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概要　Dimethylsulfoxide（DMSO ， 最終濃度L5M ），
　 sucrose （0．1M ）を 用 い た ヒ ト胚 凍結保存法の 有

用 性 を ，融解後胚形態 と妊娠 ・分娩率か ら検討 した．凍結され た 胚 はすべ て 体外受精か ら得 られ た 余剰

胚 （4細胞期 〜桑実 胚 期） で あ り，植氷後一40℃ ま で 緩速冷却 （− 0．3℃／分），そ の 後
一170℃ ま で 急冷

し て 凍結，液体窒素中 へ 保存 した．融解 した 胚 176個中，100％形態正 常胚，50％以上形態正 常胚 （生存

胚 ）は 各 々 103個 （59％），
140個 （80％）で あ っ た ．融解後の 胚生存率は授精後6 時間以上経過 した 胚 （8

細胞期〜桑実期胚） で 87％ （99／114），60時間未満 の 胚 （4 〜6細胞期胚）で 66％ （4Y62 ） と前者で 良

好で あ り， 本法 が 発生 ス テ
ージ の 進 ん だ 胚 に お い て ，よ り有効で ある こ と が 示唆さ れ た．融解胚移植は 自

然周期 で 20mm 以上 の 卵胞を認 め た 日に hCG を投与，凍結開始時の 胚 の ス テ ージ に 関わ らず投与後87時

間で 胚を融解 し て 移植 した．62周 期 に 移 植を行い
， 女壬娠例 11例（移植 あた り17．7％），双 胎 2 例 を含む分

娩 6例 （9．7％）を得 た ．出生 児 8例 に 染色体異常，先天異常 は 認 め られな か っ た ．

Synopsis　176　 supernumerary 　 human 　embryos 　following　treat【rlent 　by　IVF 　 were 　 cryopreserved 　 with

dimethylsulfoxide（1．5M ＞and 　sucrose （0，1M ＞as 　cryoprotectants ．　 The　embryos 　were 　fr  zen 　at　the　early

cleavage 　stage （48〜96　hours　after　insernination）in　the　pregrammable 　freezer，　by　means 　of 　the　protocol

providing　for　slow 　coo ］ing　unti1 − 40℃ and 　slow 　thawing ．　 The 　survival 　rate （50％ or 　more 　b！astomeres
were 　intact）after 　thawing　was 　higher　foτ the　e皿 bryos　at　the　8　cell 　stage 　to　the 　moruUa 　stage 〔60〜96　h6urs

after　insemination）than 　for　the　embryos 　at　the　4　to　6　cell　stage （48− 60　hours　after 　insemination）（87％ and

66％，p〈 0．001），　and 　the 　overaU 　survival 　rate 　was 　80％ （140／176）．　 Out　of　62　transfer　cycles ，
11　pregnancies

（17．7％＞and 　6　deliveries（9．7％ ｝were 　achieved ．　 No 　fetal　malformation 　or　chromosomal 　aberration 　was

observed 、
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　　　　　　　　　緒　　言

　体外受精法 の 妊娠率が上 昇す る に 従い 多胎妊娠

率 も確実に 増加 して い る．周産期 の リ ス ク が高 い

品胎以上 の 多胎妊娠を回避す る た め 一回 の 移植胚

は 2 〜 3個 に制限する傾 向に あ り，必 然的 に 生ず

る余剰胚 を 活用す る た め 胚 凍結保存法は ます ます

重要 な技術 とな っ て ぎて い る．

　現在 ま で い くつ か の 凍結融解法が報告 さ れ て お

り，そ れぞ れ有効性が確認 されて い る．し か し凍

結保護剤や 冷却 プ ロ グ ラ ム の 違 い に よ り各 方法 に

そ れ ぞれ特徴が あ り，
ま た わ が国で は 臨床応用の

認可が遅か っ た た め に 凍結保存法 に つ い て の ま と

ま っ た 報告 は 少な い ．

　こ こ で は 我々 の 用 い て い る dimethylsulfoxide

（以下 DMSO ）と sucrose を用 い た 凍結保存法の ，

融解後胚形態と妊娠 ・分娩率よ りみた 有用性 お よ

び安全 性 に つ い て検 討 した ．

　　　　　　　　　 方　　法

　1．対象胚

　平成元年 11月よ り平成 4年 4 月 ま で に 62例 の 凍

結保存胚 融解 ・胚 移植 を行 っ た ，凍結保存胚 は す

べ て 患者本人 の 体外受精法
1
施 行 時に ，多胎妊娠
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図 1　 胚移植 の タ イ ミ ン グ

