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は し が き

平成10～12年 度文 部省科学研究 費(基 盤研究B)の 助成 を受 けて行われ た

研究 「ヒ ト精 子 の形態 ・運動能 と染色体 異常の関連:マ ウス卵 への顕微授 精 によ

る解 析」(研 究 課題 番号10470339)を 終 え、 ここに研 究成 果 をま とめ る こと

になった。

最近、生殖補助 医療技術 の発展 に伴 い、男性不妊症 の治療 として卵細胞 質内精

子注 入(ICSI)法 が導入 され るよ うにな った。 この技術 で は、通 常 の体 外受 精

(IVF)で 受精 で きない奇 形精 子、不動性 精子 な どによる授精 も可能 で あ り、重

度 の乏精子症 、奇形精子症 、精子無 力症 な どの男性不妊症 もICSI治 療 の対 象 と

な って来て い る。 しか し、それ らの精子 の遺伝 的安全性(染 色体異常 を どの程 度

伴 うのか)に つ いて はほ とん ど研 究 されて いない。 この研究 の 目的は、 ヒ ト精子

の形態 的異常や運動性 の異 常が遺伝的欠陥(染 色体 異常)と 関連 して いるか 否か

をマ ウス卵細 胞 質 内 ヒ ト精 子注 入(ICSI)法 によ って個 別 精子 ご と に直接 検 討

す る ことであ る。

研 究 の初 年度で あ る平成10年 度 には 、ICSI法 に関 して国 内で最 も高 い技術

をもつ研 究室 の一つで ある福 島県 立医大 ・産婦 人科 学教室 へ研 究分担 者 を派遣 し

て、技術 を修得 させ た。帰学後 、研究 機器(ピ エ ゾマイ ク ロマニ ピ ュレー ターな

ど)の 設置 ・調 整 を行 い、ICSI技 術 の研鎭 に努 めつつ 、精子 核 の染色体 分析 と

い う目的 に沿 ってICSI法 にい くつか の改 良 を加 えた。次 いで 、形態 正常精子(対

照群)に お ける染色体異常 出現率 を調査す る とともに、凍結解凍 精子(形 態 は正

常)に つ いて も染色体 異常率 を調査 した。

平成11年 度 には形態正常精子 の染色体分析デ ータ をさ らに積 み上げ ると とも

に、採卵 ・採精 か らICSIま で の間に起 こる卵子 ・精子 の 士nvitro加 齢(培 養液

中で起 こる卵子 ・精子 の退行変化)が 精子 染色体異常 出現率 に影響 を及ぼ すか否

か について調査 した。また、形態異常精子(小 形頭部お よび大形頭 部 を もつ精子)

にお ける染 色体 異常 出現率 につ いて も調査 した。

研究 の最終 年度で ある平成12年 度 には、頭部 奇形(尖 状奇 形お よび伸長奇 形)

精子 および不動性(運 動能 力 をもたな い)精 子 にお ける染色体 異常 出現率 を調査

した・ また、不動性 精子 の場 合、ICSIま で の保 存状態(ど の よ うな培 養液 中に

保 存す るか)に よ って構造的染色体 異常率が著 しく変化す る こ とを発 見 し、 これ
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について も詳細に調査 した。

今回の研究 によって精子の頭部形態異常 ・運動能 と染色体異常の関連性がある

程度明 らかにされ、ICSIに よる男性不妊治療が染色体異常胚生成のリスクをど

の程度伴 うのかを推定する基礎データが得 られた。 しか し、調査個体 ・調査例数

の面でまだ十分 とは言えず、今後 さらに継続的な研究が必要である。

【研究組織】

研究代表者:

研究分担者:

研究分担者:

上口勇次郎(旭 川医科大学医学部教授)
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【研究成果の概要】

1.マ ウス卵へ のICSIを 利用 した ヒ ト精子 染色体分析法 の確立

マ ウス卵 細胞 質 へ の ヒ ト精子 顕微注 入(ICSI)法 と我 々が 開発 した哺 乳類

受精 卵 の染色体 標本作製法(漸 進固定空気乾燥法)を 組み合 わせて 、精子 の染

色体構成 を個 別 に調査す る方 法の開発 を試み た。ICSI卵 の第1卵 割 中期到達

率 は70.7%、 中期到達卵 の核型分析率は94.6%で 、成功 率の高 い方 法が確立

され た。

H.ヒ ト正常精子 にお ける染色体 異常出現率

正常な頭部 形態 および運動性 をもつ ヒ ト精 子477例 を上述 の方法 で染色体

分析 した結果 、異数性 と構造異常 の出現率 は1.7%お よび8.8%で あ った。 こ

れ らの頻 度は ハムス ター卵 とのIVF法 で得 た値 とほぼ 等 しか った。2倍 性精

子 は1例 も出現せず 、頭部 のサイ ズ を指標 とした選 別 によ りこの異 常精子 を

除外で きる ことが分か った。

皿.凍 結保存精子における染色体異常出現率

液体窒素で凍結保存後 に解凍 した精子(頭 部形態 と運動性は正常)141例

における異数性 と構造異常の出現率は0.5%お よび7.8%で 、新鮮精子群の異

常出現率 との間に有意差はなかった。すなわち、精子の凍結保存は染色体異常

率に影響を与えないことが分かった。

IV.染 色体異 常頻度 に及ぼ す卵子 ・精子 のinvitro加 齢 の影 響

ICSI操 作 の過程で卵子 と精子 にinvitro加 齢が起 こる ことは避 け られ な い。

この加齢 が精子 由来核板 の染色体異常 出現率 に与え る影響 を調査 した。卵子 を

最大5時 間、精子 を最大6時 間 まで加齢 させ たが、染色体 異常 は増加 しな か っ

た。 しか し、加 齢 の進行 に伴 って受 精卵 の発生率 が低下 す るので 、ICSI操 作

は2時 間(長 くて も3時 間)以 内 に終 了す るのが望 ま しい。

V.頭 部形態異常精 子 にお ける染 色体 異常 出現率

精子頭 部 の形態 異常 と染色体 異常 の関連 性 を調査 した。(1)大 形精 子群 では

異数性 、構造異 常 とも増加 しなかった。2倍 性 異常は 出現 したが 、低 率(3.7%)

であ った。(2)小 形精 子群 では異数性 、構造異 常 、倍数性 の いず れ も増加 しな
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か った。(3)尖 状 奇形(頭 部 先端が 尖 って いる)精 子群 で は受精 卵 の発生率 が

低 下 したが 、染色体 異常 の増加 は認 め られ な かった。(4)伸 長奇 形(頭 部が細

長 く伸び て いる)精 子 群で は卵子 の減数分裂再 開率 が低下 し、構造 的染色体異

常 出現 率(33.3%)は 有意 に増加 した。

VI.不 動性精子 にお ける染色体異常 出現 率

(1)不 動性精子 を精 漿 中に保 存 してお いた場 合 には、構造異 常出現率(4.5%)

は運 動精子 の場 合(3.4%)と 比 較 して増 加 しな か った 。(2)不 動性 精 子 を培養

液 中 に2～2.5時 間保存 した ら構造異常 が増 加 した。異常 出現率 はBWW液 中

保 存(25.8%)お よ びHTF液 中保 存(32.6%)で 有意 に高 く、PBS液 中保 存

(14.3%)で も増加傾 向 を示 した。(3)精 子 の培養液 中保存 に、精子 回収 のた め

の遠心 洗浄操作 を加 える と異常率は さ らに増加 した。(4)正 常精子 の場合で も、

異常 率 は 培養 液 中保 存 群(8.8%)よ り精 漿 中保存 群(3.4%)で 低 い傾 向 を示 し

た。
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【研究結果】

1.マ ウス卵へのICSIを 利用 したヒ ト精子染色体分析法の確立

種々の性状 の ヒ ト精子 を個別 にマウ ス卵へ顕微注 入 してそ の染色体構 成 を調査

す る とい う研 究の重要性 については、すで に 「は しがき」 の項 で述べ た。

卵細胞 質 内精子 注 入(ICSI)法 を用 いて ヒ ト精 子 の染 色体 を分 析 しよ う とい う

試みはMartineta1.(1988)に よ って最初 に行われ(ハ ムス ター卵 へ のICSI)、

構 造的 染色体 異 常が 高率(39%)に 出現 す る と報告 され た。 しか し、染 色体 分 析

の成功率 が極 めて低 く(ICSIさ れ た精子 の数%が 分析 された のみ)、 また、染 色

体 異常が実験 系そ の ものか ら生 じて いる可能性 も指摘 され た。 そ の後 、 よ り安 定

したICSI技 術 がマウスで開発 され(KimuraandYanagimachi,1995)、 この

技術 を用 いて我 々は ヒ ト精子(正 常精子お よび頭部 形態異常精 子)の 染 色体分析 結

果 を報告 した(Leeetal.,1996)。 これ と相 前後 して 、同様 の研究 はRybouchkin

eta1.(1996,1997)に よ って も報告 され た。 しか し、ICSI一染色体 分析 の技術 は

まだ低 く、分析例 数 もか な り少 な いとい うのが現 状で ある。

そ こで今 回、我 々は 自ら開発 した ヒ ト精子 染色体 標本作 製法(Kamiguchiand

Mikamo,1986)とKimuraandYanagimachi(1995)のICSI法 を組 み合わせ

て成功 率の高 い、安定 した技術 の開発 に取 り組 んだ。平成10年 、11年 の2年

間にわ た る改良 の結果 、ほぼ 満足 のい く技術 が確立 され たので 、以下 にその詳細

について述べ る。

【材料 と方法 】

1.培 養 液

卵 の 採 取 、ICSI操 作 そ の 他 の マ ウ ス 卵 取 り 扱 い の た め の 溶 液 と し て は

HEPES-CZB液(KimuraandYanagimachi,1995)を 用 いた 。

一方
、 ヒ ト精 子 の洗 浄 お よび 精 子 懸 濁 液 の 調 製 に は 、 ヒ ト精 子 染 色 体 研 究 に従

来 か ら一 般 的 に用 い られ て い るBWW+0.3%HSA液(Rudaketa1.,1978)を

用 い、 今 回 の 実 験 で は この 培 養 液 にpH緩 衝 剤 と して20mMHEPESを 添 加 し

た(HEPES-BWW液;表1)。ICSIの 際 の精 子 不 動 化 処 理 にはDulbeccoの 燐 酸
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緩 衝 液(PBS)に ポ リ ビニ ル ピ ロ リ ドン(PVP,Sigma)を10%添 加 した溶 液 を用 い

た 。 マ ウ ス 未 受 精 卵 の保 存 お よ びICSI後 の卵 の 培養 に はCZB液(Chatoteta1.,

1989,1990)を 用 い た 。 あ らか じめCZB液 の ドロ ップ(0.2ml)を ペ トリ皿(直

径35mm)の 底 に4個 作 り、 ミ ネ ラル オ イ ル(Sigma)で 覆 った後 、37℃,5%

CO2の 条 件 の培 養 器 内 で 平 衡 化 して お いた 。

表1HEPES-BWW液 の組成

成分 100m1中 の量

NaCl

KCl

CaCla

KH2PO4

NaHCO3

MgSO4・7HaO

グル コース

ピル ビン酸ナ トリウム

乳 酸ナ トリウム(60%)

ペニ シ リンGカ リウム

ス トレプ トマイ シ ン

HEPES-Na

O.05%フ ェノール レッ ド

554.Omg

35.6mg

18.9mg

16.2mg

42.Omg

29.4mg

100.Omg

2.8mg

O.37ml

100,0001U

5.Omg

520.6mg

O.4ml

2.ICSI実 験装置

ホ フマ ン微分干渉 装置付 き倒立 顕微鏡(オ リンパ スD(-70;図1,A-1)に 三 次元

ジ ョイ ステ ィック型 マイ ク ロマニ ピュ レー ター(ナ リシゲ;図1,A-2お よびC-1,

2)を 組 み込 み 、2組 のピペ ッ トホル ダー(卵 子 操作用 お よび精 子操 作用)を 装着

した。精子 操作側 のピペ ッ トホル ダー(ラ イツ;図1,B-1)に はピエゾ ドライブユ

ニ ッ トシステム(プ ライムテ ック;図1,B-2)を 装着 した。ガ スタイ トシ リンジ(ハ

ミル トン)を 取 り付 けた2本 のマ イク ロイ ンジ ェクター(図1,A-3お よびC-3)

と精 子注 入用 お よび卵 子保持用 ピペ ッ トをそれぞれ ポ リエチ レンチ ュー ブ(蒸 留

水 入 り)で 接続 し、 ピペ ッ トホルダ ー に装着 した。顕微 鏡ス テー ジ上 には18℃

に設定 したマ イ ク ロ冷却 装置 を接続 した クール プ レー ト(北 里サ プ ライ;図1,

A4)を 装着 した。
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轡 饗 欝讐 響17.∵ 　讐轡難驚騨 野懲 響 鍔鱗携

