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はしがき

体外受精(1VF)一 胚 移植(ET)に よる胎 児の出生 は霊 長類、 人

を含む多 くの哺乳動物で達成されている(Brackett,1979)。

IVF-ETの 応用 は幅広 く各 々の分野 にて目的を異とするが、産

科医にとり臨床的には卵管性不妊症患者の挙児希望を実現す るため

の一方法として応用されている。 英国で初めて体外受精児の出生

が報告されて以来、約数千名の体外受精児が生誕 している。 しか

し、IVF-ETの 成功率はい まだ低 く、一部 の施設を除 き、約

5-10%と されてい る。 卵子の体外受精率 はほぼ90%以 上 で

あ ることを考 えると、 この両者間の比率の差異は何是生ず るのか?

現在 この問題を解明す るために世界各国の体外受精研究施設で多数

の研究が実施されている。 原因として大 きく母体側(着 床側)の

因子 と卵子側の因子 に分類 され るが、この問題の解明のため198

2年 より ミシガン州立大学内分 泌研究所のPro.w.RICHARDDUKELOW

の指導 の下、霊長類の___.種であ る リス猿(Saimirisciureus)を 使

用 し体外受精卵の細胞 遣伝学 的研究を行 ってきた。 その結果、 リ

ス猿では多精子受精による三倍体の発生頻度が16.7%と 高値を

示 し、体外受精での卵子側 の因子につき指摘 した。1976年 、

Praser等 のス イスの発表 で も、 体外受精卵の三倍体の高頻度発生

が報告されている。 一般的にヒ トにおいては、体外受精卵は2-

8細 胞 期に胚移植 され るため、 これ らの倍数体 も移植される可能性

は大きいと推定される。 以上からIVF-ETの 成 功率の向上 の

ため体外受精 システムでは多精子受精の予防は重要であると考え、

今回の研究では家兎(Japanesewhite)を 使用 しPolysPermyの 発

生 と予防 に関す る検討 を目的 とした。



一

目的

1).家 兎(JaPanesewhite)の 卵 子 と精 子 を体 外 受 精 させ・ そ の

受精 卵 の 正 常 性 に つ き染 色体 分 析 を行 った。 特 にpolyspermy

の 頻 度 につ き分 析 した 。

2).排 卵 誘 発 剤 のPMSはpolyspermyに 対 しDoseeffectが

あ る(Mice)た め、PMSとpoiyspermyの 発 生 頻 度 に つ き検 討

した。

3).排 卵 され た家 兎 卵 は 厚 いMuctnlayerを 有 す る とい う特 徴

が あ る。Mucinlayorは 受 精 防 止 の メカニ ズ ム に寄 与 して い る

か否 か につ き検 討 した。

n).polyspermy防 止 の た め、 培 養 液 のpH及 び 媒精 精 子 濃 度 と

polyspermyの 発 生 頻 度 に つ き検 討 した。

(!).研 究組織

研究代表者:浅 川竹仁(旭 川医科大学医学部産婦人科助手)

(2).研 究経費

昭和60年 度

昭和61年 度

計

1000千 円

300千 円

1300千 円



(3).研 究 発 表

(A).学 会 雑 誌 等

1).浅 川 竹 仁:Chromosomalanalysisafterinvitro

fertilizationofRabbit(Japanesewhite)oocytes,

日 本 産 科 婦 人 科 学 会 雑 誌,37巻,昭 和60年11月.

2).高 田 久 士:マ ウ ス 未 受 精 卵 お よ び 受 精 卵 の 凍 結 融 解 後

の 生 存 性 に 関 す る 検 討,日 本 不 妊 学 会 誌,31巻,

昭 和6ユ 年10月1日.

3)T.Asakawaetal:Chromosomalnormalityofin

vitrofertilizedrabbitoocytes,Bilo&Repro.

投 稿 中.

(B).口 頭 発 表

1).浅 川 竹 仁:chromosomalanalysisRabbit(Japanese

white)oocytes,第37回 日 本 産 科 婦 人 科 学 会 ,

昭 和60年4月3日.

2).高 田 久 士:マ ウ ス 未 受 精 卵 お よ び 受 精 卵 の 凍 結 融 解 後

の 生 存 性 に 関 す る検 討,第31回 日本 不 妊 学 会 学 術 講 演 会

昭 和61年10月17日.



