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男子不妊症精巣肥満細胞の組織化学的検討
名古屋大学医学部泌尿器科学教室(主 任:三 宅弘治教授)
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A HISTOCHEMICAL STUDY OF TESTICULAR MAST CELLS 

     FROM PATIENTS WITH MALE INFERTILITY

Tatsuya Nagai
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   The proteoglycan of the mast cells from human testes was analyzed using histochemical tech-
niques. Testicular biopsies were obtained from 50 with idiopathic male infertility, 13 with obstructive 
azoospermia, 6 with varicocele and 14 normal men. To identify the proteoglycan, nitrous acid 
treatment and chondroitinase ABC digestion were carried  out in addition to specific staining pro-
cedures using Alcian Blue pH 1.0 and high iron diamine. In all clinical groups, the mast cells 
which contained heparin were predominant. However, in the idiopathic male infertility group, the 
mast cells which contained chondroitin sulfate increased significantly. This type of mast cells were 
rarely seen in normal testicular tissue, whereas in the testes of patients with idiopathic male infer-
tility, 20 percent or more mast cells contained chondroitin sulfate. This observation demonstrates 
that a change in mast cell subclass occurs in the testes of the patients with idiopathic male infer-
tility and implies that the mast cells play an important role in the etiology of this disorder. 

                                                  (Acta Urol. Jpn. 37: 349-355, 1991)
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緒 言

男子不妊症患者の精巣における肥満細胞の増加は

1981年 欄 らにより初めて報告された1).肥 満細胞は生

理活性アミン,プ ロテオグリカン,protease,プ ロス

タグランジン,血 小板活性化因子等多くの物質を合成

放出ないし貯溜することより,そ の増加は肥満細胞の

急速な脱穎粒によるとされる1型 アレルギー以外にも

種々の病態と密接な関係を持っていると考えられる.

一方これまで単一性と考えられていた肥満細胞に結

合組織型,粘 膜型の2種 類が存在することが明らかに

なり2),種 々の炎症性,ア レルギー性疾患,あ るいは

線維化病巣などにおける肥満細胞亜型の果す役割の相

違が注目されて来ている.

今回われわれは肥満細胞亜型のマーカーである願粒

のプロテオグリカンを組 織化学的手法を用いて検討

し,ヒ ト精巣における肥満細胞の多様性と精巣病変と

の関係において若干の知見を得たので報告する,

対 象

名古屋大学医学部泌尿器科不妊外来を受診し精巣生

検を施行した69例 の男子不妊症患者を対象とした,患

者の内訳は特発性男子不妊症50例(複 数回の精液検査

で精子濃度2,000万/ml以 下),精 索静脈瘤6例,閉 塞

性無精子症13例 である.精 索静脈瘤の診断は視触診お

よびサーモグラフィーにより,閉 塞性無精子症の診断

は精管造影あるいは手術的になされた.正 常対照とし

ては精管結紮時に採取した正常男性14例 の精巣組織を

用いた.

方 法

原則 と してCharnyの 方 法 に 準 じて精 巣生 検 を 施

行 した3)ま た 一 部 の 閉塞 性 無 精 子症 の患 者 では 手 術

rl寺に 精 巣 組 織 を採 取 した.生 検 組 織 は直 ちにCarnoy

液 に て室 温 下 に3時 間 固 定,エ タ ノール 系 列 に て 脱

水,キ シ レンに て置 換 後,パ ラ フ ィ ン包 埋 し,各 パ ラ

フfン プ ロ ノク よ り厚 さgumの 連 続 切 片 を作 製 し

た.各 切片 は ス ラ イ ドグ ラス に貼 付 し,キ シ レンに て

脱 パ ラ フ ィン し,エ タ ノール系 列 で水 和 し,一 般 染色

と して ヘ マ トキ シ リンエ オ ジ ン染 色 を,ま た プ ロテ オ

グ リカ ン検 出法 と して,ア ル シァ ンブ ル ーpHLO染

色4),ま た は高 鉄 ジ ア ミ ン染 色5)を 施 した.さ らに ブ
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ロテナ グ リカ ン分 子 種 検 索 の ため 亜 硝 酸 分 解 法6)と

