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男性不妊と亜鉛に関する基礎的研究
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   The physiological role of zinc in sperm motility was studied. There was a positive 
correlation between the sperm motility and the low molecular weight binding zinc (ultrafiltrable 
zinc) concentration. The low molecular weight binding zinc was purified by gel filtration and 
identified as zinc citrate by gas chromatography/mass spectrometry. The addition of zinc 
citrate to the fresh semen of the patients with asthenozoospermia stimulated sperm motility. 
These results suggest that zinc has a significant role in human sperm motility.
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緒 言

近 年,亜 鉛 は特 に生 体 の必 須 元 素 と して の役 割 が注

目され る よ うに な り,各 臓 器 や 組 織 と亜 鉛 に関 す る臨

床 的研 究 が 増 加 しつ つ あ る.

亜鉛 と雄 性 生殖 系 につ い て は,BcrtrandとVla-

descoi)が1921年 に ヒ ト精 漿 中 に 高濃 度 の 亜 鉛 が 存

在 す る こ とを報 告 した の が 最 初 で あ り,1953年 には

MawsonとFisher3)は,精 漿 中亜 鉛 が前 立 腺 に 由来

す る こ とを 明 らか に した.そ の 後,諸 家 の 研究 に よ

り,ヒ ト臓 器中 では前 立 腺 の亜 鉛 濃 度 が最 も高 い こ と

が 明 らか に され,体 液 で は 正 常 の ヒ ト精 漿 は血 清 の

100倍,前 立腺 液 で は 同様 に300倍 もの亜 鉛 を 含 有 して

い る こ とが 明 らか に され た2・4-v7).こ の精 漿 中 亜鉛 の

生理 学 的 意 義に つ い て は精 子運 動 能 との 関連8-1。),精

子 細 胞 膜 の 安定 化li・12),精 子 ア ク ロシ ソ活 性 の 抑 制13)

奇 形 精 子(coiledtailな ど)と の 関連14),抗 菌 作

用15)な どに つい て 検討 され て い る.ま た,精 子 中亜 鉛

の生 理 学 的意 義 につ い て も精 子 運 動能16、ls)や 酸 化的

リ ン酸 化 に必 要 なzinc-1ipoproteincomplexesの 蓄

積 との 関連19)お よび精 子 細 胞膜 の安 定 化作 用20)な どに

つ い て の研 究 が み られ る.

これ らの成 績 の う ち,亜 鉛 と精 子 運動 能 に つ いて

は,亜 鉛 が 精 子運 動 性 に促 進 的 に作 用 す る と す る も

の8・21),逆 に抑 制 的 に作 用 す る との報 告lo?も あ り,い

まだ統 一 され た 見解 が な い のが 現 状 で あ る.ま た,精

漿中亜鉛を蛋 白結合型 と非結合型に分けて,特 に後者

の意義を検討 した報告は少な く22),そ の臨床的役割 は

解 明されていない,

そ こで,精 漿中亜鉛 の臨床 的意義を明らかにす るぺ

く,精 漿中亜鉛 と精子運動能を中心 とす る精子パ ラメ

ータとの関連,特 に生理的活性型 とされ る蛋 白非結合

亜鉛 としての限外濾過性亜鉛 と精子パ ラメータとの関

連を検討 し,限 外濾過性亜鉛 と精子運動能 との間に正

の相関関係があるこ とを初めて明らかに した 。さらに,

ゲル濾過法にて低分子物質結合亜鉛を精製 し,ゲ ル濾

過 クロマ トグラフィーお よびgaschromatographyl

massspcctrometryに よ り本物質が クエ ン酸亜鉛で

あることを証 明した。さらに,精 子無力症患者精液に

クエ ソ酸亜鉛 を添加す ることに より精子運動能が改善

されたので以下 これ らの成績につ いて報告す る.

対 象 と 方 法

1.対 象

対象は,原 則 として配偶者が妊娠 中あ るいは児を得

てか ら1年 以内の妊孕性を有する正常男性41名 お よび

神戸大学医学 部附属病院泌尿器科不妊外来を受診 した

不妊期間が1年 以上で,配 偶者に産婦人科的異常を認

めない男性不妊患者67名 である.

2.精 液検査

精液は3～5日 の禁欲後,用 手法によ り滅菌 シャー

レに直接全量 を採取 させた.30分 間室温にて放置 し,
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精 液が 十 分 に液 化 した 後 に精 子 濃 度,精 子運 動 率 お よ

び 平均 運 動速 度 を 当科 に て 開発 した マ イ ク ロ コ ンピ ュ

ー タ を 用 い た 自動 精 液 検 査 装 置(BilevelPicturc

ProcessingSystem)に て測 定 した23).精 子 奇形 率は

精 液塗 抹 のPapanicolaou染 色 標 本 を作 成 し,Mac-

leoldの 分 類 に 従 って 算 定 した24).精 子 ア クロ シ ン活

性 はBAEEIADH(benzoylarginineethylesterl

alcohol/dehydrogenase)法 に て測 定 した25).精 子 侵

入 試験(spermpenetrationassay;SPA)は 透 明帯

除 去 ハ ム スタ ー卵 を用 い て検 査 され た26).精 漿 中亜 鉛

お よび マ グネ シ ウ ム濃 度 を原 子 吸光 法 に て測 定 した.