鍵 欝鎌遜泌 鱈 灘 一懸懸醗

叢鍵欝饗議褻鍵懸鍵ご1
図1A:ICSI装 置(全 体 像)。1,ホ フ マ ン微 分 干 渉 装 置 付 き の 倒 立

顕 微 鏡;2,三 次 元 ジ ョイ ス テ ィ ッ ク型 マ イ ク ロ マ ニ ピ ュ レ
ー タ ー;3

,ガ ス タ イ トシ リ ンジ を取 り付 け た マ イ ク ロイ ン

ジ ェ ク ター;4,マ イ ク ロ冷 却 装 置(4a,結 露 を防 ぐた め の

デ フ ロス ター;4b,温 度 調 節 ユ ニ ッ ト)。

B:ピ エ ゾ ドライ ブユ ニ ッ ト(2)を 装 着 し た ピ ペ ッ トホル ダ ー

(1)と 、 そ れ に接 続 した 精 子 注 入 用 ピペ ッ ト(3)。
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図1C:三 次 元 マ イ ク ロ マ ニ ピ ュ レ ー タ ー(1,2)お よ び マ イ ク ロ イ

ン ジ ェ ク タ ー(3)

3.ICSI用 グ ラ ス ピ ペ ッ トの作 製

ガ ラス 毛 細 管(サ ッタ ー 社,B100-75-10)を サ ッタ ー社 製 マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト作

製 装 置(図2)で 加 熱 牽 引(Heat:790,Pull:50,Ve1:130,Time:200)し 、 精 子

注 入 用 お よ び 卵 子 保 持 用 ピ ペ ッ トの原 形 を作 製 した 。 マ イ ク ロ フ ォー ジ(図3)を

用 いて 原 形 の 先 端 部(図4,A)を 外 径 約4μmに 加 工 した後(図4,B)、 顕 微 授 精

の 際 の 卵 へ の ダ メ ー ジ を少 な くす る た め25%フ ッ化 水 素 酸(ナ カ ラ イ)で 数 秒 間

処 理 して 先 端 部 の 管 壁 を薄 く した 。 蒸 留 水 で 洗 浄 後 、 ピ ペ ッ ト後 端 に 水 銀(ナ カ

ライ)を 約5μ1注 入 して精 子 注 入 用 ピ ペ ッ トと した(図4,C)。 一 方 、 原 形 の先

端 をマ イ ク ロ フ ォー ジ を用 いて 外 径80～100μm、 内 径8～10μmに 加 工

した も の を卵 子 保 持 用 ピ ペ ッ トと した(図4,D)。

一10一



心一

一

の一

■鱒幽■『醐

P》

》
ロワ サ～託 ・̀岬駒

畜夢

、 、 ン ・モゴ「.

ド
掲 ,:一 つ'一 糊 鯵

鷲聰 羅蕊

 

　　㎜…

図2:サ ッタ ー 社 製 マ イ ク ロピ ペ ッ ト作 製 装 置

『
月

「

ジ図3:マ イ ク ロ フ ォ

 

!

'

一11一



/、

'▼

ウウ亭 拶 燃 早y蟻 ン'騨 〃愚÷〃

'… 串 気∴ ・㌻ ン　 ピ
ち し ひ ソナ ぶ キ

∵llノξ轡 ㌔

渥 毒礼 一
隅,ソ、甲砺!vー く,

、

(

(

♂
4

ザ

へ

a

ン

'

v

＼
"

、
㍗

(

A

(

㌧

ぐ

㌧♂

㌔
V

V

べ

し

野

㍗鋸
、
▼

"

痴
舷

,

く

、、

ノ

、̂'さ

㌦

き
ズ

〃
少
写

ゴ

F

、
∵

鵯

わ

ウ

蜂

や
κ
罪

・

西誘
ザ㌔

屯

へ

'ヘ
ヴ

£
喚ξ

団
欝

ぞ
無薫

、κ
〆

!

ヤ
(

.
靴
韓

、

'

σ

、
駅

1

(

∵
㌧

タロの の　 り 　 の ゆ のほ 　 コゆ りじゴ 　しコ じ

轍 醐 纈 醐 顧繭 …醐劇 晶"ワ… 顧^…"…醐.噸 一^… 10pm

{8
妻

掴 鰍 聯:騨ii.ン騨欝 驚 騨 醗騨蟹饗筆
・"〆 ・ ㌔ワ'Y㌦ ・'与

D

.;簗'隣

＼ り 嶋;鴨
〆評許 、

・ 一' 一 ・1♂
・購00ドm

図4:ICSI用 ピ ペ ッ トの作 製 。

A:マ イ ク ロピ ペ ッ ト作 製 装 置 に よ っ て 作 製 した ピ ペ ッ ト原 型 の

先 端 拡 大 図 。

B:精 子 注 入 用 ピ ペ ッ トの 先 端 拡 大 図(Aの 矢 印部 分 を切 断)。

C:精 子 注 入 用 ピ ペ ッ トの 全 体 像 。 右 側 が 先 端 、 左 側 が 後 端 で 、

矢 印 部 分 に 水 銀 を注 入 した 。

D:卵 子 保 持 用 ピ ペ ッ トの 先 端 拡 大 図 。 開 口部 の 直 径 は8～10

,um,
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4.ICSI用 チ ェ ンバーの準備

ICSI操 作 のため に10cmプ ラスチ ックデ ィシュの上蓋 中央 に4種 類 の溶液 ド

ロップ(10%PVP液,精 子選別用精子懸濁 液,10%PVP液,HEPES-CZB液)を

直線 的 に並 べ、 ミネ ラル オイ ルで覆 ったチ ェ ンバ ー を準 備 した(図5)。 最 初 の

10%PVP液 は精子注 入用 ピペ ッ トの洗浄用 、次 の10%PVP液 は精子 の不動化

処理用 、最後 のHEPES-CZB液 はICSI操 作用 であ る。 このチ ェ ンバー は使 用

直 前 に準備 し、倒立顕微鏡 のステー ジ上 にセ ッ トした。

10%PVP溶 液

(5u1)

0

0

精 子 懸 濁 液

(10,1)

HEPES-CZB液

(20u1)

図5:ICSI用 チ ェ ンバ ー の 模 式 図 。10cmプ ラ ス チ ッ クデ ィ シ ュ

の 上 蓋 を 利 用 し た 。

5.ヒ ト精 子 の マ ウ ス卵 へ のICSI

ICSI操 作 はKimuraandYanagimachi(1995)に 修 正 を加 え て 行 っ た 。 実 験

手 順 の概 略 とス ケ ジ ュー ル は 図6に 示 した 。

(1)マ ウス卵 子 の準備

実験動 物 と して6～11週 齢のB6D2F1雌 マ ウスを用 いた。 実験第1日 目の

22:00に71Uの 妊馬性腺刺激 ホルモ ン(帝 国臓器)を 、4・8時間後 の第3日 目22
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1日 目

2日 目

3日 目

4日 目

5日 目

22:00・ 過 一c・ 処 理

PMSG注 射71U

y
22:00hCG注 射71U

14:00・ 採 卵

hCG注 射 後16h

Ψ
・顯粒膜細 胞の除去

13:00・ 精 液 サ ン プル の液 化

37℃,30min

ウ
・精三盤

HEPES-BWW液,

700g×5min,2回

0.1%ピ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ,5min

》
・培 養 器庄 に保 荏

CZB液,5%CO2,37℃

14:10^一

23:00

08:00～

・顕 微授量

ピエ ゾマイ ク ロマ ニ ピュ レーター

》
・受 螢 卵 培養

CZB液,5%CO2,37℃

》
・ 前A'凹i

0.006μg/m1ビ ン ブ ラス チ ン の添 加

Ψ
・L..r....標 本 の 作 製

漸 進 固 定 ・空 気 乾 燥 法

図6:マ ウス 卵 へ の卵 細 胞 質 内 精 子 注 入(ICSI)法 を用 い た ヒ ト精

子 染 色 体 分 析 法 の概 略 。
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:00に71Uの ヒ ト絨毛性性腺刺激 ホルモ ン(hCG;持 田製薬)を 腹 空内 に投 与 し

て過排 卵 を誘発 した。hCG投 与後16時 間 目(実 験第4日 目14:00)に 頚椎脱 臼

によ り屠殺 した動物 か ら卵管 を取 り出 し、ホ ローグ ラス内の0.1%ピ アル ロニ

ダーゼ(Sigma,StLouis,MO;HEPES-CZB液 に溶解)中 に移 した。 ピ ンセ ッ ト

を使 って卵管 膨大部 を裂 いて卵子 を回収 し、 ピアル ロニダ ーゼ溶液 中で穎粒膜細

胞 を完 全 に取 り除 いた。HEPES-CZB液 で二度 、卵子 を洗浄 した後 、ICSI操 作

まで の間(最 長3時 間)卵 子保存用CZB液 中 に保存 した。

(2)ヒ ト精 子 の準備

用手法 によ り採取 した精液(2～3m1)を37℃ で30分 放置 して液化 させた。

これ に6m1のHEPES-BWW液 を加えて7009で5分 間遠心 し、 精漿 を取 り

除 いた。 再度 同様 の操作 を くり返 した後 、1m1のHEPESBWW液 に精子 を懸

濁 した。最後 に、 この懸濁 液 を等量 の10%PVP溶 液 と混 合 して精子選 別用懸 濁

液 とした。粘性 の高 い10%PVPを 加 える ことによ って精子 の運動速度 が遅 くな

り、頭部 形態 異常精子 の選別 、精 子 の取 り扱 い操作 が容易 にな る。

(3)ICSI操 作 手順

培養器 内 に保存 してあ ったマ ウス卵 を一度 に5～10個 ず つイ ンジ ェクシ ョン

チ ェンバー の顕微授精 用HEPES-CZB液 ドロ ツプに移 し、30分 以内 に全卵のイ

ンジ ェクシ ョンを完 了 した。 ただ し、ICSI技 術 の上達 度 の違 いか ら一度 の取 り

扱 い卵数 を平成10年 度 には5～6卵 、平成11年 度以降 には10卵 とした。 ま

ず 、精子 懸濁液 ドロップか ら頭部形態 の正常 な運動性精子 を精 子注 入用 ピペ ッ ト

内 に吸引 し、10%PVPド ロ ップ中に移 した。 あ らた めて精子 を尾部 側か らピペ

灘i‡
_撒 編

、裏撫

図7:不 動 化 処 理 中 の ヒ ト精 子
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ッ ト内 に吸 引 し、 中片 部分 をピペ ッ ト先端 に接触 させ た状態で ピエ ゾ ドライ ブで

発生 させた ピエゾパル ス(速 度1,強 度6～11)と い う物理 刺激 を加 えて精子 の

鞭 毛運 動 を停止 させた(不 動化 処理;図7)。

続 いて、卵 を保 持用 ピペ ッ トに吸 引固定 した。 この際 、卵 内の紡錘体が ピペ ッ

トの長軸方 向 に対 して直角方 向 に位 置す るよ うに(卵 の6時 また は12時 方 向 に

位 置す るよ うに)卵 の角度 を調整 した。卵 内 に挿入 され た精 子注 入用 ピペ ッ トに

よ って紡錘体 が損傷 を受 けな いよ うにす るた めである。マ ウス卵 の場 合、紡錘体

が存在 す る部位 の卵細胞 表面が少 し隆起 して いるので、 これ を指標 に して卵 の固

定位置 を決定 した(図8,A)。 不動化 した精子 を吸 引 した注 入用 ピペ ッ トを透 明

一

A 珂一御 。麟 ℃ メ餅 が.㌍'

奥 鼻

R

C D 灘謹1

二"一

図8:マ ウス 卵 へ の ヒ ト精 子 の注 入 。

A:保 持 用 ピ ペ ッ トに 固 定 した マ ウス 卵 。 細 胞 表 面 が 少 し隆 起 し

て い る部 分(矢 印)に 紡 錘 体 が あ る の で 、 こ こが 卵 の12時 ま

た は6時 方 向 に な る よ う に保 持 す る。

B:透 明 帯 を貫 通 した精 子 注 入 用 ピ ペ ッ ト。 矢 印 は精 子 。

C:卵 細 胞 質 に押 し込 ん だ精 子 注 入 用 ピ ペ ッ ト。 精 子(矢 印)は あ

らか じめ ピ ペ ッ ト先端 部 に移 動 させ られ て い る 。

D:卵 細 胞 質 内 に注 入 し終 えた 精 子(矢 印)。
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帯 に接触 させ、 ピエゾパル ス(速 度1,強 度6～10)を 数 回付加 して穴 を開けた

