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不妊症対策と し て の 経頸管的胚移植 に 関す る 基礎的研究

金沢大学医学 部公衆衛生学 講座 ( 主任 : 岡田 晃教授)

本 保 喜 康

( 平成 4 年1 月 7 日受 付)

ヒ ト体外受精 お よ び胚移植 (H u m a n i n- vi t r o f e r tili z a ti o n a n d e m b r y o 巾 a n sf e r
,

ヒ ト I V F- E T ) に おけ る低成功率(10 -

20 % ) の 原 因の
一

端 を解明す るた め に
,
B D F l 雌 マ ウ ス の 胚 を

,
ヒ ト体外受精胚 と同様 に 経頸管的 に 偽妊 娠IC R 雌 マ ウ ス の 子宮

へ 移植 した ･ 2 6 ゲ
ー

ジ の 腰椎穿 刺針 を改造 した 胚移植用器具内 に 1 . 0
-

1 . 5 〃】 の 培養液 と共 に 5
-

1 5 個 の 胞胚を 浮遊 し
, 交尾

後第3 ･ 1 / 2 日 目の レ シ ピ ア ン ト マ ウ ス ( 3 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト) の 子 宮下部 へ 移植す る と
l 最 良の 着床率64 % (1 26/ 1 9 8)

を得 た ･
こ の 着床率 は

▲ 経腹壁 的に 子宮腔 へ 胚 を 移植 した 諸文献に お ける 着床 率(7 0 - 7 5 % ) お よ び 本実験 で 経腹壁 的に 卵 管内
へ 胚移植 した際 の 着床率56 % (8 5/ 1 5 0) に 比 し大差が な い . こ れ に 対 し3 . 0 〃1 以上 の 培養液 に 浮遊 して 3 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン

トに 移植 した胞胚 の 着床率 は 0 % ( 0/ 1 0 4) ,
1 ･ 0

-

Ⅰ, 5 〃1 の 培養液 に 浮遊 し2 ･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト に 移植 した 2 細 胞期胚か

ら桑実胚 の 着床率 は0 ･ 7 % ( 1 / 1 37) と低値で あ っ た . 次い で イ ン ジ ゴ カ ル ミ ン で青 色に 染色 し胚を 浮遊 しな い 培養液 を 同様な

条件で 子宮 内 へ 注入 して 一 時間後に 観察する と
,
培養液は 子宮 口 よ り流出 して い た . また 3

-

4 細胞期胚を 2 ･ 1 / 2 日 レ シ

ピ ア ン トに 経頸管 的に 移植 し, 交尾後第 4 日 目 の 早朝 に 子 宮内を 還流 (fl u s h 法) す ると , 移植胚の1 0 % ( 3 / 3 0) の み が 回 収さ

れた ･ すな わ ち 着床率急低 下の 原田と して 移植胚の 殆 どが 着床前に 子宮腔か ら排 出 され る こ と が 示唆 され た . 次い で
,

レ シ ピ

ア ン ト マ ウ ス の 腹腔内 へ β2 S ti rn u l a n t で ある リ ト ドリ ン (rit o d ri n e) を 注入 し
, 子宮 収縮 抑制 を 試 み た . 2

-

4 細 胞 期胚 と

2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン トの 組 み合 わせ で
,

リ ト ドリ ン を使用 また は 使用 しない 場 合 の 着床 率 は
, 各 々 0 % ( 0 / 4 6) , お よ び

1 % ( 1 /8 9) で あ っ た ･

一

九 8 - 1 6 細胞期胚 と 3 日早朝 レ シ ピ ア ン トの 阻み 合わ せ で は
,
リ ト ド リ ン を 使用ま た は 使用 しな い

場合の 着床 率ほ 各 々 9 % ( 7/ 75) ,
お よび 0 % ( 0 / 9 0) で あ っ た . 後者の 組 み合わ せ で ほ リ ト ドリ ン の 効果 が認め られ た (p <

0 ･ 0 5) ･ 以上 の 実 験結果に よ り
,

2
-

8 細胞期の ヒ ト体外受精胚移植後に あ る割合の 胚が 子宮腔か ら排出 され ると 考え られ た .

こ の こ と が ヒ ト I V F- E T 法に お け る低成功率の
一

因で ある とす る な らば , 母 体 へ の 子宮 収縮抑制剤投与 が ヒ トI V F - E T 法の 成

功率を 改善する 一 策で あ る可能 性が ある .
こ の よ うな 薬剤 の 検索 を更 に 進め る上 で

, 経頸管的胚移植の マ ウ ス モ デ ル が 有用 と

考え られ た .

K e y w o r d s m ic e
,

e m b ry o t r a n sf e r
,

0 V u m i m p la n t a ti o n
,
b e t a a d r e n a g ic r e c e p e r a g o ni s t

両側卵管閉塞に よ る不 妊症の 婦人に 対 し
, 従来ほ 卵管移植 ま

た は マ イ ク ロ サ ー

ジ ャ リ ィ ( m ic r o s u r g e r y) に よ る卵 管接合
1)
が

唯 一 の 治療方法で あ っ た . しか し こ の 治療法ほ 卵管腔 が広範 囲

に 癒着 した 婦人 に は 適用 で き にく い
2)

, そ こ で こ の よ う な 婦人

に も適 用 でき る治 療法 と して ヒ ト体外 受精 お よ び 胚 移 植 法

(H u m a n i n- Vit r o f e r tiliz a ti o n a n d e m b r y o tr a n sf e r
,

ヒ ト

ⅠV F - E T 法)
3)
が 普及 し つ つ あ る . しか し こ の 治療法 の 成功率が

10
-

2 0 % に す ぎな い 現状
4)

でほ
, 公衆衛生学見地 か ら ほ 不 妊症

対策 と して の ヒ ト ⅠV F-E T 法 が完成 し て い ると は 言 い が た い .

した が っ て こ の 治療法 の 成功率の 向上 を 計る こ と が重要 な課題

で ある .

と こ ろ で ヒ ト ⅠV F - E T 法の 低成功率 の 原田 は 移植 胚 の 低着

床率に ある . また こ の 低着床率は , 母体の ホ ル モ ン 環境 , 移植

胚の 質, 胚移植 の 時期 な ど に お け る難点
5】6)

や , 胚体外培養 中の

発生遅延 に よ る胚 ･ 子宮 内峡間の 位相の ずれ
7)
な どに 原 因があ

る とされ る . 加 うる に 頸管を 通 して 子宮腔 へ 移植 (経 頸管 的胚

移植) され た ヒ ト胚 が着床 を開始す る ま で の 子 宮と の 相 互 作 用

が 未解明 と い う 問題も考 え られ るが
,

こ の 間題を 調 べ るに ほ動

物 モ デ ル が 必 要 で ある . す なわ ち , 動物 モ デ ル に おけ る経 頸管

的移植胚の 着床率 と
, 卵管 内 へ の 経腹壁的移植 ( 経腹壁 的卵管

内移植) お よ び子宮壁 を貫 い た 子宮腔 へ の 経 腹壁 的移 植 ( 経腹

壁的子 宮 内移植) 胚 の 着床率 と を比較検討す る こ と に よ っ て
,

問題解 明の 糸 口 が 見い だ され る可 能性が あ る .