精 漿 は精 液 検査 後 の 精 液 を2,000g×30分 間 に て遠 心

分 離 し,精 漿 中 亜鉛 お よび マ グネ シ ウ ムを測 定す る ま

で 一20Cで 保 存 した.精 漿 中亜鉛 お よび マ グネ シ ウ

ムは,精 漿 を蒸 留水 に て200倍 に希 釈 し,原 子 吸光 光

度 計(Perkin-Elmer403)に て測 定 され た.亜 鉛 の

測 定 条件 はlumpcurrent10mA,resonanccline

213.9nm,slitO.1mmと した.cv値 は1.8%で あ り,

亜鉛 添 加 回収 試 験 では97.8%の 回収 率 で あ った.

3.限 外濾 過 性亜 鉛 の 測定

蛋 白非 結合 亜 鉛 と して,限 外濾 過 法 に よ り精 漿30検

体 の限 外 濾過 性 亜鉛 を 測 定 した.限 外濾 過 性亜 鉛 の分

離 に ば,検 体 が 少量 で も測定 可 能 で,か つ 精 漿 の希釈

が 起 こ らず,pH,イ オ ソ濃度 と もに変 化 を与 えず,

短 時間 に 分離 す るこ とが で き る遠心 型 タ ンパ ク結 合試

験 器 〈MicrQpartitionsystem,MPS-3(Amicon,

USA)〉 を使 用 した.

精 漿0.5mlをMPS-3試 験 器 に 注入 し,2,0009

×30分 間 遠心 分 離 した 後,得 られ た濾 液 を 蒸 留 水 で

200倍 に 希釈 し,原 子 吸光 法 に て亜 鉛濃 度 を測 定 した.

MPS・3試 験 器に 使 用 さ れ て い るYMTメ ン ブ レン

の分 画 分子 量 は30,000で あ り,YMTメ ンブ レソの亜

鉛 吸着 率 は3・2%(n=9)で あ った.

4.ゲ ル濾 過 法 に よ る亜 鉛結 合 物質 の 分析

SephadexG-25(PharmaciaFineChemicals,

Uppsala,Sweeden)を 用 いた ゲ ル濾過 法 に よ り,亜

鉛 結 合物 質 を分 析 した.

通 常 のSephadexは デ キ ス トラ ンの 架 橋:に よって

構 成 され てい る 軟性 ゲル で,親 水性 置 換基 は ヒ ドロキ

シ ル基 で あ る.し か し,こ れ らSephadex分 子 ふ る

い用 の充 填 剤 に は残 留 カルボ キ シル基 も少 量 含 まれ て

い るた め陽 イ オ ン性 化合 物,た とえば 金属 イオ ンな ど

が カ ラ ムに 良 く吸着 され る.こ の よ うな カルボ キ シ ル

基 に よる妨 害 を除 くた め,今 回は カル ポキ シル基 を水

素 化 ホ ウ素 ナ トリウ ム で ヒ ド ロキ シル基 に 還 元 し た

Sephadcxを 用 いた27).

ゲル は5,5×300mmの ガ ラス カ ラ ムを充 填 され,

ゲ ル の平衡 化 お よび溶 出液 と して0・05MTrisHCI・

pH7、4を 用 い,カ ラムは室 温 に保 った ・ そ れ ぞれ の

カ ラ ムの充 填 状態 お よび排 除体 積VoはBlueDext『

rane2,000(PharmaciaFineChemicals)を 用 い て

調 ぺ た.充 填 さ れ た ベ ッ ドの総体 積 は カ ラ ムの サ イ

ズか ら計 算 され た,分 子 量 マ ー カー と して ・ キ モ トリ

プ シ ノー ゲ ンA(分 子 量25,000,pharmaciaFine

Ch。mi、a1、),ア ンギ オ テ ソシ7]ア ナPtグDD-3489

(分 子量1,109,第 一 製 薬)お よ びNAD(nicotina一

皿ide/adeninedinucleotide)(分 子 量663,Sigma・

USA)を 用 い た.流 速 はo.3ml/min・ と した ・ ゲル

濾 過 さ れ た 溶 出液 中 の蛋 白質量 は280nmの 吸光 度

で 検索 し,亜 鉛 は 原子 吸 光法,グ エ ソ酸 は酵 素法 で 測

定 され た,

試 料 は 正常 男 性 よ り得 た精 漿 お よび そ の 限外 濾 過 性

亜鉛 を 用 いた.と こ ろで,精 漿 を 含め 体 液 中 の低 分 子

物 質 結 合亜 鉛 は クエ ン酸 亜 鉛22・27・28).ピ コ リ ン酸 亜

鉛29),塩 化亜 鉛15)な ど と して存 在す る と報告 され て お

り,統 一 され た 見解 は み られ て い な い.そ こで,対 照

は ク エ ン 酸亜 鉛(分 子 量606,関 東 化学),塩 化亜 鉛

(分 子 量136,和 光純 薬)お よび ピ コ リ ン酸 亜鉛 く ピ コ

リ ン酸(分 子量123,和 光 純 薬)と 塩 化 亜 鉛 に よ り合

成 した〉 の3者 を 用 い た.