一
研究成果

1.ChromosomalanalysisandtheincidenceofPolyspermyof

Squirrelmonkey(Saimiriscureus)oocytesfertilizedin

vitro.

ヒトの体外受精一胚移植の成績はいまだ充分ではな く、今後に咳

され て い る課 題 は多 い。 そ のひ とつ に受 精 卵 の正 常 性 の 問題 が あ

る。 細 胞 遣 伝 学 的 検 討 の 場 合 、 ヒ トの卵 子 を使 用 す る こ とは社 会

的 ・倫 理 的 ・宗 教 的 な 問 題 が あ り、 その 取 扱 い は慎 重 で あ らねば な

らな い。 他 の 哺 乳 動 物 で あ るマ イス ・家 兎 な どが 実 験 動 物 と して

使 用 され て い るが 、 モ デ ル と して は ヒ トに近 い 霊 長 類 が 最 も適 当 と

考 え られ る。 我 々 の 教 室 で はMichiganStateUniversityの

EndocrineResearchUnitの リス猿 の コ ロ ニー を使 用 し、 体 外 受 精

卵 の 細胞 遣 伝学 的 検 討 を1982年 よ り行 って きた 。 その 結 果 、

受精 卵 をfirstcleavagemetaphaseで 分 析 す る と、 染 色 体 正 常 率

は73.3%で 、triploidyは16.6%に み とめ られ た。

い ま まで に報 告 され たmiceな ど の場 合 と同様 体 外 受 精 で は、

ployspermyに よ る倍 数 体 卵 子 の 予 防 が最 も大 切 な こ との ひ とつ で

あ る こ とが 示 唆 され た。



2.Thechromosomalnormalityandtheincidenceofpolys-

permyofivvitroferitilizedrabbit(Japanesewhite)

oocytes.

目的;

家 兎(Japanesewhite)を 用 い 、 体 外 受 精 卵 の 染 色 体 分 析 を 行

い 、 正 常 性 及 びpolyspermicfertilizationの 頻 度 に つ き 検

討 した 。

結 果;

(1).体 外 受 精 後 、2-8細 胞 ま でdevelopmentし た 率 は

71.4%で あ っ た 。

(2).体 外 受 精 卵(2-8細 胞 期)の77.7%は 正 常diploidy

(2nニ44)で あ り、5%はaneuploidyで あ った 。

(3).polyploidyduetopolyspermicfertilizationの 率

は 、16.5%で 体 内 受 精 卵 の 比 率(9.0%)に 比 較 し高 値

を 示 し た 。triploidyは 、16.6%に み と め ら れ た 。

い ま ま で に 報 告 さ れ た 面ceな ど の 場 合 と 同 様 体 外 受 精

で は 、polyspermyに よ る倍 数 体 卵 子 の 予 防 が 最 も大 切

な こ と の ひ と つ で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。
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1974年Pahlavan&Deukelowは ウサ ギ に外 因性 ゴナ ド トロ

ピンを投与 し排 卵 誘発 を施 行 し染 色 体 分 析 を お こな った。 そ の結

果、初期胚(Blastcyst)の 染 色 体 異 常 の 発 生 頻 度 が 有 意 に高 値 を

示 した ことを報 告 した。 又 、Boue&Boue(1973)等 の レポ ー

トで もヒ トの初 期 流産 例 の染 色 体 分 析 の結 果 、triso閾yの 頻 度 が 有

意に増加 した ことを報 告 して い る。Maudlin等 はmiceにPMSG

を投与後卵子 を採 取 し、 体 外 受 精 を させ 染 色 体 分 析 を行 い、 そ の結

果、polyploidyの 発 生 はPMSGの 投 与 量 にproportionalに 増 加

したためPMSと 多 受 精 若 起 の 相 関 につ い て 報 告 した。

今回の実験 で はPMS(帝 国 臓 器 、 セ ロ トロ ピ ン)100i.u.

