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Flowcytometryに よる睾丸内精子形成能の評価判定

策2報:男 子 不妊 症 患者 の精 予形成能 の評 価

山口大学医学部泌尿器科学教室(主 任:酒 徳治三郎教授)
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         DNA FLOW CYTOMETRIC EVALUATION 

               OF SPERMATOGENESIS 

             PART  2: STUDIES ON MALE INFERTILITY 

                          Shuichi KAWAI 

          From the Department of Urology, School of Medicine,  Yamaguchi  University 

                            (Director: Prof.  J, Sakatoku) 

   Flow cytometric DNA analysis was performed on the testicular biopsy tissue obtained 

from 17  oligospermic men, 25 azoospermic men and 5 normal men. 

   DNA histograms were made after viewing a small piece of biopsy tissue for a short time. 

The DNA histograms were classified by eye into four types (Type A: Aspermatogenesis with-

out haploid cell, Type B: Maturation arrest at primary spermatocyte, Type C: Hyposperma-

togenesis, Type D: Normal spermatogenesis). 

   Analysis of the DNA histograms accurately revealed the proportion of haploid, diploid and 

tetraploid cells. The DNA distributions for 5 normal men were 58.9±3.6% haploid cells, 

 24.3+3.8% diploid cells and  16.8+0.8% tetraploid cells. Significant correlation was found 

between  the proportion of haploid cells (%haploid) and the testicular volume. 

   The results of the investigation of the correlation between the DNA distributions and 

histological evaluations show that testicular degeneration increase proportionally to the 

decrease in haploid cells. Therefore, the %haploid appears to be an effective index for the 

quantitative evaluation of spermatogenesis. 
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緒 言

睾丸 内精 子 形 成 能 を知 る こ とは,男 子不 妊 症 の診 断

・予後 判 定 お よび 治療 法 の決 定 上 ,非 常 に 重要 な こと

であ る.現 在 睾 丸 内精 子 形 成 能 の 評 価 は主 と して 睾丸

生 検 の組 織 学 的 検 索に よっ て い る.す で に そ の評 価 法

と してNelsonら1),Tjioeら2),Steinbergerら:),

Johnsen4),Skakkebekら5),deKresterら61,本 邦

で は酒 徳7),市 川 ら8),美 川9),寺 田10)な ど多 数 の 報 告

が あ るが,い ま だに 評価 法 が 確 立 され る ま でに は い た

ってな く,判 定 者に よ り評 価 が異 な る こ と もあ る.

精 子 形 成 は 精細 管 の中 で精 細 胞 がspermatogonia

→primaryspermatocyte→secondaryspermatocyte

→spermatid→spermの 成 熟 過程 を通 っ て お こ なわ れ

てお り,そ れ に と もな っ て核DNA量 も2C→4C→

2C→ICと 変 化 す る.こ の こ と よ り睾丸 組 織 内 のha-

ploidcell(1C),diploidcel正(2C),tetraploidcell

(4C)の 各 成 熟 段 階 の細 胞 が ど の程 度 の割 合 で存 在す

るか とい うDNA量 分 布 を 知 る こ と は 睾 丸 内 精 子形

成 能 の 評 価 とな りうる と考 え られ る.

今 日 まで ヒ ト睾 丸 組 織 内DNA量 分 布 をflow

cytometryを 用 い て測 定 した 報 告 は 少 な く且同4),な
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か でも男子不妊症患者の睾丸組織内DNA量 分布を

測定 したものはneedlebiopsyに よるClausen

ら15)の報告のみである.著 者は,第1報16)で 報告した

処理法を用いて,男 子不妊症患者の睾丸組織内DNA

量分布をflowcytometryで 測定し,組 織学的 評価

法との関係を検討 した.同 時に睾丸容量および精子濃

度との関係も合わせて検討をおこなった.

対象ならびに方法

不 妊 を主 訴 と し て1981年10月 よ り1984年2月 ま で の

2年4ヵ 月 間 に 山 口大学 医 学 部 附 属 病 院 泌尿 器 科 を 受

診 し,睾 丸 生 検 を 施 行 され た 男 子 患 者42例 を対 象 と し

た,う ちわ け は,乏 精子 症17例,無 精子 症25例 であ っ

た.ま た 正 常 群 と して精 管 結 紮 術 の 際,患 者 の協 力 で

得 られ た 睾 丸 生検 組 織5例 も対 象 と した.

