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概要　精子 の 凍結保存 は 既 に 臨床応 用 され て い る が
， 融解後の 受精機能に 関 し て は 充分な評価が成さ れ

て い ない ．今回 ， 凍結融解前後の 精子機能を 受精現象 と結び付け て評価 し ， 凍結保存に よ る受精能を検

討 した ，

　対象 は，正 常 及 び 不 妊 症患者 の 計214例 と し，採取 さ れ た 精液 は
一一一

般精液検査後，1） Bovine　cervical

Mucus 　Penetration　test （BMP 　test），2） Hamster 　test （ZSPT ），3）Triple　stain 法 （AR 　test），4）

Hypoosmotic 　Swelling　test （HOS 　test），5）精子 自動解析装置，に て 精子機能を 評価し た，凍結保存

は，KS −II液を使用し，　 Program 　freezerに よ り凍結後，液体窒素中に保存 した ．すべ て の 精液は融解後

蘇生率を算出 し ， 凍結前 と 同様に精子機能 を評価した ．な お ， 対象は精子濃度 に よ り，A ，20× 106／ml 来

満 ， B．20〜40× leG／ml ，
　 C．40× 106／ml 以上 の 3 群 に 分類 した ．

　D 融解後 の 平均蘇生 率は
，
A

，
　 B 群 が C 群 よ り低 い 傾向を 認 め た ．2）融解後の BMP 　test検査に お

け る最高到達距離は ，A 群に お い て有意に低下 して い た．3）Hamster 　testに よ る侵入 率で は ，　 B ，　 C 群

は凍結前後 に 差 は な か つ た ．し か し，融解後の A 群 は ，有意 に 低 い 結果 を得た ．4）HOS 　test で は，凍

結 前後 の 各 群 で G −type 膨化 率，総膨化率 に 有意 な 差 は 認 め られ な か つ た．5） Triple　stain 法 で は ，凍

結後の Acrosoma 　Reaction（AR ）率 は や や 高 い 傾 向を示す が
， 凍結前後 に有意な差 は な か つ た ．6）精

子自動解析装置 で は，LHD 以外の パ ラ メ
・一

タ
ー

は 凍結後低 下 して い たが，受精能は保持 さ れ て い る こ と

が推測 され た．

　以上 の 結果よ り，A 群 で は 凍結に よ り機能面で の脆弱性が増し，受精能が低下する こ と が判明 し た ．
した が つ て乏精子症で は，凍結融解の臨床応用 が困難で ある こ と が示唆さ れ た．正 常者で は，凍結融解

に よ り臨床応用が充分可能で ある こ とが 本研究 に よ り明 らか と な つ た．

SynopSiS　AIthough　frozen　semen 　is　now 　being　used 　clinically，　the　fertilizing　function　of 　thawed 　semen 　has

not 　yet　been　evaluated 　adequately ．　 The　changes 　in　frozen　spe   functions　were 　evaluated 　and 　the　changes

in　regard 　to　the 　fertilization　phenomenon 　were 　also 　investigated，　 The 　collected 　semen 　was 　evaluated 　by

the　following　functlon　tests，1）　Bovine 　cervical 　Mucus 　Penetration　test（BMP 　test），　2）Zona −free　hamster　egg
Sperm　Penetration　Test （ZSPT ），3）Hypoosmotic　Swelling　test（HOS 　test），4）Triple　stain 　technique （AR
test｝，5｝Semen　Auto　Analyzer．　 The　freez三ng 　medium 　was 　KS ・II　solution 　with 　a　program 　freezer（CRYO −

10）．The 　results 　were 　as 　follows ： ユ）In　the　BMP 　test，　the 　frozen　normosperrnic 　group　maintainecl 　fertiliz・

ing　capacity ．2）There　was 　no 　significant 　difference　between　fresh　and 　frozen　semen 　in　the　penetration　rate

of 　ZSPT 　except 　in　the 　oligospermic 　group ，3＞In　the　HOS 　test，　there　was 　no 　difference　between 　fresh　and

frozen　specimens 　in　the　 number 　 of　swollen 　 sperms 　 whith 　 endured 　 freezing　and 　 maintained 　the　sperm

membrane 　integrity．4）There　was 　a　tendency　to　compare 　to　that　of　fresh　semen 　the　increase　in　AR 　in　fozen
sernen

，
　but　it　was 　not 　significant ．5）There　 were 　low　 values 　after 　thawing 　except 　for　LHD

