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   Zona free hamster egg-sperm penetration assay (SPA) was performed on 50 normal fertile men 

and 58 infertile men. The median penetrating rate was 68% (13%-100%) for the fertile men and 

11% (0% -100%) for the infertile men. There cxisisted no clear relationship between SPA and any 

other sperm parameters. SPA showed the best diagnostic rate (72.4%) for male infertility, which was 

evaluated by the 95% specificity threshold values of normal males. Therefore, SPA is best correlated 

with male impregnating ability. On the contrary, the infertile diagnostic rate of sperm density was 

relatively low (36.8%). SPA was also carried out on male partners of unexplained infertility couples, 

and 8 out of 36 (22%) showed decreased sperm penetration rate (less than 10%). In these couples, 

the deterioration of fertilizing ability was thought to be one of the causative factors of infertility.

Key words: Male infertility, Infertile diagnostic rate, Sperm penetration assay, Unexplained in-

fertile couples

緒言および目的

男性の妊孕能は従来一般的な精液所見すなわち精液

量,精 子濃度,精 子運動率および精子奇形率などで評

価されている,し か し,男 性不妊の診療にたずさわっ

ているとこれらの精液所見のみでは妊孕能を正確に評

価できないことを実感する.た とえば薬物治療などで

精液所見が著明に改善 し,明 らかに正常と考えられる

域に達してもなお長期間妊娠にいたらなかった り,逆

に精液所見が不良と考えられても妊娠にいたる症例も

多く経験される.こ れには配偶者の受精能などの関与

も考慮すぺきであるが,精 子の質(quality)と も い

うべき精子授精能の低下が原因と考xら れる男性不妊

の存在が推察される.す なわち従来男性の妊孕能のバ

ロメータとして最 も多用されていたのは精子の量的因

子(quantity)と しての精子濃度などであるが,む し

ろ男性の妊孕性評価には精子の質が重要ではないかと

考えられる。そこで精子授精能を評価 しうるとされて

いる,Yanagimachiら1)に よ り確立された,透 明帯

除去ハムスター卵を使用 した 精子 侵入試験sperm

penetrationassay(以 下SPAと 略す)に 注 目し,

正常男性,不 妊男性および従来の精液検査では正常と

考えられる 「いわゆる原因不明不妊夫婦の夫」を対象

として,SPAが 従来の精子パラメータよりも男性妊

孕能Yom,よ り関連するかどうかを検討した.わ が国で

の男子授精能に関するこれ ら対象についての体系的な
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研究報告はなされていない。今回これらに関して興味

ある結果を得たので報告する.

研 究 方 法

(1)SPAと 従来の精子パラメータ

正常対照男性は不妊エピソー ドがなく,原 則として

配偶者が妊娠中,あ るいは児を得てから1年 以内の男

性57名 で,そ の年齢分布は23歳 か ら37歳である(正 常

群).男 性不妊患者は,神 戸 大学医学部附属病院泌尿

器科男性不妊外来を受診した,不 妊期間が2年 以上で

配偶者に産婦人科学的異常を認めない,無 精子症を除

く67名 を対象と した(男 性不妊群).そ の年齢分布は

26歳 から46歳である.対 象のなかで2回 以上にわた り

精液が得られた場合,そ れらを 三検体 とした.し たが

って正常群では72検 体,不 妊群では87検 体について後

記の各種パラメータが算定 ・測定された.

(2)検 査項目および方法

精液は4日 間の禁欲の後,用 手法にて滅菌シャーレ

に採取されたものを使用した.精 子パラメータとして

の精子濃度,精 子運動率,精 子運動速度は当科で開発

したBPPsystem2)(bilevelpictureprocessing

system)-2値 画像処理方式の自動精液検査装置 一に

ょって測定された.精 液量か ら総精子数および総運動

精子数が算定された,そ の他の精子パ ラ メータと し

て,奇 形率はパパニコロー染色,ア ク ロシ ン活性を

BAEEIADH法3)に よって,精 子 侵入率 は後 記 の

SPAで 測定された.精 漿については量の ほか,PH

をpHメ ータにより,Znお よびMg濃 度を原子吸

光法4)に て測定 した.な お,精 漿は2,000g×30分 間

で遠心分離された.

