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第37回日本不妊学会総会および学術講演会

（第2回会告）

　第37回日本不妊学会総会および学術講演会を下記の要領により開催いたします．会

員の皆様方の多数のご参加をお願い申し一ヒげます．

日時・会場

学術講演会

理事会・幹事会

総会・評議員会

1992年11月6日（金）・7日（上）

1992年11月5日（木）

1992年11月6日（金）

京王プラザホテル

　〒160　新宿区西新宿2－2－1

京王プラザホテル

京王プラザホテル

京王プラザホテル

TEL　O3（3344）0111

学術講演会

　本講演会では，特別講演，シンポジウム，一般講演などを行う予定です．　　　一

　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いたします．ご応募

の方は，演題申込み要領に従い，倫理面を十分に考慮した研究についてご応募下さい．

演題の採否・分類については会長にご一任願います．

1　特別講演

1）F垂体ホルモンの新しい測定法

　　　　　　　群馬大学内分泌研究所

　　　　　　　　　　　　　　　　座長

2）プロラクチン分泌機構と性機能

　　　　　　　1・1本大学医学部

　　　　　　　　　　　　　　　　座長

3）性腺の機能異常とストレス

　　　　　　　大阪府立大学農学部

　　　　　　　　　　　　　　　　座長

4）染色体異常と男性不妊

自治医科大学

日本大学

京都大学

　　　　　　　　　国立小児病院小児医療研究センター

　　　　　　　　　　　　　　　　　　座長　東邦大学

II　シンポジウム

　　1）性ステロイドホルモンの作用機構

　　　　　　座　長　：山梨医科大学（産婦人科）

　　　　　　　　　　　千葉大学医学部（泌尿器科）

　　　　ステロイドホルモン受容体の存在様式

　　　　　　　　　　岩手医科大学歯学部（口腔生化学）

　　　　性ステロイドホルモン受容体遺伝子発現

　　　　　　　　　　　山梨医科大学（産婦人科）

　　　　ヒトゲノムのEstrogen　Responsive　Element

　　　　　　　　　　　東京大学医学部（生化学）

　　　　核内レセプターの相互作用

　　　　　　　　　　　大阪大学医学部（第三内科）

　　　　アンドロゲン受容体と依存性

　　　　　　　　　　　千葉大学医学部（泌尿器科）

　　　　ステロイドホルモン不応症

　　　　　　　　　　　九州大学医学部（第三内科）

若林　克己　教授

玉田　太朗　教授

村井　一郎助教授

高木　繁夫　教授

森　　純一　教授

入谷　　明　教授

中堀　　豊　先生

臼井　将文　教授

加藤　順三　教授

島崎　　　淳　　教授

太田　　稔　教授

平田　修司　助手

井上　　聡　助手

佐藤文三　助教授

古谷　雄三　助手

名和田　新　教授



　　2）精子形成の調節

　　　　　　座　長　：富山医科薬科大学（泌尿器科）

　　　　　　　　　　　放送大学（生物）

　　　　培養系における精子形成

　　　　　　　　　　　山形大学理学部（生物）

　　　　精子形成とホルモン・成長因子

　　　　　　　　　　　千葉大学医学部（解剖）

　　　　精子形成とカルシュウム結合蛋白

　　　　　　　　　　　帝京大学医学部（産婦人科〉

　　　　分子レベルでの生殖細胞の分析

　　　　　　　　　　　京都大学医学部（分子病診療）

　　　　造精障害不妊症の最近の治療法

　　　　　　　　　　　富山医科薬科大学（泌尿器科）

III一般演題
　　演題申込み資格

片山　　喬　教授

毛利　秀雄　教授

鬼武　一夫助教授

羽地　達次　助手

中村　正久助教授

中山　広樹助教授

布施　秀樹助教授

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

　　込みと同時に，1992年度会員費（8000円）を納入のうえ会員になってください．

　　演題申込み要領

　　　1．抄録を所定の抄録用紙にタイプまたはワープロでうち，書留郵便にて下記

　　　　　へお送り下さい．

　　　　　　　〒173　東京都板橋区加賀2－11－1

　　　　　　　　　帝京大学医学部産科婦人科学教室

　　　　　　　　　　第37回日本不妊学会本部（担当　味香，森）

　　　　　　　　　　　TEL　O3（3964＞1211　内線1460

　　　　　　　　　　　FAX　O3（5375）1274

　　　2．抄録は800字以内，図・表はつけないでください．

　　　3．演題の申込みは一演者一題とさせて頂きます．

　　　4．別紙演題申込書，受領書，採用通知書に所定の事項を記入して切手を貼り，

　　　　　抄録用紙（原本）および抄録用紙のコピー7部と共にお送りください．

　　　5．申込み締切日：1992年（平成4年）7月1日　（水）（必着）

　　演題発表形式

　　　口演・ポスターの2つの形式を予定しております．発表形式の決定は会長にご

　　一任ください．

　　参加申込み方法

　　　学会当日会場にて受け付けます．

　　　　学会参加費　8，000円

　　　　懇親会費　8，000円

　　　懇親会は，学術講演会第1日終了後に京王プラザホテルで行います．

1992年4月
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第37回日本不妊学会

連絡先

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　会　長

帝京大学医学部産科婦人科学教室

　第37回日本不妊学会本部事務局（担当　栃内）

〒173　東京都板橋区加賀2－11－1

　　　　TEL　O3（3964）1211　内線1460

　　　　FAX　O3（5375）1274

荒　井　　清
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EFFECT　OF　L－ARGININE　ON　HUMAN

SPERM　MOTILITY，　MENBRANE　FUNCTION，

LIFE　SPAN，　AND　CAPACITATION

Nikolaos　SOFIKITIS　and　lkuo　MIYAGAWA

Deprtment　of　Urology，　Tottori　University

School　of　Medicine，　Yonago　683，　Japan

Tasuku　HARADA，　Toshiko　TODA，　Yasuyuki　MIO

　　　　　　　　　　　and　Naoki　TERAKAWA

　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Tottori　University　School　of　Medicine　Yonago　683，　Japan

　Abstract：Fitteen　semen　samples　were　collected　from　asthenospermic　patients　and　processed

for　the　swim－up　washing　procedure．　Subsequently　the　ecffect　ofレarginine　on　human　sperm

motility，　membrane　function，　life　span，　and　capacitation　was　evaluated．　L－arginine　significantly

increased　the　percentage　of　motile　spermatozoa　but　was　not　proven　to　have　any　effects　on　sperm

membrane　function，　sperm　life　span　and　sperm　capacitation．　Considering　that　L－arginine　im－

proved　the　sperm　motility　from　asthenospermic　subjects　its　usage　may　be　recommended　for

assisted　reproduction　programs，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，37（2），215－218，1992）

Introduction

　　Motility　of　spermatozoa　is　provided　in　the　axial

spiral　complex　of　the　tailD　by　a　sliding　mecha－

nism　of　the　axonemal　microtubules　under　the

gripping　action　Gf　the　dynein　arms2｝．　This　pro－

duces　contractions　and　relaxations　in　the　tail，

propelling　the　spermatozoon　in　a　quasipurposeful

manner3），　Considering　that　many　factors　affect

the　process　of　spermatozoal　rnotility，　research　for

the　discovery　of　some　pharmacological　agents

which　improve　sperm　motility　is　always　popular．

　　Several　agents　such　as　methylxanthines，　kinins，

prostaglandins，　and　L－arginine　have　been　used　to

increase　sperm　motility．　Although　the　mechanism

of　the　action　of　methylxanthines，　kinins，　and

prostaglandins　on　spermatozoa　has　been　well

studied3），　there　are　many　unknown　aspects　con・

cerning　the　importance　of　L－arginine　as　a　compo－

nent　of　human　seminal　plasma，　Aspartic　acid，

glutamic　acid，　threonine，　tyrosine，　lysine，91ycine，

alanine，　valine，　1eucine，　isoleucine，　proline，

cystine，　serine，　phenylalanine，　histidine，　and　ar－

ginine，　are　amino－acids　which　have　been　con．

firmed　to　be　components　of　human　seminal

plasma4）．　They　are　considered　to　be　essential　for

the　sperm　activity　in　the　seminal　plasma4＞and

they　are　supposed　to　increase　the　sperm　life

span5｝．　Among　the　above　mentioned　amino－acids

only　L－arginine　has　been　proven　to　increase

human　sperm　motility　both　in　in　vivo　and　in　vitro

studies3・4・6）．　In　in　vitro　studies　the　highest　sperm

motility　was　achived　when　4mM　L－arginine　con－

centration　was　used6）．　Furthermore，　in　rats　which
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were　fed　an　arginine－free　diet　a　decrease　in　sper－

matogenesis　resulted7）．　It　has　been　suggested　that

arginine　may　be　required　in　increased　amounts　in

tissues　with　a　high　metabolic　tate，1ike　testis6｝．．

　　Although　L－arginine　has　been　proven　to

enhance　sperm　motility　of　un・w　a’shed

spermatozoa6），　its　effect（m　motility　of　washed

spermatozoa　has　not　been　studied　yet　and’its

importance　for　human　sperm　capacitation　and

sperm　membrane　function　remains　unknown．　The

present　study　was　undertaken　to　evaluate　the

effect　of　L－argilline　on　motility　Qf　washed　sper－

matozoa，　sperm　membrane　function，　sperm　life

span　and　sperm　capacitation．　　　．

Materials　and　Methods

　　Fifteen　human　ejaculates　collected　by　mastur－

batioll　after　36　to　48　hours　of　abstinence　were

allowed　to　liquefy　at　37℃for　20　to　30　minutes．　All

samples　used　in　this　experiment　had　80％normal

morphology，　lesミthan　20％motile　spermatozo．a，

and　cell　counts　of　40×106／nll　or　mote．

　　Each　sample　was　processed　for　swim－up　wash－

ing　procedure．　The　swim－up　technique　（using

BWW　medium8｝；described　by　Lee　et　a1，9））was

performed　twice。　The　retreived　sperm　pellet（0．

3ml）of　each　sample　was　resuspended　i113．7ml　of

BWW　medium　containing　human　serum　albuniin

（30mg／m1）．　The　final　sperm　samples（4ml）consis・

tently　showed　forward　motility　percentages　over

5％and　less　than　30％，　and　normal　sperm　mor－

phology、　more　thall　95％．　Cell　concentrations　were

more　than　7×106／ml　in　all　the　final　sperm　suspen－

sions．　Each　of　these　solutions　was　incubated　at

37℃in　arr　atmosphere　of　5％CO2　for　two　hours

（the　incuba．tiOn　period　for　each　sample　started　90

minutes　aSter　ejaculation）．　Subsequently　each

sample　was．h・alved　and　the　resulting　pairs　were

i眈ubated　for、three　hours　under　the　same　condi－

tions，　after　mixing　one　sample　of　each　pair　with

4mM　of　L－arginine（highly　purified；・Ajino－

moto－Takara　Corporatioll，　Tokyo，　Japan；experi・

mental　sample），　The　other　sample　of　each　pair

was　us合d・as℃ontrol　Sample．　At　the　end　of　the

incubation　period，　both　samples　of　each　pair　were

tested　foヒ　assessmerit　o5　sperm　motility（％motile

spermatozoa）．　The　acrosomal　status　of　spermat一

ozoa　was　appreciated　as　described　by　Talbot　and

Chaconlo）．　The　pel4centage　of　dead　spermatozoa

（blue　spermatozoa）was　counted　using　Trypan

blue．　stain．　The　percentage’of　acrosome－reacted

spermatozoa　was　calculated．　To　perform　Talbot’

striple　stain　assay，0．8ml　of　6a〔とh　sperm　sample

was　used．　Subsequently，　the　HOST　was　perfor・

med　as　described　by　Jeyendran　et　aL　The　hypoos－

motic　solution　used　was　a　Inixture　of　equal　parts

of　fructose　solution　（150　mOsm）and　sodium

citrate　solution（150　mOsm）with　an｛onic　strength

of　O．15．　A　volume　of　O．2ml　of　each　sarnple　was

used　for　the　HOST．　Then，　all　the　pairs　of　samples

were　incubated（under　the　same　conditions）for　an

additional　three　hours　period（starting　time　was

considered　to　be　the　completion　of　45　minutes

afte’r　the　end　of　the　previous　incubation　period）in

the　presence　of　ionophore　A23187（A23187；Behr－

ing　Diagnostics，　La　Jolla，　USA）added　to　a　final

concentratioll　of　10μM　from　a　10mM　stock　solu－

tion　in　dimethylsulfoxide．　A23187　treatment　was

used　aS　a　method　to　induce　acrosohle　reactionsg）．

After　the　additional　incubation　period　all　pairs　of

samples　underwellt　again　T巨lbot’s　triple　stain　to

assess　the　acrosomal　status　of　spermatozoa．　The

percelltage　of　scrosome　reacted　spermatozoa　in

each　sample　was　calculated．

　　During　the　various　tests　all　the　samples　were

incubated　under　the　same　conditions．

　　Student’s　t－test　for　paired　observations　was

used　for　statistical　analysis　of　the　differences　in

the　percentage　of　motile　spermatozoa，　percentge

of　dead　spermatozoa，　percentage　of　swollen　sper－

matozoa，　and　percentage　of　acrosome　reacted

spermatoz〔〕a　between　control　samples　and　experi－

mental　samples　before　A23187　treatment　or　after

it．　A　probability　less　than　O．05　was　considered　to

be　staltistically　significant．　AII　the　data　was　ex－

pressed　as　meall．　value±standard　deviation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Results

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」

　　The　percelltage　of　motile　spermatozoa　was

significantly　higher　in　experimental　samples　than

in　control　samples（p〈O．05；Table　1〕．　　・

　　There　was　not　significant　difference　ill　the

「percentage　of　acros〔mユe－reacted　spernlatozoa

between　control　samples・and　experimelltal　sam・
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Table　1

NSOFIKITIS　et　al． （217）3

Sperm　motility　and　life　span，　percentage　of　acrosome　reacted　spermatozoa，　and　outcome　of　the　HOSTa

in　control　and　experimental　samples卜

Salnples

（n＝15）

　　　　　　　　　　　　　　　　　％

L－arginine
　　　　　　　　　inotile　spermatozoa

　　　　％

dead　sperlT1

％acrosome　reacted　spermatozoa　Outcome

　　　　　　　　　A23187c　　　　　　of　HOST

十

Control

Experimental 十

21±4d

35±5（1

8±3rl

6±3d

10．8二±二2．5d

ll．6±2．gd

29。3±3．9d　48．5±7．Od

31、1±4．1d51．2±8．3d

aHOST：Hypoosmotic　swelling　test．
bValues　are　expressed　as　mean±SD．

cA23187：Ionophore　A23187．
d，eWithin　each　column　nlean±SD　values　sharillg　the　superscripゼ曜d”are　not　significantly

different（p＞0．05）whereas　values　not　sharing　the　same　superscripゼd　or　e”are　are　significantly

different（d　vs　e：p〈0．001）．

pIes　before　A23187　treatment　and　after　it（p〈0．05

in　both　cases）．

　　There　was　not　significant　difference　in　the

percentage　of　swollen　or　dead　spermatozoa

betweell　control　samples　and　experimerltal　sam－

ples（p〈α05　ill　both　cases）．

Discussion

　　Keller　and　Polakoski6）reported　that　the　addi－

tioll　of　4rnM　of　L－arginine　to　ullwashed　semell

samples　significantly　improved　the　motility　of

spermatozoa，　However，　since　unwashed　semen

samples　were　used　ill　their　studies，　it　is　unknown

whether　or　not　the　positive　effect　of　L－arginine　on

sperrn　nl（）tiIity　is　djrect　or　it　is　nユediated　through

chemical　interactions　ofレarginine　with　other

components　of　seminal　plasma　forlnillg　new　com・

pounds　that　in　turn　affect　sperm　motility．　In　the

present　study　a　direct　effect　of　L－arginine　on

sperm　motility　was　revealed，　sinceレarginine

was　proven　effective　in　increasing　the　sperm

motility　of　washed　spermatozoa．　The　beneficial

effect　of　L－arginine　on　the　motility　of　spermat－

ozoa　pooled　from　asthenospermic　patients　recom－

mends　its　usage　for　artificial　insernination　pro－

grams．　The　enhancement　of　sperm　motility　can

not　be　attributed　to　a　better　sperm　membrane

function　because　the　difference　ill　the　outcome　of

the　HOST　between　experimental　and　control

samples　was　not　significant．　Additiona11y，　it　can

not　be　attributed　tぐ）prolongation　of　the　sperlnat－

ozoal　life　spall，　since　there　was　not　signficant

difference　in　the　percentage　of　dead　spermatozoa

between　experimental　and　control　samples．

Although　the　mechanism　of　inprovement　of　sperm

motility　after　L－arginine　treatment　is　almost

unknown，　the　tenninal　guanidino　group　ofレ

arginine　must　be　an　essential　requirement　for　its

action　since　it　was　proN・en　that　D－arginine，　L－

ornithine，　and　arginine　analogs　do　not　affect

sperm　Inotility6｝，

　　Considerillg　that　spern－1　capacitation　is　essential

for　the　occurrence　of　acrosome　reactioni1｝the

absence　of　significant　differences　in　the　percent－

age　of　acrosome　reacted　sperlnatozoa　after

A23187　treatment　between　control　and　experi－

mental　samples　indicates　that　L－arginine　may　not

be　involved　in　the　pharmacological　agents　which

induce　sperm　capacitatiol1．

　　The　absence　of　sigificant　difference　in　the　per・

centage　of　simultaneous　acrosonle　reactions

before　A23187　treatrnent　suggests　that　L－arginine

does　not　induce　acrosome　reactiolls　in　capacitated

spermatozoa，

　　To　evaluate　the　mechanism　of　improvement　in

sperm　motility　after　L－arginine　treatment　more

studies　are　necessary．　The　report　that　arginine

concentration　in　seminal　plasma　ill　men　with

normal　sperln　concentrations　is　greater　than　that

in　oligospermic　or　azoospermic　patientsl2）recom－

mends　the　L－arginine　administration　in　oligosper－

mic　men　with　lower　than　normal　seminal　plasma

L－arginine　values．

　　In　the　present　study　a　direct　effect　of　L－ar－

ginine　on　sperm　motility　in　asthenospermic　sam－

ples　was　proven．　In　addition，　a　positive　correla－

tion　between　sperm　motility　and　seminal　plasma

concentration　of　free　arginine　has　been　reported
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by　Tanimura4）．　Therefore，　it　appears　thatレar－

ginine　administration　in　asthenospermic　patients

may　be　helpfu1．　More　studies　are　necessary　for

this　purpose．
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ヒト精子運動能，膜機能，寿命および

　　　　　　受精能獲得におよぼす

　　　　　　　　L－arginineの効果

鳥取大学医学部泌尿器学教室

ニコラオス・ソフィキティス　宮川征男

鳥取大学医学部産科婦人科学教室

原田省戸田稔子見尾保幸
寺川直樹

　精了一無力症15例から採取した精液をSwim－up法を

用いて処理した後，L－arginineのヒト精子における運

動能，膜機能，・寿命および受精能獲得に対する効果を

検討した．L－arginineは精子無力症患者の精子の膜機

能，寿命および受精能獲得に影響を与えなかったが．

精子運動率を有意に増加させた．このことから，L－ar－

ginineは男性不妊症治療への応用も可能と考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受イ寸：1991．年5月　23日）
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実験的精巣障害に対するツムラ温経湯の効果
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　サイクロフォスファマイド（以ド，CPMと略す）により作製した実験的精巣障害マウスに，視床

下部でLH－RH分泌を促進するという温経湯を投与し，以下の結果を得た．

1）CPMによる精巣重量，精細管直径および精細管内総細胞数減少は温経湯の併用投与で，処置終

了2週後で軽減した．

2）温経湯単独投与群は，処羅終了2週後で一時的に精巣重量は減少したが，6週後には増加傾向を

示した．

3）CPM単独投与群は，処置終了2週後でgonadotropinの分泌促進がみられた．しかしCPMと温

経湯の併用投与群，温経湯単独投与ではgonadotropinの分泌促進はみられなかった．

　以上より，CPMによる実験的精巣障害は温経湯の併用投与により軽減され，その機序は温経湯の

内分泌学的な作用でなく，一時的な軽度精巣障害が造精機能賦活に有利に作用したほか，温経湯の混

合生薬が複雑に絡みあった結果と考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，37（2），219－226，1992）

緒　　言

　男子不妊症に対する治療法には，内分泌的療法と

非内分泌的療法があるが，一般には非内分泌的療法

が第1選択として好ましい．近年，非内分泌療法剤

として八味地黄丸，補中益気湯などによる漢方治療

が男子不妊症の治療に有用性をもつことが報告され

ているが1・2），その作用機序はいまだ不明である．

　すでに，我々は視床下部でLH－RH分泌を促進す

ると言われる3｝ツムラ温経湯（以下，TJ－　106と略す）

による男r一不妊症患者の治療効果を検討し，比較的

良好な成績を得たが4），今回は実験的にサイクロフォ

スファマイド（以下，CPM）による精巣障害を作

製し，ツムラ温経湯による障害抑制結果を検討した．

対象および方法

　Balb／C系雄牲成熟マウスを使用し，10週齢（体重

27－319）まで飼育後，以下の4群に分け，各群10
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sacrifice

1．control　group
↓

2．CPM　group

↓

　　　　↑　　　↑　　↑
day　　　　8　　　　　15　　　　　22　　　　　　　　14

saline　O．45ml　body，　once　weekly　for　a　t〔，tal　of　three　times

↓

3．CPM十TJ　一　106　group

42

↓

　　　　↑　　↑　　↑
day　　　　8　　　　　15　　　　　22　　　　　　　　14

CPM　l50mg’kg，　once　weekly　for　a　total　of　three　times

TJ－1064g〆kg，　daily

－＿＿＿＿＿＿＿＿＿
→　　　　↓

42

↓

4．TJ－106　group

　　　　↑　　↑　　↑
day　　　　8　　　　　／5　　　　　22　　　　　　　　14

CPM　150mg！kg，　once　weekly　for　a　total　of　thrce　times

TJ－1064g！kg，　daily

＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一→　　　　↓

42

↓

dav
↑

8

↑

15

↑

22 14 42

図1　実験スケシュール

匹ずつとして実験を行なった（図1）．
　1　）　女；1一月召君羊

　生食水0．45mlを週11nl，計3回腹腔内注射．

2）CPM単独投与群
　CPMを生食水に10mg／mlで溶解し，150mg／kg
を週llIII，計3「11腹腔rノ・J注身it．

3）CPMとTJ－106の併用投与群
　L記CPM処置と1’i　iJ時に3週間連続，　TJ一ユ064g／

kgを連［1経il投与．

4）　TJ－lO6　iM虫把と与一群

　3週間連続，TJ－1064g／kgを連日経lI投与．

　各群処置終J’後，2週目，6週日に各々5匹ずつ

屠殺した．精巣障害および，その抑制効果の判定に

は精巣重量の計測と組織ヨ∫！的検索を行なった．組織

学的には一側精巣はBouin液に固定，　PAS－

Hematoxylil1染色して光顕ll勺に観察し，各群で100

精細管の精細管直径，精細管内総細胞数を定量的に

観察した．また，生化学的には対側精巣は成熟精糸田

胞に局在し，造精能を反映する言われいる1actate

dehydrogellase－X（LDH－X）活性の測定に供した．す

なわち，摘出精巣をテフロンホモジェナイザーにて

homogenize後，105，0009，60分冷却遠沈して得ら

れたcytoso1分画を一旦，－60℃で凍結保存した．1

週以内にO．15mMα一ketovalarateを基質として補酵

素に0．15mM　NADHを用い，試料100μ1にPH

7．4，0．05Mリン酸緩衝液を加えて全量3m1とし，

酵素反応で消費されたNADHの吸光度からLactate

dehydrogenase－X（LDH－X）の活性を測定した．

結　　果

1）精巣重量の変化

　体重1（）09あたりについて換算すると，各群の精

巣ξ匿ヱの変化は，図2の如くになった．対照群に比

しCPM単独投ti群では処置終It　2週後で28．1％と

減少したが，6週後には78．4％と自然回復した．一一一

方，CPMとTJ－IO6の併用投与群では，処置終丁2

週後で392％，6週後では79．8％と，2週後の精

巣亟量の減少はCPM単独投与群より有意に軽度で

あったが（P〈0．05），6週後では有意差はなかった．

なお，TJ－106対独投’ノ・群では処置終1’2週後で88、0

％と一時的に減少したが，6週後では109．3％と増

加傾向を示した．

2）精巣組織像の変化

　各群処置終」’2週後，6週後の光顕像は図3，4

に示す．処置終了2週後では，CPMil亀独投与群，

CPMとTJ－106併用投与群ともに，対照群にくらべ

精細管直径の縮小および，ほとんど全ての成熟精細

胞の消失を主体とした精細管内総細胞数の減少が兄

られた．また，6週後でもCPM単独投与群，　CP

MとTJ－106併用投与群ともに，対照群にくらべ精細

管直径の縮小および，ほとんど全ての成熟精細胞の

消失を1三体とした精細管内総細胞数の減少が見られ

た．しかし，光顕一L，間質組織には変化は見られず，

間質内1血L管像の障害性変化も見られなかった．そし

てCPMiii独投与一群，　CPMとTJ－106併用投ラ・群

ともに処置終1’6週後では2週後に比し精細管直径，
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1ヌ16　CPM，　TJ－106が精細管内

精細管内総細胞数ともに改善傾向を示した．一方，

TJ　－106単独投’チ群では精細管直径，精細管内総細胞

数の変化は見られず，間質にも変化はなかったが，

精巣障害を示すsloughingが見られた．

　次に組織定量的にこれらを分析した．精細管直径

の各群での変化を図5に示す．処置終r2週後でC

PM単独投与群の精細管直径は対照群の60．3％に縮

・J・した，しかしCPMとTJ－106併用投Li群では，70．9

％とCPM単独投与群に比し有意に縮小軽度であっ

た（P〈0．001）．6週後ではCPM単独投与群の精

細管直径は対照群の88．4％まで自然回復した．また，

CPMとTJ－106併用投与群では，86．9％とCPM
単独投与群ともに有意差はなかった．なお，TJ－106

単独投与群は処置終了2週後で99．4％，6週後で

工OO．4％と，対照群と有意差はなかった．

　精細管内総細胞数の各群での変化を図6に示す．

処置終了2週後でCPM単独投与群の精細管内総細

胞数は対照群の24．8％と減少し，CPMとTJ－106

併用投与群では，43．7％とCPM単独投与群より有

意に減少軽度であった（P〈0．001）．6週後ではC

PM単独投与群の精細管内総細胞数は64．4％まで自

然回復した．一方，CPMとTJ－106併用投与群では，

96．6％と回復は有意に良好であった（P＜0．001）．

なお，TJ－106単独投与群は処置終了2週後で対照群

の103．1％，6週後では117．7％と増加傾向を示し
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図7　CPM，　TJ－106がLDH－X活性に及ぼす影響

た．

3）精巣内LDH－X活性の変化

　各群処置終了2週後での精巣内LDH－X活性は図

7の如くである．CPM単独投与群のLDH－X活性

は対照具の71．4％と低下したが，CPMとTJ－106

併用投与群でも76．4％であり，CPM単独投与群と

CPMとTJ－106併用群問に有意差はなかった．また，

TJ－106単独投与群では対照群の92．2％と減少した
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図8　CPM，　TJ－106が血清FSH，　LH値に及ぼす影響

が，有意ではなかった，

4）血中LH，　FSH値の変化

　各群処置終了2週後でのJfiL　tti　LH，　FSH値は図8

に示した．FSH値は対照群13．38±O．78（M±SD）

ng／m1，　C　PM単独投与群14．72±0．62ng／mlとC

PM単独投与群で有意に上昇した（P＜0．05）．しか

し，TJ－106単独投与群では14．53±O．87　ng／m1とE

昇傾向がみられたが，有意ではなかった．また，C

PMとTJ－106併用投与群では13．88±0．94　ng／ml

とCPM単独投与群との問に有意差はなかった．　L

H値は対照群2．87±O．59　ng／ml，　CPM単独投与群

3．86±O．23　ng／mlとCPM単独投与群で有意にL昇

した（P〈0．05）．しかし，TJ－106単独投与群では

2．65±0．56ng／mlと変化がみられなかった．また，

CPMとTJ－106併用投与群では4．28±1．33ng／ml

とCPM単独投与群よりL昇傾向がみられたが有意

ではなかった．

考　　案

表1　温経湯の成分

　温経湯は12種の生薬成分よりなる混合薬で，表1

のように薬効別に4群に分けられる．これらのうち，

LH－RH分泌を促進させる効果があるものは，婦人科

疾患に有用な牡丹皮とされている3｝，しかし，その作

用機序は他の生薬と複雑に絡み合い，解明はできて

いないように思われる．臨床的に温経湯は婦人科領

域で排卵障害や不妊症治療薬として近年注目され，

1．全身性疾患の薬物

　　①桂皮（ケイヒ）……………・…・…………・29

　　②け草（カンゾウ）………………・p・………29

　　③人参（ニンジン）・…・………・…・……’…’29

　　④麦門冬（バクモンドウ）・………………－4g

　　⑤呉茱萸（ゴシュユ）………………・…一・19

11．産婦人科疾患の薬物

　　⑥葛薬（シャクヤク）…………・……・・……29

　　⑦川菖（センキュウ）………………・……・・29

　　⑧当帰（トウキ）……………・…・・…………3g

　　⑨牡丹皮（ボタンピ）………・………・……・29

111．消化器疾患の薬物

　　⑩生姜（ショウキョウ）………　　……・19

　　⑪半夏（ハンゲ）・…………・・…・　…・…・49

1V．川i血L性疾患の薬物

　　⑫阿膠（アキョウ）・……………・………－29

田坂ら3）により成熟雌性ラットにおいて視床ド部より

LH－RH分泌を促進させる事がin　vitroの実験で証

明されている．久具ら5｝は温経湯にはラット下垂体前

葉細胞系のLH－RH感受性増加作用があり，これに

よりゴナドトロピンの分泌が促進されるのであろう

と報告している．さらに，朝海ら6）は続発性無月経患

者に温経湯を投与し，投与後のゴナドトロピンの反

応性から，下垂体への直接作用の存在を示唆してい
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る．そこで，我々は温経湯のLH－RH分泌促進作用

およびド垂体への作用に注目し，男子不妊症にクエ

ン酸クロミフェンと同様な効果が期待できると考え，

臨床的に使用したところ良好な成績を得た4）ので，今

回は実験的にCPMによる精巣障害を作製し温経湯

の障害抑制効果を検討した．

　今回の我々の実験で，CPMと温経湯併用投与群

では，CPM単独投与群に比較して，精巣重量，精

細管直径ならびに精細管内総細胞数において処置終

了2週後で有意に障害は軽度となり，成熟精細胞の

障害程度と相関して変化するLDH－X活性も，2週

後では前者が高値を示す傾向が見られた．さらに，

CPM単独投与では精巣障害による視床ド部，　F垂

体系へのfeed　back作用からgonadotropinの分泌促

進がみられたのに対し，CPMと温経湯の併用投与

ではgonadotropinの分泌促進がみられないことから，

温経湯はCPMによる実験的精巣障害を軽減するこ

とが解明した．しかし，その機序については温経湯

単独投与でゴナドトロピン値の上昇が認められなか

ったことから，我々が期待した内分泌学的な作用機

序によるものでないと考えられた．

　温経湯単独投与群では，対照群と比較し精巣重量

は処置終了2週後に一時的に減少したが，6週後に

は増加傾向を示し，精細管内総細胞数も2週後では

変化がみられなかったが，6週後には増加傾向を示

した．また，LDH－X活性も2週後に対照群より低値

を示したことから，温経湯の作用機序は…時的に軽

度の精巣障害を来し，これを契機にrebound現象が

起き造精機能が賦活された可能性があると考えられ

た，さらに，CPMと温経湯併用投与群ではCPM
単独投与群に比べ精巣障害が抑制された機序は，実

験的に停留精巣モデルを作製後，2，5－Hexanedione

を投与し，後に陰嚢内に精巣を固定すると，2，5－

Hexanedioneを単に投与した時に比べ精巣障害が軽

減される7）のと同様と考えられた，すなわち，温経湯

投与による軽度の精巣重量減少が精巣内血流を減少

させ8），精巣内に到達するCPMが減少して精巣障害

が軽減したと考えられた．また，その他には温経湯

の構成生薬の人参，桂皮，萄薬，牡丹皮，川芭，当

帰，阿膠には血液循環改善作用が認められており，

これが精巣および副性器の血流を改善し，精巣障害

を抑制する．甘草，人参のコルチコステロン分泌作

用促進作用および甘草，桂皮，有薬，牡丹皮の抗ス

トレス作用も精巣障害を抑制する方向に作用したと

も考えられた．また，人参には蛋白，脂質，DNA

生合成促進作用も認められており，これも精巣障害

抑制に有利に作用したと考えられた．

　今後，精巣への直接作用をさらに検討していく必

要もあるが，どの生薬が精巣障害に有利の作用した

かを特定することは困難と思われる．臨床的には，

婦人科領域でクロミフェン無効の無排卵症に，温経

湯，クロミフェン併用療法で排卵が誘発されるとの

報告9）も見られ，男子不妊症でも検討していく予定で

ある．

（本論文の要旨は第33回日本不妊学会総会において

発表した．）

　稿を終えるにあたり，本研究の内分泌学的検討を

終始御懇篤な御指導，御協力を賜った，群馬大学内

分泌研究所若林克巳教授に深甚なる謝意を表します．
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　imposed　by　testicular　blood　flow　on　the　func－

　tion　of　Leydig　cells　in　rats　in　vivo，　Aust．　J．　Biol．

　sci．，36：285，1983

9）吉本泰弘，三宅　侃，田坂慶一，谷澤　修，青野

　敏博：Clomiphene無効の無排卵症に対する温経

　湯一Clomiphene併用効果，産婦人科漢方研究の

　あゆみ，V：40，1988
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Effects　of　Tsumura　Unkeito　on

cyclophoshamido－induced

　　　testicular　disorder

　　Takashi　Shirai，　Isao　Ikemoto，

Toyohei　Machida，　Atsushi　Nishida，

Ritsu　Kaneko　and　Hiroshi　Nakajyo

　　Jikei　University　School　of　Medicine

Department　of　Urology，　Tokyo　lO5，　Japan

　　　（Director：Prof．　Toyohei　Machida）

Masataka　Ueda

Fuji　City　Hospital，

Shizuoka　471，　Japan

　　The　effects　of　oral‘‘Unkeito，”which　is　reported

to　stimulate　LH－RH　release　from　the　hypoth・

alamus，　were　studied　in　mice　with　an　experimental

testicular　disorder　induced　by　cyclophosphamide

（CPM）．　The　following　results　were　obtained．

（1）Treatment　with　Unkeito　significantly　inhibited

decreases　in　the　weight　of　the　testes，　the　diameter

of　the　seminiferous　tubules，　and　the　total　number　of

cells　in　the　seminiferous　tubules，　as　compared　with

acontrol　group　treated　with　CPM　only；these

parameters　were　evaluated　2　weeks　after　compIe－

tion　of　the　treatment．

（2）In　mice　which　received　Unkeito　alone，　the

weight　of　the　testes　was　reduced　temporarily　at　2

weeks　after　completion　of　the　treatment，　but　tend・

ed　to　increase　after　6　weeks　as　compared　with

testes　weight　ill　the　control　group．

（3）The　group　treated　with　CPM　alone　showed

greater　stimulation　of　gonadotropin　release　at　2

weeks　after　completion　of　the　treatment．

　　In　contrast，　this　stimulation　was　not　observed　in

either　the　group　treated　with　CPM　and　Unkeito　or

in　the　group　administered　Unkeito　alone．

　　These　results　indicated　that　Unkeito　treatment

inhibited　the　experimental　testicular　disorder　in・

duced　by　CPM．　We　assumed　that　the　mechanism

did　not　involve　any　endocrionQlogical　effects　of

Unkeito，　but　that　the　temporary　mild　testicular

damage　worked　favorably　to　activate　sper・

matogenesis，　and　components　of　Unkeito　promoted

this　activity．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991．年9月26日特掲）
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　目的：凍結融解前後の精子受精機能をTriple　Stain法によるARの検索及び精子自動解析装置を用

いて検討した．方法：凍結保存は保存液にKS－II液を使用し，　Program－freezerにより凍結後液体窒

素中に保存した．2－一　12週間の保存後融解し，一般精液検査を施行し，ARtest及び精子自動解析装置

による分析を行った．結果：1＞凍結融解前後の平均蘇生率はA）B）群がC）群より低い傾向を認

めた．2）凍結前後の平均AR率は，凍結前で22．3±16．3（M±SD＞％凍結後では24．5±21．3％と

有意な差は認めなかった．3）A）B）C）各群の比較でも凍結後にやや上昇する傾向を認めるが有

意差をみとめなかった．4）精子自動解析装置による分析ではLHD以外は凍結後に有意に低下した

が，受精機能には変化の無い事が示唆された．5）A）B）C）各群の比較では有意の差を認めなか

った．

　以上の結果より凍結融解後のAR率に変化を認めず，精子自動解析装置による検討でも凍結後の受

精機能に変化を認めなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J　Fertil．　SteriL，37（2），227－231，1992）

緒　　言

　凍結保存精子の臨床応用は，欧米では多くの施設

でAIDやIVFに利用されている．しかし実際の凍結

後の受精機能の評価に関しては今だ十分になされて

いるとは言い難い．現在まで我々は凍結保存精子の

受精機能を，頚管粘液を用いた精子運動機能試験

Bovine　cervical　Mucus　Penetra－tion　test（以下

BMP　test），　Zona　free　Hamster　ova　Sperm　penet

ration　test（以下ZSPT），　Hypoosmotic　Swelling

Test（以下HOS　test）等を施行し，凍結保存精子の

有用性を受精機能の面から判定し報告してきた1・2），

そこで今回我々は，凍結前後の精子受精機能をTriple

stain法によるAcrosome　Reaction（以下AR）の
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変化及び精子自動解析装置を用いて評価し，更に今

までの凍結前後の受精機能試験の結果を総合的に評

価したので報告する．

対象及び方法

　研究対象は正常及び不妊症患者126名より採取し

た精液である．精液採取後37℃で30～60分間静置し

液化させ，半量は一般精液検査をした後ARtestを施

行し，残量は凍結保存用とした．前回同様L2）凍結前

の精子濃度により，A）20×106／m1未満B）
20　一一　40×106／mlC）40×106．／ml以上の3群に分

類し，各群での凍結融解後の精子機能を検討した．

1）精子の凍結方法

　精子は凍結保護剤にKS－II液を用い，0．5mlスト

ロー管に注入し，凍結を開始した．凍結方法はpro－

gram　freezerを使用し段階的に行った．即ち室温よ

り一5℃／minで冷却し，－5℃で10分間holdし

た後，10℃／minで一80℃まで凍結後，更に5分間

holdして，液体窒素中に保存した1・2）．融解は37℃の

微温湯にて急速融解を行った．精r一の蘇生率を算出

した後，ARtest及びSemen　Autoanalyzer（HTM

－ 203①　にて解析を行った．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　表1

2）Triple－stain法によるARの検索

　Triple－stain法はTalbot3〕らの方法に準じて行っ

た．

a）第1段階の染色

　新鮮精液及び凍結保存精液は，洗浄処理後37℃で

15分間2％trypan　blue液で染色した．余剰の

trypan　blue液を洗浄後，3％glutalaldehydeで固

定し，蒸留水で水洗し，自然乾燥させた，

b＞第2段階の染色

　O．4％Bismarkbrown　Y（pH　L8）液で40℃5分

間染色後，蒸留水にて洗浄後乾燥させた．

c）第3段階の染色

　続いてO．8％Rose　Bengal（pH　5．3）液で25℃20

分間染色を行い水洗後乾燥させた．検体を1000倍に

て鏡検し，100～400の精子を観察しAR率を求めた．

3）精子自動解析装置による凍結前後の比較

　凍結前及び凍結融解後の精液179例について，精

子自動解析装置（Computerized　Semen　Auto－

analyser　HTM－2030）にて精子濃度，運動率を算畠

し，更に現在受精機能と関係していると推測されて

いる以下の5項目について凍結前後で比較検討し

た．：1）mean　velocity（mic／sec），2）mean　Lat一

凍結前後の運動率の比較

凍 結　前 凍 結　後
Count Motility Count Motility 蘇　生　率 n

（×106／ml） （×106／ml） （％） （×／06／m1） （％）

（A）

0～20
ll．6±5．70 41．9±14．3 11．2±9．9 21．7±21．5 46．6±45．3 46

（B）

35．3±34．7 48．6±14．5 14．7±19．4 27．8±24．5 51．1±43．4 52
20～40
　（C）

40～
87．6±37．5 61．2±17．2 39．4土30．0 40．9±21．7 63．5±29．4 116

Total 68．2±45．7 56．5±18．1 30．5±28．6 35．4±23．2 59。3±35．4 214

（M±SD）

表2　凍結融解前後のAcrosome　ReactiQnの比較

UR R
（×106／ml）

Fresh Post　thaw Fresh Post　thaw

（A）

0～20
（B）

20～40
（C）

40～

Total

28．04±14．08

25．30±12、41

24．32±17．80

25．65±15．59

　〈n＝82）

21．56±8．54

21．17±8．89

21．79±10．26

2L48±8．98
　（11＝50）

16．46±13．30

24．70±14．26

24．76土19．29

22．32±16．80

　（n＝82）

19．67土18．86

28、78±21．11

25．29±24．59

24．52土21．30

　（n＝50）

UR　ARを起こさなかった群．RARを起こした群
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表3　Semen　Autoanalyzerによる凍結前後の比較

（×106／m1）

mean　velocity
　　（mic　sec）

meall　LHD
（mic／sec）

mean　lineality
　　　　（％）

pro9．　nユotility

　　　　（％）

Ineall　Frequency
　　　　　（Hz）

凍結前 凍結後 凍結前 凍結後 凍結前 凍結後 凍結前 凍結後 凍結前 凍結後

　A

　B

　C

Total

35．93

　　±5．68

34．70卓＊

　　±8．95

36．93

　　±832

36．15宰

　　±7．62

（n＝105）

28．85

　±12．43

23．63

　±II．25

32．63

　±15．21

28．87

　±13．34

（n＝73）

2．42

　　±0．85

3．03

　　±o．99

3．55

　　±121

3．16

　　±1．20

（11＝105）

2．82

　　±2．15

2．89

＋ト1．53

3．08

　　±164

3．01

　　±1．75

（n；73）

61．73

　±1421
64．2（1

　　±7．24

58．14

　　±716

60．29准

　　±9．63

（n＝105）

50．46

　±18．56

49．13

　±22，05

49．75

　±18．18

50．36

　±18．29

（n＝73）

29．33＊＊

　±19，81

28．1〔〕

　±21．18

53．25‡

　±21．40

42．27＊

　±23．83

（n；105）

15．69

　±12，59

15．75

　±13．34

22．75

　±12，99

18．13

　±12．6⑪

（n＝73）

5．55串

　　±1，55

11．37

　±20．63

4．86＊

　　±083

6．22ホ＊

　　±8．83

（n＝105）

3．77

　　±1．77

3．16

　　±1．78

3．19

　　±177

3．29

　　±1．64

（n＝73）

＊（P〈0．OI）　＊＊（P〈O．05）

eral　Head　Displacement（LHD　mic），3）mean

lineality（％），4）progressive　motility（％）5）

mearl　frequency（Hz）

結　　果

1）凍結後の精子蘇生率

〈表1＞は，凍結前融解後のA）B）C）各群での精

子濃度，運動率及び蘇生率を示したものである．A）

B）群の乏精子症では融解後の蘇生率が，C）群の

正常群に比べ低下する傾向を認めた．

2）凍結前後のAR率の比較

　凍結前のAR出現率は22．3±16．8％，凍結融解後

では24．5±21．3％であった〈表2＞．各群とも凍結

後に上昇する傾向を認めるが，有意の差は認められ

なかった．更にA）B）C）各群間の比較でAR出
現率に差を認めなかった，

3）精子自動解析装置による凍結前後の比較

　受精機能と関連があると推測されているパラメー

ターの凍結前後の値を示した〈表3＞．表の如くmean

LHD，　mean　velocity以外のパラメーターは，凍結

融解後にそれぞれ有意に低下していた．更にA）B）

C）各群の比較では差を認めなかった．

考　　察

　現在の一般精液検査は，男性の妊孕力を推定する

上で，受精機能を直接反映するものとは言い難い．

この受精機能を客観的に評価するため様々な検査が

最近開発され，臨床応用され始めている．

　Acrosome　Reaction（AR）は，正常では射出後

2．5時間より開始し，5～7時間でピークを迎え，全

体の60　一一　75％の生存精子のうち約20　一一　25％がAR

を起こすと報告されている3）．更に穎粒膜細胞やヒト

未受精卯との供培養でAR率が上昇すると報告さ

れ4・5），受精現象のステップの中で重要な一役を担っ

ていると推察される．最近，acrosin　specific　mono－

clonal抗体を用いたARの電顕的観察による受精現

象の新しい概念が明かとなった6）．即ち頚管粘液と子

宮腔を通過した精子は卯管内に到着後，　Capacitation

を完了するまで少量のacrosinを放出し，その後透明

帯と接合して初めてacrosinを大量に放出し，

Acrosome　Reactionを開始するとしている．

　今回我々は，この受精現象と結びついたARの出

現率とSemen　Autoanalyzerによる分析を凍結前後

で検索した．AR　testの結果では，凍結後にやや上

昇傾向を認めるが，凍結前後の平均AR出現率に変

化を認めず，更にA）B）C）各群に於いても有意

差を認めなかった．これは即ち凍結によるAcrosome

の消失を増強させるのではなく，むしろAR率が凍

結融解後僅かに上昇する事から，原形質は正常な構

造を保ち，Capacitationが出現したと考えられる．

この結果はPilikian7）らの報告と一致した．更にIV

F時のAR出現率を，受精した群と受精しなかった

群とを比較した我々の研究ではS｝，両者に差を認めず

DeJonge9）らの報告と一致した．このことはARその

ものが受精率を左右するのではなく，20％前後のA

R出現率が得られれば凍結後でも受精率を充分維持

できると推察される．

　精子自動解析装置は最近多くの施設において用い

られ，一般精液検査と良く相関しているが，5～10×

106／ml以下ではdebrisを精子と区別できず，誤差

が生じてしまうと報告されている1°川，更にどのパラ

メーターが受精機能と関連しているのかは今だ明確

ではない．Sandler12）やGrunertl3｝らの報告では，　I

VF時の卵の受精率と対比させた結果，自動解析装

置で受精率に差が認められたものは，motility，

lineality，　LHD等であったとしている，更にLHD

が，2．8　mic以上で90％が受精していた事実により，

LHDが最も受精と関係が深いとしている．同様に
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Holti4）らの報告では，　I　V　F時に於いてVelocityが

25　一一　30　mic／sec以ヒで受精率が高くなるとしている．

更にCheckl5）らの報告では新しい指標として，

SLVMD（Straight－line　velocity　motile　dencity）

を受精率の．予知に役1’ノ：つとしている．凍結前後の結

果ではLHD，　Velocity以外は凍結後に有意に低ドし

たがmean　LHDは2．8mic以一L，　Velocityも30

mic／sec以上という結果により，凍結後でも受精能力

は充分保持されていると推測される．

　　これまで凍結保存精子の受精現象を様々な受精機

能試験を利用して施行してきたが，どの機能検査を

用いても凍結後でも充分受精機能は維持されている

事が判明した．しかし乏精子症患者ではBMPtestや

ZSPTでは受精能の低下を認め，臨床応用の際に工

夫が必要であると考えられる．

　　今後凍結精子はますます臨床応用されると推測さ

れるが，ARや精子自動解析装置による分析では，

乏精子症患者でも凍結保存後の受精率に変化を与え

なかった．この結果はこれまでの受精機能試験とは

異なり，乏精f症患者にも受精能力の可能性を与え

た事になり，今後の研究を期待するものである．
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　Fertilizing　capacity　of　fresh

and　frozen　human　spermatozoa

Hiroaki　Yoshida，　Takao　Fukaya，

　　Akira　Tsuiki，　yasuo　Mandai，

Takashi　Murakami，　Wai　Ip　Chan，

Sadanori　Chida，　Midori　Tamura

　　　　　　and　Akira　Yajima

Department　Qf　Obstetrics　and　Gynecology，

Tohoku　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　Miyagi　980，　Japan

　Frozen　semen　is　now　being　used　clinically，　but

the　fertHizillg　functi（m　of　after　thawed　selnell　has

not　yet　been　evaluated　adequately．　We　attempted

to　evaluate　the　fresh　and　frozell　semen　fertilizing

capacity　and　investigated　the　changes　ill　frozen

sperm　functions．　The　collected　semen　was　evaluat－

ed　by　AR－test　and　also　by　computed　semen

autoanalyzer（HTM－2030）．　The　freezing　medium

used　was　KS－2　solution　and　in　this　method　we　used

the　programfreezer（CRYO－10）．　The　semen　samples

were　classified　into　3　groups　oll　the　basis　of　sperm

count　results　in　semen　analysis　before　freezing．1）
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In　group　A）and　B）there　was　IQw　values　in　the

recovery　rate，2）There　was　no　significant　differ－

ence　between　fresh　and　frozen　spermatozoa　in　the

AR－test．3）There　was　tendency　to　an　lncrease　ln

AR　rate　ill　after　frozen　semen，　but　there　was　no

difference　in　each　gr（，ups．4）　In　the　analysis　of

semen　autoanalyzer，　there　was　low　values　except

for　LHD　and　mean　velocity，　But　it　is　suggested　that

他 （231）17

this　does　not　change　the　fertilizing　function　of　after

thawed　semerl．5）There　was　no　significant　differ・

ence　in　each　groups　by　the　sernen　autoanalyzer．

　　We　could　demonstrated　that　there　was　no　reduc・

tion　in　fertilizability　following　freezing　through　the

AR－test　and　sernen　autoanalyzer．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年5月21H）
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　ヒト体外受精・胚移植（IVF－ET）時に3層Percoll密度勾配法（Percol1法）を用いて精子処理を

行い，その有用性をSwim　up法との比較により検討した，原精液所兄をWHOの定めた精子濃度20　x

106／ml，精子運動率50％を基準として4群に分類し，精子処理後の運動精子回収率，運動率改善度，

精子前進運動スコア（forward　progression　score，　FPスコア）改善度，受精・分割率，そして胚移植

時の分割球数を求めた，運動精子回収率と運動率改善度は，いずれの群においてもPwecoll法とSwim

up法の問に差を認めなかった．しかしながら精液所見不良群の精子FPスコア改善度は，　Percol1法に

おいてより良好な成績を示した．原精液所見において精子濃度20x106／ml以下，精子運動率50％以

下の群ではPercoll処理後の受精率，分割率そして分割球数は有意に高く，妊娠例も得られた．　IVF－

ETに際して，精液所見不良群の精子処理法としてPercol1法の有用性が示された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，37（2），232　236，1992）

緒　　言

　ヒト体外受精・胚移植（IVF－ET），配偶者卵管内

移植（GIFT），配偶者間人工受精（AIH）のため

の精r一処理法としてSwim　up法が広く用いられてい

る．鳥取大学医学部産科婦人科のIVF－ETプログラ

ムにおいても，従来よりSwim　up法を採用して良好

な受精・分割率を得てきたが1・2），乏精了・症例におい

ては，受精率，分割率ともに極めて低く，妊娠例も

得られなかった．近年，IVF－ET，　GIFT，　AIHのた

めの精子処理法としてPercoll密度勾配法の有用性

が報告されている3・4）．近年，当科においてもIVF－ET

時の精子処理法として3層Percoll密度勾配法（Per－

coll法）を採用し，一定の成績が得られつつある．本

研究は，従来のSwim　up法の成紋と比較検討するこ

とにより，Perco11法の有用性を知ることを1－1的とし

た．

1．対象

対象および方法
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　鳥取大学医学部産科婦人科において，卯管閉塞，

f宮内膜症，乏精子症のためにIVF－ETを行った60

症例，96周期を対象とした，

2．　半青子戸斤見

　3日間以上の禁欲後に用手的に採取した精液を室

温で30分間液化させたのち，Makler　counting　cham－

berを用いて精子濃度，精子運動率，精子FPスコア

を計測した．原精液所見をWHOの定めた5精子濃度

20×106／ml精子運動率50％を基準としてA，B，C，D

の4群に分類した（表1）Percoll法またはSwim　up法

による精子処理後の運動精子回収率，精r一運動率改

善度，精子FPスコア改善度を求めた．精子FPス

コァは，Makler　counting　chamberの1区画を通過

する前進運動精子の速度およびその数により，0か

ら4の5段階に分類した（表2），

3．3層Percol1密度勾配法

　Percoll〈Pharmacia社製，スウェーデン）はその

9容に1容の10倍濃度HEPES緩衝化BWW培養
液を加えて等張化したのち，HEPES緩衝化BWW培

養液を用いて90％，70％，40％Percoll液を作成し

た．5％患者血清を添加した各濃…度Percoll液1．O

mlを10　mlプラスチックチューブに高濃度順に層積

し，液化精液2．Omlを重積後，1500　rpm，30分間で

遠心分離した．遠心分離後，上層を除去し，90％

Percoll液層（0，5m1）を10％患者血清添加HEPES

緩衝化BWW培養液で懸濁し，1000　rpm，10分間で

遠心分離した．sperm　pelletを残して培養液を除去

し，精子所見を得たのち媒精に供した（図1）．

　　　　　　表1　原精液所見による分類
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4．Swim　up法
　10　ni1プラスチックチューブ（2001，　FALCON社

製，米国〉を用い，液化精液1．Omlを10％患者血清

添加BWW培養液6）2．Omlで懸濁し，1000　rpm，10分

間で遠心分離後上清を除去した．遠沈した精子を培

養液で再懸濁し，1000　rpm，　10分間で遠心分離後，上

清を除去しsperm　pellet上に静かに培養液1．0　mlを

加えた．プラスチックチューブを37℃，5％co2　in

airの条件下で60分間静置し，培養液の上層部を採

取し，精子所見を得たのち媒精に供した（図2）．

5．IVF－ET
　当科IVF－ETプログラム1・2）に従って採卵し，　e　r

col1法またはSwirnup法で処理した精∫一（5

～ 10×IO4／mDを用いて媒精した．媒精16時間後

に受精の有無を確認し，40時間後に分割卵を胚移植

した．採卯時のoocyte－corona－cumulus－complex

の形態から成熟卵7）と判定した卵における受精率，分

割率そして胚移植時の分割球数を求めた．x2検定お

よびStudent－t検定を用いて統計処理を行った．

成　　績

　運動精子回収率（表3），精子運動率改善度（表4）

は，いずれの原精液所見群においても精子処理法に

よる差を認めなかった．精液所見正常群（A群）に

おける精一fFPスコア改善度は，　Percoll法とSwim

up法で差はなかったが，精液所見不良群（B，　C，

精液所見 精了・濃度 精f運動率

A群
B群

C群

D群

≧20xl〔〕6／m1

≧20×106／mI

〈20×106／ml

〈20×106／ml

≧50％

〈50％

≧50％

〈50％

90％パーコール液
（0．5ml）
沈殿精子を残し
上層を除去

表2　精1’一前進運動（FP）スコア

FPスコア 精子前進運動性の評価

O

l

前進運動精子を認めない

総運動精子の30％以上が1区画を
5秒以上で通過する

総運動精子の30％以上が1区画を
3秒以上5秒未満で通過する

総運動精子の30％以ヒが1区画を
2秒以上3秒未満で通過する

総運動精子の30％以上が1区画を

2秒未満で通過する

繍液（。．5ml）

　　沈殿精子を残し
＿＿．上層を除去

2

3

4
∵マニ

濃縮精子

1　O．5ml

lO．5ml

図1　3層Percol1密度勾配法
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D群）ではFPスコアが1段階以上改善する率は
Percoll法で有意（P＜O．05）に高かった．また2段

階改善する症例がPercoll法では9．1％（3／33）

に認められたが，　Swim　up法では認められなかった．

円
　　精液1ml

　　BWW液2ml

槻絆後還心

1000rpm
10min

lQWW液＿し

］灘
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　　　　　　撹梓後遠心
　　　　　　1000rpm
　　　　　　10mln
lO．5m1

　　　　　　　　　／
　　　　　　／／
　　　　／
　　，4へ＼

A，B，　C群でのIVF－ETの成績はいずれの精子処

理法によっても変わらなかったが，精液所見が極め

て不良のD群では，受精率，分割率，胚移植時の分

割球数ともにPercoll法で比較的良好な成績が得ら

れ，Swim　up法との差は有意（P＜0．01）となった．

またSwim　up法では受精に至らなかったD群の4症

表3　精子処理．法と運動精子回収率

精液所見
運動精子回収率

Percoll法 swim　up法

A群
B群

C群

D群

28．3±18．3％

36．8±23．9％

22．8±16．O％

22．7±18．O％

31．5±22．1％

23．4±23．6％

24．0±23．6％

39．1±40．7％

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（M±SD）
　　　　　　　　　　　　糸怒［可叫又運重力半青ff数
運動精子回収率（％）＝
　　　　　　　　　　原精液中総運動精f’数

表4　精子処理法と運動率改善度

×100

　’　ノ　’
ρ　F　F　，

評

　　BWW液1ml加える
　　S％　COrinalrで
　　60分間静置

A，．．。．，mlを

旨採取

　　藩

図2　Swim　up法

精液所見
」型匡重力率己5（善1三ど

Percoll法 Swim　up法

A群
B群

C群

D群

1．3±0．2

2．5±O．8

1．1±0．1

2．1±1．1

1．5±0．5

3．2±1．8

1．2±0．4

3．3±2，4

　　　　　　　　回収精子運動率運動率改善度＝
　　　　　　　原精液中精子運動率

表5　精子処理法と精子FPスコア改善度

精液所見正常群（A群） 精液所見不良群（B，C，D群）

FPスコア改善度 Percoll法
（n＝16）

Swim　up法
　（n＝8）

Percolh去
（n＝33）

Swim　up法
　（n＝15）

　0

十1

十3

6（37，5％）

10（62．5％）

O（0％　）

2（25．0％）

5（62。50％）

1（12．5％）

5（15．2％）

25（75．896）＊

3（9．1％）

8（53．3％）

7〈46．7％）＊

0（0％　）

Percoll法とSwim　up法1聞での有意差　＊p〈0．05（x2　test）

表6　精f一処理法によるIVF－ETの成績

精液所見 精子処理法　　採卵周期　成熟卵数　受精卯数（％）　分割卵数（％）　分割球数妊娠例（％〉

A群

B群

C群

D群

Percoll

Swim　up

Percoll

Swim　up

Percoll

Swim　up

Percoll

Swim　up

19

10

13

11

14

6

11

6

70

42

60

38

50

15

11

24

55（78．6）

32（76．2）

45（75．0）

28（73．7）

24（48。0）

6（40．0）

1羅：ll〕・

50（71．4）

27〈64．3）

37（61．7）

21〈55．3）

17（34．0）

5（33，3）

3．8

3．4

3．6

3．4

3，7

3．6

iE21，：91］・1・2］・

66（31．6）

　3（30．O＞

3　3（23．1）

　2（182）

2　2（14．3）

　0（0　）

11（9．1）

　0（0　）

Percol1法とSwim　up法問での有意差　＊p〈x2　test）
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例においては，Percoll法を用いた結果，3症例に受

精，分割が得られた．精子濃度20×106／ml以下（C，

D群）の症例中より3例の妊娠が成立したが，これ

らはすべてPercoll法を用いた精子処理によって得ら

れた（表6）．D群の妊娠成立例の原精液所見は，精

子濃度0．5×106／ml，精子運動率20％，　FPスコ

ア1であったが，精子処理後には，精子運動率70％，

FPスコア2と著明な改善を示した．

考　　察

　AIHやIVF－ET，　GIFTプログラムのための精子

処理法としてSwim　Llp法が広く用いられている．本

法は精液から精漿，細胞成分を除き，運動良好精子

の回収を目的としているが，液化不良精液において

は運動良好精子回収が困難となることや，精漿，細

胞成分の混入などの問題点を有している，さらに，

高度の乏精子症や精子無力症例では満足な精子回収

が困難であり，受精卵，分割卵を得ることは難しい．

Percollはポリビニルピロリドン被覆コロイドシリカ

ゲルで，浸透圧を変化させることなく任意の密度を

調整できるという特性を有し8），種々の細胞の分離に

応用されてきた9）．またPercoIlは精子受精能を低下

させず1°），生体内で炎症反応を誘起しないことから11），

AIH，　GIFT，　IVF－ETのための精子処理法として安

全性は高いと考えられる．Percoll法には，主に精子

濃縮を目的とした単層Perco11法，さらに受精に関与

する比重の高い成熟精子を選択的に濃縮しうる多層

Percol1法がある．当科では今回，多層Percoll法の

有用性と操作の簡便性から3層Percoll法を採用し

た．3層Percoll法とSwim　up法による成績の比較

検討の結果は，運動精子回収率，運動率改善度には

差が認めなかった．一方McClureら12は，2層Percoll

法とSwim　up法を比較検討し，運動精子回収率，精

子処理後の運動率ともにPercoll法で良好な成績を示

したと報告している．Percol1法による運動精子回収

率，運動率改善度は，Percollの層積数，濃度及び遠

心分離の際の回転数に依存するため，目的に応じた，

精子処理のための条件設定が重要であると考えられ

た．今回の当科の成績では，精子濃度20×IO6／ml

以ド，運動率50％以下の高度の精液所見不良群にお

いて，Percoll法を用いた受精率，分割率そして胚移

植時の分割球数は，Swim　up法に比して有意に改善

された．Guerinら13は，精液所見正常例のIVF－ET

における妊娠率はSwim　up法に比してPercoll法で

有意に高く，Swim　up法で分割卵の得られなかった

症例に対してPercoll法を用いることにより，その61．5

％に分割卵が得られ，妊娠も成立したことを報告し
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ている．一方，Zona－free　hamster　eggを用いた

sperm　penetration　assayにおいて，　Percoll法は

Swim　up法に比較して高い精子侵入率をもたらすと

されている12・14）．またTanphaichitrら14〕はPercoll法

処理精』f表面にはSwim　up法処理精子で認められる

coating　envelopesがないことを透過型電子顕微鏡で

観察し，Percoll処理でcoating　envelopesが除去さ

れ，精子侵入率が改善されることを報告している．

したがってPercoll法による精子処理は，単に運動精

子回収のみならず，精子受精能をも高め，ひいては

その後の受精卵の発育にも影響を及ぼすものと考え

られる．乏精子症や精子無力症群においてPercol1法

はSwim　up法に比して精子FPスコアを改善した．

当科では，従来より精子機能の評価法の一一つとして

FPスコアを採用している．本研究においても，精

液所見不良例におけるIVF－ETの成績においてPer－

coll理後の受精率，分割率の改善とFPスコア改善度

との関連が示されたことから，FPスコアは簡便かつ有

用な精子機能の評価法と考えられる．今回の成績よi）　，

3層Percoll密度勾配法は比較的簡便な操作で，短時

間内に高い受精能力を盛った成熟精子を回収できる

ことから，精液所見不良症例におけるIVF－ETの精

子処理法として有用であることが示された．

　本論文要旨は，第43回日本産科婦人科学会学術講

演会，第35回日本不妊学会において発表した．
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　　　Evaluation　of　three－layer

　　percoll　gradient　method　for

semen　manipulation　in　IVF－ET

Masahiro　Tariikawa，　Chieko　Renbutu，

　　Naruhisa　Takao，　Takaaki　Ikenari，

　　　　Akio　Sekijima，　Tomio　Iwabe，

Yoshimasa　Oonohara，　Hirohumi　Terado．

　　　Toshiko　Toda，　Tasuku　Harada，

　Yasuyuki　Mi（，　and　Naoki　Terakawa

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　Tottori　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　Yonago　683，　Japan

