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【目的】体外受精（ IVF）で受精卵を 1 個も得られない完全受精障害を回避

するため、受精しなかった卵子に卵細胞質内精子注入法（ ICSI）を行うレス

キュー ICSI が実施されているが、通常の ICSI よりも変性率が高いため、細

胞膜を穿破しない方法の開発が望まれている。これには卵子と精子を融合に

よって受精させる手法が考えられるが、精子が先体反応を起こしている必要

がある。そこで、IVF 後の卵子透明帯に結合している精子の先体反応率を高

精度で明らかにし、卵子と精子の融合による顕微授精法（assisted sperm fusion 

insemination: ASFI）を確立させ、臨床応用することを目的とした。  

【方法】治療目的で IVF を実施したものの、治療に用いられず本研究への参

加同意を得られた患者 17 名の卵子と精子を対象とし、 IVF 後の透明帯に結

合している運動精子をインジェクションピペットで回収した。対照として透

明帯に結合していない運動精子を同様に回収した。また、治療目的で IVF を

実施し、本研究への参加同意を得られた 64 名の患者を対象とし ASFI を実施

し、同意を得られなかった患者にはレスキュー ICSI を実施した。ASFI は、

IVF の 6 時間後に受精を判定し、未受精卵の透明帯から運動精子を回収し、

インジェクションピペットを用いて回収した精子の頭部を卵細胞膜に押し

付け 30 秒間保持した。レスキュー ICSI は定法に従い実施した。ASFI もしく

はレスキュー ICSI 由来以外に移植可能な良好胚がなかった 51 症例に対して、

移植を行った。  

【結果】透明帯結合精子の先体反応率は 98.0 %（48/49）であり、対照の 28.6 %

（16/56）と比較し有意に高かった（p < 0.01）。ASFI 実施後 105 個全ての精

子で卵細胞膜への接着が確認され、受精率は両群間で有意差は認められなか

ったが、ASFI 胚の 3PN 率（7.6 %）がレスキュー ICSI 群（16.3 %）より低い

傾向が認められ（p = 0.075）、変性率（0 %）はレスキュー ICSI 群（4.3 %）と

比較して有意に低かった（p = 0.046）。また、胚発生率および妊娠成績におい

て、両群間に有意差は認められなかったが、ASFI 胚の移植によって 3 人の

健児が得られた。  



【考察】透明帯結合精子は、高率で先体反応を起こしていることを明らかに

した。また、透明帯結合精子を使用して、卵細胞膜を穿破しない顕微授精法

である ASFI を確立させ、レスキュー ICSI と同等の受精率および発生率であ

ることを確認し、胚移植の結果 3 例の生児が得られた。広く臨床応用される

ためには、解決すべき問題点が存在するものの、ASFI の確立は不妊治療の

発展において大きな一歩をもたらすものであると考えている。    

 

キーワード：先体反応、透明帯、レスキュー ICSI、卵細胞膜、受精  

  



目次  

第 1 章 序論  .......................................................................................... 1 

1-1. 緒言  ............................................................................................. 1 

1-2. 引用文献  ...................................................................................... 4 

第 2 章 透明帯結合精子の回収と先体反応率の検討  ................................. 7 

2-1. 緒言  ............................................................................................. 7 

2-2. 材料と方法  ................................................................................... 9 

2-3. 結果  ........................................................................................... 18 

2-4. 考察  ........................................................................................... 19 

2-5. 引用文献  .................................................................................... 22 

第 3 章 押し付け法による顕微授精法の確立  ......................................... 34 

3-1. 緒言  ........................................................................................... 34 

3-2. 材料と方法  ................................................................................. 36 

3-3. 結果  ........................................................................................... 43 

3-4. 考察  ........................................................................................... 45 

3-5. 引用文献  .................................................................................... 48 

第 4 章 押し付け法によって受精した胚の発生経過観察  ........................ 59 

4-1. 緒言  ........................................................................................... 59 

4-2. 材料と方法  ................................................................................. 60 

4-3. 結果  ........................................................................................... 67 

4-4. 考察  ........................................................................................... 69 

4-5. 引用文献  .................................................................................... 70 

第 5 章 総括  ........................................................................................ 80 

資料  1. 用語集  ....................................................................................... 1 

資料  2. 培養液等の組成  .......................................................................... 6 

 

 



 

 

  



1 

 

第 1 章 序論  

 

1-1. 緒言  

1978 年に世界で初めて、体外受精（ in vitro fertilization: IVF）によるヒト

での出産が報告されてから、不妊治療とりわけ生殖補助医療の技術は大きく

発展した (1)。1992 年には、1 個の精子で卵子を受精させることが可能な卵細

胞質内精子注入法（ intracytoplasmic sperm injection: ICSI）による妊娠および

出産が報告された (2)。これにより、射出精液内に精子が少ない乏精子症など

の重度の男性不妊患者夫婦でも、妊娠・出産することが可能となった。通常、

生殖補助医療における受精方法の第一選択は IVF であり、日本産科婦人科学

会の顕微授精に関する見解にも「男性不妊や受精障害など、本法以外の治療

によっては妊娠の可能性がない、あるいは極めて低いと判断される夫婦を対

象とする」との記述がある (3)。しかし、受精障害があるか否かは実際に IVF

を実施しなければ分からないケースも多いため、IVF を第一選択とした場合

であっても、妊娠に期待の持てる受精結果が得られない場合もある (4)。さら

に IVF を実施しても受精卵が全く得られない、完全受精障害が IVF 周期の

約 4 %で起こるとの報告があり、実際このような完全受精障害が起こると患

者への精神的および経済的なダメージは大きい (5)。そこで、IVF を実施した



2 

 

にもかかわらず受精しなかった卵子に対する追加措置として IVF の翌日に

ICSI を行う「レスキュー ICSI」が報告された (6)。これにより、IVF での受精

を試みながら完全受精障害を避けることができるようになった。ところが、

レスキュー ICSI による受精率は通常の ICSI と比べて低く、満足のいく治療

結果は得られなかった (7–9)。原因の 1 つとして卵子の老化が考えられ、これ

を改善するために、レスキュー ICSI を IVF の翌日ではなく、6 時間後に行っ

た結果、受精率が向上した (10)。しかし、 IVF から短時間で行うレスキュー

ICSI を実施したとしても通常の ICSI と比べると満足のいく受精率は得られ

ず、特に卵子の変性率が上昇することが問題となっている (11)。また、 ICSI

は卵細胞膜を穿破し、卵細胞質内に精子を注入する方法であることから、細

胞膜が脆弱な卵子の場合、ICSI 実施時に穿破した卵細胞膜が修復せずに細胞

死（変性）してしまう可能性が高い。そのため、卵細胞膜を穿破せずに ICSI

と同等の受精率が得られる顕微授精法の開発が望まれている。  

また、卵子と精子の膜融合を利用すれば卵細胞膜を穿破することなく受精

させることが可能になると考えられるが、精子が卵細胞膜に接着するには先

体反応が必須である (12)。自然の受精過程では、精子は卵細胞の周りを取り

囲む透明帯を貫通して卵細胞膜に接着するため、透明帯に結合した精子は高
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率で先体反応を起こしていると予想されるが、透明帯に結合した精子の先体

反応率は 22～48 %であったとの報告がある (13, 14)。しかし、これらの報告

では透明帯に精子が結合した卵子ごと吸引と排出を繰り返して精子を剥が

し取っており、確実に透明帯に結合している精子のみを回収しているとは言

い難い。  

そこで、本研究では卵細胞膜を穿破しない顕微授精法を確立させ、臨床応

用することを目的として、第 2 章では透明帯結合精子の先体反応率の検討、

第 3 章では、先体反応を起こしたヒト精子を用いた押し付け法による顕微授

精法の確立、そして第 4 章では、押し付け法によって受精した胚の発生経過

の観察に関する研究を行った。最後に、第 5 章では第 2 章から第 4 章までの

研究内容について総合的に考察した。  
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第 2 章 透明帯結合精子の回収と先体反応率の検討  

 

2-1. 緒言  

卵細胞膜を穿破せずに受精させるためには卵子と精子の膜融合とともに、

精子が卵細胞膜に接着するには先体反応が必須である (1)。先体反応とは、精

子頭部の先端部分にある先体外膜と先体内膜の融合により、先体内部の酵素

群が放出される現象であり、通常は卵丘細胞通過時および透明帯進入時に誘

起される現象である (2)。先体反応を人為的に誘起する手法に関しての報告は

いくつかあるものの、全ての精子に対して先体反応を誘起する手法はいまだ

に確立されていないと思われる (2–4)。自然の受精過程において、精子は卵丘

細胞同士の間を通過したのち、卵細胞の周りを取り囲む透明帯を貫通して卵

細胞膜に到達し融合する (5)。透明帯に結合した精子の先体反応を観察した報

告によると、透明帯結合精子の先体反応率は 22～48 %であった (1, 6, 7)。し

かし、いずれの研究でも透明帯結合精子の回収方法として、ガラスピペット

を用いて透明帯に精子が結合した卵子ごと吸引と排出を繰り返すことで精

子を剥がし取るというものであった。この方法の場合、透明帯に結合してい

る精子だけを正確に回収しているとは言いがたく、透明帯に付着しているだ

けの精子や、死滅している精子までも回収している可能性がある。そこで、
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本章では ICSI に用いるインジェクションピペットで透明帯結合精子を直接

回収し、高い精度で先体反応率を明らかにすることを目的とした研究を行っ

た。  
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2-2. 材料と方法  

2-2-1. 使用試薬  

精子洗浄液、良好精子回収液  

 精子洗浄には、HTF Medium（FUJIFILM Irvine Scientific）にヒト代替血清

（Serum substitute supplement、FUJIFILM Irvine Scientific）を 10 v/v%濃度と

なるよう添加した培養液（以降、精子洗浄液）を使用した。形態および運動

性が良好な精子の回収には、市販の密度勾配試薬（90 % Isolate® Stock solution、

FUJIFILM Irvine Scientific）を使用し、密度勾配試薬の希釈液として、MHM

™ハンドリングメディウム（FUJIFILM Irvine Scientific）にヒト代替血清を 10 

v/v%濃度となるよう添加した培養液（以降、希釈液）を使用した。  

 

前培養用、 IVF 用培養液  

 採卵後から IVF までの前培養および IVF 用には、市販の培養液（Universal 

IVF Medium、CooperSurgical）を使用した。  

 

精子染色液  

精子先体の染色には Fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut agglutinin
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（FITC-PNA、MilliporeSigma）を使用した (8)。まず、1 mg の FITC-PNA を純