(3)精 子侵入試験の方法(Fig.1に 略記)

(a)精 子 の準備

十分液化した精液をよく混和し,そ の約0.5mlを

滅菌pasteurpipetteを 用 い て16×125mmの 滅

菌試験管(Falcon)に とる.そ の後この試験管に3.5

%humanserumalbumin(Scgma:fractionV)

を加えたmodifiedBiggersWhittenandWhittin-

sham(以 下mBWWと 略す)の 培養液(Table1)

を精子洗浄の目的で10m1注 入か くはんの後,室 温

にて遠沈(2509×5分)し,上 澄みを水流ポ ンプで

吸引廃棄 した.同 様にmBWWに よ り計3回 の精子

洗浄操作を行 ない,精 漿を除玄 し最終的 にmBWW

培養液に より,運 動精子濃度が5×106/mlの 精子浮

遊液を作成した.こ の精子浮遊液0.5mlを 別の滅菌

試験管に分注し,液 面を少量の滅菌流動パラフィンで

シールし,37℃,5%COs含 有大気中で2時 間の精

ゴールデ ンハムス ター
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Fig.1.精 子 侵入 試 験
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子前培養を行なった.

(b)卵 子の準備

SPA施 行3日 前に,発 惰後期で4週 齢から12週 齢

の雌ゴールデンハムスターにPMS(pregnantmare's

serum)20単 位を腹腔内注射 し,そ の約50時 間後に,

hCG(humanchorionicgonaeiotropin)10単 位 を

腹腔内注射し過排卵処置を行 なった.こ のhCG注

射後15～18時 間めに屠殺後開腹して卵管を採取し,乾

燥を防ぐ目的で流動パラフィンの入 ったシャーレ(直

径30mm)中 に静置した。実体顕微鏡下に卵管膨大

部から穎粒膜細胞層に包まれた卵を採取 し,流 動パラ

フィン中のmBWW微 小 滴中に静置した.ハ ムスタ

ー11nあ た り約40個 の卵の採取が可能であ
った.0.1

%ピ アルロニダ ーL含有mBWW微 小滴中へ 先端
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を200μ 程度に細めたマイクロピペットを用いて,

穎粒膜細胞層に包まれた卵を移 し,約15分 間静置して

穎粒膜細胞を分散させた.続 いてmBWW微 小 滴中

で卵を3度 洗浄し穎粒膜細胞を完全に除去した.つ ぎ

に0.1%ト リプシン含有mBWW微 小滴中へ卵を移し

2～3分 間静置し,透 明帯を溶解させた.こ のように

して得られ た透明帯除去卵をmBWW微 小滴中で3

度洗浄し,卵 の準備が完了した.こ れら卵と被検精子

は直ちに混和培養されることが要求されるため,精 子

および過排卵処理からは じまる卵の準備については綿

密な計画が必要であった.

(c)培 養および判定

精子侵入試験は1検 体あた り約30個 の卵を使用し,

前述の前培養された精子浮遊液約0.3mlを パ ラフィ

ン油下におき微小滴とし,そ の中へ卵を注入し混和す

る.37℃,5%CO2含 有大気中で6日 間培養し精子

侵入の有無を判定した.

精子侵入の判定は,混 和培養終了後,mBWW微 小

滴中で卵を一度洗浄し,圧 平標本にしてか らノマルス

キー型微分干渉顕微鏡下(x400倍)で 行なった.膨

化した精子頭部または雄性前核が認められ,か つ精子

尾部を伴 うものを精子侵入あ りと判定 した(F三g.2)

齢

a:雌 性 前 核b:雄 性 前核

c:精 子 尾 部d極 体

Fig.2.ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精 子 侵 入像

A.ス ラ イ ドグ ラ スの作 成
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縫%"..
,/
,"v'
.'卵

`・-B .W.W.(albuminfree)
培養液

Fig.3.圧 平 標 本 作 成 方 法

約30個 のそれぞれの卵について精子侵入の有無を判定

し,試 験に使用した卵の何%に 精子侵入がみられたか

をもって精子侵入率とした.す なわち,た とえぽ30個

の卵のうち6個 の卵に精子侵入がみられれば精子環入

率は20%で ある.

卵圧平標本の作成には,ス ライ ドグラス上に予めカ

バーグラスの大きさに合わせた,4本 の ワセリンーパ

ラフィン混合(15:1)支 柱をおく.次 いで卵をスラ

イ ドグラスに付着させる目的で,そ の内部に1～2滴

のホ リエル リジン溶液を塗沫乾燥後,albuminfree

のmBWW培 養液を約10滴 のせ,そ の支柱の上にカ

バーグラスを静置させておく.マ イクロピペットを用

い培養液に浮遊した卵をカバーグラスとスライ ドグラ

スの間に注入後,約15分 間静置し,実 体顕微鏡下に過

剰な培養液をろ紙にて吸引 し,圧 平標本が作成された

(Fig.3),

(d)結 果

正常群と男性不妊群の各種精子 パ ラメータの最大

値,最 小値と第1四 分位,第3四 分位,お よび中央値

と平均値をTable2に 示 した.四 分位数とは正規分

布における標準偏差と同じ意味あいを持ち,第1四 分

位とは小さい方から数えて全症例実測値を13に 分

割する数値を,第3四 分位は3:1に 分割する数値で

ある.測 定値などが正規分布をとらない場合では平均

値 よりこの表記法のほうが,そ れらの代表的な測定値

を表示するものとしてより適 しているとされている.

