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第41回日本不妊学会総会および学術講演会

　　　　　　　　　　（第3回予告）

第41回日本不妊学会総会および学術講演会を下記の要領で開催いたします．会員の皆様の多数のご参加

をお願い申し上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

期　日：平成8年11月6日（水）役員会（理事会・幹事会）

　　　　　　　　　　7日（木）学術講演会，評議員会，総会，総懇親会

　　　　　　　　　　8日（金）学術講演会

会場：徳島県郷土文化会館

　　　　〒770徳島市藍場町2－14，TEL：0886－22－8121，　FAX：0886－22－8123

　　　　ホテルクレメント徳島

　　　　〒770徳島市寺島本町1－61，TEL：0086－56－3111，　FAX：0886－56－3132

学術講演会

　本講演会では，招請講演，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．

1　招請講演

H　特別講演

皿　会長講演

IV　教育講演

Wylie　Vale，　PhD．

（The　Clayton　Foundation　Laboratories　for　Peptide　Biology，　The　Salk　Institute）

座長　青野敏博　教授（徳島大学医学部産科婦人科）

”Roles　and　signalling　mechanisms　of　activin　and　inhibin”

森　崇英　教授（京都大学医学部婦人科学産科学）

座長　入谷　明　教授（近畿大学生物理工学部）

「着床障害の治療に関する基礎的検討」

青野敏博　教授（徳島大学医学部産科婦人科）

座長　飯塚理八　先生（リプロダクション・アカデミー）

「本邦婦人における多嚢胞卵巣症侯群」

1．鎌田正晴　助教授（徳島大学医学部産科婦人科）

　座長　永田行博　教授（鹿児島大学医学部産科婦人科）

　「免疫性不妊症の基礎と臨床」

2．中堀　豊　助教授（東京大学大学院医学系研究科・国際保健学専攻人類遺伝学）

　座長　片山　喬　教授（富山医科薬科大学泌尿器科）

　「性の分化と性染色体」

3．仲野良介　教授（和歌山県立医科大学産科婦人科）

　座長　広井正彦　教授（山形大学医学部産科婦人科）

　「アポトーシス：ヒト生殖における意義」



　　　　　　　　4．西宗義武　教授（大阪大学微生物病研究所附属感染動物実験施設）

　　　　　　　　　座長　毛利秀雄　教授（岡崎国立共同研究機構基礎生物学研究所）

　　　　　　　　　「精子形成に対する分子生物学的アプローチ」

　　　　　　　　5．矢内原巧教授（昭和大学医学部産婦人科）

　　　　　　　　座長　佐藤和雄　教授（日本大学医学部産婦人科）

　　　　　　　　　「排卵および着床期におけるステロイドホルモンの役割」

　　　　　　　6．内海恭三　教授（京都大学農学部畜産学科家畜繁殖学研究室）

　　　　　　　　座長　島崎　淳　教授（千葉大学医学部泌尿器科）

　　　　　　　　　「胚の性判別の基礎と応用」

V　シンポジウム　　1．卵および卵胞発育の基礎

　　　　　　　　　　　座長：武谷雄二　教授（東京大学医学部産科学婦人科学）

　　　　　　　　　　　1）FSHの糖鎖と卵胞発育（桜木範明　北海道大学産科婦人科）

　　　　　　　　　　　2）IGF－1と卵胞発育（岩下光利　東京女子医科大学母子総合医療センター）

　　　　　　　　　　　3）卵の体外発育培養（宮野　隆　神戸大学農学部応用動物学科）

　　　　　　　　　　　4）OMIと卵の成熟（佐藤英明　東京大学医科学研究所獣医学研究部）

　　　　　　　　　　　5）卵胞におけるアポトーシスの調節因子（久具宏司　東京大学産科学婦人科学）

　　　　　　　　　2．精子と卵のインターアクション

　　　　　　　　　　　座長：豊田　裕　教授（帯広畜産大学原虫病分子免疫研究センター）

　　　　　　　　　　　1）受精能獲i得と精子膜の変化（山野修司　徳島大学産科婦人科）

　　　　　　　　　　　2）透明帯への精子侵入機構（馬場　忠　筑波大学応用生物化学系）

　　　　　　　　　　　3）ICSIと卵の活性化（仰田　薫　福島県立医科大学産科婦人科）

　　　　　　　　　　　4）精子核の膨化（末岡　浩　慶応大学産科婦人科）

　　　　　　　　　　　5）多精子受精の拒否機構（永井　卓　農林水産省東北農業試験場）

W　ワークショップ1．機能性不妊症の取り扱い

　　　　　　　　　　座長1水口弘司　教授（横浜市立大学医学部産婦人科）

　　　　　　　　　　　1）子宮内膜症と機能性不妊症（石川雅彦　横浜市立大学産婦人科）

　　　　　　　　　　　2）腹腔鏡下大量通水法（関　守利　群馬大学産科周産母子センター）

　　　　　　　　　　　3）COH－Am療法（漆川敬治　徳島大学産科婦人科）

　　　　　　　　　　　4）STDによる機能性不妊症への対応（野口昌良　愛知医科大学産婦人科）

　　　　　　　　　　　5）ART療法（小林善宗　国際医療福祉大学山王病院産婦人科）

　　　　　　　　　2，男性不妊の新治療

　　　　　　　　　　座長：白井將文　教授（東邦大学医学部泌尿器科学第一講座）

　　　　　　　　　　　1）MESA（瀧原博史　山口大学泌尿・器科）

　　　　　　　　　　　2）射精障害の治療（小谷俊一　中部労災病院泌尿器科）

　　　　　　　　　　　3）精索静脈瘤の手術（田村雅人　徳島大学泌尿器科）

　　　　　　　　　　　4）経鼻LH－RH少量持続療法（松宮清美　大阪大学泌尿器科）

　　　　　　　　　　　5）インポテンス（高波真佐治　東邦大学付属佐倉病院泌尿器科）



W　一般演題

　演題申込み資格

　　講演者（共同発表者を含む）は本学会会員に限ります．会員以外の方は演題申込みと同時に，1996年

　　度会費（8，000円）を納入の上会員になってください．

　演題申込み要領

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

　　　　　〒770徳島市蔵本町3－18－15

　　　　　　　　徳島大学医学部産科婦人科学教室内　第41回日本不妊学会総会事務局

　　　　　　　　TEL：0886－33－7177

　　　　　　　　FAX：0886－31－2630

　　2，抄録は800字以内，図，表はつけないでください．

　　3．演題の申込みは1演者1題とさせて頂きます．

　　4．倫理面を充分に考慮した研究について応募ください．

　　5．別紙演題申込書，受領書，採用通知書に所定の事項を記入して切手を貼り，抄録用紙（原本）およ

　　　び抄録用紙のコピー4部とともにお送りください．

　　6．申込み締切日：1996年（平成8年）5月31日（金）（必着）

　演題発表方法

　　　口演・ポスターの2つの形式を予定しております。

　　なお、演題の採否、分類、発表形式（口演・ポスター）の決定は会長にご一任下さい．

　参加申込方法

　　　学会当日会場にて受け付けます．

　　　　　学会参加費　8，000円

　　　　　懇親会費　　8，000円

　総懇親会は学術講演会初日の11月7日（木）にホテルクレメント徳島（徳島駅に隣接）で行います．是非ご

出席下さい．

1996年4月 第41回日本不妊学会

会長青　野敏博



日本不妊学会総会および学術講演会

　　　　　宿泊・交通のご案内

　第41回日本不妊学会総会が開催されるにあたり，ご参加会員の皆様の航空券・宿泊のお世話を，近畿日

本ッーリスト株式会社が取り扱いさせていただくことになりました．全国各地よりの徳島大会へのご参加

が有意義なものになるよう企画いたし，お待ち申し上げておりますので多数ご利用いただきますようよろ

しくお願い申し上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　近畿日本ツーリスト株式会社　徳島支店

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　支店長富永博昭

お申し込み・お問い合わせ先

　　　　　　　　　〒770　徳島市八百屋町1－14

　　　　　　　　　近畿日本ツーリスト株式会社徳島支店

　　　　　　　　　第41回日本不妊学会総会係　担当者：有吉，濱田，春日，出張

　　　　　　　　　TEL（0886）22－0985　FAX（0886）52－1414

　　　　　　　　　営業時間10：00～18：00（月～金）10：00～13：00（土）

※ご案内の詳細および申し込み用紙は不妊学会雑誌7月号に準備させていただきます．



「新しい生殖医療技術のガイドライン」発刊のお知らせ

　先にお知らせ致しました通り，社団法人日本不妊学会倫理委員会は「新しい生殖医療技

術のアウトライン」を発刊致します．今春発刊の予定で編集作業を進めておりましたが，7

月上旬に完成の運びとなりました．

　下記にその概要をお知らせ致します．

　　　　　　　　　　　　　記

装　丁：B5サイズ，ビニールカバー，約200頁

出版社：金原出版株式会社

定　　価：6，000円

収録内容：L序文

　　　　　2．総論

　　　　　3．配偶者間人工授精（AIH）

　　　　　4．非配偶者間人工授精（A皿））

　　　　　5．体外受精・胚移植（IVF－ET）

　　　　　6．胚偶子卵管内移植（GIFr）

　　　　　7．受精卵卵管内移植（PROST・ZIFT）など

　　　　　8．精子凍結保存

　　　　　9．胚凍結保存

　　　　10．顕微授精

　　　　11．男女生み分け

　　　　12．精子・卵・胚の研究（限界）

　　　　13．精子採取法

　　　　14。胚生検

　　　　15．卵および胚のdonation

　　　　16．代理母

　　　　17。減数手術

　　　　18。まとめ

学会会員の先生方への配布は予定しておりませんのであらかじめご了承下さい．

全国の，医学専門書店にてご購入下さい．



　　　　　　　　　　　△　　　　　　生
　　　　　　　　　　　rz　sc■　　　　　　口

平成8年度日本不妊学会学術奨励賞について

　日本不妊学会雑誌第40巻1～4号に掲載された原著論文で，その筆頭著者が掲載時に満

40歳以下である論文を対象に，平成8年度日本不妊学会学術奨励賞の推薦を受付けます．

　推薦資格は，本学会の理事，評議員，大学教授，学会誌レフリーに限り，所定の書式に

よる推薦は平成8年4月末日まで受付けます．

　予備選考委員会および選考委員会で推薦された論文の中から3編の授賞論文を決定しま

す．筆頭著者には「（社）日本不妊学会学術奨励賞」賞状と副賞として各々に「日本不妊学

会オルガノン学術奨励賞」賞状および記念品，学術奨励金50万円を授与します．

　推薦は，本誌に綴じ込んだ所定の書式をご利用いただくか，または日本不妊学会事務局

へご請求下さい．記載内容についてご不明の点は，日本不妊学会事務局へお問い合わせ下

さい．

（記載内容）　論文名　　　掲載された　巻号頁

　　　　　推薦理由　　推薦者の署名捺印

筆頭著者氏名と生年月日

推薦は，平成8年4月30日（火）までに（社）日本不妊学会事務局へお送り下さい．（消印有効）

　（お問い合わせ・書式請求・推薦書送付先）

　　　　　　〒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）日本不妊学会事務局

　　　　　　　　　TEL　03－3288－7266（ファクシミリ兼用）



　　　　　　　　　日本不妊学会学術奨励賞推薦書

日本不妊学会理事長　殿

　下記の論文を日本不妊学会学術奨励賞に推薦いたします．

（論文名）

日本不妊学会雑誌　第40巻　　号

（筆頭著者氏名　生年月日）

頁（平成7年　　月）

生年月日： 年 月 日

（推薦理由）

平成　　　年　　　月

　　推薦者所属・現職

　　　　　　　氏名

日

印



日本不妊学会雑誌
　　　　　　第41巻　第2号

　　　　　　平成8年4月1日
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Abstract：In　order　to　elucidata　the　potential　efficacy　of　kallikrein　for　treatment　of　patients　with　idio－

pathic　oligozoospermia，　a　double－blind，　randomized，　placebo－controlled　study　was　conducted．

　　Atotal　of　52　patients　were　treated　with　6001U／day　kallikrein　and　50　patients　with　placebo　for　12

weeks．　Before　and　after　treatment，　three　semen　samples　were　collected．　The　highest　sperm　density　and

percentage　of　motile　sperm　and　normal　form　sperm　before　treatment　were　defined　as　the　baseline　value

of　each　subject．　The　lowest　sperm　density　and　percentage　of　motile　sperm　and　normal　form　sperm　after

treatment　were　defined　as　the　value　over　the　treatment　period　of　each　subject．

　　No　significant　changes　in　sperm　concentration，　sperm　motility　and　normal　sperm　morphology　were

detected．　Within　the　obser’vation　period　of　6　months　after　termination　of　drug　administration　five　preg－

nancies　in　kallikrein　group　and　seven　pregnancies　in　placebo　groups　were　observed．　There　was　no　sig－

nificant　difference　in　pregnancy　rate　between　two　groups．　It　is　concluded　that　kallikrein　treatment　at

adose　of　6001U／day　has　no　significant　effect　on　semen　parameters　or　pregnancy　rate，　and　should　there－

fore　not　used　as　a　standard　therapeutic　modality　for　treatment　of　idiopathic　male　infertility．

Key　words：kallikrein，　idiopathic　oligozoospermia，　infertility，　treatment

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，41（2），129－134，1996）
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Introduction

　　Infertility，　defined　as　the　inabi査ity　to　conceive

after　l　year　of　unprotected　intercourse，　is　a　problem

that　currently　affects　approximately　15％of　cou－

ples，　and　the　incidence　apPears　to　be　increasing・A

male　factor　is　involved　in　about　50％of　these　cases．

Despite　the　growing　interest　and　research　in　the　field

of　fertility，　medical　treatment　for　infertility　can　often

be　a　frustrating　Problem　because　no　identifiable

cause　can　be　found　in　the　vast　majority　of　subfertile

males．　Empiric　therapy　is　employed　when　the　un－

derlying　pathophysiologic　mechanisms　are　not　un－

derstood　and　when　no　proven　treatment　exlsts．

　　Kallikrein　has　been　widely　used　as　one　of　such　an

empiric　therapy．　Ishigami　et　al．1）have　postulated

that　kallikrein　and　its　released　effectors，　kallidin　and

bradykinin，　not　only　increase　spe㎜count　and　spenn

motility　but　are　also　responsible　for　their　morpho－

logical　integrity．　Acrosin，　kallikrein，　and　kinin，　along

with　seminin，　may　play　a　role　in　the　penetration　and

migration　through　cervical　mucus2）．　In　l974，　Schill

et　al．3）reported　that　porcine　pancreatic　kallikrein　fa－

vorably　influences　the　motility　of　human　spermato－

zoa．　Subsequently，　numerous　experimental　studies

suggested　that　components　of　the　kallikrein－kinin

system　together　with　seminal　plasma　factors　possess

aregulatory　function　in　the　maintenance　of　sper－

matozoan　motility4）．　Over　the　past　15years，　many

clinical　studies　performed　in　andrologic　centers

throughout　the　world　have　indicated　that　kallikrein

therapy　may　be　beneficial　for　patients　with　idiopathic

infertil量ty5～6）．

　　Because　the　drug　may　improve　semen　quality，
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pregnancy　can　be　expected　for　couples　in　which　the

male　partner　is　being　treated　with　kallikrein．　The

aim　of　the　present　study　was　to　clarify　the　question

as　to　whether　kallikrein　has　an　effect　on　seminal

parameters　and　pregnancy　rate　of　patients　with　id－

iopathic　male　infertility．

Materia｝s　and　Methods

Research・s吻ect

　　The　study　was　performed　as　a　randomized，　place－

bo－controlled，　double－blind　examination．　One　hun－

dred　two　adult　males，　ranging　in　age　from　23　to　41

years　of　age，　participated　in　this　study．　These　men

had　no　evidence　of　major　systemic　illness．　None　of

the　patients　had　a　previous　history　of　urogenital　in－

fection　or　any　other　surgical　history．　None　had　a　pal－

pab亘e　varicoce】e．　AII　were　diagnosed　as　having　id－

iopathic　infertility．　Testicular　biopsy　was　not

performed　in　any　of　the　patients．　The　sterility　of　the

couples　lasted　from　l　to　g　years（mean，3．8　years）．

These　male　partners　fulfilled　the　following　criteria：

1）three　semen　analyses　in　which　highest　sperm　den－

sity　ranged　between　5　and　20　m川ion／ml，　normal

sperm　morphology　was＞60％，　and　sperm　motili－

ty　was＞10％；2）normal　serum　values　for　LH，　FSH，

T，and　PRL；and　3）afemale　partner　who　was　deter－

mined　to　be　fertile　on　the　basis　of　history，　physica】

examination，　basal　body　temperature　determination，

menstruai　history，　sexual　hormone　levels，　and　when

performed，　a　normal　hysterosalpingogram．　Exami－

nations　of　hysterosalpingography　were　even　dis－

tributed　between　the　kallikrein　group　and　placebo

group．　All　couples　included　in　this　study　were　fully

informed　about　the　nature　and　aims　of　the　study，　an

essential　prerequisite　for　obtaining　accurate　infor－

mation．　They　were　provided　with　a　written　descrip－

tion　of　the　protocol，　including　any　potential　adverse

effects　of　the　drug　and　the　information　that　one　of

the　drugs　to　be　administered　was　a　placebo．　All　par－

tlclpants　gave　written　informed　consent．

Study　Design

　　The　patients　were　randomly　and　blindly　assigned

treatment　with　oral　administration　of　kallikrein　or　a

placebo　tablet　three　times　daily．　The　test　drugs　con－

sisted　of　kallidinogenase（Carnaculin；Sanwa，　Co．，

Ltd．，　Tokyo，　Japan）and　were　supplied　in　the　form
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of　tablets　containing　each　50　kallikrein　units．　Place－

bo　was　supplied　in　identically　looking，　tasting　and

packed　tablets．　The　dosage　of　the　study　medication

（either　kallidinogenase　or　placebo）was　I2tablets

three　times　daily．　Patients　were　instructed　to　ingest

the　tablets　approximately　30　minutes　after　each　meal

with　a　glass　of　water．　The　double－blind　treatment

period　was　l2weeks．　Before　and　after　treatment，

three　semen　samples　on　separate　occasion　after　5

days　abstinence　and　one　blood　sample　were　col－

lected．　Semen　was　evaluated　for　a　standard　semen

analysis．　All　semen　analyses　were　carried　out　by　the

same　examiner　in　a　blind　protoco1．　Blood　was　eval－

uated　for　LH，　FSH，　T　and　PRL，　and　the　routine　lab－

oratory　test．　The　highest　sperm　density　and　per－

centage　of　motile　sperm　and　normal　form　sperm

before　treatment　were　defined　as　the　baseline　value

of　each　subjecしThe　lowest　sperm　density　and　per－

cenIage　of　motile　sperm　and　normal　form　sperrn　after

treatment　were　defined　as　the　value　over　the　treat－

ment　period　of　each　subject．　If　the　patient　lost　the

semen　specimen　due　to　improper　collection　devices

or　techniques，　the　result　of　semen　analysis　was　ex－

cluded　from　the　study．

Semen　Analysis

　　Each　subject　was　asked　to　abstain　from　ejacula－

tion　for　5　days　prior　to　submission　of　the　specimen，

Semen　sample　collections　were　scheduled　to　coin－

cide　with　the　partner’s　menses，　but　semen　samples

after　the　period　of　treatment　were　obtained　within

one　month　of　stopping　treatment，　The　specimens

were　obtained　by　masturbation　into　a　clean，　dry，

wide－mouth　glass　container　and　delivered　to　the　ex－

aminer　within　30　minutes　of　collection．　Samples

were　evaluated　in　the　fashion　described　by　the　World

Health　Organization　manual　for　semen　analysis9）．

Toxicologic　Studies

　　Electrolytes，　Iiver　and　kidney　function　tests，　and

acomplete　blood　count　were　performed　before　and

after　treatment．

Physica’Examination

　　Physical　examinations　including　the　measurement

of　blood　pressure　were　performed　on　each　subject

before　and　after　treatment　to　document　any　side　ef－

fects　and　possible　changes　in　physical　examination．

N
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Statistical　Analysis

　　Means　and　standard　errors　were　calculated　on　all

the　variables　measured　in　the　two　groups．　To　assess

the　efficacy　of　treatment　on　seminal　parameters，　we

compared，　for　each　patient，　the　after　treatment　value

with　the　before　treatment　value．　This　comparison

was　performed　by　subtracting　the　before　treatment

value　from　the　after　treatment　value．　The　diffe卜

ence　in　these　values　between　placebo　group　and　treat－

ment　group　was　statistically　anaiyzed　by　using　the

Wilcoxon’s　rank　sum　test（for　nonparametric　statis－

tics）．　The　chi　square　test　was　used　to　compare　the

pregnancy　rate　in　the　kallikrein　and　placebo　groups・

APvalue　of　less　than　O。05　was　considered　to　indi－

cate　a　statistically　significant　difference．　Statistical

calculations　were　performed　by　a　personal　comput－

er（IBM　Corp，，　Boca　Raton，　FL）using　Systat　soft－

ware（SYSTAT，　Inc．，　Evanston，　IL）．

Results

　　Of　the　l20　men　who　were　eligib亘e　for　randomi－

zation，10did　not　provide　informed　consent，6dis－

continued　taking　drug　and　2　were　randomly　assigned

to　a　kallikrein　group　and　found　to　achieve　pregnan－

cy　during　treatment　course．　The　study　therefore　in－

cluded　102　men：52　in　the　kallikrein　group　and　50

in　the　placebo　group．

Physical　Examination

　　No　significant　changes　in　physical　examination

were　observed　in　any　of　the　patients　in　the　kallikrein

or　placebo　group．　There　was　no　significant　change

in　blood　pressure　between　before　and　aftre　treatment

in　placebo　or　kallikrein　group．

Toxicotogic　Studies

　　No　adverse　effects　were　noted　in　either　group

throughout　the　study．　Ther　was　no　significant　alter－

ation　in　the　parameters　measured．

Treatment　Versus　Placebo　Group

　　Before　treatment，　there　were　no　significant　dif－

ferences　in　the　semen　analyses　or　hormonal　values

between　the　two　groups．　After　treatment，　there　were

no　significant　differences　in　hormonal　values　be－

tween　the　two　groups．　These　statistical　comparison

were　made　by　student　t－test．　The　changes　in　semen

parameters　after　treatment　in　both　groups　are　shown

in　Table　I．The　mean　baseline　for　sperm　concentra－

tion　was　l　1．4×106／ml（median，9．8）and　l2．31×

106／m1（median，10．7）for　patients　receiving　placebo

and　for　those　treated　with　kallikrein，　respectively．

There　was　no　significant　difference　in　sperm　con－

centration　between　patients　treated　with　Kallikrein

and　placebo（p＝0．34）．　The　mean　baseline　for　total

motile　sperm　count　was　l4．5×106（median，13．0）

and　15．2　X　lO6（median，13．2）for　patients　receiving

Table　1 Changes　in　semen　parameters　after　administration　of　kallikrein　or　placebo

Kallikrein

（n＝52）

Placebo

（n＝50）

pvalue

Sperm　concentration（million／cc）

　　　　　　Base－line　value

　　　　　　Change　from　base　line

ll．4±3．8

21．1±2．8

12，3±4．2

25．3±3．1 0．34

Total　motile　sperm　count（million）

　　　　　　Base－line　value

　　　　　　Change　from　base　line

14．5±4．2

32．1±3．2

15．2±4．9

35．2±2．9 0．27

Seminal　volume（cc）

　　　　　　Base－line　value

　　　　　　Change　from　base　line

3．85±25
0．52±2．4

4．21±2．9

0．53±2．8 0．32

％　Motility

　　　　　　Base－line　value

　　　　　　Change　from　base　line

42．8±3．4

9．82±3．5

415±2．7
8．72±3．3 O．32

％Normal　morphology
　　　　　Base－line　value

　　　　　　Change　from　base　line

72．3±3．8

0．38±2．9

75．1±2．2

0．41±3．6 0．21

All　values　are　given　as　mean　p】us　or　minus　standard　error．　Change　denotes　after　treatment　value　minus　before

treatment　value．　P　values　are　for　differences　between　the　two　treatment　groups．
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Table　2　Pregnancy　rate　after　administration　of

　　　　　　　kallikrein　or　placebo
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Pregnancy　Pregnancy
　　（十）　　　（一）

Total

Kallikrein 5（9．6％） 47 52

Placebo 7（14％） 43 50

placebo　and　for　those　treated　with　kallikrein，　re－

spectively．　There　was　no　significant　difference　in

the　total　motile　sperm　count　in　the　kallikrein　treat－

ment　group　compared　with　the　control　group（p＝

0．27）．There　were　no　significant　differences　in　sem一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も

inal　volume　or　sperm　moti踊ty　between　the　two

groups（p＝0．32）．　No　significant　difference　was

noted　in　the　percentage　of　normal　morphology　be－

tween　the　two　groups（p＝0．21）．　There　were　no　sig－

nificant　differences　in　semen　quality　or　hormone

factors　between　the　patients　who　achieved　pregnancy

and　those　who　did　not　achieve　pregnancy．

Pregnancy　Rates

　　The　cumulative　pregnancy　rate　was　determined

within　the　observation　period　of　6　months　after　ces－

sation　of　kallikrein　treatment　This　rate　in　the　part－

ners　of　men　taking　kallikrein　was　9．6％（five　preg－

nancies），　compared　with　14％in　the　partners　of　men

taking　placebo（seven　pregnancies）．　The　difference

between　the　pregnancy　rates　was　not　significant（p＝

0．12）（Table　2）．

Discussion

　　We　have　conducted　the　placebo－controlled，　dou－

ble　blind　trial　to　evaluate　the　promise　of　kallikrein

as　a　potential　therapeutic　modality　for　idiopathic

oligozoospermic　men．　Kallikrein　has　been　used　in

the　treatment　of　male　infertility　for　two　decades3）．

The　kallikrein－kinin　system　is　involved　in　tissue　pro－

1iferation　and　is　interrelated　with　coagulation，　fib－

rinolysis，　the　complement　system，　prostag】andins，

and　the　renin－angiotensin　system．　Kinins　are　bio－

10gically　active　polypeptides　released　by　proteinas－

es　called　kallikreins（or　kallidinogenases）that　act

on　the　precursor　kininogents．　Components　of　the

kallikrein－kinin　system　have　been　shown　to　be　pre－

sent　in　the　secretions　of　both　the　male　and　female

reproductive　tracts　and　have　been　postulated　to　be

involved　in　transport　of　sperm　through　the　female

genital　tract，　stimulation　of　sperm　motility，　and　stim－

ulation　of　spermatogenesisio）．　Pancreatic　kallikrein

is　a　kinin－releasing　enzyme　that　has　been　used　both

orally　and　parenterally　in　the　treatment　of　idiopathic

oligozoospermia．　Proposed　mechanisms　of　action

include　enhancement　of　sperm　metabolism，　increase

in　testicular　blood　flow，　stimulation　of　Sertoli　cell

function，　and　stimulation　of　the　secretory　activity　of

the　accessory　sexual　glands3）．　Oral　porcine　pancreatic

kallikrein（6001U　daily）generally　has　been　used　in

the　clinical　studies．

　　Initial　studies　showed　improvement　in　sperm

motility　in　vitro　after　treatment　with　kallikreinlI）．

Subsequent　uncontrolled　clinical　trials　demonstrated

efficacy　for　oral　kallikrein　in　patients　with　astheno－

spermia5）．　SchillI2）then　performed　a　placebo－con－

trolled　study　of　kallikrein　in　90　subfertile　men　with

idiopathic　oligozoospermia．　Significant　improve－

ments　were　noted　ill　the　kallikrein－treated　patients

in　sperm　density，　motility，　and　forward　progression．

Pregnancy　occurred　in　38％of　couples　in　the　treat－

ment　arm　compared　with　16％in　the　placebo　arm．

Other　placebo－controlled　studies　have　confirmed

these　resultsl3・14）．　A　recent　meta－analysis　of　the　five

placebo－controlled，　randomized　studies　of　oral

kallikrein　revealed　a　statistically　significant　increase

重npregnancy　rates　for　the　kallikrein－treated　pa－

tientsl5）．

　　On　the　other　hand，　most　recent　report　of　Keck　et

aL　suggested　that　kallikrein　treatment　at　a　dose　of

600　IU／day　resulted　in　neither　improvement　of　semen

parameters　nor　increase　in　pregnancy　ratel6）．　Our

present　results　are　quite　consistent　with　their　results．

The　present　study　was　conducted　to　evaluate　in　a

double－blind　fashion　the　efficacy　of　kallikrein　on

semen　parameters」n　this　trial　we　used　the　dosage

most　commonly　used　in　many　previous　clinical　stud－

ies（600　kallikrein　units　per　day）．　Twelve　weeks　were

chosen　because　this　time　period　covers　more　than

one　spermatogenetic　cycle　and　is　therefore　often　the

basis　for　medical　treatment　of　male　infertility．　The

patients’compliance　was　good　and　there　were　vir－

tual】y　no　adverse　effects　of　kallikrein．　Nevertheless，

our　results　were　disapPointing：neither　sperm　count

nor　sperm　motility　increased　after　treatment　with

kallikreir】in　ordinary　dose。　As　evidenced　by　recent
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absorption　studiesl7・18），　serum　levels　and　intrates－

ticular　levels　of　kallikrein　after　oral　administration

at　the　usual　doses（600　kallikrein　units　per　day）are

only　marginally　increased，　Therefore，　probably　a

much　higher　dose　of　kallikrein　might　be　used　to　ob－

tain　a　therapeutic　benefit．

　　In　conclusion，　on　the　basis　of　our　data　of　kallikrein

at　the　recommended　dose　by　previous　investigators

did　not　have　any　significant　effect　on　semen　para－

meters　or　pregnancy　rate．　Until　effectiveness　of

kallikrein　at　higher　dose　has　been　established，　it

should　not　be　used　in　the　basis　of　clinical　studies．
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特発性男性不妊症の治療法としてのカリクレインの有効性について：

　　　　　偽薬を対照とした無作為二重盲検法による検討

　　名古屋大学医学部泌尿器科学教室

山本雅憲，勝野　暁，日比初紀，三宅弘治

　特発性男性不妊症に対するカリクレインの有効性を検証する目的で，偽薬を対照とした無作為二重盲検法に

よる研究を行った．

　52人の特発性乏精子症患者に1日600単位のカリクレインを，5⑪人の同症患者に偽薬をいずれも12週間経口

投与した．投与前後で，3回の精液採取を行った．投与前では，最も高い，精子濃度，運動率，正常形態精子率

を基礎値とし，投与後では，それらの値のうち最も低いものを選びその差を統計学的に検討した．

　その結果，カリクレイン投与群では，対照群に比し，精子濃度，運動率，正常形態精子率いずれにおいても有

意な改善は認められな々った．投与終了後から6か月以内に認められた妊娠例は，カリクレイン投与群で5例，

偽薬投与群で7例であった．妊娠率において，両群に有意な差は認められなかった．したがって，カリクレイン

1日600単位の投与量でも精液所見や妊娠率は，偽薬群に比し有意な改善は認められないため，この薬剤を特発

性男性不妊症の標準治療として用いるべきではないと思われる．

キーワード：男性不妊症，特発性，カリクレイン，二重盲検法
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　ハムスターテスト（SPA：sperm　penetration　assay）の結果が不良（精子侵入率15％未満）と判定される男

性不妊症患者に対しては，人工授精を含めた一般の不妊治療法には限界がある．しかも通常の媒精法

による体外受精一胚移植術（IVF－ET）でも受精率が著しく低率であることから，その治療法には苦慮してい

るのが現状である．一方，最近の顕微授精の技術的進歩により，このような重症の男性不妊症患者の中に

も妊娠例の報告が見られるようになってきた．そこで，最近の当科におけるSPA成績不良症例に対する

IVF－ETおよび顕微授精（透明帯開孔法＝PZD；Partial・zona・dissection）導入までの治療成績につき検討を加

えた．

　SPAにおける精子のハムスター卵への侵入率の結果により，再検によっても成績不良であった24例の

患者を，A群（精子侵入率0％）15例，　B群（同1％以上15％未満）9例に分類した．一方，対照としてSPA

の成績が良好と判定された27例の患者を，C群（同15％以上30％未満）10例，　D群（同30％以上50％未満）

6例およびE群（同50％以上）H例に分類した．

　その結果，IVF－ETによる症例あたりの妊娠率は，　A群で0％（0／15），　B群で0％（0／9），　C群で10．0％

（1／10），D群で50．0％（3／6），　E群で27．2％（3／ll）であった．また，　A，　B群での妊娠不成功の理由と

して症例あたりの受精率に注目すると，C，　D，　E群では症例あたり100％の受精率であったのに対して，

A群では53．3％（8／15），B群でも77．8％（7／9）と低率であることが判明し，通常のIVF－ETに関しては

従来の精子侵入率のcut－off値15％は，術前に受精率を予測する上で妥当であることが確認された．　C群で

もなお妊娠率が低値であった理由として，卵子あたりの受精率が30．4％（14／46）とD，E群より有意に低

率で（p＜0．005），胚移植できた胚数の低下がその原因と考えられた．PZDによる症例あたりの受精率は，

A，B両群ともに66．7％であった．ただし卵子あたりの受精率は，　A群で19、4％（7／36），　B群で50．0％（

3／6）と有意差を認めた（p〈0．05）．これはSPAの結果ともよく相関しており，今後A群に対する顕微授

精法として，PZDに代わりICSIが適応となる可能性が示唆された．

キーワード：ハムスターテスト，IVF－ET，顕微授精，透明帯開孔法（PZD），不妊症

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，41（2），135－140，1996）
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緒　　言

ハムスターテスト不良症例のIVF－ET治療成績

　透明帯除去ハムスター卵への精子侵入テスト（以下

SPA：sperm　penetration　assay）1）は，男性不妊症診療

を行う上で，精子の受精能力を判定する検査法のひ

とつとして普及している．SPAが臨床上有用である

とする報告2’6｝が多数見られる反面，SPAの結果か

らではその後の妊娠は予知できなかったとする報告7）

も見られる．しかし，一般的には先体反応を終了し

た精了・だけが卵子に侵入できることから，一般精液

所見からでは予測しがたい精子の受精能力を，SPA

により推察できることに異論はない．

　一方，顕微授精をはじめとする最近の生殖補助技

術（ART：assisted　reproductive　technology）の飛躍的

な進歩にともない，従来の通常の培精法によるIVF－

ETなどとSPAとの相関性に加え，顕微授精法とSPA

との相関性についても検討を加える必要性も生じて

きているものの，いまだその報告をみない．そこで

今回我々は，通常のIVF－ETによる治療法とSPAとの

関係についてと，さらに1994年より導入した透明体

開孔法（PZD：partia1　zona　dissection）による治療成績

とSPAとの相関性についても分析し，　SPA不良症例

に対する体外受精治療法につき考察を行った．

対象および方法

1）対象

　対象は，当科不妊外来に受診中の不妊症患者のう

ち，1991年から1993年までの3年間にSPAでハムス

ター卵への精子侵入率が15％未満と異常値を示し，

かつIVF－ET治療を行った24例である．このうち，精

子侵入率が再検査の結果からも0％とまったく精子

の侵入が不能であった症例をA群（15例），また当科

のcut－off値（精子侵入率15％未満）までの1e／e以上～

15％未満を示した症例をB群（9例）とした．同時期

にSPAでの精子侵入率が15％以上を示し，かつIVF－

ET治療を受けた27例を対照とし，うち精子侵入率が

15％以上～30％未満の症例をC群（10例），30％以上

～ 50％未満の症例をD群（6例），50％以上の症例を

E群（ll例）として比較検討した．

2）SPAの方法

　SPAはすでに我々が報告した手順により行ったx〕．

すなわち用手法により採取した精液を，液化の後Big－

gers－Whitten－Whittingham（BWW）培養液を用いて洗

浄，40×106／mlに調整した後，37℃，59c炭酸ガス培

養器内で5時間培養することによってcapacitationを

誘起した．ハムスター卵は，ゴールデンハムスター

日本不妊会誌41巻2号

をPMS－hCGにて過排卵処理した後開腹し，卵管から

採取した．回収した卵は0．1％ピアルロニダーゼ処理

により卵丘細胞を除去し，0．1％トリプシン溶液中に

反応させ透明帯を溶解除去した。2×106／mlに調整し

て前培養した精子浮遊液O．2・mlに透明帯除去ハムス

ター卵を加え，37℃の5°／。炭酸ガス培養器内で反応

させた．18時間後に卵を取り出して，5％ホルマリン

液で固定を行い，O．25　％ラクモイド液で染色した後，

位相差顕微鏡下に卵細胞質内の膨化精子頭部の存在

の有無を判定した．

3）IVF－ETの方法

　当科におけるIVF－ETの方法は，すでに詳細に報告

している9）が，排卵刺激法としてGn－RH　agonist（busere－

lin）－HMG併用療法を行った．経膣的超音波断層法

による卵胞発育のモニタリングを行い，最大卵胞径

が18mm以上，16mm以上の卵胞が3個以上，血中

E2値が600　P9／ml以上に達した段階でbuserelinの投

与を中止し，hCG　50001Uを投与した．約36時間後

に超音波ガイド下に経膣採卵を行った．B2　medium

（Menezo，　France）にて調整した運動精子を，最終精

子濃度が5～10×104／m1となるように，採卵後約5

～ 6時間後に媒精した．採卵から約48時間後に，正

常に分割した2～8細胞胚を経頸管的に子宮腔内に

移植した．

4）PZDの方法

　通常の培精によるIVFではまったく受精が成立し

なかったA群9例，B群3例の計12例に対してCohen

et　a1．の方法lo）に準じて，　PZDを行った．採卵した卵

は，0．1％ピアルロニダーゼで10分間処理し，穎粒膜

細胞を除去した．ミネラルオイルで覆ったHepes緩衡

HTF　medium　10，u　1中に卵を移し，保持用ピペットで

卵を保持した．必要に応じて囲卵腔を拡大するため，

最終濃度O．2・Mのsucroseを添加した．穿刺針をペト

リ皿の底面に平行に保持し，まず透明帯の外側か

ら囲卵腔まで穿刺した．つぎに卵細胞を傷つけない

よう針の方向を調節しながら透明帯の外まで穿刺針

を貫通させた．保持ピペットの吸引をゆるめて卵を

自由にする一方，透明帯を穿刺した針を保持ピペッ

トの手前に移動した．保持ピペットと穿刺針をこす

り合わせることにより，透明帯を部分的にカットし

た，以上の操作は，三次元油圧マイクロマニピュレ

ー ター（Narishige，　MO－188）を用いた．穿刺針は微小

電極作製器（Narishige　PN－3）とマイクロフォージ

（Narishige　MF－9）を使って作製した．処理した卵は

ただちにCO2培養器内の受精用培地に移し，　sucrose

を用いた場合には卵細胞容積が通常に戻るのを待っ
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図1　運動精子濃度と精子侵入率の関係
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て媒精した．運動精子が極端に少ない場合には，ミ

ネラルオイルで覆った100　Pt　1の受精培地を用いて媒

精した．

5）統計処理法

　検定には，Student’s・t－testを用いた．

結　　果

1）運動精子濃度と精子侵入率の関係

　SPA検査時の精液所見の各パラメーターと精子侵

入率の相関性につき検討した，その結果，精子濃度，

運動率および奇形率と精子侵入率との間に相関性は

認められなかった．精子濃度に運動率を乗じた運動

精子濃度と精子侵入率との相関性も検討したが，両

者の間に有意な相関性は認めなかった（図1）．

2）精子侵入率群（A～E群）別のlVF－ETによる妊娠率

の比較

　A～E群別にIVF－ETによる妊娠率を検討した．そ

の結果，図2に示すように，精子侵入率が不良であ

ったA群およびB群での妊娠例はなかった．一方，対

照として選んだ精子侵入率が正常と判定されたC，

D，E群における妊娠率は，各々　I　O．O　qo（1／10），50．O

％（3／6），272％（3／ll）であったが，各群間に有

意差を認めなかった．

　これらをSPA異常群（A＋B）とSPA正常群（C＋

D＋E）とに分けて検討すると，表1に示すようにIVF－

ETによる妊娠率は前者において0％（0／24），後者

において25．9％（7／27）と両群間に有意差を認めた

（P＜0．Ol）．

3）精子侵入率群（A～E群）別の1VFにおける受精率

の比較

　A～E群別に，IVFにおける症例あたり，卵子あた

（人）

　15

10

5

〔コ非妊娠例

％妊娠例

　o
　　　　A　　　　B　　　C　　　　D　　　E

　　　　　　　　　精子侵入率群

図2　精子侵入率群（A～E群）別の1VF－ETによる妊

　　娠率の比較

表lSPA異常（A＋B）群と正常（C＋D＋E）群におけ

　　るIVF－ETによる妊娠率の比較

SPA 症例数　　妊娠数　　妊娠率

（人）　　　（人）　　　（％）

（A－←B）群　　　24

（C一トD十E）群　　27

0

7

0　＊

25．9＊

合計 51 7 13．7

＊P＜0．Ol

りの受精率を比較した．その結果，表2に示すように

症例あたりでみると，SPA異常値を示したA，　B群に

おいては，各々53，3％（8／15），77．8％（7／9）と，SPA

正常群（C，D，　E）がいずれも100％（9／9，6／6，

12／12）であったのに比較して不良であった．卵子あ

たりの受精率は，SPA異常群（A＋B）に加えて，　SPA

正常群のうちC群までもが，受精率25．6～30．4％と低

受精率を示していた．
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表2　精子侵入率群（A～E群）別のIVFにおける受精