，
　but　there　 still

remained 　fertilizability　after 　freezing、　 In　conclusion
，
　there 　was 　no 　reduction 　in　fertilizing　capacity 　fol1Qw−

ing　freezing　through　out 　the 　sperm 　function　tests．

Key　words ：　Semen 　cryopreservation ・Fertilizability

　　　　　　　　　 緒　　言

　従来 よ り
， 精液検査項 目 と し て精子濃度 ・ 運動

率 。奇形率等が測定 され ， 男性 不 妊症 の 重要 な評

価方法 として 位置づ け られ て い る．しか し ，
こ れ

らの 検査方法だ けで は 受精機能 の 評価 と し て は充

分 で は な く，
か つ 直接妊孕能 を反映 して い る とは
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い い 難 い ．最近，受精 能をよ り正確に 評価す るた

め
， 種 々 の 検査法が 開発 され て い る．

一
方， 精 予

の 凍結保存方法 は ほ ぼ確立 され っ つ あ り
，
AIH ・

AID ・IVF ’）B）
， な どで ，そ の 簡便 さ に よ り広 く臨床

応用 されて い る．し か し凍 結保存精液を用 い た

AIH で の 妊娠率は ，新 鮮な精液 の 妊娠率と比 較す

る と低下 し て い る
2〕3）

．凍結融解 に よ り精子受精機

能の低下が そ の 原因 と推測 され る が ，充分に は 解

明 され て い な い ．今 回 の 研究に お い て は ， 凍結融

解後の 精子機能 を受精現象 と結び 付け て 評価 し
，

凍結保存に よ る受精能変化 の 検討 を 目的 と した．

　更 に
， 臨床的に 治療が 困難で ある乏精子症患者

の精子の 凍結保存の 可能性 に つ い て検討 し ， 乏精

子症で の 妊娠率低下を来す要因を も考察し た ．受

精現象を精子側か ら判断す る と，頚管粘液 ， 子宮

腔内及 び卵管内を上行 する 運動精子 が Capadta −

tionを経て Acrosome　Reaction （AR ）と と もに

透 明帯を通過 して 卵実質 内に 侵入 し，受精に 至 る．

そ の 受精機能を判断する うえ で
一
ド記の よ うな 5種

類の 検索が必要に な る．よ つ て 受精機能 の 評価 と

して ， 以下 の 方法を用 い た ．1） ウ シ 頚管粘液 を用

い た 精子運動能試験 （Bovine　 cervical 　 Mucus

Penetration　test， 以下 BMP 　test）：精子の 運動

機能を頚管粘液 に て 判定，2） ハ ム ス タ ーに よ る精

子受精能試験 （Zona−free　 hamster　 egg 　 Sperm

Penetration　Test，以 下 ZSPT ）：Capacitation

と AR を 起 こ し た 精 子 の 受 精 能 を 判 定 ， 3）

Hypoosmotic 　Swelling　test （以下 HOS 　test）：

精子の 受精機能を尾部 の 膜構造 に よ つ て 判定，4）

Triple　stain 法 に よる Acrosome 　Reactionの 検

索 （以下 AR 　test），
5）精子 自動解析に よ る パ ラ

メ ータ ーの 評価 （Semen 　Auto 　Analyzer ）．

　　　　　　　　　研究方法

　研究対象 は，正常及 び不 妊症 の 患者 214例 と し

た ．精液採取は 用手的に 行い
