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ウ サ ギICSI(lntracytoplasmicSpermInjection)に お け る

Piezo-ICSIの 有 用 性 の 検 討

鈴 木 智 草1、 細 井 美 彦1'2、 加 藤 博 巳2、

松 本 和 也L2、 佐 伯 和 弘L2、 入 谷 明1'2

要 約

Piezo-ICSIは 、マ ウス、 ヒ ト、 ウシにお いて、ConventionalICSIよ りも有用 であ ることが報告 され

いる。Piezo-ICSIはConventionalICSIと 比較 して、透 明帯 や卵細胞膜への ダメー ジが少 ない といわれ

て いる。 本実験 では、 ウサギ卵子 を用 いて、ConventionalICSI(Con)とPiezo-ICSI(Piezo)を 行 い、

invitroとinvivoに お いての発生 率を比較、検討 した。Conに お け る生存 率、 卵 割率 、 胚盤 胞期 胚 へ

の発生率 はそれ ぞれ65.1%、83.5%、16.4%で あ った。対 して、Piezoで は、69.6%、82.8%、34.3%で

あ った。 生存率、受精率 に有為 な差 は見 られなか ったが、 胚盤胞期胚 への発生率 は、5%水 準 で有 為 差

が見 られ た。 また、 同期化処理 を した雌 ウサ ギへの卵管移 植の結果、Con1%(1/70)、Piezo6%

(4/70)の 割合で産子が得 られた。

以上 の ことよ り、 ウサギ卵子 に対 してのPiezo-ICSIはConventionalICSIよ り も有用 で あ る ことが

示 唆 された。

緒 言

近年、生殖 補助医療技術 と して、細胞質内精子 注入 法(lntracytoplasmicSpermInjection,ICSI)

は広 く行 われて いる。ICSIに は2種 類 の方法 が あ り、 そ れぞ れConventionalICSI、Piezo-ICSIと 呼

ばれて いる。 最初 にICSIと して知 られ た方 法 はConventionalICSIで あ り、UeharaとYanagimachi

らがハ ムスター卵子 に精子核を注入 したのが始 ま りで あ る。 それ以後 、 ウサ ギ(Hosoietal.)、 ウ シ

(GotoetaL)、 ヒ ト(Parelmoetal.)に お いて、ICSIで 産子 が得 られて い る。 しか し、 マ ウスの卵

子 の ように、卵細胞質 の粘性が低 く、 卵細胞 膜 が弱 い卵子 で はConventionalICSIは 困難 で あ った た

め、Piezo-ICSIに よ り初 め て産子 が得 られた。(KimuraetaL)マ ウ スに お い て、Piezo-ICSIは

ConventionalICSIよ りも高 い生存率 と受精率を得て いたため、 ヒ ト卵子 に対 して も応用す るようにな っ

た。(Huangeta1.、YanagidaetaL)ヒ トにおいては、Piezo-ICSIに よ りConventionalICSIよ り

も生存率、受精 率、妊娠率が 向上 した と報告 されて い る。 また、 ウ シ卵子 の よ うに脂 肪 穎粒 が 多 く、

ICSIが 困難 な卵子 に対 して も、卵細胞膜 を確実 に破壊 し、精子 注入 が可能 であるため、Piezo-ICSIは 有

用で あ ると報告 されてい る。(KatayoseetaL)こ のよ うに、Piezo-ICSIは 様 々な種 で有用 で あ る とい

わ れている。

本実験で は、 ウサギ卵子 を用いたConventionalICSIとPiezo-ICSIを 行 い、 生存 率 、 卵割 率、 胚 発

生率を検討す る とともに、 それぞれの受精卵 を同期化処理 を した雌 ウサ ギ に卵 管移植 し、 妊娠 率、 誕 生

率 につ いて も検討 した。

材料と方法

卵子の準備

NZW雌(6ヶ 月齢以上)にFSHO.5AUを12時 間おきに6回 皮下注射 し、採卵の14時間前にhCG751U
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を静脈注射 し、過剰排卵 を誘起 した。屠殺後、卵管 を摘出 し、 余分 な脂肪 を 除去 した。TCM199(H)

