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はじめに

　配偶子に人為的な操作を加えることで受精を

行わせ，妊娠に導く一連の技術はassisted　re－

productive　technology（ART）と呼ばれる．

ARTの歴史は古く1799年の人工授精に始まる

が，ARTが一躍脚光を浴びたのはやはり体外

受精・胚移植（加η伽ofer重ilization　and　embryo

transfe■；IVF－ET）である．1978年IVF－ET

による妊娠・分娩の最初の成功がSteptoeと
Edwardsによって報告1）されて以来，この技術

は瞬く間に世界中に広まり卵管性不妊症・男性

不妊症の治療法として定着し，これで不妊症の

問題は全て解決するのではないかとさえ考えら

れた．試験管内での受精は加η勿。に比べ確か

に相当少ない精子ですむ．しかし，精子の回収

法を工夫しても，培養環境をいかに改善しても

加沈roでさえ受精が起こらない症例がなお存

在するのは事実である．そしてこの問題を解決

するために考え出されてきたのが顕微授精法で

ある．IVF－ETは配偶子同士の遭遇を手助けす

るが受精そのものは自然の進行にまかせられて

いた．受精をも人為的に進行させようとする方

法が顕微授精である．これはWF・ET以来の

衝撃的なARTの登場である．

顕微授精法の種類

を守るばかりでなく，精子の先体反応を誘起し

たり多精子受精を阻止するなど，生殖過程にお

いて重要な役割を担っている．しかし精子に

とっては受精過程での最大のbarrierで，これ

を通過できるかどうかが受精の成功を左右する

といっても過言ではない．顕微授精法は主とし

てこの精子の透明帯通過をbypassさせる手段

がとられるため，①透明帯開口法，②囲卵腔内

精子注入法，③卵細胞質内精子注入法，の3つ

の方法に大別される（図1）．透明帯に小孔を

開け精子の透明帯通過を容易にさせるのが透明

帯開門法であり，顕微授精法の中では比較的手

技が容易なため，妊娠・分娩の成功が早かった

方法2）であるが，卵子表面を傷めたり，多精子

受精の頻度が増加するなどの欠点が指摘されて

いる．囲卵腔内精子注入法（subzonal　insertion

of　sper瓢；SUZI）は透明帯開口法よりも確実に

精子を卵細胞表面に送り込むことができるので

一時最も汎用されていた方法であるが，やはり

多精子受精の問題は解決できなかった．卵細胞

質内精子注入法（intracy重oplasmic　sperm　injec－

tion；ICSI）は最も古い歴史を持つ方法である

が，高度な技術を必要とし，卵細胞を直接操作

することによる卵の損傷が心配されたためかヒ

トへの臨床応用は遅れていた．しかし，ベル

ギーからの驚異的な成功3）が伝えられて以来，

一躍顕微授精法の主役に躍り出た感がある．

　糖蛋白質からなる透明帯は大切な卵の保護層

で，物理的・化学的そして生物学的刺激から卵

卵細胞質内精子注入法（ICSI）

受付：1996年！0月23日

受理：1996年10月30日

　1個の精子をマイク下町ードルで卵細胞質内

に直接送入して受精させる方法で，理論的には
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（1．2）通明帯開□法

　　Partial　zona　dissec疽on（PZD）

（3）卵紐胞質内精子注入法
　　Intrac）花oPlasmic　sper皿illjec口on（ICSI）

図1．顕微授精法
　　　ZD　：酸1生溶液を吹きつけることにより透明帯の一部を溶かして小広を作る．

　　　PZD　：細いガラス針で透明帯を串刺しにして切開創を作る．

　　　SUZI：囲卵腔に精子を注入する．

　　　ICSI：1個の精子をマイクロニードルを用いて卵細胞質内に注入する．

表1．卵細胞質内精子注入法の報告例

年 動物 注入精子 発生状況 報告者

1962
1966
197奪3，1977

1983
1988
1988
1990
1991
1991
1991
1992
1992
1992
1992
1993
1993
1993
1993
1993
1994
1994
1994
1995
1995
1995
1995
1996