， 37℃30分， 液化静

置後，半量 は
一般精液検査を施行 し，受精機能検

査後 ， 残量 は 凍結保存用 と し た ．凍結前の 精子濃

度 に よ り，A ，20× 106／ml 未満 ，
　B．20− 40 × 106／

m1 ，
　 C．40 × 106／m1 以上 の 3 群 に 分類 し，各群で

の 凍結融解後 の精子機能 を検討 した。

　 1．精子 の 凍結方法

　精子 の 凍結保存方法 は
， 基礎実験 に よ り得 られ

た最 良の 凍結保存液及び凍結速度を採用 した ．す

なわ ち保存液に は KS −II液を 使用 し ， 凍結方法は

Program　freezer に て 段階的に 行 つ た ．採取 され

た精液は
，
KS −II液 と 1 ： 1 に滴下混合の 後，ス ト

ロ
ー管 に封入 し た ．凍結 は Program 　freezerを用

い
， 凍結速度は 室温 〜− 5℃ ←−0，5℃ ／min ），

10

分間 hold− 5 ℃〜− 80℃ ← 10℃／min ）， 5 分間

hold に て 段階的に 行 つ た 後，液体窒素中 に保存 し

た ．検体は 2 〜 8 週間凍結保存 し ， 融解は 37℃ の

微温湯に よ り急速融解させ
， 受精機能試験を施行

した ．

　 2．BMP 　test

　BMP 　testは
，
　 Alexander2＞の 方 法 に 準 じて 行

い
， 新鮮あ る い は 融解後の 検体に つ い て 本試験 を

施行 した （図 1）．カ ッ プ内に 0，2ml の液化精液を

注入 し，あ ら か じめ 室温に て 解凍 し て お い た ウ シ

頚 管粘液充墳ず み の ガ ラ ス 毛細管 2 本を カ ッ プ 内

に 立て ，室温に 放置 した ．30， 60， 90分後に ガ ラ

ス 管 を ス ケ
ー

ル の 入 つ た ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 置

ぎ，
100倍ある い は 200倍 に て 鏡検 し，最高到達距

離を測定 し た ．凍結保存 し た粘液は急速融解 した

後，無処理 の ま ま カ ッ プ に 0．2m1 注 入 し
， 新鮮精液

と同様 な方法を用 い ，測定 を行つ た．

　 3．Hamster　test （ZSPT ）

）1

｝2

）3

　 　 fiat　capillary 　tube

〔 ＝ ＝＝ ＝ ＝ ＝ エ ＝ ⊃
thaWlng　at

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 room 　 temperature

　 　 　 　 　 　 snap

＼ 1
〃

　 　 　 　 　 　 90min．
　 　 　 　 　 　 at 厂oem 　 temperature

　 　 　 　 　 　 O．2ml　 of　ser冂 en
4＞

　 Penetrakvalue 〔mm 〕
　 　 ト

　
　　　　　

−−
づ

宍
　　　　　　　　　　騰

図 1　 BMP 　testの 概 要
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　↓
wash ‘”g　3　times
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　1
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〔liqUefaction1

吉　 田

Swm 叩 method
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　 　 　 　 MiCrOscopic　exam ，

