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第48回日本不妊学会総会および学術講演会

　　　　　　　　　（第2回予告）

　日本不妊学会総会および学術講演会を下記の要領にて開催いたしますので，ふるってご参

加頂きますようお願い申し上げます．

記

1．期　日：

　平成15年9月30日（火）　理事会，幹事会

　　　　　　10月1日（水）　学術講演会（一般演題，招請講演，特別講演）

　　　　　　　　　　　　　　評議員会，総会

　　　　　　　　2日（木）　学術講演会（シンポジウム，ワー・・クショップ，ビデオセッ

　　　　　　　　　　　　　　　ション），総懇親会

　　　　　　　　3日（金）　第21回日本受精着床学会・学術集会

　　※2日（木）の学術講演会と総懇親会は，第21回日本受精着床学会・学術集会と合同で

　　　行う予定です．

皿．会　場：

　　品川プリンスホテル

　　〒108－8611　東京都港区高輪4－10－30

　　TEL：03－3440－1111　URL：http：／／www．princehotels．co．jp／shinagawa

t
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皿．学術講演会予告：

　　（最新情報は学会ホームページ＜URL：http：／／www．jsfs．or．jp＞をご参照下さい）

招請講演

　1．David　M．　de　Kretser（Monash　University，　Australia）

　　　演題：The　Genetics　of　Male　lnfertility：Recent　Advances　and　Future　Direction．

　2．Wolf－Bernhard　Schill（University　of　Giessen，　Germany）

　　　演題：Sperm　Functions　and　ART．

　3．Antonio　Pellicer（University　of　Valencia，　Spain）

　　　演題：Pathophysiology　of　Ovarian　Hyperstimulation　Syndrome．

特別講演

　森　　千里（千葉大学大学院医学研究院環境生命医学教授）

　演題：胎児の複合汚染とその対策
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シンポジウム

　1．精液検査の標準化

　　座長：岩本　晃明（聖マリアンナ医科大学泌尿器科教授）

　　　　　年森　清隆（宮崎医科大学解剖学第1教授）

2．STDと不妊症

　　座長：野口　昌良（愛知医科大学産婦人科教授）

　　　　塚本　泰司（札幌医科大学泌尿器科教授）

3．反復不成功例に対する対応

　　座長：田中　　温（セントマザー産婦人科医院院長）

　　　　加藤　　修（加藤レディースクリニック院長）

4．ARTに関連した最新技術

　座長：鈴森　　薫（名古屋市立大学医学部産科婦人科教授）

　　　　奥山　明彦（大阪大学大学院医学系研究科器官制御外科教授）

5．卵子・精子機能と受精現象

　座長：石川　睦男（旭川医科大学産婦人科教授）

　　　　布施　秀樹（富山医科薬科大学医学部泌尿器科教授）
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オルガノン・スポンサード　シンポジウム

High　Quality　Eg9＆Embryo

　　座長：武谷　雄二（東京大学大学院医学系研究科産婦人科教授）

　　　　　吉村　泰典（慶鷹義塾大学医学部産婦人科教授）

ビデオセッション

私の工夫：手術

　座長：三浦　一陽（東邦大学医学部第1泌尿器科教授）

　　　　星合　　昊（近畿大学医学部産科婦人科教授）

ワークショップ

　1．EBMからみた不妊治療

　座長：吉田謙一郎（濁協医科大学泌尿器科教授）

　　　　神崎　秀陽（関西医科大学産科婦人科教授）

2．畜産領域の最先端

　座長：上口勇次郎（旭川医科大学生物学教授）

　　　横山　峯介（三菱化学生命科学研究所）

1

通

モーニングワークショップ

　1．エンブリオロジスト

　2．不妊カウンセラー
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第8回男性不妊症手術手技フォーラム

ART　FORUM’03

φ
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N．一般演題募集要項：

　　演題応募は，インターネット受付のみとなっております．

　　学会ホームページ＜URL：http：／／www．jsfs．or，jp＞より，ご応募下さい．

　　　練習期間：平成15年3月19日（水）～

　　　応募期間：平成15年4月1日（火）正午～平成15年5月22日（木）正午迄

、

t

V．参加申込方法

　　学会当日，会場にて受け付けます．（事前登録はありません．）

　　　受精着床学会との合同参加費：15，000円

　　　不妊学会のみの参加費：10，000円

　　　受精着床学会との合同懇親会参加費：6，000円【10月2日（木）】

Vl．品川プリンスホテル宿泊案内・宿泊申込書

　　本号巻末に掲載しております．

平成15年4月1日

，

第48回日本不妊学会総会および学術講演会

　　　　　　　　　　　会長　伊藤　晴夫

連絡先　千葉大学大学院医学研究院遺伝子機能病態学（泌尿器科）

　　　　〒260－8670　千葉市中央区亥鼻1－8－1

　　　　Tel　O43－226－2134／Fax　O43－226－2136

　　　　E－mail　funin＠urologyl．m．chiba－u．ac．jp
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平成15年度会費納入のお願い

会　員　各　位

同封いたしました郵便払込用紙にて，平成15年度会費8000円を納入いただきたくお願

い申し上げます．

健全な学会運営のために，早めにお手続き賜りたく存じます．

よろしくお願い申し上げます．

注1会費納入の手続き不要の会員

　　　　　○名誉会員

　　　　　○寄贈会員

　　　　　○賛助会員（後日請求書送付）

　　　　　○購読会員（後日請求書送付）

　　　　　○既に平成15年度分を納入されている会員

　　　　　○平成15年4月1日以降に入会された会員

注2　過年度会費を滞納されている会員

　　　　　○未納分と合わせてお支払いください

　　　　　02年以上滞納されますと除名となります

注3お問合せにつきましては，下記学会事務局のE－mailまたはFAXにてお願い致

　　　します．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（社）日本不妊学会

　　　　　　　　　　　　　　〒102－OO83　東京都千代田区麹町5－2　K－WING　3階

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TEL　O3－3288－7266／FAX　O3－5275－1192

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E－mai1：　
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平成14年度第2回通常総会議事録

日　時　　平成14年10月3日（木）13：25～13：55

場所　岐阜市：長良川国際会議場
開会当時の会員数　4，095名　当日の出席会員数　2，108名（含委任状）

議事経過およびその結果

定款第26条に基・づき，伊藤晴夫理事長が議長となり，「出席会員数は，委任状を含め2，108名で

あり，定款28条に定める定足数を充足し，本総会は成立した．」旨発言し，開会．

議事録署名人に，田原隆三・市川智彦の2名を選出した後，次の議案を順次審議した．

ρ

り

議事

第1号議案

第2号議案

第3号議案

第4号議案：

第5号議案

平成15年度事業計画および予算案について

久保庶務担当理事より平成15年度事業計画について説明が行われ，続いて小

林会計担当理事より予算案について説明された．全会一致で承認された．

役員改選について

各支部より推薦された新役員，定款評議員，名誉会員および功労評議員につい

て説明を行い，全会一致にて承認された．被選任者は全員その就任を承諾し

た．新役員は下記の通りである．

理事　伊藤晴夫　石川睦男　今井　裕　井上正樹　遠藤　克　岡村　均

　　　大濱紘三　守殿貞夫　久保春海　武谷雄二　田中俊誠　玉舎輝彦

　　　寺川直樹　中村幸雄　永田行博　野田洋一　三浦一陽　水谷栄彦

　　　森澤正昭　吉村泰典

監事　佐藤和雄　田中啓幹　小林俊文

名誉会員について

今年度は関東支部より，毛利秀雄先生，平川舜先生，中国四国支部より，青野

敏博先生，計3名の推薦があり，理事長より各々の不妊学会における業績につ

いて述べた．原案通り全会一致で承認された．

功労評議員について

今年度は各支部より功労評議員に7名の推薦があり，原案通り全会一致にて

承認した．

平成17年度第50回日本不妊学会総会および学術講演会開催地について

平成17年度学術講演会および総会開催地ならびに会長は，下記の通り推薦が

あり，理事会および評議員会の原案通り全会一致で承認された．

平成17年度　　　担当支部　　九州支部

　　　　　　　　　会　長　　　岡村　均



第6号議案

第7号議案

第8号議案

　　　　　　　　　開催地　　　熊本県

平成14年度学術奨励賞について

学術奨励賞選考委員会より推薦された下記3名に平成14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．また，学術奨励賞選考規

定について一部改定する提案をし，原案通り全会一致で承認された．

武内　裕之「Transvaginal　Hydrolaparoscopyによる骨盤腔内の評価一腹腔

　　　　　　鏡所見と比較して一」

　　　　　　　　　　　　　順天堂大　産（第46巻2号13頁）

豊嶋　豊照「特発性無精子症における変異型LH一βの頻度，一正常例との比

　　　　　　較一」　　猫協医大泌（第46巻2号7頁）
小島　聡子「Testicular　germ　apoptosis　in　Bc16－deficient　mice」

　　　　　　　　　　　　　千葉大　泌（Development　l28巻1号57頁）

定款細則に各委員会について追記する件について

現在の定款細則に委員会について述べられていないため，各委員会の存在を

明確にするため目的で追記することを理事会で審議した旨を報告した．全会

一致で承認された．

生殖医療従事者資格制度について

岡村担当理事より生殖医療従事者資格制度規約（案），生殖医療コーデイネー

ター制度，胚培養士認定制度についての説明が行われた．また，看護協会との

協議の経過，看護協会の不妊専門看護師の制度などについて説明された．本学

会として社会的にアピールをすることが最大の目的であることを強調した．

また，本認定制度についての構想，現在の検討事項について説明をした．多数

の検討事項があるが，提出された規約は理事会にて審議の結果承認された旨

を報告し，総会において本件について諮り，全会一致で承認された．

り

鰐

以上をもって，すべての議事を終了し，議長は閉会を宣し散会した．

以上の議決事項を証するため，この議事録を作成し，定款第30条に基づき，議長ならびに本

日の出席者代表たる2名の議事録署名人において署名押印する．

鴨

平成14年10月3日

社団法人日本不妊学会　平成14年第2回通常総会

議　　　　長

議事録署名人

　　同

伊　藤　晴　夫

田　原　隆　三

市　川　智　彦

り

●



理事・監事

●

理事長

副理事長

常任理事

理　　事

監　　事

伊藤晴夫

岡村　均

遠藤　克

石川睦男

寺川直樹

小林俊文

守殿貞夫

久保春海

井上正樹

永田行博

佐藤和雄

武谷雄二

中村幸雄　野田洋一

今井　裕　大濱紘三

三浦一陽　水谷栄彦

田中啓幹

吉村泰典

田中俊誠　玉舎輝彦

森澤正昭

幽

浅井光興　安部裕司

石田　肇　石塚文平

岩本晃明　　遠藤俊明

生水真紀夫末岡　浩

永尾光一　新村末雄

　　幹

安藤一・道

石原　理

岡田　弘

田中信幸

福田　淳

事

安藤寿夫

市川智彦

押尾　茂

田原隆三

藤原　浩

安藤　索

井上善仁

斉藤英和

堤　　治

南直治郎

石川博通

苛原　稔

柴原浩章

藤間芳郎

横山峯介

，

●



評議員
下記477名の会員の皆様に，平成15年1月1日より平成16年12月31日まで評議員を
委嘱いたします．本紙面をもって委嘱状といたします．　　　　　　　　　　　　　　　　　　b

（○印は定款評議員）

北海道支部（40名）

東口篤司　石島芳郎
遠藤俊明　岡部泰樹
神谷博文　工藤正尊
○櫻木範明　佐藤邦忠
高岡康男　○高橋芳幸
立木　仁　立野裕幸
丹田　均　塚本泰司
藤井美穂　 藤本征一郎
三國雅人　宮澤清志
山本　律　吉田俊明

伊藤直樹
片桐成二
工藤隆一一

澤向　豊
田熊直之
田中昭一・
野々村克也

松崎重範
森好政晴
吉田　博

伊藤雅夫
上口勇次郎

小柳知彦
千石一雄
武田哲男
玉手健一・

芳賀宏光
真名瀬賢吾

山下幸紀
和田真一郎

e
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東北支部（34名）

市川文隆
鍵谷昭文
木村行雄
齊藤　晃
○佐藤英明
東梅久子
前原郁夫
矢沢浩之
吉松宣弘

太田博孝
片寄治男
○倉智博久
笹川五十次

佐藤和宏
永井　宏
水沼英樹
柳田　薫
和田裕一

岡村州博
金杉　浩
呉竹昭治
佐々田比呂志

鈴木唯司
中谷一夫
光川史郎
吉崎　陽

小田隆晴
木村正一
児玉英也
○佐藤　章
寺田幸弘
藤井俊策
○村上　節
吉田　威

晦

関東支部（154名）

合阪幸三
〇安達知子
池内隆夫
石川博通
伊藤治英
茨木　保
○岩本晃明
梅田　隆

明楽重夫
○安部裕司
池本　庸
石田　肇
伊藤元博
岩崎　晧
植村次雄
太田亨二

味香勝也
荒木重雄
井坂恵一
〇石塚文平
稲葉憲之
岩崎雅志
上山　護
大高　究

○麻生武志
荒木　勤
石井延久
市川智彦
井上正人
○岩下光利
内島　豊
大橋正和

e
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岡田詔子
小倉久男
貝原　学
兼子　智
木下英親
楠原浩二
公平昭男
小宮　顕
坂元秀樹
佐藤孝道
始関吉生
末岡　浩
関　守利
高波真佐治

竹下直樹
辰巳賢一
〇田原隆三
徳江章彦
永尾光一
〇新村末雄
野澤志朗
林　和彦
広川　信
○星　和彦
間崎和夫
水沼英樹
宮崎豊彦
百枝幹夫
矢崎恒忠
○横山峯介
○吉田英機

沖永恵津子

長田尚夫
○可世木久幸

河村信夫
木下裕三
久保武志
小杉山基昭

近藤芳仁
佐々木　茂

佐藤芳昭
○柴原浩章
杉村和男
関谷宗英
高山雅臣
竹田　省
田中憲一
田村　貴
栃木明人
中島耕一・

西島正博
野嶽幸正
原　　啓
古畑哲彦
○牧野恒久
松島正浩
三橋直樹
村井一郎
○森　宏之
安水洗彦
吉沢　緑
我妻　尭

沖永荘一
〇押尾　茂
片山　進
○木下勝之
久具宏司
久保田俊郎

小寺重行
斎藤　裕
雀部　豊
澤村良勝
白須和裕
鈴木啓悦
多賀理吉
竹内久彌
田島　惇
田中忠夫
○堤　　治
土橋一・慶
中野眞佐男

西田正人
畑　俊夫
樋口泰彦
古屋清英
正井基之
松田兆史
峯岸　敬
目崎　登
森田峰人
矢野　哲
吉田　淳

荻野雅弘
小田高久
金山喜一・

木下俊彦
久慈直昭
黒島淳子
小林善宗
佐賀正彦
○佐藤嘉兵
塩塚幸彦
神野正雄
須藤寛人
高木耕一一郎

竹下俊行
田島政晴
○田辺清男
○津端捷夫
中居光生
中山孝一
野口和美
畠　　亮
平原史樹
古谷健一・

正岡　薫
松本英亜
簑和田　滋

持丸文雄
柳沼　恋
山中英寿
○吉田謙一・郎
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平成15年度日本不妊学会学術奨励賞について

選考規定に準ずる論文を対象に，平成15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，本学会理事，評議員，大学教授，学会誌レフリーに限ります．

推薦は，次々頁の所定の書式をご利用下さい．

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．授賞論文の筆頭著者には賞状と副賞として日本オルガノンより奨励金

50万円を各々に授与します．

ご不明な点は，学会事務局へお問い合わせください．

〔推薦書締切日〕　平成15年5月末日

〔推薦書送付先および問い合わせ先〕

　　　　　　　　　社団法人日本不妊学会事務局

　　　　　　　　　〒IO2－0083　東京都千代田区麹町5－2　K－WING　3F

　　　　　　　　　TEL：03－3288－7266　FAX：03－5275－1192

　　　　　　　　　E－mail：info＠jsfs．or．jp
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1．対象論文

2．推薦方法

3．選考方法

4．賞

5．公　　表

日本不妊学会学術奨励賞選考規定

①前年度本学会誌（不妊学会誌またはReproductive　Medicine　and　Biology）

　掲載原著論文．

②前年度上記以外（国内外を問わず）に掲載された原著論文．但しその内容

　の大部分または全てが不妊学会に発表されており，その抄録を添付する．

　また，学会発表と雑誌掲載の時期の前後は問わない．但し，地方部会は除

　く．

③年令は45歳以下のもの

自薦または他薦

他薦は本学会の理事，評議員，大学教授（会員），学会誌レフリーが推薦す

る．

予備選考委員会で予め推薦論文より候補論文を選考し，この候補論文の中

から選考委員会が授賞論文を決定する．

　①予備選考委員会は学術委員長を委員長とし，編集委員会委員長，学術・

　　編集担当幹事，代表幹事を以て構成する．

　②予備選考委員会で3部門より各々数編の授賞候補論文を選出する．

　③選考委員会では理事長を委員長とし，副理事長，学術・編集担当理事を

　　以て構成し，代表幹事は選考委員会に陪席し事務事項を担当する．

　④専門分野に分けて審査を行う．

本学会より賞状を授与する．また副賞として，日本不妊学会オルガノン学術

奨励賞賞状および学術奨励金50万円を授与する．

総会において授与し，総会後に発刊する号にて受賞論文および氏名を公表

する．

平成14年10月3日改訂
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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47巻　　号　　～　　頁（平成14年　　月）

　雑誌名　　第巻号～頁（平成年月）
　（不妊学会以外の雑誌に掲載されている場合）

　（筆頭著者名）

　（筆頭著者生年月日）

　　　　　　　　　年　　月　　日

　（推薦理由）

　平成　　　年　　　月　　　日

　　　推薦者所属・現職

　　　　　　　　氏名　　　　　　　　　　　　　　　　　印



会　員　各　位

●
　　『Reproductive　Medici皿e　and　Biology』投稿のお願い

本雑誌の発展のために，論文のご投稿をお願い致します。

投稿規定および投稿申込書は日本不妊学会公式ホームページよりプリ

ントアウトができますので，そちらをご利用くださいますようお願い申

し上げます．

　（日本不妊学会ホームページ：http：／／www．jsfs．or．jp）

平成15年3月末日

理事長　伊藤晴夫
編集委員長　　遠　藤　　　克

幽
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生殖補助医療（ART）における良好胚選別

を目的とした前核期評価の新基準
■

Establishment　of　Novel　Criteria　to　Select　of　Viable　Embryos　Via

　　　　　So－Called“Pronucleus　Assessment”in　ART

■

伊　藤　嘉奈子

　Kanako　ITO

　　　東邦大学医学部第1産婦人科学教室

First　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Toho　University　School　of　Medicine，

6－11－10hmorinishi，　Ohta－ku，　Tokyo　143－8541，　Japan

■

趣

　ARTにおける移植胚の精度の高い判定基準を確立する目的で，前核期における新しい評価法を考察し検討

した．

　75症例78周期491個の胚の前核期評価を行った．判定基準は，両前核の大きさが［同じ（A），異なる

（B）］，両前核間距離が［密に接着（a），辺縁のみ接着（b），開離している（c）］，核小体の大きさ，分布，数

が［同期状態（5），同期過程にある（3），非同期状態（1）］と評価した．

　桑実胚／胞胚発育率は，（A），（a）または（b），そして（5）と評価された胚が有意に高かった．妊娠率は，（a）

または（5）を移植胚中に含む症例において有意に高かった（（a）あり83．3％vs（a）なし259％，　p＜O．05，（5）

あり81．5％vs（5）なし19．6％，　p＜0．05）．次に移植胚が2個とも分割期形態不良胚（Veeck分類3～5）の症

例を前核期評価で後方視的に妊娠率を再検討した．その結果，（5）を含んでいた場合が含まない場合より，ま

た移植胚が2個とも分割期形態良好胚の症例では，（a）を含む場合が含まない場合より有意に高かった．

　我々の考察した前核期胚評価法のみでも高精度な良好胚選別効果が期待できるが，さらにVeeck分類と本

評価法を組み合わせて2段階で胚選別を行うことで，従来，移植胚の選択に困難を感じた場合においても本

法は有用であると思われる．

キーワード：前核期評価，核小体，妊娠率，体外受精，顕微授精

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48二1－92003）

o

■

緒　　言

　ARTにおける臨床成績向上の要点は，生存性の高い

胚（以下良好胚）を正確に見分け，それを移植に用い

ることである．

　臨床的に最も多く利用されているのは分割期初期胚

における発育速度，割球形態と割球フラグメンテー

ション（fragmentation）の割合を指標とした胚評価法

であり，現時点で妊娠率向上に一定の貢献をしている．

しかし日本産科婦人科学会による平成ll年度の生殖

医学登録報告Dによると通常の体外受精conventional

in　vitro　fertilization（conv．　IVF），顕微授精intracyt（｝－

plasmic　sperm　injection（ICSI）による新鮮胚移植周期

における妊娠率はそれぞれ21．2％，20，2％に留まって

おり，妊娠症例に対する流産率もconv．　IVF，　ICSIでそ

れぞれ21．2°／。，287％と自然妊娠と比較して高率であ

る．これらの数字は，現在多くの施設で用いられてい

る分割期における形態的胚評価法の限界であると考え
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られる．

　これを補うために多数胚移植（3個以上）を行い，そ

の結果多胎妊娠が増加するという弊害が生じた．

Eisnerら2）は3個以上受精卵を移植する方が2個以下

より有意に妊娠率が高いと報告しており，多くの施設

で3個以上の胚移植を行ってきた．その結果として多

胎妊娠の発生率が高くなり，1990年代前半での欧米の

報告37｝では，ARTによる妊娠の21．3～3L3％が多胎妊

娠と報告されている．

　一方1998年にGardnerらti＞により順次培地（se－

quential　media）を用いた，初期胚より胞胚までの培養

法が確立され胞胚期移植が可能となった．これにより

妊娠率および着床率が飛躍的にヒ昇したと報告されて

以来，胞胚期移植法が注目されてきている9】°）．この胞

胚期移植の利点として，第1に胞胚を生理的適期に子

宮内へ移植出来ること，第2に，培養期間の延長によ

り発生能の低い胚が淘汰され，良好胚が自然に選別さ

れることが挙げられる．Sandalinas’i）らは高度な染色体

異常胚の多くは胞胚に到達するまでに発育が停止する

可能性が高いと報告している．また胞胚期移植により

移植胚数を減らすことができ，多胎妊娠の予防に有効

な手段であるとの報告もある12］，しかし欠点として，

体外培養時間の延長が胚の質に対して与える影響が懸

念されることが挙げられる．

　一方，欧米では着床前診断preimplantation　genetic

diagnosis（PGD）の技術を用い，胚を生検し且uores－

cence　in　situ　hybridization（FISH）法を用いて着床前

胚スクリーニング（PGS）を行い異数体の胚移植を避け

る方法が効果をあげている】3．］1）．Munneら15・t6｝は，35

歳以上のIVFを施行した患者にPGSを施行したとこ

ろ，着床率は変化がなかったが流産率が低下し，出生

率が増加したと報告している．しかし本邦においては，

日本産科婦人科学会会告によりPGSの臨床応用が認

められるのは重篤な遺伝性疾患に限られており，良好

胚選別目的にこの技術を応用することは認められてい

ない．

　また近年，前核の大きさや核小体の分布により評価

する前核期評価法が報告されており，ある程度の評価

を受けている17・’tS）．一方では，胞胚期移植法の高着床率

が報告されている．その高着床率の要因として，主に

長期培養により良好胚が自然に選別されているためと

考えられる．しかし培養システムが完全でない現状に

おいては，可能であるならば長期培養は避けたほうが

望ましい．もし早い時期に胞胚期移植法と同等の良好

胚選別が可能になれば，培養期間を延長せずに高着床

率が実現できると考えられる．よって本研究では早い

時期に良好胚を選別するために，従来の前核期評価基

準を検討し，改良を加えその有効性を検討することを

目的とした．

対象と方法

　2000年9月から2001年5月までに，当科において，

conv．　IVFまたはICSIを行った75症例78周期，491

個の胚を対象とした．適応の内訳は，男性因子68症例，

卵管因子7症例，治療内容の内訳は，conv．　IVF　9周期，

ICSI　69周期で，平均年齢は34．3±3．3歳であった．対象

胚491個のうち419個はVeecki9，分類評価を行った．

182個は胞胚まで培養を行い胞胚形成の有無を観察し
た．

　卵巣刺激法は基本的にGnRH　analog（Sprecure，ア

ベンチスファーマ）をlong　protocolで使用した．71

症例74周期は安部ら2°）の採卵日固定刺激法を用い，4

症例4周期はクエン酸クロミフェン（Clomid，塩野義

製薬）を使用した周期であった．採卵した卵は，Hu－

man　tubal　fluid（HTF；Irvine　scientific）＋10％Syn－

thetic　Serum　Substitute（SSS：Irvine　scientific）を用い

5％CO，・　in　airにて4～5時間培養後，　swim　up法で得

られた運動良好精子10～20×IO4／mlにて媒精を行っ

た．また高度乏精子症性不妊およびIVFにて3回以上

の受精障害症例ではICSIを行った．　Wittemerら21）の

報告では1，000胚の媒精とICSI施行後の前核出現時

間を観察したところ両者に差を認めなかった．よって

我々は，媒精またはICSI施行16～18時間後に前核期

評価法を行った．胚評価後，conv－IVF症例では培養液

の交換を行い胚移植まで培養した．Day2／3ETの移植

胚決定はVeeck分類によって行った．なおDay　4／5／

6ET症例ではさらに媒精3日目にblastocyst　medium

に移し，桑実胚（D4），拡張期胞胚（D5），ハッチド

（hatched）胞胚（D6）に達した胚を移植した．

　今回新しく設定した項目として，第1に胚の発育速

度を反映していると思われる両前核間の距離に関し

て，観察時に接点が一直線に密に接着しているものと，

辺縁の一点で接着しているものとを比較している点，

第2に両前核の細胞周期の同期性を反映していると考

え，核小体の大きさ，分布，数の同期性の評価を行っ

た点が挙げられる．これらの基準点を組み入れた前核

期評価法（図1）を示す．評価には3つのパラメターを

用いた．第1に，両前核の大きさの評価を行った．両

■

o

■

島

■

の
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両前核の大きさ 両前核の距離
　核小体の同期性
（大きさ・数・ばらつき）
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　　aCD　接着db雑○○離れている 　　　　5⑫④⑤⑤　　　　3　　㌔～‘・　　　　1　　　　受・

　　　　図1　前核と核小体における評価法

A：両前核の大きさが同じ，Bl両前核の大きさが異な

る，a：両前核が密に接着，　b：両前核が一点で接着，

c：両前核が開離，5：核小体の同期性あり，3：同期過

程にある，1：核小体の極性がバラバラで同期性なし

前核の大きさが同じものを（A），異なるものを（B）と

評価した．第2に両前核間の距離の評価を行い，密に

接着しているものを（a），辺縁の一点で接着している

ものを（b），開離しているものを（c）と評価した．第

3に核小体の評価を行い，両前核の核小体の大きさ，分

布，数に同期性を認めるもの，すなわち核小体の大き

さがまだ小さいが両前核に均等に分散して同期してい

るものと，核小体の大きさが大きくなり接点に整列し

ている場合を（5），同期過程にある場合を（3），極性

がばらばらで同期性を全く認めない非同期の場合を

（1）と評価した．

　実際の前核期胚の写真を図2に示す．［1］は両前核の

大きさが同じ（A）で，両前核が・直線に密に接着（a）

しており，核小体に同期性を認める（5）のでAa－5

と評価した．［2］は両前核の大きさが同じ（A）で，両

前核が辺縁のみで接着しており（b），核小体に同期性

●

，

の

■

款讃驚　灘簾

　　　　　　　　　　　　図2　前核期胚の写真
［1］：両前核が同じ大きさで接着し核小体に同期性あり，［2］：両前核の大きさが同じ

で接しており核小体に同期性あり，［3］：両前核の大きさが同じで接着しているが核小

体に同期性なし，［4］：両前核の大きさが異なり接しており核小体の同期性なし，［5］：

両前核の大きさが同じで離れており核小体の同期性なし

燭
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を認める（5）のでAb－5と評価した．［3］は，両前核の

大きさが同じ（A）で，密に接着（a）しているが，核

小体の同期性が見られない（1）のでAa－1と評価した．

［4］は，前核の大きさが異なり（B），辺縁のみで接着

しており（b）核小体の同期性を認められない（1）の

でBb－1と評価した．［5］は，両前核の大きさが同じ（A）

で，両前核が開離しており（c），核小体の同期性が見

られない（1）のでAc－1と評価した．

　胚移植時，媒精またはICSI後2日目（Day　2）で2

～4細胞期胚，3日目（Day　3）で4～8細胞期胚，4

日目（Day　4）で桑実胚，5日目（Day　5）で胞胚または

拡張胞胚，6日目（Day　6）でハッチド胞胚に達したも

のを正常発育胚とし，後方視的に分割期における形態

良好胚（Veeck分類grade　l，2），および胞胚への発生

率，妊娠率，着床率の検討を行った．妊娠率，着床率

に関しては，移植胚2個の症例のみについて検討した．

また移植胚が形態良好胚，形態不良胚（Veeck分類

grade　3，4，5）であった症例については前核期評価パラ

メター別の妊娠率，着床率，流産率を比較した．

　統計学的解析はX2　testを用いた．　pがOD5未満の場

合に有意差あり，0．1未満の場合に傾向あり，0、1以上の

場合に有意差なし（NS）とした．

結　　果

1．各パラメーター別の頻度

　両前核の大きさでみると，（A）が76．8％（377／491），

（B）が23．2％（114，／491）であった．両前核の距離でみ

ると，（a）が10，0％（49／491），（b）が85．7％（421／491），

（c）が4．3％（21／491）であった．核小体の同期性でみ

ると，（5）が10．2％（50／491），（3）が35．4％（174／491），

（1）が54。3％（267／491）であった（図3）．

II．分割期における形態良好胚への発育率

　分割期評価が可能であった胚のうち，両前核の大き

さで比較すると，（A）44．3％（153／345），（B）25！7％（28

／109）で（A）の方が有意に形態良好胚への発育率が高

かった（p＜0．05）．両前核間の距離で比較すると，

（a）　68．6％　（24／35），（b）　40．2％　（136／338），（c）　12．5

％（2／16）で，（a）は（b）（c）に比較して有意に高く

（p＜0．05），（b）は（c）に比較して有意に高かった（p

＜O．05）、核小体の同期性で比較した場合，（5）59．0％

（23／39），（3）53．5％（76／142），（1）30．3％（63／208）で

（5）（3）は（1）と比較して有意に高かった（p＜O．05）

（図4）．

III．桑実胚／胞胚への発育率

23．2％

（nニ114）

54．3％

（n＝267）

（％）

100

80

60

40

20

0

76．8％
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核小体の同期性
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図3各パラメーター毎の内訳
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　（核小体の

同期性で比較）

　　図4Day2／3における形態良好胚発育率

形態良好胚への発育率は，Aの方がBより有意に良好

胚発育率が高かった．aはb，　cに比較して有意に高

かった．bはcに比較して有意に高かった．5，3は1に

比較して有意に高かった．

　両前核の大きさで比較した場合，（A）34．8％（47／

135），（B）10．6％（5／47）で，（A）は（B）より有意に胞

胚への発生率が高かった（p＜0．05）．両前核間の距離で

比較した場合，（a）47．6％（10／21），（b）27．0％（41／152），

（c）ll．1％（1／9）で，（a）（b）は（c）よりも有意に胞胚

への発生率が高かった（p＜0．05）．核小体の同期性で比

較した場合，（5）6＆8％（11／16），（3）34．5％（20／58），

（1）19．4％（21／108）で，（5）が（3）（1）に比べて有意

に胞胚への発生率が高かった（p＜0．05）（図5）．

IV．妊娠および着床率

　移植胚を2個の症例に限定して検討した．両前核の

大きさで比較した場合，移植した胚が（AA），（AB），

（BB）の場合のそれぞれの妊娠／着床率は，（AA）50％
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図5各パラメーターでみた桑実胚／胞胚への発育率

両前核の大きさが同じ方が有意に桑実胚／胞胚への発

育率が高かった．両前核の距離が接着している方が接

してしるか離れているよりも桑実胚／胞胚への発育率

が高い傾向を認めた．核小体の同期性のある方が同期

しかけているまたは同期性のないものより有意に桑実

胚／胞胚への発育率が高かった．
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図6　妊娠／着床率

（核小体の

同期性で比較）

両前核の大きさによる差は見られなかった．

両前核が接着（a）を含んでいる場合の方が含んでいな

い場合より有意に高かった．核小体の同期性あり（5）

を含んでいる場合の方が含んでいない場合の方が有意

に高かった．
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（33／66）／25．9％（34／132），（AB）20％（2／10）／10％（2