1.精 子 濃 度 の算 定

用 手 法 に て 採取 後30分 経 た 精液 を ロ ッ ク希 釈 液 を用

いて 白血球 メ ラ ンジ ュール で10倍 希 釈 し,改 良 型 ノイ

バ イ エ ル ソ算 定 板 に のせ た 後,検 鏡 算 定 した.

2。 睾丸 容量 の測 定

測 定 に は,山 口大 学 泌 尿 器科 学 教 室 に て作製 され た

打 ち抜 き式 のOrchidometeri7)を 使用 した.

3.睾 丸 組 織 検 索 方 法

睾 丸生 検 はCharnyi8)の 方 法 に 従 っ てお こな っ た.

睾丸 容量 に 左 右 差 を 認 め な い場 合 は 一 側 の 睾丸 生 検 を

施行,左 右 差 を 認 め る場 合 は よ り大 きい 睾 丸 の生 検 を

施 行 した.

a)固 定 お よび 染 色

生 検 組 織 は 直 ちにBouin固 定 を しparaffin包 埋

してか らHematoxylin・Eosin染 色 を お こな った.

b)組 織 学 的 評価

Johnsen4)のscorecount法(Table1)お よび

市 川 ・熊 本8)の 分類(Table2)に て組 織 学 的 評 価 を

お こな った.

c)Flowcytometryに よ る睾 丸組 織 内DNA盤

分 布 測 定

睾 丸生 検 組 織 の一一ZZを 第1報16)に てす で に 報告 した

検 体処 理 法 に 従 って 処 理 した.す なわ ち,生 検組 織 を

collagenase処 理 で 遊 離 細 胞 と し,70%ethanol圃

定後,ribonucleas .e,pepsin処 理,propidium

iodideで 核DNAを 蛍光 染 色,flowcytometry

(Becton.Dickinson社FACS皿)で 各検 体3×104

個 の細 胞 のDNA量 を測 定 し ヒス トグ ラム を 得 た,

得 られ た ヒス トグラ ム の各peakの 面 積 を 計 算 し,

haploid,diploid,tetraploidの 細 胞 比 率 を 算 出 し

た.測 定 に 際 し ては,ヒ ト末 梢 血 中 リンパ 球 を2Cの

Table1。Johnsen,sscorecount

10.精 細 胞の層 が厚 く正 しい配列 、多数の精子 を

ともな う完全 な精子形成能

9.多 数の精子 を認 めるが、細胞 配列に乱 れ

8.精 細 管腔 内に精子 が5～10

7.精 子 を認めず、精子細胞 が多数

6.精 子 を認めず、精子細胞 も5～10

5.精 子、精 子細 胞 を認 めず、精母細胞 は多数

4.精 子、精子細 胞 を認 めず、精母細胞 も数個

3.精 細胞 は精祖細 胞の み

2.精 細胞 は欠如 、Sertoli細胞の み

1.精 細管内 に細胞成 分 を認 めず

Table2.市 川 ・熊 本 分 類

0:未 分化型

1:硝 子変性型(線 維化型)

HSertolitubule型(精 細胞 の欠如)

Ma高 度精子形成不 全型(精 母細 胞まで)

皿b中 等度精子形成 不全型(精 子細 胞わず かか消失)

mc軽 度 精子形成不全 型(精 細胞 が少な く、精子細胞

も少ない)

rv:正 常
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I
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Fig.1.Method

標 準 サ ンプル と し60channe1に な る よ うflowcyto-

metryを 調 整 した(Fig.1).

結 果

各症例とも一般の睾丸生検と同様の少量の組織片に

て良好なDNAヒ ス トグラムを得 ることが可能であ

った.大 部分の症例では3つ のpeakが 認められ,左

からhaploid,diploid,tetraptoidの 細胞を示すと

考えられた.組 織学的に正常あるいは正常に近い像を

示す症例では,15channel付 近に小さいpeakが 認

められるが,こ れは第1報 でも報告 したようにsperm
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を示す と考 え られ,flowcytometryのscattering

thresholdの わ ず か な 調 整 に よ りこのpeakの 大 き

さが異 な り,今 回 の細 胞 比 率 の算 出か らは 除 外 した.

