：P〈0．001，Significant　different　from　not

　　　　　injected　cases．
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　HCGを筋注した方が注射しなかった例より妊娠す

る確率が高い可能性を考慮に入れて，未注射群でな

く7日前筋注群をコントロールに設定すると，3日

前，2日前筋注群は7日前筋注群より血中HCGは有

意に高値であった．さらに7日前筋注群と3，2日

前筋注群が同じ確率で妊娠すると仮定すると，3，

2日前筋注群の血中HCG値は明らかに筋注した

HCG製剤の影響を受けている（注射したHCGを測

定している）と言える．さらに10mIU／ml以上の症

例は3日前，2日前筋注群が7日前群と比較して有

意に高率であった．さらに7日前筋注群のなかで血

中HCGが10　mIU／ml以上の症例は22．2％であっ

た．どの群も同じ確率で妊娠すると仮定すると，3

日前筋注群は血中HCG値が50　mlU／ml以上測定さ

れなければ内因性のHCG（着床）を証明できたとは

言えないと考えられる．

　7日以内に筋注したHCG量と血中HCG値の関係

では，100001U筋注群は未注射，7日前筋注両群に

比較して有意に高値であった．この事実から，7日

以内に100001U以上を筋注した症例では血中HCG

値は明らかに筋注したHCG製剤の影響を受けている

と考えられる．ここでも22．2％が妊娠していたと考

　　↓

150

E
iloo
∈

e
2
雪

あ，。

　　　　　5000　　　　　10000　　　　15000

Gross　Volumo（IU）ot　hlec電od　HCG

Fig．2．　Dose　effect　of　injected　HCG　on　serum　HCG

　　　levels．

　　　Data　are　presented　as　M．±S．D．

　　　寧零寧：P〈0．001，Significant　different　from　not

　　　　　injected　cases．
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えると測定値が90mlU／ml以上で初めて内因性

HCGを確認したと言える．

　しかしながら3日前，2日前，100001U群いずれ

にも10mIU／ml以下の症例が存在するため，　HCG製

剤の吸収，代謝には大幅な個人差があると考えられ，

設定値以下の症例でも一概に内因性HCGの証明を

否定できない．

　一方，HCGテストパック反応へのHCG製剤の与

える影響は，3日前筋注群，2日前筋注群で有意の

差は認められないものの，未注射群，7日前注射群

に対して（一）反応が約50％の低率で，（＋）反応

は約3．5倍高率であった．筋注HCG量との関係では

これも有意差は認められないが100001U群の（±）

反応は未注射群，7日前群に比較して2倍高率であ

った．これらの結果は血中HCG値の結果とよく相関

しており，筋注したHCG製剤に反応している可能性

が高い．以上の事実はHCGを3日前，2日前，10000

1U筋注している場合はHCGテストパックが（±），

（＋）を呈したとしても妊娠と診断できないことを示

している．しかし，3日前，2日前，100001U筋注

群にも（一）反応が64．0％も存在するので，注射さ

れたHCG製剤の吸収，代謝，尿への排泄にはこれま

た大幅な個人差があることは明白であり，（±），（＋）

反応を即HCG製剤の反応と断定して非妊娠（黄体機

能存続症）と診断することはできない．

　以上の結果から，BBT＋16　Dayに妊娠診断を行な

う時，3日あるいは2日前にHCG　50001Uを，ある

いは7日以内に100001U筋注した症例では筋注した

HCG製剤の影響で血中HCGが50　mIU／ml以上測

定されなければ妊娠の診断はできない．また，HCG

テストパックが（±），（＋）の反応を呈しても妊娠

の診断は下せないことが明らかになった．

　本論文の要旨は第34回日本不妊学会総会学術講

演会（旭川市）で発表した．
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　　Eval皿ation　of　influence　of

extrinsic　HCG　on　serum　HCG　level

　　and　result　of　HCG　Testpack

Takashi　Kano

　Kano　Clinic，

Osaka　542，　Japan

　An　early　diagnosis　of　pregnancy　has　depended　on

ameasurement　of　HCG　level　either　in　serum　or　in

urine．　The　current　usage　of　extrinsic　HCG　which　is

an　activator　of　luteal　function　might　interfare　with

the　acuracy　of　diagnosis　of　pregnancy．　To　evaluate

the　effect　of　HCG　supplement　for　a　diagnostic

acuracy　of　pregnancy，　a　titer　of　HCG　level　in　serum

and　in　urine　HCG　Testpack　were　assessed　in　16th

day　of　Basal　Body　Temperature（BBT）in　4　groups：

A；group　without　treatment，　B；group　treated　with

5，000units　of　i．　m．　HCG　at　gth　day　of　BBT，　C；group

treated　with　5，000　units　of　HCG　at　l3th　or　14th　day

of　BBT，　D；group　treated　with　more　than　10，000

units　of　HCG　at　after　gth　day　of　BBT，　respectively．

　There　was　no　significant　difference　between

group　A　and　B　in　serum　HCG　Ievel　and　result　of

HCG　Testpack．　We　could　observe　marked　increase

of　serum　HCG　level　in　group　C　but　not　in　group　B．

Similar　result　were　observed　in　group　D．

　Thus，　it　is　concluded　that　pregnancy　can　be

diagnosed　in　group　C　and　D　by　either　more　than

50mIU／ml　of　serum　HCG　or　the　vertical　line　is

darker　than　horizontal　line　in　HCG　Testpack．

　　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月13日）
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排卵過程における過質化脂質および

free　radical　scavengers　i舌性の変動と

scavenger　enzymesによる排卵阻害効果

過排卵処理幼若ラットにおける検討

Changes　of　Lipid－peroxide　and　Free　Radical　Scavengers

　　in　the　Superovulated　Immature　Rats　Ovaries　and

　　an　Inhibition　of　Ovulation　by　Scavenger　Enzymes

　　　　　Suggested　Role　of　Free　Radicals　on　Ovulation一

滋賀医科大学産科学婦人科学教室（主任

　　　　　　　　須　戸　龍　男

　　　　　　　　Tatsuo　SUDO

吉田吉信教授）

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　Shiga　University　of　Medical　Science，

　　　　　Shiga　520－21，　Japan

　　　（Director：Prof．　Y．　Yoshida）

　排卵過程における活性酸素（FR）の影響を検討する目的で，過排卵処理幼若ラットの卵巣組織を用

いて，FRによって生成される過酸化脂質（LPO）およびFRを消去するsuperoxide　dismutase（SOD）

活性，vitamin　E（VE）濃度と，　glutathione　peroxidase（GSH－PX）活性を測定し，　hCG投与後の

経時的な変動を見た．さらに過排卵処理ラットでの，SOD単独およびSOD／catalase投与，また，短

期VE欠乏状態での排卵数の変化を検討した．

　（1）LPO濃度は排卵前のhCG投与9時間後で一過性のピークを示した．

　（2）SOD活性はhCG投与後より速やかに上昇し，排卵期に相当するhCG投与12時間後まで直線的

に上昇した．

　（3）SODおよびSOD／CATの投与により排卵数は減少した．また，21日齢より短期にVE欠乏状態

としたラットでは排卵数は増加した．

　以上より，hCG投与後にSOD活性が急激に上昇したにもかかわらず，　LPOが増加を示したことは，

hCG刺激による大量のFRの発生が示唆された．また，過排卵処理ラットにおいてFRの増減が排卵

数に変化を起こしたことは，FRおよびLPOが排卵過程，特に卵胞破裂機構に密接に関与しているこ

とが示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J，　FertiL　SteriL，35（2），349－355，1990）

緒　　言

排卵現象はLH　surgeにより誘起され，卵胞破裂

による卵細胞の放出と卵胞穎粒膜細胞の黄体化の二

つの現象よりなる．このうち，卵胞破裂現象のメカ

ニズムには不明の点が少なくない．Bjersing，　et　al．1｝

や奥田ら2）は成熟卵胞周囲は排卵期に近づくにつれ，

毛細血管の拡張と透過性の充進が起こり，卵胞周囲
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homogenlzed　m　D．25　M　sucrose

　↓
centrlfugatlon　2，500　r　p．m　x　10mln．

　↓
supern自te　　800μ1

　↓　　＋02％trlton　X　solutlon　800μ1

　　＋chloroform／ethanol　solutlon

shak旧g　vigerously　3　mln

　↓　　十chloroform　2mI
　　＋H20　　　　　2　mI

shakmg　Vigerously

　↓
ce口trlfugatlon　3、000　r．P．m　x　5　mln

　↓
chloroform　Iayer　5ml

evaporatlQrl　to　dryness

　　＋etha［ol　wlth　O　O2％BHT　l　mI

　　＋025％TBA　solutlon　　　lmI

　　＋20％trlchloroacetlc　acld　lmI

heating　at　lOO℃for　30　mln　In　water　bath

　↓
coollng　raPld【y

　，　＋n－buthanol　2ml

shaklng　Vlgorousl∀

　↓
cemr臨fugatlo［　3．OOG　r　p　m　x5mln．

n－buthanol　layer

　↓
fluorometrlc　determlnatlon

　　｛Ex　533　rnrn．　En1　553　rnrn｝

1／2（VIV）with　O，02％BHT　6ml

Fig．1Assay　procedure　of　lipid　peroxide　in　rats

　　　ovarles．

の浮腫および卵胞内への血液成分の漏出が見られる

ため，排卵期卵胞周囲は炎症に類似した状態となる

と述べた．さらにEspey，　et　aL3）らは多種の消炎剤に

より，排卵が阻害されることから排卵現象は炎症類

似の反応であると報告している．また，prostaglandins

（PGs）が排卵に関与することは知られた事実であり，

ラット卵胞液中のPGsは排卵期に相当するhCG投与

12時間後にピークとなることが知られているが4），LH

surgeがどの様な機序でPGsの誘導・増加を起こす

かは明らかではない．

　近年，free　radicals（FR）は動脈硬化や発癌など

に関係するだけでなく，炎症の起因物質としての作

用が注目されている．superoxide　radical（02－）を

代表とするFRおよび過酸化脂質（LPO）が炎症に

関与するとの数多くの報告があり5），さらにこれらは，

PGs合成の促進と関連している6・7）．

　っまり，FRおよびLPOは炎症状態を惹起し積極

的にPGs合成を促す訳であり，卵胞破裂現象が一種

の炎症類似状態である以上，FRまたはLPOの関与

が理論的に成り立ち得る．排卵過程においてFRおよ

びLPOの関与を示した報告はいまだ見られておらず，

これを明らかにする目的で，PMSG／hCGにて過排卵

A）Component　of　medlum

（1　）　Epinephrlne

（2）　Xanthtne

（3）　Xanth■ne　OXidase

（4）trls－Malate　buffer

　　〔pH　8，6）

（5）　Semple

　　or　standard　SOD

B）PrlnClple

　　　xanthtne

　　　O　　H

　　訟、1〕

　　　H
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　　　癒

　℃laCld

　、　濤Y°

HO基N　　NH

2H＋
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／fP
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H202＋02

　　　　『H・

：9（ぬ
　　　　　　OH
　　〔無色）
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　　　　CH3

κぬ
　　　　　OH
　　（赤色〉

Fig．2Assay　procedure　of　SOD　activity．

処理を行った未成熟ラット卵巣組織を用いて，hCG

投与後のLPO濃度，そのradical　scavengersである

superoxide　dismutase（SOD）活性，　glutathione

peroxidase（GSH－PX）活性，およびvitamin　E（VE）

濃度の変動を見るとともに，短期V．E欠乏ラット，

scavengers投与ラットでの排卵数の変化を観察し，

FRまたはLPOが排卵現象に密接な関係を有するこ

とを示唆したので報告する．

研究対象および方法

　（実験1）過排卵処理ラットの過酸化脂質および

radical　scavengers活性の測定．

　Wistar系雌性未成熟ラットを用い，14－10時間照

明の空調飼育室にて，固形飼料（オリエンタル酵母

工業K．K）と水を自由摂取させた．生後25日齢（体

重509～）にてPMSG　20単位を，さらに48時間後

にhCG　20単位をそれぞれ腹腔内に投与した．　hCG投

与後のO，3，6，9，12，15，20，24，36および

48時間後に卵巣を摘出し，直ちに40倍量のO．25　M

sucroseにてhomogenizeし，8009×10分間遠心

後，その上清を一20℃にて凍結保存し，数日以内に

試料として測定に供した。

　①過酸化脂質（LPO）濃度の測定は，　thiobarbituric



平成2年4月1日

Table．1
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Changes　of　LPO　and　radical　scavengers　in　PMSG　’HCG－treated　immature　rats　ovaries．

Time　after　　　TBA－RS
HCG（hrs．）（nM　MDA／g　weight）

　SOD　activity　　　　　GSH－PX　activity

（Unit／mg　weight）　（nM　NADPH／㎡氏／㎎weight）

　α一tocopherol

（ng／mg　weight）

0

3

6

9

12

15

20

24

36

48

13．88±0．68（N＝12）

13．85±1．08（N＝7）

14．41±1．37（N＝17）

19．25±2．02（N＝18＞

12、56±1．03（N＝9）

12．30±1．33（N；8）

9．59±1．72（N＝4）

12．60±1．30（N＝10）

10．60±0．74（N＝3）

11．20±1．10（N＝5）

O．68±0．04（N＝22）

0．84±O．06（N；18）

1．05±0．06（N＝16）

1．18±0．05（N＝29）

1．32±0．06（N＝27）

1．05±0．05（N＝31）

125±0．11（N＝14）

1．15±0．04（N＝4）

1．27±0．05（N＝3）

1，60±0．13（N＝10）

5．51±0．53（N＝6）

9．19±0。87（N＝4）

825±0．67（N＝6）

11．19±O．63（N＝4）

10．39土O．49（N＝5）

10。25±0．80（N＝7）

37．71±1．62（N＝11）

34．93±2．12（N＝3）

35．71±2．38（N＝9）

47．10±4．90（N＝8）

48．40±4．65（N＝7）

67，35±12．58（N＝8）

72．30±3．67　（N＝18）

79．10±6．98（N＝11）

114．40±18．85（N＝3）

159．32±6．31（N＝5）

Mean±SE．

JOD480’i

80

40

Y；45．33＋55．08X

　（r＝0．99）

Y＝43、12＋45．アOX

　｛r；0，99）

・w厘th　tnactivated　tlssue

Wlthout

0　　0．2　0．4　0．6　0．8　1．0 S，0，D、　acttVtty

　（Unlt）

Fig．3SOD　standard　curve　with／without　inactivated

　　　tlssue．

acid（TBA）とLPOの酸性下での分解生成物である

malondialdehyde（MDA）との反応で生じる赤色物

質（いわゆるTBA　reacting　substance）の定量法8）

を一部改変した．0．2％triton－xにて細胞膜を可溶化

し，Bligh－Dyer法にて抽出した脂質に，20％trichlor－

oacetic　acid（TCA）と0．25％TBAの混合液を添

加して100℃で30分間加熱した．加熱後急冷し，TBA

reacting　substanceを分光蛍光光度計（日立F－

4000）を使用して励起波長533nm，蛍光波長553　nm

で励起蛍光を測定し，過酸化脂質の相対量とした（Fig，

1）．また0．2％triten－xのみを含む精製水で同様の

処理を行いblankとした．

　②SOD活性の測定はmitochondriaおよびmi－

crosomeなどによる酸化還元酵素の影響を受けない

epinephrine酸化阻止反応法により行なった．

xanthine－xanthine　oxidaseにより生成した02一が

epinephrineを酸化してadrenochromeを生じる．

SODは2分子の02一をH202と02Hに不均化し，

adrenochromeの生成を用量依存的に阻害する。

epinephrine酸化阻止反応法はMisra　et　aL9）の方法

を一部改変した．すなわち反応混合液中のepine・

phrine濃度を2×10－4Mと飽和量まで増加させ，さ

らにepinephrineの自働酸化を出来るだけ妨げ，しか

も本来のSOD活性を損なわない条件として，緩衝液

をph＝8．6とした（Fig．2）．　epinephrine酸化阻害

は分光光度計（島津UV200　S）を使用し，480　nmの

吸光度変化で求めた．標準曲線はadrenochrome生

成量が△OD，，。。m＝0．025／min．となる様に，あらか

じめxanthine　oxidaseを調整し，精製bovine　SOD

（Sigma　EC　1．15．1．1）にて標準曲線を求めた．活

性は0～1．2単位／cuvetteの範囲で直線性を示した．

さらに，回収実験として試料中のSOD以外の酸化還

元反応の影響を見るために，　bovine　SOD（Sigma　EC

1．15．1．1）が完全に不活化する60℃×30分間の条

件で試料をインキュベートし，内因性SODを不活性

化したうえで，精製SODを加え標準曲線を求め，充

分な直線性を得た（Fig．3）．

　③a－tocopherol（V．E）濃度の測定はpascou，　et

aLi°｝の方法に準じた．　tocol（エーザイ社の提供によ

る）を内部標準として，試料をethanolと5倍量の

hexanにて直接抽出し，高速液体クロマトグラフィ

ー アンペロメトリック検出器（医理化社製Σ875）を

使用してピーク面積比により定量した．カラムは医

理化社製RP－18T（φ4mm×250　mm）を使用し，移

動相は57．17M　Na，ClO、　in　ethanol／methanol（V／

V＝20／80），Apply　voltageは，　OX．　700　mV，流速

はO．5　ml／min．で行なった．本条件下でのV．Eの
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retention　timeは12。Omin．で検出された．

　　④GSH・Px活性はYasumoto　et　al．11）の方法に準

Fig．7Changes　of　GSH－PX　activity　in　PMSG／HCG－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　treated　immature　rats　ovarles．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Mean±S．E．）

じた．0．1Mリン酸緩衝液（pH　7．0）中で還元型

glutathione（GSH）を試料に反応させNADPH－

glutathione　reductase系を共役させることで，

NADPHの340　nmでの吸光度の減少より活性を求め

た．

　　（実験2）過排卵処理ラットの排卵数の算定．

　　まずFRを減少させる条件として，scavengerであ
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るSODおよびcatalase（CAT）を投与した．　SOD

単独投与群は，SODが生体内で比較的速やかに不活

性化されることを想定し，hCG投与3時間後に
bovine　SOD（Sigma　EC　1．15．1．1）を50，100，

200および400単位／ratをそれぞれ静脈内投与した．

同様にCAT単独投与群およびSOD／CAT同時投与

群も，hCG投与3時間後にCAT（Sigma　EC　1．　16．

1．6）1000単位，またはSOD　100単位／ratおよび

CAT　1000単位／ratを同時に静脈内投与した．次に

FRを増加させる条件として，日本クレア社製のVE

欠乏食を生後21日齢より自由摂取させ，短期VE欠

乏群とした．いずれの群も過排卵処理は生後25日齢

よりPMSG　20単位を腹腔内に投与し，さらに48時

間後にhCGを20単位腹腔内投与を行い，　hCG投与

20時間後に開腹し，実体顕微鏡にて卵管膨大部中の

卵細胞数を算定した．

研究成績

　（1）卵巣中の過酸化脂質およびradical　scavengers

の変動

　①過酸化脂質（LPO）変動（Fig．4Table　1）

　TBA　reacting　substance（malondialdehyde相対

量）を指標とした過酸化脂質は排卵直前のhCG投与

9時間に一過性の上昇を示したが，それ以外の変動

は見られなかった．

　②SOD活性の変動（Fig．5Table　1）

　SOD活性はhCG投与後3時間ですでに有意に上

昇を示し，排卵期に相当するhCG投与12時間後ま

で直線的に活性は増加した．排卵直後に相当するhCG

（353）　ll3

投与15時間後で活性は一時低下するが以後再び上昇

し，hCG投与48時間後の黄体形成後に最大の活性値

を示した．

　③a・tocopherol濃度の変動（Fig．6Table　1＞

　α一tocopherol濃度はhCG投与6時間までは著変

はなかったが，排卵直前のhCG投与9時間後で増加

を見せ，排卵後よりさらに急激な増加を認めた．黄

体形成後に最大濃度を示した．

　④GSH－PX活性の変動（Fig．7Table　1）

　GSH－PX活性はhCG投与3時間後に有意に上昇
するが，以後の変動に一定の傾向はみられなかった．

　（2）V．E．欠乏ラットおよびscavengers投与ラット

の排卵数の比較（Fig．8）

　21日齢よりV．E欠乏食とした群では，排卵数は対

照群に比べ有意に増加した．SODを単独投与した群

では，50単位投与では対照群と有意差はなかったが，

減少傾向にあり，100単位投与群は対象群に比べ有意

に減少した．しかし100単位以上の投与群では，こ

れ以上の減少は見られなかった．CAT単独投与群は

対照群と有意差は見られなかったが，やや減少傾向

にあった．さらに，SODとCATを併用した群では

対照群に比べ有意に排卵数は減少し，また，SOD　100

単位投与群と比べても減少傾向にあった．

考　　案

　superoxide　radical　（02－），　hydroxyl　radical

（OH・）などのfree　radicals（FR）は，生体の各種

の酸化反応時に，例えばX線および紫外線のirradia－

tion，　xanthine　oxidaseやNADPH　oxidaseなど

flavin　enzymesの反応時に，また，　mitochondriaで

のrespiratory　chain障害時などで局所で発生する．

FRの発生は，生体がoxidative　phosphorylationに

依存し酸素を利用したエネルギーを獲得している以

上不可避のものであり，正常細胞のmitochondriaで

のrespiratory　chainより02『として1eakすると言

われている12）．このFRの発生に対し，生体には種々

のscavenger　enzymesが存在し，例えば02一に対し

てはsuperoxide　dismutase（SOD）がH202および

02へと不均化させ無毒化する．生じたH，02はglutath－

ione　peroxidase（GSH－PX）やcatalase（CAT）な

どにより最終的にH20となりFRを処理する．また，

α一tocopherol（V．E）やascorbic　acidなど抗酸化物

質がscavenger　enzymesと共同してFRを処理する．

この様な防御機構をくぐり抜けて発生したFRは細胞

膜および血中の不飽和脂肪酸を過酸化させ，過酸化

脂質（LPO）を生じさせる．　LPOはFe2＋，　Cu＋など

の遷移性物質の存在下にOHを発生し，さらに蛋白・
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脂質の過酸化が一層促進される13｝．それにより血管内

皮障害などの病変を誘発し14｝，炎症などの病変にいた

ると考えられている5）．

　今回の観察で過排卵処理幼若ラット卵巣中におい

て，hCG投与後速やかに卵巣中のSOD活性が上昇

し，さらに，LPOの指標とされるTBA　reacting
substanceが排卵前に一過性のピークを形成すること

が明らかとなった．このことはhCG刺激により比較

的急激に誘導されたscavengers活性の上昇をも上回

る大量のFRの生成が惹起されたことを意味するもの

と解釈され，排卵時卵胞周囲に見られる炎症類似の

変化は，これらのFRにより引き起こされる可能性が

高いと思われる．

　一方，排卵との密接な関係が認められているPGs

との関係については，これらFRおよびLPOは細胞

膜に作用してPGsの合成を促進することが知られて

いる．in　vivoにおいて，Oyanagi6｝はPGs生成は0ブ

が規定すると報告した．また，in　vivoにおいても同

様に，0’Brien，　et　al．7）は少量の過酸化物が不飽和脂

肪酸をラジカル化してPGs様物質を産生させると報

告した．以上のことより，種々のFRおよびLPOが

PGs合成のtriggerとして働くことが推測されている．

　排卵過程では，ラット卵胞液中のPGsは，　hCG投

与12時間後にピークとなることが知られているが，

今回の観察の卵巣中LPOはhCG投与9時間後に一

過性のピークを形成し，卵胞液中のPGsのピークに

先行する結果となった．このことはFRおよびLPO

がPGsの生成系を介しても排卵現象に関与する可能

性を示唆する．

　FRの動態はscavenger　enzymesにより間接的に

知ることができるが，排卵前において主要な2つの

scavenger・enzymes活性の間に不均衡が見られた．

すなわち，SOD活性はhCG投与により速やかに直線

的に上昇したのに対し，GSH－PX活性はhCG投与後

3時間での上昇が見られるものの，以後の変動は一

定ではなかった．SOD活性の急上昇にもかかわらず

LPOが一過性にピークを取ることは，　scavengers間

の活性の不均衡のため，H，O，が蓄積されたために，

過酸化がさらに進行したと解釈するか，scavengers

による消去を上回るFRの生成量があるものと考えら

れる．

　そこでFRが実際にin　vivoにおいて卵胞破裂に関

与するか否かを検討するために，実験2において，

過排卵処理未成熟ラットに対しhCG投与3時間後に

てSODおよびCATを投与し，　FRを減少させた時

の排卵数を対照群と比較した．SODを単独投与し，

02一量を減少させた系では100単位以上の投与群では
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対照群に比べ明らかに排卵数は減少した．一方

SOD　lOO単位とCAT　1000単位を併用投与し，02一と

H202量を減少させた系では，排卵数はSOD　100単位

の単独投与に比べ，さらに若干の低下傾向があった．

以上の結果より，in　vivoで各種のFRの発生量を低

下させた場合には排卵が抑制され，したがってFRが

卵胞破裂に密接に関与することが強く示唆された．

このことは強力なscavenger物質であるV．Eの欠乏

実験でも支持される．生後21日齢より短期にVE欠

乏としたラットでは逆に排卯数は増加した．これは

FRの増加により排卵が促進されたためと考えられる．

なお，このことは比較的steroid合成能の低い未熟な

卵胞をも破裂させた可能があるものと考えられる．

　以上の結果より，排卯にFRが関与することが明ら

かにされた．おそらくはFRあるいはLPOが増加す

ることで直接的に，また，PGsなどの合成を促進し，

炎症性変化を起こして卵胞破裂に働きかけているも

のと推測される．

　排卵後のSOD活性は一過性に低下するが，黄体完

成時に最大値となった．一方，V．E濃度は排卵後急

激に上昇し，やはり黄体完成時に最大濃度を示した．

黄体期においても，この2つのscavengers機能は上

昇しており，このことはsteroids合成との関連が強

く示唆される．すなわち，steroids合成のための酸素

添加反応の際にFRが大量に生じている可能性があ

り　，　scavengers機i能の上昇はその酸化stressに対す

る防御機能と解釈される．したがって黄体機能発現

にはscavengers　l刮生も不可欠のものと推測される．

　稿を終えるにあたり，御懇篤なる御指導，御校閲

を賜りました恩師吉田吉信教授に深甚なる謝意を表

します．また，本研究に終始直接の御指導を頂きま

した竹中　章講師に深く感謝致します．

　本論文の要旨は第41回日本産科婦人科学会学術

講演会（岡山，1989），第34回日本不妊学会総会学

術講演会（旭川，1989）で発表した．
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　Changes　of　lipid－peroxide　and

　　　free　radical　scavengers　in

the　superovulated　immature　rats

　　ovaries　and　an　inhibition　of

　　　OVUIatiOn　by　SCaVenger　enZymeS

－Suggested　role　of　free　radicals　on　ovUlation一

Tatsuo　Sudo

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Shiga　University　of　Medical　Science，

　　　　　　　　　Shiga，920－21，　Japan

　　　　　　（Director：Prof．　Y．　Yoshida）

　　Recent　studies　on　ovulation　have　suggested　that

follicle　rupture　has　been　related　to　perifollicular

changes　resembling　to　inflammation．　However，　the

mechanism　leading　to　these　perifo】licular　changes

is　still　obscure．　To　determine　if　free　radicals　and

radical　scavengers　participate　some　roles　in　ovula－

tion　and　luteinizatien，　lipid　peroxide　（LPO）and

radical　scavenger　activities，　namely　superoxide

dismutase（SOD），　glutathione　peroxidase（GSH－PX）

andα一tocopherol（V．E）were　investigated　in　super・

ovulated　immature　rats　ovaries　induced　by　PMSG／

hCG．　LPO　concentration　transiently　elevated　prior

to　ovulation．　SOD　activity　promptly　increased　after

hCG　injection　and　reached　a　maximum　at　48　hours

after　the　injection．　GSH－PX　activity　rapidly　in－

creased　after　hCG　injection，　however，　no　increase

followed　3　hours　after　the　injection．　VE　concentra・

tion　drastically　increased　after　ovulation　and　rea－

ched　a　maximun　at　48　hours　after　hCG　injection．

Futhermore，　SOD　and／or　catalase　administration

at　3　hours　after　hCG　injection　decreased　the　number

of　ova　shed　in　superovulated　immature　rats，　while

feeding　with　VE　deficient　diet　for　5　days　increased

the　number　of　ova　shed．　These　data　not　only　sug－

gest　that　a　large　amount　of　free　radicals　exceeding

the　scavenger　activities　is　yielded　by　gonadotropin

stimulation　but　also　indicate　free　radicals　partici・

pate　in　follicle　rupture，　acting　as　an　inducer　of

inflammatory　reaction．

　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年11月18日特掲）
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　高testosterone血症を有する多嚢胞性卵巣症候群患者で，治療後妊娠に至った婦人（PCOS妊娠群

5名）の妊娠時における母体血中testosterone濃度の動態を知る目的で，正常妊婦37名を対照として

検討を行なった．正常妊娠群では，妊娠週数とともにtestosterone濃度の増加が認められ，妊娠前値

に比べて妊娠中期で約3倍，後期で約5倍の増加を呈した．PCOS妊娠群での血中testosteroneの推

移は，上昇したtestosterone濃度が，中期で一度低下する傾向を認めるが，後期にかけては著しく上

昇し，妊娠前期に比べて中期で約3倍，後期で約7倍の増加を呈した．妊娠によるtestosterone増加

は，主として胎盤で産出されるものと，testosterone　binding　globulinとの総和によると考えられて

いるが，PCOS妊娠群で著しく高値を示すことは，胎盤および卵巣でのaromatase活性の低下による

母体血中testosteroneの増加による可能性であることが推察された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），356－359，1990）

はじめに

　妊娠時には，母体および胎児は共に特別な内分泌

環境下におかれており，非妊時とはその内分泌動態

は異なるものである．妊娠中の血中ホルモンやホル

モン様物質ならびに酵素の動態に関する報告は数多

く1n－5）血中testosterone濃度については，　estrogen，

progesteroneが上昇するように，妊娠を通して漸増

すると報告されている1・3・‘｝．今回，高testosterone血

症を合併する場合が多い多嚢胞性卵巣症候群におけ

るtestosteroneの妊娠による変化を知るために，多

嚢胞性卵巣症候群の患者で，治療後妊娠に至った症

例に関して，正常妊娠を対照として，妊娠中のtesto－

steroneの動態について検討したので，若干の文献的

考察を加えて報告する．

研究対象および方法

　島根医科大学医学部附属病院産科婦人科不妊・内

分泌外来を受診した多嚢胞性卵巣症候群患者で，葛

薬甘草湯およびclomipheneの投与を行ない，治療後

妊娠に至った婦人5名（PCOS妊娠群）を対象とし

た．なおコントロールとして合併症のない正常妊婦
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表1　妊妨dli∫におけるlnLilitestosteronefLh．

治療前 女r娠前

146．5±15．5

　　　（ng／dl）

72．8±1．8

高橋　他

PCO妊な辰君洋

lE常女τ娠群

（ng　dl）
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（mean±S．E．）
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37名（正常妊娠群）を用いた．多嚢胞性卵巣症候群