(図8,B)。 一旦 、精 子 をピペ ッ ト先端 まで押 し出 した ところで 、注 入用 ピペ ッ

トをマウス卵 の直径 の4分 の3辺 りまで押 し込 み(図8,C)、 ピエ ゾパル ス(速 度

1,強 度1～2)を1回 加 えて卵細胞 膜 に穴 を開けた。 この状 態で精子 全体 を卵細

胞質 内に押 し出 し、余分 に押 し出 した溶液 を再 吸引 した後 、ピペ ッ トを卵か ら引

き抜 いた(図8,D)。 精子 の吸引か らの操作 を く り返 してHEPES-CZB液 ドロ ッ

プ 中の全卵(5～10個)に 精子 を注入 した後 、卵 を培養器(37℃,5%CO2)内 の

CZB液 に移 した。以後は 、卵 を顕微授 精用HEPES-CZB液 ドロ ップ に移 し、精

子 を注入 し、CZB液 に移 す とい う行程 を くり返 して 、保存 した マ ウス卵 のす べ

てに精子 を注入 した。全行程 はKimuraandYanagimachi(1995)の 方法 に従

って顕微鏡 ステー ジ上 を18～20℃ に保 って行われ た。ICSI後 の卵 の破損 を防

ぐためであ る。

(4)卵 の培養

精子 注入 を終 えた卵 をCZB液 で一度洗浄 し、培養器 内(37℃,5%CO2)で 平

衡化 してお いたCZB液 に移 して培養 した。K血auraandYanagimachi(1995)

は、イ ンジェクシ ョン後 に卵 をす ぐに37℃ に移す よ りも室温 に10分 置 く(室 温

処理)と 生存率 が高 くな る ことを報告 して い るが 、我 々は発生 へ の影 響 を考 えて

低温処 理 を行わ なか った。6時 間後 に雌 雄前核 の合核 と紡錘体 形成 を阻害す る 目

的で ビンブ ラスチ ン(0.006μ9/ml)を 添加 したCZB液 に卵 を移 し、前核 が消失

す る第一卵割 中期 まで培養 を継続 した。

(5)染 色体 標本 の作製

ICSI後 、約16時 間頃か ら前核 の消失 した卵(第 一卵割 中期 に到達 した卵)が

出現 し始め るので、順次 、染 色体標本作製 を行 った。 まず 、卵 を0.5%プ ロナ

ーゼ溶液 で5分 間処理 して透 明帯 を除去 した。 次 いで、透 明帯除 去卵 を低張 液

(1%ク エ ン酸 ナ トリウム1容+30%FBS1容)で 一度 洗浄 し、同液 中で10

分 間 室 温 下 に て 低 張 処 理 を 行 っ た 。 これ らの 卵 を 漸 進 固 定 ・空 気 乾 燥 法

(MikamoandKamiguchi,1983)を 用 いて染 色体 標本化 した。標本 を2%ギ ム

ザ 液 で4分 間染色 した後 、個 々の卵 につ いて発 生段階 を調 べ る と共 に、第 一卵

割 中期卵 につ いては一度 目の染色体分析 を行 った。更 に、 ヒ ト精子 由来染色体 と

マウス卵子 由来染 色体 を明瞭 に区別 す るため にCバ ン ド染 色 を施 した上で二 度
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目の染色体 分析 を行 った。ICSI後24時 間 を経過 した時点 で受精 卵の培養 を打

ち切 り、前核 消失 の有 無に関わ らず残 った卵全て を発生学的調査 のため に標本化

した。

【結果 と考察 】

上述 の通 りに確立 された方法 を用 いて行 った ヒ ト精子 染色体分析 の成 功率 を表

2に 示 した。ICSIに は正常 な頭部形態 、正常 な運 動能 を もつ精子 を用 い、後 述

す る形態異 常精子 、不 動性 精子 の対 照群 デー タと して も利用 でき るよ うに した。

また、 ヒ ト精子 染色体 異常 自然発生率 に著 しい個人差 のある ことが分か って いる

ので(Kamiguchietal。,1994)、 今回 の研究 では正常 な精 液性 状 を もつ特 定の1

個 人 を精 液提供 者 と して諸 実験 を行 い、結果 を比較 した。

表2ヒ ト正常精 子 をICSIし たマウス卵の生存率および発生率

動物数 使用 生存卵数★ 標本作 製 減数 分裂 前核形成 第1卵 割 分析精 子

卵数 卵数**再 開卵 卵数***中 期到達 数****

数***卵 数 ★★★

10年 度14408343333329241213201

調査84.1%97.1%98.8%72.4%64.0%94.4%

11年 度19557396#380376316#291#276

調 査71.1%96.0%98.9%83.2%76.6%94.8%

★分母=使 用卵数 ★★分母=生 存卵数***分 母=標 本作製卵数

★★★★分母=第1卵 割中期到達卵数#:両 年度間 に有意差 あ り(Z2test
,P〈0.001)

平 成10年 度 には14頭 の雌 マ ウスか ら得 られた第二成熟分裂 中期 卵(MII卵)

408個 が 、そ して平成11年 度 には19頭 か ら得 られ た557のMII卵 が、 ヒ ト精

子 のICSI実 験 に用 い られ た。ICSI後16時 間後 も破損せず に形態 が良好だ った

生存卵 の頻度(生 存率)は 、10年 度(84.1%)と 比較 して11年 度(71.1%)に 有

意 に低下 して いた(P〈0.001)。 しか し、後 述す るよ うに平成11年 度後 半～平

成12年 度 に行われ た実験で は生存率(平 均値)が76.2%(表15),84.5%(表18),
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91.2%(表20)と 次第 に上昇 したので、 この有意差 は技術 的不安 定 さを反 映 した

もの と考 えて いる。 すなわ ち、平成11年 度 には 、ある程度ICSI操 作 に慣 れ た

ので単位 時間(30分)当 た りのICSI卵 数 を10年 度 の2倍 に増や した が、そ のた

めに個 々の卵 のICSI操 作が かえって乱 雑 にな ったのではな いか と考 え られ る。

特 に、精子 の注 入終 了後 にピペ ッ トを卵か ら引き抜 く操 作が早 すぎ る と卵細 胞膜

の修復 が悪 く、卵の崩壊 につなが った と思われ る。

生存 卵 の うち標本 作製過程 で破損せず に標 本化 に成 功 した卵 の頻度(標 本 作製

率)は10年 度 と11年 度 でそれ ぞれ97.1%お よび96.0%と 非常 に高率 で、両者

の間 に有意差 はなか った。す なわ ち、生 き残 った卵 はICSI直 後 の細胞膜 損傷 か

ら完全 に回復 してお り、以後 の標本作 製過程 で の障 害(低 張 処理 中で の卵 の破裂

や 固定 卵の乾燥 ・伸展過程で の崩壊)の 原 因にな らない と考 え られ る。

標本化 に成功 した卵 の発 生段階 を調 査 した結果 、減 数分裂 を再 開 した卵(卵 子

ゲ ノムが前核像 や 中期 染色体 像 を示 した もの)の 頻度 は両 年度 とも非 常 に高率 で

あった(10年 度,98.8%;11年 度,98.9%)。 減数 分裂再 開が起 こらなか ったご

く一部の卵で は卵子 ゲ ノムがMII期 に留 まってお り、ICSIさ れた精子 は頭部膨

化 あ る い は早 期 染 色 体 凝 縮 異 常(Prematurechromosomecondensation:

PCC)の 状態(図9)で 発 生 を停止 して いた。

麹 。,.

.髭講

図9:早 期 染 色体 凝 縮 異 常(PCC)を 起 こ した ヒ ト精 子 染 色体 。
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減 数分裂 を再 開 した卵 の うち一部 の卵では、卵子 ゲ ノムが前核 ある いは 中期染

色体 を形 成 した に もか かわ らず 、精子頭部 が膨化 した状態(図10)で 発 生 を停止

して いた。 残 りの卵 は雌性 および雄性 の両 前核 を形成 し、その頻度 は10年 度 と

11年 度 でそ れぞ れ72.4%お よび83.2%で あ った。 また、最終 的 に精子 および

卵子 由来染色体 が形成 された卵 、すなわ ち、第1卵 割 中期到達卵(図11)は10

年度 と11年 度 でそれぞれ64.0%お よび76.6%で あった。平成11年 度 の前核

形 成率 お よび第1卵 割到 達率が10年 度 の場 合 に比べ て有意 に高 か った ことか

ら、ICSI技 術 の上達 に伴 って 良好な胚 発生率 が得 られ るよ うにな った と考 え ら

れ る。

第1卵 割 中期到 達卵 の うち最終的 に精子 由来染色体 の核型分 析 に成 功 した卵

の割 合は10年 度(94.4%),11年 度(94.8%)と も非常 に高率で 、両年 度間 に有意

差 は なか った 。

み

撮
撫

敷

舞

讐

鞭審簸撫

蹴

騨
・携 難

図10:膨 化 した ヒ ト精 子 頭 部(矢 印)。 マ ウス 卵 子 由来 染 色 体(M)

は分 裂 中 期 染 色 体 像 を示 して い る。C一 バ ン ド染 色 に よ りマ

ウ ス 染 色 体 の 端 部 が 濃 染 して い る 。
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図11:ヒ ト精 子 由来 お よ び マ ウ ス卵 子 由来 核 板 とそ れ らの 核 型 。

C一バ ン ド染 色 。 ヒ ト精 子 由来 染 色 体 のC一 バ ン ドは マ ウ ス

卵 子 由 来 染 色 体 の 場 合 に比 べ て 薄 く染 色 され る の で 、 両 核

板 は容 易 に 区別 で き る 。
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結局 、今 回確 立 され た方法 では実験 に使用 された卵 の50%で ヒ ト精 子染色体

分析 が成功 した ことにな る。従来 の論文 には染色体 分析 の成功率 を記 載 して いる

ものが見 当た らず 、他 の研究者 の方法 との比較 はで きな い。 しか し、過去 の報告

におけ る精子 染色体 分析 の例数 がわず か数十 に しか達 して いな い ことか ら推測 し

て 、従 来 の技 術 の成功 率はか な り低 いもの と思 われ る。一方、我 々は今 回の技術

改 良 によ って以下 の研 究 をか な り効 率よ く進 める ことがで きた。実際 の染色体分

析結果 については次項以 降 に述べ る。
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∬.ヒ ト正常精子 における染色体異常出現率

上述 の通 り、ICSIを 利用 した ヒ ト精子 染色体 分析法 が確立 したので 、 まず 最

初 に正常精子 にお ける染 色体 異常 自然発生率 を調査 した。 このデー タは形態異 常

精子 、不 動性精子 にお ける染色体異常 出現率(後 述)の 対照群 デー タ として重要 な

もので ある。

また、 ヒ ト精子 由来 の核 板 にお ける染色体異常 出現率 のみ な らず 、マウ ス卵子

由来の核板 にお ける染色体 異常 出現 率 につ いて も並 行的 に調査 を行 った。 も し、

マウス卵子ゲ ノム の染色体 異常 出現率 が通常 の受精 卵(マ ウス卵 子 とマ ウス精子

の受精)の 場 合よ りも高 ければ 、実 験系 自体(マ ウスの誘 発排卵,ICSI,体 外培養

な ど)に 不備 が あ り、 ヒ ト精子 ゲ ノムの染色体 異常 出現 率 にも影 響 を与 えて いる

可能性が考 え られ るか らで ある。

【材料 と方法 】

ICSIに は正 常な頭部形態 、正 常な運 動能 を もつ精 子 を選別 して用 いた。また 、

前述 の通 り、 ヒ ト精子 染 色体 異常 自然発 生率 には著 しい個 人 差 がみ られ る ので

(Kamiguchieta1.,1994)、 今回の研究で は正 常な精液性状 をもつ特 定 の1個

人 の精液試料 のみを実験 に用 いた。ICSIの 手順 、染色体標 本作製 な どは第1章

で述べた通 りで ある。

【結 果 と考察 】

1.ヒ ト精子 由来 の核板 にお ける染色体異常 出現 率

平成10年 度 には201精 子、11年 度 には276精 子 が染色体分 析 され た(表3)。

両年度 にお ける異数性 出現率は4例(2.0%)お よび4例(1.4%)、 構造 異常出現

率は19例(9.5%)お よび23例(8.3%)で 、両年度 間に有意差 は認め られ なか っ

た。 また、観察 され た構造 的染色体異常 を染色体 型切 断、染色体 型交 換 、染色分

体型切 断 および染色分体型交 換 に分類 し、それ らの頻度 を比較 して も両年度 間

に有意差 はなか った。
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表3ヒ ト精子 由来の核板における染色体異常出現率

分析数

(分析率★)

染色体異常 をもつ精子核板数(%)

異数性 倍数性 構造異常

計(2n)

構造的染色体異常数

(精子核当たりの頻度)

低数性 高数性 chbthechtbchte

10年 度201404019

調 査94.42.00.02.00.09.5

14252

0.0700.0100.0250.010

11年 度276134023

調 査94.80.41.11.40.08.3

17243

0.0620.0070.0140.011

合 計477538042

94.61.00.61.70.08.8

31495

0.0650.0080.0190.010

chb,染 色体型切 断;che,染 色体型 交換;chtb,染 色分体型切 断;

