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概要　我々 は，重症男性不妊 の 治療 として ，卵細胞質内精子注．入法（illtracytopiasmic　sperm 　injection，
ICSI＞を 臨床応用 し，技術改良を行うこ とに よ り臨床成績 の 改善を得た．そ こ で 本研究 で は，重症男性不妊

の 精子 と凍結ハ ム ス ター卵 で ICSIを行 い
， 臨床成績改善の 要因を基礎検討 した．　ICSIに お ける 運動精子濃

度を高濃度群 ：100× IO4〜400 × 10”Anl，低濃度群 ：10 × 1ぴ〜2  × 10ソml と し， 受精率 を比較 し た．　 ICSI

施行卵 あた りの 受精率 は 高精予濃度群 で 27％，低精子濃度群 で 67％ と，低精 予濃度群で 有意 に高か っ た．

次に，精 チ懸濁液の 運動精チ濃度 を 100x104 −− 400× 10ソml と し，2 〜3 時間の 培養後，2等分 し て 遠沈に

よ り上清を除去し ，

．．．．一
方は ， 分離 した ヒ清に て精子 pe 】letを再懸濁して 精子培養液群 ， 他方は新しい 培養

液で 懸濁 して 新 しい 培養液群 とし， ICSIを施行 した。精子培養液群 で 33％ ， 新 しい 培養液群 で 63％ と， 培

養液を交換 するこ とによ り，受精 率は有意 に L昇 した．精子懸濁液巾 の エ ン ドトキ シ ン 濃度は， 低精子濃

度群に 比 し て高精．
∫濃 度群で有意に高か っ た．一方 ， 精子懸濁液中の運動精．了

・
あた りの 活性酸素濃度は ，

高精子濃症群 と低精チ濃度群 で有意差を認めなか っ た．以 トの 結果より， ICSI　9）精子懸濁液の 精子濃度が

高 い と懸濁液中に 受精抑制因子が蓄積 し，
こ れが IGSIで 精子 とともに有害量注入 され受精率が低下す る

と考えられ た．また ，
こ の 受精抑制因予 の

一
つ はエ ン ド トキ シ ン で あ る こ と が示唆された。

Abstract　 C）bject．ive ：Our 　pl皿Pose 　is　t〔， 〜Lna 止yze　f包ctors 　c （，Il重fibuting 　to　ilnplて，vement 　in　the 　clinical   Ut −

come 　iII　the　previous 　study 　ofintracytoplasrnic 　sperm 　injection　（ICSI）．

　Methods ；Human 　spenn 　from　severe 　nlale 　in艶rtility　patients　was 両 ected 　into　ha皿 ster　oocytes ，

　 Results ：The 　rate 　of 　f白rti旦ization　by　ICSI　in　inamster　oocytes 　was 　lower　in　the 　group　usirlg 　a 　high　concen −

tration 　of 　speTTri 　in　the　speim 　droplet　than　in　the　group　using 　a　low 　concentration 　of 　spemi ．　The 　deteriora−

tion　in　the　vate 　of 　feri：且ization　was 　i皿 proved　by　changing 　thc　medium 　in　the　sperm 　suspension ．　The　levcls

of 　endotoxill 　in　sperm 　susl）ellsioll　were 　sゆ ificantly　higher　with 　a 　high　concentl ’
ation 　of 　spe   than　with 　a

lOW 　COnCCntr ｛耽iOn．

　 Conclusbns ；The 　high　concentration 　 of 　spelm 　may 　induce しhe　accumulation 　of 　some 　fertilization−

inhibitlng　substanceg ．　in　the　rnedium ．　Probably
，
　in　ICSI　with 　a 　htgh　concentration 　of 　sperm

，
血 e　fert，ilization−

inhibitillg　subst 呂皿 ce5 　are 　iqjected　into　the   ocyte 　and 　they　nlay 　decrease　the　rate　of　fertilization，　Endotoxin
may 　be　one 　of 〔．hese　fertilizatio【1−illhibitillg　substallces ，

Key　words ：Intracyt。plasmic　sperm 　injection・Se、
・ere 　male 加 fertility・Spe  concentration
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　　　　　　　　　緒　　言