5.Gaschromatography/massspectrometry

(GCIMS)に よる亜 鉛 結 合低 分 子 物 質 の分 析

試 料 は,ゲ ル濾 過 に て分 離 された 低 分 子物 質結 合 亜

鉛 分 画 を凍 結乾 燥 した もので,対 照 は前 項 の 実 験成 績

か ら クエ ン酸亜 鉛 と した.こ れ らサ ンプル を ガ ラス ス

ク リューバ イ ア ルに と り,5%塩 酸 メタ ノ ール(半 井

化 学)1mlを 加 え た 後 に100℃,30分 間 加 圧 加 熱 し,

亜 鉛結 合 物 質を メチ ル エ ス テル誘 導 体 と した.

Gc1Ms分 析 装置 は,JMs-Dx300(日 本 電 子製)

に デ ー タ 解 析 用 コ ソピ ュー タ と してJMA-5000を オ

ン ライ ンし,カ ラ ム は30m×0.53mm(filmthick-

ness)FusedSilicaMegaBoreColumnDB-1(J&

WScicnti丘clns.)を 用 い,キ ャ リア ガ スHe(流 速

30ml/ml),カ ラ ム温 度150～220℃(昇 温8℃/min .)

の プ ロ グラ ム昇温 を 行 い,エ ソ リッチ ャー温 度 は280。

Cに 設 定 した.質 量 分 析 部 の 条件 は,EIモ ー ドで

加 速 電 圧3KV,イ オ ソ化 室温 度250℃,イ オ ン化 電

流300μA,イ オ ソ化電 圧70eV,分 解 能500の 条件 で

質量 数100～500を3秒 サ イ クル で スキ ャ ン した.

6.亜 鉛 の精 子 運 動 能 に対 す る効 果

1)洗 浄 射 出精 子 浮遊 液 の作 製

妊 孕 性 を 有す る 正常 男 性 よ り得 た精 液 をMannに
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よるsperm・Ringersolution,pH7。0(140mMNa

Cl,5.7mMKCI,1.4mMKH2PO,,1.4mMgSO4

・7H20,2.6mMNaHCO3を 含 む0.1Mリ ン 酸緩

衝 液)に て2回 洗 浄 し,精 子 濃 度 が20～40×106/ml

とな る よ うに精 子 浮 遊液 を 調整 した,生 理 的 食塩 水

に クエ ン酸 亜鉛 を溶 解 し,最 終 亜 鉛 濃 度 が0.02mM,

02mMお よ び2mMと な る よ うに クエ ン酸 亜鉛

溶 液 を調 整 した.次 に,精 子 浮 遊 液0.2m1と クェ ン

酸 溶液o.2mlを 混 合 し,最 終 精 子 濃 度10～20×lo6/

ml,最 終 亜 鉛 濃 度OmM,0.OimM,O.1mMお よび

1mMと な る よ うに調 整 した.な お,ク エ ン酸 亜鉛

溶 液 はpH7.0と な る よ うに調 整iした.

2)精 管 精 巣 上体 精 子 浮 遊液 の 作製

精 管 精 巣 上体 精 子 は前 立 腺 癌患 者3例 の精 巣除 去術

に さい して 摘 出 し た 精管 精 巣 上 体6検 体 か ら 採 取 し

た.方 法 は 精 管 断端 よ り逆 行 性 に22Gア ンギ ォ ヵ ッ

トを挿 入 し,精 巣上 体体 部 に 切 開 を加 え 注 射器 を用 い

て 生理 的 食 塩 水 でwashoutし た.こ の 溶 液 を250

gx30分 間 遠心 分 離 した後,sperm-Ringersolution,

pH7.oで2度 洗 浄 し,精 子 濃 度10～20×106/mlに

な る よ うに 精子 浮 遊液 を調 整 した.次 に,精 子 浮遊 液

0.2mlと クエ ン酸亜 鉛 溶液0。2mlを 混合 し,最 終 精

子 濃度5～10x106/ml,最 終 亜鉛 濃 度OmMお よび1

1nMと な る よ うに調 整 した 。

3)精 子 浮 遊 液 の精 子 運 動能 の 測 定

精子 浮 遊 液(25℃)に 各 種 濃度 の 亜 鉛 溶 液 を 添 加

し,経 時 的 に精 子 運 動 率 お よび 平均 運 動 速度 をBPP

svsternを 用 い て 測 定 した.亜 鉛 添加 直 後 の運 動 率 お

よび平 均 運 動速 度 を100と し,運 動能 の 経時 的 変 化 は

そ れ らに 対 す る比 率 で表 わ した.

