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片側精巣を摘出した黒毛和種雄子牛における残存精巣の内分泌学的
および組織学的解析
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EndocrimologlCaland histologlCalanalysisorthetestesin hem icastrated
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Summary:Tllissttldyexaminedplasmatestosterone(T)levelsbefol･eandafterahtlmanChorionicgonadorropin

(hCG)injectionandthehistologica川 ndingsoftheexcisedtestesfrom control(intact),hemicastl･atedand

bilateI･a11ycash.atedJapaneseBlackcalves.TnExperiment1,thefirsthCGstimulationtest(lM 14or28)wascon-

ductedin19calves･TlleyWel.ellemicastratedon7daysafterthehCGinjectionanddividedintotwogl.OuPS,and
thesecondhCGstimulationtestwasconductedon14daysafterhemicasrrationinonegroup(HC 14)ot･28days

a鮎rhemicastrationintheothergroup(HC28).Theremainingtesteswereremovedinallcalveson7daysaRer

thesecondhCGinjection,andthethirdhCGstimulationtestwasconductedat14daysa鮎rbilatel･allycastrated(BC

1401･28).plasnlaTleve]swereinvestigatedjustbefore(day0),on5(day5)atld7days(day7)aftereachhCG

injection.hlExperilTlent2,12Calvesaged237±7dayso)dwereused,andthetestesexcised缶･omcontrol()l=4)

andhemicastratedcalvesinHC14(n=4)andHC28(n-4)groupswereexaminedhistologicaHy.PlasrnaTlevels

atday0inlM andHCgroupsweresigllificantlyhigherthanBCgrotlP,Whereastherewasnoslgniflcantdifference

betweenlM andHCgroLlpS.1nIMandHCgroupsexpectHC28group,plasmaTlevelsa触llthehCGinjectionwere

slgnificautlyllighel̀thanbefore.fIC28groupshowedsignificantlythehigherarea1°atioofselTliniferoustubulesand

theLowerSertoHcellcountsinsemil】ilTeroustubulesthancontrolcalves.lnconclusioJl,although plasmaTLevelson

14daysafterhemicastrationwereequ)valenttocontrolcalves,compensatorychangesintheremain1mgtesteswere

notobscI-Vedhistolog]CalLyafteI-hemicastradon.

Keywords:An hCGstjlmIlationtest,Compensatorychange,Hemicasrration-JapaneseBlackcalves,
Testosterone.

緒 言 Tを産生 している牛の枝肉は,去勢 した牛の枝肉

肉用牛である黒毛和種牛において,肉質への影 と比べ脂肪含有量が少なく,肉質が不良であった

轡や飼養管理の上で,テス トステロン (T)産生 報告 (Morgane/aI.1993),精巣摘出や内因性性

能を評価することは重要である.去勢が行われず 腺刺激ホルモン放出因子に対する特異抗体の産坐
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を促す免疫学的製剤の投与により血中丁濃度が低

下した雄牛は,攻幣的行動が減少 した報告 (price

eta/.2003)がある.去勢は,肉用牛の肉質向上

や飼養管理の容易化を目的とした重要な手法であ

る.

潜在精巣は,胎生期に精巣が陰嚢内に下降せず

体内に停留する疾患で.牛では片側性が多く (St.

Jeanela/.1992),潜在精巣のT産生能の有無が問

題となる.

精巣が片側性に残存する個体の内分泌学的機構

紘,午 (Boockforefo /.1983),辛 (Browne/aI.

1988),ラッ ト (Furtlya1990),豚 (KoscoelaI.

L987),ウサギ (Kamyarera/.2009)など様々な

動物種で報告されている.牛において片側精巣を

摘出後,血液中の卵胞刺激ホルモン (FSH)濃度

は上昇するが,黄体形成ホルモン (LH)やT波度

は維持される (BarneseLa/.1983).春機発動前

に片側精巣を摘出すると残存 している精巣は代償

性に肥大する (Schanbacherera/.1987).しかし,

片側精巣を摘Hl後 1カ月以降にホルモン動態や残

存させていた精巣の組織を解析 した報告 (LeidleL

a/.1980iSundbye/a/.1981)はあるが,片側精巣

を摘出後 1カ月以内の変化を調べた報告は少ない.

雄牛の性腺機能を評価する方法として,人繊毛

性性腺刺激ホルモン (hCG)を用いた負荷試験があ

る.hCGはLH様作用を有するため,外因性にllCG

を投与すると,機能的な精巣が存在する場合,

精巣のライディッヒ細胞でTの合成と分泌が促進

され,血中T池度の上昇がみられるが,機能的な

精巣が存在 しない場合,血中丁濃度の上昇はみら

れない (DavenpoJ†e/a/.1995).

本研究では,試験的に片側精巣を摘出し,摘出

後LLl日と28Elに片側精巣摘出牛として用いた.読

験 1として同一の牛における正常時,片側精巣摘

出1時,去勢時の異なる状態で.hCG負荷に対する

血中T波度の反応を比較 した.試験 2として.同

一の日齢の個体間で,血中T濃度と残存させてい

た精巣の組織学的な変化を正常牛と片側精巣摘出

牛で比較 した.

材料および方法

本研究における実験は,宮崎大学動物実験委員

会の承認 (2009-016)のもとに行った.

試験 1 片側精巣摘出牛の内分泌学的解析

供試牛

宮崎大学農学部附属住吉フィール ドで飼養され,

両側精巣が陰嚢内に正常に下降した黒毛和種雄子

牛19頭 (207±17日齢 :平均±標準偏差)を供 した.

処置

試験 1および試験 2のプロトコールをFig.1に

示 した.