は，ホルモン学的に　1）血中LH≧30　mIU／mlあ

るいはLH／FSH比が3．0以上，2）testosterone≧

100ng／d1，3）El／E，比≧1．0以上であり，超音波断

層法にて両側卵巣に多嚢胞が認められる症例である．

testosteroneの測定は，1251－testosterone　RIAキット

（栄研）により，　radioimmunoassayで行ない，　PCOS

妊娠群では，PCOSの治療前，治療後および妊娠中

の初期，中期，後期で測定を行なった．また正常妊

娠群では，妊娠前および妊娠中の初期，中期，後期

にtestosterone値の測定を行なった．なお，統計学

的な検討はStudent’s　t－testを用いた．

研究結果

非　一一2。　2，～293。～35　36～
妊

時qeStatiOnal　age
図1．正常妊娠群における血中testosterone値の推移

　　　　　　　　　　　　　　　　　（mean±S．E．〉
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図2．正常およびPCOS妊娠群における血中testoster・

　　one値の推移
　　　　　　　　　　　　　　　　　（mean±SE）

1）妊娠前における血中testosterone値

　PCOS妊娠群において，治療前のtestosterone値

は，146．5±15．5ng／dl（mean±S．E）であり，治療

後で妊娠前には全例が100ng／d1未満と正常域に改善

し，平均で72．8±L8ng／dlであった．一方，正常妊

娠群の妊娠前testosterone値は，67．1±5．9ng／dlで

あり，PCOS妊娠群との間には，有意差は認められ

なかった（表1）．

2）正常妊娠群，PCOS妊娠群における血中testos・

terone値の推移

　正常妊娠群においては，週数とともにtestosterone

濃度は増加し，特に妊娠後期において増加の程度が

大きい傾向を示した（図1）．一方，PCOS妊娠群で

は，増加したtestosterone濃度が一度中期で低下す

る様子がみられるものの，後期にかけて，正常妊娠

群に比べて，著しく上昇する傾向が認められた（図

2）．また妊娠前値を100とした時のtestosterone増

加率でみてみると，正常妊娠群では，中期で約3倍，

後期で約5倍の増加率があるが，PCOS妊娠群では，

中期では約3倍と正常妊娠とほぼ同様な増加を示し

たが，後期では，約7倍もの増加率が認められた（図

3）．

　次に，多嚢胞性卵巣症候群で治療後に妊娠した1

症例を示す。

症　　例

　患者：31歳，主婦　G（1）P（1）

　当科不妊・内分泌外来に，挙児希望にて通院中の

患者で，血中testosterone値は137．1ng／dl，　LHは

35mIU／ml，　FSHは10　mlU／ml，　LH／FSH比は

3．5，E1／E，比は3．0であり，hirsutismが認められ，

超音波断層装置で，多嚢胞性卵巣があり，多嚢胞性

卵巣症候群と診断し，葛薬甘草湯を7．5g／dayを分
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図3．正常およびPCOS妊娠群における血中testoster・

　　one増加率の変化
　　　　　　　　　　　　　　　　　（mean±S．E．）

3で食前に投与したところ，血中testosterone値は

69ng／dlと低下した．葛薬甘草湯投与のみでは無排

卵であったので，　clomipheneを併用し，葛薬甘草湯，

clomiphene投与3クール目で妊娠に至った．妊娠後

の血中testosterone値は，10週で364。7ng／dlと上

昇，20週で192．8ng／d1，24週で169．9　ng／d1と一度

低下傾向を示したが，34週で837．5ng／dlと再上昇

した．妊娠36週5日で陣痛発来し，25509の男児を

出産した．分娩直後のtestosterone値は，1394．3　ng／

dlと非常に高値を示し，産後7日目には，587　ng／dl

と高値ながらも妊娠後期より低下を示し，4週間後

には，78．3ng／dlと正常域にもどった（図4）。なお，

妊娠前，妊娠中，分娩後におけるhirsutismの変化は

認められなかった．

考　　察

　妊娠時の母体血中testosterone濃度については，

他の増加するステロイドホルモンと同様，非妊娠時

に比べて高値を示すことが知られている1A－5）．　Mizuno

et　al．3）は，妊娠時のtestosterone濃度の増加は，妊

娠初期より始まり，13～16週で約2．5倍，末期には

約4倍に上昇すると報告している．　Klinga　et　al．5）は，

男児を有する妊婦は，妊娠7週より増加したtestoster－

one濃度が，9～11週でpeakに達し，15　・一　20週ま

でに減少するとしている．また，石井1）によると，妊

婦のtestosterone濃度は，妊娠の進行とともに漸増

し，40週で非妊娠時の約4倍とpeakに達すると報

告している．このように，妊娠が進むにつれて，母
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図4．多嚢胞性卵巣症候群患者の妊娠における血中

　　testosterone値の推移

体血中testosteroneが増加するというのは，大体の

一致した意見であり，今回の結果においても，正常

妊娠において妊娠週数とともに，母体血中testoster－

one濃度は増加し，後期では非妊娠時の約5倍の増加

を示した．

　多嚢胞性卵巣症候群では，aromatase活性の障害

により，testosterone濃度の増加をきたしている6）が，

治療によりtestosterone濃度が正常域に達していて

も，PCOS妊娠群では，正常妊娠群に比べて母体血

中testosterone濃度の増加率は高く，後期では非妊

娠時の約7倍もの高値を示した．血中testosterone濃

度が妊娠時増加するのは，主として胎盤で産生され

ていると思われるtestosteroneが，単に増加するの

と，testosterone　binding　globuline（TBG）が増加

するという説がある1・7）．しかしいずれにしても正常

妊娠に比べて，PCOS妊娠群でtestosteroneの増加

率が高いことを考えると，PCOS妊娠群では胎盤お

よび卵巣でのaromatase活性低下の可能性がある．

今回検討したPCOS妊娠群では，妊娠中にtestoster－

oneが非常に高値であるにもかかわらず，　hirsutism

が妊娠前に比べ増強せず，また正常妊娠群でも同様

であることを考えると，TBGの増加が血中testoster－

one増加に影響している可能性を示唆している．この

ように，PCOS妊娠での高testosterone血症の意義

については明らかではないが，正常妊婦での胎児の

性分化，発育に作用しているのではないかといわれ

ており1），今後testosterone並びにその関連物質，児

の性別などについて検討を加えていきたいと思って

いる．

（本論文の要旨は，第41回日本産科婦人科学会中国

四国合同地方部会総会にて発表した．）
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The　plasma　testosterone　leve1

　　　
　　1n　pregnant　women　with

polycystic　ovary　syndrome

　　Kentaro　Takahashi，　Takaaki　Shirai，

　　　　Kazuo　Yosino，　Arata　Nishigaki，

　　　　　Yoshimi　Eda，　Akihiro　Uchida

　　　　　　　　　　　Manabu　Kitao

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　Shimane　Medical　University，

　　　　　　　　　Shimane　693，　Japan．

　　Plasma　testosterone　was　measured　during　preg－

nancy　in　five　women　with　polycystic　ovary　syn－

drome（PCOS）and　in　thirty・seven　normal　women．

In　normal　pregnant　women，　plasma　teStosterone

Ievel　was　increasing　gradually　on　the　advance　of

gestational　week，　and　reaching　three　times　and　five

times　the　prepregnancy　values　in　the　second　and

third　trimesters，　respectively．　In　PCOS　pregnant

women，　Plasma　testosterone　level　increased　more

than　that　of　normal　pregnant　women　with　three

times　and　seven　times　the　prepregnancy　values

during　the　second　and　third　trimester，　respectively．

During　Pregnancy，　plasma　testosterone　in　mainly

produced　in　placenta，　but　in　PCOS　pregnant

women，　it　is　suggested　that　the　increased　testoster・

one　level　was　due　to　the　reduced　activity　of

aromatase　at　placenta　and　ovary．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年7月24日）
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ASSOCIATION　OF　MENSTRUAL　DISORDER

AND　HYPERANDROGENISM

Shoichi　TANAKA，　Hiromi　FUKUE，　Masahiro　MIZUNUMA，

　　　　　Miho　FUJII，　Hiroshi　Yamamoto，　Hiroshi　HATA，

　　　　　　Toshiaki　ENDO　and　Masayoshi　HASHIMOTO

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　SapPoro　Medical　College，

　　　　　　　　　SapPoro　O60，　Japan

　Abstract：An　investigation　was　carried　out　to　know　relations　among　serum　LH，　FSH，　DHEA－S，

and　A－dione　in　the　27　cases　of　high　testosterone　cases　out　of　cases　of　abnormal　menstruation　as

the　subject．

　Out　of　the　27　cases，　amenorrhea　was　found　in　25　cases　and　anovulatory　cycles　were　noted　in　2

cases．　In　210ut　of　the　25　cases，　a　diagnosis　of　PCO　could　be　made．

　　Investigation　into　relations　between　serum　LH　and　testosterone，　DHEA－S，　or　A・dione　failed　to

reveal　any　relations　between　LH　and　DHEA・S　or　A－dione．

　　It　was　not　possible　to　clarify　the　mechanism　by　which　hyperandrogenism　acts　on　any　part　of

the　hypothalamic－pituitary－ovarian　system　thereby　causing　disturbed　menstruation。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril。，35（2），360－364，1990）

・lntroduction

　　Regular　menstrual　cycles　require　regular　secre－

tion　of　Gn－RH　from　the　hypothalamus，　gonado－

tropins　from　the　pituitary　and　various　steroid

hormones　from　ovary．　Abnormal　secretion　of

these　hormones　results　even　in　menstrual　dis－

order．　Amenorrhea，　irregular　menstrual　cycles

are　frequently　associated　with　hyperandrogenism

in　womenl・2｝．　The　mechanisms　underlying　this

association　are　unclear．　Abnormally　high　serum

androgen　levels　are　generally　found　in　women

with　clinical　signs　of　hyperandrogenism　and　dis－

turbed　ovarian　functionl・2｝，

　　In　order　to　know　the　effect　of　androgen　on　the

menstrual　cycle，　an　investigation　has　been　under－

taken　on　the　menstrual　cycle　in　hyperandro－

genemic　women　and　secretion　of　gonadotropin

and　steroid　hormones．

Materials　and　Methods

Subjects

Women　with　abnormal　menstruation，　particu－

larly　amenorrhea，　who　visited　our　clinics　were　the

subject．　Serum　levels　of　LH，　FSH，　prolactin

（PRL），　estradiol（E2），　and　testosterone　were　mea－

sured　in　amenorrheic　cases　as　the　routine　exami・

nation　to　find　high　testosterone　cases　with　85ng／

dl　of　testosterone．　Further，　dehydroepiandroster－

one　sulfate（DHEA－S）and　androstenedione（A－

dione）were　successfully　measured　in　27　subjects

with　high　testosterone　levels．　Serum　testosterone

was　measured　several　times　to　select　the　subject

who　repeatedly　showed　85ng／dl　or　higher　of

Serum　teStoSterOne．

Methods　to　determine　serum　gonadotropin　and

steroid　hormones
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　　The　RIA　kit　of　Daiichi　Radioisotope　Institute

and　CIS　RIA　kit　were　used　for　serum　levels　of　LH，

FSH，PRL，　and　E2　and　for　testosterone，　respective－

ly．　The　testosterone　levels　in　women　with　normal

menstrual　cycles　ranged　between　10　and　85ng／dl

by　the　method．　DHEA－S　and　A－dione　were　mea－

sured　with　the　kit　of　Otsuka　Assay　Laboratory．

Results

High　testosterone　cases

　　Serum　testosterone　levels　were　85ng／dl　or

higher　in　27　cases　who　were　in　their　teens　in　14

cases，　twenties　in　12，　and　thirties　in　one　case．

Their　menarches　averaged　at　12　years　and　g

month。　Out　of　the　27　cases，21　cases（77，8％）were

diagnosed　as　polycystic　ovary　syndrome（PCO）

based　on　the　PCO　criteria　of　our　clinic3｝．　The　21

cases　were　in　their　teens　in　ll　cases（52．4％）and

twenties　in　10　cases（47．6％）（Table　l　and　2）．

　　The　27　cases　of　abnormal　menstruation　consist－

ed　of　2　cases　of　anovulatory　cycles　and　25　cases　of

amenorrhea；8cases　were　the　married　and　19

were　the　unmarried．　The　married　all　had　the　chief

complaint　of　infertility　but　none　of　the　27　cases

complained　of　hirsutism　and　obesity．　The　serum

testosterone　level　in　the　27　cases　ranged　between

86and　227ng／dl（mean：126．4ng／d1）．　The　serum

testosterone　level　in　21　high　LH　cases（PCO）

ranged　between　86　and　220ng／dl（mean：119．Ong／

dl），　whereas　that　in　6　normal　LH　cases　ranged

between　101　and　227ng／dl（mean：152．3ng／dl）．

Serum　LH，　FSH　and　PRL　Ievels

　　The　LH　level　in　21　high　LH　cases（PCO）ranged

between　26．2　and　43．4miu／ml（mean：35．6miu／ml）

and　the　FSH　level，　between　6ユand　12．7miu／ml

（mean：9．6miu／ml）with　the　LH／FSH　ratio　of　3．7。

All　of　normal　LH　cases　other　than　PCO　cases

（22．2％）suffered　from　I　grade　amenorrhea　and，　on

the　basis　of　the　data　of　serum　LH　and　FSH　levels

and　LH－RH　test，　the　amenorrhea　was　considered

not　to　be　pituitary　but　hypothalamic　in　all　the

cases．　The　LH　level　in　the　6　cases　ranged　between

10．2and　23．9miu／ml（mean：169miu／m1）and　the

FSH　Ievel　ranged　between　3．2　and　9．4miu／ml

（mean：6．3miu／ml）．

　The　PRL　level　ranged　between　7．4　and　29．8ng／

6．0

？・．。
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　　　amenor「hea

　　　　　　　　　　　　　　　　DHEA－S（ng／ml）

Fig．1Correlations　between　the　serum　DHEA－S　and

　　　　　A－dione

ml（mean：12．8ng／ml）in　the　27　cases，7．4　and

19．4ng／ml（mean：11．5ng／ml）in　the　21　PCO　cases，

and　8．3　and　29．8ng／ml（mean：12．9ng／ml）in　the　6

normal　LH　cases．

Serum　DHEA－S　and　A－dione　Ievels

　　Fig．1illustrates　the　association　of　DHEA－S

with　A－dione　in　the　27　cases．　A　diagnosis　of　PCO

with　ovarian　hyperandrogenism　was　made　in　14

0f　the　21　PCO　cases；adiagnosis　of　PCO　with

adrenal　hyperandrogenism　was　made　in　3；and　the

rest　4　cases　were　of　normal　type．

Serum　E21evel

　　The　serum　E21evel　ranged　between　22　and

100pg／ml（mean：40．9pg／m1），　in　the　27　cases，22

and　100pg／m1（mean：41．Opg／ml）in　the　PCO　cases，

and　25　and　51pg／ml（mean：42．Opg／ml）in　the　6

normal　LH　cases，　respectively，　showing　no　differ－

ence　between　the　PCO　and　normal　LH　cases

（Table　l　and　2）．

Correlation　between　serum　levels　of

LH　and　testosterone，　DHEA－S，　or　A－dione

　As　seen　from　Fig．2and　3，　there　was　no　correla－

tion　between　the　serum　levels　of　LH　and　testoster－

one，　DHEA－S，　or　A－dione。

Discussion

　　Abnormal　menstruation　and　amenorrhea　have

been　reported　to　result　from　high　testosterone1・2）．

This　is　considered　to　be　due　to　functional　disorder

in　the　hypothalamic，　pituitary，　and　ovarian　sys一
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No

Table．1　Hyperandrogenism　in　women　with　high

Age

serum　LII

　　E2

（P9∫m1）

ievels　（PCO）

married（＋）　　LH　　　　FSII

umarried〔一）（miu・ml＞（miu　mD

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

／5

16

17

18

19

20

21

29

28

21

26

18

27

18

27

18

28

17

16

24

17

16

17

22

16

20

15

19

十

十

十

十

十

十

十

meaI1

33．1

43．1

30．3

40．7

26．2

45．6

25．9

28．3

4（1，8

34．7

39。1

35．1

35．4

28．9

42．7

3〔｝．9

42．0

39，1

36．7

39．8

28．9

35．6

　PRL
（n9”m1）

　test．

（ng／dl）

Adione　DHEA　S
（ng．”ml）　　（119「ml）

9．1

12．3

7．1

1／．8

8．1）

9．4

9．9

1Lg
lo．1

9．2

12．7

10．1

8．⊂）

10．5

6。1

9．2

10．5

9．8

10．0

8．8

6．4

9．6

1（1．3

16．〔1

11．6

12．3

7．5

112
19．4

9．8

11．9

14．5

13．2

7．9

7．4

13．4

10．3

7．9

7．7

11．0

16．7

／1．4

10．5

23

21

22

39

42

45

45

45

33

1（）（〕

55

39

34

62

45

29

30

25

23

66

32

41

94

156

97

140

100

179

89

88

93

105

88

99

148

220

1．14

86

94

138

95

124

122

2．12

4．L）O

I．50

3．65

2．65

1．98

2．88

1．49

3．06

L82
1．52

2．14

3．43

5．68

1．78

2．67

1．58

2．55

2．62

1．54

2．〔）7

11．5 119

1373

1237

1397

801

1729

833

1245

515

2577

1549

1669

3071

1041

1919

1736

1795

1382

1970

3767

1556

1407

No Age

1

2

3

4

5

6

16

29

18

32

18

20

mean

Tabie．2　Hyperandrogenism　in　wornen　with　nぐ）rmal　serulγ1　LH　levels

　　married（＋）　　LH　　　　FSI．I　　　PRL　　　　E」　　　test．　　Adione　DHEA　S

　　unmarried（一）（miu／mD（miu　ml）（ng　ml）　（P9　’ml）　（ng／dl）　（119一己mD　（ng　mD

十

十

19．1

19．7

17．8

10。L）

23．9

10．7

16．9

6．0

3．8

8．0

3．2

7．5

9。4

6．3

tem　caused　by　hyperandrogenism4）．

　　It　has　been　reported　that　serum　testosterone

Ievels　are　associated　with　changes　in　the　men・

strual　cycle　and　circadian　changes1・5・6｝．　According

to　Seki　et　a1．7），　however，　these　changes　are　so

small　that　it　is　hardly　necessary　to　take　them　into

consideration　in　the　determination　of　serum　tes－

tosterone　measurements．　The　serum　testosterone

10．3

29．8

9．o

lo．9

8．3

8．8

39

34

62

25

51

41

133

2〔）5

101

147

101

227

2．17

3．60

3．67

3．53

2．52

2．29

12．9 　42　　　　　　152．3

PRL：prolactin

E」　　：estradiol

teSt　：teStOSterOne

A　dione二androstenedione

DI．IEA　S：

1857

425

17・47

2678

2508

105〔〕

dehydroandrostenedione　sulfate

level　was　measured　in　the　present　study　in　the

subjects　of　amenorrhea　and　anovulatory　cycles

and　the　test　for　various　hormones　was　done　on

serum　samples　collected　at　the　first　visit　or　in　the
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Fig．2Correlations　between　the　serum　LH　and　testos－

　　　　　terone

morning　in　the　period　following　withdrawal　bleed－

ing．

　　The　25　cases　of　secondary　amenorrhea　were　all

of　I　grade　amenorrhea　and　210ut　of　them　were

found　to　be　PCO．　The　serum　testosterone　level

found　in　the　high　LH　cases　of　the　amenorrheic

cases　diagnosed　as　PCO　was　between　86　and

220ng／dl（mean：119．Ong／dl），　whereas　that　in　the　6

normal　semm　LH　level　cases　varied　between　101

and　227ng／dl（mean；152．3ng／dD，　indicating　that　it

was　Iower　in　the　high　serum　LH　level　cases．　Seki

et　aL7）have　reported　that　there　was　a　correlation

between　the　serum　testosterone　level　and　the　LH

level　in　I　grade　amenorrhea　patients　and　that　the

serum　testosterone　level　of　the　normal　LH　group

was　lower　than　that　in　the　high　LH　group　but

higher　than　that　in　normal　women　and　elevated　in

anovulatory　cases　which　did　not　exhibit　charac－

teristic　features　of　PCO．　The　findings　were　differ－

ent　from　our　data　where　on　correlation　was　found

between　the　Ievels　of　serum　LH　and　testosterone

as　shown　in　Fig．2．　Seki　et　al．7）also　have　reported

that　it　is　not　clear　whether　high　testosterone

levels　in　the　normal　LH　group　are　responsible

even　in　part　for　abnormality　in　the　hypothalamic－

pltultary－ovarlan　system，

　　It　is　generally　accepted　that　increased　secretion

of　serum　LH　stimulates　testosterone　production

mainly　in　the　ovary8）．　As　shown　in　Fig．3，　how一
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　androstenedione（ng／mj）　　　　　　DHEA－S（ng／ml）

Fig．3Correlations　between　the　serum　LH　and　A－

　　　　　dione　or　DHEA－S

ever，　serum　LH　was　found　to　have　no　relations

with　A・dione，　one　of　testosterones　which　is　of

ovarian　derivation，　and　with　DHEA－S　of　adrenal

derivation，　indicating　no　clear　correlations　that

increased　secretion　of　serum　LH　stimulates　tes－

tosterone　production　in　the　ovary，

　　Classification　of　PCO　cases　in　terms　of　DHEA・

Sand　A－dione　into　ovarian　and　adrenal　types

resulted　in　the　result，　contrary　to　the　previous

data3），　that　ovarian　type（14　cases）was　more　than

adrenal　type（3　cases）as　shown　in　Fig．1。　This

would　be　due　to　the　difference　in　the　subjects　of

PCO　who　were　selected　from　among　high　serum

testosterone　cases　in　the　present　study　but　which

was　diagnosed　on　the　basis　of　serum　levels　of　LH

and　FSH　and　the　LH／FSH　ratio　in　the　previous

report3）．

　　There　are　many　reports　describing　that　PCO

cases　are　complicated　with　high　serum　PRL8）．

The　present　data　showed　that　the　PRL　level　in　the

PCO　cases　was　within　the　normal　range　and　that

there　was　no　difference　between　the　normal　LH

cases　and　the　PCO　cases．　Some　reports　describe

that　high　PRL　influences　ACTH　secretion　by　the

pituitary　gland　thereby　stimulating　DHEA－S

secretion　in　the　adrenal　glands8・9）but　our　data　did

not　show　any　relations　between　the　PRL　level　and

DHEA－S　by　the　finding　that　serum　PRL　Ievels　in

the　PCO　cases　were　within　the　normal　range

（Table　1），　We　have　failed　to　obtain　the　results

indicating　positive　participation　of　PRL　in

DHEA－S　secretion．

　　Serum　E2　is　derived　from　A－dione　by　aromat一
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ization．　The　E21evel　in　the　present　study　was

40．9pg／ml　which　is　higher　than　the　level　in　the

follicular　phase　of　the　normal　menstrual　cycle，

suggesting　a　possibility　that　hyperandrogenism　is
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●
responsible．

　　The　present　data　would　not　allow　us　to　consider

that　hyperandrogenism　resulted　from　high　LH．

There　were　no　results　clearly　indicating　that

hyperandrogenism　promotes　LH　secretion　which

then　stimulates　the　ovary　to　secrete　ovarlan　tes－

tosterone　in　an　increased　amount．　Therefore，　it

was　impossible　to　clarify　the　cause　of　hyperan－

drogenism　and　the　mechanism　by　which　abnormal

menstruation　and　amenorrhea　develop．　Further

studies　will　be　required　to　clarify　the　patho－

physio童ogy　of　ovulatory　dysfunction　associated

with　hyperandrogenism　in　women．
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　　月経異常を主訴に来院した症例で血中testosterone

値が高値を示した27例の血中LH，　FSH，　Dehydro－

epiarldrosterone－sulfater（DHEA・S＞，　Androste・

nedione（A－dione）との相関を検討したので報告する．

　27例の月経異常は25例が無月経，2例が無排卵周期

症であった．無月経症例25例のうち21例はpolycystic

ovary　syndrome（PCO）であった．

　血中LHとtestosterone，　DHEA・S，　APdioneとの

相関を検討した．

　血中LHとtestosteroneとは相関はなく，　LHと
DHEA－S，　A・dioneとの間にも相関は認められなかっ
た．

　　高testosteroneが視床下部一下垂体一卵巣系のとの

部位に作用して月経障害を喚起する機序について明ら

かには出来なかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年7月24日）
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八味地黄丸投与により妊娠・分娩に至った

pituitary　microadenomaを伴った

高プロラクチン血症の一例
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　プロモクリプチン治療にて妊娠に至らなかったpituitary　microadenomaを伴った高プロラクチン血

症性不妊婦人に，八味地黄丸エキス穎粒を投与し，正常な妊娠・分娩に至った症例を経験した．

　以上より，八味地黄丸エキス穎粒が，高プロラクチン血症性不妊症の治療に有効であることが示唆

された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，35（2），365－369，1990）

緒　　言

　高プロラクチン血症性不妊婦人の治療に，プロモ

クリプチンが汎用され，著効をあげている．

　一方，プロモクリプチンを投与しても妊娠しにく

い症例や，プロモクリプチンの持つ副作用（嘔気，

嘔吐など）の為，治療を中断せざるをえない症例も

少なくない．

　不妊領域において，副作用の少ない漢方製剤が広

く用いられており，われわれは，乏精子症患者の八

味地黄丸エキス穎粒での治療に際し，同剤が高プロ

ラクチン血症に有効である可能性を示唆した1）．

　今回，pituitary　microadenomaを伴った高プロラ

クチン血症性不妊婦人に八味地黄丸エキス穎粒を投

与し，妊娠・分娩に至った症例を経験したので報告

する．

症　　例

　患者：F．Y．，37歳

　主訴：続発性不妊

　妊娠分娩歴：1回経妊0回経産

　月経歴：初経14歳，周期24－29日型，持続6日

間，中等量，BBT　2相性

　既往歴：23歳急性肝炎

　家族歴：特記事項なし

　現病歴：昭和56年，妊娠2カ月で自然流産．

　続発性不妊を主訴に近医を受診し，黄体機能不全

と診断されたが，治療は受けなかった．

　昭和59年5月，続発性不妊を主訴として当科を受

診した．

　初診時全身所見：＋31％の高度肥満を認めたが，

色素沈着，多毛，乳汁漏出などの異常は認められな
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かった．

　初診時内診所見：異常なし

　初診時検査所見：内分泌学的所見としては，血中

FSH　15．3mlU／ml，　LH　21，4mlU／m1，プロラクチ

ン62ng／ml，エストラジオール17β（E，）102　pg／m1，

プロゲステロン12．7ng／ml，テストステロン0．5ng／

ml，　T，118　ng／dl，　T411．0μg／dl，とプロラクチン

値の高値を除き，他は正常であった．LH－RHテスト

に異常は認められなかった（図1）．トルコ鞍単純写
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真も正常であった（図2）．

　その他，月経血結核菌培養，子宮卵管造影，卵管

通気検査などにも異常を認めず，高プロラクチン血

症を伴う続発性不妊症と診断した．

　臨床経過：昭和59年7月より，プロモクリプチン

（パーロデル⑪，サンド薬品，東京）5．Omg／日にて治

療を開始したが，内服を怠り，血中プロラクチン値

が143ng／mlまで上昇した時を除き，血中プロラク

チン値は順調に低下した．

　血中プロラクチン値が15ng／mlを維持した為，昭

和60年10月初旬にプロモクリプチン投与を中止し

たが，投与中止後2週間目に血中プロラクチン値は

再び259ng／mlに上昇した為，同年10月下旬より八

味地黄丸エキス顯粒（ッムラ，東京）5．09／日を開

始した．開始前のTRHテストにおいて，負荷前の血

中プロラクチン値は259ng／mlと高値で，負荷30分

後の血中プロラクチン値は472ng／m1と過剰反応を

示した（図3）．

　トルコ鞍単純写真では，前回同様，異常が認めら

れなかった．

　八味地黄丸エキス穎粒製剤の投与により，血中プ

ロラクチン値は緩徐ながらも順調に低下し，4週間

後には71ng／mlを示した．

　しかし，血中プロラクチン値が70ng／ml未満に低

下しない為，同年12月上旬より，同剤を7．59／日に

増量したところ，昭和61年1月上旬から血中プロラ

クチン値は40～60ng／mlを維持し，同年2月4日に

妊娠5週と診断し，八味地黄丸の投与を中止した．

妊娠中，血中プロラクチン値は，60　一一　135　ng／mlを維

持し，経過は順調で，同年10月9日（妊娠40週5

日）自然陣発し，3650grの男児を正常分娩した．児

のApgar　scoreは8点（1分後）－10点（5分後）

で，胎盤（598gr）にも異常は認められなかった．児

に奇形等の異常は認められず，その後の発育も正常

である．
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　分娩後，乳汁分泌が不良であった為，約3カ月間

で授乳を中止した．

　月経は，昭和62年1月より再来し，24－29日周期

で，BBTは2相性を示した．

　昭和62年4月（分娩6カ月後）に施行したトルコ

鞍冠状CT（Computed　Tomography）にて，6×

8mmのpituitary　microadenomaが認められ，同年

8月，精査目的の為に当院に入院した．

　血中プロラクチン値72ng／mlを除き，他のホルモ

ン値は正常であ，った．又，TRHテストでは過剰反応，

プロモクリプチンテストでは血中プロラクチン値の

低下，LDOPAテストではやや不良な血中プロラク

チン値の低下が認められた（図4－6）．

　入院後のトルコ鞍CT，及びMRI（rnagnetic　reso－

nance　imaging）では，前回同様にpituitary　micro・

adenomaが認められたが，大きさに変化は認められ

なかった（図7）．

臨床症状がないこと，血中プロラクチン値が非常

入
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図6　入院時のL・DOPAテスト

図7．入院時（分娩10カ月後）のトルコ鞍CT，及びMRI

に高い値ではなく50～70ng／mlを維持していること，

画像診断上，pituitary　microadenomaの大きさに変

化がないことなどより，経過観察とし，同年8月末

に退院した．

　同年9月より，八味地黄丸エキス穎粒5．0～7．S9／

日の再投与を開始し，昭和63年12月まで経過をみ

ているが，血中プロラクチン値は40～60ng／mlを維

持している．途中，八味地黄丸エキス穎粒の内服を

怠った期間があるものの，前回のように血中プロラ

クチン値が上昇することはなかった．又，昭和63年

4月（分娩後18カ月）に施行したトルコ鞍CTでは，

画像上pituitary　microadenomaの大きさに変化は

認められなかった．図8は初診時よりの全経過を示す．

考　　察

　八味地黄丸は，8種類の生薬成分からなり1），主な

薬理作用として，利尿作用，末梢血管拡張作用，脂

質分解阻害作用，蛋白合成促進作用，抗アレルギー

作用などが挙げられ，インポテンツ，糖尿病，高血

圧，神経衰弱，皮膚掻痒症，膀胱炎などに広く使用

されてきている2）が，近年は，更に男性不妊症での乏

精子症の改善にも用いられている3・4）．

　臼杵ら1・5）は，乏精子症患者の治療に際し，八味地

黄丸エキス穎粒の投与により，高プロラクチン血症
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図9．八味地黄丸エキス穎粒投与前後の血中プロラクチ

　　　ン値

が改善される傾向にあることを報告した（図9）．

　ラットを用いた基礎的実験で，八味地黄丸エキス

が視床下部レベルでのドーパミンの増加と下垂体レ

ベルでのドーパミン受容体の増加を促す作用がある

こと（未発表）から，われわれは，不妊症を主訴に

来院する女性のうち，プロモクリプチンを長期間投

与するも妊娠しない高プロラクチン血症性不妊患者

への八味地黄丸エキス穎粒の投与を検討し，その有

効性を認めている6・7）．

　更に，八味地黄丸エキス穎粒投与を中止した場合

のlingering　effect，ないしirreversibilityにっいて

も，数例に確認されている．

　副作用の点でも，軽度の嘔気が認められたのみで，

投薬を中止するには至らなかった．

　一方，ドーパミン作働性麦角誘導体であるプロモ

クリプチンは，投与により比較的急激に血中プロラ

クチン値を低下させ8・9），山路ら1°｝によると，投与中

断により，すぐに血中プロラクチン値が上昇し，前

値の平均78％に戻ると報告されている．

　今回の症例は，昭和51年に結婚し，5年間避妊後，

昭和56年に妊娠2カ月で自然流産し，昭和59年5

月に続発性不妊を主訴に当科を受診した．諸検査に

より，高プロラクチン血症を伴う続発性不妊症と診

断し，プロモクリプチン投与により，すぐに血中プ

ロラクチン値は30ng／m1未満の値を維持したが，投

与を中止すると，血中プロラクチン値は前値を越え

て259ng／mlまで上昇した．

　約1年半にわたり，プロモクリプチンを投与した

が，妊娠には至らなかった．

　そこで，八味地黄丸エキス穎粒の投与に変更した

ところ，血中プロラクチン値は緩徐に低下し，その

値は八味地黄丸エキス穎粒を投与しても41～65ng／

mlと比較的高値を維持しており，投与を中止しても
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再上昇しなかった．

　更に，血中プロラクチン値が正常域に達しなかっ

たにもかかわらず，正常な妊娠，及び分娩に至った．

　このことは，八味地黄丸エキス穎粒が，血中プロ

ラクチン値を改善させるだけでなく，漢方特有の全

身改善作用6｝も関与しているものと推測できる．

　今回の症例を含め，高プロラクチン血症の治療に

際し，八味地黄丸エキス穎粒を使用した際の特徴に

ついてまとめてみると，

　1．八味地黄丸エキス穎粒投与による血中プロラ

　　クチン値の低下は，プロモクリプチンに比べ，

　　緩徐である．

　2．低下値は，比較的高値を維持する．

　3．投与中止後の血中プロラクチン値のlingering

　　effect，ないしirreversibilityは，プロモクリプ

　　チンよりも強い．

　4．血中プロラクチン値が正常化しない場合でも

　　妊娠の可能性が認められ，漢方特有の全身改善

　　作用の関与が考えられる．更に，妊娠，分娩，

　　児への影響も認められない．

　5．pituitary　microadenomaに対するプロモクリ

　　プチンによる腫瘍縮小効果が，以前報告された

　　が，その一方，山路ら10）は，トルコ鞍CTで得ら

　　れる腫瘍縮小効果に関して，変化の可逆性も報

　　告した．

　　　八味地黄丸エキス穎粒の腫瘍縮小効果に関し

　　ては，現在のところ，症例が少ないこともあっ

　　て不明である．

おわりに

　プロモクリプチン投与にもかかわらず，1年半妊

娠しなかったpituitary　microadenomaを伴った高プ

ロラクチン血症患者に，八味地黄丸エキス穎粒を投

与し，妊娠，分娩に至った1例を報告した．

　今後，更に経過を追い，八味地黄丸エキス穎粒の

血中プロラクチン低下機序，及び腫瘍縮小効果につ

いて，検討を加えたい．
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Successful　treament　of

　　hyperprolactinemia　with

　　Hachimijiogan　resulted　in

normal　pregnancy　and　delivery：

　　　　　acase　report

Sayuri　Kubota，　Satoshi　Usuki，

Akinori　Oki，　Yoslhito　Ichikawa

　　and　Hirokazu　Iwasaki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Institute　of　Clinical　Medicine，