4)ク エ ン酸亜 鉛 と男性 不 妊 患 者精 子

当科 不 妊 外来 に通 院 して い る患 者 の う ち精 子 濃 度

20～40×106/ml,精 子運 動 率20～40%の 精子 無 力 症患

者精 液7検 体 を 対 象 と し,2mMの 亜 鉛 濃 度 に 調整

した クエ ン酸 亜鉛 溶 液(pH7.0)を 添 加 し,精 子 運 動

3

率および平均運動速度 の変化を経時的に検討 した.対

照群には3mMに 調整 した クエ ソ酸溶液(pH7・0)

を添加 した,な お,対 象 とした精子無力症患者の精漿

中亜鉛濃度は平均値103μg/mlで あ った,

結 果

1.精 漿中亜鉛濃度 と精子パラメータ

対象 とした正常男性 と男性不妊患者群との間には精

子濃度,運 動率,平 均運動速度,精 子奇形率 および

SPAに 有意差がみ られた.し か し,精 漿中亜鉛濃度

お よび マグネシウム濃度には有意差は認め られなか っ

た(Table1).

そこで今回の全対象の精漿中亜鉛濃度の平均値141

pg/ml(40～446)(Fig.1)よ り高濃度と低濃度 の2

群に分け,そ れ らの各種精子パラメータを比較検討 し

た.そ の結果,前 者 の精漿中マ グネシウム濃度が有意

(P〈0.01)に 高か った(Table2)・

精 漿中の亜鉛濃度 とマグネシウム濃度 との間に正の

相関関係を 認 め,相 関係数r=0.81(P〈0.Ol),回 帰

直線はMg=O.74Zn+28.8で あ った(Fig.2),

2.限 外濾過性亜鉛濃度 と精子 パラメータ

限外濾過性亜鉛を測定 した30検 体 の平均値 は73μg

40

詔

奎 ・・

語

さ20

≡

岩
10

缶
o一

mean:141μ9/ml

range:40-446μg!ml

60120180240300360420480(
μ9/mi)

ZincConcentration

Fig.1.Zincconcentrationofseminalplasma

inlO8specimens

Table1.Semencharacteristics

Fert"eMenlnfertileMenP -velue(
n=41)(n=67)

Donsity(x10./ml)

MotilityR飢g(%)

MeenVelocity(μm/s6c)

AbnormelSp8rm(%)

SPA(%)

AcroshAct～ity(mUx107sp8rm)

Zinc(P9/ml)

Magmsium(Mg/ml)

89.7±6.5

57,3±1.ア

30.6±1.0

26.2±1.5

54±4

3.8±O,5

134士8

115±7

45.9±4.0

32,0±2.3

24,9±0.9

40.0士2.4

24±6

2.9±0.4

151±12

t31±10

P<O.Ol

P<0.Ol

P<0.05

P<0,05

P<0,05

N.S,

NS,

N.S.

moε 口±S.E.
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Table2.Semencharacteristicsbyseminalzincconcentratlon

SeminelZinc

≦140F9/ml>t40P9/mlP・velue

(n=置60)(n=48)

D8nsity(x10/rnl)63,1±5.4

MetilityR8t8(%)43.9=ヒ2.9

MoonVelooity(μm/soc)27.9±1.1

Abnorm81Sporm(%)30.0±2.2

SPA(%)64,0土7,0

AcrosinAGtivity(mUx107sporm)3.7±0.5

Mg(pg/mゆ97.3±5.2

74.4士8.3N.S.

47,1±=2.7N.S.

29.4±1.oN.S.

32.6土2.3N.S.

52.3=ヒ6.6N、S.

3.0±0.5N.S.

18f.4±9,5P<O.Ol

mo8n=ヒS.E.

T。b1,3.S。m,n、h。,。 、teri・ti・・by・er・i・ ・1・lt・afilt・abl・

zlnCCOnCentratlOn

UltrefiltrableZinc

≦73pg/ml>73Pt9/mlP-velue

(n=15)(n=15)

Dgnsity(×10>!ml)

MotilityRato(%)

MeenVelocity(pm/soc》

AbnermelSperm(%)

SPA(%)

AcrosinActivity(mU×IOTspgrm)

57.1±7,447.7±11,0N.S.

44.4±5.940.2±4.4N.S.

25.2±1.830.5±1.OPく0.05

23.3±2.133.6±4.8N.S.

65.2±11.862.7±i3.9N.S.

1.7±0.33,6±O.9N.S.

mean±S.E.
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100200300

Zincconcentration

Correlationbetweenzincandmagne-

siumconcentrationinseminalplasエna・

/ml(21～120)で あ っ た(Fig.3).精 漿 中限 外 濾過

性 亜 鉛濃 度が 平 均値 よ りも高 濃度 と低 濃 度 の2群 に分

け各 種精 子 パ ラ メー タを 対比 す る と,平 均 運動 速 度が

前 者 に お い て有 意(p<0.05)に 高か った(Table3)。

精 漿 中 亜鉛 濃 度 と平 均 運 動速 度 との 間 には 正 の相 関関

係 を認 め,相 関係 数r=O・434(p<0.05),回 帰 直 線は

Y=o.09x+21.oで あ った(Fig.4)。

3.ゲ ル濾 過 法 に よ る低 分 子 物質結 合亜 鉛 の分 析

(Fig・5)

