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組織培養系を用いた幼若家兎代償性睾丸肥大の実験的考察
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   The regulation of compensatory testicular growth after hemicastration using prepubertal rabbits 

(less than 1000 g) was analyzed by weight increase of the remaining testis. At the 4th week postop-
eratively, the testis of hemicastrated rabbits weighed about 0.453 mg/g (testis weight/body weight) 
while the testis of sham operated rabbits weighed about 0.258 mg/g (testis weight/ body weight). 
Thus, the testis of hemicastrated young rabbits developed compensatory growth up to about twice 
the size of control rabbit testis. This was further confirmed by the histological analysis of testes, in 
which the number of seminiferous tubules of hemicastrated rabbits was doubled as compared with 
the sham operated animal. 

   The rabbit testicular cells obtained from the above operated testis could be cultured in monolayer 
form. These cultured monolayered cells were synchronized by culture in serum-free minimum 
essential medium (MEM) for 24 hrs. These primary rabbit testicular cells synthesized more 
DNA and RNA when cultured in a medium that contained hemicastrated rabbit serum, than in that 
containing normal serum. Stimulation of 3H-thymidine and 3H-uridine incorporation reached the 
maximum on the 4th day postoperation and thereafter DNA synthesis decreased rapidly whereas 
RNA synthesis decreased gradually. However, these cells cultured in MEM containing sham 
operated serum showed no significant increase in 3H-thymidine or 3H-uridine incorporation. Thus, 
the hemicastrated serum must contain a testis growth stimulating factor(s). 

   Primary monkey testicular cells and primary rat testicular cells were treated with hemicastrated 
rabbits serum. The testicular cells of these animal species were insensitive to growth stimulation by 
the hemicastrated serum, which suggests that the testicular growth stimulation is species specific. 
Furthermore, the growth of primary rabbit skin fibroblasts was not stimulated by the hemicastrated 
rabbit serum. Therefore, it may be concluded that the growth stimulating factor(s) in hemicastrated 
serum is organ specific.

Key words: Compensatory hypertrophy, Tissue culture, Testicular growth factor(s)

緒 言

幼 若 動物 の片 側 臓 器を 摘 出後,反 対側 臓 器 が 代償 性

に肥 大 す る こ とは よ く知 ら れ て い る.Ribbertら1)

は,幼 若動 物 を 用 い て片 側 睾丸 摘 出 後 に反 対 側 睾丸 の

代償 性 肥 大(compensatorytesticularhypertrophy)

を 認 め た と初 め て報 告 した.こ の 代償 性 肥 大 発 生 の機

序 と して はFSHお よびtestosteroneの 関 与 が強 く

*現:徳 山記念病院泌尿器科

示 唆 され て い る が2司),こ れ ら のgrowthfactor(s)

の細 胞 レベ ルで の研 究 は あ ま りな い.

そ こで,著 老 は 幼若 家 兎 の 睾丸 細 胞を 培 養 し,睾 丸 摘

出後 の血 清中 の いわ ゆ るgrowthfactor(s)を 添 加 さ

せ,睾 丸 細胞 のDNAお よびRNA合 成 能 を詳 細 に検

討 した.さ らに,こ のfactor(S)の 持 つ 種特 異 性,臓

器 特 異 性 につ い て も興 味 深 い知 見 を得 たの で 報告 す る.

1.対 象

対象および方法
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生 後40～60日 目の幼 若 家兎 を 対象 と した.こ れ らの

家 兎 を7羽 ず つ二 群 に分 けた.

(A)Hemicastrationgroup(体 重868.3gr.)

(B)Shamoperationgroup(体 重1,107.5gr.)

(実 験 途 中 に両 群 家 兎 それ ぞれ 一 羽 死 亡)

皿.睾 丸 摘 出 お よび 術前 ・術後 採 血,睾 丸重 量 の計 測

両 群 家 兎 の 術 前 採血 を 施行,4℃ で1日 静 置後,

3,000rpm15分 間遠 沈 に て血 清 分 離後,0.45μmmil-

liporefilterを 通 し各群 別 に 一20℃ に て 凍結 保 存 し

た.

(A)群 家 兎 にhemicastration,(B)群 家 兎 にsham

operationを 施行 した.両 群 家 兎 は 同 じ飼 育室 に て 同

様 の 固型 飼 料 お よび 水道 水 を 与 え なが ら飼 育 した.

術 後2,3,4,6,9,14,21日 目に家 兎 の 定期

的 術後 採 血 を行 った.こ れ らの血 液 は いず れ も前 述 の

ご と く血 清 分離 後milliporefilterを 通 し,各 群 別 に

凍 結保 存 し後 の検 査に 供 した.