★分 析率=精 子核板分 析数/第 一卵割 中期到達卵数 ×100

chte,染 色分体 型交 換

平成10年 度 と11年 度 の間でICSI技 術 の習熟度 に差 があ り、それ が受精 卵

の発 生率 の違 い として表れ た ことは第1章 で すでに述べた。構造 的染色体異常 は、

受 精 卵 内で の雄性 前 核 と雌 性 前核 の発 達 度 のず れ(TatenoandKamiguchi,

1999a,b)や 卵 の もつ精子DNA損 傷 修復能 の変化 な どによって も影 響 を受 け る

こ とが知 られ て いる。 したが って、ICSI技 術 の未熟 さは受精 卵 に これ らの発 生

学 的悪影 響 を与 え、構造異 常 を増加 させ る可能性が ある。 しか し、構造 異常 出現

率 が両年 度間で違 わなか ったので、今 回は この可能性 を除外 して考 えて もよ い と

思 われ る。

一方 、異数 性はICSI操 作以 前か ら精子 に生 じて いる異常 であ るか ら、その頻

度 が両年 度 間で(ICSI技 術 の習熟度 の差 によ って)違 わ な い ことは 当然 で ある。

また 、両年度 合わせて477精 子 を染色体分析 したが、2倍 性精子 は1例 も出現

しなか った。今 回の実験 では精 子頭部 のサイズ を計測 して正常な精子 のみ を選 別

してお り、 この方 法がICSI治 療 の際 に2倍 性精子 を排 除す る方法 として有効 で

ある こ とが細 胞遺伝 学的 に も証 明 された。

ICSIと い う実験 系 自体 が精 子染 色体 異 常 を増加 させ るか否 か を検討 す る もう

一 つ の方 法 として、今 回の実験 結果 を別 の実験系 によ る結果、す なわ ち透 明帯除
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去 ハム スター 卵 との異種 間体 外 受精(IVF)法 で の染 色体分 析結 果 と比 較 した(表

4)。 両群 とも同一精液提 供者か ら得 られ た精 子 を用 いて比較実験 を行 った結果 、

染色体異常 出現率は両群 の間で ほぼ等 しか った。

表4正 常 ヒ ト精子由来の核板における染色体異常出現率:

ICSI法 とIVF法 の間の比較

実験方法 精子核板

分析数

染色体異常をもつ核板数

異数性 構造異常

マ ウス卵へ の477

1CSI法

8

1.7%

42

8.8%

ハム スター卵514

へのIVF法

11

2.1%

44

・'

もちろん、本来 な らICSIとIVFを 同 じ実験 動物 卵 で行 って結果 を比較す べ き

で あ るが 、 マ ウ ス卵 は体 外 受 精 条 件 下 で は ヒ ト精 子 を受 け入 れ な い(Quinn,

1979)。 一方、 ハム スター卵子は体外培養環境 に弱 くICSIに は不 向 きで ある。

また、卵子 は精 子DNA損 傷 を一部修 復で きるが、 この能 力は動物種 によって異

なる(Tatenoeta1.,1996)。 したが って、今 回の比較は厳 密な もの とは いえな

いが、ICSI操 作 そ の ものによ って精子 染色体 異常 が誘発 され る危 険は それ ほ ど

高 くはな いと考 え られ る。

2.マ ウス卵子 由来 の核 板 における染色体 異常 出現 率

平成10年 度 には200個 、11年 度 には274個 のマ ウス卵子 由来核板 が染色体

分析 された(表5)。

異数性 、倍 数性 、構造異常 の出現頻度 には両年度 の間で有意差 が認 め られず 、

また、4つ の タイ プの構造異 常(染 色体 型切 断、染色体 型交換 、染色分体 型切 断

お よび 染色分体 型交 換)の 比較で も有意差 がな か った。 両年 度 の結果 を合 わせ て

得 た染色体異 常頻度(異 数性2.1%、 構造異 常1.5%)を 従来 マ ウス受精卵 で得 ら

れ ている異常頻度(Santa16etal.,1986;Badenaseta1.,1989)と 比 較 して も有意差
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は なか った。 すな わ ち、ICSI実 験系 はマ ウス卵子 ゲ ノム側か らみて も染色体異

常 を増加 させ て いなか った。

表5マ ウス卵子由来の核板における染色体異常出現率

分析数 染 色体 異常 をもつ精子核板数(%)構 造的染 色体 異常数

(分析率つ 異数性**倍 数性***構 造(精 子核 当た りの頻度)

(一)(+)計On2n計 異常chbchechtbchte

10年 度2003258122021010

調 査93.91.51.02.54.06.010.01.00.0050。0000,0050.000

11年 度2742353161953002

調 査94.20.71.11.81.15.86.91.80.0110.0000.0000,007

合 計474551011283974012

94.01.11.12.12.35.98.21.50.0080.0000.0020.004

chb,染 色体型切断;che,染 色体型交換;chtb,染 色分体型切断;chte,染 色 分体 型交換

★分析率e精 子核板分 析数/第 一卵割中期到達卵数 ×100

★★(一)
,低 数性;(+),高 数性

★★★On
,0倍 性(卵 核な し);2n,二 倍性
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皿.凍 結保存精子における染色体異常出現率

凍 結解 凍 ヒ ト精 子 をヒ ト卵子 にICSIし て子供 を得 た とい う報 告 はす で にな さ

れ てい るが 、凍 結解 凍精子 の使用 が染色体異常児 生成 とい う点 で どの程度 の リス

クをもつか は詳 しく研究 され ていな い。

Martineta1.(1991)は 、ハム スター卵 への ヒ ト精 子IVF法 を用 いて、凍結保

存 と染色体異 常の関連性 を調査 した。同一 の精液試料 を液体窒 素で凍結す る前 と

後 で染 色体 分析 した結 果 、両群 の構造 的染色体 異常頻 度 に有意差 は なか った(異

数性頻度 は凍結後 に有意な減少 を示 したが、著者 らは染 色体標本作 製時 の人為産

物 と考 えて いる)。 しか し、IVF法 で は凍 結解凍後 も生き残 った精子 のみ が調査

の対 象 とな るので 、染色体 異常 を もつ精子 はなん らかの理 由で 生存 能が低か った

り、受精能 力が低 いのではな いか とい う考 えか ら、凍結 保存精子 のICSIを 行 う

場合の リス ク推定 のデー タにな らな い とい う主張 もある。

そ こで我 々は凍結解凍精 子 をマ ウス卵 へICSIし て 、 この点 に関す る直接 的な

デー タを得 よ うと計画 した。

【材料 と方法】

精 液提供者 は前章(第H章)の 場合 と同 じであ る。採 取 され た精液 試料 を37

℃ で30分 間液化 した後 に等 量のKS-II耐 凍剤(Kobayashieta1.,1991)と 混 合

し、10～20分 間液体 窒素 の蒸気 に暴露 した後 、液体 窒素 中 に約1週 間保存 し

た。実験 当 日、凍結試料 を37℃ で解凍 した後 、新鮮 精液 と同様 の方法 でマ ウス

卵 にICSIし 、染色体分析 を行 った。

【結果 と考察 】

凍結解 凍 した精子 をマウス卵 にICSIし た場合 のマウ ス卵 の生存率 は新鮮 精子

を用 いた場合 との間で有意 差 を示 さなか った(表6)。 しか し、第1卵 割 中期へ

の到達 率は凍結解凍精子群 で有意 に高 い値 を示 した。そ の理 由は次 の よ うに考 え

られ る。 すなわ ち、通常 の受精 環境で は精子 は先体反応 を起 こした後 に卵細 胞膜

と融 合す るが、ICSI法 では これ らの過程 をバイ パス して精子 細胞 膜が 完全 な状
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態 のま ま卵細胞 質内 に注 入 され るため に精子 の膨化 に時間がかか る と思 われ る。

今 回 、凍 結解凍 処理 によ って精子 の細 胞膜がな ん らかの損傷 を受 け、 これが頭部

の膨化 や 雄性 前核 形成 にプ ラスの作用 を及ぼ して第1卵 割 中期 への 良好 な発生

に貢献 した もの と考 え られ る。事実 、界面活 性剤 で細胞 膜 を破損 させ たマ ウス精

子 をICSIす る と、未処理精子 の場合 に比べて頭部 の膨化 が促 進 され る(Kasaiet

al.,1999)o

表6凍 結 ・解凍 ヒ ト精 子 を1CSIし たマウス卵の生存率お よび発 生率

動物数 使用卵数 生存卵数★ 標本作製 減数分裂 前核形成 第1卵 割中期

卵数★★ 再開卵数★★★ 卵数★★★ 到達卵数★帰

新 鮮 精 子33965739713705557504

76.6%96.5%98.9%78.1%70.7%

凍 結解凍7242190187186155149#

精 子78.5%98.4%99.5%82.9%79.7%

★分母=使 用卵数 ★★分母=生 存卵数 ★★★分母e標 本作製卵数

#:新 鮮精子群 との間 に有意差 あ り(Z2test,P〈0.05)

凍結 融解 した精子 の染 色体 分析 の結果 は表7お よび図12に 示 した通 りで あ

る。凍 結解凍精 子141例 にお ける染色体 異常 出現率(異 数性0.7%、 倍数性0.0%、

構造 異常7.8%)は 新鮮精 子 の場合 との 間で有意 差 を示 さな か った。 タイ プ別 の

構 造異 常頻度 で比較 して も両者 の間に有意差 はなか った。すなわ ち、精 子 の凍結

保存 、解 凍処理 は染色体 異常 を増加 させな い ことが分か った。 ただ し、今回調査

した精子 は、凍 結解凍後 にも正常 の運 動能 を保持 してい る精子(頭 部 形態 も正常)

のみ であ る。凍 結解凍 の過 程で運動能 を失 う精子 もかな りの数 にのぼ り、 これ ら

の不動化 した精 子で染 色体 異常 出現率 が どうなって いるのかは大変興 味深 い問題

で ある。しか し、この研 究 まで は手が回 らず 、今後 の課題 として残 された。また、

精 子 の耐凍性(解 凍後 の運動性 回復 率)に はか な りの個 人差が あるが、今 回はた っ

た1人 の精液 提供者(こ の ドナ ーで は解 凍精子 の運動性 は良好)に つ いて しか調

査 を行 って いな いの で、解 凍後 に著 し く運動性 が低 下す る精液試料 について も今
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後 調査 を行 って比較 してみ る必要が ある。

表7凍 結 ・解凍 ヒ ト精子由来の核板における染色体異常出現率

分析数

(分析率☆)

染色体異常をもつ精子核板数(%)

異数性 倍数性 構造異常

(2n)

構造的染色体異常数

(精子核当たりの頻度)

低数性 高数性 計 chbthechtbchte

新 鮮477538042

精 子94.61.00.61.70.08.8

31495

0.0650.0080.0190.010

凍 結 解141011011

凍 精 子94.60.00.70.70.07.8

7034

0.0500.0000.0210.028

合 計618549053

94.60.80.61.50.08.6

384129

0.0610.0060.0190.OIS

chb,染 色体型 切断;che,染 色体 型交 換;chtb,染 色分体型切 断;

★分析率e精 子核 板分析数/第 一卵割 中期到達卵数 ×100

chte,染 色分体型交換

表8マ ウス卵子 由来 の核板 におけ る染色体異常 出現率:新 鮮精子ICSI群(1)

と凍結解凍精子ICSI群(II)の 間の比較

実験群 分析数 染色体異常をもつ精子核板数(%)構 造的染色体異常数

(分析率★)異 数性★★ 倍数性***構 造(精 子核 当たりの頻度)

(一)(+)計On2n計 異常chbchechtbchte

1 474551011283974012

94.01.11.12.12.35.98.21.50.0080.0000.0020.004

II 14111214511000

94.60.70.71.40.72.83.50.70.0070.0000.0000.000

chb,染 色体型切断;che,染 色体型交換;chtb,染 色分体型切断;

★分 析率=精 子核板分析数/第 一卵割 中期 到達卵数 ×100

★★(一)
,低 数性;(+),高 数性

***On
,0倍 性(卵 核な し);2n,二 倍性

chte,染 色分体 型交換
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前章(第II章)の 実験 と同様 に、念 のため にマウス卵子核 板 にお ける染 色体 異常

出現 率 も調 査 して みた(表8)。 凍結融解 した精子 をICSIし た場合 のマ ウス卵子

の染色体異 常出現率 は新鮮精子 をICSIし た卵子 の場 合 とほぼ等 しく、卵子側 に

も特 別問題 とな る点 は見 当た らなか った。

染

色

体

異

常

を

も

つ

精

子

の

出

現

率

(%)

15

10

5

0

圃chb口chtb

■che團chte

freshFT

構造 異 常

團

freshF工

異数性

図12:染 色 体 異 常 を もつ 精 子 の 出 現 率(%):新 鮮 精 子 群 と凍 結 解

凍 精 子 群 の 間 の 比 較 。fresh,新 鮮 精 子;FT,凍 結 解 凍 精 子

;hypo,低 数 性;hyper,高 数 性;chb,染 色 体 型 切 断;

che,染 色 体 型 交 換;chtb,染 色 分体 型 切 断;chte,染 色 分

体 型 交 換
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Iv.染 色 体 異 常 頻 度 に及 ぼ す 精 子 ・卵 子 のinvitro加 齢 の影 響