率の比較

Group　　症例あたり受精率　卵子あたり受精率

A　　　　　　　53。3（8／15）　25．6（31／121）

B　　　　　　　　77．8　（7／9）　28．0（21／75）

C　　　　　　　　　100　　（　9／　9）　　30．4（　14／　46）

D　　　　　　　lOO　　（6／6）　76．7（23／30）

E　　　　　　　　100　　（12／12）　56．3（36／64）

合計　　　　82，4（42／51）　37．2（125／196）

A十B　　　　625（15／24）＊　26．5（52／196）＊＊

C十D十E　　lOO　　（27／27）＊　52，1（73／140）＊＊

＊，＊＊：P＜0．005

表3　精子侵入率異常群（A，B群）におけるPZDによ

る受精率の比較

Group　　症例あたり受精率　卵子あたり受精率

A　　　　　　　　　　　66．7（6／9）　　　　19．4（7／36）＊

B　　　　　　　　66．7（2／3）　　　50．0（3／6）＊

＊：P〈0．05

なお，SPA異常群（A＋B）とSPA正常群（C＋D＋

E）とに分けてIVF－ETにおける症例あたりの受精率，

卵子あたりの受精率を比較したところ，いずれにお

いても後者において有意に高率であった（表2，p〈

0．005）．

4）精子侵入率異常群（A，B群）におけるPZDによる

受精率の比較

A群9例，B群3例の計12例に対しPZDを行い，症

例あたりの受精率，卵子あたりの受精率を検討した．

その結果，表3のように症例あたりの受精率はA群，

B群ともに66．7％（各々6／9，2／3）であったが，卵

子あたりの受精率はA群19．4％（7／36），B群50％

（3／6）と有意差を認めた（p〈0．05）．

考　　察

一般に，男性不妊症診療が整然としない原因とし

て，精子濃度や精子運動率などのいわゆる精液所見

が検査のたびに一定しない症例が存在したり，ある

いはそれらの結果と体外受精率や妊娠予後との間の

相関性が低いことなどが考えられる，そこでより正

確な診断を目的とし，精子の運動能力や受精能力ま

で分析する方法が，いくつも考案されてきているII），

その中でもYanagimachi　R．らによるSPAI）は，異種動

物問においてもcapadtationと先体反応を起こした精

子だけが，透明帯除去ハムスター卵に侵入できるこ

とを利用した精子の受精能力を判定できる検査法で

あり，その後も臨床的に検討が加えられてきた2、8）．

ハムスターテスト不良症例のIVF－ET治療成績 日本不妊会誌41巻2号

　一方，男性不妊症の治療法は顕微授精法の技術的

進歩により，これまで妊娠がきわめて困難であった

重症例における良好な妊娠率の報告がみられるよう

になってきた12）．それによると，卵細胞質内精子注

入法（intracytoplasmic　sperm　injection，　ICSI）を用い

ると，精液所見が極端に悪い場合でも受精し，妊娠

に至るというものである．このように，男性不妊症

のいわば革命的な治療法が出現した反面，その確実

性や出生児の長期予後を含む安全性にはまだ未知数

の点もあり，現段階においては，その適応の決定に

は慎重である必要性がある．

　我々は，精液検査の結果により男性不妊症と診断

した症例や、精液所見が正常であってもなかなか妊

娠に至らない症例に対してSPAを行っており，IVF－

ETの適応決定時には参考所見としてきた．　IVF－ETで

もなお受精が成立しない症例に対して，我々も1994

年よりPZDによる治療を開始した，そこで，　PZDを

含めたこれまでの治療成績とSPAとの相関性をみる

ことにより，各治療法の有効性と限界を分析し，今

後さらにICSIを導入する際の参考とする日的で，　SPA

不良症例の治療成績を分析した．

　まず通常のIVF－ETによる治療成績を検討したとこ

ろ，SPAにおける精子侵入率のcut－・off値を15％とす

ることは，術前に受精率を予測する上で適当である

ことが判明した．すなわちSPA異常群（A＋B）とSPA

正常群（C＋D＋E）との間に，IVFにおける症例あた

り，卵子あたりの受精率に差を認めた（表2）．

　またA，B群で妊娠が不成功であった（表1，図2）

理由としては，症例あたりの受精率がA群で53．3％

（8／15），B群で77．8％（7／9）と，　C，　D，　E群の100

％受精より低率であったためと判明した（表2）．C群

でもなお妊娠率が低値であった理由として，卵子あ

たりの受精率が30．4％（14／46）とD，E群より有意

に低率で（p＜O．005，，ETできた胚数の低下がその原

因と考えられた．

　PZDによる症例あたりの受精率は，　A，　B両群とも

に66．7％であった．ただし卵子あたりの受精率は，A

群で19．4°／。（7／36），B群で50、0％（3／6）と有意差を

認めた（表3，p〈0．05）．これはSPAの結果ともよく

相関しており，今後A群に対する顕微授精法として，

PZDにかわりICSIを適応として良い可能性も示唆さ

れた．現在，通常のIVFおよびPZDによる不成功に

対しICSIによる治療を開始し，さらに検討を重ねて

いる．

　本論文の要旨は第39回日本不妊学会（1994年，富

山）において発表した，
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Pregnancy　outcome　of　infertile　couples　with　poor　results

of　the　sperm　penetration　assay（SPA）in　IVF－ET　treatment

Mizumi　Mitsuo，　Hiroaki　Shibahara，　Miyako　Funabiki，　Miyuki　lnoue，

　　　　　　　Akiko　Hasegawa，　Minoru　Shigeta　and　Koji　Koyama

　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Hyogo　College　of　Medicine，　Nishinomiya　663，Japan

　　In　the　treatment　of　male　infertility，　zona－free　hamster　penetration　assay（SPA）have　been　widely　used　for

testing　sperm　fertllizing　ability．　In　this　study，　we　examined　the　relationshlp　between　SPA　and　pregnancy

outcome．　Over　a　three　year　period，51separate　cases　were　entered　into　this　study24　cases　had　unacceptably

poor　resuhs　of　SPA　and　remaining　27　cases　were　rated　as　being　acceptable」n　SPA，0％（gro叩A）and　l～

15％（group　B）penetration　were　regarded　as　poor，　while　16～30％（group　C），31～50％（gro叩D）and　over

50％（group　E）penetration　were　regarded　as　good．　Sperm　penetration　rates　were　ca豆culated　according　to　the

Yanagimachi’s　method．　Pregnancy　outcome　of　infertile　couples　in　group　A　and　B　was　analyzed　and　com－

pared　with　those　in　group　C，　D　and　E，

　　There　was　no　significant　correlation　between　sperm　penetration　rates　and　sperm　analysis　data　including

sperm　density，　sperm　motility　and　motile　sperm　density，　The　pregnancy　rate（PR）treated　with　IVF　in　each　group

was　O％（group　A），0％（group　B），10．0％（group　C），50．0％（group　D）and　27．2％（group　E）respectively．

There　was　a　significant　difference　of　the　PRs　between　poor　SPA　group（A　and　B，0％）and　good　SPA　group

（C，Dand　E，25．9％）（p＜0．01）．　The　fertilization　rate（FR）per　patient　in　IVF　with　a　standard　insemination

technique　in　each　group　was　53，3％（group　A），77．8％（group　B），100％（group　C），100％（group　D）and

100％（group　E）respectively．　The　FR　per　oocyte　in　IVF　with　a　standard　insemination　technique　in　each

group　was　25．6％（group　A），28．0％（group　B），30．4％（group　C），76，7％（group　D）and　56．3％（group　E）

respectively．　There　was　a　significant　difference　of　FRs　both　per　patient　and　oocyte　between　poor　SPA　group

（Aand　B，625％and　26．5％）and　good　SPA　group（C，　D　and　E，100％and　52」％）（p＜0．005，p〈0．005）．
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Patients　who　failed　fertilization　by　using　a　standard　insemination　technique　were　treated　with　PZD．　The　FRs

per　patlent　was　same　ln　group　A　and　gro叩B，　while　the　FRs　per　oocyte　was　much　higher　in　group　B（50．0

％）than　group　A（19．4％）（P〈0．05）．

　　These　results　suggest　neither　IVF　nor　PZD　should　be　recommended　for　group　A　patients，　but　the　latter

might　be　valuable　for　group　B　patients．　For　the　former　patients，　ICSI　should　be　recommended．

Key　words：sperm　penetration　assay（SPA），　IVF－ET，　microinsemination，　partial　zona　dissection（PZD），　in－

　　　　　　　　　fertil量ty
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両側精管欠損症にみられた46，xY／47，xY，＋dic（15）（q　l　l）の1例

ACase　of　46，XY／47，XY，十dic（15）（ql1）

with　Absence　of　the　Bilateral　Vasa　Deferens

釜　井　隆　男＊

　Takao　KAMAI

藤沢市民病院泌尿器科

新　井　　　学

　　Gaku　ARAI

広　川　　　信

Makoto　HIROKAWA
Department　of　Urology

斉　藤　和　男

　Kazuo　SAITO

Fujisawa　City　Hospital，　Fujisawa　261，Japan

　無精子症の精査で，両側の精管欠損と常染色体に異常の認められた1例を観察した．

　身体所見および内分泌学的検査成績に異常はなく，精巣の大きさも正常であった．精路の造影を試みた

ところ精管は存在しなかった．精巣生検にて左右差はなく，精細管基底膜の肥厚は認められなかった．精

子の形成は著明ではないが認められた．精祖細胞，精母細胞，精子細胞の形成は正常であった．染色体検

査で，常染色体の構造異常がみられ，正常核型46，XYとqllを切断点とする15番染色体由来の過剰染色体

47，XY，＋dic（15）（qll）とのモザイクを示した．

キーワード：無精子症，精管欠損，染色体異常

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril，，41（2），141－144，1996）

緒　　言

　Klinefelter症候群やYq（一）に代表される性染色体

異常が造精障害をきたすことはよく知られているが，

近年常染色体異常も男性不妊症の原因として注目さ

れている．我々は，無精子症の精査で，両側精管の

欠損に常染色体の異常を認めた1例を経験したので，

その臨床像を述べる．

症　　例

　30歳，男性

　主訴：不妊

　既往歴：特記すべきことなし

　家族歴：特記すべきことなし

　現病歴二1991年3月の結婚で，2年におよぶ不妊

期間が認められ，当院を紹介された．妻は，婦人科

的に異常を認めていない．入院時の現症と検査成

績：身長171．3・cm，体重75　kg，通常の体型である．

　血液一般と血液生化学検査は，異常を認めなかっ

た，内分泌学的検査はLH　4．70　mlU／ml（Ll～8．8），

FSH　7．20　mlU／ml（1．8～13．6），　PRL　6．70　ng／ml（1．5～

9．7），テストステロン5．13　ng／ml（2．70～10．7）と正常域

であった．

　画像所見：IVPでは上部尿路に異常は見られなか

った．

　精液検査：精液量1．5ml，精子は認められなかった．

　精巣の大きさ：外表計測（山口大式orchidometer）

で，右：4．2×2．0×2．4・cm（17ml），左：4．0×2．0×

2．4cm（17ml）。

　精巣生検：左右の精巣で差はなく，精細管の径は

大小不均一で，間質の占める割合が多く，精細管基

底膜の肥厚は認められなかった，精子の形成は著明

ではないが認められた。精祖細胞，精母細胞，精子

細胞の形成は正常であった（図1）．

＊現所属　公立昭和病院泌尿器科
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　精路造影：精巣生検の際，精管を探索したが，存

在しなかった．

　末梢血染色体検査：46，XY／47，XY，＋dic（15）（qll）．

正常核型46，XYとqllを切断点とする15番染色体由

日本不妊会誌　41巻2号

来の過剰染色体47，xY，＋dic（15）（qll）とのモザイク

を示した（図2），構成比は総分析細胞数30個に対し，

正常核型が23個，異常型が7個であった．

　上記の結果から，両側の精管欠損と常染色体に異

常の見られた男性不妊症と診断された．

図la　精巣組織像（H・E染色10倍）

　　　　　　　蝦驚論乳，・鷲

　　　　　　　　　　　　『o　　　　　O

　　　　　　　　　。筈㍗・窒ひ
　　　　　　　　　　　　　　be・sc億騨　　　睦　　　　　　　　　　　　○

　図lb　精巣組織像（H・E染色40倍）
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47，xY，＋dic（15）（ql1｝付加的二動原体染色体は15qllバンドで切断を持つ15番染色体により構i成されている．
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右端の付加的二動原体染色体の形成に際し，

切断と再結合は姉妹染色体上の15ql1で生じ

ている．すなわち，15pter→centromere→

15q　l　l：：15qll→centromere→15pterが形成さ

れている．

図2b図2aのシェーマ
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考　　察

釜井　他

　染色体異常は，DNAのある部分に変化が起きた時

に，ある遺伝子の働きが抑制されたり，必要以上に

賦活化されたりして，形質の発現に影響を及ぼす．

　染色体異常による男性不妊症の原因に，Klinefelter

症候群に代表される性染色体異常，性染色体の構造

異常1），Y染色体の部分的欠損2）などが知られ，精子

形成を障害をしている．最近では常染色体の構造異

常も男性不妊の原因になり得るとされている3・・4）．常

染色体の構造異常には，転座，逆位，環状染色体な

どがある．このうち高頻度で見られるのは転座例で，

大部分が相互転座である．その臨床所見として，無

精子症，あるいは，乏精子症が認められているが，精

巣容積や内分泌学的検査所見は正常のことが多い．

精巣生検像はさまざまであるが，maturation　arrestを

示すことが多く，転座による減数分裂の障害に起因

する可能性が高いと考えられている5）．しかし常染色

体転座で精子形成が障害される機序については不明

な点も多い。

　本症例は，切断と再結合を有する過剰染色体（付加

的二動原体染色体）という常染色体の構造異常を持

ち，正常染色体とのモザイクである．造精機能につ

いては精祖細胞，精母細胞，精子細胞の形成は正常

であったが，精子の形成はやや低形成であった．

　両側性の精管欠損症は，男性不妊症の約1％に見

られ6），無精子症の約10％を占めるといわれてい

る7）．胎生期の発生異常に起因することから，精嚢の

欠損や嚢胞状の腫大，あるいは，腎の発育不全など

の合併を認めることが多い8・9）．精管欠損例と染色体

異常の合併については，46，XY／47，XXYのモザイク例

での両側精管欠損の報告例をみるのみであるlo）．し

かし精管欠損症に関与する染色体は同定されておら

ず，自験例でみられた15qllの常染色体異常と両側精

管欠損の合併は，興味がある症例と思われる．

　近年，15番染色体を過剰にもつ症例が多数報告さ

れているt1・・12）．知能障害，筋緊張低下，顔貌異常な

どがみられるが，身体発育はほぼ正常で生命予後も

良い．また15qllの分子遺伝子学的な異常としては

Prader－Willi症候群とAngelman症候群が有名であり，

前者では性腺機能減退が知られているが，そのほか

の報告でも妊孕能や精路系についての報告はない13）．

自験例と同様の染色体異常，47，xx，＋dic（15）（ql1）を

認めた3歳女児のPrader－Willi症候群の例でも，性腺

機能についての記載はない14）．

　自験例は性腺機能減退への関与が疑われる15qllの

（143）15

構造異常を認め，精子の軽度な低形成と両側精管欠

損の合併がみられたが，染色体はモザイクであった．

46，XY／47，XXY，　Klinefelter症候群のモザイクに見ら

れるように，病態はモザイクの程度で修飾を受ける．

したがって染色体異常と造精機能や精管形成の障害

についての正確な病態を判定するには，末梢血から

の検査のみならず，組織染色体や遺伝子の検査が必

要である．
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Acase　of　46，XY147，XY，十dic（15）（q11）with　absence　of　the　bilateral　vasa　deferens

Takao　Kamai，　Gaku　Arai，　Kazuo　Saito　and　Makoto　Hirokawa

　　　　　　　　Department　of　Urology

Fujisawa　City　Hospital，　Fujisawa　261，Japan

　　A30－year－old　infertile　man　with　azoospermia　revealed　absence　of　bilateral　vas　deferens　and　autosomal

chromosomal　anomalies．　Physical　examination　was　normal．　Plasma　hormone　LH，　FSH，　Prolactin，　Testos－

terone　levels　were　within　the　normal　range．　Both　testes　were　normal　size．　Both　vasa　deferens　did　not　exist．

Light　microscopy　showed　that　basement　membrane　is　normal，　but　diameter　is　not　uniform　in　the　seminifer－

ous　tubules　in　both　testes，　The　histological　changes　in　the　germinal　epithelium　in　both　testes　corresponded

with　hypospermatogenesis，　mainly　at　the　spermatozoon　stage．　Chromosomal　analyses　revealed　mosaic　type

of46，xY／47，xY，十dic（15）（qll）．

Key　wor“s：azoospermia，　chromosomal　anomaly，　absence　ofvas　deferens

ヤ
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夫婦間HLA類似性と習慣流産について

Association　of　Sharing　of　Human　Leukocyte　Antigens

　　　　　with　Recurrent　Spontaneous　Abortion

　　　　　　　　西宮回生病院産婦人科

　　　　　　　　多　養　哲　治

　　　　　　　　　Tetsuji　TAYA

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Nishinomiya　Kaisei　Hospital，　Nishinomiya　662Japan

　　　　　　　　　　　　　　兵庫医科大学産科婦人科学教室

山崎則行　 繁田　実　 香山浩二
Noriyuki　YAMASAKI　　　Minoru　SHIGETA　　　　　Koji　KOYAMA

　　　　　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

　　　　　　　　Hyogo　College　of　Medicine，　Nishinomiya　663，　Japan

　原因不明習慣流産と母児間のHLA類似性との関係を検討するために，原因不明習慣流産患者の配偶者

間HLA共有抗原数をコントロール群と比較した．

　1981年4月から1988年12月までに兵庫医科大学附属病院不育外来にて検索し得た3回以上連続して反

復する自然流産患者26例（初診時平均年齢30．0歳）に対して流産の原因となり得る種々の要因について検

討し，13例の原因不明習慣流産患者を選出した．これらの原因不明習慣流産症例について，配偶者とも

HLA－A，　B，　C，　DR，　DQのtypingを行い，同じ施設でtypingを行った少なくとも1人以上の生児を得てい

る32組の夫婦と比較した．両者の共有抗原数の分布には有意差は認められず，HLA類似性と流産との因

果関係は否定的である結果が得られた．

キーワード：習慣流産，HLA類似性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，41（2），145－150，1996）

緒　　言

　習慣流産患者のうち従来原因不明とされていた症

例の中には，母児間の免疫学的不適合により発症し

ているものがあると考えられ，昨今，これらの症例に

対し，いわゆる免疫療法が行われるようになってき

た1～2）．原因不明習慣流産患者に対する免疫療法の有

用性について諸家から報告がなされてはいるが1、6），

免疫療法の作用機序をはじめ，副作用，その適応患

者の選択方法についてもまだ一定した見解は得られ

ていない．一方，母児問の免疫学的異常による流産

を考える上で，習慣流産患者の配偶者間のHLA類似

性（母児間のHLA類似性）の有無についても，諸家に

よりさまざまな報告がなされてきたが1・4・6、12・・15、18），

いまだ一定の見解は得られていない．そして免疫療

法の適応決定に夫婦間のHLAを考慮するか否かも施

設ごとに異なるのが現状かと思われる，

　今回我々は，流産と母児間のHLA類似性との関係

を調べるために，我々の施設を訪れた習慣流産患者

夫婦と，分娩し生児を得た正常夫婦とのHLAの類似

性について比較検討を行った．

対象および方法

　対象は1981年4月から1988年12月までに兵庫医科

大学附属病院の不育外来にて検索をし得た3回以上

連続して反復する自然流産患者26例（初診時平均年
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表1初診時年齢

夫婦間HLA類似性と習慣流産について 日本不妊会誌　41巻2号

表3検索したHLAの抗原の種類
年　齢 症例数 A B C DR DQ
　～19

20～24

25～29

30～34

35～39

40～

O

l

l3

7

5

0

計 26

平　均　　30．0歳

表2初診時での流産回数

回数 症例数

3

4

5

6

14

7

2

3

Al
A2
A3
Ag
AlO
AIl
Aw19
A23（9）

A24（9）

A25（10）

A26（10）

A28
A29（wl9）

A30（wl9）

A31（wl9）

A32（wl9）

Aw33（w19）

計 26

齢30．0歳）（表1）で，反復する流産回数は3回のもの

が14名と最も多く，以下4回，6回，5回の順であっ

た（表2）．なお，26名中，4名は反復する3回以上の

自然流産を経験する以前に妊娠の既往があり，内訳

は人工流産2名，9か月の早産1名，正期産1名であ
った．

　まずこれら習慣流産患者26例について流産の原因

と成り得ると考えられる種々の異常の有無を検索し

原因不明と考えられる習慣流産患者を選出した．つ

ぎに選出した原因不明習慣流産患者について，患者

夫婦の同意のもと夫婦間のHLA共有抗原数を調べ，

その総数をコントロールと比較した．HLAのtyping

は兵庫県立西宮病院・腎移植センターに依頼し，typ－

ingを行ったHLAはclass　IはA，　B，　C，　class　llはDR，

DQで，今回の検索で取り扱った各座の抗原の種類を

表3に示す．なおコントロールとして，同センター

でtypingを行った少なくとも1人以上の生児を得てい

る無作為に抽出された32組の夫婦のデータを用い，

HLA共有抗原数の分布の比較にはX2検定を用いた．

結　　果

Aw34（10）

Aw36
Aw43
Aw66（10）

Aw68（28）

Aw69（28）

Aw74（wl9）

B5　　Cwl
B7　　Cw2
B8　　Cw3
Bl2　　Cw4
Bl3　　Cw5
Bl4　　Cw6
Bl5　　Cw7
B16　　Cw8
Bl7　　Cw9（w3）
B18　　CwlO（w3）

B21　　Cwll
Bw22
B27
B35
B37
B38（16）

B39（16）

B40
Bw41
Bw42
B44（12）

B45（12）

Bw46
Bw47
Bw48
B49（21）

Bw50（21）

B51（5）

Bw52（5）

Bw53
Bw54（w22）

Bw55（w22）

Bw56（w22）
Bw57（17）

Bw58（17）

Bw59
Bw60（w40）

Bw61（w40）
Bw62（15）

Bw63（15）

Bw64（14）

Bw65（14）

Bw67
Bw70
Bw71（w70）

Bw72（w70）

Bw73
Bw75（15）

Bw76（15）

Bw77（15）

Bw4
Bw6

DRI　　DQwl
DR2　　DQw2
DR3　　DQw3
DR4　　DQw4
DR5　　　DQw5（wl）

DRw6　　DQw6（w1）
DR7　　　DQw7（w3）
DRw8　　DQw8（w3）
DRg　　　DQw9（w3）
DRwlO
DRwll（5）

DRwl2
DRwl3（w6）
DRwl4（w6）
DRwl5（2）

DRw16（2）

DRwl7（3）

DRw18（3）

DRw52

DRw53

t．流産の原因検索

　上記の26例に対し流産の原因に関係すると考えら

れる種々の異常について検索を行った（表4），

　感染症については，結核に関しては臨床的に判断

し，その他は血清学的診断法により判定した．子宮

異常については超音波断層法もしくは子宮卵管造影

法により診断し，子宮卵管造影上，必要を認めた症

例は子宮鏡も行った．甲状腺機能障害については血

中T3，　T4値より診断した．黄体機能不全については，

高温相中期の血清プロゲステロン値が5．O　ng／ml以下，

あるいは子宮内膜日付診で2日以上のずれがある場

合，黄体機能不全と診断した．排卵異常については，



平成8年4月1日

表4流産原因の検索結果

多養　他

頻度（％）

0／25（　0．0）

1／14（7．1）

（147）19

感染症 梅毒

トキソプラズマ症

サイトメガロウイルス感染症

結核

0／8（0．0）

1／26（　3．8）

子宮異常 奇形

Asherman症候群

筋腫

その他

3／25（12．0）

2／25（8．0）

2／25（8．0）

3／25（12．0）

内分泌異常　　甲状腺機能異常

　　　　　　糖尿病

　　　　　　黄体機能不全

　　　　　　排卵異常

0／26（0．0）

0／26（　O．O）

4／25（16．0）

4／25（16．0）

精子異常 2／11（18．2）

r

免疫学的異常ATPP延長　　　　　　2／ll（18．2）

　　　　　　その他　自己抗体　　1／21（4．8）

染色体異常　転座　　　　　　　　1／26（3．8）

　　　　　　その他（逆位　他）　　1／26（3．8）

月経周期10日目以前の早期排卵あるいは月経周期20

日目以降の遅発排卵を認める場合，排卵異常と診断

した．精子異常については，精子数40×106／ml以下，

運動率60％以下，奇形率15％以上を精子異常と診断

した．APIT延長については，　AFITが正常血清に対

しL3倍以上の延長が認められた場合，　APTT延長症

例と判定した．

　感染症については，全例に検索を行えなかったが，

トキソプラズマ抗体陽性者1名と結核の既往者1名

のみ認められた．子宮異常についてはほぼ全例に検

索がなされ，奇形を認めた3例はいずれも双角子宮

の症例であった．なお子宮卵管造影上，子宮壁の不

整あるいは卵管の通過障害を認めた症例は，その他

の項目に含めた．甲状腺機能障害，糖尿病の症例は

認められなかった．精子異常の2例はいずれも精子

無力症の症例であった．免疫学的異常としてはAP”1’1’

延長を2例，その他，抗白血球抗体陽性例を1例認

めた．染色体異常は配偶者も含め染色体核型の同定

（Gバンド分染法）を行い，転座1例，逆位1例，計2

例（7．7％）を認めた．

　原因不明習慣流産の診断基準は一定したものはな

く，施設ごとに独自に設定しているのが現状である

と思われる．今回，調査対象患者の原因検索行った

時点で，流産と高い相関性を持つと考えられた子宮

異常，黄体機能不全，AprT延長，染色体異常，これ

らのいずれかに該当する13例を除外し，残る13例を

原因不明習慣流産患者として扱った．なお13例中1

例のみ反復する自然流産前に妊娠の既往（人工流産）

がある．

2．夫婦間HLA　sharing

　まず習慣流産26例全例について夫婦間のHLA共

有抗原数を検索しコントロール集団と比較してみた

（表5）．Class　I抗原については習慣流産患者では共

有抗原数が0のものが39．4％と最も多く，共有抗原数

が多くなるにつれて患者の分布は減少する傾向がみ

られる．平均共有抗原数は習慣流産患者0．8±LOに

対しコントロール1．5±1．2であった．Class　ll抗原に

ついては各共有抗原数と患者分布に明らかな傾向は

みられず，平均共有抗原数でも習慣流産患者1．3±1．3

に対しコントロール2．2±1．4と，class　I抗原，　class

ll抗原いずれについても平均共有抗原数についてみ

ればむしろコントロールのほうが高い値を示した．

　つぎに先に選出した原因不明習慣流産患者13名の

みについて同様に夫婦間のHLA共有抗原数をコント

ロール集団と比較した（表6）．Class　I抗原について

は共有抗原数が0のものが53．8％と最も多く，以下，

共有抗原数の増加につれ患者の分布は減少し，平均

表5　習慣流産患者夫婦間HLA共有抗原数

共有抗原数

class　I抗原

control 共有抗原数

class　H抗原

control

O

l

2

3

4

13／26（39．4％））

8／26（24．2％）

3／26（　9，1％）

1／26（　3．090）

1／26（　3．0％）

9／32（28．1％）

8／32（25．0％）

7／32（21．9％）

7／32（21．9％）

1／32（　3．1％）

O

l

2

3

4

5

6

ll／26（33．3％）

5／26（15．2％）

4／26（12．1％）

4／26（12．10／o）

2／26（　6，1％）

0／26（　0．0％）

0／26（　0．0％）

5／32（15．6％）

4／32（12．5％）

9／32（28．19ら）

10／32（3L3％）

2／32（6．3％）

1／32（　3，1％）

1／32（　3．1％）

平均共有抗原数　　0．8±1．0 1．5±L2 平均共有抗原数　　L3±1．3 2．2±L4
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表6　原因不明習慣流産患者夫婦間HLA共有抗原数

共有抗原数

class　I抗原

contro1 共有抗原数

class　ll抗原

control

O

l

2

3

4

7／13（53．8％）　　　9／32（28」％）

3／13（23，101ら）　　　　8／32（25．0％）

2／13（15．4％）　　　7／32（2L9％）

0／】3（　0．0％）　　　　7／32（2L9％）

1／13（　7，7％）　　　　1／32（　3．1％）

O

l

2

3

4

5

6

5／13（15．2％）

2／13（　6．1％）

1／13（3．0％）

4／13（12．1％）

1／13（　3．0％）

0／13（0．O％）

0／13（O．O　％）

5／32（15．6％）

4／32（125％）

9／32（28」％）

10／32（31．3％）

2／32（　6．3％）

1／32（　3．1％）

1／32（　3．1％）

平均共有抗原数　　0．8±1．2 1．5±1．2 平均共有抗原数　　1．5±1．4 2．2±1．4

共有抗原数は原因不明習慣流産患者0．8±L2に対し

コントロール15±1．2，class　H抗原については，各共

有抗原数と患者の分布には明らかな傾向はみられず，

平均共有抗原数では原因不明流産患者15±1．4，コ

ントロール2．2±L4と，コントロールの方が高い値

を示した．さらに，class　I抗原，　class　H抗原とも，

原因不明習慣流産患者とコントロールとの比較にお

いて，共有抗原数の分布に有意な差は見られなかっ

た．これらの結果は夫婦間のHLAの類似性と流産と

の相関性を否定的とするものである．

　なお，今回typingを行ったHLA各座の抗原の出現

頻度を検索してみたが，コントロール集団との比較

において，習慣流産患者および原因不明習慣流産患

者に，有意に出現する抗原を見いだすことはできな

かった．

　また，今回，原因不明と診断した13例のうち，8症

例についてはその後の追跡調査が可能であった．8症

例中7症例に再妊娠（11妊娠）が確認され，そのうち

4症例（6妊娠）はとくに原因不明習慣流産に対する

治療が行われることなく生児が得られていた．

考　　察

　原因不明習慣流産の発症要因として母児間の免疫

学的異常を考える際に，以前より，配偶者間（母児間）

のHLA類似性の有無が流産の発症に関与しているか

否か論議iされている4・6、・12・・15・’“　18）．原因不明習慣流産

症例に配偶者間のHLAの類似姓が高いとする報告が

ある一方でL6・　i5　一一　18），原因不明習慣流産と配偶者間

HLA類似1生は無関係とする報告とがあり7－12），いま

だ一定の見解は得られていない．今回の我々の検索

では，原因不明習慣流産患者の夫婦間HLAの類似性

は，同じ検査センターで得られた少なくとも1人以

ヒの生児を得ている同地域の正常夫婦間のHLA類似

性との比較において，有意な差を認めなかった．こ

れは母児問のHLA類似性と流産との関連性が否定的

であることを示唆する．

　最近の諸家からの報告でも原因不明習慣流産と配

偶者間HLA類似性との因果関係を否定的とするもの

は多い7－12）．Coulam・9）は母児間の免疫異常による習

慣流産の診断方法について検討を行い，HLAの類似

性は妊娠予後の判定には有用でなく，さらに母体の

lymphocytotoxic　antibodyならびにMLR抑制因子は妊

娠の結果により産生され，その欠如自体は妊娠予後

の判定には有用でないことを報告している．また近

年，原因不明習慣流産に対し免疫療法が行われてき

ているが，治療前の患者配偶者間HLA類似性の有無

と治療効果には関係がみられないとの報告がある13）．

Christiansenら7・・14）は原因不明習慣流産と配偶者間HLA

類似性との関係は否定的であることを示し，さらに

原因不明習慣流産患者と患者同胞についてHLAと流

産率を調査し，HLA遺伝子に近接した遺伝子により

流産が生じている可能性を報告している．

　一方，最近の報告でも流産とHLAの関係を肯定的

とするものも少なからずみられ15～18），なかでもOber

ら18）は原因不明習慣流産では配偶者間のHLA－DQA　1

のsharingが高いこと，さらに免疫療法施行後に再

流産に至った流産児のHLAの検索から，母児間の

HLA－DQA　1の一致が流産に関係する可能性を報告し

ている．

　原因不明習慣流産と母児間のHLAとの因果関係を

論議するためには，まず対象とする症例の選択が問

題となる．原因不明と診断するための明確な基準は

確立されておらず，施設ごとに独自の基準を設けて

判断しているものと考えられる，患者の予後を検討

するためには長期の調査期間が必要であるが，その

間にも臨床的知見は変化し，調査された時期の違い

によっても診断基準は異なり，対象とする症例の選

び方に差異を生じる．また，HLA各抗原の一般出現
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頻度は，地域，人種などにより異なり，各施設がコ

ントロールに用いるデータについても違いを生じる．

これらのことが施設問の客観的なデータの比較を困

難にしていると考えられる，今回，我々の検索では，

同じ施設で，同時期に同地域に在住する少なくとも

1人以上の生児を得た夫婦についてtypingを行い，コ

ントロールデータとして用いた，これは臨床的に比

較する対象としては適切であると考える．

　今回の我々の検索では，原因不明と判断した13症

例のうち8症例についてその後の追跡調査が可能で

あった．8症例中，再妊娠が確認されたのは7症例

（ll妊娠）で，免疫療法後に妊娠した1症例（1妊娠）

以外はとくに原因不明習慣流産に対しての治療はな

されていない．原因不明習慣流産の診断後の初回の

妊娠で，再度流産を経験した症例は3例あったが，

うち1例は流産児に染色体異常が確認され，その後

のさらなる2回の妊娠では，いずれも生児を得てい

る．なお免疫療法後に妊娠に至った1例はその後生

児を得ている．再妊娠例7例中，4例（57．1％）は免疫

療法を行うことなく生児が得られている．Houwert－de

Jongら12｝も夫婦間のHLA類似性と習慣流産との関係

が否定的であることを報告すると同時に，原因不明

の習慣流産患者は無治療でもその予後は良いことを

報告している．これらのことは原因不明習慣流産に

対して免疫療法が行われ良好な結果が得られた症例

のなかには，その治療の有無にかかわらずに妊娠分

娩に至った症例も少なからず含まれるであろうこと

をも示唆し，原因不明習慣流産の診断には，今後さ

らなる慎重さが要求されるものと考える．
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Association　of　sharing　of　human　leukocyte　antigens　with　recurrent　spontaneous　abortion

Tetsuji　Taya

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Nishinomiya　Kaisei　Hospital，　Nishinomiya　662，　Japan

Noriyuki　Yamasaki，　Minoru　Shigeta　and　Koji　Koyama

Department　of　Ob’stetrics　and　Gynecology，　Hyogo　College　of　Medicine，　Nishinomiya　663，Japan

　　The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　HLA　sharing　in　couples　suffering　from　unexplained　recurrent

spontaneous　abortion（RSA）and　to　compare　it　with　that　in　normal　fertile　couples．

　　Thirteen　couples　with　unexplained　RSA　were　selected　from　26　couples（mean　age　30．O　years）suffered

from　three　or　more　consecutive　misscarriages，　who　were　refered　to　our　clinic　from　April　1981to　December

l988．　Typings　for　HLA　class　I　antigens（HLA－A，　B　and　C）and　class　H　antigens（HLA－DR　and　DQ）were

performed　for　these　l3couples　with　unexplained　RSA．　For　control，32　couples，　who　were　in　the　same　area，

had　one　or　more　children　and　were　typed　at　the　same　laboratory，　were　taken　into　the　study．　No　significant

differences　in　the　distribution　of　HLA　sharing　were　found　between　unexplained　RSA　couples　and　normal

fertile　couples．　This　result　suggests　that　HLA　sharing　in　spouses　has　no　relationship　to　RSA．

Key　words：habitual　abortion，　HLA　sharing
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男性不妊症における実虚証判定と補中益気湯療法の効果について
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and　the　Effect　of　Hochu－Ekki－To　Therapy　in　Male　Infertility

風　間　泰　蔵

Taizo　KAZAMA

岩　崎　雅　志

Masashi　IWASAKI

富山医科薬科大学医学部泌尿器科学教室

　　　高　峰　利　充

　　Toshimitsu　TAKAMINE

　　　奥　村　昌　央

　　　Akiou　OKUMURA
　　　片　山　　　喬

　　　Takashi　KATAYAMA

Department　of　Urology

水　野　一　郎

Ichiro　MIZUNO

布　施　秀　樹

　Hideki　FUSE

Toyama　Medical　and　Pharmaceutical　University，　Toyama　930－Ol，Japan

　特発性男性不妊症患者32名について，loの設問に対する回答から実虚スコアを算出して実証虚証の判

定を行い，補中益気湯投与（7．59／日，3か月間）が精子機i能検査を含む各種精液所見に及ぼす効果との関

連について検討した．

　あらかじめ行った不妊主訴患者54名の実虚スコアの分布から49点以下を虚証，60点以上を実証と分類

したところ虚証と判定された者が12名（22．2％），虚実間証が23名（42．6％），実証が19名（35．2％）であっ

た．虚証患者における精子濃度，hypoosmotic　swelling　testでの総精子膨化率およびpenetrak値に対する有

効率はそれぞれ67％，50％，67％で，実証患者の30％，0％，0％より高かった．精子運動率および精液

自動分析装置による運動能パラメーターには証の違いによる有効率の差は認められなかった．

　以上より不妊主訴患者の中にはかなりの割合で虚証以外の証の者が含まれていることが明らかとなり，

精子濃度や精子機瀧に関しては，患者の証を考慮して他の薬剤との使い分けを計ることでさらに成績の向

上が期待できる可能性が示された，

キーワード：特発性男性不妊，実虚スコア，補中益気湯

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J。　Fertil，　SteriL，41（2），151－158，1996）

緒　　言

　本邦においては，特発性男性不妊症に対する薬物

療法には様々なものが用いられているが，その効果

は残念ながら満足できるものではないのが現状であ

る．このため最近本症に対しての漢方薬治療が注目

されている．

　漢方薬は，多くの成分からなりその作用点が多様

であること，および比較的安全性が高いことなどの

特長をもっている1）．特発性男性不妊症も同じように

多様な原因の関与が考えられ，また一般に長期の投

薬が必要とされる．すなわち，特発性男性不妊症の

治療薬として必要ないくつかの条件を漢方薬が満た

していることが，注目を集めている理由と考えられ

る．

　しかし，ここに，本来漢方の処方は，不妊という

病名によって決定されるのではなく，虚実証あるい

は陰陽などの患者の病態に応じて行われるべきもの

とされているにもかかわらず，この病態を判断する

という作業は，いわゆる西洋医学の教育を受けた者

には難しいという問題が存在する．このため）従来

泌尿器科医，産婦人科医にによる男性不妊症に対す
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る様々な漢方薬の治験は，この証の判定を経ずに行

われてきたのが実情である2、10）．今回我々は，この

実証虚証の判定をいくつかの質問により簡便に判定

可能なシステムを使用する機会を得た．そこで，漢

方薬を投与した男性不妊症患者の証を本システムを

用いて判定し，その結果と精子機能および精子運動

能を含む各種精液検査所見に見られた効果との関連

に関する検討を試みたので報告する．使用した漢方

薬は，現在我々が男性不妊症外来において用いてお

り，東洋医学的には虚証患者に適応とされる薬剤で

ある補中益気湯である．

対象および方法

　対象は，不妊を主訴として富山医科薬科大学付属

病院泌尿器科を受診し，一般精液検査にて精子濃度

4，000万／m1未満あるいは運動率50％未満であった特

発性男性不妊症患者32名である．内訳は，精子濃度

4，000万／ml未満の精子減少症患者が4名，運動率50

％未満の精子無力症患者が12名，両方の基準を満た

す精子減少症かつ精子無力症患者が16名であった．

　方法としては，ツムラ補中益気湯エキス759を分

3として食前もしくは食間に投与，投与開始時と投与

開始後3か月後に，一般精液検査，精液自動分析装

置セルソフトシリーズ3000による運動能評価，また

hypoosmotic　swelling　test（HOST）で測定した総精子膨

化率とpenetrak　testによる精子機能評価を行った．ま

た投与開始時に証判定のための10個の質問よりなる

アンケートに回答してもらいソフトを用いて得点化

した．

　証判定のために投与前に回答させた10個の設問（実

虚問診表）を表1に示す．これらの質問に対する回答

には，それぞれの設問に対して両極端にある2つの

回答の間に引いた線上の自分はこのあたりだろうと
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いうところを適当に選んでもらう形で回答させた．後

にこの回答をソフトに入力し100点を満点とする実虚

スコアを算定した（0点に近いほど虚証，100点に近

いほど実証）．このソフトは，「漢方診療ハンドブッ

ク」荻田善一編，黄　兆勝／黄　愛倖著（医歯薬出版

株式会社）13）に従って著者らにより作成されたもので，

作成者によるとその特長として，1）設問に対する点

数のつけ方に基本的にファジー理論の頭切り方法を

使用している，2）ファジー理論の採用により漢方診

断の「曖昧さの中の正確さ」というべきものを計数

化し，より臨床の場に近づけた，そして3）点数の重

みには中医学における4つの診察法である望診，聞

診，問診，切診の優先順位をできるだけ反映した，

などが挙げられている．ただ本ソフトではスコアが

何点以上・以下ならば実証・虚証という基準は設け

られておらず，今回証の違いによる薬剤の効果の差

を検討するという目的のために独自の実証・虚実間

証・虚証のクライテリアを設定した．分類の基準は、

本来50点で2つに分けそれ以下を虚証，それ以上を

実証とするのがシンプルであろう．虚証に関しては

この通りの判定法を採用したが、結果の項でも述べ

るように不妊を主訴として当科を受診した54名の

不妊主訴男性でこのスコアを見た場合，50点から60

点の問であった者が多かった．そこで今回は試みと

してこの50点から60点の間の者を虚実間証，60点以

上の者を実証として3群に分けて検討を行うことと

した．

　精液検査は原則として5日間の禁欲期間をおき用

手法にて採取した．採取した精液は室温にて30～60

分放置して充分に液化させた後精液量およびMakler

chamberを用いて精子濃度，運動率を算定した．ま

た，精液自動分析装置セルソフトシリーズ3000を用

いて，平均運動速度，平均運動直進性，精子頭部の

表1実虚問診表
1．

2．

3．

4．

5．

6．

7．

8．

9，

10．

病人として元気のない方である

虚弱体質または貧血性体質

話し声に力と張りがない

疲れやすい方である

人より汗をかき易い方である

食欲不振，動1季する

下痢気味，大便量多い
（1日に2回以上）

飲酒すると時々下痢する

尿量が多い，尿の回数が多い

咳をするとき弱々しい

病人として元気のある方である

筋肉質または堅太り気味の体質

話し声に力と張りがある

疲れることはない

人より汗をかかない方である

食欲旺盛，動摩なし

便秘気味，大便量少ない

　　　　　（2～3日レこ1回）

のみすぎても下痢しない

尿量が少ない，尿の回数が少ない

咳をするとき力強く激しい
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平均振幅値および精子頭部の振り周波数を同時に測