　　　　University　of　Tsukuba，

　　　　　Ibaraki　305，　Japan

　The　hyperprolactinemic　infertile　woman　with　a

pituitary　microadenoma，　who　was　resistant　to

bromocriptine　treatment　as　to　induction　of　preg－

nancy，　succeeded　in　normal　pregnancy　and　delivery

by　treatment　with　Hachimijiogan，　traditional

herbal　medicine．　The　present　paper　reports　one

case　who　conceived　and　gave　birth　to　healthy

appropriate－for－date　infant　following　Hachimi・

jiegan　treatment．

　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月19日）
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　正常月経周期をもつボランティア36名に対しTRH250μg負荷試験を施行し，MRC　81／541を標準

品としたIRMA法を用いてプロラクチン（PRL）の測定を行なった．その結果，1）PRLの正常基礎

分泌値は16ng／ml未満であった．2）潜在性高プロラクチン血症（OHP）の診断基準は基礎分泌値正

常，負荷15分値140ng／ml以上であり，100　・一　139　ng／m1にあるものをOHP疑診群とした．また，こ

の診断基準に基づき当科内分泌外来を受診した249名について検討を加え，OHPに対するBromo－

criptineの反応性についても検討した．1）0｝IPは249例中23例（9．2％）に認められ，　OHP疑診

群は26例（10．4％）に認められた．2）OHPのうち下垂体型を除けば，　Bromocriptineの投与は非

常に有効であった（排卵率66．7％）．またOHP疑診群においても下垂体型を除けば非常に有効である

と考えられた．3）OHPおよびOHP疑診群に対するBromocriptineの有効性をTRH負荷試験の結

果から事前に類推することはできなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），370－374，1990）

緒　　言

　血清PRLの測定は内分泌外来診療においては不可

欠な検査であり，ラジオイムノアッセイ（RIA）法の

導入とともにルーチンに行なわれてきている．

　従来PRLの測定にはNIHのVLSシリーズを標準

品としたRIAが用いられていたが，1989年7月頃か

らWHOのlst－IPR－PRL　75／504を標準品としたim－

munoradiometric　assay（IRMA）法が使用されて

きており，それに伴いPRLの正常値も従来の2抗体

法に比べ，低値を示すことが報告されている．

　また近年，夜間睡眠間に一過性の高PRL状態を示

し，それに起因する排時卵障害を呈する病態を潜在

性高PRL血症（occulted　hyperprolactinemia：

OHP）と呼び，高PRL血症とともに数多く報告され

注目を浴びている．本来OHPの診断には夜間睡眠時

の血清PRL値の測定が不可欠ではあるが，外来診療

上困難であるためその簡便な診断法としてTRH
（thyrotropin・Releasing　Hormone）負荷試験が汎用

されている．しかし，TRH負荷試験によるOHPの

診断基準は施設により種々であり一定していない．

　そこで今回，正常月経周期をもつボランティアに

対してTRH負荷試験を行ない，　MRC　81／541を標準

品とするIRMA法を用いて血清PRL値を測定し，

PRLの正常基礎分泌値とOHPの基準値の設定を試

みた．また，設定された基準値をもとにOHPに対し
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てBromocriptine治療を施行し，その排卵効果を検

討した．

対象および方法

1．TRH負荷試験
　正常月経周期をもち，基礎体温から自然排卵のあ

ることを確認し得たボランティア36名に対して月経

周期の7日前にTRH（TRH注射液タナベ）250μg

を肘静脈から静注し，負荷前および負荷後15分に採

血しPRL値をそれぞれ測定し，正常基礎分泌値と

OHPの診断基準値を決定した．ボランティア36名

の年齢は18～36歳，平均25．5歳であり，月経周期

は27　’一　36日，平均29．6日であった．PRLの測定は

MRC　81／541（National　Biological　Standard

Boads）で検定されたヒト下垂体抽出PRLを標準品

として用いたIRMA法により行なった．この標準品

はWHOの標準品と1ngMRC　81／541＝37μIU　lst－

IRP－PRL　75／504で換算することができる．

2．当科内分泌外来におけるOHPの検討

　1988年7月から1989年5月までの11か月間に月

経不順および排卵障害を主訴として当科内分泌外来

を来院し，LH－RH負荷試験およびTRH負荷試験を

施行し得た249名のうちOHPと診断された症例に対

して検討を加えた．LH－RH負荷試験とTRH負荷試

験は消退出血7±1日目にLH－RH　100μg（LH－RH

注射液タナベ）とTRH　250μg（TRH注射液タナベ）

を肘静脈から静注し，負荷前および15分，30分，60

PRL
ng／ml

　150

100

50

　　　　　0　　　　　　　　15　　　　　min

Fig．1TRH負荷試験におけるPRL測定値

分，120分に採血しそれぞれのPRL値，　LH値，　FSH

値を測定した．

　またLH－RH負荷試験により排卵障害の部位別に

視床下部型，下垂体型，PCO型，卵巣型の4型に分

類した．LHの基礎分泌値とFSHの基礎分泌値から

LH〈1．5mIU／ml，　FSH〈3mIU／mlの両者を満た

すものを下垂体型，LH≧16　mIU／ml，　FSH≧24

mIU／mlの両者を満たすものを卵巣型，LH≧12　mIU／

ml，　LH・FSH≧1．8の両者を満たすものをPCO型と

し，これらに属さないものを視床下部型とした．

3．OHPに対するBromocriptineの反応性

　OHPに対するBromocriptineの反応性を検討する

ために，OHP群12例，　OHP疑診群4例にBromo－

criptine（Palodel⑪）5mg／dayを3か月間単独投与

し，排卵の有無を確認した．

成　　績

1．TRH負荷試験
　正常月経周期をもつボランティア36名のPRL基

礎分泌値は6．6±8．8ng／ml（mean±2S．D．）であり，

TRH負荷後15分のPRL値は75±64　ng／mlであっ

た（Fig，1）．以上よりPRL基礎分泌正常値は16　ng／

ml未満であり，OHP診断標準は基礎分泌値16　ng／

ml未満でかつ負荷後15分値がmean＋2SD．すなわ

ち140ng／ml未満とした．また，負荷後15分値が

mean＋1SD．からmean＋2S．D．すなわち100　・一　139

ng／mlを示した症例をOHP疑診群とした（Fig．　2）．

2．内分泌外来におけるOHPの検討

PRL
ng／m2

150

139

100

50

16

　OHP

物
，’ 2SD　iE，…，，

i・・5．P　OHpii

：：

1SD：…

　　0
　　　　　　0　　　　　　15　min

Fig．2PRL正常基礎分泌値とOHP診断基準
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　249名に対しLH－RH・TRH負荷試験を施行し，

そのうちOHPの診断基準を満たしたものは23例（9．2

％）であり，OHP疑診例は26例（10．4％〉であっ

た（Table　1）．排卵障害の部位別に見ると，　OHPは

視床下部型で14例（10．6％），下垂体型で4例（6．3

％），PCO型で5例（10．4％）に認められ，卵巣型

には認められなかった．またOHP疑診例は視床下部

型で14例（10．6％），下垂体型で8例（12．5％），

PCO型で3例（6．3％），卵巣型で1例（20．0％）に

認められた．

　ボランティアを正常群として，さきの249例のう

ちのOHP群とOHP疑診群の各々のPRL基礎分泌
値を正常群と比較すると，正常群6．6±4．4ng／ml

（mean±1SD．），　OHP群9．6±3．Ong／m1（mean±

1　S．D．），　OHP疑診群8．8±2．7（mean±1S．D．）と

両群ともに統計学上の有意差が認められた（Fig．3）．

この結果は正常群とOHPとを負荷前値のみで鑑別し

得る可能性を示していると考えられるが，両者の基

礎分泌値はオーバーラップしてしまい鑑別すること

はできないとする報告があり，今後症例を増やして

の検討が必要である．

3．Bromocriptineに対する反応性

　OHP群23例のうち下垂体型の4例を除く19例に

Bromocriptine　5　mg／dayを3か月間投与し，脱落症

例7例（うち嘔気，嘔吐等の副作用発現による服用

中止3例）を除外した12例中8例（66．7％）に基礎

体温上の排卵を認めた（Table　2）．その内訳は視床

下部型5例，PCO型3例であった．一方，　OHP疑診

群26例のうち下垂体型8例を除く18例のうち10例

にBromocriptine　5　mg／dayを3か月間投与し，脱

落症例6例（うち副作用出現による服用中止4例）

を除く4例中3例（75．0％）に排卵を認めた（Table
3）．

Teble．2011PにおけるBromocriptineに対する反応性
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　また，Bromocriptineを投与したOHP　12例と

OHP疑診群4例の排卵を認めた反応群と排卵の認め

られなかった非反応群とに分けてTRH負荷試験によ

るpeak　PRL値を比較してみたが，　OHP群の反応群

195±4・ng／ml（mean±1S．D．），非反応群168±15

ng／ml（mean±1S．D．），　OHP疑診群の反応群127±

6ng／ml（mean±1SD．），非反応群127±6ng／ml

（mean±1S．D．）とOHP群で若干反応群に高い傾向

は見られるものの，両群ともにBromocriptineに対

する反応性には有意差は認められなかった（Fig．4）．

すなわちTRH負荷試験の反応性により，前もって

Bromocriptineが有効かどうかを判定することはで

きないことが示唆された。

考　　察

　近年，PRLのみならずLH，　FSHの測定において

も従来より汎用されているNIH標準品を用いたRIA

2抗体法に代わりWHO標準品を用いたimmunor－

adiometric　assay（IRMA＞法が主流となってきて

いる．測定法と標準品の変換とともに，その測定値

も変化しRIA　2抗体法に比べ低値を示す．今回の検

討では成人女性のPRLの基礎分泌正常値は16　ng／

ml未満であった．これは諸家の報告と一致している’）．

　また夜間睡眠時に一過性の高PRL状態を示し，そ

れに起因する排卵障害を示す病態を潜在性高PRL血

症（occulted　hyperprolactinemia：OHP）と呼び，

高PRL血症（hyperprolactinemla：HP）とともに

注目されており，多くの報告がある2’－5｝．OHPは夜

間睡眠時の血清PRLの増加が診断の決め手となるが，

外来診療において全例に血清PRL値の日内変動を測

定することは困難であるため，種々の負荷試験によ
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り診断することが一般に行なわれている．その中で

もTRH（Thyrotropin－Releasing　Hormone）負荷

試験は広く用いられ，OHPの診断に有用であること

が報告されている6）．しかし，その診断基準は施設に

よりまちまちであり，今回WHO標準品を用いた

IRMA法の導入に伴いOHPの診断基準値を設定し

てみた．その結果，TRH　250μg静注負荷後15分値

が140ng／ml以上を示す症例をOHPと設定し得た．

また，100　一・　139　ng／mlにある症例はOHP疑診群と

し，OHPに準ずる治療を行った，排卵障害，月経不

順を主訴とする患者249例中OHPは23例（9．4％）

に認められ，HP　35例（14．1％）よりもやや低値を

示した．

　PRL基礎分泌値の正常群とOHP群，　OHP疑診群

との比較では統計学的には有意差を認めたが，これ

は正常群とOHPとを負荷前値のみで鑑別し得る可能

性を示している．しかし，森らは正常例とOHP例の

基礎分泌値はオーバーラップしてしまい，昼間値の

測定によって両者を鑑別することはできないとして

おり5），今後症例数を増やしての検討が必要である．

　高PRL血症に対するdopamine　agonistである

Bromocriptine（Parlodel）の有用性は周知のことで

あるが，OHPに対しての有効性も数多く報告されて

いる7）．今回の投与例においてもOHP群で66．7％，

OHP疑診群で75．0％と良好な排卵率を示した．ま

た，Bromocriptineに対する反応性から有効群と無

効群のPRLのpeak値を比較してみたが，　OHP群，

PRL
ng／m9
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　＊
fi＊

一NS．
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ZZI］　OHPNtS群
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Fig．3各群におけるPRLの基礎分泌値とpeak値
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OHP疑診群ともに両者に有意差を認め得なかった．

すなわちTRH負荷試験の反応性により，前もって

Bromocriptineが有効かどうかを類推することはで

きなかった．PRLはheterogeneityが存在し，近年

その生物活性についての検討が試みられているが8・9），

有効群と無効群とに有意差を認めなかったことは，

TRH負荷に反応するPRLのheterogeneityの相違

がBromocriptineに対する反応性の相違として現れ

てくるためかもしれない．

結　　論

　1．正常月経周期をもつボランティア36名に対し

てTRH　250μg負荷試験を行ない，　IRMA法による

血清PRL測定を行ない以下の結果を得た．

　1）PRL基礎分泌値は16　ng／ml未満であった．

　2）負荷後15分値はmean±2S．D．で139　ng／ml，

mean±1S．D．で100　ng／mlであった．以上より140

ng／ml以上をOHP，100　・一　139　ng／mlをOHP疑診と

した．

　2．上記の診断基準に基づき当科内分泌外来にお

けるOHPの検討を行なった．また，　OHPに対する

Bromocriptineの反応性についても検討した．

　1）OHPは249例中23例（9．2％）に認められ，

OHP疑診群は26例（10．4％）に認められた．

　2）OHPのうち下垂体型を除けば，　Bromo・
criptineの投与は非常に有効であった（排卵率66．7

％）．また，OHP疑診群においても下垂体型を除け

ば非常に有効であると考えられる．

　3）OHPおよびOHP疑診群に対するBromo－
criptineの有効性をTRH負荷試験の結果から事前

PRL
ng／ml

　200

100

N．S．

囮
口

N．S．

一

　　　　　OHP群　　　OHP疑診群
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Fig．4Bromocrlptineに対する反応性とpeak　PRL値
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に類推することはできなかった．

　　本論文の要旨は第34回日本不妊学会総会学術講

演会（旭川）において発表した．
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日不妊会誌　35巻2号

　　　　The　TRH　test　using

　　the　IRMA　method　and

occulted　hyperprolactinemia

　　　Satoshi　Itoh，　Yuka　Toyonari，

Chikayoshi　Okabe，　Hiroyuki　Takeuchi，

Masaru　Fukuda　and　Michio　Takada

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　　School　of　Medicine，

　　　　　　　　Juntendo　University，

　　　　　　　　　Tokyo　113，　Japan

　　A250μg　TRH　test　was　performed　on　36　volun－

teers　with　normal　menstrual　cycles，　and　prolactin

（PRL）was　measured　by　the　IRMA　method　using

MRC　81／541　as　the　standard．　The　results　indicated

that　1）the　normal　basic　secretion　level　of　PRL　was

under　16ng／m1，　and　2）the　diagnostic　criteria　for

occulted　hyperprolactinemia（OHP）are　a　normal

basic　secretion　level　and　a　l5・minute　value　of　at

least　l40ng／ml．　Cases　in　the　100－139ng／ml　range

were　suspected　OHP　cases．　Based　on　these　diagnos－

tic　criteria，2490utpatients　complaining　mainly　of

menstrual　and　ovulatory　disorders　in　the　Endo－

crinological　Clinic　were　studied．　The　response　of

Bromocriptine　to　OHP　was　also　examined．1）OHP

was　confirmed　in　230ut　of　249　cases（9．2％）and

OHP　was　suspected　in　26　cases（10．4％）．2）If　the

pituitary　type　of　OHP　was　excluded，　administra・

tion　of　Bromocriptine　was　very　effective（ovulation

rate：66．7％）．　In　the　suspected　OHP　group，　Bromo・

criptine　was　also　very　effective　if　the　pituitary　type

cases　were　excluded．3）The　efficacy　of　Bromo・

criptine　against　OHP　and　suspected　OHP　could　not

be　inferred　beforehand　from　the　results　of　the　TRH

test．

　　　　　　　　　　　　　　　｛受付：1989年10月3日特掲）
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　　Abstract：The　concentration　of　endothelin－1（ET・1）in　plasma　and　amniotic　fluid　from　normal

pregnant　women　was　determined　by　a　sensitive　sandwich・enzyme　immunoassay　system，　establi－

shed　recently．　The　plasma　ET－11evel　increased　gradually　during　normal　pregnancy　as　the

pregnancy　advanced，　the　levels（0．39±0．13　pmol／1，　n＝42）being　significantly（p＜0．05）higher　after

29weeks　of　gestation　than　those（0．33±0．08　pmol／1，　n＝28）before　28　weeks　of　gestation．　The

plasma　ET－l　level　during　labor　pain　was　significantly　higher（0．59±0．18　pmo1／1，　n＝10）compared

with　that（0．39±0ユ3　pmo1／1，　n＝42）in　the　third　trimester　of　pregnancy　without　labor　pain（p＜

0．02）．Moreover，　a　high　level　of　ET・1（17．38±6．43　pmol／1，　n＝18）was　detected　in　amniotic　fluid　on

term　delivery．　The　ET－11evel　in　amniotic　fluid　was　significantly　higher　than　those　in　maternal

and　umbilical　cord　plasma（p〈0．001　and　p＜0．001，　respectively）．　After　delivery　the　maternal　ET－1

1evel　decreased　gradually　and　2　day　postpartum　ET－11evels　reached　the　normal　non－pregnant

leve1．

　These　results　suggest　that　ET－1　may　play　an　important　role　in　uterine　contraction　and　also

participate　in　labor．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steri1．，35（2），375－382，1990）

Introduction

　　Endothelin（ET），　which　was　isolated　from　con・

ditioned　culture　medium　of　porcine　aortic　endoth－

elial　cells，　exhibits　strong　　vasoconstricting

activity，　being　at　least　l　or　two　orders　of

magnitude　more　potent　than　other
vasoconstrictorsD，　such　　as　angiotension　　II2），

vasopressin3），　neuropeptide　Y4），　Bay　K　86445），

histamine5），　acetylcholine5），　or　prostaglandin　F2α5）．

Amino・acid　sequences　of　human　and　porcine　ET－1

are　an　identical　peptide6）．　It　has　become　evident

that　this　peptide　causes　a　potent　lon9－lasting

vasoconstriction　and　pressor　response1・7・B），　and

exerts　positive　inotropic　and　chronotroP量c　actions

on　the　Myocardium9・io）．　In　addition，　ET　releases

eicosanoids　from　the　lungll〕and　stimulates　the

release　of　neurotransmitters　in　the　spinal　cordl2）．

These　observations　suggest　its　important　role　in

the　physiological　function　of　various　systems．

Recently，　the　three　isopeptides　of　human　ET　have

been　identified　by　screening　a　genomic　deoxyr一
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Preproendothelin
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　203
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　　　（38

endothelin

amino　acid　residues）

　　　　　　　　　「●レEndothelin－converting　enzyme

Mature　endothelin（21　amino　acid　residues）

Endothejin－　1 Endothelin－2 Endothelin－3

隔・v・・T・・ll，，）N

1・aT・pC

　21

　　　　　Structures　of　preproendothelin　and　mature　endothelin．　Structure　of　big　ET・1　cDNA，Fig．1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cys・Ser－　　　　　Glu・His・Va1－Va1－Pro－Tyr－Gly－Leu・Gly－Ser－Pro－Arg－Ser；porclne　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　big　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ET－1，

Cys－Ser－Ser－Leu・Met・Asp－Lys－Glu－Cys－Val－Tyr－Phe・Cys－His－Leu－Asp・lle・Ile・Trp・Val－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

Asn・Thr－Pro－Glu－His－lle－Val・Pro・Try－Gly－Leu－Gly・Ser・Pro－Ser－Arg－Ser）．　The　small

closed　circles　indicate　different　amino　acids．

ibonucleic　acid（DNA）library　and　named　ET・1

（the‘classicaP　ET），　ET－2　and　ET－313）（Fig．1），　and

ET－1（1－21）is　the　most　active　form14）．　However，

the　physiological　significance　is　still　poorly　under－

stood．　Recently，　we　first　established　a　sensitive

enzyme　immunoassay（EIA）for　human　ETI5）．

This　method　will　enable　us　to　study　on　its　roles　in

various　physiological　systems　via　determination

of　the　ET　concentration．

　　The　present　study　was　performed　to　determine

the　concentration　of　immunoreactive　ET－1　in

maternal　blood　during　normal　gestation，　labor

and　the　postpartum　period，　and　in　amniotic　fluid

and　umbilical　cord　blood　on　delivery．　Furthermor－

e，we　compared　their　mutual　relationships．　The

relationship　between　these　parameters　and　feta1

sex，　birth　weight　and　placentae　were　also

analysed．

Materials　and　Methods

Antibodiesプ「or　sandwich・enayme　immecnoassay．　A

monoclonal　antibody，　AwETN40（lgG1，　K）15），　was

derived　from　the　fusion　product　of　mouse

myeloma　cells　and　splenocytes　of　mice　immunized

with　synthetic　ET．　The　neutralizing　activity15）of

AwENT40　was　assessed　using　helical　strips　of

coronary　arteries　from　porcine　hearts，　and　it　was

found　that　the　response　to　ET　decreased　to　83％

after　preincubation　of　ET　with　AwETN40，　wher－

eas　it　did　not　change　on　preincubation　with

subclass－matched　control　antibody　2AAP68・37

（IgGl，　K）．　Anti－ET－BSA（bovine　serum　albumin）
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antiserum15）from　a　rabbit　immunized　with

synthetic　carboxyl－terminal　heptapeptide
ET（15＿21｝was　purified　on　an　Arg　ET16－2D－coupled

Sepharose　4B　column（CNBr－activated　Sepharose

4B；Pharmacia，　Uppsala，　Sweden）．　The　Fab’frag－

ment　was　coupled　with　maleimidated　horseradish

peroxidase（HRP）16）．

Samples。　Amniotic　fluid　was　collected　from　eight－

een　pregnant　women　at　term　transvaginally，　five

with　premature　rupturing　of　the　membranes，　six

preterm　delivery　women　and　five　women，　by

amniocentesis，　at　the　32nd　gestational　week．

Umbilical　cord　arterial　and　venous　blood　was

obtained　from　eight　fetuses　at　the　time　of　deliver－

y．Maternal　venous　blood　was　also　obtained　dur－

ing　gestation，　labor　and　the　post・partum　period．　In

addition，　serial　blood　samples　were　collected　from

five　pregnant　and　puerperal　women．　Blood　was

collected　from　forty－six　normal　non－pregnant

female　volunteers（mean　age，27　years；21　to　39

years），　as　a　controL　All　the　samples　were　in・

dividually　collected　in　vacuum　tubes　containing

aprotinin（Bayer，　Leverkusen，　West　Germany），　at

the　final　concentration　of　300　KIE　（KaL

lidinogenase　InaktivatorEinheiten）／ml，　and　2

mg／ml　of　ethylenediaminetetraacetic　acid

（EDTA），　and　then　kept　at　4℃．　The　samples　were
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Fig．2　Standard　curve　for　endothelin－1　in　the

　　　　　　sandwich・enzyme　immunoassay　（EIA）．

　　　　　　Affinity－purified　anti・carboxyl－terminal－

　　　　　　endothelin（15・21）antibodies（Fab’｝were　con－

　　　　　　jugated　with　HRP　and　then　a　sandwich－EIA

　　　　　　for　endothelin－1　was　established　using

　　　　　　AwENT40　（IgGl，　K）　as　an　immobilized

　　　　　　antibody，　as　described　under　Materials　and

　　　　　　Methods．　A492　denotes　the　absorbance　at　492

　　　　　　nm．

centrifuged　at　1，000×gfor　10　minutes　at　4℃im・

mediately　and　a　l　ml　aliquot　of　each　supernatant

was　stored　at－80℃until　the　ET－1　assay．　ET　was

extracted　from　samples　by　passing　them　through

Sep－pak　C－18　cartridges（Waters　Assoc．，　Massa－

chusetts，　U．S．A．）17｝．　The　samples　were　acidified

with　acetic　acid　to　pH　3，　loaded　into　the　cartrid－

ges，　washed　with　distilled　water，　eluted　with　86％

alcohol　containing　4％acetic　acid　and　then　dried

up．　The　extracts　were　dissolved　in　250μ10f　buffer

Eand　then　subjected　to　the　sandwich－EIA　report－

ed　by　Suzuki　et　aL15）．　When　ET－1　was　added　to

human　plasma，　at　a　final　concentration　of　24

pmol／1，　the　recovery　ratio　was　90．0±2．9％．

Sandwich－enayme　im〃zunoαssay．　Twenty　μ9／m1

（100μDof　AwETN40　was　added　to　each　well　of

AwETN40－coated　microtest　plates，　to　which　was

then　added　300μlof　Block　Ace（Snow　Brand　Milk

Products　Co．，　Tokyo，　Japan）diluted　4　times　with

phosphate－buffered　saline（PBS）．　ET－l　or　samples

in　100μl　of　buffer　E（0．02　M　phosphate　buffer

［PB］，　pH　7，　containing　10％Block　Ace，0．2％

BSA，0．4　M　NaCl　and　2　mM　EDTA）were　put　into

the　wells，　followed　by　incubation　at　room　temper一

＿　　40
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奮

碧20
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互
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Fig．3Reversed－phase　high　pressure　liquid　chromato－

　　　　　　graphy　elution　profiles　of　immunoreactive

　　　　　　endothelin　in　amniotic　fluid．　ET－1，－2　and－3，

　　　　　　indicate　chemically　synthesized　endothelin－1，

　　　　　　－2and－3，　respectively；the　vertical　arrows

　　　　　　indicate　the　position　of　chemically　synthesized

　　　　　　ET，
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Table．1 Immunoreactive　endothelin－I　in　amniotic　flu－

id　before　and　after　adsorption　with　monoc1・

onal　antibodies．

Immunoreactive　endothelin　1

Table．2　Endothelin－1　concentrations　in　materna且plas－

　　　　　　　ma，　umbilical　cord　plasma　and　amniotic　flu－

　　　　　　　id　on　term　delivery．

Case GW MP UA UV AF

Samples

　　Before

adsorption

（pmol／1）

After　adsorption　After　adsorption

with　2AAP68－37　with　AwETN40

（pmoレ1）（％）　（pmol！1）（％）

1

2

11．2

20．3

9，887．5

15．7　　77．2

＜0．2　〈1．4

〈〔〕．2　＜0．7

1

2

3

4

5

38

39

40

40

41

0．62

0．62

0．89

0．70

0．59

3．16

3．16

4．37

1．96

2．42

4．05　　13．96

4．05　　11．24

3．06　　12．44

3tOO　　　9．91

3．35　　16．85

ature　for　l　day．　After　washing　with　PBS，　the　plate

was　reacted　with　100μ10f　anti－ET－1（15－21）

Fab’－HRP，　at　a　dilution　of　1：400　in　buffer　C（0．02

MPB，　pH　7，　containing　O．4　M　NaCl，2mM　EDTA

and　1％BSA），　at　4℃for　16　hours．　After　washing

with　PBS，　the　bound　enzyme　activity　was　measur－

ed　using　O－phenylenediamine　as　a　chromogen16）．

Figure　2　shows　the　standard　curve　for　ET・1　in　the

sandwich－EIA．　The　sensitivity　was　8．0×10－17mol／

wel1．　As　1．O　ml　samples　were　used　in　this　study，

the　detection　limit　for　ET－1　was　200　fmo1／L　The

intra－assay　（n＝10）and　inter－assay　（n＝5）varia－

t孟ons　were　11％and　13％，　respectively，　as　judged

with　a　sample　containing　O，8×10－15mol／1．O　ml　of

ET－1．

High一餌功㎜伽661iquid　chromato8「吻勿．　The　am－

niotic　fluid　samples，　concentrated　with　the　Sep－

pak　Cl8　cartridges，　were　eluted　with　4　ml　of　acetic

acid／ethanol／H20（4：86：16），　dried　under　a　stream

of　N2　and　then　resolved　with　250μl　of　60％

acetonitrile　containing　O．05％trifluoroacetic　acid．

The　preparation　was　then　applied　to　a　TSK　DS－80

column，　eluted　and　dried．　Each　fraction　was　lyo－

philized　and　assayed　for　ET．　The　immunoreactive

ET・1　contents　were　calculated　as　to　the　original

volume（Fig．3）．　The　same　data　were　obtained　for

plasma．　Therefore，　the　assaying　for　ET　in　this

study　was　specific　for　ET－1．

／1dsoiゆtion　study．　In　the　adsorption　study　on　ET－1

in　amniotic　fluid，　the　extracts　in　buffer　E　were

treated　at　4℃for　30　minutes　with　25μg　of　im－

mobilized　antibody　AwETN400r　2AAP68－37（1．5

mg　of　each　antibody　was　coupled　to　l　g　of　CNBr－

activated　Sepharose　4B）．　After　the　mixtures　had

been　centrifuged　twice　at　1，500×gfor　10　minutes，

the　supernatants　were　subjected　to　the　assay．

ET－1　in　amniotic　fluid　was　adsorbed　with　mono一

Plasma　endothelin　concentrations　in　these　subjects　during

pregnancy　and　on　the　postpartum　day　are　sllown　in

Figure　6．　GW　gestational　week　at　delivery；MP、　mater－

rlal　plasma；UA，　umbilical　cord　arterial　plasma；UV，

umbilical　cord　velloLls　plasma；AF，　amniotic　fluid，　Ea・

ch　value　is　expressed　as　pl丁101」．

clonal　antibody　AwENT40（＜0．2　pmol／D　almost

completely．　On　the　contrary，　the　control　subclass－

matched　antibody　2AAP68・37　reduced　the　ET－1

activity　by　the　most　23％　（Table　1）．　It　was

previously　reported　that　ET－1　in　plasma　is　also

adsorbed　with　this　antibody15）．　The　assay　thus

seems　specific　for　ET－1，

Statistics．　Student’s　t・test　was　used　for　statistical

analysis　and　a　p　value　of　less　than　O，05　was　taken

as　a　significant　difference．

Results

ET－11eve　ls　dun’ng　Pregnanay，　labor　and　the　Posか

Paitum　day

　　Figure　4　shows　that　the　ET－11evels　in　maternal

venous　plasma　during　gestation　and　the　postpar－

tum　period　were　O33±0．08　pmol／1（mean±SD，

n＝28）in　the　first　and　second　trimester　of

pregnancy，0．39±0．13　pmol／1（n＝42）in　the　third

trimester　without　labor　pain，　with　labor　that　was

O。59±0．18pmol／1（n＝10）at　term　and　O．39±0．09

pmol／1（n＝8）on　the　first　and　fifth　postpartum

day，　respectively．　The　value　in　the　third　trimester

with　labor　pain　was　significantly（p〈0．01）higher

than　that　at　each　trimester　of　pregnancy　without

labor　pain　or　on　the　postpartum　day（Flg．4）．　The

level　in　normal　non・pregnant　woman，s　plasma

was　O．37±0．07　pmol／1（n＝46）（Fig．5）．　This　Ievel

was　higher　compared　with　that　in　the　first　and

second　trimester　of　pregnancy（Fig．4），　however，

significantly（p〈0．001）lower　compared　with　the

level　of　normal　adult　male　plasma（0．63±0．03
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Mean　levels　of　immunoreactive　endothelin－1

1n　maternal　and　umbilical　cord　plasma，　and

amnlotic　fluid　on　normal　term　delivery．　Figure

shows　the　log・transformed　data．　MP，　maternal

plasma　（n＝9）；UA，　umbilical　cord　arterial

plasma　（n＝8）；UV，㎜bilical　cord　venous

plasma　（n＝8）；AF，　amniotic　fluid　（n＝18）．

Each　sample　was　su切ected　to　endothelin．1

measurement，　as　described　in　the　text．

＊，p〈0．01；ホホ，　p〈0。001；NS，　not　significant．
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pmol／1，　n＝24）15）by　the　same　assaying　system．