水 1 mL で溶解し、カルシウム・マグネシウムイオン不含リン酸緩衝生理食

塩水［PBS（ -）］（表 2-1）を 4 mL 加えて希釈し、濃度 200 µg/mL の FITC-

PNA 濃縮溶液を作製し、凍結保存（ -30°C）した。使用時に適時融解した FITC-

PNA 濃縮溶液 200 µL を 0.5 w/v% ウシ血清アルブミン加 PBS（ -）800µL に

溶解し、最終濃度 40 µg/mL の先体染色液として使用した。  

精子核の染色には Propidium iodide （PI、富士フイルム和光純薬）を使用

した。1 mg の PI を純水 1 mL で溶解後、1 mL の PBS（ -）を加え、最終濃度

500 µg/mL の PI 濃縮溶液を作製して凍結保存（ -30 °C）した。使用時に適時

融解した PI 濃縮溶液を PBS（ -）で 10000 倍に希釈し、最終濃度 0.05 µg/mL

の精子核染色液として使用した。  

 

透明帯結合精子回収用培養液  

 透明帯結合精子回収には、MHM にヒト代替血清を 10 v/v%濃度となるよ

う添加した培養液（以降、ハンドリングメディウム）を使用した。  

 

2-2-2. 対象および倫理  
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 2019 年 1 月から 2019 年 6 月までに、矢内原ウィメンズクリニックにおい

て治療目的で体外受精を実施したものの、異常受精、未受精、未熟ならびに

変性等の理由により治療に用いられず、本研究への参加の書面による同意を

得られた患者 17 名の卵子および精子を対象とした。本研究は群馬パース大

学（倫理審査承認番号：PAZ18-22）の倫理委員会の審査を受けて実施した。 

 

2-2-3. 良好精子回収  

まず、密度勾配遠心法と swim up 法を併用し、形態および運動性が良好な

精子の回収を行った (9, 10)。良好精子回収を行う前日に、1.5 mL の密度勾配

試薬を 15 mL 遠沈管（CORNING）に入れ、さらに別の 15 mL 遠沈管に 0.75 

mL の密度勾配試薬と 0.75 mL の希釈液を入れ転倒混和し、1.5mL の 45 % 密

度勾配試薬を作製後、37 °C に加温した。精子洗浄用および swim up 用には、

6.0 mL の精子洗浄液を作製し、培養器内で、37 °C、6 %CO2 の条件下で一晩

平衡化した。  

精液は 3～5 日の禁欲期間の後、用手的に採取した。原精液は採取後 10 分

以上静置し液化させたあと、精子計算盤（Makler® Counting Chamber、Sefi 

Medical Instruments Ltd）もしくは精子運動解析装置（Sperm Motility Analysis 
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System、ディテクト）を用いて世界保健機関による基準（ World Health 

Organization criteria, 2010）に従い、精子濃度と運動率を計測した  (11)。次に、

15 mL 遠沈管に入れた密度勾配試薬に 1.5 mL の 45 % 密度勾配試薬を静か

に重層し（2 層密度勾配試薬）、2 層密度勾配試薬の層を崩さないように ART

キャピラール（ニプロ）を遠沈管内に挿入した。2.5 mL 精子洗浄液に原精液

を全量入れ希釈した後に 2 層密度勾配試薬の上部に静かに重層し、300 ×g

で 20 分間遠心分離を行った。遠心分離後、ART キャピラールに 1 mL の注

射器（テルモシリンジ®、テルモ）を接続して沈殿物を回収して、別の遠沈管

に入れた 2.5 mL 精子洗浄液に添加し、希釈後、300 ×g で 5 分間遠心分離

を行った。遠心分離後、沈殿物を約 0.2 mL 残して上清を除去し、その沈殿

物を撹拌後、0.1～0.2 mL の精子洗浄液を静かに重層して、37 °C、6 %CO2 の

条件で静置し、swim up 処理を行い、20 分後に 0.1～0.2 mL の上層液を回収

した。回収した上層液中の精子濃度および運動率を精子計算盤を用いて目視

で測定した。  

 

2-2-4. 採卵および IVF 

採卵の前日に、IVF 用 2 ウェルディッシュ（ナカメディカル）の内側と外
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側それぞれに 1 mL と 3 mL の前培養用培養液  を入れ、内側のウェルのみ 1 

mL のオイル（OVOIL™、Vitrolife）で覆い、37 °C、6 %CO2、5 %O2、89 %N2

環境の培養器内で一晩平衡化し、前培養用ディッシュとした。また、4 ウェ

ルディッシュ（Nunc™ 4-Well Dishes for IVF、Thermo Fisher Scientific）の 4 個

のウェルに IVF 用培養液を 800 µL ずつ入れてオイルで覆い、37 °C、6 %CO2、

5 %O2、89 %N2 環境の培養器内で一晩平衡化し、 IVF 用ディッシュとした。 

卵胞液の採取は、担当医師により行った。以下に簡単に手順を述べる。ま

ず、超音波断層装置下で卵巣に採卵針（OPU20G Needle もしくは OPU21G 

Needle、北里コーポレーション）を穿刺し、20mL の注射器（テルモシリンジ

®20 mL、テルモ）を用いて卵胞液を吸引した。卵胞液を 90 mm 滅菌プラス

チックシャーレ（AGC テクノグラス）に注ぎ、実体顕微鏡を用いて検鏡し、

卵丘 -卵子複合体をパスツールピペットで回収して前培養用ディッシュの外

側で洗浄し、内側のウェルに移動して 37 °C、6 %CO2、5 %O2、89 %N2 環境

の培養器内で 3～4 時間の前培養を行った。1 枚の前培養用ディッシュに入

れる卵丘 -卵子複合体は 10 個までとした。  

次に、採卵から 3～4 時間後に、IVF 用ディッシュのウェルに 1.5 ×105 細

胞 /mL の濃度になるよう運動精子を添加した。次いで、前培養の終了した卵
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丘 -卵子複合体をパスツールピペットで吸引と排出を繰り返して卵丘細胞同

士の間隔を広げて精子が進入しやすいよう処理をした後、運動精子を添加し

た IVF 用ディッシュのウェルに 1～3 個ずつ卵丘 -卵子複合体を入れ、37 °C、

6 %CO2、5 %O2、89 %N2 環境の培養器内で受精のための培養を行った。  

 

2-2-5. 透明帯結合精子の回収  

IVF を実施した翌日の受精確認後、異常受精、未受精、未熟ならびに変性

により治療に用いられなかった卵子の透明帯に結合している精子を回収し

た (12) 。 卵 子 操 作 用 に 、 ガ ラ ス 管 （ Drummond MICROCAPS® 100 µL 

micropipettes、フナコシ） を 2 時間、180 °C で乾熱滅菌後、ガスバーナーの

炎で軟化させた状態で引き延ばして細くし、卵子の径に合わせて内径約 200 

µm のガラスピペットを作製した。精子回収用ディッシュは、35mm 径ディッ

シュ（NUNC™ IVF DISH 35 mm、Thermo Fisher Scientific）の蓋に、ハンドリ

ングメディウムで 5 µL の微小滴 1 個、10 µL の微小滴 2 個、30 µL の微小滴

1 個と精子不動化用培養液（PVP 7 %、CooperSurgical）で 10 µL の微小滴 1

個を作製しオイル（Oil for Embryo Culture、FUJIFILM Irvine Scientific）で覆

った（図 2-1）。精子回収操作は倒立顕微鏡 DMI3000B（ライカマイクロシス
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テムズ）に設置したマイクロマニピュレーションシステム（ナリシゲ）を使

用した。インジェクションピペット（CooperSurgical）を精子回収用ディッシ

ュのオイル部分に浸漬し、オイルをインジェクションピペット先端から約

0.05 mm 吸引した後、インジェクションピペットへの精子付着を防ぐ目的で、

精子不動化用培養液をオイルと同量吸引し、さらにオイル、ハンドリングメ

ディウムの順でそれぞれインジェクションピペットの先端から約 0.05 mm ず

つ吸引した（図 2-2）。対象の卵子をハンドリングメディウムの微小滴に入れ、

卵子透明帯に結合している精子を吸引しないように、ホールディングピペッ

ト（サンキョーメディック）で卵子を吸引して固定し、さらに対象の運動精

子が 0 時から 3 時の位置に来るよう卵子を回転して固定し直した。回収する

精子の尾部先端に焦点を合わせ、インジェクションピペットの高さを調節し

てインジェクションピペットの先端に焦点を合わせた後、精子尾部の先端よ

り少し離れた位置でインジェクションピペットの吸引を始め（図 2-3-A）、精

子尾部がインジェクションピペット内に引っ張られているのを確認しなが

らインジェクションピペットを精子頭部に近づけ（図 2-3-B）、さらに吸引を

加え、精子を完全にインジェクションピペット内に回収し（図 2-3-C）、精子

用のハンドリングメディウム微小滴に移動した。同様の方法で複数の透明帯
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結合精子を回収した。  

 

2-2-6. 先体反応評価  

回収した精子はインジェクションピペットに吸引し、ハンドリングメディ

ウム微小滴でインジェクションピペットの周りのオイルを除去した後、スラ

イドグラス（MAS-GP typeA コートスライドグラス、松浪硝子工業）上に作

製した 5 µL のハンドリングメディウム微小滴中に排出した。さらに、固定・

染色過程での精子紛失を避けるために、インジェクションピペットで精子尾

部をスライドグラスに押し付けて付着させた（図 2-4）。対照として、IVF 後

の卵子の周りで透明帯に結合していない運動精子を使用した。まず、卵子操

作用ガラスピペットで卵子周囲の IVF 用培養液を精子と共に吸引し、別のハ

ンドリングメディウム微小滴に移動した。その後、インジェクションピペッ

トで運動精子のみを吸引して透明帯結合精子と同様の方法でスライドグラ

スに載せ精子を付着させた。それぞれのスライドグラスを風乾後、スライド

グラスの裏側に乾燥後のハンドリングメディウムの痕跡を目安に油性ペン

で目印をつけ、4 %ホルマリンを 200 µL 滴下し室温で 15 分間静置して固定

し、蒸留水で洗浄後に室温で乾燥させた。次いで、精子を固定したスライド
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グラスに 15 µL の先体染色液を滴下して、さらに蒸発を防ぐためカバーグラ

スで覆い、湿潤箱内に入れ 37 °C で 30 分間反応させた。その後、27G 注射針

（テルモ注射針  27 G、テルモ）を接続した 5 mL の注射器（テルモシリンジ

®5 mL、テルモ）を用いて純水をスライドグラスとカバーグラスの隙間に流

し込むように掛け、カバーグラスをゆっくり外し、さらに、純水にて洗浄し

た。洗浄後、染色部分の周りの純水を軽く吸い取り、精子核染色液を 10 µL

滴下しカバーグラスで覆い、直ちに Nikon Eclipse Ci-s（ニコン）および Nikon 

Intensilight Epi-fluorescence Illuminator C-HGF（B-2A フィルター、励起波長

450-490 nm、ダイクロイックミラー505 nm、吸収フィルター520 nm、ニコン）

を用い、油浸レンズを用いて 1000 倍拡大下で、精子先体の観察を行った。  

 