またdiploidとtetraploidのpeakの 間 に あ るS

期 の細 胞 は わ ずか で あ り,こ れ を 除 い たhaploid,

diplo三d,tetraploidccllの 総 数 をIOOと し て各 細 胞

比 率を 算 出 した(Table3～5).

1.DNAヒ ス トグラ ム の分 類

男 子不 妊 症 患 者42例 お よび正 常群5例 よ り得 られ た

DNAヒ ス トグ ラ ムをhaploidcel1のpeakの 有

無,haploidcellの 占 め る割 合(以 下%haploidと

略す),お よびtetraploidcellのpeakの 大 き さ よ

り4つ のtypeに 分類 す る こ とが 可 能 で あ った(Fig.

2),

TypeA=Aspermatogencsiswithouthaploidcell

Haploidcellのpeakを 認 め ず,diploidcellが

89

90%以 上 を 占 め る2峰 性 の ヒス トグ ラム で あ る.Ha-

ploidce11を 認 め な い こ と よ り精 細 胞 の成 熟 はsper・

matidま で 進 ん で い な い と考 え られ ,ま たtetraploid

cellの 割 合 も わ ず か で あ りprimaryspermatocyte

も存 在 し な い と考 え られ る症 例 で あ る.こ のtypeの

ヒス トグ ラ ムを 示 す もの と して,組 織 学 的 に は市 川 ・

熊 本分 類 に よ る と,1硝 子変 性型,豆Sertolitubules

型 とMaの 高 度 精 子 形成 不 全 型 の な か でsperma-

togoniaま で の 分化 に と ど ま る型 が 含 まれ る.

TypeB:Maturationarrestatprimarysper-

matocyte

HaploidcellのpeakはTypeAと 同様 に 認 め

ず,2峰 性 の ヒス トグ ラム で あ るが,tetraploidce11

のpeakが 著 明 に 大 き く,tetraploidで 精 細 胞 の成

熟 が 止 ま って い る と考 え られ る症 例 で あ る.組 織 学 的

に もtetraploidの 大 部 分 を 占 め るprimarysper一

Table3.DNAdistributionsobtainedfromazoospermicmen

No.AgeTesticular

vol㎜e(ml)

(rt.卿lt。)

DNAdistributions

(亀)

iC2C4C

JohnsenHistological

scoreclassification

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

3工

31

28

27

36

30

33

30

31

32

34

27

31

33

30

28

30

36

35

31

28

35

29

32

28

6

4-

19

6-

12-

16-

10

5

10-

5-

10-

9

26

8-

19-

26

12-

22

12

12-

26-

22-

8-

5-

12一

6

4

22

6

12

16

14

4

10

6

10

9

騨

8

19

19

12

19

12

12

20

8

4

10

0

0

23.6

0

0

40.1

0

0

0

0

0

7.9

60.9

0

50.0

42.2

0

62.7

0

4.3

52.9

55。2

0

0

0

95.0

93.4

47.3

97.3

94.6

44.9

96。5

94.0

93.6

98.1

96.0

85.8

18.6

67.3

28.5

30.7

96.l

l9.4

95.1

87.4

24.0

27.1

96.1

95.0

70.1

5.0

6.6

29.1

2。7

5.4

15.0

3.5

6.0

6.4

1.9

4.0

6.3

20.5

32.7

21.5

27.7

3。9

17.9

4。9

8.3

23.1

17.7

3.9

5.0

29。9

2。O

l.6

5.9

2.0

2.0

5。3

2.0

2.0

2.2

2.0

2.0

3.8

8.6

4。5

8.5

8.8

2.0

8.7

2.0

2.3

8。8

8.4

1.0

2。0

4。9

工肛b

皿

皿b

皿

E

皿

皿

皿a

皿C

Ma

皿C

I肛C

皿C

1工

工■a

"

耳工C

I

∬

皿a
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Table4.DNAdistributionsobtainedfromoligosperm量cmen

No・Age Sperm

coun七

(loシmエ)

Testicular

volu皿e(ml)

(rt・ 一ユ,t。)

