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第39回日本不妊学会総会および学術講演会

　　　　　　　　　　（第4回予告）

　下記により第39回日本不妊学会総会および学術講演会を開催しますので多数の方々がご参加下さいます

ようお願い申し上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

期

会

日：平成6年10月26日（水）午後から役員会，学術講演会

　　　　　　　　27日（木）学術講演会，評議員会，総会，総懇親会

　　　　　　　　28日（金）学術講演会

場：富山県民会館　　〒930富山市新総曲輪4－18TEL（0764）32－3111

　　富山第一ホテル　〒930富山市桜木町10－10TEL（0764）42－4411

学術講演会

　本講演会では，特別講演，会長講演，教育講演，シンポジウム，ワークショップ，一般講演を行う予定

です，一般講演の抄録受付は締切りました．多数のご応募をいただき有難うございました，

特別講演　座長：永野俊雄（千葉大解剖教授）　　　講演者：柳町隆造（ハワイ大教授）

「Fertilizing　ability　of　mammalian　spermatozoa：Its　development　and　relativity」

ll会長講演　座長：吉田　修（京都大泌尿器教授）

　　「不妊診療の課題と展望　一男性側の立場から一」

川

IV

講演者：片山　喬（富山医薬大泌尿器教授）

教育講演　生殖医学の進歩シリーズ

　1．演者：森　崇英（京都大産婦教授）　座長：泉　陸一（富山医薬大産婦教授）

　　「体外受精の現況と問題点」

　2．演者：阿部和厚（北海道大解剖教授）　座長：毛利秀雄（放送大学副学長）

　　「精子成熟の場　一精巣上体・構造からみる機能分化一」

　3．演者：熊本悦明（札幌医大泌尿器教授）　座長：白井将文（東邦大泌尿器教授）

　　「男子不妊症治療の現在の問題点」

　4．演者：葛西孫三郎（高知大農学部生物資源科教授）　座長：入谷　明（近畿大生物理工学教授）

　　「哺乳動物胚の凍結・ガラス化保存」

　5．演者：桑原惣隆（金沢医大産婦教授）　座長：広井正彦（山形大産婦教授）

　　「性機能と調節因子」

シンポジウム

　1．配偶子をめぐる最新の話題一ニューテクノロジーによる研究一

　　司会：武谷雄二（東京大産婦教授）

　　　　　奥山明彦（大阪大泌尿器教授）

1）精子形成機構解明のための分子生物学的アプローチ

2）卵母細胞の選択的発育に係わる卵巣内因子

3）哺乳動物精子の成熟と発生能

4）卵の成熟・受精過程におけるカルシウムの意義について

5）精巣における細胞間相互作用

並木幹夫（大阪大泌尿器）

佐藤英明（東京大医科学研）

星和彦（福島医大産婦）

藤原敏博（東京大産婦）

　　　　　　　　　　　　　　　　一とくにSertoli　cellとLeydig　cel1について一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　藤澤正人（神戸大泌尿器）

　　6）穎粒膜細胞の機能調節とエンドセリン　ーその細胞・分子レベルでの検討一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　久保田俊郎（東京医歯大産婦）

2．着床をめぐって　司会：富永敏朗（福井医大産婦教授）

　　　　　　　　　　　　中村幸雄（杏林大産婦教授）



1）子宮内膜におけるサイトカインの意義

2）着床期の子宮における成長因子の発現とその役割

3）卵の発育分化と着床

4）着床周辺部位の微小変化　一卵と子宮内膜のシグナル交換一

5）卵と着床　一インテグリンファミリーの生理学的意義一

V　ワークショップ

　　　「精索静脈瘤
一

その妊孕性への影響一」

1．不妊症の成因について

2．精子機能

3．精巣機能

4．治療

追加発言

神崎秀陽（京都大産婦）

玉田尋通（大阪府立大農学）

堤　治（東京大産婦）

根上　晃（福井医大産婦）

吉村泰典（杏林大産婦）

　　　　司会：島崎　淳（千葉大泌尿器教授）

　　　　　　守殿貞夫（神戸大泌尿器教授）

瀧原博史（山口大泌尿器）

伊藤晴夫（帝京大市原病院泌尿器）

市川智彦（千葉大泌尿器）

布施秀樹（富山医薬大泌尿器）

徳永　葉（川崎医大泌尿器）

山本雅憲（名古屋大泌尿器）

藤澤正人（神戸大泌尿器）

三浦一陽（東邦大泌尿器）

Vl公開シンポジウム
　　　「不妊の漢方治療」　司会：吉田英機（昭和大泌尿器教授）

　　　　　　　　　　　　　　　青野敏博（徳島大産婦教授）

　　　1．基礎的事項

　　　　1）精巣障害における漢方薬の作用　　　　　　　　　　　　池本　庸（東京慈恵会医大泌尿器）

　　　　2）ヒト精子に対する漢方薬の作用　　　　　　　　　　　　　田代眞一（昭和薬科大）

　　　　3）穎粒膜細胞のステロイド生合成，特にアロマターゼ活性に及ぼす各種生薬の影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　太田博孝（秋田組合総合病院産婦）

　　　2．臨床的事項

　　　　1）男性不妊症における漢方療法の現状と将来　　　　　　　風間泰蔵（富山医薬大泌尿器）

　　　　2）クロミフェンと温経湯または当帰葛薬散併用療法による排卵の誘発

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　安井敏之（徳島大産婦）

　　　　3）自己抗体陽性不育症患者に対する柴苓湯の効果　　　　　高桑好一（新潟大産婦）

　　　3．コメンテーター　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　寺沢捷年（富山医薬大和漢診療教授）

Vll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，㎜円

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　懇親会費　　8，000円

　　　　懇親会は，学術講演会第2日終了後に，富山第一ホテルにて行います．

1994年7月

連絡先：〒930－Ol富山市杉谷2630

　　　　富山医科薬科大学医学部泌尿器科学教室内

　　　　第39回日本不妊学会総会事務局

　　　　（布施秀樹，風間泰蔵木村寿子）

　　　　TEL・0764－342281内線2582（医局）

　　　　FAX　0764’m34－5039

第39回日本不妊学会

会長　片山　喬

※宿泊・昼食弁当＊・エクスカーションの御案内は39巻2号巻末を御覧下さい．（＊学会当日，昼食時の会

　場周辺の食堂は絶対数も少なく平日でもあるため，混雑が予想されます．）
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A

Abstract：Micropuncture　samples　taken　from　the　rete　testis，　caput，　co甲us　and　cauda　epididymidis　of

adult　rats　were　assayed　for　intraluminal　sperm　concentrations．　Epididymal　sperm　concentrations

increased　from　the　rete　fluid　to出e　cauda　fluid　through　the　caput　fluid．　Daily　spe㎜atozoal　production

averaged　17±2．3×106　sperm　per　gram　of　testicular　parenchyma．　The　caput，　corpus　and　cauda

epididymidis　contained　O．25±0．2，0．31±0．05　and　O．38±0．2×109　spe㎜．　The　calculated　mean

transit　times　of　sperm　through　the　epididymal　segments　on　the　basis　of　daily　speml　production　were

estimated　as　3．4，4．3　and　5．3　days　for　the　caput，　co叩us　and　cauda，　respectively．　Thus，　the　time　required

for　maturation　of　spem　within　the　epididymis　is　considered　to　be　approximately　12days．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J。　FertiL　SteriL，39（3），229－232，1994）

一

Introduction

　　The　epididymis　serves　as　a　conduit　and　storage

depot　for　spermLatozoa，　but　beyond　that　the　organ

maintains　a　sperm　maturation　processes　that　result　in

the　sperm　cell’s　obtaining　progressive　motility　and

fertility，　Many　of　the　details　for　the　mechanisms

underlying　these　biologically　significant　fUnctions

remain　to　be　elucidated；however，　it　is　now　clear　that

the　physiological　functions　of　the　epididymis　are

very　complex．

　　　Although　the　mechanisms　by　which　the

epididymis　performs　this　function　of　sperm

maturation　are　not　fully　understood，　the　general

consensus　is　that　these　processes　are　affected　by　the

fluid　milieu　within　the　epididymal　lumen　and　the

epithelial　cells　that　produce　it．　The　intraluminal

co血tent　in　the　epididymal　duct　can　be　collected　using

in　vivo　or　in　vitro　micropuncture　techniquesi）．　These

techniques　made　it　possible　to　study　the　intraluminal

fluid　and　spermatozoa．　The　objective　of　this　study

was　to　detemline　intra1りminal　sperm　concentrations

in　the　rat　epididymis　by　micropuncture　technique．

Daily　spermatozoal　production　by　the　testes，　the

distribution　of　spermatozoa　within　the　epididymis

and　the　time　required　for　passage　of　spermatozoa

through　the　epididymis　have　not　been　well

established　in　the　rat．　We　also　wished　to　determine

these　characteristics．

Materials　and　Methods

　　Adult，　male，　Sprague－Dawley　rats（320～610　g）

were　obtained　from　a　breeder　and　reared　in

laboratory　at　25℃with　a　12hour：12　hour　light－dark

cycle．　They　were　anesthetized　with　intraperitoneal

injections　of　Inactin（sodium　5－ethy1－5－（1－

methylpropyl）・・2－thiobarbiturate，　Byk　Guilden

Konstanz，　Hamburg，　Germany；100　mg／kg　body

weight）and　subjected　to　in　vivo　micropuncture．　The

micropuncture　pipettes　were　attached　to　a

micromanipulator（Narishige，　Tokyo，　Japan）fbr　well

controlled　movement　and　connected　to　a　lO　ml

syringe　with　PE－50　tubing　to　press　out　from　or　suck

in　the　pipette．　Sudan－black　stained　mineral　oil　was
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drawn　into　the　micropipette　prior　to　micropuncture．

The　micropipette　was　guided　into　a　selected　tubule

and　the　intraluminal　position　of　a　pipette　tip　was

confirmed　by　pushing　out　a　small　drop　of　stained

mineral　oiL　Microsamples　were　obtained　by　sucking

in　the　micropipette，　The　sample　with　stained　mineral

oil　was　always　sealed　at　both　ends　to　prevent

exposure　to　air．　The　micropipette　containing

epididymal　lumen　content（sperm　and　fluid）was

attached　to　a　vertical　transfer　apparatus（Bunton

Instruments，　Rockville，　MD）and　the　lumen　content

was　mixed　in　water－equilibrated　mineral　oil　in　a

glass　mini－beaker（Fig．1）．　A　precalibrated　l　OO　nl
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Flロid

Fig．　l　Sperm　concentrations（×109／ml）in　the　intratu－

　　　　　　bular伽ids　of　the　rat　epididymis

　　　　　　（There　is　a　significant　increase　in　sperm　conce．

　　　　　　ntration　from　caput　to　cauda　epididymidis）

microvolumetric　pipette（constriction　pipette）was

used　to　aspirate　duplicate　lOO　nl　aliquots　of　each

micropuncture　sample　collected（Fig．1）．　The　100　nl

aliquot　was　transferred　to　an　a｛噸acent　minibeaker　and

inserted　into　a　mineral　oil－covered，25μldroplet　of

1％　hyaluronidase　in　saline．　The　diluted

hyaluronidase　solution　prevented　sperm　aggregation

and　facilitated　evenly　mixed　spermatozoa　in　the

small　diluent　drops．　Twenty　fiveμlof　diluted

epididymal　fluid　was　then　aspirated　into　a

precalibrated　300　pt　1　pipette．　The　remainder　of　the

300μIpipette　was　fi11ed　with　1％hyaluronidase

solution　again．　Each　pipette　was　vigorously　vibrated

f（）r90　seconds　on　an　automatic　pipette　shaker（Clay－

Adams，　NY）to　completely　mix　the　sample．　Drops　of

the　pipette　contents　were　apPlied　onto　a

hemocytometer　to　determine　the　sperm　density　of　the

fluid　in　the　300μlpipette．　Bach　counting　was
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performed　in　quadruplicate，　and　sperm　density　in　the

original　micropuncture　samples　were　calculated　by

the　apPropriate　dilution　figures．

　　Daily　sperm　production（sperm／9，　testis／d）for

each　testis　was　determined　as　f⑪llows，　Testes　were

decapsulated，　weighed　and　homogenized　for　2

minutes　at　a　setting　of　350n　a　Polytron　tissue

homogenizer（Brinkman　Instruments，　Rexdale，

Ontario，　Canada）in　50　mL　O．154　M　NaCl　containing

O5％（vol／vo1）Triton　X－100，　and　O．02％sodium

azide．　Condensed　sperm　nuclei　in　the　resultant

solution　were　counted　on　a　hemocytometer，　and

spe㎜ノg　testis　were　detemlined　for　each　testis．　These

values　were　divided　by　6．1　days　to　convert　them　to

spe㎜／g／d2）。　The　epididymis　was　divided　into　caput，

corpus　and　cauda，　although　demarcation　between　the

caput　and　corpus　was　arbitrary．　Each　segment　of

epididymis　was　weighed，　minced，　homogenized　for　2

min　in　50　ml　O」54　M　NaCl　containing　O．5％

（vol／vo1）Triton　X－100，　and　O．02％sodium　azide．

Spermatozoa　in　the　resultant　solution　were　counted

on　a　hemocytometeL

　　The　transit　time　of　spem　through　the　epididymis

was　calculated　by　dividing　the　number　of　sperm　in

each　segment　by　the　daily　spermatozoal　production

for　the　testis　attached　to　the　epididymis．　The

relationship”epididymal　transit　time＝epididymal

spermatozoal　reserves／daily　spermatozoal
production2）“　is　valid　if　resorption　of　sperm　in　the

epididymis　is　negligible　and　this　latter　assumption

apPears　to　be　valid．

Results

　　The　rat　sperm　concentrations　in　the　fluid（×

109／ml）of　rete　testis，　caput，　corpus　and　cauda

epididymidis　were　O．06±0．Ol，0．72±0．07，1．56

±0．ll，　and　l．85±0．045，　respectively　showing

sequentially　increased　concentrations　from　rete　to

cauda　fluid（Fig．1）．

　　Testis　contained　l7±2．3×106　spermatids　per

gram　parenchyma　per　day．　The　mean　weight　of

paired　testes　was　4．2　g．　Thus，　daily　spermatozoal

production　by　both　testes　was　O．0712±0．1×109

spe㎜atids（Table　l）．

　　Mean　weights（±SEM）for　the　caput，　corpus　and

cauda　epididymidis　were　O．31±0．1，α07±0．1
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Table　l　Daily　testicular　sperm　prOduction　and　epididy－

　　　　　　　mal　sperrn　resenves　of　the　rat

±SEM

（231）3

Characteristic Mean

Weight
　　Body（9）

　　Paired　Testes　Wt（9）

Daily　Sperm　Production

　　Per　Gram　Parenchyma
　　　　（106／9／day）

　　By　both　testes

　　　　（109／day）

Extragonadal　Sperm　Reserves
　　　　（109）

　　Caput　Epididymidis

　　Corpus　Epididymidis

　　Cauda　Epididymidis

Epididymal　Transit　Time
　　　　（days）

　　Caput　Epididymidis

　　Corpus　Epididymidis

　　Cauda　Epididymidis

428　　±0．4
　　4．2　±0．5

17 ±2．3

O．071±0．1

O．25

0．31

0．38

3．4

4．3

5．3

±0．2

±0．05

±O．2

±0．8

±0．7

±0．4

and　O．31±0．l　g．　The　caput，　corpus　and　cauda

epididymidis　contained　O．25±0．2，0．31±0．05　and

O．38±0．2×109sperm，　respectively（Table　1）．　The

mean　transit　times　of　sperm　through　the　epididymal

segments　were　estimated　as　3．4，4．3　and　5．3　days　for

the　caput，　corpus　and　cauda，　respectively（Table　I）．

Discussion

　　Sperm　concentrations　in　the　luminal　f且uids　of　the

seminiferous　tubule　and　rete　testis　are　low。　Several

investigators　have　shown　that　sperm　concentratlons

increase　in　the　epididymidis　of　a　wide　range　of

experimental　animalsL3・4）．　It　has　been　calculated　that，

in　the　ram，　only　l　per　cent　of　the　fluid　leaving　the

rete　testis　ever　leaves　the　epididymis　via　the　vas

deferens5）．　The　remainder　is　reabsorbed　by　the

epithelium　of　the　excurrent　ducts，　thus　concentrating

the　spermatozoa　and　allowing　more　room　for　the

continued　transport　of　ceHs　in　more　proximal

reglons・

　　Crabo6）calculated　that　90　per　cent　of　excurrent

fluid　reabsorption　occurred　in　the　ductuli　efferentes

of　bu】1s　and　boars．　A　similar　situation　must　exist　in

the　hamster　inasmuch　as　intratubular　sperm

concentrations　do　not　increase　inside　the　epididymis

proper7）．　Figure　l　illustrates　a　different　situation　in

the　rat　in　which　intratubular　sperm　concentrations

increase　from　caput　to　cauda　epididymidis．　Fluid　is

apparently　removed　from　the　epididymal　lumen

along　the　entire　length　of　the　duct　Turner　reported

that　large　amount　of　protein　and　sodium　and　smaller

amounts　of　potassium　are　resorbed　from　the　rat

epididymal　lumen　between　the　caput　and　corpus

epididymidis8）．

　　Transport　through　the　proximal　epididymis　is　due

to　spontaneous，　peristaltic　contractions　of　the　smooth

muscles　surrounding　the　epididymal　duct　but　is

assisted　by　hydrostatic　pressure，　as　the　mean

pressure　in　the　caput　is　significantly　greater　than　the

mean　pressure　in　the　proximal　cauda　epididymidis9），

Movement　through　the　distal　regions　of　the

epididymis　is　against　a　pressure　gradient　and　is

clearly　the　result　of　intermittent　peristalsis　of　the

epididymal　duct，　particularly　at　the　time　of

ejaculation．　Therefore，　the　mechanisms　responsible

for　driving　the　spermatozoa　through　the　lumen　of　the

epididymis　include　hydrostatic　pressure　gradients，

fluid　currents　established　by　action　of　cilia　along　the

walls　of　the　efferent　ducts，　and　spontaneous　rhythmic

contractions　of　the　contractile　cells　surrounding　the

epididymal　duct．　At　the　time　of　ejaculation，　some　of

the　sperm　residing　in　the　cauda　are　canied　into　the

vas　deferens　by　rhythmic　contractions　of　the　caudal

ducts．

　　The　present　study　has　shown　that　the　time　required

for　transport　of　spermLatozoa　through　the　caput　and

the　corpus　in　the　rat　is　3～5days．　It　is　not　dependent

simply　on　the　number　of　sperrn　stored　in　the　cauda，

but　rather　is　a　function　of　storage　capacity　and　daily

spermatozoal　production．　Thus，　variation　in　total

epididymal　transit　time　is　probably　due　to　differences

in　the　rate　of　passage　through　the　cauda　epididymis，

which　in　turn　are　due　to　changes　in　ejaculatory

frequency．　Frequency　of　ejaculation　only　increases

the　rate　of　transit　through　the　cauda　epididymis　and

probably　has　no　effect　on　transport　from　the　caput　to

the　proximal　cauda，

　　Extrapolating　from　daily　sperm　production　rates，

Amann　observed　that　sperm　transport　time　through

the　epididymis　varies　with　age　and　sexual　activitylo）．
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Sperm　transit　time　from　the　caput　to　the　cauda

epididymis　is　shortest　in　19－to　20－year－01d　men，

being　about　2．7　days．　The　longest　epididymal　transit

time　is　found　in　16－to　l8－yea卜old　men　and　is

approximately　11．9　days．　The　variation　in　sperm

transit　time　with　age　depends　on　diff¢rences　in　the

daily　testicular　sperm　production　rate　rather　than　on

adirect　influence　of　age　on　the　epididymis．

　　In　conclusion，　epididymal　spem　concentrations

increased　from　the　rete　fluid　to　the　cauda　fluid

through　the　caput　fluid．　Large　amount　of　the　fiuid

leaving　the　rete　testis　is　absorbed　in　the　distal　cauda

epididymis．　The　mean　transit　times　of　sperm　through

the　epididymal　segments　were　estimated　as　3．4，4。3

and　5．3　days　for　the　caput，　corpus　and　cauda，

respectively．　Thus，　the　time　required　for　maturation

of　sperm　within　the　epididymis　seems　to　be　nearly　12

days．
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微小穿刺法により測定したラット精巣上体内

　　精子濃度および一日精子産生能について

名古屋大学医学部泌尿器科学教室

山本雅憲　辻　克和　日比初紀

　　　　　　　　三宅弘治

　　微小穿刺法によりラット精巣網，精巣上体頭部，体

部，尾部の各部から管内液を採取し，精子濃度の測定

を試みた．精巣上体における精子濃度は，精巣網から

精巣上体尾部にかけて上昇した，ラット精巣において

は，一日あたり，精巣実質1グラムにつき約17×106個

の精子が産生されていた．精巣上体頭部，体部，尾部

の各部では，それぞれ0．25×109，0．31XIO・，

の精子を含んでいた．一

出した精巣上体精子通過日数は，

各部において，それぞれ3．4，4．3，

て，精巣上体内での精子成熟に要する期間は，

そ12日と考えられる．

0．38×109個

日あたり精子産生能より割り

頭部，体部，尾部の

5．3日であった．従っ

　　　　　　　　　　おおよ

（受付：1993年2月16日）

（受理11993年12月8日）

庫
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マウス卵子の死滅と機械的刺激に見られる特異性

Specific　Changes　Due　to　Destructive　Death　and　Mechanical　Stimulation

　　　　　　　　　　　　　（Microinjection）in　Mouse　Ova

　　　千葉県がんセンター血液化学療法科

　　　　　　小　黒　昌　夫

　　　　　　　Masao　OGURO

　Division　of　Hematology　and　Chemotherapy

Chiba　Cancer　Center　Hospital，　Chiba　260，　Japan

　マウス卵子を用い，卵子の死滅および機械的刺激による変化を各種細胞のそれと比較した．卵子以外

の細胞へのシリコンオイルの注射は細胞の種類により多彩な反応を示したが，可逆的変化が多い．しか

し瞬間的死滅も見られた．卵子ではそのような変化は見られなかったが，2回目の注射には卵形質は硬

く，強い抵抗を示した．注射後，卵形質が不規則な形態を示す場合には卵子は死滅する．穿刺針を抜去

すると，針には多量な卵形質の付着が見られた．卵形質はDAPI陽性物質で満たされていることより，注

射によりDNAの損失を伴うことが考えられる．卵子の自然崩壊の長期培養観察の結果では，受精卵では

7年後でも透明帯を保持し，卵形質は萎縮するが，崩壊消滅しない受精卵の存在することが確認された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steri1．，39（3），233－238，1994）

緒　　言

　人工授精の中で顕微授精は内外で広く試みられて

いるが，卵子が機械的刺激（穿刺・注射）に対してど

のように反応するか，また卵子の自然死滅の過程は

どのようになっているかなどについての詳細な報告

は少ない．

　我々は1983年，浮遊細胞に高粘稠度の液体を注射

する技法を開発し1・2），各種細胞における機械的刺激

による細胞反応を比較観察したが，その際にマウス

卵子（未受精卵と受精卵）についても比較した．最近，

新しい手法を開発したので3〕，過去7年間の長期観

察の結果も含めてここに報告する．

材料と方法

　材料としてはICRマウスの試験管内受精卵と未受

精卵をHoppeら4）の培養液で培養した．比較に供した

各種細胞は，マウス白血病細胞（Ll210），　Lewis肺癌

細胞，HeLa細胞，　NIH－3T3細胞などの培養細胞を用

いた．

　受精卵に対する注射は受精後2分割期になる以前

に行い，注射した細胞は2日間以上の観察を続け，

細胞反応を追跡した．

　卵子の自然死滅崩壊の観察には未受精卵6個，受

精卵8個を培養液をかえることなく，特種の観察板

（ZOG－5，エレコン科学）で37℃，5q。CO2の培養器の

中で培養した，長期観察は前記条件下で最長7年間

保存し，定時的に観察を続けた．

　細胞注射に使用した装置は既報1・2）と同様である

が，その要点を述べると顕微操作器は成茂製MPI型2

台（左右1台）を使用し，倒立顕微鏡はニコン製TMD

型で対物レンズは20倍か100倍のレンズを使用．対

象細胞はエレコン科学製微細操作観察板（ZOG－1あ

るいは2）に培養液と共に入れ注射する．細胞内微量

注射法は独自に開発した注射装置（Zell　mek社）を使

用し1・2〕，5500倍の倍率下で細胞注射を実施し，必要

に応じて細胞の映像をU－matic（ソニーVo5800型）で記

録した．注射に使用した注射針は外径1mm毛細管

（芯の入ったエレコン科学製）を母管とし，十分に脱

脂洗浄し乾燥後，微毛細管作製器（Zell　mek社）によ
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り尖端の内径0．16μm以下の注射針ならびに細胞捕捉

管を作製する．細胞の捕捉は捕捉管に一18cm　H20の吸

引力が出るような細胞捕捉固定装置で操作して行

い，注射後は陽圧をかけ細胞を自由に浮遊させた．

細胞用微細注射装置（Zell　mek社）は注射針により液

体試料を細胞内に注入するため加圧する装置であ

り，テフロン管により注射針に連絡され，これには

圧力計も連結されているため，注入時の圧力が計測

でき，注射針の先端までの閉塞の有無や適正な注入

量の圧力が計測される．注射針はシリコナイズした

ものでも，しないものでも針の作製過程で焼かれる

ため注射の結果には関係なく，作製された針はガス

滅菌され，針管保管容器で保存した（1週間以内に使

用すれば滅菌は保持されている）．

　一方，細胞内DNAの存在を知るために4’，6－

diamidino・－2－phenylindole・2HCI（DAPI）5）の1pt　g／mlを

培養液に添加し，落射型蛍光装置（ニコン），倒立顕

微鏡（×1500）で観察した．

　前記の注射物質としては注射後に細胞内での局在

を確認するため，高粘稠度の140～300SC（水の粘稠

度は1CSである）のシリコンオイルを用いた．
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　図1　各種細胞への注射による多彩な反応（×1500）

左上：Lewis肺癌細胞にシリコンオイル（S）を注射する

　　　と，注射部位が膨化突出したが，1時間後（右）

　　　には原形に復し，増殖を続けた．

右上：同種細胞培養2日後の細胞で，注射前（1）に比

　　　し，注射2～3秒後で核を残し，細胞は萎縮し

　　　た．

左下：1．は注射前，2は核（NU）以外に注射（S）し，針

　　　を抜去すると2～3秒（3）で抜去部に膨化突出
　　　が出現し，4．15秒後にそれは消失したが，細胞

　　　の右側に同様の現象が出現した（HeLa細胞）．

右下：NIH－3T3（線維芽細胞）にシリコンオイル（S）を注

　　　射し，針を抜去すると，40秒後には矢印のよう

　　　に細胞が3分割された（以上の詳細は文献1．2

　　　を参照されたい）．

結　　果
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1）卵子以外の細胞に見られた細胞反応

　図1に示したようにシリコンオイルの注射による

細胞反応は，一般的には可逆的のことが多いが，穿

刺・注射の直後に細胞の萎縮あるいは分割などの致

死的変化も認められ，それらは細胞によっても異な

っていた1）。

2）卵子にみられた注射による所見

　図2，3のように注射後，針を抜去すると注射針に

卵形質が付着してくるが，針の抜去後に卵形質の形

態に変化が出現する卵子はやがて死滅し，分割は認

められなくなる．図4のように2回目の注射を試み

ると卵形質の表層は1回目の注射時より硬く，強い

抵抗が認められるようになる．また注射針は1回目

の注射でつまることが多く，2回目の注射には同一

の注射針を使用することが不可能なことが多い．た

だしO．5μm以上の内径の針ではつまることは少ない．

100　pm・

ぜ’

騨
兎

・1・

轍eqec　rc

A

轡国‘

懸

　図2　マウス受精卵への注射による変形（×200）

A：矢印のように1回の穿刺により針の尖端に卵形質

　　が付着してくる．

B：シリコンオイル注射（S）により，卵形質の表層に

　　波状の変形が生じ，この受精卵は3日後には萎縮

　　し，死滅する．
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　　　　　図3　注射針の穿刺前後（×400）

A：注射前の表面．

Bl注射後の針の表面に卵形質が付着していることがわ

　かる．

　図4　受精卵への2回目の穿刺による変化（×200）

1：すでにシリコンオイルが注射されている（S）．

2～5：針（C）が2回目の穿刺をすると，矢印のように

　卵形質の表層は硬く，抵抗を示した（2．～4．）．

5：注射針はようやく卵形質内に入った．

6：針を抜去した．

3）長期観察中に見られる卵子の自然死滅

　卵子は受精と未受精にかかわらず，死に至ると卵

形質は萎縮し，未受精卵は囲卵腔が拡大し，透明帯

は不明瞭となり，遂には透明帯は消失し，卵子は融

解するが受精卵よりも未受精卵が早期に自己融解し

た（図5，　6）．しかし図6のように受精卵の8個の中

の4個は，培養7年後でも自己融解が見られず残存

していた．特に1個は全体としていくらかの萎縮は

c

・　　　】臨

　　　図5　培養7日目の卵子の形態（×1500）

A．C．　Eは受精卵であるが，いずれも胚盤胞期には至ら

ずに死滅し，卵形質は萎縮している．B．　D．　Fは未受精

卵で，卵形質は萎縮しているが，受精卵と比較して囲

卵腔は拡大（矢印）し，透明帯も淡く明瞭でない．

　図6　受精後短時間と7年後の受精卵（×1500）

1：2分割前の受精卵．

2～5：受精後も分割しなかった受精卵で，7年間追跡

　観察された4個の卵子．

2：7年間追跡した8個の中の1個で，卵形質は萎縮し

　ているが，透明帯は保持されている．

3～5：早い卵子は136日頃より卵形質は萎縮が著明と

　なり，3年後より透明帯の部分的欠損や消失が認め

　られるが，卵形質の崩壊消滅は7年後にも認めら

　れなかった．しかしDAPI染色では陰性であった．
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　　図7　受精卵のDAPIによる染色性（×1500）

1：受精後卵子で矢印のように核が認められる．

2，3：受精2日後で，2分割で分割は停止している．

各下段はDAPI染色陽性を示した蛍光写真で，卵形質は

明らかに陽性であり，核はより強く陽性を示した．3．

では極体もDAPI陽性であることを示している．

　　図8　受精卵2分割後のDAPI染色（×1500）

受精21日後であるが，1と2は共に2分割で分割が停止

し，卵形質も粗構造を示している．

下段写真はそれらのDAPI染色で卵形質，核は陽性を示

している．しかし染色性は粗となり，図7．のように均

等に染色していない．

2の卵子では核の局在が不明瞭である．

認められたが，透明帯も保持された状態で観察され，

他の3個の受精卵も部分的な透明帯の欠損は見られ

たが卵形質が萎縮し残存していることが確認され

た．これは未受精卵と著しく異なる所見である．

4）卵子のDAPI染色所見

　図7に示したように，受精後2分割期では卵形質

は均等にDAPIに染色され，核は卵形質より強く陽性

を示した．しかし図8のように受精卵が2分割期で

分割を停止すると，21日後では卵形質のDAPI染色所

見は不均等となり，核も不明瞭となる場合もある．

未受精卵の場合には図9のように核は不明であるが，

卵形質は受精卵より均等に染色されている．しかし
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融

　　　図9　未受精卵のDAPI染色像（×1500）

これらの3個は未受精卵の21日目（培養）であるが，3の

卵子だけに透明帯の存在（矢印）が認められたが，他の

1や2の卵子は透明帯は消失し，卵形質は裸であり，こ

れらは1年以内で崩壊消滅する．

下段のDAPI染色では核の局在は不明であり卵形質のみ

が陽性を示している．

7年後では未受精卵は消滅しており，受精卵は残存

していたが，培養液全体がDAPIで強く陽性であった

ため，卵子自体の染色性は不明となり，実験は中止

された．

考　　察

　機械的刺激（穿刺・注射）に対する細胞の反応は細

胞の種類によって多彩で，異なった反応を示したが，

それは各々の細胞における防御機構の違い，細胞周

期の違い，また核や原形質という穿刺部位の違いな

どによるものと考えられる，

　マウス卵子では1回目の注射では他の細胞のよう

な細胞反応は認められず，また2回目の同一卵子に

対する注射には，卵形質の表層は1回目の注射より

硬く，強い抵抗を示した．これらの所見は他の細胞

注射には認められなかった所見である，

　機械的刺激によらない卵子の自然死滅の過程を追

跡すると，未受精卵は受精卵よりも早期に崩壊消滅

することが明らかとなった，受精卵の中には7年後

の追跡観察でも透明帯を明らかに保持しているもの

もあり，透明帯が消失しても卵形質はいくらかの萎

縮はあるが崩壊消失しないことが確認された．これ

は受精によって透明帯に特殊な変化が誘導され受精

卵は外界からの変化を受けずに受精した透明帯によ

って保護されているものと考えられる．一般的には

培養細胞は死後，早期薬物による場合は10日以内に

崩壊消滅することからしても，このように長期間，

原型を保持できることは受精卵の特徴といえる．す
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なわち未受精卵は崩壊消滅するが受精卵にだけこの

ように長期間原型が保持されることは受精後の透明

帯に不明な物質が誘導されるためと考えざるを得

ず，ここにも受精現象の未知な課題が示唆される．

　予期しなかった次の点は卵形質がDAPI陽性であ

り，またその経時的変化である．蛍光色素である

DAPIはDNAのアデニンとチミンの塩基結合に親和性

があり，他とは結合しないことより，本色素はDNA

の存在を証明する染色剤として利用されている．し

かし本色素自体は細胞毒性を有することから，生き

ている細胞のDNAの推移を観察するには不適当と思

われていた．我々は細胞毒性を示さない本剤の適正

濃度を見い出したので3），その方法を用いて卵子中

のDNAの局在を観察した．その結果，各種細胞では

核のみがDAPIで染色され，他は染色されなかったが，

卵子では核のみならず卵形質も染色された．しかし

培養21日後には卵形質のDAPI陽性状態は不均一とな

り，核以外は遂にDAPI陰性となり，7年後には培養

液がDAPI陽性となった，以上の所見は卵形質にも多

量のDNAが存在することを示唆する．また卵子以外

の細胞の死滅崩壊の経過をDAPI染色で追跡すると当

然のことながら細胞核のみが染色され，死後はそれ

は大小不同に細断片化し，ほとんどは2週間以内に

消滅（自己融解）することが一般的である．それは未

受精卵の卵形質に見られたことと類似していたが，

受精卵の核にはそのような所見は21日までには認め

られなかった．一般に高等生物の細胞内にDNAの存

在する所は核とミトコンドリアといわれているが，

DAPI染色では核のみ染色され，ミトコンドリアは染

色されない（高倍率蛍光顕微鏡でも認識されない）．

また一般細胞の死滅過程では核（染色体）の

fragmentationが先行し，細胞は崩壊→融解する．その

観点より勘案すると卵子にも核以外の卵形質中に，

一般細胞の原形質内にあるミトコンドリアよりも高

濃度のDNAが存在し，そのために卵形質までもDAPI

で可視的に染色され，それが死の退行変化に伴い，

DNAの不規則凝縮がおこされ，培養21日までみられ

るような卵形質のDAPI染色性が不規則な所見として

みられ，それも遂には崩壊し，染色性の消失へと進

展するのかもしれない．培養液中に溶出されたDNA

は，蛍光観察により一様なDAPI陽性液として7年後

の観察に示された所見となったものと思われる．

　このように死減の過程でも受精卵は未受精卵や他

の細胞のそれと異なっていることが認められた．

　重要な点は卵子を穿刺し，穿刺針を抜去すると穿

刺針には卵形質が付着することで，それは卵子穿刺
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は卵形質のDNAの一部を針と共に取り出しているこ

とを強く示唆していることである．1回の穿刺でど

の位のDNAが失なわれているかは測定出来なかった

が，卵形質内への顕微授精法はなお解明すべき重要

な問題が残されていることを示唆している．卵形質

内への精子注入による妊娠成功率には，それらのこ

とが関与しているのかもしれない，　DNA欠損を伴

うことが疑われる受精法は，たとえ妊娠が成功する

にしても，将来のためには慎重であるべきであり，

DNA学の立場よりなお重要な倫理的課題が残されて

いるものと思われる．

　本論文の要旨は第37回日本不妊学会で報告した．

なおマウス卵子（受精卵，未受精卵）は東邦大学医学

部生物学・山田武教授より恵与されたことを深謝い

たします．
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　Changes　due　to　natural　death　and　mechanical

stimulation　in　the　ova　were　compared　with　those　in
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various　other　cells　using　mouse　ova．　Most　of　the

responses　of　cells　other　than　the　ova　to　micro両ection

consisted　of　reversible　changes，　but　the　nature　of　these

responses　widely　differed　among　the　various　types　of

cells．　However，　”burst　death町’which　occurs

instantaneously　is　observed　on　rare　occasions　己n　these

cells．　Although”burst　deaths”were　not　noted　in　the　ova，

the　vitelline　membrane　of　the　ovum　plasma　became

sclerotic，　As　a　result，　resistance　was　encountered　on　the

second　microinjection．　The　needles　tended　to　become

clo99ed　even　after　a　single　injection．　When　the

morphology　of　the　ovum　plasma　showed　irregular

features，　the　ovum　usually　exhibited　a　course　which

日本不妊会誌　39巻3号

lead　to　its　destructive　death．　When　the　injection　needle

was　withdrawn，　large　amounts　of　ovum　plasma　adhered

to　it．　Since　the　ovum　plasma　was　filled　with　DAPI－

positive　substances，　it　is　speculated　that　injection　results

in　a　loss　of　DNA．

　　Long－term　observations　of　the　natural　death　of　ova

have　revealed　that　the　unfertilized　ovum　is　destroyed　at

an　earlier　stage　than　the　fertilized　ovum．　Our

investigation　has　confirmed　that　some　fertilized　ova　still

maintain　their　zona　peUucida　up　to　7　years　after　their

formation　without　being　destroyed．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1993年10月18日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年1月24日）
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　精子無力症患者からの，運動精子回収および精子運動能賦活を目的としてpentoXifylline－percoll法（PP法）

を考案し，その有用性について検討した．精子無力症にて人工授精を5回以上施行しても妊娠しない37

症例（61周期）に対し，患者の同意を得た上で，Pentoxifylline（1　mg／ml）1恭加percol液を用いて運動精子を回

収し，Hamilton－Thom　Motility　Analyzer（HTM）を用いて精子運動のパラメーターを測定した後，子宮内人工

授精（IUI）あるいは腹腔内人工授精（IPI）を施行した．　HTMによる測定値のうちmotility，　path　velocity，

straight　line　vel㏄ity（VSL），　lateral　head　displacement（ALH），　curvilinear　velocity（VCL）においてPP法はcontrolに

比して有意な上昇を認めた．また，PP法による人工授精の妊娠率は8．2％（5　／61）であった．以上からPP法

は精子無力症における運動精子の濃縮，回収ならびに精子運動能賦活法として有効な方法であると考え

られた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiI．　SteriL，39（3），239－243，1994）

緒　　言

　Methylxanthine　phosphodiesterase　inhibitorは精子細

胞内のcyclicadenosine　3’　5’　monophosphate（cAMP）を

増加させ，精子運動率を増加させる作用を有するこ

とが知られている1）．Methylxanthin　groupの中で

pentoxifyllineはcaffeineやtheophyllin　lこ比して長時間作

用する特徴を持つことが報告されており2），臨床的

な有用性が注目されている．今回我々は精子無力症

患者の精液からの運動精子濃縮回収および精子運動

能賦活を目的としてPentoxifyllineを添加したPercoll液

を作成し，これを用いて運動精子を回収し，その運

動i生の変化をcomputer－assisted　analyzerにて解析すると

共に，回収した精子を用いて人工授精を行い，その

妊娠率を検討したので報告する．

対象および方法

　当科不妊外来において精子無力症（夫）のため人工

授精を施行している症例のうち，clomidによる過排

卵誘発および809。　percoll法による運動精子選別を5

回以上施行しても妊娠しない症例で同意の得られた

37症例（61周期）を対象とした．4日間の禁欲後，用

手法にて精液を回収し，30分間室温にて液化させた

後，Harnilton　Thorn　Research　Motility　Analyzer（HTM，
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model　2030，　version　7．0）を用いて精子運動の評価を行

った．HTMの測定条件はtemperature37℃，　acquisition

rate　30　f由mes／s㏄，　acquisition　thne　O．67secにて5fields測

定し，Motility，　VAP（five－point　running　average　path

velocity，　pt　／sec），　VSL（straight　line　average　vel㏄ity，，a　／sec），

VCL（curvili皿ear　velocity　pt　／sec），　ALH（average　of　lateral

head　displacement，　pt　m），　BCF（Beat　cycle　fbequency，　Hz），

Linearity（VSLIVCL，％）の7つのパラメーターを計測

した（図1）．次に809。　percoll液（Sigma　Chemical　Co）ま

たはlmg！㎡【のpentoxifylline（Sigma　Chemical　Co）添加

80％percoU液を1ml入れた15mi滅菌遠沈管（コーニン

グ）に精液を1　mlずつ重層して250×g，20分間遠心し

た，それぞれの上清を除去した後，ペレットを

HAMs　F－10　medium（GBCO）2mlを加えて洗浄し，最

終精子濃度が1～2×1　07／mlの精子浮遊液を作成し，

日本不妊会誌　39巻3号

再びHTMにて各パラメーターを計測した．さらに

pentoxifylline－percoU法（PP法）を用いて回収した精子を

用いて子宮内人工授精（30症例，54周期）あるいは腹

腔内人工授精（7症例，7周期）を施行し，その妊娠

率について検討した，全周期ともclomidによる過排

卵誘発を施行し，経膣超音波断層法にて主席卵胞径

が20mmとなった時点で人工授精を行った．結果は

mean±SDで記載し，有意差検定はStudent　paired　t－test

を用いて行った．

結　　果

　未処理精子（control群），80％percoll法（P群）および

pentoxifylline－percol量法（PP群）により回収された精子の

運動率はそれぞれ23．5±7．9，5L9±24．6，61．5±245

（％）であり，control群に比してP群およびPP群は有意

ALH：lateral　head
distribution（P）

旦⊆E三beat　cycle

　　frequency（Hz）

図l　Motility　Analyzer　HTM　2030，　ver・7．0により測定した各精子運動パラ

　　　メーター
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な高値を示したが（P〈0．Ol，　P〈0．005），　P群，　PP群間

に有意差を認めなかった．VApは36．5±8．8，655±

20．8，74．6±15．4（μ／sec）でcontrol群に比してP群およ

びpp群は有意な高値を示し（P＜O．005，　P＜O．OOO・1），

さらにP群，PP群問にも有意差を認めた（P＜O．01）（図

2）．VSLは26．4±6．1，5L8±16．9，61．0±10．3（μ／sec）

でcontro1群に比してP群およびPP群は有意な高値を示

し（P〈0．001，P＜0．㎜1），　P群，　PP群間にも龍差を

認め（P〈O．Ol），　VCLも41．9±12．6，72．3±23．1，83．O±

20，9（mic／sec）でありcontrol群に比してP群およびPP群

は宥意な高値を示し（P〈0．㎜5，P＜0．0001），同様にP

群，PP群間に有意差を認めた（P＜0．05）（図3）．しか

し，3群におけるBCFは5．3±3．9，3．9±25，4．1±2．8

表l　PP法を用いた子宮内人工授精および腹腔内人工

　　　授精の成績

AH－1

cycle

（case）

Pregnancy　No．　Pregnancy　rate

Iu【

IPI

54
（29）

7
（7）

4
（4）

1

（1）

7．4％

（13．3°／・）

142％
（14．29・）

61

（37）

5

（5）

8．2％

（13．5％）
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（Hz），　Linearityは69．1±11．2，72．7±11．5，77．1±10、7

（％），ALHはLl±0．8，1．4±1．0，2，0±12（μ）とALH

においてPP群がP群に比して高値を示す傾向が認め

られたが（p＝OD55），その他に関しては3群間におけ

る統計学的有意差はなかった（図4）．

　次にPP法を用いた子宮内人工授精および腹腔内人

工授精の一周期あたり（または症例あたり）の妊娠率

はそれぞれ7．4％（4／54cycles），13．390　（4／3（iCases）および

14．29・（1／7cycles），14．2％（1〃cases）であり，両者を総

合した妊娠率は8．2％（5／61cycles）および13．5％

（5／37cases）であった（表1）．

考　　察

　Pentoxifyllineは精液中における精子の運動能力を

延長し，その作用時間はCaffeineやTheophyllinなど

他のMethylxanthine誘導体に比してlong　lastingである

ことがTurner　et　al．2）によって報告されて以来，　male

faCtOr　infertility（aSthenOzOOspermia，　oligozoospemia）に対

する有用性が報告されており3），assisted　reproductive

technologyを補佐する薬斉1」として注目されている．

PentoxifyllineはcAMP　phosphodiesteraseを阻害し，

精子細胞内のcAMPを上昇4），　glycolysisの充進，

mitochondrial　oxidative　phosphory且ationを充進させる5）

ことによりその作用を発現すると考えられている．

Yanagimach孟6）は精子受精能獲得は精子細胞内の

calciumの上昇と共に細胞内のcAMPの上昇に依存

していると報告しており，最近，Samuel　et　al．7）は

asthenozoospermiaのspermとpentoxifylline（lmg／ml；

3．6mM）を1時間作用させたことろ，　hyperactivation

rateが上昇したと報告していることからもcAMPの上

昇と精子capacitationとの関連性が示唆される．また，

Sheena　et　al．9）は正常精液よりswim－up法によって回収

したmotile　spermを1　mg／mlのpentoxifyllineにて処理

後，精子運動の各パラメーターの検討を行っている

が，培養開始15分後においてVSL，　VAPの有意な上

昇，Liniarityの有意な低下がみられ，培養開始30分

以後はVSL，　VAPの有意な上昇，　Liniarityの有意な低

下に加え，BCF，　ALHの上昇が認められ始めたと報

告している．これはpentoxifyllineとの共培養の15～

30分間以後に有意に精子運動性の変化が現れるこ

とを示唆している成績と考えられる．今回我々の

成績ではVCL，　VSL，　VAPにおいて有意な上昇を認

めたが，ALH，　BCF，　Lmiariryにおいては著明な変化

を認めず，Bur㎞｛㎜e副．8）によって提唱されている

hyperactivationのcriteria（VCL＞1　OOmic／sec，　BCF＞7．5Hz，

Linearity＜659。）を満たす傾向は得られなかった．こ
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れはpentoxifylline－－precoll処理あるいはpercoll処理の後，

培養を行っていないのが原因ではないかと考えられ

る．今後pentoxifylline－percoll処理を行った後に培養を

加え，精子運動性の経時的変化およびhyperactivation

rateの変化を検討する必要がある．また，　male

infertility症例に対するpentoxifyllineの臨床的応用につ

いては，Yovich　et　aL　lo）がmale　infertilityの57症例（61周

期）に対しpentoxifylline処理を用いPROST（pronuclear

stage　tubal　transfer）あるいはTEST（tubal　embryo　stage

transfer）を施行し，有意に受精率，胚移植症例数が

増加し，これまでに17人の生児を得ているが奇形等

はなく，すべて正常児であったこと，early　pregnancy

lossの比率はpentoxifylline処理しない場合と同様であ

ることよりhuman　embryoに対するtoxicityは低いので

ないかと報告している．さらにasthenozoospermiaあ

るいはoligo－asthenozoospermiaに対しpentoxifylline（経

口投与）のin　vivoにおける検討も行われているIL12）．

Shen　et　aL　l3）はasthenozoospermiaの8症例に対し，

pentoxifylline（1200mg／day）を3カ月間投与し，投与

前に比べ精子濃度は変化しなかったが，精子運動率

は有意に増加したと報告しており，今後，in　vivo投

与前後における精子運動の各パラメーターの変化や

人工授精の妊娠率に対する効果などについてさらに

検討が必要であると考えられる．また，当科の

percoll法による人工授精（AIH）妊娠症例における妊

娠までの平均AIH施行回数はL9±Ll回であった14）．

これは反復AIHにおいて3～4回目以降の妊娠率は

低いことを示唆する成績であり，これらの症例に対

して何らかの補助的治療を加える必要がある．今回，

percoll－AIHを5回以上施行しても妊娠に至らない37

症例に対しPP法を用い5例（13．5％per　cases）に妊娠

が成立した．これは反復AIHの不成功例に対しての

PP法の有用性を示唆する成績であり，これらの症

例に体外受精や顕微授精を施行する前段階に行う

治療法の一つとして簡便かつ有用であると考えられ

る．
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The　selection　and　the　stimulation

　　　　　of　motile　sperm　using

pentoxifylline－percoll　gradients

Keisuke　Fukui，　Yasunari　Takeda，　Touru　Fujioka，

Hiroyuki　Kitagawa，　Rumiko　Kaura，　Juri　Yano，

　　　　　　　　　　and　Shunpei　Matsuura

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

School　of　Medicine，　Ehime　University

　　　　　　　　Ehime791－02，　Japan

　　Pentoxifylline，　one　of　methylxanthine　derivatives，

have　been　shown　to　increase　the　sperm　motility．　It　acts

by　inhibiting　cAMP　phosphodiesterase，　leading　to　an

increase　in　intracellular　cAMP　levels．　We　evaluated　the

effect　of　pentoxifylline－percoll　centrifugation　method

on　the　characteristics　of　the　sperm　motility　using

computer　assisted　sperm　motility　analyzer，　and　the

influence　on　outcome　of　artificial　insemination　with

husband’s　semen（AIH）in　asthenozoospermia．　The

semen　samples　were　collected　from　patients　of

asthenozoospermia（n＝61）undergoing　AIH．　The

liquefied　semen　was　layered　onto　80％percoll　gradients

containing　lmg／ml　of　pentoxifylline，　and　centrifuged　at

250×g　for　25　minutes．　The　sperm　pellet　was　suspended

with　HAM’s　F－10　medium　and　MOT（motility），　VAP

（five－point　running　average　path　velocity），　VSL（stright

line　average　velocity），　VCL（curvilinear　velocity），　ALH

（average　of　lateral　head　displacement），　BCF（beat　cross

frequency），　and　Linearity（VSLIVCL）were　measured

by　Hamilton－Thom　Research　Motility　Analyzer（HTM，

model　2030，　version　7．0）．　Intrauterine　insemination

（IUI）or　intraperitoneal　insemination（IPI）was

performed　after　HTM　analysis．　The　results　were　as

follows．　Pentoxifylline－percoll　treatment　significantly

increase　the　level　of　VCL，　VAP，　and　VSL．　However，

the　level　of　MOT，　ALH，　BCF，　Linearity　did　not

remarkably　change．　Pregnancy　rate　of　AIH　was　8．2％

（5／61）per　cycles　and　l3．5％（5／37）per　cases　using

pentoxifylline－percoll　treated　sperm．　In　conclusion，

pentoxifylline－percoll　centrifugation　method　was

valuable　to　the　sperm　treatment　for　cases　of　male　factor

infertility，　specially　for　asthenozoospermia．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年1月17日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月2日）
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Abstract：To　elucidate　a　physiological　role　for　leukemia　inhibitory　factor（LIF）in　implantation，　we

examined　the　effects　of　this　cytokine　on　the　protein　synthesis　in　mouse　uterine　epithelial　cells　and　on　the

development　of　mouse　blastocysts．　Uterine　epithelial　cells　obtained　from　pseudopregnant　day　3～51CR

mice　were　cultured　for　24　hr　prior　to　adding　different　concentrations　of　mouse　recombinant　LIF（0，250，

1，000，2，500and　5，000　units／m1）along　with　L－［4，5－3H］leucine．　After　culturing　for　an　additional　l4hr，

the　incorporation　of　L－〔4，5－3H】1eucine　into　uterine　epithelial　cells　from　pseudopregnant　day　40r　day　5

mice　was　found　to　increase　significantly　when　1，000　units／mI　or　more　LIF　was　added．　In　contrast，　no

significant　effect　of　LIF，　at　any　concentration，　was　observed　on　cultured　uterine　cells　from

pseudopregnant　day　3　mice．　In　another　series　of　experiments，　blastocysts　from　ICR　mouse　were　cultured

without　or　with　LIF（1，000，2，500　and　5，000　units／m1）．　The　percentages　of　degenerated　embryos　in　LIF－

treated　groups　were　lower　than　in　controls　after　48　hr　and　72　hr　of　culture。　These　resulIs　suggest　that　LIF

may　promote　protein　synthesis　in　uterine　epithelial　cells　and　play　a　role　in　supporting　the　survival　of　the

embryo，　and　thus　favor　implantation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　SteriL，39（3），244－249，1994）
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Introduction

　　Agrowing　number　of　cytokines　have　been　fbund

but　they　cannot　be　readily　categorized　according　to

their　function，　because　they　have　diverse　and　often

overlapPing　effects　on　a　variety　of　cell　types．

Leukemia　inhibitory　factor（LIF），　one　of　the

cytokines　first　isolated　from　mice，　is　a　45　to　56　kDa

secreted　glycoprotein　that　induces　differentiation　and

inhibits　the　proliferation　of　the　M　l　rnyeloid　leukemia

cell　line卜3）．　In　the　reproductive　system，　in　contrast

to　the　effects　just　described，　LIF　stabilizes　mouse

embryonal　stem　cells　in　culture，　preventing　them

from　undergoing　spontaneous　differentiation4・5）．

Several　other　effects　of　LIF　on　embryogenesis　have

been　described　such　as　enhancement　of　the

も

ダ

■
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development　of　8－cell　stage　mouse　embryos　with

murine　LIF6），　and　increased　viability　of　cultured

ovine　embryos　with　human　LIF7）．　Stewart　and　his

colleagues8）reported　intense　LIF　mRNA　expression

in　the　mouse　uterine　endometrial　glands　on　days　4～

5　of　pregnancy．　Furthermore，　they　demonstrated　that

female　mice　lacking　a　functional　LIF　gene　are　fertile

but　that　blastocysts　fail　to　implant　and　do　not

developg）．

　　In　this　study，　to　gain　further　insight　into　a

physiological　role　for　LIF　in　the　reproductive

system，　we　have　examined　the　effect　of　this　cytokine

on　protein　synthesis　in　mouse　uterine　epithelial　cells，

In　addition，　we　examined　the　effects　of　LIF　on　the

development　of　mouse　blastocysts、

Materials　and　Methods

Cul伽θげ〃louse・utert’ne¢epithe伽l　ce’ls

　　Virgin　ICR　female　mice，6～10　weeks　of　age，

were　housed　with　vasectomized　male　mice　of　the

same　strain．　Mating　was　con丘rmed　by　the　presence

of　a　vaginal　plug　on　the　following　moming，　which

was　designated　as　day　l　of　pseudopregnancy．　The

mice　were　sacrificed　by　cervical　dislocation　on　day　3

～ 50f　pseudopregnancy　between　13：00　hr　and　15：00

hr，　and　the　uterine　tissue　was　collected　for　epithelial

cell　culture．　We　followed　the　culture　methods

described　by　Tomooka　et　aL1⑪）with　minor

modifications。　The　uterine　were　excised　and　cut

longitudinally　to　expose　the　endometrial　surface．

These　pieces　were　transferTed　to　a　disposable　sterile

50ml　polypropylene　tube　and　rinsed　with　culture

medium；al：1　mixture　of　Hamls　F－12　and　DMEM

（Sigma　Co．，　St．　Louis，　U．S．A．）containing　lO％fetal

calf　serum（Gibco，　New　York，　US．A．）．　The　uterine

pieces　were　incubated　in　10ml　of　Ca－and　Mg－free

phosphate　buffered　saline（PBS）containing　O．5％

bovine　pancreatic　trypsin（Sigma　Cα）、　Tissues　were

first　incubated　at　4℃fbr　60　min　and　then　at　37℃fbr

another　40　min，

　　After　discarding　the　supernatant，30～40　ml　of

fresh　culture　medium　was　added　and　the　tube　was

gently　shaken　to　dissociate　the　epithelium　from　the

uterine　pieces．　Sheet－like　epithelial　fragments　in　the

supernatant　were　collected　with　a　pipet．　This

procedure　was　repeated　three　times．　The　epithelia1

fragments　were　then　centrifugated　at　lOOg　fbr　5　min．

To　obtain　good　cell　separation　and　avoid　large

fragments，　the　pellet　was　resuspended　in　culture

medium　and　passed　through　a　27　gauge　needle　and

mesh　wire　gauze（38μ　m／aperture，　TOP，　Kyoto，

Japan）．　A　suspension　of　5　x　lO5　cells　per　ml　was

prepared　and　O．　l　ml　of　the　suspension　was　inoculated

into　each　well　of　96－well　multiplate（Coming，　New

York，　U．　S．　A．）．　The　cells　were　cultured　under　5％

CO2　in　air　at　37℃．　Observation　with　a　phase－

contrast　microscope　revealed　that　most　of　the　cells

showed　an　epitheloid　pattem。

Mouse　e〃1bり70　recoyery　and‘ulture　conditions

　　To　induce　superovulation，4week　old　ICR　female

mice　were　intraperitoneally　injected　with　5　units　of

pregnant　mare　serum　gonadotropin（PMSG；Teikoku

Zoki　Co、，　Tokyo，　Japan）at　l　8：00　hr，　followed　by　5

units　of　human　chorionic　gonadotropin（hCG，

Teikoku　Zoki　Co．）48　hr　later．　After　the　hCG

injection，　the　animals　were　housed　with　male　mice　of

the　same　strain　overnight．　Vaginal　plug　formation

was　confirmed　the　next　morning（day　l　of

pregnancy）．　Embryos　were　recovered　from　uterus

with　PBS　at　l4：00　hr　on　day　4（92　hr　after　hCG

injection），　and　cultured　in　a　drop　of　Biggers－

Whitten－Whittingham’s（BWW）mediuml1）under
mineral　oil　and　5％CO2　in　air　at　37℃in　a　4－well

multidish（Nunc，　Roskilde，　Denmark）．

Incorporation　of　L－’4，5．3」日71eucine西ッ　uterine

epithelial　cells

　　The　incorporation　ofし［4，5－3H］leucine（specific

activity，5．O　TBq／m　mol；Amersham　Japan，　Tokyo，

Japan）was　used　as　an　index　of血e　amount　of　protein

synthesized　by　the　uterine　epithelial　ceHs．　After

culture　for　24　hr，　the　culture　medium　was　replaced

with　medium　containing　different　doses　of　mouse

recombinant　LIF（ESGRO，　AMRAD　Corp，　Ltd．，

Melbourne，　Australia）along　with　L－［4，5－3H］

leucine　at　a　concentration　of　370　kBq／ml（1μCi／lOO

μ1）．The　cells　were　then　cultured　for　an　additional

I4　hL　At　the　end　of　the　culture　period，　the　medium

was　removed　and　the　cells　were　rinsed　twice　with

PBS　and　then　lysed　with　O．1　ml　of　O．5　N　NaOH．　The

NaOH　solution　was　transferred　to　glass　tubes。　The

wells　were　then　rinsed　with　O．　l　ml　of　O．5　N　HCI　and

the　rinsings　were　also　transferred　to　the　glass　tubes．
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Ice－cold　trichloroacetic　acid（TCA；Nacalai　Tesque