2-2-7. 統計学的解析  

平均値の比較は Welch’s t test、割合の比較は Fisher’s exact test 用いて両側

検定を行った。すべての解析は R software, version 3.5.1（The R Foundation）

を使用し、有意水準を p < 0.05 とした (13)。   
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2-3. 結果  

2-3-1. 精液所見  

 原精液および swim up 後の精液所見を表 2-2 に示す。原精液の平均精液量

± 標準偏差は 3.1 ± 1.5 mL、精子濃度は 1.073 ± 0.523 ×108 細胞 /mL、運動率

は 52.2 ± 13.8 %であった。Swim up 後の平均精液量  ± 標準偏差は 0.2 ± 0.1 

mL、精子濃度は 1.06 ± 0.46 ×107 細胞 /mL、運動率は 97.9 ± 0.5 %であった。  

 

2-3-2. 透明帯結合精子の先体反応率  

 透明帯結合精子および対照精子の染色写真を図 2-5 に示す。緑色蛍光を発

している部分が先体染色液で染色された先体外膜、赤色蛍光部分が精子核を

示し、緑色蛍光を発している場合、先体部分の先体外膜が残っている、つま

り先体反応が起こっていないと判定した。一方、精子赤道面が若干緑に蛍光

しているものの精子頭部先端が赤く発光しているものは、先体外膜の大部分

が外れているため、先体反応陽性と判定した。透明帯結合精子の先体反応率

は 98.0 %（48/49）であり、対照精子の 28.6 %（16/56）と比較し有意に高か

った（p < 0.01）（表 2-3）。  
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2-4. 考察  

 本章では、透明帯結合精子が既存の報告よりも高率（98.0 %）で先体反

応を起こしていることが明らかとなった (1, 6, 7)。先体反応は、先体外膜と先

体内膜の融合によって生じた間隙より先体内部の酵素群が外部へ放出され、

次いで先体外膜と先体内膜が溶解し精子頭部先端部が露出する現象で、精子

と卵子の膜融合に必須であるため、卵細胞膜に接着している全ての精子が先

体反応を起こしていることが明らかになっている (1, 14)。これらの知見と比

較して卵細胞膜の外側に位置する透明帯に結合している精子の先体反応率

は 22～48 %と低値であるとの報告があるが、これらの研究では IVF 後の卵

子をガラスピペットで吸引したり排出したりすることで、透明帯結合精子を

回収していた (1, 6, 7)。したがって、この方法で回収した場合、透明帯に結合

していない単に付着しているだけの精子あるいは既に死滅している精子も

回収していた可能性があるが、仮に精子が死滅していた場合、生理的な先体

反応が起きていたのか、あるいは死滅したことで細胞膜が壊れて先体が除去

されていたのか否かの判断ができない可能性が高い。そのため、透明帯結合

精子の先体反応を調べる手法として、この回収方法は適していないと考えた。

そこで本研究では、この問題点を解決するために、ICSI で使用されるマニピ
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ュレーターとインジェクションピペットを用いて透明帯結合精子を直接回

収した。その結果、透明帯に確実に結合している運動精子のみを選択回収す

ることができ、軽く付着しているだけの精子や死滅している精子を回収する

ことを回避することが可能となった。インジェクションピペットで回収した

精子をスライドグラスに載せ、乾燥固定するのみでは精子を紛失する可能性

があるため、精子をスライドグラスに載せた後にインジェクションピペット

で精子尾部を押し付けてスライドグラスに付着させたことで、尾部細胞膜を

破壊することにより先体反応が擬陽性になることが懸念された。しかし、対

照群でも同様の方法でスライドグラスに付着させたにもかかわらず、透明帯

結合精子の方が有意に先体反応率は高く、尾部を押し付けることによるスラ

イドグラスへの付着操作は先体反応に影響を与えないことが確認された。  

先体反応は、瞬時に全ての反応が起こる現象ではなく、段階的に進んでい

く反応として知られている (15)。本研究で観察した透明帯結合精子 49 個の

うち 1 個だけ先体反応が起こっていなかったのは、透明帯に確実に結合して

いない精子を回収していた可能性も考えられるが、先体反応のごく初期の段

階の精子を回収した可能性も考えられる。ヒトの透明帯は 4 種類の糖タンパ

ク（ZP1、 ZP2、 ZP3 ならびに ZP4）から構成されており、ZP2-ZP4 が一本
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鎖のように結合し、さらに ZP2 同士を ZP1 が架橋して立体構造を構成して

いる (16)。受精時、精子はまず ZP3 に結合し、先体反応が誘起された後に ZP2

に結合すると考えられているが、大腸菌を用いて作製したリコンビナント

ZP3 では、精子と 18 時間共培養した時にだけ先体反応が生じるとの報告が

ある一方で、大腸菌によって作製したリコンビナント ZP3 は、受精能を獲得

した精子の外膜と結合するが先体反応を誘起しないとの報告もあり、一定の

見解は得られていない (17–20)。そのため、透明帯に結合している精子であっ

ても全ての精子が先体反応を完了させているのではなく、先体反応が進行し

ている途中である可能性も考えられる。したがって、今後、透明帯への結合

度合（精子頭部先端のみ、頭部の 50 %が透明帯に進入あるいは頭部全体が透

明帯に進入等）の違いによる、先体反応率の違いを明らかにするためのさら

なる研究が必要と考えられる。  
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表 2-1. PBS（ -）の組成（100 mL 中）  

試薬  量  

NaCl 0.800628 g 

KCl 0.0201290 g 

Na2HPO4 0.141960 g 

KH2PO4 0.0239520 g 
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表 2-2. 原精液と swim up 後の所見  

 原精液  Swim up 後  

精液量（mL）  3.1 ± 1.5 0.2 ± 0.1 

精子濃度（106 細胞 /mL） 107.3 ± 52.3 10.6 ± 4.6 

運動率（%）  52.2 ± 13.8 97.9 ± 0.5 
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表 2-3. 透明帯結合精子および対照精子の先体反応率  

 透明帯結合  対照  

症例数（例）  17 

精子数（個）  49 56 

先体反応陽性率  98.0 %*（48）  28.6 %*（16）  

* p < 0.01 
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図 2-1. 透明帯結合精子回収用ディッシュ作製方法  

 35 mm 径ディッシュの蓋に、ハンドリングメディウムで 5 µL の微小滴 1

個、10 µL の微小滴 2 個、30 µL の微小滴 1 個と精子不動化用培養液で 10 µL

の微小滴 1 個を作製しオイルで覆った。  
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図 2-2. インジェクションピペットの準備方法  

 オイル、精子不動化用培養液、オイル、ハンドリングメディウムの順で吸

引し、オイルとハンドリングメディウムの境界面（赤矢印）が顕微鏡視野で

視認できる位置で吸引を止めた。  
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図 2-3. 透明帯結合精子の回収  

 A: 精子尾部の先端にインジェクションピペットを近づけ、吸引を開始し

た。B: 吸引しながらインジェクションピペットを近づけ、インジェクショ

ンピペット内へ精子尾部を取り込んだ。C: 透明帯から精子が外れインジェ

クションピペット内へ回収した。  

赤矢印 : 透明帯結合精子。  
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図 2-4. 回収した精子のスライドグラスへの付着操作  

 A: 精子尾部をインジェクションピペット先端で押し付けた。B: 押し付け

た後にインジェクションピペットを右側に引き、精子尾部をスライドグラス

に付着させた。  
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図 2-5. 先体染色結果  

透明帯結合精子および対照精子の先体状態を示した。精子核は精子核染

色液で蛍光を発し（赤）、先体外膜は先体染色液で発光している（緑）。A: 

透明帯結合精子の明視野。B: 透明帯結合精子の先体状態。C: 対照精子の

明視野。D: 対照精子の先体状態。  

先体部分が緑に蛍光を発していない精子を先体反応陽性と判定した。  
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第 3 章 押し付け法による顕微授精法の確立  

 

3-1. 緒言  

卵細胞膜を穿破しない顕微授精法として囲卵腔内精子注入法がある (1)。こ

れは、卵細胞とそれを取り囲む透明帯との間隙である囲卵腔に運動精子を注

入する手法であるが、ICSI と比べて受精率が有意に低いとされている (2)。そ

の原因として、囲卵腔に注入された精子が先体反応を起こしていないことが

あげられる。また、IVF での受精の場合、透明帯を貫通した精子は囲卵腔を

遊走することなく卵細胞膜に接着・融合していることが報告されているが、

囲卵腔内精子注入法では囲卵腔に注入した精子が遊走してしまうため、卵細

胞膜に接着する前に運動停止あるいは透明帯内側に付着してしまうことも

受精率を下げる要因として考えられる (3)。そこで、マウスにおける検討で、

単純に囲卵腔に精子を注入するのではなく、先体反応を誘起した精子を卵細

胞膜に押し付けて受精を試みたところ受精卵が得られたことが報告されて

いるが、ヒトでの報告は今まで見当たらないと思われる (4)。また、この報告

で先体反応を誘起するために用いた Ca イオノフォアでの先体反応率にはバ

ラツキがあるため、臨床応用には不向きであると考えられる (5, 6)。その一方

で、本研究の第 2 章において、透明帯結合精子が非常に高率で先体反応を起
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こしていることが明らかになった。  

そこで、本章では卵細胞膜を穿破しない顕微授精法の確立を目的として、

高率で先体反応を起こしている透明帯結合ヒト精子を用いた、押し付け法に

よる顕微授精を試みた。また、この押し付け法を Assisted sperm fusion 

insemination（ASFI）と命名した (7)。  
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3-2. 材料と方法  

3-2-1. 使用試薬  

精子洗浄液、良好精子回収液  

 第 2 章 2-2-1 と同様に準備した。  

 

前培養用、 IVF 用培養液  

 第 2 章 2-2-1 と同様に準備した。  

 

ASFI およびレスキュー ICSI 用培養液  

 ASFI およびレスキュー ICSI 実施用には、MHM™ハンドリングメディウム

にヒト代替血清が 30 v/v%濃度となるよう添加した培養液（ハンドリングメ

ディウム）を使用した。  

 

胚培養用培養液  

ASFI およびレスキュー ICSI 後の胚培養用には市販の培養液（global® total®、

LifeGlobal）を使用した。  
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3-2-2. 対象および倫理  

 2019 年 1 月から 2020 年 7 月までに、矢内原ウィメンズクリニックにおい

て治療目的で体外受精を実施し、書面で本研究への参加の同意を得られた 64

名の患者を対象とし、レスキュー ICSI の代わりに ASFI を試みた。ASFI 実施

への同意のない症例、もしくは透明帯に結合した運動精子が得られなかった

場合には通常のレスキュー ICSI を実施した。 IVF から ASFI およびレスキュ

ー ICSI までのフローチャートを図 3-1 に示した。本研究は、矢内原ウィメン

ズクリニック（倫理審査承認番号：YW18-02）の倫理委員会の審査を受けて

実施した。  

 

