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概要　体外受精 355周期 に お い て ， cumulus 　spreading 　technique を 用 い て卵お よ び放射冠を詳細 に 観察

し，卵成熟度 と体外受精成績 との 関係を検討 した．放射冠 の 形態 よ り卵成熟度を ， 過熟 （0）， 成熟（M ＞，

中等度成熟 （T ）， 未熟 （1）， 異常（A ）に分類 した，計2，145個 の卵の成熟度 の 分布は， 0 ：24．7％ ， M ：

45．9％ ，
T ；19，1％ ，

1：8．3％そ して A ：2．0％で あ っ た．受精率 ・正常胚発育率は，卵成熟度 が M の と

き最高で ，
T ・1 と成熟度が下が るに つ れ順次有意 に 低下 し，過熟 0 に お い て も有意 に低下 した．そして，

A に お い て 最低 で あ っ た．受精率 ・正 常胚発育率は，第
一

極体が観察さ れ た と き ， 観察さ れ な か っ た と

きに 比 し有意 に 高か っ た．放射冠 の 形態に よ り成熟 と判定さ れた と き， 卵丘細胞塊の 形態に より成熟 と

判定 さ れ た と き よ り も， 受精率 ・正 常胚 発 育率が有意 に 高 く ， 放射冠 の 形態 に よ る卵成熟度評価 の ほ う

が 成熟卵の 選別能 が 高い と示 唆 され た ．未熟卵 （1 お よ び第
一

極体の 放出 され て い な い T ）に 対 して，FSH

添加体外成熟培養を施行する と ， 受精率・正常胚発育率が有意 に 上昇した．成熟度 T の 卵 2 個の み が採

卵さ れ た 1症例に お い て
，

2 個 と もに FSH 添加体外成熟培養を施行 し
， 単胎妊娠 と な り，

正 常女児 が 出

産 した．本研究 に よ る卵成熟度評価法 は，簡便 ・迅速 で あ りなが ら受精 ・胚分割率をよ く反映 し，そ の

有用性が 示 された．

Synopsis　A 　total　of　2，14500cytes　from　3551VF 　cycles 　were 　class1fied 　as　overmattlre （0），　mature

（M ）， transitional（T ），　immature （1）and 　abnormal （A ）according 　to　the　 morphology 　of 　the　corona

radiata ．　The 　rates 　of　fertilization（％F）and 　embryonic 　development（％D）per　oocyte 　were 　the

highest　in　the　M 　group ，　and 　decreased　significantly 　with 　the　decreasing　maturity 　of　the　oocytes （T

and 　I）and 　were 　the　Iowest　in　the　A 　group．　Decreases　in ％F　and ％D 　were 　also 　observed 　in　the　O

group ．％F　and ％D 　were 　significantly 　higher　in　oQcytes 　with 　a　polar　body 〔PB）than　without 　a　PB ．

Mature　oocytes 　classified 　according 　to　the　morphology 　of　the　corona 　radiata 　had　s｛gn伯cantly

higher％ F　and ％ D　than　those　classified 　according 　to　the　morphology 　 of 　the　 cumulus 　 oophorus ，

％Fand ％D　were 　increased　when 　T −oocytes 　without 　a　PB 　and 　I−oocytes 　were 　matured 　in　vitro 　for

18− 24hours　in　medium 　supplemented 　with 　FSH ，　A 　norma ！female　baby　was 　delivered，　following

IVF −ET 　of 　two 　T −oocytes 　matured 　in　vitro 　with 　FSH ．

Key 　words ： Oocyte ・Maturation　of　oocyte ・In　vitro 　fertilization・FSH ・Corona　radiata