分 子 量 の 大 き く異 な った 物 質 の分 離 に 有用 なSe-

phadexG-25を 用 いた 精 漿 の ゲ ル 濾過 ク ロマ トグ

ラム(Fig.5-a)を み る と,精 漿 は280nmの 吸光 度

詔

記

{lo釜

o

缶

畏5

≡

口b8f・reUF
mean:150±ltμ9/mI

r8nge=⑳ 一298μ91mI

囮8ft・ ・UF
meen=73±5μg'mt

ra"go:21-120μglm9

～50～100～150～200-250～300

(μ9/mりZi
ncConcentration

Fig.3.Zincconccntrationbeforeandafter

ultra丘1trationin30specimensof

seminalplasma・

で3つ の ピー クを示 してい る.精 漿 中亜 鉛 濃 度 はVe/

vo=1.15とve/vo=1.64の2峰 性 の ピー ク を 示

し,高 分子 物 質 結 合亜 鉛 と低 分 子物 質結 合 亜 鉛 の存 在

が示 唆 され た.

精 漿 の 限外 濾 過 液 の ゲ ル ク ロマ トグ ラム(Fig・5-b)

は精 漿 と 同様 に280nmの 吸光 度 で3つ の ピー クを

示 した が,最 初 の ピ ー クが痕 跡 程 度 で あ り,分 子 量

30,000以 上 の高 分 子 物 質 が除 去 され た た め と考 え られ

た.

対 象 と した 亜鉛 化合 物 は,ク:一 ソ酸亜 鉛VeXVo==
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1.64,ピ リ コ ソ酸亜 鉛velvo=1.94,塩 化亜 鉛ve/v

o=3.27に ピー クを示 し,精 漿 中低分 子 物 質 結合 亜 鉛

と クエ ン 酸 亜鉛 の ピー クがVe/Vo=1.64で 一 致 し

た.

この こ とか ら,低 分 子 物 質 結 合亜 鉛 は クエ ン酸 亜 鉛

で あ る こ とが強 く示 唆 され た.

4.Gaschromatography/massspeetrometry

によ ク エ ン酸 の 同定

Fig.6は ゲル濾 過 に て 分離 され た 低 分 子物 質 結 合

亜鉛 お よ び クエ ン酸 亜 鉛 の メチ ル エ ス テル誘 導 体 を

GC/MSに て 分 析 し たtotalionchromatogram

(TIC),マ ス ク ロマ トグ ラ ム(MC,Fig.6・a)お よ

び マス スペ ク トル(MS,Fig.6-b,c)が 示 され て い

る.試 料 と標 品をGC/MSの 同条 件 で 分 析 し,GC

にお け る 保 持 時 間 の 一致 お よびMSに お け る開 裂 様

式 が 合致 す るか ど うか を検 討 した.

な お,本 実 験 では クエ ン酸 亜 鉛 を5%塩 酸 メタ ノー

ル中 で 加熱 高 圧 分解 し,亜 鉛 は塩 化物 と し,同 時 に ク

エ ソ酸 を ト リメチ ル エ ステ ル化 を 行 い 分析 され た.な

8)
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隔o

お,試 料は凍結乾 燥後同手法で メチルエステル化を計

った.

試料 と標 品のGC/MS分 析は,GCで 両者の保持

時間が一致 し,MSでM+と してm!z234を は じ

め,ク エ ン酸 トリメチルエステルに特徴的 とされてい

る(M・COOH3)+の フラグメン トイオ ンがmlz175

に観測 され,開 裂様式 も合致 した.

ゲル濾過 クロマ トグラフィーお よびGCIMSの 両

者 の結果 か ら亜鉛結合低分子物質は クエン酸 と同定

された.

5.ク エン酸亜鉛添加による精子運動能の変化

1)洗浄射出精子(Fig.7)

01230123

Time(h,.》Time(h・ ・)

e}b〕

Fig.8.Changeofmotilityrate(a)andmean

vclosity(b)onspermatozQawith

asthenozospermia・

対象 とした正常者の精子運動率は コントロール群に

比 し,亜 鉛添加群 で早期 に運動率の低下傾 向を認める

ものの,そ の後比較的良好に保たれた が,推 計学的有

意差はなか った.各 濃 度の亜鉛添加群間にも著 明な差

はなか った.精 子平均運動速度について も各群間に有

意差はなか った.

2)精管精巣上体精子

精管精巣上体精子については,精 巣摘出か ら精 管精

巣上体精子浮遊液作製 までに約1時 間要 したためか全

例において精子鞭毛の微弱な振幅を認 めるのみで,前

進性運動精子を得る ことはで きなか った.亜 鉛 の添加

によって も精管精巣上体精子 の精子運動能に変化 はな

かった.

