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特発性男子不妊症精巣の組織化学的研究
一精細管壁における酸性複合糖質の検討一

名古屋大学医学部泌尿器科学教室(主 任=三 宅弘治教授)

三 嶋 敦

A HISTOCHEMICAL STUDY ON THE TESTES FROM 

PATIENTS WITH IDIOPATHIC MALE  INFERTILITY  : 

IDENTIFICATION OF ACIDIC GLYCOCONJUGATES 

   IN THE SEMINIFEROUS TUBULAR WALLS

Atsushi Mishima

From the Department of Urology, Nagoya University School of Medicine

   Acidic glycoconjugates in the seminiferous tubular walls in the testes from patients with idio-

pathic male infertility was identified light microscopically with the sensitized high iron diamine 
method in combination with digestions with chondroitinase ABC, chondroitinase B or testicular 
hyaluronidase. 
   Tissue specimens were obtained by testicular biopsy from 37 patients with idiopathic male 
infertility and 9 fertile adult males. Chondroitin sulfate A, B and C were identified in the tubular 
walls of oligozoospermic patients with idiopathic male infertility irrespective of the thickness of the 
walls. Similar results were obtained in the tubular walls of the testes from normal males. On the 
other hand, chondroitin sulfate B was a main acidic glycoconjugate in the tubular walls of the 
testes from azoospermic patients with idiopathic male infertility irrespective of the thickness of 
the walls. These findings suggest that the etiological factors of the impaired spermatogenesis in 

patients with idiopathic male infertility are not only the disturbance of nutritional transport across 
the seminiferous tubular walls due to peritubular thickening but the functional alterations of the 
tubular walls associated with changes in components of acidic glycoconjugates in the tubular walls. 
The pathogenesis of oligozoospermia does not seem to be similar to that of azoosspermia since 
components of acidic glycoconjugates in the peritubular tissues between the two types of disorders 
are quite different. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 39: 327-332, 1993) 

Key words: Idiopathic male infertility, Seminiferous tubular walls, Acidic glycoconjugates, Histo-
           chemistry, Sensitized diamine method

緒 言

男子不妊症のうち特発性男子不妊症の占める割合は

非常に多いにもかかわらず,andrology,内 分泌学な

らびに遺伝子検索などの進歩した現在でも,そ の造精

能障害の正確な病態生理についてはほとんど解明され

ていない.

特発性男子不妊症精巣の組織学的特徴の一つに精細

管壁の肥厚とそれによる精細管の狭小化ないし閉塞が

挙げられるt・2).欄ら3)は精細管壁の主要な構成成分で

ある酸性複合糖質を,ま た高羽4)は コラーゲン等をそ

れぞれ検索 して精細管壁の肥厚と造精能障害との関連

について検討を行った.今 回著者は,馳本病態において

顕著な所見である精細管壁の肥厚に着目し,近 年開発

された鋭敏な酸性複合糖質検出法である増感ジア.ミン

法5)を 用い,よ り詳細な酸性複合糖質の分子種ないし

分子種群についての検討を行い,欄 らの研究に対して

さらなる考察を加えてこの病態解明を試みた結果若干

の知見をえたので報告する.

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

検を施行した男子不妊症患者を対象とした.特 発性男

子不妊症37例 でその患者の内訳は乏精子症21例,無 精
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Fig.1.Seminiferoustubularwallsofnormaltestes。a)stainedwithsensittizedhigh量ro旦.d量am量ne

(S-HID),b)stainedw正thS-HIDfollowingdigestionwithchondroitinaseB(ChaseBIS-

HID)andc)stainedwithS-HIDfollowingdigestionwithtesticularhyaluronidase(T-

Hylase!S・HID).×130.
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Fig.2.Seminiferoustubularwallsofoligozoospermiawithoutperitubularthickening,
b)ChaseBIS-HIDandc)T-Hylase!S-HID.x130.
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Seminiferoustubularwallsofazoospermiawithoutperitubularthickening,

b)ChaseBIS・HIDandc)T-Hylase/s-HID.×130.
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Fig.4.Thickenedseminiferoustubularwallsofoligozoospermia,

HIDandc)T-Hylasels・HID.×130,
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子症16例であった.正 常対照群としては精管結紮を希

望して来院した正常男性9例 の精管結紮時に採取した

糟巣組織を用いた.

方 法

1.組 織調製法

組織試料はCharnyの 方法6)に準 じ精巣生検を行い

採取した後,た だちにCarnoy液 に浸漬 し,室 温に

て3時 間固定 した.固 定組織塊を常法に従 ってエタノ

ール脱水ならびにパラフィソ包埋した後,厚 さ3μm

の連続切片を作製 し,ゼ ラチン処理したスライ ドガラ

スに貼付した.