さて マ ウ ス 子 宮 の 頸管 は狭小 でほ あ るが
, 経頸管的胚移植で

良好な 着床率を 得 た と い う M ol e r ら
8)

の 報告に 着目 し
, 本研究

で ほ経頸管的胚移植 モ デ ル と して マ ウ ス を 選択 した . まず マ ウ

ス 胚経頸管的･移植 に おけ る最適条件を 決定 し , そ の 際 の 着床率

を経腹壁的移植胚 の 着床率 と比較 した . さ ら に 最適条件以外で

の 移植胚 の 着床率低下 の 原因 に つ い て移植胚 の 子宮 内動態と い

う観点か ら解明を試み
,

こ の 低着床率が 薬物投与 に よ っ て 改善

され る可 能性を 検討 した . こ れ ら の 実 験結 果 に 基づ き !
ヒ ト

ⅠV F - E T 法 にお け る低着床率 の 原困と対策に つ い て
, 移植 ヒ ト
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経頸管的胚移植 に 関す る実験的研究

胚 の 子宮 内動態 と い う観点か ら考察 した .

材料お よび方 法

Ⅰ . 材 料

受精胚を 提供す る ドナ ー (d o n o r) と して 体重 10-1 5 g の 7-8 週

齢 の 灰黒色の B D F l 雌 マ ウ ス ( 三 協 ラ ボ サ ー ビ ス
,
東京) を

,
胚

移植 を受け る レ シ ピ ア ン ト ( r e ci pi e n t) と して 体 重 10-1 5 g の

7-9 適齢の 白色の IC R 雌 マ ウ ス ( 三 協 ラ ボ サ ー ビス) を 使用 L

た .
こ れ らの マ ウ ス を 人工 昼夜 (昼時間 07 : 0 0-1 9 : 0 0

, 飼 育室

温 20 ℃) , 自由摂餌 一 摂水の もと で 1 週間飼育 し た後 に 実験 に

供 した .

Ⅲ . 実験方法

1 .

マ ウ ス 胚の 採取

1 ) ドナ ー マ ウ ス の 作製

マ ウ ス 過排卵処理 の 常法
g

､

通 り ,
1 6 時 に 妊 馬血 清 (p r e g n a n t

m a r e s e r u m ･ P M S ) ( 帝国臓 乳 東京) 5 . 0 Ⅰ. U . を , そ の48 時間

後に 絨毛性性腺刺激 ホ ル モ ン ( h u m a n c h o ri o ni c g o n o d o r tr o pi n .

H C G ) ( 帝国臓器) 2 , 5 Ⅰ.U . を B D F 灘 マ ウ ス の 腹腔 内に 注入 し .

同系の 雄 マ ウ ス と 同居 させ た . 翌 朝膣栓(Pl u g) 形成 に よ り交尾

を確認 した マ ウ ス を ドナ ー

と し , そ の 日 を そ の ドナ ー マ ウ ス の

交尾後第 1 日目 と定義 した .

2 ) 卵管内の 胚 の 採取

常法
91

通 り交尾第1 日 目の ドナ ー マ ウ ス ( 第1 日 ドナ
ー

) を頸

椎脱臼法 で 屠殺 して卵管 を採取 し
, 卵管膨大部壁を 解剖針 で 破

壊 し卵管内に 一 塊 を な して い る マ ウ ス 胚を 引き出 した .

3 ) 子宮脛 内の 胚 の 採取

常法
9)

通 り 2
,

3
, 4 , 5 日 ドナ

ー

を 頸樵脱臼法で 屠殺 し
, 卵

管付きの 子宮 を採取 して30 ケ ー ジの 注射 針を卵管端 に 挿入 し
,

修 正 ウ イ ッ テ ィ ン ガ ム の 培 養液
10〉

( m o d ifi e d W hitti n g h a m

,

s

m e d i u m
. m - W m e d i u m ) を卵管か ら子宮腔 へ 注入 す る と

,

マ ウ

ス 胚 が 子 宮断端よ り流出する (fl u s h 法) .
こ れ らの 胚 を 培養 液

中に 移 し炭酸 ガ ス 培養器 内(37 ℃
,

5 % 炭酸ガ ス 十95 % 空気) で

保存 した .

2 .
マ ウ ス 胚 の 移植

1 ) レ シ ピ ア ン ト マ ウ ス の 作製

常法㌣通 り エ ス テ ル ス ( e s t e r u s) 期 の I C R 雌 マ ウ ス を精 管結紫

を 施 したIC R 雄 マ ウ ス と 同居 させ , 翌朝腱 栓形成 に よ り交尾を

確認 し
,

こ の 偽妊娠 マ ウ ス を レ シ ピ ア ン ト と した . また そ の 日

を そ の レ シ ピ ア ン トの 交尾 後第 1 日 目 と定 義 した .

2 ) マ ウ ス 胚の 経腹壁的卵管 内移植

常法
9)

通 り ,
レ シ ピア ン ト の 体重 10 g あた り0 . 5 m g の ベ ン ト

パ ル ビ タ ー ル ( 大日 製薬
,
大阪) を 腹腔 内に 注入 して 麻酔 し

, 側

背部の 切開創よ り卵管 を引き出 し
, 胚を 浮遊 させ た ガ ラ ス 細管

製の 移植 用器 具の 先端 を実体顕微鏡下 で 卵管采部よ り卵管膨大

部に 挿入 し胚 を移植 した
.

3 ) マ ウ ス 胚の 経頸管的移植

i ) マ ウ ス 胚の 経頸管的移植 に 使 用す る器具 の 製作

26 ゲ ー ジの 腰椎穿刺針 (八 光社 , 長野県戸倉町) を 3-5 c m の

長 さに 切断 して 切断面を滑らか に 研磨 し
, 滑 り止め と して 内針

に軽く折れ 目 を つ けた . これ を経頸管的胚移植時に マ ウス 胚 を

保持 し移植す るた め の 器具(経頸管的胚移植用器具) と した .
マ

ウ ス 用の 小腹鏡 は パ ス ツ ー

ル ピ ペ
ッ トを利用 して 作製 した .

ii ) マ ウ ス 胚経頸管 的移植手技

卵 管内胚移植 の 場合 と 同様の 麻酔を 施 して レ シ ピ ア ン トを 手

27

術台 に 固定する , 実体顕微鏡 下で 胚移植用 器具の 内針を 引き つ

つ 5 -1 5 個の マ ウス 胚 を吸引 した 後 l 小腱鏡 を用い て 強照明 下

で胚移植 用器具 の 先端を外子宮 口 か ら子宮膣 へ 挿入 し
, 次い で

胚移植用 器具 の 内針を 外簡 に 押 し込 ん で 胚を 子宮腔 へ 移動さ せ

た (図1 ) .