　　、Ve　evaluated　three－1ayer　Percoll　gradient

method（Percoll　method）together　with　swim　up

method　for　semen　manipulation　in　IVF－ET．　There

were　no　differences　in　recovery　of　niotile　sperm　and

improvement　of　sperm　motility　between　Percoll

and　swim　up　method．　However　the　Percoll　method

significantly　improved　sperrn　forward　progression

in　abnormal　semen　samples．　In　IVF－ET，　fertiliza・

tion　and　cleavage　rates　irl　Percoll　method　were

significantly　higher　than　those　ill　swim　up　method

in　the　samples　of　QIigoasthenozospermia．　Also　the

number　of　blastomere　at　ET　ill　Percoll　method　was

significantly　larger　than　that　in　swim　up　method　ill

the　salnples　of　oligoasthenozospermia．　These

results　suggest　that　Percdl　method　increase　sperm

fertilizing　capacity　especially　irl　abnormal　semen

salnples．　The　authers　conclude　that　three－layer

Perco11　method　isしlseful　for　sel1｝en　manipulation　in

IVF－ET．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（’受付：1991年7月1日）



日本不妊学会雑謎
第37巻第2号　1992

健康男性におけるハムスターテストでの

精子侵入率の変動に関する研究（第1報）

Varlability　in　Sperm　Penetration　Rate　in　the　Hamster

Oocyte　Penetration　Test　in　Healthy　Young　Men．1

広島大学医学部産科婦入科学教室（主任：大浜絃三教授）

　　　　　　　三　春範　夫

　　　　　　　Norio　MIHARU

　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology　Hiroshima　University

School　of　Medicine，　Hiroshima　734，　Japan（Director：Prof．　K．　Ohama）

　健康な男性3人を対象として，3～4日間の禁欲期間の後4～6日間を1シリーズとして連日精液

を採取し，精液パラメーター（精子濃度，運動率，精液量）およびハムスターテストでの精子侵入率

を調べ，連日の射精が精液パラメーターおよび精子侵入率に与える影響を検討した．なお，3人のう

ち2人では2シリーズ，1人では4シリーズ，計8シリーズの検討を実施した．

　その結果，精液パラメーターは検査日による変動が大きく，経日的な漸減傾向は認められなかった．

一 方，同一シリーズ内でのハムスターテストでの精子侵入率の変動幅（最大値と最小値との差〉は14

％一一　22％，平均17．8％で，シリーズ内では安定した数値を示した．また，精子侵入率はいずれの棺液

パラメーターとも，またいかなる組合せとも有意な相関を示さなかった．

　以上の結果より，正常男性においてハムスターテストでの精子侵入率は1週間程度の短期間であれ

ば精液パラメーターと無関係に安定した値を示すことが判明した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　Steril．，37（2），237　242，1992）

緒　　言

　近年，IVF－ET，　GIFTなどの配偶子操作法の進歩

により，女性不妊，特に卵管性不妊の予後は著しく

改善されている．しかし，不妊症の約半数を占める

男性不妊に対しては依然として有効な治療法がなく，

重症の男性不妊例では配偶子操作法によってほとん

ど妊娠が期待できないのが現状である．そこで，不

妊症の臨床において，治療法の選択や予後判定など

のため男性の妊孕性を正確に評価することがますま

す重要となってきた．

　従来から，男性の妊孕性すなわち精子受精能の指

標としては，精子濃度，運動率，精液量などのいわ

ゆる精液パラメーターが用いられてきたが，1976年

Yanagimachiら1｝によりヒト精子が透明帯を除去し

たハムスター卵子に侵入することが報告されて以来，

この現象を利用したハムスターテストが精子の受精

能を評価する機能検査法として広く利用されている．

一般には，精液パラメーターは射精後回復するまで

にある程度の期間が必要であると考えられ，そのた

め，精液検査は一定の禁欲期間（2～7日間）の後

に実施すべきとされているが2｝，ハムスターテストの

場合も通常一定の禁欲期間の後に行われている．し

かし，ハムスターテストの成績と精液パラメーター

とは強い相関を示さないという報告31‘・5・6）が多く，ま

た，本テストが精了一の機能検査法である点からも，

ハムスターテストにおける禁欲期間の影響や必要性

に関しては再検討する必要がある．

　そこで今回，精液パラメーター検査およびハムス

ターテストを数日間連続して実施し，禁欲期間がこ

れらの成績におよぼす影響を検討するとともに，精

液パラメーターとハムスターテストの成績の関連に
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ついて統計学的な解析を行ったのでその結果を報告

する．

対象および方法

　20～25再の健康な男性3人から，4～6日間連続

して精液の提供を受けこれを1シリーズとして，精

液パラメーター（精子濃度，運動率，精液量）検査

とハムスターテストを行った．各シリーズ初日の前

には3～4日間の禁欲期間を設けるよう指導し，前

シリーズと次シリーズとの間隔は最低4週間とした．

なお，3人のうち2人では2シリーズ，1人では4
シリーズを行い，計8シリーズを検討対象とした．

　用手法にて採取した精液を30分から1時間，37℃

に保って十分液化させた後，メスピペットで精液量

を計測し，次いでMAKLER　counting　chamberで

精子濃度および運動率を算定した．

　ハムスターテストは以ドの方法で行った．O，5　mlの

液化精液にHSA（human　serum　alubumin）を0．5

％含むrnBWW（modified　Biggers，　Whitten　and

Whittingham）液4mlをカロえ，その後遠沈（3009，

5分間），洗浄を3回行った．待られた沈1査にmBWW

液を加え，37℃，5％CO2　in　Airの条件で6時間

培養した後，再び精f濃度と運動率を算定し，運動

精f－　5XIO6／mlの濃度に調整した精子浮遊液を作製

し．これに透明帯除去ハムスター卵子を加えた．な

お，ハムスター卵子は，5～8週齢の雌ゴールデン

ハムスターを，PMSG　（pregnant　mare　serum

gonadotropin）30　i．　u，およびHCG（human　chor－

ionic　gonadotropin）30　i．　u．により過排卵処理し，

採取した卵子を0」％hyaluronidaseと0．1％
trypsinで透明帯除去卵としたものを用いた．卵子を

加えて再び37℃，5％CO2　in　Airの条件でさらに

3時間培養した後，位相差顕微鏡下に20個以上の卯

子について精子の侵入（膨化した精子頭部あるいは

雄性前核が精子尾部をともなう場合）の有無を判定

し，精子侵入率（精子侵入卵子数／観察卵子数×100）

（％）を求めた．

　1シリーズ内での精液パラメーターおよび精子侵

入率の変動の指標として，変動幅（シリーズ内の最

大値と最小値との差）を求めた．また，精子侵入率

では変動幅とともに変動比（ρ）を下記の式によって

求めた．

　　　　　ρ＝婦7

　　　　　　　レ＝m一1
　　　　　　　　　　mi　　　　　　　　＿
　　　　　　　s＝4Σni（る一，Eli）2

　　　　　　　　　　t＝1
　　　　　　　互一sin－1緬
　　　　　　　　　　　　　Ml　　　　　　　　Zi＝1／〃niΣz、
　　　　　　　　　　　　z＝1

ρはデータが二項分布していると仮定した場合に期待

される分散より実際の分散が大きい確率を示し，し

たがってρが大きいほど変動の程度が大きいことを

意味する．また，式中のmはシリーズあたりの検討

回数，nは観察卵子数，　xは精子侵入卵子数を示す．

　精液パラメーターとハムスターテストでの精子侵

入率との関連を，SASのGLM　procedureを用いた

共分散分析により検討した．本分析では説明要因と

して精了提供者，シリーズ，精子濃度，運動率およ

び精液量の5因子を用いた線形モデルによる解析を

行い，各説明変数のF値およびP値（F値に対応す

るF分布の上側確率）を求めた．

成　　績

　3人の精子提供者（A，B，C）の計8シリーズにお

ける精液パラメーターと精子侵入率の経日変化およ

びそれらの変動幅，変動比を表1，図1に示した．

1．精液パラメーターの経日変化と変動幅

　8シリーズのうち，精子濃度で1シリーズ（シリ

ー ズNo．　4），運動率で1シリーズ（シリーズNo．　5），

精液量で2シリーズ（シリーズNo．　1，2）において

経日的な漸減傾向が認められたが，全体としては検

査口による変動が大きく，一定した経日的変化は認

めなかった．

　シリーズ内での精f“濃度の変動幅は4シリーズで

50×106／ml以上であったが，提供者Bでは20～27

×106／mlと比較的小さかった．運動率の変動幅は

10　一一　20％であったのが5シリーズ，20～30％がシリ

ー ズで，平均は19．5％であった．また，精液量の変

動1幅はO．4－一一2．Oml，平均1．18　mlであった．

2．ハムスターテストでの精子侵入率の経日変化と

変動幅，変動上ヒ

　シリーズでNo．　1，5では，6日間を通じて精子侵

入率がほぼ100％であったが，今回の検討では侵入

精子数の算定は行っていないため，変動幅および変

動比の算定対象からは除外した．6シリーズのうち

2シリーズ（シリーズNo．　6，8）では精子侵入率が

漸減傾向を示したが，全体では変動幅は14　一一　22％で，

’li均17．8％であった，なお，変動比（ρ）は0．59～1．2

であり，提供者による明らかな差異は認めなかった，

　一方，同一提供者の異なったシリーズでの精子侵

人率を比較すると，提供者AおよびBでは50％を超

える侵入率の弟異が観察された．

3．桁液パラメーターと精子侵入率の関連

　表2に分散分析の結果を示したが，5因∫の説明

要因のうち，提供者とシリーズのP値はともに0．0001

で精子侵入率と有意の相関が認められた．したがっ
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表1

三春

3人の粘了・提供者（A～C）における精液パラメーターと精子侵入率

（239）25

提供者 シリーズ
半青一∫一才農1斐

（×106／ml）

」鮭≦亜力｝平蔓

（％）

精液歳
（ml）

宰青一了イξ乏入≧俸

　　　（％）

1

34

94

41
　　　　（68）

77

64

102

65

70

56
　　　（28）

55

47

42

2．4

1．2

1．8
　　　　（1．4）

1．2

1．0

1．o

100

1〔〕0

100

100

100

10〔〕

A

2

55

51

44
　　　（56）

73

20

17

65

58

71

60

66

66

（13）

2．4

2，1

1．5
　　　　（1．1）

16
1。3

1．3

62

57

54

62

69

53

（16）　＜0．67＞

3

　9

23

62
　　　（53）

36

46

27

70

73

73

60

63

59

（14）

2．4

27
1．7
　　　　（1。0）

2．l

l．9

2。1

36

35

57

38

54

44

（22）　〈1．2＞

4

42

19

13（36）

　6

16

60

34

53

58

62

（28）

2．6

2．8

2．4　（0．4）

2．7

2．4

44

29

50

42

42

（21）　〈1　1＞

B

5

32

52

59
　　　（27）

38

34

42

52

47

46

42

35

33

（28）

2．3

2．4

2．5
　　　　（1．7）

3．5

1．8

1．9

94

100
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）：変動幅＝最大f直一最小値，〈　〉：ρ
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図1　精提供者Aにおける精液パラメーターと精子侵人

　　率

○－0　シリーズ1，●一●　シリーズ2，△一ム　シ

リーズ3，▲一▲　シリーズ4

表2　提供者，シリーズ，精子濃度，運動率および

　　精液量を説明要因とした分散分析表

要　因
　　　　自由度
　　　　　　　噛F方和

残　差　’r均
　　　Ff直　　Pイ直
’r一方

モデル

　提供者
　シリーズ

　＊青了・濃度

　運動率
　精液量
残　差

　合　計

1〔〕

2

5

1

1

1

32

42

3．79　　0．38

1．14　　　0．57

2．65　　0、53

0．01　　0．〔〕l

O．00　　0．00

0．00　　0．OO

O．14　　　0．01

3．93

82．2　0．0001

123．2　0．0001

114．8　0．‘）001

　1．2　0．280

　0．0　0．956

　0．1　0．742

て，精子侵入率は提供者により異なり，さらにシリ

ー ズごとに変動していると判断された．一方，精子

濃度，運動率および精液量のP値は各々
0．280，0．956，0．742と大きく，精子侵入率はこれら3

つの精液パラメーターのいずれともまたどのような

組合せとも有意の相関を認めなかった．

考　　察

　成熟した精巣では19あたり毎日約1000万の精子

が形成され7），精f・はその後約12日間かかって精巣

上体の中を通過する間に成熟を遂げている6｝．成熟精

子のほとんどは精巣卜体の中に貯蔵され，射精の間

隔すなわち禁欲期間が長くなればそれだけ成熟精子

の貯蔵量は増加する．そのため，射精精液のパラメ

一 ターや精f機能は禁欲期間の長短に影響されるこ

とが考えられるが，貯蔵されている成熟精∫・の何％

がlIiilの射精で放lliされるかは明らかでなく，また

この比率には個人差も大きいと考えられる．

　禁欲期間が精液パラメーターに’ノ・える影響に関す

る検討成績はこれまでにもいくつか報告されている．

Schwartzら9｝は111常男’ll｛t三36人の合計220の精液検

体について，禁欲期間（1日～7日）と精子濃度，

精液量，総精子数の関係を分析し，禁欲期間が延長

するにつれてこれらのパラメーターは増加傾向を示

すことを報告している．また，Levinらi°）は，正常男

性12について21日間連続して精液検査を行った結

果，最初の4日間は精子濃度，精液量ともに減少し

たが，それ以後はほぼ一定の値を示したとしている．

一 方，Mortimerら11）は不妊夫婦の男性について検討

を行い，禁欲期間が1～7日間では禁欲期間の延長

とともに精液量と総精子数は増加を示したものの，

運動率，生存率（運動精子および運動性を示さない

が生存している精子の全精f・に占める割合）および

奇形率は禁欲期間の影響を受けずほぼ一定であった

と報告している．さらに，Sauerら12）はビデオによる

精子運動能自動解析装置を用いた検討で，精f濃度，

精液量は禁欲期間の延長とともに増加したが，運動

率と」里劃Jノぐターン（Lateral　head　amplitude，　Cross

－ beat　frequency，　Nlean　velocity，］！1ean　linearity）

は禁欲期間に左右されなかったとしている．これら

の成績より，精了一濃度，精液量あるいは総精j孔数は

禁欲期間の影響を強く受けるが，…方，運動率や運

動パターンなどは禁欲期間の影響を受けず．精子の

量的変化は必ずしも質的変化を伴うものではないこ

とがうかがわれる．

　ところで，精液パラメーターには同一個人でも時

期によりかなりの変動が認められるため，異なった

時期に種々の禁欲期間を設定してその影響を評価す

る方法では，精液パラメーターの変動が時期による

ものなのか禁欲期間の影響なのかを正確に区別する

ことは困難である．そこで今回の検討では，3～4

日間の禁欲期間の後，　Levinらの検討のように連［」で

精液検査を行い，精液パラメーターの推移を検討し

た．その結果，運動率，精子濃度および精液量には

連日射精による明らかな漸減傾向は認められなかっ

たが，変動の程度には大きな個人差が認められた．

　男性の妊孕性の指標としてハムスターテストでの

精ゴー侵入率が精液パラメーターに比べ優れているこ

とは既に多くの研究により明らかにされており，精

液パラメーターがi｝1常な男性でも，ハムスターテス

トにより精子の受精能異常とされることは少なくな
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い13）．ハムスターテストでは，精子のcapacitation，

acrosome　reaction，卵細胞膜との融合能など受精の

成立に必要な一一・連の精子機能が評価され，この点か

ら本テストは精液パラメーター検査とは本質的に異

なる真の精子機能検査法であるとされている14），事実，

これまでの報告でも精液パラメーターと精子侵入率

との間には強い相関はないとするものが多く，今回

の共分分析による検討でも精子侵入率はいずれの精

液パラメーターとも有意の相関関係は認められなか

った，

　ハムスターテストでの精子侵入率に与える禁欲期

間の影響を検討した報告は少ない．斉藤ら15）は，1人

の正常男性について4日間連日で精液検査とハムス

ターテストを実施した結果，総運動精子数は日数と

ともに著明な減少を示したものの精子侵入率は89～93

％と安定した値であったと報告している，一方，　Rogers

ら16）は，4人のIL常男性を対象として，1週間以内に

12時間，48時間，24時間の順に禁欲期間を設定して

3回精液を採取し，各々の検体についてハムスター

テストを実施した成績を報告している．それによる

と，禁欲期間が48時間の場合に最も精子侵入率が高

く，逆に12時聞では侵入率の低下が著明であったこ

とから，本テストを実施するにあたっては12時間を

超える禁欲期間が必要であると述べ，さらに，この

ような精子受精能低一ドの原因として，禁欲期間の短

縮による成熟精子の減少やcapacitationに対する
“ inhibitor”の増加を推定している．　Mooreらユ7）は，

精巣上体の異なる部位から採取した精子についてハ

ムスターテストを実施し，頭部の半ぼ∫一はまったく卵

に結合せず，体部の精子では約10％が，また尾部の

精子では約40％が卵に結合したと述べている，この

ことは成熟精子は未熟精fよりもより高い受精能を

持つことを示しており，したがってRogersの指摘す

るように頻回の射精による成熟精了一の減少が精子侵

入率の低一ドにつながる可能性は考えられる．

　しかし，今回の検討では，4～6日間での精子侵

入率の変動幅は最大でも22％であり，経日的な漸減

傾向も認められなかった．また，変動比（ρ）も最大

1．2で6シリーズ中4シ1J一ズでは1未満であった．

r1験例や斉藤らの検討では連日（24時間ごと）で検

査を実施しており，連日検査ではないRogersらの12

時間の禁欲期間での成績とは単純に比較できないが，

少なくとも今回の成績からは，正常男性においては

約24時間程度の禁欲期間であれば精子侵入判よほと

んど影響を受けないと推定された．また，各シリー

ズ内では安定した精子侵入率が得られたことから，

本テストがbioassayであるにもかかわらず，卜分に

三春 （241）27

再現性のある検査であることが確認された．

　このような比較的短い禁欲期間での精子受精能の

安定性が，精f“受精能の低下している不妊男性の場

合についてもあてはまるのか否かについては今後検

討する必要があるが，今回の成績から，男性の妊孕

性がほぼ正常と考えられる場合，例えば卯管因子を

適応としたIVF－ETやPost　coital　test不良例にお

けるAIHなどに対しては必ずしも数H間の禁欲期間

は必要でなく，AIHの場合にはむしろ積極的に反復

実施を行うことの利点の方が大きいと判断された．

　一方，同一提供者であっても検査時期（シリーズ）

により著明な精子侵入率の差異が観察されたことは

興味深いことである．前述のように，精液パラメー

ターは時期によりかなりの変動を示すことが広く知

られている．しかし，ハムスターテストでは時期に

よる変動に関する検討はほとんど行われておらず，

また手技が複雑で時間を要する検査であるため，反

復検査もあまり行われていない．この点については，

今後さらに多数例を対象として検討する必要がある

が，今回の検討成績からは精子侵入率すなわち精子

受精能は同一個人でも時期により変動している可能

性は高いと考えられた．

　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし

た藤原篤前教授並びに大浜紘三教授に深甚なる謝意

を表します．また，終始御助言，御指導をして頂い

た一L出克憲講師に心より感謝いたします．さらに，

統計学的解析に関して御指導並びに御鞭控を項いた

広島大学原爆放射能医学研究所生物統計’罫研究部

門，務中昌巳教授，大瀧慈教授に深謝いたします．

　本論文の要旨は，第7回日本受精着床学会，Sym－

posium　on　Fertilization　Mammals（Boston）におい

て発表しました．
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Variability　in　sperm　penetration

　　　rate　in　the　hamster　oocyte

　　　Penetration　test　in　healthy

　　　　　　　　　young　men．1．

Norio　Miharu

Department　of　obstetl’ics　and　Gynecology，

　　　Hiroshima　University〔〕f　Medicine，

　　　　　　　　Hiroshima　734，　Japan

　　In　this　study，　the　effect　of　frequent　ejaculati（）ns

on　semen　parameters　and　sperm　penetration　rate

（SPR＞in　the　hamster　oocyte　penetration　test（ham－

ster　test）were　examined．

　　The　subjects　were　three　healthy　young　donors．

Semen　samples　were　collected　at　24－hour　intervaIs

fc）r　4　tぐ）　6　consecutive　days　（one　series）　after　an

initial　abstinence　of　3　to　4　days．　Semell　analysis

（sperm　concentration，　sperm　motility，　alld　volume）

and　the　hamster　test　were　performed　for　four　seper－

ate　series　inくme　donor　and　for　two　series　in　two

donors．

　　Semen　parameters　veried　considerably　within

each　series　and　Ilo　dechne　in　parameters　could　be

detected　with　time．　The　variation　of　SPR　in　the

hamster　test　ill　a　series（maximum　SPR－minimum

SPR）ranged　frく）m　14　t（）22％（mean，17．8％）．　No

correlation　was　observed　by　allalysis　of　variance，

between　any　semen　paralneter　or　any　combinations

of　senlen　parameters　alld　SPR（p〈0．01）．

　　These　results　indicate　that　SPR　in　healthy　young

men　is　stable　between　consecutive　samples　over　4

to　6　days　and　is　not　influenced　by　frequent　ejacula－

tlons　or　vanatlons　ln　semen　paralneters．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（’受イ寸’：1991！t，・1／’19月　5　11）
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PMSG－hCG処置未熟ラット

排卯課程における凝固系の意義

Possible　Roles　of　the　Coagulation　System　During　the　Ovulatory

　　　　　Process　in　Gonadotropin－primed　Immature　Rats

岩　政　　　仁

Jin　IWAMASA

熊本大学医学部産科婦人科学教室

松　浦　講　平

Kohei　MATSUURA
岡　村　　　均

Hitoshi　OKAMURA

田　中　信　幸

Nobuyuki　TANAKA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Kumamoto

　University　Medical　Schoo1，　Kumamoto　860，　Japan

　卵胞の最終成熟過程から卵胞壁の破裂までの期間における凝固系の関与を明らかにする目的で，PMSG

（10単位）／hCG（5単位）で過排卵処置を行った未熟ラットにアンチトロンビンHI（AT　III）（30，100，300

U／kg）とヘパリン（H）（300　U／kg）を投与し，排卵数および凝固系への影響を検討した，　AT　III

あるいはHの単独投与群では，対照群と比べて排卵数に有意の変化を認めなかった．しかし，HをhCG

投与30分前から2時間後まで分注し，AT　IIIをoから10時間後に併用投与した群では，　hCG投与後

0から6時問目にAT　IIIを投与一した場合に排卵数は対照群と比較して有意に減少した．排卵数が最も

減少した群，すなわちAT　III　4時間目投与において測定したPTとAPTTは低一ドし，AT　III活性値は

高値を示した．

　以ヒの結果から，PMSG／hCG過排卵処置ラットにおいては，　hCG投与後の比較的早期から凝固系

が排卵現象に深く関与していることが明らかとなった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　Steri1．，37（2），243　247，1992）

緒　　言

　成熟卵胞の破裂直前には，卯胞頂部毛細血管にお

いて血栓形成が観察されているが3，4），これにはプロ

スタグランディン（PG）や血管内皮の変化が深く関

与しているとされている8，1°｝．このことは同部におい

て血流の停滞とともに凝固能の元進が起こっている

ものと推察されるが，排卵時の血液凝固系の関与に

ついての知見は少ない．アンチトロンビンIII（AT　III）

は，生理的条件ドで血中に存在する凝固阻害因∫一で

あるが，血管損傷部位に血液凝固が発生しても，そ

れを局所にとどめ全身に進展させないように他の因

∫・と共に阻止する作用がある．…方，ヘパリンの抗

凝固作用が発現するためにはAT　IIIの存在は必須で

ある．

　今回の実験の目的は，凝固系の排卯現象への関与

を明らかにすることであり，PMSG／hCG過排卵処置

未熟ラットにAT　IIIとヘパリンを投与し，排卵数な

らびに凝固系への影響を検討した．

研究方法

【実験重力牛勿】

　22齢のWistar系雌ラット（体重509±59）を

使用し，各実験に使用したラ・ソト数は各図の中に示

した．過排卵刺激ならびに排卵算定法は，著者らが

すでに報告した方法で行った1）．すなわち，「噛令22H
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目の午前9時にpregnallt　mare　SerUm
gonadotropin（PMSG）（セロトロピンR帝国臓器K．

K．）10単位を生理食塩ノkO．1mlに溶解後，皮下投与

し，その48　iliX間後に5単位のhuman　chorionic

g（madotropin（hCG）（hCGモチダR，持田K．　K．）を

生理食塩水O．lmlに溶解して皮ド投与し，これを対

照群とした，

【動物処置方法ならびに排卵数の算定】

1）ATml　III単独投与

　対照群と同様の処置に加え，AT　III（ノイアートR，

ミドリ十字K．K）として30，100，300　U／kgを総

tg　O．3　mlとしてhCGml投与後，0ないし6時間目

にそれぞれ静脈内に投与した．

2）ヘパリン単独投与

　対照群と同様の処置に加え，ヘパリン（ノボヘバ

リンR，ノボインダストリーA／S，デンマーク）300

U／kgを生理食塩水で0．3mlに希釈し，hCG投与一後

0ないし6時間11に静脈内に投与した．

3）AT　IIIとヘパリンの併用投与

　対照群と同様の処置に加え，AT　III　300　U／kgを

hCG投与一後のO，2，4，6，8，および10時間目に投与し，

ヘパリン加！li理食塩水（ヘバリンとして300　U／kg）

をAT　III投’j一前30分から投1ヂ後120分まで分注し

た．投与・はいずれも静脈内投与一とした．

　排卵数はhCG投与24時間後に開腹して両側卵管

を摘lhし，光学顕微鏡ド50倍にて卵管内卵一∫一数を算

定した．

【凝固系への影響】

No．of　ova

（4〕

｛4〕
〔：：］contro1

懸AT皿30u／kg
AT　I皿100u／kg

AT皿300u／kg

図1　AT　III単独投与における排卵数の変化

　　　（）内の数f直はラット数を示す

　AT　IIIとヘパリンを併用投’∫・した場合のみ排卵数が

有意に減少したため，最も減少した投ij一法（AT　IIIを

hCG投与後411与間Hに投’ノーした場合）においてhCG

投7．後の6ないし8時間目にプロトロンビン時間（PT）

と活性部分トロンボプラスチン時間（APTT）を測

定し，さらに，hCG投与後の6，8，10時問目にAT

III活性f直の測定を行った．

【PT，　APTTおよびAT　III活性測定法】

　ド大静脈より採rfilしたクエン酸ナトリウム血漿と

し一70℃にて保存した．PTはQuick二段法ll），

APTTはエラジン酸活性法121，　AT酸活性は合成基

質法7）にて測定を行った．

【統計】

　実験結果はすべて平均±標準誤差にて表わした．

なお有意差検定はstudent’s　t－testにて行い，　P〈

0．05をもって有意差とした．

研究成績

【排卵数】

1）AT　IHをhCG投与｛〕時間に投与一した群の排卵数

は各用鼠でそれぞれ27．8±5．7，34．0±3．9，30．2±

6．2であった．hCG投ij・後6時間Hに投’」・した群で

は，36．3±5．2，34．3±4．Lおよび27．5±3．5であ

り，いずれの投与時間においても対照群と比較して

有意差は認められなかった．

2）ヘパリン単独投与群（図2）

　hCG投与後0ないし6時間日にヘパリンを投’ノーし

た時の排卵数は34．0±5．7と31．3±5．8で，対照群

との有意差は認められなかった，

3）AT　IIIとヘパリンの併用投与群（図3）

　hCG投一与後0，2，4，6，7，8および10時間口にAT

Ne．ofova

40　C151

［：コco耐roI
懸§h・p・，i。

（6》　　‘6）

図2　ヘパリン3〔〕OU／Kg単独投’∫における排卵数の変化

　　　（　）内の数f直はラット数を示す
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III　300　U／kgを投与し，ヘバリン300　U／kgをAT　III

投’チ30分前から150分にわたって分注した場合の排

り「1委文1ま，　23．0±4．O，　22．3±0．3，　20．9±3．8，　22．5±

3。2，33．6±2．8，および39．3±4．7と対照群と比較

して0時間目投与群でP〈0．01の危険率で有意の減

少が認められた．8ないし10時問投与群では有意の

変化は認められなかった．

【凝固系への影響】

1）PT，　APTT（表1）

　AT　IIIとヘパリンの併用投与で排卵数が最も減少し

た方法，すなわちヘパリン300U／kgをAT　III投与

30分前から150分にわたって分注しAT　IIIをhCG投

与後4時間目に投与した場合のhCG投与後6ないし

8時間目に測定したPTならびにAPTTは，対照群

に比して有意な差は認められなかったが高値を示し

た．

2）AT　III活性（図4）

　PT，　APTTを測定した場合と同様の薬剤投与条件

においてhCG投’」”後の6，8，10時間目のAT　III活

No．　of　ova

［：二二二〕　　control

醗　AT皿＋heparin

50
a；

blc、d；Pく0．01

p＜0』5
r4｝

40
一　1

d5】
　aわ，cd

d1）
一マー

30 ζ41
　a　

‘3も d31
　C

（111
　　d－｝

　20

10

　、ε、

♂ぐ

　曳

ぐ

の ぽ　δ
孕 オ～

り

ぐ ～ 辱 も 免　　　　　h・ h
o ！ ／ ！ ／　　　　　　／ ／

o “ ～ や も　　　　　喝 ミ

　　　　　HourS　　after　hCG
図3　AT　III　30⑪U／Kgとヘパリン30｛｝U／Kgの併用投与

　　　における排卵抑制効果

　　　（）内の数値はラット数を示す
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性f直は対照群と比較して有意に高い値を示した．

考　　察

　抗凝固因子としてのAT　IIIは単独での作用は弱く，

ヘパリンの存在ドで相乗的に強力な抗凝固能が発揮

される．一方，ヘパリンも単独での抗凝固作用は弱

く，　AT　IIIの存在を必要としている．今回の実験にお

いてもAT　HIあるいはヘパリンの単独投与では排卵

の抑制はみられず，両者を併用して初めて有意の抑

制がみられた．この両者併用投与時における全身の

凝固系の指標としてPT・APTTならびにAT　m活
性値に変化がみられたのは当然の帰結と思われる．

（％〉

（4〕

一
［コcon
懸ATI1

‘4】

200 a

T 4b；Pく0．

‘4、

b
甲

（4＞

（4、

　a
r4）

　b

100

孕ぐ ぞぐ
3ぐ

（0 Φ ρ

図4

Hours　after　hCG

懸ATIll＋h。pa・ln

AT　IIIとヘパリンの併用投与におけるAT　III活性

値の変化

AT　IIIをhCG投与後4峙間に投与した群における

投与後2時間（hCG投与後6時間），4時間（hCG

投1ブ・後8時間）および6時間（hCG投与後10時間）

のAT　III活性値の変化を表す

（）内の数f直はラット数を示す

？／　AT　IIIとヘパIJンの併川投与一における凝固能の変化

hCG投’∫後6時間 hCG投与後8時間

PT APTT PT APTT

対　　照　　群
14．0±1．39

　　（3）

28．1±2．08

　　（3）

13．4＋1．00

　　（4）

25．2±3．78

　　（4）

　AT　IIIとへペリン併用投与群

（AT　IIIをhCG投与後4時間に投’ノ・

した群）

61．4

　（2）

173．9

（2）

14ユ±0．56

　　（4）

31．4±0．50

　　（4）
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　本研究では，全身的に凝固能を抑制した状態を作

り出した場合に排卵数の抑制が起こるか否かを検討

する方法を用いた．毛細血管内血栓が排卵直前の卵

胞項部という局所において起こっている訳であるかf3　・4），

これは生理的条件ドで生じており，これが全身的な

凝固系の充進の結果として生じているとはとうてい

考えられない．しかし，本研究の意義はPMSG／hCG

過排卵処置ラットにおいて，hCG投与6時間までに

AT　IIIとヘパリンを投与して凝固能を抑制した場合に

のみ排卵数が減少しており，8ないし10時問目の投

与では排卵数の減少はみられないことを示した点に

ある．つまり，hCG投与一直後の凝固能抑制は卯胞破

裂に障害を’ゴ・えることが明らかにされた．このこと

から，mid　cycle　LHサージに暴露され，卵胞が卵胞

壁の破裂に向けて最終成熟を行う過秤で，LHサージ

後の比較的早い時期から局所では凝固系が促進され

る環境にあるものと推察される．事実，卵胞破裂に

近づくにつれて卵巣血液量は増加しておりla・｝，その増

加に伴う血流の停滞がLHサージの4時間後から開

始するという報告6）もあり，本実験結果からの推察と

…致している．今回の研究結果から，排卵現象には

凝固系が深く関与し，しかもLHサージ後の比較的

早期から関与している可能性が示1唆された．

　卵胞局所における凝固能冗進に関しては，トロン

ボキサンB2（TXB2）との関与が報告されている1°｝．

凝固能と綿密に関係する卵巣血流量がインドメサシ

ン投与・により抑制されることからも13｝，　TXB2やPGI2

など凝固能に関与するPGが卵胞破裂に密接に関与し

ていることが推察される．

　Platelet　activating　factor（PAF）も排卵過程に関

ラーしていることはPAFのantagollistを用いた実験5）

や卵巣内のPAF濃度がLHサージ後に低一ドするこ

と9）から示唆されている．しかし，PAFの作用は」血

小板の活性化だけにとどまらず，血管拡張，血管透

過性および臼血球遊走などと幅が広いことが明らか

にされつっあり，PAFの排卵過程における作用機序

の詳細は今後の検討を必要としている．

　排卵に伴う腹腔内出血を来した先天性凝固因f欠

損患者の臨床報告が散発的にみられるが2），このよう

な患者で仮に毎周期卵胞破裂が起こっているとすれ

ば，卯巣出血の頻度はかなり高くなるとf’想される

が．実地臨床では極めて少ない．従って，今idの研

究で示されたように，全身的な凝固能低ド状態は卵

胞破裂機構を障害し，未破裂黄体化卵胞の状態を招

来するため基礎体温表Ir．相性を認めることも可能

であろう．
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　　　Possible　roles　of　the　coagulation

system　during　the　ovulatory　process　in

gonadotropin－primed　immature　rats

　　　　Jin　kvaliias　a，　Kohei　Matsuura，

Nobuvuki　Tanaka　and　Hitoshi　Okamura

Department　of　Obstetrics　and　Gynecぐ）1（，gy

　I〈uniainoto　Universitv　I　iledical　School，

　　　　　　　　Kumamot〔）86〔｝，　JapaI1

　　Close　to　the　time　of　follicle　rupture，　thronlobosis

has　been　shown　to　c）ccur　in　the　capillariesぐ）f　the

apex　of　the　preovulatory　follicle．、Ve　examined　the

effect　of　allti－thr（）mbin　III（AT　IID　and／or　heparin

on　ovulatory　functi（）n　il）gonadotropin－Primed　im－

mature　rats．

　　Single　injectioll　（）f　AT　HI　or　heparin　did　llot

slgillficantly　decrease　the　Ilumber　of　ovulated　ova

compared　to　the　cor）trol　group．　Conconnitant　injec・

tiolls　of　AT　III　and　heparin　within　6　hours　after　the

hCG　injection　9．　ignificantly　decreased　the　number　of

ovulated　ova　in　comparison　with　the　control　group．

It　is　concluded　that　the　nornial　function　of　the

coagulation　s　ystenl　is　Inandatory　for　the　ovulatory

process　and　its　critical　time　is　fron1　0　hour　to　6

hou1’s　after　the　hCG　illjection．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年7月18fl）
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IN　VIVO　STUDIES　ON　THE　FIRST　HALF

STAGE　OF　RABBIT　BLASTOCYST　IMPLANTATION

Ichiro　TATEYAMA　and　Koji　HASHII

Department　of　Obstetorics　and　Gynecology，

Kishiwada　City　Hospita1，0saka　596，　Japan

Naoyuki　KAMITANI　and　Toshiro　TOMINAGA

Departrnent　of　Obstetorics　and　Gynecology，

Fukui　Medical　Schoo1，　Fukui　910－11，　Japan

Takahide　MORI

　　　　　　Department　of　Gynecology　and　Obstetorics，

Faculty　of　Medicine，　Kyoto　University，　Kyoto　606，　Japan

　　Abstract：Rabbit　blastocyst　implantation　was　observed　morphologically　over　the　course　of

time　to　investigate　how　previous　in　vitro　studies　of　rabbit　blastocyst　implantation　are　reflected

by　the　process　of　in　vivo　implantation，　and　to　investigate　the　mechanism　of　implantation．

Implantation　is　a　dramatic　physiological　phenomenon　involving　interactions　between　the　blas－

tocyst（composed　mainly　of　trophoblasts）and　the　endometrial　cells（composed　mainly　of　uterine

endometrial　stromal　cells）．　The　present　study　detected　the　presence　of　lymphocytes　and　macro－

phages，　which　have　not　been　observed　in　in　vitro　sthdies，　and　irnplantation　could　be　assessed　from

the　immunological　viewpoint．　Many　points　corresponding　to　the　in　vitro　findings　were　also

observed，　such　as　the　changes　of　collagen，　the　secretory　behaviour　of　endometrial　epithelial　cells，

and　the　lysis　of　the　blastocyst　covering．　In　this　report，　the　first　half　of　implantation　is　covered　up

to　7．5　days　after　coitus，　and　the　changes　of　the　endometrium　to　accornodate　trophoblasts　and　the

behaviour　of　the　blastocyst　which　differentiate　moment　by　moment　are　described　clearly．　The

changes　in　this　first　stage　were　considered　to　be　a　significant　prelude　to　the　subsequent　more

drastic　changes　which　might　be　said　to　be　the　essence　of　implantation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn，　J．　Ferti1．　SteriL，37（2），248　259，1992）

Introduction

　　Pregnancy　in　mammals　can　be　regarded　as　a

type　of　successful　allograft，　and　since　blastocyst

implantation　in　the　uterine　endometrium　is　the

starting　Point　of　establishing　a　viable　pregnancy，

it　is　a　very　interesting　Physiological　phenomenon．

The　course　of　blastocyst　implantation　varies

depending　on　the　species　of　animal，　but　if　im一

plantation－placentation　is　considered　as　a　repro－

ductive　phenomenon　peculiar　to　viviparous　ani－

mals，　the　presence　of　common　essential　mecha－

nisms　transcending　these　species　differences　is

emphasized．　In　rabbits，　central　implantation

occurs，　which　is　greatly　different　from　the　inter－

stitial　implantation　seen　in　humans．　In　central

implantation，　the　blastocyst　remains　in　the　uter－

ine　cavity　and　only　superficial　implantation
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occurs．　From　the　evolutionary　aspect，　this　can　be

seen　as　primitive　type　of　implantation．　Therfore，

by　studying　rabbit　blastocyst　implantation　from

its　mophological　or　immunological　aspects，　it

may　be　possible　to　review　the　basic　implantation

prOCeSS　Occurring　in　variouS　viviparous　animal

species．　The　present　study　was　performed　on　the

basis　of　preceding　in　vitro　studies　of　rabbit　b互as－

tocySt　implantationト3）．

Materials　and　Metllods

　　New　Zealand　female　wuite　rabbits（Keari，2．5－3．

5kg）were　reared　under　specific　pathogen－free

（SPF）conditions　and，　classified　into　the　following

groups：nonpregnant，6．5　days　post　coitus（d．P．c．），

7d．　p．　c．，7．5　d．　p．　c．，7．75　d．　p．　c。，8d．　p．　c．，8．25　d。

p．c．，8．5　d。　p．　c．，　and　g　d，　p．　c．　The　uterus　of　each

rabbit　was　excised　and　the　intrauterine　cavity

was　observed　morphologically．　Two　rabbits　were

used　at　each　time　period，　In　rabbits，　if　the　room

temrerature　is　regulated　correctly　for　sexual

excitement　and　ovulation，　an　almost　80－90％suc・

cessful　mating　rate　is　obtained．　Rabbits　were

laparotomized　under　intravenous　anesthesia
（pentobarbital　sodium，0．3　ml／kg）plus　ether　anes－

thesia，　and　the　whole　uterus　was　excised．　The

excised　uterus　was　divided　immmediately　for

light　microscopy　and　electron　microscopy，　with

cross－sections　being　made　to　view　the　uterine

cavity　and　the　site　of　implantation，　In　the　prepara－

tion　of　light　microscopy　specimens，　the　uterus　was

cut　into　several　parts，　fixation　was　performed　in

20％neutral　buffered　formalin　for　about　one

week，　and　hematoxylin－eosin（HE）staining，　Azan

staining（modified　Azan　method），　or　toluidine　blue

staining　of　sections　was　performed．　In　preparing

electron　microscopy　specimens，　the　excised　uterus

was　divided　at　each　site　of　implantation，　and　at

each　implantation　3－4　uterine　crosssections　were

cut　with　a　very　sharp　razor　blade．　If　the　sections

were　cut　too　small　at　this　time，　the　site　of　im－

plantation　was　destroyed　and　the　specimen

became　useless．　Therefore，　it　was　necessary　to

make　large　sections　with　a　long　fixation　time，　but

even　so　the　site　of　implantation　was　lost　in　a

considerable　proportion　of　cases．　Prefixation　was

performed　overnight　with　a　mixture　of　equaI
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volumes　of　4％paraformaldehyde　and　5％glutar－

aldehyde　containing　4％sucrose．

　　After　washing　several　times　with　cacodylate

buffer　containing　OユMsucrose，　sections　were　left

for　6　hours，　and　then　postfixation　was　performed

for　3　hours　with　2％osmium　tetroxide．　After

dehydration　with　an　ethanol　series，　Epon　embed－

ding　was　performed．　Ultrathin　sections　were　cut

with　an　ultramicrotome（MT2－B，　Porter－Blum），

and　after　double　staining　with　uranyl　acetate　and

lead　citrate，　observation　was　performed　with　a

transmission　electron　microscope（HITACH－H
600）．

　　Concerning　the　anatomy　and　physiology　of　the

rabbit　uterus　in　the　implantation　period，　reference

was　made　to　the　articles　of　Boving　et　aL4）and

Denker5），　and　the　terms　used　here　are　in　accor－

dance　with　these　sources，　as　shown　in　the　dia－

gram．　In　the　first　half　of　rabbit　blastocyst　im－

Plantation，　the　4　stages　of　nonpregnant，6．5　d．　P．　c．，

7d．　p．　c．，　and　7．5　d．　p．　c．　were　investigated　mor－

phologically　over　the　course　of　time、

Results

　　Since　the　rabbit　zona　pellucide　seems　to　be

more　properly　called　the　blastocyst　covering　after

6．66d．　p．　c．5），　this　term　is　used　in　our　article．

Collagen　was　observed　by　light　microscopy　and

collagen　fibrils　by　electron　microscopy．

＜Light　microscopic　findings＞

　　Light　microscopy　of　the　nonpregnant　uterus

showed　endometrial　folds　densely　covering　the

interior　of　the　uterine　cavity．　The　collagen　con－

tent　of　the　endometrial　folds　was　very　low　and　no

protuberance　of　the　folds　themselves　was　seen

（Fig．1，2）．　At　high　power，　stromal　components　of

the　uterine　endometrium　were　denser　and　stained

more　darkly　than　the　endometrial　epithelial　cells．

Furthermore，　endometrial　epithelial　cells　facing

the　lumen　of　the　uterine　cavity　had　dense　villi　and

cilia（Fig．3）．　At　6．5　d．　p．　c．，　development　of　the

endometrial　stromal　component　was　greater，　col－

1agen　and　other　components　were　increased　in

quantity，　and　stromal　cells　and　capillaries　showed

proliferation．　The　stromalcells　themselves　were

enlarged　and　a　tendency　to　edema　was　seen（Fig．

4）．
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Fig．1The　uterine　cavity　is　filled　densely　with　en－

　　　　　dometrial　folds．　Nonpregnant，×　10，　Azan

　　　　　stalnlng

Fig．2There　is　little　collagen　in　the　endometrial　folds

　　　　　and　no　protuberance　of　the　folds　is　seen・

　　　　　Nonpregnant，×40，　Azan　staining

Fig．31n　the　endometrial　folds，　endometrial　epithelial

　　　　　cells　are　arranged　in　an　orderly　fashion　and

　　　　　possess　villi　or　cilia．　The　endometrial　stromal

　　　　　components　are　stained　much　more　darkly

　　　　　than　the　endometrial　epithelial　cells．　Non－

　　　　　pregnant，×　1，000，　tohユidine　blue　staining

Fig．4Development　of　the　endometrial　stromal　com・

　　　　　ponent　is　good，　and　the　quantity　of　collagen　is

　　　　　also　increased．　Capillaries　and　red　blood　cells

　　　　　are　also　seen．6．5　d．　P．　c，×1，000，　toluidine　blue

　　　　　　　　コ　　　　　コ

　　　　　stalnlng
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Fig．5Attachment　of　the　endometrial　epithelial　cells

　　　　　to　the　blastocyst　covering　is　seen．　The　en・

　　　　　dometrial　folds　have　developed　further．7d．　p．

　　　　　c．，paraplacental　folds，×200，　HE　staining

Fig．6The　quantity　of　collagen　in　the　stromal　compo－

　　　　　nent　has　increased　further．　7　d．　p．　c．，　para－

　　　　　placental　folds，×　200，　Azan　staining

Fig．7The　arrangement　of　epithelial　cells　of　the

　　　　　endometrial　folds　has　become　irregular，

　　　　　Lymphocytes　and　other　cells　are　seen　in　the

　　　　　residual　blastocyst　covering　（↑）．7　d．　P．　c．，

　　　　　placental　folds，×200，　HE　staining

Fig．8Cells　shortly　before　necrosis　（shortly　before

　　　　　desquamation）are　seen　arnong　the　epitheliaI

　　　　　ce11s　of　the　endometria且folds．7d．　p．　c．，

　　　　　placental　fQlds，×400，　HE　staining
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Fig．9Ernergence　of　mononuclear　cells　from　among

　　　　　the　endometrial　epithelial　cells．7d．　p．　c．，

　　　　　placental　fold，×1，000，　HE　staining．

Fig．　IO　Secretion　of　collagen　or　its　precursors　from

　　　　　　the　endometrial　stromal　side　is　seen　on　the

　　　　　　surface　of　the　endometrial　folds．7d．　p．　c．，

　　　　　　placental　folds，×1，000，　Azan　staining

Fig．11　Red　blood　cells　appearing　in　the　uterine　cav・

　　　　　　ity、　They　were　especially　present　around　the

　　　　　　trophoblast，　perhaps　due　to　increased　en－

　　　　　　dometria】capillary　permeability　at　the　site　of

　　　　　　implantation．7d．　p．　c．，×1，000，　Azan　staining

難：
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Fig．13　Attachment　of　the　blastocyst　co、・ering，　which

　　　　　　has　begun　to　undergo　lysis，　to　the　endometrial

　　　　　　fold　is　seen．　The　collagen　content　in　the　en・

　　　　　　dometrial　fold　has　increased　considerably．7．5

　　　　　　d．p．　c．，　paraplacental　fold，×100，　Azan　stain－

　　　　　　irlg

Fig．14　Penetration　of　the　trophoblasts　into　the　en－

　　　　　　dometrial　folds　is　seen．7．5　d．　p．　c．，　obplacentaI

　　　　　　folds，×100，　Azan　staining

Fig．15　Scattered　products　of　the　lysis　of　the　blas－

　　　　　　tocyst　covering　are　seerl．75　d．　p．　c．，　placental

　　　　　　folds，×100，　HE　staining

Fig．12　The　endometrial　folds　were　raised，　as　if　to

　　　　　　meet　the　blastocyst．7．5　d．　p，　c．，　x　lO，　Azan

　　　　　　stalnlng

Fig．16　At　the　site　of　penetration　of　the　trophoblasts

　　　　　　irlto　the　endonユetrial　fold，　the　syncytiotro－

　　　　　　phoblasts　are　stained　orange．　7．5　d．　P．　c．，

　　　　　　obplacental　fold，×400，　Azan　staining
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Fig，17　Also　at　the　site　of　trophoblast　penetratioll．

　　　　　　The　surface　of　the　endometrial　fold　is　stained

　　　　　　with　aniline　blue，　7．5　d．　P．　c．，　obplacental

　　　　　　fold，×400，　Azan　staining

Fig．18　Cells　are　observed　on　the　surface　of　the　en－

　　　　　　dometrial　fく〕ld．　The　surface　of　the　en－

　　　　　　dometrial　fold　is　stained　with　aniline　blue．7，5

　　　　　　d．p，　c．，　obplacental　fold，×400，　Azan　staining

Fig．19　Penetration　of　the　trophoblast　extends　as　far

　　　　　　as　to　endometrial　stroma　in　some　parts．7．5　d．

　　　　　　p．c．，　obplacental　fold，×500，　Azan　staining

Fig．20　Cells　penetrating　into　the　blastocyst　covering

　　　　　　which　has　begun　to　be　lyzed．　7．5　d。　p，　c，，

　　　　　　paraplacental　fold，×1，000，　Azan　staining
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Fig．21　Lymphocytes　appearing　on　the　surface　of　the

　　　　　　endometria1．　fold．7．5　d．　p．　c．，　obplacental

　　　　　　fold，×1，000，　HE　staining

Fig．22　Macrophages　appearing　on　the　surface　of　the

　　　　　　endometrial　fold．　7．5　d．　P。　c，，　obplacental

　　　　　　fold，×1，000，1｛E　stairling

Fig．23　Lymphocytes　in　the　products　of　lysis　of　the

　　　　　　blastocyst　covering．7．5　d．　p．　c．，×1，000，　HE

　　　　　　stalnlng

Fig．24　Macrophages　present　around　the　blastocyst

　　　　　　covering　which　has　begun　to　be　Iyzed．7．5　d．　p．

　　　　　　c．，×1，000，HE　staining
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　　At　7　d．　p，　c．，　protuberance　of　the　endometrial

cells　and　the　blastocyst　covering　was　seen．　The

endometrial　folds　had　developed　further，　and

among　them　collagen，　capillaries，　and　eryth－

rocytes　were　seen　in　large　numbers．　In　the　blas－

tocyst，　the　development　of　trophoblasts　in　a　single

layer　was　marked（Fig．5，6）．　The　endometrial

epithelium　of　the　placental　folds　showed　an　irreg－

ular　arrangement，　in　contrast　to　the　previous

stratified　arrangement．　Moreover，　some　HE－

stained　cells　had　different　levels　of　staining，　and

may　have　been　epithelial　cells　immediately　before

necrosis．　The　blastocyst　covering　was　partially

lyzed，　and　among　the　lyzed　products　cellular

clusters　composed　mainly　of　lylnphocytes　were

also　seen．　Erythrocytes　were　promonent　in　the

endometrial　folds，　but　the　secretory　action　of　the

epithelial　cells　themselves　was　not　so　marked

（Figs．7，8）．　From　among　the　endometrial　epith・

elial　cells，　the　emergence　of　lymphocytes　or　slight－

Iy　larger　cells　was　seen（Fig．9），　In　the　endometrial

folds，　the　development　of　coUagen　was　good　and

its　secretion（collagen　or　collagen　precursors）into

the　uterine　cavity　was　also　seen（Fig，10）．　In　the

uterine　cavity，　erythrocytes　were　seen　around　the

trophoblast　and　in　various　other　places，　and　they

may　have　indicated　endometrial　hemorrhage　in

the　early　stage　of　implantation（Fig．11）．

　　At　7．5　d．　p．　c．，　protuberance　of　the　endometrial

folds　has　become　still　more　marked，　and　they

“reached　out”to　meet　the　blastocyst．　The　protu－

berance　of　endometrial　folds　was　mainly　due　tQ

the　increased　quantity　of　collagen　in　the　stroma，

and　also　to　a　strong　tendency　towards　edema，　The

protuberance　of　placental　folds　was　particularly

intense　and　the　blastocyst　was　pushed　up　towards

the　antimesometrial　region　at　this　stage．　Ob－

placental　folds　also　took　on　the　form　of　having

trapPed　the　blastocyst　and　contained　a　large

quantity　of　collagen（Fig．12）．　In　the　paraplacerltal

folds，　attachment　was　seen　between　the　blastocyst

covering，　which　has　begun　to　be　lyzed，　and　the

folds　themselves．　In　the　blastocyst　covering，　both

thick　and　thin　zones　were　noted，　and　the　mode　of

lysis　was　not　uniform．　Completely　lyzed　and　se－

parated　masses　were　also　seen．　When　seen　sr　high

power，　various　cells　were　mixed　in　the　blastocyst
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covering　which　has　begun　to　be　lyzed，　and　en－

dometrial　epithelial　cells　were　also　discharging

secretions　that　appeared　to　aid　in　the　lysis（Fig．

13，20）．At　this　time，　in　the　obplacental　folds，

penetration　of　trophoblasts　belonging　to　the　blas－

tocyst　into　the　endometrial　folds　was　seen　here

and　there．　The　extent　of　penetration　varied，　while

the　trophoblast　which　was　the　forefront　of　pene－

tration　was　the　syncytiotrophoblast，　and　the　cyto－

plasm　of　these　cells　was　stained　a　bright　orange

color　with　Azan　staining．　This　penetration　of　the

trophoblast　was　directed　towards　the　interior　of

the　endometrial　folds，　and　already　at　this　time

some　trophoblasts　had　reached　as　far　as　the　en－

dometrial　stromal　components（Figs．14，16，17，

19）．　In　the　vicinity　of　the　placental　folds，　the

blastocyst　covering　was　lyzed　and　a　residue　was

seen．　At　high　power，　the　lyzed　products　contained

Iarge　numbers　of　cells　that　were　assumed　to　be

lymphocytes　or　macrophages（histiocytes，　etc．）

（Fig．15，23，24）．　On　Azan　staining　of　the　en－

dometrial　folds，　a　substance　was　present　among

the　endometrial　epithelial　cells　that　stained　with

aniline　blue，　and　also　the　surface　of　the　en－

dometrial　epithelium　facing　to　the　uterine　cavity

was　stained　with　aniline　blue．　These　findings

suggest　that　not　only　the　secretions　of　en・

dometrial　epithelial　cells，　but　also　collagen　or　its

precursor　were　stained　blue．　On　the　surfaces　of

endometrial　folds，　cells　were　sometimes　present

that　might　be　macrophages　or　lymphocytes，　and

they　were　thought　to　have　migrated　out　from　the

endometrial　tissue（Figs．18，21，22）．

〈Electron　microscopic　findings＞

　　Electron　microscopy　of　the　nonpregnant　uterus

showed　that　the　villi　and　cilia　of　endometrial

epithelial　cells　were　arranged　densely　towards　the

surface　of　the　uterine　or　glandular　cavities。

Furthermore，　the　endometrial　epithelial　cells

were　mononucleated　and　presented　an　orderly

stratified　arrangement，　while　migrating　cells，

especially　lymphocytes，　were　seen　from　time　to

time．　The　endometrial　epithelial　cells　were　gener－

ally　somewhat　large　cells　containing　many　slen－

der　mitochondria，　while　among　the　cells　of　the

superficial　layer　covering　the　glandular　cavities

some　had　a　marked　increase　in　free　ribosomes
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Fig　25　Endometrlal　eplthelial　cells　wlth　vllll　and

　　　　　cllia　Lymphocytes　are　also　present（↑）Some

　　　　　of　the　epithelial　cells　are　engaged　in　prom1－

　　　　　nent　secretory　activlty　Nonpregnant，×　1，

　　　　　500，TEM

Fig　26　A　cell　producing　uteroglobm　Rough　endoplas

　　　　　mlc　retlculum　and　free　ribosomes　are　abun

　　　　　dant　These　cells　seem　to　dequamate　lnto　the

　　　　　uterine　cavlty　after　dlscharging　thelr　secre－

　　　　　tlons　Nonpregnant，×6，500，　TEM
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Fig　27　As　stromal　components，　endometrial　stromal

　　　　　cells，　collagen　fibrils，　and　caplllaries　were

arranged　densely

TEM
Nonpregnant，　×　2，000，

Flg　28　Endometrlal　epithelial　cells　beginning　to

　　　　　unlte，　showmg　also　a　tendency　to　edema

　　　　　Aplcal　secretlon　ls　also　noted　65d．　p　c，×2，

　　　　　500，TEM
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Fig．29　The　tendency　to　edema　and　swelling　is　stron・

　　　　　ger　in　the　endometrial　tissue　on　the　whole．7d．

　　　　　p．c．，×2，000，　TEM

騨

Fig．30　The　blastocyst　coverillg　is　being　Iyzed．　Holes

　　　　　are　seen　leading　to　the　interior．7d，　P．　c．，×　1，

　　　　　500，TEM

Fig．31　The　attachment　betw¢en　the　endometrial

　　　　　epithelial　cells　and　the　blastocyst　covering．

　　　　　The　epithelial　cells　show　intense　apical　secre－

　　　　　tion，　edema，　necrosis　and　desquamation．7d．

　　　　　p．c．，　x　3，000，　TEM
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Fig．32　Magnified　image　of　the　attachment　site　ln

　　　　　Fig．31．　Products　of　lysis　of　the　blastocyst

　　　　　covering，　collagen　fibrils，　and　secretions　of

　　　　　the　endometrial　epithelial　cells　are　mixed．7d．

　　　　　p．c．，×10，000，　TEM

Fig．33　Groups　of　cells　with　lysosomes　are　seen　in　the

　　　　　blastocyst　covering　which　is　being　lyzed．7．5　d．

　　　　　p．c．，×3，500，　TEM

Fig．34　The　site　of　attachment　between　the　trophob－

　　　　　lasts　and　the　blastocyst　covering．7．5d．　P．　c．，×

　　　　　2，500，TEM



42（256） RABBIT　BLASTOCYST　IMPLANTATION B不妊会誌　37巻2号

鍵蒙繋’識ξil熱鍮

乳当

鰹’

　　、嘩ト寧磐耀

噛こご欝瀧灘慰鑓

Fig．35　Union　of　the　endometrial　epithelial　cells　has

　　　　　progressed　further．7．5　d．　p．　c．，×5，000，　TEM

Fig．36　The　secretory　activity　of　the　endometrial

　　　　　epithelial　cells　has　become　more　promlnent．

　　　　　The　attachment　of　the　epithelial　cells　to　one

　　　　　another　has　become　very　Ioose．7．5　d．　p．　c。，×

　　　　　8，000，TEM
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Fig　37　Among　the　stromal　components，　collagen　fi－

　　　　　brils　are　increased　in　quantity　and　there　is　a

　　　　　tendency　for　stromal　becoming　edema．7．5　d．　p，

　　　　　c．，×2，000，TEM
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and　rough　endoplasmic　reticular，　and　their　mito－

chondria　also　became　slightly　Iarger．　They

contained　many　cytoplasmic　granules　and　thus

were　shown　to　be　actively　secreting．　Probably，

they　were　secreting　fluid　into　the　uterine　cavity．

The　stromal　components　beneath　the　basement

membrane　showed　dense　stromal　cells，　collagen

fibrils，　and　capillaries，　and　erythrocytes　were　seen

here　and　there　in　the　capillaries（Figs．25－27）．　At

6．5d．　p．　c．，　a　tendency　for　edema　of　the　en－

dometrial　epithelial　cells　and　stromal　components

appeared，　and　Iowelectron　density　lesions　were

seen　in　various　places．　The　endometrial　epithelial

cells　the　beginnings　of　union，　and　cells　lining　the

surfaces　of　the　glandular　cavities　showed　apicaI

secretion（Fig．28），

　　At　7　d．　p．　c．，　the　edema　and　swelling　became

more　intense　in　the　endometrial　epithelial　cells，

secretion　into　the　uterine　or　glandular　cavities

became　more　intense，　and　simultaneously　some

cells　showed　necrosis　or　sloughing．　The　blastocyst

covering　also　started　to　undergo　lysis，　its　electron

density　showed　great　variation，　and　there　were

many　gaps　leading　to　the　interior。　This　was　con－

sidered　to　be　the　result　of　enzymatic　lysis　as　well

as　of　interactions　between　the　trophoblastic　and

endornetrial　sides．　When　the　attachment　between

the　blastocyst　covering　and　the　endometrial　epith－

elial　cells　was　observed，　especially　on　the　side　of

the　placental　folds，　various　fibers，　cords，　and

granules　were　present．　They　seemed　to　be　the

products　of　lysis　of　the　blastocyst　covering　includ－

ing　collagen　fibrils　and　other　secretions　on　the

endometrial　side（Figs．29－32）．

　　At　7．5　d．　p．　c．，　in　the　blastocyst　covering　which

was　being　lyzed，　groups　of　cells　containing　many

lysosomes　were　observed．　They　were　thought　to

be　macrophages　or　lymphocytes　and　to　corre－

spond　to　the　macrophages　and　lymphocytes　seen

by　light　microscopy（Fig．33）．　Trophoblasts　had

also　proliferated　actively　to　form　l－21ayers　of

cells（cytotrophoblasts），　and　were　in　contact　with

the　blastocyst　covering　which　was　undergoing

lysis（Fig．34）．　On　the　endometrial　side，　the　union

of　endornetrial　epithelial　cells　had　advanced　fur－

ther，　and　cells　with　20r　3　nuclei　had　appeared．

Vacuoles　increased　in　number　in　the　cytoplasrn　of

these　cells，　while　apical　secretiorl　via　the　villi　also

increased　and　the　secretory　activity　was　further

enhanced．　The　endometrial　epithelial　cells　were

united　with　one　another　by　desmosome－like　junc・

tions，　but　these　were　very　loose（Figs。35，36）．　In

the　endometrial　stroma，　stromal　cells，　collagen

fibrils，　and　capillaries　were　seen，　and　the　quantity

of　collagen　fibrils　was　markedly　increased．　Also，

the　stroma　showed　a　tendency　to　the　development

of　edema（Fig　37）．　However，　electron　microscopic

observation　up　to　7．5　d．　P．　c，　did　not　reveal　tro－

phoblastic　penetration　to　the　endometrial　side　in

the　obplacental　folds　or　macrophages　and

lymphocytes　on　the　surfaces　of　the　endometrial

folds，　as　was　seen　by　light　microscopy．

Discussion

　　In　the　rabbit，　the　first　stage　of　implantation　is

attachment　of　the　blastocyst　covering　to　the　en－

dometrial　epithelial　cells　while　it　is　being　Iyzed．

Considering　pregnancy　from　the　irnmunologicaI

viewpoint，　the　fertilized　ovum（blastocyst）is　for・

eign　to　the　mother（allogeneic），　and　so　a　foreign

body　reaction　is　caused　at　the　time　of　implanta－

tion．　In　this　study，　at　7　d．　p．　c．　and　7，5　d．　p，　c．　many

macrophages　and　lymphocytes　were　noted　amony

the　endometrial　epithelial　cells　of　the　endometrial

folds，　on　the　surface　of　the　uterine　cavity，　and　in

residual　blastocyst　covering．　These　cells　are　often

involved　in　inflammatory　reactions　and　foreign

body　reactions．　There　is　a　report6　that，　in　the

nonpregnant　state，10，000－100，000　cells（especially

migrating　cells，　endometrial　epithelial　cells，　and

red　blood　celIs）are　present　in　the　secretions　in　the

uterine　cavity．　As　the　number　of　migrating　cells

（especially　neutrophils，　macrophages，　and

lymphoytes）increases，　the　foreign　body　reaction

or　inflammatory　reaction　becomes　more　intense，

If　it　is　considered　that　an　intense　foreign　body

reaction　takes　place　also　at　the　time　of　preg－

nancy，　it　is　natural　that　macrophages　and

lymphocytes　should　increase　to　enormous　num－

bers．　In　the　mouse，　the　strong　antigenicity　of　the

trophoblast　as　well　as　maternal　antibodies

agalnst　spermderived　antigens　have　been　demon－

strated，　and　it　is　assumed　that　immune　tolerance

is　caused　by　hyperimmunization7・8）．　Also　in　the
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Fig　38　Schematic　drawing　of　blastocyst　and　uterus　in

　　　　　the　rabbit，　cross　section，7．5　d。　P，　c．

rabbit，　in　the　early　stage　of　implantation　a　com，

plex　immunoregulatory　mechanism　seems　to

involve　macrophages，　lymphocytes，　and　the

lymphoklnes　produced　by　these　cells．　At　7．5　d、　p，

c．，mononuclear　cells　were　observed　light　micro・

scopically　in　the　endometrial　epithelium，　but　they

could　not　be　observed　electron　microscopically．　It

is　assumed　that　during　the　preparlng　speclmens

for　electron　microscopy，　these　cells　were　lost・

However，　by　7．75　d．　p．　c．　the　image　became

clearer．　In　our　in　vitro　studies　of　rabbit　blastocyst

implantation1～3｝，　these　mononuclear　cells　were

not　observed，　which　may　be　due　to　difference

between　cell　culture　systems　and　the　in　vlvo　sltua－

tion．　Concerning　red　blood　cells，　from　the　early

period　of　implantation（7－7．5　d．　p．　c．）their　penetra－

tion　from　the　endometrium　into　the　uterlne　cavlty

was　seen，　which　was　considered　to　be　caused　by

increased　endometrial　capillary　pormeability　at

the　site　of　implantation．　This　is　a　phenomenon

also　noted　in　the　rat　and　mouse．

　　Endometrial　epithelial　cells　produce　uterog－

lobin（blastokinin）even　before　pregnancy9）．　This

is　a　glycoprotein　with　a　molecular　weight　of　14，

000－15，000，and　the　regulation　of　its　secretlon　ls

dependent　on　estrogen　and　progesterone・In　the

present　study，　uteroglobin－like　granules　were

noted　in　the　cytoplasm　of　endometrial　epithelial

cells　before　pregnancy．　These　cells　producing

uteroglobin　had　abundant　rough　endoplasmic

reticulm，　free　ribosomes，　and　slightly　large　mito－

　chondria，　and　a　higher　electron　density　than　the
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other　endometrial　epithelial　cells．　Moreover，　they

were　present　in　the　most　superficial　layer　on　the

surface　of　the　uterine　or　glandular　cavities，　and

underwent　necrosis　after　producing　and　secreting

uteroglobin　to　be　released　into　the　uterlne　secre－

tions，　Similar　findings　were　also　noted　at　the　time

of　implantation，　and　those　endometrial　epithelial

cells　which　produced　and　secreted　uteroglobin

actively　became　edernatous　and　then　underwent

necrosis．　Concerning　the　significance　of　this

glycoprotein，　there　are　different　oplnlons　at　p「es’

ent　and　　various　　theories　　have　　been

consideredlo・II）．

　　The　lysis　of　the　blastocyst　covering　is　reported

in　detail　in　Denkers’article5），　Lysis　commences　ar

6．5－7　d．p．　c．，　and　is　especially　intense　in　the

neighborhood　of　the　trophoblastic　knob・It　is　said

that　the　trophoblasts　of　the　blastocyst　secrete　a

protease　at　implantation，　which　acts　in　the　lysis　of

the　blastocyst　covering，　the　lysis　of　substances

around　the　blastocyst　covering，　and　the　lysis　of

the　surface　of　the　endometrial　epithelium，　as　well

in　adhesion　and　fusion　of　the　trophoblast　with　the

endometrial　epithelium（blastolemmase）5）．　In　the

present　study，　the　lysis　of　the　blastocyst　coverlng

seemed　to　be　a　cooperative　effort　of　the　trophob－

1ast　and　endometrial　epithelial　cells，　with　im－

munoregulatory　mechanisms　involving　mononu－

clear　cells　having　a　role．　In　vitro　studies　of　rabbit

blastocyst　implantationl－3｝showed　a　different

mode　of　lysis　due　to　the　presence　of　culture　fluid

and　the　absence　of　mononuclear　cells，　and　partial

rupture　of　the　blastocyst　covering　was　also　seen．

　　　As　stated　before，　implantation　of　the　rabbit

blastocyst　is　an　example　of　the　central　type　of

implantation．　While　the　blastocyst　is　pushed　up　by

the　placental　folds，　implantation　starts　first　at　the

obplacental　folds　in　the　antimesometrial　region，

　extending　gradually　to　the　paraplacental　folds

and　further　to　the　placental　folds．　The　progres－

sion　of　implantation　is　very　dramaticl2・13｝．　The

subsequent　7．75　d．　p．　c．　changes，　which　are　of

considerable　interest，　were　reported　on　the　basis

　of　in　vitro　studies　on　the　second　half　of　rabbit

blastocyst　implantationl4）．
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森　崇英