3-2-3. 良好精子回収  

 第 2 章 2-2-3 と同様の方法で良好精子を回収した。  

 

3-2-4. 採卵および IVF 

 第 2 章 2-2-4 と同様の方法で採卵および IVF を行った。  

 

3-2-5. ASFI 
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 ASFI 実施の前日に、胚培養用ディッシュ（EmbryoSlide+ culture dish、

Vitrolife）のメディウム容器に 180 µL、洗浄用ウェルに 40 µL の胚培養用培

養液を入れ、全体を 1.6 mL のオイルで覆い、37 °C、6 %CO2、5 %O2、89 %N2

環境の培養器内で一晩平衡化し、胚培養用ディッシュとした（図 3-2）。卵子

操作用にガラス管を 180 °C、2 時間で乾熱滅菌後、ガスバーナーの炎で軟化

させた状態で引き延ばして細くし、卵子の径に合わせて内径 270 µm、200 µm

ならびに 150 µm の 3 種類のガラスピペットを作製した（図 3-3）。  

IVF から ASFI およびレスキュー ICSI までのフローチャート（図 3-1）に従

い、 IVF 実施の 3 時間後にまず内径 200 µm の卵子操作用ガラスピペットで

卵子の周りの卵丘細胞を剥離し、さらに 150 µm の卵子操作用ガラスピペッ

トを使用して、極体の状態を確認できる程度に卵丘細胞と緩く付着している

精子を剥離した。卵子は極体の有無を確認後、新しい IVF 用培養液に移動し、

これ以降の卵子内への過剰な精子進入を防ぐため、精子浮遊液とは分離した

状態でさらに培養を行った。3 時間後つまり IVF から 6 時間後に第二極体の

有無を確認して、IVF から 3 時間後に第二極体の放出が認められなかった成

熟卵の内、6 時間後に再観察するも第二極体の放出が認められなかった卵子

を、最終的に未受精と判断し ASFI の対象とした。  
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ASFI 用のディッシュは、35 mm 径ディッシュの蓋に 37 °C に加温したハ

ンドリングメディウムで 10 µL の微小滴 2 個、20 µL の微小滴を楕円形で 2

個、精子不動化用培養液で 10 µL の微小滴 1 個を作製し 37 °C に加温したオ

イルで覆った（図 3-4）。「2-2-5. 透明帯結合精子の回収」の項と同様に、イ

ンジェクションピペット内にオイル、精子不動化用培養液、オイルならびに

ハンドリングメディウムの順にそれぞれインジェクションピペットの先端

から約 0.05 mm ずつ吸引し、透明帯結合精子をインジェクションピペットで

回収した。基本的には ASFI を実施しようとする卵子自体の透明帯に結合し

ている精子を使用したが、対象卵の透明帯に運動精子が結合していない場合

は、同一患者の未熟卵もしくは変性卵の透明帯に結合している運動精子を回

収した。インジェクションピペット内に精子を回収した後、囲卵腔の広い部

分が 11 時から 1 時の位置になるよう卵子を回転させホールディングピペッ

トで固定し直し、卵細胞に当たらないようにインジェクションピペットを 1

時の位置から透明帯に突き刺し、インジェクションピペット先端を囲卵腔に

挿入した（図 3-5-A, B）。インジェクションピペット先端穴部分の曲面と卵

細胞膜の曲面が一致するように押し当て、精子頭部が卵細胞膜に触れるまで

排出した（図 3-5-C）。インジェクションピペット先端を卵細胞側に卵細胞膜
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が約 5～10 µm 移動する程度押し付け、精子頭部が卵細胞膜に触れた状態で

約 30 秒間保持した。その後、インジェクションピペットの卵細胞膜への押

し付けを緩ませ、精子がひっかからないようにインジェクションピペットを

ゆっくりと引き抜いた。精子頭部が卵細胞膜に触れている状態で尾部の運動

性が見られていることが確認できた場合、卵細胞膜への接着ありと判定した

（図 3-5-D）(7)。ASFI 後の卵子を、胚培養用ディッシュの洗浄用ウェルで洗

浄し、各マイクロウェルに 1 個ずつ入れてタイムラプスインキュベーター

（EmbryoScope+ time-lapse system、Vitrolife）で培養した。  

 

3-2-6. レスキュー ICSI 

 IVF 実施の 6 時間後に未受精卵と判定した卵子の内、ASFI を実施しなか

った卵子にはレスキュー ICSI を行った。「3-2-5. ASFI」の項と同様にレスキ

ュー ICSI 用のディッシュを作製し、卵子および精子をレスキュー ICSI 用の

ディッシュに移動した後、「2-2-5. 透明帯結合精子の回収」の項と同様に、イ

ンジェクションピペット内にオイル、精子不動化用培養液、オイルならびに

ハンドリングメディウムの順にそれぞれインジェクションピペットの先端

から約 0.05 mm ずつ吸引した。運動精子の尾部をインジェクションピペット
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で上から押さえ付け尾部の動きを止めた後、精子尾部を押さえ付けた状態で

インジェクションピペットを左右に動かし尾部に確実に傷をつけ不動化を

行い、尾部からインジェクションピペット内に吸引した。第一極体が 0 時の

位置に来るよう卵子をホールディングピペットで固定し、精子頭部がインジ

ェクションピペットの先端に来るまで排出し、インジェクションピペットを

卵細胞質の中央まで穿刺し、卵細胞膜を少量の細胞質と共に吸引して卵細胞

膜を破膜した。吸引した細胞質の半量を排出し、インジェクションピペット

先端をさらに卵細胞の奥まで差し込み、精子を卵細胞質内に排出した後、イ

ンジェクションピペットをゆっくりと引き抜いた。レスキュー ICSI 後の卵子

は「3-2-5. ASFI」の項と同様に胚培養用ディッシュの洗浄用ウェルで洗浄し、

各マイクロウェルに 1 個ずつ入れてタイムラプスインキュベーター  で培養

した（図 3-2）。ASFI およびレスキュー ICSI 実施 16～19 時間後にタイムラプ

スインキュベーターで受精の確認を行い、前核の有無と数を記録した。  

  

3-2-7. 統計学的解析  

平均値の比較は Welch’s t test、割合の比較は Fisher’s exact test 用いて両側

検定を行った。すべての解析は R software, version 3.5.1（The R Foundation）
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を使用し、有意水準を p < 0.05 とした (8)。  
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3-3. 結果  

3-3-1. 精液所見  

 原精液および swim up 後の精液所見を表 3-1 に示す。原精液の平均精液量

± 標準偏差は 2.7 ± 1.0 mL、精子濃度は、8.34 ± 6.82 ×107 細胞 /mL、運動率

は、51.5 ± 15.1 %であった。Swim up 後の平均精液量  ± 標準偏差は、0.2 ± 

0.1 mL、精子濃度は 9.0 ± 4.5 ×106 細胞 /mL、運動率は、96.0 ± 8.1 %であっ

た。  

 

3-3-2. 受精結果  

 ASFI 実施後、卵細胞膜に押し付けた精子は約 30 分後に頭部が卵細胞質内

に取り込まれる様子が観察された（図 3-6）。ASFI により受精し発生した胚

（ASFI 胚）とレスキュー ICSI により受精し発生した胚（レスキュー ICSI 胚）

の受精率の比較結果を表 3-2 に示した。女性平均年齢  ± 標準偏差は、ASFI

群が 36.1 ± 3.8 歳、レスキュー ICSI 群が 36.3 ± 4.1 歳であり、両群間に有意

差は認められなかった。ASFI 群において、ASFI 実施後 105 個全ての精子で

卵細胞膜への接着が確認された。受精率は両群間で有意差は認められなかっ

たが、ASFI 胚の 3 前核率（7.6 %）がレスキュー ICSI 胚と比較して低い傾向
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であり、変性率（0 %）は有意に低かった。  
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3-4. 考察  

 本章では、透明帯結合精子を卵細胞膜に押し付ける手法により、卵細胞膜

を穿破せずに卵子と精子を融合させ、受精卵を得ることに成功した。通常の

ICSI は卵細胞膜を穿破するのに対し、ASFI は細胞膜を穿破することなく 1

個の精子で受精させる顕微授精法であり、このことが可能になることは、不

妊治療の技術革新において非常に重要な意味を持つと思われる。  

 卵細胞膜を吸引して穿破する通常の ICSI の場合、 ICSI 後の卵子の変性率

は約 5 %と臨床上、容認できる値ではないことから、変性率を下げて受精率

を向上させる目的で、近年ではピエゾ ICSI が注目されている (9)。ピエゾ ICSI

とは、卵細胞膜を吸引することなく、微細な振動によって卵細胞膜を穿破す

ることが可能な手法であり、通常の ICSI よりも変性率が減少したとの報告

がある (9)。しかし、35 歳以上の女性の卵子では正常受精率が向上したもの

の、変性率に差は認められなかったとの報告もあり、ピエゾ ICSI を用いた

としても完全に変性を回避することはできないのが現状である (10)。一方、

本研究で実施した ASFI では卵細胞膜を穿破せずに受精が可能なため、透明

帯を穿刺する際に誤ってインジェクションピペットを卵細胞膜に刺すこと

や精子を押し付ける時に卵細胞膜にインジェクションピペット先端を刺し
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込むなどの技術的な失敗がない限り、通常の ICSI と比較して卵子が変性す

る可能性は極めて低い。実際、本研究での ASFI 後の変性率は 0 %と極めて

低く、レスキュー ICSI と比較して有意に低値であることから、臨床上非常に

大きな利点であると考えられる。  

また、もう 1 つの ASFI の利点として、先体反応を起こした精子で受精さ

せているという点があげられる。卵子と精子が膜融合するためには精子の先

体反応が完了していることが必須であるため、通常の IVF で卵子に進入した

精子は必ず先体反応が起こっていると思われる。一方、ICSI では先体反応の

有無を確認せず精子を卵細胞質内に注入している。ICSI 時の先体状態を調べ

た研究では、卵細胞質内に注入する前に精子の尾部を人為的に傷つける「不

動化処理」を行った後、17 %の精子では先体外膜の除去が見られるがその大

半（83 %）では先体外膜が残ったままであったという報告もあり、実際に臨

床での ICSI でも卵細胞質内に注入された大部分の精子が先体は残った状態

であると予想される (11)。また、先体反応を起こしていない精子を注入した

場合、先体内部にある酵素群も一緒に卵子内に注入されることになるが、精

子頭部が比較的大きいハムスターでは先体反応を起こしていない精子で

ICSI を行うと、3 時間以内に全ての卵子が変性するという報告もある (12)。
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ヒトでは卵細胞の体積に対して先体部に含まれる酵素の量が少ないため、変