There　are　similaritles　with　those　in　the　serial

measurements　of　plasma　ET－1　concentration　in

five　women（Fig．6and　Table　2）．

ETI　Ievels　in　amniotic　flzaid　and　Plasma　on

deliveny／

　　Figure　7　shows　that　the　ET－11evehn　amniotic

fluid　at　normal　term　delivery　was　1738±6．43

pmol／1（nニ18），　and　that　in　the　case　of　premature

rupturing　of　the　membranes　at　term　13±0。05

pmol／1（n＝5）．　The　ET41evel　in　amniotic　fluid　in

the　case　of　preterm　delivery　was　23．51±0．81

pmo1／1（n＝6）and　21±1．51　pmol／1（n＝5）in　the

women　who　underwent　amnlocentesls　preterm
The　ET－11evel　in　the　plasma　of　umbilical　cord

arterial　and　venous　blood，　and　maternal　venous

blood　at　labor　were　2．76±1．36　pmol／1（n＝8），

3．46±0．67pmo1／1（n；8）and　O．61±0．13　pmol／1（n＝

9），respectively．　There　are　similarities　with　those

in　the　serial　measurements　of　ET・1　concentra－

tions　in　five　women　throughout　pregnancy　and　on

the　pospartum（Fig．6）．　The　ET－1　concentration　in

the　amniotic　fluid　did　not　show　appreciably　cor－

relation　with　fetal　sex，　birth　weight　or　placental

weight（data　not　shown）．

1）iSCU8sion

　　The　level　of　ET－1　in　the　amniotic　fluid（17．38±

6．43　pmol／1）on　normal　term　delivery　was

significantly　higher　than　in　any　other　body　fluids，

e．g．，　maternal　plasma　throughout　pregnancy　and

on　the　postpartum　day，　and　umbilical　cord　arter－

ial　and　venous　plasma．　Furthermore，　the　um－

bilical　cord　plasma　ET・1　1evel　was　also

significantly　higher　than　in　maternal　plasma．　This

suggests　that　the　origin　of　ET－1　in　amniotic　fluid

is　the　fetus，　placenta　or　membranes（amnion，

chorion　and　decidua）．　The　immunoreactive　ET－1

in　the　amnion　was　recovered　in　the　same

fractionl），　as　the　intact　ET－10n　reversed－phase

high　pressure　liquid　chromatography，　and　was

measured　by　means　of　the　radioimmunoassay，1ts

concentration　being　463　fmol／g　tissue（manuscript

in　preparation）．　This　value　was　extremely　high　in

comparison　with　those　in　the　blood　and　the　am－

niotic　fluid．　Using　an　immunohistochemical

procedure，　ET－1　was　also　detected　in　amniotic

epithelial　cells（manuscript　in　preparation）．　Furth－

ermore，　Cultured　chorionic　cells　secrete　ET，

mainly　ET－1，0r　big　ET－1（manuscript　in　prepara－

tion．）In　addition，　Itoh　et　aL6）isolated　ET－1　cDNA

from　a　human　placenta　cDNA　library．　These

results　strongly　suggest　that　ET－1　in　amniotic

fluid　is　generated　largely　from　the　amnion　and／or

placenta．　The　circulating　ET－1　during　pregnancy

might　originate　partly　in　the　uterus．　Nevertheless，

it　is　also　possible　that　tissues　other　than　those　in

the　uterus　are　related　to　at　least　the　circulating

ET－1　for　which　further　investigation　is　needed　to

elucidate．

　　Recently，　Uchida　et　aLl9）reported　that　ET

produces　the　contraction　of　non－vascular　smooth

muscles，　e．9．　the　guineざ一pig　tracheal　muscle，　as

well　as　a　vasoconstrictor　effect．　Likewise，　ET－1

also　causes　potent　contractions　of　the　rat　myo－

metrium，　in　a　dose－dependent　manner，　the　half

effective　concentration　being　4．9±0．12　nmol／1

（data　not　shown）．　Furthermore，　Kozuka　et　aL20）

reported　that　ET　induces　rhythmic　contractions

of　isolated　rat　uterus　via　calcium　channels　in　a

very　similar　way　to　those　induced　by　oxytocin．

The　results　indicate　that　ET－1　might　be　one　of　the

most　potent　uterlne　constrlctors・

　　In　this　study，　the　ET－1　concentration　in　the

maternal　plasma　during　pregnancy　with　labor

pain　or　on　delivery　was　significantly　increased，

when　compared　with　that　in　maternal　plasma

during　pregnancy　without　labor　and　during　the

puerperal　period．　If　the　increase　in　maternal　ET－1

reflects　the　production　of　ET－1　within　the　amnion

or　placenta，　an　increase　in　the　intrauterine　ET－1

concentration　may　cause　uterine　contraction　dir－

ectly　or　indirectly　through　the　release　many

contractile　substances，　e．9．，　prostaglandins，　syn・

thesized　in　the　amnion，　as　Antunes　et　al．11）report－

ed　that　ET　released　eicosanoids．　Therefore，　it

appears　likely　that　ET－1　is　closely　involved　in

events　related　to　a　physiological　process　of　labor．

　　The　ET－1　concentration　in　the　amniotic　fluid　on

preterm　delivery　due　to　premature　rupturing　of

the　membrane　or　obtained　by　amniocentesis　was

not　significantly　different　from　that　on　term

delivery，　but　was　significantly　higher　than　that　in

maternal　blood．　This　implies　that　ET－1　could
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remain　in　the　amniotic　fluid　from　earlier　in　the

pregnancy．　Since　ET　has　been　shown　to　acceler－

ate　the　proliferation　of　cells，　which　is　associated

with　increases　in　Ca2＋influx，　expression　of　proto－

oncogenes　and　deoxyribonucleic　acid　synthesis2i），

this　implication　suggests　that　ET－1　might　also

play　an　important　role　in　fetal　development．

However，　the　phys量ological　significance　of　this

effect　on　fetal　environment　and　the　onset　of　labor

has　yet　to　be　elucidated．

　　In　the　present　study，　using　a　novel　assay　method

for　immunoreactive　ET－1，　we　determined　the

ET－1　concentrations　in　maternal　blood，　amniotic

fluid　and　fetal　blood，　and　the　results　suggested　the

possibility　that　this　peptide　may　be　produced　in

large　quantities，　presumably　in　the　amnion　or

placenta，　and　may　play　an　important　role　in

events　related　to　labor　or　uterine　contraction，　and

further　to　fetal　environment．　These　possibilities

highlight　the　need　to　explore　the　role　that　ET－1

plays　during　pregnancy．　The　physiological

significance　of　the　action　of　ET・1　during　pregnan－

cy　is　very　intriguing　with　regard　to　not　only　the

basic　medical　viewpoint　but　also　from　clinical

aspects．　The　results　of　a　study　on　the　mechanism

underlying　the　ET　action　may　Iead　to　a　better

understanding　of　the　physiology　and　pathology

during　pregnancy．
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21）Komuro，1．，　Kurihara，　H．，　Sugiyama，　T．，　Taka－

　　ku，　F．　and　Yazaki，　Y．：Endothelin　stimulates

　　c－fos　and　c・myc　expression　and　proliferation　of

vascular　smooth　muscle　cells，　FEBS　Lett．，238：

249，1988

エンドセリン：月経周期，妊娠・分娩

　　　　及び産褥における動態

筑波大学臨床医学系産科婦人科

（主任　岩崎寛和教授）

臼杵　想　　沖　明典　　市川喜仁

窪田早百合 岡根真人 岩崎寛和

　近年新しく発見されたエンドセリン（ET）の生殖領

域における検討はまだ少ない．今回は，正常非妊婦，

妊娠・分娩および産褥における変化について検討を加

えた．ET－1（従来のETはこれに相当する）は，　N端

とC端の両方を特異的にconjugateさせた特異性の高

いsandwich－enzyme　immunoassay（EIA）法を用い

て測定した．

　正常月経周期中のET－1濃度は，黄体期で高い傾向に

あったが，月経中ないし卵胞期との間に有意な差は認

められなかった．妊娠中母体血中ET－1濃度は妊娠の経

過とともに増加し，妊娠28週以前と29週以後の間で

有意（P〈0．05）な変化が認められた．

　陣痛の有無での検討をすると，陣痛時の母体血中

ET－1濃度は無陣痛に較べ有意（P〈0．02）な増加を示

した．分娩時の母体血，膀帯動脈血（UA），膀帯静脈

血（UV）および羊水でのET・1濃度を比較すると，羊

水で著明な増加が認められ，母体血，UAないしUV中

ET4濃度に較べ有意（P〈0．001）の増加が認められた．

分娩後の母体血中ET・1濃度は，徐々に減少し産褥2日

目に正常非妊婦領域に戻った．

　これらの事実は，ET・1が陣痛発来や胎児発育に関わ

っていることを示唆している．

　　　　　　　　　　（受付：1989年10月12日特掲〉
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体外受精由来マウス胚の発生におよぼす

EGFの効果

Effect　of　EGF　on　the　Preimplantation　Development

　　　　of　Mouse　Embryos　Fertilized　in　Vitro

掲協医科大学産婦人科学教室（主任：熊坂高弘教授）

　　　　　　　坂　本　尚　徳

　　　　　Takanori　SAKAMOTO

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Dokkyo　University　School　of　Medicine，

　　　　　Tochigi　321－02，　Japan

　EGFの初期胚に及ぼす作用を知るために，2細胞期で発生の停止（‘2－cell　block’）がおこるICRマ

ウスを用い体外受精をおこないその効果を検討した．

（1）授精後6時間にEGFを2ng／ml以上培地へ添加した場合，　EGFは明らかに胚盤胞への発生率を

改善し（2ng／ml：20／60，33．3％，4ng／ml：12／57，21．1％，10　ng／ml：4／28，14．3％，20　ng／m1：

5／26，19．2％）その効果は‘2－cell　block’に従来有効とされているEDTA添加培地（100μM／ml）に

よる発生率（22／71，31．0％）と，有意差のない値であった（P＞0．05）．

（2）授精後6時間にEGF（2　ng／mDを添加した培地が最も良く胚盤胞への発生率を改善し（12／30，

40．0％），24時間（10／29，34、5％），48時間（0／30．0％）とその効果は低下する傾向を示した．

　以上の成績より，EGFは体外受精由来マウス胚の発生に，促進的に作用していること明らかとなっ
た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，35（2），383－387，1990）

緒　　言

　Epidermal　Growth　Factor（EGF）は，マウス顎

下腺より抽出されたポリペプタイド細胞増殖因子で

ある1｝．近年EGFが生殖現象において，重要な役割

を果たしていることが示唆されている2）．しかし，そ

の初期胚に対する作用は明らかではない．一方，哺

乳類胚のin　vitro培養では，　stage　specificな胚発生

の停止がおこり3），マウス胚の培養においても，卵子

提供雌の系統によって2細胞期で発生の停止がおこ

る（‘2－cell　block’）こと4・5），および培地へのEDTA

の添加により4細胞期への発生が改善され，胚盤胞

への発生が可能になること6，7）が知られているが，い

まだその原因は明らかにされていない．

　そこで本研究では，EGFの‘2－cell　block’に対する

効果を，同様に行ったEDTAの効果と比較検討した．

材料および方法

　実験には全てJcl：ICR成熟マウスを用いた．体外

受精は豊田らの方法8・9｝に従って行った。卵子はPMSG

およHCG各5iu／0．1mlを48時間間隔で腹腔内に

注射して，過排卵処理を施した成熟雌マウスの卵管

膨大部から，HCG注射後15－16時間に採取した．

精子については，成熟雄マウスの精巣上体尾部より

採取し，受精能獲得のため2時間のプレインキュベ

ー ト後，卵子を含むO．4　mlのTYH培地へ最終精子

濃度が150精子／μ1になるように，添加することによ

り体外受精を行った．ついで，授精後5－7時間に

第2極体の放出が認められた卵子を，Whitten’s培

地1°1に移し代え，授精後120時間まで培養した．以上



144　（384） 体外受精由来マウス胚の発生におよぼすEGFの効果 日不妊会誌　35巻2号

Table．1　Effect　of　EGF　collcelltratioll　on　the　development　of　ICR　mouse　embryos　fertilized　in　vitrc）

　　　　　　　　　7COnCentrat10nS

　　　of　EGF

　　in　rnedia

No．of

embryos

cultured

一

　　　　　　　　ト　　　　　　　ー

　　2cel1

24hr（％）　　　　　　　　

ng／ml 20 26
一．

9ワー　一 （84．6）

10 28
一

26 （92．9）　　　　　一

一

4 一　一

b1 41 （71．9）　　　一一

2 6〔〕 【「
；〕；〕 （91．7）

1

　一

一 門

Jo

一

38 （69．1）　　　　　一

P9／ml　　　　　　　．一一 400－一

一一

28 20 （71．4）

4〔1 33 25 （75．8）

20
一

62
一一．．一

47 （75．8）

2
1 　－

　　　　58 47 （81．0）

1

EDTA（2Na） r 　　　　．
71 59 （83．1）

control 一一一135　　　　　．．．
109一冒一一

No．of　embryos　developed　to：

　　4cell

48hr（％）

blastocyst

120hr（％）

15 （57．7）＃ 5　（19．2）＃　　　　　　　　　一．

13
　．一

（46．4）＃ 4　（14．3）＃

26

28

16

13

9

（45．6）＃　　　　　　　　　　　　12

砺訓一痴
（29．1）＊

（46．4）＃

（21。D＃

（33．3）＃

　　（27．3）＊

25　（40．3）＃

7（12．1）＊

39　（54．9）＃

30　（22．2）

4　（

1　（

3　（

1〔｝

〔｝．Ol，圭：＃　　 P　　O．05）

　PO．Ol，＊＊P〔〕．〔｝5）

（0）＊

（2．2）

7．3）＊

3．6）＊

9．1）＊＊一一一一一．．

．D＃＊＊

）＊

　　　．．
．o）＃

2）

Marked　values　are　significantly　different　frorn　the　cQntrol　values，（二　p・・

Marked　values　are　significantly　different　from　the　values　with　EDTA．（＊

EGF　was　added　at　6　hours　after　insemination．

Table．2 Effect　of　2ng／ml　EGF　added　at　different　til1ユe　after　inseminatioll　on　the　development

embryos　fertilised　in　vitro

of　ICR mouse

　Time　of

　　EGF
addition（hr）

0

6

24

48

EDTA（2Na）
COTItr（）1

No．of

embryos

cultured

7
No．of　embryos　developed　to

2cell

24hr（％）

89

30

29

30

37

34

6
一

2

2

3（

3一

L

66（74．2）＊

29（96．7）

27（93．1）

30（IOO．0）＃＃

36（97．3）

30（88．2）

　4cell

48hr（％）

28（31．5）＊＃＃

20（66．7）＃

16（55．2）＊＊＃

14（46．7）＊＃

3〔｝（81．1）＃

3（8．8）
t

120hr（％）

5（5．6）＊＃＃

12（40．0）＃

10（34．5）＃

o（o）＊

15（40．5）＃

〔）（o）

Marked　values　are　significantly　different　from　the　control　values．（＃　　P

Marked　values　are　significantly　different　from　the　values　with　EDTA．（＊

EDTA　was　added　at　6　hours　after　insemination．

0．〔｝1，＃圭 PO．05）

　PO．〔〕1，＊＊P・｛｝．05）

の培養は，37°C，5％CO，，95％空気で全て行った．

　以上の条件の下で，（1）各種濃度のEGFを授精後6

時間のWhitten’s培地に添加し，授精後48時間にお

ける4cell率および胚盤胞率．（2）添加時期の相違によ

る‘2－cell　block’に与える影響について検討した．

　以上の全てに，Whitten’s培地1mlあたり0．05　mI

のEDTA液添加群（最終濃度100μM）と，同量の

再蒸留水添加群の対照をおいた．

　EDTAは和光純薬製を用い，　EGFはCollabor一

ative　Reserch社製（CR－Epidermal　Growth　Factor，

culture　grade）を使用した．

　発生率の統計処理は，すべてκ2検定により行った．

結 果

（1）EGF濃度に対する影響（実験1）

　ICR由来胚を用い2pg－20　ng／mlのEGF濃度に

ついて検討した結果は，Table1に示す通りである．

授精後24時間における2細胞期への発生は，EGFの
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2pg，　20　pg，　40　pg，　400　pg，　lng，　2ng，　4ng，　10

ng，20　ngのそれぞれに対して，81．0％，75．8％，

75．8％，　71．4％，　69．1％，　91．7％，　71．9％，　92。9

％，84，6％で，EDTA及び対照のそれぞれ83．1％

および80．7％との間に有意差は認められなかった
（P＞0，05）．

　授精後48時間に4細胞期に発生した胚の割合は，

20　pg，400　pg，2　ng，4ng，10　ng，20　ngでそれぞ

れ40．3％，46．4％，49。7％，45．6％，46．4％，57．7

％とEDTA（54．9％）に対して有意差のない値（P＞

0．05）であり，濃度の増加に伴って発生率は幾分高

くなる傾向を示した．一方，2　pg，40　pg，1ngでは，

それぞれ12．1％，27．3％，29．1％でEDTAに比較

して明らかに低く，対照（22．2％）と有意差のない

値（P＞0．05）であり，濃度の低下に伴って発生率が

下がる傾向にあった．授精後120時間における胚盤

胞への発生率は，2ng／ml以上の濃度で高く，EDTA

と比較して有意差のない値（P＞0．05）であった，し

かし1ng／ml以下では，20　pgでは若干対照より高か

ったものの，他は対照と有意差がなかった（P＞0．05）．

以上の結果から，ICR卵子由来胚では培地へのEGF

添加によって，4細胞期以降への発生率が高められ

ることが知られ，その効果は2ng／ml以上でEDTA

と同等の効果を示した．

（2）EGFの添加時期に対する影響（実験2）

　ICR由来胚を用い，授精時をOhrとして，0，6，

24，　48　hrの各時期に，2ng／mlのEGFを添加した培

養結果をTable　2に示した．

　授精時（Ohr）より添加したものは，授精後24時

間における2cellへの進行は74．2％と，対照（88．2

％）とは有意差がなかったものの（P＞0．05），EDTA

（97．3％）よりは有意に低く，肉眼的に多精子受精を

多く認めた．しかしそれ以後は，4cell（31．5％），

blastocyst（5．6％）と対照（それぞれ8．8％，0％）

よりはよかったものの，EDTA（それぞれ81．1％，

40．5％）より明らかに低かった．

　授精後6時間にEGFを添加した場合は，4cel1
（66．7％），blastocyst（40．0％）と，対照より明ら

かに良好で，EDTAと有意差のない値（P＞0．05）

であった．

　授精後24hrにEGFを添加した場合は，4　cell

（55．2％），blastocyst（34．5％）と，対照より明ら

かに良好であったが，EDTAとの比較では4cellに

達したものが有意に低く，blastocystに達したものは

有意差は認めなかったが，若干低い傾向を示した．

48hr後に2cel1である場合にEGFを添加したもので

は，3個のみ（10％）が4cellで，11個が3cellの段

坂本 （385）　145

階で発生を停止していた．blastocystへは全く進行し

なかった．

　以上の結果から，EGFの添加は培精後，精子を洗

浄後早期からの添加が最も高い‘2－cell　block’抑制率

を示した．

考　　察

　本研究の結果から，EGFは化学的に成分の明確な

培地において体外受精に由来するマウス胚の発生を

改善し，胚盤胞への分化に有効に作用することが明

らかにされた．

　体外受精由来胚の培養では，体外受精に供する配

偶仔の系統によって胚盤胞への発生が異なることが

知られている3），マウスでは，体外受精が可能になっ

て以来‘2－cell　block’現象が知られており，ICR卵子

由来胚においては2細胞期にほとんど全ての胚が発

生するにもかかわらず，4細胞期以降へ発生する胚

は非常に少なく，発生しても時間的に遅れ胚盤胞へ

発生するまでに退行してしまう4・5）．このことは対照

培地における実験結果によっても確認された．現在

までのところ，この‘2－cell　block’の原因は明らかに

されておらず，培養条件の改善や2，3の化学物質

の添加により胚発生を改善したとの報告がある．

　すなわち，酸素分圧の問題がある．受精の場であ

る卵管液中の酸素分圧が大気中の酸素分圧の1／3程

度であること11），空気中の酸素分圧では高すぎて発生

の阻害をひき起こし，5％0，，5％CO，，および90

％N、の気相がより好適な環境を与えること12）Cu・Zu

型Superoxide　Dismutase（SOD）に培養液を加える

ことにより，‘2－cell　block’が解除されるとする報告13）

がある．

　そのほか培養条件の問題としては，ピルビン酸と

乳酸の比率の重要性も挙げられている14）．1977年に

Abramzukら6）は，非近交系由来の1細胞期胚を

10．8μMという微量のEDTAを添加した培地で体外

培養し，70％以上の胚が胚盤胞まで発生したことを

報告した．

　星ら7）によれば，EDTAの効果は極めて広い濃度範

囲（2．5μ一500μM）で認められ，別のCa2＋キレート

であるEGFでは効果が見られなかったことで，　Ca2＋

およびMa2＋以外の金属イオンとのキレート化を

EDTAの作用機序として考えている．本実験におい

ても100μMのEDTA添加培地において明らかに胚

発生の改善が認められている．

　EGFは53個のアミノ酸からなり，分子量は約6000

であるユ5）．人をふくめた多くの動物種の血液，尿，乳

汁，唾液あるいは組織中に存在することが知られて
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おり15・16・17），マウスでは特に母乳中には高濃度のEGF

（＞100ng／m1）が含有され18），子宮にも高濃度のEGF

の存在が報告されている19）．また，組織培養では必須

因子の一つと考えられ，5－100ngの濃度で培地中に添

加されている2°）．本研究においてEGFが生理的濃度

で初期胚に作用していると言うことは，in　vivoとin

vitroの相違を考える上で重要な意義がある，

　EGFの作用はEGFレセプターを介して伝達され

る．EGFレセプターは，分子量約17万の糖蛋白で

1，186個のアミノ酸からなる21）．細胞膜の外側にある

EGF結合ドメイン，膜貫通ドメイン，及び細胞質内

ドメインの3つの部分よりなり，細胞質内にはEGF

依存的にチロシンと燐酸化するチロシンキナーゼド

メインとそのキナーゼにより燐酸化される自己燐酸

化部位が存在する22）．また，2細胞期で発生を停止す

る胚においては，少なくともDNA合成が開始可能で

あり，‘2－cell　block’がDNA合成能の欠如のためで

はないとされる23）．さらにおもしろいことには，ICR

などのような胚盤胞までの培養が困難である系統の

マウス1細胞期胚の細胞質へ，胚盤胞への発生が良

好なF1由来胚の一部を注入することによって‘2－cell

block’が克服されることから，細胞質因子との関連

も推測されている24）．胚の細胞質における母親由来の

メッセンジャーRNAの一部が，1細胞期後半から2

細胞期の前半にかけて活性化されるという報告は25），

本研究において，受精後6時間にEGFを添加したも

のが最も良く，24時間後ではやや効果の低下が見ら

れた実験結果と考え合わせると興味深い．

　以上のことから，EGFの作用機序を考えれば，卵

管から局所的に分泌されたEGFがEGFレセプター

を介し，　progression因子としてDNA合成を引き起

こし，細胞分裂を促進しているのではないかと考え

られる．

　しかしながら，透明帯が分子量1200以上の物質を

通過させないことを考慮すれば，EGFの作用は，　EDTA

と同じくある種の重金属イオンの除去を通して作用

している可能性も否定できず，今後透明帯や卵子の

EGFレセプターに関し検討が必要である．

　いずれにしろ，本研究を通して，EGFが初期胚に

関しても重要な役割を果たしていることが示唆され，

また，‘2－cell　block’の機序の解明に重要な手がかり

に成り得るものと考えられる．

　稿を終るに臨み，ご指導頂きました本学医動物学

教室の山本久教授ならびに雪印乳業株式会社生物化

学研究所の星雅樹氏に深謝します．
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Effect　of　EGF　on　the　Preimplantation

　　　Development　of　Mouse　Embryos

　　　　　　　　　　　Fertilized　in　「Vi　tro

Takanori　Sakamoto

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Dokkyo　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　Tochigi　321－02，　Japan

　　　　　（Director：Prof．　T．　Kumasaka）

　　The　present　study　was　undertaken　to　know

whether　EGF　exerts　beneficial　effect　on　the　preim－

plantation　development　of　mouse　embryos　fertil・

ized　in　vitro、

　　The　development　of　ICR　embryos　beyoud　the

2・cell　stage　at　120hr　after　insemination　was

significantly　enhanced　by　the　presence　of　more　than

2ng／ml　EGF．　While，20　pg　to　lng／ml　of　EGF　con－

centration　improved　the　development　to　the　4・cell

stage．　Addition　of　EGF　at　6hr　after　insemination

remmarkably　improved　the　development　beyoud
the　2－cell　stage，　but　later　than　24hr　decreased　the

development　to　the　blastocyst　it．

　　These　results　indicate　that　EGF　was　effective　to

support　the　preimplantation　development　in　ICR－

mouse　zygotes，　and　EGF　was　effective　not　only　on

the　second　stage　but　also　the　blastocyst　formation．

　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年11月24日特掲）
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　新しく開発された非イオン性水溶性ヨード造影剤の2用量（300および240mgI／mDを用いて子宮・

卵管造影を実施し（各群24例，計48例），その有用性を比較検討した．

　その結果，造影効果では，2用量群とも診断上十分な造影効果を認めたが，コントラストの点では

300mgI／mlの濃度がやや優れていた．

　安全性では，両群あわせて4例に腹痛，発熱，発疹がみられたが，いずれも一過性で軽度なもので，

両群間に差はなかった．投与前・投与後に実施された臨床検査値についても，両群ともイソビストに

起因すると思われる変動は認められなかった．以上より，イソビストの至適用量は300mgI／mlが妥当

と思われた．

　イソビストは，子宮・卵管造影用造影剤として十分な有用性を有することが示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn、　J．　Fertil．　SteriL，35（2），388－398，1990）

緒　　言

　産婦人科領域で日常検査法の一つとして汎用され

ている子宮卵管造影法の造影剤は2種類に分類され

る．1つはヨード油であり，もう1つは有機ヨード

剤であり，臨床使用上ともに一長一短がある．ヨー

ド油は植物性のため吸収が遅く，数年闇も体内に停

滞するため，その障害が報告されている．また，有

機ヨード剤は血管に入っても安全であるが，腹膜刺

激症状が強く，術後に疹痛や発熱がみられる1＞．

　有機ヨード剤であるエンドグラフィンが登場して

以来30年，理想的造影剤の開発が絶えず試みられて
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表1　施設および研究者

北海道大学産婦人科 藤本征一郎，田中俊誠

東北大学産婦人科 矢鳴聰，星合昊，深谷孝夫，大井嗣和

東京大学産婦人科
水野正彦＊，三橋直樹，梁善光，塩津英美

五味淵秀人（現・帝京大学産婦人科）

東邦大学産婦人科 百瀬和夫，古川隆正，松島弘充
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大阪市立大学産婦人科 須川倍，友田昭二，中野昌芳

東京専売病院　院　長 山村秀夫＊＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　表2

1）ヨード過敏症の既往歴があるもの，および

　　ヨード過敏反応陽性のもの

2）一般状態の悪いもの

3）重症の心障害があるもの

4）重症の肝・腎障害（無尿等）があるもの

5）甲状腺機能尤進症，多発性骨髄腫があるもの

6）急性膵炎があるもの

＊：試験総括医師

　　除　外　規

＊＊．コントローラー

　定

7）妊婦または妊娠している可能性があるもの

8）マクログロブリン血症

9）骨盤腔内に急性炎症性疾患または強度の

　　性器出血を有するもの

10）月経直前，直後および月経中のもの

11）その他，医師がこの試験の対象として

　　ふさわしくないと認めたもの

きた．近年第3世代ともいうべき非イオン化2量体

型水溶性造影剤であるイソビスト（一般名：イオト

ロラン）が開発され，脊髄造影剤として承認される

に至った．本剤の特徴は，構造上すべての側鎖に強

力な親水性置換基を配し，2個の3ヨードベンゼン

環をマスキングしている．このため，血液と等張

（isotonic）であり，従来の有機ヨード剤に比して生

物学的活性も著しく低減している．これらの特徴か

ら本剤は子宮卵管造影に応用できるものと期待され
た2）．

　今回，われわれはイソビストの300mgI／mlならび

に240mgI／mlの2剤型を用いて，子宮卵管造影にお

ける本剤の有用性を多施設共同研究にて検討したの

で報告する．

対象と方法

　イソビスト300（以下H群），イソビスト240（以

下L群）の2用量について，子宮卵管造影における

造影効果，安全性ならびに有用性について比較検討

した．なお，本試験は表1に示す全国8施設により

行なわれた．実施期間は，1988年5～8月までの4

ヵ月間であった．

1．対象

　子宮卵管造影を必要とする20～45歳までの患者48

例（H群，L群，各24例）を対象とした．薬剤の使

用に当たっては，あらかじめ患者または家族の承認

を得た．なお，除外規定（表2）に該当する患者は

対象から外した．

2．試験方法

　1）使用薬剤

　イソビスト300は1ml中Iotrolan　640．75　mg（300

mgI／ml），イソビスト240は1ml中512．59　mg（240

mgI／ml）を各々含有する容量10　mlの製剤で，浸透

圧はいずれの製剤も血液と等張の（対生食水比1）

である（図1）．

　2）投与方法

　原則として6－－10mlを注入した．注入圧は300

mmHgを越えないように注意した．なお，使用薬剤

はあらかじめ体温程度に暖め，過敏症テストを実施

する場合は，本剤の一部（約1m1）を用いた．

　3）撮影条件

　現在，各施設で行なっている条件で撮影した．

　4）検査後の鎮痛剤の配付

　あらかじめ鎮痛剤を患者に配付し，万一耐え難い

腹痛が発現した場合にのみ服用するように指導した．

3．評価方法

　造影効果は担当医および読影医によって評価され，

安全性と有用性は担当医により評価された．
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　1）造影効果（担当医）

　得られたフィルムのうち，子宮，卵管および腹腔

内の各部位に関し，それぞれ最も良いフィルムを選

定し，下記基準に従って評価した．また，各部位の

個別判定の結果を加味し，同じ判定基準により総合

的に評価した．

　［造影効果の判定基準］

　　冊：コントラストが良く，診断が容易なもの

　　十：コントラストはやや劣るが，診断は比較的

　　　　容易なもの

　　＋：コントラストは劣るが，診断は可能なもの

　　一：コントラストが悪く，診断不可能なもの

　　×：判定せず（卵管閉塞などのため造影されず）

　なお，造影不良「一」の場合はその原因を，「×」

の場合はその理由を記入した．

　2）造影効果（読影医）

　担当医が造影効果判定に用いた全フィルムについ

て，1症例分の全フィルムを1組として施設，症例

を無作為割り付けし，3名の読影医の合議による判

定に供した．判定基準は担当医と同一とした．

　更に，各症例のコントラストについて「濃い」「薄

い」の判定を行なった．

　3）安全性

　　（1）腹痛および発熱

　腹痛：造影剤注入中および検査後に患者の訴え，

医師の問診・観察により調査した．更に，検査後の

腹痛発現状況について，帰宅後も患者調査票により

調査した．

　発熱：検査直前および直後に体温を測定した．更

日不妊会誌　35巻2号

に，検査後の発熱状況について帰宅後も患者調査票

により調査した．

　［造影剤注入中の腹痛の重症度判定基準］

　　一：なし

　　＋：軽度疹痛

　　十：中等度疹痛

　　惜：激しい疹痛

　［検査後の腹痛の重症度判定基準］

　　一：なし

　　＋：軽度疹痛（薬の必要を全く感じなかった）

　　十：中等度疹痛（薬を飲んだが，寝込むほどの

　　　　ものではなかった）

　　柵：激しい疹痛（薬を必要とし，寝込むか，病

　　　　院に連絡した）

　　（2）副作用

　患者の訴え，医師の問診・観察および患者調査票

により調査し，副作用が発現した場合，その症状，

発現時間，持続時間，経過，処置および転帰につい

て詳細に記載し，それぞれ下記の［重症度判定基準］

と［本剤との関連性の判定基準］により判定した．

なお，腹痛および発熱に関して，前記（1）の調査

結果に基づき副作用と推定されたものについては副

作用欄に記入し，その他の副作用と同様に判定した．

　［重症度判定基準］

　　＋：薬剤による処置を必要としなかったもの

　　十：薬剤による処置を必要としたもの

　［本剤との関連性の判定基準］

　　L関連性あり
　　2．関連性が疑われる

識　別　番　号 SHL437A SHL437B
製　　剤　　名 イソビスト300 イソビスト240

一　　般　　名 iotrolan iotrolan

組　成（mg／mの 640．75 512．59

使　用　剤　型 10謡バイアル 10酩バイアル

ヨード含量（1酩中） 300㎎ 240㎎

粘稠度（cp．37℃） 9．2 42
浸透圧比（対生食水比） 約1 約1

pH 6．5～8．0 6．5～8。0

構　造　式

　　　　　　　　　匿O－ql－ql．OH　　　　IIO－q1－CHIO聖l
　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　CO一ドH一ζ11一く1110量I　　CO－M－CH－CH巳011

唖：1諮搬一都一か

図1　構造式ならびに物理化学的性質
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　　3．不明

　　4．関連性なし

　なお，

と判定されたものを副作用として採用した．

　　（3）臨床検査

百瀬，水野，山村

「本剤との関連性の判定基準」が「1－一　3」

　投与前，投与後に下記の臨床検査を実施し，投与

後の検査値が前値に比較し異常を示した場合には，

治験薬との因果関係について考察し，可能な限り追

跡調査した．

　血液一般検査：赤血球数，

ン量，ヘマトクリット値，血小板数

　血液生化学検査：

ビリルビン，BUN，

　尿検査：蛋白，糖，

量）

　4）有用性の判定

（391）　151

白血球数，ヘモグロビ

GOT，　GPT，　AL－P，　LDH，総

クレアチニン，Na＋，　K＋，　C1一

　ウロビリノーゲン（定性半定

イソビスト240　L

イソピスト300H

母集団

回　　収　　例

　　　48

L：24，H：24

薬剤害IJイ寸け

抜き取り検査

保　存　用

72（L：36，H：36）

6（L3，　H　3）

18（L9，　H　9）

試験計画例数　48（L　24，H：24）

実施例数48（L：24，H：24）

患 者 背 景

48

L ：

24， H：24

フィルム無作為割付け

〈L：24， H：24）

造影効果（担当医） 造影効果（読影医） 腹痛（注入中， 臨床検査値 副　作 用 有　用 性

検査後）

子宮
L：24

子宮
L：24 L：18 L：24 L：24

H：24 H：24 L：24 H：19 H：24 H：24

卵管
L：24

H：23
卵管

L：24

H：23
体温

L：16

腹腔
L：23

腹腔
L：22

直前
H：18

H：22 H：20 L：21

総合
L：24

総合
L：24

直後
H：20

H：24 H：24 L：22
夕食時

H：22
L：24

コントラスト

H：24 L：21
就寝時

H：23

L：22
起床時

H：22

図2　データ解析の流れ
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表3患者背景
項　　　　　　　　目 イソピスト240 イソビスト300 格　　　定
症　　　f列　　　数 24 24