　家兎胞胚の着床を，時間経過に従って形態学的に観

察した．これは着床のmechanismを解明するという理

由の他に，これに先だって報告したin　vitro　studies　of

rabbit　blastocyst　implantationがin　vivo着床にどの

ように反映されるか調査するためであった．着床とは，

tropboblastを中心とする胞胚側と，子宮内膜間質細胞

を主役とする内膜側との相互作用によって作り出され

る極めてdrasticな生理現象と言うことができる，今回

の研究では，in　vitro　studiesでは観察されなかったリ

ンパ球やマクロファージの出現があり，免疫学的な方

面からの着床を捉えることができた．またcollagenの

動態，内膜上皮細胞の分泌活動，blastocyst　covering

の溶解など，in　vitro　studiesでの反映が多く観察され

た．この報告では，非妊，6．5d．　P．　c．，7d．　P．

c．，7．5d．　P．　c．と着床の前半とも言うべき時点

を扱ったが，刻々と分化していく胞胚と，trophoblast

を迎え入れる内膜側の変化が鮮明に描き出された．こ

の前半部の変化は，着床の本質とも言える来たるべき

更にdrasticな変化の序曲として，意義深いものと考え
られた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年7月18日）
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EFFECTS　OF　ENDOTHELIN－10N　STEROIDO．

GENESIS　BY　RAT　OVARIAN　FOLLICLES

Satoshi　USUKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Institute　of　Clinical　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　University　of　Tsukuba，　Ibaraki　305，　Japan

　　Abstmct：The　possible　direct　involvement　of　endothelin－1（ET）in　ovarian　steroidogenesis　was

investigated　in　vit　rθ．

　　Rats　of　the　Wistar－Inlamichi　strain　at　27　days　of　age　were　treated　subcutaneously　with　101U

of　pregnant　mare’s　serum　gonadotropin（PMS）．　Ovaries　were　resected　240r　48　h　after　PMS

treatment　and　incubated　with　or　without　O，01　to　10μg／ml　of　ET　for　120　min．　ET　significantly

increased　progesterone，　testosterone　and　estradiol－17βlevels　in　incubation　media．　In　the　subse－

quent　time－course　study，　ovaries　were　incubated　with　1μg／ml　of　ET　for　20，40，60，80，100，120，

1400r　l80　min．　ET　also　stimulated　progester（me，　test〔｝sterone　and　estradiol－17βsecretion．　The

stimulatory　effect　of　ET　was　more　on　progesterone　secretion　than　it　was　on　testosterone　or

estradiol－17βsecretion。　In　addition，　ET　significantly，　but　weakly，　increased　cyclic　adenosine　3’，

5’－monophosphate（cyclic　AMP）accumulation　in　ovarian　t｛ssue，　These　findings　point　toward　the

involvement　of　ET　in　the　regulation　of　ovarian　steroidogellesis，　possibly　through　the　partial

mediation　of　the　cyclic　AMP．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpr1．　J．　Fertil．　SteriL，37（2），260－265，1992）

Introduction

　　ET　is　well　krlown　for　its　characterization　as　a

21－residue　potent　vasoconstrictor　peptide　initially

isolated　from　porcine　aortic　endothelial　cellsD．　In

addition　to　the　circulating　Peptide2～5｝，　several

organs　have　also　been　shown　to　contain　ETsト8）

and　extensive　research　is　in　progress　to　outline

nervous　and　endocrine　functions　other　than

vasoconstriction　and　pressor　response．　ET　has　a

wide　variety　of　physiological　actions　on　endocrine

system　such　as　brain－gut　peptide7｝，　the　inhibition

of　renin　releaseg），　the　induction　of　the　release　of

atrial　natriuretic　peptidelo），　increase　in　aldoster－

one　secretionl1｝，　eicosanoids12）　and　vasopressill

and　epinephrine13），　modulation　of　the　release　of

vasopressin　or　oxytocin8）and　uterine　contraction

or　fetal　development3・14），　Recently　it　has　also　been

reported　that　ET　exists　at　a　high　level　ill　the

ovaryi5・i6），　suggesting　that　ET　could　contribute　to

the　physiological　control　of　ovarian　function．

This　study　was　performed　to　investigate　the

effect　of　ET　on　steroidogenesis　by　ovarian　folli－

cles．

Materials　and　Methods

　　ET　was（，btained　from　Peptide　Institute，　Inc．

（Osaka）．　Immature　female　Wistar－Imamichi　rats

were　maintained　in　an　environmentally　colltrolled

room　with　free　access　to　a　balanced　diet　and

water．　They　were　injected　subcutaneously　with　10

1U　of　PMS　on　day　270f　age．　The　animals　were

decapitated　under　niild　anesthesia　24　and　48　h

after　PMS　administration，　the　ovaries　immediate－

1y　removed．　The　ovaries（one　per　for　each　experi－

mental　chamber　room）were　incubated　in　vitrθat
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37℃for　120　min　in　2　ml　TC－199　medium（1％

glucose　and　O．2％NaHCO3，　pH　7．4）contairling　O．

01－10μg／ml　of　ET　following　preincubation　for　60

min，　as　described　previously17）．　Secondly，　the

ovaries　were　incubated　in　vitro　with　1μg／ml　ET

for　20，40，60，80，100，120，1400r　180　min　after　20

－ min　preincubaiton．　After　incubation，　medium

progesterone，　testosterone　and　estradiol－17βcon－

centrations　were　measured　by　RIA，　as　described

previouslyis・19）．　In　the　case　of　120－min　incubation，

tissue　or　medium　cyclic　AMP　content　was　also

measured　by　RIA20｝．

　　Student’s　t－test　was　eInployed　for　the　statistical

analysis　of　the　results，　and　differences　were　coll－

sidered　to　be　significant　at　the　level　of　p〈0．05．

Results
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　　　　　accumulation　in　ovaries　of　immature　rats．

　　　　　Ovaries　were　collected　from　immature　rats

　　　　　after　pretreatment　with　a　single　administra－

　　　　　tion　of　lO　IU　of　PMS　at　48　befQre　the　rats　were

　　　　　killed　Ovaries　were　incubated　for　120　min　with

　　　　　or　without　ET、　At　the　end　of　120　min，　the　tissue

　　　　　cyclic　AMP　content　was　measured　by　specific

　　　　　RIA．　Values　are　the　mean±SD　of　seven　obser－

　　　　　vatior｝s　in　each　group．＊，Pく0．01；＊＊，P＜0．05

　　　　　compared　with　control　group（C，　solid　bar）．

　　As　shown　in　Fig．1，　significant　stimulation　of

progesterone，　testosterone　and　estradiol－17βcon・

centrations　in　ovaries　24　h　after　PMS　injection

was　obtained　with　ET　in　concentrations　of　O．01　to

10μg／ml　in　the　incubation　media，　with　an　excep・

tion　of　testosterone　and　estradiol－17βat　O．01、μg／

m1．　In　ovaries　with　more　mature　preovulatory

follicles　48　h　after　PMS　injection，　the　medium

progesterone，　testosterone　and　estradio卜17βcon・

centrations　were　also　significantly　increased　with

O．01－10μg／ml　ET，　with　an　exception　of　progester－

one　and　estradio1－17βat　O．01　and　O．01－0．1μg／ml

respectively（Fig．2）．

　　Figures　3，4and　5　illustrate　the　time　course　of

each　steroid　secretion．　Significant　stimulation　of
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progesterone，　testosterone　and　estradio1－17βcon・

centrations　in　the　incubation　media　was　also

obtained　with　1μg／ml　of　ET，　and　the　concentra－

tions　of　testosterone　and　estradiol－17βbut　not

progesterone　were　time－dependent．　The　same

data　were　obtained　in　the　ovaries　24　h　after　PMS

（data　not　shown）．　The　stimulatory　effect　of　ET

was　most　remarkable　on　progesterone　concentra－

tion．

　　To　determirle　the　mechanism　of　ET　action，　the

tissue　or　medium　cyclic　AMP　accumulation　was

examined．　Significant　stimulation　of　the　tissue

cyclic　AMP　accumulation　in　the　ovaries　48　h　after

PMS　injection　was　obtained　with　O．1－10μg／mI

ET（Fig，6），　whereas　the　medium　content　was

questionable　because　the　content　was　undetecta－

ble　on　some　occasions（Fig．7＞．
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　　　　　accumulation　in　ovaries　of　immature　rats・

　　　　　Ovaries　were　incubated　as　described　in　Flg．6．

　　　　　At　the　end　of　120　min，　the　medium　cyclic　AMP

　　　　　content　was　measured　by　specific　RIA．　Values

　　　　　are　the　mean±SD　of　seven　observations　in

　　　　　each　group．＊indicates　that　the　medium　cyclic

　　　　　AMP　irl　four　of　seven　samples　were　undetecta－

　　　　　ble．
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　　Recently　several　lines　of　evidence　have　suggest－

ed　various　hormonal　effects　of　endothelins　other

than　the　novel　vasoactive　properties7Ni4），　and　we

have　further　identified　the　high　existence　of　ET　in

the　ovary15・16）．　In　this　study，　ET　stirnulated　proges・

terone，　testosterone　and　estradio1－17βsecretions

in　the　ovaries　in　which　the　predominant　steroid

stimulated　was　progesterone，　These　results　sug・

gest　that　ET　stimulates　preovulatory　follicles　to

secrete　progesterone，　testosterone　and　estradiol－

17βwith　a　predominant　secretion　of　progester－

one，　Whether　or　not　ET　acts　on　ovarian　ster－

oidogenesis　z／ia　a　versatile　regulatory　agent

mediating　a　host　of　hormonal　effects　is　another

very　intriguing　problem　to　be　solved．　In　this　study，

the　tissue　cyclic　AMP　accumulation　was　stimulat－

ed　by　ET，　Since　it　is　well　known　that　cyclic　AMP

stimulates　ovarian　steroidogenesis21・22｝，　the

increase　in　tissue　cyclic　AMP　may　also　mediate　a

steroidogenic　effect　of　ET　as　other　peptide　hor－

mones　do　in　the　ovaries．　However，　the　stimulator－

yeffect　of　ET　was　less　on　cyclic　AMP　accumula－

tion　than　it　was　on　steroidogenesis，　indicating

that　there　may　also　exist　other　pathways　to　ovar－

ian　steroidogenesis　such　as　Ca＋＋，IPI，DAG　and　so

on．　The　reason　why　the　medium　cyclic　AMP

content　was　negligible　on　some　occasions　might

be　due　to　the　use　of　the　whole　ovary　for　which　is

yet　to　be　clarified．

　　These　results　lead　to　the　conclusion　that，　in

addition　to　the　release　of　steroids　caused　by　the

follicular　contraction　due　to　ET’s　contractile

action，　ET　stimulates　cyclic　AMP　accumulation

at　Ieast　partially　and　brings　about　a　direct　ster－

oidogenic　effect　on　the　preovulatory　follicles　as　a

local　autocrine／intracrine／paracrine　mediator

hormone．　However，　it　remains　to　be　investigated

what　mechanisms　in　ET　action　are　involved　in

ovarian　steroidogenesis　or　whether　the　presence

of　ETs　is　due　to　the　local　production　or　the　pool

of　the　circulating　ETs　in　the　ovary．　Furthermore，

in　the　present　study　it　cannot　be　concluded　which

ovarian　cell　types　were　responsible　for　the　ster－

oidogenesis，　because　of　the　heterogeneity　of　the

ovaries　being　incubated．　This　elucidation　also

awaits　future　studies．
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　卵巣にエンドセリンが存在することが明かとなり，

その生理学的作用が注目されている．今回は，エンド

セリンー1（ET）の卵胞に於けるステロイド産生能に

ついて検討を加えた．27日令のWistar－lmamichi系雌

ラットにPMS　101Uを皮下投1∫・し，　PMS投与後24

ないし48時間目に卯巣を摘出し，0．01－10μg／mlのE

Tで20，40，60，80，100，120，14（）ないし180分間

インキュベーションし，メジゥムtliのpmgesterone（P），

testosterolle（T）およびestradiol－17β（E）濃度を

RIAで測定した．同時に，120分のインキュベーション

例では，cyclic　AMP濃反も潰1」定した．

　メジゥムrliP，　TおよびE濃度はETの添加で有意

な増加を示し，組織中cycli　AMPも増加した．

　ETが卵胞からのP，　TおよびEの分泌に直接関与

することが示唆された．

　　　　　　　　　　　　（・受付：1991年3月／2日）
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　正常排卵周期を有する不妊婦人39名，48周期を対象に，簡易EIA法によるゴナール「LH」キッ

トを用い，検出感度20mIU／m1の尿illLHを測定し，その基礎的，臨床的検討を行なった．本キット

の同時再現性は良好で，HCG　lOOmlU／ml，TSH　O．1mIU／m1では交叉反応は認められず，血中LHと

も有意な相関（r＝O．7743）を認めた．排卵日での早朝尿の20mIU／mlのLH陽性率は，97．9％と高

率で，30mlU／m1では50％，40mlU／mlでは16．7％であった．早朝尿20mlU／ml陽性時の卵ll包径は

平均18．3＋1．7　mm，子宮内膜の厚さは平均10．4±1．5mm，頸管粘液スコアは平均8．3±0．9点，血中L

Hは平均40．7±4．lmIU／ml，血中E、は平均286．2±12。6pg／mlであり，陽性日より48時間以内に全

例卵胞の消失を確認した．以上より，自然排卵周期では，卵胞径15mmの時点で低感度の本法で早朝尿

を測定するのみで排卵予知が可能で，今後不妊症患者への応用が期待される．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPn．　J．　Fertil．　SteriL，37（2），266　271，1992）

緒　　言

　排卵時期の予知は，不妊治療・管理ことに性交日

の指導，人工授精のタイミング決定などに重要であ

り実際の臨床の場においては，基礎体温測定，頸管

粘液検査，超音波Bスコープによる卵胞径や子宮内

膜像の計測，尿中エストロゲンの微量測定なとがル

ー チン化している．これらの検査は基礎体温を除い

ていずれも卵胞の成熟徴候を判定する検査法であり，

実際の排卵日の予知にはLHサージを把握すること

が理想的であり，近年LHサージ検出を目的として

各種の尿rli　L　H測定キットが普及し，その有用性が

検討されている1’5）．しかし，その多くは，検出感度

が40～50mIU／mlで1日1回の測定では不規則な月

経周期，短期LHサージ，低LH濃度を示す婦人で

は，排卯が見逃がされたり，頻回の測定や通院を要

し一般臨床において必ずしも役立つ検査とは言い難

い．そこで今回，われわれは，正常月経周期をもつ

不妊婦入を対象とし，LHのモノクロナール抗体を

用いた簡易免疫酵素抗体法（EIA法）による尿中

LH測定用試薬，ゴナール「LH」（日研化学）を用

い，より微量（検出感度：20mlU／ml）の尿中LHを

半定量し，LHサージ検出に対する信頼性と臨床的

有用性につき検討を行ったので報告する．

対象と方法

　対象は当科不妊外来を受診中のII三常月経周期を有

する不妊婦人（20～36歳）39名で，その多くは男性
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因子でAIHを目的とした婦人で，観察は48周期で

行い，排卯誘発周期は除外した．卵胞および子宮内

膜像の計測は，持IH　Sonovista－CS（7．5MHz／5MHz）

の経膣プローブで連日行い，最大卵胞径が10～12mm

となった時点より，早朝尿，24時間尿を本法により

尿中LHを20mIU／m1，30mlU／ml，40mlU／mlで半

定重で測定し，同時に尿中エストロゲンは持田製薬

のHi－Estrotec法で，血III　estradiol－17β（E2），　L

HはRIA法で測定し，頸管粘液スコア（CMS）
も算出した（表1）．

表1　頸管粘液スコア（CMS）

小HI　他

／．Amourit

　　O＝O
　　l＝〔｝．／mユ

　　2＝0．2m1

　　3＝O．3ml　or　more

2．Spinnbarkeit

　　O＝〈lCm

　　l＝1～4cm
　　2＝5～8cm
　　3＝≧9Cln
3，Ferning（Crystallization）

　　0；No　crystallization

　　1＝Atypical　fern　forrnation

　　2＝Primary　and　secondary　stems

　　3＝Tertiary　and　quartemary　stems
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　測定キットゴナール「LH」は日研化学（株）よ

り提供をうけ，固相化抗体（抗LHポリクロナール

抗体）はヒツジより，標識抗体（抗LHモノクロナ

ー ル抗体）はマウスより作成したもので，LH標準

品はIst　IRP－LHを使用した．測定原理は図1に小

した如くで，酵素免疫抗体法（EIA法）のサンド

ウィッチ法を用い，操作法は検体尿，標準液（201nlU／

ml，30mlU／ml，40mlU／ml）を別々のチューブに加

え，次いでペルオキシダーゼ標識の抗LHモノクロ

ナール抗体を加え，振盛した後，固相化抗体を挿人

し静置した，固相化抗体を洗浄し，これを発色液（3，

3’，5，5’一テトラメチル・ベンジジン，0．03％オ

キシドール）の入ったチューブに加えて放置後ステ

P：抗LHポリクロナール抗体（固相化抗体）

L：LH
M：抗LHモノクロナール抗体（標識抗体）

E：ペルオキシダーゼ

　　　　　　図1　測定原理

N¢r．gs

写貝1．各標準液の色調の比較（左よりOmIU／ml，

　　　　20rnIU／ml，30mIU／ml，40mlU／ml＞
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表2　特異性

Hormone Concentration　mIU／ml Reference　Preparation Visual　Result

HFSH
HTSH
HCG
HCG

50，　100，　200

0．05，　0．02，　0．1

5，　10，　50，　100

200

WHO，1st　IRP

WHO，1st　IRP

WHO，2nd　LS．

WHO，2nd　I．S．

Negative

Negatjve

Negative

Positive

表3　同時再現性
LH（mlU／ml）

検　体 20 30 40

1 20 30 40

2 20 30 40

3 20 30 40

4 20 30 40

5 20 30 40
繰り返し回数　　　　　　　　　　　　　　　6

20 30 40

7 20 30 40

8 20 30 40

9 20 30 41）

10 20 30 40

イックを除去し，着色に応じて，標準液を比較し肉

眼的に判定した．

研究成績

1．検出感度

　WH　O標準品（Ist　IRP）であるLH20，　30，　40　mlU／

mlの各LH希釈液を作成し，本法で測定すると写真

1に示すように20mIU／m1以上で明らかな青色の着

色が認められ陽性と判定可能で，着色強度はLH濃

度に比例し，可視的な識別は充分可能であり，測定

感度は20mlU／mlと考えられた．

2．特異性（表2）

　FSH，　TSH，　hCGとの交叉反応は表2に示す

ように，FSH（WHO，　Ist　IRP）200mIU／ml，　TSH

（WHO，　Ist　IRP）0．1mIU／ml，　hCG（WHO，2nd　IRP）

100mlU／m1の濃…度迄は認められなかった．

3，同時一再現性（表3）

　同一一ロットのキットを用いて，LH濃度20，30，

40mIU／mlのそれぞれを10回ずつ測定すると，測定

値はすべて一致し，極めて良好な成績が得られた．

4．血中LH値との相関性（図2）

　26名の婦人の「tl・朝尿の尿中LHを本法で，一早朝の

血中LHをRIAでそれぞれ測定すると，図2に示
すように，回帰式はY＝1．61X－4．44，相関係数は

〔〕．7743と1％以ドの危険率で有意な相関が得られた．

mlU／mI

100

80

　60
＝
＿」

自40

20

O　　　　　　　　　　　　　　mlU／ml
　　　　10　　　　20　　　　　30　　　　40

　　　　　　　尿中LH

図2　本法における尿中LHとIfn中LHの相関性

5．臨床的検討

　1）24時間尿，早朝尿のLH感度からみたLH陽
性率（1ヌ13）

　48例のil1常月経周期を有する婦人の排卵前の24時

間尿におけるLHサージはDay－2より検出され，　Day

－ 2で12例（25％），Day－1で30例（62．5％），　DayO

で44例（91．7％）で感度20rnIU／ml陽性となった

が，感度30mIU／mlではDayOで21例（43．8％），

40mIU／mlではDayOで7例（14．6％）と陽性率は

低率であった．

　lfl朝尿におけるLHサージの検出はDay－1より始

まり，感度20mIU／m1ではDay－1で20例（41．7％），

DayOで47例（97．9％）で陽性となったが，感度

30mlU／m1ではDay〔〕で24例（50％），40mIU／m1で

はDayOで8例（16．7％）しか陽性とならなかった．

Day－2，　Day－1では24時間尿の方が，いずれの感度

においても，－L“朝尿より陽性率が高く，DayOにおい

ては早朝尿の方が陽性率が高くなった．

　2）排卵前の尿中LH陽性率と血中ホルモン値，

排卯モニタリング値の推移

　超音波による主席卵胞消失前日（厳密にはDayOの

外来受診時よりDay＋ユの外来受診時の間となる）を

排卯日DayOとして，前4日間の尿中LH陽性率（≧
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（％）

100

50

0

感度：40mlU／ml

2．10／e

［＝コ24時間尿

EZ｛z早朝尿

10．4％

14．6％

6．30！o

t6．70／o

　　感度：30mlU／mi100

50

OI

100

50

一
1 0　　　　　　　　　　＿2　　　＿1　　　　0

　図3　排卵ll（Oday）前の24時間尿，早朝尿の各感度別

　　　　のLH陽性率（N＝48）

o

感度：20mlU／ml 9ア．9％

91．ア％

62．5％

4L7％

25％

一 2
一
2

表4　排卵日前の尿中LH陽性率，血中ホルモン値，排卵モニタリング値

一
1 0

周期
（日）

尿中LH陽性率
（≧20mlU／m1）

血中LH値＊
（mIU／ml）

i血L中E2f直＊

（P9／ml）

卵胞径＊

〈mm）

（nニ48）

子宮内膜の厚さ＊

　　（mm）

　（n＝48）

頸管粘液スコア＊

　（n＝48）

一 4 0　％（0／48）
18．9±7．8

（n；12）

160．1±103．4

　（n＝12）
11．5±1．5 6．3±1．3 3．4±2．1

一
3 0　％（0／48）

20．4±9．4

（n＝15）

1842±67．2
　（n＝15）

12．9±1．7 7．7H」1．4 4．1±2．3

一
2 0　％（0／48）

19，3±10ユ

（n＝16）

245．2±90．5

　（n＝16）
14．7±1．4 8．6±1．7 6．1±1．5

一
1 41．7％（20／48）

32．3±16．5

（n＝20）

342．5±67．8

　（n＝20）
17．1±1．1 9．8±1．4 8．0土L3

〔〕 97．9％（47／48）
88．4±46．2

（n＝22）

266．3±71．3

　（11＝22）
19．2±1．4 11．O±1．5 8．5±0．7

表5　尿中LH（20mIU／ml）F易性時の排卵

　　　モニタリング値と1tll中ホルモンf直

＊M±SD
　　　　となったが，血中のLHも排卵日に近ずくにつれ，

　　　　卜昇し，排卵日に88．4mlU／mlとピークとなり，血

卵胞径　　　（mm）

子宮内膜の厚さ　（mm）

頸管粘液スコア　（点）

Hi．Estrotec
　　　　　　　　（％）
（＞30ng／ml）

i血中LH　　（mlU／ml）

血中E2　　　（P9／ml）

18．3±1．7＊1　（N＝47）

10．4±1．5＊1　（N＝47）

8．3±0．9＊1　　（N＝47＞

42．6％（20／47）（N＝47）

40．7十4．1＊1　　（N＝26）

286．2±12．6＊2　（N＝26）

　　　　　　　　＊1　M±SD
　　　　　　　　＊2　M±SEM
20mIU／ml），血tlILH，　E2値，卵胞径，子宮内膜の

厚さ，頸管粘液スコアの平均値の推移を表4に示す．

　早朝尿のLH陽性率は，前述の様にDay－2までは

検出されず，Day－1で41．7％，　DayOで97．9％陽性

中E2値はDay一ユにピークとなる傾向が認められた．

またDayOの卵胞径は平均19．2±1．4　mm，子宮内膜の

厚さは平均11．0±1．5　mm，CMSは8．5±0．7点であ

った．

　3）尿中LH陽性時の排卵モニタリング値と血中

ホルモン値（表5）

　尿中LH　20mIU／m1陽性日の卵胞径は平均
18．3±1．7　mm，子宮内膜の厚さは平均10．4±1．5mm，

CMSは平均8．3±0．9点であり，それらの95％tile

の下限は卵胞径15．7mm，子宮内膜の厚さ7．7mm，　C

MS6．9点であった．また尿中エストロゲン30ng／ml

以ヒの陽性率はHi－Estrotecで42．6％と以外に低

く，血巾LHの平均値は40．7±4．1mlU／ml，血中E2
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の平均値は286．2±12．6pg／mlであった．

考　　察

　不妊症の治療，ことにAIHやAIDのタイミング

を掴まえる際，LHサージを検出する目的としてSPIA

法を用いたLHカラーや，EIA法によるゴナール「L

H」などの30分程度で測定可能な簡易尿中LH測定

法が普及し，その有用性が数多く報告されている1』5｝．

しかし実際の診療では40　一一　50　mlU／mlという感度が

外国人向けのためか低く，1日1回，月6回の保険

診療の枠内ではその有用性は限定され，多くの臨床

家にとって排卵日を逃したり，人工授精日が大きく

ずれたりする症例に遭遇することが数少なくないと

推察される．

　最近，高感度の尿中LH半定量測定キットのエル

チェック⑭やハイツインクロンLHが開発され，微

量LHが測定可能となり，尿中LHの基礎値や，サ

ー ジの開始値の設定が研究されつつある6－s）．エルチ

ェック⑪は数分で判定可能で非常に簡便で測定感度

も20mIU／m1と鋭敏であるが，　hCG　20mIU／mlで交

叉性が認められるため，false　positiveが6．5％，false

negativeが9、5％存在する為，今後さらに追試が必

要である．ハイツインクロンLHは2．5mlU／mlとい

うRIAにも匹敵する高感度の微量LH半定量キッ

トであり，今後LHサージの数量化による分析が可

能に思われるが，操作方法が繁雑で2時間以上の測

定時間を要するため，臨床応用には疑問が残る．そ

の点今回われわれが使用した測定法は，従来のゴナ

ー ル「LH」を少しInodifyし，従来の検出感度を

40mIU／m1より20mIU／mlに高めることによっても

発色度とLH濃度の識別は可能であり，永沼ら4）のゴ

ナールLHと吸光度の高い相関性ありとの報告から

もその有用性も裏付けされよう．また同時再現性も

極めて良好で，血中LH濃度とも良好な相関が認め

らるし，hCGとの交叉性も100mIU／m1の濃度では

交叉性も認めらない為，通常の日常診療ではLH測

定には影響は及ぼすことはないと思われる．

　さらに臨床例での排卵日予知の検討では，本法で

の検出感度を40mIU／rnlより30mlU／ml，20mIU／

mlと高めることにより，早朝尿のみの測定でLHサ

ー ジ検出率も16．7％，50％，97．9％と高めること

が出来た．LHサージのfalse　positive例は皆無であ

ったが，false　negative例が1例認められたが，この

症例は低LH濃i度のサージか，サージ期聞が12時間

以内の短期LHサージであった可能性が推測される．

24時間尿ではLHサージの開始はDay－2より始まり，

Day－2，　Day－1では早朝尿より高い検出率を示した

が，DayOの検出率は早朝尿より低く，これは蓄尿で

尿が希釈されたためと，尿中LHの活性が経時的に

減少したためと推察される．サージ開始と陽性率の

ずれは，24時間尿では当日の早朝尿の1部が前日の

蓄尿に入りこんだ為であろう．

　現時点においては，排卵日の予知にはLHサージ

の把握が最も理想的な方法であるのはいうまでもな

く，血中のLHサージは排卵の32　一一　36時間前に，　L

Hピークは10数時間前に起こるという報告が多く9），

血中LHサージと尿中LHサージのtime　lagは数時

間と短い為，血中と尿中のLHピークは，ほぼ一致

すると考えられている．このことに関してThomas

ら1°）は尿rii　L　Hサージ後約30時間後に，　Lopataii）は

26～28時問後に排卵が生じると報告している．岡村

ら6），広井ら7）はハイツインクロンLHで尿中微量L

Hを測定し，その基礎値は10mIU／m1以下であると

報告しており，今回のわれわれの成績からみても，

尿中LH　20mIU／ml以一ヒに上昇した場合はLHサー

ジの上行脚，ピーク，下降脚のいずれかと考えてよ

く，12時問以内の短期LHサージの症例でない限り，

1日1回の早朝尿のチェックのみでLHサージをキ

ャッチ出来るものと思われる．さらに今回の尿中L

Hが20mIU／ml以上になった時点での卵胞径，子宮

内膜像，CMSの成績により，自然排卵周期におい

ては，卵胞径15mm，子宮内膜の厚さ8mm，　C　M　S　7

点位になった時点で，本法で1日1回の早朝尿を測

定し，20mIU／ml以上のLHが確認されれば，48時

間以内の排卵の予知が充分可能で，今後不妊症患者，

ことに人工授精施行日の決定や性交日指導に極めて

有用であると思われる．

　稿を終えるにあたり，本研究に御協力いただいた

日研化学株式会社の藤中秀臣氏，松田誠氏に謝意を

衣します．

（なお本論文の要旨は，1991年3月25［1第43回口本

産科婦人科学会学術講演会（京都〉で発表した．）
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Takahare　Oda，　Kazuhiro　Takahasi，

Kaori　Kihara　and　Takesi　Hasegawa

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Yamagata　Prefectural　Kahoku　Hospital，

　　　　　　Yamagata　999－35，　Japan

　In　39　fertile　females　with　a　normal　ovulation

cycle，“LH”was　measured　in　the　urine　with　a

detection　sensitivity　of　20mIU／ml　for　48　cycles，

using　the　Gona1“LH”Kit　to　evaluate　the　basic　and

clinical　investigation．　The　simultaneous　re－

producibility　of　this　kit　was　good．　That　is，　no　cross

reactions　were　found　at　lOOmIU／ml　of　HCG　or　O．1

mIU／ml　of　TSH，　while　a　significant　correlation

（r＝0。7743）with　the　blood　LH　was　confirmed．　The

LH　positive　rate　of　20mIU／ml　in　the　urine　collected

ill　the　early　morning　of　the　day　of　ovulation　was

high（97．9％），　whereas　it　was　50％in　30mIU／ml　and

16、7％in　40mIU／ml，　respectively．　The　diameter　of

the　ovarian　fo11icle　detected　from　the　early　morn－

ing　urine（20mlU／ml，　positive）was　18．3±1．7mm　on

average；the　thickness　of　the　uterine　endometrium

was　10．4±1，5mm　on　average；the　cervical　mucus

score　was　8．3±0．9　points　on　average；the　blood　LH

was　40．7±4ユmIU／ml　on　average；the　blood　Ez　was

286．2±12．6pg／ml　on　average．　The　disappearance　of

the　ovarian　follicle　was　confirmed　in　all　cases

within　48　hours　of　the　day　in　which　positive　results

were　obtained　for　LH．　From　the　above　mentioned

facts　during　the　spontaneous　ovulation　cycle，　ovula－

tion　can　be　detected　only　by　a　determination　based

on　early　morning　urine，　using　this　method　of　Righ

sensitivity　when　the　diameter　of　the　ovarian　follicle

is　15mrn，　Accordingly，　it　is　anticipated　that　this

method　will　be　aplied　to　infertile　females　in　the

future．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年8月9日）
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ゴナール20およびゴナール30を用いた

尿中LH　surge検出の臨床的検討

Ovulation　Prediction　by　Using　Urinary

LH　Test　Kit“Gona120　and　Gona130”

　　中　村　潔　史
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友　田　　　豊

Yutaka　TOMODA

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Nagoya　University　Branch　Hospital，　Nagoya　461，　Japan

　従来のものより高感度となった酵素抗体法を利用した尿中LH検出キット，ゴナール20およびゴナ

ール30を用いて，18例の不妊婦人のLH　surgeの検出および排卯の予知がどの程度可能であるか検討

した。月経周期第10日目より連、続して早朝尿，その12時間後の夕方尿を採取し検体とし，同じく血

清LH，超音波による首席卵胞径を連日測定した．両キットとも血清LHとおよそ一致し，その陽性

となった時点より48時間以内に全例排卵をみた．ゴナール30は平均陽性回数2．1回で，1度しか陽

性を示さない症例も存在し，朝夕の尿検査が必須であった．ゴナール20は，平均陽性回数2．9回で全

例2回以上陽性となった，したがって，／日1回の検査でも排卵の予測は可能であると考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，37（2），272－278，1992）

緒　　言

　排卵のf’知は日常の不妊診療においては必須のこ

とである．従来からの基礎体温，頚管粘液検査のよ

うな間接的なホルモンに対する生体の反応をみる検

査から，近年の超音波断層法の著しい進歩により直

接卵胞発育を観察することが可能となり，これは大

変にimpactを持った有力な検査となって来た．また

種々のホルモン測定方法の進歩により，radioimm－

unoassay（RIA）法，　Immunoradiometric　assay

（IRMA）法，　EIA（enzyme　immunoassay）法を用

いた血中のestradio1（E2），　luteinizing　hormone

（LH），　progesterolle（P）の直接測定が可能となり，

また，その簡便性からestrogenの半定量や尿中LH

の半定量が日常診療において盛んに行われるように

なってきた．しかし，周知のように超音波による卵

胞の観察は，個々によって排卵期の卵胞径が異なる

こと，観察しきれない症例あるいは周期のあること，

そして卵胞以外の嚢腫の紛らわしい存在などにより，

排卵の予知に不適当な場合も少なくない．その点，

血中のホルモン測定は客観的で，特に血清LHはそ

のsurgeを捕らえられれば最も有力なものであるが，

即日これを測定のできる施設は限られたものである．

このような理由により簡便性と確実性との兼ねあい

から尿中LHの半定量が最も優れ，汎用されている．

現在，尿中のLHは，様々のキットが用いられてい

るが，その感度は40，501U／L（2nd　IRP－hMG＞で

ある．この感度では，surgeの小さな場合や短い時に
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は，必ずしも捕らえ切れないことがある，そこで，

感度を20，301U／Lに上げた尿中LHのEIAによる

半定量キットを用いて自然周期において，どの程度

surgeを捕らえられるか，また排卵の予知にどこまで

有用であるかについて検討した．

研究対象と方法

　対象は1990年4月より1991年3月までに当科を

凍結胚融解移植のために訪れた18名の正常月経周期

を有する不妊患者である．年齢は27～40歳におよび

平均年齢は34．1±4．0（mean±SD）歳であった．

また，平均不妊期間は7．3年である．これらの症例

の月経周期の第10日目より連日，早朝尿およびその

約12時間後の夕方尿を採取し，ゴナール20，ゴナー

ル30（日研化学）での測定に供した．本キットは，

酵素抗体法（サンドイッチ法）により測定するもの

でLHの測定感度が20，301U／L（2nd　IRP－hMG）

である．原理は固相化抗体に結合されている抗LH

ポリクローナル抗体（ヒツジ由来）にLHが抗原抗

体反応により結合する．更に抗LHモノクロナール

抗体である標識抗体（マウス由来）が抗原抗体反応

により結合し，パーオキシダーゼの作用により発色

液AおよびBが酵素反応を生じ，青色に発色する（図

1）．この着色した青色の程度を参照標準液と陽性対

照液を比較して判定するものである．今回は，陽性

1固靴抗体にvaaされている抗LHポuク゜一ナル抗体（P）に・LH

　（L）か抗原抗体反応により結合する，

ZCBO

2更に標識抗体（M）か抗原抗体反応により結合するrt（洗浄により固

　相化抗体に結合されている以外の物質は除去されるL）

＃CB・cs

3パーオキシターセ（E）の作用によe）　・発色液A（○）及びB（△）か酵

　素反応を生じ、青色（▲）に発色する、

図1　ゴナール20，30の測定原理
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対照液と同じ程度またはそれ以上の青色のものを陽

性とし，対照液より薄いものはすべて陰性とした．

全操作に要する時間はおよそ50分間である．これと

同じく月経周期の第10日目より連日，午前9時より

12時の間に採血し，血清LH，　P，　E　2をIRMA法

にて測定した．使用したキットは，LHはスバック

ー SLHキット，PはDPCプロゲステロンキット，

E2は同じくDPCエストロゲンキットである．血清

LHの値はWH　Oのlst　IRP－LHの標準品に準じて

いる．超音波断層法も経膣的に第10日目より連日午

前9時より12時までの問に行い，首席卵胞の2方向

平均径を測定し，この卵胞消失日を以て排卵日とし

た．

研究結果

1．LHピーク日を中心とした内分泌動態とゴナー

ル陽性率

　図2に連日採血による血清LHがピークを示した

日をdayOとしてこれ以前の3日間（day－1，－2，－

3）およびこれ以後の2日問（day十1，十2）の血

清LH，　P，　E2の動きをプロットした．この間の早

朝尿または夕方尿の少なくともいずれか一方がゴナ

ール20，ゴナール30で陽性となった日を陽性日とし

てゴナールの陽性率を示した．血清LHは，　day－2
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図2　LHピークロを中心とした内分泌動態とゴナール
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（血中LHピーク日＝day　O）
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図3　各症例における血中LHピーク［」からみたゴナール20の成績

　　　　　　　　　　　　　　　　　（血中LHピーク日＝day　O）
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図4　各症例における血中LHピーク日からみたゴナール30の成績
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（排卵推定日＝day　O）
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図5　各症例における排卵推定日からみたゴナール20の成績

（排卵推定日＝day　O＞
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図6　各症例における排卵推定日からみたゴナール30の成績
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で平均8．3±2．8（mean±SD）mIU／mlでゴナール

20，30いずれのキットも尿中LHは陰性であった，

同じくday－1ではLHは18．8±8．1　mlU／mlで最

高で36．8mIU／ml，最低で5．9mIU／mlであったが

16例が10mIU／ml以上であった．この日のゴナール

陽性率はゴナール20が67％，ゴナール30が50％

であった．LHのピーク日では血清LHは，47．0±

19．lmIU／mlで，最高が99．7mIU／ml，最低で19．7

mIU／mlであった．ゴナール陽性率はゴナール20が

100％，ゴナール30も100％であった．day＋1では

血清LHは急激に下降し，平均10．5±5，7mIU／m1

となり，10mlU／ml以上のものは5例のみであった．

ゴナール陽性率も低ドし，ゴナール20が13％，ゴ

ナール30は6％となった．day＋2では，血清LH
は更に低下し，6．0±2．3mlU／m1でゴナール20，30

いずれも陰性であった．

2．各症例における血中LHピーク日からみたゴナ

ー ル20の成績（図3）

　day　－3，－2では陽性例は皆無であった．　day－1

より陽性例が散見され，3例（17％）が早朝尿で陽

性となった．同じく夕方尿では更に陽性例は増え12

例（67％）となった．血中LHピーク日の早朝尿で

は18例が全例が陽性となり，夕方尿では16例（89

％）が陽性であった．day＋1では陽性例は急に減少

し，4例（22％）となり，夕方尿では全例陰性とな

った．平均陽性回数は，2．9±0．6（mean±SD）回

で，全症例ともに少なくとも2回は陽性を示し，最

高で4回陽性とったものがあった．

3．各症例における血中LHピーク日からみたゴナ

ール30の成績（図4）

　day－3，－2およびday－1の早朝尿まではすべ

て陰性であった．day－1の夕方尿より陽性例がみら

れ，この時点で9例（50％）が陽性を示した．血中

LHピーク日の早朝尿では1例を除いて17例が陽性

となり，夕方尿では10例（56％）が陽性であった．

day＋1では，やはり陽性例は急に減少し，1例（6

％）となり，夕方尿では全例陰性となった，平均陽

性回数は，2」±0．7（mean±SD）回で，1回のみ

しか陽性を示さなかったものが4例あり，2回が9

例，3回が5例で4回以L陽性となったものはなか
った．

4．各症例における排卵推定日からみたゴナール20

の成績（図5）

　連日超音波断層法による観察で，卵胞消失日を排

卵推定目とし，この日をdayOとしてそれ以前の3日

間day－3，－2，－1，以後の1日day＋1の成績
をみた．day－3では陰性であったが，　day－2の早

朝尿より陽性例が6例（33％）にみられ，夕方尿で

14例（78％）であった．day－1の早朝尿では最も

陽性例が多く，16例（89％）で，夕方尿では13例

（72％）であった．dayOでは，陽性率は著明に低下

し，早朝尿で4例（22％）となり，夕方尿では全例

陰性となった．

5．各症例における排卵推定日からみたゴナール30

の成績（図6）

　ゴナール20の場合と同じく，day－2の早朝尿よ

り陽性例がみられ，2例11％が陽性であった．夕方

尿では11例61％で，day－1の早朝尿で15例83％

とゴナール20の場合と同じく最も高い陽性率を示し，

夕方尿では8例44％に減じ，排卵推定日の早朝尿で

は1例6％のみが陽性であった．これ以後陽性を示

したものはなかった．

考　　察

　排卵は血中LH　surgeの開始からほぼ32～38時間

後に起こることが定説となっておt）　，このLH　surge

を捕らえることが最も排卵時期の推定に有用である

と考えられている．尿中のLHと血中LHとの相関

に関しては様々の報告がある．Frydmanl）らは，尿中

では血中のLHに比べてsurgeの立ち上がりが3～21

時間遅れるとしている．しかし，Kerin2）らは3時間

毎のRIAによる測定では両者間に大変良好な相関

があったとしている．また，Martinez3）らはモノクロ

ー ナル抗体を用いたOvuSTICK　Kitにより尿中LH

surgeを測定し，RIAにより検出した血清LH　surge

は10例中7例でよく一致していたとしている．これ

らの報告は，血清LHは律動的に分泌されているこ

とや尿中LHは検体尿の濃縮の程度，前回の排尿か

らどの位時間を経て採取した尿であるかなどのこと

から，血中と尿中の両者の比較は難しいとは思われ

るが，血清中のLHの半減期の短いことからすれば

もっともな結果と考えられる．今回の我々の検討で

は，血清LHは1日1回のみの採血であり，また尿

中のLHも定量的なものでなく随意尿でroughなも

のであるが，血清LHピーク日の早朝尿で最もゴナ

ー ル20および30とも陽性率が高く，次にその12時

間前と12時間後の夕方尿で高い陽性率を示したこと

から，やはり大きなずれはないように思われ，外来

レベルでの診療での有用性ということでは満足のゆ

く結果であろう．

　さて，ではゴナール20の成績からどのように排卵

の予知が可能であろうか．早朝尿と夕方の随意尿を

surgeの開始前より連続して採取し検体として用いれ

ば，陽性になった場合排卵まで最も時間のかかる症
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例でも尿中LHの上昇の立ち上がりが捕らえられれ

ば，早ければその24時間過ぎから，遅くとも48時

間後までには，排卵するといえる．このような症例

は6例で全体の1／3であった．また，排卵まで最も

時間のかからない場合では，陽性になってから24時

間以内に卵胞は消失しており，このような症例は4

例22％であった．この中間的な症例，すなわち陽性

となってから，排卵まで12時間以後36時間以内で

あったと考えられるものは8例44％であった．いず

れにせよ，ゴナール20の陽性になってから48時間

以内に排卵するものと考えられる．ただし，連続の

測定が重要であり陰性から陽性に移行するところを

逃がしてはならない．今回の成績では，全例陽性回

数は2回以上であった．したがって，たとえ早朝尿

のみしか測定しなかった場合でも，陰性から陽性に

なった時点が捕らえられていれば，同じくこれより

48時間以内に排卵するということができる．ゴナー

ル30の検討では，陰性から初めて陽性になった時点

でその24時間過ぎから48時間以内に排卯したもの

が2例ll％で，12時間以後36時間以内に排卵した

ものが10例56％，そして24時間以内に排卵したも

のが6例33％であった．したがって，ゴナール20と

同じく陽性になってから48時間以内に排卯するもの

と言えよう．ただし，ゴナール20に比べてやや感度

が低いため，ゴナール20の時と異なり，同じ48時

間以内でもより排卵に近い時点で検出されることが

多い，陽性回数も少なく，1回しか陽性とならなか

ったものが4例あり，ゴナール20の時のように早朝

尿のみでは不十分で必ず朝，夕の1日2回の採取が

必要である．

　以上これらの結果は，陽性になってから48時間以

内に排卵しうると予知が可能であり，従来用いられ

ているキットより感度が高く，全例LH　surgeを検

出し得たことからゴナール20，ゴナール30は有用性

はより高いものといえよう．しかし，これら尿中の

LHの検出が性交のタイミングの指導や人工授精日

の決定に参考にはなるが，限界があるように思われ

る．1つは実際にこれを用いる場合に病院に尿を持

参して検査室レベルで測定することとなるが，day－

2の夕方尿が陰性でday－1の早朝尿が陽性であった

ものがゴナール20で4例，ゴナール30で6例存在

し，これらの症例に対して，翌日人工授精を指示す

ればこれは遅い可能性がある，また，同じくday－2

の早朝尿が陰性で翌日持参したday－2の夕方尿が

陽性を示した場合も同様で翌々日に人工授精を指示

すればやはり遅い可能性がある．したがって，さら

にこれ以上に望むならば，自己診断の可能なより簡

便なキットの開発が必要となろう．もうひとつには，

人工授精や性交のタイミングには様々の意見があり

必ずしも一致をみていないためやむをえないものの，

尿中のLH　surgeを近年の各酵素抗体法のキットに

よる簡易半定量によって捕らえ排卵の予知に有用で

あるという報告は多々あるが，これにより実際に妊

娠率が明らかに向上したという報告はほとんど見当

たらない．今のところ，明らかな有用性については

これらにより無用な人工授精は減るというところし

か言えないように思われる．今後，さらに数多くの

検討が必要であろう．

結　　語

　モノクローナル抗体を用いた酵素抗体法による尿

中LH　surge検出キットゴナール20，ゴナール30は

従来のものよりも高感度となりこれを用いて臨床的

検討を行った．ゴナール20，ゴナール30はともに早

朝尿，および夕方尿の1日2回を連続的に測定した

が，ゴナール20では全例は少なくとも2回以上陽性

を示し，ゴナール30では全例少なくとも1回以上陽

性を示した．ゴナール20，ゴナール30はともに陽性

となってから排卵は48時間以内に起こるものと考え

られた．しかし，あくまでも陰性から陽性となる時

期を逃さないことが重要である．ゴナール30は早朝

尿，および夕方尿の1日2回の測定が不可欠と思わ

れたが，ゴナール20は早朝尿のみの1日1回の測定

でも十分排卵の予知が可能であると考えられた．
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Ovulation　prediction　by　using

　　　　　urinary　LH　test　kit

　　　‘‘Gonal　20　and　Gona130”

　　　　Kiyoshi　Nakamura，　Takeshi　kitagawa，

　　　　　　　　Akihiro　Nawa，　Sirou　Inagaki，

　　　　　　　　Hitoshi　Shibata，　Ikuyo　Kondo

Nobuhiko　Suganuma，　Osamu　Narita，　and　Yutaka
　　　　　　　　　　　　　　　　　Tomoda

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Nagoya　University　Branch　Hospital，

　　　　　　　　　Nagoya　461，　Japan

　　In　order　to　predict　ovulation，　we　tried　to　detect

LH　surge　by　using　urinary　LH　test　kit“Gonal　20

and　Gonal　30”．　These　kits　use　the　principle　of　the

sandwich　technique　to　detect　LH．　A　mixture　of

polyclonal　and　monoclonal　antibodies　against　LH

forms　a　sandwich．　These　kits　designed　to　detect

urinary　LH　at　a　concentration　of　20　and　30mIU／mI

respectively．　Above　these　lecels，　the　color　of　the　kit

changed　blue．

　　18normally　cyclic　infertile　women　were　entered

this　study．　These　patients　were　tal｛en　urine　twice

（early　morning　and　evening）daily　continuously

since　the　lOth　day　of　the　menstrual　cycle．　Also

blood　samples　were　aken　for　serum　LH．　Ultrasono－

graphy　was　performed　vaginally　at　the　same　day

between　9：00　A．　M　and　12：00　P．　M．　The　ovulation

day　was　defined　the　day　of　leading　follicle　shrin－

ked．　We　concluded　as　folIows．

　　（1）The　urinary　LH　surge　detected　by　these　kits

coincide　with　serum　LH　surge　complete】y．

　　（2）The　ovulation　occurred　within　48　hours　since

the　first　detection　of　urinary　LH　surge．

　　〈3）Twice　daily　urine　samples　are　necessary　for

the　detection　of　urinary　LH　surge　when　gonal　30　is

used．　But　using　gonal　20　kit，　it　is　enough　to　take

urine　once　daily．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年8月9日）
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遅延性排卵の病態に関する研究

一特に不妊因子としての検討一

Study　on　the　Pathophysiology　of　Delayed　Ovulation

　　　　　　　　－As　a　Fertilized　Factor一

大阪市立大学医学部産科婦人科学教室（主任：須川　倍教授）

　　　　　　　　康　　　文　豪

　　　　　　　　　Bungou　KOU

　Department　of　Obstetrics＆Gynecology，　Osaka　City　University

Medical　School，　Osaka　545，　Japan（Director：Prof．　Tadashi　Sugawa）

　不妊症例の臨床統計的検討から，①機能性不妊（114例）のうち15．8％（18例）に遅延性排卵が認

められ，その中6例の妊娠成功例は何れも排卵促進ならびにプロラクチン抑制療法を行なったもので

あった．②排卯日の推定が可能であった妊婦において，遅延性排卵妊娠例（103例〉の流産率は16．5

％と，正常排卵例の10．8％と比較して高い傾向を示した．

　遅延性排卵の背景に関する，内分泌学的検討において，①高PRLならびに潜在性高PRL血症例

の45％に遅延性排卵を認めた．②Gn－RH負荷によるゴナドトロピン値には異常を認めなかった．

　遅延性排卵症例における卵胞の発育過程について，超音波学的に検討した結果，①排卵前卵胞径は，

正常排卵例と較べ差はなかったが，②卵胞発育の遅延と成熟卵胞の破裂遅延の2つのタイプに分類さ

れた．

　また排卯後の黄体機能はプロゲステロン分泌値において低下する例が多く，平均値に有意差が認め

られた．

　マウスを用いた実験的遅延性排卵モデルをGn－RH　agonist前処置後のゴナドトロピン投与時期の設

定により作成し，卵管膨大部より採取した卵の性状を検討した．その結果，①卵の過熟と解釈される

形態異常卵の頻度が上昇し，②体外受精系における受精率の低下ならびに卵分割能の低下が認められ
た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，37（2），279－287，1992）

緒　　言

　排卵誘発法の進歩や配偶子操作が不妊症治療に導

入され，その効果は著しい．しかしなお原因の明ら

かでない不妊症例が数多く存在し，治療法について

も決め手を欠くのが現状である．

　不妊因子に関し，排卵性周期を有する症例におけ

る内分泌学的な異常として，いわゆる黄体機能不全

が知られているが，原因不明とされる不妊症例（機

能性不妊）の中に遅延性排卵を認める症例が存在す
る．

　しかしながら，卵胞発育や排卵の調節機構が必ず

しも解明されていない現状では，遅延性排卵が不妊

の原因となるか否かについて明らかでなく，その不

妊因子としての病態についても，軽度の黄体機能不

全など，受精着床を取り巻く内分泌環境の異常とす

るか，卵自体の機能異常に求めるべきか，なお検討

を要する課題である．

　本研究は，遅延性排卵を不妊因子となり得る軽度

の排卵障害と捉え，その内分泌学的背景を明らかに

するとともに，卵の受精能に関する基礎的検討を行

ない，一方臨床例での治療効果をretrospectiveに検
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討し，本症の治療の在り方を提示せんとしたもので

ある．

対象および方法

1．遅延性排卵に対する臨床的検討

　大阪市立大学医学部付属病院産婦人科・不妊外来

通院患者で，排卯周期を有する症例を対象とし，基

礎体温および経膣超音波断層法より推定排卵Hを決

定し，排卯日が月経周期第19日目以前を正常排卵

群，第20日目以降を遅延性排卵群とし，比較検討を

行った．なお，推定排卯日の決定は，基礎体温曲線

上は低温最終日を，超音波断層法ヒは，卵胞の消失

あるいは卵胞径の明らかな縮小が認められた日を推

定排卵日とした．超音波断層装置は，横河メディカ

ルRT－3000，経膣走査プローブは5MHzの電子セク

タを使用した．ホルモン測定の際の採血は，空腹時

安静後肘静脈より行なった．推計学的処理は，　Student

のt検定により施行した．

a．臨床症例の統計学的検討

1＞対象症例より機能性不妊症例を抽出し，そのう

ち遅延性排卵を示す症例の頻度，及び遅延性排卵例

での排卵誘発による妊娠成立周期の排卵日を検討し

た．

2）遅延性排卵例の妊娠予後の追跡を目的として，

基礎体温曲線等により排卵日の推定が可能であった

妊婦の自然流産率の検討を行なった．ただし，年齢

因子を考慮し35歳以ドの症例とした．また，習慣流

産症例や子宮筋腫症例等，明らかに流産因子を有す

ると思われる症例は除外した．

b．遅延性排卵症例の内分泌学的背景に関する検討

　正常排卯周期症例を対象として以Fの検討を行な

った．

1）下垂体機能に関する検討

　月経周期3」一・－5日目の午前9－一　10時に採血後，

TRH　250μgを静脈内投与に，　LH－RH　lOOμgを筋

肉内に同時投与し，30分後に採血を行ない，それぞ

れの血清を凍結保存した．試料中のPRL，　LH，　FSH

をRIA法にて測定し，各々の負荷前値（基礎値〉，負

荷後30分値を比較した．なお，測定は，第一一一　RIAキ

ットによった．また，TRH負荷前PRL値20ng／ml

以上の例を高PRL血症，負荷前値20ng／ml未満負

荷後30分値100ng／m1以上の例を潜在性高PRL
血症とした．

2）卵胞発育過程の超音波学的，内分泌学的追跡

　各群において，卵胞期初期から隔日に経膣超音波

断層法を用い，主席卵胞の最大径（長径）とそれに

垂直な径線（短径）を計測し，その和をもって主席

卵胞径とし，その推移を比較した．また，同時に採

血し，血清を凍結保存して血中LH値，　FSH値，

E2値を第一RIAキットを用いてRIA法にて測定し，

その推移を比較検討した．

3）黄体機能に関する検討

　正PRL血性症例での黄体期中期（黄体期6－一　8

日目）の血中E2値，　Progesterone（P）値を第一RIA

キットを用いてRIA法にて測定した．

2．マウスにおける遅延性排卯モデルの作成とその

受精能に関する検討

a．マウスにおける遅延性排卯モデルの作成

　マウスにおける遅延性排卵モデルを作成するため

に，まずGn－RH　agonist　lOO，50，20μg／kg／dayを

皮下投与し，発情周期の変化をギムザ染色にて膣垢

像により観察し，発情の抑制の有無（卯胞発育の抑

制の有無）を検討した，

b，体外受精系を用いた卵の受精・分割能の検討

　卵の受精・分割能の比較に関しては，マウスの排

卵を1日遅延させることにより検討した．方法は．

図一1に示すごとく6～8週齢のICR系雌マウスに

ICR系雌マウス（6－8週齢）

Gn－RH　agonlst
100μ9／k9／day

2週間皮下注
（HCG投与前日

正鴬排卵群 遅延性排卵群

PMSG　51U　I．P

　　l
PMSG　51U　IP

48hr 72hr

HCG　51U　I．P

114師

卵管膨大部より卵塊採取

10hr
preincubatien

ICR系雄マウス（8～10週齢）

精巣上体尾部より採精

L5hr
prelncubat80n

tn　　　ln　　I　n

　　6．Ohr
　　inCubation

卵の形態観察

　　1

　正常卵一受精率検討
　　1
　　24hr
　　incubatgon

　　　　　　　　　　卵割率検酎

　　　　註）
　　　　1　培養液　　Ham　F－10十5％Fetal　bovlne　serum
　　　　2m。tlle　sperm　c。ncentratl。n　1×106－・2　x　10s／ml

　　　　9．incubatton　3アC、　5％CO7，95％alr

図1　マウス遅延性排卵実験プロトコール（in　vitro）
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Gn－RH　agonistを100μg／kg／day　2週間皮下投与

し，その後PMSG　5単位を腹腔内投与した．　hCGは，

遅延性排卵群ではPMSG投与72時間後に，正常排

卵群ではPMSG投与48時間後に5単位腹腔内投与

した，両群ともhCG投与14時間後に頚椎脱臼法に

より屠殺，卵管膨大部より卯塊を採取し，5％fetal

bovine　serumを含むHam’F－10を培養液とし37℃，

5％CO、，95％airにて1時間前培養した．精子は，

8－一　10週齢のICR系雄マウスを頚椎脱臼法により屠

殺し，精巣上体尾部より採取し，1．5時間前培養し，

運動精子濃度が1×106～2×106／mlになるように卵

培養液中に加えた．授精6時間後，位相差顕微鏡に

て卯子の形態を観察し，形態異常卵の割合を比較し

た．形態正常卵に関しては，一部を任意に抽出しノ

マルスキー微分干渉顕微鏡にて受精の判定を行ない，

受精率を比較検討した．なお，受精の判定は，第2

極体の放出と雌雄前核形成の有無を調べ行なった．

また，残りの形態正常卯においては，その後24時間

の培養を行ない，卯分割率を比較検討した．

結　　果

1．遅延性排卯に対する臨床的検討

a．臨床症例の統計学的検討

康 （281）67

1）図一2に最近5年問の当科不妊外来症例の不妊原

因を示したが，11．5％の原因不明不妊すなわち機能

性不妊が存在した．これら不妊症例の背景として表

dのごとき因子が想定された．このうち遅延性排卵

男性因子

31．9％

原因不明
　　　　　排卵障害
11．5％
　　　　　　13．2％

子宮因子

10．8％

黄体機能不全

　18．1％

卵管因子

109％

精子受容障害

図2　当科における不妊症例の原因別分布

　　　（1983　一一1987：N＝992）

表1　機能性不妊症における背景因子と妊娠率

背景因子 症例数 （％） 妊娠例 妊娠率（％）

遅延性排卵 18 （15。8） 6 （33．3）

軽度の黄体期短縮 30 （26．3） 10 （33．3）

高プロラクチン血症 6 （5．3） 1 （16．7）

軽症子宮内膜症 16 （14，0） 3 （18．8）

卵管の機能的通過障害 15 （13．2） 3 （20．0）

無症候性性器感染症 ／ （0．9） 1 （100）

原因不明の精子受容障害 7 （6．1） 1 （18．2）

軽症精子減少症 10 （8．8） 1 （10。O）

背景因子不明 11 （9．6） 3 （27．3）

総　　　計 114 （100） 29 （25．4）

表2　遅延性排卵例での妊娠症例

症例　　年齢　　P／S排卯日（M－） 他の内分泌異常 有効治療 妊娠時排卵口 予後

1）

2）

3）

4）

5）

6）

26

27

30

28

30

29

P

P

P
S

S

S

19－26

25－28

／8－27

25－32

20－24

18－32

PRL26．0，黄体期短縮

L／F2．9

黄体期短縮

黄体期短縮

PRL／9．4，　L／F2．1

PRL24．4

BCP
BCP＋CC
CC
CC
BCP＋CC
BCP

M－20

M－17

M－15

M－18

M－18

M－19

正期産

正期産

正期産

正期産

双胎

正期産

　P二原発性不妊　S　続発性不妊　PRL：prolactin（ng／mD
L／F：LH／FSH　BCP　bromocriptine　CC：clomiphene　citrate
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表3　排卵日よりみた流産率の比較