この研 究 で は 実験 を効 率 よ く行 うた め に雌 マ ウ ス に過 排 卵 処 理 を行 い、1頭 か

ら採 卵 され る30～50の 未 受 精 卵 を一 度 に使 用 して い る。ICSI法 で は1卵 つ つ

精 子 を注 入 して い くた め 、 受 精 卵 を作 製 す る の に1.5～3時 間 を要 す る。 そ の

間 、 遅 くICSIさ れ る 卵 は2時 間以 上 も未 受 精 の ま ま培 養 液 中 で待 た され る こ と

にな る。同 じ こ とは 精 子 に つ い て も当 て は ま る。そ の た め 、一部 の卵 子 や 精 子 はin

vitroで 加 齢 す る こ とに な る。

卵 子 が 未 受 精 の ま ま輸 卵 管 また は 培 養 液 中 で加 齢 す る と受精 卵 に発 生 異 常 や 染

色 体 異 常 が 増 加 す る こ と は 古 くか ら知 られ て い る(Vickers,1969;Austin,

1970;O'NeillandKaufman,1988;Badenasetal .,1989)。 同 様 に精 子 が 輸

卵 管 あ る い は 培 養 液 中 で 加 齢 して も発 生 異 常 や 染 色 体 異 常 が 増 加 す る(Shaver

andMartin-DeLeon,1975;Santaloetal.,1992;Estopetal.,1993;Munne

andEstop,1993)o

そ こで 、 こ の よ うな精 子 ・卵 子 のinvitro加 齢 が ヒ ト精 子 由来 ゲ ノム の 染 色 体

異 常 を増 加 させ るか 否 か(実 験 系 自体 が 染 色 体 異 常 を誘 発 す る可 能 性)に つ い て 検

討 した 。

【材料 と方法】

前章(第 皿章)の 研 究 によって 、 ヒ ト精子 お よびマ ウス卵子 の染 色体 異常 出現率

は いずれ も新鮮精子ICSI群 と凍結解凍精子ICSI群 の間で差 を示 さない ことが

分か った ので(表7,8)、 両群 のデ ータ をプール して この研 究 に用 いた。

ICSI開 始 か ら30分 ごとに区切 って受精 卵(ICSI卵)を まとめ て培 養 し、発生

学的、細胞遺伝学 的デー タを集計 して あるので、それ に基 づいて精子 ・卵子 の加

齢 時間群 を設定 した。すなわ ち、実験群1は 、精子 ・卵子 の加 齢時 間が0～30

分の群(精 子 ・卵子 の準 備後30分 以 内 にICSIを 完 了 した群)で ある。 同様 に、

H群 は30～60分 の加齢群 、皿群 は60～90分 の加齢 群 、IV群 は90～120分

の加齢群 、V群 は120～180分 の加齢群 で ある。 ただ し、精子 ・卵子 が どれ だ

け加齢 したかの時間 を特定 できなか った一部 のデー タにつ いて は集 計か ら除外 し

た。 また、比較 のため に、卵子 と精 子 のいずれ かの加齢時 間だ けを極 端 に長 くす
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る(養 液 中 に長時 間放置 してお く)と い う実験 も行 った。

【結果 と考察 】

1.精 子 ・卵子 の加齢 と受精卵 の発 生率

精 子 ・卵子 の加齢 と受精卵 の生存率 ・発 生率の関連性 を調査 した結果(表9)、

最 も加齢 の度合 いの少なか った1群 と比較 して、H～V群 におけ る減数分裂 再開

率 、前 核形 成率 、第1卵 割 中期到達 率 はいず れ も有意 差 を示 さな か った。 した

が って 、精 子 ・卵子 のinvitro加 齢 は3時 間以 内で あれば 、受精卵 の発 生 に悪

影 響 を及ぼ さな い ことが分 か った。例 外的 に皿群 にお ける第1卵 割 中期到達 率

のみが有意 に低か ったが、そ の理 由は不 明で ある。

一方 、ICSI卵 の 生存率 は1群 に比べ て皿～V群 で有意 に低 い値 を示 し、V群

で は特 に著 しか った。 その原 因は次 の よ うに考 え られ る。ICSI操 作で は同一 の

精子 注入用 ピペ ッ トを多数 の卵 に使 用す るた め、次 第 に管壁 に精子懸 濁液 中の不

純物 や卵細胞 質物質 が付着す る。 この ことによ り、ピペ ッ トを卵 か ら引 き抜 く際

に卵細 胞膜 がピペ ッ トに付着 し、卵 の破損 を招 きや す くな るもの と考 え られ る。

今後 、実験 の成功率 を向上 させ るため には精子注 入用ピペ ッ トの こまめな交換な

どの措 置が必 要で あるろ う。

また、卵子 の加齢 だけを さ らに長時 間(180～300分)に した場合(表10、VI

群)、 加 齢 が120分 以 内の対 照群(表9,1～IV群 の合計値)に 比 べて雄 性前核形

成率お よび第1卵 割 中期到 達率が有意 に低下 し、また、雄性前核 が第1卵 割 中

期へ到達 で きない卵が有意 に増加 した(表10に 示 した 「第1卵 割 中期 到達卵」

は雌雄 の前核 が両方 とも分裂 中期 に達 した卵 を表 している。雌 性前核 は、卵子 の

長 時 間加齢 に もかか わ らず対 照群 とほぼ等 しい率 で第1卵 割 中期 へ到達 してお

り、 中期 到達卵 の有意な低下 は、雄性 前核側 の発生停止卵 の増加 とい うことを意

味 して いる)。 マ ウスで は卵子 の加 齢 に伴 って 単為発 生的附活 が起 こ りやす くな

る とい う報 告 があ り(Pinyopummineta1.,1993)、 この現 象が、今 回の雌 雄前

核 形成 の不 同調や雄 性前核 の発 生停止 の原 因 にな って いる もの と思われ る。 いず

れ に して も長時 間加 齢 した卵子 を実験 に用 い るのは よ くない。

さ らに、精子 だ けを長時 間(120～240分)加 齢 させた場合(表10、V旺 群)に も、

減数分 裂 再開率 、雄性 前核 形成率 、第1卵 割 中期 到達率 の有意 な低下 が認 め ら

れ た。精 子頭部 には卵子 を附活 す る因子 が含 まれ る とい うことが知 られて いるの
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表9精 子 ・卵子 の加齢 と受精卵 の生存率 ・発生率 の関連性 〔1〕

実験群 精子 ・卵子 使用 生存卵数★ 標本作製 減数分裂 前核形成 第1卵 割中期

の加齢(分)卵 数 卵数**再 開卵数★★★ 卵数★無 到達卵数***

1精 子0-30142120118116

卵 子0-3084.5%98.3%98.3%

100

84.7%

96

81.4%

II精 子30～60209162159157

卵 子30-6077.5%98.1%98.7%

133

83.6%

120

75.5%

皿 精 子 ・1・1179134#130130101

卵 子60-9074.9%97.0%100.0%77.7%

90#

69.2%

r▽ 精 子90-120145106#10210282

卵 子90-12073.1%96.2%100.0%80.4%

73

71.6%

V精 子120-1808050##464637

卵 子120-18062.5%92.0%100.0%80.4%

34

73.9%

★分母=使 用卵数 鹸分母e生 存卵数 ★★★分母=標 本作製卵数

#:1群 との間 に有意差 あ り(X2test,P〈0.05)

##:1群 との間 に有意差 あ り(Z2test,P〈0.001)

表10精 子 ・卵子 の加齢 と受精卵 の生存 率 ・発生率 の関連 性 〔2〕

実験群 精子 ・卵子 使用 生存卵数★ 標本作製 減数分裂 前核形成 第1卵 割中期

の加齢(分)卵 数 卵数★★ 再開卵数★鼎 卵数★★★ 到達卵数★★★

1-IV精 子0-120675522509505416

合 計 卵 子0-12077.3%97.5%99.2%81.7%

379

74.S%

VI精 子0-12016913411811562#

卵 子180-30079.3%88.1%97.5%52.5%

58#

49.2%

冊 精 子120-240203153150144#107#

卵 子0-12075.4%98.0%96.0%71.3%

95#

63.3%

★分母=使 用卵数**分 母=生 存卵数 ★★★分母e標 本作製 卵数

#:1-IV群 との間に有意差あ り(x'test,P〈0.001)
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で(Parringtoneta1.,1996)、 精子 の加齢 によって この因子 が不活性化 した こ

とが減数 分裂再 開率低下 の原 因 とな っているか もしれな い。 このよ うに精子 の加

齢 もまた受精 卵 に発 生障害 を もた らす ことが確 かめ られた。

以上 の結果 か ら、 ヒ ト精子 を注 入 したマ ウス卵 を正常 に発生 させ るため には、

採卵後120分 以 内にICSI操 作 を終 了する ことが望 ま しい と考 え られ る。

2.精 子 ・卵子 の加齢 と ヒ ト精子 由来 ゲ ノム の染 色体異 常

次 に、精子 ・卵子 の加齢度 合 いと精子 の構造 的染色体異常 出現 率の関連性 を調

査 した(表11)。 そ の結果 、1群 の異常 率が他群 に比べ低 い傾 向 を示 しものの、

全て の群 間で有意差 は認め られ なか った。 また 、加齢 時間の長 さに比例 した異常

率 の上 昇 も認 め られ なか った 。 これ らの ことか ら、180分 程度 の精 子 お よび 卵

子 のinvitro加 齢 は精子 由来染色体 に構 造異常 を誘発 しな いと考 え られ る。1群

異常 率が低 い傾 向 を示 した理 由につ いては第VI章 で論議す るので、そ ち らを参 照

いた だきた い。

表11精 子 ・卵子 のinvitro加 齢 とヒ ト精子 由来 の核板 にお ける構 造的染色体

異常 出現率 の関連性 〔1〕

実験群 精子 ・卵子の加齢 精子核板 構造異常をもつ

(分)分 析数 核板数(%)

1 精子0-30

卵子0～30

90 3(3.3)

II 精 子30～60

卵子30-60

111 11(9.9)

皿 精 子60-90

卵子60-90

88 7(8.0)

IV 精 子90-120

卵子90-120

70 6(8.6)

V 精 子120-180

卵 子120～180

31 3(9.7)
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また、卵子 の加齢時 間のみ をさ らに長 くした場合(180～300分 、表12、VI

群)お よび精子 の加齢時 間のみ をさ らに長 くした場合(120～240分 、表12、W

群)に も、精子 由来 核板 にお け る構造的染 色体 異常 出現 率 は対 照群(加 齢120分

以内、1～IV群 の合計値)と 比 べて有意差 を示 さな か った。 すなわ ち、表10に

示 した よ うに精子 ・卵子 の加齢 が大幅 に進 む と受精 卵 に種 々の発生 障害が現れ る

が、そ れ に もかか わ らず、第1卵 割 中期 に到達 で きた卵 のみ につ いて いえば 、

精子 由来ゲ ノム に構造的染 色体異 常の増加 はない という ことが分か った。

表12精 子 ・卵子 のinvitro加 齢 とヒ ト精子 由来の核板 にお ける構 造的染色体

異常出現 率 の関連性 〔2〕

実験群 精子 ・卵子の加齢 精子核板 構造異常をもつ

(分)分 析数 核板数(%)

1～IV精 子0-120359

合 計 卵 子0～120

27(7.5)

精子0-120

卵子180～300

56 5(8.9)

v昭 精子120～240

卵子0～120

90 8(8.9)

本研 究 によ りヒ ト精子 のinvitro加 齢4時 間 まで は染 色体異常 の増加 がな い

とい うことが 明 らか にな った。一方 、マ ウス精 子 の場 合 には6時 間 の加齢 で精

子 の構 造的染 色体 異常 が有 意 に増加 し、48時 間後 には染 色体異 常精子 の 出現 率

が60%に も達す る と報告 されて いる(Estopeta1.,1993)。 また、invitroで ヒ

ト精子 を24時 間加齢 させ る と構造 的染色体異常頻度 が対照群 の3～4倍 に高 ま

る とい うことが報 告 されて いる(MunneandEstoP,1993)。 しか し、 これ らの

研 究 はIVF法 を用 いて行われた ものであ り、加齢精子 をICSIし た場 合 には異 常

頻度が さ らに高 まるという可能性 も考 え られ る。現 実のICSI治 療 の場面で は、

ヒ ト精子 を培養液 中で何時間 まで安全 に保存で きるか という ことが大 きな問題 と

な るので、今後 、我 々の研 究 をさ らに発展 させて 、ICSI用 精子 のinvitro加 齢
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と染色体異常の関係を検討 して行かなければならない。