定した．HOSTおよびpenetrak　testの手技に関しては

我々がすでに報告した通りll）に行った．

　薬剤の効果判定は，投与前後の各パラメーターの

平均値の比較および以下の効果判定基準による改善

（153）25

度評価によった．すなわち，精子濃度については寺

田の基準12）（投与前2，000万／ml未満の症例では1，000

万／m1の増加，減少をそれぞれ有効，悪化と判定し，

また2，000万／ml以上の症例では2，000万／m1以上の増

加，減少をそれぞれ有効，悪化と判定）を用いた．運
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図1　実虚スコアの分布
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　後
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表2　精子濃度に対する効果 表3精子運動率に対する効果

虚証　虚実証　実証
（n＝6）　　（n＝12）　（nニ10）

　計

（n＝28）

改善

不変

悪化

420 282 370 9172

有効率 67％ 17％ 30％ 32％

虚証　　虚実証　実証

（n＝5）（n＝13）（n＝10）

　計

（n＝28）

改善

不変

悪化

140 562 451 10

15

3

有効率 20％ 38％ 40％ 36％

p＜0．05
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動率については10％以上の増減があった場合を有効，

悪化と判定した．HOSTによる総精子膨化率とpene－

trak値については，それぞれ10％以上，5mm以上の

増減を有効，悪化の根拠とした．

　統計学的有意差検定にはMa㎜一Whimeゾs　U－testとX2－

testを用いた．

結　　果

1．実虚スコアの分布

　当科外来を不妊を主訴として受診した男性患者54

名の得点の分布状況を図1に示した．この図より49

点以下を虚証，50点以上59点以下を虚実問証，そし

て60点以上を実証と分類して，以下の検討における

各証別の比較を行った．

2．精子濃度に対する効果

　補中益気湯投与前後での精子濃度の変化を図2に

示した．虚証，虚実間証，実証いずれの患者群にお

いても改善の傾向が認められたが，とくに虚証患者

では投与の前後で有意の差が認められた（p＜0．05）．

改善度では，患者全体での有効率が32％であるのに

対し，やはり虚言iE患者で最も有効率が高かった（表2）．
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3．運動率に対する効果

　図2右に投与前後での運動率の変化を示したが，

虚証，虚実間証および実証の3群間で投与前後の運

動率の変化に差はなかった．改善度では患者全体で

の有効率は36％であり，やはり証の別による有効率

に差は見られなかった（表3）．

4．Hypoosmotic　swelling　test（総精子膨化率）に対す

る効果

　治療前後の総精子膨化率の変化では，虚証群のみで

改善が見られたが，有意のものではなかった（図3左），

改善度では虚証患者で有効率50％であり，実証患者

の有効率0％との間に有意差が認められた（表4）．

5．Penetrak値に対する効果

　虚証患者では，治療後に有意の差をもってpenetrak

値が改善した（図3右）．改善度でも虚証患者で有効

率が最も高く，虚実間証患者群，実証患者群の順で

低くなるという総精子膨化率と同様の傾向が認めら

れた（表5）．

6．精子運動能に対する効果

　セルソフトシリーズ3000を用いて得られた4つの

運動能パラメーターの治療前後の変化を図4および

（％）

総精子膨化率
（mm）

前　　後

虚証
（n＝6）

　　図3
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前後　前後　 前後　前後虚実間証　　　　実証　　　　　　　虚証　　　　虚実間証
（n＝13）　　　　　　（n富5）　　　　　　　　　　（n＝6）　　　　　（n＝12）

投与前後での総精子膨化率・penetrak値の変化

前　　後

実証
（n＝5）

改善

不変

悪化

有効率

表4　総精子膨化率に対する効果

　　虚証　　虚実証　実証　　　　計

　　　　　　　　　　　　　　　（nニ24）

表5Penetrak値に対する効果

虚証

（n＝6）

虚実証

（n；12）

実証

（n＝5）

　計

（n＝23）

改善

不変

悪化

411 363 041 7115

有効率 67％　　　　2590　　　0％ 30％

　　p＜0．05
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図5　投与前後での精子頭部平均振幅値・精子頭部振り周波数の変化

図5に示した．精子平均運動速度において虚証患者

のみ有意の低下が認められたが，その他精子平均運

動直進性，精子頭部平均振幅値および精子頭部振り

周波数の3つについては投与前後での変化や各証別

の変化は明らかでなかった．

考　　察

　現在，男性不妊症に対してその効果が報告され，

また使用される機会の多い漢方薬剤は，補腎療法と

しての八味地黄丸や補気療法としての補中益気湯な

ど，そのほとんどが虚証患者に適応があるとされて

いるものである．しかし，日常の男性不妊症診療に

おいて漢方の専門家でない我々が接していても，気

力も体力も充実しておりとても漢方医学にいう虚証

とは思えない患者も決して少なくないという印象が

強く，こういった患者のすべてに虚証に適応のある

薬剤を処方するというのはやはり漢方薬の使い方と

して本来正しくないのではないかという考えがつね

にあった．

　また，我々も西洋医学に携わる者とはいえ漢方薬

にその可能性を期待して実際の診療に用いる以上，漢

方薬を投与しようと考えた患者については，どうい

った薬剤を使用したらいいのかを，病名のみから選

択するのでなく漢方医学的にも判断することが当然
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必要であろうと考えていた．しかし，緒言にも述べ

たごとく，漢方医学の体系が我々がこれまで学んで

きた医学とかなり異なりその習得が難しいことが最

大の理由となって，これまでの男性不妊に対する漢

方薬療法の報告は当科からのものも含めて，仕方な

くその男性不妊症という病名のみを頼りとして薬剤

を選んで行われているものがほとんどというのが現

状であると思われる．

　今回我々が使用した証判定システムは簡単な問診

に対する患者の回答をコンピューターに入力するだ

けで得点によるおおまかな実証虚証の判定が行える

ため，実際に患者を見ながら即座に判定ができる便

利なシステムである．舌診，腹診など漢方診断に重

要とされる所見は考慮されておらず最終的に完全な

証の判定を行えるものではないが，西洋医学的な考

え方に慣れた我々にとって点数による判定が得られ

ることは大きな魅力である．

　本システムを用いてまず得られた結果のひとつは，

むしろ男性不妊症患者の証は虚証から実証にまで広

く分布し，50点未満を虚証とした場合にはむしろ虚

証の患者の割合は実証患者よりも少ないということ

である．今回の虚証，虚実問証および実証の判定基

準に関しては我々が独自に設けたものではあるが患

者の分布傾向は十分に反映されているものと考えら

れる．つまり，これまでのように虚証に適応のある

漢方薬のみをただ単に病名を頼りとして使用してい

るより，一歩進んで実証患者には実証に適応のある

別の薬剤を使い分けるなどの方法を用いることによ

り，有効性がより改善される可能性が示されたもの

である．ただやはり本システムによる虚証，虚実間

証，実証のクライテリアの正確さに関しては今後症

例を重ねて治療効果との関係などから検討すべき点

が多いものと考える．

　従来より男性不妊症に関する動物実験あるいは臨

床試用でいくつかの漢方薬の有効であることが報告

されているが，これは，男性不妊症には，これらの

漢方薬に含まれる何らかの成分が西洋薬的なメカニ

ズムで主に作用したためという説明と，有効であっ

た患者に虚証の人が多かったという説明の2つが可

能である．

　そこで今回の結果をみると，一般精液検査におけ

る精子濃度や，HOST，　penetrak　testなどの精子機能検

査などは虚証の患者でより改善されることが判明し，

虚証，実証の判定を治療薬の選択に反映させること

でさらに成績の向一ヒが見込めるものと思われる．

逆に，翻率については，セルソフトシリーズ3㎜
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を用いて求めた運動能のデータとともに，他のパラ

メーターと異なり証の別による有効率の差は認めら

れなかった．従来より実証虚証というモデルを作成

して行われたわけではない動物での実験あるいはin

vitroの成績で，漢方薬あるいはその成分の添加によ

り非常に精子運動性に対して有効性が高かったとす

る成績が報告されていることに，この結果をあわせ

て考えると，漢方薬の持つ運動率改善作用は先程述

べた2つの可能な説明のうちの前者，すなわちこれ

らの漢方薬に含まれる何らかの成分が，虚証，実証

というものに関係なく精子に作用しているという可

能性が考えられる。

　今回の結果より，乏精子症あるいはこれに精子機

能の低下をともなっている場合には，証を考慮して

使用する漢方薬を決定すること，また運動率の低下

が唯一の所見である場合には補中益気湯あるいは従

来運動性の改善に有効とされている八味地黄丸や牛

車腎気丸を使用することという簡単な使い分けを行

うのがよいと思われた．先にも述べたように，実際

に現在男性不妊関連疾患に対して主に使用されてい

る漢方薬の中で実証患者に適応のあるものは柴胡加

竜骨牡蛎湯しか見あたらず，虚実証あるいは実証と

判定された者についてはカリジノゲナーゼ製剤など

従来西洋薬として有用性の報告されているものを使

用するという使い分けも一例として可能と思われる．

今後是非この使い分けに関して検討を加えたいと考

えている．

　最後に，このほかに検討すべき課題として，まず

今回使用した証判定のシステムの妥当性という点が

あげられる．漢方診断がこのような簡便なシステム

ですべて代行できるとは当然ながら考えにくい．さ

らに詳細で漢方医のコンセンサスの得られる，かつ

多忙な外来診療の中でも使用できるものという非常

に注文の多いシステムの開発が課題であろう．しか

し舌診，腹診などが漢方診断に不可欠であるとすれ

ば，これらの判定はやはり人間が行うしかなく，完

全無欠な証判定のシステムができたとしてもやはり

漢方医にのみしか扱えないものになるのかも知れな

い．また，同じ漢方医であっても熟練の度合いある

いは流儀などによる判定の違いもあると思われる．同

様の証判定システムに関する報告14）も他に見られて

いるが，この中でもこの証という評価が絶対的なも

のでないことと，検者間の判定のreproducibilityの問

題が述べられている．したがって我々としては，今

回使用したシステムにより治療法の選択を行って実

際に治療を試み，その有効性からそのシステムの妥
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当性を判定してゆくしかないものと考える．また，い

くつかの証判定システムの優劣の比較という点に関

しても興味のあるところではあるが，同様にそれら

に従って治療した結果で評価するしかないものと思

われる．

　さらに，漢方薬の使い分けを行うにあたって今回

触れたいくつかの漢方薬は，いずれも従来何らかの

形でその有効性が述べられたものばかりであり，こ

れら以外にも有効性を持つものが存在する可能性が

あるであろう．新たにそれらを発見する努力，さら

には既存の薬剤に，たとえば精子運動率に有効な成

分を加えるなどしてまったく新しい漢方薬を作り出

すなどの試みも考えられるところである．

　我々不妊を扱う医師，研究者，漢方医そして漢方

薬メーカーなどの協力による今後の進展が望まれる

ところである．
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Relationship　between　kampo　Sho　diagnosis　using　the　Jitsu　Kyo　score　system

　　　　and　the　effect　of　Hochu・Ekki－To　therapy　in　male　infertility

Taizo　Kazama，　Tosimitsu　Takamine，　Ichiro　Mizuno，　Masashi　lwasaki，

　　　　Akiou　Okumura，　Hideki　Fuse　and　Takashi　Katayama

Department　of　Urology，　Toyama　Medical　and　Pharmaceutical　University，Toyama　93　OOI，Japan

　In　32　patients　with　idiopathic　male　infertility，　the　Kampo　Sho　diagnosis（Kyo－Sho，　Kyo／Jitsu－Kan－Sho，

0r　Jitsu・・Sho）was　made　using　the　Jitsu　Kyo　score　system．　They　were　also　orally　given　a　herbal　medicine，75

gof　Hochu－Ekki－To，　which　is　said　to　be　suitable　for　Kyo－Sho　patients，　daily　for　3　months　regard！ess　of　the

Sho　diagnosis，The　treatment　outcome　was　compared　with　the　Kampo　diagnosis，　retrospectively．

　1）In　a　preliminary　study，22．2％of　54　patients　wlth，　male　infertility　was　diagnosed　as　Kyo－Sho，　42．6％

as　Kyo／Jitsu－Kan－Sho，　and　35．2％as　Jitsu－Sho．

　2）The　sperm　concentration，　the　sperm　swening　rate　in　the　hypoosmotic　swelling　test，　and　the　penetrak

value　improved　in　67％，50％，　and　67％of　the　patients　diagnosed　as　Kyo－Sho　respectively．　They　were　high－

er　than　those　of　the　patients　diagnosed　as　Jitsu－Sho．

　3）The　ilnprovement　rate　of　the　sperm　motiiity　was　similar　between　the　Kyo－Sho　and　Jitsu－Sho　patients．

　These　data　suggest　that　if　we　select　Kampo　prescription　according　to　the　Kampo　Sho　diagnosis，　we　can
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　　　obtain　even　better　treatment　results　particularly　in　the　sperm　concentration　and　the　sperm　function　test　in　pa－

　　　tients　with　idiopathic　male　infertility．

　　　Key　words：idiopathic　male　infertility，　Jitsu　Kyo　score，　Hochu－ekki－to
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hMGによる排卵誘発治療時の各種因子の解析：

多胎妊娠発生との関連から

　　　　　　An　Evaluation　of　Clinical　Characteristic　and　Monitored

Parameters　Associated　with　Multiple　Pregnancy　Following　Superovulation

千　石　一　雄

Kazuo　SENGOKU

吉　田　俊　明

Toshiaki　YOSHIDA

旭川医科大学産科婦人科学教室

高　岡　康　男

Yasuo　TAKAOKA

玉　手　健　一

Kenichi　TAMATE

田　熊　直　之

Naoyuki　TAKUMA

石　川　睦　男

Mutsuo　ISHIKAWA

　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Asahikawa　Medical　College，　Asahikawa　078，　Japan

　hMG排卵誘発時の多胎妊娠発生予知に関する諸因子の解析を目的として，単胎妊娠35例と多胎妊娠13

例の臨床背景，排卵誘発法に関し比較検討するとともに，超音波断層法による多胎妊娠発生予知が可能か

否かに関して検討した，

　多胎妊娠，単胎妊娠両群間で年齢，hMG投与量，投与日数には有意差は認められなかった．一方，排

卵を有する症例に比し排卵障害例で多胎発生が有意に高率に認められた（p＜0．05）．また，血中E2値は両

群間で差は認められず，超音波による卵胞数に関しても10mm以下，　l　l～14mm，15mm以上のすべての

大きさの卵胞において両群間で卵胞数に有意差は認められなかった．

　以上より，卵胞発育モニタリングによる多胎妊娠発生予知は現在のところ困難であり，多胎発生予防に

は，不妊因子を加味したhMG投与法の個別化などの必要性が示唆された．

キーワード：多胎妊娠，排卵誘発，超音波断層法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，41（2），159－163，1996）

緒　　言

　近年，ゴナドトロピン（hMG，　FSH）による排卵誘

発治療は，排卵障害症例のみならず排卵周期を有す

る機能性不妊，子宮内膜症などによる不妊症例にも

汎用されるに至っている．しかし，その副作用とし

て従来より多胎妊娠，卵巣過剰刺激症候群（OHSS）発

生頻度の増加が指摘されており，とくに近年の多胎

妊娠による未熟児，低出生体重児出産の増加は全国

的なNICUの不足問題とも関連し，社会的にも大きな

問題のひとつになってきている．一方，超音波断層

装置の飛躍的な進歩により，超音波断層法による詳

細な卵胞発育モニタリングが可能となってきている

が，発育卵胞数から多胎妊娠発生の予知が可能か否

かに関しては相反する報告が認められ，統一した見

解が得られていない．今回，当科不妊外来でゴナド

トロピン排卵誘発治療により妊娠が成立した症例を

対象とし，単胎妊娠症例と多胎妊娠症例の臨床背景

の比較検討から，多胎発生に関与する諸因子ならび

に超音波断層法により多胎発生の予知が可能か否か

に関して検討した．

対象および方法

　1992年4月より1995年3月までの期間に旭川医科

大学産婦人科不妊症外来においてhMGまたはGnRH

agonist（GnRHa）併用hMG療法により妊娠が成立した

48例を対象とした．48例中単胎例は35例，多胎は13

例で，内訳は双胎ll例，品胎1例，要胎1例である．

不妊因子は機能性不妊ll例，子宮内膜症4例，卵管

因子4例，男性因子4例，多嚢胞性卵巣（PCO）によ
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表1単胎妊娠と多胎妊娠の臨床背景

単胎 多胎

年齢

不妊期間（月）

原発性不妊

続発性不妊

hMG投与量（IU）

hMG投与日数

E2（P9／ml）

　29．5±3．7

　（22～36）

　36．8±2L8

　（5～85）

　　26

　　9
1369．3±39．0

　8．1±2．O

l866．3±llO8．2

　28．1±4．2

　（23～36）

　38．8±31．4

　（24～144）

　　11
　　　2

1288．5±126．1

　8．0±L7

1830．0±523．3

表2　hMG投与量と多胎妊娠率

hMG投与量（IU） 単胎 多月吾

平均hMG投与量（IU）
（range）

1369．3±339．0

（750～2250）

1288．5±126．1

（600～2400）

〈1000

1000～1500

＞1500

5

15

15

3（37．5％）

6（28．6％）

4（2Ll％）

る排卵障害例19例，PCO以外の排卵障害例9例であ

る（重複あり）．

　排卵誘発はhMGとしてパーゴナル⑭（帝国臓器），

FSHとしてフェルティノーム四（セローノジャパン）

を用い1日150～300単位を連日投与した．超音波断

層法により卵胞径が16mmを越えた時点でhCG（持

田製薬）10，000単位を投与した．また黄体機能賦活を

目的としhCG　10，000単位投与後隔口にhCG3000単位

を2回追加投与した．GnRHa併用hMG療法では酢酸

ブセレリン900　，u　g（スプレキュア⑭，ヘキストジャパ

ン）を月経または消退出血後1～2日目より点鼻投与

しhMGを3日目より投与するshort　protocol，または

酢酸ブセレリンを2週間程度投与し下垂体のdown

regulationを確認後hMG投与を開始するlong　protocol

のいずれかを用いた．

　卵胞径，発育卵胞数はhCG投与日の測定値とした．

妊娠の診断，胎児数の評価は超音波断層法による胎

嚢像（GS）の確認とFetal　Heart　Movement（FHM）が

観察された数により判定した．超音波断層装置は横

河RT　4800，5MHzの経膣プローブを使用した．また，

血中estradiol（E2）の測定はDainabot社製のRIAキッ

トにより測定し，変動係数はいずれも10・％未満であ

った．統計学的検討はX2，　Fisher’s　exact　testまたは

student・t－testによりp＜0．05以下を有意差ありと判定

した，

成　　績

　妊娠例48例中hMG単独による妊娠は30例，　GnRHa

併用による妊娠は18例で多胎妊娠はそれぞれ10例

（33．3・9。），3例（16．7％）に認められた．多胎妊娠の内

訳は，hMG単独療法で品胎，要胎が各々1例でその

他は双胎であった．単胎妊娠例35例，多胎妊娠例13

例の臨床的背景を表1に示した．両群問で平均母体

年齢，平均不妊期間，原発性不妊頻度，hMG投与

量，投与日数の平均値およびhCG投与日の血中E2値

に有意差は認められなかった．さらにhMG投与量別

の多胎発生頻度の検討においても，hMG投与量と多

胎発生の間に相関は認められなかった（表2）．同様

に母体年齢を25歳以下，26～30歳，31歳以上の3群

に分類した検討においても，母体年齢と多胎発生率

に相関は認められなかった（表3）．不妊因子別の多胎

発生率の検討では，PCO症例，　PCO以外の排卵障害

例の多胎妊娠率は各々36，8％（7／19），44．4％（4／9）

表3　母体年齢と多胎妊娠率

年齢 単胎 多胎　　多胎率（°f・）

　～25

26～30

31～

7

15

13

4

7

2

36．4

31．8

13．3

平均年齢　29．5±3．7　28．1±4．2

　　　　　（22～36）　　　（22～36）
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表4　不妊因子別多胎発生率

千石　他

単胎妊娠数　多胎妊娠数多胎妊娠率
　　　　　　　　　　　　　（％）

（161）33

不妊因子＊

原因不明　　あ

子宮内膜症　　4

卵管因子　　　4

男性因子　　　4

排卵障害　　　5

P．C．0 12

　　　2

　　　0

　　　0

　　　0

　　　4
（品胎1要胎1）

　　　7

18．2

0

0

0

44．4

36，8

表5排卵の有無と多胎率

＊　重複あり

排卵（＋） 排卵（一）

排卵障害　　P．C．0

症例数　　　　　20

単胎妊娠　　　　　18

多胎妊娠　　　　2

多胎妊娠率（％）10．0＊

9

5

4

44．4

19

12

7

36．8

39．3＊

表6　発育卵胞と多胎発生率

＊p＜0．05

発育卵胞 単胎 多胎

＞15㎜

ll～14㎜

＜10㎜

6」±2．8

（1～10）

2．8±1．4

（0～5）

2．7±2．0

（0～10）

6．0±2．4

（2～9）

3．5±2．5

（0～9）

2．6±2．6

（0～8）

を示し，他の原因不明不妊18．2％（2／ll），男性因

子，子宮内膜症，卵管因子09。（0／4）の多胎妊娠率

と比較し高い傾向が認められた（表4）．この成績を

排卵障害例と排卵を有する例の2群に大別し比較検

討すると多胎妊娠率はそれぞれ39．3％（11／28），10、0

％（2／20）と排卵障害を有する例で多胎発生が有意

に高率に認められた（Fisher’s　exact　test　p＝0．024，

表5）．超音波断層法による発育卵胞数と多胎発生の

検討では，単胎妊娠群と多胎妊娠群との間に15mm

以上の卵胞数，ll～14mmならびに10mm以下の卵

胞数のいずれにおいても有意差は認められなかった

（表6）．

考　　察

　排卵障害例に対するhMG療法はきわめて有効性の

高い治療法であるが，25～40％程度に多胎発生が生

じると報告されている1・2）．本邦においても多施設の

集計から平野らは235％3），倉智ら4）は205％の多胎

発生率を報告している．また近年，排卵障害例以外

の機能性不妊など排卵周期を有する不妊症例に対す

るhMGによる排卵誘発治療の有用性が報告されるよ

うになり，排卵誘発治療にともなう多胎発生増加の

問題は解決すべき重要な課題となってきている．本

研究は排卵誘発治療時の多胎妊娠予防の観点から，

hMG療法により妊娠が成立した単胎妊娠例と多胎妊

娠例の臨床的背景，治療内容を比較し，多胎発生に

関与する因子を明らかにするとともに，超音波断層

法ならびに血中E2値による卵胞モニタリングによる

多胎発生の予知が可能か否か解析を試みた．

　今回の検討では全体の多胎頻度は27．1°／。と従来の

排卵障害例で報告された結果と同様であった．単胎

妊娠群と多胎妊娠群の臨床的背景の比較においては，

母体年齢，hMG投与量，投与日数と多胎発生との間

に相関は認められなかった．また，今回の検討では

hCG投与量は全例で同量であり，多胎妊娠発生と

hCG投与量との相関に関しては不明であるが，一般

に多胎妊娠発生率とhCG投与量に相関は認められな

いとする報告が多い．一方，不妊因子に関しての検

討では，排卵障害例は排卵を有する機能性不妊，子

宮内膜症，男性因子による不妊症例に比し高い多胎

発生率を示した．従来のhMG療法による多胎発生率

に関する報告の対象は大部分が排卵障害症例であり，

排卵を有する症例のhMG療法時の多胎発生率に関す

る報告は少ない．Dodsonら5）は排卵の有無，不妊因

子の違いにより多胎発生率に相違は認められないと

報告している．一方，石原ら6）は本成績と同様，排卵

を有する症例の多胎率は8．8％と無排卵例の39％に比

し低値であると述べており，その原因として，排卵

を有する例の卵のqualityの問題をあげている．排卵

障害例では，主要な不妊要因は排卵障害であり，し

たがってhMG療法によりその障害が是正され，しか

も過排卵が誘起されることにより多胎頻度が増加す

るものと推測される．一方，排卵を有する例では卵

のqualityをはじめ，卵管における卵のpick　up，輸送

の障害，ならびに着床障害など診断不能な種々の要

因が不妊原因として複雑に関与している可能性が考

えられる．したがって，同様に過排卵を誘起した場

合でも個々の卵子の受精率，着床率の低下が推測さ

れ，このことが排卵障害症例に比し多胎率が低値を

示す一因であると推測される．

　血中E2値のモニタリングによる多胎発生予知に関

して，今回の検討では多胎群と単胎群のhCG投与日
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の血中E2値に有意差は認められなかった．　E2値の

doubling　timeが短く，指数関数的増加を示す場合，多

胎妊娠が発生しやすいとする報告を認めるが，Navot

ら7）は多胎妊娠例と単胎妊娠例の血中E2値の上昇pro－

fileは同様であり，　hCG投与日の血中E2値も両群間で

差は認められないと報告している．同様に，Ben－Nun

ら8）も胎児数と血中E2値の検討から，　E2最大値およ

びhCG投与日の血中E2値と胎児数に有意な相関は認

められないと報告している，さらに，血中E2値が排

卵に至らないと考えられる小卵胞を含めた全卵胞の

steroid産生能を反映することを考えあわせれば，現在

のところ血中E2値による多胎妊娠発生の予知は困難

であると考えられる．

　一方，超音波断層法により観察される発育卵胞に

よる多胎発生予知の可能性に関しては相反する報告

が認められる．Navotら7）は18mm以上の卵胞数と多

胎発生に相関は認められないが，15～18mmの中卵

胞数が多胎妊娠群では有意に多く，多胎発生の予知

に有用であると報告している．一方，Ben－Nunら8）は

卵胞を大きさにより10～12mm，13～15mm，16～

18　mm，19mm以上の4群に分類し胎児数との相関を

検討した結果，4群のいずれの卵胞数とも胎児数と相

関が認められず，さらにNavotら7）の成績は18mm以

一ヒの卵胞数が3個を越える場合hCG投与を控えてお

り，バイアスがかかっている可能性があると述べて

いる．本研究では，10mm以下，11～14mm，15mm

以上の卵胞数のいずれも多胎群と単胎群で差は認め

られず，また，卵胞数によりhCG投与を控えた例が

ないことからも超音波による卵胞モニタリングから

多胎妊娠発生を正確に予知することは容易ではない

ものと考えられる．Silberbergら9）は超音波上の卵胞

径15～16mmの卵胞の排卵率は37．4％，17mm以上

では70％以上が排卵すると報告している．したがっ

て，超音波によるモニタリングにより排卵卵子数の

予測は可能であるものの，排卵した卵子が受精，正

常な胚発育を示し，着床に至る過程にはさまざまな

要因の関与が考えられ，超音波による排卵卵子数か

ら，これらの諸因子を正確に評価し，その後の胚発

育ならびに着床数を予測することは困難であると考

えられ，このことが超音波法または血中E2値による

卵胞発育モニタリングによる多胎発生の予知を困難

にしている原因と推測される．

　以上より，排卵障害例のみならず排卵を有する症

日本不妊会誌　41巻2号

例に対してもhMGによる排卵誘発治療の有用性は高

いものと考えられるが，多胎妊娠発生に関しては超

音波断層法また血中E2値からの予測は困難である結

果を得た．今後多胎妊娠予防の観点からhMG投与

量，投与方法の工夫，hCG投与の回避，さらには，

不妊因子を加味した治療法の個別化の重要性が示唆

される．
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An　evaluation　of　clinical　characteristics　and　monitored　parameters　associated

　　　　　　　　　　　　　with　multiple　pregnancy　following　sllperovulation

Kazuo　Sengoku，　Yasuo　Takaoka，　Naoyuki　Takuma，　Toshiaki　Yoshida，

　　　　　　　　　　　　　　Kenichi　Tamate　and　Mutsuo　lshikawa

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Asahikawa　Medical　College，　Asahikawa　O78，　Japan

　　In　order　to　identify　clinical　characteristics　and　rnonitored　parameters　associated　with　multiple　pregnancy

after　gonadotropin　therapy，　we　compared　l　3　multiple　pregnancy　cycles（lltwins，1triplet，　l　quadruplet）

with　35　singleton　pregnancy　cycles．

　　There　were　no　significant　differences　in　age，　duration　or　amount　of　human　menopausal　gonadotropin　re－

quirements，　serum　estradiol　concentrations　or　number　and　sizes　of　follicles　on　the　day　of　human　chorionic

gonadotropin　administration　between　the　two　groups．　Regarding　with　the　causes　of　infertility，　significantly

reduced　incidence　of　multiple　pregnancy　was　observed　in　ovulatory　patients（10．0％）compared　with　in

anovulatory　patients（39．3％，　P＜0．05）．

　　This　study　suggests　that　monitoring　of　the　follicular　development　has　no　predictive　value　for　the　occur－

rence　of　a　multiple　pregnancy　and　each　patient　should　be　individually　assessed　during　gonadotropin　thera－

py，　especially　in　anovulatory　patients．

Key　words：multiple　pregnancy，　ultrasonography
「

「
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　不妊を主訴として1987年から1994年までの8年間に当院リプロダクションセンターを受診した無精子

症患者401人に主にGバンド染色法による染色体検査を行った．

　性染色体異常を57例（14．2°／。），常染色体異常を5例（1．3％），合計62例（155％）に染色体異常を認めた．

正常変異は9例（2．2％）であった．なおこの9例はすべて9番染色体の腕間逆位であった．性染色体異常

は47，XXYが47例と最も多く，ついで46，XX　Maleが4例であった．精子形成という点から考えると，46，XX

Maieとは47，XXYからAZF遺伝子を引いた状態であると推測された．常染色体異常は全例が構造異常で，

異数性のものはなかった．

キーワード：無精子症，染色体異常，46，XX男性，47，XXY，　SRY遺伝子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，41（2），164－169，1996）

緒　　言

　絶対不妊症の原因として，男性では47，XXY，女性

では45，Xによる染色体異常が多いとされている．今

回401例の無精子症患者の染色体検査を行い，無精

子症患者での染色体異常の発生頻度ならびにその病

態とくに46，XX　Maleと47，XXYとの比較について報

告する．

対象および方法

　1987年1月から1994年12月までの8年間に，不妊

を主訴として東邦大学大森病院リプロダクションセ

ンターを受診した無精子症401人を対象とした．

　染色体検査は末梢血リンパ球培養によるGバンド

染色法を行い，一部の例ではQバンド法，Cバンド法，

DYZ　IとDYZ　3プローブによるFISH法を併用した．

　精液は5日間以上禁欲の後，外来にて用手的に採

取した．精液量を測定した後，精子濃度はThoma血

球算定板を用いて測定した．

　精巣生検は局所麻酔下に陰嚢部小切開にて採取し

た精巣組織をカルノア液とホルマリン液にて固定し

hematoxylin－eosin染色とPAS染色を行った．

　精巣容積はオーキドメーターを用いて計測した．

　血清FSH，　LHはantibody　radio　immunoassay法を使

用して測定し，その正常値は4～42mlU／m1，2～32

mlU／mlとした．1988年10月からは，血清FSH，　LH

は，immunoradiometric　assayを使用して測定し，正常

値はL8～13．61U／ml，1．1～8．8　IU／mlとした．血清

testosterone（T）は，　double　antibody　radioimmunoag．　say

法を使用して測定し，正常値は3．0～8．O　ng／mlとし

た．1989年11月からはRIA　tube　sotid　phase法を使用

して測定し，正常値は2．7～10．7ng／mlとした．血清

prolactin（PRL）は，　double　antibody　radioimmunoassay

法を使用して測定し，正常値は4．4～30。O　ng／mlとし

た（なお血清PRLの測定はimmunoradiometric　assay法

に途中で変更していない）．

　統計はMacintosh　LC475にてExcel　5．0を使用して集

計し，統計用ソフトDA－Statsを使用して分析をした．

46，XX　Male群と47，XXY群との比較は，等分散の検査

を行い2群の分散が等しいとみなせるときにはStu一
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Table　l　Chromosome　abnormalities　of　401　infert量le　men　with　azoospermia

No．　of　patients Frequency

Sex　chromosomal　abnormalities

Autosomal　chromosome　abnormalities

57

5

14．2％

1．3％

　　Total　of　major　chromosome　abnormalities

Normal　variant

62

9

1　5．5％

2．2％

Table　2　Chromosome　abnormalities　of　275　infertile　men　with　non－obstructive　azoospermia

No．　of　patients Frequency

Sex　chromosomal　abnormalities

Autosomal　chromosome　abnormalities

56

3

20．4％

1．1％

　　Total　of　major　chromosome　abnormalities

NOrmal　Variant

59

4

21．5％

　1．5％

dent’s・t－testを用い，2群の分散が明らかに異なるとき

にはWelch’s・t－testを用いた．

Table　3　Sex　chromosomal　abnormalities

Karyotype No．　of　patients

結　　果

　401例の無精子症の染色体異常の発生頻度はTable　1

のように，性染色体異常が57例（14．2％），常染色体

異常が5例（1、3％），合計62例（155％）であった．正

常変異は9例（2．2％）であった．なおこの9例はすべて

9番染色体の腕間逆位であった．

　精巣組織の所見，精管精嚢造影，中間尿中精子の

有無により，閉塞性無精子症88例（先天性精管欠損

18例を含む），完全逆行性射精8例，不明30例，閉塞

性を除いた無精子症275例に分類した．

　275例の閉塞性を除いた無精子症の染色体異常の発

生頻度はTable　2のように，性染色体異常が56例（20．4

％），常染色体異常が3例（Ll％），合計59例（215％）

であった．正常変異は4例（L5％）であった．なおこ

の4例はすべて9番染色体の腕間逆位であった．

　Table　3に性染色体異常の内訳を示す，47，XXYが

43例認められたがモザイクは1例もなく，1例は9番

染色体の腕間逆位が合併したものであった．

　表現型は男性型だが，染色体の核型は女性型の

46，XX　Maleを4例認めた．その中の1例は16番染色

体の短腕の延長をともなっていた．Sex－determining

region　of　the　Y　chromosome（SRY）遺伝子が，どの染色

体上にあるのかの検索は行っていない．4例全例に精

巣生検を行ったが，2例はSertoli　ceU　only，2例はSer－

toli　cellも消失していた．　Fig．1に46，XX　Maleの精巣

組織を示した．精細管の構造は認められるが，すべ

ての精細管でgerm　cellとSertoli・cellは見られず硝子化

していた．

　Y染色体の構造異常を6例で認めたが，モザイクも

47，XXY

47，XXY，inv（9）（pllq13）

46，XX

46，XX，16p一ト

46，X，dic（Y）（pter→qll：：q11→pter）

45，X／46，X，dic（Y）

46，X，inv（Y）（pllqll）

46，X，t（Yq十；1q－）

46，X，十marker（FISH；DYZ　l－，DYZ　3十）

46，X，十marker

45，X／46，XY

42

1

3

1

2

1

1

1

1

3

1

Fig．　l　A　photograph　of　a　testicular　specimen　with

　　　46，XX　male　shows　Leydig　cells　only．　Hema－

　　　toxylin－eosin，　OM×200．

含めると3例が46，X，dic（Y）であった．　Y染色体の腕

間逆位を1例で認めたが，他院にて行われた精巣生

検の結果はmild　hypospermatogenesisであり，血清ホ

ルモン値正常，精巣容積も正常，精管精嚢造影も正
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Fig．2　The　position　of　the　pseudoautosomal　region，　the　sex－determining　region　of　the　Y　chromosome（SRY），　the

　　　azoospermic　factor　gene（AZF），　the　DYZI　probe，　and　the　DYZ3　probe　are　shown．

常で，精巣上体レベルの閉塞性無精子症と診断した．

Y染色体長腕と1番染色体長腕との相互転座を1例

認めたが，この染色体異常は性染色体と常染色体間

の転座で非常にまれな異常であった．また46，X，＋

markerでY染色体長腕のQ蛍光陽性部が陰性，　FISH

法にてDYZ　l陰性，　DYZ　3陽1生のものを1例認めた

（Fig．2にDYz　lとDYz　3プローブのY染色体上の位

置を示した）．この症例の精巣生検の結果はSertoli　cell

onlyであった，また46，X，＋markerをあと3例で認め

たが3例全例でY染色体長腕のQ蛍光陽性部が陰性

であったが，DYZ　1とDYZ　3プローブによるFISH法

は行っていない．3例とも精巣生検の結果はSertoli

cell　onlyであった．

　45，X／46，XYを1例認めたが，モザイクの割合は

8：17であった．精巣容積は右5m1，左6mlで，精

巣生検の結果はSertoli　cell　onlyであった．腹腔内の検

索は行っていない．

　Table　4に常染色体異常の内訳を示す．5例全例が

構造異常で，異数性のものはなかった．3番と14番

染色体との相互転座が1例，1番染色体の腕間逆位が

Table　4　Autosomal　chromosome　abnormalities

Karyotype No．　of　patients

46，XY，t（3；14）（pl3；ql3）

46，XY，inv（1p十q－）

46，XY，inv（9）（pllql3），inv（11）（pl4ql1）

46，XY，r（15）

46，XY，r（21）

1

1

1

1

1

h

Table　5　Clinical　and　endocrine　features　of　47，XXY　and　46，XX　Male

47，XXY＊

（n＝31）

46，XX　Male＊

　（n＝4） Significance

Age

Ej　aculative　volume（m1）

FSH（mlU／ml）

LH（mIU／m1）

PRL（ng／m1）

T（ng／ml）

Right　testis　volume（ml）

Left　testis　volume（m1）

32．9±　4．0

2．1±　1．4

45．3±18．5

18．4±　8．4

19．5±16．3

2．65±　1．23

3．2±　12

3．2±　1．2

33．3±5．0

3．7±1．9

45．4±1．2

19．1±0．3

20．1　±8．1

3．12±0．68

4．0±L2

3．5±1．0

NS†‡

P＜0．05‡

NS†‡

NS†§

NS†‡

NS†‡

NS†‡

NS†‡

＊Volumes　are　Means±S．D．

†NS，　not　significant．

‡Student’s　t－test．

§Welch’s・t－test．

Number　of　46，XX　Male’s　FSH，　LH　and　T　are　two．

冨
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1例，ll番染色体の腕間逆位が1例，ヘテロの15番

のリング染色体が1例，ヘテロの21番のリング染色

体が1例であった．

　現行法によるホルモン検査が行われていた1989年

ll月以降の31例の47，XXYの血清FSHは全例が上昇，

血清LHは27例が上昇，4例が正常，血清PRLは6例

が上昇，25例が正常，血清テストステロンは18例が

低下，13例が正常であった．テストステロン低下症

例でテストステロンの補充療法が行われた症例はな

かった．

　47，XXY群31例と46，XX　Male群4例とを比較する

と（Table　5）年齢には有意差を認めなかったが，精液

量は46，XX　Male群で有意に多かった．つぎに［flエ清

FSH，　LH，　PRL，　Tは両群間で有意差を認めなかった

（46，XX　Male群の血清FSH，　LH，　PRL，　Tについては

現行法でホルモン検査が行われていた2例のみを対

象とした）．左右の精巣容積は両群間で有意差を認め

なかった．

考　　察

今回の我々の検討では，無精子症の患者401例中，

（167）39

性染色体異常を57例（14．2°／。）に，常染色体異常を5

例（L3％）に，合計62例（155％）に染色体異常を認め

たが，その中で47，XXYが染色体異常の69．4％を占め

た．無精子症の患者の染色体異常の発生頻度（正常変

異を除く）についてTable　6のような報告1、ll）がある．

今回の結果も含めて，これらの報告をまとめてみる

と性染色体異常を14．9％，常染色体異常を1．2％，合

計16．1％に染色体異常を認めた．無精子症における

染色体異常は性染色体異常が全体の92．5％を占め，

常染色体異常はまれであった．

　つぎに無精子症患者（閉塞性を除いた）の染色体異

常の発生頻度については，今回の結果以外に近藤

ら12）の報告がある．Table　7に今回の結果を含めた閉

塞性を除いた無精子症患者における正常変異を除い

た染色体異常の発生頻度をまとめた．性染色体異常

を19．2％に，常染色体異常をLl％に，合計20．3％に

染色体異常を認めた．閉塞性を除いた無精子症の患

者では約5人に1人が染色体異常であるという結果

であった．

　Nagafuchiら13）は無精子症患者の中で，染色体には

まったく異常を認めない例の約13％にY染色体長腕

Table　6 Major　chromosome　abnormality　of　infertile　men　with　azoospermia　in　different　informative　surveys

Reporter Year Banding No．　of　Sex　chromosomal　Autosomal

Patients　abnormalities　abnormalities

Tota1

Dutrillauxi）

Chandley2）

Croquette3）

Faed4）

Kjessler5）

Laurent6）

Taillemite7）

Bourrouillou8）

Hori9）

Tachikilo）

Matsudal1）

This　study

1982

1975

1980

1979

1972

1973

1979

1985

1987

1991

1992

1995

　0／R

OIQ，c・G

　R
　OIG

　O
　O
　R／G

G（Q）

　？
　　？

　G
G（Q，c）

278

108

69

34

190

36

33

383

85

153

154

401

33（11．9％）

17（15．7％）

ll（15．9％）

2（5．9％）

39（205％）

5（13．9％）

7（21．2％）

54（14．1％）

21（24．7％）

26（17．0％）

14（9．1％）

57（14．29を））

4（1．4％）

2（1．9％）

0（0％）

0（0％）

1（0．5％）

1（2．8％）

0（0％）

5（1。3％）

2（2．4％）

2（1．3％）

2（1．3％）

5（L3％）

37（13．3％）

19（17．6％）

ll（15。99を））

2（5．9％）

40（21．1％）

5（16．7％）

7（21．2％）

59（15．4％）

23（27．1％）

28（18．3％）

16（10。4％）

62（15．5％）

Total 1，924 286（14．9％） 24（1．2％） 310（16．19jo）

Tab】e　7 Major　chromosome　abnormality　of　infertile　men　with　non－obstructive　azoospermia

in　different　informative　surveys

Reporter Year Banding No．　of　Sex　chromosomal　Autosomal

Patients　abnormalities　abnormalities

Total

Kondoh

This　study

1992

1995

G（Q）

G（Q，C）

85

275

13（15．3％）

56（20．4％）

1（1．2％）

3（1．1％）

14（165％）

59（21．5％）

Tota1 360 69（19．2％） 4（1．1％） 73（20．3％）
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上にある精子形成を支配するazoospermic　factor（AZF）