排　卯　日 妊　娠　例 妊娠継続例 流　産　例 流産率
（月経周期） （平均年齢） （平均年齢） （平均年齢） （％）

月経周期 241 215 26 10．8

19日目以前 （28．9±3．4） （28．7±3．3＞ （30．6±3．1）

月経周期 103 86 17 16．5

20日目以降 （29．7±3．0） （29．2±3．0） （30．6±3．1＞

表4　性機能障害とPRL値との関係

疾　　　患 症例数 PRL値（ng／ml）

黄体機能不全 49 22．3±11．4

稀発排卵 18 21．5±9．1

無排卵周期症 11 26．5±18．5

第一度無月経 24 16．6±9．4

第二度無月経 16 13．9±7．0

遅延性排卵 15 21．5±7．3

＊microadenoma症例は除く

表5　高プロラクチン血症（潜在性を含む）と排卵日

　　　との関係

排　卵　日 症例数 ％

月経周期19日目以前

月経周期20日目以降

28

23

55

45

表6　正PRLl血性排卵周期症例における月経周期

　　　3－5日目に施行したLH・RH負荷試験の
　　　比較

正常排卵群 遅延性排卵群

例　数 16 11

基
礎
値

PRL
LH
FSH

14．5±3．2

19．7±6．9

12．5±3．1

14．3±2．9

20．8±8．O

lO．9±3．7

LH
嬰弓撃値

LH
反応比

FSH
反応比

94．8±52．1

4．9±2．1

22．6±6．8

1．8±0．4

137．4±56．9

　7．7±4．2

242±7．9

　2．4±1．0

LH／FSH 1．6±0．38 2．0±0．70

註）

①単位；PRL　ng／ml，　LH・FSH　mIU／ml

②反応比＝30分値／基礎値

　③卵胞期初期血中PRL値20ng／ml未満症例
④Hypergonadotropic　hypogonadism例は除外

は15．8％であった．表一2は，遅延性排卵例での妊

娠症例を示すが，いずれも妊娠周期では卵胞期の短

縮が認められた．

2＞妊娠例における流産率を排卵時期別に比較する

と，正常排卯群の流産率は，10．8％，遅延性排卵群

のそれは，16．5％と正常排卵群に比して高い傾向は

あるが，有意な差は認められなかった．なお流産例

の平均年齢は両群において差はなかった（表一3）．

b．遅延性排卵症例の内分泌学的背景に関する検討

1）下垂体機能に関して検討した．表一4には各種性

機能障害別の平均PRL値を示したが，高PRL血
症が性機能障害の一因であることが伺える．そこで

高PRL血症との関係について検討した結果，表一5

に示すごとく，高PRL血症症例と潜在性高PRL

血症症例において，45％に遅延性排卵症例が認めら

れた．このことより高PRL血症が，遅延性排卵の

卵胞径（■｝

A5

40

35

30
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　　闘F．St誹卵群　　　　　　　遅廷｛生誹卵群

図3　排卵時主席卵胞径（長径＋短径）の分布（自然排

　　　卵周期）
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一因になると考えられた．しかし正PRL血性排卵

周期症例において，卵胞期初期に施行したLH－RH負

荷試験を含めた下垂体ゴナドトロピン分泌能の面か

らは，正常排卵，遅延性排卵の両群においてLH，　FSH

の基礎値に有意差は無く，LHの負荷後反応値と

LH／FSH比は遅延性排卵群でやや高い傾向があった

が，有意差は無く，下垂体ゴナドトロピン分泌能の

面からは両群に有意な差は認められなかった（表一6＞，

2）正常ならびに遅延性排卵症例のそれぞれに対し

卵胞発育過程の超音波学的，内分泌学的追跡を行な

った．自然排卵周期においての排卵時主席卵胞径の

比較では両群に差は認められず，全例30mm以上で排

卯していた（図一3）．排卵前内分泌環境に関しては，

表一7に示すごとく排卵前の血中E2，　FSH，　LH値に

おいて両群に差は認められなかった．遅延性排卵例

の排卵迄の卵胞径の推移を見ると，図一4に示すごと

康

螂耐

律

4G

の

to

10

o
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表7　正常排卵症例と遅延性排卵症例の比較

症
卵 胞 期

排 排卵前最 排卵前血中ホルモン値
卵 大卵胞径例
日 （mm） E2値 FSH値 LH値

① 16 30 159 16．8 30．9

② 19 31 182 11．0 48．4

正
常 ③ 19 40 250 26．3 6L3
排 ④ 17 43 230 10．4 30．9
卵群

⑤ 16 33 165 13．8 56．9

⑥ 14 30 173 11．8 31．3

⑦ 13 36 335 8．3 20．4

⑧ 27 42 113 19．0 62．6

遅 ⑨ 21 32 174 12．5 46．5
延
性 ⑩ 27 44 374 10．1 65．3

排
卵

⑪ 23 42 293 9．6 25．4

群 ⑫ 20 36 261 9．9 27．3

⑬ 23 32 133 15．0 39．8

単位：E2　pg／ml，　LH・FSH　mIU／ml

く，遅延性排卵症例の個々を各々の印で示すが，ほ

とんどの症例あるいは時期において正常排卯群に比

べ卯胞発育速度の遅延が認められた．

　次に，遅延性排卵例で卵胞径30mm以上かつE2値

100pg／ml以上に達した時点，すなわち卵胞が成熟し

てきていると考えられる時点でのLH値，　FSH値

およびそれから排卵迄に要した日数を表一8に示した．

3日以上要した例が7例中4例あり，これら4例は

卵胞破綻遅延と考えられた．なお，正常排卵群でこ

れらの条件で排卵迄に要した日数は平均2．1日であ

った．

to 15
ゐ肝1冊，

図4　遅延性排卵症例における主席卯胞径く長径＋短径）

　　の推移
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図5　排卵日と黄体期中期プロゲステロン値との関係

3）正PRL性排卵周期症例において，黄体期中期

血中P値を比較すると，図一5に示すごとく，遅延性

排卯群では正常排卵群よりP分泌の低下，すなわち

黄体機能不全例が多く認められた．なお，これらの

症例において，排卵時卵胞径に有意差は認められて

いない．

2．マウスにおける遅延性排卵モデルの作成とその
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表8　遅延性排卵例における卵胞径30mrn以一Lかつ［flLiliE2値100pg／ml　Y／上の時点でのLH，　FSH値及び排卵に

　　　要した日数

症例
卯　胞　径
　　（mm）

　　E2

（P9／ml）

　　LH
（mIU／ml＞

　　FSH

（mIU／ml）
排卵迄の目数

遅
延’1’生排卵例

1234 31

40

37

35

127

113

356

156

10．8

62．6

16．4

20．3

5．9

19．0

4．8

7．0

5目

4日

3日

3日

卵胞

破綻

遅延

567 31

36

32

133

261

174

39．8

27．3

46．5

15．0

9．9

12．5

2日

2日

1日

項lj胞

発育
遅延

lE常例平均 35 203 30．3 11．7 2．1日

受精能に関する検討

a．Gn－RH　agonist　100μg／kg／day投与群において，

投与10目目より完全に性周期の抑制が認められた（図

一 6＞．このことより，今回100μg／kg／dayを投与量

と設定した．その条件ドでPMSG　5単位を投与し，

その後のhCG投与の時期を変えることにより遅延性

排卵モデルを作成した（図1参照）．

b．採取された卵について，正常排卵群と遅延性排

卵群での形態異常卵の発現比率を検討した．遅延性

排卵群においては30．0％と正常排卵群の14．5％に

比して有意に高かった（表一9）．

c．形態正常卵の初期受精能に関しては，遅延性排

表9　正常排卵群と遅延’1’生排卵群における卵の形態比較

一　総卵数 正常卵数 贈卵数「「彌欄勲

正常甥卵酵 165 141 24

遅延牲排卵群 150 105 45

14．5％　1
3α⑪％コ　　　　　ー」

雫誼

　　

形態異常

譲
正常

control群

M
EPD

20μ已／k已／day

M
EPD

投与群 M
EPD

50μ9／k9／day

M
EPD

投与群 M
EρD

100μ9／k9／day

M
EPD

投与群 M
EPD

0 5 10

　　M（Metestrus）
　　E（Estrus｝
　　P（Proestrus）
　　D（Dlestrus）

15（投与日数）

　　　　＊P・o，m

正常

卵群での受精率が44．8％に対し正常排卵群では65．8

％と遅延性排卵群で有意に受精率が低かった．また，

分割率は，遅延性排卵群の36．2％に対し正常排卵群

では71．4％と遅延性排卵群で有意に低かった（表一

10）．

Gn－RHa皮下投与

図6　Gn－RHa皮下投’チによるマウス膣垢像の変化

表10　A．正常排卵群と遅延性排卵群との受精率の比較
　　　　　（irl　vitro）

培養卵子数 受精卵子数 受精率

正常排卯群
遅延性排卵群

76

58

50

26

65．8％＊

44．8％＊

　　　　　　　＊　P〈O．05

B．Ll三常排卯群と遅延性排卵群との2分割卵の比
　　車交（in　vitro）

培養卯子数 2分割卵数 卯割率

正常排卵群
遅延性排卯群

65

47

45

17

71．4％＊

36．2％＊

＊p〈0．0／
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考　　察

　　遅延性排卵は，経験的に不妊因子と考えられてお

　り，通常排卵促進療法が一定の効果をあげているが，

　その不妊因子としての病態は未だ明らかでない’・2）．

　ただし，妊娠成功例では，その周期の排卵日が早く

　なる傾向にあることより1・3），遅延性排卵を不妊因子

　となり得る軽度の排卵障害と捉え検討を加えた．

　　下垂体機能の面からは，潜在性高PRL血L症を含

　めた高PRL血症が各種性機能障害の原因となるこ

　とより4），高PRL血症と遅延性排卵との関係を検討

　したところ，45％に遅延性排卵が認められ，遅延性

　排卵の成因において高PRI．　lf［L症が一因になると考

　えられた2）．しかし無排卵周期症，無月経の婦人では

　FSHレベルがコンスタントで周期的変動を認めな

　いと言われており2），遅延性排卵に関してもFSHの

　関与が考えられる．しかし今回の検討方法のような

　単回測定で1よ負荷テストを含めたゴナドトロピン

　分泌能，LH／FSH比とLHの負荷後反応値のいずれ

　も，遅延性排卵でやや高い傾向にあるものの有意差

　は無く，必ずしも明らかにし得なかった．今後，病

　態を明らかにする上でゴナドトロピンの連続的測定

　や卵巣ICI体の機能面よりの検討が必要と考えられた．

　　排卵時主席卯胞径，排卵前血中E2，　LH，　FSH　f直に

　関しては，正常，遅延性排卵の両群に有意差は認め

　られなかったが，同様の報告5）がある一方，遅延性排

　卵群で・k席卵胞径が有意に小さく，排卵期血中E，レ

　ベルが低いという報告もある6）．今回の検討では，排

　卵時主席卯胞径は全例30mm以ヒであったが，諸家の

　報告7βはりしてこれら排卯された卵のうち，未熟卵

　の頻度は低いと推測された．

　　卵胞発育に関しては，遅延性排卵では卵胞発育の

　startが遅れるのみという報告3）があるが，今回の検

　討からは，遅延性排卵群での卵胞発育，排卵過程よ

　りみて，卵胞発育が単に遅れるだけの卵胞発育遅延

　と，卵胞が充分に発育しているにも関わらず排卵が

、遅れる卵胞破綻遅延の2つのtypeの存在が示唆され

　た．これらの病態に関しては今後さらに詳細な検討

　が必要と考えられた．

　　排卵後の黄体機能に関しても，様々な報告2・5・6・9）が

　あるが，今回の検討では，黄体期中期プロゲステロ

　ン値が黄体機能不全レベルを示す頻度が有意に高か

　った．

　　また自然流産率の比較では有意羊は認められなか

　ったが，遅延性排卵群で高い傾向が認められた．こ

　のことに関しては，遅延排卯による卵胞内過熟は受

　精卵の発育異常，染色体異常の頻度を高めるという
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ことや，穎粒膜細胞の機能ならびに受精・着床にお

ける卯管f宮内膜の機能異常に原因するという考え

方も存在している2・10～12）．

　今回の検討から，遅延性排卵の不妊原因となる機

序の一一つとして黄体機能不全が示唆されたが，それ

のみで一元的に捉えることには無理があり，流産率

がやや高い点などを考慮すれば，卵自体の機能を検

討する必要性が示唆された．

　動物実験では，排卵の遅れや受精の遅延が病的な

卵子，異常受精卵の発生を助長し，また増加させる

という報告は少なくない13～16｝．

　遅延性排卵モデルとしては，ラットやマウスにペ

ントバルビタールを投与しLH－surgeのlll5現を遅延

させることにより作成されている12“”17〕．今回ICR系

雌マウスにGI1－RH　agonistを投与し，内因性ゴナド

トロピンを抑制’8｝した1：で，PMSGとhCGの投与間

隔変更により排卵を遅延させ体外受精系において検

討を加えた．Gn－RH　agonistを使用した目的は，過

排卵刺激での卵発育のsynchronizationを目的とし

たためである．その結果，遅延性排卵群で形態異常

卵の出現頻度が有意に高く，受精率・分割率が有意

に低いという結，果を得た．マウス卯のAgingによる

卵の形態変化（透明帯の表面性状の変化）を電顕に

て観察した報告がある19）が，ここで言う形態異常卵は

変性卵に分類される．今回電顕的には観察していな

いが，遅延性排卵群で受精・分割率が低かったとい

うことは，光顕では鑑別できない変性卵の前段階に

ある卵の質的問題が存在すると考えられた．

　以上のことより，図一7に示す様に遅延性排卵は，

セとして卯の質的・機能的異常による卵の受楕分割

能の低下に求められ2°）．また，一方では黄体機能不全

を伴い，それが不妊症，流産の原因になっていると

考えられた．

　　卵の
質的機能的異常

受精能低下

＼
染色体異常

穎粒膜細胞の
質的量的異常

卵巣性黄体機能不全

流　産

図7　不妊原因としての遅延性排卵に関する考察
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Study　on　the　pathophysiology

　　　　　of　delayed　ovulation

　　　－As　fertilized　factor一

Bungou　Kou

Department　of　Obstetrics＆Gynecology，

Osaka　City　Univerg．　ity　Medical　School，

　　　　　　　　　Osaka　545，　Japan

　　　のirector：Prof．　Tadashi　Sugawa）

　　In　the　clinical　and　statistical　studv　oll　fertilized

cases，　the　18　cases（15．8％）of　theしmexplained　infer－

tility（114　cases）were　found　to　have　delayed　ovula－

tion．　The　6　cases　of　those　got　pregnant　by　the

administration　of　clomiphene　citrate　or　bromo－

criptine．　Irl　the　pregnant　women（344　cases）ill

whom　the　day　of　ovulation　could　be　estimated，　the

abortion　rate（16．5％）of　pregnant　cases（103　cases）

of　delayed　ovulation　was　higher　than　that　of　nor－

mal　ovulation（10．8％）．

　In　the　endocrinological　study　of　delayed　ovula－

tion，45％of　delayed　ovulation　was　found　to　have

hyperprolactinemia　or　occult　hyperprolactinemia．

But　the　gonadotropin　secretary　reaction　to　Gn－RH

test　was　within　normal　range．

　In　the　ultrasonographic　assesment　of　follicular

devel叩ment　of　delayed　ovulation，　there　was　very

little　difference　in　preov1ユlatory　follicular　diamiter

between　delayed　ovulati（）n　and　normal　ovulation．

But　there　were　two　types，　delayed　follicular　devel一
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opment　and　delayed　rupture　of　mature　follicle，　in

delayed　ovulation．

　　Luteal　function　of　delayed　ovulation　showed

significantly　lower　secretion　of　progesterone　than

that　of　normal　ovulation．

　　Imade　use　of　mouse　with　pretreatrnent　by　Gn－

RH　agonist　and　I　made　delayed　ovulation　model　of

mouse　by　changing　interval　of　administration　of

gonadotropin．　And　I　studyed　qualities　of　oocytes

recQvered　from　oviduct．　As　the　result，　the　rate　of

oocytes　with　abnormal　surface　was　significantly

increased　and　the　rate　of　fertilized　oocytes　and

cleaved　oocytes　ill　vitro　fertilization　was　signifi－

cantly　decreased　in　delayed　ovulation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付二1991年7月29日）
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LH含量変更に伴うhMG（Humegon⑪）の

卯胞機能賦活作用の変化

Changes　of　Follicular　Stimulizing　Effects　of　hMG（Humegon⑬）

　　　　　　　　Associated　with　Change　of　LH　Content

医療法入　假野クリニック

　假野隆司
　Takashi　KANO

Kano　Clinic，　Osaka　542。　Japan

　FSH，LH比率が1：1から3：1に変史されたヒュメゴン⑧（オルガノン）1501Uの卵胞機能賦活

作用の差を実質不妊期間3年以Lで，少なくとも連続して3ケ月以ヒヒュメゴン1501U／：1製剤の

治療を受け，その後，3：1製剤に変更して同量の治療を受けた17例で臨床的に検討した．卵胞機i能

は直接的卵胞機能の指標としての血中estradiol値，最大首席卵胞径，最大首席111」胞径＋最小首席卵胞

径，卵胞数（5mm以一Lと16mm以上），間接的指標としての子宮内膜厚，頸管粘液量，黄体機能として

の血中Progesterone値で評価した．また，排卵Hを基礎体温低温最終日から推走した．この結果，1：

1製剤から3：1製剤に変更して各指標に低ド，ないし減少傾向が認められたが統計学II勺な有意差は

なかった．基礎体温低温最終日も延長傾向はみとめられるものの有意差はなかった．この結果，1：

1製剤と3：1製剤の卵胞機能賦活作用ならびに排卵誘発作川は臨床的に差はないと考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpr1．　J．　Fertil．　Steril．，37（2），288　－293，1992）

緒　　言

　本邦で始めて販売されたhMG製剤，ヒュメゴン（オ

ルガノン）1501Uが1991年2月をもってFSH，　LH

比率が1：1から3：1に変更された．この変史は

LH含量を減じることで卵巣過剰刺激症候群
（OHSS）発症の低ド，多嚢胞性卵巣症例への安令な

運用を狙った措羅と考えられるが，LH含量の低下

は卵胞機能賦活作用を低一ドさせる可能性があり，体

外受精一胚移植が一一般的な不妊症治療になっている今

日的状況のなかで投与量がさらに増加する経済的デ

メリットが問題になる．そこでヒュメゴン1501U，

1：1製剤と3：1製剤の卵胞機能賦活作川を臨床

的に比較検討した．

対象と方法

実質不妊期間3年以一L（最高15年，’F均5．9年）

の31歳から44歳eF均35．7歳）で少なくとも3ケ

月以L連続してヒュメゴン15〔〕IU，1：1製剤の治

療を受け，その後，3：1製剤に変更，前周期と同

量の投一与を受けた17例（原発性15例，続発性2例）

を対象とした．

　これらの症例には多嚢胞性卵巣や，過去にヒュメ

ゴン1501UによってOHSSを発症した症例は含まれ

ていない，また，これらの症例には随証療法による

引き続いた漢方療法】｝を除いて他の卵胞賦活療法は行

なっていない，

　1：1製剤使用前（初診時）の卵巣機能不全型と

1：1製剤投与・最終周期のヒュメゴン1501Uの’i之均

使用量は黄体機能不全症2）0例，卵胞黄体機能不全

症2）2例；3001U，無排卵周期症6例；1〔〕501U，第1

度無月経5例；930　IU，第II度無Jl経4例，18451U

であった．

　卵胞機能の評／lliiは直接的卵月包機能の指標として，
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BBT－3～ODayあるいはLHカラーが初めて陽性にな

った1」に測定した血’li　Estradiol値2・3〕，経膣プローべ

超音波断層法（プローべ：アロカ社製UST－946P－5，

本体：SSD－650）で計測した最『大首席卵胞径，最．大

首席卵胞径十．最小首席卵胞径，卵胞数（5mm以一ヒと

16　mmV！上），間接的指標として’F宮内膜厚（中心一［1

部），頸管粘液量，黄体機i能としてBBT十5～8Dayに

測定した血ri　l　Progesterone　f直2・3｝で行なった．また，

排卵llを推測するために13例の基礎体温低温最終日

を’調べた．結果は平均値±標準偏差で示し，有意性

の検定はStudent’s　t－testで行なった．

結 果

　17例中1例が1：1製剤を投’ノ・，lii無排卯であった

のに対して3：1製剤に変更後4例が無排卵となっ

たが，直接的卵胞機能指標としての血中estradiolは

363．9±620．3pg／lm　（M±SD）から337．2±321．9

pg／m1（Fig．1），最．大首席卵胞径は2．0±〔｝．4cmから

1．8±0．4cm，最大首席卵胞径十最小首席卵胞径は

3．7±O．8　cmから3．4±0．7cm（Fig．2），5mm以Lの卵

胞数は6．6±3．5個から62±2．6個，16mm以．ヒの卵

胞数は2．3±1．1から1．4±1．7個（Fig．3），間接的才旨

標としてのゴー宮内膜厚は5．3±Lsmmから5．1＋1．6
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　　　　　　　Humegon（1：り　　　　Humegon（3：1）

　　　　　　　　　　　　　　　●　 Ovulation
　　　　　　　　　　　　　　　O　 Anovulation

Fig．／Effects　of　I．lumeg（m（1：1）alld　Humegぐm（3：1）

　　　　on　serum　estradiol　in　BBT－3－－O　Day　or　first

　　　　positive　day　by　LH　color。

　　　　Data　are　presented　as　M±SD（N　S．：Nosignifi－

　　　　cant　difference．）

　　　　　　　　　　N．S．

Humegon（1：1）　Humegon（3：1）　　　Humegon（1：り　　Humegon（3：1）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　 Ovulation
　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　Anovulation

　　　　　　Fig．2Effects　of　Humeg（m（1：1）and　Humegon（3：／）

　　　　　　　　　　omnaximum　follicle　daiameter　and　maximum

　　　　　　　　　　plus　minimum　follicle　daiameter　ill　BBT－3～O

　　　　　　　　　　Day　or　first　positive　day　by　LH　color、

　　　　　　　　　　Data　are　presellted　as　M±SD（N．　S．：Nosignifi・

　　　　　　　　　　cant　difference．）
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Fig．3Effects　of　Humegon（1：1）and　Humegon（3：1）

　　　　on　number　of　foUicles　in　BBT－3－一一〇　Day　or　first

　　　　positive　day　by　LH　color．

　　　　Data　are　presented　as　M±SD（N．　S．：Nosignifi－

　　　　cant　difference．）
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Fig．4Effects　of　Humegon（1：1）and　Humegon（3：1）

　　　　on　thickness　of　endometrium　measued　by　trans
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Fig．5Effects　of　Humegon（1：1）and　Humegon（3：1）

　　　　on　volume　cervical　mucus　in　BBT－3～O　Day　or

　　　　first　positive　day　by　LH　color．

　　　　Data　are　presented　as　M±SD（N　S．：Nosignifi－
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mm（Fig．4），頸管粘液量は0．35±0．15mlからO．26±

O．15　ml（Fig．5），黄体機i能としての血中Progester－

one　f直は53．2±67．1ng／mIから512±74．3ng／1n1

（Fig．6）と，いずれも低ドないし減少傾向ガ認められ

たが，統計学的な有意差はなかった．排卵例の基礎

体温低温最終「1も16．2±3．Oから17．3＋3．7口と延

長傾向が認められたものの有意差はなかった（Fig．　7）．

考　　察

　11三常排卵周期では卵胞期，排卵前期，排卵期の

FSH／LH比は，それぞれ1．36，0．69，0．69と異な

り4｝，hMG療法は原則的には各時期でFSH／LH比の

異なる製剤，すなわち卵胞が成熟するにつれてLH

含量が多い製剤を用いるのが合理的で，卵胞の成熟

を正確に把握しつつFSH／LH比の異なる製剤を駆使

することが可能であれば過排卵，卯巣過剰刺激症候

群（OHSS）などのhMG療法の副作用を最小限にと

どめることが期待できる．

　1991年1月現在，hMG製剤は6社から発売されて

おり，そのFSH：LH比は各社ごとに異なっている．

その比率は一般的にはヒュメゴン（オルガノン，1：

1），パーゴナル（帝国臓器，1：ユ），ゴナドリー

ル（持田，2：1），HMGフジ（富士，3：1），

HMG日研（口研科学，100：1），フェルティノー

で100
蕊
⊂

2
9
£

8
EIP

庄　50

N．S．
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ム（セローノジャパン，1000：1）と考えられてい

るが，各製剤のFSH，　LHのimmunoassay，　bioassay

値は微妙に異なる．

　LHに関してはimmunoreactivityはヒュメゴン〉

ゴナドリール〉パーゴナル〉旧HMG口研（10：1）＞

HMGH研の順になり，　in　vivo　bioactivityはパー

ゴナル＞1日HMG日研〉ヒュメゴン〉ゴナドリール＞

HMG口研の順で，　in　vitro　bioactivityはヒュメゴ

ン〉パーゴナル〉旧HMG日研〉ゴナドリール＞H

MG日研の順となる5｝．HMGの生物活性を示す指標

としてin　vivo　bioactivityが最も重要と考えs）ても，

ヒュメゴンはLH活性が高い製剤といえる．

　LH活性が高いと卵胞数，卵胞径，　estradiol分泌

量などの各種指標で示される卯胞機能賦活作用が強

いと考えられる6・7）反面，OHSSの発症率の増大6・8・9）な

どの副作用発現が問題となり，同症発症率が高い多

嚢胞性卵巣への運用が制限される欠点がある．

　しかし，各種製剤を比較した報告では，LH含量

低下（FSH／LH比の増加）は卵胞機能賦活作用には

差をもたらさず1°・i3），　OHSS発症率も有意の差はな

い9・1°）とされているばかりか，却って卵胞機能賦活作

用は強まりOHSS発症率が増加するとの反論14・15）も

ある．これらの反応性の解離は個体のgonadotropine

への反応性の差異のためと理解されている1°）．

　以上の個体の反応性を考慮すると卵胞成熟に最適

なFSH／LH比は12～3．1：1程度と考えられて16）

いる．

　いずれにしても，ヒュメゴン1501Uのみならず，

近年，HMG日研やフェルティノームなどLH含量

が少ない製剤の開発が進んでいる理由は，卵胞機能

賦活作用を犠牲にしても，OHSSの発症＄の低下，

多嚢胞性卯巣への安全な運用を配慮しているためと
魍gon｛1：1）　1量！」◎，－P，e－y－」P1一一M壁！1曼重」匹」塑」一一Ωy⊆…旦曼．

　12　　13　 14　　15　　16　　S7　　18　　19　 20　21　22　23　24
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♂
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トー一●一一一一一一一一一一1

＼●

　　　O
　　　　　Humegon（1：1）　　　Humegon（3：1）

Fig．6Effects　of　Humegon（1：1）and　Humegon（3：1）

　　　（，n　serum　progesterone　ill　BBT十5～8　Day．

　　　Data　are　presented　as　M±SD（N．S．：Nosignifi－

　　　cant　difference．）

　12　　13　 14　　15　　16　　17　 18　　19　20　 21　22　23　24
旦四gon｛3；1｝Ih旦．旦e．y」）．重」里Ω曇磁聰⊥」⊇秘蔓堕、

Fig．7Effects　of　Humegon（1：1）and　Humegon（3：1）

　　　on　the　last　day　of　low　thermia．

　　　Data　are　presented　as　M±SD（N　S．：No　sigllifi－

　　　cant　difference，）
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考えられる．

　安全性の拡大はb、：ばしいが，卵胞機能賦活作用の

低ドは体外受精一胚移植例や第II度無月経例など大量

投与が余技なくされる症例では経済的デメリットが

問題である．そこで，今【IliはLH含量変更に伴うヒ

ュメゴンの卵胞機能賦活作用の変化について臨床的

に検討してみた．

　HMG製剤の卵胞機能賦活イ1翔として孝えられる

のは，直接的作用としては卵胞の発育であり，それ

に伴う指標として卵胞径，卵胞数，血．中estradiol値

が考えられ，間接的指標としてはestradiolによって

変化する∫一宮内膜厚，頸管粘液量が挙げられる．さ

らに排卵後の黄体機能も重要である．

　今回の研究では1：1製剤で治療の最終周期で1

例が無排卵であったが，3：1製剤に変更して．先

の症例を含めて4例が無排卵になった．このll演の

みを重視すれば3：1製剤の力価は1：1製剤より

低下していると考えられるが，各種直接II勺，閻接的

指標は新たに加わった3例の無排卵例に引きドげら

れて低ドないし減少傾向が認められるものの統計学

的な有意差はなかった．指標毎には増加した症例も

あり，1：1製剤と3：1製剤の卵胞機能賦活作用

には臨床的な差はないと考えられた．

　また，1：1製剤投与中は低LH製剤と比べて排

卵が早くなる傾向があることが経験的に知られてい

るが，基礎体温低温最終日を検討してみると，延長

の傾向は認められるものの有意差はなかった．

　しかし，有毒差が認められないといっても卵胞機

能の指標全てに低ド，ないし減少が認められた事実

から，大量投与が必要な体外受精一胚移植症例や第II

度無月経例での1：1製剤の経済的メリ・ソトは無視

できず，それらの症例を適応とする限り1：1製剤

は依然としてhMG製剤のなかで最も重要な位置をlli

めると考えられた．
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Changes　of　follicular　stimulizing

effects　of　hMG（Humegon⑪）

associated　with　change

　　　　　of　LH　content

Takashi　Kallo

Kano　Clinic，　Osa1｛a　542，　Japan

　　The　changes　Qf　effects　of　hMG（Ihlmegon⑭，

Organoll）associated　with　LH　contellt　were　illves－

tigated　in　17cases　undert（）（⊃k　coutineous　treatmellt

with　Humeg（m　1501．　U．（FSH：LII＝3：1）afte1・treat－

mellt　with　Humeg（m　150L　U．（FSH：LI　I＝1：1）over

at　least　3　nionths．　For　assessment　of　fo11ict11ar

stimul〒z｛ng　effects，　serum　estradiol　Ieve1，　maximal

chief　fQIlicular　diameter，　maximal　chief　follicular

假野 （293）79

diameter　plus　miliimal　chief　follicular　diameter，

and　numl〕er　of　follicles（over　51nm　aIl（l　over　16nユm）

as　the　index　of　direct　fdlicular　ftmctions　were

employed　and　endometrial　thicklless　and　volunie　of

cervical　nlucous　as　the　indirect　index，　and　seruln

progesterone　level　as　luteal　fulコct．ion　、vere　em－

ployed．　Ovulatory　day　was　estimated　from　the　Iast

day　Iow　thermiとl　hl　basal　bQdy　temperature．　Reduc－

tlon　of　each　index　or　declining　tendenc｝・was　noted

in　accordance　with　the　change　from　l：l　prepara－

tiolls　t（，3：1preparatiolls，　but　there　was　Ilo　statiscal－

1y　significant　difference．　No　significant　difference

was　noted　（）rl　the　Iast　dav　of　the　low　therlnia　in

basal　body　temperatur（．．　Consequently，　it　was　con－

sidered　that　there　was　no　clinical　difference　ol．）the

follicular　stimulizin墓effec童and　the　action　inducing

oxxulatioi－i　between　the　1：1and　3：1prepar，ltlolls．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（’受f・」幽：1991t誓7月1811＞
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Buserelin　acetate投与中に突発性難聴型の

聴力障害を来した症例

Sudden　Hearing－Loss　Type　of　Auditory　Disorder　During

　　Buserelin　Acetate　Administration，　a　Case　Report

産業医科大学

吉　田　耕　治

Kohji　YOSHIDA

　　産婦人科（主任：

草　野　秀　一

Shuichi　KUSANO

岡　村　　　靖

Yasushi　OKAMURA

岡村靖教授）

石　　　明　寛

Meikan　SEKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　University　of　Occupational

aiid　Environmentel　Ilealth，　School　of　Medicine，　Kitakyushu　807，　Japan

　　　　　　　　　　（Director：Prof．　Y．　Okamura）

　ブセレリンの神経系に対する副作用として耳鳴が起こることがあるとされているが難聴の報告はほ

とんどないようである．

　患者は37歳の婦人で過多月経と腰痛を毛訴に婦人科を受診し，r一宮筋腫と子宮内膜症と診断され，

ブセレリンの投与を開始した．ブセレリンの900μg／Hを開始して11～12週頃に突然，右耳の緊張感

と難聴が出現した．ブセレリンの服用を中lhし，耳鼻科に入院，右耳の感音性難聴と診断された．入

院後，デカドロン，メチコバール，ATP，ラシックスの点滴と，高圧酸素療法を13回施行したとこ

ろ難聴は著明に改等された．頭部CTや平衡機能等には異常を認めなかった．

　その後，患者は子宮全摘術を受けて婦人科的症状はほぼ消失し，耳鼻科的には，評目療後半月頃まで

時に軽い耳鳴をみる程度であった．ブセレリン投与と難聴との間の因果関係について文献的に考案し
た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，37（2），294－298，1992）

はじめに

　生来健康で耳の病気を経験したことのない人が，

ある時何のきっかけもなく，突然一側の耳がきこえ

なくなる病態を突発性難聴という5）．1975年の厚生省

研究班の診断基準によれば突然発生した感音難聴で

原因が不明であることとなっている3）．外国の報告で

は，Hunt症候群，ムンプス，中耳炎生内耳炎のよう

に原因が確実なものや，糖尿病，梅毒，妊娠・産褥，

臼血易内，聴神経腫瘍9）等のように原因が推定されるも

のも含めて突発性難聴として記述されているものも
ある3，12）．

　子宮内膜症に使用されるLH－RH　agonist剤であ

るブセレリンは精神・神経系に対しては，ときに目

まい，耳鳴の副作用を起こすとされているが難聴を

起こしたという報告はないようである2・1°）．因果関係

があると断定はできないがブセレリン900μg／口を

2カ月半程点鼻した時点で，突発性難聴刑の感渚難

聴を来した症例を経験したので報告する1°）．

症　　例

患者：U．K．　　　　　　　37歳女性，歯科衛生
士．

主訴：右耳の突発難聴，月経障害．

既往症：特記すべきことなし．

家族歴：父親が69歳の時，肺癌で死亡．母は糖尿病，



平成4年4月11」 吉田　他

姉にメニエール病がある．未婚．

現病歴：1989年夏頃より仕事中に時折，身体が揺れ

るような感じがあったが数分で消失するため放置し

ていた．過多月経，月経痛は32～33歳頃よりあって

開業産婦人科で子宮筋腫に子宮内膜症が合併してい

ると診断され，1985年頃にダナゾールを3カ月程内

服したことがある．その後，特に積極的な治療はし

ていなかったが，1989年10月より，やはり過多月経，

月経痛に対してブセレリンの投与を開始した．ブセ

レリン900μg／日を2カ月半程使用していた1990年

1月5日の夜11時に，新聞を読んでいて一寸顔を上

げた時突然右耳が聴こえないことに気付いた．その

時，耳痛，耳漏や目まいはなかった．また発熱，感

冒，その他の炎症もなく使川していた薬物はブセレ

リンのみであった．

　■に近くの開業耳鼻科を受診し，突発難聴

の診断のドにビタミンBl，　B6，　Bl2製剤，ペントキ

シフィリン，カルナクリン，β一メサゾンの投与を受

けた．難聴発現時にブセレリンは自己中止した．同

耳鼻科医より■に産業医科大学耳鼻科を紹介

されそのまま入院となった．

耳鼻咽喉科入院時現症：

局所所見と体格：耳・鼻・咽頭・喉頭部に特記すべ

き異常なし．身長151．5cm，体重62．5kg．
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臨床検査成績：1月9日の血算で，白血球12，600（分

類ではSeg．93％，　Lympho．7％），赤血球476万，

ヘモグロビン14．3g／dl，ヘマトクリット42．6％，血

小板21．4万と臼血1球増多を認めた．肝機能検査では

GOT35，　GPT45，アルカリフォスファターゼ11．4，

γ一GTP146，総コレステロール253とGOT以外は

異常高値を示していた．血清蛋臼質分画は正常パタ

ー ン，血清梅毒反応は陰性，尿定性検査も異常はな

かった．

平衡機能検査：Romberg徴候陰性，　Blind　folded

vertical　writing　testは11三常と異常のborderlineで

やや左に偏椅傾向を示した．Eye　tracking　test，

Optokinetic　nystagmus　test，　Optokinetic　pattern

test，　Pendular　rotation　testはすべて正常であった．

聴力検査：表1と図1に，1∫j9［1から26　i－1までお

よび退院後外来で行った純音オーディオメトリーの

成績を示す。1月9日の入院時の検査では右耳の著

明な難聴が明らかである．

Tympanogram検査：1月9日，1月26日，退院後
の2月221：1と3回行いすべて正常であったので本症

例は感音性の難聴であることが明らかとなった．な

お人院加療中の1月17日の頭部CT所見も正常であ

った．

入院後の治療経過：

表1　本患者の純音オージオグラムの経過表

Air
Jan．9 12

　　　　　（right

16

year）

23 26　　Feb． 8 22

（left　year）

Jan．9

125 70 60 55 15 20 15 10 15

250 90 75 60 20 20 15 15 20

500 75 75 65 20 20 20 ／5 20

800

1000 65 70 50 30 15 10 10 15

1500

2000 65 60 40 10 10 10 5 15

3000

4000 65 50 25 20 20 20 20 15

6000

8000 60 50 35 25 25 20 25 20

（Hz） （dB） （dB）

Bone

250 55 55 45 10 5 15 1〔〕 15

500 65 60 50 10 15 15 15 15

1000 55 50 45 10 5 5 5 5

2000 55 55 40 5 5 10 5 5

4000 50 45 25 15 15 15 15 5

（Hz） （dB） （dB）
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図1　耳鼻1咽喉科入F完時のオージオグラム

　　　1990年1月911耳鼻咽喉利・入院時のオージオグラ

　　　ム．

　　　右月’の強度の難聴が川らかである．

　　　○：右耳の気道オージオグラム，X：左耳の気道

　　　オージオグラム．

　　［：右耳の骨道，コ：左耳の骨道オージォグラム
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図2　右耳の気道オージオグラムの変化

　　右耳の気道オージオグラムの改簿を，1月9日の

　　　入院時より1月16LI，26　H，2J］22　Hの変化で

　　示す．高温域の回復がやや早い傾向を示し1月26

　　　HにはほとんどfLhti’aC’聴力にrril復している．

　入院後直ちに，ステロイド剤（デカドロン6mg＞，

ビタミンB　，2剤（メチコバール），ATP40mg，利尿

剤（ラシックス20mg）をJim漿代用剤入りの輸液剤（レ

オマクロデックス）に混合して点滴を開始し，デカ

ドロンは漸減，ATPは漸増させていった．同時に

1月10Hから26［までの間に計13同高圧酸素療法

（HBO）も行った．1月26口には図2の様に右耳

の難聴はほぼIE常に回復したが時々起こる軽い耳鳴

は最後の外来診察liの1991年6月15日の時点でも

残っていた．臼血球数，GPT，アルカリフォスフ

ァターゼ，総コレステロール等の異常値は1月23日

にはすべて正常化していた．1月27日に耳鼻咽喉科

より退院．

産婦人不湘矢患　（∫・宮内膜嚇つ　の糸歪過：

既に耳鼻科の現病歴の中でも述べたが，32～33歳頃，

過多月経，月経痛，月経不順があり∫・宮内膜症の診

断のドにダナゾールや子宮鎮痙剤の投与・を受けてい

た．1989年10月頃からはブセレリンの投’ノ・を受けて

L記の月経困難症状は抑制されていた．耳鼻科入院

中の1991年1月11日に産『業医科一大学産如｝人科を初

診．内診で子宮は驚卵大で表面にllli凹を認めた．超
e’

e：波断層法で子宮の大きさは122x7．2cm，表面は

不整であったが付属器腫瘍は認めなかった．1月25

Hか’）はブセレリンの代わりにダナゾール400mg、

日を6週間内服させた，その後婦人科に入院させ，

3JjgHに開腹，－f・宮企摘出術を行った．左側卯巣・

卵管・腹膜が一塊となってダグラス窩は閉鎖してお

りR－AFS分類で∫・宮内膜りill　Stage　lV（severe）で

あった．摘IJ　1’t∫・宮の病∫q」組織所見から，　f宮腺筋症

と，漿膜面の臼1肩朋期11豫が確認された．発症から

5カ月後の1991年6月15Hのウイルス性疾患の抗

体検査値はムンプスのIgG－S（EIA）は964倍でIgM

－C（EIA）は0．8未満の（一）であった．単純ヘルペ

ス，麻疹，水痘は弱陽性，風疹，アデノウイルス，

インフルエンザA，B，は陰性であった．

考　　案

　本症例の難聴の発生様式・経過は厚生省の突発性

難聴研究班の診断基準にほぼ合致’しているので突発

性難聴型の聴力1璋害と言える．しかしながらブセレ

リンと因果関係があるならば難聴の原因が不明であ

ることという診断基準からははずれるので突発性難

聴の疑い例ということになろう．

　緒論でも述べたように，耳の病気を経験したこと

のない人が誘因なく突然一側の耳が聞こえなくなる

病態を突発性難聴という7・8・i2）。目まいの訴えを伴う場

合もあるがメニエール病のように回転性の激しいも
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のであることは少なく数分程度の軽いふらふら感で

あることが多い5）．年齢II勺には30歳より59歳までの

壮年期に多く男女差はない．難聴は原則として一側

性で高度で60dB以上である3）．内耳の病理組織♂詮的

検査の報告によればウイルス性内耳炎の所兄に近い

とされている7）．

　本症例の症候は突発性難聴の特徴によく合ってい

るが，ブセレリン投’ゴ・開始前（？）と思われる1989

年夏頃より仕事中に時々身体が揺れるような感じが

あったが数分で消失していたという病歴は問題点の

1つである．症候性の難聴9）の可能性を完全には否定

できず，1990年1月91」入院時の［flL算で〔」lllL球tlfi多

が認められていた（但し分節核が93％でリンパ球は

7％）．それから少し時間が経過してからの検査では

あるが，ウイルス学的スクリーニングでは単純ヘル

ペス，麻疹，ムンプス，水痘ウイルスの抗体価が軽

度の上昇を示していた，症候性難聴と関係の深いと

されるムンブスについては抗体価は新鮮な感染を示

すものではなく，また本人と親の問診から幼児期に

兄といっしょにムンプスに罹患したことがあること

がわかった．その他の検査f直の異常としてGPT，

アルカリフォスファターゼ，γ一GTP，総コレステロ

ー ルの上昇は一過性で1月の耳鼻科退院時には消失

していたので，同科入院前に開業医で処7fされてい

たペントキシフィリン（トレンタール），カルナクリ

ン，β一メサゾン（リンデロン）等の薬物の影響の方

が疑わしいと思われる．

　ブセレリンがもしも今回の難聴と因果関係がある

とすれば，本薬剤が精神神経系に対して時にHまい・

耳鳴の副作用を起こし得るという点に注日したい2）．

またブセレリンの投’」一法は点鼻であるので，投’ノーさ

れる場所が中耳・内耳に近いという点も勘案する必

要があろう。中耳腔内に抗生物質を点耳したり顔lrli

神経のアルコールブロックの後に難聴が起こること

があるからである5），

　次に本例はブセレリンを2カ月’卜程使用してきて

おり実際の測定はされていないが，f（IL中の性ホルモ

ンヒではhypogonadotropic　hypogonadismの状態

にあったと孝えられる．産褥時にも突発性の難聴が

起こることが報告されており‘），あるいは性ステロイ

ドホルモンの急激な低ドが難聴の誘因になり得るの

かも知れない．liil様の変化を起こすダナゾール使用

でも感音性難聴が起こったことを1984年にEnyeart．

J．J．とPrice，　W．　A．が11｝，また1987年には濱IHら1）

が報告している．前者ではID25歳の子宮内膜症の患

者にダナゾール800mg／日を4カ月投与後に両耳に

強度の感音性難聴が起こったが，ダナゾール6〕投り一を

中止して徐々に難聴は改善され，3カ月後にはほぼ

lE常に復している．濱田ら1｝の症例は28歳のゴ・宮内

膜症の患者にダナゾール400㎎／Uを24目内服させ

たところで耳鳴と難聴が起こっている．難聴は左耳

の方がi≡体で，いずれも低音部の感剤生難聴であっ

たという．ダナゾール投’∫一を中止して薬物療法を行

い，3カ月後にはほぼ正常に同復したという．この

2つの報告の発症は突発性難聴型ではないが，ブセ

レリン同様性ホルモンの強い揺さぶりが難聴と関係

している可能性はあるだろう．製薬メーカーの調査．

によると2）とブセレリンによる耳鳴の報告は3例あり，

その中の1例では難聴も併発したが，もともとブセ

レリン投与前より軽い難聴のあった患者で投薬は中

1ヒしないで症状は消失したとのことである．なお本

患者の姉にメニエール病があり，家系的に’r衡聴覚

系に何等かの弱点があった可能性も否定はできない．

（症例の⊥「鼻咽喉不こ1的診療の情報を提供いただいた産

業医科大学耳鼻科の金崎幹人氏に感謝する．）
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　　　Sudden　hearing－loss　type　of

　　　　auditory　disorder　during

buserelin　acetate　administration，

acase　report

　Kohji　Yoshida，　Shuichi　Kusallo，

Meikan　Seki　and　Yasushi　Okamura

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gyllecology，

University　of　Occupat．ional　and　Environmentel
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Health，

　　　School　of　Medicine，　Kitakyushu　807，　Japan

　　　　　　　　　（Director：Prof．　Y．　Okamura）

　　It　is　said　that　Buserelin　acetate　has　a　side　effect

of　tilmitus　on　thしneural　system，　however，　there

have　been　no　report　of　hearil1910ss　during　or　after

its　administration．　A　thirty－sevell　year　old　womal1，

complaining　of　hypermenorrhea　and　lu1皿bago，　star－

ted　the　intranasal　administration　of　Buserelin

（900μg／day）after　diagnoses　of　uterine　myoma　and

endometriQsis．　From　eleven　to　twelve　weeks　later，

the　patient　suddel¶y　noticed　tension　and　hearilユ9

10ss　at　her　right　ear．　The　patient　stoPPed　taking　the

drug　and　was　diagnosed　as　a　sensorineural　hearing

Ioss　after　the　admission　to　the　Departrnent　of　Oto－

Rhin（）－Pharyngo－Laryngology．

　　The　symptom　of　hearing　loss　almost　disappeared

after　Dexamethasone，　Vitamill　Bl2，　ATP　and　Fur－

osemide　therapies　and　thirteen　times　of　Hyperbaric

－ Oxygen　treatment．　Computed　tomographic　find－

ings　and　balance　function　were　normal　from　the

beginning　of　admission．（｝ynecological　col丁lplaints

ceased　after　hysterectomy　with　slight　and　some－

time　tiMlitUs　i1コhalf　a　month　after　discharge．

　　Acorrelation　betweell　Buserelin　administration

alld　hearing　loss　was　discussed　bibliographically．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受f寸：1991年9月　18　日）



［」　ヰ忌イ・な壬学会斜f、叱、

第37巻第2～｝　1992

ステロイド合成によるα一tocopherolおよび

β一caroteneの役割～ヒト黄体，ヒト胎盤での検討

The　Roles　ofα一tocopherol　andβ一carotene　in　the　Steroid－producing

Cells　with　Emphasis　on　the　Human　Luteal　Cells　and　Placental　Chorion

滋賀医科大学産科学婦入科学教室（主任：吉田吉信教授）

　横江保彦竹中章　Yasuhiko　YOKOE　　　Akira　TAKENAKA

　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Shiga　University　of　Medical　Science，　Shiga　520－21，　Japan

　α一tocopherol（VE）およびβ一carotene（β一CA）は，　free　radicalsに対応して生体内の過酸化防止に重

要な役割を示すことが知られている．黄体中に多量に含まれるこれらの抗酸化物質の役割を検討する

ために，ヒト黄体中のVEおよびβ一CAの変動を月経周期中の黄体活動期を通して検討した．さらに

steroid合成での役割を検討する目的で，ヒト胎盤のmicrosomeを用いてtestosteroneからestradio1

（E，）への変換を行なうaromatizationの過程で，　V　Eおよびβ一CAがどのような役割を果たすのかをin

vitroで検討した。以下にその成績を示す．

1）ヒト黄体中のVEおよびβ一CAは，黄体形成の初期から徐々に増加し，黄体期中期に最大となり，

黄体退縮とともに後期に急減するcurveを描いた．また同じcarotenoidであるα一caroteneおよび

Iycopeneが黄体中に検出され，これらも同様の変動を示した．

2）ヒト胎盤microsomeを用いたaromatizationの過程で，　superoxide（02’）の発生が見られること

が明らかとなった．

3）aromatizationの反応過程で，　microsome中のVE量は，生成したE2量の増加に応じて減少した

が，β℃Aに関しては減少は認められなかった．

　以上のことから，VEおよびcarotenoidsはステロイド産生に伴なって発生する0，一およびそのほか

のfree　radicalに対応して，細胞内membrane　system，特にmicrosome膜を保護する役割を営むこ

とが示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，37（2），299－304，1992）

緒　　言

　β一carotene（β一CA）およびα一tocophero1（VE）は，

代表的な抗酸化物質として知られている．ヒト黄体

には，β一CAやVEが多量に含まれているが1），その

存在理由は明らかではない．ウシおよびブタの黄体

細胞では，progesterone産生と黄体中β一CA濃度に

相関があることが報告され2・3），ステロイド合成に関

与することが推測されるが，ヒト黄体でのVEおよ

びβ一CAのステロイド合成に対する役割は未知のま

まである．これらの抗酸化物質の役割を明らかにす

る一助として，ヒト黄体中のVEおよびβ一CAが月

経周期の黄体活動期間でどのように変動するかを調

べた．さらにステロイド合成との関連を検討する目

的で，ヒト胎盤microsomeを用いてestrogen合成

（aromatization）の過程でsuperoxide（02－）を検出

し，さらにこれらの抗酸化物質の影響について検討

したので報告する．
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材料と方法

ステロイド産生細胞における抗酸化物質の役割

1．黄体およびその処理

　∫・宮単純全摘術を施行した子宮筋腫およびf宮頚

癌0期のlll常月経周期の：14　一一　44歳の婦人28例から，

開腹時その卵巣中の黄体のみ摘出した．さらに，少

一量付着する周囲卵巣組織より黄体を分離し，液体窒

素中で凍結し，測定まで一80℃に保存した．また黄

体は，術後摘出子宮内月莫標本の日付診断で，子宮内

膜分泌期初期・中期・末期のものに分けて検討’に供

した．なお，令例で黄体を実験目的で使用すること

を術前に説明しゴ解を得た，

2．胎盤からのmicrosOme採取

　aromatizationとVEおよびβ一CAの関係では，

大1著1：のmicrosomeを必要とすることからヒト胎盤を

用いて行なった．正常分娩例から得た妊娠38週から

39週の胎盤は，血球成分を除去するために冷生理食

塩水中で洗い，脱落膜および糊莫を取り除いた絨底

組織を液体窒素中で凍結し，一一　80℃に保存した．湿重

1．149の絨E組織を3倍L　11・1の0．25Mショ糖中で

h（，mogenizeし，粗核およびmitochondria分画を取

り除いたヒ清を，さらに105．000×9（10分間）で

遠心分離し，得られたpelletをmicrosomeとして使

用した．microsomeは，0．25％tritoll　X－1〔）Oを含む

50mM　potassium　phosphate　buffer（PH　7．4，　lmM

EDTAを含む）3m1に懸濁したのち，　aromatase活

性の反応に供した．なお，glucose－6－phosphatase活

性を川いた回収・率｛は約95％であった．

3．測定機器

　使川した高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は，

医理化社製　ModelΣ871　solvent　delivery　pump，

Σ80injector，Σ875　electr（）chemical　detectorを月1

い，定量はΣCD－12data　processorを使用して．peak

areaより解析した．分離は，ナカライテスク社製の

5C－18AR　packed　analysis　column（4．6mm　i．　d．×

25cm，5μ　m）で行なった．また，　spectrophotometer

は，島津製f1三所製UV－200Sを用いた．

4．試薬

　HPLC　gradeのethanol，　hexane，　methanol，　dich－

loromethaneおよびacetonitrileは，ナカライテスク

社より購入した．lycopene（LP），α一carotene（α一CA），

β一CA，　glucose　6－phosphate　（G6P），　glucose－6－

phosphate　dehydrogenase（G6PDH），　testoster〔me

（T），estradio1（E2＞，　epinephrine，　cytochrome　Cおよ

びsuperoxide　dismutase（SOD）は，　Sigma社製を購

入し標準品のVEは，エーザイ杜から提供を受けた．

5．ヒト’黄体中VE，　LP，α一CAおよびβ一CAの測定

日イ｛女r：会言志　　37巻…2　号

方法

　MacCrehanによるHPLC法を一一部改変して測定

した4｝．黄体を，10倍量の0．25M　sucroseでhomoge－

nize後，その100μ1を採りethanoI（0．025％butyI

hydr（）xytoluene（BHT＞を含む）0．5m1を加え3分浸

盛，さらにhexane（0。025％BHT）2．5m1を加え3分

間浸盟し遠心分離した．そのト：層2。OmlをN2gasで

蒸発乾固させ，ethano1200μ1に溶解し，20μ1を

HPLCに注入した．　carrierは，　Tnethano1：
acetonitrile：chloroform（5〔〕：45：5　NaCIO4　7．09／1

を含む）で，流量は2。OmI／miI1．で行なった．

6．aromatizatienに伴なうsuperoxide発生の検出

　2．5mM　G6P，　O．2t’）　unit　G6PDIIおよび50μMの濃

度の・基質Tを含む50mM　potassium　phosphate
buffer（PH　7．4）のL（）ml　iliに，　microsome　（1（）O－

200μgprotein）100mlを加え，さらに，　epinephrine

を最終濃度200μMまたはcytc）chrome　Cを20μM

のとなるように加え，37℃で5分間静置した後，10mM

NADPH　20μ1を加え，　epinephrineでは，480nm5），

cytochrome　Cでは550nm6）での吸光度変化を連続測

定した．

7，aromatase活性の測定およびarolnatization反

応によるVEおよびβ一CA濃度の変化

　aromatase活性のi貝i」定には，　Taniguchiらの方法

を川いた7）．2．5111M　G6P，　O．25　unit　G6PDH，そし

て10凶8～1〔　‘MのTを含む50mM　potassium　ph（〕s・

phate　buffer（PH　7．4）1．Om］にmicrosome　（50－

500μgprotein）100μ1を加え5分間37℃で静置後，

10mM　NADPH　20μ1を加え37℃で1時間のincuba・

tion後，生成したE2をdichloromethane　1．Omlで抽

出し，HPLCで測定した．反応後のmicr〔｝someはL

に示した方法により，VEおよびβ℃Aの測定を行
なった．

　対、照1こはestrogelコ1こ転換されないdihydrotestc）s－

terone（5α一alldrosta11－17fi　－ol－3）－one）を基質として

用い，02の発生から見られないことを確認した．

結 果

1．HPLCによるVE，　LP，α一CAおよびβ一CAの

分離

　図1にヒト黄体抽tll中の’VTE，　LP，α一CAおよびβ

一 CAのchromatographを示す．　retelltion　timeは，

それぞれ5．15，8．36，12．6そして13．4分で明瞭に

分離された．

2．ヒト黄体抽出中のVE，　LP，α一CAおよびβ一CA

の濃度の変動

　図2－1および図2－2に黄体中のVE，　LP，α一CA
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黄体中のVE，　LP，α一CAおよびβ一CAの
chromatographを示す．　retention　timeは，それ

ぞれ5．15，8．36，12．6そして13．4min．で明瞭に分

離された．

およびβ一CA濃度の変動を示した，これらの抗酸化

物質は，黄体形成の初期から徐々に増加し，黄体期

中期に最大となり，黄体の退縮とともに急減するcurve

を描いた．

3．胎盤microsome　fractionにおけるaromatase活

性と0ブの発生

　02一発生の指標としてepinephrineを用いた
aromatizationの反応で，　epinephrineが0、一で酸化

されて生じるadrenochromeが480nmで検出された．

また，この反応は02　のscavengerであるSOD　O．1m

unitの添加により，完全に抑制された（図3＞こと

から，0ゴの発生が明らかになった，また02一発生の

指標としてcytocrome　Cを用いた場合，02一により

還元され550nmの吸光度の増加が見られ，かつSO

D添加により反応は完全に抑制された（図4）．

4．産生estradiol量とmicrosome中VEおよびβ
一CAの変化
　上記の方法により，胎盤microsome中でaromat－

izationの反応を行なったところ，基質T量10－8　一一　10－5

Mの間では，E、生成量は容量依存的に増加した（表

1）．また，microsome中のVE濃度は，添加した基

質Tの容量に依存して有意に減少していた（図5）．
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図2　黄体活動期におけるヒト黄体中の抗酸化物質の変

　　　動

　　　図2はVEおよびLP濃度の変動と，黄体中のβ一

　　　CAおよびα一CA濃度の変動を示す．これらは，

　　　すべて黄体期において，その形成の初期から徐々

　　　に増加し，中期に最大となり，後期には急減する

　　　curveを描いた．
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この減少は生成E2量の増加に応じて大きく（図6），

estrogen合成に伴う02一の発生により消費されたも

のと解釈された．

表1　testosterone（T）とE2生成の関係

testosterone（M）
E2生産量（pM）
（means±S．E，）

10－8

　　一10－1

10－6

10－5

9．82±1．70

31．3±3．52
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図5　胎盤microsomeによるaromatization反応時の

　　　VEの減少

　　基質Tの添加壁に応じてVEが減少した，
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02一発生の指標としてepinephrineを加えた系で

は，epinephrineが02一で酸化されて生じる

adrenochromeが，480nmで検出された．また，

この反応は02一のscavengerであるSODの添加

により完全に抑制された，
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図4　胎盤microsome　fractionにおけるaromatase活

　　性と02一の発生

　　　02T発生の指標としてcytocrome　Cを用いた場

　　合，0ゴにより還元され550nmの吸光度の増加が

　　　見られ，かつSOD添加により反応は完全に抑制

　　　された．

図6
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胎盤microsomeによるaromatization反応時の

VEの減少
生成E2量に応じてmicrosc）me中VEは減少した．

考　　察

　ヒト黄体中にはVEおよびβ一CAなどの黄色物質

が多く含まれていることは古くから報告が見られる1），

VE，　LPおよびβ一CAは，ともに代表的な抗酸化物

質であり，VEは02一やそのほかの活性酸素分子種に

よる脂質過酸化を防止し，細胞膜やmicrosome膜の

保護に当たると考えられている8・9），また，β一CAは

同じ活性酸素分f種である一重項酸素の消去1胴2），

さらに，過酸化脂質の除去13｛15｝の働きがある．しか

し，これらの物質の役割は現在まで全く解明が見ら

れておらず，ウシおよびブタの黄体細胞でβ一CA添

加によりprogesterone分泌が増加すること2・3）から，

黄体中に取り込まれたβ一CAが，ステロイド合成に

なんらかの役割を果たすことが示唆されているに過

ぎず，VEの役割については全く不明のままである．

　今回の検討でヒト黄体rtiのVE，　LP，α一CAおよび

β一CAの濃度は，黄体期の発達とともに徐々に増加し，

黄体期中期に最大値をとり，そして後期には急減す

る特徴的なcurveを描いた。この変動は，やや黄体

期後期に偏位しているが，黄体期における血中proges一
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terone濃度曲線に類似しており，やはりステロイド

合成とこれらの抗酸化物質との関連が強く示唆され
る．

　従来から，17αおよび21－hydroxylationによるス

テロイド分子の水酸化反応には，活性酸素が関与す

ることが示唆されているL6〕．今回の検討では，

aromataseによるE2の生成にも，0、一が発生するこ

とが明らかとなった．ステロイド合成のrate　limiting

である，choIesteroI　side－chain　cIeavageには，

aromatizat｛onと同様に分子状酸素，　NADPHが必

要とされ，同じくcytochrome　P－450による反応で

あることから，やはり02一が発生することが考えられ

る．つまり性ステロイド合成反応にはその何段階か

で活性酸素が深くかかわっているものと考えられる．

　このように活性酸素が，ステロイド合成時に発生

すれば，脂質を基本とする生体膜は当然過酸化を受

け，細胞膜，microsome膜およびmitochondria膜

は過酸化刺激により細胞機能は大幅に障害されるこ

とになる．VEおよびβ一CAなどの抗酸化物質が黄

体に大量存在すること1よこのような過酸化刺激に

よる生体膜障害に対応した防御機構を示すものと解

釈可能であろう．過排卵処理後ラット卯巣中でのS

OD活性の急激な1－1昇17）もこの解釈を強く支持する．

この解釈は副腎・胎盤のほかのステロイド産生細胞

にも適応可能であろう．

　胎盤microsomeを用いた今回のim・itroの検討で

aromatizationの反応過程でVEが減少したことは，

この解釈をさらに強く裏付けるものであろう．この

意昧で，VEは黄体細胞のみならずステロイド合成

細胞の機能維持に不可欠な物質であろうと推定され

る．一方，β一CAは今回の検討ではaromatizationの

反応過程で明らかな減少を示さず，この反応との関

わりは不明である．β℃Aは，あくまで一．重項酸素の

quellching　agentであり，aromatization時　に一・一重項

酸素の発生するか否かが不明である以上，β一CAとス

テロイド合成との具体的な関わりを示すことは困難

であろう．しかし，microsome中にありステロイド

合成時の水酸化反応を司るcytochrome　P－450　cam

は自動酸化されるときに，一重項酸素が生じて化学

ルミネセンス現象がみられることが報告されており18），

aromatization反応ではなくステロイド水酸化反応に

よる一亜項酸素発生に対応してmicrosome膜などを

保護する役割を持つとも考えられる．

　以上のごとく，ヒト黄体でそのステロイド合成能

に応じた抗酸化物質の変動が見られたことから．示唆

をえて，ステロイド合成時に活性酸素が発生するこ

とを明らかとし，VEなどの抗酸化物質の存在が，

（303）89

生体膜の過酸化刺激に対応した防御機構であること

を示した．
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The　roles　ofα一tocopherol　and

　　β一carotene　in　the　steroid－

prodllcing　cells　with　emphasis

　　　on　the　human　luteal　cells

and　placental　chorion

Yasuhiko　Yokoe　and　Akira　Takenaka

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Shiga　University　of　Medical　Science，　Ohtsu，

　　　　　　　　　　Shiga　520－21，　Japan

　　α一tocophero1（VE）and　carotenoids　are　known　as

anti－oxidative　agents　against　free　radicals．　In　order

to　examine　the　roles　Qf　VE　and　carotenoids，　abun・

dantly　contained　in　the　steroidogenic　cells　such　as

the　human　Iuteal　cells，　the　levels　of　VE　andβ一

carotene（fi－CA）in　the　human　corpus　luteum　were

estimated　during　the　period　from　early－to　late－

luteal　phase　using　an　HPLC　system．　VE，β一CA　and

α一carQtene（α一CA）and　lycopene　were　detectable　in

the　human　corpus　luteum．　The　level　of　VE　in－

creased　with　the　development　of　the　corpus　luteum，

reaching　the　maximum　in　the　mid－luteal　phase，

The　level　subsequently　decreased　with　the　regres・

sion　of　the　luteal　cells．α一，β一CA　and　lycopene

showed　the　similar　change　as　VE　during　the　luteal

phase．　Then，　VE　andβ一CA　were　examined　in　vitro

whether　these　compounds　have　a　role　in　the　ster－

oidogenesis　using　the　human　placental　microsome．

In　the　process　of　aromatization　from　testosterone

to　estradiol，　it　was　demonstrated　that　placental

microsome　yielded　superoxide　radicals，　which　were

detectable　by　employing　cytochrome　C　and　epine・

phrine　as　indicators　of　superoxide．　Furthermore，

VE　concentration　in　the　microsome　dose－depen－

dently　decreased　　to　　the　arnount　of　estradiol

produced　by　the　placental　microsome，　butβ一CA

showed　no　significant　change　in　the　process　of

aromatization．　Therefore，　it　was　estimated　that　VE

play　a　role　in　the　protection　of　the　microsome　and

other　cytoplasmic　membrane　against　superoxide

radicals　yielded　by　the　microsomal　aromatization．

It　has　long　been　postulated　that　singlet　oxygen

participates　ill　the　hydroxylation　of　steroids，　such

as　17一αhydroxylation．　Carotenoids　may　also　play

arole　in　the　protection　of　cytoplasmic　membrane

against　singlet　oxygen　generated　by　the　steroid－

hydroxylati（）n．　Anti－oxidants　may　be　indispensable

in　maintaining　the　functions　of　the　steroid－produc・

｛ng　cellS．

　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年11月28日特掲）
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DNA　ANALYSIS　OF　HEMOPHILIA　A