chondoroitinaseABC消 化法7)と を 上 記 二種 の プ ロ

テオ グ リカ ン検 出法 に 併用 した,

].亜 硝 酸 分 解 法

切 片 を0.24M亜 硝 酸1.8M酢 酸 溶液 に 室温 に て

100分 間 浸漬 後 洗 浄 し,上 記 の プ ロテオ グ リカ ン検 出

法 を施 した.対 照 と してL8M酢 酸 溶液 に 同温 度 同

時 間 浸漬 した切 片,な らび に無 処 置 の 切片 を用 い た,

2.chondoroitinaseABC消 化 法

亜硝 酸分 解 法 に よ りあ らか じめ ヘ パ リンを 除 去 した

切 片 に 対 し同 法 を施 行 した.切 片 はchondroitinase

ABC溶 液 〔lml中 に,2UのchondroitinaseABC

(生 化 学 工 業),15umolの 酢 酸 ナ ト リウム,50μgの

牛 血 清 ア ル ブ ミン,5μmolの エ チ レンジ ア ミン四 酢

酸 ナ ト リウ ム,5μmolのN一 エ チ ル マ レイ ミ ド,2・5

μmo1の フ ェ ニ ル メタ ンス ル フ ォ ニル フ ル オ ライ ド,

0.18μmolの ペ プ ス タチ ンを 含む0.1Mト リス塩 酸

緩 衝 液(pH8.0)溶 液)〕 中に37℃ に て90分 間 浸 漬

後 洗 浄 し上記 プ ロテ オ グ リカ ン検 出法 を 施 した.対 照

と して 上 記酵 素 溶 液 か らchondroitinaseABCの み

を 除 外 した溶 液 に 同 温 度 同時 間 浸 潰 した 切 片,な らび

に 無 処 置 の切 片 を 用 い た.

各 標 本 は400倍 に て 光 顕 鏡 検 し,ヘ マ トキ シ リンエ

オ ジ ン染 色標 本 に よ りMeanJohnsenscoreの 算

定8),精 細 管 お よび 周囲 の 線維 化 度,Leydig細 胞 の

増 加 の 有 無を 観 察 し,ま た ア ル シ ア ンブ ル ーpHl.0

染色,な いし高鉄ジアミン染色標本により全視野にお

いて染色された肥満細胞数,お よび精細管断面数を算

定した.観 察 した全視野の肥満細胞数を精細管断面数

で除した ものを肥満細胞指数 とした(肥 満細胞数/精

細管断面数).ま た亜硝酸分解後 も染色性 を失わない

肥満細胞数と亜硝酸分解対照切片中での全肥満細胞数

との比を算出しこれを亜硝酸分解耐性肥満細胞比とし

た(亜 硝酸分解耐性肥満細胞数/全 肥満細胞数).

統計学的検討

統計学的有意差の検討にはMann-WhitneyのU検

定およびKruskal-Wallisの 検定を用いた.

結 果

1.正 常精巣の標本ではプロテオグリカン検出法に

より精巣間質に少数の肥満細胞が散見された(Fig.

lA).一 方亜硝酸分解法を施行した切片ではほとんど

すべての肥満細胞穎粒の染色性が失われ,ま たきわめ

て少数の肥満細胞のみが弱い染色性を示 した(Fig.

lB)・亜硝酸分解後の切片にchondroitinaseABC消

化法を行うと,こ れ らわずかの肥満細胞もその染色性

を全く失った.

2.特 発性男子不妊症の精巣標本ではプロテオグリ

カン検出法により精巣間質,お よび肥厚した精細管壁

内に多数の肥満細胞が認められた(Fig.2A).亜 硝酸

分解法処理後の切片では一部の肥満細胞穎粒はその染

色性を失 うものの,同 処理後も強い染色性を維持する
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Fig.1.Testisfromafertilemale.A)StainedwithalcianbluepH1.0(x200).Afew
mastcellsaredistributedintheinterstitium.B)Treatedwithnitrousacidand
stainedwithalcianbluepH1.0(x200).Allmastcellsloosetheiralcianophilia.
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肥満細胞が多数認められた(Fig.2B).こ れら亜硝酸