正常群と男性不妊群 の比較をWilcoxon順 位和検

定で行なうと,ア クRシ ン活性を除く他のすべてのパ

ラメータに有意差(P〈0.05)が 認められた.し かし,
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Tablc2.精 子 パ ラ メー タ ー 一 正 常 群,不 妊 群 一

最小値 第1四分位 中央値 第3四分位 最大値 平均値±S.D.検 体数

精 子 濃 度 正常群

(×10°/mE)不 妊群

精 子 運 勘 率 正常群

(R)不 妊群

平均精子運勧速度 正常群

(μm/sec)不 妊群

総 精 子 数 正常群

(×106)不 妊群

総 運 動 精 子 数 正常群

(×106)不 妊群

精 子 正 常形 態 率 正常群

(%)不 妊群

ア クロ シ ン活 性 正常群

(mU./107)不 妊群

精 子 侵 入 率 正常群

(%)不 妊群

18.062.0

0.117.7

26.948.O

z.ois.z

20.526.0

11.317.9

54159

0.153.5

2283

0.ii2.s

40.769.4

0.152.7

0.2z.0

0.41.1

1346

00

80.0104

32.957.7

57.966.2

za.sai.s

30.635.6

25.029.1

234328

siiso

125196

30.349.5

77.486.0

67.878.6

3.13.6

1.64.2

6886

1128

31991.9±66.772

159.842.4±36.287

88.457.5±16.572

75.330.5±21.087

47.831.5±8.565

41.724.5±7.984

649261ゴ ヒ16972

618144±1488ア

547152ゴ ヒ11972

4324ア.3±68璽387

98.376.6±15.071

95.236.3±22.585

13.13.7±2.846

9.02.9±2.445

10066±3550

10021±3558

Table3.精 漿 パ ラ メー タ ー 一 正 常 群,不 妊 群一

最小値 第1四分位 中央値 第3四分位 最大値 平均値±S.D.検 体数

`

精 液 量 正常群

(mの 不妊群

正常群
pH 不妊群

精 漿 中 亜 鉛 正常群

(k8!mE)不 妊群

精漿中マグネシウム 正常群

(μgんの 不妊群

i.0

0.5

s.s

6.8

40

43

43

41

2.2

2.5

7.8

7.7

8ア

82

86

刀

3.03.5

3.14.8

7.98.1

7.98。1

124167

13ア175

102136

109143

6.03.0±1.172

8.93.7±1.987

8.47.9±0.356

8.67.9±0.368

547154±7150

446151±8753

218113±4143

341131±7049

有意差が認められるとはいえ測定値は正常群,男 性不

妊群ともにきわめて広範囲に分布,交 錯している.例

えば精子濃度につ いてみる と,正 常群での最小値は

18.0×106/mlで あ るのに対し,男 性不妊群の最大値

は,159.8×106/m1で あ った.他 のパラメータについ

ても同様のことがいえる,

一方,精 液,精 漿パラメータ(Table3)は 正常群

と男性不妊群閾に有意差は認め られなかった.

前述 したごとくアクロシン活性を除 く各種精子パラ

メータについては,正 常群,男 性不妊群間に有意差が

認められたが,次 にこのうちどのパラメータが正常と

の比較という観点からみて,男 性不妊について診断的

価値い高いかを検討した.す なわち各種パラメータの

不妊診断率を求め比較した,

不妊診断率の算定には各パラメータの正常値におけ

る95%特 異性を使用 した.95%特 異性について精子侵

入率を例にとって説明する(rig.4).今 回 正常群50

例について精子侵入率を測定 し,そ の測定値の最小値

は13%で あるので,正 常群のすべてが正常と診断され

100-

%

精

子

侵

入

率50

0

響
ぎ
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ず

瓦
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一÷95矯 異性÷_
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正 不
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患

照 者
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Fig.4.