ウニ

カエル

ハムスター

マウス

ウサギ

ヒト

ウシ

ウサギ
ヒト

ハムスター，他
ヒト

ハムスター，ヒト

ハムスター

ウサ四

隅ムスター
ヒト

ヒト

ヒト

ヒト

ヒト

ウサギ
ヒト

ヒト

マウス

マウス

マウス
ヒト

生存精子

生存精子

死滅精巣上体精子

生存精子

死滅精子

死滅精子

死滅精巣精子

生存精子

凍結乾燥精子

生存精子

脱水処理精子

死滅精子

熱処理精子

精子細胞

生存精子

生存精子

生存・死滅精子

生存精子

生存精子

凍結乾燥精子

死滅精子

生存精子

生存精子

精子細胞

第二精子母細胞

精子細胞

精子頭部の膨化

前核

前核

胚盤胞

産仔

前核

産仔

2～3細胞期
2～4細胞期
前核

産子

前核

前核

6～8細胞期
前核～2細胞期
産子

産子

妊娠
4細胞期（妊娠）

産子

6～8細胞期
産子

産子

産子

産子

産子

産子
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1個の精子さえあれば受精が可能になる．透明

帯開口法や囲卵腔内精子注入法は，透明帯の通

過はbypassするものの精子と卵（oocyte）と

の接着・融合すなわち「受精」は自然の進行に

まかされている。ICSIは受精のprocessを全

てbypassし，精子の卵への侵入そのものも人

為的に行わせるもので前二者とはこの点が全く

異なり．顕微授精本来の目的に最も合致した方

法といえる．多精子受精の心配はなく，受精率

も40～60％が期待でき，現在最も有望視されて

いる方法といえる．

　主な報告例を表1に示したが，哺乳動物の

ICSIは：ノ、ムスターの精子核をハムスター卵に

顕微注入（microinjectioa）して雄性前核形成

を観察したUeharaとYanagimachiの研究に
始まる4）．同種の配偶子を用いた夏CSIの報告

は多数あるが，現在まで新生仔（児）が得られ

ているのはウサギ，ウシ，ヒトそしてマウスだ

けである．Hosoiらは運動性のあるウサギ精子

をウサギ卵に顕微注入して生存率62．6％，受精

率46．2％，卵分割率29．7％，11個の胚を2羽の

偽妊娠ウサギに移植して2羽の産仔を獲得して

いる5）．ウシではGo勧らが凍結後融解した精

巣上体精子（immobilized　and　kiUed　sperm）

を顕微注入し，卵分割率12．O％，得られた胚を

移植して産仔を得ている6）．細胞膜の物理的性

状が他の動物腫と異なるためか顕微注入後の生

存率が不良でマウス卵の至CSIはなかなかうま

くいかなかったが，マウス卵用に改良された方

法で産仔の獲得に成功したことが最近Kimura
とYanagimachiから報告された7）．実験動物で

の成功はICSIの研究ひいては受精現象そのも

のの機序解明に寄与するところが大きく，今後

の研究進展が期待されている．

　ヒトではPalermoらが1992年に生存率81％，

受精率82％，卵分割率47％の成績を報告し3），

得られ，た胚を7周期に移植して4例の妊娠，3

例の分・娩に成功している．1993年の彼らの論文

によると，716個の卵にICSIを行い，77％の生

存率，受精率44％，17％94個の胚が得られ，59

個を移植して8例の妊娠，4生児を得たと報告

されている8）．同施設から出されたVan　Steir．

teghemらの報告9’lo）はさらに驚異的である．

150周期1，409個の卵にICSIを行いL292個

91．7％が生存，830個64．2％が受精し，641個

49．6％が良好胚に発育し，596個の胚を135周期

で移植して67例の妊娠例を得ている．妊娠率は

対移植周期あたり49．6％，臨床的妊娠率も

39．2％に上っている．さらにVan　Steirteghem

らは1994年に350症例の3，944個の成熟卵に

ICSIを行い，生存率86．2％（3，401／3，944），受

精率51．5％（2，033／3，944），分割率35．8％（1，

412／3，944），妊娠率37．5％（130／347ET）の成

績を報告している11）．著者らも1992年から

ICSIを臨床応用し，本邦第1例をはじめ多く

の妊娠例を得て報告してきた12）（福島県立医

科大学）．

　ICSIは高度な技術を要する方法であるが，

他の顕微授精法と異なり精子の運動性や訪露反

応とは無関係に応用できる利点がある．すなわ

ち全く運動性が欠如して従来の概念では死滅し

ていると表現される精子でも，DNAが正常で

さえあれば使用できる．しかしICSIの問題点

は顕微注入後に卵の活性化（activation）が十