2.染 色法

キシレソおよびエタノール系列で水和した切片に組

織学的検討を行 うためにヘマ トキシリン・エォジソ

(以下HEと 略す)染 色法を,ま た酸性複合糖質の組

織 化 学 的 検 討 を行 うた め に増 感 高 鉄 ジア ミン(以 下S・

HIDと 略す)染 色 法 を 以下 の 手 順 に よ り 行 った.

増 感高 鉄 ジア ミン(S-HID)染 色法5)

水 和 切 片 を=

① 高 鉄 ジア ミソ 液 〔N,N'一 ジ メチ ルーp一フ ェ ニ レ ソジ

ア ミン1塩 酸 塩20mg,N,N,一 ジ メチ ルーrn-一フ ェ ニ

レ ンジ ア ミン2塩 酸塩 亘20mgを50mlの 蒸 留水

に溶 解 し40%塩 化 第 二 鉄 溶 液(5%塩 酸 含有)1.4

mlを 加 え る.〕 に25～30℃ に て60分 浸 漬す る。

②10～20分 流 水 水 洗 し,蒸 留 水 に て短 時 間 水 洗 す る.

③0.5mMト リク ロ ロ(エ チvン)白 金 酸 カ リウ ム溶

液 〔0.05MCIarke-Lubs(ホ ウ酸 ・水 酸 化 ナ ト リ

ウ ム)緩 衝 液(α1Mホ ウ酸 一〇.1M塩 化 カ リウ ム

溶 液50m1に α1M水 酸 化 ナ ト リ ウム 溶 液4m1

を 加 え蒸 留 水 で100m1と す る.pH8.0)100m1

に トリク ロ ロ(エ チ レソ)白 金 酸 カ リウ ム18.4mg



330 泌尿紀要39巻4号1993年

Table1.Enzymedigestionprocedures

Enzymes Origin Substratespecifici塾y〔=onditio臓softheenzymedigestjon

Chondroiti四aseAB6Pro1eusvulgaris

(Prot巳aseFree)(SeikagakuKogyoCo.,

lapan)

CHS『 ハ,B,C,口,E,

蒔A,CH

1.OU/冊linOrlMτris-HCIbロffer(P開8.0)

con!aini陀 ε0.03Msodi替maoetate.

at370C「or3hoo「s.

ChondroitinaseB Flavobacteriumhe口ari四 ロmCHS・B

(SeikagakuKogyoCo.,

12pan)

0.5U/m「inO,1MTris一 凹CIbuffer{pH8.0)

at30。Clor3hours.

TeStiC聾larbyalUrOni口aSeBOVI疏eteStiS

(TypeV皿)(Sigma〔lhem.USA)

CHS・A,C,"A,C}1 1.Omg/mlinO.1Mphosβhateb口tfer

(pH5.5}at37。Cter3hours.

C欝S:chontiroiヒi睡s聾1fa量e,HA:hy3揺ronio3cid,CH:chon口roi電in

を溶解する〕に室温で60分 浸潰する.

④10～20分 流水水洗し,蒸 留水にて短時間水洗する.

⑤0.1～0.5%水 素化ホウ酸 ナ トリウム含有1.O%無 水

リン酸水素ニナ トリウム溶液中に室温にて10～30秒

浸漬する.

⑥10～20分 流水水洗し,蒸 留水にて短時間水洗する.

⑦暗箱または安全燈 を備 え る暗室内にて物理現象液

(*)中 に20℃ にて5～10分 浸漬して現象する.

(*)物 理現象液は下記のA,B両 液を使用直前に混

和して使用する.

A液:20%ア ラビアゴム水溶液(**)45ml

10%硝 酸銀水溶液

B液:蒸 留水

ヒドロキノン

クエン酸

ImI

15ml

lOOmg

300m1

(**)ア ラ ビア ゴ ム水 溶 液 は 溶 解 後4℃ に て超 遠心

(12,000rpm,60分)し て,そ の上 清 を 使 用す る.

⑧ 蒸 留 水 にて 短 時 間 洗 浄す る.

⑨5倍 希 釈 し た 写 真 用 定着 液(ス ーパ ー フ ジ フ ィ ク

ス)に 室 温 で2分 浸 漬す る.

⑩10～20分 流 水 水 洗す る.

⑪ エ タ ノー ル系 列 に て脱 水 す る.

⑫ キ シ レンに て 透 徹 した後HSR液 に て 封 入 す る.