ATrial　to　Establish　the　Optimum

Strategy　for　Carrier　and　Prenatal

Diagnosis　in　the　Japanese　Population

Naoki　TAKESHITA

First　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Toho　University，

　　　　　　　　　　　School　of　Medicine，　Tokyo　143，　Japan

　　Abstract：We　examined　the　most　effective　strategy　for　the　carrier　and　prenatal　diagnosis　of

hemphilia　A　in　the　Japanese　population　using　restriction　fragment　length　polymorphisms（RFLPs）

analysis．　Five　genomic　probes　were　used　for　RFLPs　analysis　by　Southern　blotting，　and　PCR－

RFLPs　analysis　was　also　performed　for　four　regions．　The　diagnostic　applicability　increased　as

more　probes　or　amplified　regions　were　used　and　reached　100％when　all　nine　tests　were　combined．

Carrier　status　was　determined　in　6／7　subjects（86％）at　risk　for　hernophilia　A，　by　PCR－RFLPs

analysis　alone　in　four　females　and　by　Southern　blotting　analysis　in　two　females．　Prenatal

diagnosis　was　performed　in　one　family　and　the　fetus　was　shown　to　be　a　female　carrier　by　PCR

－ RFLPs　at　the　llth　week　of　gestation．

　Key　Words：hemophilia　A，　RFLPs　analysis，　PCR－RFLPs，　carrier　diagnosis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，37（2），305－315，1992）

Introduction

　　Hemophilia　A　is　an　X－linked　recessive　disorder

caused　by　a　defect　in　coagulation　factor　VIII

protein　and　is　the　most　common　of　the　congenital

coagulation　disordersD．　Its　frequency　is　one　in　10，

0001ive　male　births　and　it　is　assumed　that　there

are　about　5，000　hemophilia　A　patients　in　Japan．

　　Patients　frequently　develop　abnormal　bruising

during　infancy　as　the　first　sign　of　the　disease．　The

most　characteristic　symptom　is　intra－articular

hemorrhage　and　recurrent　hemorrhage　may　cause

joint　destruction　with　contracture　formation．

Intracranial　hemorrhage　is　the　most　serious　com－

plication　and　may　result　in　death．　Since　the　cause

of　hemophilia　A　is　a　defect　in　coagulation　protein

synthesis　based　on　the　genetic　mutation，　there　is

no　effective　therapy　available　at　present．　Pallia一

tive　therapy　is　performed　by　replacement　of　coag・

ulation　factor　VIII，　but　there　are　several　problems

with　this　such　as　the　formation　of　factor　VIII

inhibitor　and　the　development　of　infections　Iike

hepatitis　or　the　acquired　immunodeficiency　syn－

drome（AIDS）．　Because　hemophilia　A　is　such　a

severe　disease，　mothers　of　affected　children　must

seriously　consider　whether　or　not　to　have　a　sec－

ond　or　third　child，　while　other　at－risk　females　in

the　family　need　to　know　their　carrier　status．

Prenatal　diagnosis，　which　determines　the　carrier

status　of　the　fetus，　has　important　implications

from　the　point　of　view　of　the　genetic　counseling

when　at－risk　mothers　become　pregnant．

　　Carrier　detection　and　prenatel　diagnosis　of

hemophilia　A　have　long　been　performed　by

measuring　the　activity　of　coagulation　factor　VIII

（FVIII：C）and　von　Willebrand　factor　antigen



92　　（306） DNA　ANALYSIS　OF　HEMOPHILIA　A　IN　JAPAN 日不妊会誌37巻2号

（vWF：Ag）1evels　by　immunological　methods．

However，　the　reliability　of　these　methods　is　lim・

ited　since　30％of　carriers　show　levels　in　the

normal　range2）．　In　prenatal　diagnosis，　the　coagula－

tion　activity　of　fetal　blood　can　be　measured，　but

the　usefulness　of　this　procedure　is　lilTlited　since

fetal　blood　sampling　is　only　possible　after　l8

weeks　of　gestation3）．

　　With　the　rapid　progress　in　the　field　of　genetic

technology　in　recent　years，　the　fact〔｝r　VIII　gene

was　localized　to　Xq28ter　and　was　cloned　in

19844・5）．This　large　and　complex　gene　is　186　kbp　in

length，　contains　26　exons，　and　codes　for　2，332

amino　acids．　In　1985，　Gitschier　et　al．　reported　the

first　analysis　of　hemophilia　A　restriction　frag－

ment　length　polymorphisms（RFLPs）using　intron

18as　a　genomic　DNA　probe6｝．　Since　then，　ana－

lyses　using　other　DNA　fragments　of　the　factor

VIII　gene　or　flanking　segments　have　been　carried

out．　Carrier　detection　and　prenatal　diagnosis　have

been　performed　by　Southern　blotting　analysis，

and　reports　of　new　PFLPs　have　increased7－io）．

　　The　polymerase　chain　reaction（PCR）is　able　to

amplify　a　specific　target　region　of　a　DNA

sequence　in　a　short　period　time，　and　was　devel－

oped　by　Saikim．　Carrier　detection　of　hemophilia

A　by　PCR－RFLPs　analysis，　in　which　the　amplified

DNA　fragments　are　digested　with　restriction

endonucleases，　has　been　reported　recentlyエ2｝．

　　However，　RFLPs　analysis　might　vary　in　effec－

tiveness　between　the　Caucasian　and　Japanese

populations，　since　RFLPs　may　differ　in　their　frag－

ment　sizes　or　allele　frequencies　among　the　races．

Data　on　RFLPs　analysis　using　genomic　probes　is

still　inadequate　for　Japanese　hemophilia　A　fam－

iIies　and　there　are　Ilo　reported　observations　on　the

efficacy　of　PCR－RFLPs　analysis．

　　We　performed　RFLPs　analysis　by　Southern

blotting　using　genomic　probes　and　also　performed

PCR－RFLPs　analysis，　with　the　aim　of　establish・

ing　the　most　eff｛cient　and　reliable　method　for　the

carrier　and　prenatal　diagnosis　of　hemophilia　A　in

the　Japanese　population．

Materials　and　Methods

　　The　allele　frequencies　of　every　RFLP　were

calculated　for　a　total　of　39　unrelated　subjects（16

Japallese　lnales　and　23　Japanese　fenlales），　and

then　the　polymorphism　illformation　c〔mtent（P．1．

C．）and　observed　P．1．　C．　were　calculated　from

these　data．　PFLPs　analysis　was　performed　on　7

families　with　hempohilia　A（32　family　members）．

Five　of　the　families　had　hereditary　disease　with　at

least　two　hemophilia　A　patients，　and　the　other

two　had　sporadic　henlophilia　A　with　only　one

patient　in　the　family　pedigree．　Prenatal　diagnosis

was　performed　in〔〕ne　case．　Genomic　DNA　for

analysis　was　extracted　from　peripheral　white

blood　cells　by　the　standard　method13）．

R．FLPPsα麗砂5ゴ∫bJ，　SOi・tthei’i・i　blotting　using

genomic　Probes

　　We　used　a　total　of　5　genomic　probes，　which

included　three　intragenic　probes　（exolls　l7－18，

intron　22　and　exon　26）and　two　extragenic　probes

（ST　14－l　alld　DX　13）．　We　obtained　these　probes

froln　the　American　Type　Culture　Collection

（NIH）and　the　Genetics　IIユstitute，　and　amplified

them　by　cloning　with　E．　coli　when　necessary．

Seven　micrograms　of　DNAwere　digested　with　the

apPropriate　restriction　endonucleases　and　separ・

ated　by　electrophoresis　on　1％agarく）se　gel　at　35　V

for　l2　hr．　The　gels　were　immersed　in　O．25　N　HCl

for　15　min　and　then　in　1．5　M　NaC1－0．4　N　NaOH

for　30　min．　DNA　was　then　transferred　for　3　hr

from　the　gels　to　Hybond－N十1〕ylon　filters（Amer－

sham，　U．　K．）by　the　Southern　transfer　method

using〔〕．4　N　NaOH　transfer　buffer．　The　filters

were　washed　twice　in　2×SSPE［0．36　M　NaCL　O．

02MNaH2PO4，（pH　7．7），2inM　EDTA］for　5

min　and　dried　in　air．　Prehybridization　was　done　at

65℃for　3　hr　with　5×SSPE，5×Denhardt’s，1％

SDS　and　1％poly（A）．　The　filters　were　hybridized

overnight（12　hr）at　65℃　with　gellollliC　probes

labeled　by　ralldom　priming（Takara，　Co．　Ltd．）and

with［α一32P］dCTP．　The　filters　were　then　washed

twice　at　room　temperature　for　20　mill　and　twice

at　65℃　for　15　min　ill　1×SSPE　and　1％SDS．

Autoradiography　was　perforrned　by　exposing　the

filters　to　Kodak　X－OMAT　AR　films　overllight

at－80℃and　RFLPs　were　analyzed．

PCR－F1ぞLPsαηαかs露

　　We　investigated　four　regions　by　PCR－RFLPs

analysis，　i．　e，　intron　18a，　intro1118b，　exon　20，　and

intron　22．　Primers　were　obtained　from　a　commer一
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cial　laboratory　outside．　One　hundred　microliters

of　the　total　reaction　mixture　［1．0μg　of　template

DNA，1．5　mM　dNTPs（dATP，　dCTP，　dGTP，

dTTP），10×reaction　buffer，50　pmol　of　each

primer，　and　2．5　U　of　Taq　polymerase］　was　am－

plified　for　30　cycles．　Each　cycle　consisted　of　l　min

of　denaturation　at　94℃，1min　of　annealing　at　60℃

，and　1．5　min　of　elongation　at　72DC．　Ten　mi・

croliters　of　the　amplified　products　were　digested

with　the　appropriate　endonucleases，　electrophor－

esed　on　6％or　12％polyacrylamide　gel（14　mA，45

min），　stained　with　ethidium　bromide，　and　photo－

graphed　with　a　polaroid　camera　for　analysis．

Figure　l　shows　the　approximate　position　of　the

factor　VIII　gene　on　the　X　chromosome　together

with　the　location　of　the　DNA　probes　and　the

regions　amplified　by　the　PCR．

Prenatal　diagnosis

　　At　ll　weeks　of　gestation（from　the　last　men－

strual　period），　chorionic　villi　were　obtained　by

transcervical　chorionic　villus　sampling　（CVS）

under　ultrasonic　guidance．　Fetal　sex　was　deter・

mined　by　amplifying　Y－specific　repeat　sequences

of　the　DNA　extracted　directly　from　the　villi，using

atotal　react｛on　volume　of　20μl　and　primers　Y1．l

and　Y1．214）．

Results

R・FLPs　analysis　by　genomic　Probe

　　The　allele　frequencies　were　O．76／0、24（n＝33，　n

being　the　number　of　X　chromosomes　studied）for

exons　17－18，0．39／0，61（n＝31）for　intron　22，0．84／0．

16（n＝31）for　exon　26，0．03－0．54（n＝39）for　ST　l4

－
1，and　O．79／0．21　for　DX　13，　The　P．1．　C．　for　each

probe（exons　17－18，　intron　22，　exon　26，　ST14－1，

and　DX　13）was　36％，48％，27％，75％and　33％，

respectively．　The　observed　P．1．　C．　for　each　probe

was　38％，48％，28％，72％and　31％，　respectively．

Table　l　summarizes　the　results．　The　diagnostic

applicability　of　combinations　of　the　probes　was

68％when　exons　17－18　and　intron　22　were　com－

bined，77％when　exon　26　was　added，　and　94％

when　STI4－1　was　combined　with　the　other　three

probes．　The　total　observed　P，1．　C．　was　raised　to

96％when　all　five　probes　were　combined（Table
3）．
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Fig．　l　Genomic　map　of　the　F　VIII　gene．　The　locus　of

　　　　　the　F　VIII　gene　on　the　X　chromosome　is　shown

　　　　　along　with　the　approximate　positions　of　the

　　　　　genomic　probes　and　the　regions　amplified　PCR．

　　　　　The　F　VIII　gene　is　at　the　tip　of　the　long　arm　of

　　　　　the　X　chromosome．　X，　X　chromosome；A，　F

　　　　　VHI　gene（186　kbp）scale；B，　Exons　are　re．

　　　　　presented　by　solid　boxes．　The　F　VIII　gene　has

　　　　　26exons．　C，　Number①一⑨show　the　five

　　　　　genomic　probes　and　the　four　regions　amplified

　　　　　by　the　PCR．①exons　17－18，②intron　22，③

　　　　　exon　26，④ST14－1，⑤DX13，⑥intron　l8a⑦

　　　　　intron　l8b，⑧exon　20，⑨intron　22．

　　The　allele　frequencies　for　each　amplified　region

were　O．27／0．73（n＝30）for　intron　18a，0．32／0，68

（n＝50）for　intron　l8b，0．72／0．28（n＝61）for　exon

20，and　O．84／0．16（n＝61）for　intron　22．　The　P．1．　C．

was　39％，44％，40％and　26％，　respective，　and　the

observed　P．1．　C．　was　39％，43％，38％，　and　15％．

The　results　of　PCR　analysis　are　listed　in　Table　2．

The　diagnostic　applicability　was　65％　when

introns　18a　and　18b　were　combined，　and　reached

78％when　exon　20　was　also　added．　The　total

diagnostic　applicability　achieved　89％　when

intron　22　was　added　to　the　above　three　tests

（Table　3）．



94　（308） DNA　ANALYSIS　OF　HEMOPHILIA　A　IN　JAPAN 日不妊会誌37巻2号

Results　Of　hemoPhilia　A　RFLPs　anαlysis

When　RFLPs　analysis　of　seven　families　with

hemophilia　A　was　performed，　polymorphisms

were　detected　in　four　families　by　PCR－RFLPs

analysis．　Two　of　the　remaining　three　families　had

RFLPs　detectable　by　Southern　blotting，　but　the

Table　l Allele　frequencies　and　polymorphism　information　content　of　restriction　fragment　length　polymorphisms

obtained　using　genomic　DNA　probes．

a：Values　in　parentheses　represent　the　number　of　independent　chromosomes　counted　in　individuals　related

by　marriage　and　not　genetically．

probe reStr1Ct10n　enZyme symbol
allele　size

　　　（kb）
allele　frequency P．1．C．

observed
　P．1．C．

exons　17－18

intron　22

exon　26

ST14－1

DX13

BclI

XbaI
　＆

Kpn　I

Bgl　I

TaqI

Bgl　II

Al
A2

B1

B2

Cl
C2

Dl
～ D10

El
E2

　　0．9

　　1．2

（n＝33）a

　　6．2

4．8十1．4

（n＝31）

　　5．0

　20．0

（n＝31）

　　6，6

～ 3．4

（nニ39）

　　2．8

　　5．8

（n＝33）

0．76

0．24

0．39

0．61

0．84

0．16

　0．03

～ 0．54

O．79

0．21

36

48

27

75

33

38

48

28

72

31

Table　2　Allele　frequencies　and　polymorphism　information　content　of　restriction　fragment　length　polymorphisms

　　　　　　　　obtained　using　PCR－RFLPs　analysis．

　　　　　　　　a：Values　in　parentheses　represent　the　number　of　independent　chromosomes　counted　in　individuals　related

　　　　　　　　by　marriage　and　not　genetically．

reglon

　　P「lmer

／reStriCtiOn

　enzyme

DNA　products　symbol＆allele　size
　　　　　（bp）　　　　　　　　　　　　　（bp）

　　allele

frequency
P．LC．

observed
　PJ．C、

intron　18a

intron　18b

exon　20

intron　22

　8．1

　8．2

／Bcl　I

Bc1－A

Bcl・B

／Bcl　I

　　20－1

　　20－2

／／Hind　III

7．1

7．10

／Xba　I

142

948

730

96

F1

F2

G1

G2

H1

1｛2

11

12

142

99＋43
（n＝30）a

514＋434

514十286十148
（n＝50）

480＋250

480＋160十90
（n＝61）

96

68十28
（n＝61）

O．27

0．73

O．　32

O．68

0．72

0．28

O．84

0．16

39

44

40

26

39

43

38

15
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Table　3 Diagnostic　applicability　of　the　various　combinations　of　Southern　blotting　and　the　PCR　method　for

hemophilia　A．

RFLPs
　　apPlicability（％）

P。1．C．　　　　　　　　observed　PJ℃．

1．Southern　method

　　　exons　17－18

　　　exons　17－18／intron　22

　　　exons　17－18／intron　22／exon　26

　　　exons　17－18／intron　22／exon　26／ST14－1

　　　exons　17－18／intron　22／exon　26／ST14－1／DXI3

2．PCR　method

　　　intron　18a

　　　intron　18a／intron　18b

　　　intron　l8a／intron　18b／exon　20

　　　intron　18a／intron　18b／exon　20／intron　22

totaI

36

67

77

94

96

39

66

80

85

99

38

68

77

94

96

39

65

78

89

100

Table　4　Results　of　carrier　diagnosis　by　RFLPs　analysis　in　7　females　from　7　unrelated　families．

total　no．　of　families no．　of　informative　families no．　of　noninformative　families

7（100％）

PCR　method

Southern　method

4

2

6（86％）

　carrier＊

noncarrler

　carrler

2

1

1

1（14％）

　　　＊

remaining　family　had　no　detectable　RFLPs．

Polymorphisms　were　detected　in　6／7　families

（86％），using　these　two　methods　with　a　total　of

nine　RFLPs　being　found（Table　4）．　Among　the

three　females　from　three　families　who　underwent

determination　of　carrier　status，　two　were

diagnosed　as　carriers　and　one　as　a　noncarrier．

Prenatal　diagnosis　showed　that　the　fetus　was　a

female　carrier．　Figures　2－4　show　examples　of

RFLPs　analysis．

　　Figure　2　shows　a　hereditary　family　with　three

hemophilia　A　patients　in　the　pedigree．　The

mother（II－2）was　heterozygous　for　intron　18a

（F1／F2），　intron　18b（G1／G2），　and　exon　20（H1／H2）

by　PCR－RFLPs　analysis，　although　she　was

homozygous　for　intron　22（Il／11）．　Since　the　patient

（III－2）had　a　haplotype　of　H2，　the　genetic　muta－

tion　was　considered　to　be　linked　to　the　H2　frag－

ment．　The　haplotype　of　the　daughter（III－1）was

H1／H1．　She　inherited　a　HI　allele　from　her　mother

and　so　was　a　noncarrier．

　　Figure　3　shows　a　hereditary　family　with　two

affected　males　in　the　pedigree．　Polymorphisms

Prenatal　diagnosis　was　perforlned　in　l　case　and　the　fetus　was　shown　to　be　a　female　carrier，

were　detected　in　the　mother（1－2）by　PCR－RFLPs

in　three　regions，　i．　e．，　intron　18a（Fl／F2），　intron

18b（G1／G2），　and　exon　20（H1／1｛2）．　Her　son（II－2）

had　hemophilia　A　and　was　hemizygous　for　exoll

20（H2），　indicating　that　the　genetic　mutation　was

linked　to　the　H2　fragment．　Since　the　daughter（II

－ 1）was　heterozygous　for　Hl／H2，　she　was　consid－

ered　to　be　a　carrier．

　　Figure　4　shows　a　family　that　had　three　males

affected　with　hereditary　hemophilia　A．　The

mother（II－2）was　a　definite　carrier　and　her　first

son　developed　hemophilia．　She　visited　us　at　ll

weeks　of　gestation　for　prenatal　diagnosis．　She

was　polymorphic　for　three　regions　in　intron　18a，

intron　18b，　and　exon　20　by　PCR－RFLPs　analysis．

She　was　heterozygous　for　H1／H2，　the　father〔II－1）

was　hemizygous　for　H2　and　the　affected　child（III

－ 1）was　hemizygous　for　Hl　in　the　family　analysis

of　exon　20．　Thus，　the　hemphilia　A　gene　was

presumably　linked　to　the　X　chromosome　marked

by　H1．　The　sex　of　the　fetus（III－2）was　determined

to　be　female　by　amplification　of　the　Y－specific

repeat　region　with　primers　Y1．1　and　Y1，2．　The
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fetus　was　heterozygous　for　exon　20（H1／H2）and

was　corlsidered　to　be　a　carrier，　since　she　inherited

I　　　　　　Lト．－Tr．．『e

皿

m

H1

　1

［1一
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　　1

　　t
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noncarrler

　　　　；
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　　GIl　　　　　　　G2
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　　　　　　1
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⊥

Fig．2Afamily　with　inherited　hemophilia　A　informa－

　　　　　tive　for　intron　l8a，　illtron　18b，　and　exon　20．口，

　　　　　Males，　O，　Females，■，　Hemophilia　A，◎，

　　　　　Obligate　carrier，＊，The　X　chromosome　carry－

　　　　　ing　the　hemophilia　A　locus．　II卜2　was　shown　to

　　　　　be　H2　hemizygous　for　exon　20．　The　daughter

　　　　　（III－1）was　diagnosed　as　a　noncarrier　because

　　　　　she　did　not　possess　the　H2　allele．

the　HI　allele　from　the　rnother　which　was　also

transmitted　to　the　hemophilic　child（III－1）．

Discussion

　　We　examined　the　efficacy　of　PFLPs　analysis

for　carrier　detection　and　the　prenatal　diagnosis　of

hemophilia　A　in　the　Japanese　population　using　a

total　of　nine　RFLPs（five　by　Southern　blotting　and

four　PCR－RFLPs），

　　In　Caucasians，　STI4－1　had　the　highest　observed

P．1．C．　of　8〔〕％，　followed　by　DX　13，　intron　22，

［

II

　1

［］一

　　9

Hli

　　1

　　1

Hl　1

一　1

0

＊

H2

　　↓

carrler
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／・ 「
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　　f

　　！
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　　l

　　i

H1｝

　　l

I21

＊

一一一 1

F2

G2

H2

12

12

＊

H2

Q

■

Fig．3Afamily　with　illherited　hemophilia　A　informa－

　　　　　tive　for　intron　18a，　intron　l8b，　and　exon　20．「］T

　　　　　Males，　O，　Females．■，　Hemophilia　A，◎，

　　　　　Obligate　carrier．＊，The　X　chromosome　carry－

　　　　　ing　the　hemophilia　A　Iocus。　II－2　was　shown　to

　　　　　be　H2　hemizygous　for　exon　20．　The　daughter

　　　　　（II－1）was　diagnosed　as　a　carrier　because　she

　　　　　had　the　H2　allele．

exone　17－18，　and　exon　26（50％，48％，42％，　and

18％，respectively）7…10）．　Suzuki　et　aL　have　reported

that　the　observed　P．1．　C．　for　the　Japanese　popula－

tion　was　the　highest　for　STI4－1（75％）followed　by

intron　22，　exons　l7－18，　DX　13，　and　exon　26（49％，

38％，and　17％，　respectively）ユ5）．　In　the　another

report　by　Saito　et　aL，　the　observed　P．1．　C．　was

76％for　ST14－1，　and　the　values　were　48％，42％，

27％，and　16％for　intron　22，　exons　l7－18，　DX　13，

and　exon　26，　respectively16）．　When　comparing　our

results　to　these　reports，　the　observed　P．1．　C　of

31％for　DX　13　can　be　seen　to　be　similar　to　other

data　on　the　Japanese　populatiorl　but　lower　than

the　value　of　50％for　Caucasians，　Thus，　DX　l3

apPears　less　useful　in　the　Japanese　population

than　in　Caucasians．　On　the　other　hand，　our　obser・
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Fig．4A　Prenatal　diagnosis　in　a　family　with　inherited

　　　　　　hemophilia　A　informative　for　intron　18a，

　　　　　　　intron　l8b，　and　exon　20．■，　Males，○，

　　　　　　　Females，■，　Hemophilia　A，◎，　Obligate　car－

　　　　　　rier．＊，　The　X　chromosome　carrying　the

　　　　　　hemophilia　A　locus．　The　mother（II－2）was

　　　　　　shown　to　have　F1／F2，　G1／G2，　and　H1／H2

　　　　　　alleles．　The　affected　son（IIト1）was　Hl　hem－

　　　　　　　izygous．　The　fetus　was　determined　to　be

　　　　　　　female　and　Hl／H2　heterozygous，　so　she　was

　　　　　　considered　to　be　carrier．

ved　P，1，　C．　for　exon　26　was　28％，　which　was

slightly　higher　than　that　of　18％　for　Caucasians

M 日 】】11 III2 目2

（311）97

一一一一　480

一一 250

一一
160

一一 90

　　　（bp＞

Fig．4B　Prenatal　diagnosis　in　a　family　using　PCR－

　　　　　　RFLPs（exon　20）．　The　Iane　numbers　corre－

　　　　　　sporld　to　the　pedigree　numbers．］M　indicates

　　　　　　the　size　markers　produced　by　Hae　III　diges－

　　　　　　tiollΦX174．　Using　the　Hind　III　specific

　　　　　　primers，　a　730　bp　DNA　fragment　was　am－

　　　　　　plified．　This　fragment　was　cleaved　by　Hind

　　　　　　III　into　a　constant　480　bp　fragment．　In　the

　　　　　　presence　of　the　polymorphic　Hilld　III　site，　the

　　　　　　250bp　fragment　provides　a　l60　bp　fragment

　　　　　　and　a　gO　bp　fragment．　The　mother（II－2）was

　　　　　　480bp十250bp／480bp十16〔）bp十90bp　（H1／H2＞

　　　　　　heterozygous．　Her　son（III－1）had　received

　　　　　　the　F　VIII　gene　marked　by　the　Hl　fragment．

　　　　　　The　fetus（III－2）was　female　and　received　the

　　　　　　FVIII　gene　marked　by　HI　fragment，　so　she

　　　　　　was　diagnosed　as　a　carrier．

and　the　other　reports　of　17％　　and　16％　　for

Japanese　studies．　The　reason　for　this　might　be　a

difference　in　the　number　of　chromosomes

examined．　However，　the　order　of　priority　in　the

efficacy　of　each　probe　was　same　as　ill　the　other

rePorts　on　Japanese　subjects，

　　In　the　study　of　Duchelme　muscular　dystrophy，

another　X－1inked　recessive　disease，　RELPs　with

high　P．1．　C．　and　observed　P　I．　C．　values　were

showll　to　be　more　effective　and　efficient　for　car・

rier　detection　and　prenatal　diagnosis　in　actual

family　analysis17｝．　In　our　analysis　ef　hem（）philia　A

families，　RFLPs　were　detected　i113／4　families　by

PCR－RFLPs　analysis．　In　them　RFLPs　were

detected　in　all　three　regions　（intron　18a，　intron

l8b，　and　exon　20）with　relatively　high　P．1．　C，　and
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observed　P．1．　C．　values，　resembling　the　findings　in

Duchenne　muscular　dystrophy．　Although
polymorphisms　were　detected　for　intron　22　in　the

remaining　one　family｛25％），　the　informative　rate

obtained　with　these　polymorphisms　might

decrease　with　an　increase　of　family　numbers

because　both　the　P．1．　C．　and　the　observed　P．1．　C．

were　low．　However，　the　polymorphism　was

detected　in　inron　220nly　and　not　in　other　regions

in　this　family．　Thus，　we　may　detect　polymorphism

in　this　intron　when　we　cannot　detect　other

polymorphisms（i．　e．，　no　linkage　disequilibrium），

possibly　making　RFLPs　analysis　of　this　intron

worthwhile．　However，　we　need　to　increase　the

number　of　analyses　and　observe　whether　there　is

linkage　disequilibrium　between　intron　22　and

other　regions．

　　The　total　P，1．　C．　of　RFLPs　analysis　by　South－

ern　blotting　and　that　of　PCR－RFLPs　analysis　was

96％and　85％，　respectively，　and　the　observed　P．1．

C．was　96％and　89％．　When　the　two　methods　of

RFLPs　analysis　were　combined（a　total　of　g　tests），

the　total　P．1．　C，　and　the　total　observed　P，1．　C．

were　theoretically　99％and　100％，respectively．　In

actual　family　analysis，　RFLPs　were　detected　in　4／

7families　by　PCR－RFLPs　analysis　also，　and　in　2

0ut　of　the　remaining　3　families　by　Southern　blot－

ting　analysis　of　RFLPs．　Since　the　diagnostic　rate

was　raised　to　86％｛6／7　families　close　to　the　theo－

retical　diagnostlc　value）when　the　two　methods

were　combined，　we　can　expect　to　improve　the　rate

of　diagnosis　by　using　a　combination　of　these　two

analyses．

　　Compared　to　Southern　blotting，　PCR－RFLP

analysis　is　technically　simpler，　does　not　require

the　handling　of　radioactive　materials，　and　can

give　results　in　a　short　time．　Therefore，　in　the

clinical　setting　analysis　should　be　done　first　by

PCR－RFLPs　and　then　by　Sbuthern　blotting　if

RFLPs　are　not　detected。　Especially　in　prenatal

diagnosis，　PCR－RFLPs　analysis　can　amplify

DNA　from　a　small　amount　of　fetal　tissues，　and

thus　has　an　advantage　over　Southern　blotting

analysis　because　the　amount　of　fetal　DNA

obtained　by　biopsy　is　very　limited．

　One　of　the　main　advantages　of　RFLPs　analysis

is　that　it　may　detect　spontaneous　new　mutations

in　sporadic　cases（30％of　hemophilia　A）．　This　is　a

real　advantage　because　if　a　hemophilia　A　patient

turns　out　to　be　a　spontaneous　llew　mutation，

anxiety　about　future　pregnancies　cal山e　eliminat－

ed．　However，　in　the　present　family　analysis　we

could　not　confirm　any　spontaneous　new　mutations

since　male　patients　and　normal　brothers　were　not

both　available　for　investigation．　Patients　with

hemophilia　A　sometimes　die　of　their　disease．

Another　advantage　of　RFLPs　analysis　is　that　we

can　perform　carrier　and　prenatal　diagnosis　by

assessing　the　X　chromosomes　of　normal　males　in

the　family　even　in　such　cases．

　　The　reliability　of　RFLPs　analysis，　which　is　an

indirect　diagnostic　method，　depends　on　the　rate　of

recombination　which　occurs　between　the
polymorphic　regions　and　the　actual　factor　VIII

gene　mutations．　Recombination　occurs　at　the　rate

of　once　per　1，000　kbp　of　genetic　distance　between

homologous　chromosomes　at　each　meiosisl8）．

Since　the　factor　VIII　gene　is　186　kbp　Iong，　the

recombination　rate　of　the　intragenic　probes

（exons　17－18，　intron　22，0r　exon　26）is　considered

to　be　less　than　O2％，　The　extragenic　probes　are

reported　to　have　a　9％recombination　rate　for

DX13　and　a　2－3％for　ST14－119）．　We　did　not　note

any　recombinations　in　the　l3　meiotic　events　stud・

ied　from　the　7　families．　However，　Suzuki　et　a1．

reported　a　case　with　one　recombinant　who　was

diagnosed　as　normal　by　probe　ST14－1（normal

value　of　1．36　for　F　VIII：C／vWF：Ag）but　as　a

carrier　by　DX13　and　explained　that　recombina－

tion　occurred　at　a　point　between　the　two　probes．

Thus，　we　need　to　carefully　assess　the　possible

occurrence　of　recombination　in　the　carrier　and

prenatal　diagnosis　of　hemophilia　A．　Combining

intragenic　and　extragenic　probes　is　an　additional

method　for　the　detection　of　recombination．　We

also　need　to　measure　coagulation　activity　in　cli－

ents　and　refer　to　its　results　as　one　supPlementary

method　when　making　a　diagnosis　of　carrier　sta－

tUS．

　　Adirect　method　for　detecting　the　mutation　in

the　factor　VIII　gene　has　been　reported．　Mutations

in　hemophilia　A　such　as　deletions，　point　muta・

tions，　and　insertions　have　been　found　in　10％of

the　patients　to　date20）．　Point　mutations　were　noted
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in　about　6％of　the　patients．　Howerer，　we　cannot

detect　all　point　mutations　because　those　studies

have　been　limited　to　the　Taq　I　sites　only，　so－

called　hot　spots，　where　such　mutations　are　easily

identifiable，　Deletions　were　not　detected　in　the　7

patients　we　studied．　Deletions　detected　by　the

direct　method　have　only　been　reported　in　4％of

these　patients．　Thus，　the　direct　detection　of　muta－

　　　　　　　　　　Carrier　and　prenatal　diagnosis　of

　　　　　　　　　　and　PCR　methods
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tions　in　the　base　sequences　of　the　factor　VIII　gene

is　not　easy　to　perform　because　this　is　a　large　gene

with　various　mutations　within　each　family．

Hence，　the　indirect　method　of　RFLPs　analysis

appears　to　be　the　Qnly　practical　method　of　carrier

and　prenatal　diagnosis　available　currently．

　　Based　on　the　observations　mentioned　above，　we

propose　the　following　as　the　most　efficient　strat一

hemophilia　A　using　nine　RFLPs　with　Southern

informative
　　　90％

30％

　new　mutatlon
might　be　detected

confirms　noncarrier

informative

70％

hereditary

use　flanking　ITlarkers

if　necessary　to　rule　out

　　　　recombination

uninformative
　　　　10％

1．PCR・RFLPs　method
　priority　to　be　amplif｛ed

　　　　　1）　intron　18b

　　　　　2）exon　20

　　　　　3）　intron　l8a

　　　　　4）　intron　22

2．Southern　method
　　priority　to．be　used

　　　intragenic　probes

　　　　　1）intron　22

　　　　　2）exons　17－18

　　　　　3）exon　26

　　extragenic　probes

　　　　　4）St14－1

　　　　　5）DX13

uninformative

use　other　polymorphic　markers
（e．g．　p625．3）

uninformative

direct　method　if　hemophilia　A

　　　　　　patient　available

deletion，　point　mutation

　　　detectable

　　　　　　　↓

　　　helpful　in

prenatal　diagnosis

informative

Fig．5　Diagnostic　algorithm　for　the　detection　of　Japanese　hemophilia　A　carriers．
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egy　for　diagnosing　carrier　and　prenatal　status　in

Japanese　hemophilia　A　families．　As　the　total　P．1．

C．and　the　total　observed　P．1．　C．　were　the　same

with　both　methods　of　analysis，　PCR－RFLPs　anal－

ysis　should　be　used　first，　since　it　is　technically

simpls，　safe　and　rapid．　The　priority　of　the　RFLPs

tested　should　be　in　the　order　of　1）intron　18b，2）

exon　20，3）intron　18a，　and　4）illtron　22．　At　this

point，90％　of　the　clients　will　theoretically　have

shown　at　least　one　of　the　f（）ur　RFLPs．　When

RFLPs　calmot　be　detected　by　PCR－RFLPs　analy－

sis，　Southern　bletting　should　be　used．　Since　the

possibility　of　recombinatioll　between　the

extragenic　probes　and　the　factor　VIII　gene　rnuta－

tion　is　higher，　intragenic　probes　with　their　lower

recombination　rate　should　be　used　first．　The　order

of　the　genomic　probes　to　be　used　is　1）intron　22，

2）ex〔ms　17－18，　and　3）exon　26．　If　no　RFLPs　are

detected，　the　extragenic　probe　ST　14－1　should　be

used　and　then　DX　l　3　should　be　tried．　At　this　point，

alniost　100％of　the　clients　will　theoretically　have

shown　one　of　the　RFLPs．　Finally，　where　RFLPs

are　not　detectable　by　these　nille　tests，　the　use　of

other　flanking　Probes（e．9．　P625．3）or　the　direct

sequencing　method　should　be　considered．　This

strategy　is　shown　as　a　diagnostic　algorithm　in

Figure　5．
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血友病AのDNA診断

東邦大学医学部第1産婦人科学教室

竹下直樹

　日本人血友病Aの家系を対象とし，制限断片長多型

（RFLPs）分析により，保囚者診断および出生前診断を

行う際に最も効率的な診断法の確立を試みた．

　5種類のgenomic　probeと4種類のPCR－RFLPs
を用いてRFLPs分析を行った．各RFLPs分析の組合
せによるdiagnostic　applicabilityは，組合わせる数を

増すと上昇し，9種類全てを組合わせると，理論的に

は100％となった．

　7家系内の7名のクライアントを対象に保因者診断

の行ったところ，PCR－RFLPs単独で4名，サザン法

によるRFLPsで2名，合計6名86％で診断が可能で
あった．このうち1名は出生前診断例で，PCR－RFLPs

で女児の保因者と診断された．

　　　　　　　　　（受付：1991年11月25日，特掲）
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CLINICAL　SIGNIFICANCE　OF　ANTIPHOSPHOLIPID

ANTIBODIES　IN　PATIENTS　WITH　HABITUAL

ABORTION　AND　SYSTEMIC　LUPUS　ERYTHEMATOSUS

ASSOCIATED　WITH　FETAL　LOSSES

　　Motomu　ANDO，　Yasunori　YOSHIMURA，　Akari　YOSHINAGA

Norihiro　KOYAMA，　Yoshinobu　UBUKATA，　Shigetatsu　SHIOKAWA

　　　　　　　　　　Hisaaki　OKAMIYA　and　Yukio　NAKAMURA

　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Kyorin　University　School　of　Medicine，　Tokyo　181，　Japan

　　Abstract：The　frequency　of　positive　anticardiolipin　antibodies　and　the　presence　of　lupus

anticoagulant　were　investigated　in　patients　with　habitual　abortion　and　systemic　lupus　eryth－

ematosus（SLE）．　Elevated　levels　of　anticardiolipin　antibodies　of　at　least　one　immunoglobulin　class

were　found　in　160f　44　patients　with　habitual　abortion　and　120f　16　patients　with　SLE．　The

percentage　of　positive　anticardiolipin　antibodies　in　patients　with　SLE　was　significantly（p＜0．02）

greater　than　that　found　in　patients　with　habitual　abortion．　The　mean　IgG　level　of　positive

anticardiolipin　antibodies　in　patients　with　SLE（38．0±9．4　GPL　units／ml）was　significantly（p＜

0．05）greater　than　that　found　in　patients　with　habitual　abortion（13．3±0．5　GPL　units／ml）．　The

presence　of　lupus　anticoagulants　was　observed　in　7　patients（43．8％）with　SLE　and　8　patients

（18．2％）with　habituaI　abortion．　Lupus　anticoagulant　was　found　in　120f　21　patients　with　elevated

IgG　class　antibody，　while　only　2　cases　of　10　patients　with　elevated　IgM　class　antibody　had　lupus

arlticoagulant．　The　mean　value　of　IgG　in　patients　with　lupus　anticoagulant　was　significantly（p＜

0．001）higher　than　that　of　lupus　anticoagulant　negative　groups．　In　conclusion，　the　anticardiolipin

antibody　and　lupus　anticoagulant　may　provide　the　means　for　identifying　and　classifying　patients

with　antiphospholipid　antibody　syndrome，　including　habitual　abortion．

　Key　words：Antiphospholipid　antibody，　habitual　abortion，　systemic　lupus　erythematosus，　fetal

loSS，　lupuS　antiCoagulant．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，37（2），316－－322，1992）

Introduction

　　The　lupus　anticoagulant　is　a　spontaneously

acquired　inhibitor　of　blood　coagulation　that　inter－

feres　with　the　activation　of　prothrombin　by　the

activator　complexi・2），　This　inhibitor　is　present

mostly　in　the　plasma　of　patients　with　autoimmune

disorders　and　has　been　associated　with　a　high　risk

for　pregnancy　loss3・4）．　The　presence　of　lupus

anticoagulant　recently　has　been　implicated　as　an

important　clinical　marker　for　patients　with　three

or　more　unexplained　abortiolls4・6）．

　　Recent　studies　have　revealed　a　high　incidence

of　repeated　fetal　loss　in　patients　with　systemic

lupus　erythematosus（SLE）and　concemitant　anti－

bodies　against　negatively　charged　phospholipids，

primarily　cardiolipin5・7・8）．　In　contrast，　many

patients　with　recurrent　fetal　losses　and　anti－phos一
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pholipid　antibodies　do　not　have　SLE，　and，　in　some，

recurrent　fetal　loss　　is　　the　　only　　clinical

complaint9・lo）。　Antibodies　to　cardiolipin　also　have

been　demonstrated　in　healthy　control　subjects．　In

these　cases，　however，　the　anticardiolipin　anti－

bodies　seem　to　occur　transiently　whereas　in

patients　with　SLE，　the　production　of　these　al｝ti－

bodies　is　constant　and　relatively　independent　of

disease　activity7・1D．

　　Recently，　Harris　et　al．　have　developed　a　simple

and　highly　sensitive　double　antibody　sandwich

enzyme－linked　immunosorbent　assay（ELISA）for

measurillg　IgG　and　IgM　anticardiolipin
antibodiesll・13）．～Ve　have　investigated　the　occur－

rence　of　anticardiolipin　antibodies　ill　sera　and　the

presence　of　lupus　anticoagしllant　in　plasma　from　44

patients　with　habitual　abortion　and　16　patients

with　SLE．

Materials　and　Methods

SZtbjects

　　We　studied　serum　and　plasma　samples　from

patients　with　habitual　abortion，　and　SLE．　Forty－

four　women　who　had　experience　of　at　least　three

consecutive　abortions　were　studied　retrospective－

ly．　All　patients　were　considered　to　have　primary

habitual　abortion，　having　three　to　six　abortions

and　no　live　births．　Clinical　irユvestigations，　includ－

illg　genetic　karyotyping　of　the　couples，　hyster－

osalpingography　and／or　hysteroscopy　or　lapar－

otomy，　and　endocrine　evaluation，　had　failed　to

reveal　any　cause　for　the　abortions．　Endometrial

biopsies　and　midluteal　progesterone　Ievels　were

determined　for　luteal　phase　evaluation．　His－

tocompatibility　typing　for　both　partners　was　per．

formed　for　loci　A，　B，　C，　and　D／DR　and　did　not

reveal　excessive　compatibility．　One　of　the

patients　met　any　of　the　major　or　minor　criteria

for　a　systemic　autoimmune　disease．　These　women

had　experienced　a　total　of　154　pregnancies．　One

hundred　thirty－two　（85，7％）　pregnancies　had

resulted　in　the　first－trimester　miscarriages　and　22

（14．3％）were　second　trimester　abortiorls．　No

patient　with　habitual　abortion　was　pregnant　dur－

ing　the　investigation．　Sixteen　patients　with　SLE

fulfilled　the　revised　Arnerican　Rheumatism　Asso－

ciation　criteria　for　the　classification　of　SLE．

Fourteen　patients　had　experienced　one　or　more

spontaneous　abortion　or　intra－uterine　fetal　death

with　a　total　of　26　fetal　losses．　The　fetal　losses　had

occurred　at　any　time　during　the　pregnancies；14　in

the　first　trimester，8in　the　second　trimester　and　4

in　the　third　trimester．　Blood　samples　for　serum

tests　were　obtained　by　venipuncture　and　collected

illto　glass　tubes　without　anticoagulant．　The　blood

was　allowed　to　clot　at　room　temperature　and　then

centrifuged　at　180　g　for　lO　minutes　to　obtain

serum．　Blood　samples　for　coagulation　studies

were　obtained　by　venipuncture　and　collected　into

plastic　tubes　containing　3．8％　trisodium　citrate

（0．129mol／1）．　Platelet－poor　plasma　was　obtained

by　two　successive　periods　of　centrifugation　at

2000gfor　lO　minutes　at　4℃．Serum　and　Plasma

samples　were　stored　at－70℃until　analysis．

　　Serum　samples　from　104　normal　controls

（female，　male）also　were　studied．　These　controls

were　selected　from　hospital　and　laboratory　per－

sonnel；all　were　less　than　55　years　old，　had　Ilo

history　of　treponemal　disease，　recent　viral，　or

other　illness，　and　were　not　taking　any　drugs．　All

samples　were　investigated　blind．

A∬αy〔ゾαη’ica　rdio　lip　in　antibody

　　Alltibodies　against　cardiolipin　as　a　target　phos－

pholipld　were　determined　essentially　as　described

by　Harris　et　aL12・13）．　We　used　the　Anti－Cardiolipin

Antibodies　Assay　Kit（Melisa）provided　by

Walker　Laboratories　Ltd．（Cambridgeshire，　Eng・

land）．　An　enzyme－1inked　immunosorbent　assay

（ELISA）for　IgG　and　IgM　binding　to　the　car－

diolipin　was　used　with　the　modification　that　the

standard　curve　was　obtained　with　the　use　of

apPropriate　dilution　of　stalldard　sera　provided　by

Dr．　Harris　which　had　known　immunoglobulin

subclasses　as　anticardiolipin　antibodies，　Results

are　calibrated　against　the　standard　curves　in　GPL

ullit／ml　for　IgG　and　in　MPL　unit／ml　for　IgM，

respectively．　One　GPL　unit　and　one　MPL　unit　are

defined　as　the　cardiolipin　binding　activity　of　1μ9／

ml　of　affinity　purified　IgG　and　IgM　from　standard

sera，　respectively．　The　highest　dilutions　were

chosell　to　yield　an　optical　density　of　1．8　for　IgG

and　l．4　for　IgM　at　492　nm．　These　highest　dilutions

were　assigned　an　arbirary　value　of　10　units／ml　for
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IgG　and　60　units／ml　for　IgM．　Under　these　condi・

tions，　a　linear　curve　was　obtained　for　the　Harris

standard　when　plotted　on　a　log－logarithmic　prob－

ability　scale．　Control　sera　with　normal，　elevated

IgG，　and　elevated　IgM　antibody　levels　and　blallk

wells　with　no　sera　were　measured　during　each

assay、　The　rnean　and　standard　deviation（SD）for

normal　control　subjects　was　established　for　both

IgG　and　IgM　class　antibodies，　and　the　mean十3SD

was　used　as　the　upper　limit　of　norma1．　The　upper

limits　of　normal　control　sublects　were　11．5　units／

ml　for　IgG　antibodies　and　5．O　ullits／ml　for　IgM

antibodies，　respectively．　The　intraassay　coeffi－

cient　of　variation（CV）were　6．0％for　IgG　anti－

bodies　and　5．2％for　IgM　antibodies，　respectively．

The　interassay　CV　was　ll．0％for　IgG　antibodies

and　9．0％for　IgM　antibodies，　respectively．

　　Elevated　IgG　alld　IgM　antibody　concentrations

were　divided　into　three　groups　according　to　the

reportl3〕of　an　international　workshop　held　ApriI

41986：high　positive－above　80　units／ml　for　IgG

antibody　and　above　50　units／ml　for　IgM　antib｛〕dy；

medium　positive－between　l5　and　80　units／ml　for

IgG　antibody　and　between　13　and　50　units／ml　for

IgM　antibody；low　positive－below　15　units／ml　for

IgG　antibody　and　below　13　units／ml　for　IgM．

．Detection　foi’妙配8　anticoagarlants

　　The　presence　of　lupus　anticoagulallts　was

detected　by　the　inhibitory　effect　of　the　patients

plasma　on　the　clotting　time　of　normal　plasma，

according　to　the　method　of　Deutsch】4｝．　The

activated　partial　thromboplastin　time（APTT）

and　prothrombin　time（PT）were　measured　using

American　Dade　Cephalin（Actin）and　American

Dade　Thromboplastin，　respectively，　on　an

automated　coagulation　analyzer，　Sysmex　CA

4000，according　to　manufacturer’s　instructions．

The　both　assays　were　performed　on　mixtures（0：

100，20：80，50：50，80：20，100：0）of　normal　plasma

with　the　patient’s　plasma　either　immediately　or

after　incubation　for　two　hours　at　37℃．Clotting

times　were　measured　in　duplicate、　The　normal

range　for　APTT　and　PT　were　28　to　38　secollds

（mean＋2SD）and　80　to！OO％，　respectively．　The

presence　of　the　lupus　anticoagulant　was　con－

firmed　by　the　prolongation　of　APTT　and／or　PT

that　were　not　corrected　by　the　addition　of　normal

plasma．

Statisti‘・a／αnalysis

　　The　levels　of　anticardiolipin　antibodies　are

represented　as　the　mean±SE．　Statistical　differ－

ences　were　analyzed　by　Student’s　t　test．　Chi－

square　with　Yates’correction　was　used　to　assess

the　incidence　of　elevated　anticadiolipin　antibodies

levels．　The　level　of　significance　was　taken　as　P〈

0．05．

Resza　lts

　　Elevated　levels　of　anticardiolipirl　arltibody　of　at

least　one　immunoglobulin　class　were　found　in　l6

0f　44　patiellts　with　habitual　abortion　alld　l20f　16

patients　with　SLE（Fig．1）．　A　greater　percentage

of　SLE　patients　with　elevated　levels　of　anticar－

diolipin　antibodies　had　IgG　class　antibodies．　In

patients　with　habitual　abortion，　IgM，　IgG　and

mixed　type　of　anticardiolipin　antibodies　were

found　in　7（15．9％〉，7（15．9％），　and　20f　44　patients

（4．5％），respectively．　The　percentage　of　positive

anticardiolipin　test　for　at　least　one　immunog－

10bulin　class　in　patients　with　SLE　was　significallt－

ly　greater　than　that　found　in　patients　with　habit一
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Fig．1Percentage　of　patients　with　habitual　abortion

　　　　　or　SLE　with　elevated　levels　of　anticardiolipin

　　　　　antibody　of　at　least　one　immunoglobulin　class．

　　　　　Patients　categorized　as　mixed　type　had　ele・

　　　　　vated　of　both　IgG　and　IgM　antibodies．　Groups

　　　　　with　a　like　superscript　are　sigrlificantly　differ－

　　　　　ent；a＝p〈0．02．
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ual　abortion（P〈0．02）．

　Eight　of　16　patients（50．0％）with　SLE　had

serum　levels　of　IgG　anticardiolipin　antibody　that

exceeded　medium－positive　levels　（＞15　GPL

units／ml），　while　a　greater　percentage　of　patients

with　habitual　abortion　who　had　elevated　levels　of

IgG　anticardiolipin　antibody　had　values　Iess　than

l4、9　GPL　units（Table　1）．　IgM　anticardiolipin

antibody　was　found　in　only　one　patient（6．3％）

with　SLE（Table　2）．　Although　nine　of　44　patients

（20．5％）with　habitual　abortiorl　had　elevated　levels

of　IgM　anticardiolipin　antibody，　all　patients　had

serum　Iow－positive　levels　less　than　12．9　MPL

units．　The　mean　IgG　level　in　anticardiolipin　anti－

body－positive　patierlts　with　SLE（38．0±9、4　GPL

units／ml）was　significantIy　greater　than　that

found　in　patients　with　habitual　abortion（13．3±0．5

GPL　units／m1）（P〈0．05）．

　　Lupus　anticoagulant　was　present　in　7　patients

with　SLE（43．8％）and　8　patients　with　habitual

abortion　（18．2％）．　The　percentages　of　positive

lupus　anticoagulant　in　patients　with　elevated

Ievels　of　anticardiolipin　antibodies　are　summar－

ized　in　Table　3．　Although　the　positive　rate　of

lupus　arlticoagulant　in　patients　with　elevated

anticardiolipin　antibodies　was　greater　in　SLE

patients　than　in　patients　with　habitual　abortion，

this　difference　was　not　significant．　Lupus
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anticoagulant　was　found　in　120f　21　patients　with

elevated　IgG　antibodies，　while　only　2　0f　10

patients　with　elevated　IgM　antibodies　had　lupus

anticoagulant．　Two　patients　with　habitual　abor－

tion　who　had　Iupus　anticoagulant　had　normal

levels　of　IgG　and　IgM　anticardiolipin　antibodies．

All　SLE　patients　with　lupus　anticoagulant　had

elevated　levels　of　anticardiolipin　antibodies．　The

mean　IgG　concentration　in　patients　with　lupus

anticoagulant　was　significantly　higher　than　in　the

lupus　anticoagulant－negative　group　（P＜α001）

（Table　4｝．　However，　the　mean　IgM　concentration

in　patients　with　lupus　anticoagulant　was　compa－

rable　to　that　in　patients　without　lupus

antiCOgUlant．

Comment
　　The　potential　clinical　significance　of

autoantibodies　against　complex　lipid　antigens　in

SLE　patients　has　been　increased　by　evidence　that

similar　antibodies　may　be　associated　with　recur－

rent　fetal　loss5・6・is）and　thrombocytopenia2・16）．　The

present　study　has　demonstrated　that　the　incidence

of　elevated　anticardiolipin　antibodies　is　increased

in　patients　with　three　or　more　unexplained　abor－

tiolls　as　well　as　in　SLE　patients．　Antiphospholipid

antibodies　found　in　the　sera　from　patients　whose

only　complaint　was　pregnancy　loss　were　ei　ther

Table　l　Elevated　IgG　anticardiolipin　antibody　levels　in　patients　with　habitual　aborti（，ll　and　SLE．

No．　of

Subjects

IgG　anticardiolipin　antibody（GPL　unit／mD

　　　No．　of

posltlve　tests

Low－positive
（IL　5－14，9）

Medium－P〔〕sitive

　　（15－79．9）

High－positive

　　（80≦　）

Habitual　abortion

SLE

44

／6

　　9

（20．　5）a

　12
（75．　0）

　　8

（18．2）

　　4

（25．0）

　　1

（2．3）

　　5

（31．2）

0

　　3

（18．　8）

El　percentage　of　positive　test　in　parenthesis．

Table　2　Elevated　IgM　anticardiolipin　antibody　levels　in　patients　with　habitual　abortion　and　SLE．

No．　of

subj　ects

IgM　anticardiolipin　antibody（MPL　unit／mD

　　　No．　of

posltlve　tests

Low－positive
　（5－12．9）

Medium－positive
　　（13．0－49．9）

High－positive
　　（50≦　）

Habitual　abortion

SLE

44

16

　　9

（20．5）a

　　l

（6．3）

　　9

（20．5）

　　0

0

　1

（6．3）

0

0

tl　percentage　of　positive　test　in　parenthesis．
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Table　3 Percentage　of　positive　lupus　antic（）agulant

in　patients　with　habitual　abortion　and　SLE．

　　Lupus　anticoagulant
　　　No．　of
P。、iti。，　t，，t，　pe「centage

Habitual　abortion

　　　　　IgG　claSS

　　　　　IgM　class

　　　　　Mixed　type

SLE
　　　　　IgG　class

　　　　　Mixed　type

4／7

1／7

1／2

7／11

0’1

57．1％

14．3％

50．0％

63．6％

　　（）％

Table　4　　1Meall　levels　of　IgG　and　Ig工VI　anticardi（エlipin

　　　　　　　antibodies　ill　patients　with　or　with（）Llt　Iupus

　　　　　　　anticoagulant．

No，（）f　　IgG　antibody　　IgM　antibody

subjects　（GPL　unit，’ml）（MPL　unit．〆ml）

Posit｛ve　LAa

Negative　LA

15

45

33．4士9．3＊　2．7十〇．8

　8．6±1．l　　l．9土O．3

　　　　　　　　　　　a　Lupus　anticoagulant

　　　　　　　　　　　＊P＜0．001

1gM　or　lgG，　while　a　greater　percentage〔〕f　patients

w｛th　SLE　had　elevated　IgG　anticardi（，lipin　allti－

body　levels．

　　ELISA　assays　have　the　advantages　of　providing

measurements　which　are　as　sensitive　as　radioim－

mulloassay　without　the　hazards　of　radioactive

materials．　Since　ELISA　assays　are　specific　for

immunoglobulin　binding，　they　directly　measure

the　quantity　of　antibody　capable　of　reacting　with

aspecific　antigen　without　interference　by　nonim・

munoglobulin　binding　Materialsl2）．　However，　the

upper　limit　of　nonnal　above　which　an　anticar－

diolipin　antibody　test　is　considered　　positive

remains　controversial，　and　laboratory　values

have　from　2　to　5　standard　deviations　above　the

mean　for　healthy　controls9・1ト13）．　Harris　et　al．　have

dernonstrated　that　the　distributioll　of　anticar－

diolipin　Antibody　levels　ill　a　healthy　population

depends　on　assay　conditions　and　the　population

studied：10w－positive　samples　may　be　defined　as
‘‘

positive”　in　one　laboratory　and　‘‘negative”　in

anotherl3・17）．

　　In　an　effort　to　standardize　the　ELISA　assay，

Harris　et　a1．　have　created　standards　and　units　fc’）r

the　qualltification　of　both　IgG　and　IgM　anticar－

diolipin　antibody　levelsl2・13）．　In　the　present　study，

the　leveIs　of　anticardiolipin　antibodies　were　low

（．｝rmoderately　elevated　in　sera　from　womell　with

habitual　abortion．　The　half　of　the　anticardiolipin

alltibodies　il叩atients　with　habitual　abortめn　were

IgM．　Our　data　are　consistellt　with　the　findings　of

Gleicher　et　a1，　who　have　shown　that　patients　with

unexplained　iIlfertility　and　pregnancy　wastage

demonstrate　a　preponderance　of　IgM　antipho－

sholipid　antibodyl8）．　Although　IgM　activity　was

Iower　thall　that　of　IgG　in　the　present　study，　the

frequency　of　patients　w・ith　elevated　IgM　concen－

trations　was　higher　in　habitual　abortion　than　in

SLE　patiellts．　These　results　suggest　that　all　IgM

fraction　as　well　as　an　IgG　alltibody　IllaY　be　detri－

mental　to　the　develく〕pment　and　growth　of　the

norinal　fetal－placental　unit　and　may　be　ilnplicat－

ed　in　repeated　early　pregnancy　loss】9）．

　　Elevated　levels〔〕f　lgM　anticardiolipin　antibody

apPear　to　be　distributed　lnore　～videly　than　IgG

anticardiolipin　antibody　and　have　been　foしmd　in

several　diseases，　including　autoimmune，　drug－ill－

duced　and　infectious　disorders20）．　In　contrast，　very

high　Ievels　of　IgG　anticardiolipin　alltibody　have

been　relatively　restricted　to　patients　with　SLE

patiellts　with　the　antiphosholipid　antibody

syndromeZ〔｝）．　As　expected，　in　the　present　study，

patients　with　SLE　demonstrated　a　preponderance

of　IgG　anticardiolipin　antibody．　The　outcolne　of

the　ELISA　determination　has　been　showll　to　be

influenced　by　the　presence　of　both　IgM　and　IgG

antibodies，　which　might　be　of　different　affinities

and　aviditiesl°）．　N〔mspecific　binding　also　is　a

recognized　problem　in　IgM　antibody　determina－

tion　by　ELISA．　Since　the　current　cohot　was　too

srnall　to　permit　collclusiol1，　further　studies　are

necessary　to　deterlnine　the　clinical　significance　of

elevated　IgM　antibodies　levels　in　patients　with

habitual　abortion．

　　Lupus　anticoagulant　is　an　autoantibody　which

was　first　described　in　patients　with　SLE1・2）．　The

Iupus　anticoagulant　is　an　immunoglobulin，　either

IgG　or　IgM，　that　may　act　by　inhibiting　pho－

sholipid　activity　in　the　clotting　cascade21）．　The

detection　of　Iupus　anticoagulant　is　based　on　its

ability　to　prokmg　Phospholipid－dependent　coagu－

latioll　tests．　However，　several　inherent　disadval｝

tage　have　been　dem（，nstrated　ill　coagulatioll　as一
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says　for　lupus　anticogulantl1）．　The　instability　of

certain　coagulation　factors　precludes　the　testing

of　other　than　fresh　samples，　and　the　mechanics　of

the　assays　hinders　the　simultaneous　determina－

tion　in　large　numbers　of　samplesl1〕．

　　The　presence　of　lupus　anticoagulant　usually　is

suspected　when　the　APTT　of　a　1：1　mixture　of

patient　and　control　plasma　is　prolonged　and　con－

firmed　by　characteristic　findings　in　one　or　more

additional　coagulation　　assays．　Unfortunately

there　is　no　international　consensus　as　to　the　best

assay　to　detect　lupus　anticoagulant．　It　is　worth

noting　that　a　prolonged　APTT　with　failure　of

normalization　in　a　1：1　mixture　is　not　specific　for

lupus　anticoagulant；other　immunoglobulin　in－

hibitors　of　coagulation　including　factor　VIII　in－

hibitors　exist22）．　Fortunately，　these　factors　are

rare　and　usually　occur　in　a　characteristic　clinical

setting，　such　as　in　patients　with　a　hemorrhagic

diathesis．　In　our　coagulation　test，　the　presence　of

lupus　anticoagulant　is　established　by　the　findings

of　prolonged　APTT　and　PT　with　failure　of　nor－

malization　in　four　different　mixtures．　Lupus

anticoagulant　was　detected　in　more　than　60％of

patients　with　elevated　levels　of　IgG　anticar－

diolipin　antibody．　The　degree　of　prolongation　in

the　present　clotting　assays　used　to　detect　lupus

anticoagulant　correlated　closely　with　the　levels　of

IgG，　but　not　IgM，　antibody，　as　determined　by

ELISA．

　　The　elevated　levels　of　anticardiolipin　anti－

bodies　usually　are　associated　with　lupus

anticoagulant　and　lupus　anticoagulant　usually

goes　with　anticardiolipin　antibodies7）．　Although

growing　evidence　indicates　that　lupus
anticoagulant　and　anticardiolipin　antibodies　have

closely　related　specificities　and　probably　are　part

of　the　same　family　of　autoantibodiesl9・23・24），　the

exact　relationship　between　the　two　has　not　been

established　yet．　Harris　et　aL　have　demonstrated

that　if　anticardiolipin　　antibodies　　include

subpopulations　of　antiphospholipid　　antibodies

with　lupus　anticoagulant　activity，　then　standardi－

zation　of　the　anticardiolipin　antibodies　test　will

be　a　better　instrument　for　detecting　and　measur－

ing　arltiphospholipid　antibodies　than　the　lupus

anticogulation　testi3・17・20）．　Significant　variations　in

the　test　used　to　detect　the　lupus　anticoagulant

may　make　standardization　and　reliable
quantification　difficult．　However，　the　question　of

whether　lupus　anticoagulant　or　anticardiolipin

antibody　is　superior　as　a　predictor　of　fetal　loss

cannot　be　determined　based　on　current　data．　At

the　present　time，　therefore，　we　agree　with　Scott　et

al．　that　all　patients　with　history　of　repeated　abor・

tion　should　be　tested　by　both　a　sensitive　coagula－

tion　assay　for　the　presence　of　lupus　anticoagulant

and　an　immunoassay　for　anticardiolipin
antibody22〕．

　　In　conclusion，　both　the　incidence　of　a　positive

anticardiolipin　test　and　the　presence　of　lupus

anticoagulant　are　increased　in　patients　with　habit－

ual　abortion　as　well　as　SLE．　The　present　study

demonstrates　that　anticardiolipin　antibody　and

lupus　anticoagulant　may　provide　the　means　for

identifying　and　calssifying　patients　with　antipho－

sholipid　antibody　syndrome，　including　habitual

abortion．　However，　large，　prospective，　random－

ized，　multicenter　trials　are　needed　to　set　normal

and　abnormal　levels　and　to　establish　the　clinical

significance　　of　anticardiolipin　　antibodies　in

patients　with　habitual　abortion．
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習慣流産及びSLE患者における