分解法処理後の切片にchondroitinaseABC消 化法

を施すとこれらの亜硝酸分解耐性肥満細胞も,す べて

その染色性を失った(Fig.2c)・

TableIに 正常ならびに疾患群別の肥満細胞指数,

亜硝酸分解耐性肥満細胞指数(=コ ンドロイチン硫酸

含有肥満細胞指数),お よび全肥満細胞に対する亜選

酸分解耐性肥満細胞比(=コ ンドロイチン硫酸含有肥

満細胞比)を 示す。正常対照群に比べ,特 発性男子不

妊症群では,肥 満細胞指数,亜 硝酸分解耐性(=コ ン
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Fig.2.Testisfromanazoospermicmale.
A)StainedwithalcianbluepH
1.Oandcounterstainedwith
Kernechtrot(x200).Numerous
mastcellsarevisualizedinthe
interstitiumandlaminapropria
ofseminiferoustubules.B)
Treatedwithnitrousacidand
stainedwithalcianbluepH1.O
andcounterstainedwithKernech-
trot(x200).Somemastcellsare
resistanttonitrousacidtreatment
andremaintoexhibitpositive
reactions(arrow).C)Treated
withnitrousacid,digestedwith
chondroitinaseABGandstained
withalcianbluepH1.Oand
counterstainedwithKernechtrot
(x200).Allmastcellsloosetheir
alcianophilia.
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ドロイチン硫酸含有)肥 満細胞指数およびその細胞比

の有意な増加を認めた.し かし精索静脈瘤群,閉 塞性

無精子症群ではこれらの指数および比は正常群と有意

な差を認めなかった.

Table2は 三種の精巣障害の程度の指 標と肥満細

胞指数,亜 硝酸分 解耐性(eコ ンドロイチ ン硫 酸含

有)肥 満細胞指数,お よび全肥満細胞に対する亜硫酸

分解耐性(=コ ンドロイチン硫酸含有)肥 満細胞比と

を比較したものである,MeanJohnsenscore,Ley-

dig細 胞の増加度,精 細管およびその周囲の線維化の
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Numberandratioofnitrousaciddeaminativecleavage(NADC)resistantmast
cellsandtotalnumberofmastcellsininfertilemenandnormalcontrols

Diagnosis
(No.)

No.ofmast
cell/tubular
section

No.ofNADCresistantRaSioofNADC
mastcells/tubularresistant
sectionmastcells(%)

Idiopathicmaleinfertility(n=50)

Obstructiveazoospermia(n=13)

Varicocele(n=6)

Normalcontrol(n=14)

1.6610.18'

LOO±0.22

0.85士0.35

0.8510.23

0.3510.05'

o.izto.04

0.IOtO.05

0.0410.01

2置.9±2.9癖

1且.7±2.3

11.8圭5.3

4.7f1.1

ValuesareexpressedasmeantS.E.Thereweresignificantdifferencesbetweenthecontroland

山epatientswithidiopathicmaleinfertility(申p<0.01).

Table2.Mastcellsandpathologicalfindings

Pathological
findings
(No.)

No.ofmast
cell/tubular
section

No.ofNADCresistant
mastcells/tubular
section

RatioofNADC

resistant
mastcells(%)

MJs#

<2(n=5)

2-3(n=20)

3-6(n=5)

6-8(n=23)

8く(n=30)

IncreaseofLeydigcell

Severe(n=6)

Moderate(n=19)

Mild(n=21)

Normal(n=37)

Fibrosis

Severe(n=7)

Moderate(n=22)

Mild(n=21)

N・rmal(n富33)

1.0110.37

2.1310.17

2.81t1.25

1.07fO.17

0.8910.ll｠

1.35fO.32

2.0310.36

1.6010.24

0.88tO.09一

1.87fO.37

2.0610.33
｠

1.29fO.19

0.8410.09

0.43tO.27-

0.48tO.07

0.55tO.29

0.14fO.03

0.08tO.02一

0.3710.23-

0.46fO.09

0.2410.06

0.11tO.03-r

0.31fO.17-

0.45fO.09

0.25±0.07

0.08±0.02」

38.7118.3

26.214.3

17.919.7

14.1E2.4

8.4t1.3

30.2f160

24.914.4

16.Ot2.8

10.610.2

14.116.7

27.]±5.3

18.713.6

9.0± 置.3

#MJS:meansmeanJohnsenscore .ValuesareexpressedasmeantS.E.