に10%FBSを 加え た培地で潅流 し、卵子卵丘複合体 を採取 した。 それ らを0.1%ピ ア ル ロニ ダーゼで処

理を し、 さらに ピペ ッテ ィ ングに より、卵子 を裸化 した。 それ らはICSIに 用 い るまで、38.5℃ 、5%

CO2下 で保存 した。

精 子の準 備

精子 はNZW雄(6ヶ 月齢以上)の 精巣上体尾部精子 を使用 した。 精巣 上体 を摘 出後 、生 理 食塩 水約

2m1で 潅流 を し、精子 懸濁液を採取 した。精子懸濁 液に199(E)。0.3%BSAを 加 えて、1000rpm・5分

間遠心分離 を した。上清 を除去 し、再 び同様 の処理 を した。 沈殿 した精子 を199(E).0,3%BSA中 で

swimupし 、ICS工 に用いた◎

ConventionalICSI

注入 ピペ ッ トは内径約7μm、 針先を約45。 に研磨 した ものを使 用 した。 精子 を キ ャ ッチア ップ し、

ピペ ッ トとデ ィ ッシュの間で精子尾部を こす り合わせ る手技 によ り、精 子 の不動 化 を行 った。 精 子 を注

入 ピペ ッ トに吸引 し、卵子 に突 き刺 し、透 明体を貫通 した。卵細胞膜 を吸 引 し、 破壊 を確 認後 、 精子 を

卵細胞質 と共 に注入 した。

Piezo-ICSI

注入 ピペ ッ トは内径約7μm、 針先 が平 らな ものを使用 した。針 に水銀 を注 入後、 セ ッ トした。 精 子

をキ ャッチ ア ップ し、精子尾部 に ピエゾパル ス(SPEED1～5、INTENSITY1～5)を か けて、 精 子

を不動化 した。精子 を注入 ピペ ットに吸 引 し、 ピエ ゾパ ルス(SPEED1～5、INTENSITY1～5)に

よ り、透明体 に穴 を開けた。貫通後、卵細胞膜 を透明体 と同様 に して破 り、 精子 を注 入 した。

卵子の培養

ICSI後 の卵子 は、TCM199(E),0.3%BSA中 、38.5℃ 、5%CO2下 で培養 し、24時 間後、96時 間後

に観察 した。

受精卵の胚移植

移植の約48時 間前 に レシピエ ン トに501UのhCGを 投与 し、同期化処理を行 った。 卵管采か らパスッー

ル ピペ ッ トを用 いて、受精卵約15-20胚 を移植 した。約30日 後、産仔 の誕生 を確認 した。

結 果

ICSI後 の ウサギ胚培 養の結 果を表1に 示 した。ConventionalICSIに おける生存率、卵割 率(2-8

細胞期)、 胚盤胞期胚への発生率 はそれぞれ65.1%(140/214)、83.5(117/140)%、16。4(23/140)%

であ った。対 して、Piezo-ICSIで は、69.6(163/234)%、82.8(135/163)%、34.3(55/163)%で あ っ

た。生存率 、卵 割率 には有意な差 は見 られなか ったが、胚盤i胞期胚への発生率 には、5%水 準 で有意 差

が見 られた。 また、ICSI後 の胚発生 の写真 を図1に 示 した。

また、ICSI後24時 間後 の胚(2-4細 胞期)を 同期 化処理 を した雌 ウサギ に移植 した結 果、Conven-

tionalICSIで は1%(1/70)、Piezo-ICS工 で は6%(4/70)の 割合で産 仔が得 られた。(表2)
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表1:ウ サギにおけ るICSI後 の胚発生率