／20），（BB）0％（0／2），0％（0／4）で，両前核の大きさ

による妊娠／着床率に差はみられなかった．また（A）を

含んだ胚を移植した場合と含まない胚を移植した場合

を比較すると，（A）を含んだ胚を移植した場合では妊

娠／着床率はそれぞれ46．1％（35／76），23D％（35／152），

（A）を含まない胚を移植した場合では妊娠，着床率と

もに0％（0／2，　O／4）で，前核の大きさの違いにより妊

娠率および着床率に有意差はみられなかった．両前核

間の距離で比較すると，移植胚に（a）を含んでいる場

合（aa／ab）の妊娠／着床率はそれぞれ，83．3％（20／24）

／43．8％（21／48），（a）を含んでいない移植bb／bcの妊娠

／着床率はそれぞれ，25．9％（14／54）／14．0％（15／108）

で，移植胚に（a）を含んでいる場合の妊娠／着床率が

（a）を含んでいない場合より有意に高かった（p＜
0．001）．

　核小体の同期性の有無により妊娠／着床率を比較す

ると，移植胚に（5）を含んでいた場合（55／53／51）の

妊娠／着床率はそれぞれ81．5％（22／27）／40．7％（22／

54），（5）を含んでいない場合（33／31／ll）では19．6％

（10／51）／14！7％（15／102）で，移植胚に（5）を含んで

いた場合の妊娠／着床率が（5）を含んでいない場合よ

り有意に高かった（p＜O．OOI）（図6）．

V．移植胚が2個とも分割期における形態不良胚で

あった場合の各パラメーター別の妊娠率，着床率，流

産率

　移植胚が2個とも前核の大きさが同じであった場合

（AA）と片方が異なる大きさであった場合（AB）で比

較したところ有意差はみられなかった．同様に（a）を

含んでいた場合と含んでいない場合を比較しても有意

差はみられなかった．同様に（5）を含んでいた場合と

含んでいない場合で比較した．（5）を含んでいた場合の

妊娠／着床／流産率は，100％（5／5）／50％（5／10）／20％

（1／5），（5）を含んでいない場合は14．3％（1／7）／7．2％

（1／14）／0％（0／1）で，（5）を含む移植の方が妊娠／着床

率が有意に高かった（p〈O．05）が流産率には有意差は

みられなかった（図7）．

VI．移植した胚が2個とも分割期における形態良好胚

であった場合の各パラメター別の妊娠率，着床率，流

産率

　両前核の大きさで比較すると，移植した2個の形態

良好胚に（A）が含まれていた場合と（A）が含まれて

いない場合で両者に有意差はみられなかった．両前核

間の距離で比較すると，移植した2個の形態良好胚の

うち（a）を含んでいた場合の妊娠／着床／流産率は，82．4

％（14／17）／41。2％（14／34）／35．7％（5／14），（a）を含ん
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　不良胚の妊娠／着床／流産率

　移植した形態不良胚を核パラメーターで比較した場
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図8Day2／3における各パラメーター別にみた形態
　良好胚の妊娠／着床・流産率

　移植した形態良好胚を各パラメーターで比較した場

　合，両前核の距離で比較した場合にのみ有意差を認

　めた．両前核の距離が接着している（a）胚を含んだ

　移植の場合の方が（a）を含まない移植の場合より妊

　娠／着床率に有意差を認めた．

●

●

●

融

でいない場合は23．8％（10／42）／13．1％（11／84）／30％

（3／10）で，（a）を含む移植の方が妊娠／着床率が有意に

高かった（p＜0．05）が流産率には有意差はみられな

かった．核小体の同期性で比較すると，（5）を含んでい

た場合と（5）を含んでいない場合では有意差はみられ

なかった（図8）．

考　　察

　良好胚を選別評価する方法として，前核期における

両前核の核小体の数や大きさまたは両者の差および核

小体の配列のパターンを観察する試みが報告されてい

る．Tesarikら17）は核小体の形態をパターン0～5まで

分類している．これによると，パターン0の場合，ほ

とんどの胚で着床の可能性が期待できるとし，少なく

ともパターン0が含まれている移植周期では50％の

妊娠率であったと報告している．つまり，両前核の核

小体の同期性が良好胚を選別する因子として重要であ

るという結果であった．その翌年Wittemerらz］）によ

りこの分類方法を用いたprospective　studyが報告さ

れた．それによると，発育停止率，良好胚発育率に関

しては，パターン0が発育停止率14．1％と最も低く，

良好胚発育率も68％と最も高かった．妊娠率ではパ

ターン0のみを移植した場合，パターン0を1個以上

含んだ移植の場合，パターン0を含まない移植の場合

で比較した場合，それぞれ42．2％，35．6％，19．7％で，

パターン0を含んだ移植の場合の妊娠率が有意に高

かったという結果であった．さらにScottら221による

前核期評価法は前核の大きさ，核小体の配列状態，核

小体の数により前核期評価を行った．その結果，大き

さと数が同じ核小体が雌雄前核の接点に整列している

胚の妊娠率が高かったと報告している．またEdwards

らZ3）の報告では，良好胚の選択方法について前核期と

胞胚期で比較検討した結果，着床率に差がないことが

示されている．

　本研究では，これら今まで報告されている前核の大

きさや核小体の数，大きさ，極性の有無を指標とした

前核期評価法を改良した新基準を設定した．すなわち，

評価方法を前核の大きさ，距離，核小体の同期性の3

つのポイントに分けてそれぞれを評価した．各パラ

メーターで分割期における形態良好胚および桑実胚／

胞胚への発生率をみたところ各々のパラメーターで有

意差を認め，①両前核の大きさが同じである（A），②

両前核が接着している（a），③核小体に同期性を認め

る（5）という3つのポイントが分割期における形態良

好胚および桑実胚／胞胚への発生率が上昇するために
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必要な条件であることが示された．・方妊娠／着床率で

は，両前核の大きさによる有意差は得られず①両前核

の距離が接着しているもの（a），②核小体が同期して

いるもの（5）を移植すると妊娠／着床率が上昇するこ

とが示された．

　両前核の距離に関してはさらに細かく分類し，面で

接着しているもの（a）と点で接しているもの（b）と

を分けて評価した．その結果，（a）を含む症例では妊娠

／着床率において（a）を含んでいない症例より有意に

高い結果が得られた．よって良好胚選別基準のひとつ

として有効性を認めた．これは従来の報告にない新し

い基準であり本評価法の特徴のひとつと考える．

　臨床の現場では，Day　2～3にすべての胚が形態不良

胚であり移植胚決定に苦慮することがある．通常は移

植を担当するものの主観的判断により移植胚が選択さ

れる．そこで分割期における形態不良胚において本法

の評価により妊娠率，着床率，流産率に違いがあるか

どうか検討したところ分割期に形態不良胚しか得られ

なかった症例では核小体の同期している胚を選択する

ことにより妊娠／着床率が上昇する可能性が示された．

同様にDay2～3に形態良好胚が多数得られ移植胚決

定に迷った場合，両前核が一直線で密に接着している

胚を含んでいる場合，妊娠／着床率が有意に高かった．

すなわち得られた分割期胚の形態がすべて同一一グレー

ドの評価であった場合に本法は特に有用であると考え

られる，

　YanagimachiらL？　1）の報告によると，前核の形成は卵

細胞質内のCa3＋濃度の上昇による卵活性化の有無に

依存しており，卵活性化が起こった場合にのみ前核が

形成される。前核形成の初期には精子核の周囲に核膜

が再構築され，このほとんどが卵細胞質に由来すると

考えられている．またRayneら25）は，　ICSIを行ったヒ

ト胚50個の受精後の両前核と核小体の動きを映像を

用いて経時的に調べ報告している，それによると精子

が注入されたあと第2極体が放出され，小さな雄性前

核が細胞質の中央付近に出現する．その後雌性前核が

第2極体近傍に現れる．このときに雌雄両前核内には

小さな複数の核小体が現れ始め，雌性前核は雄性前核

に引きつけられ卵実質中央部に移動して接するように

なる．その後，両前核の大きさが増大し，その中の核

小体は両前核の接合面に向かって移動しながら融合し

大きさが増大してくる．Motilikらz6）によると，核小体

とは減数分裂の際に必要不可欠であるリボゾーム

RNA（rRNA）合成の場として重要な役割をもつといわ

伊藤 7（7）

れ，rRNAをコードしている遺伝子は核内部の染色体

に位置するnucleolus　organizing　regionsに存在して

おり，核小体はここで形成される．排卵後rRNA合成

はいったん減少し，核小体は縮小し散在する．そして

受精後，核小体内の変化に付随しrRNA合成が再開す

る．核小体はrRNAの合成が進むにつれ癒合し，大き

さが増していくことが証明されている，雌雄前核が形

成されると新しいrRNAが合成され，核小体の大きさ

も増大していく．受精後，胚ゲノム（zygotic　genomes）

が徐々に活性化されると新しいrRNA合成が引きつ

づき行われるが，ヒトではおよそ4細胞期の時期で最

高潮に達する．このようなrRNA合成は胚の発育に

とって非常に重要な役割を持っている．したがって，

核小体を形態的に評価することで，機能を完全に把握

することは出来ないが，少なくともこの評価によって，

その胚の発生能をバイタルな状態で判定するうえで，

一つの胚選別法となるのではないだろうか．この様に

雌雄前核の形成と核小体の動きは独立の現象ではなく

密接に関連し合っている．両前核の発育と核小体の同

期性を指標とした評価法は，上述の接合子内で起きて

いる一・連の発育過程の正常性を評価していることにな

る．つまり雌雄前核が接着していて核小体が接点に整

列している胚はこれらの複雑な過程が順調に経過した

胚であり，反対に雌雄前核が離れており，核小体の同

期性が見られない胚はこの過程に何らかの異常が生じ

た胚であることが推測される．したがってこの評価法

は良好胚を選別するために有用であると思われる．

　着床率を向ヒさせるためには，生存性の高い良好胚

を選別するか，生理的環境下に胚を移植することであ

ると考えられている．SauerらL’7）の報告によると，重症

不妊患者や高齢不妊患者に対しドナー胚を移植した結

果33．3％の妊娠率が得られている．Abdallaらzts）も21

歳から52歳までの卵子提供プログラムにおける受容

者104例にドナー卵を用いたIVFを行ったところ，受

容者を39歳以下と40歳以一ヒで比較したところ，受精

率，着床率，生産率は全く同等であったと報告してい

る．この事は着床環境が悪いと考えられている高齢婦

人においても良好胚を移植すれば，若年婦人と同等の

妊娠率が得られることを示している．したがって，良

好胚を正確に選別し移植することができれば子宮内環

境を整える事によって妊娠が成立する可能性が十分あ

る事が示唆される．

　ART治療における最終目標は，不妊症例の適応を正

しく選択して単…胚移植を行い，単胎妊娠へと導くこ
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とにある．Tiitinenらuy）は，分割期良好胚を用いた単一・

胚移植により3＆6％の妊娠率が得られたと報告して

おり，妊娠率を低下させずに単一・胚移植を行える可能

性を示している．本法により妊娠率を下げることなく

単一胚移植を実施する可能性が示唆された．本研究で

は，媒精またはICSI　I6～18時間後における両前核の

大きさと距離，核小体の同期性を指標とした新しい基

準で前核期評価をおこなった．この胚評価法のみでも

高精度な良好胚選別効果が期待できるが，さらに

Veeck分類と本評価法を組み合わせて2段階で胚選

別を行うことで，従来，移植胚の選択に困難を感じた

場合においても本法は有用であると思われる．

　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りました東邦大

学医学部産科婦人科学第1講座久保春海教授，安部裕司講

師に慎んで謝意を表します．また直接御指導を賜りました

同講座の雀部豊助予に深謝致します．

　本研究の要旨は第53回日本産婦人科学術講演会（平成

13年5月），および第47回目本不妊学会学術講演会（平成

13年ll月）において発表した．
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Establishment　of　Novel　Criteria　for　Selection　of　Viable　Embryos　Via　So－Called

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“Pronucle皿s　Assessment”in　ART

■

Kanako　ITO

First　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Toho　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　　　6－ll－10hmorinishi，　Ohta－ku，　Tokyo　143－8541，　Japan

o

　　To　establish　new　criteria　to　select　embryos　to　transfer，　scoring　at　pronuclear　stage　was　evaluated　to

distinguish　viable　embryos．

　　In　the　present　study，　we　examined　a　total　of　491　embryos　obtained　from　75　patients（78　cycles）．The

criteria　for　selection　of　embryos　via“pronucleus　assessment”are　as　follows．　The　size　of　pronuclei　are

［same（A）：，different（B）］，pronuclei　distance［closely　attached（a），attached　only　at　the　margin（b）

and　is　apart（c）］．The　size，　distribution　and　number　of　nucleoli　are［synchronized（5），in　the　proceed

⑪fsynchronization　（3），or　not　synchronized　（1）］．

　　Pregnancy　rates　per　ET　was　signi丘cantly　high　in　case　of　containing（a）or（5）in　transferred　embryo．

［Cases　containing（a）：83．3％vs，　those　without（a）125．9％，　p＜0．05，　case　containing（5）：81．5％vs．

those　without（5）：19．6％，　p〈0．05］．

　　The　scoring　at　pronucler　stage　could　be　high　specific　tool　to　distinguish　the　viable　embryos．

Key　words：pronucleus　assessment，　nucleolus（pl．　nucleoli），　pregnancy　rate，　IVF，　ICSI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn　J　Fertil　Steril　48：1－92003）
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　GnRHa－hMGによる卵巣刺激周期に偶然採取された未成熟卵子の胚発生能を明らかにする目的で，体外成

熟培養後にICSIを施行し，成熟率・受精率・分割率・胚盤胞発生率を検討した．対象は男性因子などの原因

による不妊治療の目的で，顕微授精によるIVFを施行した57名（57周期）の患者である．　GnRHa－hMG投与

周期に採卵を行ったところ，385個の成熟卵子（MII期）の他に151個の未成熟卵子（GV期86個およびMI

期65個）が採取された．これらの未成熟卵子を10％患者成熟卵胞液を含むTCMI99液中で培養したところ，

GV期卵子の69％，　MI期卵子の86％が48時間以内に第1極体を放出し成熟卵子（MII期）となった．そこ

で，この体外成熟卵子のうち105個（GV期54個およびMI期51個）に対し夫精子を用いてICSIを行ったと

ころ，89％が受精し，76％が分割（2細胞期）した．この受精率・分割率は，体内成熟卵子の受精率（83

％）・分割率（82％）と同率であった．受精卵を6細胞期までPl　medium中で，その後7日目までG2．2　me－

dium中で培養を続けたところ，体外成熟卵子の8％（GV期由来卵子の4％，　MI期由来卵子の12％）が胚盤

胞まで発育した．なお，GV期由来卵子から得られた胚盤胞は，いずれも卵丘細胞を完全に除去せずに成熟培

養を行った卵子から発育したものであった．今回のIVM－ICSIの検討により，卵巣刺激周期に偶然採取される

未成熟卵子からでも胚盤胞が得られることが明らかとなった．

キーワード：未成熟卵子，体外培養，卵丘細胞，胚盤i胞，ICSI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48：11－15　2003）

緒　　言

近年，多嚢胞性卵巣（Polycystic　ovary，　PCO）症例

や難治性不妊症例などを対象としてヒト未成熟卵子を

用いた体外成熟培養（ln　Vitro　Maturation，　IVM）一体

外受精（In　Vitro　Fertilization，　IVF）の臨床応用の可

●
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表1　1VM卵子由来患者の年齢比

年齢 裸化GV％（卵個数／人数） 非裸化GV％（卵個数／人数）　　裸化MI％（卵個数／人数）

25～29歳

30～34歳

35～39歳
40歳以上

15．8％（9個／2人）

59．6％（34個／15人）

24．6％（14個／8人）

　0％

4＆3％（14個／5人）

27．6％（8個／5人）

17．2％（5個／2人）

6．9％（2個／1人）

13．8％（9個／7人）

47．7％（31個／17人）

36．9％（24個／14人）

1．5％（1個／1人）

●

能性が検討されている．これまでのところ，IVM－IVF

による卵子の成熟率・受精率は体内成熟卵子のそれに

比し低く，妊娠に至る例は極めて少ない］　”）．この場合

のIVM－IVFの多くは，非刺激周期で体外成熟培養を

前提として小卵胞より採取された未成熟卵子が用いら

れる．

　一一方，通常の1ηVitro　Fertilization　Embryo　Trans－

fer（IVF－ET）ではGnRHa－hMG－hCGを使用した卵巣

刺激周期に採取された卵予が用いられる．卵巣刺激周

期で回収される卵子の多くは成熟卵子（metaphase　II，

MII期）であるが，一部に未成熟卵子（卵核胞期（ger－

minal　vesicle，　GV期）またはmetaphase　I期（MI期））

が含まれている．当院においては，卵巣刺激を行って

採取された卵子が全て未成熟であった症例がO．4％存

在する．このような刺激周期でhCG投与後に偶発的に

採取された未成熟卵子を治療に用いることができれ

ば，患者にとって福音となる．

　そこで，今回GnRHa－hMG－hCG周期に採取された未

成熟卵子の初期胚発生能について基礎的な検討を行っ

た，未成熟卵子を卵胞液添加TCM199　medium中で培

養し，成熟後，卵細胞質内精子注入法（Intracytoplas－

mic　Sperm　Injection，　ICSI）を行って受精率・分割率

・ 胚盤胞形成率を，体内成熟卵子のそれと比較した．

その結果，MI期卵子の約12％から胚盤胞を得られた

ことが確認されたので報告する．

対象と方法

対象

　対象は，2000年3月から2000年12月までの問に当

院において男性因子などによる不妊治療の目的で

ICSIによるIVF－ETを受けた患者のうち，未成熟卵子

の使用に同意した57名（57周期）である．このうち

PCOと診断された患者は12名である．　GnRHaと

hMGによるshort　protocolで卵巣刺激し，最大卵胞径

が18mmに達した時点でhCG（100001U）投与を行い，

34時間後に19Gの採卵針を用いて採卵した．採卵によ

り得られた卵子総数は536個であり，この内，MII期に

達していたのは385個で，残りの卵子MI期65個，　GV

期86個を今回の対象とした．また，各未成熟卵予の年

齢による比率を表1に示した．

未成熟卵子の判定

　採卵後，卵子をPl　medium（lrvine　Scientific，　USA）

中で3時間前培養した後，機械的処理あるいは，OOI

％Hyaluronidase（Sigma，　Germany）酵素処理を行っ

て裸化し，ノマルスキー微分干渉装置付倒立顕微下に

観察して成熟度を判定した．MII期に達していない卵

子，すなわち卵核胞の残存するもの（GV期；86個）お

よび第1極体の放出のないもの（MI期；65個）を未成

熟卵子と判定した．

　また，GV期卵子86個のうち29個については，酵素

処理前に明瞭なGVが観察されたため酵素による卵丘

細胞の完全除去は行わず機械的処理により最低限の除

去に止め，非裸化GV卵子として成熟培養を行い，裸化

処理GV卵子の成績と比較した．

体外成熟培養

　10％成熟卵胞液，0．5mM　pyruvate，　gentamicin（35

μg／ml）を添加したTCMI99　medium（Sigma，　Scot－

land）中で未成熟卵子を培養した．　medium量は50μ1

としシリコンオイル（信越化学）でカバーして，5％02，

5％CO、，90％N，，の気相下に37℃で培養した．添加し

た成熟卵胞液は患者本人より採卵時に得られた成熟卵

胞穿刺液（MII期卵子が回収された卵胞穿刺液）であ

り，300G，10分間遠心し，上清を非働化（57℃，30

分）し濾過滅菌後に使用した6）．

　卵子の観察は，成熟培養開始後24および48時間で

行い，第1極体の放出を確認した時点で成熟と判定し，

採卵日に採精した夫精子を用いてICSIを施行した．

胚盤胞培養

　ICSI施行後Pl　medium中で16ないし18時間培養

し，2前核形成が確認された卵子は，6分割までの前期

培養期間はPl　medium中で培養，それ以降の後期培養

期間はG22　medium（Vitrolife，　Sweden）中で培養し

●

●

し

●

の
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た．mediumは50μ1のマイクロドロップとし，シリコ

ンオイルでカバーした，前核を確認した日をDay　1

として，Day　7まで毎日一回観察をしながら培養iを続

けた．

結　　果

1．体外成熟培養による成熟率

　IVMにより，48時間以内にMII期まで成熟したも

のは，GV期由来の69％（59／86），　MI期由来の86％

（56／65）であり，GV期由来に比しMI期卵子で成熟率

が有意に高かった（p＜0．05）．GV期由来の成熟率を裸

化・非裸化で比較すると，それぞれ63％（36／57），79

％（23／29）であり非裸化卵子で成熟率が高くなる傾向

が見られたものの有意ではなかった（p＝O．15）（図1）．

2．ICSI後の胚発生率

　MII期に成熟した卵子ll5個中10個は男性側要因

によりICSIが出来なかったため，105個にICSIを施

行し，その後の胚発生率を今回の対象患者より得られ

体外成熟培養
による成熟率

100．0％

50．0％

O．0％

　　　P＜0。05

裸化GV期　非裸化GV期　　　MI期

図1体外成熟培養による成熟率

　　（図中の数値は卵子数）

た採卵時MII卵子のICSI成績と比較した（表2）．　IVM

卵子の受精率（2前核が確認されたもの），および分割

率（2細胞期以上）はそれぞれ89％，76％で，体内成

熟卵子との問に有意差は認められなかった．これに対

し，桑実胚発生率および胚盤胞発生率は，IVM卵子で

それぞれ17％，8％で体内成熟卵子に比較して有意に

低率であった（p＜0．001）．

　IVM卵子の成績をGV期由来卵子とMI期由来卵

子とに分けて検討したところ，受精率，分割率，桑実

胚発生率には両群間に差はなかったが，胚盤胞発生率

はGV期由来卵子にやや低い傾向が認められた．さら

にGV期由来卵子中では，受精率，分割率には裸化処理

による差がみられなかったが，桑実胚と胚盤胞には裸

化処理による発生率の低下傾向が認められた．特に，

裸化処理由来卵子では胚盤胞に達した卵子を認めな

かった．

　胚盤胞に発育した8個（非裸化GV期由来2個，　MI

期由来6個）のうち，expansionの段階に達したものは

4個（非裸化GV由来1個，　MI期由来3個）であった．

このうち細胞変性や内細胞塊（ICM）の分散などがみ

られない形態良好胚はMI期由来の1個であった．

考　　察

　今回MI期由来卵子では，　IVM－ICSIによりその12

％に，また非裸化GV期由来卵子ではその10％に胚盤

胞が得られたが，体内成熟卵子に比べ発生能の低下が

具現された．

　これにはいくつかの理由が考えられる．主因として，

刺激周期で偶然採取される未成熟卵には閉鎖過程に

入った卵胞に由来する卵子が多く含まれていることに

表2　1VM－ICSI後の胚発生数（率）の比較

6 発育段階 体内成熟卵子
体外成熟卵子（IVM）

全体 裸化GV期　　非裸化GV期 MI期

ICSI実施数 385 105 34 20 51

■

受精数（％）

分割数（％）

桑実胚数（％）

胚盤胞数（％）

319（83）

315（82）

198（62）

93（89）

80（76）

18（17）

ll5（30）

p＜O．OOI

8（8）

p＜0．001

31（91）

24（71）

3（13）

0（0）

17（85）

15（75）

5（25）

2（IO）

45（88）

41（80）

10（20）

6（12）

p＝O．08

P
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よると考えられる。しかしながら，一部の未成熟卵子

はhCG（LHサージ）に対する反応性を獲i得する以前の

段階にある発育卵胞から採取されたもので7｝，IVM後

に胚発生能を獲得する可能性がある8）．退行性変性の

有無は，卵子の形態的特徴からは判定しにくく，卵核

胞消失（GVBD）とそれに引き続く極体の放出は，卵rn

細胞死のみられる閉鎖卵胞でもしばしば観察されるこ

とから，これらの形態学的変化が必ずしも卵子の正常

な発育を示唆するものではないS｝．従って，形態学的に

成熟と判定された卵子の中には，真の成熟卵子の他に

変性過程にある卵子が含まれており，見かけ上の成熟

率を押し上げているものと考えられる．となれば，こ

れら退行性卵子の結果を除外したとすれば，今回の胚

盤胞発生率はそれほど低いものとは言い切れない．

　また胚発生低下のその他の理由としては，核と細胞

質の成熟度の解離が考えられる．すなわち，体外培養

では核の成熟が進行し受精過程が進むものの，細胞質

成熟が充分でないためにその後の細胞分裂・胚発生過

程に支障が生じると考えられる」”，したがって，細胞質

成熟の本質とその調節機構を解明し体外培養i条件を改

善することによって，胚発生率を向上させることがで

きるのではないかと期待される．

　また，IVMの培養条件でのみ考察するならば，　Cha

ら6］の報告に従ってFSHやエストラジオールを加えず

卵胞液のみを添加した体外成熟培液を用いたことによ

り，GV期由来で69％MI期由来で86％が成熟に至っ
た．

　卵巣刺激周期由来GV期卵子の体外培養iでは，　Jans－

senswillenらがVero細胞（サル腎細胞）との共培養に

より82％の成熟率を1°），Nagyらは穎粒膜細胞との共

培養により64％の成熟率を報告している1）．われわれ

は特にfeeder細胞を加えず，かつFSHやエストラジ

オールといった添加物を加えずに卵胞液のみを添加し

たTCM　199　mediumでの成熟培養を行ったが，　GV

期由来卵子の69％が成熟した．したがって，われわれ

の用いたより簡略な培養条件も，feeder細胞を用いた

場合と同程度に有効な培養条件と考えられた．また卵

丘細胞を完全には除去しなかったGV期卵子は，完全

に除去した卵子に比べて胚盤胞発生率が高くなる傾向

が認められたが，このことは卵丘細胞がfeederとして

働くことを示唆している．Hwangらも帝王切開時に得

られた未成熟卵子を用いて同様の検討を行い，われわ

れと同様に非裸化卵子の方が体外成熟率が高いことを

報告している111，卵丘細胞のfeeder効果は，酸化的ス

トレスからの胚の保護や，胚発生促進物質の存在や，

胚発生阻害物質の除去作用などが理解されている．ま

た近年の胚のエネルギー源の研究で知られるように，

培養液中のグルコースの存在が卵子に影響したことも

考えられる．すなわち，比較的高濃度のグルコースは

卵細胞のミトコンドリアにおけるTCAサイクルを阻

害し，エネルギー産生を低下させる（crabtree　ef－

fect）］LL］ll）．卵丘細胞はこのグルコースをピルビン酸（8

細胞期までの初期胚のエネルギー源となる1：1））に代謝

処理することで胚発生に促進的に作用する，今回培養

に用いたTCMI99のグルコース濃度は5．6　mM（l　g／1）

であり，グルコースが卵子の成熟及び，その後の発生

に影響を及ぼした可能性も考えられる．今後さらに

feeder効果の検証を行い，　feeder細胞としては成熟卵

胞由来の穎粒膜細胞がよいのか成熟前の卵胞由来の穎

粒膜細胞がよいのか，あるいはまた卵丘細胞がよいの

か，卵子に付着していない壁側の穎粒膜細胞がよいの

かなどの点についても明らかにしていく必要がある．

実際，今回の成績でもGV期での卵丘細胞の存在が胚

発生に促進的に働く可能性が示唆された，IVMの至適

条件については今後さらに検討を重ねていく必要があ

る．

　本研究では，卵巣刺激採卵周期に偶然採取された未

成熟卵子の臨床応用についての基礎的検討を行った．

MI期由来卵子でその12％に胚盤胞を得1たことによ

りこれらの卵子を臨床治療に応用できる可能性が示唆

された．しかし，形態的に正常な体外成熟卵子の異数

体発生率が18．3％1”という染色体異常の報告などもあ

り，これら未成熟卵子の臨床応用には，遺伝子学的面

でも検討が必要と考えられる．今後，体外成熟培養条

件のさらなる改善が必要であり，またこれらのIVM

で得られた胚の胚盤胞以降の発生能についての検討も

必要である．
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　　　　In　Vitro　Maturation　a皿d　Fertilization　by　lntracytoplasmic　Sperm　lnj　ection

Misa　NISHI，　Miho　TOYOKITA，　Naonori　HARAu，　Hiroyuki　YAMASAKI

　　　　　　　　　　　　　Makio　SYOZUL’：1　and　Yasuhito　MICHIKUR．4L
●

　　　　　Towako　Ladies欄Clinic，　Ru130　Koj　imamachi，　Komatu，　Ishikawa　923－0002，　Japan

DTowako　Ladies’Clinic，　Kanazawa　101baragicho，　Kanazawa　city，　Ishikawa　920－0994，　Japan

　　　　　　　　　　　　2Department　of　Obstetrics／Gynecology，　Kanazawa　University，

　　　　　　　　　　　　　　　　13－lTakaramachL　Kanazawa　lshikawa　920－8640，　Japan

o

　　Developmental　competency　of　immature　oocytes，　coincidentally　retrieved　in　controlled　superovula－

tion　cycles，　were　examined　for　possible　future　use．151　immature　oocytes（GV　stage：86，　MI　stage：65），

were　taken　from　57　consenting　women．　Oocytes　were　cultured②π癩7・o　in　TCM199　medium　containing

lO％follicular伽id　for　24～48h．　Maturation　was　con且rmed　69％and　86％of　GV　and　MI　oocytes．　From

these　GV　54　and　MI　5100cytes　were　inseminated　by　intracytoplasmic　sperm　injection（ICSI）．Blasto－

cyst　formation　ratio（8％）of　these　oocytes　were　significantly　lower　tllan　mature　oocytes（30％）．Blas－

tocyst　formation　of　cumulus　enclosed　GV　and　MI　oocytes　was　the　same，　but　higher　than　delluded　GV

oocytes（p＜0．08）．Apparently，　cumulus　cells　play　a　role　on　the　oocytes’maturation　process，

Key　words：immature　oocytes，厩痂γo　maturation，　cumulus　cells，　blastocyst，　ICSI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPII　J　Fertil　Steril　48：ll－152003）
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　体外受精胚移植（IVF－ET）の成績向上に培養液は重要な要素の一つである．現在IVF－ETに培養液hu－

man　tuba！　fiuid（HTF）が広く使用されている．今回著者らは，新しく開発されたヒト卵胞液組成に近いアミ

ノ酸を含有する培養液human　follicle　fluid（HFF99）をHTFと比較した．患者群を2群に分けて前方視的無

作為試験を実施した．受精率はHFF99で73．6％，　HTFは67．6％，妊娠率はHFF99で34．5％，　HTFは28．6

％を示し受精率，妊娠率ともHFF99でHTFと比べ有意差は認められないものの高値を示した．これを媒精

法別でみるとICSIでは培養液間で差は殆ど見られなかったが，　conventional－IVF（c－IVF）施行の受精率は

HFF99で649％（96／148）に対してHTF51．0％（73／143）であり有意（P＜0．05）にHFF99の受精率は高かっ

た．妊娠率では有意差は認められないもののHFF99で高い傾向を示した．症例は少ないが，　F宮内膜症での

HFF99の妊娠率は71．4％（5／7）で，　HTFの妊娠率25．0％（1／4）に比べ高値を示した．　HFF99は安定した

成績が得られヒトIVF－ETの培養に有用であることが判明した．

キー・一一ワード：HFF99，　HTF，体外受精，受精率，妊娠率

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48：17－222003）

●

●

緒　　言

　体外受精一胚移植（IVF－ET）において良質な胚を得

ることは，本法を成功に導く重要な条件であり，培養

液を含め，培養環境を検討していくことは極めて大切

な研究課題の一つである．IVF－ETで最も広く使用さ

れている培養液の一つにhuman　tubal　fluid（HTF）が

ある．我々は従来，このHTFを採卵から3日目（D3）

までの培養に用いてきた，今回ヒト卵胞液の成分に近

似したアミノ酸を含有する培養液human　follicle且uid

（HFF99）を採卵からD3までの培養に使用し，　HFF99

の臨床的有用性をHTFと比較検討した．

方　　法

　2000年12月16日より2001年5月31日までに当

院で体外受精，3日目胚移植を行った111周期を対象

とした．内訳はHFF99（扶桑薬品工業株式会社）55

周期と，HTF（lrvine　Scientific社）56周期であり患者

を無作為に2群に分けて前方視的試験を行い，受精率，

分割率，妊娠率について検討した．その際，不妊因子

別，および媒精法（conventional－IVF，顕微授精（ICSI）－

IVF）別の比較検討も行った．またICSI時，卵丘細胞

除去にてGV期やMI期の卵子であることが確認でき

た卵子を対象に，未成熟卵子のMII期到達率も比較検

討した．なお，それぞれの培養液には非働化した患者

血清をIO％添加した．

ψ
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表1　対象者の臨床的所見

　　　　　（2000／12，16～2001／05／31）

（％）

100

80

ll

HFF99 HTF
hts　t　j：　），i，1　IVj数　　　　　　　　　　　　　　　　　　55

平均年齢（歳）　　　　　　　33．5±4．2

’ド均採卵f“（個）　　　　　　7．0±4．4

平均媒精卵r－（個）　　　　　5．4±3．5

’ド均2PN胚数（個）　　　　　4．1±2．7

’F均移植胚数（個）　　　　　2．1±O．5

平均移植時内膜厚（mm）　　12．0±2．5

平均ART施行回数（回）　　1．9±1．6

　56
33．5　±　4．9

7．4±4．3

5．8±3．7

4．0±2．7

1．9±α6

12．0±2．8

1．9±1．2
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0
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　　　　　　抗体因f’内膜症

図2培養液問による不妊因i「・別にみた妊娠率
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図1　培養液間による受精率，分割率，妊娠率の比較