表 1　 凍結保護液，凍結 プ P グ ラ ム の 概要

凍結 保 護液 ：Dulbecco燐 酸緩衝 液

　 　　 　 15％ ヒ ト臍帯血 清

　 　 　 　 0．1M 　 sucrose

　 　 　 　 1．5M 　 DMSO

凍結 プ ロ グ ラ ム ：植氷 後，− 0，3℃／分 で
一40℃ ま で 冷 却

　 　　 　　 　
一170℃ ま で 急冷，液 体窒素 中 へ

回避 の た め 移植 しな か っ た胚 で あ る．こ の 期間移

植す る 新鮮胚は 原則 と し て 3 個 に制限 し
， 余剰分

割胚 はそ の 形 態上 の quality に 関わ らずす べ て 凍

結保存 した，胚 は授精後48〜96時間（4 細胞期〜桑

実期胚）で 凍結開始 し た ．

　2，凍結融解法
2｝

　胚 は 室温 で 3 段 階 に DMSO と sucrose を添

加 ， 最終濃度 DMSO 　1．5M
，
　 sucrose 　O．1M の 凍

結保護液 （表 1 ） に移 し た 後，プ ラ ス チ ッ ク ス ト

ロ
ー

に 封入 した．そ の 後 プ ロ グ ラ ム フ リーザ ー（大

阪酸素 ，
FFP190 ）中で 室温 よ り 0 ℃まで 急冷後，

毎分 2 ℃ で 冷却，
− 5．5℃ で 植氷 後，

− 40℃ ま で 毎

分
一〇．3℃ に て 冷却 ， 以後 一170℃ に 急冷 し た ，そ

の 後 プ ロ グ ラ ム フ リーザ ーか ら取 り出し，液体窒

素中に保存 した．

　融解は 大部分の 胚 で 約25℃の 室温 に 無風状態で

静置す る方法を用 い たが
，

一部 の 胚 で は 37℃微温

湯中で 急速 に 融解す る方法 も用い た ．融解後，室

温に て 6段階に DMSO ，
　sucrose を希釈 ， 5 ％CO2

in　air で 約 3 時間培養 した後，胚 移植に 供 した ，

　3．融 解胚 移植 の タ イ ミ ン グ 3｝

　融解胚移植の タ イ ミ ン グ は ，hCG 投与 に よ っ て

調整 した．図 1 に 示 した よ うに，経腟超音波断層

法 に て 主 席卵胞最 大径が 20mm を 越 え た 日 に

hCG 　5，000単位 （ゴ ナ ト 卩 ピ ン
， 帝国臓器）投与

（day　O），42時間後 に 経腟超音波に よ り排卵を確

認 ， 凍結時の 胚の 分割時期 に 関わ らずす べ て 87時

間後 に 胚 融解を開始 し た ．な お 87時間 と い う時間

は新 鮮卵 に よ る体 外受精 の 際 に hMG か ら hCG

へ の 切 り替え を行 っ て か ら ， 胚 を移植す る ま で の

時間 と等 し い （図 1）．ま た
， 黄体賦活 の た め day

2，4，6，9に hCG 　5，000単位を 投与 した ．

　4．凍結開始時 ， 融解後 の 胚 形態評価 と統計処 理

　凍結開始時に fragmentationの 有無 ， 卵割が均

等で ある か に よ り胚 を良好分割胚 （以下 良好胚）

と非 良 好分割 胚 に 分類 した．す な わ ち 授精後

48〜60時間で は 4 − 6分割 で 卵割 が均等で あ り，

fragmentationが胚体積の 5 ％以内の もの を良好

胚 とし ， また 60時間以 上で は 少な くと も 8 分割以

上で ，割球 が均等で ある もの を良好胚 と した （写

真 IA，　 B），

　融解後，胚体積 の 50％以上が正 常形態で あ る 胚

（生存胚） お よ び 100％正常形態で ある胚 の 融解胚

表 2　 凍結開始時期 と融解後胚 形態

授精
蒲

吉開始
融 解 胚 数 黥 聲 整徴覈

態

60＞

60≦

total

12ill ：：：；コ・ 19：：雰コ・

176　　　　103（59）　　　　　　　140（80）

掌100％形態 正 常胚 を含む b ；P く  ．01
c ；p く O．001
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A B