4 ) 移植 した マ ウス 胚 の 着床の 判定

胚移植 の10 日後 に レ シ ピ ア ン トを 頸椎 脱臼法 で屠殺 し
, 子宮

内に 発生し た胎仔数及 びそ の 発育状況を観察 し た .

3 . 経頸管的移植 マ ウ ス 胚が 高率に 着床す る条件の 検討

1 ) 自然排卵周 期 IC R 雌 マ ウ ス の 妊草性

4
～

6 匹 の 自然排卵周 期の IC R 雌 マ ウ ス と 1 匹 の IC R 堆 マ

ウ ス を同居 させ て 毎朝観察 し
, 腱栓形成 に よ り交尾 が確認 され

た雌 マ ウ ス を 他の ゲ ー ジに 隔離 した . 交尾後第1 0 日 目 に 雌 マ ウ

ス を屠殺 して 子宮 内に 発生 L た 胎仔数 を確認 した .

2 ) マ ウ ス 胚 の 経頸管的移植 に 使用す る器具

4 ･ 1 / 2 日 ドナ ー か ら採取 した胞胚を 交尾後第3 ･ 1/ 2 日

目 の レ シ ピ ア ン ト マ ウ ス ( 3 ･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト) (以下,
こ

の よ うな 組み 合わ せ を 4 ･ 1 / 2 → 3 ･

1 / 2 と 記す) に
,
経 腹

壁的胚移植で 使用 され る ガ ラ ス 細管製お よ び 自棄に よ る腰椎 穿

刺針製の 2 種の 胚移植用器 具を 用 い て 経頸管的に移植 し着床 率

を比較 した ■ な お 以後の マ ウ ス 胚の 経頸管的移植 では 腰椎穿刺

針製 の 胚移植 用器具を 使用した .

3 ) ドナ
ー

と レ シ ピア ン ト の 組み 合わ せ

ドナ
ー

と レ シ ピ ア ン ト を 2 ･ 1 / 2 → 2
･

1 / 2
,

3 ･ 0 → 3

･

0 , 3 ･ 1 / 2 → 2 ･ 1 / 2
,

3 ･

1 / 2 → 3
･

1 / 2
.

4 ･ 1

/ 2 → 3 ･

1 / 2
,

4
･

1 / 2 → 4 ･ 1 / 2
,

5 ･

1 / 2 → 4
･

1 /

2
,

と組み 合わ せ て 胚 を経頸管的に 移植 し
, 各 々 の 場合の 着床

率を 求め た .

4 ) 経頸管的胚移植用 器 具内に 胚 を浮遊 さ せ る培 養液量

4 ･ 1 / 2 → 3 - 1 / 2 の 組み 合わ せ を 剛 ､

,
1 . 0 - 1 . 5 /∠ 1

,

3 ･ 0 〃1
,

お よ び 4 .5 /∠l の 培養液 に 浮遊 し た10
-

1 5 個 の マ ウ ス 胚

Fi g . 1 . P h o t o g r a p h of tr a
.

n s c e r vi c al tr a n s王e r of m o u s e

e m b r y o s , F i v e t o fif t e e n of B D F I m O u S e e m b r y o s a r e

S u C k e d i n a t o ol m a d e of 26 -

g a g e l u m b a r p u n c t u r e n e e d le

W ith l . O ql . 5 ul of m
- W m e di u m . T h e c e r vi x of th e

､

u t e r u S O王 a I C R p s u e d o
-
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を各 々 18 匹
,

4 匹
,

4 匹 の レ シ ピ ア ン ト マ ウ ス の 子宮下 部に 経

頸管 的に 移植 し , 着床率 を求め た . ま た イ ン ジ ゴ カ ル ミ ン (第

一 製 薬, 東京) で 青 く 着色 し胚 を 浮 遊 し ない 培 養液1 . 0
-

1 . 5

〟1
, お よ び 3 . 0 ノノ1 を各 々 5 匹 の 3

･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン トの 子

宮下 部 へ 経頸管的 に 注入 し
, 直後 に 綿栓を 腹腔内 へ 挿入 した .

1 時間後腹腔 か ら取 り 出 した綿栓 に 付着した 青色液の 拡が り具

合を 観察 した . ま た エ ス テ ル ス 期 の IC R 雌 マ ウ ス を , 妊学性の

あるIC R 雄 マ ウ ス と 同居 させ て 交尾を確認 し , 交尾後第 3 日目

に 胚 を浮遊 しな い 培養液1 ,
0- 1 .5 J上1 お よ び3 . 0 /上1 を 各 々 3 匹

の I C R 雌 マ ウ ス の 子宮下部 へ 経 頸管 的に注 入 し,
こ の こ と が 雌

マ ウ ス 自身 の 胚 の 発生 に 及ぼす影響 を調 べ た .

5 ) 経頸管的 に マ ウ ス 胚を 移櫓す る子宮内の 部 位

子 宮内の 部位を 卵管付着部か ら1 / 3
,
内子宮 口 か ら 1 / 3 お

よ びそ の 中間部 に 分け , 各 々 を 子 宮上 部, 子宮下部 お よ び 子宮

中部 と記す . さて , 4
･

1 / 2 → 3
･

1 / 2 の 組み 合わ せ で 長さ

3 c m お よび 4 c m の 胚移植用 器 具を 用い て
, そ れ ぞれ 子宮 下部

お よ び 子宮中部に 5 - 1 0 個 の 胚 を移植 し着床率 を調 べ た .

4 . 経頸管的 に 移植 した マ ウ ス 早 期胚の 着床率 を 高め る た め

の 基礎 的検討

1 ) 2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピア ン ト の 子宮 へ 経頸 管的 に 移 植 した

胚 と 培養液 の 動態

2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト 3 匹の 子宮 へ 30 個 の 3
-

4 細胞 期

マ ウ ス 胚を経頸 管的に 移植 し 着床 開始直前 の 交尾後第 4 日 の

早期に こ の マ ウ ス の 子宮内を還 流 して (fl u s h 法) 子 宮 内の 胚 の

回収を 試み た . ま た イ ン ジ ゴ カ ル ミ ン で 青く着色 し胚 を浮遊 し

な い 培養液1 . 0
-

1 . 5 J上1 を , 2
･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト 5 匹 の 子

宮腔 へ 経頸管的 に 注入 し , 直後に 腹 腔内に 綿栓を 挿入 した . 1

時 間後に 膣陛か ら取 り 出した 綿栓に 付着 した青色液 の 拡 が り具

合を観察 L た . 比較 の ため 3 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト 3 匹 を 用

い て 同様 の 実験を 行 っ た .