統計処理はt検定，Welchの検定，　X2検定を用いた．

結　　果

　両群（HFF99とHTF）の年齢，採卵子数，媒精卵子

数，2PN胚数，移植胚数，移植時の内膜厚，　ART施行

回数に有意差は見られなかった（表1）．

　両群の受精率，分割率，妊娠率を比較した結果，受

精率は73．6％（220，’299）対67．6％（221／327），分割率

は96．5％（194／201）対97．1％（202／208）及び妊娠率は

34．5％（19〆55）対28、6％（16／56）だった．分割率は両

群の間に有意差は認められなかったが，受精率，妊娠

率はHFF99で有意差は認められないものの高い傾向

があった（図1）．

　また，不妊因一S一別にみるとHFF99，　HTFそれぞれ，

卵管因r－　35．0％（720），31．3％（516），抗精〕t“抗体因

r－％（00），100％（11），子宮内膜症71．4％（5／7），

25．0％（14），男性因r－　33．3％（412），25．0％（3／12），

原因不明23．1％（313），21．7％（523）であった（図

2）．対象周期数が少ない抗精子抗体因子を除くと，両

培養液においてほぼ同等な妊娠率が得られた．周期数

は少ないものの子宮内膜症ではHFF99使川で統計学

的有意差は認められないものの高い妊娠率が得られる

傾向を示した．媒精方法によりconventional－IVF（c－

IVF）とICSI－IVFに分けて比較した結果c－IVFでは

HFF99とHTFの受精率はそれぞれ64．9％（96／148）と

51．0％（73’143）であり，IIFF99の受精率が高かった

（P＜0．05）．分割率は9．　7．9％（9395），9．　6．2％（76／79）で

有意差は認められなかった．妊娠率では57．1％（12／

21），36．8％（7、19）で有意弟はないもののHFF99群が

高くなる傾向を示した．一方ICSI－IVFの受精率は82．1

％（124151）と80．4％（148184），分割率は95．3％

（101　・’　106），97．7％（126129），妊娠率では20．6％（7

／34），24、3％（9、　37）で両群に有意差は認められなかっ

た（図3）．

　3日目における胚分割の速度の観察結果は6分割以

上到達率がHFF99で66．8％（123／184），　HTF55．8％

（106／190）で有意にHFF99群が高かった（P〈O．05）．

8分割以h到達率は各々39．1％（72／184），30．0％（57

／190）でHFF99において良好な成績が得られたが有

意差は認められなかった（図4）．

　未成熟卵子の成熟培養も行った．ICSI時にGV期も

しくはMI期の卵壬を24時間，48時間体外成熟培養

行った．各々の培養液で成熟率を比較した結果，24

時問後のHFF99群の成熟率は73」％（19／26）に対し

HTF群のそれは68．4％（1319）であり，有意差は認め

られないもののHFF99群で高い傾向を示した．481時

間後はHFF99，84．6％（2226）に対しIiTE　84．2％

（16／19）で有意差は認められなかった．
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図4　D3における胚分割速度の比較

考　　察

　世界最初の体外受精の成功から24年が経過した．そ

の間，妊娠率の向一ヒを目的とし，培養液を初め，さま

ざまな方面から検討がなされてきた．ヒト体外受精が

開始された初期の培養液はHaln’sRlOであり，また

その後に応用できることが明らかにされたαMEMも

元々胚ではなく体細胞の発育を支持できるように開発

された複雑な組成の培養液で，経験的にIVF－ETに応

用されてきたものである．その後Ham’sF－10はヒポ

キサンチン1〕や，活性酸素の産生源になりうる2価の金

属陽イオンなど受精や胚発育に有害な成分を含むこと

が明らかにされた2）．また，αMEMはアミノ酸特にグ

ルタミンを多く含むため，保存中やインキュベーショ

ンにより分解して多量のアンモニアを産出することか

ら胚発育や移植後の胎児への有害な作用も懸念される

ため3，1），良好な成績を得るためには培養液交換など取

り扱いに注意が必要である．この様に複雑な組成の培

養液では胚の発育に有害な成分を含む可能性が否定で

きないため，初期胚の発育に最低限必要とされる栄養

素のみを含んだHTFが開発され5），比較的良好な成

績が得られることからHTFは今日，生殖捕助医療

（ART）の領域で最も一般的に使用されている．　HTF

は人の卵管液の塩組成をベースに開発されたもので，

組成は電解質，炭水化物（エネルギー源）のみからな

る単純な培養液である（表2）．しかしヒト卵管液のカ

リウム濃度は7～10mMの間と報告されている6｝のに

対し，HTFのカリウム濃度は5mMに過ぎず，ヒト卵

管内の組成を忠実に反映したものとは言えず，むしろ

Biggers，　Whitten＆Whittingham培養液（BWW）に

近い組成である．最近の傾向として培養液の組成は前

培養，受精，初期から胚盤胞までの段階に適した種々

の連続型組織培養液が開発され容易に入手可能となっ

てきた．今後は生体内環境や胚の代謝を考慮した培養

液の改良，開発が更に進むと予想される．

　受精は卵管膨大部で成立する．卵胞液内で生育した

卵子は排卵され膨大部に移行する時点で卵胞液も卵子

に伴って膨大部に移行していると考えられ，受精や初

期発生過程で卵胞液が重要な役割を持つことが示唆さ

れる．このことは卵胞液の精子に対する作用として，
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表2　HFF99とHTFの組成比較

NaCl

KCl

CaCl2・2H20

MgSOド7H，）O
KH，・PO　，

NaHCO3
Glucose

Na－pyruvate

Na－lactate

硫酸ゲンタマイシン

ペニシリン

硫酸ストレプトマイシン

Phe

Trp

Lys

Thr

6。1909

0．2309

0．3209

02159

0．1379

2．1509

0．7539

0．0419

1．849g

lOmg

6．9mg

6．7mg

23．8mg

I4．8mg

5．9389

0．350g

O．3009

0．0499

0．0509

2．1009

0．0509

0．0369

2．398g

10万単位

50mg力価

VaI

Met
IIe

Leu

Cys－Cys

Try
His　・HCI　・　H20

Arg・HCI
GIu

Pro

Gly

Ala

Tau
Asp
Ser

Asn　’H20

16．4mg

2．1mg

4．5mg

7．9mg

l．4mg

7．8mg

l6．4mg

l1。2mg

26，2mg

ll．6mg

IL6mg
26．6mg

3．9mg

O．8m9

7．8mg

9．8mg

Eagle‘essential　amino　acids：Phe，　Trp，1，ys，　Thr，　Val，　Met，　Ile，　Leu，　Cys－cys，　Tyr，　His，

Arg
EagleL　non－essential　amino　acids：Glu，　Pro，　Gly，　Ala，　Tau，　Asp，　Ser，　Asn

－　：not　contained

e

6

の

ハイパーアクチベーションを惹起する7域いは先体反

応の誘起を促進させる8｝という報告や培養液中への卵

胞液の添加は受精やその後の胚の発育に有効である｛1〕

とする報告からも裏付けられる．この様に受精の場で

卵胞液が有効に生かされていることに着目し開発され

た新しい培養液HFF99［L】〔））とHTFの比較を行いHFF

99の有用性について検討した．HFF99の主たる特徴

は，生理的濃度のアミノ酸を含んでいることである．

基礎組成はHTFと変わりないが，　HTFと比較して，

リン酸及びグルコース濃度がやや高く，乳酸濃度が低

いという特徴を有しており，卵胞液の濃度に近似して

いる（表2）．今回の研究で臨床的にはHFF99で受精率

と妊娠率がHTFと比べやや高くなる傾向がみられた

（図1）．媒精法別にみるとICSIでは培養液間で差はみ

られなかったが，c－IVF施行の受精率はHFF99が

HTFに比して有意に高く（P＜0．05），妊娠率も高い傾

向が得られた，これは採卵から受精までの培養を，ア

ミノ酸を含む培養液を使用したことによる結果と考え

られた．これらはYoshida（1993）11）がブタにおいて卵

細胞内で前核形成に重要な役割を持つとされるグルタ

チオン合成がアミノ酸のうちのシステイン添加によっ

て高まった結果と報告していることからも推察され

る．すなわち，グルタチオンはグルタミン酸，システ

イン及びグリシンの3つのアミノ酸から構成されてお

り，グルタチオンは細胞内に直接摂取，移行しないた

め卵細胞内で合成される必要がある．よってその前駆

体である培養液中のアミノ酸を細胞内に取り込んだ結

果と考えられる．ブタやハムスターにおいてアミノ酸

の存在は雄性前核形成を促進するという報告もあ

る12．i3）．また，タウリンはヒトやハムスター精子の運動

性の維持に有効であること141またハムスターでは正常

な受精にタウリンが必要であることが示唆されてお

り1：’｝，ヒトでも同様にHFF99に含まれるタウリンが

有効であった可能性も考えられる．その他初期胚発生

過程におけるアミノ酸の有効性は細胞内アミノ酸プー

ルの維持に貢献できることにあることも示唆されてい

る］（’）．以上の点が卵胞液に近い組成のHFF99がHTF

より受精率を上昇させた原因と考えられる．一方ICSI

では両培養液間で差は見られなかった．これは採卵後

ICSI施行前に卵丘細胞を除去するため，卵丘細胞を通

じてト分のアミノ酸が細胞内に取り込めなかったため

と推察される．次に移植時にあたる3日「1における胚

分割の速度の比較では，6分割到達率，8分割到達率は

HFF99で高いまたは高い傾向を示した，これはヒ述し

e
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たことに加えてHFF99に抗酸化作用を持つタウリ

ン，細胞内浸透圧調節作用を持つタウリンやグリシン

が存在していることも一つの原因と推察される17・181．

この様な初期発生過程におけるアミノ酸の有用性につ

いては，Gardnerら19）も報告している．当院では培養液

に添加物として患者血清を使用しているが，これにア

ミノ酸が含まれているため，HTFにもアミノ酸は供給

されている．しかしながら，その濃度はHFF99培養液

と比較して著しく低い．Nakazawaら置゜〕はアミノ酸の

胚の発育に対する効果は単にその種類だけでなく，

個々の濃度も大きく影響することを示し，低濃度のア

ミノ酸では十分な効果が得られないことを示した，ま

た，血清中にはその他の成分も含まれるが，10％の添

加では大きく培養液の組成を変化させることはないと

考えられる．よって，血清を添加した系でも培養液の

効果をb分評価できたものと考える．また，今回の検

討では妊娠率の評価に重きをおいたため，同一症例で

卵を分けて検討することは行わなかったが，この評価

も必要と考える．未成熟卵子の検討ではHFF99培養

液を実際にマウス胚に用いた報告：t］によるとMI期の

未成熟卵子の成熟培養iに用いた検討でHFF（HFF99）

培養液ではHTF，αMEM及びHam’　s　FIOと比較し

て良好な成熟や胚盤胞への発生が得られており，未成

熟卵子を救済できる可能性が示唆され，HFF培養液の

有効性はアミノ酸を含有すること，またアミノ酸を含

むが，分解物であるアンモニアをほとんど発生しない

点にあると報告しているP．今回の研究で未成熟卵了・

の成熟培養の試みでも，HFF99では早期に成熟する傾

向がみられた．この点もアミノ酸の作用と推察された．

今回の検討によりHFF99は臨床使用において特にc－

IVFでは受精率を向上させ，胚発育速度を高めて妊娠

率向上に寄与する可能性があると考えられる．

　以上よりヒト卵胞液成分と近似した組成を有する

HFF99は安定した臨床成績が得られることが示唆さ

れた．
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C血皿ical　Application　of　A　new　Medium　Product　of

　　　　　　　　　　　　　　　Human　ln　Vitro　Fertilization

“］日1】F】F99”　to

Kaori　Hirai，　Takafumi　Utsunomiya　and　Yasuhisa　ArakilI

　　　　　　St．　Luke　Clinic，　Oita　870－0947，　Japan

i’

The　lnstitute　for　ARMT，　Gunma　371－OIO5，　Japan

　　　It　is　important　to　use　lligh　quality　mediuln　for　successful　pregnancy　by’ηv’ib℃fertilization（IVF）．

To　improve’πvit7’O　culture　condition，　we　have　tried　to　use　HFF99　medium　instead　of　conventional

HTF　medium．　So　we　compared　clinical　results　between　IIFF99（55　cycle）and　conventional　HTF（56

cycle）in　a　prospective　randomized　study．　The　fertilization　rate（HFF99　and　HTF）was　73．6％（220／299）

and　67．6％（221327），and　the　pregnancy　rate　were　34．5％　（19／55）and　28．6％　（1656），respectively．

Thus，　both　fertilization　rate　and　pregnancy　rate　were　higher　in　HFF99　medium　group　than　in　HTF　me－

dium　group．　These　results　suggest　that　amino　acids　in　the　HFF99　medium　act　by　regulating　osmotic

pressure　and　processes　of　fertilizatioll．　We　conclude　that　the　HFF99　medium　is　clinically　useful　in　hu－

man　IVF　program。

Key　words：HFF99，　HTF，　IVF，　pregnancy，　fertilization

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn　J　Fertil　Steril　48：17－222003）
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採卵術における麻酔の必要性に関する検討

一短時間全身麻酔の試み一

●

The　Necessity　of　General　Anesthesia　for　Oocytes　Recovery

辱

　守　田　道　由1＋

Michiyoshi　MORITA

　古　賀　裕　紹l

　Hirotsugu　KOGA

詠　田　由　美2｝
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　　　　　　　　　弩VF　詠田クリニック　生殖医療部門
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　不妊治療採卵術に際し患者の選択によりプロポフォール，ペンタゾシン，亜酸化窒素併用による短時間全

身麻酔（P法）を行い，採卵術における麻酔の必要性を検討した．1999年6月より2001年8月までに採卵術

を行った182例292周期を対象とした．2000年10月までの144周期（A期間）はジアゼパム，ペンタゾシン

の投与を行った（D法）．2000年ll月からの148周期（B期間）は，麻酔法を患者の選択とし，　P法または

D法を行った．A期間とB期間で採卵を行った38例中84．2％はP法を選択した．　B期間のP法選択率は

87．8％であった．対胚移植周期妊娠率はP法26．1％，D法25．7％で両法に有意差は認めなかった．採卵術に

際し，患者の要望により麻酔は必要であると考えられた．

キーワード：麻酔，プロポフォール，採卵術，ART

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48：23－262003）

●

●

緒　　言

　ART治療では，卵巣から体外へ卵を取り出すといっ

た採卵術を基本とし，その採卵術は，経膣的に後膣円

蓋よりダグラス窩腹膜へと穿通する手技で1〕，患者に

とって多大なる痛みを伴うものである．

　現在，本邦においては，561の施設で採卵術が行われ

ているZ）が，短時間，日帰りの処置であることを理由に

多くは局所麻酔や鎮痛薬のみの投与で，施行されてい

る。しかし，疹痛という側面では患者に心理的苦痛を

強いていることも否定できない．近年，ART治療の患

者数は増加傾向にありV，患者の採卵時の疾痛除去に

対する関心も高まっていると思われる．現在，日帰り

麻酔に関する様々な領域からの報告3’5｝があるが，婦人

科不妊治療ART領域における麻酔法の十分な検討は

なされておらず，本邦においては特に全身麻酔を併用

した採卵術の詳細な報告はない．

　今回，われわれは，採卵術の麻酔法として，ジアゼ

パム，ペンタゾシン投与法（D法）とプロポフォール，

ペンタゾシン，亜酸化窒素併用法（P法）を行い，患者

の選択の有無ならびに妊娠成績より採卵時の全身麻酔

の必要性について検討したので報告する．

対象および方法

　1999年6月より2001年8月まで当院にて，IVF－ET

あるいはICSIを目的に採卵術を施行した182症例

o



24（24） 採卵時の麻酔必要性に関する検討 日不妊会誌　48巻1・2号
●

表1　採卵時間の比較

D法 P法 全周期

採卵周期数

採卵数（個）

採卵時間（分）

　　151

7．9±5．0

12．6±5．9　†

　　141

6．9±4．4

10．2±5．2　†

　292
7．4±4．8

11．4　±5．7
■

†p〈0、001

292採卵周期を対象とした．1999年6月より2000年

10月までの144採卵周期（A期間）は採卵術の際にD

法にて採卵術を行った．2000年ll月より2001年8月

までの148採卵周期（B期間）は，以下のインフォーム

ドコンセントのもと，麻酔方法をP法またはD法と

し，患者自身による選択とした．

　①P法の選択により処置中の痛みが無く，採卵時の

恐怖心除去などの有用性と全身麻酔薬投与によるアレ

ルギーなどの危険性について．

　②P法の選択により採卵術の際に，当院において

は，さらに10％の経済的負担を要すること．

　③P法は短時間全身麻酔となるため麻酔専任医が

担当すること．

　麻酔は，それぞれ麻酔前投薬として，処置室入室15

分前に硫酸アトロピン0．5mgを筋注し，入室後，非観

血的血圧，心電図，経皮的酸素飽和度をモニターした．

　D法は，ジアゼパム5mg，ペンタゾシン15　mg静注

後，採卵術を直ちに行った．P法は，ペンタゾシン15

mg静注後，採卵術直前に，プロポフォール初期量2

mg・kgl投与し，亜酸化窒素41・min　l，酸素21・

min　lを開始し，マスク換気下に採卵術を行った．術中，

体動時にはプロポフォールの追加投与1mg・k9】を

行った．

　採卵術は，経膣超音波診断装置（SSD－1700，　ALOKA，

東京）下に18Gあるいは16Gの採卵針（フレスポイド

組織採取針，北里サプライ，静岡）を用いて後膣円蓋

よりダグラス窩腹膜へと穿通し，それぞれ左右の卵巣

内卵胞に到達，卵胞内容ならびに卵を吸引回収した．

　D法とP法の採卵数と採卵時間について検討を

行った．A期間に採卵術施行経験があり，　B期間に再

度採卵術を受けた患者について，全身麻酔の選択をし

た患者の割合ならびに，B期間で全身麻酔の選択をし

た患者の割合について解析した．さらに，麻酔法によ

る妊娠への影響を解析するために，D法とP法での対

胚移植周期妊娠率の比較を行った．統計学的有意差の

表2　採卵術における患者の麻酔選択率
“

P法選択率

A期問～B期間（重複38症例）

B期間（99症例）

84．2％

87．8％

表3　D法とP法の妊娠率

D法　　P法

胚移植周期（例）

妊娠周期（例）

144　　　138

37　　　36
■

対胚移植周期妊娠率（％）　　25．7　　26．1

検定にX2検定とt検定で行い，　P＜O．05を有意とした．

結　　果

　P法を選択した患者の採卵時間10．2±5．2分（2～35

分），D法選択患者の採卵時間は12．6±5．9分（2～17

分）で，P法で若干，採卵時間が短い傾向にあったが統

計学的に両法間に有意差は無かった（表1）．

　P法におけるプロポフォール初回投与量は107±15

mg，追加投与量は46±12　mg，総投与量は158±44

mgであった．

　A期間にD法で採卵術経験があり，B期間で採卵を

行った38症例中32例（84．2％）は，再度採卵術の際に

はP法を選択した．B期間でP法を選択した患者の割

合は，99症例中87例（87．8°／e）あった（表2）．

　対胚移植周期妊娠率は，P法では26．1％（36妊娠周

期／138胚移植周期），D法は25．7％（37妊娠周期／144

胚移植周期）で両法問に妊娠率に有意な差は認められ

なかった（表3）．

■

‘
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考　　察

　不妊治療ART領域の採卵術は歴史が浅く，また，採

卵術の際に麻酔科医が関与している施設もわずか11

％と極めて低い結果が得られている6）．このために麻

酔法の十分な確立に至っていなかった．

　ART治療は保険の適応が得られていないため，治療

は患者の自費負担にて施行される，今回の検討では，

採卵術の麻酔の要不要を選択してもらった．全身麻酔

の併用により当院においては経済的な負担を有して

も，その選択希望が多く見られた．また，当院看護師

による全身麻酔に関するアンケート7）によると，86．4

％の患者が全身麻酔を希望しており，その内75．4％の

患者が「痛そうだから．痛いから．」と，その理由を答

えている．全身麻酔を希望しなかった13．6％の患者は

「がまんできそう」と答えていた．また，再度全身麻酔

を希望するかの問いに対して，87．9％の患者が希望し

ていた．採卵術の際の疹痛は，患者にとっての重大な

不安要素の一つであると考えられる．短時間であって

も，全身麻酔という言葉に対し不安を持つ人もいるよ

うであるが，麻酔専門医が麻酔を担当することの説明

により，麻酔そのものに対する不安も軽減され，その

結果として，再度の採卵術の際にP法を選択した人が

高率に認められたものと推測される．

　採卵数に有意差は無くP法において採卵時間が有

意に短い結果となったのは，採卵手技が容易に行える

ようになったと思われる．ART治療の適応となる患者

の一部には，その不妊因子として骨盤内癒着などによ

る症例もあり，採卵時の疹痛の程度も個人の性格や穿

刺する卵巣の位置に強く影響されると思われる．

　B期間においてD法とP法を選択した患者との問

に採卵時間は有意な差を認めなかったことより，採卵

時間の長短で麻酔の要不要が決定されるのではなく，

採卵時の疹痛そのものの存在が患者への不安要素とな

り，疹痛を除去したいという患者自身の要望であると

考えられる．採卵時間は最も短い患者で2分，長い場

合は35分であるが，患者の痛みを除去したいと要望の

ある限りこの範囲に適応した麻酔を得られる麻酔法の

確立を要すると思われる．

　採卵術は日帰り処置が中心となっている．日帰り処

置に対する短時間麻酔に関し他の領域からは多くの報

告3－－5）が見られるが，採卵術に関しての報告は少ない．

日帰り処置に対する短時間麻酔にはプロポフォールの

静脈内間歌投与に，笑気，鎮痛薬を用いた全身麻酔8’が

適しているとの報告があり，今回われわれも短時間麻

酔薬としてプロポフォールを使用した．プロポフォー

ルは，排泄が速やかで，覚醒が早く，抗不安作用，健

忘作用，制吐作用があり9），揮発性麻酔薬の使用に比べ

術後の悪心嘔吐が有意に少なく’°一】2），早い帰宅可能な

状態を期待できる．また，これら麻酔薬を使用するに

あたって，卵子への影響を十分に考慮する必要がある．

チオペンタールとプロポフォール使用におけるART

妊娠率に有意な差は無かったとの報告13－14）がある．ま

た，マウスの卵に直接プロポフォールを暴露した際に，

低濃度のプロポフォールでさえ卵の分裂には有害で

あったとの報告15やプロポフォールを使用した麻酔下

に得られた人卵子において，受精卵，非受精卵で卵胞

液中のプロポフォール濃度に有意な差は無かったとの

報告16）がある．現在のところプロポフォール暴露によ

る卵への影響，特に受精や妊娠成立への影響は無いと

考えられている17）が，流産率や児の長期的予後を含め

て評価し，今後その使用方法について詳細に検討する

必要があると思われる．

　今回われわれは，患者による全身麻酔の選択の有無

ならびに妊娠成績より採卵時の麻酔の必要性について

検討した結果，ART採卵術に際し，患者の要望による

麻酔は必要であると考えられた．

　本論文の要旨は第46回日本不妊学会（2001年）で報告し

た．
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The　Necessity　of　General　A皿est血esia　for　Oocytes　Recovery o

Michiyoshi　Morita，　Yumi　Nagata，　Yoshimi　Ikegami，　Hirotsugu　Koga，

　　　　　　　　Kumi　Watanabe，　Kanako　Okuno　and　Hiromi　lshida

IVF　Nagata　Clinic，　Tennjin　3－10－llChuo－ku　Fukuoka　810－0001　Japan

　　The　purpose　of　this　study　is　to　clarify　the　necessity　of　general　anesthesia　with　propofol（P　method）for

oocytes　recovery　in　gynecological　field．　One　hundred　and　thirty－nine　patients　underwent　199　ART

treatments　between　June　l999　and　March　2001．　For　the　l44　cycles　performed　between　June　l999　and

October　2000（Period　A），we　used　diazepam　with　pentazocine　f6r　anesthesia（D　method）．For　the　l48

cycles　in　the　following　period，　from　November　2000　to　March　2001（Period　B），we　let　the　patients　choose

between　P　and　D　methods．　Thirty－second　out　of　38　patients（84．2％）who　underwent　ART　treatment　in

both　periods　selected　P　method　on　the　second　oocytes　recovery．　Eighty－seven　out　of　99　patients（87．8％）

in　Period　B　selected　P　method，　The　pregnancy　rates　for　P　method　and　D　method，26．1％and　25．7％，　re－

spectively，　show　no　significant　difference．　In　conclusion，　we　think　that　for　oocytes　recovery　general　an－

esthesia　is　needed　at　patients’request．

Key　words：general　anesthesia，　propofol，　oocytes　recovery，　ART

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn　J　Fetil　Steril　48：23－262003）
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体外受精反復無効例に対するhatching　stage胚移植の試み

The　Efficiency　of　Hatching　Stage　Embryo　Transfer　in　Multiple

Failures　in、ln－vitro　Fertilization　and　Embryo　Transfer
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申

　IVF－ETにおいて良好な成績を得るためには最良好胚の選別が不可欠である．良好胚を胚移植するために，

さまざまな培養液を用いた体外受精や胚盤胞期で胚移植する方法，前核期で良好胚になり得る胚を判定し移

植する方法など多くの報告がある．以前，我々は，prospective　randomized　studyによって3日目胚移植と胚

盤胞期胚移植（5日H胚移植）の比較を試みたが，その妊娠率に差はなかった．そこで今回，前核期胚を従来

どおり培養iし，2日目から3日目に機械的方法により透明帯を開孔するassisted　hatching（AHA）を行い，

胚盤胞を更に培養しhatching　stageに達したことを確認して胚移植を試みた．対象は2000年11月21日より

2001年9月27日までにIVF－ET施行回数が5回以上の妊娠困難例とした．

　hatching　stageでの移植（ET）は54周期であった．コントロールとして，1998年9月より2001年8月ま

でにIVF－ET施行回数5回以上（コントロール①群）であった周期の妊娠率を比較すると，　hatching　stage

胚移植群は29．6％（16／54），コントロール⑦群は10．1％（29／287）であった．着床率は，hatching　stage胚移

植群で16．2％（17／105），コントロール⑦群で4．9％（34，／694）であった．流産率はhatching　stage胚移植群は

50．0％（8／16），コントロール①群は41．4％（12／29）であった．継続妊娠率はhatching　stage胚移植群は14．8

％（8／54），コントロール①群は5．2％（15／287）であった．hatching　stage胚移植は，最良好胚の選別，子宮

内膜と胚盤胞における何らかの相互作用により妊娠率を向上させていると考えられ，IVF－ET反復無効例に

有用であることが示唆された．

キーワード：ART，　hatchillg　stage胚移植，反復無効症例，妊娠

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48：27－322003）
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緒　　言