抗リン脂質抗体の臨床的意義

杏非木，尺’と誇1展”詮部1壁不斗妬｝人不斗：’Yr教等望

’女藤　　身ミ　　「1ボ拳f泰Slll，　占ノk　ii∫】」i里

小Ill典宏　生方良延　塩川滋達

岡宮久明　中村幸tAffi

　習慣流産（HA）44例，　SLE患者15例の血清中抗
cardiolipin（CL）抗体をELISAにて測定し，　S　L　E

や習慣流産における抗体価の意義について検討した．

抗CL抗体の標準血清を使用することにより，IgG抗体

価はGPL　unit／m1，　IgM抗体価はMPL　unit／mlで表

示した．また同時にlupus　anticoagulant（LA）の有

無も検討した．抗CL抗体陽性率は，　HA　36．3％（16

例），SLE75．0％（12例）を示し，SLEで．有意（P＜

〔〕．02）に高率であった．抗体のタイプは，HA陽

性者の562％がlgM型を示していたのに対し，SLE
では1例を除き令例lgG型で1あった．抗CL抗体陽性
者のIgG抗体価は，　S　L　E　38．0±9．4　GI）L　units／m1

であり，IIA　（13．3±0．52）に上ヒし有意　（P〈0．05）

に高f直を示していた．LAはHAのIgG抗CL抗体陽
性者の57．1％，IgM陽性者の2〔〕．0％，　S　L　EのIgG

抗CL抗体陽性．者の63．3％にみられた．抗CL抗体及
ひ1LAの沮1j定は，　†1望†貫1充1壁を含む’描ニリン月旨量愛ヨ充f本サi宣fl夷

群の管理に有用な・1∫能性が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（’受・f・」°：1991　でト8月　9　11）
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　チョコレート嚢胞9症例，10嚢胞に対し，経膣超音波ガイド下に嚢胞内容液の吸引およびエタノー

ル固定を実施し，その予後について検討した．患者の平均年齢は31歳，主訴は挙児希望が6例，下腹

部痛が3例であった．エタノールの固定時間は全例15分間とし，固定量は平均39mlで穿刺時間は平

均35分であった．固定後挙児希望の6例中4例に妊娠が成立した．3例は自然経過観察中に妊娠し，

そのうちの1例は既に正常男児を出産した．現在他の2例も妊娠経過は順調である．残る1例は不妊

原因として卵管因子も合併しており，固定後に体外受精・胚移植法で妊娠が継続している．また下腹

部痛の3例も固定後，全例に症状の軽減ないし消失を認めた．副作用は急性アルコール中毒症状を3

例に認めただけで，極めて軽微であった．一方，固定後の再発が2例（22％）に認められた．以上の

成績からチョコレート嚢胞に対する経膣超音波下のエタノール固定は，簡便な手技にて有効な成績が

得られ，有望な治療法と思われた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J，　Ferti1．　SteriL，37（2），323　326，1992）

はじめに

　最近の子宮内膜症の治療は，従来の薬物および手

術療法に加え，いくつかの新しい方法が導入され，

症例の個別化をはかることが可能となりつつある．

例えば難治性の内膜症性不妊患者に対しては配偶子

操作の実施により，ある程度の妊娠率を期待できる

ことがわかってきた1）．しかし，チョコレート嚢胞に

対する薬物治療はあまり効果がなく，日常臨床で頭

の痛い問題である．これに対し，最近では嚢胞内容

液を吸引除去したのちに，エタノールを注入して固

定する新たな治療法が注目されている2・3｝．この報告

を得て，我々もエタノール2・3｝注入・固定療法を経膣

超音波下に施行した9症例，10嚢胞に対する治療成

績につき検討を加え，若干の知見を得たので報告す
る．

対象と方法

対象は1990年1月から12月までに当院で経験し

たチョコレート嚢胞9症例，10嚢胞である．主訴は

挙児希望が6例，下腹部痛が3例であり，患者の年

齢は25　－v　39歳，平均31歳であった．未婚婦人が2

例含まれており，その主訴は下腹部痛であった．

　一方，挙児希望の6例では，全例エタノール固定

前に腹腔鏡検査が施行されており，R－AFS分類はIII

期4例，IV期2例であった．なおBeecham分類はII

期3例，III期5例，　IV期1例で，　III期症例が大部分

を占めていた（表1）．

　固定方法は硬膜外麻酔にて，経膣超音波ガイド下

にPTC針（17ゲージ）を嚢胞に穿刺して行った．

まず生理食塩水にて，くり返し嚢胞内を洗浄し，内

容液が清澄となったら吸引を終了して，吸引容量の

約70％のエタノールを注入した．なお吸引および注

入には30m1のディスポーザブル注射器を用い，エタ

ノールは99．5％の減菌無水アルコールを使用した．

固定時間は全例15分間とし，固定後エタノールの回

収を十分に行うため，吸引と同様に生理食塩水によ

る洗浄をくり返し行なった（図1）．また悪性卵巣腫
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表1　症例一覧

No． 症例 年齢（歳） 結　　婚 妊一産 主　　訴 R－AFS Beecham
1 K．Y． 27 （＋） 0－0 挙児希望 III III

2 M．H． 25 （一） 1－0 下腹部痛 ／ II

3 M．S． 30 （＋） 0－0 挙児希望 III III

4 KA． 33 （＋） 0－0 〃 IV IV

5 S．A． 35 （＋）
0－0 〃 III III

6 R，0． 39 （＋） 3－2 ド腹部痛 ／ II

7 J．M． 32 （＋）
1－0 挙児希望 III III

8 M．D． 26 （一） 0－0 下腹部痛 ／ II

9 K．S． 28 （＋）
0－0 挙児希望 w III

図1　エタノール注入療法の経膣超音波像

瘍との鑑別のため，吸引された嚢胞内容液の一部は

遠心分離後，術中迅速細胞診の検査を行い，また固

定前の血清CA125値のチェックをあわせて実施した．

成　　績

　内容液の吸引量は21　一一　141　ml（平均58　ml）で，エ

タノールの固定量は10～100ml（平均39　ml）であっ

た．また平均穿刺時間は35分であった．なお超音波

断層法による嚢胞サイズは平均4．8×3．7cmで，全例

　　　　　　　　　　　　　　　　　表2

がチョコレート色の内容液であった（表2）．

　固定前の血清CAI25値は平均37U／mlで，カット・

オフ35U／ml以上を示したものが4例（44％）認め

られた．しかし，いずれも軽度上昇例で，その最高

値も症例9の56U／mlに過ぎなかった．これら異常

高値を示した症例の術中迅速細胞診の結果は，未提

出の症例1を除き，全て陰性であった．

　エタノール固定後の予後をみると，挙児希望の6

例中4例に妊娠が成立した．一方，下腹部痛の軽減

も3例すべてに認められたが，そのうちの1例は治

療後5カ月にて，嚢胞の再増大を認めた．しかし，

下腹部痛の消失は引き続き継続している．また挙児

希望の症例3にも嚢胞の再増大が治療後6カ月目に

あり，現在ダナゾールを投与中である．すなわち，

9例中2例，22％に再発を認めた．なお症例9はR

－AFS分類にてIV期症例のため，エタノール固定に引

き続いてダナゾールを投与中である（表3）．

　一方，不妊症例6例の妊娠の有無をもう少し詳し

く検討してみると，症例L　5，7の3例に固定後

の待期療法にて妊娠が成立した．

　これらの妊娠までの周期をみてみると，固定後2，

エタノール注入療法の成績

No． 症例 固定時間（分） 1・‘i1定量（m1） 吸引量（ml） 穿刺時間（分） 嚢胞サイズ（cm）

1 K．Y． 15 10 21 33 3．3×2．4

2 M．H． 15 17 28 20 4．7x3，6

3 M．S． 15 50 61 25 7．2×5．1

4 K，A． 15 15 24 45 3．8×2．4

5 S．A． 15 60 85 35 6．3×4．3

6 R．0． 15 25 59 42 5．3×4．0

7 J．M． 15 28 35 23 42×4．0

8 M．D． 15 100 141 55 6．2×5．4

9 K．S． 15 30十15 39＋26 36 3．2×3．4

3．4×2．6

平 均 15 39 58 35 4．8×3．7
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4，5周期となっており，いずれも比較的早期での

妊娠例であった．このうちの症例／は，すでに妊娠

39週にて経膣自然分娩で27509の男児を出産してい

るが，児に異常は認めていない．また他の2例も現

在，妊娠が継続中である．一方，症例4は固定後8

カ月目にGnRH、／hMG周期（short　term法）下の経

膣採卵にて3個の卵子が採取され，2個の分割卵の

胚移植にて妊娠が成立し，やはり現在妊娠が継続中

　　　　　　　　　　　　　　　表3
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い治療方法である．実際に卵巣表面の大部分が癒着

により被覆されてしまうと，IVFの目的で卵巣刺激

を行っても卵胞の発育が悪く，採卵のキャンセル率

が有意に上昇することが知られている4）．そこで，よ

り望ましい治療法として，腹腔鏡下にチョコレート

嚢胞を処置する方法が登場した．初めてMettler5）ら

により報告されて以来，技術の進歩により嚢胞の摘

出まで可能となっている．また治療成績も腹腔鏡下

CA125値，細胞診および予後について

No， 症例 主　　訴 R－AFS CAI25値（U／ml） 細胞診 予　　後

1 K．Y． 挙児希望 III 44 ／ 妊娠・分娩

2 M．H． ド腹部痛
／’

／

〆
55 （1） 5ヵ月後再発

3 M．S． 挙児希望 III 19 ／ 6ヵ月後再発のため
ダナゾール投与中

4 K．A． 〃 IV 34 （ID 妊娠

5 S．A． 〃 III 21 ／ 妊娠

6 R．0． ド腹部痛 ／ 28 （1） 痙痛軽減

7 J，M． 挙児希望 IH 52 （II） 妊娠

8 M．D． ド腹部痛
〆

／
／’ 28 （1） 痙痛軽滅

9 K．S． 挙児希望 IV 56 （1） ダナゾール投与中

表4　不妊症例の一覧

No． 症　例 年齢（歳） 不妊期間（年〉 転　　　　　　帰

① K．Y． 27 2 固定後2周期で妊娠・出産（39週，2750g，男児）

3 M．S． 30 3 再発：ダナゾール投与中

④ K、A． 33 6 体外受精・胚移植にて妊娠

⑤ S．A． 35 6 固定後4周期で妊娠

⑦ J．M． 32 4 固定後5周期で妊娠

9 K．S． 28 2 ダナゾール投’ゴ・中

（○印：妊娠症例）

である（表4）．

　／i回のエタノール固定による副作用としては，急

性アルコール中毒が3例，33％に出現した．この他

には固定中および固定後に問題となるような副作用

はみられなかった．しかもこのアルコール中毒症状

は，すべて翌日には完全に消失しており，特に治療

を必要としなかった．

考　　察

　子宮内膜症の治療は，薬物療法と手術療法に二大

別できる．しかし，チョコレート嚢胞を有する子宮

内膜症では薬物がなかなか著効を示さないことは，

臨床ヒしばしば経験される．そのため，このような

難治性のチョコレート嚢胞に対する治療としては，

これまで開腹ないし腹腔鏡下の手術が行われてきた．

しかし，開腹手術は術後の二次癒着の原因となりや

すく，特に不妊婦人においては，できるだけ避けた

手術の単独療法のみで，20例のうち12例，60％に

妊娠が成立したとの報告もある6｝．しかし，本法は全

てのチョコレート嚢胞に実施できる訳ではなく，　frozen

pelvisの状態で卵巣が全く直視できない例には不・1能

である．

　しかし，最近婦人科領域で試みられているエタノ

ー ルの注入・固定療法2・3）を用いると，かなりひどい

癒着の症例にも応用が可能である．この方法は腎嚢

胞や肝癌の治療として7・8｝，すでに他科では定着して

おり，有効な方法と言われている．チョコレート嚢

胞の場合も，嚢胞の硬化・萎縮を目的として用いる

訳であるが，経膣超音波ガイド下に行うことにより，

簡便に実施が可能である．

　我々も9例，10嚢胞全例に経膣超音波ドの治療を

行ったが，本法による重篤な副作用はみられず，急

性アルコール中毒症状が，わずか3例に認められた

だけであった．しかし，エタノールが穿刺孔から漏
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出して腹腔内に拡散する危険性をたえず考慮に入れ，

注入時には吸引量の約70％程度のエタノールをなる

べくゆっくり注入すると同時に，超音波断層法でエ

タノールの漏出が実際に観察されない事を確かめる

慎重さが必要である．

　今回，不妊症例の6例のうち4例に本法を施行後，

妊娠が成立した．しかも3例は自然経過を観察して

いる間，すなわち待期中に妊娠したものであった．

また，固定から妊娠までの周期をみると，いずれも

6カ月以内の早期であった．このことから，エタノ

ール固定を実施した不妊症例では，少なくとも最低

6カ月間は待期して，治療の効果を判定する必要が

あると思われる．残る1例は，固定後8カ月目に体

外受精・胚移植を実施しているが，この症例はR－AFS

分類IV期のいわゆるfrozen　pelvisの状態で，卵管因

子も不妊原因の一因であった．このためエタノール

固定のみでは，妊娠が得られない症例と考えられた．

しかし，体外受精にさきだち，卵巣刺激前に本法を

行ってチョコレート嚢胞を縮小させておくことは，

採卵の向上につながる可能性もあり，今後十分に検

討する価値があろう．

　一方，固定後の再発が2例，22％あった．やはり

再発も，固定後約6カ月と比較的早期に出現する傾

向にあった．しかし本法は簡便な経膣超音波ガイド

下に実施でき，不妊症例の6例中3例に，その後自

然妊娠が成立したことや下腹部痛の軽減ないし消失

が全例に認められたことを考慮すると，十分臨床的

価値を有する方法と思われる．ただし本法の実施に

あたっては，エタノールの腹腔内への漏出の防止と

悪性卵巣腫瘍との鑑別が極めて大切である．
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Results　of　ethanol　injection

　　therapy　in　patients

　　with　chocolate　cyst

Osamu　Mochizuki，　Masahiro　Narita

　　　　and　Hirosi　Saito

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　Akita　City　Hospital，　Akita　OIO，　Japan

　Ten　chocolate　cysts　in　nine　patients　were　treated

with　ethanol　injections　under　transvaginal　ultra－

sound　guidance．　The　prognosis　of　patients　was

analyzed．　The　mean　age　of　pateints　was　31　years．

Six　patients　presented　with　infertility　and　three

complained　of　pelvic　pain．　Ethanol　fixation　time

was　15　minutes　in　all　cases．　The　average　amount　of

ethanol　was　39ml　and　average　operating　time　was

35minutes．

　In　six　infertile　women，　four　pregnancies　were

established　post－treatment．　Three　of　them　achieved

pregnancy　following　ethanol　injection　procedure

alone．　One　has　already　delivered　Iive　male　infant．

Other　two　pregnancies　are　ongoing．　The　remainig

one　patient　had　tubal　infertility　with　ovarian　en－

dometriosis，　so　that　she　became　pregnant　after　in－

vitro　fertilization　and　embryo　transfer　treatment．

　All　patients　with　pelvic　pain　also　reported

improvement　or　resolution．　Three　of　nine　patients

appeared　acute　alcoholism　but　its　side　effect　of

treatment　was　minimal．　Otherwise，　there　were　two

recurrence（22％）of　chocolate　cyst　after　ethanol

treatment。

　These　results　indicated　that　ethanol　injection

using　transvaginal　ultrasound　guidance　was　a　sim・

ple　and　effective　form　of　treatment　of　women　with

chocolate　cyst．

　　　　　　　　　　　　｛受付：1991年7月29日）
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体外受精患者における抗透明帯抗体検査の意義

Examination　of　Anti－zona　Pellucida　Antibody　in　the　Infertile

　　　　　Women　who　Underwent　In　Vitro　Fertilization
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　体外受精を施行した189例の女性血清中の抗透明帯抗体について，その有無をブタ透明帯抗原で標

識したウシ赤血球を用いた受身赤血球凝集反応（passlve　hemaggulutination　reaction，　PHAR）にて

スクリーニングした．その結果，8例（4．2％）の陽性例を認め，陽性例の体外受精の成績を検討した．

体外受精のinsemination　mediumには10％非動化患者血清を添加していたが，陽性例全例に受精が

成立しており，陽性例の平均受精率（受精卵数／採卵数）は62．2±34．2％で，同時期の卵管因子患者

の平均受精率60．8±27．4％と比較して有意な差は認められなかった．胚移植の結果，6例に妊娠が成

立していた．Hemizona　assayを応用して精子の透明帯結合抑制試験を行った結果，20％抗透明帯抗

体陽性血清（強陽性例2例）中での透明帯結合精子数は75．5±11．1個および88．3±22．1個で，control

血清の78．4±14．7個と比べて有意差は認めなかった．今回の結果からは，実際の体外受精の治療にお

いて抗透明帯抗体が受精阻害の因子となっている可能性は，少ないものと考えられるが，従来のブタ

の抗原を用いた検出法そのものにも問題がある可能性が考えられる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steri1．，37（2），327－331，1992）

緒　　言

　卵細胞の周囲を取り囲むゼリー状の物質である透

明帯に対する抗体は，精子の透明帯への結合を抑制

する場合があることが，動物実験で確認されている1・2）．

ヒトでは透明帯に対する免疫寛容は成立しておらず，

何等かの原因で抗透明帯抗体が女性に産生された場

合，それが不妊の原因となる可能性が推測されてき

た3・4・5）．近年体外受精の治療経験を通して，精子や卵

子に明かな異常が存在せず，抗精子抗体も関与しな

い，原因不明の受精障害例が不妊患者の一部に存在

することが明らかになってきた．この原因不明の受

精障害は，主にまだ解明されていない精子の機能異

常に起因するものと想定されるが，中には抗透明帯

抗体等の未知の免疫学的要因が原因となっている症

例も存在する可能性がある．しかし，実際の体外受

精の治療成績に，患者の抗透明帯抗体が影響を与え

ているのか否かを検討した報告は，これまで無かっ

た．そこで，我々ほ，当科の体外受精患者に関して

抗透明帯抗体のスクリーニングを行い，抗透明帯抗

体の体外受精の治療成績への影響を分析することに

した．
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研究方法

1）抗透明帯抗体のスクリーニング

　1988年10月から1990年7月までの期間に当科で

体外受精の対象患者となった189例について，患者

血清巾の抗透明帯抗体の有無をスクリーニングした．

当科の体外受精の方法は，以前に報告した6｝．抗体の

スクリーニングには，Kamada　et　aL5〕の報告による

ブタ透明帯を用いた受身赤血球凝集反応（passive

hemaggulutination　reaction，　PHAR＞を用いた．以

下その方法を簡単に述べる．

　ブタ透明帯抗原は，Dunbar　et　aL7）の報告に基づ

いて抽出した．すなわち，秋田県食肉流通センター

より提供された大量のブタ卵巣に，2mM　EDTAを

含むリン酸緩衝液（phosphate　buffered　saline，　PBS，

pH7，2）を加えて，フードプロセッサーおよび剃刀の

刃を用いてできるだけ細かく粉砕した．その懸濁液

をガーゼで濾過した後，径200μm，150μm，75μmの

メッシュで順に濾過した．75μmのメッシュ上に卵子

は回収されるが，この状態では卵子はまだ不純物を

多く含むので，さらにもう一一度150μmのメッシュを

通して75μmのメッシュで再回収した．回収された

卵子は，3，000rpmで5分間遠心して沈渣とし，

Bounce型ホモゲナイザーで軽くホモゲナイズしてそ

れを40μmのメッシュで濾過し，メッシュ上に透明

帯のみを回収した．透明帯は蒸留水で透析した後，

凍結乾燥して保存した．一度の処理には約100個の

卵巣を処理し，約200個のブタ卵巣から350㎎の透

明帯乾燥品を得た．

　PHARに使用する透明帯抗原標識赤血球は，以下

のように作製した．透明帯乾燥品15mgを10　mlのO．1

Mホウ酸ナトリウム緩衝液（pHlO．0＞に懸濁し，60℃

2時聞で可溶化処理した．10，000　rpm　60分間遠心後

上清を回収し，Sephadex　G　200にてゲル濾過し，

ピークの主要部分を回収した．回収液は，0．1Mリン

酸ナトリウムpH　7．2に透析して，蛋r］濃度10μg／m1

に調整した．ウシ赤血球は，PBSで遠心洗浄して

5％赤血球浮遊液とした後，等量の2．5％グルタル

アルデヒド加PBSを加え室温で3時間反応させた．

洗浄後，等量の0．01％タンニン酸加PBSを加えて

37℃15分で反応させて洗浄した．次いで，等量の透

明帯抗原を加えて，室温で2時間反応させた．洗浄

後，1％BSAにて4℃一晩blockingし，翌日，新

しい1％BSAを含むPBSで1％赤血球浮遊液と
して調整し使用した．

　PHARは，以下の手順で行った．まずマイクロタ

イタープレート（Corning社，96　wel1，　round　bottom

well　diameter　6．4mm）を用いて，患者血清の希釈

系列を2倍希釈から28倍希釈まで，25μ1つつPBS

で倍々希釈しながら作製した．次いで，透明帯抗原

標識赤血球25μ1を加えて1時間精置した後，凝集の

有無を判定した，沈降リングを形成せず凝集を認め

た最大希釈濃度をその血清の抗体価とした．抗体価

8倍以上を陽性と判定した．

2）Hemizona　assayを応用した透明帯への精子結

合抑制試験

　本来，精子の透明帯の結合能力を評価する方法と

して考案されたhemizona　assayを応用して，抗透

明帯抗体陽性血清の精子の透明帯結合に対する影響

を検討した8・9｝．抗透明帯抗体価が強陽性であった2

検体，強力価の精子不動価抗体陽性血清2検体（い

つれもSI5。128倍以上）を被検血清とし，妊孕性の確認

されている正常女性血清1検体をcontrolとした．体

外受精の治療時に男性因子の存在により受精しなか

った成熟卵を，患者の同意を得て実験に使用した．

透明帯を実体顕微鏡下に半切し，一方は20％の抗透

明帯抗体陽性血清または精子不動価抗体陽性血清を

含むPBS　200μ1に，一方は20％control血清に投

人した．各検体には，それぞれ3個つつの透明帯を

投入した．その後，それぞれに妊孕性の確認された

男性の精子を1×106／rnlの濃度で添加し，4時間後

に透明帯に強固に付着した精子数を倒立顕微鏡で算

定した．

研究結果

1）抗透明帯抗体スクリーニングの結果と，陽性例

の体外受精の成績

　189例のスクリーニングの結果，8例（4．2％）の

陽性例を認めた．この内2例は，抗体価256倍以上

の強陽性例であった．陽性例8例の平均年齢は31．9

歳，一例を除き原発性不妊で平均不妊期間は5，9年

であった．体外受精の適応因子は，卵管因子4例，

男性因子1例，子宮内膜症2例，原因不明1例であ

った（表2）．付属器に手術の既往がある例が4例存

在した．

　抗体陽性例8例の体外受精の成績を表2に示した．

治療は合計15周期行われ，1周期当りの採卵数は平

均5．2個で，同時期の体外受精の平均採卵数6．8個6）

と比較するとやや少なかった．体外受精のinsemina－

tion　mediumには10％非動化患者血清を添加してい

たが，受精率は平均62．2±34．2％で，同時期の純粋

な卯管閃予患者の体外受精の平均受精率60．8±27．4

％と比較して有意な差は認められなかった．胚移植

の結果，6例に妊娠が成立していた．
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表1　受身赤血球凝集反応（PHAR）の結果

不妊因子 例数 PHAR陽性患者（％）

卵　　　管

男　　　性

子宮内膜症

免　疫　性

不　　　明

72

45

27

11

34

4（5．6）

1（2．2）

2（7．4）

0（0．0）

1（2．9）

全 体 189 8（4．2）

　抗透明帯抗体がヒトの不妊原因となる可能性が推

測され，これまで不妊患者血清からは高頻度で抗透

明帯抗体が検出されるとする報告がなされてき
た3“‘’5・1°）．スクリーニングの方法には，ヒト透明帯を

大量に抽出することが不可能なことから，ヒト透明

帯と共通抗原が多い1Dといわれるブタ透明帯が用いら

れてきた．検出方法としては，これまで問接蛍光抗

体法1・3・4）．PHAR5｝およびenzyme　linked　im・

Inunosorbent　assay11｝の3つの方法が報告されてい

表2　抗透明帯抗体陽性患者のプロフィール

患者
年齢
（歳）

妊娠歴
不妊期間
　（年）

適応
付属器の

手術歴
PHAR 周期 採卯数

受精

卵数
受精率 妊　娠

K．K． 31 0 2 卵　管 十 1：256
123 444 331

75％

75

25

　：

単　胎

Y．M． 32 o 5 卵　管 十 1：8
123 452 332 75

60

100

　一
稽留流産

　一
T．S． 32 0 8 卵　管 十 1：8

12 24 04

　0

100

二

J．M． 35 0 8 卵　管 一 1：8
12 34 23 67

75
　一
稽f流産

C．K． 31 0 6 男　性 一 1：8 1 19 4 21 双　胎

S．Y． 29 0 3 内膜症 十 1：256
12 21 01

　O

loo
　一

単　胎

R．K． 29 1 6 内膜症 一 1：8 1 15 12 80 単　胎

M．T． 36 0 9 不　明 一 1：8 1 5 4 80 一

受精率＝受精卵数／採卵数×100

2）Hemizona　assayの結果（表3）

　抗透明帯抗体陽性血清中の透明帯への結合精子数

は75．5±11．1個および88．3±22．1％個で，control

血清の78．4±14．7個と比べて有意差はなかった．一

方，精子不動価抗体陽性血清2検体での透明帯への

精子の結合は23．3±5．1および16．7±3．1で，con－

trol血清と比較して有意に（P＜O．01）抑制された．

考　　察

表3　透明帯結合抑制試験（hemizona　assay）の結果

結合精子数（個）

正常女性血L清（contro1）

抗透明帯抗体陽性血清1

抗透明帯抗体陽性血清2

精f不動化抗体陽性血清1

精子不動化抗体陽性血清2

78．4±14．7

75．0－←11．1

88．3±22．1

23．3±5。1

16．7±3．1

　NS．
　N、S．

P＜0．Ol

P〈0．Ol

Mean±S．D．　NS．　Not　Significant

る，当科でこの3つの方法を行った結果，PHARが

最も再現性，特異性に優れると考えられたことから，

この方法で体外受精患者のスクリーニングを行った．

その結果，体外受精患者の4．2％に陽1生例を認めた

が，同様の方法で不妊患者のスクリーニングを行っ

たKamada　et　aL5）の88例中8例（9．1％）の陽性

例が認められたとする報告より若干低率であった．

今回の陽性8例中4例に付属器手術の既往，また2

例に子宮内膜症性嚢胞の存在が認められ，手術や子

宮内膜症による卵の物理的障害が抗体産生の誘因と

なる可能性が示唆された．さて問題は，この抗透明

帯抗体が，実際に患者の受精成立を抑制する可能性

があるかという点であるが，それに関しては現時点

では否定的な見解しか得られていない．抗透明帯抗

体陽性例の体外受精の成績をretrospectiveに検討し

た所，患者血清をinsemination　mediumに1恭加して

いるにもかかわらず抗体陽性例でも全例に受精が成

立しており，その受精率も正常であった．また，hem・
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izona　assayを応用した実験では，従来の報告9）通り

不動化抗体陽性血清の精子透明帯結合の抑制作用は

確認されたが，抗透明帯抗体陽性血清にはそのよう

な作用は示されなかった．従って，受精阻害作用の

存在が確認された抗精子抗体と同じように，抗透明

帯抗体を受精障害の原因として位置づけるのは困難

と考えられた．

　実験的に作製されたある種の抗透明帯抗体に受精

阻害作用が認められるのに，今回不妊患者より検出

された抗透明帯抗体には受精阻害作用が認められな

い原因は，いくつか考えられる．最も大きな問題は，

今回検出された抗体があくまでもブタ透明帯に対す

る抗体であり，ヒト透明帯とは反応しない抗体を検

出している可能性があることである．この点につい

てKamada　et　aL5）は，　PHARで陽性であった8例

中4例が，ヒト卵子を用いた間接蛍光抗体法でも陽

性だったと報告している．一方，Nayudu　et　al．i2）は，

ブタ透明帯抗原を使用した蛍光抗体法で検出された

抗体は，最終的にヒト透明体とは結合しなかったと

報告し，ブタ透明帯抗原を用いた方法に疑問を投げ

かけている．我々も，蛍光抗体法を検討したが，検

査法そのものの特異性に疑問が残り，確信できる結

果は得られなかった．また，かりに今回ヒト透明帯

抗原と反応する抗体を検出していたとしても，抗体

の対応抗原には多様性があることから，その抗体が

必ずしも受精阻害作用を有するものでは無いものと

考えられる．Isojima　et　aL2）は，ブタ透明帯に対する

5種類のmonoclonal　antibodiesを作製したが，その

中で受精阻害作用が強く認められたのは2種類だけ

だったと報告している．

　以上の検討からは，実際の体外受精の治療におい

て抗透明帯抗体が受精阻害の因子となっている可能

性は，少ないものと考えられる．しかし，上述のよ

うに従来のブタの抗原を用いた抗透明帯抗体の検出

法そのものが，実際にヒトの受精阻害に働く抗体を

検出するには問題がある可能性も大きい．著者らは，

実際に抗透明帯抗体による不妊が存在するのか否か

についても再検討の時期に来ており，この問題は原

点にかえって議論する必要があると考えている．今

後，この分野の発展には，ヒト透明帯に反応する抗

体を特異的に検出する方法，できればヒトの受精を

阻害する抗体を特異的に検出する方法を開発するの

が急務と考えられる．

　本論文の要旨は，平成3年度第8回受精着床学会

（四日市市）で発表した．尚，実験に協力していただ

いた吉岡知巳先生に深謝致します．
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Examination　of　anti－zona　pe1豆ucida

antibody　in　the　infertile　women　who

　　underwent　in　vitro　fertilization

Hideya　Kodama，　Mitsuhiro　Kato，

　　Kazuko　Sekine，　Jun　Fukuda，

Toshihiko　Matsui，　Shiho　Takeda

　　　　and　Masahiro　Maki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Akita　University　School　Medicine，

　　　　　　　　　　Akita　O10，　Japan

　　Anti－zona　pellucida（AZP）activities　in　sera　from

infertile　women　who　underwent　in　vitro　fertiliza－

tion（IVF）treatment　were　determined　by　passive

hemagglutination　reaction　using　bovine　eryth－

rocyte　coated　with　purified　porcine　zona　pellucida．

Eight　of　l89　women（4．2％）gave　positive　reaction，

and　the　results　of　IVF　in　the　eight　women　were

retrospectively　investigated．　Although　10％patienf

serum　was　added　in　insemination　medium，　fertiliza・

tion　occurred　in　each　of　them，　and　the　avarage　of

fertilization　rate　in　these　women　was　not　signifi－

cantly　different　from　that　in　women　with　tubal

infertility．　Six　of　them　conceived　after　embryo

transfer．　The　spermatozoa　exposed　to　the　serum

with　high　level　of　AZP　actiVity　were　not　inhibited

in　their　ability　to　bind　to　human　ZP　as　assessed　by

the　hemizona　assay．　Therefore，　as　far　as　we

examined，　AZP　antibodies　seem　to　have　no　clinical

significance　as　a　causal　factor　in　blocking　fertiliza－

tion　in　human　IVF　treatment．　The　assay　using

pocrne　zona　pellucida　might　be　difficult　to　detect

AZP　antibodies，　which　specifically　inhibit　fertiliza・

tion　in　human　IVF．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈受付：1991年9月1日）
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　体外受精・胚移植において妊娠の成立に及ほす採卵法の意義を検討する目的で，腹腔鏡下穿刺法，

超音波一ド経膀胱穿刺法，経膣穿刺法の採卵成績や採卵時間につき比較した．また採卵手技が実際に妊

娠の成立に直接関与するかどうかを知るために，経膣法例において妊娠群と非妊娠群の採卵成績を較

べ，乏精子症例，経子宮穿刺例の採卵成績を検討した。三方法の回収卵数は，それぞれ3．8±2．1，2．8±

1．7，4．3±2．4個であり，卵胞当りの採卵率は74．6，78．9，85」％と経膣法で最も良好であった．回

収卵1個当りの採卵時間は，それぞれ34．9±26．5，29．3±22．3，11．7±12．2分とやはり経腔法が最短

であった．経膣法における非妊娠群の採卵率，移植胚数は81．9±23．3％，2．2±1．7個であったのに対

し，妊娠群では90．0±15．9％，3．3±22個と有意に良好な結果を示した．乏精子症の妊娠例では受精

率は17．6％と低かったが平均8．5個と多数の卵が回収できていたのが特徴であった，従来，採卵不能

であった例が経子宮穿刺法で採卵を行ない妊娠例が得られたことより採卵の技術が妊娠の成立に大き

く関与していることがわかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPn．　J．　Ferti1，　SteriL，37（2），332　－336，1992）

緒　　言

　体外受精・胚移植（ln　Vitro　Fertilization・Embryo

Transfer：IVF・ET）は，排卵から着床にいたる一

連の生殖生理学上の諸問題の解明に，著しい進歩と，

挙児希望の婦人にとって大きな福音をもたらし，不

妊症の不可欠な治療法としても定着してきた．しか

し，その成功率は平均15～30％にとどまり，完結し

た治療法として確立されるまでには，未だ多くの検

討を要する．そのために卵巣刺激法，培養技術，採

卵法，胚移植法及び黄体期の管理法などについて多

くの研究がなされてきた．中でも採卵法に関しては，

経膣採卵法の導入により飛躍的な進歩を遂げ，IVF・

ETが一般病院にまで普及した大きな原動力にもなっ

ている．すなわち，内視鏡下とくに腹腔鏡直視一ド採

卵法より始まった卵採取法1）は，腹腔鏡検査にともな

う種々の機器や技術，吸入全身麻酔のための麻酔医

など多大な設備労力を必要としていたが，超音波
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断層装置の二進歩により，採卵法の主流となったエコ

ー ガイドドの採卵法は経腹2〕，経膣法3・4）ともに，多く

の機材を必要とせず，特別な技術も不要で，誰もが

容易に行なうことの出来る術式となった．そこで，

当科にてIVF・ETのプログラムを開設以来，行なっ

てきた採卵法のうち，腹腔鏡下穿刺法（以ド，腹腔

鏡法），エコーガイド下経膀胱穿刺法（経膀胱法〉，

経縢穿刺法（経腔法）の3方法につき，その成績や

相違点を比較し，また現在主流となっている経膣法

採卵における妊娠例および乏精子症の妊娠例や経了

宮穿刺法による採卵例につき採卵成績が妊娠の成立

に及ぼす影響を検討した．
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表1　採卵方法

腹　腔　鏡　法 経膀胱法（超音波下） 経　　縢　法（超音波ド）

麻酔法 循環式吸入令麻 脊椎麻酔 労頸管ブロック瞠壁浸潤麻酔

装　　置
腹腔鏡

　Machidaオリンパス
超音波

　横河メディカルRT3000

超音波
　ヨ寺川Luketrorl　sono、・ista　SLC

プローべ
V型セクタ
　（5MHz）

TV型メカニカルセクタ
　（5，6，7。5MHz）

穿刺針
Cook社製
　double　lurnen　needle

八光エラスター製

　18G　PTC針200mm
八光エラスター製

　17G　PTC針300mm

対象・方法

　対象は，昭和60年より平成元年までに当科で施行

したIVF・ET症例のうち，腹縢鏡法は28例36周期，

経膀胱法は38例48周期，経月室法は118例157周期，

計148例241周期である．採卯法の具体的方法は，

表1に示したとおり，腹腔鏡法では吸入全麻下に

Cook社製double　lumen採卵針を用い，経膀胱法で

は脊椎麻酔ドに18Gの採卵針で，経膣法では労頚管

ブロック等，局所麻酔一ドに17Gの採卵針を用いて行

った．それぞれ採卵率，受精率，穿刺時間，麻酔時

間について比較した．さらに採卵の技術が，その後

の妊娠成績に影響するかどうかを知るために，経膣

法例につき，妊娠群と非妊娠群の採卵成績を比較検

討した．また，経膣法例のうち高度乏精子症を合併

し妊娠した例，経子宮穿刺例（写真1）の採卵成績

を検討した．なおIVF・ETの適応は卯管性不妊81

f列153周期，男性不妊33例36周期，原因不明不妊

7例12周期，術後不妊24例29周期，免疫性不妊3

例11周期であり，明らかに受精成績の劣る男性因∫・

は，受精率の検討から省いた．卵巣刺激法はClOmid

－ hMG周期88例116周期，　hMG周期69例116周

期，GnRHa－hMG周期44例48周期でありhMG投
与後35時間で採卯を行った．

成　　績

　穿刺対象となる直径15mm以上の成熟卵胞数は，表

2に示したとおり腹腔鏡法で1・均6．1±2．2，経膀胱

法5．9±1．7，経膣法6．4±2．5個と各方法問で有意な

差はなかった．実際に穿刺した卵胞数は，腹腔鏡法

5．1＋2．1（穿刺率83．6％），経膣法5．7±2．6個（89．1

％）と差がなかったのに対し，経膀胱法では3．5±

1．6（59．3％）と有意に少なかった．採卵成績をみる

と周期当りの回収卯数は腹腔鏡法で3．8±2．1，経膀

胱法2．8±L7，経膣法4．3±2．4個で3方法間で有意

差があったのに対し，卵胞あたりの採卵率は経膣法

で85．1％と最も高く，腹腔鏡法74．6％，経膀胱法

78．9％に対し良好な採卵成績が得られた．また実際

の卵胞穿刺に要した時間と，そのための全麻酔時間

表2　各採卵法における発育卵胞，穿刺卵胞数（穿刺率）

腹月九鏡法 経膀胱法 経膣法
発育卵胞数
（≧15mm）

6．1±22
　　　　個

5．9±2、0

　　　　個

6．4±2．5

　　　　個

＊ ＊

穿刺卵胞数
（穿刺率）

5．1±2．1

（83．6％）

　　　「一一

3．5±L6
（59．3％）

　　1
5．7±2．6

（89．1％〉

＊P〈0．01
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表3　各採卵法による採卵成績

腹腔鏡法

n＝36

経膀胱法

n＝48
経膣法
n＝157

周期あたりの

　回収卯数

3．8±2．1＊

　　　個

2．8±1．7＊

　　　個

4．3±2．4＊

　　　個

卵胞あたりの

　採卵数

　　　＊＊

74．6％
　　＊＊＊
78．9％

　　。慧

85．／％

　　＊〈0．005

　＊＊＜O．Ol

＊＊　＊〈0．05

を示したのが表4であるが，麻酔導入より終rまで

の全時間は腹腔鏡法で98．3±22．4分から経膀胱法の

61．3±20．5分，経膣法の33．9±13．6分と極端に短縮

され，また実際の穿刺時間も腹腔鏡法の57．9±17．0

分から，それぞれ40．7±17．6，24．6±14．6分と有意

に短時間となった．また，これらの採卵法の進歩が

体外受精そのものの成績に直接関係するかどうかを

知る目的で，培養方法などが確立され一定の方法で

行われた経膣法の120周期において妊娠群と非妊娠

群の採卵成績を比較したものが表5である．非妊娠

表4　方法別採卵時間（分）

腹　腔　鏡 法 経　膀　胱 法 経　　膣 法

麻酔導入時間 39．6±13．2 20．6±9．9 6．1±4．＿9

穿　刺　時 間 57．9±17．0 4（1．7±17．6 24．6±14．6

採卵全時 問 98．3土22．4 61．3±20．o一 33．9±13．6

回収卵

　　1個あたりの採卵時間
34．9±26．Pb 29．3±22．3 11．7±12．2

表5　妊娠群と非虹娠群の採卵成績（経膣法）

妊娠群（n＝24） 非妊娠群（n＝96）

NS
採 卵 数

5．8±2．7個
　　　1

5．〔〕±2．4個

＊

採 卵 率 　　　　1

90．0±15．9％
　　　　「

81．9±23．3％

＊

移植胚 数 　　　「一一’

3．3±2．2個 22主1．7個

＊P〈0．Ol

群の採卯率が81．9％，移植卵数が2．2個であったの

に対し，妊娠群ではそれぞれ90．0％，3．3個と妊娠

群が有意に良好な成績を示した（表5）．また，経膣

法の妊娠例のうち受精率が25％以下であった4症例

の成績を表6に示した．症例4では，精子濃度は

46．0×106／mlと比較的良好であったが運動率は

25．7％と不良でいずれも乏精子症の範疇に入るもの

であった．受精率は9～25％と低く受精卵は1～2

個であった．経子宮穿刺法を用いた6症例の成績を

表7に示した．6症例とも経膣プローブによる超音

波断層像で，プローブ先端と卵胞の間に子宮が介在

するもので従来は穿刺が不可能であったものである．

全例，子宮内膜症などの手術歴を有し，片側卵巣例

表6　乏精子症における体外受精・胚移植妊娠例

年齢
（歳）

精子濃度
（×106／ml）

運動率
（％）

穿刺卵胞数 採卵数
’受＊青馴N数

（不多季直圧丞委文）

症例1

症例2

症例3

症例4

37

30

32

36

7．5

22．O

ll．6

46．0

20．0

40．9

22．4

25．7

6

13

11

8

6

11

9

8

1

1

2

2

平　均 　　　7．5
｝采lj　［1率（89．5％）

8．5 　　　1．5
’受堺青♪・蓉（17．6％）

表7　Transuterine　punctureの成績

症例　穿刺卵胞数　採卵数　受精卵数　移植卵数

　6

／症例

25

4．2／

20

3．3／

14

2．3／

／3

2，2／

で癒着などが原因であると想像された．平均3．3個

の卵を回収し，症例別では全例，採卵でき2例が妊

娠に至った．

｝采91・Ji列　　　不多†直f列　　　　妊lt辰f列 考　　察
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近年，体外受精・胚移植は不妊症治療において確
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立した地位を得たというよりむしろ，中心的治療法

として広く受け入れられるようになった．この普及

した原因として，培養技術の改良などによってもた

らされた成功率の向上に加えて，経膣超音波断層法

の進歩が寄与する点が大きい．すなわち，新しい超

音波診断機器の開発により卵胞成熟のモニタリング

が容易あるいは的確になったこと，および採卵成績

が向上したという側面だけでなく，採卵の手技に関

して，大幅に労力が軽減されたことが，一般に広く

受け入れられる原動力となったことは否めない．我々

の成績でも腹腔鏡法から経膀胱法になった時点で，

膀胱と卵巣の位置関係から穿刺率が83．6％から59．3

％と低下したものの，卵胞あたりの採卵率は経膀胱

法の方が優れていた．さらに経膣法になってからは，

穿刺率も腹腔鏡法と同等になり，採卵率85．1％，回

収卵数4．3個と，最も良好な成績を得られるように

なった．このように採卵成績が格段に向一Lしたのは，

超音波断層法下では，卵巣周囲の癒着があっても穿

刺が可能であること，腹腔鏡法ではdouble　lumen

needleを使っていたのに対し，経膀胱，経膣法では

single　lumenであるため断面が丸くleakが少ないこ

と，超音波断層法では卵胞の内部が描写可能なため，

穿刺針の先端の位置を自由にコントロール出来るな

どの理由が考えられる．また，この様な成績の向上

だけでなく大幅な労力の軽減も無視できない．これ

は，吸入全麻から脊椎麻酔を経て局所麻酔にいたる，

おもに麻酔法の変更に依るところが多い．すなわち，

腹腔鏡法では吸入全麻が不可欠で，麻酔医をはじめ

多くの人員を必要とすること，多くの機器を用いる

ため準備のための人手，時間を要する。脊椎麻酔で

はこのような煩わしさは軽減できるものの，麻酔の

ための消毒，膀胱内への生食注入，術後の頭痛など

の問題点が残る．経膣法では殆どが局所麻酔で，必

要があれば静脈麻酔を追加すれば良く，場合によっ

ては無麻酔でも可能である．膣内の消毒のみの処置

で開始できるなど利点が多い．そこで採卯時閲の大

幅の短縮が出来，経膣法では腹腔鏡法に較べ約3分

の1の時間で終rしている．卵1個当りの時間も約

8分で，これは麻酔など，全ての時間を含んでおり，

卵胞を穿刺している実際の時間ははるかに短い時間

である，このような採卵時間の短縮は採卵に携わる

術者の負担を肉体的，精神的に軽減するのは当然で

あろう．

　採卵方法の違いが体外受精そのものの成績に及ぼ

す影響を比較検討することは難しく，またあまり意

味も持たない．なぜなら採卵方法の変遷と共に培養

技術など他の重要な側面も少なからず進歩している

からである．そこで培養法などが全く同じな時期に

おこなった経膣法において，妊娠の有無によりその

採卵成績を比較した．妊娠群が非妊娠群に較べ採卵

成績が有意に良好であったのは，採卵技術の優劣が

妊娠の予後に大きく関係している事を物語っており，

これは主席卵胞から成熟した卵を的確に採取するこ

との重要性が示されている．特に乏精子症例では受

精率が低く，多くの卵が回収出来た例でも1～2個

の受精卵しか得られない事も多いが，これらの卯子

は全て同様な操作を行なったものであることを考え

ると，この卵の採取に失敗した場合は妊娠に至らな

かったこととなり，1個の卵の採取の可否が妊娠の

成立に大きく関与していることが良くわかる．現在

まで採卵法で受精や着床に対する影響が考えられて

いるものは1）使用する麻酔剤5），2）吸引する圧力，

3）消毒薬，4）気腹した場合の気相6）5）卵胞洗浄

による黄体機能への影響などが挙げられるが必ずし

も明確な結論は得られていない．最も安全なものを

最も安全な方法で用いるのが現状であり極端な操作

を避けることは当然である．

　またこれら採卯法に特有の副作用，合併症の発生

も考慮しなければならない．腹腔鏡法では腹腔鏡手

技が潜在的に持つ気腹の事故，腹腔内蔵器，血管の

損傷が考えられる．また吸入式全麻に伴う合併症も

無視できない．経膀胱法，経膣法では腸管，膀胱の

損傷，穿刺部の出血などがあり，経膣法では骨盤内

感染（PID）の可能性があるが，いずれも充分注意す

れば防げる問題であろう．われわれも経膀胱法で数

例の血尿を見ただけで，重篤な副作用は一例も経験

していない．経膣法では，ときに膣壁の小動脈より

の拍動性出血を見ることがあるが，細心の注意を払

って観察すれば避けることは難しくない．経膣法で

の問題点は卵巣の位置が到達不能な場合であるが，

最近は経子宮穿刺法7｝も提唱され採卵が可能となって

おり，この点は腹腔鏡法より格段に優れた方法であ

ることが明らかとなっている．

　今回の報告では明らかなように，今後とも採卵法

の主流が経膣法であることは間違いはないが，我々

の採卵率85％を更にたかめ100％に近づけるために

は超音波断層機器の進歩が大きな意義を持ってるこ

とは明臼である．
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Astudy　on　significance　of　the　ovum

collection　method　in　pregnancies　due

　　　　　　　　to　in　vitro　fertilization

and　embryo　transfer（IVF・ET）

Kazunori　Miyazaki，　Sakae　Oota，

Hirotaka　Okuda，　Yoshihiko　Suzuki，

Takuzi　Kaneko，　Shusei　Sugiyama

　　　　　　and　Osamu　Sugimoto

Depatment　of　Obstetrics　arld　Gynecology，

Osaka　Medical　College，　Osaka　569，　Japan

　　With　the　purpose　of　stud｝・ing　the　significance　the

ovum　collection　nユethod　exerts　oll　the　realization　of

pregnalユcy　in　in　vitro　fertiIization　and　ennbryo

transfer，　we　compared　the　laparoscopic　puncturing

1／1ethod，　the　ultras（mic　transvesical　punctul“illg

method，　and　the　transvaginal　puncturing　method　in

regard　to　ovuln　collection　results　and　ovuln　collec－

tion　time．　Also．　in　order　to　learn　whether　or　not　the

ovu111　collection　technique　is　actually　directly

involved　in　the　realization　of　pregnancy，　ilコ　tran－

svaginal　cases，　we　compared　ovum　　coHection

results　in　the　pregnant　group　and　non－pregnant

group，　and　we　studied　ovum　collection　results　ill

oligozoospermi．a　cases　and　hl　transuterine　pullcture

cases．　The　recovered　ovum　coしmt　by　these　3

methods　was　respectively　3．8±2．1，2．8±1．7　and　4．

3±2・40va，　and　the　ovum　collectic）n　rate　per　follicle

was　74．6，78．9，　and　85．1％so　that　the　transvagina】

method　was　the　most　favorable．　The　ovum　co11ec－

tlon　tlme　per　each　recovered　ovum　was　respective－

1y，34．9±26．5，29．3±22．3，　and　IL7±12．21ninutes，　so

that　tlle　transvaginal　method　was　after　a11　the

shortest．　Although　the　ovum　collection　rate　and

embry（）transfer　count　in　the　rloTI－pregnancy　group

by　thet　rallsvaginal　Inethod　was　81．9±23．3％and　2．

2±1．7，in　the　pregnancy　group　they　were　90．0±ユ5．9，

and　33±2．2　disp且aying　favorable　results．　In　preg・

nancy　cases　with　oligozoospermia，　the　fertilization

rate　was　low　being　17，6％，　but　it　was　also　character－

ized　by　the　fact　that　on　the　average　8．50va　were

recovered，　a　rather　large　number．　Since　previously

in　cases　in　which　ovtml　collection　was　not　Possible，

it　is　possible　to　abtain　pregnancies　by　conducting

ovunユ　collection　by　the　transuterine　purlcture

method，　the　techniques　of　ovunユ　col】ection　have

beell　found　to　be　closely　involved　in　the　realization

of　pregnancy．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（’受f・ナ：1991壬F9月　26　日）
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IVF－ETにおける月経時遺残内膜吸引除去の有用性について

Effects　of　the　Removal　of　Menstrual　Endometrium　in　IVF－ET

琉球大学医学部産科婦人科学教室（指導：中山道男教授）

　　　　　　　新　崎　盛　雄

　　　　　　　Morio　ARASAKI

　　　　　Department　of　Obstetrics＆Gynecology
　　　University　of　the　Ryukyus，　School　of　Medicine，

Okinawa　903－01，　Japan（Director：Prof．　Michio　Nakayama）

　月経時の内膜吸引除去をIVF－ET患者に無作為に行い，その後の妊娠成立への影響を検討した．

　対象は平成2年5月から7月までのIVF－ET患者で，内膜吸引除去した18例（吸引群）と対照群21

例である．内膜吸引除去は，月経3日目に14Frネラトンカテーテルを用いて行ない，卵巣刺激法と

してGnRH　agoni旦tを前周期黄体中期より，　hMGは月経3日目より投与した．　hCGに切り換え時の

血中estradiol（E，），　progesterone（P、）の測定と超音波による子宮内膜の観察を行なった．

　吸引群と対照群において平均年齢，不妊期間，不妊因子に差はなかった．超音波上3本の高輝度の

線と，その間の低輝度の領域のあるリーフ状内膜の出現頻度は，吸引群で11／15例73．3％で，対照群

6／16例37．5％に比して有意に多かった．（P〈0．05）．吸引群では5／18例27．8％で妊娠が成立し，対

照群1／21例4．8％に比して有意に多かった（P＜0．05＞．

　以上の成績より，IVF－ETにおいて月経時子宮内膜の吸引除去は，妊娠成立に有用であった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，37（2），337－340，1992）

緒　　言

　近年，体外受精胚移植（IVF－ET）において卵巣刺

激法の改良に伴い，妊娠率が向上してきたが1），その

成功率はいまだ不十分である．その原因の1つとし

て，着床期子宮内膜の問題が指摘されている2）．子宮

内膜の機能異常として，月経時子宮内膜の剥脱不全，

卵胞発育不全による不全増殖期内膜の分泌期内膜へ

の移行，黄体ホルモン分泌不全などがある3・4・5）．我々

は，これまでIVF－ETで3・－4個の胚を移植した例

の分析より，妊娠成立群は非成立群に比べて，hCG

投与時の子宮内膜が厚く，その超音波像に違いがあ

ることを報告した6）．ところがhCG切り換え時の血

中estradiol（E2），　progesterone（P、）値には差がない

ことから，この違いは月経時内膜の遺残が影響して

いるのではないかと推察した．そこで3～4個胚移

植できたにもかかわらず数回IVF－ETに失敗した例

に，試験的に月経時内膜を卵巣刺激前に吸引除去を

行なったところ，3例で妊娠が成立した．本研究に

おいては，IVF－ET患者に対し，この月経時の内膜

除去を無作為に行ない，子宮内膜像や妊娠成立にい

かなる影響を及ぼすかを検討した．

対象・方法

　平成2年5月一一　7月までにIVF－ETを施行した患

者のうち同意を得た39例である．この39例を内膜

吸引除去を行なった群18例（以下吸引群と略す）と

対照群21例の2群に分けた．内膜吸引除去は，月経

周期3日目に施行した．14フレンチサイズのネラト

ンカテーテル先端を有窓に加工し，他端には20mlの

注射器をつけ，子宮腔内をまんべんなく吸引した（図

1）．卵巣刺激法は，gonadotropin　releasing　hor－

mone　agonist（GnRH－a）であるBuserelin　Acetate

（スプレキュア，ヘキストジャパン）を刺激前周期の

黄体中期より7日まで1日1200μgを点鼻し，hMG

（ヒュメゴン，三共またはhMG，日研）の投与は，
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先端を匙状に切る

14Fr有窓ネラトンカテーテルで内膜吸引除去

図1　内膜吸引除去法

図2　リーフ状内膜

月経周期3日目より開始した。平均卵胞径18mm以上

の卵胞が2個以上認めた時点で，hCG10，000単位投

与し，32　一一　35時間後に経膣的に採卵した．またhCG

投与時の血中E2，　P、値をRIA法にて測定した．同

時に超音波上の子宮内膜厚と子宮内膜が超音波上3

本の高輝度エコーのラインに囲まれ，その囲まれた

間の部分が低エコーになっている，リーフ状内膜（図

2）の出現頻度を調べた．これらの結果は，xz検定

を用いて統計処理を行なった．発育卵胞が1個の場

合は，その周期はキャンセルした．

結　　果

　表1に両群における背景因子を示した．年齢は，

36．8歳と36．4歳で，両群に差はなく，不妊期間も9．6

年と8．6年で，同様に差はなかった．不妊因子の比

較でも卵管性不妊が約70％を占め，両群間で差はな

かった．平均採卵個数は吸引群で7．0±7．1個に対し，

対照群では6．1±4．7個，ET個数も3．2±1．2個に

対し3．0±1．3個と，両群間で有意差を認めなかった．

キャンセル率も同様に有意の差はなかった．

　また採卵術を施行した吸引群15例，対照群16例

におけるhCG切り換え時の血中E、値，　P、値を表2

に示した．E2は吸引群1924±1900　pg／mlに対し，対

照群1537±1214pg／m1と，両群では差はなく，P、値

も0．2±0．2ng／mlとO．1±0．1ng／mlで，有意な差

は認めなかった．

　同様に表3にhCG切り換え時の子宮内膜の厚みを

示す．吸引群で9．4±1，5mmに対し，対照群で10．1±

1．8mmと，対照群でやや厚いものの有意差はなかった．

またリーフ状内膜の出現頻度は，吸引群で15例中11

例73．3％と対照群の37．5％に比して有意に多かっ

た．

　一方，両群間における妊娠成功例を表4に示す．

刺激周期当りの妊娠成立例は，吸引群では5例27．8

％に対し，対照群は1例4．8％と有意に吸引群で多

く妊娠が成蹉した（P＜O．05＞．

　　　　表1　両群における背景因fの比較

吸引群 対照群

平均年齢（歳） 36．8±2．8 36．4±3．8

不妊期間（年） 9．6±5．1 8．6±4．1

不妊因子
卵　管　性（例） 14（77％） 14〈67％）

男性因子（例） 3 5

そ　の　他（例） 1 2

平均採卵数（個） 7．0±7．1 6．1±4，7

平均ET数（個） 32±1．2 3．0±1．3

キャンセル率（％） 17 23

NS
NS

NS
NS

NS
NS
NS

表2hCG切り換え時の血中E2，プロゲステロン値
　　　（採卵術施行例）

吸引群（15例） 対照群（16例）

E、（P9／m1） 1924．6±1900 1537．2±1214

P、（ng／ml） 0．2±0．2 0．1±0．1

NS
NS

表3　hCG切り換え時のi‘宮内膜厚および内膜超音波像

吸引群（15例） 対照群（16例）

内 膜　厚
（mm）

9．4±1．5 10．1±1．8

リーフ状内膜像

　（例数）
11（73．3％） 6（37．5％）

表4　両群における妊娠成立

NS

P〈
0．05

吸引群 対照群

妊娠例／刺激周期
5／18

（27，8％）

1／21
（4，8％）

P＜0．05

考　　察

　1978年，Steptoe　and　Edwards等7）によって初め

ての体外受精児が出生以来，IVF－ETは世界各地で

行なわれるようになり，その方法も徐々に改善され

てきている．排卵誘発法は，GnRH－aの導入により，
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premature　LH　surgeが抑えられ，多数の成熟卵子

採取ができ，また採卵キャンセル率の減少により高

い受精率が得られるようになった8・9）．しかし妊娠率

は内外の報告をみても，まだ満足すべきものではな

い1・10）．我々の施設におけるIVF－ETの成績も，刺激

周期あたりの妊娠率13．4％，胚移植あたりのそれは

17．9％と同様に不十分であるll）．この大きな原因と

して，IVF－ETでは自然妊娠に比べて排卯後早期に

胚を移植するため，子宮内膜が十分に着床に適した

状態になっていないことが推察できる．

　我々は，これまでIVF－ETで3～4個胚移植した

30例34周期の分析より，妊娠成立群は非成立群に比

べて，hCG投与時の内膜が厚く，子宮内膜の超音波

像に違いがあることを報告した6｝．ところがhCG切

り換え時の血中E2，　P、値には差がないことから，こ

の違いは月経時内膜の遺残が影響しているのではな

いかと推察した．そこで3－－4個胚移植できたにも

かかわらずIVF－ETに数回失敗した例に，試験的に

月経時内膜を卵巣刺激前に吸引除去を行なったとこ

ろ3例で妊娠が成立した．これは移植胚数が妊娠成

立に及ぼす影響を除去することを考慮したものであ

る．このpreliminary　tria1として，月経周期3日目

に内膜を吸引除去した3例は，月経周期3日目に5

～ 6mm内膜の厚みが，2～3mmとなり，3例ともそ

の周期で妊娠した。

　そこでこの発想に基づき，本研究では月経時の内

膜吸引除去を無作為に行なってみた．その結果hCG

切り換え時のE、，P、値，子宮内膜厚に両群間で有意

の差はなかった．しかしリーフ状内膜の出現頻度は，

吸引群で15例中11例73．3％で対照群の37．5％に

比して有意に多かった．また妊娠した6例は全例こ

のリーフ状内膜を呈していたところから，この子宮

内膜像は良好な着床期子宮内膜を反映しているもの

と思われた．また吸引群と対照群間で，不妊因子の

背景に差はなく，平均採卵個数，ET個数に差がない

にもかかわらず，刺激周期あたりの妊娠率は，吸引

群で5／18例27．8％，対照群で1／21例4．8％，ET

当りの妊娠率は，それぞれ33．3％と6．3％と，有意

に吸引群で多く妊娠が成立した，

　平成2年度生殖医学の登録に関する委員会の報告

によると，わが国のIVF－ETにおける刺激周期当り

の妊娠率は13．3％，ETあたりのそれは19．3％であ

る（患者の平均年齢32．0歳）1°）．委員会報告の妊娠

率に比べ，対照群の妊娠率は低いが，我々の対象患

者の平均年齢36．4歳を考慮すると，あまり差はない

かと思われる．それに対し吸引群における27．8％と

いう妊娠率の高さは，遺残内膜が着床になんらかの
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悪影響を与えており，それを除去することにより，

妊娠が成立しやすくなったと考えられる．

　以上のことより遺残内膜吸引除去では，良好な内

膜の発育を促し，妊娠を成立させやすくしていると

思われる．我々はこの考え方をさらにすすめて，遺

残内膜の吸引除去の代わりに，estrogen，　progester－

oneの交替療法（Kaufmann療法）によるmedical

curettageをIVF－ET刺1皐文周期前に行ない，その後，

通常の卵巣刺激を行なう方法を検討した．その結果，

対照群では，ET　26周期中3例（11．5％）の妊娠率

に対し，Kaufmann群では22周期中9例（40．9％）

と，後者で有意に高い妊娠率がえられた12｝．

　月経時遺残内膜の吸引除去が，IVF－ETの妊娠成

ウニに有用であるという報告は，これまでになく，し

たがって今後超音波による子宮内膜像の違いを，病

理組織学的，ホルモン的，組織化学的に検討してい

くことが着床期子宮内膜の解明に必要であり，IVF－

ETの成績を向上させる1つの方法であると思われる．

まとめ

　1．IVF－ET患者において月経周期3日目に月経

時遺残内膜の吸引除去を無作為に施行した．

　2。リーフ状内膜の出現頻度は，吸引群で11／15例

73．3％と，対照群の6／16例37．5％に比して有意に

多かった．また妊娠した6例は全例このリーフ状内

膜を呈してたいところから，この子宮内膜像は良好

な着床期子宮内膜環境を反映しているものと思われ
た．

　3．内膜吸引除去群では18例中5例（27．8％）で

妊娠力s’成立し，　対照群21f列中1f列　（4．8％）　より有

意に多かった．

　以上の成績より，月経時遺残内膜の吸引除去は，

IVF－ETの着床機i能を改善し妊娠成立に有用である

ことが示1唆された．
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Effects　of　the　removal　of　menstrual

endometrium　in　IVF－ET

Morio　Arasaki

　　　Department　of　Obstetrics＆Gynecology

University　of　the　Ryukyus，　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　Okinawa　903－01，　Japan

　　　　　（Director：Prof．　Michio　Nakayama）

　　The　role　of　endometrial　factors　in　controlling

embryo　implantation　is　poorly　understood．　To　clar・

ify　the　affects　of　residual　endometrium　during

menstruation　in　patients　undergoing　IVF－ET，　the

endometrium　was　removed　by　thorough　aspiration

（suction　curettage）on　the　third　day　of　menstrual

cycle．　Thirty　nine　patients　were　randomly　devided

into　two　groups；aspirated（18cases）and　control

（21cases）groups．

　　The　tip　of　l4Fr－sized　catheter　was　processing　as

acurettage．　The　catheter　was　inserted　into　uterine

cavity　and　aspirated　endometrial　tissue　so　as　to

cover　eventually　all　of　the　uterine　cavity　using　20ml

of　disposable　syringe．　GnRH　agonist　administration

was　initiated　during　luteal　phase．　The　hMG　was

begun　on　day　30f　the　menstrual　cycle．　The　hCG

10，0001U　was　given　when　at　least　two　follicles

measured　18　mm　in　the　largest　diameter．　There

were　no　significant　differences　in　mean　age．　infer・

tile　factors，　cancellated　cycle，　mean　number　of

collected　oocyte　and　transfered　embryos，　serum　E2，

progesterorle　and　endometrial　thickness　on　the　day

of　hCG　administration　between　both　groups．

　　On　the　day　of　hCG　administration，　eleven　of　15

cases（73％）in　the　aspirated　group　showed　sonogra－

phically　leaf－1ike　endometrium　characterized　by

prominent　outer　and　midline　hyperechogenic　lines

and　inner　hypoechogenic　regions，　while　60f　16

cases（38％）in　control　group　showed．

　　Pregnancy　rate　of　27．8％in　the　aspirated　group

was　significantly　higher　than　that　of　4．8％in　con－

trol　group（p＜0．05）．　These　data　suggest　that　the

aspirated　removal　of　menstrual　endometrium　was

favorably　effective　on　achieving　pregnancy　in　IVF

－ ET．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年11月18日特掲）
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子宮外妊娠の保存的手術に関する検討：