Inc．，　Kyoto，　Japan），　at　a　final　concentration　of　10％，

was　added　to　each　tube，　The　TCA－insoluble

materials　were　collected　on　glass　fiber　filters，　rinsed

twice　with　5％TCA　and　once　with　ethanol　and　dried．

The　radioactivity　incorporated　was　then　deterrnined

by　a　liquid　scintillation　counter．

Experiment　1’石∬θc∫qプL∬F　oπ〃zouse　uter’ne

epithelial　ceUs

　　By　the　method　described　above，　we　examined　the

effect　of　LIF　at　a　variety　of　concentrations（0，250，

1，000，2，500and　5，000　units／m1）on　L－［4，5－3H］

1eucine　incorporation　into　cultured　uterine　epithelial

cells　obtained　from　pseudopregnant　day　3～5　mice．

For　each　experiment，　which　was　performed　3　times，

8wells　of　cells　were　exposed　to　each　concentration

of　LIF．

助eri〃zent　2’、碓‘t　qブjLIF　on〃louse　blasto｛riysts

　　Blastocysts　recovered　92　hr　after　hCG　injection

were　cultured　in　BWW　to　which　LIF　was　added　at　a

variety　of　concentrations（0，1，000，2，500　and　5，000

units／ml）．　The　embryos　were　observed　every　24　hr

under　a　phase－contrast　microscope　and　the　numbers

of　degenerated　embryos　were　noted．　For　each

experiment，　blastocysts　were　recovered　from　6　mice

and　pooled　in　PBS，　and　16　blastocysts　were

randomly　introduced　into　droplets　containing　LIF，

The　experiments　were　performed　4　times．

日本不妊会誌　39巻3号

Statistical　analysis

　　For　Experiment　l，　one　way　ANOVA　and　Fisher’s

PLSD　test　were　performed　for　statistical　analysis，

whereas　Fisher’s　exact　test　was　used　fbr　Experiment

2．

Results

Experi〃zent　I

　　When　LIF　at　concentrations　of　1，000　units／ml　or

more　was　added　to　uterine　epithelial　cells　from

pseudopregnant　day　4　mice，　the　incorporation　of　L－

［4，5－3H】leucine　increased　significantly（P＜0．05）．　A

maximum　effect　was　observed　with　a　LIF

concentration　of　5，000　units／ml（an　increase　of

73．0％）．Simi亘arly，　with　cultured　uterine　epithelial

cells　from　pseudopregnant　day　5　mice，　incorporation

of　L－「4，5－3H］1eucine　increased　by　60。6％（P＜0．05）

with　5，000　units／ml　of　LIF．　In　contrast，　no　effect　of

LIF，　at　any　concentration，　was　observed　on　cultured

uterine　cells　from　pseudopregnant　day　3　mice（Table

l）．

Expen’〃lent　2

　　The　percentages　of　degenerated　embryos　in．　the

LIF－added　gro叩s　were　lower　than　in　untreated

embryos　after　culturing　for　48　hr（day　6）and　72　hr

（day　7）．　A　significant（P＜0。05）decrease　was

observed　with　LIF　at　5，000　units／ml．　A負er　culturing

for　24　hr（day　5），　no　marked　differences　were

observed　between　LIF－added　groups　and　the　control

group（Table　2）．

ハ

Table　l Effect　of　LIF　on　incorporation　of　L－［4，

epithelial　cells　of　pseudopregnant　mice

5－3H］leucine　by　cuhured山erine

LIF（units／ml） 　　　　　Incorporation（cpm／well）

day　3a　　　　　　day　4b　　　　　　　day5c

　　　0（control）

　250

1，000

2，500

5，000

247±20．8

225±23，8

305±70．2

272±69．2

198±20．8

185±8．6

210±10A
256±14．4＊

275±24．1＊

320±22．0＊

274±48．6

251±16．9

318±33．3

330±19．2

440±25．7＊

Values　are　mean±s．em．　fbr　24　replicates

（8wells／experiment×3experiments）

aCultured　uterine　epithelial　cells　from　pseudopregnant　day　3　mice

b　Cultured　uterine　epithelial　cells　from　pseudopregnant　day　4　mice

cCultured　uterine　epithelial　cells　from　pseudopregnant　day　s　mice

＊P＜0．05，significantly　different　from　control

｝

r
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Table　2 Effect　of　LIF　on　the　in　vitro　development　of　mouse　blastocysts

　LIF

（units／ml）

　　No．　of

Blastocystsa

No．（％）of　Degenerated　Embryos

day　5b day　6c day　7d

0（control）

1，000

2，500

5，000

64
64
64
64

3（4．7）

1（1．6）

2（3．1）

1（1．6）

7（10．1）

2（3．1）

3（4．7）

1＊（1．6）

8（12．3）

3（4．7）

3（4．7）

1＊（L6）

a　Recovered　92　hr　after　hCG　injection（day　4）

bTwenty　fbur　hr　after　the　initiation　of　culture

cForty　eight　hr　after　the　initiation　of　culture

dSeventy　two　hr　after　the　initiation　of　culture

＊P＜O．05，significantly　different　from　control

Discussion

　　In　Experiment　l，　we　showed　that　LIF　enhanced

the　protein　synthesis　of　cultured　uterine　epithelial

cells　obtained　from　pseudopregnant　day　4　and　5

mice．　LIF　had　no　effect　on　uterine　epithelial　cells

from　pseudopregnant　day　3　mice．　Since　implantation

is　known　to　occur　in　the　morning　on　day　5　in　mice，　it

is　likely　that　LIF　regulates　implantation．　Our　results

also　showed　that　the　effect　of　LIF　on　the　protein

synthesis　of　uterine　cells　occurs　even　if　the　embryos

are　not　viable．　From　another　study　it　is　known　that　an

intense　LIF　mRNA　expression　occurs　in　the　uterus，

specifically　in　endometrial　glands，　on　days　4～50f

pregnancy，　and　that　LIF　is　not　expressed　in　the

endometrial　glands　prior　to　the　onset　of

implantation8）．　These　investigators　also　reported　that

LIF　expression　is　independent　of　the　embryos　and

under　maternal　control8＞．　Furthermore，　they

demonstrated　by　using　transgenic　mice　lacking　a

functional　LIF　gene　that　blastocysts　implantation

depends　on　matemal　expression　of　LIF9）．　However，

it　has　not　been　known　whether　a　dramatic，　but

transient，　burst　of　LIF　mRNA　expression　in

endometrial　glands　in　the　uterus　results　in　secreted

LIF　binding　to　and　acting　on　endometrial　cells．

Considering　our　observation　that　LIF　enhanced　the

protein　synthesis　of　cultured　uterine　epithelial　cells，

it　is　probable　that　LIF　has　an　autocrine　effect　on　the

uterine　epithelial　cells．　Several　different　kinds　of

analyses　have　led　to　the　suggestion　that　differences

in　the　proteins　synthesized　in　response　to

progesterone　or　estradiol　mediate　uterine

development12）．　Much　effort　has　been　directed

towards　indentifying　specific　proteins　which

characterize　the　different　stages　of　uterine

development．　Considering　the　timing　of　LIF

expression　and　the　results　of　the　present　study，　LIF

might　play　an　important　role　in　the　synthesis　of

proteins　which　might　distinguish　prereceptive，

receptive，　or　refractory　uterine　cells．

　　Further　analyses（for　example，　use　of　anti－LIF

antibody）would　be　necessary　to　clarify　whether　the

effects　observed　in　this　study　are　LIF　specific　or　noL

But，　taking　into　account　the　above－mentioned　results

by　us　and　other　investigators，　it　would　be　lil（ely　that

the　effects　are　LIF　specific．　As　to　the　dose　of　LIF

used　in　this　study，　it　is　reported　that　the　injection　into

mouse　uterine　lumen　of　10，000～20，000　units　of　LIF

stimulated　implantation9），　though　the　exact　amount

of　LIF　secreted　into　uterine　lumen　by　endometrial

cells　is　not　well　known．　Therefore，　it　is　likely　that　the

amount　of　LIF　used　in　this　study　might　be　a

physiological　dose．

　　LIF　may　also　exert　effects　on　the　embryo．　In

Experiment　2，　LIF　decreased　the　degeneration　rate　of

in　vitro　cultured　mouse　blastocysts．　This　result　is

consistent　with　described　effects　of　human

recombinant　LIF（hLIF）on　the　ovine　embryos　at　the

morula　or　early　blastocyst　stage7）．　According　to　this

report，　fewer　embryos　degenerated　when　cultured　in

medium　containing　hLIF　and　the　pregnancy　rate

increased　when　these　embryos　were　transferred　to

recipient　ewes．　Thus，　LIF　may　play　a　role　in
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supporting　the　survival　of　the　emb．ryo　during　the

critical　implantation　period．

　　Several　reports　showed　that　LIF　enhanced　embryo

hatching．　Fry　et　al．7）showed　that　the　addition　of

hLIF　to　culture　medium　increased　the　number　of

morula－or　early　blastocyst－stage　sheep　embryos　that

hatched　from　the　zona　pellucida　after　48　hr　of

culture．　The　addition　of　hLIF　to　culture　medium

containing　mouse　8－cell　embryos　was　also　shown　to

result　in　a　marked　increase　in　the　number　of　embryos

completing　the　developmental　changes　associated

with　implantation6）．　Kato　et　al．13）showed　that　the

proportion　of　mouse　8－cell　embryos　developed　to

hatched　blastocysts　increased　when　cultured　with

LIF．　Little　has　been　known　about　the　action

mechanism　of　LIF　on　embryos．　However，

considering　the　report　that　mRNA　for　LIF　receptor　is

present　in　mouse　embryos　l4），　LIF　might　have　a　direct

effect　on　embryos．

　　In　conclusion，　we　showed　that　LIF　enhanced

protein　synthesis　in　cultured　uterine　epithelial　cells

obtained　from　pseudopregnant　day　4　and　5　mice．　In

addition，　this　cytokine　protected　4－day－old　mouse

embryos　from　degeneration．　These　results　suggest

that　LIF　may　have　an　autocrine　effect　on　uterine

epithelial　cells　themselves　and　that　it　may　regulate

the　embryo，　directly　or　indirectly，　so　as　to　favor

implantation．　The　next　issue　to　be　e亘ucidated　would

be　the　relationship　of　this　cytokine　to　other

cytokines，　since　various　cytok量nes　have　been　recently

implicated　as　positive　or　negative　factors　in

pregnancy　and　early　embryo　development　in　vitro，

forming　a　so－called　”cytokine　network”15）．

Furtherrnore，　the　relationship　to　sex　steroids，　which

have　been　known　to　be　associated　with　implantation，

also　remains　to　be　clarified．
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理的役割を明らかにすることを目的として，LIFがマウ

ス子宮内膜上皮細胞の蛋白合成能およびマウス胚盤胞

の発育に及ぼす影響を検討した．偽妊娠3，4，5日の

ICR系雌マウスの子宮内膜上皮細胞を各種濃度の組換え

型マウスLIF（0，250，1，000，2，500，5，000　units／ml）とと

もに24時間培養した後，L－［4，5－3M　leucineの取り込み量

を測定した．偽妊娠4日の細胞では，1，㎜units／ml以上

の濃度の添加で取り込み量は有意に上昇した．また，

偽妊娠5日の細胞では，5，000　units／mlの濃度の添加で有

意な取り込み量の上昇を認めた．一方，偽妊娠3日の

細胞では，いずれの濃度においても取り込み量に有意

な差は認めなかった．次に，ICR系雌マウスより得た胚

盤胞の培養系にLIFを添加したところ，培養後48および

72時間での変性卵の割合は，非添加群に比し有意に低

下した．以上の結果から，LIFは子宮内膜上皮に対して

その蛋白合成を促進している可能性が示唆された．ま

た，着床期の胚に対しては，その生存に促進的に働く

ものと考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年2月1日）

　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月ll日）
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　未婚または挙児希望の若年性子宮体癌（22～34歳）8例を経験し，4例にプロゲスチン（MPA）を主体とし

た保存療法を試み，2例には妊娠・分娩例も経験した．8例中4例は肥満，排卵障害のあるPCO症例であ

った．筋腫核出時の筋腫に付着した子宮内膜よりadenoacanthomaが発見された不妊婦人では，　MPAと内膜

掻爬にて以後異常所見は出現せず，2年と4年後に2人の健児を得た．子宮鏡，超音波断層法，MRIにて

筋層および頸部浸潤が認められなかった3例にもMPAを主体に保存的治療を試み，1例に健児を得て，そ

の後の経過に異常を認めていない．1例は保存療法では病変の進行が認められ，手術療法を行った．残り

の4例は，本人の希望と超音波断層やMRIにて筋層浸潤が認められたため，　primary　operationを行った．

　妊孕性温存を期待した若年性子宮体癌に対する保存的治療は，診断や治療効果，妊娠許可の点など多

くの問題をもつが，適応を満たした症例には一度は試みてよい治療法と考えられる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，39（3），250－256，1994・）

緒　　言

　若年性子宮体癌の定義は一般的に40歳未満のもの

とすることが多いが，その発生頻度は全子宮体癌の

5～10％である1・　2）．しかし，そのうちの多くが未婚

や不妊婦人であることから，妊孕性の温存の可否が

大きな問題となる．近年，若年性子宮体癌症例に対

してプロゲスチンなどを用いた保存療法とその後の

妊娠例の報告3～6）が散見されるようになったが，現

時点では保存療法の適応についての明確な方針は定

まっていないのが実状である，

　今回我々は，未婚または挙児希望の0期（異型内膜

増殖症）を含む若年性子宮体癌8例を経験し，うち4

例に保存療法を試み，2例には妊娠・分娩例も経験

したので報告する．

対象および方法

　当教室では，1988年からの5年間に68例の異型内

膜増殖症を含む子宮体癌症例を経験した．このうち

8例11．7％が40歳以下（22～34歳）の若年子宮体癌症例

で，8例すべてが妊娠歴のない未婚または挙児希望

婦人であった（表1）．2例が20歳代であり，既婚の4

例のうち3例は不妊治療中に診断された．4例にPCO

による排卵障害があり，すべて体重80Kg以上の肥満

を認めた．5例は不正出血の精査の結果診断され，2

例は検診や不妊治療中の超音波断層法での子宮内膜
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表1　未婚または挙児希望の若年子宮体癌症例

症例　月経歴
（年齢）　妊娠歴

合併症 主訴および

癌発見の経緯

治療と経過 組織診断
術後進行期（HGO）

1　　無月経
（22）　αG

2　　月経順
（31）　αG

3　　月経順
（33）　αG

4　　月経順
（30）　未婚OG

5　　月経順
（30）　未婚OG

6　　無排卵

（31）　OG

PCO
肥満83kg

子宮筋腫

不妊

不妊

PCO，　DM

肥満90kg

不正出血

筋腫核出術時
内膜に癌（＋）

不正出血

（lanazol，　MPA治療後妊娠

分娩後10M異常無し
保存療法

ATH～Gl　adenoca

MPA治療後異常無く，2Y後　　　　保存療法
妊娠．その後ADH→MPA→妊娠　adenoacanthoma

danazo1→MPA2クール
ATH消失せずfonow中

検診での　　　　MPA　lクール後，内膜異型度

超音波内膜肥厚　進行→手術

不正出血

不妊治療中

超音波内膜肥厚

7　　月経不順　PCO　　　　不正出血
（27）　未婚OG　　肥満88kg

8　　月経不順　PCO，　DM　　大量の不正
（34）　未婚OG　　肥満90kg　　性器出血

Primary　ope

primary　ope

Prirnary　ope

Primary　ope

保存療法

ATH

Gl　adenoca

Ib期

Gl　aden㏄a

Ib期

adenoacanthoma
工a期

adenoequamous　ca

Ib期

Gl　adenoca

Ib期

ADH；Adenomatous　hyperplasia ATH；Atypical　hyperplasia

肥厚により疑われ，診断された．子宮内膜厚は症例

4が21mm（黄体期）あり，症例6では月経期でも

13mmを示し，異常な内膜肥厚と判断し，精査・治

療された．残りの1例（症例2）は子宮筋腫合併の不

妊症例で，筋腫核出術時の筋腫に付着した一部子宮

内膜よりadenoacanthomaが発見された，この症例で

は筋腫核出術後の子宮内膜よりその後悪性所見が

認められなかったため，本人希望もあり保存療法

を行った．その他の7例では細胞診，内膜組織診，

子宮鏡，超音波断層法，骨盤部MRIなどを行い，以

下の条件が揃った3症例に対してdanazo1または

medroxyprogesterone　acetate（ヒスロン⑭H200，以下

MPA）にて保存療法を行った，1）挙児希望が強く

informed・consentが得られたもの，2）組織学的に異型内

膜増殖症～高分化型腺癌であるもの（できれば
Estrogen　ieceptor，　Progesterone　receptor陽1生であるもの），

3）子宮鏡，超音波断層法，CT，　MRIにより病変が子

宮筋層や頸管内に浸潤していないことが確認できる

もの．

結　　果

　保存療法を施行し，健児を得た症例1の経過を図

1に示す．高PRL血症合併のPCO症例で，無排卵と不

正出血にて来院し，内膜組織診にて異型内膜増殖症

と診断された（図2）．（lanazol　400rn9／日を7週間投与

するも腺管構造並びに細胞異型が強くなる傾向が認

められ，引き続きMPA　600mg／日の投与に変更した．

その後腺管構造の正常化，間質の脱落膜様変化が著

明となりMPA　i6週間の投与で終了とした，図3に

MPA投与後8週間での内膜組織像を示す．　MPA投与

開始後，子宮鏡による狙い組織診でも悪性所見なく，

MRIではintactなjunctional　zone（以下j．zone）が確認され

（図4），筋層浸潤はないものと判断した．経過をみ

る上で6ヶ月間の避妊を指示したが，排卵・月経の

回復を計るためclomipheneまたはclomiphen．

bromocriptine療法を開始したところ，3ヶ月後に妊娠

に至った．本人の挙児希望強く，MPAへの反応も良

好であったため，そのまま妊娠継続とし，妊娠40週

にて男児を正常分娩した．その後産褥10ヶ月の時点

まででは，子宮内膜所見には異常を認めていない。

　図5には，MPAによる保存療法を試みたにもかか

わらず反応が不良で，子宮摘出に至った症例4の経

過を示す．30歳の未婚女性で，肥満やPCOなどのリ

スク因子はない．会社の腹部超音波検診にて子宮内

膜肥厚を指摘され，精査のために当科を受診した．

初診時子宮内膜の厚さは21mm（黄体期）と厚く，内
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22歳　　OGOP　1　58cm－83kg　　第1度無月経（PCO）

1991

8．13　　　10．8　　　11．19 12．10

　　LH　12．4　m1U／mt，　FSH　IO．3　mlUlml，　PRL　20．5　ng／ml

1992

1，21　　　　　　　3．3　　　　　　4．8　　　　　62

子宮内膜診　①

子宮内膜厚　　13
　（mm）

治　　療
　（daily）

② ③

7

④

10

⑤ ⑥

8．7 6．0

［：＝＝＝＝コ［＝＝＝＝＝＝：＝＝：：：：＝：：＝コ　　ロ　ロ
Danazo｛400mg　　　　　　MPA　600mg　　　　　　　　　　　CLM　CLM＋Br

妊娠

1993．2．13　分娩
s

①；Atypical　endometrial　hyperplasia

②；Secretary　EM　wlth　structual　atypia

③；Gl　adenocarcinoma

④；Endometrial　polyp，　no　ma睦gnancy

⑤；Endometrial　hyperplasia　with　hormone　induced　secre量ary　change

⑥；Dyshormonal　EM　wlth　squamous　metaplasia

図1　症例1の臨床経過

　　　　　図2　症例1の治療前内膜組織像

異型内膜増殖症．増生した内膜腺がみられ，軽度構造

異型も認められる．

　　図3　症例1のMPA投与8週後内膜組織像
腺組織の増加は認めるが，腺細胞の萎縮，間質細胞の

腫大・脱落膜様変化が著明となっている．

　　　　図4　症例1の骨盤部MRI　T2強調画像

Junctional・zone（矢印）が全周で明瞭に認められる．

膜診の結果は異型内膜増殖症もしくはそれ以上の病

変と診断された（図6）．子宮鏡にて頸管浸潤はなく，

MRIではj．　zoneがintactであったため保存療法可能と判

断し，MPA　400mg／日の投与を開始した，亘2週間の投
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30歳　　未婚　　OGOP　1　60cm－55kg　月経順

1992

1．23 2．27　　4．6 5．21 7。28 10．27　11．24

1993

　2．23

子宮内膜診①　②　③　④
子宮内膜厚　　21　　　　　　　　　　　18
　（mm）

治　　療　　〔：コ　　［＝＝＝＝＝コ
　（daily）ノ7御テ〉【）10mg　　MPA　400mg

⑤
7．1

⑥　　⑦

14

［＝：＝＝：＝コ手術

　　MPA　600mg

①；Atypical　endometrial　hyperpla＄ia～Gl　adenocarcinoma

②；Proliferative∈M

③；Late　secretary　EM　marked　decidual　change

④；Endometrial　hyperPlasia

⑤；Proliferative　EM

⑥；Atypical　endometrial　hyperplasia

⑦；Gl　endometrial　carcinoma　with　squam。us　differentiation

図5　症例4の臨床経過

　　　　図6　症例4の治療前内膜組織像

異型内膜増殖症～GI腺癌．クロマチンが増加し，重積

した核をもつ細胞からなる異型的腺管が増殖している．

与で組織学的には子宮内膜間質の脱落膜様変化は著

明となったものの，腺細胞の萎縮は軽度で，超音波

断層法による子宮内膜厚も18mmとあまり変化しな

いため，MPA中止として一時経過観察とした．6ケ

月の観察で再度異型内膜増殖症，さらにはG1腺癌

（図7）が出現したためMPA再投与を開始した．しか

し，retrospectiveに病理標本を検討したところ，腺細

胞の異型度が強くなっていること，間質への浸潤も

疑われること，さらにMRIにてj．　zoneが不明瞭になっ

てきたことより病変の進行を疑い手術を施行した．

術後診断はG1腺癌でわずかに筋層浸潤を認め，

FIGO分類Ib期であった．

　筋腫核出時の子宮内膜（ポリープ状部分）より

adenoacanthomaが見つかった症例2は，　MPA　600mg／

　図7　症例4のMPA投与終了後6カ月の内膜組織像

Gl腺癌．異型的腺管の密な増殖を認め，核の腫大と核

小体の明瞭化など細胞異型も強く認められる．

日の4ヶ月投与にて以後子宮内膜より異常が出現せ

ず，約2年後不妊治療にて妊娠・分娩に至った。し

かし，産褥6ヶ月の子宮内膜よりfocalな嚢胞状腺増

殖症～腺腫性増殖症が出現したため，MPA　400mg旧

を5ヶ月間投与した．この間子宮鏡，MRIなどでは

特に異常所見は認めなかった．MPA終了2ヶ月でも

一部腺腫性増殖症が認められたが，次周期の排卵に

て自然妊娠し，最近第2児を正常分娩した．現在，

子宮摘出も考慮しつつ外来follow　up中である．

　症例3は，不妊治療中に不正出血を認め，異型内

膜増殖症と診断された例で，danazol400mg／日を3ヶ

月間，その後MPA　400～600rn9／日を4ケ月間2クー

ル施行した．投与中は腺組織，間質にMPAに対する

反応が見られるが，投与終了1～2ヶ月で元の状態
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に戻るため子宮摘出も考慮しつつ外来follow　up中で

ある．

　8例中4例は本人の希望（症例6）や超音波断層法・

MRIにより筋層浸潤が疑われたため（症例5，7，8），

pr㎞肛y　operationを施行した．症例5，7，8では，術後

病理診断ではリンパ節転移はなかったものの既に筋

層浸潤が1／3～1／2認められ，FIGO分類Ib期と診

断された，

考　　察

　子宮体癌のうち40歳以下のいわゆる若年性子宮体

癌は比較的稀で，最近の日本産科婦人科学会婦人科

腫瘍委員会の報告でも全子宮体癌の6．3％と報告され

ている1）．従って，若年性子宮体癌では，まず子宮

体癌の疑いをもち，正確な検査と診断がなされるか

どうかが第一の問題として存在する．若年女性であ

っても，不正出血や不妊，PCOなどのホルモン異常

がある場合には積極的に体癌検診を行うことが大切

である．また，今回の我々の症例のように，機会が

あれば子宮内膜の厚さを測定し，異常な厚さを示す

ような症例には，自覚症状がなくても体癌検診を実

施することも必要と考えられる．次に着年性子宮体

癌患者での大きな問題として，40歳以下の症例では

特に未妊婦が多く，妊孕性温存を強く希望する場合

には，子宮温存を目的とした保存的療法を考慮しな

ければならない．Farhi　et　al．3）は25歳以下の若年子宮

体癌症例5例にProgestogenによる保存療法を試み，1

例に二人の健児を得ていると報告し，さらに考察の

中で，Stein－Leventhal症候群で子宮体癌を合併した9

例で健児を得ていることも報告している．また，

Bokman　et　al．4）は若年子宮体癌1期19例（平均28歳）の

うち15例はhydroxyprogesterone　caproate　25～83gの投与

のみで治療し，手術は不要であったと報告している．

本邦においても，細道ら5）や梅咲ら6）が各1例の若年

性子宮体癌保存療法後の妊娠例を報告している．若

年性子宮体癌の特徴として，今回の8例中4例にも

認められたように，PCOを主とする排卵・内分泌障

害や不妊，肥満症例が多いことは既に多くの報告7・8）

があるが，病理学的には高分化型腺癌が多く，腺腫

性増殖症や異型内膜増殖症との混在例も多い．低分

化型に比べて高分化型腺癌の場合には，性ステロイ

ドホルモンレセプターの発現率も高く，ホルモン療

法の有効性が高い可能性がある．また，若年性体癌

はホルモン依存性のものが多いため限局して発育す

ることは少なく，ポリープ状の腫瘍のみ摘出するこ

とは困難である．従って，保存的治療を考えるとす

日本不妊会誌　39巻3号

ると，子宮内膜全面掻爬と黄体ホルモン剤投与を第

一に選択することになると考えられる．

　ここで問題となるのが，保存的治療をどのような

症例に施行するかである．これに関する明確な方針

はないのが現状であるが，本論文の方法で述べたよ

うな条件を満たした子宮体癌症例を対象とする，と

の考えが多いと思われる9・10）．特に，組織分化度，

体部筋層浸潤，頸管浸潤の有無・程度は子宮体癌の

重要な予後因子でもあり，正確な組織診断とCTや

MRI，超音波断層法，子宮鏡による治療前診断が重

要である．筋層浸潤の有無については，現段階では

MRIによる診断が最も信頼性が高いと考えられ，　T　2

強調画像によるj．zoneの存在11）やダイナミックMRIに

よるsubendomenial　enhancement　l　2）などが筋層浸潤の有

無判定に大きな情報を提供してくれる．今回，症例

4においてMRIでのj．　zoneの一部断裂により筋層浸潤

が疑われ，組織学的変化とも相まって子宮摘出が行

われたが，治療方針を決定する上でMRIの情報は非

常に重要であった．

　実際に子宮温存を目的とした保存的治療を行うに

あたっては，卵巣への不可逆的変化を避ける意味か

らも，抗癌ホルモン剤であるMPAが主に使われる．

山本ら13）は高用量MPA　400mg／日以上，連日12週間以

上の投与が必要と述べており，病変部が消失してさ

らに12週間の追加投与とその後の早い段階での排卵

回復を薦めている，MPAの治療効果判定としては，

腺細胞の核の形・大きさの均一化，核クロマチンの

粗霧性の減少，腺細胞の配列が一層化して腺上皮の

萎縮が認められるようになり，さらに間質細胞の脱

落膜様変化も重要な所見とされる9・10）．保存療法が有

効であった症例1では，MPA内服後8週間頃より腺

細胞の萎縮間質細胞の脱落膜様変化が著明となった

のに対し，治療無効の症例4では，12週間の投与で

間質細胞の変化は認められたものの腺細胞・腺構造

の萎縮は軽度であった．いたずらに長期間に投与す

ることを避け，無効と判定される場合には速やかに

手術療法に変更することが大切と考えられる．症例

2では，結果的には核出された筋腫部分にのみポリ

ー プ状に癌が存在したと考えられ，手術以後内膜の

異常は出現せず健児を得た，しかし，分娩後6カ月

で腺腫性増殖症が出現したことからもわかるよう

に，内膜増殖症や早期子宮体癌は子宮内膜基底層よ

り生ずると考えられ，内膜掻爬やホルモン治療を行

っても一一部病変が遺残していずれ再発する可能性が

高く，ホルモン治療に良好な反応を示す症例でも早

期に妊娠を計り，分娩後も長期にわたり定期的な



’

平成6年7月1日 小原　他

follow　upが必要である，

　子宮体癌に対する保存的治療薬剤としてはMPAが

主体として使用されるが，前癌状態とも考えられる

腺腫性増殖症ではdanazoll4）やtamoxifeni5）の治療効果

も報告されている．しかし，今回我々が症例1，3で

行ったように，異型内膜増殖症以上の病変では

danazolによる組織学的変化は乏しく，MPAが第一に

選択されるべきと考えられる。最近，Gn－RH　analogに

より治療効果が認められたとの症例報告16）もあり，今

後のデータの集積が期待される。

　若年性子宮体癌に対する保存的治療は，診断や治

療効果，妊娠許可の点など多くの問題をもつが，治

療効果判定を正確に行うことにより，適応を満たし

た症例には一度は試みてよい治療法と考えられる．
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Treatment　of　endometrial　carcinoma

in　eight　unmarried　or　infertile　women

　　　　40years　of　age　or　yo皿nger

Mitsuo　Obara，　Takanori　Kamizyo，

Kazumichi　Andoh，　Toshio　Utsugi，

Hideki　Mizunuma　and　Yoshito　lbuki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Gunma　University，　School　of　Medicine

　　　　　　　　Gunma　371，Japan

　　Eight　patients　with　endometrial　carcinoma　in

unmarried　or　infertile　women　aged　22　to　34　years　are

presented．　Four　of　them　had　clinical　evidence　of　the

polycystic　ovary　syndrome（obesity，　irregular

menstruation　or　amenorrhea，　hirsutism　and　infertility）．

In　one　infertile　woman，　adenoacanthoma　was　found　at　a

part　of　endometrium　on　the　enuculeated　myoma，　She

was　treated　with　medroxyprogesterone　acetate（MPA），

600mg　daily　for　l6　weeks　and　endometrial　biopsies

were　repeated．　Thereafter　she　had　two　successful　temn

pregnancies，　two　and　four　years　after　her　diagnosis　of

adenoacanthoma．　In　three　patients　with　atypical

hyperplasia（one）and　with　well　differentiated

adenocarcinoma（two），　treatment　conslsted　of　MPA　and

cun・etages．　After　MPA　therapy，　one　of　them　bore　a　child

l3　months　later．　The　other　one　was　treated　with

abdominal　hysterectomy，　because　of（1）the　progression

of　architectual　and　cytologic　atypia，　and（2）the

suspicion　of　superficial　myometrial　invasion　by

magnetic　resonance　imaging（MRI）．　Examination　of　a

hysterectomy　specimen　showed　well　differentiated

adenocarcinoma　with　less　than　one－th童rd　myometrial

invasion．　The　remaining　four　women　received　primary

surgery．　In　three　women　of　them，　myometrial　invasion

was　recognized　by　preoperative　MRI　or　transvaginal
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ultrasonography，　and　confirmed　by　pathological　finding．

One　woman　did　not　want　conservative　therapy，　in　spite

of　well　differentiated　adenocarcinoma　and　no　evidence

of　myometrial　invasioり。　Seven　patients　are　alive　and

have　no　evidence　of　reccurrence，　but　one　patient　with

atypical　hyperplasia　still　shows　the　disease　and　is

followed－up　with　repeated　endometrial　biopsies　and

Progestogens　therapy．

　　In　selected　young　patients　with　atypical　hype叩lasia

and　well　differentiated　adenocarcinoma　without

myometrial　invasion，　conservative　hormonal　therapy

and　repeated　endometrial　curretages　may　preserve

fbrtility．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年2月16日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月ll日）
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不妊症への超音波造影剤応用のための基礎的検討

Safety　of　a　New　Echo－contrast　Agent　on　Early　Embryo　Development

　　　　　　　　　　埼玉医科大学総合医療センター産婦人科

石原　理　　田谷順子　　飯野好明
Osamu　ISHIHARA　　　　　　　　Junko　TAYA　　　　　　　　　Yoshiaki　IHNO

　　　　　　斉藤正博　　木下勝之
　　　　　　　Masahiro　SAITOH　　　　　Katsuyuki　KINOSHITA
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　心エコー検査のための造影剤として開発されたヒトアルブミン製剤S－132（Alb㎜ex）の不妊症検査にお

ける応用の可能性を追及するため，同製剤のマウスにおける初期胚発生に及ぼす影響および腹腔内投与

後の癒着発生の可能性につき検討した．PMS－hCG処理により採取した，2細胞期の受精卵を体外培養し，

培養液中へのS－132添加による受精卵のその後の発生への影響を観察したところ，胚盤胞に至るまでの発

生過程は濃度依存的に阻害された．しかし，腹腔内投与では，癒着の発生を認めず，さらに，腹腔内投

与を受けた動物より採取した卵を体外受精し，その発生を胚盤胞まで観察したが，その発生率は対象群

と差がなかった．従って，子宮内膜の超音波断層法による観察や，子宮卵管造影法へ本剤を応用した場

合の安全性が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　σpn．　J．　Ferti1．　SteriL，39（3），257－260，1994）

緒　　言

　子宮内膜の観察法として，従来より超音波断層法

は広く用いられ，排卵期および黄体中期の子宮内膜

の肥厚度とそのecho　patternの観察は不妊症治療の上

で重要なものと認識されている1、5）．しかし，

7．5MHzの高周波数プローベを用いても，得られる情

報には限界があり，侵襲的検査である，Hysterosoope

による直接的検査の必要とされることも多かった．

一方，卵管の通過性と運動性また癒着の評価のため

には，X線透視下の子宮卵管造影法が不可欠である

が，X線被曝や造影剤に対する過敏症などの問題を

考慮すると，同一症例に繰り返し頻繁に施行するわ

けにはいかない．

　最近心エコー検査の際のcontrast　enhancementを目的

として開発されたヒトアルブミンを原料とした製剤

であるS－1326、8）は，超音波断層法による子宮内膜の

観察や超音波下子宮卵管造影検査を実現する可能性

を持った造影剤である．しかし，その子宮内あるい

は卵管内投与による初期胚の発生への影響や癒着を

惹起する可能性についてはいまだ検討がなされてい

ない．そこで，今回マウスを用いて，初期胚の胚発

生に及ぼすS－132の影響と腹腔内投与による癒着発生

の可能性につき検討し，今後のS－132の臨床応用上問

題がないかを考察した，

実験材料および方法

材料

　Echo　contrast　enhancement製斉il　S－132はシオノギ製薬

より提供を受けた．同製剤は，同社からの提供資料

によれば，5％　human　serum　albumin（HSA）を無菌空気

存在下で超音波処理して製した平均粒子径3～5μm

の空気小球体を約400×106個／m1含有する懸濁注射

剤で，保存剤としてアセチルトリプトファンナトリ

ウムおよびカプリル酸ナトリウムを蛋白質lg当り各

O、08m・mole含むとされる．また，同製剤の浸透圧は
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O．9rn　O　sm，　pHは6．4～7．4である．

実験1

　8から10週齢のICR系雌マウスにpregnant　mare’s

serum　gonadotrophn（PMSG）7．51Uを腹腔内に投与し，

48時間後humann　chorionic　gonadotrphin（hCG）7．SIUを投

与した．同系雄マウスと交配膣栓確認後，約24時間

後に開腹し，2細胞期の卵を回収した．回収した卵

は，O．3qo　bOvine　serum　albumin（BSA）渤口HTF犠液

に100　pt　MのEDTAを添加した培養液で，5％CO2＋air

の条件下，4日間培養し，胚盤胞発生まで形態学的

に観察した．一部の卵には，S－132を10％，1％，　O．19。

の濃度で培養液中に添加し，初期胚発生への影響を

形態学的に検討した．この濃度は，S－132を臨床症例

に用いる場合に予想される濃度が1％であることか

ら，胚移植の際の培養液への添加を想定して設定し

たものである．

実験2

　S－132を原液，10倍希釈，100倍希釈後，500μ1を実

験1同様過排卵処理したICR系雌マウス（各n＝3）の

腹腔内に投与し，96時間後に開腹し腹腔内の癒着の

日本不妊会誌　39巻3号

有無につき肉眼的に観察した．この希釈率および投

与量は，S－132を臨床症例の卵管造影に用いる場合予

想される投与量が，5mlのS－132を20倍希釈した程度

のものであることから，体重比により計算して設定

した．さらに原液投与群から得られた未受精卵を同

系マウス精子により体外受精し，胚盤i胞に至るまで

観察し，その発生率を対象群と比較した．

統計的検討

　実験結果の有意差検定にはx2検定を用いた．

結　　果

　実験1における2細胞期胚の初期発生に及ぼすS－

132の影響をTable　lに示す．2細胞期に採取して胚盤

胞（Blast㏄yst）にまで発育した初期胚は，　control　g7％

（99／102）に対して，S－132最大濃度添加時で80．7％

（ll3／140）と濃度依存的に抑制された．

　一方，実験2においてマウス腹腔内に投与したS－

132は，Table　2に示すように最大用量時にも腹腔内

癒着を引き起こす原因とはならなかった．さらに，

S－132投与を受けたマウスより採取した卵の体外受精

K

Table　l　The　effect　of　S－132　on　the　development　of　mouse　embryos　at　two　cell　stage

Concentration

ofS－132 cultured

No　of　embryos

devdoped　to　blastocyst（％）

0％
0．1％

1％
10％

102

144

163

140

99（97．0％）

129（89．6％）＊

144（88．3％）＊＊

ll3（80．70，ら）＊＊＊

＊＜0．05，　　＊＊α025，　　＊＊＊〈0．Ol

Table　2　1ntraperitoneal　adhesion　after　S－132　administration　in　mouse　model

No　of　　　　　original　　　　1　O　times　　1　00　times　comml

experiments　　concetration　　　diluted　　　　　diluted　　　　　（saline）

96hours　lO

Table　3　1n　vitro　fertilization　using　oocytes　recovered　from　S－132　injected　mouse

No　of　　　　　unferdlized←一レ董もrtilized　←一レ　developed　to　blastocysts

of　oocytes　　　（％）　　　　　　　　　　（9ら）　　　　　　　　　　（％）

control　　　200

S－132　　　141

31（15．5％）

27（19．1％）

NS

169（84．59を））

ll4（809％）

NS
149／169（88。2％）

101／114（88．6％）

NS 愉

NS：not　signj血cant
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率および胚盤胞への発育率は，Table　3のように対象

群と差を認めなかった．

考　　察

　体外受精胚移植（rVF－ET）の成功率を今後改善する

ためには，着床率を改善する必要のあることは一致

した見解である9），現在の満足できない着床率の原

因のひとつとして，着床期子宮内膜における形態学

的生化学的変化が充分に解明されていないことがあ

ると思われる．ことに，r＞F－ET周期における子宮内

膜の性状や運動性を把握することは困難で，実際子

宮内膜組織診やHysteroscopeを行うことの出来るの

は，ETが出来なかった症例に限られるのが実情であ

る．一方非侵襲的検査の代表として超音波断層法が

あり，最近の高周波数プローベの開発や経膣的観察

により，以前と比較すればその情報量は格段の増加

がある．しかし，ET時の子宮内膜性状の評価のため

には，より詳細な観察を可能とする方法論が望まれ

ていた．また，通水時の経膣超音波断層法により，

左右通過性を個別に評価することは可能となった

が，卵管運動性をも含めた詳細な観察を可能にする

方法があれば，極めて有用と思われる．

　今回検討したS－132は，心エコー検査時に静脈注射

して，contrast　enhancementを得るために開発された造

影剤で，すでに人体における静脈内投与による安全

性などは確立した薬剤である6・7）．また，原材料は5

％ヒトアルブミンであり，少量投与による悪影響は

極めて考えにくい製剤である．しかし，保存剤など

微量成分の初期胚の発生に及ぼす影響や腹腔内に流

出した際の癒着の惹起についての検討は今まで行わ

れておらず，今後前述したような子宮および卵管内

投与を考慮した場合，その基礎的検討が不可欠と思

われた．

　本研究において，マウス初期胚を用いた初期発生

に及ぼす影響を検討したところ，初期胚発生は濃度

依存的に抑制され，胚移植時にS。132を培養液に添加

することは，悪影響を及ぼす可能性のあることが示

唆された．しかし，腹腔内投与により癒着発生はな

く，投与マウスから得た未受精卵の発生に影響はな

いことから，受精卵の培養液のような直接的投与で

なければ，S－132は投与しても，大きな不利益の生ず

る可能性は少ないことが示唆された．したがって，

今後，S－132の臨床症例に対する応用の成果が期待さ

れると思われる．

　S－132を提供されたシオノギ製薬に深謝します，
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　　There　have　been　several　approaches　to　examine

endometrium　and　fallopian　tubes　for　the　infertile

patients，　i．e．　hysterosalpingography　or　hysteroscopy・

However，　these　invasive　techniques　limits　to　repeat

the　application　for　a　specific　case．　If　a　new

echocardiographic　contrast　agent，　Albunex（S－132），

developed　from　sonicated　5％human　serum　albumin，　is

apPIied　as　a　contrast　agent　in　uterine　cavity　or　fallopian

tubes，　it　would　be　of　use　in　getting　more　information　on

infertile　patients　by　transvaginal　ultrasonography・

Therefore，　we　investigated　the　effect　of　the　agent　on

early　mouse　embryos　and　the　possible　effect　of　inducing

日本不妊会誌39巻3号

peritoneal　adhesion　in　order　to　assess　the　safety　of　the

agent　befbre　clinical　application．　Though　the　addition　of

S－132in　culture　medium　inhibited　the　developement　of

mouse　two－cell　stage　embryos　in　vitro，　intraperitoneal

injection　of　S－132　did　not　induce　any　intraperitoneal

adhesion，　and　the　eggs　derived　from　S－132　injected

mouse　normally　developed　to　blastocysts　after　in　vitro

fertilization．　This　study　suggests　that　S－132　could　give

us　a　new　method　to　investigate　uterine　endometrium　and

tubes　for　infertile　patients　without　adverse　effects　on

fertilization　and　developement　of　embryos　and　in－

traperitoneal　adhesion　of　the　patients．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1993年ll月9日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月12日）
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多指標の統計的解析を用いた子宮腺筋症の診断的有効性

Evaluation　of　Multiparametric　Analysis　in　the　Diagnosis　of　Adenomyosis

秋田組合総合病院産婦人科

太　田　博　孝

　　Hirotaka　OTA

　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Akita　Kumiai　General　Hospital，　Akita　O　l　1，Japan

　子宮腺筋症の治療前診断法として複数の指標による統計的解析を行い，その臨床的有用性を

retrospectiveに検討した．対象は当院で種々の自・他覚的症状のため子宮全摘除術を施行した83例である．

その内訳は，組織学的に診断された子宮腺筋症57例と子宮筋腫26例で，診断に用いた指標は子宮鏡での

腺開口像（子宮鏡腺），子宮鏡での血管像（子宮鏡血管），子宮鏡（腺開口像か血管像），血中CA　125値，陽性

自己抗体数，超音波断層法である．各項目のうち子宮鏡が感度80．79。，特異度76．9°／。　，正確度795％で最も

有用であった．次に子宮鏡腺，CAI25の順となった．無効な項目は超音波断層法であった．ロジステッ

クモデルによる鑑別能は感度94，7％，特異度92．3％，正確度94．09。とCAI25のそれを上回った．子宮腺筋症

の治療前診断は非典型例では困難とされてきたが，複数の指標を加え統計的解析をすることで診断が容

易になることを明らかにした．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，39（3），261－265，1994）

緒　　言

　子宮腺筋症はその多くが妊娠・分娩を経験した婦

人に発症する．本症と不妊との因果関係にはいまだ

不明の点が多い。しかし、流・早産や異常分娩例を

検討すると子宮腺筋症を合併している例がある1）．

また，高度貧血や月経困難症の症例に子宮腺筋症が

多いことをよく経験する．従って，本症を治療前に

診断することは重要である．

　子宮腺筋症の診断は意外と難しい．子宮腺筋症の

診断法には双合診，子宮卵管造影法，超音波断層法，

CT，　MRIなどがある．子宮が大きく，超音波断層法

やMRIで明らかな子宮筋腫結節を認めない例では，

その診断は比較的容易である．さらに約5～6割の症

例に血中CA　125値の上昇が見られ，その測定は子宮

腺筋症の診断に有用である2）．しかし，大きな子宮

筋腫を合併する例や，CAl25値が正常範囲の例では

極めて難しい．最近，子宮内膜症や子宮腺筋症では

自己抗体，特に抗燐脂質抗体が高率に認められると

の報告がある3・4・s）．また，子宮腺筋症では子宮鏡で

特徴ある所見を示すことが明らかとなってきた6・7）．

そこで，本研究では子宮腺筋症で超音波断層法，

CAI25と共に，子宮鏡，自己抗体を新たに加えた複

数の指標による統計的解析を行い，これらの診断的

有用性をretrospectiveに検討した，

対象と方法

1．対象

　対象は1988年4月より1992年3月までに強度の月

経痛，過多月経，貧血や子宮腫大のため子宮全摘除

術を施行した83例である．その内訳は術後組織学的

に診断された子宮腺筋症57例と子宮筋腫26例である．

子宮腺筋症例のうち，子宮筋腫合併例は34例，外性

子宮内膜症合併例はll例であった。また子宮筋腫例

のうち粘膜下筋腫のみの例は除外した．さらに習慣

流産や自己免疫疾患などの既往を有する例は今回の

検討から除外した．
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表1　各項目の成績

項目 カットオフ

子宮腺筋症
感度（％；PiD）

　（n＝57）

　子宮筋腫
特異度（％；NiH）

　　（n＝26）

全症例
正確度（％）

　（n＝83）

CAl25　　　　　　35U／ml

陽性自己抗体数　　O－1

　　　　　　　　　1．2

　　　　　　　　　2－3

　　　　　　　　　3－4

　　　　　　　　　4－5

超音波断層法

子宮鏡

子宮鏡腺

子宮鏡血管

0－1

0－1

0－1

0－1

73．7

63．2

29．8

8．8

3．5

L8

52．6

80．7

63．2

54．4

80．7

92．3

100．O

lOO．0

100．O

lOO．0

84．6

769
962
80．7

75．9

72．3

51．9

37．3

33．7

32．5

62．7

79．5

73．5

62．7

モデル確率 O．5 94．7 92．3 94．0

PiD；pOsitive　in　disease（すなわち，感度を示す），　NiH；negative　in　health（すなわち，特異度を示す）

2．診断基準

　診断に用いた指標は子宮鏡における腺開口像（子

宮鏡腺），子宮鏡における血管像（子宮鏡血管），腺開

口像か血管像の少なくともどちらかひとつある時

（子宮鏡），CAI25値，陽性自己抗体数，超音波断層法

である．

　子宮鏡はオリンパス社製の硬性鏡を用いた．灌流

液は32％の高分子デキストラン（キセラン⑧；シオノ

ギ製薬株式会社，東京）を用いた．子宮鏡による子

宮腺筋症の診断は異常な腺開口や血管像の所見が認

められた時とした6）．すなわち，手術前に子宮鏡に

より子宮体部の観察を行い，集族性ないし彌慢性の

大きな腺開口，または網目状に怒張した走行不整な

血管像を認めた例を子宮腺筋症と判断した．

　CA125値による子宮腺筋症の診断は末梢血中で

CAI25値が35U／mlを越えた時とした．　CAI25値は統

計解析上モデルに整合性を持たせるため対数変換値

表2　各項目単独でのロジステックモデルによる有効

　　　性の確認（Not　in　the　mOdel）

を用いた．

　自己抗体による診断には最も陽性率の高い6種の

抗燐脂質抗体を用いた8）．すなわち，抗カルジオリ

ピンlgG，　IgM抗体（CL－G，　CL－M），抗フォスファチ

ジックアシッドIgG抗体（PA－－G），抗フォスファチジ

100

80

60

9
a　40

20

0

Variable ワルドX2 R＞X2

子宮鏡腺

子宮鏡

陽性自己抗体数

CA　125値

超音波断層法

子宮鏡血管

25．4242

25．3385

16．3944

15．0828

10．2431

8．9847

0．0001

0．0001

0．0001

0．0001

0．0014

0．0027

　　　100　　　80　　　　60　　　　40　　　　20

　　　　　　　　　　　　NiH

　　　　　　図1　各項目のROC曲線
PiD；pOsitive　in　disease（すなわち，感度を示す）

NiH；negative　in　health（すなわち，特異度を示す）

a：モデル確率，b：CAI25，　c：

子宮鏡，口：子宮鏡腺，◇：子宮鏡血管，▲

0

　　　　　　　　　　　　　陽性自己抗体数，●：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：超音波

断層法．a，　b，　cの3つのROC曲線のうち，　aの曲線は

もっとも左上方に近づいており，理想的な診断指標で

あることを示す．
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表3　組み合わせに有効な項目　（㎞the　model）

Variable Pararneter

estimate

ワルドX2 Pr＞X2 StandardiZed

　estimate

陽性自己抗体数

CAI25

子宮鏡腺

子宮鏡血管

40190

1．9207

3．0497

2．7210

8．6163

9．3321

4．7663

4。4962

0．0033

0．0023

0．0290

0．0340

2．310773

1　．270657

0．840807

0．747974

表4　組み合わせ有効項目を用いたロジステック回帰式

Logit・＝－89772

　　　＋4．0190×陽性自己抗体値

　　　＋L9207×1n（CA　125値）

　　　＋3．0497×子宮鏡腺値

　　　＋2．7210×子宮鏡血管値

表5　子宮腺筋症の確率計算式

子宮腺筋症の確率（P）＝exp（Logit）÷｛1＋exp（LDgit）｝

一 ルイノシトールIgG抗体（PI－G），抗フォスファチジ

ー ルセリンIgG抗体（PS－G），抗フォスファチジオール

グリセロールIgG抗体（PG－G）である。すなわち，各

自己抗体を硫酸プロタミンを固相化したELISA法で

測定し，その値が正常範囲（mean±SD）を越えた時

を陽性とした．そして各症例毎に陽性自己抗体数を

O－1，1－2，2－3，3－4個に分け検討した．

　超音波断層法はアロカ社製の超音波診断装置

（SSD630）を用い，経膣的に行った．子宮腺筋症の診

断は子宮が子宮筋腫による結節状腫大ではないこ

と，かつ子宮が小鷲卵大以上に球状に腫大している

こと，また子宮筋層内に高輝度点状エコー，ないし

不規則な小嚢胞状の低エコー領域を呈した例とした

9」0・1D．

3．統計分析法

　各検査項目の鑑別能を定量的に評価し，それらの

中から最も有効な検査の組み合わせを求めるために

ロジスティック回帰分析を行った12）．ロジスティッ

ク回帰分析は各検査結果値の変化が，疾患の鑑別確

率をどう変化させるかを予測する方法である．この

方法は画像データのような有無の結果や，検査値な

どの連続量を等価に扱える優れた手法である．もし

検査データが正規分布しているならば，その鑑別能

の評価はR㏄分析（relative　operating　charactehstic　curve）

13・14）を行っていることと同じである．

　また，検査の疾患鑑別能は検査毎に類似した情報

もあれば，互いに相合う情報もある．最適な検査の

組み合わせを求める場合，それがどんなに優れた検

査であっても，類似した情報をもつ検査を組み合わ

せてはその鑑別効率は向上しない．互いに補い合う

情報を集め，また項目を組み合わせた時初めて発生

する組み合わせ効果（項目間の比や差が臨床的な意

味を持つこと）を評価するには，ロジスティック回

帰分析のような統計的手法が必要である．

　各項目の単独の鑑別能はROC曲線から検討した，

ROC曲線とは感度と特異度を各々縦軸と横軸にとり

グラフ化した表である．本曲線は良悪性の区分能や

有効性を判断するもので，左上方に近づくほど最良

の指標となる．

　インデックスにて得た成績（感度，特異度，正確

度）はX2検定にて比較した．なお，データ数が5よ

り小さい数のある時はYatesの補正を行った．また，

その時の有意水準を5％とした．

結　　果

　各項目別でROC曲線から最も左上方に位置してい

たのは子宮鏡で，次に子宮鏡腺，CA　125の順となっ

た（図1）．感度は子宮鏡がSO．7°1。と最も高く，ついで

CA　125，陽性自己抗体数，子宮鏡腺の順となった（表

1）．特異度は子宮鏡腺が96．29。と最も高く，ついで

陽性自己抗体数，超音波断層法の川頁となった．陽性

自己抗体数はROC曲線では左下方に位置し，特異度

はよいが感度が低い成績であった．また，正確度は

子宮鏡で795％と最も高く，次にCA　125，子宮鏡腺の

順であった．

　ワルド統計量による各項目単独の鑑別能の評価結

果はいずれも統計的に有意であった（表2）．最も区

分に優れていたのは子宮鏡腺で，ついで子宮鏡，陽

性自己抗体数の川頁であった．

　ロジスティック回帰分析の変換選択法による最適

な組み合わせ検査項目は陽性自己抗体数，CAl25値，

子宮鏡腺，子宮鏡血管の組み合わせで，超音波断層

法は有効ではなかった（表3）．
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　上記の検査項目を用いたロジスティック回帰モデ

ル（表4）の確率値50％をカットオフとした場合，モ

デルによって算出された各症例の確率値による成績

は感度94．7％，特異度92．3％，正確度94．0％であった

（表5），これは検討に用いたすべての検査成績を上

回るものであった．

考　　案

　子宮腺筋症の診断法には問診，双合診や子宮卵管

造影法などの従来の方法に加え，超音波断層法，CT

スキャン，MRIによる方法や血中CA　125測定による

方法が広く行われるようになってきた．子宮腺筋症

のうち子宮が丸く腫大し，血中CA　125値が100U／m】を

越え，かつ超音波断層法で筋腫結節を認めないよう

な典型例ではその診断は容易である．しかしCA　125

値が100U／ml以下で，かつ超音波断層法で筋腫結節を

認める例では子宮腺筋症との鑑別は困難となる．

　本研究でCA　125は感度73．7％，特異度80．7％であっ

た．ただ，CA　125は悪性腫瘍，炎症，月経，妊娠な

どでも影響を受け高くなることがあり，指標の採用

時には注意を要した．

　子宮鏡においてROC曲線からの分析では子宮鏡

腺，あるいは子宮鏡血管のそれぞれの指標の有無よ

り，少なくともどちらかの指標を認めた時を陽性と

することによりより良い指標となった．月経周期を

通じて見られる彌慢性，あるいは集族性の大きな腺

開口は，子宮腺筋症に特徴的な所見となる6）．また，

血管像はその数の多い例が多く，その走行も概して

不規則であった．血管像は典型例では網目状の

networkとして認められた．

　超音波断層法による子宮腺筋症の所見としては径

5ないし10mm程度の不規則な小嚢胞状低エコー領域

として見られる場合と，高輝度点状エコーとして見

られる場合がある9・10・11）．本研究で超音波断層法によ

る子宮腺筋症の鑑別能は最も低かった．

　子宮腺筋症や子宮内膜症では血中自己抗体，特に

抗燐脂質抗体が高率にみられる3・4・5）．自己抗体は多

くの自己免疫疾患でみられる．例えば，多形滲出性

紅斑15），関節リュウマチ16）などである．本研究でも

自己抗体の感度は63．2％であったが，特異度は92．3％

に達した．

　複数の項目による診断では一般に感度は上昇する

ものの特異度は低下し，結果として正確度は低下す

る．したがって，診断に際しては最良の診断精度を

有する指標を選択する必要がある．今回，よりよい

診断指標を選択するためにロジステック解析法を用

日本不妊会誌　39巻3号

い，最も有効な組み合わせ項目を選択し得た．その

結果陽性自己抗体数，CA　125値，子宮鏡腺，子宮鏡

血管の4項目が有効で，超音波断層法はこの組み合

わせの限りでは無効であった．さらに上記指標を用

いたロジステックモデルの鑑別成績は感度，特異度，

正確度が共に90％を越え，すばらしい鑑別能を得た，

　今後子宮腺筋症や子宮内膜症の診断法としてより

簡便で，かつよりよい診断精度を有する指標の開発

が必要である．

　稿を終えるにあたり，本研究の統計分析に多大な

御協力を頂いた（株）エスアールエルの古川敏仁氏に

感謝いたします．
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Evaluation　of　multiparametric　analysis

　　　in　the　diagnosis　of　adenomyosis

Hirotaka　Ota

　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Akita　Kumiai　General　Hospital，　Akita　O　l　1，Japan

　　To　improve　diagnosis　of　adenomyosis　before

treatment，6parameters　were　employed，　and　the　clinical

efficacy　was　evaluated．　The　subjects　consisted　of　83

cases，　in　which　57　cases　were　diagnosed　as

adenomyosis　histologically　and　26　cases　with

融denomyoma．　They　were　preoperatively　diagnosed

using　hysteroscopy，　serum　CA125，　serum　autoantibody，

and　ultrasonography．　Criteria　of　adenomyosis　by

hysteroscopy　is　the　presence　of　dilated　glandular　ostium

（Hg）or　vessels（Hv）with　irregular　running　regardless　of

the　menstrual　cycles，　and　three　parameters（Hg，　Hv　or

Hg／Hv）were　employed．　Criteria　by　CA　I　25　is　the　cases

in　whom　the　level　exceeded　35　U／ml　in　serum，　Criteria

by　autoantibody　is　the　cases　in　whom　the　level　exceeded

the　mean＋SD　of　the　control　leveL

　　Sensitivity　was　highest　in　hysteroscoy（Hg／Hv；

80．7％），followed　by　CAI25　and　autoantibody．

Specificity　was　highest　in　hysteroscopy（Hg；96．2％）．

Accuracy　was　highest　in　hysteroscopy（Hg／Hv；79．5％）．

Logistic　analysis　revealed　that　the　model　sensitivity，

specificity　or　accuracy　was　94．7％，92．3％or　94。0％，

respectively，　which　was　markedly　higher，　compared　to

the　value　of　each　parameter．　In　conclusion，

multiparametric　analysis　using　logistic　model　was　quite

useful　in　the　diagnosis　of　adenomyosis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1993年ll月22日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月17日）
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不妊治療による妊娠例の不妊原因と診療法に関する検討

Statistical　Analysis　of　Pregnant　Cases　after　Treatment　lnfertility
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Katsuyuki　KINOSHITA

　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Saitama　Medical　Schoo1，　Saitama　Medical　Center，　Saitama　350，　Japan

　1990年から童991年までの2年間に経験した不妊症例597例中，169例に妊娠が成立した（妊娠率28．3％）．

妊娠成立例の平均年齢は28．8歳で，原発性不妊症59．8％，続発性不妊症40．2％，経産婦は10．79。であった．

平均不妊期間は2．7年であった．91」％に無排卵症あるいは卵胞・黄体機能異常を伴っていた，何らかの

排卵誘発法を施行した症例が79．3％を占め，クロミフェン投与は17．8％，hMG－hCG療法は61．5％であった．

OHSSが29．8％に認められ，全例hMG療法により発症した．妊娠継続は多胎妊娠IO．6・1．を含む85．29。であ

り，流産率は14．8％であった．

　当科の不妊治療の特徴は，本来，無排卵症例にのみ用いたhMG－hCG療法を積極的に投与したことであ

る．この結果，妊娠率は上昇したが，多胎妊娠の増加が問題であり，今後検討を要する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil。　Steril．，39（3），266－271，1994）

緒　　言

　近年，不妊症の治療に体外受精胚移植（in　vitro　fer－

tilization　and　embryo　transfer：IVF．ET）をはじめとす

る種々の新しい治療法が試みられ，以前には治療困

難であった症例の妊娠が可能となってきている．し

かし，最新の治療技術をもってしても，妊娠しえな

い症例が存在し，原因の解明や治療法の開発が急務

である．

　今回，我々は不妊治療の成績の向上をはかるため，

不妊患者のうち妊娠成功例の治療周期について調査

し，その不妊原因と妊娠周期の治療法および妊娠の

転帰につき検討し，その問題点を考察した．

対象および方法

1990年1月から1991年12月までの2年間に不妊を

主訴に当科外来を受診した597例中，妊娠に成功し

た169例を対象とし，これらの背景，不妊の原因，

妊娠周期の治療法，妊娠の転帰等につき病歴を調査

した．

　当科不妊外来では，不妊原因の検索のためのルー

チン検査として，基礎体温測定（BBT），超音波断層

法による卵胞発育および排卵の確認，子宮卵管造影

（HSG），卵胞初期のLH，　FSH，　PRLの基礎値および

LH－RH負荷試験，　TRH負荷試験，甲状腺機能検査，

精液検査などを原則として全例に行っている，また，

必要に応じてCA－－125や抗精子抗体，黄体機能検査と

して黄体中期の卵巣性ステロイドホルモン〈プロゲ

ステロン（P4），エストラジオール（E2）〉の測定，子

宮内膜日付診を検討した．

　スクリーニング検査により明らかとなった異常に

ついては，無排卵と卵胞発育および黄体機能異常に
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1．　糸蚤女壬回数