〔染 色結 果 〕 本 法 に よれ ば 硫 酸 基 を有 す る酸 性複 合 糖

質 は 褐 な い し黒 色 に着 色す る,

ま た組 織 中 に 含 まれ る酸 性 複 合 糖 質 の分 子 種 を 同 定

るた め に,Table1の 条 件 に よ り グ リコサ ミ ノ グ リ

カ ン分 解 酵 素 で あ るchondroitinaseABC7・8),chon-

droitinaseB9・10)な らび にtesticularhyaluronida-

se8・1Dに よ る酵 素 消 化 法 をS-HID染 色 法 に 先 立 ち

施 行 した.酵 素消 化 法 の対 照 は,切 片 に 酵 素消 化 を 行

わ ず 無処 理 と した もの,ま た は,酵 素 を除 い た 溶 媒

(緩 衝 液)に て 酵 素 消 化法 と 同温 度,同 時 間 浸 潰 した

ものを 用 い た,

結 果

1組 織学的所見

正常精巣組織では精細管壁の肥厚は 見 られず,間

質,精 上皮においても特に異常な所見は観察されなか

った.特 発性男子不妊症精巣組織では,精 細管腔の狭

小化や壁の肥厚などを示す精細管および増加した問質

細胞が観察され,種 々の程度の造精能障害を認めた.

これらのHE染 色の所見によって精細管壁の肥厚の

程度にしたがって,乏 精子症ならびに無精子症精巣組

織を2群 に大別し,組 織化学的に検索した.

2.組 織化学的所見

1)正 常精巣

S-HID染 色により,す べての精細管壁が黒色の強

陽性反応を示した(Fig.la).本 組織にchondroltina-

seB消 化(Fig.lb)な らび、にtesticularhyaluro-

nidase消 化(Fig.lc)を 行 うと壁のS-HID染 色性

は著明に減弱 した.ま たchondroitinaseABC消 化

によりこれらのS-HID染 色性は陰性化 した.

2)精 細管壁の軽度な肥厚(正 常とほぼ同様の厚さ)

を示す特発性男子不妊症精巣

乏精子症精巣では,S・HID染 色によりすべての精

細管壁が黒色の強陽性反応を示した(Fig.2a).本 組

織にchondroitinaseB消 化(Fig.2b)な らびに

testicularhyaluronidase消 化(Fig.2c)を 施すと

壁のS-HID染 色性は顕著に減弱した。

無精子症精巣では,乏 精子症精巣の場合 と同様に

S・HID染 色によりすべての精細管壁が強陽性反応を

示 した(Fig.3a),本 組織にchondroltinaseB消 化

を施すと,壁 のS・HID染 色惟は顕著な減弱を示 し

た(Fig.3b)が,testicuiarhyaluronidase消 化で

はS・HID染 色性は弱ない し中等度の減弱を示すの

みであった(F三g.3c).

上述 の2種 の精巣組織にchondroitinaseABC消
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化を施すと壁のS・HID染 色性 はいつれ も陰性化し

た.

3)精 細管壁の高度な肥厚を示す特発性男子不妊症精

巣

乏精子症精巣にS-HID染 色 を施 す と肥厚 し層状

化した精細管壁が中等度ないし強陽性の不均一な染色

像を示した(Fig.4a),本 組織にchondroitinaseB

消化を行うと,壁 のS-HID染 色性 は中等度の減弱

を示 した(Fig.4b).ま たtesticularhyaluronidase

消化を行 うと,壁 のS-HID染 色性が鑓か に消化に

抵抗する部分も観察されたが,全 体的には顕著な減弱

が認められた(Fig.4c).

無精子症精巣組織では,S-HID染 色を施すと,不

均一に肥厚 し層状化した精細管壁が顕著な陽性反応を

示した(斑g.5a).本 組織にchondroitinaseB消

化を施すと壁のS-HID染 色 性は顕著に減弱 した

(Fig.5b)が,testicularhyaluronidase消 化では肥

厚層状化 した壁のS-HID染 色 性は乏精子症精巣の

場合と異なり有意な減弱を示 さなか った(Flg.5c).

上述の2種 の精巣組織にchondro三tinaseABC消

化を施すと壁のS・HID染 色性 はいつれも陰性化し

た.

3.酵 素消化法の対照に関する所見

本研究で用いた酵素消化法の対照は,無 処理の組織

切片ならびに酵素を含まない溶媒(緩 衝液)に よる浸

漬を行った組織切片のいずれ の場合においてもS-

HID染 色の染色性を変化させなかった.