N=50N=58

精 子 侵 入 率 の95%30よ び100%特 異性

るための閾値すなわち12%が100%specificity(特 異

性)閾 値である.こ れに対し,95%特 異 性とは正常人

の95%,こ の例では47例 が正常 と判断されるための閾

値であ り,47例 目の実測値は25%で あるので24%が95

%特 異性閾値となる.100特 異性よ りも95%特 異性

を採用する方がより現実的であるため95%特 異性を採
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Table4.精 子 お よび 精 漿 パ ラ メ ー タの95%30よ び100%特 異 性

項 目
特 異 性

95鮎 100%

i

2

3

4

5

s

7

8

9

10

n

iz

13

精 液 量

精子濃度

精子運動串

精子平均運動速度

精液中総精子数

精液中総運動精子数

精子正常形態串

精子侵入率

アクロシン活性

精液pH低 値

精液pH高 値

精漿中亜鉛濃度

(m¢)

(X10● ノ旧の

(7e)

(/am/sec)

(×105匹)

(X10.匹)

(9.)

(%)

(mU/10'匹)

(k9!旧 の

精漿中マグネシウム濃度(μg加 の

i.t

24.9

34.9

21.5

72.9

24.9

55.0

24

0.s

7.5

8.5

57

58

o.s

17.9

26.8

20.4

53.9

21.9

40.6

12

0.1

6.5

8.5

39

42

1
z

3
4

5
s

7
a

9
10

ti
12

13

精 子 侵 入 率

精 子 運 動 率
精子平均運勧速度

総 運動 糟 子 数
精 子 濃 度

総 精 子 数
精子正常形態率
アクロシン活性

精 液pH低 値

精 液 量

精藁中マグネシウム濃度
精漿中亜鉛濃度
精 液pH高 値
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Fig,5.精 子 お よび 精 漿 パ ラ メー タ の不 妊 診 断 率

一95%特 異 性 に よる診 断 一
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率
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用し,こ の閾値から不妊診断率を算定する.す なわち

精子侵入率24%以 下 の症例は不妊群では58例 中24例

(72・4%)で あるため95%特 異性における不妊診断率

は72.4%と い うことになる.同 様にしてもとめた各種

パラメータの100%特 異性お よび95%特 異性閾値を

Table4Y`,95%特 異性における不妊診断率をFig・

5に 示 した.

不妊診断率が最 も高かったのは精子侵入率で,こ れ

についで精子運動率の67.8%が 良好であ り,以 下精子

平均運動速度,総 運動精子数の順であった(Fig.5)・

一方
,従 来,不 妊診断のうえで重視されていた精子濃

度の診断率は36.8%と 低値であった.こ の不妊診断率

は,妊 孕能のあることが証明された正常群のパラメー

タを基準として決められていることから,診 断率の高

いパラメータほど授精能に強 く関与 していることを示

してお り,精 子侵入率は授精能に最 も関与するパラメ

ータと考xら れた.

次に男性不妊群を対象として精子侵入 率 と精子濃

度,運 動率,総 運動精子数お よび他の精子パラメータ

50100×10°/mP

精 子 濃 度

Fig.6.精 子 侵 入 率 と精 子濃 度 一 男性 不 妊 群 一
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との相関関係が検討された.精 子侵入率と精子濃度の

関係をみると精子濃度が低値の症例でも高い精子侵入

率を示す症例が多くみられ,逆 に精子濃度が高 くても

精子侵入率の低い症例も多 く,両 者は相関しないこと

がわかる(Fig.6,r=0.02,N.S.).

精子濃度を20×106/mlを 境 として精子の濃度が高

い群と低い群の,2群 に分割 して精子侵入率を比較検
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討 したところ,両 群の精子侵入率に有意差は認められ

なカ、った(Fig.7).

男性不妊群の精子侵入率と精子運動率の関係を検討

したところ(Fig.8),両 パ ラメータ間に有意な相関

は認められなかった.

しかし,運 動率が40%未 満および40%以 上 の2群 に

分割 し,さ ら6-10%以 下の群についても検討 したとこ

ろ(Fig.9),40%以 上の群と他の2群 との間の精子
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一男性不妊群一

侵入率にそれぞれ有意差が認められた.

総運動精子数と精子侵入率の関連を同様に検討した

(Fig.10)が 両者に相関はみられず,ま た男性不妊患

者で総運動精子数が24×106以 上 の群と未満の群との

間の精子侵入率に差は認め られなかった(Fig.11).

同様の検討を男性不妊群で精子平均運 動速度,奇 形

率,総 精子数について行なったが,い ずれも精子侵入

率との間に有意な相関を認めなかった.な お,正 常群

についても同様に精子侵入率と他の精子パラメータと

の相関について検討 したが,精 子侵入率と相関するパ

ラメータは認められなか った(Fig.12～14).