　 　 　 C 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　 D

写真 1　凍結前 後の 体 外受精胚 （A ，B ：凍結 前，授精後68時間　C
，
　D ：授精後68時 間

　胚 を 凍結 融解 直後，x200 ）

　A ：良好胚，B ：非 良好胚，　 A に 比較 して 割球 の 大きさ が不 揃い で ある，　 C ：良好胚

　（融 解後），す べ て の 割 球 が立 体感を もち，変性は 認め られ な い ．D ：非良好胚 （融 解

　後），右下の 人きな割球が 立 体感 を失 い ，変性 して い る．

表 3　凍結時胚 qualityと 融解後胚 形態

授精
モ騨

開 始
胚 ・・ ality 融解騰 100％形態正常 （％）　 50％以上形態 正常 （％）康

6e＞

60≦

良　好

非 艮好

良　好

非 良好

92232374

、1器 コ・5

：1器 コ・

ll：1潔コ・

：lll；1コ・…

牟10 ％形態正 常胚 を含 む a ；Pく O ．05

総数 （喪失胚 も含む） に 対す る 割合 を求め た ．

　統計学的検定は カ イ 2乗検定を用 い
， 例数が 10

以下 の 場合 Yatesの 補正を行 っ た ，

　　　　　　　　　　結　　果

　1．凍結実施 の 頻度

　同期間 （平成 元年11月〜平成 4 年 4 月）に 464例

の 採卵術を施行，こ の うち 104周期 （22％）で胚凍
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表 4　 凍結受精卵に よ る妊娠例

症例 授精一凍 結 〔hr） 触解胚 形態
n

転　 　帰

19

畠

34

匚
」

6

70QQ

ゾ
01

　

　

　