遺伝子の欠失が見られると報告しており，今後は

DNAレベルまで含めた染色体検査の必要があると考

えられた．

　46，XX　Maieを無精子症患者中4例（LO％）に認めた

が，諸外国の報告14）によると46，XX　Maleの発生頻度

は男子新生児1万7千人あたり1人であるとされお

り，本邦での前田ら15）の報告では男子新生児7，608人

中0人であった．この染色体異常では表現型は男性

であるが，染色体の核型は46，XXと女性型のもので，

本来Y染色体の短腕上にあるsex－determining　region　of

the　Y　chromosome（SRY）遺伝子16）が，　X染色体上また

は常染色体上に座位しているものである．SRY遺伝

予はpseudoautosomal　region（PAR）のすぐ横にあるた

め，PARの部分で減数分裂の時にキアズマが形成さ

れSRY遺伝子がX染色体上に移ったものが原因とし

ては最も多いとされている17’21）（Fig．2）．　SRY遺伝

子はintronlessの構造で，204個のアミノ酸によるタン

パクをコードしており，DNA－binding　motifとして作

用するHMG－boxを有している22）．精巣決定因子TDF

（Testis　Determining　Factor）は，　Y染色体上のみに存在

するのではなく，ヒトゲノム中に精巣決定因子が複

数有りSRY遺伝子は性腺決定の過程で精巣決定因子

群の機能の発現をコントロールしているとされてい

る．しかしTDF群があるだけでは精巣化されず性腺

の精巣への分化には，ホルモン（Leydig細胞による

testosterone）とホルモン様物質（Sertoli細胞による抗ミ

ュラー管物質）が必要とされている．今回の4例の

46，XX　Ma豆eは全例で萎縮しているが精巣を陰嚢内で

触知しており，性腺の精巣への分化はほぼ正常に行

われたと考えられた．しかし，精巣生検の結果は2

例がSertoli　cell　only，2例がSertoli　cel1も消失してお

り，X染色体が2本あることに加えてAZF遺伝子も

欠失している可能性が強いため精子形成が障害され

ていると推測された．Table　5のように47，XXY群と

46，XX　Male群とを比較してみると精液量は46，XX　Male

群が多いという結果であったが，他の臨床的ならび

に内分泌学的所見に有意差は認められなかった．以

上の結果より，精子形成という観点から見ると46，XX

Maleとは47，XXYからAZF遺伝子を引いた状態であ

ると推測された．
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Atsumi　Yoshida，　Kazukiyo　Miura，　Hiroshi　Hara，　Daisuke　Nishimi，

　　　　　　　　　　　　　Koichi　Nagao　and　Masafumi　Shirai

First　Department　of　Urology，　Toho　University　School　of　Medicine，　Tokyo　143，　Japan

　　The　subjects　consisted　of　401　azoospermic　males　who　visited　the　Reproduction　Center　of　Toho　Universi－

ty　Hospital　with　the　chief　compliant　of　infertility　during　the　eight－year　period　between　January　l　987　and　De－

cember　l　994．

　　Karyotyping　was　conducted　by　analysis　of　G－banding　using　the　peripheral　blood　lymphocyte　culture　tech－

nique．　Major　chromosome　abnormalities　were　observed　in　62　patients（15．5％）in　tota亘，　and　consisted　of　sex

chromosome　abnormalities　in　57　patients（14．2％）and　autosomal　chromosome　abnormalities　in　5　patients

（L3％）．　An　inversion　chromosome　9　was　observed　as　a　normal　variant　in　g　patients（2．2％）．　Among　the　sex

chromosome　abnormalities，43　cases　were　47，XXY　and　4　cases　were　46，XX　Male．　From　the　viewpoint　of

spermatogenesis，　we　surmised　that　the　46，XX　Male　had　resulted　from　the　loss　of　AZF　from　47，XXY．　All　au－

tosomal　chromosome　abnormalities　were　structurally　abnormaL

Key　words：azoospermia，　chromosome　abnormality，46，XX　Male，47，XXY，　SRY　gene
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体外受精・胚移植における子宮動脈循環と

子宮内膜の胚受容能に関する検討

Uterine　Blood　Flow　Assessed　by　Transvaginal　Color　Doppler：
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　体外受精・胚移植において着床に関する知見は十分には得られていない．本研究は，着床の成立を予知

するうえで，胚移植前の子宮動脈系血流環境がどの程度の意義を有しているのかを前方視的に明らかにす

ることを目的とした．

　対象は，形態良好な4細胞期卵を2個移植した34周期（妊娠成立群；P群13例，妊娠非成立群；NP群21例）

の体外受精・胚移植実施例であり，胚移植前日の子宮動脈上行枝のpulsatility　index（PI）を検討項目とした．

　その結果，1）P群およびNP群の子宮動脈PI値はそれぞれ，2．86±O．75および3．33±0．63であり，　P群で有

意に（p＜0．05）低値を示した．2）子宮動脈PI値が3．0未満の場合の妊娠率が75％であるのに対し，3．0を超

えた場合の妊娠率は18％であり，両群間で有意差（p〈O．01）を認めた．3）子宮動脈PI　3．0をカットオフ値

とすると，PI値が3．0を超えた場合，　sensitivity　82％，　speciHcity　75％で妊娠は成立せず，胚移植には適さ

ない子宮環境であると考えられた．

キーワード：経膣カラードプラ法，子宮動脈循環，胚受容能

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，41（2），170－173，1996）

緒　　言

　着床は，受精卵が正常な発育を遂げて胞胚期に達

した受精後6～7日目に，卵巣ホルモンの影響下で

着床準備状態にある子宮内膜上皮と接着を開始した

時に始まる．その後，胞胚は子宮内膜上皮を貫通，

問質内に侵入し，子宮壁との間に器質的な結合が成

立する．この一連の過程は，受精卵と子宮内膜の複

雑な相互作用と協調作用によって遂行されると考え

られている．

　しかし，着床現象に関する十分な知見はいまだに

得られていない．胚培養技術の進歩にともない多く
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の症例で形態良好胚が得られるようになったが，子

宮内膜の胚受容能に関する情報は皆無に等しく，生

殖医学におけるブラックボックスになっている．毎

年，膨大な数の不妊カップルがIVF－ET治療を受ける

ようになった昨今，着床率の上昇は重要な課題であ

る．患者側，医療側がともに苦心して得た受精卵の

移植の場が，はたして着床に適した子宮環境なのか

否かを事前に予知することは重要であるが，この点

に関しての十分な情報はない．胚移植の時点で，あ

る程度妊娠の成立に寄与する臨床的な因子と考えら

れているのは，現時点では，子宮内膜の厚さL2）など，

わずかなものである．

　近年，産婦人科領域に超音波カラードプラ法が導

入され，種々の生理的あるいは病態生理的現象を，

循環動態の面から解明しようとする試みがなされて

いる．生殖医学の領域にも応用されてきており，着

床現象に関連した論文も認められるようになった．本

研究は，着床の成立を予知するうえで，胚移植前の

子宮動脈循環が，どの程度の意義を有しているのか

を，前方視的に明らかにすることを目的とした．

対象および方法

1．対象

　秋田大学付属病院産婦人科において，1995年2月

から6月までにIVF－BTを行った症例のうち，形態が

良好な4細胞期卵（我々の分類3）におけるgrade　A）を

2個移植した34周期を対象とした．対象の平均年齢

は33．2歳（範囲26～36歳），1’t均不妊期間は6．2歳（範

囲1～12年）であった．37歳以降では，妊娠率が極

端に低下する3）ため，今回の検討は37歳未満の症例

に限定した．対象者には，あらかじめ本研究の趣旨

を十分説明し，同意を得た．症例の背景を表1に示

した．

2．方法

　IVF－ETは，以前に報告した方法4）によって行った．

卵巣刺激法は，主としてgonadotropin－releasing　hor－

mone　agonist（酢酸ブセレリン）とhuman　menopausal　go－

nadotropin（hMG）の併用によるlong　protocol　s）に従って

行い，hMGに対する反応不良例にはshort　protocol　5）を

採用した．hMGは，月経周期の2日目から1日150

～ 3001Uを，患者の反応に応じて連日筋肉内投与（筋

注）した．経腕超音波断層法により，最大卵胞径が18

mmに達した段階でhuman　chorionic　gonadotropin（hCG）

に切り替え，100001Uを筋注した．　hCG投与後34時

間で，経膣超音波断層法を用いて採卵を行った．採

卵から約一時間後に媒精を行い，媒精20時間後に受
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精を確認した．今回の対象症例では，媒精48時間後

に，形態が良好な4細胞期卵を2個，移植用カテー

テルを用いて子宮腔内に移植した．移植当日および7

日目に，黄体ホルモン（カプロン酸ヒドロキシプロゲ

ステロン125　mg）の筋注によるluteal　supportを行った．

　すべての対象患者に対し，胚移植16～20時間前

に，経膣超音波カラードプラ法（Aloka　SSD－2㎜およ

びAloka　UST－980P－55MHzプローベを使用）を施行し

た．両側の子宮動脈上行枝を描出し，パルスドプラ

法による血流速度波形からPulsatility　index（PI）を算出

し，左右の平均値をとって統計処理に供した．なお，

測定手技によるばらつきを回避するため，血流計測

はすべて同一検者が行った．

　胚移植から3週間後に経膣超音波断層法を行い，

子宮内に胎嚢を認めた場合に妊娠成立と判断した．

妊娠率は，妊娠成立数を対象総数で除した値とした．

　統計解析は，Mann－Whitney　U検定およびX2検定に

より行った．

結　　果

　1）対象34例中13例（38．2％）に妊娠が成立した。い

ずれも単胎であった．妊娠成立群（P群，13例）と妊

娠非成立群（NP群，21例）の胚移植前日の子宮動脈PI

は，それぞれ2．86±0．75および3．33±0．63であり，P

群で有意に（p＜O．05）低値を示した（表2）．

　2）子宮動脈のPI値によって患者を分類し，それぞ

れのPIにおける妊娠率を表3に示した．　PIが3．0未満

表1臨床的背景
年齢（歳）

不妊期間（年）

体外受精の適応

　　　卵管因子

　　　男性因子

　　　子宮内膜症

　　　原因不明

329±2．7（範囲26～36歳）

6．2±3．3（範囲1～12年）

15

6

5

8

Mean±S．D．

表2　妊娠成立群と妊娠非成立群との比較

妊娠成立群　妊娠非成立群

症例数

年齢（歳）

hMG総投与量（IU）

採卵個数

子宮動脈PI

　13

33．9±1．6

1979±464
6。7±4．2

2．86±0．75＊

　21

32．3±3」

1864±505
7．4±3．3

3．33±0．63

＊p＜0，05 Mean±S．D．
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表3　各子宮動脈PI値における妊娠率

r一宮動脈循環と胚受容能 日本不妊会誌41巻2号

子宮動脈PI値 妊娠率

2．0＜PI≦25

2．5＜P夏≦3．0

3．0〈PI≦3，5

3．5〈PI

1ゴ；糊1瀦。

謝糊口繍
＊P＜O．Ol

の場合には75％に妊娠が成立したが，3．0を超えた場

合の妊娠率は18％であり，両群問に有意差（p〈O．Ol）

を認めた．

　3）子宮動脈PI　3．0をカットオフ値とすると，　PI値が

3．0を超えた場合，sensitivity　82％，　specificity　75％で

妊娠の成立は否定的であった．

考　　察

　生殖医学が高度に発達した今もなお，着床現象に

関しては，不明な点が多い．とくにヒトにおいては

研究の制約があって，in　vitroの手法や動物実験など

に頼らざるをえないなどの事情から，その解明が遅

れている．

　Assisted　reproductive　technologyの発達にともない，

体外受精症例の多くに受精卵が得られるようになっ

たが，子宮内膜の胚受容能に関する情報は乏しい．

胚受容能を推測するうえで，ある程度有用と考えら

れている臨床レベルの情報は，子宮内膜の厚さ1・・2）な

どごくわずかなものである．しかし，最近，経膣超

音波カラードプラ法によって非侵襲的に子宮・卵巣

の血行動態を解析し，ヒトの着床現象の解明に応用

しようとする試みがなされるようになった．

　Goswamy　et　aL6）は，過去3回IVF－ETを実施したが

妊娠が成立しなかった153例について子宮動脈上行枝

の血流計測を行ったところ，その48％に黄体期中期

の子宮循環障害を認めたと報告している．Sterzik　et

al．7）は，体外受精周期においてP群12例とNP群33例

の採卵時の子宮動脈のresistance　indexを比較し，　P群

で有意に低値であったと述べている．Fujino　et　aL8）は，

73例の自然周期の子宮動脈の血流速度波形を観察し，

P群6例は，NP群67例に比べ，排卵期のPIが有意に

低値であったと報告している．

　以上のように，体外受精周期においても自然周期

においても，P群はNP群に比べ，子宮循環が良好で

あったとする報告が散見される．子宮動脈血流につ

いては，主に卵巣ホルモンである血清E2との関連に

おいて研究が進められてきた．Weiner　et　a］．9）は，子宮

動脈PI値と血清E2濃度との間には負の相関があると

述べ，Goswamy　et　aL6），　Tinkanen　et　aL　lo）もこれと類似

の成績を報告している．一方，Fujino　et　al．8），　Steer　et

aL　11）は，子宮動脈血流とE2との間にはとくに相関は

なかったと述べている．このように，子宮循環と血

清E2との関連については，まだ一定の見解は得られ

ていない．また，最近になって，着床現象には，細

胞外マトリックスや成長因子，各種のサイトカイン

などが影響を及ぼしていることが明らかにされつつ

あるが，今後，これらの因子の子宮内膜における局

在と子宮動脈循環との因果関係を解明していく必要

があろう．

　今回の我々の検討によれば，体外受精周期におい

て，胚移植前日の子宮動脈PI値が3．0未満の場合，妊

娠率が75％に達したのに対し，PI値が3．0を超える症

例での妊娠率は18％であり，両群問に有意差（p＜

0．Ol）を認めた．　Steer　et　al．Il）は，体外受精82周期にお

いて，移植直前の子宮動脈PIが3．0を超えた場合，妊

娠が成立した症例は一例もなかったと報告している．

今回の我々の成績ときわめて類似しており興味深い．

　我々の成績およびSteer　et　al．lbの成績から，体外受

精周期においては，胚移植前日あるいは直前の子宮

動脈循環の良否は着床の成立に重大な意義を有して

いるものと推察される．子宮動脈P1が3．0を超えるよ

うな循環不全の周期には，子宮内膜の胚受容能は不

良であり，移植には適さないと考えられる．個々の

症例について慎重な検討を要するが，胚移植前の子

宮動脈PI値が3．0を超えるような循環不全の周期に

は，移植を見合わせて胚を凍結保存し，循環の良好

な周期に移植を行うなどの方法も検討されるべきで

あろう．さらに，将来的には，このような症例に対

して子宮動脈循環を改善する何らかの薬剤を投与す

るなど，より積極的な治療法の確立が期待される．

子宮動脈血流速度波形の解析は，子宮内膜の胚受容

能の有力な評価法になり得ると考えられる．

文　　献

1）Gonen　Y，　Casper　RF，　Jacobson　W，　et　al．（1989）

　Endometrial　thickness　and　growth　during　ovari－

　an　stimulation：apossible　predictor　of　implantation

　in　in　vitro　fertilization．　Fertil　Steril　52：446＿450

2）Smith　B，　Porter　R，　Ahuja　K，　et　al．（1984）Ultra－

　sonic　assessment　of　endometrial　changes　in　stim－

　ulated　cycles　in　an　in　vitro　fertilization　and　ET

　programJ　In　Vitro　Ferl　Embryo　Transfer　l：233－

　238
3）Tasdemir　M，　Tasdemir　1，　Kodama　H，　et　al．（1993）

　Should　we　transfer　bad　quality　embryo　together



騨

A

平成8・年4月1日 内海　他

　　　with　good　ones　to　increase　the　number　of　embryos

　　　transferred　and　pregnancy　rate　in　turn？Jpn　J　Fer－

　　　til　Steril　38：377－380

4）児玉英也，加藤充弘，福田　淳　他（1991）秋田大

　　　学における体外受精，1988～1990年の成績．秋田

　　　医学　18：391－397

5）Frydman　R，　Forman　R，　Belaisch－Allart　J，　et　aL

　　　（1988）Comparizon　between　flare　up　and　down

　　　regulation　effects　of　lutenizing　hormone－releas－

　　　ing　hormone　agonists　in　an　in　vitro　fertilization

　　　program．　Fertil　Steril　50：471－475

6）Goswamy　RK，　Williams　G，　Steptoe　PC（1988）

　　　Decreased　uterine　perfusion－Acause　of　infer－

　　　tility，　Human　Reprod　3：955－959

7）Sterzik　K，　Grab　D，　Sasse　V，et　al．（1989）Doppler

　　　sonographic　findings　and　the　correlation　with　im－

　　　plantation　in　an　in　vitro　fertilization　program・Fer－

　　　til　Steril　52：825－828

8）Fujino　Y，　Ito　F，　Matsuoka　1，　et　al．（1993）Pul一

（173）45

　　　satility　index　of　uterine　artery　in　pregnant　and

　　　non－pregnant　women．　Human　Reprod　8；ll26－

　　　　ll28

9）Weiner　Z，　Thaler　1，　Levron　J，　et　al，（1993）As－

　　　sessment　of　ovarian　and　uterine　blood　flow　by

　　　transvaginal　color　DoPPIer　in　ovarian－stimulated

　　　women：correlation　with　number　of　follicles　and

　　　steroid　hormone　levels．　Fertil　Steril　59：743－749

10）Tinkanen　H，　Kujansuu　E，　Laippala　P（1995）The

　　　association　between　hormone　levels　and　vascular

　　　resistance　in　uterine　and　ovarian　arteries　in　spon－

　　　taneous　menstrual　cycles　一　A　Doppler　ultrasound

　　　study．　Acta　Obstet　Gynecol　Scand　74：297－301

11）Steer　CV，　Campbell　S，Tan　SL，　et　aL（1992）The

　　　　use　of　transvaginal　color　flow　imaging　after　in

　　　vitro　fertilization　to　identify　optimum　uterine　con－

　　　ditions　before　embryo　transfer．　Fertil　Steril　57：

　　　　372－376

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：1995年9月19日）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受理：1996年1月12日）

ρ

圃

　　　　　　　　　　　　　Uterine　blood　flow　assessed　by　transvaginal　color　Doppler：

A　possible　predictor　of　uterine　receptivity　in　in　vitro　fertilization　and　embryo　transfer

Tohru　Utsumi

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Nakadoori　General　Hospital，　Akita　OlO，　Japan

Hideya　Kodama，　Jun　Fukuda，　Hiroko　Karube　and　Toshinobu　Tanaka

じ
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K

暑

　　We　performed　the　study　to　clarify　the　hypothesis　that　poor　uterine　blood　flow　is　a　cause　of　failure　of　im－

plantation　of　elnbryos．

　　In　34　infertile　women　from　an　in　vitro　fertilization（IVF）program，　the　uterine　arterial　pulsatility　indices

（PI）were　measured　by　transvaginal　color　Doppler　sonography　one　day　before　embryo　transfer（ET）．

　　The　mean　PI　values（±SD）were　2．86±0．75　who　became　pregnant（n＝13）and　3、33±0．75　who　failed　to

conceive（n＝21），　respectively，　showing　a　significant　difference（p＜0．05）．　When　the　patients　were　grouped

according　to　whether　the　PI　was　low（＜3．0）or　high（≧3．0），　significantly　higher　pregnancy　rate　was　ob－

served　in　the　low　PI　group　than　in　the　high　PI　group（75％and　l　8％，respectively；p＜0．Ol）．　These　data　sup－

port　the　hypothesis　that　the　poor　uterine　blood　flow　is　a　cause　of　infertility、The　results　of　this　study　suggest

that　the　uterine　PI　value　couid　be　a　useful　parameter　to　evaluate　the　uterine　receptivity。

Key　words：transvaginal　color　Doppler，　uterine　blood　flow，　uterine　receptivity
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　我々は以前より体外受精胚移植をいかに簡便化するか考え実践してきた．すなわち，体外受精胚移植

（IVF－ET）における，排卵誘発・モニタリングの画一化，　IVF用ユニットの改良，ディスポーザブル製品，

市販品の使用などにより，一般臨床の中にIVF－ETを組み込むことが可能となった．

　この簡便化体外受精胚移植システムでの成績は，初年が対周期あたりll．1％，対胚移植14．3％，2年目

では対周期あたり16，7％，対胚移植25．0％であった．

　この結果から，この方法でのIVF－ETは，従来行われてきたIVF－ETと同等の結果が得られるものと考え

られた．今後，婦人科腫瘍や産科診療と並列して不妊症診療を行う施設での少数例IVF－ETとしても，小

規模臨床施設でのIVF－ETとしても本法でのIVF－ETで対応できるものと考える．

キーワード：体外受精・胚移植，オオサイトハンドリングチャンバー，ペントキシフィリン，精子凍結保存

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，41（2），174－177，1996）

緒　　言

　不妊症治療において，今やIVF－－ETは手技的には確

立したものとなっており，今後は従来のAIHのよう

に一般的な手技となっていくものと考えられる．し

かしIVF－ETを実施するためには，1）胚培養設備の設

営にかなりの費用を要する，2）採卵に多くの人手を

必要とする，3）排卵誘発・モニタリングに日常臨床

の時間をとられるなど，多くの問題点を有している．

我々はIVF－ETが一般臨床として広汎に行われるため

には，採卵，培養設備の改善，とくに機器の性能向

上と操作の簡易化が不可欠と考えた．これがIVF－ET
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が一般臨床に組み込まれない理由であると考え，以

前から個々の問題について考え装置の改良などを行

い報告したL2〕．すなわち，1）IVF－ETの設備費用の

軽減を計り，また設備の性能を向上させることによ

り取り扱う人による成績のばらつきを少なくした．2

）排卵誘発，モニタリングを画一化することにより日

常外来診療における繁雑さを軽減した．3）採卵は，

基本的にはひとりで可能な装置設計としたことによ

り外来診療，手術，分娩などのルーチンワークに支

障のないよう人的配置に気を遣う必要がなくなった．

このような改良を加えた装置と方法とによりIVF－ET

を行った結果，従来からの方法での成績9）と比べ同等

の成績を得たので報告する．

対　　象

　1993年2月から1994年12月までに，立川病院婦人

科において27例に対し，f分な説明のもとにIVF－ET

を行った．適応の内訳を表1にまとめた．

表11VF－ETの適応

二雄肝　　π房塑正二（塾一
　　　　　　　　　2　　5乏精子症　　　　2　卵管因子

　子宮奇形　　　　1　1精子無力症　　　7

　子宮内膜症　　　2　　　乏精子無力症　　10

　機能性不妊　　．．3　⊥　　一一一一＿．一＿　　一一

（女性，男性ともに適応がある場合はそれぞれに1ずつ

加えた）

原　他

方　　法

　IVF－ETは，　GnRHa－hMG－hCGにより排卵誘発し，

超音波下に経膣法で採卵，培養後，胚移植を実施した

が，本研究において簡易化した点を以下にまとめた．

　1）排卵誘発：GnRH　analo9（900μ9／day）を排卵誘発

前周期から用いるlong　protocolを用い，排卵誘発は初

めの5日間はPure　FSH　I501Uを，その後はhMG　I50

1Uを超音波断層検査により卵胞径23　mm以ヒの卵胞

が3個以上となるまで投与した．

　2）採卵：卵胞径23mm以上の卵胞が3個以上とな

った時点でhCG　lO，000単位を投与し，36時間後に経

膣的に採卵した．採卵時における卵検索，以後の卵，

胚操作はhandling　chamber内で行った．　HTF培養液を

使用した，

　3）前培養：採卵後は，swim－up完了までの時間を

利用して同時に吸引した血液の除去のため3回培養

液を移しながら洗浄を行った．洗浄後は，HTF培養

液に浮遊させculture　box中で管理する．
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　4）媒栢：＊目液はPercol1撹拝密度勾配法3）により運

動精子を濃縮した．男性不妊例では全例，反復実施

例の一部ではあらかじめ凍結保存しておいた精子

と新鮮精液をあわせて用いた．精子凍結保存は，前

報4”8｝に従い，洗浄濃縮精子にpentoxifyllineを添加

し，KS－ll凍結保護剤を用いる液体窒素蒸気法により

行った．解凍精子および新鮮精液は各々Percoll撹拝

密反勾配法により運動精子を濃縮し，両者をあわせ

てHTF培養液lmlの底部に静置し，約1時間swim－

upさせた．　swim－up後上清を約O．6・ml吸引し，　Haema－

cytometer（日臨）を用いて精子濃度，運動率を観察し

た．媒精は単にswim　up上清をHTF培養液で2倍に希

釈し，精子濃度調整は行わなかった．卵は卵丘細胞

の除去は行わなかった．

　5）卵培養：卵培養はCO21ncubatorを用いず，培養

ボトルに封入したdishを簡易培養槽内に静置し，約

44時間培養した．この間，卵の観察や培養液交換な

どは行わなかった．約44時間後卵割の看無，胚の形

態を実体顕微鏡下に観察し，4個を限度として胚移

植を行った．

　6）Luteal　support：採卵直後と胚移植終了後，およ

び隔日に2回オオホルミンルテウムデポー⑧（帝国臓

器）62，5mgを投与し，その翌日からデュファストン⑧

（第一一J製薬）20m9／日を投与した．

　以ヒの操作のうち，3），4），5）での，卵の取り扱

い，精予のswim－up，および媒精はhandling　chamber

（Oclo　M＆D）内で行った．また，卵培養は，　embryo　cul－

ture　box（Octo　M＆D）内で行った．　HTF培養液（GIBCO）

には，抗精子抗体がなければ患者血清を20％添加し

た．Jr】⊥清作製に際して，採血の約1時間前に抗生物

質（セフェム系抗生物質を常用量）内服させた．採血

後，血清分離フィブリン析出分離しミリポアフィル

ターで濾過しHTF培養液に添加した．いわゆる非動

化は行わなかった．

　採卵に用いる卵胞洗浄用液は，PBS培養液（GBCO）

100mlにヘパリン600単位を加え作成した．両培養液

とも，前日または遅くとも採卵3時間前までに調整

を行いCO2　lncubatorに入れて保温とGas平衡を保つ

ようにした．また，culture・box内は20　mlの蒸留水を

入れ，混合ガスを10分以ヒ吹き込んでからculture・dish

を入れることとした．

結　　果

　1993年から1994年末までの全症例数は，27例で，

表2に示すように総採卵率は96，3％，平均採卵数4

個，総妊娠率は14．8％であった．各年の症例数，妊
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表2　1993年～1994年の症例

1993年　1994年

1’1本不妊会誌41巻2号

症例数

平均年齢

施行回数

反復例

平均採卵数（個）

採卵率（％）

総採卵率（％）

卵割率（％）

　　　平均（％）

妊娠率（％）（IVFあたり）

　　　　　　（ETあたり）

総妊娠率（％）（IVFあたり）

　　　　　　（ETあたり）

　　　単胎

　　　双胎

　7

33

　9

　2

　3．3

100

88．9

ll．1

14．3

O

l

12

33

18

4

4．4

91．7

96．3

61．1

70．4

16．7

25．O

l4．8

21．1

2

1

娠率は，それぞれ9例1Ll％，18例25．0％であった．

妊娠の内訳は単胎2例，双胎2例であった．全例現

在までに出産し，胎児異常は認めなかったが2例に

前期破水（妊娠35週3日，妊娠33週4日）が見られ

た．娩出方法は，全例とも帝王切開であった．適応

は，胎児仮死，子宮内胎児発育不全，軟産道強靭な

どであった．また，卵巣過剰刺激症候群の発生は，1

例も経験せず，腹腔内出血，細菌感染なども経験し

なかった．妊娠例には，流産や絨毛性疾患は認めな

かった．媒精時の精子濃度は，平均5×10・s／dishであ

った．

考　　察

　不妊症治療において，今やIVF－－ETは手技的には確

立したものとなっており，今後は従来のAIHのよう

に一般的な手技となっていくものと考えられる．し

かしながら現在のところ，IVF－ETを行うためには，

設備にかなりの費用を必要とし，排卵誘発・採卵な

どに日常臨床の時間をとられ，また多くの人手を必

要とする．我々はこれがIVF－ETが一般臨床に組み込

まれない理由であると考え，1）IVF－・ETの設備，費用

の軽減を図り，また設備の性能を向上させることに

より取り扱う人による成績のばらつきを少なくした．

2）排卵誘発，モニタリングを画一化することにより

日常外来診療における繁雑さを軽減した．3）採卵は，

基本的にはひとりで可能な装置設計としたことによ

り人的配置に気を遣う必要がなくなった．このよう

な改良を加えた装置と方法とによりIVF．ETを行った

結果，従来からの方法での成績と比べ同等8）の成績を

得た．設備に関しては以前に報告したように1），省設

備費，省力化，簡易化が図られた．

　Estradiolその他のホルモン検索は，結果報告までに

約2日を要するため採卵を決定する指標としては用

いていないが，これまでの採卵結果から超音波検査

のみでのモニタリングで十分だと考える．また，本

院では，超音波検査を次のような時期に行っている．

すなわち，排卵誘発直前に1回（卵巣嚢腫その他の今

後の卵胞計測に支障がありそうなものの鑑別），排卵

誘発5日目，8日目，その後は隔日に卵胞計測を行

い，前述のように卵胞径が23mmを越えるまで行っ

ている．その後，hCG投与に切り替えている．

　排卵誘発には，Pure　FSHとhMGとの漸減法ではな

く，単純にPure　FSHを5日間その後はhMGを上述の

ような卵胞径となるまで続ける方法をとった．これ

も簡便化のひとつであり，採卵率，採卵数の結果か

ら現在の24時間ごとのPure　FSH，　hMG投与法では，

漸減法を取ることによる繁雑さを上回る利点はない

と考えられた．

　採卵は，全例経膣超音波ガイド下に行った．卵は，

吸引ビンに一括して採集し採卵終了後にまとめて検

索する．このため採卵は，一人で行えるようになっ

た．また，卵丘除去は行わずに媒精し，培養液の交

換や24時間後の前核確認は行わない．これらにより，

培養中の繁雑さを減らすことができた．抗生物質内

服後の血清を添加することにより，培養液中に細菌

の繁殖を見ることはなかった．精子調整はPercoll撹

拝密度勾配法とswim　up法をあわせて行い，良好な精

子回収が得られた．一般に媒精に供する精子濃度は

5～20×104／m1程度に調整されるが，本研究では，精

子濃度調整を行わず媒精した．しかし，卵分割率は

平均70．4％と従来の報告と同程度の値が得られた．

　Luteal　suportは，オオホルミンルテウムデポー②（625

mg）を体外受精直後，胚移植後および隔日に2回投

与する．その後は，デュファストン⑬20mg／dayを14

日投与した．これにより，患者の来院回数を減らす

ことができた．この方法でも上述のような結果を得

たことから，十分なLuteal　suportであると考えられた．

　以上に述べたような装置と方法で，従来報告され

ている結果s）と遜色ない結果を得たので報告した．今

後このような簡易化されたIVF－ETが，広範に行われ

ていくものと考えられる．
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Evaluation　of　symplifized　IVF－ET　systems
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Satoru　Kaneko

瞑 　　　　　　　　Depertment　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Tokyo　Dental　College　Ichikawa　General　Hospital，　Chiba　272，　Japan

Yoshifumi　Matsuda，　Sumiyuki　Akihama

Depertment　of　Biochemistry，　Meiji　College　of　Pharmacy，　Tokyo　l58Japan

L

　We　developed　new　IVF－ET　systems　to　simplify　the　procedure．　From　this　point，　we　made　a　newly　devloped

handling　chamber　unit　for　IVF－ET．　Furthremore，　simplified　our　ovarial　stimulation　methods　and　insemina－

tion　procedures　were　used．　We　have　used　this　system　for　2　years　and　get　these　outcomes，　such　as　mean　retrieved

oocytes：400cytes／case，　mean　getting　cleavage　rate：70。4％，　and　mean　pregnancy　rate（／ET）：21．1％．

　From　these　results，　we　think　this　system　is　useful　to　simplify　the　IVF－ET　procedures．

Key　words：IVF－ET，　oocyte　handring　chamber，　dry　block　culture　box，　human　sperm　cryopreservation，　pen－
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Abstract：The　aim　of　this　study　was　to　confirm　the　usefulness　of　and　expand　multiple　generational

cloning，　so－called　repeated　cycles　of　nuclear　transfer（RNT）．

　　In　vitro　matured　bovine　oocytes　were　enucleated　and　then　pa1’thenogenetically　activated．　These

oocytes　were　electrically　fused　with　blastomeres　from　morulae　whose　sex　had　been　determined　by　poly－

merase　chain　reaction（PCR）detection　of　a　male－specific　SRY　DNA　sequence。　The　in　vitro　developmental

rate（135％，120f　89）of　the　resulting　fusion　embryos（first　generation　embryos）to　the　morula　stage

was　comparable　to　that（22．1％，950f　429）of　control　oocytes　which　had　been　activated　but　not　fused，

In　each　case，　sex　of　the　examined　first　generation　clones　was　identical　to　that　of　the　donor　nuclei．　When

ablastomere　from　the　first　generation　clone（morula）was　fused　to　an　enucleated　oocyte　to　create　a　sec－

ond　generation　embryo，　the　rate　of　development　of　the　resulting　fusion　embryos　to　the　morula　stage

was　found　to　be　significantly　reduced（7。0％，30f43）．　The　sex　of　each　ofthe　second　generation　clones

tested　was　identical　to　that　of　the　intial　donor　nuclei．

　　These　findhlgs　indicate　that　PCR－lnediated　sex　detarmination　is　useful　for　predicting　the　sex　of　RNT

embryos．

Key　words：repeated　nuclear　transfer，　bovine　embryos，　PCR，　male－specific　primers，　sexing

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．FertiL　Steri1．，41（2），178－185，1996）
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Introduction

　　Recently，　successful　repeated　cycles（multiple

generations）of　nuclear　transfer（RNT）procedures

nique　uses　the　nuclear　transfer　embryo（clone）itself

as　donor　for　the　next　generation　of　cloning．　If　the

first　cloning　cycle　produces　five　embryos　of　8　cells

or　more　advanced　stages，　the　subsequent　cycles　of

recloning　can　probably　result　in　more　than　30　addi一
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tional　second　generation　clones・By　this　technique・

it　is　thus　possible　to　produce　at　once　a　large　number

of　genetically　identical，”cloned”animals，　This　tech－

nique　also　enables　acquisition　of　animals　of　defined

sex　at　once，　although　use　of　a　rapid　and　simple

method　of　sexing　of　donor　nuclei　lsrequired　before

and　after　RNT．

　　In　this　study，　we　re－examined　the　findings　of　pre－

vious　experiments　1・2）and　showed　that　l）polymerase

chain　reaction（PCR）－mediated　sex　determlnatlon　ls

useful　for　identification　of　the　sex　of　a　nuclear　trans－

fer　embryo，　and　2）bovine　embryonic　nuclei　retain

their　developmental　potentia】even　after　2　cycles　of

nuclear　transfer．

Materials　and　Methods

Source　ofEmbryos

　　Late　moru査ae（consisting　of　l6～64　cells）were

obtained　by　in　vitro　maturation（IVM），　in　vitro　fer－

tilization（IVF）and　subsequent　cultivation　as　de－

scribed　previously3）．　Briefly，　bovine　ovaries　from

Holstein　cows，　aged　3　to　l　l　years，　were　collected　at

aslaughterhQuse　and　transferred　to　the　laboratory

within　4　hours．　Follicular　oocytes　with　cumulus　ce1】s

were　aspirated　from　small　vesicular　follicles（1～5

mm　in　diameter）of　ovaries　using　a　lOml　disposable

syringe　with　an　18－gauge　needle．　They　then　under－

went　IVM　by　culture　in　droplets（400μDof　TCM－

199medium（Nissui　Pharma．　Co．，　Ltd．，　Tokyo，

Japan）［containing　25　mM　HEPES（Sigma　Chemi－

cal　Co．，　St．　Louis，　MO），　heat－inactivated　5％calf

serum（CS）（GIBCO，　Gland　Island，　NY），0．5　mM

sodium　pyruvate　and　antibiotics（100　units／ml　of

penicillin　and　l　OOμ9／ml　of　streptomycln）］in　min－

eral　oil（Squibb　and　Sons，　Inc．，　Princeton，　NJ）for

approximately　24　hours　at　39℃in　5％CO2　in　air．

These　IVM　oocytes　were　washed　twice　with　BO

medium4）containing　lOmg／ml　BSA，　then　placed　in

aO．5　ml　droplet　of　sperm　suspension（about　25

00cytes／2．5～5．0×107　sperm　cells／droplet）．　The

IVF　was　carried　out　for　5　hours　at　39℃with　the

spermatozoa　which　had　been　capacitated　in　the　pres－

ence　of　20μg／ml　heparin　and　5　mM　caffeine　after

freezing　and　thawing5）．　After　washing　with　TCM－

199，the　fertilized　embryos　were　transferred　to　TCM－

199medium　on　a　monolayer　of　cumulus　cells　which

（　179）51

had　been　prepared　by　the　method　of　Kajihara　et　aL6｝

and　cultured　for　5　days　to　late　morula　stage．

Producti・n　of　Bisected　E〃ibryos

　　Bovine　Iate　morulae　derived　from　IVMIIVF

oocytes　at　5　days　after　fertillzatlon　were　mlcrosur－

gically　bisected　with　a　single　downward　motlon　of

amicroblade　through　the　zona　pellucida（ZP）to　ob－

tain　halved　embryos，　using　the　method　of　Ushijima

et　aL7〕with　slight　modifications．　One　ha【f　of　the　em－

bryo　was　immediately　subjected　to　PCR　analysis　to

determine　whether　PCR　was　useful　for　sex　determi－

nation，　as　described　below，　and　the　other　part　was

cultured　for　24　hours　and　then　underwent　cytoge－

netic　sex　determination．　In　some　cases、　late　moru－

lae　were　bisected；one　halfof　each　such　embryo　was

tested　by　PCR　for　sex　determination，　and　the　other

was　disaggregated　into　single　blastomeres　for　nu－

clear　transplantation・

Nuclear　Transfer

　　The　nuclear　transfer　protocol　used　in　this　study

involves　enucleation　of　metaphase　II　oocytes　by　mi－

cromanipulation　and　introduction　of　donor　nuclei

by　fusion．

　　All　procedures　were　carried　out　at　room　temper－

ature（21±1℃）using　Nikon　Diaphot　microscopy

and　Narishige　micromanipulators．　The　micropipettes，

aholding　pipette．　and　a　sharpened，　beveled　pipette

required　for　enucleation　and　reconstltutlon　were

manufactured　as　described　by　Barton　et　al．8）．

　　After　an　approximately　24　hours　maturanon

period，　the　IVM　oocytes　with　cumulus　cells　were

denuded　by　gentle　pipetting　of　PBS　containing

hyaluronidase（300　U／ml；Sigma），　and　washed　three

times　in　Du垂becco「s　PBS（GIBCO）supplemented

with　20％（v／v）CS（mPBS）．　Oocyte　ZP　were　slit

along　lO～20％of　their　circumference　with　a　fine

glass　needle．　The　recipient　oocytes　were　then　placed

in　25／∠ldrops　of　manipulation　medium［mPBS十5

mg／ml　cytochalasin　B（CB）（Sigma）and　O．1μg／ml

of　colcemid（GIBCO）、　drugs　which　disrupt　mlcro－

filaments］in　mineral　o量l　for　l　5　minutes　at　39℃prior

　to　the　start　of　and　during　enucleation．　Only　oocytes

with　a　clearly　visible　first　polar　body　were　used　for

enucleation．　For　preparation　of　donor　blastomeres，

halved　embryos（consisting　of　8～20　cells）were

transferred　after　microdissection　to　mPBS　contain一
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ing　5　mg／ml　CB　for　l5minutes　before　dissociated

by　pipetting　of　individual　blastomeres．

　　　Enucleation　and　subsequent　nuclear　transfer　were

　carried　out　as　described　previousiy9・lo）．　Er】uc］eation

was　performed　by　remo　ing　40～50％of　cytoplasm

directly　below　the　polar　body　of　the　recipient　oocytes

with　an　enucleation　pipette（40　，a　m　in　diameter）．　To

confi　rm　that　the　method　of　enucleation　was　reliable，

oocytes　were　stained　with　5，a　g／ml　of　acridine　or－

ange（Wako　Pure　Chemicals　Co．，　Ltd．，　Osaka，　Japan）

for　5　minutes　at　room　temperature　and　examined　by

fluorescence　microscopy．　More　than　90％of　the　enu－

cleated　oocytes　were　devoid　of　metaphase　II　chro－

mosomes（data　not　shown）．　The　donor　blastomere

was　inserted　wlth　a　microinjection　pipette　into　the

perivitelline　space　of　the　enucleated　recipient　oocyte

through　the　slit　on　the　ZP．　The　eggs　with　inserted

blastomeres　and　intact　oocytes（control）that　had

been　incubated　in　normal　TCM－199　medium　for　25

～ 27hours　at　39℃after　isolation　from　ovaries　were

then　exposed　to　TCM－199　medium　containing　7％

ethanol　for　7　minutes　at　39℃to　induce　partheno－

genetic　activationl1）．　After　washing　three　times　with

mPBS，　they　were　cultured　fbr　at　least　l　hour　aI　39℃．

　　After　transfer　of　the　blastomeres　into　the　periv－

itelline　space　and　subsequent　parthenogenetic　acti－

vation，　lhe　two　cells　were　fused　by　electrofusion

using　a　SSH－12fusion　chamber（Shimazu，　Kyoto，

Japan）as　described　previously9）．　Those　eggs　with

Inserted　blastomeres　were　washed　in　O，3　M　sucrose

fusion　solution　containing　O．　l　mM　MgSO4　and　O．05

mM　CaCl2．　The　fusion　plane　of　an　enucleated　egg

十ablastomere　was　oriented　parallel　to　electrodes

with　alternating　current（AC；05　MHz，10V／mm）

for　about　20　seconds．　Then　direct　current（DC；75

V／mm　for　50，tt　sec）was　applied　to　the　fusion　plane

via　the　electrodes．　Orientation　and　fusjon　were　then

repeated　twice．　After　electrofusion，　the　eggs　were

incubated　for　l　hour　at　39℃in　TCM－199　medium

containing　75μg／ml　of　CB　and　then　washed　3　times

ln　mPBS・Successful　fusion　was　judged　by　the　dis－

apPearance　of　the　injected　blastomere；embryos

without　successful　fusion　remained　unfused．　These

fused　embryos（designated”first　generation　em－

bryos”）were　cultured　on　the　cumulus　cell　layer6｝in

normal　TCM－199　medium　for　5　days　up　to　the　moru一
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la　stage，　and　the　number　of　developing　embryos　was

determined．　Some　embryos　underwent　sex　determi－

nation　by　PCR．　The　resulting　developing　morulae

were　dissociated　into　single　blastomeres　to　create

fusion　embryos（designated”second　generation　em－

　bryos四）．

Transfer　of　RNT　E〃ibryos　into　Re吻ients

　　　After　the　first　and　second　generation　embryos　had

been　allowed　to　develop　into　morulae，　a　total　of　eight

morulae　randomly（Table　l）were　nonsurgically

transferred　into　the　uterlne　horns　of　3　Holstein　cows

（the　lst　to　3rd　recipient）on　Day　70r　80f　the　estrus；

two　and　three　of　the　first　generation　morulae　were

　transferred　to　the　l　st　and　2nd　recipients，　respectively

and　three　of　the　2nd　generation　morulae　to　the　3rd

reCIPIent．

Cytogenetic　Analysis

　　Embryos　were　cultured　in　the　presence　of　O．04

μg／ml　of　colcemid　for　4　hours　at　37℃．Cytogene卜

lc　analysis　was　carried　out　at　room　temperature　as

described　previouslylo）．　Briefly，　the　colcemid－treat－

ed　embryos　were　immersed　in　O．9％sodium　citrate

for　3～5minutes，　transferred　to　a　fixative（methanol：

acetic　acid：water＝3：2：1，v／v）for　O．5　minutes，

spread　out　and　fixed　on　a　grease－free　slide，　to　which

lor　2　drops　of　acetic　acid　was　then　added．　The　slides

were　stalned　with　5％Giemsa　for　6　minutes。　Sex

was　determined　by　observing　whether　two（female）

or　three（male）shortest　chromosomes　were　present

in　those　specimens　with　normal　numbers　of

metaphase　chromosomes．

Extraction　ofEmbryonic　D～VA

　　Extraction　of　DNA　from　preimplantation　bovine

embryos　was　carried　out　basically　using　the　method

of　Herr　and　Reed12＞．　After　removal　of　ZP　with　O5

％pronase　treatment，　the　embryos　were　washed　3

tim．es　with　phosphate－buffered　saline（PBS），　pH　7．4．

They　were　then　lysed　by　incubation　in　20μ10f　PBS

containing　1μg／ml　DNase　I（Sigma），10mM　MgCl2

and　5　mM　CaCl2　for　2　minutes　at　38℃．The　speci。

mens　were　next　transferred　to　a　O．5　ml　microfuge

tube　containing　lOμlof　sterilized　water　and　boiied

for　10minutes　to　inactivate　DNase　I．　They　were　then

stored　at－20℃prior　to　PCR　analysis．

PCR　Analysis

　　Gender－neutral　primers（Yl．1，5’－TCC　ACT　TTA
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TTC　CAG　GCC　TGT　CC－3’；YI．2，5’－TTG　AAT