(4)原 因不明不妊夫婦の夫におけるSPAの 検討

(a)対 象

いわゆる原因不明不妊夫婦 とは 「通常の精液検査な

どで夫に異常を認めず,か つ通常の産婦人科的検査な

どで妻側に不妊の原因が認められない夫婦」である.

今回は各精子パラメータの95%特 異性の結果を参考と

して,精 子濃度20×1061ml以 上,精 子運動率40%以

上,総 運動精子数24×106以 上,精 子平均運動速度

21.6um/sec以 上,精 子正常形態率50%以 上のすぺて

の条件を満足させ,不 妊期間2年 以上めものとした.

以上に加え夫婦の血清中抗精子抗体がともに陰性とい

う条件を加えた.こ れは原因不明不妊夫婦の中に精子

授精能の低下が原因となっているものが,ど の程度存

在 しているかを検討する本研究の性質上,い わゆる原

因不明不妊夫婦の不妊原因の一つ として解明されつつ

ある免疫学的不妊を除外するためである.な お抗精子

抗体は精子不 動化試験 お よびTray・agglutination

test5)に よ り検索し,後 者による凝集抗体は抗体価32

以下を陰性とした.

この条件を満たした原困不明不妊夫婦の夫36例 につ
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群別精子濃度 ・精子運動率

いて,SPAを 行 なった,そ の年齢分布は23歳 から36

歳で平均31.3歳,不 妊期間は2.1年 ～8.0年 で平均3.4

年であった(原 因不明不妊群).

当科男性不妊外来を受診している男性不妊患者のう

ちで治療中に配偶者に妊娠の成立がみられた8例(妊

娠成立不妊治療群)に ついても妊娠成立が判明した時

点で,SPAを 行ない比較した,こ れ ら妊娠成立不妊

治療群の年齢分布は27歳 から33歳 で平均30.1,不 妊

期間はi.2年 ～3.8年 平均2.9年 であ り,平 均治療期間

は1.2年 であった.上 記の両群と正常群について精子

n.s.

侵入率を比較 した.

(b)結 果

妊娠成立不妊治療群では原因不明不妊群および正常

群に比し,精 子濃度 ・運動率ともに推計学的に有意に

(P〈0.05)低 く,妊 娠成立不妊治療群の精液所見は

他の2群 に比べて不良であった.一 方,原 因不明不妊

群と正常群の比較では,前 者の方が精子濃度 ・運動率

ともにやや良好な傾向であるが,有 意差は認められな

い(Fig.15).』 各群の精子侵入率をみると(Fig.16),

正常群では最小値13%最 大値100%で 中央値は68%と
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全体に高い侵入率を示 している.こ れに対し,原 因不

明不妊群では最小値00/o,最 大値100で 中央値は11

%と 全体的に正常群 に比し低値で有意差(Pく0.05)

が認められた.正 常群の95%特 異性閾値24%以 下の症

例が対象の36例 中12例(33%)に,ま たioo特 異性

閾値12%以 下 の症例が8例(22%)に 認められた.妊

娠成立不妊治療群では最小値33%,最 大値100%,中

央値70%と 良好で正常群との間に有意差はなか った.

以上の結果 より,原 因不明不妊群の精子侵入率は他

の2群 より低下 していた.こ のうち明らかな低下 とい

える,侵 入率10%未 満 のものは原因不明不妊 群であ

り,こ れら症例では精子授精能の低下が不妊原因 と考

えられた.

考 察

男子の授精能は最終的に妊娠成立の有無に帰結する

ことは議論の余地がない.受 精には精子の授精能の獲

得(capacitation)が 必要であ り,そ の最終過程とし

て精子の先体反 応(acrosomereaction)も 必 要 で

ある,capacitationの 本態は完全に明らかに され て

いないが,精 子が雌生殖器官中を通過す る間 に精 子

に付着 しているdecapacitationfactQrな ど の精 漿

成分が除去されることが第一段階と考えられている.

さらに,穎 粒膜細胞層を通過するまでに,先 体反応を

完成させ,透 明帯を通過するのに必要なアクロシンを

放出する準備が完了する.先 体反応は透明帯を通過す

るのに必要なだけでなく,卵 に侵入するためにも不可

欠とされている.男 子の授精能について検討す る場

合,ヒ ト精子 と新鮮なヒト卵子を用い,前 述の過程の

異常の有無を検索するのが理想的であるが,実 際には

困難である,1972年 柳町6)は 透 明帯を除去 したハムス

ター卵子にcapacitationお よび先体反応を起こした

モルモット精子が侵入できるこ とを報告 し,つ いで

1976年capacitation,先 体反応を終了したヒト精子も

透明帯除去ハムス ター卵 子に侵入す る1)こ とを示し

た.こ の事実から透明帯除去ハムスター卵子を利用し

た精子侵入試験(SPA)が 精子授精能の検査法として

応用されるようになった.