表1　患者背景

斉藤　他 （267）39

経妊回数 症例数 ％

O

l

2

3

4

5

101

42

15

10

　0

　1

59．8

24．8

8．9

5．9

0

0．6

2．経産回数

経産回数 症例数 ％

O

l

151

18

89．3

10．7

3．不妊期間

対しては，まず，クロミフェンによる排卵誘発を原

則として試み，無効例，妊娠非成立例にはhMG療法

を施行した．高プロラクチン血症や潜在性高プロラ

クチン血症に対しては，プロモクリプチン投与を行

い，無効例，妊娠非成立例にはhMG療法を施行し

た．子宮内膜症に対しては，原則としてGnRHアナ

ログによる薬物療法を先行し，必要に応じて腹腔鏡

や開腹術による保存的手術療法を施行後，積極的に

排卵誘発を行った．卵管因子を有する症例に対して

はmicro　surgeryあるいはIVF－ETを施行した．また，

男性因子や長期不妊夫婦に対しては配偶者間人工授

精（AIH）を行った。

　投与した薬剤としては，hMG製剤としてパーゴナ

ル，ヒュメゴン，フェルチノームP，GnRHaとして

スプレキュア（塩酸ブセレリン）を用いた．

不妊期間 症例数 ％

0～1年

1～2年

2～3年

3～4年

4～5年

5～6年

6～7年

7～8年

8～9年

9～10年

10年以上

5

53

34

17

15

10

1

7

1

1

4

3．4

35．8

23．O

l15

10．1

67
0。7

4．7

0．7

α7

2．7

成績
1．患者背景（表1）

　妊娠症例の初診時平均年齢は28．8歳±3．7歳（20歳

～ 38歳）であった．原発性不妊症は全体の59．8％（101

例）を占め，続発性不妊症は40．29。（68例）であった．

また，そのうち，未産婦は89．3％（151例）であった．

　不妊期間は，全体の66．2％で3年以上であり，10

年以上の不妊期間を有する症例も4例認められた．

また平均不妊期間は2．7±2．2年であった．

2．妊娠症例に認められた不妊原因（表2）

表2　妊娠症例に認められた不妊原因

原因別 症例数 頻度（％）

A．無排卵 68 40．2

1．PCO
2．稀発月経

3．無月経（原発性2例，続発性10例）

4．無排卵周期

5．高プロラクチン血症

22

16

12

12

6

13．0

9．5

7．1

7．1

3．6

B．卵胞および黄体機能異常 86 50．9

1，潜在性高プロラクチン血症

2，黄体機能不全

3．　long　follicular　phase

33

28

25

19．5

16．6

14．8

C，卵管因子 23 13．6

D．子宮内膜症 22 13．0

E．男性因子 26 】5．4

F．子宮奇形 6

G．原因不明の長期不妊 3

3．6一

1．8

H．その他（子宮筋腫，卵巣嚢腫，性交障害，頸管因子等） 14 8．3

※重複例を含む
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　前述したスクリーニング検査により判明した不妊

原因を妊娠症例についてみると（表2），PCO，稀発

月経，無月経，無排卵周期症，高プロラクチン血症

のため無排卵が不妊に関与すると思われる症例は全

体の40．2・／。（68例）であった．また，潜在性高プロラ

クチン血症，黄体機能不全などの排卵はするけれど

も卵胞発育および黄体の機能異常を呈する症例は全

体の50．9％（86例）にのぼった．また，卵管因子は

13．6％（23例），子宮内膜症は13％（22例），乏精子症な

どの男性因子は15．4％（26例）の症例に認められた．

（重複例を含む）

3．妊娠周期の排卵誘発法（図1）

80件数

60

40

20

0

クロミフェン　　　hMG－hCG　GnRHa－hMG・hCG

　　　各種排卵誘発法

図1妊娠周期の排卵誘発法

日本不妊会誌　39巻3号

　各種排卵誘発法を用いた周期に妊娠した症例は

169例中，79．3％（134例）であった．これらの症例の

中で，クロミフェンを用いた周期に妊娠した症例は

17．8％（30例）であった．一方，hMG－hCG療法周期に

妊娠した症例はGnRHアゴニスト（GnRHa，　Buserelin）

を併用した24．2％（41例）を含め，61．59。（104例）であ

った．

4．クロミフェン療法による妊娠例の背景（表3）

　クロミフェン投与により妊娠の成立した症例の不

妊原因を検討した．クロミフェン投与で妊娠した30

例の不妊原因を表3に示した．PCOや無月経および

稀発月経，無排卵周期症，高プロラクチン血症など

無排卵が関与すると思われる症例が46．7％（14例），卵

胞発育および黄体機能異常が関与すると思われる症

例が73．3％（22例），卵管因子の関与する症例が10％（

3例），男性因子を有した症例が6．7％（2例），その他

性交障害が3，3％（1例）であった．（重複例を含む）

5．hMG－hCG療法およびGnRHa－hMG－hCG療法に

よる妊娠例の背景（表4）

　GnRHa－hMG－hCG療法を含めたhMG－hCG療法によ

り妊娠の成立した症例の不妊原因を検討した．hMG－

hCG療法で妊娠した104例の不妊原因を表4に示し

た．PCOや無月経および稀発月経，無排卵周期症，

高プロラクチン血症など無排卵が関与すると思われ

る症例が43．3％（45例），卵胞発育および黄体機能異

常が関与すると思われる症例が51ρ％（53例），卵管因

表3　クロミフェン療法による妊娠例の背景

原因別 症例数 頻度（％）

A．無排卵 14 46．7

1．PCO
2．無月経（原発性2例，続発性0例）

3．稀発月経

4．無排卵周期症

5．高プロラクチン血症

3

2

4

4

1

10

6．7

13．3

13．3

3．3

B．卵胞および黄体機能異常 万2 73．3

1．黄体機能不全

2．潜在性高プロラクチン血症

3．　long　follicular　phase

5

10

7

16．7

33．3

23．3

C．卵管因子 3 10

D．子宮内膜症 0 0

E．男性因子 2 6．7

F．子宮奇形 0 0

G．原因不明の長期不妊 0 0

H．その他（子宮筋腫，卵巣嚢腫，性交障害，頸管因子等） 1 3．3

※重複例を含む　　（n＝30）
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表4　hMG－hCGおよびGnRHa－hMG－hCG療法による妊娠例の背景

原因別 症例数 頻度（％）

A，無排卵 45 43．3

1．PCO
2．無月経（原発性2例，続発性8例）

3．稀発月経

4．無排卵周期症

5．高プロラクチン血症

17

10

10

8

4

16．3

9．6

9，6

7．7

3．8

B．卵胞および黄体機能異常 53 51．0

1．黄体機能不全

2．潜在性高プロラクチン血症

3．　long　follicular　phase

21

18

14

20．2

17．3

13．5

C．卵管因子 14 13．5

D，子宮内膜症 14 13．5

E．男性因子 18 17．3

F．子宮奇形 4 3．8

G．原因不明の長期不妊 1 1．0

H．その他（子宮筋腫，卵巣嚢腫，性交障害，頸管因子等） 7 6．7

※重複例を含む　　（n＝104）

表5　治療法別の成績

治療法 症例数 頻度（％）

A．排卵誘発法 104 79．3

1．　clo㎡phene

2．hMG－hCG

3．GnRHa－hMG－hCG

30

63

41

17．8

37．3

24．2

B．AIH 32 18．9

C．IVF－ET 22 13

D．手術療法（子宮筋腫核出術，卵巣嚢腫核出術，子宮奇形形成術等）15 8。9

E．．薬物療法 26 15．4

L　bromocripine

2．GnRHa（buserelin）

3．　dexarnethasone

（高プロラクチン血症およびOHP）

（子宮内膜症の保存療法）

（高アンドロゲン血症）

20

5

1

11．8

3．0

0．6

F．HSGまたは通気，通水後の妊娠 3 1．8

G，自然妊娠 13 7．7

子の関与する症例が135％（14例），子宮内膜症を有し

た症例が13590（14例），男性因子を有した症例が

17．3％（18例），子宮奇形を有した症例が3．8％（4例），

原因不明の長期不妊が1．0％（1例），その他が6．7％（7

例）であった．（重複例を含む）

6．妊娠例の排卵誘発以外の治療（表5）

　妊娠症例169例の妊娠成立周期に行った排卵誘発

以外の治療を検討すると，A正【が18．9％（32例），　IVF－

ET139（。（22例）に行われていた．一方，その他の妊娠

成立に関与したと思われる治療法として，子宮筋腫

核出術，卵巣嚢腫核出術，子宮奇形形成術などの手

術療法後が8．9％（15例）の症例に行われていた．

GnRHaによる子宮内膜症の薬物療法後の妊娠症例は

5例（3．09。）に認められた，さらに，HSG，通気，通

水後の妊娠は1．39。（3例），特に，治療を施行してい

ない周期の自然妊娠は7．79。（13例）であった．（重複

例を含む）

7。妊娠後の転帰（表6）

　妊娠に成功した169例のうち，妊娠継続例は85．2％

（144例）であり，そのうち，単胎妊娠は74．69e（126例），
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表6　妊娠後の転帰

症例数 頻度（％）

A．妊娠継続例 144 85．2

L単胎妊娠
2．多胎妊娠

　　　a．双胎

　　　b．品胎

　　　c，四胎以上

126

18

14

2

2

74．6

10．6

B．流産症例 25 14．8

1．自然流産

2．治療的流産

3．子宮外妊娠

17

2

6

10」

1．2

3．5

多胎妊娠は10．6％（18例）であった．また，品胎以上

の多胎妊娠は4例に認められた．流産は14．8°1。（25例）

に認められた．そのうち，自然流産が10．19。（17例），

治療的流産が1．2°／。（2例），子宮外妊娠が35％（6例）

であった．

8．OHSSの発症状況

　OHSSは，すべてhMG－hCG療法後に発症し，　hMG－

hCG療法による妊娠例のうち，29．8％（31例）に認めら

れた．しかし，WHOの重症度分類でみると，そのう

ち，grade　Iは355％（ll例），　nは25．8°fe（8例）であり，

重症の皿はll例，　IVは1例にすぎなかった．

考察

　今回，我々は不妊治療の成績向上のため，1990年

から1991年までの2年間に不妊を主訴に当科不妊外

来を受診した症例のうち，妊娠に成功した症例につ

き検討した．

　妊娠率は28．3％であり，他の報告卜5）の10．O～

46．9％と同等の成績ではあった．しかし，他院より

紹介される難治性の不妊症例が多い当科の地域医療

における位置付けを考慮すると良好な成績であった

と考えられた．

　妊娠症例における不妊原因は，卵胞発育および黄

体機能異常に関連する原因が5α9％と最も多く，つ

いで，無排卵に関連する原因であった．一方，卵管

因子が13．6％，子宮内膜症が13％，男性因子は15．49。

にすぎなかった，これは，不妊治療において適切な

排卵誘発法を施行することで妊娠成立の得られる症

例が多数あることを示すと共に，他の因子，特に，

男性因子などを有する症例の治療が困難であること

を示すと思われた．また，原因不明の長期不妊は

L3％と少なく，このような症例における治療の困難

性が証明された．

　妊娠周期に何らかの排卵誘発を施行した症例は

79．3％と高い頻度を示し，特に，hMG製剤を用いた排

卵誘発が61．5％を占めている．これは諸家の報告卜8）

より高く，当科における不妊治療の特徴のひとつと

思われる．

　当科では，クロミフェン療法で妊娠に至らない症

例や長期不妊症例において，排卵を有する場合でも，

積極的にhMG－hCG療法を施行している9）．今回検討

した症例においても，本来のhMG療法の適応である

無排卵の症例は全体の43．3％（45例）にすぎず，残りの

症例は排卵は認められても，卵胞または黄体の機能

異常を伴う症例などに対して施行されている，

　AIHは32例，189％に行われており，既報10）のよう

に男性因子を有する症例以外にもAIHを適応とする

ことで妊娠成立に至る症例が少なからず存在してい

ることを示している．卵管因子や長期不妊症例に対

して，当科でもIVF－ETが開始され，今回の調査では

妊娠例の13％を占めた，今後，長期不妊症例や難治

性の不妊症例に対するIVF－ETの応用は増加すると思

われ，他の治療からの変更のタイミングについて，

さらに検討する必要がある．

　妊娠の転帰をみると，妊娠継続率が85．2％と良好

な成績がえられた．一般に不妊治療成功例の流産率

は11～25％4）と報告されているが，今回の検討では

14B％と自然流産率と同等かわずかに高い程度の良

好な成績であった．また，排卵誘発を積極的に行っ

ているため多胎妊娠の頻度が10．69。と高値を示し，

多胎妊娠の予防が当科における今後の課題のひとつ

といえる．

　前述のように当科では積極的にhMG製剤を用いた

排卵誘発を施行している．そのため，OHSSが29．8％

に発症した．しかし，このような積極的な排卵誘発

を行うことにより妊娠が成立する症例が数多く認め
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られることから，今後，このように発症したOHSS

の管理についても検討をすすめていくことが必要と

思われた．
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Statistical　analysis　of　pregnant　cases

　　after　treatment　infertility

Masahiro　Saitoh，　OSamu　lshihara，

　Yoshiaki　Ihno，　Toshiaki　Suno，

　Hiroyuki　Seki，　Satoru　Takeda

　　and　Katsuyuki　Kinoshita

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

　Saitama　Medical　School，　Saitama　Medical　Center

　　　　　　　　Saitama　350，　Japan

　Of　597　treatment　couples，169　conceived（28．3％）dur－

ing　a　period　of　2　years　from　January　l　990　to　December

l991，en　which　the　work　up　of　the　management　was　per－

formed．

　1）The　average　age　of　the　conceived　women　were

28．8±3．7years　old（range：20　to　38）at　the　first　visit．

Primary　infertility　was　59，8％，　and　secondary　was

40．20／o．The　average　infertile　period　was　2．7±2．2　years

（range：Oto　lO）．

　2）Anovulation　or　the　other　disturbance　of　follicular

growth　and　luteal　phase（9　L　1％）．

　3）Ovulation　induction　was　carried　out　in　79．3％of

patients．　Clomiphene－hCG　was　used　for　178％of　the

conceived　women，　and　hMG－hCG　was　61．5％．

　4）OHSS　by　hMG－hCG　occurred　in　29．8％of　the　suc－

cessful　cases．

　5）The　pregnant　outcome　was　as　follows：85．290　of　the

infant　was　bom　after　37　week　of　pregnancy　and　the　rate

of　multiple　pregnancy　was　lO．6％

　The　high　success　rate　of　conception　is　likely　to　be

attributed　to　the　wide　use　of　hMG－hCG　therapy　for　infer－

tile　couples，　although　the　high　incidence　of　OHSS　and

multiple　pregnancy　has　to　be　solved　in　future．

　　　　　　　　　　　　　（受付：1993年12月27日）

　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月17日）

馴
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　子宮卵管造影検査および内診において異常が認められないとされていた70症例に腹腔鏡を施行したと

ころ異常所見は70症例中47症例に認められた（67．1％）．卵管の通過性も考慮して腹腔内の異常所見と不妊

との関連性を評価したところ，70症例中不妊の原因となりうると考えられる所見の認められたものは16

症例（229％）で，卵管機能を期待した不妊治療で妊娠に至ったのは1例（6．39e）のみであった．主たる不妊

の原因と考えられる所見の認められたものは11症例（15．79。）であり，妊娠に至ったのは卵管機能の回復

を計った2症例（18．2％）であった．しかしながら正常所見を示した43症例では11症例（25．oq。）が卵管機能

に依存した不妊治療方法で妊娠に至った．内診や子宮卵管造影検査において異常が認められない70症例

中27症例に腹腔鏡により何らかの不妊の原因となりうる所見が発見され，これらの異常所見が卵管の機

能に依存した治療方法の成績を左右していたことより，この様な症例に対する適切な治療方法を選択す

るために腹腔鏡の施行は価値あるものと考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FerIil．　Steri1．，39（3），272－277，1994）

緒　　言

不妊症の検査や治療を行うに際し，腹腔内所見が

重要な鍵を握っていることは言うまでもない，しか

しながら腹腔は容易に観察可能な部位ではなく，所

見を得るためには少なからず侵襲的な処置を必要と
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し，さらに麻酔も必要となる．ところが骨盤腔内の

炎症の既往があり卵管周囲の癒着が強く疑われる症

例や，卵管の閉塞，狭窄などの異常が子宮卵管造影

検査で認められる症例，子宮内膜症が疑われる症例

などの様に腹腔内に異常所見の存在が強く疑われる

症例ではより詳細な腹腔内の所見を得るために腹腔

鏡検査が必要となる．これら以外の腹腔内の異常を

示唆する検査結果や既往歴のない症例では通常の不

妊検査の一つとして全例に腹腔鏡検査は行いにく

く，また患者の同意も得られにくい．しかしまた，

通常の不妊検査で異常を認めず腹腔鏡検査により初

めて腹腔内異常所見が確認され，この腹腔内異常所

見が以後の治療方針の決定に大きく関与することも

日常しばしば経験されることである．そこで当科を

挙児希望を主訴として訪れ既往歴に特記すべき事は

なく，双合診，子宮卵管造影検査，通気検査，精液

検査に異常が認められない症例の腹腔鏡検査結果を

検討し，不妊症における腹腔鏡検査の意義を考察し

た．
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表1　腹腔鏡検査による異常所見の有無

症例数鑛灘書
腹腔内異常所見　無し　23／70（32。9％）3／23（13．09e）

腹腔内異常所見　有り　47／70（67。1％）9　／47（19．1％）

子宮内膜症 30／47（63．8％）　2／30（6．790）

腹腔内癒着 13／47（27．7％）　5／13（38．5％）

子宮筋腫 4／47（8．5％）　2／4（50，09を））

表2　子宮内膜症症例のstage分類

rAFS 症例数 骨盤腔内癒着
無し　　　有り

stage　I　　　　10（33．3％）

s愉geH　10（33．39・）

stage　II　　　　7（23．3％）

stage　N　　　　　3（1α0％）
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対象および結果

　昭和63年1月より平成5年6月までの間に当科で

不妊症のため腹腔鏡検査を行った不妊症例のうち

で，不妊症の一般検査において排卵障害を認めず，

精液検査，子宮卵管造影検査，内診所見においても

異常が認められないと判断された70症例を対象とし

た．そしてこれらの症例は卵管が正常に機能してい

ることを前提として少なくとも6ケ月以上経過観察

を行うも妊娠に至らないか，他院で種々の治療を行

ったにもかかわらず妊娠が成立せず当科紹介となっ

た症例であった．

　これら症例のうち腹腔鏡検査において異常所見を

認めなかったのは23症例（32．9％）で，残り47症例

（67．1％）には何らかの異常所見を腹腔内に認めた（表

1）．またこの腹腔鏡検査時に行われた卵管通色素検

査において腹腔内に異常所見を認めなかった23症例

のうち3例（13．09・）に片側の卵管の閉塞が認められ

た．

　腹腔内に異常所見が認められた47症例の異常の内

訳は表1に示すように，子宮内膜症の所見が30症例

（63。8％），子宮内膜症以外の原因によると考えられる

骨盤内癒着が13症例（27．7％），子宮筋腫が4症例

（8．5％）であった．これらの異常所見のうち子宮内膜

症をrAFSのscoringにより分類すると，表2のように

stage　Iカミ10｛列（33．3％），　stage　H　thi’101列（33．3％）stage

皿が7例（23．3％），stage　IVが3例（10．09・）であり，そ

の頻度はstageが進むに従って減少していたが，子宮

内膜症のstage皿以上が1／3の症例に存在した．　ま

たこの子宮内膜症症例を骨盤腔内の癒着の有無でみ

ると癒着の無いものが12例，癒着を有するものが18

例であり，stage分類が1からIVと進むに従い癒着を

有する症例の割合が高くなっていた．

表3　不妊との関連性の評価

関連なし 不妊症の原因と考えられる所見が存在しなかったもの：両側の卵管の通過性に異常を認めず，

異常所見が存在しても卵巣卵管以外の部の癒着や病変で卵管卵巣の可動性に障害とならないと

考えられるもの．（数個のblue　berry　spotのみの子宮内膜症症例はここに分類した）

関連の可能性 不妊の原因として関係する可能性のある所見が存在したもの：片側の卵管の通過性に異常を認

めたもの．片側の卵管の可動性が障害されているもの．片側および両側の卵巣が癒着により位

置の異常を来たしているもの．片側のみの付属器周辺の著しい癒着が存在するもの．

関連有り 主要な不妊原因となると考えられる異常所見が両側の付属器に存在したもの：両側の卵管が閉

塞しているもの．強固な癒着により両側の卵管の可動性が著しく障害されているもの．両側の

卵巣の表面全体を覆うようなフィブリン膜の形成や癒着が存在するもの．
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表4　腹腔鏡所見と不妊との関連性

　　　　　　腹腔内所見と卵管通過i生による不妊との関連「生
腹腔鏡所見
　　　　　　　関連性なし　関連の可能性　関連有り

日本不妊会誌　39巻3号

異常所見なし

子宮内膜症

腹腔内癒着

子宮筋腫

2ρ
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2

3

6

6

1

0

6
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1

43（61．4％）　16（22．9％）　11（15．7％）

　腹腔鏡下の電気焼灼，癒着剥離の処置は子宮内膜

症以外のものも含めて21症例に行ったがこの処置の

みで妊娠に至った症例はなかった．

　つぎに腹腔鏡を行った70症例について骨盤腔内の

所見が不妊の原因となっているか否かを腹腔鏡検査

下での通色素検査結果を加味して表3の3群に分類

した．

　その結果は表4のごとくで，腹腔内に異常所見な

しとされた23症例のうち3例は片側の卵管の通過性

に異常を認め“関連の可能性”に分類された．子宮

内膜症の30症例のうち癒着や卵管の通過性の異常か

ら6症例が“関連の可能性”，また6症例が“関連有

り”に分類された．腹腔内癒着の13症例のうち3例

は不妊との関連性がないと判断され6例が関連の可

能性，4例が関連有りに分類された．また子宮筋腫

の4症例では2症例が卵管の通過性からそれぞれ
“ 関連の可能性”と“関連有り”に分類された．以

上の計70症例の検討より何らかの不妊との関連性を

示す異常所見が得られた症例は27症例で38，6％であ

った．

　これら3群にその後の治療と妊娠について見てみ

ると，表5の不妊と関連する所見なしの評価症例で

は卵管が受精の場としての機能を有する事を前提と

して治療を行い，排卵のmonitori皿gで2症例，人工授

精で2症例，子宮内膜症の薬物治療により2症例，

さらにsuperovulationにより5症例の計11症例で妊娠

が成立した．そしてこれらの治療により妊娠に至ら

なかった15症例にたいしてIVF－ET治療を行い7症例

の妊娠が得られた．腹腔鏡検査後や治療途中で来院

を中断した脱落例が14症例存在するがこれを含めた

43症例中18症例，41．8％で妊娠が成立した．続いて

不妊と関連する可能性の有る所見有りと評価された

16症例について見てみると表6に示す通り，卵管の

機i能に期待したsuperovulation治療で6症例中1症例

しか妊娠の成立を見なかった．そして卵管の機能に

依存しないrVF－ET治療で2症例の妊娠が得られ途中

脱落例を含めた16症例中3症例，18．8％の妊娠率で

表5　腹腔鏡検査後の治療と妊娠：不妊との関連なし

腹腔所見
治療法と妊娠

　　　　　　superovulation IVF－ET
妊娠症例数

異常なし

子宮筋腫

腹腔内癒着

子宮内膜症

（20）

（2）

（3）

（18）

排卵monitoring　2／13　　　　　1／9

　　　　　－　　　　　　　　　1／2

　　人工授精　1／2　　　　1／1

G副脅螺1賃　　2／9

5／8

1／1

－

1／6

8226

43 6　　　　　5／21 7／15 18

r＞F－ET以外の妊娠症例数　　ll／43（25．6％）

　　　総妊娠数　　　　　18／43（41．8％）

途中脱落例
14例を含む

ム

表6　腹腔鏡検査後の治療と妊娠：不妊との関連の可能性有り

腹腔所見
　治療法と妊娠
supeK）vul紐ion r＞F－ET

妊娠症例数

異常なし

子宮筋腫

腹腔内癒着

子宮内膜症

（3）

（1）

（6）

（6）

0／1

0／1

1／3

0／3

0／1

0／1

1／3

1／2

0021

16 1／8 2／7 3

rVF－ET以外の妊娠症例数

　　　総妊娠数

1／16（6．3％）

3／16（18．8％）

途中脱落例
7例を含む
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表7　腹腔鏡検査後の治療と妊娠：不妊との関連あり

腹腔所見
治療法と妊娠

　　　　　　supemvulation r＞F－ET
妊娠症例数

腹腔内癒着

子宮筋腫

子宮内膜症

（4）

（1）

（6）

　　　　　　　　　一　　　　　　　　　〇／3

経頸管的卵管再疎通術　　1／1　　　　　一

　　　　　　　　手術　　1／2　　　　　0／3

0／1

－

2／3

Ol3

ll 2　　　　　0／6 2／4 4

IVF－－ET以外の妊娠症例数

　　　総妊娠数

あった．表7は不妊の主たる原因と考えられる所見

有りと評価された11症例で，経頸管的卵管再疎通術

の1例と子宮内膜症の手術療法の1例で妊娠が得ら

れたが，両側の卵管の通過性は保たれていたことか

ら6症例にsuperovulationを行ったが妊娠は成立しな

かった．そしてIVF－ETを行った4症例中2症例に妊

娠が成立し，11症例中4症例，364％の妊娠率であっ
た．

考　　察

　今回不妊症の一般検査において異常を認めないと

判断した70症例に腹腔鏡を行い67．1％に腹腔内異常

所見を認め，卵管の通過性異常を含めると71．49。に

も達する異常所見を認めた．これらの異常所見と不

妊との関連性を卵管の可動性の障害というmechanical

な因子を主とし卵管の通過性を加味して評価すると

不妊の原因と成りうると考えられる異常所見の頻度

は38．6％となった．

　今回の検討で見られたような70症例中12症例，

17．1％の子宮卵管造影検査と腹腔鏡検査時の卵管通

色素検査結果との結果の不一致はこれまでにも指摘

されており，子宮卵管造影検査において卵管の疎通

性に異常がないと判断されたにもかかわらず腹腔鏡

検査において卵管の疎通性に異常が認められたとい

った検査結果の不一致率は7～339。1・2・3）と報告され

ている．これには検査条件の差，すなわち麻酔の使

用の有無，通過性を確認するために用いた試薬や，

X線フィルムによる評価と光学視管を介した直視の

評価の違いなど種々の要因が挙げられる．これに加

えて卵管通過性の評価の不一致に関係していると考

えられる因子として他院にて子宮卵管造影検査を2

年以内に行っている場合には再撮影による患者のX

線被爆を避けるためレントゲンフイルムを借用して

評価していることや実際に腹腔鏡を行うのは子宮卵

管造影検査を行ってからかなり時間が経過した後で

ある症例の多いこと等が挙げられよう．

2／11（18．2％）

4／11（36．49e）

途中脱落例
4例を含む

　腹腔鏡検査時の癒着剥離や子宮内膜症の電気焼灼

などの処置は計21症例にのべ25回行ったにもかかわ

らず処置のみでの妊娠は得られなかった．

　腹腔鏡検査後の不妊治療成績では不妊の原因とな

りうる異常所見を認めなかった43症例では卵管が正

常に機能することを前提とした治療方法で11症例の

妊娠を得，途中脱落例も含めて妊娠率は25・．69。であ

った．これに対して不妊の主たる原因とは考えられ

ないが関係している可能があると評価した群では少

なくとも片側の卵管は正常に機能していると考えて

治療を行っても妊娠は1症例，6．3％の低値にとどま

った，しかも不妊の主たる原因と評価した群では卵

管の機能回復のための治療を行った症例以外には妊

娠を得ることは出来なかった．そしてこれらの3群

のいずれにもIVF－ETの治療成績には明らかな差はな

いことから，今回我々が用いた評価法が妊娠成立に

おける排卵，卵管の卵子捕獲，卵子の輸送までの過

程の障害を良く反映しており，腹腔内の異常所見が

不妊の主要な原因として重要であることが確認され
た．

　腹腔鏡検査にて不妊の原因として関連する所見の

得られなかった43症例のうちの18症例は卵管の可動

性に直接影響を及ぼしていないと判断された子宮内

膜症症例である．子宮内膜症と不妊との関連性につ

いて種々の報告が見られ，子宮内膜症組織から産出

され腹水中に多く含まれるとされているアラキドン

酸代謝産物4・5）による卵管の運動機能の障害，腹腔内

マクロファージからのinterleukinを介した卵分割の障

害や精子受精能の障害6），精子の輸送障害7），卵捕獲

抑制因子8）の産生などのいくつもの不妊の機序が報

告されている．しかし卵管周囲癒着などの卵管の可

動性の障害や卵巣の広範囲な周囲癒着などの明らか

な不妊の因子を生じた症例は別として，臨床的な統

計からはmild　endomeuiosisの不妊への関与に関しては

否定的な報告が多い9・　10・　11）．今回の“関連なし”群

の予後を子宮内膜症の有無でみても，子宮内膜症の
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存在しなかった25症例中6症例がrVFET以外の治療

で妊娠したが，子宮内膜症存在例でも18症例中5症

例がIVF－ET以外で妊娠しており両者間に大きな差は

見られなかった．しかしこれらの子宮内膜症症例の

大部分に対して腹腔鏡下電気焼灼や検査後の薬物療

法が行われているためmild　endomeniosiSの直接的な不

妊への関与に評価を下すのは今回の検討では難しい

と考えられる．

　体外受精胚移植法の登場以前では腹腔鏡検査は卵

管が正常に機能する事を前提とした治療法を続ける

か，卵管の機能を回復させるべく外科的処置を行う

必要が存在するか，または治療を断念すべきかとい

った以後の治療方法を選択する上で重要な検査方法

であった，しかし体外受精胚移植法は卵管の機能に

依存しない治療方法で，従来では異常所見が存在し

妊娠を諦めるしかなかった症例に新たな希望を投げ

掛けたばかりでなく，不妊原因となる所見の存在し

ない症例にも最終的に選択しうる新たな治療方法の

一つとして選択肢を広げるとともに不妊の治療成績

の改善に貢献することとなった．この治療方法は卵

管の機能に依存しない不妊治療方法であることから

腹腔鏡で腹腔内の所見を得る必要性は従来ほど大き

くなくなったとも考えられがちであるが，体外受精

胚移植が不妊症夫婦にとって時間的経済的に負担の

大きい治療方法で，安易に選択できる治療方法とは

いえないこと，そして今回の検討より腹腔内に不妊

の原因となる異常所見の存在しない症例の4人に1

人は卵管が正常に機能する事を前提とした治療方法

で妊娠が成立すること，また逆に不妊の原因となり

うる異常所見が存在した症例の妊娠率は極めて低

く，早期に体外受精胚移植治療に移るほうが賢明で

あることなどが明らかとなり，個別により適切な不

妊治療法を選択するために腹腔鏡を実施し，不妊原

因となりうる異常所見の有無を検索することの意義

は大きいと考えられる．

　不妊症に対して腹腔鏡を実施する時期について

は，当科では子宮卵管造影検査において卵管性不妊

と考えられたり双合診で子宮内膜症の存在が考えら

れる不妊症例ではさらに詳細な腹腔内所見を得るた

めに直ちに腹腔鏡検査の実施を勧めている．一方不

妊原因として男性因子のみが認められた症例におい

ても著しく精液所見の不良な症例では強いて腹腔鏡

検査を勧めてはいないが，不妊治療により妊娠が期

待できる範囲の精液所見の症例でありながら6～8

回の人工授精を行い妊娠に至らない症例では腹腔内

の異常所見の存在をも疑い，腹腔鏡検査を勧めてい

日本不妊会誌　39巻3号

る．そして今回検討の対象とした通常の不妊検査に

おいて異常所見の認められないいわゆる原因不明不

妊の症例や頸管因子，黄体機能不全症例では6ケ月

を一つの治療単位としてこれらに対する治療を行い

妊娠に至らなければ腹腔鏡検査を勧めている．

まとめ

　排卵障害を認めず，子宮卵管造影検査，精液検査

など通常の不妊症検査で異常を認めなかった70症例

に対し腹腔鏡を行い47症例67．1％に腹腔内異常所見

が認められた．このうち子宮内膜症が最も多く30症

例63．8％の頻度であった．不妊の主要な原因として

関与すると考えられる腹腔内異常所見は27症例

38．69。に認めた，このことより通常の不妊検査にお

いて腹腔内異常所見の存在を疑わせる検査結果が得

られなかった症例においても，一定の不妊治療を経

ても妊娠に至らない症例は腹腔鏡検査を実施し，骨

盤内病変と不妊との関連性の評価を行ったうえで個

別に以後の治療方針を決定すべきであると考えられ

た．
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　　　　　　　　Kiyotaka　Kaida

Nagoya　City　Higashi　General　Hospital

　　Laparoscopy　was　carried　out　on　70　infertile　women

with　normal　hysterosalpingography　and　normal　findings

on　bimanual　exam丘nation，　Abnormal　find丘ngs　were　eluci－

dated　by　laparoscopy　in　470f　70　patients（67．1％）．　The

relationship　between　infertility　and　these　abnormal　find－

ings　including　tubal　patency　was　evaluated．　Possible

causes　of　infertility　were　obtained　in　l60ut　of　70

patients（22．9％）and　only　one　pregnancy（6．3％）was

obtained　by　the　further　infertility　treatment　expecting

tubal　function．　Major　causes　of　infertility　were　found　in

ll　of　70　patients（15．7％）and　2　pregnancies　were

obtained　after　restoration　of　the　tubal　function．　However，

110ut　of　43　patients　with　normal　pelvic　findings

（25．0％）got　pregnant　by　the　infenility　treatment　depend－

ing　on　the　normal　tubal　function．　Since　abnorma1　find－

ings　relating　infertility　were　obtained　by　laparoscopy

from　27　out　of　70　patients　without　abnorma1　findings　on

bimanua1　examination　and　hysterosalpingography　and

the　results　of　infertility　treatment　expecting　tubal　func－

tion　largely　depended　on　these　abnormal　findings，

1aparoscopy　is　considered　to　be　worth　practicing　to　deter－

mine　the　appropriate　treatment　for　these　patients．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年1月17日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月18日）
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再

Abstract：The　mechanisms　of　three　kampo　medicines，　Hachimi－jio－gan（EK－7），　Hochu－ekki－to（EK－41）

and　Ninjin－yoei－to（EK－108），　which　are　frequently　used　in　the　treatment　of　male　infertility　to　affect　sper－

matogenesis　in　epididymides，　were　investigated．　In　order　to　elucidate　how　these　drugs　affect　protein　syn－

thesis　in　epididymal　cells，　we　investigated　the　effects　of　the　sera　from　male　mice　to　which　these　drugs　were

administered　orally，　on　protein　synthesis　in　cultured　hamster　epididymal　cells．　Golden　hamster　epididymal

cells　were　cultured　in　RPMI　l　640　med沁m　supplemented　with　FCS，　under　5％CO2　in　air　at　32℃for　7　to　10

days．　The　medium　was　then　changed　to　RPMI　1640　medium　supplemented　with　lμ　Ci／m］［3H］－leucine　and

10％serum　from　male　ICR　mice　to　which　EK－7，　EK－410r　EK－108　was　orally　administered．　The　culture

was　continued　for　20　hours，　and　the　uptake　of［3H】－1eucine　in　the　cultured　hamster　epididymal　cells　was

measured　by　a　liquid　scintillation　counter．　Compared　to　controls，　the　uptake　of【3H］－1eucine　was　signifi－

cantly　higher（p＜0．05）in　cells　cultured　in　media　supplemented　with　sera　from　mice　to　which　EK－41　was

administered，　However　sera　from　mice　to　which　EK－70r　EK－108　was　administered　had　no　eff巳ct　on［3H｝

leucine叩take．　Considering　these　data，　the　possibility　was　suggested　that　one　of　the　actions　of　EK－41，

which　would　improve　spe㎜motility，　would　be　to　promote　the　synthesis　of　some　proteins　which　might　be

involved　in　the　functional　maturation　of　spermatozoa　in　the　epididymis．　BK－7　and／or　EK－108　might　have

an　effect　not　on　epididymal　cells　but　on　other　organs　thereby　improving　sperm　quality　in　male　infertility．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，39（3），278－282，1994）
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Introduction

　　There　is　no　efficient　remedy　for　idiopathic　male

infertility，　but　several　kampo　medicines，　such　as　Hochu－

ekki－to，　Hachimi－jio－gan　and　Ninjin－yoei－to　have

recently　been　used　in　the　treatment　of　such　casesi　x　6）．

Clinical　data　demonstrating　the　ability　of　these　kampo

medicines　to　improve　total　sperm　density　and　motility

have　been　reported1、6）．　It　is　generally　agreed　that

spermatozoa　in　many　mammalian　species　achieve

maturation，　motility　and　fertile　ability　in　the　cauda

and　corpus　epididymis7　N　9）．　Maturation　is　a　result　of

the　translocation　of　certain　factors　such　as　glycopro－

teins　secreted　from　the　epithelium　of　the　epididymal

ducts　to　spermatozoalo、12）．　Therefore，　in　order　to

proceed　the　treatment　of　male　infertility，　it　is　impor－

tant　to　study　the　effect　of　agents　used　to　treat　male

infertility　on　epididymal　function．　lt　is　also　important

to　examine　the　effect　of　serum　factors　derived　from

digested　kampo　medicines，　because　all　kampo　medi－

cines　are　administered　oraUy．　In　this　study，　we　inves－

tigated　the　effects　of　sera　from　male　mice　to　which
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kampo　medicines　had　been　administered，　on　protein

synthesis　in　cultured　hamster　epididymal　cells．

Materials　and　Methods

Preparait’on　qプani〃za’s

　　Hachimi－jio－gan（EK－7），　Hochu－ekki－to（EK－41）

and　Ninjin－yoei－to（EK－108）were　purchased　from

Kanebo　Co．　Ltd．（Tokyo，　Japan）．　Experimental　chows

containing　kampo　medicines　were　prepared　by　sup－

plementing　standard　rodent　chow　CE－2（Japan　Clea

Co．，　Tokyo，　Japan）with　2％EK－7，　EK－410r　EK－108

（specially　prepared　by　Japan　Clea　Co。）．　Experimental

chow　or　standard　chow（CE－2，　as　a　contro1）were

given　to　male　ICR　mice　aged　8　weeks．　Mice　were

allowed　free　access　to　chow　and　water　for　7　days

before　sacrifice．　No　difference　could　be　seen　in　the

body　weights　of　mice　between　each　experimental

group　befbre　and　after　treatment．　BIood　samples　were

obtained　from　each　of　the　80　mice　to　which　EK－8，

EK－41，EK－1080r　control　chow　was　administered（20

mice　in　each　agent）．　AII　sera　were　separated　and

heated　at　56℃fbr　30　minutes．　Sera　from　4　different

mice　were　mixed　and　used　for　each　experiment　in

order　to　eliminate　any　experimental　variation．　Culture

medium　supplemented　with　lO％mouse　sera　instead

of　fetal　calf　serum　was　used　for　these　experiments．

Male　golden　hamster　aged　6　to　8　weeks　were　used　for

this　experiment　and　were　given　F－2，　a　common　ham－

ster　food（Funahashi－Nojyo　Co．，　Chiba，　J叩an）．

In・vitro‘ultUer｛of　ha〃ister　epidlt加ial‘e’ls

　　Male　golden　hamsters　were　killed　by　cervical　dis－

10cation．　The　corpus　and　caudae　epididymides　were

excised　and　the　tissues　were　placed　in　phosphate

buffered　saline（PBS；Nissui　Pharmaceutical　Co．，

Tokyo，　Japan）supplemented　with　lO％collagenase

（Sigma　Chemical　Co四USA），　and　incubated　at　32℃

in　air　for　60　minutes．　The　tissues　were　then　trans－

ferred　to　fresh　PBS，　and　gently　swirled　to　dissociate

the　tubules　from　the　remaining　connective　elements．

The　dissociated　tubule　fragments　were　transferred　to

fresh　PBS，　and　cut　into　epithelial　plaques　l　to　2　mm

in　length　using　26　G　needles　and　scissors．　The　sper－

matozoa　were　removed　by　washing　severahimes　with

PBS　and　the　epithelial　plaques　were　transferred　to　24－

well　multiplates（NUNC，　Denmark）for　culture．　The

culture　medium　was　RPMI　1640（Nissui　Pharmaceuti一

（279）51

cal　Co．，　Tokyo，　Japan）supplemented　with　10％fetal

calf　serum　and　1μM　sodium　pyruvate，100nM　insulin，

200nM　hydrocortisone，200nM　testosterone，5μg／ml

transferrin　and　1　pt　M／ml　retinol．　The　cells　were　cuレ

tured　under　5％CO2　in　air　at　32℃for　7　to　10days，

and　were　maintained　by　replacing　the　culture　medium

every　other　day．　The　cells　were　then　detached　from

the　bottom　of　the　wells　by　PBS　supplemented　with

O5％trypsin（Sigma　Chemical　Cα，　St．　Louis，　MO，

USA）and　O．02％EDTA（Nacalai　Tesque，　Kyoto，

Japan），　and　transferred　to　fresh　medium．　The　medium

containing　the　cultured　epididymal　cells　was　filtered

by　a　cell　strainer（FALCON，　New　Jersey，　USA），　and

seeded　into　96－well　culture　plates　to　give　a　final　cell

concentration　of　l　x　105／well．　After　incubation　under

5％CO2　in　air　at　32℃for　48　hours，　the　culture

medium　was　changed　to　RPMI1640　supplemented

with　10％mouse　sera　instead　of　FCS　and　lμCi／ml

［3H1－1eucine，　and　the　cells　were　further　cultured　for

20hours．　The　cultured　cells　from　each　well　were　then

collected　onto　glass－fiber　filters　by　a　cell　harvester，

and　the　radioactivity　was　measured　by　a　liquid　scintil－

1ation　counter．　This　experiment　was　performed　five

times．　In　each　experiment，　four　epididymides　from

two　male　hamsters　and　the　mixed　sera　from　4　mice　to

which　control　or　experimental　chow　was　adminis－

tered，　were　used　and　the　radioactivity　from　five　wells

was　measured　for　each　experimental　group．

Stαtistics

　　Data　are　expressed　as　the　mean±standared　devia－

tion（SD）．　The　uptake　of【3Hl－leucine　in　each　of　the

wells　was　compared　by　Two－way　ANOVA，　using

commerciaUy　available　software，　Stat　view　SE（Aba－

cus　Concepts　Inc．，　Berkeley，　CA）。　Statistical　siginifi－

cance　was　noted　when　the　P　value　was＜0．05．

Results

∬π・vitro・cuttureげhamster　epld吻〃la’cells

　　Moore，　et　aL　cultured　hamster　epididymal　cells　at

37℃，and　reported　that　epididymal　cells　became

degenerate　after　5　days　of　culture，　the　cause　of　which

could　not　be　elucidated12）．　Therefbre，　we　initially　cul－

tured　epididymal　cells　at　different　temperatures　from

28℃to　37℃to　find　the　optimal　temperature　for　in

vitro　culture．　Epididymal　cells　developed　rapidly　in

the　culture　at　37℃and　became　confluent　after　4　to　5
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days，　but　were　changed　to　fibroblasts　after　a　few　days．

At　28℃，development　of　epididymal　ce11s　was　so

slow　that　culture　cells　did　not　become　confluent　for

lOdays（data　not　shown）．　At　32℃，　the　cultured　cells

attached　to　the　bottom　of血e　wells　for　24　hours，　and

proliferated　from　the　initial　tissue　f田gments．　These

cdls　exhibited　the　characteristic　‘paving　stones’

appearancel2）and　some　of　them　contained　fluid　in

their　cytoplasm，　which　demonstrated　their　secretive

ability（Fig．1）．　This　morphology　was　maintained　for

more　than　9～10　days，　until　the　experiment　was

completed．　According　to　these　results，　the　optima1
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Fig．　l　A　micrograph　of　epithelium　from　a　hamster　corpus

　　　　　and　cauda　epididymis　5　days　after　preparation

The　epitheli山m　is　seen　to　exhibit　the　characteristic‘paving

stones’appearance　and　some　epithelial　cells　contained　fluid

in　their　cytoplasm，　which　demonstrated　their　secretive　abil－

ity．（×200）
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temperature　for　in　vitro　culture　of　hamster　epididymal

cells　was　thought　to　be　32℃．

Effects　ofserafrom〃ziCe　to　which　kampo　medicines

were・ad〃吻’stered　on　protein　syn’hes’s　i〃cultured

ゐα〃ister　epidldy〃1α’cells

　　The　uptake　of【3H］－leucine　was　significantly　higher

（pく0．05）in　cells　cultured　in　the　medium　supple－

mented　with　sera　from　mice　to　which　EK－41　was

administered（896．7±67．4　cpm），　than　in　cells　cul－

tured　with　the　control　sera（694．2±140．3　cpm；Fig．

2）．There　was　no　significant　increase　in　the　uptake　of

［3H］－leucine　of　the　ce11s　cultured　with　the　sera　from

mice　to　which　EK－70r　EK－108　was　administered

（733．0±45，9cpm　or　712．8±103．O　cpm　respec－

tively），　compared　to　the　cells　cultured　with　control

sera．

Discussion

　　Several　traditional　kampo　medicines，　especially，

Hochu－ekki－to，　Hachimトjio－gan　and　Ninjin－yoei－to

have　been　used　clinical｝y　for　the　treatment　of　idio－

pathic　male　infertility　in　Japan．　All　these　medicines

have　been　reported　to　improve　sperm　motility　and

density　in　patients　with　oligozoospemlia　and　astheno－

zoospermia卜6）．　Tamaya，　et　a1．3）and　Ohota，　et　al．i）

reported　severe　infertile　male　patients　treated　with

Hochu－ekki－to，who　experienced　remarkable　improve－

ments　in　their　oligozoospermia　and／or　asthenozoosper一
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　　　　　　Fig．2　Effects　of　kampo　medicines　on　pretein　synthesis　in　cultured　hamster　epididymal　ce｝ls

Epididymal　epithelium　of　golden　hamsters　was　cultured　with　RPMI　l640　supplemented　with　lO％mouse　sera

and　lμCi／m1［3H｝leucine　for　20　hours．　The　cul加red　cells　from　each　well　were　then　collec重ed　onto　glass－fiber

filters　by　a　cell　harvester，　and　the　radioactivity　was　measured　by　a　liquid　scintillation　counter．
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mia　and　succeeded　in　pregnancies．　Shiina，　et　al．5）also

reported　that　combination　therapy　with　Hachimi－jio－

gan　and　Ninjin－to　resulted　in　remarkable　improve－

ment　in　the　fenility　index　of　infenile　males．　Recently

the　mechanisms　of　these　kampo　medicines　have　been

investigated　14～19）．　Kataoka　et　aL且5）reported　that　TJ－

41activates　macrophages　and　promotes　the　produc－

tion　of　TNF，　IL－2　and　PGE2　from　these　activated

machrophages，　thereby　producing　increased　cytotoxic

activity．　Hochu－ekki－to　is　also　believed　to　prevent

adriamycin－induced　spe㎜atigenic　disorders　in　mouse

testes且7）．　Ginseng　Radix，　a　principle　component　of

Hochu－ekki－to　and　Ninjin－yoei－to，　is　believed　to　pro－

mote　the　synthesis　of　DNA，　RNA　and　lipids　in　the

liver，　myeloid　cells　and　the　testes　14・15）．　However，

kampo　medicines，　which　are　all　composed　of　several

different　herbs，　have　different　mechanisms　of　action

which　affect　several　portions　in　different　ways　and

their　clinical　effects　are　also　considered　to　be　results

not　from　the　single　paticular　element　but　from　the　all

composed　elements．　So　far，　little　is　known　concerning

the　basic　mechanisms　of　action　of　kampo　medicines

in　the　therapy　of　male　infertility．

　　Generally，　the　spermatozoa　of　many　mammalian

species　develop　their　motility　and　fertile　ability　in　the

corpus　and　cauda　epididymis7　N　9）．　The　changes　in　the

spermatozoa　during　this　maturation　period　are

thought　to　be　the　result　of　the　translocation　of　pro－

teins，　secreted　from　the　epithelia　of　the　cauda　and　cor－

pus　epididymislo川．　Hoskins　et　al．　reported　that　a　gly－

coprotein　secreted　by　pricipal　cells　in　epididymis　was

implicated　in　promoting　motility　matUration　changes

in　several　mammals　and　designated　it　as　forward

motility　proteinl2）．　Therefore，　it　is　important　to　eluci－

date　the　effect　of　kampo　medicines，　which　improve

the　motility　of　spermatozoa，　on　protein　synthesis　in

the　corpus　and　cauda　epididymal　cells．　Since　all

kampo　medicines　are　administered　orally，　the　effects

of　serum　factors　derived　from　digested　kampo　medi－

cines　on　epididymal　cells　must　be　studied　in　order　to

yield　more　physiologically　relevant　data　on　the　mech－

anism　of　action　of　kampo　medicines．

　　Using　hamsters，　Moore，　et　al．　co－cultured　sperma－

tozoa　recovered　from　the　caput　epididymis　with　in

vitro　cultured　epididymal　epithelium　and　reported　that

a　proportion　of　spermatezoa（30％）developed　persis一

tent　flagellum　beats　with　slow　progressive　motility　i　3）．

They　presumed　that　the　maturation　of　spermatozoa

was　probably　due　to　certain　proteins　secreted　from

cultured　epithelium，　which　induce　changes　in　the　fla－

gellum．　In　this　study，　we　examined　the　factors　respon－

sible　for　promoting　protein　synthesis　in　the　cauda　and

corpus　epididymis，　using　the　same　in　vitro　culture

system　as　Moore，　et　al．，　and　f6und　that　the　sera　from

mice　to　which　Hochu－ekki－to　were　administered

could　promote　protein　synthesis．　Considering　these

results，　it　can　be　hypothesized　that　Hochu－ekki－to

promotes　the　synthesis　of　proteins　involved　in　the

functional　maturation　of　spermatozoa　in　the　epi－

didymis．

　　However，　the　sera　from　mice　to　which　Hachimi－

jio－gan　or　Ninjin－yoei－to　was　administered　did　not

promote　protein　synthesis　in　cultured　hamster　epi－

didymal　cells．　These　results　suggest　the　possibility

that　these　kampo　medicines　might　have　an　effect　not

on　epididymal　cells　but　on　other　cells　such　as　testicu－

1ar　cells，　thereby　improving　sperm　quality　in　male

infertility．　The　combination　of　Hochu－ekki－to　and

Hachimi－jio－gan　or　Ninjin－yoei－to　would　then　be

more　effective　in　the　treatment　of　male　infertility，

　　In　this　study，　we　decreased　the　in　vitro　culture　tem－

perature　of　epididymal　cells　to　32℃and　were　able　to

maintain　good　morphology　for　more　than　lOdays．

Thus，　this　line　of　cultured　hamster　epididymal　cells　is

useful　as　an　in　vitro　model　for　studying　epididymal

function　and　evaluating　the　effects　of　any　medicine

used　for　the　treatment　of　male　infertility．
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漢方薬のハムスター精巣上体培養細胞に

　　おける蛋白合成促進作用について

京都大学医学部婦人科学産科学教室

中山貴弘　後藤康夫

夏山　知　森　崇英

滋賀医科大学産科学婦人科学教室

野田洋一

　男性不妊症治療に使用されている3種の漢方薬，補

中益湯（EK－41），八味地黄丸（EK－7），人参養栄湯（EK－

108）の作用機序の解明のため，これらの漢方薬がハム

スターの精巣上体培養細胞の蛋白合成に与える影響に

ついて検討した．ハムスターの精巣上体細胞の培養系

を作成した．これに，漢方薬2％含有飼料を1週間摂

取した8週齢雄マウスの10％血清入り培地と1Pt　Ci／m1

［3H］－leucineを加えた，20時間の培養後，培養細胞の

［3H］－1eucine取り込み量を測定した．この結果，　EK－41

含有飼料摂取マウスの血清添加培地のみにおいて有意

に培養細胞の［3H］－leucine取り込み量の増加が認めら

れた．以上より，EK－41のヒトにおける精子運動率の

改善効果の作用機序の1つとして，精巣上体細胞にお

ける精子の機能的成熟に関連する蛋白の合成促進作用

を推察することが可能となった．またEK－7および

EK－108は，　EK－41とは異なった作用機序を有すること

が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年1月21日）

　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月18日）
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Gossypolの精巣中DNA　polymeraseに及ぼす影響

Effects　of　the　Male　Oral　Contraceptive　Gossypol

　　　on　Testicular　DNA　Polymerases　in　Rat

大阪医科大学泌尿器科学教室

　（主任：岩動孝一郎教授）

　砺　波　博　一

　Hirokazu　TONAMI

　　　　　　　　　　Department　of　Urology

Osaka　Medical　College，　Takatsuki　569，　Japan（Director：Prof．　K．　lsurugi）

ら

　中国で発見された男性経口避妊薬Gossypolが造精機能に与える作用機序についてはまだ不明の点が多

い．また，最近Gossypo1がDNA合成を抑制するという報告がみられ，抗癌剤としての可能性も検討され

るようになっている．そこで，Gossypol投与Ratを用いて，　Gossypolが精巣中DNA　pOlymeraseに及ぼす影

響を調べた．RatにGossypol　40mg！kg／dayを21日間投与したところ，精巣中DNA　polymeraseαとDNA　poly－

merase．7の酵素量に変化はなかったが，　DNA　polymeraseβの酵素量が低下した．次にDNA　polymerase反応

に対するGossypolの直接作用を調べたところGossypolはDNA　polymeraseβとDNA　pOlymerase　7の反応には

影響を与えず，DNA　pOlymerase　aの反応を阻害した．このIn　vivoおよびln　vi吐oでの結果から，　GossypO1は

精巣中DNA　polymeraseに直接および間接に作用し造精機能に影響を及ぼしているものと考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，39（3），283－291，1994）

緒　　言

　Gossypol（GossypOl　acetic　acid：以下GAAと略す）は

中国で発見された綿実油の一種で，その服用により

妊孕能力が低下することが知られており，中国では

すでに男性経口避妊薬として臨床応用も行われたこ

ともある．本剤は（｝enus　Gossypiumというゼニアオイ

科の綿の実より抽出された黄色の物質（色素）で，そ

の科学構造式は図1に示すごとく2基のアルデハイ

ド基をもったフェノール誘導体である．

　ヒトにGAAを投与すると，次第に精子の運動性低

下と精子数の減少をきたし，最終的に無精子症とな

る．そしてこの効果は可逆的であることが知られて

いる1）．しかし，その機序についてはまだ充分解明

されていない．精子の運動能についてはGAAが精巣

上体中での精子の運動能獲得を阻害するとの報告も

ある．しかし，Xue2）はGAA投与Ratでは精上皮中で

すでに精細胞に組織学的な変化をおこしていること

を報告しており，GAAは造精機能に何らかの影響を

HO
HO

CHO　OH OH　CHO

CH3　CH3 CH3　CH3

OH
OH

［1，1’，6，6’，7，7’－hexahydroxy－5，5’－diisopropyl－3，3’－

dimethyl－（2，2’binaphthalene）－8，8’－dicarboxyaldehyde］

　　　　　　図l　Gossypolの構造式

及ぼしていると考えられる．Tsuiらは各種の培養細

胞においてGAAはmitotic・indexを減少させることを

報告している3）．NordenskjoldとLambertはGAAがln

vitroでヒト線維芽細胞のDNA鎖を切断し，ヒトリン

パ球のsister　chromatid　exchangeの頻度を増加させるこ

とを示した4）．さらにWangとRaoはHeLa細胞やChi－

nese　hamster　ovary細胞の培養細胞を用いてGAAが

DNAの合成を阻害することを報告し5・6），　Kainzらは

Rat精巣の組織培養を用いた研究でGAAは精巣中の
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DNAの合成を阻害することを示した7）．最近では

GAAが細胞の増殖をS期で止める性質があることか

ら抗癌剤としての可能性についての報告も多くみら

れる8～　13）．RosenbergらはHeLa細胞を用いた実験で，

GAAがDNA合成に重要な役割をもつDNA　polymerase

αとDNA　polymeraseβの活性を抑制することを示し

た14）．しかし精細胞を用いてGAAがDNA合成にど

のような影響を及ぼすかを詳細に検討した報告はま

だない．またGAAは血iX　LH，　testosteroneに影響を及

ぼすことが知られているが，NagasakaとYoshida15・　L6）

は精巣中DNA　pOlymeraseがLH，　testosteroneに制御さ

れていることを報告している．そこで著者はGAAの

精細胞に及ぼす影響が精巣のDNA　polymeraseを介す

る精細胞中DNA代謝の抑制によるものではないかと

考え，これを明らかにする目的でRatを用いてGAA

が血清中LH濃度，　testosteroneの濃度に与える影響と

精巣中DNA　polymeraseα，β，γに及ぼす影響をin

vivo，　ln・vitroで検討した．

材料および方法

実験1．GAA投与Ratの精巣重量，血清LHとtesto－

sterone濃度および妊孕性に及ぼす影響に関する実験

　実験材料：実験動物として10週齢雄Wistar　Ratを用

いた．GossypolはGossypO1　acetic　acid（GAA）（Sigma，　St．

Louis，　Missouri，　USA．純度98％以上）を使用した．

　実験方法：GAAを100％エタノールで溶解し，生

理的食塩水で100倍以上に希釈，均一化し，最終濃

度を100mg／m1とした．雄Wistar　Ratに，中国の

National　Coordinating　GroupやWallerらの投与法に従っ

て注射筒によりGAA　40rng／kg／dayを，連日21日間，

経口投与した17・　18）．対照群には1％エタノールを含

む，生理的食塩水を投与した．RatではGAA投与の

有効量と中毒量が接近しているためGAA投与中週2

回の体重測定を行った．投与直前に大腿静脈より採

血し，予定の投与が終了した後にエーテル麻酔下に

採血し屠殺した．血液は採血後400×gで10分間遠

心分離し測定まで一20℃で凍結保存した．

　屠殺時に体重および右精巣の重量を測定した．血

清LH濃度の測定はN［H提供のNIAMD　anti　rat　serumを

用い，血清testosterone濃度の測定はミドリ十字社製

の3Hテストステロンキットを用いてそれぞれRIA

法にて二重測定した．

実験II．GAAの精巣中DNAおよびDNA　polymerase

α，β，γに及ぼす影響に関する実験

　実験材料：抽出緩衝液として，50mM・Tris－HC　I緩
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衝液（pH7．5）に10％グリセロール，1　mM　Dithiothreitol，

1　mM　Phenylmethylsulfonylfluoride，　I　OOXi　g／mi　Leupeptin，

O．590　Triton　X－100，0」mM　EDTA，0．5M　KCIを加えた

ものを用いた．DNA　polymeraseαの反応液として

80mM　Potassium　phosphate緩衝液（pH7．2），8mMβ一

mercaptoethanol，200　1i　g！ml　activated　calf　thymus　DNA，

80　pt　M　dATP，80μMdCTP，80　y　M　dGTP，40μM

dTTP，1　pt　Ci［3H］dTTP，8mM　MgCl2の組成のものを

用いた．DNA　polymeraseβの反応液として100mM

Tris－HCI（pH8．8），0．8μgpoly（dA）（dT）12，18，80μM

dTTP，4mM　N－E血ylmale㎞ide，100mM　NaCl，0．5mM

MnCl2，05μCi［3H］dTTPの組成のものを用いた．

DNA　polymeraseγの反応液として100mM　Tris－HCl

（pH75），0．8　pt　g　pOly（rA）（dT）12．18，1　OmlVI　Dithiodmitol，

40μMdTrP，0．1MKCI，　O．5mM　MnC12，0．5　pt　Ci　［3H］

dTrPの組成のものを用いた．　DNA　pOlymerase　aの反

応開始剤すなわち鋳型DNAの活性化はDNAasel，

2．5mg／ml　Calf　Thymus　DNA，10mM　Tris－HCI（pH75），

5mM　MgCl2の組成のものを37℃で25分間，さらに

60℃で10分間保温したものを用いた．子牛胸線は

Wonhingten　Biochemical社製のもの，［3H］dTrPは

DupOnt　Nen　PrOducts製，　Poly（dA）（dT）12．18（Base　ratio　of

んT＝5），およびPoly（rA）（dT）12．18（Base　ratio　of　A／r＝

5）はPharmacia社製を用いた19）．

　実験方法：酵素粗抽出液の調整：実験1と同様10

週齢雄Wistar・ratにGAA　40mg！kg〆dayを21日間投与し

た後屠殺し，右精巣を摘除した．その一部に1gあ

たり9mlの抽出緩衝液を加え超音波処理した．

　3，000rpmで4分間遠心し，さらにその上清液を

10，000！pmで2分間遠心した．その上清液を酵素液と

した．

　DNA　POlymerase活性の測定は，それぞれの反応液

に酵素液を5μ1ずつ加え，DNA　POIymerase　aは37℃

で，DNA　polyme㎜eβ，　DNA　polymeraseγは30℃で

30分間それぞれ保温した，nichloroacetic　acid　O．Sm1を

加えて反応停止後ガラスフィルターに通し，Liquid

scinti皿ation　sp㏄tomme。erで測定を行った．酵素漕性の

単位は1・nmolのDNAの取り込みを触媒する量として

いる．Liquid　scintillation　spectorometerはPackard社製

（300型，SIN　31955），ガラスフィルターはWhatman

GKIB　2．4cmを用いた．これらの方法はYoshidaらの方

法によった20）．右精巣の一部を用いてSc㎞eiderの方

法21）により精巣中DNAの定量（mglg．　tissue）を行った．

左精巣を用いてLowryらの方法22）で精巣中の蛋白の

定量を行った．騨としてB。vine　Serurn　Nbuminを用

いた．

の

，
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の
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A

A
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実験111　．In　vitroにおけるGAAのDNA　polymerase反