入　　　　　　　　院

外　　　　　　　来

222 222 Fisher検定
P＿LOOONS

造　　影　　剤
過敏症テスト

陰性
実施せず

17
7

17
7

X。2－0．1008
P＝0．7508Ns

年　　齢 20～29
30－39
40－45

8142 9141

Xo2－0．3922
Df－2
P－0．8219NS

し1え均±SD． 32±　5 31±5 u検定
Zo＝O．5789，　P－0．5627Ns

体　　弔
（kg）

≦39　（38）

40～59
60－79

80≦　（87）

02031 12300

X。2－5．2093

Df＝3
P－0．1571NS

賂F均±S．D一 53，7±9．2 48．6±4．1 u検定
Zo；2．2979，　P－0．0216＊

既　　往　　歴 無
有

18
6

15
9

X。2－0．3879
P－0．5334NS

アレルギー歴 無
有

20
4

22
2

Fjsher検定
P　　l．000NS

合　　併　　症 無
イf

24
0

24
0

前　　投　　薬 無
イ∫

24
0

24
0

初［呵

注入量
（mの

1～　5

6～10
11～12

13
10

1

12
12
0

X。2－12218
Df－2
P－0．5429NS

平均±S．D． 5．5士2．5 5．8±2．9 u検定
Zo－0．4369，　P－0，6627Ns

追加
注入量
（mの

追加注人せず
　1～　5
　6～10
　11～15

51450 41541

X。2－L1432
Df＝2
P－0．5646NS

平均±S．D． 4．4±1，7 4．4±2．9 u検定
Zo－0．5569，　P－O．5776Ns

総投与・
｛1匙

（mの

4～　5
6～10
11－15
16－20

21561

X。2－1．8039

Df－3
P＿0．6141NS

鴨ド均±SD． 8．9±2．9 9．4L3．6 u検定
Z（，　0．4288，　P－0．6681Ns

初llli

注人圧
（mmHg）

測定せず
40～100
110－200

15
72

17
43

X。2－1．1432

Df＝2
P－0．5646NS

平均±S．D． 95．3±67．8 112．9±67．8 U検定
Zo－02138，　P－0．8307Ns

追加
注八圧
（mmHg）

測j定せず
30－100
110－170

20
31

19
41

X。2－0．1685

Df＝2
P・－0．9192NS

亀F均±SD． 110．0±40．8 84．0±39．1 u検定
Zo＝1．0｛｝0．　P＝0．3169NS

初回注
入時間
（s）

6～　60
61～120
121－180

17
61

13
10
1

X。2－L5333
Df－2
P－0－4646NS

平均土S．D． 61、5±41．2 74．8土42．8 u検疋
Zo－L3989，　P－0．1618Ns

追加注
入時間
（s）

追加注人せず
　5～　60
　61～120

121－180
180≦

515103 416022

Xo2－3．3434
Df－4
P－0．5121NS

平均±SD． 75．7±91．6 77．3±99，6 u検定
Zo－0．0142，　P－0．9887Ns

総注人
時問
（s）

10～　60
61－120
121～180
181－240
240≦

89223 58713

X。2－3．8622

Df＝4
P－O．4250NS

平均±SD． 121．5±104．4 139．2±IO3．9 u検定
Zo－0．8888，　P－02741Ns
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表4　造影診断名

附属器病変

　卵管閉塞，卵管留水症

　卵管・卵巣周囲癒着

卵巣嚢腫，

子宮病変

　f宮筋腫

　子宮奇形

正常

　計

百瀬，水野，山村

名 イソビスト

　240
イソビスト

　300

IJ管留水症

周囲癒着

子宮内膜症

24 24

　造影効果，副作用の種類と重症度，臨床検査値お

よび対象患者の病態などから，総合的に試験薬剤の

有用性を下記5段階に評価した．

　［有用性の判定基準］

　　1．極めて有用

　　2．有用

　　3．やや有用

　　4．無用

　　5．有害

　5）データの処理と解析

　問題症例検討会で脱落，除外例等の検討を行ない，

解析対象例を協議決定した．試験成績の解析は，日

本シエーリング（株）が行なった．使用した統計法は

Fisher検定，κ2一検定，　U一検定である．

試験成績

1．解析対象例ならびに患者背景

　全施設からの回収例数は48例で，各評価項目にお

ける対象例数を図2に示した．また，H群24例，　L

群24例について検討した結果，年齢，投与量等の背

景因子に両群間に偏りは認められなかった（Fisher検

定，κ2一検定，U検定）（表3＞．

2．造影診断名（表4）

　附属器病変は，H群11例，　L群12例．子宮病変

は，H群5例，　L群3例であった，正常例は，　H群

9例，L群8例であった．両群間に偏りは認められ

なかった．

3．造影効果（表5）

　1）担当医判定

　子宮像の造影効果では「十」以とと判定されたも

のでは，H群で24例中23例（95．8％），　L群で24

例中20例（83．3％）であった．H群，　L群とも全例

診断可能とされた．H群では，　L群に比し「冊」の
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頻度が高く，一方，「＋」ではL群が高く，2群間に

有意差を認めた（P＜0．05，U一検定）（図3，4），

　卯管像では，「十」以上がH群で23例中23例（100．0

％），L群で24例中20例（83．3％）であった．　L群

で「一」と判定された症例が2例あり，L群はH群

に比し明らかに劣っていた（P＜0．01，U一検定）（図

3，4）．

　腹腔像では，「十」以上がH群で22例中20例（90，9

％），L群で23例中19例（82．6％）であった．　L群

の1例が「一」の判定であったが，2群間に有意差

を認めなかった（図5，6）．

　子宮像，卵管像および腹腔像から総合的に評価し

た造影効果では，「十」以上がH群で24例中23例

（95．8％），L群で24例中21例（87．5％）であった．

H群はL群に比し明らかに優れた（P＜0．05，U一検
定）．

　2）読影医判定

　子宮像の造影効果で「十」以上と判定されたもの

は，H群，　L群ともに24例全例であった．

　卵管像では「十」以上が，H群23例中23例（100．0

％），L群24例中23例（95．8％）であった．

　腹腔像では「十」以上が，H群で20例中16例（80．0

％），L群が22例中22例（100．0％）で有意差を認

めた（P〈O．05，Fisher検定）．

　一方，分布を見た場合には2群間に有意差を認め

なかった（U一検定）．

　子宮像，卵管像および腹腔像から総合的に評価し

た造影効果では，「十」以上がH群24例中23例（95．8

％），L群24例中24例（100％）であった．　H群の

「＋」と評価された1例を含め，H群，　L群ともに全

例診断可能と判定された．

　更に，各症例のコントラストについて，「濃い」「薄

い」を判定した結果，H群は24例中18例（75％）

が「濃い」と判定され，L群の24例中11例（46％）

よリコントラストの優れる傾向が認められた（P〈

0．1，Fisher検定）（表6）．

4．腹痛（表7）

　1）注入中の腹痛

　H群が軽度疹痛と判定されたものが24例中12例，

L群が5例，中等度疹痛と判定されたものが，H群，

L群ともに各1例であった。

　2）検査後の腹痛

　H群が軽度疹痛と判定されたものが24例中6例，

L群6例，激しい疹痛と判定されたものが，H群に

1例認められた．なお，2群間に有意差は認められ

なかった，

5。体温（表8）
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図3　H群（300mgl／ml） 子宮像（担当医惜，読影医榊）

卵管像（担当医冊，読影医琳）

騰

騰
爵

曝

図6　L群　腹腔像（担当医冊，読影医柵

図4　L群（240mgI／ml） 子宮像く担当医帯，読影医帯）

卵管像（担当医冊，読影医冊）

図7　H群　腹腔像（担当医耕，読影医一）

図5　H群　腹腔像（担当医冊，読影医帯）

爵

難．

糧 　　　騨

図8　H群　腹腔像（担当医冊，読影医＋）
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表5　造　影効果
判
定
医

剤　　　型
造　影　効　果

撮影
音立

解　析
対　象
例　数 冊　十卜　十　一　×

十以上

（％）

Fisher

検　定
u一検定

担
当医

イソビスト240

イソビスト300

24

24

10　10　4

18　5　1

83

96
P＝0．3475NS

Zo＝2．3730

P＝0．0176ホ
子
　　宮

読
影
医

イソビスト240

イソビスト300

24

24

20　4

23　1

100

100 一

Zo＝1．3832

P＝0．1666NS

担
当医

イソビスト240

イソビスト300

24

23

8　12　2　2
18　5　　　　　　1

83

100
P＝0．3475NS

Zo＝3．2215

P＝0．0013ホ串

卵　　管

読
影
医

イソビスト240

イソビスト300

24

23

18　5　1
17　6　　　　　　1

96

100
P＝1．0000NS

Zo＝0．0140

P＝1．0112NS

腹　　腔

担
当医

イソビスト240

イソビスト300

23

22

9　10　3　1　1
13　7　2　　　　2

83

91
P＝1．0000NS

Zo＝1．3722

P；0．1700NS

読
影
医

イソビスト240

イソビスト300

22

20

15　7　　　　　　2

14　2　3　1　4

100

80
P＝0．0433＊

Zo＝0．2943

P＝0．7685NS

担
当医

イソビスト240

イソビスト300

24

24

7　14　2　1

16　7　1

88

96
P＝0．3589NS

Zo＝2．5718

P＝0．0101＊
総
　　合

読
影
医

イソビスト240

イソビスト300

24

24

19　5

19　4　1

100

96
P＝1．0000NS

Zo＝0．0585

P＝0。9534NS

表6　読影医によるコントラストの判定

薬　　剤 濃い 薄い Fisher検定

イソビスト240

イソビスト300

11

18

13

6

P＝0．0753寧

＋　P＜O．1

＊　P＜0．05，＊＊　P＜0．01

　　　　表7　腹　　痛

NS：有意差なし

腹痛の程度
一

十 粁 升 u検定

注入中
イソピスト240

イソビスト300

1811 512 11 00 Zo；1．9237

P＝0．0544串

検査後
イソビスト240

イソピスト300

1817 66 00 01

Z。ニ0．3870

P；0、6988NS

NS：有意差なし，＋：P＜O．1

表8　体　　温

検査時間 前 直後 夕食時 就寝時 起床時

イソビスト240
　n
平均±S．D．　，mln～max

　　16

36．6±0．4

35．8～37．2

　　21

36．7±0．4

35．2～37．1

　　22

36．5±0．4

35．8～37．0

　　21

36．4±0．4

35．6～37．7

　　22

36．3土0．3

35．7～36．7

イソビスト300
　n
平均±SD．

min～max

　　18

36．7±0．4

36．1～37，7

　　20

36．8±0．4

35．8～37．6

　　22

36．8±0．4

36．0～37．6

　　23

36．5±0．5

35．6～38．1

　　22

36．4±0．3

35．6～37．0

表9副作用
薬　　剤 副作用 重症度 関連性 発現時間 持　続　時　聞

腹痛（注入中） 十 疑われる 0　分 5　分

イソビスト300 腹痛

発熱

十

十

あり

あり

3時間

6時間

6時間

7時間

発疹 十 あり 14時間 48時間

イソビスト240 発熱 十 疑われる 8時間 解熱剤を投与したため不明。

翌朝には平熱に回復。
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表10　有　用　性

有用性 冊十十一　× u検定

イソビスト240

イソビスト300

8　14　2　0　0

14　10　0　0　0

Zo＝1．9040

P＝0．0569＋

＋　P〈O．1

　H群，L群ともに検査前後の大きな変動は認めら

れなかった．検査後，38℃以上を示した症例は，H

群の1例のみであった．

6．副作用（表9）

　H群に腹痛（注入中）1例，腹痛および発熱の1

例の計2例が認められ，L群では発疹1例，発熱1

例の計2例に副作用が認められた．なお，処置を必

要としたものはL群の2例で，発疹には抗ヒスタミ

ン剤を，発熱には解熱剤を投与した．H群の2例は

無処置にて回復した．

7．臨床検査値

　検査前後ともに臨床検査を実施した症例はH群で

24例中19例，L群で24例中18例であった．　H群，

L群ともに投与後本剤に起因すると思われる異常値

は認められなかった．

8．有用性（表10）

　有用以上と評価されたものは，H群で24例中24例

（100％），L群では24例中22例（92％）であり，

H群はL群に比し優れる傾向（P＜O．1，U一検定）が

認められた．

考　　察

1．患者背景

　対象患者背景の体重分布についてH群とL群の間

で偏りが認められた．これはL群に60　一一　79　kgの患者

3例，87kgの患者1例が含まれていたためであるが，

造影検査を実施する上では問題となるものではなか

った．

2．造影効果

　子宮，卵管，腹腔像ならびに総合評価の判定を行

なうにあたり，担当医は造影検査前の各種臨床診断

を背景にした診断能とコントラストの両方を加味し

てフィルムを評価した．一方，読影医も同一判定基

準で判定するものであるが，フィルムが盲検化され，

フィルムから得られる情報のみから評価したため，

判定結果に担当医と読影医との間で若干の相違が認

められた．

　1）担当医

　造影効果に関しては子宮，卵管では，いずれもL

群に比しH群が有意に優れ（P＜O．05，U一検定），腹

腔では有意差は認められなかった．総合判定ではL

日不妊会誌　35巻2号

群に比しH群が有意に優れた（P〈0．05，U一検定）．

これらの結果は，担当医がコントラストの「濃い」

「薄い」を造影効果判定に寄与させたことによると考

えられた．

　2）読影医
　子宮，卵管，腹腔ならびに総合評価のいずれの判

定でも両群間に有意差は認められなかったが（U一検

定），腹腔像の「十」以上と判定された症例では，L

群がH群に比し有意に優れた（P＜0．05，Fisher一検

定）．腹腔像に有意差が認められた点については，読

影医の評価が盲検化されたフィルムからのみのもの

であるのに対し，担当医はフィルムを総合的視点か

ら評価したために両者の判定結果が異なったものと

考えられた．

　3）判定結果が担当医と読影医間で異なった理由

　読影医は，腹腔内へ十分量の流入が確認された拡

散像のあるフィルムを造影効果の優れたものと判定

し，それ以外のものは低く評価した．一方，担当医

は，卵管疎通性の指標になれば腹腔内への拡散を待

たずとも，少量の流入をX線TV透視下で確認した

段階で造影効果を優れたものと判定した（図7，8）．

このことが担当医と読影医の腹腔像判定結果の相違

の原因となったと考えられる．以上のような症例は，

H群に6例，L群に3例認められた．

　造影剤の濃度と関連するコントラストについては，

担当医が「濃い」「薄い」を造影効果の判定に大きく

反映させたのに対し，盲検化されたフィルムのみが

診断の情報を得る手段でしかない読影医は，「濃い」

「薄い」にかかわらず，フィルムが十分寄与すると判

断された場合は造影効果を優れたものと判定した（図

9，10）．このような症例は，H群5例に対し，　L群

9例であった．

　卵管像についても判定結果に相違が認められた．

片側卵管のみ造影された場合で，担当医は造影検査

前の各種臨床診断，造影時のX線TV透視下の状況，

注入圧などから片側卵管の閉塞と診断し造影効果を

判定した．一方，読影医は，造影剤の注入量不足，

濃度の不足などの原因も考慮して，両側とも造影さ

れた場合の判定結果よりも低く判定した（図11）．

　以上のことから，担当医と読影医の評価の視点を

同一にする上で重要なことは，担当医が参考にした

患者の情報を読影医も必要最少限持つことと，撮影

した全フィルムを読影医が評価することと思われた．

　4）コントラストの判定

　読影医による当初の判定は，前述の理由によりコ

ントラストに重点は置かれなかったが，本試験には，

第III相試験へ進むための濃度選択試験の目的も含ま
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図9　L群子宮像（担当医十，読影医帯）

　　　　　卵管像（担当医十，読影医帯）

♂

図10　L群　腹腔像（担当医＋，読影医帯）
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れるため，盲検化されたフィルムのコントラストに

ついて判定した．その結果，H群はL群に比して造

影剤の濃度としてはより強いコントラストが得られ

る傾向が認められた．H群の濃度（300　mgI／ml）が

L群（240mgl／mDより適当であると考えられた．

3．安全性

　注入中の軽度疹痛ではL群に比しH群に多い傾向

が認められた．このことは，L群の粘稠度が4．2cps

（37℃）に対し，H群は9．2　cps（37℃）と2倍近い

ため，薬剤の注入圧による可能性が考えられ，腹膜

刺激症状とは考えられなかった．注入中，検査後と

もに，中等度疹痛以上の出現率で両薬剤間に有意差

を認めなかった．

　発熱については，両剤ともに体温の有意な変動を

認めなかった．その他の副作用の出現率でも両群間

に有意差は認められず，従来のイオン性水溶性ヨー

ド造影に比し，全身ならびに局所的刺激は予想以上

に少ないと思われた．

輪

麹

蜘

織

夢

図11　H群　卵管像（担当医帯，読影医十）

4．有用性

　有用性は担当医の判定のみにより評価されており，

L群に比しH群が優れる傾向が認められた．このこ

とは，L群に対してH群の造影効果が担当医の判定

で子宮像，卵管像において有意に優れたことが大き

く影響したものと考えられる．また，造影剤を使用

する上では使い易さも有用性に影響を及ぼすと思わ

れる．従来のイオン性水溶性ヨード造影剤の粘稠度

18．3～19，1cps（37℃）に比し，濃度240　mgI／mlの

剤型の粘稠度4．2　cps（37℃）はかなり低く，注入し

た場所から流れ易く，より注意深い観察が必要と思

われた．その点では300mgI／mlの濃度の粘稠度9．2

cps（37°C）は240　mgI／m1より高く，使用上有利で

あると言える．

まとめ

　1．2量体型非イオン性水溶性造影剤であるイソ

ビストを子宮卯管造影48例に使用し，300mgI／ml

（H群）および240mgI／ml（L群）濃度の2剤型を

2群（1群24例）に分けて，その造影効果，安全性

ならびに有用性を多施設にて比較検討した．

　2．造影効果では両剤とも優れた造影効果を示し

たが，読影医によるコントラストの判定では，「濃い」

と判定されたものが，L群で24例中11例，　H群で

24例中18例で，H群がL群に比しコントラストが良

い傾向が認められた．また，主治医による造影効果

の判定では子宮像，卵管像ならびに造影効果総合で

H群がL群に比し有意に優れる結果を得た．

　3．安全性（副作用，臨床検査）では，副作用の

発現頻度が，H群は腹痛（注入中）24例中1例（4

％），腹痛と発熱1例（4％）の計2例（8％），L

群は発疹24例中1例（4％），発熱1例（4％）の

計2例であった．また，両群間に本剤に起因すると
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考えられる臨床検査値の異常は認められなかった．

　　4．本剤に対する有用性の評価は，「極めて有用」

と判定されたのがH群で24例中14例，L群で24例

中8例，「有用」以上ではH群で24例中24例，L群

では24例中22例であった．

　以上の総合評価によりH群はL群に比して優れた

傾向が認められた．今後，臨床第III相試験にて更に

本剤の有用性を詳細に検討することが期待される．

（本試験に御協力いただいた各施設，研究者のかた

がたに深甚なる謝意を表する〉

1）

2）

3）
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Hysterosalpingography　using

　　　new　contrast　medium，

　　　　　　iotrolan（lsovist　’R）

Kazuo　Momose，　Masahiko　Mizuno申

　　　　　and　Hideo　Yamamura”

1st　Dep。　Obstet．　Gynec．，　Toho　Univ．，

School　of　Med．，　Tokyo　143，　Japan

日不妊・会誌　35巻2号

Dept．　Obstet．　Gynec．，　Tokyo　Univ．，串

School　of　Med，　Tokyo　113，　Japan

Tokyo　Senbai　Hospital，’＊

　　　　　Tokyo　108

1．In　order　to　examine　the　radiopacity，　safety　and

utility　of　Isovist　300（300mgI／ml）and　Isovist　240

（240mgI／m1），　a　new　dimeric　non－ionic　water　soluble

contrast　medium　for　hysterosalpingography，　a

clinical　mu］ticenter　test　was　performed　in　48

patlents．

2．Both　groups　showed　good　radiopacity．

　As　to　contrast，　there　was　a　tendency　of　superior－

ity　of　Isovist　3000ver　Isovist　240　by　evaluation　of

the　physicians　of　the　trial　committee．　Also，　as　to

radiopacity　of　uterus　and　Fal1（）pian　tubes，　Isovist

300was　superic）r　to　Isovist　240　by　evaluation　of　the

examining　physicians．

3．The　incidence　of　side　effects　was　8％（2　cases）in

each　group，　these　were，　however，　only　slight　and

transient．　In　laboratory　tests，　there　was　no

significant　difference　between　the　data　before　and

after　hysterosalpingography　in　either　group．

4．The　utility　ratings“very　useful　and　moderately

useful”of　Isovist　300（100％）showed　a　tendency　of

suPeriority　over　Isovist　240（92％）．

　Clinical　usefulness　fo　Isovist　300，　as　showrl　in　this

trial，　warrants　further　study　in　phase　III　trial．

　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年11月9日，特掲）
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経膣超音波断層法を用いた卵管疎通性の評価

Assessment　of　Fallopian　Tubal　Patency

　　　by　Transvaginal　Ultrasound

　水　上　明　保
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　千　石　一　雄

　Kazuo　SENGOKU
　菊　川　美　一

Yoshiichi　KIKUKAWA

　清　水　哲　也

　Tetsuya　SHIMIZU

高　田　久　士

Hisashi　TAKADA

石　川　睦　男

Mutsuo　ISHIKAWA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，
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　経膣プローブを用いた卵管疎通性の評価，特にそれぞれの卵管の評価が可能であるか否かを，HSG

の結果をgold　standardとして比較検討し以下の結果を得た．①左右卵管の疎通性の評価は，56名112

卵管において，86．6％の症例において可能であった．②左右卵管の疎通性の判定が可能であった86卵

管について，HSGとの所見の一致率は92．9％と高率であった．③HSGの左右卵管の疎通性の所見を

gold　standardとした場合，　sensitivity　83．3％，　specificity　100％，偽陽性率0％，偽陰性率16．7％

であった．経膣法による卵管疎通性の評価法は，子宮内腔，ダグラス窩への液体の貯留像が経腹法と

比較して明瞭かつ容易に描出可能であった．さらに卵巣周囲への液体の貯留像，卵管采からの液体流

出像より左右卵管の同定が高率に可能であり，しかもHSGの所見と比較して高い一致率を示しておv）　，

実地臨床上有用性が大きいことを明らかにした．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，35（2），399－403，1990）

緒　　言

　不妊症の原因として卵管因子の占める割合は25－50

％1－6）と報告されており，卵管因子による不妊症患者

は，年々増加傾向にあるといわれている．その原因

として最近では，STD，人工妊娠中絶1ごよるPID，

子宮内膜症による卵管機能異常などが関与している

可能性が示唆されている．一方，卵管疎通性の評価

法として，従来より，通気法，通水法，子宮卵管造

影法（HSGと略す），あるいは，腹腔鏡や開腹手術

時において直接，確認する通色素試験などが行なわ

れてきた．なかでもHSGは現在最も多用されている

卵管疎通性検査であると考えられる7『9）．しかし，HSG

はX線被曝やヨード過敏などの問題を有しており，

一般外来診療で手軽に実施できる検査とはいえない．

そこでHSGに匹敵する診断法で患者への侵襲が少な

い検査法の開発が望まれ，我々は，経腹超音波断層

法を用いた通水法について報告した1°）．　ff腹超音波断

層法による卵管の疎通性評価では，ダグラス窩への

液体の貯留像の観察により少なくとも一側の卵管の

疎通性の評価が可能であったが，左右卵管の疎通性

の評価は容易ではなかった．

　そこで今回我々は，経膣超音波プローブを用いて

左右卵管の疎通性の評価が可能であるか否かについ

て検討を試みた．
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研究方法

経膣超音波断層法を用いた卵管疎通性の評価

〈対象〉旭川医科大学産婦人科不妊症外来に通院中

の不妊患者で，昭和63年4月から平成元年3月まで

に経膣超音波下通水法とHSGにおいて卵管疎通性の

評価を行なった56名を対象とした．不妊症の原因は，

卵管因子20名，子宮内膜症9名，高プロラクチン血

症4名，黄体機能不全5名，子宮中隔1名，子宮筋

腫3名，男性因子3名，原因不明不妊症11名であっ

た（表1）．対象の年齢は24歳から40歳までで平均

年齢31．5歳，不妊期間は1．5年から18年で平均5．5

年であった．

〈方法〉卵巣の同定を容易にするため，月経開始後

3日目からClomiphen　Citrate　50　mgを5日間内服

し卵胞発育を促し，月経開始後9－12日目に検査を

施行した．通水法はまず，図1のごとくFoley　8号バ

ルーンカテーテルを経膣的に子宮内に挿入し，1　mlの

生理食塩水にてバルーンを膨らませたのち，経膣プ

ロープを挿入し，子宮，左右卵巣の位置を確認する．

その後，カテーテルより抗生物質加滅菌生理食塩水

　　　　表1

卵管因子

子宮内膜症

黄体機能不全

不妊原因別頻度

高プロラクチン血症

子宮筋腫

子宮中隔症

男性因子

原因不明

20名

9名

5名

4名

3名

1名

3名

11名

日不妊会誌　35巻2号

20－40m1を注入して通水を施行し，その間に子宮腔

内，両側卵巣周囲，ダグラス窩への液体貯留像を観

察することにより左右卵管の疎通性の有無を判定し

た．さらに，その成績をHSG所見を“gold　standard”

として比較検討した，使用した超音波断層装置は，

横河RT－3600と東芝SONOLAYER－L　SAL－77B
で，周波数5MHzの経膣プロープを用いた．

成　　績

　まず以下に経膣超音波法による代表的超音波断層

像を示す．

　写真1はバルーンカテーテルを子宮内に挿入後，

通水開始時の超音波断層像である，子宮腔内にバル

ー ンと，生理食塩水により拡張した子宮腔が観察さ

れる，

　写真2は通水後の超音波断層像である．卵管の疎

通性が認められた症例であり，ダグラス窩に液体が

貯留している像が確認できる．

　写真3aは卵管疎通性のある症例の右卵巣の超音

波断層像である．直径20mmの卵胞が確認できる．

　写真3bは同症例の通水中の超音波断層像である．

計 56名

図1　方法

写真1　バルーンカテーテルを

　　　子宮内挿入後，通水開始 写真2　通水後
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写真3a　通水前の卵胞および卵巣像

写真3b　卵巣周囲への液体流出像

写真4　卵管采の描出

卵巣周囲への液体流出像が認められる．

　写真4は卵管采の描出が可能であった症例で，卵

管疎通性の認められる症例では卵管采よりの液体流

出像を明瞭に確認可能である．

写真5a　卵管閉塞例の通水前

写真5b　同症例の通水後

　写真5は両側卵管閉塞症例の通水前（a）と通水

後（b）の超音波断層像である．生理食塩水10m1注

入にて子宮腔内の著明な拡張と強い抵抗が見られ，

卵巣周囲，ダグラス窩に液体貯留像が見られない．

　以上のような所見をもとに，HSGをgold　standard

として経膣超音波下通水法との一致率を比較した．

　その結果，経膣超音波下通水を施行した56名，112

卵管において卵管疎通性の有無の確認が可能であっ

たのは97卵管（86．6％）であり，卵管疎通性の有無

の確認が可能であった症例中，HSGの所見と一致し

たもの90卵管（92．9％）と高い一致率を示した．

　次に超音波法で卵管閉塞と判断しHSGで卵管閉

塞なしと判断したものを偽陽性率とすると0％（0／

97），逆に超音波法で卵管閉塞なしと判断しHSGで

卵管閉塞と判断したものを偽陰性率とすると16．7％

（3／18）であった．また真陰性率であるSpecificity（特

異度）は100％（79／79），真陽性率であるSensitivity

（敏感度）は83．3％（15／18）であった（表2）．

　なお，経膣超音波下通水後8例が妊娠しており，

そのうち5例が通水法実施後第2月経周期までに妊

娠に至り，通水療法としても有効であることが示唆
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表2　経腔超音波下通水とHSGとの比較

経腔的超音波下通水

通過性なし
　（陽性）

通過性あり
　（陰性）

通過性なし

　（陽性）

15卵管

（15．5％）

3卵管
（3．1％）

HSG
通過性あり

　（陰性〉

0卵管
（0％）

79卵管

（81．4％）

HSGの卵管通過性の所見をgold　standardとすると

Sensitivity

Specificity

偽陰性率

偽陽性率

された．

83．3％　　（15／18）

100％　　（79／79）

16、7％　 （　3／18）

　0％　　（　0／79＞

考　　察

　不妊症患者の中で卵管因子が占める割合は高く，

その正確な診断は重要な問題である．しかしHSG，

腹腔鏡あるいは開腹手術を頻回に行なうことは，X

線被曝，ヨード過敏，手術侵襲，などの問題を有し

ており事実上不可能であるといえる．

　そこで以前経腹超音波下通水法を報告したが，こ

の方法ではダグラス窩への液体の貯留像を観察する

ことにより一方の卵管の疎通性の判定は容易であっ

たが，左右卵管の疎通性の同定に関しては1／3の症

例においてのみ確認可能であり，しかも膀胱充満が

必要である欠点を有していた．

　一方，経膣超音波プロープを用いた経膣超音波下

通水法は，経腹法のように膀胱充満下で行なう必要

がなく，それだけ患者への負担が少なく，しかも超

音波プローブの先端と子宮，卵巣との距離が近接し

ているため，5MHzと高い周波数のプロープが使用

可能で鮮明な画像が得られる利点を有している11）．さ

らに子宮内に挿入したバルーンやClomiphene　citrate

による卵巣刺激のために子宮，卵巣の位置が比較的

簡単に同定しやすく，それを指標として卵管疎通性

の判定も容易となった．また特別な設備を必要とせ

ず，検査にかかる時間が短時間で外来で実施可能で

あり，生体への侵襲が少なく反復して検査できるな

どの特徴を有している．これまで超音波断層法によ

る卵管疎通性の評価法についての報告は，経腹法を

用いたものがほとんどで経膣法を用いたものは少な

い．またその成績についても経腹法では，ダグラス

窩への液体の貯留によりどちらか一方でも疎通性が

認められれば陽性所見としており，左右それぞれの
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疎通性については判定率が低かった．

　一方今回の検討から，経膣超音波による通水法で

は，左右卵管の疎通性の有無の確認が86．6％と高率

に可能であり，そのうちHSGの所見と一致したもの

92．9％，HSGの所見をgold　standardとした場合，

Sensitivity　83．3％，　Specificity　100％，偽陽性率0

％，偽陰性率16．7％と卵管疎通性検査のスクリーニ

ング法としての有用性が示唆された．112卵管中疎通

性の有無の確認できなかった15卵管において2名4

卵管はHSGにて両側卵管閉塞と診断され，超音波下

通水中に疹痛を訴えたため中止した．

　また残り11卵管中HSGで卵管閉塞ありと判断し

超音波下通水で判定不能と判断したもの4卵管，HSG

で卵管疎通性ありと判断し超音波下通水で判定不能

と判断したもの7卵管であった．これらは卵胞，卵

巣の位置の確認が困難で判定不能としたものである．

このことから卵胞の発育を十分確認し卵巣を同定し

たうえで検査を行なえば，疎通性の判定率は向上す

るものと考えられる．

　またHSGの所見と一致しなかった3卵管は，　HSG

にて疎通性がなく超音波下通水で疎通性ありと判断

した偽陰性率のみであった．これらの症例において

もどちから一方の疎通性の判定についてはダグラス

窩への液体の貯留の有無を観察することにより100％

可能であり，しかも前回報告した経腹法においても

超音波下通水のほうがHSGに比し通色素試験との一

致率が高率であった結果を考慮すれば，経腔超音波

下通水法の成績がさらに評価される．

　超音波下通水法の持つ操作の簡易さ，非侵襲性，

HSGとの高い一致率，繰り返し検査が可能で，かc

通水療法としても有効であることを考え合わせると

卵管疎通性検査におけるスクリーニング法として極

めて有用であり，経膣超音波下通水を外来診療レベ

ルのスクリーニングとし，卵管閉塞例，卵管疎通性

の判定不能例にHSGを行なうことにより生殖可能な

女性へのX線被曝を極力避けることができると考え

られる．
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Assessment　of　fallopian　tubal　patency

　　　　　　by　transvaginal　ultrasound

Akiyasu　Mizukami，　Kazuo　Sengoku，

Hisashi　Takada，　Kenichi　Tamate，
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Yoshiichi　Kikukawa，　Mutsuo　Ishikawa

　　　　　　　and　Tetsuya　Shimizu

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　Asahikawa　Medical　College，

　　　　　　　　Asahikawa　O78，　Japan

　　Several　methods　have　been　used　as　diagnostic

parameter　to　assess　tubal　patency　in　infertile

patients．　However　these　methods　are　invasive　or

have　several　disadvantages，　including　exposure　to

ionizing　radiation，　and　to　iodinated　contrast　mater・

ials．　We　found　that　ultrasound　was　comparable　to

HSG　in　detecting　tubal　patency　using　transab－

dominal　sector　scanner，　but　this　technique　was　less

accrate　in　evaluating　which　tubes　were　patent．　The

ability　of　transvaginal　ultrasound　to　detect　patency

of　each　fallopian　tubes　evaluated　in　56　infertile

women．　The　presence　of　cu1－de－sac　fluid　and　the

flow　of　fluid　from　fimbria　were　seen　in　the　presence

of　associated　tubal　patency．　All　ultrasound　findings

demonstrated　high　corelation　with　HSG’s　findings

（sensitivity　83．3％，　specificity　100％）．　Transvaginal

ultrasound　assessment　of　tubal　patency　provides　an

accurate　alternative　to　HSG　in　tubal　patency．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年8月2日）
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　経膣的超音波断層法観察下に卵管通水法を施行し，左右の卵管別に疎通性の診断を試みた．対象は