　　　　　　　　　　緒　　言

　体外受精 に お い て ， 諸種の 卵巣刺激法 を用 い て

複数の 至適 に成熟 した卵 を得 る こ と は ， 妊娠 に成

功するた めの 要点の
一

つ で あ る．しか しなが ら，

採卵 され る卵 の 成熟 度 に は か な りば ら つ きがあ

り　
’）− 4）

， そ の 約20％が 未熟卵 と報告されて い る
1）2）．
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こ うした未熟卵 をそ の 成熟度に応 じて 体外で 至適

に 追加成熟 さ せ る こ とは
5）一’）

， 体外受精の 成績を

さ らに向上 させ る うえで非常に重要 な課題 とな っ

て い る．その た め に は ， よ り精度 の 高 い 卵成熟度

評価法 と至適な体外成熟法 が不可欠で ある．

　卵成熟度の評価は，従来 ，
40倍程度の実体顕微

鏡下で卵丘細胞塊の 性状 をお お まか に観察 して 行

わ れ て い た
4）8＞− 11）．こ れ は ， 卵 を取 り囲む放射冠・

卵丘細胞塊が ， 卵の よ り高倍率で の観察 の妨 げと

な るた め で あ る． こ れ に対 して
， 卵丘細胞塊 を薄

く培養皿 に付着 させ る こ とに よ り， 卵 をよ り高倍

率で簡便に観察す る こ とが考案 され た
12 ｝．本研究

で は ，
こ の方法 に よ り卵お よ び放射冠 を詳細 に観

察 し， そ の成熟度 を評価 し ， 体外受精成績 との 関

係を検討 した （卵成熟度評価 に 関す る検討）．また，

そ の 結果未熟 と判定 さ れ た卵 に対 して ，Follicle・

stimulating 　hormone （FSH ）添加体外成熟培養

を行 い ， 未熟卵 の体外受精成績 を改善す る こ とも

試 み た （FSH 添加体外成熟培養 に 関す る検討）．

　　　　　　　 研究対象 と方法

　 1．卵成熟度評価 に 関する検討

　体外受精359周期 （208人 ）に お い て ，採卵 され

た総計2，145個 の卵 を対象 と し， 卵成熟度 と体外受

精成績 との 関連 を prospective に 分析 した．重症

男性不妊 ・子宮性不 妊は対 象か ら除外 し た ．年齢

制 限は行 わず，対象の 平均年齢 は34．6歳 （range ：

24〜46歳 〉で あっ た ．

　卵 巣 刺 激 法 は ， gonadotropin −releasing 　 hor・

mone 　agonist （GnRH −a）併用 human 　menopau ・

sal 　gonadotropin （hMG ）法の 10ng　protoco1 を

用 い た．高温相 第 4 日 よ り GnRH −a の buserelin

（Suprecur ；Hoechst ， 東京）を 1 日 3 回連日経鼻

投与 し ， 2〜 3週間後に 血清 estradiol （E 、）値が

20pg／ml 未満 ， か っ 経腟超音波 断層法 で 卵胞径が

12mm 未満 で あ る こ とを確認 した う えで ，
　 hMG

（Humegon ；Organon ， 東京）の連 日筋注投与 を開

始 した．hMG の 1 日投与量 は ，
40歳未満 に対 して

は 3 ア ン プ ル （FSH 　 751U ＋ LH 　 751U／1ア ン プ

ル ）， 40歳以 上 に対 して は 4 ア ン プ ル で 開始 し，血