3.精 子 ・卵子 の加齢 とマ ウス卵子ゲ ノム の染色体異常

ヒ ト精 子 由来 ゲ ノムの染色体分析 と並行 して マウス卵子ゲ ノム の染 色体分析 も

行 った(表13)。 卵 子ゲ ノムの異数性 、 倍数性、構造 異常 の各 出現率 は いずれ も

1～V群 の間 で有 意差 を示 さなか った。すなわ ち、卵子 ・精子 の加齢 が3時 間以

内で あれば 、受精 卵 にお ける卵子側ゲ ノム にも染色体異 常は誘 発 され な いという

ことが分 か った。

表13精 子 ・卵子 のinvitro加 齢 とマ ウス卵子 由来 の核板 におけ る染色体異常

出現 率の関連性 〔1〕

実験群 精子 ・卵子の 卵子核板

加齢(分)分 析数

染色体異常をもつ核板数(%)

異数性★ 倍数性★★ 構造異常

(一)(+)計On2n計

1精 子0-30

卵子0～30

890221233

0.02.22.21.12 .23.43.4

II精 子30-601111121452

卵 子30～600.90.91.80 .93.64.51.8

皿 精 子 ・/・1

卵 子60-90

882132460

2.31.13.42 .34.56.80.0

IV精 子90-120700002681

卵 子90-1200.00.00.02 .98.611.41.4

V精 子120-180300110220

卵 子120-1800.03.33.30.06 .76.70.0

★(一)
,低 数 性;(+),高 数 性

★★On
,0倍 性(卵 核 な し);2n,二 倍 性
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また、卵子 の加齢 のみ をさ らに長 くした場合(180～300分,表14,VI群)お

よび精子 の加齢 のみ をさ らに長 くした場合(120～240分,表14,V皿 群)の 卵子

ゲ ノム にお ける構造 的染色体 異常お よび倍数 性 出現 率 はいずれ も対 照群(1～w

群 の合計値)と 比較 して有意差 を示 さなか った。 つ ま り、卵子 側 の染色 体分析 の

結果 か らも、実験 系 自体が受精卵 の構 造的染 色体 異常頻度 に影 響 を与 えない とい

うことが確か め られた。

表14精 子 ・卵子 のinvitro加 齢 とマウス卵子 由来 の核板 にお ける染色体 異常

出現率 の関連性 〔2〕

実験群 精子 ・卵子の 卵子核板

加齢(分)分 析数

染色体異常をもつ核板数(%)

異数性★ 倍数性★★ 構造異常

(一)(+)計On2n計

1～IV精 子0-120358347616226

合 計 卵 子0-1200.81.12.01.74.56.11.7

VI精 子0-12054448#2240

卵 子180-3007.47.414.83.73.77.40.0

皿 精 子120-2409011246101

卵 子0-1201.11.12.24.46.711.11.1

★(一)
,低 数 性;(+),高 数 性

★★On
,0倍 性(卵 核 な し);2n,二 倍 性

#:1～IV(合 計)群 と の 間 に 有 意 差 あ り(x2test,P〈0.001)

一方、異数性 出現率はVI群(卵 子の長時間加齢群)で有意に増加 し、3時 間以上

の加齢は卵子の第二成熟分裂期染色体に不分離を起 こさせることが示唆された。

この可能性については古 くか ら多 くの研究者によって指摘されてはいたが、卵子

染色体標本作製技術の不備などか ら明確な証明はこれ までなされていなかった。

排卵後の卵子の加齢 と染色体不分離の関連性は大変興味深い検討課題であるが、

今回の研究テーマか ら外れるので これ以上は実験を進めなかった。
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V.頭 部形態異常精子における染色体異常出現率

ICSI技 術 の開発 に よって 、通常 のIVFで は受精 で きな い奇形精子 の授精が可

能 とな り、重度 の乏精子症 、奇形精子 症な ど も不妊治 療の対 象 となって来て いる

という ことにつ いて は、すで に 「は しが き」で述べ た。 また、精子 の頭部 形態異

常 と染色体 異常 の関連性 につ いて は これ まで2,3の 報告がな され て いるが(Lee

eta1.,1996;Rybouchkinetal.,1996,1997)、 この分野の研 究 は まだ端緒 に

つ いたばか りで、論文 数そ してそ の中で報 告 されて いる染色体 分析 例数が かな り

少 ない とい うことも第1章 の 「緒言」 で述 べた。 また、 マウスで も頭 部形態異常

を もつ精 子で構 造的染色体 異常頻度が 高 いと報告 されて いる(Kishikawaetal。,

1999)o

そ こで 、本研 究で は ヒ ト精 子頭部 の形態異 常 を出現頻度 の比較 的高 い4つ の

タイ プに分類 し、それ らが染 色体 異常 と関連 す るか否か につ いて染 色体分析例数

を増や して よ り詳細 に検討 した。

【材料 と方法 】

精液提供 者は前章 までの実験 の場合 と同一 である。Menkveldeta1.(1990)

の基準 を参考 に しつつ、頭部形態 異常 をもつ精子 を4つ の タイ プ(小 形精子、大

形精 子、尖 状奇形精子 、伸長奇形精子)に 分類 した(図13)。 精液試料 中か ら各奇

形精子(運 動能は正常)を 探 し出 してマ ウス卵へICSIし た。手順の詳細 は下記 の

通 りで ある。精子 ・卵子 のIIIVIt1'O加 齢 の影響 を考 えて、各奇形精子 の選 別か ら

ICSIま で の作業 を2時 間以 内 に完 了 させ 、 また 、下記 以外 の実験条 件は 前章 の

場合 と同 じに した。

(1)小 形 精子(図13,b):顕 微鏡下 で ミクロメー ター を用 いて精 子頭部 の長径 お

よび短径 を測定 し、両径 の値が ともに3μm以 下 の小形精子 を選別 した。注

入用 ピペ ッ トの先端径 を3μmに 加工 し、 これ を用 いてマ ウス卵 へのICSIを

行 った。

(2)大 形精 子(図13,c):ミ クロメー ターで精子頭部 のサ イズ を測定 し、長径が

5μm以 上 、短径 が3μm以 上 の大 形精子 を選別 した。注入 用 ピペ ッ トの先

端径 を5μmに 加 工 し、 これ をICSIに 用 いた。大形精子 の出現頻度 は低 く、
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精 子選別 に時 間がかか るた め、ステー ジ上 に置 く卵子 の数 を5個 に制限 して

30分 以 内 にそれ らのICSIを 完了 させた。

(3)尖 状奇形精 子(図13,d):頭 部サ イズが正常範 囲(長 径3～5μm、 短径

約3μm)で かつ頭部先端が 尖状 の精 子 を選別 した。精子注 入 には正 常精子 の

場 合 と同 じ口径 のピペ ッ トを用 いた。大 型精子 の場合 と同様 、 この タイプ の奇

形精子 の選別 にも時 間がかか るので、 ステー ジ上 に置 く卵 の数 を5個 に減 ら

して30分 以 内にICSIを 終 了 させた。

(4)伸 長奇形精 子(図13,e):細 長 く伸 びた頭部(長 径 が6μm以 上 、短径3μm

以下)を もつ精 子 を選 別 し、正常精子 の場合 と同 じ注 入用 ピペ ッ トを用 いてマ

ウス卵 へICSIし た。 この タイ プの精子 の選別 に も時 間がかか るので 、一度 に

使用す るマ ウス卵 を制限 し、30分 以 内にICSIを 終 了させ た。

曝

講

図13:頭 部 形 態 異 常 を もつ ヒ ト精 子 。図 中 の横 線 は5μmを 表 す 。

a,正 常 精 子;b,小 形 精 子;c,大 形 精 子;d,尖 状 奇 形 精 子;e,

伸 長 奇 形 精 子 。

【結果 と考 察】

1.頭 部形 態異常精子ICSI卵 の発 生学的調査
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頭部形 態異常精 子 をICSIし たマ ウス卵 の生存率 および発生率 は表15に 示 し

た通 りで あ る。

表15頭 部形態異常ヒ ト精子 をICSIし たマウス卵の生存率および発生率

実験群 動物数 使用卵数 生存卵数★ 標本作製 減数分裂 前核形成 第1卵 割中期

卵数★★ 再開卵数★★嚢 卵数鰍 到達卵数***

正常精子40 1207929900891712

77.0%96.9%99.0%79.1%

653

72.6%

小形精子9 227173166159130

76.2%96.0%95.8%78.3%

120

72.3%

大形精子11 289162##150145121

56.1%92.6%96.7%80.7%

112

74.7%

尖状奇形16

精子

160128122110##83##79#

80.0%95.3%90.2%68.0%64.8%

伸長奇形4

精子

53383432##2624

71.6%89.5%94.1%76.5%70.6%

★分母=使 用卵 数 鼎分母=生 存卵数 ★★★分母=標 本作製卵数

#:正 常精子群 との間に有意差あ り(X'test,P〈0.05)

##:正 常精子群 との間に有意差 あ り(x'test,P〈0.01)

小形精子、尖状奇形精子、伸長奇形精子をICSIし たマウス卵の生存率はいず

れ も正常精子 をICSIし た場合 と比較 して有意な差を示さなかった。一方、大形

精子群では正常精子群 と比較 してICSI卵 の生存率が有意に低下 した。 これは、

大形精子の注入に先端径の太 いピペ ッ トを用 いなければな らなかった ことに起因

していると考 えられ る。

小形および大形精子群における減数分裂再開率は正常精子群の場合 と比較 して

有意差 を示 さず、 これ らの奇形精子 において も卵子 を附活化する機能は正常精子

の場合 と変わ らないことが示唆 された。その後の前核形成率、第1卵 割 中期到

達率 も3精 子群の間でほぼ等 しかった。一方、尖状奇形精子および伸長奇形精

子群では減数分裂再開率が正常精子の場合に比べて有意に低かった。すなわち、

これ らの奇形精子 では卵子の附活能が低下あるいは喪失 しているものと思われ
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る。 この減数 分裂再 開率 の低下 がその後 の前核形 成率 、第1卵 割 中期 到達率 の

低下 に もつなが っていた。

2.頭 部形態異常 精子 の染色体 分析

各奇形 精子群 にお ける染色体 異常出現率 は表16お よび図14に 、 また、 各奇

形精子群 で観察 された構造 的染色体異常 の核 型 リス トは表17に 示 され て いる。

表16頭 部形態異常ヒ ト精子由来の核板 における染色体異常出現率

実験群 分析数 染色体異常をもつ精子核板数(%)

異数性 倍数性 構造異常

計(2n)

構造的染色体異常数

(精子核当た りの頻度)

低数性 高数性 chbthechtbchte

正常精 子6185

1

490

0.61.50.0

3

b

5

8

384129

0.0610.0040.0190.015

小 形 精 子1122

1.8

020

0.oi.so.o

7

β6

5020

0.0450.0000.0180.000

大形精子1082

1.9

134#

0.92.83.7

9

38

7120

0.0650.0090.0190.000

尖状奇形772

精 子2.6

020s

O.02.60.010.4

701U

O.0910.0000.0130.000

伸長奇形240

精 子0.0

000

0.00.00.0

8##11010

33.30.4580.0000.0420.000

chb,染 色体型切断;che,染 色体型交換;chtb,染 色分体 型切断;

#:正 常精子 群 との間 に有意差 あ り(x2test,P〈0.01)

##:正 常精子 群 との間 に有意差 あ り(xztest,P〈0.001)

chte,染 色 分体 型交換

表17頭 部形態異常精子 由来の核板に観察された構造的染色体異常のリス ト

頭部形態異常 異常核型のタイプ × 観察核板数

小 形

大 形

尖状奇形

伸長奇形

23,1csbX5;23,1ctfX2

23,1csbXS;23,2csfX1;

23,1dic+1csfX1

23,1csbX5;23,1ctfX3

23,1ctf

23,1csbX4;23,1ctfX1;23,3csfX2

csb,染 色体 型切断;csf,染 色体型断片;Cam,染 色分体型断片;dic,二 動原体 染色体
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図14:染 色 体 異 常 を もつ 精 子 の 出 現 率:各 奇 形 精 子 群 お よ び 正 常

精 子 群 間 の比 較 。chb,染 色体 型 切 断;che,染 色 体 型 交 換;

chtb,染 色 分 体 型 切 断;chte,染 色 分 体 型 交 換;hypo,低 数 性;

hyper,高 数 性 。
★正 常 精 子 群 との 間 に有 意 差 あ り(P〈0 .001)

**正 常 精 子 群 との 間 に 有 意 差 あ り(P〈0
.01)

(1)小 形精 子:こ の精子 群 にお け る染 色体異 常 出現 率 、す なわ ち、異 数性 、倍

数性(2n)、 構造 異常 の頻度 は いずれ も正 常精子 群 と比較 して有意差 を示 さず 、

また、構造 異常頻度 をタイプ別(染 色体 型切断、染色体型交換 、染色分体 型切

断、染色分体 型交換)に 比較 して も有意 差はなか った。す なわち、精子頭 部の

小形化 は染 色体異常 と関連 しな い ことが分か った。 したがって、頭部 の小形化

は従来 推定 されて いた よ うな染色体数 の減 少(低 数性)に よ るもので はな く、

精子核 凝縮 の異常 による もの と考 え られ る。

一42一



(2)大 形 精子:こ の精 子群 にお け る異 数性 お よび構造 異 常 の出現 頻度 は いず れ

も正常精子群 との間で有意差 を示 さなか った。構 造異常 のタイプ別 比較で も差

がなか った。したが って、精子 頭部 の大型化 もまた、染色体数 の増加(高 数 性)