GGA　ATG　GGA　ACG　AAT　GG－3「）corresponding

to　nucleotides　3512－3534（YLI）and　78～100

（YL2）of　the　human　Y　chromosome－specificre－

peated　DNA　family（DYZl）geneI3）were　used　as　a

control　to　detect　the　presence　of　genomic　DNA　from

bovine　cells，　since　these　primers　yield　a　l54　base－

pair（bp）PCR　product　which　can　be　detected　in　hu－

mans　only　in　malesi3－｝，　but　which　is　commonly　found

in　both　males　and　females　of　mammals　including

cattle，　pigs，　rats　and　micei4）．　Primers（MI434，5L

AAG　CGA　CCC　ATG　AAC　CCA　TTC　ATC　GTG

TGG　T－3’；MI434，5「－GAG　GCT　GAT　ACT　TAT

AAT　TCG　GGT　ATT　TCT　CTC　TGT　G－31）corre－

sponding　to　nucleotides　511～544（MI434）and　735

～ 758（MI434）of　the　male－specific　SRY　genet5・16）

on　the　bovine　Y　chromosome　were　used　to　detect

male　embryoslo・　12・　16）．　These　primers　yield　a　give　a

214bp　PCR　product．　Other　male－specific　primers

（BS－3，5’－GTG　GCT　CTA　GAC　AAT　CCC　AAA－3’；

BS－4，5’－AGC　GCC　CAT　TCT　TTG　AGG　AGG－3’）

corresponding　to　a　bovine　DNA　sequence（the　more

internal　portion　recognized　by　the　MI434〆MI435

primer　set）of　the　bovine　SRY　gene　were　also　usedio・

12）．These　primers　yield　a　lO6　bp　PCR　product．

　　For　sexing　of　bovine　embryos，　the「’dual　PCR”

method　of　lnnis　and　6elfandi7）　was　employed．　Two

sets　of　primers，　Y　L　lIYl．2　and　MI434／MI435，　were

used　for　the　first　PCR．　With　the　first　PCR，　a　suffi－

cient　amount　of　template　embryonic　DNA　corre－

sponding　to　a　region　of　the　bovine　SRY　gene　cou】d

be　produced．　For　the　second　PCR，　one　set　of　primers，

BS－3／BS－4，　was　used　for　amplification　of　a　region

of　the　bovine　SRY　gene。　The　first　arnplification　was

performed　in　50ylof　reaction　mixture　containing

lOmM　Tris－HCl，　pH　8．8，　L5　mM　MgCl2，5mM

KCI，0．1％Triton　X－100，200μM　dNTPs，50　pmol

of　each　DNA　primer，10μlof　embryonic　DNA　and

1　．25　U　of　Taq　DNA　polymerase（Wako　Pure　Chem－

icals　Co，，Ltd．）with　a　Mini　Cycler（MJ　Research，

Inc．，　Watertown，　MA）．　The　second　amplification

was　performed　in　50，u　1　of　a　reaction　mixture　whose

components　were　the　same　as　those　of　the　first　am－

plification，　except　for　the　addition　of　lOμ10f　the　so－

lution　for　first　amplification　as　a　DNA　template，

PCR　was　carried　out　as　follows：30　cycles　for　the

first　PCR　and　l5　cycles　for　the　second　PCR　with　de－

naturation（95℃，　l　minute），　annealing（54℃，　l

minute）and　extension（72℃，2．5　minutes）．　Amplト

fication　products（10，t．　1）were　subjected　to　elec－

trophoresis　on　a　4％agarose　gel。　The　amplified　se－

quences　were　identified　under　ultraviolet

illumination　after　staining　with　ethidium　bromide，

and　photographed，

Statistical　Analysis

　　The　significance　of　differences　between　experi－

mental　groups　was　determined　using　the　X2－test．

Results

Se珈9　of　Bisected　Embryos　by　PCR　and（）ytoge－

netic　Analysis

　　In　a　preliminary　experiment，　cytogenetic　analy－

sis　was　carried　out　to　determine　whether　PCR　analy－

sis　was　useful　for　detection　of　male　preimplantation

embryos．　A　total　of　g　bovine　morulae　were　bisect－

ed；one　demi－embryo　was　studied　with　PCR，　and　the

other　by　cytogenetic　analysis．　The　results　of　the　two

types　of　analysis　were　identical（4　males　and　5　fe－

males）（data　not　shown），　indicating　that　PCR　is　a　re－

Siable　technique　for　embryo　sexing．　Since　PCR

analysis　is　simpler　and　quicker　than　cytogenetic

analysis　for　embryo　sexing，　PCR　was　employed　for

sex　determination　of　RNT　embryos　in　the　following

experlments・

Sexing｛of　RNT　E〃zbryos

　　To　determine　RNT　embryos　possessed　the　phe－

notype（s）characteristic　to　the　donor　nuclei，　sexing　of

the　RNT　embryos　were　carried　out．　The　sexes　of　four

different　donor　nuclei（designated　Nos．　l　to　4）were

determined　by　PCR　of　halved　embryos　using　the

male－specific　SRY　primers；two（Nos．　l　and　3）were

found　to　be　male，　and　the　other　two（Nos．2and　4）

to　be　female，　A　typical　example　of　embryo　sexing

is　shown　in　Fig．1．All　the　embryos　subjected　to　the

first　PCR　yielded　a　l54　bp　fragment　containing　a

portion　of　the　DYZI　gene（Fig．1，first　PCR），　indi－

cating　that　no　loss　of　embryonic　DNA　had　occurred

during　the　DNA　extraction　process．　When　both　first

and　second　generation　embryos　underwent　PCR－me－

diated　sex　determination，　each　embryo　was　found　to

be　the　same　sex　as　the　initial　donor　nucleus（Fig．1，

second　PCR）．　This　indicated　that　nuclear　transfer
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Fig。　l　Sexing　of　a　single　nuclear　transfer　embryo　by　a

　　　　　dual　PCR　method　for　detection　of　male－specif－

　　　　　ic　SRY　sequence

　　Ahalved　or　whole　embryo　was　subjected　to　a　first

PCR（upper　panel）for　detection　of　embryonic　DNA．

This　PCR　yielded　a　l54　bp　product．　as　expected．　The

products　of　the　first　PCR　were重hen　subjected　to　a　sec－

ond　PCR（lower　pane1）for　detection　of　male－specific

bovine　SRY　sequence．　This　PCR　yielded　a　lO6　bp　prod－

uct．　Lane　L　demi－embryo（No．3）as　donor　for　nuclear

transfer；lane　2，　first　gerleration　whole　morula　after　re－

constitution　with　No．3　nucleus；1ane　3，　second　gellera－

tioll　whole　morula　after　reconstitution　with　first　gen－

eration　No．3　nucleus：lane　4，　demi－embryo（No．4）as　a

donor　for　nuclear　transfer；lane　5，first　generation　whole

morula　after　reconstitution　wi由No．4　nucleus：1ane　6，

second　generation　whole　morula　after　reconsti〔ution

with　first　generation　No．4　nucleus．　A　male－specific

SRY　sequence　was　observed　in　lanes　l　to　3，　but　not　in

lanes　4　to　6．　indicating　that　the　sex　of　No．3　donor　em－

bryo　is　male　and　that　of　No．4　female，
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could　be　carried　out　without　contamination　of　resid－

ual　nuclear　fragments　of　oocyte　origin，　and　suggested

that　sex　could　be　controlled　before　transfer　of　preim－－

P】antation　embryos　to　recipients．

Deye’opmental　Potential　ofRハXT　E〃ibryOS　In　Vitro

and　In　Viyo

　　We　next　examined　the　developmental　potential　of

multiply－transferred　bovine　nuclei．　Late　morulae　de－

rived　from　IVMIIVF　oocytes　were　bisected　by　mi－

cromanipulation；one　half　of　each　such　embryo　was

sexed　by　PCR，　and　the　other　was　disaggregated　into

single　cells　for　nuclear　transplantation。　In　this　ex－

periment，　a　total　of　lOmorulae　were　studied，90f

which　underwent　successful　identification　of　sex；

identification　of　the　one　remaining　morula　failed　for

unknown　reasons、　The　results　are　summarized　in

TabIe　L　Of　l　l700cytes　that　received　initial　donor

blastomeres　of　g　lines，89（76」％）were　judged　to

be　successfully　fused　eggg．　after　electrofusion．　These

fused　eggs　were　tllen　cultured　for　5　days　to　morula

stage　in　the　presence　of　cum田us　cells．　Of　89　fused

eggs　examined，　respectively　56（62．9％）and　I　2

（13．5％）developed　to　the　2－cell　and　morula　stages，

For　the　control　embryos，　which　were　derived　from

IVMIIVF，　the　in　vitro　developmental　rates　to　2－cell

and　morula　stages　were　80．7％and　23．9％，　respec－

tively，　When　the　developmental　rates　of　the　first　gen－

eration　ernbryos　and　the　control　embryos　were　com－

pared，　no　significant　difference　was　found，　though

there　was　a　tendency　for　the　developmental　poten－

tial　of　the　nuclear　transfer　embryos　to　be　reduced．

When　first　generation　nuclei　were　transferred　to　the

enucleated　oocytes，430f　54（79．6％）embryos　were

successfully　fused．　Of　the：　e　43，23（53．5％）and　3

（7．0％）developed　to　the　2－cell　and　morula　stages，

respectively．　There　was　a　significant　reduction（P＜

0．05，compared　to　contro［）in　the　rate　of　develop－

ment　of　the　second　generation　embryos　to　morula

stage．　Three　to　4　and　l　to　3　transferable　cloned　em－

bryos　were　yielded　from　a　single　donor　embryo　in

the　first　and　second　generation，　respectively．

　　When　a　total　of　8　cloned　morulae　were　nonsurgi－

cally　transferred　to　three　recipient　cows，　two　recip－

ients　became　pregnant；one　de】ivered　a　normal　calf

（derived　from　the　second　generation　clone），　but　the

other　one　aborted　fetus　at　75　days　of　gestation．　The
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Table　l Developmental　rates　of　enucleated　oocytes　which　received　nuclei　to　morula　stage

Generation　of　nuclear

　transfer　examined

　　　　No，　of　fused　embryos／

No．　of　embryos（％）2－cell　stage

　No．　of　fused　embryos

　developed　to　morula　stage

（％）　　　　　　（％）

0

1

2

　　　一／88

89／ll7（76」）

43／　54（79．6）

71（80．7）

56（62．9）

23（53．5）

22（25．0）a

l2（13．5）

3（7．0）b

sexes　of　the　delivered　calf　and　one　aborted　fetus　were

of　donor　origin，　as　expected．　These　findings　indi－

cate　that　bovine　embryonic　nuclei　retain　their　de－

velopmental　potential　even　after　RNT．

Discussion

　　In　th孟s　study，　we　showed　that　l）PCR　analysis　is

useful　for　determining　the　sex　of　preimplantation

bovine　embryos，　and　2）embryonic　nuclei　can　re－

tain　their　developmental　potential　after　RNT，　al－

though　this　potential　seems　to　be　reduced　over　the

course　of　RNT．

　　Cytogenetic　analysis　has　been　widely　employed

for　preimplantation　embryo　sexing．　However，　this

technique　requires　at　least　lOblastomeres　for　accu－

rate　evaluation　of　metaphase　chromosomes．　In　con－

trast，　only　5　blastomeres　are　required　for　sexing　by

PCR，　which　will　thus　be　particularly　useful　when　a

limited　number　of　blastomeres　are　available　for　ex－

amination．　Confirming　the　findings　of　previous　stud－

iesl2」8・19），　we　found　that　PCR　analysis　using　male－

specific　SRY　primers　yields　results　comparable　with

the　traditional　cytogenetic　analysis　for　embryo　sex－

ing．　Using　PCR，　we　showed　here　that　each　embryo

after　RNT　had　the　same　sex　as　that　of　the　initial

donor　nucleus．

　　We　found　that　l3．5％of　enucleated　bovine

oocytes　reconstituted　with　the　initial　donor　nuclei

were　able　to　develop　to　morula　stage　in　vitro．　This

rate　did　not　differ　significantly　from　that　of　control

embryos（22．1％），　suggesting　that　the　developmen－

tal　potential　of　first　generation　nuclei　was　not　re－

duced．　Similar　findings　have　already　been　obtained

for　reconstituted　bovine　embryosll）．　When　several

first　generation　morulae　were　dissociated　for　use　in

second　generation　RNT，7．0％of’oocytes　receiving

first　generation　blastomeres　developed　to　the　moru－

la　stage．　This　is　in　contrast　with　the　studies　of　Stice

Significant　difference　between　a　and　b（P〈0．05）．

and　Keeferl），　in　which　l9％of　second　generation

bovine　embryos　developed　to　morula　stage．　The　dif－

ference　between　our　survival　rates　and　those　of　Stice

and　Keefer　may　be　due　to　differences　in　manipula－

tion　procedures（i．e．，　enucleation，　transfer　of　blas－

tomere　into　recipient　oocytes　and　subsequent　elec－

trofusion），　incomplete　nuclear　repregramming　by

us，　differences　in　embryo　culture　conditions，　or　a

combination　of　all　three　of　these．

　　We　noted　that　the　developmental　potential　of

bovine　nuclei　tended　to　be　decreased　after　RNT．　For

example，22」％of　control　oocytes　developed　to

morulae，　while　only　7％of　the　second　generation

embryos　did（Table　l）。　The　frequency　of　the　pro－

duction　of　the　transferable　embryos，　cloned　from

one　donor　embryo，　showed　a　tendency　to　decrease

in　the　second　generation．　This　decrease　may　be　ex－

plained　in　part　by　alteration　of　the　cloned　nuclei，

which　often　fail　to　be　reprogrammed　to　support　nor－

mal　development　after　nuclear　transfer．　It　would　be

of　interest　to　determine　how　many　times　RNT　can

be　used　to　perform　successful　nuclear　transfer．　An

attempt　to　overcome　such　problems　has　been　made

by　treating　RNT　embryos　with　cycloheximide　and

then　the　Ca2＋＋ionophore　A2318720），　both　of　which

had　previously　been　used　for　parthenogenetic　act卜

vation　of　bovine　oocytes2・　i　i）．　Using　this　treatment，

arelatively　high　survival　rate（25％）was　obtained

for　bovine　embryos　after　the　second　cycle　of　nuclear

transfer2）．

　　Sexing　of　preimplantation　embryos　is　useful　in

the　production　of　identical　offspring　of　defined　sex

by　RNT．　In　this　study，　we　proved　that　the　PCR

method　for　detection　of　the　male－specific　SRY　se－

quence　is　reliable　and　more　useful　than　traditional

cytogenetic　analysis．　At　present，　the　RNT　technique

itself　appears　to　be　impractical　for　producing　large

numbers　of　genetically　identical　clones，　since　the
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survival　rate　of　embryos　after　RNT　is　lower　than　that

of　intact　control　embryos（Table　l），　Therefore，　fur－

ther　improvements　will　be　needed　to　increase　the

survival　rate　of　nuclear　transfer　bovine　embryos．
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反復核移植による特定の性の牛クローン作出について

　　　明治大学農学部生殖工学研究室

林　克彦，加藤孝志，坂根淳太，尾川昭三

国立小児病院研究センター細菌学研究室

　　　　　　　岩谷　誠

千葉県嶺岡牛試験場

　　牛島　仁

ヘキストジャパン医学総合研究所病態生物学研究室

　　　　　　　多田昇宏，佐藤正宏

　牛の継代核移植によるクローンの生産性を確かめるとともに，その方法の“性判定された核の反復継代移植”

によるクローニングへの適用を試みた．

　体外成熟された卵子を除核した後に，単為発生的な活性化処置を施した．これらの卵子は，あらかじめ雄特異

的（SRY）DNA塩基配列の存在をpolymerase　chain　reaction（PCR）により決定された桑実胚の割球と電気融合され

た．この融合胚（第一世代胚）の培養による発達率（12／89；135％）は活性化のみで融合処置しなかった対照卵

子の発達（95／429；22．1％）に比肩するものであった．いずれの場合も，第一世代クローンで調べた性と供与核

で調べた性は一致した．第一世代クローン（morula）からの割球を除核卵子と融合させ第二世代胚を作り出した場

合には，この融合に由来する胚の桑実胚にまで発達する割合は明らかに減少した（3／43；7．0％）．第二世代ク

ローンの各々で調べられた性は最初の供与核の性と一致した．

　以上の知見は，1）PCRを適用した性決定はRNT胚の性を予知するのに有効であり，2）選択的性の第一および

第二世代クローン牛生産の可能性を示唆している．

キーワード：継代核移植，クローン胚の性判定，雄特異的配列，クローン牛生産
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単為発生マウス胚盤胞の微細構造

Ultrastructure　of　Parthenogenetic　Mouse　Blastocysts

新潟大学農学部家畜生産学教室

　　新　村　末　雄

　　Sueo　NIIMURA
Department　of　Animal　Science，　Faculty　of　Agriculture

　　　Niigata　University，　Niigata　950－21，Japan

新潟大学大学院自然科学研究科

　　浅　見　貴　恵

　　　Takae　ASAMI

Graduate　School　of　Science　and　Technology

Niigata　University，　Niigata　950－21，Japan

　エタノールとサイトカラシンBで処置して発生させた2倍体の単為発生マウス胚盤胞の微細構造を調

べ，受精卵子から発生した胚盤胞のものと比較した．

　単為発生胚盤胞では，受精卵子から発生した胚盤胞に比べ，核小体に占める核小体糸の割合が大きいと

ともに，空胞状のクリステをもつミトコンドリアは多いが，表面の細胞ヒダ，ゴルジ装置，多胞体，自家

食胞，ミエリン像，ライソソーム様小体，リボソームおよびポリソームは少なかった．

　以上の結果から，単為発生胚盤胞では，受精卵子から発生した胚盤胞に比べ，エネルギー産生能，タン

パク合成能および養分の吸収・消化能が低いことが示唆された．

キーワード：マウス，単為発生胚盤胞，微細構造

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，41（2），186－190，1996）

緒　　言

　単為発生は，精子の侵入刺激なしに卵子が活性化

されて発生する現象で，これを人為的に引き起こす

ことは，卵母細胞の活性化の機構を解明するためや，

胚発生に及ぼす精子の役割を調べるために有用な手

段である1）．

　一方，単為発生卵子の胚盤胞までの発生速度は，

移植した場合には受精卵子と相違はないが，培養し

た場合には受精卵子よりも遅いことが確かめられて

いる1）．また，単為発生胚から産仔は得られていない

が，マウスの単為発生胚を移植すると，着床し，半

数体の胚では卵円筒期，2倍体の胚では体節を形成

し，肢芽期まで発生する2・3）．さらに，単為発生胚の

死亡率は，着床前および着床後の両者で受精して発

生した胚に比べて高い且）．このような単為発生胚の高

死亡率，体外での発生遅延および単為発生胚から生

存産仔が得られない理由として，単為発生胚には正

常な胚発生に必要な精子由来の父系ゲノムの刷り込

みが行われていないためであると考えられている4・5），

　マウスの単為発生胚の微細構造を観察して正常性

を検討したSolterら6）によると，このような胚では，

受精して発生した胚に比べ，核小体に占める核小体

糸の割合が大きいとともに，空胞状のクリステを持

つミトコンドリアは多いが，遊離リボソームが少な

く，ポリソームと粗面小胞体はみられなかったと述

べており，これら微細構造上の障害が単為発生胚の

発生を阻害している原因ではないかと考えている．一

方，マウスの単為発生胚盤胞では，核小体，ミトコ

ンドリア，リボソームおよび粗面小胞体の形態と数
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は，受精卵子から発生した胚盤胞のものと相違なか

ったという報告7）もあり，単為発生胚の微細構造の結

果には研究者によって相違がみられる．

　最近，エタノールとサイトカラシンBで処置して2

倍体の単為発生胚を作出する方法が用いられている

が8・’一　11），このような方法で単為発生させた胚盤胞の

微細構造を調べ，受精卵子から発生した胚盤胞のも

のと比較した報告はみられない．本研究は，エタノ

ー ル処置により単為発生誘起し，サイトカラシンB

処置で2倍体化して発生させたマウス胚盤胞の微細

構造を調べ，受精卵子から発生した胚盤胞のものと

比較したものである．

材料および方法

　供試動物として，ICR系の成熟雌マウス135匹を使

用した．飼育は24℃に調節した室内で行い，点灯は

午前4時から午後6時までの14時間とした．まず，

これらの雌にPMSG（セロトロピン⑭，帝国臓器）と

hCG（ゴナトロピン⑪，帝国臓器）それぞれ51Uを48

時間間隔で腹腔内に注射して過排卵を誘起し，hCG

注射後14時間に卵管から未受精卵子を採取した．

　単為発生を誘起するために，採取した未受精卵

子を，EDTA－2Na（和光純薬）を100μM含むM212）

（EDTA－M2）培養液に7．5％のエタノールを含む液に室

温で7分間，ついで，EDTA－M2培養液1ml中に5μg

のサイトカラシンB（Sigma　Chemical　Co．，　U．S．A．）を含

む液に37℃で6時間，それぞれ浸漬した．これらの

処置を施した卵子は，0．1％のピアルロニダーゼ（Sigma

Chemical・Co．）を含むEDTA－M2培養液に浸漬して卵丘

細胞を除去し，EDTA－M2培養液で，37℃でCO25％，
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空気95％の気相下で22時間培養して2細胞胚に発生

させた．2細胞胚は，Ml6培養液13）で3回洗浄した

後，M16培養液で68ないし72時間培養して胚盤胞に

発生させた，なお対照として，成熟雄と交配させた

過排卵処置雌マウスから，hCG注射後14時間に採取

した精子侵入卵子を，EDTA－M2培養液で28時間培

養して2細胞胚まで発生させ，それ以降M16培養液

で68ないし72時間培養して発生させた胚盤胞を用

いた．

　微細構造を観察するために，直径が80ないし100μm

に発生した胚盤胞を，4％グルタルアルデヒドと2％

パラホルムアルデヒドを含む0．IMリン酸緩衝液（pH

7．4）に4℃で3時間前固定した．ついで，O．1Mリン

酸緩衝液（pH　7．4）を3回交換しつつ一晩洗浄した後，

1％四酸化オスミウムを含む0．IMリン酸緩衝液（pH

7．4）に4℃で1時間後固定した．脱水はアセトン上昇

系列で行い，包埋はQuetol　812に行った．超薄切片

は，JUM－7型超ミクロトーム（日本電子）を用いて作

製し，酢酸ウランおよびクエン酸鉛で電子染色を施

した．観察と写真撮影はJEM－100B型電子顕微鏡（日

本電子）で行った．

結　　果

　マウスの未受精卵子をエタノールとサイトカラシ

ンBで処置して22時間培養したところ，88％が2細

胞胚に，さらに，これらの胚をMl6培養液に移して68

ないし72時間培養したところ，33％が胚盤胞（図1）

に発生した．一方，受精卵子を培養したところ，65

％が胚盤胞（図2）に発生した．

　マウスの単為発生胚盤胞および受精卵子から発生

Fig．　l　Aparthenogenetic　mouse　blastocyst，　Scale　indicates　55μm．

Fig．2　Amouse　blastocyst　developed　from　a　fertilized　egg．　Scale　indicates　55μm．
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した対照の胚盤胞の微細構造を観察したところ，以

下のような結果が得られた．

　細胞表面二両者の胚盤胞において，栄養膜細胞の

透明帯側には短い微絨毛が密生しており（図3），栄

養膜細胞の胚盤胞腔側と内細胞塊細胞の表面には細

胞ヒダがみられた（図4）．栄養膜細胞の胚盤胞腔側

の細胞ヒダは，対照の胚盤胞に比べ単為発生胚盤胞

日本不妊会誌41巻2号

で少なかった．また，栄養膜細胞間には閉鎖帯，接

着帯，デスモソーム，デスモソーム前駆体およびギ

ャップ結合がみられ，これら接合装置の種類と数は

両者の胚盤胞で相違なかった．

　細胞核：両者の胚盤胞で，栄養膜細胞の核は楕円

形，内細胞塊細胞の核は円形を呈しており，細胞の

ほぼ中央に位置していた（図3，5）．これらの核はへ

Fig．3

Fig．4

Fig．5

Fig．6

Fig．7

ξ、

、，H，

癌

Atrophoblast　cell　of　a　parthenogenetic　blastocyst．　Microvilli　are　observed　on　the　cell　surface　facing　zona

pellucida，　and　cisternal　rough－surfaced　endoplasmic　reticula（arrowed）are　observed　in　the　cytoplasm．　The

most　portion　of　nucleolus　is　occupied　by　nucleolonema．　Scale　indicates　1μm．

Atrophoblast　cell　of　a　control　blastocyst　developed　from　a　fertilized　egg．　A　cytoplasmic　fold　is　observed

on　the　cell　surface　facing　blastocoele，　and　a　Golgi　apparatus（starred）is　observed　in　the　cytoplasm．　Scale

indicates　lμm．

Anucleus　in　an　inner－cell－mass　cell　of　a　control　blastocyst　developed　from　a　fertilized　egg．　The　most　por－

tion　of　nucleolus　is　occupied　by　pars　amorpha．　Scale　indicates　1μm．

An　inner－cell－mass　cell　of　a　control　blastocyst　developed　from　a　fertihzed　egg．　Mitochondria　with　lamel－

Iar　cristae，　Myelin　bodies，　and　many　ribosomes　are　observed　in　the　cytoplasm．　Sca】e　indicates　lμm．

Amitochondrion　in　a　trophoblast　cell　of　a　parthenogenetic　blastocyst．　A　crista　is　vacuolated．　Scale　indi－

cates　O．3μm．
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テロクロマチンに乏しく，核小体を一個含んでいた．

核小体は核小体糸と無形部からなっていたが，核小

体糸の占める割合は対照の胚盤胞（図5）に比べ単為

発生胚盤胞（図3）で大きかった．

　細胞質小器官ニミトコンドリアは，球状あるいは

桿状を呈して細胞質全域に多数分布していた．クリ

ステは板状であったが，このようなクリステに混じ

って空胞状のクリステがみられた（図6，7）．空胞状

のクリステは対照の胚盤胞に比べ単為発生胚盤胞で

多かった．ゴルジ装置（図4）は，細胞質に少数みら

れ，両者の胚盤胞で未発達であった．数は対照の胚

盤胞に比べ単為発生胚盤胞で少なかった．粗面小胞

体（図3）は，槽状を呈して細胞質に少数みられ，両

者の胚盤胞で形態や数に相違はなかった．また，リ

ボソーム（図3，6）は，ほとんどがポリソームを形成

していたが，数は対照の胚盤胞に比べ単為発生胚盤

胞で少なかった．さらに，多胞体，自家食胞，ミエ

リン像（図6）および高電子密度のライソソーム様小

体が細胞質にみられたが，これらはいずれも対照の

胚盤胞に比べ単為発生胚盤胞で少なかった．

考　　察

　緒言で述べたように，単為発生胚の発生阻害は父

系ゲノムの刷り込みが行われていないためであると

一般に考えられている4・5）．一方，Solterら6）は，単為

発生胚では微細構造上にいくらかの障害がみられる

ことから，これらが単為発生胚の発生を阻害してい

る原因ではないかと考えている．しかし，単為発生

胚の微細構造については半数体のものについてのみ

観察が行われているとともに，得られている結果は

研究者6・7）によって異なっている．

　本実験において，2倍体の単為発生マウス胚盤胞の

微細構造を観察したところ，このような胚盤胞では，

対照の胚盤胞に比べ，核小体がほとんど核小体糸で

占められているとともに，空胞状のクリステを持つ

ミトコンドリアは多いが，細胞の表面ヒダ，リボソ

ー ム，ライソソーム様小体などは少ないことが確か

められた．単為発生胚の微細構造が受精卵子から発

生した胚のものと異なっていることは，半数体の胚

を観察したSolterら6）によっても確かめられているの

で，単為発生胚の微細構造が受精して発生した胚の

ものと相違なかったというVan　BlerkomとRunnerの

結果7）には疑問が持たれる．一方，本実験の単為発生

胚盤胞では，ポリソームと粗面小胞体も少数観察さ

れ，Solterらの結果6）と異なっていた．この相違の理

由については明らかではないが，単為発生を誘起す
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るための方法の相違によることも考えられた．すな

わち，我々はエタノールとサイトカラシンBを用いて

作出した単為発生胚を観察に用いているが，Solter

ら6）はピアルロニダーゼと低浸透圧液を用いて作出し

た単為発生胚を観察に用いている．一般に，半数体

のものに比べ2倍体の単為発生胚の方が発生能力が

高いことが知られているので2），本実験の2倍体の単

為発生胚の方が微細構造的に受精卵子から発生した

胚盤胞に似かよっていたものと思われた．なお，マ

ウスの生殖道内で自発的に活性化して発生した単為

発生胚盤胞でも，ミトコンドリアのクリステは少な

く，空胞状であったといわれているので14），単為発

生胚のミトコンドリアが空胞状のクリステを持つこ

とは間違いのないことのように思われた，また，ミ

トコンドリアの形態には遺伝的要因が関与している

ことが知られており14），単為発生胚でミトコンドリ

アのクリステが受精胚のものと異なるのは，単為発

生胚では受精による精子との遺伝的結合がなされて

いないためであることも考えられた．なお本実験の

結果から考えると，ミトコンドリア以外の細胞小器

官の形態や数の発現にも父系ゲノムが関与している

ことがうかがわれた，

　本実験の微細構造に関する結果から，単為発生胚

盤胞では，受精卵子から発生したものに比べ，エネ

ルギー産生能，タンパク合成能および養分の吸収・

消化能が低いことが推察された．しかし，単為発生

胚盤胞のこれら機能の低下が発生障害に直接関与し

ているのかどうかは明らかでないので，単為発生胚

の発生阻害については今後さらに形態学的な検討を

進める必要があると思われた．
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Ultrastructure　of　parthenogenetic　mouse　blastocysts

Sueo　Niimura 抑

Department　of　Animal　Science，　Faculty　of　Agriculture，　Niigata　University，　Niigata　950－21，Japan
，

Takae　Asami

Graduate　School　of　Science　and　Technology，　Niigata　University，　Niigata　950－21，Japan

　　The　ultrastructure　of　diploid　parthenogenetic　mouse　blastocysts　derived　from　the　oocytes　activated　and

diploidized　by　the　treatment　of　ethanol　and　cytochalasin　B　was　observed．

　　In　the　blastocysts　developed　from　fertilized　eggs，　trophoblast　cells　facing　zonae　pellucidae　were　covered

with　thickly　growing　short　microvilli，　and　the　surfaces　facing　blastocoeles　and　those　of　inner－cell－mass　cells

had　cytoplasmic　folds，　and　there　were　zonula　occludens，　zonula　adherens，　desmosome，　predesmosome　and　gap

junction　between　adjacent　trophoblast　cells．　And　the　blastocysts　had　nucleoli　consisted　of　the　pars　amorpha

and　nucleolonema，　and　mitochondria　with　lamellar　and　vacuo1飢ed　cristae，　cisternal　rough－surfaced　endo－

plasmic　reticula，　undeveloped　Golgi　apparatuses，　multivesicular　bodies，　autophagic　vacuoles，　Myelin　bod－

ies，　lysosome－like　bodies，　free　ribosomes　and　polysomes．

　　On　the　other　hand，　the　parthenogenetic　blastocysts　had　nucleoli　occupied　by　nucleolonemas　to　a　large　ex－

tent　and　many　mitochondria　with　vacuolated　cristae，　but　showed　less　cytoplasmic　folds　on　the　surface，　Golgi

apparatus，　multivesicular　bodies，　autophagic　vacuoles，　Myelin　bodies，1ysosome－1ike　bodies，　free　ribosomes，

and　polysomes，　as　compared　with　those　developed　from　fertilized　eggs．

　　From　these　results，　it　was　inferred　that　energy　production，　protein　synthesis，　and　absorption　and　ingestion

of　nutrient　were　restricted　in　parthenogenetic　blastocysts，　as　compared　with　blastocysts　developed　from　fer－

tilized　eggs．

Key　words：mouse，　parthenogenetic　blastocyst，　ultrastructure
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体外受精胚移植法におけるPrednisoloneの着床率改善効果

Improvement　of　Implantation　Rate　of　IVF－ET　by　Using　Prednisolone
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武　田　康　成

Yasunari　TAKEDA

　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Ehime　University，　School　of　Medicine，　Ehime　791－02Japan

　体外受精胚移植法（rVF－ET）の着床率改善の目的でprednisolone（PSL）による短期免疫抑制療法を施行し，

その効果を検討した．

　平成4年より3年間に当科にて胚移植を施行した138周期に対し，採卵後1日目より5日間PSL　15～60

mgを内服させ、対胚移植妊娠率，胚着床率を非投与群と比較検討した．

　PSL非投与群およびPSL　l　5，30，60　mg投与群問の，年齢，不妊期間，精子濃度，精子運動率，成熟卵

胞数採取卵数，受精分割卵数，移植胚数にはとくに有意差を認めなかったが，PSL投与群の対胚移植妊

娠率は，非投与群よりも有意に改善した．胚着床率も，PSL投与により約2倍に向上した．移植胚数別検

討では，移植胚数2個までは有意差を認めなかったが，3～4個の群で有意に対胚移植妊娠率が向上した．

なおPSL　60　mg群で13．3％に副作用が出現した．

　以上の結果より，PSL投与はIVF－ETの着床率改善に効果があると思われた．

キーワード：糖質コルチコイド，免疫抑制療法，着床，体外受精胚移植法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Ferti1．　Steril．，41（2），191－195，1996）

緒　　言

　体外受精胚移植法（IVF－ET）の妊娠率を高めること

は，不妊症治療の大きな課題のひとつであり，これ

までさまざまな試みがなされてきた．最近，黄体期

にglucocorticoid（GC）を投与して短期免疫抑制療法を

行うことにより，顕微授精法1）やrVF－ET施行患者2）の

妊娠率や胚着床率が改善したとの報告がなされた．そ

こで今回我々は，IVF－ET施行患者にGCのひとつで

あるprednisolone（PSL）をIVF－ET施行時の着床期に投

与する短期免疫抑制療法を試み，その対胚移植妊娠

率，胚着床率に与える影響について検討した．

対象および方法

　対象は平成4年1月より平成6年12月までの間に，

当科にてIVF－ETを受けた197周期のうち，胚移植を

行い得た138周期である．なお高度精子異常所見を示

す症例は対象から除外した．卵胞発育促進法は原則

としてGnRH　agonist／FSH／hMG法にて行い，主席卵

胞径が18mmを越えた時点でhCG　l　OOOO単位筋注し，

その36時間後に経膣超音波断層法にて採卵した．培

養環境は5％CO2，5％02，90％N2，37℃，100％

humidityにて行い，培養液は10％患者血清添加α一

MEMを用いた．媒精後，40時間後に正常分割胚のみ

を胚移植した．

　胚のグレード分類にはVeeck分類3）を用い，　grade　I
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プレドニゾロン

15～60mg／日

Buserelln　900μg／日

hCG
10000単位

プロゲステロン直腸坐薬100mg／日

hCG
5000単位x2

採卵日からの期間 　　　（日）　　　0　　1

図1当科におけるIVF－ETのプロトコール

5 7

およびllの胚のみを子宮内移植した．黄体期ホルモ

ン補充療法として採卵直後より経直腸プロゲステロ

ン（P4）座薬4）を100　mg／日2週間投与し，かつ胚移

植後1日および5日目にhCG　5㎜単位筋注投与を行

った（図1）．

　PSLがIVF－ETの対胚移植妊娠率，胚着床率に与え

る影響を検討するため，採卵直後に患者をcontrol群，

PSL　l　5　mg群，　PSL　30　mg群，　PSL　60　mg群に分け，そ

れぞれ採卵後1日目より5日間PSL　O，15，30，60

mg／日経口投与した，　PSL　60　mg投与群のうち一部は

3日ごとにPSLを減量していくPSL漸減法にて行っ

た，また同時にセファロスポリン系抗生物質の経口

投与を行った．PSL投与量は平成4年1月より平成6

年7月まではphase別に，平成6年8月以降はran－

damizedで行った．

　妊娠の判定は，採卵後lo日目および14日目の血中

hCG値の有意の上昇，および採卵後3～4週目の経

膣超音波断層法によるGS確認で行った．血中hCG値

の測定にはミニバイダス（ビオミリュー社）を使用し

た．すべてのデータは平均値±標準誤差（Mean±S．E．）

で表し，統計学的有意差検定はStudent’s　unpaired　t－test

またはchi－square　testにて行い，　P〈O．05をもって有意

と判定した．

表1対象患者とその内訳

当院でのIVF－ET施行患者　　197例

実施期間　　　　　平成4年1月～平成6年12月

胚移植施行患者

　平均年齢

　平均不妊期間

　平均AIH回数

　平均精子数

　平均精子運動率

　138例
32．6±O．3歳

6．8±0．3年

3．3±0．6回

90．0±5．5×106／ml

5L8±L9％

結　　果

不妊原因

　　卵管因子　74例

　　男性因子　51例

　　免疫因子　23例

子宮内膜症　31例

子宮筋腫　　12例

原因不明　　7例

　今回検討を行ったIVF－ET　138周期の平均患者年齢

は32．6±O．3歳，平均不妊期間は6．8±0．3年，平均AIH

回数は3．3±O．6回，平均精子数90．0±55×106／ml，

平均精子運動率5L8±1．99。であった（表1）。この患

者をPSL投与量の違いにより，　control群，　PSL　15mg

（Mean±S．E）

群，PSL　30　mg群，　PSL　60　mg群に分け，さらにPSL

投与群全体をall－PSL群として解析を行った．表2に

示すように，各群の症例数は21例から62例の間に分

布し，各群の年齢，不妊期間，精子濃度，精子運動

率はそれぞれ325歳前後，7年前後，90．0×106／ml前

後，50％前後であり，とくに有意差を認めなかった．

また各群の成熟卵胞数，採取卵数，受精分割卵数，

移植胚数についてもとくに有意差を認めなかった

（表3）．各群の対胚移植妊娠率は，control群が143％

（8／56）であるのに対し，PSL投与群では各群とも2g

～ 42．3％と良好な成績を示したが，症例数が少ない

こともあってPSL　l5　mg群，およびall－PSL群のみ有

意差が得られた（図2）．つぎに移植胚総数に対する

着床胚数の割合を胚着床率として算定し，各群で比

較した．Control群では移植した正常分割胚151個に
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表2control群，　PSL投与群の不妊プロフィール