臨床的には,1978年BarrosらT)は 男性不妊群と正

常群の精子Y'つ いてSPAを 行 ない,男 性不妊群では

正常群に比較して侵入成績が悪かったことを報告し,

SPAの 不妊診断法 としての有用性を示唆 した.そ の

後も多数の本試験に関する報告がなされてきたが,実

施法について未だ一定 した方式は確立されていない.

本試験の実施にあたっては,培 養液,精 子前培養時

間,精 子卵混和後培養時間,培 養精子濃度の条件の設

定が重要である.現 在われわれはcrystallinebovine

albuminの かわ りにhumanserumalbuminを3.5

0の濃度となるように加えたmBWW培 養液を用い

ている.斎 藤ら8)はbovineserumalbumin使 用時

には,侵 入率の成績が低下する傾向があると述べてお

り,一 般的にはhumanserumalbuminが 用いられ

ている.albuminは ヒ ト精子 のcapacitationの た

めに重要で,albuminfreeで はacrosomereaction

は起 こ らず,ま た,そ のlotに よ りacrosomere-

actionに 差の生 じる可能性 もあ る ことか ら,同 一

10tのalbuminが 用いられるべきである.

精子前培養は,精 子のcapacitationを 起 こすため

に必要な操作であるが,そ の最適条件は報告者によっ

て多少の違いがある.例 えばBarrosら7)は1時 間で

十分とし,Rogersら9》 は18～20時 間 としている.あ

まり短時間では個人によりacrosomereactionに 時

間差があるので偽陰性のでる可能性があ り,反 対に長

時間では前培養中に精子運動率の急激な低下をきたす

症例があることから未だ統一した見解をみていない.

Zausnerら1。)は 短時 間培養(2～3時 間)と 長時間

培養(17～24時 間)に よるSPAの 成績を比較し,

短時間培養の方が良い結果を得られた と報告 してい

る.わ れわれもZausnerら の方針をとり,培 養中の

精子運動率の低下も無視できる2時 間前培養が適当と

考えている.精 子と卵子の混和後の培養時間も一定の

見解はないが短時間では偽陰性の危険が,ま た長時間

すぎると卵の変性ならびに尾部の吸収により侵入判定

が困難Y:.なる.わ れわれは前培養時間との関連および

岡田IUのinUllTOmBWW培 養液中で培養した洗浄

精子のacrosomereaction完 了率の経時的変化曲線

が6～8時 間で平衡化することか ら考えて,6時 間(前

培養か らの合計8時 間)が 適当と考えている。

卵精子混和培養の精子濃度で は,BinorらIE)は 運



浜口:精 子侵入試験 ・SPA

Table5.平 均精子侵入率(正 常対照)

平均精子侵入率
(最小値～最大値)

1875

年度 報告 者

1979

1979

1979

1981

1981

1981

1981

1982

1983

1984

Barro5(η

Roger5(9)

Kanwarα3}

Ai脈in〔14)

H811(15〕

Zgausner{10)

Cohen`16)

Templeton{17}

Bolans(iel

自 験 例

29°6

56×

88%

56%

66%

81°h

83%

38%

61%

66%

(14～100)

(11～100)

(20～100)

(15-x100)

(29～100)

(0～92)

(ao--100)

(13^-100)

動精子濃度o.6×106/ml以 下 なら精子侵入 は起 こら

なかったとしている.培 養精子濃度の違いにより精子

侵入率に差があるので,比 較検討するためには濃度を

一定にする必要があるとされてお り
,基 礎的検討より

運動精子濃度5×106/mlが 適 当と考えた.

正常対照のSPA(Table5)は,諸 家に よりかな

りの差が認められる.1979年Rogersら9》 は,男 性不

妊精子の侵入率は0～10%,正 常対照14～100%で あ

ったので,正 常値を10%前 後ではないか としている.

