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第42回日本不妊学会総会および学術講演会

（第2回予告）

下記により第42回日本不妊学会総会および学術講演会を開催いたしますので多数の方々がご参加下さいま

すようお願い申し上げます．

1　期　日：平成9年11月12日（水）理事会，幹事会

　　　　　　　　　　　13日（木）学術講演会，評議会，総会，総懇談会

　　　　　　　　　　　14日（金）学術講演会

H会場一：京王プラザホテル

　　　　　〒160　東京都新宿区西新宿2－2－1（TEL 03－3344－Ol11）

m　学術講演会

　　会長講演

　　　　男性不妊症とインポテンス

　　　　　演者：白井將文（東邦大学医学部第1泌尿器科教授）

　　招請講演

　　　　1）Limited　resources；Infertility　must　be　treated．

　　　　　演者：Alan　H．　DeCherney．　M．　D．

　　　　　　　　（Professor，　Department　of　obstetrics　and　Gynecology，　UCLA　School　of　Medicine，　U．S．A．）

　　　　2）Endometriosis；What　to　do　and　when　to　do　it．

　　　　　演者：Robert　Israe1，　MD．

　　　　　　　　（Professor，　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　　　　　　Unibersity　of　Southern　California　School　of　Medicine，　U．SA）

　　　　3）Microsurgery　for　male　infartility．

　　　　　演者：Stuart　S．　Howards，　M，D．

　　　　　　　　（Professor，　Department　of　Urology，　Unibersity　of　Virginia，

　　　　　　　　School　of　Medicine，　U．S．A．）

　　　　4）Ejaculatory　dysfunction　and　infertility．

　　　　　演者：Hung　Ki　Chai，　MD．

　　　　　　　　（Professor，　Department　of　Urology，　Yonsei　University．

　　　　　　　　College　of　Medicine，　Seoul．　Korea．）

　　　特別講演

　　　　　「成長ホルモン・成長因子と不妊」

　　　　　演者：野口鉄也（東邦大学医学部第2生理学教授）



教育講演

　　1）「1生分化をめぐって」

　　　　演者：中込弥男（順天堂大学医学部公衆衛生学教授）

　　2）「受精過程における精子中心子の役割」

　　　　演者：年森清隆（宮崎医科大学解剖学教授）

　　3）卵子の成熟と妊孕性

　　　　演者：鈴木秋脱優応義塾大学医学部産婦人科助教授）

シンポジウム

　　1「不妊症と染色体異常」

　　　　司会：松田公志（関西医科大学泌尿器科教授）

　　　　　　　荒木重雄（自治医科大学看護短期大学教授）

　　2「ICSI一今後の展開一」

　　　　司会：星　和彦（山梨医科大学産婦人科教授）

　　　　　　　佐藤嘉兵（日本大学獣医学部応用生物学科教授）

フロンティアシンポジウム

　　1）「データよりみたICSIの現状」

　　　　司会：香山浩二（兵庫医科大学産婦人科教授）

　　2）「ゴナドトロピン療法の副作用対策」

　　　　司会：矢内原巧（昭和大学医学部産婦人科教授）

　　3）「不育症（習慣流産）の機序，診断，治療」

　　　　司会：牧野恒久（東海大学医学部産婦人科教授）

　　4）「着床と子宮内膜機能，一着床率をどのようにして上げるか？一」

　　　　司会：畑　俊夫（埼玉医科大学産婦人科教授）

　　5）「男性性機能と不妊，一基礎と臨床一」

　　　　司会：宮川征男（鳥取大学医学部泌尿器科教授）

　　6）「不妊症の実験モデル」

　　　　司会：西宗義武（大阪大学微生物病研究所付属感染動物実験施設教授）

　　7）「配偶子・胚のQualityと妊孕性の評価」

　　　　司会：吉村泰典（慶応義塾大学医学部産婦人科教授）

　　8）「着床前診断法の基礎と展開」

　　　　司会：永田行博（鹿児島大学医学部産婦人科教授）

ビデオシンボジウム

　　「不妊の外科的治療」

　　　　司会：三浦一陽（東邦大学医学部第1泌尿器科教授）

　　　　　　　星合　昊（近畿大学医学部産婦人科教授）

コンセンサスミーティング

　　「精子回収法をめぐって」

　　　　司会：守殿貞夫（神戸大学医学部泌尿器科教授）

　　　　　　青野敏博（徳島大学医学部産婦人科教授）
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V　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，

　　　　1997年度会費（8，㎜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うち，書類郵便にて下記へお送りください．

　　　　　　　　〒143大田区大森西6－11－1

　　　　　　　　　　　東邦大学医学部第1泌尿器科学教室内　第42回日本不妊学会総会事務局

　　　　　　　　　　　TEL：03－3762－4151（内線3600，3605）

　　　　　　　　　　　FAX：03－3768－8817

　　　　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：1997年（平成9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．

■ 総懇親会は学術講演会初日の11月13日（木）に京王プラザホテルで行います．是非ご出席下さい．

1997年1月

第42回日本不妊学会会長

白　井將文
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平成8年度第2回通常総会

平成8年度第2回通常総会は下記の如く徳島市において開催され，入谷理事長を議長

として各議案につき慎重審議の上採決を行った．

　　　日　　時　　　平成8年11月7日（木）13時～13時50分

　　場　　所　　　徳島市　徳島県郷土文化会館

　　　開会当時の会員数　4307名　　　当日の出席会員数　2173名（含委任状）

■

　　議　　事

第1号議案：名誉会員推薦の件

　理事会および評議員会より推薦された別記8名につき審議の結果，全会一致にて名誉

　会員とすることを承認した．

第2号議案：功労評議員推薦の件

　理事会および評議員会より推薦された別記22名につき，審議の結果全会一致にて功労

　評議員とすることを承認した．

第3号議案：日本不妊学会学術奨励賞に関する件

　理事会および評議員会より推薦された下記の3名に平成8年度日本不妊学会学術奨励

　賞を授与することを全会一致にて承認した．

　　菅野良恵「凍結保存ヒト卵管上皮細胞を用いた初期胚の共培養」

　　児玉英也「lnvestigation　of　Cytotoxic　Effect　of　Reactive　Oxygen　Species　on　Mouse

　　　　　　Spermatozoa」

　成田　成「Endogenous　Factors　Affecting　Sterility　in　oocytes　of　Aged　Animals」

第4号議案：平成11年度学術講演会および総会に関する件

　平成11年度学術講演会および総会は，理事会および評議員会の原案通り，下記の如く

　開催することを全会一致にて承認した．

　　平成11年度　担当支部　関東支部

　　　　　　　　会　　長　矢内原　巧

　　　　　　　　開催地　東京都

第5号議案：役員改選の件

評議員会で承認された候補者につき審議の上，全会一致にて別記の如く次期理事（20

名），監事（3名）を選出した．

第6号議案：評議員改選の件

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

の如く定めることを全会一致にて承認した．

　北海道支部　4名，東北支部　5名，関東支部　16名，中部支部　5名，

　北陸支部　4名，関西支部　8名，中国・四国支部　6名，九州支部　7名
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新名誉会員，功労評議員および新役員について

　ll月7日開催された平成8年度第2回通常総会において次の8名の方々が新たに名誉

会員として，また，22名の方々が功労評議員として推薦，承認された．また役員（理事

および監事）の改選が行われたので，11月8日臨時理事会を開き，互選により下記の如

く理事長，副理事長，常任理事を選出するとともに，新評議員および幹事を選任した．

名誉会員　　入　谷　　　明

　　　　　　杉　本　　　修

　　　　　　平　野　睦　男

片　山　　　喬

高　橋　克　幸

八神　喜　昭

熊　本　悦　明

浜　田　　　宏

り

理　　事 理　事　長

副理事長
　〃

　〃

理　事（常任）

〃

〃

〃

〃

〃

〃

tl

〃

〃

〃

理　事

　〃

11

〃

〃

　〃

監　事

　〃

〃

（”）

（〃）

（ウ）

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

（〃）

（ク）

（〃）

森　　　崇

白　井　將

毛　利　秀

矢　内　原

青　野　敏

伊　藤　晴

守　殿　貞

小　林　俊

佐　藤　和

白　井　将

武　谷　雄

百目鬼　郁

平　川

広　井　正

水　口　弘

井　上　正

内　海　恭

岡　村

工　藤　隆

永　田　行

中　西　正

島　崎

玉　田　太

豊　田

英

文

雄

巧

博

夫

夫

文

雄

文

夫

舜

彦

司

樹

均

博

美

淳

朗

裕

（関西支部）

（関東支部）

（　”　）

（　〃　）

（中国四国支部）

（関東支部）

（関西支部）

（関東支部）

（　ク　）
（

（

（

（

〃　）

”　）

〃　）

〃　）

（東北支部）

（関東支部）

（北陸支部）

（関西支部）

（九州支部）

（北海道支部）

（九州支部）

（中部支部）

（関東支部）

（　〃　）

（　〃　）
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功労評議員

飯田和質
落合　寛
北尾　 学

谷沢　修
長谷川眞常

松浦俊平

生駒文彦
加藤順三
椹木　勇
寺内弘知
肥田木　孜

美川郁夫

尾川昭三
河田啓一郎

鈴置洋三
富永敏郎
平井　博

長田尚夫
菊川　寛
高邑昌輔
信永利馬
福島峰子

●

定款評議員

北海道支部

石川睦男
東北支部

折笠精一
深谷孝夫

関東支部

麻生武志
大島博幸
佐藤英明
穂坂正彦

中部支部

河上征治
三宅弘治

北陸支部

泉　徳和
関西支部

奥山明彦
沢田　勉

中国・四国支部

大森弘之
寺川直樹

九州支部

石丸忠之
中村元一

金川弘司　塚本泰司　藤本征一郎

斉藤英和　菅原七郎　田中俊誠

雨宮　章
河邉香月
佐藤嘉兵
森沢正昭

伊吹令人
木下勝之
津端捷夫
吉田英機

遠藤　 克

久保春海
中村幸雄
吉村泰典

玉舎輝彦　寺尾俊彦　友田　豊

舘野政也　並木幹夫　布施秀樹

萩田幸雄　神崎秀陽　香山浩二
野田洋一　星合　昊　吉田　修

加藤　紘
丹羽晧二

相良祐輔　竹中生昌

金澤浩二　杉森　甫
松浦講平　宮川勇生

立山浩道

なお，定款評議員上記55名については，1997年1月1日より1998年12月31日まで評

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

ついては次号（42巻2号）に掲載致します．

ψ

9

e



幹事
浅井光興
苛原　稔
岡田　弘
佐藤英明
津端捷夫
細井美彦
森沢正昭

味香勝也
岩本晃明
押尾　茂
末岡　浩
堂地　勉
三浦一陽

石田　肇
遠藤　克
久保春海
田原隆三
中村元一
三橋直樹

石塚文平
遠藤俊明
斉藤英和
堤　治

藤原　浩
村上弘一

●



　　　　　　　　　　　△　　　　　　封二
　　　　　　　　　　　pe　　　　　　　口

平成9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41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9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9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　　筆頭著者氏名と生年月日

　　　　　推薦理由　　推薦者の署名捺印

推薦は，平成9年4月30日（水〉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）
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　　　　　　　　　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41巻　　号

（筆頭著者氏名　生年月日）

頁（平成8年　　月）

生年月日 年 月 日

●

●

（推薦理由）

，

ら

ρ

平成　　　年　　　月

　　推薦者所属・現職

　　　　　　　　氏名

日

印



日本不妊学会雑誌
　　　　　　第42巻　第1号

　　　　　　平成9年1月1日
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　子宮鏡的に観察した卵管の子宮腔内開口部所見（卵管口所見）と，その後に施行した子宮卵管造影検査

HSGの所見との関連，さらに妊娠率との関連について後方視的に解析した．

　あらかじめ子宮鏡検査を行い，その後に引き続きHSGを行った不妊婦人287例を解析対象とした．卵管

口所見は，良好と判断される順に，陥凹，狭窄，閉鎖に分類した．

　287例について，計476個の卵管口所見が得られ，その所見別の割合は，陥凹が39．1％（186／476），狭

窄25．6％（122／476），閉鎖35．3％（168／476）であった．卵管口所見別にその後に施行したHSG上の卵管

間質部閉塞率をみると，陥凹では2．7％（5／186），狭窄4．1％（5／122），閉鎖lL3％（19／168）であり，

閉鎖では陥凹と狭窄に比較し，有意に高い閉塞率であった（p＜αOl，　p＜O．05），つぎに，両側の卵管口所見

が得られ，かつ，HSGにて両側卵管の疎通所見が確認された153例について，卵管口所見の組み合わせに

よって6群に分けて妊娠率を比較すると，少なくとも一側が陥凹か狭窄である症例では30～55％である

のに対し，両側とも閉鎖である症例では11．1％と低率であった．この153例を両側閉鎖以外の症例全体126

例と両側閉鎖症例27例とに分けて比較すると，後者の妊娠率は有意に低率であった（p＜0．05）．

　以上より，子宮鏡的卵管口所見は，HSG上の卵管間質部の通過所見が得られるか否かの予測，通過所

見が得られた症例での妊娠成立の可能性の予測に有用であることがわかった．

キーワード：卵管口所見，子宮鏡，子宮卵管造影検査，卵管間質部閉塞率，妊娠率

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　Steril．，42（1），1－4，1997）

■

緒　　言

　不妊症の原因は多岐にわたるが，中でも卵管の通

過障害は不妊因子のひとつとして大きな位置を占め

ている．卵管通過障害の有無を確かめる方法として，

従来から子宮卵管造影法（hysterosalpingography，　HSG）

が汎用されてきている．このHSG施行後には，20～

40・9。の妊娠率が得られており，その治療効果として

の意義も重要視されてきている12）．しかし一方では，

待機していても，その60－80％には妊娠が成立しな

いことになる，このような妊娠の成立しにくい症例

を何らかの方法であらかじめ選別できるならば，何

周期かにわたる無駄な待機を回避できることになる．

晩婚傾向の強くなった今日，不妊症診療を無駄なく

■



2（2） 子宮鏡的卵管［所見とHSG後妊娠率

効率的に進めることは重要である．

　当科では，不妊症外来において，子宮鏡検査をル

チーンの検査項目のひとつとして行ってきており，

HSGは子宮鏡検査の後に施行する方針としてきた．

そこで，子宮鏡的に観察した卵管の子宮腔内開口部

所見について，それがその後に施行したHSGの所見

とどのように関係しているか，さらにHSG後の妊娠

率とどのように関係しているか，について後方視的

に解析した．

対象および方法

1．対象

　1989年1月から1994年6月までの期間に，当科不

妊症外来においてあらかじめ子宮鏡検査を行い，引

き続きHSGを行った287例を解析対象とした．

2．方法

　子宮鏡検査は，原則として，高温相中期に行った．

これは，同時に，着床期子宮内膜所見を得ることも

目的としてきたためであった3）．子宮鏡は灌流式硬性

子宮鏡を，灌流液には5％ブドウ糖を使用した．得ら

れた子宮内の卵管開口所見は，良好と判断される順

に，陥凹，狭窄，閉鎖に分類した（写真1）．

　引き続いて，HSGは，月経終了後数日以内に，油

性造影剤を使用して施行した．

　なお，妊娠成立の診断は，経膣超音波断層検査に

よる胎嚢の確認をもって行い，ここでは，HSG施行

後6周期以内の妊娠を妊娠成立，それから遅れた妊

娠は妊娠不成立とした．

成　　績

1．子宮鏡的卵管口所見，およびHSG所見との関係

　287例について，計476個の卵管口所見が得られた．

正常ないし良好と判断される陥凹は39』％，以ド，狭

窄が25．6％閉鎖が35，3％であった（表D．なお，両

側とも卵管口所見が得られた214例について，両側の

所見が一致しているものは64．5°／。（138／214），一致

していないものは355％（76／2且4）であった．

　つぎに，これら計476個の卵管口所見とその後に

行ったHSG所見との関係を検討した．すなわち，

HSG上の卵管問質部閉塞率は，陥凹では2．7％，狭窄

では4．1％，閉鎖では113％であり，閉鎖であっても

90％弱に通過所見が得られた．しかし，閉鎖ではな

お，陥凹と狭窄に比較し，有意に高い閉塞率であっ

た（表1）．

2．卵管口所見とHSG後の妊娠率との関係

　ここでは，子宮鏡により両側の卵管口所見が得ら

日本不妊会誌　42巻1号

れ，かつその後施行したHSGにて両側の疎通所見が

確認された症例のうち，さらに卵管の通過性に影響

を及ぼし得る検査や治療を加えることなく，少なく

とも連続4周期以h経過を観察した153例について検

討した（表2）．なお，排卵障害など明らかな不妊原因

がある症例は，あらかじめ除外した．

　両側の卵管口所見の組み合わせによって6群に分

けて比較した．妊娠率は，少なくとも一側が陥凹か

陥凹

狭窄

　　　閉鎖

写真1卵管口所見

9
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● 平成9年1月1日 神山　他

表1卵管LI所見とHSGでの問質部閉塞率

（3）3

卵管口所見 卵管口数（割合）
HSGでの間質部
　閉塞卵管数

HSGでの間質部
　閉塞率（°／・）

■

陥凹

狭窄

閉鎖

186（39、1％）

122（25．6％）

168（35．3％）

5

5

19

合計 476（100％） 29 6．1

＊’ p＜0．05　＊＊　 p＜0．01

表2両側卵管口所見とHSG後妊娠率

● 両側卵管口所見 症例数 妊娠数 妊娠率（％）

陥凹と陥凹

陥凹と狭窄

陥凹と閉鎖

狭窄と狭窄

狭窄と閉鎖

閉鎖と閉鎖

46

14

20

26

20

27

17

5

7

8

11

3

i］：l

l9：l

l｛：？1・

＊＊

合計 153 51 33．，，3T

＊　　p〈0．05　＊＊’p〈0．Ol

●

●
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狭窄である症例では30～55％であるのに比較し，両

側とも閉鎖である症例ではll．1°1。と低く，両側陥凹

群および狭窄＋閉鎖群と両側閉鎖群との間に有意差

をみた（P＜0．05，P＜0．Ol）．また，両側閉鎖以外の群

全体126例と両側閉鎖群27例との比較でも，後者は

有意に低い妊娠率であった（p〈O．05），

考　　察

　当科の不妊症外来においては，子宮鏡検査をルチ

ー ンの検査項目のひとつとして取り上げ，これを分

泌期中期に施行することによって，着床期内膜の子

宮鏡的評価，および卵管口の子宮鏡的評価を解析し，

その臨床的意義を検討してきた3・4）．子宮鏡そのもの

は外来で簡便に行える検査であり，原則として無麻

酔科にて5～10分程度で終了する．過去に重大な合

併症を経験していない．

　まず，子宮鏡的卵管口所見を良好と判断される順

に，陥凹，狭窄，閉鎖に分類してみると，不妊を主

訴とする婦人の卵管口の約1／3に閉鎖所見が得ら

れ，また一方で，約1／3では両側の卵管口所見が一

致していないことも観察された．不妊でない婦人，あ

るいは，いわば正常な婦人において，このような卵

管［所見がそれぞれどのような頻度で分布している

のかはわからないが，一方，両側卵管口所見が一致

しない症例の存在することは，炎症などの周辺病変

は必ずしも両側卵管口に同じ形態的変化を引き起こ

さないということを示しており，HSG所見の左右不

一致症例の存在と同様に理解してよいと考えられる．

　つぎに，陥凹，狭窄，閉鎖所見とHSG上の卵管問

質部閉塞率との関係をみると，この順に閉塞率が上

昇し，とくに閉鎖では有意に高い閉塞率であった．

このことは，卵管［所見を陥凹，狭窄，閉鎖と分類

することの臨床的有用性を指摘している．一方，閉

鎖所見であっても，その後に行ったHSG上で90％弱

の卵管通過所見が得られたことは，この所見を示す

卵管口の多くはHSGの造影剤注入圧（最高約1，000

mmHgまで上昇しうる5））によって再疎通が得られる

程度の軽い膜様閉鎖であることを指摘しており，従

来からのHSGの治療的意義をも明確にしたと理解さ

れる。しかし，閉鎖所見である場合には，その10％

強にHSG上通過所見の得られない症例が存在するこ

とを指摘している．

　さて，これら陥凹，狭窄，閉鎖所見と最終的な妊

娠率との関係は，不妊症診療上もっとも重要な情報

を提供することになる．今回の解析では，少なくと

も一側の所見が陥凹ないし狭窄であり，かつその後

のHSGにて両側の通過所見が得られれば，4周期以

内に30～55％の妊娠率が期待できることが明らかに

なった．しかし，一方で，両側の所見が閉鎖である

場合には，その後のHSGにて両側の通過所見が得ら

れたとしても，わずか10・9。程度の妊娠率しか期待で

きないことも明らかとなった．したがって，両側の

o
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所見が閉鎖である症例では，HSG，卵管通水法，通

気法などよりも，卵管Catheterization　6・　7），卵管形成術

など，卵管の疎通性を改善するような治療を積極的

に進めるのが望ましいと判断される．

　　以上，子宮鏡的卵管口所見は，陥凹，狭窄，閉鎖

に分類できること，これらの所見は，HSG上で卵管

間質部の通過所見が得られるか否かの予測，通過所

見が得られた症例での妊娠成立の可能性の予測に有

用であることを指摘した．そして，両側の所見が閉

鎖である症例では，卵管の疎通性を改善するような

治療を積極的に進めるべきであると考えられた．

　　なお，本論文の要旨は第40回日本不妊学会学術講

演会（山形，1995年）において発表した．
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A　correlatien　between　hysteroscopica1　feature　of　intrauterine　tubal　ostium

　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　pregnancy　rate　after　HSG

　　　　Shigeru　Kamiyama，　Hiroko　Miyagi，　Yoko　Teruya，　Tadashi　lha，

Hitoshi　Masamoto，　Miyoko　Miyara，　Masahiro　Higashi　and　Koji　Kanazawa

　　　　　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

University　of　the　Ryukyus　School　of　Medicine，　Okinawa　903－Ol，Japan

　The　study　was　performed　to　analyze　retrospectively　a　correlation　among　hysteroscopical　feature　of　in－

trauterine　tubal　ostium，　obstruction　rate　of　proximal　Fallopian　tube　in　hysterosalpingography（HSG）and

pregnancy　rate　after　HSG　in　287　infertile　women　whose　medical　records　of　hysteroscopy　and　subsequent

HSG　were　available．　The　resuhs　as　follows；1）476　hysteroscopical　findings　obtained　in　287　women　could

be　categorized　in　I　86（39．1％）of「’funnel”　－shape，122（25．6％）of門stenosisl㌧shape　and　168（35．3％）of’1oc－

clusion’㌧shape．2）Non－patency　rate　of　proximal　portion　in　HSG　was　2．7％，4．1％，　and　l　l．3％in　the　tubes

with　funnel，　stenosis　and　occlusion－shaped　ostium，　respectively．　l　L3％in　occlusion－shaped　mbes　was　sig－

nificantly　higher　than　those　in　others（p＜0．Ol，p＜0．05）．3）In　153　women　with　bilateral　patent　tubes　con－

firmed　by　HSG，　pregnancy　rate　observed　during　4　consecutive　ovulation　cycles　after　HSG　was　l　L　1％in　27

with　bilateral　occlusion－shaped　tubal　ostia，　which　was　significantly　lower　than　38．1％in　the　remaining　126

with　funnel－or　stenosis－shaped　ostia（p〈0．05）．

　In　conclusion，　hysteroscopical　findings　of　tubal　ostium　is　informative　for　predicting　non－patency　rate　of

proximal　tube　in　HSG　and　pregnancy　rate　after　HSG．

Key　words：hysteroscopy，　feature　of　intrauterine　tubal　ostium，　HSG　patency，　pregnancy　rate
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　本研究は子宮内膜症revised　AFS分類1期・H期不妊症患者に対する腹腔鏡後AIHの有用性を明らかに

することを目的とした．対象は，1990年5月より1995年5月までに佐賀医科大学産婦人科において不妊

症精査のため施行した腹腔鏡検査により発見された子宮内膜症1期・ll期症例のうち，腹腔鏡後6周期を

AIHあるいはtimed　intercourseのいずれかで管理された35症例である．症例の内訳はAIH群14例，　timed・in－

tercourse群21例であり，排卵誘発法はclomiphene　citrateを使用した症例のみとし，卵管閉塞や男性不妊な

ど他の不妊因子を合併するものは除外した．子宮内膜症病巣に対しては腹腔鏡下電気焼灼，付属器周囲癒

着剥離を行い腹水吸引，腹腔内生食洗浄を施行した．腹腔鏡後6周期の累積妊娠率はAIH群57．29・，　timed

intercourse群14．3％とAIH群が有意に高率であった（P〈O．05）．また，　timed　intercourse群で腹腔鏡後6周期

以内に妊娠が成立しなかった症例のうち7周期以降にAIHを開始した症例の妊娠率は45．5％，　AIH未施行

群の妊娠率は28．6％であり，A田施行群において有意に高かった（p〈0．05）．

　以上の結果から子宮内膜症1期・H期不妊症患者に対して腹腔鏡後にAIHを早期に開始することは不

妊治療として有用であると考えられる．

キーワード：子宮内膜症，不妊症，腹腔鏡，AIH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steri1．，42（1），5－8，1997）

■

緒　　言

　当科では不妊症精査を目的として積極的に腹腔鏡

検査を施行している．その約30％の症例に子宮内膜

症revised　AFS分類1）1期およびll期が認められる．

軽症子宮内膜症合併不妊における腹腔鏡後の取り扱

いについての詳細な検討は少ない．そこで今回，軽

症子宮内膜症合併不妊患者に対するAIHの有用性を
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表1対象の背景

腹腔鏡後6周期
の治療法

AIH
（n＝14）

Timed　intercourse

　　（n＝21）
有意差検定

　　　　　　　1期
r－AFS分類　　（
　　　　　　　ll期

原発不妊

続発不妊

年齢（歳）

不妊期間（年）

　　10

　　4

　10
　　4

29。7±9．0

47±3．1

　　16

　　5

　　14

　　7
29．7±7．7

3．8±2．3

コ

⊃

N．S．

N，S．

N．S．

N．S．

（Mean±S．D。）　N．S．：not　significant

●

●

検討するために，腹腔鏡後のAIHおよびtimed　inter－

courseによる不妊治療の妊娠成績を比較した．

表2timed　intercourse群における腹腔鏡後7周期以

　　降の妊娠成績

症例数　妊娠数　　妊娠率
対象および方法

　1990年5月から1995年5月までの間に佐賀医科大

学産婦人科において不妊症精査を目的とした腹腔鏡

検査によって発見された1期およびH期子宮内膜症

患者100症例のうち，以下の3項目を満たすものを本

研究の対象とした．

1）腹腔鏡後6周期をAIH，またはtimed　intercourseの

　いずれか一方で管理した症例．

2）腹腔鏡後6周期の上記治療周期における排卵誘発

　法としてclomiphene　citrateのみを使用した症例．

3）卵管閉塞，男性不妊など他の不妊因子を合併しな

　い症例。

　以上を満たした症例はAIH群14例，　timed　intercourse

群21例であった．これら2群を比較した．

　子宮内膜症病巣に対しては腹腔鏡下電気焼灼，付

属器周囲癒着剥離を施行し，腹水吸引，腹腔内生食

洗浄を行った．

　AIH群14症例中，性交後試験が陰性であり，頸管

因子が原因でAIHを選択したものが5例あるが，こ

の中に抗精子抗体を有する症例はなかった．他は高

齢あるいは不妊期間，治療歴が長期であったため積

極策としてAIHを選択した症例である．

　月経周期の5日目よりclomiphene　citrate　1　OOmg／day

を5日間内服投与して排卵誘発を行い，経膣超音波

断層法にて首席卵胞径が20mmに達した時点でhCG

5，0001Uを筋注し，その36～40時間後にAIHを施行

するか，または性交を指示した．

　AIHの精子処理法は主にswim－up精子洗浄濃縮法を

用いた．まず7．5％非働化縢帯血血清添加HTF液内に

液化精液を静置し，5％CO2下に60分間培養しdirect

swim－up法により良好運動精子を回収する，つぎに

60095分間遠沈した後上清を除去し，pelletを75％

A田施行

AIH未施行

11

7

5

2

45．50／0

28．60／o

p〈O．05

非働化膀帯lf巳血清添加HTF液で再懸濁し約10×

106／m1に調整し子宮腔内に0．02　ml注人する．

　AIH群とtimed　intercourse群の背景をrevised－AFS分

類，不妊歴，平均年齢，平均不妊期間について比較

した，つぎに腹腔鏡後6周期の累積妊娠率を比較し

た．さらにtimed　intercourse群において腹腔鏡後6周

期に妊娠が成立しなかった症例のうち7周期以降に

AIHを開始したll症例についても検討を加えた．

　データの数値は平均±標準偏差で示し，統計学的

解析は，unpaired　student’s　t－test，あるいはX2検定を用

い有意差を検定した．また累積妊娠率はKaplan－Meiy－

er法を用いて求め，有意差検定にはWilcox検定を用

いた．なお，P〈O．05をもって有意とみなした．

結　　果

　AIH群とtimed　intercourse群の背景の比較を表1に

示す．Revised－AFS分類1期，［［期の分布，および原

発不妊，続発不妊の比率に有意差はなかった．対象

2群間の平均年齢にも有意差はなかった．平均不妊期

間はAIH群がやや長い傾向にあったが有意差はなか

った．腹腔鏡後6周期の累積妊娠率（図1）はAIH群

で57、2％，timed・intercourse群で14，3％であり，　AIH群

で有意に高率（p〈0．05）であった．

　timed　intercourse群において6周期中に妊娠成立し

なかった18症例のうち腹腔鏡後7周期以降にAIHを

開始したll症例とAIHを行わなかった7症例につい

て妊娠率を比較した（表2），前者における妊娠率は

45．5％（5／ll）であり，いずれもAIH開始後4周期

●

●

●
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100

有馬　他

1

一AIH　　　　（n＝14）
－　timcti　1n【crcc〕urse（n＝21）

2　　3　　4　　5　　6
腹腔鏡後月経周期

図1腹腔鏡後6周期の累積妊娠率

以内の妊娠であった．　・方，AIHを行わなかった症

例の7周期以降の妊娠率は28．6°／。（2／7）であり，

AIHを開始した症例で高率に妊娠が成立した（p＜
0．05）．

考　　察

　子宮内膜症合併不妊患者に腹腔鏡下治療を行うこ

とにより，妊娠成績は向ヒするといわれている2・3）．

しかしながら腹腔鏡下治療から1年以上を経過する

と妊娠率は横ばい状態となり4），in　vitro　fertilization－

embryo　transfer（IVF－ET）に頼らざるを得なくなる傾向

にある5）．よって腹腔鏡下治療後早期に妊娠を成、Zさ

せることが望ましい．我々はこのような考え方を踏

まえ，腹腔鏡後早期にAIHまたはtimed　intercourseを

開始している．

　今回，「方法」に示した条件を満たす症例を対象と

しAIHの有用性を検討した結果，　AIH群はtimed・inter－

course群に比べ腹腔鏡後早期に妊娠が成立し6周期の

累積妊娠率は有意に高率であった．また，timed　inter．

course群において6周期以内に妊娠が成立しなかった

症例のうち，その後A田を行った症例の妊娠率も未

施行群に比べ高率であった．これらの結果は子宮内

膜症1期，fi期不妊症患者に対して，　AIHが妊娠成

立に有効であることを示している．

　Escuderoら6）はminimal　endometriosisを有する不妊

患者において待機療法群（40人）とartificial　insemina．

tion　with　donor　semen（AID）群（21人）の2群に分け腹

腔鏡による診断後，3，6，12か月の累積妊娠率を比

較した．その結果，AID群の累積妊娠率がそれぞれ

47．6％，71．4％および80．9％であったのに対し，待機

療法群では20％，30％および475％とAID群におい

て有意に高率であったこと，そしてこの成績が正常

腹腔と同程度であったことを報告している．

　井ヒら7）は腹腔鏡前にAIHを施行し腹水中精子回

（7）7

収試験により子宮内膜症患者腹水中の運動精子の有

無を調べたが，正常腹腔と差がなかったと報告して

いる．本研究対象症例の腹水中精子回収試験の結果

は，32例中27例（84．4％）と高率に運動精子が確認さ

れた．了・宮内膜症の不妊原因は定性的な運動精子輸

送の有無のみでは説明できない．

　∫・宮内膜症を有する不妊症患者では腹水中のマク

ロファージ解・9｝，プロスタグランディンの増加10），IL－

1およびIL－6などサイトカインの上昇1N3｝が報告さ

れている．また，軽症子宮内膜症患者の腹水中の

turnor　necrog，　is　factor　alpha（TNFα）によりin・vitroで精

子運動性の著しい低下およびhypoosmotic　swelling　test

の低下を認め，精子機能への悪影響が指摘されてい
る14，　15）．

　軽症子宮内膜症合併不妊において，腹腔鏡後早期

にAIHを開始することにより妊娠率が上昇するとい

う本研究の結果は，このような受精を取り巻く環境

が腹腔鏡後に改善され，さらにAIHにより精子運動

率が向上し，受精能力を獲得した精子の濃度が卵管

内，および腹腔内で増加することに起因すると考え

られる．

　軽症子宮内膜症と不妊との因果関係は明らかにさ

れてはいないが多方面からの検討が今後の課題であ

ろう．
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　　　　　　　　Clinical　usefulness　of　artificial　insemination　with　husband，s　semen

after　laparoscopic　treatment　in　infertile　patients　with　minimal　or　mild　endometriosis

Kaoru　Arima，　Mari　Nomiyama，　Hiroko　Sou，　Yumi　Matsumoto

　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Hajime　Sugimori
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Kayoko　Nakamura
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●

　　The　purpose　of　this　study　is　to　clarify　the　clinical　usefulness　of　artificial　insemination　with　husband’s　semen

（AIH）after　laparoscopy　in　infertile　patients　with　minimal　or　mild　endometriosis．

　　The　subjects　were　35　patients　that　include　l4cases　for　AIH　group　and　21cases　for　timed　intercourse　group．

AIH　was　done　in　the　first　6　cycles　after　laparoscopy．　For　ovarian　stimulation　clomiphene　citrate　was　used．

The　patients　with　the　following　factors　were　excluded；tubal・occlusion，　male　infertility　and　other　infertile

factors．　Endometriosis　was　treated　by　electrocauterization，　periadonexal　adhesiolysis，　aspiration　of　peritoneal

f［uid，　and　pelvic　toiletting　under　laparoscopy．

　　The　cumuiative　pregnancy　rates　were　compared　between　these　two　groups．　Within－group　comparisons

were　made　by　Kaplan　Meier　life－table　analysis．　The　difference　of　cumulative　pregnancy　rates　was　statisti－

cally　significant　between　AIH　group（57．2％）and　timed　intercourse　group（14．3％）（p＜0．05）．

　　In　timed　intercourse　group　18　patients　did　not　conceive　within　the　first　6　cycles　after　laparoscopy．　Among

them　l　l　patients　started　AIH　after　seventh　cycle　following　the　Iaparoscopy．　Significant　difference　was　observed

in　pregnancy　rates　between　AIH　group（45．5％）and　timed　intercourse　group（28．6％）（X2－test，　p〈0．05），

　　This　study　suggests　that　immediate　AIH　is　recommended　after　laparoscopy　for　the　treatment　of　infertile

patients　with　minimal　or　mild　endometriosis．

Key　words：mild　endometriosis，　infertility，　laparoscopy，AIH
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　　　　　　　　　　　　　　INSULIN－LIKE　GROWTH　FACTOR－I

INDUCES　FOLLICULAR　DEVELOPMENT　BY　STIMULATING
　　　　　　　　OVARIAN　PRODUCTION　OF　ANGIOTENSIN　H　l

　　　　　Naoaki　KUJI，　Toyohiko　MIYAZAKI，　Kou　SUEOKA，

Mamoru　TANAKA，　Kaoru　KIYOKAWA，　Yoshihisa　KITAOKA，

　　　Jun　YAMAUCHI，　Tsuyoshi　HASHIBA，　Taiko　NEMOTO，

　　　　Toshifumi　KOBAYASHI　and　Yasunori　YOSHIMURA
●
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●

●

Abstract：　We　evaluated　the　effects　of　insulin－like　growth　factor　binding　protein－3（IGFBP－3）on　in－

、ulin－lik・g・・wth　fact・・1（IGF－1）－stim・1・t・d　f・lli・ul・・g・・wth・…yt・m・tu・ati・n・・va・ian・t…id・－

9・n・・i・and・ngi・t・n・i・H（A・g　n）P・・d・・ti・n，・nd　i・t・af・11i・ul・・pl・・mi・・gen　activat°「（PA）actlv’冒

ty　using　an　in　vitro　perfused　rabbit　ovary　preparatlon・

E・p・・u・et・10・ng／ml・f　lGF－1・ig・ificantly・tim・1・t・d　f・lli・・1・・dev・1・pment・°°cyte　matu「a－

ti。n，、nd・th，，ec，eti・n・at・・f　A・9・ll－lik・imm・n・・eaci・ity（A・g　H－IR）i・p・・f・・ed・abbit・v・・i…Th・

concomitant　addition　of　IGFBP－3（1　to　103　ng／ml）to　the　perfusate　blocked　the　stimulatory　effects　of　IGF－

Ii。、d・・e－d・p・nd・・t　m・nne・．・Th・p・・cent　i…ea・e　i・f・11i・1・di・m・t・・i・IGF－1－t・eat・d・va・i・・with

。，with。ut　lGFBP－3　f。，12hw…ig・ificantly・・rr・1・t・d　with　th・・e・・eti・n・at・・f　A・g　H－IR・t　12h・ft・・

・xp・・u・e　t・IGF－1．Th・・ecreti・n・at・・f・・t・adi・1（E・）・b・t・・t　p・・9・・t…n・・was　sig・ificantly　i”’

。，ea，ed　i。・e・p・n・e　t・IGF－1　・dmi・i・t・・ti・n，　with　IGFBP－3・ed・・ed　th・IGF－1－i・d・・ed・e・・eti・n・ate

。f　E，　i。、d。、e－d・p・ndent　mann・・．　A　m・n・d・nal　antib・dy・ec・9・i・i・g　th・typ・1・ecept…αIR－3・

、1、。、ig。ifican・1y　bl・・k・d　lGF－1－s・im・1…df・lh・u1・・g・・w・h・…y・・m・…a・i・n・・nd　A・g　H－IR・e－

cretion．　The　addition　of　either　lO3　ng／ml　of　IGFBP－30r　1μg／ml　ofαIR－3　to　the　perfusate　signifi－

、antly・i・hibit・d　th・i・t・af・11i・ul・・PA　acti・ity・tim・1・t・d　by　IGF－1・

　　In　conclusion，　these　results　indicate　that　IGF－Istimulates　follicular　growth，　at　least　in　part，　by　stim－

。1、ti・g　th・・v・・i・n　p・・ducti・n・f　A・g　H，Th・・，　IGF－land　A・g　H　m・y　i・t・・act　i・th・mechanisms

that　control　follicular　development．

K，y　w・・d・・i・・ulin－lik・g・・wth　fact・・1，angi・t・n・i・ll・f・11i・u1・・g・・wth・…yt・m・t…ti・n・i…lin昌

　　　　　　　　　　hke　growth　factor　binding　protein－3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，42（1），9－21，1997）

●

◎

Introduction

　　Locally　produced　intraovarian　growth　factors　are

involved　in　the　autocrine／paracrine　control　of　fol－

liculogenese1、4）．　Insulin－like　growth　factor－1（IGF－

1）is　a　multifunctional，　monomeric　polypeptide

which　has　been　implicated　in　ovarian　physiology　2・

5）．IGF－Imessenger　RNA（mRNA）has　been　iden－

tified　in　granulosa　cells　of　the　developing　follicles

in　the　rat　ovary　6），　Rat　granulosa　cells　possess　spe－

cific　IGF　type　I　receptors　that　bind　IGF－Iwith　a

higher　affinity　than　that　f6r　either　IGF－Hor　insu夏in7）．

In　the　previous　study，　IGF－Istimulated　follicular

development，　estradiol（E2）production，　and　oocyte

maturation　by　interacting　with　its　specific　receptor　on

rabbit　ovarian　membranes8），　We　also　found　that　IGF－

I　enhanced　ovarian　angiotensin　H　（Ang　II）pro－

duction　by　stimulating　intrafollicular　plasminogen

●
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　actlvator（PA）actjvity・LocaHy　produced　Ang　H

　functions　as　a　significant　autocrine　or　paracrine　1丁】od－

　ulator　in　the　processes　that　lead　to　ovulationlo－14），

These　findings　suggest重hat　IGF－Iand　Ang　H　may

lnteract　with　each　other　in　the　mechanisms　that　con－

trol　follicular　development　and　ovulation．

　　　The　biological　effects　of　iGF－Iare　modulated

by　a　family　of　IGF　binding　proteins　dGFBPs）in　a

complexjncompletely　understood　manner．　To　date，

six　IGFBPs　have　been　identified　in　the　ovaries　of

humanI5・16｝and　fi　ve　in　the　ovaries　of　raIsl7・18｝by

lmmunoblot　analys量s，　Northern　blot　analysis．　and　1η

situ　hybridization　procedures．　These　IGFBPs　either

inhibitl9）or　stimしllate20）the　action　of　IGF－Ion

mammalian　cells　dependillg　on　the　circumstances，

but　their　main　effect　on　ovarian　follicular　celIs　in

vltl’o　apPears　to　be　inhibitory2L22〕．　A　recent　sIudy

showed　that　the　ovarian　intrabursal　adminis重ration

of　IGFBP－3　inhibited　follicle　rupture　in　go－

nadotropin－treated　immat　Lt　re　rats，　suggesting　that

locally　produced　ovarian　IGFBPs　may　modulate　fol－

1icular　function　in　vitro23）．　Perfusion　of　isolated

ovarles　provides　an　oPPortunity　to　conduct　deIa日ed

studies　of　the　intact　organ　under　carefully　regu－

iated　conditions　independent　of　systemic　influ－

ences24・25｝．　The　present　study　was　undertaken　to　in－

vestlgate　the　effects　of　IGFBP－30n　IGF－Lstimu－

lated　follicular　growlh，　oocyte　maturalion，　ovarian

steroidogenesis　and　Ang　H　producIion，　and　in－

lrafollicular　PA　aclivity　in　an　in　v’troperfused　rab－

bit　ovary　prepara重ion．　By　using　a　monoclonal　anti－

body　to　the　type　I　IGFreceptor，　we　also　examined

whcther　IGF－Iexerted　its　biological　actions　through

the　type　I　IGF　receptor　in重he　ovary．

Materials　and　Methods

Animals

　　Atotal　of　96　sexually　mature　female　Japanese

whiIe　rabbits　weighing　35－4．5　kg　were　used　in　the

presen重study　and　were　cared　for　according　to　the

guidelines　of　Keio　University　School　of　Medicine、

They　were　isolated　for　a　minimum　of　3　weeks　be－

fore　the　experimental　procedure　caged　individual－

ly，　and　fed　water　and　a　diet　of　Purina　rabbiI　chow　ad

Iibitum　under　controlled　light　and　lemperature　con－

ditions．　Prior　to　surgery，　the　rabbits　were　anes一

「1本不妊会誌　42巻1号

　thetized　with　iv　sodium　pentobarbita］（32　mg／kg），

　were　administered　heparin　sulfate（】20　U／kg）for　an－

　tIcoagulation，　and　subjected　to　laparoIomy．　Ovaries

　were　excluded　from　further　study　ifthey　had　fewer

　than　three　malure　follicles　or　if50％or　more　ofthe

　surface　follicles　were　hemorrhagic．

　Bioche〃iicalルlaterialS

　　　Recombinant　human　IGF－Iwas　obtained　from

Amersham　Internationa［（Amersham，　UK），　Nong－

［ycosylated　recombinant　human　IGFBP－3　was　kind－

1y　provided　by　Dr．　C．A．　Maack（Celtrix　Pharma－

ceuticals，　Santa　Clara，　CA）．　A　mouse　monoclonal

antibody　lo　the　type　I　IGF　receptor，αIR－3，　was

obtained　from　Oncogene　Science（Union　daie，　NY）．

1251－Ang　H（2，200　Ci／m　mo1）was　purchased　from

New　England　Nuclear（Boston，　MA）．

Ovarian　Perfusion

　　　The　cannulation　procedure　and　the　perfusion　tech－

　nique　have　previously　described　in　detail24・25｝．

Brietly，　the　ovarlan　artery　and　vein　were　cannu】ated

in　situ　after　the　major　anastomotic　connections　were

ligated．　The　ovary，　with　its　artery，　vein．　and　sup－

porting　adipose　tissue，　was　removed　and　immedi－

ately　placed　ill　a　perfusion　chamber．　The　perfusion

fluid　consisted　of　150　ml　of　Medium　199（GIBCO，

Grand　Island，　NY）containlg　l％BSA（Fraction　V

powder，　Sigma　Chemical　Co．，　St．　Louis，　MO），　which

was　supplemented　with　heparin　sulfate，　strepto－

mycin・and　penicillin　G　and　adjusted　to　a　pH　of7．4，

The　perfusate　was　introduced　through　the　ovarian

artery　cannula，　collected　from　the　unligated　ovari－

an　vein，　and　recycled．　Ovaries　were　observed　every

15min　during　the　l2hofperfusion　for　evidence　of

follicu［ar　growth　and　repture。　At　the　end　of　the　per－

fusion　period，　follicular　oocytes　were　recovered　by

aspiration　from　mature　follicles　with　a　diameter＞

L2　mm．　The　stage　of　maturity　and　signs　of　degen－

eratlon　offollicular　oocytes　were　determined　as　pre－

viously　described26｝．　Oocytes　were　placed　on　a　slide，

fixed　in　2．5％glutaraldehyde，　and　then　stained　with

O．25％lacmoid　in45％acetic　acid　for　microscopic

evaluation．　The　degree　of　ovum　maturity　was　ex－

pressed　as　the　percentage　of　ova　achieving　germi－

nal　vesicle　breakdown（GVBD）．　Ova　were　also　as－

sessed　for　degenerative　changes，　including　vac－

uolization，　cytolysis，　necrosis，　fragmentation，　and
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Elperimental　Design

　　The　first　experiment　was　undertaken　to　assess　the

effects　of　IGFBP－30n　IGF－1－induced　follicular

growth，　oocyte　maturation，　and　the　production　of

progesterone（P），　E2，　and　Ang『One　ovary　from

each　rabbit　was　perfused　with　recombinant　human

IGF－Iat　a　concentration　of　lO2　ng／ml　and　served

as　a　contro1．　The　contralateral　ovary　was　siniulta－－

neously　placed　in　a　separate　ch日mber　with　medium

containing　102　ng　of　IGF－Iplus　1GFBP－3　at　a　con－

centration　of　l，10，102，0r　103　ng／n1L　Six　ovaries

were　treated　with　each　dose　of　lGFBP－3．　Ovarian

perfusion　was　carried　out　for　12hafter　begining　ad－

ministration　of　IGF－1．In　ovaries　perfused　with　lO2

ng／ml　of　IGF－1，the　concentration　of　IGF－Iin　the

perfusate　ranged　from　70　to　80　ng／ml　12hafter　per－

fusion．　Follicles　with　a　diameter　greater　than　L2　mm

were　measured　at　the　onset　of　perfusion　by　using　a

pair　of　slide　calipers（Mitsutomo　Co．，Tokyo，　Japan）．

The　mean　number　of　mature　follicles　per　ovary　was

5．34±0．28（range，4to　7）．　The　follicle　diameter　of

the　ovary　before　perfusion　was　defined　as　lOO％．

The　follicle　diameter　was　also　determined　at　12h

after　the　onset　of　perfusion，　and　the　percent　mcrease

for　each　follicle　was　calculated．　Both　arterial　and

venous　samples　were　obtained　before　perfusion　and

at　l，2，4，6，8，　and　12hafter　perfusion　to　determine

the　ovarian　secretion　rate　of　P、　E2　and　Ang　H－1ike

immunoreactMty（Ang　H－IR）．　The　perfusate　was

introduced　through　the　ovarian　artery　cannula．　was

collected　from　the　cannulated　vein，　and　recycled．

The　arterial　samples　were　taken　from　the　apparatus

　at　a　site　just　before　perfusate　entered　the　cannulat－

ed　ovarian　artery，　white　the　venous　samp】es　were

collected　from　eff］uent　through　the　cannulated　vein・

The　ovarian　secretion　rate　of　Ang　H－－IR　was　calcu－

1ated　by　determining　the　difference　in　concentra－

tions　between　the　venous　and　arterial　samples，　as

described　previously25）．　Samples　were　stored　at－80

℃until　the　concentrations　of　P，　E2，　and　Ang　H－IR

were　determined．

　　　The　second　experiment　was　undertaken　to　assess

whether　IGF－Iexerted　its　biological　actions　through

　the　type　I　IGF　receptor　in　the　ovary・One　ovary

from　each　rabbit　was　perfused　with　102　ng／m】of

（ll）11

IGF－Ior　1／t　g／ml　ofαIR－3．The　contralateral　ovary

was　simuhaneously　placed　in　a　separate　chamber

containillg　medium　alone　to　serve　as　a　control・In

another　6　rabbits，　one　ovary　was　perfused　with　IGF－

Iat　a　concentration　of　lO2　ng／mL　The　contralater－

al　ovary　was　perfused　with　lO2　ng／ml　of　lGF－Iplus

1！疋g／ml　ofαIR－3．The　mean　number　of　mature　fo1－

licles　per　ovary　was　5．71±0．32（rallge，4～8）．The

fomcle　diameter　was　determined　both　before　perfu－

sion　ar】d　l2hafter　the　onset　of　perfusion，　and　the

percent　increase　in　size　for　each　folliclc　was　calcu－

lated．　Both　arterial　and　venous　samples　were　ob－

tained　before　perfusion　alld　at　l，2，4，6，8，and　l2h

after　perfusion　to　determine　the　ovarlan　secretlon

rate　of　Ang　H－IR．

　　The　third　experiment　was　conducted　to　examlne

the　effect　of且GFBP－30rαIR－30n　IGF－1－induced

intrafollicular　PA　activity　in　perfused　rabbit　ovaries・

Ovaries　were　perfused　with　medium　alone，　1　02　ng／ml

ofIGF－1．102ng／mlofIGF－Iplus　lO3ng／miof

IGFBP－3．or　lO2ng／mlof　IG　F－Ip】us　lμg／mlof

αIR－3．　Ovarian　perfusion　was　terminated　before

the　administration　of　IGF－Iand　at　2，4，6，8，10，

and　l2hafter　exposure　to　IGF－1．At　least　30varics

from　3　different　rabbits　were　examined　at　each　in－

terval．　Ovaries　were　removed　immediately　after　each

perfusion　interval，　and　mature　follicles　with　a　dト

ameter　greater　than　l．2　mm　were　excised　and　stored

－
80℃until　needed　for　the　determination　of　the

PA　activity　in　the　follicle・

Measurement　ofAng∬・tike・lm〃zunoreactivity　in

Perjusates

　　Ang　H－IR　was　extracted　by　using　the　method　de－

scribed　by　Beadwel127）with　minor　modifications28｝．

After　l251－Ang　H　was　added　to　perfusion　salnples　to

estimate　the　recovery　rate，　the　samples（0．1－0．6

ml）were　suspended　in　30　mg　of　florisil　to　absorb

any　Ang　H－IR　in　lhe　sampies．　The　mixtures　were

then　centrifuged　at　400×gfor　lOmin　and　washed

twice　with　l　ml　of　distilled　water．　The　preclplt飢es

were　eluted　twice　with　O．5　N　hydrochloric　acid－ace－

tone　solution　and　celltrifuged　at　400×gfor　5　min．

One　ml　of　petroleum　ether　was　added　to　the　result－

　ing　supernatants　to　separate　unsubstituted　fatty　acids

and　the　aqueous　extracts　were　evaporated　to　dryness

under　a　stream　of　nitrogen　gas．　The　extracts　con一
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taining　Ang　H－IR　were　reconstituted　in　500μlof

