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主論文の要旨

緒言と目的

精子 DNA断片化 (SDF)は、生殖補助医療における体外受精成績への悪影響が懸念されてい

る。 SDFが生じる一因に精子の凍結融解があり、我々が以前の研究で開発したカルボキシル化ポ

リ-L-リジン (CPLL)含有ヒト精子凍結保存液は、臨床で一般的に使用されているヒト血清アル

ブミン (HSA)含有ヒト精子凍結保存液と比較し、凍結融解時のSDFを減少させる可能性が示唆

された。しかし、比較した凍結保存液同士の成分が若干異なっていたため、 CPLLにより SDFが

減少したかどうかは不明であった。そこで、本研究では CPLLにSDF減少効果があるのか確認

し、その関連要因を評価した。さらに、 CPLL含有ヒト精子凍結保存液の将来的な臨床応用のた

めに、 SDF減少効果をより増強するための最適な抗酸化物質とその濃度を同定し、関連要因につ

いても評価した。

方法

世界保健機関のガイドライン (2021)に基づき、正常な精子所見と評価された 24名の男性から

得た精液を使用した。密度勾配遠心法で精液中の良質精子を選別した後、各種凍結保存液に分注

して凍結した。 CPLLのSDF減少効果と関連要因の評価は、 CPLL含有精子凍結保存液、 CPLL

を除いた凍結保存液、 CPLLを5%v/vのHSAと代替したHSA含有凍結保存液の 3種類を使用

した。また、最適な抗酸化物質の選択とその濃度の同定は、 CPLL含有凍結保存液に、カンタキサ

ンチン、アスタキサンチン、ピロロキノリンキノン、レスベラトロール (RES)を添加した 4種

類の凍結保存液を使用した。約 1週間の凍結保存後に融解し、精子運動率と SDFを評価した。さ

らに最も SDF率が低減した凍結試薬について、 SDFの直接的な発生原因である活性酸素 (ROS)

と精子膜の脂質過酸化 (LPO)、ROS生成原因であるミトコンドリア損傷などの抗酸化機序を評

価した。



結果

CPLLのヒト精子凍結保存液への添加は、精子凍結融解後の精子運動率を改善し、 SDFを減少

した。その要因としてミトコンドリア損傷の抑制、細胞質内 ROS生成の抑制、 LPO生成の抑制

が確認された。また、 CPLLを含むヒト精子凍結保存液への 0.1mM RESの添加はSDFを顕著

に減少させ、その要因として精子凍結融解後のミトコンドリア損傷の抑制、ミトコンドリアおよ

び細胞質内ROS生成の抑制、 LPO生成の抑制も確認された。

考察

精子凍結で生じる SDFの主な原因は、凍結時の急激な浸透圧変化によりミトコンドリアから生

成する過剰なROSである。凍結時に生成された過剰なROSは、 SDFの直接的な原因となるだけ

でなく、 SDFの一因である LPOやミトコンドリア損傷による ROS生成を促進することで間接的

にも SDFを増加させる。 CPLLは凍結時の急激な浸透圧変化を防ぐことが先行研究で示唆されて

おり、 CPLLの浸透圧変化の抑制が、凍結時の過剰なROS生成を抑制し、それに付随して生じる

LPOやミトコンドリア損傷を抑制することでSDFを減少させた可能性がある。また、 LPOとミ

トコンドリアの損傷は精子運動に密接に関係している。 LPOは細胞膜の流動性と精子膜の完全性

を低下させ、精子運動に悪影響を及ぼす。さらに、精子運動はミトコンドリアが産生するATPに

依存しており、ミトコンドリア損傷により ATP産生が障害され運動率が低下する。従って、 CPLL

の間接的な LPO抑制ならびにミトコンドリア損傷抑制が精子運動率の改善に寄与した可能性が

ある。 ． 

CPLL含有ヒト精子凍結保存液への O.lmMRESの添加は、 SDFを更に低減した。細胞質には

通常抗酸化酵素が含まれており、過剰な ROSは抗酸化酵素により除去され悪影響を及ぼさない

が、ヒト精子は細胞質が極めて少ないためROSの影響を受けやすい。抗酸化剤である RESは、

ヒト精子に不足している抗酸化酵素の機能を補うことで、凍結時に生じた過剰なROSを除去し、

それに付随する LPOとミトコンドリア損傷を抑制することでSDFを減少させた可能性がある。

結論

本研究は、 CPLLがヒト精子凍結時のROSとLPO生成を抑制する抗酸化作用を示し、間接的

にSDFを減少させる可能性が示唆された。さらに、 CPLLの抗酸化作用は臨床で一般的に使用さ

れているHSAより高く、 SDFの減少効果も顕著であった。また、 CPLLを含むヒト精子凍結

保存液に最適な抗酸化物質は、 O.lmMRESであることを確認した。 RESは精子の抗酸化酵素の

機能を補い、凍結で生じる過剰なROSを除去することでSDFを減少すると考えられる。今回開

発した CPLLとRESを含むヒト精子凍結保存液は、将来的には生殖補助医療の治療成績を改善

する可能性がある。