図 2　 且 amster 　test の 概要

5〜10x106 ／ml ［

　 1）卵の 採取

　図 2 は ，Hamster　testi6）の 概要を示 した もの で

ある．卵 の 採取は ， 6 週以降の 成熟 Golden　ham −

ster に ，　 PMS 　301U，
　 hCG 　 301U投与 に て 過排卵

処 理 を 施 し ， 卵管よ り採取 した．0．1％ Hyalur ・

onidase に て 卵丘細胞を取 り除 き，0．1％Trypsin

に て 透明帯を除去 し，あ らか じめ 精子数を調整 し

て お い た精子 の ド ロ
ヅ プ内 に ，

20〜30個 の 卵 を移

し媒精 した．

　 2）精子 の 処理

　採取 された 精液は Swim 　up を 30〜60分間施 行

1235

し ，
2 回洗浄後 5〜10× 106／ml とな る よ うに 調整

し た ．凍結保存精液は 急速融解 した 後 ，
mBWW の

培養液を加 え ， 遠心操作に て 凍結保存液を洗浄 し，

更 に60分間 の Swim　up を施行 した後， 2 回 洗浄

後に 精子数 を調整 し た ．

　3）媒精及び判定

　精子は 3 〜 4 時聞の 前培養の 後，媒精に 供 した．

培養条件は
， 37℃下 の 5％CO2　in　air 下で 4 〜 6

時間 と した．精子侵入 の 判定は
， 卵細胞内 の 精子

頭部の 膨化所見及 び雄性前核の 確認 に よ つ て 行 つ

た ．更 に 媒精 に 用 い た卵全体 と ， 侵入 した卵 との

比に よ つ て 侵入率 を算定 し た ．

　4．Hypoosmotic　Swelling　test （HOS 　test）

　 HOS 　testは ，
　 Jeyendran　et　 al．6｝

の 方法に 準じ

た．本試験 で は fructose液 と ク エ ン 酸ナ トリウ ム

液 を 1 ： 1 に 混 合 さ せ た 低 浸 透 圧 溶 液 （150

mOsm ）を用 い た． こ の 低浸透 圧溶液1ml と精液

0．1ml とを混合 させ
， 37℃ ・5％CO2　in　air 下 で ，

30〜60分間培養を行 つ た 後，400倍に て 鏡検 し た ．

低浸透圧溶液 の 作用で 変化を来した精子尾部 に よ

り a 〜gtype に 分類 し た
6）（図 3）．最低 100以上 の

精子を 数え，G −type膨化率及 び総膨化率の 割合を

算出 し た ．凍結精液 も融 解後 ， 上述 の 方法 に て 膨

化率を算出 し た ．

　5．Triple　stain 法 に よ る AR の観察

　新鮮及び 凍結精液の AR は
，
　 Ta1bot 　et　 al．i3）が

報告 し た Triple　stain 法を用 い て 行 つ た ．

　 1）第 1段 階の 染色

　新鮮精液及 び凍結保存精液は
， 洗浄処理 後37℃

Semen

　 　 　 Hypoesmetc 　 selution

　 　 　 　 （T50mOsm 　Medium ）1ml
O ．1ml　　　　 Sodium　 cltrate 　2H30

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　7．35g！l

　 　 　 　 fructose 　　　　13．51　g！1

37℃，30〜60min卩i【 cubatio 冂

　　　1
classify 　a 〜g　type

Calcロlate　Swollen　 sperm ％

HOS 　testの 概 要

図　 3

〔a ｝　〔b）　〔c ）　 ld｝　 〔e 〕　lf）　〔g ）

1照 1＆
a ：【o 己ha   e

b叩9 ：variOus 　 types 　 of 　 tail　 cha   es

　 　 　 　 （Jeyendran 　et 　 al．　19S4［

膨 化 精子 の 分類
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表 1　凍結前後の 運動率の 比較