不妊患者25例とし，うち21例では子宮卵管造影所見と，11例では腹腔鏡ド卵管通色素法の診断結果

との比較を行ない，その正診性を確認し，本法の有用性と限界を検討した．

　50卵管中48卵管で本法により疎通性の有無を診断することができた．このうち卵管采からの溶媒の

流出を確認できたものは35％であり，残りは主に卵管間質部～峡部の所見から疎通性を判断したもの

であった．腹腔鏡施行症例との比較では，本通水法で疎通性ありと診断した18卵管中17卵管，およ

び疎通性なしと診断した4卵管は4例すべてで本法と腹腔鏡の所見が一致した．また，子宮卵管造影

施行例との比較では，疎通性の診断が可能であったものではその一致率は96％に達した．以上より本

法による診断は，溶媒等に改善の余地はあるものの，卵管疎通性のみに限れば十分有用であると思わ

れた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steri1．，35（2），404－408，1990）

緒　　言

　腹腔鏡検査が不妊治療の一貫として，近年広く各

施設で施行されるようになったため，卵管の疎通性

の診断としては，直視下の通色素検査の結果が最も

信頼のおけるものであることに疑いはない．しかし，

腹腔鏡検査は観血的操作であり麻酔を必要とするた

め決して簡便な検査法とはいえず，まだまだ実際の

外来診療では非観血的卵管疎通性検査法である卵管

通気検査・卵管通水法検査および子宮卵管造影のも

つ診断的意義は大きい．だが，残念ながら卵管通水

法は左右別の疎通性を正確に判断するには不適とさ

れており，従来診断法としてよりむしろ治療法の一

っとして頻用されてきた．このため，卵管通水法と

超音波断層法を同時に施行することにより，診断法

として利用する試みが各施設ですでに検討されてき

た1－4）が，その多くは経腹的超音波診断法を用いたも

のであり，しかもその解像力の限界から左右別に疎

通性を診断する目的で一般診療に応用するには十分

な成果をあげるに至っていない．ところが，近年経

膣的超音波断層法が開発されたことにより骨盤内蔵

器の状態をより正確に把握できるようになってきた

ため，子宮～卵管内の状態についても視覚的に捉え

ることが可能となり，経腹法での問題点を解決する

ことができるであろうと考えられるようになった．

そこで，今回われわれは，経膣的超音波断層法観察
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下で卵管通水検査を行ない，疎通性の診断を試み，

さらに本法による所見の正診性を確認する目的で，

腹腔鏡施行時の直視下での診断結果および子宮卵管

造影との比較を行ない，その有用性及び限界につき

検討したので報告する．

対象および方法

　当科不妊症外来通院中の不妊患者14例および腹腔

鏡検査を目的で入院中の不妊患者11例の計25例を

対象とした．経膣的超音波下卵管通水法は，子宮腔

内に卵管通水用バルーンカテーテルを挿入・留置後，

抗生物質加コントラスト用溶媒を注入し，同時に膣

内に挿入した経膣プローべを用いて，子宮内～卵管

～ ダグラス窩への溶媒の流出を経膣的超音波断層法

により観察した．施行時期は月経終了後から排卵前

までの卵胞期に統一し，また超音波診断装置は

SONOVISTA　SLC，経膣プローべは周波数5MHz

および7．5MHzを使用した．コントラスト用溶媒に

は，十分に振盛した低分子デキストランを用い，注

入量は外来通院患者には20　一一　30　ml、腹腔鏡検査施行

患者には30　一一　60　ml（平均40　ml）とした．主要所見

として子宮内溶媒貯留像・卵管問質部流出像・卵管

峡部流出像・卵管水腫像・卵管采流出像およびダグ

ラス窩貯留像の6つに着目し，これらの所見を左右

別に記録し，同時にVTRに録画した．

　11例の腹腔鏡検査施行患者については，検査に先

がけ全身麻酔導入後に本法を施行し，引き続き腹腔

鏡下に行ったindigocarmine液を用いた卵管通色素

検査による直視下の診断成績との比較を行ないその

正診性につき検討した．また，本法施行の前後6か

月以内に子宮卵管造影を行なった患者21例について

　　　　子宮

／

　　　　　　　溶媒の貯留

図1．子宮内腔拡大像

　　　　　　　子宮

甥学一一t

二：

　　　　卵管間質部流出像

図2．卵管間質部一．．峡部への溶媒流出
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は，造影所見と本法での検査結果の比較も加えて行

なった．なお，経膣的超音波下卵管通水法は不妊外

来担当医師および超音波外来担当医師が共同してこ

れを行ない，腹腔鏡検査と子宮卵管造影は不妊外来

担当医が施行，読影した．

結　　果

　経膣的超音波下卵管通水法における特徴的な超音

波所見を図1～4に示す．検査は，左右の卵管別に

子宮内腔（子宮卵管角部）の拡張像の有無を確認し

た後に，卵管間質部～峡部～膨大部～卵管采の順に

流れる溶媒および溶媒中の気泡を描出し，総合的に

疎通性を判断し，最後にダグラス窩への溶媒貯留を

確認するという順に行なった．

　本法により観察された25症例50卵管中48卵管

（96％）の疎通性の有無を診断することができた．卵

管間質部より遠位部への溶媒流出を描出できなかっ

たものは4卵管認められたが，このうち2卵管（同

一症例）ではダグラス窩貯留像がないことより疎通

性なしと診断し，残りの2例は不明と判断した．間

質部までが描出されたものは12卵管であったが，そ

のうち6卵管では，間質部の拡大像と溶媒の流れの

速度より判断し，疎通性なしと診断した．また，峡

部あるいは膨大部まで確認できたものは各々18卵管

および2卵管であり，さらに遠位部には卵管水腫等

の異常所見は認められなかったため，いずれも疎通

性ありと診断した．卵管采からの流出を確認できた

ものは，疎通性を有すると診断された40卵管中14卵

子富

　　　　

一
醤

図3．卵管采部からの溶媒流出

ダグラス窩

　　貯留液

卵胞

図4．ダグラス窩貯留像
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表1　Correlation　between　the　diagnosis　and　the　portion　of　observation

　　　by　the　hydrotubation　under　transvaginal　ultrasonography

portion　of　observation

not　observed
interStitial

　portion
isthmus ampulla fimbria

patency
　　（＋）

0 6 18 2 14

patency
　　（一）

2 6 0 0 0

　　not

decided
2 0 0 0 0

表2　Comparison　of　the　diagnosis　between

　　　hydrotubation　under　transvaginal

　　　ultrasonography　and　laparoscopy

laParoscopical　diagnosis

patency（＋） patency （一）

ultra・

sono一

patency
　（＋）

17 1

graphic
diag一　　　邑nOSIS patency

　　（一）
0 4

管（35％）であった（表1）．

　同時に腹腔鏡検査下に卵管通色素検査を施行した

11例につき，両者の結果の比較を表2に示した．本

法により疎通性ありと診断された18卵管のうち，腹

腔鏡により直視下で得た診断結果と一致したものは

17卵管にのぼり，疎通性なしと診断した4卵管は全

例腹腔鏡の結果と一致した．本法で疎通性ありと診

断し，腹腔鏡で疎通性のなかった卵管は，本法では

峡部までの流入が確認されたものであるが，直視下

では膨大部までのindigocarmineの流入は認めたも

のの卵管采からの流出を認めなかったため，terminal

obstructionと診断された例であった．また，本法で

間質部までの観察で診断を下した卵管は8卵管あっ

たが，それらのうち疎通性あり，疎通性なしと診断

した卵管は各々4卵管ずつであり，これらは全例腹

腔鏡下の診断結果と一致した．

　次に，本法で得られた結果と子宮卵管造影の所見

を21例で比較検討した．なお子宮卵管造影所見は，

左右の疎通性にかぎり読影を行なった．表3に示し

たように，本法で疎通性ありと診断した36卵管中33

卵管で子宮卵管造影でも疎通性ありと判断されたが，

3卵管は疎通性がないものあるいは判定保留と判断

された．この3卵管は，いずれも腹腔鏡下の観察が

なされていない症例のもののため最終診断は残念な

がら不明であるが，そのうち2例は卵管角部にairが

表3　Comparison　of　the　diagnosis　of　tubal　patency

　　between　hysterosalpingography　and　hydrotuba－

　　tion　under　transvaginal　ultrasonography

hysterosalpingography

patency
　（＋）

patency
　　（一）

　　not

decided

patency
　　（＋）

33 1 2
ultra－

sono－
graphlc
diag－

nosis

patency
　（一）

0 5 0

　　not

decided
1 0 0

多く残ったために判定保留とされた例であった．し

かし，他の1例は本法では，峡部までの流出が確認

され，その先に卵管水腫は認められなかったために

疎通性は保たれていると診断したにもかかわらず，

子宮卵管造影上は卵管水腫を認めterrninal　obstruc－

tionと診断されたものであった．

　一方，本法で疎通性はないと診断された5例につ

いては，子宮卵管造影でもすべて同様の所見を示し

た．ただし，本法では5例とも卵管間質部での閉塞

と判断されたのに対し，子宮卵管造影上は3例が間

質部閉塞，2例が峡部閉塞であった．

考　　察

　非観血的卵管疎通性検査には，卵管通気検査，卵

管通水検査および子宮卵管造影の3つがあるが，こ

のなかで左右別に疎通性の有無を判定できるとされ

ているものは子宮卵管造影のみである．前述したよ

うに，もっぱら治療法として頻用されている卵管通

水検査に超音波検査を組み合わせて，卵管の疎通性

を視覚的に把える試みはこれまでにも行なわれてき

た．しかし，その多くは経腹的超音波断層法を用い
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ていたため診断率や精度の点で問題があり，左右別

の疎通性の診断ができるまでには至っていない．今

回，経膣的超音波断層法を用いた筆者らの検討では，

実施例のうち左右別に診断可能であった卵管の割合

は，96％と高率であった．また，腹腔鏡下の卵管通

色素法との比較によっても，sensitivity　100％，

specificity　94％，　accuracy　95％と良好な正診率を

得ることができたため，経膣的超音波下卵管通水法

による診断は左右別の卵管疎通性に限れば十分有用

であると思われた．また子宮卵管造影との比較にお

いても，両者で診断可能であったものではその一致

率は96％に達した．当科における腹腔鏡所見と子宮

卵管造影所見の一致率は，以前報告5）したように疎通

性に関してのみであれば95％であることを考えると，

この結果は納得のいくものであると思われる．

　今回，腹腔鏡検査との比較を行なった症例では，

溶媒の注入量を外来患者に比べ多く使用したが，適

正量（約30ml）でも十分これに準じた成績をあげる

ことができると筆者らは考えている．今回の検討で

は，間質部・峡部までの観察しかできなかった例で

もほとんどが腹腔鏡の結果と一致してだけでなく（間

質部8／8：100％，峡部4／5：80％），間質部の拡大

像や流出速度の細かい観察が可能となってかなりの

情報が得られており，仮に卵管の全走行を追えない

例でも疎通性の判断は可能であると思われた．その

一方で手技の熟練に伴い，卵管の全走行にわたり疎

通性を確認できる例の割合は増加しており，現段階

では35％であるが，さらに症例を増やしていくこと

によりこの割合は上昇するものと考える．

　本法での所見と，直視下卵管通色素法あるいは子

宮卵管造影の所見がくい違っていた2卵管は，本法

では共に峡部までの流出が確認でき，さらに卵管水

腫像を認めなかったために疎通性ありと判断したに

もかかわらず，他の方法で描出可能限界の遠位部に

閉塞が認められたものであった．本法で卵管采から

の流出は確認ができなかったが総合判断により疎通

性ありと判断した例については，その確率は5％以

下に過ぎないものの，このような例がありうること

に診断をくだすうえで留意する必要があると思われ
る．

　本法で疎通性なしと判断されたもののうち，腹腔

鏡または子宮卵管造影との対比を行なったなかには

false　negativeの症例は1例もなかったが，また，そ

の閉塞部位について検討を加えると2者（あるいは

3者）の所見が一致したものは5卵管中3卵管（60

％）のみであった．症例数が少ないため断定的なこ

とはいえないが，“疎通性がない”ことを診断するう

えでは有用であるが，“閉塞部位の特定には不向き”

である可能性が示唆された．この点についてはさら

に症例の集積を待って再検討したい．

　今回の検討で，本法が卵管疎通性検査としては子

宮卵管造影に匹敵する診断価値を有することが示さ

れたが，もちろん本法が子宮卵管造影に今後とって

代わるものとなるとは考えていない．閉塞部位の診

断には不適である可能性については前述したとおり

であり，それ以外にも卵管の走行異常や骨盤内癒着

を本法で類推することは現状では不可能である．こ

れらの点では，諸家の報告5‘－8）で腹腔鏡所見と比較し

ての正診率が問題になってはいるものの，子宮卵管

造影より得られる情報が非観血的検査の中では最も

信頼おけるものであることに変わりはない．しかし，

経膣的超音波下卵管通水法は，外来診察室でいつで

も施行できるため簡便性では子宮卵管造影より勝っ

ており，また溶媒も浸透圧比1．00のものを使用する

ため患者に与える疹痛も少ない．さらにX線被曝の

問題もないこと，ヨード禁忌の患者にも行なえるこ

と，コストも安いことなど子宮卵管造影に比べて有

利な点も多く，今後外来診療の場で実施されるに十

分な価値があるものと思われる．

　本法の診断率の向上のために，さらに検討を加え

ていかねばならない問題として，コントラスト用溶

媒の開発があげられる．鮮明な画像を得るためには，

一様に含気された溶媒を使用できれば理想的である．

筆者らの経験では生理食塩水単独では十分な画像を

得ることができず，十分に振盟した低分子デキスト

ランがより有効であった．しかしそれ以上に有効な

ものがあるかどうかの検討が必要であると考える．

　以上，経膣的超音波下卵管通水法は，卵管疎通性

検査として，十分に利用できると考えられた．今回

の研究では言及しなかったが，このほか子宮内腔拡

張像の消長等を分析することにより狭窄の有無につ

いても診断しうる可能性が残されている．この点を

含めその信頼性や限界について今後更に詳細な検討

を加えて行きたい．
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Utility　of　hydrotubation　under

transvaginal　ultrasonograPhy

　　Shan－Guang　Liang，　Haruo　Masuda，

　Norio　Shinozuka，　Hideto　Gomibuchi，

Naoki　Mitsuhashi　and　Masahiko　Mizuno

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Faculty　of　Medicine，　University　of　Tokyo，

　　　　　　　　　　Tokyo　113，　Japan

　　The　patency　of　fallopian　tube　was　assessed　by

hydrotubation　under　transvaginal　ultrasonographic

observation　in　25　infertile　cases（50　tubes），　Well・

shaked　low　moleculed　dexstran　was　used　for　hydro－

tubation　to　obtain　the　hyperechoic　image．　The

results　were　compared　with　the　laparoscopical　find－

ings　in　ll　cases　and　compared　with　the　results　of

hysterosalpingography　in　21　cases．　The　tubal　paten－

cy　was　diagnosed　in　48　tubes（96％），　and　the　whole

route　from　interstitial　portion　to　fimbria　was　ob－

served　by　ultrasound　in　14　tubes．　Ultrasound

demonstrated　tubal　occulusion　with　a　sensitivity　of

100％，and　showed　tubal　patency　with　a　specificity

of　94％，　compared　with　the　laparoscopical　findings

in　22　tubes．　Additionally，　the　diagnosis　of　tubal

patency　by　ultrasound　was　coincident　with　the

findings　of　hysterosalpingography　at　96％　accur－

acy，　These　results　suggested　that　the　hydrotubation

under　transvaginal　ultrasonography　is　the　useful

technique　to　diagnose　the　fallopian　tubal　patency．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年8月18日）
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不妊婦人における子宮筋腫核出術の予後

Reproductive　Outcome　after　Myomectomy

　　　　　　　in　Infertile　Women

　　　　　　　　　　熊本大学医学部産科婦人科学教室

岡村　均　 中村直樹　松浦講平
Hitoshi　OKAMURA　　Naoki　NAKAMURA　　Kohei　MATSUURA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Kumamoto　University，　Medical　School，

　　　　Kumamoto　860，　Japan

　1975年から1989年までの14年間に，53例の不妊婦人に施行した筋腫核出術の予後を検討し，以下

の成績を得た．

1）術後妊娠率は57％（30例）であった．

2）手術から妊娠成立までの期間は，1年以内が16例（53％），1～2年が7例（23％）であり，2

　　年以内は23例（77％）であった．

3）手術施行時の筋腫子宮の大きさと妊娠率との関連性はみられなかった．

4）筋腫存在部位別の妊娠率は，粘膜下が83％（5／6例）であり，以下筋層内54％（14／26例）、漿

　　膜下52％（11／21例）であった．

5）手術施行時の年齢別に妊娠率をみてみると30歳未満89％（8／9例），30　一一　34歳62％（18／29例〉，

　　35歳以上27％（4／15例）であり，年齢の上昇と共に妊娠率が低下した，

6）妊娠が成立した30例の妊娠予後をみると，流産率は20％（6例）で、正期分娩が70％（21例）

　　であった．

　　帝切率は52％（11例）であった．

　以上の成績より，子宮筋腫を有する不妊婦人において，他の不妊因子が否定されるか，他の因子に

対する治療を充分行なった後も妊娠しない場合は，積極的に子宮筋腫核出術を行うべきであり，この

場合の妊娠率は約60％を期待できる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，35（2），409・414，1990）

緒　　言

　不妊の原因は男性因子も含めて多岐にわたってい

るが，各不妊因子の検出法さらにそれらに対する治

療法の進歩はめざましく，それに伴って挙児希望患

者の要求を満足させる確率も高くなってきている。

卵管性不妊に対する体外受精・胚移植や配偶子卵管

内移植といった生殖の根源的現象をまで取り扱う治

療法や，microsurgery技術の普及などはその最たる

ものであろう．他方，産婦人科の臨床において極め

てポピュラーな疾患の一つである子宮筋腫が不妊の

原因となりうるかという点については，古くて新し

い命題であり論議の多いところである．

　今回我々は、挙児希望を主訴として不妊外来を受

診し，他の不妊因子を充分除外するか，又は十分治

療したにもかかわらず妊娠の成立しない53例の婦人

に対して，子宮筋腫核出術を施行し，術後の妊娠成

立の面から検討したので報告する．

対象と方法

　対象は，京都大学医学部婦人科学産科学教室

（1975～1985年），及び熊本大学医学部産科婦人科学
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表1　対象患者のclinical　profile（N＝53）

術後妊娠例 術後非妊娠例 合計

N＝30 N＝23 N＝53

年median 31．0 34．0 32．3

齢range 24－40 29～39 24～40

不妊期間 4年0ケ月 4年11ケ月 4年5ケ月

経妊回数

0 29 22 51

1 0 1 1

2 1 0 1

経産回数

0 29 23 52

1 1 0 1

2 0 0 0

他の不妊因子

（＋） 12 17 29

（一） 18 6 24

教室（1986－1989年）において子宮筋腫核出術を施

行した53例である．いずれも挙児希望を主訴として

外来を受診し，男性因子，卵巣，卵管因子といった

主要不妊因子を有しないかあるいは有しても軽度の

症例，又は，卵巣因子のみを示すものに対してはこ

れを充分治療したにもかかわらず妊娠が成立しなか

った症例である．このように筋腫核出術の適応とし

た症例では，幸い本術式を完遂できなかったり，子

宮全摘出術に移行しなければならなかった症例は全

くなかった．一般的な症例を含めて，子宮筋腫であ

るかぎり，妊孕性を温存するべき症例で筋腫核出術

ができない症例はまずないと考えている．子宮腺筋

症のdebulkingや子宮形成術，卵管形成術，付属器

周囲癒着剥離術などを主要術式として行ない，その

際同時に子宮筋腫核出術を行なった症例は今回の対

象から除外している．対象の年齢は，平均32．3歳

（24　・一　40歳）であり，その不妊期間は平均4年5ケ月

であった．妊娠分娩歴では，未妊婦51例，1回経妊

婦，2回経妊婦がそれぞれ1例ずつみられ，このう

ち2例が流産を経験している．すなわち，対象53例

中，既に子供を有している症例は1例のみである（表一

1）．

　術式は下腹部正中切開で行ない，十分に視野を確

保し，再発予防の問題から触知し得る全ての筋腫核

を摘出し，かつ正常の子宮構築成分は最大限に温存

することを基本とした1）．縫合糸は全て組織反応性の

少ないcoated　dexon糸かvicry1糸を用いており，

すべての漿膜の欠損部は修復した．漿膜下筋腫で有

表2　術前の筋腫子宮の大きさ別による術後妊娠率

妊娠数／手術数 妊娠率

2 10／15 67

3 12／26 44妊娠月数

で表現し

た子宮の

大きさ

4 6／9 67

5 1／2 50

6 1／1 100

計 30／53 57

茎性のものでは，茎切断後漿膜を修復し，壁内筋腫

では，子宮の長軸に平行な縦切開を加え筋腫核まで

切りこみ，マーチン単鈎鉗子を用いたりして，Myom－

kapselと俗称される結合組織部分を鋭的にときに鈍

的に切開剥離していった．広基性の粘膜下筋腫の場

合にはJones手術に準じて子宮内腔に到達して摘出

した2）．このような筋腫核出術を行う場合には，

Webster・BaldyやAlexander・Adamsなどの子宮位

置矯正術を積極的に併用している．

結　　果

1）術後妊娠率：手術を施行した53例中，1989年6

月30日現在までに妊娠が成立した症例は30例であ

り，その妊娠率は57％であった（表一2）．妊娠例の

平均手術時年齢は31歳であり，非妊娠例の34歳に

対し若い．平均不妊期間は，妊娠例が4年，非妊娠

例が4年11ケ月であり，両者に差はみられなかった
（表一1）．

2）手術時の子宮の大きさと妊娠率：手術時の子宮

の大きさを，妊娠月数による子宮の大きさで分類し

た場合の術後妊娠列を表一2に示した．妊娠2ケ月相

当の大きさでは67％であったのに対し，3ケ月の大

きさでは46％と低下し，さらに4ケ月の大きさでは

再び67％と上昇した．また，5，6ケ月相当の例は

各々2例，1例と少ないが，併せて67％の妊娠率で

あった．このように，術前筋腫子宮の大きさによっ

て，術後の妊娠率に一定の傾向が見いだせる．すな

わち筋腫子宮が大きいほど術後の妊娠率が低い，と

いうことはなかった．

3）不妊期間と妊娠率：不妊期間を3年毎に分けた

場合の妊娠率を図一1に示した．3年未満が68％（13／

19例）と最も高く，3－－6年57％（10／17例），6

～ 9年33％（5／15例）であり，不妊期間が短いほ

どその後の妊娠率も高くなっているが，10年，15年

の不妊期間の例でもそれぞれ1例ずつ妊娠しており，

9－一　12年100％（1／1例），12　一一　15年100％（1／

1）という結果になった．
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図2　手術時施行時年齢と術後の妊娠率

4）手術時の年齢と妊娠率：手術時年齢の最年少は

24歳，最年長は40歳であったので，年齢を20歳か

ら5年毎に区分して各年代別の妊娠率を検討した

（図一2）．20　一・　24歳が100％（3／3例）と最も高く，

以下25　一一　29歳83％（5／6例），30～34歳62％（18／

29例），35　一・　39歳21％（3／14例）であり年齢と共

に低下している．もっとも40歳の1例は妊娠してお

り，40歳以上100％（1／1例）という結果であった．

5）手術から妊娠成立までの期間：手術から最低3

ケ月は待機期間をおき，以後は必要に応じて妊娠成

立のための補助療法を行なった．妊娠の成立をみた

30例の手術から妊娠成立までの期間を図一3に示し

〔コ53．30／o　（16例）

E：］23．3％　 （7fijiJ）

lII］13．3％　（4例）

圏10．0％　（3fijiJ）

図3　筋腫核出術から妊娠成立までの期間（N＝30）

た．最短で3ケ月，最長で4年1ケ月であった．1

年以内の妊娠成立は16例（53％）と半数を超えてお

り，1～2年で7例（23％），2～3年で4例（13％），

3年以上では3例（10％）という結果であり，2年

以内に全体の77％が妊娠している．

6）筋腫の存在部位と妊娠率：筋腫の存在部位を漿

膜下，筋層内，粘膜下に分けて，術後の妊娠率を検

討した（表一3）．部位が重複する場合は，より大き

な筋腫核が占める方をその部位とした．粘膜下筋腫

の場合の妊娠率は，83％（5／6例）であり，筋層内

で54％（14／26例），漿膜下で52％（11／21例）で

あった．

7）他の不妊因子：他の不妊因子を除外した場合の

妊娠率を表一4に示した．男性因子，卵巣，卵管因子

を明確に合併している症例を除外すると，その妊娠

率は62％（24／39例），子宮内膜症を有する症例を除

外すると，66％（25／38例）となり，全体の妊娠率，

57％と比較して若干上昇してくる．さらに，PCO症

例でwedge　resectionを行なったり，子宮後壁や付

属器周囲の癒着に対する癒着剥離術を要した症例を

除外した場合，すなわち，子宮筋腫のみが明らかな

病変と考えられる症例では74％（14／19例）と妊娠

率はより高くなってくる．

8）妊娠の予後：妊娠の成立をみた30例の妊娠の転

帰を図一4に示した．健児を得た症例は21例（70％）

であり，そのうち11例が帝王切開による分娩で，帝

王切開率は52％であった．自然流産率は20％（6

例）であったが，このうち2例はその後再び妊娠が

成立し分娩に至っている．他に，現在妊娠継続中1

例，子宮外妊娠1例，本人の事情により人工妊娠中

絶を行なったものが1例あった，

考　　案

子宮筋腫は，生殖年齢婦人の約20％にみられ3・4）婦
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表3　筋腫の存在部位別による術後の妊娠率

漿膜下 筋層内 粘膜下

妊娠例数 11（52％） 14（54％） 5（83％）

非妊娠例数 10 12 1

計 21 26 6

口　33．79り　（11f列）　f梓　1モtJJ昌卜1

〔コ　33．39・b　（10f列）　糸）自躍諸｛i」｝趣免

国20．0％（6例）自然流産
翻　3．3％（1例）f宮外妊妨く
歴］　3．39b　（1f列）　入L女［妨krli糸色

圏　 3．3％　（1Tケil　）　女r娃糾宝糸売iii

図4　筋腫核出術後の妊娠例の転帰（N＝30）

人科におけるポピュラーな疾患といわれているが，

これが妊娠成立に直接障害を及ぼすか否かについて

は論議も多く，明確にその妊孕性障害の機序が解明

されているとは言い難い。臨床統計報告から，筋腫

核出術後の妊娠率をみてみると，Buttramらが
1931　・一　1981年の期間を対象としてreviewして集めた

1，202例での妊娠率はおよそ40％であり，1970年台

以降の症例だけでは50％前後となる5｝．この成績は，

婦人科手術へmicrosurgeryの技術や概念が導入され

たことに伴うものと推察される．本邦の報告でも，

杉本ら6｝が58％（40例中23例），百瀬ら7）が47％（78

例中37例），荒木ら8）が70％（10例中7例）の妊娠

率を報告している．今回，我々が1975年から1989年

までの14年間に子宮筋腫核出術を施行した53例の

成績でも，57％（30例）とほぼ同様の結果を示して

いる．

　手術施行時の子宮の大きさからみた結果では，大

きさと術後の妊娠成功率との間に相関はみられず，

妊娠4ケ月相当子宮以上の大きさを示した12例だけ

をとっても，8例（67％）が妊娠している．これは，

筋腫核の大きさが大きくなると術後妊娠率が低下す

るとするButtramらの報告4）とは，異なる結果であ

った．この原因として，今回の対象例では，大きい

子宮筋腫核症例群に若年者が多く含まれていたこと

が関与していると考えられる．事実，今回の検討で，

手術時の年齢が30歳未満の場合には89％（8／9例）

の妊娠率が得られており，年齢が術後妊娠率を左右

するより大きな要因となっている．30歳未満の女性

に対し下腹部正中切開を施行することは，一般的に

多少のためらいをもたらすものであろうが，今回の

手術時年齢や手術までの不妊期間の解析結果から考

えて，本手術はその適応さえ誤らなければ，早期に

表4　他の不妊因子を除いた場合の術後の妊娠率

妊娠率栩 妊娠例／症例数

全症例 57 30／53

卵巣機能，男性因子 62 24／39

子宮内膜症 66 25／38

さらにadhesiolysis

wedge　resection等

の追加手術を要した

もの

74 14／19

決断され積極的に施行されるべきであろう．

　術後から妊娠までの期間をみると2年以内が77％

であり，筋腫の再発の可能性も考慮すると，2～3

ケ月の待機期間の後には比較的早期から，排卵調整，

黄体機能賦活・補充などを含めた積極的な治療を行

なって，妊娠成立へ向って努力するべきであると考

える．

　筋腫の存在部位によって術後妊娠率の相違をみる

と，粘膜下筋腫の場合に最も術後成績が良好である

が，これは着床障害といった面を考えると当然であ

ろう．筋層内さらに漿膜下でも妊娠率50％という成

績が得られていることは，粘膜下，筋層内筋腫に加

えて，漿膜下筋腫を摘出することも妊孕性の向上に

つながると考えられる．子宮筋腫が妊孕性に影響を

及ぼす要因の一つとして，女性性管内における精子

の移送障害があげられているが，これは，筋腫の存

在が，精子移送に関与すると考えられる子宮筋や卵

管の収縮運動に障害を与えたり，さらに，子宮腔の

拡大や歪み，卵管の偽閉塞や延長を生じさせる結果

として解釈されよう．また，筋腫の存在自体が子宮

内膜の変性や内分泌環境の障害を起こし，着床障害

の原因にもなるとも考えられている9）．これらの事象

は，粘膜下並びに筋層内筋腫と同様に，漿膜下筋腫

でも少なからず起こっているものと推測され，これ

に加えて漿膜下筋腫の場合には隣接臓器との癒着や，

圧迫による卵管の偽閉塞等の原因にもなり得よう．

　今回の対象には不妊因子として近年特に注目され

ている子宮内膜症が，15例に合併している．その重

症度は，軽症9例，中等症6例であったが，これら

を除外した場合の術後妊娠率は66％と上昇しており，

本術式の適応を決定する際に腹腔鏡検査も含めた子

宮内膜症のための充分な検査を行ない，その診断が

つけば子宮内膜症に対する術前治療の併用も必要に

なってこよう．さらに，癒着剥離術，wedge　resection，

子宮内膜症のcoagulationなどの併用術式を要した

症例を除外し純粋な筋腫核出術のみを対象とした場
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合，術後の妊娠率は74％（14／19例）の高率となる．

不妊の原因が他に見当らず，筋腫のみが存在するケ

ー スでは，より積極的に核出術を施行すべきである

ことを示唆する結果であろう，

　手術を行なう際に確認しておくべき重要な点とし

ては，筋腫核と卵管並びに子宮内膜との位置関係で

あろう．従来から，HSG，超音波断層法，子宮鏡を

用いてその解明に努めてきたが，さらに最近では，

軟部組織の描出，位置関係の同定に優れているMRI

（magnetic　resonance　imaging）をも加えて1°），特

に子宮内腔との関係を術前明確にしておくようにし

ている．

　本手術を行なう際には，その妊孕性を高める目的

で，子宮位置矯正術〈Webster－Baldy；Alexander－

Adams；Menge－Latzko；Gilliam等〉を追加するこ

とを常にしている．更に，手術後の癒着の発生は不

妊の原因となり得ることが指摘されており1川，これ

を防止する意味で，既述の追加術式に加えて，mi－

crosurgeryの概念を常に念頭においた愛護的な手術

操作すなわち完全な止血，微温生理食塩水による内

性器の術中irrigationと閉腹前の充分な洗浄，さらに

加えて，我々は，8％デキストラン70溶液100～150

mlの腹腔内投与を積極的に使用している．その詳細

についてはretrospectiveに8年間，　prospective

random　tria1に4年間を費やして充分な症例を経験

したのでいつれ報告する予定である．

　本手術後に妊娠した場合の術後流産率は，20％

（6／30例）であった．他の報告では，28　・一　33％の流

産率がみられるが7・s），我々の今回の成績ではこれよ

り若干低くなっており，また一般にみられる自然流

産率とそれほど差はなく，筋腫核出術そのものの影

響よりはむしろ不妊の既往や高年齢などの因子が流

産率の上昇と関与していると考えている．

　術後の分娩様式では，帝王切開が52％とやはり高

率であった．高齢，長期の不妊期間，precious　baby

などその患者背景を考慮すれば当然のことといえよ

う，しかし，本手術の術後という理由だけで，帝王

切開の適応と考えてならないのは当然であり，今回

11例の帝王切開のうち，前置胎盤，CPDなど純然た

る産科的適応が7例あった．

　以上，子宮筋腫を有する不妊婦人における筋腫核

出術の術後妊娠率からみた成績について報告した．

細心の注意を払って愛護的な手術を心掛ければ，本

術式によって不妊症治療成績としては最も良い部類

に属すると思われる，治療後60％近くの妊娠率が期

待できる．
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　Clinical　outcome　after　myomectomy　in　53　infer－

tile　women　during　14　years　from　1975　to　1989　was
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summarized　as　follows．