O．05Mborate　buffer（pH　85）containing　O．2％

bovine　serum　albumin，0．5％NaCl，　and　O」％

EDTA－2Na．　Aliquots　of　these　extracts　were　used　for

RIA　of　Ang　H－IR　and　for　the　determination　of　re－

covery　rates．　The　average　recovery　rate　for　Ang　H－

IR　was　89．5％．　The　Ang　H－IR　in　the　perfusate　was

examined　by　RIA　using　l251－Ang　n　purchased　from

New　England　Nuclear　Co．（Boston，　MA）and　rabbit

antiserum　against　an　Ang　I【－BSA　conjugate29）．　The

antlserum　cross－reacted　as　follows：0．3％with　an－

giotensin　I，10－4％with［Sarl－Ala8】－Ang　H，30．8

％with　angiotensin　m，46．0％with　des｛Argl，Asp2］

－Ang　H，and　lOO％with［Va15］－Ang　H．The　stan－

dard　curve　for　this　assay　ranged　from　O．75～500　pg

per　tube．　The　intra－assay　and　interassay　coeffients

of　variation　for　Ang　H－IR　were　l　1．7％and　l2。9％，

respectively．

Assays／70r　Steroids　and　PA　Activiリア

　　Concentrations　of　P　and　E2　in　the　perfusate　were

determined　by　using　direct，　solid－phase，1251－la－

beled　steroid　RIA　kits　manufactured　by　Diagnostic

Products　Corporation（Nippon　DPC，　Tokyo，　Japan）．

The　measurements　were　made　in　duplicate．　P　and　E2

were　measured　without　extraction．　Intra－assay　and

lnterassay　coefficients　of　variation　were　7．2％and

7．9％，respectively，　for　P　and　5．3％and　6．4％，　re－

spectively，　for　E2．　Intrafollicular　PA　activity　was

determined　by　using　the　Spectrolyse　tissue　PA（t－

PA）activity　assay　kit　produced　by　American　Diag－

nostica　Inc．（New　York，　NY），　as　described　previ－

ously30）．　Briefly，　the　follicles　were　excised，　minced，

and　homogenized　in　O．　I　M　Tris－HCI　buffer（4　vols）

and　O5　M　potassium　thiocyanate（lvol）at　pH　7．4

日本不妊会誌42巻1号

in　a　homogenizer．　The　homogenate　was　centrifuged

at　2，900×gat　4℃for　20　min　and　the　supernatant

was　used　in　the　assay．　This　assay　is　based　on　the

functional　parabolic　rate　assay．　The　standard　c1」rve

for　PA　ranged　from　O．2　to　3．O　IU／mL　Intra－assay　and

lnterassay　coefficients　of　variation　were　6．3％and

7・8％，respective真y．

Statistical　Analysis

　　Data　are　expressed　as　the　mean±SEM．　Normal

distributions　for　the　data　on　the　percent　increase　in

fbllicle　diameters，　oocyte　maturation（％GVBD）and

oocyte　degeneration（％degeneration）were　obtained

by　arcsine　transformation　and　assessed　by　analysis　of

variance．　Differences　in　PA　activity　in　follicular　tis－

sues　and　in　the　concentrations　of　P，　E2，　and　Ang　H－

IR　among　the　treatment　groups　during　perfusion　were

assessed　by　two－way　analysis　of　variance，　with　the

two　independent　variables　being　the　time　of　perfu－

sion　and　the　treatment　group．　This　analysis　was　fol－

lowed　by　Scheff6’s　test　to　determine　the　difference

between　two　groups．　The　correlation　between　fo1－

licular　growth　and　the　secretion　rate　of　Ang　H－IR

was　also　evaluated　by　performing　an　analysis　of　vari－

ance．　The　regression　line　was　estimated　by　using　the

least－squares　method　of　curve　fitting．　Differences

were　considered　statistically　significant　if　the　P　value

was〈O．05．

Results

　　In　the　first　experiment，　ovulation　failed　to　occur

in　control　ovaries　treated　with　IGF－alone　or　in　ex－

perimental　ovaries　treated　with　IGF－Iplus　IGFBP－

3（Table　1）．　The　addition　of　IGF－Ito　the　perfusate

significantly　increased　in　the　mean　diameter　of　fo1一

■

●

●

●

●

Table　1 Effects　of　IGFBP－30n　IGF－1－induced　follicular　growth

IGF．1 IGF－1（102　ng／mk）＋IGFBP－3
●

（102ng／m匪） 1ng／ml 10ng／m1 102　ng／ml 103ng／ml
No．　of　ovaries　perfused

No・of　ovaries　ovaulating

Follicle　diameter（mm）a

　　Before　perfusion

12hafter　perfusion

24

0

L35±0。05

1．89±0．07b

6

0

L32±0．06

1．59±0．05c

6

0

1．38±O．06

L54±0．05d

6

0

L34±0．04

1．41±0．07

6

0

1．37±0．05

L43±0．06
●

aMean±SEM．
bP〈0．001　compared　with　values　before　perfusion．

cP＜0．01　compared　with　values　before　perfusion．

dP〈0．05　compared　with　values　before　perfusion。

o



●

●

●

●

●

●

■

●

平成9年1月1日

翻

蹉

藷

ξ二

100

Fig．1

80

60

40

20

N．KUJI　et　aL

O　r－「一「一「一一丁一一「一一一一一「

　　　012468　
12

　　　　　　　　　　　　　Hours　of　perfusion

Effects　of　IGFBP－30n　the　IGF－1－stimulated

　　　　　　　　　　　　　　IR　in　perfused　rabbit　ovaries．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ

secretion　rates　of　Ang　II－

Rabbit　ovaries　were　perfused　with　lO－ng／ml　of　IGF－

1（0－○），or　with　102　ng／m】of　IGF　I　plus　IGFBP－3

at　a　concentration　of　l　ng／ml（●一●），10ng／ml（▲一」），

102ng／ml（■一■），　or　lO3　ng／ml（◆一◆）．　The　ovarian

secretion　rate（pg／min／ovary）was　calculated　by　mea－

suring　the　difference　in　concentrations　of　Ang　H－IR

between　venous　and　arterial　samples．　Data　represent

the　Mean±SEM　of　at　least　six　ovaries　from　six　dif－

ferent　rabbits．　Values　with　asteris」ks　differed　signifi－

cantly　from　values　in　ovaries　perfused　with　IGF－I

alone；＊P＜0．05，＊＊P〈0．Ol，＊＊＊P＜0．00L

licles　l　2　h　after　perfusion．　In　the　presence　of　IGF－

Iand　IGFBP－3（102　to　lO3　ng／ml），　however，　the

follicle　diameter　12hafter　perfusion　did　not　differ

significantly　from　that　before　perfusion．　Exposure

to　102　ng／ml　of　IGF－Isignificantly　enhanced　the

secretion　rate　of　Ang　H－IR　in　perfused　rabbit　ovaries

within　2　h，　increasing　steadily　throughout　the　entire

perfusion　periods（Fig．1）．　The　concomitant　addi－

tion　of　IGFBP－3　to　the　perfusate　significantly　re－

duced　the　ovarian　secretion　rate　of　Ang　H－IR　stim－

ulated　by　IGF－1」n　addition，　IGFBP－3　inhibited

the　secretion　of　Ang　H－IR　in　perfused　rabbit　ovaries

in　a　dose－dependent　manner．　The　relationship　be－

tween　follicular　growth　and　the　secretion　rate　of　Ang

H－IR　in　rabbit　ovaries　perfused　with　IGF－Ialone

or　with　IGF－I　plus　different　concentrations　of

IGFBP－3　is　shown　in　Fig．2．　The　percent　lncrease　m

follicle　diameter　in　the　ovaries　perfused　with　IGF－

Iin　the　presence　or　the　absence　of　IGFBP－3　for　l2

hwas　significantly　correlated　with　the　secretion　rate

of　Ang　ll　－IR　at　l2hafter　exposure　to　IGF－1．The

addition　of　IGFBP－3　to　the　perfusate　inhibited　the

IGF－1－stimulated　oocyte　maturation　in　a　dose－de一
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Fig．2　Relationship　between　follicular　growth　and　the

secretion　rate　of　Ang　H－IR　in　perfused　rabbit　ovaries．

Ovaries　were　perfused　with　lO2　ng／ml　of　IGF－1（○），

or　with　lO2　ng／ml　ofIGF－Iplus　IGFBP－3　at　a　con－

centration　of　l　ng／ml（●），10ng／ml（▲），102　ng／ml（■），

or　103　ng／m1（◆）．　Six　ovaries　from　slx　different　rabbits

were　used　in　each　treatment　group．　The　ovarian　secre－

tion　rate　of　Ang　H－IR　was　calculated　by　measuring　the

difference　in　concentrations　of　Ang　H－lR　between　ve－

nous　and　arterial　samples　at　l2hafter　IGF－Iadmin－

istration．　The　diameter　of　each　follicle　was　measured

at　the　onset　of　perfusion　and　l2hlater，　and　the　percent

increase　in　each　follicle　was　determined．　Data　on　the

mean　percent　increase　in　mature　follicles　in　one　ovary

were　subjected　to　arcsine　transformation（follicular

growth　index）．　A　significant　correlation　between　the

percent　increase　in　follicle　diameter　and　the　secretlon

rate　of　Ang　ll－IR　was　noted（r＝0．5714，　P＜0．005）。

pendent　manner（Fig．3）．　There　was　no　significant

difference　in　the　percentage　of　foHicular　oocytes

showing　evidence　of　degeneration　between　IGF－1－

treated　and　IGF－Iplus　IGFBP－3－treated　ovaries．

　　The　secretion　rate　of　P　in　ovaries　perfused　with

IGF－Idid　not　change　significantly　throughout　the

entire　perfusion　periods（Fig・4）・In　addition，　the　ad－

dition　of　IGFBP－3　to　the　perfusate　did　not　affect　P

production．　In　contrast，　exposure　to　IGF－Isignifi－

cantly　stimulated　E2　production　by　perfused　rabbit

ovaries．　The　secretion　rate　of　E2　reached　maximal

levels　4　to　6　h　after　IGF－Iadministration　and　de－

clined　gradually　thereafter，　returning　to　levels　sim－

ilar　to　that　before　IGF－Iadministration．　The　addi－

tion　of　IGFBP－3　to　the　perfusate　significantly　re－

duced　the　IGF－1－stimulated　ovarian　secretion　rate
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　　　　　lGFBP－3｛ng／ml｝（。）　　1　　10　　102　　103

Effecls　of　IGFBP－・30n　meiotic　maturalion（〔コ）and　degeneration（［：コ）of　follicular　oocytes　in　IGF－1－

treated　c）varies．　Rabbit　ovaries　were　perfused　with　102　ng／ml　of　IGF－1，0r　with　IO2　ng／ml　of　1GF－Iplus

IGFBP－3　a1　a　cencentratien　of　1，　10，　tO2，0r　lO3　ng／m【．The　degree　ofoocyle　maturation　in　foUicu且ar　oocyIe

ls　exp・essed・s　the　p・・ce・t・ge・f…yt・・that・・hieved　g・・minal・ve・i・1・b・eakd・w・（GVBD）．　Th・m・t・・ity

・f・・cyt・s　and　signs・fd・gen…ti・n　w・・e　d・t・・mined　in　each・…y．　At　l…t34…yte・w・・e　an・1yzed　i・

each　treatment　group．　Da1a　represenuhe　Mean±SEM　ofsix　ovaries　from　six　dlfferent　rabbits．　a，　P〈0．05；

b、P＜O．01；c，　P〈0．001．
●

Table　2 Effects　ofαIR－30n　IGF－1－induced　follicular　growth　and　oocyte　maturation

No．　ofovaries　perfused

No．　of　ovaries　ovulating

Fd】icle　diarneter（111m）a

　　Before　perfusion

　　12hafter　perfusk）11

Follicle　oocyte；i

　　GVBD（％）b

　　Degeneration（％）c

“　Mean±SEM．
h

　IGF．1
（102ng／mD

　　　12

　　　0

1．30±〔｝．07

1．92±0．09d

74．4±8．lc

12．O±4」

αIR－3

（1／t　g／mり

6

0

1．32±O．06

1．40±O．07

8．4±2．5

16．4±5．8

IGF－1（102　ng／m1）

＋αIR－3（1μg／mI）

6

0

L35±0．06

1．43±0．08

22．5±47f

17．5±5．6

medium
alone

12

0

L34±0．05

1．44±0．06

7．6±3，3

18．0±5．6

　Percentage　ofoocy【es［hat　achieved　germinal　vesicle　breakdown（GVBD）．

cPercemage　of　oocy【es　that　showed　evidence　of　degeneration．

dP＜0，001　compared　with　values　before　perfusion．

eP〈0．001compared　with　va且ues　ofovaries　treated　with　medium　alone．

fP〈0．001compared　with　values　ofovこヒries　treated　with　IGF－Ialone。

●

●

of　B2、　The　inhibitory　action　of　lGFBP－30n　the　se－

creIion　rate　of　E2　was　dose－dependent　between　4　and

6haf吐er　exposure　to　IGF－1．

　　In　lhe　second　experimenI，　neither　ovulation　nor

fomcular　growth　was　observed　in　ovaries　perfused

wilh　medium　alone　or　wilh　1，，tg／mE　ofαIR－3，　a

nlonoclonal　antibody　to　lhe　Iype　I　IGF　receptor

（Table　2）．　However，　exposure　to　IGF－Iresulted　in

asignificant　increase　in　the　mean　diameter　of　folli－

cles．　The　concomitant　addition　ofαIR－3　to　the　per－

fusate　significantly　inhibited　the　IGF－1－induced

follicu［ar　growth，　because　the　mean　diameter　of　fol－

licles　l2hafter　perfusion　did　not　differ　from　that

before　perfusion・The　majority　of　follicular　oocytes

●

●
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Fig．4　Effects　of　IGFBP－30n　the　ovarlan　secretlon

rates　of　P　and　E2　in　IGF－1－treated　ovaries．　Rabbit

ovaries　were　perfused　with　IO2　ng／ml　of　IGF－1（○一一（⊃），

or　with　lO2　ng／m且of　IGF－Iplus　IGFBP－3　at　a　con－

centration　of　l　ng／ml（●一●），10ng／ml（」一▲），102

ng／ml（｝■），・r　lO3　ng／ml（◆一◆）・Ovarian　secreti・1・

rates　of　P　and　E2（ng／min／ovary）were　caluculated　by

measuring　the　difference　in　concentrations　between　ve－

nous　and　arterial　samples，　Data　represent　the　Mean±

SEM　of　at　least　six　ovaries　from　six　different　rabbits．

Vaiues　with　asterisks　differed　significantly　from　val－

ues　in　ovaries　perfused　with　1GF－Ialone；＊P〈0．05，

＊＊P＜0．01．Values　with　daggers　differed　significant－

1y　fronl　values　in　ovaries　before　perfusion；†P＜0・05・

＋＋P〈0．Ol．

（＞90％）did　not　progress　beyond　the　GVBD　stage

in　ovaries　perfused　with　medium　alone　or　l／z　g／ml　of

αIR－3．　Exposure　to　IGF一工significantly　stimulat－

ed　the　resumption　of　meiosis　in　folticular　oocytes

compared　with　the　contralateral　control　ovaries．　The

IGF－1－stimulated　oocyte　maturation　was　signifi－

cantly　inhibited　by　the　concomitant　addition　ofαIR－

3to　the　perfusate．　There　was　no　significant　diffe　r－

ence　in　the　percentage　of　follicular　oocytes　show－

ing　levidence　of　degeneration　among　the　four

treatment　groups．　The　ovarian　secretion　rate　of　Ang

　　　　　　　　　〇12468　 12

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hours　of　perfusion

Fig．5　Bffects　ofαIR－30n　the　IGF－1－stimulated　se－

cretion　rates　of　Ang　H－IR　in　perfused　rabbit　ovaries．

Rabbit　ovareis　were　perfused　with　medium　alone

（Cγ一〇），1　／t　9／Tn亘ofαIR－3（∠y－△），102　ng／ml　IGF－1

（●→●），or　lO2ng／mlofIGF－Iplus　Iμ9／mlofαlR－

3（▲一▲）．Thc　ovarian　secretion　rate（pg／min／c）vary）

was　calculated　by　measuring　the　difference　in　concen－

trations　of　Ang　H－IR　between　venous　and　arteria且sam－

ples．　Data　represent　the　Mean±SEM　of　at　least　six

ovaries　from　six　different　rabbits．　Values　with　aster－

is、ks　differed　significantiy　from　values　ln　ovarles　per．

fused　with　IGF－I　alone：＊P〈0．05，＊＊P〈O．01．

＊＊＊P〈0．OO1．Values　with　daggers　differed　sigllifト

cantly　from　values　in　ovaries　perfused　with　medium

alone；＋P＜0．05，＋†P〈0．O　1，　’TTp〈0．001．

H－IR　in　ovaries　perfused　with　medium　alone　or　with

αIR－3　remained　low　throughout　the　12－h　perfusion

period（Fig．5）．　Exposure　to　IGF－Isignificant【y

g．　timulated　the　secretion　rate　of　Ang　H－IR　in　per－

fused　rabbit　ovaries　compared　with　control　ovaries

perfused　with　medium　alone　at　each　duration　of　per－

fusion．　The　addition　ofαIR－3　to　the　perfusate　sig－

nificantly　inhibited　the　IGF－1－stimulated　secrelion

rate　of　Ang　U－IR　from　4　h　of　perfusion．

　　Intrafollicular　PA　activity　in　ovaries　perfused　with

medium　alone　remained　low　throughout　the　l　2　h　per－

fusion　period（Fig．6）．　The　PA　activity　increased　sig－

nificantly　2　h　after　exposure　to　lOユng／ml　of　IGF－I

compared　with　control　ovaries　perfused　with　medi－

um　alone．　This　PA　activity　reached　maximal　levels

6hafter　exposure　to　IGF－Iand　declined　graduatly

thereafter，　returning　to　levels　similar　to　that　in　con－

tro】s　by　l2h．　The　addition　of　either　103　ng／ml　of

IGFBP－30r　1／tg　／ml　ofαIR－3　significantly　inhib－

ited　the　IGF－1－stimulated　intrafollicular　PA　actlv－

ity．　Ther　was　no　significant　differnce　in　the　PA　ac一
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Fig．6　Changes　in　intrafollicuiar　PA　activity　in　per－

fused　rabbit　ovaries．　Rabbit　ovaries　were　perfused　with

medium　alone（○一〇），102　ng／ml　of　IGF－1（●一一●），102

ng／ml　of　IGF－Iplus　lO3　ng／ml　of　IGFBP－3（◆一◆），　or

lO2　ng／ml　ofIGF－Iplus　lμg／ml　ofαIR－3（」一▲）．

Ovarian　perfusion　was　terminated　before　and　2，4，6，

8，10，and　l　2　h　after　exposure　to　IGF－1．Values　with

asterisks　differed　significantly　from　values　in　ovaries

perfused　with　IGF－Ialone；＊P＜0．05，＊＊P〈αOl，

＊＊＊P〈0．001．Values　with　daggers　differed　signifト

cantly　from　values　in　ovaries　perfused　with　medium

alone；†P＜O．05，††P〈0．Ol，†††P〈0．001．

tivity　between　the　IGF－IplusαIR－3－treated　and

control　ovaries　throughout　the　12hperfusion　period．

Discussion

　　The　present　study　confirmed　previous　data　show－

ing　that　IGF－Isignificantly　enhanced　follicular　de－

velopment，　ovarian　production　of　E2，　and　oocyte

maturation　in　theノηvitro　perfused　rabbit　ovaries　in

the　absence　of　gonadotropin8・3り．　In　addition，　the　ex－

posure　to　IGF－Iin　vitro　significantly　stimulated

the　secretion　rate　of　Ang　H－IR　in　perfused　rabbit

ovaries・Afunctional　local　renin－angiotensin　system

（RAS）is　known　to　exist　in　the　ovaryl⑪、14）．　The　find－

ings　of　higher　follicular　concentrations　ofprorenin，

renin，　angiotensinogen　and　Ang　II　than　their　serum

levels　in　humans　and　the　identification　of　an－

g夏otensinogen　and　renin　mRNA　in　the　rat　ovary　sup－

port　the　presence　of　a　local　RAS　in　the　ovarylo・13・

32・33｝．We　previously　demonstrated　a　direct　effect　of

Ang　H　on　the　rabbit　ovary，　implying　that　Ang　H

plays　a　critical　role　in　the　processes　leading　to　ovu－

lation14・28・34）．　The　results　of　the　present　study　sug－

gest　that　the　effects　of　IGF－Iare　either　exerted　di－

rectly　on　the　ovary　or　are　mediated　by　an　IGF－1一
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dependent　process　in　rabbits，　supPorting　the　hy－

pothesis　that　Ang　H　and　IGF－1，which　are　thought

to　be　important　local　regulators　in　the　ovary，　interact

with　one　another　in　the　processes　of　follicular　growth

and　ovulation．　By　using　standard　radioligand　bind－

ing　and　affinity　cross－1inking　techniques，　we　also

demonstrated　that　the　relative　affinity　of　the　IGF－I

receptor　for　IGF－1，IGF－H，and　insulin　in　rabbit

ovarlan　membranes　exhibited　typical　type　I　bind－

ing　characteristics8）．　In　the　present　study，αIR－31n－

hibited　both　the　IGF－1－induced　foHicular　growlh

and　the　ovarian　secretion　rate　of　Ang　H－IR，　indi－

cating　that　IGF－I　exerts　effects　through　the　type　I

receptor　in　the　ovary．　However，　exogenously　ad－

ministered　IGF－Idid　not　induce　ovulationノηvitro

in　the　absence　of　gonadotropin，　despite　the　signifi－

cant　increase　in　ovarian　secretion　of　Ang　H－IR．　This

implies　that　components，　other　than　Ang　H，within

the　preovulatory　follicular　environment　may　also　be

required　for　follicles　to　repture．

　　IGFBPs　have　been　shown　to　enhance20・35）or　to

inhibit36～38）the　biological　actions　of　IGF－Ion

various　cells　in　vitro．　The　synthesis　and　secretion　of

IGFBPs　critjcally　regulates　IGF－Iaction　at　the　tar－

get　cell　level　even　when　the　extracellular　concen－

tration　of　IGF－Iremains　constant．　Although　this

development　adds　a　new　level　of　complexity　to　the

interaction　of　lGF－Iat　the　celluar　level，　the　pre－

cise　biological　roles　of　IGFBPs　in　the　ovulatory

process　remain　to　be　clarified．　We　recently　showed

that　IGFBP－3，　but　not　IGFBP－1，significantly　in－

hibited　human　chorionic　gonadotropin（hCG）－in－

duced　ovulation　and　oocyte　maturation　in　the　in　vitro

perfused　rabbit　ovaries3D．　Additionally，　the　increase

in　IGF－ImRNA　levels　in　response　to　hCG31）was

consistent　with　the　increases　in　the　ovarian　concen－

tration　of　IGF－I　and　the　production　of　IGF　I　by

perfused　rabbit　ovaries　after　exposure　to　hCG39）．　In

the　present　study，　IGFBP－3　significantly　inhibited

IGF－1－induced　follicular　growth　and　oocyte　matu－

ration　in　rabbit　ovaries．　Neither　IGFBP－l　nor　IGFBP－

3po重entiated　stimulatory　effect　of　IGF－Ion　fol－

1icular　grewth3i＞，　indicating　that　IGFBP－3　is　a　po－

tent　inhibitor　of　IGF－LThese　findings　suggest　that

IGFBP－3　may　block　the　stimulatory　effects　of　hCG

in　the　ovulatory　process　by　neutralizing　endoge一
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nously　produced　IGF－1．In　IGF－1－treated　ovaries

with　or　without　IGFBP－3，　as　determined　in　the　pre－

sent　study，　a　significant　correlation　was　observed

between　follicular　growth　and　thc　secretion　rate　of

Ang　H－IR　in　perfused　rabbit　ovaries，　suggesting　that

IGF－Imay　enhance　follicular　development　by　stim－

ulating　ovarian　production　of　Ang　II・

　　In　the　present　study，　IGF－Istimulated　the　mei－

otic　maturation　of　follicle－enclosed　oocytes　in　the

absence　of　gonadotropin，　which　is　consistent　with

previous　data　showing　that　IGF－Ienhanced　the

meiotic　maturation　of　cumulus－enclosed　oocytes　in

rats40）and　humans4i）．　The　concomitant　addition　of

IGFBP－3　to　the　perfusate　inhibited　IGF－1－induced

oocyte　maturation　in　a　dose－dependent　manner，　sug－

gesting　a　possible　role　for　IGF－Ias　a　mediator　of

apositive　signal　that　triggers　oocyte　maturatlon　m

mammals．　Furthermore，　IGF－1－stimulated　oocyte

maturation　was　significantly　blocked　by　the　con－

comitant　addition　ofαIR－3，　suggesting　that　the　maレ

uration－promoting　action　of　IGF－Imay　be　mediat－

ed　through　the　type　I　IGF　receptor．　An　immuno－

histochemical　study　using　a　monoclonal　antibody　to

type　I　IGF　receptors　revealed　the　localization　of

IGF　receptors　in　oocytes42）．　The　present　findings，　as

well　as　those　of　previous　studies40・　4i），　suggest　that

these　receptors　in　the　oocyte　are　functionaL　A　study

conducted　in　Xenopus　oocytes　showed　that　IGF－I

induces　oocyte　maturation　through　a　mechanism　de－

pendent　on　a　reduction　in　the　intraoocyte　cAMP　con－

tent　caused　by　the　regulation　of　both　oocyte

phoshodiesterase　and　adenyl　cyclase42）・Although

most　investigations　of　the　biological　action　of　IGF－

Ihave　focused　on　the　somatic　cells　of　the　ovary，　it

seems　highly　likely　that　IGF－I　interacts　with

oocytes．　The　expression　of　IGF　ligands　and　recep－

tor　genes　has　been　observed　in　the　growing　oocytes

of　human　infant　ovaries　as　well　as　in　mature　oocytes

of　adult　ovaries，　suggesting　that　IGF　may　be　involved

in　the　process　of　oocyte　growth　and　maturation43・　44）．

The　potential　for　IGF－Ito　act　at　the　oocyte　level，

as　indicated　by　the　presence　of　receptors　in　oocytes，

and　by　the　IGF－1－induced　stimulation　of　the　meト

otic　maturation，　suggests　that　in　the　presence　of　en－

dogenous　follicular　factors　and　gonadotropins，　IGF－

　Imay　regulate　the　selection　and　meiotic　matura一
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tion　of　oocytes　during　follicular　development　in　vivo．

In　addition，　IGFBP－3　may　exert　an　inhibitory　signal

for　IGF－1－induced　oocyte　maturaIion．

　　Several　studies　with　mammalian　models　have

demonstrated　the　involvement　of　PA　in　ovulation

and　have　indicated　its　participation　in　several　addト

tional　physiological　processes　occurring　within　the

ovary，　including　oocyte　maturation，　cumulus　cell

expansion，　and　cellular　remodeling　and　differentia－

tion．30・45、48）In　addition　to　the　well－known　asso－

ciation　of　PA　with　the　ovulatory　processes，　PA　ac－

tivity　has　been　shown　to　participate　in　the　process

of　follicular　development；the　administration　of　a

serine　protease　inhibitor　into　the　rat　ovarian　bursa

not　only　reduced　the　number　and　size　of　antral　fol－

licles　but　also　caused　an　overall　reduction　in　ovari－

an　size47）．　We　recently　showed　that　intrafollicular

PA　activity　was　significantly　correlated　with　follic－

ular　growth　in　IGF－1－treated　ovaries，　suggesting

that　IGF－Imay　enhance　follicular　growth　by　stim－

ulating　PA　activity8）．　Although　growth　factors　are

well－known　regulators　of　PA　production，　modula－

tion　of　PA　activity　by　specific　growth　factors　varies

widely　depending　on　cell　type50、54）．　The　stimula－

tory　effect　of　IGF－Ion　PA　activity　in　preovulatory

follicles　is　consistent　with　data　showing　that　IGF－

　I　significantly　enhances　PA　activity　in　rat　astro－

cytes54）．　The　increase　in　PA　activity　appears　to　be

mediated　by　the　type　I　receptor　in　the　ovary　because

the　addition　ofαIR－3　to　the　perfusate　significant－

ly　blocked　the　IGF－Istimulated　intrafollicular　PA

activity，　The　present　study　also　suggests　that　IGFBP－

3may　contribute　to　the　regulation　of　intrafollicular

PA　activity　during　follicular　development　evoked

by　IGF　I．Recent　findings　have　demonstrated　that

proteolysis　of　IGFBPs　by　various　serine　proteases，

including　plasmin，　appears　to　be　a　fundamental

mechanism　in　regulating　the　bioavailability　of　IGF－

155・56）．Proteolysis　of　IGFBP－3　markedly　reduces

its　affinity　for　IGF－1劉nd　increases　its　dissociation

rate，　thereby　increasing　the　proportion　of　free　IGF－

　I　and　its　availabiiity　to　cells56）．　Ovarian　granulosa

cells　in　pigs　also　secrete　glycosylated　IGFBP－3加

vitro55・57）．　The　increase　in　PA　and　plasmin　activi－

ties　in　preovulatory　follicles　after　exposure　to　IGF－

　I　may　promote　the　proteolytic　degradation　of
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IGFBP－3．　The　postsynthetic　regulation　of　IGFBP－3

by　plasmin　may　result　in　an　increase　in　the　bioavail－

ability　of　IGF－Iduring　fol】icular　development。

　　Erickson　el　aL581　have　demonstrated　that　IGF－I

is　a　potent　positive　regulator　of　aromatase　activity

in　human　granulosa　cells，　and　tha．1　the　effect　of　IGF－

Iis　markedly　enhanced　by　physiolgical　amounts

of　FSH　or　hCG．　This　suggests　that　IGF－Imay　be

an　lmportant　component　in　the　network　of　hormones

tha紅ensures　the　generation　ofmaximal　rates　of　es－

trogen　biosynthesis　during　follicular　maturation．

IGFBP－3　has　been　shown　to　inhibit　FSH－induced　E2

and　P　production　by　rat　and　human　granulosa　cells　in

v∫εro21・59・60）．　Treatment　with　IGF－Ialone　increased

the　secretion　rate　of　E2　but　not　P，　in　perrused　rabbit

ovaries．　The　selective　effect　on　ovarian　E2　produc－

tion　has　also　been　observed　in　rabbit　ovaries　per－

fused　with　GH39）or　Ang　H　14）．　In　addition，　IGFBP－

3significantly　inhibited　the　IGF－1－stimulated　ovar－

ian　E2　secretion，　whereas　IGFBP－3　had　no

sognificant　effect　on　P　secretion．　These　results　sug－

gest　that　IGFBP－3　and　IGF－Imay　be　important　in

the　control　of　ovarian　E2　production．　Although　these

data　provide　a　new　insight　into　the　control　of　E2　syn－

thesis　in　the　ovary，　further　studies　are　needed　to　elu－

cidate　the　relative　contribution　of　intraovarian　IGF－

1／1GFBP－3　in　gonadotropin－stimulated　E2　synthe－

sis　in　the　ovulatory　process，

　　In　summary，　our　results　showed　that　IGF－Isig－

nificantly　enhanced　follicular　development，　oocyte

maturation，　intrafollicular　PA　activity，　and　the　ovar－

ian　secretion　rate　of　E2　and　Ang　ll　－IR．　The　stimu－

latory　effects　of　IGF－Iwere　blocked　by　IGFBP－3

in　a　dose－dependent　manner．　The　ovarian　secretion

rate　of　Ang　n－IR　in　IGF－1－treated　ovaries，　with　or

without　IGFBP－3，　was　significantly　correlated　with

follicular　growth．　In　addition，αIR－3　significantly

inhibited　the　IGF－1－stimulated　follicular　growth

and　intrafo】licular　PA　activity，　indicating　that　IGF－

Iexerts　its　stimulalory　effects　through　a　type　I　re－

ceptor　in　the　ovary．　Our　results　suggest　that　1GF－I

may　stimulate　follicular　growth，　at　leasl　in　part，　by

stimu量ating　ovarian　Ang　ll　production．　Thus，　IGF－I

and　Ang　ll　may　interact　with　each　other　in　the　con－

trol　of　follicular　development．
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インスリン様成長因子一1（IGF－1）の卵巣内アンギオテンシンH（Ang　II［）産生刺激を介した

　　　　　　　　　　　　　　　　　　卵胞発育促進効果

●

●

●

　　慶鷹義塾大学医学部産婦人科学教室

久慈直昭，宮崎豊彦，末岡　浩，田中　守，

清河　薫，北岡芳久，山内　潤，橋場剛士，

　　　根本泰子，小林俊文，吉村泰典

　IGF－1依存性の卵胞発育，卵成熟，卵巣ステロイド合成およびAng　ll産生，卵巣内プラスミノーゲンアクチベ

ー
ター（PA）活性促進に及ぼすインスリン様成長因子結合蛋白（IGFBP－3）作用を、家兎卵巣灌流モデルを用いて

in　vitroに検討した．

　1）102ng／mlのIGF－　1添加により，卵胞発育，卵成熟，　Ang－［1産生は有意に増加した・IGFBP－3添加により，

IGF－1の刺激効果は用量依存性に減弱した。2）IGF－1刺激卵巣における卵胞径増加は，　IGF－1投与12時間後の

卵胞Ang　H産生量と有意な正の相関を認めた。3）エストラジオールの分泌量はIGF－1投与により増加したが，

プロゲステロン分泌量は増加しなかった，この卵巣ステロイド合成刺激効果はIGFBP－3投与により用量依存性

に減弱した．4）IGF　type　I受容体に対するモノクロナル抗体（α・IR－　3）投与により，　IGF－1刺激による卵胞発育，

卵成熟，Ang　H分泌は有意に抑制された．さらにlo3　ng／m1のIGFBP－3または1μ　g／m1のαIR－3投与はIGF－1の

卵胞内PA活性を抑制した．

　このことより，IGF－1は卵巣内Ang　H産生を尤進させることにより卵胞発育を促進することが明らかとなっ

た．

キーワード：インスリン様成長因子一1，アンギオテンシンH，卵胞発育，卵成熟，インスリン様成長因了結合

　　　　　　蛋白
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PREDICTION　OF　THE　RESPONSE　TO　CLOMIPHENE　CITRATE
　　　　　　　　　　　　　　BY　ULTRASONOGRAPHIC　ASSESSMENT

OF　ENDOMETRIAL　THICKNESS　IN　AMENORRHEIC　PATIENTS ■

　　Sachiko　NAKAMURA，　Tsutomu　DOUCHI，　Hirofumi　IJUIN，

Toshimichi　OKI，　Shinichi　YAMAMOTO　and　Yukihiro　NAGATA

　　　　　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Faculty　of　Medicine，　Kagoshima　University，　Kagoshima　890，　Japan ●

Abstract：To　investigate　whether　the　response　to　clomiphene　citrate（CC）can　be　predicted　by　en－

dometrial　thickness　at　the　first　visit　in　patients　with　secondary　amenorrhea，29　patients　with　response

to　CC（CC　responders）and　22　patients　who　had　no　response　to　CC（CC　non－responders）were　enrolled．

Endometrial　thickness　was　measured　by　transvaginal　ultrasonography（US），　and　serum　estradio1（E2）level

was　measured　before　the　entire　treatment　regimen，　and　then　all　subjects　were　tested　with　progestin

withdrawaL　To　compare　the　capability　of　discrimination　between　the　CC　responders　and　the　CC　non－

responders　among　these　three　modalities，　the　sensitivity，　specificity，　positive　predictive　values，　and

negative　predictive　values　were　calculated．　Endometrium　was　thicker　in　CC　responders　than　CC　non－

responders（P＜0．001）．　When　the　endometrial　thickness　predictable　of　the　response　to　CC　was　set　at　6．O

mm，　the　sensitivity　was　86．2％，　specificity　77．3％，positive　predictive　value　83．3％，　and　negative　pre－

dictive　value　81．0％．　The　positive　predictive　va）ue　of　endometrial　thickness　for　response　to　CC　was

not　inferior　to　the　predictive　value　of　30　pg／ml　in　serum　E2　and　progestin　withdrawal．

　　Ultrasonographic　endometrial　thickness　may　be　useful　in　discriminating　CC　responders　from　CC

non－responders　before　treatment．

Key　words：Endometrial　thickness，　prediction，　response　to　clomiphene　citrate，　ultrasonography

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，42（1），22－26，1997）
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Introduction

　　It　is　exceedingly　difficult　to　determine　whether

amenorrheic　patients　will　respond　to　clomiphene　cit－

rate（CC）on　their　first　visit．　Progestin　has　long　been

advocated　to　predict　the　response　to　CC1・2｝．　Three

previous　reports3～5）demonstrated　that　progestin－

withdrawal　bleeding　can　be　predicted　by　endome－

trial　thickness　measured　ultrasonographically。　This

also　suggests　that　the　response　to　CC　can　be　pre－

dicted　by　endometrial　thickness　at　the　first　visit．

However，　there　have　been　no　studies　on　the　rela－

tionship　between　endometrial　thickness　and　the　re－

sponse　to　CC　in　amenorrheic　patients．

　　The　purpose　of　the　present　study　was　to　investi－

gate　whether　the　response　to　CC　can　be　predicted　by

endometrial　thickness　measured　by　US　in　first　visit

patients　with　amenorrhea．

Materials　and　Methods

　　Twenty－nine　secondary　amenorrheic　patients　with

response　to　CC（CC　responders）and　twenty－two　sec－

ondary　amenorrheic　patients　who　had　no　response

to　CC（CC　non－responders）were　enrolled　in　the

study．　All　the　subjects　were　consecutively　recruit－

ed　from　the　Department　of　Obstetrics　and　Gynecol－

ogy，　Kagoshima　University　Hospital　from　January，

1994to　December，1994．　Once　menstruation　had　be－

come　established，　cessation　of　menstruation　for　more

than　6　months　was　defined　as　secondary　amenor－

rhea．　None　of　these　patients　had　received　hormonal

treatment　for　at　least　3　months　before　the　study．　Pa一

o
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tients　with　hypergonadotropic　hypogonadism　and

hyperprolactinemia　were　exc】uded　from　the　study．

CC　responders　included　20　cases　with　chronic　anovu－

lation　and　9　cases　wiIh　polycystic　ovarian　syndrome

（PCOS）．　CC　non－responders　included　I　3　cases　with

chronic　anovulation，5cases　with　PCOS，　and　4　cases

with　amenorrhea　associated　with　weight　loss．　The

diagnosis　of　chronic　anovulation　was　clinical，　made

in　the　absence　of　other　obvious　causes　of　normogo－

nadotropic　or　hypogonadotropic　amenorrhea．　PCOS

was　diagnosed　by　the　presence　of　perimenarchal

oligomenorrhea　combined　with　an　elevated　serum

LH　level　and　a　normal　FSH　ievel，　with　an　LH：FSH

ratio　of　at　least　L5．　US　was　performed　for　all　PCOS

women．　However，　lhe　presence　of　enlarged　or　poly－

cystic　ovaries　was　not　mandatory　fbr　the　diagnosis　of

PCOS．　All　patients　were　subsequently　treated　with

CC　to　induce　ovulation，　CC　was　administered　ini－

tially　at　a　dose　of　50　mg／day　for　5　days　from　the　5th

to　the　gth　day　of　the　cyc】e；this　was　gradually　in－

creased，　if　necessary，　each　month　to　150　mg／day　for

5days．　The　ovulation　was　confirmed　by　US　and　later

by　midluteal　serum　progesterone　concentration　of

10ng／ml　or　higher．　Patients　who　never　ovulated　after

any　dose　of　CC　were　defined　as　CC　non－responders．

　　Baseline　characteristics　such　as　age（years），　height

（cm），　body　weight（BW，　kg），　body　mass　index（BMI，

weight（kg）／height（m）2〕），　and　duration　of　amenor－

rhea（months）were　recorded　in　each　case．　Serum

LH，　FSH，　PRL，　estradio1（E2），　progesterone　levels，

and　endometrial　thickness　were　compared　between

the　two　groups．　These　amenorrheic　patients　were　as－

sessed　with　regard　to　the　following：endometrial

thickness　measured　by　US，　serum　E21evel，　and　re－

sponse　to　progestimesting．　Discrimination　between

CC　responders　and　CC　non－responders　was　com－

pared　among　these　three　modalities．　The　cutoff　thick－

ness　of　the　endometrium　was　determined　by　the　re－

sponse　to　CC．　The　sensitivity，　specificity，　positive

predictive　value，　and　negative　predictive　value　were

calculated　and　compared　to　those　of　the　serum　E2

1evels　and　the　progestin　withdrawal　test．

Progestin　testing

　　After　endometrial　assessment　and　blood　sampling

for　hormones，　each　subject　received　dydrogesterone

lOmg　orally　daily　for　5　days，　and　a　follow　up　vlslt

（23）23

was　scheduled　for　3　to　4　weeks　later　to　record　the

presence　or　absence　of　withdrawal　bleeding．　With－

drawal　bleeding　found　within　3～7days　of　com－

pletion　was　defined　as　progestin　positive．　Patients

with　spotting　or　no　bleeding　were　defined　as　nega－

tive．

Measurement〔of　endometrial　thickne∬

　　Endometrial　thickness　was　measured　in　each　pa－

tient　by　an　experienced　transvaginal　ultrasonogra－

phy　examiner（S．N．）using　a　Mochida　Sonovista－SL，

Model　MEU　l　577（Mochida　lnc．，　Tokyo，　Japan）with

a6－MHZ　transvaginal　transducer．　The　maximal　an－

terior　and　posterior　endometrial　thickness　in　the　di－

rection　of　the　major　axis　of　the　uterine　body　were

measured6）．

Hormones　assay
　　Serum　E2，　LH，　FSH，　PRL，　and　progesterone　lev－

els　were　determined，　by　commercially　available　ra－

dioimmunoassay　kits　in　blood　collected　at　the　first

visit（Daiichi－E2，　LH，　FSH，　PRL，　and　progesterone

kits，　respectively：Daiichi　Radioisotope　Co．，Ltd．，

Tokyo，　Japan）．　Before　sampling，　we　confirmed　that

the　patients　had　received　no　hormone　preparatlon

for　2　months　or　more．

　　Full　informed　consent　was　obtained　from　each

subject　and　the　study　was　apProved　by　the　Hospital

Ethics　Committee．

Statistica’analysis

　　The　statistical　significance　of　the　differences　was

assessed　by　Student’s　t－test　or　Chi－square　test，　as　ap－

propriate．　P＜0，05　was　considered　statistically　sig－

nificant．

Results

　　Table　l　presents　patient　characteristics，　hormon－

al　data，　and　endometrial　thickness　by　response　to

CC．　No　significant　differences　were　observed　in　age，

duration　of　amenorrhea，　height，　body　weight，　serum

LH，　FSH，　and　PRL　levels．　Serum　progesterone　lev－

els　at　an　initial　visit　in　all　patients　were　less　than　l

ng／mL　However　BMI　were　significantly　lower　in　CC

non－responders（P＜0．05）．　This　is　probably　because

the　CC　non－responders　included　patients　with　long－

standing　amenorrhea　associated　with　weight　loss．

Serum　E21evel　was　significantly　higher　in　CC　re－

sponders（P＜0．001）．　The　endometrium　was　sig一
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Table　I

ENDOMETRIAL　T田CKNESS　AND　THE　RESPONSE　TO　CC 日本不妊会誌　42巻1号

Patient　characteristics，　hormonal　d且ta，　and　endometrial　thickness　by　response　to　c且omiphene　citrate