凍　 結　 前 凍　 結　 後

（×105／ml ）
　 Courlt
（× 106／mDMoti

監ity
　（％）

　 Count
（Xl  

6
／m1 ）

Motility
　（％）

蘇 生 率
　Rate n

〔A ）
O− 2G ユ廴6± 5．7041 ．9± 14．311 ．2± 9．921 ．7士 21 ．546 ．6± 45 ．346

（B ）
20− 4035

，3± 34．748 ．6士 14．514 ．7± 19，427 ，8± 24，551 ，1± 43，452

〔C ）
40〜 87．6± 37、561 ．2±17．239 ．4± 30 ．G40 ．9± 21．763 ．5± 29．4116

Tota正 68．2± 45，756 ，5± 18．工 30．5±28，635 ．4± 23，259 ．3± 354214

で 15分間 2％trypan 　blue染色液で 染色 した．余剰

の trypan　blue液を洗 浄後 ， 3 ％glutaraldehyde

で 固定 し ， 蒸留水 で 水 洗 し 自然乾燥 させ た ．

　 2）第 2 段階 の 染色

　O．4％ Bismark　brown　Y （pH 　1．8）液で 40℃ 5

分間染色後 ， 蒸留水に て洗浄後乾燥させた ．

　3）第 3段階 の 染色

　続 い て O．8％ Rose 　Benga1 （pH 　5．3）液 で 25℃ 20

分間染色を行い ， 水 洗後乾燥 させ た．検体を 1，000

倍に て 鏡検し
，
100〜400の 精子 を観察 し，AR 率 を

求め た．

　6．精子 自動解析装置 に よ る凍結前後の 比較

　凍結前及 び凍結融解後 の 精液 178例 に 対 し
， 精子

自動解析装置 （Computerized　Semen 　Auto　Anal・

yzer　HTM −2030）に て 精子濃度 ， 運動率を 算出 し，

更に 現在受精機能と関係 して い る と推測 されて い

る以下 の 5項 目 に つ い て
， 凍結前後で 比較検討 し

た．：1）mean 　velocity （mic ／sec ），2）mean

LHD （Lateral　 Head 　 Displacement ，　 mic ）， 3）

mean 　lineality（％），4） progressive　 motility

（％），5） mean 　frequency（Hz ）

　　　　　　　　　 研究成績

　1．凍結後の 精子蘇生率

　表 1 に 凍結前 ， 融解後 の A ， B ，
　C 各群 で の 精子

濃度 ， 運動率 ， 及 び蘇生率を示 し た ．A
，
　 B 群 の 乏

精子症で は
， 融解後 の 蘇生率が低 い 傾 向を認め た ．

　 2．凍結前後の BMP 　testの 比較

　凍結前 の BMP 　 testの 平 均 値 は 41．1± 17．2mm

で あ り，凍結後で は 14．0± 11．2mm で あつ た．凍

結後の BMP 　test で は
，

い ずれ の 群 に お い て も有

意 に 低下 し て い た．よ つ て 凍結後の BMP 　test の

表 2　 BMP 　test　90分値 の 凍結前後 の 比 較

（× 106／mD
凍 結 前 凍 結 後

〔＋ KS ・II）
凍 結 後
（洗　浄）

（A ）

0 〜2024 ．0± 16．83 ．0± 5．2喉 10．0± 6．4

〔B ）
20〜4033

．5± 1823 ．0± 1，8寧 12，2± 10．4

（C ）
4〔1一 47．0± 13、417 ．5± 10．6齢 26、4± 10．6

TotaI41
　　 1土 17．26

＝ 82）
14．0± 11　　　　　　 2
（n ＝37y19

．5± 12．3
（n ＝42）

mean ± SD （
＊

：p く 0．Ol）

表 3　 Hamster　testに よ る侵入 率 の 凍結前後 の 比較

（x1  
6 ／ml ） 凍 結 前 凍 結 後

（A ）
0 − 205 ，33± 8．110 ．56± 1，67＊

〔B ）
20− 408

．06± 8 ．537 ．14± 9．16

（C ）
40 〜 41．5± 39，236 ．5± 35．6

「
rDtaI36 ．5± 38．321 ，7± 25 ．2

（＊ ：P く 〔レ，Ol）

低下に凍結保存液が影響 を及ぼすか 否 か を検討す

るた め ，凍結融解後 に保存液 を洗浄か つ Swim 　up

を行い ，再度 BMP 　testを施行 し た ．そ の 結果は

裹 2 の ご と く， 洗浄後に お い て い ずれ の 群で も有

意に 上昇 し て い た．

　3．凍結前後 の ZSPT の 侵入 率

　A ，B，　C 各群の ZSPT の 侵入率を凍結前後 に お

い て 比較す る と ，
B

，
　 C 群で は 凍結前後 の 侵入 率

に，有意差が 認め られなか つ た ．し か し凍結後 の

A 群 の 侵入率は 有意に 低下 して い た （表 3）．

　4．凍結前後 の HOS 　test の 比較
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表 4　 凍結融解前後 の HOS 　test の 比較

G−type Total
〔XlO6 ／ml ）

凍 結 前 凍 結 後 凍 結 前 凍 結 後

（A ）
0 〜20

5．7± 5．0 6．2± 5．9 57 ．6± 8．1 5L4 ± 13．8

（B）
20〜40 15．9± 10．810 ．4± 4．5 72．5±7．6 71．8± 17．0

（C ）
40一 25 ，7± 9 、2 22．4± 5．1 75，1± 8．3． 63 ．6± 13．2

Tota玉
18　　 0± 12　　　　　　　　7購

とn ＝57，
10．3± 6．0
（n ；4G）

6
窪響 ∫

86
鰭 鑰

3

（
・

：P＜ G，Ol）

表 5　 凍結融解前後 の Acrosome　Reactionの 比 較

UR R
（× 106／mD

Fresh Post　thaw Fresh Post　thaw

（A ）
D 〜20 28．04士 14．0821 ，56±8．5416 ，46± 13，3019 ．67± 18．86

（B ）
20〜40

25．30± 12．4121 ．17± 8，8924 ．70± 14．2628 ．78± 21 ．11

（C ）
40〜

24 ，32± 17．8021 ．79± 10．2624 ．76± 19．2925 ．29± 24，59

Total 25，65± 15．59
　　（n 置82）

21
て黜 2822．32± 16 ．80

　　（n ＝82）
　　　52± 21　　　　　　　　　3024’