PSL量
（mg／日）

症例数 年齢
（歳）

不妊期間
　（年）

精子数
（×106）

運動率
（％）

control群　　　　O

PSL　15mg群　　　　15

PSL　30　mg群　　　　30

PSL　60　mg群　　　60

all－PSL群　　　　　　15～60

56

21

31

30

82

32．6±0．5

32．4±0．7

32．2±0．8

33．6±0．7

32．7±0。4

6．3±0．5

6．9±0．7

6．9±0．6

7．6±0．5

7．1±O．3

82±7
120±21

93±10

82±11

95±8

49±3

50±4

54±4

56±4

54±2
（Mean±S．E．）

表3各群の卵胞，卵，および移植胚数の比較

卵胞数 採取卵数 受精卵数 移植胚数

contro1群

PSL　I5mg群

PSL　30　mg群

PSL　60　mg群

all．PSL群

8．1±0．7

6．0±0、7

7．7±0．8

7．0±0．7

7．0±0．4

5．7±0．4

52±0．7

5．9±0．6

5．4±0．4

5．5±0．3

2．8±0．2

25±0．3

2．9±0．4

2．4±0．3

2．6±0．2

2．8±0．2

2．5±0．3

25±0．2

2。6±0．3

2．5±0．2

（Mean±S．E）

，

，

対

胚

移

植

妊

娠

率

（％）

45

40

35

30

25

20

15

10

PSL投与量

（mg／日）

　　　（9／21）

　　　　42．3

（P＜005＞

con廿oI PS口5 PSL30 PSし60 all－PSL

　0　　　　　　　　　15　　　　　　　　30　　　　　　　　60　　　　　　15～60

図2　1VF妊娠率に与えるプレドニゾロン（PSL）の効果

対して着床胚ll個であり，胚着床率は7．3％であった

（表4）．一方，PSL　l5mg群の胚着床率は26％であり，

PSL　30　mg群では16．9％，　PSL　60　mg群では14．5％

all－PSL群では18．4％とPSL　60　mg群を除くすべての群

で有意（p＜O．05）に胚着床率改善が認められた．つぎ

に移植胚数別に対胚移植妊娠率の検討を行ったとこ

ろ，移植胚数2個までは，contro1群の対胚移植妊娠

率は23．6％，all－PSL群20．6％と，　PSL投与の効果は

認められなかった．しかし移植胚数3～4個の群で

表4　体外受精胚移植法における胚着床率に与える

　　　PSLの影響

総移植胚数着床胚数　着床率

control群

PSL　l5mg群

PSL　30　mg群

PSL　60　mg群

a11－PSL群

151

50

77

69

196

11

13

13

10

36

7．3％

26％＊

16．9％＊

145％ns
l8．4％＊

ns：not　significant　　＊：P＜0．01　vs．　control群
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表5　PSLがIVF妊娠率に与える効果に関する移植胚
　　　数別検討

日本不妊会誌　41巻2号

移植胚数 control群 a】1－PSL群

1～2イ固　　23．5％（4／17）　　20．5％（9／44）Ns

3～4｛固　　12．9％（4／31）　　51，5％（17／33）＊

ns：not　sign孟ficant ＊：P〈O．Ol　vs．　contro1群

表6　PSL投与時の副作用発生頻度

プレドニ
　　　　　症例数
ゾロン量

副作用　　　副作用

発生患者　　発生頻度

15mg

30mg
60mg

5

19

30

0

0

4a

　0％

　0％
13．3％

a　全身倦怠感2名　顔面紅潮1名　PID　l名

は，contro1群12．9°／・に対し，　all－PSL群515％と有意

に対胚移植妊娠率の改善が認められた（表5）．PSLの

副作用の有無について検討すると，PSL　I5mg群およ

びPSL　30　mg群では目立った副作用は認められなかっ

たが，pSL　60　mg群では30周期中4周期（13．3％）に副

作用と思われる症状が現れた（表6）。その内訳は投

与終了後の全身倦怠感2例，顔面紅潮1例およびPID

I例であった，

考　　察

　GCとヒトIVFの着床率向上との関係はCohenら1）

により最初に報告された．彼らはpartial　zona　dissec－

tion（PZD）を施行した患者に対して，採卵当日より4

日間GCのひとつであるmethyl　prednizolone（16mg／日）

を抗生物質とともに投与し，有意に妊娠率，胚着床

率の改善効果を認めたと報告した（妊娠率：非GC群

7％（1／14），GC群39％（7／18））（胚着床率：非GC

群7％（2／31），GC群28％（11／39））．さらにFried

ら2）は通常のIVF－ET患者に対して比較的大量のGC

（metyl　prednisone　60　mg／日）を同様に4日間投与する

ことにより，やはり有意な妊娠率（非GC群11．1％，

GC群42．39・），胚着床率（非GC群3．4％，　GC群18．9

％）の改善を報告した．

　今回の検討でも，同じGCの一種であるPSLをIVF－

ET時の黄体期早期に短期間投与する短期免疫抑制療

法により，同様に対胚移植妊娠率，胚着床率が改善

するのを確認した．投与量による効果の差を検討す

るため15　mg，30　mg，60　mgの3段階の投与群を設定

したが，1日量15mgで十分な改善効果を確認できた，

逆に，高用量投与の成績に有意差が得られなかった

のは，症例数が少ないこともあるが，phase別にPSL

投与量を増加させたため，前回妊娠できなかった重

症度の高い難治症例が高用量群に多く含まれたため

と思われる．GCが妊娠率，胚着床率改善効果を示す

理由についてはいまだその詳細は未知であるが，そ

のメカニズムについては現在いくつかの考察があげ

られる．そのひとつはGCが黄体化穎粒膜細胞からの

エストロゲンやP4の分泌を促進5）し，このP4が子宮

内膜からの何らかの免疫抑制物質の分泌に重要な役

割をになっているとする説6）である．また妊卵の着床

にはフィプロネクチンがトロホブラストと子宮との

接着に重要な働き7）をしており，GCはこのフィプロ

ネクチンの分泌を促進する．またIVFの胚移植の際

子宮内膜に炎症性変化を起こし，マクロファージそ

の他の免疫担当細胞の遊走を引き起こすが，これに

よりインターロイキンや酸素フリーラジカル，プロ

スタグランディンなどを介して着床が阻害される可

能性がある．GCはこれらの悪条件を改善し，結果と

して着床率向上をきたすとも考えられる．また今回

の検討では，移植胚数が多い場合にGCの着床率改善

効果が顕著に現れた．今回は内分泌学的検討は行っ

ていないが，多数の成熟卵胞が得られる症例では血

清ステロイドホルモンやその他の物質が生理的状態

を越えて高値となるために，何らかの着床阻害状態

が形成されるのをGCが阻止するものとも考えられる．

　一方最近相ついでGCの効果を疑問視する報告8、9）

が行われた．しかしいずれの報告も，統計学的有意

差は得られないまでも，GC投与群の妊娠率が非投与

群より優っていた，このことは，IVF－ET患者の中で，

一部の特定の条件下の症例に対してGC投与が有効で

あることを示唆している．

　実際，今回の検討でも，当院または他院にて複数

回のIVF－ETによる治療を受けても妊娠できなかった

難治性症例が，PSL投与により妊娠成立に至った事

例をいくつか経験した．このことから，どのような

不妊患者にPSLを投与すべきか，その適応条件につ

いてさらに詳細な検討を加える必要があろう．

結　　論

　PSL投与によりIVF－ETにおける対胚移植妊娠率，

胚着床率の改善効果を確認できた．PSLの投与量は1

日15mg経口投与で十分の効果があると思われた．そ

のメカニズムについてはまだ未知の部分も多く，そ

の適応については今後さらに詳細な検討が必要と思

われた．
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Improvement　of　implantation　rate　of　IVF－ET　by　using　prednisolone

Juri　Yano，　Keisuke　Fukui，　Fumiaki　Taniguchi，　Kenji　Yamanaka，

　　　　　Reiko　Hori，　Yasunari　Takeda　and　Shumpei　Matsuura

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Ehime　University，　School　of　Medicine，　Ehime　791－02，　Japan

，

　　To　investigate　the　effect　of　glucocorticoid　on　clinical　implantation　rate　in　in　vitro　fertilization　and　embryo

transfer（IVF－ET），15～60　mg／day　of　predniso亘one（PSL）was　administered　to　patients　for　4　days　in　the　early

luteal　phase　and　clinical　pregnancy　rate（PR）and　implantation　rate（IR）were　studied．　Patients（n＝138）were

divided孟nto　several　groups　as　follows：control　group（n＝56），PSL　15mg　group（n＝21），　PSL　30　mg　group

（n＝31），　PSL　60　mg　group（n＝30），　all－PSL　group（PSL　15～60　mg）（total　number＝82）．

　　There　were　no　differences　on　patientsl　infertility　profiles　among　the　groups．　Significantly　higher　PR　and　IR

were　obtained　in　most　of　PSL　treated　groups　compated　to　the　control　group（PR：control　group　14、3％vs

PSL　l5mg　group　42．3％，　all－PSL　group　32，9％，　IR：control　group　7，3％vs　PSL　l5mg　gro叩26％，all－PSL

group　l　8．4％）．

　　Futhermore，　PSL　administration　improved　PR　when　3～4instead　of　l～2embryos　were　transferred．　In

the　patients　treated　with　60　mg　of　PSL，13．3％showed　some　mild　side　effects．　In　conclusion，　PSL　might

have　some　effects　on　the　improvement　of　IR　in　IVF－ET．

Key　words：glucocorticoid，　immunosuppression，　implantation，　IVF－ET

1



日本不妊学会雑誌
第41巻第2号1996

マイクロドプラを使った精索静脈瘤に対する動脈保存高位結紮術
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　精索静脈瘤に対する高位結紮術で内精静脈が一部でも残存すると再発の危険性がある．内精動脈は保

存するべきであるが，動静脈を正確に識別することは非常に難iしい．今回9例の精索静脈瘤に対し，顕微

鏡下でマイクロドプラを使い動脈を温存する高位結紮術を試みた．

　4例は剥離終了時点まで動脈拍動が見られたが，5例は拍動が消失し動静脈の識別が困難となった．し

かしこのうち3例はマイクロドプラによって動脈波が得られたため動脈を保存することができた．最終的

に9例中7例はすべての静脈を切断し動脈を保存した．術後静脈瘤は消失し，最長3年経過しているが再

発していない．マイクロドプラを使うことにより，動脈を温存しすべての静脈を確実に結紮する手術が可

能となる．

キーワード：精索静脈瘤，高位結紮術，動脈保存，血管攣縮，マイクロドプラ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，41（2），196－199，1996）

緒　　言

　精索静脈瘤の治療は内精静脈を結紮することによ

って腎静脈の血流が精巣に逆流することを防ぎ，精

巣や陰嚢内からの血流をobturator　veinやvasal　veinな

どに迂回させることにある．伴走する内精動脈は温

存するべきであるが，動静脈を正確に識別すること

は難しいため，ともに結紮切断するPalomo法1・2）を行

ってきた．

　今回，顕微鏡下でマイクロバスキュラードプラ血

流速度測定装置を使い内精動脈を保存する高位結紮

術を試みたので報告する．

対象および方法

　対象は12歳から30歳までの精索静脈瘤9例で，主

訴は陰嚢部痛や陰嚢部腫瘤などであった．静脈瘤は

すべて左側で鈴木の分類3）でgrade　H～皿，陰嚢血流

シンチで静脈瘤を確認した症例である（表1）．

　手術方法は吸入麻酔または硬膜外麻酔で：通常の高

位結紮術と同じように左上前腸骨棘より約2横指内

側で約3cmの斜切開を加えた．内精動静脈群を後腹

膜より剥離し，1％リドカインを散布しながら手術用

顕微鏡（カール・ツァイス社製，5～20倍）下でMF20

マイクロバスキュラードプラ血流速度測定装置（EME
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表1　症例と結果
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症例 年齢 動脈保存 動脈拍動

マイクロドプラ

による動脈波

　（cm／sec．＊）

手術時間

　（min）

P

P

r

1

2

3

4

5

6

7

8

9

18

20

13

14

29

30

24

20

12

可

可

可

可

可

可

可

不可

不可

○

○

○

○

消失

消失

消失

消失

消失

○（4）

○（8）

○（一†）

○（一†）

○（一†）

○（5）

○（11）

消失（0）

消失（0）

150

120

167

156

140

177

85

160

148

レ
0確認
＊剥離終了時点での血流速度

†測定せず

ソ

図1付随するすべての静脈を切断した後に内精動脈

　　（中央三角矢印）波をマイクロドプラ（径1mm）

　　（左側矢印）で測定中の術中写真（症例7）

社製，20MHz，プローベ直径1㎜）（以下マイクロド

プラ）で動脈を確認しながら動静脈の剥離を進めた，

拍動がなくマイクロドプラでも動脈波が得られない

脈管は静脈またはリンパ管と判断し順次4－0絹糸で

結紮切断した．付随している脈管をすべて剥離した

時点で，動脈拍動が見られるか，マイクロドプラで

動脈波が得られた場合は保存した（図1）．

結　　果

　動静脈剥離前は9例とも動脈拍動が見えたが，5例

は剥離操作中に動脈拍動が消失し動静脈の識別が困

難になった．しかしこのうち3例はマイクロドプラ

t

11

？一

！

訊

き

．
1

痴

5ecm〆s．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　剥離前　　　　　　　　　剥離後　　1秒

図2　マイクロドプラで得られた動静脈剥離前後の内

　　精動脈波．剥離操作により血流速度が46cm／sec．

　　からllcm／sec．に低下した（症例7）．

で動脈波が得られたため動脈を保存できた．最終的

に9例中7例（78％）はすべての静脈を切断し動脈の

みを保存した．症例4と6は動脈が2本認められた．

動脈保存例の剥離終了時点での血流速度はピーク値

で4～11cm／sec．であった（表1）．剥離前後に血流速

度を測定した症例7では，剥離操作により動脈拍動

は消失し，血流速度も低下したが，最後まで動脈波

が得られた（図2）．手術時間は85分から177分（平均

145分）であった．術後静脈瘤は全例消失し，1年から

3年の観察期間内では静脈瘤の再発や精巣萎縮は見

られていない．

考　　察

　従来より内精動脈を保存するために顕微鏡下で高

位結紮術が行われている．しかしKassら4）は動静脈

ともに結紮した32例では1例も再発していないのに

，
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対し，動脈を保存した17例のうち2例は術後再発し

たと述べている．またGillら5｝も，内精静脈結紮後に

術中静脈造影を行ったところ24％は静脈が残存して

いたと述べている．内精静脈群は1～2本の拡張し

た静脈の他にも数本の細静脈から成っている．この

うち一部でも残存すると，いずれ側副血行路が形成

され再発の危険性がある4・6）．一方内精動脈は直径約

O．4～05　mm7・8）と細く，動脈周囲の静脈を剥離する際

に血管攣縮がおこる危険性がある．自験例でも剥離

操作中に血流速度が低下し，9例中5例は動脈拍動が

消失したが，このうち3例はマイクロドプラで動脈

波が得られたため保存できた．

　高位結紮術にドプラを併用する報告はある8・9）が，

非常に細い内精動脈の脈波を得るためには，プロー

べの先端が細く血管に直接接触させる必要がある．

この点，マイクロドプラのプローベは周囲の視野を

妨げることがなく容易に動脈波を得ることが可能で

ある．

　当科では従来から精索静脈瘤に対し動静脈をとも

に結紮するPalomo法を行ってきた．当科での男性不

妊症患者58例の術後妊娠率は55．2％で，1例も精巣

萎縮は見られなかった2）．しかし手術後も精液所見が

改善しない症例も多い．一方，高位結紮術において

内精動脈を保存することの意義は明らかにされてい

ないが，可能ならば温存するべきである．しかし一

部でも静脈を残存させたのでは再発の危険があり，す

べての静脈を確実に結紮する必要がある．内精静脈

の壁は動脈と同程度に肥厚していることが多く2），肉

眼的には動静脈の識別が困難な症例がある．このた

め，マイクロドプラを併用して高位結紮術を行った

ところ，9例中7例はすべての静脈を切断し動脈のみ

を保存することができた．しかしこの方法はPalomo

法と比べて手術時間が長くなることが最大の欠点で

ある．今後，顕微鏡下での手術に習熟することによ

って，短時間で可能になると考えている，また今回

口本不妊会誌　41巻2号

の経験から動脈攣縮を防ぐためには，動静脈を後腹

膜から剥離する距離を短くすること，動静脈群を創

外に牽引せず創内で愛護的に剥離操作を行うことが

重要であると推測された．

　顕微鏡下でマイクロバスキュラードプラを使うこ

とにより，すべての静脈を切断し動脈を保存する高

位結紮術が可能になると考えられる．
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Artery　preservation　in　high　ligation　for　varicoceles　using　microdoppler　method

Kazuo　Saito，　Takao　Kamai，　Akihiro　Nagamoto，　Kimio　Chiba　and　Makoto　Hirokawa

Department　of　Urology，　Fujisawa　City　Hospital，　Fujisawa　251，Japan

Akira　Nozaki

Nozaki　Urology　Clinic，　Kamakura　247，　Japan

High　ligation　for　varicoceles　entails　a　risk　of　postoperative　recurrence　should　a　small　portion　of　the　inter一
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nal　spermatic　vein　be　left　intacL　AIthough　it　is　best　to　preserve　the　spermatic　artery，　it　is　difficult　to　distin－

guish　the　artery　from　the　vein　accurately．　Up　until　now，　we　enployed　Palomo’s　method，　in　which　the　sper－

matic　artery　and　vein　are　severed　en　bloc。

　　Recently　we　treated　nine　cases　of　varicoceles　by　separating　the　artery　and　vein　using　the　microdoppler

method．　In　four　cases，　artery　pulsation　was　confirmed　at　the　end　of　separation，　while　in　five　cases　pulsation

disappeared　durlng　separation，　so　that　we　found　it　difficult　to　separate　the　artery　from　the　vein．　But　in　three

of　these　five　cases　the　microdoppler　detected　the　arterial　waves，　enabling　us　to　preserve　the　artery　successfully．

In　the　remaining　two　cases　we　Iigated　the　artery　because　no　arterial　waves　were　confirmed　by　the　microdoppler．

Postoperatively，　varices　have　disapPeared　in　all　nine　cases，　for　periods　of　up　to　three　years　at　the　longest・

　　It　is　our　impressiomhat　the　microdoppler　method　can　be　of　use　in　identifying　and　preserving　the　sper－

matic　artery　in　high　ligation　for　varicoceles．

Key　words：varicocele，　high　ligation，　microdoppler，　artery　preservation，　vasospasm
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Klinefelter症候群の臨床的検討

A　Clinical　Observation　of　Klinefelter’s　Syndrome
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　当院泌尿器科において1987年から1994年までの7年間にKlinefelter症候群と診断された19症例を対象

として検討した．

　主訴は男性不妊症が15例と多く，初診時の平均年齢は31．9歳．出生時の両親の年齢は父親が285±4．6

（22～34）歳，母親が25．9±4．9（21～34）歳と30歳未満での出産が多かった．身長，体重の平均は170．9cm，

60．lkg，　body　mass　indexは22．6と長身，細身は少なかった．精巣容量は全例5ml以下，精液所見は無精子

症，染色体検査では1例が47，XXY，inv（9）（pllql3）と腕間逆位を認めた他は47，XXYでありモザイク例は

なかった．内分泌検査では血清FSH，　LH値は13例が高値，　testosterone値はll例が低値であった．　LH－RH

負荷試験ではLH，　FSHはともに低反応であり，hCG負荷試験では上昇率は低値を示した．精巣生検組織

像は，精細胞の欠如，線維化，間質の肥厚，Leydig細胞の増殖を認め，　Johnsen’s・scoreは1もしくは2であ

った．治療はandrogen補充を行い，二次性徴発育，精神的効果の点では有効であったが，症例に応じて適

宜用量と投与間隔を調節する必要があると考えられた．

キーワード：Klineferter症候群，男性不妊症

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，41（2），200－204，1996）

緒　　言

　1942年にKlinefelterらDは小さい精巣，無精子症，

女性化乳房を主徴候とし，組織学的には精細管の硝

子化とLeydig細胞の増生を示す症候群を報告した．

本症は泌尿器科領域における原発性男性不妊症，と

りわけ無精子症の原因疾患においてとくに頻度の高

い疾患で一般男性の0．2％，男性不妊患者の約4～5

％，無精子症患者においては約20％と高率に認めら

れる2）．その発症機序については現在なお不明な点が

多い．我々は1987年から1994年までの7年間に経験

した19症例のKlinefelter症候群について臨床的に観察

を行い，若干の文献的検索を行ったので報告する．

対象および方法

　1987年から1994年までの7年間に浜松医科大学附

属病院泌尿器科を受診し，K】inefelter症候群と診断さ

れた症例は20例であった，そのうち尿道下裂を主訴
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とした6歳男子の1例を除いた19例を対象とした．

主訴，初診時年齢，平均不妊期間，出生時の両親の

年齢，理学的所見，精巣重量，精液所見，染色体検

査，内分泌学的検査，LH－RH試験，　hCG試験，精巣

生検組織像について検討した．肥満度は，身長と体

重からbody　mass　index（BMI）を算出して評価した．

LH－RH試験はLH－RH（LH－RH注射液タナベ⑨，田辺

製薬）100　＃g静注後，30，60，90，120分の血中LH，

FSH値で，　hCG負荷試験はヒト胎盤絨毛上皮性go－

nadotropin（Gonadotropin②，帝国臓器）1日5000単位4

日連続筋肉内注射による血中testosterone値（以下，　T）

の変動でみた．T補充療法はTestosterone－Enanthete

（Enarrnon　Depot⑪，帝国臓器）125　mg～250　mgの2～

5週間隔で筋肉内注射を原則とした．LH，　FSH，　T値

の測定はSRL社に依頼しRIA法で行った．精巣生検

組織はBouin液に固定してHE染色を行い検鏡した．

また，その量的な評価はJohnsen’s　scoreを用いた．

結　　果

　1）初診時年齢は24から36歳で平均29．9±2．7歳．

出生時の両親の年齢は父親が平均28．5±4．6歳，母親

が平均25．9±4．9歳であった（表1）．主訴は停留精巣

表1本症例19例の特徴

初診時年齢　　　31．9±2．7（27～36）歳

出生時の両親の年齢

　　　　　父親　28．5±4．6（22～36）歳

　　　　　　　30歳未満7例，30歳以上12例
　　　　　母親　25．9±4．9（21～34）歳

　　　　　　　30歳未満13例，30歳以上6例
平均不妊期間　　2．9±2．2（1～9）年

精巣容量　　　左1．6±L4m1，右1．7±1．lml

　　　　　　　　（O．5～3ml）　（0．5～3ml）

二次性徴

　　　　　恥毛　女性型14例，男性型5例

　　女性化乳房　2例

　　　　　身長　170．9±6．5（158～182．5）cm

　　　　　体重　60．1±8．7（42．0～90．0）9

　　　　　BMI　22，6±2．93（17．9～25．7）

精液検査所見　　全例，無精子症

染色体検査　　　47，XXY　　　　　　　　18例

　　　　　　　　47，XXY，inv（9）（pllql3）　1例

内分泌検査所見

　　　　　LH　45．4±27．3（8．4～104．2）mlU／ml

　　　　　FSH　47．5±21，1（6．6～87．1）mlU／ml

　Testosterone　2575±159、7（61～519）ng／ml

値は最高値の平均±標準誤差

（201）73

2例，陰茎発育不全2例，男性不妊が15例であった．

不妊期間では既婚者16例の平均は2．9±2．2年であっ

た．

　2）初診時理学的所見では女性化乳房は2例にみら

れ，身長は平均170．9±65cm（1602～182．5・cm），体

重は平均65．7±8．7kg（42～90　kg）と長身の傾向はあ

るがとくに高身長のものは認められず，指極長も2

例以外長くはなかった．BMIの平均は22、6でBMIが

30以上の高度肥満を示すものはなかった．

　精巣容量は平均が右約L6±L4　ml，左が約1．7±

L［ml，15例が石様硬と従来の身体的特徴と一致して

小さく硬い精巣であり，さらに陰茎も成長が悪かっ

た．精液所見は全例無精子症．染色体検査では18例

が47，XXY，1例に47，XXY，inv（9）（pllql3）と腕問逆位

を認めた．精巣生検組織所見では本症に特徴的な精

細管壁の肥厚，精細胞の欠如，線維化を示し，間質

も肥厚しLeydig　cel1の増殖を認め，精子は認めなかっ

た，Johnsen「s　score　countは全例1もしくは2だった．

　合併疾患としては停留精巣，糖尿病の2例の他に，

緑内障1例があった．

　内分泌検査所見では，LHが平均値では45．4　mlU／ml

と高値だが正常例も6例認めた．FSHは正常例は6

例で平均47．5mlU／mlと高値だった．　T値の平均は

257．5　ng／dlと低値であった（Normal　range：LH（2～35

mIU／ml），　FSH（2～20　mIU／ml），　T（300～850　ng／ml））．

LH－RH試験およびhCG試験の結果はLH－RH負荷試

験では，正常人において負荷後30分で最高となり，

そのとき前値に比べLHが約7～10倍，　FSHが約2倍

となるが3），本症例では血清LHが約3．7倍，　FSHが約

L5倍とLH，　FSHともにむしろ低反応であった．ま

た，hCG試験におけるTの上昇率も1．5倍と低反応で

あった．

　治療は二次性徴の発現を目的としてTの補充を行

った．Testosterone　DepOt剤を125～250　mg，　LH，　FSH，

T値を参考に2～5週間隔で適宜増減し投与した．

　なお，成人例では挙児希望者が5例ありAD（artifi－

cia1　incemination　by　donor）を依頼してたが，3例の配

偶者に妊娠が確認されている．

考　　察

　Klinefelter症候群は1942年の報告1）後，多くの症例

が報告され，その病因，病態に対する検討が加えら

れた．1959年にJocobsら4）が，胸骨骨髄細胞の検索に

より染色体構成が47，XXYであることを証明した．そ

の後モザイクの報告もなされ，現在ではKlinefelter症

候群の約9％にモザイクをみるといわれている5）．本症



74（202） Klinefelter症候群の臨床的検討 日本不妊会誌41巻2号

mlU！m1

200

150

100

50

o

・ 30 0 30 60

mlU／ml

100

90

80

70

60

50

40

3e

20

10

　　　　　　0
90　　　120　　・30　　　　0

　　　　MiD

　図lLH－RH負荷試験

30 60 90 120

min

の定義は，2個以上のX染色体と1個以上のY染色体

を同一細胞内に持ち表現型が男子である性染色体異

常とされている6）．性染色体のXの数が増えるに従

い，身体奇形率と知能障害の頻度が高くなる傾向に

ある7）．

　初診時理学的所見では，本症の一般的な特徴8）とさ

れる高身長，痩せ型，指極長が身長より長い症例は

少なく，むしろ平均的な成人男性の体型であった．

外陰部所見では陰毛は男性型が多く陰茎の発育が悪

く，精巣は，いわゆる小さくて硬いとされている9）．

この点では本検討と一一致した．

　精巣機能自体の障害は性成熟までは問題なく，顕

著になるのは性成熟が完成した後，つまり思春期以

降において血中FSHの上昇により誘発される精細管

基底膜の肥厚や変性のほか，精細管内の栄養障害も

加われば障害は一層増悪し，完全に硝子化する10）．

　また，精巣のLeydig細胞の増生はあくまでも絶対

的なものではなく実際，各症例により相違がありID

T産生能および予備能はすでに低下していることが示

唆されている12）．さらにFSHが上昇すれば精細管は

完全な硝子化を起こす13）．

　そのほかの身体的特徴として女性化乳房があるが，

この合併は20～30％といわれる諸家の報告11）に比べ

約10％と少なかった．

　以上より，今日的なKlinefelter症候群は，従来より

　Testosterone

　　ng／ml
2000
　　　國n・rmal　range

1500

1000

500

o

負荷前 負荷後

図2hCG試験

指摘されてきた高身長，やせ形体型という身体的特

徴による発見は少なく，男性不妊主訴として受診し，

精巣が小さく硬いという身体的特徴，もしくは無精

子症の原因精査のため行った染色体検査で診断され

るケースの方が多いと考えられる．
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　一般にKiinefelter症候群の染色体異常の発生機i序

は，父親の精子形成過程で減数分裂の時期に，性染

色体が不分離をおこす場合と，第一卵割の際，X染

色体上で同様な不分離がおこる場合の2つが考えら

れている13）．その不分離の原因として，母親の高年

齢，放射線被爆，慢性疾患，遺伝子異常を誘発する

ウイルスの存在，自己免疫機序の関与があげられる

が，x染色体の長腕の一定領域であるqll～q22の重

複が本性の原因であるという報告もある15）．

　内分泌所見では本症の血中LH，　FSH値は正常男性

に比べて有意に高値を示すものが多かったが，正常

値を示すものを認めた．hCG試験はLeydig細胞のア

備能検査だが，上昇率は一・般に低値もしくは無反応

で，Leydig細胞がすでに極限状態にあり，Leydig糸III

胞自身の機能的な異常が考えられる14）．これは，下

垂体は予備能を有しているが，精巣のT産生能には

余力が残っていないことを示唆している12）．

　合併症は主に停留精巣，糖尿病，緑内障があげら

れるが，布施らlDの検討によれば停留精巣は56例中

2例であった．本症候群の乳癌の発生率は0．9％と高

く，正常男性に比べ約20倍の頻度で16），女性化乳房

との関連性が考えられている．その他の悪性新生物

では慢性骨髄性白血病，Hodgikin病，非Hodgikin病

などの合併があり，発生率としてはPatil　i5｝らの報告

によれば1．9％という．悪性腫瘍以外，脳血管病変が

同年代の男性の6倍に認められ17〕，ほかに自己免疫

疾患などの合併も報告されている．

　治療法：本症候群についての造精機能に関する有

効な治療法は現時点ではないが，男性ホルモン不全

徴候に関しては外因性のテストステロン製剤の投与

により改善が認められる．

　これについて補充中のHormone値は，　LH，　FSHの

平均値は正常であったが，治療前にT値が正常であ

ったにもかかわらず治療によってLH，　FSHが上昇し

たもの，あるいは，feedbackが強すぎむしろ治療前よ

り低下してしまったものも認め，諸家の報告と一致

した3・m．前者は長期間外因性にTを投与したために

間脳一下垂体系へnegative－feedbackがかかり抑制閾値

が上がるためではないかと推測されている］8）．また

長期投与で内因性のT値が低トする原因については，

長期間，大量の外因性T投与によって，Leydig細胞

機能が障害されると考えられている18）．したがって，

治療の長期化にともない症例に応じて定期的にLH，

FSH，　Tの測定を行い漸次治療薬の用量，投与間隔を

調節する必要がある．

結　　語

（203）　75

Klinefelter症候群19症例について臨床的検討を行

った．

　1）初診時年齢は平均31．9歳，出生時の両親の年齢

は父親が平均28．5歳，母親が’r均25．9歳と高齢出産

は少なかった．主訴は男性不妊15例，’ド均不妊期間

は2．9年であった．

　2）精液所見は全例無精壬症，染色体は18例が

47，XXY，1例に47，XXY，inv（9）（ptlq13）と腕間逆位を

認めた．

　3）理学的所見においては精巣容量は全例5ml以F

と小さく硬かった．女性化乳房の合併は2例14％と

少なく，身長，体重の平均も170．9cm，60．　l　kg（BMI：

22．6）と平均的な体型であり，いわゆる長身やせ型

といわれる本症候群の今日的な特徴とは一致しなか

った．

　4）合併症は，停留精巣，糖尿病2例，緑内障1例

であった．なお糖尿病の1例は，Depot剤投’チ後のも

のであった．

　5｝内分泌検査成績ではLH，　FSHともに高値例が13

例であったが異常高値例はなく正常例も6例認めた．

T値はll例が低値，8例が正常であった．　LH－RH試

験における上昇率は，1血L清LHは約3．4倍，　FSHは約

7．4倍とLH，　FSHともにヒ昇率は低く，hCG試験にお

けるL昇率も1．5倍と低反応であった．

　6）治療は，二次性徴発現を目的として外因性Tの

補充療法を行った．同時に二次性徴発現による精神

的効果も考慮に入れた．挙児希望の5名にはAIDを

依頼し，3名の配偶者に妊娠が確認された．

　本稿の要旨は第81回口本泌尿器科学会総会におい

て発表した．
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A　clinical　observation　of　Klinefelter’s　syndrome

Hiroshi　Terada，　Yasuzoh　Yamaguchi，　Tomomi　Ushiyama，

　　　　　　　　　　Kazuo　Suzuki　and　kimio　Fujita
6

Department　of　Urology，　Hamamatsu　University　School　of　Medicine，　Hamamatsu　43　1－31，Japan

Atsushi　Tajima　and　Kazuki　Kawabe

Department　of　Urology，　Faculty　of　Medicine，　The　University　of　Tokyo，　Tokyo　113，　Japan

　Twenty　patients　with　Klinefelteゼs　syndrome　were　treated　at　the　Hamamatsu　University，　between　l　987　to

1994．Their　average　age　was　31．9（24　to　36）years　old。　Male　infertility　was　the　chief　complaint　in　I　5　patients．

Eunucohidism　and　cryptorchidism　were　observed　in　two　cases．　All　of　them　had　small　testes　and　two　had

gynecomastia（14％）．　Chromosomal　analysis　revealed　the　karyotype　of　47，XXY　in　18cases　and　one　had　a

normal　variant（47，XXY，inv（9）（pllql3））．　Serum　luteinizing　hormone（LH）and　follicle　stimulating　hor－

mone（FSH）were　high　in　l3cases　and　testosterone（T）were　significantly　low　in　l　lcases．　Intravenous　ad－

ministration　of　synthetic　LH－releasing　hormone（LH－RH，100　，u　g）provocated　increases　of　serum　FSH　levels

and　slightly　increases　of　serum　LH　in　these　patients．

　The　increased　T　levels　after　a　four　days　administration　of　human　chronic　gonadotropin（h－HCG，50001U）

was　lower　than　normal．　Suppression　ofgonadotropins　by　the　exogenous　T　Ioad　on　was　slightly　exaggerated

comparing　with　normal　adult　males．　The　substitution　of　T　with　intramuscular　injection　of　l　25～250　mg　depot

T（Testosterone　enanthete：ENARMONR　depot）once　two　to　five　weeks　gradually　decreased　of　the　LH　and

FSH　levels　to　the　nomal　range　less　within　several　weeks．

Key　words：Klinefelterls　syndrome，　male　infertility
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抗精子抗体測定スクリーニング法の検討

一 SpermCheckおよびSpermMarの比較検討

　　　Evaluation　of　the　Screening　Test　for　Antisperm　Antibody

－　A　Comparison　of　the　Usefulness　of　SpermMar　and　SpermCheck一

　　　　　芸術の森泌尿器科

　　　　斉　藤　誠　一

　　　　　Seiichi　SAITO

Art　Park　Urology，　SapPoro　OO5，Japan

抗精子抗体スクリーニング検査として，immunobead・testをキットとしたSpermCheckおよびmixed・anti－

globulin　reaction　testをキットとしたSpermMarを施行し，その精度および測定方法の簡便度を比較検討した．

　対象として，不妊症例23例，血精液症2例の精液と精漿，および精管結紮例ll例の精漿の計36例，61

検体に対し，両方法を行った．その結果，精子に対する直接法で25例中3例（12．09・）が陽性であり，その

精液所見の特徴として精子運動率の低下および精子凝集があげられた．精漿に対する間接法では36例中5

例（13．9％）が陽性であり，とくに精管結紮後長期経過している症例に認められた．

SpermCheckおよびSpermMarの測定結果の比較では両者ともに同じ結果であった．測定手技で比較する

と，SpermCheckは精子洗浄などで約20分程度を要したが，　SpermMarはスライドグラス上での混和のみで

測定可能であり，非常に簡便であった．

　以上の検討より，日常診療における外来スクリーニングとしての抗精子抗体測定は手技が簡単で迅速な

SpemmMarが有用と考えられた．

キーワード：抗精子抗体，スクリーニング，精管結紮

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J，　FertiL　SteriL，41（2），205－207，1996）

緒　　言

　原因不明の男性不妊症例の約10％1）に，また精管

結紮再開例の約50％2）に抗精子抗体が陽性であり，

妊娠成立に苦慮することより，その測定方法，とく

にスクリーニング法の確立が急がれている．数々の

方法が考案され，試みられているが，正確性および

簡便性がスクリーニングとして要求される．今回の

検討では，比較的手技が簡単であり，測定結果も評

価の得られているimmunobead　testをキット化した

Spe㎜Check　3）およびmixed　antiglobulin　reaction　testを

キット化したSperrnMar　4）を行い，比較検討を行った．

対　　象

　測定対象は，過去3年間に当施設を受診した不妊

を主訴とする無精子症以外の症例が23例である．こ

れら症例に合併する異常所見としては，精索静脈瘤

が8例（34．8％），精液中に100XlO6個以上の白血球

を認める感染症例が12例（52，2％），精巣外傷の既往

が1例（4．3％），停留精巣の手術既往が1例（4．3％），

精巣腫瘍の手術既往が1例（4．3％），精管結紮再開後

1例（4．3％）が存在する（重複例あり）．その他に前立

腺炎を原因とした血精液症2例，精管結紮例11例を

対象とした．したがって測定材料は精液25検体，精

漿36検体であった．なお，あくまでスクリーニング

を目的とした検討であるため，今回は血清の測定は

行っていない．

　不妊を主訴とした症例の精液所見は，WHO基準

で，乏精子症4例，精子運動率低下例7例，正常精

液所見12例であった．なお，正常精液所見でも，不

妊を主訴としているため，原因不明の不妊症として

測定対象に供した．また，これら症例のうちで，部
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位を問わず，…箇所でも精了凝集のみられた症例は5

例であり，これらを精一f凝集陽性として検討した．

方　　法

　精液検査は北里サプライ製精子測定チャンバーSP

ACE　Gを使用し，最低2回の測定を行い，平均を用

いた．抗精イ抗体測定にはBiorad製Spen皿Check　assay

およびFertipro製SpermMarを使用した．

　直接法の場合，Spe㎜Checkの方法は精液を2倍量

のbufferで混和後500G，5分間の遠心分離による洗浄

を31rllほど行い，スライドグラスーヒでラテックスビ

ー ズ試栗と反応させ，鏡検する．SpermMarはスライ

ドグラスーLでウサギ抗ヒトIgG－Fc抗血清とIgG　coated

ラテックスビーズの試薬を混和し，鏡検する．

　間接法の場合，両者ともに，サンプルを非働化処

理し，洗浄した抗精子抗体陰性精一J’一と37℃，30分間

インキュベートする．Spe㎜Checkはさらに3回の洗

浄を行い，試薬と反応させて鏡検する．Spe㎜Marは

洗浄なしに試薬と混合して鏡検する．

　測定結果は40％以一ヒの運動精子にビーズが付着し

ている場合を陽性とした．

結　　果

　測定結果（表1）では，不妊症例およびit［L精液症25

例の精子を対象とした直接法で3例G2．0％）が陽性

であった．この25例に精管結紮例ll例を加えた精漿

計36例を対象とした間接法の結果では5例（13．9　90）

が陽性であった．SpemlCheckおよびspem1Marは直接

表1測定結果

lI本不妊会誌　41巻2号

法および間接法で一致した結果であった．

　不妊症例の抗精」t一抗体陽性3例の結果（表2）では

3例ともに精子凝集および精子運動率の低ドを認め

た．なお，28歳の症例は停留精巣で手術の既往があ

り，47歳の症例は精管結紮再開後の症例であった．

　精管結紮例精漿中の抗精子抗体陽性例2例は，結

紮期間は9年と14年であった．他の陰性例9例は2

週間から3年と比較的短期間であった．

直接法（25例） immunobead　test（lgG．　A，　M）

陰性 陽性 吾

MAR　test　陰性　　　22　　　0

（IgG，　A）　　陽性　　　0　　　3

22

3

計 22 3 25

間接法（35例） Immunobead　teg．　t（lgG，　A，　M）

陰性 陽性

0

5

計

MAR　test　陰性

（IgG，　A）　　陽性

30

0

30

5

計 39 5 35

表2不妊症例における抗精子抗体陽性例

考　　察

年齢 精了数　　運動率　感染の有無　凝集

28　　　　8×IO6／ml　　25％

33　　10×106／m1　39％

47　　62×106／ml　42％

十

十

十

十

十

　社会情勢の変化にともない，男性不妊症への対応

が，より完全な診断治療へと発展してきている．そ

の原因のひとつとして抗精子抗体が存在し，いわゆ

るunexplained　infertilityの10％前後に存在することが

知られているb．また，過去に受けた精管結紮を再開

すべく精管再建術を希望する症例が増加している．し

かし，丁術に成功して精液中に精子が出現しても，

妊娠に至るのはわずか50％である2｝．その原因とし

ても，抗精子抗体の存在が明らかとされている．さ

て，その測定にあたっては，古くから，数々の試み

がなされており，sperm　immobilization　test，　speml　ag－

glutination　test，　indirect　immunofluorescence，　ELISA，

radiolabelled　antiglobulin　assay，　immunobead　test，　mixed

agglutination　reactionが行われている．しかし，この中

で日常診療で簡単に行え，しかもパートナーの協力

なくしても施行できるものはimmunobead　testおよび

mixed　agglut孟nation　reaction　testである．近年，この2

法の測定を簡便にしたassay　kitが供給されている3・4｝．

　SpermCheckはimmunobead　testをkitにしたものであ

り，IgG，　A，　Mの抗血清がすべて混和された状態で

反応を行い，bufferも付属している．しかし，手技的

に数度の精∫・洗浄が必要であるため，この操作に約

20分程度要する．

　Spe㎜MarはIgGおよびlgAのFc　componentに対す

る抗血清を用いたキットで，ウサギ抗ヒトIgG－Fc抗

IILL清をlgG　coatedラテックスビーズとともに精液に混

和するのみで測定可能となる．他にMarScrcenという

kitも他杜から発売されている．

　今回，この2法を行い，比較検討し，スクリーニ

ングとしての有用性を検討した．その結果，症例が

限られているものの，両者ともにまったく同じ結果

であった．したがって，測定結果に関しては統計的

比較検討はできなかったが，測定の簡便さでは比較

可能であった．SpermCheckは3回の精子洗浄が必

要であるのに対し，Spe㎜Marは精液と2種類の試薬

を混和するだけで測定可能であった．Sedorら5｝も，
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MAR　testとdirect　immunobead　testを102検体に行い，