術 後28日 目に 両 群 の反 対 側睾 丸 を摘 出 し,そ れ ぞ れ

の 睾丸 重 量 を測 定 した.測 定は す ぺ てwetweightで

行 った.同 時 に 家 兎の 体 重 を測 定 し,体 重 あた りの 睾

丸 重 量 を算 出 し両 群 間 で の比 較 検討 を 行 った.

皿.組 織培 養 系 を用 い たDNAお よ びRNA合 成 能

の測 定

1)組 織 培養

① 家 兎 睾丸 組 織 の培 養

摘 出 し た 家兎 睾 丸組 織 の 一 部 を 無 菌 的 に0.25%

trypsineで 処 理 し培養 を 行 った5).使 用 したmedium

は10%fetalbovineserum(FBS)(Microbiologi.

cal,Bethesda,Maryland)を 添 加 し たminimal

essentialmedium(MEM)(日 水製 薬社 製,catNo.

05900)で,37℃5%CO2存 在 のincubatorを 用 い

て 培 養 した.

こ う して 増 殖 させ たprimarybabbittestes(以 下

PRTと 略 す)を 用 い て 睾 丸 細胞 のDNAお よ び

RNA合 成 能 の測 定 を 行 った.

② 家 兎皮 膚 繊 維芽 細 胞,サ ル睾 丸細 胞,ラ ッ ト睾

丸 細 胞 組 織 の培 養

primaryrabbitskinfibroblast(以 下PRSFと

略 す)は 組 織 片培 養 法 を,primarymonkeytesticu-

1arcell(以 下PMTと 略 す)(大 日本製 薬Ol-233 ,

ミ ド リザ ル)とprimaryrattesticularcell(以 下

PRtTと 略 す)はPRTと 同様 に0.25%trypsine

処理 法 に て培 養 を 行 った.

2)DNA,RNA合 成 能 の測 定

Culturebottle内 に培 養 増殖 したPRTに,0.1%

trypsineお よび0.15%ethylenediaminetetraacetic

acid(EDTA)を 用 い て 剥 離 浮 遊 さ せ た の ちPetri

dish(35x10mm)(LuxScienti丘cCorporation)

に1×105cellsldishに な る よ う調 節 した.こ れ をlo

%FBSを 添 加 したMEMで5日 間 培養 し,confiu-

entに な ったcell(4×105cells/dish)を,DNAお

よびRNA合 成 能 測 定 に用 いた.

予 備 実 験 と し て,睾 丸 細胞 の 増殖 能 に つ い て の

timecourseを 検 討 した.す な わ ち,血 清 添 加 後 どの

時 期 に 最 大 の細 胞 増殖 能 を 有 す る か を 知 る 目的 で,

DNAお よびRNA合 成 能 を 経 時 的 にFig.1の ご

と く6)に 測 定 した.confluentに な った 細 胞 をphos・

phatebufferedsaline(PBS)セ こて3回 洗 條 す る こ

とに よ り,serumfreeの 状 態 と し てMEMの み で

24時 間incubateし た.こ の 細 胞 に10%normal

rabbitscrumを 添 加 し,一 定時 間 後 再 びPBSを 用

いて3回 洗條,1μCi/mlの3H-thymidine(spec面c

activity,19。3CipermM,Amersham,Arling-

tonHeight,IIIinois)を 加 えたMEMで80分 間in-

cubateし た.こ の細 胞 を再 びPBSに て3回 洗 條,

INNaOHを 加 え て細 胞 を 溶 解 した .こ れ に10%

trichloroaceticacid(TCA)を 加 え た の ち,0。45

μmmillipore丘lterを 通 し,acidinsolublecom-

ponentに 取 り込 まれ た3H-thymidineをscintilla-

tionvia1に 採 取 した.scintillant(Amershamscin・

tillant)10ccを 添 加 し2時 間 後 に,Scintillation

counter(ア ロカ社 製)を 用 い て各 時 間 ご との3H・thy一

PR'「Co川5〔MEM十10%FBS}ぽ 1x105Cell5/dish(35byIOmrn)

5d・y・ ↓C。 ・fl・e・t(4×105C・ll・ ノdi・h)

washwithPBS(X3)げ incubationwith2me。fMEM

　芒≒
「 一一 一

5
washwithPBS(X3)

3H ・thymidine(lpci/ml}十MEM(2mt)

8.占
翻 囎 溜

↓(＼

9
10STCA

CelI

↓

呂m朔 中ゆ陀f・lter・O・45〃m・

↓

㊧へ 黙,箴::1闘譜(1。繭
↓
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Fig・1・StandardassayforstimulationofDNA

synthesis.
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Fig.2。Timecoursestudyof3H-thymidinein・

corporationintoDNAofprimaryrabbit

testescellsinthepresenseoflO%fetal

bov五neserum24hrsafterstarvationin

aserum.frcemedium.Confluentmono-

1ayercellswereused(4×105perplate).