応に及ぼす影響に関する実験

　GAAは無水アルコールで溶解し，純水で100倍に

希釈した。さらに100μM，10　Pt　M，1μMに調整し，

各DNA　polymerase反応液中に2．5μ1ずつ加えたもの

に無処理10週齢雄Wistar　ratの右精巣を実験nと同じ

ように処理して得られた酵素液を5μ1加えた，

DNA　polymeraseαは37℃で30分間，　DNA　polymerase

βとDNA　polymeraseγは30℃で30分間保温反応さ

せ，停止後実験Hと同じようにradioactivityの測定を

行い，GAAを加えない反応と比較した．
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実験IV．　GAAとDNAの相互作用についての実験

　実験方法：Calf　thymus　DNA（Worthington社製）を

10mM　Tris－HC1緩衝液（pH7．5）で希釈し10mg加1の濃度

とした。GAAは無水アルコールで溶解した後，同じ

く10mM　Tris－HCIで希釈した．このCalf　thymus　DNA

とGAAをモル比約10：1で混合し吸光度計（日立社

製，557－0032型）で吸光度を測定した．
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　実験経過中に死亡したRatは認められなかった，

1）体重（図2）：投与群，対照群とも体重の平均値

の低下は認めなかった．投与群は対照群に比べて体

重増加率の平均値は低かったが有意な差ではなかっ

た．

2）精巣重量（図3）：投与群では対照群に比べて

GAA投与後の精巣重量は低値を示すものの，有意差

は認められなかった．

3）血清LH濃度，血清testosterone　（T）濃度（図4）：

GAA投与群では投与後，血清LH濃度が約20q・低下

し，血清testosterone濃度は約50％低下した，対照群

では血清LH濃度，血清testosterone濃度とも投与前後

では有意の変化はなく，投与群と対照群との間で投

与後の血清LH濃度，血清testosterone濃度を比較する

と投与群は有意に低値を示した（LH　P＜0，01，　testos－

terone　PくO．05）．

4）GAA投与Ratの避妊効果をみるために，屠殺し

たRatとは別に，　GAA投与Ratと対照群Ratのそれぞ

）

■
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れ1匹と雌Rat　2匹ずつとをつがいにしたものを5組

ずつ作り，1ヶ月半後にlitter・sizeを観察した．対照群

でのlitter　size　1　8．4±3．8匹に比べて，　GAA群では4組

で出産を認めず，1組だけ2仔出産した，

実験II．

1）蛋白量：GAA投与群と対照群で有意差は認め

られなかったが，GAA投与群の方がやや低い傾向が

みられた（図5左）．

2）DNA量：GAA投与群の方が対照群よりやや高

い傾向がみられたが有意の差ではなかった（図5右）．

惹
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8
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　　　　　　　　一10g〔GAA・mol〕

図7　1n　vitroにおけるGAAのDNA　polymeraseαの

　　　活性に与える影響
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3）DNA　polymeraseα：GAA投与群では対照群より

酵素の活性量が低下しているが，有意差はなかった

（図6左）．

4）DNA　polymeraseβ：GAA投与群は対照群に比べ

て酵素の活性量が有意に低下していた（P＜0．05）（図6

中）．

5）DNA　pOlymerase　7：GAA投与群では対照群より

活性量が低下していたが，有意な差ではなかった
（図6右）．

実験川．

1）DNA　polymeraseα：図7のように反応系に加え

たGAAの濃度が高くなるにしたがってDNA　poly－

meraseαの活性が有意に低下する傾向がみられた（図

7）．

2）DNA　polymeraseβ：図8のように，　GAA濃度10

μMでGAAを加えない反応系よりやや高くなり，1

μM，O．1　Pt　Mではやや低下するもののいずれも有意

な差は認められなかった（図8）．

3）DNA　polymeraseγ：図9のように、　GAAを加え

てもGAAを加えない反応系と有意な差は認めなかっ

た（図9），

実験IV．

　図10はCalf　thymus　DNAとGAAの混合液の吸光度

を吸光度計で測定したものであるが，波長380nm（図

▲）での吸光度がGAA単独のものに比べて吸光度の

増加がみられた．緩衝液を次の3種類A，B，　C，つ

まりA：50mM　Potassium　phosphate　eC　ma液，　B：50mM
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Tris－HCI緩衝液（pH7．5），100mM・Potassium・Chloride，

lmM　EDTA，　C：　50mM　Tris－HCI　SU衝液（pH7．5），100mM

Potassium・Chloride，　l　mM　EDTA，10mM　Mg　C12の組成

のものにかえて同じように測定を行ったが緩衝液に

よる影響は認められなかった．

考　　察

1．GAAの有効投与量と中毒量

　GAAをRatに投与すると，不妊となる有効量と食

欲不振，嘔吐などを呈する中毒量が接近しているた

め体重の減少をみることがあるといわれている18）．

しかし，今回我々の実験ではGAA投与で平均体重の

減少はなく，体重増加率は対照群に比べて低下した

が有意な差ではなかった．これまでの報告では，雄

Rat有効投与量はGAA　l　5～40　mgtkg／dayを2～4週間

投与するというものであり，この投与量では体重減

少は認められないようである．また精巣重量に関し

ては我々の実験結果と同じく投与群と対照群とで有

意な差はないとするものが多い23、均．

2．GAAの血清LHおよびtestosterone濃度に及ぼす

影響

　我々の実験で，雄Wistar　RatにGAAを40mglkg！day

を21日間投与したところ，血清LH濃度，　testosterone

濃度とも有意に低下した．これまでの報告では，

GAA投与は性ホルモンに影響しないとする報告もあ

るが25），性ホルモンを低下させるという報告が多い

26、28）．LiuらはRatにGAAを30　mgXkgi（dayを6週間に

投与し，血清LH濃度，血清testosterDne濃度の低下を

みたが，この間Ratの体重も有意に減少したため，

この性ホルモンの低下は，体重減少による二次的な

現象によるものと述べている1）．我々の実験では投

与期間中に有意な体重減少は認められずに，血清LH

濃度，血清testosterone濃度とも低下した．これは

GAAは視床下部一下垂体系に働いて血清LH濃度を

低下させ，Leydig細胞のtestosterone合成を抑制したも

のかもしれない．一方，Leydig細胞のprimary　culture

を用いた実験で，GAAが直接Leyding細胞に働き

testosterone合成を阻害することが示されており26・　29），

またさらに，精巣内testosterone生合成に関与する酵

素をGAAが抑制することも報告されている23・24・30）．

　GAAの作用がLaydig細胞に対する直接効果のみで

あれば，negative　feedback　Ue序が働きLH濃度は高くな

るはずである．我々の実験ではLH濃度も低下して

いる点を考えると，GAAは下垂体のLH分泌細胞の

機能を抑制する作用も有すると考えられる．すなわ

ち，GAAは下垂体からのLH分泌抑制による間接的

なLeydig細胞のtestosterone合成抑制とともに，直接

Leydig細胞の機能を抑制すると考えられる．今回

我々はGAAとFSHとの関係については検討しなかっ

たが，これまでの報告ではGAAを投与しても血清

FSH濃度は変化しないとする報告が多い23、zs）．

3．GAAの精巣中DNA　pOlymerase　a，β，γに及ぼ

す影響について

　我々はlitter・sizeによりGAAの避妊効果をみたが，

もちろん血清testosterone値低下によるmountingの減

少なども考慮すべきであった．しかし前にも述べた

h
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ように，GAAの有効投与量はkaで15～40　mglkglday，

2～4週間であること23～as），またGAA投与Ratにおけ

る組織学的変化についても多くの報告があり，光顕

レベルではSpermatidに最初に変化があらわれ17，33），

投与量，投与期間が増すごとにSpermatocyteから

Spermatogoniaにまで変化があらわれるという．　Udoh

ら31）は最近，GAA　l　Omglkgを5週間投与したWistar

RatではSecondary　spermatocyteで，25　mgXkg投与では

Spermatogonia以外すべてのGerrn・cellに変化がみられ

たという．以上の文献による考察から我々の投与方

法においてもGAAの避妊効果は発現されlitter　sizeに

反映したものと考えられた．そしてこの効果は，

GAAにより精細胞のDNA合成が抑制され，これに

よって造精機能が障害されることによって起こる可

能性があると考えた．つまり効果の発現を組織学的

にではなく生化学的に確かめようとしたのである．

そこでGAAのDNA合成に重要な働きをもつDNA
polymeraseα，β，γに与える影響をRatを用いてln

vivoおよびln・vitroで検討した．

1）In・viveにおける検討

　DNA　polymeraseはこれまでのところα，β，γ，

δおよびTerminal　transferase32）の5種類存在すること

が知られている．精巣中のDNA　polymeraseはgO％以

上が精細胞由来のものであるが，特にDNAの修復に

関与するDNA　polymeraseβの量は精巣では他の臓器

よりも多く含まれている33・　M）．最近ではDNA　poly－

meraseβは減数分裂期の相同染色体組換え，もしく

はその結果生じるDNA切断の修復に関与していると

いわれ34），精巣中の精子形成にきわめて重要な酵素

と考えられている35）．一方，NagasakaとYoshidaらは

下垂体除去Ratを用いた実験で，精巣中DNA　poly－

meraseβの発現量はGonadotropinおよびtestosteroneに

制御されていることを示している15）．我々の実験で

はGAA投与Ratでは対照群に比べて血清LH濃度およ

び血清testosterone濃度が有意に低下し，また，　DNA

polymeraseβの活性量も有意に低下した．このこと

からGAAはGonadotropinおよびtestosteroneを介して

Rat精巣中DNA　polymeraseβの活性量を低下させ

DNAの修復や組換えに影響を及ぼしている可能性が

あると考えられる．

　DNA　polymeraseαはGAA投与群では対照群に比べ

て酵素量がやや低下するものの有意な差ではなかっ

た，DNA　polymeraseαはDNAの複製に中心的な役割

を演じている酵素である．精巣中は幹細胞である

SpermatogoniaのみがDNA　polymeraseαを含んでいる

といわれている36），我々の結果ではGAA投与によっ
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てDNA　polymeraseαの酵素量は低下する傾向はみら

れるものの有意の変化ではなかった．この様に精細

胞のどの細胞周期にも恒常的に存在するDNA　poly－

meraseβに比べて，　DNA合成期（S期）にのみ産生さ

れるDNA　polymeraseα37）はGAAから受ける影響が少

なかった．Rosenbergらの結果では10μMのGAAを

加えてHeLa細胞を培養するとDNA　pOlymerase　aおよ

びDNA　pOlymerase　Bとも抑制されたという14＞．我々

の結果とこのような違いが生じたのは，実験系の違

いがあること，また我々はRatの正常精細胞を用い

たのに対し，彼らはヒトの体細胞系の腫瘍細胞を用

いている点に違いが生じたものと考えられる．

　ミトコンドリアでの複製に関与するDNA　poly－

meraseγはHeLa細胞の結果と同じく有意な変化はみ

られなかった．このことからRosenbergらも述べてい

るように14）GAAの作用がDNA　polymeraseα，および

DNA　polymerase　Bに特異的であると考えられる14）．

2）ln　vitlz［）における検討

　GAAの精巣中DNA　polymeraseα，β，γに対する

直接的作用をIn　vitmで検討した．

　In　vitroの結果ではDNA　polymeraseαの反応のみが

GAAの結合によって直接阻害された．さらにDNAと

GAAの結合について自動吸光度計を用いて検討した

が，DNAとGAAの混合液ではGAA単独のものより吸

光度が増加した．このことからGAAがDNAに結合し，

DNA合成の過程に影響を及ぼしている可能性が考え

られる．GAAが芳香族環をもった分子構造を有するこ

とから，Adriamycinのように二本鎖DNA中の塩基間

へ入り込み，DNA　polymeraseαの漕性発現に影響を

及ぼしているのかもしれない．ZaidiとHadiらも最近，

S．nuclease　hydrolysisとhydroxyapatite　chrmato－graphyを

用いてGAAがDNAと結合することを示している38）．

我々のIn　vitroでの結果ではGAA添加はDNA
polymeraseβおよびDNA　polymeraseγの活性1こは影響

を及ぼさなかった．その理由としてこの実験では

DNA　polymerase　pとDNA　polymeraseγの反応におい

て反応液中の鋳型として一本鎖の人工polylnucleotide

を用いている．一方DNA　polymeraseαの反応では二

本鎖のDNAを鋳型として用いて測定していることが

関係している可能性がある．つまりDNA　polymerase

βとDNA　polymerase　7ではGAAとDNAと結合せずhn

vitroの酵素反応に影響を与えなかったと考えられる．

このことからIn　vivoでの二本鎖DNAを鋳型とするよ

うな反応にはGAAはDNA　pOlymerase　aに対すると同

じような影響をDNA　polymeraseβやDNA　polymerase

γにも与える可能性があることは否定できない．
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　以上，in・vivoでの結果をあわせて考えるとGAAは

In　vivoではLH，　testosteroneを介してDNA　polymerase

βの酵素量を低下させ，さらにはDNAと結合し

DNA　polymeraseαの反応を抑制することによって精

巣中のDNA代謝を阻害し，造精機能に影響を及ぼし

ているものと考えられる．

結 語

　雄Wistar・ratにGAA　40　mgfkg／dayを21日間経口投与

することによって，血清LH濃度，血清testosterone濃

度の変化を調べた．血清LH濃度，血清testosterone濃

度は有意に低下した．GAA投与Ratでは精巣中DNA

polymeraseβの活性量が低下した．これはGAA投与

による血清LH濃度，血清testosterone濃度の低下によ

る二次的な結果と考えられた．DNA　polymerase　a，

DNA　polymeraseγは変化が認められなかった．　GAA

のDNA　polymerase反応に対する直接効果はDNA　poly－

meraseαのみに認められた．これはGAAがDNAと結

合しDNA　pOlymerase　aの働きを阻害するためにおき

た可能性があると考えられた．以上の結果からGAA

はDNA　polymeraseに直接および間接的に作用し精巣

中のDNA合成に影響を及ぼし，造精機能障害をきた

すものと考えられた．

　稿を終えるにあたり，本研究の御指導ならびに御

校閲を賜わった恩師岩動孝一郎教授に深く感謝の意

を述べるとともに直接実験の御指導を頂いた高崎登

助教授，畠山和幸博士に深謝致します．

　本論文の要旨は第5回国際アンドロロジー学会に

て発表した，
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Effects　of　the　male　oral　contraeeptive　gossypol
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Hirokazu　Tonami
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Osaka　Medical　College，　Takatsuki　569，　Japan

　　　　　　（Director：Prof．　K．　Isurugi）

　The　effects　of　gossypol（GAA），　a　male　oral　contracep－

tive，　on　the　testicular　DNA　polymerase　activity　in　male

Wistar　rats　were　studied．　GAA　was　administered　orally

at　a　dose　of　40mg／kg／day　for　21　consecutive　days，　and

the　serum　LH　and　testosterone　concentrations　were　mea－

sured．　LH　and　testosterone　values　showed　significant

decreases　after　GAA　administration，　The　amount　of

DNA　polymeraseβin　the　testis　was　reduced　after　GAA

administration，　but　no　significant　changes　in　the　amounts

of　DNA　polymeraseα　or　DNA　polymeraseγ　were

found．　The　level　of　testicular　D．NA　polymeraseβis　con－

sidered　to　be　under　control　of　LH　and　testosterone，　and　it

is　possible　that　the　decrease　in　the　amount　of　DNA　poly－

meraeseβ　is　a　secondary　effect　of　the　reduction　in

serum　concentrations　of　LH　and　testosterone．　The　direct

action　of　GAA　on　the　DNA　polymerases　was　studied　in

vitro．　In　vitro，　GAA　reduced　the　reaction　of　DNA　poly－

meraseα，but　not　those　of　DNA　polymeraseβandγ．

Spectrophotometric　studies　suggested　that　GAA　binds

with　DNA，　thereby　inhibiting　the　reaction　of　DNA　poly－

meraseα．These　results　indicated　that　GAA　has　both

direct　and　indirect　action　on　DNA　polymerases　and

affects　the　DNA　synthesis　during　spermatogenesis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1993年12月24日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月22日）
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Gn－RH　agonist（busele㎞）経鼻噴霧による排卵誘発

　　　　一clomid－busele㎞併用療法の試み一

　　　　　　　　　　　An　Ovulation　Induction　in　Women

　　　　　　　with　Clomiphen－Citrare－Resistent　Amenorrhea

by　Intranasal　Spray　of　Diluted　Gn－RH　Agonist（Buserelin）Combined

　　　　　　　　　　　with　and　without　Clomiphen　Citrate
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　Gn－RH　agonist（Gn－RHa）は，　gonadotropinの放出作用を有し，本来排卵誘発が可能のはずであるが，　Gn－

RHaを市販されている標品のままの濃度で経鼻噴霧を行うと，速やかにdown－regulation（DR）が成立するた

め，直接的な排卵誘発には使用し難…い．今回，DRの成立を回避する目的で，　Gn－RHa（buserelin：BS）を1／

2～1／4に希釈し，clomiphen　citrate（CL）による排卵誘発が不成立であった婦人24例，71周期で排卵誘発

を試みた．CLIOO　一　150mgtday　5日間の服用終了の次日より，またはCLの投与なく月経周期2～12日目よ

り，希釈BSの投与を開始し，成熟卵胞が超音波断層法で確認されるまでの4～14日間経鼻噴霧を行っ

た．さらに，卵胞成熟を確認した日よりhCG　5000i．u．を2日間筋注することで，以下の成績を得た．

　1）BSを単独使用した時で46％（1022周期）に，またCLをBSの噴霧前に併用した場合で759。（36／49周

期）に排卵誘発が可能であった．

　2）BSを1／2希釈（225μ9！day）で使用した場合，排卵誘発率は79．6％となり，1／4希釈（ll25μ9〆day）で

の455％よりも高い誘発率となった．

　3）排卵成功周期での，血中FSH値は，治療開始前値に比べ有意に上昇したが，　LH値には有意の変動

を認めなかった．

　4）希釈BS噴霧による排卵誘発時には，　LH－surgeが起こり難いことが推測された．

　以上から，CL＋希釈BS＋hCG療法は，　CL無効の無排卵症に有効と考えられ，患者負担の軽減に貢献

することが期待された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，39（3），292－298，1994）
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緒　　言

竹中　他

　無排卵症の症例で，CLが無効であった場合，

hMG－hCG療法を行うことになる，しかし，　hMG－

hCG療法は連日の筋注を必要とし，患者負担は決し

て軽いものではない．このため，患者負担が軽減で

きる排卵誘発法の開発は，当然望まれることである．

　Gn－RHaは，現在子宮内膜症および子宮筋腫の治療

剤として，またhMG製剤と併用してIVF－ET時の排

卵誘発として用いられていることは周知のことであ

る．

　Gn－RHaは，下垂体を刺激し，　LH，　FSHの分泌を

促す．しかし，排卵誘発に用いられる場合，pulsadle

に投与しないと効果が少ないとされるため，皮下注

用pumpの装着によりpulsa田e投与せざるを得ない且・2）．

このことから，現在Gn－RHaは大量を継続的に経鼻

投与しdown－regulation（DR）を起こさせ，　gonadotr－。pin

（Gn）の減少と，これに引き続いて起こるes症ogenの低

下を利用することに主眼がおかれている．しかし，

Gn－RHaはDRの成立が避けられれば，原理的には排

卵誘発が可能と考えられる．

　今回，CL無効の無排卵症婦人24例に対して，　DR

の成立を回避するためにGn－RHa（BS）を希釈して使

用し，hMG製剤を使用することなく排卵誘発が可能

であった．またCLと希釈BSを併用することにより

排卵成功率が大幅に改善されることが明らかとなっ

たので報告する．

対象および方法

　1988年7月より滋賀医科大学産婦人科外来を受診

した患者のうち，4カ月以上の無月経または原発性

無月経を訴え，なおかつ100～150mg／日のCL投与で

2周期連続して排卵誘発無効であった16～37歳（平

均年齢30．7±8．1歳：mean±SD）の婦人24例・71周

（293）65

期を対象とした．全例，本療法に対する同意を得た

ものである．そのうち未婚者は7例で，3例の間

脳・下垂体性原発性無月経を含む．他14例は挙児希

望があり，そのうち2例は夫に重度の乏精子症があ
る．

　全例で，治療開始前に血中estradiol（E2），　testos－

terone，　progesterone（P），　TSH，　fr㏄T3，　fteeT4を測定し，

月経周期5～10日目にdouble　testの形でLH－RHとTRH

loading　testを行った．　LH－RH　Ioading　testの結果から，

症例は低Gn性，正Gn性および高Gn性の3群に分類

した，すなわち，負荷後極大のLH値が15mU加1未満

を低Gn性，45mU／ml以上を高Gn性，15～45mU加1

のものを正Gn性と分類した．内訳は表1のとおりで

ある．また，負荷前値のprolactin（PRL）値が15nglml

以上の高（PRL）血症および負荷後15分後のPRLが80

ng加1を越える例では，　bromocripin　1．25～2．5mgtfdayを

連日投与し，またTSH値が5．0μU／ml以上で潜在性

の甲状腺機能低下が疑われる症例では，thyradin－S　l

Tab．1dayを投与し，　PRLおよびTSHを正常化した後，

CL　100～150　mglday　5日間の経口投与で2周期排卵誘

発を試みた．月経周期21日目で超音波断層法上

10mm以上の卵胞が認められない時を，　CL無効とし

て，次周期BSの噴霧による排卵誘発を行った．12日

間の混合女性ホルモン剤norluten　D　1（2　Tlday）の内服

により消退出血を起こした後，BSによる最も効果的

な投与方法の確立を目指す目的で，CL併用か，単独

使用のどちらが効果的か，噴霧開始の時期，期間に

ついて各種のprot㏄01により検討を行った．図1に各

prot㏄01の方法と投与症例数，周期数および排卵成功

率を記載した。CL併用周期での投与量は，排卵不

成立の前周期と同量とし，噴霧用BSは注射用生食で

1／2～1／4に希釈の上，O．45　yのmilli－　pore　Mterを通し，

滅菌済み専用噴霧容器（ヘキストジャパン社の提供

による）中に保存した．なおBSの希釈により，力価

　　　　　　　　表1　対象症例数とbuserelinによる排卵誘発を試みた時の排卵誘発成績を示す

どの型の無月経症例にもほぼ同様の排卵誘発率を示すが，単独使用例よりCL併用例での成績が有意に高い．対象例の

分類は，LH－・RH負荷試験のLH値による．

症例数 　　　　排卵　成　功　数
buserelin＋hCG　　　　　　clomid＋busenehn＋hCG

1．高gonadotropin性

2．正gonadotiopin性

3．低gonadotropin性

8例（19周期）

6例（16周期）

10例（36周期）

2／4例（2／4周期）

1／3例（2／5周期）

6／10例（6／13周期）

6／8例（10／15周期）

4／5例（7／11周期）

9／10例（19／23周期）

総計 24例（71周期） 9／17例（10／22周期：45．5％）　19／23例（36／49周期：735％）

総有効率＝＝・64．89。（46〃1周期　うち，妊娠成立周期4周期）
　pくO．05；xl検定：Yatesの修正



66（294） 希釈Gn－RH　agonist経鼻噴霧による排卵誘発 日本不妊会誌　39巻3号

1）消退出血後2日目よりclomid→7－8日目よりbuserelin

CD　2　　　　CD　7・8

一…t㎝ひ1－一・・一一BS－
↑↑

　　　　　　　　　　　　　　hCG

排卵成功率 84．6％（11／13｛列）

69。2％（18／26周期） A

2）5日目よりclomid→10－12日目よりbuserelin

CD5　　CDIO・12

一m・ten田一一・・一一BS－
↑↑

　　　　　　　　　　　　　　hCG

排卵成功率 84．6％（11！13例）

78．3％（18／23周期）

A

3）2日目よりbuserelin

CD　2

一…・en・D・1－一一・・－
1†

　　　　　　　　　　　　hCG

排卵成功率 　40％（2！5｛列）

42．8％（3！了｛列）

4

4）5－8日目よりbuserelin

CD　5－8

一・・r・enD・1－－BS－一
↑l

　　　　　　　　　　　　　hCG

排卵成功率 57，1％（4／了｛列）

　50％（5／10周期）

5）10－12日目よりbuserelin

CDIO・12

司■－norten　D・1一レ ・・“一一・・一
↑↑

　　　　　hCG

排卵成功率 28．6％（2！了｛列）

　40％（2／5周期）

　　　　　　　　　　　　図1　試みられた各種protocolと，その成績を示す

月経周期5日目よりclomidを投薬し，服薬終了後より希釈buserelinの噴霧を開始した時が最も成績が高い．

の減弱や患者に発生した副作用等はなかった．

　希釈BSの噴霧は，片鼻に一日3回行い，超音波断

層法上の主席卵胞径が20mmを越えた時点で原則的

にhCG　5㎜単位を1～2日間筋注し，注射3～4日

後に基礎体温の上昇および超音波断層法で排卵の有

無を確認した．さらに，基礎体温上の排卵日から7

日目に血中PおよびE2の測定を行った．

　hCGの筋注で基礎体温の上昇が見られない場合お

よび噴霧開始後14日目で主席卵胞径が10mmを越え

ない周期は無効周期とした．なお，LH，　FSH，　PRL

の測定は第1ラディオアイソトープ社製SPAC－Sキッ

トを，またE2およびPはCIS社製，　free　T3，　fドee　T4お

よびTSHについては，各々栄研社，トラベノール社

およびヘキスト社製のRIA－kitを使用した．

成　　績

　表1にLH－RH　loading　testにより分類した3型の無

排卵症の症例数と各々の排卵誘発の成功率を，BS単

独噴霧療法とCL併用噴霧療法に分けてその成績を総

括した．希釈BS療法は，その原因を問わずどの型の

無月経にもほぼ同様の排卵率を示す．またCL併用例

での排卵成功率は735％に達するのに比べ，単独使

用例では45．5e／・に留まり，統計学的にも有意差を認

める（P＜0．05：X2検定；Yatesの修正）ことからCL併

用療法の優位性が示された．

　図1に各prot㏄olごとの排卵成功率を併記したが，

ここでもCL併用例での成功率が高い．

　表2に全症例での排卵誘発成績をhMG－hCG療法と

i

4

あ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　表2　治療全周期での成績を示す

希釈buserelin単独では排卵誘発に失敗し，　clomidの併用で排卵に成功する例が存在する．preg．の注記は，妊娠成立を示す．

name age
hMG－hCG

ov／hlducdon　　　I　　　％

Gn－RHa＋hCG
ov．／hlduction　　1　　　　％

colomid＋Gn－RHa＋hCG
ov．／induction　　I　　　　9ら

A．H 32 13／13　　1100 1／1　　t　lOO 2／2　　1　100

0．S 29 1 1
1／1　　　1　100　　　　1

K．K 32 2／3　　1　67 1／1　　1100 3／4　　1　75

K．Y 28 1／1　　1100 2／2　　1100
3／4　　　1　75　　　　1

K．S 29 1 　　　　11／2ppeg…　　50

S．Y 38 3／3　　｝100 0／1　　1　0 1／1　　1　100

T．Y 31 1／2　　　・　50　　　　1 0／1　　　1　　0　　　　1 1／1　　［　100

T．A 30 3／3　　1100 0／1　　1　0 1／1　　1　100

N．K 31 1 1 2／2　　1　100

NY 28 1 i／l　　l　lOO 3／3　　　1　100

H．H 27 1／1　　1100 0／l　　l　O 0／2　　：　0

H．T 24 2／2　　！100 1／1p爬9－　100 1／1　　1　100

H．K 32 5／5　　1100 1／2　　1　50 3／5　　1　60

HA 26 0／1　　3　0 1 0／1　　1　0
Y．S 35 2／2　　　1　100 0／1　　　・　　0 4／4　　　1　100

S．K 34 1／1　　1100 0／1　　1　0 2／2preg　l　lOO

Y．K 32 2／2　　　1　100　　　　1 1／1　　　1　100　　　　1 1／1preg　l　lOO

M．Y 36 1／1　　1100 0／2　　1　0 1／1　　1　100

A．M 16 1 1／2　　1　50 3／4　　1　75

OJ 27 0／1　　1　0 1
0／1　　・　　0　　　　「

K．N 27 1／1　　1100 1 1／1　　1　100

H．K 18 1 1／2　　1　50 0／1　　：　0

Y．A 22 1 0／1　　1　0 　　　　Il／2　　　1　50

H．N 20 1 1 0／2　　1　0
tota1 38／42　　1　90．5　　　　1 10／22　　1　45．4　　　　1

36／49　1　735

比較し総括した．単独のBS噴霧では排卵誘発に失敗

し，CL併用で排卵に成功する例が存在することが示

される．なおBSの経鼻噴霧期間は，排卵成功例で最

短4日間，最長14日間，平均噴霧期間は8．00±3．40

日（M±SD　N＝43）であった，

　表3に噴霧BSの使用量およびCL併用の有無と排

卵成功率との関係を示した．CL併用の2例2周期

は，1／3希釈のBSを使用したため，表3の統計より

　表3buserelinの一日使用量と成績の関係を示す

225μg／dayでの成績が良く，1125μg／dayの単独使用で

は，成績が低い．CL併用例が，単独使用例より有意に

｝非卵率が高い．

単独使用 clomid併用

225μ創day　52．9％（9／17周期）84．6％（33／39周期）

ll2．5μ9〆day　20％（1／5周期）　60％（6／10周期）

削除した．CLを併用し225μg〆dayとした時の成績が

最も良い．225μg／dayの使用では，統計学的にも有

意にCL併用例で排卵率が高いことが示される（P＜

O．05：Yatesの修正）．　CL使用と単独使用のいずれにお

いても，225μg〆dayの使用成績が1　12．5　＃　gの使用成

績を上回った．112．5μgの単独使用例での排卵成功

率は20％に過ぎないが，112．5　Pt　gの使用例数が少な

く，2群の間に統計的な有意差は認められなかった．

　表4に排卵成功例での噴霧終了時，つまりhCG切

り替えの時点での径20mm以上の卵胞数およびBS噴

霧に要した日数およびこの時点での血中E2値を示し

た．CL併用例でBS単独使用例に比べ，卵胞発育数

は多い傾向にあり（P＜0．10），血中E2は有意に高い

（P＜O．05：いずれもT検定）が，所要噴霧日数には差は

見られなかった．

　血中LHおよびFSH値の治療前とBS噴霧後hCG切
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表4排卵成立周期での卵胞発育数とhCG切り替えまでに要したbuserelin噴霧日数およびこの時の血中estradiol値を

　　　示す

発育卵胞数
（径20mm以上）

希釈busele㎞噴霧期間

　　　（days）

血中estradiol

　（pglml）

単独使用 L76±O．79

（N＝9）

8．80±4．51

（N＝10）

172．0±58．2

clomid使用 2．97±L79
（N＝31）

7．76±3．20

（N＝33）

491．1±2785

20

10。1：ll

　（n＝12）

0

一　effective

20

’ソ　‘一一n°teffective

7．35

±1．52

（n＝12）

10

0

FSH

　　ノ！

　グ　／
！ラ

　1・×
　7，88
±1・09　　　　　　　　　　　　　　　」ρ一・〉

（n＝：12）　　　；一一一一一騨

（M±S．E）

一一一一一　effective

聯一一　net　effective

12．44

±1．26

（n＝12）

　　　　　pre・treatment　　pOst　busereiin　　　　　　　　pre－treatment　　post　buserelin
　　　　　　　　　　　　（naSal　Spray）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（naSal　Spray）

　　　　　　図2　治療前とhCG切り替え時点での，血中LHおよびFSH値の変化を示す

FSHは統計的に有意に増加したが，　LHは有意の変化が見られなかった．縦軸の単位はいずれも，　Pt　U／ml，

り替え時点での比較は図2に示した．単独使用例で

の測定例数が少なく全prot㏄olでの成績を図示した．

排卵成功例でのFSHはBS噴霧後，7．88より12．44

mlU／mlに統計学的に有意の上昇を示した（P＜O．02），

これに反し，LHの変動は明らかではなく，一定の

傾向を認めなかった．

　排卵成功例の血中P値は平均20．5±6．9ng！ml，　E2値

は4105±190．1P9／ml（M±SD　N＝14）と充分な値を示

したが，血中P値が測定出来た14周期のうち2周期

には，5ngi（ml以下の明らかな黄体機能不全周期も存

在した，

　今回の検討では，充分な発育卵胞が見られた時点

で原則的にhCGを筋注したが，3症例3周期でhCG

の筋注なく自然に排卵が見られた例があった．しか

し，排卵後の血中P値は，おのおの3．9，8．6，

10．7n9／mlと比較的低い値となった．一方，充分な卵

胞成熟を認めたがhCGの筋注を行えず，排卵が不成

立の症例も2例3周期で存在した．

　表2のpreg．の注記を付した例は妊娠成功例であり，

単独使用で1例，またCL併用で3例で見られた．併

用例の一例は双胎児であり帝王切開により出生し，

生下時体重が2，572gおよび2，088gで，一児がSFDで

あったが，他にsm児および先天奇形児も認められ

ず，出生時apgar　scoreは全例9点以上であった．

　なお，単独噴霧療法により次周期CLが有効となる

との報告があるため4），BS噴霧療法での初回誘発時

の成績を見たが，単独使用例で28．7％（2／7周期），

CL併用例で709。（7／10周期）となり，例数が少なく有

意差は認めないが，成績は，やはりCL併用での有効

率が高く，prot㏄ol間の順序よりCL有効率が高くな

ったとは考え難い．

考　　察

　現在のBS経鼻噴霧の使用は大量を継続的に使用

し，下垂体にDRを成立させることに治療応用が限

定されている．しかし，BS噴霧の初期には，　flare－up

現象と呼ばれるGnとestrogenの急激な上昇が見られ

る．本来，pulsadleに投与されないと，効果を示さな

いはずのBSが，なぜ経鼻噴霧では，初期のGnの分

泌刺激をもたらすかは不明である．しかし，この事

A

實

ハ
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実はBSの経鼻噴霧による排卵誘発の可能性を物語る

ものと考えられる，事実，BSによるDRの成立を避

ける目的で，BSの低用量を経鼻噴霧して直接的に排

卵誘発に使用する試みは，比較的早期からなされて

いる3・6～ゆが，一般的には良い成績とは言えないと

される9）．近年では，90μg／dayのBS噴霧を用いた武

内らも，低用量でも下垂体のdesensitizationが起こる

例があり，排卵は14例中1例も認めないと報告して

いる3）．

　今回の報告は，我々が1990年度よりこれらの報告

とは別に独自に試みてきたものであり，当初から

CL－hMG－hCG療法におけるhMG製剤筋注の代用とし

て計画され，1992年に最初の妊娠例を経験した5）．

　成績の項で述べたように，BSの単独使用でも

112、5μ9〆day以上の使用，とくに225μ9の使用では，

CLに無反応の症例にもある程度排卵誘発に成功す

る．しかし，CLを併用した場合，70％以上の排卵誘

発率となり，BSを直接的に排卵誘発の目的に用いた

方法としては，ほぼ最高の成績と思われる．

　各種prot㏄01のうち，最も排卵率の高いものは，周

期5日目よりCLを投与し，引き続いて225μg〆dayの

量でBSの投与を行うものである，周期2日目より

CLの投与を開始したものでも統計的には差はなく，

噴霧開始時期にかかわらず，CLを併用することが重

要と思われた．投与BS量と排卵率の関係では，

112．5μgの使用例数が少なく統計的には有意差はな

いが，225μg使用例での成績が高い．現時点では，

CLを併用し225μgldayの量でBSの噴霧を行うのが

最も有効であろうと判断された．

　このように，CL併用での排卵率は有意に上昇す

る．今回の症例はそれまでの治療でCLが無効のもの

であり，CLを併用することにより排卵率が上昇する

ことの内分泌学的な説明は難しい．石原らは，BS

600～900μgのBSを単独で経鼻噴霧し，排卵不成立

例でも次周期CLが有効であると報告している4）．今

回の成績は，この現象との関係とも考えられたため，

BS噴霧による初めての治療周期での成績で，　CL併

用例と単独使用例を比較したが，やはりCL併用例で

高く，前周期の治療による影響とは考え難い．理論

的には無効のはずの症例にも，CLが何らかの意味で

視床下部一下垂体に影響を与えている可能性を考え

る必要があろう．

　今回の検討で，排卵誘発成功例での血中FSHは有

意の上昇を示した．一方，LHは若干の増加を示すも

のの，有意な変動が示されなかった．LHの分泌は

pulsadleであるため，このことにより単に増加が観察
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出来なかったものか，あるいは，個々の症例により

反応性の差異が大きいことを示すものか，不明と言

わざるを得ない．しかし，今回の成績をそのまま解

釈するなら，hCGの切り替え時点では完全なDRは

成立せず，希釈BSの経鼻噴霧の直接作用によりFSH

が優位に増加を示し卵胞発育を促したものと考える

ことが現時点では可能であろう．いずれにせよ，Gn

の変動については連日の採血，あるいはBS噴霧終了

時点でのLH－RH　testなどで，今後の詳細な内分泌学

的な検討を待ちたい．

　BS噴霧によってLH　surgeが起こるか否かは，今回

はhCG使用を原則としたため確認することは出来な

かった．少数例ながら，卵胞成熟が確認されたにも

かかわらず，hCGの使用がなく排卵に失敗する周期

が存在することは，やはり，LH　surgeが起こり難い

ものと考えてよいのではなかろうか．

　今回のBSによる排卵誘発を試みた同一症例での，

hMG－hCG療法の排卵成功率は90％を越え，原発性無

月経の2症例を除き全例が排卵誘発に成功している．

このことから，希釈BSの経鼻噴霧はhMG－hCG療法

にはやはり及ばないものの患者負担の軽減の意味で

は，充分に満足すべき有用な排卵誘発法と言える．

　今回の対象の24例の内，挙児希望者は14例で，う

ち妊娠例4例という成績は，夫の乏精子症2例が含

まれることを考えると決して低いものではない．従

って，今後は不妊症治療としての排卵誘発の可能性

は充分に考えられる．今後，CL有効例や機能性不妊

の症例への応用も可能であろう．

　今回の検討では，卵巣過剰刺激症候群（OHSS）の

発生は一例も観察していない．しかし，今回の症例

は，CL無効例に限定し，またOHSSを起こし易い

PCO症候群が2例と少ないことから，今後，不妊治

療としての排卵誘発に用いた場合OHSSの発生が有

意に低いとは速断し難く，今後の使用には，hMG－

hCGと同様の注意を払う必要があろう．

　今後は，不妊症例に対しても，真に有効な排卵誘

発法であるのか，さらに症例を積み重ねる必要があ

ろう．また，内分泌学的に詳細な検討を行い，Gnの

分泌動態を特にCL併用症例で明らかとして行く予定

である．
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　　　An　ovulation　in〔luction　in　the　women

with　clomiphen・citrate・resistent　amenorrhea

by　intranasal　spray　of　diluted　Gn・RH　agonist

　　　　　　　　　　　（Buserelin）combined

　　　　with　and　without　clomiphen　citr飢e

Akira　Takenaka，　Tatsuo　Sudoh

日本不妊会誌39巻3号

Ichirou　Yamade，　Yoshiki　Takahashi

　　　　　　　and　Youichi　Noda

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

　　Shiga　University　of　Medical　Science

　　　　　　　　Shiga　520－21，Japan

Hiroshi　Soga

Soga　Maternity　Clinic，　Kyoto，　Japan

　　　An　intranasal　spray　of　low　dose　Gn－RH　agonist

（buserelin：BS）was　used　for　ovulation　induction　in　24

women，　aged　18～37　years，　with　clomiphen－citrate（CL）

－resistent　amenorrhea．　Eight　cases　were　hypergonadotr－

pic　amenorrhea，6were　normogonadotropic，10　were

hypogonadotropic，　judged　from　LH－RH　loading　test　per－

formed　before　the　ovulation　induction．

　　The　women　were　given　l　OO～150　mg／day　of　CL　fbr　5

days　followed　by　the　intranasal　administration　of　BS

diluted　with　the　physiological　sa旦ine　at　a　dose　112．5　ug

or　225ug／day，　until　the　day　when　the　diameter　of　leading

follicle　exceeded　20　mm　in　the　ultrasound　monitering．

Five　thousand　i．u．　of　hCG　was，　then，　injected　for　2　days．

ln　some　cycles（22　cycles　in　l7women），　CL　was　not

given　prior　to　ovulation　induction　by　diluted　BS，　to

determine　if　the　combination　with　CL　can　improves　the

ovulation　rate　comparing　to　the　single　use　of　diluted　BS．

　　The　single　use　of　diluted　BS　could　induce　ovulation　in

gamong　l7　women（46％：董0／22　cycles）with　CL－

reslstent　amenorrhea．　The　combination　with　CL　and

diluted　BS　significantly　improved　the　ovulation　rate　up

to　74％（36／49　cycles）．

　　The　mean　period　of　BS　administration　required　for

ovulation　induction　was　8．00±3．49　days（mean±SD：

N＝43）．The　average　number　of　growing　follicles　exceed－

ing　18mm　in　the　diameter　at　the　first　day　of　hCG　injec－

tion　was　2．70±1．58（N＝40）．　The　mean　serum　proge－

strone　and　estradiol　level　at　7th　day　afer　ovulation　was

20．5±6．9ng／ml　and　410．5±190．1pg／ml，　respectively．

　　Serum　FSH　level　in　the　ovulating　cycle　before　hCG

irjection　was　significantly　elevated　comparing　with　that

before　the　treatment．　Whereas，　serum　LH　showed　no　sig－

nificant　rise　after　the　treatmenしThe　data　are　suggesting

that　down－regulation　was　not　induced　by　low　dose　BS

administration．

　　　The　combination　therapy　with　CL　per　os　and

intranasa亘administration　of　diluted　BS　is　shown　useful　in

the　treatment　of　CL－resistent　amenorrhea．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1993年12月22日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月25日）
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停留精巣術後の妊孕性と精子機能

Penetrak　test，　hypoosmotic　swelljng　test　eこよる評価

Fertility　and　Sperm　Function　in　Cryptorchidism　after　Orchiopexy

－ Evaluation　with　Penetrak　Test　and　Hypoosmotic　Swelling　Test一

群馬大学医学部泌尿器科学教室

　　（主任：山中英寿教授）

　　川　田　敏　夫

　　Toshio　KAWADA

　　　　　　　　Department　of　Urology

Gunma　University　School　of　Medicine，　Maebashi　371，　Japan

　成人に達した停留精巣術後患者片側例24名，両側例3名に，精子濃度，精子運動率，Penetrak値，

hypoosmotic　swelling　test（HOS　test）の総精子膨化率，精巣容積を測定し検討を行った．またアンケートによ

り既婚者の妊孕率を調査した．その結果片側例既婚群（19名）の妊孕率は78．9％と良好であった．精液検

査施行群で両側例では，無精子症2名（66．7％），乏精子症1名（33．39。）と，精子濃度は高度に低下してい

た．片側例でも無精子症4名（16．79e），乏精子症5名（20．89。）と精子濃度の低下をみたが，運動率，　Pene－

trak値，　HOS　testの総膨化率からは，乏精子症の精子の質は比較的良好であると考えられた，手術年齢と

精子濃度の相関は認めず，健側精巣容積と精子濃度は相関係数r＝O．429（P＜O．05）で有意の相関を認めた．

停留精巣術後の精子濃度は片側例でも低下を認めるが，精子の質は良く，片側例の実際の妊孕率は比較

的良好であると考えられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　S　teril．，39（3），299－304，1994）

緒　　言

　停留精巣は臨床で遭遇する事の多い男子先天性疾

患で，その頻度は満期出産児で2～3％，未熟児で

は15～30％とされている1）．1歳までには自然下降が

起こり最終的にはO．8％の発生率とされる2）．治療と

して一般的には造精機能保持の目的で精巣固定術が

行われる．固定術後の予後としての妊孕性は，手術

からその評価まで長期の観察期間を必要とするため

治療成績の報告は少なく，その結果は様々である．

諸家の報告によれば片側停留精巣術後で精子濃度

20×106／ml以下の患者数は30～69％3、6），平均46％で

ある．両側例では72～100％鉱5・6），平均74％である．

精子濃度からみると術後の造精機能はかなり低下し

ていると考えられる．しかし実際の妊孕率は，片側

で43～92°1。7　’“且4），平均77％，両側では13～629。7　’L　9・

11・　12・　14・　15），平均46°1。であり，片側例では比較的良好

な妊孕率が得られている．この様に妊孕性を精液所

見で論じる場合，精子濃度だけでは不十分であり精

子の質も重要な要素になってくる．そこで今回著者

は，精子濃度，運動率に加え，妊孕能を反映すると

いわれる低浸透圧精子尾部膨化試験（HOS　test），ウシ

頸管粘液精子貫通検査（Penetrak・test）を用い停留精巣

術後の精子の質についても調べてみた．またアンケ

ー トにより，術後の妊孕性を調査してみた．

対象および方法

　対象は，昭和36年以来群馬大学附属病院泌尿器科

で停留精巣と診断され（移動精巣は除く）精巣固定術

を受け18歳以上に達した178名である．調査用紙お

よび電話で問い合わせ，結婚，挙児の有無，受診の

不可を調べた．停留精巣手術の術式は，精巣動静脈
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と精管を傷つけない様に剥離し精索を延長し，固有

漿膜を開け精巣を陰嚢内に固定し絹糸で大腿に牽引

する方法であった．陰嚢肉様膜にポケットを作製し

その中に精巣を固定するいわゆるDe・Netto法は，調査

対象には行われていなかった，応答のあった症例は

69名（38。8％），応答のなかった症例は64名（36．0％），

現住所不明にて連絡がつかなかった症例45名（253％）

であった．69名のうち27名（全対象の15．2％）が受診

した．この27名には外来で精巣容積測定，用手法に

て採取された精液（原則として4日間の禁欲後）に対

し，一般精液検査，HOS　test，　Penetrak　testを施行し

た．また採血しLH，　FSH，テストステロン（T）を

RIA法にて測定した．コントロールとして健康成人

男子24名に，一般精液検査，HOS・test，　Penetrak　test

を施行した，また特発性男性不妊患者4名にも，一

般精液検査とPenetrak　testを施行した．

　精巣容積測定には，山口大式orchidometerを用い

た．一般精液検査は，原則として4日間の禁欲後外

来にて用手法にて精液採取し，30分間室温放置後マ

クラー計算盤で精子濃度，運動率を測定する方法で

あった．HOS　testはJeyendranらの方法に従い，液状

化した精子検体O．1mlと，クエン酸ナトリウム7．35　g／1

と果糖13．51朗を混合して作った150m　Osmdeの低浸

透圧液1・mlを混合し37℃・5％CO2　in　air下で60分間

培養した後，精子形態を観察した．判定は100以上

の精子尾部の形態学的変化を観察し，膨化した総精

子の％を算出した．Penetrak　testはSerono　Diagnostics

社のキットを用いた。すなわち添付のweU内に0．2　ml

の液状化精子を注入し，ウシ頸管粘液を充填したガ

ラス毛細管を所定の部位でカットし，wen内に2本

立てた．常温静置90分間後，目盛りの入ったスライ

ドガラスの上にガラス管をのせ顕微鏡下100倍にて

最大上昇距離を測定し，その2本の上昇距離の平均

値をもって検体の運動距離とした．

日本不妊会誌39巻3号

　統計学的解析には，t検定を用い危険率p＜O．05を有

意差ありと判定した．

結　　果

　応答のあった69名のうち，独身49名（71・．oq。），既

婚例20名（29．09。）であった．既婚例は，片側例19名，

両側例1名でそのうち片側例15名（78．9％），両側例1

名（1009。）に挙児を認めた．片側例では，手術時年齢

が高いからといって妊孕性が低いという結果は得ら

れなかった．

　来院して精液検査を施行した27名は，片側例24

名，両側例3名であった．それぞれの精液所見と各

種測定値を表1に示す．片側例24名のうち精子濃度

20×1061ml以上の正常精子濃度症例は15名（625％），

乏精子症は5名（20．8％），無精子症は4名（16．7％）で

あった．手術年齢は，4歳から29歳で9．0±6．1歳（平

均値±SD）であった．手術年齢が高くなるにつれて

精子濃度が低くなる傾向が認められたが，手術年齢

と精子濃度の間に統計学的に有意な相関は認めなか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●
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表1停留精巣術後の精液所見と各種測定値

症例数調査時年齢手術時年齢　精子濃度

　（％）歳歳×10elml
運動率

　％
FSH　LH　　T健側精巣

mlU／ml　mlU／mi　nglml容積ml

片側

　正常精子濃度　　15（625）　26．0　　8．5±6．0

　乏精子症例　　　　5（20，8）　22．4　　7．6±2．7

　無精子症例　　　　4（16．7）　32．5　12．5±79

5LO3±32．50

10．50±　4．48

　　0

58．01±15．35

51．04±12．69

748　　　5。64　　　523　　22．0

6．74　　　3．72　　　6．44　　　19．2

3詫301α474．20苫き

計 24（100）　　　26．3 9．0±6．1　　34．08±33．97　　　56．27±15．04　　　10．71　　　5．88　　　5．37　　　19．3

両側 3 24．0 5．7±1．7　　　0．43±　　O．61　　56．OO±　　0 18．10　　12．00　　　4．93　　22．3

各値は平均値±SD，または平均値．正常精子濃度と比較して，＊p＜O．05　＊＊p＜0．01．両側例は総精巣容積．
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表2　精子機能検査

症例数 年齢　　精子濃度　　運動率
歳　　　×1（戸／㎞1　　％

HOST
　％

PENETRAK

　㎜停留精巣術後（片側）

　　正常精子濃度

　　乏精子症例

13

5

26．3

22．4

54．42

10．50

56．85

5LO4

60．55±15．61

62．28±　　9．45

44．1±13．6

38．4±14．6

健康成人男子 24 27．3 93．10 55．74 62．90±19．57 42．1±17D

特発性男性不妊 4 32．5 10．48 32．25
　

14．8±　　8．8

各値は平均値±SD，または平均値．乏精子症例と比較して，＊　p＜O．05．

h

表3　停留精巣術後の妊孕性（Patemity）

再 片側 両側

報告者 報告年 調査
対象数

結婚
症例数

妊孕性 結婚
症例数

妊孕性

Gloss 1956 16 43％

Hant 1956 90 61 77％ 24 62％

Barcat 1957 156 88 7190 32 62％

Atkinson 1975 76 42 76％ 18 44％

Lipschultz 1976 29 10 709e

Gilhooly 1984 800 loo 80％ 45 36％

Faloon 1985 181 38 92％ 15 13％

角谷 1991 14 4390

厩 1993 41 78％ 10 60％

計 394 　76．6％
（平均）

160 　463％
（平均）

自験例 178 19 78．9％ 1 Ioo％

った（図1）．片側例の運動率は56．27±15．04％で，正

常精子濃度群と乏精子症群の間に有意差を認めなか

った．内分泌検査で血清FSH，　LH，　Tは，それぞれ

10．71±11．43mlUlml，　5．88±4．5　8mlU！hl1，　5．37±1．66

ng／mlであった．　FSH，　LHは無精子症群で高値であ

ったが，FSHのみ正常精子濃度群に比べて統計学的

に有意差を認めた（pく0．05）．Tは無精子症群で軽度低

下していたが，3群間に有意差を認めなかった．正

常値以下の症例は正常精子濃度群に1名いたがLH，

FSHの上昇はなく第二次性徴の出現も正常であった．

精巣容積は健側19．3±6．1・ml，患側12．5±4．91・mlであ

った．左右同容積の症例1名を除きすべて患側が小

さかった．健側精巣容積と精子濃度は，統計学的に

有意に相関した（r＝O．429，pく0．05）．患側精巣容積，総

精巣容積と精子濃度の間にはその様な関係はみられ

なかった．両側例はL）無精子症2名，乏精子症1名

（1．3×1061hU）であった．　FSH，　LHは上昇しており，　T

は軽度低下していた，1名はTが正常値以下であっ
た．

　精子機能検査の結果を表2に示す．片側停留精巣

術後の正常精子濃度群と乏精子症群，および健常者

コントロール群のHOS　test値（総膨化率）は，それぞ

れ6055±15．61％，62．28±9．45％，62．90±19．57％で

あった．Penetrak値は，それぞれ44．1±13．6・mm，

38．4±14．6㎜，42．1±17．0㎜であった．両検査と

も各群間に統計学的有意差を認めなかった．特発性

男性不妊症例群では，精子濃度は乏精子症群と有意

差がないのにPenetrak値は14．8±8．8㎜で乏精子症

群と比較して有意に低下していた（pく0．05）．

考　　察

術後の精子濃度について

　停留精巣術後で精子濃度20XlO6以下のsubfertile

は，片側例1198例の集計では，平均46％（30～699・）

3、6）である．両側例776例では平均74％（72～100％）

3・　5・　6）である．精子濃度からすると術後の造精機能は，

両側性のみならず片側性でも低下していると考えら

れる．著者の成績では，片側で375％（9／24），両側で

100％（3／3）がSubfertileの状態であり，やはり造精機

能の低下がみられた．両側例では数が少ないためか
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非常に悪かった．片側例で，ll98例の集計と比較す

るとやや良い成績であった．

　この術後の精子濃度の低下の原因のひとつとして

手術時期の問題が考えられる．従来は3歳～5歳が

手術の時期として一般には考えられていた2・　16）．し

かし1970年代に入ってより早期からの手術が薦めら

れている．すなわち精巣の電子顕微鏡による病理学

的検索で，2歳で既にミトコンドリアの変性や生殖

細胞の不足，生殖細胞中のコラーゲンの沈着が認め

られ，2歳以下の手術が薦められている17・　18）．さら

に，Mininbergらは1歳で特に精細管周囲組織のコラ

ー ゲンの著明な沈着がみられるため，手術は1歳前

後で行うべきであると提唱している19）．しかし実際

にはこの早期手術の長期評価はされておらず，妊孕

能を保全できるか確認されていない．

　一方で手術年齢は，術後の精子濃度に関係なく，

思春期以前であれば問題ないとする説もある6・　12）．

また，最近Grassoらは，思春期以降に固定術を受け

た91例の片側停留精巣で83．5％に精子濃度の低下を

報告している20）．著者の症例では，手術年齢4歳か

ら29歳で9．0±6．1歳（平均値±SD）であり，片側例に

おいて年齢と精子濃度の間に統計学的相関は認めな

かった．また，既婚群においても挙児の有無と手術

年齢は関係なかった．しかし，年齢の上昇とともに

精子濃度の低下の傾向があった事やGrassoらの報告

を考えると，少なくとも思春期以前に固定術をすべ

きであり，2歳～3歳位が妥当な手術年齢であると

推測される．2歳以前の固定術で術後の精子濃度の

低下（特に両側例で）が防げるかどうか今後の報告が

待たれるところである，

精子の質について

　以上固定術後の成績として精子濃度を中心に論じ

てきたが，精子濃度が必ずしも妊孕能を反映すると

は限らない．そこで精子の質も妊孕性にとって重要

になってくる．特に最近は人工授精の進歩により乏

精子症でも挙児を期待できるようになっている．人

工授精における男性側因子の研究により精子機能を

評価する検査法が考えられている．

　hypoosmotic　swelling　test（HOS　test）は，1984年Jeyen－

d㎜らによって開発され低浸透圧溶液内で精子の尾

部が膨化する事を利用し，精子尾部細胞膜機能より

精子の受精能を判定する検査である．この検査の測

定内変動係数は3％から16％（N＝4）で，妊孕能の良

い指標とされる透明帯除去ハムスターテストと良く

相関されると報告されている2D．　Van　der　Venらによ

れば，ヒト体外受精において，受精したほとんどの

日本不妊会誌　39巻3号

精子膨化率は60％以上であり，受精しない精子の精

子膨化率はほとんど60％以下で，HOS　testは受精に関

する能力の指標になるとされる22）．吉野らは，男性

因子により3回以上のAIHを施行した10例に，その

都度HOS　testを施行し，3例に妊娠をみた，妊娠周期

の精液所見が必ずしもその症例中最も良い値ではな

いのに対して，総精子膨化率は一番良い値であった

と報告している23）．

　Penetrak　testは，ウシ頸管粘液の性状がヒト頸管粘

液と類似していることを利用しヒト精子のウシ頸管

粘液に対する貫通性をもって精子の運動能を評価す

る検査である24）．簡便な検査で広く臨床応用されて

いる．月川らは，妊孕能と密接に関連する受精の前

にみられる精子運動の活性化・hyperactivationとこの

検査の間に，強い相関のある事を報告している25）．

この様にHOS　testとPenetrak・testは精子の妊孕能を反

映する精子機能検査と考えられる．今回の測定結果

では，片側停留精巣術後の正常精子濃度群と乏精子

症群と健常者コントロール群との間に，両検査とも

有意差を認めなかった．また特発性男性不妊群の精

子濃度は術後乏精子症例群と有意差はないのに，

Penetrak値は有意に低下していた．これらの結果か

ら，片側停留精巣術後の精子の質は乏精子症でも良

く，特発性男性不妊症のそれとは異なると考えられ

た．

ホルモン環境について

　内分泌学的検討ではテストステロンが正常値以下

は，片側正常精子濃度症例（15例中），両側例（3例

中）に，各々1例認めた．これは停留精巣術後のテス

トステロンは両側例でやや低値を示すが正常範囲内

にあり，間質細胞の障害は比較的軽微で二次性徴は

両側例であってもほぼ正常に出現するという従来の

説10）を否定するものではなかった．LH，　FSHは，両

側例および片側例の無精子症例群で上昇しており，

特に無精子症例群のFSHは片側例の他の2群に比較

し有意差を認めた．これは健側精巣を含めた精細胞

の障害の程度を反映しているものと思われた．

妊孕性，patemityについて

　停留精巣術後の挙児の有無は，手術からその評価

まで長期の観察期間を必要とするため，精液所見に

比べより報告は少ない，妊孕性の保持という固定術

の目的から考えると挙児の有無は，女性側の因子も

加わるが，術後の精液所見に比べるとより直接的で

術後成績として重要である．報告者によりその成績

は様々であるが片側停留精巣術後の妊孕性は43％か

ら92％であり平均すると76％（302／394）である7～　14）．
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また両側では13％から62％であり平均46％（74／160）で

ある7　一　9，　11・　12．　14・　15）（表3）．著者の成績は片側例で

78．9％（15／19）で，ほぼ同様の成績であった．24例の

精液所見からは，正常精子濃度症例は625％である

が，乏精子症例でも精子機能検査は良好であり挙児

を呈する症例もでてくると推測され，既婚群の

78．9％の妊孕性を裏付けていると思われる．片側停

留精巣術後の妊孕性は良好である一方，無精子症を

16．7％に認めた．成人健康男子に比べると無精子症

の出現率は確かに高く，無精子症では人工授精もで

きない事から，今後はその手術時期以外の要因につ

いても検討する必要があると思われた．

　本論文の要旨は，第80回日本泌尿器科学会総会に

て報告した．

　稿を終わるにあたり，終始ご指導とこ校閲を賜り

ました群馬大学泌尿器科学教室山中英寿教授に深甚

なる感謝の意を表します．また本研究のためPenetrak

を提供して下さいましたセローノ・ジャパン社に深

謝致します．
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Fertility　and　sperm　function　in　cryptorchidism

　　　　　　　　　　　　　after　orchidopexy

Toshio　Kawada

　　　　　　Department　of　Urology

Gunma　University　School　of　Medicine

　　　　　　　Maebashi　37　1，Japan

　　　（Director：Prof．　H．Yamanaka）

　　The　sperm　density，　sperm　motility，　Penetrak量s　index，

total　sperm　swelling　rate（hypoosmotic　swelling　test）and

testicular　volume　were　examined　in　27　adults　who　had

undergone　surgical　treatment　of　undescended　testis（uni－

lateral　in　24　cases　and　bilateral　in　3　cases）．　Of　l78

patients，20　married　patients　additionally　received　a

questionnaire　survey　concerning　fertility．　The　survey

revealed　a　high　fertility　rate（78．9％）．　The　spe】m　density

was　often　very　low　in　patients　after　surgica1　treatment　of

bilateral　undescended　testis，　including　2　cases（66．7％）of

azoospermia　and　l　case（33．3％）of　oligozoospermia．

This　parameter　was　also　low　in　patients　after　surgical

treatment　of　unilateral　undescended　testis，　including　4

cases（16．7％）of　azoospermia　and　5　cases（20．Sqo）of

oligozoosperrnia．　The　quality　of　sperm　in　patients　with

oligozoospermia　was　relatively　good，　as　assessed　on　the

basis　of　motility，　Penetrak’s　index　and　total　sperm

SWelling　rate．

　　The　age　at　the　time　of　surgery　did　not　correlate　with

the　postoperative　sperm　density，　whereas　the　testicular

volume　on　the　healthy　side　had　a　significant　correlation

with　the　spemn　density（r＝0．429，　P＜O．05）．　The　results

of　this　study　suggest　that　factors　other　than　the　timing　of

surgery（i．e．，　the　age　of　patients　at　the　time　of　surgery）

also　need　to　be　studied　in　relation　to　a　reduction　in　the

sperm　density　after　surgical　treatment　of　undescended

testis，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1993年12月17日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年3月28日）
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EFFECTS　OF　ANTIPROGESTERONE　COMPOUND　RU　4860N
　　　　　　　　　　　　　　　　PARTURITION　INDUCTION　IN　PIGS