3)精子無力症患者射 出精子(Fig・8)

精子無力症患者精液 に亜鉛を添加 し,精 子運動 能の

変化を経時的に測定 した.亜 鉛添加群では コン ト・～

ル群に比 し,早 期に運動率の上昇を認め・その後 も運
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て有意(P〈O.05)に 増加 し,そ の 後 も良好に保 たれ

ていた.な お,症 例 ごとに亜鉛添加前の精漿中亜鉛濃

度 と精子運動能の変化 とを検討 した ところ,精 漿 中亜

鉛濃度が低い検体 ほど添加 した クエン酸亜鉛に よく反

応する傾 向がみ られた.

統計的解析 は データの 性質 に応 じてMann・Whit-

neyU検 定,Student・t検 定,最 小二乗法を用い,

有意水準は5%を 採用 した.

考 察

生体 における亜鉛の機能 は主に触媒作用であ り,各

種酵素の活性に重要な役割 を果た してい るとされてい

る.

この 亜鉛 は1869年,Raulinに よ りAspergillus

nigerの 必須栄養 素で あ る ご とが初 め て示 され2),

1934年eこはToodら が ラ ットの食 餌に亜鉛が必須 で

あることを指摘 した2)こ れ らの栄養学的な研究 とあ

いまって,生 細胞中におけ る亜鉛代謝お よび機 能に関

する研究が進め られ,1939年 にはKeilinとMann30)

は 亜鉛 が ヒ ト炭 酸脱水素酵 素の 構成成分で あること

を示 した.そ の後,多 くの亜鉛を含む金属酵素が次 々

と発見 され,代 謝におけ る亜鉛 の重要性が注 目され る

に至 った.1961年,Prasada3Dは イランやエジプ ト

の若 い男性 にみ られる第二次性徴の抑制に伴 う性機能

不全は亜鉛 の欠乏に よるものと し,ヒ トにおける亜鉛

の栄養学的重要性を見いだ し,ヒ トにおけ る亜鉛の必

須性がさらに確立 された.

雄性生殖機能 と亜鉛 に つ い て は,1921年 にBert-

randとVladescoi)が ヒ ト精液中 および前立腺に高

濃度 の亜鉛が含まれていることを報告 し,亜 鉛の生殖

における重要 な役割が示唆 された.

そ の後,精 漿中亜鉛 は前立腺に 由来す ることが明ら

かに され た,Mackenzieら5)は ヒ ト前立腺液の亜鉛

含量を研究 し,前 立腺液は乾燥重量で他 の体液 よりも

多 くの亜鉛 を含んで いる ことを報告 した.Lindhol-

merとEliasson32)は 分割射精精液 の前立腺分画 す

なわち前半 の1!3分画 の平均亜鉛濃度は294μg/mlで

あ るのに対 し,後 半 の213の分画の精嚢液分画では44

ptg/mlで あった と述ぺている.さ らに,Eliasson33)

は精漿 中亜鉛濃度 と精漿中酸性 フォスファターゼ活性

との間に正の相関があ り,ヒ トでは血清に比べて精漿

では100倍,前 立腺液では300倍 もの亜鉛を含有 してい

ことを報告 している。

男性不妊 におけ る亜鉛 の臨床的意義 としては,精 漿

中亜鉛濃度が前立腺分 泌機能の一つ の指標 とされてい

る.精 漿中亜鉛濃度の低下は,精 嚢液に よる希釈ある

7

いは前立腺 の分泌機能低下に よって生 じると考え られ

てお り,Caldamoncら34)は 精漿中亜鉛濃度は,前 立

腺分泌機能 と相関 し,前 立腺炎の存 在下ではその濃度

は低下 してい るとし,Eliassonら35)は 慢性前立腺炎

・精嚢炎を有する患者の大部分で精漿 中亜鉛濃度 と精

漿中酸性 フ ォスフ ァターゼ活性値が著 明に低下 してい

ることを報告 した,

精漿中亜鉛 濃度 の 平均 値 は,Mann4)は140μ91

ml,Eliassonら33)は133μ9/ml,石 川 ら36)は156μ9

/mlと し,著 者 らも141Pt9/mlと ほぼ同様 であ り,

精漿中亜鉛濃度分布 もEliassonら33)の 成績 と同様 の

分布 を示 した、

精子濃度,精 子運動率あ るいは精子奇形率の異常を

示す患者では亜鉛濃度が低下 して い る との 報告があ

る.す なわち,Eliassonら37)は 精漿中亜鉛濃度が50

μg/ml以 下 の検体の75%に,100μg/ml以 上の検体

の40%に 運動率の低下な らびに高い精子奇形率を認め

たとしている.真 田ら38)は精漿中総亜鉛量の増加とと

もに総精子数が増加す る傾 向を認め,前 立腺固有の分

泌能 と精子形成能は相関関係にある としている.志 田

ら39)は精液中亜鉛濃度は精子濃度 とは関係がなか った

が,精 子運動率 と相関することを報告 した.Homon-

ni40)は 精液所見が不良 になる につれ 精漿中亜鉛濃度

が低下する傾向 にあ る と して いる.し か し,一 方

では,こ れ ら精子パ ラメータと亜鉛濃度 との 間には

なん らの関係 も認 め な か ったと い う報告 も少な くな

し、41,42)