その測定結果に大差はなく，測定手技の簡便さから

オフィススクリーニングとしてMAR・testがすぐれて

いると報告している．

　　最近，Flow　Cytometryを用いた抗精子抗体測定の有

用性も報告6）されているが，手技的にはimmunobead

testと’大差なく，特殊な装置も要することからスクリ

ー ニングには適さないと考えられる．

　　以上より，スクリーニングとしての抗精子抗体測

定にはSpem1Marが簡便で適すると考えられた．また，

今回の検討では，精子無力症や精子凝集のみられる

症例には抗精子抗体の測定が望ましいと考えられた．

さらに，精管結紮例では，結紮期間が長いほど陽性

例が多く，他の報告2）と同様の結果であった．
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　　　　　Evaluation　of　the　screening　test　for　antisperm　antibody

－
A　comparison　of　the　usefulness　of　SpermMar　and　SpermCheck一

Seiichi　Saito

Art　Park　Urology，　Sapporo　OO5，Japan

　　Icompared　the　usefulness　of　SpermCheck（assay　kit　of　immunobead　test）and　SpermMar（assay　kit　of

mixed　antiglobulin　reaction　test）for　the　screening　of　antisperm　antibody，　Both　assays　were　performed　on　se－

mens　and　seminal　plasmas　of　23　infertile　patients　and　2　hematospermias，　and　seminal　plasmas　of　l　l　vasec－

tomized　patients．　In　direct　method　for　the　sperm，30ut　of　25（12．0％）were　positive　reactions，　and　their　back

grounds　were　lower　motility　and　agglutination　of　sperms．　In　indirect　assays　for　the　seminal　plasma，50ut　of

36（13．1％）were　positives．　Positive　vasectomized　cases　had　long　time　after　vasectomy．

　　The　results　of　both　assays　were　same．　Although　SpermCheck　needed　about　20　minutes　for　the　sperm　wash－

ing，　SpermMar　didn「t　need　any　washing　and　was　easier　to　perform　the　test．

　　Above　all，　it　is　suggested　that　SpermMar　can　be　easily　incorporated　into　routine　semen　analysis　as　a　screen－

ing　of　antisperm　antibody．

Key　words：antisperm　antibody，　screening，　vasectomy，　immunobead　test，　mixed　antiglobulin　reaction
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　体外受精・胚移植治療により生児を得た卵管形成不全をともなった単角子宮の1例を経験したので報告

する．

　症例は36歳の原発性不妊患者で，子宮卵管造影にて単角子宮および卵管閉塞が疑われ，当科を紹介さ

れ受診した．腹腔鏡検査にて子宮は右単角子宮で左側に母指頭大の副角を認めた．右卵管は卵管膨大部付

近で盲端に終わっており，左卵管は索状であった．左右の卵巣はいずれも正常大であった．以上の所見よ

り無機能性の副角を持ち，卵管形成不全を合併した単角子宮と診断した．このため体外受精・胚移植治療

の適応と判断し，6回目の治療にて単胎妊娠に成功した．妊娠経過は，切迫流産徴候を認めたものの比較

的川頁調に経過し，妊娠38週6日にて正常分娩に至った．

　今回，本症例の経過の詳細と単角子宮と流早産の関係について若干の文献的考察を加え報告する．

キーワード：単角子宮，卵管形成不全，体外受精一胚移植

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，41（2），208－211，1996）

緒　　言

　ミュラー管の分化異常は，全女性の約0．1％に発生

し1・・2・・3），その中で単角子宮の発生頻度は約1～2

％といわれている4）．単角子宮は，双角子宮や中隔子

宮などとともに不妊の原因となったり5），妊娠した場

合，流産や早産が高率に発生するともいわれている6・

7・8）．卵管の先天異常はまれといわれるが3），今回，

我々は，体外受精・胚移植治療により生児を得た卵

管形成不全を合併した単角子宮の1例を経験したの

で報告する．

症　　例

　症例：■36歳，主婦

　既往歴，家族歴：特記すべきことなし

　月経歴：初経ll歳，月経周期28日型，整

　妊娠歴：なし

　現病歴：平成2年（30歳）結婚．結婚後1年経過し

ても妊娠しないため近医を受診し，子宮卵管造影に

て単角子宮および卵管閉塞が疑われ，■6月

当科へ紹介された．内診所見では子宮は前傾前屈，

右側へ偏位しており，大きさは正常に比しやや小さ
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　　　　　　写真1子宮卵管造影像
　了41∫はbanana　like　cabityを呈し，右卵管は膨大部付

近より遠位端は描出されず，

く，両側付属器は触知しなかった．月経∫1，J期は28日

型で順調，基礎体温も一二相性であった．卵胞期の血

中プロラクチン値，黄体期の血中エストラジオール

およびプロゲステロン値はいずれも正常範囲で，夫

の精液所見も正宿であった．

　前医で施行された∫・宮卵管造影では典型的なba－

nana　like　cavityを7」kし，左卵管は描出されず，右卵管

は描出されるものの膨大部付近より遠位端は描出さ

れなかった（写真D．

　診断を確定するため平成3年6月，腹腔鏡検査を

施行した．チ宮は右単角∫宮で，左側に母指頭大の

副角を認めた（写真2）．右卵管は通常の約3分の2の

長さで．卵管膨大部付近で盲端に終わっており，卵

管采は認められなかった（写真3）．左副角には左卵

管と思われる索状物を認めた．左右の卵巣はいずれ

も正常大であった．なお骨盤内に炎症性の癒看や子

宮内膜症の所見は認めなかった．

　以ヒの所見よりAmerican　Fertility　Societyの分類9）に

基づき無機瀧性の副角を持ち，卵管形成不全をとも

なった右単角］’一宮と診断した．患者の希望もあり，

体外受＊ll・胚移植治療を選択した．

　’iZ成3年より体外受精・胚移植治療を開始し，卵

が採取できなかった周期や，low　responseのため採卵

術をキャンセルした周期も含めて，6回目の治療を平

成6年11月に施行した．Short　protocol法にて卵巣刺

激を行いll個の卵を採取し，7個が受精分割した．

受朽卵の質はやや不良であったため4個の受精卵を

胚移植し，この周期に単胎妊娠が成立した．妊娠8

週時，性器出血Lのため一時入院し，また妊娠36週時，

軽度の予宮収縮を認めたため一一時的に入院管理した

以外は，胎児発育は良好，妊娠中毒症や頸管の開大

（209）81

写真2　左子宮副角および左卵巣

写真3　右卵管および右卵巣

右卵管は盲端に終わっている，

も認められずほぼ順調に経過した．平成7年7月18

日，妊娠38週60にて陣痛発来し，8時間後3140g，

Apgar　score　9点の男児を正常分娩した．産褥経過に

も異常なく，母児ともに産褥7日目に退院した．

考　　察

　体外受精治療による単角拍宮の妊娠例の報告はい

くつかあるがlo．　11），今回我々が経験した卵管形成不

全をともなう単角子宮での妊娠成功例の報告は，調

べた範闘内では見あたらなかった．また，子宮奇形

に卵管形成不全をともなう症例に卵管形成術を施行

したという報告も調べた範囲内では見あたらなかっ

た，Goldbergら11）は，右単角子宮で対側の卵管が一

部形成不全をともなっている症例に体外受精治療を

行い，生児を得たと報告している．しかしながら，こ

の症例は，右卵管妊娠の既往があり，我々が経験し

た例とは異なっていた．今回報告した症例では，盲

端部内腔のヒ皮を観察していないため，卵管形成術

が可能であったかどうか判断できないが，卵管膨大

部より遠位端が形成されておらず，顕微鏡による卵
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管形成術を行ったとしても成功率は低いと考．え，ま

た患者夫婦も体外受精治療を希望したため，体外受

精・胚移植治療を選択した．

　一般に単角子宮では妊孕性が低く，Fedeleら12）は

31．6％が不妊であったと報告している．また，単角子

宮では妊娠した場合でも，高い流早産率が知られて

いる．明らかな原因は不明であるが，単角子宮では

子宮腔が小さいことや子宮動脈の走行異常のため，子

宮内胎児発育遅延（IUGR）や早産をひきおこすといわ

れている6）．そのほか高率に胎位異常をきたすともい

われている13」4）．また頸管無力症になりやすいとの

報告もある15）．単角子宮での妊娠例の転帰について

Moutosら7）がまとめた報告によると流産は12～86％

にものぼり，平均48％に達している．早産も平均14

％に発生し，正期産は37％しかなく，生児を得るの

は48％と報告している．

　今回の症例は，妊娠経過中，切迫流産・切迫早産

のため一時的に入院加療を要したが，頸管無力症，

IUGRおよび胎位異常は認められず，妊娠38週まで比

較的順調に妊娠が継続し自然分娩に至った．

　近年のassisted　reproductive　technologyの発達にとも

ない，従来の治療では妊娠できなかった子宮や卵管

の先天異常例に対して体外受精治療が行われ，今後，

今回報告したような妊娠例が増加してくると思、われ

る．従来からの報告のように，子宮奇形では流産や

IUGR，胎位異常，早産などの周産期異常が高率に発

生することから，新生児医療チームとの綿密な連携

をとりながら厳重な妊娠分娩管理が必要と思われる．
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　　We　report　a　successful　pregnancy　following　in　vitro　fertilization　and　embryo　transfer　in　a　36　year－old

woman　with　a　unicornuate　uterus　and　a　hypoplastic　fallopian　tube。　She　had　a　unicornuated　uterus　with　a　hy－

poplastic　fallopian　tube　and　a　noncavitary　rudimentary　hom．　She　was　concepted　at　6th　in　vitro　fertilization　and

embryo　transfer　treatment．　Although　abnormal　genital　bleeding　occured　at　the　first　trimester，　after　then，　her

gestation　progressed　satisfactorily　and　her　fetus　grew　well．　She　delivered　a　healthy　boy　transvaginally　at　the

38weeks　gestatlon．

Key　words：unicornuate　uterus，　hypoplastic　fallopian　tube，　IVF－ET，　pregnancy
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　近年luciferin・・luciferase反応を利用して，簡便にATPを測定できるようになった．我々は10％トリクロ

ロ酢酸（TCA）で精子の細胞膜を破壊し，2mM　EDTAで精子や精漿中のATP分解酵素を失活させ，　Lumi－

nometerで精子のATP量を測定した．

　その結果精子の含有するATP量は精子運動率と逆相関を示し，運動率の高い精子ではATP消費量が大

きいことが予想された．精液原液とパーコール洗浄精子の60分までのATP値の変動を検討した結果，精

液原液では速やかに減衰したのに対し，パーコール洗浄精子は1時間にわたり安定した値を示し，精漿成

分に局在する物質がATP減衰を起こすことが考えられ，　TCAとEDTAで失活不十分な精漿中のATP分解

酵素の存在が考えられた．このATP減衰速度は，精子運動率，濃度と正の相関関係を示し（p＜O．OOO　I），

ATP減衰速度が速いほど，精子濃度が高く運動率も高かった．

キーワード：精子，ATP，精子濃度，精子運動率

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，41（2），212－21＆1996）

緒　　言

　近年luciferin－tuciferase反応を利用してのATP測定

が可能となり，簡便にATPを測定できるようになっ

た．精子のATP量測定においては，精子の細胞膜を

破壊し細胞内のATPを遊離させると同時に，精漿や

精子に含まれる各種のATP分解酵素を不活化させる

必要がある．従来精漿中や精子尾部のATP分解酵素

の影響を除くため，煮沸やパーコール処理，また酸

などによる酵素失活の方法がとられてきたD．今回

我々はトリクロロ酢酸（TCA）で細胞膜を破壊し，

EDTAで酵素活性を阻害し，　bioiuminescence　assayを

用いて，精子のATP量を測定した．精子のATP量と

精液所見について検討した．

対　　象

　横浜市立大学泌尿器科不妊外来患者より得た精液

36例を対象とした．これらの平均精予濃度は42．9±

9．0×106／ml（Mean±S。E．）（39～235．8），精子運動率

は31．7±3．39・，精子速度は42．9±22〆∠m／s，精子直

進性は4．8±0．2，精子頭部振幅は2．8±0．2μmであ

る．この36例の精液，およびこのうち任意の14例で

はさらにパーコール処理を加えその上清，25～60％

間，60～80％間，沈渣中，の精子のATP量の測定を行

った．精子運動の測定はコンピュータ精子解析装置

Cell　soft　3000（CRY　RESOURCE社）を用いて解析した．

精子のパーコール処理法

　パーコール液（Sigma，　New　York，　USA）19m1にHepes

saline　solution（Hepes　l　O　mM，　fructose　14mM，　NaCl　l　30

mM，　KCI　4　mM，　CaC121mM，　MgC12　O．5　mM，　PH　7．5）
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　　　　　　　　図lATP測定法
　S＝ATPモニタリング試薬添加後の試料の読み取り

値，B；試料ブランク，1＝ATP内部標準試薬添加後

の読み取り値．

ATP量はつぎの式で計算される．

　　　　　　　S（mV）－B（mV）
　ATP（mol）＝　　　　　　　　　　×L83　X　lO－ll
　　　　　　　　　I（mV）

（213）85

20Xを1m1加え等張化パーコール液を作成した．同

液に5％bovine　serum田bumin含有Hepes　saline　solution

を加え，80％，60％，25％パーコールを作成した．

80％，60％，25％パーコール液2mlずつの3層パー

コールに，充分液化した精液2mlを重層し，400G　30

分間遠心し，各層間の精子を回収した．

ATP測定法

　精液またはパーコール処理後の精子浮遊液50μ1

に，20％TCA　50μ1を加え除蛋白後に，トリス酢酸

緩衝液（0」mM　Tris　2　mM　EDTA）を4m1加えた．同液

400μ1にATPモニタリング試薬（O．5　90　bOvine　serum　a1－

bumin，50　mM　magnesium　acetate，10　y　M　inorganic

pyrophosphate，100　mM　tris　acetate，2　mM　EDTA，　PH

7．75，luciferase，　D－luciferin二1243－200，　BioOrbit，　Fin－

land）100　g　1を加えルミノメーター（1251－Luminome－

ter　System　BioOrbit）で発光強度を測定した．さらに

ATP標準試薬（BioOrbit）を10μ1（ATP　L83×10－llmol

含有）添加し，発光強度を測定した．両者の発光強度

の差（1）と試料の発光強度（S），試料ブランク（B）から

ATP量は次の式で算出される（図1）．

　　　　　　S（mV）－B（mV）
ATP（m°1）＝ 　1（mV）　×1・83×1°－11

さらに発光強度の経時的な変化をみるため，標準試

薬添加後，60分まで発光強度を測定した．
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　　　　　　　　　　　　図2　精子運動率と運動精子数100万あたりのATP量の関係

　運動率と運動精子数100万あたりのATP量は，逆相関を示し（P〈0．05），運動率の高い精液ほど，精子のATP量は

少ない傾向にあった．
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結　　果

精子のATP量と精液所見

　精液原液36例のATP測定値の平均は，　o．088±

0．Ol7nmo1／106　spermであった．生存精子数と運動

精子数は近似値を示すbため，これを，便宜上運動

精r一数100万あたりに換算すると，0，457±0．108

nmol／lO6　motile　sperrn（Mean±S．E．）となり，文献値1）

0．49nmol／lO61iving　spe㎜と非常に近い値を示した．

　この換算値は図2に示すように運動率とよく逆相

関を示し（P＜0．05），運動率の高い精液ほど，運動精

子数100万あたりのATP量が少ない傾向にあった．精

子濃度，速度，直進性，精子頭部振幅とATP量の間

には有意な相関関係は認められなかった．

　パーコール処理を行った14例の．，各層における精

子100万あたりのATP測定値の平均は表1に示すと

おりである．精子100万あたりのATP量を求めると，

各層で有意差は認められなかった．しかし，上層に

おける精子にはほとんど運動性が認められず，不良

な精子や死んだ精子が多く含まれることを考慮する

と，実際にATPを含有する生存精子あたりのATP量

は，沈渣の精子の方が各層間や原液よりも少ない傾

表1　三層パーコール処理精液14例の各層における精

　　子中のATP平均値

日本不妊会誌　41巻2号

向にあることが予測された．

　TCA，　EDTA処理後の精液原液36例における，　ATP

標準試薬添加後のATPの経時的な変化を図3に示す．

ATPはグラフに示すとおり一時間にわたり減衰を続
けた．

　パーコール処理を行った各層で同様の測定を行っ

た結果を図4，5，6，7に示す．図4は三層パーコー

ル処理を行った上清におけるATPの経時的変化を示

す．初期のATP値を100％として，一時間後には約

50％に減衰している．なお鏡見した結果，この上清

にはまったく精子は含まれなかった．一方図5，6，

7に示すように，25～60％パーコール問の精子層，60

％
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図4　三層パーコール処理により得られた上清におけ

　　る外因性ATPの経時的変化

　ATp値は60分にわたり減衰した．
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図3　TCA処理およびEDTA添加後の精液原液（36例）

　　における経時的なATPの減衰

　TCA，　EDTA添加後の精液原液のATP値は60分にわ
たり減衰した．
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図525～60％パーコール層における外因性ATPの経

　　時的変化

　60分にわたりATP値の変化は認められなかった．
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～ 80％パーコール間の精子層，および沈渣の精子層

では，一時間にわたり，安定した蛍光を発し，ATP

の減衰はほとんど見られなかった．

　また，図3に示した36例におけるATPの経時的変

化からATP減衰速度と精液所見との関係を検討した．

図8は，ATP減衰速度と精子運動率の関係を示す．

両者は相関関係を示し（p＜0．0001），ATP減衰の速い

精液ほど1精子運動率が高い傾向にあった．図9に

示すようにATP減衰速度と精子濃度も，」Eの相関関

（215）87

係を示し（p＜O．OOO・1），　ATP減衰が速いほど，精子濃

度が高い傾lli」にあった．精子速度，直進性，精子頭

部振幅とATP減衰の問には有意な相関関係は認めら

れなかった．

考　　察

　近年luciferin－luciferase反応を利用してのATP測定

が可能となり，Gottliebらは1987年，　TCA処理後にbio－

luminescence　assayを用いた簡便な精子のATP測定法

ド

％
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　　　　O510　20　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　minute
　　　　　　　　　　TIME

図660～80％パーコール層における外因性ATPの経

　　時的変化
　60分にわたりATP値の変化は認められなかった．
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図7　三層パーコール処理により得られた沈渣におけ

　　る外因性ATPの経時的変化

　60分にわたりATP値の変化は認められなかった．
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両者は正の相関関係を示し（p＜0．0001），ATP減衰が速いほど，精子運動率が高い傾向にあった．
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　　　　　　　　　　　図9　ATP減衰速度と精子濃度の関係
両者は正の相関関係を示し（p＜0．0001），ATP減衰が速いほど，精子濃度が高い傾向にあった．

を報告しているD．彼らは精漿中には前立腺由来の

Ca2＋－Mg　2＋dependent　ATPaseが存在し細胞外のATPを

速やかに分解するため，精漿にATPを添加しても15

分後の測定ですでにATPを検出しないと報告してい

る．このため精液に検出されるATPはすべて生存精

子細胞内由来のものと考えられ，精子細胞膜破壊と，

ATP分解酵素の失活を同時に行うことがATP測定上

重要となる．今回我々は，TCAで細胞膜の破壊と

ATP分解酵素の不活化を行い，さらにATP分解酵素

阻害剤として知られるEDTAを添加して精子のATP

を測定した．

　不妊外来患者36例のATP測定値は，0．088±O．017

nmol／lO6　spe㎜（0．457±O．　1　08　nmol／1　06　motile　sperm）

で，運動精子あたりのATP量は生存精子における文

献値とほぼ一致し1・2），運動率と逆相関を示した．

　精子運動率と精子のATP含有量に関しては，さま

ざまな報告がある．両者が無関係とする報告の中に

は，1983年のComhaireら3）や1992年のHofmannら4）

のように，精子数あたりのATP量でなく，精液容量

あたりのATP量で述べているものもある．1994年

McLaughlinらは冷凍保存前後で精子運動率は低下す

るのに対し，精子数あたりのATP量は不変であった

と報告し，精子運動率とATP含有量の間に関係がみ

られなかったとしているが，これは死んだ精子や生

存するが動かない精子，また白血球などの細胞の混

入による影響もあるのではないかと言及している5）．

一方，Gettliebらは，精子運動率の高い精液における，

精子数あたりのATP含有量は，運動率の低い精子に

比べ低いことを報告しており2），運動率の高い精液で

は精子のATP消費量が高いのではないかと推察して

いる．

　1992年lwamotoらはboarの精漿中から精子運動を

阻害する物質を分離同定し，これは精子運動に対し

て直接の原動力を提供すると考えられているdynein

ATPaseの阻害剤であると報告している6）．また1994

年Romacらは精子無力症と正常者のdynein　ATPaseは，

前者で有意に低いと報告している7）．これらの報告か

ら，精子のATP含有量と精子運動は，やはり何らか

の関係があるのではないかと考えられる．

　精液のATP値と，妊孕力との関係についても，い

くつかの報告がある．1983年Comhaireらは，精液l

mlあたりのATP量と，ハムスターテストとの相関関

係を報告している8〕が，これは後年Irvineら9）や，　Chan

ら10）が指摘したように，精液1　mlあたりのATP量が

精子運動率や精子濃度に比例することによるもので，

単純なATPの測定値のみでは，精子の機能を評価す

る上で不十分であるとしている．これらの影響を取

り除く上で，Gottliebら1・2）の報告のようにATPを含

有する生存精子数あたりのATP値に換算しての評価

は意義のあることと思われ，我々の検討でも運動率
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の高い精液中の精子のATP含有量は運動率の低い精

液中の精子ATP含有量よりも，低い傾向にあると考

えられた．

　パーコール処理後の精子浮遊液における精子ATP

含有量と，精液の精子ATP含有量に有意な差は認め

なかったが，パーコール処理における各層には死ん

だ精子も含まれることを考慮すると，沈渣の精子の

ATP含有量が低い傾向にあることが推察された．

　今回の我々の検討では精液原液およびパーコール

処理で精子を除去した精漿ではATPが経時的に減少

することがわかった．またこの影響は400G，30分の

遠心分離により上清に分離され，除去可能であった．

このATP減少速度は，精子濃度や運動率と正の相関

関係を認め，ATP減少が速い精液では，有意に（p〈

0．0001）精子濃度が高く，精子運動率が高い傾向にあ

った．ATP減少の原因として，精漿中に多量に存在

するATP分解酵素が，最終濃度10％のTCA，および

2mM濃度のEDTAでは充分失活されなかった可能性

が推察された．キレート剤である2mMのEDTA，蛋

白変性作用を持つ10％のTCAで完全に失活できない

ATP分解酵素が，精子をまったく含まない精漿中に

存在すると仮定すると，この活性は，精子の濃度や

運動率と密接な関係があることが考えられた．

　ATP分解酵素は，精子尾部や精漿中に多く存在し，

Na＋／K＋－Mg2＋ATPase，　Mg　2＋ATPase，　Ca2＋－Mg　2＋

ATPase，などが知られる．乏精子症患者の精漿中の

Ca2＋－Mg　2・ATPase活性が，正常者のそれに比し有意

に低いことは，以前より報告されているIL　12）．1984

年Karacagilらは，精子中だけでなく，精漿中の三種

類のATP分解酵．素活性（Na＋／K＋－Mg　2・ATPase，　Mg　2＋

ATPase，　Ca2＋－Mg　2・ATPase）が，不妊患者では有意に

正常者よりも低いと報告している13）．精漿中のATP

分解酵素と妊孕性との関係を報告する文献もいくつ

かあり，1985年のRonquistらの報告では，低い酵素

活性下においては，精漿中のCa2＋－Mg　2・ATPase活性

は，sperm　penetration　test　tこ比例する14）としている．ま

た，この活性は超遠心（105000×g）で完全に除去さ

れたと報告している15），これらの報告から前立腺な

どの副性器由来のATP分解酵素活性と精液所見との

関連性が示唆されたことは興味深く，さらに検討す

べき課題と思われた．

　本論文の要旨は，第83回日本泌尿器科学会総会

（千葉）において発表した．
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朝

Adenosine　triphosphate　in　human　semen：correlation

　　　　　　with　sperm　concentration　and　motility

戸

　　　Hitomi　Kanno，　Yuzo　Kinosita，　Kazuo　Saito，

Kazuhiko　Sato，　Aklra　Iwasaki　and　Masahiko　Hosaka

噛

Department　of　Urology，　Yokohama　City　University　School　of　Medicine，　Yokehama　236，　Japan

　　The　seminal　adenosine　triphosphate（ATP）content　was　determined　by　bioluminescence　after　treatment

with　10％trichloroacetic　acid（TCA）and　2　mM　disodium　salt　of　ethylene　diaminetetraacetic　acid（EDTA）．

The　ATP　concentration　per　motile　spermatozoa　showed　a　negative　correlation　to　sperm　motility（p＜0．05）．

Time－dependent　ATP　decrease　was　measured　in　whole　ejaculates　and　in　percoll－treated　spermatozoa　up　to

60minutes．　ATP　concentration　decreased　rapidly　in　the　former　group，　but　remained　unchanged　in　the　latter

group，　suggesting　that　some　seminal　factor　participates　in　the　instability　of　ATP．　This　may　be　due　to　the

residual　activity　of　ATPase　in　seminal　plasma　which　is　not　inactivated　completely　by　lO％TCA　and　2mM

EDTA．　The　rate　of　ATP　decrease　was　inversely　related　with　sperm　motility（p＜0．0001），　and　sperm　con－

centration（P＜0．0001）．

Key　words：spermatozoa，　ATP，　motility，　concentration
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1．排卵誘発におけるE2測定の意義

　　　　○田村正毅，飯田修一，渡辺洋子

　　　　　熱海　秦，武田信好，立花郁雄

　　　　　森　　滋，鈴木雅洲　　　（スズキ病院）

　現在体外受精・胚移植の排卵誘発において，獲i得

成熟卵数・受精卵数の予測やOHSSの予測など改善・

検討すべき点は多く残されている．我々は誘発時に

E2を測定しており，この意義について当院で施行し

た275例について検討したので報告する．

　結果として，獲得成熟卵数とE2値の間に有意な相

関関係は認められなかった．しかし，E2値が高すぎ

る場合には，受精卵が得にくい傾向が認められた．

これはPCOタイプが多く含まれていたためと思われ，

PCOではE2が高値となるが受精能の低い卵子が多い

という説を裏付ける結果と思われた．

　さらに誘発6日目のE2値が1000前後，採卵直前の

E2値が2000～3000の時にOHSSを認めず妊娠してい

る症例が多かった．逆に採卵直前のE2値が3000～

4000以一ヒの時にOHSSの発症頻度が有意に高く，妊

娠率は低下する傾向が認められ，OHSSの発症の予測

にはE2測定が重要と思われた．

2．黄体維持療法におけるhCGとプロゲステロ

　　ンの相違について

　　　　○清水　靖，児玉英也，福田　淳

　　　　　軽部裕子，村田昌功，利部徳子

　　　　　池田雅人，田中俊誠　　　（秋田大産婦）

　黄体維持療法が妊娠率，流産率に影響を及ぼすか

否かについて検討することを目的にした．

　対象は形態学的に良好な胚を2個移植できた280周

期で，hCG投与を行った130周期，　hCG投与を行わな

かった150周期に分類した．hCG投与周期では移植当

日，3日目，6日目にhCG　2000単位を筋注し，6日目

に子宮内膜の計測，ホルモン測定を行った．hCG非

投与周期では移植日と6日目にプロゲデポー250mg

を筋注し，同様に子宮内膜計測，ホルモン測定を行

った．

　両群に患者年齢，不妊期間，採卵数，受精卵数，

妊娠率，着床率ともに差はなかったが，流産率はhCG

非投与周期の方が有意に高率であった．また，E2，プ

ロゲステロン，E2／P　ratioは各項目とも有意差はなか

った．

　hCGによる黄体維持療法は流産率を低下させてい

ると考えられた．

3．卵胞内精子注入法による妊娠症例の検討

　　　　○横山良仁，福井淳史，土橋義房

　　　　　藤井俊策，斎藤良治　　　（弘前大産婦）

　平成6年1月から平成7年7月までに32例・85周

期に卵胞内精子注入法（DrFI法）による治療を行った．

　4例に妊娠を認め，症例あたり妊娠率は12．5％，周

期あたり妊娠率は4．7％であった．妊娠症例と非妊娠

症例とに分けて，臨床的背景を比較すると，年齢・既

往IUI，　DIFI回数に有意差はなく，hMGの使用頻度

は妊娠症例が有意に高率であった．卵胞径（22．0±5．O

vs　20．5±3．3），内膜厚（9．8±1．7　vs　9，1±2．0）には差は

なく，注入精子数に関し，妊娠例で多い傾向（48．8±

53．1　vg，　27．1±28．0）にあったが有意差はなかった．　DIH

法施行当日のP4値が妊娠例で有意に高く（2．7±1．4　vs

l．4±LO），妊娠症例では的確な排卵時期にDIFI法が

施行されたことが推察されたが，hMG周期のための

P4高値であったことも否定できない．

　以上より，1）DIFI法にはhMGによる排卵誘発が有

効であった．2）排卵時期をコントロールし，排卵時

期を的確に設定することが必要．3）至適な注入精子

数は不明であった．

4、子宮腺筋症にて病巣部のWedge－resectionを

　　施行した1例

　　　　○陳　偉業，古橋信之，田中幹夫

　　　　　河野秀昭，渡辺英子

　　　　　　　　　　　　　（太田西ノ内病院産婦）

　　　　　吉田仁秋，藤田信弘

　　　　　　　　　　　　　　（竹田綜合病院産婦）

　子宮腺筋症を合併した不妊症の治療においては，

腫瘍の大きさ，部位などによる外科的療法の適応も

不明確であり，かつ病巣部核出術の不確実さの点で，

内分泌療法を主とした保存的療法を選択せざるを得

ないのが現状であると思われる．

　今回我々は，10年間の子宮内膜症の治療歴を有し，

子宮腺筋症による子宮内腔の変形のため，体外受精・

胚移植術施行においても胚移植時に困難を示した症

例に対し，Gn－RHa（リュープリン；3．75　mg／month）を
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使用し，投与前・中・後にMRIを施行し，腫瘍の縮

小を確認するとともに子宮内腔の偏位を確認．投与

終了後子宮腺筋症部位のWedge－resectionを施行しえ

た症例を経験したので報告した．

　今後，MR1などによる画像診断の適切性やGn－RHa

の登場により，子宮腺筋症の外科的治療の可能性が

高まるものと考えられるので，その臨床経過を中心

に報告した．

5．当科の夫婦不妊外来（めおと外来）の現況

　　　　○小川比呂志，松田秀雄，木村和彦

　　　　　大野　勉，小田隆晴

　　　　　　　　　　　　（山形県立河北病院産婦）

　不妊症はいうまでもなく夫婦をひとつの単位とす

る病態であり，不妊診断を行うにあたっては男女両

側面から見て最も適切な治療が必要である．我々は

1987年より夫婦ともに受診する夫婦不妊外来（めおと

外来）を開設し，8年が経過したのでその現況につき

報告する．

　1）不妊外来受診者294組のカップルのうち，夫婦

の集中的な同時治療で108組（36．7％）に妊娠が成立し

た．2）不妊因子別からみた妊娠率では，頸管因子，

卵巣・内分泌因子が高い妊娠率を示したが，卵管因

子，腹腔因子をもつ症例では10％程度と低率であっ

た．3）妊孕係数（RL）40未満の男性不妊を有する87

組の夫婦のうち妻側の因子を有するものが44例（50．6

％）に認められ，同時治療により15組（34」％）が妊娠

に至った．

　以上より不妊症の原因の検索は夫婦同時にスター

トすべきで，夫婦の集中的同時治療により高い妊娠

率の向上をもたらすことが示唆された，

6．体外受精・胚移植における子宮環境の着床に

　　与える影響

　　　　○内海　透，加藤充弘，大山則昭

　　　　　鍋倉浩子　　　　　　　（中通総合病院）

　体外受精・胚移植において着床に関する知見は十

分には得られていない．本研究は，着床の成立を予

知するうえで，胚移植時の子宮動脈系血流環境がど

の程度の意義を有しているのかを明らかにすること

を目的とした．

　対象は，形態良好な4細胞期胚を2個移植した34

周期（妊娠成立群；P群13例，妊娠非成立群；NP群

21例）の体外受精・胚移植実施例であり，胚移植前口

の子宮動脈上行枝のpulsatility　index（PI）を検討項目と

した．
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　その結果，1）P群およびNP群の子宮動脈PI値はそ

れぞれ，2．86±0．75および3．33±0．63であり，P群で

有意に（p〈0．05）低値を示した．2）子宮動脈PI値が

3．0未満の場合の妊娠率が75％であるのに対し，3。0

を超えた場合の妊娠率は18％であり，両群間で有意

差（p＜0．ODを認めた，3）子宮動脈PI　3，0をカットオ

フ値とすると，PI値が3、0を超えた場合，　sensitivity

82％，speci且city　75％で妊娠は成立せず，胚移植には

適さない子宮環境であると考えられる．

7．マウス精巣精子，精子細胞の卵細胞質内注入

　　　　○木村康之，柳田　薫，片寄治男

　　　　　矢沢浩之，星和彦，佐藤章

　　　　　　　　　　　　　　　（福島医大産婦）

　　　　　柳町隆造　　　　　　　　（ハワイ大学）

（目的）マウスの精巣精子および円形精子細胞を卵細

胞質内に注入し，卵の活性化，受精，その後の発生

につき検討した．

（方法）精巣精子および精子細胞の卵細胞質内注入方

法は既報の手順で行った．精子細胞注人の際，卵は

注入前1時間，あるいは30分後，90分後に電気刺激

を加え滑性化し，　・部は電気刺激を行わなかった．

（結果）精巣精子注入後の受精率，胚盤胞，産仔への

発生率は精巣ヒ体精f一を用いた場合（既報）とほぼ同

様であった．精子細胞を注入するだけでは卵子・は活

性化されず，注人前1時間に卵子を活性化し，裸核

化した精子細胞核を注入した場合に最も高い（77％）

受精率を得た．またその後の移植により，28％が正

常な産仔へと発育した．

（結論）マウス精子細胞の卵細胞質内注入では卵子の

人為的な活性化が不可欠で，適切な活性化時間は注

入前1時間～注入直後であること，そして裸核化処

理が受精率を向上させるという結論を得た．また精

巣精子および円形精子細胞はともに産仔までの発育

に関与する能力を有していることが確認された．

8．単一精子受精機構異常における顕微操作：余

　　剰雄性前核除去法と卵細胞質内精子注入法

　　　　○千田　智　　　　　　　（Kiel大学産婦）

　体外受精において単一精了受精機構異常と思われ

る症例より得られた多精子受精卵54個（3－PN．43個，

4－PN．11個），未受精卵39個に対し，前者には余剰雄

性前核除去法，後者には1口遅れの卵細胞質内精子

注入法（ICSI）を試みた．

　第2極体より遠位にある大きい前核を目標として

吸引する除去法において，4－PNから2個の雄性前核
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除去はすべて失敗に終わったが3－PNから1個の雄性

前核除去群において生存率674％，正常2－PN　605％，

分割率535％であった．1日遅れのICSI群では生存率

94．9％，正常2－PN　56．4％，分割率48．7％であった．

　単一精子受精機構異常における3－PNからの雄性前

核除去，未受精卵へのICSIともに可能であり有効と

思われた．しかし，前者においては除去核が雄性で

ある正確性の問題があり，後者においては卵の培養

過熟変化により新鮮卵でのICSIに比し受精率および

分割率は低くなる欠点がある．

9．Piezo　micromanipulatorを用いたICSIの臨床

　　応用

　　　　　○矢沢浩之，木村康之，片寄治男

　　　　　　吉松宣弘，柳田　薫，星　和彦

　　　　　　佐藤　章　　　　　　　（福島医大産婦）

　重症男性不妊症例にとって顕微授精は画期的な治

療法であるといえる．当科でも1992年よりICSIによ

る治療を行っており，妊娠率の向上を目的としてこ

れまでにその方法に種々の工夫を加えて行ってきた．

今回，マウス卵での有効性が報告されたPiezo　micro－

manipulatorを用いたICSIの臨床応用により良好な成

績が得られるか否かの検討を行った．

　A群；従来法によるICSI，　B群：Piezo　ICSIをそれ

ぞれ，90周期，471個の卵およびB群24周期，150個

の卵に対して施行したときの，生存率，受精率，分

割率，妊娠率は，A群は77％，70％，61％，20％．　B

群は85％，85％，71％，10％であり，Piezo・ICSIにお

いて有意に高い受精率，分割率が得られた．また，

分割卵のquahtyの検討では，形態学的良好卵（Grade

1）獲得率は，A群17％，　B群9％であり，　Piezo　ICSI

における低妊娠率は，形態学的良好胚獲得率が低

いことが一因である可能性が示唆された．今後その

方法の改良により高妊娠率が期待できるものと思わ

れる．

10．超急速凍結法を用いた胚凍結による妊娠例

　　　　　○小島原敬信，野原　理，太田信彦

　　　　　　伊藤真理子，斎藤隆和，中原健次

　　　　　　手塚尚広，斎藤英和，広井正彦

　　　　　　　　　　　　　　　　　（山形大産婦）

　Vitrification法により凍結させた胚の妊娠継続例を

得たので報告する．

　症例は39歳の両側卵管切除による続発性不妊の女

性である．当科でのVitrification法による凍結胚を含

む胚移植5回施行後，双胎を妊娠した．現在妊娠32
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週で入院管理中であるが，染色体異常・奇形などは

認められず，推定体重も2187g，2208gと順調に発育

している．

　この症例で用いた胚凍結法は従来の方法と異なり，

プログラムフリーザーを用いず，かつ短時間ででき

る．具体的には，8細胞卵をエチレングリコールとト

レハロースを含む培養液に4℃で10分間’F衡させた

のち，液体窒素中に入れ，瞬間的に凍結させる．

　当院ではVitrification法による妊娠例が本例を含め

現在まで3例あるが，うち2例は子宮外妊娠に終っ

ている．成績が安定すれば本法はその手軽さにより

広く一般に普及するものと思われる．

11．卵巣におけるVLDL　receptorの発現

　　　　　0村田昌功，児玉英也，福田　淳

　　　　　　軽部裕子，池田雅人，清水　靖

　　　　　　利部徳子，田中俊誠　　　（秋田大産婦）

　卵巣でのステロイドホルモン産生におけるVLDL

の関与・について検討することを目的とした．

（実験方法）ノザンプロット法：ヒト胎盤および卵巣，

i一宮筋，子宮内膜RNAを対象とし，ヒトVLDLおよ

びLDLcDNAプローブを用い行った．リボ蛋白添加実

験：IVF採卵時に得られた穎粒膜細胞を，2×104／m1

の濃度でコラーゲンプレートに蒔き，37℃，5％CO2

下にGIT培地で72時間培養した．その後101U／mlの

hCGとVLDLおよびLDLを10および102μ9／mlの濃度

で培地に添加し24時間培養を行い，プロゲステロン

濃度を測定した．

（結果考察）ノザンプロット法：LDLレセプターmRNA

の発現は胎盤，卵巣，子宮筋，子宮内膜においてほ

ぼ同等であったが，VLDLレセプターmRNAの発現

は，他臓器と比較して強い発現が，卵巣で認められ

た．リボ蛋白添加実験：プロゲステロンの産生はコ

ントロールを100％とすると，LDL添加により227％

（10μg添加）および224％（102μg），VLDLの添加によ

り177％および190％の増加が認められた．

　以上より卵巣でのプロゲステロン産生においても，

LDLのみならずVLDLが用いられている可能性が示

唆された．

12，Polycystic　ovaryにおけるステロイド合成酵

素の発現

　　　○高山和人，

　　　　矢嶋　聰

　　　　笹野公伸

深谷孝夫，戸澤秀夫

　　　　　　（東北大産婦）

　　　　　　（同第二病理）

Polycystic　ovary（PCO）の病態および内分泌動態に
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ついては完全には解明されていない．今回，臨床的

にPCOと診断され，卵巣襖状切除術を施行された5

例（39個の卵胞）を用い，性ステロイド合成酵素

（P450scc，3β一HSD，　P450c　17，　P450arom）および細胞

増殖の指標であるKi67の発現を免疫組織化学的に検

討した．

　卵胞は穎粒膜（G）層の発達状態により，A）Gが3

層以上，B）Gが1～2層，　C）Gを認めない，に分類

した．

　結果は棊膜細胞（T）層においてはC）→B）→A）の

順で，P450aromを除くステロイド合成酵素が発現す

る頻度が増加した，G層ではステロイド酵素について

はその発現はまったく認められなかった．Ki67の陽

性率は正常と比べとくに有意な差を認めなかった．

　PCOにおけるステロイド合成酵素の発現動態は正

常卵巣での非優位卵胞での発現と同様であった．ま

たKi67の検討より，いわゆる閉鎖卵胞のみではなく，

活発な増殖能を持つものが含まれることが示された．

13．卵巣穎粒膜細胞におけるNOのluteolysis作用

　　　　　○利部徳子，児E英也，福田　淳

　　　　　　軽部裕子，池田雅人，村田昌功

　　　　　　清水　靖，田中俊誠　　　（秋田大産婦）

　一酸化窒素（NO）合成酵素が，卵巣に存在すること

からNOの卵巣機能における役割が注目されている．

そこで今回我々は，ヒト黄体化穎粒膜細胞のin　vitro

cultureにおいてNO関連物質を添加し，プロゲステロ

ン産生に及ぼす影響を検討した．

（実験方法）体外受精時に採取したヒト黄体化穎粒

膜細胞をGIT培地にて2×104個ずつ各wellに分配

し，37℃，5％CO2の条件下で24時間培養した．培

養液を交換し，各種NO関連物質（NO　donor：SNAP，

NOS　inhibitor：L－NMMA，　NO　scavenger：carboxy－

PTIO）を添加した後24時間追加培養し，培養液中の

プロゲステロン産生量を測定した．

（結果と考察）ヒト穎粒膜細胞のプロゲステロン産生

は高濃度（10－3M）のNO　donorの暴露により抑制され

た（p〈0．05）．NO　donorの抑制作用はNO　scavengerの

添加により一部減弱することから，NOそのものがプ

ロゲステロン産生を抑制していると考えられる．た

だし，完全には改善されないことから，NO代謝産物

も一部プロゲステロン産生の抑制に関与している可

能性が考えられる，
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14．子宮内膜症病変におけるHepatocyte　Growth