によ るものではな くて精子核凝縮 の異常 による もの と考 え られ る。 ただ し、た

った1例 では あるが、染色体 数が極端 に多 い異数性 も観察 され た(図15)。
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図15:大 形精 子 群 で 観 察 され た 高 数 性 の1例 。 染 色 体 核 板(上 段)

お よび そ の 核 型:31,X,+2,+3,+4C,+18,+F

一方 、倍 数性(2n,図16)の 頻度 は正常精子群 の場 合 と比較 して有意 に増加

して いた。 しか し、その値は3.7%と 低 率であ った。 すなわ ち、2倍 性 や極端

な高数性 な どの染 色体 異常が原 因で精子 の大型化が起 こって いるケー ス もご く
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一・部存在 す る と思 われ るが、大部分 の精子 の大型化 は精子核 凝縮 の異常 によっ

て生 じて いる もの と考 え られ る。
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図16:大 形 精 子 群 で 観 察 され た2倍 性 異 常(2n=46)。

(3)尖 状 奇 形精子:こ の群 で は正 常精 子群 と比 較 して異数 性、 倍数性 、構造 異

常 のいずれ も増加 しなか った。構造 異常 のタイ プ別 比較で も差 がなか った。す

なわ ち 、尖状奇 形は受精 卵 の発 生率 を有意 に低 下 させ るが(表15)、 染色体 異

常 とは関連 しな い ことが分か った。

(4)伸 長 奇形 精子:こ の群 で は正 常精子 群 と比較 して異数性 お よび 倍数性 の頻

度 に有意 差 はなか った。 しか しなが ら、構 造異常 を もつ精子 の頻度 は対 照群 よ

りは るか に高 かった。 この ことは、 伸長奇 形 に伴 う精子核 の変形 によ り染色体

異常 につなが るよ うなDNAの 損傷 あ るいは クロマチ ン構 造の変化 が起 って い

る ことを示唆 して いる。 これ と類似 の結果はすで に我 々の これ まで の研 究で も

観察 され て いる(Leeetal.,1996)。

以 上 の結果 をま とめ ると、精子 頭部 の大 形化はわずか なが ら倍数性 と関連性 を

..



もち、伸長奇 形 は構造 的染色体異常 と強 い関連性 を もつ といえ る。 また 、4種 の

奇形 とも異数性 には関連 しなか った。 全体 と しては、実験 を始 め る前 に予想 して

いた よ りも精 子 の奇 形 と染色体異常 の関連性 は低 か った。しか し、今 回の結果 は 、

正常 な精液性 状 を もつ1男 性 の精子 を用 いて得 られ た結果 で あ り、 これが 重度

の男性不 妊症 の患者 の精子 に も当ては まるか否 かにつ いて は今 後 さらに検討 して

行か なければ な らな い。

最近 、精子 核FISH法 によ り、精子 染色体分析 な しに異数性 の頻度 を検討 で き

るよ うになった。そ の結果 では、男性不 妊症 患者 の精子 で異数性 が増加 す る とい

う報告(Pangeta1.,1995)と 、 しな い という報告(Miharueta1.,1994)が な さ

れて いる。 いず れ に して も、精子 核FISH法 による異 数性 頻度 と精子染 色体分 析

によ る異数性 の頻度 の間には数値上 の差 が大 き くあ り、精子核FISH法 自体 の信

頼性は いまだ高 くな い(上 口 ・秋山,1995)

Rybouchkinetal.(1996)は 男性不 妊症 患者 の精液 か ら得 た球形精子 をマ ウ

ス卵にICSIし て染 色体 分析 を行 い、 この頭 部形態異 常が染色体 異常 と関連 しな

い ことを報告 して いる。一 方、In'tVeldeta1.(1997)は 男性不 妊症患 者の精液

中 にみ られ た巨大頭部精子 の精子 核FISHを 行 い、奇形精子 の ほ とん どが2倍

性 あるいは3倍 性 の染 色体 異常だ った という症例 を報告 して いる。

以 上述べて きたよ うに精子頭部 の形態異常 と染色体異常 の関連 は頭部奇 形 のタ

イ プや 精子提 供者 の状 況 な どで色 々異 な り、"一 把ひ とか らげ"で 論ず る ことが

で きな い。 これか らは 、精子 形態 異常 の生成機序(精 子 形成過 程 の どの段 階 に不

備 があって形態異常 になったのか、 あるいは、 いった ん正 常 に形成 され た精 子 が

なん らか の原 因 で退行変性 を起 こして形態 異常 にな ったのか な ど)に も 目を向 け

て行 かな ければ な らな いで あろ う。
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VI.不 動性精子における染色体異常出現率:精 漿中保存の効果

男性 不妊症 患者 には、奇形精子ば か りで はな く運 動能 をもたな い精子 の出現頻

度 が著 しく高 い例 も少な くな い。 このよ うな ケー ス もICSI治 療 の対象 とな り得

るので、不動性 精子 と染色体異常 の関連性 を明 らか にす る ことは重要 な研究 課題

で ある。

Rybouchkineta1.(1997)は 、射精精液 中の不動性 ヒ ト精子 の染色体分析 を

試 み、不 動性精子群 の 中に 占める死亡精子 の割 合が高 い精液の場合 ほ ど発生停止

卵 の割合や精 子 由来 染色体異常(構 造 異常)率 が高 かった と報 告 して いる。

今 回我 々は、彼 らの結果 を確認す べ く不動性精子 の染色体 分析 を行 った。 その

結果 、後述す るよ うに構造 的染色体異 常の増加 は認 め られ なか った。そ こで、 こ

の正 反対 の結 論の理 由 を探 るため に2者 の研 究方法 の比較検 討 を進め 、ICSIに

至 るまで の不 動性 精子 の処 理 ・保存方 法が染色体異常率 に大 き く関係す る ことを

見 出 したので報告 す る。

1.不 動性精子の染色体異常出現率

【材料と方法】

(1)精 液提 供者 は前章 まで の実験 の場 合 と同一 であ る。射 精精液 中です で に不動

性 で あった精子 のみ を実験 に用 いた。今回 の研究 では、不動性精子 が死 亡精子

か生存精子 かの確認 は行 わなか った。

(2)不 動性 精子 のICSI:精 子 注入用 ピペ ッ トには正常精子 の場合 と同 じ口径 の も

のを用 いた。 精子 の遠心 ・洗浄 操作 によ り二次的 に生 じた不 動性 精子が混 入す

るの を避 けるため 、液化 した精液そ の もの を精子選別用 ドロップ として用 いた。

顕微鏡 下で頭部 形態 の正常 な不 動性精子 を選 んで10%PVP液 に移 した。 この

溶液 中で ピペ ッテ ィング によ り精漿 をできるだけ取 り除 き、 ピエゾパルス を与

えた後 に(1分 以 内)、 マ ウス卵 に注入 した。不 動性精 子の選別 には時間が かか

るので 、ス テー ジ上 に置 く卵 の数 を5個 に制限 し、30分 以 内に これ らの卵 の

ICSIを 終 了 させた。5卵 ず つのICSIを 繰 り返 し、2時 間が経過 した時点で残

った未受精 卵す べて を廃棄 した 。卵子 のinvitro加 齢 の影響 を除外 す るため で

ある。そ の他 の実験 条件 は前章 までの実験 に準 じた。

一46一



(3)対 照群 として頭 部形態 が正常 な運 動性精 子 を精液 中か ら選別 し、マ ウス卵 に

注 入 した(前 章 までの実験 で は、精漿 を除去す るた め に精子 の遠 心洗 浄 を行 っ

たが、 ここでは実験群 と精子処 理条件 を同一 にす るため に精子 の遠 心洗浄 を行

わなか った)。

【結果 と考 察】

不動性精子 をICSIし たマ ウス卵 の生存 率お よび発 生率は運動性 精子 の場合 と

比較 して有意差 を示 さなか った(表18)。 す なわ ち、不 動性精子 は正 常精子 と同

様 の卵子 附活 化能 を もつ とい う ことが示唆 された。 また 、両群 の間で 第1卵 割

中期到達率 に差が認 め られ なか った ので、実験 系 自体 が不 動性精子 由来ゲ ノム の

染色体異常 を増加 させ る可 能性 は少な い と思 われ る。

表18不 動性 ヒ ト精子 をICSIし たマ ウス卵 の生存率お よび発生率

実験群 動物数 使用卵数 生存卵数★ 標本 作製 減数 分裂 前核形成 第1卵 割 中期

卵数★★ 再 開卵数 ★★★ 卵数★★★ 到達卵 数★**

運動性

精子

6201 170165165150

84.6%97.1%100.0%90.9%

139

84.2%

不 動性10239

精子

202198195186

84.5%98.0%98.5%93.9%

174

87.9%

★分母=使 用卵数 ★★分母=生 存 卵数 ★★★分母=標 本作製卵数

不動性精 子群 の染色体 異常 出現 率 を運動性 精子群 と比較 した結果(表19お よ

び 図17)、 異数 性、倍数性 、構造異常 の いず れ にも両群 間で有意 差が認 め られ な

か った。す なわち、我 々の実験 では、精子 の運動能 の有無 は染色体 異常 と関連 し

な かった。 しか し、前述 のよ うにRybouchkinetal.(1997)は 不 動性精 子で 高

率 の構造 的染色体異常 を観察 して いる。彼等 は精液試料 を遠心 ・洗 浄 した後 に精

子 を培養液 中 に保存 したの に対 して、我 々は射精精液 か ら直接不 動性 精子 を選別

してICSIを 行 った。そ こで、不動性精子 の培養液 中保存 お よび遠 心洗浄 処理 が
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構造的染色体異常 を増加させるか否かの検討を次に行った。

表19不 動性 ヒ ト精子由来の核板における染色体異常出現率

実験群 分析数 染色体異常をもつ精子核板数(%)

異数性 倍数性

計(2n)

構造異常

構造的染色体異常数

(精子核当たりの頻度)

低数性 高数性 chbthechtbchte

運動性1160

精子0.0

110

0.90.90.0

44000

3.40.0340.0000 .0000.000

不 動性1570

精 子0.0

220

1.31.30.0

79022

4.50.0570.0000.0130.013

chb,染 色体型切 断;che,染 色体 型交換;chtb ,染 色分体型切 断;chte,染 色分体 型交 換

染
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体
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を
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つ

精

子

の

出

現

率
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團chb口chtb
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図17:染 色 体 異 常 を もつ 精 子 の 出 現 率:運 動 性 精 子 群 と不 動 性 精

子 群 の 間 の比 較 。chb,染 色 体 型 切 断;che,染 色 体 型 交 換;

chtb,染 色 分 体 型 切 断;chte,染 色 分 体 型 交 換;hypo,低 数 性;

hyper,高 数 性 。
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2.不 動性精子 の染色体異常出現率に及ぼす培養液 中保存の影響

【材料と方法】

(1)精 液提 供者 は前述 の実験 の場合 と同一で あ る。射 精精液 中ですで に不 動性 だ

った精子 のみ を実験 に用 いた。

(2)液 化 精液 か ら選別 した不動性精子(頭 部形態 は正常)40個 を3種 類 の培養液

ドロ ップ(HEPES-BWW液 、modofiedHTF液 、PBS液;各5μ1)に 移 した。

この際 、精 子 と ともに持 ち込 まれ た精 漿 の量 は合計約40pl程 度 で、精 漿は培

養液 によって約125分 の1に 希 釈 され る計算 とな った。そ の まま培養 液 中で2

～2 .5時 間保存 した後 、精子 をマウス卵 にICSIし た。対 照群 として は、 フ ィ

ル ター(孔 径0.8μm)で 細胞 を取 り除 いた精漿 中 に実験群 と同時 間(2～2.5

時間)保 存 した不動性精子 を用 いた。 その他 の条 件は前述 の実験 に準 じた。

(3)Rybouchkinetal.(1997)の 結果 との比較 のため に、 彼 らと同様 に精子 の遠

心洗浄 ・培養液保存処理 も行 った。 すなわ ち、①液 化精液 をHEPES-BWW液

で2回 遠心 ・洗 浄 した後 、HEPES-BW液1mlに 精子 を懸濁 した。②精 子

懸濁液 を試験 管 中の80%パ ー コール溶液(4m1)の 上 に積 層 し、L字 型 の棒 を

2,3度 上下 させ て密度勾配 を作 った後、600gで20分 間遠 心 した。③不動 性

精子 を多 く含 む上層部分1m1を 回収 し、HEPES-BWW液 で2回 遠 心洗浄 し

てパー コール を除去 した もの を精子懸濁液 と した。④ 精子懸濁 液 よ り選別 した

不動性精子 を2時 間以 内 にマ ウス卵 にICSIし た。精子 懸濁液 の調製 に1時 間

を 要 し た た め 、 精 子 はICSIま で の 間 に1～3時 間(平 均2時 間)、

HEPES-BWW液 に暴露 され る ことにな った。

【結果 と考察 】

培養液 中保存 の不 動性精子 をICSIさ れ たマ ウス卵 の発 生率 は表20に 示 した

通 りで あ る。ICSI卵 の生存率は いずれ の培養液群 で も低下 しなか った。 しか し、

減数分裂再 開率 は対 照群(精 漿 中保存)と 比較 してPBS液 群 で有 意 に低 下 した。

また、雄性前核形成 率はPBS液 群 に加 えてHEPES-BWW液 群 で も有 意 に低 下

した。 さ らに第1卵 割 中期到達 率は3培 養液 群すべ てで対照群 よ り有 意 に低 下

した。 すなわ ち、不 動性精子 は培 養液 に曝 され るこ とによ ってICSI卵 の発 生 に

障害 を もた らす ことが示 され た。
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表20培 養液保存した不動性ヒ ト精子をICS1し たマウス卵の生存率及び発生率