11

8288847464

48，72

8888066466

0／2／22

／2／23

／3／54

！4／4213

／3

3／5／6

2f2／22

／2／22

／3／33f3

／30

／lf2

単 胎，男児 2，600g

自然 流産 （7週）

子宮 外妊娠

単胎，男児2，718g

双 E台，　女》巳2，992g

　　 女 児2。6889

双胎 （34週早産）

　　 男冫巳2，26Gg

　　 女児2，200g

自然 流産（7 週）

単胎，男児3。17 g
単胎，男児2，460g

自然 流産，8週 （双胎 ）

、自然流産，7週

注，数字は 左か ら100％正常胚数，t50％以上正常胚数／融解跖数

結 を行 っ た ．同期間 の 平均採卵数は 4．76であ っ た ，

　2．融解胚 の 生存 率 とそ れ に 関与す る 因子 （表

2 ， 表 3）

　凍結融解後，176個 の 胚 の うち80％が 光顕上生存

胚 と考 え られ ，59％の 胚 は 全 く障害を受け て い な

か っ た．融 解時に発見で きな か っ た胚 （喪失胚 ）

が 9 個 （5 ％）存在 し た ．

　 こ れを授精 か ら凍結開始 ま で 60時間未満の 群 と

60時間以上 の 群 に わ け て み る と， 分割が進み ， 割

球 の 平均直径 の 小 さい 後者で 100％形態正常胚 ，

50％以上 形態正常胚 （生存胚） と も高率で あ っ た

（表 2），

　次に 胚 の qualityや個 々 の 割球 の 大 きさ と凍結

融解 へ の 抵抗性 の 関係をみ る た め に ，良好胚 と非

良好胚 の 融解成 績を検討 し て み た （表 3）．授精か

ら60時間以上 経過 し て か ら凍結 し た 胚 で は，良好

胚群で 生 存胚 の 割合 が高 い 傾向に あ り， 100％形態

正 常胚 は 74％ と有意 に 高率 で あ っ た ． こ れ に 対 し

て 60時間未 満 で は良 好胚 （48％） よ り非 良好胚

（78％）に 生存胚が有意に 高率で あ り， これ らの 非

良好胚 で は ， 不 均等に 分割 した割球の うち の 小 さ

い 割球 に 融解後正常形態を 示す細胞が多 く，大 き

な割球 は 変性 して い る こ とが 多か っ た （写 真 1D）．

　 3．妊娠例 とその経過

　胚移植を 62周期 に 行 い 妊娠 11例（17．7％），分娩

6例 （9．7％）を得た （表 4 ）．内訳は 双胎 2例 ，

単胎 4 例，自然流産 4 例 ， 子宮外妊娠 1例 で ある．

妊娠例で は ， 融解 した 胚の ほ と ん どが凍結融解 に

よ る損傷を受け て い な い 例 が多 い が
， 生存胚 1 個

を移植 し た 場合や （症例 11）， 非良好胚 で
一部損傷

した胚の み を移植 した場合 （症例 1）に も妊娠例

が 認め られ た．胚 あた りの 着 床率 は 8．0％ （14／
176）， 胚あた りの 生児出産率 は 4．6％ （8／176）で

あ っ た （なお
， 症例 10は 流産 で あるが

， 子宮内に

胎児 エ コ r ．を含む胎嚢 が 明瞭に 二 つ 確認 された た

め
， 着床胚 は 2個 とした）．

　授精か ら48〜60時間 の 胚 と60時間以上の 胚 を比

べ て み る と ， 妊娠数は 4 例 と 6 例，分娩数は 3例

と 2 例 で あ っ た （症例 6 は授精後48時間で 凍結 し

た 胚 と68時間 で 凍結 し た 胚 を同時 に 移植 し て い

る）．着床数は 5 個 と 6 個 で，妊娠率・着床率か ら

み る と こ の 2群 に 差が なか っ た ．

　出産例 の 胚 保存 期間 は 最 長 で 11ヵ 月 で あ っ た

（症例 5），

　　　　　　　　　考　　察

　 ヒ ト胚凍 結保存 法は Trounson 　et　aL4 〕
に よ っ て

最初の 妊娠例が報告 され て 以来，主 と し て 多胎妊

娠 の 予防 と採卵術に 伴 う患者の 身体的負担の 軽減

を 目的 とし て 急速 に 普及 して きた．最近の 報告
5）

で は 米国の 体外受精登録施設 の 72％が胚 凍結保存

を実施 して お り，
こ の 方法が体外受精や GIFT を

行 ううえ で な くて は な らな い も の に な っ て きて い

る こ とを示 し て い る．

　胚 凍結保存法 と して 現在 ま で 多 くの 報告が ある

の は DMSO を用 い た 一80℃ ま で の 緩 速 冷 却 法

（以下，DMSO 単独法） と propanedio1 （PROH ）

と sucrose を用 い た 一3e℃ま で の 緩速冷却 法で あ

る （以下，PROH 法）．前者で ぽ 8 細胞期 の 胚 の 生

存率が優れ て お り
6）

， 後老で は 前核期 〜 4 細胞期

ま で の 胚 ， 特 に 前核期胚 で 有効で あ る とい わ れ て

い る η 8）．

　今回我 々 の 用い た 方法 （DMSO −sucrose 法）は

すで に わ が 国 で 妊娠例 が報告 され た 方 法
9）
を 改良

した もの で あ るが，DMSO と sucrose の 組 み 合わ

せ は 超急速凍結法 （プ ロ グ ラ ム フ リーザ ー
を用 い

ず に 室温 か ら液体窒素に 投 入 す る） で も用 い られ
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て お り，
ヒ トで の 妊娠例 の 報告 もある