　重症男性不妊で は ， 受精 に至る過程で 作用す る

精子機能に さま ざまな障害が あ り， 受精能が低下

して い る ．産婦人科領域で は こ の 精 子の 受精機能

障害を代償す るた め に顕微授精が試み られた．顕

微授精の 中で ， 卵細胞質内精子注入法
D
（intracyto−

plasmic　sperm 　injection，　ICSI）は ， 1 個 の 精 fをマ

イク ロ ピ ペ ッ トを用 い て卵細胞質 に注入す る方法

で ある．

　我 々 は ， 別報研究
21
にお い て ， 重症男性不妊の 治

療 として 開卵腔内精子注入法 （snbzonal 　sperm 　in−

jection，　SUZI）および lcSIを臨床応用 し， 諸種の 技

術改良を検 討 した．その 結 果，技術改良を行 っ た

ICSIに お い て ， 著 しい 妊 娠率の 改善に成功 した．

そ こ で 本研究で は，
こ の 成績改善 の 要因を解析す

るた め に
， 重症男性不妊の 精 ∫・とハ ム ス ター卵 を

用 い て ICSI を施行 し ， 基礎的検討を行 っ た．

　　　　　　　　　方　 　法

　研究 に用 い た精子 は重症 男性不妊症例 よ り同意

を得 て 採取 した もの とした．重症男性不妊症例 は ，

精液検査 に て ， 精 液精子濃度が 800 × 10『／ml 以
一
ド，

又 は運動率が20％未満 ， および そ の 両方を満たす

もの とした．精 ∫処 理 は ， swim −up 法 2 時間で 運動

精子 を回収 した後，遠沈 して運動精子懸濁液の 培

養液を交換 し，以 下 に述 べ る比 較群の 運 動精子

droplet（3 μ1）を作成 し ，
　mineral 　oil（M −5914，

　lrVine，

USA ）で カ バ ー
し て ICSI に供 した，なお PVP は

用 い なか っ た．比較群 は ， a）精子懸濁液の 運動精

子濃度を，高濃度群 ：100× 10毛〜400x104 ／ml ， 低

濃度群 ：10× IO”一一20 × 10L／ml と し，2 〜 3 時間の

培養後 に IGSI用 に dropletを作成 し ICSI に供 し

た．b）精 ∫
L
懸濁液 の 運 動精子濃 度 を 100 × 10

’i−−

400x10 ソm1 と し，2 〜 3 時間の培養後，2 等分 し

て遠沈に よ り ヒ清を除去し，
．一．一
方は，分離 した上

清 にて精 子pellet を再懸濁して精 r・培養液猟 他

方 は新 しい 培養液で 懸濁 し て新 し い 培養液群 と し

た．両群 と も運動精子 濃度は，10× IO4〜20 × IO4

／ml とし ， た だちに IGSI に供 した，　 swim −up 後の

培養液 は
，
31ng／Illl　Bo 勇 ne 　albumin （A −4503 ，

　Sigma，

U ．SA ）添加 modified −HTF を 用 い ，培 養i条件 は，

37，0℃ ， in・air とした．

　凍結 ハ ム ス タ
ー
卵（日本農産工業社製）は，室 温

に て 解凍 後，37℃下 で ， 3mg／ml 　Bo 、dne　albumin