その後も多くの諸家により正常値を10%以 上 とした報

告to・17,19)がみ られる一方,Hallら15)の ように20%以

上を正常値とした報告もある.ま た井上ら20)はCa

ionophoreA23187を 用 いてacrosomereactionを

高率にかつ短時間で起こさせる方法を用いたSPAを

1,083例 に施行しその正常値を侵入率70%以 上 とし異

常値を30%以 下 としている.し か し,前 記したごとく

本試験の一定した実施条件が定まっていない現状での

正常値は各施設において,妊 孕力を有する正常者の値

を参考に決定すぺき性質のものと考xら れる。本報で

は正常群の精子侵入率の最低値がエ3%で あ り,諸 家の

報告を参考にして検討した結果,10%ま でを正常とし

た.な お正常値内での高低(た とえば100%と30%)

がもつ臨床的意義については未検討であ り今後の課題

と考えられる.い ずれにしろ,SPAが 精子授精能を

評価するうえで信頼性の高い検査であることは,最 近

の体外受精(IVF)に おける受精率との一致から証明

されてきている.す なわちMargaliothら2UはSPA

が異常であった場合にはIVFで 受精 した ものはな

く,SPAが 正常のものでは77%にIVFで 受精が成

立したと報告 してお り,井 上らも前述のSPAの 結果

とIVFの 相 関を報告 して いる2。).このようにSPA

で異常を示した場合にはヒト卵に対する授精能の低下

が考えられる。

今回正常群と男性不妊群 との精子侵入率をはじめと

する精子パラメータを比較 したところ,ア クシロン活

性を除き両群間の他のすぺての精子パラメータに有意

差が認められた.し かし,集 団としてみれば有意差の

みられる各パラメータも,個 々の症例では男性不妊群

と正常群ではかなりの交錯が認められ,た だちに診断

価値の高さにはつながらなかった.不 妊診断率では精

子の侵入率が95%特 異性閾値72.4%を 示 し,す ぺての

パラメータの中で最高値であった.こ の診断率は妊孕

能を有する正常群のパラメータを基準として決められ

ていることから,診 断率の高いパラメータほど授精能

に強く関与 していることを示 してお り,SPAは 授精

能の評価に最も有用と考えられた.

Albertsenら22)は 客観的な精液検査法であるMEP

法(multipleexposurephotographymethod)を

用いて各種精子パラメータを測定 し,か つ同時に

SPAを 行ない,本 報と同様に正常者の特異性閾値を

基準とした各パラメータの不妊診断率を検討 して い

る.こ れによるとSPAの 診断率が66%と 良 好であ

り,続 いて精子平均運動速度の診断X54%,精 子奇形

率27%と し,精 子濃度のそれは16%,運 動率に関して

は診断率4%と 不良であったと報告している.今 回の

成績ではSPAの 診断率72.4%と その有用性について

は同じ成績を得たものの,著 者の運動率は67。8%と 良

好でAlbertsenら と相反する結果で あった.こ れら

の不一致については,他 にこれらに関する報告がみら

れないので,現 時点で結論づけることは困難であ りさ

らに症例を重ねて検討する考えである.従 来精液検査

の中心的存在であった精子濃度の不妊診断率は著者お

よびAlbertsenら ともに低値で一致 している.

わが国における妊孕可能限界の精液所見は一般的に

精子濃度45×106/ml,運 動率60%,精 子奇形率20～30

aと されている.そ して,精 子濃度40～40×lo6/m1

未満のものが乏精子症とされてきた.し かし今回の検

討では正常者の中にも40×106/m1未 満 のものが存在

することが明らかとなった.近 年,欧 米では乏精子症

を20×106/ml未 満 とすることが一般的 とな りつつあ

り,Eliasson23)は 妻 が妊娠3ヵ 月目の夫精液を対象

とした検討から,正 常精液所見を精子濃度20×106/ml

以上,総 精子数80×106以 上,運 動率50%以 上,運 動

速度が良好で,精 子奇形率60%未 満 としている.今 回

の検討で正常群の95%特 異性における各種パラメータ

の閾値をみると,精 子運動率を除きほぼEliassonの

成績 と同様である.運 動率につ いては,Eliassonは

実際 よりも高 く評価される直接観察法により運動率を

測定 しているため,今 回のBPP法 に よる客観的測定

とくらべ高値となるのは当然のことである.以 上のよ

うな成績から,従 来重視されてきた精子濃度などの量
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的因子(quantity)の 見直しが必要と考えている.こ

の現実からわが国での精液所見の妊孕可能限界値は,

精子濃度20×1061ml,総 精子数60×106/1回 射精,精

子運動X40～50%(肉 眼による直接観察法では60%)

と考えている.

SPAと 精子濃度,運 動率など他のパラメータとの

関連をみると,正 常群,男 性不妊群ともに相関が認め

られなかった.今 までの報告もこれに一致するものが

多い.し かしZausnerら10)の よ うに,survialindex

す なわち,培 養後の運動率と精子前進性から算出され

た係数とSPAは よく相関した とす る報告や 岡田24)

のよ うに,spermmotileefficiencyindexす なわ

ち一定の1ine上 を単位時間あた りに通過する精子数

と精子侵入率とは相関するとの報告 も見受けられる.