　　Factor，およびそのレセプターc－metの遺伝

　　子発現

　　　　　○菅原準一，深谷孝夫，渡辺　正

　　　　　　吉田英宗，戸澤秀夫，矢嶋　聰

　　　　　　　　　　　　　　　　　（東北大産婦）

（目的）子宮内膜症の発生機序に関しては，諸説が提

唱されているがいまだ結論が出ていない．また，子

宮内膜症の自然史自体が明らかになっていないため

その進行度分類，および薬物治療の意義に関しても

再検討の時期にきている．Hepatocyte　Growth　Factor

（HGF）は肝細胞初代培養系の増殖因子として発見さ

れたが，レセプターc－metを介して上皮系細胞の増殖，

形態形成，運動促進因子として働き，上皮一問葉相互

作用を担う重要なmediatorとして注目されている．今

回我々は，reverse　transcriptien－polymerase　chain　reac．

tion（RT－PCR）法により，子宮内膜症病変および腹膜

におけるHGFおよびc－metの遺伝子発現を検討した．

（方法）腹腔鏡または開腹術施行症例において，イ

ンフォームドコンセントのもと子宮内膜症病変（n＝

10），腹膜（n＝10）を採取しmRNAを抽出，　RT－PCR

法さらにsouthern　blot　hybridizationを行い，増幅さ

れたDNA　fragmentがHGF，　c－metに特異的であること

を確認した．

（結果）RT－PCR法による検討では，腹膜初期病変，正

常腹膜にc－metの遺伝子発現が認められた．一方HGF

の遺伝子発現は，腹膜初期病変に認められたのみで

あった．

（結論）HGF遺伝子発現が，そのレセプターc－metを介

して子宮内膜症発生に関与している可能性が示唆さ

れた．

15．卵管水腫貯留液が胚発生に及ぼす影響の検討

　　　　　○藤井俊策，横山良仁，土橋良房

　　　　　　福井敦史，齋藤良治　　　（弘前大産婦）

（目的と方法）1）当科でIVF－ETを実施した卵管性不妊

患者をpersistant　HYD群（USGで卵管留水腫（HYD）を

確認），occult・HYD群（HSGや腹腔鏡でHYDを確認），

non　HYD群（HYD以外の卵管因子）の3群に分類し，

HYDの存在が治療成績に与える影響を検討した．2）

HYD貯留液，その粗蛋白分画および10％ヒト非働下

血清を各】0％濃度で添加したHTFMで，ヒト8細胞

期余剰胚を培養しHYD貯留液がヒト胚の初期発生に

与える影響を検討した．

（結果）1）移植あたりの妊娠率は，persistant　HYD群で
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2．8％（1／36），occult　HYD群で20．0％（5／25），　non

HYD群で20．9％（32／153）であり，　persistant　HYD群

で有意に低かった．2）胚盤胞発生率は血清添加HTFM

の66．6％（4／6）に対し，HYD貯留液および粗蛋白

分画添加はいずれも0．0％（0／6，0／4）であった．

16．Enhanced　acridine　orange（mBr－AO染色）に

　　よる精子機能評価

　　　　　0片寄治男，椰田　薫，吉松宣弘

　　　　　　鈴木留美，星　和彦，佐藤　章

　　　　　　　　　　　　　　　　（福島医大産婦）

　蛍光色素アクリジンオレンジ（AO）は精子核の成熟

度の解析に有用であり，また体外受精における精子

の受精能判定の一方法としても利用できることをこ

れまでに報告してきた．しかし，観察の際の色調の

判定には客観性の点で問題がないとはいえず，何ら

かの工夫が必要である場合がある．今回は，精子核

蛋白プロタミン分子内のSH基のプローブである蛍

光色素モノブロモバイメイン（mBr）を組み合せるこ

とによりAO染色像を鮮明にすることが可能か否か検

討した．

　精子塗沫標本をまず1mMのmBrで5分間反応させ

たのちに既報のごとくAO染色し，検体はmBr用の

exitation　filterで観察した．

　励起されたmBrの蛍光（450　nm）によりAOの染色

像はより一層鮮明になり，グリーンおよびレッドの

判定がAO単独よりも容易となり，フローサイトメト

リーなど高価な機器を用いずとも効果的に判定する

ことが可能であることが示唆された．

17．Flow　cytometryを使用したラット精細胞の細

　　胞障害過程の解析

　　　　　○池田雅人，児玉英也，福田　淳

　　　　　　軽部裕子，村田昌功，清水　靖

　　　　　　利部徳子，田中俊誠　　　（秋田大産婦）

（目的）ln　vitroにおけるラット精細胞の障害機序を

flowcytometryを用いて検討する．

（方法）生後32日目のラット精巣より精細胞を抽出し

た後，propidium　iodideによる核染色を行い，精細胞

のDNA　histogramをflowcytometryで測定した・

（結果）抽出直後の精細胞のDNA　histogramではlc，

2c，4cの細胞がそれぞれのピークを形成し，培養に

より経時的に低分子量DNAのピークの増加および

lcの細胞の減少がめだって観察された．また，過酸

化水素（100mM）による酸化的ストレスを精細胞に負

荷すると1cおよび4cのピークがきわだって減少し

（223）95

た。同様に，活性酸素のscavengerであるSOD，　cata－

laseを添加した場合，やや低分子量DNAの頻度が減

少する傾向を認めたがPMSGやepinephrineなどのホ

ルモンの添加では変化を認めなかった．

（結論）DNA合成期および減数分裂以降の精細胞が酸

化的ストレスに脆弱である可能性が示唆された．

4寺　　男1」　講　　ラ寅

「Molecular　Characterization　of　the　Gonadotropin－

Releasing　Hormone　Receptor」

　　　　　Prof．　Peter　C．　K．　Leung

　　　　　British　Columbia　University

ド1 第40回　日本不妊学会九州支部会

会期：平成7年ll月26日（日）9：00～

会場：（佐賀市）佐賀県医師会メディカルセンター

1．卵巣チョコレート嚢胞例の術後妊娠率の検討

　　　　　○西村宏祐，氏岡威史，小野田　親

　　　　　　西村佳代子，田中信幸，松浦講平

　　　　　　岡村均　　　 （熊本大産婦）

　我々は，チョコレート嚢胞は病理組織に基づく組

織診断名と考えており，嚢胞摘出と妊孕性温存・向

ヒを考慮した手術を積極的に行っている．チョコレ

ー ト嚢胞症例の術後妊孕性を明らかにする目的で，

当科における平成6年までの過去10年間の子宮内膜

症例保存手術のうち，チョコレート嚢胞を有する症

例の術後妊娠率を検討した．

　対象は挙児を希望する98例で，手術時の平均年齢

は32±4歳（平均±SD），未婚婦人15例，既婚挙児希

望不妊83例であった．現在まで計22周期18例（18／

98＝18％）の妊娠が確認され，内訳は未婚婦人が2周

期2例（2／15＝13％）と，挙児希望不妊婦人が20周

期16例（16／83＝19％）であった．このうち9例に合

併手術（6例；筋腫核出術，2例；子宮腺筋症の縮小

術一1例は重複）を行っており，妊娠周期の内訳は，

自然周期の15周期ll例，排卵誘発剤周期の4周期4

例，IVF－ET3周期3例であった．

2．当科における子宮内膜症保存手術の長期的予

　　後に関する検討

　　　　0中村佐知子，沖　利通，伊集院博文

　　　　　　山元慎一，堂地　勉，永田行博

　　　　　　　　　　　　　　　　（鹿児島大産婦）

子宮内膜症の根治療法は外科的療法である．しか
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し，子宮内膜症は性成熟女性に発生し，不妊を訴え

ることが多いことから保存手術などが選択される．し

かし子宮内膜症は術後再発も少なくない．そこで，

今回我々は20～40歳までの未婚あるいは挙児希望

のある子宮内膜症患者における保存手術後の再発率

について検討したので若干の考察を加えて報告する．

　対象は保存療法（手術，手術＋薬物療法）を行った

23名である．R－AFS分類では1期：2例，　ll期：0

例，皿期：8例，IV期：14例であった．その後の再

発は1期：1例，H期：0例，皿期：3例，　IV期：

12例であった．全体での再発率は16／23（69．6％）であ

った．stageが進むほど術後再発率が高かった．再発

が最も早いものでは治療後半年で再発していた．

　以上より子宮内膜症の保存手術は再発する可能性

が高く，とくに進行した症例では重症と思われる片

側卵巣を思い切って摘出することもひとつの方法と

考えられた．

3．術後早期腹腔鏡および子宮卵管造影法による

　　子宮筋腫摘出術あるいは子宮形成術後の骨盤

　　内癒着症の評価

　　　　○竪山　均，佐野正敏，井上善仁

　　　　　橋本和法，野崎雅裕，中野仁雄

　　　　　　　　　　　　　　　　　（九州大産婦）

　挙児希望婦人の術後の子宮や付属器の癒着の有無

を調べるため，当科で子宮筋腫摘出術や子宮形成術

などの保存的手術を受け，その後に術後早期腹腔鏡

（ESLL）あるいは子宮卵管造影法（HSG）にて卵管通過

性などを評価した45例89卵管について報告する．

　術後にHSGのみを受けた29例58卵管（HSG群）で

は，正常と診断された卵管は，手術開始時では50卵

管，手術終了時では52卵管であったが，術後HSGで

は，32卵管であった．一一方，術後にESLLを受けた16

例31卵管（ESLL群）では，正常と診断された卵管は，

手術開始時には24卵管であり，手術終了時では29卵

管，ESLL開始時では21卵管，　ESLL終了時では27卵

管，術後HSGでは23卵管であった．またESLL開始

時には16例中12例に骨盤i内癒着を認めたが，うち8

例は付属器の癒着ではなく，子宮創部への腸管や大

網の癒着であった．その12例中11例に癒着剥離術が

行われた．

　以上の結果から子宮の保存的手術では術後に骨盤

内癒着症を発症する可能性が高く，術後早期腹腔鏡

は術後癒着の防止に有効であると考えられた．

口本不妊会誌41巻2号

4．腹腔鏡検査時の術中循環動態について

　　　　○宇都宮隆史，玉井君枝，安東桂三

　　　　　　　　　　　　　　（セント・ルカ産婦）

（目的）CO2気腹による腹腔鏡検査時の術中循環動態

を検討する．

（対象，方法）当院において行ったCO2気腹による32

例に対し，1）挿管後気腹前，2）気腹終了時，3）トレ

ンデレンブルグ体位直後，4）その後15分後の4ポイ

ントの動脈血中pH，　pCO2，　pO2，　BEなどを測定した．

（成績）Dでは挿管麻酔であるためと思われるが，pH

はやや高めで，pCO2はやや低めであった．2）では1）

と大きな差は見られなかった．しかし3）ではpHの低

下が見られはじめ，それにともなってpCO2の上昇が

始まっていた．4）の時点ではその傾向が進行し，pH

は7．37まで下降し，pCO2は39まで上昇していた．そ

して血圧は収縮時，拡張期ともに30％程度上昇して

いた．これらの傾向は1分当たり呼吸回数が12回と

20回の間で差はなかった．

（結論）腹腔鏡検査は短時間であっても全身状態に注

意を払わねばならない．

5．卵管留水症に対する腹腔鏡下卵管開口術の有

　　用性に関する検討

　　　　○野見山真理，有馬　薫，宗　完子

　　　　　岩坂　剛，杉森　甫　　（佐賀医大産婦）

　　　　　松本ゆみ，中村加代子

　　　　　　　　　　　　　（高邦会高木病院産婦）

（目的）当科における卵管留水症に対する腹腔鏡下卵

管開口術の治療効果を検討した．

（対象・方法）対象は1990年5月より1995年4月まで

に不妊症精査のため当科で施行した腹腔鏡検査のう

ち色素通水法にて卵管留水症と診断した27例である。

1992年6月以降は腹腔鏡下卵管開口術を開始した．

開口術を施行したのは19例，他8例は開口術を施行

していない．開口術後の自然およびAIHの妊娠率を

算出した．また開口術施行群と未施行群とのIVF－ET

の妊娠率を比較した．

（結果）卵管開口術後の自然およびAIH妊娠は，3／

16例（18．8％）に成立した．IVF－ET妊娠成績は開口術

施行群3／9例（33．3％），開口術未施行群4／6例

（66．7％）であった．

（まとめ）卵管留水症に対する腹腔鏡下卵管開口術後

の自然およびAIHの妊娠率は18．8％であった．卵管

開口術の有無とIVF－ETの妊娠成績には関連性は確認

できなかった．
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6．不妊診療における腹腔鏡の有用性一子宮内膜

　　症の頻度と妊娠成績一

　　　　　〇窪田真知，田村理子，詠田由美

　　　　　　本庄　考，倉島雅子，白川光一

　　　　　　　　　　　　　　　　　（福岡大産婦）

（目的）難治性不妊症例に対して，腹腔鏡検査を施行

し，子宮内膜症（以下E）の頻度，およびその後の妊

娠成績について検討した．

（方法）1995年5月までに腹腔鏡検査を施行した難治

性不妊症例150例（年齢3L4±3．8歳，不妊歴50，6±

38．9月）を対象とした．検査時にはEの診断とともに，

Eの有無にかかわらず積極的に直視下手術を施行し

た．その後の妊娠成績についてEの有無により検討

した．

（結果）Eの頻度は52．7％（79／150）であった．検査後

の妊娠率は4L3％（62／150）であったが，　E（＋）群の

妊娠率32．5％はE（一）群の5L4％に比較し有意に低か

った（p＜O．05）．また，検査から妊娠成立までの平均

期間は，E（＋）群（11．8±10．9月）がE（一）群（6．5±55

月）に比較し有意に長かった（p〈O．05）．

（考察）腹腔鏡検査は難治性不妊症の原因精査ならび

に不妊治療と．して有用であるが，Eの存在は妊娠成立

の上で影響を及ぼすことが示唆された．

7．腹腔鏡検査前後の患者の心理状態や精神スト

　　レス

　　　　　○柴田令子，倉橋千鶴美，宇都宮隆史

　　　　　　　　　　　　（セント・ルカ産婦人科）

（目的）当院では不妊症の診断および治療として腹腔

鏡検査を行っており，腹腔鏡検査前後の患者の心理

状態や精神ストレスを把握する．

（対象・方法）当院で平成7年4月1日～平成7年8

月15日の問に腹腔鏡検査を受けた患者57例について

アンケート方式（記述式）で調査を行った．

（結果）腹腔鏡検査を勧められた時，「すぐに受けよ

う」と思ったのが72％でその理由でも「先生に勧め

られて仕方なく」の人が6％と少なかった，相談者も

「夫だけに相談」は36％で「夫以外の家族」は53％で

あった．入院してからの一番の不安は「検査結果」

で61％あり手術後の痛みや麻酔に対する不安は35％

だった．手術前夜の「良く眠れたか？」という質問

には眠れた人が75％であった．抜管後の息苦しさに

ついては「眠っていたので気づかない」「苦しくない」

が80％だった．

（まとめ）腹腔鏡検査を受けようとする患者の意識は
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治療に対して積極的であり手術に対する痛みや，麻

酔の恐怖よりも検査結果が一番ストレスに感じてい

ると思われた．

8．不妊治療後に発生し早期に診断し得た腹腔妊

　　娠の3例

　　　　　○小野田　親，岩政　仁，松浦講平

　　　　　　岡村　均　　　　　　　　（熊本大産婦）

　卦宮外妊娠の中で腹腔妊娠の頻度は約0．1％前後

との報告が多いが当科の最近10年間の頻度は3．3％

（3／90）と若干高い．いずれも不妊治療後に発生し

ているため早期に診断・治療し得たので報告する，

　症例1は腹腔鏡検査後2周期目に妊娠し，症例2，

3はCOH－AIH後に妊娠したしたが3例ともIUD使用

の既往や子宮内膜症の合併は認めなかった．症例1，

2が下腹部痛，症例3は無症状だったが経膣超音波に

より子宮外胎児心拍が確認された．着床部位は症例

1と3が直腸前面，症例2は左広間膜後葉であった．

3例とも付属器・子宮に異常を認めず，原発性腹腔妊

娠の診断とした．

　症例1は術直後，症例2は尿中hCGの下降が悪い

ためMTX全身投与を追加しているが，その後症例1

は2回の自然経膣分娩で児を得ている．腹腔妊娠は，

その診断の遅れにより母体に致命的な結果をもたら

すため早期発見とその後の適切な治療が重要と思わ

れる．

9．低用量ドーパミン療法が著効した卵巣過剰刺

　　激症候群の2症例

　　　　　0管野輝勝，藤澤佳代，松井尚彦

　　　　　　吉松　淳，楢原久司，宮川勇生

　　　　　　　　　　　　　　　　（大分医大産婦）

　卵巣過剰刺激症候群（Ovarian　Hyperstimulation

Syndrome；OHSS）は不妊治療の排卵誘発にともなっ

て起こる医原性疾患である．重症化すると，著明な

卵巣腫大，多量の胸水，腹水の貯留，血液濃縮が見

られる．重症OHSSの治療の基本は，循環血液量の

増加と血液濃縮の改善，そして尿量の維持である．

　最近，このOHSSに対する低用量ドーパミン（DOA）

療法が注目されている．DOAは，少量投与ではDl－

receptorのみの作動で，血圧や脈拍を上昇させること

なく腎血流量を増加させ，貯留した水分やNaの排泄

を促進してOHSSの症状を軽減する．

　今回，重症OHSSの2症例（ともにWHO分類で
grade皿，第1例は21歳でr＞F－ET後の妊娠例，第2例

は28歳でhMG－hCG療法後の症例）にアルブミン投与
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を併用した低用量DOA療法を施行したところ，2症

例とも急速に症状が改善し，その有用性が確認された．

10．多胎妊娠の回避目的であえて単一胚移植を行

　　い単胎妊娠の成立をみた体外受精・胚移植の

　　1例

　　　　　○岡本純英，和田　文，水町恵美

　　　　　　　　　　（岡本ウーマンズクリニック）

　妊娠率の向上にともない体外受精t胚移植での多

胎妊娠回避が緊急課題となっている．単一胚移植で

多胎を回避し，単胎妊娠の成立をみたので報告する．

症例は33歳の続発性不妊患者で30歳時3年不妊で当

院初診，イムノビーズ妻血清lgA陽性を認め，配偶者

間人⊥授精するも妊娠せず，体外受精・胚移植を行

い妊娠が成立，双胎の女児を出産している．平成7

年4月再び挙児を希望して受診．配偶者間人工授精

を3度行うも妊娠せぬため再び体外受精・胚移植を

行った．GnRH　hMG　hCG　short　regimenにて刺激．28

個採卵し27個が受精分割した．家族構成上，単胎妊

娠を強く希望したので発育良好な胚を選別すべく8

細胞期胚移植を企図し移植日を1日延期，採卵後3

日目とした．Gl，9個，G2，7個の8細胞期胚を得

たが，単胎妊娠を確実にするためあえてGlの8細胞

期胚1個のみを胚移植した，採卵14日目，血中hCG

169　IUAを確認した，特殊な事例ではあるが，多胎妊

娠を回避する上で示唆に富む経過を示したので報告

する．

11．体外受精・胚移植治療により生児を得た卵管

　　形成不全をともなった単角子宮の1例

　　　　　○利井陽子，山下隆則，蓮尾敦子

　　　　　　宮村泰豪，河野雅洋，藤下　晃

　　　　　　石丸忠之　　　　　　　　（長崎大産婦）

　症例は36歳の原発性不妊患者で，挙児希望にて近

医を受診し，子宮卵管造影にて単角子宮および卵管

閉塞を疑われ平成2年5月当科を受診した．基礎体

温は2相性で，卵胞期の血中prolactin，黄体期の血中

estradiolおよびprogesteroneはいずれも正常範囲であ

った．また夫の精液所見は，正常であった．平成2

年6月腹腔鏡検査を施行したところ子宮は左単角子

宮で右側に母指頭大の副角を認めた．左卵管は卵管

膨大部で盲端に終わっており，右卵管は形成されて

いなかった．左右の卵巣はいずれも正常大であった．

　以上の所見より無機能性の副角を持ち，卵管形成

不全を合併した単角子宮と診断した．このため体外

受精・胚移植治療の適応と判断し，6回目の治療にて

H本不妊会誌　41巻2号

単胎妊娠に成功した．妊娠経過は，切迫流産徴候は

認めたものの比較的順調に経過し，平成7年7月18

日，妊娠38週6日にて正常分娩に至った．今回，本

症例の経過の詳細と単角子宮と流早産の関係につい

て若干の文献的考察を報告する．

12．当院におけるICSI成績

　　　　　○安東桂三，玉井君枝，長木美幸

　　　　　　広津留恵子，宇都宮隆史

　　　　　　　　　　　　　　（セント・ルカ産婦）

　現在までにいくつかのICSI手法の変更を行ってき

た．今回各手法ごとに受精成績・分割成績・妊娠成

績などをretrospectiveに検討した．臨床応用開始から

現在までをphase　1：精子注入のみ，　phase　2：細胞質

吸引と精子注入，phase　3：精子不動化後吸引注入，

phase　4：精子不動化後中辺部打撃吸引注入の4群に

分けた．

　各群の周期数，妻の年齢はpl：44周期32．2歳，p2

：102周期32．4歳，p3：39周期33．4歳，　p4：19周期34．1

歳であり採卵時のE2値はそれぞれ2803／2307／

1758／1830（pg〆ml）でP4値は1．0／O．7／0、9／0．8

（ng／ml）となった．採卵時の卵胞数はll．2／13．0／

12．9／10．3個，　採卵数8．7／9．6／9．2／6．5個，

metaphase－2は6．5／7．0／7．3／5．0個，受精卵数3．2／

3．0／4．5／3．3個，分割卵数2．9／2．8／4．2／3．3個と

なった．妊娠率は9」％（4／44），8．8％（9／102），

17．9°／・（7／39），21」％（4／19）となった．

　尾部打撃による精子不動化後再度中辺部打撃によ

るICSIが受精および分割・妊娠率において優れ，有

用な治療法であることがわかった，

13．ICSI（卵細胞質内精子注入法）の臨床成績

　　一卵子の成熟度分類による比較検討一

　　　　　〇永吉　基，田中　温，粟田松一郎

　　　　　　馬渡善文，田中威づみ，竹本洋一

　　　　　　高崎博幸，井手紀子，有本恭子

　　　　　　井上綾子，岩本智子

　　　　　　　　　　（セントマザー産婦人科医院）

　ICSIは重症男性不妊症において，有力な治療法で

あり，数多くの新生児が誕生している．今回我々は，

ICSIにおける卵子の成熟状態と臨床成績を検討した

ので報告する．

（目的）卵子の成熟状態を採卵時とICSI時とで観察し，

これを4群について分類し，各群の妊娠率，各種排

卵誘発法の関係について検討した．

（結果）1）採卵時ICSI時の卵子の成熟度判定の一致率
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は，68．3％であり，不一致例の大半は，採卵時不良

でICSI時良好であった．2）ICSI卵子良好例はShort

900法が70．7％と一番高く，不良例ではクロミッド＋

HMG法が67．9％と一番悪い結果となった．3）妊娠率

は全体で26．2％であった．

（結論）1）採卵時とICSI時の卵子の成熟度判定はおお

むね一致していた．2）排卵誘発法別では，Short　900

法が一番卵の成熟度が良好である一方，クロミッド＋

HMG法が一番不良であった．3）ICSI時の卵子の良好

例は妊娠率が高く（325％），不良例は低値であった

（16．5％）．

14．卵細胞質内精子注入（ICSI）後の高い受精率

　　とSperm　factorとの関連について

　　　　　○田中威づみ，田中　温，永吉　基

　　　　　　粟田松一郎，馬渡善文，竹本洋一

　　　　　　高崎博幸，井手紀子，有本恭子

　　　　　　井上綾子，岩本智子

　　　　　　　　　　（セントマザー産婦人科医院）

（目的）卵細胞質内精子注入（ICSI）後の卵子の活性化

率・受精率は高く，さらに異常受精の発生率は低い．

この現象は精子より出現してくるspem　factorが直接

卵細胞質に作用し，卵子の活性化を惹起しているた

めと推測される，今回我々はこのsperm　factorに関し

て実験を行い有用なる結果を得たので報告する．

（方法）良好精子をPBSで2回洗浄，濃度を8～10×

108／ccに調整した．この精子浮遊液を細胞破砕器で処

理した．この上清を10plあたり精子5匹分となるよ

うに希釈した．これをIVF－ETの症例で受精に至らな

かった2－Doldの卵子のA）卵細胞質，　B）囲卵腔に注

入した（患者の同意を得て）．

（結果）1）A），B）における活性化率は61％（35／57），

0％（0／25）であった，2）A）における前核の数の割

合はlPNは31％（lI／35），2PNは29％（10／35），

2PN以上は40％（14／35）であった．3）卵細胞質のみ

の吸引，注入における活性化率は15％（5／34）であ

った，

（結論）ICSI後の高い受精率にはsperm　factorの関与が

大であることが推測された．

15．原発性無精子症の組織・細胞学的検討

　　　　　○田中　温，永吉　基，粟田松一郎

　　　　　　馬渡善文，田中威づみ，竹本洋一

　　　　　　高崎博幸，井手紀子，有本恭子

　　　　　　井上綾子，岩本智子

　　　　　　　　　　（セントマザー産婦人科医院）

（目的）閉塞性無精子を除外した原発性無精子症に対
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しては妊娠は不可能であると考えられてきた。しか

し顕微授精の技術の進歩により，精巣内精子や精子

細胞を分離採取できるならば妊娠は可能であるこ

とが確認されている．今回我々は，この原発性無精

子症の中で治療が対象となりうる症例の割合につい

て検討したのでその結果について報告する．

（方法）当院において無精子症の診断の目的で精巣生

検を行い，精巣上体に精子（精子細胞）を認めなかっ

た67例を対象とした．採取した精巣組織は1）倒立顕

微鏡下にspermatogenic　cellの分離2）光顕用に固定，

3）電顕用に固定，4）細胞診を行った，

（結果）1）精巣内精子を認めた症例は14例（21％）であ

った．2）精巣内精子は認めず，精子細胞を認めた症

例は6例（9％）であった．3）精巣内精子の大半は弱

いながらも運動性を認める．4）確認された精子細胞

のほとんどは円形精子細胞であり，後期精子細胞は

まれであった．

16．精巣上体洗浄による精子採取法

　　　　　○緒方俊一　　　　（大分県立病院泌尿器）

　　　　　　宇都宮隆史　　（セント・ルカ産婦人科）

　無精子症患者にはかなりの割合で精管の通過障害

が存在する．顕微授精の進歩によってわずかな精子

で妊娠可能となり，泌尿器科医は精子採取という部

分で不妊症へのかかわり合いが深くなってきた．現

在採精法は精巣精子採取（TESA），精巣上体精子採取

（MESA），経皮的精巣上体精子採取（PESA）などが行

われている．今回我々は逆行性射精による射精不能

の2例に精巣上体洗浄法を試みた．

　精巣上体の遠位側精管より25Gサフロー針を刺入．

1mlの生食を精巣上体内に圧入し逆流する精子の混

入した生食を吸引した．濃度500×106／ml．運動率

80％，奇形率5％の精子が0。2m1採取された，

　TESA，　MESAとも有効な採精法であるが患者への

負担は大きく反復する採取は困難iである．MESA，

PESAは精巣上体が緊満するほどの精子の貯留が必要

である．その点精巣上体洗浄法では精管の露出のみ

で可能で穿刺も細径の針で行われるため侵襲は少な

く反復する採取にも耐えうる．また脊損患者や，射

精不能患者など精巣上体への精子の貯留の少ない症

例にも適応は広いと考えられた．
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日　時：1996年6月20日（木）・21日（金）

会場：明治記念館〒107東京都港区元赤坂2－2－23Tel．03－3403－1171

学術講演会内容：

招待講演：1．L．　Mastroianni（ペンシルバニア大）

　　　　　　「Fallopian　Tube－roles　in　Gametes　Research」

　　　　　2．E。　Wallach（ジョンス・ホプキンス大）

　　　　　　「Local　Mediators　of　Mammalian　ovulation」

特別講演：御子柴克彦（東京大学）

　　　　　　「受精におけるCa2＋動態とIP3レセプター」

教育講演：1．山口寿夫（慶慮義塾大学）

　　　　　　「実験病理からみたマトリックスの研究」

　　　　　2．館　　鄭（東京大学）

　　　　　　「胚発育からみた着床のメカニズム」

　　　　　3．S．　C．　Ng（シンガポール大学）

　　　　　　「New　Perspectives　in　Understanding　Fertilization　in　the　Era　of　Microinjection」

　　　　　4．K．　Y．　Cha（Cha総合病院）

　　　　　　「Cryopreservation　of　immature　oocytes」

一般演題：申し込みは締切らせていただきました．多数の演題をお寄せいただきありが

　　　　　とうございました．

参加申込方法：学会当日会場にて受け付けます．

　　　　　　　学会参加費　7，000円　懇親会参加費　6，000円

連絡先：〒160　東京都新宿区信濃町35

　　　　　　　慶鷹義塾大学医学部産婦人科内　第37回大会事務局

　　　　　　　Tel．03－3353－1211　内線2396

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第37回　日本哺乳動物卵子学会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　大会長鈴木　秋悦



第14回日本受精着床学会

　第14回日本受精着床学会を下記の通り開催いたしますので，奮ってご参加下さいますようお願い申し上

げます．

期

会

内

日：平成8年7月11日（木），12日（金）

場：ホテルはまつ　福島県郡山市虎丸町3－18TEL　O249－35－1111

容：招請講i演：Overview　of　mammalian　fertilization

　　　　　　　座長　入谷　明（近畿大学生物理工学部教授）

　　　　　　　演者　Ryuzo　Yanagimachi（University　of　Hawaii，　Professor）

　　特別講演：不妊症の診療経験　一過去・現在・未来一

　　　　　　　座長　佐藤和雄（日本大学医学部産婦人科教授）

　　　　　　　演者　鈴木雅洲（スズキ病院理事長）

　　教育講演：ハイライトセッション　ー生殖の流れ一『配偶子の成熟から着床』をめぐる新知見

　　　　　　　座長　毛利秀雄（岡崎国立共同研究機構基礎生物学研究所長）

　　　　　　　　　1）精子運動のメカニズム　　　　　　　　　　　　石島純夫（東工大理学部）

　　　　　　　　　2）卵子の成熟・退化と排卵　　　　　　　　　　　　佐藤英明（東大医科研）

　　　　　　　　　3）受精と卵細胞内情報伝達機構　　　　　　　　　宮崎俊一（東京女子医大生理）

　　　　　　　　　4）雄性前核形成と卵形質性因子　　　　　　　　　薄井紀子（帝京大解剖）

　　　　　　5）着床におけるLocal　Response－Nidus　Formation一　舘

シンポジウム：卵細胞質内精子注入法（ICSI）の現状と将来

　　　　　座長　香山浩二（兵庫医科大学産婦人科教授）

　　　　　　　後藤和文（鹿児島大学農学部家畜繁殖学助教授）

鄭（東大大学院農生命）

1）円形精子細胞と第2精母細胞の卵細胞質内注入の基礎的検討

　　　　　　　　　　　　　　　　　　木村康之（福島県立医大産婦）

2）ICSIにおける顕微操作の卵細胞に及ぼす影響の検討

　　　　　　　　　　　　　　　　　　浅田義正（名古屋大分院産婦）

3）ICSIにおける精子の不動化処理が前核形成に及ぼす影響の検討

　　　　　　　　　　　　　　　　　　小林一彦（加藤レディースクリニック）

4）ARTとしてのICSIの有効性　　　　　荒木重雄（自治医大産婦）

5）ICSIの臨床成績の検討　一特に無精子症を中心として一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　田中　温（セントマザー産婦人科医院）

「

連絡先　〒960－12　福島県福島市光が丘1番地

　　　　福島県立医科大学産科婦人科学講座内

　　　　第14回日本受精着床学会事務局

　　　　TEL　O245－48－2111（内2372）

　　　　FAX　O245－48－3878

会長佐　藤　　　章
（福島県立医科大学産科婦人科）



第16回日本性科学学会

第16回日本性科学学会を下記の通り開催いたします．多数のご参加をお願い申し上げます．

期日：平成8年10月5日（土），6日（日）

会場：札幌共済ホール　札幌市中央区北4条西1丁目

　　　　　　　　　　TEL　Ol1－251－7333

共済ビル6階

サテライト・シンポジウム：

　　　「老人養護施設における性の問題一全国老人福祉施設における性の問題の調査結果をもとに一」

　　　［全国老人養護i施設大会との共同シンポジウム（学会前日，平成8年10月4日（金）］

シンポジウム：

　　　A．青・壮年期の性

　　　　　　1．「エイズ時代におけるピルとコンドームの使い分け」

　　　　　　　司会　熊澤浄一（九州大泌尿器科教授）

　　　　　　　　　　玉田太朗（自治医大産婦人科名誉教授）

　　　B．中・高年期の性

　　　　　2．「人生80年時代における生と性」

　　　　　　司会　松本清一（自治医大産婦人科名誉教授）

　　　　　　　　　熊本悦明（札幌医大泌尿器科名誉教授）

　　　　　3．「中高年男女の性機能低下への医学的対応」

　　　　　　司会　野末源一（山王病院理事）

　　　　　　　　　熊本悦明（札幌医大泌尿器科名誉教授）

　　　　　4．「中高年男女の性機能低下への精神・心理学的対応」

　　　　　　司会　白井蒋文（東邦大泌尿器科教授）

　　　　　　　　　阿部輝夫（順天堂大浦安病院精神科助教授）

一般演題（公募）：締切期日　1996年6月30日

日本性科学学会会員へは，演題申込用紙を配付いたします．

ご希望の場合は下記事務局へご請求下さい．

連絡先・事務局　〒060 札幌市中央区南1条西16丁目

札幌医科大学泌尿器科学教室内

第16回日本性科学学会事務局

TEL：Ol1－611－2111（内線3472）

FAX：Ol1－612－2709

会員以外の方が演題提出を

会長熊　本　悦　明
　　（札幌医科大学名誉教授）



第5回　世界子宮内膜症学会

　第5回世界子宮内膜症学会を下記の通り開催いたします．奮ってご参加下さいますようお願い申し上げ

ます．

期日　平成8年10月21日（月）～24日（木）

会場　パシフィコ横浜　横浜市西区みなとみらい1－l

　　　　　　　　　　　　　TELO45221－2155

内容　主な講演者 Evers，　J．　L．　H．（Netherlands）

Gleicher，　N．（USA）

Healy，　D．（Australia）

Dmowski，　W．　P．（USA）

Brosens，1，（Belgium）

Sutton，　C．　J．　G．（UK）

Thomas，　E．　J．（UK）

Smith，　S．　K．（UK）

Schenken，　R．　S．（USA）

Lemay，　A．（Canada）

Donnez，　J．（Belgium）

シンポジウム　Etiology　and　natural　history

　　　　　　　　Basic　endometrial　physiology

　　　　　　　　Endometriosis　and　Pain

　　　　　　　　Regulatory　mechanisms，　growth　factor　and　cell　adhesion　molecule　in

　　　　　　　　　　　　　pathogenesis　of　endometriosis；New　Data（First，　second　and　third　part）

　　　　　　　　Critical　evaluation　of　laparoscopic　and　laparotomic　surgery

　　　　　　　　Immunology　and　endometriosis（Debate）

　　　　　　　　Medical　treatment　of　infertility

　　　　　　　　Surgical　treatment　of　infertility

　　　　　　　　Peritoneal　environment　and　endometriosis

　　　　　　　　Role　of　ART　in　infertility　associated　with　endometriosis（Debate）

　　　　　　　　How　can　we　improve　current　classification？（Debate）

　　　　　　　　Medical　treatment　of　Endometriosis

登録費 平成8年7月31日まで 平成8年8月1日から

登録費 35，000円 40，000円

同伴者 10，000円 10，000円

一般演題　一般演題締切平成8年4月30日

演題申込・お問合せ 横浜市立大学産婦人科学教室内

第5回世界子宮内膜症学会事務局

〒236　横浜市金沢区福浦3－9

TEL　O45－787－2691　FAX　O45－701－3536

第5回世界子宮内膜症学会

会長杉本　　　修
　　　　水　口　弘　司



投 稿

L　本誌掲載の論文は，原則として会員のものに限る．

2，　投稿論文は，本会の目的に関連のある原著，総説，

　論説，臨床報告，その他で，他誌に未掲載のものに

　　限る．

3．　臨床例（もしくは臨床材料）または動物を対象とし

　　た実験的研究においては倫理面を考慮すること．な

　　お，被験者からインフォームド・コンセントを得た

　場合は論文内にその旨を記載する．

4．　投稿論文は編集委員会が依頼する複数の審査委員

　　の審査を受け，採否，掲載順位，その他の編集に関

　する事項は編集会議でこれを決定する．掲載は原則

　　として受理順とする．

5．　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．なお超

　過ページならびに費用を要する図，表，写真，カラ

　　ー印刷は実費を著者負担とする．

6．　投稿原稿はB5版横書き4DO字詰のものを使用し清

　書する．なお，ワープロ使用の場合もこれに準じ，

　文書フロッピー（MS－DOS，テキストファイル出力）を

　添付し，機種名とソフト名を明記する．原稿は原本

　1部に査読用コピー2部を添える．写真は原稿を含

　めて3部とする．

7．　原著，総説，論説，臨床報告などには，必ず600字

　以内の和文抄録ならびに，200words以内の各抄録

　（題名，著者名，所属を含む）を添付する．各抄録の

　下に和文ならびに英語5語以内のKey　wordsを付記

　する．英文はあらかじめ専門家の校閲を受けておく

　　こと．ただし編集委員会で校閲が必要と認めた場合

　は，その費用を著者負担とする．

8．　投稿原稿は表紙（題名，著者名，所風住所，ラン

　ニングタイトルを和文ならびに英文で明記），英文抄

　録，和文抄録，本文（緒言，材料および方法，結果，

　考察，引用文献）の順に並べ，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．ランニングタイトルは

　和文で25字以内，英文で401etters以内とする．

9．　記述は和文または英文とし，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．

10．海外の人名，地名などは原語，数字は算用数字と

　する．学術用語および諸単位は，それぞれの関連学

　会用語集に従い，度量衡はメートル法により，所定

　の記号を用いる．

ll．文献は次の形式により，引用順に末尾に一括記載

　する．著者，編者名は3名までとし，以下は他（et　aL）と

　する．

a）雑誌の場合

　著者名（年次）題名．誌名巻数：頁一頁　とする．

和文誌名は該当誌の規定または慣用の略名に従い，

規 定 （1995年10月5日改定）

　英文誌名はlndex　Medicusに従って略したものを用い

　る．ページは通巻のページ数で最初と最終ページを

　記入する．

　英文例）Daitoh　T，　Kamada　M，　Yamano　S，　et　al．

　（1995）High　implantation　rate　and　consequently

　highpregnancy　rate　by　in　vitro　fertilization－embryo

　transfer　treatment　in　infertile　women　with　anti－sperm

　antibody．　Fertil　Steri163：87－91

　和文例）宮崎豊彦，久慈直昭，末岡　浩　他（1995）

　体外受精・胚移植不成功例に対する卵巣刺激前ダナ

　ゾール投与の効果．日不妊会誌40：104－109

　b）単行本の場合

　　著者名（年次）題名．書名．編者名，発行所，発行

　地，pp頁一頁　とする．（英文の場合は編者名，書

　名．の順）

　英文例）Collins　JA（1995）Unexplained　infertility．

　In：Keye　WR　Jr，　Chang　RJ，　Rebar　RW，　et　al（eds），　lst

　ed，　Infertility：Evaluation　and　Treatment．　WB

　Saunders　Co，　Philadelphia，　PP249－262

　和文例）三浦一陽（1994）男性不妊症．アンドロロジ

　ーマニュアル．白井將文編，第1版，新興医学出版，

　東京，PPl52－166

12．　投稿論文の著作権は，掲載が決定した時点で日本

　不妊学会に譲渡される．投稿原稿，図表，写真は返

　却しない．

13，　同一著者による論文の掲載は同一号に1編のみと

　する．

14．著者校正は原則として初校のみとする．なお，校

　正は字句の訂正にとどめる．校正の責任は全面的に

　著者に帰す．

15．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を

　全額著者負担とし，かつ特別掲載料を納付する．

16．掲載論文に対しては，別冊30部を贈呈する．これ

　以上を必要とする場合は，原稿表紙に別刷総部数を

　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．

17．項目5，15，16にある掲載に要した経費，30部を越

　える別刷印刷費などは，学会から著者に直接請求書

　を送付する．諸費用は速やかに下記口座に送金する．

　郵便振替口座：00170－3－93207

　銀行預金口座：三和銀行麹町支店　普：3706039

　　　　　　　　社団法人日本不妊学会宛

18．投稿原稿には，巻末に綴じ込みの投稿申込み票を

　添付し，簡易書留にて下記へ送付する．

　（送付先）東京都千代田区麹町5丁目4番

　　　　　　クロスサイド麹町ビル8階

　　　　　　社団法人　日本不妊学会

　　　　　　Tel，　Fax：03－3288－7266



日本不妊学会雑誌　投稿申込み票
　　　（この用紙をコピーしてご利用下さい）

タイトル

和文or英文タイトル：

掲載希望　　［特別掲載　普通掲載］ 種別　　［原著　総説　論説　臨床報告　　その他］

著者名：（6名以上の場合は，別紙に同様の様式でご記入下さい）

「

フ　リ　ガ　ナ

氏　　　　名

会員　番号
［所属機関名］
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薯
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No．
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5．

No．

［　　　　　　］ 6．

No．

［　　　　　　］

本文ページ数： 文献件数：

和文抄録ページ数： 英文抄録ページ数：

表の数： 図の数：

写真の数： ［カラー印刷　　白黒印刷］を希望する

ランニングタイトル：

（和文25字以内、英文401etter以内）

キーワード：　和文

（各5語以内）　英文

別刷希望数：

フロッピーの添付［有　無］→機種名 ソフト名

その他ご希望事項がありましたらお申し出下さい

連絡先：代表者名：

　　　　連絡先住所：

　　　　電話番号： ファクシミリ番号：
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