考 察

本研究において用いた酸性複合糖質検出法の選択性

および特異性ならびにグリコサ ミノグリカソ分鯉酵素

消化法の基質特異性7-11)を考慮して,精 細管壁に含ま

れる コソドロィチソ硫酸(以 下CHSと 略 す)異 性

体分子種について考察したものがTable2で ある.

正常精巣組織の精細管壁にはCHS-A,Bお よびC

が存在した.

乏精子症精巣の精細管壁には壁の肥厚の程度に関係

なく,正 常精巣同様に,CHS-A,Bお よびGが 存在

した.

無精子症精巣の精細管壁ではCHS-Bに つ いては

正常および乏精子症精巣と同様であったが,CHS-A

お よびCに ついては正常および乏精子症精巣と異なり

顕著に減少していた.ま た,こ の所見は壁の肥厚が著

明になるにつれて,CHS-Aお よびCの 減少傾向が顕

著となることが観察された.

CHS-A,Cは 軟骨に多く含まれ る酸性複合糖質分

子種であ り,そ のプロテオグリカソ(以 下PGと 略

す)は ビアルロソ酸を介してll型 コラーゲソとの関連

が深い12).ま たCHS-Bは 皮慮 に多く含まれる酸性

複合糖質分子種で あり,そ のPGの 多 くは皿型 コラ

ーゲソと結合 しているとされている12・13),近 年,軟 骨

や皮膚に分布するPGと は分子サイズが異な り,か

つCHS-A,Cな ら びにBの 混合鎖 を持つM型PG

が皮腐,腱,角 膜,発 生初期結合組織な どで見出さ

れ,こ れらのPGが ピアルロン酸のみならずLll,

皿,V型 コラーゲソやフィプロネクチソにも結合能を

示すことが判明してきた13・14).またM型PGは ニワ

トリ胚の肢芽の軟骨形成や羽毛原基の形成において上

皮細胞基底膜と間質との間に広く分布して細胞増殖な

らびに細胞移動時に増加し,そ の後には急速に減少す

ることが知られている15・16).

他方,高 羽4)は,特 発性男子不妊症精巣の肥厚した

精細管壁では正常精巣のそれと比較して1型 および皿

型コラーゲソが増加していることを観察 したが,上 述

のようなPGと コラーゲンとの関連を考慮すると,

この所見は本研究におけ るPGの 変化と相応するも

のと考えられる.

現在,特 発性男子不妊症は,精 細管壁の肥厚が生 じ

これによって引き起こされる精上皮の栄養障害が病態

の一因とも考えられているが,本 研究の結果ならびに
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現在知られているPGの 分化 ・増殖に関;する役割か

ら考えて,CHS-A,Bお よびCが 精上皮細胞におい

てもその分化 。増殖になんらかの役割を担 っているも

のと考えられる.従 って,本 病態は精細管壁の肥厚に

よる物質の透過性の異常による単純な栄養障害による

のみではなく,精 細管壁に含まれる酸性複合糖質の質

的ならびに量的変化に起因 している可能性が示唆され

る.こ の事実は,ま た,乏 精子症と無精子症の両者が

根本的に異質の病態である可能性をも示唆するもので

ある.

本研究の結果によって,欄 らの研究3)に おいて不明

であった特発性男子不妊症精巣における造精能障害の

程度とPGと の関連性をある程度解明することはで

きたが,乏 精子症および無精子症に おける精細管壁

のPG分 子種の相違を如何に解釈するかは依然不明で

ある,今 後の基礎的 ならびに臨床的研究によるPG

分子の機能解明によって特発性男子不妊症の成因なら

びに病態の経過がより明らかにされるものと考える.

結 語

1特 発性男子不妊症精巣の精細管壁における酸性複

合糖質を組織化学的に検索した.

2.正 常および乏精子症精巣の精細管壁に分布する酸

性複合糖質分子種はCHS-A,Bお よびCで あった.

3.無 精子症精巣の精細管壁に分布する酸性複合糖質

分子種はCHS-Bが 主体があった.

4.特 発性男子不妊症精巣の造精能障害は精細管の壁

の肥厚による単純な栄養障害のほかに,精 細管の壁に

含まれる酸性複合糖質分子種の相違による機能的な相

違も密接に関連しているものと考えられた.

稿を終 えるにあた り,御 懇切なる御 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,本 研究に

多大 なる御指 導御鞭撞 をいただいた名古屋 市立大学 医学部第

二解 剖学教室 山田和順教授,平 林義章助手に深謝いた します.

本論文の要 旨は,第 工1回日本 アン ドロロジー学会学 術大 会

(1992年 宇部)に おいて発表 した,
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