合 成 能 と ほ ぼ 同様 の 動 態 を示 し,18時 間 後 にpeak

を 有 す る こ とが 明 らか とな った.し た が って,血 清添

加 後 最 も細 胞 の増 殖 能 が顕 著 で あ る18時 間 後 のthy-

midincお よびuridineの 取 り込 み 量 を計 測 し,tcs-

ticularcellのDNAお よびRNA合 成 能 を 比較 検

討 す るこ と と した 。

IV.Growthfactor(s)の 種 お よ び 臓器 特 異性 に つ

い て

生 後2～3日 目のrabbitよ り採 取培 養 したPRSF,

体 重100gr.のratよ り摘 出培養 し たPRtT,お よ

びPMTの3種 類 の初 代 培養 細 胞 を 用 い,前 記 実 験

方 法 皿の2)に 示 した 方 法 で各 細胞 のDNA,RNA合

成 能 の 比較 検討 を行 った.

V睾 丸 の組 織学 的 検討

28日 後 に摘 出 し た 睾丸 組 織 の一 部 はH.E.染 色 し

鏡 検 す る こ とに よ り,両 群 家 兎 睾丸 の 形態 学 的特 徴 を

観 察 比 較 した.
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結 果

1.対 側睾 丸 の重 量

術 後28日 目に採 取 したhemicastration施 行 群 の対

側 睾 丸 の平 均 重量 は0.453mg!grで あ り,一 方sham

operationgroupの 対 側 睾丸 の 平均 重 量 はo.258皿9/

grで あ った.約1.8倍 の重 量 増 加 を 認 め,統 計学 的 に

検 定 を 行 うと,p〈0,001と な り明 ら か に有 意 な差 を

認 め た(Fig.4).
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Fig.3.Timecoursestudyof3H-uridineincor・

porationintoRNAofprimaryrabbit

testicularcellsinthepresenseofnormal

rabbitserum4hrsafterstarvationilla

serum-freemedium.

midine量(CPM)を 測定 しDNA合 成 能 の 指 標 と

した.

同様 に し て,1μCi/mlの:H-uridineを 加 えた

MEMを 用 いてRNA内 に取 り込 まれ たuridine量

を 測定 す るこ とに よ り,RNA合 成 能 の 指標 と した.

これ らのassayは す べ て重 複 させ,そ の 平 均 値 を と

って測 定 値 と した.

Fig.2に 示 す よ う に10%FBS添 加 後 経 時 的 に

DNA合 成 能 を 測 定 した 結 果,14時 間 目 よ り上 昇 し始

め,18時 間後 にDNA合 成 能 はpeakに 達 した 後,

以後 は 急速 に下 降 した.

またFig.3に 示す よ うにRNA合 成 能 もDNA
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Fig.5.Incorporationof3H-thymidineinto

DNAofprimaryrabbittcsticularcells

inthcpresenseofpre-andpostcastra.

tedrabbitsera.

● 一 ●MEM十10%hemicastratedsera.

■ 一 ■MEM十10%sham・operatedsera.

U.片 側 睾 丸 摘 出 家兎 血 清 のPRTに 及 ぼ す 影響

片 側 睾丸 摘 出 家兎 血 清 をPRTに 添 加す る とFig.

5の よ うに,術 後2日 目の血 清添 加 に よ りDNA合 成

能 の上 昇が み られ,術 後4日 目の血 清 添加 で合成 能 は

最高 値 ぐ8,42×10　5CPM/dish)を 示 した.6日 日の

血 清添 加 で はDNA合 成 能 は 急速 に減 少 し,術 後14

日 目の 血 清添 加 で は術 前 のDNA合 成 能 と ほ ぼ 同 じ

値 を示 した.一 方B)群 のshamoperationを 行 った

家 兎血 清 添 加で は,DNA合 成 能 には 全 く変 化 を認 め

なか った.

同様 にRNA合 成 能 に つ いて 検 討 した.Fig.6で

示 す よ うに,術 後4～6日 目の血 清添 加 で最 高値 を示

した が,DNA合 成 能 と異 な り術 後21日 目の血 清 で も

術 前 値 に は戻 らず,7.i3×10-3CPM/dishを 示 した.