DNAdistributions

(号)2C4Cl
C

JohnsenHi5七 〇10gical

scorec工assification

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

31

29

32

32

31

29

29

32

24

32

40

28

31

36

30

34

30

0。1

2.0

8.2

2.5

0.1

0.1

0.1

3.2

0.1

32.2

1。2

0.1

25。1

3.2

0。1

0。7

0.5

6-6

19一 工6

16-16

10-10

12-12

14一 工4

14-16

12-14

12-14

22-19

16-14

10-10

22-22

14-10

12-12

19-16

20-20

21.0

36.5

45.8

28.7

29.8

18.0

35.5

54.7

5.7

60.9

45。4

14.0

56.3

41.3

工6.2

40.7

28。3

68.2

44.3

30。9

55.6

53.9

63。1

44.0

30.1

84.0

21.6

25.3

75.3

23.1

44.2

60.0

38。9

51.8

10。8

19.2

23。3

15。7

16.3

18.9

20.5

15.2

10.3

17.5

29.3

10。7

20.6

14.5

23.8

20。4

19.9

3.9

8.1

7.6

6.7

5。3

3.8

6.5

7.2

2。7

8.9

4.4

4.7

8.8

8.8

5.1

7。2

6.5

瓦b

工江C

皿C

l皿b

皿b

工旺a

皿b

コエC

皿a

即

皿b

工匝a

rv

皿C

皿a

皿C

皿b

Tablc5.DNAdistributionsobtainedfromnormalmen

No.Age Tesしicular

volume(皿1)

(rt.一 工七.》

DNA

1C

distxibutions

(留}
2C4.C

Johnsen

score

Histological

classification

1

2

3

4

5

35

40

38

20

31

22-22

19-19

16-19

22-22

工9-19

54。2

63.4

57。1

61.4

58.8

29。6

19.2

25.3

22.8

24.6

16.2

17。4

17.6

15.8

⊥6.6

9.5

9.3

9.7

9。2

9.5

西

耳

町

四

rv

れ　　　エ

(士S.D。)

58。9

(土3.6)

24.3

(土3.8)

16.8

(±0.8)

9。4

(±O.2)

matocyteでmaturationarrestを きた し,皿a群

に 含 まれ る.Table3の 症例14,25が このtypeに

含 まれ,tetraploidの 割 合 は25%以 上 で あ る、

TypeC:Hypospermatogenesis

ヒス トグ ラ ムは3峰 性 で あ り,haploidcellは 認

め られ るが,%haploidが 正 常 群 よ り少 な く,haploid

cellのpeakが 相 対的 に 小 さ いtypeで あ る.と き

にhaploidcellのpeakの 左 方 にspermの 小 さ い

peakを 認 め4峰 性 を 示 す こ と もあ る.組 織 学的 に は

皿b,皿cの 中等 度 か ら 軽 度精 子 形 成 不 全 型 が 含 まれ

る.

TypeD:Normalspermatogenesis

ヒス トグ ラ ム は4峰 性 で あ り,haploidcellの

peakが 著 明に 大 き く,そ の 左 方 に はspermと 考 え

られ る小 さ いpeakが 認 め られ る.組 織 学 的 に はIV

群 の 正 常 を示 す もの で,対 照 と した 精 管結 紮時 の正 常

群5例 と,無 精 子 症 の精 路 閉 塞 例 の 一 部 が 含 まれ る.

haploid,diploid,tetraploidcellの 割 合 は,正 常群

で58.9±3.6%,24・3±3・8%,16.8±O.8%で あ った.

正 常 範 囲 をmean±2SDと す る と%haploidは51.7
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Fig.3.Johnsen'sscoreと%haploid

%eか ら66.1%と な る.

2.組 織 学 的 評価 と%haploidの 関 係

Haploidce11は 精細 胞 が 減 数 分 裂 した 後 の細 胞 で

spermatidを あ らわ し てお り,%haploidはdiploid

やtetraploidcellの 細 胞 比 率 よ り精 細 胞 の成 熟 の

程 度 を も っ と も示 し て い る と 考 え ら れ る.以 下

%haploidと ほ か の 組 織 学 的 評価 法 との 比 較 を お こ

な った.