●

CC　responders CC　non－responders P

N
Age（y）

Duration　of　amenorrhea（m）

Height（cm）

Body　weight（kg）

BMI（kg／m2）

LH（mlU／ml）

FSH（mlU／ml）

PRL（ng／mD

E2（P9／ml）

Endometrial　thickness（mm）

　　　　29

　265±7．O

　l4．0±72

154．0±5．8

54．7±1L3

23．1±4．7

　8．9±63

　55±L9
　18．7±5．9

51．9±22．9

　9．7±4．1

　　　　22

　25．2±5．2

　16．5±8．1

156．2±6．1

　5L2±10」

20．5±4．4

　9。1±6．4

　7．1±2．l

　l9．2±6．2

21．8±畳L7

　5．4±3．2

　　NS

　　NS

　　NS

　　NS

〈0．05

　　NS

　　NS

　　NS

〈0．001

〈0．001

o

●

CC＝clomiphene　citrate．

BMI二body　mass　index（weight（kg）／height（m）2）．

NS＝not　significant．

Data　are　presented　as　Mean±S．D．　or　N．

nificantly　thicker　in　CC　responders（P＜0．001）．

　　Table　2　shows　the　response　to　CC　and　endome－

trial　thickness．　When　the　endometrial　thickness　pre－

dictable　of　the　response　to　CC　was　set　at　6．O　mm，

the　accuracy　was　superior　to山e　values　found　with

the　endometrial　thickness　at　5．O　mm　or　7．O　mm。　Five

cases　with　endometrial　thickness≧6．O　mm　were

CC　nonresponders，　with　4　showing　evidence　of

PCOS，　and　one　case　showing　chronic　anovulation．

Table　3　shows　the　response　to　CC　and　serum　E21ev－

els。　When　the　serum　E2　level　predictable　of　the　re－

sponse　to　CC　was　set　at　30　pg／ml，　the　accuracy　of

30pg／mI　was　s叩erior　to　the　values　found　with　the

serum　E21evel　of　20　pg／ml　and　40　pg／mL　Table　4

shows　the　response　to　CC　and　progestin　withdrawal

test．

　　Positive　predictive　values　of　endometriahhick－

ness　were　not　inferior　to　serum　E2　and　progestin

withdrawa1．　However，　negative　predictive　values

were　significantly　lower　in　endometrial　thickness

and　serum　E2　than　progestin　withdrawal（P＜0．05）．

Table　2　Response　to　clomiphene　citrate　and

　　　　　　　endometrial　thickness

Endometrial　thickness（mm）

≧6．0 〈6．0 o

CC　responders

CC　non－responders

25

5

4

17

sensitivity＝86．2％

specificityニ77．3％

positive　predictive　value＝83．3％

negative　predictive　value＝81．0％

Table　3 Response　to　clomiphene　citrate　and　serum

estradiol　levels

Serum　estradiol　levels（P9／ml）

＜コo

o

≧30

CC　responders

CC　non－responders

22

　8

7

14

Discussion

sensitivity＝75．9％

specificity＝63．60／o

positive　predictive　value＝73．3％

negative　predictive　value＝66．7％

Table　4　Response　to　clomiphene　citrate　and

　　　　　　　progestin　withdrawal　test

●

　　CC　has　been　widely　used　as　a　primary　treatment

for　ovulation　induction　in　anovulatory　patients．　CC

is　indicated　for　anovulatory　patients　with　evidence　of

follicular　function　and　adequate　endogenous　estro－

gen　but　lacking　adequate　and　cyclic　stimulation　by

pituitary　gonadotropic　function7）．　Both　progestin

Positive　progestin　Negative　progestin

withdrawal　test wilhdrawa1　lest

CC　responders

CC　non－responders

29

6

0

16
●

sensitivity＝100％

specificity＝72．7％

positive　predictive　value＝82．9％

negative　predictive　value＝100％

■
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testing　and　direct　assay　of　serum　E21evel　have　been

clinically　used　as　indicators　of　the且ikely　success　of

CC　administration1・2）．　However，　there　have　been　no

indicators　to　predict　whether　amenorrheic　patients

wo田d　respond　to　CC　at　the　first　visit」n　this　regard，

Takahashi　et　aL8）reported　that　ultrasonographic

ovarian　features　can　in　part　discriminate　the　CC　re－

sponders　from　the　CC　non－responders　in　PCOS　pa－

tients．　However，　the　relationship　between　endome－

trial　thickness　and　the　response　to　CC　in　anovulatory

patients　has　not　been　previously　studied・

　　In　the　pre　g．　ent　study，　we　demonstrated　that　the　re－

g．　ponse　to　CC　can　be　predicted　by　endometrial　thick－

ness　at　the　first　visit　in　amenorrheic　patients．　The

positive　predictive　value　of　endometrial　thickness

was　not　inferior　to　serum　E2　and　progestin　with－

drawal．　Our　observation　supports　the　concept　that

endometrial　thickness　is　similar　to　a　bioassay　for

serum　E21evels　during　stimulated　and　spontaneous

menstrual　cycles9、11），　and　also　persistent　during

anovulation3～5〕．　To　establish　serum　E21evel　in

amenorrheic　patients，　complicated　and　expensive

laboratory　tests　must　be　performed7）．　A　single　de－

termination　may　not　accurately　re刊ect　the　overall

E2　production　and　secretion　because　of刊uctuations

in　serum　E21evels3）．　These　findings　suggest　that

measured　endometrial　thickness　appears　to　be　a　bet－

ter　assay　of　endometrial　estrogen　response　than

serum　E2．　In　addition，　the　technique　is　painless　and

safe　and　can　be　performed　in　the　office　quickly．　Tak－

ing　these　fi　ndings　into　consideration，　the　clinical

usefulness　of　US　assessment　ofendometrium　is　su－

perior　to　that　of　one　point　E2　assay　in　predicting　the

response　to　CC．

　　Five　cases　with　endometrial　thickness≧6．O　mm

were　CC　nonイesponders，　with　4　showing　evidence

of　PCOS．　Most　patients　having　clomiphene　failure

in　spite　of　progestin　withdrawal　may　be　related　to

PCOS12）．　Indeed，　in　the　present　study，6cases　were

CC　non－responders　despite　positive　progestin　with－

drawa1，　with　4　showing　PCOS．　Thus，　in　patients　with

PCOS，　ovarian　features（ovarian　volume　and　number

of　follicles）by　US　may　become　an　adjunct　indic置一

tor　of　the　response　to　CC8）．

　　Though　the　differences　in　endometrial　thickness

are　highly　significant　between　responder　and　non一

（25）25

responders　groups，4patients　had　an　endometrial

thickness　of〈6．O　mm，　yet　responded　to　CC　thera－

py．　This　indicates　that　even　patients　with　a　relative－

ly　thin　endometrium　should　have　a　trial　of　CC　ther－

apy、　especially　in　view　of　the　fact　that　the　alternative

regimen　with　gonadotropin　is　associated　with　high－

er　cost，　as　well　as　significan重complications　and　side

effects．　On　the　other　hand，　no　patients　with　negative

progestin　withdrawal　responded　to　CC．　This　find－

ing　suggests　that　progestin　withdrawal　is　a　better

predictor　of　response　to　CC　than　US．　Additionally，

ultrasound　is　expensive，　whereas　glvlng　a　progestln

withdrawal　test　is　much　less　expensive　and　seems

to　measure　the　same　endocrinologic　properties　that

the　endometrial　thickness　measures3・5）．　Today，　most

clinicians　would　try　the　clomiphene　even　ifthere

was　no　response　to　the　progestin　withdrawaL　When

the　clomiphene　trial　is　not　successfut，　the　cliniclan

can　move　on　to　gonadotropin　therapy．　Thus，　it　makes

sense　to　try　clomiphene　without　regard　to　endome－

trial　thickness．

　　On　the　basis　of　these　results，　we　conclude　that　uト

tras　onographic　endometrial　thickness　can　distinguish

clomiphene　responders　from　non－responders　before

the　treatment　regimen　is　begun．　The　clinicai　useful－

ness　of　endometrial　thickness　in　predicting　ovula－

tion　with　CC　may　be　superior　to　one　point　E2　assay．
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無月経患者における子宮内膜厚とクロミフェンに対する反応の関連性

o

●

●

●

鹿児島大学医学部産婦人科学教室

中村佐知了・，堂地　勉，伊集院博文

　沖　利通，山元慎一，永田行博

　続発性無月経患者の初診時の子宮内膜厚からクロミフェンに対する反応が・予知できるか否かを検討した．ク

ロミフェン反応群（29例）とクロミフェン抵抗群（22例）を対象とした．初診時の経膣超音波断層法による子宮

内膜厚，1血清E2値およびプロゲステロン・チャレンジテストによる消退出血の有無とクロミフェンに対する反

応の有無との関連を検討した．クロミフェン反応群の子宮内膜厚は9．7±4」（mm）でありクロミフェン抵抗群

の5．4±3．2（mm）に比較して有意に厚かった（P＜0，05）．子宮内膜厚6，0　mmをcut　off値にした場合，クロミフェ

ンに対する反応の感度は86．2％，特異性は77．3％，positive　predictive　valueは83．3％，　negative　predictive　value

は8LO％であった．子宮内膜厚によるpositive　prodictive　valueは血清E2値30pg／mlをcut　off値にした時のそれ

やプロゲステロン・チャレンジテストのそれに比較して優るとも劣らなかった．

　無月経患者の初診時子宮内膜厚からクロミフェンに対する反応の有無を予知できる可能性が示された．

キーワード：子宮内膜厚，経膣超音波断層法，クロミフェン，排卵，’K－［1
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　Chlamydia　trachomatis感染症は頻度の高い性感染症として注目されている．この感染症は女性において

は無症僕四三に経過することが多いにもかかわらず，卵管への感染が卵管の疎通性を損ない，子宮外妊娠や

卵管性不妊症を招きやすいとの報告が多数発表されている．初感染時の自覚症状の乏しさから，子宮頸管

における抗原検出の機会がすでになく，しかも腹腔内の抗原検出が困難であるため，クラミジア・トラコ

マティスによる卵管性不妊症の診断にはIfn．清学的診断の有用性が期待される．そのため，我々は不妊症女

性を対象としてセロ・イパライザ　クラミジアIgA，　IgG，　IgMを測定することにより，抗体価陽性率およ

び抗体価と卵管性不妊症との関連性を検討し，卵管性不妊症の診断に対する抗体測定の有用性もあわせ

て検討した．卵管通過障害の有無による検討では，疎通性のある128例中，卵管采周囲癒着（43，8％），卵

管周囲癒着（33．6％）と有意に高く，疎通性のないものでは問質部閉塞（36．且％）と卵管留水腫（17．6％）にお

いて抗クラミジア抗体陽性例は有意に高率であった．また，腹腔鏡検査を行った141例中卵管とその周辺

の異常を確認できた112例では，IgA，　IgGともに陽性は49例（43．8％）であり，有意に高率であった．

　以ヒの結果より，不妊症例における抗クラミジア・トラコマティスlgA，　IgG，　IgM抗体陽性が経過の長

いクラミジア・トラコマティスの骨盤内感染の継続とそれにともなう卵管性不妊症の発症を裏付けるため

の指標になり得ることが明らかとなった．

キーワード：クラミジア・トラコマティス，卵管性不妊症，抗クラミジア抗体

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，42（1），28－33，1997）

●
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緒　　言

　近年，Chlamydia　trachornatis感染症は頻度の高い性

感染症として注目されている．この感染症は女性に

おいては無症候性に経過することが多いにもかかわ

らず，卵管への感染が卵管の疎逓性を損ない，子宮

外妊娠や卵管性不妊症を招きやすいとの報告が多数

発表されているト5）．初感染時の白覚症状の乏しさ

から，子宮頸管における抗原検出の機会がすでにな

く，しかも腹腔内の抗原検出が困難であるため，ク

ラミジア・トラコマティスによる卵管性不妊症の診

断には血清学的診断の有用性が期待される．そのた

め，著者らは全国13施設において不妊症女性を対象

としてセロ・イパライザクラミジアIgA，　IgG，　IgM

を測定することにより，抗体価陽性率および抗体価

と卵管性不妊症との関連性を検討し，卵管性不妊症

の診断に対する抗体測定の有用性もあわせて検討し

たので報告する．

対　　象

　1993年9月より1994年9月までに全国13施設にお

いてHysterosalpingography（HSG），腹腔鏡もしくは

開腹により卵管とその周辺の状態を検討できた485例

の不妊症患者を対象とした．対象の平均年齢は3LO

歳，不妊期間は最長14年，平均4．0年であった．対象

の卵管所見は，左右とも正常と判断された221例と，

卵管の疎通性は認めるも周囲に癒着など異常が認め

られた128例および疎通性のないもの136例であった

（Table　l）．対象例の卵管異常所見を分類すると，疎

通性がありながら卵管周囲もしくは卵管采周辺に癒

着のあるものが約80％を占め最も多く，疎通性のな

い136例については，その閉塞部位は問質部閉塞が最

■

●

■
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も多く49例36」％であり，他はほぼ同程度であった

（Table　2）．これらはHSGによる判定であるため必ず

しもすべてがクラミジア・トラコマティス感染によ

る異常所見ではない．そこで，子宮内膜症などによ

る子宮および卵管周辺に発症した癒着を除くために，

過去に手術既往のない腹腔鏡を施行できた141例につ

いての検討も加えた．

Table　l　Tubal　findings　of　infertility

（29）29

Tubal　abnormality（一） 221

Tubal　abnormality（十） pa！ency（十）

patency（一）

128

136

　Table　2

patency（十）peri　fimbrial　adhesion

（N：485）

方 法

　クラミジア感染の検査方法は，子宮頸管のクラミ

ジア・トラコマティス抗原をDNAプローブ法にて検

索し，血清の抗クラミジア・トラコマティス抗体lgA，

IgG，　IgMをセロ・イパライザ法により測定した・セ

ロ・イパライザ法の測定原理は，クラミジア・トラ

コマティスL2株の精製EB（基本小体）を抗原として

固相化したマイクロプレートを使用する酵素免疫測

定法であり，感度，特異性に優れている抗クラミジ

ア抗体測定方法である（FigJ）．

Classification　of　tubal　abnormality

（128） peri　tubal　adhesion

peri　adnexal　adhesion

omental　adhesion

others

56（43．8％）

43（33．6％）

6（4，7％）

4（3，1％）

19（14．8％）

patency（一）　occlusion　of　interstitial　portion

（136） 　　　　　　　　　　　49（36．lo／o）

occlusion　of　fimbria（hydrosalpinx）

　　　　　　　　　　　24（17．6％）

occlusion　of　isthmus　　21（15．4％）

occlusion　of　ampulla　　l8（13．3％）

ethers　　　　　　　　　　　　　　24（17．6％）

結 果

1）抗原陽性率

　対象例のうち子宮頸管におけるクラミジア抗原検

出を行い得た462例のうち，陽性例は16例3．5°／。に存

在した．また，卵管正常群では221例中3例L4％，卵

管異常群では241例中13例5．4°／。に陽性が認められた

（Table　3）．

2）抗体陽性率

　抗lgA，　IgG抗体陽性率についてみると，卵管正常

群では221例中33例14．9e／eがlgA，　IgGとも陽性であ

ったのに対して，卵管異常群では264例中100例37．9％

がIgA，　IgGともに陽性で，有意に高率に陽性が存在

し，その中では疎通性のない群ではIgA，　IgGともに

Table　3　Positive　rate　of　Chlamydial　antigen　in

　　　　infertiLity

normal
tubes

abnormal
　tubes

patlents

POSI“ve

positive　rate

462

16

3．5％

221

　3

L49ら

241

13来

5．4％

（※p＜0．05）
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30（30） 卵管性不妊症患者における抗クラミジア抗体

陽性例が高率に認められた（Table　4）．

3）抗原陽性例の抗体価

　つぎにクラミジア抗原陽性群のlgA，　IgG，　IgM

抗体価iについて検言寸を加えた．抗原陽性例の75％

（12／16）が1gA陽性であり，　IgGについては93．8％

（15／16）が陽性であった．IgMに関しては，抗原1場

性16例中4例のみ陽性で，IgM抗体の特徴である感

染後短期間は陽性を示すが，すみやかに抗体価が低

下するためこのような結果が得られたものと思われ

る．これら3種の抗体と抗原陽性とのもつ意味は，子

宮頸管に抗原が現存しているものの他は初感染から

の時間の経過が子宮頸管の抗原の消失となり，一方

腹腔内にはなおクラミジア感染が継続しているケー

スがあり，加えて感染後の治療により感染が終息し

ても抗体価の消長には長時間を要するため，このよ

うな結果が示されたものと思われる（Table　5）．

4）腹腔鏡による骨盤内所見と抗体価

　多施設において多くの症例を対象として検討を試

　Table　4　Anli－Ch且amydial　antibody　in　infertili1y

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N：485

antibody　　　normal　tubes　　abnormal　tubes

IgA　IgG　　　　　　221　　　　　　　264

日本不妊会誌　42巻1号

みるため，HSGによる卵管とその周辺の評価により

卵管の状態を評価したものを含めて検討を行ったが，

より確実な骨盤内所見との検討ということで，ラバ

ロスコープ所見により骨盤内所見が明確にされた141

例について，卵管異常群と正常群に分けて検討を行

った．この結果，腹腔鏡により卵管の異常が認めら

れた112例において，lgA，　IgG抗体ともに有意に高

率に陽性例が存在した（Table・6）．なお，今回の検討

は，多施設において行われたため，AFSの癒着スコ

アによる分類は行っていない．

5）卵管所見とlgA，1gG抗体のCOI値

　腹腔鏡検査の施行された141例について，抗クラミ

ジアIgA，　IgG抗体価のカットオフインデックス（COI）

について検討すると，COIが高くなるほど腹腔鏡所

見に異常があるものが正常より有意に多くなるが，こ

れは不妊期間や抗クラミジア抗体が治療後も陽性に

出ることなど複雑な背景があり，COI高値というこ

とだけで卵管所見の重症度とに結び付けるには，な

お充分な検討が必要であると思われる（Fig．　2）．

考　　察

十　　十

十

十

33（14．9％）

12（　5．401ら）

　8（3．6％）

168（76．oe／，））

100（37．99を〕）※

25（　95％）※

21（8．09ら）※

118（44．6％）

（※p〈0．001）

Tab］e　5　Relationship　between　antigen　and　antibody

　　　　in　infertility

IgA
千

　　IgA
positlve　rate

antigen　　十

（cervix）

12

158

4

311

　75％

33．7％

total 170 315 485

　不妊症を原因別に分けると卵管性不妊症が半数以

hを占めるとされているが，近年，その原因の大半

がChlamyClia　trachomatis感染が腹腔内に波及し，卵管

周囲癒着を中心とした卵管閉塞症をも含めた卵管障

害の結果であるとさえいわれるようになった．いく

つかの報告や状況証拠がこれらの見解を支えてきた

が，ここ数年さらに確実な研究が積み上げられてき

た6’　10）．その結果，クラミジア感染と卵管不妊との

関連は，より確かなものとされたため，不妊症患者

を前にしたとき，クラミジア感染の有無あるいはク

ラミジア感染の既往についての検査が望まれるよう

になった．しかしながら，抗原検出がほとんどの場

合子宮頸管において行われるため，不妊症患者を対

象とする腹腔内のクラミジア感染の有無の判定には

1gG 　　IgG
positive　rate

Table　6

十

antigen　　十

（cervix）

13

147

　1

322

323

93，8％

3L3％
total 162 485

antlgen－4

（cervix）

IgM
干

一一

万

62

12

407

419

　IgM
positive　rate

　　25％

　13．2％
total

antibody

IgA

十

十

　Laparoscopic　findings　and　positive　rate　of

　anti－Ch且amydia且antibody　in　infertility

　　　　　　　　　　　　　　　　　N：141

　　　　normal　tubes　　abnormal　tubes

IgG　　　　　　　　29　　　　　　　　1】2

十　　　　　　　　5（17．2％）　　　　　49（43．8％）※

一 　　　　　 1（3．4％）　　　　12（10．70／e）※

十　　　　　　　　2（6．9％）　　　　　　11（　9．8％）※

－　　　　　　　21（72．4％）　　　　　40（35．7％）

66 485
（※p＜O．01）
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　　　　　　　　　　　　　Fig．2　　Laparoscopic　findings　and　cut　of　index
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不向きである．このため，いくつかの評価の高い抗

クラミジア抗体検査の登場により，不妊症患者に関

するクラミジア感染についての情報獲得のため血清

学的診断の応用が強く期待されるようになった．

　このような状況のもとで，クラミジア抗体が卵管

障害とどのようなかかわりをもつかについて，多施

設による検討を行った．母集団を拡げるためHys－

terosalpingography（HSG）による卵管異常所見のある

症例をまず対象とし，その上で可視的に卵管周辺の

状況を確認し得た症例について検討を行った．その

結果，HSG異常例では，クラミジア感染は有意に高

率に存在し，腹腔鏡所見の異常群はさらに高率にク

ラミジア感染の存在を示すことが確かめられた．

　IgA抗体とIgG抗体に関しては，一部においてIgA

抗体は活動性感染を示し，IgG抗体は感染の既往を示

すといわれたこともあるが，治療後もすみやかに消

退せず，明確な消退パターンをとるとはいいがたい．

また，IgM抗体は感染直後には上昇するもののその

後は治療と関連なく消退するため，これもいまひと

つ確かな判定規準とはなりがたい．

　抗体価の評価は，陰性コントロールをおきcut　off

index（COI）を決定するが，多くの不妊症患者の中で

不妊歴が長いものがCOIが高値となるか，不妊歴は

短くとも感染後の経過が短いものほど高値であると

いう見解も今回の我々の対象例485例ではまったく相

関が得られなかった．したがって，COI値が高いほど

癒着が高度であるというような証明は当然のことな

がらできるものではなかった．

　不妊症患者だけではなく，あらゆる開腹症例の腹

腔内のクラミジア抗原と血清抗体価の検討を行った，

評価の高い島田ら11）の報告によっても，定かにはさ

れていない．したがって，不妊症患者においてクラ

ミジア感染の既往がある場合に，卵管周辺の障害や

腹腔内癒着の存在は充分に推察できるが，抗体価の

COI値は腹腔内の状況まで評価するにはなお今後の

検討が必要と思われた．

文　　献

1）Punnonen　R，　Terho　P，　Nikkanen　V，　et　al．（1979）

　Chlamydial　serology　in　infertile　women　by　im－

　munofluorescence．　Fertil　Steri131：656

2）Sweet　RL　G982）Chlamydial　salpingitis　and　in－

　fertility．　Fertil　Steril　38：530－533

3）Jones　RB，Ardery　BR，　Hui　SL，　et　aL（1982）Cor－

　relation　between　serum　antichlamydial　antibod－

　ies　and　tubal　factor　as　a　cause　of　infertility．　Fertil

　Steril　38：553－558

の



32（32）

4）野口昌良（1994）婦人科感染症と不妊．クラミジア

　　　感染症以外の感染症も含めて．日産婦誌　46：N－

　　　107－llO

　5）中部　健，野［昌良，岡本俊充　他（1995）
　　　Chlamydia　trachomatis感染症と妊孕性障害に関す

　　　る検討．［1本性感染症誌　6：30－34

6）保條説彦（1994）女性性器Chlamydia　trachomatis感

　　　染症における卵管性不妊症の発生機序に関する研

　　　究．愛知医大誌　22：1－17

7）野口靖之，中部　健，岡本俊充　他（1995）卵管機

　　　能障害の発症とクラミジア・トラコマティス感染．

　　　産婦人科マイクロサージャリー学会雑．誌　8：21－

　　　24

　8）高橋敬一，永井聖一郎，塩田恭子　他（1993）抗ク

卵管性不妊症患者における抗クラミジア抗体　　　　　　　　　　　　　　　　日本不妊会誌　42巻1号

　　ラミジア抗体診断キット，セロ　イパライザ　ク

　　ラミジアIgA・IgG③の臨床的検討．日不妊会誌

　　38；704－708

9）大橋一友，佐治文隆，富山達大　他（1994）不妊夫

　　婦の血rli抗クラミジア抗体．日不妊会誌　39：49－

　　52

10）矢野義明，森田峰人，久保春海　他（1996）腹腔鏡

　　施行症例における抗クラミジア抗体と卵管障害に

　　ついての検討．日不妊会誌　41：95－99

11）島田逸人，高島英世，山田　良　他（1995）産婦人

　　科領域の開腹手術所見とクラミジア感染．日不妊

　　会誌　40：307－312

　　　　　　　　　　　　　　（受付：1996年8月28日）

　　　　　　　　　　　　　　（受理：1996年10月14日）

■

●

●

Correlation　between　serum　antichlamydial　antibodiess　and　infertile　women

　　Masayoshi　Noguchi，　Toshimichi　Okamoto，　Tatsuhiko　Hojo　and　Ken　Nakabe

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Aichi　Medical　University，　Aichi　480－ll，Japan

　　　　　　　　　　　　Yukihiro　Nagata　and　Sachiko　Nakamura

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Kagoshima　University，　Kagoshima　890，　Japan ●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Jinske　Yasuda

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Kyoto　Pre　fectural　University　of　Medicine，　Kyoto　602，　Japan

　　　　　　　　　　　　　　Hiroshi　Hoshiai　and　Manabu　Mukoubayashi

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Kinki　University　School　of　Medicine，　Osaka　381，Japan

●

　　　　　　　　　　　　　　　　Seiji　Matsuda

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Koto　Hospital，Tokyo　l　36，　Japan

　　　　　　　Yuji　Taketani，　Osamu　Tsutsumi　and　Yutaka　Oosuga

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　University　of　Tokyo，　Tokyo　I　13，　Japan

　　　　　　　　　　　　　　　　Takashi　Kawana　and　Osamu　Nishii

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　University　ofTokyo　Branch　Hospital，Tokyo　l　l　2，　Japan

　　　　　　　　Akira　Yajima，　Takao　Fukaya　and　Kazuto　Takayama

Department　of　Obstetrics　and　Gynecoiogy，　Tohoku　University，　Miyagi　980－77，　Japan
●

　　　　　　　　　　　　　　　Toshihiro　Aono　and　Masaharu　Kamata

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　The　University　of　Tokushima，　Tokushima　770，　Japan

　　　　　　　　　　　　　Kenichi　Tanaka　and　Ryuta　Kato

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Niigata　University，　Niigata　951，Japan
●

　　　　　　　　Kazuo　Sato，　Hisao　Osada　and　Naoki　Masaoka

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Nihon　University，　Tokyo　173，　Japan

●



●
平成9年1月1日 野口　他 （33）33

　　　　　　　　　　　　　　　　　Toshihiko　Terao，　Naohiro　Kanayama　and　Toshihiko　Asahina

Department　ef　Obstetrics　and　Gynecology，　Hamamatsu　University　School　of　Medicine，　Shizuoka　46　1－31，Japan

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Makoto　Maeda

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Hamamatsu　Medical　Center，　Shizuoka　432，　Japan

●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Seiji　Kawakami　and　Toyokazu　Aoki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Fujita　Health　University　School　of　Medicine，　Aichi　470－ll，Japan

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Seiichiro　Fujimoto　and　Hiroshi　Yoshida

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Hokkaido　University，Hokkaido　O60Japan

●

●

　　In　order　to　clarify　correlation　between　serum　antichlamydial　antibodies　and　infertile　women，　IgAJgG　and

IgM　antibody　titers　against　chlamydia　trachomatis　were　measured　using　single　antigen（L2）immunoperox－

idase　assay．（Sero　ELISA　Chlamydia；Savyon　Diagnostics　Ltd．）We　classified　tubal　abnormality　with　HSG

or　laparoscopic　findings　in　infertile　women」n　221　patients　of　the　normal　tubal　group　45　patients（203％）

were　IgA　positive　and　41　patients（18．5％）were　IgG　positive，　In　264　patients　of　the　abnormal　tubal　group，

125patients（47．4％）were　IgA　positive　and　l　21　patients（45．9％）were　IgG　positive．　It　is　clarified　that　an－

tichlamydial　lgA　and　lgG　positive　rates　were　significantly　higher　in　the　abnormal　tubal　patients（p＜0．001），

In　l41　patients　were　investigated　with　laparoscopic　findings，　abnormal　salpinx　findings　were　seen　in　54．5％

（61／112）of　serum　antibody　positive　cases（p＜0．Ol）．

　　The　results　of　this　study　clarified　the　antichlamydia1　antibodies　indicated　to　previous　chlamydial　infection

in　tubal　infertility　patients．　These　results　suggest　that　laparoscopic　examination　is　necessary　to　be　performed

in　chlamydial　antibody－positive　infertile　women．

Key　words：chlamydia　trachomatis，　tubal　infertility，　antichlamydial　antibody
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Abstract：Developmental　ability　and　numerical　constitution　of　chromosomes　were　analyzed　in　human

and　mouse　eggs，　which　were　determined　to　be　tripronuclear　eggs　at　the　1－cell　stage　after加v’tro　fer－

tilization　and　incubation．

　　Most　mouse　blastocysts　developed　from　these　eggs　showed　normal　diploidy，　whiie　only　18．4％（7／38）

of　the　blastocysts　showed　triploidy．　In　tripronuclear　human　embryos，　some　embryos　showed　triploidy

also・In　seven　out　of　sixteen　human　embryos　judged　as　tripronuclear　eggs　at　the　1－ce11　stage　by　the

number　of　pronucleus，　chromosomal　anomalies　were　found　as　follows：five　embryos　showed　triploidy，

one　mixoploidy　of　2　n／n，　and　one　aneuploidy．　No　correlation　was　found　between　the　cleavage　patterns

and　karyotype　of　tripronuclear　eggs　in　the　resultant　of　human　embryos．

　　The　results　of　the　present　study　showed　that　only　a　part　of　tripronuclear　eggs　deve】op　into　triploids．

Key　words：in　vitro　fertilization，　human　embryos，　mouse　embryos，　tripronuclei，triploid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，42（1），34－38，1997）
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Introduction

　　Advanced　reproductive　technology　in　mammals

has　wide　application　to　many　fields　includillg　human

reproduction，　especially’n　vitro　fertilization　tech－

niques　routineIy　used　as　a　therapy　for　human　steril－

ity．　However，　increasing　abnormalities　in　thc　process

of　fertilization　and　development　have　been　seen　in

1η　vitro　fertilization　of　mammals，　including

polyspermy，polygyny，　fragmentation　and　degener－

ation，　due　to　high　sperm－concentration，　aging　of

eggs，　and　other　causes（Trounson　et　al．1））．　It　is　welI

known　that　high　sperm－concentration　causes　high

polyspermy（Fraser　et　aL2），　Englert　et　aL3））．　How－

ever，　in　humanゴηvitro　fertilization　programs，　a　high－

er　sperm－concentration　than　that　of　1ηvルo　envi－

ronment　is　needed　to　gain　a　high　fertilization　rate．

Therefore，　in　human　eggs　fertilized／n　vitro，　inci－

dence　of　tripronuctear　eggs　is　higher　than　that　in　in

vivo　fertilization（Dandek抽r　et　aL4り．　These　triprenu－

clear　eggs　have　never　been　retransferred　to　the　moth－

er¶s　uterus　because　they　willbecome　triploids，　which

have　a　possibi塵ity　of　developing　into　potentially

abortlve　embryos．　Almost　all　the　triploids　cease　de－

veloping　until　mid－pregnancy（Niemierko5））．　A

human　triploid　is　very　rarely　found　as　a　newborn

（Blackwell　et　al．6り．　However，　there　has　not　been

enough　research　to　know　whether　all　of　the　tripronu－

clear　eggs　become　triploids　or　not，　although　there

are　some　studies　related　to　tripronuclear　human　eggs

（Kola　et　aL7））．

　　To　give　insight　into　the　development　of　tr置pronu－

clear　human　eggs，　the　present　study　undertook　to　de－

termine　the　incidence　of　the　resultant　triploidy　in

鍾

●

o



e

■

■

■

●

●

平成9年1月1日 M．YOSHIZAWA　et　al，

mouse　tripronuclear　eggs　and　to　compare　the　sur－

vivorship　of　tripronuctear　human　eggs　to　that　of

mouse　eggs．　To　accomplish　this　purpose，　we　ana－

lyzed　chromosomes　of　tripronuclear　mouse　and

human　eggs　divided　after　in　vitro　fertilization．

Materials　and　Methods

　　Female　mice　of（BALB／c×C57BL／6）Fl，2－to　4－

months　old，　were　superovulated　by　an　injection　of

51U　PMSG　followed　approximately　48　hours　later

by　a　51U　hCG　injection．

　　The　technique　of　in　vitro　fertilization　in　the　mouse

was　made　basically　according　to　the　previous　report

of　Yoshizawa　et　a1．8｝TYH　medium　used　in　the　pre－

sent　study（Toyoda　et　al．9））was　a　modi　fi　ed　Krebs－

Ringer　bicarbonate　solution　containing　l　l9．37　mM

Nacl，4．78　mM　KCI，12．6　mM　Caα2・2H20，1，19

mM　KH2PO4，1」9　mM　MgSO4，25．07　mM
NaHCO3，1．O　mM　sodium　pyruvate，556　mM　glu－

cose　and　4　mg　crystalline　bovine　serum　albumin／m1，

supplemented　with　50　，u　g／ml　streptomycin　sulphate

and　75μ9／ml　potassium　penic川in　G．　Sperm　sus－

pensions　from　cauda　epididymides　of　ICR　male　mice

were　incubated　for　2　hours．　To　induce　polyspermy，

2mM　caffeine　was　administered　to　medium

（Yoshizawa　et　aL8））and　high　final　sperm－concen－

trations（2000　sperm／，ct　1）of　10times　the　conven－

tional　level　were　adopted．　At　2　hour　intervals，　be－

ginning　lOhours　after　insemination，　the　pronuclei

of　eggs　were　closely　observed　for　counting，　by　means

ofrolling　the　eggs　to　avoid　a　mistake　for　a　polar

body，　by　a　stereomicroscope　of　l40　times　the　mag－

nification．　The　eggs　with　polypronuclei　were　clas－

sified　by　the　number　of　pronuclei，　and　they　were　in－

cubated　until　the　blastocyst　stage．　When　the　classi－

fication　was　difficuh，　the　eggs　were　excluded　from

（35）35

incubation．　We　consider　that　the　classification　of

polypronuclear　eggs　is　reliable　enough　because　of

the　correct　judgement（92％，23／25）in　the　eggs

fixed　immediately　after　counting　the　number　of

pronuclei．

　　After　treatment　with　30　ng〆ml　vinblastine　sulfate

for　lOhours，　many　mouse　blastocysts　but　some　of

them　for　embryo－transfer　were　made　as　chromosome

samples．　Chromosome　preparation　was　performed

by　the　method　reported　previously　with　mouse　em－

bryos（Yoshizawa　et　al．io））．

　　Until　now，　whenever　tripronuclear　human　eggs

were　caused　by　conventional　in　vitro　fertilization，

all　of　them　were　discarded．　In　the　present　study，　how－

ever，　human　eggs　were　checked　for　the　number　of

pronuclei　at　I　8　to　20　hours　after　insemination，　the

tripronucle段r　eggs　were　observed　for　their　cleavage

pattern　for　l　or　2　days　and　then　treated　in　30　ng／ml

vinblastine　sulfaIe　solution　for　10to　14hours　to　ac－

cumulate　metaphase　figures．　For　chromosome　prepa－

ration，　embryos　were　placed　in　l％sodium　citrate

solution　for　l5minutes　and　fixed　mildly　with　a　small

volume　of　a　mixture　of　l　part　acetic　acid　to　l　part

methanol（Yoshizawa　et　al．lI））．　Each　embryo　was

individually　put　onto　a　glass　slide　and　refixed　with

several　drops　of　the　fixative．　After　staining　chro－

mosomes　with　2％Giemsa　solution　for　IO　minuteg．　，

the　embryos　were　checked　by　a　microscope　for　their

norma且ity　and　number　of　chromosomes．

　　All　of　the　data　obtained　was　statistically　ana】yzed

by　the　Z　2－test．

Results

　　Almost　every　tripronuclear　mouse　egg，　which　was

classified　by　the　number　of　pronuclei　at　the　pronu－

clear　stage，　divided　into　2　cells　at　a　rate　of　94．3％

Table　l Development　of　mouse　eggs　classified　by　the　number　of　pronucleus　after　fertilization　in　high　sperm－

concentration　and　caffeine－containing　medium

No　of　eggs
fertilized

No．　of　embryos　developed　to

2－cell（％） morula（％）

■

blastocyst（％）

77N

3PN

294

159

251

（85．4）u

　l50

（94．3）a

206

（70．1）

121

（76．1）

　125

（42．5）b

　lO3

（64．8）b

a，b：Significant　differences　between　the　values　marked　by　the　same　superscript　letters　at　P〈0．05．

●
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Table　2
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Incidences　of　triploidy　in　mouse　blastocysts　derived　from　embryos　classified　by　the　number　of

pronucleus

o

No．　of　embryos

prepared with　metaphase　plates（％） diploidy（％） triploidy（％）

2PN

3PN

125

64

92（73．6％）

38（59．4％）

92（100％）

31（8L6％）

　　　0

7（18．4％）

●

Table　3　Chromosomal　analysis　of　tripronuclear　human　eggs

No．　of　eggs

No．　of　blastomeres examlned with　metaphase 2n 3n
う一n／n others

lceli

2cells

　　（2cells＋extrusion）

3cells

4cells

5，6cells

7，8cells

fragmented

　1

　6

（1）

　5

13

　6

　8

　1

40

1

3

4

5

0

3

0

　2

（1）

　2

　4

1

1

1

1

2

1 1

●

Tota1 16（40％） 9 5 1 1

●

（150／159），and　developed　into　the　morula（76．1

％，121／159）and　blastocyst　stages（64．8％，103／

159）（Table　l）．　The　dividing　rate　into　the　2－cell　stage

and　the　development　rates　into　the　morula　and　blas－

tocyst　stages　in　dipronuclear　eggs　were　85．4％

（251／294），70．1％（206／294）and　42．5％（125／

294），respectively．　The　dividing　rate　lnto　the　2－cell

stage　and　the　development　rate　into　the　blastocyst

stage　were　significantly　higher　in　the　tripronuclear

eggs　than　the　dipronuclear　eggs，　but　there　was　no

significant　difference　between　the　two　groups　in　the

development　rate　to　the　morula　stage．

　　Many　of　blastocysts　examined　as　chromosome

samples　showed　metaphases，73．6％（92／125）in

dipronuclear　eggs　and　59．4％（38／64）in　tripronu－

clear　eggs．　All　of　the　blastocysts　derived　from　nor－

mal　dipronuclear　eggs　were　determined　to　be　diploids

by　chromosomal　analysis．　Of　the　embryos　derived

from　tripronuclear　eggs，only　a　few　showed　triploidy

（18．4％，7／38），while　the　rest　showed　diploidy

（Table　2）．

　　The　results　of　chromosomal　analysis　of　human

embryos　derived　from　pronuclear　eggs　are　shown　in

Table　3．　Only　l60ut　of　the　40　embryos　examined

had　mitotic　metaphase　chromosomes；of　these，9em一

bryos　were　normal　diploids（Fig．1），5embryos

showed　triploidy，　one　was　a　mixoploid　of　2　n／n，　and

one　was　an　aneuploid．　With　respect　to　cleavage

stages　and　chromosomal　composition，　one　undivid－

ed　egg　showed　triploidy，　while　diploidy　and　triploidy

were　observed　in　every　embryo　group　that　divided

into　various　cleavage　patterns．　No　significant　rela－

tionship　was　found　between　cleavage　patterns　and

chromosomal　composition　in　human　eggs．

：

壌凝
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Amitotic　metaphase　figure　showing　normal

diploidy（2n＝46）in　a　3－cell　embryo　derived

from　a　tripronuclear　egg．　Every　metaphase　of

three　ceHs　of　this　human　embryo　was　diploidy．

（Giemsa　stain）
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M．YOSHIZAWA　et　al．

　　It　has　been　reported　that　incidences　of　triploidy

become　higher　with　the　usage　of　in　vitro　fertiliza－

tion　techniques，　high　sperm－concentrations　of　in

vitro　fertilization（Fraser　et　aL2）），　superovulation

treatment　with　PMSG（Maudlin　et　al．12）），egg－aging

（Takagi　et　a1．13）），　and　administration　of　caffeine　to

media　of　in　vitro　fertilization（Yoshizawa　et　al．8））．

In　human加vitro　fertilization，the　diagnosis　of　nor－

mal　eggs　is　done　at　the　pronuclear　stage　by　obser－

vation　of　the　number　of　pronuclei（Trounson　et　al　1））．

When　eggs　having　more　than　three　pronuclei　were

found，　all　of　the　eggs　were　discarded　because　these

triploids　would　eventually　die　by　the　middle　stage

of　pregnancy（Trounson　et　aL1））．　ln　the　present

study，the　dividing　rate　to　2　cells　and　the　develoP－

ment　rate　to　blastocysts　in　the　tripronuclear　mouse

eggs　were　significantly　higher　than　those　of　dipronu－

clear　eggs，　however，　we　have　haven　the　different　re－

sult　that　there　was　no　significant　difference　between

dipronuclear　mouse　eggs　and　tripronuclear　ones　in

the　pre－experiment　of　the　present　sωdy．　These　re－

sults　suggests　norma】ity　of　the　developmental　abil－

ity　of　tripronuclear　mouse　eggs，　although　it　has　been

reported　that　polyploidy　balefully　affects　develoP－

ment　of　the　embryos（Boyers　et　a1．14））．

　　The　resulting　tripronuclear　human　eggs　in　the　pre－

sent　study　have　shown　a　low　incidence　of　triploidy，

and　Kola　et　al．7）have　also　demonstrated　that　only

24％of　tripronuclear　human　oocytes　develop　into

triploid　embryos　after　the　first　cleavage　division．　It

is　a　very　difficult　and　important　problem　to　clarify

how　many　tripronuclear　eggs　develop　into　the　re－

sultant　triploids．　However，　if　we　can　know　how　the

survivorship　of　triploids　is　determined　we　will　be

able　to　establish　more　useful　and　safe　procedures　of

in　vノ‘ro　fertilization　programs　used　for　human　steril－

ity．　With　respect　to　tripronuclear　mouse　eggs，　the

present　study　also　shows　that　only　a　minority　of　the

tripronucIear　eggs　developed　as　triploids　into　the

blastocyst　stage．　It　is　wel且known　as　physiological

polyspermy　that　many　spermatozoa　enter　large　yolky

eggs，　such　as　those　of　birds，　reptiles，　etc．　These

spermatozoa　entering　the　cytoplasm　form　pronuclei，

but　only　one　of　the　male　pronuclei　unites　with　the

（37）37

female　pronucleus，　and　excess　male　pronuclei　do　not

join　in　syngamy（Austin15））．　This　similar　mechanism

may　be　present　also　in　the　mouse　eggs．　By　chromo－

somal　analysis　of　flrst　cleavage　mouse　embryos　clas－

sified　as　tripronuclear　ones，　we　are　finding　that　each

embryo　has　the　alternative　chromosome　complement

of　three　haploid　groups，　one　dipoloid　and　one　hap－

loid，　or　a　triploid（unpublished　data）．　A　more　de－

tailed　chromosomal　study　of　tripronuclear　embryos

at　the　2－cell　stage　or　more　developed　stages　is　need－

ed　to　ascertain　whether　an　excess　ofpronuclei　is　ex－

cluded　from　syngamy　of　male　and　female　pronuclei

at　fertilization，　or　if　the　development　of　the　tripronu－

clear　eggs　stops　during　cleavage．　These　results　will

be　published　elsewhere．

　　In　the　present　study，　no　correlation　was　found　be－

tween　the　cleavage　patterns　and　karyotype　of

tripronuclear　eggs　in　the　resultant　of　human　embryos，

although　it　has　been　reported　that　there　lsacorrela－

tion　between　the　pattern　of　the　first　cleavage　divi－

sion　and　the　subsequent　karyotype　in　triploid　em－

bryos（Kola　et　aL7））．　For　example，　Kola　et　aL7）have

described　that　3－cell　embryos　derived　from　tripronu－

clear　eggs　showed　severely　abnormal　chromosome

composition，　not　diploid　and　not　triploid．　However，

simi】ar　3－cell　embryos　in　the　present　study　have

shown　normal　chromosome　composition：46　chro－

mosomes．　Furthermore，　in　the　present　study　triploids

were　found　in　various　stages；1－cell，2－cell，4－cell

and　7－or　8－cell　stages，　while　Kola　et　aL7）showed

2－cell　embryos　to　be　triploids．　Therefore，　the　accu－

mulation　of　more　tripronuclear　human　embryos　and

further　basic　studies　in　the　mouse　are　needed，　even

though　it　has　been　reported　that　the　cleavage　pat－

terns　from　fertilization　to　the　first　cleavage　division

differ　between　tripronuclear　human　eggs　and　mouse

eggs（Sathananthan　et　aL16））．
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体外受精により得られたヒトおよびマウス3前核胚の発生と染色体の分析

「

■

■

●

■

宇都宮大学農学部，

　　吉澤　緑

高度医療技術研究所・中央クリニック産婦人科

　　　　　　　荒木康久，本山光博

　ヒトの体外受精において，受粘率を向上させるため一定濃度以一ヒの精子を媒精せざるを得ないことから，多精

子侵入が増加し，3前核受精卵の出現率が体内受精に比べ両くなることが知られている．これら3前核受精卵は，

将来3倍体になる危険性を有していることから移植はなされない．

　本実験において，ヒトおよびマウス3前核受精卵の発生と染色体の分析を行った．（BALB／c×C57BL／6）Fl雌

マウスへPMSGとhCGそれぞれ51Uを48時間問隔で腹腔内投与し，過排卵を誘起して卵子を得た．培地への2

mMのカフェイン添加および通常の10倍（2×106精」”／ml）の精」二濃度により，3前核受精卵を得た．体外受精後

卵子を経時的に観察し，前核数によって受精卵を分類し，その後胚盤胞期までの発生過程を数時間おきに観察

し，胚盤i胞へ発生したマウス3前核胚を染色体標本とした．2前核と判定された胚では，92個すべての胚が2倍

体，3前核と判定された胚では，38個の胚のうち31個は2倍体であり，3倍体胚は7個（18．4％）であった．体外

受精後3前核と判定されたヒト体外受情卵を1～2日発生過程を観察した後，染色体標本としたところ，合計16

個のうち9個が2倍体，7個が染色体異常の個体で，このうち3倍体は5個であった．ヒト3前核胚における分

割割球数と染色体構成について一定の関連はみられなかった．

　本実験結果では，体外受精で得られた3前核胚のすべてが3倍体になるのではなく，多くの胚が2倍性を示した．

キーワード：体外受精，ヒト胚，マウス胚，3前核胚，3倍体
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Abstract：In　repeated　superovulation　induction　in　mice，　the　authors　administered　prednisolone　to　in－

hibit　anti－gonadotrophin　antibody　production　and　evaluated　the　usefulness　of　the　immunosuppressant

for　preventing　the　decrease　in　ovulatory　response．　Prednisolone　was　subcutaneously　injected　simulta－

neously　with　PMSG　and　hCG，　and　the　superovulation　induction　was　repeated　at　20－day　intervals．　In

the　mice　injected　with　prednisolone，　no　decrease　was　observed　in　the　ovulation　rate　and　in　the　number

of　ovulated　eggs，　even　at　the　third　superovulation　induction．　Anti－PMSG　and　anti－hCG　antibody　levels

were　below　the　detection　limiしThese　findings　suggest　that　the　decrease　in　ovulatory　response　after　re－

peated　superovulation　can　be　prevented　by　the　administration　of　an　immunosuppressant　that　inhibits

the　production　of　anti－gonadotrophin　antibodies。

Key　words：superovulation，　PMSG，　hCG，　antibody，　mouse

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　Fertil．　SteriL，42（1），39－43，1997）

●
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】【ntroduction

　　It　has　been　reported　that　repeated　superovulation

by　gonadotrophin（GTH）in　the　same　individuals　de－

creases　ovulatory　response　in　domestici・2）and　ex－

perimental　animals3・4｝．　This　may　be　caused　by　a　de－

crease　in　ovarian　folHcles　that　can　react　with　GTH

since　a　large　number　of　follicles　is　ruptured　at　a　time

in　superovulation　induction．　In　addition，　an1i－GTH

antibody　production　is　considered　to　be　closely　in一

＊Present　address：Pharmaceutical　Research　Center，　Meiji　Seika　Kaisha，　Ltd．，

volved　in　the　decrease　in　ovulatory　responseL3、6）．

We　succeeded　in　detecting　the　anti－GTH　antibody

using　indirect　hemagglutination　reaction　in　the

mouse　blood　after　repeated　superovulation　induc－

tion7）．

　　To　inhibit　the　production　of　anti－GTH　antibody，

we　administered　an　adrenocortical　hormone　with　im－

munosuppressive　action　and　evaluated　its　usefulness

for　preventing　the　decrease　in　ovulatory　response　in

repeated　superovulation　in　mice．

　　　　　　　　　　　　Kanagawa　222，Japan

，



40（40＞ REPEATED　SUPEROVULATION　INDUCTION　IN　MICE

Materials　and　Methods

　　Eight－week－old　ddY　nulliparous　mice　were　housed

in　metal　cages（eight　mice　per　cage）and　continu－

ously　given　water　and　solid　stock　food　under　artifi－

cial　illumination（14　light　hours：05：00　am．～07：00

p．m．；10dark　hours）．　For　the　superovuiation　induc－

tion，5iu　of　PMSG（Serotropin；Teikoku　Hormone

Mfg．，　Co．，　Tokyo，　Japan）and　5　iu　of　hCG（Gonat－

ropin；Teikoku　Hormone　Mfg．，　Co．，Tokyo，　Japan）

were　subcutaneously　injected　at　48－hour　intervals．

To　inhibit　the　antトGTH　antibody　production，　l　mg

of　prednisolone，　an　adrenocortical　hormone，　was

subcutaneously　injected　as　immunosupPressant　into

the　neck　ofeach　mouse　at　the　time　of　each　GTH　in－

Jectlon．

　　Animals　were　divided　into　two　groups（control

and　immunosuppression　gro叩）in　the　present　study．

In　the　control　group，　superovulation　induction　was

日本不妊会誌42巻1号

repeated　4　times　at　20－day　intervals　without　pred－

nisolone，　and　changes　in　the　ovulatory　response　and

anti－GTH　antibody　titer　were　examined、　In　the　im－

munosupPression　gro叩，　prednisolone　was　injected

simuhaneously　with　PMSG　and　hCG，　superovuia－

tion　induction　was　repeated　at　20－day　intervals，　and

the　superovulation　induction　in　this　group　was　re－

peated　3　times　for　technical　reasons．

　　To　examine　the　number　of　ovulated　eggs，　the　mice

were　killed　20　hours　after　the　final　hCG　injection．

The　oviduct　was　then　removed，　and　the　ovulated

eggs　in　the　ampulla　of　the　oviduct　were　counted

under　a　stereoscopic　microscope．　For　assay　of　anti－

GTH　antibody　titer，　serum　was　obtained　after　blood

collection　from　the　orbital　venous　plexus　some　hours

before　the　final　GTH　injection　in　each　group．　The

serum　was　stored　at－50℃until　assay　of　the　anti－

body　titer．　The　antibody　titer　was　determined　by　in－

direct　hemagglutination　reaction　using　the　microtiter

●
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method，　Sheep　erythrocytes（SRBC）sensitized　with

PMSG　or　hCG　were　prepared　according　to　a　prev卜

ously　reported　method　7｝（Fig．1）．　The　serum　sam－

ple　for　the　antibody　assay，　pooled　sera，　were　ob－

tained　by　mixing　an　equal　volume　of　the　collected

serum　from　mice　in　each　experimental　group，　The

pooled　serum　was　diluted　stepwise　with　O．01M　PBS

（pH　7．2）containing　l％of　normal　rabbit　serum．　For

each　experimental　group，21ines　of　pooled　serum

were　prepared　in　the　microtiter　plate、　The　serum　ln

the　first　line　was　mixed　with　SRBC　sensitized　with

PMSG　or　hCG，　and　the　second　line　as　control　was

mixed　with　SRBC　not　sensitized　with　the　GTH．　The

microtiter　plate　was　left　at　room　temperature　for

SRBC　precipitation，　and　agglutination　at　the　bottom

of　the　tube　was　observed．　The　antibody　titer　was　ex－

pressed　as　the　logarithm　of　the　maximum　dilution

of　serum　showing　agglutination・

　　Number　of　ovulated　eggs　and　weight　of　ovaries

were　analyzed　by　analysis　of　variance　followed　by

Duncan’s　multiple－range　test，　and　differences　were

considered　significant　whenρ一values　were　less　than

O．05（ρ＜0．05）．

Results　and　Discussion

　The　results　in　the　control　mice　are　shown　in　Table

l，Ovulation　was　induced　in　the　first　superovulation

（41）41

in　al】15mice．　The　mean　number　of　ovulated　eggs

was　3　L　l．In　the　second　superovulation，　ovulation

was　induced　in　l　l　of　the　l5mice，　showing　a　decrease

in　the　ovulation　positive　rate．　However，　the　mean

number　of　ovulated　eggs　was　3　L5，　similar　to　that　of

the　first　superovulation　induction．　The　third　super－

ovulation　treatment　did　not　induce　ovulation　in　any

of　the　7　mice．　In　this　experimental　group，　anti－hCG

antibody　was　first　detected．In　the　fourth　superovu－

lation　lreatment，30f　the　7　mice　ovulated，　and　the

mean　number　of　ovulated　eggs　was　9．3．　In　this　group，

anti－PMSG　antibody　was　also　first　detected。　The

antレhCG　antibody　titer　was　higher　than　that　in　the

third　superovulation　induction．　The　weight　of　the

ovaries　reached　a　peak　in　the　second　superovulation

and　decreased　with　further　superovulation　induc－

tion．

　　Table　2　shows　the　results　of　the　immunosuppres－

sion　group　that　received　prednisolone　simultane－

ously　with　PMSG　and　hCG．　Even　in　the　third　sレ

perovulation　induction，　there　was　no　decrease　in　the

ovulation　rate　and　in　the　mean　number　of　ovulated

eggs．　The　anti－PMSG　and　anti－hCG　antibody　titers

were　also　below　the　detection　limit．　In　the　im－

munosuppression　group，　the　weight　of　the　ovarles

slightly　increased　with　repetition　of　superovulation

induction．

Table　l Ovu1・t・・y・e・p…eand・he　an・ト9・nad・t・ρphin　a・・lb・dy・i…i・the　c・nt・・1憩ice

Times　of　No．　of　　No．　of　　　％

treatment　mice　　　mice　　ovulated
　　　　　　　　examined　ovulated

　　　Number　of

eggs／mice　ovulated

　　（Mean±SD）

Weight　of

　　ovarles

（Mean±SD）

Anti－PMSG
　　　titer

Ant卜hCG
　　titer

1

2

3

4

15

15

7

7

15

11

0

3

100

73

0

43

31．1±10．3a

31．5±11．2u

9．3±　35b

22．0±5．Oa

34．0±7．Ob

20．0±9．Oa

14．5±2．3c

1＞

1＞

1＞

128

1＞

1＞

64

256

の Values　with　differe責l　superscript　ln　each　column　are　significantly　different（P＜0．05）．