　近年，生殖補助技術は著しく進歩し，さまざまな種

類の培養液を用いて良好胚を移植するといった報告や

胚盤胞まで胚を成長させて子宮内に戻す胚盤胞期胚移

植についての報告がなされている．胚盤胞期胚移植は，

最良好胚の選別が可能なためその着床率は高く，前核

期胚移植や2細胞期胚移植より生理的であるといわれ

ている．しかし以前，我々は，prospective　randomized

studyによって3日目胚移植と胚盤胞期胚移植（5日目

胚移植）の比較を試みたがその妊娠結果に差はなかっ

た1〕．そこで，IVF－ET施行回数が5回以上の妊娠困難

例に対し，機械的方法により初期胚の透明帯を開孔し，

胚盤胞を更に培養してhatching　biastocysts　stageに

達した事を確認した胚移植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

　当院にて2000年ll月21日から2001年9月27　Ll

までにIVF－ET施行回数が5回以上となる患者85周

期を対象とした．hatching　stage胚移植群の培養は，3

日目まではHFF99（扶桑薬品）を使用し，3日目以降

はBlastocyst　medium（Cook社）を使用した．2日目

あるいは3日目で透明帯を開孔する機械的方法による

assisted　hatching（AHA）を行い，5日目以降hatch－

ing　stageに達している胚がみられた時点で胚移植を

行った．移植胚数は3個までとした．対象として，1998

年9月1日より2001年8月1日までにIVF－ET施行

5回以上で3日目あるいは5日目に胚移植を行った

298周期（コントロール①），IVF－ET施行5回以上で

5日目以降の胚移植を行った179周期（コントロール

②），IVF－ET施行5回以上で初期胚にAHAを施行し

た43周期（コントロール③）とhatching　stage胚移植

群について着床率，妊娠率，流産率，継続妊娠率の臨

床成績を比較，検討した．コントロール群の培養は，

3日目までの培養については，HFF又はHTF（IRVIN

SCIENTIFIC社またはGIBCO社）を用いたが，すでに

平井らが報告した2）ように妊娠率においてはHFFと

の間に差はなかったことを確認している．3日目以降

は，Blastocyst　medium（Cook社）を使用した．

結　　果

　hatching　stage胚移植群およびコントロール群の背

景を表1に示す．

　周期数はhatching　stage胚移植群が85周期，コン

トロール①群が298周期，コントロール②群が179周

期，コントロール③群が43周期であった．平均年齢は

hatching　stage胚移植群が36．0歳，コントロール①群

が35．5歳，コントロール②群が35．4歳，コントロール

③群が36．3歳であった．IVF－ET施行回数はhatching

stage胚移植群で11．3回，コントロール①群で9．3回，

コントロール②群で9．5回，コントロール③群で11．1

回とコントロール①，②群で低い傾向にあったが，コ

ントロール群とhatching　stage胚移植群との差はな

かった．平均採卵子数はhatching　stage胚移植群で8．1

個，コントロール①群で＆0個，コントロール②群で

8．8個，コントロール③群で4．7個とコントロール③群

で低い傾向にあった．移植胚数はhatching　stage胚移

植群で1．9個，コントロール①群で2．4個，コントロー

ル②群で2．4個，コントロール③群で2．2個とhatch一

ing　stage胚移植群で低い傾向であった．

　受精率はhatching　stage胚移植群で74．0％，コント

ロール①群で75．0％，コントロール②群で74．2％，コン

トロール③群で68．7％と有意差は認められなかった．

5日目における桑実胚到達率は，hatching　stage胚移

植群で36．6％，コントロール②群で45．3％とコント

ロール②群で高かったが，これはIVF－ET施行回数が

コントロール②群で低くなっている為であった．5日

目における胚盤胞到達率は，hatching　stage胚移植群

で12．4％，コントロール②群で14．4％と差はなかっ

た．

　hatching　stage胚移植群およびコントロール群の臨

床成績を表2に示す．妊娠率は，hatching　stage胚移植

群が29．6％（16／54），コントロール①群が10．1％（29／

287），コントロール②群が7．7％（13／168），コントロー

ル③群が7．1％（3／42）といずれもhatching　stage胚移

植群で有意に高い結果であった（P＜0、Ol）．着床率は，

hatching　stage胚移植群が16、2％（17／105），コント

ロール①群が4．9％（34／694），コントロール②群が3．7

％（15／407），コントロール③群が3．3％（3／92）と3つ

のコントロール群に比べhatching　stage胚移植群で

高い結果であった．流産率は，hatching　stage胚移植群

が50．0％（8／16），コントロール①群が41．4％（12／29），

コントロール②群が61．5％（8／13），コントロール③群

が33．3％（1／3）で有意差はなかった．継続妊娠率は，

hatching　stage胚移植群が14．8％（8／54），コントロー

ル①群が5．2％（15／287），コントロール②群が3．0％

（5／168），コントロール③群が4．8％（2／42）とhatch－

in塞stage胚移植群で有意に高い結果であった（P〈

0。Ol）．胚移植キャンセル率は，　hatching　stage胚移植群

で，36．5％（31／85），コントロール①群で5．5％（11／

298），コントロール②群で6．1％（ll／179），コントロー

ル③群で2．3％（1／43）とhatching　stage胚移植群で有

意に高い結果となった（P＜O．Ol）．

考　　察

　Milkiらは胚盤胞期胚移植での妊娠率68％と，その

有効性を報告している3）．Gardnerらは，胚盤胞期胚移

植の着床率は70％，妊娠率は80％と非常に高い結果

を報告している：）．しかしMilki，　Gardnerらの報告に

よると，この方法で治療を受けた患者は，年齢が45

歳以Fで正常な子宮を有し，10個以上の卵胞を認める

患者を対象としている．同じ施設のMarekらは，胚盤

胞期胚移植の妊娠率は57％で，患者のselectionをし

■

●

，

●

■

●

，
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表1　脱出胚盤胞期胚の移植対象者の臨床背景

Hatching　stage　ET　　コントロール①
（ART5回以上施行例）（ART5回以上施行例）

コントロール②
（ART5回以上，
胚盤胞期胚移植）

コントロール③
（ART5回以上，

AHA施行例）

e

曹

■

期間

治療周期数

胚移植周期数

平均年齢（歳）

平均IVF－ET施行回数（回）

平均採卵r・数（個）

媒精卵子数（個）

移植胚数（個）

受精率（％）

（正常受精胚数／MH卵子数）

Day5時桑実胚到達率（％）

Day5時胚盤胞到達率（％）

2000／11／21～2001／9／27　　1998／9／1～2001／8／1

　85
　54
36．0　±　3．9

（26～44）

11．3　±6．4

（5～34）

8」±4．7

（1～22）

6．7±4ユ

（1～20）

1．9±0．7

（1～3）

　74．0％

（424／573）

　36．6

（159／435）

　12．4

（54／435）

　298
　287
35．5±45

（25～49）

　9．3±5ユ

（5～33）＊＊

　＆0±5．4

（1～33）

　6．0±3．9

（1～21）

　2．4±0．8

（1～3）＊＊

　75．0％

（1343／1790）

1998／9／1～2001／8／1　　1998／9／1～2001／8／1

　　179

　　168

35．4　±4．6

（25～49）

9．5±5．1

（5～29）＊

8．8士5．8

（1～33）

6．4±4．1

（1～21）

2．4±0．7

（1～3）＊＊

　74．2％

（856／1154）

　45．3％

（358／791）＊＊

　14．4％

（114／791）

　　43

　　42

36．3　±4．6

（26～49）

11．1　±6．6

（5～27）

4．7±29
（1～13）＊＊

3．9±2．3

（1～10）＊＊

2．2±0．8

（1～3）

　68．7％

（114／166）

＊P＜O．05，＊＊P〈O．01

■

■

ていないコントロール群の妊娠率は46％であると報

告している（1999）5）．このコントロール群が46％の妊

娠率である点を我々は非常に高いと考え，これはART

を行う前に更に厳密な患者選別が行われた結果と考え

る，

　我々がprospective　randomized　studyにて行った胚

盤胞期胚移植と3日目胚移植の比較では，統計的に有

意な差は得られなかった1）．prospective　randomized

studyで体外受精を施行した他の報告（Coskun　et　aL，

2000　6））（Huisman　et　al．，20007））も我々と同様にcon－

ventiona1な3日目胚移植と胚盤胞期胚移植で差は無

かったとの結果を報告している．ARTにおいて高い着

床率，妊娠率を得る為には，最良好胚の選択が不可欠

である．最良好胚の選択方法を述べた多くの報告がな

されている8｝が，初期胚のAHA後，拡張胚盤胞観察後，

hatching　stageで移植した報告は見当たらない．本研

究では，最良好胚選択の一つとして，胚盤胞期以降も

胚を培養して，hatching　stageまで達した胚に限って

移植を試みたところ，ART5回以上の反復無効症例に

おいて良好な着床率，妊娠率，継続妊娠率を得ること

ができた．しかし胚移植キャンセル率はhatching

stage胚移植群で有意に高い結果であった．これは，3

日目，5日目には良好胚であってもhatching　stageに

到達できる胚が少ないためと考えられる．3日目胚移

植と5日目胚移植の有効性を比較した以前の我々の研

究において，胚盤胞期に達した胚のうちいくつかは，

その後2，3日培養を続けても，脱出胚盤胞に発育しな

かった．また，hatching　stage胚移植群の妊娠例は，大

部分が6日目でhatching　stageに到達しており，7日

目にhatching　stageに到達した胚を移植した周期で

の妊娠例は1例しかなかった。このことから胚の日齢

と子宮内膜のimplantation　windowとの関係も重要で

あると考えられる．またGardnerによる胚盤胞期胚の

分類において，内細胞塊及び栄養外胚葉細胞層の細胞

数が少なく，組織結合が疎であった症例の妊娠例は1

例も得られておらず，胚の質と細胞発育速度も重要で

あることが示唆される．またIVFにおいて胚の着床率

を高める方法が報告されているが，その1つがCohen

らのAHA法で，透明帯厚15pm以上のグループの着

床率は，コントロールグループよりも高いと報告して

■
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表2　脱出胚盤胞期胚の移植による臨床成績

Hatching　stage　ET　　　コントロール①
（ART5回以1：施行例）　（ART5回以一ヒ施行例）

コントロール②　コントロール③
（ART5回以上、　（ART5回以ヒ、
胚盤胞期胚移植）　AHA施行例）

妊娠率（％）

（妊娠数／胚移植周期）

着床率（％）

（胎嚢数／移植胚数）

流産率（％）

（流産数／妊娠周期）

継続妊娠率（％）

（継続妊娠数／胚移植周期）

胚移植Cancel率（％）

（胚移植cancel周期／採卵周期）

29．6％

（16／54）

16．2％

（17／105）

50．0％

（8／16）

14．8％

（8／54）

36．5％

（31／85）

10．1％

（29／287）＊＊

4．9％

（34／694）＊＊

41。4％

（12／29）

5．2％

（15／287）＊＊

55％
（11／298）＊＊

　7．7％

（13／168）＊＊

　3．7％

（15／407）＊＊

6L5％
（8／13）

　3．0％

（5／168）＊＊

　6．1％

（ll／179）＊＊

7．1％

（3／42）＊＊

3．3％

（3／92）＊＊

33．3％

（1／3）

4．8％

（2／42）

2，3％

（1／43）＊＊

■

，

＊＊ P〈0．01

いるy｝．それに対し，Lanzendorfらのprospective　ran－

domized　double－blind　studyでは，　AHAはIVFに有効

性は認められなかったと報告している1｛））．またHurst

らは年齢が若い症例においては，AHAは有効ではな

いと報告している”〕．我々も従来のIVFにおいて

AHAは有効でないという結果を得ている．しかし，今

回のこの研究では，hatchingをより容易に誘導する

為，AHAを施行後，培養を続けて，　hatching　stage

での胚移植を行った．また，プロナーゼは，胚のレセ

プターを破壊する危惧もあると言うアドバイスもあり

（P．Quinn私信），今回はより胚にとって安全と考えら

れる初期胚の時期に機械的方法による我々の技術的に

習熟したzona　opening法のAHAを施行した．プロ

ナーゼやタイロードの化学処理によらず，初期胚に機

械的方法によるAHAで拡張期胚盤胞から更にhatch－

ingに達したことを確認してからの胚移植は本研究が

初めてと考えられる．

　最良好胚を選択する為の多くの報告によると，前核

期’Z，13），分割胚期，胚盤胞期の各時期において胚の選択

が可能だといわれている．しかし我々の研究結果から，

最良好胚を選択するのは，分割胚，胚盤胞期胚より

hatching期の選択がより確かな方法であった．　hatch－

ing　stage胚移植が高妊娠率を得ることのできる理由

は2点あると考えられる．第1に，hatching　stageまで

胚盤胞を培養する事により，最終的な良好胚の選択が

可能な為である．Khorramらは5日目胚移植と6日日

胚移植の着床率の比較した結果，胚盤胞期での5日日

胚移植を試みたが最良好胚の選択が困難であったと報

告しているID．これは，我々の研究と同様に5日目の

胚の多くはmorulaやearly　blastocystで選択困難iで

あった為と思われる．そこで彼らは，6日目胚移植を試

みたところ着床率が高くなり，5日目で胚盤胞期，6

日目でhatching期に達した胚を胚移植した周期は，

IVF成績が良好であったとしている．第2に，　hatch－

ing　stageの胚を移植する事により，子宮内膜と胚盤胞

の何らかの相互作用が促されているのではないかとい

う点である．免疫組織化学的な研究において，子宮内

膜一ヒ皮細胞は，インターロイキン，インテグリン，多

種類のサイトカイン，pinopodsなどを刺激する作用が

あるといわれている．これらの物質は，着床に関する

胚と子宮内膜の相互作用に関わっていると考えられて

いる（Bentin－Leyら1：’1）．Fongらは透明帯の酵素処理を

行い，胚盤胞期胚移植を行った患者の着床率，妊娠率

は有意に高い結果であったと報告している161．この好

成績について，胚盤胞と了宮内膜の細胞同士の相互作

用を円滑にする結果と報告している．

　IVF－ETにおいて良好な妊娠率を得るためにさまざ

まな研究がなされており，今回，我々の施設で行った

初期胚AHA後のhatclling　stage胚移植は胚盤胞を更

に培養することにより胚移植に選択される最良好胚の

選別が厳密に行なわれることが反復無効症例に対し有

効な方法だと考えられた．従来の3日目胚移植や胚盤

胞期胚移植に比べて胚移植キャンセル率が高い点の改

善や，hatching　stageにいたる胚が全くない症例に対

する救助法の確立などの今後課題となる問題点はある

が，総合的にhatching　stage　ETは，体外受精反復不成

o

即

■

●

●
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功例に対し，有益であることが示唆された．
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◎

The　efficiency　of　hatching　stage　embryo　transfer　in　multiple　failures

　　　　　　　　　　　in　in－vitro　fertilizatio皿a皿d　embryo　transfer．

Miyuki　Nagaki，　Takafumi　Utsunomiya　and　Yasuhisa　Arakil）

●

　　　　　　St．　Luke　Clinic，　Oita　870－0947，　Japan

DThe　Institute　for　ARMT，　Gunma　371－0105，　Japan

　　To　obtain　a　good　result　with　in－vitro　fertilization（IVF）and　embryo　transfer（ET），the　most　impor－

tant　point　is　the　selection　method　of　the　best　embryo．　Using　the　prospective　randomized　study，　we　ob－

tained　no　advantage　in　the　blastocyst　stage　ET　compared　to　the　day－3　ET．　Then，　we　tried　the　further

culture　of　embryos　and　when　the　embryo　was　recognized　at　the　hatching　stage，　the　ET　was　performed．

The　patients　who　were　selected　had　50r　more　failures．　The　total　number　of　cycles　of　the　hatching　stage

ET　group（Hat－ET）was　85　compared　with　298cycles　in　the　control　group（C）who　were　selected　had

50r　more　failures　with　IVF－ET。　A　pregnancy　rate　of　29．6％（16／54）was　obtained　in　Hat－ET，　compared

with　10．1％（29／287）in　C．　Implantation　rate　of　l6．2％（17／105）was　obtained量n　Hat－ET，　compared　with

4．9％（34／694）in　C．　The　abortion　rate　and　the　ongoing　pregnancy　rate　were　50．0％（8／16）／14．8％　（8

／54）in　Hat－ET　and　4L4％（12／29）／5．2％（15／287）in　C．　We　suggest　the　further　blastocyst　culture　into

the　hatching　stage　may　aid　the　final　selection　the　best　embryo，　help　embryos　that　was　difficult　to

hatched　and　some　unknown　effects　on　endometrium－blastocyst　interactions　may　be　induced　by　Hat－ET．

Key　words：ART，　hatching　stage　ET，　multiple　failure，　pregnancy

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn　J　Fertil　Steril　48：27－322003）
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　（1PN）の胚盤胞到達率とその染色体核型について
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蟻

◎

　体外受精一胚移植において，受精確認時，正常受精（2前核）以外に，前核が1個（1PN）または3個（3

PN）観察されることがある．このような異常受精卵であるIPN胚について解析した結果，前核の直径の大き

さに29μm未満（A型）と29pm以上（B型）の2種類に分けられることが判明した．　IPNの出現頻度は

conventional－IVF（c－IVF）で6％（53／950），　ICSIで3％（32／1094）であった．核の直径が計測可能であっ

たIPN胚のうち，　A型はc－IVFで19％（10／53），　ICSIで25％（8／32），　B型はc－IVFで49％（26／53），ICSI

で56％（18／32）であった．

　総計すると，A型の出現率21％（18／85），　B型の出現率52％（44／85）であった．胚盤胞の到達率はA

型で0％（0／18），B型で14％（6／44）であった．胚盤胞に達したのはいずれもB型のc－IVFによるもので，

そのうち6個の胚の染色体をFISHで解析できた．3倍体を含む1個と他5個中3個は4倍体を含むモザイ

クであった．これらモザイクを含む5個はすべて2倍体と考えられた．

　そのうち，3症例でY染色体を確認した．

　これらの結果から，29μm以ヒの1PN胚で胚盤胞期まで成長した胚は，核膜消失前に核融合がおこり正常

2倍体と同様に受精している確率が高いことが示唆された．

キーワード：IPN，異常受精，　FISH，染色体，核融合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48：33－392003）

■

緒　　言

　体外受精において，正常受精は媒精後16～20時間で

2個の前核（PN）の出現によって決定される．しかし，

時にPNが1個だけ（IPN），または3個（3PN）以上

観察される異常受精卵もみられる，このような受精卵

（胚）であっても正常受精した2PN由来胚と同様な分

割をしていくことが報告されている］）．

　しかし，一般的に受精確認時1PNもしくは3PN以

上の多前核胚は，半数体，多倍体の染色体異常胚とみ

なされ胚移植はおこなわれていない．

　1PN胚は，単為発生か，雌雄前核の融合時間の不一

致によるものか不明な点が多い：’）．ところが，1PN胚

による妊娠出産例の報告がある3｝．さらに，Gras　and

●
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Trounsonらの報告では，　IPN胚を胚盤胞まで体外培

養させ，妊娠，出産させたとある2｝．これは，IPN胚が

実際は正常な受精をして正常に発生した証拠の一つで

あるLI．このことより，体外培養におけるIPN胚の性

状を明らかにしておくことはIPN発生機序を考える

上で重要な点である．

　我々は，IPN胚の核直径を測定し，その後の胚発生

との相関に興味ある事実を観察した．IPN胚の核の直

径をみると28μm以1：に多く分布していること，及び

lPN胚の発生を見ると桑実胚から胚盤胞まで発生す

る胚の核は29μm以hであることが判明した．このこ

とより，直径が29μm以上の大型の前核と，それ以下の

2群に区別して胚盤胞到達率および染色体数の異なり

を検討した．そして，治療別（c－IVF，　ICSI）によって

生じる1PN胚の核直径の違いを観察することで正常

受精を区別できるか否かを考察した．

方法と材料

　対象は，2002年1月から8月までのあいだに当院で

体外受精により得られた62個のIPN胚で，これらの

検討にはインフォームドコンセントを得て使川した．

　採卵後4～6時間で媒精し，約16時問後に受精の確

認をおこなった．この際，IPNと確認された胚は約4

時間後に再度確認を行なった．再確認時に写真を撮り，

PNの大きさを記録した．　PNの大きさはll召和電気研究

所（SEL）の画像計測装置によって行なった．

　lPNと判定した異常受精卵は，受精確認のHをDay

Iとしhuman　follicular　fulid（HFF99）培養液（扶桑薬

品工業株式会社）で培養し，Day3でBlastocyst　Me－

dium（COOK社）に移しDay5まで培養を続けた．ま

た，IPN胚の胚盤胞発生率を，29μm未満の核径群（A

型）と29pm以1：の核径群（B型）と正常受精の2PN

とで比較した．

　初期胚のグレードは，Bourn　Hall　Clinic（イギリス）

の分類にしたがって行なっだ1．

　また，胚盤胞についてはGardnerの分類51を修飾し

た当院の評価法に従った，胞胚腔を確認し始めたもの

を初cavi，50％まで広がったものを後caviとした，こ

れらは，桑実胚とみなしている．また，胞胚腔が胚を

完全に占めるようになるとearly，透明体の拡張開始

をexpanding，さらに拡張し透明帯が薄くなる状態を

expandedとした．これらを胚盤胞と総称した．細胞発

育の状態から，内細胞塊（inner　cell　mass）は，密で細

胞数が多いものをA，疎で細胞数が数個であるものを

日不妊会誌48巻1・2号

B，細胞数が非常に少ないものをCとした．また，栄養

外胚葉（trophectoderm）は多くの細胞が密に存在して

いるものをA，少ない細胞が疎に存在しているものを

B，細胞数が非常に少ないものをCとした，

　Day5まで至った胚は，ビンブラスチンを加えた

Blastocyst　Mediumにて4時間培養後スライドグラス

ヒに固定した．次に2xsaline－sodium－citrate（SSC）中

で60℃，60分処理した．その後Milli－Q超純水で洗い，

10％ギムザ液で15分間染色．再び流水水洗し，乾燥さ

せた．分裂中期の像は光学顕微鏡ドで観察した．

　FISHは，以下に示した方法でおこなっだ”．プロー

ブは，1番染色体に特異的なCEPIとX，　Y染色体に特

異的なCEP　Mixture（Vysis社）を用いた．

　初めにプローブを，70℃，10分間熱変成させた．試

料の固定したスライドグラスは70％ホルムアミドを

含む2×SSCに75℃で5分間浸漬することで熱変成

させた．その後氷冷エタノールで脱水，乾燥させ，先

に熱変性させておいたプローブを試料の固定したスラ

イドグラスLでハイブリダイズさせた状態で，37℃湿

潤条件ドで・晩インキュベートした．次に50％ホルム

アミドで洗浄し，脱水後，対比染色として4’，6－

diamino－2－phenyliodol（DAPI　II）（Vysis社）を用い蛍光

顕微鏡で観察した．

結　　果

　lPNの出現頻度はconventional－IVF（c－IVF）で6

％（53，　950），ICSIで3％（32／109．　4）であった．62

個の1PN胚のうち，　A型はc－IVFで19％（10／53），

ICSIで25％（832），B型はc－IVFで49％（26／53），

ICSIで2％（1832）であった．総計すると，　A型の出

現率21％（1885），B型の出現率52％（44／85）であっ

た．核の直径が計測II∫能であった23個のIPN胚につ

いて核の1｝”1：径と出現頻度の関係を図1に示した．ここ

から，28μmより大きい前核の出現頻度が多い結果を

得た．この内，桑実胚および胚盤胞への発生率は29pm

以Lの前核を有するIPN胚で高い傾向にあることが

判明した（表1）．1PN胚の胚盤胞到達率を，29μm

未満の前核（A型）と29μm以上の前核（B型）とで比

較した結果，B型の胚盤胞到達率が14％（6／44）であ

るのと対照的にA型IPN胚の胚盤胞発生率はO％（0／

18）であった，対象として2PN胚の胚盤胞到達率を示

した（表2）．

　以Lの結果をc－IVF施行胚とICSI施行胚に分ける

と，c－IVF施行胚の胚盤胞到達率はB型で23％（6／26）

甲
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であった．ICSI施行胚の胚盤胞達成率は，　PNの大きさ

に関係なく0％IA（0！8）・B（O／18）1であったが，桑実

胚達成率は，B型がA型より高い傾向にあった｛22％

（4／18）｝．胚盤胞に達した胚はすべてc－IVF施行胚で

あった（表3，表4）．また，Day5においてB型の胚で

のみ胚盤胞に達していた（表5）．それに対して，A

10

9

8

7

藩・

　　1
　51

　41

　3

2」：［0

0
2呂　　　　24　　　　25　　　26　　　　　27　　　　26　　　　　29　　　　呂0　　　　31　　　　32　　　　33　　　　34　　　　35

　　　　　　　　械直径（μm）

図l　IPN胚の核直径と検出胚数の頻度

型のIPN胚はDay5においてc－IVF，　ICSI施行胚とも

桑実胚期以上には発生しなかった（表6）．また，B

型1PN胚であってもICSI施行胚は桑実胚期までの発

生であり，胚盤胞期の到達は認められなかった（表7）．

　6個の胚盤胞をFISHで解析した結果を表7に示し

た．1番染色体に特異的なCEPIで染色体の数を，　X，

Yプローブで性染色体の構成を判定した，

　症例1，及び症例5は観察されたすべての細胞で2

倍体と確認された．症例1ではXX細胞の女性核型，

症例5）ではY染色体を有する男性核型と考えられた．

症例3，4，6では4倍体モザイクを含むものの，分裂時の

エラーとみなしこれらも2倍体であると考えた．症例

2は，1倍体，3倍体を含むモザイクであった．

考　　察

　lPN胚の発生頻度は研究者により異なるが，1．6～5．9

％で平均4．5％である：1・7　f））．我々の結果では，c－IVFで

6％（53／950），ICSIで3％（32／1094）の発生頻度であっ

た．

　般には，受精したら雌雄両前核が認められ，核膜

が消失して両前核の融合が起こり，染色体が混在する

表1　1PN胚の核の直径からみたDay5での胚盤胞への発生率

噸 核の直径（μm） n 桑実胚発生率（％） 胚盤胞発生率（％）

●

23≦φ≦24

24≦φ≦25

25≦φ≦26

26≦φ≦27

27≦φ≦28

28≦φ≦29

29≦φ≦30

30≦φ≦31

31≦φ≦32

32≦φ≦33

33≦φ≦34

34≦φ

1

2

2

0

0

5

8

2

1

1

0

1

0（0／1）

0（0／2）

50（1／2）

　0

　0

　0（0／5）

50（4／8）

　0（0／2）

　0（0／1）

100（1／1）

　0

100（1〆1）

0（0／1）

0（0／2）

0（0／2）

0

0

0（0／5）

25　（2／8）

0（0／2）

0（0／1）

0（0／1）

0

0（0／1）

表2　1PNの胚盤胞到達率
■

調査群 Il 分割胚 桑実胚 胚盤胞

A型IPN群
B型IPN群
2PN群（対象群）

18

44

200

18（100％）

44（IO〔〕％）

200　（100％）

　2（11％）

33　（75（｝／o）

115　（58％）

0（0％）

6（14％）

67　（34〔）／o）

■
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表3　1PNの胚盤胞到達率（conventional－IVF）

調査群 n 分割胚 桑実胚 胚盤胞

A型IPN群
B型1PN群
2PN群（対象群）

10

26

59

10（100％）

25（96％）

59　（100％）

1（10％）

15（58％）

37（62％）

0（0％）

6（23％）

22（37％）
●

表4　1PNの胚盤胞到達率（ICSI）

調査群 n 分割胚 桑実胚 胚盤胞

A型1PN群
B型IPN群
2PN群（対象群）

　8

18

141

　8（100％）

18（100％）

141　（100％）

1　（12．5％）

4（22％）

78（55％）

0（0％）

0（0％）

45（45％）

●

表5　Day　5における胚盤胞到達率（全体）

調査群 n
桑実胚に達しな
　い分割胚

桑実胚 胚盤胞

A型1PN群
B型IPN群
2PN群（対象群）

18

44

200

16（89％）

ll（25％）

85　（42．5％）

2（1196）

27（61％）

48（24％）

0（0％）

6（14％）

67（34％）

e

表6　Day　5における胚盤胞到達率（conventional－IVF）

調査群 n
桑実胚に達しな
　い分割胚

桑実胚 胚盤胞 ρ

A型IPN群
B型1PN群
2PN群（対象群）

10

26

59

9（90％）

10（38％）

22　（37．3％）

1（10％）

9（35％）

15　（25．4％）

0（0％）

6（23％）

22（59％）

表7　Day　5における胚盤胞到達率（ICSI）

調査群 n
桑実胚に達しな
　い分割胚

桑実胚 胚盤胞

A型1PN群
B型IPN群
2PN群（対象群）

　8

18

141

7　（87．5％）

14（78％）

63　（44．7％）

1　（12．5％）

4（22％）

33　（23．4％）

0（0％）

0（O％）

45　（31．9％）

■

と考えられている．従って，1前核しか存在しないこと

は異常である．第2極体が放出しないで雌性核の倍数

状態でIPNが生じていることも考えられる且゜1．　Xuと

Graveらによれば，ウシ卵ではしばしば雌雄前核の融

合が起こり1PNになる事を示しているID．ヒトでは，

lPNは単為発生または他の異常の結果生じると考え

られ，体外受精で得られたIPN胚は移植に用いられて

いないのが現状である．

　1PNの染色体核型を調べたPlachotらによれば，46

％は1倍体，29％は2倍体であり，25％はモザイク

■

●
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表8　FISHの結果

37（37）

症例（大きさ） 胚の状態 倍数性一×一 FISHシグナル

1（29．7μm）

2（34．7黙m）

3（29．6Fm）

4（29．Opm）

5（29．3μm）

6（29．7μm）

初cavi　G3

初cavi　G3

初cavi　G2

後cavi　G3

Early　G2　BA

Early　G3　CC

　　　2Nxl8
2Nxl，INx6，3Nx1
　2NX17，4Nx2
　2Nx60，4NXlO
　　　2Nx73
　2NxlO，4Nx2

　　　　XXxl8
XYx2，　Xx5，　XYYxl
　XYXl7，　XXYYx2
　XYx60，　XXYYxlO
　　　　XYx73
　XX　x　10，　XXXX　x　2

※CEP　lにより発色した数より判定（数字は細胞数）．

レ

φ

し

b

だったと報告している’z）．また，Staessenらは，1倍体

は2％で，2倍体が80．5％もあり，7．3％は3倍体だっ

たと報告しており，このような，IPNにもかかわらず

2倍体を示す胚は，雌雄前核の核膜消失前に核融合が

生じたと考えている1：’｝．我々は，前核の確認後，さらに

4時間後に再観察をして前核の状態をIPNと確認し

ていることより，雌雄前核の時間的出現の差は否定で

きると考えている．従って，初めの前核の確認より早

い時間に雌雄前核の融合が起こり，また，その融合は

前核の核膜消失前に生じた為1PNが観察されたと考

えている．今回，我々は，出現する1PNの直径は28

pm以上が多いこと，かつ29μm以上で胚盤胞の発生

率が高まることより29μmを境にA型，B型と区別し
た．

　核の直径が29μm以上のB型としたIPN胚からの

胚盤胞発生率は，14％（6／44）と比較的高かった（表

2，5）。このことから，先に述べたようにこれらの胚が

1PN胚であっても，核融合が起こり通常の受精後の発

生過程と同様に2倍体で発生した可能性を示すものと

思われる．しかし，29μm以上のIPN胚でもICSIから

得られたものは胚盤胞まで発生しなかった（表4，7）．

調べた胚数は少ないものの胚盤胞の染色体はFISHで

2倍体もしくは2倍体モザイクであることが確認され

た．Y染色体の存在も確認され，2倍体であったことよ

り1PNであっても正常受精していることが強く示唆

される（表8）．勿論，disomyの精子（XY）の侵入の

可能性なども否定できない．特に乏精子症ではanue－

ploidyの検出率が高まるとの報告も見られる15）．しか

しその頻度からして，異常精子によってのみB型IPN

胚が生じているとは考えづらい．一方，29μm以下のl

PN胚はc－IVF，　ICSIともに胚盤胞には発生しなかっ

た（表2～7）．29μm以下のA型IPN胚でも分割前の

1細胞期の中期染色体を詳細に検討すればB型との違

いが解明できる手掛かりを与えてくれると思われる．

何故，c－IVFのみから得られたIPN胚が胚盤胞に達す

るのに対し，ICSI由来IPN胚が胚盤胞に発生しない

のか理由は不明である．c－IVFに対しICSIの精子選別

が人為的なものに影響しているのか，あるいはICSI

対象の精子そのものが発生に何か劣性要素を保持して

いるのか，あるいは卵側に要因があるのか，今後，症

例を重ねて検討する必要がある．

　文献によれば，IPN胚を発育させたc－IVFの50％，

ICSIの70％に1倍体，3倍体，その他モザイクの染色

体異常が存在している1：s）．IPN胚の妊娠で胞状奇胎と

の報告もある14）．

　それゆえ，今回提示したIPN胚由来の染色体がXY

染色体をもっていても，正常な受精なのか否か，また

Xが雌雄どちら由来なのか等，複数のプローブによる

染色体検査（FISH）を重ねて慎重に検討していく必要

がある．

　今回測定できたIPN胚の核の直径と出現頻度は図

1に示したごとく28μm以上で多く，かつ29μm以上

でその後の胚発生に大きな差異を見出すことができた

ことを詳述した．IPN胚の核の直径が大型のものは胚

盤胞まで発生し，しかも，染色体が正常受精と考えら

れる結果は明記しておく必要がある．すでに，1PN

胚から分娩したとの報告もある：1）。最近，Grasと

TrounsonらはlPN胚を胚盤胞まで培養し移植後，正

常児を分娩したと報告しているL）｝．

　従って，これまで廃棄していた1PN胚でも大型の前

核を持つもので胚盤胞まで発生した胚は移植可能胚で

ある可能性があることより，IPNの核の直径を測定し

ておくことは新たな胚評価法のひとつになりうると考

えられる．

◎
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The　rate　of　blastocyst　formation　a皿d　the　chromosomal　ka】ryotype　of　abnormal

　　fertilized　embryos　With　the　bigger　si皿gle　pronucleus　in　vitro　fertMzation

Akiko　Sato，　Eiko　Otsu，　Miyuki　Nagaki，　Takafumi　Utsunomiya　and　Yasuhisa　Arakii’

●
St．　Luke　Clinic，5Tsumori－Tomioka，　Oita　City，　Oita　870－0947，　Japan

　　　　　　　　l）The　Institute　for　ARMT，　Gunma　371－OIO5，　Japan

●

　　The　aim　of　this　study　was　to　evaluate　the　fertilization　with　regard　to　embryos　with　bigger　size　single

pronucleus　of　human　zygotes　in　vitro　fertilization．

　　When　embryos　were　recognized　IPN　18h　after　conventional－IVF（c－IVF）／intracytoplasmic　sperm　in－

jection（ICSI），the　size　of　single　pronucleus　was　measured．　IPN　formation　rate　was　6％（53／950）by　c－

IVF　and　3％（32／1094）by　ICSI．　The　embryos　were　cultured　until　development　at　blastocyst　stage　and

analyzed　chromosome　karyotype．

　　Embryos　with　lPN　were　separated　into　two　groups；the　bigger　size　of　more　than　29μm　and　the

smaller　size　of　less　than　it．　Embryos　with　IPN　which　had　measured　the　pronuclear　diameter，　smaller

size　IPN　type　were　l9％（10／53）by　c・IVF　or　25％（8／32）by　ICSI　and　Bigger　type　were　49％（26／53）

by　c－IVF　or　56％（18／32）by　ICSI．　The　total　percentage　of　bigger　size　IPN　embryos　produced　were　52

％（44／85），and　21％（18／85）were　smaller　size　IPN　embryos．　Only　embryos　with　bigger　size　IPN　de－

veloped　to　blastocyst，　the　rate　of　formation　of　blastocysts　was　l4％（6／44）．These　blastocysts　were

evaluated　by　FISH　and　showed　a　diploid　and／or　diploid　mosaic．　Especially　30ut　of　60bserved　a　Y　chro－

mosome　on　the　metaphase　karyotype　in　specimens．

　　Although　this　is　preliminary　study，　it　suggests　that　developed　blastocysts　from　embryos　with　bigger

size　IPN　might　be　fertilized　as　well　as　normal　2PN．

Key　words：Single　pronucleus，　abnormal　fertilization　FISH，　chromosome，　karyogamy

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPn　J　Fertil　Steril　48：33－392003）
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　不妊因子が卵管上皮細胞の培養に与える影響および卵管采の機能を研究する目的で，卵管采より採取した