添加 HTF に て 3 回洗浄 し， 凍 害保 護剤 を除去 し

た，解凍後40分以 内で か つ 第
一
極体 を認め る 卵の

み を ICSIに供 した，　 ICSI は ， 既 報
2｝
の技術改良後

ICSI に て 行 っ た．

　ICSI後の ハ ム ス ター卵 は ， ただ ちに ， 3mg／ml

Bovine　albulnin 添加 HTF に移動 し
，

37．0℃
，
5％

CO 、　in　air で ， 8〜10時 間の 培養後 ， 前核形成 を認

め る もの を受精 とし， a ），
　 b）の 各群 間で 受精率を

比較 した．

　運動精子懸濁液の 精子濃度が ， 培養液に及 ぼす

影響の 原因 を検討する ため ， 高濃度群 と低濃度群

の エ ン ドトキ シ ン濃 度 と活性 酸素濃度 を測定 し

た，

　エ ン ド トキ シ ン の 測定には ，
エ ン ド トキ シ ン 特

異 的 テ ス ド
冫

（chromogellic 　endotoxin −specific 　te−

st，　 EST ，エ ン ドス ペ シ ー法 ：生化 学工 業 ， 東京）

を用 い た．検体は，高濃度群 お よび低濃度群の 運

動精 子懸濁液を遠沈に よ り精子を除去 した上 清の

培養液 と した．EST は ，
カ ブ トガ ニ G 因子系に発

色 合成基 質（Boc −Leu−G且y−Arg−pNA ）を加 え主 剤 と

する．こ れ に エ ン ド トキ シ ン が作用する と 0 系因

子が活性化 され ， 発色合成基質を水解 し， そ の 結

果遊離 され た パ ラニ トロ ァ ニ リ ンを ジア ゾ カ ッ プ

リ ン グ し，生成 した ア ゾ色素を比 色定量す る．EST

試薬は ， 測定時 に 0．2mol／m1 　Tris．HCI 緩衝 液に 溶

解 し ， そ の0．lml に検体O．lml を加 え ， 30分反応 さ

せ た後 ， 0．04％亜硝酸ナ トリウ ム
， O．3％ ス ル フ ァ

ミ ン酸ナ トリ ウ ム，0．07％ N −1一ナ フ チ ル エ チ レ ン

ジ ア ミ ン ニ 塩酸塩 を 各0．5ml 順次加えて ジ ア ゾ化

し ，
545nm に て 比色定量 した．

　活性酸素の 測定 に は luminol 依存性 chemilumi −

nessence 法を用 い た
4〕
．検体は ，高濃度群 と低濃

度群の 運動精子懸濁液を川い た．luminolは，0 、

一

又 は H ，0 ，の 存在下 で酸化され励起状態 とな り， そ

れが 基底状態に遷移する過程 で 発光 する ．検体 は，

高濃度群 と低濃度群の 運動精子懸濁 液を用 い た g

検体250μ正と コ ン トロ ール の 3mg ／ml 　Bovine　aユbu−

nlhl 添加 modified −HTF 　250μ1 に
，
　4mM 　Luminol を

5μ玉加え撹拌後，Luminescense 　reader に よ り発光

N 工工
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強度（luminescent　intensity）を測 定 した ．