分に起こらず，受精進行の停止をしばしばみる

ことである．通常の受精過程では，第二成熟分

裂の中期で生物学的に静止した状態で排卵され

た未受精卵は，精子侵入と同時に賦活され生物

学的活動を再開する．精子が卵の精子受容体

（sperm　receptor）に接着すると，　G．proteiRを

介してphospholipase　Cが活性化されイノシ

トール1，4，5三リン酸（IP3）の産生が促され，

細胞内の小胞体からCa2＋が遊離されその濃度

が上昇して種々の細胞機能が賦活されるためと

理解されているユ3）．第二極体が放出され，卵

の核は雌性前核に精子の核は雄性前核に発育し，

やがて両前核は卵の中央で融合して受精が完了

する．しかしICSIでは通常の受精過程とは全

く異なる機序で精子が卵に侵入する（させられ

る）ためか，この活性化が生じにくくなる．両

生類などでは針で刺激するだけで未受精卵に単

為発生（parthe鍛ogenesis）が生じるように，



68 星 和　彦

ICSIでも物理的刺激すなわちinjection　needle

を卵に刺入すること自体が活性化誘起になりう

るが，さらに積極的な賦活法を加えねばならな

い場合が生じる．活性化を促す物質の一つとし

て細胞膜のCa－channelに作用して細胞外の

Ca2＋を細胞内に流入させるCa－ionophoreが

知られている14）．GotoらがウシのIC叙にこ

のCa－iopophoreを応用している6）し，著者ら

が本邦で初めて妊娠・分娩に成功した際にも用

いられている15）．そのほかの化学物質として

直接細胞核に働いて第二極体を放出させるとい

われるeth雄olがあるが，細胞毒性が強くこれ

が用いられることはあまりない．細胞が一定の

強さの電界内に置かれると，細胞膜を構成する

リン脂質の二重層の分子配列に乱れが生じ，細

胞膜に直径0．5一傭mの極めて小さな間隙がで

きる．このような現象はelectropora毛ionと呼

ばれ，細胞融合や単為発生の研究に利用されて

いる．Electroporatio紅をICSI卵の活性化誘起

に利用しようとするのがelec宅rostimulation法

である．著者らの検討では375V／cm，100μsec

のDC　pulseをone　shotで与えるのが効果的で

あった16）．

　どのような状態の精子をICSIに用いたらよ

いかについても定説はない．通常の受精経過を

詳細に観察すると，卵細胞内に取り込まれた直

後の精子は原形質膜が取り去られて運動性が消

失している．そのため，1CSIでは最初から不

動化させた精子を注入した方が良いようにも思

われる．著者らは不動化させた（死滅化させ

た）精子，運動性を有したままの精子，そして

射精時既に死滅している精子（necro－
zoospermia）について，いくつかの卵活性化法

とも組み合わせて検討してみた．結果は表2に

まとめたが，成績が最も良かった（受精率・分

割率・妊娠率）のは運動性のある精子を用いた

ものであった．不動化精子（この場合は凍結・

融解操作を行うことで運動性をなくしている）

を用い，Ca－ionophoreやelectostimulationで

積極的に活性化を誘起した群の成績がそれに続

いている．ベルギーのグループ（Palermo
ら3・8）とVan　Steirteghemら9））も動きをわず

かに抑えた運動精子を顕微注入して良好な成績

をあげており，ヒトのICSIではできるだけ運

表2．卵細胞質内精子注入法（ICSI）の心積
　　　（福島県立医科大学，1995年12月現在）

精子の状態 卵賦活法 治療周期 卵総数α
生存卵β

iβ／α）

受精卵γ

i”）

分割卵δ

iδ／β）

　妊娠例
i／胚移植周期）

細胞質の吸

�ﾌみ
14 64 48（60％） 29（60％） 11（23％） 0（0％）

不動化精子
Ca．

奄盾獅盾垂?ｏｒ?
42 221 169（77％） 107（63％） 69（41％） 2（5．9％）

electrostimu。
撃≠狽撃盾

14 49 42（86％） 27（64％） 19（45％） 0（0％）

細胞質の吸

�ﾌみ
157 949 786（83％） 496（63％） 431（55％） 15（10．1％）

運動精子
electrOS之imu．

撃≠狽奄盾
6 38 32（63％） 21（63％） 20（62％） 0（0％）

不動精子
細胞質の吸

�ﾌみ
14 82 67（82％） 23（34％） 19（28％） 0（0％）
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動性のある精子を使用し，運動性のない精子を