清 E2値が 200pg／mI を超 え， 主席卵胞 径 が 13mm

を超 えた とき 2 ア ン プ ル に減量 した ．主席卵胞径

が 16〜 18mm に 達 し ， 血清 E2値が 400pg／m1 以上

の と き buserelinお よ び hMG 投与 を 中止 し ，

human 　chorionic 　gonadotropin （hCG ）10，0001U

（Gonatropin；帝国臓器 ， 東京）を筋注投与 した ．

hCG 投与 36時問後に ， 経腟超音波断層法監視下 に

卵胞 を穿刺 ・吸引 して採卵 した．

　採卵後 まず ， 実体顕微鏡下で 卵丘 細胞塊の 性状

を観察 し ， 既報
n ）の卵成熟度分類に 従 っ て ， 卵丘 細

胞塊が 大 き く・充分 に軟 らか く・牽 糸性が大 き く・

細胞密度が 疎な と き成熟卵 と評価 した．引 き続 き ，

卵丘 細胞 塊 を少量 の 培養 液 と と もに 培養皿 に 乗

せ ，指 で培 養皿 を強 く弾 い て薄 く広 げ，倒立顕微

鏡で 100お よび200倍 に て 3 〜 4 秒鏡検 した
「2），放

射冠の 形態か ら ， 表 1 の ご と く分類 した．図 1 に

各卵成熟度 の 典型例 を示す．さ らに 第
一

極体 の 有

無 も観察 した．卵成熟度の 評価 はす べ て 同
一

人 の

観察 に よ り行われ た．鏡検後た だ ち に培養液 を追

加して卵丘細胞塊を遊離し ， 卵成熟度判定の違 い

に 関わ らず
一

律 に 2 〜 6 時間成熟培養 した後，媒

精 した．

　追加成熟培養 ・ 体外受精 ・胚培養は
， 不 活化患

者 血 清
13 ｝を 10％添 加 し た human 　 tubal　 fluid

medium （HTF 　medium ；＃9962，　 Irvine，　 U ．SA ）

を用 い
， 既報

13 〕
の ご と く行 っ た．追加成熟培養 ・体

外受精 ・胚培養 を通 し て ， 成熟度評価の 異 な る卵

は異 な る培養皿 で 行 い
， 同じ評 価の卵は最高 6個

まで同
一

の培養皿 で行 っ た．卵の個数が著 し く多

い 時 に は
，
シ リ コ ン ・ オ イ ル で 覆 っ た 培養液 ス ポ ッ

トに
一

個ず つ 卵 を入 れ て 培養した．精子処理 は ，

精液 を培養液で希釈 し ， 遠沈洗浄 を 2回繰 り返 し

た 後 ， ス ウ ィ ム ・ア ッ プ 45分 に て 運動精子 を回収

し て媒精 に供 した．媒精 は ， 前進運動精子 150，000／

表 1　 放射 冠 の 形 態 に 基 づ く卵 成熟 度分 類

卵成熟度
z

放 射冠 の 形態

過熟 （0 ）

成熟 （M ）

中等度成 熟 （T ）

未熟 （1）

異當 （A ）

顆粒状で 散 っ て い る

放射状 に輝 い て み え る

帯状 に 褐色 に み え るが 卵 実質 を観察 で き る

さ らに コ ン パ ク トで卵 実質 の 観察 が 困難

卵緇 胞質 の fragrnentationや 変形

℃ ： overmature ．　 M ：mature ，　 T ：transltional　maturity ，
1： immature

，
　 A ； abnormaI
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図 1　 過 熟 卵 （0）：放射 冠 が 散 っ て い る．成熟 卵 （M ）：放射冠 が 放射状 に 輝 い て み え，