　　In　300ut　of　57　cases，　pregnancy　was　achieved

after　myomectomy．　Conception　rate　was　57％

　　Sixteen（53％）out　of　30　pregnancies　occurred　in

the　first　yesr　after　myomectomy，　and　7（23％）in　the

second　year．　Twenty　three　pregnancies（77％）were

achieved三n　2　years　after　the　operation，

　　No　correlation　was　observed　between　the

preoperative　uterine　size　and　the　postoperative

conceptlon　rate．

　　Conception　rate　in　cases　of　submucous　myoma

was　83％（5／6），54％（14／26）in　the　intramural　type，

and　52％（11／21）in　the　subserous　type．

　　Conception　rate　in　patients　under　30　years　oid

was　89％（8／9），62％（18／29）between　30　and　34，27％

（4／15）over　35．　The　patient　age　is　a　prognostic

factor　for　the　successful　outcome　after　the　opera－

tion．

　　Six　out　of　30　pregnancies　turned　into　spontaneous

abortion（20％），21　full　terrn　delivery（70％），　and　ll

out　of　21　underwent　cesarean　section（52％）．

　　The　present　data　indicated　that　myomectomy

could　be　performed　with　60％of　postoperative

conception　rate　for　the　infertile　women　without

other　infertile　factors　who　have　not　conceived　in

spite　of　intensive　treatment　for　infertility・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年8月30日）
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　不妊症患者117例にHSGを施行し，血清抗クラミジアIgA，　IgG抗体価の測定および子宮頸管のク

ラミジア抗原の検索を行った．

　HSG正常群68例中IgA陽性は3例4．4％，　IgG陽性は19例27．9％であった．　HSG異常群49例

中IgA，　IgG陽性例は，それぞれ17例34．7％，26例53．1％であった．　IgA，　IgG陽性率はともにHSG

異常群においてHSG正常群よりも有意に高かった（p〈0．001）．また，　HSG異常群においては，　IgA，

IgG抗体価ともHSG正常群よりも高い傾向を認めた．子宮頸管からのC．　trachomatis抗原が検出さ

れたのは6例（5．1％）のみで，HSG所見との間に相関は見られなかった．

　腹腔鏡を施行した16例において，腹腔内からC．trachomatisが検出されたのは1例のみであった．

　HSG所見と血清IgA，　IgG抗体価の関係を検討すると，卵管の障害を推定する場合にはIgAのほう

がIgGよりも有用であるということが考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steri1．，35（2），415－419，1990）

緒　　言

　近年産婦人科領域においてもchlamydia　tracho－

matis（C．　trachomatis＞感染症が注目されてきてお

り，STDのひとつとして子宮頸管炎，骨盤内感染症

の原因となったり，周産期においては新生児の産道

内感染をひきおこしたりすることが報告されている1－5〕．

また，卵管への上行感染により器質的な障害をもた

らし，卵管周囲の癒着や卵管の閉塞などを残し，卵

管性不妊の発生原因になりうるということも認識さ

れてきた6－8）．このような現状において，今まで困難

であったC．trachomatis感染の診断も，各種の検査

法の開発により比較的容易になり，その感染の実態

が次第に明らかになってきた．

　当教室では，妊婦や婦人科外来患者のC．tracho・

matis感染の状況を報告してきたが9『13），今回不妊症

との関係をみるため不妊患者における子宮頸管なら

びに骨盤内のC．　trachomatis抗原の検索ならびに血

清抗クラミジア抗体価の測定を行ったので報告する．

対象と方法

　1．当教室不妊外来受診中の患者で，hystero－

salpingography（HSG）を行った117例を対象とし，

HSG施行の前に採血するとともにswabで子宮頸管

を擦過した．また，99例の妊婦をcontrol群とした．

　2．HSGには，油性造影剤のLipiodol　Ultra
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Fluidを使用し，透視モニター下で観察し翌日2回目

の撮影を行った．読影は不妊外来担当医が行い，卵

管の癒着，狭窄，閉塞など何らかの障害が疑われる

HSG異常群49例と異常所見を認めないHSG正常

群68例に分類した．異常群16例に対しては腹腔鏡

を施行し，卵管采部および腹水中よりC．　trachomatis

抗原の検出を試みた．

　3．子宮頸管，腹腔内からのC．trachomatis抗原

検索には，EIA法であるchlamydiazyme（C，Z：

Abott，ダイナボット社）を用いた．

　4．血清クラミジアIgG，　IgA抗体の測定は，　C．

trachomatis　L2株の細胞内封入体を抗原とした間接

ペルオキシダーゼ抗体法によるIpazyme　Chlamydia

表1　不妊婦人及び対照婦人における
　　　抗クラミジア抗体価の比較

Chlamydial　serology

キット（IPA，　Savyon　Diagnotics，東進ケミカル）

を使用した．患者血清を各々1：16，1：32，1：64，

1：128に希釈し，1：16，1：32希釈血清でIgAを，

1：64，1：128希釈血清でIgGを測定した．青色フィ

ルター付き光学顕微鏡で鏡検し，感染細胞中のクラ

ミジア封入体が青染した場合を陽性とし，青染が見

られなかった場合を陰性とした．IgAに関しては希

釈倍率16倍以上を，IgGに関しては64倍以上をそれ

ぞれ陽性とした．

結　　果

Group No．

IgA≧16 IgG≧64

Pregnant　　　　　99　　10（10．1％）　　22（22．2％）

HSG　normal　　68　　3（4．4％）　19（27．9％）

HSG　abnorma1　49　　17（34．7％）a　26（53．1％）まユ

a　Compared　with　the　pregnant　group，　the　diff－

　erences　are　statistically　significant（P＜0．001）
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図1　HSG施行例におけるC．　trachomatis抗IgA抗体

　　　価の出現頻度

　表1は，HSG正常群，異常群，妊婦群における血

清クラミジア抗体性陽性率を示したものである．HSG

異常群ではIgA陽性率が34．7％で，　IgG陽性率は

53．1％であり，HSG正常群では各々4．4％，27．9％

で，妊婦群では各々10．1％，22．2％であった．HSG

異常群ではIgA，　IgG陽性率ともに他の2群に比べ有

意（P＜0。001＞に高かった．HSG正常群では，　IgA，

IgG陽性率ともに妊婦群と有意差を認めなかった．

　図1，2はHSG正常群，異常群における血清抗ク

ラミジアIgA，　IgG抗体価の頻度を示したもので，　HSG

異常群では正常群に比較してIgA，　IgGともに高値を

とる傾向がみられた．
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表2　正aparoscopy施行群におけるHSG所見およびC．　trachomatisの検出状況

不妊 IPA Laparoscopic　finding

患者 G－P一
cervica1

HSG年齢 期間 （卵管疎通性〉
C．Z．

（年） IgG IgA rt． lt．

C．Z．

1 K．U． 29 3 1－0 （一） 128↑ 32↑ blt．PTA bltPTA （＋） （一） （＋）

2 T．1． 32 1 0－0 （一） 128 16 1しOCC． lt．PTA （＋） （一） （一）

3 J．T． 31 3 1－0 （一） 128↑ 16 ltPTA lt．PTA （＋） （＋） （一）

4 H．T． 28 8 1－0 （一） 128 16 lt．HS．rt，PTA lt．HS，rtPTA （＋） （一） （一）

5 1．B． 38 1 1－1 （一） 128↑ 16 blt．PTA，occ， blt．PTA （＋） （一） （一）

6 EU． 38 4 3－1 （＋〉 128↑ 16 blt．PTA，occ． blt．PTA （一） （一） （一）

7 T，S． 22 1 0－0 （＋〉 64 16 normal nOrmaLaSCiteS（＋） （＋） （＋） （一）

8 U．M． 31 3 0－0 （＋） 128↑ 16 normal nOrmal，aSCiteS（＋） （＋） （＋） （一）

9 KA． 38 5 0－0 （一） 128 ∈） normal Douglus　adhesion （＋） （＋） （一）

10 E．M． 30 3 0－0 （一） 128 θ lt．OCC． 1t．PTA （＋） （一） （一）

11 K．Y． 30 5 1－0 （一） 64 e normal normal （＋） （＋） （一）

12 M．M． 20 3 1－1 （一） 64 θ rt．PTA normal （＋） （＋） （一）

13 M．M． 28 4 0－0 （一） 64↓ e bltPTA blt．PTA，endometriosis （＋） （＋） （一）

14 N．M． 38 3 1－0 （一） e e rt．occ，lt．PTA endometriosis （＋） （＋） （一）

15 R．M． 34 3 2－0 （一） θ θ blt．PTA normal （＋） （一）

16 K．K． 34 2 0－0 （一） e e blt．occ． lt．PTA，endometriosis （＋） （＋〉 （一）

表3　chlamidiazymeの頸管陽性群における各種検査所見

患者 年齢 G－P一
IPA

H，S．G．
Laparoscopic　finding不妊期間

　（年） IgA IgA C．Z．

り
S，N．

1．B．

F．U．

T．S．

U。M．

M．K．

38

23

38

22

31

26

2－1

0－0

3－1

0－0

0－0

1－0

128↑

128↑

128

64

128↑

64↓

16

16↓

16

16

16

e

blt．　PTA

rt．　PTA，　It。　occ，

blt．　PTA．　occ

normal

normal

normal

　　　『

　　　一

　　　一
blt．　PTA．

normal

normal

（一）

（一）

（一）

表4　抗クラミジアlgA，　lgG抗体各々の陽性例から

　　　みたHSG所見

Group No．
No．　of　abnormal

　　　HSG

IgA≧16

IgG≧64
　and
IgA＜16

　　20
（IgG≧64　20）

25

17（85．0％）

9（36．0％＞

P〈O．OOI

　表2は腹腔鏡を施行した16例についてみたもので，

HSGとほぼ同様の所見が腹腔鏡でも認められた．　HSG

で卵管の癒着や閉塞がみられるにもかかわらず，血

清抗クラミジア抗体価が低値を示す者の中には，腹

腔鏡下でendometriosisが認められることもあった．

16例のうち腹腔内からの検体でchlamydiazymeが

陽性を示したのは1例のみであった．なお，16例の

うち腹腔鏡とHSGの所見が一致したのは，卵管疎通

性では12例75．0％，卵管周囲癒着では11例68．8％

であった．

　表3は，子宮頸管からの検体でchlamydiazymeが

陽性であった6例を示したものである．これらの例

では，血清抗クラミジア抗体価はIgA，　IgGともに高

値を示す傾向にあったが，HSGで異常を認めたのは

半数のみであった．

　表4は，血清抗クラミジアIgA，　IgG抗体それぞれ

の意義を知るために，各々の陽性例について，検討

したものである．IgA陽性の20例においては，全例

がIgGも陽性を示し，17例85．0％にHSG異常を認

めた．一方IgG陽性でかつIgA陰性の25例において，

HSGに異常を認めたのは9例36．0％であった．両



178　（418） 不妊症とChlamydia　trachomatis感染

群の間にはP〈0．01で有意差を認めた．これらの結

果は，血清抗クラミジア抗体価により卵管の障害を

推定する場合，IgA抗体価のほうがIgG抗体価より

相関性が高いことを示している．

考　　察

　不妊症患者の中で，卵管因子の占める割合は25－50

％といわれるほど高率で，その原因は多岐にわたっ

ている14・15）．今回我々は，卵管性不妊におけるC．

trachomatis感染について検索を行った．　HSGにお

いて異常所見を示す群では，HSG正常群および正常

妊婦群に比べ血清抗クラミジア抗体価が有意に高く，

C．trachomatis感染は卵管性不妊の大きな原因の一

つになっていることが示唆された．また，C．　trachomatis

感染は，女性の子宮頸管炎をひきおこし上行性に子

宮内膜炎，卵管炎，PID（Pelvic　inflammatory

diseases）へと波及すると考えられている．当教室に

おける成績16）でも，STD（Sexually　transmitted

diseases）の患者の子宮頸管から高率にC．　tra－

chomatis抗原が検出されている．

　しかしながら，今回の成績ではHSG異常を示す患

者においては，血清抗クラミジア抗体価が高値であ

るにもかかわらず子宮頸管や腹腔内からC．tracho－

matis抗原が検出される例は少なかった．　Gabriel

Anastadら17）は，不妊婦人105例について検討した

結果，血清抗クラミジア抗体価が高値を示すにもか

かわらず，腹腔鏡検査および開腹時に卵管から検体

を採取して，　McCoy細胞による培養を行ったところ，

C．trachomatisの検出された例は皆無であったと報

告している．

　C．trachomatisは偏性細胞寄生性の微生物で，感

染性のある直径約300nmの基本小体（EB）が宿主

細胞に付着し，細胞のファゴゾームに取り込まれ，

やがて大型の網様体（RB）となり，分裂増殖をし，

再びEBが出現するという独特な増殖環をもち，増殖

の場として細胞質内に特有の封入体を形成するが，

C．trachomatis自体は病原性が弱く，侵襲性も弱い

ので，生体の防御反応を受けにくく，持続感染を起

こしやすいと言われている18）．このような特性により，

いったんC．trachomatis感染が成立しても時間の経

過とともに細胞内に潜伏し感染局所表面からのC．

trachomatisの検出が難しいのかもしれない．　John

W．Sellorsら19｝は，卵管性不妊において，卵管の

biopsyをAlkaline　phosphatase－anti－alkaline　phs・

photase（APAAP）染色をしたところ卵管上皮内に

C．trachomatisが証明されたと報告している．

　Ipazymeによる血清抗クラミジア抗体の評価につ

日不妊会誌　35巻2号

いて，Sarovらは，　IgGが64倍以上かつIgAが16倍

以上の例，IgAが陰性でもIgGが128倍以上あるも

のを活動性感染と判定している2°）．IgA，　IgG抗体価

を別個に評価した我々の成績では，IgA　16倍以上の

例は全例がIgG　64倍以上で，高率にHSG異常が認

められた．一方，IgAが陰性でIgGが64倍以上の例

ではHSG異常を認めることは少なかった．このこと

から，　lpazymeによるIgGは感染の既往を表し，IgA

は感染の存在を示唆しているという推定も成り立つ．

即ち，IgAが陽性を示す例はC．　trachomatisの活動

性感染というより，持続感染例であると考えるのが

妥当であろう．今後は，卵管性不妊の患者に対して，

積極的に腹腔鏡検査を施行して検索を進めるととも

に，開腹時に疑わしい病変を認めた場合にも，C．

trachomatis培養やChlamydiazymeばかりでなく，

卵管や卵管周囲癒着組織のbiopsyによりC．　tra・

chomatisの潜伏を明らかにしていくことが，　C．　tra・

chomatis感染の実態を解明していくうえで重要であ

ると考える．
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Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，
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　　　　　　　　　　Tokyo　103，　Japan

The　purpose　of　this　study　is　to　define　the　relation

between　infertility　and　chlamydial　infection．　HSG

（hysterosalpingography）was　performed　on　117　in－

fertile　patients．　Serum　IgA，　IgG　antibodies　and

antigen　in　the　cervical　canal　were　determined　at　the

same　tlme，

　　In　68　patients　of　the　HSG　normal　group，3

patients（4．4％）were　IgA　positive　and　19　patients

（27．9％）were　lgG　positive．　In　49　patients　of　the　HSG

abnormal　group，17　patients（34，7％）were　IgA

positve　and　26　patients（53．1％）were　IgG　positive．

Both　the　IgA　and　IgG　positive　rates　were

significantly　higher　in　the　HSG　abnormal　group

than　in　the　HSG　normal　group（p＜0．001）．　In　addi－

tion，　the　HSG　abnormal　group　showed　tendency　to

have　higher　IgA　and　IgG　antibody　titers．

　　C．trachomatis　antigen　was　detected　only　6

patients（5．1％）in　the　cervical　canal　and　showed　no

correlation　with　the　HSG　findings．

　　Of　the　16　patients　which　underwent　laparoscopy，

only　one　patient　had　C．　trachomatis　antigen　in　the

abdominal　cavity．　An　investigation　of　relationships

between　the　HSG　findings　and　serum　IgA　and　IgG

antibody　titers　suggested　that　IgA　was　more　useful

than　IgG　as　an　indicator　of　tubal　disorders．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年2月17日）
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　昭和62年4月から平成元年3月までの2年間に不妊原因別に分類された患者415名中の妊娠成立は

105例（妊娠率25．3％）であった．全体の不妊原因では排卵障害（35．9％）がもっとも多く，以下男

性因子（27．7％），卵管因子（20．0％），子宮内膜症（8．7％），頸管因子（4．8％），子宮因子（4．1％）

の順であった．続発性不妊では卵管因子が増加し，男性因子や子宮内膜症のしめる割合が減少してい

た．排卵障害における妊娠率は39．6％ともっとも高く、ほとんどの症例が排卵誘発剤またはプロモク

リプチン投与周期に妊娠した．男性因子における妊娠率は全体で7。8％ときわめて低く，さらに原発

性不妊に限ればその妊娠率は5．6％と最低値であった，また男性因子妊娠例には男性因子にたいする

治療法によらない妊娠成立が多かった．卵管性不妊の妊娠率は全体で25．3％であったが，続発性不妊

では原発性不妊の約半分の妊娠率しかえられなかった．治療内容では排卵誘発剤投与周期妊娠がもっ

とも多く，ついで自然妊娠例が28例であった．以下プロモクリプチン11例，人工授精9例，通水療

法9例，配偶子卵管内移植3例，体外受精胚移植3例の妊娠がみられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，35（2），420－425，1990）

はじめに

　当科における不妊外来患者の登録および諸データ

の記録は従来不妊台帳によっておこなわれていた．

しかしながら不妊台帳による患者記録の書き込み，

読みだしは煩雑で時間も要することから，患者記録

が不備になりがちであった．そこで昭和59年4月よ

り試験的にマイクロコンピューターによる患者管理

を導入し，逐次その使用法，おもに入力方法に改良

をくわえていった．昭和62年4月からはデータの書

き込み，読みだしが外来のデスクトップにて行なう

ことが可能となったことにより，不妊患者全例の記

録がデータベース上に登録され，またその記録の読

みだしも外来で瞬時におこなうことが可能となった．

同時に統計的考察が容易におこなえるようにプログ

ラムを作成し，約3カ月に一度診断別，治療法別に

妊娠例の検討をおこなうことにより，外来での治療

の指針としている．

　不妊症患者に対する治療の目標は妊娠の成立，な

らびに健康な子供を不妊症夫婦にもたらすことであ

る．たとえば薬剤による排卵誘発効果，子宮内膜症，

精液所見等の改善がみられても妊娠の成立がこれに
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表2　診断分類別妊娠例数および妊娠率

診断 症例数（％耀徽謝簾蟻蘭 診断

男性因子

排卵障害

卵管因子

子宮内膜症

子宮因子

頸管因子

その他

原因不明

115（　27．7）　i　90（　31．3）

149（　35．9）　1103（　35．8）

83（　20．0）　i　51（　17．7）

36（8．7）i29（10．1）

17（　　4．1＞　i　12（　　4．2）

20（　　4．8）　i　15（　　5．2）

13（　3．1）　i　　9（　3．1）

28（6．7）i17（5．9）

25（　19．8）

46（　36．5）

32（　25．4）

7（5．6）

5（4．0）

5（4．0）

4（3．2）

11（8，7）

妊娠例数　　i原発性不妊　続発性不妊

男性因子

排卵障害

卵管因子

子宮内膜症

子宮因子

頸管因子

その他

原因不明

9（（　7。8＞　i　5　（　5．6）

59（（39．6）　1　39　（37．9）

21（（25．3）　i　16　（31．4）

7（〈19．4）：　6（20．7）

5（（29．4）　i　　4　（33．3）

4（（20．0）i4（26．7）

4（（30．8）i　2（22．2）

6（（21．4）i4（23．5）

4（12．1）

20　（43．5）

5（15．6）

1（14．3）

1（20．0）

0（0，0）

2（50．0）

2（18．2）

総症例数　　415（100．0）i289（100．0）　126（100．0）

伴わないかぎり，完全な治療にはならないし，たと

え妊娠が成立しても，流産すれば患者の挙児希望を

満たしたことにはならないのである．そこで，われ

われは今回，不妊統計をまとめるにあたって，妊娠

例についてより詳細に検討することがもっとも重要

ではないかと考えるにいたった．

総妊娠例数　105｛25．3｝i71｛24．6｝　34127．O｝

対象と方法

　患者管理に使用しているシステムのハードウェア

はパーソナルコンピューター（NEC，　PC9801VM）

に20メガバイトのハードディス久カラーディスプ

レイ，漢字プリンターを接続したごく基本的なシス

テムで，使用ソフトウェアはリレーショナルデータ

ベース，R：BASE5000（ビーコンシステム），これに

日本語入力フロントプロセッサーとしてATOK　6（ジ

ャストシステム）を使用している．不妊外来データ

ベースの構造はガイドテーブルを中心とした構造を

とっている．ガイドテーブルには患者コード，氏名，

年令，カルテ番号，初診日，結婚年月H，産科歴と

いった患者の全体像が記録されている．一般不妊検

査項目としての、精液検査，性交後検査，子宮卵管

造影検査，超音波通水検査1・2），内分泌検査はそれぞ

れ独立したテーブルを形成し，患者のデータは各テ

ー プルに患者コードとともに格納されている．診断

の決定により診断テープルには患者の診断名が、さ

ちに治療，投薬内容は治療テープルに日付とともに

記録される．各項目はできるだけコード化し，入力

の簡素化をはかるとともに，このコード化は統計処

理にもきわめて有用となっている．最後に妊娠テー

プルが用意され妊娠例の最終月経，治療内容，妊娠

経過の記録が入力されている．今回のデータ処理は

全登録患者694名のうちで，昭和62年4月1日から

平成元年3月31日までの間に受診し，かつ不妊一般

検査を終了している患者424名を選択し，習慣流産

）は診断別に妊娠例数／診断例数をあらわす（％）。

｝は妊娠例数／症例数をあらわす（％）。

9名を除外した415名を検討対象とした．この2年

間に妊娠成立をみた患者の総数は130名で，上記の

条件を満たす検討症例における妊娠例はのべ105名

であった．この105名の妊娠例を中心に検討をくわ

えた．

成　　績

　表1に検討症例415名における診断分類を示した．

全体の不妊原因では排卵障害がもっとも多く，男性

因子がこれについで多かった．原発性不妊289例と

続発性不妊126例について個々に不妊原因をみると，

続発性不妊症では排卵障害についで卵管因子が第2

位の不妊原因であった．すなわち原発性と続発性を

比較すると，続発性不妊症では卵管因子の占める割

合が増加し，男性因子や子宮内膜症の占める割合が

減少していた．このことは逆に男性因子や子宮内膜

症による不妊症患者の妊娠がきわめて困難であるこ

と，また流産，子宮外妊娠や妊娠中絶に伴う卵管性

不妊の増加をあらわしている．表2は診断分類別の

妊娠率で，排卵障害における妊娠率が全体で約40％

ともっとも高く，原発性，続発性不妊についても同

様にその妊娠率が高い，男性因子における妊娠率は

全体で8％ときわめて低く，原発性不妊ではさらに

その妊娠率は5．6％と、他の不妊原因の妊娠率がす

べて20％以上であるのに比べてきわめて低かった．

一方，続発性不妊での男性因子の妊娠率が原発性不

妊のそれの約2倍みられたことは興味深い．卵管性

不妊の妊娠率は全体で約25％で，原発性不妊でみる

と31％と，その妊娠率は良好であった．これは卵管

不妊には片側卵管通過例も含まれていること，また

配偶子操作による妊娠成立例が含まれていることに

よる．一方，続発性不妊での卵管性不妊の妊娠率は

原発性不妊の約半分であった．続発性不妊の卵管因
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表3　妊娠例の治療内容

日不妊会誌　35巻2号

表4　人工授精による妊娠例

1．

2．

3．

4．

5．

6．

7．

8．

9．

10．

11．

12．

13、

無治療

HMG－HCG
クロミフェン

クロミフェンーデキサメサゾン

プロモクリプチン

通水療法

人工授精

配偶子卵管内移植

体外受精胚移植

LH・RHアナログ
ダナゾール

配偶者抗生物質投与

腹腔鏡下卵巣梗状切除

28　（26．7％）

25　（23．1％）

14　（13．3％）

12　（11．4％）

11　（10．2％）

9（8．3％）

9（8．3％）

3（2．8％）

3（2．8％）

2（L9％）

2（1．9％）

1（0。9％＞

1（0．9％）

昭和62年4月1日から平成元年3月31日までの2年
間に妊娠の成立した130例のうち，診断分類された患

者のうちで妊娠の成立した105例の治療内訳を示す。

治療法には複数の治療法を併用している例がある。

ただし排卵誘発剤使用例間（1～4）には重復例を含
まない。1J－一．9は妊娠成立周期の治療内容を，10　一一

13は妊娠との関連があると考えられた治療内容を示
した。

精子数
／m尼

運動率
（％）

精液調整
の有無

併用療法
流産の
有無

3400万 60％ 無 HMG
4600万 70％ 無 通水療法

3500万 70％ 無 HMG
8000万 90％ Swim　Up クロミフェン

5800万 90％ Swim　Up HMG 流産

2500万 80％ 無 クロミフェン 流産

9400万 70％ Swim　Up HMG 流産

1400万 40％ Swim　Up 併用無し

1700万 40％ 無 HMG

70

60

50

実　40
施
回
数　30

20
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o

　go
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　6o
蓋5・
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　0

62

51

36 34

28

10

～ 1000　　～2000　～3000　～4000　－－8000　＞8000

　　　　　　　精子数（万1ml）

～ 10　　－一　20　～30 ～40　　～50　　－60　　～70　　＞70

精子遅動率（％｝

図1　AIH実施時の精子数，精子運動率

子症例には子宮外妊娠を含めて，なんらかの外科的

処置を受けたものが多いことも理由のひとつと考え

られた．これら妊娠例の治療法を表3に示した．排

卵誘発剤による妊娠が46例ともっとも多く，排卵障

害における妊娠率の高さをうらづける成績であった．

プロモクリプチン投与による妊娠例も11例みられた．

無治療妊娠群が28例，26．7％にみられた．このよう

に不妊患者には当然自然妊娠にいたる症例があり，

さらにこれらの症例が他院にて妊娠の診断を受けて

いる場合もあると考えられることから，自然妊娠率

はさらに高いと考えられる．無治療妊娠群における

診断内訳は排卵障害8例，卵管因子8例，原因不明

5例，男性因子3例，子宮内膜症，子宮筋腫，頸管

因子，黄体機能不全の各1例であった．通水治療は

のべ140周期に実施し9例が同周期に妊娠が成立し

た．妊娠例9例のうち3例は排卵誘発剤を併用して

いた．入工授精（AIH）は94例にたいして，のべ221

回おこなわれ，9例が妊娠した．AIHは従来の無調

整精液の子宮内注入法がのべ108回，5例の妊娠が

成立，Swim　up法による運動精子子宮内注入法がの

べ113回，4例の妊娠が成立した．AIH実施時の精

子数および精子運動率の分布を図1に示した．この

ようにAIH実施例に男性因子がその適応となってい

るものは少なかった．AIH妊娠成立例の内訳をみる

と男性因子によるAIHによる妊娠と考えられる症例

はわずかに2例で，また9例中8例が妊娠周期に他

の治療法を併用していた（表4）．配偶子卵管内移植

は18例に23回実施し，その妊娠率は対症例数で17

％，対実施回数で13％であった3）．体外受精胚移植

法は昭和63年12月から平成元年3月の間に21例に

たいしてのべ24回実施し，3例に妊娠が成立した。

胚移植周期は12周期で，対胚移植周期数にたいする

妊娠率は25％であった．子宮内膜症にたいする薬物

療法後の妊娠は4例であった．これらの妊娠は薬物
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表5　診断別および治療法別流産率

診断 流産／妊娠
流産率

（％） 治療
流産／妊娠

流産率
（％）

男性因子 2／9 222 無治療 4／28 14．3

排卵障害 12／59 20．3 排卵誘発剤 12／51 23．5

卵管因子 4／21 19．0 通水療法 2／9 22．2

子宮内膜症 1／7 14．3 AIH 3／9 33．3

子宮因子 1／5 20．0 GIFT 1／3 33．3

原因不明 1／6 16．6 IVF－ET 1／3 33．3

全流産症例数／全妊娠症例数（20／105）

療法終了後の初回排卵にて3例が妊娠，2回目の排

卵にて1例が妊娠した．妊娠例の妊娠経過は分娩55

例，妊娠継続中30例，流産20例で流産率は19％で

あった．多胎妊娠は双胎が3例，品胎が1例で，品

胎妊娠は流産にいたった．流産例の診断別，治療法

別内訳をみると（表5），診断別では絶対数として排

卵障害例に12例と多いが，流産率では不妊原因によ

って明らかな相違を認めなかった．治療法別でも同

様に排卵誘発剤によるものがその絶対数では多かっ

た．流産率でみると，無治療群の流産率が14．3％と

低く，AIH，　GIFTやIVF－ETによる妊娠に流産率

がやや高い傾向がみられた．

考　　案

　不妊症治療においては不妊原因の特定は重要では

あるが，実際には不妊原因の特定は困難なことが多

い．今回はある程度その不妊原因の診断された症例

についてのみ，妊娠例から統計的に検討をくわえた．

　男性因子については精液量2ml以上，精子濃度

2000万／ml以上，前進精子50％以上か，もしくは直

進高速精子25％以上の条件を満たすものを正常精液

所見とし，本所見に満たない精液検査回数が3回以

上みられた症例を男性因子群とした．男性因子群に

おける妊娠率は他の不妊因子群にくらべてきわめて

低く，原発性不妊群ではその妊娠率は5．6％ともっ

とも低い値を示した．男性因子にたいする治療法に

は薬物療法4・5・6｝，AIH，　GIFT，　IVF－FTなどがあげ

らるが，いずれもその妊娠率は低く，AIHによる妊

娠成立はわずかに2例で，さらにGIFT，　IVFETに

よる妊娠例は1例もなかった．男性因子の妊娠につ

いてさらに詳しく検討すると自然妊娠成立例が3例，

女性側の排卵誘発併用周期妊娠が5例と、そのほと

んどが男性因子に対する治療法によるものでなかっ

た．また続発性不妊群での妊娠率が原発性不妊群の

約2倍であることなどから，精子数や運動率から男

性因子を診断するだけではその妊孕力を正確には推

流産率　19．0％

定することが難しいのではないかと考えられた．

　排卵障害は不妊原因のなかでもっとも多かったが，

他の不妊因子との合併も，またもっとも多い疾患で

ある．排卵障害の中には稀発月経から無月経にいた

るさまざまな病態が存在し，その原因も多岐にわた

っており，これらをひとまとめにして，その妊娠率

を論ずることには無理がある．しかしなから排卵障

害例ではその妊娠率は約40％と高く，また他の因子

に比べて短期間の治療で妊娠成立をみる例が多いこ

ともまた事実である．さらに無月経群における妊娠

率は54％と高く，稀発月経群における妊娠率38％

をうわまわっていた．無月経例では治療を受けるま

でほとんど妊娠する可能性はないが，稀発月経群で

は受診までに妊娠の可能性は十分にあり，なおかつ

妊娠しないということで受診することになる。すな

わち稀発月経群では治療を開始しながら，他の不妊

因子の検索も十分におこなう必要があると考えられ

た．排卵障害妊娠例の治療内容も自然妊娠例の8例，

卵巣懊状切除術後の1例，通水療法の1例を除き，

全例が妊娠周期に排卵誘発剤またはプロモクリプチ

ンの投与をうけていた．さらに3例が通水療法，4

例がAIHを併用療法としていた．

　卵管因子の診断はきわめて困難で従来はおもに子

宮卵管造影によっていたが，本統計からは腹腔鏡に

よる診断例がかなりの数をしめている．昭和61年度

の不妊統計では卵管因子は11％であったものが，今

回は20％をしめるいたった．この増加がほんとうに

卵管因子の増加なのか，診断技術の向上によるもの

かは定かではないが，両要素ともに関連していると

考えられる。続発性不妊では第2位の不妊原因とし

て約25％をしめている．また続発性不妊での卵管因

子妊娠率は原発性不妊におけるそれと比べると約1／

2であった．卵管因子による不妊症もその程度は患

者間で大きく異なる．続発性不妊における卵管因子

不妊の妊娠率の低下は，これらの患者では以前に流

産，中絶といった子宮内操作や，子宮外妊娠などに
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よる外科的操作のくわえられた症例が多いことによ