（n ＝50y

UR ：AR を 起 こ さ なか つ た 群

R ：AR を 起 こ した 群

表 6　Semen　Auto　Analyzerに よ る凍結前後 の 比較

〔× 105／ml ）

mean 　velocity

　　（mic ／sec ）

mean 　LHD
　　（mic ）

mean 　l玉neallty
　　　　　（％）

　　　　　motllityP「 09 ・
　　　　（％）

mean

（嬲
uency

凍 結 前 凍 結 後 凍 結 前 凍 結 後 凍 結 前 凍 結 後 凍 結 前 凍 結 後 凍 結 前 凍 結 後

（A ）
0 〜2 

35．93
　　± 5．6828

．85
　　± 12．432

．42
　　± 0，852

、82
　　±2．1561

．73
　　± 14，2150

．46
　　± 18．5629

，33窄 串

　　± 19．8115
、69

　　± 12．595
．55拿

　　± 1．553
，77

　　± L77

（B ）
20〜4034

，7  榊

　　±8．9523
．63

　　± 11．253
．03

　　±0，992
．89

　　± L5364
．20

　　± 7．2449
．13

　　± 22，0528
．1 

　　±21．1815
，75

　　± ユ3．3411
，37

　　±20．633
．16

　　± 1．78

（C ）
4G〜

36．93
　　± 8．3232

．63
　　± 15．213

．55
　　± 1，213

，08
　　± 1．6458

．14
　　± 7．1649

．75
　　± 1B，1853

．25事
　　± 21 ．4022

．75
　　± 12，994

．86拿
　　± 0．833

．19
　　± 1．78

Tota 歪

36．15寧
　　± 7．62
（n ；1 5）

28，87
　　士 13．34
（n ＝ 73）

3．16
　　± 1．20
〔n
＝105）

3、01
　　± 1，75
（n ＝73）

60．29．

　　± 9，63
（n ＝105）

50．36
　　± 18．29
〔n ＝73）

42 、27 喉

　　±23．83
（n ＝105）

18．13

（。圭協
6°

6 ，22林
　　±8．83
（n＝105）

3，29
　　± 1．64
（n ＝73）

（
事

：p〈0．01）（卓 掌
：pく0，05）

　表 4 は ， HOS 　testに お け る総膨化率及 び G ・

type 膨化率を凍結前後で 比較 し た もの で あ る．凍

結前の G・type 平均膨化率は ， 18．0± 12．7％で ， 凍

結融 解後で は 10．3± 6．0％で あ り，前者に 比 し て 有

意に 低下 して い た．しか し A ，B ，
　 C の 各群で は

，

凍結前後 に有意差は 認 め なか つ た ．更に ，凍結前

の 総膨化率 の 平 均は 69．8± 11．8％ ， 凍結融解後で

は 62．2± 16．3％で あ り，凍結前後 に お い て 各群 と

も有意 の 差は 認め られ ず ， 凍結融 解後に お い て も

平均60％以上 の 総膨化率を示 し て い た ．

　 5．凍結前後 の AR の 比較

　凍結前の 平均 AR 率は 22．3± 16．8％ ， 凍結融解

N 工工
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後で は 24．5± 2L3 ％であつ た （表 5）．　A ，　B，　 C 各