(1)Johnsen'sscoreと%haploid

Johnsen'sscoreと%haploidと の関 係 を み た の

がFig・3で あ る,そ の結 果,相 関 係数o.922(P〈

0.001)と 有 意 な 相 関 関 係 が認 め られ た.Scoreが2

以 下 の12症 例 は 全例%ehaploidは0%で あ った.ま

たscoreが4以 上 で%haploidがO%を 示 す2例 は
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い ず れ もprimaryspermatocyteで のmaturation

arrestの 症例 で あ った,Scoreが5以 上 の症 例 は い

ず れ もhaploidcellが 存 在 し,scoreが 大 き くな る

に つれ て,%haploidも 大 き くな る 傾 向が 認 め られ

た ・%haploidが40%以 上 あ りazoospermiaを 呈 す

る もの(Table3症 例13,15,16,18,21,22)は,

い ずれ も精 路 造影 施 行時 に 精 路 の 通 過 障害 が確 認 され

た 症例 で あ る.

(2)市 川 ・熊 本 分 類 と%haplo量dの 関係

精 細 胞 の成 熟 が ど の過 程 まで 進 ん で い るか とい う精

細 管 所 見 よ り分類 を お こな った 市 川 ・熊 本 分 類 と%

haploidの 関 係 を み た のがFig.4で あ る.そ の結 果

L皿 で は 全例%haploidは0%で あ った.1皿aで

は8.3±7.1%,皿b31.6±8.3%o,皿c49.0±9.1%,

IV56.7±4.1%と 各 群 に 有 意 な差 が 認 め られ た(P<

0.OO1).こ の よ うに 組 織 学 上 精細 胞 の成 熟 分化 が進 む

に した が って%haploidが 大 き くな る 傾 向が 認 め ら

れ た.

3.%haploidと 精 子 濃 度 の関 係

今 回 お こな った 睾 丸 生 検 は,azoospermiaお よび

精 子 濃 度1×106/m1以 下 の高 度 なoligospermiaの

症 例 が80%を 占め て お り,%haploidと 精子 濃 度 に な

ん らか の 関 係 を 認 め る こ とは で きな か った.し か し

%haploidが0%の 症 例 は す べ てazoospermiaで あ

り,oligospermiaの 症例 で は全 例haploidcellが

存 在 した.

4.%haploidと 睾 丸 容 量 の関 係

%haploidと 睾 丸 容 量 の 関 係 をFig.5に 示 した.

相 関 係数O。806(P<0.001)と 有 意 な 相 関 関 係が 認 め

られ た.し か し睾 丸 容 量10～16mlで は%haploid
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川 井:flOWcytOmetry。 男子 不 妊 症

が0%か ら54.7%と かな りのぱらつきが認められた.

考 察

ヒト睾丸の生検がCharnyi8)に よって報告されて以

来,男 子不妊症の診断 ・予後判定,治 療法の決定のた

め睾丸生検の組織学的検索が広 くおこなわれている.

今日まで,そ の組織学的評価法として多数の報告があ

るが,大 別して以下の3つ の系統にわけられる.

(1)組 織像を精細管の病理学的所見を中心として

大きく分類したNelson1),酒 徳7)の 評価法.

(2)精 子形成上,精 細胞がどの過程まで成熟して

いるかで精細管所見を段階的評価,あ るいは段階的評

価を点数化し数十個の精細管の平均値で精子形成能を

評価しようとするJohnsen4),dcKrester6),市 川

ら8),美 川9)の 評価法.

(3)精 細 管内細 胞をspermatogonia,primary

spermatocyte(さ らに細かくleptotene,pachytene

に分類),secondaryspermatocyte,spermatidお よ

びsertolicellに 分類,各 細胞数を測定 し,ど の成

熟過程の細胞がどの程度存在するかによって精子形成

能を評価したT.iioe2),Steinbergerら3),寺 田10)の評

価法.

以上の評価法の中で(1)の評価法は,日 常臨床上簡便

で有用であるが,分 類が大きすぎて定量的に精子形成

能を評価するのは困難であ り,多 数の精細管の大部分

を占める所見で表現するため判定者の主観が入ること

が多い.そ のため定量的に精子形成能の評価をおこな

うためには(2),(3)の評価法を用いる必要があ り,な か

でも③の評価法がより正確に精細管を評価 していると

考えられる.し かしこの(3)の評価法は,精 細胞の各成

熟段階の細胞の分類判定がおこなえる熟練 した判定者

が必要であり,ま た多数の精細管を観察するため多大

の時間と労力が必要である.