Table　2 Ovulatory　response　and　the　anti－gonadotrophin　antibody　titer　in　the　immunosuppress12n　mIce

Times　of　No．　of　　No．　of　　　％

treatment　mice　　mice　　ovulated
　　　　　　　　examined　ovulated

　　　Number　of

eggs／mice　ovulated

　　（Mean±SD）

Weight　of

　　ovarles

（Mean±SD）

Anti－PMSG
　　　titer

Anti－hCG
　　titer

● 1

2

3

15

15

15

15

14

15

100

93

100

24．1±11．3a

16．9±　　6．9b

22．3±　　8．6a・b

18．0±2．9a

19．5±4．8a

25．3±3．9b

1＞

1＞

1＞

1＞

1＞

1＞

Values　with　different　superscript　in　each　column　are　significantly　different（P＜0．05）、

●
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　　lshijima　et　aL8’】o｝studled　repeated　superovula－

tlon　m　mlce　and　suggested　the　presence　of　ant卜GTH

alltibodies，　without　detecting　the　antibody．　Im－

provemen〔in　the　methodo且ogy　ofthe　detection　sen－

sitivity　for　the　anti－GTH　antibody　was　needed6）．

　　Indirec重hemagglutination　reaction　used　in　this

study　may　markedly　improve　the　detectioll　sensi－

tivity　for　anti－GTH　antibodies．　Anti－hCG　antibody

was　firs重detected　in　the　third　superovulation　induc－

tion　and　anti－PMSG　antibody　in　the　fourth　induc－

tion，　W量th　detection　of　anti－11CG　and　alltトPMSG　an－

tibodies，　the　ovulation　response（ovulation　rale　and

the　mean　number　ofov田ated　eggs）markedly　de－

creased　in　the　control　mice．　On　the　oIher　hand，　anti－

PMSG　and　anti－hCG　antibodies　were　not　detected

by　the　injectjon　of　predniso］one　simultaneously　with

PMSG　and　hCG．　In　addition，　prednisolone　a［most

complete［y　jnhibited山e　decrease　in　ovulation　rate

and　the　mean　number　of　ovuiated　eggs　even　in　Ihe

third　superovulation　induction．　These　results　strong－

1y　supporuhe　close　associa重ion　of　the　anti－GTH　an－

tibody　production　wi重h　a　decrease　in　the　ovulatory

response　after　repeated　superovulation　induction．

　　Thus，　in　this　study，　inhibltjon　ofthe　anti－GTH　an一

重ibody　production　by　an　immunosuppressant　pre－

vented　a　decrease　inthe　ovulatory　response　untilthe

third　superovulation　induction　in　mice，
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プレドニゾロン投与による反復過排卵誘起マウスの排卵反応低下の阻止

　　　　　　　日本大学生物資源科学部獣医学科生理学教室

　　　　　　　金山喜一，泉　政明＊，成相孝…，遠藤　克

　　　　　国、ン矛防衛生研究所筑波医学実験用霊長類センター

　　　　　　　　　　　　　　　lll言毎　　直

　　　　　　　　　　　埼玉医科大学法医学教室

　　　　　　　　　　　　　　　矢部勝弘

　　　　東京農業大学短期大学部生物生産技術学科畜産学教室

　　　　　　　　　　　　　　加田日出美

　マウスの反復過排卵誘起において，抗性腺刺激ホルモン抗体の産生を抑える目的で用いたプレドニゾロンが排

卵反応の低ドを阻止できるか検討した．プレドニゾロンはPMSG，　hCGと同時にマウスに皮ド注射する方法で，

20日間隔で過排卵誘起を反復した．

　その結果，プレドニゾロン投与区では対照区と異なり，過排卵誘起の3回目の反復においても排卵陽性率・排

卵数の低下は認められなかった．また，抗PMSG抗体と抗hCG抗体も検出感度以ドであった．

　以ヒのように，免疫抑制剤を用いることによって，反復過排卵誘起における排卵反応の低卜’を阻止できること

を明らかにした．

キーワード：過排卵誘起処理，PMSG，　hCG，抗体，マウス

＊現所属二　明治製菓（株）薬品総合研究所
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DETECTION　OF　ANEUPLOIDY　RATE
IN　HUMAN　SPERMATOZOA　SELECTED　BY　SWIM－UP　USING
　　　　　　FLUORESCENCE　IN　SITU　HYBRIDIZATION（FISH） ●

He　HU，　Norio　MIHARU，　Osamu　SAMURA　and　Koso　OHAMA

　　　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Hiroshima　Universlty　School　of　Medicine，　Hiroshima，734，　Japan

●

Abstract：Four　normal　semen　samples　were　analyzed　to　examine　the　effect　of　swim－up　method　on　ane－

up［oidy　rate　in　sperm　using　fluorescence　in　situ　hybridization（FISH）．　Highly　motile　and　poorly　motile

sperm　popu［ations　were　selected　by　swim－up　method，　and　moti［ity　rate　was　assessed　accord孟ng　to　stan－

dard　procedure（WHO，　1992）．　Dual　color　fluorescence　in　situ　hybridization　was　performed　using　alpha－

satellite　DNA　probes；D17Zl（biotin　iabelled）and　Dl8Z1（digoxigenin　labelled）．　A　total　of　36，512

sperm　were　analyzed　and　the　hybridization　efficiency　was　99．9％The　average　frequencies　of　disomy

for　chromosomes　l7and　l8were　O」3％and　O．09％in　the　highly　motile　population，　and　O．16％and

O」1％in　the　poorly　moti】e　sperm　population．　The　diploidy　rate　in　the　high置y　motile　population　was

O．09％，and　O」7％in　the　poorly　motite　sper］m．　There　was　no　significant　difference　observed　between　high－

ly　motile　and　poorly　motile　popuEations　for　both　disomic　and　diploid　sperm．

　　This　data　indicate　that　swim－up　method　may　offer　advantages　in　terms　ofsperm　motility，　morphol－

ogy　and　maturity，　but　dose　not　imply　for　chromosomal　normal　sperm　selection．　FISH　is　a　simple　and　ac－

curate　method　in　the　study　of　sperm　aneuploidy．

Key　words：sperm，　chromosome．　swim－up，　motility，　fluorescence　in　situ　hybridization（FISH）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，42（1），44－49，1997）

●

●

Introduction

　　In　vitro　fertilization　and　embryo　transfer（IVF－

ET）has　been　used　for　the　treatment　of　male　infer－

lility．　It　is　known　that　semen　quality　affects　the　suc－

cess　rates　of　IVF　outcomes．　One　of　the　most

important　predictors　of　sperm　fertilizing　ability　is

high　moti【ity。　The　swim－up　method　has　been　deve1－

oped　to　provide　highly　motile　sperm　populations，

and　has　been　widely　used　in　many　clinical　programs．

Many　studies　reported　that　selection　of　motile　sperm

by　swim－up　can　aiso　improve　the　quality　of　recov　一一

ered　sperm　with　respect　to　morphology，　acrosome

integrity，　and　velocity卜3）．　Colleu－D　et　aL41　report－

ed　that　nuclear　maturity且evel　is　also　improved　by

the　swim－up　technique．　Some　studies　have　shown

that　the　prevalence　of　sperm　with　normal　nuclear

chromatin　assessed　by　acridine　orange（AO）stain

and　aniline　blue　methods　were　significantly　increased

by　selectlon　of　moIile　sperm　by　swim－up5・6）．　As－

sessment　of　DNA　normality　of　motile　sperm　may

aid　prediction　of　fertility　rates．　Only　a　few　studies

have　been　done　on　the　chromosome　constitution　of

highly　motile　human　sperm　selected　by　swim－up

compared　with　unselected　populations．　Whether　the

selection　of　sperm　alters　the　frequency　of　chromo－

somally　normal　sperm　remains　to　be　determined，

FISH　is　promising　applications　for　investigating　an

extremely　large　number　of　sperm」n　the　presenI

study，　we　examined　the　effect　of　swim－up　method

on　aneuploidy　rates　of　chromosomes　l　7　and　18using

this　technique．　Alpha　satellite　DNA　probes　specif－

ic　for　chromosomes　l7and　18were　simultaneously

used　to　identify　chromosomes　in　selected　sperm　pop－

ulations．　A　tota】of　36，512sperm　nuclei　from　both

upper　and　lower　layers　were　studied．　We　found　no
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difference　in　the　frequencies　of　disomic　and　diploid

sperm　between　the　two　layers．　Our　study　suggests

that　sperm　selected　by　the　swim－up　procedure　has

the　same　genetic　risk　as　unselected　sperm．

Materials　and　Methods

Semen　samples　and　swim■up」procedure

　　Single　semen　samples　were　obtained　from　four

normal　heahhy　donors　and　the　ejaculates　allowed　to

liquefy．　Sperm　concentration，　motility　rate　and　vo1－

ume　were　then　assessed　using　a　Makler　counting

chamber　according　to　standard　procedure（WHO

l992）7）（Table　l），　Highly　motile　sperm　were　then

selected　by　the　swim－up　technique　and　washed　with

modified　Biggers，　Whitten　and　Whittingham（BWW）

medium　contain　O．3％human　serum　albumin

（Sigma）．　After　centrifuging　at　300g　for　5　min，05

ml　of　pellet　was　carefully　expelled　into　the　bottom　of

atube　containing　2　ml　BWW　medium　then　incubat－

ed　at　37℃for　60　min．　After　incubation，0．25　ml　of

the　upper　layer（highly　motile　sperm　population）

was　removed　without　disturbing　the　medium　and

transferred　to　a　tube．　Then　l．Oml　of　middle皇ayer

was　extracted，　the　bottom　semen　layer（poorly　motile

sperm　population）being　collected　and　transferred

to　a　tube．　The　motility　rates　of　both　populations　were

analyzed　as　described　above・

Slide　preparation

　　Shdes　were　prepared　and　pretreated　as　follows．

The　upper　and　lower互ayers　were　washed　with　bal－

anced　Hanks　solution，　centrifuged　at　300g　for　8　min

then　flxed　with　fixatives（ethano1：acetic　acid＝3：

1）for　20　min　at－20℃．After　washing　twice　with

fresh　fixatives，　the　sperm　pellets　were　dropped　onto

aclean　slide，　air　dried，　then　stored　at－80℃until

used．　Pretreatment　of　sperm　was　done　before　hy一

（45）45

bridization．　The　prepared　slides　were　treated　with

O．6～L6％dithiothreitol　solution　for　3～5min　at

37℃，rinsed　with　water　and　airdried．

Fluorescence　in　situ　hybridization

　　Chromosome　specific　alpha－satellite　DNA　probes，

Dl7Zl（biotin　labelled）and　Dl8Zl（digoxigenin　la－

belled）were　used　for　chromosomes　l7and　18de－

tection．　Hybridization　and　detection　were　essentia1－

ly　performed　according　to　the　manufacture’s

instructions　with　minor　modification　of　the　hy－

bridization　washing　steps　for　detection．　After　60　min

incubation　at　37℃with　fluorescence－labelled　avidin

（FITC），　the　signal　was　amplified　with　additional

anti－avidin　antibody　and　FITC（fluorescein　isothio－

cyanate）．The　nuclei　were　counter　stained　with　4’6－

diamino－2－phenylindole（DAPI）（Sigma）．

F’uorescence〃licroscopy　and　ana巧psi5

　　Hybridization　signals　on　sperm　nuclei　were　ex－

amined　under　a　fluorescence　microscopy（Nikon　Op－

tiphol　2）using　triple－band－pass　filter（D－F－T，　Nikon）．

Sperm　nuclei　were　scored　as　having　two　signals，

when　there　were　two　distinct　signals　separated　by　at

least　the　diameter　ofthe　chromatin　of　one　signaL

Sperm　nuclei　with　one　red　and　green　signal　were

scored　as　normal（Fig．1a）．　Sperm　nuclei　with　two

red　and　one　green　signal　were　scored　as　disomy　for

chromosome　18（Fig．1b）．　Sperm　nuclei　with　two

green　and　one　red　were　scored　as　disomy　for　chro－

rnosome　17。　Sperm　nuclei　with　two　green　and　two

red　signals　were　scored　as　diploid（Fig．　Ic）．　Each

slide　was　scored　b董indly　by　two　persons．　At　least

6，000sperm　were　scored　for　each　chromosome　from

each　sample．　Very　large　round　cells　without　clear

tails　were　considered　as　somatic　cells．　Statistical

analysis（T－test）was　used　to　compare　disomy　and

diploidy　rates　between　the　two　populatlons．
■

Table　l Semen　parameters　for　the　four　donors

Donor
Concentration

（×106／ml）
Motility（％） Volume（m1）

Moti】ity（a／o）（after　swim－up）

●

（A）

110

100

54

99

（B）

1

2

3

4

89

69

69

62

2。O

L8
2．6

2．2

95

90

85

91

80

63

63

36

（A）Upper　layer（highly　motile　sperm）

（B）Bottom］ayer（poorly　motile　sperm）

■
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a）Norm乙d　spcrm　wilh　one　red　and　one　green　signals

　　（arrowed）．

b）Adisomy　l8sperm　with　1w〔〕red　and　one　green

　　signals（arrowed）．

c＞Adiploid　sperm　with　two　red　and　twe　green　sig－

　　nals（arrowed）．

Fig．1

Donor

Fluorescence　in　silu　hybridization　of　human

spern1．　R　indic飢es　red　signal　for　chromosome

l8and　G　indicates　green　signal　for　chromo－

some　i7．

Results

日本不妊会誌　42巻1｝］

　　1

　　2

　　3

　　4

Total

　　Motility　rates　in　both　highly　moti】e　and　poorly

motile　populations　are　summarized　in　Table　l．A

total　of　36，512sperm　were　scored，　of　which　36，475

（99・9％）exhibited　very　clear　double且abelling　sig－

nals．　There　was　no　difference　observed　in　hy－

bridization　efficiency　between　the　two　sperm　pop－

U匡ations．

　　Disomy　rates　and　diploidy　rates　and　counts　for

each　chromosome　are　summarized　ln　Tab】e　2．　The

mean　frequency　of　disomic　sperm　was　O．13％（range

O．08％－O」8％）in　highly　moti且e　sperm，　and　O．16％

（range　O．08％～0．28％）in　poorly　motile　sperm　for

chromosome　17．　For　chromosome　l　8　this　was　O．09％

（rangc　O．05％～0．15％）in　highly　motile　sperm　and

O．H％（range　O．07％～0．16％）in　poorly　motile

sperm．　There　was　no　significallt　difference　in　dis－

omy　rates　belween　highly　mo1ile　and　poorly　motile

sperm　for　chromosome　l7and　18（P＞0．1）．

　　The　diploidy　rate　was　O．09％（range　O．06％～

O．10％）in　high置y　motile　sperm　and　O．17％（range

O．12％～0．23％）in　poorly　motile　sperm．　There　was

no　statistical　difference　between　these　two　popula－

tions（P＞0．1）．

1）iscussion

　　One　ofthe　most　important　predictors　of　s．　perm　fer－

tilizing　ability　is　high　motility．　Sperm　must　be　motile

to　penetrate　cervical　mucus　and　to　migrate　through

lhe　female　genital　tract　to　the　site　of　fertilization．

Sperm　need　to　be　motile　to　penetrate　the　cumulus

and　the　zona　pe置lucida　of　the　oocyte．　Studies　of　the

influence　of　sperm　characterislics　on　the　success　rate

of　fertitization　show　that　sperm　motility　usually　de一

Table　2　Summary　of　aneuploidy　rates　for　four　donors　after　swim－up

　　　　　　　　　　　　　Disomy　rate（％）　　　　　　　　　　　　　　　　　Diploidy　rate（％）

chromosome　17　　　　　　　　chromosome　18
（A）

0．12

0，08

0．12

0．18

0．13

（B） （A） （B） （A）

oコ．0

0．06

0．10

0．10

（B）

0．is

O．08

0．12

0．28

0．15

0．05

0．05

0．11

0．09

0．07

0．13

0．lO

O．16

O．16 O．11

0．13

0．18

0．12

0．23

0．09 0．17

（A）Upper　layer（highly　motile　spcrm）

（B＞Bottom　layer（poorly　nlotile　sperm）
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fines　the　limits　of　achieving　IVE　Ifsemen　samples

with　less　than　20％motmty　rate　are　used，　fertilization

dose　not　occur8）．　Even　though　there　have　been　de－

velopments　in　IVF　technique，　success　rates　are　still

low，　Chromosomal　abnormality　might　be　one　of　the

reasons　for　this．　An　interesting　unanswered　ques－

tion　is　whether　highly　motile　sperm　has　better　ge－

netic　characteristics　than　poorly　motile　sperm．

　　Acridine　orange　stain　has　been　used　to　distinguish

between　sperm　containing　normal（double　stranded

DNA）and　abnormal（denatured，　single　stranded

DNA）nuclear　chromatin．　Using　this　method　some

studies　found　that　selection　of　motile　sperrn　by　swim－

up　can　provide　betIer　morphology，　increased　nor－

mal　nuclear　chromatin　and　mature　nuclei．　Howev－

er，　this　method　can　not　ful】y　reflect　true　genetic

quality．　To　da【e，　there　are　few　reports　of　aneuploidy

rates　in　sperm　selected　by　the　swim－up　method．

Using　mouse　embryos　fertilized　ill　viIro，　Estop　et

al．9｝found　no　difference　in　the　frequency　of　chro－

mosomal　abnormalities　between　selected　moti且e

sperm　and　unselected　sperm．　In　human　sperm，　Bran－

driff　et　aL　lo〕ana】yzed　334　selected　sperm　by　swim－

up　and　296　unselected　sperm　from　5　donors．　They

utilized　zona　free　hamster　egg　penetration　system重o

study　the　frequency　of　chromosomal　abnormalities

of　sperm．　They　were　unable　to　find　any　statistical

difference　in　the　frequency　of　chromosomal　abnor－

malities　between　the　two　populations．　Benet　et　al。lD

perrormed　similar　study，　analyzing　505　motile　sperm

from　lhree　donors　by　zona－free　hamster　penetration

system．　They　also　were　unab】e　to　detect　any　signif－

icant　difference　in　the　frequency　of　chromosomal

aberrations　between　the　motile　sperm　they　studied

and　the　spenn　in　neal　semen　previously　reported．

Two　possible　reasons　that　no　differences　were　found

by　these　workers　are　a）the　small　number　of　sperm

studied　and，　b）they　compared　selected（highly

motile）and　unselected（neat　semen）sperm，　the　lat－

ter　which　also　includes　metile　sperm

　　The　zona－free　hamster　egg　penetration　system　of

analyzing　human　sperm　chromosome　constitu【ion

permits　analysis　of　both　numerical　and　structural　ab－

normalities．　However，　the　technique　is　difficult，　labor

intensive　and　expensive，　and　only　a　Iimited　number

of　cells　can　be　studied　at　one　time．　In　addition，　as

（47）47

oniy　sperm　that　can　penetrate　hamster－egg　can　be

studied　by　this　method，　poorly　motile　and　immotile

sperm　might　not　be　analyzable．

　　The　recent　introduction　of　FISH　proves　an　eff卜

ciellt　approach　to　aneuploidy　screening　in　spermI2」3｝．

Very　large　numbers　of　sperm　can　be　scored　quick－

ly，　and　the　availability　of　chromosome　specific

probes　makes　it　possible　to　evaluate　aneuploidy　lev－

els　for　specific　chromosomes　in　all　sperm　including

those　which　are　inanimate．　As　alpha－satellite　probes，

Dl7Zl　and　Dl8ZLcan　produce　clear　signals，　we

utilized　these　probes　in　the　present　study．　We　ana－

lyzed　36，512sperm　from　four　donors　in　which　hy－

bridization　efficiency　is　99．9％．　This　indicates　that

our　technique　for　sperm　decondensation　consistent－

ly　allows　access　of　the　probes　to　the　sperm　chro－

matin．　We　compared　high匡y　moti｛e　and　poorly　motile

sperm　populations　which　included　dead　sperm．　No

significallt　difference　was　observed　in　the　frequen－

cy　of　either　disomy　or　diploidy　between　the　two　pop－

ulations．　This　is　consistent　with　the　results　of　pre－

vious　studies　using　hamster　egg　Penetration　sys【em．

Han　et　al．i4）　performed　dual－color　FISH　using　X　and

Yspecific　probes　and　compared　the　frequencies　of

disomy　and　diploidy　in　selected　sperm　wi重h　the

sperm　of　neat　semen．　They　found　no　difference　in

the　frequency　of　XX，　XY，　YY　sperm　between　two

populations　of　norinal　head　sized　sperm，　but　did　find

significant　differences　in　large　head　sized　sperm．

Even　using　dual－color　FISH，　they　were　unable　to

dlfferentiate　between　XX，　Xy，　YY　disomy　and　XX，

XY，　YY　diploidy．　Therefore，　whether　disomy　and

diploidy　rates　were　different　in　the　two　popu［ations

is　uncertain．　Our　data　indicate　that　any　differences

in　the　disomy　rate　occur　between　highly　motile　and

poorly　motile　sperm，　and　that　aneupioidy　is　not　a

major　contribu〔or　to　poor　sperm　motility．　Allhough

no　significant　differences　were　observed，　dipbid

sperm　ra重e　in　selected　populalions　was　relalively

higher　than　in　the　pooriy　motile　populations．　It　niay

be　thal　poorly　motile　populations　include　immature

germ　celis，　and　leucocytes．　One　ejaculate　contains

an　enormous　number　of　sperm　and　there　may　be

chromosome－specific　disomy　rates　among　cllromo－

somesl5｝．　To　estimate　the　true　genetic　risk　in　highly

motile　sperm　population，　large　number　of　sperm　and
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all　chromosomes　need　to　be　studied．　Development

of　technique　to　select　sperm　with　normal　chromo－

somes　may　improve　the　results　of　IVF　and　reduce

the　genetic　risk．
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Swim－upで分離した運動良好精子の数的染色体異常率に関する検討

　　一fluorescence　in　situ　hybridization（FISH）法を用いて一

　　広島大学医学部産婦人科学教室

呼　　和，三春範夫，佐村　修，大濱紘三

　Swim－up法は運動良好精子を分離する方法として広く利用されているが本法によって分離される精子が細胞遺

伝学的にも良好であるかを確かめるためにfiuorescence　in　situ　hybridization（FISH）法を用いて数的染色体異常の頻

度を分析した．

　4人の健康男性から精液を採取し，そのパラメーター（精子の濃度，運動率，精子量）検査した後，1時間swim－

upし上層の運動良好精子（A群）と下層の（B群）を回収し，両群の精子について運動率を検査した．　A群精子はB

群精子より良好な運動率を示した．FISH法はD17Zl（biotin　labelled）とDl8Zl（digoxigenin　labelled）2種類のDNAプ

ローブを用いたdual－color法で行い，総数36，512個の精子のうち36，475個（99．9％）で判断可能なスポットが得ら

れた．その結果，17番，18番のdisomy精子の頻度はA群では0．13％とO、09　9。，　B群ではO．　1　69。とO．11　9。で両群間に

まったく差異を認めず，一方，diploid精子の頻度はA群で0．09q。，　B群でO．・1・79。と，　A群で低い傾向がみられた

が，有意差は認めなかった．

　以上より，swim－up法は運動良好精子の分離には有効であるがdiploid精子やdisomy精子の分離に有効な方法で

はないことが示唆された．FISH法は多数の精子について数的染色体異常の検討に有用であることが確認された．

キーワード：精子，染色体，swim－up，運動率，　fluorescence　in　situ　hybridization（FISH）
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　1990年12月より現在までに富山県立中央病院産婦人科において，反復・習慣流産患者121例を対して

系統的に原因精査を行った．その結果，HLAの一致性はDR座において，　Koyamaらの一般集団の基礎一

致率と比較して有意に高率であった（49、6対35．1％）（p＜0．Ol）が，　A，　B，　C座では差がみられなかった．

MLC抑制テストで22％以上のBlocking　Effect（以下BE）のみられなかったカップルを夫婦間免疫不適合と

診断すると，71例（68，9％）に認められた．そのうち68例に夫リンパ球の輸注による免疫療法を施行した．

47例に70回の妊娠が成立し，34人が分娩，18妊娠が継続中であり，妊娠継続率は74．3％（52／70）であっ

た．免疫療法前後でのBEの変化をみると，74．19。（44／58）でBE（＋）となった．免疫療法でBE（＋）の妊

娠継続率は76．6％（36／47），BE（一）では，64．39・（9／14）であった．

　HLA－DRの一致があり，免疫療法後にBE（＋）の場合の妊娠継続率は93．3％（14／15）であり，　BE（一）の

場合は，60％（6／10）であった（P＝0」2）．

　スクリーニングでBE（＋）のため，免疫療法の対象とならなかった群での妊娠継続率は，17／19（895％）

であり，免疫療法の適応にあたっては，BEの有無による選択が適切と考えられた．

キーワード：習慣流産，免疫療法，HLA－DR，遮断抗体

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，42（1），50－58，1997）

●

●

緒　　言

　従来は習慣流産の半数以上は原因不明とされ，治

療の対象とならなかったものが，夫婦間免疫不適合

の概念が登場し，免疫療法の優れた報告4・5）がみられ

るようになった．しかし，この免疫療法の効果につ

いて，randomized　controlled　trialを施行し，対象群と

の間に有意差を認めないとの批判的意見14・15）もみら

れるようになった．

　現在免疫療法の対象となる患者の基準は施設問で

まちまちであり，また免疫療法の実施方法も統一さ

れていないのが現状である．

　そこで，現在我々が実施している免疫療法の治療

成績について検討し，適応の正当性について考察し

■

●
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表1患者背景121例

中野　他

表2習慣流産指示項目

（51）51

●

●

年齢

原発性or続発性

　　　原発性

　　　続発性

既往流産回数

　　　2回

　　　3回

　　　4回

　　　5回

　　　6回

29．6±4．4歳

101（83．590）

20（16．5％）

69（　57％）

38（31．4％）

9（7．4％）

4（3．3％）

1（0．8％）

○

●

た．なお解析にはSPSSを用い，有意差検定には，　X

2検定ならびに1群が5以下である場合は，Fisher’s

exact　testを行い，　p〈O．05をもって統計学的に有意と

みなした．

対　　象

1．基礎体温

2．HBs抗原，ガラス板法，　TPHA，　HCV抗体

3．血液型（ABO，　RhD）［夫婦共】

4．間接クームス

5．空腹時血糖

6．T3，　T4，　TSH

7．抗核抗体，抗DNA抗体，抗SS－A抗体
8．ApTT，　pT，　LAC，抗カルジオリピン抗体（lgM，　lgG）

　　β2GP－1依存性抗カルジオリピン抗体

9．クラミジアザイム

10．経膣超音波断層法

11．プロゲステロン，プロラクチン

12．HSG
l3．夫婦の染色体

14．夫婦のHLA検査（A，　B，C，　DR），　MLC抑制テスト

15．HYS－F

　平成2年12月より現在までに富山県立中央病院産

婦人科にて，系統的に検査した習慣流産（反復流産を

含む）患者は121例あった．患者背景を表1に示す．

平均年齢は29，6歳であった．既往に22週以降の分娩

のないものを原発性，あるものを続発性とすると1），

原発性は101例（83．59。），続発性は20例（1659e）であ

った．また既往流産回数は，2回；69例（57％），3

回　；38｛列（31．4％），　4回　；　9i列（7．4％），　5回　；4｛列

（3．3％），6回；1例（0．8％）であった．

方　　法

検査内容

　当院における検査の一覧を表2に示す．

MLC抑制テスト

　妻単核球をresponderとして，夫単核球をstimulator

とした．one－way　MLCに，10％，20％の妻血清を添加

し下記の式にて＊抑制効果（BE：Blocking　Ef∬ect）を求

めた．なお，コントロール血清として，AB型血清を

用いた．［＊抑制効果＝（1一妻血清加培養における

cpm／コントロール血清加培養系におけるcpm）×100］

　夫婦間免疫不適合の診断は，10％，20％の濃度にお

いても抑制効果（229。以上）7・19）のみられないものとし

た．そしてHLAの一致率も参考とした．　HLA，　MLC

抑制テストは，SRL社に依頼して検査した．

免疫療法の実施方法（図1）

　免疫療法は夫婦間免疫不適合の診断のついた症例

o

夫末梢血を40ml採血
　　　　　1←leuco　PREP　3000　rpm，15分間

単核球を採取

　　　　　　←生理食塩水で2回洗浄　　　　　↓
　　　　　　　　（1200rpm，8分間1

　　　　　　←Ilniac　20Gy照射
単核球浮遊液〔1～4×IO7！ml）

　　　　　↓

妻の皮内に接種（O．3ml×3箇所1

治療回数 妊娠前　2～4回
妊娠後　1～2回

●

効果判定：

治療後にMLC抑制テストを施行し、抑制効果を確認する。

図1　当院における免疫療法の実施手技

●
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を対象とし，インフォームドコンセントの得られた

68症例に実施した．

　当院においては，夫リンパ球を免疫原として用い

ており，GVHDを防止する目的で，必ずリニアック

照射2αGyを加えている．

　また免疫療法の回数は，妊娠前に2～4回，妊娠

後早期に1～2回追加している．

　そして免疫療法の効果判定には，妊娠前の免疫療

法終了後2週間後に，MLC抑制テストを施行してい
る，

結　　果

1．MLC抑制テスト（図2）
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図2　習慣流産患者におけるMLC抑制テスト
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　夫婦間免疫不適合は71例（68．9％）にみられた．ま

た，他の因子と複合して原因となっているものは71

例中47例（66．2％）であり，一方単独で原因となって

いるものは71例24例（33．8％）であった．

　抑制効果は，－160％から98％の範囲であった．

2．HLA各座の一致率（図3）

　HLAクラス1（A，　B，　C），クラスH（DR）各座で，

少なくとも1つ以上の共有する抗原がみられる場合

を，一致性有りとした．

　習慣流産患者におけるHLA各座の一致率はそれぞ

れHLA－A；65％，肌A－B；25．6％，　HLA－C；32．5％，

HLA－DR；49。6％であった．この成績をKoyamaら

が日本人約1500人のHLAタイピングを施行し，無作

為のHLA一致率を計算した9）結果を基礎一致率とし

て，我々の成績を比較検討した．その結果，HLA－A，

－B，－Cの各座には有意差はみられなかったが，HLA－

DRにおいて明らかな有意差が認められた（p〈0．01）．

つぎにDR座において共有した抗原を検討した．2つ

一致したカップルは5組にみられ，DR　4とDR　9が2

組DR　4とDR　6が1組，　DR　2とDR　4が1組DR　4

とDR　8が1組であり，いずれのカップルもDR　4の一

致を認めた．つぎにDR座が1つ一致したカップルは

54組であり，DR　4が19組，　DR　2が16組，　DR　6が7

組，DR　9が6組，　DR　8が3組，　DR　12（5）が2組，

DRI1（5）が1組であった．

3．MLC抑制テストとHLAの一致率（表3）

　MLC抑制テストにおける抑制効果の有無とHLAの

一致率について検討した．HLA－A，－B，－Cでは関連

はみられなかった．

　HLA－DRにおいては，・一致をみない夫婦でMLC抑

PくO．01

N．S，

HLA－A HLA－B HLA－C HLA－DR

隅　基礎一致率（日本人の一般集団）　（Koyama）

國　習慣流産患者（富山県立中央病院）の一致率

　図3　習慣流産患者におけるHLAの各座の一致率
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表3MLCの抑制効果とHLA－DRの一致との関連

中野　他

HLA－DRの一致抑制効果抑制効果計
　　　　　　　　　有り　　　　無し

（53）53

表5既往流産回数と免疫療法の成績との関連
　　　　　　　　　　　　　　　（原発性不育症）

既往流産回数　　妊娠継続　流産　妊娠継続率

有り

無し

10

21

38

33

48

54

計 31 71 102

P＜O．05

2回

3回

4回

5回

20

22

4

0

3

6

3

2

　87％

78．6％

57．1％

　0％

表4　免疫療法後の妊娠の転帰 計 46 14 76．7％

妊娠継続　流産　　妊娠継続率

原発性不育症

続発性不育症

46

6

14

3

76．7％

66．7％

表6　既往流産回数と免疫療法の成績との関連

　　　　　　　　　　　　　　　（続発性不育症）

計 52 17 75．4％ 既往流産回数　　妊娠継続　流産　　妊娠継続率

制テストがより高率に陽性であった（38，9％対20，8％）

（p〈O．05）．

4．免疫療法後の妊娠の転帰（表4）

　原発性不育症57例に，免疫療法が施行された．免

疫療法後41例に61回の妊娠が成立した．30人が分娩

を終了し，16妊娠が継続中である．なお，現在妊娠

中の場合は，妊娠12週以降の症例を妊娠継続症例と

した．流産は11例に計14妊娠でみられたが，いずれ

も初期流産であった．原発性不育症に対する免疫療

法による妊娠継続率は，60妊娠中46妊娠（76．7％）で

あった．

　一方，続発性不育症ではll例に免疫療法が施行さ

れ，6例に9回の妊娠が成立した．4人が分娩終了し，

2妊娠が継続中である．流産は2例に3回みられ，い

ずれも初期流産であった．続発性不育症に対する免

疫療法による妊娠継続率は，9妊娠中6妊娠（66．7％）

であった．以上より全体としての妊娠継続率は，69

妊娠中52妊娠（75．4°1。）であった，

5．既往流産回数と免疫療法の成績との関連（表5，

　表6）

　原発性不育症においては，妊娠継続率は，既往流

産回数2回では，87％（20／23），3回では78．6％（22／

28），4回では57．1％（4／7），5回では0％（0／2）で

あった．一方，続発性不育症では既往流産回数2回

では100％（4／4），3回では40％（2／5）であった．

6．免疫療法後のMLC抑制テストの変化

　免疫療法前後で，MLC抑制テストを施行し得た58

症例中44例（74，1％）で，抑制効果を認めるようにな

った．

7．免疫療法後の抑制効果の有無と妊娠の転帰につ

　　いて

　免疫療法に抑制効果のあった47妊娠の内36妊娠

（76．6％）が継続し，抑制効果のみられなかった14妊娠

2回

3回

4

2

0

3

100％

40％

計 6 3 66．7％

表7HLD－DRの一致性のあるカップルの免疫療法の
　　治療成績

MLC抑制テスト　　妊娠継続　流産 計

抑制効果（＋）

抑制効果（一）

14

6

1

4

15

10

計 20 5 25

P＝O．12

の内9妊娠（64．3％）が継続した．抑制効果のみられた

カップルで妊娠継続率は高い傾向にあったが，有意

差は認められなかった．

8．HLA－DRの一致性のあるカップルの免疫療法の治

　療成績（表7）

　HLA－DRが1つ以上一致した31例について検討し

た．免疫療法後のMLC抑制テストの陽性群（19例），

陰性群（12例）に分けて検討すると，陽性群では妊娠

継続は14妊娠，流産は1妊娠であり，妊娠継続率は

93．3％であった．一方，陰性群では妊娠継続は6妊

娠，流産は4妊娠であり，妊娠継続率は60°1，であっ

た．統計的には有意差はないものの，今後症例が増

えることにより有意差をみいだせる可能性があるも

のと思われる（p＝O．12）．

9．LACの有無と免疫療法の成績との関連（図4）

　LACは，当院で検索し得た習慣流産患者106例中

14例（13．2°／e）で陽性であった．

　LAC陽性の奨励には，全例にプレドニゾロン＋ア

スピリンあるいは柴苓湯が投与されていた．LAC陽

性の6例に夫婦間免疫不適合と診断し，免疫療法を

施行した．5例に計15回の妊娠が成立した．5人は分

娩を終了し2妊娠は継続中である．8妊娠が流産し
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図4　LACの有無と免疫療法の治療成績との関連

た．すなわちLAC陽性の免疫療法の妊娠継続率は

46．7％（7／15）であった．一方，LAC陰性の41例に免

疫療法後55回妊娠が成立をした．29人は分娩を終了

し，14妊娠が継続中である．流産は12妊娠であり，

妊娠継続率は78．2％（43／55）であった．LAC陽性群

と陰性群における免疫療法の治療成績を比較検討す

ると両群問に有意差を認めた（p＜0．05）．

10．免疫療法後に出生した新生児（表8，表9）

　現在までに出生した34人の新生児について検討し

た．8人（235％）が低出生体重児であった．なお，SH）

表8　免疫療法後に出生した新生児の体重分布

新生児数

は2人（5．9°／。）であった．また，早産は5人（14．7％）で

あった．外表奇形は1人も認められず，現在の所順

調に発育している．

出世体重（g）

　　～999

1000～1499

1500～1999

2000～2499

2500～2999

3000～

l

l

2

4

13

13

考　　察

計 34

表9　免疫療法後に出生した新生児の分娩週数

分娩週数 新生児数

26

27

32

35

36

37～

1

1

1

1

1

29

計 34

　1970年代に腎移植の前に輸血の既往があると，移

植された腎の生着が有意に延長することが報告され

た2｝．また1980年代に入り，移植前のドナーからの

輸血が，腎移植の生着率を向上させることがみいだ

された3）．

　このメカニズムは，特異的suppressor　cellおよびリ

ンパ球混合培養におけるレシピエントの反応を抑制

する免疫グロブリン（IgG）やレシピエントのT細胞re－

cepter（TCR）に対する抗idiotype抗体の誘導によるも

のと考えられている16・17）．この事実が発端となり，

semiallograftである胎児が拒絶されないメカニズムの

ひとつとして，重要な役割を果たしていることが想

定されるようになった18）．そこで免疫的拒絶が深く

関与していると考えられる妊娠初期に流産を繰り返

している原因不明の習慣流産に対して，1981年にTay－

】orらが，第三者リンパ球を用いて免疫療法を4例に

施行し，免疫療法の有用性を初めて報告した4）．一

方Beerらは，夫リンパ球を用いた免疫療法を2例に

施行し有用性を報告した5）．その後各国で免疫療法が

積極的に試みられるようになり，最近の報告では免

疫原として夫リンパ球を用いるものが多い．最近の

夫リンパ球を用いた免疫療法の諸家の報告を，Car－

01ynのレビューより引用したのが表10である6）．治療

群での成功率は73°／。，対照群（無治療）では30％であ

り，免疫療法の有用性を示唆していると思われる，

●

o

■

■
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表10　夫リンパ球を用いた免疫療法の諸家の報告

妊娠継続率（％）

報告者 夫リンパ球移入 無治療

●

●

Mowbray（1985）

Reznikoff－Etievant（1988）

Ho（1991）

Cauchi（1991）

Clark（1991）

Beer（1988）

Beer（1988）

Smith　and　Cowchock（1988）

Smith　and　Cowchock（1988）

Carp（1990）

Takakuwa（1990）

Regan（1988）

Mowbray（1988）

Mowbray（1988）

Mowbray（1987）

Clark　and　Daya（1991）

Gatenby（1989）

17／22
28／33
40／49
13／21

　7／　ll

28／39
100／121

27／34
16／40

60／79
28／35
34／46
19／22

　5／　13

164／229

　6／　8

12／20

（78）

（85）

（82）

（62）

（64）

（72）

（83）

（79）

（40）

（76）

（80）

（74）

（86）

（68）

（72）

（75）

（60）

2／　5　（40）

16／　　44　　（36）

13／　　51　　（25）

2／　9　（22）

6／　16　（38）

11／　　37　　（30）

4／　12　（30）

0／　4　（0）

o Tota1 604／822　　（73） 54／178　　（30）

●

■

●

しかしHoら14），　Cauchiら15）のrandomized　conrolled　trial

においては，対照群との問に有意差は認められなか

った．

　このように習慣流産に対する免疫療法の有効性に

ついては，必ずしも一定の評価を受けていなかった．

　そこで原因不明の習慣流産患者を対象に国際規模

で多施設共同研究が施行され，1994年に分析結果が

報告された1：）．この報告では1700例以上のデータが

集積され，2人の分析者による解析がそれぞれ独立し

て行われ，いずれも400例以上の完全症例データに基

づいて結論に導いている．その結果，免疫療法の有

効性の95％信頼限界は1．16（1．01～L34；p＝0．031）

または1．21（LO4～1．37；P＝O．024）で，治療によっ

て生児獲得率を7．6％（4．6～ll．7）または10％（65～

145）上昇させることが判明した．また免疫療法によ

り夫リンパ球抗体は，28．2％に出現し，抗体の有無に

より生児獲得率は55．7°／。対71％で夫リンパ球抗体の存

在が有意に良好な結果に結びついていると報告され

ている（P＝0．038）．さらには出生した新生児の早産，

子宮内発育遅延，子宮内胎児死亡，新生児血小板減

少症の頻度は対照群と差がなかった．

　今回我々の検討では，免疫療法後の妊娠継続率は，

69妊娠中52妊娠（75．4％）であり，諸家の報告と何ら

遜色のない成績と考える．原発性不育症と続発性不

育症に分けて検討すると，原発性での妊娠継続率は

60妊娠中46妊娠（76．7％），続発性では9妊娠中6妊娠

（66．7％）であった．原発性の方が妊娠継続率が高かっ

たが，続発性においても66．7％の妊娠継続が認められ

たことから，続発性不育症の患者に対しても免疫療

法は試みられるべき治療法と思われた．また免疫療

法後に出生した新生児は現在の所34人であり，低出

生体重児が8人（23．5％），早産が5人（14．7％）と高率

であり，前述の多施設研究の結果とは相違がみられ

る．今後症例を増やして検討したい．

　通常免疫療法の適応にあたっては，免疫的評価を

施行した上で実施することが多い．免疫的評価には，

HLAの一致20），　MLClo），　MLC抑制テスト7J　IJ9），補

体依存性細胞障害性試験2i皿）（CDC）などが用いられ

ている．

　原因不明の習慣流産患者のHLAの一致性が高いこ

とがこれまでに多く報告されている8），Beerl〔｝）らは

HLA－A，　B，　DR，　Gerancer　I　DらはHLA－B，　DR，　Jo㎞一

son　l　2）らはHLA－B，そしてKoyamag）らはHLA－DRの一

致率が有意に高いことを報告した．これは遮断抗体

ができにくいとともに，Wegmannの提唱するplacen－

tal　immunotrophism（免疫反応によって産生されるサイ

トカインが胎盤の増殖・分化を調節する）を惹起しに

くいものと考えられる8）．
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　今回の我々の検討では，図3に示されたように，

Koyamaらにより報告された口本人の一般集団のHLA

の基礎一致率を参考にして習慣流産患者の一致率を

比較検討するとHLA－A，　B，　Cでは一致性はみられな

かったが，HLA－DRにおいて有意の一致性を認めた

（p＜O．01）．この結果から我々は，Beer，　Gerancer，

Koyamaらと同様，　HLA－DRの一致が習慣流産の病態

と深く関連しているものと考えている。

　遮断抗体は，これまでに抗HLA－DR抗体，絨毛と

リンパ球の共通抗原（Trophoblast－lymphocyte　crossre－

active　antigens：TLX抗原）に対する抗TLX抗体（夫リ

ンパ球を標的としたCDC活性として測定），　HLA－DR

抗原に対する母体T細胞receptor（TCR）に対する自己

抗体としての抗idiotype抗体，　Cold－B抗体（4℃でB

細胞を標的としたCDC活性として測定）などが考え

られている23）．

　MLC抑制テストにおける遮断抗体の判定として，

高桑ら7・］9）は妻血清添加により22％以上の抑制，Ho

ら］4）は20％以上の抑制のある場合を，遮断抗体陽性

としている．

　我々は高桑らの基準に従い，22％以上を抑制効果

（遮断抗体）ありと判断した．

　今回の我々の検討では，表3に示したようにHLA－

DRの一致がみられるとMLC抑制効果の陽性率は有

意に低かった（P＜O．05）．しかしHLA－DRの一致性の

無いカップルにおけるMLC抑制効果の陽性率も，

高々38．9％であり，MLC抑制効果の発現には複数の

因子が関連しているものと思われる．

　今回我々が免疫療法の対象としたのはMLC抑制効

果の認められないカップルとしたため，一部に染色

体異常（均衡転座型）あるいはLAC陽性の患者が含ま

れている．今回の検討ではLAC陽1生で免疫療法を施

行した場合の妊娠継続率は15妊娠中7妊娠（47°f。）で

あり，LAC陰性に比べて有意に妊娠継続率は低い

（p〈0．05）．しかしLAC陽性で妊娠前より柴苓湯ある

いはプレドニゾロン＋アスピリン療法を継続し，免

疫療法後に妊娠の成立した5例のうち4例に生児を

得たことから当分はこの方針を続けてみようと思っ

ている．

　また免疫療法後の効果判定として我々は，今回

MLC抑制効果陽性となった群で，妊娠継続率が高い

傾向にあることをみいだしたが，maruyarnaらは，　flow

cytometryを用いた夫リンパ球抗体の有無を検討し，

抗体陽性例で有意に予後良好であることを報告して

いる22）．また表8に示したようにHLA－DRの一致性

があり，免疫療法後に抑制効果が認められた場合，

日本不妊会誌　42巻1号

93．3％の妊娠継続率が得られた．一方，抑制効果があ

ったため，免疫療法を施行しなかった群では19回の

妊娠で17回の妊娠継続を認め，妊娠継続率は89．5％

と高率であった．このことから免疫療法の適応に

MLC抑制テストを用いることは正当なものと考える．

そしてHLA－DRの一一致があり，免疫療法により遮断

抗体の出現のみられるもので，高い妊娠継続が期待

できるものと思われる．

　最近Higuchiら24｝により，妊娠初期におけるNK活

性の抑制が妊娠継続と関連しており，習慣流産患者

では，妊娠5週において流産の既往のない妊婦と比

較して有意にNK活性が高いことを報告した（p＜

0．Ol）．そして妊娠継続例では有意なNK活性の低下を

認めた（p〈O．05）．このことから今後免疫療法後の効

果判定にNK活性の変化を検討する必要がある．

　本論文の要旨は，第39回日本不妊学会学術講演会

（富山，1994）において発表した，稿を終えるにあた

り本研究に終始ご協力をいただいた薬剤部，検査部

の諸氏に感謝する．
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The　clinical　significance　of　blocking　effect　in　patients

　　　　　　　with　recurrent　spontaneous　abortion

Takashi　Nakano，　Masao　Nakashima，　Hiroshi　Ishikawa，　Yuka　Ametani，

Satoru　Ohta，　Akihide　Ohkuchi，　Shin－ichirou　Satake，　Yasuo　Kojima，

　　　　　　　　　　　　　Hiroshi　Funamoto　and　Masaya　Tateno

●

　　　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Toyama　Prefectural　Central　Hospital，　Toyama　930，　Japan

　　Immunotherapy　using　husband　lymphocytes　has　been　generally　accepted　as　an　efficacious　treatment　for

recurrent　spontaneous　abortion（RSA）．　The　purpose　of　this　study　was　to　evaluate　a　clinical　significance　of

HLA　sharing　and　a　presence　of　blocking　effect（BE）in　predictillg　the　effect　of　immunotherapy　for　RSA．　We

evaluated　HLA　sharing　and　BE　in　l21　couples　with　RSA　who　consulted　our　hospital　from　December　1990

to　May　1996．

　　We　compared　HLA　sharing　of　RSA　with　the　basal　sharing　rate（BSR）in　Japanese　general　population（Koya－

ma　et　al．）：antigen　sharing　rate　of　RSA（49．6％）was　higher　than　BSR（35．1％）in　the　HLA－DR　locus（p＜

αOI），　but　not　in　HLA－A，　B，Cloci．　HLA　sharing　rate　in　the　HLA－DR　locus　was　higher　in　the　couples　with－

out　BE　as　compared　with　those　with　BE（p〈0．05）．68　women　with　RSA　who　lacked　BE　were　treated　by　im－

munotherapy．470ut　of　68　women　had　70　pregnancies，　in　which　52（74．3％）were　successful．　Seroconver－

sion　after　treatment　occurred　in　44／58　women（74．190）．　The　success　rate　of　pregnancy　in　patients　who　responded

to　the　treatment　was　76．6％（36／47），　while　64．3％（9／14）were　successful　in　women　whose　BEremained

negative．　Patients　with　BE　as　well　as　HLA－DR　sharing　after　treatment　had　a　very　high　success　rate　of　preg－

nancy（14／15，93．39を））。

　　These　data　suggest　that　HLA－DR　sharing　and　BE　are　useful　c且inical　markers　in　predicting　the　outcome　of

the　immunotherapy　for　RSA．

Key　words：recurrent　spontaneous　abortion，　immunotherapy，　HLA　sharing，blocking　effect
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　　　　QuANTITATIvE　ANALYslS　OF　SPERMAToGENIC　DNA
SYNTHESIS　IN　THE　RAT　USING　A　MONOCLONAL　ANTIBODY
AGAINST　PROLIFERATING　CBLL　NUCLEAR　ANTIGEN（PCNA）