群 とも凍結前後 に お い て ，凍結後に 上 昇す る傾向

を示す が有意 の 差は 認め られ な か つ た ．

　 6．精子 自動解析装置に よる凍結前後の 比較

　 受精機能 と関連 して い る と推測 され て い る パ ラ

メ ー
タ

ー
の 凍結前後の 値は ，それ ぞれ表 6 の ご と

く，1）mean 　velocity ：36．15± 7．62，28．87±

13，34 （mic ／sec ），
2）mean 　LHD ：3．16± 1．20，

3．01± 1．75 （mic ），3） Inean 　lineality：60．29±

9．63，5e．36± 1829 （％），4）prog ．　motility ：

42．27± 23．83，18．13± 12．60（％）， 5）mean 　fre−

quency ：6．22± 8．83，3．29± 1．64（Hz ）で あつ た．

velocity ，　lineality，　prog．　motility ，　frequency の

凍結融解後 の値 は ，凍結前 の 値 に 比 して 有意 に低

下 して い た．しか し A ，B，　C の 各群の 比較で は，

どの パ ラ メ
ー

タ
ー

で も有意差を認め ず ， 乏精子症

に 特徴的 な所 見は 得 られ な か つ た ．

　　　　　　　　　 考　 　案

　 従来の
一

般 的 な精液検査 は ，男性の 妊孕力 ， 特

に 直接受精機能を反映する もの と は い い 難 い ．よ

つ て 受精機能を客観的に 評価 するた め ， さ まざま

な検査が開発され ， 臨床応用 され始 め て い る．こ

れ ら の 受精機能検査は
， 新鮮精子に お い て は 多数

の 報告が あるが，凍結保存精子 に 関 し て は い まだ

充分 とは い い 難 い ．

　 ヒ ト精子凍結 保存 の 応用 は 1954年に Sherman

et　aL が人工授精妊娠 を初め て 報告 した．そ の 後，

凍結保護剤 ・凍結速度 ・凍結保存法等に さまざま

の 改良が 加え られ ， 広 く臨床応用 される よ うに な

つ た．最も改良 さ れ た 点 は グ リ セ リ ン と卵黄緩衝

液を用 い た 保護剤の 開発 と Program　freezerを

応用 し た 凍結法の 改良で ある．凍結保護剤 は，精

子 に 対する温度変化の 衝撃を防御す る た め さま ざ

まな配慮 が成 されて い る．今回使用 した KS −IIあ

る い は HSPM で は ，温度衝撃に 対 し リ ン 酸緩衝

液 ， また 15％・Glyecerineを使用 して 耐凍能を 与

え ， 氷 晶形成 の 予防 に 工 夫が な さ れ て い る．

　更に pH の 変動を 防御す るた め ，緩衝剤 と し て

KS −IIで は Tris−Glycineを，　 HSPM で は Hepes・

Glycineを添加 し て い る． こ の 二 つ の 凍結保護剤

の 大ぎな違 い は，第 1 に KS ・IIに お ける卵黄 の 使

用で ある． こ の 卵黄緩衝液中 の リ ピ ッ ドと レ シ チ

ソ が精子 の 温度衝撃を緩和 し，保存 に 効果 があ る

とされ て い る ．第 2 に は 精子の 代謝基質 と し て
，

KS ・IIで は シ ョ 糖を，　 HSPM で は glucose を使用

し て い る点で ある． こ の 両者で 蘇生率 に 差が 認め

られた の は
， 卵黄緩衝液が原形質膜 に対 して よ り

強 い 保護作用を持 つ た め と推測 され た．

　 凍結方法 に 関し て は，室温 よ り 5 ℃ま で の 温度

衝撃域 をで きる限 り緩徐 に 凍結 す べ きで あ る．

5 ℃／min 以上 の 割合で 冷却す る と温度衝撃 に よ

り精 子 機能 と形態が損 な わ れ る と報告 され て い

る．氷晶形成域や 再氷 晶化域 （− 5 ℃ 〜− 80℃）

は で きる限 り速や か に通過す る必要 がある が ，冷

却速度 が 速す ぎて も Program 　freezer と実 測値

の 間に gap が生 じ蘇生 率に 影響 を 及ぼ す と推測

された．

　 BMP 　testに お い て は 凍結融解後の Swim 　up

精子は ， どの 群で もそ の 到達距離 が Swim 　up 前

と比 し有 意に 上昇 し，凍結保存液が精子 の 運動能

に 影響を及 ぼ し て い た ．こ の 結果 よ り Glycerine

な ど の 凍結保護剤 の 洗浄が ，機能検査時 に 必 要 で

あ り，更 に 人工 授精 を臨床応用 す る際に も必要で

ある こ とが推測 され た ．

　 妊孕性 の あ る男性 と不妊 男性 と の BMP 　test値

を比較 した Urry　et 　al．i4）
の 報告で は，妊孕性群 に

お い て有意に 高い と して い る．Takemoto 　et 　al ．12）

は
， 妊孕性 の ある群で の BMP 　test値 は すべ て 20

mm 以上 を示 し た と し て い る ． こ れ ら の 事実 よ り

BMP 　testが，受精能 の 検査 と して 重要な位置 を

占め る可能性 が推測 され る．

　IVF 時受精率 の 検討 に よる と，　 BMP 　testが 20
mm 以上で あれ ば受精能を 有す る と報告 7｝

され て

い る ，今回 の 結果で ， 凍結後の 正 常精子群 の BMP

test平 均値 は 26．4mm で あ り ，
し た が つ て 今回 の

成績を考慮 す ると正 常群に お い て は
， 凍結融解後

で も充分受精能が保持されて い る と考 えられ る．

しか しなが ら，A 群の 乏精子症群で は 凍結洗浄後

に お い て も こ の 基準値 に 到達 で きず ， 凍結の 臨床

応用 が困難 で あ る こ とが示 唆され た．

　ZSPT の 判定基準 と し て Polansky 　et　al ．le）は ，

IVF 時 の 受 精 率 と ZSPT と の 対 比 か ら 10％を
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cut 　off 値 と定め
，
　 Urry　et　al．