　結果は，t 検定 ， ）f．
L’
検定を適宜川 い て 分析 し，　 p

＜ 0．05を も っ て 有意 とした．

　　　　　　　　 結　　果

　対象 とな っ た重症 男性不妊30例 の 精液所 見の 平

均は，単： ：3．1± L3tnl，数 ：：367± 209 × ／0ソml ，運

動率 ：28．6± 16，7％ で あ っ た．Fig．1に運 動精子濃

度が ， 受精率に及ぼす影響と精子培 養後の 培養液

が受精率に 及ぼす影響 を示す．ICSI 施行卵 あた り

の 受精率は 高精 ∫濃 度群で 27％ ， 低精 f’濃度群で

67％ と ， 低精子濃度群 で有意に高か っ た． また ，

精子培 養液群で 33％，新 しい 培養液群で 63％と，

培養液を交換す る こ とに よ り，受精率は有意に上

昇 した．

　精子懸濁液巾の エ ン ド トキシ ン濃度 は ， 低精子

濃 度群 に 比 して 高精子 濃度群 で 有 意に 高か っ た

（Fig．2）． 一
方，精 子懸濁液中 の 運 動精子あ た りの

活性酸素濃度は ， 高精子濃度群 と低精子濃度群で

有意差 を認めなか っ た （Fig。3）。

　　　　　　　　 考　　察

　本研究 にお い て ， 精子懸濁液 の 精子濃度が 高い

と ICSI の 受精率が低下 し ，
こ の 受精率の 低下 は ，

懸濁液の 培養液を新 し い 培養液 に 交換す る こ と に

よ り回復 した，また，通常体外受精にお い て ，媒

精時の 卵 と精 f’の 共培養時間が 長い と胚発育率が

低 ドし ，
こ れ は媒精時間の 短縮 で改善す る と の 報

告が あ る
51
．し た が っ て

， ＊li−r一処理 後 の 運 動精 f’か

ら卵の 受精発育 を阻害す る何 らか の 物質が 産生 さ

れ ， 長時間培 養す る こ とに よ り卵 に影響 を及 ぼ し

て い る U」
．
能性が考えられ る．

　ICSI では，精子 を卵細胞 質に注入す る際に，極

め て 少 騒：で ある が培 養液 も卵細 胞 質に 注 入 され

る．そ こ で ， 高精子濃度で 運動精子を培養す る こ

とに よ り精丁懸濁液中に何らか の 受精抑制因 ∫ガ

蓄積 し，
こ の 物質が ICS〔の 際に 精 子と ともに卵 に

有害量 注入 され ， 受精率が低 ドした と考え られ る．

そ こ で ， 精子懸濁液中 の エ ン ド トキ シ ン 濃 度を測

定 した と こ ろ，受精率の 低 い 高濃 度群で 有 意に高

く，エ ン ド トキ シ ン が受精抑制因子 の
一

つ で あ る

こ とが 示唆され た．
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1ntensrty／107
viable 　sperm1

，300

1，200

1，100

1，000

900

medium 　with 　sperm

0 』 ：

intensity／

　 250 μ 1

　 　 300

1−4　 　　 　 　0．1 −0．2
」 ＿＿＿＿＿＿＿＿＿」 （a ）

m ［IliQn　sperm ／mI

200

100

medium 　alone

0　一昌≡E 一 己區』一一一
　 　 1−4　 　 　 　 　 　 　 0．1 −0．2
　 　」 ＿＿＿＿＿＿＿一 （b｝
　 　 million　sperm 〆ml

F正g．3　Effect　of 　sperm 　concentratien 　ill　spe 【
’
m 　dr〔⊃plet　on 　I．he　leve正oh

幽
encLiv 〔｝ （，xygell

　 speCles ・

　 IVF にお い て ，培養液中の エ ン ド トキ シ ン濃度

が 高い と受精 率 ， 胚分割率が 低 Fす る こ とが 知 ら

れ て い る
a’）
．また，IcSI に用 い た洗浄後 の 精 ∫懸

濁液中の エ ン ドトキ シ ン濃 度と IGSIの 受精率，卵

割率 と の 関係 をみ る とエ ン ド トキ シ ン濃度が 高い

場合， 有意に受精率， 卵割率が低値で あ っ た と の

報 告がある
／／）
．エ ン ド トキシ ン は ， 大腸 菌な どの グ

ラ ム 陰性細 菌の 細胞外膜の 主成分で あ る リボ 多糖

類 であ る
S〕
．採精 お よび精 ∫処理 は滅 菌容器 を用

い て行 うが ， 川 乎法に よ り採取する射精精液は ど

うして も細菌汚染 しやす い ．男性不妊に おい て は ，

精巣，精巣 1：体，前 LZ 腺 などの 慢性感染症が随伴

し て い る こ と も多 い ため ， さ ら に精液 に細 菌が混

入 しやす くなる．こ うした細菌 は ， 精子処理 に よ

る洗浄に よ っ て も完全 に は除去 されず，運動精子

懸濁液に 遺残 し，IcSI 前の 培養の 問に エ ン ドトキ

シ ン の 産生源とな っ た 可能性が 考え られ る ．

　男性不妊で は，精液中に活性酸 素を よ り多 く産

生す る 未熟精 チや fl　］llL球が 多 く存在す る
SI
．活性

酸素は，精子細胞膜 の 不飽和脂肪酸 を過酸化 して，

精子細 胞膜構 造 を 変化 さぜ
1／
，受精能 を低下 させ

る
L°〕：’

．また活性 酸素 を代 謝す る superoxide 　dis−

mutase を培養液 に 添加す る と，胚発育が改桙する

との 報 告が あ り
t’〕

， 活性酸素は卵に 対 して も有害

と考え られ る．そこ で ， 本研究で の 受精抑制因子

が活性酸素で ある 口∫能性 を考 え，運動精子懸濁液

中の 活性酸素濃 度を測定 した．活性酸素濃度は ，

高精 子濃度群 と低精 ∫濃 F叟群 で 有意差を認めず ，

本研究 の 受精抑 制因 」
’・
は活

’凶三酸素で は な い と示唆

された．運動精子が放 出す る代謝産物 は数多 く考

え られ，エ ン ドトキ シ ン
， 活性酸素 以外の 物質 に

関 して も， 今後 さ らに 検討する 必 要があ る と考 え

る，
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