　3 時 に 第
一
極体 が み え る，中等 度 成 熟卵 （T ）：放 射 冠 は褐 色帯 状 で よ り密 で あ るが

　卵実質 を観察で き る，未熟卵 （D ：放射冠が さ らに 密で 卵実質を観察 で き ない ．異常

　卵 （A）：卵細 胞 質 の 変形 を認 め る．

ml に て 行 い
， 媒精後16〜20時間に前核形成 を確認

して 受精と判定 した．媒精後36〜48時間で 3 〜 8

細胞期胚 に達 し ， か っ fragmentationが全 くない

か ご く少量で ある とき ， 正 常胚発育 を した と定義

した．媒精後36〜48時間に ， 最大 4個 まで の 正 常

発育胚 を経頚管的 に子 宮腔内に 胚移植 した．移植

当 日よ り連 日 progesterone　 25mg （Oophormin

luteum；帝国臓器 ， 東京）を筋注投与 し， 採卵後

10日目お よび14日目に血清 hCG 値 を測定 し ， そ の

上 昇 を も っ て妊娠 と判定 した．出産 お よび妊娠 14

週 を超え て 正 常に 経過 した 妊娠 を合 わ せ て継続妊

娠 と定義 した．

　血清 E2値 は ，
　 radioi 皿 munoassay （E2キ ッ ト ；

DPC
， 東京）に よ り測定し た ．感度 は

，
10pg／ml ，

同時測定 内お よ び測定 間変動係数 は ， そ れ ぞ れ

5．5％お よびle％で あ っ た ．血清 hCG 値 は ，　radial

partition　 fiuorometric　 enzyme 　 immunoassay

（Stratus　system ；Baxter ，東京） に よ り測定 し ，

感度 ・同時測定内お よび測定問変動係数は ， それ

それ ，
1．91U／1・5．8％お よび 7．5％で あ っ た．

　結果 は κ
2
検定又 は Fisher直接検定に よ り分析

し ， p＜ 0．05を も っ て 有意と判定 した．

　2．FSH 添加体外成熟培養 に 関す る検討

　39歳以下 の卵管性不妊 （子宮内膜症 を含まな い ）

で ， 男性因子正 常な体外受精症例で採卵され た未

熟卵 （1 お よび第
一極体 の 放出 さ れ て い な い T ）

を対象 とした．27周期 よ りの 計 51個の 未熟卵 に対

して は ，
FSH （Fertinorm　P ；Serono　Japan， 東

京） を750mIU ／ml 添加 した 培養液 で 18〜24時間

追加成熟培養を施行 し ， そ の 後 ， 媒精 した．44周

期 よ りの計 93個の宋熟卵に対 して は， 培養液の み

で 18〜24時間追加成熟培養を施行 した 後 ， 媒精 し，

対照群 とした．媒精後12〜20時間に前核形成を観

察 して受精を判定 し， 媒精後26〜32時間で胚移植

した ．媒精後 26〜32時間 に お い て 2細胞期胚 に達

し た と き ，
正 常胚発育 と し た ．FSH 添加群 お よ び

対照群 の 受精率 ・正 常胚発育率を比較 し ， FSH 添

加 の有効性 を検討 した．なお FSH 添加群お よび
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対照群 に お け る平均年齢 ・原発不妊の 割合 は ， そ