細胞の体外培養を試み，細胞増殖結果と採取症例の背景について検討した．当院で腹腔鏡検査を行った症例

137例の卵管采を少量採取し，10％ヒト血清添加（x－MEMで培養した．腹腔鏡での卵管采形状の判定は当院の

criteriaに従い，クラミジア抗体検査はenzyme　assayによる血液検査で行った．137例中，細胞が増殖したの

は43．8％であった．症例の背景として，クラミジア抗体陽性例は30．7％，子宮内膜症合併例は69．3％，卵管

采の形状が良好な症例は38．0％，やや良好な症例は42．3％，不良な症例は19．0％であった．クラミジア抗体

陰性例のうち細胞が増殖したのは53．7°／・対し，クラミジア抗体陽性例では21．4％と低かった．また子宮内膜

症非合併例のうち細胞が増殖したのは50．0％に対し子宮内膜症合併例では41．1％と低かった．卵管采の形状

については，良好な症例のうち細胞が増殖したのは538％に対し，やや良好な症例では43．1％，不良な症例

では269％と低かった．卵管上皮細胞の培養は，各症例の背景により左右される．特にクラミジア抗体陽性

例では，体外細胞増殖に抑制的であった，

キーワード：卵管采，卵管上皮細胞，細胞増殖，子宮内膜症，クラミジア

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48：41－472003）

●

喝

緒　　言

　卵管は卵子の輸送管として，また精子との受精，初

期胚の発育の場として極めて重要な役割を担ってお

り，卵管性不妊は，不妊原因の中でも高い頻度を占め

ている．卵管は子宮側から狭部，膨大部，漏斗部，そ

して卵子を輸送する最初の部位である采部に分類さ

れ，繊毛細胞と分泌細胞からなる上皮細胞は，それら

の細胞の割合や繊毛の長さが部位によって，また月経

周期によって異なった様相を示す．分泌細胞と繊毛細

胞の比は卵胞期と黄体期で異なり，その比は卵管狭部

く子宮く卵管結合部く卵管膨大部く卵管采の順に大き

くなることがウシについての研究で報告されている．

またウシにおいて，繊毛細胞は，卵胞期から黄体期へ

の移行で細胞の長さがかなり減少することも報告され

ている1）．ウシやヒトの卵管上皮細胞の培養について，

これまでに数多くの報告があり，特にウシに関しては，

in・vitroで繊毛が多く観察されたという報告があ



42（42） 不妊因子が卵管上皮細胞に与える影響

るL’・3〕．一一方，ヒトの上皮細胞では遺伝子導入法により

繊毛細胞のcell　lineを確立したという報告1）のほかは

繊毛に関する報告は少ない．

　当院では，不妊を主訴に当院を訪れる患者に対し，

約3分の1に腹腔鏡検査を行っている．その際，子宮

内膜症や癒着の治療のほか子宮や卵管の観察も行って

おり，卵管に関しては卵管采の大きさ，形状，卵管口

偏位，疎通性，位置関係を細かく検査している．卵管

采は症例によって所見にばらつきがあり，大きさ，卵

管口の位置が正常であったのはそれぞれわずか15％，

31％であった．さらにそれらの症例では有意に妊娠率

が高いということがわかり，卵管采の形を観察するこ

とは不妊原因の調査，今後の治療方針を定めていくう

えで重要であると思われだ1，しかし，卵管采の卵捕獲

機構に関しては，他にも様々な因子との相互作用で行

われていると考えられており，外見的な所見だけで判

断することは困難である．それは，先にも述べたよう

に卵管采の形態が良好である症例では妊娠率が有意に

高い結果であったが，そのなかにも妊娠が困難な症例

が存在するという事実からもうかがえる．卵管采の卵

捕獲機構は卵管采の形態のみで評価するには限界があ

り，さらに細胞レベルでの機能も関与していると考え

られる．そこで今回我々は，腹腔鏡検査施行患者に対

し卵管采を少量採取し培養することを試みた．

　卵管上皮細胞の回収方法について，ヒトの卵管ヒ皮

細胞の培養，あるいはそれを用いた受精卵との共培養

に関しての多くの報告では，子宮摘出術などにより卵

管をそのまま切除し，コラゲナーゼ等を灌流させ卵管

内腔より上皮細胞を分離して培養する方法が用いられ

ているCl－1°］．今回我々は，卵胞期の不妊患者に対する腹

腔鏡検査時に卵管采を少量採取し，ヒト血清のみ添加

した培養液で培養を試みた．検査施行患者には様々な

不妊因子や疾患があり，腹水に浸されている卵管，特

に腹水に曝露されることが多い卵管采はそれぞれの症

例によって環境が異なるであろうと推測される．その

ことをふまえ，細胞の増殖結果と採取症例の背景につ

いての基礎研究を行ったので報告する．

対象および方法

　2001年1月から2002年1月の問に不妊を主訴に来

院した患者のうち，当院において卵胞期で腹腔鏡検査

を施行した不妊患者137症例を対象とした．本研究に

あたり，様々な不妊背景をもつ患者よりインフォーム

ド・コンセントを得て腹腔鏡下で卵管采の漏斗部より

日不妊会誌48巻1・2号

組織を少量採取した．組織はPBS（一）で血球をでき

るだけ除去し，スパーテルと注射針を用いて細切後，

1．0－－2．0×10s細胞をファルコン3，037ディッシュにま

き，10％ヒト血清添加or－MEMで培養を開始した．培

養後3日目でメディウムを交換し，5～10日間培養を

続けた．培養の状態は，培養期間が最長10日目におい

て，ディッシュの70％以一ヒがコンフルエントに達した

場合，増殖良好と判断し，全く増殖しないかまたは70

％未満の増殖で止まった場合，増殖不良と判断した．

なお，培養した細胞は，走査型電子顕微鏡写真および

サイトケラチンによる免疫染色によってh皮細胞であ

ることを同定した．当院では，腹腔鏡の際に卵管采の

形態を評価している，症例によって大きさや形状は異

写真1増殖が良好であったサンプルの免疫染色

轡一…・
さ　　・ct．

ξド
　　．　　　“
垂

1’1E

L．一

》

穫

殊織職塾

ヂ
麟

写真2　増殖が不良であったサンプルの免疫染色

φ

■

々

■

■

e

ゆ

■



■ 平成15年4月1日 熊迫　他 43（43）

●

響磁覇

㍉
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写真5卵管采の形状が異常な（小さい）症例

■

表1　対象および背景

N＝137

期間 2001．1．13～2002．］．18

年齢 31．1　±　3．6歳　　（20－40）

爽
良 521臣り　（38。0％）

卵管采の形状
やや良 58f列　　（42．3％）

不良 26修可　（19．0％）

評価未定 1伊噸　（　0．7％）

チ宮内膜症合併　　95例（69．3％）

卵管采が小さい　　102i列（74．5％）

写真4卵管采の形状が正常な症例

　　　　　　　　陰性
クラミジア抗体
　　　　　　　陽性

95｛殉　　（69．3％）

42伊明　（30．7％）

■

なるため形状については，卵管采がシダ状に延びてい

るものを「良」，卵管采がビロード状に短いものを「不

良」，その中間を「やや良」，の三段階に分類し，大き

さについては生理食塩水に浮かせて直径2cm以上を

「正常」，それ以下を「小さい」，と二段階に分類しだ，．

結　　果

1．培養細胞の同定

　増殖が良好であったサンプル，不良であったサンプ

ルの培養ディッシュを固定し，サイトケラチンによる

免疫染色を行った結果を示した（写真1，2）．増殖良好

のサンプルも増殖不良のサンプルも同様に茶色に染色

され，上皮細胞であることが同定された．また，特に

良好に増殖したサンプルでは，電子顕微鏡により繊毛

が観察された（写真3），

2．腹腔鏡による卵管の所見と培養結果

　腹腔鏡による卵管の形態を写真4，5に示した．当院

独自の診断基準による卵管采の形状と大きさ5），子宮

内膜症合併の有無，免疫血清検査（ELISA法）による

クラミジア抗体の有無を表1に示した，子宮内膜症合

併例および卵管采が小さい症例はそれぞれ69．3％（95／

137），745％（102／137）と全体の約7割を占め，また

卵管采の形状が良好な症例は38．0％（52／137），やや良

好な症例は42．3％（58／137），不良であった症例は19．0

％（26／137）であり，他に評価未定が0．7％（1／137）含

まれていた．クラミジア抗体陽性例は30．7％（42〆137）

と全体の約3割を占めていた．症例全体の卵管上皮細
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図1卵管上皮細胞の培養結果
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図2　腹腔鏡検査時の卵管采の所見と培養結果
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図4　クラミジア抗体と培養結果および卵管采の形状

胞の培養結果を図1に示した．増殖が良好であったの

は438％（60／137），増殖が不良であったのは56．2％

（77／137）であった．

　（1）卵管采の形状と培養結果

　腹腔鏡検査の際に評価する卵管采の形状の所見と培

養結果を図2に示した．左図のように，卵管采の形状

が良好な症例のうち増殖が良好であったサンプルは

53．8％（28／52），やや良好の症例では43．1％（25／58），

形状が不良であった症例では26．9％（7／26）であり，形

状が良好な卵管采は，不良な卵管采より有意に増殖が

活発であることが明らかとなった（P＜0．Ol）．また，右

図では特に卵管采が小さい症例のサンプルにおける増

殖結果を示した．正常な卵管采のうち増殖が良好なサ

ンプルは54．3％（19／35）に対し，卵管采が小さい症例

のうち増殖が良好なサンプルは4α2％（41／102）と，有

意差はないものの正常な大きさの卵管采で増殖が多い

傾向が認められた．

　（2）子宮内膜症と培養結果

　腹腔鏡検査時に子宮内膜症の所見が認められた症例

の培養結果を図3に示した．子宮内膜症非合併例のう

ち増殖が良好なサンプルは50．0％（21／42），子宮内膜症

合併例のうち増殖が良好なサンプルは41．1％（39／

95）と，有意差はないものの子宮内膜症合併例で増殖

が少ない傾向が認められた．

　（3）クラミジアと培養結果および卵管采の形状

　免疫血清検査（ELISA法）によるクラミジア抗体の

有無と培養結果について図4に示した．抗体陰性症例

のうち，増殖が良好であったのは53．7％（51／95）に対

し，抗体陽性症例では21．4％（9／42）と，クラミジア抗

，

o

o
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体陽性症例のサンプルで有意に増殖が少ないことが明

らかとなった（P＜O．Ol，左図）．また，クラミジア抗体

の有無と卵管采の形状の関係を右図に示した．抗体陰

性症例のうち卵管采の形状が不良であったのは15．8％

（15／95）であったのに対し，抗体陽性症例のうち形状

が不良であったのは262％（11／42）と，有意差はない

ものの抗体陽性症例に卵管采の形状が不良という所見

が多い傾向を示した．また一方で，有意差は認められ

なかったが，抗体陰性症例では卵管采の形状が良好で

あったのが42．1％（40／95）に対し，抗体陽性症例で形

状が良好であったのは28．6％（12／42）と，抗体陰性症

例に卵管采の形態が良好な割合が多い傾向が認められ

た．

考　　察

　これまでの卵管上皮細胞の培養に関する多くの報告

が，子宮摘出術施行患者に由来する細胞の培養であっ

たのに対し，今回我々が行ったのは腹腔鏡検査の際に

少量の組織を採取して細胞を分離し，培養するという

方法である．他の報告6”）とは異なり，今回我々が用い

た培養液は，抗生物質やホルモンやEGF（epidermal

growth　factor）などは添加せず，10％ヒト血清添加の

みのα・MEMであった．採取された組織を細切して細

胞を回収する際，症例によって回収した細胞数には多

少の差があったので，基準とした1．0～2．0　x　105細胞数

と著しく差がある症例については対象から除いた．そ

れにも関わらず，同じ条件で培養しても良好に増殖す

るサンプルと増殖が少ないサンプル，さらには全く増

殖しないサンプルと，増殖結果は様々であった．

　表1に示す対象の背景から，当院で腹腔鏡検査を受

けている不妊患者の多くは卵管采の大きさや形状に問

題があると思われ（約7割），さらに子宮内膜症も多数

を占めていた（約7割）．またクラミジア抗体保持（約

3割），骨盤内癒着，卵巣腫瘍，卵管水腫などの疾患も

みられる場合があった．さらに，術後配偶者間人工授

精（AIH）を受け，妊娠が認められない場合体外受精

（IVF）に移行する症例も多数存在する．このような骨

盤内疾患の原因により，培養結果に差が生じたのであ

ろうと考えられた．

　卵管采の形態について述べられた報告はこれまでに

ほとんどない．腹腔鏡検査の症例を重ねるうち，形態

は非常に個人差があることがわかった．従って当院で

は独自に診断基準を定め，分類していたが，大きさに

関しては，当院で以前検討した結果，大きさが正常な

症例の妊娠率（IVFを除く）が約60％であったのに対

し，小さい症例では約20％であり，卵管采が小さいこ

とによる卵子の捕獲障害が示唆される結果が得られ，

卵管采の形態が妊孕力に関わっていることが明らかと

なっている5）．本研究において，卵管采が小さい症例

は，細胞の増殖が良好なサンプルがやや少ない結果が

得られ，形態についても同様の結果を得た．このこと

より，腹腔鏡検査時に卵管采の観察から得られる知見

に加え，組織を少量採取し細胞増殖能力を調べること

によって，今日まで明らかにはされていない卵捕獲機

構の解明に近づくことができると考えた．

　子宮内膜症は，当院で行っているIVF患者の不妊因

子のなかでは卵管因子の次に多い症例である．本結果

より，子宮内膜症と卵管上皮細胞の増殖との問の関係

をみると，合併の有無により有意差は見られなかった

が，子宮内膜症合併例では増殖が良好なサンプルがや

や少ない傾向が認められた．子宮内膜症腹水には卵捕

獲抑制因子が含まれており，卵管采繊毛と卵丘の接触

が妨げられると報告されており，これらの因子が細胞

増殖を妨げている可能性も考えられるlz）．

　クラミジア抗体の有無と培養結果については，今回

の結果から卵管采の形態が不良であると卵管上皮細胞

の増殖が有意に低下することが明らかとなり，クラミ

ジア，卵管采，細胞増殖の三者が関わりあっているこ

とがうかがえた．クラミジアが卵管の形態に悪影響を

及ぼし，機能の低下をもたらすことは数年前から報告

されてきた13｝．また，過去にクラミジアに感染した症

例が，治療して治った後でもなお骨盤内癒着は残って

いるという報告11）や，抗生物質治療をしてもまだ感染

が残る場合があるという報告15）がみられる．さらに，ウ

サギにクラミジア・トラコマティス臨床分離株を接種

したところ，卵管上皮細胞にクラミジア・トラコマ

ティスが封入体をつくり，その宿主細胞を破壊すると

いう報告もみられる16］．クラミジアは，一度感染が起

こるとほとんど瞬時にして卵管を経て腹腔内に入り込

み16｝，骨盤内炎症性疾患（PID）をひきおこし，腹膜炎

や肝周囲炎をもたらす．腹水は，症例の疾患の臨床的

特色を顕著に現すことがある17）．本研究で，クラミジ

ア患者症例は既に治療を受けており，治癒しているた

め血液検査による抗体の有無で分類した．たが，卵管

上皮細胞の培養結果に有意差が認められたのは，以前

感染した際に卵管采が腹水からの曝露を受け，抗生物

質の投与により治癒した現在でも卵管采は影響を受け

た状態が持続していることが示唆された．
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　以上の結果より，卵管采の細胞が何らかの不妊原因

を持っている不妊患者のものであれば卵管上皮細胞が

増殖しない症例が数多くみられた．また特にクラミジ

ア抗体陽性患者から得られた細胞は増殖が困難であ

り，その細胞増殖抑制が卵管采の形態悪化に関与し，

卵捕獲機構障害に関連している可能性が示唆された．
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　　The　aim　of　this　study　was　to　evaluate　the　relationship　between　the　cell　growth　and　clinical　aspects．

Epithelial　cells　were　collected　from　the　fallopian　tube　of　137　infertile　women　by　a　lapaloscopy．　The　ex－

tracted　tissues　were　seeded　in　alpha－MEM　media　containing　10％human　serum．　We　classified　three

groups　from　morphological　aspects　of　fallopian　tube．　The　groups　were　divided“good”，“fair”and“poor”

formation，　and　their　frequency　of　patients　was　38．0％，42．3％，　and　19，0％，　respectively．　Successful　devel－

opment　of　cells　were　shown　43．8％（60／137）of　all　patients　from　primary　culture．　The　diagnosis　included

containing　having　antibody　of　Chlamydia　trachomatis　in　30．7％（42／137），the　endometriosis　in　693％

（95／137）of　the　137　patients．　The　having　antibody　of　C．　trachomatis　patients　were　24．7％　（9／42）cell

growing　rate，　whereas，　it　was　53．7％（51／95）from　no　having　patients．　Patients　who　suffered　endometri－

osis　showed　rather　poor　cell　growth　than　others，　28．5％（39／95）and　50．0％（2r42），respectively．　lt　was

obtained　cell　growing　rate　of“good”，“fair”and“poor”，53．8％（28／52），43．1％（25／58）and　26．9％（7／

26），　respectively　from　three　classification　of　fallopian　tube．　C．　trachomatis　may　act　bad　influence　for　fal－

lopian　epithelial　function　not　only　in　vitro　culture　but　also’i・n’v・i’vo．

Key　words：fallopian　tube，　epithelial　cells，　cell　growth，　endometriosis，　Chlamydia　trachomatis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jpn　J　Fertil　Steril　48：41－47，2003）
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●
　遺伝子組換え卵胞刺激ホルモン（FSH）（Org　32489，フォリトロピンベータ）を日本人女性に用い，生殖補

助医療（ART）を施行した場合の有効性と安全性を評価するため，前向きオープン多施設共同試験を実施し

た．さらに，118名の白人女性により外国で実施された臨床試験結果と比較検討した．本試験では，ART

のために調節卵巣刺激（COH）が行われた153名の日本人女性を被験者とした．ブセレリンを点鼻投与し下

垂体機能を抑制させた後（ロングプロトコール），最初の4日間はOrg　32489を1501Uまたは2251U連日皮

●
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下投与され，その後投与量は個別に調節された．有効性の主要評価項目である採卵数の平均（±標準偏差）は，

本試験では12．7（±9．6）であった．外国で実施された試験においては1L7（±6．7）であり，いずれの人種に

おいても同様の効果が示された．症例あたりの平均良好胚数（日本人3．8　vs．白人4．5）や治療症例あたりの妊

娠継続率（22．9％vs．　263％）などその他の評価項目においても両試験とも1司様の結果が得られた．一方，本

試験では，投与期間が短かく（日本人8．4日vs．自人9．8日），総投与量が少なく（1，7811Uvs．2，0631U），ヒト

胎盤性性腺刺激ホルモン剤（hCG）投与の前日の血清FSHが高値を示した（14．51U／L　vs．12．31U／L）．この

血清FSH値の差は体重で補正することにより消失し，日本人女性の体重が低かったことに起因すると考えら

れた．また，体重あたりの総投与量は両試験でほぼ同じであり，投与量が個別に調節されたことで，採卵数

等の効果におよぼす体重の影響は補正されたものと考えられる．なお，中等度ないし高度の卵巣過剰刺激症

候群（OHSS＞の発現率は日本人と白人被験者間で類似していた（2．0％vs．　3．4％）．以P．，　Org　34289による

ART施行は日本人においても有効かつ安全であり，Org　32489に関する外国臨床試験の成績を日本人に適用

可能と考えられる．本剤は，従来の尿山来のFSH製剤に代わり，　ARTにおけるCOHに使用できる新しい

FSH製剤となると考えられる．

キーワード：Org　32489，フォリトロピンベータ，生殖補助医療，体外受精，調節卵巣刺激

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日本不妊会誌　48：49－602003）
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緒　　言

　閉経期婦人尿由来のFSH製剤は，排卵誘発や体外受

精一胚移植（IVF－ET）に代表されるARTのための卵巣

刺激剤として30年以ヒにわたって使用されており，そ

の有効性および安全性は充分に確立された．しかしな

がら，純度がかなり高くされてきたにもかかわらず，

尿蛋白など尿由来の爽雑物を含有することや製剤の均

一性に依然として限界がある．さらに，その製造が尿

採取に影響されるため製剤の安定供給に問題が残る．

そこで，遺伝子工学的手法を用い，ヒトFSHをコード

する遺伝子をチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細

胞株に導入することにより，FSH製剤（Org　32489）が

製造されることとなった】1．このOrg　32489の純度は

高く（＞99％），高い特異的FSH活性（10，000　IU／mg

タンパク）を有する2〕．天然型FSHと比較して糖鎖の

組成が一・部異なるものの，この差はわずかであり，電

荷不均一’生の程度，受容体結合親和性，in　’vit7’oおよび

競痂oにおける生物活性に影響しないことが非臨床

試験により示された3）．尿由来の製剤とは対照的に，

Org　32489はロットごとの均一性が高く，黄体化ホル

モン（LH）活性を示さず，ヒト尿由来の爽雑物を含ま

ない．また，Org　32489は高い生物活性と15［，高い有効

性（採卵数，妊娠率）を示すとともに投’チ期間が短く

低い投与量から有効であることが明らかにされ
た6“8’．

　Org　32489の凍結乾燥製剤（LO　ml溶解液付き）は，

排卵のない女性における排卵誘発および，IVFに際し

てのCOHの効能で，現在までに世界80力国以上で承

認されている．現在では，バイアル中にあらかじめ溶

解した溶液として入手可能であり，注射液量が半減し

た（O．5・ml）ことにより皮下投与も可能となった．この

バイアル製剤は，ヨーロッパ共同体やその他数力国で

既に承認されている．本試験ではこのバイアル入りの

注射液剤を使用することとした．

　本試験の目的は，IVFまたは卵細胞質内精子注入法

（ICSI）のためにCOHが行われる日本人女性を対象

に，遣伝子組換えFSH（Org　32489）の有効性と安全性

を評価することにある．現在の医療実態にしたがい，

被験者には性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）ア

ゴニストを前投与して下垂体機能を抑制し，これに

よって早期黄体化を防止することとした．本試験のも

う1つの目的は，今回得られた日本人女性における

Org　32489の有効性と安全性の成績と，別に外国（ヨー

ロッパ）で実施された外国人女性における成績との類

似性を明らかにすることである．したがって，本試験

の実施計画書は，外国で実施された臨床試Wt’J｝にできる

限り一致させ，両試験の主要な有効性評価項目と安全

性の指標を比較するとともに推計学的に検討・解析し

た．

材料および方法

1．試験のデザイン

本試験はオープン多施設共同試験であり，ド垂体機

●

P

●

o

●
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表1　本試験の実施医療機関

実施医療機関 治験責任医師 治験分担医師

●

畠

東邦大学医学部付属大森病院第・産婦人科

埼玉医科大学総合医療センター産婦人科

久保　春海

竹田　　省

H13　4．1～

財団法人倉敷成人病センター産婦人科

医療法人生長会府中病院不妊センター

医療法人三慧会IVF大阪クリニック

～ Hl3．3．31
本i11　洋明

小林真・郎

森本　義晴

安部　裕司
間崎　和夫
池永　秀幸
中野由起子
伊藤嘉奈子

石原　　理
林　　直樹
斉藤　tF一博

伊東　宗毅

　なし
加藤　浩志
半田　雅文

福田　愛作
河田　　　淳

岩本　英熈
中岡　義ill蒔

o

9

■
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能を抑制させた日本人女性において，Org　32489によ

るCOH後にARTを施行した．試験は，2000年5月か

ら2001年2月まで，日本の5医療機関（表1）におい

て実施され，150名の被験者の登録が計画された．各医

療機関の治験審査委員会が試験を承認し，試験に組み

入れる前に個々の被験者からインフォームド・コンセ

ントを入手した．試験は，ヘルシンキ宣言に則り，日

本の医薬品の臨床試験に関する基準に記載される規制

当局の基準にしたがって実施された．また，IVF－ET

の手順は日本産科婦人科学会のガイドラインに遵っ

た．

　2．被験者の選択

　被験者の選択基準は，スクリーニング時に20歳以上

39歳未満；IVFまたはICSIによって妊娠の可能性の

ある不妊夫婦の妻；24～35日の正常な月経周期があ

り，変動は24～35日の範囲内で±3日；体重が理想体

重の80～130％（Metropolitan　Life　Insurance　Com－

pany　Tablesにしたがう）；文書によるインフォーム

ド・コンセントの得られる不妊夫婦の妻とした，一方，

高プロラクチン血症，多嚢胞性卵巣症候群や原発性卵

巣機能障害などの内分泌異常を原因とする不妊症の徴

候または既往歴があるもの；過去に6回以一ヒのIVF－

ET治療，配偶子卵管内移植（GIFT）または接合子卵

管内移植（ZIFT）が試行されたもの；GnRHアゴニス

トまたはゴナドトロピン製剤が使用禁忌であるもの；

経膣超音波検査の妨げとなる卵巣あるいは腹腔内の異

常』；高血圧（坐位での拡張期血圧＞90　mm　Hgあるい

は収縮期血圧＞150mmHg）；慢性心血管，肝，腎また

は肺疾患；現在または過去（過去12カ月）のアルコー

ル依存症または薬物依存症；スクリーニング前6カ月

以内に治験薬の投与を受けたもの；治験責任医師また

は治験協力医師の判断で本試験の被験者として不適切

とされたものは除外した．

　本試験では，外国臨床試験とは異なり，男性に原因

のある不妊の夫婦も含まれ，受精法としてICSIも用い

られた，外国臨床試験（1993年から1994年に実施）で

は，当時ICSIが確立された治療方法ではなく男性の精

子異常による不妊は除外されていた．

　3．試験薬剤および試験の手順

　下垂体機能を低下させるためGnRHアゴニストと

してブセレリン（スプレキュアR，アベンティスファー

マ株式会社）1回150μgを1H4回点鼻投与した．本試

験では，前周期の黄体期（21～24日目の閲）にブセレ

リンの投与を開始したが，外国臨床試験では卵胞期初

期に開始された．これは，最近になって，GnRHアゴニ

ストを前周期の黄体期に開始すると卵巣嚢胞の発現リ

スクが低くなることが明らかにされたことによ

る1°－12’．ブセレリン投与後の14～18H以内にド垂体

機能の抑制が確認されなかった場合，ブセレリン1回

300μgを1日4回投与した．

　Org　32489（NVオルガノン，オランダ）はバイアル

人りの注射液剤として提供され，0．5mlの溶液中に75

1U（ロット番号CU　O48）または1501U（ロット番号CU

O42）のFSH活性を含有する．外国臨床試験では，当

時，注射液剤が開発されていなかったため，751Uの

FSH活性を含有する凍結乾燥製剤が提供され，これに

●
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は1．0　mlの溶解液アンプルが付属していた．

　最終的卵胞成熟のためには，5，000　IUのhCG（プレ

グニールR，日本オルガノン株式会社）が用いられた．

　ブセレリンによる下垂体機能の抑制が確認されたら

（血清エストラジオール（Ez）値が50　pg／ml未満），　Org

32489を1～4日に150または2251U／日の固定用量

で，膀周縁を4分割した右ドないし左Fへ皮下投与し

た．5日目から，経膣超音波スキャンあるいは血清E，）

値で卵胞の発育を評価し，個別の用量調節を開始した．

平均径17mm以上の卵胞が3個以上確認された場合，

hCG（10，0001U）を投与した．ただし，早期排卵の場合，

15mm以Lの卵胞が13個以11認められる場合，ある

いは被験者の安全性確保に問題があると判断された場

合，hCGの投与は中止した，　hCGの投与から30～36

時間後に採卵し，IVFまたはICSIを施行し受精させ

た．採卵から2～5日後に3個以下の胚を子宮に戻し

た．黄体期管理は各施設で通常実施されている方法を

用いた．

　4．評価

　スクリーニング時に生年月日，既往歴・合併症，月

経歴，前治療歴および妊娠分娩歴の調査と，産婦人科

学検査，バイタル・サイン，臨床検査および内分泌学

検査，経膣超音波断層検査を実施した．超音波断層検

査および内分泌学検査は，Org　32489の初回投与前と

投与期間中は2日または3日おきに，hCG投与日また

は採卵日，ET施行の日と施行から1週後（内分泌学検

査），ET施行から6～8週後（超音波断層法による臨床

妊娠の確認）およびET施行から12～18週後（超音波

断層法による妊娠継続の確認）に実施した．Org　32489

投与前と投与後に採取した血液をNVオルガノンに送

付し，抗FSHおよび抗CHO抗体を測定しだ1．下垂

体機能抑制を確認するため，ブセレリン投与直前と投

与開始14～18日後に血清E、濃度を測定した．ブセレ

リン投与開始から14～18口後に低ゴナドトロピン状

態にいたらなかった場合，引き続き週に1回血清E，

濃度を測定した．

　5．試験の評価項目

　t要評価項目は採卵数（総数と成熟卵の数）とした．

副次評価項目はOrg　32489の投与期間と総投与量，

hCGの投与日における卵胞の数とサイズ分布，　hCG

投与直前のE，，，LH，　FSHおよびプロゲステロンの血

清濃度，良好胚の数，着床率（＝胚移植数に対する胎

嚢数（％）），ET施行から12～18週後の妊娠継続率と

流産率である．

　安全性は，重篤な有害事象数，OHSSの発生率および

抗FSH抗体，抗CHO抗体の発現等で評価した．

　6．統計解析

　有効性と安全性データについて要約統計量を示し

た．本試験の成績と外国臨床試験成績との比較には，

Org　32489が皮下投与された被験者の結果のみを用い

た．比較のため表と図には両試験の結果を示した。

　すべての結果はlntent－To－Treat（ITT）データ・

セットを基本とし，少なくとも1回，Org　32489が投与

されたすべての被験者（AST；All－Subjects－Trea－

ted）をITTとした．外国臨床試験との比較においても

ITTデータ・セットを用いた．有効性評価項目につい

て統計学的に比較した．外国臨床試験の結果と本試験

の結果の差は，連続データについては2つの母集団の

平均の差，またカテゴリカルデータについては割合の

差のそれぞれ95％信頼区間（CI）とそのp値を算出し

て解析した．

　すべての解析はSASバージョン6．12を用いて実施

した．

結　　果

　1．症例の内訳と特性

　症例の内訳を表2に示した．本試験では，153名の被

験者にOrg　32489が皮下投与された．外国臨床試験の

被験者は118名であった．これらのITTデータ・セッ

トを統計解析に用いた．本試験における投与開始後の

中止理由は，卵巣反応性が不十分（n＝2），卵の質不良

（n＝1），胚の質不良（n＝7），過剰刺激の危惧（n＝＝7）

またはOHSS発現であった（n＝2），本試験の中止率は

12．4％，外国臨床試験においては10．2％であった．

　表3に症例の特性を示した．日本人の被験者と外国

人の被験者間で年齢分布や月経周期は類似していた．

しかしながら，体重とBMIは日本人が低値であり，不

妊の原因に両被験者間に差が認められた．不妊原因の

差は，本試験では不妊の男性因子を含めたが，外国臨

床試験では除外されたことによる．

　2．投与期間および投与量

　hCG投与に到らなかった4名を除き149名の被験

者で採卵され，このうちll5名がOrg　32489を2251U／

日で開始，34名が1501U／日で開始であった．同様に外

国臨床試験では，112名のうち2251U／日で開始した被

験者は58名であった．Org　32489の総投与量は日本人

被験者のほうが低かったが，平均1日投与量は外国臨

床試験のそれと類似していた（表4）．外国臨床試験と
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表2　症例の内訳

本試験 外国臨床試験
治療状況

n ％ n ％

●
組み入れ症例

ブセレリン投与症例

Org　32489投与症例

hCG投与症例

採卵実施症例

受精実施症例

胚移植実施症例

158

156

153

149

149

148

134

100

97．4

97．4

96．7

87．6

132

123

118

112

112

112

106

100

94．9

94．9

94．9

89．8

蝉

表3　症例の特性

本試験（n＝153） 外国臨床試験（n＝ll8）

●

，

年齢（歳）

身長（cm）

体重（kg）

BMI（kg／m2）

月経周期（日）

不妊期間（年）

原発性不妊の被験者（％）

続発性不妊の被験者（％）

不妊の原因（％）

　卵管異常

　子宮内膜症

　卵管異常及び子宮内膜症

　男性因子

　その他

　原因不明

32．0　±　3．5

158．3　±　5．0

51．4　±　5．6

20．5　±　2．0

29．1　±　2．0

　3．9±2．9

　57．5

　42．5

24．8

7．8

2．0

43．2

1．3

20．9

32．5　±　3．6

164．4　±　6。7

62．0　±　＆2

23．0　±　2．8

2＆2±1．5

　6．3±3．2

　4L4
　5＆5

69．5

8．5

4．2

0

2．5

15．3

■

n，

比較して本試験の平均投与期間は有意に短かった（表
4）．

　3．卵胞の発育とホルモン値

　卵胞（径10mm以上）の総数は，本試験よりも外国

臨床試験で若干多かったが（表4），卵胞のサイズの分

布は両試験で類似していた（図1）．

　Org　32489投与終了時のE，，　LHおよびプロゲステ

ロンの血清濃度は類似していたが，FSH値は外国人被

験者に比して日本人被験者で若干高かった（表4），体

重で補正すると血清FSH値に差は認められなかった
（図2）．

　4．臨床結果

　本試験と外国臨床試験で観察された有効性評価項目

を表4に示した．主要評価項目である採卵数は本試験

と外国臨床試験で同程度であり，いずれの試験でも採

取された卵の85％が成熟していた．両試験の母集団の

差（本試験では男性不妊症を含めたが，外国臨床試験

では除外した）が試験の結果に影響を及ぼしていた可

能性が否定できないため，採卵数に関しては，男性不

妊症例を除外した場合についても解析した（図3）．こ

の部分集団（n＝81）では，採卵数が12．2個であり，こ

れは男性不妊症例を含む集団での採卵数（12．7個）とほ

ぼ同数であり，外国臨床試験で得られた結果とも類似

していた（95％CI題一2．732～1．712；P　＝＝　O．6512），

　本試験における採卵数，良好胚数および妊娠継続率

は，外国臨床試験結果と統計学的に有意な差はなかっ

た（表4）．本試験では，平均2．1個の胚が移植された一

方で，外国臨床試験では2．5個の胚が移植された．本試
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表4　本試験と外国臨床試験でのOrg　32489の効果の比較

　本試験

mean±SD
外国臨床試験

mean±SD
差の95％
信頼区間＊ P値

1日平均投与量（IU）

Org　32489の総投与量（IU）

投与期間（日）

径10mm以上の卵胞数（個）

hCG投与直前のホルモン値

　E2（pmol／L）

　LH　（IU／L）

　FSH　（IU／L）

　P（11mol工）

採卵数（個）

成熟卵数（個）

総胚数（個）

良好胚数（個）

治験薬投Pi例あたりの流産率（％）

臨床妊娠あたりの流産率（％）

治験薬投与例あたりの妊娠継続率（％）

胚移植実施例あたりの妊娠継続率（％）

　212．O

l，781　±　562

　8．4±1．6

10．5　±　5．4

7，651　±　5．396

　1．7±1．0

14，5　±　5．0

　4．2±2．0

12．7　±　9．6

10．8　±　8．4

　7．7±5．9

　3．8±3．9

　　8．5

　　16．7

　　22．9

　　26．1

　210．4

2，063　±　668

　9．8±1．7

12．8±　7．3

　n．a．

131．4　to　431。8

1．04　to　1．87

0．80　to　3．90

7，109　±　5，143　　　　－　1β45　to　760．l

　l．5±　1．1　　　　　　－　0．439　toO．075

123　±5．1　　　　　　　－　3．51　to　一　α97

　3．6　±　7．4　　　　　　　－　1．84　toO．66

11．7　±　6．7　　　　　　　　－　3．l　tol．l

lO．0±6，8　　　　　　　　　　　n．a．

　7．3±4．8　　　　　　　　　　　n．a．

　4．5　±　3．8　　　　　　　－　0．21　toL71

　　3．4　　　　　　　　－　0，106　toO．004

　　11．4　　　　　　　　　　　　n．a．

　　26．3　　　　　　　　－　0．070　toO．138

　　29．2　　　　　　　　　　　n．a．

＜0．001

〈0．001

　0．003

　NS

　NS
＜O．OOI

　NS

　NS

NS
NS

NS

■

95％信頼区間は外国臨床試験結果から本試験結果を引いて算出した．

n．a．：Ilot　available
●

25

20

車15

溜10
毒

5

0

＞10mm　　＞12　mm　　＞15　mm　　＞171nm

　　　　　　　卵胞サイズ

図1本試験（n＝149）と外国臨床試験（n＝112）での

　　hCG投’チ日の卵胞数とサイズ

験の着床率は，19．8％（7．1～24．2％）であった．外国臨

床試験に比して流産率は若干高く妊娠継続率は若干低

かったが，これらの差は統計学的に有意ではなかった

（表4）．

　5．追加解析

　FSH投与に対する卵巣の反応性（採卵数）に及ぼす

種々の要因の影響について層別解析を行い検討した．

その結果を図4に示した．採卵数は年齢層別に類似し

ており，いずれも加齢に伴い低ドした．最も年齢の低

い層（20～24歳）では被験者数が少なく比較が困難で

あった（本試va　n＝4，外国臨床試験n＝1）．体重と採卵

数との間には本試験と外国臨床試験のいずれにおいて

も相関は認められず，また，70kgを超える層では日本

人被験者は2名しかおらず比較は難しかった．Org

32489の平均1日投与量による層別解析では，1日投与

量が高い症例で採卵数が少ないことが本試験と外国臨

床試験のいずれにおいても示された．1日投与量が低，

中および高に層別した場合，被験者数の割合（％）は

日本人女性でそれぞれ36％，48％，15％，外国人女性

でそれぞれ39％，46％，15％と両人種間でほとんど差

がないことが示された．総投与量については，平均1

口用量と同様の傾向がみられ，採卵数の少ない症例と

多い症例の層別の分布は本試験と外国臨床試験のいず

れにおいても同様であることが明らかとなった．

　図5に示されるように，被験者あたりの採卵数の分

布も日本人と外国人被験者間で差がなく，大半におい

て5～14個が採取された．

　表3および4に示されるように，日本人女性の体重

が軽く血清FSH濃度が高かった．薬物動態および薬力

◎

e

■

●
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図2　本試験と外国臨床試験でのhCG投与日の血清FSH濃度