‘

｛

Kiichi　KANAYAMA，　Koichi　NARIAI，　Hiroshi　KOIE，

　　　　　　　　　　　　　Tuyoshi　ENDO　and　Yuzi　SAKUMA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Department　of　Veterinary　Medicine

College　of　Agriculture　and　Veterinary　Medicine，　Nihon　University，　Kanagawa　252，　Japan

Tadashi　SANKAI

，

　　　Tsukuba　Primate　Center　for　Medical　Science

The　National　lnstitute　of　Health，　Tsukuba　305，∫apan

噸

聯

℃

Abstract：　The　pu叩ose　of　the　study　was　to　explore　the　potential　of　RU　486　in　inducing　parturition　in　pigs．

Pregnant　pigs　were　injected　RU　486　intramuscularly　at　a　dosage　ranging　from　l　OOmg　to　750mg　on　the　day

1120r　l　130f　pregnancy．　It　was　demonstrated　that　the　higher　the　dosage　ef　RU　486　was　administered，　the

shorter　the　intervals　between　RU　486　injection　and　the　parturition　became，　All　the　piglet　obtained　did　not

have　any　abnomユalities．　A　potential　of　RU　486　for　control　of　the　birth　timing　in　pigs　was　shown　in　this

study．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JpnJ．　Ferti1．　SteIil．，39（3），305－307，1994）
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Introduction

　　The　withdrawal　of　plasma　progesterone　is　observed

before　parturition　in　ratsl・2），　rabbits3），　sheeps4，5），

goats6），　pigs7・8），　and　cattleg）．　On　the　other　hand，　sus－

tained　levels　of　progesterone　can　extend　the　period　of

pregnanciesio～12）．　These　results　indicate　that　the

withdrawal　of　progesterone　dominance　is　one　of　the

main　factors　playing　a　role　in　the　timing　of　sponta－

neous　pa血1ntlon．

　　Attempts　have　been　made　to　control　the　timing　of

parturition　using　antiprogesterone　compound，　RU

486，in　rats且3・　14）and　cattlel5）．　Recently　we　have　got－

ten　an　opportunity　to　use　RU　486．　In　the　present

study，　the　authors　conducted　an　experiment　to　explore

the　potential　of　RU　486　in　inducing　parturition　in

pigs．

Materials　and　Methods

　　The　pigs　used　in　this　study　were　mature　females

weighing　200～250　kg．　They　were　bred　in　a　piggery

in　Shizuoka　Prefecture，　Japan．　Their　breeds　were

Large　Yorkshire，　Landrace，　or　the　cross　between

them．　RU　486　dissolved　in　sesame　oil　was　injected

intramuscularly　to　the　pigs　on　Day　l　l20r　l　l30f

pregnancy．　The　day　of　perf6mling　a貫ificial　insemina－

tion　was　designated　as　Day　O．　The　animals　were

administered　a　single　i切ection　of　RU　486　at　a　dosage

ranging　from　lOOmg　to　750mg．　Four　experimental

groups　were　set　up　according　to　the　dosage　of　RU

486．The　sows　examined　were　isolated　individually　in

farrowing　pens　and　were　closely　observed　thereafter

for　the　onset　of　the　par血rition．

Results　and　Discussion

　　In　a　large　number　of　non－treated　sows　in　the　pig－

gery，　intact　contro1，　the　average　parturition　period　was

l15．2　days．　In　this　study，　the　average　time　required

from　lOOmg　RU　486　administration　on　Day　l　l　2　to

parturition　was　38h　l　3min．　In　the　group　of　250mg

RU486，　it　was　28h　llmin．；500mg，23h　50min．；

750mg，23h　57min．　respectively　as　shown　in　Table　1．
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Table　1

PARTURITION　INDUCTION　BY　RU　4861N　PIGS 日本不妊会誌　39巻3号

Relationship　between　the　day　of　RU486　injection，　dosage　of　RU486，　and　average　interval　to　the　parturition

膏

向

Day　of　RU486

　　mJectlon

Dosage　of

RU486（mg）

No．　of　sows

examined
Average　interval　between　RU486　injection　and
　　　　　　onset　of　the　parturition±SD．

Day　112＊

100

250

500

750

3

4

3

4

38h　13min±lh25mina＊＊

28h　l　lmin±2h　41minb

26h　37mln±1h38minb

23h　57min±4h　47minb

Dayll3
250

500

3

4
鋼離1撒1：コNS＊＊＊ A

　　＊The　day　of　performing　artificial　insemination　was　designated　as　Day　O

＊＊Values　with　different　superscripts　are　significantly　different（pく0．05）

＊＊＊NS：Not　Significant

It　was　demonstrated　that　the　higher　the　dosage　of　RU

486was　administered　to　the　pigs，　the　shorter　the

intervals　between　RU　486　injection　and　the　parturi－

tion　became．

　　RU　486　administered　on　Day　l　13induced　parturi－

tion　within　28h　O3min，　on　average　in　the　250mg　treat－

ment　group　and　23h　Ssmin，　on　average　in　the　500mg

group．　Thus　we　obtained　data　that　suggested　the　time

required　for　parturition　depended，　not　on　the　day　of

RU　486　treatment，　but　on　the　dosage　of　RU　486

injected，　All　of　the　piglets　obtained　from　RU　486－

treated　group　were　vigorous　at　birth，　and　maternal

behavior　of　the　sows　were　normal．

　　Control　of　parturition　in　pigs　has　already　been

reported　using　glucocorticoidsl6），　PGF2a17），　and

PGF2a　and　oxytocin　in　combinationi8）．　Since　the

amount　of　RU　486　we　obtained　this　time　was　small，

only　a　few　pigs　were　used　in　this　study．　Therefore，　it

is　difficult　to　compare　the　results　in　glucocorticoids，

PGF2a　and　oxytocin，　with　the　results　obtained　by　RU

486administration．　This　study，　however，　demon－

strates　the　potential　of　RU　486　in　inducing　parturition

ln　Plgs・

　　Progesterone　is　believed　to　inhibit　myometrial　con－

tractility　and　ensure　the　quiescent　state　of　the　uterus

throughout　pregnancy．　As　the　understanding　for

inducing　parturition　by　RU　486，　it　would　be　reason－

able　to　assume　that　RU　486　binds　progesterone　recep－

tors　in　the　uterus．　The　increase　in　myometrial　contrac－

tility　can　be　attributed　to　the　development　of　gap

junctionsl9）．　Administration　of　RU　486　to　pregnant

rats　developed　gap　junctions　between　myometrial

cells20），　therefore　this　could　be　one　of　the　factors　to

initiate　parturition．　However，　the　mechanism　by

which　RU　486　induces　parturition　has　not　been　fully

elucidatedl5）．

　　It　was　reported　that　the　offsprings　from　RU　486－

treated　groups　did　not　have　any　abnormalities　in　cat－

tle15），　Although　the　number　of　pigs　examined　in　this

study　was　small，　the　piglets　from　RU　486－treated

groups　did　not　show　any　abnormalities　and　were

growing　normally．　Results　of　this　study　show　that　an

antiprogesterone，　RU　486　might　be　an　efficient　tool

for　the　control　of　birth　timing．　In　pigs　particularly，　it

is　considered　that　RU　486　would　be　useful　for　the

control　of　birth　timing　to　avoid　noctumal　parturition．

1）

2）

3）

4）

5）
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豚における抗プロゲステロン製剤，

　　　　　RU486の分娩誘発効果

日本大学農獣医学部獣医学科生理学教室

金山喜一　成相孝一　鯉江　洋

　　　遠藤　克佐久間勇次

国立予防衛生研究所筑波医学実験用霊長類センター
　　　　　　　　　　　　　　　　山海　直

　　豚において，少数例ではあるがRU486を用いた誘起

分娩の可能性を検討した．妊娠112日またはII3日の

豚にRU486100～750mgを筋肉内に投与した．　RU486

の投与量を増加するにしたがって分娩誘起までの時間

が短縮することが示された．RU486投与群において得

られた産子に異常は認められなかった．

　　以上の結果より，夜間分娩を回避する等の目的で

RU486を用いた豚の分娩調節の可能性が示された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年1月4日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年4月19日）

「

4

覧



繭

日本不妊学会雑誌

第39巻第3号1994

Hく一506による同系精巣細胞に対する遅延型過敏反応の調節

Regulation　of　Delayed　Type　Hypersensitivity　to　Syngeneic　Testicular　Cells

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　by　FK－506

坂　本　泰　樹

Yasuki　SAKAMOTO
　　　　　　　　佐久本

九州大学医学部泌尿器科学教室

　　松　本　哲　朗

Tetsuro　MATSUMOTO

　操　　　　　熊　澤

　水之江　義　充

Yoshimitsu　MIZUNOE
浮　一・

Misao　SAKUMOTO　　　　　Joichi　KUMAZAWA
　　　　　　　　Department　of　Urology

Faculty　of　Medicine，　Kyushu　University，　Fukuoka　812，　Japa皿

　免疫学的男子不妊症のモデルとして実験的自己免疫性精巣炎（EAO）の研究がなされ，その発症に遅延

型過敏反応（DTH）の関与が考えられている．以前の報告のように，マウスを同系精巣細胞で皮下免疫す

るとDTH反応が誘導され，その反応はCY前処理により用量依存的に増強される．今回はFK－506による

このDTH反応の抑制効果を調べた．免疫単独群，　CY　I　OOmg！kg前処理および免疫群やCY200mg！kg前処理

および免疫群の全ての群で3　mglkg以上のFK－506が抑制に有効であった．免疫寛容誘導を試みると，精

巣細胞免疫前後にFK－506を連続投与した群では，完全寛容ではないが以後の精巣細胞免疫に対するDTH

反応誘導を有意に抑制した。しかし，FK－506単独投与群では，以後の精巣細胞免疫に対するDTH反応誘

導をむしろ有意に増強した．以上より，FK－506の同系精巣細胞に対するDTH反応の抑制が確認され，

EAOの抑制の可能性が示唆された，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，39（3），308－313，1994）

緒　　言

　特発性男子不妊症の少なくとも一部は免疫学的機

序が関与していると考えられ，免疫学的男子不妊症

のモデルとして実験的自己免疫性精巣炎（Experimen－

ta1　autoimmune　orchitis；EAO）が研究されている．実験

動物において，種々の精巣抗原免疫によってEAOが

発症し1・2・3），その発症機序に重要な役割を果たすと

考えられる細胞性免疫の一つである遅延型過敏反応

（Delayed　type　hypersensitivity；DTH）の誘導が見られる．

我々は以前に，アジュバントを用いずに生きた同系

精巣細胞をマウスの皮下に免疫することにより，

DTH反応の誘導とEAOの発症がおこることを報告

し，高用量のcyclophosphamide（CY）の前処理により

EAOの発症の頻度と程度が強くなることを報告した
4・S）．

　FK－506はStreptomyces　tsukubaensisの発酵培地から分

離された物質であるが，細胞性免疫に対する強い免

疫抑制作用を有している6）．臨床的には，同種肝移

植の拒絶反応時7）や一部の自己免疫疾患の治療に使

用されている8・9）．

　以前に，我々はシクロスポリン（CsA）の同系精巣

細胞に対するDTH反応の抑制効果を調べた10＞．すな

わち，同系精巣細胞を皮下免疫するとDTH反応が誘

導されるが，CsAを連日投与することにより用量依

存的にDTH反応が抑制された．今回は，　FK－506の同

系精巣細胞に対するDTH反応の抑制効果を報告す
る．

材料と方法

1．動物

九州大学医学部附属動物実験施設より供給された

A

，
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オスのC3H！Heマウス（3～4カ月齢）を用いた．各実

験群とも，各々5匹ずつのマウスを用いた．

2．抗原

　同系マウスからの生きた精巣細胞（細胞浮遊液）を

免疫抗原および惹起抗原として用いた．実験によっ

ては，同系マウスからの肝細胞を免疫抗原として用

いた．細胞浮遊液はHanks液に溶解した後，トリパ

ンブルー法にて生細胞数を調整した．

3．シクロフォスファミド（cyclophosphamide；CY）

　　処理

　CY（エンドキサン，塩野義製薬）を生食水に溶解

し，免疫の2日前に100または200mg！kgの用量で腹

腔内に投与した．

4．免疫

　マウスの右側腹部皮下に1×107個の抗原細胞を

O．1mlのHan］ks液に溶解して注射した．

5．遅延型足蹟反応（delayed　footpad　reaction；DFR）

　　の測定

　精巣細胞に対するDTH反応の指標としてDFRを用

いた11）．惹起抗原として1×106個の精巣細胞を

O．05mlのHanks液に調整し，右後肢足蹟内に注射し，

左後肢足蹟内には同量のHanks液を注射した．24時

間後に左右の後肢足蹄の厚さをdial　thickness　gauge

（Pe劉c㏄k社）にて測定し，左右の差（×O．1mm）をDFR

とした．DFRの測定は免疫6日目に施行した．

6．FK－506投与

　藤沢薬品工業より提供していただいたFK－506を生

（309）81

食水に溶解し，免疫前日より連続7日間O．1，0．5，1

または3mg！kgの量で腹腔内に投与した，

7．免疫寛容誘導

　マウスをlX107個の同系精巣細胞または肝細胞で

皮下免疫し，もしくは全く免疫せずに，免疫の前日

より連続7日間3mg！kgのFK－506を投与した．それ

から，FK－506投与の最終日にCY　I　OOmg／kgを投与し2

日後に同系精巣細胞で皮下免疫した．免疫後6日目

にDFRを測定した．

8．統計

　実験結果は，平均値に標準誤差を付記し，惹起さ

れたDFRについてStUdentのt一検定を行い，　P値がO．05

以下を有意とした．なお，非免疫の正常マウスを対

照群とした．

結　　果

1．皮下免疫によるDFRの誘導とCY前処理による

　　増強

　マウスを同系精巣細胞で免疫すると対照群と比べ

有意のDFRが測定された．免疫群のマウスをCY100

または200mg／kgで前処理すると用量依存的にDFRは

増強された（Fig．　1）．

2．免疫のみで誘導されたDFRに対するFK－506の

　　抑制

　3　mg！kgのFK－506を7日間連続投与された免疫群

では有意にDFRの抑制が見られた．しかるに，　O．5ま

たはlmg！kgのFK－506連続投与ではDFRは影響されな

「

レ

【

CY　dose
｛mglkg｝ lmmunizatlon

　　24－hr　footpad　swelling｛xO，1mm｝

Fig．　l　Induction　of　DFR　to　syngeneic　testicular　cells　by　Subcutaneous（sc）immunization　with　and　without　CY－pretreat－

　　　ment
Mice　were　immunized　sc　with　1×107　viable　syngeneic　testicular　cells　with　or　without　pretreatment　of　100　or　200　mg／kg

of　CY　2　days　before　or　not　immunized　at　all．　Footpad　elicitation　was　carried　out　with　l×106　syngeneic　testicular　cells　6

days　after　immunization．
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　　FK－506
administration

Dose
｛mglkg）

o 1　　　　2　　　　3　　　　4　　　　5　　　　6

24－hr　footpad　swelling（xO　l　mm）

7

Fig．2Dose－dependent　suppressive　effect　of　FK－506　on　DFR　to　syngeneic　testicular　cells　induced　by　immunizatlon　alone

Mice　were　immunlzed　sc　wlth　1×107　vlable　syngeneic　testicular　cells　wltho山CY－pretreatment．　FK－5060f　O5，　l　or　3

mg／kg　was　administered　for　7　consecutive　days　starting　on　the　day　before　immunization．　Footpad　elicitation　was　carried

out　with　l×106　syngene董c　testicular　cells　6　days　after　immunization．

A

顧

　　FK・506
administration

　Dose
｛mg／kg）

o 2468101224－hr　footpad　swelling（xO　l　mm）

14

Fig．3Dose－dependent　suppressive　effect　of　FK－506　on　DFR　to　syngeneic　testicular　cells　induced　by　immunization　with

　　　　100mg／kg　of　CY－pretreatment

Mice　were　immunized　sc　with　1×107　viable　syngeneic　testicular　cells　wlth　pretreatment　of　100mgfkg　of　CY　2　days

before，　FK－506　of　O．　1，　O．5，　l　or　3　mg／kg　was　administered　for　7　consecutive　days　starting　on　the　day　before　immunization．

Footpad　elicitation　was　carrled　out　with　l×106　syngeneic　testicular　cells　6　days　after　immvnization．

，

、

N
矧

】

A

H

かった（Fi9．　2）．

3．100mg／kgのCY前処理後免疫群のDFRに対する

　　FK－506の抑制

　マウスは免疫の2日前に100mg／kgのCYを投与さ

れた．3mg！kgのFK－506の連続投与によりDFRは有意

に抑制された．しかしながら，0．1，0．5または1

mg！kgのFK－506投与は無効であった（Fig．3）。

4．200mg／kgのCY前処理後免疫群のDFRに対する

　　FK－506の抑制

　マウスの免疫の2日前に200mg！kgのCYを投与し

た群では，3mglkgのFK－506の投与でしかDFRを有意

に抑制できなかった．0．1または0．5mg！kgのFK－506の

‘
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Fig．　4　Dose－dependent　suppressive　effect　of　FK－506　on　DFR　to　syngeneic　testicular　cells　induced　by　immunization　with

　　　　　200mg／kg　of　CY－pretreatment

Mice　were　immunized　sc　with　l×107　viable　syngeneic　testicular　cells　with　pretreatment　of　200mg／kg　of　CY　2days

before．　FK－5060f　O．1，　O．5，0r　3mg／1（g　was　administered　for　7　consecutive　days　starting　on　the　day　before　immnization．

Footpad　elicitation　was　carried　out　with　l×106　syngeneic　testicular　cells　6　after　immunization．

Pretreatment

齢

声

ノ

直

ト

3mg／kg　of　FK－506

　　administration
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　　　with

o 　　　　　　　　　　　　】0
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Fig．51mmunoregulatory　effect　of　pretreatment　with　immunization　and／or　administration　of　FK－5060n　the　induction　of

　　　　　DFR　to　syngeneic　testicular　cells　by　immunization　with　100mglkg　of　CY－pretreatment

Mice　were　preimmunized　sc　with　l×107　viable　syngeneic　testicular　cells　or　liver　cells　or　not　preimmunized　and　3　mg／kg

of　FK－506　was　administered　for　7　consecutive　days　starting　on　the　day　before　preimmunization．　Then，　the　mice　were

given　100　mg／kg　of　CY　on　the　final　day　of　FK－506　administration，　followed　by　sc　immunization　with　syngeneic　testicu－

lar　cells　2　days　later．　Footpad　elicitation　was　carried　out　with　l×106　syngeneic　testicular　cells　6　days　after　immunization．

投与では抑制効果はなかった（Fig．4）．

5．FK・506単独または免疫およびFK－506投与によ

　　　る寛容誘導

　　前処理としてマウスを同系精巣細胞で免疫し、免

疫前日より連続7日間3　mgLkgのFK－506を投与した．

それから，CY　IOOmglkgを前投与し2日後に同系精巣

細胞で免疫した，その結果，完全な免疫寛容ではな

いが有意にDFRの誘導の抑制が見られた，しかしな

がら，前処理として精巣細胞のかわりに肝細胞で免

疫したり，免疫を全くせずにFK－506のみ7日間連続

投与した場合にはDFRはむしろ有意に増強された
（Fig．5）．



84（312）

考　　察

FK－506による遅延型過敏反応の調節

　近年，男子不妊症の治療法として体外受精や顕微

授精の進歩は目覚ましいが，一方では造精能の治療

法に結びつくような研究は精索静脈瘤を除いて少な

い．そこで我々は，造精能障害のモデルとしてEAO

の研究をしてきた．生きた同系精巣細胞をC3H！Heマ

ウスに皮下免疫することにより弱いながらもEへ0を

発症するモデルを報告し，100mglkgのCY前処理に

より中等度のEAOの発症が誘導されることを報告し

た5）．すでに多くの報告によりEAOの発症・維持に

DTH反応が重要な役割を果たすことが示唆されてい

るL　12）．我々の系では，免疫により同系精巣細胞に

対する有意なDFRが誘導され，その反応は高用量の

CY前処理によって増強される（Fig．1）．

　FK－506は日本ではすでに同種肝移植の拒絶反応の

抑制に認可されている．泌尿器科領域では，腎移植

への認可拡大が待たれている．FK－506はまた一部の

臓器特異的自己免疫性疾患（たとえば難i治性ぶどう

膜炎）などでも治療薬としての応用が期待されてい

る8）．FK－506と同様の免疫抑制活性を持つCsAを男

子不妊症の患者に用い一部有効であったという報告

もあり13），実験動物によるCsAやFK－506の免疫抑制

効果を調べることは非常に有意義だと思われる．

　今回の我々の実験では，まずFK－506によるDTH反

応の抑制効果を調べた．同系精巣細胞による皮下免

疫群とCYlOOmg／kg前処理および免疫群とCY
200mgxkg前処理および免疫群の全ての3群において

3mg！kgのFK－506によってDTH反応の有意な抑制が

見られたが1mglkg以下では無効であった（Figs．　2，　3，

4）．CsAを用いて同様の実験をすると，免疫単独群

およびCY　100mglkg前処理および免疫群では30rngtkg

以上でDTH反応抑制効果があったが，　CY200mg／kg

前処理および免疫群では50mglkg以上のCsAが必要

であった10）．つまり，FK－506の必要量はCsAの1／10

～ 1／20で充分であった．現在は，実際にFK－506が

EAOの抑制に有効か否かを検索中である．

　免疫とFK－506投与により抗原特異的免疫寛容誘導

を試みた．Fig．5に示すように，精巣細胞免疫前後に

FK－506を連続投与した群では完全な寛容状態ではな

いが，以後の精巣細胞免疫に対するDTH反応誘導を

有意に抑制した．しかし，第三者の免疫前後にFK－

506投与した群やFK－506単独投与群では，以後の精

巣細胞免疫に対するDTH反応誘導をむしろ有意に増

強した．この点も以前の我々のCsAのデータと同じ

である10）．この理由は不明であるが，一部のCsAの

日本不妊会誌39巻3号

報告にあるように14・　15），FK－506は場合によっては抑

制性T細胞の活性化を障害することにより免疫反応

を高めるのかもしれない．現在，この点に関しても

検索中である．

　本論文の要旨の一部は，第81回日本泌尿器科学会

総会（京都，1993年）において発表した，
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Regulation　of　delayed　type　hypersensitivity

　　to　syngeneic　testicular　cells　by　FK・506

Yasuki　Sakamoto，　Tetsuro　Matsumoto

Yoshimitsu　Mizunoe，　Misao　Sakumoto

　　　　　　　and　Joichi　Kumazawa

Department　of　Urology，　Faculty　of　Medicine

　　Kyushu　University，　Fukuoka　812，　Japan

　　Delayed　type　hypersensitivity（DTH）to　syngenelc　tes－

ticular　cells　was　induced　by　subcutaneous（sc）immu－

nization　with　viable　syngeneic　testicular　cells　and　was

augmented　by　a　high　dose　of　cyclophosphamide（CY）－

pretreatment　as　previously　reported・　We　have　investi一

（313）85

gated　the　immunosuppressive　effect　of　FK－506　on　DTH

to　syngeneic　testicular　cells．　DTH　was　suppressed　by

administration　of　FK－506　in　a　dose－dependent　manner．

When　the　mice　were　immunized　alone　or　with　l　OO　or

200mg／kg　of　CY－pretreatment，3mg／kg　or　more　of　FK－

506suppressed　DTH　to　testicular　cells．　FK－506　has　a

similar　effect　as　CsA，　but　the　dose　required　is　l／IOto

1／20as　little　as　that　of　CsA．

　　DTH　is　thought　to　play　a　key　role　in　the　induction

andlor　maintenance　of　experimental　autoimmune　orchitis

（EAO）．　Our　data　show　that　DTH　to　syngeneic　testicular

cells　induced　by　immunization　is　suppressed　by　adminis－

tration　of　FK－506．　Pretreatment　of　mice　with　immuniza－

tion　and　administration　of　FK－506　suppressed　DTH　sig－

nificantly　when　the　mice　were　challenged　with

immunization　with　CY－pretreatment．　However，　DTH

was　rather　enhanced　significantly　in　mice　pretreated　with

administration　of　FK－506　alone　without　preimmuniza－

tion．　Therefore，　even　though　administration　of　FK－506

with　immunization　s叩presses　DTH，　administration　of

FK－506　alone　might　rather　eliminate　suppressive　mecha－

nism　resulting　in　augmentation　of　DTH　in　a　similar　fash－

ion　as　CsA．

　　These　data　might　imply　that　FK－506　may　be　effective

on　supPression　of　EAO．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年2月15日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年4月26日）
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マウス脱落膜反応および着床に及ぼす

インドメタシンとプロスタグランジンの影響

伶

　　　　　　Effect　of　lndomethacin　and　Prostaglandins

on　Decidual　Cell　Reaction　and　Embryo　lmplantation　in　Mouse

　　　　　　信州大学農学部生物資源開発学講座

　　辻井弘忠　　諸　真人
　　Hirotada　TSUJII　　　　　　　Makoto　MORO

Department　of　Agriculture　Biotechnology　Faculty　of　Agriculture

　　　　Shinshu　University，　Nagano　399－45，　Japan

A

　マウスの脱落膜反応および着床に及ぼすインドメタシンおよびプロスタグランジンの影響について調

べた．偽妊娠誘起マウスの子宮角に創傷を与え，経時的に観察した結果，創傷後8日の子宮重量，脱落

膜細胞の形成が最高であった．インドメタシン100　y　gまたは1．Omg単一投与すると脱落膜反応は誘起さ

れなかった．また，インドメタシン投与後，プロスタグランジンE2またはF2αを子宮角内に注入する

と，脱落膜反応が誘起された．妊娠4日にインドメタシン単一投与したところ，着床遅延が誘起され，

着床数は有意に減少し，子宮浮遊卵子が有意に増加した．さらにプロスタグランジンE2またはF2αを子

宮腔内に注入すると，子宮内浮遊卵子が着床を開始し，着床数が増加した．

　これらのことから，マウスにおける脱落膜反応ならびに着床にはプロスタグランジンが関与している

ことが推察された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn」．　FertiL　Steril．，39（3），314－321，1994）

一

4

の

緒　　言

　ラットにおいて，子宮内膜の基質細胞の中に脱落

膜細胞が形成される脱落膜反応は，受精卵が着床す

る上で必須の条件であり，着床機構解明上，重要な

課題である．この脱落膜反応は，胚盤胞の存在また

は人為的な物理的刺激によって誘起される1）．また

脱落膜細胞の分化の過程で，必ず子宮内膜の脈管系

の浸透圧が増加する1）．この現象において，プロス

タグランジンが，脈管系の浸透圧を高め，さらに脱

落膜細胞の分化も共に引き起こすことが判明してき

ている2）．しかし，これら脱落膜反応機構の細胞学

的機構について未だ十分解明されていないが，プロ

スタグランジンによって脈管系の浸透圧が高まるこ

とによって，cAMPが高まり，さらにプロテインキ

ナーゼCが活性化し，脱落膜反応が起こると推察さ

れている3）．

　マウス脱落膜反応について，Rankinら4）は，脱落

膜反応誘起の刺激を行うとプロスタグランジンおよ

びcAMPが上昇すること，またプロスタグランジン

生合成阻害物質であるインドメタシンを投与すると

脱落膜反応が抑制されることを報告している．

　そこで，本実験では，マウス子宮腔内にプロスタ

グランジンを投与して脱落膜反応が誘起出来るか，

またインドメタシン投与したマウスの子宮腔内への

プロスタグランジン注入による脱落膜形成および着

床時の卵子に及ぼす影響について検討を行った．

材料および方法

　供試動物：当研究室で系統維持しているICR系未

経産マウス8週齢のものを使用した．飼育条件は，

12LD（午前6時点灯），20±1℃条件下で飼育し，市

販の実験動物用飼料および水は自由摂取させた．実

験には4日周期を2回以上繰り返したものを用いた．

　実験スケジュールを図1に示した．
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Days　of

Prostagla皿din　E2　a皿d　　F2α

Fig．　l　Experimental　time　schedule

為

1：脱落膜反応に及ぼす影響

　偽妊娠誘起：膣垢像が発情期を示した日を偽妊娠

第1日として，発情後期より連日，午前10時にプロ

ジェステロン1　mg／O．1ml皮下投与を行った．

　脱落膜反応の誘起：偽妊娠5日目の午前10時頃に

エチルエーテルでマウスを麻酔した．マウスの背部

より切開し，左側の子宮角に全く触れないように注

意して，右側の子宮角を脂肪ごと引き出した．右側

の子宮頸管の上部に針で穴を開け，その穴から針金

を挿入し，子宮角内全体を針金で3往復させて創傷

を与えた．創傷後，切開部を縫合した．

　組織切片：創傷を与えた子宮角を取り出し，重量

等を測定後，プアン固定し連続切片を作りヘマトキ

シリン・エオシン染色を行い，光学顕微鏡下で観察

した．

　実験は以下の3区で行った．

実験1：マウスの脱落膜化過程に及ぼす影響

　子宮創傷後4～10日（偽妊娠9～15日），午後1時

に剖検を行い，子宮重量等を測定し，組織切片を作

製した．

実験21インドメタシン投与が脱落膜反応に及ぼす

　影響

　脱落膜形成の誘起の創傷を行う2時間前にインド

メタシンを1匹当たり10μg，50μg，100μg，

1．Omgの各濃度を単一皮下投与を行った．対照区に

は溶媒のオリーブ油を皮下投与した，剖検は，創傷

後6，7，8日目に行った．

実験3：インドメタシン投与後，子宮腔内にプロス

　タグランジン注入による脱落膜形成に及ぼす影響

　実験2と同様，創傷を与える2時間前にインドメ

タシンを1匹当たり50μg，100μgの各濃度を単一

投与した．子宮創傷後，直ちにPGE2ならびにF2α

50μgを子宮腔内にマイクロシリンジで注入した．

対照区には溶媒の生理食塩水を50μ1注入した．剖

検は創傷後8日に行った．

Il：着床に及ぼす影響

　妊娠マウス：雌マウスの月室垢像が発情前期を示し

た日の夕方，受精能力のある雄マウスと一晩同居さ

せた．翌朝膣栓の有無により交尾を確認し，妊娠1

日とした．

　着床の判定：剖検15分前に1％ポンタミンスカイ

ブルー溶液約0．15mlをマウスの尾静脈より注入し，青

く反応した部位を着床陽性部位とした．

　黄体：黄体は卵巣を実体顕微鏡下で押しつぶして

数えた．

　子宮内卵子の採取：子宮浮遊卵子は，子宮内を修

正KRB液で灌流後，実体顕微鏡下で卵子数ならびに

卵子の形態等を観察した．実験は以下の3区で行っ
た．

実験4：インドメタシン投与による着床に及ぼす影

　響

　妊娠4日の午前10時にインドメタシンを1匹当た

り，O，10μg，50μg，100μg，1．Omgの各濃度を単

一皮下投与した．対照群には溶媒のオリーブ油O．lm1

皮下投与した．剖検は妊娠6日目に行った．

実験5：インドメタシン投与後の着床の経時的変化

　妊娠4日の午前10時にインドメタシンを1匹当た

り100μg単一皮下投与し，妊娠6，7，8日に剖検し
た．

実験6：インドメタシン投与後，プロスタグランジ

　ン子宮内注入が着床に及ぼす影響

　妊娠4日の午前10時にインドメタシンを1匹当た

り100　Pt　g単一皮下投与し，24時間後にPGE2または

PGF2αを各50μg子宮腔内に注入した．剖検は6日

に行った．

　統計処理：回帰，一元配置分散分析およびt検定を

用い，P＜0．05を有意水準とした．
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結　　果

　実験llマウス脱落膜化過程の子宮重量の変化を

図2に示した．マウスの体重には統計的な差は見ら

れなかった，子宮重量は，子宮創傷後4日から10日

まで全て創傷子宮角の方が有意に大きかった（P＜

0．Ol）．創傷子宮角の重量の経時的変化は，創傷後8

日まで有意に増加がみられ（P＜O．Ol），9日以降減少

がみられた．比体重値の経時的変化も同様であった．

また，子宮の組織像において，脱落膜細胞が存在す

ること，また創傷後9日以降脱落膜細胞が退行して

いくのが観察された．

　実験2：インドメタシン投与による子宮重量の経

時的変化を図3に示した．インドメタシン10μgおよ

び50μg投与群は，対照群と同様に子宮創傷後6日

から8日まで有意に増加した（P＜OD5）．しかし，イン

ドメタシンIOO　y　gおよびLOmg投与群には有意な増

加がみられなかった．また，組織切片での観察にお

いても，インドメタシン100　Pt　g投与で創傷子宮角に

は脱落膜化形成がほとんどみられなかった．これら

のことから，インドメタシン100μg以上の投与で脱

落膜化形成が抑制されることが判明した．

　実験3：インドメタシン投与後，子宮腔内にPGE2

およびF2α注入後の子宮重量の変化を図4に示した．

インドメタシン50μg投与区で創傷後，生理食塩水，

PGE2およびF2αを注入した区において，創傷子宮角

の方が非創傷子宮角より有意に重かった（P＜0．05）．

インドメタシン100　Pt　g投与区において，生理食塩水

s
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を注入した対照区の創傷と非創傷との問には有意差

がみられなかった．しかし，PGE2およびF2α注入群

で，創傷子宮角が非創傷子宮角より有意に増加した

（P〈0．05）．PGE2投与群とF2α投与群との間には有

意差はみられなかった．

　組織切片の観察の結果，インドメタシン100　y　g投

与群において，脱落膜細胞が観察されなかったが，

インドメタシン100μg投与群，PGE2およびF2α投

与群において脱落膜細胞が観察された．

　実験4：インドメタシン投与による着床に及ぼす

影響を表1に示した．妊娠6日の各群の黄体数には

差がなかったが，着床数はインドメタシン100μgお

よび1．Omg投与群では有意に減少がみられた（P〈

0．05），また子宮内浮遊卵子は，インドメタシン100

Pt　gおよび1．Omg投与群で有意に増加がみられ（P＜

O．05），変形・退行した卵子については，インドメタ

シン100μg投与群と1．（㎞g投与群の間に統計的な有

意差はみられなかったが，1．Omg投与群において増

加する傾向がみられた．

　実験5：インドメタシン100　y　g投与後の着床の経
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Table　l　Pretreatment　with　indomethacin　on　the　status　of　implantation　at　6　days　of　pregnancy

　Dose　of

Indomethacin n

　　No．　of　　　　No．　of　Implanted

Corpus　Luteum　　　Embryos（％）

No．　of　Floating　Embryos　in　Uterus

Blastocyst（％） Degenerated（％）

0．00

0．01

0．05

0．10

1．00

6

6

6

6

6

9．8±O．6

8．6±1．0

10．3±0．7

9．3±0．4

8．0±O．6

9．4±0．4（96．3）

8．0±1．1（9L8）

95±1．1（91．4）

L3±0．4（13．8）＊

0．5±0．3（6．9）＊

　0
　0
　0
5．5±O．6（58．9）

0．8±0．4（7、1）＊

　0
　0
　0
1　．0±O．4（11．2）

2．5±0．6（30．6）

＊：P＜0．05（Mean±S．E）

Table　2　The　various　status　of　implantation　after　injection　of　O．　lmg　indomethacin　threughout　6，　7，8days　of　pregnancy

Days　of

Pregnancy

　　No．　of　　　　No．　of　Implanted

Corpus　Luteum　　　Embryos（％）

No．　of　Floating　Embryos　in　Uterus

n Blastocyst（％） Degenerated（％）

6

7

8

6

6

6

9．3±0．4

8．9±0．6

9．3±05

1．3±α4（13．8）

25±0．6（27．8）

7．0±05（76．5）＊

5，5±0．6（58．9）

5．0±0．8（56．2）

0，3±0．6（4．2）＊

1．0±0．4（1L2）

1．5±0．6（16．8）

1．3±0．5（16．7）

＊：P＜0．05（Mean±S．E．）

Table　3　夏nfluence　of　injection　of　prostaglandin　E20r　F2αfollowing　treatment　of　O．1mg　indomethacin　on　implantation

　　No．of　　　　No．　of　lmplanted

Corpus　Luteum　　　Embryos（％）

No。　of　Floating　Embryos　in　Uterus

Treatment n Blastocyst（％） Degenerated（％）

Control

　E2

　F2α

5

5

5

9．2±0．3

9．0±0．5

8。8±1．2

1．3±0．5（13、6）a

4．0±0．5（44．0）b

l．7±0．3（27．8）a

5．7±0．6（59．2）a

3．2±0．5（36．5）b

4．3±0．3（53。2）c

1．0±0．3（ll．2）

1．0±0．2（11．8）

LO±05（13．1）

a、c　Values　are　significantly　different：P＜0．05（Mean±S．E）

時的変化を表2に示した．各剖検日の黄体数には統

計的な有意差がみられなかった．着床数は，妊娠6

日と7日の間に差はなく，妊娠8日に有意に減少し

た（P＜O．05）．子宮内浮遊卵子は妊娠6日と7日の問に

は差がなく，妊娠8日に有意に増加した（P＜O．05）．変

形・退行卵子数には各妊娠日における差はみられな

かった，妊娠6日の子宮内灌流で採取した胚盤胞は，

発育段階の違いによるばらつきが観察された．妊娠

7日において子宮内灌流で得た胚盤胞は，形態的に

正常ではあったが，透明帯剥離の段階のもの，なら

びにハッチングしたものなどの卵子で，着床してい

る正常妊娠のものに比べて，かなり遅延していた．

　実験6：インドメタシン投与後，プロスタグラン

ジン子宮腔内注入による着床に及ぼす影響を表3に

示した．黄体数には差がみられなかったが，着床数

はプロスタグランジンF2αおよびE2投与によって有

意に増加し，PGE2の方がF2αより有意に高かった

（P＜0．05）．子宮内浮遊卵子はPGF2αおよびE2投与群

の方が対照群より有意に少なく，PGE2の方がF2αよ

り有意に少なかった（P＜O．05）．変形・退行卵子数に

は有意な差はみられなかった．

考　　察

　不完全性周期のラット，マウスにおける脱落膜反

応のホルモン支配は，プロジェステロンとエストロ

ジェンによって制御されている1）．Tachi　and　Tachi5）

は，ラットおよびマウスの脱落膜の形成過程をD準

備期　2）感受状態　3）形成期の3つの部分に分け

ている．準備期は主として卵巣ホルモンの支配下に

行われ，その結果，感受状態に至り，この間に卵子

および人為的な刺激が加えられると形成期に入っ

て，脱落膜が形成される．準備期および感受状態の

時期には，それぞれの時期に特有な内膜の細胞増殖

活動が見られ，それが脱落膜形成の根幹となってい

る．前者を準備期細胞増殖，後者を形成期細胞増殖

と呼んでいる．この準備期細胞増殖の特徴は，プロ

ジェステロンとエストロジェンの相互作用の結果引

き起こされ，子宮内膜の間質細胞に局在して起こる

L5・6）．準備期細胞増殖の結果，感受状態が生ずる．

この感受状態は，Kraicer　and　Shelesnyak7）により10時

間前後続く一過性の状態であると報告されており，

この間に刺激が加われば間質細胞はさらに増殖し，
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形成期に移行するが，刺激が加わらなければ，準備

期細胞増殖が終わると同時に，間質細胞の増殖能は

失われてしまう．この形成期細胞増殖を誘発する刺

激については，子宮内にオイルを入れる，糸を通す，

針金で創傷を与える等，様々な種類の物理的な刺激

が知られており，いずれも子宮全体の広範囲の刺激

が有効である．

　これら物理的な刺激以外，Shelesnyak8）は，脱落膜

反応の感受期にあるラットの子宮腔内に，抗ヒスタ

ミン剤を注入しておくと，その後内膜に加えた外傷

性の刺激による脱落膜反応が制御されるところか

ら，ヒスタミンが内膜間質の細胞分裂を誘起する内

因性の物質であると推論した．また，Kahlson　et　al．9）

は，増殖性の高い組織でヒスタミン合成能が増大し

ていると報告し，組織内で新しく生産されたヒスタ

ミンが，細胞増殖能を制御しているのではないかと

推察した．さらに，Tachi　and　Tachi5）は，内膜組織中

に内在性のヒスタミン誘発因子が存在し，脱落膜の

細胞増殖に関与すると報告した．

　ヒスタミン以外の，内膜組織に内因性の誘発因子

として作用する物質の候補として，Tachi　and　Tachi　tO）

は，プロスタグランジンを考え，偽妊娠5日即ち脱

落膜形成の感受期に相当する時期にPGE2あるいは

F2αを腹腔内に投与したところ，子宮角に脱落膜腫

が形成されたと報告した．また，Sarianes　et　al．　I　l）は子

宮間質細胞を培養して，kl　vitroで脱落膜反応を引き

起こさせ，そこにプロスタグランジンが作用してい

ることを示唆した．これらのことから，脱落膜反応

にはプロスタグランジンが関与していることが示唆

された．

　一方，Psychoyos　1）は，ラットにおいて，着床卵に

よる誘起または，人為的刺激による誘起のどちらで

も，脱落膜反応は子宮内膜の血管の透過性の増加の

後に起こり，そして，この増加は脱落膜反応を誘起

する上で必須であると報告した．その後，この脱落

膜反応に先立って起こる子宮内膜の血管の透過性に

関して多くの研究が行われた12・　13・　14）．その結果，プ

ロスタグランジン生合成阻害物質であるインドメタ

シンの投与によって，子宮内膜の血管の透過性が減

少することを報告し，これらの現象は，インドメタ

シンによりプロスタグランジンの生合成が阻害され

た結果であると推察した．さらに，Kennedy　15－）は，子

宮内膜の血管の透過性が増加した部分において，プ

ロスタグランジンの濃度が増加しており，子宮内膜

の血管透過性の増加にはプロスタグランジンが関与

していると報告した．
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　Kennedy　and　Lukash　i6）は，子宮内膜の血管の透過性

が増加した後に，インドメタシンを投与すると脱落

膜反応が阻害されたと報告し，プロスタグランジン

は，子宮内膜の血管の透過性のみならず，脱落膜反

応にも影響するものと推察されている．さらにイン

ドメタシンで脱落膜反応を阻害した後，PGF2α投与

によって，脱落膜反応が誘起されることが報告され

ている17・・18）．

　マウスおよびラットにおいて，偽妊娠を誘起する

方法は，精管結紮雄との交尾，黄体ホルモン投与，

レセルピン投与19），クロルプロマジン投与，卵巣除

去後黄体ホルモン投与等が挙げられる．本実験の偽

妊娠誘起率は1009。であった．この誘起法における脱

落膜反応誘起日を予備実験で調べたところ，偽妊娠

5日が最も感受性が高かった．

　本実験1の脱落膜反応は，創傷後8日が最高値を

示した．また組織学的にも最も良く発達しているの

が観察された．

　Jonsson　et　aL20）は，マウスを用いて脱落膜反応誘起

する前に，2回インドメタシン150　／x　g／O．1mlを投与し

たが，脱落膜反応を完全に阻害できなかったと報告

している．一方，Rankinら4）は，インドメタシン150

μ　9to．1ml投与によって脱落膜反応を阻害し，またイ

ンドメタシン投与によってプロスタグランジンF2α

が急減したと報告している．本実験2において，イ

ンドメタシン100μg投与で脱落膜反応が抑制され

た．このことから，Rankinら4｝の報告と同様に，イ

ンドメタシン単一投与でも脱落膜反応が抑制される

ことが判った．

　Kennedy21）は，ラットの脱落膜反応において，イン

ドメタシンを皮下投与後の子宮重量の変化から，イ

ンドメタシンの阻害効果は比較的短時間だけ作用す

ると示唆している．本実験3のインドメタシン50μg

投与区において，経時的に子宮重量が増え，

Kennedy21）と同様な結果が得られた．

　本実験3の結果から，マウス脱落膜反応にはPGE2

およびF2αが関与していることが推察された．

　Castracane　and　Shaikn22）やHoffman　et　al．23）は，脱落膜

反応にはPGE2が関与していると報告し，　Jonsson　et

al．20）は，脱落膜反応にはPGF2αが関与していると推

察した．さらに，Kennedy21）は，インドメタシンの投

与により脱落膜反応を抑制したラットの子宮腔内に

PGE2およびF2αを投与した結果，子宮重量が増加し

たことより，脱落膜腫の発達には，PGE2とF2αの双

方が関与していると推察した．Rankinら4）は，マウ

スに脱落膜反応誘起の刺激を行うと5分以内にプロ



92（320） マウス脱落膜反応・着床に及ぼすPGの影響

スタグランジンF2αが10倍に上昇し，15分以内に

cAMPとcGMPが上昇したと報告している．本実験3

において，PGE2を注入した子宮重量は，　PGF2αを注

入した子宮重量より重かったことから，脱落膜反応

にはPGE2の関与の方が効果が大きいと推察した．

　マウス・ラットの着床機構は，胚盤胞の透明帯剥

離の後，胚盤胞の最外壁をなす栄養芽細胞が増殖を

繰り返し，粘膜性を増して子宮内膜上皮に接着を開

始する．着床の際の胚と子宮内膜上皮細胞との間の

接着は，エストロジェンとプロジェステロンの卵巣

ホルモンによって制御されている．

　Saksena24）は，エストロジェンとプロジェステロン

に加えてプロスタグランジンが着床に関与している

のではないかと示唆した．またKennedyi2）やPhillips

and　Poyserl4）は，ラットの子宮上皮において，卵子の

着床部位が他の部位よりPGE2，　PGF2αの濃度が共

に高いことを報告している．さらに，Kennedy　12＞や

Phillips　and　Poyseri4）Cま，妊娠ラットにインドメタシ

ンを投与すると，卵子は着床遅延を引き起こすこと

を報告している．本実験4において，インドメタシ

ン100μgおよび1．Omg単一投与区で，同様な着床遅

延が観察された．Kennedy　l　2）およびPhillips　and

Poyseri4）は，妊娠ラットにインドメタシンを2回も

しくは4回投与して，同様な実験を行っている．本

実験において，単一投与によって着床遅延が誘起さ

れた．

　インドメタシン投与後，子宮内を浮遊している卵

子が正常に着床するかを実験5で調べたところ，妊

娠8日には，子宮内を浮遊していた胚盤胞の大半が

着床を開始した．これは，インドメタシンによるプ

ロスタグランジンの生合成阻害効果がなくなり，プ

ロスタグランジンが合成されたためであると推察し

た，また，辻井ZS）は，妊娠ラットにインドメタシン

を投与すると，卵子は一部着床，一部子宮内浮遊の

状態の着床遅延が起こり，同一子宮内全部が子宮内

浮遊卵子を有する着床遅延ではなかったと報告し

た．本実験でも1司様な状態が観察され，さらに，子

宮内浮遊卵子を観察したところ，透明帯剥離の段階

やハッチングを起こしたものなど，胚盤胞の発育段

階に差がみられた．このことからも卵子の発育段階

にもプロスタグランジンが関与することが推察され

た．また，本実験においてポンタミンスカイブルー

による着床部位の判定の際，着床部位が子宮角全体

にわたらず，卵管や子宮頸管付近に着床がかたまっ

ているものが数例観察された，このことから，着床

時の卵子のスペーシングにもプロスタグランジンが
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関与するものと推察された．

　実験6において，インドメタシン投与により着床

遅延を起こしているマウスの子宮腔内へPGE2およ

びF2αを注入した結果，　PGE2の注入により着床数は

有意に増加し，PGF2αの注入においても増加する傾

向がみられた．

　これらのことから，マウスの脱落膜反応および卵

子の着床には，ラットと同様プロスタグランジンが

関与することが明らかになった．
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Effect　of　indomethacin　and　prostaglandins

　　　　　　　　on　decidua丑cell　reaction

　　　and　embryo　imp亘antation　in　mouse

Hirotada　Tsujii　and　Makoto　Moro

　　　　　　Department　of　Agriculture

　　Biotechnology　Faculty　of　Agriculture

Shinshu　University，　Nagano　399－45，　Japan

　　This　experiment　was　conducted　to　determine　the　effect

of　indomethacin　and　prostag畳andins　on　decidual　cell

reaction　and　embryo　implantation　in　mice．　The　uterine

homs　of　mouse　pseudopregnanted　by　progesterone　were

received　the　treatment　of　physical　trauma　and　were

observed　with　time　course．

The　result　was　that　both　the　uterine　weight　and　forma－

tion　of　decidual　cells　by　8　days　after　physical　trauma

were　the　highest．　Pretreatment　of　O．10r　1．O　mg

indomethacin　completely　blocked　the　decidua1　cell　reac－

tion．　Decidual　cell　reaction，　however，　was　induced　when

uterine　horn　was　treated　with　the　injection　of

prostaglandin　E20r　F2α　following　the　injection　of

indomethacin，　At　4　days　of　pregnancy，　the　single　injec－

tion　of　indomethacin　resulted　in　the　delay　of　implanta－

tion，　therefore　significantly　decreased　the　number　of

implanted　embryos，　and　significantly　increased　the　num－

ber　of　floating　embryos　within　uterus．　Furthermore，

intraluminal　injection　of　prostaglandin　E2　or　F2αinflu－

enced　the　beginning　of　embryo　implantation　and

increased　the　number　of　implanting　embryos．　From　these

results，　it　is　considered　that　prostaglandins　is　related　to

decidual　cellreaction　and　may　stimulate　the　implantation

of　embryo　in　mice．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年2月23日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年4月26日）
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　男性不妊に対してA．O．testとFCMによる精子DNAヒストグラム解析を行い検討した．

A．O．testを正常群（n＝60）と不妊群（n＝129）を比較し，緑染率は正常群が有意に高かった（p＜O．05）．不妊群に

おいて，他の精子パラメータと比較したところ，精子侵入率のみと有意な相関（pく0．Ol）を認めたが，濃

度，運動率，奇形率とは相関を認めなかった．

　FCMによる精子DNAヒストグラムで9。sperrn　peakを測定し，正常群（n＝43）と不妊群（nニ81）を比較した

ところ正常群が有意に高かった（p＜0．05）．9。sperm　peakを他の精子パラメータと比較したところ濃度，奇

形率，侵入率と相関を認めたが運動率とは相関を認めなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，39（3），322－330，1994）

緒　　言

　男性の妊孕力の評価は主として精子濃度，精子運

動率，精子奇形率など量的および形態的な精液検査

によってなされてきた．しかし，これらの精液検査

所見だけでは必ずしも妊孕力を正確に把握しえない

ことは，臨床上経験されるところである．そのよう

な背景から妊孕力の評価には精子の質（quality）すな

わち精子の機能的な面からの新しい評価が必要と考

えられるに至った．その方法としては透明帯除去ハ

ムスター卵を使用した精子侵入試験sperm　pene盲ation

assay（以下SPA）による精子授精能検査やhypoosmotic

swelling　testなどの有用性が報告されている1～3）．し

かし，最も有用とされるSPAは手技が繁雑すぎるた

めにルーチン検査として実施することは困難である

ため，妊孕力と相関し比較的容易に施行できる精子

の質的評価法が求められている．

　今回は男性不妊を対象として，acridine　orange　tese）

およびnow　cytome廿y（以下FCM）による精子DNAヒス

トグラム解析の両者を用い，精子の質的評価の一つ

としての精子DNA解析の臨床的有用性について検討

した，また，精子濃度など従来の精液検査のパラメ

ー タとDNA解析結果の関連性についても述べる．

対象および方法

1．Acridine　orange（以下AO）test

　対象：対象は当施設の男性不妊外来に通院中の，

不妊歴が1年以上で，配偶者に不妊原因を認めない
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患M’　129例．内訳は精一r一濃度2〔〕×106／m1未満の乏精

J’・症62例（乏精子ヲ症群），精子濃度は20×106／m1以上

と［K常であるが，運動率が50a／　＊満と低い精了・無力

症44例（精了・無力症群）および精了一濃度20×106／ml以

L，精子運動率50％以L，正常形態精子率50併以ヒ

とこれら精液所見には異常がないにもかかわらず不

妊歴1年以ヒの23例（原因不明不妊群）である．対照

は，不妊エピソードが全くなく，妻が現在妊娠中か

1年以内に児を得ている妊孕性の擶忍された男jt－　60

例（正常対照群）である．

　方法：4日間の禁欲の後，マスターベーションに

より清潔なカップに精液を採取，その…部をAO・test

に供した、AO　testの手技はT璽iadaら4）の方法に準じた

（Fig．1）．

　TC－Tyrode「s　solutionで精∫一浮遊液をf乍製，　Camoy液

で固定，スライドグラスに塗沫風乾後，0．1％AOを

含むstailling　solutionで染色し，蛍光顕微鏡ドに精子頭

部の染色性を観察した．蛍光顕微鏡はカールツァイ

ス社製スタンダード18落射型，励起フィルターは

　用手法にて精液採取後，室温にて1時間液化
　　　　　　　　　　　↓
　精液1mlに★TC－Tyrode’s　solution　3　mlを加え

　　　　　　　　　2回洗浄
1　　　　　　　　　↓
1

　　　　　★TC一丁yrode’s　solutionを加え

　　　　　精子濃度50×1　06／mlに調整
　　　　　　　　　　　↓
ICarnoy「s　solution（メタノール：氷酢酸一3：1）

i　　　　　　　で2時間固定
i　　　　　　　　　↓
　　　　　無蛍光スライドグラスに塗抹
　　　　　　　　　　　↓
　　乾燥後★★Staining　solutionにて5分間染色

　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　490nmの励起フィルター

　　　530nmのカットフィルターを用いて
　　　　　　蛍光顕微鏡下に観察し
　　　　　緑染精子と赤染精子とに判別

’ TC－Tyrode’s　solution　I　OOOml中成分
（Becto　Dextrose　l　g　　　MgCl2　　　0．1gNaCl　　　　　　　8g　　　NaPO4　　0．05gKCI　　　　　O．2g　　NaHCO3　　1gCaCl2　　　　　　　029）

（323）95

　　　Fig．2　Acridine　Orange　testの染色像

頭部が緑染した正常精丁（A）と赤染した変性粕J’・（B）

”Staining　solutionの成分

1（　　　　01％Acrldine　Orange
　　　　OIMCitric　acid

　　　　O3M　Na2　PO4
1－一一

Fig．1　Acridine　Orange　test

485nm，カットフfルターは520nlnのものを使用し，

1検体あたり200相∫・を評価した．

　本法では，頭部が緑染する精子と赤染する精子と

が観察され（Fig．2），緑染粕fがDNAに変性を認め

ない精子である4｝．これら緑染精子が全精子中に占

める率を精∫・緑染率とした．この値が高いほど良好

精1’一の割合が高いことを意味する．精子のなかには

黄色などの］1－S間色や，緑色と赤色の部分が混在して

不均一に染色されるものも少数存在したが，これら

の非定型的な’＊t］　f一は緑染精子から除外した．

2．FCMによる精子DNA解析

　対象：不妊外来患者81例（乏精子症群40例，精子

無力症群30例および原因不明不妊群11例）を対象と

した．膿精液（郎n球数1×106／m】以1⇒の症例は対

象から除外した．AO　testと同様の正常対焦群43例を

用いた．

　方法（Fig．3）：精液を約1時間静置しト分に液化後

PBSを加え撹拝後，400g，5分間の遠沈処理にて精子

を2回洗浄した．ついで4℃にて70e／e　ethanolで24時

間固定した．つづいて，0．19RNase（Sigma　Type　H－B）

で30分間（37℃），さらにO．5／pepsin　（Si．grna）で15分間

（37℃）処理した．PBSで洗浄後10×106／m1に濃度調

整した精子浮遊液0．5mlに等量のPropidium　lodide溶液

（100μg〆m且in　PBS）をJJI1え37℃で5分間染色したもの

を測定試料とし，Flow　cytometer（Ortho社Spectorum

皿）でヒ記試料のDNAヒストグラムを測定した．測

定に際して，ヒト末梢lfll．リンパ球をdiploid（2c）の標

準試料として用い，このpeakを蛍光強度80　channelに

調整した．正常対照群で得られた精子DNAヒストグ

ラムは，高くシャープなsperm　peakがhaploid（IC）の

左方に出現していた．これに対して不妊患者では，

speml　peakが右方に拡大する傾向があり，2Cにpeak

を認める例もみられた（Fig．4）．　cell　debrisはsperm
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用手法にて精液採取後，室温にて1時間液化
　　　　　　　　　　↓

　　PBSにて2回精子洗浄（400g，5分間）
　　　　　　　　　　↓
70％ethanolにて精子を固定（4℃，24時間）
　　　　　　　　　　↓

　　　　PBSにて洗浄（400g，5分間）
　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　RNase処理
　（37℃，30分間，0．1％Sigma　Type　il－B｝

　　　　　　　　　　↓

　　　　PBSにて洗浄（400g，5分間）
　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　Pepsin処理
　　（37℃，15分間，O．5％1：2500　Sigma）

　　　　　　　　　　↓
　　　　PBSにて洗浄（400g，5分間）
　　　　　　　　　　↓

　　精子濃度を10×106／ml　in　PBSに調整
　　　　　　　　　　↓
上記精子浮遊液O．5mlに0．5ml　Propidium　lodide
溶液（1　OO　”g／ml　in　PBS　1　ml）を添加して染色

　　　　　　　37℃，5分間
　　　　　　　　　　↓
Flow　cytometry（Ortho　Spectorum　111）にて測定

Fig，3　flow　cytometryによる精子DNA測定

peakの左方に位置していた．

　DNAヒストグラムの評価は，付属のコンピュータ

システムDS－1によって％sperm　peak（sperm　peak内の

細胞数／全細胞数一cell・debrisの数）とsperm　Peal（の分散

係数c㏄f行cient　of　variation（以下CV値）を算定しこれら

をパラメータとした．°／。spern1　peakは大きい程mature

Spe㎜の占める率が高いことを，逆に小さい場合には

1－1本不妊会誌　39巻3号

immature　spermやsperrnatidなどの混在する割合が大き

いことを示している，spe㎜peakのCV値はsperrn　peak

内の細胞のDNA量のばらつきを表し，その（標準偏

差／平均）×100（％）で求められる．FCMによる精巣

組織内DNA量分布測定では不妊群では正常群に比べ

て1－CのpeakのCV値は有意に大きい5）．

3，一般的精液検査成績との関連

　AO　testおよびDNAヒストグラム解析を行った検体

について，精子濃度，精子運動率および精子奇形率

などの各パラメータを測定し，それらとの関連を検

討した，奇形率はPapanicolaou染色により算定した．

一部の検体については浜口ら3）の方法によりSPAを

行い，AO　testおよびDNAヒストグラム解析の成績と

の関連を検討した．SPAは透明帯を除去したハムス

ター卵と，前培養した精子を混和培養iし，精子が卵

内に侵入のうえ雄性前核の発生を確認することで精

子の授精能を評価した．

（a）

結　　果

聚

ミ

豊

慧

葺

1　　　　40　　　　30　　　　120　　　160　　　200

　　（1C）　　（2C）

　　　　　蛍光強度

羅

1　．　AO　test

（1）不妊群と正常対照群の精子緑染率（Fig．5）

　正常対照群の精子緑染率は66～100°1。に分布した

が，大部分の症例が85－100％に集中し，平均±SD

は92．3±7．3％であった，これに対して，不妊群129

例の緑染率は12　一一　979。と広範囲に分布し，その平

均±SDは76．0±195％で，正常対照群に比して推計

学的に有意に（p＜0．05）低い精子緑染率を示した．不

妊群を病態別にみると，乏精子症群では73．7±OO．89。，

精子無力症群では70．9±20．5％，原因不明不妊群では

隷

iii熱：：t

（b）

1　　　　40　　　　80　　　　120　　　160　　　200

　　（IC）　（2C）

　　　　　蛍光強度

　　　　　　Fig　．4　FCMによる精チDNA量分布

縦軸は細胞数，横軸は蛍光強度を示す．蛍光強度40は1C，80は2Cに相当する．

（a）正常男子例．1／2－Cに集中し、CV値は小さい．

（b）不妊症例．1／2－Cの右側にsperrnatidのpeakがみられる．　CV値は大きい．
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　　　　　　｛a｝正常対照群（b）乏精子症群｛c瀦子無力症群｛d源因不明不妊群　（e）不妊群全体