ると考えられる．卵管因子妊娠例の治療内容では無

治療妊娠が8例（38％）ともっとも多く、原因不明

の83％にはいたらないものの，診断分類された疾患

のなかではもっとも高い自然妊娠率を示した．通水

療法による妊娠が6例，IVF・ETによる妊娠が2例，

IVFET排卵誘発キャンセル周期の妊娠が1例，

hMG－hCG療法による多発排卵周期の妊娠が5例み

られた．これは我々の施設では片側卵管が正常で対

側に異常のみられる場合にも卵管性不妊の診断項目

に分類していることによると考えられる，今後，卵

管性不妊における妊娠率はIVF・ETの臨床応用によ

りさらに上昇していくとおもわれる．

　子宮内膜症は全不妊患者の8．7％であった．子宮

内膜症は全例，開腹または腹腔鏡による診断によっ

ている．子宮内膜症と不妊との関連は明確にされて

いないが，子宮内膜症における妊娠率が19．4％であ

ること，自然妊娠は1例ときわめて少ないこと，続

発性不妊における子宮内膜症患者の減少などが内膜

症と不妊との強い関連性を疑わせる．妊娠例をみる

とダナゾールやGn－RHアナログによる妊娠例が4例

ともっとも多く，GIFTによる妊娠が1例，通水療法

による妊娠が1例みられた．しかしながら薬物療法

は投与期間が長期にわたること，妊娠の成立が確実

でないことから今後はGIFT等の配偶子操作による

積極的な妊娠成立に対する治療法の選択が増加する

ことが予測される．

　原因不明不妊の妊娠例6例中5例が自然妊娠（無

治療）であった．のこる1例は通水療法にAIHを併

用した周期に妊娠が成立した．抗精子抗体陽性不妊

は3例で1例がIVF－ETにより妊娠した．

　AIHによる妊娠例は9例あり，対症例あたり9．6

％，対実施周期では4．1％の妊娠率であった．この

妊娠率を高いとするか、低いとするかは別にして，

すくなくとも男性因子不妊に対する有効な治療法と

は考えにくい結果となった7）．頸管因子群における妊

娠例4例のうち2例がAIHによる妊娠であることか

ら，AIHは男性因子より頸管因子に有効ではないか

と考えられた8）．またAIHによる妊娠例のうち7例

が排卵誘発剤を併用していた．排卵誘発剤の併用は

AIHの成功率を高めることが報告されており9），同様

な成績となった．同時期にSwim　up　AIHと従来の

AIHをおこなった結果では両方の妊娠率で差をみと

めなかった．Swim　up　AIHの有用性7・1°・1’）について

は今後さらに慎重に検討していく必要があると考え

られた．

　我々は不妊外来患者管理にリレーショナルデータ

べ一スR：BASE5000を使用し，外来にて患者データ

の入出力をおこなっている．R：BASEの特長はデー

タの削除，修正，加工が簡単に行なえ，データベー

スへのさまざまなアクセスを繰り返しても，既存デ

ー タは安定的に独立して保存されること，そしてデ

ー タベースとしての柔軟性の高いことがあげられる．

すなわちデータベースの構造を従来のデータを壊す

事無く簡単に改良できる点が大きな特長のひとつで

ある．またコマンドファイルの作成により定型的な

処理が迅速かつ容易におこなえることも利点のひと

つであり，我々も自作コマンドファイルを患者デー

タの入出力処理にもちいている，この機能は複数の

担当医が入出力をおこなう場合に不可欠な機能であ

ると思われる，またリレーショナルデータベースで

は独立したテーブルにデータを蓄積しうることから，

投薬，治療内容のようにひとりの患者に頻繁：に入力

するデータと，子宮卵管造影検査のようにひとりに

ほぼ1同しかおこなわないような検査を効率よく管

理することができる．現在では外来受診日予約シス

テムを本システムにくわえ，患者に好評をえている。
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　　From　April　l987　to　March　1989，415　infertile

couples　with　otherwise　normal　infertility　evalua一
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tion　（semen　analysis，　postcoital　test，　hormonaI

assay，　hysterosalpingogram　and　Iaparoscopy）were

studied．　The　causes　of　infertility　were　in　the　order

ovulatory　dysfunction　（35．9％）＞male　factor

（27．7％）＞tubal　factor　（20．0％）＞endometriosis

（8．7％）＞cervical　factor　　（4．8％）＞uterine　　factor

（4．1％）．Tubal　factor　was　increased，　and　the　male

factor　and　endometriosis　were　decreased　in　couples

with　secondary　infertlity．　The　conception　rate　in

ovarian　dysfunction　was　the　highest（39．6％）and　the

most　patients　had　medication　for　ovulation　induc・

tion　in　the　pregnant　cycle，　Only　7．8％of　women

having　male　factor　achieved　pregnancy，　and　this

conception　rate　in　couples　with　primary　infertility

was　decreased　to　5．6％．　In　tubal　factor，25．3％was

achieved　pregnancy，　and　conception　rate　in　couples

with　secondary　infertility　was　approximately　half

of　that　in　couples　with　primary　infertility．　The

overall　number　of　pregnant　women　was　105　and

conception　rate　was　25．3％、　Sixty　two　women

achieving　pregnant　were　treated　by　ovulation　in－

duction　including　bromocriptine．　Intrauterine　in・

semination　brought　9　pregnancies．　After　intrauter－

ine　infusion，9women　conceived。　There　were　3

pregnancies　as　a　result　of　each　IVF　or　GIFT．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年7月20日）
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Rokitansky－KUster－Hauser症候群

10例の検討

Rokitansky－KUster－Hauser　Syndrome－Observations

　　　　　　　　　　　　on　10　Cases

　　　　　　筑波大学臨床医学系産科婦人科（主任　岩佐寛和教授）

鍋島雄一　本部正樹　斎藤正博
Yuichi　NABESIMA　　Masaki　MOTOBU　　Masahiro　SAITOH

　　　　　　　佐々木純一　　目崎　　登
　　　　　　　Junichi　SASAKI　　　Noboru　MESAKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Institute　of　Clinical　Medicine，

University　of　Tsukuba，　Ibaraki　305，　Japan

　Rokitansky・Kttster－Hauser症候群は，全膣欠損，痕跡的子宮を特徴とする症候群であるが，卵巣に

は異常を認めず，他にも種々の発生学的異常を伴う場合が多い．我々は，開院以来11年間に本症を10

例経験したので，本症の病態について考察するとともに，その管理ならびに治療について検討した．

　初診時の平均年齢は19．0歳であった．平均身長は154．1cm，体重は57．1kgとやや肥満傾向がみら

れた．染色体検査，基礎体温記録，腹腔鏡検査または試験開腹，泌尿器系造影検査，内分泌的検索等，

本症の病態を確認するための諸検査を実施したが，必ずしも全例に施行しえなかったので，検索しえ

た限りの成績を示した．

　治療としては，特に希望しない症例6例には今後の生活設計の指導をしたのみで経過を観察してい

る．1例は既婚ですでに性交を行っていた．残りの3例には非観血的造膣療法を施行し，協力的でな

かった1例を除き2例には性交可能な膣管の形成に成功した．成功した2例および既婚の1例は性交

を定期的に行っており，膣管は5cm以上で障害を訴えていない．

1）本症では生殖器以外にも種々の奇形を合併し，また従来正常とされてきた卵巣・卵管にも異常を

認めることがある．

2）造膣法としては，コルポスタットによる圧迫という保存的治療後に，実際に性交を行なわせるこ

とが最も有効な対応策であると考えられ，観血的造膣術の適応は慎重であるべきである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，35（2），426－432，1990）

緒　　言

　性管分化異常症は，原発性無月経や遅発思春期の

成因の約33％を占めており，重要な疾患である1）．

それらの中でもRokitansky－KUster－Hauser症候群

は先天性膣欠損症の大部分を占める疾患である．

　我々は11年間に本症候群と考えられる症例を10例

経験したので，その病態について検討した結果を報

告するとともに，治療法としては，あえて観血的な

造膣術を行う必要はなく，患者の努力があれば，非

観血的治療で十分目的を達しうることを認めたので

報告する．

対象および方法

　昭和51年10月から昭和63年3月の問に，筑波大

学附属病院を原発性無月経を主訴として受診し，
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表1　各症例の臨床像
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　　　　初診時　身長症例
　　　　年齢　　（cm）

体重
　　　　核型（kg） BBT LH－RH

負荷試験 IVP 他の先天異常

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

16．9

21．3

16．2

21．0

192
15．8

23。1

16．1

17．1

23．5

143

161

158

156

142

161

152

160

151

157

46

55

62

62

44

70

68

63

40

58

46，XX　二相性

46，XX　二相性

46，XX　二相性
　一　　　　：二亦酬生

46、XX　　　・相性

46，XX　二相性

46，XX　二相性

　一　　…相性

　一　　二相性

　一　　二相性

　正常

　正常

　正常

過剰反応

　正常

過剰反応

　正常

　正常

　　下垂腎

　　正　常

左腎・尿管の欠損

　　正　常

　　正　常

　　正　常

　　正　常

　　　無

鼠径ヘルニア

　　　無

金貞月工・二5＞脊率佳

　　　無

　　　無

　　　無

　　　無

　　　無

　　　無

平均 19．0　　　154．1　　57．1

（一は施行せず）
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表2　内分泌学的検査（LH－RH負荷試験を除く）

症例
prolaction

（ng／me）

estradiol
（P9／m2）

prOgeSterOne
　（ng／me）

teStOSterOne
　（ng／me）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

13．0

15．0

13．0

13．0

32．0

15．0

127．0

156．0

109．0

130．0

22．0

24，0

8．5

O．7

0．4

0．4

0．7

L2

0．7

0．9

0．7

（一は施行せず）

表3　腹腔鏡所見

症例　　子宮　　卯　　管 卵　　巣

1

2

3

4

索状

索状

欠損

索状

　　正　常

　正　常
右正常・左欠損

　両側欠損

　正　常
　　正　常

　正　常
右1E常・左欠損

Rokitansky・KUster－Hauser症候群と診断された10

例を対象として調査した．

　全例について，2ケ月間以上基礎体温（BBT）を

測定させた．染色体検査は6例に実施した．骨盤腹

腔鏡検査は4例に対し，硬膜外麻酔下にWolf社製の

骨盤腹腔鏡により施行した．経静脈的腎孟造影（IVP）

は7例に施行した．内分泌学的検査では，LH－RH負

荷試験を8例に施行し，他に血清中prolactin，

estradioL　progesterone，　testosterone濃度等を測定

した．

　治療については7例はそのまま経過観察中である．

1例はエストロゲン軟膏塗布および圧迫，他の2例

には我々の作成したコルポスタットによる圧迫療法

を施行した．

結　　果

A．臨床所見

　各症例の臨床所見を表1に示す．

　初診時の年齢は16歳から23歳であり，平均年齢

は19．0歳であった．平均身長は154．1cm，体重は

57．1kgとやや肥満傾向が認められた．

　生殖器以外の先天異常としては，鼠径ヘルニアと

左腎・尿管欠損の合併1例，鎖肛と二分脊椎の合併

1例，鼠径ヘルニアの単独合併が1例であった．

B．染色体検査

　染色体検査は6例に実施し，全例46　XXの正常女

性型であった（表1）．

C．内分泌学的検査

　BBT所見では，8例が2相性，2例は1相性であ
った．

　血清ホルモン検査では，LH－RH負荷試験を施行し

た8例において，2例にLH基礎値の高値（≧301U／

ml），2例にLH，　FSHの過剰分泌反応を認めた（図

1）．その中の1例（症例5）はestradioIが測定さ

れておらず，BBTは一相性で，また腹腔鏡検査もな

いため確実な病態は不明であるが，卵巣欠損ないし

卵巣異形成の可能性がある．血清prolactin，
estradiol，　progesterone，　testosterone値は，全例が

ほぽ正常範囲内であったが，症例8では血清prolactin

値は32．Ong／mlと軽度高値を示した（表2）．

D．経静脈的腎孟造影（IVP）

　7例に対しIVPを実施し，左腎・尿管欠損1例（症

例3），下垂腎1例（症例1）を認めたのみで，他の

5例に異常所見はなく，また骨盤腎は認められなか

った（表1）．

E．骨盤腹腔鏡検査

　骨盤腹腔鏡は詳細な検索に同意した4例に実施し

た．観察された内性器所見の概略を表3に示す．

　子宮所見は欠損1例（図2，症例3），索状3例（図

3，症例1）であった．卯管所見では片側（左側）

卵管欠損1例（図4，症例3），両側卵管欠損1例（症

例4）を認めた．卵巣所見では，3例は両側とも正

常であったが，症例4では右側は正常であったが，

左側は欠損していた．

F．治療および経過

　7例は患者が特に希望しなかったため治療を実施

せず，将来の生活設計を指導したのみで経過観察中
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図2　子宮の欠損（症例3）

図3　索状子宮（症例1）

であるが，そのうちの1例は既に性的パートナーが

あり，性交が行われているために圧迫により5cmの

膣腔が確認された．残りの3例は将来の結婚を希望

したため次のような治療を行った（表4）．

　1例はエストロゲン軟膏を塗布しつつ圧迫療法を

行なったが，患者自身の熱意も不足しており，必ず

しも有効ではなかった．これに対し，我々の作成し

たコルポスタット（図5）による膣入口部への圧迫

療法を実施した症例2および3では，膣管の拡大，

延長が明らかに認められ，その後の性交においても，

当初は多少の不快感を訴えたものの，明らかな性交

障害は認められていない．

　なお，性交を定期的に行っているものは，症例2，

3および初診時に既婚であった症例5を含めて3例

あり，いずれも圧迫時の障害の長さは5cm以上とな

っている．

　コルポスタットにて治療を行った2症例の治療経

過を示す．

1．症例2　Y・M
　21歳の初診時，膣管は示指圧迫にて約3cmであっ

たが，検査目的にて入院時，ヘガール頸管拡張器に

て連日10日間圧迫・拡張を行い，ヘガールNO25が

図4　卵管を欠損した左卵巣（症例3）

図5　コルポスタット

約5cm挿入可能となった時点でコルポスタット自己

挿入とし退院した．以後，コルポスタットのサイズ，

挿入時間を変化させ，膣管の長さは圧迫時約8cmと

なった．なお，この患者は退院後，結婚を予定して

いる性的パートナーと性交を行なうようになった。

2．症例3　M・T
　I6歳の初診時には，膣管はほとんどなかったが，

21歳の再診時には，膣管の長さは圧迫にて約4cmと

なっていた．その後，外来にてコルポスタットによ

る治療を開始し，結婚を予定している性的パートナ

ー と性交も行なうようになった．膣管は拡大し長さ

も圧迫にて約8cmとなった．

考　　察

　先天性膣欠損症は5，000人から10，000人に1人の

頻度で発見され，Mifller管ならびに泌尿生殖洞と

MUIIer管の接合部の形成異常が原因とされる2）．その

うちでも，Rokitansky・Kttster・Hauser症候群は先天

性膣欠損症の典型であり，しばしば他にも種々の発

生学的異常を伴う疾患である．生殖器以外の異常と

しては，腎の奇形（腎無形成，転移腎，馬蹄腎など），

脊椎の奇形（二分脊椎，側育症など），四肢の奇形，
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表4　治療および経過

R－K－H症候群10例の検討

性交の　膣管の
有無長さ（cm）

日不妊会誌　35巻2号

症例 治　　療

表5　MUIIer管発生異常の分類
　　　　　　　　　　（Tarryら，1986）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

コルポスタット

コルポスタット

軟膏塗布・圧迫

無

有

有

無

有

無

無

無

無

無

　3．5

3．0→8．0

　0→8．0

　1．0

　5．0

　　0

　　0

　0．5

　　0

　　0

MO：right　or　left　vagina　and　uterus，　or　duplex

　　vagina　and　uterus　with　partial　or　com－

　　plete　septum

Ml：partial　or　complete　absence　of　vagina

M2：absence　of　vagina　and　uterus

M3：absence　of　vagina，　uterus　and　fallepian

　　tube
M4：absence　of　vagina，　uterus，　fallopian　tube

　　and　ovary

（ は施行せず）

肋骨の奇形，鼠径ヘルニアなどが報告されている2”4）．

　本症候群の診断・治療においては，臨床所見のみ

ならず，染色体検査，内分泌学的検査，骨盤腹腔鏡

検査などによって，内性器その他の病態を正確に把

握することが重要である．

　本症候群はMtiller管ならびに泌尿生殖洞とMif1－

1er管の接合部の形成異常が原因とされる．古典的に

は，膣欠損，痕跡状子宮であるが卵巣・卵管には異

常を認めないものと定義されている。しかしながら，

諸家の報告では子宮，卵管の欠損あるいは低形成な

ども本症において認められると記載されている2・4｝．

Tarryらは，　MUIIer管および卵巣の発生異常をその

程度によって5型（MO～M4）に分類しているが（表

5）5），その第2型（M2）が古典的な本症候群にあた

り，他には卵管の欠損（M3）さらに卵巣の欠損を伴

ったもの（M4＞等に分類される．なお，本症候群に

骨盤腎を合併したものはMayer－Rokitansky－

KUster－Hauser症候群とよばれている．

　我々の経験した症例においても，症例3では子宮

の完全欠損とともに，片側卵管の欠損を認めている

（右M2，左M3）．また，卵巣にも異常が認められ

る場合があり，卵巣の欠損や多嚢胞性卵巣（PCO）

症候群の合併なども報告されている6｝．我々の症例で

も，症例4で片側卵巣の欠損を認めた（右M3，左

M4）．また，症例7において認められたLH－RH負

荷試験に対する過剰分泌反応は，PCO症候群の傾向

を示している可能性がある．

　10例中BBT二相性の8例は，問題なくRokitans－

ky　functional　ovaryを有すると考えられる．従って

症例4，9，10の核型は検索されていないが46XX

と考えられる．なお，症例5は核型が46XX，　BBT

が一相性であり，LH－RH負荷試験の結果がhigh一

goodであることから，卵巣欠損ないし異形成の可能

性がある（両側ともM4）．症例8はestradiol値が

低いが，LH－RH負荷試験が正常であるので，卵巣の

欠損はないと考えられるくM2あるいはM3）．

　Mifller管系と泌尿器系，すなわち後腎原器の発生

は緊密な関係にあるため，本症候群の合併症として

は泌尿器系の異常の合併が最も多く，馬島によれば

39％に認められるという7）．今回の調査でも，IVPを

施行した7例中2例に尿路系の異常を認めた．その

他にも多くの先天異常が認められ，今回の調査では

鼠径ヘルニア，鎖肛，二分脊椎といった合併症が認

められた．しかし，内性器の形態との相関は明瞭で

はなかった．

　本症候群では機能性子宮は存在しないので，将来

の妊孕性は得られない．したがって，その意味での

根治的な治療法はなく，造膣術により性生活を可能

にすることが本症候群の治療となる．そのため，本

症候群の治療にあたって最も重要なことは，患者が

身体的，精神的に十分発達し，性生活が日常生活に

おいて重要になってくることにより治療（造膣術）

の必要性を本人がよく認識し，治療に協力的である

ことである．

　造腔法は多種考案されており8・9），代表的なものと

しては，圧迫法であるFrank法1°），　Ingram法li），観

血的な造膣術では前庭粘膜を利用するWharton
法12），皮膚移植によるMc　Indoe法13），　S状結腸を利

用するRuge法14）などがある．観血的な造膣術では，

Mc　Indoe法が最も一般的である8）．観血的な造膣術

においては，疲痕による造膣腔の縮小，感染，膀胱

膣痩，直腸膣痩などの合併症がよくみられるので，

治療にあたっては保存的かつ簡易な方法から治療を

開始すべきであるとされている4・8）．また，膣前庭が

正常の場合，悲観血的方法が有効であり，そうでな

い場合には腸管を利用する方法が成功率が高いとさ

れている15｝．
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　我々は，2例に対して我々の作成したコルポスタ

ットによる圧迫療法を施行し，膣管の拡大は有効に

進行し，性交障害も認めていない．なお，性交を定

期的に行なっている症例はこの2例を含めて3例あ

り，いずれも膣管は5cm以上となっている．本症候

群のような膣は欠損しているが前庭粘膜は正常に存

在する症例においては，まずコルポスタットによる

圧迫療法を行い，その結果ある程度の膣腔が生じた

後は実際に性交を行なわせることが膣管の拡大にと

って不可欠な条件であると考えられる．性生活に対

する欲望が切実な問題となってくる以前に治療を行

うことはあまり意味がない．また観血的造膣法につ

いては，保存的療法が無効で，患者が熱望する場合

に限って考慮するべきであると考えられる，なお，

かかる造膣術は結婚生活（性交）は可能にしても挙

児の可能性はないことを十分informed　consentを得

た上で実施すべきである．しかし，それでも結婚対

象となる男性に対してどう対応するか等の倫理的な

問題は未解決である。

結　　語

1）本症候群では生殖器以外にも種々の奇形を合併

し，また従来正常とされてきた卵巣・卵管にも異常

を認めることがある．

2）造膣法としては，コルポスタットによる圧迫と

いう保存的治療後に実際に性交を行なわせることが

有効な対応策であると考えられ，観血的造膣術の適

応は慎重であるべきである．

　なお，本論文の要旨は，第33回日本不妊学会総会

学術講演会において発表した．
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Rokitansky・K血ster・Hauser

　syndrome－observations

　　　　on　10　cases

Yuichi　Nabeshima，　Masaki　Motobu，

　Masahiro　Saitoh，　Junichi　Sasaki，

Noboru　Mesaki　and　Hirokazu　Iwasaki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Institute　of　Clinical　Medicine，

　　　　University　of　Tsukuba，

　　　　　Ibaraki　305，　Japan

　Ten　patients　with　Rokitansky－KUster－Hauser

syndrome　were　observed　for　the　past　l　l　years，　The

average　age　at　diagnosis　was　19．O　years，　and　the

mean　height　was　154．1　cm．　The　mean　body　weight

was　57．1　kg　with　a　tendency　toward　slight　obesity．

　Chromosomal　analysis　was　done　on　6　patients．

The　karyotype　was　46，　XX　in　all　cases．　Basal　body

temperature　was　monophasic　in　2　cases　and　bi－

phasic　in　8　cases．　Hormonal　tests　were　normal　in　8

cases，　and　LH・RH　test　was　hyperreactive　in　2　cases．

　Laparoscopy　was　performed　in　4　cases．　Uterus
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was　absent　in　l　case，　rudimentary　in　3　cases．

Un量lateral　fallopian　tube　was　absent　in　l　case，

bilateral　fallopinan　tubes　and　unilateral　ovary　were

absent　in　l　case．　Intravenous　pyelography　was

performed　in　7　cases．　Left　kidney　and　ureter　were

absent　in　l　case，　and　ptosis　of　kidney　was　found　in

lcase．　Other　abnormalities　were　inguinal　hernia

and　aplasia　of　left　kidney　and　ureter　in　l　case，

atresia　ani　and　spina　bifida　in　l　case，　and　inguinal

hernia　in　l　case．

　　Some　therapy　was　done　in　3　cases．　Estrogen

ointment　and　pressure　therapy　was　done　in　l　case，

but　was　not　effective．　Pressure　therapy　with

“Colpostat”was　dene　in　2　cases，　and　this　was　very

effective．　Including　these　2　cases，　there　are　3　cases

who　have　regular　coitus．　These　3　cases　all　have

vaginal　canal　of　more　than　5　cm．

1）This　syndrome　sometimes　has　abnormalities　of

fallopian　tube　and　ovary　as　well　as　various

eXtragenital　anOmalieS．

2）Conservative　therapy　of　this　syndrome，　that　is

practice　of　coitus　after　pressure　therapy　with

℃01postat”，is　very　effective　in　most　cases．　Ther・

efore，　the　necessity　of　surgical　vaginoPlasty　should

be　considered　very　carefully．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1989年9月27日）



関連学会のお知らせ

第7回世界ヒト生殖会議

（Vll　World　Congresson　Human　Reproduction）

会期：平成2年6月26日（火）～7月1日（日）

会場：Finlandia　Hall（フィンランド：ヘルシンキ）

主催：International　Academy　of　Human　Reproduction

　　　理事長：飯塚　理八

　　　大会長：Makku　Seppala

プログラム内容および登録用紙請求は

㈹日本不妊学会事務局（TEL　O3－272－7077）へお問い合せ下さい．

不妊症新治療ワークショップ1990

会期：平成2年8月25日（土），26日（日）

会場：仙台国際ホテル

　　　　〒980仙台市青葉区中央四丁目6－1

　　　　TEL：022（268）1110

主催：不妊症新治療ワークショップ

　　　　〈世話人〉　鈴木雅洲　東北大学名誉教授

　　　　　　　　　　水野正彦　東京大学教授

　なお，プログラム御希望の方は下記にご連絡下さい．

問合せ先：不妊症新治療ワークショップ事務局

　　　　　〒989－24　宮城県岩沼市押分字志引38－4

　　　　　　　　　　医療法人社団スズキ病院内

　　　　　TEL：0223（23）3111　FAX：0223（23）3123



第13回産婦人科マイクロサージャリー学会学術講演会

期日　平成2年7月5日（木）

会場　コクヨホール

　　　東京都港区港南1－8－35（品川駅南口徒歩3分）

　　　TEL　O3－450－3712

一般講演

特別講演

　1　婦人科マイクロサージャリーの現状と将来

　　　　　座　長：東邦大

　　　　　演者：カーネギー医院

　IIマイクロサージャリー最新の手技

　　　　　座長：カーネギー医院

　　　　　演　者：東京警察病院

シンポジウム

　　卵管間質部閉塞の診断・病理・治療

　　　　　　座　長：藤田学園保健衛生大

演　者：診断

　　　：病理

　　　　治療

東邦大

日本大

東海大

川崎市立

群馬大

百瀬　和夫

印牧　義孝

印牧　義孝

大森喜太郎

河上　征治

斉藤　真一

長田　尚夫

小林　善宗

関　　賢一

関　　守利

連絡先　東邦大学医学部第1産婦人科学教室

　　　　㊦143　東京都大田区大森西6－11－1

　　　　TEL　O3－762－4151　内線　3585

　　　　　　　　　　　　　会　長　百瀬　和夫

　　　　　　　　　　　　　副会長　印放　義孝



第8回日本受精着床学会総会および学術講演会

　下記により第8回日本受精着床学会総会ならびに学術講演会を開催いたしますので，

多数の方々がご参加下さいますようお願い申し上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

期日：平成2年9月13日（木），9月14日（金）学術講演会

　　　　　　　　9月13日（木）　理事会

　　　　　　　　9月14日（金）評議員会，総会

会場1東京ベイ　ヒルトンインターナショナル

　　　　〒279千葉県浦安市舞浜1－8　TEL　O473－55－5000

特別講演

　1　『lmplantation　Window』

　　　　　J．G．　Schenker

　　　　　（Professor　and　Chairman，　Hadassah　Medical　Organization，　Jerusalem）

　II　『Micromanipulation　Technologies　for　IVF，　Hemizona　Assay　and　Genetic

　　　　Diagnosis　of　the　Per－embryo』

　　　　　G。D．　Hodgen

　　　　　（Professor　and　Scientific　Director，　The　Jones　Institute，　Eastern　Virginia

　　　　　Medical　School）

理事長講演　　　　　『日本受精着床学会の発展を顧みて』

　　　　　　　　　　　飯塚理八　　　　　　　（慶応義塾大学医学部産婦人科教授）

教育講演　　　　　　『子宮内膜症の基礎と臨床』

　　　　　　　　　　　高見沢裕吉　　　　　　（千葉大学医学部産婦人科教授）

シンポジウム　　　『配偶子の成熟と胚の発育』

ワークショップ　　『難治性不妊症へのアプローチ』

一般講演

　なお，演題募集要項，その他詳細については後日学会員に郵送致します．

第8回日本受精着床学会

会長　大野虎之進

連絡先：〒272千葉県市川市菅野6－7－1

　　　　東京歯科大学市川総合病院産婦人科内

　　　　第8回日本受精着床学会事務局（担当：小田高久）

　　　　TELO473－22－0151　FAX　O473－25－4456

＊なお，日本受精着床学会事務局は平成元年8月1日をもちまして日本大学医学部産婦

　人科教室より下記へ移転しました．

移転先：〒106東京都港区麻布台1－9－14A．H－1ビル

　　　　㈱コンベックス内

　　　　TEL　03－589－3460　FAX　03－505－2126



第1回日本インポテンス学会総会

会　長　　　臼　井　将　文

（東邦大学医学部泌尿器科学教室）

期日

場所

平成2年9月21日（金）、22日（土）

コクヨホール（JR品川駅・港南口徒歩1分）

　東京都港区港南1－8－35　aS　O3－450－3712

演題申込方法 下記学術総会事務局に演題申込用紙を御請求下さい。

〒143東京都大田区大森西　6－11－1

東邦大学医学部泌尿器科学教室内

第1回日本インポテンス学会総会事務局

　　　　　　　　　三浦　一陽　宛

盤03－762－4151（内線3605）、FAX　O3－768－8817

演題締切日 平成2年8月1日（水）必着

　性機能障害は直接生命と関係がないことからわが国ではとかく軽視されてきましたが、

最近quality　of　lifeが重視されるようになり性機能障害に対する関心も一段と深まって

参りました。

　わが国では昭和53年に日本インポテンス研究会が設立されて以来、早くも11年が過ぎ、

学術集会も22回を数え年々発展の一途を辿って参りましたが、この度平成2年1月1日を

期して学会に移行致しました。

　本学会は人類の半分を占める、男性の性機能を総合的に解明することを目標としており

ます。このように人類の繁栄と直結する学問を扱う第1回の学術総会ですので、多くの皆

様の御参加を心よりお待ちしております。



投　稿　規　定

1．本誌掲載の論文は，特別の場合を除き，会員の

　ものに限る．

2．原稿は，本会の目的に関連のある原著，総説，

　論説，臨床報告，内外文献紹介，学会記事，その

　他で，原則として未発表のものに限る．

3．1論文は，原則として刷り上り6ページ以内と

　し，超過は4ページ（計10ページ）までを認める，

超過ページならびに特に費用を要する図，表，写

　真は実費を著者負担とする．

4．原著，総説，論説，臨床報告などは必ず，400字

　以内の和文抄録ならびに，ダプルスペース2枚以

　内の欧文抄録（題名，著者名，所属を含む）を添

　付する．

5．図表ならびに写真は稿末に一括してまとめ，符

　号を記入し，かつ本文中に挿入すべき位置を明示

　する．

6．記述は和文または欧文とし，和文は横書き，口

語体，平がなを用い，現代かなつかいによる．

7．外国の人名，地名等は原語，数字は算用数宇と

する．学術用語および諸単位は，それぞれの学会

所定のものに従い，度量衡はメートル法により，

所定の記号を用いる．

8．文献は次の形式により，末尾に一括記載する．

　a．雑誌の場合

　　著者名：題名，誌名，巻数：ページ数，年次

　原則として，特に原著の場合は著者名を全員あ

　　げる．誌名は規定または慣用の略名に従うこと．

　特に号数を必要とする場合は巻数とページ数と

　の間に入れて括弧で囲む，すなわち

　著者名：題名，誌名，巻数（号数）：ページ数，

　　年次

　例1．Kilbourne，　N．　J．：Varicose　veins　of　preg・

　　　　nancy，　Amer．　J．　Obstet．　Gynec．，25：104，

　　　　1933

　　2．足高善雄，竹村　喬，美並義博：最近1力

　　　　年間のわが教室における外来不妊患者の統

　　　　計的観察，日不妊会誌，4：13，1956

　b．単行本の場合

　　　著者名：著書名，ページ数，発行所，年次

　例LRovinsky，　J．　J．　and　Guttmacher，　A．　F．：

　　　　Medica1，　Surgical　and　Gynecological

　　　　Complications　of　Pregnancy，　68，

　　　　Williams＆Wilkins　Co．，1965

9．同一著者による論文の掲載は同一号に1編のみ

　とする．

10．著者校正は原則として初校のみ1回とする．な

　お，校正は字句の訂正にとどめる．

11．原稿の採否，掲載順位その他，編集に関する事

　項は編集会議で決定する．掲載は原則として受付

　順にする．

12．特別掲載を希望する論丈は，受付順序によらず，

　速やかに掲載される．この場合は掲載に要する実費

　は全額著者負担とし，かつ特別掲載料を納付する．

13．掲載原稿に対しては，別刷30部を贈呈する．こ

　れ以上を必要とする場合は，原稿に別刷総部数を

　朱記する．なお，30部を越す分についての実費は

　著者負担とする．

14．投稿先および諸費用の送付先は，東京都中央区

　日本橋2丁目14番9号加商ビル（株）アイシーエ

　ス企画内社団法人日本不妊学会事務局とする．

編集会議からのお知らせ

原稿用紙はB5判横書き400字詰のものを使用し，組版に差支えないよう清書して下さい．ワープロを使

用しても結構です．（昭和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

　　　　　　　　　　　社団法人日本不妊学会
　　　　　　　　　　　〒103東京都中央区日本橋2－14－9

　　　　　　　　　　　　　　加商ビル㈱アイシーエス企画内

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Tel．03－272－7077）

ます．
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