　　A．血清FSH濃度（体重補正なし）

　　B．体重補正した血清FSH濃度

‘

■

e

●

重

釜

、勾

14

12

10

8

6

4

2

0

■本試験
口外国臨床試験

手采卵数　　　　　　　手采卵数

　　　　（ICSI症例を除く）

成熟卵数

図3　本試験（n＝149またはICSIを除いた場合n＝

　　81）と外国臨床試験（n＝112）での採卵実施症例

　　あたりの採卵数

学的効果に及ぼす体重の影響が，個別の用量設定に

よって，補正されるかどうかを検討するため，2つの集

団において体重あたりの初期投与量と総投与量を比較

した．体重あたりの初期投与量は日本人で高く，体重

あたりの総投与量は日本人と外国人とのいずれにおい

てもほぼ同様となった（図6）．また，OHSSの発現率

と投与量との関連性は認められなかった（図6）．

　6，安全性

　本試験では10名の被験者（6．5％）が重篤な有害事象

を経験したが，すべて回復した．外国臨床試験では6

名（5．1％）の被験者に重篤な有害事象が認められた．

本試験で，Org　32489に関連する有害事象のうち最も

多く報告されたのはOHSSであり，重度（n＝1），中等

度（n＝2）または軽度（n＝6）と分類された，これら

のOHSS症例のうち4例が重篤な有害事象として報

告された．OHSS（重度と中等度）の2例は，投与中止

となった．その他の有害事象のうち，薬剤に関連する

ものとして腹痛（n・＝6），腹部膨満（n＝4），腹水（n

＝ 4）などが認められ，いずれも軽度に分類された．本

試験におけるOHSS症例は軽度のものが多く，中等度

や重度OHSSの例は少なかったが，この発現率は外国

臨床試験での発現率と同程度であった（図7），

抗FSH抗体および抗CHO抗体はいずれの被験者

でも検出されなかった．また，臨床検査値およびバイ

タルサインの変動は軽度で臨床的に問題とならなかっ

た．

考　　察

　本試験は日本人女性を対象にした遺伝子組換え

FSH（Org　32489）を用いた最初のIVFでの臨床試験で

あり，本剤がARTにおいて有効でかつ安全な治療薬

であるのみならず，採卵数や妊娠継続率は，Org　32489

を用いた他の臨床試験の成heE8・9）やその他の性腺刺激ホ

ルモン剤呂131Pで既に報告されているものとほぼ同等で

あることが明らかとなった．安全性の主要な指標であ

o



56（56） 遺伝子組換え卵胞刺激ホルモンを用いた調節卵巣刺激 日不妊会誌48巻1・2号
●

るOHSSは，1973年にWHOによって標準化された診

断基準に準じて判定されたが，その発現率はCOHに

おけるこれまでの報告と比較すると8・15），同程度かあ

るいは低い発現率であった．

蓮
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　　　　　　　　kg

1日平均投与量

＜200 200～250　　　　＞250

1u／日

図4　年齢，体重および1日平均投与量別の採卵数

　また，本試験は，Org　32489皮下投与の臨床上の有効

性を日本人女性および外国人女性で統計学的に比較し

た最初の試験でもある．外国人女性から得られたOrg

32489の有効性と安全性に関する成績を日本人に外挿

できるかどうかを検討することも今回の目的のひとつ

である．本試験で比較対象となっている外国臨床試験

は1993～1994年に実施され，1群にOrg　32489が皮下

投与され，別の群には筋肉内に投与されたものであっ

た9）．両試験の実施計画書には表5に示すとおり，

GnRHアゴニストの投与開始時期，不妊原因，　ICSI

の採否，黄体期管理の方法等においていくらかの不一

致はある．しかしながら，以下に示すとおり臨床結果

に影響を及ぼさなかったと考えられた．まず，両試験

ともロングプロトコールを採用したが，GnRHアゴニ

ストの投与開始時期の違いは，ロングプロトコールに

おいては採卵数に影響を及ぼさないことが報告されて

いる11）．両試験ともにダウンレギュレーションの基準

が同一（血清中E、値が50pg／mL未満）であり，この

基準を確認したのちFSH製剤の投与が開始されたこ

とから，主要評価項目である採卵数には影響を及ぼし

ていないと考えられた．また，採卵数は男性不妊を除

外した解析とそれを含めた解析とでほぼ同数であっ

た．さらに，本試験では媒精技術を用いるIVFに加え

て受精の方法としてICSIも認めたが，妊娠率はICSI

とIVFではほぼ同じであることが報告されてお

りIG），採卵数は本試験においてICSI例を除外して集

計した場合でもほぼ同じであり，ICSIを含めることが

主要評価項目に影響を及ぼすことはなかった（図3）

し，その他の成績にも影響はなかった．また，黄体期

6
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管理の方法は採卵数の評価に影響しないと考えられ

る．さらに，両試験とも1日1501Uまたは2251Uで投

与を開始し，5日目以降は個別に用量調節を行ったが，

本試験で2251U／日で投与を開始した被験者の割合が

多かったが臨床結果に影響を及ぼさなかった．その他，

2試験の実施時期の差異および実施した地域の文化的

な差異があるとしても，本試験成績と外国臨床試験成

績との比較可能性にこうした差異が影響するものでは

ないと考えられた．

　一一方，本試験では，外国臨床試験と異なり，Org32489

の総投与量が少なく投与期間が短かく，また血清FSH

値が高かった．これらの差は，日本人女性の平均体重

が低かったことに起因するものと考えられた．その理

由としては，次のことがあげられる．両試験間でみら

れた血清FSH値の差は体重で補正すると消失するこ

とが明らかになった．また，ゴナドトロピン欠乏症の

被験者における単回投与および反復投与による薬物動

態データの解析から，血清FSH値の推移にみられた人

種間の差は血清FSH値を体重で補正することにより

ほとんど認められなくなることが明らかにされてお

り，Org　32489の薬物動態特性が外国人女性と日本人

女性で同じであることがすでに示されている23）．一

方，卵胞発育のFSH閾値は個体ごとに異なることが知

られており17－19♪，個別に投与量を調節する必要性が指

摘されている．本試験と外国臨床試験では，実際に個

別に投与量を調節することが行われたが，このことに

●

表5　本試験と外国臨床試験の実施計画書の相違点

項目 本試験 外国臨床試験

じ

GnRHアゴニストの投与開始時期
治験薬（Org　32489）の剤型

不妊原因

ARTの手法
黄体期管理

前周期の黄体期中期

注射液剤

男性因子を含む

ICSIを採用

施設の方法に委ねた

卵胞期初期

凍結乾燥製剤

男性因子は含まない

ICSIは含まない

標準的な方法を例示

●
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より人種間で認められた体重差に起因する有効性への

影響に対する補正が行われたと考えられる．このこと

は，追加解析により，体重あたりの総投与量の分布が

両人種でほぼ同じであったことに示され，目的とする

有効性（径17　mm以上の卵胞が3個以h）を得るため

に必要なFSHの量が，日本人女性でも外国人女性でも

体重あたりではほぼ同じであると考えられた．さらに，

人種内での個体差の分布も両人種で類似していること

が示された．

　両人種間のもう1つの差は，Org　32489投与終了時

に，本試験で観察された卵胞数が少なかった点である．

しかしながら，サイズ別の卵胞数の分布や，hCG投与

日に測定された血清E，濃度，採卵数には両試験で差異

はなかった．

　Org　32489を皮下投与した際の臨床効果は，日本人

と外国人被験者の双方で実質的に同じであった。すな

わち，被験者あたりの採卵数（主要評価項目），被験者

あたりの良好胚数および妊娠継続率は両人種間で差が

なかった．追加解析では，両被験者集団で種々の要因

が卵巣の反応性（採卵数）に及ぼす影響を検討した．

その結果，日本人と外国人被験者のいずれにおいても

加齢に伴って反応性が低下することが示されたが，体

重や初期投与量による有意な影響はなかった．高用量

が必要であった被験者における同様の反応性の低下が

示され，良好反応者と不良反応者の存在が示された．

　最も重大な安全性上の問題となるOHSSの発現に

日本人と外国人との問で差は認められなかった．両試

験でともにWHOによって標準化された診断基準に準

じて評価されたため，判定基準に実質的な差はないと

考えられ，さらに，Org　32489の初期投与量および総投

与量とOHSSの発現との関連性が全くなかったため，

OHSSの出現にはOrg　32489の投与量だけではなく，

おそらく別の要因が関連すると考えられる．

　尿由来のFSHについては，世界中で同様の投与方法

が用いられてきた．遺伝子組換えFSHと尿由来の

FSHの構造と薬物動態が極めて類似していることか

ら考えれば3，2°，L，V，　Org　32489の使用においても，米国

やヨーロッパの投与方法を日本人にも応用できると考

えられる．また，Org　32489は線形の薬物動態を示すこ

と2Z），卵胞刺激に閾値があるため平坦な作用一濃度曲

線を呈すること】7－19｝，広い治療域（1日あたり150～

6001U）を有することから，本剤の薬物動態！薬力学的

プロフィールは民族的要因の影響を受けにくいという

ことが考えられる．さらに，本試験結果は，日本人女

性においてOrg　32489を投与するに際して，海外にお

ける投与方法の適用は安全かつ有効であるということ

を示すものである．体重の差により観察された差異は，

個別に投与量を調整することによって補正された．

　要約すると，Org　32489は日本人においても外国人

同様に有効であり，同等の効果が得られた．Org　32489

に関する外国臨床試験成績を日本人集団へ外挿するこ

とは可能と考えられる．日本にOrg　32489注射液剤が

導入されると，高い純度，ロット間の均一・性，皮下投

与の利便性などから，従来の尿由来のFSH製剤に代わ

る新しいFSH製剤として生殖補助医療においてCOH

に広範に用いられることとなると考えられる，
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An　Open　Prospective　Multicentre　Study　in　Pituitary－S皿ppressed　Japanese　Women

　　　　　　Undergoing　Controlled　Ovarian　Hyperstimulatio皿With　Recombi皿ant

　　　　　　　　　　　　Follicle－stimUlating　Hormone（Org　32489）to　Compare

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Japanese　and　European　IVF　Results
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6

り

　　Objectives：The　efficacy　and　safety　of　recombinant　FSH（Org　32489，　follitropin一β）was　assessed　in

pituitary－suppressed　Japanese　women　undergoing　assisted　reproductive　technology（ART），to　compare

the　efficacy　and　safety　of　Org　32489　in　Japanese　women　with　those　of　Caucasian　women．

　　Design：Open，　multicentre，　prosp合ctive　trial　similar　to　a　previous　European　trial　of　Org　32489．

　　Subjects：153　Japanese　women　to　be　compared　with　l　l8　Caucasian　women　undergoing　Controlled

Ovarian　Hyperstimulation（COH）for　ART．

　　Treatment：Daily　subcutaneous　administration　of　l501U　or　2251U　Org　32489　for　the丘rst　4　days，　af－

ter　which　the　daily　dose　was　adjusted　individually．　For　pituitary　downregulation　subjects　were　pre－

treated　with　daily　intranasal　buserelin（long　protocol）．

　　Results　and　discussion：Statistical　analysis　of　the　main　ef且cacy　parameter，　the　total　mean（±SD）

number　of　oocytes　retrieved，　showed　similar　effects　in　both　races：12．7（±9．6）oocytes　in　Japanese　sub－

jects　versus　11．7（±6．7）oocytes　in　Caucasian　subjects．　Other　clinical　outcome　variables　were　also　com－

parable：e．　g．　mean　number　of　good　quality　embryos　per　subject（3．8　versus　4．5）and　ongoing　pregnancy

rate　per　attempt（229　versus　26．3％）．Main　differences　observed　in　this　study　versus　the　European

study　were：ashorter　treatment　duration（8．4　versus　9．8　days），lower　total　Org　32489　dose（1781　versus

20631U）and　higher　serum　FSH　levels　at　the　day　of　hCG（14．5　versus　12．31U／L）．However，　the　total　dose

per　kg　body　was　similar　in　both　populations．　And　also　the　difference　in　serum　FSH　levels　completely

disappeared　after　normalization　for　body　weight．　Therefore，　these　differences　could　be　attributed　to　the

lower　body　weight　in　Japanese　subjects．　The　influence　of　body－weight　on　clinical　outcome　such　as　num－

ber　of　oocytes　retrieved　appeared　to　be　completely　corrected　by　individual　dose－titration．　The　inci－

dence　of　moderate　or　severe　OHSS　indicated　similarity　between　Japanese　and　Caucasian　subjects（2，0

versus　3．4％）．

　　Conclusion：Since　recombinant　FSH（Org　32489）was　equally　ef且cacious　and　safe　in　Japanese　as　in

Caucasian　IVF　patients，　the　outcome　of　foreign　clinical　data　on　Org　32489　to　the　Japanese　population　is

applicable．　Recombinant　FSH（Org　32489　solution）is　a　new　treatment　option　fbr　Japanese　women　un・

dergoing　COH　for　ART　with　several　advantages　over　conventional　urinary　gonadotrophin　prepara－

tions．

Key　words：Org　32489，　follitropin－beta，　assisted　reproductive　technology，　in－vitro　fertilization，　con－

　　　　　　　　　　　trolled　ovarian　hyperstimulation

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPn　J　Fertil　Steril　48：49－602003）
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子宮頸部腺癌初期病変で円錐切除のみでfollow　upした3症例

　　　　　　　一頸部腺癌でも円錐切除後妊娠が可能か一

■
Follow　up　Study　in　3　Patients　with　Early　Cervical

　　Adenocarcinoma　After　Conization　Alone

一Can　They　Become　Pregnant　After　Conization？一
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e

　子宮頸部腺癌初期病変（AIS　2例，頸部腺癌Ia　1例）を円錐切除のみでfollow　upした3症例について報告

した．3例中，元来正常性周期だった2例中1例は円錐切除術後自然に妊娠した．残る1例は無排卵・無月経

であったが，clomiphene＋hMG＋hCG排卵誘発後妊娠・出産した．3例とも円錐切除後5年，3年，2年の経

過中に再発は認められていない．

　一方1985年から2000年までの16年間に産業医科大学産婦人科および関連病院で子宮頸部初期病変を円

錐切除された症例124例中，挙児希望があり円錐切除のみでfollow　upされた41例中11例（27％）が妊娠し

た．ll例中自然流産2例，人工流産1例，早産1例であった．妊娠中にSchirodkar手術を受けた例が4例あっ

た．妊娠11例中に子宮内人工受精によるものが1例あったが，全体の妊娠率27％は，円錐切除のみでの経

過観察開始時1年（1985～1986年）の産業医科大学の全不妊症患者の妊娠率22％よりも高かった（統計的有

意差は無し）．非妊娠例中にdysplasiaとPAP　Class　IIIbの再発の2例が認められたが死亡例はなかった．結

論として，初期子宮頸部腺癌でも円錐切除術が治療的であればその後の妊娠・出産は症例によっては可能で

あると思われる．

キーワード：子宮頸部腺癌，円錐切除，妊孕性保存，排卵誘発

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日不妊会誌　48：61－672003）
じ

はじめに

最近，子宮頸癌検診の普及，性交開始年齢の低下な

どから子宮頸部初期病変の増加と患者の低年齢化傾向

がみられる．その結果，挙児を希望する子宮頸部初期

病変患者を取り扱うケースも増加している．扁平上皮

●
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表1　子宮頸部腺癌初期病変で円錐切除のみでfollow　upした3症例

症例1 症例2 症例3

年齢（歳）

初診時主訴

月経歴

妊娠・出産歴

細胞診

コルポスコピィ

生検

円錐切除の病理診断

円錐切除断端

円錐切除後の妊娠

同流産・出産

　　36

性交後出血L

初経以来順，25日型

G4Pl（但し前の夫との問）

　Severe　Dysplasia

W
CIS

AIS°＋Dysplasia

　　　陰性

（＋）4回自然妊娠

3，632g男児，その後1回流産．
3，426gの女児，その後2回目の
流産．

　　　　34
不正性器出血（中間期）

初経以来順，28日型

　　G2P2
Severe　Dysplasia

MPW
SCC

SCC（microinvasive）＋AIS

陰性

（一）

（一）

　　　　28
続発無月経（半年続く）

と月経不順

不順～無月経（無・希発
排卵？）

　　　　GOPO
atypical　endocervical
glandular　cell

　　　　NCF
hyperp且asmic　columnar
epithelial　cell

microinvasive　adenoca．
（CC　Ia）

　　　　陰性

（＋）Clomphene十hMG十

hCG妊娠
　　2，506g女児．

馨

φ

＊adenocarcinoma　i：n　situ

o
内癌の場合の保存手術はほぼ認められているが，子宮

頸部微小浸潤癌の場合，保存的治療の可否はいまだ議

論の多いところである．更に腺癌の場合は，扁平ヒ皮

癌とは異なり進行過程が不明なため保存的な治療が可

能かどうかについては現在も定説がない．

　今回，我々は子宮頸部腺癌初期病変で円錐切除のみ

でfollow　upした3症例の円錐切除後（CKC：cold

knife　conizatien）の妊孕性を検討したので報告する，更

に過去の文献や，産業医大産婦人科で円錐切除・了・宮

温存した40歳以下の症例についてその後の妊娠率等

を検討し，頸部腺癌初期病変でも円錐切除後妊娠が可

能かどうかについて文献的に考察したので合わせて報

告する．

症例報告

　表は不正出血や月経不順で産業医大（症例1，　2）およ

び愛和病院産婦人科（症例3）を受診し子宮頸部擦過細

胞診でatypical　cellが検出され，円錐切除（CKC）によ

り上皮内腺癌かadenocarcinomaが認められたが子宮

を温存した3症例を示す．

　症例1MK．：36歳：初診時G－4，　P－1

■12月7日，2カ月程続く性交後出血を主訴に

近医産婦人科を受診し，頸管ポリープを指摘された．

摘出ポリープには腫瘍病変は検出されなかったが子宮

頸部の擦過細胞診でPAP　CIass　lV（初期浸潤癌疑

い）であったため，12月24日に産業医大産婦人科を紹

介受診した．再検査では細胞診　PAP　CIass　IIIb（se－

vere　dysplasia），　Colposcopyと生検ではCISの診断で

あった．

■2月25日産業医科大学酬人不：｝・｝・人院，3

月3日に子宮頸部円錐切除術（CKC）が行われた．14

分割した円錐切除切片の＃7，10，llがAIS，＃6が

Dysplasiaでmarginはnegativeなので円錐切除が治

療的と考えられた．約4カ月後の7月1日に再来，再

婚直後であったが既に妊娠していた．1998年2月17

日に3，632　gの男児を分娩，更に2年後，1999年2月

14日には，円錐切除後2回［1の妊娠7～8週で自然流

産．その後7月2日からの月経を最後に，3回目の妊娠
をし，■4・J」・21口に3，426・9の女児を分娩した．

更にその後円錐切除から5年後の2002年2月14日に

やはり妊娠7週前後で自然流産した．

　症例2R．T．：35歳：初診時G－2，P－1

■9月1口外陰掻痒を主訴に近医産婦人科を

受診，Candida膣炎と診断されたが同時に行った子宮

頸部擦過細胞診でPAP　IIIb．9月30日産業医大産婦人

科を紹介受診し，細胞診PAP　III，　Colposcopyおよび

生検で高度異型性と診断された．ll月1日」な宮頸部円

錐切除（CKC）してSCC（microinvasive）＋AISと病

t

●

■

◎
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図1症例3のr一宮頸部細胞診（Papanicolaou染色，

　　x200）
　　核腫大し核小体の目立つatypical　endocervical

　　cellが見られ，　glandular　dysplasiaかS一宮頸部上

　　皮内腺癌が疑われる細胞診所見．

陶
’ 働

t，、　　　　篤轡

　　　図2　jiJ錐切除標本組織像（H£．×100）

∫宮頸部円錐切除標本の組織像．微小浸潤腺癌．異型

を伴うf宮頸管腺の・部が午窪；腔形成性芽出を伴ってい

る．巾等度分化（G2）型と思われる．

●

●

●

●

理診断された．marginはnegativeなので円錐切除が

治療的と考えられた。以後，挙児希望はあるが3年間

妊娠には至っていない．

　症例3YK．：30歳：初診時GO，　P－0

■■1・月7日，1年来の月経不順を主訴に愛和病

院を受診，排卵障害の診断でClomipheneを処方され

ていた．初診時の子宮頸部擦過細胞診でatypical　endo－

cervical　glandular　cellが認められ近医（B病院）を紹介

された．細胞診所見は，核腫大し核小体の目立つatypi－

cal　endocervical　cellが見られ子宮頸部腺癌が疑診さ

れた（図1）．

　コルポスコピィ所見は7°方向に極く薄い白色上皮

らしき部分をみるも正常所見と判定された．同部を含

む3カ所のPunch　Biopsyでは多数の異型腺上皮の細

胞集塊を認め腺癌の疑いと診断された．その後，約5

カ月賭が来院せず，■3月22晒来日寺の棺

頸部細胞診の再検査ではglandular　dysplasia　or　ade－

nocarcinoma　il～sitzl（AIS）が疑われたため子宮頸部円

錐切除術を行うことが決定した．術前の腫瘍マーカー

はCEA＜O．5　ng　ml，　CAI25＜6Uml，　SCC＜〔L8　ng／ml

と全て正常であった。

　5月18日cervical　cold　knife　conizationとECC（頸

管内膜掻爬）を施行，切除標本よりCarcinoma　colli　la

と診断された（図2）．子宮全摘出術（TAH）を勧めた

が患者夫婦は結婚して問がなく挙児希望が強く，再発

のリスクをr解の上，このまま不妊治療を優先して経

過観察することとなった．

　症例3の不妊治療経過

■9月18日に愛和病院不妊外来を挙児希望で

受診した．頸管粘液⑪．2mlハイエストロテック・ス

ライドR（持田）による尿中総エストロゲンは20ng

ml以下，シュアーステップLHi｛（日研化学）による尿

LH定性検査は陰性，9月25日の診察で子宮内膜は13

mm，左卵巣に12．4×　6．8　mmの黄体様のものが認めら

れたが，IM中プロゲステロンが0．4　ng／mlで排卵して

いなかったことが後ll判明した．10月2日Duphas－

tonR（5　mg）2錠を5日間内服後消退出血が起きてい

るので第1度の無月経であったことがわかる．

　10月14口Clomiphene（50　mg）3錠を5日間内服さ

せた（再発の危険性を考慮して11MGの量を下げ，　Clo－

mipheneを極量以上処方）．10月16日（Day8）の所見

はr一宮内膜10　mm，卵胞は11mm，9．5　mm，9mm，

11mm，10　mm　x　2の6個，尿のハイエストロテック・

スライド1｛値は20≦E＜40ng　mlであった．　IIMG日

研ltを1001U筋肉注射施行（1回目）．10月18口：

HMG日研R　1001U筋肉注射（2回目）．10月20日（Day

l2）の超音波所見は子宮内膜15　mm，卵胞は左：20，

18，18mm，右：21，19，15　mm．尿中エストロゲンは80

ng　ml以上，シュアーステップLHitではLHは陰性で

あった．hCG　5，0001U筋肉注射．注射より36時間後の

Ceitusを指導した．10月23泪の超音波で子宮内膜16

mm，腹水が少量ダグラス窩に貯留，右卵巣は4．4　cm　X

3．8　cm，左卵巣：3．5　×　3．0　cmで軽度の卵巣過剰刺激症

候群（OHSS）前状態と判断した．　Duphastoni“（5　mg）

を1日10mg　7日間内服させた．10月30日（Day22）

毎
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の超音波で卵巣の大きさは右：6．7　cm，左：8．13cm，

腹水も増量していた．排卵から10日目でOHSSは増

強し下腹部痛が認められたがProge－Depot　R（持田）を

125mg筋肉注射した．2000年11月6日の尿中hCG

定性検査は陽性で妊娠と診断された．排卵後16日目で

卵巣は左4x5cm，右6．5　x　4．5　cm．　ll月13日には胎嚢

（GS）を子宮内に確認，妊娠5週2日の診断．11月20

日には胎児心拍（FHB）が確認できた．12月4日，　CRL

は1．6　cm．妊娠8週2日．12月19日，妊娠10週，　CRL：

3．4　cm．6月15日から30日までは切迫早産で入院した

以外は妊娠経過に異常なく，7月4日（妊娠38週1日）

2，504gの女児を吸引分娩．　APGARスコアは1分8

点，5分後9点であった．第2子希望もあり子宮摘出は

していない．（2003年1月4日までのfollow　upで再発

はない．）

考　　察

　1952年にHelperらが子宮頸部のpreinvasiveな腺

病変の概念を最初に記述した1）．

　AISは現在子宮頸部腺癌の前駆的な病変と考えられ

ている帥．子宮頸部の扁平上皮内癌と違って，子宮頸

部のAISはその発見，診断，その後の管理法は未確定

で議論が分かれている．診断においては腺細胞の異型

成がコルポスコピィで異型性を示さないことから発見

が困難であるが，AISの約半数が扁平上皮系の上皮内

腫瘍を合併しているので，殆どが扁平ヒ皮系の病変か

ら続発的に発見されている．管理法としても，子宮頸

部のAISは歴史的には子宮全摘術が現在まで行われ

てきた．しかしながら，この上皮内の病変は将来の妊

孕性の保持を希望する生殖年齢の婦人に発生すること

が多いので子宮全摘は受け入れられるoptionではな

い事が多い．このために，臨床家は妊孕性を保持する

管理法（円錐切除）か，AISの根本治療（子宮全摘術）

かのジレンマにしばしば陥る．1997年以降の論文では

円錐切除による保存的な治療で経過を見る方針が一般

的になりつつあるが（表2），これを支持する研究は現

在までのところ少ない．そして子宮温存後の安全性に

ついて，長期的な予後は，いまだに確定的に安全と言

う証拠はないのが実情である5－8）．

　結論的には，子宮頸部腺癌初期病変（上皮内腺癌と

微小浸潤癌）でも，40歳以下で挙児希望が強く，円錐

切除のMarginが陰性で円錐切除が治療的と考えら

れ，患者が再発の危険性を理解し，精密にfollow　up

を受けられる場合には，子宮を温存し，妊孕性を保持

することが可能と思われる．以下にその根拠について

文献的に考察する．

　早期の子宮頸部浸潤腺癌の治療は現在までRadical

な外科手術か放射線照射のみであったが，最近ではこ

のような早期の子宮頸部腺癌にはより侵襲度の小さい

治療を模索するようになった9”11）．これは子宮頸部の

扁平上皮癌での妊孕性保存手術の経験12）の延長であ

る．ところで1947年に子宮頸部のmicroinvasiveな癌

の概念を最初に紹介したのはMestwerdti3）である．こ

の後も多くの臨床家は，子宮頸部の微小浸潤扁平上皮

癌にのみmicroinvasionという言葉を適用し，腺上皮

原発では適用されないと考えていた．即ち早期子宮頸

部腺癌は，あいまいでcontroversialなものとしか理解

されていなかったのである．

　1997年のFIGO定義では，　Stage　IAIは癌組織が扁

平上皮癌であろうが腺癌であろうが，基底膜からのin－

vasionが3mm以内で，外側性の広がりが7mm以内

とされた．この定義以来，頸部のAISや微小浸潤癌の

妊孕性を保持する手術後のデータが少しずつ出てくる

ようになった（表3）．Stage　lAlではリンパ系への浸潤

や子宮傍結合織への浸潤は稀なので，Schorgeらは最

近の文献で，5人の子宮頸部腺癌　Stage　IAlで円錐切

除のみで経過をみた場合の予後を報告しているiU）が経

過中に妊娠例はない．しかし彼らのあとの追試報告は

ここ2年ほどはMcHaleらの報告以外はまだない14〕．

McHaleらは挙児希望の強い4人（平均年齢30．75

歳）の子宮頚部腺癌Stage　IAIを円錐切除のみでfol－

low　upして3人が妊娠・出産したと言う．また20人

（平均年齢3L65歳）のAISの患者でも円錐切除のみで

経過を観察し，その後の妊娠についての記載はないが

円錐切除断端の病変が陰性だった症例の再発はなかっ

たと言う．表2，3に過去の子宮頸部のAISおよびMi－

croinvasive　adenocarcinomaの円錐切除後の治療方針

についての論文を18編ほどまとめた．1996年までの

論文ではAISでも円錐切除した後の残存子宮に病変

が残る確率が高いので子宮温存には否定的な論文が多

い．しかし1997年以降2002年までの論文では，円錐

切除のMarginが陰性なら，精密にfollow　upすれば子

宮温存して妊孕性を保持可能という論文が多くなって

いることが分かる．しかし表3のLee，　KR等の論文に

よれば15’多くの子宮頸部腺癌はAISから5年ほど経過

してから起きるとされているので，最新のAIS文献の

Dataは経過観察期間がまだ不足しているとも言える．

わが国でも，子宮頸部扁平上皮癌も含めて子宮頸部の

甑

■
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●
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子宮頸部AISおよびmicroinvasive　adenocarcinomaで子宮を保存的に取り扱った場合の過去の報告

表2AIS

過去の報告 報告年　　症例数 結論

●

D

G

Lea，　JS｛也　　　　　　　　2002ig）

Kennedy，　AW他　　2002zc”