14｝は ，凍結融解後精

子で 妊娠を認め た群の 検討 に よ り20％以上 ，更 に

Kyouno η は 30％を cut　off 値 と して い る． しか し

1987年 の WHO 臨床検査 マ ニ a ア ル に お い て
，

ZSPT の 判定基準が記載 されて い ない ． これは 精

子の 前培養時間が異 なる こ とや，培養液，媒精時

間，精子 と卵 の培養時間な どが，各施設 に お い て

さ ま ざま なた め
，

一定 の 基準を設定 で ぎない た め

と推察 され る，し か し なが ら今回の 凍結後 の 結果

で は 正常者 で は 平均 36．5％を 示 し ， Cut 　 eff 値を

30％ と し て も ， 妊孕力 は 充分保た れ て い る と考 え

られる ．
一

方，A 群 の 乏精子症で は 極端に 低値を

示 し， 環境変化に 対 して 機能的 な脆弱 性を有 し ，

侵入率低下 の
一・

因で あ る こ とが推測され た．

　低浸透圧 溶液 に お け る精子 尾部 の 膨化能 は原形

質膜機能が正常か 否か を現わ し，精子の 受精能力

の 指標 とされて い る．Van 　der　Ven 　et　a1．is｝　eX　IVF

時 に HOS 　test を 施行 し
， 受精 し た 卵 は す べ て

60％以上 の 総膨化率を示 した と報告 して い る．こ

の 結果 よ り判断す る と， 今回 の 実験で は 凍結後精

子 の 膜機能 に 変化 は な く ， 受精能力 が充分保た れ

て い る こ とが推測 され る． こ れは膜輸送ばか りで

は な く，代謝や尾 部線維の 活動機能が凍結後で も

変化 が少な い こ とを示唆して い る．

　AR 　test の 結果 で
，
　 AR 率が凍結融解後に わ ず

か に 上 昇す る こ とか ら，原形質は 正 常な構造を保

ち Capacitationが 出現す る もの と考 え られ る．

De ∫onge 　et　a1．4）は IVF 　program で 受精卵 と未受

精卵 の AR 率に 差は なか つ た と し，　 Pilikian　et

aL9
）も凍結後 で AR 率が や や上昇す る とい う今 回

の 成績 と ほ ぼ
一

致す る報告を し て い る ．

　精子 自動解析装置は 最近多 くの 施設 に お い て 用

い られ て い るが
， どの パ ラ メ

ータ ーが 受精機能 と

関連 し て い る の か い まだ 明確 で は ない ．Sandler

et　aLI1 ）の 報告で は ，　IVF 時の 卵の 受精率と対比 さ

せ た 結果，Autoanalyzerで 受精率に 差が 認め ら

れた もの は
，

motility ・lineality。LHD な どの 項

目で あつ た と し て い る ．更に LHD が 2．8mic 以上

で 90％が受精 し て い た 事実 に よ り，LHD が最 も

受精 と関係が深い とし て い る ．同様に Holt　et　al．5）

の 報告で は
，
IVF 時に お い て は velocity が 25〜30

mic ／sec 以上 で 受精 率 が 高 くな り ， 更 に 30mic／

sec 以上 で は ZSPT の 侵入 率も上 昇す る と報告 し

て い る．今回 の 凍結前後の 結果で は LHD ，
　 velec −

ity以外は 凍結後有意 に 低 下す るが
，
　 mean 　LHD

は 2．8mic 以上，　velocity も30mic／sec 以上で ある

とい う結果を得， こ の 事実 よ り受精能力は 凍結後

で も充分保持され て い る こ とを示唆 して い る ．

　以 ヒの 研究成績 に よ り精液検査正常者で は 精子

の 受精機能面か ら判断す る な らば
， そ の 運動能 ，

膜構造 ， 侵入 率 ， 運動機能等は凍結融解後で も充

分維持 され て い る こ とが判明 した 。した が つ て 凍

結 に よ つ て そ の 妊孕力を低下す る こ とは な い もの

と推察され る．
一“fi， 乏精子症患者で は ，温度変

化に 対 し機能面で の 脆弱 性が増 し， 蘇生率や生化

学的変化 ぼ か りで は な く ， 受精能 も低下す る こ と

が本研究 に よ り明 らか とな つ た ．

　凍結精子は 今後 ます ます広 く臨床応用 され る と

考え られ る が
， そ の 適用 に あた つ て は 精子 の 受精

機能を充分検 討す る必要が あろ う．
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