2 ) 2 ･ 1 / 2 日 お よ び 3 ･ 0 日 レ シ ピ ア ン ト に 経 頸 管的 に

移植 した胚 の 着床率 を 向上 さ せ る対策

2 ･ 1 / 2 日 お よ び 3 ･ 0 日 レ シ ピ ア ン ト の 子宮 筋 の 収縮 を

抑制 して 子宮陛か ら の 移植胚 の 排 出を 防止する 目 的で ,
レ シ ピ

ア ン トの 腹腔 内に 塩酸 リ ト ドリ ン (rit o d ri n e)( キ ッ セ イ薬 品, 松

本) 3 m g/ k g を注 入 し
,
3 0 分後に 2

･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト に 3

-

4 細胞期胚 , 3
･

0 日 レ シ ピ ア ン ト に 8 -

1 6 細胞期胚を 経頸

管的に 移植 した . さ ら に そ の 60 分後 に 塩酸 リ ト ド リ ン 3 m g/

k g を追加注入 し , 移植胚 の 着床率を 調 べ た . ま た
, 同様 に リ ト

ドリ ン を 投与 した 2 ･ 1/ 2 日 目 お よ び 3 ･ 0 日 レ シ ピ ア ン ト

に
,

イ ン ジ ゴ カ ル ミ ン で 青く着色 L 胚を浮遊 しな い 培養液 1 . 0

- 1 . 5 ノノ1 を 経頸管的に 子 宮腔 へ 注入 し
, その 直後に 腹腔 内に 綿

栓 を挿入 した . 約 2 時間後に 綿栓を 腹腔か ら取 り 出 し
,

そ の 綿

栓 に付 着した 青色液 の 拡 が りを 観察 した .

3) 経頸管的 マ ウ ス 胚移植 と比較す るた め の 経腹壁 的卵管 内

マ ウス 胚移植

ガ ラ ス 細管製 の 移植用器具 を用 い て 1 日 レ シ ピ ア ン ト 8 匹の

両卵管内 へ 合計150 個 の 1 細胞期胚を 移植 し着床 率を 求め た .

Ⅲ . 統計学 的検定

得られた結果 ほ
,
F i s h e r の 直 接確 率計算 に よ り危 険率 p

=

0 . 0 5 以下を 有意差 あり と判定 した .

成 績

Ⅰ . 自然排卵周期雌 I C R マ ウス の 妊畢性の検 討

自然排卵周 期 の IC R 雌 マ ウ ス は
,
I C R 雄 マ ウ ス と の 1 度の 交

尾 で94 % (1 7/ 1 8) が妊娠 し
,

一

側の 子 宮 に 2 匹か ら1 3 匹; 7 . 0 8 土

2 .8 4 ( 平均値 土標 準偏差) 匹 の 正常 な マ ウ ス 胎仔 が 発育 し て い

た .

Ⅱ . マ ウ ス胚 の 経頸管的移植 に用 い る胚移植用器具 の検討

ガ ラ ス 細管 製の 器具を 用い て 移植 した胚 の 着床 率は 4 % ( 2

/ 1 4 0) , 腰椎 穿刺 針製 の 器 具 を 用 い て 移植 し た 胚 の 着床 率 は

64 % (1 2 6/ 1 98) で あ っ た .

Ⅲ . ドナ
ー

と レシ ピア ン トの 組み 合わせ の 検討

ドナ ー と レ シ ピ ア ン ト の 組み 合わ せ で ほ 4
･

1 / 2 → 3
･

1 /

2 (6 4 % ) ,
5 ･ 1 / 2 → 4 ･ 1 / 2 ( 5 0 % ) で 良好 な 着床率 を得 ,

3 ･ 1 / 2 → 3 ･ 1 / 2 (3 6 % ) ,
4 ･ 1 / 2 → 4 ･ 1 / 2 (1 3 % ) で

着床率が 低下 し
,

2
･

1 / 2 → 2
･

1 / 2 (1 % ) ,
3 ･ 1 / 2 → 2

･

1 / 2 (0 % ) , 3 ･ 0 → 3
･

0 (0 % ) で ほ殆 ど着床 しな か っ た .

また ドナ ー の 時期が レ シ ピ ア ン ト の 時期 よ り も ー

日早 い 場合に

良好な 着床率を 得 た (表 1 ) . な お 2
･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト に

移植 した 胚ほ 殆 ど着床せ ず, 3
･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト に移 植

した胚 は子 宮 内全体 に 規 則正 しく 着床 し
,

4 ･

1 / 2 日 レ シ ピ

ア ン ト に 移植 した胚 は子宮下部 に 集中 して着床す る と い う傾 向

が 認め られ た .

Ⅳ . 胚移植用 器具 内に 胚を浮遊 させ る培養液 の 量の検討

1 . 0
-

1 . 5 〟1 の 培養液 に 浮遊 し て移植 した マ ウ ス 胚 の 着床率

は64 % (1 2 6/ 1 9 8) で あ っ た が
,
3 . 0 /J l 以上 で は着床率ほ 0 % ( 0

/1 0 4) で あ っ た (図 2) . ま たイ ン ジ ゴ カ ル ミ ン で 着色 した1 . 0 -

1 . 5 〃1 の 培養液を 子宮内 に 注入 した 場合 , 観察 した 5 個の 綿栓

に 青色液は 殆 ど付着 して い な か っ た が , 3 . 0 〃1 で ほ 観察 した 5

個 中4 個の 綿栓 に 相 当量 の 青色液が 付着 して い た . また 妊 学性

の ある I C R 堆 マ ウ ス と 交尾 した 3 匹の I C R 雌 マ ウ ス の 子宮下

部 へ 1 . 0
-

1 . 5 ノ∠1 の 培養液を 注入 して も ,
そ の 部に 着床 した 雌

マ ウ ス 白身 の 胚 の 発育 へ の 影響 を 認 め な か っ た . し か し 3 . 0

〟1 の 培養液 を 子宮下部 へ 注入 した 3 匹 の IC R 雌 マ ウ ス の 内の

2 匹 に 於 い て , 子宮下部 に 着床 し た雌 マ ウ ス 自 身 の 胚 の 発育

は 一 同 一

子 宮 の 他部位に 着床 した 胚の 発育に 比 し著し く遅延 し

て お り , 且 つ 胚 は 死亡 して い た .

V . 経頸 管的に マ ウ ス 胚を移植する子 宮内の部 位の検討

子宮 下部に 移植 した 胚 の 着床率 ほ65 % (1 0 6/ 1 6 3) で あ っ た

が
, 子 宮下部 に 移植 した 胚の 着床率ほ57 % (2 0/ 3 5 ) で あ っ た .