これ ら精子 パラメータ,特 に精子運動率と精漿中亜

鉛濃度についての報告例 の運動率算定法は肉眼的観察

に よるものであ り,客 観的な評価法で検討 された報告

はない.わ れわれは,当 科で開発 した客観的な検査法

であるマイ クロコソピュータを利用 した自動精液検査

装置(BilevelPictureProcessingSystem)を 用 い

て,精 子運動率お よび平均運動速度を測定 し,そ れ ら

の成績 と精漿中亜鉛濃度 との 関連,な らび に精子濃

度,パ パ ニコロー染色に よる奇形率,ア クロシン活性

および精子侵入率 との関連を検討 した.し か し,い ず

れのパ ラメータとも精漿中亜鉛濃度 との間には相関関

係は認めなか った.精 漿中亜鉛濃度 とマグネシウムと

の間には,Eliassonら43)お よび真 田ら38)の結果 と同

様に強い正の相関関係を認めたが,マ グネシウムは亜

鉛 と同様 に前立腺 および精漿中に高濃度にみ られ,ま

た,精 漿中マ グネシウムは前立腺由来 とされているこ

とか ら当然の結果 とも考 え られ る.ArverとElias-

son44)は 精 漿中亜鉛の60%が 透析性亜鉛であるとして

いる.Arver22)は ゲル クロマ トグラフィー に よ り精
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動率は良好に保 たれ る傾 向にあ ったが,推 計学的有意

差はなかった,精 子平均運動速度の変化については亜

鉛添加群では コン トロール群に比 し,1時 間 目におい

漿中亜鉛結合物 質を検索 し,運 動性不良な精液では分

子量80,000以 上の高分子物質 と結 合した亜鉛の割合が

高 いとしてい る.著 者 らはこの成績か ら高分子物質結

合亜鉛が精子運動を抑制的に,低 分子物質結 合亜鉛は

精 子運動性を促進 的に作用す ると考 え,ま ず精漿の生

理 的条件を変え ることな く低分子物質結合亜鉛を分離

することができる限外濾過法を用いて,限 外濾過性亜

鉛 について検討 した.限 外濾過性亜鉛濃度の平均値 ぐ

73Ptg/rn1で あ り,検 体 を73μ9/rn1以 上 と73Ptg/

ml未 満の2群 に分 け,各 種精 子パラメータを比較検

討 した ところ,精 子濃度,運 動率,奇 形 率,ア クロシ

ソ活性お よび精子侵入率において両群間に有意差はな

く,平 均運動速度においてのみ両群間に有意差を認め

た.限 外濾過性亜鉛濃度 と平均運動速度 との間に正の

相関関係を認めた,限 外濾過液をゲル濾過法に より分

離 し,亜 鉛を分析 した ところ高分子物質結合亜鉛は除

去 され てお り,低 分子物質結合亜鉛のみ存在 した.こ

れ らの結果か ら,限 外濾過性亜鉛すなわち,低 分子結

合亜鉛 は精子運動能に関係 していることが示唆 され,

限外濾過性亜鉛濃度は精子運動能に関す るmarkerと

して有用 と思われた。

亜鉛結合物質 につ い て,前 述 した ようにArver22)

は ゲル クロマ トグラフィーによ り精漿中亜鉛結合物質

を検索 し,亜 鉛 は分子量80,000以 上の高分子物質,分

子量3,000以 下 の低分子物質あるいはその中間の物質

と結合 しているが,分 割射精精液の前立腺分画では低

分子物質 とのみ結合 して い る と報告 した.さ らに,

Kavanagh45)は いずれ も同定 され て いない が前立腺

組織での亜鉛 は高分子,中 間物質および低分子物質 と

ほぼ均等に結合 していると報告 した。前立腺炎症例で

は精漿中亜鉛 の低下および精子運動能の低下を認める

ことや限外濾過性亜鉛濃度 と精子運動能 との間に相関

を認め るとい うわれわれの成績か ら,前 立腺の機能お

よび精子 と精漿中亜鉛 との関連を理解する上で,前 立

腺か ら分泌され る亜鉛結合物質,す なわち亜鉛結合低

分子物質を同定することはきわめて有意義なことと考

え られ る.亜 鉛結合低分子物質 につ いてReedら ・6)

は前立腺肥大組織を用 いて,そ れを ヒスチジンに富む

亜鉛結合ベプチ ドであるとした が,Fairら1s》 は前立

腺液中の低分子物質亜鉛は塩化亜鉛 で あ る と した.

Boursnellら28)は そ れ は クエ ン酸 亜鉛 と仮 定 し,

1・onnerdalら27)は 人乳から低分子物質結合亜鉛を分

離 し,そ の溶 出パターンが クエン酸亜鉛のそれと一致

1号1988年

することか らこの低分子物質結合亜鉛は クエ ソ酸亜鉛

であると して い る2e),Arver22)は 低分子物質結合亜

鉛の 、c。・・i・9・pcc…m・・rye・・よ り,低 分子物質結

合亜鉛 とクエ ン酸亜鋤 ～と もに21・ ・mで 最大吸収

を示 し,一 致 したことか ら,そ れ は クェソ酸亜鉛であ

る と推 測 した,今 回,gaschromatography/mass

,pec・,。m・Lryによ りゲ・哺)酷 で分画分取 した低分

子物難 合亜鉛 と クエン酸亜鉛の 純品をGCIMSの

同一条件で分析 し,GCに お け る保持時間 の一致お

よびMSに おける開裂様式 が合致 したことか ら,低 分

子物質結合亜鉛が クエ ン酸亜鉛 である ことがわれわれ

によりは じめて同定された.