精 子 動物数 使用卵数 生存卵数★ 標本作製 減数分裂 前核形成 第1卵 割中期

保存液 卵数★★ 再開卵数★★★ 卵数★★★ 到達卵数***

精 漿 7 161 143140137

88.8%97.9%97.9%

132

94.3%

126

90.0%

HEPES

-BWW

9 143 133133128

93.0%100%96.2%

116#

87.2%

104##

78.2%

Modl血ed3

HTF

73 656361

89.0%96.9%96.8%

60

95.2%

50#

79.4%

PBS 2 65 61

93.8%

6155##51#

100%90.2%83.6%

46##

75.4%

★分母=使 用卵数**分 母=生 存 卵数 ★★★分母;標 本作製卵数

#:正 常精 子群 との間 に有意差 あ り(κ2test,P<0.05)

##:正 常精子 群 との間 に有意差 あ り(X'test,P<0.01)

表21各 種培養液 中に保存 した不動性 ヒ ト精子由来の核板における染色体異常

出現率

実験群 分析数 染色体異常 をもつ精子核板数(%)

異数性 倍数性 構造異常

計(2n)

構造的染色体異常数

(精子核当た りの頻度)

低数性 高数性 chbthechtbchte

精 漿1120

/1

220

1.81.80.0

6

45

6021

0.0540.0000.0180.009

HEPES971010

-BWW1 .00.01.00.0

25#268190

25.80.2680.0820.1960.000

Modified462020

HTF4.30.04.30.0

15#201124

32.60.4350.0220.2610.087

.. 4200006

0.00.00.00.014.3

6010

0.1430.0000.0240.000

chb,染 色体型切断;che,染 色体型交換;chtb,染 色分体 型切断;

#:精 漿 中保存群 との間 に有意差 あ り(x'test,P〈0.01)

chte,染 色分体 型交換
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培養液 中に保存 した不動性精子 の染色体分析 結果 は表21お よび図18に 示 さ

れて いる。3つ の培養液群 にお ける異数性 および倍数性 の出現率 は いずれ も精漿

群 と比較 して有意差 を示 さなか った。一方 、HEPES-BWW液 群 お よびmodi丘ed

HTF液 群 にお ける構 造的染色体異 常出現率 は精 漿群 と比較 して有意 に増加 した。

また 、PBS液 群 で も構 造 異常頻度 の増加 傾 向が認 め られた 。構造 異常 のタイ プ

別 に出現頻 度 を比較す る と、培養液 中保存 によ り染色体 型切断お よび染 色分体型

切断 が顕著 に増加 していた。すなわ ち、培養 液 中に保存 す る ことによ って、構造

的染色体 異常 につながる変 化が不動性精子 に引き起 こされ る ことが示 され た。 し

たが って、Rybouchkineta1.(1997)が 不動性精子 で観察 した高率 の構造 的染

色体異常 は、精子 の培養液 中保存 の間に生 じた人為産物 の可能性 が高 い。

染

色

体

異

常

を

も

つ

不

動

性

精

子

の

出

現

率

(%)

50

40

30

20

10

0

團chb口chtb

■che圏chte

*

*

囮hyp・

圃hyper

精漿BWWmHTFPBS

構造異常

精漿BWWmHTFPBS

異数性

図18:精 漿 お よ び3種 類 の 培 養 液 中 に 保 存 され た不 動 性 精 子 に お

け る 染色 体 異 常 出現 率 。chb,染 色体 型 切 断;che,染 色 体 型

交 換;chtb,染 色 分 体 型 切 断;chte,染 色 分 体 型 交 換;hypo,

低 数 性;hyper,高 数 性 。 ★精 漿 中保 存 群 との 間 に 有 意 差 あ り

(P<0.01)
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次 に、HEPES-BWW液 中で の精子 保存 の前 に、同液 によ る精子 の遠 心 ・洗浄

処 理 を付 加 して その影響 を調 査 した。

BWW+遠 心洗 浄群 ではBWW液 保存 のみの群 と比較 して第一 卵割 中期 到達

率 が有意 に低 か った(表22)。 す なわ ち、BWW液 保存がICSI卵 に与 える発 生障

害(表20)は 、不 動性精 子の遠心 洗浄処 理 の付加 によ って さらに強 め られ る とい

う ことが示 された。

表22遠 心洗浄 した不動性ヒ ト精子をICSIし たマウス卵の生存率及び発生率

実験群 動物数 使用卵数 生存卵数★ 標本作製 減数分裂 前核形成 第1卵 割中期

卵数★★ 開卵数***卵 数★無 到達卵数★★★

BWW中9

保存のみ

143 133133128

93.0%100%96.2%

116104

87.2%78.2%

BWW+2

遠心洗浄

65 54534946

83.1%98.1%92.5%86.8%

30#

56.6%

★分母e使 用 卵数**分 母=生 存卵数***分 母=標 本作製卵数

#:BWW中 保存 のみ の群 との間 に有意差 あ り(X2test,P〈0.01)

表23培 養液中に保存 した不動性ヒ ト精子由来の核板における染色体異常出現

率:精 子の遠心洗浄処理が与える影響

実験群 分析数 染色体異常をもつ精子核板数(%)

異数性 倍数性 構造異常

(2n)

構造的染色体異常数

(精子核当たりの頻度)

低数性 高数性 計 chbthechtbchte

BWW中97101025268190

保 存 の み1.00.01.00.025.80.2680.0820.1960.000

BWW+27000013#137S6

遠 心 洗 浄0.00.00.00.048.10.48102590.1850.222

chb,染 色体 型切断;che,染 色体型交換;chtb,染 色分体型切断;chte,染 色分体型交換

#:BWW中 保存 のみの群 との間 に有 意差あ り(xltest,P〈0.01)
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また、BWW+遠 心 洗浄群 における不動性精子 の構 造的 染色体 異常 出現率 は、

BWW液 保存 のみ の群 と比較 して大 き く上昇 し、48%に も達 した(表23)。 構造

異常 の増加 をタイ プ別 にみ る と、染色体型切断 と染色体型 および染 色分体型交 換

の増加が 顕著で あった。すなわ ち、BWW液 保 存 による不 動性精子 の構造 的染色

体 異常 の増加(表21)は 、精子 の遠心洗浄 処理 の付加 によ って さ らに強 め られ る

ことが 明 らか になった。

今 回の研 究で は、 まず最初 に正常精 子 にお ける染色体異 常頻度 の調査 を行 った

が(第1【 章)、 そ の実験 では精子 の遠心洗 浄お よび培養液(BWW)中 保 存 を行 って

いるので、正常精子 も これ らの処 理の影響 を受 けて いるか も しれ な い。 そ こで 、

正常精子 につ いて も不動性精子 の場合 と同様 の比較 を行 ってみ た(表24)。

表24正 常ヒ ト精子由来の核板 における染色体異常出現率:精 子の遠心洗浄処

理、培養液中保存が与える影響

実験群 分析数 染色体異常をもつ精子核板数(%)

異数性 倍数性 構造異常

計(2n)

構造的染色体異常数

(精子核当たりの頻度)

低数性 高数性 chbthechtbchte

精 漿 中116011044000

保 存 の み0.00.90.90.03.40.0340.0000.0000.000

BWW+477538042#31495

遠 心 洗 浄1.00.61.70.08.80.0650.0080.0190.010

chb,染 色体型切 断;che,染 色体型交換;chtb,染 色分体型切断;chte,染 色分体型交換

#:精 漿中 に保存 のみ の群 との間 に有 意差 傾向あ り(x、2test,0.05〈P〈0.10)

遠心 洗浄 してBWW液 中に保存 した正常精 子 にお ける構 造 的染 色体異 常 出現

率(第II章 、表3の デ ー タ)は 、遠心 洗浄せず に精 漿 中保 存 を した正 常精 子 にお

ける異常 出現率(本 章、表19の デー タ)と 比較 して増 加傾向 が認 め られた。 すな

わ ち、形 態お よび運 動能か らみて正常 と判定 された精子 のなか にも、不 動性精 子

と同様 に遠心洗浄や 培養液 中保 存 の影響 を受 ける精子 が一部含 まれ て いる ことが

分か った。

精子 ・卵子 のIYIvitro加 齢 が0～30分 の群(第IV章 、表11)で は構 造 的染色
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体異 常率 が3.3%で 、精 漿 中保存 をした正 常精 子 におけ る異 常 出現 率(3.4%)と

同様 に低 率 だ ったが 、そ の後 、加齢時 間が長 くな る と異常率 は8～10%に 上昇

した。 すなわ ち、精子 が遠 心洗浄処理 を受 けて も、培養液 中での保存時 間が短 い

間 は染 色体異常 につ ながる障害起 こらな いもの と思われ る。 マウス にお いて も精

子 の死 亡(雄 個体 の死亡 に伴 う精子 の精巣 上体 内死亡)後 、時 間の経過 につれ て構

造 的染 色体異常 出現率 が増 加す る と報告 され て いる(Kishikawaetal.,1999)。

現在 、ICSIを 利 用 した ヒ ト不 妊治療 で は培養 液で洗浄 した精子 が一般 的 に用

い られ て いるが、今 回の研究 によ って精漿 中 に保存 した精子 で染 色体 異常が最 も

少な い ことが 明 らか にされ た。 この ことは今後 のICSI治 療技術 の改良 に資す る

きわ めて重要 な知見 といえる。

お わ り に

研 究助 成 の 申請段 階 で計画 して いた実 験 のほぼ 八割方 を実 行 に移 す ことが で

き、研究 その ものはかな り順調 に進んだ と思 っている。 しか し、 当初 の計画 の う

ち、男性 不妊症患者 か ら得 た精子 の染色体分析 、凍 結解凍 後 に不動性 とな った精

子 の染色体 分析 な どにつ いて は実験 に着手で きず 、今後 の課題 として残 された。

また、実施 され た研究 の 中には染 色体 分析 の例数 が必ず しも十分で はな い部分 も

あ り、今後 の補充実験 が必要で ある。

研 究 の進行 には上述 のよ うに若干 の遅れが 出たが、 この3年 の研究 期間 には本

成 果報告書 の数字 には表れな い大 きな成果が あった。その一つ は、分担研 究者 の

立 野 裕 幸 が 文 部 省 の長 期在 外 研 究 員 と して ハ ワイ大 学 へ 留学 し(10ヶ 月間:

1999年4月 ～2000年2月)、 染色体異常 に関する研 究 を行 った ことで ある。

彼 は共 同研 究 によ り、(1)ICSIの 際 に精子 を不動化 するため に行 う超音 波処理

そ の もの が従 来云 われ て いるほ ど傷害(構 造 的染色体 異常)を 与 えな い(研 究発表

リス ト7)、(2)4℃ に保存 した死亡雄 マ ウス の精子 を卵子 にICSIし た場合、雄

の保存 期 間が長 くな る につれ て構造 的染色体 異常 を もつ精子 が増加 す る(引 用文

献12)、(3)頭 部 形態 異常 を もつ マウ ス精子で は構造 的染色体 異常 が有 意 に増

加 す る(引 用文 献13)と い う ことを明 らか に した。 これ らの研究 は ヒ ト精 子 を用
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いた本研究 を側面 か ら強力 にサ ポー トして くれた。

もう一 つの成果 は、本課題 による研 究その他 の研究活 動 を認 め られ て、分担研

究 者 の渡 邉 誠二 が本 学教 務職 員か ら弘 前大 学 医学部 解剖 学 教室 の助 手 と して昇

任 、転 出す る ことにな った という ことであ る(こ の研 究報告 書提 出 の直前 の3月

1日 付 け)。

このよ うな事情 もあ り、本課題 の研 究成果 の公表が遅 れて いるが、で きるだ け

早 く論文 として発表す るつ も りで ある。
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