McHale，　MT他

Ostor，　AG他

Schorge，　JO他

Shin，　CH他

Denehy，　TR他

Kaku，　T他

Widrich，　T他

Muntz，　HG他

Wolf，　JK他

Poynor，　EA他

Im，　DD他

Muntz，　HG他

2001iV

20002D

2000iO）

200（｝22）

1997z3）

199724）

199625）

1996L6｝

19965｝

199527｝

19957｝

199228＞

123

52

42

100

　5

132

42

30

46

78

61

28

18

40

円錐切除時のECCは残存AISの｝測に有効（挙児希望がある場合）

CKCが子宮温存の場合はBetter．しかしMarginがNegativeでも10％にAIS
の再発．

AISで円錐切除MarginがNegativeなら患者の再発の教育と説明後f宮温存
可能．

CKCのみでMarginがNegativeならばAISは子宮温．存後Follow－up可能，

挙児希望が強ければ患者の同意の上で子宮温存可能．

f‘宮頸部AISでNegative　Marginで若い婦人ならCone　Biopsy　Aloneで治療
可能

ECCとCone　MarginでAISがNegativeなら子宮は保存可能．

頸部Early　AdenocarcinomaはStromal　Invasionの深さが再発・リンパ節転移
と関係大．

CI（Cの方がLLETZよりも良い．（Large　Loop　Excising　of　the　Transformation
Zone）

Negative　MarginでTAHした例の17％（8％）にAISの残存．（12編の論文の
Review）

Cone　Marginが陽性・陰性に拘わらず、　f一宮内に残存病変が多い．

摘出子宮ではNegative　Marginで40％にAIS残存，　Positive　Marginで50％
にAIS残存．

Negative　Marginも残存AISの確率が高い．

円錐切除でAISのMargin陰性なら子宮温存可能（挙児希望が強いなら）．

表3　microinvasive

過去の報告 報告年　　症例数 結論

φ McHale，　MT他

Ostor，　AG．

Lee，　KR他

Schorge，　JO他

20011i）

20002g）

2000iS）

19999・）

20

436

40

21

Stage　IAIでもAISと同様の治療方針で可．（FIGO　Stage　IAI）

436例中llJ錐切除のみで経過をみたのは21例のみで、再発はなかった．

多くのr宮頸部腺癌はAISから5年ほど経過してなるものが多いと思われる．

Stage　IAIは子宮頸部限局なので円錐切除かTAHが治療的になる．（FIGO
Stage　IAI）

9

←

早期癌で挙児希望があれば子宮を温存する方向性は最

近，確立しつつあると思われる’6）．しかし一般的には

子宮頸部腺癌はいまだ扁平上皮癌に比べて予後は悪

く11，16）わが国でも，子宮温存後の妊娠例の報告は極めて

少ない．従って今回，我々の3例の子宮頸部腺癌（AIS

2例，頸部腺癌Ia　1例）で円錐切除後に2例が妊娠・出

産し，経過観察期間中の再発もないという報告は価値

が高いものと思われる．円錐切除後の妊娠については，

永吉らが17）38例の初期子宮頸部扁平上皮癌を円錐切除

か子宮頸部切断術のみでfollow　upした後の妊娠につ

いて報告している．38例中20例に挙児希望があり8

例（40％）妊娠し4例が分娩，1例は29週で妊娠継続

中，と報告している．

　今回の症例報告時に簡単にまとめた，産業医大・及

び関連病院の円錐切除のみで観察し挙児希望があった

と思われる41例（平均年齢31．7歳，最高40歳，最低

23歳）では275％が妊娠していた．1985～1986年の1

年間の産業医大産婦人科不妊外来噛こおける不妊患者

の妊娠率の22％よりは高かったが統計的有意差はな

かった．これは41例が単に円錐切除をしただけで，手

術後の頸管因子は別にして，特に元々の不妊症例は少

なかったことが原因と思われる．しかしながら妊娠ll

例中に，自然流産2例，人工流産1例，早産1例があ

りSchirodkar手術を受けた例が4例あった．妊娠11

◎



66（66） r宮頸部腺癌初期病変で円錐切除のみでfollow　upした3症例　目不妊会誌　48巻1・2号

例中に子宮内人1二授精（AIH）によるものが1例含ま

れ，AIHを3回まで施行した症例が41例中に別に2

例あるがそれらは妊娠には至っていない．症例数不足

で，円錐切除1三術1’1体が不妊の頸管因子や妊娠中の流

早産の増悪因チになっていたかどうかは検討できな

かったが，これらについては更なる検討が必要であろ

う．円錐切除のみでfollow　up中の非妊娠例中に2例

の再発（1例はDysplasia，もう1例はPAP　CIass　IIIb）

が認められたが死亡例はなかった．

まとめ

　1　子宮頸部腺癌初期病変（AIS　2例，頸部腺癌Ia

1例）を円錐切除（CKC）のみでfollow　upした3症例

について報告した．3例中，元来正常性周期だった2例

中1例は円錐切除術後自然に妊娠した．残る1例は無

排卵・無月経であったが，Clomiphene＋hMG＋hCG

排卵誘発後妊娠・出産した．3例とも円錐切除後5年，

3年，2年の経過lliに再発は認められていない．

　2　1985年から2000年までの16年間に産業医科大

学産婦人科および関連病院で子宮頸部初期病変を円錐

切除された症例124例中，挙児希望があり円錐切除の

みでfollow　upされた41例中ll例（27％）が妊娠し

た，円錐切除後の妊娠ll例巾にヂ宮内人」1受精による

ものが1例あったが，全体の妊娠率27％は，1」J錐切除

のみでの経過観察開始時1年（1985～1986年）の産業

医科大学の全不妊症患者の妊娠率22％よりも高かっ
た．

　3　結論的には，子宮頸部腺癌初期病変（上皮内腺癌

と微小浸潤癌）でも，40歳以下で挙児希望が強く，円

錐切除のMarginが陰性で円錐切除が治療的と考えら

れ，患者が再発の危険性を理解し，精密にfollow　up

を受けられる場合には，子宮を温存し，妊孕性を保持

することが可能と思われる．今後症例を重ねて検討す

る必要がある．
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Follow　up　StUdy　in　3　Patie皿ts　With　Early　CerVical　Adenocarcinoma　After　Conizatio皿Alone

　　　　　　　　　　　　　　　　　－Can　They　Become　Pregna皿t　After　Conization　？一

Kohji　Yeshida，　Atsuya　Kurahashi，　Yusuke　Matsuura，　Meikan　Seki，　Masamichi　Kashimura，

　　　　　　　　　　　　　Kenji　Uehirai），　Yunosuke　Koyamai｝and　Hidenori　Yoshitakei）

亀

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　University　of　Occupational　and

　　Environmental　Health，　School　of　Medicine，　Kitakyushu　807－8555，　Japan

PDepartment　of　Obstetrics　and　Gynecology，　AIWA　Maternity　Hospital　and

　　　　　　KOGA　Central　Hospital，　Koga－City，　Fukuoka　811－3101，Japan

o

o・

　　Three　patients　with　early　stage　cervical　adenocarcinoma（2　AIS　and　one　Stage　Ia　cervical　adenocar－

cinoma）were　observed　after　conization（CKC）．

　　Of　the　three　patients，　two　had　normal　menstrual　cycles，　while　the　otller　was　anovulatory　and　amenor－

rheic．

　　One　of　the　patients　with　normal　menstrual　cycles　became　pregnant　spontaneously　after　conization．

The　anovulatory　patient　also　became　pregnant　after　induction　of　ovulation　with　Clomiphene＋hMG＋

hCG．

　　She　delivered　a　healthy　baby．　No　recurrence　was　observed　after　5，3，　and　2　years　from　their　times　of

conizations，　respectively。

　　At　our　Department　and　at　our　affiliated　hospital，　forty－one　of　the　l24　cases　with　collization，　still　had　a

desire　to　have　a　baby　after　conization．　Of　these　41　patients，　including　the　previous　3　patients，　ll　（27

％）became　pregnant．　Amongst　the　l　l　pregnancies，2resulted　in　early　miscarriages，　a，　nother　resulted　in

aD＆Cprocedure　and　one　resulted　in　a　premature　delivery　at　35　weeks．　Four　patients　had　cervical

cerclage　operations　during　Pregnancy．

　　In　non－pregnant　patients，2　had　recurrences　ef　dysplasia　and　PAP　Class　IIIb，　however，　none　of　the　pa－

tients　died．　One　case　became　pregnant　by　intra－uterine　insemination．

　　The　pregnancy　rate　of　27％was　slightly　higher　than　that　observed　among　infertile　patients　ill　the

year　of　1985（22％），but　there　was　rlo　statistical　significance（X－square　test）between　tllem．　In　conclu－

sion，　although　statistically　there　would　be　a　risk，　the　patients　with　early　stage　cervical　adenocarcinoma

could　become　pregnant　and　deliver　a　baby　after　therapeutic　cervical　conization，

Key　words：cervical　adenocarcinoma，　conization，　fertility　sparillg，　induction　of　ovulation

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（JPn　J　Fertil　Steril　48：61－672003）
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地方部会講演抄録

第39回　日本不妊学会中国四国地方部会

日時：平成14年8月31日（土）

場所：ビッグハート出雲（出雲市）

特別講演

クローン技術の有効利用

一
家畜の改良から希少種，絶滅種の恢復，遺伝子工

学から医療まで一

　　　　○入谷　明　　　　　　　（近畿大生物理工）

　体細胞核移植による大型哺乳動物におけるクローン

生産技術は，将来はかり知れないような効果的な利用

の可能性を秘めているが，一番のネックは，いまだ生

産効率の低いことである．はじめに，この技術の発展

の歴史的背景について概要を述べ，つぎに体細胞ク

ローン動物の生産効率がかなり改善されることを条件

にして有効利用の可能な項目について述べる．（1）ク

ローン技術発展の歴史的背景　約22年前，Willadsen

は，ヒツジの2細胞期胚の割球分離により双子生産，

以後1卵生3～5つ子のヒツジやウシの生産に成功し

ている．ついで1986年には，より実用的な目的で筆者

らの研究室で，ウシの胚盤胞期胚の微少金属刃による

2分断による双子生産に成功し，比較的広く実施され

た．ついで1989年には，Smith＆Wilmutによりヒッ

ジの16細胞期胚の割球の核移植による産子の生産に

より所謂，受精卵クローンの基礎ができた．以後，世

界各国のうち，とくに我が国で活発にこの技術の実用

化が進み，現在までに約600頭が生産された．1996

年Wilmutらによる体細胞クローンヒッジ，ドリーの

生産に続いてアメリカ，日本で相次いで体細胞クロー

ンウシの誕生，さらにマウス，ヤギ，ブタ，最近では

クローンネコやクローンウサギの生産も報告されてい

る．（2）体細胞クローン技術の有効利用　1）家畜の改

良増殖への応用　アメリカでは特に泌乳量の優れた

（20，000Kg／年）40頭ものいわゆるスーパーカウ群がク

ローニングにより作られ，乳汁生産が始まろうとして

いる．また，鹿児島県でも肉牛のクローン4頭につい

て，肉質の相似性や肉質の伝達などの検討がなされて

いる．大分県では，遺伝形質の極めて優れた種雄牛の

老齢化に伴って2頭の後継コピー牛が生産され，すで

に，その精液で人工授精され，妊娠出産している．

2）希少動物の増数や絶滅種の復活　例えばイリオモテ

ヤマネコのように頭数が激減している種での体細胞ク

ローン技術を利用した増数が期待される．また，鳥類

でのクローニングが可能になれば，ヤンバルクイナの

コピーも見ることができよう．しかし，少数の基本動

物から増数すると遺伝子に多様性がなく，自然に返し

てもその後の自然繁殖は期待できない．また，マンモ

スのような絶滅種の復活については，その種の体細胞

核のDNAの保存状態が鍵になる．またDNAがよく

保存されていたとして，現在の核移植技術では核を受

け入れる卵細胞質が必要である．近縁種の卵細胞を

使った例として，野生牛ガウルの細胞核を家畜ウシの

卵細胞に移植して子を生産した報告がある．3）中，大

型動物での遺伝子組み換えへの応用　ウシ等の大型家

畜で慣行の前核注入法で遺伝子組み換え動物を作ろう

とすると1頭生産するのに数千万円もかかる．体細胞

クローン技術を使った場合の例では，目的遺伝子を

マーカーと共に移植用体細胞培養液に添加して，遺伝

子の組み込まれた細胞のみを選んで核移植すれば，産

子はすべて組み換え動物になっており，クローニング

の生産効率の低さを差し引いても，経費は従来の前核

注人法にくらべて50％も軽減できる．4）再生医療へ

の応用　マウスに始まって，霊長類やヒトの胚性幹細

胞（ES細胞）株の樹立が進展し，その全能性を利用し

た種々の細胞，組織さらに将来的には，器官まで誘導

し，移植医療への利用が期待されている．さらに臓器

移植免疫上の難題である拒絶反応の克服手段として，

患者自身の体細胞核移植由来のES細胞から本人の細

胞や組織を再生するなどの利用方向が示されている．

シンポジウム

S1．精漿および頸管粘液中のサイトカインプロ

　　フィールと炎症所見

　　　　○前川正彦，山本哲史，中島文子

　　　　苛原稔　　　　 （徳島大産婦）

　　　　鎌田正晴　　　　（健康保険鳴門病院産婦）

【目的】精漿および頸管粘液中には種々のサイトカイ

ンが存在しており，その生理的・病因的意義が検討さ

れているが，個々の症例のサイトカインプロフィール
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を見た報告は少ない，本研究では穎粒球エラスターゼ

（elastase）を炎症の指標として，精漿あるいは頸管粘

液中サイトカインプロフィールについて検討を加え

た，【方法】同意を得た不妊カップルのうち男性90名か

らの精液は，一般検査後，遠心・分離した．また排卵

期の女性35名から採取した頸管粘液はリン酸緩衝液

で10倍に希釈した．サンプル中のIL－1α，　IL－2，　IL－4，

IL－6，　IL－8，　TNF一α，　IFN弔G－CSF，　M－CSFおよび

elastaseはELISA法で測定した．【成績】CD精漿を精液

所見で分類すると，膿精液症群（elastase≧1，000ng／ml）

のIL－8，　TNF一α，　IL－1αおよびG－CSFは正常群に比

べてそれぞれ有意に増加していたが，elastaseと最も

強い正の相関関係を示したのはIL－8であった（r＝

0．614，p＜O．OOO　1）．2精漿中のIL－8とIL－1αおよびG－

CSFとの間にはそれぞれ正の相関が認められたが，こ

れらは精r一パラメーターに影響を与えなかった．③頸

管粘液【11のelastaseはM－CSF（r　＝　O．752，　p＜0．0001）を

最も強いiEの相関関係を認めたが，　IL－8は相関関係を

認めず，G－CSFとは負の相関関係を認めた．【結論】精

漿および頸管粘液中で検出されたサイトカインのうち

精漿ではIL－8が，頸管粘液ではM－CSFが炎症所見の

指標として有用であった．

S2．子宮内膜症細胞におけるTNFαのIL－8産生

　　調節機序

　　　　○坂本靖子，堀江さや子，JI：庭裕美子

　　　　　谷口文紀，吉田壮・，岩部富夫

　　　　　原旧　省，寺川直樹　　　　（鳥取大産婦）

〔日的〕子宮内膜症患者腹水tllには高濃度のTNFαと

IL－8が存在すること，TNFαはIL－8産生を誘導して子

宮内膜症細胞の増殖を促進することを報告した．

TNFαの作川は，転写因’r－　NF－Bの活性化を介するこ

とが知られている．本研究では，子宮内膜症細胞にお

けるTNFαによるIL－8産生誘導へのNF－KBの関与に

ついて検討した．〔方法〕患者14例の同意のもと，手術

時に採取した卵巣チョコレート嚢胞壁から内膜症問質

細胞を分離培養した．TNFα（0．IIIg　ml）の存在下に

IL－8の遺伝子と蛋白発現をNorthern　blottingと

ELISAで検討した．リン酸化IKB（p－1κB）発現および

NF－iCl3活性をそれぞれWestern　blottingとEMSAで

検索した．NF－KB　inhibitorであるTPCKのIL－8発現

に及ぼす影響についても検討した．〔成績〕TNFα添加

は，IL－8遺伝子発現と蛋f1産生を誘導した．　TNFα

添加によりp－li〈Bが誘導され，　NF－KBが活性化され

口不妊会誌　48巻1・2号

た，TPCKはTNFαによるIL－8遺伝子および蛋白発

現を抑制した．〔結論〕子宮内膜症問質細胞において，

TNFαはNF－KBを活性化してIL－8産生を促すことが

明らかとなった．

S3．子宮内膜症の病態と診断に関わる免疫担当

　　細胞表面抗原の解析

　　　　○泉谷知明，楠目智章，前川長IE

　　　　　深谷孝夫　　　　　　　　（高知医大産婦）

【目的】内膜症婦人の末梢血・腹腔内の免疫担当細胞

の表面抗原発現を測定し，内膜症診断に寄与する項目

を解析した．【方法】腹腔鏡ド手術を施行した内膜症70

例，非内膜症80例を対象とした．同意のもとに得た末

梢血と腹水を川いて，T細胞（CD3，　CD4，　CD8），　B

細胞（CDI9），　NK細胞（CDI6，　CD57），抑制性NK

receptor（KIR2DLI，KIR2DL2，　CD94），　macrophage

機能分r・（HLA－DR，　ICAM－1，CD14，　CD69）の発現を

now　cytometryで測定した．以上の結果について，

（D亜回帰分析，一決定木（data　mining）を用いて内膜

症診断に寄与する項目を解析した．【成績】重回帰分析

では，末梢血中の「KIR2DLI＋NI（」（p＝．03）と，「HLA－

DR発現比」（腹腔内macrophageのHLA－DR発現量

を末梢血のそれで除した値）（p＝．0003）が内膜症診断

に適合した．決定木でも同じ項目が抽出され，KIR2

DL1＋NKが8．3％以上の場合85．2％，　KIR2DLI＋NK

が8．3％未満の場合には，HLA－DR発現比が0．8以下の

とき72．3％で内膜症と診断可能であった．【結語】内膜

症の病態にKIR2DLI＋NKの増加（NK細胞障害低ド）

と，HLA－DR発現比の低ド（macrophageの抗原量示能

低下）が深く関わっていることが示され．この項目に

よる内膜症診断は臨床的に有用と考えられた．

S4．ヒト子宮内膜におけるプロスタグランジン

　　合成系に対するホルモンおよびtype　l　in－

　　terferonの影響

　　　　○尾崎智哉，高橋健太郎，栗岡裕子

　　　　宮崎康1　　　　　　　（島根医大産婦）

　反甥動物ではinterferon（IFN）－tauが胚より産生さ

れ，チ宮内膜におけるprostaglandin（PG）産生を調整i

し，受精卵の着床を促進するとされている．ヒト子宮

内膜におけるPG合成系，性ステロイドホルモン，　IFN

との関連については不明な点が多い．今回，ヒト子宮

内膜におけるIFN　receptorの動態，　PG合成系の性ス

テロイドホルモンに対する変化およびIFNの影響に
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ついて検討を行った．〈方法＞1）子宮内膜病変以外

の婦人科的適応により子宮全摘術を施行された，正常

月経周期を有する非妊娠患者37名より採取した子宮

内膜を対象とし，type　l　lFN　receptor（IFNAR）m－RNA

発現を定量的RT－PCR法にて，組織局在は免疫組織化

学染色により検討した．また，oxytocin（Oxy）刺激時

活性化されるMAP　kinaseの動態をゲル内リン酸化法

にて検討した．2）ヒト子宮内膜腺細胞のモデルとして，

Ishikawa　cellを用い，　IFNAR，　PGF　synthase（PGFS）

およびcyclooxygenase－2（COX2）のm－RNA発現を定

量的RT－PCR法にて，蛋白発現をWestern　blot法にて

検討した．〈結果＞1）IFNAR発現は免疫組織学的検

討では主に腺上皮細胞で発現が認められ，増殖期に弱

く，分泌前期から中期にかけ増強していた．また，子

宮内膜MAP　kinaseは分泌中期から後期にかけその活

性が増加していた．2）Ishikawa　cellにはIFNAR，

PGFS，　COX2の発現が認められ，　IFNARはproges－

terone添加で発現が増強した，また，　PGFS，　COX2

の発現はOxy添加で増強したが，この発現の増強は

IFNαの添加により抑制された．〈結論〉ヒト子宮内

膜において，Oxyは局所におけるPG産生を促進し，

IFNはこのOxyによるPG合成促進作用を調整する
事により，着床機構に関与している可能性が示された．

一般演題

1．胸・腹水濾過濃縮液再静注法が奏効した重症

　卵巣過剰刺激症候群の1症例

　　　　○栗岡裕子，高橋健太郎，尾崎智哉

　　　　　上田敏子，宮崎康二　　　（島根医大産婦）

　症例は31歳，26歳時より甲状腺機能低下症，27歳

時に左チョコレート嚢腫のため，嚢腫摘出術の既往を

有する原発性不妊症患者．精子無力症のため体外受精・

胚移植を施行した．初回はロングプロトコール法で月

経3～5日目までフェルティノームP3001U，月経6～

9日目までヒュメゴン1501Uを投与した．　hCG投与直

前E、は1389pg／mlで平均径12　mm以上の卵胞数は9

個であった．8個の卵を回収，5個の受精卵を得て3個

胚移植した．黄体維持はプロゲステロン50mg隔口投

与で行ったが，胚移植後4日目に卵巣腫大（右6．5・cm，

左6．Ocm）と血液濃縮を認めたため入院．輸液，安静

療法のみで軽快した．この周期で妊娠には至らなかっ

たため，2回目の治療もロングプロトコール法で月経

7～9日目までフェルティノームPを2251Uに減量し，
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月経10日～14日目までヒュメゴン1501Uを投与し

た．hCG投与2日前Eeは1011pg／mlで平均径12　mm

以上の卵胞数は9個であった．13個の卵を回収5個の

受精卵を得て，3個胚移植した．黄体維持としてプロゲ

ステロン50mg隔日投与を3回，　hCG　IOOOIUを1回

行ったところ，卵巣腫大（右6．5　cm，左9．0　cm）と血

液濃縮，著明な腹水を認め，胚移植後8日目から入院

加療とした．アルブミン補給，低容量ドーパミン，ア

スピリン療法を行ったが胸水を認め呼吸困難の症状が

悪化したため，胚移植後14日目に胸腹水濾過濃縮再静

注法を施行した．腹水2600m1，胸水1300　mlを吸引し

800m1に濃縮し再静注を施行した，その後妊娠が判

明．卵巣腫大は続いたが全身状態の改善が認められ退

院し，現在妊娠9カ月で経過順調である．本症例は胸

水貯留が主症状となった稀な症例であるが，胸・腹水

濾過濃縮液再静注法が奏効しOHSSの早急な改善が

可能であった．

2．マウス受精卵の活性化および前核形成におけ

　るC｛lc25Cの関与

　　　　○森出直子，桑原　章，田中　優

　　　　　堤ゆかり，檜尾健二，苛原　稔

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（徳島大産婦）

　　　　　山野修司　　　　　　　　（徳島大保健学）

（目的）マウス卵の受精過程ではM－phase　promoting

factor（MPF）活性ならびにmitogen－activated　protein

（MAP）kinase活性が低下する．本実験では，　MPF

活性をコントロールするCdc25Cがマウスの受精過程

に関与しているか否か検討した．（方法）（1）6～9週齢

の雌マウスから採取した成熟卵を，10週齢の雄マウス

より採取した精子で媒精し，TYH培養液中で培養し

た．①媒精1，2，3，4，5，および7時間後に各々受精卵10

個を用い，MPF活性，　MAP　kinase活性を測定した．

②媒精3，5，および7時間後に各々受精卵100個を用

い，Cdc25Cのリン酸化をウエスタンブロットにて検

討した．（2）（1）と同様にして体外受精を行い，媒精後

オカダ酸を添加したTYH中で培養し，　MPF活性，

MAP　kinase活性およびCdc25Cのリン酸化を検討し

た．（成績）（1）マウス受精卵の前核の形成はオカダ酸

の添加により有意に抑制された（p〈O．OOI），（2）マウス

受精卵は媒精後3時間でMPF活性が，媒精後4時間

でMAP　kinase活性が低下するが，オカダ酸添加培養

液中ではMPF活性，　MAP　kinase活性の低下は軽度

だった．（3）オカダ酸の添加によりCdc25Cの脱リン酸
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化は阻止された．（結果）マウスの受精にはCdc25Cが

関与する．

3．妊娠中にGn－RH　ago皿istを使用した症例の検

　討（IVF　Io皿g　protocolに於いて）

　　　　○小林正幸，伊藤　淳，平林　啓

　　　　　平川　修，伊東武久　（徳山中央病院産婦）

　要旨：現在IVFETに於ける卵胞刺激法はGn－RH

agonistを用いたlong　protoco1で行われることが一般

的である．しかしGn－R｝I　agonist使用開始時に妊娠の

否定をすることは困難であり，妊娠成立時にGn－RH

agonistを使用してしまうことがある，今回我々はその

ような症例を3例経験したので，その予後について検

討し，妊娠維持機構について考察した．症例は28歳，

36歳，41歳の3人の体外受精予定の患者であり，いず

れも黄体期中期よりGn－RH　agonistを使用した．妊娠

が判明するまでGn－RH　agonistを使用し，妊娠判明時

の週数は5w4d，5wsd，4w4dであった．妊娠判明時よ

りGn－RH　agonist中1Eしホルモン補充，　hCG投与を

行った．その結果すべての症例で妊娠継続可能であり，

2例は正常経膣分娩し，1例は妊娠経過中である．児に

奇形などは認めていない．妊娠判明時のLHは低値で

あった．排卵後に脳下垂体が抑制されている状態なら

ば黄体機能不全を来たし着床障害の原因となりうると

思われるが，妊娠成立し胎児側よりhCGが産生させる

とそれにより黄体機能は賦活され妊娠は維持されると

考えられる．long　protocolでは投与当初は且are　upの

作用があるため，この時期の投与は流産の原因とはな

らないのではないかと推測した，

4．ガラス化保存法を用いた臨床成績

　　　　○坂井和貴，浜野晃浩，中沢留美

　　　　　中川育子，松山毅彦

　　　　　　　　　　　　　　（香川・厚仁病院産婦）

　　　　　桑山正成，加藤　修

　　　　　　　　　　　　（加藤レディスクリニック）

（目的）近年，ガラス化法による胚の凍結保存法の臨床

成績が報告されている．当院においてもcryotop（北里

サプライ）を用いたMVC法にて胚のガラス化保存の

臨床応用を開始したのでその有用性について検討し

た．（方法）2001年8月～2002年4月のIVF周期（ICSI

を含む）で患者同意のもとに患者由来の前核期胚，分

割期胚および胚盤胞をMVC法にてガラス化保存し，

融解胚はホルモン補充法にて胚移植を行った．胚を10～
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15分平衡後ガラス化液へ投入し，cryotop先端に最小

量のガラス化液とともに載せ直接液体窒素中に投入す

ることで凍結した．平衡液には，7．5％EG＋7．5％

DMSO，ガラス化液には15％EG＋15％DMSO＋0．5M

ショ糖を含むTCMI99を用いた．融解及び希釈にはそ

れぞれIM，　O．5Mショ糖添加TCM199を用い，希釈後

2回の洗浄を行った．融解後の培養はQuinn’s　Advan－

tage　mediumを用いた．（結果）融解後の生存率は98．6

％（68／69），分割率は935％（58／62）であった．移植

周期数に対する妊娠率は45．8％（1124）であった．（結

論）ガラス化凍結保存法を用いて融解後，高い生存率

や分割率，良好な妊娠率を得ることができた．さらに

本法はプログラムフリーザーなどの大きな初期投資が

必要なく，従来の方法に比べ簡便で処理時間が短いこ

とからも高い臨床的有用性が示された．

5．多嚢胞性卵巣症候群に対する腹腔鏡下多嚢胞

　卵巣焼灼術の検討

　　　　○吉野直樹，松岡さおり，有行泰秀

　　　　　森山政司，長谷川明広，岩成　治

　　　　　　　　　　　　　（島根県立中央病院産婦）

　PCOS（多嚢胞性卵巣症候群）の診断基準は，「1．臨

床症状：①．月経異常（無月経，希発月経，無排卵周

期症など），2．男性化（多毛，にきび，低音声，陰核肥

大），3．肥満，4．不妊，II．内分泌検査所見：①．　LH

の基礎分泌値高値，FSHは正常範囲，2．・LHRH負荷試

験に対する，LHは過剰反応，　FSHはほぼ正常範囲，

3．エストロン／エストラジオール比の高値，4．血中テス

トステロンまたはアンドロステンジオンの高値，III．

卵巣所見：①．超音波断層検査で多数の卵胞の嚢胞状

変化が認められる，2．内診または超音波断層検査で卵

巣の腫大が認められる，3．開腹または腹腔鏡で卵巣の

白膜肥厚や表面隆起が認められる，4．組織検査で内爽

膜細胞層の肥厚・増殖，および問質細胞の増生が認め

られる」と決められている．この診断基準に当てはま

り，1997年4月から2002年2月までに島根県立中央

病院産婦人科にて腹腔鏡下多嚢胞卵巣焼灼術を施行し

たPCOSI2例を研究対象とした．原発性不妊症10例，

続発性不妊症2名である．腹腔鏡ド多嚢胞卵巣焼灼術

前の治療では，フェルチノーム＋hCG療法，　hMG＋

hCG療法にて4例の卵巣過剰刺激症候群（Ht＞45）を

認めた．腹腔鏡ド多嚢胞卵巣焼灼術では，腹腔鏡下に

モノポーラーの電気メスを用いて，約40Wにて焼灼し

た．片側卵巣について70～80カ所焼灼した．生食にて
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腹腔内を洗浄し，出血のないことを確認してからイン

ターシードを使用し手術を終了とした．観察期間の十

分な12症例中11例で妊娠し，残り1例でも単一卵胞

の排卵が認められた，妊娠症例ではいずれも単胎妊娠

であり，現時点で新生児，超音波一ヒの胎児に異常は認

められていない．PCOS（多嚢胞性卵巣症候群）に対し

て，腹腔鏡下多嚢胞卵巣焼灼術は有効な治療法となり

うると考えられた．

6．】VF－ET後に子宮内外同時妊娠を来たし腹腔

　鏡下手術が奏功した1例

　　　　○吉本　勲，横田美幸，片山博子

　　　　　渡部弘志，草薙康城，越智　博

　　　　　伊藤昌春　　　　　　　　　（愛媛大産婦）

【緒言】子宮内外同時妊娠の自然発生率は，従来O．003

％と報告されていたが，生殖補助技術の導入により発

生率が上昇することが指摘されている．今回，IVF－ET

後に子宮内と右卵管膨大部に子宮内外同時妊娠を来し

たが，腹腔鏡下卵管切除術後に子宮内妊娠は継続し，

妊娠37週で正期産児を得た症例を経験したので報告

する．【症例】32歳，主婦，2回経妊1回経産．卵管性

不妊のため，平成9年よりIVF－ET開始．平成9年12

月25日，妊娠5週にて稽留流産，平成10年12月29

日，妊娠39週5日，2952g，男児を経膣分娩．弛緩出

血，胎盤遺残のため分娩時出血量1100gと増加，濃厚

赤血球2単位輸血した．平成13年1月17日，胚移植

後妊娠し，2月5日子宮内に胎嚢を確認した．2月6日

下腹部痛，性器出血あり当科受診．超音波断層法で両

側付属器腫大を認め，子宮外妊娠を疑い入院，腹腔鏡

下手術を施行した．右卵管妊娠，左卵管留血腫と診断，

両側卵管切除術を施行，手術時間140分，腹腔内出血

量500mlであった．術後，子宮内妊娠は継続し，妊娠

37週2日，選択的帝王切開術で2992g，女児を分娩し

た．【結語】IVFET後に子宮内と右卵管膨大部に子宮

内外同時妊娠を来した症例を経験した．従来は開腹し

卵管切除術が一般的な治療であったが，腹腔鏡で確定

診断後，卵管切除術を施行，子宮内妊娠は継続可能で

正期産児を得ることができた．

7．原因不明不妊症における腹腔鏡手術の治療効

　果の臨床的検討

○田中　優，桑原　章，堤ゆかり

　檜尾健二，松崎利也，前川正彦

　安井敏之，山野修司，苛原　稔
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　（徳島大産婦）

【目的】過排卵誘発治療を行っても妊娠が成立しない原

因不明不妊症症例に対する診断的腹腔鏡手術の術中所

見と術後の臨床結果を検討した．【方法】当科で過去3

年間に初期治療で妊娠が成立しないため診断的腹腔鏡

手術を施行した原因不明不妊50症例（年齢315±3．7

歳（平均±標準偏差），平均不妊期間32．8±20．2月）を

対象とした，すべての症例は当院初診後，子宮卵管造

影，精液検査，月経周期に応じた内分泌検査を含む初

期スクリーニングにて軽度の卵管通過性異常以外には

異常が認められずFSH製剤による過排卵誘発（11．2±

6．3周期）を行ったものの妊娠が成立しないため腹腔鏡

検査の適応となった，腹腔鏡手術中には大量通水装置

を用いて生理食塩水による大量通水と十分な腹腔内洗

浄を施行した．術中に異常が認められた症例には腹腔

鏡下に癒着を剥離し卵管通過性を確認した．なお，腹

腔鏡にて異常が検出されなかった症例を含む全例に術

後に過排卵誘発治療を行いその後の臨床経過を検討し

た．【結果】腹腔鏡にて異常を認めなかった症例は37

症例（術後脱落例6）で，術後17例（54．8％）で妊娠が

成立した．術後3周期以内に妊娠が成立した症例は10

例（32．3％）であった．術後10周期を越えて妊娠に至っ

た症例は認めなかった．一方，異常が認められた症例

は13例（術後脱落例1）で，術後の妊娠は3例（1周

期目2例，5周期目1例）に成立した．【結論】術前に過

排卵誘発治療では妊娠が成立せず腹腔鏡にて原因が発

見できない原因不明不妊症においても手術後10周期

以内に約半数で妊娠が期待できる．また，術中に異常

を認めた症例では妊娠率は25％に止まり，その多くは

術後早期に妊娠していた．

8．汎下垂体機能低下症を呈し，術後自然排卵周期

　　を回復したRathke　cleft　cystの1例

　　　　○野中貴代，香月孝史，原　鐵晃

　　　　　豊福　彩，大濱絋三

　　　　　　（広島大大学院医歯薬学総合研究科産婦）

　　　　　有田和徳，伊藤陽子

　　　　（広島大大学院医歯薬学総合研究科脳神経外）

（症例）患者は24歳女性．初経14歳．平成10年（20

歳）に突然，無月経となったため近医を受診し，卵巣

機能不全の診断でKaufmann療法を受けていた．12

年4月他院を受診し，第2度無月経で，LH，　FSHと

TSHの基礎値は低下し，　LH－RH・testは低反応のため

下垂体機能低下症を疑われ当科紹介となった．既往歴，
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家族歴に特記なし．（検査結果）LH　O．8mIU／ml，　FSH