　　　　　　　（n＝60）　　　　　（n＝62）　　　　　（n＝44）　　　　　（n＝23）　　　　　（n＝129）

　　　　　　92．3±7．3　　73．7ゴ：10．S　　70．9：t　20．5　 74．9±15．6　　76．6±19．5

　　Fig．5　Acridine　orange　testにおける精子緑染率（不妊群と正常対照群）

推計学的に，（a）vs（b）p〈0．05，（a）vs（c）p＜0，05，（a）vs（d）p〈0．05，（a）vs（e＞p〈0．05

74．9±15．6％で，3群間に有意差はみられなかった．

しかし，正常対照群と比較すると，上記3群ともに

有意に低い精子緑染率を示した（p＜OD5）．正常対照

群の平均一　2SDである77％を精子緑染率の正常下限

値とし，77％未満を異常とすると，不妊群全体では

129例中66例（512e／e）が，乏精子症群では62例中28

例（45．2°／。），精子無力症群では44例中24例（54．5％），

原因不明不妊群では23例中14例（60．9％）がそれぞれ

異常と判定された．

（2）AO　testと他の精子パラメータ（Table　l）

　精子濃度，精子運動率および精子奇形率と精子緑

染率との関連を不妊群全体129例で検討したが，い

ずれも相関関係を認めなかった，

　精子無力症群および原因不明不妊群の計67例に限

定した検討でも，r＝（Mlと精子運動率と精子緑染率

に相関は認められなかった．

　乏精子症群30例，精子無力症群19例，原因不明群

ll例の計60例での精子緑染率とSPAにおける精子侵

Table　1精子緑染率と各精子パラメータとの相関

入率（Table　l）との間には相関関係を認めた．また，

精子緑染率が正常（77％以上）のものでは29例中23例

（79．3％）が正常の精子侵入率（10％以上3））を示したの

に対して，精子緑染率が異常（77％未満）のものでの

それは31例中11例（35，5％）と低く，有意差（p＜0．Ol）

を認めた．

2．FCMによる精子DNAヒストグラム

（1）％spe㎜peakとspe㎜peakのCV値

　検討した正常対照群と不妊群の全例124例につい

て，％sperm　peakとspeml　peakのCV値との2つのパラ

メーターの相関性を検討したところ，推計学的に有

意に（p＜0．001）強い負の相関を認めた（Fig．6）．他の精

子パラメーターとの関連性についての検討でも，両

8

（％）

15

10

精子パラメータ 相関係数 有意差

精子濃度・）

精子運動率a）

精子奇形率a）

精子侵入率b）

r＝O．004

r＝O．105

r＝0．128

r＝O．404

n．S．

n＝124
r　＝－o，704s

p〈0，001

n．S．

　n，S，

P＜0，01

a）；n＝129，　b）；n＝60，　n．s．；not　significant

　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　10D

　　　　　　　％Sperm　peak

Fig．6　FCMによる％spem　peakとspem　peakのCV値

　　　　　　良好な負の相関を認めた
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　王平均±s・D・

0
　　（a）正常率　　（b）乏精子症　〔c隔子無力症｛d源因不明不妊　（8）不妊群

　　（n冒43）　　　　（n冒40）　　　　（n＝30）　　　　（n富11）　　　　（n窩81）

　　g4．8±2J　　76，7±11．7　　B6．3±B．5　　ge．S±6．1　　B2．2±11．4

　　　Fig．7　FCMによる9。sperm　peak（正常対照群と不妊群）

（a）vs（b）p＜0．05，　（a）vs（c）p＜0．05，　（a）vs（d）n．s．，　（a）vs（e）p＜O．05

者ともにほぼ同様の傾向を示したので，これ以降は

原則として9。　sperm　peakに関する成績を示す．

（2）不妊群と正常対照群の比較（Fig．7）

　％　sperm　peakは正常対照群43例では94．8±2．79・（平

均±SD）であったのに対して，不妊群全体81例では

82．2±1・1・．49。と低値を示し，有意差（p＜0．Ol）が認めら

れた．spelm　peakのCV値は正常対照群8．3±L1％に

対して，不妊群12．2±3．3％と有意に（p＜O．Ol）大きか

った．このことは正常群ではmatUre　spermが精液中の

細胞の大部分を占め，しかもsperm　peakがsharp，す

なわちspe㎜のDNA量が均一であるのに対して，不

妊群ではspemi　peakがゆるやかでspe㎜のDNA含量に

ばらつきが多く，matUle　sperm以外の細胞成分を比較

的多く含むことを示している．不妊群の％speml　peak

を乏精子症群，精子無力症群，原因不明不妊群別に

みると，それぞれ76．7±11．7，86．3±8．5および

90，8±6．1％（平均±SD）で，とくに乏精子症群では正

常対照群および精子無力症群に比して有意に（p＜

0．01，pく0．05）低かった．

　正常対照群の平均一2SDである89％を％spe㎜1潤k

の正常下限値とすると，乏精子症群では40例中34例

（85．0％），精子無力症群では30例中19例（63．3％），原

因不明不妊群では11例中4例（36．4qe）がそれぞれ異

常と判定された．

（3）％speml　peakと他の精子パラメータとの関連

（Table　2）

　不妊群81例の％spem　peakと精子濃度とは，有意

の正の相関がみられた．しかし，運動率との相関は

認められなかった．精子濃度の影響を少なくするた

めに，精子無力症群と原因不明不妊群の計41例に限

定して検討しても，運動率と％sperm　peakとの間には

相関はなかった．

　精子奇形率とは有意に負の相関が認められた．し

かし，不妊群の81例を奇形率が50％未満の49例と

50％以上の32例に分けて％spem　peakの異常（899。未

満）頻度をみると，前者では49例中31例（63．39。），後

者では32例中25例（78．1％）と後者で高率であったが，

両者間に有意差を認めなかった．

　SPAを同時に施行した乏精子症22例，精子無力症

18例および原因不明不妊7例の計47例の精子侵入率

Table　2 9。sperm　peakと各精子パラメータとの相関

精子パラメータ 相関係数 有意差

精子濃度・）

精子運動率・）

精子奇形率a）

精子侵入率b）

r＝0．483

r＝0．139

r＝－0、398

r＝O．343

p＜0．001

　n．S．

p＜0、001

p〈0．05

a）；n＝81，　b）；n＝47，　n．s。；not　significant
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Fig，8精子緑染率と％spe㎜peak

　　　両者に正の相関を認めた

と9e　sperrn　peakとの間には相関を認めた．これらの症

例を90　sperm　Peakが正常（89％以上）の21例と異常

（89％未満）の26例に分けて，精子侵入率が正常（10％

以上）である割合をみると，前者では21例中17例

（68％）であったのに対して，後者では26例中10例

（385％）と有意に（P＜ODI）低く，％SI蛤㎜岬（とSPAの

関連性が示唆された．

（4）％speml　peakと精子緑染率の関係

　不妊群33例（乏精子症19例，精子無力症13例，原

因不明不妊症1例）の精子緑染率と％spelm　peakとの

間には正の相関を認めた（Fig．8）．

考　　察

　受精により精子核は膨潤し，精子DNAは脱凝縮し

て卵DNAとの相互作用で受精卵のゲノムを形成する6）．

このように精子DNAは受精後の最も初期において重

要な役割をはたすので，その変性は授精力の低下に

つながる可能性がある．

　精子核クロマチンは主に塩基性蛋白であるhistone

および微量のnon－histone蛋白からなるDNAにより構

成されRNAと結合状態にある．精巣内でのspemmatid

→spermatozoaへの成熟過程で，　somatic嚥histoneが

sperm　specific　basic　histone（protamine）に置換されること

により，核クロマチンの凝縮が起こる7）．しかし，

精巣内に滞留している精子核クロマチンはまだ不安

定で，精巣上体・精管と精路を通過してゆくにした

がって，安定化する8）．精子の成熟にともなってク

ロマチンやDNAの安定化もおこってくるので，精子

核の成熟度と精子の質とが相関する可能性が示唆さ

れる．

懲100

50

50　　　　　　　　1eD（％）

　精子緑染率

　　　　　Fig．9　精子緑染率と精子濃度

×　正常対照群（n＝60）　○　精子無力症群（n＝44）

　　乏精子症群（n＝62）　△　原因不明不妊群（n＝23）

曲線はeffective　sperm　count

（精子濃度×精子緑染率）＝50×106／mlを表す

　精子核の成熟度をみる方法として，未熟な精子は

sOdium　dOdecy1　sulfate溶液中で核の膨化がおこること

を利用した，精子核クロマチン脱凝縮試験9），

somatic　type　histoneを暗青色に染色し，　protamineは染

色されないため未熟な精子頭部は青色に染まること

を利用したacidic・aniline・blue染色lo・　11），そして今回検

討したAOによる染色が報告されている．

　AOは，2本鎖DNAと結合すると緑色の蛍光を，1

本鎖DNAとの場合には赤色の蛍光を発する色素であ

る．精子の凍結融解処理や加熱処理によって，精子

緑染率が低下する1u2にとからAO　testは変性精子ク

ロマチンの検出に有用と考えられている．また，そ

の結果がacidic　miline　blue染色の結果と有意な相関を

示すことから14），AO　testもまた精子核クロマチンの

成熟度の指標と考えられる．今回のAO　testの検討

で，正常対照群の精子緑染率に比して，不妊群のそ

れは有意に低率であったが，これはTejadaらの報告4）

と一致した結果であった．精液所見上は全く異常の

ない原因不明不妊群においても乏精子症群および精

子無力症群と同程度の異常率を示したことは，AO

testが不妊の機能的診断法として有用であることを示

唆している．これは原因不明不妊群と正常群との2
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群間比較で，前者の精子緑染率が有意に低かったと

するPelusoらの成績15）と一致するものである．

　精子緑染率と精子濃度，精子運動率，および精子

奇形率との各精子パラメータとは明らかな相関を認

めなかった．精子濃度，運動率と相関しないことは

他の報告と一致しているが，精子奇形率については

精r一緑染率と逆相関するとされており4・　16），今回の

成績は致しなかった．今回の検討では個々の精子

奇形とAO　testの染色結果との関連を詳細にはみてい

ないが，奇形精子が形態正常精子に比べて赤染する

率が明らかに高いという成績ではなかった．ここに

データを示していないが，swim　up法によって回収し

た運動良好精子は，原精液の精子に比して奇形率は

低く，精子緑染率は高くなっていたことから，精子

奇形と精子核の異常とはある程度は関連するものと

考えている．

　精子緑染率と精子侵入率（SPA）とは有意な相関が

あり，AO　testは精子授精能の評価に有用と考えられ

た．

　AO　testにおける精子緑染率が，　IVFにおける受精

率と関連するという報告16）がある．一方で，精子緑

染率とSPAの結果には全く関連がないとする報告17｝

もあり，これらの報告の範囲ではDNAの異常と精子

授精能の関連性を明確にすることはできない．受精

に際しての卵膜への結合部位として，先体反応や

DNAの脱凝縮を惹起するとされている精子膜のヘパ

リン結合部位が，正常例と同じようにAO　test異常例

にも存在することから，DNAの異常が直接的には受

精機構に影響しないとする報告もある13）．

　精子核DNA量測定に使用する色素としては，他の

細胞核DNA量測定と同様に，　PIのほかethidium　bro－

mide（EB）22｝，　DAPI（4，，6－－diarnidine－2　一　phenylindole）23）

が使用されているが，今回は一般的にDNA解析に最

もよく使用されるPIを使用した．　PIはDNAおよび2

重鎖RNAにintercalateする蛍光色素で，生細胞の膜は

通過しない．したがって細胞のDNA量測定には，細

胞の固定および2重鎖RNAの除去を目的とした

RNaseによる前処理が必要である．精巣組織や精子

の場合にも，固定には一般にDNA解析に使用される

70°／，エタノールを使用する18・22｝．

　今回の測定の前処理としては，70％エタノールに

よる固定，RNase処理，ついでpepsin処理を行った．

これらはFCMによる核DNA量測定法として一般的

な方法であるが18），RNase処理は，予備実験ではほ

とんどヒストグラムに影響しなかった．これは，精

子ないし精巣組織細胞にほとんど2重鎖RNAが含ま

日本不妊会誌39巻3号

れないためで18・　21），RNase処理の省略も可能と考え

られる．それに対しpeps重n処理は裸核化し，核の

DNA以外の影響をとりのぞき，　mature　sperm　peakの

CV値を小さくするとの報告もあり24）必要な処理と考

えた．

　正常対照群ではsperrn　peakがsharpなのに対して，

不妊群ではspe㎜peakが幅広く，ゆるやかな症例が

多かった．不妊群ではimmature　spe㎜やspermatidが

精液中に多く含まれる結果と考えられる22、24）．精

巣でのspermatogenesisおよびspe㎜miogenesisの過程での

spermatogonia→primary　spermatocyte→secondary　sperrna－

t㏄yte→spermatid→spe㎜atozoaの変化にともなって

DNA量はdiploid（2C）→tetraploid（4C）→diploid（2C）

－ haploid（IC）→haploid（iC）と変化するが，　sper－

matidがspermatozoaに成熟するにつれて核の凝縮によ

り本来のDNA量の1cよりも小さく測定され，ヒス

トグラム上は左方に移動する18・26）．従って，mature

spermのpeakはlCよりも左方（1／2C付近）に位置す

るとされており182324｝，今回の検討でも同様の結果

であった．また，不妊群では前述のようにsperm　peak

が幅広いのみでなく，diploid（2C）の位置にspe㎜ato－

gonial　G　i　cell，　preleptotene　primary　spermatocyte，　sec－

ondary　spermatocyteの各精上皮細胞あるいは白血球な

どの体細胞によると考えられるpeakが存在する症例

もみられる23・24）．精子ヒストグラムの評価には，今

回9。　sperm　peakとsperm　peal（のCV値とをパラメータ

としたが，両者は有意な負の相関を示し，正常対照

群に比して不妊群では％Spem　peakが有意に低値で，

sperm　peakのCV値は有意に大きかった．不妊群では

mature　spe㎜以外の細胞成分すなわちimmature　sperm

やspe㎜atidあるいは剥離精上皮細胞が精液中に多く

混入しているため゜／。　sperm　peakが小さく，また，

immature　spermが多いためにDNA量が不均一である

ことが，spe㎜peakのCV値を大きくしていると考え

られる．今回の検討では明らかな膿精液症を対象か

ら除外したが，膿精液があれば・fe　sperrn　peakは当然影

響を受けて小さくなると考えられる．

Hettwerらes｝はsperm　peakのCV値が乏精子症例では

正常例より有意に大きく，また，haploid　peakの幅，

高さ，位置から算出したパラメータによって造精機

能障害の状態が診断可能としている．今回の成績で

も乏精子症群では，9e　sperm　peakが異常に小さい症例

が大部分で，造精機能障害例ではDNAヒストグラム

に異常を示すことが明らかにされた．

　精子奇形率と％spe㎜peakは負の相関を示し，中川

らの報告22）と類似していた．しかし，teratozoospemia
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の有無で2群に分けて検討した結果では，両群問で

有意差はなく，精子奇形が直接DNAヒストグラムの

異常に関連する可能性は少ないと考えられた．

　SPAとの関連では％sperm　peakとSPAの精子侵入率

とが有意な相関を示し，また，％sperm　peakが異常な

症例では，正常群よりも精子侵入率が低いことから

も，精子DNAの異常が精子授精能と関連するものと

考えられた．

　今回のAO　testならびにFCMによる精子DNAヒス

トグラムの解析から，両者ともSPAと相関関係をも

ち，AO　testの緑染率とFCMのafe　sperm　peak間にも正

の相関をもつことが確かめられ，これらは互いに関

連性をもつことより，精子核クロマチンの未熟性が

精子授精能の低下と関連する可能性が示唆された．

　以上より，精子の質の評価のためには，AO　testや

FCMをはじめとする精子DNAについての検討は有

用な方法と考えられた．

結　　語

1．A．　O．　testにおいて，不妊群は正常群に比べ有意

に低い精子緑染率を示した．

2．A．0．　testと他の精子パラメータとの関連をみた

ところ，精子濃度，運動率，奇形率とは相関関係を

認めなかったがSPAとは有意な正の相関を認めた．

3．FCMにより゜／・　spern1　peakを測定したところ不妊

群は正常群に比べ有意に低かった．

4．FCMで測定した％spe㎜peakと他の精子パラメ

ー タとの関係をみたところ濃度，SPAとは正の相関，

奇形率とは負の相関を認めた．

5．A．0．　testやFCMによる精子DNAヒストグラム分

析の成績は精子授精能と関連性を持ち，精子の質の

評価に有用であると考えられた．

　本研究の要旨は第30回（東京，1985年）および第32

回（金沢，1987年）日本不妊学会総会で発表した．
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　　　A　Basic　research　for　male　infertility

－ Acridine　or3nge　test　and伽wcytometoric

　　　　　DNA　analysis　of　human　sperm一

　　Yasuyuki　Okamoto，　Hiroshi　Okada

Osamu　Matsumoto　and　Sadao　Kamidono

日本不妊会誌39巻3号

　　　　　　　　　　　Department　of　Urology

Kobe　University　School　of　Medicine，　Kobe　650，　Japan

　　Spermatozoa　from　infertile　patients　were　submitted

Acridine　　Orange　　（A．0．）　test　using　　f亘uorescent

microscopy　and　DNA　histogram　analysis　to　know　the

possible　deficit　of　the　sperm　function．

　　A．O．　test　revealed　that　spermatozoa　from　fertile

donors（n＝60）had　more　green－stained　sperm（good

sperm）than　those　from　infertile　patients（n＝129）

（p＜0．05）．　Percentage　of　green－stained　sperm　was　solely

correlated　with　hamster－egg　sperm　penetration　rate．　We

could　not　find　any　corrrelation　between　percentage　of

green－stained　sperm　and　the　other　sperm　parameters，（eg．

sperm　density，　sperm　motility，　and　percentage　of　abnor－

mal　formed　sperm）．

　　A　flowcytometry　was　utilized　to　analyze　the　DNA　his－

togram　of　spermatozoa　to　calculate　the％sperm　speak，

which　represents　the　percentage　of　good　spermatozoa．

Spermatozoa　from　fertile　donors（n＝43）had　higher　value

of％sperm　peak　than　those　from　infertile　patients

（n＝81）．And％sperm　peak　had　correlation　with　sperm

density，　percentage　of　abnorrnal　forrned　sperm　and　ham－

ster－egg　sperm　penetration　rate，　however　it　had　no　corre－

lation　with　sperrn　motility．

　　From　these　results　AO．　test　and　DNA　histogram

analysis　can　be　effective　methods　to　evaluate　the　sperm

function．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年3月25日特掲）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年4月28日特掲）
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体外受精・胚移植（IVF－ET）における排卵誘発法に関する検討

一一一GnRH　agonist　long　protocol法とshort　protocol法の比較一

　　　　Ovarian　Stimulation　with　Long　Protocol　or　Short　Protocol
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　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Faculty　of　Medicine，　Kagoshima　University，　Kagoshima　890，　Japan

　IVF－ETの排卵誘発に（i　RRH　agonist　long　protocol（long）法とshort　protocol（short）法のいずれが有用かを検討

した．long法群58例（99周期）とshort法群35例（45周期）でhMG投与日数，　hMG総投与量，採卵成績，受

精率，卵割率，着床率，妊娠率，流産率，子宮内膜厚および内分泌動態を比較し，次の結果が得られた．

　①hMG投与日数およびhMG総投与量は両法間に差はなかった．②採卵キャンセル率，穿刺卵胞数，採

卵数および採卵率に両法間で差はなかった．③Grade　mの卵子はlong法で7・1・．69e，　short法で57，6％であり，

long法で質の高い卵子が有意に多く得られた（P＜OD5）．④hCG投与日の子宮内膜の厚さはlong法で

11．7±2．8（平均±SD）㎜，　short法で10．1±2．6mmであり，10ng法で有意に厚かった（P〈O．05）．⑤hCG投

与日のLH，　FSH，　E2およびP値に差はなかった，⑥受精率はlong法で有意に高かったが，卵割率および

胚移植数に差はなかった．⑦着床率はlong法で59％，　short法で2．5％，妊娠率は10ng法で141％，　short法で

5．49。といずれもlong法で有意に高かった（P＜O．05）．

　以上から，IVF－ETの排卵誘発にはlong　protocol法がすぐれていると結論した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　S　teri1．，39（3），331－337，1994）

緒　　言

　体外受精・胚移植（IVF－ET）では多数の成熟卵を得

るために排卵誘発が行われ，そのためにどのような

排卵誘発法を選択するかは重要である．世界で初め

てのrVF－ETの妊娠・分娩例は自然排卵周期によるも

のであったが，その後，多数の均一な成熟卵を得る

ことが妊娠率の向上に繋がることから，clomiphene

citrate，　clomiphene十hMG（human　menopausa1　gonado－

tropill）／hCG（human　chorionic　gonadotropin），　hMG！hCG

などの排卵誘発剤が用いられるようになった．しか

し，これらの方法では採卵前に排卵する例もあり，

採卵のタイミングをとるのが困難であった．

　GnRH　agonistを用いて下垂体をdesensitizationした状

態でhMGを投与するとpremature　LH　surgeが起こら

ず，多数の成熟卵を採取することが可能であること

が報告1）されて以来，GnRH　agonistを併用して排卵誘

発することが一般的になった．しかし，GnRH　agonist

の投与方法に関しては今に至るも必ずしも意見の一

致を見ていない．

　そこで我々はGnRH　agonistを先行周期の黄体中期

から投与するlong　protocol法と月経開始と同時に投与

するshort　protocol法のいずれが有用であるかをretro－

spectiveに検討した．

対象および方法

1．対象（表1）

鹿児島大学医学部産婦人科で1992年1月から1993
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表1対象の背景

IVF－ETの排卵誘発法に関する検討 日本不妊会誌　39巻3号

long法群 short法群

患者数

周期数

年齢（歳）

不妊期間（年）

不妊原因（重複あり）

卵管因子

男性因子

子宮内膜症

抗精子抗体

多嚢胞卵巣

原因不明

　　58

　　99

33．3±5．4

6．1±3．8

　　35

　　45

33．3±3，6　NS

6．2±3．O　NS

59（59．6％）　　29（64．4％）　NS

27（27．3％）　　　9（20．0％）　NS

5（5、0％）　　　　2（4．4％）　NS

O　　　　　　　　l（2．2％）　NS

2（2。0％）　　　　O　　　　　NS

6（6．1％）　　　4（9，0％）　NS

NS：有意差なし

年12月までの2年間に施行したIVF－ET患者93例144

周期を対象とした。long　protocol（10ng）法は58例（99周

期），平均年齢（±SD）33．3±5．4歳，平均不妊期間（±

SD）は6．1±3．8年，　short　protocol（short）法は35例（45周

期），平均年齢は33．3±3．6歳，平均不妊期間は6．2±

3．0年であり，両法問に差を認めなかった．

　不妊原因は，】ong法群，　short法群とも卵管因子が

最も多く，ついで男性因子であった．両群間で不妊

原因に差を認めなかった．

2，方法

（1）排卵誘発法

　1）long法

　Long法は前周期の黄体中期よりブセレリン（ヘキ

スト・ジャパン）900μg／日を鼻腔噴霧し，月経周期

day　3よりhMG・1501Uを連日投与した．以後主席卵胞

が16㎜を越えるまで1501Uを投与した．卵胞発育が

不良の場合は一回あたりのhMG量を2251Uに増量し
た．

　2）short法

　Short法は月経開始と同時にブセレリン900μg／日

を鼻腔噴霧開始し，月経周期day　3よりhMGを連日

1501U投与した．以後主席卵胞が16mmを越えるまで

1501UのhMGを投与し続けた．卵胞発育が不良の場

合は一回あたりのhMG量を2251Uに増量した，

　両法とも主席卵胞径が16mmを越えた時点でブセ

レリンとhMGの投与を中止し，40～48時間後にhCG

lO，oooro筋注後，33－38時間後に緻室超音波ガイド

下に採卵した．

　精子はSwim　up法にて調整して，媒精濃度は1～5

×1　eS／mlとした，培養液は非動化患者血清10％を加

えたHTF（Human　tubal　fluid　2））を用いた．媒精後18時

間後に卵丘細胞を除去し，受精を確認後さらに24時

間培養した，採卵から48時間後に2～8細胞期で胚

移植した．

（2）long法とshort法の比較

　次の項目をlong法群とshort法群間でretrospectiveに

比較し，排卵誘発法としての優劣を検討した．統計

学的比較はStudent－T　testおよびX2検定により行った．

　1）hMG投与日数および総投与量：IVF－ET時の排

卵誘発に要したhMG投与日数とhMG総投与量を比

較した．

　2）採卵成績

　①採卵キャンセル率1卵胞発育不良や採卵前排卵

により採卵に至らなかった症例（採卵キャンセル例）

の率を比較した．

　②穿刺卵胞数：経膣超音波ガイド下で穿刺した卵

胞数を比較した．経膣超音波断層装置は横河メディ

カルRT3600を使用した．

　③採卵数（回収卵数）および採卵率：経膣超音波ガ

イド下に卵胞穿刺し，回収し得た卵の数を比較した．

採卵率は回収卵数／穿刺卵胞数で算定した．

　④卵子の質

　回収した卵子を下記のVeeckの分類3）に従って

Grade　IからIVに分類した．

　Grade　I：卵丘を形成する細胞が密で暗く放射冠

の幅が狭く卵の内容が明瞭でない卵子．

　Grade　II：卵丘を形成する細胞間の結合が粗とな

り，ある程度伸展性がみられる．放射冠は広くなっ

ているが，十分な伸展性がなく辺縁に凹凸がみられ

る卵子．

　Grade　m：卵丘を形成する細胞の間隔が不均一で

結合性も粗である，卵丘全体は不十分な伸展性を有

し高い牽糸性が見られる．放射冠は幅が広く薄く卵

内容が十分に観察出来る卵子．

　Grade・IV：卵丘は進展性を帯びているが変性が見

られ，放射冠も著しく変性して暗く見える卵子．

　3）受精率および卵割率：受精率は受精卵数／回

収卵数で算定した．卵割率は総受精卵数に対する2

細胞以上に分割した受精卵数の割合とした．

　4）平均胚移植数：周期あたりの胚移植数を比較

した．

　5）着床率および妊娠率：着床率（着床胚数／総移

植胚数）は移植胚数あたり何個妊娠したかで算定し

た．妊娠率は胚移植周期数あたりの妊娠成立周期数

で算定した，なお妊娠は妊娠反応陽性で胎嚢の確認

できた臨床的妊娠のみとした．

　6）流産率：流産率は流産周期数／妊娠周期数で
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算定した．

　7）子宮内膜厚：子宮内膜厚は子宮体部内膜像の

長軸方向における最大前後径を経膣超音波断装置で

計測した．

　8）内分泌学的検査：hCG投与日の血清LH，　FSI｛，

estradio1（E2）およびprogesterone（P）値を第一ラジオア

イソトープ社製のRIAキットで測定した．

成　　績

1．hMG投与日数hMG総投与量（表2）

　hMG投与日数は10ng法群8．7±1．8（平均±SD）日，

short法群9．1±2．1日であり，hMG総投与量はそれぞ

れ1728±611（平均±SD）IU，1698±6741Uであり，

いずれも両法群間で有意差はなかった．

2．採卵成績（表2）

　（1）採卵キャンセル率：採卵キャンセル率はlong

法群2．0％（2／99），short法群0％（0／45）であり，有意

差はなかった．

　（2）穿刺卵胞数：穿刺卵胞数は】ong群13．5±2．9（平

均±SD）個，　short群15．1±3．6個であり，有意差はな

かった．

　（3）採卵数：採卵数はlong法群8．9±5．0（平均±SD）

個，sho直群9．0±6．0個であり，有意差はなかった．

　（4）採卵率：採卵率は1・ng法群65．8±13．8（平均±

SD）％，　short群60．7±32．1％であり，有意差はなかっ

た．

　（5）卵子の質：Grade　Iの占める割合は，　long法群

6、1％，short法群21．2％，　Grade　llはそれぞれ19．5％，

18．4％，Grade　mはそれぞれ7　1　．69。，57．6％，　Grade　IV

はそれぞれ2．89。，2．8％であり，long法群でgrade皿が

有意（P〈α05）に多く，Grade　Iが有意（P＜O．05）に少

なかった．

3．受精率，卵割率（表3）

　受精率はlong法群で725％（464／640），　short法群で

58．6％（249／425）でありlong法群で有意に高かった

（P＜O．001）．卵割率はそれぞれ69．49e（322／464），67．1％

（167／249）であり有意差はなかった．

4．平均胚移植数（表3）

　平均胚移植数はlong法群で2．6±1．6（平均±SD）個，

shon群で2．7±1．8個であり，有意差はなかった．

5。着床率および妊娠率（表3）

　着床率はlong法群で5．9％（17／290），　short法群で

2．59。（3／122）であり，long法群で有意（P＜0．05）に高

かった．妊娠率はlong法群で14．1％（ll〃8），　short法群

で5．49・（2／37）であり，long法群で有意（P＜O．05）に高

かった．
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表2　排卵誘発効果と採卵成績

long法群　　　short法群

hMG投与日数（日）　8．7±L8　　9．1±2．1 NS
hMG総投与量（IU）　1728±611　1698±674 NS
キャンセルi率（％）　　2（2／99）　　0（0／45） NS
穿刺卵胞数（個／周期）13．5±2．9　15．1±3．6 NS
採卵数（個／周期）　　8。9±5．0　　9．0±6．0 NS
採垣1ヨ率（％）　　　　　　　　　65．8±13．8　　60．7±32．1 NS
卵のquality

Grade　I　　　　　　　39（　6．1％）　　90（21．2％） ＊

H　　　　　　　l25（19．5％）　　78（18．4％） NS
1【　　　　　458（7L6％）　245（57．6％） ＊

IV　　　　　　　l8（　2．8％）　　　12（　2．8％） NS
＊Pく0．05，NS：有意差な し

表3　受精率，卵割率，着床率，妊娠率

および流産率の比較

long法群　　　　short法群

総採卵数　　　　640　　　　　425
受精率（％）　72．5（464／640）58．6（249／425） ＊

卵割率（％）　69。4（322／464）67．1（167／249） NS
胚移植率（％）80．4（78／97）　82．2（37／45） NS
総胚移植率　　　　290　　　　　　122

平均胚移植　　2．6±L6　　　2．7±L8 NS
着床率（％）　　5．9（17／290）　2．5（3／122） ＊

女壬娠率（％）　　　14．1（11／78）　　　5．4（2／37） ＊

流産率（％）　18．2（2／11）　　50．0（1／2） NS
＊Pく0．05，NS：有意差な し

表4　hCG投与日の子宮内膜厚

long法群　　　　short法群

子宮内膜厚（mm）　　ll。7±2．8　　10．1±2．6＊

＊P＜0．05

6．流産率（表3）

流産率はlong法群で18．2％（2／11），　shon法群で50％

（1／2）であり有意差はなかった．

7．子宮内膜厚（表4）

子宮内膜厚はlong法群でll．7±2．8（平均±SD）mm，

shon法群で10．1±2．6　mmであり，long法群で有意

（P＜0．05）に厚かった．

8．内分泌動態（表5）

long法群とshon法群のhCG投与日の血中ホルモン

値はそれぞれ，LH値35±3．1（平均±SD）mIU／ml，

4．7±2．9mIU／ml，　FSH値6，9±5．O　mIU／ml，7．7±65

mlU／ml，　E2値1121±576　pg／ml，833±652　pg／㎞1， P値
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表5hCG投与日の各種ホルモン値

日本不妊会誌　39巻3号

long法群 short法群

LH（mlU／mD　　　3．5±3．l

FSH（mIU／ml）　　6．9±5．O

E2（pg／ml）　　　ll21±576

P（ng／ml）　　　　　0．9±0．2

4．7±2．9　　　NS

7．7±6．5　　　NS

833±652　　NS

O．7±0．3　　　NS

NS：有意差なし

O．9±O．2　nglml，　O．7±O．3　n9／mlであり，いずれも両群

間に有意差はなかった，

考　　察

　従来IVF－ETの排卵誘発にはclomiphene　citrate，

clomiphene＋hMG／hCG，　hMG／hCGなどが用いられてき

た．しかし，clomipheneは抗エストロゲン作用を有

し子宮内膜レベルでエストロゲンレセプターと競合

して，子宮内膜に悪影響を及ぼすことが報告されて

いる4、6）．また，採卵前に内因性LHサージが起こ

り，自然に排卵する症例も少なからずあった．この

ような背景からPorter　et　al．i）はIVF－ETの排卵誘発に内

因性LHサージを抑制する目的でGrtRH　agonistを初め

て臨床応用した，実際，GnRH　agonistの併用でIVF－

ETの排卵誘発がコントロール可能になり，GnRH

agonistの併用が一般的になってきた．

　GnRH　agonistの投与法は大きく分けて，　GnRH　ago－

nistを先行周期の黄体中期から投与する10ng　protocol

法と月経開始と同時に投与するshort　protocol法があ

る．しかし，GnRH　agonistを併用した場合のIVF－ET

成績に関しては両者のいずれが優れているかが明確

でなく，また必ずしも意見の一致をみていない．

　Hypogonadotropicな無月経患者とnormogenadotropic

な無月経患者の排卵誘発に必要なhMG総投与量は一

般的には前者が多い．Gonen　et　aL7）はIVFETの排卵誘

発に10ng法，　short法およびGnRH　agonistを併用しな

いhMG／hCG法の3法について卵胞発育に要した

hMG総投与量を比較して，　GnRH　agonist併用群が

hMG／hCG群より有意に多かったと報告した．　Tan　et

al．8）もGnRH　agonist群のhMG総投与量がhMG／hCG群

より多かったと報告している．これはGnRH　agonist

投与により下垂体のGnRH　receptorのdown　regulationに

よる内因性ゴナドトロピン分泌低下により，hypogo－

nadotropic　hypogonadismが惹起されたために，結果的

にhMG投与量が増加したものと考えられる．しか

し，hMG投与日数に関してはGnRH　agonist群と

hMG／hCG群で差がないとする報告が多い7～9）．

　Long法は低ゴナドトロピン状態でhMG投与開始す

ること，またshort法はGnRH　agonist投与開始初期に

みられるゴナドトロピンのflare　upが卵胞発育を促進

させる可能性があることから，short法がlong法に比

較してhMG総投与量が少ないのではないかと考えら

れる．しかし，今回の我々の検討では10ng法とshort

法でhMG総投与量および投与期間に差を認めなかっ

た．同様の報告は多い7・9～11）．Tan　et　a1．8）もlong法と

short法の問で差があったのはlong法での余分に投

与したGnRH　agonistの値のみであり，hMG総投与量

には差を認めなかったと報告している，すなわち，

GnRH　agonist投与初期にみられるゴナドトロピンの

flare　upは卵のr㏄ruitmentにはそれほど影響を及ぼし

ていないものと考えられる．このことはGnRH　ago－

nistによるflare　upが卵胞発育を促進するFSHよりも

LH優位である1卜12）という本質的問題に起因してい

る可能性がある．

　IVF－ETでのGnRH　agonistを使ったlong法とshort法

の排卵誘発効果，受精率および妊娠率は報告者によ

り様々であり，一定しない．我々の今回の検討では，

long法とshort法の間に年齢，不妊期間，不妊因子は

もちろんのこと，hMG投与日数，　hMG総投与量，採

卵数，採卵率，卵割率および胚移植数のいずれにも

全く差を認めなかった．しかしlong法群で受精率と

着床率と妊娠率が有意に高い結果が得られた．この

理由の一つにlong法群では良質の卵子が回収された

ことが挙げられる．この結果は多くの報告8・　9・　13・　14・　15）

とも一致する．

　一方，short法が優れているとする報告もある．

Gonen　et　al7）はshort法ではlong法よりも妊娠率が高く

流産率が低かったが，受精率と胚移植数に10ng法と

の間に差を認めなかったことから，10ng法では内因

性LH低下による黄体機能に問題がある可能性があ

ると推察している．また，回収卵数や受精率および

妊娠率に両群間で差がなかったとする報告10・　16）もあ

る．このようにlong法とshort法で成績が一致しない

理由は，症例の違い，投与するGnRH　agonistの種類

GnRH　agonistの投与ルートおよび使用したhMG製剤

が異なることも関係するのではないかと考えられ
る．

　我々の検討では，hCG投与直前の血清LH値に両群

間で差を認めなかった．しかし，GnRH　agonistの投

与開始初期はLHのflare　upがみられることが知られ

ており，short法では月経周期の3日目に血中LH値

はピークとなり，4日目より下降傾向を示す9）．この

舳eupした血清LHは黄体を刺激して未熟卵胞の黄体

化を促進するという17）．また卵胞期の高LHは妊娠

「

「
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率を低下させるという報告18・19・20・　2t）もある．このよ

うにsholt法ではflare　upしたLHが卵子の質を低下さ

せ受精率を低下させ，結果的に妊孕能を低下させて

いる可能性が考えられる．一方long法では前周期黄

体中期からGnRH　agonistを投与開始するから下垂体

はすでにdesensitization状態にありhMG投与中のLH

のflaie　upは極めて少ないと考えられ，従って卵胞発

育に対するの高LHの影響はないといえよう．

　血清のP値についてみると，我々の検討ではhCG

投与日の血清P値は両群間で差はなかった．しかし

渡部9）はhCG投与日でshort法においては血中P値が

1．Ong加1を越える症例が40％存在し，一方long法では

24．3％であったとし，P値がshort法で高かったと報告

している．ヒトrVF－ETにおいて卵胞期の血中P値の

上昇は胚のflagmentationを惹起し受精卵のqualityを低

下させることが報告され22），また動物実験において

も上昇したPが卵に悪影響を及ぼすという報告があ

ることから卵胞期のP上昇は着床には不利に作用す

る可能性が考えられる23・　24・　25）．なお我々のP値に関

する検討は10ng法群とshort法群で差はなかったが，

これは連続採血による観察ではないことに起因する

のかもしれない．

　Long法群とshort法群で受精卵を受容する側の子宮

内膜から比較検討した報告は少ない．我々の検討で

はhCG投与日の子宮内膜厚がlong法群で有意に厚か

った，その結果が着床率および妊娠率がshort法群に

比較して高いということと結びついていると考えら

れる．子宮内膜厚については採卵時の子宮内膜厚と

妊娠率には高い正の相関がある26・　27）との報告があり，

また非IVF－ET周期でも子宮内膜厚と妊娠率は相関す

るという報告28・　29）もある．またoocyte　donationにおい

ても妊娠成立周期の子宮内膜厚は非妊娠周期のそれ

に比較して有意に厚かったとする報告30・・31）があり，

我々の結果を補強するものと思われる．このように

子宮内膜厚からも10ng法群が着床にふさわしい環境

を形成しているといえる．

　では，なぜ子宮内膜厚に差が出たのであろうか．

我々の検討ではhCG投与日の血中E2値や卵胞発育に

要したhMG総投与量に両群間で差を認めなかった．

hCG投与日の血中E2値に差を認めないとする報告や

逆にhCG投与日の血中E2値がshort法群でむしろ高い

とする報告もある8）．このようなことを総合すると，

long法群で子宮内膜が厚かった理由を血中E2値に求

めることには無理がある，しかしこの点は今後解明

されなければならない問題である．

　以上よりIVF－ETの排卵誘発にはGnRH　agonist　long
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protocol法がshort　protocol法よりもやや優れていると

結論出来る．その理由としてshort法ではGnRH　ago－

nist投与開始初期に起こるLHやプロゲステロンの

fiare　up現象が卵子の質や子宮内膜の発育に悪影響を

及ぼしている可能性が推察された．
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and　a　short　protocol　for　ovarian　stimulation　for　in　vitro

fertilization　was　investigated．　In　this　study，58　women

comprising　99　cycles　were　included　in　the　long　protocol

group　while　35　women　comprlsing　45　cycles　made　up

the　short　protocol　group．　The　total　amount　of　hMG　and

days　of　hMG　administration　required　for　follicular　matu－

ration，　the　number　of　recovered　oocytes，　the　fertilization

rate，　the　cleavage　rate，　the　implantation　rate，　the　preg－

nancy　rate，　the　abortion　rate　and　thickness　of　the

endometrium　together　with　endocrinological　aspects

were　also　compared　between　the　two　groups．

　　No　significant　differences　were　obse】rved　in　either　the

total　amount　of　hMG　or　days　of　hMG　administration

between　the　two　groups．　The　cancellation　rate　of　the

oocytes　pick－up，　the　number　of　recovered　oocytes　were

similar　between　the　two　groups．　However，　the　number　of

福元 （337）　109

oocytes　of　higher　quality　recovered　in　the　long　Protocol

group　was　significantly　more　than　those　in　the　short　pro－

tocol　group（P＜0．05）．　The　endometrium　of　the　women　in

long　protocol　group　on　the　day　of　hCG　administration

was　significantly　thicker　than　that　of　the　short　protocol

group（PくO．05），　although　no　significant　differences　were

observed　in　the　serum　levels　of　LH，　FSH，　estradiol　and

progesterone　between　the　two　groups．　The　fertilization

rate，　the　implantation　rate　and　the　pregnancy　rate　in　the

long　protocol　group　were　higher　than　those　of　short　pro－

tocol　group（P〈0．05）．

　　Based　on　these　results，　we　thus　conclude　that　the　long

administration　protocol　using　gonadotropin－releasing

hormone　agonist　is　superior　to　the　short　protocol　for

ovarian　stimulation　for　in　vitro　fertilization．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年3月ll日特掲）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年5月lI日特掲）
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畿濃欝弊罵瓢瓢謙’麟1騰雛．卵胞発育に要ヒた
hMG量は破以上群で有意に多かった．穿刺卵繊回収卵数および受糊日数は備以上群で有意に減

少した．残りの3群間にはいずれも差を認めなかった・卵回収率および受精率は35～39歳群から低下し

始課鶏講贈蕪潔饗遍離禦轟（c欄排卵誘起し得られ

纂禦難鰻に鴇謙謂騨贈聖幾繍雛蔽輿驚漏膨齢鰐肇蕊

植麟暑憲郵講鵬叢奮難轟議下すること，3）着床輔下するこ

と，4）流産率が上昇することが騰旨の低下の原因であることが明らかになった・これらの原因として

卵巣の老化によるゴナドト・ピンへの反J；E・tSiの低下と肝の質の低下が示ロ麦された・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jp・」．　F・nil．　St・・il・，39（3）・・338　一　344・1994）

　　　　　　　　　緒　　言

　加齢により妊孕能が低下することは一般に良く認

められている事実である．一戸ら1）は出産数を2歳

きざみに検討し，19歳～38歳までは変動は少なかっ

たが，39～40歳より激減し，45歳までにほぼ底をつ

くと報告した．加齢により妊娠率が低下するだけで

なく，流産率も上昇する．40～45歳で40％，45歳以

上で50％以上の流産率であったとする報告2）がある．

最近のrVF－ETの成績からも同様の傾向がうかがわれ

る．Padilla　et　aL3）はIVF－ETの妊娠成功率は加齢とと

もに低下し，40歳代では509。が流産したと報告した．

Romeu　et　al．4）も40歳代では60％の流産率であったと報

告している．一方加齢により染色体異常も増加する．

母体年齢が35～39歳でL6％，40～44歳で3．7％，45

～
48歳で25％の染色体異常を認めたとする報告もあ

る5）．染色体異常も加齢による流産率の増加の一因

となっている．

　加齢による妊孕能の低下の原因としては排卵数の

低下6・7），受精能の低下8）および子宮内膜の受容性の

低下9）などが考えられてきた．しかし，詳細な点に

なると必ずしも意見の一致を見ない．

　我々はIVF－－ET患者における臨床的データを解析

し，加齢による影響を検討した．さらにそれに基づ

いてマウスにおいては受精卵の加齢にのみ着目し，

卵の発育能および受精能に及ぼす加齢の影響を検討

した．

　　　　　　　　研究対象と方法

1．ヒトのIVF－ETの成績からみた加齢の妊孕能に及
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　　ぼす影響に関する検討

　対象は，1990年1月から1991年12月までに鹿児島

大学産婦人科でIVF－ETを施行した不妊患者59症例

120周期である．これらを年齢により29歳以下群9

症例22周期（29歳以下群），30～34歳群27症例51周

期（30～34歳群），35～39歳群19症例37周期（35～

39歳群），40歳以上群4症例10周期（40歳以上群）の4

群に分けた．4群間で一人あたりのr＞F－ET施行回数，

主席卵胞径，夫の精子数，精子運動率およびペネト

ラック値（ウシ頸管粘液における精子貫通距離）に関

して有意差を認めなかった．そして以下の事項を検

討した．

　排卵誘発法は前周期の黄体中期よりブセレリン

（ヘキスト・ジャパン）900　Pt　9／日を鼻腔噴霧し，月経

周期day　3よりhMG　150皿Jを連日投与した。以後主席

卵胞径が16㎜を超えるまで1501UのhMGを投与し

続けた．卵胞発育が不良の場合は一回あたりのhMG

量を2251Uに±曽量した．主席卵胞径が16㎜を超えた

時点でブセレリンとhMGの投与を中止し，40～48

時間後にhCG　lO，0001U筋注，さらにその33～38時間

後に経膣超音波ガイド下に採卵した．

（1）hMG総投与量

　卵胞発育を目的に投与したhMG総投与量を4群で

比較した．

（2）回珂又項β

　以下の項目について4群間で比較した．

　①穿刺卵胞数：経膣超音波ガイド下で採卵を目的

に穿刺した卵胞数

　②回収卵数：経膣超音波ガイド下で穿刺・吸引し

得られた卵数

　③卵回収率：回収卵数／穿刺卵胞数

（3）受精卵数および受精率

　受精卵数と受精率（受精卵数／回収卵数）を比較し

た．ただし乏精子症（精子濃度40　×　106／ml以下あるい

は精子運動率40％未満）の患者は受精率の検討から除

外した．

　なお妊娠率は，この期間の妊娠例が少なく統計的

検討を行わなかった．また，排卵誘発，採卵，媒精は

すべて当科IVF－ETのプロトコールに基づいて行った．

2．マウス受精卵の発育能および着床能に及ぼす加

　　齢の影響

　ICR系未経産雌マウスを8～15週齢（A群），20～

25週齢（B群），35～45週齢（C群）の3群に分け，

PMS　5皿Jを用いて過排卵処理し同系15週齢マウスと

交配させ，翌朝膣栓を確認したものを用い以下の実

験を行った．

森 （339）　lIl

（1）受精卵の回収率と発育率

　A（n＝25），B（n＝17），　C（n＝15）各群のマウスか

ら交配48時間後の卵管を摘出し，mOdified　Whitten’s

mediumで卵管内を灌流し，受精卵を回収した．

　さらに形態的に正常な2細胞期胚のみを集め，10°／．

new　calf　serumを含むmodified　Whitten’s　mediumを用

い，5％CO2　in　air，37℃の条件下で培養し，後期胚盤

胞期まで24時間ごとの発育を観察した．

（2）着床率，流産率

　A（n＝21），B（n＝19），　C（n＝22）各群のマウスを

交配後4日目に子宮内灌流法により形態学的に正常

な胚盤胞期胚のみを集め，偽妊娠3日目のレシピエ

ント（15週齢ICR系雌マウス）の子宮内に移植した．

一子宮角あたり平均6個の胚を移植した．移植後4

日目のレシピエントの尾静脈よりブリリアントブル

ー を静注し，ネンブタール麻酔下に開腹し着床の状

態を観察したのち閉腹した．

（3）胎仔重量

　さらに交配後17日目に再開腹し，胎仔の重量を計

量した，

　有意差検定はStudent－T　testあるいはX2検定によ

った．

成　　績

1．ヒトのIVF－ETの成績からみた加齢の妊孕能に及

　　ぼす影響

（1）hMG総投与量（図1）

　年齢別に卵胞発育に要したhMG総投与量は29歳以

下群で平均1377±5271U，30～34歳群で平均1387±

5131U，35～39歳群で平均1539±3901U，40歳以上

群で3008±10981Uであり，40歳以上群が他の3群の

いずれと比較しても有意に多かった（P〈O．05）．

（2）均β回期又数

①穿刺卵胞数（図2）
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図2　年齢と穿刺卵胞数
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　穿刺卵胞数は29歳以下の群で平均9．2±3．9個，30

歳～34歳群では8．2±3．7個，35歳～39歳群では

7．9±4．5個と，年齢が高くなるに従い減少する傾向

にあったが，これらの3群間では有意差はなかった．

しかし，40歳以上群の穿刺卵胞数は平均3．7±L4個

と激減し，他の3群のいずれと比較しても有意に少

なかった（P〈0．05）．

②回収卵数と回収率（図3，表1）

　回収卵数は29歳以下群では平均6．7±3．4個，30歳

～ 34歳以下群では6．1±35個，35歳～39歳群では

5．1±3．3個と年齢が高くなるに従い減少する傾向に

あったがこれらの3群間には有意差はなかった．さ

らに40歳以上群では平均LO±0．8個と激減し，40歳

表2　年齢と回収卵あたりの受精率

年齢 回収卵数　　受精卵数　受精率
　（個）　　　　（個）　　　（％）

　～29歳
（22周期）

30～34歳
（22周期）

35～39歳
（19周期）

40歳～
（10周期）

133

187

63

6

84

135

34

2

63．2a

72．2a

54．Ob

15．0

33．3c

10．0

5．O

O．O

一29　　　30－34　　35－39　　　40－　YEARs

　　　　　年齢

図3　年齢と回収卵数

表1　年齢と穿刺卵胞あたりの卵回収率

a－b：P＜0．Ol

a－c　P〈0．05

年齢 穿刺卵胞数　　回収卵数　卵回収率
　（個）　　　　　　（個）　　　　　（％）

　～29歳

30～34歳

35～39歳

40歳～

183

392

268

22

140

298

183

　6

765a
76．O　a

68．3b

27．3c

a－b：P＜0．05

a－c：P〈0．Ol

未満のどの群と比較しても有意に少なかった（P〈

0．05）．

　卵回収率は29歳以下群では76、5％，30歳～34歳群

では76．oa／eであり，35歳～39歳群では68．3％と低下

し，40歳以上群では27．3％とさらに有意に低下した．

40歳以上群ではどの群と比較しても有意に低く（P＜

0．Ol），35～39歳群では34歳以下の2群に比べて有意

に低かった（P＜O．05）．

③受精卵数と受精率（図4，表2）

　年齢と受精卵数との関係をみると，受精卵数は29

歳以下群では平均4．3±3，1個，30～34歳群では3．5±

3．1個，35～39歳群では平均3．1±3．2個と年齢が高く

なるに従い減少する傾向にあったが，これらの3群

間には有意差はなかった．40歳以上群では平均O．5±

0。9個と激減し，40歳未満のどの群との間にも有意差

を認めた（P＜0．05）．受精率は29歳以下群では63．2e／e，

30～34歳群では72．2％であったが，35～39歳群では

54．0％，40歳以上群では33．3％であった．35～39歳群

では34歳以下の2群との間に有意差（P〈O．05）を，40

歳以上群では39歳以下のどの群との間にも有意差

（P〈O．Ol）を認めた．

2．マウス受精卵の発育能および着床能に及ぼす加
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　　齢の影響

①受精卵の回収率と発育率（表3，表4）交配後2日

目に回収された各群の2細胞期胚数はA群で24．2

個／匹，B群で18．6個／匹，　C群で9．6個／匹であり，

A群とB群の間には有意差を認めなかったが，C群は

A群，B群に比較して有意（P＜O．00・1）に少なかった．

　各群の体外培養による胚盤胞への発育率はA群

86．6％（299／345），B群839％（151／180），　C群48．4％（62

／128）であり，A群とB群の間には有意差を認めなか

ったが，C群はA群，　B群に比較して有意（P＜O．001）

に低値であった．

②着床率，流産率（表5，表6）

　交配後4日目に得られた胚盤胞の数はA群の29．4

個／匹およびB群の23．7個／匹に比較してC群は7．5個／

匹であり，A群とB群の間には有意差を認めなかっ

表32細胞期胚回収率の比較

回収卵数　マウス数　平均回収
（2細胞期胚）　（匹）　　卵数／匹
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たが，C群はA群，　B群に比較して有意（P＜O．001）に

少なかった．

　移植した胚の着床率はA群で78．9％（ll2／142），　B

群で73．5％（122／166），C群で40．6％（63／155）であり，

C群がA群およびB群に比較して有意（P＜O．OO　1）に低

値であった．

　流産率はA群24．1％（27　／　112），B群23．8％（29／122），

C群63．5％（40／63）であり，C群がA群，　B群に比して

有意（P〈O．OO　1）に高値であった．流産に至らず，17

日目までに妊娠が継続している割合はA群75．99・（85／

ll2），　B群76．29・（93／122），　C群36．59e（23／63）であり，

A群とB群の間には有意差を認めなかったが，C群は

A群，B群に比較して有意（P＜0．001）に低値であっ

た．

（3）胎仔重量

　妊娠17日目に娩出した生存胎仔の体重の平均値は

A群098g，　B群1．02g，　C群0、92gであり3群間に有意

差を認めなかった．また形態的にも異常を認めなか

った．

　Group　A
（8～15週齢）

　Group　B
（20～25週齢）

　Group　C
（35～45週齢）

605

316

144

25

17

15

24．2a

18．6b

9．6c

表4発育の比較

a－c’ P＜0．001

b－c　P＜O．OO　1

培養胚数　　　胚盤胞数
（2細胞期胚）　　　（％）

考　　察

　女性は何歳まで妊娠可能であるかは個体差が大き

く明確ではない．しかし，加齢により妊孕能が低下

することは明らかである．そして加齢により妊孕能

が低下する原因として排卵数の減少6・7），受精能の低

　Group　A
（8～15週齢）

　Group　B
（20～25週齢）

　Group　C
（35～45週齢）

345

180

128

299（86．6）a

151（83．9）b

62（48．4）c

表5胚盤胞回収率の比較

回収卵数　マウス数　平均回収
（胚盤胞）　　（匹）　　卵数／匹

　Group　A
（8～15週齢）

　Group　B
（20～25週齢）

　Group　C
（35～45週齢）

617

451

165

21

19

22

29．4a

23．7　b

75c

a－c° P＜0．001

b－c　P＜0．001

a－c：P＜0．001

b－c：P＜0，001

表6着床率，流産率，妊娠継続率の比較

移植胚盤胞数 着床率
（％）

流産率
（％）

妊娠継続率
　（o／・）

　Group　A
（8～15週齢）

　Group　B

（20～25週齢）

　Group　C

（35～45週齢）

142

166

155

Il2（78．9）a

122（73．5）b

63（40、6）c

27（24．1）a

29（23．8）b

40（63．5）c

85（75．9）a

93（76．2）b

23（36．5）c

a－c：P＜0．001

b－c　P＜0．001
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下8），着床能の低下および受精卵が着床する側の子

宮内膜の受容能の低下9）などが考えられてきた．し

かし，詳細な原因は不明であり報告者により一致し

ない点もある，

　IVF－ETでは多くの成熟卵を採取することが妊娠率

の向上に繋がることから，規則的な月経周期を有す

る患者に対しても排卵誘発を行う．従って高齢婦人

の卵巣のゴナドトロピンに対する反応性を観察する

には都合が良い．さらに受精および着床現象を直接

観察できる利点もある．このような理由から，我々

はヒトにおいては年齢別のrVF－ET成績マウスにお

いては卵子提供（oocyte　donation）により加齢が妊孕能

にどのように影響を及ぼしているかを検討した．

　卵巣重量は20歳代でピークとなり，それ以降徐々

に低下し40歳代になると著明に低下する10）．卵巣重

量は卵胞数と相関するから卵胞数は40歳以降著しく

減少するといえる，卵胞数を観察するには卵巣が排

卵誘発剤にどのように反応するかによっても推測す

ることができる．我々のIVF－ETの成績では，40歳以

降ではそれ未満の年齢に比較して排卵誘発に要した

hMG量は多かった．　Dicker　et　aP　1）もrVF－ETで同様の

検討を行い，37歳以上ではそれ未満に比較してhMG

総投与量が多く投与期間も長期であったと報告して

いる．広井ら12）は各年代別にhMG　l501Uを5日間投

与して血中estradiol値を観察し，20歳代では良好な反

応を示したのに対し，30歳代，40歳代と高齢になる

にしたがいestradiolの分泌は低下し，50歳代ではほと

んど反応は認められなかったとした．また卵巣皮質

培養液中にhMGを添加したin　vitroの実験でも同様の

結果が得られたことより，卵巣のゴナドトロピンに

対する反応の低下は30歳代よりすでに始まっている

とした．すなわちこれらの報告からも加齢により卵

巣のゴナドトロピンに対する反応が低下することが

示唆される．

　我々の成績では高齢婦人へのhMG総投与量が多か

ったにもかかわらず発育卵胞数が減少した．またヒ

トにおいてもラットにおいても加齢により卵回収率

が低下した．これは加齢により発育卵胞数が減少し，

その結果穿刺卵胞数が減少したことは明らかである．

加齢により発育卵胞数が減少するという報告は多

い．Sauer　et　aL　l3）は40歳以上の婦人では採卵数も胚移

植数も少なかったとし，Dicker　et　al．i　i）は37歳から採

卵数が有意に減少したと報告した．斉藤ら14）も年齢

が高くなるにつれ総採卵数が減少したと報告してい

る．これら採卵数の減少は発育卵胞数の減少を当然

のことながら意味する．排卵数に関しては北ら6）は

日本不妊会誌　39巻3号

高齢マウスの排卵数が若齢マウスに比較して有意に

少なかったと報告した．他にも同様の報告がある7・

lS）．加齢により排卵数が低下することを示している．

　加齢によるヒトrVF－ETにおける受精率は報告によ

って必ずしも一致しない．Romeu　et　al．4）やPadilla　et

aL3）およびDicker　et　aL　11）は加齢によっても受精率は低

下しなかったと報告した．しかし，我々の検討では

ヒトにおいてもマウスにおいても受精率は低下し

た．ヒトにおいては35～39歳ですでに受精率の低下

が認められ，40歳以上では著明に低下した．これら

の結果は40歳以上で受精率が低下したとするSauer　et

aLl3）の報告と一致する．また加齢により21トリソミ

ー などの染色体異常児の頻度や高齢妊娠では胞状奇

胎の発生頻度が急増することが知られている．これ

らの事実を考えあわせると，加齢により染色体異常

を含めた卵の質の低下が増加することが示唆され

る．このような卵の質の低下が加齢による受精率の

低下と関係していると思われる．また，加齢マウス

では卵の透明帯が硬化し，精子の貫通が妨げられ受

精能が低下するという報告もある16）．

　受精卵の胚盤胞期胚への発育率は老齢群が若齢

群に比較して明らかに低下した．培養条件に差はな

く，形態的にも異常は認められなかったにもかかわ

らず低下した，小野寺ら15）はそれぞれの月齢で回収

した形態的に正常な2細胞期胚を体外培養して発育

能を観察し，老齢マウスでは若齢マウスに比較して

拡張期胚盤胞への発生率が有意に低下したことよ

り，加齢動物では形態が正常にみえる胚でも発育能

が低いものが含まれている可能性があるとしてい

る．胚盤胞期胚への発育率が低いのは，老齢マウス

では第一卵割期に異数体の出現率が若齢マウスより

高いこと17）や異数体の一部が桑実胚までの間に淘汰

されること18）から，染色体異常やなんらかの機能異

常を持つ受精卵が発育段階で退化していくためと考

えられる．

　加齢によりヒトIVF－ETの妊娠率は低下する3・　4・　11・　13・

19）．我々は15週齢マウスをレシピエントにして着床

する子宮を同一環境下において加齢の着床に及ぼす

影響を検討した．老齢マウスから得た受精卵の着床

率は低く流産率は高かった．加齢により流産率が高

くなることはヒトでもよく知られているが，着床率

が低いことはさらに重要なことといえる．しかし，

Gosden20）はわれわれと同様の実験で加齢’による差は

全くなかったとも述べている．北ら6）も排卵した卵

子はほとんどが着床して高齢マウスでも着床率の低

下は認められなかったとし，産仔数の減少は着床後
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の胚死亡率の増加が主な原因であるとしている．し

かし，北ら6）の実験は若齢マウスに移植した実験で

はないから，子宮側の加齢による因子を考慮しなけ

ればならない．加齢がすすむと分割しない卵子およ

び異常卵の割合の増加，さらに形態的には正常でも

発育能力の低いものが含まれているとする報告があ

る15）．

　加齢による妊孕能の低下には排卵数の減少や卵の

質の低下が一義的な原因となっているとしたが，最

近，欧米で臨床応用され始めた高齢婦人へのoocyte

donationによる妊娠の観察は加齢による妊孕能の低下

の原因を研究するのに都合が良い。Navot　et　al．2i）は若

い女性から卵の提供を受けた40歳以上の高齢婦人の

妊娠率は若い女性のそれと同等であったと報告して

いる．またSauer　et　aL　l3）は40歳以上で卵子の提供を受

けた婦人と自分の卵子でIVF－ETを受けた婦人の妊娠

率を比較して前者が有意に高く，しかも若い女性の

妊娠率と同等であったと報告した．これらの事実は

年齢による妊孕能の低下が子宮内膜の受容能の低下

ではなく，一義的には受精卵の方に問題があること

を直接証明するものである．すなわちヒトにおける

高齢婦人へのIVF－ETの成績も加齢による妊孕能の低

下が卵に起因することを示唆する．

　このような卵の老化は何歳頃から起こるのであろ

うか．我々は5歳ごとに年齢を区切り検討し，卵回

収率と受精率は35歳頃から低下し始めるという結果

を得た．Dicker　et　a1．ii）は2歳ごとに年齢を区切り検討

し，回収卵数と妊娠率は37歳から低下したと報告し

ている．一戸ら1）は2歳ごとに年齢を区切り39歳から

急激に妊娠率が低下したと報告した．老化の開始時

期は報告者により若干の違いがある．この相違は年

齢の分け方や症例数あるいは個人差に起因するもの

と考えられる．

　以上述べたように加齢による妊孕能の低下は40歳

前後からしだいに認められるようになる。そして40

歳以上になると排卵数の減少，受精率の低下，着床

能の低下，流産率の上昇が著明となる．これらの原

因はゴナドトロピンに対する卵巣の反応性の低下と

卵子の質の低下に起因することが示唆された．
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Clinica1　and　experimenta1　study　on　the　aging

　　　　　　　　　　　　effectS　on　fertility

Akito　Mori

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Faculty　of　Medicine，　Kagoshima　University