投与 した群 と非投 与 群(交 尾 の み に よ り排 卵 誘 発)か ら採 卵 され た

卵子を共 に体 外受 精 させ 初 期 胚(2-8細 胞)の 段 階 で 染 色 体 分 析

し、PMS投 与 とplolyspermyの 発 生 との 相 関 につ き検 討 した

(表)。

結果;

PMS投 与群 のpolyspermyの 発 生 率 は14.0%で 、 非 投 与

群の12.5%に 比 較 し高 値 を 示 した が 、 両 者 間 に 有 意 の 差 はみ ら

れなか った。 以 上 か ら、 家 兎 で は100i.u.PMSの 投 与 と

polyspermyの 発 生 に は相 関 は な い と考 え る。

Shaver等 の過 剰hCG投 与 も染 色 体 に 影 響 を 与 え る との 報 告 も

あ り、今後 はhCG、PMSのdoseresponseと の相 関 に つ き検

討を要す る。
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4.Mucinlayerはpolyspermicfertilizationの 防 止 に 有 効 な

機能 を有 して い る か 。

一般的 に卵子 は排 卵 後
、 受 精 か ら着 床 時 の ハ ッチ ン グの段 階 まで

最外層膜 として透 明帯 を有 して い る。 さ らに、 ウサ ギ ・ウマ な ど

の卵子 は透 明帯 の 外層 にMucinlayer(糖 蛋 白質 層)を 付 着 させ て

い る。 ウサ ギで は排 卵後 数 時 間 、す な わ ち受 精 時 に は このMucin

layerは 観 察 され る。Mucinlayerは 強 い 酸性 ム コ蛋 白 質 で 生 殖

生理学上 の機能 は不 明 で あ る。

そ こで、 今 回 の実 験 で はpolyspermicfertilizationの 予 防 と

いう観点 か ら分 析 を 行 った 。Mucinlayerの 付 着 の な い 卵 子(成

熟卵胞 より採取 し、 その 後 に ピアル ロ ニ ダ ーゼ にて 穎 粒 膜 細 胞 を 除

去 した卵子)と 自然 排 卵 させ たMucinlayerを 有 す る卵 子 を 共 に

受精 させ受 精卵 を分 析 した 。

結果;

PMS使 用 後体 内受 精 した群(withMucinlayer)と 体 外 受 精 し

た群(withoutMucinlayer)のpolyspermyの 頻 度 は11.3%

v.s.13.2%でMucinlayerを 有 す る場 合 の ほ うがpolyspermy

の頻度 は低値 を示 した が、 家 兎 の場 合 で も体 外 受 精 の場 合 に は多 受

精の頻 度が高 くな る こ とを考 え る と、 この両 者 の 間 に は ほ とん ど差

がない と考 え られ、 家 兎 で の 晦cinlayerは 多 精 子 受 精 の 防止 の

上で重要 な役 割 を担 って い る とは考 え に くい。
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5. The relationship between sperm concentartion and 

the incidence of polyspermic fertilization in vitro 

of rabbit ( Japanese white )

 Abstract 

A 1000 fold range of capacitated sperm concentrations 

( 103, 104,105,106/m1 ) has been tested to determine 

whether there is a relationship between the copacitated 

sperm concentration and the incidence of polysperrni c 

fertilization in vitro of rabbit( Japanese white ) 

oocytes. While low concentration ( 103/ml ) resulted in 

low fertilization ( 9.3 % ) those in the range of 104-106/ 

ml gave fertilization rates of 69.3-72.8 percent. 

The frequency of polyploidy ( polyspermy ) was dependent 

on the sperm concentration. The rate of polyspermy with 

the 104/ml spermatozoa was the lowerest ( 9.3 % ) , 

compared to 14.2 % with 105/ml and 13.2 % with 106/ml. 

However, there was no significant difference between the 

frequencies of polyploidy recorded in this series.
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6.培 養液pHとpolyspermyの 頻 度 に関 す る検 討

培 養 液(Brackett&Oliphant)のpHを7.0,7.2,7.497.6

の4段 階 に調 製 し、 精 子 濃 度10紅10『/mlに て 受 精 させpoly一

spermicfertilizationに つ き検 討 した 。 受 精 率 で は 個 々 の 実 験

で大 きな差 が み られ た が 、polyspermyの 頻 度 に は差 はみ られ なか

った。 しか し、PHの 変 化 が媒 精 時 間(3-6時 間 内)で 大 きい

ため、 この点 の 改良 に よ りpHの 維 持 が 重 要 で あ り、 今 後 も検 討 を

続 ける予定 であ る。

彗㌧