性しないと考えられているが、自然では起こりえない状態の精子で受精して

いることは事実であり、胚や胎児に影響を与えている可能性を完全に否定す

ることはできない。したがって、ICSI で精子を卵子に注入する前に、先体反

応の有無を見分けることが可能であれば、この問題を解決することができる

が、先体反応の有無を見分けるためには現状では精子を染色する方法しかな

く、染色精子を治療に用いることはできない。一方、先体反応を起こした精

子のみが卵子と膜融合する ASFI は、ICSI よりも自然な受精方法であるとい

える。しかし、透明帯結合精子を使用した ASFI には欠点もある。例えば、

透明帯に運動精子が結合していない場合に実施できない点や IVF を実施で

きる数の運動精子が確保できない場合にも実施することができない。したが

って、今後、人為的に先体反応を誘起する研究をさらに進めることも必要で

あろう。  
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表 3-1. 原精液と swim up 後の所見  

  原精液  Swim up 後  

精液量（mL）  2.7 ± 1.0 0.2 ± 0.1 

精子濃度（106 細胞 /mL） 83.4 ± 68.2 9.0 ± 4.5 

運動率（%）  51.5 ± 15.1 96.0 ± 8.1 
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表 3-2. ASFI 胚とレスキュー ICSI 胚の受精率の比較  

  ASFI レスキュー ICSI p 値  

周期数（周期）  69 39  

女性平均年齢（歳） 36.1 ± 3.8 36.3 ± 4.1 0.95 

施行卵数（個）  105 92  

精子接着率  100% (105) -  

2 前核率  70.5% (74) 68.5% (63) 0.88 

1 前核率  4.8% (5) 5.4% (5) 1.0 

3 前核率  7.6% (8) 16.3% (15) 0.075 

変性率  0% (0) 4.3% (4) 0.046 
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図 3-1. IVF から ASFI およびレスキュー ICSI 施行までのフローチャート  

 IVF 実施 3 時間後に卵子周囲の卵丘細胞を剥離し、極体の有無を確認した。

極体放出の見られた卵子は 3 時間後に再度極体の有無を確認し、極体が 2 個

認められた卵子は精子進入ありと判定し、培養を継続する一方、極体が 1 個

しか認められなかった卵子は精子進入なしと判定し ASFI もしくはレスキュ

ー ICSI を実施した。  
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図  3-2. 胚培養用ディッシュの作製方法  

 胚培養用ディッシュのメディウム容器に 180 µL、洗浄用ウェルに 40 µ の

胚培養用培養液を入れ  、全体を 1.6 mL のオイルで覆った。  
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図 3-3. 卵子および胚操作用ガラスピペット  

 A: ガラス管をガスバーナーの炎で軟化させた状態で引き延ばして細くし、

先端を折ることで作製した卵子および胚操作用ガラスピペット。B: 卵子お

よび胚操作用ガラスピペット先端の拡大写真。ガラスピペット内径は上段：

約 270 µm、中段：約 200 µm、下段：約 150 µm。  
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図 3-4. ASFI 用ディッシュ作製方法  

 35 mm 径ディッシュの蓋に、ハンドリングメディウムで 10 µL の微小滴 2

個、20 µL の微小滴を楕円形で 2 個、精子不動化用培養液で 10 µL の微小滴

1 個を作製し 37 °C に加温したオイルで覆った。  
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図 3-5. ASFI 方法  

 A, B:インジェクションピペット先端を囲卵腔に向け、卵細胞を避けながら

透明帯を貫通させた。C: 精子頭部を卵細胞膜に押し付け 30 秒間保持した。

D: インジェクションピペットを引き抜いた後、卵細胞膜に接着した精子。

赤矢印 : 透明帯から回収した精子。  
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図 3-6. ASFI 後の卵細胞膜接着精子  

 赤い四角で囲った部分は精子の状態を示した。精子は卵細胞膜に取り込ま

れるまで約 30 分間その位置に留まり、その後に頭部が卵細胞に取り込まれ

た。  

白矢印 : 精子頭部と尾部。  

黄色矢印 : 精子頭部と卵子の融合後に精子尾部だけが卵細胞膜表面に残っ

た。  
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第 4 章 押し付け法によって受精した胚の発生経過観察  

 

4-1. 緒言  

 不妊治療において、受精した胚を子宮に移植したとしても全ての胚が着床

するとは限らず、移植あたりの臨床妊娠率は約 35 %に留まっている (1)。ま

た、複数個の移植候補胚がある場合には、移植を行う優先順位を決めなけれ

ばならず、移植前にその胚の妊孕能を予測する必要があるため、受精してか

ら 3 日目までの初期胚に対しては Veeck 分類が、受精してから 5 日目、6 日

目の胚盤胞に対しては Gardner 分類が指標として用いられてきた (2, 3)。しか

し、従来の形態観察は定点的であることに加え、観察者の主観に頼るところ

が多く、胚評価システムの標準化が望まれてきた。近年、タイムラプスイン

キュベーターの普及によって、動的で客観的な胚評価を行い、それを点数化

することで従来の定点的な形態的評価と同等かそれ以上の妊娠予測ができ

るようになった (4–6)。  

そこで本章では、第 3 章で確立した新しい顕微授精法である ASFI が、従

来の顕微授精法であるレスキュー ICSI と比べて胚発生において差違が認め

られるかどうかを明らかにすることを目的として、従来の定点的な評価に加

えて、タイムラプスインキュベーターを用いた動的な観察を行った。  
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4-2. 材料と方法  

4-2-1. 使用試薬  

胚培養用および胚融解後の回復培養用培養液  

ASFI およびレスキュー ICSI 後の胚培養用と胚融解後の回復培養用には市

販の培養液（global® total®）を使用した。  

 

胚凍結・融解液  

胚凍結には卵子・胚ガラス化液（VT507、北里コーポレーション）を使用

し、胚融解には卵子・胚融解液（VT508、北里コーポレーション）を使用し

た。  

 

胚移植用培養液  

 胚移植用には、MHM™ハンドリングメディウムにヒト代替血清が 10 v/v%

濃度となるよう添加した培養液（ハンドリングメディウム）を使用した。  

 

4-2-2. 対象および倫理  

 第 3 章で実施した ASFI 胚およびレスキュー ICSI 胚を対象とし、受精およ
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び胚発生の成績を検討した。また、ASFI を試みた 64 名のうち、13 名 16 個

の胚については、タイムラプスインキュベーター（EmbryoScope+ time-lapse 

system）を用いて胚盤胞まで培養し、その形態学的な動態を比較した。さら

に、ASFI 胚およびレスキュー ICSI 胚以外に胚移植可能な良好胚が得られな

かった 51 症例に対しては、書面で患者の同意を得たうえで ASFI 胚もしくは

レスキュー ICSI 胚の移植を行った。  

本研究は矢内原ウィメンズクリニック（倫理審査承認番号：YW18-02）の倫

理委員会の審査を受けて実施した。  

 

4-2-3. 胚評価と治療方針  

ASFI およびレスキュー ICSI 実施後、3 日目（Day3）の初期胚の評価は Veeck

分類に従い、細胞の数と均一性およびフラグメンテーションの量により評価

し、7 細胞グレード 2 以上を良好胚とした (2)。受精数あたりの Day3 良好胚

数の割合を Day3 良好胚率として算出した。5 日目の胚盤胞の評価は Gardner

分類に従い、胞胚腔の拡張具合を 1～6 段階に分類し、内細胞塊および栄養

外胚葉をそれぞれ A～C の 3 段階で評価し、3BB 以上を良好胚盤胞と定義し

た (3)。また、患者が希望した場合は、Day3 で良好胚を凍結保存し、Day3 で
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凍結しなかった非移植胚は胚盤胞期まで培養を継続して、5 日目もしくは 6

日目で完全胚盤胞以上に発生し、かつグレード CC よりも良好な胚を凍結保

存した。胚盤胞期まで培養を継続した胚のうち、胚盤胞に到達した胚の割合

を胚盤胞率、良好胚盤胞に到達した胚の割合を良好胚盤胞率とした。  

 

4-2-4. 胚のタイムラプス観察  

 受精確認後、患者が希望する場合に限り、タイムラプスインキュベーター

で培養を継続し、タイムラプスシステムによる胚形態の動的観察を行った。

胚は培養器内において自動的に 10 分間隔で撮影され、断続的な静止画とし

て記録に残した。解析は胚盤胞まで到達した胚のみを対象とし、媒精からの

前核形成時間（ tPNa）、前核消失時間（ tPNf）、2～8 細胞までの発生時間（ t2

～ t8）、胞胚腔形成時間（ tSB）、完全胚盤胞到達時間（ tB）を算出した（図 4-

1）。タイムラプスインキュベーターでの培養を行わない胚については、卓上

ドライ培養器（EZ-CULTURE、アステック）にて培養した。  

 

4-2-5. ASFI 使用精子の由来卵子成熟度別の成績比較  

 第 3 章で実施した ASFI において使用した精子の由来卵子を成熟卵、未熟
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卵、変性卵に分けて記録し、それぞれの受精および胚発生成績を比較した。

第一極体が認められる卵子を成熟卵、極体が認められない卵子を未熟卵、卵

細胞膜が壊れている卵子を変性卵と定義した。  

 

4-2-6. 胚凍結  

胚凍結を行う 30 分前に卵子・胚ガラス化液を冷蔵庫から取り出し室温に

戻してから使用した。胚凍結はガラス化凍結法の手順に従い、室温に戻した

平衡化液およびガラス化液を 4 ウェルディッシュの別々のウェルにそれぞ

れ全量（1.0 mL）投入した (7)。凍結する胚を最小限の培養液と共に平衡化液

の液面に排出し 11～13 分間静置させた後、最小限の平衡化液と共に胚をガ

ラス化液の液面に排出して移動した。ガラス化液中でガラスピペットを用い

て胚の吸引と排出を繰り返すことによって胚周囲の平衡化液をガラス化液

に置換して収縮させ、胚凍結デバイス（Cryotop®、北里コーポレーション）

のシート先端に少量のガラス化液と共に胚を排出し、胚が確実に排出された

ことを確認してから液体窒素に直接浸漬することによって凍結した。  

 

4-2-7. 胚融解  
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 胚融解を行う前日に、35mm 径ディッシュに回復培養用培養液で 30 µL の