注入 卵子 数 生存 胚数(%)1卵 割胚 数(%)2胚 盤胞期胚 数(%)2

(実験 回数)(24時 間後)(96時 間後)

Conventi

onaI
214(5) 140(65.1) 117(83.5) 23(16.4)

piczo 234(5) 163(69。6) 135(82.8) 55(34.3)

表2:ウ サギICSI胚 の移植結果

仮母親数 移植胚数 産仔数(%)

ConvcntionaL 4 70 1(1)

piezo 4 70 4(6)

考 察

ウサギ卵子 において、Piezo-ICSIはConventionalICSIよ り も有効であ ることが示 された。 生 存率 、

卵割率 に有意 差 は見 られ なか ったが、胚盤 胞形成 率、誕生率 において は、Piezo-ICSIの 方 が高 か った。

これ らの原 因 と して考え られ るもの は、卵子 への ダメー ジの差が考え られ る。ConventionalICSIは 、

針 で卵子 を突 き刺 す ことにより、透 明体 を貫通 し、卵細胞膜を吸引 によ って確 ってか ら精 子 注入 を行 っ

て いる。 この際、 卵子 は形 が変形 す るほ ど押 し潰 され るため、卵 子に圧力 がか か ると思 わ れ る。 また、

卵細胞膜吸 を破壊 す る時、細胞質 を も吸引 するため、膜 ・細胞質 と もに ダメー ジを受 けて い る と考 え ら

れ た。 しか し、Piezo-ICSIで は、 ピエ ゾパル スで透明体 に穴を開 けてか らピペ ッ トを注 入す るた あ、 卵

に必要以上 の圧力 をかけ ることもな く、 また、卵細胞膜 も同様 に ピエ ゾパ ル スで破 壊 が可能 なた め、 膜

に対す る ダメー ジも軽減 されている。 これ らの違 いによ り胚盤胞 期発生率 、 誕生 率 に差 が生 じてい る も

の と思 われた。 このよ うな差 はマ ウス卵子 や ヒ ト卵子で も見 られて お り、 両方 と もPiezo-ICSIの 方 が

良 い結果 を示 していた。

ウサギ胚発生 に関 して、ConventionalICSI・Piezo-ICSIの 他 に、交配後採取 した受精卵(invivo)、

IvF胚 との胚盤胞期胚への発生 率を比較 した。 それ ぞれ の発 生率 はinvivo胚54%(27/50)、IvF胚

47.3%(81/171)、ConventionalICSI胚16.4%(23/140)、Piezo-ICSI胚34.3%(55/163)と 、

Piezo-ICSI胚 はinvivo胚 やIVF胚 に近 い値を示 していた。Piezo-ICSIは 、生存率 の上 昇 の可能 性 が

あ るため、 よ り高 い発生率 を示す可能性 も考え られ る。

胚移植の結果 は、胚盤胞期胚へ の発生率 と比較 して、 非常 に低 い結 果で あ った。 これ は ウサ ギ胚 移植

になん らかの問題点が あるよ うに思 われ る。
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Efficiency of Rabbit Piezo-ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection) 

               compared to Conventional ICSI.

C. Suzuki' , Y. Hosoi I' 2, H. Kato' , K. Matsumoto'' 2 , 

K. Saeki'' 2 , A. Iritani'' 2

 It reported that Piezo-ICSI (Piezo) is more efficient than Conventional ICSI (Con) in mouse, 
human and bovine oocytes. It has less damages of zona pellucida and oolemma in Piezo. We 
examined the efficacy of Piezo versus Con in survival rate, cleavage rate, development to 

blastocyst rate and birth rate. Con vs Piezo showed survival rate (65.1% vs 69.6%), cleavage 
rate (83.5% vs 82.8%), blastocyst rate (16.4% vs 34.3%, p<0.05) and birth rate ( 1 % vs 6 
%). In this results, Piezo was more efficient than Con in rabbit oocytes.
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