Ⅵ . 2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン トの 子 宮腔 へ 経頸 管 的 に移 植 L

た マ ウス 胚の 動態 の検討

T a bl e l ･ T h e e ff e ct o f c ? m bi n a ti o n s of p o st -

C Oit al st a g e s of

d o n p r a n d r e c lpi e n t o n th e i m pl a n t a ti o rt r at e s of

t r a n s c e r vi c a ll y t r a n s f e r r e d m o u s e e m b r y o s

p o st ･

C Oit al s t a g e s p o st -

C O it al st a g e s i m pl a n ta ti o n

｡ ｡ n ｡親祭浩b ry ｡ S)
(i

蛮恕
f

r a t e

2 ･ 1/ 2 ･d a y (2 ･4 c ell) 2 ･ 1/ 2 ･d a y l % (1/ 89 )
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3 ･ 1 /2 -d a y
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n um b e r of t r a n s f e r r e d m o u s e e m b r y o s) .
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2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピア ン トに 移植 した 3 -

4 細胞 期胚 の1 0 %

( 3/ 3 0) が 回 収され , そ の 内 2 個が 正常 な胞胚に 発育して い た .

3 ･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン トに 移植 した桑実胚の 60 % L(1 8/ 3 0 ) が

正 常な 胞胚 と して 回収 され た( 図3 ) . ま た
,

2 ･

1 / 2 日 レ シ ピ

ア ン ト の 子宮 へ イ ン ジ ゴ カ ル ミ ン で 着色 した 培養液 を注入 した

場合 , 全て の 綿栓に 相当量の 青色液が 付着 して い たが
,

3 ･ 1

/ 2 日 レ シ ピ ア ン ト で は 5 個 の 綿 栓に 培 養液 は 殆 ど付 着 し な

か っ た .

Ⅶ ･ 2
･

1 / 2 日 レ シ ピア ン トの 子宮内へ 絶類管 的に 移植 L

た マ ウ ス 胚の 着床率 を向上 させ る対策の 検討

3 - 4 細胞期胚 と 2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト の 組 み 合わ せ で

は
′

リ ト ドリ ン を投与 しない 場合の 着床率 は 1 % ( 1 /8 9) で
,

投与 した 場合の 着床率は 0 % ( 0/ 46) で あ っ た . 8
-

1 6 細胞 期

胚 と 3 日 早朝 レ シ ピ ア ン トの 組み 合わせ で は , リ ト ドリ ン を投

与 しな い 場 合の 着床率は 0 % ( 0/ 90) で あ っ た が
, 投与 した場

合 の 着床率 ほ 9 % ( 7 /7 5) で あ っ た ( 図 4) .

一 方 リ ト ド リ ン を

投 与した 2
･

1 / 2 日 お よび 3 日 早朝 レ シ ピ ア ン ト に
一 イ ン ジ

ゴ カ ル ミ ン で 着色 した培養液を 注入 した 場合, 前者 で は 5 個中

3 個(60 % ) , 後者で は 4 個中 2 個 (50 % ) の 綿 栓に 相当量の 青色

液が 付着 した .
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Ⅶ . マ ウス に お ける卵管 内胚移植の 検討

1 日 レ シ ピア ソ トの 両卵 管内 へ 1 細 胞期胚を 移植す る と ,
レ

シ ピア ン ト の 妊娠 率は100 % ( 8 / 8) で , 移植胚 の 着床率 は56 %

(8 5/1 5 0) で あ っ た .

考 察

ヒ ト体外受精胚移植後の 低着床率 の 最大原因は
,

ヒ ト胚体外

培養の 最適条件が 明確で ない た め に 培養期間中に 胚 の 発 育が遅

延 し
, 子宮内膜 の 位相 と の ずれ が 生ず る こ と に ある

丁)

と され る ･

さて 自然の ヒ ト胚は 桑実胚か ら胞胚 期に 子宮腔に 達 す る
-1)

. に

もか か わ らず ,
ヒ † 体外受精胚が 2

- 8 細胞期に 子宮腔 へ 移植

され る
12)

の ほ
, 体 外培 養期 間中の 発育遅延を最小 に お さ える た

め と考え られ る
丁)

. しか し こ の 早期移植 ヒ ト胚 が 子宮 陛 内 で い

か な る過程 を経 て 着床 に 至るか は殆 ど解明され て い な い . こ の

こ と は ヒ ト ⅠV F - E T 法 の 低成功率 を 改善 す る上 で の 一

つ の 陸

路 で ある . 本 研究で ほ ∴経頸管 的に 移植 した早期胚が 着床 に 至

る過程 の
一

端 の 解明を 目的と したが
, そ の た め に は ヒ ト 以外 の

哺乳 掛 こお け る経 頸管的胚移植実験 を必要と した . と こ ろ で晴

乳類 の 胚の 経頸管的移植ほ1 95 1 年 B e a tty
13 )

の マ ウ ス で の 成功に

始ま り , 1 9 6 2 年か ら197 5 年に か けて ウ サ ギ
14)

,
ウ シ

15)

,
ヤ ギ

16)

,

ブ タ
ー7)

,
ラ ッ ト

1 8}

,
ウ マ

用)

,
な どで経頸管的胚 移植 に よ る 仔が 出

生 した . 経頸管的移植胚 の 着床率ほ 当初 2
- 3 0 % 程度 で

, 経 腹

壁的に 卵管や 子宮腔 へ 移植 した 胚の 着床率 (60 - 8 0 % ) に 比 し

低率 で あ っ た . しか しウ シ で は 経頸 管的胚移植の 精力的研究が

行わ れ
,
現在 で は経頸管的移植 ウシ 胚の50 - 7 0 % が 着床す るよ

う で ある
20】

. こ の 意味で ウ シ は ヒ ト体外受精胚移植 の 良い モ デ

ル で ある . と こ ろ が ウ シ で ほ胚胞を 子宮内膜の 位相を 適合 させ

た里 親(f o s t e r m o th e r) に 移植する た め
,

ヒ ト の ような 2 - 8 細

胞期胚移植は 殆 ど行 わ れ な い
. そ こ で本研究 では

一

般 の 実験室

に と り格好な マ ウ ス を モ デ ル と し
,

まず経頸管的移植 マ ウ ス 胚

が 高率 に 着床する 条件を 確定 した . 次い で 経頸管的移植 2
-

8

細胞 期 マ ウ ス 胚の 子宮内動態を調 べ た . こ れ らの 結果 は ,
ヒ ト

体外受精胚移植の 成功率を 改善す る ため 基礎的研究 と して 意義

が 大きい と考 える . 以下 , 本実験 の 成 績に つ い て 逐 次 考察す

る .