微小滴を 5 個作製し、オイルで覆った後（図 4-2）、37 °C、6 %CO2、5 %O2、

89 %N2 環境の培養器内で一晩平衡化し、胚融解後の回復培養用ディッシュ

とした。また、融解液を 37 °C に加温した。  

胚融解を行う 30 分前に希釈液、洗浄液 1、洗浄液 2 を冷蔵庫から取り出

し室温に戻して使用した。胚融解はメーカーの手順に従い、37 °C に加温し

た 1.0 mL の融解液を IVF 用 2 ウェルディッシュの内側のウェルに分注し、

4 ウェルディッシュの 2 番ウェルに希釈液を 1.0 mL、3 番ウェルに洗浄液 1

を 0.8mL 分注して、残りの洗浄液 1 で 4 ウェルディッシュの中央部に微小滴

を作製し、4 番ウェルに洗浄液 2 を 1.0 mL 分注した (8)。液体窒素より取り

出した胚凍結デバイスの先端シート部分を即座に融解液内に投入し、シート

から胚を剥がした。融解液に投入してから 1 分後に、ガラスピペット先端か

ら約 2 mm 分（約 0.02 µL）の融解液と共に胚を希釈液の入ったウェルの底部

に排出し、さらに 3 分後、ガラスピペット先端から約 2mm 分（約 0.02 µL）

の希釈液と共に胚を 4 ウェルディッシュ中央部の洗浄液 1 の微小滴の底部に

排出した。この洗浄液 1 内で孵化補助法を全ての融解胚に対して行った。ま

ず、胚をホールディングピペットで固定し、胚の 1 時方向から PZD Needle
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（北里コーポレーション）を穿刺し、ホールディングピペットと PZD Needle

で透明帯を挟み込み擦り付けるようにしながら透明帯に切れ込みを入れ、最

終的には透明帯の半周を切開した。孵化補助法実施後の胚を 3 番ウェルの洗

浄液 1 に移動し、初めの洗浄液 1 への浸漬から 5 分後、洗浄液 2 に胚を移動

させ、37 °C に設定したヒートプレートによる加温を行った。洗浄液 2 への

投入から 5 分後に胚を回復培養用のディッシュに移動し、37 °C、6 %CO2、

5 %O2、89 %N2 環境の培養器内で胚移植までの 5 時間、回復培養を行った。 

 

4-2-8. 胚移植  

 37 °C に加温した 4 mL のハンドリングメディウムを IVF 用 2 ウェルディ

ッシュの内側に 1 mL、外側に 3 mL 分注し、回復培養後の胚をディッシュ外

側で洗浄した後に内側のウェルに移した。1mL の注射器で IVF 用 2 ウェル

ディッシュ外側のハンドリングメディウムを 0.1 mL 吸引し、胚移植用カテ

ーテル（キタザト ET カテーテル、北里コーポレーション）に接続してから

ハンドリングメディウムを排出し、胚移植用カテーテル内をハンドリングメ

ディウムで満たした後、胚移植用カテーテルの先端から約 2.0 mm 分の空気

を吸引し、胚移植用カテーテル先端を IVF 用 2 ウェルディッシュの内側に入
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れて、胚移植用カテーテルの先端から約 7.0 mm 分のハンドリングメディウ

ムを吸引し、さらに約 2.0 mm 分の空気を吸引してから約 7.0 mm 分のハンド

リングメディウムを胚と共に吸引し、最後に約 2.0 mm 分の空気を吸引した。

（図 4-3）。医師が胚移植用カテーテルを子宮腔に挿入し、ゆっくりと胚を注

入した。胚移植の約 2～3 週間後に超音波検査を行い、子宮腔に胎嚢が確認

された場合に臨床的妊娠陽性と判定した (9)。胚移植件数あたりの臨床妊娠件

数の割合を臨床妊娠率、臨床妊娠件数あたりの流産件数の割合を流産率、胚

移植件数あたりの生児出産件数の割合を生産率として算出した。  

 

4-2-9. 統計学的解析  

平均値の比較は Welch’s t test、割合の比較は Fisher’s exact test 用いて両側

検定を行った。すべての解析は R software, version 3.5.1（The R Foundation）

を使用し、有意水準を p < 0.05 とした (10)。  
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4-3. 結果  

4-3-1. 培養成績  

 胚発生率の比較を表 4-1 に示した。女性平均年齢  ± 標準偏差は ASFI 群が

36.1 ± 3.8 歳、レスキュー ICSI 群が 36.3 ± 4.1 歳であり、両群間に有意差は認

められなかった。胚発生率において両群間で有意差は認められなかった。  

 

4-3-2. タイムラプス撮影による胚の形態学的観察  

 ASFI 胚とレスキュー ICSI 胚の形態学的発生速度の比較結果を表 4-2 に示

した。女性平均年齢  ± 標準偏差は ASFI 群が 38.0 ± 3.8 歳、レスキュー ICSI

群が 35.3 ± 4.4 歳であり、両群間に有意差は認められなかった。ASFI 群およ

びレスキュー ICSI 群の発生速度はそれぞれ、前核形成時間（4.8 ± 2.2 vs. 5.2 

± 1.9 時間）、前核消失時間（21.2 ± 2.9 vs. 21.1 ± 2.7 時間）、8 細胞到達時間

（56.0 ± 9.1 vs. 56.7 ± 8.7 時間）、胞胚腔形成時間（93.1 ± 7.7 vs. 95.4 ± 6.6 時

間）、完全胚盤胞到達時間（102.1 ± 8.3 vs. 104.1 ± 7.6 時間）であり、いずれ

においても有意差は認められなかった。  
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4-3-3. ASFI 使用精子の由来卵子成熟度別の成績比較  

 ASFI 使用精子の回収由来卵子成熟度（成熟卵、未熟卵あるいは変性卵）別

の受精培養結果を表 4-3 に示した。女性平均年齢  ± 標準偏差は成熟卵群が

36.5 ± 3.9 歳、未熟卵群が 35.7 ± 3.8 歳、変性卵群が 34 歳であり、いずれ

の群間においても有意差は認められなかった。ASFI 実施後いずれの成熟度

の卵子透明帯に結合していた精子でも、全て卵細胞膜への接着が確認された。

受精率および胚発生率いずれにおいても 3 群間で有意差は認められなかっ

た。  

 

4-3-4. 胚移植結果  

 胚移植後の結果を表 4-4 に示した。ASFI 群およびレスキュー ICSI 群の臨

床妊娠率は 43.8 %（7/16）および 48.6 %（17/35）、流産率は 14.3 %（1/7）お

よび 23.5 %（4/17）、生産率は 18.8 %（3/16）および 20.0 %（7/35）であり、

いずれの妊娠成績においても両群間に有意差は認められなかった。  
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4-4. 考察  

本章では、ASFI およびレスキュー ICSI 後の胚発生を比較し、タイムラプ

スインキュベーターを使用してタイムラプス撮影による観察を行った。受精

以降の胚発生において、ASFI 群とレスキュー ICSI 群の間に有意な差は認め

られなかった。また、回収した透明帯結合精子の由来卵子成熟度別の成績を

比較した結果、成熟卵、未熟卵、変性卵にかかわらず透明帯に結合している

精子は、ASFI に利用可能であることが明らかとなった。 IVF 由来胚と ICSI

由来胚の発生速度を比較した研究によると、初期胚での発生は IVF よりも

ICSI 胚のほうが速いという報告や、前核が消失した時間を基準に調べると初

期胚の発生速度は変わらないものの、胚盤胞期以降の発生は ICSI よりも IVF

胚の方が速いとの報告など、見解は一致していない (11–13)。本研究で実施し

た ASFI は、精子と卵細胞膜が融合する点で、従来の ICSI よりも IVF に近い

受精方法であるが、ASFI 胚とレスキュー ICSI 胚の発生速度に有意な差は認

められなかった。また、ASFI 由来の胚を移植した 16 例の内 3 例で健児分娩

例が報告されたが、検討数が少ないため ASFI の臨床的な有用性を明らかに

するためには、さらに検討を重ねる必要がある (9)。  
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表 4-1. ASFI 胚とレスキュー ICSI 胚の胚発生率の比較  

  ASFI レスキュー ICSI p 値  

周期数（周期）  69 39  

女性平均年齢（歳） 36.1 ± 3.8 36.3 ± 4.1 0.95 

受精数（個）  74 63  

Day3 良好胚率  58.1% (43) 54.0% (34) 0.73 

胚盤胞率  64.2% (43) 54.4% (37) 0.29 

良好胚盤胞率  40.3% (27) 29.4% (20) 0.21 
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表 4-2. ASFI 胚とレスキュー ICSI 胚の形態学的発生速度の比較  

  ASFI 胚  レスキュー ICSI 胚  p 値  

観察胚数（個）  16 20  

女性平均年齢（歳） 38.0 ± 3.8 35.3 ± 4.4 0.10 

tPNa（時間）  4.8 ± 2.2 5.2 ± 1.9 0.31 

tPNf（時間）  21.2 ± 2.9 21.1 ± 2.7 0.87 

t2（時間）  23.7 ± 3.2 23.6 ± 2.8 0.84 

t3（時間）  34.7 ± 3.5 34.7 ± 3.7 0.98 

t4（時間）  35.4 ± 3.8 35.9 ± 3.5 0.65 

t5（時間）  48.6 ± 5.1 47.8 ± 6.8 0.71 

t8（時間）  56.0 ± 9.1 56.7 ± 8.7 0.83 

tSB（時間）  93.1 ± 7.7 95.4 ± 6.6 0.39 

tB（時間）  102.1 ± 8.3 104.1 ± 7.6 0.47 

tPNa: 前核形成時間、 tPNf: 前核消失時間、 t2～ t8: 2～8 細胞までの発生時

間、 tSB:胞胚腔形成時間、 tB: 完全胚盤胞到達時間。  
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表 4-3. ASFI 使用精子の回収由来卵子成熟度（成熟卵、未熟卵あるいは変性

卵）別の受精培養結果  

  成熟卵  未熟卵  変性卵  p 値  

周期数（周期）  58 12 1  

女性平均年齢（歳） 36.5 ± 3.9 35.7 ± 3.8 34 ns 

施行卵数（個）  88 16 1  

精子接着率  100% (88) 100% (16) 100% (1) ns 

2 前核率  71.6% (63) 62.5% (10) 100% (1) ns 

1 前核率  4.5% (4) 6.3% (1) 0% (0) ns 

3 前核率  6.8% (6) 12.5% (2) 0% (0) ns 

変性率  0% (0) 0% (0) 0% (0) ns 

Day3 良好胚率  55.6% (35) 70.0% (7) 100% (1) ns 

胚盤胞率  62.7% (37) 71.4% (5) 100% (1) ns 

良好胚盤胞率  39.0% (23) 57.1% (4) 0% (0) ns 

ns: not significant  
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表 4-4. 胚移植後の妊娠成績  

  ASFI レスキュー ICSI p 値  

胚移植周期数（周期） 16 35  

臨床妊娠率  43.8% (7) 48.6% (17) 0.77 

流産率  14.3% (1) 23.5% (4) 1.0 

生産率  18.8% (3) 20.0% (7) 1.0 
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図 4-1. タイムラプス撮影観察による胚形態学的観察時間  