B)群 血 清 で はDNA合 成 能 と同様 に 変 化 はみ られ な

か った,

皿.片 側 睾丸 摘 出 家 兎 血 清 のtesticulargrowth

factor(s)の 種 お よび 臓器 特 異性 に つい て

片側 睾丸 摘 出 家 兎 血 清 中 に 含 ま れ るtesticuiar

growthfactor(s)の 種 お よ び 臓 器 特 異性 に つ い て

PRSF,PMTお よびPRtTを 用 い て 検 討 した.す

なわ ち 前 記 術 後4日 目の 家 兎 血 清 を,各 培 養 細 胞 に

添 加 してDNAお よびRNA合 成 能 に つ い て測 定 し

た と ころ,い ず れ の 細 胞 も合成 能 の上 昇 は み られ ず

(Tablel),こ のfactor(s)は きわめ て 高 い種 お よび

臓 器 特 異性 を 有 して い る もの と考 え る.

V組 織学 的 検 討tttt

術 後28日 目に 摘 出 したhemicastratcdrabbitお よ

びshamoperatedfabbitの 組 織 像 に つ いて 検 討 し

た(Fig.7(A),(B)).A群(hemicastration)で は

B群(shamoperation)に 上ヒして断 面 積 が4.1倍 と増

加 して い るた め に,一 見 精 細管 の数 そ の ものぶ 減 少 し

て い る よ うに み え るが,単 位面 積 あた りの精 細 管 の 占

め る面 積 は1.6倍 に,さ らに精 細管 の 成 す 管腔 の短 径

は1.8倍 と増 殖 し,個 々の精 細管 内 の細 胞数 も増 加 レ

てい た.

考 察

両 側 性臓 器 の 一側 に 何 らか の 原因 で 機 能 障 害 が生 じ

る と,反 対 側 臓 器 に代 償 性 肥 大 が生 じる現 象 は ,動 物

や人 間 に お いて 多 くの報 告 が あ り,そ のmechanism

につ い て は・ 血 清 中へ のgrowthfactor(s)の 放 出 の

増 量が 論 議 され て きて い る?一恥.

一 方 ,幼 若 動 物 を用 いた 代償 性 睾 丸 肥 大 の 報告 にお

い ては,RibbertらDが 最 初 の報 告 を して 以来 約 一 世

紀 が 経 過 し・ そ の 間 に い くつ か の報 告 が 散 見 され ,ま

た臨 床 例 に おい て もLaronら11・12)が,思 春期 前 の停

留 睾丸 児 童 に お い てcompensatorytesticularhy.

pertrophy(CTH)の 存 在 を証 明 し報 告 して い る .

今 回著 者 は,幼 若 家 兎 睾 丸 の 初 代培 養 細 胞 を 用 い

て,初 めて 組 織培 養 系 に よ るCTHの 証 明 に取 り組
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EffectofhemicastratedrabbitserumonDNAandRNAsynthesis
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SeruminMEM PRT PRSF PMT PRtT

φ8398

pre-hemicas電ratedser自
'φ`2246)

10066

C466⊃

2198

(250}
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(280)

b)hemicastratedseraφ72400

りしψ(11843)

11639
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3464

(219}

2296

(415)
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づL':RNApRSF;Primaryrabbit8kinIibroblast

PMT:Primarymonkoytesticularce闘

PRtT=Primaryratto3創cubrcoll

a,Valuesareexpressedascoun電sper耐nutoofaH-thymldinoand3H-uridineperpiato
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Photomicrographs(×40)ofthctestis

from4thwcekcryptorchid(A),and

sham-opcrated(B),rabbits.

んだ.つ ま りPRTが 合成 す るDNAお よびRNA

量 を3H-thymidineとeH-uridincの 取 り込 み 量 を

測 定す る こ とで,比 較 検討 した.す で に このassay

方 法 を用 いて,金 武 ら13).山 田 ら14)は一 側腎 摘 後 の血

清中 に 代償 性 肥 大 を 引 き起 こすgrowthfactor(s)が

存 在 す る ことを証 明 して い る.

著 者 は まず 睾 丸重 量 を 実際 に 測 定比 較 す る こ とに よ

り,幼 若家 兎 のCTHの 存 在 を証 明 した.組 織 学的

に は精 細 管 の増 生 が顕 著 に認 め られ,こ の ことが 結果

と してCTHを 引 き起 こ した もの と考 え られ,Putra

ら15)と 同様 の所 見 で あ った.さ ら に そ のCTHを 引

き起 こす 物 質 は,一 側 睾丸 摘 出 後血 中 へ遊 出 して くる

こ とを 明 らか に した.こ の物 質 の血 中 濃 度は,睾 丸 摘

出後4日 目に は最 大 とな り,2週 間 後 に ほぼ 術 前値 に

戻 る こ ともわ か った.こ の物 質 に よって 睾丸 実 質細 胞

のDNA合 成 能 が刺 激 を受 け,そ れ に 伴 いRNA合

成 能 が 増 大 し,蛋 白や 酵 素 の合 成能 も高 まる もの と想

定 され る.