Katsuhiko　IMOTO

　　　　　　　　　　　　　　Department　of　Urology

Yamaguchi　University　School　of　Medicine，　Ube　755，　Japan

●

■

●

Abstract：We　previously　showed　that　monoclonal　anti－5－bromodeoxyuridine　antibodies（monoclonal

ant孟一BrdUrd　antibodies）are　useful　for　quantitatively　analyzing　spermatogenic　DNA　synthesis　in　the

rat　and　objectively　evaluating　spermatogenic　function．　However，　the　labeling　technique　using　the　Br－

dUrd　method　is　complicated　and　requires　preadministration　of　carcinogenic　agents，　making　it　difficult

to　apply　clinically．　Therefore，　we　explored　the　possibility　of　replacing　the　BrdUrd　method　with　the

proliferating　cell　nuclear　antigen　method（the　PCNA　method），　which　permits　in　vitro　staining．

　　This　study　used　the　PCNA　method　on　rat　testes　to　determine　its　potential　for　application　to　the　biop－

sies　of　human　testes．　Spermatogenic　DNA　synthesis　in　the　rat　was　quantitatively　analyzed　and　the　re－

sults　were　compared　with　those　obtained　with　the　BrdUrd　method・Subjects　con9・　isted　of　IO－week－old

male　Sprague－Dawley　rats．　At　each　stage，　the　ratio　of　the　number　of　stained　cells　to　that　of　Sertoli　cells

（Sertoli　cell　ratio）was　calculated　for　PCNA－and　BrdUrd－labeled　cells．　The　Sertoli　cell　ratio　in　Br－

dUrd－labeled　cells　displayed　two　marked　peaks　in　stages　V　and　V皿」n　contrast，　the　Serto藍i　cell　ratio　in

PCNA－1abe豆ed　cells　exhibited　high　values　in　all　stages．　However，　leptotene　spermatocytes，　zygotene

spermatocytes，　and　pachytene　spermatocytes　up　to　stage～VI，which　are　all　negative　by　the　BrdUrd　method

and　positive　by　the　PCNA　method，　can　be　clearly　differentiated　morphologically．　Thus，　it　was　possible

to　exclude　these　PCNA－positive　cells　and　correct　the　ratios．　An　analysis　of　the　Sertoli　cell　ratios　in

PCNA－labeled　cells　after　correction　showed　that　the　results　were　very　similar　to　those　obtained　from　the

analysis　of　BrdUrd－labeled　cells：both　contained　high　values　for　stages　V　and　V皿．

　　We　conclude　that　it　is　feasible　to　apply　the　PCNA　method　of　analyzing　spermatogenic　DNA　syn－

thesis　quantitatively　to　the　biopsy　samples　of　human　testes　in　clinical　studies．

Key　words：spermatogenesis，　DNA　synthesis，　PCNA，　rat

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，42（1），59－66，1997）
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Introduction

　　We　previously　showed　that　the　monoclonal　anti－

BrdUrd　antibody　labeling　method（the　BrdUrd

method）was　useful　for　analyzing　spermatogenlc

DNA　synthesis　quantitatively　in　the　rat　and　eva璽u－

ating　spermatogenic　function　objectivelyi）．　Johnsen’s

mean　score　count　using　hematoxylin－eosin（HE）

staining2）and　analysis　of　germ　cell　DNA　contents

using　flow　cytometry3・4）are　other　techniques　used

for　histopathological　analysis　of　spermatogenesis　in

clinical　studies，　However，　quantitative　analysis　of

spermatogenic　DNA　synthesis　using　flow　cytome－

try　cannot　be　used　without　dissociating　testicular

germ　cells　from　their　tissue　context，　and　the　BrdUrd

method　involves　complicated　procedures　and　pread－

ministration　of　carcinogenic　agents5），　which　make

both　these　methods　difficult　to　apply　clinically．　Pro－

1iferating　cell　nuclear　antigen（PCNA）is　a　DNA

polymerase一δauxiliary　protein　synthesized　from

late　Glphase　to　S　phase　ofthe　cell　cycle．　PCNA　la－

beling　can　be　performed　on　ordinary　paraffin　spec一

■
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imens　fixed　with　Bouin’s　solution　by　an　immuno－

histochemical　staining　method（the　PCNA　method）

using　PC－10，　a　monoc】onal　antibody　to　PCNA．

Comparative　studies　between　BrdUrd　and　PCNA

methods　have　already　been　reported　using　several

organs6、12）．　In　this　study，　the　PCNA　method　was

used　on　rat　testes　to　quantitatively　analyze　DNA　syn－

thesis　in　rat　germ　cells　and　the　results　were　then　com－－

pared　with　those　obtained　by　the　BrdUrd　method　to

determine　whether　the　PCNA　method　could　be　ap－

p畳ied　to　clinical　biopsies　of　human　testes　in　vitro．

Materials　and　Methods

Rats

　　Ten－week－old　male　Sprague－Dawley　rats　were

used（Seiwa　Company，　Fukuoka，　Japan）．　The　mean

body　weight　was　345．3g±12．5g　and　the　mean　tes－

ticular　weight　was　l．54g±0．09g．

BrdUrd　incorporation　and　histologicat」procedures

　　Rat　testicles　were　labeled　with　lOO　mg／kg　of　Br－

dUrd（Sigma　Chemicals　Co．，　St．　Louis，　MO，　USA）

solved　in　2　ml　of　phosphate　buffered　saline（PBS）

by　a　single　intraperitoneal　injection．　The　testicles

were　removed　l　hour　after　injection　and　were　fixed

in　Bouinls　solution　for　g　hours　at　room　ternperature．

The重issues　were　dehydrated，　embedded　in　paraffin，

and　sliced　into　5μmthin　sections　for　immunohis－

tochemical　staining　of　PCNA　and　BrdUrd．

PCNA　staining

　　Tissue　sections　were　immunostained　by　the　avidin－

biotincomplex　immunoperoxidase　technique　as　fol－

tows．　After　tissue　sections　were　dewaxed　for　25　min－

utes　in　xylene　and　rinsed　twice　in　lOO　percent　ethanol

followed　by　90　percent　ethanol，80　percent　ethanol

and　70　percent　ethanol　for　21ninules　each，　the　sec－

tions　were　incubated　in　O．3％H202　for　301ninutes．

After　a　brief　wash　in　phosphate－buffered　saline

（PBS），　sections　were　incubated　in　a　l：100　dilution

of　PCNA　monoclonal　antibody，　PC　10（Dakopatts，

Copenhagen，　Denmark），　in　a　PBSITritonX－100／nor－

mal　horse　serum　solution（Vector　Laboratories　Inc．，

Burlingame，　CA，　USA）for　2　hours　in　the　dark．　The

slides　were　then　washed　in　PBS　three　times　for　5

minutes　and　incubated　in　a　1：100　dilution　of　a　bi－

otinylated　horse　anti－mouse　IgG（Veclor　Lab．）in

PBSITriton　X－IOO　for　l　hour，　washed　three　times　in

日本不妊会誌　42巻1．号

PBS　for　5　minutes　and　incubated　with　an　avidin－bi－

otin　horseradish　peroxidase　complex（Vector　Lab．）

for　l　hour．　The　slides　were　again　washed　three　times

in　PBS　for　5　minutes　and　were　reacted　with　10mg

of　3，3’－diaminobenzidine　tetrachloride（DAB）

（Wako　Junyaku，　Osaka，　Japan）in　10　，u　l　of　300／o　H202

and　1　OO　／t　1　5　mol　imidazele（Wako）in　50　ml　of　PBS

for　2　minutes．　All　incubation　steps　were　carried　out

in　a　moist　chamber　at　room　temperatU沁．　The　slides

were　subsequently　counterstained　by　the　periodlc

acid－Schiff－hematoxylin　method　followed　by　dehy－

dration　and　mounting．

BrdUrd　staining

　　Following　deparaffinization，　slides　were　incu－

bated　in　4　N　HCI　for　20　minu重es　and　then　neutral－

ized　with　O，lmol　sodium　tetraborate．　After　wash－

ing　twice　in　PBS　for　5　minutes，　sections　were　incu－

bated　with　a　l：100　dilu重ion　of　the　antトBrdUrd

monoclonal　antibody（Becton　Dickinson　Co．，　San

Jose，　CA，　USA）in　a　PBS／Tween－20／normal　horse

serum　solution（Vector　Lab．）for　l　hour　in　the　dark．

S】ides　were　subsequently　washed　in　PBS　three　times

for　5　minutes　and　incubated　with　a　l：100　dilution

of　a　biotinylated　horse　anti－mouse　IgG（Vector　Lab．）

in　PBSズrween－20　for　l　hour．　The　slides　were　washed

in　PBS　three　Iimes　for　5　minutes　and　then　incubated

with　an　avidin－biotin　horseradish　peroxidase　com－

plex（Vector　Lab．）for　l　hour．　The　slides　were　again

washed　three　times　in　PBS　for　5　minutes　and　react－

ed　with】Omg　ofDAB（Wako）in　IO　／i　10f30％

H2　02　and　100／t　1　5　mot　imidazole（Wako）in　50　ml　of

PBS　for　2　minutes．　All　incubation　steps　were　car－

ried　out　in　a　moist　chamber　a重room　temperature．

Slides　were　subsequently　counterstained　by　the　pe－

riodic　acid－Schiff－hema重oxylin　method　fo110wed　by

dehydration　and　mounting．

Resu畳ts

　　Staining　was　confined　to　the　nuclei　for　both　Br－

dUrd－and　PCNA－labeled　cells，　showing　a　diffuse

or　granular　brown　pattern．　In　both　methods，　cells

displaying　strong　staining　as　compared　with　the

background　were　counted　as　positive．　Thus，　by　the

BrdUrd　method，　spermatogenesis　was　detected　in

cells　from　spermatogonia　to　preleptotene　spermato－

cytes　IFigs．1（a），（b）］．　However　by　the　PCNA

●

●

■

●

●

●

●

9



φ

●

●

●

■

■

●

平成9年1月10 K．IMOTO

　　φ轟鍔・駄
　　．ン縫　：粛

協壷魎卿

　　　　　　　　　・灘

　　　　　　　　（a）

L

「

卜

：鐙

嚢塾，築博
－　　　　　　　　　　　　コヤ

℃“・．”』　・・　　　で

oぜ》南’‘。．

乞シ〆…；

博へ”森1
響 ．○転嘘∵・

　　　　　　　　　（b）

・・鰍殖肇鼠響

・1嚢一、F
煙」繁毒、．｝
　　　“　　　一

．一
ノノ　身「

Fig．1（a）：Immunohistochemical　staining　of　a　testis　from　a　Sprague－Dawley　rat　with　an　anti－BrdUrd　monoclonal　an－

　　　　　tibody．　Nuclei　of　cells　that　incorporated　BrdUrd　were　br（）wn　ill　color　while　unincorporated　nuclei　were

　　　　　blue．　BrdUrd－labeled　cells　were　found　on　the　periphery　of　the　seminiferous　tubule　in　stage　H一皿L×200．

　　　　　Bar：30　／i　m，

　　　（b）：Intermediate　spermatogonia　labeled　with　BrdUrd　in　stage　H一皿．×400．　Bar：15！ごm．
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Fig．2（a）二Immunohistochemical　staining　of　a　testis　from　a　Sprague－Dawley　rat　with　an　anti－PCNA　monoclonal　an－

　　　　　tibody．　Nuclei　of　cells　that　incorporated　PCNA　were　brown　in　color　while　unincorporated　nuclei　were

　　　　　blue．　PCNA－labe1ed　cells　were　found　on　the　periphery　ofthe　seminiferous　tubule　in　stage　H－HL×200．

　　　　　Bar：30　um。
　　　　　　　　　　i
　　　（b）：Intermediate　spermatogonia　and　pachytene　spermatocytes　labeled　with　PCNA　in　stage　ll　・一皿．×400．　Bar：

　　　　　　15μm．Pachytene　sperlnatocytes　were　stained　in　their　nuclei　as　well　as　their　surroundings，　cytoplasm．
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method，　spermatogonia　and　preleptotene　spermato－

cytes，　leptotene　spermatocytes，　zygotene　spermato－

cytes，　and　pachytene　spermatocytes　up　to　stage　VI

were　judged　as　positive　in　spermatogenesis［Figs．2

（a），（b）］．Furthermore，　the　nuclei　of　the　pachytene

spermatocytes　as　well　as　the　surrounding　cytoplasms

were　stained　light　brown　by　the　PCNA　method［Fig．

2（b）］．

　　A　quantitative　analysis　of　spermatogenesis　using

the　PCNA　method　was　also　performed．　The　stages

of　the　cycle　of　the　seminiferous　epithelium　were　de－

fined　using　the　criter量a　developed　by　Leblond　and

Clermontl3）and　modified　by　Russell　et　al．14）．　Since

it　is　difficult　to　define　the　boundary　between　stage

ll　and皿，Russell　et　aL　recommended　combining

these　stages14）．　The　ratio　of　the　number　of　BrdUrd

and　PCNA－labeled　cells　to　that　of　Sertoli　cells（Ser－

toli　cell　ratio）was　calculated　as　an　index　of　sper－

matogenic　DNA　synthesis　during　each　stage　of　the

seminiferous　epithelial　wave．　The　Scrtoli　cell　ratio　by

the　PCNA　method　revealed　high　values　for　all　stages，

日本不妊会誌42巻1号

ranging　from　L88　to　3．48（Fig．3），　while　the　BrdUrd

method　showed　high　Sertoli　cell　ratios　in　stages　V

and　V皿，　with　values　ofO．84　and　2，07，　respectively

（Fig．4）．　Thus，　the　results　of　the　PCNA　method　clear－

1y　differed　from　those　of　the　BrdUrd　method．　We

then　excluded　leptotene　spermatocytes，　zygotene

spermatocytes，　and　pachytene　spermatocytes　up　to

stage～Vr　in　the　assessment　of　DNA　synthesis　in　germ

cells　because　these　cells　are　definitely　BrdUrd　neg－

ative　and　can　be　clearly　distinguished　morphologi－

cally．　This　Procedure　changed　the　corrected　Sertoli

cell　ratio　in　PCNA－labeled　cells　and　the　results　were

very　similar　to出e　results　obtained　using　the　BrdUrd

method（Fig．5）．　There　were　high　values　in　stages　V

and　V皿by　both　methods．

Discussion

　　Three　methods　have　previously　been　used　for　his－

tological　evaluation　of　spermatogenesis：（1）Nel－

son’ s　methodi5），　which　generally　classes　histologi－

cal　pictures　on　the　basis　of　a　pathological　diagnosis
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Fig．3：Uncorrected　Sertoli　cell　ratio　in　PCNA－labeled

　　　　　　cells　in　different　stages．　The　Sertoli　cell　ratio

　　　　　　was　calculated　by　the　following　formula：num－

　　　　　　ber　of　PCNA－1abeled　cells／number　of　Sertoli

　　　　　　ceJls．　The　Sertoli　cell　ratio　assessed　by　the

　　　　　　PCNA　method　revealed　high　values　for　all

　　　　　　stages，　ranging　from　l．88（stage町）to　3．48

　　　　　　（stage　V）．　Values　are　means十S．D．　of　5　sepa－

　　　　　　rate　experlments．
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Fig．4：Sertoli　cell　ratio　in　BrdUrd－1abeled　cells　in　dif－

　　　　　　ferent　s重ages．　The　Sertoli　cell　ratio　was　calcu－

　　　　　　1ated　by　the　following　formula：number　of　Br－

　　　　　　dUrd－labeled　cells／number　of　Sertoli　cells．　Def－

　　　　　　mlte　peaks　were　found　in　stages　VandV皿，

　　　　　　whereas　ratios　were　low　in　stage　V［and　X［V．　Va1－

　　　　　　ues　are　means十S．D。　of　5　separate　experiments．

●

■

■

■



■

●

■

●

●

o

o

●

平成9年1月1日

』　3
憲

三

誉

芝

己2
皇

量

垂1
舅

遷

εo

K，IMOTO

Ill皿rvVV正槻通D【XXI刈廻珊
Stages　ef　the　seminiferous叩ithelial・wave

Fig．5：Corrected　Sertoli　cell　ratio　in　PCNA－labeled

　　　　　　cells　in　different　stages．　Leptotene　spermato－

　　　　　　cytes，　zygotene　spermatocytes，　and　pachytene

　　　　　　spermatocytes　up　to　stage「VI　were　excluded

　　　　　　from　the　counting．　The　Sertoli　cell　ratio　was

　　　　　　calculated　as　described　in　Fig．3．　Definite　peaks

　　　　　　were　again　found　in　stages　V，VI，Wand　V皿．

　　　　　　The　Sertoli　cell　ratio　in　PCNA－1abeled　cells

　　　　　　after　correction　was　very　similar　to　the　results　of

　　　　　　analyzes　using　the　BrdUrd　method．　Values　are

　　　　　　means＋SD．　of　5　separate　experiments．

of　seminiferous　tubules；（2）Johnsen’s　mean　score

count2），　which　evaluates　seminiferous　tubules　by

stages　according　to　the　stage　to　which　they　have　ma－

tured，　scores　them　based　on　this　criterion，　and　indi－

cates　spermatogenetic　maturity　with　mean　scores；

and（3）the　method　developed　by　Steinberger　et　al．i6），

which　enumerates　the　numbers　of　cells　in　each　stage

of　maturity　in　seminiferous　tubules　and　analyzes

spermatogenetic　capabilities　according　to　the　num－

bers　and　stages　of　cells　present　Of　these　techniques，

Nelson’s　method　is　easy　to　apply　under　clinical　con－

ditions，　but　its　general　classification　system　makes　it

difficult　to　use　for　quantitatively　evaluating　sper－

matogenetic　capabilities　because　the　evalualor’s　sub－

jectivity　can　easily　affect　the　results・The亘atter　two

methods　have　been　used　for　quantitative　analysis　but

they　cannot　directly　evaluate　DNA　synthesis　in　the

spermatogenetic　process．　For　this　purpose，　several

immunohistochemical　staining　techniques　incorpo一
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rating　cellular　proliferation　markers　have　been　used：

the　flow　cytometric　DNA　contents　analysis

method3・4），　the　tritiated－thymidine　autoradiography

method17～t9）and　the　bromodeoxyuridine（BrdUrd）

method1）．　However，　the　contents　of　DNA　synthesis

can　not　be　analyzed　by　flow　cytometry　without　dis－

sociating　testicular　germ　cells　from　their　tissue　con－

text．　Both　the　tritiated－thymidine　autoradiography

and　BrdUrd　methods　involve　complicated　proce－

dures，　and　the　BrdUrd　method　requires　preadminis－

tration　of　carcinogenic　agents5），　making　their　clini－

cal　aPPIication　difficult．

　　We　used　the　PCNA　method　on　rat　testes　to　assess

its　potential　for　application　to　the　biopsy　of　human

testes．　Spermatogenic　DNA　synthesis　in　the　rat　was

quantitatively　analyzed　by　PCNA　and　the　results

were　compared　with　those　derived　by　the　BrdUrd

method．

　　Proliferating　cell　nuclear　antigen　is　a　non－histone

nuclear　protein．　Miyachi　et　al．　first　reported　that　it

was　recognized　by　an　autoantibody　in　the　serum　of

patients　with　systemic　lupus　erythematosus（SLE）20）．

Synthesized　from　the　late　Gl　phase　to　S　phase　of　the

cell　cycle，　PCNA　acts　as　an　auxiliary　protein　of　DNA

polymerase一δduring　DNA　synthesis5）．　Therefore，

the　PCNA　level　in　cells　is　thought　to　reflect　the　pro－

liferative　capacity　of　the　cells2i）．　Many　researchers

have　already　documented　high　correlations　between

the　BrdUrd　method　and　the　PCNA　method　in　a　va－

riety　of　organs6、12）．　Development　of　a　monoclon－

al　antibody　to　PCNA　called　PC－10has　made　it　pos－

sible　to　assess　PCNA　expression　by　immuno－

histochemical　staining．　After　the　treatment　of　tissue

sections　with　Triton　X－100，　the　PC－10reaction　can

be　used　as　an　S－phase　marker22・23－）．　This　study　was

performed　using　ordinary　paraffin　specimens　fixed

with　Bouin’s　solution．　Pre且iminary　investigations　re－

vealed　that　fixing　for　g　hours　using　Bouin’s　solution

was　optimal　under　our　conditions．　Some　other　stud－

ies　have　shown　the　detrimental　effect　of　formalde－

hyde－based　fixatives　for　PCNA－immunoreac－

tions24・25）。　However，　there　was　no　difference　in

PCNA－immunoreactions　between　Bouin’s　fixation

and　methacam　in　rat　testes　in　our　study（unpublished

data）．

　　We　used　several　stages　of　the　cycle　of　the　semi一
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niferous　epitheliun1，　which　were　defined　using　the

criteria　developed　by　Leb】ond｛ftnd　Clermont26）and

modified　by　Russell　et　al．14），　to　classify　seminifer－

ous　tubule　stages．　The　ratio　of　the　number　of　posi－

tive　cells　to　that　of　Serto豆i　cells（Sertoli　cell　ratio）

for　each　stage　using　the　PCNA　and　BrdUrd　meth－

ods　was　then　assessed　to　quantitatively　analyze　the

two　methods．

　　In　our　previous　study　Shirataki　et　al．　reported　that

spermatogenesis　could　be　quantitatively　analyzed

by　assessing　DNA　synthesis　using　the　BrdUrd

method，　and　showed　that　the　Sertoli　cell　ratio　was　a

useful　parameter　of　DNA　synthesis　capacity　in　rat

testesり．　A　comparative　study　of　the　Sertoli　cellratio

using　the　BrdUrd　method　and　the　PCNA　method　re－

vealed　that　the　PCNA　method　yielded　high　ratios

ranging　from　l．88　to　3．48　in　every　stage．　Converse－

ly，　the　results　of　analyzes　using　the　BrdUrd　me重hod

revealed　high　Sertoli　ceH　ratios　ofO．84　and　2．07　for

stages　V　and　V皿，respectively，　not　obtained　by　the

PCNA　method．　The　difference　among　these　results

may　be　explained　by　the　fact　that　leptotene　sperma－－

tocytes，　zygotene　spermatocytes　and　pachytene

spermatocytes　up　to　stage～VI　were　not　stained　by　the

BrdUrd　method　but　were　stained　with　the　PCNA

method．　Therefore，　we　excluded　these　spermato－

cytes，　as　they　were　easily　differentiated　morpho－

logically，　and　correcIed　the　Sertoli　cell　ratios．　Com－

parison　between　the　Sertoli　cell　ratios　in　PCNA－la－

beled　cells　before　and　after　correction　showed　that

the　latter　clearly　bore　a　much　stronger　resemblance

to　the　Sertoli　cell　ratio　derived　from　the　BrdUrd

method．

　　Even　after　correction，　the　Sertoli　cell　ratio　ob－

tained　using　the　PCNA　method　had　higher　values

for　stages　I▽，　V，VI，V皿，and　V皿than【he　Sertoli　ce豆l

ratio　using　the　BrdUrd　nle重hod；this　may　reflect　the

finding　that　the　PCNA　method　has　a　wider　range　of

cell－cycle　detection　than　the　BrdUrd　method．　How－

ever，　correcting　the　ratio　obtained　using　the　PCNA

method　according　to　the　morphological　fea吐ures　of

the　germ　cells，　resulted　in　similar　data　from　both　the

PCNA　and　BrdUrd　methods．　Therefore，　quantitative

analysis　of　DNA　synthesis　in　germ　cells　by重he

PCNA　method　prov童des　an　index　for　objectively

evaluatillg　sperrnatogenesis．　In　conclusion，　the

1－1本イく12モ歪爵葺志　　42巻1－｝］一一

PCNA　method　may　now　be　assessed　for　its　feasi－

bility　in　assessing　spermatogenesis　in　the　biopsies

ofhuman　testes　in　vitro．
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PCNA法を用いたラット精細胞DNA合成能の定量的解析

山口大学医学部泌尿器科学教室

　　　　　井本勝彦

　ヒト精巣生検組織に応用の目的で，抗PCNAモノクローナル抗体を用い（PCNA法）ラット精細胞DNA合成能

の定量的解析を行った．10週齢雄性SDラットを対象にPCNA法と抗BrdUモノクローナル抗体（BrdU法）を用い，

各ステージにおける，染色された精細胞数とセルトリ細胞数との比（Sertoli　cell　ratio（SCR））を算出し，定量的解

析を行い比較検討した．

　BrdU法を用いたSCR（BSCR）はステージVと皿で高値をとる2峰性のピークを示した．一方，　PCNA法を用い

たSCR（PSCR）ではすべてのステージで高値を示した．しかし，　BrdU法では陰性でPCNA法では陽性である細糸

期精母細胞，合糸期精母細胞，ステージVIまでの厚糸期精母細胞は形態学的に識別可能なため，これらを除外

しPSCRを補正することが可能であった．その結果PSCRは補正前に比較すれば補正後には明らかにBSCRに近

似し，ステージVとΨ皿が高値となり，両者のSCRはよく一致した．

　以上より，PCNA法を用いた精細胞DNA合成能の定量的解析はin　vitroで染色が可能であり，ヒト精巣生検組

織に臨床応用ができると考えられた．

キーワード：精子形成，DNA合成能，　PCNA，ラット
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　不妊症患者80名，延べ141回の精液を対象とし，精子自動分析装置（CASA：CellSoft　4000）を用いて精子

運動性を分析した．

　全体の精液検査の結果は，精子濃度39．8±28．0×1　06／ml，総運動率32．8±12．7％であった．運動率を本

機器で測定可能なWHO分類に基づいて検討すると前進運動率24．9±10．3％，速い直進運動率6．2±4．6％と

ともに正常値に比べて低値を示した．つぎに，精子運動性の変化を詳細に分析する目的で，本研究期間中

に複数回のCASAによる精液検査が可能であった18例について，最も運動率が良好であった時と不良で

あった時の各パラメーターの変化を検討した．運動率，前進運動率，速い直進運動率，非前進運動率は両

者の平均値同士を比べるとそれぞれ，1．8，1．9，2．4，1．9倍の変化をし，速い直進運動率が最も鋭敏に運動

率の変化を反映していた．一方，同様に重要なパラメーターである運動速度，直進性はそれぞれ，1．1，

L3倍と運動率に比べると少ない変化であった．

　本機器は近年のコンピューター技術の改良により，従来のバージョンに比べて処理速度の大幅な改善が

なされており，また，一般の運動率，運動速度と同時に前進運動率などを瞬時に測定可能なことから，今

後，精子運動性の評価法として重要な位置を占めると考えられた．

キーワード：男性不妊症，精液検査，精子運動率，CASA，直進運動

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，42（1），67－73，1997）

■

緒　　言

　顕微鏡を用いた精液検査は男性不妊症の基礎的検

査法として汎用され，通常は精子濃度，精子運動率，

精子奇形率，精子生存率などが測定されている，こ

れらのパラメーターのなかでも特に精子運動率は簡

便に測定可能で受精率などとの関係も比較的推定し

やすいことから，男性不妊症の診断に際して重要な

検査項目のひとつとなっている1）．しかし，現状では

精液検査全般に関して肉眼的方法で測定している施

設がほとんどであり，その定量化が望まれている．

　近年，パーソナルコンピューターを用いた精子運

動自動分析装置（CASA）が発表され，その初期から

使用法やその限界に関して多くの報告2’－6）があるが，

国際的に見るとCASAは事実上精子検査の標準的な

手法になりつつある7）．今回，我々は，WHOのマニ

●



68（68） CASAによるヒト精F運動性の解析

ユアル8｝に準拠した前進運動性の分類もIT∫能となった

最新式のCASA（CellSoft　s．　ystem　4000，　ARTIST：Cryo

Resource社）を使用する機会を得一たので，不妊症患著

精r一を対象に検討を加えた．

対象と方法

対象

　1995年9月より1996年3月までに当科不妊外来を

受，参し，精子濃度5×106／ml以上，運動率10％以ト

の症例で，CASAを用いて分析可能であった80名（年

齢：18～50歳，’F均33．4歳），延べ141回分の精液を

対象とした．

精子自動分析装置

　CPUにPentium　90MHzを使用したCellSoft　ARTIST

（Cryo　Resource　lnc．，　USA）を川いた．本システムにお

いて，1回の運動測定は2／3秒澗で行われるように

設定し，他のパラメーターは機器のマニュアルに基

ll本不妊会誌　42巻1号

ついて設定した．

方法

　十分液化した精液を厚さ20μmの梢」㌃運動測定川

チャンバー　Micro　Cell（Conception　Technologies，　lnc．，

USA）に入れ，保温板（MP－40，北里サプライ（株））を

用いて37℃に保温した位相差顕微鏡ドで測定した．

なお，40×1　06／ml以」1の場合は測定誤差が大きくな

ることから，20　mM－HEPES　buffered　Hanks　i夜（pH7．4）

を川いて適当な倍率に希釈して測定した．

運動率の表記法

　分類法の詳細は表1に示した．また，各運動率は

以下の数式に基づいて計算した．総運動呼｛二前進運

動率＋非前進運動率．前進運動率＝速い直進運動

率十遅い直進運動率／非直進1璽動率＋分類不能な前

進運動率．

統計処理

　検討する数値は，IE規分析をせず，等分散もしな

e

●

●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　表且　精子直進運動’亭1の分類

（1）Rapid　Linear　Progressive　Motile：速い直進運動精子

　・7フレーム以Lトラックした運動精一∫・

　・VcIが20μm／sec以ヒ

　’Vc］×（Vsl／Vcl）が25以上

　・Straightness（Linearity且ndex）カfO．9以一1－．

（2）Slow／Nonlinear　Progressive　Motile：遅い直進1璽動率／非直進運動～率

　・7フレーム以一ヒトラックした運動精J’一

　・Vclが20μm／sec以上

　・Vcl×（Vs1／Vc1）が10以上25未滴

　＊または

　゜Vcl×（Vsl／Vcl）が25以上でもStraightness（Linearity　lndex）が0．g未満

（3）Non　Progressive　Motile：非前進運動率

　・7フレーム以ヒトラックした運動精子

　・Vc1が20μm／sec以上

　・Vc1×（Vsl／Vcl）カ㍉0フkl箇

　＊または

　・3フレーム以ヒ6フレーム未満トラックした運動精子

　・Vclが20μm／sec以ヒ

　・Vcl×（Vsl／Vc1）が10未満

（4）Unclassified　Progressive　Motile：分類不能な前進運動率

　・3～6フレーム未満トラックした運動絹j”

　・Vclが20μm／sec以上

　・Vcl×（Vsl／VcDが10以L
　＊または

　・2ポイントしかトラックしていない遅動精」t’

　・Vclが10～20μm／sec

H三：（DVci＝curvilinear　velocity，　Vsl＝straight　Iine　vetocity、　Straightness（Linearity　lndex）＝Vsl〆Average　Path　Ve－

　　　locity
　　（2）1秒間に30フレーム測定する設定になっているので，ここで7フレーム以1ニトラックしたということは，

　　　この一秒問30フレームのうち7フレーム以ヒで動いていたことを意味する．

引
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かったので，ノンパラメトリノク検定として，Mann－

Whitney検定を用いた統計処理を行った．

結　　果

　稲で夜検介の紀果をまとめると，梢」’・濃度は6．5－

1209×106／m1，’ii均39．8±280×106／m1であった．粘

1二濃度の分布をみると，20×106／m以トのohgozoo－

spe㎜1aに分類されるものが約35％であり，他はnor－

mozoospermlaであった（図1）．総運動率（前進運動

率十非前進運動率）は54～631％，平均328±12．7％

であった．総精r運動率の分イ［」をみると，運動率20

30

25

20

頻度（％）　15

10

o

（69）69

～ 29％のところに全休の31gc／cが集中しており，運動

率50％以［を示したものは全体の13．59／cに過ぎなかっ

た（図2）．

　運動率をWHO分類に基づいて。r：細に検司すると前

進運動率249±IO　30／，，速い［t王進運動率62＋4．6％と

低値を小した（」〈　2）．さらに，前進運動率では運動率

の低ドはより顕著にあらわれ，前進運動率10　一一　300／，

の群で全体の65％以トを占め，50併以トの前進運動

率を示すLL常例は1名で，他は全例aSlhenozoogpermia

であった（図3）．WHOの診断基準のひとつである速

い直進運動率をみると，約半数が速い直進運動率0

0～9 10～19　　　20酎29 30～39　　　40～49

精子濃度（X106／i・T・｝1）

50～

図且　梢」㍉農度の分布

頻度（％）

35

30

25

20

15

10

5

0

0～9 10～19　　20～29　　30～39　　40～49

運動率（％）

図2　総桿jj㌃運動牽の分一tl】
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70（70） CASAによるヒト粘」3里動骨の解析

～ 4％に分布し，全例が25％以トであった（図4）．なお，

同時に’卜均運動速度（図5）と直進例．（図6）についても

検討したが，前者では運動速度30～39μm／sに属す

るものが約50％を占めておりCI’均35．3±24μm／s），

日本小妊会誌　42巻1写

後者では直進性4～7を示すものがほぼ90％を占め

Cド均56±O．4），両者ともほぼ標華値を示した（平均

運動速度や直進性に関しての標で箪値は決定していな

いが，本研究においては運動速度に関しては35μm／s，

表2　梢液検査の糺果

精Fi農度
（×106／ml）

総運動率
　（％）

前進運動率
　　（％）

速い直進運動率
　　一（o／o）

●

．4

Nl’均値±SD

　範囲

39．8±28．0

65－120．9

32．8±12．7

5．4～63．1

24．9±10．3

46～52」

62±4，6

0～22．1

＊対象者80名，延べ141回分
■

頻度（％）

35
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20
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　図3　前進運動率の分布
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図5　運動速度の分布
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図6　直進性の分布

e

●

直進性に関しては5を標準値と考えた）．

　つぎに，精子運動性の変化を詳細に分析する目的

で，本研究期問rliに複数回のCASAによる精液検査

が可能であった18例について，最も運動率が良好で

あった時と不良であった時の各パラメーターの変化

を観察した結果（表3），すべての項目が1％の危険率

で有意差を示した．さらに運動率，前進運動率，速

い直進運動率，非前進運動率は両者の平均値同十を

比べるとそれぞれ，1．8，1．9，2．4，L9倍に変化し，速

い直進運動率が最も鋭敏に運動率の変化を反映して

表3運動性の変化と各種パラメーター

不良時 良好時

総運動率（％）

前進運動率（°／。）

速い直進運動率（％）

非前進運動率（％）

運動速度（／・　m／s）

直進性

20．0±8．6

14。5±65

2．6±2．5

4．0±2．8

3L9±5．0

4．7±1．0

36．2±11．6＊

27．9±　9．1＊

6．2±　3．3＊

7．6±　2．6＊

36．1±　6．1＊

5．9±　0．7＊

＊P＜O．O　1

（n＝18，Mean±SD．）

o



72｛72） CASAによるヒト＊iii－r週1重力’「生の角亭毛斤

いた．一方，同様に重要なパラメーターである運動

速度，直進性はそれぞれ，1．1，L3倍と運動率に比べ

ると小さい変化であった．

考　　察

　精∫一運動性はその測定の簡便性と受精能力とよく

一 致する9．IO）ことなどから，男性不妊症の診断上重要

な検査法となっている1｝．しかし，その測定には測定

者のi三観による方法を採用している施設がほとんど

であり，信頼性には問題があるとされているllJ2）．

1984年にCASAが発売されて以来，その有用性や限

界が報告されている2’ωが，製造会社がおのおのの

機器の限界，すなわち1〔〕－50×106／mlの濃度が測定

可能領域であることを公表していないこと，多くの

報告において機器の。更定値が適切でないこと，関連

学会や機関が適切な評f［liiや標準値を示していないこ

となどから，現在のところCASAはそれ白身の持つ

可能性について妥当な評価を受けていない7）．しかし

ながら，適切な設定を行い限界を考慮してトレーニ

ングを積んだ者が使用すればFtjl現性も良好で得られ

る情報量は屯観法に比べて多い13　”　15）．不妊症患者精

液を対象とした本研究においても，総運動率に比べ

て，Y一均すると前進運動率は約3／4程度の低値を示

し，WHOの基準で診断をすると今回検討した症例で

はほぼ99％がasthenozoospermiaに分類され，主観法

やll－1来のCASAに比べてより厳しい判定が可能であ

った．

　粘Jな運動能の変化をCASAを用いて検討すること

は，受精における精」な運動の役割を考察する一ヒで重

要である．LenZiら16）は，無精子症であったhypogo－

nadotropic　hypogon乙【dis111患者にFSH－hCG投与を行い

継続してCASAを用いて精液検査を行ったところ，総

運動率が発現したときではなく前進運動率が現れた

ときに妊娠に至ったと報告している．また，精索静

脈瘤患者精液を対象にした研究において，始関ら5）は

旧式のCASAを用いた検11すで特発性不妊症患者楕液

に比べて運動精子数の減少はみられるが，直進性や

運動速度には変化が認められず，個々の運動精t能

は精索静脈瘤患者において保持されていると抜告し

ている，これに対して，最近，Parikhら17｝は，精索Fik

脈瘤高位結紮術前後の精液性状の変化をCASAを川

いて詳細に分析し，術後，精了運動率の回復と同時

に前進運動率や速い直進運動率が回復し，その回復

の割合は後2者の方が高く，精索静脈瘤患者精j’一の

運動性回復を観察する際にCASAを用いることによ

って，定量的かつ客観的な測定が口∫能になると報告

日本不妊会誌　42巻1り・

している．本研究においても，運動性の各パラメー

ターの変化を観察した結果，運動率，前進運動率，

速い直進運動率，非前進運動率のなかで，速い直進

運動率が最も鋭敏に運動率の変化を反映していたが，

同様に亜要なパラメーターである運動速度，直進性

の変化は少なかった．このように，CASAで測定II∫能

なパラメーターのうち，前進運動率と速い直進運動

率は運動性の変化を観察するうえでとくに有効な指

標となると考えられた．

　我々は1988年より旧型CASAのひとつであるCell－

Soft　3〔〕O〔｝を使川しているがその印象は，1）高価格（購

入当時約800万Fb，2）分析速度が遅い（1検体の検査

終∫までに5－10分程度かかる），というものである．

しかし，この新しいバージョンは近年のコンピュー

ター技術の改良により，従来に比べて処理速度の大

幅な改善がなされており，2－・3分で1検体の検査が

終了（10　一一　40×106／m1の濃度の検体に対して500佃程

度の精r一を測定するのに要する時間）するまでに処理

時間の短縮がなされている．CeHSoft4000およびIlrl様

の機能を持つCASAは依然として高価格（1，000万円

以一ヒ）であり，一・層の低価格化が望まれるが，CASA

白体の利用は検査時間の大幅な短縮，また得られる

情服も従来の主観法や旧型CASAに比べて多いこと

など，今後，精了・運動能測定の標準的な方法になる

ものと考えられた．

　本研究の部は，文部省科学研究費補助金一一般研

究（C）課題番り畠06671617の援助を得て行われた．な

お，Cel］Soft　4000をS？．，j一された，（株）ニューロサイエ

ンスに感謝いたします．
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● Semen　analysis　of　ma且e　infertility　patients　using　a　compnter　aided　semen　analyzer

Masaki　Yotsukura，　Yuichi　Tohyama，　Masayuki　lwabuchi，　Shigeru　Oshio，

　　　　　　Hiroshi　Tomomasa．　Tsunetada　Yazaki　and　Takashi　Umeda
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の

■

　　One　hundred　and　forty　one　human　semen　specimens　from　80　male　infertility　patients　were　analyzed　using

anewly　developed　computer　aided　semen　analyzer（CASA：CellSoft　system　4000）．

　　Sperm　concentration　and　total　sperm　motility　were　39．8±28．0×106／ml　and　32．8±12．7％，　respectively．

By　means　of　WHO　classification　for　sperm　motility，　progressive　motnity　and　rapid　linear　progressive　moti1－

ity　were　24．9±10．3％and　6．2±4．6％，　respectively．　Both　of　them　showed　lower　values　than　the　normal　val－

ues．　To　investigate　sperm　moti【ity　more　precisely，　we　examined　the　changes　of　the　quality　of　sperm　motil－

ity（total　motility（M），　progressive　motility（P），　rapid　linear　progressive　motility（R），　non　progressive　motility

（N），velocity（V）．　linearity（L））for　the　specimens　from　the　patients　which　can　examine　more　than　two　times

during　the　research　period．　Mean　values　of　M，　P，　R　and　N　were　about　1．8，　L9，2．4　and　l．9　times，　respec－

tive且y，　when　compared　its　higher　va且ue　with　its　lower　one．　On　the　other　hand，　V　and　L　were　about　1，1and

L3　times，　respectively．

　　These　results　suggest　that　CASA　measurement　provide　an　important　information　about　the　quality　of　sperm

motility　which　cannot　be　obtained　by　manual　method．

Key　words：male　infertility，　senlen　analysis，　sperm　motility，　CASA，　progressive　motility
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Ficollを用いたウマ精子運動性の評価方法

Evaluation　of　Equine　Sperm　Motility

　　　　　Using　Ficoll　Solution

●
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　精子の運動性を客観的に評価する方法について検討するため，重種ウマ22頭の精液を使用し，諸濃度

のFicoll溶液中の精子運動性について観察した．

　275％Ficoll溶液中で運動性＋3～→－2の精子のうち93．4％が運動性±を示した．本検査法の変動係数

は，平均1．6％であった．Ficoll溶液添加前後の生存率に変化はなかった．以上の結果から本検査法は，ウ

マ精子運動性の評価に使用できることがわかった．

キーワード：Ficoll液，ウマ，運動性，精子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，42（1），74－77，1997）

●

●

緒　　言

　精子運動性の客観的検査法には，雌ウシの発情粘

液を用いた子宮頸管粘液通過試験卜3），フィルター

通過試験4），細胞培養液を用いた希釈液通過試験5），

分光光度計を用いた比濁法5、10），Marker　counting

chamber法11〕ならびに精液自動分析装置を用いた判

定法12　一　16）などがある．これらの検査法はヒト，ウ

シ，ヒツジならびにウマについて報告されており，ヒ

トでは広く臨床で応用されているにもかかわらずウ

シおよびウマの臨床では実際の使用例は少ない．そ

の理由は，大動物では飼育場所で精液検査をする場

合が多いため，機器を用いた繁雑な検査法を避け，

主観に頼る検査法が用いられているためである．そ

こで，末次ら17）はウシの精子について客観的かつ簡

便な検査をするため，Ficollの粘性を利用して精子の

前進運動を振子運動に変化させ顕微鏡下で判定する

方法を考案した．著者らはこの方法に基づきウマの

精子の検査法について検討した．

材料および方法

Rcoll溶液の濃度の選択

　重種ウマ22頭から精液を採取し，滅菌ガーゼを用

いて膠様物を濾過除去後ただちにSwim－up法18）によ

り運動性＋3～＋2の精子を分離した．また試験管の

底部に残った精子をそのまま放置し，運動性＋～一

の精子を作成した．BWW培地が精予の運動性を低下

させたためスキムミルク希釈液19、21），を使用したと

ころ精子運動性の低下はみられなかった．そこでス

キムミルク希釈液を用いて作製した26，27，275な

らびに28％Ficoll溶液それぞれ】m1に，同希釈液を

用いて精子数L5×107／mlに調整した運動性＋3～＋

2および＋～一精子懸濁液0．lm1を加え軽く混和し，

37℃の加温下で精子の運動性の変化を観察した．運

動性は精子の動きを＋3～＋2，＋，±ならびに一の

4段階に分類し，百分率で表示した．

再現性

　Ficollの濃度を選択した結果から，最適濃度と認め

られた27．5％Ficoll溶液を用いて5頭のウマの精液に

■
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●
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ついてそれぞれ4回精子の運動性を測定し再現性を

求めた。

生存率

　精子を最適濃度と認められた275％Ficoi】溶液に添

加する前と添加5分後のエオジン塗沫標本を作製し生

存率を求めた。

結　　果

Ficol1溶液の濃度

　26％Ficoll溶液中にSwim－up法により選別した運動

性＋3～＋2の精子（97％以L）を加えたところ23．3％

が運動性＋に，75．4％が±に，1．3％が一に低下した．

27％Ficoll溶液中に運動性＋3～＋2の精子を加えた

ところ4．4％が運動性十に，89．8％が±に，5．8％が一

（75）75

に低下した．27．5　％　Ficoll溶液中に運動性＋3～＋2

の精r1’・を加えたところ2．3％が運動性＋に，93．4％

が±に，4．3％が一に低ドした．28％Ficoll溶液中に

運動性＋3－＋2の梢子を加えたところ1．4°／・が運動

性＋に，84．2％が±に，14．4％が一に低下した．この

結果27．5％Ficoll濃度が最適であることがわかった．

またSwim－up法で残留した運動性＋～一の精子を26，

27，27．5ならびに28％Ficoll溶液中に添加したところ

運動性一を示した精子の比率は，それぞれ85．g，　g9．8，

999ならびに99．6％であった（図1，図2）．

再現性

　Ficoll濃度の検討結果から27．5％FicoHを川いて本

測定法の変動係数を求め表1に示した。変動率の’F

均値はL6％であった．

●
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76（76） Ficoli溶液中のウマ精∫・運動性

表1275％Ficoi1溶液を川いて測定した精∫一運動性の

　　　再現性

検体　　測定回数

A
B

C

D
E

生存率

4

4

4

4

4

精液中の運動性
一
ト3－十2＊青J’・　‘をe

（Mean±S．D．）

　55．7±0．7

　57．5±L6

　71．6±1」

　72．6±0．8

　65．1±0．8

変動係数

1。3

2．8

L5

Lo
1．2

　27．5％FicoH溶1夜に添加する前の精jl・の生存一率は

90、3±4」％，添加後は89．3±4．2　（Yc、で両者の問に有意

な差はなかった（0」＞P）．

考 察

　ウマ精子は，急速に運動性が低卜’するため試験に

用いる希釈液を選択する必要がある．末次ら17｝は本

法によるウシ精子の検査にDalbecoのEagle培地を，

またJaskoら7｝はウマ精』j”にBWW培地を川いていた

ため’本試験でも使用してみたが精子運動性が著しく

低i・’した．Jaskoら7）が使用したBWW培地が，本武験

では，なぜ楠．∫・の運動性を維持できなかったのか明

らかではないが，培地の製造・条件の差，あるいは精

液の個体差が考えられる．

　精液に他の物質を添］J［1すると精．1’・運動性および生

存率が影響を受けることは良く知られているが18［，

本試験に川いたFicollについては，ヒト精子の選別に

川いられ，梢∫・に対する影響はないと報．告されてい

る182223）．今囲の結果からも生存率に影響のないこと

が確認できた．したがって，運動性の検．査に使用す

ることには問．題はないが，この精∫・を洗浄しFicollを

「旨去後受精に使用する場合には，催奇性の恐れもあ

るため実験動物による検討’が必要である．

　再現性について検討’したところ変動係数は小さく，

安定した測定法であると考えられた．しかしウマ精

子の運動性は，ウシと異なり急速に低ドする個体が

あるため，1回目の検査の後，再検査を行う必要が生

じた場合には直ちに実施することが肝要である．
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Evaluation　of　Equine　Sperm　Moti）ity　Using　Ficol1　Solution

Kiyoshi　Miyazawa，　Tohru　Shimizu，　Kazue　Ohsaki　and　Kunitada　Sato

● 　　　　　　　　　　　　　　　　　　Department　of　Theriogenology

Obihiro　University　ef　Agriculture　and　Veterinary　Medicille， Obihiro　O80，　Japan

℃

　　An　objective　method　for　evaluation　of　stalhon　sperm　motility　using　27．5％ficollsolution　was　developed，

With　27．5％ficoll　solution，　93．4％of　sperm　challged　their十3『一十2　original　moti【ity　to±motile　sperm．

Mean　va［ue　of　coefficient　of　variation　in　precisi（｝n　of　sperm　molility　was　L6％．　No　significant　difference　in

sperm　viability　was　observed　before　and　after　additioll　of　t’icollsolution．

　　The　resuhs　suggest　that　ficoll　solution　me山od　is　useful　for（〕bjective　analysis　of　stalhon　sperm　motility．

Key　words：ficoll，horse，　motility，　sperm
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　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倍体のマウス胚盤胞について，各種酵素の活性

を組織化学的に検出して物質代謝を検討し，受精卵子から発生した胚盤胞のものと比較した．

　acid　phosphatase，α一glycerophosphate　dehydrogenaseおよびNADH2　dehydrogenaseの活性は，単為発

生胚盤胞および受精卵子から発生した胚盤胞のいずれにも弱度ないし強度に認められたが，強度の活性を

示す胚盤胞の数は単為発生させたもので有意に少なかった．一方，cytochrome　oxidase，　alkaline　phos－

phatase，　adenesine　triphosphatase，　non－specific　esterase，　succinate　dehydrogenase，　lactate　dehydrogenase，

β一hydroxybutyrate　dehydrogenase，△5－3β一hydroxysteroid　dehyClrogenaseおよびNADPH2　dehydrogenase

の活性は，単為発生させた胚盤胞と受精卵子から発生した胚盤胞の問で有意な差はみられなかった，

　以一ヒの結果から，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物質の消化能，糖と脂質の

相lil転換能，　NADHの酸化能力が低いことが考えられた．

キーワード：マウス，単為発生胚盤胞，酵素，組織化学

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，42（1），78－82，1997）

σ

緒　　言

　マウス胚の微細構造を観察した報告1’3｝による

と，単為発生胚では，受精卵子から発生した胚に比

べ核小体に占める核小体糸の割合が高いとともに，

空胞状のクリステをもつミトコンドリアは多いが，

ゴルジ装置，ライソソーム，リボソームなどの細胞

質小器官は少ないといわれている．また，発生のた

めのエネルギー源として細胞質に蓄積している脂質

およびタンパク質性封入体の量は，受精卵子から発

生した胚盤胞に比べ単為発生胚盤胞では少ないこと

もマウスで形態学的に調べられている1・・4）．これら

のことから，単為発生胚の物質代謝は受精卵子から

発生した胚に比べ低下していることが推察されてい
る1・　3・　4）．

　単為発生胚の物質代謝については，これまでにグ

ルコースとピルビン酸の代謝5）およびタンパク合成6｝

がいずれもマウスで生化学的に調べられており，こ

れらの代謝あるいは合成はいずれも受精卵子から発

生した胚に比べ低かったといわれている．しかし単

為発生胚において，これら以外の物質の代謝を観察

して受精卵子から発生した胚と比較した報告はみら

o

，

■
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れない．

　本研究は，エタノールとサイトカラシンBの処置

を施して発生させた2倍体のマウス胚盤胞について，

各種酵素の活性を組織化学的に検出して物質代謝を

検討し，受精卵子から発生した胚盤胞と比較したも

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⑱，帝国臓器）とhCG

（ゴナトロピン⑧，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M27｝（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1　ml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－M　2培養液に浸漬して卵