本実験か ら
,
経頸管的 に 移植 した マ ウ ス 胚が 高率に 着床する

条件が 明らか とな っ た . 自然排卵周 期の IC R 雌 マ ウ ス の 妊挙性

の 検討か ら , 偽妊娠 IC R 雌 マ ウ ス は レ シ ピ ア ン ト に 適 し
,

一

側

の 子 宮に 移植す る胚 の 数 は 5 - 1 5個 が適当と 考え られ た . また

2 種の 経頸管 的胚移植 用器具 の 検討か ら
,

マ ウス 胚の 経頸管的

移植 で は 適切な胚 移植 用器具 を使用 する こ とが 重要 と考え られ

た ( p < 0 . 0 1) . さ らに ドナ
ー

と レ シ ピ ア ン ト の 組 み 合わ せ に よ

る経頸管的移植胚 の 着床率 の 変化を 調べ た結 果 ,
4 ･ 1 / 2 →

3
･

1 / 2 の 組み 合わ せ が最 良で あ る こ と な ど
,

マ ウ ス 胚 の 経

腹壁 的子 宮 内移植 に よ る報告
21)

と 良く
一

致 し た . と こ ろ で

M ol e r ら
7〉
は

l 特殊な マ イ ク ロ シ リ ン ジ 内に マ ウ ス 胚 を 浮遊 し

て 経頸管的 に 移植 し60 % の 良好な着床率を得 たが ,
これ は胚 を

1 〟1 程度の 微量 の 培養液 に 浮遊 して 移植 した こ と に よ る と し

た . 本実験で は彼 らの 推定が 正 しい こ と を確認 した ( p < 0 . 0 1) .

さ らにイ ン ジ ゴ カ ル ミ ソ で 着色 した培養液を 子宮 陛に 注入 した

後に 子宮 口か ら の 漏 出を 観察 した実験 の 結果を考慮す る と
,

マ

ウ ス 胚を 3 . 0 〃Ⅰ 以上 の 培養液 に 浮遊 し経頸管 的 に 子宮に 移 植

す る と
, 移植胚 ほ培養液と共に 子宮腱か ら排除 され る と考 え ら

れ る . ま た3 . 0 直 の培養液を 注入 した 子宮下部㌣こ着床 した 雌 マ

ウ ス 自身 の 胚が 発生途 中で 死 亡 して い た こ と か ら , 胚の 発育を

阻害する よ う な局所的変化 が子宮 内膜 に 生 じて い た と 考え られ

る .
こ の よ うに マ ウ ス 胚 の 経頸管的移植 で は

, 移植時 に 胚を浮

遊する 培養液 量を 1 . 0 - 1 . 5 ′` 1 と す る必要が ある が
. ; れ は マ

ウ ス の 子宮腔 が狭 小な た め と考 えられ る . ウ シ 胚 の 経頸管的移

植で は
, 胚 を 浮遊 する 培養液量 と胚 の 着床率 と の 関連を 調 べ た

報告は な い よ うで あ る . ウ シ 子宮陸 の 容量 は非常 に 大きく ,
こ

の よぅな 影響 が 認め られ な い の で あろ う.
ヒ トⅠⅤトE T 法 で は

移植時に 胚を 浮遊 す る液量が 着床率 に 及 ばす影響 を調 べ た報告

がみ られ
,
K n u t z e n ら

22)
は そ の 液量が120 p l 以上 で は 妊娠率 が

有意 に 低下す る と した . ま た J o h n s t o n ら
23)

ほ1 0 - 5 0 FL l の 範 囲

で は妊娠率 に 有意な 差が な い と報告 した . 従 っ て ヒ トで は 1 20

〟l 以上 の 液 に 浮 遊 して移植 した胚 ほ 子宮陛か ら排 除 され る可

能性 が ある . しか し通常 で ほ
l

ヒ ト胚は 1 0
-

3 0ノノ1 の 液 に 浮遊

して移植 され る の で臨床上 の 問題は ない と考え られ る .

ま た
,
本実敗 で は経頸管的 マ ウ ス 胚 移植部位と して 子宮下部

が 良い と い う結果 を待た が
,

そ れ に ほ 以下 の 理 由が 考 え ら れ

る , すなわ ち子宮 中部 へ 経頸管的 に 胚を 移植 し よ うと す ると 一

子宮内腔に 過剰 な 刺激 が 加わ る た め に 子宮 内膜 に 局所的変化が

生 じ
,

そ こ に 着床 した胚 が 死亡す る 可能性 , また ほ子 宮の 蠣動

が 高進 して 移植胚 が 子宮 腔 か ら排 除 さ れ る 可能 性 が 考 え られ

る . ウ シ で も
,
経 腹壁的子宮内胚 移植 の 最適 部位 で ある子宮上

師 こ経頸管的に 胚を 移植 しよ うと する と
, 移植胚 の 着床率が 低

下 しか ね な い とす る報告が ある
24-

. さて ヒ ト ⅠⅤト E T 法で は体

外受精胚 は 子 宮底近傍の 子宮陛に 移植 され る が
,

そ の 根拠 は 明

らか で は ない .
ヒ ト ⅠV F-E T 法で は 妊娠反応の 陽性の み で流産

に 終わ る例 がか な り あり
1)

,
そ の 一

つ の 原 因 と して
, 胚移 植操

作時の 過剰 刺激 に よ る 子宮 内膜 の 局所的変化が 考 え られ る . す

なわ ち経頸管 的胚 移植 で ほ
, 胚移植操作時 の 子宮 内膜 へ の 刺激

を 極力少な く す るた め に
, 例え ば胚 移植用 器 具 の 先端を 丸く滑

らか に 加工 する な どの 工 夫や経 頸管 的胚移植 に 対す る熟練が 大

切と 考え られ た .

さて ウ シ 胚 の 経 頸管的移植 で は
, 胚移植時 に 腹腔や 子宮頸管

内の 常在菌が 子宮陛 へ 持 ち込ま れ て 潜在 的な 子宮 内膜炎を 起 こ

し
, 移植胚の 着床が 阻害 され ると 言われ てき た

25-
. そ の 対策 と

し て 腹腔通過時 に 胚移植用 器 具 の 先端を紙 で覆 う と移植胚 の 着

床率が 向上 した
26)

と され る .
マ ウ ス 胚移植で は腔 鏡を 使用 し脛

内の 粘液 に 触れ ず に 胚移植用 器具の 先端 を 外子宮 口 へ 挿 入す る

の で
, 胚移植 に 際 し膣 内細菌を 子宮腔 へ 持ち込 む と い う 危険性

は少 な い , しか し頸管 内の 常在菌は 胚移植時に 子宮陛 へ 持 ち込

ま れ る ほず で ある . それ に もか か わ らず移植胚 は 良好に 着床す

る こ と か ら , 頸 管内の 常在菌は 問題 とは な らな い よ う で ある .