　　　　　　　　Kagoshima　890，　Japan

　　　　　　（Director：Prof．Y．　Nagata）

　　The　effects　of　aging　on　fertiliIy　were　studied　in　human

in　vitro　fertilization　and　oocyte　donation　in　mice．

　　The　patients　were　classified　according　to　their　age　into

4groups；GR－1：1ess　than　29　years　old，　GR－II：30　to　34

years　o亘d，　GR－III：35　to　39　years　old　and　GR－IV：40

years　old　or　more．　In　GR－IV，　gonadotropin　therapy　for
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follicle　maturation　required　significantly　more　doses　of

hMG（P＜0．05）．　The　numbers　ef　recovered　oecytes　and

fertilized　oocytes　were　significantly　less　in　GR－IV（P〈

0．05）。No　significant　differences　were　obtained　among

the　other　three　groups．　The　recovery　rate　of　oocytes　and

fertilization　rate　decreased　in　GR－III（P〈0．05）and

more　significantly　declined　in　GR－IV（P＜O．OOI），　No

significant　differences　were　observed　in　the　other　two

9「oups・

　　ICR　mice　were　classified　according　to　their　age　into　3

groups；GR－A：8to　15weeks，　GR－B：20　to　25　weeks　and

GR－C：35　to　45　weeks．　On　day　20f　pregnancy，2－cell

stage　embryos　were　recoverd　and　cultured　until　blasto－

cyst　stage．　On　day　4，　blastocysts　were　transferred　to

pseudopregnant　mice　of　l　5　weeks．　In　GR－C，　the　number

of　2－cell　stage　embryos　recovered　was　significantly　low－

ered　compared　to　GR－A　and　GR－B（P〈0．001）．　The　rate

of　development　from　2－cell　stage　to　blasocyst　stage　was

lower　than　that　of　the　other　two　groups（P＜O．OO　I）．　The

implantation　rate　of　in　vivo　blastocyst　in　GR－C　was　also

lower　and　the　abortion　rate　was　higher　than　those　of　GR－

AandGR－B（P＜0．001）．

　　From　the　results　of　the　experiments　in　mice，　it　was

suggested　that　reduced　frequency　of　ovulation，　reduced

fertilization　of　oocytes，　lower　rate　of　implantation　and

higher　rate　of　miscarriage　occured　with　aging．　Also　clin－

ically　in　human，　the　low　response　to　gonadotropin　and

poor　oocyte　quality　due　to　ovarian　aging　were　suggested

to　be　responsible　for　impaired　fertility　with　aging．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1994年2月28日特掲）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1994年5月12日特掲）
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地方部会講演抄録
平成5年度日本不妊学会東北支部総会

日　　時：平成5年ll月13日（土）

会場：ホテルリッチ盛岡

1匿 牛内部細胞塊由来細胞の分化能について

　　　○稲垣　宏，菅原七郎

　　　　　　　　　　（東北大農学部動物生殖）

　マウス内細胞塊をフィーダーレイヤー上で培養す

ることにより分化の多能性を保持した胚幹（ES）細胞

が得られる．これまでのところ家畜ではES細胞の分

化能，発生能の証明となる初期胚への注入によるキ

メラ動物は作出されていない．そこで我々は牛ES細

胞の樹立を試み分化能を確認した．

　と場由来卵巣から採取した卵をIVM，　rVF，　r＞cに

より作出した胚盤胞をSTO細胞のフィーダーレイヤ

ー 上で培養した．58個の胚盤胞のうち43個が接着

し，継続的な増殖を示した内細胞塊由来細胞は1例

のみであった．3回の継代の後，一様で強いアルカ

リフォスファターゼ活性が確認されたため，浮遊培

養により胚様体の形成能を調べた．数日後2層構造

を持つ単純型胚様体を形成し，約10日で嚢胞型胚様

体へ成長した．また，単純型胚様体を組織培養ディ

ッシュに接着させた．はじめに内胚葉細胞が現われ

次第に様々に分化した細胞が現われた．したがって

培養内細胞塊由来細胞は多能性でありES細胞である

可能性が示唆された．

2．人工透明帯の開発とその有用性

　　　　　○渡辺美佳，矢沢浩之，柳田　薫

　　　　　　星　和彦，佐藤　章

　　　　　　　　　　　　　　（福島県立医大産婦）

　透明帯除去卵の受精は，極めて少数の精子で可能

であるが，透明帯は受精卵発育に重要なものである．

今回，透明帯除去受精卵に対し人工透明帯の開発を

試みその有用性を検討した．

　人工透明帯としてアルギン酸カルシウムを用い

た．B6C3F1マウスの2細胞期受精卵の透明帯を除去

後に直径3mmの人工透明帯を装着させた結果，胚

盤胞までの発育率は93．1％で透明帯除去卵（77、6％）よ

り良好で無処理卵（93．0％）と同様の結果を示した．

また，人工透明帯内で胚盤胞まで発育した卵を偽妊

娠マウスに移植し3仔の妊娠を確認した．

　アルギン酸カルシウムは物理的，生物学的刺激か

ら卵を保護する働きがあると考えられる．囲卵腔内

精子注入法のかわりとして人工透明帯を応用した体

外受精法が期待できる．

3．ハムスター卵透明帯の外面，内面および卵細

　　胞表面の精子先体反応誘起能の比較検討

○矢沢浩之，渡辺美佳，吉松宣弘

　柳田　薫，星　和彦，佐藤　章

　　　　　　　　　（福島県立医大産婦）

　近年，重症乏精子症例などに顕微授精が一般的に

行われるようになってきているが，このような場合，

精子がどこでどのように先体反応を起こすのかは明

らかでない．そこで，透明帯内面および卵細胞表面

の精子先体反応誘起能の比較検討を行った．

　透明帯内面の先体反応誘起能をみるために，ハム

スター卵をPZD法にて“emμy　zona”を作製しこれに

媒精し，透明帯内面付着精子の先体の状態を観察し

た．媒精後120分で，透明体外面に付着した精子で

は70～80％が先体反応を起こしていたが，内面付着

精子では10～15％が先体反応を起こしているにすぎ

なかった．また，卵細胞表面付着精子でも先体反応

陽性率は培養液内の精子とほぼ同程度であった．

　以上のことよりハムスター卵においては，透明帯

内面および卵表面には強い先体反応誘起能は認めら

れず，囲卵腔内での先体反応誘起はさほど期待でき

ず，精子を注入する際には，何らかの方法であらか

じめ先体反応を誘起させておくことが重要であると

思われた．

4．細胞間接着物質であるSuoeinyl　Concanavalin

　　Aが受精卵およびその着床に与える影響

　　　　　○千田　智，森　　滋，飯田修一

　　　　　　渡辺洋子，熱海　泰，鈴木雅洲

　　　　　　　　　　　　　　　（スズキ病院産婦）

　体外受精・胚移植における問題点のひとつに着床

率の低さがある．透明帯に包まれた移植胚は着床ま

での間，子宮内を浮遊しているが，その半数は子宮

外へ流出するものと考えられている．そこで本研究

は，着床期子宮内膜へ良く接着する細胞間接着物質，

su㏄inyl　concanavalin　Aを用い，その受精卵への接着度
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および毒性についてin・vitroにて，さらにその接着卵

を移植した場合の着床率についてin　vivoにて検討し

た．

　（1）螢光抗体法にてマウス2細胞期から胞胚期ま

で接着を認め，（2）濃度5　mgtml，5分以上の暴露で

発育が抑制され，（3）接着胞胚を受容雌マウスに移

植しても着床率の向上は認められなかった．

　以上の結果より，着床期子宮内膜への接着作用の

強いsuccinyl　concanavalin　Aは透明帯へは接着するもの

の，その細胞毒性のため着床率の向上は望めないこ

とが判明した．

5．トレハロースを用いたVit酬cation

　　　　　O石田ガブリエラ，野原　理，松田秀雄

　　　　　　平山寿雄，斉藤英和，広井正彦

　　　　　　　　　　　　　　　　　（山形大産婦）

　卵・胚の凍結保存によって不妊症の夫婦は，不妊

治療を受けても多胎妊娠がなく妊娠できる可能性が

高まった．ヒトにおいても緩徐凍結法によって妊娠

分娩例の報告がなされるようになった．しかしこの

方法は，胚を凍結するために比較的長い時間を要し，

また，高価な装置を必要とする．

　最近マウス8細胞期においてvitrificationによる胚の

超急速凍結法が開発された．凍結保護剤として，

DMSO，　acetamide，　propyrene　glyco1，　pOlyethylene　glycol

の組み合せを用いたり，ethylene　glycol，　Ficol，

sucroseの組み合せを用いた報告がある．

　我々はtrehaloseを凍結保護剤として用い，　ethylene

glycol，　Ficol，　trehaloseの組み合せで8細胞期胚のvit－

rifTicationによる凍結保存を試みた．

　この結果，vitrificationによって凍結保存融解後

hatched　blastocystまで発育を認め，また，液体窒素に

暴露する前の凍結保護剤と平衡する時間は摂氏4度

で5分が最も良好な胚発育を示した．

6．高電圧パルスが精子受精能に及ぼす影響の検

　　討

　　　　　○藤井俊策，相良守峰，樋口　毅

　　　　　　斎藤良治　　　　　　　　（弘前大産婦）

　ヒト精子に高電圧直流パルスを負荷し，精子生存

性と先体反応の誘起率を検討した．

　正常精液（n＝5）を5～10×106／mlに調整し，コン

トロール，Ca　ionophore処理群，矩形パルス処理群，

減衰パルス処理群の4群における精子生存率（Eosin－

Y染色）と先体反応誘起率（FITC－PSA染色）を比較・

検討した．パルス刺激は電極間隔lmmの細胞融合
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用チェンバーに精子浮遊液（α25Msu㎝）se，1mM　Mg，

0。lmM　Ca）を入れ，1．0～5．0　kV／cmのパルスを1回加

えた．精子生存率はコントロールの94．39。に対し，

矩形パルス処理群では1．OkV／cmでは60．69。，5．OkV／cm

では13．29eと著明に低下し，減衰パルス処理群にお

いても5．OkV／cmで70．4％と有意に低下した．先体反

応誘起率はコントロールの4．2％に対し，4．0　kV／cmお

よび5．OkVlcmの矩形パルス処理群において，それぞ

れ26．7％および21．0％と有意な増加を認めた．

7．原因不明受精障害例におけるProacrosin異常

　　についての分子生物学的検討

　　　　　○清水　靖，福田　淳，松井俊彦

　　　　　　軽部裕子，田中俊誠　　　（秋田大産婦）

　プロアクロシン（以下pa）は，アクロシン（以下a）

の前駆体として精子先体内に含まれ，aは精子が透

明帯に結合，通過する際に，重要な酵素のひとつで

あると考えられている，今回，受精障害例のなかに

精子側特にpaに異常があるかどうか検討した．

　対象は不妊患者16組で，以前に体外受精を施行

し，受精が認められない群および受精が低率であっ

た群である．

　精子よりタンパク質は酸性液（10％glycerol，2％酢

酸10mM　benzamizine液）で4℃で20～24時間incuba－

tionし抽出した．　Westem　blot（wb）は第1抗体として，

抗ブタアクロシン抗体を用いた．SDS－PAGEでは，

同様な泳動パターンを示し，wbでは52～55Kdのバ

ンドにpaが検出された．対象症例中2例にwbでpa

が検出されなかった．

　原因不明の受精障害例のなかにpaの免疫原性の異

常が存在することが示唆された．

8．精巣上体精子による体外受精の成績に関与す

　　る因子について

　　　　　○福田　淳，児玉英也，松井俊彦

　　　　　　軽部裕子，清水　靖，田中俊誠

　　　　　　　　　　　　　　　　　（秋田大産婦）

　精路通過障害による男性不妊において，精巣上体

精子を用いた体外受精は有用な方法であるが，必ず

しも全例に良好な精子が回収できるわけではない．

　当科で施行した精巣上体精子による体外受精11症

例のうち受精が成立した群（受精成立群）は6例（顕微

授精2例を含む）で，2例に妊娠が成立したが，残り

5例（受精不成立群）は精子回収が不良なため受精が

成立しなかった．精子回収不良例の特徴を明らかに

する目的で，この2群問で，通過障害の原因，血中
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ホルモン値，精巣組織での造精機能の程度について

比較検討した．

　その結果，原因が先天性と考えられる症例，血中

LH値の高値症例，精巣組織のKresterの平均score値

が7以下の症例，精巣の炎症が著明で精細管での閉

塞がある場合は予後不良と考えられ，今後の治療方

針についてさらなる検討が必要と考えられた．

9．IVF－ETにおける品胎以上の多胎妊娠の発生頻

　　度を低下させるための至適移植胚数の検討

　　　　○松井俊彦，福田　淳，児玉英也

　　　　　軽部裕子，清水　靖，田中俊誠

　　　　　　　　　　　　　　　　　（秋田大産婦）

（目的）rVF－ETにおいて品胎以上の多胎妊娠を防止

する適切な移植胚数について検討した．

（方法）①当科でのrVF－ET周期のうち，2個移植し

た164周期，3個移植した175周期，4個移植した232

周期の予後を比較した．②3個移植後に妊娠成立し

た症例を単胎、双胎，品胎の3群に分け，適応，年

齢，不妊期間，採卵数，受精卵数，移植胚の形態学

的評価等について比較した．

（結果）①2個，3個，4個移植周期のongoingの妊娠

率は，16％，26％，27％で，多胎率は22％，24％，

31％であった．②3個移植した症例の年齢に関して

は，品胎群は単胎群，双胎群より有意に低かった，

移植胚を形態学的にgradeにより1点から4点に分類

すると，3個の総和に関しては，品胎群（12．0点）は単

胎群（9．9点），双胎群（10．9点）に比し，有意に高かっ

た．

（結論）移植胚が形態学的に良質胚と確認され，年

齢が30歳未満の症例においては移植胚数を2個とす

れば良いことが示唆された．

10．PCOに対するレーザー治療前後のLH－RHテ

　　スト

　　　　　○古橋信之，松崎幸子，倉林由美代

　　　　　　河野秀昭，渡辺英子

　　　　　　　　　　　　　（太田西ノ内病院産婦）

　PCO症例の卵巣に対し腹腔鏡下KTP－YAGレーザー

蒸散，あるいは電気メス焼灼法を施行し，術前術後

のLH基礎値の変化，また，　LH－RHテストの変化に

ついて検討した，

　症例は，過去にHMG－HCG療法により重症OHSS

の既往のある4症例とクロミフェン無効の2症例で，

ホルモンの測定系としては，㎜，LH，　FSHダイナ

マップキットを使用した．
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（結果）　1）LHの基礎値は10．8mlUより6．　lm皿Jに低下

した．2）LH－RHテストの反応パターンは，最大反応

値で50」m皿Jから224mlUに下降した．3）2症例に術

後自然排卵を認めた．4）4症例において術後HMG－

HCG療法による妊娠を得たが，　OHSSの発症は，軽

症のみであった．

11．PCOに対する臨床効果に関する検討

　　　　　○吉田英宗，渡辺　正，菅原準一

　　　　　　千田定則，陳　偉業，深谷孝夫

　　　　　　矢嶋聰　　　 （東北大産婦）

　Polycystic　Ovarian　Diseaseは排卵障害を伴うため女

性不妊を惹起する．今回我々は，PCODに対して施

行したlaparoscopic　laser　vaporizationの成績を術後の

排卵状況の推移を中心にして検討したので報告す

る．対象は平成2年～平成5年までの期間に排卵障

害を有するPCODと診断され当院にてlaparoscopic

laser　vaporizationを施行した37例．

　今回の検討の結果，1aser　vaporizationにより術直後

2週前後で自然排卵の起こる可能性があり，直後無

排卵性月経となった場合でも次の周期で自然排卵が

期待できた．しかし直後に排卵性月経を認めても次

第に排卵までの卵胞期日数が延長する傾向にあり，

また，4～6週間待機しても排卵あるいは月経を認

めなかった場合，その後の自然排卵はほとんど期待

できなった．

　従って排卵性月経を認めても次第に排卵までの卵

胞期日数が延長するため，症例に応じ5～6周期目

以降は積極的な排卵誘発を検討すべきであり，また，

1年以上経過した症例については妊娠例が減少して

おり症例の内分泌環境を含めた不妊因子の再評価が

必要だと考えた．

12．妊娠を合併した卵巣過剰刺激症候群の茎捻転

　　症例に対する腹腔鏡下手術

　　　　　○永瀬　智，今野　良

　　　　　　　　　　　　（岩手県立磐井病院産婦）

　卵巣過剰刺激症候群（以下，OHSSと略す）の治療

は，卵巣破裂，茎捻転等を生じた場合は手術療法が

必要となる．

　今回我々は，妊娠を合併したOHSSの茎捻転症例

に対し，腹腔鏡下手術を施行し良好な成績を得たの

で報告する．

　症例は，25歳，1妊0産．既往歴，7歳，急性虫垂

炎で手術．平成3年より不妊症の治療を開始．平成

4年，子宮外妊娠で開腹手術，現病歴．最終月経は
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平成5年5月6日から5日間．hMG－hCG－percol1　A】｝1

法で6月2日妊娠反応陽i生．6月9日両側卵巣が手拳

大に腫大，腹水も認めOHSSで入院となった．6月21

日，激烈な下腹痛出現，茎捻転の診断で手術を決定

した．手術は，妊孕性の温存が必要なことから腹腔

鏡下手術を選択．手術は硬膜外麻酔とし腹腔鏡下で

卵巣嚢腫を穿刺，排液し捻転を解除した．術後経過

は順調で現在妊娠27週である，手術療法が必要とな

ったOHSS症例に対しては，適切な術中管理の下で

は腹腔鏡下手術は有効な治療法と考える，

13．腹水ろ過濃縮再静注における重症OHSSの治

　　療

　　　　　○原谷博信，寺田幸弘，船山由有子

　　　　　　田村みどり，高屋りさ，深谷孝夫

　　　　　　矢嶋聰　　　 （東北大産婦）

　従来の治療法でも症例の改善が見られない重症

OHSSに対し，腹水濾過濃縮還元再静注法を施行し

たところ，症状が改善した症例を3例経験した．

　症例1は，輸液，蛋白補充などの従来行われてい

た治療法を施行したが，腹水の増強，肺水腫の増悪

が見られたため，この方法を幾度か施行することに

より危機から脱却することができた．症例2では，

同法を1回のみの施行で症状は劇的に改善し，追加

の治療は必要としなかった．症例3では，同法を都

合2回施行し，症状が改善した．

　このように，腹水濾過濃縮還元再静注法は，抗原

性のない濃縮蛋白成分を静注するため，アルブミン

製剤の静注より，患者に対しより安全に施行できる

上，重症例に対しても効果を発揮する．それゆえ，

この設備がある施設においては，症状が悪化する前

に腹水濾過濃縮還元再静注法を施行する価値はある

ものと考える．

14．粘膜下筋腫にGn－RH　analog療法後，子宮鏡

　　下手術を施行し妊娠に至った一例

　　　　　○高橋　真，渡辺　正，高山和人

　　　　　　田村みどり，村上　節，深谷孝夫

　　　　　　矢嶋聰　　　 （東北大産婦）

　今回我々は，粘膜下子宮筋腫に対し，術前にGn

RHアナログを投与し筋腫径縮小後に経頸管的筋腫切

除術を施行，自然妊娠した症例を経験した．

（症例）30歳，0妊0産．月経歴，既往歴：特異な

し．現病歴：平成3年5月より月経過多・月経痛出

現．近医受診し，HSGにて子宮腔に陰影欠損認め，

粘膜下筋腫疑われ平成3年ll月当院紹介受診．超音
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波：筋腫径32×24mm．子宮鏡：子宮底～左側壁に

付着する粘膜下筋腫あり．治療経過：ゴセレリン4

クール皮下注し，筋腫14×15㎜に縮小．ついで経

i頸管的筋腫切除術施行．術後FD－1を3カ月間挿入，

プレマリン1．25mg／日投与．4カ月後HSGにて子宮腔

内に陰影欠損なし．その後自然経過にて妊娠，3300g

の女児を自然分娩．

（考察）GnRHアナログ投与で筋腫径の縮小が期待で

き，内視鏡下手術の術中操作が容易となるので，今

後粘膜下筋腫のある不妊症例などに積極的に用いる

べき治療法であると考える．

15．去勢後のKaufmann療法によりLHのpositive

　　feedback効果がみられた男性仮性半陰陽の1

　　例

　　　　　○金子尚仁，川越慎之助，広井正彦

　　　　　　　　　　　　　　　　　（山形大産婦）

　性steroidによるLHのpositive　feedback効果は女性に

特異的であり，男性仮性半陰陽でも通常はみられな

い．我々はKauftnann療法の直後にpesitive　feedback効

果がみられた男性仮性半陰陽の1例を経験したので

報告する．

　症例の家族歴には特記すべきことはない．原発性

無月経のため内科を受診し，ソケイ部腫瘤，陰核肥

大，尿道下裂，scrotal・foldsを指摘された．染色体は

46，XYで，　testosterone（348　ngtdl），　E2（22　P9／ml）は男

性の正常範囲であるが，LH，　FSH（60．4；43」miu／mi）

は高値であった．15歳で性腺（精巣）を摘出し，術後

ホルモン補充療法を行った．21歳で3コースのKauf－

m㎜療法直後にPremarin・testを施行すると，　LHは48

時間以降は前値（6．6miu／ml）の240％以上と著明な

rebOundがみられたが，　FSH（前値16．3．　miu／m1）には大

きな変化はみられなかった．

　以上より，男性仮性半陰陽でもsteroidによるpr㎞一

ingの後にはpositive　feedback効果が認められることが

明らかとなった．

16．絨毛癌の脳転移・肺転移後に開頭術・化学療

　　法・全脳照射等の集学的治療法を施行し生児

　　を得た一症例

　　　　　〇三浦史晴，吉崎　陽，松田壮正

　　　　　　井筒俊彦，利部輝雄，西谷巖

　　　　　　　　　　　　　　　（岩手医科大産婦）

　　　　　　芳賀健一　　（岩手県立福岡病院産婦）

　　　　　　善積　昇　　　（岩手県立久慈病院産婦）

症例は31歳，2妊0産，1985年4月県立福岡病院
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で全胞状奇胎の診断にて子宮内容清掃術施行し，経

過観察をしていたが，途中より受診しなくなった．

1987年4月痙攣発作にて同院を受診，絨毛癌の脳転

移・肺転移の診断で当科紹介となった．MAC　lコー

ス後，頭部転移巣を摘出し，さらにMAC　5コース，

L1NAC（全脳照射）40Gy，　MEA－Co　3コース施行後，

肺転移巣切除術を行った．その後はhCGの良好な下

降を認め，治療後5年経過した後に妊娠を許可し，

1993年自然妊娠に至った．同年10月に妊娠40週で帝

王切開術にて30749の男児（Ap　8／9）を出産し，現在

のところ児に異常は認められていない．

　今回，絨毛癌の脳転移・肺転移に対して化学療法

（総投与量MTX　B50mg，　ACT－D　l　3・5m9，　VCR　3m9，

CPA　4800mg，　VP－16600mg），手術療法（開頭術，左

下肺葉部分切除術），放射線療法（全脳照射40Gy）を

行った後に自然妊娠分娩に至った症例を経験した

ので報告する．

特　　別　　講　　演

「着床のメカニズムをめぐって」

　　　　　　　　　　　　富永敏朗（福井医大産婦）

　着床は卵と子宮内膜との緊密な情報交換のもとに

両者の共同作用によって円滑に進行する．しかし着

床のメカニズムには不明の点が多く，不妊診療の向

上にその解明が期待されている．

　まず着床のメカニズムを考察し，ついでこの解明

をめざすための我々の着床モデル実験を紹介し，最

後に臨床的観点から着床の実態に迫りやすい体外受

精・胚移植における子宮内膜並びに卵のqualityにつ

いての研究結果を述べる．

　1．着床の過程とそのメカニスム

　子宮腔内に入った卵（胞胚）は狭小化した子宮腔内

に位置を定めたのち，卵と内膜上皮の接着分子によ

り互いの認識と接着が起こり，ついで胞胚のトロホ

ブラストは内膜上皮細胞層を貫通し，基底膜を貫通

し，内膜間質内へ進入する．以上の着床の過程で問

題になるのは，細胞接着分子，内膜上皮細胞層の解

離・脱落，基底膜並びに内膜間質基質の構成成分と

これらの分解酵素である．胞胚トロホブラストと子

宮内膜上皮細胞の接着には多くの細胞接着分子が関

与している．内膜上皮細胞の解離・離脱にはapopto－

sisなどprogrammed　cell　deathの機構の存在が考えられ

る．基底膜，内膜間質基質の分解はトロホブラスト

の産生するmatrix　metalloproteinase（MMP），　serine　pro－

teinaseなどの細胞外マトリックス分解酵素による，
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子宮内膜は着床前には問質基質のremodelingが起こ

り，着床時のトロホブラストの侵入を容易にする．

着床が始まると内膜間質細胞は脱落膜変化を起こ

し，物理的barrierとして，またtissue　inhibitor　of　metal．

loproteinase（㎜）や種々のサイトカインによる1田胞

外マトリックス分解酵素の調節機構によってトロホ

ブラストの侵入を制御するものと考えられる．

　2．rN・VITRO子宮内膜組織構築

　In　vitro着床モデル作成のために，ヒト，家兎の子

宮内膜上皮細胞を基底膜構成成分上で培養した．腺

管形成に続いて被膜上皮が形成され，生体内と同じ

組織構築を示し，形態的にも機能的にも生体内子宮

内膜上皮にごく近い性格を示すものがえられた．

　3．MVITRO着床モデル実験

　次に家兎胞胚をhvitro組織構築子宮内膜上皮の上

で培養する着床モデル実験を行った．その結果，生

体内における着床ときわめて似たembry（｝－endometrium

interactionが認められた．すなわち，　In　vitro組織構築

子宮内膜は着床時の胞胚に対して受容能をもち，着

床のメカニズムの解明に有用な実験系であることが

示された．

　4．平行培養による着床期子宮内膜のquality評価

　In　vitro子宮内膜組織構築を臨床的に応用する試み

として，体外受精・胚移植の前周期に患者自身の子

宮内膜上皮細胞の培養を開始し，卵巣刺激治療時の

患者血清を加えて培養する平行培養を行い，血清成

分の影響による内膜上皮の組織構築の状態を観察し

た．体外受精・胚移植成功例と不成功例との培養内

膜所見の比較検討から内膜の着床受容状態の不良が

着床障害を来す可能性が示唆された，この試みは着

床時の子宮内膜のquahty評価とその所見に応じた着

床障害改善の治療法の可能性を示すものと考えられ

る．

　5．CO－CULTUREと卵のQUALrrY

　体外受精・胚移植における着床率の改善を目指し

て，ウシ，ヒトで卵を各種体細胞と共培養し，体外

受精並びにその後の発育に及ぼす影響を検討した．

その結果体細胞の共培養は卵の発育促進とquaiityの

改善に有用であることがわかった．

　以上，着床のメカニズムを考察し，この解明への

In・vitroの実験系を用いたアプローチとその臨床的応

用について述べた．生命科学の進歩の導入によって

不明の点が多かった着床現象にも解明の糸口が見え

てきたように思う．今後の研究の進展が期待される．
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日　　時：平成6年2月19日（土）

場　　所：東京大学　安田講堂

1．新しい卵管鏡システムによる卵管形成術の治

　　療成績と卵管内腔所見についての一考察

　　　　○浅田弘法，末岡　浩，橋場剛士

　　　　　久慈直昭，宮崎豊彦，小林俊文

　　　　　野澤志朗　　　　　　　　（慶応大産婦）

　新しく開発された，卵管鏡下卵管形成システムを，

子宮卵管造影その他の方法で完全閉塞と診断された

卵管へ応用し，腹腔鏡下で卵管の形成術を施行する

とともに，その内腔所見について検討した．

　対象患者は15名，計30卵管に卵管鏡下卵管形成術

を試みた．カテーテルの全長は10cmであるが，全長

にわたり挿入されたものを卵管形成術成功例とし

た．閉塞部位別形成術成功率は，間質部40％，峡部

94％，膨大部50％であった．卵管別の卵管形成術成

功率は68％，患者別の成功率は73％であった．卵管

内腔所見としては，閉塞・癒着による狭窄，血管が

退縮して蒼白な色調の卵管上皮，などの異常所見が

認められた．卵管内を閉塞部位を解除しながら挿入

し内腔上皮も観察しうるこのシステムは，従来の方

法で改善が困難と考えられていた卵管閉塞を治療す

ることができ，また，腹腔鏡と同時に施行すること

が卵管鏡による観察と治療に有効であった．

2．子宮鏡下選択的通水治療症例の臨床成績につ

　　いて

　　　　　○中山摂子，網野幸子，酒井啓治

　　　　　　工藤美樹，安達知子，岩下光利

　　　　　　武田佳彦　　　　　（東京女子医大産婦）

（対象）HSGで片側または両側卵管起始部の閉塞が

存在したものを対象とした．

（方法）子宮鏡下に卵管口を確認し，約lcm卵管内

にカテーテルを挿入し，生理食塩水10mlを注入した．

（判定）注入時抵抗なく注入できたものを疎通性回

復とし，一方，抵抗が大きく注入不可能なもの，あ

るいは注入圧をさらに高めることにより，子宮内へ

逆流したものを疎通性回復不可と判定した．

（結果）17症例中，卵管口へ挿入不可能であった症

例は2例であり，計20卵管に選択的通水術が試みら

れた．20卵管中13卵管65％に疎通性が回復した．ま

た，術後HSGが施行された4症例は全例卵管の疎通

性が回復していた。15症例中妊娠成立を4例に認め，
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いずれも正常妊娠経過であった．なお本法施行の後，

数例に腹痛を認めたが，いずれも短時間に消失して

いる．

（考察）本法は卵管に障害を持つ不妊患者の治療法

として，安全かつ有効な治療法であると考えられた．

3．腹腔鏡所見に対する子宮卵管造影所見の予備

　　診断的有用性

　　　　○丸山正統，伯野直美，高井　泰

　　　　　酒井英明，森田　豊，宮内彰人

　　　　　大須賀穣藤原敏博，林直樹

　　　　　矢野　哲，堤　　治，武谷雄二

　　　　　　　　　　　　　　　　　（東京大産婦）

（目的）子宮卵管造影（HSG）の有用性の検証

（対象と方法）対象は1991年から1993年までに腹腔

鏡を施行した症例のうち当科でHSGを施行した90

例．HSGの所見を卵管通過性と腹腔内の癒着に分

け，腹腔鏡との所見を比較検討した．癒着の判定は

間質部で閉塞し腹腔内へ造影剤が漏出しなかった7

例を除いた83例とした．卵管通過性は両側の所見が

一致したものを一致例とした．

（結果）83例中HSGで癒着と判定したものは61例で

腹腔鏡で癒着を確認したもの49例（80e／，）．癒着なし

とした22例中，腹腔鏡で癒着のないことを確認した

もの17例（77％）．卵管通過性は90例中80例（89％）に

一致を認めた．癒着偽陽性症例ではクラミジア抗体

陽性例や子宮筋腫の合併が多く，偽陰性例では子宮

内膜症の合併を多く認めた．

（結論）HSGは癒着の診断に対しても有用であり，

腹腔鏡下手術の計画を立てる上で，重要であると考

えられた，

4．視床下部障害による排卵障害患者に対する

　　Bromocriptineの効果一多施設における検討一

　　　　　〇合阪幸三，吉田浩介（賛育会病院産婦）

　　　　　香山文美，木村好秀　　（三楽病院産婦）

　　　　　　為近慎司，佐藤孝道（虎ノ門病院産婦）

　　　　　松岡　良　　　　（戸塚日立病院産婦）

　　　　　森　宏之　　　　　　　（帝京大産婦）

　高プロラクチン血症を除外した視床下部障害に基

づく排卵障害患者に対するbromocriptineの効果を多

施設において検討した．

（方法）　上記施設における216例について，

bromocripdne　5　mgldayを8週間以上連続投与し，その

効果をretrospectiveに解析した．

（成績）①bromocriptine有効例（154例，　A群），無効
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例（62例，B群）では，投与前のTRH負荷30分後のプ

ロラクチン値（PRL30）はそれぞれ，74．1±36．5　vs．

38．0±18．2ng／m1で，　A群で有意に高値を示した

（p＜0．Ol）．血中プロラクチン値の分布から，　PRL30≧

50ng！mlの場合はbrom㏄riptineが有効と考えられた．

②A，B群間でLH！FSH比はそれぞれ15±1．2，1」±

O．6とA群で有意に高かった（p＜O．02）．PRL3σ（50nglml

の症例においても有効・無効群間で1．3±0．6vs　1．0±

0．5と前者で有意に高かった（Pく0．02），

（結論）視床下部障害の71．39。はbi　omocrip血eが有効

で，PRL30≧50ng加1，　LH／FSH≧1が有効性の基準と

考えられた．

5．プロラクチノーマの長期経過一分娩後石灰化

の一例一・

　　　○田村　貴

　　　　水上尚典

（宮内庁病院産婦）

　（自治医大産婦）

　プロラクチノーマ（P）のnatUral　historyについては不

明な点が多く，特にマクロPで顕著である．その理

由の1つはPの発育が緩かで観察に長期間を必要と

するためと思われる．今回我々はマクロPの1例を

15年間にわたり観察した．

　患者は昭和54年不妊と続発性無月経を主訴に来

院．初診時血清PRLは195MgZlと高値，　LH基礎値お

よびGnRHに対するLHの反応性はともに低下．トル

コ鞍単純撮影でdouble刊oorを認めPの疑と診断．

hMG－hCG療法で3胎妊娠，37Wで帝切分娩．妊娠前

CT上にトルコ鞍内および鞍上部に進展する下垂体腫

瘤が存在，そして分娩2カ月後この腫瘤内に壊死巣

と石灰化巣を認め，分娩2年後鞍上部腫瘤は消失，

さらに1年後Empty　sella（ES）を認め，この腫瘤の縮

小に平行して血清PR上濃度は減少，　GnRHへのLHの

反応性で示されるGn分泌能は回復して自然月経が発

来した．ESと石灰化は緩かに進行し分娩12年後の今

日cr上腫瘍は消失，鞍底は石灰化しその上をESが

覆っているがその進行は停止したかに見える．

6．習慣流産患者におけるプロラクチン測定の意

　　義

　　　　　○根本泰子，牧野垣久，松林秀彦

　　　　　　小沢伸晃，細川知俊，染谷健一

　　　　　　野澤志朗　　　　　　　　（慶応大産婦）

　不育症の原因は多種多様であるが，現在，当院不

育症外来では原因不明のものが30％と最も多く，つ

いで，自己抗体陽性，黄体機能不全，高プロラクチ

ン血症となっている．
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　今回，この中でとくに高プロラクチン血症につい

て検討した．

　過去3年間の不育症外来におけるプロラクチン測

定者361名中，高プロラクチン血症患者は55名（潜在

性高プロラクチン血症2名を含む），15．2％であった．

これらの症例に対し，プロモクリプチンを36名

（65．59e）に投与したところ，24例（43．6％）が妊娠し，

延妊娠回数は28回であった．流産率は，プロモクリ

プチン投与群で33．3％，非投与群で55．6％で，2nd

trimesterをこえて妊娠が継続したのは，投与群で

66！7％，非投与群で40£｝％で，投与群で妊娠継続率が

高い傾向にあった．

7．子宮内膜症の妊孕性とプロラクチン（PRL）分

　　泌に関する臨床的検討

　　　　　○町田稔文，松永裕子，多賀理吉

　　　　　水口弘司　　　　　（横浜市大産婦）

　不妊症における子宮内膜症とPRL分泌異常の関連

性および妊孕性の予後を臨床的に検討した．

　不妊等を主訴として，昭和62年1月より平成2年

7月までに開腹または腹腔鏡が施行された80例（非内

膜症：16例，内膜症：64例）を対象とし，R－AFS分

類と血中PRL値を比較検討した．内膜症の有無と血

中PRL基礎値およびTRH負荷値の比較では，非内膜

症の方がやや高値を示した．子宮内膜症のR－AFS

Stage別の検討では，　Stage　I，　llの軽症内膜症のPRL

基礎値，TRH負荷値は，非内膜症やStage皿，　IVの重

症内膜症よりも低値を示した．子宮内膜症症例のう

ち，挙児希望例としてフォローアップできた41例に

つき，重症内膜症で術後のGn－RHアナログ等による

後療法施行群（妊娠5例，非妊娠17例），軽症内膜症

で後療法未施行群（妊娠8例，非妊娠ll例）の4群に

分類し，血中PRL基礎値，　TRH負荷値と妊孕性の予

後とを検討したが，血中PRL値は，各群間に有意差

は認められなかった．

8．穎粒膜細胞増殖機序の研究　一不死化ブタ穎

　　粒膜細胞を用いて一（IV）ステロイドホルモン

　　の影響

　　　　　○北岡芳久，田辺清男，菊池正晃

　　　　　　斉城綾子，小林俊文，野澤志朗

　　　　　　　　　　　　　　　　　（慶懸大産婦）

　　　　　　亀井　清　　　　（済生会中央病院産婦）

　　　　　　木戸　進　　　　　（東京電力病院産婦）

（目的）穎粒膜細胞の増殖は，卵胞発育に重要な役

割を担っているが，その機序は未だ解明されていな
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い．今回我々は，不死化ブタ穎粒膜細胞（PGV）をモ

デルとして，17β一estradiol（E2），　progesterone（P4），

testosterone（T）のPGV増殖に及ぼす影響を検討した．

（方法）PGVを1×105／wellの割合に調整し，これに

E2，　P4，　Tを各種濃度（1α5～10－12M）で添加し，37℃

で96時間培養後の細胞数を算定した．

（成績）E2，　P4，　Tのいずれも，各濃度間における

PGVの細胞数には有意差を認めなかった．

（結論）E2，　P4，　Tは，　PGV増殖に影響を及ぼさなか

った．しかし，primary　cultureを用いた同様の実験系

で，我々とは異なる結果を報告しているものもあり，

PGVのcharacterizationをすすめ，他のステロイドホル

モンや成長因子等についてもさらに検討を重ねたい

と考えている．

9．重症卵巣過剰刺激症候群に対する低用量ドー

　　パミン療法の使用例について

　　　　　○栗原　務，関　守利，小原満雄

　　　　　　田村　仁，高木　剛，竹内　巧

　　　　　　水沼英樹，伊吹令人　　　（群馬大産婦）

　重症卵巣過剰刺激症候群（severe　OHSS）に対し，

1992年Fenorettiらがドーパミンによる治療法を導入

し良好な成績を得ている．今回我々は，6例のsevere

OHSSに対しこのドーパミン療法を施行した．1例が

非妊娠例であり，5例が妊娠例であった．ドーパミン

の使用量は，原則として3μ9／kg／minで持続投与した．

　6例中4例は，ドーパンミン療法開始2日以内に著

明な尿量増加を認めたのに対し，Ht高値の2例は，

3～4日を要した。ドーパミン使用日数は，非妊娠

例では6日間であり，妊娠例では14　一一　18日間であっ

た．妊娠例では，妊娠4週前後でドーパンミン療法

を開始し，6週間前後で終了した．ドーパミン投与

中は，母体に重篤な副作用はなく，児にも奇形は認

められなかった．

　以上より，severe　OHSSに対するドーパミン療法は

安全で，一治療法として選択されると考えられる．

10．排卵誘発時のLHの上昇と早期黄体化の出現

　　　　　○斉藤正博，石原　理，須野敏章

　　　　　　竹田　省，木下勝之

　　　　　　　　（埼玉医大総合医療センター産婦）

（目的）不妊症例の排卵時期を超音波断層法によっ

て推測し，LH上昇および早期黄体化の有無につき検

討した．

（対象および方法）対象：1992年1月より3月まで

に不妊外来を受診した98例．方法：超音波断層法に

日本不妊会誌　39巻3号

よる主席卵胞径の計測により排卵時期を推測し，同

時に血中LH，　FSH，　E2，　P4を測定した．

（成績）①排卵前の平均主席卵胞をはクロミフェン

周期22．7±3．7mm，　hMG周期19．8±2．Ornm，自然周

期20．0±3．8mm．②LH上昇（LH＞20）はクロミフェン

周期9．3％，hMG周期220／o，自然周期22．2°／。．③早期

黄体化（P4＞1．5）はクロミフェン周期14％，　hMG周期

10．9％，自然周期0％．④クロミフェン周期ではhCG

投与前のLH上昇や早期黄体化の多くは主席卵胞径

が24mm以上であった．

（結論）排卵前にLH上昇や早期黄体化を来たす前に

hCGを投与するには主席卵胞径が20mm程度の段階

で投与することが重要であると思われた．

11．GnRHa－hMG療法により妊娠に至ったPOFの

　　1例

　　　　　○中野義宏，武内裕之，豊成由佳

　　　　　　阿久津聡，町田正弘，三橋直樹

　　　　　　桑原慶紀　　　　　　（順天堂大産婦）

　POF（premature　ovarian　failure）は，排卵誘発が困難

な卵巣性無月経の代表的疾患である．今回我々は腹

腔鏡による卵巣生検で卵胞が認められなかったPOF

に対して排卵誘発を行い，妊娠に至った1症例を経

験したので報告する．

　症例は28歳の主婦，整順であった月経が23歳から

稀発月経となり，25歳で無月経となった．平成4年

ll月当科初診し，　LH：18mlU／ml，　FSH：48m皿J／ml，　E　2

10pg／mlで卵巣性無月経と診断し，12月に腹腔鏡下卵

巣生検を施行した．卵巣は委縮しており，生検組織

内に卵胞は認めなかった．Kaufmann療法3クール行

い，その後GnRHa　900μg／day投与により30日目に基

礎体温が上昇し排卵した．さらにGnRHaを継続し，

HMGを併用しAIHを施行したところ2周期目で妊娠

が成立した．

　POFは排卵誘発が困難な疾患であるが，　GnRHaを

用いた排卵誘発を積極的に行うことにより，妊娠可

能な症例も存在することが確認された．

12．妊娠初期胚の流産前心拍変化

　　　　　○池川明　　 （池川クリニック）

　流産する前の徐脈にどのような傾向が認められる

かを検討する目的で徐脈の経時的変化を調べた．

　1989年1月から1992年12月までの期間に心拍確認

後流産した胎児頭啓長30mm以下の20症例中除脈を

ビデオテープに記録し，再度心拍が確認できた4症

例を対象とした．徐脈は186例の正常妊娠から得ら
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れた95％信頼区間下限を下回る場合とした，

　（症例1）約2分間で52bpmから徐々に心拍停止し

た．（症例2）7分間で82－O－102－1　06－Obpmと急激に変

化した．（症例3，4）心拍が一度停止したように思わ

れたが翌日拍動を確認し，その後数分で再び心拍停

止した．

　以上のことから流産前の胎芽期の徐脈には1）短時

間で心拍数の変化がみられることがある2）超音波上

心拍が停止したように思われても再び拍動の確認が

できることがある，という所見が得られた．胎芽心

拍の詳細な検討により早期流産予測の可能性が示唆

されるとともに徐脈発生機序の解明に貢献するもの

と期待される．

13．卵管留症の治療成績とその限界

　　　　　○角田郁男，長田尚夫，本田利江

　　　　　　藤井トム清，吉田孝雄，佐藤和雄

　　　　　　　　　　　　　　　　　（日本大産婦）

　卵管開口術の予後因子として，卵管粘膜の損傷程

度と卵管内腔の癒着の有無が重要である．いずれに

しても，卵管開口術の際の所見から得られる情報で，

術前に予測することは困難と思われることと，卵管

留症を放置することは，卵管貯留液による子宮内環

境への悪影響が予測されること，卵管開口術を行う

ことによって，卵管貯留液の子宮内への逆流防止に

もなり，その後の，体外受精やギフトを行うのに，

好都合となることから，術後の妊娠率は低いが，そ

の臨床的意義は，大きいものと思われる．

14．最近経験した内外同時妊娠の3例

　　　　　○奥野隆笠井剛，端晶彦
　　　　　　木下俊彦，加藤順三　（山梨医大産婦）

　子宮内外同時妊娠は，自然発生的には極めてまれ

な疾患であるが，排卵誘発周期やAssisted　repioductive

therapy（ART）では，増加することが問題となってい

る．当科で最近経験した内外同時妊娠の3例につい

て報告する．

（症例1）hMG周期妊娠．4週0日OHSSが出現，腹水

穿刺にて血性腹水を吸引．妊娠4週6日に子宮内GS

確認，妊娠16週6日，右卵巣腫瘍の縮小傾向を認め

ず開腹手術．右卵巣ルテイン嚢胞および左卵管膨大

部妊娠であった．

（症例2）hMGhCG周期妊娠．妊娠5週1日，子宮内

GS確認，卵巣腫大と腹水を認めた．妊娠10週0日，

下腹痛出現，子宮外に胎児確認，直腸前壁の腹膜妊

娠であった．
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（症例3）IVF－ET妊娠．妊娠5週2日，子宮内GS確

認．下腹痛とダグラス窩の暗血性腹水吸引により内

外同時妊娠を疑い早期に開腹手術．左卵管膨大部妊

娠流産であった．

　3例とも卵巣腫大のため外妊の診断が困難であっ

たが，血性腹水は，内外同時妊娠の早期診断のひと

つの手がかりとなることが示唆された．

15．不妊症検査および治療の不妊夫婦に与える心

　　理的影響

　　　　　○中川博之，堀口　文，荘隆一郎

　　　　　　斉城綾子，田辺清男，小林俊文

　　　　　　野沢志朗　　　　　　　優応大産婦）

16．当科不妊外来における妊娠症例の解析

　　　　　○伯野直美，高井　泰，丸山正統

　　　　　　酒井英明，森田　豊，宮内彰人

　　　　　　大須賀穣，藤原敏博，林直樹

　　　　　　矢野　哲，堤　　治，武谷雄二

　　　　　　　　　　　　　　　　　（東京大産婦）

　当科不妊外来における88－93年の6年間の妊娠症例

481例の治療内容および予後について検討した．

（治療法）　1）全妊娠数にしめるclomiphene妊娠の割

合は著変なく，93年は20例（17．8％）であった．2）

gonadotropin投与周期の妊娠症例は増加傾向にあり，

93年は27例（24」％）であった．特にAIH周期の排卵

誘発として投与される症例が増加していた．3）92

年のpercoll法導入を契機にA田試行数が増加したの

に伴いAIH妊娠も急増し，93年は32例（28，6％）であ

った．4）93年のrvF－ET妊娠は，　l　l　o回の採卵周期中

19周期であった。

（妊娠予後）93年は流産32例（28．6％），多胎妊娠7例

（6．3％），子宮外妊娠1例（09％）であった．

（結語）当科では他施設より紹介される難治症例が

多いため，排卵障害がない症例でも積極的に排卵誘

発を試行しているが，厳重な管理により多胎妊娠の

発生率は比較的低く抑えられていると思われた．

17．当科不妊外来における男性因子の過去20年

　　間にわたる検討　一第1報一

　　　　　〇高井　泰，伯野直美，丸山正統

　　　　　　酒井英明，森田　豊，宮内彰人

　　　　　　大須賀穣，藤原敏博，林　直樹

　　　　　　矢野　哲，堤　　治，武谷雄二

　　　　　　　　　　　　　　　　　（東京大産婦）

Carlsenらによれば，これまでの諸家の報告を検討
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すると，1940年から1990年の50年間に，精子濃度は60

％に減少したとされる．しかし，この報告はいまだcon－

troversialである．当科不妊外来を受診した男性の精

液所見を過去20年間にわたり検討し，この報告が当

科を受診した男性にも共通した現象かどうか検証した．

（方法）1973，1978，1983，1988，1992年度に当科で

精液検査を施行した380例を対象に，ANOVAなどの

統計学的手法を用いて比較・検討した．

（結果）精液検査施行症例にしめる異常所見症例の

割合は，各年度とも40％前後であり，有意差はなか

った．正常所見症例の精子濃度は減少しておらず，

1992年度は（ll7±13）×1061ml（95％信頼区間）だった。

（結論）当科不妊外来を受診した男性においては，

近年報告される「精子濃度の減少」を支持する所見

は得られなかった．

18．Y染色体腕間逆位による高度乏精子症例につ

　　いて

　　　　　○岩本晃明，矢島通孝，長田尚夫

　　　　　　　　　　　（聖マリアンナ医大泌尿器）

　　　　　　里見佳昭　　　（横須賀共済病院泌尿器）

　　　　　　中堀　豊，中込弥男

　　　　　　　　　　　　　　（東京大人類遺伝学）

　症例は38歳，1年間の不妊で来院．配偶者は34歳，

婦人科的異常はない．理学的所見に異常なく精巣サ

イズも正常であった．精液検査；0～2×106ml，運

動率0％．内分泌検査はすべて正常．精巣生検像；

Jo㎞sen　scoreの平均値は35，8以上の精細管が7％み

られた．染色体検査；46，x，　inv（Y）（p　l　l．2　q　11．23），

Qバンド法でY－bodyが観察された．　DNA検索；17種

のY染色体特異的DNA断片をプローブとしてサザン

プロット法を行い2310ciの存在を検討したところ

DYS7CとDYS　1の欠失を認めた．

（まとめ）本症例はY染色体の短腕pll．2と長腕

ql1．23とが断裂しその間のsegmentが逆になった極め

てまれな症例であった．AZF（azoospemy　factor　gene）

と関連するDYS7C，　DYS　1の欠失が起こった理由と

して腕間逆位に伴って欠失した，あるいは偶然に欠

失した可能性が考えられた．

19．幼児期の鼠径ヘルニア根治手術時精管損傷に

　　よる無精子症3例の治療経験

　　　　　○蓑和田滋，金子正志

　　　　　　　　　　　　　（東京逓信病院泌尿器）

　　　　　　国武　剛，西古　靖，河邉香月

　　　　　　　　　　　　　　　　（東京大泌尿器）

幼児期の鼠径ヘルニア根治手術の際両側の精管損

日本不妊会誌　39巻3号

傷を生じ，閉塞性無精子症となった3例について，

顕微鏡下精管再吻合術を行ったので，その治療経験

について報告する．

　症例は30歳，28歳，29歳で，それぞれ4歳，2歳，

3歳でヘルニア手術をうけた．手術時の所見ではい

ずれの症例も鼠径管あるいはその付近で精管の断裂

が認められた．

　3例中2例は精管の再開通は確認されたものの術

後も無精子症のまま改善はみられなかった．この2

例では吻合前の精巣側精管に精子の存在が確認され

なかった．他の1例で術後精子濃度23×106加1，運

動率45％まで回復がみられ，AIHによる妊娠の成立

が得られた．この症例では吻合前に精巣側精管に精

子の存在が確認された．文献的にもこうした症例で

良い結果が得られている。

20．治療により精子の出現をみた射精管閉塞症の

　　一例

　　　　　○斎藤和男，釜井隆夫，芝　龍寛

　　　　　　広川　信　　　　（藤沢市民病院泌尿器）

　33歳男性，原発性不妊，15歳時に右鼠径ヘルニア

の手術を受けている．右は停留精巣，左精巣は陰嚢

内にあり容量は13m1．精液量は平均2．3mlで無精子症

を示した．FSHは14．8と高値を示した，右停留精巣

を摘除したところ10gで精子形成は認められなかっ

たが，左精巣生検では精子形成が見られた，左精嚢

腺造影では，精嚢腺は拡張し膀胱内への流出は見ら

れなかった．精管に留置したカニューレより約7m1

の褐色内容液が逆流し，多数の精子を含んでいた．

経直腸的超音波検査では，左精嚢腺と射精管は拡張

していた．尿道鏡では精阜の後左側が隆起し，穿刺

すると褐色内容液が流出したため，約5㎜の縦切

開を加えた．

　術後の精液量は変化しなかったが，精子が出現す

るようになり6カ月後には17．2×106／m1，運動率

46．8％を示した．

21．精管欠損症12例の検討

　　　　　○大橋正和，石川博通，矢内原仁

　　　　　　早川邦弘，畠　　亮，

　　　　　　　　（東京歯科大市川総合病院泌尿器）

　　　　　　兼子　智　　　　　　　　　（同　産婦）

　当院で経験した精管欠損症12例の臨床的検討を行

った．

　精管欠損症の頻度は全男子不妊症患者のL1％であ

った．精管欠損症は注意深い精索の触診により診断
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され，12例中10例が両側，2例が片側に認められた．

精液検査では全例無精子症であり，全例精液量が

1．Oml未満でありWHO基準における乏精液症であっ

た．精漿中果糖値は著しく低値であった．また，全

例精巣容積，ホルモン値，染色体に異常を認めなか

った．画像診断では腎に異常を認めず，精嚢腺につ

いては10例が両側欠損，1例が片側欠損，1例が両

側低形成であった，尿道膀胱鏡にて後部尿道～膀胱

三角部に全例異常を認めなかった．

　12例中8例に人工精液瘤造設術が施され，4例よ

り良好な運動性を有する精子が回収され，体外受精

のために凍結備蓄中である．

22．先体反応未誘起精子の分離の試み

　　　　　○兼子　智，郡山　智，吉田丈児

　　　　　　赤星晃一，小宮山慎一，勝又木綿子

　　　　　　斉藤　優，泉　康史，小田高久

　　　　　　　　　（東京歯科大市川総合病院産婦）

　　　　　　黒田優佳子，小林俊文，野澤志朗

　　　　　　　　　　　　　　　　　（慶鷹大産婦）

23．Sperm　Washing　Mediumを用いたPercoll－AIH

　　法

　　　　　○新家　秀，小田原靖，松本和紀

　　　　　　楠原浩二，寺島芳輝　　（慈恵医大産婦）

　市販HTF，　Sperm　Washing　Medium（SWM）を用いた

簡易なPercoll調整によるAIH法の有効性について検

討した．

（対象および方法）平成5年6月～12月にllO例290

周期に対して市販HTF，　SWMにより809。Percollを調

整し，撹拝密度勾配法によりAIHに共した．

（結果）Percoll処理により精子運動率は52．1％から

83．7％へ有意に向上した．精子回収率は49％であっ

た．妊娠率は対周期5．2％，対患者13．6％であった．

不妊因子別妊娠率では排卵障害28．59。，卵管形成術

後16．7％，原因不明162％，男性因子125％であった．

卵巣刺激方法により妊娠率に差はなかった．1～4

回目までは周期毎約8％であり87％が4回までに妊

娠に至った，

（結論）本法は精子調製として有効であると考えら

れた．一方AIH施行回数については4～5回に留め

るべきと考えられる．

（355）　127

24．当教室における過去2年間のPercoll－AIHの成

　　績

　　　　　○上原桂子，高井　泰，伯野直美

　　　　　　丸山正統，酒井英明，森田　豊

　　　　　　宮内彰人，大須賀穣i，藤原敏博

　　　　　　林直樹，矢野哲，堤　治
　　　　　　武谷雄二　　　　　　　（東京大産婦）

25．男性不妊患者の体外受精胚移植時の至適媒精

　　精子濃度に関する検討

　　　　　○吉田あゆみ，清水康史，久保田俊郎

　　　　　　坂本秀一，依光　毅，尾林　聡

　　　　　　己斐秀樹，麻生武志

　　　　　　　　　　　　　（東京医科歯科大産婦）

（目的）男性不妊患者の体外受精胚移植時の至適媒

精精子濃度について検討を試みた．

（方法）WHOの基準で精液検査の異常を呈した3症

例に対し，同一周期で2～3種類の精子濃度で媒精

を行い，受精率および分割率を比較した．同時に

sperm　penetration　assay（SPA）を施行した．

（成績）症例1は精子濃度（C：×106／ml）1．1，運動率

（M：％）27であった．媒精精子濃度（ISC：×104ml）を

A群：12，B群：225としたところ，受精率，分割

率は各々，A群：0／5，0／5，　B群：1／10，1／10であ

った．SPA（5μMのA23187を使用）は侵入率25％と

軽度の異常を呈した．症例2はC：10．5，M：40で

あった．ISCをA群：10，　B群：15，　C群：20とした

ところ，受精率，分割率は各々，A群：0／2，0／2，

B群：1／3，1／3，C群：2／2，2／2であった．　SPAは

侵入率52％と正常であった．症例3はC：170，M：

48であった．ISCをA群：12，　B群：15，　C群：20と

したところ，受精率，分割率は各々A群：13／15，

11／15，B群：9／10，9／10，　C群：2／2，2／2であり，

A群で4個，C群で1個の多精子受精を認めた．

（結論）精子所見が軽度の異常を示してもSPAで正

常の場合は，ISCは10～20が至適濃度であるが，精

子所見およびSPAがともに異常の場合は，それ以上

の濃度が必要と考えられる．

26．顕微授精で妊娠した重症乏精子症の3例

　　　　　○佐藤芳昭，三宅崇雄，秦和子

大沢章吾

望月愛郎

（相模原協同病院産婦）

　　　（衣笠病院産婦）

　重症乏精子症または受精障害の不妊症に対しては

顕微授精の適応が考えられており，当科においても
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当院倫理委員会，日産婦登録の許可を得て実施に入

った，

　1992年2月より1993年12月までにPZD　6例（6周

期）SUZI　l　l例（14周期）に施行しSUZIで3例の妊娠を

得た．うち1例は流産，2例は）］1頁調にon　going　preg－

nancyである．

　第1例は全精子数70万と重症な乏精子症であり，

妻側には一過性のPOFあり．一個の採卵へのSUZIで

受精着床するも流産に終った．第2例は夫の運動精

子200～250万であり2回目のSUZIにて単胎着床，3

例目は受精障害があり，計6回のr＞T－ETで，通常の

媒精では受精卵を得られなかったが，3回目のSUZI

にて妊娠が成立した．

　顕微授精についてはどのような例を適応とする

か，卵の損傷率を低めるにはどうするかなど，改善

すべき点が残されているが，通常のrVFでの妊娠が

期待され得ない患者に対しては，有力な治療法とな

り得よう．

27．凍結受精卵を用いた子宮鏡下卵管内胚移植法

　　（h－TET）により妊娠した1例

　　　　　○北村誠司，境田通泰，竹原祐志

　　　　　　片山恵利子，杉山　武，飯田悦郎

　　　　　　　　　　　　　　　　（荻窪病院産婦）

　IVFでの妊娠困難な症例に対し，卵管内胚移植法

や内膜埋め込み法が試みられている，今回我々は，

2回IVFを施行しても妊娠しない症例に対し，凍結受

精卵を用いた子宮鏡下卵管内胚移植法（hysteroscopic

tubal　embryo　transfer：h－TET）を実施，妊娠例を得たので

報告する．

（症例）34歳で9年間の不妊期間，卵管通過性は両

側共に良好．他院で1回IVFを施行ののち，93年4

月当院でrVFを施行したが妊娠せず．余剰卵を凍結

保存した．約半年後，月経周期14日目に経膣式超音

波検査で，排卵直後と判断．3日後，凍結卵の解凍

を行い，8細胞の卵を2個，子宮鏡を用いて左側卵

管に移植。移植後14日目，妊娠反応陽性となり，現

在妊娠20週2日で経過順調．

（方法）子宮鏡はオリンパスHYF－type　Pを用い，カ

テーテルは，テフロン性，オリンパスと共同開発し

たもので，径は3・Fr．，先端3cmは2・Fr．と細くなって

いる．胚の凍結方法として，凍結液には，1．5Mの

DMSOを用いた．解凍の際は，緩速融解法を用いた．

（総括）IVF困難例に対し，凍結受精卵を用いた子

宮鏡下卵管内胚移植法（h－TET）を施行した結果，妊

娠例を得，このh－TETが有用であると考えられる．

日本不妊会誌39巻3号

28．採卵時の卵胞液中各種steroid濃度比と卵胞径

　　との関係

　　　　　○岩崎信爾，小塚和人，鈴木　真

　　　　　　佐藤美幸，田原隆三，斉藤　裕

　　　　　　矢内原巧　　　　　　　（昭和大産婦）

（目的）GIFr症例における採卵時に卵胞液を採取

し，卵胞液中の各種steroid・hommone（S）濃度比より卵

胞内におけるsteroidogenesisと卵胞径との関係を検討

した，

（対象および方法）機能性不妊と診断された患者5

名を対象としてGnRHa－FSH－hMG－hCGのlong　protocol

にて卵巣刺激を行い，GIFr療法を施行，卵胞液（56

検体）を採取した，卵胞液中のpregnenolone（P5），

progesterone（P），　17　a　－hydroxy－P．s（17P5），　17α一hydroxy－

P（17P），　androstenedione（A），　testosterone（T），　estrone

（E1）およびestradio1（E2）をRLへ法で，　PRLはEIA法に

て測定した．S値はすべてホルモン比として表した．

（成績）TIA，（T＋E2）／（A＋E！），　E2／Tと卵胞径との間に

は有意な正の相関を，A／17Pにおいては有意な負の

相関を認め，卵胞径の大きな卵胞では17βHSD，

aromatase活性の充進が推察された．

　以上より，卵胞サイズにより黄体化にともなう卵

胞内のsteroidogenesisが異なっている可能性が示唆さ

れた．

29．体外受精14日後における血中hCG値と妊娠

　　予後との関係

　　　　　○生方良延，神野正雄，羽生一朗

　　　　　　佐藤　学，吉村泰典，中村幸雄

　　　　　　　　　　　　　　　　　（杏林大産婦）

（目的）体外受精10日および14日後の血中hCG値と

その後の妊娠転帰との相関を検討した．

（方法）体外受精症例のうち受精が得られず胚移植

が施行されなかった症例および子宮因子不妊症例を

除く225例を対象とした．採卵後10，14日に血清

hCG値を酵素免疫法（Stratus　System，　Baxter社）にて迅

速測定し，その上昇をもって妊娠と判定した．

（結果）on　going妊娠，臨床的流産，化学的妊娠，非

妊娠における採卵後14日の血中hCG値（m皿J／ml）はそ

れぞれ252．3±3L3・113．6±19．5・25．0±48・05±

（）．1であり体外受精転帰が良好になるに従い高値を示

した．特にon　going妊娠では他3群に比し有意な上昇

を示した．しかしhCG値上昇率（14日後値／10日後

値）と体外受精転帰との間には有意な相関を認めな

かった．
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（結論）体外受精14日後の血中hCG値は妊娠判定の