以前 よ り,思 春 期前 に はpituitary-gonadalcont-

r・lsystemの 存 在 が証 明 され て い る13・17>.こ の時 期

に 一 側睾 丸 を摘 出 した り障 害 を与 え た りす る と,血 清

中 のtestosterone濃 度 が 減 少 し,そ の た め にfeed

backmechanismの 働 きでpituitaryよ りのgona-

dotropincの 過 剰産 生 が起 こ り,そ の結 果CTHが

引 き起 こ され る とい わ れ て い る1['・19)

と ころが,こ の時 期 の血 清中 のtestosterone濃 度

は必 ず し も 減 少す る とは い えず,一 定 の 傾 向が み ら

れ て い な い20)し た が って 従 来 のfeedbackmc-

chanismだ け では 説 明 で き な い 点 が あ る.こ の点 に
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関 してMizunumaら21)は,さ らtr=i.1-1枢のhypotha-

lamusに 着 日 し た.す な わ ち 一 側 睾 丸摘 出 に 伴 っ

てhypothalamusよ りgonadotropincrclcasing

hormoneが 遊i離 し,そ の結 果gonadotropincが 分

泌増 加 す る こ とを 示唆 し,こ のsystemが 現在 一 般 的

に 支持 され てい る.

さ て 今 回 の 実 験 結果 か ら,CTHを 引 き 起 こす

growthfactor(s)は 一定ll寺闘 後 に血 中 に放 出 され,

そ の物 質 に は種 特異 性 お よび臓 器 特異 性 が あ る こ とが

証 明 され た.さ らにadultrabbitを 用 い た 同様 の 実

験 結 果 を検 討 す る と,睾 丸重 量 測 定 でcontroi群 と

変 化 な く,ま たgrowthfactorassayで もDNA

お よびRNA合 成 に は 両群 間 に有 意 差 が な く,CTH

は 幼 若家 兎 の み に み られ る現 象 で あ る(デ ー タ未発

表).Mincgishiら22)は す で に,FSHに は種 特 異性

が あ る こ とを報 告 して お り,こ れ らの事 実 か らCTH

のgrowthfactor(s)はFSHの 可 能性 も 考 え られ

る.

結 語

幼若 家 兎 を用 い た代 償 性 睾丸 肥 大 の発 生,お よび そ

のmechanismに お け るgrowthfactor(s)に 対 し

て,組 織 培 養系 を 用 いた 細 胞 レベ ル での 考 察を 加 え,

以下 の 結 果 を得 た.

1.幼 若 家兎 の 一側 睾 丸摘 出後4週 間 経 過 した 対 側

睾 丸重 量 の 平均 値 は,0.453mg/gr(睾 丸重 量/体 重)

で あ り,対 照 群(O.258mgfgr)に 比 し 統 計学 的 有意

差(P<0.001)を 持 って増 量 して いた,

2.摘 出 睾丸 の 初代 培 養 細胞 に,定 期 的 に採 取 した

血 清を 作 用 させ てDNAお よびRNA合 成 能 を 測定

した と ころ,摘 出 後4日 目の血 清 添加 に よ り合成 能 は

最 大 とな った.

3.睾 丸摘 出4日 目の 血 清中 に存 在 す る と思 わ れ る

growthfactor(s)は サ ルお よび ラ.・'トの 睾丸 細 胞,

な らび に幼 若家 兎 の皮 膚 線維 芽 細 胞に 対 しては 全 く影

響 を 持 たず,き わめ て 高 い種 お よび臓 器 特異 性 を 有 し

いた 。

4.組 織 学 的 に は 精 細管 の 増 生 が 顕 著 で あ り,

growthfactor(s)と して はFSHの 可能 性 が 考 え ら

れ る.

稿を終えるにあたり,深 甚なる御指導,御 校閲を賜 わりま

した恩師斉藤 泰 教授 に心 より感謝 いたします.実 験 に関 し

て御指導を頂いた 米国Hahnemann医 科大学微生物 学教室

山本信人教授,当 教室金武洋講 師に深謝いた します.ま た病

理組織に対 して多大 なる御援助をいただい た大分医科大学 中

検病理横山繁生博士に深謝いた します.な お本論 文の要 旨は

第70回 「1本泌尿器科学会総会にて発表 した.
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