Flowcytometryで 測定した細胞比率による精子

形成能の評価は(3)と同 じ系統の評価法 と考えられるが

検体処理にとくに複雑な過程はなく,flowcytome-

tryで の測定所要時間は各検体平均5分 間と短 く,客

観的で正確な結果が得 られ前述の短所は解消されてい

る.

す でにClausenら15)は20例 の男子不妊症患者の睾

丸組織内DNA量 分布をneedlebiopsyの 標本を用

いてflowcytometryで 測定し,障 害された睾丸で

はDNA量 分布が正常例と大きく異なることを報告

しているが,組 織学的所見との関連性については言

及していない.著 者は,睾 丸切開生検標本を用いて

flowcytometryでDNA量 分布を測定するととも
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に,同 部位 の組 織 標 本 を 作 製 し,従 来 の組 織 学 的 評 価

を お こな い,両 者 の関 係 を 詳 細に 検 討 した.そ の 結果,

f正owcytometryに よ る精 子 形成 能 の評 価 の有 用 性 が

以下 の ご と く認 め られ た 。

1.DNAヒ ス トグ ラ ムの 有用 性

30channe1付 近 のpeakの 有 無 に よ りhaploid

celiの 有無,す なわ ち 精 細 胞 の成 熟 がspermatidま

で進 ん で い るか い な か の判 定 が 可 能 で あ る.Haploid

cellのpeakが 存 在 す る場 合,そ のpeakとd至ploid

cellのpeakの 高 さ を比 較 す る こ とで 精 子 形 成 能 が

どの程 度 障 害 され て い るか 判 定 され る.正 常 群 では,

haploidce11のpeakはdiploidcellのpeakの 約

4倍 の高 さが あ るが,oligospermiaの 患 者 で 精 子形

成 が 障 害 さ れ て い る と 考 え られ る 症 例 では,2つ の

peakが ほぼ 同 じ高 さか,haplo三dcellのpeakの 方

が 小 さ くな っ て い る.

そ の ほ か,tetraploidcellのpeakの 高 さを 見 る こ

とに よ りprimaryspermatocyteで のmaturation

arrestを 知 る こ とが 可能 であ り,15channcl付 近 の

peakの 有 無 でspermが 存 在 す るか い な か の判 定 も

可 能 で あ った.

こ の よ うに ヒス トグ ラ ムは 一 見 して 以 下 の4つ の

typeに 精 子 形成 能 を分 類 す る こ とが 可 能 で あ る.

TypeA=Aspermatogenesiswithouthaploidcell

TypeB:Maturationarrestatprimarysper・

matocyte

TypeC:Hypospcrmatogenesis

TypeD:Normalspermatogenesis

各type別 の頻 度 は,azoospermiaの 症例 で はA;

52%,B8%,C24%,D16%で,oligosper-

miaで はA,Bは0%でC:82%,D:18%と 酒 徳7)

市 川 ら8)の 報 告 と大 差 は認 め られ なか った.

また組 織 学 的 に 障 害 の 進 ん で い る症 例 では,各3つ

のpeakのcoefficientofvariation(CV)が 大 き

くな りpeakの 幅 が 広 くな る 傾 向が 認 め られ,と く

に この 傾 向 は,haploidcellのpeakで 著 明 で あ っ

た.こ の 現 象 は,障 害 さ れ た 睾丸 に はdeKrester

ら6)が 報 告 したabnormalgermcel1が 多 数 存 在 し

そ の 核 の 不 同 性 に よ る も の と 考 え ら れ,abnQrmal

ce11がspermatidに 多 く存 在 す る こ と と も一 致 して

い る.

2.%hap正oidの 有 用 性

%ohaploidとJohnsen'sscorcに は 相 関 係 数o.922

と相 関 関 係 が認 め られ,Johnsen'sscorcの3～9の

い わ ゆ るhypospermatogencsisの 症 例 でscoreが

大 き くな るに した が っ て%haploidが 大 き くな る傾
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向 が 強 く認 め られ た.ま た%haploidと 市 川 ・熊 本

分 類 の 関 係 を見 て も,皿a～cの 精 子 形 成 不 全 型 で,

形 成 不 全 が軽 度 に な るに した が っ て%haploidが 大

き く な っ て い た.こ の よ うに%haploidecよ っ て

hyPosPermatogenesisの 定 量 的 評価 が 可能 と考 え ら

れ る.