ThereweresignificantditTerencesamongthegroups("'p<0.05).

程度のすべてにおいてこれらの指標が悪化すればする

ほど肥満細胞指数,亜 硝酸分解耐性(=コ ンドロイチ

ン硫酸含有)肥 満細胞指数,お よび全肥満細胞に対す

る亜硝酸分解耐性(=コ ンドロイチン硫酸含有)肥 満

細胞比は増加する傾向が認められた.

考 察

肥満細胞の多様性は1966年 のEnerbackに よるラ

ゥト腸管の肥満細胞密度が固定法により異なるとの報

告から知られるようになった9).そ の後 多くの報告に

より人を含む多くの動物種において肥満細胞の多様性

という概念が確立されてきた2).最 もよく研究されて

いるラットにおいては肥満細胞は大きく2つ の亜型に

分類されている.そ の1つ は結合組織型肥満細胞(典

型的肥満細胞)で あり,皮膚,粘 膜下組織等に分布 し通

常のホルマリン閲定によりその染色性がよく保たれる

細胞である.こ の型の細胞の願粒はプロテオグリカン

としてヘパ リンプロテオグリカンを含み,ま たヒスタ

ミン含有量も多く,サ フラニンに よって染色される.

他のグループは粘膜型肥満細胞(非 典型的肥満細胞)

であ り,腸 管粘膜等に局在し,ホ ルマリン固定によっ

て染色性を失う細胞である.そ の穎粒はプロテオグリ

カンとしてコンドロイチン硫酸プロテオグリカンを含

み,ヒ スタミン含有量は比較的少なく,サ フラニンによ

って異調染色を示さない2).ま た肥満細胞のこれ ら両

型は含有するproteaseも 異な り,ま た薬理学的特性

も結合組織型細胞はpoliamineに 反応して穎粒放出

を起こし,croinoglycate,theophilin等 に より穎粒

放出が抑えられるのに対 し,粘 膜型細胞はこれらの薬

物に対 して反応しないなどまったく異なっている10),

また 粘膜型肥満細胞は胸腺欠如動物では欠如し,そ の

増殖分化はTリ ンパ球依存性 と考えられてお り,腸 管

寄生虫症において増殖しその排除に関与すると考えら

れているのに対し,結 合組織型細胞の増殖分化はTリ
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ソバ球非依存性であ りまた寄生虫疾患においても増殖

しないなど,免 疫反応におけるその果す役割の相違が

明らかになっている.こ の両肥満細胞型の分化を制御

する因子としてはTリ ンパ球により合成分泌されるイ

ンターロイキン3,お よびイソターロイキン4等 の免

疫学的因子や局所の線維芽細胞との相互作用等の局所

因子の二者が報告されている10).

ヒ ト肥満細胞の多様性については固定に対する性質

の相違,含 有するproteaseの 相違,プ ロテオグリカ

ンの分子種の相違などが報告されてお り,ヒ トにおけ

る肥満細胞の多様性の概念は確立しているものと解さ

れる.ま たAIDSな い しその他の免疫不全症におい

ても腸管粘膜の肥満細胞は減少することが知られてお

り,ヒ ト肥満細胞の一部はラ叫トなどにおける粘膜型

肥満細胞と同様,Tリ ンパ球依存性であることも知ら

ている1D

肥満細胞は一般 的には1型 アレルギーに関与するほ

か,組 織の線維化や若干の免疫学的役割も有すると考

えられている.こ れらの役割と肥満細胞各亜型との関

係についてはまだ不明であるが,既 に慢性炎症性肺疾

患12),ア レルギー性鼻炎13,14),慢性関節リューマチ15),

嚢胞腺維症L6)等ではホルマリン感受性あるいは含有す

プRテ オグリカン,プ ロテアーゼの種類などが正常と

異なる亜型の分布が見られることが報告されており,

このことは,こ れら疾患における肥満細胞の質的変化

の意義を注 目させるものである.