丘細胞を除去し，EDTA－M　2培養液で，37℃でCO2

5％，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8）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。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－M　2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Ml6培養液

（79）79

で68ないし72時間培養して発生させた胚盤胞を用い

た．観察に用いた胚盤胞は，単為発生させたものお

よび受精卵f一から発生させたもの，ともに直径が80

ないし100／，mのものである．

　観察した酵素は，cytochrome　oxidase，　alkaline　phos－

phatase（ALPase），　acid　phosphatase（ACPase），　adeno－

sine　triphosphatase（ATPase），　non－specific　esterase

（Etase），　succinate　dehydrogenase（SDH），　lactate　de－

hydrogenase（LDH），　α一glycerophosphate　dehydro－

genase（α一GDH），　i9－hydroxybutyrate　dehydrogenase

（β一HbDH），△5－3β一hydroxysteroid　dehydrogenase

（△5－3．　13－HSD），　NADH2　dehydrogenase（NADH2－DH）

およびNADPH2　dehydrogenase（NADPH2－DH）であ

る．これらの酵素活性の検出に用いた基質と方法は

Table　1に示した通りである．なお，いずれの種類の

酵素の検出においても，基質を含まない液に浸漬し

た胚盤胞を対照として使用した．

　処置した胚盤胞はあらかじめワセリン・パラフィ

ンのスポットをカバーガラスの四隅に位置するよう

に置いたスライドガラスの中央に移し，カバーガラ

スをかぶせ静かに押して胚を圧し，顕微鏡下で観察

した．

　数値の統計処理はx2検定法を用いて行った．

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，70％が2細

胞胚に，さらに，これらの胚をM16培養液に移して

68ないし72時間培養したところ，40％が胚盤胞に発

生した．一方，受精卵子を培養したところ，58％が

胚盤胞に発生した．

Table　l　Enzymes　and　their　substrates

Enzymes Substrates Methods

o

軸

Cytochrome　oxidase

ALPase

ACPase

ATPase

Etase

SDH
LDH
α一GDH

β一HbDH

NADH2－DH

NADPH2－DH
△5－3β一HSD

ρ一Aminodiphenylamine

Naphthol　AS－BI　phosphate

Naphthol　AS－BI　phosphate

Adenosine　triphosphate

Naphthol　AS－LC　acetate

Sodium　succinate

Sodium　DL－lactate

DL一α一Glycerophosphate

DL一β一Hydroxybutyric　acid

NADH
NADPH
Dehydroepiandrosterone

Burstone9）

Burstone9）

Burstone　modified　by　Barkaio｝

Ogawa　and　Mayaharaii）

Burstonelo）

Nachlas　et　al．9｝

Barka　and　Anderson12）

Dickmann　and　Deyi3）

●
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Table　2　Enzyme　activities　in　mouse　blastocysts

日本不妊会誌　42巻1ゲ

Blastocysts

　Activiries　　Cytochrome　ALP　　ACP

　　　　　　exidase　　ase　　　　ase

●

Enzymes

ATP　　Etase　SDH　　LDH　　　α一　　　13－　　△5－3β一　NADH・・NADPH・－

ase　　　　　　　　　　　　　　　GDH　HbDH　HSD　　DH　　　DH

Parthenogenone

Strong

Weak

21　　22　　13a
（35．0）　（53．7）　（32．5）

39　　　19　　27b
（65．0）　　（46．3）　（675）

22　　　0
（68．8）　　（0）

10　　　35

14

（33．3）

28

（31．2）　（100，0）　（66．7）

26　　　　11a　　　　l7　　　　　22　　　　　8　c　　　　藍5

（59．1）　（30．6）　（54．8）　（55．0）　　（29．6）　（41．7）

18　　　25b　　　l4　　　　18　　　27d　　　21

（40，9＞　（69．4）　（45．2）　（45．0）　（70．4）　（58．3）

●

Contro1（Ferti］ized）

Strong

Weak

28　　　25　　23a
（52．8）　（62．5）　（67．5）

25　　　15　　17b
（47．2）　（37．5）　（32．5）

21　　　0　　　20
（70．0）　　（0）　　（55．6）

　9　　　38　　　16
（30．0）　（100．0）　（44．4）

25　　20a　　23
（59．5）　　（62．5）　（74．2）

　15　　12b　　　8
（40．5）　（37．5）　（25，8）

The　numbers　in　parentheses　show　the　percentages　of　b且astocysts．

22　　23c　　24
（56．4）　（69．7）　（63．2）

17　　　10d　　　14

（43．6）　（30．3）　（36．8）

e

Values　with　same　superscripls　in　the　same　c〔｝】umn　are　significantly　different（a，b：p＜O．o．s，c，d：p＜0．01）．

　マウスの単為発生胚盤胞および受精卵fから発生

した胚盤胞を，各種酵素の活性検出のための基質液

に浸漬したところ，すべての胚盤胞に反応産物の沈

着が認められた（Fig．1～3），反応産物は，基質を除

いた液に浸漬した対照の胚盤胞には出現しなかった

ので，反応産物が酵素活性の存在を示していること

が確かめられた．本実験では，酵素活性の強さを反

1、L産物の沈着量によって強度と弱度の2段階に分類

した．

　酵素活性の強さについて得られた成績はTable　2に

示した通りである．

　Cytochrome　oxidase：Burstone法9）によって胚盤胞

を処理すると，cytochrome　oxidaseの活性部位には基

質とカップリングしたピラゾロンの赤褐色穎粒が沈

着した．この顯粒は栄養膜細胞と内細胞塊細胞の細

胞質に認められたが，その量は内細胞塊細胞で多か

った．強度の活性を示す胚盤胞の割合は，単為発生

させたものと受精卵∫・から発生したものとの間で相

違なかった．

　Phosphatase：Burstone　l去のBarka改良法lo）あるいは

Burstone法lo｝によって胚盤胞を処理すると，　ACpase

の活性部位には基質とカップリングしたレッドバイ

オレットLBの褐色穎粒（Fig．　l　a，　b）が，　Etaseの活性

部位には基質とカップリングしたガーネットGBCの

褐色穎粒が細胞質に沈着した．これらACPaseおよび

Etaseの活性を示す反応産物は栄養膜と内細胞塊の両

種細胞の細胞質にみられ，反応産物の沈着量は両種

細胞間で相違なかった。また，Burstone法9｝あるいは

OgawaとMayahara法11｝に従って胚盤胞を処理すると，

a

ぜ・

撃職験麟．

　　轄＾灘t．

　　2　1嚢

　　　　　粛、

紳「

b

Fig．1　The　activity　of　acid　phosphatase　in　control（a）

　　　and　parthenogenetic（b）mouse　blastocysts．

　　　Scale　indicates　50／t　m．　a．　Strong　activity．　b．

　　　Weak　activity．

ALPaseの活†倍ll位には些質とカップリングしたレッ

ドバイオレットLBの褐色顯粒が，　ATP　aseの活性部

位には硫化鉛の黒色顯粒が，それぞれ細胞膜に沈着

した．ALPaseの活性を示す反応産物は本養膜細胞の

細胞膜にのみみられたが，ATPaseの活性を示す反応

産物は栄養膜細胞と内細胞塊細胞の両者の細胞膜に

認められた．Table　2に示したように，強度のACPase

活性を示す胚盤胞の割合は，単為発生させたもので

は受精卵子から発生したものに比べ有意に低かった

が，ALPase，　ATPaseおよびEtaseについては両者の胚

盤胞で活性に有意な差はみられなかった．

　Dehydrogenase：Nachlasらの方法9｝，　BarkaとAnder－

son法12｝あるいはDickmannとDey法13）によって胚盤

胞を処理すると，SDH，　LDH，α一GDH（Fig．　2　a，　b），

i？　－HbDH，△5－3　i？　－HSD，　NADH2－DH（Fig．　3　a，　b）お

e

e

o
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Fig2　　The　activity　ofα一glycerophosphate　dehydro－

　　　genase　in　control（a）and　parthenogelletic（b）

　　　mouse　blastocysts．　Scale　indicates　50μm。　a．

　　　Strong　activity．　b．　Weak　activity．

a

暴

b
Fig．3　The　activity　of　NADH2　dehydrogenase　in　con－

　　　trol（a）and　parthenogenetic（b）mouse　blasto－

　　　cysts．　Scale　indicates　50μm．　a．　SIrong　activity．

　　　b．Weak　activity．

よびNADPH2－DHの活性を示す青色のジホルマザン

穎粒が栄養膜細胞と内細胞塊細胞の細胞質に出現し

た．この穎粒の沈着量は，LDHでは内紐1胞塊細胞に

比べ栄養膜細胞で多かったが，LDH以外の脱水素酵

素では両種細胞間で沈着量に相違はみられなかった．

表2にみられるように，強度のα一GDHとNADH2－DH

の活性を示す胚盤胞の割合は，受精卵子から発生し

たものに比べ単為発生させたもので有意に低かった

が，それら以外の脱水素酵素については両者の胚盤

胞で活性に有意な差はみられなかった．

考　　察

　マウスの単為発生胚において，グルコースとピル

ビン酸の代謝5）およびタンパク合成6｝はいずれも受精

卵子から発生した胚に比べると低いことが生化学的

に調べられているとともに，代謝活性が低いことを

示唆する形態学的な報告1・3・4）もみられる．

　．単為発生胚盤胞を用いた本実験において，各種酵

素の活性を組織化学的に検出して物質代謝を調べた．

（81）81

その結果，1・is一為発生胚盤胞では受精卵子から発生し

たものに比べ，ACPase，α一GDHおよびNADH2－DH

の活性が低ドしていることが確かめられ，単為発生

胚ではヒ述のグルコース，ピルビン酸およびタンパ

クの代謝ばかりでなく，物質の消化能，糖と脂質の

転換能およびNADHの酸化能も受精卵子から発生し

た胚に比べて低いことが推察された．一般に，哺乳

動物の単為発生胚では発生能が低いことが知られて

いる14）．このような単為発生胚の発生能の低さの原

因については明らかではないが，本実験の各種酵素

の活性に関する観察結果から考えると，ヒ述のよう

な代謝活性の低さがその一一因のように思われた．な

お少数の単為発生胚盤胞では，強いACPase，α．GDH

およびNADH2－DHの活性が観察され，このような胚

では受精卵子から発生した胚盤胞と同様に物質の消

化，糖と脂質の転換およびNADHの酸化が行われて

いることも考えられた．

　先に名者ら4）はマウスの単為発生胚盤胞において，

受精卵JZから発生した胚盤胞との問でグリコゲン含

量にはイ∫意な差はみられなかったが，脂質含量は有

意に少ないことを観察して報告した．今回単為発生

胚盤胞でα一GDHの活性が有意に低下していることが

確かめられたことから考えると，単為発生胚盤胞で

脂質含量が少ないのは，糖から脂質への転換量が少

ないためであることが推察された．また，本実験の

単為発生胚盤胞でACPaseの活性が低い理由として，

単為発生胚盤胞のライソソームの数は受精卵子から

発生した胚盤胞よりも少ないことが電子顕微鏡的に

確かめられているので1・3），このことが単為発生胚盤

胞のACPase活性の低さの原因のように思われた．

　申為発生胚のミトコンドリアは，受精卵r一から発

生したものに比べ空胞状のクリステをもつものが多

いといわれておりレ3｝，単為発生胚のミトコンドリ

アの機能低下が推察されているト3）．本実験におい

て，ミトコンドリアに存在する酵素として細胞呼吸

に関係しているSDHとcytochrome　oxidase，脂肪酸代

謝に関与しているi？　－HbDH，　NADおよびNADP依存

性の脱水素酵素によって産生されるNADHおよび

NADPHの酸化に役割を果たしているNADH2－DHと

NADPH2－DHの活性を検出してミトコンドリア機能に

ついて検討した．その結果，単為発生胚盤胞では

NADH2－DHの活性が有意に低いとともに，これ以外

の酵素の活性も有恵差はみられないものの受精卵子

から発生した胚盤胞に比べ低かった．本実験の単為

発生胚盤胞のミトコンドリア機能に関する組織化学

的な結果は，既述の電子顕微鏡による観察結果レ3）
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を反映したもので，このような単為発生胚盤胞にお

けるミトコンドリアの機能低下は受精による精了・と

の遺伝的結合がなされていないために起こるもので

あることが考えられた．
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Histochemical　studies　of　enzymes　in　parthenogenetic　mouse　blastocysts ψ

Sueo　Niimura

Department　of　Anlma】Science，　Faculty　ofAgricuhure

　　　　　Niigata　University，　Niigata　950－21，Japan

Takae　Asami

Graduate　School　of　Science　and　Technology

　Niigata　University，　Niigata　950－21，Japan

　　The　activities　of　varioし［s　enzymes　in　parthenogenetic　mouse　blastocysts　derived　from　the　eggs　activated

and　diploidized　by　the　treatment　ofethanol　and　cytochalasin　B　were　histochemically　examined，　and　were

compared　with　those　in　con1rol　blastocysts　developed　from　fertillzed　eggs．

　　The　activities　ofacid　phosphatase，　NADH2　dehydrogenase　andα一glycerophosphate　dehydrogenase　were

weaker　in　parthenogenetic　blastocysts　than　in　control　blastocysts，　showing　lower　abilities　of　digestion，　NADH

oxidation　and　interconversion　between　carbohydrates　and　iipids　in　parthenogenetic　blastocysts．　On　the　other

hand，　no　differences　were　found　between　parthenogenetic　blastocysts　and　control　blastocysts　in　the　activi－

ties　of　cytochrome　oxidase，　alkaline　phosphatase，　adenosine　triphosphatase，　non－specific　esterase，　succinate

dehydrogenase，　lactate　dehydrogenase，β一hydroxyb山yrate　dehydrogenase，△5－3β一hydroxysteroid　dehy－

drogenase　and　NADPH2　dehydrogenase．

Key　words：mouse，　parthenogenetic　btastocyst，　enzyme，　histochemistry
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反復流産症例における免疫療法と抗HLA抗体産生について
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　反復流産患者に対するリンパ球輸血（免疫療法）の有用性については数多くの報告があるが，そのメカ

ニズムには不明な点が多い，そこで，免疫療法による抗HLA抗体の産生の有無とその産生要因などにつ

いて検索し，妊娠継続の可否との関連を検討した．

　反復流産症例32例に夫リンパ球による免疫療法を施行し24例の35妊娠中28妊娠で生児を得た（妊娠継

続率80％）．抗HLA抗体は32例中12例（37．5％）に認められたが，抗HLA抗体の産生と妊娠継続に関連は

なかった，抗HLA抗体産生例は夫婦間のHLA－B抗原共有数が0である場合に有意に多く認められた．さ

らに，抗HLA抗体産生者12例のうち10例（83．3％）がHLA－A抗原に対する特異性を示した．また，反復流

産患者の夫婦間のHLA抗原共有数は健常対照群と有意な差を認めなかった．

キーワード：反復流産，免疫療法，リンパ球細胞傷害試験（LCT），　HLAタイピング

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，42（1），83－89，1997）

●

●

緒　　言

　Komlos　1）などが1977年に反復流産患者の夫婦間に

おけるHLA抗原の共有数が多いことをはじめて報告

して以来，産婦人科領域の母児免疫におけるHLA抗

原の役割が注目されてきた．今日まで習慣流産症例

におけるHLA抗原に関してさまざまな検討がなされ

てきたばかりでなく，Taylorら2）およびBeerら3）が1981

年に原因不明の習慣流産患者に夫リンパ球を用いた

免疫療法をはじめて施行して以来，本療法の有効性

に関する報告4、7・9）が多数なされている．しかし，免

疫療法の作用機序についてはいまだ明らかでない点

が多く，免疫療法の有効性を評価する指標として，

臨床的には妊娠の継続率，検査学的には抗HLA抗体

の産生，blocking　factorの産生，　NK活性の変化などが

用いられてきたが，いまだ，臨床経過と検査所見と

の間に一定の見解を得るに至っていない．今回，我々

は，免疫療法を行った反復流産夫婦について妻血清

中の抗HLA抗体を測定し，抗HLA抗体の産生の有無

と妊娠の転帰および夫婦間のHLA共有率の関係につ

いて検討したので報告する．

●
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対象および方法

反復流産における免疫療法と抗HLA抗体の産生

1．対象

　1989年12月より1993年12月までの約4年間に原因

不明の妊娠12週以前の初期流産を2回以上繰り返し

た挙児希望を有する32例を対象とした．これらの反

復流産症例に対して夫婦両者の染色体検査，抗核抗

体，抗SS－A抗体，抗SS－B抗体，抗ds－DNA抗体，ル

ー プスアンチコアグラント，抗カルジオリピン抗体

やβ2－glycoprotein　Iなどの検索によりSLEや抗燐脂

質抗体症候群などの自己免疫疾患の可能性を調査し

た．また，他の内科基礎疾患（糖尿病，甲状腺機能充

進症，凝固異常）の検索，LH－RHテスト，TRHテス

トによる内分泌学的スクリーニング，HSGによる子

宮奇形の有無を検証し，反復流産の原因を検索した．

以上の検索により異常を認めず，原因不明と判断し

た反復流産症例に対して夫リンパ球による免疫療法

を施行した．

2．免疫療法

　夫リンパ球による免疫療法は，夫の感染症検査（梅

毒血清反応，HBs抗原，　HCV抗体，　HTLV－1抗体，

HIV－1抗体など）に異常のないことを確認後に，以下

のように施行した．夫より採取したヘパリン加静脈

血40mlよりFicoll－Conrayを用いた比重遠沈法により

リンパ球を分離し，滅菌生理食塩水で洗浄後，2～

4×107個／mlに濃度を調製した．これを妻の前腕皮内

4か所に接種し，同様の接種を2週ごとに計4回繰り

返した．

3．HLAタイピングと抗HLA抗体の検出

　対象症例全例において夫婦両者のHLAタイピング

日本不妊会誌　42巻1号

を既報のように施行した14）．さらに，免疫前後の患

者血清中の抗HLA抗体の存在についてパネルリンパ

球を用いたLymphocyte　cytotoxicity　test（LCT）法によ

り検討した．この結果，LCTにおいてT細胞およびB

細胞に反応した抗リンパ球抗体をLCT－T，　B細胞のみ

に反応したものをLCT－Bと表現した．さらに，29名

のすでにHLAタイピングをされたパネル細胞に対す

る反応性をみて産生された抗HLA抗体の抗原特異性

を検討した，

　以上に述べた検索と治療後の妊娠についてその妊

娠継続率，抗HLA抗体産生率，抗HLA抗体の産生と

夫婦間のHLA共有抗原数の関係や反復流産夫婦と健

常対象群のHLA共有抗原数について検討を加えた．

この際，流産の既往歴のない2人あるいはそれ以上

の子供を有する対照coupleのHLA抗原のデータを有

しないため，すでに，HLAタイピングを施行してい

る健常日本人男女各183例をランダムに組み合わせた

仮想のcoupleを作り，男女のHLA抗原共有率を算出

し健常対照群とした，

4．統計学的検討

　統計学的検討は，X2検定により行い，　p＜0．05を

有意差ありとした，

成　　績

1．患者背景

　習慣流産患者の年齢は20歳より40歳に分布し，そ

の平均年齢は32．0±4．4歳であった（Table　l）．また，

流産歴として既往流産回数は最高5回，平均流産回

数は2．6±O．7回，3回以上の流産既往症例は17例（53

％）であった．

■

●

●

■

●

Table　l　Characteristics　of　couples　with　recurrent　spontaneous　abortion

Frequency　of　abortion More　than　3　times More　than　twice

Number　of　couples 17 32

Material　age（Mean±SD．）

（range：20　and　40　y．o．）
32．0±3．4 32。0±4．4

Number　of　abortions（Mean±SD．）

（range：2and　5　times）
3．2±0．5 2．6±0．7

■

Table　2　Subsequent　pregnancies　after　immunotherapy

Pregnant　women Non－pregnant　women

Number　of　patients

Subsequent　pregnancies

Live　births

Subsequent　abortions

Proportion　of　live　birth（％）

24

35

28

　7

80％

8

（一）

（一）

（一）

（一）

●

●



o

●

●

●

●

●

●

●

平成9年1月1日 斉藤　他

2．妊娠継続率

　免疫療法施行者32例中，非妊娠症例8例を除いた

24例の35妊娠に対して妊娠継続率を検討した．35妊

娠中，28妊娠（80％）は妊娠が継続されたが，7妊娠

（20％）は妊娠初期の流産となった（Tab董e　2），これら

のうち，児心拍確認後の流産が2例に認められた．

（85）85

3．LCT（lymphocyte　cytotoxicity　test）

　抗HLA抗体の産生と妊娠継続率について検討した

（Table　3）．免疫療法前のLCT検査は，全例において陰

性であった．治療後，LCT－T抗体を産生した症例は

12例（375％）で，そのうち，妊娠した9症例12妊娠

の妊娠継続率は75．0％（9／12）であった．また，L（T

Table　3　Correlation　betwecn　pregnancy　outcome　and　production　of　anti－HLA　antibodies（N＝32）

1．Production　of　anti－T　cell　antibodies（anti－HLA　class　I　antibodies）

　　　anti－T　cell　antibodies　　　　　　　　　　　　　Positive Negative

No．　of　patients　immunized（％）

No．　of　pregnant　patients

No．　of　subsequent　pregnancies

Live　births

Subsequent　abortions

Proportion　of　successful　pregnancies（％）

12（37．5％）

　　　9

　　12

　　　9

　　　3

　75．0％

20（62．5％）

　　15

　　23

　　20

　　　3

　87．0％

LN．S
2．Production　of　anti－B　ceH　antibodies（anti－HLA　class　H　antibodies）

　　　AntトT　cell　and　　　　　　　　　　Ab　for　T　cell　and　B　cell　　Ab　for　B　cell

　　　anti－B　cell　antibodies　　　　　　　　　　　　　positive　　　　　　　　positive

　　（Ab：antibodies）

Ab　for　T　cell　and　B　cell

　　　　negatlve

No．　of　patients　immunized（％）

No．　of　pregnant　patients

No．　of　subsequent　pregnancies

Live　births

Subsequent　abortions

Proportion　of　successful　pregnancies（％）

12（37．5％）

　　　9

　　12

　　　9

　　　3

　75．0％

7（21．9％）

　　6

　　9

　　8

　　1

　88．9％

13（40．6％）

　　　9

　　13

　　11

　　　2

　84．6％

N．S
N．S

Table　4　Correlation　between　HLA－A，　B，　DR　antigen　sharing　and　production　of　anti－HLA　antibodies

1．LCT－T（anti－HLA　class　I）

LCT－T　negative（n＝20） LCT－B　positive（n＝12）

HLA　antigen　shared
　HLA
A　antigen

　HLA　　　　　HLA　　　　　HLA
Bantigen　　DR　antigen　　A　antigen

　HLA　　　　　HLA
Bantigen　　DR　antigen

0

1

2

5

10

5

10

9

1

10

7

3

5

7

0

12

0

0

7

4

1

N．S
p＝0．Ol27

N．S

2．LCT－B（anti－HLA　class　H）

LCT－B　negative（n＝13） LCT－B　positive

HLA　antigen　shared
　HLA
Aantigen

　HLA　　　　　HLA　　　　　HLA
Bantigen　　DR　antigen　　A　antigen

　HLA　　　　　HLA
Bantigen　　DR　antigen

O

l

2

2

7

4

5

7

1

7

4

2

3

3

1

5

2

0

3

2

2

LCT：lymphocyte　cytotoxicity　test

N．S
N．S

N．S
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T抗体を産生しなかった症例は20例（625％）であり，

そのうち，妊娠した15症例の23妊娠の妊娠継続率は

87．0％（20／23）であった．

　LCT－B抗体を産生した症例は19例（59．4％）であっ

たが，このうち12例はLCT－T抗体も産生しており，

LCT－B抗体のみを産生した症例は7例（2L9％）であ

った，LCT－B抗体陽性症例のうち，妊娠した6症例9

妊娠の妊娠継続率は88．9％（8／9）であった．LCT－B

およびT抗体のいずれも産生しなかった症例は13例

（40．6％）であった．そのうち，妊娠した9例の13妊娠

の妊娠継続率は84．6％（11／13）であった．また，

LCT－T抗体あるいはLCT－B抗体を産生した症例につ

いても同様に検討した，抗体産生した症例19例うち，

妊娠した15症例の21妊娠の妊娠継続率は81．0％（17／

21）であった．

　以上の結果，抗HLA抗体の産生の有無と妊娠継続

日本不妊会誌42巻1号

率との間に統計学的に有意な関係は認められなかっ

た．

4．夫婦間のHLA－A，　B，　DR抗原の共有数と抗HLA

　　抗体産生との関係

　夫婦間のHLA－A，　B，　DR抗原の共有数と抗HLA抗

体産生との関係を検討すると，LCT－T抗体を産生し

た症例は抗体非産生症例に比し夫婦間のHLA－B抗原

の共有数が0である症例が有意に多く存在した（12

例／12例）（p；0．Ol27）．一方，その他のHLA－A，　DR

抗原に関しては両者間に有意差は認められなかった

（Table　4）．　LCT－B抗体については，抗体産生の有無と

夫婦間のHLA共有抗原数との間に関連を認めなかっ

た．また，今回免疫療法を施行した反復流産夫婦に

おけるHLAタイピングではコントロールとした健常

者に比べて特定の傾向は認められなかった．

●

●

●

　　　　Table　5　Specificities　of　anti－HLA　antibodies

　　＊reactivities　of　serial　two－fold　dilution　of　wive「s　sera

（8，strong　positive；6，　positive；4，　weakly　posiIive；2，1，negative）

Ne．　Hus．　HLA

　　Wife　　A B C DR　　DR52　DR53　　DQ

抗体特異性

　LCT－T　相関係数　LCT－B

A26十Al1
888640＊　　　O．932　　　888880

●

9H　　li　26　13　67　10　7　　2　12　52

9W　　2　　　62　60　9　　8．1　9　　　53

7

3

12H　　2　11　52　54　　1

12W　24　33　44　61　10

2　4．1　　　　53

13　12　52

4

7

　A2
466421　　　0．925　　　　888641

20H　　　2

20W　　24

35　　　　4

52　61　　9

4．2　　8，1　　　　　　53

2　　14　52

3 A2十B35
888886　　　　0．744　　　　888886 ●

5H一頭「匪］61391・79　　533
5W　　2　24　46　44　1　10　13　8．152　　　1

A26

888864　　　0．608　　　888888

14H　　24　31　35　55

14W　　3　24　44　54

4　　2　　9　　　　53

5　　13　14　52

3 A31

442111 1 888642

23H　　24　26　61　39　7

23W　ll　26　48　55　1

2　　9　　　　53　　1　　3

4．l　　l4　　52　　53　　3　　　4

A24

888842　　　0．786　　　888884

33H　　2　26　62　　　9
33W　　2　33　46　44　1

911525373
13　　8．1　　52　　　　　　　1 644444 888888

28H　　2　　　61　54　　1

28W　24　26　35　51

2　　9　　　　53　　1　　3

9　HR6　52　53　　7　　（3）

　A2
441111　　　0．761　　　441111

●

32H　　26　　　61　　　　　　　　9　　　　　　53　3

32W　11　24　60　62　4　10　9　11　52　53　3

A26

888888　　　　0．704　　　　888888

lH　　24　31　52　61　　　　　2　9

1W　ll　24　62　54　1　9　2　8」

53 3

422110 421110

30W　24　33　62　44　1 2　　13　52 1 888888　　　　0．925　　　　888664

●

29H　　26　3茎　55　　　　4　　9　4璽　9

29W　ll　26　35　51　9　　4．1　9

53　　3　　4

53　　3　　4

A31

888821　　　0．778　　　　888881

o



o 平成9年1月1日 斉藤　他 （87）87

Table　6　HLA　antigen　sharing　in　32　co叩1es　with　recurrent　spontaneous　abortion（RSA）and　l　83　healthy　couples

　　　　　　　　　　The　group　of　RSA（N＝32　couples）　　　　The　control　group（N＝183　couples）

No．　of　HLA　antigen　sharing　　　O 1 2 0 1 2 r

●

HLA　antigen

A
B

DR

10（31．3％）　　17（53」％）

22（68．8％）　　9（28．1％）

17（53．1％）　　豆1（34．4％）

5（15．6％）

1（3．1％）

4（12．5％）

73（39．9％）　　94（51．4qo）　　16（8．7％）

131（71．6％）　　50（27．390）　　　2（Ll％）

106（57．9％）　　71（38．8％）　　　6（3．3％）

N．S．

N．S．

N．S．

●

■

●

φ
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5．抗H〕へ抗体の特異性

　既知のHLAタイピングされたパネル細胞を用い

て抗HLA抗体の特異性について検討したところ
（Table　5），　LCT－T抗体産生者12例中10例（83．3％）

にHLA－A抗原に対する特異性が認められた．

6．反復流産症例群と健常対照群のHしA抗原共有数

　今回の対象とした反復流産症例の夫婦間のHLA－A，

B，DR抗原の共有率と健常対照群の男女における

HLA抗原共有率を比較したが，　HLA抗原共有数の間

に有意差は認められなかった（Table　6）．

考　　察

　習慣流産に対する夫リンパ球を用いた免疫療法は，

1981年にTaylorら2）やBeer　3）らが施行して以来，その

有効性が明らかなことから多くの施設において施行

されてきた．しかし，その作用機序にはいまだ不明

な点が多く，その解明は急務である．

　原因不明の習慣流産に対する免疫療法の成功率（妊

娠継続率）は，諸家の報告では71．4～86．7％4、6）であ

る．当科では32例の2回以ヒの反復流産症例に対し

て夫リンパ球を用いた免疫療法を施行し，24例の35

妊娠中28例が生児を得，その妊娠継続率は80％であ

った．これは，諸家の報告と同等であり，その有効

性が示唆された．ただし，免疫療法の適応にはさま

ざまな報告卜6）がなされ，当科では免疫療法開始当

初，患者の治療を熱望する心理的背景を考慮し，2回

以上の原因不明の反復流産症例に対して施行してい

た，しかし，免疫療法の作用機序が不明な点，2回連

続する流産歴を有する患者の3回目の妊娠継続率な

どを検討した結果，1994年以降は，初期流産を3回

以上連続して繰り返した原因不明の反復流産症例を

対象とすることに変更したが，今回の検討では2回

の反復流産症例も含めて検討した．

　夫リンパ球を用いた免疫療法による生体の反応，あ

るいは，免疫療法の効果判定法として，MLR（mixed

lymphocyte　reaction）やT細胞サブセット，　BEE（block－

ing　effect），遮断抗体，リンパ球細胞傷害試験（LCT），

NK活性，あるいは接種時の皮内反応など4・”一　7・9　一　12・15｝

が存在する．しかし，これまでの報告ではこれらの

検査結果と治療後の妊娠の転帰の関係が必ずしもパ

ラレルに推移しておらず，その解釈は困難である．し

かし，この免疫療法を行うことにより何らかのかた

ちで免疫系が修飾され妊娠が成立，維持されている

と考えられる．

　今回，我々は夫リンパ球による免疫療法によって

産生されうる抗HLA抗体に着目し，まず，抗HLA抗

体と妊娠継続率について検討を行った．これまで，

抗HLA抗体の産生と妊娠の継続率に関する報告とし

て，抗HLA抗体の産生がみられた症例において次回

の妊娠継続率が上がるとする報告7・9），抗HLA抗体は

妊娠継続率に寄与しないとする報告4・8），抗HLA抗体

により妊娠継続率が低下する報告11・12）などがある．今

回の我々の検討では，この抗体の産生は妊娠継続率

に影響を与えなかった．

　つぎに，免疫療法を施行した夫婦間のHLA抗原の

共有数と抗HLA抗体産生の有無の関係について検討

した．Emma　L．　L．などの心臓，腎移植後の抗HLA抗

体の産生の検討では，抗HLA抗体の産生はHLA－DR

抗原の一致しない症例で有意に多く産生されるとい

う13）．しかし，HLA抗原共有数と抗HLA抗体の産生

に対する別の報告6・9・11）では，Kilpatrick　i　o）などの抗HLA

抗体産生とHLA－B8の関連に関する報告を除いて，

HLA抗原共有数と抗HLA抗体の産生の間に一定の相

関を認めなかった．今回の我々の検討において，LCT・・

TあるいはB抗体の産生の有無とHLA－DR抗原共有数

の関係に有意差は認めず，抗HLA抗体産生群では夫

婦間のHLA－B抗原共有数0（B抗原2mismatch）が有

意に多く認められた（p＝0．0127）．このことから，抗

HLA抗体の産生は，夫婦間のHLA抗原の共有度に影

響される可能性が示唆された．つまり，抗HLA抗体

の産生を検討することのみでは免疫療法の有効性の

指標とはなり得ないと思われた．

　抗HLA抗体の特異i生の検討では，　LCT－T抗体産生

者】2例中10例（83．3％）にHLA－A抗原に対する特異性

が認められた．また，HLA－B抗原の共有数が0の時，

産生されたLCT－T抗体の特異性がHLA－B抗原ではな

●
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く，A抗原に対するものであったことなどが明らかに

なった．これらのことから，同じクラス1抗原であ

りながらHLA－A抗原とB抗原では，　LCT－T抗体産生

における役割が異なることが示唆され，今後さらに

検討する必要がある．

　現在までに妊娠の継続に成功した28例の全例が分

娩を終えており，全例において出生時体重，Apgar

scoreなどに異常を認めなかった．今回の検討で，妊

娠継続率は80．0％であり，臨床予後に関しては良好な

成績であったが，免疫療法の作用機序を解明するた

めには，今後さらに症例を追加するとともに新たな

パラメーターの導入が必要であると思われた．
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　　　　　　　　　　　　　　　　Production　of　anti－HLA　antibedy

in　the　cases　of　recurrent　spontaneous　abortion　after　immunotherapy

●
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Ranko　Hirata　and　Hiroo　Maeda

●
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Saitama　Medical　Center，　Saitama　Medical　School，　Saitama　350，　Japan

■

　　Production　and　specificities　of　anti－HLA　antibodies　were　analyzed　in　32　patients　with　recurrent　sponta－

neous　abortion．　The　patients　were　immunized　with　their　husbandls　lymphocytes　and　serological　studies　were

carried　out　before　and　after　the　immunotherapy．

　　Anti－HLA　antibodies　were　positive　in　twelve　out　of　32　patients（37．5％）after　the　immunotherapy　and　28

0ut　of　35　pregnancies（80％）resulted　in　successful．　However，　there　was　no　statistical　correlation　between

the　presence　of　antibodies　and　the　fate　of　pregnancy．　Though　the　distinctive　pattern　of　HLA　sharing　was　not

found　in　these　couples，　anti－HLA　antibodies　were　solely　produced　ln　the　patients　who　has　no　common　HLA－

Blocus　antigens　with　their　husbands．　From　analysis　of　anti－HLA　antibody　specificity，100ut　of　l　2　anti－HLA

antibodies　were　directed　against　HLA－A　locus　antigens．

　　These　results　suggest　that　the　production　of　anti－HLA　antibodies　may　reflect　the　HLA　sharing　between

wives　and　husbands　and　the　antibodies　may　not　be　a　good　indicator　for　the　successful　course　of　imrnunotherapy．

Key　words：recurrent　sponataneous　abortion，　immunotherapy，　Iymphocyte　cytotoxicity　test（LCT），　HLA　typing
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　　　　　　PROLACTIN　AND　THYROID　STIMULATING
　　　　　　　　　　　　　　　　　　HORMONE　SECRETION

IN　WOMEN　WITH　HYPOTHALAMIC　AMENORRHEA
AND　WOMEN　WITH　POLYCYSTIC　OVARY　SYNDROME

●

Takako　KATO，　Katsuyoshi　SEKI　and　Souei　SEKIYA

　　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Chiba　University　School　of　Medicine，　Chiba　260，　Japan ●

Abstract：Dopamine（DA）exerts　an　inhibitory　influence　on　both　prolactin（PRL）and　thyroid　stimulating

hormone（TSH）secretion，　Women　with　hypothalamic　amenorrhea（HA）may　have　increased　central

DA　activity，　while　women　wlth　polycystic　ovary　syndrome（PCOS）may　have　decreased　central　DA

activity．　The　regulation　of　PRL　and　TSH　secretion　may，　therefore，　be　altered　in　these　patients．

　We　evaluated　PRL　and　TSH　secretion　in　l4women　with　HA　and　l3normoprolactinemic　women

with　PCOS。　Ten　normal　women　in　the　early　follicular　phase　served　as　controls，　The　mean　basal　free

T4（fT4），　free　T3（fT3）and　TSHconcentrations　were　significantly　lower　in　HA　than　in　normal　women．

The　mean　basal　PRL　concentration　was　not　significantly　different　between　the　2　groups．　PRL　and　TSH

responses　to　the　combined　administraIion　of　TSH　releasing　hormone（TRH）500μgand　gonadotropin

releasing　hormone（GnRH）100μgwere　significantly　lower　in　HA　than　in　normal　women．　The　low

basal　TSH　concentration，　and　reduced　PRL　and　TSH　responses　to　TRH／GnRH　in　HA　are　compatible

with　the　presumably　increased　central　DA　activity．　The　mean　basal　fT4　and　fT3，　TSH　and　PRL　con－

centrations，　PRL　and　TSH　responses　to　TRHIGnRH　were　not　significantly　different　between　PCOS

and　normal　women．

　Thus，　PRL　and　TSH　secretion　do　not　seem　to　be　altered　in　the　women　with　PCOS，　and　central　DA

activity　may　not　be　decreased　in　all　patients　with　PCOS．

Key　words：prolactin，　thyroid　stimulating　hormone，　hypothalamic　amenorrhea，　polycystic　ovary

　　　　　　　　　syndrome

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　Steril．，42（1），90－95，1997）
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Introduction

　Dopamine（DA）exerts　an　inhibitory　influence　on

both　prolactin（PRL）and　thyroid　stimulating　hor－

mone（TSH）secretion卜3）．　Women　with　hypothal－

amic　amenorrhea（HA）may　have　increased　dopamin－

ergic　activity　4～6）．　Decreased　basal　levels　of　PRL

and　diminished　PRL　and　TSH　responses　to　a

dopamine（DA）antagonist，　metoclopramide，　were

found　in　patients　with　hypothalamic　amenorrhea．

Blunted　PRL　responses　to　TRH　were　also　observed

in　women　with　functional　HA7），　and　therefore，　PRL

secretion　may　be　decreased　in　these　patients．　How一

ever，　basal　TSH　levels　and　TSH　responses　to　TRH

were　normal　though　free　T4（fT4）and　free　T3（fr3）

levels　were　low．　Thus，　regulation　of　TSH　secretion

in　patients　with　HA　still　remains　to　be　studied．

　　There　is　a　report　that　suggests　a　decreased

dopaminergic　inhibition　of　LH　secretion　in　women

with　polycystic　ovary　syndrome（PCOS）8）．　Although

this　hypothesis　has　yet　to　be　establishied，　exagger－

ated　PRL　responses　to　TRH　have　been　reported　in

patients　with　PCOS9）．　Therefore，　regulation　of　TSH

secretion　may　also　be　altered　in　such　patients．　In　the

present　study，　we　evaluated　basal　PRL　and　TSH　lev－

els　and　PRL　and　TSH　responses　to　TSH　releasing
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hormone（TRH）in　two　groups　of　amenorrheic

women，　one　with　HA　and　the　other　with　PCOS．

Materials　and　Methods

　　With　institutional　review　approva1，14consecu－

tive　patients　with　HA　were　studied．　The　criteria　used

to　select　women　with　HA　were　1）secondary　amen－

orrhea；2）normal　age　of　menarche　and　development

of　secondary　sexual　characteristics；3）psychological

problems；4）low　or　normal　basal　levels　of　pituitary

and　ovarian　hormones；5）on　no　medications，6）no

strenuous　exercise．　The　diagnosis　of　HA　was　estab－

lished　by　excluding　organic　causes　of　amenorrhoea

including　hyperprolactinaemia，　thyroid　and　adren－

al　disease，　premature　ovarian　failure　and　hyperan－

drogenism．　In　100f　the　l4patients　with　HA，　possi－

ble　precipitating　factors（family　problems，　problems

related　to　boy　friends　or　marriage，　and　living　in　the

dormitory）fbr　the　psychological　problems　were　iden－

tified．　None　of　them　were　likely　to　cause　specific

changes　in　TSH　and　PRL　secretion．　In　the　other　4

patients　with　HA，　the　precipitating　factor　was　un－

known．　Thirteen　secondary　amenorrheic　patients

with　PCOS　were　also　studied．　The　diagnosis　of

PCOS　was　based　on　the　criteria　proposed　by　Yen；

clinical　or　laboratory　evidence　of　hyperandrogenism，

oligo　or　amenorrhea，　elevated　luteinizing　hormone

（LH）／follicle　stimulating　hormone（FSH）ratio　and

no　evidence　of　late　onset　congenital　adrenal　hyper－

plasialo），　None　of　the　patients　with　PCOS　had　or－

ganic　causes　of　amenorrhea，　including　hyperpro－

lactinemia，　thyroid　and　adrenal　disease，　and

premature　ovarian　failure．　None　of　the　subjects　had

goiters　or　a　family　history　of　autoimmune　thyroid

disease．　Ten　normal　women　served　as　controls．　The

normal　women　had　documented　menstrual　cycle

lengths　of　27～31days　and　were　studied　in　the　early

follicular　phase（days　2～5）of　their　cycles。　None

of　the　subjects　was　taking　any　medication　at　the　time

of　studies．

　　After　an　overnight　fast，　starting　at　9：00～10：00

h，each　received　sOO　，u　g　TRH　and　IOOIi　g　gonado－

tropin　releasing　hormone（GnRH）as　an　iv　bolus　dose

after　two　baseline　samples　had　been　obtained；addi－

tional　blood　samples　were　obtained　30，60　and　120

min　after　TRHIGnRH　administration。　The　serum

（91）91

sample　was　stored　at－20　C　until　assay．

　　Serum　FSH，　LH，　TSH　and　PRL　were　measured

by　immunoradiometric　assay　using　kits　obtained

from　Nichols　Institute（San　Juan　Capistrano，　CA，

USA）．　The　sensitivity　was　O．21U／l　in　the　FSH　assay，

0．11U／l　in　the　LH　assay，0．04　mlU／l　in　the　TSH

assay，　and　O、2μg／1　in　the　PRL　assay．　Serum　estrone

was　determined　by　radioimmunoassay　using　kits　ob－

tained　from　Diagnosticts　Biochem　Canada（London，

Ontario，　Canada）．　Serum　estradiol（E2），　total　testos－

terone（T），　androstenedione（A），　free　T4（fT4）and

free　T3（fT3）were　determined　by　radioimmunoas－

say　uslng　kits　obtained　from　Diagnostic　Products

Corporation（Los　Angeles，　CA）．　The　sensitivity　was

90pmol／l　in　the　El　assay，5pmol／l　in　the　E2　assay，

0．3nmol／l　in　the　T　assay，330　pmol／l　in　the　A　assay，

0．2pmol／l　in　the　fT4　assay，　and　O．3　pmol／l　in　the　fT3

assay．　Serum　sex　hormone　binding　globulin（SHBG）

was　measured　by　immunoradiometric　assay　using

kids　obtained　from　Famos　Diagnostica（Oulunsalo，

Finland）．　The　sensitivity　was　6．25　nmol／l．　The　with－

in－and　between－assay　coefficients　of　variation　were

less　than　10％in　each　assay．　FSH，　LH，　TSH　and　PRL

were　determined　in　all　samples，　and　El，E2，　T，　A，

SHBG，　fT4　and　fT30n　baseline　samples　only．　For

all　hormones　measured，　all　samples　for　a　single　sub－

ject　were　analyzed　in　duplicate　in　the　same　assay．

Mean　basal　concentrations　were　obtained　by　aver－

aging　two　baseline　samples　collected　prior　to　the

combined　administration　of　TRHIGnRH．　Statistical

analyses　were　performed　using　analysis　of　variance，

P＜0．05was　taken　to　indicate　statistical　signifi－

cance．

Results

Wo〃zen｝v」ith、HA

　　The　mean　percent　ideal　body　weight（IBW）was

significantly（p＜O．Ol）lower　in　HA　than　in　normal

women（Table　l）．　The　mean　basal　E2（p＜0．05），　fT4

（p〈0．05），fT3（p＜0．05），　FSH（p＜0．05）and　TSH

（p＜0．01）concentrations　were　significantly　lower

in　HA　than　in　normal　women，　while　the　mean　basal

EI，T，　A，　SHBG，　LH　and　PRL　were　not　significanI－

ly　different　between　HA　and　normal　women．　The

LH　response　to　TRHIGnRH　was　not　significantly

different　in　HA　and　normal　women（Fig．1）．　Al一
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Table　I CIinical　and　basal　hormone　data　in　normal　women　during　the　eariy　follicular　phase（n＝10），　women　with

hypothalamic　amenorrhea（HA）（n＝14）and　women　with　polycystic　ovary　syndrome（PCOS）（n＝13）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Normal　Women　　　　HA　　　　　　　PCOS

Age（ys）

Wt（％of　IBW）

Estrone（pmol／l）

Estradiol（pmol／l）

Testosterone（nmol／l）

Androstenedione（nmol／l）

SHBG（nmol／l）

free　T4（pmol／l）

free　T3（pmol／l）

LH（U／1）

FSH（U／l）

PRL（，u　g／1）

TSH（mU／l）

27．1±35

102．5±62

157．5±365

87．3±19．l

　　L5±0．5

　6，0±2．2

64．8±21．5

　19．3±2．8

　6．2±L4

　3．1±0、7

　5．8±0．9

　6．6±2．O

　　l．4±0．3

26．5±4．1

94．8±4．lb

178．8±47．0

655±9．3a

　　L5±0．7

　7．1±2。1

63．0±29」

　15．3±4．2a

　5．0±1．1a

　3．3±L5

　3．8±0．8a

　4．6±2。2

　0．3±0．2b

　28．8±3．6

108．3±8．7a・d

260．3±89．8b・d

146．9±3Lgb・d

　　3．0±0．9b・d

　I3．6±4．5　b・d

　29．0±17．2b・d

　l8．8±4．3c

　　5．9±L2

　13．8±6．7b・d

　　4．7±2．1

　　8．3±3．4

　　L6±0．8

●

■

Values　are　the　Mean±S．D．　IBW，　ideal　body　weight．

ap＜O．05，　b　p＜O．01　vs．　normal　women．

cp＜O．05，dp＜0．Olvs．HA．

Table　2　Maximal　net　increases　in　LH，　FSH，TSH　and　PRL　after　TRHIGnRH　administration　in　normal　women（n＝

　　　　　　　IO），　women　with　hypothalamic　amenorrhea（HA）（n＝14）and　women　with　polycystic　ovary　syndrome

　　　　　　　（PCOS）（m＝13）

●

Normal　Women HA
LH（U／l）

FSH（U／t）

PRL（μg／l）

TSH（mU／1）

PCOS
8。3±3．0

3．2±L2

53．7±ll5

17．2±4．9

】8．8±10．9

　5．2±2．3a

30．7±14」a

　7、3±3。4b

65．5±27．5b・c

　5．1±2．Oa

61．5±29．3c

16．4±6．6c ●

Values　are　the　Mean±SD．

ap〈0．05，bp〈0．01　vs．　normal　women．

Cp〈0．Olvs．HA。

though　the　FSH　response　in　HA　was　not　significantly

different　from　that　in　normal　women，　the　maximal

net　increase　of　FSH　was　significantly（p＜0．05）

greater　in　HA　than　in　normal　women（Table　2）．The

TSH　and　PRL　responses　were　significandy（p〈

0．OI）10wer　in　HA　than　in　normal　women（Fig．1），

and　the　maximal　net　increases　ofTSH（p＜0．Ol）

and　PRL（p〈0．05）were　significantly　decreased

（Table　2）．

Wo〃len　with　PCOS

　　The　mean　percent　IBW　was　significantly（p＜

0．05）greater　in　PCOS　than　in　normal　women（Table

l）．The　mean　basal　E1，E2，　T，　A　and　LH　concentra－

tions　were　significantly（p〈0．ODhigher，　and　the

mean　basai　SHBG　was　significantly（p＜0．01）10wer

in　PCOS　than　in　normal　women（Table　l）．　The　mean

basal　rT4，　fT3，　FSH，　TSH　and　PRL　concentrations

were　not　significantly　different　ill　PCOS　and　nor－

mal　women．　The　LH　response　to　TRHIGnRH　was

significantly（p〈0．Ol）increased　in　PCOS　than　in

normal　women（Fig．　D，　and　the　maximal　net　increase

of　LH　was　significantly（p＜O．ODincreased　com－

pared　to　norma］　women（Table　2）．　Although　the　FSH

response　in　PCOS　was　not　significantly　different

from　that　in　normal　women（Fig．1），　the　maximal　net

increase　of　FSH　was　significantly（p＜0．05）in－

creased（Table　2）．　The　TSH　and　PRL　responses　were

not　significantly　different　between　PCOS　and　nor－

mal　women．

■

●

■
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Fig．1　Mean（±S．E．）serum　TSH，　PRL，　LH　and　FSH　levels　in　normal　women（n＝10）（open　circle），　women　with

　　　　　　hypothalamic　amenorrhea（n＝14）（triangle）and　women　with　polycystic　ovary　syndrome（n＝13）（solid

　　　　　　circ】e）before　and　after　the　administration　of　TRH／GnRH．＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．　normal　women，