みならず妊娠転帰の予測にも有用であることが示さ

れた．

30．IVF－ETにより妊娠に至ったFitz－Hugh－Curtis

　　Syndromeの1例
　　　　　○石田徳人　　　（聖マリアンナ医大産婦）

　症例は25歳0経0妊の主婦．23歳で結婚後約7ケ

月の不妊を訴え他院受診し，子宮卵管造影施行時，

両側卵管閉鎖を指摘され，精査希望にて平成5年10

月2日当院不妊外来を受診．既往歴，家族歴，月経

歴，内診所見，血液・生化学検査，ホルモン検査，

精液所見は，特記事項なし．子宮頸部のクラミジア

抗原（DNA）は陰性．血清中の抗体（ELISA）はlgA，

lgG共に陽性であった．子宮卵管造影は子宮腔のみ

造影された．子宮鏡は正常所見，腹腔鏡は，両側卵

管閉鎖，ダグラス窩癒着，腹腔内癒着，肝臓周囲炎

を認め，色素通水は両側通過性認められず．

　以上より，FitZ－Hugh－Curtis症候群と診断し，クラ

リスロマイシン200m9／日，14日間投与するも抗体価

陰転化せず，同剤を1クール追加投与．さらにミノ

サイクリン200mg／日，14日間投与したが，結局，抗

体価は陰転化せず．3クールの治療施行，治療抵抗

性，早期の挙児希望などを考慮し，体外受精の適応

とした，

　不妊症患者におけるクラミジア抗体陽性率は，健

常者に比べ高く，特に卵管性不妊の群で高率である．

Fitz－Hugh－Curtis症候群は，淋菌性卵管炎に肝臓周囲

炎を合併する症例として発表され，今日ではクラミ

ジアによる感染が重要視されている．一般的な臨床

症状は，上腹部痛，下腹部痛，帯下，不妊症，発熱

などが報告されている．治療は，テトラサイクリン

系，マクロライドケイ系，ニュウキノロン系薬剤な

どが用いられている．本症例は，自覚症状に乏しく，

不妊が唯一の訴えであった．また，治療抵抗性であ

り，抗体価は陰転化しなかった．両側卵管周囲癒着

が強度であった為，顕微鏡下卵管再疎通術は困難と

判断し，体外受精の適応とした．なお，本症例は現

在，双胎妊娠，妊娠4カ月目に入り順調に経過して

いる．

4寺　別　　言蒜　ラ寅

「胎盤形成における免疫的制御」

　　　　　　　　森　庸厚（東京大医科学研免疫学）
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第112回　日本不妊学会関西支部集談会

日　　時：平成6年3月26日（土）

会　　場：日本シエーリング株式会社本社2F講堂

1．一般高年者における精嚢容積

　　　　○沖原宏治，東勇太郎，畑　佳伸

　　　　　井上　亘，飯田明男，渡辺　真

　　　　　斉藤雅人，渡邉　決

　　　　　　　　　　　　　（京都府立医大泌尿器）

　　　　　秋山喜久夫　　　　　　（秋山泌尿器科）

　1981年から1985年にかけて全国各地で行った前立

腺集団検診受診者1127例のうち，経直腸的超音波断

層法で精嚢容積測定可能な413例を対象として，プ

ラニメーターでその容積を測定した．

　その結果平均精嚢容積は1455±5．11cm3で最大

37．54cm3，最小2．85cm3であった．また精嚢容積と対

象者の身長，体重，BMI（Body　Mass　Index）とは相関

がなかった．しかし精嚢容積と年齢の関係をみる

と，加齢とともに精嚢は縮小する傾向がみられた．

とくに前立腺疾患を有しない正常者ではその加齢に

伴う縮小が顕著であった．精嚢容積と前立腺容積を

比較検討すると，前立腺重量が増加するに従って精

嚢容積も増大傾向を示した．これは前立腺肥大症の

病期の進行に伴う精嚢容積の増大と思われた．

　以上のことから精嚢もまた前立腺と同様にアンド

ロゲン依存性であることが示唆された．

2．外傷性陰茎持続勃起症の一例

　　　　　○大口尚基，松田公志，藤田一郎

　　　　　　川村　博，小松洋輔（関西医大泌尿器）

　　　　　播磨敬三　　　　　　　　（同　放射線）

　症例は24歳，男性．作業中に陰部を打撲．翌日よ

り勃起を認めるも痺痛なく放置していた．その後も

勃起が持続しているため，当科紹介となった．

　陰茎は勃起状態をなしていたが自発痛，圧痛とも

に，認めず，陰茎海綿体は触診上，比較的柔軟であ

った．

　入院後ただちに血管造影施行。左内陰部動脈より

の造影剤の漏出を確認し，自己血栓による塞栓術を

施行した．

　勃起はやや軽減するも消失はしなかった．一週間

後，再度血管造影を施行．同一部位よりの造影剤の

漏出を認め自己血栓は再開通したと思われた．自己

血栓では塞栓は無理と判断し，ベリプラストPにて

再度塞栓術を施行，塞栓後，陰茎は縮少し，勃起は
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消失した．

　その後，経過良好で18日目に退院した．退院後，

現在性交渉も可能で経過良好である．本症例のよう

に，High　flow　typeの場合，受傷後ある程度期間を経

ても，Potencyを保つ事が可能であり，動脈塞栓術が

非常に有効であると思われる，

3．精巣輸出管閉塞と考えられた無精子症の2例

　　　　　○松宮清美，並木幹夫，高田晋吾

　　　　　　近藤宣幸，奥山明彦　　（大阪大泌尿器）

　　　　　　高田　剛，北村雅哉，清原久和

　　　　　　　　　　（健保連大阪中央病院泌尿器）

（症例1）35歳．不妊期間3年．46XY．精索静脈瘤

認めず．精巣容積；右19ml，左21m1．　LH　2．6mlU／ml，

FSH　2．4mlU／ml，　T　4．3ngtml．　JSC；右9，左9．

（症例2）36歳．不妊期間4年．46XY．精索静脈瘤

認めず，精巣容積：右13ml，左12m1．　LH　5．　1　mlU／ml，

FSH　10．9mlUlml，　T　8．5nglml．　JSC；右9，左9．

　2症例とも精巣上体精管吻合術の予定で試験切開．

遠位精管造影に閉塞認めず．近位は精巣上体尾部ま

で造影された．精巣上体，精巣輸出管に精子を認め

ないため吻合術を断念，精巣生検を施行した．

（考察）我々は閉塞性無精子症を遠位精管造影の結

果で分ける報告を行ってきた．精管閉塞を認めない

閉塞性無精子症の中には，精巣上体の閉塞のみなら

ず精巣輸出管の閉塞症例も相当数含まれるものと思

われる，

4．Kallmann症候群の一卵性双生児例

　　　　　○細川彰子　　　　　　　　　（大倭病院）

　　　　　　竹川　隆，岡本新悟，辻井　正

　　　　　　　　　　　　　　（奈良医大第三内科）

　　　　　　三馬省二，平尾佳彦，岡島英五郎

　　　　　　　　　　　　　　　　　（同　泌尿器）

　Kallmam症候群の一卵性双生児例を経験したので

報告する．症例は19歳男子で二次性徴の遅れを主訴

に受診した，一卵性双生児の兄も同様の症状を有し

精査を行った．両親は不妊治療を受けたが妊娠した

のは治療後という，生下時体重，兄3100g，弟1990g．

　（初診時所見）兄；身長181cm，体重100kg．外性

器はTanner　2°．精巣容量，右＝左，2ml．陰毛Tanner

3°．腋毛疎．弟；身長173cm，体重76kg．外性器Tamer

2°，精巣容量，右＝左1ml．陰毛Tamer　3°．腋毛な

し．兄弟とも声変わりはしていない．糞臭は認識で

きるが他の臭いは識別不可．頭部MRにて異常なし．

染色体46XY．知能正常

日本不妊会誌　39巻3号

　（ホルモン検査）兄弟ともLH，　FSH基礎値は

O．5mlU以下．　LHRH連続負荷によりLHRHテストの

頂値は，兄；LH　L6→5．4mlU／ml，　FSH　2．5→

4．8mlU／mL弟；LH　2．6→10．1mlU／m1，　FSH　4．8→

10．2mlU／mlと上昇した．　HCGテストでは兄；T．　O．4

→O．7n9！ml．弟；T．　O．3→O．7n9∠mlと低反応であった．

クロミフェンテストでは兄弟とも無反応．

　以上よりKallmann症候群と診断した．一卵性双生

児でありおそらく同一の遺伝子異常による症状と考

えられるが臨床像やホルモン負荷試験の反応には相

違が見られ，興味深い症例である．

5．AjHにより治療を行った逆行性射精の4例の

　　検討

　　　　　○高畠桂子，後藤康夫，神埼秀陽

　　　　　　中山貴弘，姫野隆雄，高倉賢二

　　　　　　蘇　鉤煙，片岡信彦，伊原由幸

　　　　　　泰井俊造，森　崇英　　　（京都大産婦）

　　　　　　橋村孝幸，吉田　修　　　（同　泌尿器）

　　　　　　都倉　隆，玉井恒夫

　　　　　　　　　　　　　　（大津市民病院産婦）

　　　　　　松田公志　　　　　　（関西医大泌尿器）

　逆行性射精は男性不妊のひとつの原因であり，挙

児希望症例に対しては様々な治療が試みられてい

る．今回，我々は最近6年間に当科で経験した4例

について報告する．

　症例は治療開始時25歳より32歳で，逆行性射精の

原因は精腫瘍術後が2名，原因不明が2名であった．

3名にイミプラミンを中心とした投薬治療を行い，

これにより1名に症状の改善が認められたが，いず

れも妊娠に至らなかったため，すべての症例にAm

を施行した，うち2名が生児を得，1名は妊娠継続

中である．妊娠に至った例は各々1回，5回，6回に

て成功した．

　AIHに際してはホッチキス法変法に従って，導尿

にて膀胱を空虚にした後に，培養液を注入し，自慰

にて射精後排尿したものを遠沈して精子を回収し
た．

　今回の検討からAIHは逆行性射精により不妊に対

して有効な方法と考えられた．

6．Reifenstein症候群の2例

　　　　　○倉岡哲郎，岡本英一，藪元秀典

　　　　　　島　博基，生駒文彦（兵庫医大泌尿器）

　　　　　　橋本知子，古山順一　　　（同　遺伝学）

Reifenstein症候群は高度な尿道下裂，無精子症，女



平成6年7月1日

性化乳房を示すX関連劣性遺伝性疾患であり，Par－

tial　andorogen　insensitivity　syndorome（pAIS）と総称さ

れている．

　今回我々はReifenstein症候群である2症例につい

て，外陰部の皮膚線維芽細胞のandorogen　receptor

（AR）と5α一reductase　activityを検索したので報告する．

リガンドとして［3H】DHTおよびRl881（Methltrieno－

lone）を用いた．

　本疾患の2症例のARはincubation温度を42度に上

げると活性が著明に低下し温度不安定性であった．

両症例とも5α一reductase活性は正常であった．

7．プロモクリプチンが不妊症の治療の一助とな

　　ったと思われる下垂体微小腺腫の1例

　　　　　○河野　学　　　　　（明治橋病院泌尿器）

　　　　　　安本亮二，辻野　孝

　　　　　　　　　（大阪市立十三市民病院泌尿器）

　　　　　　望月邦三　　　　　　　（同　放射線）

　　　　　　阪倉民浩　　　　（馬場記念病院泌尿器）

　　　　　　西阪誠泰，岸本武利

　　　　　　　　　　　　　　（大阪市立大泌尿器）

　患者は43歳，男性，不妊症を主訴として来院した．

理学的所見では左精索静脈瘤を認め，精液所見は液

量2．4ml，精液濃度4．3000万／ml，運動率399。であっ

た．また，血液生化学検査ではLH　1．6m　lU／ml，　FSH

5　．2mlU／ml，プロラクチン37．Sn9／ml，テストステロン

271．9ngldl，フリーテストステロン4．4pg／m　1と高プロ

ラクチン血症を認めた．MRIを含めた諸検査の結果，

下垂体微小腺腫による高プロラクチン血症と判明し

プロモクリプチン2．5mg〆dayを4ヶ月投与した．

　その結果，妊娠が判明した．その時期の検査所見

ではLH　2．3mlU／ml，　FSH　6．2mlU／ml，プロラクチン

2．2nglml，テストステロン500．9ng！dl，フリーテスト

ステロン20．4pg！mlと高プロラクチン血症の改善を認

めMRIでは下垂体腺腫の縮小を認めた．下垂体腺腫

へのプロモクリプチンの反応性と高プロラクチン血

症の精巣におよぼす影響を中心に考察を加えた．

8．男性不妊における高プロラクチン血症

　　　　　○岡田　弘，神埼正徳，林　晃史

　　　　　　岩本孝弘，田中宏和，藤澤正人

　　　　　　守殿貞夫　　　　　　（神戸大泌尿器）

　　　　　　龍見　昇　　　　　　（原泌尿器科病院）

　　　　　　松本　修（兵庫県立加古川病院泌尿器）

　　　　　　大塚角義　　　　　　　　　（末光病院）

男性におけるプロラクチン（PRL）の作用は明らか
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ではないが，リビドーの低下や，sperrnatogenesisに関

与するとの報告もある．我々は，1992年～1993年

に，不妊外来を受診した患者のうちazoospermiaを除

外した264例について，早朝空腹時にホルモン検査

を行い血中PRL値を測定した．

　対象のうち18例に，PRL　15ng／ml以上の高PRL値

症を認めた．このうち，15例に関しては抗潰瘍薬等

のdmg　induced　h｝gperprolactinemiaと診断され，休薬後

の再検で，正常範囲内の値となった．残り3例に対

して血中GH，　TSH，　T3，　T4の測定，　TRHテスト，プ

リンペランテストを行い，2例に下垂体microadenoma

を認めた．また，1例はmicroadenomaを証明しえなか

った．治療は3例とも，パーロデル内服を行い血中

PRL値は正常化した．治療後1例にのみ精液パラメ

ー タの改善をみたが，妊娠にはいたらなかった．

9．アクロビーズテストを用いた精子先体反応に

　　ついての検討

　　　　　○加藤浩志，小林真一郎，礒島晋三

　　　　　　　　　　　　（府中病院不妊センター）

　体外受精胚移植，特に顕微授精においては精子の

先体反応を確認することは重要である．精子先体反

応確認法として，トリプルステイン法，蛍光抗体法

などがあるが操作の煩雑さや蛍光顕微鏡などの特殊

装置が必要なことから一般的に取り入れられるには

難点がある．アクロビーズテストキットは，精子先

体反応を比較的簡単に確認でき，他の精子先体反応

検査法と相関する．今回我々は，この方法を用いて

各精子処理法と先体反応との関係を検討した．

（対象）精液検査を施行した患者30例．方法：3．6

mM　Pentoxifylline，50％卵胞液，　Test・Yolk・Buflfer（TYB）

の各々で精子処理し，1，2，4，24，48時間後にアク

ロビーズテストを用いて精子先体反応を確認した．

（結果）1，2時間値では，Pentoxifylline処理精子の先

体反応誘起率が高く，24時間値では卵胞液処理精子

の先体反応誘起率が高い傾向がみられた．

10．顕微授精による妊娠例の検討

　　　　　○宮崎　和典

　　　　　　　　　　（宮崎レディースクリニック）

　顕微授精法の開発，進歩は，従来の方法では受精

しなかった難治性男性不妊症夫婦に対し，受精の確

率を高め妊娠の可能性を大きく広げた．当院でも顕

微授精法の臨床応用を開始しており，平成5年中に

行った症例は45例72周期であった．

　顕微授精の方法は透明帯切開法（PZD）31例46周
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期，囲卵腔精子注入法（SUZI）36例50周期であった

（重複施行例22例24周期）．

　受精したのは，それぞれ19例27周期，27例38周

期で，胚移植に至ったのは16例21周期，23例30周

期であった．卵あたりでは受精率が，それぞれ

26．99。，39．19。で分割率は60％，56．6％であった．妊娠

例はPZDが1例（対移植4．8°／。），　SUZIが5例（16．7％）

とSUZの方が良好な成績であった．

11．New　ART（経筋層胚移植法，顕微授精，精巣

　　上体精子採取）を用いた体外受精成績

　　　　　○森本義晴，小林理章，牧野　滋

　　　　　　桑名博士，森本武晴

　　　　　　　　　　（河内総合病院不妊センター）

　　　　　　堀越川頁彦，椹木　晋

　　　　　　　　　　　　　　（関西医大香里病院）

　　　　　　椹木　勇　　　　　　　（関西医大産婦）

　当センターは1989年以来体外受精を中心とする不

妊治療に取り組んでいる．特に最近では，一般体外

受精に加えて種々の新しいAssisted　Reproductive　Tech－

nology（ART）を取り入れ，より困難な不妊症の解決

に努力しているので今回この成績を報告する，

　体外受精全体についてみると実施数は1992年まで

は漸増し93年に急増している．妊娠率は，92年，93

年と約26から29％と安定してきている．92年9月よ

りほとんどの症例に経筋層胚移植法を採用し，着床

率は345％から42．99。に上昇した．顕微授精では，初

期の頃PZDを試みたが現在では主にSUZIを実施して

おり，ICSIを一部開始したところである．また，神

戸大学泌尿器科と共同で精巣上体精子による体外受

精および顕微授精を実施しており11例中2例の妊娠

をみている．

　最近の成績をみると93年下半期では一一般体外受精

の妊娠率は35．0％，顕微授精および精巣上体精子体

外受精では，365％であった．妊娠維持率も高く，

妊娠例のうち，前者では75．0％が，後者では1009。が

妊娠4ヵ月以上に順調に発育している．

12．GnRH類縁物質の徐放剤による雌犬の受胎促

　　進

　　　　　○萩平啓子，権田昌弘，稲葉俊夫

　　　　　　森　純一　　（大阪府立大獣医臨床繁殖）

　　　　　　鳥居隆三（滋賀医大附属動物実験施設）

　最近開発されたGnRH類縁物質（GnRH－A）の除放剤

を用いて，雌犬の受胎促進作用について，自然発情

のものと比較検討した．

日本不妊会誌　39巻3号

　分娩後4～5ヵ月の非発情期のビークル種雌犬を

用いて，GnRH－Aの徐放剤（GnRH－Aとして0．　l　mg！kg）

を1回皮下注射した．発情開始日に雄犬と交配させ

るとともにGnRH－A（3yg！kg）を1回筋肉内に注射し

た．その後経時的に血中エストロジェンおよびプロ

ジェステロン濃度をRIA法により測定するとともに，

開腹して排卵数の確認と胚の発育状態を観察した．

　その結果，分娩後4ヵ月の雌犬に本徐放剤を投与

すると，発情は誘起されたが，雄犬と交配させても

妊娠にはいたらなかった．分娩後5ヵ月で投与した

群では，血中ホルモン濃度および排卵数ともに自然

発情犬と同様の値を示し，胚の発育も良好で，正常

子犬を分娩した．

　以上の結果から，GnRH－Aの徐放剤の投与により，

雌犬の受胎を促進できることが示唆された．

13．recombinant　FSHによる下垂体摘除rat卵巣の

　　卵胞刺激効果とステロイド分泌動態

　　　　　○岡崎　審，奥田喜代司，佐伯理男

　　　　　　鈴木佳彦，奥田弘賢，杉本　修

　　　　　　　　　　　　　　　　（大阪医大産婦）

　最近，遺伝子工学でつくられたrecombinant　FSH

（recFSH）が臨床応用されつつあり，今回このLHを含

有しないr㏄FSHを用いてrat卵胞発育・性ステロイド

分泌に及ぼすLHの役割を検討した．

　（実験方法）下垂体摘除幼若ratにrecFSHおよび異

なる濃度のhCGを添加して投与した．卵巣組織に

HE・免疫染色を施行し，卵巣中17　a－hydroxylase活

性・各種性ステロイド血中濃度を測定した．

　（成績）卵巣重量はrecFSHのみで増加し，添加し

たhCGの用量に依存してさらに増加した．卵胞は

recFSHのみでも発育したが，　hCGを添加するとさら

に発育を認めた．免疫染色ではhCGをrecFSHに添加

して投与すると17　a　－hydroxylaseは爽膜に局在してみ

られたが，recFSHのみでは17　a　－hydroxylaseの局在は

みられず，また17　a　－hydroxylase活性は低かった．各

種性ステロイド血中濃度は，recFSHのみでは17　a

OH－progesterone，testosterone，　estradiolは低値で，添加

したhCGの用量依存性に増加した．

　（結論）recFSHのみでも卵胞発育はみられるが，

黄膜層の肥厚や間質細胞の肥大はみられず，17α一

hydroxylaseも活性化されないことが明らかとなり，

2－ceU　2－gonadotropin　theoryにおけるLH（hCG）の役割を

より明らかにした．

つ

A
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14．ラット黄体におけるlnsulin－Like　GroWth　Fac－

　　tor－l　mRNAの発現に及ぼすProstaglandin　F2　cr

　　の影響

　　　　　○北新秀一，玉田尋通，澤田　勉

　　　　　　森　純一　　（大阪府立大獣医臨床繁殖）

（目的）黄体におけるinsulin－like　growth　factor－1（IGF・・1）

の発現や作用についてはほとんど明らかにされてい

ない．本研究ではラットの黄体におけるIGF－I　mRNA

の発現に及ぼすprostaglandin　F2　cr（PGF2α）の影響を

検討した．

（材料と方法）SD系ラットを用いた，妊娠6日から

分娩後5日にかけて黄体を採取し，32Pで標識した

IGFIのcDNAフラグメントを用いてノーザンプロッ

ト解析とドットプロット解析を行った．次に，PGF2α

1mgまたは生理食塩液（対照群）を妊娠17日の午後

1時と6時に皮下投与し，投与後1，2および3日の

黄体におけるIGF－I　mRNAの発現を解析し，血中

progesterone（P）濃度をRIA法で測定した．

（結果）黄体におけるIGF－1・mRNAの発現は妊娠末期

に強くなった．PCF2α投与により黄体におけるIGF－I

mRNAの発現が強くなり，血中P濃度は低下した．

（結論）黄体におけるIGF－I　mRNAの発現と黄体機能

の低下との間に何らかの関係のある可能性が示唆さ

れた．

15．ヒト精子不動化および受精阻害モノクローナ

　　ル抗体MAblG12が認識する対応抗原につい

　　て

　　　　　○田中宏幸，小森慎二，阪田和子

　　　　　　山崎則行，辻　芳之，香山浩二

　　　　　　　　　　　　　　　　（兵庫医大産婦）

ヒト受精現象に関与する精子膜抗原の解析とその

（361）　133

遺伝子の分離を目的とし，ヒト凍結保存精子より精

子膜構成成分を分離した後Complete　Freund’s　Ajuvant

と共にCBAINマウスを免疫した．同マウスより得た

脾細胞を用いて型の如くNS－1細胞と細胞融合を行

いモノクローナル抗体（MAb）1G12産生株を樹立し

た．MAb1Gl2は（1）蛍光抗体法にて，ヒト精予の頭

部一尾部を染色した．（2）ハムスターテストにてヒ

ト精子の受精を阻害した．さらにヒト卵透明帯への

精子の進入を阻害した．またhemizona　assayにより，

明らかにヒト精子の結合の阻害を認めた．（3）精漿

にて精子不動化活性は完全に吸収された．（4）West－

ern　BlottingにてPolymorphicな15－25KDaのbandを認め

た．さらにTFMS処理で抗原のdeglycosylationを行っ

たところ，15KDaの単一bandが認められた．

　この結果より，この対応抗原エピトープはpeptide

であることが解った．そこで現在ヒト精巣および精

巣上体cDNA　Alibraryを用いて対応抗原をコードする

cDNAクローンの分離を試みている．以上精子不動

化および受精阻害作用を有するMAblGl2を樹立しそ

の対応抗原の解析について報告する．

　　　　　　4寺　　Bl」　講　　i寅　　　1

「性分化異常におけるアンドロジェンリセプターの

病的意義」

　　　　　　　　　　　島　博基（兵庫医大泌尿器）

　　　　　　　特別講演11
「不妊女性に検出される精子不動化抗体とその対応

抗原の分析」

　　　　　　　　　　　香山　浩二（兵庫医大産婦）



関連学会のお知らせ

ART（Assisted　Reproductive　Technology）Forum’94
　　　　　　　　日本に於けるAssisted　Reproductive　Technologyの

　　　さらなる発展，飛躍の一助となることを目的として，開催されます

日　時　1994年10月28日（金）15：40～18：00

　　　　　　　　　　　　　　　18：00～20：00（懇親会）

場所富山第一ホテル3F白鳳の間
　　　　　　　　　　　　3F　飛鳥の間（懇親会）

　　　　　　　　　　　　TEL．0764－31－1522　FAX　O764－42－6232

演　者　入谷　明（近畿大学生物理工学部教授）

　　　　Dr．　Ann　Kiessling（Harvard　University）

　　　　Prof．・Carl・Wood（Monash　University）　もしくはProf．・Kavac（Monash　University）

後

協

援　日本不妊学会／日本受精着床学会

賛　株式会社　東機貿

　　WILLIAM　A．　COOK　AUSTRALIA　PTY　LTD．

　　Life　Technologies，　Inc．

連絡先　〒141東京都品川区西五反田8－1－10

　　　　小沢西五反田ビル4F

　　　　リプロダクションアカデミー

　　　　飯　塚　理　八

　　　　TEL．03－3495－8761　FAX　O3－3495－8762

平成6年5月

代表世話人：飯塚理八
　　　　　　森　　　崇　英

　　　　　　入　谷　　　明

（慶鷹義塾大学名誉教授）

（京都大学産婦人科教授）

（近畿大学生物理工学部教授）



第9回日本更年期医学会学術集会

　　テーマ「健やかな更年期を」

日　時：平成6年ll月26日（土）9　00～18　10

　　　　　　　　　　27日（日）　9　00～17　00

会場：シェーンバッハ砂防（砂防会館）

　　　　東京都千代田区平河町2－7－5TEL．03－3261－8386　FAX　O3－3261－5449

プログラム：

　　会長講演：「ホルモン補充療法（HRT）におけるプロゲスチンの選択」

　　　　　　　演者：熊坂　高弘（掲協医科大学教授）座長：中野　仁雄（九州大学教授）

　　特別講演：「加齢と免疫」

　　　　　　　演者：伊藤　幸治（東京大学医学部内科物理療法学教室教授）

　　　　　　　座長：熊坂　高弘（濁協医科大学教授）

　　シンポジウム：1　ホルモン補充療法（HRT）の基礎と臨床

　　　　　　　　　H　更年期医学における学際的交流

　　　　　　　　　IH　骨粗霧症の今日的課題

　　　　　　　　　］V　更年期における最近の話題

　　パネルディスカッション：「更年期のヘルスプロモーションへの接近」

　　サテライトミーティング・ラウンドテーブル・一般講演を予定しております．

一般演題申込み要領：

　抄録用原稿用紙を下記演題係にご請求の上，邦文タイプ5号またはワープロでプリント

をして書留でお送り下さい．一般演題の発表形式につきましては，ロ演6分，討論3分を

予定しています．

抄録送付先：第9回日本更年期医学会学術集会　演題係

　　　　　　〒321－02　栃木県下都賀郡壬生町北小林880

　　　　　　猫協医科大学産婦人科

　　　　　　TEL．0282（86）2166　Fax　O282（87）6856

抄録締切日：平成6年8月15日（月）消印有効

なお演者は日本更年期医学会会員に限ります．必ずご入会下さい．

学会参加費　8，000円

懇親会会場・シェーンバッハ砂防第3会場

　　　　　　期日・11月26日（土）18：30～20　30

　　　　　　会費・未定

第9回日本更年期医学会

　　　会長熊　坂　高　弘



第15回国際不妊学会（IFFS）

期

会

抄

日　1995年9月17日（日）～22日（金）

場モンペリエ（フランス）

　　Convention　Center（CORUM）

　　Esplanade　Charles　de　Gaulle

　　34027　Montpellier　Cedex　I

　　France

　　Te1：＋33－67616761

録　1995年2月28日締切（現地必着）

登録費 1995年2月28日まで 1995年3月1日から

Regular　fee 2，700FF 4，000FF

Reduced　f6e＊ 1，700FF 3，000FF

Accompanying　Person 350FF 550FF

■

▼

へ

A

4

　　　　　　＊laboratory　scientists，　research　people（public　institutes），　nurses，　midwives，

　　　　　　　Residents　and　students（max，　age　32）

詳細および登録用紙・アブストラクトフォームは日本不妊学会事務局（tel：03－3288－7266）

へご請求下さい．
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The　P「esident’s　column

　　　　　　very　third　year，　the　IFFS　organizes　a　Wortd　Congre∬in　order’oωψoη’

E懸鮒響耀　4’呂撚翻耀繍器
take　place　inルfontp｝e〃ier　south　of　France，　from　17’022　Septemben

　　　Montpe〃le〆s　university　has　just　celebrated　its　700th　anniversary．　The　facul4・

of　Medicine’∫0η6ρプ伽oZdest　in　France．　Acro∬the　centuries，　hOSρitalS　have

sprungゆoro槻4伽∫C乃ooJ　qプ〃ediCine，　creatlng　one　of　the　most　important

group　of　hospitals　in　France．　The　choice　qプハ40ntpet〃6r勿伽Fアε励∫Od8砂プbr

’舵5綴ソoffertゴlity　is　the　expreSSion　qプthe　purpose　to〃iodi［fiy　the　location　qプour

Cong　re∬’instead｛～プa　big　hotel　tn　a　large　cめ！，　w6ρ瞬翅αη傭∫or’c⑳with・a

war〃z　tradition　qプhospitatめ～．

　　　η3636蜘峨c餌）gra〃ime　is　provided　“nder　3　headings’

・ practical　se∬ions　phySicians　attending　this　se∬ion　intend・to　learn　the　basiCS

　　　α∫wθ〃α5’んe　personal　pract’cα’即8漉ηc6（～fthe　speaken

・配ρ伽8彫V蜘プ’or・those・who　wish　an　oソerview（珈8C8η∫伽α・S・concerntng・an

　　　important　s吻ect

・on　the　SCOρe　of　researchfo〃hose・who・Wtsh・to・learn・where・the〃’end　is　going．

　　　Pr　Bernard・Hedon，　our・a∬istant　secretary－general，　has　organized　Wtth　the

local　organizing　committee　a　Wα朋and．friendly　reception．　As　he∫Oy∫“Eレの，

detail　is　looked　ctosely　into　SO　tha’each　participant〃may　feel　that　he　is　expec彪d

personaly　by　a　friend　who　is　proud　to　welcome　him　in　his　Cめ・and　region－”．

　　　This　wi〃undoubtedly‘ontribute　not　on！y　to　succe∬of　a　congre∬of　a　high

scientiflc　level　but　alSO　Ieave　in　our　memories　theαstonishingly　beautiful

landscapes　qブSouthern・France．

　　　　　Jean　Cohen

President　of　IFFS．

lFFS
　　At　the　last　general　Assembly　meetmg　on　the　occaslon　of　the　l4th　world　Congress

Caracas，1t　was　declded　to　try　and　organlze　IFFS　workshop　ln　countries　where　natlonals

have　difflculties　m　attending　the　federation　Congress．

Two　workshops　are　already　planned：

　　June　l994

　　Bialystok－Poland

　　Prof　Marian　Szamatowicz

　　November　l　994

　　Budapest－Hungary
　　Prof　Papp　Zoltan－Dr　Janos　Urbancsek

Would　those　who　are　interested　please　contact

Dr　Jean　Cohen

8　rue　Mangnan　一　Paris　75008　France

Fax　33－1－45633778
Tel　33－1－49530856
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Scientific　Programme　Committee　for　IFFS　Montpetlier

　　Since　the　last　newsletter　during　l993　Scientiflc　Programme

Committee　meetings　have　beon　held　at　Thessaloniki　Greece　on

Sunday　27th　June　during　the　ESHRE　meeting　and　on　Sunday　10th

October　during　the　AFSICanadian　Fertility　and　Andrology　Society

meeting　in　Montreal　Canada．

　　Both　meetings　concerned　themselves　specificaily　with　the

scientific　programme　for　Montpellier　l　995．　Reports　were　received

also　from　Congress　President　B．　Hedon　about　the　general

arrangements　for　the　Congress，　its　plan，　news　of　the　already

extensively　booked　exhibit重on　area，　the　participation　of

pharmaceutical　colleagues　in　a　number　of　sponsored　symposia　and

血e　extensive　social　programme．　ln山is　latter　regard　the　cooperation

of　Montpellier　has　been　excellent　and　extremely　encouraging　f（）r　a

memorable　m㏄ほng．　In　reciprocation　for　this　we　propose　and　we　in

IFFS　believe　uniquely　f（）r重he　first　time　at　a　Worid　Congress　that　a

number　of　public　leCtUres　will　be　scheduled　to　be　given　by　delegates

aimed　at　the　general　public　to　whom　the　Intemational　Museum　of

Contraception　will　also　be　open．

　　The　format　of　the　scientific　meeting　will　allow　submissions　from

would　be　delegates　to　present　communications，　posters　and　videos．

For　the　first　time　however　there　will　be　three　different　types　of　main

session　in　paralle1．　All　will　be　of　equal　importance　and　designed　to

appeal　to　the　d孟ffering　needs　of　delegates　that　wil夏be　attending

Montpellier　l995．　Each　day　will　have　Practical　Type　Sessions　in

which　physicians　wiU　leam　the　basics　of　the　subject　as　well　as　the

personal　practical　experience　of　the　lecturer．　Such　delegates　will　be

able　to　improve　their　own　clinical　practice　in　the　light　of　what　will

1995

be　presented　and　discussed　duringこhe　session．　Review　Sessions　will

be　given　fbr　those　who　w三sh　to　have　an　overview　of　recent　data

concerning　an　impOmant　subject　with　clinica1　significance　to　patients

and　Research　Sessions　will　expect　to　learn　where－the　futu　e　trends　of

fenility　and　sterility　are　going』bmorrow’s　medicine　begins　with

today’s　research．

　　The　Thessaloniki　meeting　was　particularly　concerned　with

finding　subject　titles　for　the　sessions．　The　Montreal　meeting

discussed　the　more　intimate　organisationa1　details，　Potentially　invited

speakers　were　defined（usuaUy　three　per　session）．　In　both　these

activities　sadly　few　communications　were　received　from　constituent

societies，　although　all　those　who　did　reply　had　their　suggestions

thoroughly　aired　at　committee．　Delegates　can　be　assured　that　the

final　choices　made　were　arrived　at　in　a　tue　democratic　man皿er．

　　During　these　meetings　reports　were　also　received　from　the

American　Fertility　Society　regarding　IFFS　l　998　San　Francisco

October　2－9th　and　the　Secretary　General　is　now　willing　to　accept

bids　for　IFFS　200亘in　accordance　with　relevant　procedures　as

circulated．

　　To　date　the　Australia　Fertility　Society（Melboume）has　submitted

abid　but　a　number　of　other　countries　Societies　including　Canada

have　also　intimated　their　wish　to　be　considered，　Deadline　for

submissions　is　June　lst　1994　so　that　bids　can　be　perused　by　the

Executive　befbre　cases　are　put　to　Ihe　General　Assembly　l　995　fbr　a

final　decision．

Robert　HARRISON
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Montpellier　iFFS　1　995　News　from　the　Organizing　Committee

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tlme　has　come　to　circulate

　　　　　　　the　second　and　final　announcement　which　contains

details　regarding　the　scientific　programme，　all　information

necessary　for　early　registration，　hote豆reservation，　and　abstract

submission．　This　announcement　is　printed　now　and　will　be　sent　to

more　than　50，000　gynaecologists，　endocrinologists，　andrologists，

and　biologists　throughout　the　world　by　Organon　together　with　the

April　issue　of　ORGYN．　Alnhose　having　sent　back　the　flyer

contained　in　the　l　st　announcement　will　also　receive　a　copy　at　the

童ndicated　address，

　　Check　that　you　receive　yours　and　if　not，　please　contact　the

Organlzlng　SeCretarlat：

攣
The　count－down　has　started，

IFFS　95　is　now　only　18months　away，

With　the　year　94，　t

Soci6t6　lnternationale　de　Congrもs　et　Service

lO，　rue　Charles　Amans－34000　Montpellier－France

Phone（33）67585903－Fax（33）67583160，

They　will　send　you　the　copies　needed

　　The　Organizing　Committee　has　been　very　careful　indeed　to

propose　a　cheap　registration　fee　for　early　registrants（2700　FF，±

460＄US）with　speciai　reduced　fee　for　a　number　of　colleagues

（laboratory　scientists，　research　fellows，　nurses，　midwives，　stUdents，

and　participants　from　Developing　Countries）（1700　FF，±290

＄US），　counting　on　all　fUture　participants　to　register　early，　which

makes　things　much　easier　and　smoother　for　all　the　organization．

Especially　choice　of　hotel　rooms　might　well　be　significantly

reduced　fbr　late　registrants，

　　Special　eff｛）rts　have　also　been　made　in　order　to　propose　a　large

choice　of　courses（in　different　languages）and　satellite　symposia　on

different　top三cs．　Details　on　all　of　them　are　included　in　the

annOUnCement．

　　Acombination　of　one　of出ese　together　with　the　HマFS　World

Congress　would　make　a　very　special　scientific　opportunity　fbr　the

trip　to　Montpelner　in　September　95．

Let　us　add　to　this　the　temperate　climate　of　this　period　of　the　year　in

the　South　of　France，　the　proximity　of　beaches　as　well　as　the‘‘back

country”offering　multiple　cultura1，　gastronomic，　and　sporting

interests　and　you　get　a　cocktail　fbr　an　exceptional　family　holiday．　A

specially　appointed　tourism　agency，　woddng　in　close　relation　with

the　Organizing　Cornmittee，　is　offering　a　large　choice　to　participants：

　　Alpha　Congr6s　Vbyages

　　　l，rue　Philippy－34000　Montpellier。France

　　Phone（33）67663080－Fax（33）67663110

Pletzse　note　the　deadline　which　by　all　means　must　not　be　missed

February　28th，1995

for：

・　Abstract　submission．

●　　Congress　registration　fee　fbr　early　registrants．

・　Accommodation　requests．

・　Touristic　programme　bookings．
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　　　Asecond　meeting　of　the　l992－951FFS　Executive

Committee　was　held　on　Sunday　lOth　October　in　Montreal

Canada．　A　full　agenda　was　discussed．　Possible　year　clashes　with

other　Conferences　in　the　area　of　fertility　and　sterility　were　deli－

berated．　Our　meetings　have　however　been　planned　triennially

for　many　years　now」t　was　therefore　the　feeling　of　the　meeting

that　whilst　we　would　certainly　welcome　any　participants　at　IFFS

we　would　continue　to　plan　our　conferences　as　before．

　　　Planning　towards　Sponsored　workshops　in　central　Europe

continues．　Fonowing　positive　response　from　Poland，　Hungary，

Czechoslovakia　and　the　Ukraine　sponsorship　is　now　being

sought　to　help　defray　expenses．　It　is　hoped　that　l　994　will　see　at

least　the　fhst　of　these　meetings　going　ahead，　whereby　with　the

aid　of　iocal　help　two　IFFS　speakers　will　join　with　locals　in　put－

ting　on　a　weekend　of　science・

　　　The　case　of　the　membership　of　YUgoslavia　was　discussed．

The　modus　operandi　of　Who　in　this　regard　was　endorsed　by　the

committee．　This　allows　for　any　of　the　new　states　that　used　to

constitute　Yugoslavia　to　apply　for　membership　of　IFFS．

However　automatically　taking叩any　offTice　positions　previously

occupied　by　YUgoslavia　is　not　possible・

　　The　Constitution　and　Bye－Laws　are　at　present　being　totally

overhauled．　New　drafts　have　been　prepared　but　despite　being

circulated　to　all　constituent　societies　of　IFFS　few　replies　hav多

yet　been　received　by　the　secretariate．　Therefbre　mindful　of　the

need　to　have　new　agreed　versions　in　place　by　Montpellier　l　995

following　further　discussions　at　the　meeting　a　final　draf【will　be

sent　out　to　Constituent　Societies　soon．　This　will　include　instnlc－

tions　that　any　final　comments　must　be　brought　back　to　the　next

Executive　Committee　Meeting　on　the　occaslon　of　the　FIGO

Congress　Montreal　1994．　This　will　then　allow　an　extraordinary

General　Meeting　of　IFFS　to　be　planned　prior　to　Montpellier

l9950n　either　the　Saturday　or　Sunday　16th／17th　September．

　　　The　next　meeting　of　the　IFFS　Executive　Committee　is　to　be

held　on　Sunday　25th　September　l995孟n　MontreaL　The

Secretary　General　will　be　dehghted　to　receive　items　for　the

agenda　and　constituent　societies　should　note　that　named　dele－

gates　from　member　societies　not　on　the　committee　are　welcome

to　sit　in　as　participating　observers・

Secretary　General　・　Change　of　Phone　Nllmbers　and　Fax．

　　　　Te豊ephone　35318727599・Fax　35318727831

サ
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　　The　International　Federation　of　fertility　Societies

（IFFS）was　created　in　l　968　having　been　started　once　in

l951　under　the　name　of　the　International　Fertility

Association．　The　IFFS　was　founded　on　the　basis　of

accepting　national　socleties　as　members　of　the　Federation．

Aconstitution　for　the　new　federation　was　drawn　in　1968

and　according　to　this　each　af且liated　society　should　pay　an

annual　contribution　in　proportion　to　the　number　of

ordinary　members．　This　contribution　was　set　at　a　rate　of

US＄1per　ordinary　member　of　the　affiliated　society　and

　　　U．S．A．（－92）

　Scandi降avね1層92｝

　　　Japanく一鮒）

　　　　lndia←92）
　　《USヒralia｛，92）

Uni奮ed　Kingdom｛－92｝

　　　　Bra～51〔－92｝

　SwitZeilafid〔－92）

　　G已「manソ〔畠92｝

　　　　lsrael〔・92｝

　　　Mexico　C－91）

　　　　1taty←89｝
　　　　Spain｛・92）

　　《rgen1Ln匪｛r92〕

　　　Canada｛・92｝
　　　　Korea〔匿92｝

　　　Ta轟wan〔－94｝
Sin｛｝aPOIir〔－92）

　France←92）
Portugalく一90，

Ma「OCCO（・9t）

　　lra門〔・91｝

Pakis置ae　 〔唖91

　腿igesia　 〔．92｝

　Aus量「白〔－91｝

　Bεlgium　 （－wa｝

　Greece←91）
Colomb切（”91，

Paraguay｛層91）

　　P．e！．u｛層92）

　　Chll巳｛・92｝

　Maysia｛．92｝

Veneluela｛，90｝

　Bollり旧〔－90｝

　Ecuador〔幽90，

　Ttirkcy　l－go｝

　U「ug口ay｛・90｝

this　fee　has　remained　the　same　for　the　last　25　years．

　　　The　contribution　per　individual　member　per　society　is

still　US＄1per　yeaL　Fortunately，　the　IFFS　activit量es　are

not　depending　on　the　membership　fee　as　it　is　set　today．　If

the　IFFS　should　have　to　work　on　the　basis　ofa

membership　fee　of　US＄lper　individual　member，　the

IFFS　should　not　be　able　to　pay　the　secretarial　help　and　the

stamps　fbr　the　reminders　sent　on　to　pay　the　annual　fee，

The　profits　of　the　World　Congresses　on　fertility　and

　　　Sterility　are　crucial　for　the　existence　of　the

　　　Organ1Sat10n・

　　　　　　However，　the　interest　for　the　IFFS　has　increased

　　　　during　the　years　following　the　creation　in　1968．

　　　　Today　the　International　Federation　of　Fertility

　　　　Societies　counts　40　affiliated　societies　out　of　which

　　　　35are　paying　their　regular　annual　fee　to　the　IFFS・As

　　　　shown　from　Fig．1，　USA　and　Scandinavia　have　more

　　　　than　lOOO　members　in　their　national　society．

　　　　According　to　the　Constitution　the　number　of　votes

　　　　allotted　to　each　affniated　society　at　the　General

　　　　Assembly　is　related　to　the　number　of　ordinary

　　　　members　and　the　following　scale　is　applied：

●

■

o

●

●

●

from　20　to　50　members

from　51to　100　members

from　101　to　200　members

from　201　to　500　members

from　501　to　l　OOO　members

over　lOOO　members

1vote

2votes

3votes

4votes

5votes

6votes．



　　　Therefbre，　each　affiliated　member　society　has　the　right

to　be　represented　at　the　General　Assembly　in　relation　to

the　number　of　ordinary　members　provided　the　annual　fee

of　the　society　is　paid・According　to　par．130f　the　bye－

laws，　the　membership　is　lost　if　the　annual　contribution　has

not　been　paid　for　three　consecutive　years　or　in　case　of

restr量ctions　for　export　of　currency　not　deposited　for　IFFS

On　a　natiOnal　aCCOUnt．

　　　According　to　Fig．1，　there　are　5　affiliated　sodeties

which　have　not　paid　their　membership　fee　for　more　than　3

years：Bolivia，　Ecuador，　Turkey，　Uruguay　and　the

Netherlands．　They　all　have　the　possibility　to　pay　their

membership　fee　or　to　declare　a　deposit　of　the　membership

fee　in　the　country．　Should　we　take　it　for　granted　that　there

is　no三nterest　in　fertility　and　sterility　in　these　countries？

Maybe　there　is　simply　a　lack　of　information　about　the

IFFS．　The　reasons　not　to　be　an　active　affiliated　society　of

the　IFFS　may　be　numerous．

　　　Not　only，　the　number　of　active　affiliated　societies　have

significantly　increased　during　the　last　l5　years　but　also

the　number　of　members　of　the　national　societies．　The　total

number　of　members　affiliated　to　IFFS　between　l　980　and

l992　is　shown　in　Fig，2．　As　you　will　see　from　this　figure

there　is　an　increase　in　the　number　of　members　paying

their　annual　fee　of　US＄1to　the　IFFS．　The　Fertility

Societies　of　Cuba，　Malaysia，　Nigeria，　Pakistan，　Paraguay，

Peru　and　Sudan　joined　the　Federation　during　the　period

l989　to　l　992．　Other　countries　like　the　former　YUgoslavia

have　envisaged　political　problems　which　for　obvious

reasons　introduced　changes　in　their　relationships　with　the

IFFS．　Furthermore，　new　independent　states　have　been

formed　in　Central　and　Eastern　Europe．　From　several

semlnars　and　workshops　in　these　countries　it　has　become

obvious　that　there　are　serious　problems　of　infertility　in

many　of　the　countries　in　Central　and　Eastern　Europe．　At

present，　it　is　not　known　whether　or　not　these　problems　are

linked　to　sexually　transmitted　diseases　or　to　the　high　rate

of　induced　abortions　but　the　fact　that　Ihe　infertility　is　a

problem　of　major　importance　in　these　countries　calls　for

act孟ons　to　be　taken　by　the　IFFS．

　　What　can　the　IFFS　do？

　　Every　third　year　the　IFFS　is　organising　a　World

Congress　for　Fertility　and　Sterility．　These　Congresses

generally　evoke　a　great　interest　and　they　are　attended　by

4000to　5000　participants　from　countries　all　over　the

world．　Each　Congress　represents　a　forum　for　discussions

not　only　of　problems　related　to　infertility　but　to　any

questlons　concernlng　reproductive　health．

　　　The　Constitution　of　the　World　Health　Organization

（WHO）（1948）defines　health　as　a　state　of　complete

physica1，　mental　and　social　well－belng　and　not　merely　the

absence　of　disease　or　infirmity．　As　stated　in　the　Szeged

declaration（1994）‘」Viewed　against　this　definition，

reproductive　health　has　a　number　of　basic　elements，　such

as　the　ability　for　procreation，　regulat孟on　of　fertility　and

erりoylng　sex，　success　as　far　as　the　outcome　of　pregnancy，

infant　and　child　survival，　growth　and　development　is

concerned，　and　safety　in　pregnancy　and　childbirth，

fertility　regulation　and　in　having　sex．　Hence　the　five

fundamental　pillars　of　any　reproductive　health　policy　are：

family　planning，　maternal　care，　infant　and　child　care，　the

prevention　of　sexually　transmitted　diseases　and　the

prevention，　diagnosis　and　treatment　of　infertility．”The

infertile　couple　is　certainly　an　intriguing　Problem　in

reproductive　health，　To　overcome　infertility　remains　a

great　challenge　but　to　prevent　infertility　may　be　even

more　lmportant　At　the　XIIIth　IFFS　Wbrld　Congress　on

Fertility　and　Sterility　in　Marrakech　l989，　the　President

Prof．　Boutaleb　confirmed　previous　findings　that　sexually

transmitted　diseases　often　lead　to　sterility　in　men　and

women　and‘‘that　the　sterility　problem　could　even　lead　to

social　problems∴Now　five　years　later　we　are　facing　the

problem　of　abortions　which　unfortunately　is　the　method

of　contraception　most　commonly　used　in　several　countries

of　Central　and　Eastern　Europe．　Maternal　mortality，

sterility　due　to　infections　and　unsafe　abortions　are

problems　which　have　to　be　taken　into　consideration　by　the

IFFS　in　the　future．

　　　The　IFFS　is　an　international　non－governmental

organisation．　The　contribution　per　ordinary　member　of

each　national　society　affiliated　to　IFFS　is　only　l　US＄per

year．　It　is　a　small　contribution　but　it　could　be　important　in

relation　to　the　number　of　ordinary　members　of　each

national　society．

　　Speaking　from　the　treasurer’s　corner，　I　would　like　to

draw　your　attention　to　the　numerous　problems　of
reproductive　health，　The　IFFS　is　not　only　an　organ孟sation

for　treatment　of　infertility．　Since　several　years　it　is　an

organisation　also　working　with　the　prevention　of
infertility．　This　problem　still　remains　a　great　challenge

and　perhaps　the　greatest　challenge　is　to　make　the　next

generation　of　gynaecologists，　endocrinolo9孟sts，　biologists

and　epidemiologists　aware　of　the　necessity　to　raise　human

and　financial　resources　to　meet　the　fUture　requirements　of

reproductive　heahh．
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日本医学会だより
1994年5月　No．　11

第61回日本医学会定例評議員会

　第61回日本医学会定例評議員会が，1994年2月22

日（火）に開催された．冒頭，村瀬敏郎日本医師会長

から挨拶があり，「日本医師会と日本医学会とは，

車の両輪のように一体感の下に協力している，1995

年4月には名古屋で第24回日本医学会総会をひかえ

ており，全力を挙げて協力したい」と述べられた．

　続いて挨拶に立った森亘日本医学会長は「世界の

内外を見渡すと激動の1年であり，医学医療の世界

においても、大変動きの多い年であった．例えば本

学会においても，認定医問題，移植に関係する学会

の合同委員会，医学用語の管理医学界と薬業界等

との関係，医学会への新規加盟のあり方の検討等々

の課題があり，今から振り返ると，必ずしも満足い

ただける成果を得たとは言いがたいが，一応，でき

る限りの努力を重ねてきたつもりである．また，社

会の中では学術団体の発言力が一般にやや落ちてい

るようで，そのことは世の中全体にとって必ずしも

良いことではないと思われる．日本医学会は自らの

襟を正し，かつそれなりに力をつけ，正しい意見を

述べて医学医療を良い方向に導いていく必要があ

る」と，日本医学会のあるべき姿を表明した．

　当日，日本医学会役員の選挙が行われ，次のごと

き結果であった．日本医学会長：森亘，副会長：石

田名香雄（基礎），小泉明（社会），高久史麿（臨床）。任

期は，平成6年4月1日～平成8年3月31日まで．

第24回日本医学会総会

　日本医学会総会は，4年に1回の開催を機に，医

学・医療の進歩の現状を把握し，医学界全体の将来

への展望を図ることを第一義の目的としている．第

24回総会のメインテーマには「人間性の医学と医療

一
生命の世紀をひらく一」が選ばれた．

　今総会は，1995（平成7）年4月7日（金），8日（土），

9日（日）に名古屋において飯島宗一会頭の下に開催

の予定で，総会の準備委員会の下には学術，展示，

総務，式典，広報，登録，財務および記録の8委員

会が設置されている．学術講演には名古屋国際会議

場，総合医学展示には名古屋市国際展示場（ポート

メッセなごや）を主会場に予定し，登録は，平成6年

1月より受付けを開始した，

医学用語管理事業

1．医学用語辞典

　1991年4月の「日本医学会　医学用語辞典　英和」

刊行に引き続き，1994年1月に「日本医学会　医学

用語辞典　和英」が刊行された．これで英和・和英

の医学用語辞典が完成したことになる．辞典は各日

本医学会分科会ならびに関係各位に配布した．

2．文部省の学術用語制定

　一昨年度から文部省の学術用語制定事業との連携

について検討を重ねていたが，これに関連して1993

年ll月12日に「医学用語に関する委員会（研究会）」

を文部省科学研究費の補助を受けて開催した，この

委員会（研究会）では，89分科会中70学会という多数

の出席を得て，多大の協力をいただいた．

3．厚生省の疾患傷病名監修

　1993年5月に厚生省保検局から日本医学会にレセ

プト電算処理システムに係わる傷病名監修の依頼が

あった．本件については，医学用語管理委員会で検

討の結果，ワーキンググループをつくり具体的な検

討を行っている．

認定医制についての三者懇談会

　本懇談会は，日本医学会が学会認定医制協議会お

よび日本医師会を招請して開催している．検討を重

ねた結果，下記のとおりの「認定医の公認に関する

三者懇談会の見解」を合意発表した．

「認定医の公認に関する三者懇談会の見解」

　　　　　　　　　　　認定医に関する三者懇談会

　　　　　　　　　　　　　　　　1993年11月5日

1．認定医の目的

　認定医制度をもつ各学会の判断と努力によって，

それぞれの専門領域における医師の質の向上，また

一定レベルの維持をはかり，国民の期待に応えるの

が目的である．

2．三者懇談会

　認定医制度に関して三者懇談会は重要な機能をに

なう機関でかる．しかし，この会は認定医について

の認可権をもつものではなく，学会認定医制協議会，

日本医学会，日本医師会，三者間の連絡・調整をは

かるとともに，各学会と社会との間に立って，医療

全体からみた認定医制度の必要性，妥当性などを考



慮する役割を有する．

3．認定医公認の方法

1）認定医制度の立案，運営については各学会の主体

性を尊重する．しかし，公認のためには各学会の認

定医制度間の調整をはかることが必要であり，これ

は学会認定医制協議会が行う．

2）認定医公認に際しては，各学会の認定に基づき，

学会認定医制協議会議長，日本医学会長，日本医師

会長がこれを承認する手続きを取る．

3）具体的事務作業については，三者懇談会公認事項

検討小委員会の立案を待ち，その結果を三者懇談会

で検討し，決定する．

4．認定医の表示

1）医療法に基づく診療科名表示の問題と認定医の表

示とは切り離して考える．

2）認定医の表示は医療施設内にとどめ，これは以下

のごとき節度のもとに行うべきものとする．

①医師および医療機関の能力格差の表示とならない

よう配慮する．

②学会認定医制協議会でいう基本的領域診療科（下

記）に関しては，重複して表示できない．

③更新が認定されない認定医の表示は，撤去される

ものとする．

5．診療報酬との関係

　認定医の公認と医療保険点数など診療報酬とは関

連しないものとする．

6．日本医師会の認定医制度

　日本医師会の認定する認定医制度は，将来，必要

に応じて立案されるものとする．

　　　　　　　　　　　記

　基本的領域診療科（学会認定医制協議会の定めるも

の）

　内科系：内科，小児科，皮膚科，精神神経

　外科系：外科，整形外科，産科婦人科，

　　　　　耳鼻咽喉科，眼科，泌尿器科

　その他：麻酔，医学放射線，病理，臨床病理

新規加盟学会審査制度検討委員会

　本会では，4年毎に学会の新規加盟審査を行って

いる．この度，そのあり方について検討するため標

記委員会を発足させた．委員は，出月康夫，遠藤實，

京極方久，小泉明，笹月健彦，中尾眞，久道茂，本

間光夫の8氏．



　　　　　　　　　　　　　　　　投　　稿

L　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．　論文の審査，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

　として受理順とする．

4．　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．

5．　原著，総説，論説，臨床報告などには必ず，

　400字以内の和文抄録ならびに，ダブルスペース

　2枚以内の欧文抄録（題名，著者名，所属を含む）

　を添付する．

6．　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．

7．　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．

8．　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．

9．　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，特に原著の場合の著者名は3名ま

　でとし，以下は他（et　al．）とする．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

規　　定
例1．Ovesen　P，　Christiansen　JS，　Moller　J，　et　al．，

　　　Growth　hormone　secretory　capacity　and　serum

　　　insulin－like　growth　factor　I　levels　in　primary

　　　infertile，　anovulatory　women　with　regular

　　　menses．　Fertil　Steril　57：97，1992

　　2．藤森　淑，体外受精に関する培養液と微小

　　　環境培養法の基礎的・臨床的研究．日不妊

　　　会誌38：53，1993

　b．単行本の場合

　　　著者名，題名．版数，ページ数，発行所，年

　　　次

　例1．McClure　RD，　Endocrine　investigation　and

　　　therapy．　In：Tanago　EA，　Lue　TF，　McClure　RD，

　　　eds，　Contemporary　Management　of　lmpotence

　　　and　lnferitility．　l　ed，　p222，　Williams＆Wilkins

　　　Co，1988
10．　英語5語以内のKey　wordsを付記する．

ll．　同一著者による論文の掲載は同一号に1編の

　みとする．

12．　著者校正は原則として初校のみ1回とする．

　　なお，構成は字句の訂正にとどめる．

13．　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，

14．　掲載原稿に対しては，別冊30部を贈呈する．

　　これ以上を必要とする場合は，原稿に別刷総部

　数を朱記する，なお，30部を越す分についての

　実費は著者負担とする．

15．　投稿のさいは，原稿とともにコピー2部を添

　付する．ただし写真は原稿を含めてオリジナル

　　を3部とする．

16，　投稿先および諸費用の送付先は，〒102東京

　都千代田区麹町5－4　クロスサイド麹町ビル8階，

　社団法人　日本不妊学会　事務所とする．

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，組版に差し支えないよう清書してください，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40　letters以内）を記載してください．（昭和63年1月）

○論文にはKey　Wordsを付け，査読用コピー2部を添えることにしました．また英文については専門家の査読

　を受ける（費用，著者負担）ことがありますので，ご注意下さい，（平成4年9月）

○論文をワープロ，パーソナルコンピューター等で作成された場合は，出来れば文書フロッピーをいっしょに

　お送りください．その際，機種とソフト名をお書き添えください．MS－DOSのテキストファイル出力が可能

　であればその形式でお願いします．（平成4年10月）
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