ヒ ト ⅠV F-E T 法で も , 膣鏡 を使用 して 胚移植用器具が 外子宮 口

に 直接に 挿 入 さ れて お り ,
且 つ 胚移植用 器具を 二 重簡に す る こ

と が 多く
27)

腱内や 頸管内の 常在 菌を 子宮腔 へ 持 ち込む と い う危

険性は 殆 どな い と 考え られる .

と こ ろ で 3 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン トに 経頸 管的 に 移 植 し た 胚

ほ 良く着床する が
,

2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト で は 殆 ど着床 し

な い . そ こ で 経頸管的移 植胚 に 対す る両者子 宮 の 反応 を比較検

討す る こ とは 有意義で あ る . さて 以前よ り , 経頸 管的胚移植の

際 の 子宮頸管 へ の 刺激が オ キ シ ト シ Y ( o xit o ci n e) の 分泌 を 促

す ため に 子宮の 蠣動が 増強 され , 移植 した胚 が子 宮軽 か ら排 出

され る と言わ れ てきた
28 ト 30)

. ま た マ ウ ス 胚 の 経腹壁的子宮 内移

植 の 際に一, 子宮 へ の 過剰刺激が ある と子宮の 強い 峠動を視 認す



経頸管的胚移植に 関す る実験的研究

る こ とが ある ･
こ の こ と か ら

, 本実験 で 2
･

1 / 2 日 レ シ ピ ア

ン ト の 子宮 へ 経頸管的に 移植 した 3 -

4 細胞期胚の 90 % が失わ

れ た の は
, 胚移植操作時の 刺激 に よ っ て 子宮の 嬬動が 誘発 され

たた め と推定 され る ･ こ の 際 の オ キ シ ト シ∵/ の 役割ほ 本実験 で

ほ 明らか で は な い ･

一 方3
･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト で は 経頸 管

的に 移植 した 桑実胚の60 % が子宮腱 内に 残 るが
,

こ の 場合 に ほ

胚移植操作時の 刺激で は子宮の 疇動が 殆 ど誘発 され ず ,
オキ シ

ト シ ソ の 作用 も問題で ない と考 えられ る . ウ シ で ほ T r o u n s ｡ n

ら
31)

が
, 経腹壁的子宮内胚移植 の 最適時期 よ り 3 日 は ど遅い エ

ス テ ル ス ( o e st e r u s) 後第 7
-

9 日 冒に 経頸管的胚移植を 行うと

着床率が 向上 す ると報告 して い る , ウ シ で は エ ス テ ル ス 前後約
一 週間の 子宮の 活動性が 高く 1

こ の 時期に 経頸管的 に 移植 した

胚ほ 子宮腱 外 へ 排 出され 易い
32)a a )

が ,
エ ス テ ル ス 後 第 5 -

7 日

目以降ほ 子宮 の 活動性が 低下 し
, 経頸管的に 移植 した 胚が 子宮

腔内に 止ま る と考 えられ る . 以上 の よ うに ウ シ と マ ウ ス に お い

て
, 経頸管的胚移植 では 子宮の 活 動性 が 低下 した と考え られ る

時期を選択す る こ とが 重要で ある と い う結論が 一 致 した . な お

1 日 レ シ ピ ア ン ト の 卵管内 へ 1 細胞期胚 を経腹壁的に 移植す る

と 着床率 ほ概ね 良好 (56 % ) で あ っ た .
こ の こ とは

よ 子宮 の 活動

性 が高 い 時期は 移植胚が卵管 内で 保持 され , 子 宮の 活動性が 低

下す る頃 に 子宮腔 へ 輸送 され た と解釈 でき る . こ の 観点か らも

早期 胚 を 卵 管 内 へ 移 植 す る 方 法
34)

( G a m at e i n t r a
-f all o pi a n

tr a n sf e r , G I F T 法) ほ合理 的 で あるが
, 両側卵管閉塞 に よ る 不

妊 の 婦人に は 適応で きない
.

さて N oァe s ら
35}

は 1 日 レ シ ピ ア ン ト マ ウ ス の 子宮内 へ 移植 し

た 1
-

2 細 胞期胚 が変性す ると して い る . 本実験 で ほ
,

3 -

4

細胞期胚を 移植 した後 に 回 収で きた 3 個の 胚 の 内2 個が 正 常な

胚胞に 発育 して お り
,

また 2 - 4 細胞 期胚 移植 で ほ 正 常に 発育

した 1 匹 の マ ウ ス 胎仔を 子 宮 内に 認 め た . こ れ ら の 観 察に よ

り
,

3 -

4 細胞期胚 は1
-

2 細胞 期胚 よ りも子宮 内環境で 生き

延び る能力 を持 つ こ とが 示 唆され る が
,

さ ら に 検討が 必要 で あ

ろ う .

と こ ろ で K a t a y a m a ら
a6)

ほ
,

ヒ ト 体外受精胚移植に 際 し母 体

に リ ト ドリ ン な どを 投与する と妊 娠率 が有意に 向上す る と報告

した ･ ウ シ で も, C o u lt h a r d
37〉

が 子宮収縮抑制剤 である ク レ ン プ

チ ロ ー ル ( C l e n b u t e r ol) を投与 し着床率が 向上 した と して い る .

こ の よ うに
, 経頸 管的胚移植 の 際 に 子 宮収縮抑制剤を投与す る

と移植胚の 着床率 が 向上 した と す る幾 つ か の 報告が あるが , 定

説 とほ い え い な い . そ こ で
, 子 宮収縮抑制剤投与に よ `) 経頸管

的移植 マ ウ ス 胚 の 排 出予防と 着床率の 向上 が 計れ るか 否か を 調

べ る必 要が あろ う . 本実験か らほ 2
･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト で

ほ リ ト ドリ ン の 効果 を認め ず ,
3 日 レ シ ピ ア ン ト で ほ リ ト ドリ

ン の 効果を多少認 めた ･ こ の こ と か ら ,
リ ト ド リ ン ほ 2 ･ 1 /

2 日 } シ ビ ア ソ ト の 子宮の 収縮 を 抑制で き な い が , 3 日 早朝 レ

シ ピ ア ン ト の 子宮 の 収縮を 多少抑 制す る と 考 え られ る . しか

し
, リ ト ドリ ン 投与後に イ ン ジ ゴ カ ル ミ ン で 着色 した 培養液を

子宮陛 へ 注入 した 実験 で ほ , 両者共 に 注入 培養液の 排出抑制作

用 を認め な か っ た こ と か らリ ト ドリ ン こ の 作用ほ微少 で あろ う

と考 えられ た .