■

●

Discussion

　　In　women　with　HA，　the　mean　basal　E2　and　go－

nadotropin　levels　were　low　or　normal，　and　the　go－

nadotropin　responses　to　TRHIGnRH　were　normal

or　slightly　increased．　These　findings　are　in　general

agreement　with　the　results　of　other　reported　stud－

ies4、7・lD．　The　net　increase　of　FSH　after　LHRH　was

greater　in　the　patients　with　HA　than　in　normal

women．　An　increased　pituitary　FSH　capacity　was

also　observed　in　patients　with　hypothalamic　chron－

ic　anovulation　by　Lachelin　and　Yen】1）．　They　con－

tended　that　it　may　be　explained　by　the　somewhat

lower　E2／T　ratio　in　these　patients．　The　reduced　PRL

response　is　also　in　keeping　with　the　results　of　Berga

et　al．7），　and　may　be，　in　part　accounted　for　by　the　low

estrogen　level　in　the　patients　with　HA．　Furthe㎜ore，

fT3　and　fT4　levels　were　low　in　HA．　Hypothyroidism

may　be　associated　with　weight　loss．　Although　HA

patients　were　thinner　than　normal　women，　they

ranged　between　90％and　100％of　their　ideal　body

weight．　Thus，　the　low　thyroid　hormones　are　not　like－

ly　to　be　due　to　the　slighily　low　body　weight　in　the

patients　with　HA．　Basal　TSH　levels　and　TSH　re－

sponses　were　low　in　the　patients　with　HA　in　the　pre－

sent　study．　However，　basal　TSH　levels　and　TSH　re－

sponses　to　TRH　in　HA　were　reported　to　be　normal

by　others7・11）．　Although　the　reason　for　the　discrep－

ancy　between　the　results　of　others　and　ours　is　not

entirely　clear，　it　may　be，　in　part，　due　to　the　differ－

ent　TSH　assays　used．　Basal　TSH　levels　were　unde－

tectable　even　in　some　normal　women　by　conven－

tional　radioimmunoassays　for　TSH，　while　the

immunoradiometric　assay　for　TSH　used　in　the　pre－

sent　study　is　sensitive　enough　to　measure　serum

TSH　in　normal　women．　TSH　secretion　may　have

■
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been　reduced　in　the　patients　with　HA　studied　pre－

viously，　since　their　thyroid　hormones　were　report－

ed　to　be　low7）．　Serum　E21evels　were　low　in　our　HA

patients，　while　E21evels　in　the　HA　patients　studied

by　Berga　et　a17）．　were　not　significantly　different

from　those　in　normal　women　during　the　early　fo1－

licular　phase．　The　degree　of　hypothalamic－pituitary－

ovarian　impairment　may　be　more　severe　in　our　HA

patients　compared　to　those　previously　studied，　and

the　hypothalamic－pituitary－・thyroid　function　may

also　be　more　compromised　in　our　HA　patients．　Con－

sequently，　the　different　basal　TSH　level　and　TSH

response　to　TRH　may　be　accounted　for　by　the　dif－

ferent　degree　in　the　impairment　of　hypothalamic－

pituitary－thyroid　function．

　　Aproportion　of　patients　with　functioml　amen－

orrhea　seems　to　have　increased　central　DA　activi－

ty4、6）．　Diminished　PRL　and　TSH　responses　to　DA

receptor　blockade　have　been　found　in　these　pa－

tients6）．　Furthermore，　doses　of　DA　considered　phys－

iological　inhibit　PRL　and　TSH　secretion　and　larg－

er　doses　inhibit　their　responses　to　a　DA　antagonist，

metoclopramide（MCP），　in　normal　womeni2〕．　Thus，

low　TSH　levels　and　diminished　PRL　and　TSH　re－

sponses　to　TRHIGnRH　observed　in　our　patients　are

compatible　with　their　presumably　increased　central

DA　activity．

　　Recently，　patients　with　HA　were　treated　with

acetyl－1－carnitine　that　has　a　specific　effect　on　cen－

tral　cholinergic，　serotonergic，　dopaminergic　and　opi－

oid　systems，　and　it　was　effective　in　some　patients

with　HA13）．　Thus，　further　understanding　neuroen－

docrine　aberrations　in　patients　with　HA　may　help　to

develop　a　definite　therapeutic　strategy　for　this　dis－

ease．

　　In　patients　with　PCOS，　basal　El，E2，　T，　A　and　LH

levels，　and　LH　responses　to　TRHIGnRH　were　in－

creased　compared　to　the　normal　women　in　early　fol－

licular　phase．　Serum　SHBG　levels　were　decreased，

while　serum　FSH　levels　and　FSH　responses　were

normaL　Thus，　they　showed　hormonal　changes　com－

patible　with　PCOSlo）．　The　net　increase　of　FSH　after

GnRH　was　greater　in　the　patients　with　PCOS　than

in　normal　women．　This　is　in　agreement　with　the　re－

sult　of　Rebar　et　aLl4），　and　the　pituitary　FSH　capac－

ity　seems　to　be　increased　in　PCOS．　In　PCOS，　basa1

H本不妊会誌42巻1号

PRL，　TSH，　fT4　and　fT31evels，　and　PRL　and　TSH　re－

sponses　to　TRHIGnRH　were　normaL　Thus，　PRL　and

TSH　secretion　are　not　l量kely　to　be　ahered　in　women

with　PCOS．

　　Although　TSH　secretion　in　PCOS　has　not　previ－

ously　been　studied　by　others，　increased　PRL　re－

sponses　to　TRH　were　found　in　normoprolactinemic

women　with　PCOS　by　Falashi　et　aL9）．　The　reason

for　the　discrepancy　between　the　results　of　Falashi　et

aL9）and　ours　is　unclear．　They　found　normal　E2　and

increased　El　levels　in　their　patients　with　PCOS，　and

contended　that　augmented　estrogen　production　in

PCOS　could　sensitize　the　pituitary　lactotroph　to　over－

respond　to　secretagogue　agents．　E【and　E21evels

were　increased　in　PCOS　compared　to　the　normal

women　in　the　present　study．　Thus，　the　different　PRL

responses　to　TRH　in　PCOS　studied　by　Falashi　et　a1．9）

and　us　cannot　be　accounted　for　by　the　different　es－

trogen　production．

　　The　basal　ievels　of　PRL　and　TSH，and　their　re－

sponses　to　TRH　were　normal　in　the　patients　with

PCOS，　and　evidence　for　the　decreased　central　DA

activity　was　not　obtained　in　the　present　study．　This

is　not　in　keeping　with　the　contention　of　Cumming

et　aL8）that　endogenous　dopaminergic　inhibition　of

LH　secretion　is　decreased　in　PCOS．　The　discrepan－

cy　between　the　results　of　Cumming　et　a1．8）and　ours

is　not　clear．　Vetr　et　aL　reported　that　PCOS　patients

could　be　classified　into　2　groups　in　terms　of　the　PRL

responsiveness　to　a　DA　antagonist，　MCP15｝，　The

maximum　PRL　value　after　MCP　was　significantly

higher　in　the　group　l　patients　with　PCOS　than　in　the

group　2　patients．　Thus，　it　may　be　that　central　DA　ac－

tivity　is　not　decreased　in　all　patients　with　PCOS．
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● 視床下部性無月経および多嚢胞性卵巣症候群婦人における

　　　　プロラクチンおよび甲状腺刺激ホルモン分泌

o

■

千葉大学医学部産科婦人科学教室

嘉藤貴子，関　克義，関谷宗英

　ドパミン（DA）はプロラクチン（PRL）および甲状腺刺激ホルモン（TSH）の分泌に抑制的に作用する．中枢のドパ

ミン活性は視床下部性無月経（HA）の婦人において充進し，一方，多嚢胞性卵巣症候群（PCOS）の婦人で低下し

ていることが想定される．したがって，これらの患者においてPRLおよびTSHの分泌調節が変化している可能

性がある．

　我々は14名のHAおよび13名の血中PRLが正常のPCOS患者のPRLおよびTSH分泌について検討した．10名

の卵胞期初期の正常婦人をコントロールとして採用した．HA患者のfree　T4（fT4），free　T3（fT3）およびTSHの平

均値は正常婦人と比較して有意に低かった．PRLは両群で有意差はなかった．　HA患者のTSH放出ホルモン（TRH）

500μgおよびゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH）100μgに対するPRLおよびTSHの反応は正常婦人と比較して

有意に低かった．HA患者におけるTSHの基礎値の低下およびGnRHITRHに対するPRLおよびTSHの反応の低

下は充進していると考えられる中枢性DA活性と合致する．　fr4，　fT3，　TSHおよびPRLの基礎値，　TRH／GnRHに

対するTSHおよびPRLの反応はPCOS患者と正常婦人と同様であった．

　したがって，PRLおよびTSH分泌は今回検討したPCOS患者で変化していないと考えられ，中枢性DA活性は

必ずしもすべてのPCOS患者で低下しているわけではないようである．

キーワード：プロラクチン，甲状腺刺激ホルモン，視床下部性無月経，多嚢胞性卵巣症候群
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　先天性精管部分欠損と思われた精管通過障害の3例を報告する．

　精巣上体での閉塞が疑われた閉塞性無精子症に対して，顕微鏡下精巣上体精管吻合術を予定し，精管

精嚢造影を施行したところ，精管が鼠径部から後腹膜部で途絶していたため，精路の再建を断念した．い

ずれも陰嚢内精管は認められ，骨盤内精管の先天性部分欠損と思われた．このうち1例は精巣上体回収

精子による卵細胞質内精子注入法（ICSI）で正常児を得ており，残りの2例にも同様の治療を行っている．

キーワード：顕微鏡下精巣上体精管吻合術，精管の部分的欠如，精巣上体精子回収，卵細胞質内精子注

　　　　　　入法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn．　J．　FertiL　SteriL，42（1），96－99，1997）

●

●

緒　　言

　近年の男性不妊症の治療は格段の進歩を遂げてお

り，精巣や精巣上体からの回収精子による顕微授精

では多くの妊娠出産例が報告されている．しかしな

がら，精巣上体や精管が閉塞している閉塞性無精子

症に対する再建術も，顕微鏡手術の導入により良好

な成績が報告され，再建可能であれば，まずは精路

再建術を試みて自然妊娠を期待すべきだと思われる．

今回我々は，精巣上体での閉塞が疑われ顕微鏡下精

巣上体精管吻合術を予定のうえ精管精嚢造影を施行

したところ，精管通過障害が判明し精路再建を断念

した3例を経験したので報告する．なお症例1につ

いてはすでに第39回日本不妊学会総会（1994年，富

山市）において発表した．

症　　例

症例1：31歳，男性

　既往歴：特記すべき事項なし

　現病歴：■Il月30日，4年間の不妊を主訴に

当科を受診した．

　現症：両側精巣上体に硬結などなく，精巣容量は

左20ml右24　mlであった．陰嚢内精管は左右とも触

知できた．

　精液所見：精液量1．2ml，無精子，　pH　6．2であっ

た．

　内分泌学的検査：FSH　7．0　mlU／ml（正常値1．8～

13．6），LH　4．2　mlU／ml（正常値Ll～8．8），　PRL　5．7　ng／ml

（正常値15～9．7），testosterone　458　ng／dl（正常値250～

1100），estradiol　l4P9／ml（正常値20～59），染色体は

46XYであった．

　臨床経過：射精管閉塞を疑い■1月25日経直

●
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腸的超音波検査（TRUS）および右精巣生検を施行し

た．前立腺にはmidline　prostatic　cystを認めず，射精管

は右のみ描出され，右精嚢はやや小さく，左精嚢は

描出できなかった（図1）．精巣生検ではJehnsen’s・mean

score　9．2と正常造精機i能であった．以上より，左精嚢

欠損・右精巣上体での閉塞を疑って，右精巣上体精

管吻合術を予定し両側精管精嚢造影を施行した．両

側精管を精巣上体寄りで切断したが，その切断端に

精子は認められなかった．左精管精嚢造影では，精

管は後腹膜部で途絶し精嚢は造影されなかった．右

精管は細く24G針が挿入困難，造影不f分だが発育

が乏しい精管精嚢が描出された（図2）．よって，右精

巣上体精管吻合術も断念した．精巣上体回収精子に

よる顕微授精に備え，精巣上体には手をつけなかっ

た．他院において，精巣上体または精巣からの回収

精予により卵細胞質内精r一注入法（ICSI）の予定であ

る．

症例2：27歳，男性

　既往歴：特記すべき事項なし

　現病歴：■6月6日，1年6か月間の不妊を主

訴に当科を受診した．

　現症：両側精巣L体に硬結などなく，精巣容量は

左右とも14m1であった．陰嚢内精管は左右とも触知

できた．

図1　症例1経直腸的超音波検査所見
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　精液所見；精液量2．O　ml，無精子，　pH　7．2であっ

た．

　内分泌学的検査：FSH　43　mlU／ml，　LH　22　mlU／ml，

PRL　3．2　ng／ml，　testosterone　503　ng〆dl，　estradiol　40　pg／tml，

染色体は46XYであった．

　臨床経過：無精子症の検索のために1994年6月

10日TRUSおよび右精巣生検を施行した．前立腺・

精嚢にはとくに異常は認められず，精巣生検では

Johnsen’s　mean　score　8．3と軽度の造精機能低下であっ

た．以上より，両側精巣上体での閉塞を疑って，精

巣上体精管吻合術予定し精管精嚢造影を施行したt

両側精管を精巣上体寄りで切断したところ，両側と

もその切断端に運動性のない精子が多数認められた．

精管精嚢造影では，両側とも精管は鼠径部から後腹

膜部で途絶し精嚢は造影されなかった（図3）ので，

精巣上体精管吻合術は断念した．他院において，精

巣上体回収精子によるICSIで1995年10月，2628　gの

女児が得られた．

症例3：33歳，男性

　既往歴：25歳時に精巣上体炎

　現病歴：■1月19口，1年6か月間の不妊を

主訴に当科を受診した．

図2　症例1　精管精嚢造影像

図3　症例2　精管精嚢造影像
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図4　症例3　精管精嚢造影像

精管通過障害の3例
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　現症：両側精巣上体に硬結などなく，精巣容量は

左右とも12・mlであった．陰嚢内精管は左右とも触知

できた．

　精液所見：精液量4．8・ml，無精子，　pH　8．0であった．

　内分泌学的検査：FSH　65　mIU／ml，　LH　1．4　mlU／ml，

PRL　5．7　ng／ml，　testosterone　612　ng／dl，　estradiol　29　pg／

ml，染色体は46XYであった．

　臨床経過：無精子症の検索のために1996年1月24

日TRUSおよび右精巣生検を施行した．前立腺・精

嚢にはとくに異常は認められず，精巣生検では
Johnsen’s　mean　score　8．4と軽度の造精機i能低下であっ

た，以上より，両側精巣上体での閉塞を疑って，精

巣上体精管吻合術予定し精管精嚢造影を施行した．

両側精管を精巣上体寄りで切断したところ，右側に

はその切断端に運動性のない精子が認められたが，左

側には認められなかった．精管精嚢造影では，両側

とも精管は鼠径部で途絶し精嚢は造影されなかった

（図4）ので，精巣上体精管吻合術は断念した．他院に

おいて，右精巣上体からの回収精子によりICSI施行

中である．

考　　察

　長崎大学医学部泌尿器科では，1990年10月より精

巣上体における閉塞性無精子症に対して，松田ら1）の

方法に準じ顕微鏡下精巣上体精管側端吻合術を施行

している．その際，鼠径ヘルニア根治術等の既往が

ないことを確認後，術前検査としてはまず陰嚢内容

の触診で，精巣容量測定と精巣上体の硬結や精管の

有無などを，直腸診で場合によっては精嚢の拡張の

有無を触知する．とくに，造精能に関しては内分泌

学的検査と精巣生検を，精路に関しては経直腸的超

音波検査（TRUS）により射精管閉塞などの診断が可能

で，精管精嚢造影は施行していない．というのは，

医原性の精管閉塞を来す恐れがあるからで，当科で

日本不妊会誌　42巻1号

も他院からの紹介例に穿刺部精管の閉塞を経験して

いる．精管精嚢造影は，顕微鏡下精巣上体精管吻合

術の際に，精巣上体寄りで精管を切断した後に行っ

ており，今回の3症例において，術前に精管通過障

害の診断はできなかった．

　精管精嚢造影において，精管通過障害と診断され

た場合は，精管の欠如か閉塞が考えられ，いずれで

あるかは試験手術によらなければ確認できない．今

回の3症例は鼠径ヘルニア根治術などの既往がない

ことより，後天性の精管閉塞は考えにくかったが，

病因や精管精管吻合による精路再建の可能性を考え

る上でも，せめて鼠径部までは精管の手術的検索を

すべきだったと反省される。

　精管の先天的欠如は，発生学的見地からWolff管系

の欠如であるから，精巣上体以下の全臓器すなわち

精管，精管膨大部，精嚢，射精管の全欠如を意味す

る2）といわれていた．ところが，TRUSやCTスキャン

が，精嚢の画像診断を容易にした現在では，触診上，

精管欠損と診断された症例にも，TRUSでしばしば精

嚢が認められるとの報告3）やTRUSで精嚢欠損と診断

された約半数に，触診で陰嚢内精管が認められたと

の報告4）がある．

　今回の我々の症例1は，左精管の一部分，精嚢，

射精管欠如と右精管，精嚢発育不全，症例2，3は，

両側精管の部分欠如，精嚢は正常と思われた．先天

性精管欠損の場合にはその尾側端より膨出，発生す

る精嚢の存在は理論的にはありえず，臨床的に精管

欠損例に精嚢が認められた症例があるとすれば，精

嚢の発生後何らかの障害因子により，一旦発生した

精管が萎縮，消失したものと考えざるをえない2）とい

われている．酒徳ら5）は，精管の部分的欠如につい

て，精索部および鼠径部を欠如し，骨盤部のみ存在

する「外型欠如」と，精索部に精管の存在が確認さ

れるが骨盤部を欠如する「内型欠如」の2型に分類

した．我々の3症例は「内型欠如」と思われた．

　またWolff管由来の精管が先天的に欠損すれば，同

じWolff管より発生する尿管芽由来の尿管ひいては腎

の先天異常を合併しやすい．今回の3症例は，腎孟

造影などにおいて尿路の異常は指摘できなかった．

　治療に関しては，精路再建不可能と思われる閉塞

性無精子症に対し，現在主に3通りの治療法が施行

されている．1）人工精液瘤造設術，2）精巣上体ある

いは精巣内精子回収法，3）精巣上体開窓術6）と，い

ずれも精子を採取するための手段であり，顕微授精

まで含めた人工授精が必要となる．

　今回の症例2は，精巣上体回収精子による卵細胞

●
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質内精子注入法（ICSI）で正常児を得ており，残りの

2例にも同様の治療を行っている．治療法の選択理由

は，人工精液瘤は顕微授精ではなかったとはいえ，

成績が非常に悪く7），精巣上体開窓術は，本邦でも平

井ら8）が試みているが，精子採取法も含めて技術的に

まだ確立されていないと思われたからである，今後，

精巣上体開窓術の改良も含め，より確実で，くり返

しが可能な精子回収法が待ち望まれる．
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o Three　cases　of　vas　deferens　obstruction　which　seemed

　to　be　congenital　partial　ap夏asia　of　the　vas　deferens

Jiro　Eguchi，　Koichiro　Nomata，　Tsukasa　Igawa，　Naoki　Nishimura

　　　　　Takeshi　Hirose，　Hiroshi　Kanetake　and　Yutaka　Saito
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　　　　　　　　　　　　　　Department　of　Urology

Nagasaki　University　School　of　Medicine，　Nagasaki　852，　Japan

　Three　cases　of　vas　deferens　obstruction　which　seemed　to　be　congenital　partial　aplasia　of　the　vas　deferens

are　reported．

　Microsurgical　epididymovasostomy　was　initially　planned　for　three　azoospermic　men　in　whom　blockade

at　the　epididymis　was　suspected．　However，　their　vasographies　during　operation　indicated　vas　deferens　ob－

struction　from　the　inguinal　portion　to　the　retroperitoneal　portion．　As　a　result　reconstruction　of　the　genital

duct　was　aborted　in　all　three．　Vas　deferens　in　the　scrotum　was　recognized　in　all　three，　and　congenital　aplasia

was　considered　in　only　the　pelvic　portion　of　the　vas　deferens．

　　Ahealthy　baby　was　born　to　one　of　the　three　after　intracytoPlasmic　sperm　injection（ICSI）with　epididy－

mal　sperm．　Likewise，　the　other　two　are　planning　to　undergo　similar　treatment．

Key　words：microsurgical　epididymovasostomy，　partial　aplasia　of　the　vas　deferens，　epididymal　sperm　col－

　　　　　　　　　lection，　intracytoplasmic　sperm　injection（ICSI）
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会場：（津市）三重県教育文化会館　5階大会議室

t．当院における卵細胞質内精子注入法の治療成績

　　　　　○浅田義正，岡村尚子，森脇崇之

　　　　　　北川武史，安藤智子，安藤寿夫

　　　　　　石原　豊，近藤育代，菅沼信彦

　　　　　　　　　　　　　　（名古屋大分院産婦）

　　　　　　山本雅憲　　　　　　　　　（同泌尿器）

　卵細胞質内精子注入法（ICSI）の臨床応用により，

男性不妊症の治療は大きく変わろうとしている．

　当院においても，1995年4月より，顕微授精法と

してはすべてICSIを適用している．そこで，この1

年間の当院におけるICSIの治療成績につき報告する．

射出精子を用いたICSI（n＝7g）では，受精率684％，

卵割率87．8％であった．そのうち，Swim－up法が可能

であった場合，その受精率は77．4％，卵割率は9L2％

であったが，十分な精子が得られず，Swim－・up法が不

可能であった場合では，受精率58．3％，卵割率89．2

％と受精率の低下が認められた．また，精巣上体精

子（n＝10），あるいは，精巣精子（n＝13）を用いた場

合には，それぞれ，受精率663％，70．4％，卵割率

872％，79．6％であった．

　ICSIにおいて，射出精子と精巣上体精子または精

巣精子の間に受精率の差は認められなかった．

2．IVF－ETにより妊娠し末期に腹腔内出血をきた

　　した2症例

　　　　○松下真弓，浅井光興，正橋鉄夫

　　　　　佐藤英子，平田正人，保條説彦

　　　　　岡本俊充，藪下廣光，鈴木正利

　　　　　野口昌良，中西正美　　（愛知医大産婦）

　IVF－ETにより妊娠し末期に腹腔内出血をきたした

2症例を経験した．

　症例1は妊娠36週に突然の下腹痛とショック症状

を呈し胎児仮死所見を認めたために帝王切開術を施

行した．800gの腹腔内出血があり左子宮動脈の破綻

が原因であった．症例2は妊娠37週に下腹痛と陣痛

発来を主訴に来院した．2日間経過観察したが分娩進

行せず，胎児仮死所見を認めたため帝王切開術を施

行した．800gの腹腔内出血があり右parametrium部に

出血点を認めた．2症例ともIVF－ET後の妊娠であり，

障害部位も採卵穿刺針の進路付近であり，そこが癒

着・綾痕化し脆弱化していたと考えられる．また症

例1は子宮内膜症と骨盤内炎症の既往も関係してい

ると考えられる．

　経腔採卵による早期合併症としては出血・感染な

どが報告されているが，妊娠時の合併症として本症

例のように腹腔内出血を起こす可能性が示唆された．

3．習慣流産夫婦におけるHLAの検討

　　　　○細川知俊，篠原雅美，馬島秀泰

　　　　　　　　　　　（慶磨大伊勢慶鷹病院産婦）

　習慣流産の原因はホルモン異常，子宮奇形など多

岐にわたるが，今回我々は，不育症患者夫婦のHLA

を検討し若干の知見を得たので報告する．

　1989年1月から1993年2月に慶慮義塾大学を受診

し，HLAを検査した651組の不育症夫婦を患者群と

した．対照は各抗原の陽性者数では第10回国際組織

適合性ワークショップで公認された日本人のHLA出

現頻度を用い，抗原共有数では第ll回国際組織適合

性ワークショップでのHLA共有率を用いた．

　いくつかのHLA出現頻度で患者群と対照群の問に

有意差が見られた．共有数についても患者群におい

てDQ抗原を2個以上共有しているものが対照群に比

し有意に多かった．

　あるHLAが流産と関連している可能性が示唆され，

また，HLAクラスil抗原の共有数が習慣流産と関連

している可能性が示唆された．

4．子宮内膜における着床環境とIL－8

　　　　0岡田喜親，朝比奈俊彦，後藤淳子

　　　　　小林隆夫，寺尾俊彦　　（浜松医大産婦）

　人工授精や体外受精では，精液は処理され精漿は

使用されない．しかし，精漿に頸管軟化作用がある

ことは経験的に知られている．またサイトカインで

あるIL－8には妊娠末期頸管熟化作用があることが最

近の知見により明らかとなっている．今回は精漿中

のIL－8の測定，および子宮内膜に対する作用につい

て検討した．

　人工授精および体外受精時に採取した精液より精

漿中のIL－8を測定した．またGn－RHaにて下垂体摘

出の状態としたマウスにIL－8を投与し，子宮内膜の

変化をみた．

　精漿中のIL－8は平均3，152　P9／mlと血清に比して有

意に高かった．IL－8を投与したマウスにおいては子
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宮内膜上皮下間質の浮腫状変化が著明であった．

　且一8は子宮内膜に対し着床期と類似した変化を引

き起こすことが判明した．また精漿中にも大量に存

在し，着床期の子宮内膜に何らかの影響を及ぼして

いる可能性が示唆された．

5．HSG卵管閉塞例の1考察

　　　　○塚田和彦，岡本雅嗣，強口芳明

　　　　　服部政博，古川雄一

　　　　　　　　　　　　　（静岡赤十字病院産婦）

　子宮卵管像影は，卵管の疎通性を知るうえで，不

可欠な検査であるが，その診断には限界があるとい

われている．

　今回我々は，従来の子宮卵管像影にて卵管閉塞と

診断されたにもかかわらず，自然妊娠に至った症例

を経験し，卵管閉塞症例の取り扱いにつき考察した．

　症例は両側卵管閉塞を診断されたが，子宮卵管像

影施行2周期後に白然妊娠に至った症例と，片側の卵

管閉塞で閉塞側の子宮外妊娠をきたした症例であっ

た．近年試みられている選択的卵管造影では，これ

らの機能的卵管閉塞の疎通性が多く確認されている，

今回の反省をもとに，従来の子宮卵管像影にて閉塞

が認められた場合の対応について，検討を行った，

6．Kallmann症候群患者のゴナドトロピン療法

　　　　○今井篤志，堀部進次，高木敦志

　　　　　玉舎輝彦　　　　　　　　（岐阜大産婦）

　Kallmann症候群は，ゴナドトロピンの欠損にとも

なう性腺機能低下と嗅覚異常をともなう．その病態

は胎生期において，ゴナドトロピン放出因子（GnRH）

産生細胞が視床下部へ遊走できなかったためと考え

られている．治療にはGnRHあるいはゴナドトロピン

が用いられているが，その有効性の比較は男性での

みなされている．

　今回，Kallmann症候群の女性患者3例を経験した

のでGnRHとゴナドトロピン療法の比較を試みた．2

症例は5～8年間のエストロゲン・プロゲスチン療

法の後，挙児希望のため排卵誘発を行った．3か月間

のGnRH（10～20μ9／パルス／90分）に無反応であった

が，hMG（150～3001U）連日投与・hCGによって排

卵に至った．1症例は16歳であるが，hMG（1501U）7

日投与によってエストロゲン値が上昇し，卵胞発育

が示唆された．

　つまり，男性患者とは異なり，女性Kallmann症候

群患者の性腺刺激にGnRHよりはむしろゴナドトロ

ピンが有効であった．パルス投与装置やGnRHの費
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用を考慮するまでもなく，Kallmann症候群の性腺刺

激を再考する必要があるのかもしれない．

7．過排卵刺激を併用した人工授精法の卵巣刺激

　方法相違による治療成績の検討

　　　　○松原寛和，林　由佳，鈴木規敬

　　　　　岡田英幹，生田克夫（名古屋市大産婦）

　平成6年1月より平成8年2月までに原因不明不

妊症39症例143周期で，過排卵刺激を併用した人工

授精法を施行した．卵巣刺激方法はclomiphene　cit－

rate54周期，　hMG89周期で同一症例に対して両方法

をat　randomに使用した，

　妊娠率はclomiphene　citrateでは周期あたり1．99。

（1／54），症例あたり2．6％（1／39），hMGではそれ

ぞれ12．4・9。（ll／89），23．1％（9／39）でhMGを併用

した人工授精周期で有意に妊娠率が高かった（p＜

0．05）．また，妊娠に至った12周期はすべて治療2周

期目までに得られた．

　過排卵刺激を目的とした不妊治療を原因不明不妊

症例に対して行うにあたっては，clomiphene　citrateよ

りもhMGを併用する方が有意に妊娠率が高く適して

いると考えられる．しかし，妊娠例は治療早期に得

られているので，hMGを併用した人工授精法はIVF－

ETやGIFTなどの採用を考慮しながら回数を限って行

うべきであると考えられる．

8．経腔超音波断層法による子宮内膜蠕動様運動

　の解析

　　　　○黒木遵，廣田　穰，門脇　恵

　　　　　西尾瑞香，佐藤匡昭，奥村貴子

　　　　　吉田麻里子，青木豊和，服部公博

　　　　　河上征治　　　　（藤田保健衛生大産婦）

　経膣超音波断層法を用い，各排卵周期における子

宮内膜蠕動様運動とsteroid・hormone分泌動態との関

係を検討した．

　対象は自然周期47例58周期，CC周期40例51周

期，Gn周期27例43周期，計114例152周期である．

内膜の運動は，内子宮口から子宮底部に向かう規則

的な蠕動様運動として観察された．また，その運動

は卵胞期後期に40％前後と高率に認められたが排卵

日以後は急速に沈静化し，＋3day以降の運動例は皆

無であった．蠕動様運動の活発な症例の背景因子と

しては，子宮内膜の成熟，修正内膜体積の高値が特

徴的ではあったが，卵胞期後期においては血中steroid

hormone値との関連は認めなかった．

　しかし，黄体期における蠕動様運動の沈静化と血
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中P値とは密接な関連があり，10ng／m1前後になると

蠕動様運動が抑制されるものと考えられた．

9．当科におけるDIPIの有用性に関する検討

　　　　　○竹内茂人，箕浦博之，豊田長康

　　　　　　　　　　　　　　　　　（三重大産婦）

　　　　　　田窪伸一郎，二村典孝

　　　　　　　　　　（鈴鹿回生病院不妊センター）

　不妊症の中には原因不明の場合はもちろん，原因

が判明した場合でも，controled　ovarian　hyperstimula－

tion（COH）や，子宮内人工授精（IUI）で年月を重ね，

その対応に苦慮することが多い．これらの症例では，

体外受精・胚移植（IVF－ET）が，考慮されるが，肉体

的，精神的のみならず，経済的にも負担がかかる．

　今回我々は，過去に3回以上IUIを施行されるも，

妊娠に至らなかった50症例に，直接的腹腔内人工授

精（DIPI）を施行し，若干の知見を得たので報告する．

　対象症例は，50症例，88周期で，年齢は24歳から38

歳，不妊期間は2年から11年．COHは1）clomiphene

citrate／hCG，2）hMG／hCG，3）GnRHa／hMG／hCGの

3つのプロトコールで施行した．hCGの切り換えは経

膣超音波検査にて，最大卵胞径18mm以上，もしく

は卵胞径15mm以上が3個以上，または血中E2300

P9／ml以上で，　hCG・10000　IUを投与した．　hCG投与後

40～44時間で経膣超音波検査にて排卵を確認し，ダ

グラス窩に80％パーコールで調整した精子浮遊液を

lm1注入した．

1996年日本不妊学会北陸支部学術総会

日時　平成8年6月8日午後1時30分～

会場　（金沢市）シティーモンドホテル

1．不妊を主訴とした46XYq一の2例

　　　　　○太田昌一郎，岩崎雅志，布施秀樹

緒方　勤

（富山医薬大泌尿器）

（東京電力病院小児）

　性染色体異常としてY染色体の長腕欠損はまれで

ある．我々は不妊を主訴として来院した46XYq一の2

例を経験したので報告する．

　症例1：33歳男性会社員．主訴は不妊．結婚後6

年になるが挙児を得ず近医受診し無精子症といわれ

たため精査目的で富山医科薬科大学附属病院泌尿器

科を受診した．身長161cm，体重54　kg，前立腺，精

巣上体，精管に異常を認めず．精巣容積は右6ml，

左7ml，内分泌学的にはLH，　FSHの軽度上昇，テス

日本不妊会誌42巻1号

トステロンの低下を認めた．LHRH負荷テストでは

LHは反応したが，　FSHは反応が低下していた．

　症例2：33歳男性会社員．主訴は不妊．2年間挙児

を得ず近医を受診し無精子症といわれたため精査希

望で当科受診した．身長176cm，体重64　kg，前立腺，

精巣上体精管に異常を認めず．精巣容積は右llml，

左12ml，内分泌学的にはLH，　FSHの軽度上昇，テス

トステロンの軽度低下を認めた．LHRH負荷テスト

ではLH，　FSHとも反応を認めた．

　2症例ともGバンド法での染色体検査で性染色体の

長腕の欠損を認めた．サザンプロット法，PCR法で

症例1で身長決定に関与していると考えられている

遺伝子DYS　140，273，275の欠損を認めたが，症例2

では，それらの遺伝子が存在していた．

2．精子運動率に対する補中益気湯の効果と蛍光

　スペクトル学的検討

　　　　　○天野俊康，平田昭夫，高　栄哲

　　　　　　並木幹夫　　　　　　　（金沢大泌尿器）

　補中益気湯の精子運動率に対する直接作用につき

検討し，蛍光スペクトル解析から作用機序につき考

察を加えた．

　健康ボランティア14例（26～39歳，平均29．7歳）よ

り16精液検体を採取し，30分間室温にて放置し液状

化させた，一般精液検査後，無処置精液，およびPBS

または補中益気湯添加（1，10および100μg／ml）精液

をインキュベーター（5％CO2，37℃）内に置き，1，2，

4および6時間後にそれぞれの精子運動率を測定し

た．さらに6時間後の各サンプルをPBSにて3回洗

浄（各3，000　rpm，10分間）後，精液0．lmlあたりの精

子成分の蛍光強度（exitation　488　nm，　emission・622・nm）

を分光蛍光光度計（850型，日立）にて測定した．

　10および100μg／m1の濃度の補中益気湯エキス溶液

添加群での精子運動率は，無処置精液およびPBSの

みを添加したものに比べ，1～6時間後において有意

に高かった．1μg／ml添加にても，コントロール群に

比べ4～6時間後の精子運動率は有意に高かった．

また，6時間後の精子成分からの蛍光強度は，各群に

おいて有意差はなかった．

　以上より，補中益気湯を精液に添加することによ

り，精子運動率の低下抑制効果が認められた．ヒト

精漿および精子成分の蛍光スペクトル強度は，精子

運動率と正の相関関係があるが，今回の結果で精子

成分の蛍光強度が各群間で差がなかったことにより，

この補中益気湯による精子運動率保持効果は，精子

自体への作用よりも，精子周囲の環境への作用によ
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るものと推察された，したがって補中益気湯は男性

不妊症患者のみでなく，そのパートナーへの使用も

有用である可能性を示すものと考えられた．

3．Obstructive　azoospermiaの治療変遷とnew－

　A．RJ．の現状

　　　　　○加藤　修　松山毅彦　道倉康仁

　　　　　　　　　（永遠幸マタニティクリニック）

　　　　　　風間泰蔵　布施秀樹

　　　　　　　　　　　　　　（富山医薬大泌尿器）

　精巣正常なる無精子症すなわち閉塞性無精子症に

対し，当初人工精液瘤埋没→精子採取→人工授精が

用いられた．しかしながら異物反応，感染による膿

精液→再閉塞ならびに，婦人科医との連係不充分な

どで良好な成績が得られなかった．その後，精管・

精巣上体管吻合などの手術療法もかなり行われたが，

私共を訪れる術後患者の精液所見をみるに最良の方

法とは思われない．

　1987年Silber・et・al．が報告したMESA＋IVF－ETは，

その後我々も国内初の成功例（1991）を出し，その時

点では夢の治療法と鼓舞した．

　1992年ベルギーのグループが報告したICSI法は受

精率60％を示し，顕微授精法の成功率向上に苦しむ

我々に驚異を与えた．しかし，1994年我々の小林ら

が受精率97％をimproved　ICSI法で達成，妊娠率も45

％（刺激周期）を超えた，

　1匹の運動精子で受精→妊娠が得られる究極の治

療法であるこのimproved　ICSI法が私自身のobstructive

azoospe㎜iaに対するnew－ART．にも大きな変遷をも

たらしたのである．blind－E．S．A．（PESA）needle－T．S．C，

（TESB）などのoriginal　new－A．R．T．を紹介したい．

4．体外受精・胚移植における多胎妊娠防止につ

　いての1考察
　　　　　○高塚亮三，松山毅彦，道倉康仁

　　　　　　加藤　修

　　　　　　　　　（永遠幸マタニティクリニック）

　近年の補助生殖技術の進歩は，不妊症に悩む夫婦

がその恩恵にあずかれる機会を確実に増やしてきた

が，他方で多胎妊娠の頻度の増加という新たな難問

も派生させるに至った．多胎妊娠の頻度を左右する

因子については，主に従来法での体外受精・胚移植

における移植胚数，妻の年齢，胚移植の施行回数な

どでこれまでは議論されてきたが，本研究において

は，手技の違いによる移植胚数と多胎妊娠率との関

係について検討したので報告する．
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　対象は当院において1994年中に施行し出産にまで

至った，従来法での体外受精・胚移植の60例，顕微

授精（ICSI）・胚移植の59例，凍結・融解胚移植の17

例，GIFrの70例である．多胎妊娠の発生は71例（34．5

％）にみられ，その内訳は五胎が1例，要胎が2例，

品胎が17例，双胎が51例であった．

　従来法による体外受精・胚移植では，移植胚数1

個の群（n＝14）では多胎妊娠はなく，移植胚数2な

いし3個の群の多胎妊娠率28、6％（6／21）に比べ，移

植胚数4個以上の群の多胎妊娠率56．0％（14／25）が

有意に高くなった．顕微授精（ICSI）・胚移植では移

植胚数2個以上の群では多胎妊娠率47．5％（19／40）

と高かった．凍結・融解胚移植では実施した移植胚

数1個から5個までの全体としての多胎妊娠率は235

％（4／17）と低かった．GIFTでは移植卵子数3ない

し4個の群の多胎妊娠率9」％（1／11）に比べ5個以

上の群では45．8％（27／59）と多胎妊娠率は有意に高

かった．

　顕微授精（ICSI）・胚移植には，とくに多胎妊娠に

なりやすい症例が含まれるため，それを防止するた

めには胚の凍結保存を多用するなどの工夫が必要な

ように思われた．

5．当科における顕微授精の臨床成績

　　　　　○小嶋康夫，中島正雄，石川博士

　　　　　　飴谷由佳，大田　悟，大口昭英

　　　　　　佐竹紳一郎，舟本　寛，中野　隆

　　　　　　舘野政也　　　（富山県立中央病院産婦）

　当科では1994年2月より顕微授精を開始した．当

初囲卵腔内精子注入法（SUZI）を選択していたが1995

年からは卵細胞質内精子注入法（ICSI）を開始し受精

率，妊娠率の向上を認めたのでその臨床成績につい

て報告する．

　SUZIは12症例，20周期，　ICSIは54症例，69周期

に行った．いずれも重度の男性不妊やconventional・IVF

では受精しなかった症例を対象とした．

　精子の調整はswim－up法を主として用いたが，　ICSI

では運動精子が数万／ml以下の症例にmodified　migra－

tion・method（D．　Dozortsev　et　al．1994）を用い運動精子

を回収した，採取した卵子は8％非働化血清添加

HTFで4～8時間培養後ピアルロニダーゼ処理によ

り裸化した。SUZIではスクロースを添加して囲卵腔

を拡大し，3～5個の運動精子を注入した．ICSIでは

midpieceあたりをマイクロピペットで接触してimmo－

bilizedさせた運動精子を尾部より吸引し，卵細胞質

吸引刺激を行った後に注入した．受精の確認は精子
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注入から12～14時間後に行い，受精卵が多く得られ

た場合は前核期に凍結保存とした．

　SUZIは12症例20周期122卵に行い，受精率50。8％

（62／122），多精子受精率33．8％（21／62），分割率

9L2％（31／34），胚移植率65．0％（13／20）で，妊娠

率（移植あたり）は15．4％（2／13）であった．ICSIは

54症例69周期506卵に行い無傷率85，8％，受精率82．3

％，分割率93．6％，胚移植率97．1％で，妊娠率（採卵

あたり）は46．4％であった．

　SUZIに比較して，機械的刺激でimmobilizedさせた

運動精子を卵細胞質吸引刺激の後注入する方法で行

うICSIでは，より高い受精率，妊娠率が得られた．

また運動精子が数万／mt以下の症例でもmodified・mi－－

gration　methodによりICSIに十分な運動精子が回収可

能であった．

6．当科における付属器疾患に対する腹腔鏡下手

　術の検討

　　　　　○舟本　寛，石川博士，中島正雄

　　　　　　飴谷由佳，大口昭英，佐竹紳一郎

　　　　　　小嶋康夫，中野　隆，舘野政也

　　　　　　　　　　　　（富山県立中央病院産婦）

　当科では1985年12月より腹腔鏡を導入し，1995年

6月までに372例に施行した．

　1992年10月までは不妊症および子宮外妊娠の診断

が主であり，腹腔鏡下手術も癒着剥離や内膜症の電

気焼灼程度であった．しかし1992年11月より付属器

疾患に対しても積極的に腹腔鏡下手術を行い，1995

年6月までに81例に施行した（癒着剥離術は除く）．

その内訳は良性卵巣腫瘍34例（嚢腫核出術28例，付

属器切除術5例，卵管摘出術1例），チョコレート嚢

胞のアルコール固定術17例，PCO　I　4例（卵巣撰上切

除術10例，電気焼灼術4例），子宮外妊娠16例（MTX

の局注2例，卵管線状切開9例，卵管摘出術5例）で

あった．

　卵巣腫瘍34例のうち体内法は28例，体外法は5例，

体内＋体外法は1例であった．平均手術時間は嚢腫

核出術体内法128分，体外法112分，付属器切除術体

内法70分，体外法50分と体内法が長時間を要した．

とくに固形成分の多い大きな皮様嚢腫や癒着の強い

チョコレート嚢腫では時間のかかるものが多く，術

前に十分検討する必要があると考えられた．

　チョコレート嚢胞エタノール固定術の平均手術時

間は88分，エタノールの平均注入量は28．8ml，不妊

症12例中3例（33％）が妊娠した．

　pco　pa．状切除術10例中3例（30％），電気焼灼術4

口本不妊会誌　42巻1号

例中1例（25％）に妊娠が成立した．

　子宮外妊娠卵管線状切開術は9例に施行したが，1

例は術後のhCGtiterの下降が悪く，MTX全身投与を

行ったが貧血と下腹痛が増強したため，やむなく開

復して卵管摘出術を施行した．このように子宮外妊

娠の卵管線状切開術やMTX局注例では術後persistent

pregnancyに注意する必要があると考えられる．

7．体重減少性無月経患者の臨床的検討

　　　　　○村上弘一，中川俊信，鈴木信孝

　　　　　　寺田　督，井上正樹　　　（金沢大産婦）

　体重減少にともなう無月経は若年女性に多くみら

れ，日常の診療においてはその対応に苦慮すること

が多い．今回，我々は体重減少性無月経患者におけ

る内分泌学的背景と治療過程での体重回復と月経周

期の回復の関係について検討した，

　1994年1月より1995年12月までの体重減少性無月

経患者について，初診時身体所見，血中ホルモン値，

ホルモン負荷試験の反応性，治療に対する反応性を

第1度無月経と第ll度無月経に区別して検討した．

　第1度無月経症例では，第H度無月経症例に比べ

て受診時Kaup指数，血中E2，血中LH，　FSHがやや

高値であり，血中cortisolはやや低値であった．ホル

モン負荷試験では，第1度無月経症例は7例中6例

がLH，　FSHとも正常反応を示したが，第ll度無月経

症例では全例低反応であった．治療に対する反応に

おいては，第1度無月経症例ではKaufmann療法に7

例中3例が反応し，clomiphene療法に4例中3例が反

応した．第ll度無月経症例ではKaufmann療法は全例

無効であり，clomiphene療法では4例中2例，

clomiphene　2段投与療法では4例中3例が反応した

が，いずれもKaup指数が20前後に上昇していた症例

が治療に反応していた．

　体重減少性無月経患者に対する治療においては，

体重の回復が重要であるが，Kaup指数で約20となる

ことが治療に対する反応性の境界と考えられた．

8．着床前胚性診断の試み

　　　　　○副田善勝，道又敏彦，山川義寛

　　　　　　泉陸一　　 （富LLI医薬大産婦）

　体外受精・胚移植などの生殖医療技術の進歩と，

DNA解析など分子生物学の発展は，着床前の初期胚

における遺伝子診断を可能にした．我々は，着床前

初期胚の生検による遺伝子診断が，安全かつ正確に

行い得るか検討した．

　1）マウス初期胚（8細胞期胚）を用いて，Tyrode液
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またはcutting　pipetにより透明帯を切開し，つぎにas－

piration　pipetにて割球を1～2個吸引した．それぞれの

透明帯切開法における破裂胚率，胚盤胞形成率を検

討した．また，割球採取数による胚盤胞形成率を検

討した．

　2）同意を得て用いたヒト余剰卵（初期胚）にて，

FISH法（probe：CEP　Y）およびnested　PCR法（primer：

SRY）による胚性別診断を行った．

　Tyrode液による胚生検法とcutting　pipetによる方法

において，破裂胚数は25．0％と26．6％であった．ま

た，胚盤胞形成率はそれぞれ73、3％と81．8％であり

コントロール（8α0％）と差を認めなかった．割球細

胞を1個採取した場合の胚盤胞形成率は81．3°／。，2個

では77．8％であった．FISH法によってY染色体を診

断することが可能であった．nested　PCR法にてもY染

色体特異領域を検出することができた．

　我々が施行した胚生検法は，簡便で有用性に優れ

ており，また割球数1～2個の胚生検では胚の発育

に影響を及ぼさないと考えられた．FISH法および

nested　PCR法による遺伝子診断は今後応用するため

には，その信頼性を高めることが必要と思われた．

9．副角妊娠の早期診断とその取り扱い

　　　　○後藤健次，西島浩二，辻　隆博

　　　　　竹内　譲，紙谷尚之，小辻文和

　　　　　　　　　　　　　　　　（福井医大産婦）

　副角妊娠はきわめてまれな疾患である．その診断

は必ずしも容易ではなく，ほとんどの症例は破裂後

の開腹時に診断される．妊娠9週という早期に診断

され，破裂前に副角切除術を施行し得た1症例を経

験したので報告する．

　27歳主婦，既往歴，妊娠歴なし．1995年6月15口

を最終月経とし，同年8月1日初診（妊娠6週）．内診

上子宮頸部は単頸，体部は驚卵大で両側付属器には

腫瘤を触知せず，経膣超音波で子宮体部内膜にはGS

を認めず，子宮体部左側に内膜エコーに連続しない

約2cm径のbuddingが描出され，その中にGS様エコ

ー を認めた。両側付属器には異常所見は認めなかっ

た．何らかの異所性妊娠が示唆されたがはっきりと

はしなかった．しかし2週間後の8月17日（妊娠8週）

には，これらの所見が劇的に変化した．内診上右傾

した子宮の左側に可動性のある超クルミ大の弾性腫

瘤を触知するようになった．超音波検査では腫瘤は

子宮に連続し，内部に心拍をともなう胎児エコーを

認めた．なお腫瘤内部のGS様エコーと子宮内膜エコ

ー には連続性は観察されなかった．MRI冠状断では，
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腫瘤は“くびれ”をもって子宮体部に連続し，T2強

調により右側子宮内脱落膜と左側腫瘤内胎児をとも

なうGSが，それぞれ別個の”junctional　zone”で鮮明

に描出された．以上より左側副角妊娠と診断し，8月

21日副角切除術を施行した．Buttram分類Class　H　A

（単角副角妊娠）で，副角側卵巣に黄体を認めた．術

後の組織学的精査により副角内腔と子宮内腔には交

通がないことが確認され，妊娠成立機序に精子の腹

膜移動が推察された．なお本症例には尿路系や聴覚

の異常は認められなかった．

　注意深い診察と画像診断にて副角妊娠の早期診断

が可能であった．本症例のように，妊娠副角は短期

間に劇的に本態を変化させるものと推察され，厳重

な経過観察が肝要と考察された．

10．卵胞嚢腫の乳牛における卵胞と卵子の対比

　　成長測定学的（allometric）検討

　　　　　0泉　徳和，榊田星史，島　由里香

　　　　　　二俣ナナ（石川県農業短大生物生産学）

　卵胞嚢腫（FCと略）は，10～20％の乳牛で観察さ

れる内分泌異常のひとつで，繁殖効率を大幅に低下

させている，この異常条件下にある嚢腫卵胞（CFと

略）を有する卵巣内の卵胞や卵子の発育がいかなる状

況にあるのか不明である．本研究では，FC乳牛と正

常な乳牛の卵巣から卵胞や卵子を回収し，それらの

発育を比較検討したので報告する．

　ホルスタイン種のFC乳牛と正常乳牛，それぞれ

147頭と41頭から，屠殺後30分以内に卵巣を摘出し，

37℃で研究室に持ち帰り材料とした．卵胞や卵子の

直径の計測はノギス，マイクロメータで，卵子や卵

丘細胞の形態観察はLeibfried（1979）に従って実施し

た．なお，卵子はCamoy液で5日間固定，酢酸オル

セインで染色し，位走査顕微鏡などで観察した．FC

乳牛と正常な乳牛の新鮮な卵胞と卵子の計測値につ

いて対比成長測定学的（allometric）に検討した．

　FC乳牛の卵子の直径（Y）とその卵胞の直径（X）の

相対的な発育を推定する回帰式は，Y＝160．6X／

（X一ト0．089）；R2＝0．99（298例）であり，正常な乳牛で

は，Y＝160．8X／（X＋0．165）；R2＝0．99（159例）となっ

た．FCと正常な乳牛の卵子のうち，正常な核を有す

る卵子のみを抜き出した際の回帰式は，FC乳牛：Y＝

161．5X／（X一ト0．219）；R2＝0．99（99例），正常乳牛：

Y＝16L6X／（X＋0．194）；R2＝O．99（134例）となった．

　これら四式の漸近線から，FCと正常な乳牛の卵子

が同じ大きさにまで成熟すること，さらに，両者と

もに異常な卵子を含んだ前二式は，正常な卵子のみ
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からなる後二式よりもわずかではあるが小さな漸近