 ASFI およびレスキュー ICSI 実施時間を起点として各成長段階への到達時

間を記録した。 tPNa: 前核形成時間、 tPNf: 前核消失時間、 t2～8: 2～8 細胞

までの発生時間、 tSB: 胞胚腔形成時間、 tB: 完全胚盤胞到達時間。  
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図 4-2. 胚融解後の回復培養用ディッシュ作製方法  

35 mm 径ディッシュに、回復培養用培養液で 30 µL の微小滴を 5 個作製

し  、オイルで覆った  
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図 4-3. 胚移植カテーテルの胚吸引方法  

A: 胚移植用カテーテルに 1 mL の注射器を接続した様子。B: 胚を吸引した

後の胚移植用カテーテルの先端拡大図。空気、培養液、空気、胚を含む培養

液、空気の順に吸引した。  

赤矢印：吸引した胚。  
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第 5 章 総括  

本研究において、卵細胞膜を穿破せずに、1 個の精子を卵子との融合によ

って受精させる顕微授精法の確立に成功した。  

精子と卵子を融合させるためには精子が先体反応を起こしている必要が

ある。現在、人為的な先体反応誘起方法としてはプロゲステロン、Ca イオノ

フォアである A23187、卵胞液、ペントキシフィリン、カフェイン、triton-X-

100 および lysolecithin などを用いる手法が報告されているが、特定の精子

に対して高率に先体反応を誘起させる手法はいまだ確立されていない (1–15)。

また、人為的に先体反応を誘起させる処理を加えた結果、先体反応陽性率が

低い場合には IVF の受精率が低いという報告があることから、そもそも先体

反応を起こすことができない精子も存在している可能性があるため、人為的

に先体反応を誘起させる手法を確立させるだけではなく、先体反応を起こし

た精子か否かを見分ける手法を確立させることも必要である (16)。現状で先

体反応の有無を見分けるには、本研究で実施したように精子を何らかの試薬

で染色する必要があるが、染色した精子は治療に用いることができない。一

方で、先体反応を起こした精子の頭部には CD46 が発現しており、CD46 を

認識する MH61 抗体でコーティングしたビーズを利用して先体反応陽性精
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子を識別する方法が報告されている (17, 18)。具体的には、MH61 抗体でコー

ティングされたアクロビーズテスト（扶桑薬品工業）という製品が精子先体

状態を検査する目的で利用されているが、本製品はマウス由来のモノクロー

ナル抗体である MH61 を使用しており、異種動物由来の抗体が介在すること

から、アクロビーズに結合したヒト精子を治療に使用することはできない

(19, 20)。そのため、生物由来物を臨床で治療に使用する場合、少なくても受

精を試みる患者の検体を使用することが望ましい。卵細胞膜に接着している

精子は全て先体反応を起こしていたという報告から、卵細胞膜の直前に通過

する透明帯に結合している精子であれば、先体反応を起こしている可能性が

高いのではないかと考え、本研究では透明帯結合精子の先体反応率を検討し

た (21, 22)。その結果、 ICSI に使用するインジェクションピペットを用いて

透明帯結合精子を直接回収したところ、98 %という高い率で精子が先体反応

を起こしていることが明らかとなった。  

ICSI が臨床応用される以前は運動精子を囲卵腔に注入する囲卵腔内精子

注入法が行なわれていたものの、囲卵腔内精子注入法での受精率は ICSI と

比べて有意に低く、その原因の一つとして先体反応を起こしていない精子を

囲卵腔に注入していることが考えられたが、先述したように先体反応の有無
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を調べるには精子頭部を染色する必要があるため、先体反応を起こした精子

を選択して用いることはできない (23)。Kobayashi らはこの問題点を解決す

るため、マウスをモデルに Ca イオノフォアで精子先体反応を誘起し、1 個

の精子による膜融合による顕微授精を試みた (24)。Kobayashi らの報告は、先

体反応を誘起した精子を卵細胞膜に押し付けて受精を試みたものであった

が、使用された Ca イオノフォアは、先体反応率が約 60 %であり、高率に誘

起することができるわけではないことが明らかとなっている (25, 26)。実際、

Kobayashi らの報告では囲卵腔内精子注入法よりも受精率は向上したものの、

卵細胞膜へ接着したのは Ca イオノフォアで処理した精子の内約 80 %だけで

あった。一方、本研究では卵細胞膜への接着率は 100 %（105/105）であり、

Ca イオノフォアよりも透明帯の方が先体反応誘起方法および先体反応の有

無を見分ける方法としては適していると考えられる。また、囲卵腔内精子注

入法は運動精子を囲卵腔に注入する方法であることから、注入後の精子が囲

卵腔を遊走してしまうため、精子が卵細胞膜に接着する前に運動を停止して

しまう可能性も否定できない。通常の IVF では透明帯貫通後の精子は囲卵腔

を遊走することなく卵細胞膜と融合することが報告されており、この点も囲

卵腔内精子注入法での受精率が低かった要因として考えられる (27)。一方、
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ASFI では運動精子が囲卵腔を遊走することなく卵細胞膜に押し付けて接着

させるため、1 個の精子であっても囲卵腔内精子注入法より高率で受精させ

ることができたと考えられる。しかし、透明帯結合精子は全て卵細胞膜に接

着できたものの、受精しない卵子も存在していたことから、透明帯に結合し

ている精子であっても、透明帯構成タンパクである ZP2 や ZP3 などの結合

部位によっては先体反応の進行具合が異なることが予想され、そのことが受

精の可否を分けている可能性もあるため、さらなる研究が必要である。  

透明帯結合精子つまり先体反応を起こした精子を用いた ASFI には、精子

以外の物質を卵細胞質内に注入する危険性を回避する利点がある。通常の

ICSI で は 精 子 以 外 の 物 質 、 例 え ば 精 子 不 動 化 用 培 養 液 で あ る

Polyvinylpyrrolidone（PVP）や培養液も一緒に卵細胞質に注入せざるを得な

い。精子の運動性を緩慢にし、インジェクションピペットで吸引しやすくす

るために、PVP 溶液と精子を混和して使用する方法が一般的であったが、最

近は PVP の卵子内への注入量を減らすケースも増えてきた (28)。しかし、い

ずれの方法であっても卵子内への PVP の注入を完全になくすことはできて

いない。PVP を注入することで胎児に影響を与えるという報告や、PVP の濃

度が低い方が発生率は向上するという報告もあることから、可能な限り卵子
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内への精子以外の物質の注入はなくすべきである (29, 30)。本研究で行った

ASFI では、インジェクションピペット内壁への精子の付着防止のために PVP

を使用したものの、卵細胞膜と精子頭部との膜融合により受精させたため、

PVP の卵細胞質への注入はないと考えられる。また、ASFI では先体反応を

起こした精子で受精するため、卵子へ精子先体内物質が注入されることはな

い。精子先体にはヒアルロニダーゼやアクロシンなどの酵素群が含まれてい

ることから、通常の ICSI の場合では精子と共に先体内酵素も卵子内へ注入

されている可能性が高い (13, 31)。3 個までの精子では異常はなかったものの、

4 個以上のヒト精子をマウス卵子に注入した場合に変性率の上昇や発生率の

低下が認められたことからも、卵子へ精子先体内物質を注入することは避け

るべきであり、この点に関しても ASFI は通常の ICSI よりも優れていると考

えられる (32)。  

通常の ICSI では、胚培養士が卵細胞質内に注入する  1 個の精子を形態や

運動性を基準に主観で選んでいる。しかし、透明帯に結合した精子を回収し

て ICSI を行った結果、通常の ICSI と比べ胚発生や着床率が向上したという

報告があることから、透明帯に結合した精子は受精に適している可能性があ

る (33–37)。つまり、胚培養士の主観による精子選別よりも、自然に透明帯に
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結合した精子の方が良好な精子であると考えることができる。通常、ICSI に

用いる精子を 200～400 倍の顕微鏡下で選別しているが、光学顕微鏡で精子

DNA の状態を判断するのは不可能である上、形態的に良好な精子であって

も DNA に障害のある精子も存在し、肉眼的精査では DNA が正常な精子を

選別するのは困難である (38)。しかし、透明帯に結合した精子は高率で正常

な二本鎖 DNA を持っていたという報告があるため、透明帯に結合した精子

を使用する ASFI では、目視により形態で選別された精子を用いる ICSI より

も、DNA が正常な精子で受精させられる可能性があると考えている (39)。  

ASFI は先体反応を起こした精子で卵細胞膜を穿破することなく受精させ

る顕微授精法であるが、本研究では先体反応を起こした精子の回収方法とし

て透明帯結合精子を使用した。ASFI を行った卵子透明帯に複数の運動精子

が結合している場合、ASFI に使用した精子以外の精子が透明帯に結合した

ままであるため、押し付けた精子とは別の精子がその後に囲卵腔に進入して

受精した可能性を完全には否定できないが、これはレスキュー ICSI であって

も同じである。しかし、ASFI での多精子受精を減らすためには、IVF 後 3 時

間の時点で透明帯に結合している運動精子は全て除去することが理想であ

り、さらに透明帯結合精子以外での先体反応精子の選別方法を確立する必要
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がある。  

 レスキュー ICSI は IVF 後の卵子に精子注入を行うため、多精子受精の危

険性がある。 IVF で受精する卵子の 90 %が 6 時間後までに第二極体を放出

することが報告されており、Chen らは IVF の 6 時間後にレスキュー ICSI を

行うことで多精子受精の可能性のある 3 前核率は上昇しなかったと報告し

ているが、完全に防ぐことはできていないため、人為的に多精子受精を起こ

してしまうことは避けなければならない (40–42)。本来、卵子には多精子受精

を防ぐ機構が備わっており、第一段階の反応として膜反応があげられ、この

反応は精子が卵細胞膜に接着すると即座に起こり、その後の精子進入を阻止

する (43, 44)。第二の機構は透明帯反応であり、精子が卵細胞膜に接着すると

カルシウムオシレーションが誘導され卵細胞質内での Ca2+の上昇が起こり、

それがトリガーとなって卵細胞膜直下の酵素群が囲卵腔に放出され、この酵

素群が透明帯の構造を変化させてそれ以降の精子進入を防ぐ (45, 46)。しか

し、レスキュー ICSI では人為的に精子を卵細胞質内に注入するため、これら

の多精子受精防御機構は意味を成さない。一方で、ASFI は精子を卵細胞膜

に押し付け受精させるため、既に精子が卵細胞質内に進入していると多精子

受精防御機構、特に膜反応の働きにより精子は卵細胞膜と融合することがで
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きず、多精子受精を回避することが可能と考えられる。実際、本研究では有