れ ぞれ 33．6± 0．7 （SE ）歳 ・57％ お よび33．3± 0．5

歳・52％で あ り， 両群 で 有意 の 差 を認 め なか っ た．

　卵巣刺激 ・採卵 ・媒 精 ・卵培養 ・統計処理 に関

し て は ， 「1．卵成熟度評価に 関す る検討」で述 べ

た と同様 に 行 っ た．

　　　　　　　　　 研 究成績

　1．卵成熟度評価に 関す る検討

　体外受精359周期の うち ， 355周期 （99％）で採

卵 に成功 し，307周期 （86％）で 受精，275周期 （77％）

が胚移植 に達 した． 144周期 が妊娠 し （採卵術 あた

り妊娠率 4  ％）， 89周期が 出産な い し順調 に 妊娠継

続 して い る （採卵術 あた り継続妊娠率25％）．

　放射冠の 形態 に よ る卵成熟度評価 と媒精卵 あた

りの受精率・正 常胚発育率 と の関係 を表 2 に 示ず．

計 2，145個 の 卵 の 成 熟度 の 分布 は ， 0 ；24．7％ ，

M ：45．9％，T ：19．1％ ， 1 ：8．3％そ し て A ：

2．0％で あっ た ．M の 受精率・正 常胚発育率は ， そ

れ ぞれ 70、1％ ・51．4％で あ り ， 他の ど の 成熟度に

お け る受精率 ・正 常胚発育率 よ りも有意 に 高か っ

た．0 と T の 受精率 ・正常胚発育率は ， 有意の差

が な く， どち ら も 1お よ び A の 受精率 ・正 常胚発

育率 よ り有意 に高か っ た ．1 と A の 受精率。正 常胚

発育率 も有意の 差が なか っ た．

　第
一
極体の 有無 と媒精卵 あた りの 受精率 ・正常

胚発育率 と の 関係 を表 3 に ま とめ る．囲卵腔 を観

察 で きな い 1 と異常卵の A は ， 分析 よ り除外 し

た．0 ・M ・T を集計する と ， 受精率 も正常胚発育

率 も ，
と も に

， 第
一

極体が観察 された とき ， 観察

され なか っ た とき に 比 し有意 に高か っ た ．0 ・M ・

表 3　 第
一

極 体 の 有 無 と卵 あ た り受 精 率 ・正 常 胚 発 育

　 率 と の 関 係

放射冠
　 　 　 　 第

一
極体

　 　 　 　 　 　 　 　 　 卵数に よ る
　 　 　 　 の 有 無
卵成熟度

卵 あた り　 卵 あた り
受精 率　　　正 常胚 発育率

O

M

T

十

一

十

453779087726414552．1％
45．5％
70．7％
62．3％
49．2％
46．2％

34，4％
24．7％
52．5％ a37

．7％
27．3％
26 ．9％

計 十 1，625
　 299

62．O％b50

．2％

43．4％ b29

．1％
ap

く 0，05　 vs ．第
一

極 体 （
一
）群

bp
＜ 0．OOI　vs ．第一極 体　（一）　君羊

表 4 ．卵兵細胞塊 と放射軍の 形態に 基 づ く卵成熟度評

　価 の 比 較

卵成熟度
　　　　 成．熟度　　 卵数
評価法

　 　 　 　 　 卵 あた り
卵 あた り
　　　　　 正 常胚
受精率
　　　　　 発 育率

卵丘細　　成 熟　　　 1，343　　 64 ・1％ a

胞塊　　　その 他　　　802　　 42．6％

46，4％ b24

．1％

放射冠 　　 　 M 　 　 　　 985　 　 70．1％
　 　 　 　 そ の 他 　　 1，160　　 44．2％

51．4％
26．7％

表 2　 放射 冠 の 形 態に 基 づ く卵 成 熟 度 と卵 あ た り受 精

　率 ・正 常胚発育率の 関係

卵 あた り　 　 卵 あた り
受精率　 　 　 正 常胚発育率

Mp
＜ 0，0ユvs ．　M 群 の 卵 あた り受精率

bp
〈 O．OS　vs ．　M 群 の 卵 あた り正 常胚発 育率

卵成熟度 卵数

OMTIA 5309854091784351，1％ a7

 ．1％ b48

．2％ u20

．8％
18．6％

33．0％ a51

．4％ b27

．1％cll

．2％
9．3％

計 2，145 56．1％ 38．0％

ap
〈 O．001　vs ．1〆A 　

bp
＜ 0，001　vs ，0〆T／1／A

Ep
〈 0．05　vs ．1／A

T の 各群 ご と に お い て も同様の 傾向が認 め られ ，

M の 正 常胚発育率 に 関 し て は統計 的 に も有意 で

あ っ た．

　実体顕微鏡下の 卵丘 細胞塊 の観察 に よ る卵成熟

度評価 と ， 倒立 顕微鏡下の 放射冠の 観察に よ る卵

成熟度評価 との 比較を， 表 4 に示す．放射冠の観

察に よ り成熟 と判定 された ときの ほ うが，卵丘細

胞塊 の観察 に よ り成熟 と判定 され た とき よ り も，

受精率 ・正 常胚発育率 と も有意 に高か っ た ．そ の

他 の成熟度 に 関 して は ，
二 つ の卵成熟度評価法で ，

受精率 ・正常胚 発育率に有意 の差を生 じなか っ た ．

し た が っ て ，倒立 顕微鏡 下の 放射冠 の 観察 に よ る

卵成熟 度評価の ほ うが ， 成熟卵の選別能が高 い と

考え られ た．

　 2．FSH 添加体外成熟培養 に 関す る検討

　未熟卵 （1お よび第
一
極体の 放出 され て い な い

T ）に 対 し て ， FSH 添加体外成熟培 養に よ り， 受

精率 ・正常胚発育率が改善 され るか を検討 した （表
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表 5　FSH 添加体外成熟培養の 受精率・正常胚発育率