特に手術手技について

Conservative　Surgery　for　Ectopic　Pregnancy　with

　　　　Special　Reference　to　the　Techniques

　　　　　　　　　　　　　虎の門病院産婦人科

佐藤孝道　児島孝久
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Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Toranomon　Hospital，　Tokyo　105，　Japan

　1986年4月1日から1991年3月31日までに，虎の門病院産婦人科で行なった54例59件の子宮外

妊娠の保存手術術式について検討し以下の結果を得た．なお，卵管妊娠の54件は全て顕微鏡下に行な

った．1）1件のみ，膨大部妊娠破裂で強い浮腫と破損のため保存手術を断念したが，他は保存手術

を行ない得た．2）保存手術59件中33件は対側卵管が肉眼的に正常であったが，他は切除後，閉塞，

癒着等の異常があった．3）膨大部の保存手術が47例で最も多かった．4＞峡部，間質部妊娠には卯

管の部分切除・端々吻合を行なった．膨大部妊娠の47件中42件にはまず膨大部縦切開を行なったが，

粘膜の欠損部が卵管全周にわたった10件中5件は部分切除・端々吻合に術式を変更した．5）卵管内

容を除去後の出血点は粘膜欠損部に限られており，太めの糸をかけて修復する方が合理的と考えられ

た．6）保存手術で最も大切な点は　粘膜面の確実な修復で，そのためには顕微鏡下に手術を行なう

ことが不可欠と考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，37（2），341－346，1992）

緒　　言

　子宮外妊娠は緊急を要する手術であることが多い

ために今日でも一般には患側の卵管切除が行なわれ

ている．しかし，反対側の卵管が一見正常に見える

症例でも患側の切除が結果として不妊症の原因にな

ることは少なくない1）．また，既に一側の卵管が何ら

かの理由で切除された症例については，患側の切除

は体外受精以外に挙児への希望を断つことになる2）．

体外受精が発展しても子宮外妊娠の保存的療法の意

義がなくなることはない．

　今Bまで保存的手術療法についての報告は散見さ

れるが，手術術式についてはなお見解の相違がある3’－5）．

比較的多数例での報告もあるが，多くはかなり古い

時代からの症例の積み重ねで，肉眼的に行なった手

術も，顕微鏡下の手術も混在して報告されている6’－9）．

また，手術用顕微鏡下に術野を詳細に観察して行な

われた報告は少ない，さらにそれぞれの施設で取り

扱われた子宮外妊娠症例のせいぜい20－30％が保存

的に手術されているに過ぎず，症例の選択規準も不

明確である6・7）．

　われわれは5年間という比較的短期間に同期間内

に取り扱われた子宮外妊娠70件の84％に当たる59

件に対し保存的手術を，特に卵管妊娠については全

例を顕微鏡下に行なう機会を得た．本研究では顕微

鏡下の観察から得られた所見を踏まえて保存的手術
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の術式について検討し，新たな知見を得たので報告

する．

対象および方法

　1986年4月1日から1991年3月31日までに，虎

の門病院産婦人科で保存的手術療法を行なった54例

59件の子宮外妊娠を対象とし，その予術術式につい

て検討した．なお，症例数については「○○例」，子

宮外妊娠数や手術数については「○○件」の如く示
した．

　1司一期間内に当科で計64例70件が’r一宮外妊娠と

診断され，残りの8件には患側の切除が，3件には

Methotrexate（以ド，　M　T　X）単独療法が行なわれ

た．また，MTX療法施行中，超音波断層法上，腹

腔内血腫の増大がみられ保存的手術療法に切り替え

た1件があったが，これは保存手術に含めた．

　保存手術の適応は，将来の挙児を希望し，かつ保

存手術について十分な理解が得られたものとし，残

存卵管数，予想腹腔内出血，着床部位は考慮しなか

った．保存手術を予定し，手術時患側の卵管の破損

が大きく，切除に切り替えたものが1件あったが，

これは切除手術の8件に含めた．

　保存的手術は卵巣妊娠や腹膜妊娠の5件を除いた

54件を手術用顕微鏡下に行なった．

　保存的療法としては原則としてMTX療法ではな

く手術療法を選択した．4件にMTX療法をまず選

択したのは尿中hCGが1，0001U／L以ドと低値で，

かつ既往に数回の手術歴があったためである．

成　　績

ており患者の希望にかかわらず保存手術を断念した．

なお，ショックのために保存手術を断念した子宮外

妊娠はなかった．手術は夜間の緊急手術の場合も麻

酔科の協力を得て必要があれば顕微鏡ドに保存的手

術を行なった．また，54症例中31症例（57，4％）

は保存的手術のために他院から当院に紹介されてき

たものである．

　未婚で保存手術を行なったのは16件であった．

2．保存手術例の既住

　15件は子宮外妊娠の既住があり，うち12件は付属

器切除，もしくは患側の卵管の切除が行なわれてい

た．また，卵管留水症のために片側の卵管切除が行

なわれていたものが2件あり，計14件は片側の卵管

が既に切除されてきた（表2）．

表2　r一術時対側卯管の状態とf宮外妊娠治療法の選択

対側卵管の状態　保存手術　切除i「術　MTX療法

正　　　　　常

切　　除　　後

閉　　　　　塞

軽い周囲癒着
高度の周囲癒着

閉塞と癒着
そ　　の　　他

33

14

4

1

5

2

0

7

0

0

0

0

0

1

2

0

0

0

1

0

0

1．術式の選択

　患側の切除を行なった8件中5件は既に複数の健

康な児がおり保存手術を希望しなかったものである

（表1＞．健児がいないにも拘らず患側の切除手術を

行なった3件中2件は，高齢のために将来の挙児を

希望しなかったものである．残りの1件は卵管峡部

端々吻合の手術既住のある子宮外妊娠で，膨大部の

大部分が，強い浮腫を伴って広範囲に破裂・破損し

　表1　患者が持っている健康な児の数と子宮外妊娠

　　　　治療法の選択

健児数　　保存手術　　切除予術　　MTX療法

　O人

　1人

　2人

　3人

4人以上

47

12

0

0

0

3

0

4

1

0

3

0

0

0

0

注：数値はf牛数

　　　　　　　　ii三　　：　　委雪（fL直〔‘こtf『卜萎負〔

　f宮外妊娠で卵管切除の既住のある12件中2件は

2回つつ子宮外妊娠の既住があり，初回は患側卵管

の切除が行なわれ，21111目は保存的手術が行なわれ

ていた．ヂ宮外妊娠の既住のある15件中の残りの3

件は保存手術だけが行なわれていたが，前記した2

件の保存乎術を含め5件の既住の保存手術は全て当

科で研究期間内に行なったものである．したがって

手術数は59件，症例数は54例になる．なお，保存

手術既住のあった6件中4件（うち2件は片側卵管

切除後）は前回と同一部位での子宮外妊娠であり，

2件は健常と思われた対側での子宮外妊娠であった．

　また，不妊症治療中に子宮外妊娠になって保存手

術を行なったものは10件あり，うち5件は顕微鏡下

手術の既住があった．

3．妊娠週数

　妊娠週数が明らかであったのは53件である．これ

らの妊娠週数は4週から10週に分布していた．

4．対側卵管の状態

　保存手術を行なった59件中対側卵管の状態（卵管

妊娠以外では両側）についてみると，切除後が14件，

閉鎖していたのが4件，軽い卵管周囲癒着が1件，

高度の癒着が5件，閉塞しておりかつ高度の癒着を
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伴ったものが2件あった（表2）．

5．着床部位

　保存手術例の着床部位は膨大部が47件で最も多く

（表3），うち23件は膨大部の子宮側に，10件は膨大

部の先端，ほとんど卵管采の部分に着床していた．

また，5件は峡部，2件は間質部に着床していた．

その他は流産状態のために部位が同定不可能であっ

たり，卵巣，あるいは腹腔内妊娠と考えられた．

表3　着床部位と子宮外妊娠治療法の選択

着床部位　　保存手術　切除手術　MTX療法

卵管膨大部

卵管峡部
卵管開質部
卵　　　　巣

その他腹腔内

47

5

2

2

3

3

1

4

0

0

2

1

0

0

0

かけながら丹念に操作しないと完全に除去できない

症例もあった．内容を除去すると，顕微鏡下に粘膜

面の欠損部位が確認可能で，出血は粘膜面の欠損部

位に限られていた．この出血は顕微鏡下では視野を

確保することが困難なぐらい多いこともあり，また

粘膜面の欠損部，すなわち，その下面の筋層からの

出血に限られていたので，6－0程度の太めの吸収

糸をかけて止血を計った．続いて粘膜面の縫合を8－

0吸収糸で，漿膜面を6－0ナイロン糸で行なった．

　卵管の縦切開を行なった膨大部妊娠について卵管

　表4　手術用顕微鏡下所見による卵管膨大部妊娠の

　　　粘膜損傷程度の分類

分類 分類の基準

1型 ・ 卵管粘膜の欠損部分が卵管断面円周の

　1／2未満
・ 妊卵排除後の出血は般にわずか

　　　　　　　　注：数f直は件数

6．胎芽の状態

　術前に心拍が認められたり手術時に明らかに胎児

が認められたものは5件，胎嚢が認められたものは

3件あった，一方，流産，あるいはそれに近い状態

と考えられたものは15件あった．また，卵管破裂は

2件あった．

　術前の尿中hCGは測定し得たものが40件あった

が，501U／Lから500，0001U／Lに分布し，うち14件

は10，0001U／L以上であった．

7．術式

　卵巣妊娠，腹腔内妊娠あるいは流産した卵管妊娠

と考えられた5件を除いて54件に顕微鏡下手術を行

なった．

　術式は，間質部，あるいは峡部妊娠の7件につい

ては卵管部分切除・端々吻合を行なった．特に間質

部妊娠の場合は非妊娠時の切除・端々吻合に比較し

て血流が豊富で，針状の電気メスで切断しつつ出血

部位に丹念に針糸をかけて止血を計る必要があった．

吻合は8－0吸収糸で粘膜面を4点固定し，漿膜面

は6－0ナイロン糸で縫合した．

　膨大部についても，5件については最初から卵管

部分切除・端々吻合を行なった．どのような膨大部

妊娠について最初から部分切除・端々吻合を選択す

るかの基準は決めていなかった。それ以外の膨大部

妊娠については卵管間膜の反対側で，卵管に平行に

針状の電気メスで卵管内容物が十分に露出するまで

通常2－3cmの切開を加え内容をピンセットで除去

した．このように卵管に平行に切開を加えた症例は

42件あった．内容の除去は比較的容易な場合もあっ

たが，しっかりと着床し，顕微鏡下に生理食塩水を

II型 ・卵管粘膜の欠損部分が卵管断面円周の

　1／2以上

・ 妊卯排除後の出血は一般に多いが容易

に止血可能

III型 ・卵管粘膜は卵管断面1月周の全周にわた

って欠損

・ 妊卵排除後の出血は一一般に多い

IV型 ・ 卵管は破裂している

1

2

3

図1

D

Φ

v

v

11

L　「，

111

卵管膨大部縦切開・内容除去後の粘膜面の状態

1：卵管に縦切断を加え，2：内容を除去すると，

3：卵管粘膜の状態（Mは健常な粘膜部，Dは粘

膜面欠損部）は粘膜面の欠損の状態から1型，II

型，III型の3型に分類できる．ここには破裂した

場合（IV型）を記載していない．
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表5　卵管膨大部妊娠の保存的手術の内訳

術　式　（1） 粘膜面の分類 件数 術　式　（2） 件数

膨大部縦切開

卵管膨大部

部分切除・端々吻合

を直接実施

1型

II型

III型

Iv’型

16　　　　　　内容の除去
　　　　　　　粘膜の修復
　　　　　　　漿膜縫合

15　　　　　　内容の除去
　　　　　　　粘膜の修復
　　　　　　　漿膜縫会

m

　　　　　　　端々吻合

1　　　　　　内容の除去
　　　　　　　粘膜の修復
　　　　　　　漿膜縫合

16

15

5

5

1

5

粘膜面の状態をその欠損部位の大きさと出血の状態

から1－一　IV型に分類した（表4，図1）．すなわち卵

管粘膜の欠損部分が卵管断面円周の1／2未満の1

型，1／2以上のII型，全周にわたるIII型，卵管破

裂のIV型に分けて検討すると，1型は16件，　II型は

15件，III型は10件，　IV型は1件あった（表5）．1

型，II型，　IV型の計27件については，縦切開のうえ

内容の除去，粘膜の修復，漿膜の縫合を行なったが，

III型の10件中5件は粘膜の欠損部と健常部の境界を

出血をコントロールしながら確認するのが困難で，

改めて卵管の部分切除と端々吻合を行なった。この

5件のうち2件は胎児心拍が認められており，また

1件は尿中hCGが250，0001U／Lであった．なお，

胎児心拍が認められた膨大部妊娠は5例あったが，

残りの3件中1件は最初から部分切除・端々吻合を

行ない，2件は卵管を切開後内容を除去し，粘膜面，

漿膜面の縫合を行なった．

　子宮外妊娠を反復し，前回保存手術を行なった同

一の部位での子宮外妊娠についても，前記の術式は

同じように行なうことができた．

　手術に伴う出血は，術前の腹腔内出血を含めて20

mlから2，040　mlに分布し，1，000　ml以上のものが

6件，500－999mlのものが6件あった．術前の腹腔

内出血が含まれるために手術そのものによる出血量

は明らかでないが，全ての保存的手術で，およそ200

ml以下にとどまったものと推測された．

8．術後経過

　保存手術後ふたたび出血し再開腹を行なったもの

はない．また，術後の熱型，血算・生科学検査等は

切除手術と変わりはなかった．

考　　察

　子宮外妊娠の保存的手術に関する報告は散見され

るが，症例の選択基準が明確でなかったり，肉眼で

の手術も含まれていたりする6－8｝．取り扱った子宮外

妊娠症例の大部分を顕微鏡下に詳細に観察しつつ系

統的に保存手術を行ない，その術式について検討し

たものとしては本研究は最初の報告と考えられる．

本研究の結果，卵管の破損の激しい破裂症例の一部

では保存手術が無意味と考えられたが，それ以外の

場合は緊急の場合を含めて保存手術を選択し得るこ

とがまず明らかになった，

　保存的手術の適応については意見の分れるところ

である3・5）が，われわれは，将来の挙児を希望し，か

つ保存手術について十分な理解が得られたもの全例

を対象とし，残存卵管数，予想腹腔内出血量，着床

部位は考慮しなかった．これは不妊症の臨床に携わ

っていると，子宮外妊娠で患側の卵管を切除された

症例にしばしば遭遇するためである。何らかの理由

で片側の卵管や卵巣が既に切除されている場合は，

保存的療法を行なうことについて異存がない2）と思わ

れるが，対側の卵管が健常と考えられる状態で残っ

ている場合，患側を保存すべきか否かは本研究では

結論が得られていない．この点については手術後の

子宮外妊娠の再発率だけではなく不妊症の発生率を

含めて検討が必要である5）．

　保存手術の適応を明確にしておくことは，成績を

比較検討する上で不可欠のことと考えられるが，残
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念ながらこの点を明確に報告したものはない．

　子宮外妊娠の保存療法としては手術療法だけでは

なくMTX療法が報告されており，比較的良い成績

も報告されている5）．しかし，手術療法は急性腹症の

状態にも対応できること，効果が確実なこと，術後

薬剤が卵に及ぼす影響を考慮しなくてよいことから

MTX療法に比べて応用範囲が広い．今回の保存的

手術療法の中にも1件だけではあったが，MTX療

法施行中に腹腔内の血腫の増大がみられ，手術療法

に変更した症例があった．また，本研究でも明らか

なように妊卵の着床部位には粘膜の欠損が必ずみら

れ，卵管の全周にわたるものも少なくない．次回以

降の妊娠の予後に，粘膜面の状態が大きく影響する

ことが考えられるが，MTX療法を行なった場合，

欠損した粘膜面が確実に修復されるかどうかは未解

明である．

　膨大部妊娠の手術術式としてmilkingと呼ばれる

内容の絞り出し法を提唱するものがいる8）．また，止

血が困難な卵管内面からの出血に対しバゾプレッシ

ンの局所注入を提唱するものもいる5）．しかしこれら

のいずれの方法も選択すべき方法ではないことが明

らかになった．すなわち，着床部位には程度の差は

あれ必ず粘膜の欠損が存在する1①．この欠損を正確に

修復することが保存手術の基本であり，　milkingのみ

で粘膜面の欠損がほとんど残らない症例は本研究の

1型のさらに一部に過ぎず，極めて稀と考えられた．

近年，超音波断層法や尿中hCGの微量測定法が進

歩し子宮外妊娠も本研究のように多くの場合破裂前

に診断可能になった．このことは保存療法の対象に

なり得る患者が増加していること，すなわちmilking

のみで対処し得る程度の症例が相対的に減少してい

ることを意味している．また，特にII型やIII型では

卵管内容を除去した部分から広範囲の出血がみられ

ることがしばしばある．しかしこの部分は粘膜面が

欠損しており，太めの糸を大きくかけて止血を行な

っても健常な粘膜が障害されることはない．また，

実際にこの粘膜の欠損した出血部位を閉鎖するよう

に縫合を行なわないと，欠損部をはさむ健常な粘膜

部分が近接せず粘膜同士の縫合が困難である．すな

わち薬剤による一時的止血は，術後の再出血の危険

性があるばかりではなく手術手技上も何の意味も持

っていない．さらにIII型のように粘膜面の欠損が広

範囲で出血が多い場合はむしろ部分切除に切り替え，

端々吻合を行なった方が効果的と考えられた．

　本研究では粘膜面の正確な同定と縫合が子宮外妊

娠の保存手術の基本であることが明らかになったが，

このためには顕微鏡下に手術を行なうことが不可欠

であると考えられた。
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Conservative　surgery　for　ectopic

pregnancy　with　special　reference

　　　　tO　the　teChniqUeS

Kodo　Sato，　Takahisa　Kojima，

Keiichi　Takahashi，　Keigo　Ogawa

　　　and　Hisako　Toubai

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Toranomon　Hospital，　Tokyo　105，　Japan

Conservative　surgery　was　carried　out　in　590ut　of



132　（346） 子宮外妊娠の保存的手術 日不妊会誌　37巻2号

atotal　of　70　cases　of　ectopic　pregnancy　treated　at

Toranomon　Hospital　from　1986　to　1991．　Except　l

case，　the　involved　tube　was　preserved　in　54　cases　of

tubal　pregnancy　under　a　microscope．

　　Following　results　were　obtained；1）In　33　cases，

the　opposite　tube　was　observed　to　be　normal，　but　in

the　others　the　contralateral　tube　wsa　obstructive

and／or　in　adhesions，　or　already　removed．2）Of　the

54tubal　pregnancy，47　were　ampullary　and　7　were

isthmic　or　interstitia1．3）In　70f　isthmic　and　inter－

stitial　pregnancy　and　in　50f　ampullary　pregnancy，

segmental　resection　was　carried　out．　In　the　other　42

cases　of　ampullary　pregnancy，　linear　salpingos一

tomy　was　attempted　at　first．　In　50ut　of　the　42，

additional　segmental　resection　was　needed　to

repair　the　large　mucosal　defect　and　to　control

bleeding．4）Under　a　microscope，　bleeding　was

observed　only　from　the　part　of　mucosal　defect

where　products　of　conception　had　attached．　This

observation　suggested　that　the　defective　part

should　be　sutured　to　control　bleeding　and　to　achieve

complete　mucosal　repair．　Thus　local　injection　of

vasopressin　or　the　procedure　of‘milking’were

suggested　to　be　avoided，　Also　microsurgical　opera－

tion　was　suggested　to　be　of　importance．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991・年8月7日）
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子宮鏡による子宮頸部癒着症の手術

Lysis　of　Cervical　Adhesion　by　Hysteroscopy

秋田組合総合病院産婦人科

　太　田　博　孝

　Hirotaka　OTA

　Department　of　Obstetrics　alld　Gynecology，

Akita　Kumiai　General　Hospital，　Akita　O11，Japan

秋田大学医療技術短期大学部

　福　島　峰　子

Mineko　FUKUSHIMA

Akita　University　School　of　Allied　Medicine．　Akita　O10，　Japan

　子宮頸部癒着症はf宮腔癒着症の1つであるが，その報告は意外と少ない．本症はHSGや一f宮消息

fが数cmしか挿入できないことより疑診がもたれ，子宮鏡により診断が確定される．今回，子宮頸管

ヒ部が癒着し，強度に狭窄した3症例に子宮鏡による癒着剥離手術を行い，うち1例妊娠に成功した

ので報告する．

　子宮鏡は切離鉗fを装着できる新しい子宮鏡を使用した．子宮腔の拡張には32％デキストラン液を

用いた．子宮鏡による癒着剥離手術は腹腔鏡，あるいは超音波断層法で子宮鏡の方向を確認しながら

行なった．術後1カ月間は再癒着防lliのためIUDを挿入した．

　子宮鏡による癒着剥離手術は開腹手術による方法と比べより確実で，出血も少なく，患者への負担

も少ないなど，今後大いに試みられるべき治療法と考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，37（2），347－351，1992）

緒　　言

　子宮頸管，特にその上部が強度に癒着し狭窄して

いる症例では月経血の流川はあるものの，子宮消息

子は挿入できない．したがって，配偶者間人工授精

（AIH）などの治療もできない．本症は子宮卵管造影

（HSG）などで疑診がもたれ，子宮鏡により確定診断

がなされる．本症の治療は手術的にf一宮頸管内膜の

癒着を剥離することになるが，盲目的操作では子宮

穿孔，血管損傷などの危険がある．今回，我々は鉗

子を装着できる新しい子宮鏡を用い，子宮頸部癒着

症の3例に治療を試みたので報告する．

対象と方法

　対象は秋田大学病院産婦人科，および秋田組合総

合病院産婦人科不妊外来を受診した3例である．

　3症例の手術は硬膜外麻酔，静脈麻酔の併用下に

行なわれた．すなわち，腰部第2，第3椎体間の硬

膜外でド向きに025％マーカイン15mlを，上向き

に0．5％マーカイン6mlを注入後，持続硬膜外チュ

ー
ブを挿入した．さらに静脈麻酔としてドロペリド

ー
ル5mg，ペンタゾシン30　mgを側管より緩除に注入

した．また鼻腔マスク下に酸素3L／分，笑気3L／

分の吸入ガス麻酔を併用した．

　用いた子宮鏡は3種類である．観察用子宮鏡には

硬性子宮鏡（オリンパス光学工業，東京），軟性子宮
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鏡（フジノンHYS－FT；富」：’ij：真光機，埼Dを，

手術川了一宮鏡には切離鉗予を装着できる子宮鏡（新

興光器製作所，東京）を用いた（図1）1）．このテレ

スコープの直径は6．8×5．Omm，長さ330　mm，視野

角50°，視野方向0でロッドレンズを使用している．

これに鉗∫一を装着し，外套（直径7．5　mm）ドに挿入

するものである．軟性r一宮鏡はゴー宮頸管を開大せず

そのままで，硬性子宮鏡はヘガール8号まで開大後

挿入した．軟性J’・宮鏡施行時の潅流1夜は10％グルコ

ー ス液を，硬性1二宮鏡検査H寺には32％デキストラン

液（キセラン⑪；シオノギ製薬，大阪）を用いた．

結　　果

症f列l　Y．S．　（30歳）　0妊O産

　昭和58年に結婚．以来不妊のため某医を受診，ヒ

ュー ナーテスト不良，乏精∫一症の診断でAIHを計6

回受けた．しかし，妊娠せず昭和63年5月当科を紹

介された．前医で施行したHSGでは了一宮頸上部で約

lcmにわたり頸管は強度に狭窄し，癒着が疑われた

（図2，左図）．24時間後の像では左右附属器周囲に

軽度の造影剤の貯留がみられ，附属器の癒着が疑わ

れた．このため腹腔鏡，子宮鏡による診断・治療が

試みられた．

　手術は始めに腹腔鏡を行なった．f宮は超鶏卵大

と軽度に腫大し，子宮体部左後壁に母指頭大の筋腫

結節を認めた．右卯管は峡部で約3　cmにわたり周囲

腹膜と癒着していた．しかし，左卯管，左右卵巣は

正常であった．癒着部位は補助鉗fで鋭的に剥離し

た．次に∫一宮鏡を施行した．了・宮鏡は約4cm挿入［∫

能であったが，頸管は図3に示すように強度に狭窄，

周囲血管は怒張し，以前の炎症の存在を示唆した．

潅流圧を高めることにより頸管の方向を徐々にはっ

きりと確認できた（図4，5）．ついで切離鉗∫・を挿

入，癒着部位を切断した．ii宮体部内膜は全く正常

であった（図6）．予術終ゴに際し，子宮内避妊器具

図1　鉗∫・内蔵型の子宮鏡．

（IUD）を1カ月間挿人した．術後2カ月目のHSGで

は子宮頸L部はやや狭窄はあるものの著明に改善し

ていた（図2，右）．

症例2　T．S．（35歳）〔｝妊0産

　結婚は昭和48年3月，昭和62年より某医で高度

の乏精子症のためAIHを3回施行した．しかし，妊

娠せず昭和63年9月’11科を受診した．HSGでは子

宮頸上部で約lcmの範囲で強度の狭窄を認めた（図

7，左）．24時間後の造影剤の拡散は比較的良好であ

った．他に異常所見はなく，手術目的で入院となっ
た．

　腹腔鏡では骨盤内臓器に特に異常所見はなかった

ため，腹腔鏡ドに監視しながら子宮鏡を行った．子

宮鏡を挿入してみると，外∫・宮llより約4cmの部位

で子宮頸管はほぼ閉鎖し，内膜も肥厚していた（図

8）．潅流圧を高めることでようやく強反に狭窄した

頸管を確認し得た（図9）．そこで切離鉗子を挿入，

あまり抵抗のない繊維性の癒着部位を切断した（図

10）．jZtir／i一体部はiil常であった（図11＞．最後に子宮

頸管．ヒ部にIUDを挿入し，手術を終fした．術後1

カ月目にIUDを抜去した．術後3カ月目にとった

HSGでは頸上部の狭窄は著明に改善していた（図7，
右）．

症例3　Y．S．（31歳）1妊1産

図2　症例1．左　治療前，右；治療後．

図3　症例1．子宮頸部内膜の血L管怒張像．
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図4　症例1．潅流圧をややヒげた時の子宮頸管．

図5　症例／．潅流圧を強くヒげた時の子宮頸管．

図6　症例1．切離直後のrギで体部内膜．

［≧〈17　　　症．fるチlj　2塵　プ己　　1台リメ｝ξFiil，　：イf　，　芝台療倉灸．

図8　症例2．軟性子宮鏡でみた卦宮鏡頸管癒着部．

図9　症例2．かろうじて確認された子宮頸管。

図10　症例2．頸管癒着部を切断した直後．

図11　症例2．切離直後の∫一宮体部内膜．



136　（350） r一宮鏡によるr一宮頸部癒着症の手術 日不妊会、志　37巻2号

　本症例は続発性不妊症である．昭和57年女児を自

然分娩している．分娩後より月経痛，過多月経，頻

発月経が次第に増強した，その後妊娠せず某医で黄

体機能不全症，乏精子症の診断で，ホルモン療法，

AIHを行ったが妊娠しなかった．そこで昭和60年不

妊外来を受診した。HSG，超音波断層法，双合診よ

り腹腔内癒着，子宮内膜症性嚢胞の存在が疑われた．

さらに人工授精針を挿入できないことから子宮頸部

癒着症を疑い，精査・治療の目的で入院となった．

入院時の検査では末梢血中CAI25は62U／ml，

CA　19－　9は39　U／m1と軽度にヒ昇していた．右卵巣

は74×59mm，左卵巣は48×33　mmと多房性に腫大し

ていた．

　開腹してみると右卵巣は鶏卵大，左卵巣は鳩卵大

に腫大し周囲腹膜に彌慢性に癒着しており，R－AFS

分類ではIII期であった．両側卵巣の・f・宮内膜症性嚢

胞を核出，癒着をすべて剥離した．次にf宮鏡によ

る子宮頸部の癒着剥離を行った．癒着部位は外子宮

口より約3cmの位置からであった．頸管は強度の狭

窄のためわかりにくかった．切離鉗rを挿入し，約

3cm切断すると正常の子宮体部内膜を確認できた．

インジゴカルミン10mlを注入し，両側卯管の疎通性

を確認後子宮頸管上部にIUDを挿入した．最後にダ

グラス窩にキセラン100m1を散布し手術を終一∫した．

術後1カ月目にIUDを抜去した．本症例は術後3カ

月目に自然排卵で妊娠し，妊娠38週で男児を自然分

娩した．

考　　察

　子宮腔癒着症，いわゆるAsherman症候群のうち

子宮頸部癒着症は意外と少なく，報告もほとんどみ

られない．頸部が強度に癒着し狭窄している症例で

は月経血の流血はあるものの，子宮消息子は入らず，

AIHなどの治療が不・∫能になる．本症の診断はHSG

などで疑診がもたれ，イ・宮鏡により確定診断される．

しかし，一般に月経血の流出はあるため，見逃され

やすい．

　本症の治療は手術的に子宮内膜の癒着を剥離する

ことになるが，盲目的操作では子宮穿孔，ひいては

腸管・動静脈損傷の危険がある．例えば，ヘガール

による鈍的剥離の方法がある．しかし，本法は癒着

部の切離が十分なされず，再狭窄が起こりやすく不

確実である．また，開腹後子宮を切開し，癒着部位

を切離する方法がある2）．しかし，本法は患者への侵

襲が大きく，術後子宮表面などへの再癒着の可能性

があり，新たな不妊原因を作り得る．また，妊娠し

得ても分娩時子宮破裂の危険性も否定できない．

　子宮鏡による癒着剥離手術では腹腔鏡や超音波断

層法を併用するため開腹手術の必要性がなく，患者

への侵襲・負担が大幅に軽減される．子宮内，特に

体部の部分癒着や中隔，筋腫結節などの切離・切除

などではその部位がよく見えるため，子宮鏡による

手術がよく行われている3～7）．しかし，子宮消息子や

ヘガールの挿入ができない強度の頸部癒着症に対し

て，子宮鏡による有効な治療法は我々の知る限りで

はみられない．これは鉗子などの操作を奥に向けて

操作するため，危険を伴うと考えられるからである．

今回，我々は症例に応じ，腹腔鏡や超音波断層法を

併用しリアルタイムに鉗f一の先端を確認しつつ，手

術を行なった．特に頸部の場合，体部での操作と異

なり超音波断層法を駆使することにより，より明確

に鉗子の位置を確認し得た．

　本法による手術の合併症として出血L，∫宮穿孔，

腸管損傷，動・静脈損傷，感染などの危険が考えら

れる．しかし，子宮鏡やその鉗子のモニターを行い，

術後抗生物質を十分に投与することでこれらの危険

は避け得ると考えられた．
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　　Cervical　adhesion　is　rare　ill　Asherman’s　syll・

drome．　The　disease　is　suspected　because　of　the

difficulty　ill　insertion　of　the　probe　or　the　findings

from　hysterosalpingography．　We　performed　lysis　of

cervical　adhesion　using　hysteroscopy　in　3　cases，　in

which　one　wolnan　succeeded　in　pregnancy．

　　We　used　a　new－type　hysteroscope　with　rigid

sclssors　available　through　the　sheath．　The　opera－

tloll　was　monitored　by　laparoscopy　arld／or
ultrasonography．　The　patients　were　inserted　IUD

after　operatjon　for　a　month，

　　Adhesiolysis　by　hysteroscopy　reduces　risk　such　as

bleeding，　adhesion　or　perforation．　We　believe　this

technique　should　be　more　employed．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1991年6月2／日）
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CORRELATION　BETWEEN　SPERM　CONCENT一

RATION　AND　MIGRATION　DISTANCE　IN

BOVINE　CERVICAL　MUCUS

Toshio　UTSUGI，　Yoshikazu　NAKAJIMA　and　Yoshito　IBUKI

　　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Gunma

　　　　　　　University　School　of　Medicine，　Gunma　371，　Japan

　Abstract：In　sperm　migration　test　using　bovine　cervical　mucus，　concentration　dependency　was

observed　in　six　normozoospermic　samples．　The　sperm　migrated　distance　was　58．6±3．4mm

（MEAN±SE）in　160×106／ml，56．4±3．5mm　in　80×106／ml，50．8±6．21nm　in　40×106／ml，43．0±4．2mm

in　20×106／ml，33．6±5．4mm　in　10×106／ml　and　20．3±3．3mm　in　5×106／ml　respectively．　The　same

tendency　was　also　observed　in　the　oligozoosperm｛c　samples」n　sperm　migration　distance　test，　the

sperm　concentration　should　be　taken　into　account．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn、　J、　Fertil．　Steril．，37（2），352－…355，1992）

Introduction

　Among　various　conventional　sperm　function

tests，　motility　is　considered　better　factor　for　the

prediction　of　male　fertility　than　other　orles，　such

as　semen　volume，　concentration，　pH，　morphology

and　round　cell　count　per　field．　It　is　also　considered

that　motility　has　strong　correlation　with　sperm

concentration．　However，　accurate　and　objective

evaluation　of　sperm　motility　and　concentration　is

not　easy　without　expensive　automatic　sperm

analyzer1｝．　Recently，　bovine　cervical　mucus

（BCM）is　utilized　to　measure　the　sperm　migration

distance，　as　an　approach　for　sperm　motility

assessment　for　the　substitute　for　Huhner　test2）or

slide　technique　testi2）　or　Kremer　test3）　with　human

cervical　mucus．　This　test　is　reported　to　be　not

only　easy，　simple　and　inexpensive，　but　also　well

correlated　with　sperm　motility　function4～7），

because　BCM　is　remarkably　similar　to　midcycle

human　cervical　mucus　in　its　biochemical　composi－

tion，　viscoelasticity　and　ferning8）．　Furthermore

human　sperm　penetrate　BCM　and　display　a　pat－

tern　of　movernent　very　similar　to　that　in　human

rnidcycle　cervical　Mucus9～ii）．　In　this　study，　the

washed　sperm　migration　distance　was　measured

in　BCM（PENETRAK，　SERONO　JAPAN），　and

the　relationship　between　migration　distance　and

sperm　concentration　was　evaluated　ill　six　norm－

ozoospermic　sanlples．　Moreover，　oligozoospermic

samples　were　studied　in　the　same　way．

Material　and　method

　　Study　1．　Human　semen　samples　were　obtained

by　masturbation　from　six　patients，　undergoing

fertility　evaluation　and　treatlnent　in　our　clinic，

and　analyzed　by　Makler　counting　chamber　for

manual　analysis　in　the　conventional　way　after

more　than　30　minutes　liquefaction．　All　samples

were　normozoospermic　concentration　Inore　than

20×106／ml，　the　results　are　shown　in　Table　1．

First，0、2ml　of　the　original　semen　was　used　for　the

PENETRAK　test　without　sperm　washing．　Sec－

ondly，　to　get　the　washed　sperm，　three　times　in

volume　of　human　tubal　fluid（HTF）mediumi3）

was　added　to　the　rest　of　the　sernen．　The　semen

was　well　mixed　with　medium　by　vortex，　then

centrifuged　300xg　for　15　minutes．　Supernatant
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Table　l　Results　of　semen　analysis　of　six　normozoospermic　patients．

　　　　　　　（Motility　is　the　value　of　progressive，　nonprogressive　and　sta－

　　　　　　　tlc　sperm　percent）
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abstinence　semell　volume　concentration

　　（days）　　　　（ml）　　　　（×104／ml）
motility　abnormality
　　（％）　　　　（％）

WBC／F PENETRAK
　　　（mm）

1．

2．

3．

4．

5．

6．

T　．Y．

K　．Y．

E　．T．

M．R．
K　．T。

T　．N

3

4

8

2

5

4

4．0

5．5

4，5

2．5

3．5

3．0

11400

8600

5300

2900

10800

8500

6］－9－30

44－6－50

19－9－72

24－3－73

47－2－51

25－5－70

　5

23

17

14

12

18

10

　2

　2

15

　1

　1

57，47

53，55

43，61

65，45

44，47

65，46

Table　2　Results　of　semen　analysis　of　six　oligozoospermic　patients．

abstinence　semen　volume　concentration
　　（days）　　　　（ml）　　　　（×104／m1）

motility　abnormality
　　（％）　　　　（％）

WBC／F PENETRAK
　　　（mm）

1。

2．

3．

4．

5．

6．

K．M．

1．1．

F．M．

S．S，

K．K．

N．N．

　3

10

　7

10

　6

　4

4．5

7．0

4．0

2．5

4．0

6．0

240

800

350

570

330

910

8－8－84

26－37－37

11－3－86

23－5－72

36－6－58

41－17－42

25

12

20

21

18

19

2

many
　　1

　　0

　　2

　　0

27，23

56，58

28，　3

8，　5

12，　7

23，17

Φ

⊇

9

話

b
2

8

（mm）

／一一王

5　　　　10　　　　20　　　　40　　　　80　　　160　　x106／m2

sperm　concentratゆn　　（MEAN±SE）

Fig，1Correlation　between　sperm　concentration　and

　　　　　sperm　penetration　distance　of　washed　sperm　in

　　　　　normozoospermic　pationts．（N＝6）

was　discarded　and　sperm　pellet　was　resuspended

at　a　concentration　of　160×106／ml　by　HTF

medium　Washed　sperm　was　diluted　by　serial

dilution　in　order　to　5×106／m1．0．2ml　of　washed

sperm　in　each　concentration　was　poured　to　the

well，　and　two　PENETRAKs　were　placed　verti－

cally　in　the　well　for　90　minutes　in　room　tempera－

ture．　Distance　sperm　migrated　was　measured

under　microscope　at　100x　magnification．　The

mean　value　of　two　PENETRAKs　was　considered

to　be　estimated　sperm　distance　in　each　well．

　　Study　2．　Six　oligozoospermic　semen　samples

were　examined　in　the　same　method　mentioned

above．　Original　sperm　concentration　of　all　sam－

ples　were　below　10×106／ml，　and　semen　analysis

result　is　shown　ill　Table　2．　The　level　of　maximal

sperm　concentration　after　washing　was　low　and

different　in　each　sample，　the　concentration－fold

value　compared　to　the　original　was　used　instead

of　washed　sperm　concentration．　Washed　sperm

was　diluted　from　maximal　concentration　to　the

level　of　2×106／ml　around．

Results

　　In　study　1，0riginal　unwashed　sperm　penetrated

52．3±1．3mm（MEAN±SE）．　Washed　sperm
penetrated　58．6±3．4mm　（160×106／ml），56。4±

3．5mm　（80×105／ml），50．8±6．2mm　（40×106／ml），

43．0±4．2mm（20×106／ml），33．6±5，4mm（10×106／

ml）and　20．3±3．3mm（5×106／ml）as　shown　in

figure　1．　In　study　2，0riginal　unwashed　sperm

penetrated　22．3±6．8mm，　and　washed　sperm

penetrated　as　shown　in　figure　2　in　each　concentra－

tion－fold　compared　to　the　unwashed　original　con－

centratlon．
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Fig．2Correlation　between　sperm　concentration　fold

　　　　　and　sperm　penetration　distance　in　six　olig・

　　　　　ozoospermic　patients．　The　value　of　corlcentra－

　　　　　tion　fold　was　calculated　compared　to　the　origi－

　　　　　nal　sperm　concentration．

Discussion

　　In　semen　analysis，　motility　is　considered　as　one

of　the　most　essential　factors　of　sperm　function．

Also　concentration　is　an　important　factor　of　male

fertility　function．　Compared　to　sperm　concentra－

tion，　sperm　motility　iS　not　so　easy　to　evaluate

objectively五〉．　Recently，　automated　semen　ana1－

yzer　is　available　with　a　small　aliquot　and　is

considered　to　judge　the　sperm　motility　objective・

ly．　However，　it　is　expensive　and　is　not　available　in

any　laboratory　and　outpatients　clinic．　In　our

clinic，　we　can　assess　sperm　motility　by　postcoital

test2）in　vivo，　and　slide　technique　testi2）in　vitro．

These　two　tests　have　shortcoming．　The　results

vary　depending　on　the　partners’menstrual　status．

And　to　overcome　this　disadvantage，　BCM　is　con－

veniently　used　instead　of　human　cervical　mucus．

Estrous　BCM　is　remarkably　similar　to　midcycle

human　cervical　mucus　in　its　biochemical　composi－

tion，　viscoelasticity，　ferning　and　structure8）．　And

human　sperm　penetrates　BCM　and　moves　similar－

ly　to　that　in　human　cervical　mucusll）．　Moreover，

many　semen　samples　are　able　to　be　tested　at　the

same　time，　because　a　great　deal　of　volume　of

BCM　can　be　available．

　　There　are　several　reports　showing　that　sperm

penetration　distance　in　BCM　and　sperm　concen－

tration　has　correlation　in　different　many

samplesト7）．　So　we　tested　the　relationship　between

sperm　penetration　distance　and　sperm　concentra一

tion　by　changing　the　sperm　concentration　using

sperm　washing　and　serial　dilution．　In　study　l，　the

sperm　concentration　in　normozoospermic　infertile

patients　showed　good　correlation　to　sperrn　pene．

tration　distance．　When　the　sperm　was　diluted

below　40×106／ml，　penetration　distance　decreased

dramatically．　Unwashed　original　sperm　penetrat－

ed　52、3±1．3mm　by　mean．　This　penetration　value

corresponds　with　that　of　45×106／ml　concentra－

tion　in　washed　sperm．　In　study　2，　the　more　the

concentration，　the　longer　distance　was　also　obser－

ved　in　oligozoospermic　infertile　patients’sperm

In　clinical　fields　in　general　200r　40×106／ml　of

sperm　concentration　is　used　as　criteria　for　male

fertility．　However，　theoretically　only　one　sperm

can　fertilize　an　ovum，　it　is　hard　to　be　pregnant　in

severe　oligozoospermic　partner　in　clinic．　Sperm

migration　distance　is　considered　as　one　of　the

sperm　motility　functions，　and　it　is　interesting　that

sperm　migration　distance　is　affected　by　sperm

COnCentrat10n．

1）

2）

3）

4）

5）

6）

7）

8）

References

Katz，　D．　E，　Overstreet，　J．　W．：Sperm　motility

assessment　by　videomicrography，　Fert｛L　Ster－

il．　35：188，1981

Huhner，　M：Necrospermia　and　viability　of

spermatozoa　in　cervical　cana1，　J．　Am．　Med．

Associ，，107：1581，1936

Kremer，　J，：Preliminary　report，　A　simple　sperm

test，　Int．　J。　of　Fertil．，10：209，1965

Alexander，　N．　J．：Evaluation　of　male　infertility

with　an　in　vitro　cervical　mucus　penetration

test，　FertiL　Steril．，36：201，1981

Moghissi，　K．　S．，　Segal，　S．，　Meinhold，　D．，

Agronow，　S．　J．：In　vitro　sperm　cervical　mucus

penetration：studies　in　human　and　bovine　cer・

vical　mucus，　FertiL　SteriL，37：823，1982

Moeslein，　S．，　Taubert，　H．　D．：Acomparison　of

the　bovine　cervical　mucus　penetration　test　and

the　postcoital　test，　Andrologia，19：528，1987

Schutte，　B．：Penetration　abilit｝・of　human　sper・

matozoa　into　standardized　bovine　cervical

mucus（PENETRAK）in　patients　with　normal

and　pathological　semensamples，　Andrologia，

19：217，1986

Lee，、V．，　Blandau，　R．　J，　and　Verdugo，　P．：Laser

light－scattering　studies　of　cervical　MLICUs，　in

Insler　V　alld　Bettendorf　G（eds）：The　Uterirle

Cervix　in　Reproduction，　Thieme　Publishers，

Stuttgart，68，1967



平成4年4月1日 T．UTSUGI　et　al． （355）　141

9）Bergman，　A．，　Amit，　A．，　David，　M．　P．，　Paz，　Z．　T．：

　　Penetration　of　human　ejaculated　spermatozoa

　　into　human　and　bovine　cervical　mucus，1．　Cor－

　　relation　between　penetration　values，　Ferti1．

　　Steril．，36：363，1981

10）Gaddum－Rosse，　P。，　Blandau，　R，　J．，　Lee，　W．　L：

　　Sperm　penetration　into　cervical　mucus　in　vitro．

　　IL　Human　spermatozoa　in　bovine　mucus，　Fer・

　　til．　Steri1．，33：636，1980

11）Blandau，　R．　J．，　Gaddum－Rosse，　P．　and　Lee，　W．

　　1．：Letter　to　the　editor，　Fertil．　Steril．，29：707，

　　1978

12）WHO　Report：Laboratory　manual　for　the
　　examination　on　human　semen　and　semen－cer－

　　vical　mucus　interaction，　Singapore，　Press　Con－

　　cern，1980

13）Quinn，　P．，　Kerin，　J。　E，　Warnes，　G．　M．：Im－

　　proved　pregnancy　rate　in　human　in　vitro　fertili－

　　zation　with　the　use　of　a　medium　based　on　the

　　composition　of　human　tubal　fluid，　Ferti1．　Ster－

　　i1．，44：493，1985

精子濃度と精子移動距離の相関

群馬大学医学部産科婦人科学教室

宇津木利雄　中島敬和　伊吹令人

　精子の運動機能を反映するとされているウシ頚管粘

液中（ペネトラック）にて，精子濃度と精子移動距離

の相関を検討した。2000万／ml以上の精子濃度を有す

る6症例の精液を，HTFメディウムで1回洗浄し，
160×106／mlの濃度に調整し，倍々希釈にて5×106／ml

の濃度まで作製した．各濃度の洗浄精液O．2ml中にペネ

トラックを2本90分間立て，その平均を精子移動距離

とした．精子移動距離は濃度依存性が認められ，40×

106／ml以下では濃度減少に従い急速に減少した，一般

に精子濃度が多い症例ほど，ペネトラック中の精子移

動距離は大きいと言われているが，同じ精液の洗浄精

子でも精子濃度が多いほど，精子移動距離が大きくな

ることが明らかになった．

　また，同じ傾向は10×106／mIの乏精子症の6症例に

おいても認められた．人工授精などでは，精子濃度を

増加させてから子宮内注入を行うことは意義があると

思われる．

　　　　　　　　　　　　（受付：1991年7月25日）
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OUTCOME　OF　PREGNANCY　AFTER

OVUALTION　INDUCTION

Mitsuyoshi　NAGAE　and　Motoi　SAITO

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology　Tokyo　Medical　and

　　Dental　University，　Faculty　of　Medicine，　Tokyo　113，　Japan

Takahiro　KUMASAKA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Dokkyo

　　　　Medical　College，　Tochigi　321－02，　Japan

　　Abstract：Retrospective　studies　concerning　gestational　outcome　were　performed　on　153　preg－

nancies　following　ovulation　induction（OI）．　These　were　compared　with　641　control　pregnancies

following　spontaneous　ovulation（SO）．

（1）OI　showed　a　higher　tendency　to　abort，　and　an　increased　incidence　of　multiple　pregnancy，

especially　when　human　menopausal　gonadotropin（hMG）was　used，　which　showed　a　33，3％rate　of

abortion　and　a　12．5％rate　of　multiple　pregnancy，　both　of　which　were　significantly　higher　than

those　rates　for　SO（P＜0．001＆P〈0．01）．

（2）The　effects　of　maternal　age　on　the　incidence　of　abortion　and　multiple　pregnancies　showed　no

difference　among　age　groups　or　between　OI　and　SO．

（3）The　actualization　of　abortion　in　threatened　abortors　was　sigllificantly　higher　in　OI　thall　SO

（70．0％vs　33．1％，　P＜0．001），　especially　in　hMG（88．9％vs　33．1％，　P〈0．005）and　clomiphene（58．7％

vs　33．1％，　P〈0．05）。

（4）On　obstetric　history，　primary　or　secondary　infertility　showed　no　resulting　differences，　but

habitual　abortion　resulted　in　a　15．4％rate　of　premature　delivery，　which　is　significantly　higher　than

that　for　primary　infertility｛P〈0．05）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPn．　J．　FertiL　Steri1．，37（2），356　361，1992）

Indtroduction

　　There　have　been　many　reports　regarding　abor－

tion　rates　and／or　multiple　pregnancy　rates，　in

both　spontaneous　and　induced　conception　under

various　conditions．　Alrnost　all　of　them　reported

that　fetal　loss　and　multiple　pregnancy　rates　were

increased　in　ovulation　induction．

　　Therefore，　the　prognosis　of　pregnancies　follow－

ing　ovulation　induction　is　still　one　of　the　most

important　problems　in　obstetrics．　In　this　study，

unfavourable　effects　of　ovulation　induction　to　the

following　pregnancy　are　analyzed　retrospectively

from　various　aspects．

Materials　and　Methods

　　Subjects　studied　were　153　pregnant　women

who，　underwent　four　kinds　of　ovulation　induction

as　treatment　for　infertility　at　Tokyo　Medical　and

Dental　University　Hospital，　Department　of　OB／

GYN（between　1982　and　1987）．　As　a　control　group，

641pregnant　women，　whose　pregnancies　followed

spontaneous　ovulation　during　the　same　period，

were　recruited　to　investigate　the　effects　of　ovula一



平成4年4月1日 M．NAGAE　et　al． （357）　143

tion　induction　on　gestational　outcome，　The　sub－

jects　had　various　infertility　disorders，　including

ovarian　insufficiency，　tubal　problems，　male　fac－

tors　and　so　on．　Studies　were　made　on　abortion

rates（before　23　weeks　and　6　days　of　gestation），

preterm　delivery（between　24　weeks　and　36　weeks

and　6　days），　term　delivery（36　weeks　or　more），　and

the　incidences　of　ectopic　and　multiple　preg・

nancies．　The　subjects　were　classified　into　four

groups　according　to　their　age，　and　the　effects　of

the　maternal　age　factor　were　studied．　Further－

more，　the　history　of　primary，　secondary　infertility

and　habitual　abortion（which　is　defined　as　three

consecutive　abortions），　and　the　gestational　out－

come　of　cases　in　which　the　subjects　showed　symp・

toms　of　threatened　abortion　with　genital　bleeding

possibly　accompanied　by　cramping　pain　were　also

analyzed．　All　study　and　control　subjects　recorded

basal　body　temperature（BBT）charts，　A　chi－

square　test　was　used　for　statistical　analysis．　The

method　of　Yates　was　applied　when　the　number　of

subjects　was　small．

Results

　　Ovulation　induction　using　hMG　resulted　in　a

significantly　high　incidence　of　abortion　in　com－

parison　to　both　the　spontaneous　ovulation（33．3％

vs．10．1％，　P＜0．001）and　the　clomid／sexovid　group

（33．3％vs．11．4％，　P＜0．01）．　Ovulation　induction

also　resulted　in　a　significantly　high　incidence　of

multiple　pregnancies　in　comparison　to　spontane－

ous　ovulation（12．5％　vs．1．2％，　P〈0．001）．　All

patients　who　underwent　ovulation　induction　uti1－

izing　LH－RH　analogue，　although　few，　resulted　in

agood　gestational　outcome．　Pregnancies　utilizing

CB－154（bromocriptine）showed　no　significantly

different　results　when　compared　to　the　control

and　other　groups（Table　1），

　　Effects　of　maternal　age　on　the　incidence　of

abortion　were　studied　among　those　who　under

went　ovulation　induction　or　spontaneous　ovula・

tion，　as　well　as　the　four　age　groups．　There　were

no　significant　differences　among　the　4　age　groups

or　between　those　who　underwent　ovulation　induc一

Table　l　Effects　of　ovulation　induction　on　gestational　outcome

Outcome
No　of　cases

Abortion

（－23W6D）

　Preterm
（24W～36W6D）

Term
（37W～）

Ectopic

pregnancy

Multiple

P「egnancy

Induced　Ovulation 153 15．0％ 2．6％ 80．3％ 1．3％ 3．3％

④Gonadotropins（HMG） 24 33．3％＊’＊＊ 0　％ 66．4％ 0　％ 12．5％＊

⑭Clomid　or　Sexovid 114 11．4％ 3．5％ 83．3％ 0．9％ 1．8％

◎CB－154 10 20．0％ 0　％ 70．0％ 10．0％ 0　％

⑪LH・RH　etc 5 0　％ 0　％ 100　％ 0　％ 0　％

SpontaneQus　Ovulation
　　　　　〈Control＞

641 10．1％ 6．9％ 80．1％ 1．4％ 12％

　　＊P〈O．001vs　Control　by　chi・square　test

＊＊P＜0．01vs　e　by　chi－square　test

Table　2　Effects　of　maternal　age　on　abortion　incidence

Age
Induced

Ovulation

Spontaneous
Ovulation

① 20～24
　　0　％

（0／8cases）

　　　2．2％

（1／45cases）

② 25～29
16．9％

（12／71）

12．8％

（40／312＞

③ 30～34
13．5％

（7／52）

10．1％

（22／218）

④ 35～
9．1％

（2／22）

　6．1％

（4／66）

Table　3　Effects　of　maternal　age　on　the　incidence　of

　　　　　　　multiple　pregnancy

Age
Induced
Ovulation

Spontaneous
Ovulation

① 20～24
12．5％

（1／8）

22％
（1／45）

② 25～29
2．8％

（2／71）

0．3％

（1／312）

③ 30～34
0　％

（0／52）

0　％
（0／218）

④ 35～
4．5％

（1／22）

0　％
（0／66）
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Table　4　Effects　of　obstetric　history　on　gestational

　　　　　　　outcorne

　　　　　　Outcome

Obstetric

I｛istory　　　　　＼＼

Abortion Preterm
Multiple

pregnancy

Primary
　　　　Infertility

11．4％

（10／88）

3．4％α

（3／88）

2．3％

（2／88）

Secondery
　　　　Infertility

10．3％

（4／39）

2．6％

｛1／39）

0　％
（0／39）

Habitual

　　　　　Abortion

15．4％

（4／26）

15、4％β

（4／26）

O　％
（O／26）

ControI
10．1％

（65／641）

6．9％

（44／641）

1．2％

（8／641）

日不妊会誌37巻2号

Table　5　0utcome　of　threatened　abortion；Comparison

　　　　　　　between　spontalleous　ovulation　and　induced

　　　　　　　ovulation

Induced
　　　　　　Ovulation

Gonadotrotropins
　　　　（HMG）

C101nid　or

　　　　　　　Sexovjd

　　　　　　　　　　　　　　　αP〈0．05vsβ

tion　and　those　who　had　spontaneous　ovulation

（Table　2）．　Effects　of　maternal　age　on　the　incidence

of　multiple　pregnancy　were　also　analyzed，　no

significant　differences　were　found　between　those

underwent　ovulation　induct｛on　and　spontaneous

ovulation（Table　3）．　The　history　of　primary　or

secぐ）ndary　infertility　or　habitual　abortion　was

taken　into　consideration　when　examining　the　inci・

dellces　of　abortion，　preterm　delivery　and　multiple

pregnancies．　The　incidence　of　the　preterm　deliv－

ery　rate　was　significantly　lower　in　the　primary

infertility　group　than　habitual　abortion　group（3．

4％vs　15．4％，　P〈0．05）（Table　4）．

　　Although　threatened　abortion　was　observed　in

ovulation　induction　as　well　as　spontaneous　ovula－

tion　　groups，　threatened　　abortion　　rate　itself

showed　no　significant　difference　between　ovula－

tion　induction　and　spontaneous　ovulation．　How－

ever，　the　outcome　of　threatened　abortion　of　ovula－

tion　induction　was　sigllificantly　poorer　than　that

of　spontaneous　ovulation（70．0％vs，33。1％，　P〈

0．001），hMG　vs　spontaneous　ovulation（88．9％vs．

33．1％，P＜0．005）and　clomid／sexovid　vs．　spontane－

ous　ovulation（58．7％vs．33ユ％，　P〈0．05）（Table　5）．

Spontaneous
　　　　　　OvulatiOn

　　　〈Control＞

Threatened
Abortion

Pregnancy

　　　32．70／6

（50／153cases）

37．5％

（9／24）

25．4％

（　29／114）

27．8％

（178／641）

POor
　　Outcome／
　　　　　　／／

／／ Threatened
　　　　　Abortion

　　70．0％＊＊＊

（35／50cases）

88．9％＊＊

（　8／9　）

58．696＊

（17／29）

33．1％

（59／178）

Discussion

　　It　is　well　known　that　women　with　a　history　of

infertility　have　a　higher　mean　age，　a　low　parity，

more　spontaneous　abortions，　extra－uterine　preg－

nancies　and　still　births　than　women　without　a

history　of　infertility1）．　Moreover，　ovulation　induc－

tion　using　hMG　apparently　causes　an　increased

incidence　of　both　spontaneous　abortion　and　multi・

　　　＊P＜0．05　vs　Control　by　chi－square　test

　　＊＊P〈0．005vs　Control　by　chi・square　test

＊＊＊P＜O．001vs　Control　by　chi－square　test

ple　pregnancy，　even　when　compared　with　ovula・

tion　induction　using　cl〔）miphene／sexovid．　Regard－

ing　these　data，　although　numerous　studies　have

been　published，　Adashi，　et　al2）．　reported　a　26．5％

spontaneous　abortion　rate　and　a　12．8％multiple

pregnancy　rate　in　86　clomiphene　related　concep・

tions．　In　our　data　on　the　cIolniphene／sexovid

group，　the　abortion　rate　was　IL4％and　the　multi－

ple　pregnancy　rate　was　1．8％，　both　of　which　were

far　lower　than　those　cited　by　Adashi．　Regarding

clomiphen　related　conceptions，　Japanese　studies

have　generally　reported　a　lower　incidence　of

spontaneous　abortion　than　either　American　or

European　studies．　However，　this　may　be　due　to

differences　in　the　dQse　administered，　the　method

of　administration，　and　the　racial　factor．　On　the

other　hand，　Schenker，　et　al．3），　after　having　revi－

ewed　154　art｛cles，　concluded　that　the　incidence　of

rnultiple　pregnancy　was　apProximately　6％　in

clomiphene辻reated　conceptions　and　20－30％in

hMG　treated　conceptions．　Other　authors　have

reported　abortion　rate　of　l7％－31％in　hMG　treat－

ed　pregnancies．4“－9）Our　data　for　hMG　related

conceptions　were　compatible　with　these　figures．

Accordirlg　to　interesting　data　reported　by　Ben－

Rafael，　et　al．10）a28．5％abortion　rate　was　obser・

ved　in　203　first　conceptions　following　hMG　treat－

rnent，　and　a　11．9％abortion　rate　was　observed　in
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84women　who　conceived　a　second　time　with　hMG

treatment．　We　speculated　on　several　causative

factors，　such　as　endometrial　insufficiency　due　to

prolonged　periods　of　infertility　or　the　imbalance

of　hormonal　milieu．　Campana，　et　al．ll）insist　that

the　principal　cause　of　abortion　proved　to　be　an

existing　corpus　luteum　deficiency　and／or　former

menstrual　disorders．

　　Deutinger，　et　al．12）investigated　37　pregnancies

after　in　vitro　fertilization　utilizing　hMG，　and

reported　that　16　aborted：9　as　clinical　abortions

and　7　as　biochernical　abortions，　as　detected　by　the

continuous　measurement　of　beta－hCG．　Thus，

there　is　a　probability　that　the　high　incidence　of

abortion　in　ovulation　induction　is　due　in　part　to

biochemical　abortion．　In　our　daily　outpatient

practices，　we　pay　far　more　attention　to　ovulation

induction　patients，　especially　hMG　treated

patients，　than　to　ordinary　patients，　whose　bio－

chemical　abortions　can　easily　be　over　looked．

　　The　most　striking　finding　of　this　study　is　that

once　symptoms　of　a　threatened　abortion　appear　in

early　pregnancy　after　ovulation　induction，　the

prognosis　becomes　very　poor．　Speculating　on　this

etiology　is　perplexing　but　this　threatened　abortion

may　be　due　to　atrophy　of　the　endometrium’3｝　and／

or　luteal　insufficiencyu・14），　because　in　principle，

ovulation　induction　by　hMG　is　common　in　cases

of　severe　hypogonadotropic　hypogonadism　or

primary　infertility．　From　these　data，　we　recom－

mend　intensive　care　for　detecting　preclinical　signs

of　threatened　abortion　in　early　pregnancy　after

ovulation　induction：for　example，10w　urinary

hCG　and　low　serum　progesterone　levels．　So　inten－

sive　luteal　support　by　hCG　should　be　done．　This

concept　is　also　emphasized　by　Buvat，　et　aL15）for

pregnancies　after　ovulation　induction　by　luteiniz－

ing　hormon　releasing　hormone．　On　the　other　hand，

Kadar，　et　al．16）reported　that　measurement　of　the

doubling　time　of　serum　hCG　is　significant　in　early

asymptomatic　pregnancy．　A　poor　hormonal　envi－

ronment　is　a　major　concern　in　programs　for　ferti－

lization　by　ovulation　induction　where　early　preg－

nancy　loss　may　be　more　common　than　in　a　natural

conception　cycle17〕．　Recent　field　studies　found　that

more　than　one　fifth　of　the　pregnancies　detected　by

such　a　sensitive　hCG　assay　were　lost　before　being

recognized　by　the　women17）．　Furthermore，　Baird，

et　al．17）reported　that　serum　hCG　tended　to　be

detected　later　in　cycles　of　early　pregnancy　loss

than　in　succesful　conception　cyclel8）．

　　Contrary　to　our　expectation，　effects　of　mater・

nal　age　on　gestational　oしltcome　were　found　to　be

negligible　in　the　present　study．　It　is　believed　that

the　incidence　of　chromosomal　anomaly　of　fetus

increases　in　proportion　to　maternal　age．　There－

fore，　the　abortion　rate　might　be　expected　to

increase　in　elderly　pregnant　womel1．　Data　from

Naylor，　et　al．19）in　a　study　of　33，255　cases，　showed

ahigher　tendency　to　abort　in　the　age　group　over

40，but　it　was　not　statistically　significant．　Our

study　shows　lower　abortion　rates　in　the　20－24

years　old　group　than　in　those　over　25．　With　advan・

cing　age，　there　apPears　to　be　a　decrease　in　ovar－

ian　response　to　an　increased　amount　of　stimula－

tion，　as　measured　by　steroidgenesis　and　follicular

recruitment20｝．　However，　at　least　with　regard　to

multiple　pregnancy，　our　results　indicated　no　sig－

nificant　differences　between　any　age　groups．

Concering　the　effects　of　obstetric　history　on　ges－

tational　outcome　following　ovulation　induction，

preterm　delivery　rates　were　higher　in　habituaI

abortion　group　than　in　the　primary　and　secondary

infertility　groups．　This　result　may　be　expected，

because　habitual　abortion　in　the　second　trimester

may　be　due　to　cervical　insufficiency。

　　Harrison21）suggests　the　efficacy　of　hCG　in

habitual　abortion　in　early　pregnancy，　and　Gerhar・

d，et　al．22）proved　the　efficacy　of　progesterone　for

patients　before　the　7th　gestational　week，　espe－

cially　for　older　and　risky　pregnant　women．　Still

many　reports　showed　negative　data　concerning

the　therapy　of　threatened　abortion　in　early　preg－

nancy．　Recently　large　doses　of　hCG　and　progester－

one　have　been　recommended　to　prevent　an　abor－

tion　after　in　vitro　fertilization，　and　even　beta－

mimetic　preparations　are　used　as　a　treatment　for

threatened　abortion　in　the　first　trinユester．

　　In　conclusion，　we　also　emphasize　the　necessity

of　early　detection　and　intensive　care　of　patients

with　threatened　abortion　who　have　undergone

ovulation　induction．
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排卵誘発による妊娠の予後