一方特発性男子不妊症精巣における肥満細胞の増加

は欄らにより1981年 に報告されたが,そ の果す生理的

ないし病理的役割についてはまだ未解決である、彼ら

の報告によれば特発性男子不妊症の精巣では肥満細胞

は単にその組織内分布密度が高いだけではなくその電

子顕微鏡的な形態や穎粒構造にも変化が認められると

いう1).こ の ような所見は特発性男子不妊症の精巣に

おいて肥満細胞が造精障害の機序に何等かの積極的な

役割を有 している可能性を示唆するものとして注目さ

れる.そ の後精巣における肥満細胞についてはい くつ

かの報告があるが疾病におけるその質的ないし機能的

変化あるいは増数の機構について検討は見られない.

他方Schillら の報告によれば男子不妊症において肥

満細胞ブ[ッ カーの投与は妊孕性の向上を もたらすと

され肥満細胞が特発性男子不妊症の病態生理において

何等かの重要な役割を果 している可能性が高いものと

考えれる17).

今回のわれわれの研究では従来のヒト肥満細胞の多

様性に関する報告に基き,肥 満細胞亜型のマーカーの

一つである細胞穎粒中のプロテオグリカンを組織化学
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的手法によって分析 し,精 巣肥満細胞の多様性を解明

するとともに,特 発性男子不妊症精巣における肥満細

胞の質的ならびに量的変化を明らかにしたものである.

今回われわれは肥満細胞穎粒のプロテオグリカン同

定のために亜硝酸分解法,chondroitinaseABC消

化法を,硫 酸糖質検出法(ア ルシァンブルーpHl.0

法,高 鉄ジアミン法)に 併用した.亜 硝酸分解法は硫

酸酸性複合糖質のN一 硫酸のみを特異的に分解する化

学修飾法である.肥 満細胞穎粒中のヘパリン鎖はD一

グルコサミンの6種 の誘導体と2種 のウロン酸および

その硫酸化物 とがグリコシド結合により重合したもの

である18).亜 硝酸はpH2.5以 下 において,こ の分子

内のN一 スル フォグルコサ ミンを脱アミノ分解 して

2,5ア ンヒドロマンノースに転換するとともにそのグ

リコシド結合を開裂 しヘパリン鎖を破壊する.亜 硝酸

処理はN一 スルフォグルコサ ミンを欠く他のプロテオ

グリカンには全 く影響を与え ないことが知 られにい

る19),今 回われわれは平林らが報告した方法により亜

硝酸分解法を組織化学的ヘパ リン同定法として用い

た6).他 方chondroitinaseABC消 化法によりその

酵素基質で ある コンドロイチン硫酸異性体(ch-sAB

CDE)が 分解 される.本 酵素の基質特異性は高く他

のプロテオグリカンに対する作用はほとんどない20).

今回われわれの使用した組織化学的染色法,化 学修飾

法ならびに酵素消化法によって得られた結果によれ

ば,正 常ならびに三種の疾患のヒト精巣組織にはその

穎粒中に,亜 硝酸処理により分解されるヘパリンを含

む肥満細胞 ならびに亜硝酸分解耐性でchondroiti-

naseABC消 化法によりその染色性を失 う,コ ンド

ロイチン硫酸異性体を含む同細胞の二種の亜型が存在

し,特 に特発性男子不妊症精巣組織では後者の分布密

度が高いことが判明した,

精 巣肥満細胞の定量化法としては欄らが用いたよう

な標本の単位面積当たりの肥満細胞数を計測する方法

が一般化している1).し か し特発性男子不妊症精巣に

おいてはしばしば精細管の萎縮と間質の増生が認めら

れ肥満細胞が存在する間質と精細管の占める面積の比

が変化し,肥 満細胞増生を過大評価す る危険性が生

ずる.そ こでわれわれは同じく精巣間質に分布する

Leydig細 胞の定量化にしぽしぼ用いられる,精 細管

断面数と細胞数との比を用いる方法を採用 し2U肥 満

細胞数の過大評価を防ぐことを試みた.な おこの方法

は橋本らによりすでに精巣肥満細胞の定量化に用いら

れたものである22).