　 に 及 ぼ す効 果

卵燃 灘 嬲 卵 数 購
り

鑿
り

T

1

＋ 　　 　 23　　 　 40
−

　　　 41　 　　 68

十　　 　　 8　　　 11

　 　 　 18　　　 25

75％ a　　　　　　 55％ b

53％　 　　　 26％
27％　 　 　　 18％
2〔〕％　 　 　　 8％

計　　　＋ 27　　　 51

44　　　 93

65％a44

％

47％
b22

％

Up
〈 0．05　 vs．　FSH （

一
）群

bp
＜ 0，01　vs ．　FSII　（

一
）君羊

5 ）．T お よび総計 に お い て ，
　 FSII添加体外成熟

培 養に よ り， 受精率お よび正 常胚発育率が 有意 に

上昇 した．妊娠率に 関す る影響は ， 妊娠 ／例を除

き ， 他の全症例で 成熟卵 由来 の胚 が同時 に移植 さ

れ たた め ， 検討で きな か っ た ．こ の 1 例の 妊娠症

例 で は ， 成熟度 T の 卵 2個の み が採 卵 され た の

で ， 2個 とも FSH 添加体外成熟培i養 （18時間）を

施行 した後， 媒精 した （図 2 ）． 2 個 とも受精 ・分

割 し ， 媒精後 29時間 （採卵後 2 日目） に 2 お よ び

3細胞期胚 を移植 し て単胎妊娠 とな り， 正 常女児

を出産 した．

　　　　　　　　　考　　察

　卵成熟度の評価法 と して は ， 生化学的指標の 検

討 もな され て は い る が い まだ 確 立 さ れ て お ら

ず
14）15）

， 有効性 ・簡便性・無侵襲性か ら形態学的評

価が体外受精の 臨床上 主流 とな っ て い る．採卵時

の卵は卵丘細胞塊 ・放射冠 に よ り密 に覆わ れて お

り， 卵 の 直 接観 察 の た め に は こ れ らを hyalur・

onidase 処理 に て 除去 しなけれ ばな らな い ．充分

に成熟 した時点で は ， 卵丘細胞お よび放射冠除去

はその後 の受精。胚発育に影響 しな い が
16 ）

， 未熟卵

に お い て は そ の 追加成熟が 障害 さ れ ，受精率 も低

下す る
17 ｝1S ）．そ の た め ， 卵丘細胞・放射冠除去 に よ

る卵の直接観察 は ， 体外受精 の臨床 にお い て は実

用的で な い ．

　 LH サ ージ発来又 は hCG 投与 か ら排卵 に 近 づ

く に つ れ，卵丘 は細胞 の 解離 と間質の 増加 に よ り

増大 し， 透明 ・粘液状 とな り， 細胞密度が低下す

る
19）2°）．そ こ で ，

一
般 に 卵成熟度は ， 実体顕微鏡で

こ うした卵丘細胞塊の 性状 を観察 して 判定 され て

い る
4）S）〜lr）．しか しなが ら， 卵巣刺激 に よ り過排卵

誘発 を した と き に は ， 卵丘細胞塊の 性状 と卵核成

熟の stage との 間 に不
一

致が 生 ず る こ とが 示 され

た
3）．過排卵誘発下の卵丘細胞 ・放射冠細胞 の 解離

と卵核成熟 の 経時的変化 を詳細に検 討 した報告
2°）

に よ る と
， 卵核成熟は hCG 投与後 15・20・35時間

で それ ぞ れ卵核胞崩壊 ・第
一

減数分裂中期 ・第二

減数分裂中期 に 達す るが ， 卵丘細胞の 解離は経時

的 に進む もの の
一
律で な く，

hCG 投与後15時間か

ら20時間の 間に 急速 に進行 し，hCG 投与後 20時間

で ほ ぼ排卵時 （36時間後） と同程度 に達 し て し ま

う．したが っ て卵丘細胞の 解離の 程度か ら第
一

減

図 2　FSII 添 加 体 外成 熟培 養 に お ける放 射 冠 の 変 化．（A ） 採 卵 直 後，成 熟 度 T ．

　（B ） FSH 　7sOmlU／m1 添加成熟 培 養18時聞後 ， 放 射冠 の拡 散 が 認 め られ る．（C） 媒

　精後29時 間， 2細胞 期胚．こ の 症例 は 妊娠 し，正 常女 児 を 出産 し た．
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数分裂中期以降の stage を推定す る こ と は 困難 と