1 °）
．超急速法

で は DMSO ，
　 sucrose 濃 度 は そ れ ぞ れ 3，0〜4．5

M ，0．25〜O，3M と高 い が，二 つ の 凍結保護剤 の 配

合比 は 我 々 の 方法に近 い こ とは興味深 い ．

　融解 時の 胚 生 存 率か らみ る と ， 我 々 の 用 い た

DMSO −sucrose 法 は 授精 か ら凍 結開 始 ま で の 培

養時間が 長 く， 分割 の進 ん だ胚 に 有効で あ り， 前

述 の DMSO 単独法 に 類似 した 傾 向を示 し た ．ま

た胚 障害の 程度は 胚 の qualityよ り，個 々 の 割球

の 大 きさに影響 される傾向があ り，割球が 小 さい

ほ ど形態学的な変化 （胚障害）は少な か っ た．

　現在 DMSO 単独法で 胚凍結保存を 行 う施設が

少 な い 理 由は ，有効性や安全性が劣 る か らで は な

く，こ の 方法が凍結操作に 5 時間近 くを要す る た

め 一般病院で 応用す る の が時間的 に 困難 なた め で

あ る．DMSO −sucrose 法 は PROH 法 と所 要時間

は 大差 な く， こ の 方法が DMSO 単独法 と同 じ く

8 細胞 期以 降の 胚 に 有 効 で あ るな らば ， 前核期

〜 4 細胞期胚 に は PROH 法 ， そ れ 以降 の 胚 に は

DMSO −sucrose 法 と，各 々 の 時間的制約を補完し

あ うもの とし て 臨床上 有用で ある と考 え られ る．

ま た ， 4 細胞期 を越 え て培 養す れ ば胚 の 分割 の 様

子 も確 か め る こ とが 可能 で あ り，ある程度移植 し

た胚 の qualityも類推す る こ とが で きる ，

　前述 し た 米国の 報告で は ， 凍結保存胚 移植 に よ

る妊娠 ・分娩率は 移植あた りそれ ぞれ 12％ ，
9 ％

で あ る，ま た 現在最 も普及 し て い る PROH 法で

は 総融解胚数 617個に 対 し て ， 胚 あた りの 移 植率

71，3％ ， 着床率8．6％ ， 移 植周期 あた りの 妊娠率は

12．9％ ， 分娩率5，7％ との 報告
1°｝があ り，現在 の技

術水準 で は 凍結受精胚移植の 妊娠 ・分娩 率は
一一一ma

に こ の 程度 で ある と思われ る．わ が 国 の 最近 の報

告で は 移植あた りの 妊娠率は 11．1％，分娩率8．5％

で あ りそれほ どの 遜色 は な い が，胚 凍結保存 を報

告 した施 設は実施施設数の 8％に 過 ぎず
11 ］，多胎

に よ る低 出生体重児や 極小未熱児の 発生 とそ の 予

後 を考 えれば，わ が 国で も今後ます ます普及 して

い く技術 で あ る とい え る．

　新 し い 生殖 医学技術 で 常 に 問題 とな る の は 安全

性 ， すなわ ち胎児 へ の 影響で あ る．凍結保存 の よ

うに 浸透 圧 ・耐凍剤 ・低温 な どさま ざまな非 生理

的条件が存在する 技術で は こ の 点が特に 問題で あ

り，治療を うける患者に と っ て 最大の 関心 事で あ

る．米国の 報告
3）
で は 凍結融解胚 移植 に よ る妊娠

で染色体異常は 妊娠 382例 に 対 し て 2 例 （O．5％），

先天異常 は 分娩291例 に 対 し て 1 例認 め られ た だ

け で あ っ た （0，3％）．同 じ報告で新鮮胚 の 染色体

異常が 2 ％ （10／476）， 先天異常が 5．1％ （19／371）
認め られ た こ と

， 前述 の Testart　et　al ．の グ ル ー

プが PROH 法 の み で 凍結 保存を 行 っ て 50例 の 妊

娠例で 先天 異常は 1例 しか認め てお らず
12 ）

， 例 数

は少な い が今回 の 8例 の 出生児 に も全 く異常が み

られ て い な い こ と か ら
， 少 な くとも凍結操作に よ

り染色体異常や先天異常が増加 す る こ とは 考え に

くい ．体外受精以．上 に 胚 に ス ト レ ス を か け る凍結

保存法 で 異常 の 発生 が 統計学 上 低 率で あ る 理 由

は ，着床不全や流産 とい っ た 自然淘 汰の ほ か に ，

現状で は余剰胚 の 凍結保存が主流で あ り， 凍結胚

が得 られ る症例は 比較的若年で 卵巣の 反応が よ い

例 に 限 られ て い る た め か も しれ な い ．児の 長期予

後に 関 して は
， 今後検討を続 け て い きた い ．

　稿 を終わ る に あ た り，労 を惜 し まず 協 力 して い た だ い た

荻窪病院検査部 の 藤沢洋子，武 田 公位，安部和子，鈴木久

仁 子 の 各 氏 に 感謝い た し ま す．
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