東京医科歯科大学産婦人科学教室

長江光芳　斉藤　幹

独協医科大’1壕婦人科学教室

熊坂高弘

　　排卵誘発（OI）後の153例の妊娠に対し，自然排卵

（SO）後の641例の妊娠を対照として，妊娠転帰に関

するレトロスペクティブな研究をした．（1）OIは而い流

産傾向と双胎率を示した．特にhMG使用群では各々

33．3％，12．5％を示し両数値ともSOに比し有意に高
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値であった（P＜0．00＆P＜0．01）．（2）流産率，多胎率

に対する母体年齢の影響をみると，各年齢層聞で，OI

とSOとの比較でも差異はなかった．（3）切迫流産例の中

で実際に流産となった率はOIがSOに比し高く（70．0

％vs　33．1％，　P〈0．001），特にhMG（88．9％vs　33．／

％，P〈0．005）とクロミフェン（58．7％vs　33．1％，

P＜O．05）で高い．（4）産科既往暦では原発不妊と続発

不妊は差異が見られなかったが，習慣性流産では15．4

％の早産率を示し，原発不妊に比し有意（P〈0．05）

に高かった．

　　　　　　　　　（受付：1991年10月19日特掲）
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地方部会講演抄録

平成3年度日本不妊学会
東北支部総会学術講演会

日　　時　’F成3年11H2日（土）

会　　場　llJ形グランドホテル

1．子宮内膜の厚さが妊孕性に及ぼす影響

　　　　　　　斉藤英和・佐藤文彦・平山寿雄

　　　　　　　椎名有二・杉内明一f・・斉藤隆和

　　　　　　　　　　　　　　　　（lll形大産婦）

　子宮の内膜は発育してきた胚が着床する部位であ

り，妊孕性にとって弔要な要素の1つである．今回

我々はhMG中止口のf宮内膜の厚さより，妊1f牲に

ついて検討した．

　子宮内膜の厚さをく6　mm，6≦＜8，8≦〈10，

lO≦＜12，12≦〈14，14≦の6群に分け検討すると，

検討周期1576周期中460周期が8≦〈10で，最も高

頻度であった．年齢はく6の群で最高値を示し，　35．9

歳であった．

　採卵数は内膜が厚くなるにつれて多くなり，8≦く

10群で4．3個とほぼプラトーに達した．受精卯数で

も8≦＜10で’1ε均2．0個と，ほぼプラトーに達した．

妊娠は6mm以上の群に認め，内膜の厚さが厚くなる

につれて妊娠率も高くなり，内膜の厚さが14mm以上

において32％の妊娠率であった，また，妊娠継続率

においては，どの群問にも有意な差は認めなかった．

　よって，了・宮内膜の厚さは，その厚さが厚くなる

程，胚の着床環境としてはよい状態になると考えら

れた．

2．不妊症における尿中LH簡易測定キットの

　　臨床的検討

　　　　　　木原香織・太田信彦・沼崎政良

　　　　　　小田隆晴（山形県立河北病院産婦）

　正常排卯周期を有する不妊婦人39名，48周期を対

象に，簡易EIA法によるゴナール「LH」キット

を用い，検出感度20mIU／rnlの尿中LHを測定し，

その基礎的，臨床的検討を行なった．

　本キットの同時再現性は、良好で，HCG　100mlU／ml，

TSH　O．1mIU／mlでは交叉反応は認められず，血中

LHとも有意な相関（r＝O．7743）を認めた．排卵

日でのLrl・朝尿の20mlU／mlのLH陽性率は97．9％

と高率で，30rnIU／mlでは50％，40mIU／m1では

16．7％であった。tii一朝尿20mIU／ml陽性時の卵胞径

は平均18．3±1．7　mm，子宮内膜の厚さは平均10．4±

1．5　mm，頸管粘液スコアは平均8．3±0．9点，血中L

Hは’lt均40．7±4．1mIU／m1，血中E，は平均

286．2±12．6pg／mlであり，陽性日より48時間以内

に全例卵胞の消失を確認した．

　以ヒより，自然排卵周期では，卵胞径15mmの時点

で低感度の本法で早朝尿を測定することにより排卵

r知が可能で，今後不妊症患若への応用が期待され
る．

3．難治性無排卵症に対するブセレリンの併用

　　　　　　寺田幸広・渡辺　正・川村みどり

　　　　　　陳　偉業・千田定則・村t　節

　　　　　　萬代泰男・戸沢秀夫・対木　章

　　　　　　C．マンスフィールド・深谷孝夫

　　　　　　矢嶋敬一　　　　　（東北大産婦）

　　　　　　星敬一　　（竹田総合病院）

　今1口1我々は，高ゴナドトロビン値を示す無排卵症

例つまりPOF例に対し，　Gn－RH　analog（ブセレ

リン）を併用した排卵誘発を試みたので，その経過

を報告した．

　POF3例に対して，ブセレリン900μg／dayを1

～ 2か月投与し，内因性のゴナドトロピンレベルを

抑制したのち，FSH製剤の、k量投与を行なったが，

数回僅かな反応があったのみで，有効な排卵誘発ま

でにはいたらなかった．今回の経過中2例にブセレ

リン連日投与にもかかわらずゴナドトロピンレベル

のド降が芳しくない事が目、乞った．

　今回の経験では，このようなPOF例に対しては

ホルモン療法だけではどうしても限界がある事が感

じられた．今後の展望としては，免疫抑制療法の確

“t二等が考えられるが，どうしても治療抵抗性で開腹

卯巣生検にても原始卵胞が見られないような場合の

ためにdonor－oocyteの使用も前向きに考えてゆかな

ければならないであろう．
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4．排卵障害患者における男性ホルモンの測定の

　意義
　　　　　　清水　靖・児玉英也・福田　淳

　　　　　　松井俊彦・武田志保・関根和子

　　　　　　真木正博　　　　　（秋田大産婦）

　今回，当科不妊外来通院中の排卵障害患者で，明

らかな高PRL血症，卵巣性無排卵症を除いた51名，

正常の月経周期を有する正常コントロール22名を対

照にとり，テストステロン（以下T），アンドロステ

ネジオン（以下△4A＞，デハイドロエピアンドロステ

ロンサルフェイト（以下DHEA－S）を測定し，排卵

障害患者に対する高アンドロゲン血症の臨床的問題

を検討した．

　その結果，排卯障害患者51例中少なくとも3種類

のアンドロゲンのうち，ひとつが上昇しているもの

が27例に見られ，その27例を，上昇しているアン

ドロゲンの種類により卵巣型，副腎型，混合型に分

けた．すなわちT，もしくは△4Aが高値を示すのを

卵巣型，DHEA－Sが高値を示すのを副腎型，両者と

も高値を示すのを混合型とした．

　各群間で，副腎型および混合型の患者は卵巣型と

比較して重症の病態を示し，クロミフェン治療に抵

抗するものが多かった．

5．反復卵管妊娠に対してMTX療法を行ない，

　生児を得た症例

　　　　　　吉崎　陽・小11」俊司・井筒俊彦

　　　　　　利部輝雄・西谷巌

　　　　　　　　　　　　　　（岩手医大産婦）

　最近子宮外妊娠にたいするメソトレキセート（M

TX）療法が広く行なわれるようになった．われわ

れは反復した卵管妊娠にたいしMTX療法を行ない

生児を得た症例を経験したので報告する．

　患者は初診時27歳，2回の人工妊娠中絶，左卵管

妊娠による左卵管切除術，1回の自然流産の既往が

あった．主訴は無月経，下腹部痛，不正性器出血で

あった．双合診で右付属器部に母指頭大の腫瘍を触

知，超音波断層法で同部にGS様エコーを認めた．

尿中hCGは6401U／Lであった．右卵管妊娠と診断

し，MTX　15mg／body，レギュラーインスリン4u／

bodyを5日間投与した．

　尿中hCGは投与後14日でLHレベルに下降した．

治療後3か月目に施行したHSGで右卵管の疎通性

を確認した．その後28歳，妊娠38週0口，32989

男児を正常分娩，29歳，妊娠34週4日，20709女

児を早産した．児に奇形等の異常はなく発育は正常
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である，31歳時，右卵管妊娠破裂で，右卵管切除術

を施行された，インスリン併用によりMTX投与等

を減少することができた．

6．子宮卵管造影法の所見と妊娠率について

　　　　　　国井兵太郎（国井産婦人科病院）

　773例の挙児希望の来院者のうち，子宮卯管造影

（HSG）を行なって6カ月以上経過を見た301例に

ついて子宮，卵管および造影剤の拡散の所見と妊娠

率，流産率の相関を見た．

　油性造影剤を用いて透視ドに撮影を行ない，24時

間後の再撮影で拡散を判定した．子宮の所見を正常，

小さい，大きい，形態異常，子宮内癒着と分類する

と，小さい場合は妊娠率が高かったが（P〈0．05），

流産率も高く（P〈O．Ol），挙児率に差はなかった．

正常な場合は流産率が有意に（P＜O．005）低かった．

　卯管の所見は両側通過，片側のみ通過，両側不通

過，両側留水症と分類すると，片側が通れば両側通

る場合と妊娠率，挙児率に差はなかった．両側通ら

ない場合は当然ながら妊娠率は低かった（P＜0．005）．

　造影剤の拡散については良，やや良，不良，卵管

内残留，通過量の少ないもの，不整拡散の6つに分

類すると，拡散不良の群で妊娠率が有意に（P〈0．05）

低かった．

7．子宮腔内病変に対するヒステロレゼクトスコ

　　ープの応用

　　　　　渡辺　正・寺田幸広・田村みどり

　　　　　　千田定則・陳偉業・村ヒ節

　　　　　萬代泰男・戸沢秀夫・対木　章

　　　　　　C．マンスフィールド・深谷孝夫

　　　　　　矢嶋　聡　　　　　　（東北大産婦）

1）今回我々は，子宮内腔病変に対してヒステロレ

ゼクトスコープを使用する機会を持ち，若干の症例

を経験することができたので報告する．

2）使用機種はオリンパス社製のヒステロレゼクト

スコープで，シースの外径は7　mmと細く，持続潅流

式であるため，良好な視野のもと操作を進めること

が可能であった．

3）対象期間は平成2年6月より’F成3年9月まで

の問．以下に述べる13例にヒステロレゼクトスコー

プを使用した．子宮奇形の2例，　Asherman　syndrome

の疑われた5例，筋腫分娩の4例，粘膜下筋腫の2

例である．

4）実際の手技は，全身麻酔下にヒステロレゼクト

スコープを挿入し，テレビカメラのモニタリングを

併用して処置を行なった．術中は原則として腹腔鏡
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を併用して，監視した．

5）考案；従来，子宮腔内の病変に対するアプロー

チは経．膣的盲目的な操作が主体であった．ヒステロ

レゼクトスコープの登場は子宮腔内の病変部の診断

のみならず，妊孕性を温存した処置を直視’ドに行な

えるという点で，意義の大きい手技であると思われ

る．今後も症例数を増やし，新たなる工夫と改善を

加えて行きたいと思う．

8．当院における腹腔鏡578例の検討

　　　角田千恵子　永井　宏（向仁会永井病院）

　腹腔鏡検査は不妊症のみならず種々の疾患の確定

診断，治療方針決定に極めて有用な検査である．

　今回我々は平成2年までの7年間に実施した578

例（開腹手術1334例の43．3％に相当）の検査成績

をまとめ検討を行なったので報告する．

　施行患者の年齢は，16～55歳までで，25～29歳

29．6％，次いで30　一一　34歳が27．7％を占めた．主訴

別では，不妊が34．7％，次いで月経困難症17．9％，

F腹部膨隆感16．2％となっている，不妊症例237例

は年齢別にみると30～34歳が40．9％，次いで25～29

歳28．9％，35～39歳20．3％を占めた．腹腔鏡施行

後の診断は，子宮内膜症35．4％，子宮筋腫16．7％，

卯管因ア，異常なしが，おのおの13．3％，PID8．3

％を占めた．術前に機能性不妊と臨床診断された130

例中，異常を認めなかった症例は30例（23％）にす

ぎなかった．∫・宮内膜症72例は，R－AFS　I期35％，

II期26％，　III期22％，　Iv期17％をIliめた．妊娠例

は37例であり，1期，II期おのおのll例，　III期9

例，IV期6例であった．

9．排卵時期予測としての血中プロゲステロン値

　の有用性について

　　　　　立崎達夫・池田史郎・藤井俊策

　　　　　鍵谷昭文・斎藤良治（弘前大産婦）

　当科不妊外来で治療を行なった白然排卯群5例，

clomiphene群19例，　hMG－hCG群6例を対象に，

血中LH，P、の連H測定と卯胞径計測を行なった．

超音波断層法で，①卵胞径の縮小または消失，②卯

胞の変形，③子宮内膜の肥厚像をもって排卵後とし
た．

　LH　surgeまたはhCG投与時とその24時間後の
血中P4は自然排卯群で1．83±0．63　ng／ni　1→3．45±

0．78ng／mlへ，　clomiphene群で2．08±0．92→

4．01±0．58ng／m1へ，　hMG群で1．24±O．9→

6．23±3．7ng／mlへ上昇していた．また超跨波像上排

卵後と診断された目のP、は，自然排卯群3．49±0．87
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ng／m1，　clomiphene群4．14±1．74　ng／ml，　h　MG群

7．42±3，85ng／mlであった．

これより排卯時血中P，は自然排卵群で平均
3．45　一一　3．5ng／nM，　clomiphene君羊4．Ol～4．111g／m1，

hMG群で6．2　一一　7．4　ng／m1の範囲と推測された，

10．RU486により分娩誘起したラットの

　　　　　血中プ回ジェステロン濃度について

　　　　　　　藤村達也・梅津元昭・菅原ヒ郎

　　　　　　　　　（東北大農学部家畜繁殖学）

　RU486により分娩誘起を行ない，その至適投与

時刻を決定し，血中プロジェステロン濃度の変化を

調べることを目的とした．

　供試動物にはウイスター系ラットを用いた．交配

した翌目を妊娠第1口とし，妊娠20目目の18：00か

ら妊娠21日目の18：00まで6時間毎にRU486を

5mg／kg　BWで皮下注射した．その後3時間毎に分

娩の有無，産子数を観察した．妊娠21日目の6：00

に投与した区のみが明の時間帯に分娩しており，1

週間後の産一f一の生存率も79，3％と他の区より，よい

成績であった．

　この結果をもとにしてRU486を投与し，投iチし

てから36時間後まで6時間毎に採1fiLし血清を得た．

後に臓器の重量を測定した．血中プロジェステロン

濃度はRIAにより測定した．臓器重量はRU486投

与による変化は見られなかったが，lfll．中プロジェス

テロン濃度は，投与後30時間で対照区と比べ有意に

減少した．

　以上のことより，RU486で分娩誘起するとItu中

プロジェステロン濃度は分娩と平行して減少するこ

とがわかった．

ll。産婦人科内分泌外来における】〕EXAによる

　　骨塩密度測定の意義

　　　　　　対木　章・、￥田幸弘・渡辺　正

　　　　　　田村みどり・千田定則・陳　偉業

　　　　　　村上　節・萬代泰男・戸沢秀夫

　　　　　　C．マンスフィールド・深谷孝夫

　　　　　　矢嶋　聰　　　（東北大医学部産婦）

　目的および方法：無月経の症例では長期間のエス

トロゲン分泌低下により，骨塩量の減少が起こる可

能性が危惧される．そこで，各種病態の無月経の患

者33名と1E常月経周期婦人23名にっいて，　DEXA

法により第2－4腰椎の正面および側面から測定し

た骨塩密度（APBMD，　VBBMD）を比較検討した．

無月経の症例ではLH，　FSH，　PRLを測定し，各種病

態別の骨塩密度との関係を比較検討した．
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成績：1）コントロール群に比べ，無月経群では

APBMDおよびVBBMDは有意に低かった．2）年
齢との相関ではコントロール群でAPBMDとの正の

相関を認めたが，VBBMDとの相関は認められなか

った．無月経群ではいずれとも相関を認めなかった．

3）無月経群では骨塩量とゴナドトロピン値と密接

な関係を認め，LHおよびFSHレベルと負の相関

を認めた．hMG療法抵抗性のPOF症例では顕著

な骨塩密度の低下を認めた．これに対し，PCO症

例では軽度の減少に留まった．

結論：20－30歳台の無月経症例で骨塩の減少を示す

症例が存在する事がDEXAにより確認された．こう

した症例には骨塩量保持の立場からすると排卵誘発

法やエストロゲン補充療法などが必要であり，骨塩

法の微妙な変化を検知する事が可能なDEXA法は無

月経症例のfollow　upに有効な方法であることが示

唆された．

12．体外受精患者における血小板のPAFに

　　対する感受性の測定

　　　　　　　武田志保・児玉英也・福田　淳

　　　　　　　松井俊彦・関根和子・真木正博

　　　　　　　　　　　　　　　（秋田大産婦）

　1血小板活性化因子（PAF）に曝露された血小板

は，PAFに対する感受性が一過性に減少するとの

報告がある．そこで血小板に対するPAFの感受性

を経時的に調べる事により，胚由来のPAFの活性

を評価できるのではないかと考え以下の検討を行な

った．

方法：体外受精施行33例（うち妊娠例13例）に対

し，胚移植時，移植後3日，6日，16日後に採血し

た．platelet　rich　plasmaを2×10一4M－－2×10－7

Mの10倍ずつの希釈系列のPAFと反応させ，血小

板凝集能測定装置で測定し，凝集反応が最大凝集能

の50％に減弱するPAF濃度を最大反応濃度とし
た．

成績：PAFに対する感受性の低下が認められたの

は，妊娠群で13例中3例（23．1％），非妊娠群で16

例中4例（25％）であり，両群で同率に存在した．

対象中で卵巣過剰刺激症候群（OHSS）を呈した症例

では，4例にPAFに対する感受性の増強がみられ
た．

結論1今回の方法は胚由来のPAF活性の評価法と

しては限界がある．またOHSS症例でPAFに対す

る感受性の増強が高頻度に観察された．
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13．年齢が妊孕性に及ぼす影響

　　　　　　　斉藤英和・佐藤文彦・平山寿雄

　　　　　　　椎名有二・杉内明子・斉藤隆和

　　　　　　　　　　　　　　　（山形大産婦）

　自然でも年齢が高くなると妊娠しにくくなるが，

体外受精，胚移植法においても同様の傾向が認めら

れるか検討した．

　年齢を≦30歳，30＜≦35，35＜≦40，40＜の4群

に分けて検討した．30〈≦35の群で最も頻度が高く

721周期あった．子宮内膜の厚さは≦30の群で最も

厚く10．Ommであった．採卵数は≦30の群で最も多く

4．6個であり，年齢が高くなるに従がい少なくなり，

40＜で2．9個と最も低い値を示した．受精卵数にお

いても周期あたり，≦30では2．3個であるのに対して，

40〈では1．1個と減少した．受精率でも40歳以下で

は47　一一　49％であるのに対し，40＜では37％と減少

した．移植胚数も≦30で2．5個であるのに対し，年

齢が高くなるにつれ減少し40〈で1．8個となった．

妊娠率においても≦30が18．2％であるのに対し，40＜

では3．2％と減少した．妊娠継続率では年齢問に差

を認めなかった．年齢は体外受精の治療法において

も大きな影響を与える因子であると考えられた．

14．受精のタイミングとpolyploidyについて

　　　　　　　佐藤文彦・杉内明e・椎名有二

　　　　　　　　　　　　　　　（山形大産婦）

　妊娠初期流産の原因には染色体異常が関与してい

ると言われているが，このうちpolyploidyは受精前

後での卵子や精子の状態がとくに影響しているもの

と思われる．今同，排卵より受精までのタイミング

によるpolyploidy発生の違いを検討した．

　B6C3F1雌マウスにPMS　10単位を投与し，48時

間後にhCG　10単位を投与後，それぞれ14時間，16

時間，18時間に卵管より未受精卵を取り出し，90分

前培養していたT6雄マウスの精子と媒精した．14

時間群および16時間群ではpolyploidyはほとんど認

められなかった．18時間群では，変性卵の割合が12．5

％，polyploidy卵が9．6％と増加した．このpoly－

ploidyの原因としては多精子受精より，卵子の極体

放出障害が多かった．したがって，受精初期の異常

の原因として受精のタイミング，とくに老化した卵

子の受精による異常が考えられ，老化卵子では極体

放出や減数分裂に影響がでるものと思われた．
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15．ヒト精子受精能へのPentoxifyllineの影響

　　　　　佐々木宏子・中木純子■藤森　淑

　　　　　星　利彦・佐藤　章（福島医大産婦）

　Pentoxifylline（Ptf）は，精ゴーの運動賦活作用を有

することが知られているが，今回Ptfの精f受精能に

対する効果をハムスターテストで検討してみた．精

一 f回収は，45％　Percoll（P法）と50％　Nycodenz

（N法）で行なった．N法で精子を回収し，　swim　up

時に1mg／m1のPtfを添加したときのハムスターテ

ストの成績が最も良好であった．しかし，精液に直

接Ptfを添加してもハムスターテストへの効果が認め

られず，Ptfは精液へではなく，洗浄後の精子に添加

した方が有効であると思われた．また，Ptfの精子運

動性促進効果は，今回の検討では認められず，Ptfに

よるヒト桁了受精能促進は，運動に対するよりは，

先体反応への直接効果であることが示唆される．

16．精管のカテコールアミン

沢村俊宏・

安達裕一・

1口寿功・渡辺博・卜f：

一 1田瑛浩

　　（山形大泌尿器）

　精管の収縮にはノルエピネフリンが重要である．

また末梢動脈内にある非コラーゲン蛋1－1も’｝戎滑筋の

収縮に関与する事が示唆されている．これらを人の

精管にて年齢による変化を検討した．

　ノルエピネフリン，非コラーゲン蛋自は加齢とと

もに減少し，両者と年齢には負の相関が兄られた．

コラーゲン，エラスチンは加齢とともに増加し，コ

ラーゲン，エラスチンと年齢との問には正の相関が

見られた．ノルエピネフリン，非コラーゲン蛋自は

組織の神経活性と平滑筋の収縮に関’チすると見倣さ

れており，加齢とともに減少するノルエピネフリン，

非コラーゲン蛋白は精管の収縮運動に関与すると推

測した．

17．A23187による卵iF　activation後の，ハムスタ

　　ー卵細胞質内精子核顕微注入による受精

　　　　　　　柳川薫・矢沢浩之・片寄治男

　　　　　　　星　和彦・佐藤　章

　　　　　　　　　　　　　　（福島医大産婦）

　哺乳動物の卯細胞質内顕微注入法による受精では

受精率・初期発生率の低下が認められる．ハムスタ

ー での顕徴注入による受精では第2極体が放出され

雄性前核が作られるが，表層穎粒の消失が極めて軽

微で，賦活刺激の不足が考えられる．そこで，卯f

を賦活させるA23187－Caイオノフォアーで処理した
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卵子で顕微受精を行ない，その効果を検討した．

　ゴールデンハムスターの未受精卵を10μMイオノ

フォアで3分間処理し洗浄後培養すると，賦活した

卵の割合は120分後で93．6％（コントロールは6．5

％〉とその効果は著明で，表層穎粒の消失も良好で

あった．イオノフォア処理卯へ，ハムスター精巣上

体尾部精子核を顕微注人し前核期卵あるいは2細胞

期卯への発生する割合を調べたところ，イオノフォ

ア処理では，賦活された卵子の以後の受精過程は助

長しないが，卵を効果的に賦活することで間接的に

前核期卵が多く得られることが判明した．顕徴注入

法の受精成績を向ヒさせるためには，イオノフォア

処理が有効と思われた．

18．無精子症を合併したロバートソン転座の1例

　　　　　　加藤智幸・石郷岡学・笹川丘一卜次

渡辺博幸・ 1‡田瑛浩

　　　（山形大泌尿器）

　近年，常染色体の転座とリ拝不妊症との関連が注

目されているが，今回我々は無精子症を合併したロ

バートソン転座の1例を経験したので報告する．

　症例は30歳男性．3年間の不妊をk訴に当科受診．

入院時検査所見では第2次性徴はtl　1常，精巣容量は

G’　22ml，左19ml．精液検査では相液量2．3ml，精f一

数0／ml，内分泌学的検査ではLH，　FSH，テストス

テロン，プロラクチンいずれも正常範囲内であった．

末梢リンパ球の染色体検査では，45XY，－13，－

14，＋t（13q，14　q）の核型を示した．両側精巣

生検では第1次桁母細胞の段階でspermatogenesis

が停止しており，精細管では精細胞の精細管L皮か

らの剥離脱落が認められたが，ライディッヒ細胞，

セルトリ細胞は1］1常であった．

19．男性不妊患者の精子尾部の微細構造異常と

　　精子運動能との関連性

　　　　　　　松井俊彦・児一1ミ英也・福田　淳

　　　　　　　武田志保・関根和一i－・真木正博

　　　　　　　　　　　　　　　（秋川大産婦）

目的：精子尾部の1数細構造異常が，桁ゴの運動機能

および精子の受精能に及ぼす影響を明らかにする，

方法：体外受粘を施行した男性不妊患者について，

精子尾部の徴細構造を透過電顕で観察し，正常尾部

および各種異常所見（微細管の欠損および過剰，配

列異常，変性）の100精了一あたりの出現頻度を算定

した．また，精子の運動機能は，swim－up法で1，Tl収

された精f・（精子洗浄1時間後）を自動露出位相差

顕微鏡を用いて，頭部の前進速度，振幅振動1り1数
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および直進率を検討した．精子尾部の各種微細構造

所見の頻度と，運動率および運動の上記パラメータ

ー との関連性を検討した．また，体外受精の受精成

立の有無との関連も検討した．

結果：正常尾部の出現頻度は，運動率と相関（r＝

0．55）が認められた．精子尾部の異常所見では，辺

縁双微細管の欠損が速度（r＝－O．44）との間で相

関が認められた，透過電顕では，正常尾部（P〈0．05）

および辺縁双微細菅の欠損（P〈0．02）の出現頻度

において，体外受精の受精成立例と不成立例間で有

意差を認めた．

考察：精子尾部の微細構造で，正常尾部および周辺

微細管の欠損所見の頻度は，精子の運動機能および

体外受精の受精成績に最も相関が認められ，男性不

妊の精子機能異常に関与する重要な所見と考えられ
た．

20．精子の機能評価としてのSperma　Screenの使

　　用経験

　　　　　　　菅野孝子・吉松宜弘・菅野　薫

　　　　　　　星和彦・佐藤章
　　　　　　　　　　　　　　（福島医大産婦）

　精子先体酵素にはacrosin（AC）とhyaluronidase

（HY）が含まれ，精子尾部鞭毛は，　tubulin　（TU），

dynein（DY），　actin（ACT）等から構成されている，

これらの蛋白は受精時の先体反応やhyperactivation

に重要な役割を果していることが推定される．5種

類の蛋白を蛍光染色できるSperma　screenを用い，

不妊症患者の精子について検討した．

　不妊症患者55名のSwim－up精子をSperma
screen染色し，各々の蛋白の陽性率を精液分析成績

と比較検討した．

　男性不妊の精子に先体酵素や鞭毛構成蛋白の減少

が認められ，各蛋白の欠損が示唆された．

21．Makler計算盤による精子運動能指数（SMEI）

　　の測定一血球計算盤を用いた従来法との比

　　較検討一
　　　　　　　中角尚誉・前原郁夫・蓮田精之

　　　　　　　平松正義・高橋　勝・折笠精一

　　　　　　　　　　　　　　（東北大泌尿器）

　　　　　　　蛭田益紀・鈴木雅洲

　　　　　　　　　　　　　　　（スズキ病院〉

　　　　　　　光川史郎　　　　　（泉中央病院）

　　　　　　　佐藤和宏　　　（船岡今野病院）

目的：精液検査の中で，精子運動性は受精能を評価

する上で最も重要な要素の1つである．従来より我々
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は運動性を客観的に評価する指標として精子運動能

指数（sperm　motile　efficiency　index：SMEI）を用

いてきた．今回我々は，東北大学泌尿器科不妊外来

を受診した患者の精液178検体を対象とし，同一検

体のSMEIを従来の方法（SMEI－H＞とMakler計
算盤を用いた方法（SMEI－M）で算定して，2つの測定

結果を比較検討した．更に精子自動分析装置を用いて

得た精液検査の各種パラメーターと比較しこの指数

の持つ意味について検討した．SMEI；N／d×
100（N：1mmの線上を1分間に通過する精子数，　d：

d×106＝1m1中の精子数）

結果：SMEI－Mと，　SMEI－Hは有意の正の相関を示

した（r＝0．783，P＜O．OOI）．　SMEI－Mは，精子自

動分析装置で測定した精子速度，運動率のそれぞれ

と有意の正の相関を示した（P〈O．OO1）．SMEIは精

子の運動速度と運動率を反映すると思われた．

特　別　講　演

1．体外受精におけるassisted　technology

　　　　　　　　　　　平山寿雄（山形大産婦）

　顕微操作によるassisted　fertiIization　techniques，

特に透明帯開孔術，囲卵腔内精子注入法について実

験動物を用いて基礎的研究を行ない，臨床応用につ

いて検討した．これらの方法について透明帯通過ま

でを省略させた場合，マウス精子はその先体反応進

行状態により卵細胞内での結合部位が異なり，卵細

胞膜に直接結合する先体反応完了精子の場合が受精

率は高率である．囲卵腔内精子注入法で受精率を向

上させるには，注入精子の先体反応を最大限に誘起

させるか，注入精子数を増加させるかのいずれかが

考えられる．注入精子を1－12匹までで検討すると，

受精率は注入精子数が増加するに従い向上する．多

精子受精率は極めて少なく，hCG投与後のagingに

よりdigynic　triploidyの頻度が増加する．これらの

顕微操作により受精した胚の発育，姉妹染色分体交

換をみると，対照群と有意な差は認められなかった．

　ヒト精子を適切な前培養条件ドで受精能獲得，先

体反応を誘起し，その先体反応率およびハムスター

囲卵腔内注入による精子侵入率を調べてみると，前

培養環境により各個人間で先体反応率はかなりのば

らつきがみられ，精子侵入率にもその影響がみられ

た．ヒト卵子の囲卵腔内へ各種培養液で前培養した

精子を1－20匹注入して受精率を検討すると，受精

率，多精子受精が前培養条件により異なってくる．

したがって，適切な前培養法と適切な注入精子数の

決定が，ヒト卵子囲卯腔内精子注入法では必要とな



154　（368）

ってくる．

　これらのふたつの方法で受精率を向上させるため

には，精子受精過程の透明帯通過までを機械的操作

にて補助すると同時に，適切な培養条件下で精子自

体を先体反応完了状態まで同調させる機能面での操

作も必要となってくる．

II．精液中に出現する細胞の臨床的意義

　　　　　　　　　　　前原郁夫（東北大泌尿器）

　精液中には精子以外に種々の細胞が出現する．1）

精索静脈瘤患者や精巣障害性を持つ薬剤を投与され

た患者，そして特発性不妊症において，しばしば精

液中に未熟な精上皮細胞が認められ，精巣生検では

精上皮細胞の剥落が認められる．精液中の精上皮細

胞の出現は造精機能障害の存在を示唆する．2）精

液中に多数の白血球が出現している膿精液症患者で

は，精子運動i生は低下しており，SPAやIVFの成績

も不良である．白血球は活性酸素やライソゾーム酵

素を放出して精子を傷害し，受精能を低下させると

考えられる．3）精巣腫瘍患者で，ときに精液中に

malignant　ce11が認められる．現状では，出現率が

低いためか，あるいは細胞の変性のために陽性率が

低い．今後，精液細胞診はCISの診断で有効な手段

となる可能性がある．また精巣腫瘍患者の精液検査

は，腫瘍による対側精巣の造精機能障害と術後・化

学療法後の回復を評価するヒで重要である．

日

場

会

第36回　日本不妊学会九州支部総会

時：平成3年11月24日（日）

所：長崎県医師会館3F大会議室

長：長崎大学医学部産婦人科助教授　石丸忠

　　之

1．培養液中のエンドトキシンに関する検討

　　　　　　　詠田由美・吉満陽孝・池田景子

　　　　　　　白川光一　　　　　（福岡大産婦）

　培養液中のエンドトキシンの存在が，ヒト体外受

精の治療成績に影響を及ぼすという報告がある．わ

れわれは，市販の培養液に対してリムルス試験を行

ない，培養液中のエンドトキシン濃度を測定した．

さらに，エンドトキシンを添加した培養液を用いて

マウス体外受精を行ない，受精およびその後の胚発

生に対するエンドトキシンの影響を検討した．

　3種類の市販培養液（GPM，　Ham’sF－10，　HTF）

のエンドトキシン濃度を測定した結果，GPMで7

ロット16検体中10検体，Ham　F－10で2ロット5

検体すべてに，0．5～4EU／mlの範囲でエンドトキ
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シンが検出された．また，マウス体外受精では，1EU／

ml以上の添加で受精率が低下し，さらに0．1EU／ml

の添加で胚発生率が低下した．

　市販培養液にはエンドトキシンが検出される可能

性があり，ヒト体外受精・胚移植においてもエンド

トキシンの影響を考慮する必要があると思われた．

2．Enzyme　irnmunoassay法を用いた卵胞刺激

　時の血中プロゲステロン濃度の測定

　　　　　　　河野康志・吉松　淳・松井尚彦

　　　　　　　宮川勇生　　　　（大分医大産婦〉

　IVF－ETにおける妊娠成功率との関連から，卵胞

刺激時の血中プロゲステロン濃度が注目されている．

　今回，その正確性，迅速性が報告されているモノ

クローナル抗体を用いたenzyme　immulloassay
（EIA）による血中プロゲステロン測定試薬（MS－17，

持田製薬〉を用いて，特に，排卵誘発時における低

レベルの血中プロゲステロン（2．Ong／ml以下）の測

定を行ない，その正確性および動態につき検討した

ので報告する．

　対象はIVF－ETを行なった症例より卵胞刺激日寺に

採血した47検体を用いた．MS－17を用いて血中プ

ロゲステロンを測定し，同時にRIAにての測定を

行なった．

　その結果，両者は有意に相関し（r－0．62，P〈

0．01），低レベルでの血中プロゲステロンの測定にお

けるMS－17の正確性が確認された，また，　IVF－ET

成功例の血中プロゲステロン濃度が不成功例と比べ

幾らか低値であった．

3．Double　zona　dissectionとSingle　zona　dis－

　seetionの比較

　　　　　　山田義治・田中　温・出嶋秀明

　　　　　　田中威づみ・吉田一郎・竹本洋一一

　　　　　　鷹野和哉

　　　　　　　　（セントマザー産婦入科医院）

　目的：射出精f濃度が500万／lnl以ド，精子運

動率が20％以ドの重症男性不妊症におけるGIFT，

IVF・ETの妊娠率は極端に低値となる．このような

症例に対し，透明帯に裂け目をつけ，この間隙より

運動精子が進入し，受精に至るZona　dissectionが開

発された．

　今回我々は，受精率をさらに上昇させる目的で，

透明帯を2か所でdissectするDouble　zona　dissec－

tionを試みたので，その結果について従来のSingle

zona　dissectionと比較した．

　方法：過去のIVF－FTで全く受精を認めず，ハム
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スターテストが10％以下であった症例を対象とし，

夫婦の了承のもとに施行した．

　方法：採卵4～5時間後の卯子を0．1％ピアルロ

ニダーゼ内で裸化とした後，O．3M　Sucrose　in　HTF

に注入し，実体顕微鏡下に1～2時と4～5時方向

の2か所で透明帯をdissectした．

　結果：Double　dissectionおよびSingle　dissection

の無傷率，受精率，卵割率はそれぞれ，85％－35％－

28％，87％－28％－13％であった．現在のところ

この受精卯，分割卵の胚移植は行なっていない．

4．超急速凍結法によるヒト初期胚の凍結保存

　　　　　鷹野和哉・田中　温・山田義治

　　　　　　出鳴秀明・田中威づみ・吉田一郎

　　　　　　竹本洋一

　　　　　　　　（セントマザー産婦人科医院）

　目的：ヒト受精卵の凍結保存の最大の目的は，過

排卵処理下の子宮内に移植するのではなく，自然周

期の子宮内に戻すことによる着床率の向上にある．

しかし，現状におけるヒト受精卵の凍結融解後の妊

娠率は約10％と低値にとどまっている．この妊娠率

の低さは従来のプログリムフリーザーを用いる凍結

手技の繁雑さが原因の1つと考えられる．

　今回我々は超急速凍結法が臨床に応用できないか

と検討した．

　方法：凍結は室温にて，受精（卵割）卵を直接，

凍害保存液DAP　（D：dimethyl　sulphaxide，　A：

acetamide，　P：propylene　glycol）に移し，直ちにガ

ラス製のキャメラリーに吸引し，5秒以内に液体窒

素中に浸漬した．融解は液体窒素内よりとり出し，

直ちに指先で加温後，37℃，0．5M　Sucrose内へ注入

した．

　結果：モル濃度差における比較ではD：A：P＝

2：1：3が最も成績がよく，融解後の生存率は77

％（54／70）で，発生率は32％（12／37）であった．

5．各種精子処理法における先体反応性に関する

　検討
　　　　　　田中威づみ・田中温・山田義治

　　　　　　出嶋秀明・吉田一郎・竹本洋一

　　　　　鷹野和哉

　　　　　　　　（セントマザー産婦人科医院）

　目的：精子が透明帯を通過し，卵子と受精するた

めには，精子の先体反応の発生が必要である．今回

我々は当院にて使用している各種精子処理法におけ

る先体反応の発生率について検討を行なったので報

告する．
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　方法：①Swim　up法，②Percoll法，③ヒト卵胞

液，④カフェイン，⑤カフェイン＋ヘパリン，⑥凍

結融解の6種類にて処理した精子の先体反応の有無

をTriple　stainにて検討した．

　結果1各種精子処理後の先体反応の生存精子およ

び死滅精子における発生率は，①8．5％（17／200＞－

2．5％（5／200），②6．5％（13／200）－O．5％（1／200），

③11．7％（35／300）－3．3％（10／300），④2．5％（5／

200）－13％（26／200），⑤3％（6／200）－5％（10／

200），⑥14％（28／200）－31％（62／200）であった．

　各種精子処理法における生体反応の発生率は凍結

融解が最も高く，ヒト卵胞液，カフェイン，Swim　up

法，カフェイン＋ヘパリン，Percol1法の順であった．

6．AIHにより妊娠に至った高度乏精子症の

　4症例
　　　　　　川口日出樹・戸板通保・大渕浩子

　　　　　　三部正人・小池弘幸・池ノ上克

　　　　　　森　憲正　　　　　（宮崎医大産婦）

　近年，不妊症治療の分野においてはIVF－ET・GIFT

等が広く行なわれるようになってきているが，現在

でもAIHは不妊症の重要な治療法の1つである．さ

らに，排卯モニタリング法，良好精子選別法の進歩

やAIH針の改良などにより，その妊娠率も向上しつ

つある．しかしながら，この様な各種の改良にも関

わらず，高度乏精子症例においてはAIHによる妊娠

は極めて困難であるといわれており，通常はIVF－ET，

GIFTなどが行なわれることが多い．

　今回我々は，1990年9月一一　1991年8月の1年間に

AIHを施行した症例のうち，精子数1000万／ml未

満の高度乏精子症例（精子濃度200万～900万／

ml）で，4例の妊娠例を得る事ができたのでその詳

細を述べるとともに，軽度～中等度の乏精子症例，

あるいは正常精子症例における成績との比較検討を

行なったので，その結果を合わせて報告する．

7．Sperm　survival　testで自然妊娠成立を予知

　　できた高度乏精子症の2例

　　　　　　小濱正彦・布施正樹・岡本純英

　　　　　　石丸忠之・山邊徹

　　　　　　　　　　　　　　　（長崎大産婦〉

　今回，私どもは一般的精液検査では，高度乏精子

症を呈するものの，SST結果から精子妊孕能良好

と判定し，その後自然妊娠が成立した2例を経験し

たので報告する．

　症例1：夫33歳・妻28歳．精液検査の所見は，

初回は精子数80万／m1，運動率25％，正常形態率
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50％，2回目のそれは，それぞれ110万／mL　54．5

％，63．6％であった．またSSTは2回とも36時間

陽性を示した．すなわち精子妊孕能は良好と判定し

た．配偶者は，視床下部性第1度無月経および高プ

ロラクチン血症を認めた．そこでクロミフェン，お

よびプロモクリプチンを投与し，性交のタイミング

設定を行ない，第3周期目に自然妊娠が成立した．

　症例2：夫46歳・妻32歳．高度乏精子症（200万

／ml）を呈するものの，　SST結果から精子妊孕能

は良好と判定した．症例1と同様に，タイミング設

定のみで，自然妊娠が成立した．

〔結論〕SSTは高度乏精子症を示す例においても精

子妊孕能を事前に予知できることが示された．

8．当科におけるAIHの治療成績

　　　　　　西村　弘・松井幹夫・小山伸夫

　　　　　　河野哲郎・田中信幸・松浦講平

　　　　　　岡村　均　　　　　（熊本大産婦）

　AIHは従来の適応から，機能性や難治性の不妊例

に対する妊孕尤進策として繁用されてきている．そ

こで最近4年間の当科におけるswim－up法による洗

浄精子によるAIHの成績を検討したので報告する．

　妊娠例49例の適応では機能性不妊が15例と最も

多く，次に難治性13例，男性因予10例の順であっ

た．妊娠成ウ1までのAIH回数は，1回目が18例と

最も多く，以F回数と共に減少しており，71％が3

回目までの妊娠例であった．しかし，5回目以ヒの

例も13例みられた．妊娠例の原精子濃度で最少の例

は500万／mlで，最低の運動率は36．5％であった，

洗浄回収後で最も少ない精r一濃度は200万／ml，79

％の運動率症例であった．

　不妊患者では複数の不妊因子を有していることが

多く，妊娠率向上の手段として卵胞発育異常を発見

してそれに対する手段を講じると共に排卵時期を的

確に了想しAIHを併用していくことが有効であると

考えられる．

9．penetrakの臨床的有用性に関する検討

　　　　　　森　明人・沖　利通・山元慎一

　　　　　　福元清吾・竹内一浩・堂地　勉

　　　　　　永田行博　　　　（鹿児島大産婦）

　不妊症の治療においては，精液検査は最も基本的

な検査である，しかしこれだけで精子の受精能や運

動能を評価することは困難である．われわれはウシ

の頚管粘液を用いたヒト精子の頚管粘液貫通検査で

簡単に行なえるpenetrakが，　IVF－ETにおける精子

受精能の評価法になるか否かを精子濃度や運動率と
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比較検討した．

　対象は当科でIVF－ETを試みた17例で，　IVF－ET

の適応は卵管因子7例，男性因子5例，機能性不妊

5例である．媒精はswim－up法で行ない最終精子濃

度を1×105／mlとした．　penetrak値は30　mm以上を

良好群，30mm以下を不良群とした．17例中，penetrak

良好群は10例，不良群は7例であった．良好群の平

均精子濃度は89．3±272×106／ml，運動率は

66．9±20．8％であったのに対し，不良群はそれぞれ

46．1±46、2×106／ml，36．1±27．1％と，いずれも

良好群の方が有意に高かった．良好群と不良群の受

精率は，症例あたりそれぞれ100％（10／10），28，6

％（2／7），回収卵あたりそれぞれ78．4％（40／

51），18．9％（7／37）であった．また精子濃度や

運動率が全く正常であったにもかかわらず，penetral｛

値が14mmと不良であった症例で，受精を認めないも

のがあった．以上のことよりpenetrakは精子の受精

能を評価する上で極めて有用な検査法である．

10．精巣上体尾部精子回収法の開発とその臨床

　　成績

　　　　　　田中　温・lll出義治・出嶋秀明

　　　　　　川中威づみ・吉田一郎・竹本洋一

　　　　　　鷹野和哉

　　　　　　　　（セントマザー産婦人科医院）

　目的：精r一運動率が20％以下の重症男性不妊症

に対しては有効な治療法がないのが現状と思われる．

今回我々はこの重症男性不妊症に対し，精巣上体尾

部より良好な精子を回収する方法を開発したので，

その臨床成績について報告する．

　方法：腰椎麻酔下に陰嚢正中部を切開し，精巣上

体尾部を露出させた後に，内径約100　一一　200　＃mのガ

ラス針をマイクロスコープドに管腔内に刺入し，精

子を吸引した．この精子をミネラルオイルで覆った

50　一一　200　＃1のHTF内に注入し，採卯しておいた卵

子を媒精した．媒精後約6時間でMedium　changeを

行ない，症例に応じてZIFT，　IVF・ETを施行した．

対象は精子運動率が20％以一一ドで，過去のIVF・ET

で一度も卵割の認められなかった25周期とした．

　結果：25周期中良好精子が16周期で採取でき，そ

のうち5周期で4細胞期胚に達し，2周期で妊娠を

認め，第1の妊娠例は双胎で男児の正常児を分娩し

た．第2例は現在妊娠30週である．
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11．円靭帯に発生した外性子宮内膜症

　　　　　　堂地　勉・森田洋一郎・森　明人

　　　　　　飯尾一登・有馬直見・永田行博

　　　　　　　　　　　　　　（鹿児島大産婦）

　患者は40歳の主婦，主訴は月経時の右鼠径部硬結

の腫大，疹痛である．元来，軽度の月経痛はあった

が薬を飲む程のことはなかった．ところが3年前か

ら右鼠径部に径3cmの硬結を触知し，月経時には腫

大し圧痛が出現するようになったため，3／271■当科

受診す．右鼠径部に小指頭大の硬結を認めた．4月

福岡転居，某大学で子宮内膜症を疑われボンゾール

400mg／日を5カ月間服用したが，右鼠径部の硬結は

全く縮小せず，疹痛の期間が月経の4～5日前から

月経終了までと長引くようになり，しかも右側腹部

に放散するようになったため，4／11／■当科を再診す．

　7／22A■，鼠径部に発生した外性子宮内膜症を疑い

腹腔鏡施行．右円靭帯の鼠径部入口部にほぼ孤立し

て発生した外性子宮内膜症であった．

　この稀な外性子宮内膜症に文献的考察を加え報告

する．

12．着床期子宮内膜の内視鏡的評価と各種パラメ

　　ーターによる分析

　　　　　宮良美代子・正本仁・高宮城直子

　　　　　新川唯彦・稲福　薫・佐久本哲郎

　　　　　東　政弘・中山道男　　（琉球大産婦）

　我々は，着床期子宮内膜の評価を従来の方法に加

え，血管パターンと腺開口所見に基づき行なってい
る．

　今回，30例の不妊症患者に，子宮鏡検査を行ない，

良好と判定した12例と，不良とした18例について，

子宮内膜厚，排卵期最大卵胞径，血中P値との関係

を検討した．子宮鏡所見良好群では，排卵期最大卵

胞径，子宮内膜厚，E2値および着床期P値の平均は，

18．2mm，8．6mm，235．2pg／ml，14．8ng／m1であった．

子宮鏡不良群18例の上記のパラメーターの平均値は

良好群と有意差はなかった，各パラメーター毎に検

討すると，最大卯胞径が16mm未満が4例，着床期P

値が10ng／ml未満が2例見られた．残り12例中，排

卵期子宮内膜厚が8mm未満の例が3例，月経3日目

の内膜厚が5mm以上と厚い例が6例あった．

　以上より，子宮鏡不良群では，卵胞発育不全，

progesterone低値以外に，子宮内膜そのものに起因

すると思われる例が見られた．
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13．エルチェックによる排卵予知

　　　　　　　沖　利通・森　明人・山元慎一

　　　　　　　福元清吾・竹内一浩・堂地　勉

　　　　　　　永田行博　　　　（鹿児島大産婦）

　不妊症治療において，排卯時期を正確に予知する

ことは極めて重要である．従来から，排卵予知に基

礎体温測定，頸管粘液検査，超音波検査等が用いら

れてきたが，個人差もあり，その判定は必ずしも容

易ではなかった．最近では，より正確な排卯時期を

予知する目的でLHサージを検出する方法が開発さ

れてきた．今回，我々はその一つである尿中LH測

定キット“エルチェック”を排卵モニターに用い，

その有用性に関し検討したので報告する．

　対象は，正常排卵周期を持つ6例と不妊症10例で

ある．症例に対し，基礎体温，血中LH，エルチェ

ックによる1日2回の尿中LH測定と超音波による

卵胞モニタリングを行なった．

　その結果，エルチェックは①反応時間が短い，②

判定が容易である．③排卵時期を確実に捕捉できる，

④手技が容易で患者自ら判定できるといった利点が

あるという結論を得た．

14．多嚢胞卵巣症候群とインスリン抵抗性に

　　ついて

　　　　　宇都宮隆史・貞永明美・岩里桂太郎

　　　　　溝口洋一・寺脇信二・谷ロー郎

　　　　　肥田木　孜　　　（大分県立病院産婦）

　多嚢胞性卵巣症候群（PCO）は，卵巣機能不全

症のうちの3割を占めるといわれるほど高頻度にみ

られるが，その病態は依然として不明な点が多い．

われわれは内分泌学的にPCOと診断された症例に

糖代謝異常を示す症例が多いことに着目し，肥満例

を除外してインスリン代謝と，PCOの関連性を検

討した．

　その結果，経口的糖負荷試験（GTT）で血糖値

については，PCO例は明らかに糖尿病（DM）の

境界域を示す例が81％を占め，これに比し，コント

ロール群は90％が正常域であった．またGTTにお

ける血中インスリン値の変動は，コントロール群に

比べ，PCO群では明らかに過剰な反応を示し，な

おかつインスリン分泌が遅延していた．

　以上の点よりPCOの成因のひとつにインスリン

抵抗性が強く示唆された．
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15．女性重症心身障害者の生殖内分泌機能に

　　ついて

　　　　　　　石　明寛・密山高宏・吉田耕治

　　　　　　　岡村　靖　　　　（産業医大産婦）

　目的：近年日本における医療水準は上昇し，周産

期死亡率は顕著に低下してきた．しかしながら生存

はしても周産期における障害を有する児は増加して

きているという現状がある．現在までの障害者の療

育は乳幼児小児を中心としていたが，彼等の年長化

が進むにつれて障害者の生存のみではなく，成人と

しての自立という面についても考えなければならな

くなってきた．

　今回我々は18歳以上の重症心身障害女性24名を

対象とした．無月経の患者は血中LH，　FSH，　P

RL，　E　2をRIAで測定した後LH－R｝I　testも行な

った．対象者の2次性徴をTanner分類で検討した．

　結果：24名中の10名（41．7％）は続発性無月経

症で血中FSH，LH，E2値からほぼ全例
Hypogonadotropic　hypogonadismであった．　LH－

RHに対する反応は正常であった．

　考察二対象者には高頻度に無月経（41．7％）が合

併していることが分かった．第2次性徴は全員がほ

ぼ正常であった．視床下部の反応も正常であること

が分かった．

16．自然妊娠が成立した早発閉経の1例

　　　　　　市丸俊三・荒木真佐子・宮村伸一

　　　　　　福島泰斗・田山親行・清田祐史

　　　　　　　　　　　く熊本赤レ字病院産婦）

　　　　　　松浦講平　　　　　（熊本大産婦）

　抗甲状腺抗体が高値を示す早発閉経の患者に自然

妊娠が成立したので報告する．

　既往歴に特記するものはなく，初経14歳，月経は

不順で60～180日型，2～3年来無月経となる．昭

和57年5月従兄と結婚，58年2月より近医で排卵誘

発が試みられていた．58年8月5日当科初診，身長

164　cm，体重70　kg，　B　B　T　1相性，　LH　60mIU／ml，

FSH　67mIU／m1，　PRL　13ng／m1，甲状腺の腫大はな

くT3　23，7％，　T、　10．3μg／dl，　TSH　2，5μg／mlと

ほぼ正常であったが，サイロイドテスト1600倍，マ

イクロゾームテスト25600倍陽性と高値を示した．

LH－RHテストはLH，　FsHとも，high－good型であ

った．腹腔鏡検査で左卵巣はstreak，右側は1．5×0．7

cm程度と小さく，生検で原始卵胞は認められなかっ

た，排卵を試み成功しなかったが5年後，推定妊娠

26週2日で再度来院し姻■■3月29日，41週

日不妊会誌37巻2号

1日にて37409の男児を出産した．分娩後は本年1

月7日現在，抗甲状腺抗体はさらに高値となり，L

Hは正常化したがFSHは依然高値である．

17．本院の不妊診療における妊娠挙児例の検討

　　　　　　　萢　育仁・濱崎哲史・下村恭子

　　　　　　　中橋隆次郎　　　（国立嬉野病院）

　昭和60年1月から平成3年5月までの本院におけ

る不妊診療で，妊娠および挙児に至った例を検討し

たところ，幾つかの興味ある傾向が認められたので

報告する．

　①妊娠成立の因子としては，自然経過とHSGに

よるものが極めて多く，次いでBromocriptine，　Clomi－

phene，　Danazolであり，HMGによるものは極めて

少なかった．②妊娠率は40．6％で，推定挙児率は33．6

％であった．③子宮内膜症の妊娠例には，女児が多

い．④高プロラクチン血症の妊娠例の約1／3が流産

した．⑤極めて少ない精子数でも妊娠した例がある，

⑥新生児は女児が多く（男：女＝3：4）先天異常

も少し多いように思われた．⑦妊娠しても挙児に至

らなかったのが7％であった．⑧不妊対象で腹腔鏡

を施行した例は91件あり，子宮内膜症の所見が1／3

に認められた，全くの正常所見は11例のみであった．

施行例で妊娠したのは22例である．腹腔鏡は，不妊

の診療では重要な手技と考えられる．

18．子宮鏡下選択的卵管内力テーテル挿入術後の

　　妊娠例の検討

　　　　　佐久本哲郎・稲福　薫・高宮城直子

　　　　　正本仁・東政弘・中山道男
　　　　　　　　　　　　　　　（琉球大産婦）

　　　　　伊是名博之　　　　　（那覇市立病院）

　我々は不妊症の原因検索のための腹腔鏡施行時に，

子宮鏡下選択的卵管内カテーテル挿入術を併用し，

術後に18例の妊娠成立を得た．この妊娠例の患者背

景および内視鏡所見を中心に検討した．

　対象は，1990年1月～4月に腹腔鏡施行時に本法

を併用した51例中，術後妊娠成立した18例である

（妊娠率35．3％）．

　妊娠成立した18例の年齢は平均33．1歳（26～40

歳〉，不妊期間は平均5．3年（2～11年）で原発性不

妊症がll例（61．1％）であった．腹腔鏡所見では18

例中13例（72．7％）が両側卵管采が正常であったが，

子宮鏡所見では18例中12例（66．7％）に両側卵管

口の異常を認めている．また，術後4周期以内の妊

娠成立が15例（83．3％）で，自然周期での妊娠が14

例く77．8％）であった．
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　不妊症において腹腔鏡を施行する場合，本法を併

用することにより，原因検索のみではなく治療効果

も得られることが示唆された．

19．卵管妊娠におけるMTX保存療法の検討

　　　　　　　中野龍夫・福田久信・坂井秀隆

　　　　　　　加瀬泰昭　　（諌早総合病院産婦）

　子宮外妊娠の大部分を占める卵管妊娠は，腹腔内

に大出血を起こすことから，その多くは緊急手術の

対象として卵管切除または付属器摘除術が行なわれ

てきた．この手術は将来の妊孕性に対して重大な侵

襲といえる．

　最近，中絶症状発現前の卵管妊娠に対してMTX

による保存療法が広く行なわれている．我々も1986

年10月より1991年4月までに挙児希望の既婚10

例，未婚6例（その内，重複例1人〉の患者にMT

Xによる保存療法を行ない，13例中8例（61．5％）

に明らかな疎通性を認め，疎通性はあるが卵管周囲

癒着や卵管留水症を疑わせる症例を含めれば11例

（84．6％）に良好な卯管疎通性を認めた．また治療後

の妊娠について最近の1例を除き，既婚者9人中6

人の分娩，妊娠中1人，自然流産1人，計8人（88．9

％）の妊娠を確認した．

　以上の結果より，妊孕性保持にMTXによる保存

療法は有用と考えられる．

たhCG値が陰性化するまでには約30日を要した．

（考察）未破裂の卵管妊娠に対するMTX局所注入法

は有用と思われるが，その効果判定には尿中のみな

らず，血中hCG値の測定も併用することか望ましい．

20．子宮外妊娠に対する腹腔鏡下卵管内MTX注

　　入法とhCG値の推移に関する検討

　　　　　　　藤下晃・小浜正彦・山下洋

　　　　　　　中村恒一・鮫島哲郎・増崎英明

　　　　　　　石丸忠之・山邊徹

　　　　　　　　　　　　　　　（長崎大産婦）

（目的）卯管妊娠の未破裂例に対して，腹腔鏡下に病

巣部にMTX（メソトレキセート）注入を行ない，

手術前後の血中および尿中hCG値の推移を検討した．

（対象）腹腔鏡下に診断された卵管妊娠7例を対象と

した．年齢は18～33歳，妊娠週数は5週4日一一　9週

6日であり，いずれも未破裂例であった．腹腔鏡下

にMTX10　’一　30　mgを卯管内に注入し，術前および術

後にhCG値を測定した．

（結果）術前の尿中hCG値は512　一一　9，6001U／L，血中

hCG値は340　一一4，700　mlU／mlに分布していた．　MT

X注入後，尿中hCG値が再上昇した3例には，　MT

X20mgの全身投与を4日間追加した．初回のMTX

注入2週間後に，腹腔内描血による下腹痛が出現し

た1例は，開腹乎術を行なった．MTX単独投与の

みでhCG値が順調に下降したのは3例であった．ま



関連学会のお知らせ

会

会

会

　　第32回日本産科婦人科内視鏡学会学術講演会

期　平成4年7月24日（金）・25日　（土）

場　パシフィコ横浜・会議センター（横浜国際平和会議場）

　　横浜市西区みなとみらい1－1

　　（JR京浜東北線，市営地下鉄，東急東横線；桜木町駅下車）

　　電話045（221）2121

長　横浜市立大学医学部産婦人科教授　水口弘司

学術プログラム：

　特別講演「LAPAROSCOPIC　SURGERY」
　　　　　演者　Professor　J．　Donnez

　　　　　　　　University　of　Louvain

　　　　　　　　Department　of　Gynecology　and　Obstetrics

　　　　　　　　St．　Luc　University　Hospital，　Belgium

　　　　　座長　横浜市立大学　　水口弘司教授

　解説講演「LASER　CHARACTERISTICS　IN　GYNECOLOGICAL
　　　　　　LAPAROSCOPIC　SURGERY」
　　　　　演者　Mr．　J．　L　Williams

　　　　　　　　Clinical　Consultant

　　　　　　　　Laserscope　Company，　U．　S．　A．

　　　　　座長　藤田保健衛生大学　　河上征治教授

シンポジウム：「産婦人科内視鏡下レーザー手術」

　　　　　座長　聖マリアンナ医科大学　　浜田　宏教授

一般講演募集要項

　　　　（1）演題．演題名・所属・氏名（演者に○印）

　　　　　　　　　400字以内の抄録をお送り下さい．

　　　　（2）締切：平成4年4月30日　（木）

　　　　（3）宛先　〒236　横浜市金沢区福浦3－9

　　　　　　　　　横浜市立大学産婦人科学教室

　　　　　　　　　内視鏡学会係

　　　　　　　　　電言舌　　045（787）2690－2

　　　　　　　　　FAX　O45（701＞3536



第15回産婦人科マイクロサージャリー学会学術講演会

　第15回産婦人科マイクロサージャリー学会を下記のとおり開催致しますので奮って

御参加下さいますよう御案内申し上げます．

会　　期

会　　場

特別講演，

平成4年7月23日（木）

パシフィコ横浜（会議センター）

一般演題，シンポジウムを予定しております．

一般演題募集締切：平成4年4月30日（木）

問い合わせ先：〒228　相模原市北里1－15－1

　　　　　　　　　　北里大学医学部産婦人科学教室

　　　　　　　　　　　　　　川内博人

　　　　　　　　　　TEL：0427－78－8414　FAX：0427－78－9433

第15回産婦人科マイクロサージャリー学会

　　　　　　　会長　西島正博

　　（北里大学医学部産婦人科学教授）

不妊症新治療ワークショップ1992

会

会

主

期’平成4年8月29日（土），30日（日）

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）1111

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

　　　　　　　　　　　　水野正彦東京大学前教授

　　　　　　　　　　　　武谷雄二東京大学教授

　なお，プログラム御希望の方は下記にご連絡下さい．

問い合わせ先：不妊症新治療ワークショップ1992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14回国際不妊学会議（IFFS）

期

会

抄

日：1992年11月22日（日）～27日（金）

場：カラカス（ベネズエラ）

　　Hilton　Convention　Center

　　Teresa　Carre盒o　Cultural　Complex

録：1992年5月31日締切（現地必着）

　　不妊学会事務局で演題送付を受け賜ります．5月25日までに事務局へご連

　　絡下さい．

登録費
（単f立US＄｝

1992年7月末日まで 1992勾こ81」1　【1カ、ら

IFFS会員 400 450

非　会　員 450 500

同　伴　者 150 200

会議の詳細および登録用紙・アブストラクトフォームを含むSecond　Announcementは

日本不妊学会事務局（tel：03－3272－7077）へご請求ドさい，

第9回国際内分泌学会議

期

会

日　1992年・8月30［1（rl）～9月5日（／tl）

場ニース（フランス）
　　（Nice　Convention　Center－Acropolis）

登録費
（単位FF）

1992年4月30 日 まで 1992年5月 1 日から

P一 般 2，250 2，750

研 修 生 1，100 1，400

同 伴 者 1，000 1，20〔〕

（1FF≒23円）

会議の詳細および登録用紙は不妊学会事務局（te1：03－3272－7077）へご請求ドさい．



第37回日本不妊学会学術講演会・総会

　　　〈1992年11月6日（金）～7日（土）〉

宿泊のご案内

この度，㈱アイシーエス企画では第37回日本不妊学会総会の宿泊のお取り扱・・をさせ

ていただくことになりました．ここに下記の通り，宿泊ホテルのご案内を申し上げま

す．多数のお申込みをお待ちいたしております．

1．宿泊のご案内

タイプ ホ　テ　ル　名 ルームタイプ 料　　　金

A 京王プラザホテル

または同等クラスホテル

ツインルーム

シングルルーム

34，445円

30，480円

B ワシントンホテル

または同等クラスホテル

ツインルーム

シングルルーム

20，910円

13，855円

C ニューシティーホテル

または同等クラスホテル
シングルルーム 10，610円

※上記料金は1室1泊（朝食付）税金サービス料込みの料金です．

※3～6％の消費税がチェックアウト時に加算されます．

　ご連絡を賜りましたら申し込み用紙とともに詳細をお送り申し上げます．

2．お申し込み締切り日：平成4年9月30日（水）

3．お申し込み方法・お問い合わせ先

　　ご宿泊ご希望の人数とこ所属をお電話またはファクシミリで下記へご連絡下さい．

　　　　㈱アイシーエス企画　　不妊学会デスク

　　　　〒103：東京都中央区日本橋2－14－9　加商ビル2F

　　　　TEL：03－3272－2818　FAX　O3－3275－2945

　　　　担当：島村・小松
　　折り返し申込用紙兼用の宿泊費振込用紙（郵便振替）をお送り致します．

　　　ご入金を確認後，予約確認書をお送り致します．



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，数字は算用数字と

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
　イ列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1．Rovinsky，　J．　J．　and　Guttmacher，　A．　E：

　　　　Medical，　Surgical　and　Gynecological

　　　　Complications　of　Pregnancy，　68，

　　　　WiIliams＆Wi　lkins　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，校正は字旬の訂正にとどめる．

IL原稿の採否，掲載順位その他，編集に関する事

　項は編集会議で決定する．掲載は原則として受付

　順にする．

12．特別掲載を希望する論文は，受付順序によらず，

　速やかに掲載される．この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L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二書して下さい．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ります．

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．03－3272－7077）
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1992年4H1口　発tj
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　　Tel　（03）　3272－7077
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