考え られ る． こ れ に 対 し ， 放射冠細胞 の解離 は排

卵 ま で ほ ぼ
一

律 に進行 し
， 放射冠細胞密度 の 低下

は直線的で あ っ た
2°｝

．そ の た め，卵核成熟の 推定 に

は ， 卵に よ り近接す る放射冠細胞の 解離の 程度の

ほ うが
，

よ り鋭敏 な 指標 と な る と考 え ら れ る，

　近 年 ， 卵丘細胞塊 を薄 く培養 皿 に付着 させ る こ

とに よ り， 卵を よ り高倍率で簡便に観察す る こ と

が考案 された （cumulus 　spreading 　technique）12）
．

本研究で は
，

こ の 方法に よ り卵お よ び放射冠 を詳

細に 観察 し ， 主 と して 放射冠細胞 の 解離の 程度 に

基 づ き ， 卵成熟度を評価した．そ の 結果 ， 受精 ・

胚発育率は 成熟度評価 と よ く相関し
， 成熟度が M

の とき最高で ， T ・1 と未熟度が増 すに つ れ 順次有

意に低下 し ， また過熟 0 に お い て も低下 した．ま

た ， 従来用 い て きた 主 と し て 卵丘細胞の解離の程

度に 基 づ く卵成熟度評価
ll）と比較 した と こ ろ ， 放

射冠 の観察 に よ り成熟 と判定され た とき の が ， 卵

丘細胞塊 の観察 に よ り成熟 と判定 され た と きよ り

も， 受精率 ・正 常胚発育率 と も有意 に 高 く， 放射

冠観察に よる卵成熟度評価の ほ うが 成熟卵の 選 別

能が 高い と示 唆さ れ た．第
一

極体 の 有無 も受精

率 ・ 胚発育率 と有意な関連を示 したが ， 極体が観

察で きな い と き に も約50％ の 受精率が 得 られ ，

false　negative が 多い こ とが 示唆 された．こ れ は ，

卵丘お よび放射冠 を薄 く延ば して それ越 しに観察

す るた め ， 本質的に み に く くか つ 極体の 見易い 位

置に卵 を転が す こ と もで きず ， そ の ため実際に は

極体が あ っ て も卵の 上下 に位置す る と見落 して 極

体 なしと判定 しやす い た め と考 えられ る．

　未熟卵の 受精 ・胚発育能は ， 本研究な らびに 他

の報告
4］’−7｝9）N12｝

で 示 された ご と く， 成熟卵 に 比 し

劣 っ て お り， 出産 に ま で 至 る の は さ ら に まれ で あ

る
s）12｝．そ こ で 追加体外成熟が必要 とされ るが，卵

卵 丘細胞塊培養法 に よ る体 内成熟 に 相当す る程度

の 体外成熟 は ，
マ ウ ス以 外の 哺乳類で は成功 し て

い な い
2 ’1．こ れ は ， 核成熟 は体外で 比較的容易に 達

成で き る が ，細胞質成熟 お よ び膜成熟 は体外で は

か な り不 充分 と な る た め で あ る
14）
．培養液 に

gonadotropin や steroid を添加 す る こ と に よ り ，

細胞質成熟お よび膜成熟 が改善 し ， よ り生理 的な

卵成熟 とな る こ とが ， ラ ッ ト ・マ ウ ス ・ヒ トな ど

で 報告 されて い る