意差は認められなかったものの、レスキュー ICSI と比べ ASFI の方が多精子

受精の可能性のある 3 前核胚率は低い傾向にあった。したがって、多精子受

精防御という点においてもレスキュー ICSI より ASFI は優れた受精方法であ

ると言える。  

本研究で行った ASFI では透明帯に運動精子が結合している必要があった

ため、対象卵の透明帯に運動精子が結合していない場合は、同一患者の未熟

卵もしくは変性卵の透明帯に結合している運動精子を使用して ASFI を行っ

た。成熟卵である対象卵と比較して、未熟卵および変性卵いずれの透明帯結

合精子を使用しても卵細胞膜への接着率や受精・発生成績に有意差は認めら

れなかった。未熟卵の透明帯結合精子は成熟卵の透明帯結合精子と同様に正

常な形態や正常な DNA を持っていることが確認されており、ASFI において

も未熟卵の透明帯結合精子が成熟卵の透明帯結合精子と同様に使用できる

と思われる (21, 39, 47)。  

顕微授精の治療に対して心理的に抵抗のある夫婦は 45 %に及ぶとの報告

があり、実際に臨床の場において、「夫婦以外の第三者の手が加わることが

嫌だ」、「卵子に針を刺すことが怖い」、「将来の子供への影響が心配」という
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患者からの声を聞くことがある (48)。実際、 IVF を行うには精子の数が少な

く顕微授精の適応になる患者においても、あえて IVF を希望する例も少なく

ない。そのため、ASFI のように 1 個の精子で卵子の実質細胞に直接微細ガ

ラス管を刺すことなく受精させられる顕微授精法の確立は、このような患者

への精神的負担を軽減することにもつながると期待している。  

最後になるが、本研究では患者の同意のもとで ASFI 胚を移植して、3 症

例で健児が得られた (49)。症例数が少なく、レスキュー ICSI と比較して妊娠

成績での有意差は認められなかったため、ASFI の臨床的な有用性を確認す

るためにさらなる検討を考えている。  

 

結論  

透明帯結合精子をインジェクションピペットで回収し、これらの精子が

高率で先体反応を起こしていることを明らかにした。また、透明帯結合精

子を使用して、卵細胞膜を穿破することなく、より自然に近い状態で受精

させる顕微授精法である ASFI を確立させ、レスキュー ICSI と同等の受精

率および発生率であることを確認した。さらに、症例数は少ないものの 3

例の生児獲得例が得られた。従来の ICSI に代わる顕微授精法として広く臨



89 

 

床応用されるためには、解決すべき問題点が存在するものの、ASFI の確立

は不妊治療、特に生殖補助医療の発展において大きな一歩をもたらすもの

であると考えている。  
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資料  1. 用語集  

 

1 前核：卵子内に 1 個の前核がある状態。正常受精な場合と異常受精な場

合がある。  

 

2 前核  ：卵子内に 2 個の前核がある状態。正常受精と判断できる。  

 

3 前核  ：卵子内に 3 個の前核がある状態。多精子受精などの異常受精と判

断できる。  

 

ART キャピラール：  遠心分離後の沈殿した濃縮精子を回収する器具。  

 

Ca イオノフォア：細胞膜のカルシウムイオンの透過性を亢進する物質。  

 

FITC-PNA：Fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut agglutinin. 先体外膜

の糖鎖に特異的に結合するレクチンを使用した蛍光標識試薬。  

 

Gardner 分類：胚盤胞の胞胚腔の拡張具合、細胞数に基づく胚評価方法。  

 

Lysolecithin：界面活性剤。  

 

PI：Propidium iodide. 死細胞の核酸染色色素。  

 

PZD Needle：Partial zona dissection needle. 孵化補助法に用いられる、透明

帯を切開するためのガラス針。  

 

Swim up 法：精子の運動性を利用し、運動性の高い精子を選別する方法。  

 

Triton-X-100：非イオン系界面活性剤。  

 

Veeck 分類：初期胚の細胞の数、均一性、細胞が断片化したフラグメント

の量に基づく胚評価方法。  

 

ZP1-ZP4：透明帯（zona pellucida）を構成する糖タンパク。  
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異常受精： IVF や ICSI 実施後、卵子内に 3 個以上の前核が確認できた場

合。  

 

囲卵腔：卵細胞と透明帯との間隙。  

 

囲卵腔精子注入法：囲卵腔に運動精子を注入し、受精させる顕微授精方

法。  

 

インジェクションピペット：卵子に精子を注入する際に用いられる微細な

ガラス管。  

 

ガラス化凍結  ：細胞内の水分を結晶化させずに凍結する手法。  

 

カルシウムオシレーション：精子進入により卵子内で起こるカルシウムイ

オン濃度の反復した上昇・下降の振動。これにより受精が進行する。  

 

極体：減数分裂に伴い、卵細胞外に放出された半分の染色体を含む細胞。  

 

顕微授精：倒立顕微鏡に設置された微細操作用機器（マニピュレーション

システム）を使用し、受精させる方法。  

 

初期胚  ：受精後 1 日目～3 日目の胚。  

 

精子運動解析装置：Sperm Motility Analysis System. 顕微鏡に取りつけたカ

メラにより、自動で精子濃度や運動率を測定する機器。  

 

精子計算盤：Makler® Counting Chamber. 精液を希釈せずに精子濃度および

運動率が測定可能な計算盤。  

 

精子先体：精子頭部先端を覆い、内部に種々の酵素を含む。  

 

精子不動化用培養液：Polyvinylpyrrolidone (PVP). 精子の運動を緩慢にし、

ICSI を行う際、精子の操作を容易にする働きと、インジェクションピペッ

トに精子が付着するのを防ぐ働きがある。  
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生殖補助医療：体外で受精させ、受精卵を子宮に移植する一連の治療とそ

の付随技術を用いた医療。  

 

先体反応：先体外膜と内膜の融合により生じた間隙より内部の酵素群を放

出する反応。  

 

前培養：採卵後、 IVF もしくは ICSI 実施までの培養。  

 

第一極体：第一減数分裂の際に放出される 2 倍体の染色体を含む細胞。第

一極体が放出されると成熟卵となる。  

 

体外受精： In vitro fertilization (IVF). 同一ディッシュ内に卵子と精子を入

れ、自然に近い状態で受精させる方法。  

 

第二極体：第二減数分裂の際に放出される半数体の染色体を含む細胞。受

精前の卵子は第二減数分裂中期で停止しており、精子進入によって減数分

裂が再開し、第二極体が放出される。  

 

胎嚢：胎児を包む嚢状物。  

 

タイムラプスインキュベーター：カメラと培養器が一体となった機器。培

養しながら卵子や胚の状態が観察可能。  

 

透明帯：卵細胞を取り囲む糖タンパクで構成された膜様物質。  

 

胚：受精卵。  

 

胚移植  ：胚を体内に注入すること。  

 

媒精：  IVF もしくは ICSI を実施することによって卵子と精子を受精させる

作業。  

 

胚盤胞：受精後 5 日目～6 日目の胚で、胚の中心に腔が出現した状態。  
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発生：  胚が細胞分裂をし、成長すること。  

 

ピエゾ ICSI：特別な装置を用いた微細な振動によって、透明帯及び卵細胞

膜を穿破する ICSI 方法。  

 

孵化補助法：人為的に透明帯の一部を切開し、内部の胚細胞が透明帯外に

脱出するのを補助する手法。  

 

不動化：精子尾部をインジェクションピペットで押さえ付け、精子尾部の

細胞膜を破壊する操作。 ICSI で受精させるために必須となっている。  

 

フラグメンテーション：細胞が分裂する際に細胞質が断片化することで生

じる、核を含まない物質。  

 

プロゲステロン：排卵後の卵巣に形成される黄体から放出されるホルモ

ン。  

 

変性：  卵細胞膜が破壊され細胞死した状態。  

 

ペントキシフィリン：ホスホジエステラーゼ阻害薬。精子の運動性を向上

させる効果がある。  

 

乏精子症：精液 1mL あたりの精子濃度が 1500 万個未満の症例。  

 

胞胚腔：胚盤胞の中央部に存在する細胞がなく、水分が貯留した空間。  

 

ホールディングピペット： ICSI の際、卵子を保持するために使用するガラ

ス管。  

 

マイクロマニピュレーションシステム： ICSI などの顕微操作を実施するた

めの微細操作用機器。  

 

未熟卵  ：囲卵腔に極体が認められない卵子。  
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未受精  ： IVF や ICSI 実施後、卵子内に前核が確認できない状態。  

 

密度勾配遠心法：密度勾配試薬と精子の密度の違いを利用し、密度の高い

精子を選別する手法。  

 

卵丘細胞：排卵時に透明帯の周囲に多数存在している直径約 10µm の細

胞。  

 

卵丘 -卵子複合体：卵子とそれを取り囲む多数の卵丘細胞群。  

 

卵細胞質内精子注入法： Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) . 微細なガラ

ス管で 1 個の精子を卵子に注入する受精方法。  

 

卵胞液：卵子が含まれる卵巣内の胞状物質（卵胞）中の貯留液。  
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資料  2. 培養液等の組成  

 

本研究で使用した培養液等の組成を以下に記した。詳細な量や割合は公表

されていないため、試薬名のみを列記した。  

 

HTF Medium 

塩化ナトリウム  

塩化カリウム  

硫酸マグネシウム  

塩化カルシウム  

重炭酸ナトリウム  

グルコース  

ピルビン酸ナトリウム  

乳酸ナトリウム  

ゲンタマイシン硫酸塩  

フェノールレッド  

 

Serum substitute supplement  

ヒト血清グロブリン  

ヒト血清アルブミン  

 

90 % Isolate® Stock solution  

塩化ナトリウム  

塩化カリウム  

硫酸マグネシウム  

リン酸カリウム  

塩化カルシウム  

重炭酸ナトリウム  

HEPES 

グルコース  

ピルビン酸ナトリウム  

乳酸ナトリウム  

コロイダルシリカ  
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MHM™ハンドリングメディウム  

塩化ナトリウム  

塩化カリウム  

硫酸マグネシウム  

リン酸カリウム  

塩化カルシウム  

グリシン  

タウリン  

ゲンタマイシン硫酸塩  

フェノールレッド  

重炭酸ナトリウム  

HEPES 

MOPS 

乳酸ナトリウム  

グルコース  

ピルビン酸ナトリウム  

 

Universal IVF Medium  

塩化カルシウム  

ゲンタマイシン硫酸塩  

グルコース  

ヒト血清アルブミン  

硫酸マグネシウム  

フェノールレッド  

塩化カリウム  

重炭酸ナトリウム  

塩化ナトリウム  

リン酸ナトリウム  

ピルビン酸ナトリウム  

 

global® total® 

生理食塩  

エネルギー基質  

pH 緩衝剤  
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必須アミノ酸  

グルタミンジペプチド  

ヒト血清アルブミン  

ヒト血清グロブリン  

EDTA 

フェノールレッド  

ゲンタマイシン  
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