今回の成績で精子運動率が10%未 満 の症例での精子侵

入率が低い傾向にあったこと,ま た運動率40%以 上で

精子侵入率が高かったことは精子運動性とのある程度

の関連を示唆しているものと考えられるので,今 後さ

らに詳細な検討が必要と考えられる.

岡田u>はTalbotら25)が 提A昌 したtriplestain

techniqueに よる精子acrosomereactionの 検討を

行ない,不 妊患者精子のうちで乏精子症患者や運動率

ao/以 下の精子 はfertilemaleに 比 してacrQsome

reactionを お こさせることが困難であった としてい

る.SPAに おいて侵入する精 子はcapacitationの

最終段階としてのacrosomereactionを 終了してい

ることが不可欠であるが,今 回の成績では精子侵入率

は精子濃度などと相関せず,岡 田の成績とは一致 しな

かった.前 述のようにSPAは 臨床的に男性の妊孕力

に最も関与していることから,SPAは 単にacrosome

reactionの 確認だけではな く,精 子運動能を含む総

合的な判定をしている可能性を示唆するもので,不 妊

診断に極めて有用 と考えられた.SPAは あ くまで,

卵 との受精の場で の反応をinZ'7tYOで み る検査であ

り,受 精の場である卵管膨大部に精子が達するために

は,従 来の考えほどの精子濃度,運 動率が必要ではな

いにしろ,あ る程度良好な精液所見であることが必要

と考えられ,従 来の精液検査の意義を全 く否定するも

のではない.

いわゆる原因不明不妊夫婦の夫 におけ るSPAの

検討において,精 子侵入率の正常値を10%以 上 として

判定した結果22%(36例 中8例)に 精子侵入率の低下

がみられた.こ れ らの夫婦では夫の精子授精能の低下

が不妊原因と考えられ,原 因不明不妊夫婦の原因検索

にSPAが 重要であることを示唆 している.

妊娠成立不妊治療群では,そ の精子濃度,運 動率は

正常群,原 因不明不妊群と比し有意に低値であるにも

かかわらず正常精子侵入率を示 したことは上記の結論

強 く支持するものと考えられる.か つ従来の精液所見

のみからの妊孕性の判定の限界を示唆していると考え

られる.同 様の報告では,原 因不明不妊夫婦の精子侵

入率は1981年 にHallらis)が,そ の32%に 侵入率低下

をみたとしたのを始め,他 にも同様の報告17)が散見さ

れる.

ア クロシン活性の95%特 異性による診断率は低かっ

た.こ れは死滅精子やacrosomereaction未 完了の

精子のアクロシン活性を一括して測定 していることが

一因と考えられる.

SPAは 精子の穎粒膜細胞層や透明帯通過能は評価

できないこと26,27)また,不 妊診断率が最も良好であ

ったがiooで はなかったことか ら今後アクロシン活

性やさらには今までにない新 しい評価法の確立が望ま

れる.

以上,今 回の研究成績によって男性不妊の授精能の

評価においてSPAの 有用性が示唆された.し かし,

SPAは 決 して簡単に施行可能な検査ではないことか

ら臨床的にはSPAと 相 関する簡便な検査の開発が望

まれる,

結 語

正常男性50名 と不妊男{生58名に透明帯除去ハムスタ

ー卵を使用した精子侵入試験(SPA)を 施行したとこ

ろ精子侵入率(中 央値)は それぞれ68%(13%～100

%),11%(0%～100%)で 不妊男性では低値であっ

た.

正常男性および不妊男性 ともに精子侵入率と従来の

精子パラメータとの間に相関は認 め られ なかった。

SPAの 不妊診断率は72.4%と 他のパ ラメータに比ぺ

て高率であ り,男 性妊孕能に最 も関連する可能性が示

竣された.こ れに対し従来重視されてきた精子濃度の

不妊診断率は36.8%と 低 かった.

従来の精液検査では正常と評価される 「いわゆる原

因不明不妊夫婦の夫」にSPAを 施行 し,精 子侵入率

io%未 満 の症例が36例 中8例(22%)に 認められ,精

子授精能の低下が不妊原因となっている可能性が示唆

された,

稿を終えるにあたり,終 始御指導ならびに御校閲を賜わり

ました恩師石神褒次名誉教授に深く感謝の意を表します.

また,木 研究に際し御助雷をいただいた教室の諸先生方に

愚謝いたします・本論文の要旨は第72回日本泌尿器科学会総

会(1984年)に て報告した.
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