21），Prins　et　al．は，ヒ ト未熟卵

を hMG 　75mIU ／ml 添加培養液 で 24〜48時聞成熟

培 養 し，第
一

極体放出率 お よび受精率の 上昇 を得

た
22｝．本研 究 に お い て も， 未熟卵 （1お よび第一

極

体 の 放出され て い な い T ）の FSH 添加体外成熟

培養 に よ り，受精率お よ び正常胚 発育率が有意 に

上 昇 した．本研究 で hMG で な く FSH を添加 し

た の は ，
マ ウ ス 卵体外成熟で FSH と LH を同時

に 添加す る と FSH 単独添加 に 比 し体外 成熟 が

劣 っ た た め で ある
11）．FSH の 添加 濃度 に 関 し て

は ，
マ ウ ス の 研究で は FSH 濃度 が生理的 レ ベ ル

を超 え て も有効性の 低下 は認 め られ ず
23）

， また ヒ

トで は Prins　 et 　 al．が hMG を75mIU ／ml 添加 し

て有効 と報告 し て い るた め
22｝，本研究で は暫定 的

にそ の 10倍量 の 750mlU／m1 を添加す る こ と に し

た．FSH の 至適添加濃度 に 関 し て は
， 今後検討を

要 す る課題 と考え る．epidermal 　 growth 　 factor

お よび insulin−like　growth 　factor　Iの 添加培養は

ヒ ト卵 の 核成熟 を促進 し
24 ）

， paracrine　control で

重要な こ う した growth 　factorの 添加 も，生理的

体外成熟 に役立 つ 可 能性が あ る と考え る．

　 ヒ ト卵が体外培養 で卵核胞期か ら第二 減数分裂

中期 に達す る に は ， お お よ そ 34時間要す る と
一

般

に考え られ て い るが
14）

， 24時間で 約40％の 卵が第

二 減数分裂 中期 に 達 した との 報 告 も最近 な され

た
25）．採卵は通常昼 間に施行され る の で ， 体外成熟

後の媒精が夜 間 とな らない ように ， また妊娠 に貢

献 する可能性 が 1よ り T の 未熟卵の ほ うで よ り

高 い と の 考 え か ら， 未熟卵 の FSH 添加体外成熟

実験で は追加成熟培養時間を 18〜24時問に 設定 し

た．IIill　et 　al．4 ＞
は ， 未熟卵 ・中等度成熟卵に対 し，

それ ぞれ 24〜30時間 ・6 〜24時間 の培 養を行 い ，

0％ ・59％の 受精率 を得た．また ， 2〜 3 時間ご

と に第
…

極体 の 有無 を観察 し，第
一

極体放出の確

認後 1 〜 3 時間 に 媒 精 す る と い う卵 個別 の ス ケ

ジ ュ
ー

ル も報告され て い る
7）12 ）．こ れ に よ る と ， 卵

核胞期卵 の 49％が ， そ し て 卵核胞 も第
一

極体 も認

め られ な い 時期の卵の 82％が受精に 至 っ た
12）．卵

成熟度 に 応 じ た 至適 な成熟培養時 間は ， 今後さ ら

に 検討 を要す る と考え る．
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