さて
,

2 ･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト マ ウ ス の 子 宮が 経 頸管 的移

植胚を 排出する働 きに ほ
, 神経系お よび ホ ル モ ン 系 の 関与が 考

え られ 為. β2 促進剤( β2 Sti m u l a n t) で あ る リ ト ドリ ン が 2 . 1

/ 2 日 レ シ ピ ア ン トの 子 宮 へ 移植 した 胚の 排 出を 抑制 で き な い

こ とか ら,
こ の 時期の マ ウ ス 子宮 の 移植胚排 出作用に お ける神

31

経系の 役割は 小さ い と 考え られ る . S ii m e s ら
38)

は ヒ ツ ジを 用い

た実験 で
,

リ ト ドリ ン が オ キ シ ト シ ソ に よ り惹起され た子宮 筋

の 収縮 を抑制する と報告 して い る . こ の 報告を 考慮すれ ば
, 経

頸管的移植胚を排出する働きに お ける オ キ シ ト シ ソ の 役割も小

さ い と推定 され る .

と こ ろで H a m
3g)

ほ ェ ス ト ラ デ ィ オ
ー ル (e s tr a di ol) が子宮内膜

細胞 の プ ロ ス タ グ ラ ン ディ ン (p r o st a gl a n di n s , P G s) の 塵生を刺

激す る こ と
, ま た K e n n e d y

40)
お よ び L a u ら

41)
ほ マ ウス 胚 の 着床

に P G s が 関わ る こ と , さら に 木下 ら
42)

ほ マ ウス 胚 を子宮脛 内で

規則正 しく配分する 際に P G s が重要な 役割 を果た す こ と を 示

した ･ B a tt a ら
4ユ)

は ラ ッ トの 着床前期の 子宮腔内に プ ロ ス タ グ

ラ ン ディ ン E 2 を 投与す ると 子宮腔 内の 胚が排出 さ れ た と報 告

し
∫ 千村

柏

は マ ウ ス 子宮筋を用 い
,
P G s に よ り惹起され た 子宮

筋の 収縮は リ ト ドリ ン よ りも,
カ ル シ ュ ウ ム 桔抗剤で ある ベ ラ

バ ミ ル ( v e r a p a m il) に よ っ て 良く抑制 され る と した . さて
, 2

･

1 / 2 日 レ シ ピ ア ン トの 子宮 は ェ ス ト ロ ゲ ソ ( e str o g e n) の 影

響を受 て い る こ と
,

さ らに リ ト ドリ ン は こ の 時期の マ ウス 子宮

の 囁動 を抑制で きな い と い う本実験結果を勘案すると ,
こ の 時

期の 経頸管的移植胚の 排出作用 へ の P G s な どの 局所 ホ ル モ ン

の 関与 が考え られ る . 即 ち マ ウ ス 胚の 経頸管的移植操作中の 刺

激 に よ り
, 子宮 内膜細胞な どか ら P G s が分泌されて 子 宮の 蠣

動 が昂進 し
, 移植胚が 子宮腔か ら排除され ると い う磯序が想定

され る ･ と すれ ば 2 ･ 1 / 2 日 レ シ ピ ア ン ト の 子宮の 移植 胚 排

出の 抑制を 計る ため に 検討す べ き薬剤 と して
,

リ ト ドリ ン 以外

に カ ル シ ュ ウ ム 抵抗剤 な ども考え られ る .

以 上 の よ う に
, 排卵後早期の 子宮腔 に 経頸管的に 移植 した 胚

の 排出を 防止す る薬剤を 検索す る こ とは
, 経頸管的移植早期胚

が 着 床 に 至 る ま で 過 程 を 知 る 糸 口 と な り , さ ら に ヒ ト

IV トE T 法 へ の 応用 に 繋が る 可能性が あ る . 本研究で 確立 した

マ ウス に おけ る経頸管的胚移植手技ほ 容易で 信頼性が高く
,

こ

の よ う な薬剤の 検索を 進め る上 で 有用 と 考え られ た .

結 論

ヒ ト I V ト E T 法に おけ る低着床率の 原因 の 一 端 を探 る 目的

で ,
ヒ ト体外受精胚移植法で ある経 頸管的胚 移植法を 用い て マ

ウ ス 胚を 子 宮腔 へ 移植 し以下 の 結論を得た .

1 ･
マ ウ ス 胚 の 経頸管的移植に お け る最適 条件 は

,
5 - 1 5 個

の 胞胚を1 ･ 0
-

1 ･ 5 〃l の 培養液 に 浮遊 し
, 交尾後第 3 ･ 1 / 2 日

目 の レ シ ピ ア ン ト マ ウ ス の 子 宮下部 へ 移植する こ とで ある . こ

の 場合の 移植胚 の 着床率ほ64 % であ っ た .

2 ･ 3 ･ 0 〃l 以上 の 培養液に 浮遊 して 経頸管 的に 移植 した マ ウ

ス 胚 ほ全く着床 せ ず, 移植 した 胚の 殆 どが培 養液と 共に 子宮腔

か ら排出され た と 考え られ た .

3 ･ 着床期前の マ ウス の 子 宮陛下部 へ
, 胚 を浮遊 しな い培 養

液3 ･0 〃王を経頸管的に 注入 する と ,
こ の 部に 着床 した マ ウ ス 自

身の 胚 の 発育が 遅延 し且 つ 死 亡 して い た .

4 ･ こ の こ と か ら ,
ヒ ト体外受精胚移植 の 操作時に 子宮腔 に

過 剰な刺激が加わ る と, そ の 部 位 に 着床 した 胚 の 発 育が 遅 延

し
, 発生途中で死 亡 する こ と が 考え られ た .

5 ･ 交尾後 2 ･ 1 / 2 日 目の マ ウス 子宮陸 へ 経頸管 的に 移植

した 3
-

4 細胞期の マ ウ ス胚 の 殆どが着床前に 子宮腔か ら失わ

れ た .

6 ･ 8 - 1 6 細胞期 マ ウ ス 胚 の 経頸管的移植の 際に レ シ ピア ン

ト マ ウス に リ ト ドリ ン を投与す ると移植胚の 着床率が 多少向上



3 2

した .

7 .
こ れ らの こ と か ら ,

ヒ ト体外受精胚移植後 に ある割合 の

胚が 子宮腔か ら排 出され る と推定 され るが , 母 体 へ の リ ト ドリ

ン 投与に よ っ て胚 の 排 出を 多少抑制 で きる 可能性 が示 され た .

しか し リ ト ドリ ン の こ の ような作用 は 微少と思わ れ , 従 っ て 移

植胚 の 排出を 効果 的に 抑制 でき る薬剤を 動物 モ デ ル に お い て 検

索す る必 要が ある .
こ の 目的 を達成す る上 で経頸管的胚移植 の

マ ウ ス モ デ ル が 有用 で あろ う .
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