今 回 の測 定 で は,正 常 群 の%haploidは58.9±3・6

%と な り,Clausenら15)の 報 告 の46.7±10.0%と の

報 告 よ りか な り大 き くな って い た,こ れ は,手 技,装

置 が異 な る こ とに よ る と考 え られ る.

そ の ほ か,臨 床 的 所 見 で あ る睾 丸 容量 と 劣haploid

に 相 関 関 係 が 認 め られ た が,精 子 濃 度 と%ohaploid

に は,今 回 の症 例 の大 部 分 がazoospermiaお よび 精

子 濃 度1×106/ml以 下 の 高 度oligospermiaで あ っ

た た め 相 関 関係 を見 出 せ な か っ た.

以 上 の よ う にDNAヒ ス トグ ラ ムお よ び%ha-

p1Q三dは 精 子形 成 能 の指 標 と して非 常に 有 用 で あ る と

考 え られ る.し か しなが ら,Sertolitubulcs型 の症

例 とspermatogoniaで のmaturationarrestの 症

例 はDNAヒ ス トグラ ムが 同 じTypeAに な り鑑

別 が 不 能 であ り,ま た精 細 管 の径 の 大 小,精 細 管 あ た

りの精 細 胞 数,基 底 膜 の 肥 厚 の 有 無 は,flowcyto-

metryに よ るDNA量 分 布 測 定 か らは判 別 困難 で あ

る.し たが って,臨 床 上 はDNA量 分 布 測 定 とあわ

せ て,さ らに 組 織 学 的 観察 を お こ な うこ とに よ り,精

子形 成 能 を よ り正 確 に,定 量 的 に 評 価 す る こ とが 可 能

であ る と考 え られ る.

結 語

男 子 不 妊 症患 者42例,精 管 結 紮 時 の正 常 者5例 の睾

丸 生 検 組 織 のDNA量 分 布 をflowcytometryを 用

い て測 定 し,組 織学 的 評 価 法 との 関 係 を検 討,以 下 の

結 果 を得 た.

1,各 症 例 と も従 来 の 睾丸 生 検 と 同様 の 少量 の組 織

片に て,短 時 間 で 良 好 なDNAヒ ス トグ ラムが 得 ら

れ た.

2.ヒ ス トグ ラ ムの 各peakの 面 積 を 計 算す る こ と

に よ りhaploid,diploid,tetraploidcel1の 細 胞比

率 が 正 確に 算 出 され た.

3,正 常 群 のhaploid,diploid,tetraploidcell

の 細 胞 比 率 は58.9±3.6%o,24.3±3.8%,16.8±O.8

%で あ った.

4.ヒ ス トグラ ムをhaploidcellのpeakの 有 無

お よびhaploid,tetraploidcellのpeakの 大 き さ

よ り,TypeA=Aspermatogenesiswithouthaploid

ce11,TypeB:Maturatlonarrestatprlmarysper一

matocyte,TypeC=Hyposperrnatogenesis・Type

D:Normalspermatogenesisの4つ のtypeに 分

類 が 可 能 であ った,

5.睾 丸 容 量 が 小 さ くな るに した が って,haploid

ce11の 占 め る 割 合(%haploid)も 小 さ くな り,両 者

の 間 に有 意 な相 関関 係 が 認 め られ た.

6.%haploidとJohnsen'sscoreお よ.び市 川 ・

熊 本 分類 との 関 係 を検 討 す る と,Aehaploidは 精 子 形

成 が 障 害 され る に した が っ て小 さ くな り,精 子形 成 能

の定 量 的 な指 標 に な りうる と考 え られ る.

稿を終 え るにあた り,御 懇意な る御指導,御 校 閲を賜 った

酒徳 治三郎 教授に深甚な る謝意を表 します.ま た御 指導,御

助 言をいただきま した山 口大学医学部 第2病 理学教室の高橋

学 教授に感謝 の意を表 します.

本 論文の要旨は,第27圓El本 不妊学会 総会(東 京・1982),

第1回FCM・Ce11Biology研 究会(東 京 ・1983)に おい

て発表 した.
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