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論 文 内 容 要 旨

近年,体 外受精(clVF:conventionalinvitrofertilization),卵 細胞質 内精子注入法(ICSI:

Intracytoplasmicsperminjection)に 代表 され る生殖補助技術(ART:assistedreproductive

technology)は 格段 の進歩を遂 げて いる。 しか しな が らcIVF,ICSI共 に成功率 は,こ こ10数

年20～30%台 と満足 すべ きものにな って いない。ARTの 成功率 を上 げるためには,未 解 明な部

分 も多い受精現象 のメカニ ズムの解 明が必須 であ る。最近,精 子 と卵子細胞膜の融合 に必須 と考

え られ るIZUMOと い う蛋 白が同定 された。IZUMOは 射精直後 の精子 膜表面 には存在 せず先体

反応後 の精子 においては じめて先体 内膜表面 に露 出す る。IZUMOを ノ ックア ウ トしたマ ウスで

は,雌 は正常 であるが雄は不妊で,そ の精子は卵子細胞膜 と融合 する能力 を完全 に欠失 して いた。

そ こで本研究 では ヒ トにおいて,正 常妊孕能 を持 つ男性 の精子 と比べて,臨 床 的にICSIの 適

応 とな った重症 男性不 妊症例 の精子,及 びclVFに おいて受精 障害 とな った不 妊症例 の精子 の

IZUMOの 発現 に変化 があるか検証 した。

本研 究 には,同 意 の得 られた妊孕 能 を確認 されて いる健 康 な男性 の射出精子,臨 床的 にICSI

の適応 とな った男性不妊症例13例 の射出精子(凍 結精子2例 含む),clVFに お いて受精率=0%

で あ った受精 障害 症例12例 の射出精子 を用いた。 精子 を液化,洗 浄,遠 心 し,培 養 して先体 反

応 を誘起 させ免 疫蛍光 染色 を行 った後,蛍 光顕 微鏡 にて観察 し精 子先体 内膜表 面上 のIZUMO

の発現 を検討 した。な お,先 体反応後精子 を同定す るマー一カー と して,IZUMO同 様 に先体 反応

後 に精 子先体 内膜上 に出現す ることがわか って いるCD46を 同時 に蛍光免疫 染色 した。 観察 し

た精子 の うち,CD46陽 性 と考 え られる先体反応後精子 の中で,IZUMOが 陽性で あ るもの,陰

性 であ る ものをそれぞれカ ウン トした。

妊孕 能 を確 認 されて いる射 出精子 では,観 察 された精子数570の うちCD46陽 性 の先体反応後

精 子(精 子 数170,先 体反応率32.7%)は 全てIZUMO陽 性であ りIZUMOの 発現が確認 された。

臨 床的 にICSIの 適応 とな った重 症男性不妊症例13例 の射出精子(凍 結精 子2例 含 む)で は,全

ての先体 反応 後精子 に おいて妊孕能確 認例同様 にIZUMO陽 性 であ りIZUMOの 発現 が確認 さ

れ た。clVFで 媒 精 され た平均卵子数8.92個 につ いて受精 率=0%で あ った受精 障害 症例12例 の

検討 にお いて も,観 察 され た平均 精子数403の うちCD46陽 性 の先体反応 後精子(平 均精子数

203,先 体反応 率50%)は,妊 孕能確認例 同様 全てIZUMO陽 性 であ りIZUMOの 発現 が確認 さ

れ た。

本研 究 によ り,臨 床 的にICSIの 適応 とされた,著 しい精 子濃度,運 動率 の低下 を認 める精子

の卵子細 胞膜 との融合能 は正常であ ることが示唆 された。 これ は,単 一 の ファクター,例 えば精

子運動率 の低下,IZUMOの 発現,他 の受精過程 に必須 と考 え られる ファクターな どの情報 か ら・
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生殖治 療 にお けるARTの 計画 をたてるこ との困難 さを示唆 して い るもの と考 え られた。 また,

受精 障害 症例12例 の中には,蛋 白質 レベルの解析 でIZUMO陰 性 と考 え られ る症例 は存在 しな

か った。IZUMOが 欠如 してい る男性 はICSI以 外 の方法で は子 孫 を残 す ことが困難 であ ると考

え られ るため,ICSIが 生殖医療 に取 り入 れ られて いなか った約15年 前 で は子 孫を残せなか った

可能性 が考 え られ,そ の存在が非常に稀 で あ り今回の検体数 で は検 出で きなか った可能性が考え

られた。
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審 査 結 果 の 要 旨

IZUMOは 精子と卵子細胞膜の融合に必須と考えられる最近 同定 された蛋白である。IZUMO

は射精直後の精子膜表面には存在せず先体反応後の精子においては じめて先体内膜表面に露出す

る。IZUMOを ノックアウ トしたマウスでは雌は正常であるが雄は不妊で,そ の精子は卵子細胞

膜と融合す る能力を完全に欠失 していた。

筆者はヒ トにおいて,正 常妊孕能を持つ男性の精子と比べて,臨 床的に顕微授精の適応となっ

た重症男性不妊症例の精子,及 び体外受精において受精障害 となった不妊症例の精子のIZUMO

の発現に変化があるか検証 した。

本研究では,同 意の得 られた妊孕能を確認 されている健康な男性の射出精子,臨 床的に顕微授

精の適応 とな った男性不妊症例13例 の射出精子,体 外受精において受精率=0%で あった受精

障害症例12例 の射出精子を用い,精 子先体反応を誘起後 に免疫蛍光染色を行 った後,蛍 光顕微

鏡にて観察 し精子先体内膜表面上のIZUMOの 発現を検討 した。 なお,先 体反応後精子を同定

するマーカーとして,IZUMO同 様に先体反応後に精子先体 内膜上 に出現することがわかってい

るCD46を 同時に蛍光免疫染色 した。観察した精子のうち,CD46陽 性で先体反応後 と考えられ

る精子の中でIZUMOが 陽性であるもの,陰 性であるものをそれぞれカウントした。

妊孕能 を確認されている射出精子では,観 察された精子の うちCD46陽 性の先体反応後精子

(精子数170,先 体反応率32.7%)は 全てIZUMO陽 性であ りIZUMOの 発現が確認 された。臨

床的に顕微授精の適応となった重症男性不妊症例13例 の射出精子では,全 ての先体反応後精子

において妊孕能確認例同様にIZUMO陽 性でありIZUMOの 発現が確認された。体外受精で媒

精された平均卵子数8.92個 について受精率=0%で あった受精障害症例12例 の検討においても,

観察 された精子の うちCD46陽 性の先体反応後精子(平 均精子数203,先 体反応率50%)は,妊

孕能確認例同様全てIZUMO陽 性でありIZUMOの 発現が確認 された。

本研究によ り,臨 床的に顕微授精の適応とされた著 しい精子濃度,運 動率の低下を認める精子

の卵子細胞膜 との融合能は正常であることが示唆された。 これは,単 一のファクター,例 えば精

子運動率の低下,IZUMOの 発現 他の受精過程に必須 と考え られるファクターなどの情報か ら

生殖治療の計画をたてることの困難 さを示唆 しているもの と考えられた。また,受 精障害症例12

例の中には蛋 白質 レベルの解析でIZUMO陰 性 と考え られ る症例 は存在 しなか った。IZUMO

が欠如 している男性は顕微授精以外の方法では子孫を残すことが困難であると考えられるため,

顕微授精が生殖医療 に取 り入れられていなかった約15年 前では子孫を残せなか った可能性が考

え られ,そ の存在が非常に稀であり今回の検体数では検出できなかった可能性が考えられた。

よって,本 論文は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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