線値を示した．この縮小から卵子の退行過程にアポ

トーシスが関与しているものと推察される．

シ　ン　ポ　ジ　ウ　ム

「不妊症に対する手術療法の最近の進歩」

1）内視鏡手術（腹腔鏡，子宮鏡）

　　　　　　　　　　　　　村上弘一（金沢大産婦）

　不妊症の診療においては，腹腔鏡や子宮鏡などの

内視鏡は診断のための検査として頻用されてきた．近

年，内視鏡下手術器具の開発と改良がなされ，手術

に対する健康保険も適用されたことにより，内視鏡

下手術が急速に普及しつつある．今回，我々は不妊

症症例に対する内視鏡下手術の中で，腹腔鏡下手術

と子宮鏡下手術における最近の：進歩と当科での症例

の検討を行った．

　1）腹腔鏡下手術．今回は，主に子宮内膜症に対す

る手術療法を検討した．腹腔鏡下手術では，全例

KTPレーザーを用いた．腹腔鏡下手術を行うに際し

ては選択基準を設けたため，腹腔鏡下手術症例では

開腹症例に比べて，rAFSスコアは低値であり，術中

出血量も少量であったが，手術時間はやや延長した．

術後経過においては排卵周期の回復は差を認めなか

ったが，観察期間が短いためか，妊娠率には変化が

みられなかった．

　2）子宮鏡下手術．今回は，主に粘膜下筋腫と内膜

ポリープに対する手術療法を検討した．子宮鏡下手

術としては，レゼクトスコープを用いた腫瘍の切除

を行った．症例の平均年齢は34．1歳で，不妊期間は

平均4．0年であった．Gn－RHアナログを使用した症例

では，腫瘍体積は平均44．7％に縮小しており，手術

の簡便化と手術時間の短縮に有用と思われた．平均

手術時間は2時間20分であり，術後Hb値の低下はみ

られなかった．術後観察期間は2～11か月であるが，

1例のみに腫瘍基部の残存がみられた以外，子宮内腔

の所見は良好であった．

　以上より，内視鏡下手術では手術時間の延長がみ

られるものの，術後の経過は良好であり，患者の負

担も軽減されていた，しかし，今回の検討では経過

観察期間が短いため，妊娠率に関しては今後の検討

を要すると思われた．

2）当院における顕微授精の変遷

　　　　道倉　康仁（永遠幸マタニティクリニック）

重度男性不妊や受精障害への対応として，近年，

日本不妊会誌42巻1号

PZD，　SUZI，　ICSIなどの顕微授精法が各施設で臨床

応用され，当院でも1992年1月よりPZDとSUZI，同

年IO月よりICSIを実施してきた．　PZDには適応症例

に限界があり，SUZIには多精子受精を避けるための

注入精子数の決定に難点があったため，当初よりICSI

には大きな期待をかけていたが，最初の1年半の臨

床成績は決して満足できるものではなく，SUZIの併

用を余儀なくされていた．1994年7月より従来のICSI

に対して，注入精子の機械的不動化や卵細胞質内へ

の確実な注入など，いくつかの改良を施したところ，

射出精子，精巣上体精子，精巣精子を問わず，飛躍

的に高い受精率が得られるようになった．当院では

これをimproved　lCSIと称し，その後，顕微授精はim－

proved　ICSIのみの実施となり，現在に至っている．

　ICSIによる妊娠症例のうち，1996年5月までに出

産状況を確認できたのは142例で，出生児総数は213

人であったが，先天異常は3人（L4％）にのみ認めら

れた．また，自然流産例において染色体異常が占め

る割合はICSI妊娠例と自然妊娠例との間に有意差は

認めなかった．

　射出精子，精巣上体精子，精巣精子を問わず，ま

た新鮮精子，凍結保存精子も問わず，同等に高い受

精率をもたらし，母児の予後についても安全と考え

られるimproved　lCSIが確立されたことによって，当

院のART計画も変化してきている．たとえば，　MESA

からblind（needle）ESA　or　TSCへの移行や，1回の手術

での回収余剰精子を少量分別凍結することによる夫

への侵襲の低減と治療機会の増加，あるいは過排卵

処置周期の減少による妻への侵襲の低減など，簡便

で安全なART計画が可能になりつつある．

3）IVFET（採卵法を中心として）

　　　　　　　　舟本　寛（富山県立中央病院産婦）

　当科では1990年10月よりIVF－ETを開始したが，本

年4月までに施行したARTは499周期であった．そ

の内訳はlvF－ET365周期，　GIFr45周期，　suzl20周

期，ICSI69周期であった．当初はGIFTの22例に腹腔

鏡下採卵を行ったが，その他はすべて経膣採卵であ

り，そのうちの4例はaccessibilityが悪く経腹採卵を

併用した．

　IVF－ET365周期について検討すると，総穿刺卵胞

数は3637個，総回収卵子数は3056個で採卵率は84．0

9。であった．また採卵不成功は2周期であった．

　当科での経膣採卵の手技に関しては他施設とほと

んど変わりはないと思われるが，注意している点は，

1）血管や腸管の横断面を卵胞と誤らないこと，2）ac一
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cessibilityの悪い症例は無理をしないこと，3）血液の

混入をできるだけ減らし，吸引液の量を多くしない

こと，4）チョコレート嚢胞は最後に穿刺吸引するこ

と，5）10mm以上の卵胞はできるだけ穿刺しておく

ことなどである．また，採卵による合併症では膀胱

出血が5周期に，卵巣膿瘍が1周期に認められ，開

腹を必要とした腹腔内出血，血管や腸管の損傷は1

例もなかった．とくに卵巣膿瘍に関しては，他院で

の採卵後に発生し，当科で手術した症例も経験して

おり，採卵後は抗生剤の投与と厳重なfollow　upが必

要である．

4）精路通過障害に対する手術療法

　　　　　　　　　　風間泰蔵（富山医薬大泌尿器）

　富山医科薬科大学附属病院泌尿器科において閉塞

性無精子症と診断された患者49名の治療成績を中心

として最近の治療の進歩に関する若干の検討を加え

た．

　1979年10月より1995年12月の間に不妊を主訴と

して当科を受診した患者は1，336名であり，うち236

名（17．7％）が無精子症，さらに49名（3．7％）が閉塞i生

無精子症と診断された．この49名を原因別に見ると，

両側精管欠損症患者が14名（28，6％）と最も多く，つ

いで両側鼠径ヘルニア術後10名（20．4％），両側精巣

上体炎9名（18．4％），両側精管切断術後8名（16．3°／。）

そして精管末端拡張症2名（4．1％）の順であった．

　精管末端拡張症の2例に対して射精管口切開術を

行い1例で術後精液中への精子の出現をみたが妊娠

には至らなかった．精管精管吻合術を行った7例（う

ち1例は対側に精管精巣上体吻合術を施行）では，全

例で術後精液中への精子出現をみ，3例（42．9％）で妊

娠に至った．精管精巣上体吻合術は4例に対して行

われ，1年以上経過を観察できた2例では術後精子の

出現はみられなかった．人工精液瘤造設術を行った7

例では，術後穿刺液中に精子の認められたものが4

例（57．1％）あったが妊娠に至ったものはなかった．顕

微鏡手術による精巣上体精子吸引術（MESA）は，14

例に行われ，うち3例（214％）で妊娠をみ，うち2例

で挙児を得るに至った．

　全体としてみると全49名中妊娠に至ったものは6

名（12．2％），うち出産に至ったものは5名（10．2％）と

いう成績であった．治療法の選択や技術的な問題な

どに関して今後さらに検討を加え成績の向上を目指

したい．
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5）精索静脈瘤に対する手術療法

　　　　　　　　　　　　天野俊康（金沢大泌尿器）

　精索静脈瘤の発生頻度は，正常者5～16％に対し

男性不妊症患者では19～41％に認められる．精索静

脈瘤による造精機能障害の機序は，精巣温度の上昇，

有害物質の精巣への逆流，精巣代謝物の停滞などさ

まざまな因子が挙げられ，その診断には触診，視診，

超音波，ドップラー一・、、シンチグラフイー，サーモグ

ラフィーなどが有用である．

　治療の適応としては，不妊の原因になっている可

能性の高いもの，痛みのあるもの，思春期以前で精

巣発育障害が考えられるものなどが挙げられる．精

索静脈瘤の治療には，さまざまな手術療法が行われ

るが，本来良性の疾患であるため，手術侵襲の少な

い安全な術式で，再発や合併症のないものが求めら

れる．

　術式としては高位結紮術，腹腔鏡下結紮術，精巣

静脈塞栓術，低位結紮術（直視下，顕微鏡下）などが

挙げられる．高位結紮術は，術式が普及しており妊

娠率も良好と考えられるが，再発の可能性が高いと

いう欠点がある．腹腔鏡下結紮術は，手技の修得，

妊娠率などの問題があるが，1司時に両側施行可能と

いう利点がある．精巣静脈塞栓術は入院期間が短い

が，肺塞栓などの重篤な合併症が起こる可能性もあ

る．低位結紮術は，精巣動脈の損傷を生じやすいが，

再発率が低い，さらに顕微鏡下低位結紮術は，合併

症はほとんどないものの，手術時間が問題となる．

　現在のところ，どの術式が最良であるかを断定す

るには時期尚早である．それぞれの術式の長所，短

所を把握し，各施設での状況に応じて術式を選択し

ていくことが必要であろう．

第114回　日本不妊学会関東地方部会

日時：平成8年6月22日（土）　午後2時～6時

会場：（つくば市）つくば文化会館アルス（つくば市立

　　　中央図書館2階）

1．肥満女性に対する中枢性食欲抑制薬マジンド

　ールの体重減少効果と内分泌環境改善効果

　　　　○樋口泰彦，菅原新博，苅部正隆

　　　　　塩川滋達，小川典宏，葉梨秀樹

　　　　　中村幸雄　　　　　　　　（杏林大産婦）

　　　　　河上征治　　　　（藤田保健衛生大産婦）

肥満女性に対し中枢性食欲抑制薬マジンドールを
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投与し，その体重減少効果と内分泌環境改善効果を

検討した．

　肥満婦人15名にマジンドールlT～3T／日，3か月

投与を1クールとして1～3クール，計31クール投

与した．各クールの前後で血中Estrone（E1），　Estradiol

（E2），　free　Testosterone（free　T），　Androstenedione（A），

Sex　Hommone　Binding　Globulin（SHBG），　LH，　FSHを測

定した．

　BMIは1クール目で3．4，2クール目で2．0減少した

が，3クール目では減少しなかった．1クール目にお

いてA，free　T，　LH，　LH／FSH比に有意な低下がみら

れたが，2～3クール目では，どの項目においても有

意な変化は認められなかった，マジンドールの主な

副作用は便秘と口渇で，薬物依存や禁断症状は見ら

れなかった．

　マジンドール投与により肥満婦人において体重減

少と高アンドロゲン型内分泌環境の改善がみられた．

しかし反復投与の効果は弱く，漫然と長期間投与す

べきではないと考えられた．

2．クラミジア感染不妊症の検討

　　　　○伊地知律子，安達知子，原　　誠

　　　　　小野寺潤子，網野幸子，武田佳彦

　　　　　　　　　　　　　　（東京女子医大産婦）

　　　　　岩下光利（同　母子総合医療センター）

　近年Ctrachomatisによる卵管性不妊が不妊症の原

因として注目されている．今回，クラミジア抗原陽

性不妊患者に対して卵管所見などについて検討した

ので報告する．

　平成5年1月より平成7年10月の間に，当科不妊

外来を初診した患者1，173例のうち8例，0．6％がクラ

ミジア抗原陽性であった．HSGでは両側閉塞を3例，

片側閉塞および周囲癒着を1例，周囲癒着のみを1

例に認め，クラミジア抗原陽1生症例中71％に卵管ま

たはその周囲における障害を認めた。

　8例中4例について，治療開始前にクラミジアIgA，

IgG抗体価を測定したが，卵管疎通障害のある3例は

IgGがCut－off値の3．5倍以上の高値を示し，一方疎通

障害のない1例は2倍未満の値を示した．前例クラ

ミジア抗原陽性であることからクラミジアの活動時

期であると考えられたがlgGが高い症例は履病期間が

長いか，クラミジアの抗原刺激が強いことが推測さ

れた．

日本不妊会誌　42巻1号

3．クロミド妊娠例の検討：

　　　　　児島孝久　　　　（アモルクリニック）

　不妊治療で最も繁用されているクロミド（CC）を投

与し，妊娠に至った症例を検討した．

　1994年4月から1996年4月までに，不妊治療後妊

娠の311例中，CC妊娠は104例（334％）であった．対

象症例の年齢は30．2±3．4歳，不妊期間は2．3±1．6年

間，初診よりCC妊娠までの期間は5．2±3．6か月であ

った．CC投与の適応は黄体機能不全と卵胞発育不良

例で，投与方法は月経5日目より内服開始し，最大

卵胞径が20mmを超えた時点でhCGを投与，翌日に

性交渉またはA田を実施した．投与量は1日50mgか

ら開始し，最高200mgまで増量し，途中休薬周期を

おき必要に応じてhMG，　AIH，ステロイドを併用し
た．

　その結果，CC単独の妊娠は半数で，他はhMG，

AIH，ステロイドなどを併用していた．　CC投与量は，

100mgが半数を占め，50・150・200の川頁であった．

成熟卵胞数は1個だけが半数を占め，最大卵胞径は

23mm以上が多く，また排卵日は月経14日目以降が

大多数を占めた．CC妊娠例は35歳以下が大部分を占

め，38歳以上には妊娠例がなかった．

4．不妊診療におけるSonohysterographyを用い

　た子宮内膜，筋層観察の意義

　　　　○代田琢彦，藤脇伸一郎，渡辺潤一郎

　　　　　平井邦彦，押田守弘，房間茂由

　　　　　栗林　靖，松本一彦，石塚文平

　　　　　雨宮　章　　　（聖マリアンナ医大産婦）

　子宮病変を疑った不妊症218例にSonohysterography

（SHG）を行い，その有用性について検討した．

　SHG診断は子宮内膜ポリープが64例，29．4％と最

も多く，以下筋層内筋腫・漿膜下筋腫10例，粘膜下

筋腫9例，子宮腔内癒着9例，子宮奇形5例であっ
た，

　SHGを施行することにより，子宮内膜ポリープは

その大きさ・数・部位が，子宮筋腫では筋腫核の位

置・形状が，中隔子宮では子宮腔の広さ・中隔の厚

さ・左右内腔容積差・子宮全体像が容易に観察でき

た．また，従来の経膣超音波断層法で正常子宮内膜

所見を呈したが，SHGで子宮腔内癒着のある症例が

認められた．

　以上より，SHGは病変部位，とくに子宮内膜との

位置関係など，従来の経膣超音波断層法では得られ

にくい情報も容易に観察可能であり，また侵襲も少
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なく，繰り返し行えるため，不妊症例の子宮病変検

索法として有用であるし思われた．

5．体外受精におけるpure　FSH隔日投与卵巣刺

　激法の臨床的有用性

　　　　○岩橋和裕，久慈直昭，高橋　純

　　　　　小林紀子，黒島正子，田島泰宏

　　　　　橋場剛士，宮崎豊彦，末岡　浩

　　　　　小林俊文，吉村泰典　　　（慶応大産婦）

　患者の通院負担軽減を目的としたpure　FSH隔日投

与法を，従来の連日投与法と比較検討した．

　Gr沢H　analo9を用いたlong　protocolにて，　A群（30例）

ではpure　FSH　450単位を第1，3日目に，300単位を第

5，7，9日目に投与，B群（30例）ではhMG　225単位を

連日投与した．A群は第9日目夜，　B群は最大卵胞径

20mmでhCGを投与，34時間後経腔的に採卵した．

　A群，B群それぞれの来院日数は5．23日，750日

（p〈O．01），採卵数は10．6個，7．0個（p〈0」D5），妊娠率

は30％（9／30），33％（10／30）であった．

　ICSI施行例中，　A群，　B群それぞれの成熟卵数は

7．9個，4．0個（P＜0．Ol），受精卵数は2．2個，18個で

あった．

　本法は，受精率，妊娠率を低下させず，患者の通

院負担を軽減できることが示唆された．しかし，over－

matureによると思われる採卵不可例があり，hCGへ

の切り替え時期に注意を要すると思われた．

6．当院における体外受精胚移植

　　　　○山内　宏，奥野鈴鹿，佐藤奈加子

　　　　　杉田匡聡，岡本　一

　　　　　　　　　　　　　　（波崎済生病院産婦）

　1991年10月から1996年3月までに，波崎済生病院

産婦人科でIVF－ETによる不妊治療を81例（147周期）

に対し行った．このうちの56例（lll周期）は他施設

からの紹介患者であった．147周期に排卵誘発剤投与

がなされ，141周期に採卵を試み（6例がキャンセル）

136周期から採卵できた．紹介患者の排卵誘発剤投与

はすべて紹介先の病院で行われた．

　受精に成功したのは84周期で，これらの症例に対

し移植が行われた．このうち21例に妊娠が成立した

が8例が子宮外妊娠1例を含む流産に終わった．（対

症例妊娠率20．3％，対移植妊娠率25％）9例が分娩に

至り，4例が現在妊娠継続中である．妊娠が成立した

21例の適応は14例が卵管因子，3例が卵管因子＋男

性因子，男性因子と原因不明が各2例，子宮内膜症

では妊娠例はなかった，
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7．同一患者精子によるハムスターテストとヒト

　卵卵割率の比較

　　　　○染谷勝巳，岡本　一，岡根夏美

　　　　　　山内　宏，西田正人，久保武士

　　　　　　　　　　　　　　　　　（筑波大産婦）

　1VF－ETなどの生殖医学の進歩により不妊における

男性因子の関与はますます重要視されているが，当

院ではハムスターテストをルーチン検査として以前

より行ってきた．本検査はIVF－ETの成績を予測する

上できわめて有用であると考えられるが，実際のヒ

ト卵でのIVFの成績との間の相関関係を検討してみ

た．

　ハムスターテストは凍結ハムスター卵日本農産工

製を使用した．患者ごとに各IVF周期で採取された

卵数を合計，そのうち実体顕微鏡下で卵割が確認さ

れた卵数を合計し，卵割率を求めた．

　両者の間には正の相関（p〈O．01，r＝O．387）が認め

られた．GS以上の臨床的妊娠例はハムスターテスト

および卵割率の一方が少なくとも50％以上の群に存

在し，両者ともに50％未満の群との間に統計学的有

意差（p＜0．05）を認めた．また，ハムスターテストは

良好だが卵割率が低い症例ではヒト卵側に何らかの

受精・卵割阻害因子が存在する可能性が示唆された．

8．体外受精，顕微授精における受精成績と精液

　所見，先体反応誘起率の相関

　　　　○小塙　清　　　　　　　　　（小塙医院）

　　　　　兼子　智，羽生久美子，小田高久

　　　　　　　　　　　　（東京歯大市川病院産婦）

　　　　　石川博通　　　　　　　　（同泌尿器科）

　　　　　松田紀子，真田利男

　　　　　　　　　　　　（群馬総合太田病院産婦）

　体外受精，顕微授精における受精成績と精子先体

反応誘起能の関連を検討するため，検査時における

精液所見，in　vitroにおける先体反応誘起率と受精成

績の相関を検討した．

　精液はキャピラール撹拝密度勾配法を用いて洗浄

濃縮後，20mMヘペス緩衝化ハンクス液，　pH　7．4に

懸濁して37℃で培養した．精液および洗浄濃縮精子

の精子濃度，運動率はコンピューター画像解析装置

を用いて測定した．先体反応誘起率は培養2時間後

に精子を20mMピペス緩衝化生食で洗浄後，修正

FITC一コンカナバリンA法で観察した．

　検討に用いた原精液（100標本）の所見は32±33×

106精子／ml（平均±SD．），運動率24．2±23．9％であっ
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た．培養2時間後の先体反応誘起率は0～25％
（7．1±7．59。）であった．原精液の精r濃度，運動率，

洗浄後の精子濃度，運動率と先体反応誘起率の相関

を検討した結果，それぞれr＝0、329，0．278，0．473，

0．674と洗浄後運動率と最も高い相関が得られた．検

討を行った100症例のうち57症例にIVF－ETを，31症

例にICSIを施行した．少なくとも1個の分割卵が得

られた症例（分割群）と分割しなかった症例（未分割

群）に分類し，検査時の精子所見との相関を検討し

た．IVF－ET例では分割群（23例）の先体反応誘起率

（13．0±6．2％）は未分割群（34例，5．60±7．5％）に比し

て有意（p〈O．005）に高く，洗浄前後の運動率とも分

割群が有意（p＜0、05）に高値であったが，精子濃度は

相関しなかった．一方，ICSIにおける分割群（15例），

未分割群（16例）の先体反応誘起率は6．71±6．16％，

3．25±4．43％であったが，有意差はなく，精子濃度，

運動率とも両群問に差はなかった．

　精子自身により受精するIVF－ETでは運動率，先体

反応誘起率が精子受精能に反映されるが，受精をby

passするICSIではこれらの精子機能の関与は低い可

能性が考えられた．

9．FSH製剤における分子量と等電点を中心とし

　た分子多様性の比較検討

　　　　〇三木玄方，戴　鶴峰，牛島廣治

　　　　　福岡秀興　　　　　（東京大発達医科学）

　我々は一次元平板等電点電気泳動ウエスタンブロ

ッティング法を開発し，あわせてSDS－PAGEにより，

hMG製剤の生化学的比較検討を行った．

　対象として日研HMG，ヒュメゴン751U，パーゴグ

リーン，フェルティノームPを用いた，各製剤には異

なる共雑蛋白が含まれていること，製剤問でFSHの

分子量が少しずつ異なり，ニューラミニダーゼで脱

シアル化するとバンドの幅が減少するなど糖鎖構造

の多様性が示された．FSH分画の等電点は，ヒュメ

ゴンがpH　3．7～5．2，日研hMGが3．7～4．5，フェルテ

ィノームPおよびパーゴグリーンが3．8～5．3であっ

た．脱シアル化するとpH　5．1，5．9，および7．2に収束

し，等電点の違いはシアル酸含量の違いに由来する

ことが示された．各製剤にはhCGαβ複合体，　hCGブ

リーβサブユニットおよび少量のLHαβ複合体がみ

られた．ヒュメゴン751Uにはさらに2分子種のhCG

βコアフラグメントがみられ，妊娠性hCGが添加さ

れていることが示された．

　以上，製剤間にはFSHのシアル酸含量だけでなく

hCG，　LHの存在様式や含量も異なっていることが示

された．
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10．サル類円形精子細胞の凍結保存

　　　　　○越後貫成美，山海　直，土屋英明

　　　　　　長　文昭，吉川泰弘

　　　　　　　　　（国立予研筑波霊長類センター）

　　　　　　小倉淳郎　　　　　　（国立予研獣医科）

　マウスでは，円形精子細胞（spermatid）を用いた顕

微授精で，正常な受精および個体発生が進行するこ

とが確認されている．また，凍結保存された円形精

子細胞を用いた場合でも同様の結果が得られること

が報告されている．我々は，本法のサル類への応用

を考え，カニクイザルおよびアカハラタマリンの円

形精子細胞の凍結保存条件について検討した．さら

に，その前核形成能についても検討を加えた。

　摘出した精巣から精細胞を採取し，各種耐凍剤を

添加した凍結用mediumに浮遊させたのち，凍結，保

存した．融解した精細胞中の円形精子細胞の生存性

について検索した結果，75％etylene　glyco1および75

°／。　glycerolを耐凍剤とした試験区で良好な生存性（70

e／。以上）が示された．

　また，凍結融解したカニクイザル円形精子細胞を

マウス卵細胞質内に顕微注入したところ，前核の形

成を認め，凍結保存されたサル円形精子細胞が前核

形成能を有していることが確認された．

11．顕微鏡下精管精管吻合術の検討

　　　　　○永尾光一，川上稔史，上田　健

　　　　　　西見大輔，松橋　求，石井延久

　　　　　　一三浦一陽，白井將文

　　　　　　　　　　　　　　（東邦大第1泌尿器）

　平成4年5月～平成8年4月の4年間に55例の顕

微鏡下精管精管吻合術および精管精巣上体管吻合術

を施行した．閉塞原因は，鼠径ヘルニア術後31例，

パイプカット術後21例，原因不明3例であった．吻

合法は精管の全層縫合と筋層縫合を行い，吻合直後

の造影で開通性を確認し，短縮した精管の断裂F防

のために2－0ナイロンにて精巣を釣りヒげサポータ

ー を2か月使用している．

　術後精子出現症例は，鼠径ヘルニア群12例，パイ

プカット群14例であった．年齢は，パイプカット群

のほうが高く，閉塞期間は，鼠径ヘルニア群のほう

が長かった．術中精管内精子を確認できなくても術

後射出精子を得ることができることがわかった．自

然妊娠可能な精液所見は，運動精子濃度350万／ml以

ヒと考えられた．精r出現と自然妊娠可能までの必
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平成9年1月1日

要観察期間はそれぞれ鼠径ヘルニア群で約5か月，

約1年，パイプカット群では約4か月，約7か月とな

った．必要観察期間観察できた症例で精子出現率，

自然妊娠可能症例の割合および妊娠率は，それぞれ

鼠径ヘルニア群で75％，100％，62．5％，パイプカッ

ト群では93．3％，100％，11．1％であった．

12．男性不妊を主訴に来院した47，XY，＋dic（15）

　　（qM　．2）の1例

　　　　　○吉田　淳，中島耕一，野澤英雄

　　　　　　永尾光一，黒田加奈美，石井延久

　　　　　　三浦一陽，白井將文

　　　　　　　　　　　　　（東邦大第1泌尿器科）

　男性不妊を主訴に来院した15番染色体由来の二動

原体染色体が1本余分にあるまれな常染色体の構造

異常を経験したので報告する．

　症例は，39歳，男性．学歴は高卒．主訴は不妊．

現病歴は，平成8年1月9日，不妊のため他院を来

院し，精子無力症を指摘され当院を受診．結婚期間

は53か月．不妊期間は36か月．現症は，身長172　cm，

体重69kg，指極172　cm．外表奇形なし．精巣容積は，

左15　ml，右20　ml．左精索静脈瘤あり．精液検査は，

精液量3．O　ml，精子濃度は42×106／ml，運動率は49

％．血清FSH，　LH，　testosteroneは正常，　PRLは軽度

上昇．染色体の核型は，47，xY，＋dic（15）（q　l　12）であ

った．

　今回の症例では15番染色体の短腕末端から長腕の

ll2の部分までを余分に2倍持っているケースであっ

たが，長腕についてはll．2までのごくわずかな部分

であったため外表奇形や精神発達障害などが発生し

なかったと推測された，

13．逆行性射精における妊娠成立例

　　　　　○石川博通，大橋正和，早川邦弘

　　　　　　畠　亮

　　　　　　　　（東京歯科大市川総合病院泌尿器）

　　　　　　兼子　智，小田高久　　　　（同　産婦）

　逆行性射精の2例に対してAssisted　Reproductive

Technique（ART）を用いて妊娠が成立したので報告す

る．ARTの内容は以下のごとくである．

　1）尿の悪影響を除去するために排尿後ペントキシ

フィリンを含有した精子培養液を膀胱内に注入して

精子を回収した．2）クッション法にて精子を洗浄濃

縮した．3）液体チッソ簡易凍結法を用いて精子を凍

結備蓄した．4）撹拝密度勾配法を用いて運動精子の

みを選択的に回収して人工授精を行った．

（lll）111

　症例1は37歳で4年前に逆行性射精を指摘された。

1991年8月より8回精子を回収し凍結保存を行い人

工授精にて妊娠が成立した．

　症例2は35歳で6か月前に逆行性射精を指摘され

た。1991年ll月に2回精子の凍結備蓄を行い，同様

に人工授精によって妊娠が成立した，

14．Sperm　Quality　Analyzer（SQA）の使用経験

　　　　　○武島　仁，真鍋文雄，赤座英之

　　　　　　　　　　　　　　　　（筑波大泌尿器）

　SQAにより測定されるSperm　Motility　lndex（SMI）と

通常の精液検査所見を比較しSQAの有用性を検討し
た．

　1995年2月より1996年3月の間に，男性不妊症を

主訴として筑波大学泌尿器科外来を受診した55症例

より採取された精液213検体を対象とした．

　SMIは3回測定し，平均値をとった．精液検査で

は精液量・精子濃度・精子運動率・精子奇形率を測

定した．相関の有無はSpeamlanの順位相関係数によ

った．

　SMIは精子濃度・精子運動率と正の相関を示し，

精子奇形率と負の相関を示した．精子濃度と精子運

動率の積である運動精子濃度とは最も高い相関（r＝

0．743）を示した．この傾向は精子濃度2000×106／ml

以下，および精子運動率50％以下でも同様であった．

　以上より，SMIは精液検査所見を反映し得る指標

と考えられた．

15．当院における習慣性流産のHLAの解析

　　　　　○善方菊夫，勝沼潤子，鈴木隆弘

　　　　　　淡路英雄，牧野恒久　　　（東海大産婦）

　1981年Taylorらは，原因不明習慣流産夫婦間で

HLA適合が多く，免疫的機序が関与しているものと

考えた．今回我々は1989年12月～1992年12月まで

当院を受診し，一般習慣流産スクリーニング検査に

おいて異常所見を示さなかった，いわゆる原因不明

および免疫学的習慣流産夫婦62組（原発性33組・続

発性29組）について解析を加えた．

　コントロールは子供のいる近郊の夫婦77組とした．

HLAクラス1抗原（A・B・C）およびクラスll抗原

（DR・DQ）について比較したところ，　HLA特異性の

表現型頻度は各群有意差を認めず，夫婦2人の個人

が偶然に特異性を各座で1個以上共有する確率にお

いても，またクラスll抗原において各座で2個以上

共有する確率および各座で3個以上共有する確率に

おいても習慣流産群・コントロール群問に有意差を
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認めなかった．同時に夫婦間リンパ球混合培養試験

の結果とHLAクラスII抗原の共有数との関連につい

ても検討した．

16．胎児心拍動を認める子宮外妊娠の保存的治療

　　　　　○田口雅之，川内博人，銀持　稔

　　　　　　石井尊雄，飯野譲二，西島正博

　　　　　　中居光生　　　　　　　　（北里大産婦）

17．反復した子宮鏡下手術およびIVF－ETにより

　　生児を得た興味ある症例

　　　　　○大原　聡，林　保良，山本百合恵

　　　　　　蔵本欧美，小澤伸晃，岩田壮吉

　　　　　　木挽貢慈，宮本尚彦，関　賢一

　　　　　　岩田嘉行　　　　　（川崎市立川崎病院）

　　　　　　中野真佐男，古村慎一

　　　　　　　　　　　　　（済生会神奈川県病院）

18．CIN合併不妊症に対するLaser治療後の妊娠

　　症例の検討

　　　　　○高木章美，石原　理，斉藤正博

　　　　　　竹田　省，木下勝之

　　　　　　　　（埼玉医大総合医療センター産婦）

　不妊症症例の高齢化にともない，Smear異常やCIN

合併例の散見されることがあり，子宮保存の目的で

Laser手術（円錐切除術あるいは蒸散術）を施行してい

る．このような子宮頸部手術の既往のある不妊症例

のうち妊娠成立例の治療法について調査し，頸管因

子の存在する可能性について検討した．

　過去5年間の不妊症初診症例1，374例のうち，当科

においてCIN治療後に妊娠に至った症例は6例あり，

その背景・治療法について検討した．患者の平均年

齢は34．7歳，平均不妊期間は22年，細胞診異常は

class　m　4例，　class　IV　2例で，組織は中等度または高度
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異形成4例，上皮内癌2例であった．CO2　Laserによ

る蒸散術が3例，円錐切除が3例行われた後，不妊

治療として6例中4例にAIHが施行され，いずれも1

回目で妊娠に至った．

　不妊症症例のスクリーニング検査として細胞診は

不可欠であり，CIN症例の治療としてLaser手術は有

用であるが，頸管因子が問題となる可能性が示唆さ

れた．

19．子宮奇形は不妊原因になり得る

　　　　　○西田正人，岡本　一，染谷勝巳

　　　　　　山内　宏，久保武士　　　（筑波大産婦）

　1982年から1994年の13年間に，筑波大学附属病院

産婦人科で子宮形成術を受けた子宮奇形患者のうち，

既婚で挙児希望のある63例を対象とした．

　子宮奇形の種類は中角子宮46例，双角子宮6例，

単角子宮7例，T型子宮，弓状子宮各2例であった．

これらのうち原発不妊で他に不妊原因のないもの（A

群）がll例，不妊原因のあるもの（B群）が14例，妊

娠既往があり，他に不妊原因のないもの（C群）が19

例，他に不妊原因があるもの（D群）が19例であった．

C群の術後妊娠率は895％であった．したがって，子

宮形成術後の妊娠率は約90％と考えることができる．

一方，A群の術後妊娠率は90．8％とC群と同率だっ

た．このことは形成術によって不妊因子が完全に取

り除かれたことを示している．

　以上から，子宮奇形は単独で不妊原因になり得る

と考えられた．

　　　　　　＃寺　　　　男1」　　　講　　　　，寅

『精巣上体における精子の成熟機構』

　　　　　　　岡村直道（筑波大基礎医学系生化学）
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関連学会のお知らせ

　　　　　　　　　第38回　日本哺乳動物卵子学会

　下記により第38回日本哺乳動物卵子学会および総会を開催致します．多数の会員の参加を

お願い致します．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

I

H

皿

会期：1997年5月13日（火）・14日（水）

会場：岩手県民会館中ホール〒020岩手県盛岡市内丸13－1TeL　OI9－624－1171

学術講演会内容：

　特別講演　1，（講演者・テーマ未定）

　　　　　　2．「ゲノム・インプリンティング」（仮題）

　　　　　　　　演者：河野友宏（東京農大総合研究所）

　シンポジウム「岩手県におけるウシ胚移植の現状と課題」（仮題）

　　　　　　　　1）岩手県下のETの実情と課題

　　　　　　　　2）ウシ胚移植技術利用例

　　　　　　　　3）新しい技術の利用と応用例

IV　一般演題

　　講演申込み要領：講演の申込みは，下記宛にお問合せ下さい

　　　　　　　　　　申込締切日：1997年2月15日（必着）

　　　　　　　　　　〒252　藤沢市亀井野1866

　　　　　　　　　　日本大学生物資源科学部内　Tel．0466－84－3646

　　　　　　　　　　日本哺乳動物卵子学会事務局　遠藤　克宛

　　　　　　　　　（講演時間は1題7分，討論時間3分の予定です．スライドプロジェク

　　　　　　　　　　ターは各会場1台としスライドは10枚以内とします．）

V　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　7，000円

VI連絡先：〒020岩手県盛岡市上田3－18－8

　　　　　　　　　岩手大学農学部応用生物学科内

　　　　　　　　　第38回大会事務局

　　　　　　　　　Tel．019－621－6160（直）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第38回　日本哺乳動物卵子学会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　大会長安田　泰久



●

日本性機能学会第8回学術総会

　日本性機能学会第8回学術総会を開催いたしますので，

さいますようお願い申し上げます．

ご案内申し上げます．多数ご参加下

●

I

ll

皿

V

会期：1997年10月10日（金）・11日（土）

会場：パシフィコ横浜3階

　　　　〒220横浜市西区みなとみらい1－1．1

　　　　Tel（045）221－2121　Fax（045）221－2136

学術総会特別プログラム：

　招請講演；「Surgical　treatment　of　transsexuals」

　　　　　　Prof．　S．S．　Ratnam（National　University．　Singapore）

　特別講演；「仙髄副交感神経と勃起」

　　　　　　　河谷　正仁教授（秋田大学医学部生理学第2）

　会長講演；「正MP患者の心理特性（精神分析）一クラインフェルター症候群との比較」

　　　　　　　甲斐　祥生教授（昭和大学藤が丘病院泌尿器科）

　シンポジウム；1，「インポテンス診断の現状」

　　　　　　　　2，「漢方療法の適応と限界」

　市民公開講座；「性機能障害をめぐって」

　　　　　　　　　11日学術総会終了後，引き続き，午後4時より開催いたします．

一般演題：演題募集要項は，3月中に会員の皆様に送らせていただきますが，会員でない先

　　　　　生方にも事務局までご連絡いただけば，必要書類をお送りいたします．

　　　　　申込締め切り　1997年5月31日（土）

連絡先：〒227　横浜市青葉区藤が丘1－30

　　　　昭和大学藤が丘病院泌尿器科

　　　　第8回日本性機能学会学術総会事務局

　　　　　　池内隆夫，小野寺恭忠

　　　　　Tel（045）－974－6264，　Fax（045）－971－5868

日本性機能学会第8回学術総会

会長甲斐　祥生
　　　（昭和大学藤が丘病院泌尿器科教授）

●

o

●

●

●

■



■

●

●

■

●

■

●

●

日本医学会だより
　　　JAMS　News

　　　　　　　　　　　　1996年10月　No．16

第106回日本医学会シンポジウム

　1996年8月23日～25日，［青報化社会と医学」と

の課題の下に，パレスホテル箱根においてクローズ

ド形式で開催された．

　本シンポジウムは，玉置憲一，小泉　明，牛尾恭

輔各氏がシンポジウム組織委員として，プログラム

の編成，演者の選定，その他を準備してこられたも

のである．

　プログラムは，1．医療と情報化（1）一国立がん

センターの現状と未来像一，ll．医療と情報化（2）

一地域医療と情報化一，皿，医学教育と情報化，IVF．

遺伝情報とプライバシー，の4セッションにより構

成された．

　遠隔医療の問題なども含め，情報ならびにその利

用が医学・医療に大変役立っている反面，情報過多

とも言われる昨今，いかに情報を生理・選択し，ま

すます専門分化されていく医学・医療にそれらをど

のように採り入れていくかもまた大きな問題である．

本シンポジウムでは，病院の情報システム，遠隔医

療，地域医療，医学教育，遺伝情報などにおける情

報関連の論議が広く行われ，意義ある成果が得られ

た，記録集は，平成9年3月頃に刊行の予定．希望

者は当学会あて，官製葉書で3月末日までに申し込

まれたい，（無料），

第107回日本医学会シンポジウム

　「細胞接着一基礎から臨床へ一」が，1996年11月

29日（金，10：00～17：00），日本医師会館大講堂で開

催される予定である．

　本シンポジウムの組織委員は，石川春律，月田承

一郎，広橋説雄，玉置憲一の4氏で，目下諸準備が

進行中，参加希望者は，日本医学会に葉書で申し込

まれたい．参加費は無料．

　プログラムならびに演者の概要は，下記のとおり．

1．細胞基質間接着

　1．インテグリンを介した細胞基質間接着とその

シグナル伝達／佐擾壽孝（京大ウイルス研・生体応答

学）

　2．インテグリンを介した細胞基質間接着の調節

機構／成宮　周（京大・薬理学）

　3．細胞外基質の破壊とがん転移／清水元治（金沢

大がん研・ウイルス部）

ll．細胞間接着一1

　4．細胞間接着の分子機構とシグナル伝達／月田

承一郎（京大院・分子細胞情報学）

　5．カドヘリンの異常とがん転移／広橋説雄（国立

がんセンター研・病理部）

　6．カドヘリンの自己免疫病としての皮膚疾患／

天谷雅行（慶慮大・皮膚科学）

lll．細胞間接着一2

　7．細胞間接着に関連する分子とがん／今井浩三

（札幌医科大・内科学）

　8．セレクチンと炎症反応／宮坂昌之（阪大バイオ

研・臓器制御）

　9．臓器移植と接着分子／磯部光章（信州大・内

科学）

医学賞・医学研究助成費授賞の決定

　医学賞ならびに医学研究助成費についての選考は，

日本医師会から本会に委託されており，本年度は9

月9日にそのための委員会が開催された．授賞・授

与の式は，日本医師会設立記念医学大会（ll月1日）

の場において行われる，

　日本医師会医学賞は，選考委員会として候補15件

の中から下記の3氏を選び，日本医師会に推薦した
（敬称略）．

・哺乳類中枢神経系の発生・分化の分子生物学的解

　析／御子柴克彦（東大医科研・分子生物学）

・パーキンソン病の発症機序と治療に関する総合的

　研究／水野美邦（順天堂大・内科学）

・後天性心疾患の外科治療の開発と確立／鈴木章夫

　（医歯大・胸部外科学）

　また日本医師会医学研究助成費は，応募73件中，

次の15氏を選考した．

・神経シナプス後部の神経特異的細胞骨格の研究／

　白尾智明（群馬大・行動分析学）

・視神経再生と視覚機能回復／福田　淳（大阪大・

　生理学）

・ 家族性アルツハイマー病の分子病態の解明と拮抗

　物質の研究／西本育夫（慶磨大・薬理学）

・ プリオン蛋白の機能とプリオン病の病態解明／宮

　本　勉（長崎大・ウイルス学）



●

・ 動脈硬化発症におけるスカベンジャー受容体ファ

　ミリー遺伝子の機能／児玉龍彦（東大先端科学技

術研究センター・分子生物医学）

・移植心冠動脈硬化症の分子機序と遺伝子治療／磯

部光章（信州大・内科学）

・ インスリン依存型糖尿病（IDDM）における細胞傷

害性T細胞の膵B細胞傷害機構の解明／伊藤直人

（大阪大・内科学）

・ 水利尿剤の開発へ向けたパゾプレシン水チャネル

の構造と機能の解析／伏見清秀（医歯大・内科学）

・ Helicobacter　pylori感染による胃粘膜障害の発生機

序一特に胃癌との関わりを中心に一／浅香正博（北

大・内科学）

・ 固形癌局所に浸潤，集積しているT細胞の抗原レ

セプター機能の試験管内再構築／山本一彦（九大

生体防御研・内科学）

・シェーグレン症候群の特異的制御へのアプローチ

ー 自己反応性T細胞と自己抗原の解析／住田孝之

（聖マリ医大・内科学）

・ カンピロバクター腸炎後ギラン・バレ症候群の発

症機序／結城伸泰（濁協医大・内科学）

・ 血管内皮保護を目的とした新しい肺保存液の開

発／和田洋巳（京大胸部疾患研・外科学）

・ 肺癌におけるがん関連遺伝子の異常とその外科臨

床腫瘍学への応用／光冨徹哉（愛知県がんセンタ

ー・ 外科学）

・網膜色素上皮移植による網膜・脈絡膜萎縮症治療

　を目指して／玉井　信（東北大・眼科学）

新規加盟審査委員会

　日本医学会では，従来の新規加盟審査の方式を見

直すこととして，既報の第63回日本医学会定例評議

員会（平成8年2月）承認の新規加盟学会審査制度検

討委員会報告に基づき，今年度から新たな制度で加

盟審査を行うこととした．

　なお本年度に関しては応募を締め切ったが，新制

度では，本会へ加盟を希望する学会の審査を毎年行

うことになっている．

医学用語管理事業

　本会の医学用語管理委員会から，文部省に，「医学

用語標準化の調査研究報告書」を提出したことは既

報のとおりである．これを今後の医学用語標準化進

展のための更なる基盤としたいため，現在，各分科

会の用語委員に関連用語の追加・訂正を依頼してい

る．

　いずれ，その結果が日本医学会医学用語辞典の改

訂の際には，反映されてゆくであろうことを期待し

ている．

●
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編集委員会からのお知らせ

●

41巻1号（1月）から41巻4号（10月）に掲載された論文は，以下の先生方にご審査

をお願いしました．（敬称略）

●

●

●

●

足高善彦
荒木　勤
石塚文平
井上正人
植村次雄
太田博孝
小倉啓司
加藤征史郎

木下裕三
久保田俊郎

斉藤真一
眞田俊吾
沢村良勝
菅原七郎
高橋芳幸
舘野政也
角田幸雄
中村幸雄
野々村光生

平山寿雄
布施秀樹
松本　修
水沼英樹
三宅弘治
安本亮二
吉田英機

麻生武志
石川博通
石丸忠之
岩田嘉行
上山　護
大橋正和
小田高久
河野友宏
久慈直昭
桑原惣隆
斉藤英和
佐藤　章
島　博基
鈴木秋悦
瀧原博史
田中啓幹
津端捷夫
詠田由美
野田洋一
福島峰子
正橋鉄夫
丸田　浩
蓑和田　滋

毛利秀雄
矢野樹理
吉村泰典

天野俊康
石島芳郎
岩動孝一郎

岩本晃明
内海恭三
岡田耕市
風間泰蔵
北川博之
楠原浩二
小寺重行
佐賀正彦
佐藤孝道
白須和裕
多賀理吉
竹田　省
田辺清男
友成廉i平
丹羽晧二
花田征治
藤井僖子
松浦講平
三浦一陽
宮川征男
矢沢浩之
横山峯介

荒木重雄
石田　肇
市川智彦
植木　 実

遠藤俊明
奥野　博
片寄治男
木下勝之
久保春海
小林善宗
笹川五十次

澤田富夫
菅　徹行
高崎
舘

丹田
豊田

登

均

裕

野口和美
原田　省
藤原　浩
松下洗彦
見尾保幸
三宅　 侃

安水洗彦
吉川文彦

ご協力ありがとうございました．

今後とも宜しくお願い申し上げます．
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正 ヨ呈
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新しい生殖医療技術のガイドライン（第1版）に下記の誤りがありました。訂正いたします。 ●
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：　　　　　　75頁6行目から77頁7行目は78頁18行目の後につながり，　　　　　　：
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：　　　　　　77頁8行目から78頁18行目は75頁5行目の後につながります。　　　　：
o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　畠

●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

畳　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●
■　●■●■●　●■　■　■　●　■　■　●●■　■　●●●■●o　■　●●●●●●　■　●●■●　■　●　●　●●■　■　■　●■■o　●●●●　●　o●●●　o　●o●■●　oo●●●　●　●o●●　●　●　●●■●　●　●■●　●　●●●　●　●　●●●■●

●

o

●

●

●

●



o 　　　　　　　　　ガイドライン

1996年11月　第1版
●

日本不妊学会編

　　　　　　　　　　　　◆

November　1996．　The　l　st　Edition

● Japan　Society　of　Fertility　and　Sterility

●

●

　このガイドラインは，その一部を除くと現在本邦で新しく生殖医療技術ガイドラインとして

実施されているもの，あるいは近い将来になされようとしているものなど生殖医療領域に占め

る先端技術と，その背景ならびにそれの具体的実施法に関して集大成したものである。

　近年，顕微授精が急速に増加し，出生児数も増加してきている特徴があり，妊娠分娩率も徐

々に上昇する傾向があり本邦の生殖技術の進歩といえよう。

　したがって今後は本ガイドラインを一層活用することがのぞましく，これによってより一層

良好な成績，結果が得られるものと思われる。

おもな内容
総論歴史的展望　生殖医療技術のガイドライン配偶者間人工授精（AIH）／非配偶者間人工授精（AID）／

体外受精・胚移植（IVF－ET）／配偶子卵管内移植（GIFT）／受精卵卵管内移植（PROST，　Zl・FTなど）／ヒト精子凍結保存

／胚凍結保存／顕微授精／男女生み分け／精子・卵・胚の研究（限界）／精子採取法／排卵誘発　現況と問題点

胚生検／卵および胚のdonation／代理母／減数（胎）手術　　付　日本不妊学会会告・倫理委員会報告／日本産科

婦人科学会会告／略語一覧

●

B5判252頁10図定価6，500円（本体6，311円・税189円）

最寄りの書店または発行所にてお求め下さい。
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投 稿

1．　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400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6㏄1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，所属，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．

11，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

　high　pregnancy　rate　by　in　vitro　fertilization－embryo

　transfer　treatment　in　infertile　women　with　anti－sperm

　antibody．　Fertil　Steril　63：87－91

　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　infertili－

　ty．　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：⑪0170－3－93207

　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
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●

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］

●

o

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）

フ氏 リ ガ　ナ

　名

会員　番号
［所属機関名］

フ氏 リ ガ　ナ

　名

会　員　番号

［所属機関名］

薯

No．

［　　　　　　］ 2．

No．

［　　　　　　］

3．

No．

［　　　　　　］ 4．

No．

［　　　　　　］

5．

No．

［　　　　　　］ 6．

No，

［　　　　　　］

本文ページ数： 文献件数二

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1

■

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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　　　　　　　　　　　　　EDITORIAL　BOARD

　　　　　　　　　　Shun　HIRAKAWA（Editor－in－Chief）

Katsuya　AJIKA　　　　Bunpei　ISHIZUKA　　　Teruaki　IWAMOTO

Tsuyoshi　ENDO　　　　　Shigeru　OSHIO　　　　　　Eimei　SATO
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■

●

　　　日本不妊学会雑誌　42巻1号

1997年1月10日　印　刷

1997年1月20日　発　行

編集兼発行者

印　刷　者

印　　刷　　所

平　　川　　　　　舜

内　　藤　　錦　　樹

株式会社　アンフロ
東京都台東区元浅草4－9－13

社団法人　日本不妊学会
東京都千代田区麹町5－4
クロスサイド麹町ビル8階
　　　　Tet（03）3288－7266

振替口座番号00170－3－93207

●

●

●