用いざるを得ない場合は卵細胞に対し積極的に

活性化処置を加えるのが良いようである．

顕微授精の臨床応用とその適応

　現段階における顕微授精法の適応については

1994年に日本産科婦人科学会が示した“顕微授

精法の臨床実施に関する見解’のなかで以下の

ように定められている17＞．

　「本法は，難治性の受精障害で，これ以外の

治療によっては妊娠の見込みがないか極めて少

ないと判断される夫婦のみを対象とする．」

　すなわち，通常の体外受精一胚移植を施行し

ても受精の認められない受精障害の症例や，通

常の体外受椿胚移植が行えないほどの高度の

乏精子症・極端な精子無力症が対象となる。

未熟な精子や精細胞を用いた顕微授精

精巣上体精子や精巣精子を用いたICSIでの

妊娠・分娩例も報告され18），未熟な精子や精

細胞への応用も進みそうである．乏精子症のみ

ならず，閉塞性無精子症の症例でも精巣上体や

精巣から精子を採取する事でICSIが可能にな

る19＞．さらに原発性無精子症の20－30％には精

巣に円形精子細胞が存在し，この未熟な精細胞

によるICSIも可能である．円形精子細胞は形

態的には精子と全く異なった細胞であるが，既

に減数分裂は完了しており，染色体は精子と同

じha　ploid（半数体）である．従ってこの円形

精子細胞を卵細胞質内に注入すれば原発性無精

子症であっても正常な受精卵を獲得することが

出来る，精子細胞による受精，及びその発生能

に関する研究のパイオニアはOguraとYana．

gimachiである．彼らはハムスターを用いて裸

核化した精子細胞核をあらかじめ電気刺激によ

り活性化した卵細胞質内に注入し，生存卵のほ

ぼ全てに精子細胞核由来の前核が形成されるこ

と，その前核がDNAの合成能を有しているこ

とを報告し20），次いでマウス精子細胞をマウ

ス卵子の囲卵腔に注入（SUZI）した後に電気

刺激を加え細胞融合で得られた2細胞期胚を移

植して産仔を得，精子細胞の受精能，発生能を

初めて証明した21）．その後，KimuraとYana・

gimachiはマウス円形精子細胞の卵細胞質内注
入（ICSI）により産仔を得ている22）．

　精細胞（spermatogenic　ce1Dがどの成熟段

階で発生のための準備を終えるかは未だ明らか

にされていない．哺乳類では正常な胚発育のた

めに雌雄それぞれの配偶子で異なったgenomic

imprintingがなされることが必要とされてい
る23’24）が，それがいつ始まりいつ完了するか

は不明である．最近，KimuraとYanagimachi

はマウスの第2精母細胞核をマウスの未受精卵

内に注入し，産仔が得られたこと報告してい

る25）．第2精母細胞は減数分裂途中の細胞で，

その染色体は精子あるいは精子細胞（1N

haploid）の2倍のDNAを有している（2N
haploid）．卵細胞質内に注入された第2精母細

胞核の染色体は先ずpremature　chromosome

condensationを起こし，その後染色体にmic－

rotubulesが付着してspindleが形成される．こ

の時期に人為的に卵子を活性化すると，卵子核

の減数分裂とともに精母細胞核も減数分裂し，

卵子の第二極体放出現象と同様に精母細胞由来

の極体も放出され，残った半数の染色体同士が

融合して正常核型（2N　diploid）の受精卵が得

られるという画期的な実験である．正常な産仔

が獲得されたことから，第2精母細胞の段階で

精細胞はgenomic　imprintingを終了している

ことが証明された．今後はさらに前段階の第1

精母細胞や精原細胞の発生能に関する研究が進

むものと期待されている．

　さすがに精母細胞を用いた例はないが，円形

精子細胞の卵細胞質内注入は既に一部の施設で

臨床応用されている．しかし，異常核型胚出現

の危険性の問題は未解決であり，日本不妊学会

の倫理委員会報告でも「円形精子細胞の補助生

殖技術への臨床応用には動物実験を含む基礎的
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な研究が不足していることから，これらの問題

の解明を待って実施されるべきであり，日本不

妊学会倫理委員会としては我が国における本法

の臨床応用に慎重であることを希望する」との

見解が出されている．臨床応用に際しては今後

も実験動物での更なる基礎研究の積み重ねが不

可欠である．

おわりに

　　現在，i難治性不妊症の治療法として最も期待

され注目されているのがICSIである．本法を

用いれば成熟精子はもちろん未熟精子や死滅精

子でも受精が可能となり，従来のreproduction

に対する概念や生命そのものに対する考え方を

変えてしまう可能性も生じている．1993年に顕

微授精法の臨床応用を日本産科婦人科学会に登

録したのは4施設で，顕微授精全体によるその

年の分娩数は130例（出生児149例）と報告され

ている．1995年3，月現在の登録は87施設に増え，

出生児数も698例と増加の一途をたどっている

（表3）．インフォームドコンセントはもちろん，

社会からのコンセンサスも十分得られるよう配

慮しながら，難i治的不妊症の治療法として発展

させていくべきであろう．

表3．顕微授精の治療成積

’92 ’93 ’94

患者総数 610 1，780 3，804

治療周期総数 963 2，608 5，510

妊娠数 42 176 759

移植当たりの妊娠率 810％ 14．4％ 18．4％

採卵当たりの妊娠率 4．5％ 7．2％ 14．2％

生産分娩数 30 130 559

生産率（移植当たり） 517％ ！0．2％ 13．6％

出生児数 35 149 698
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