6．6mIU／ml，　TSH　O．69mlU／ml，　PRL　7．7mlU／ml，　E，

16pg／ml，　LH－RH　testでは30分，60分値ともLH＜5

mIU／ml，　GRF　testでも反応性は不良であった．染色

体は正常核型（46，XX）であった．（経過）頭部MRI

施行したところ下垂体柄基部に約6mmのRathke

cleftcyst（RCC）を認めた．12年11月経鼻的嚢胞内容

除去術を施行し，組織検査にてRCCであることを確

認した．術後LH，　FSHの基礎値は正常となり，　LH－

RH　testの反応性も回復したがPCO　patternであっ

た．当初は，クロミットで排卵誘発を行っていたが，

術後1年経過した頃より自然排卵を認めるようにな

り，現在に至っている．（結論）Rathke　cleft　cystのため

汎下垂体機能低下症を呈した患者に経鼻的嚢胞内容除

去術施行し，術後，自然排卵に至るまで回復した1症

例を経験した．

9．PCOS患者におけるHOMA指数によるイン

　スリン抵抗性の検討

　　　　○尾形理江，松崎利也，田中　優i

　　　　　三浦尚子，清川麻知子，上村浩一

　　　　　桑原　章，安井敏之，苛原　稔

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（徳島大産婦）

【目的】多嚢胞性卵巣症候群（PCOS）の病因としてイ

ンスリン抵抗性の関与が注目されており，その評価は

病態の解明と共に生活習慣病の予防にも重要である。

臨床の場で簡易に行えるHOMA指数の有用性を検討

した．【方法】対象はPCOS群（n＝12，　BMI＝22．8），お

よびControl群（一般不妊患者：n＝10，　BMI＝22．4）

で，正常血糖クランプ法による糖注入率（GIR）と

HOMA指数でインスリン抵抗性を評価し二法を比較

した．また，insulinogenic　indexからインスリン分泌能

を推定した．【結果】GIRとHOMA指数の相関は

PCOS患者では，　R＝－0．74，　p〈0，05，　Contro1群で

R＝－O、91，p＜O．Olといずれも高い相関を認めた．　GIR

またはHOMA指数のBMIを共変数としたAN
COVA分析では，いずれもPCOS群ではControl群に

対して有意にインスリン抵抗性が高かった（p＜O．05）．

insulinogenic　indexは両群ともBMIに相関せず，

PCOS群が1．4±0．4，　Control群が1．2±0．6で，両群間に

有意差はなかった．【結論】月経異常や不妊を主訴とし

て婦人科を受診するPCOS患者ではインスリン分泌

能が保たれているため，HOMA指数によりインスリ

ン抵抗性を推定することができると考えられる．

日不妊会誌48巻1・2号

10．不育症症例における妊娠初期の子宮動脈血

　　流抵抗値と治療による変化

　　　　○佐々木愛子，中塚幹也，羽原俊宏

　　　　　松尾　環，小西秀樹，鎌田泰彦

　　　　　野口聡一，工藤尚文

　　　（岡山大大学院医歯学総合研究科産科・婦人科）

　目的：子宮内循環は妊娠の継続に重要であると考え

られ，了・宮血流の不育症への関与を検討した．対象・

方法：妊娠4～5週に経膣超音波検査で週数相当の所

見を確認でき，同意の得られた83症例（流産2回以下

のcontrol群55症例，流・死産3回以上の不育症群28

例）を対象とした．経膣超音波下に子宮動脈血流抵抗

（Pulsatility　Index：PI値）を測定し，両側の平均値を算

出した．また，妊娠の継続できた抗リン脂質抗体陽性

症例における低用量アスピリンやヘパリン療法施行中

の子宮動脈血管抵抗の変化を検討した．成績：子宮動

脈PI値はcontrol群では2．13±O．58（mean±S．D．），不

育症群では2．83±0．76であり，不育症群において有意

に高値であった（p＜0．0002）．APTT延長，抗核抗体陽

性，抗リン脂質抗体陽性の症例ではそれぞれ正常値の

症例に比較して子宮動脈PI値が有意に高値であった，

抗リン脂質抗体症候群症例では妊娠経過中，予宮動脈

血管抵抗の高値持続や，低下後の再上昇が見られたが，

低用量アスピリンやヘパリンの使用により低下傾向が

見られた．結論：習慣性流産・不育症症例の中に，血

流抵抗が高く子宮循環の不良である一群があり，この

機序には自己免疫的な血管障害が関与していること考

えられた．低用量アスピリンやヘパリンの使用により

子宮動脈血流は改善する可能性が示唆された．

11．子宮内膜症婦人腹腔macrophageの活性化

　　に関する検討

　　一特にmacrophage機能関連分子の発現に

　　ついて一

　　　　○楠目智章，泉谷知明，前田長正

　　　　　深谷孝夫　　　　　　　　（高知医大産婦）

【目的1内膜症婦人の腹腔macropllage（Mφ）の活性化

については，一定の見解は得られていない．今回，Mφ

機能関連分子発現を測定し，内膜症婦人のMφの活性

化について検討した．【方法】腹腔鏡下に診断した内膜

症45例，非内膜症42例を対象とした．同意のもとに

得た末梢血と腹水を用い，Flow　cytometryにて末梢血

単球と腹腔Mφ上の機能関連分子であるhuman　leu一
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kocyte　ant量gen　（HLA）－DR，　intercelluler　adhesion

molecule（ICAM）－1，およびCD14の分子発現を測定し

た．また腹腔Mφ上の分子発現を末梢血単球のそれで

除しMφ活性比とした．発現量・Mφ活性比・各分子

発現の相関を両群問で比較した．【成績】末梢血単球で

は，3分子の発現は両群間で有意差を認めなかった．し

かし，腹腔Mφ上の3分子の発現量・Mφ活性比は，

内膜症群で有意に低下していた．内膜症群では3分子

間全てに有意の正相関を認めたが，非内膜症群では

ICAM－1とHLA－DRとの間にのみ正相関を認めた．

【結論】内膜症群の腹腔Mφ上の3分子の協調は，腹腔

内における免疫応答を示唆している．しかし，その発

現量・活性比が有意に低いことから，腹腔Mφは活性

化が低く抗原提示能・貧食能・signal伝達能が不十分

な免疫寛容の状態にあると考えられ，この機能低下が

内膜症の病態に関与していることが示唆された．

12．ヒト卵巣細胞および穎粒膜細胞腫由来細胞

　　株におけるInterleukin－8（IL－8）の発現誘導

　　　　○藤井亜希子，出浦伊万里，山内延広

　　　　　吉田壮一，谷口文紀，岩部富夫

　　　　　原田　省，寺川直樹　　　　（鳥取大産婦）

〔目的〕IL－8のヒト卵巣における発現とその発現調節

を知ること．〔方法〕患者の同意を得て，体外受精時に

卵胞液と黄体化穎粒膜細胞（GLC）を，手術時に黄膜

細胞と卵巣間質細胞を採取し，九州大学第三内科より

供与されたKGN細胞とともに実験に供した．卵胞液

中のIL－8とIL－1β濃度をELISAで測定した．各細胞

におけるIL8とその受容体遺伝子発現をRT－PCRで

検索した．GLCとKGN細胞に性ホルモンやサイトカ

インを添加して培養上清のIL8をELISAで測定し

た．IL－8による間質細胞の細胞増殖能をMTT　assay

にて評価した．KGN細胞におけるIiCl3のリン酸化を

Western　blot法で，　NF－KB活性阻害剤（APDC）がIL－8

産生に及ぼす影響をNorthern　blot法で検索した．〔成

績〕卵胞液中のIL8濃度とIL－1β濃度の間に正の相関

を認め，両者は卵胞液量とも相関した．IL－8遺伝子は

すべての細胞で，IL－8受容体遺伝子は間質細胞におい

て発現した．IL－1βの添加はGLCおよびKGN細胞の

IL－8産生を濃度依存性に増加させた．　IL－8の添加は問

質細胞の増殖を有意に促進した．KGN細胞において

ILIβ添加でリン酸化liCl3の発現が誘導され，　APDC

の併用添加はIL－1βによるIL－8産生促進作用を部分

的に阻害した．〔結論〕穎粒膜細胞におけるIL－8の発現

75（75）

は，IL－1βによるNF－KBの活性化によって増加するこ

とが示された．排卵期の卵巣に発現するIL8は，ケモ

カイン作用に加えて問質細胞の増殖を促進することで

卵胞発育に関与することが示唆された．

13．女性内性器免疫システムに対するプロスタ

　　グランディンE、の作用

　　一サイトカイン産生に及ぼす影響一

　　　　○中島文子，山本哲史，前川正彦

　　　　　苛原　稔　　　　　　　　　（徳島大産婦）

　　　　　鎌田正晴　　　　（健康保険鳴門病院産婦）

〔目的〕性交後の頸管粘液中の白血球増加は生理的反

応であり，余剰精子の除去に関与している．我々はこ

れまで精漿が好中球の遊走・活性化作用を持つIL－8，

G－CSFの産生を促進することを報告してきた．今回，

精漿中の免疫抑制物質としてよく知られているプロス

タグランディンE2（PGE，）に注目し，サイトカイン産

生能に及ぼす影響について検討した．〔方法〕①同意を

得た健常男性5例，女性5例からのヘパリン加全血

100μ1とRPMI　1640　900plを混和した（全血希釈液）．

これにPGE，，（最終濃度：0，10‘，107，1び，10Y，　IO］°

M）を加えて37℃で24時間培養した．②全血希釈液を

LPS（1μg／ml）あるいはPHA（10μg／m1）で刺激し，

さらに各濃度のPGE2を加えて培養した．③培養一ヒ清

中のサイトカイン（IL－1α，　IL－2，　IL－4，　IL－6，　IL－8，　IL－10，

IFN一γ，　TNF一α，（｝－CSF）をELISA法で測定した．〔成

績〕①LPS刺激下でPGE，，を添加するとIL－8，　IL－10

および（｝－CSF産生がさらに有意に増加したが，　IL－1α，

IL－6，　TNF一α産生は有意に抑制された．②PHA刺激下

ではPGE，の添加によってIL－8は産生が増加したが，

IL－4，　IL－6，　IL－10，　TNF一α産生が有意に抑制された．〔結

論〕PGE、には精漿で得られた結果と同様にIL－10，　IL－8，

G－CSFの産生を刺激する作用を認めた．このことから

PGE，は精漿のもつ免疫抑制作用だけでなく，性交後の

白血球増加反応に拘わる系についても中心的な役割を

果たしていると考えられる．

14．射精後血尿の1例

　　　　○安本博晃，松原昭郎，碓井　亜

　　　　（広島大大学院医歯薬総合研究科腎泌尿器科）

　射精後血尿を主訴とし，内視鏡的治療によって軽快

した症例を報告する．【症例】21歳男性，主訴は射精後

血尿．（現病歴）16歳頃から年に2，3回無症候性肉眼的

血尿を来たし精密検査を受けたが原因不明であった．
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21歳から射精後に血尿を認め，2001年6月当科を初診

した．（理学的所見）腹部理学的所見では左精索静脈瘤

Grade　1を認めた．（検査所見）経直腸的超音波検査，腹

部CT，骨盤部MRIのいずれにも異常所見なし．射精

後の血尿出現時に施行した尿道膀胱鏡検査で精阜の遠

位側，外括約筋部に暗赤色の隆起性病変からの出血を

確認した．内腸骨動脈造影では恥骨結合下縁に動脈相

後期から実質相にかけてpoolingを認め，血管性病変

の可能性が示唆された．（治療）後部尿道の血管腫と診

断し，小児用切除鏡にて電気凝固を行った．（病理組織

検査）尿道移行上皮下に拡張した血管の増殖を認め，

海綿状血管腫と診断した．（術後経過）血尿は消失し，

1カ月後の尿道膀胱鏡検査では白色の癩痕を認めるの

みであった．術後12カ月の時点で再発を認めていな

い．【考察】後部尿道に発生する血管腫はきわめてまれ

とされる．治療に際して，再発が危惧される一方，根

治性の追求による尿失禁，射精障害といった合併症を

避けねばならない．本症例は特記すべき合併症なく，

良好な経過であった．【結語】射精後血尿を来した尿道

血管腫の1例について報告した．

15．経皮的精巣内精子採取によるTESE－ICSIの

　　治療成績

　　　　○今井　伸，滋野和志，井川幹夫

　　　　　　　　　　　　　　　　（島根医大泌尿器）

　　　　　尾崎智哉，高橋健太郎，栗岡裕子

　　　　　宮崎康二　　　　　　　　（島根医大産婦）

〈目的〉近年，無精子症患者に対し，精巣より精子を

採取し，顕微授精を行うことにより妊娠することが可

能となってきている．精巣内精子回収法（TESE）とし

て，陰嚢に切開を加え精巣組織を採取する方法（open

法）が普及しているが，生検針を用いたより低侵襲で

ある経皮的採取法の有用性も報告されている．今回，

経皮的に採取した精巣内精子を用いたTESE－ICSIの

治療成績についてまとめた．〈対象と方法〉対象は閉

塞性無精子症患者4例で，計9周期のTESE－ICSIを施

行した．TESEは採卵と同日に行い，局所麻酔下に18

gauge　core　biopsy　needleを装着したばね作動式自動

生検装置（Bard　Magnum）を用いて1～3回精巣組織を

採取した．〈結果〉全例とも採取組織内に運動精子が

認められ，血腫や感染などの合併症は1例も認めな

かった．疹痛はほとんどなく鎮痛剤の併用は不要で

あった．受精率は平均69．0％でopen法と比較し有意

差は認められなかった．2例に妊娠が認められ，採卵あ

日不妊会誌　48巻1・2号

たりの妊娠率は22．2％であった．＜結論＞core　biopsy

needleを使用したTESEは，低侵襲で手技も容易で反

復施行も可能であり，有効な方法であると考えられた．

16．無精子症患者の臨床的検討

　　　　○井口裕樹，永井　敦，紙谷章弘

　　　　　公文裕巳

　　　（岡山大大学院医歯学総合研究科泌尿器病態学）

　1991年4月より2002年3月までの問に，当院男性

不妊外来を受診した患者のうち，無精子症と診断され

た105例の患者を対象に臨床的検討を行った．無精子

症の診断は当院外来での精液検査の結果で行い，詳細

な問診，精巣を中心とした理学的所見，各種ホルモン

検査を行った，性染色体検査，さらに1997年以後の症

例ではDAZ遺伝子欠損の有無の確認を行った．必要

な場合には精巣生検を行った．105例のうち，67例が

特発性無精子症と考えられ，染色体に異常を認めたも

のは16例（47XXYl3例，46XXl例，その他の転座

2例）であった．DAZ遺伝子は22例で測定し，2例で

欠損，1例で転座を認めた．治療は他院へのAID紹介

27例（妊娠確認1例），TESE－ICSI　4例（妊娠確認1

例），無治療あるいは治療方針未確定が36例であった．

37例が閉塞性無精子症と考えられ，原因を特定しうる

ものは15例（精管結紮術後6例，そけいヘルニア術後

4例，精巣上体炎2例，先天性精管欠損1例，ミュラー

管嚢胞1例，巨大結腸術後1例）であった．治療は30

例に行い，精管吻合12例（術後8例に精子出現，妊娠

確認2例），精管精巣上体管吻合8例（術後2例に精子

出現，妊娠確認2例），MESA－ICSI　5例（妊娠確認1

例），TESE－ICSI　4例，射精管開放術1例であった，105

例のうちAID以外で妊娠が確認されたのは合計6例

であった，

第123回　日本不妊学会関西地方部会

El時　平成14年ll月30日　（土）13：30～

場所　神戸大学医学部「神緑会館」（神戸市）

1－1．Klinefelter　syndrome患者におけるTESE

　　について

○岡田　弘，石川智基，合田上政

　土橋正樹，原　　勲，藤澤正人

　守殿貞夫
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　28例のKlinefelter　syndrome患者に関してTESE

の成績を，1999年以前のmultiple　testicular　biopsyに

よるconventional　TESE　8例と1999年以降の手術用

顕微鏡を用いたmicrodissection　TESE　20例に分けて

比較検討した．conventional　TESEでは8例中1例で

精子が回収された．microdissection　TESEでは20例

中12例で精子が回収された．microdissection　TESE

症例に関して，術前の血中FSH，　LH，　T値，精巣容

積，年齢と精子回収の可否を検討すると，年齢が36

歳未満であること・T値が1．2mg／ml以上であること

が，精子回収成功に対する規定因子であった．

1－2．ハムスター顕微授精胚への抗酸化剤の効果

　　　　○川澄みゆり，加藤博己，松本和也

　　　　　佐伯和弘，細井美彦，入谷　明

　　　　　　　　　　　　（近畿大大学院生物理工学）

【目的】ハムスターの卵子は，白色光や空気中の酸素の

曝露により発生が停止することが知られている．そこ

で，本実験では，遮光による影響と酸化毒性を緩和す

る抗酸化剤（p－mercaptoethanol，（p－ME））が，ハムス

ター卵子のICSI後の胚発生を改善するかどうかを検

討した．【方法】雌ゴールデンハムスターにPMSG　35

1U，　hCG　351Uを腹腔内に投与して過剰排卵を誘起

し，排卵卵子を採取した．精子は雄ハムスターの精巣

上体尾部より採取した．精子注入の際，数回のPiezo

Pulseで精子頭部と尾部を分離し，頭部のみを注入し

た．ICSI胚は24時間まで5％FBS，5mM　Taurine，25

pM　EDTAを添加したTCM199で24時間培養した（5

％COz，5％02，90％N，，38℃）．実験1では遮光の有

無で実験区を分け，それぞれの発生率を調べた．なお，

遮光区は採卵，ICSI，共に暗室で赤色光下で行なった．

また実験2では遮光しない場合の抗酸化剤添加の有無

により，発生率を調べた．実験3では，遮光した場合，

抗酸化剤のICSI時における培地への添加の有無，培養i

時の培地への添加の有無により，発生率を調べた．【結

果】実験1，遮光しなかった場合の卵割率は0％，遮光

した場合の卵割率は58％と大きな差が見られた．実験2，

遮光しなかった場合の卵割率は，β一MEを添加した区

で15％，添加しなかった区で3％と僅かに差が見られ

た，実験3，遮光した場合のβ一MEの有無による卵割率

は，実験区1で68％，実験区2で71％，実験区3で75

％，実験区4で57％と，4つの実験区で差が見られな

かった．【結論】遮光により，ICSI後のハムスター胚発

生が大きく改善されたことから，ハムスターの卵子は
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光感受性が高いと考えられる．また，本実験で使用し

た抗酸化剤（β一ME）の酸化毒性に対する効果は，少な

くとも第一卵割までは見られなかった．今後，他の抗

酸化剤の効果について検討するとともに，第一一卵割だ

けではなく，その後の発生段階における抗酸化剤の影

響も検討していきたい．

1－3．卵胞液中i皿hibin濃度と，卵成熟，受精能お

　　よび卵胞液中ステロイドホルモン濃度との

　　関係

　　　　○望月　恵，大森伸哉，丸尾　猛

　　　　　　　　（神戸大大学院成育医学・女性医学）

　　　　　山辺晋吾　　　　　　（国立神戸病院産婦）

　　　　　益子和久　　　　　　　　　　（益子産婦）

【目的】inhibin　Bは卵胞期前期に発育卵胞で産生され，

inhibin　Aは卵胞期後期に主席卵胞で産生される．しか

し，inhibinの卵巣での役割は未だ十分に明らかにされ

ていない，そこで我々は卵胞局所でのinhibinの役割

を明らかにすることを目的として，卵胞液中inhibin

濃度と卵の成熟度，受精能および卵胞液中ステロイド

ホルモン濃度との関係につき検討した．【方法】long

protocol法で卵巣刺激を行った卵管不妊IVF患者11

例を対象とし，採卵時の卵胞液を患者の同意を得て採

取した．卵胞液中inhibin　A，　inhibin　B濃度はsand－

wich　ELISA法で，卵胞液中estradiol，　progester－

one，　testosterone値はRIA法で測定した．【成績】採

取した卵の成熟度が低い卵胞液中inhibin　A濃度（25．1±

6．4ng／ml）（mean±SD）と成熟卵であった卵胞液中in－

hibin　A濃度（27．8±7．2）の聞には有意の差を認めず，

また，採取した卵が受精した卵胞液中inhibin　A濃度

（27．8±7．4）と受精しなかった卵の卵胞液中inhibin　A

濃度（25．4±6．7）の問にも差を認めなかった．一方，採

取した卵の成熟度が低い卵胞液中inhibin　B濃度

（108．0±23．4ng／ml）は，成熟卵であった卵胞液中in－

hibin　B濃度（72．6±20．1）に比べ有意に高く（p＜

0．001），また，受精しなかった卵の卵胞液中inhibin　B

濃度（101．6±29．5）は受精した卵の卵胞液中inhibin

B濃度（25．4±6．7）に比べ有意に高かった（p＜0．001）．

卵胞液中inhibin　A濃度と卵胞液量は有意な相関を示

さなかったが，卵胞液中inhibin　B濃度は卵胞液量と負

の相関を示した．また，卵胞液中inhibin　A濃度は卵胞

液中progesterone濃度と正の相関を示したが，卵胞液

中inhibin　B濃度と卵胞液中ステロイドホルモン濃度

との間には相関を認めなかった．【結論】inhibin　Aは穎
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粒膜細胞の黄体化を反映し，採卵時の卵成熟，受精能

に影響を示さなかった．一方，inhibin　Bは成熟度の低

い卵の卵胞液中で高濃度に認められ，卵の成熟を抑制

する働きがある可能性が示唆された．

II－1．新しい顕微授精のシステム（コンピュー

　　　ター制御のマニュピレーター十ピエゾ十

　　　レーザー）の使用経験

　　　　○木下慶子，徐　東舜

　　　　　　　　　　　（徐クリニック不妊センター）

【目的】現在の顕微授精の主流ともいえるICSIの臨床

成績は，施行者の技術に大きく左右されがちである．

そこで我々はマイクロマニピュレーションの操作技術

の熟練を問わずとも安定した成績を収めることを目的

とし，コンピューター制御の自動化マイクロマニピュ

レーター，ピエゾ，レーザーを組み合わせたNew　Sys－

tem　ICSIを開発，施行したので報告する．【方法】自動

化マイクロマニピュレーターシステムによりニード

ル，Plate移動はマウス操作で実施した．またコン

ピューターに定点を4ヵ所まで記憶させ，Dish内

Drop間の移動を瞬時に行なった．精子は1．48μmの赤

外線ダイオードレーザー（O．5mJ）を使用して動きを一

時的に停止させ，続いて再度レーザーを低エネルギー

（O．25mJ）で精子尾部に照射，もしくはピエゾをあてる

ことで精子不動化を行なった．精子注入時はピエゾシ

ステムを使用し，穿刺時の卵細胞膜吸引作業をせずに

行なった．【結果】実施約1カ月半の間で実施数10に対

し，患者平均年齢35．0歳，平均採卵数6個，採卵あた

りの分割率65．6％，平均移植数2．7個，妊娠数40％（4／

10）という結果を収めた．【考察】New　System　ICSI

施行により1．コンピューター制御のマニピュレー

ター使用により，瞬時にニードルやDrop間の移動す

ることが可能となり，その結果ICSI所要時間の短縮が

可能となった．2．レーザー及びピエゾを利用すること

で技術習得に時間を要することなく精子不動化を行な

うことが可能となった．3．ピエゾシステムの使用によ

り精子注入時の卵へのダメージが軽減された．【結論】

これらのシステムを使用することにより，ICSI施行者

の技術に大きく左右されることなく，安定した臨床成

績を収めることが可能と考えられる．

11－2．当科における不育症に対するヘパリン・ア

　　　スピリン療法の治療成績

○藤原睦子，後藤　栄，竹林浩一

日不妊会誌48巻1・2号

　　　　　廣瀬雅哉，野田洋一一

　　　　　　　　　　　　　　　　　（滋賀医大産婦）

　抗リン脂質抗体症候群と診断された不育症患者の治

療には，従来ステロイドと低用量アスピリンとの併用

療法が行われていたが，近年ヘパリンと低用量アスピ

リンの併用療法が主要な治療となってきた．当科でも

2000年より抗リン脂質抗体症候群合併不育症に対す

る治療法として，ヘパリン・アスピリン療法を第一一選

択としている．抗リン脂質抗体症候群の診断方法とし

ては，まずループスアンチコアグラントと抗カルジオ

リピンーβ2GPIを測定し，陰性例にはさらに他の抗リン

脂質抗体（抗カルジオリピンIgM，　A，抗フォスファチ

ジルイノシトール抗体，抗フォスファチジルセリン抗

体，抗フォスファチジルエタノールアミン抗体）の測

定を行う．反復して陽性を示すものを抗リン脂質抗体

症候群としている．ヘパリン・アスピリン療法は，黄

体期よりアスピリン81mg／日の内服を開始し，妊娠が

確認された時点より入院管理とし，ヘパリン50001U／

日の持続点滴をおこない，胎児心拍が確認できヘパリ

ン自己注射が可能となった段階で外来通院としてい

る．妊娠35週にアスピリンを中止し，分娩時までヘパ

リン皮下注を続行している．以上の方法を11症例12

周期に施行し9例が生児を獲得された．ヘパリン・ア

スピリン療法の有用性を文献的考察をふまえ検討し報

告する．

II－3．当院におけるレーザーアシステッドハッチ

　　　ングの経験

　　　　○大谷徹郎，大谷典子，大谷恭一郎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（大谷産婦）

　体外受精の成功には受精卵と子宮内膜との間の複雑

な相互作用が重要な役割を果たしていることは論を待

たない．受精卵が着床できない原因は複数あると考え

られるが，そのすべてが明確になっているわけではな

い．そうした中で受精卵のHatchingが着床の成立に

必須であることは自明である．体外受精に際して胚移

植した卵がHatchingしないことは，妊娠不成立の原因

の一つであろうと考えられる．Cohenらは1992年に透

明帯が15μ以上ある受精卵の透明帯をacid　tyrodeに

より菲薄化させることにより着床率が向上することを

報告致しており，この方法はAssisted　l｛atchingと名

付けられた．Assisted　Hatchingを行うことにより，自

力ではHatchingできない受精卵がHatchingできる

ようになるだけでなく，受精卵が早くHatchingする

9
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ので子宮内膜と受精卵の接触を早めることが出来るこ

とも，Assisted　Hatchingにより着床率が向上する理由

ではないかと考えられる．卵と内膜の接触が早くなれ

ばimplantation　windowが閉じる前に着床できる確率

が高くなると考えられる．Assisted　Hatchingの方法に

はAcid　tyrodeを使う方法以外にも機械的に透明帯を

切開するPZD，ピエゾ法や胚全体をプロナーゼにつけ

る方法，レーザーを使う方法などが考案されてきた．

当院でもこれまでにAcid　tyrode法やピエゾ法を試み

たが，良好な結果を得ることが出来なかった．今回，

われわれは受精卵に一切機械的に接触せず，効率的，

正確かつ安全に透明帯を菲薄化することができる半導

体LaserによるAssisted　Hatchingを導入し，　IVF／

ICSIの成績におよぼす影響を検討した．その結果，　La－

ser　Assisted　Hatchingを導入する前の2001年8月か

ら2002年2月までの7カ月の妊娠率が胚移植周期あ

たり46％（31／67）であったのに対し，導入後7カ月の

妊娠率は58％（60／103）となり，Laser　Assisted　Hatch－

ingがIVF／ICSIの成績に好影響をおよぼす可能性が

示唆された．

特別講演

「子宮内膜症の病態と治療」

　　　　○石川睦男（旭川医大産婦）

〔初めに〕女性のQOLを障害する子宮内膜症は性成熟

期によくみられる疾患で，近年増加が指摘されている．

しかし，その発生原因ならびに病態については依然不

明な点が多い．最近，動物実験などでダイオキシン類

が子宮内膜症の発生に関与しているとの報告が見られ

る．今回，厚生科学研究により「ダイオキシン類の汚

染状況および子宮内膜症等健康に関する研究」を行っ

たので，その内容を報告する．さらに，日本産科婦人

科学会生殖内分泌委員会の子宮内膜症小委員会の臨床

成績の一部も報告する，〔成績〕1．子宮内膜症とダイオ

キシン濃度：従来，生体内ダイオキシン量測定は検体

量も要し，費用も嵩み限定された症例のみの分析しか

なされず，矛盾した結果が混乱を招いている現状で

あった．今回，ダイオキシンとAHRの結合を利用した

bioassay法のCALUX法を用いて測定した．腹腔鏡で

子宮内膜症性病変を確認した群と病変を有しない群に

おいて，皮下脂肪のダイオキシン濃度に差を認めな

かった．2．ダイオキシン類代謝酵素の遺伝子多型：ダ

イオキシン代謝酵素，CYPIA1遺伝子多型を子宮内膜

症群と対照群で解析した．その結果，CYP誘導性の高

い遺伝子型が子宮内膜症群により対照群に頻度が高

かった．3．子宮内膜症の臨床成績：腹腔鏡又は開腹に

より子宮内膜症が確認された526例中，腹腔鏡のみ観

察例が51例，治療が施行されたものが475例あった．

その中で薬物療法が行われたものは各々21例，243

例であった．今回，これらの症例に対し，レトロスペ

クティブに分析した．（1）月経痛は重回帰分析で腹膜深

部病変とr．・AFSスコアの合計と正の相関があった．

（2）妊娠の予後は嚢腫摘出と附属器摘出は負の相関と

なった．（3）カプランマイヤー解析による累積妊娠率

は，薬物療法を施行しない方が良く，薬物療法は妊娠

率を有意に低下させた．（4）月経痛の再発を薬物療法は

有意に減少させた．

●
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編　集　後　記

　中東や北朝鮮をめぐる国際情勢は緊迫しているものの，会員の皆様におかれましては期待と希望に満ちた2003年をお迎えのことと存じます，

　本和文誌はいよいよ本年を持ちまして，リプロダクションに関する和文掲載を中心とした半世紀にわたる役割を閉じます，引き続き来年以

降は，会員の皆様に役立つ会報誌に移行致しますので，どうかご期待下さい，

　創刊以来これまで多くの先生方に支えられ，またわが国における不妊症学の発展に本誌が大きく寄与してまいりましたことは，改めて言う

までもございません，

　代わりまして先生方の優れたご業績を，国内にとどめず国際的に認知していただくため，日本受精着床学会や日本アンドロロジー学会とも

製た薪砦‘撒蹴辮灘継勲（期鰹讐協搬薦1識繍曾瀦弛繁霧糠響鞭
国際的に通用することを象徴するものでございます．

RMB誌はいよいよ来年，　impact　factorを取得する構想がございます，つきましては会員の皆様方に，これからも益々のご投稿をお願い致

しますとともに，RMB誌に掲載されました論文を，是非とも国際誌にご引用していただきますよう，よろしくお願い申し上げます，

　なお英文ペーパー作成に関するご相談も可能な範囲内で承りますので，ご意見・ご要望とともに，どうか遠慮なく編集委員会までご連絡下
さい，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（編集委員　柴原浩章）
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第48回日本不妊学会総会および学術講演会

第21回日本受精着床学会・学術集会

2003年9月30日（火）～10月3日（金）

宿泊申込書（申込締切日：2003年8月31日）

今回は品川プリンスホテルのみの宿泊受付とさせて頂きます。

轟　品川プリンスホテル宿泊料金　…

i申込書FAX送付先：　　　　　　　　　　　　　i
；宿泊担当事務局：　　　　　　　　　　　　　　　i

i（株）MAコンベンションコンサルティング内　　i
l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

：〒102－0083東京都千代田区麹町5－2K－WING3F　l
ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

lTEL：03－5275－1191／FAX：03－5275－ll92　　　　｝
ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

lE－mail：info＠macc．jp　　　　　　　　　　　　　　l

申込
番号

朝食なし室料
　（税込）

朝食つき室料
　（税込）

① 本館 シングル ￥10，290 ￥11，550

② シングル ￥12，810 ￥13，755

③
別館

ッイン（2名利用） ￥15，225 ￥17，640

④ ツイン（1名利用） ￥15，225 ￥16，380

⑤
新館

ツイン（2名利用） ￥19β20 ￥2L735

⑥ ダブル（1名利用） ￥16，275 茎17，850

⑦
エグゼクティブタワー

ダブル（2名利用） ￥20，790 ￥23，100

フリガナ　　フリガナー一冒一一邑o噛〇一一一一．．曜曝一．騨一一辱辱

　　申込者名
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－一咀幽圏0・一聖曹曾騨辱・，P，騨辱一鴨一一一

　　ご所属名
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　　フリガナー一一昌噌一噌一一一　一曽一一一凹一一■一■一一

　　住　所

〒
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電話： FAX： 申込日：　　月　　日

宿泊者名（フリガナ） 同室者名（フリガナ）
申込
番号

到着日～　　　　　　　（泊数）出発日

金額

幽一一一一一層昌一一一一9暦一一〇・o－■．・．，．一一一一ロー一一一一昌噌一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一臨一一一一一一

　　月　　日～一一

　　月＿日　　（＿泊）

享x　　　　　　泊

菖￥

騨曜一一■■一■一弓■■冨冨冨一冨冨一一一一一一一一冒冨一一冒一冒一ロー 冒一一冒，冒一圃”騨騨F彌騨一一一一一一一一一一一一　一一一一曽一一

　　月　　日～　　　一

＿月＿日　　（＿泊）

￥x　　　　　泊

＝ ￥
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一
一

月　　日～一

月　　日　　（　泊）｝

￥x　　　　　泊

＝ ￥

合計金額 ￥

上記金額を銀行振り込みにて支払います。

■

銀行振込　　月　　日　　　　　　　　　銀行　　　　　　　支店より

振込みました（振込みます）。　　　　　振込先：東京三菱銀行　麹町支店　（普）1294150

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口座名義：第48回日本不妊学会・第21回日本受精着床学会

注）振込み手数料はお客様負担となります。予めご了承ください。申込書の控えはお持ち下さい。

名義で



訂 正

　本誌掲載論文「生殖補助医療（ART）における良好胚選別を目的とした前核期評価の新基

準」伊藤嘉奈子（東邦大学産婦人科学教室）につきまして下記の通り訂正がございましたの

で，ご訂正下さいますようお願い申し上げます．

訂正個所　対象と方法　2行目

　　　　　「当科において，con．　IVFまたはICSIを行った75症例78周期，491個の胚を対

　　　　　象とした．」

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　「当科において常法どおりcon．　IVFまたはICSIを行った症例中，十分なイン

　　　　　フォームドコンセントを行い，同意が得られた75症例78周期を対象とし，後方

　　　　　視的に前核期評価を行った．」
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