精子運動能における亜鉛の生理学的意義を検討する

ために洗浄射出精子,精 管精巣上体精子 および精子無

力症患者 に対する クエ ソ酸 亜鉛の効果をBPPsystem

を用いて客観的に評価 した.Saitoら9)a:イ ヌ射出精

子は精管精巣上体精子 よ りも高 い運動性 を示 し,亜 鉛

含量の少ない精管精巣上体精子 に亜鉛を002mM程

度添加すると,そ の運動性が高め られたと報告 してい

る.し か し,ヒ ト射出洗浄精子について検討 したわれ

われの結果では,亜 鉛添加に より精子運動能に変化は

みられなかった.精 管精巣上体精子については,採 取

標本内に前進運動性を有する精子がみ られず,ま た,

亜鉛の添加に よって も前進運動性精子を得 られなか っ

た.こ のことに関して,LindlolmeriO)は ヒ ト精管精

巣上体精子は精子鞭毛運動は認め るが精子前進運動性

は欠如 している とし,精 管精 巣上体精 子浮遊液に少量

の精漿あるいはアル ブ ミンを添加す ることに より精 子

は直 ちに前進運動性を獲得 したと報告 している.精 液

の希釈の し過 ぎは,精 子 の生存 に対 してのみ ならず,

その運動性に も悪影響を及ぼす とされ,本 実験 におけ

る洗 浄射出精子お よび精管精巣上体精子浮遊液 では,

完全に精漿因子を除去 し,希 釈に対す る保護効果を有

するとされているアル ブミンを含んでいないため精子

生存性お よび運動性に悪影響を もた らした結果,運 動

性が得 られなかった可能性が推察された.こ れ らのこ

か ら,ヒ ト精管精巣上体精子お よび洗 浄射 出精 子にお

いては,精 子浮遊液に クエ ン酸亜鉛を添加 しただけで

は精子運動の開始あるいは運動性を促進す ることはで

きず,精 漿中の他の諸因子の考慮が 必要 と考 え られ

た.

そ こで,精 子無力症患者 の射出精液に直接 クエン酸

亜鉛溶液を,対 照 として クエン酸溶液を添 加 した.亜

鉛添加群において運動能が促進された ことか ら・亜鉛

と他の精漿因子の相互作用に よ り運動能が促進 された

もの と考えている・ さらに・対象 とした精 子無力症患
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者 の精漿中亜鉛濃度は平均値が103μg/m1と 低 く,

個 々の症例では精 漿中亜鉛濃度が低値を示す症例で ク

エ ソ酸亜鉛添加に対す る反応が良か った ことは,ク エ

ン酸亜鉛 の精子運動能に対す る促進作用を裏付けるも

のと考えた.

以上の同定の成績や精子運動能に関する機能的特質

の結果 より,精 漿中の低分子物質結合亜鉛は クエ ン酸

亜鉛であ り,こ れは精子の機能 とくに運動能に関与 し

ていることが明 らか とな った.

結 語

精漿中亜鉛の生理的意義を明 らかにす るため,基 礎

的実験を行い次のよ うな結果を得た.

1.精 子パ ラメータと精漿中亜鉛濃度 と,と くに生

理的活性型 とされる精 漿中蛋 白非結合亜鉛(限 外濾過

性亜鉛)と の関連を検討 し,蛋 白非結合亜鉛 と精子運

動能 との間に正の相関関係があることが明らか となっ

た.

2.蛋 白非結合亜鉛 として低分子物質結合亜鉛 を精

製 し,ゲ ル クロマ トグラフィー お よびgaschroma-

tography/massspectrometoryに よ って 本 物 質 は

クエン酸亜鉛であることが証明された.

3.精 子無力症患老精液に クエン酸亜鉛を添加す る

ことに より,精 子運動能が改善 された.

稿を終え るにあたり,ア ン ドロロジー全般にわたって広 く

ご指導を賜わ りま した恩師石神嚢次名誉教授に深 く感謝 の意

を表 します.

また,亜 鉛 と精子機能について御 助言をいただ きま した斎

藤宗吾 博士,亜 鉛 の測定 および低分子物質結合亜鉛の分析 な

どに御懇意 なる御 助言をいただ きま した本学公衆衛生学教室

住野公昭教授,三 尾隆弥助手をは じめご協力いただいた当教

室の諸先生方 に感謝いた します.

本論 文の要 旨は第31回 日本不妊学会学術講 演会(東 京)お

よび第12回 国際不妊学会(シ ンガポ ール)に おいて発表 した.
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