今回のわれわれの検索によれば正常ヒト精 巣には

0.85個/精 細管断面の肥満細胞が存 在しそのほとんど
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は通常結合組織中に含まれる肥満細胞と同様,細 胞穎

粒プロテオグリカンとしてヘパリンプロテオグリカン

のみを含んでいたが,ご く少数の細胞ではヘパ リンに

加え僅量のコンドロイチン硫酸がその穎粒に認められ

た.一 方特発性男子不妊症精巣には1.66個/精 細管断

面の肥満細胞が存在 し,そ の20%以 上はコンドロイチ

ン硫酸を含む肥満細胞であり,最 も顕著な症例では70

%を 超 える肥満細胞がコンドロイチン硫酸含有穎粒を

有 してお り,本 疾患においては明らかに肥満細胞の形

質転換 が起きていた.精 索静脈瘤群,閉 塞精無精 子

症群においては正常群に比べコンドロイチン硫酸含有

肥満細胞がやや多い傾向が認められたが正常群との間

に有意な差は認められなかった.特 発性男子不妊症群

と他の二疾患群とには組織学的な精巣障害の程度に差

が有るので断定はできないが,精 巣肥満細胞の形質転

換は特発性男子不妊症の精巣にのみ認められる特異的

な現象であるものと解される.

精巣障害の病理学的指標で あるMeanJohnsen

score,精 細管および周囲の線維化度 ,Leydig細 胞の

増加の有無と精巣肥満細胞の質的量的変化との相関の

検討ではこれらの指標が悪化すればするほど肥満細胞

指数,コ ンドロイチン硫酸含有肥満細胞指数(e亜 硝

酸分解耐性肥満細胞指数),コ ンドロイ チン硫酸含有

肥満細胞比(=亜 硝酸分解耐性肥満細胞比)は 増加す

る傾向が認められ,観 察された肥満細胞の形質転換に

は精巣組織障害と密接な関連性が有るものと考え ら

れる.ま たこれらの精巣組織障害が比較的軽度の段階

からすでに肥満細胞の増加があり,そ の形質転換が認

められることは注 目に値する所見と言えよう.

肥満細胞のこのような形質転換が認められる原因と

しては既述の二つの因子,局 所環境因子と免疫学的因

子が関与しているものと考えられるio).男 子不妊症精

巣には今回われわれが病理学的指標としたような一連

の組織学的異常が知られており,こ れら微小環境因子

の異常によって肥満細胞の正常と異なる分化ないし型

質転換が誘導されている可能性は十分考えられる.ま

た特発性男子不妊症精巣に正常では認められないTリ

ンパ球が出現するとの報告があり23),Tリ ンパ球によ

り肥満細胞の分化が誘導されている可能性も考えられ

る.今 後肥満細胞と精巣組織中の他の細胞(Tリ ンパ

球,線 維芽細胞等)と の相互作用についての検討が必

要 と思われる,

結 語

1.ヒ ト精巣肥満細胞穎粒プロテオグリカン分子種

の組織化学的検索を行った.

2.正 常精巣の肥満細胞穎粒はプロテオグリカンと

して主としてヘパ リンプロテオグリカンのみを含む.

3.特 発性男子不妊症精巣においてはヘパ リンに加

えコンドロイチソ硫酸を含む肥満細胞の顕著な増加が

認められる.

4,コ ン ドロイチン硫酸を含む肥満細胞の増加は精

巣不妊症病変の進行と密接な関連性を示すものと解さ

れる.

稿を終 るにあた り,御 指導な らびに御校閲を賜 った,恩 師

三宅弘治教授 に感謝いた します.ま た,直 接御指導 を頂いた

名 古屋 市立大学 医学 部第2解 剖学教室山 田和順教授 ・平林義

章助手に心か らの謝意を表 します.

本論文の要 旨は,第9回 日木 ア ン ドロロジー学会学術大会

(1990年 東京)に おいて発表 した.
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