供試牛は14日群 (n-8)と28日群 (∩-ll)に無作

為に分けた.14日群は,両側精巣が陰嚢内に存在

した時を正常群 (lM14群)としてhCG負荷試験を

行い,hCG負荷試験終了時に右側精巣のみ摘出し

た.摘出後,14日間経過観察を行った後,片側精

巣摘出群 (HC14群)として2回目のhCG負荷試験

を行った. 2回目のhCG負荷試験終了後,残存さ

せていた左側精巣を摘出し,摘出後]A日より去勢

秤 (BC14群)として 3回日のl]CG負荷試験を行っ

た.28日群は,14日群と同様に,両側精巣が陰嚢

内に存在 した時を正常畔 (rM28群)としてhCG負

荷試験を行い,llCG負荷試験終了時に右側精巣の

み摘出した.摘出後,28日間経過観察を行った後,

片側精巣摘出群 (HC28群)として 2回目の11cc負

荷試験を行い, 2回目のhCG負荷試験終了後,残

存させていた左側精巣を摘出し,摘出後14日より

去勢群 (BC28群)として 3回目のhCG負荷試験を

行った.

hCG負荷試験

筋肉内にhCG3,000rU (プベローゲン,ノバル

ティス ･アニマルヘルス,東京)を授与し,血液

を投与直前 (dayO),投与 5日後 (day5), 7日

後 (day7)に頚静脈より-バ リン加血として採

取 した.採取 した血液は 4℃,3,000匝川転で20分

間遠心分離 し,分離 した血膳は血中T濃度を測定

するまで-30℃で保存 した.

精巣摘出

キシラジン0.04g/100kg(セラクタール,バイ

エル英品株式会社,東京)の静脈内投与にて鎮痛

および鎮静後,陰嚢を切開し精巣および桔索を創

外に露出した_精索を絹糸で結致 し,精巣上体と

ともに精巣を摘出した.精巣輸出後,筋肉内にペ

ニシリンプロカイン300万単位 (懸濁水性プロカイ

ンペニシリンG明治,明治製菓株式会社,東京)

を投与 した.すべての手術が終了した後,アチパ

メゾル2.5mg/100kg(アンチセダン, 日本全薬工
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Fig.1.Experimentprotocol

ThehCGsti･nulationLost､VaSPCrrOmCdbycvaLuatingplasmatcstosL予ronc(T)lcvclsbcforc
(day0),5(day5)and7days(day7)ancranhCGinjcctio】1.1nexperLmentI,LhchCGstin111-

1ationleslswereconduclcdWheneachgroupwasnomla)(lM 】4orIM28),hemicastratcd(HC

14orHC28)orbilatcraHycastralcd(BC14orBC28)AI.-eモPCriment2,4inracLCalvesand8
C'llvcsh1thehcITlicastratcdca]vcsh1experimentIwereinvesLLgaLed,andtheirle爪dcsccndcdor
remainedtestes"･CrCCXCisedon237± 7daysancrbiTul.ThecxciscdleSLeSFrorTICalvesineach
groupwcrchistoLoglCaHyanalyzed-

業株式会社,福島)を静脈内に授与 し,覚醒させ

た.

ホルモン測定

自動免疫蛍光測定装置 (MiniVTDAS.シスメッ

クス ･ビオメリュ-,東京)にて,血中T濃度を

測定 した.本測定法の測定範囲は0.lngから13,0

ng/ml,測定感度は0.Ing/mL,測定内変動係数は

20%以下,測定間変動係数は10%以下だった.

試顔2 片側精巣摘出後日数が残存させた精巣に

およぼす内分泌学的 ･組織学的影響

供試牛

精巣摘出時の日齢を揃えるため,試験 1で左側

精巣摘出時の 日齢が230日齢から244日齢だった

HC 14畔の 4頭. HC28群の 4頭の計 8頭を供 し

た.

また,対照群 (conll･01群)として両側精巣が陰

嚢内に正常に下降 した正常雄子牛 4頭 (233± 2

日齢)を供 した.ControL群は,試験開始の21日

か ら35日前に11cc 3,000rUを投与 し, HC群 と

bCG投与回数を一致させた.

処置

HC畔,Control群ともに237± 7日齢より, hCG

を授与する前に採血を行い,血中T濃度を測定 し

た.hCG 3,0001tJ投与後 7 日の230日齢から244日

齢に,残存精巣 (HC 14畔とHC 28群)と両側精巣

(conlroL畔)を摘出した.

組織学的解析

掃出した左側精巣は重鼠,長径,短径を測定後,

直ちに10%ホルマリン溶液で 7日間以上固定 し,

精巣中心部の横断面をパラフィンで包埋 した.4

〟mで帝切 し,-マ トキシリン ･エオジン染色を

行い,光学顕微鏡で観察 した.200倍視野で, 5

視野中の精細管数 と精細管直径を測定 し,l梶野

平均を算出した.400倍視野で5視野中のライディッ

ヒ細胞数を測定 し, 1視野平均を算出した.また

過去の報告 (Erickson ela/, 1976 ;MoLLra e/a/.

2011)と同様に,客観 精細管領域客観 ライディッ

ヒ細胞領域容可乱 精巣あた りのセル トリ細胞数,

ライディッヒ細胞数を算出した.横断面中の精細

管の占める割合 (%st)は,方眼按眼ミクロメーター

を用いて測定 し, 600区画数の うち,精細管領域

にあたる区画数の割合を算出 した.容顧 (V)は

V- 7rR2h(Rは短径/2,1]は長径)で算出 し,Vに

%stをかけて精細管領域容積 (vst) とした.ライ

ディッヒ細胞領域容積 (v L) はVstと同様に算出
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した.精巣あたりのセル トリ細胞数は,10本あた

り精細管容積 (V伽)をV他t-7T(DJ2)2×4/上mXIO

(DsEは精細管直径,4iLmは切片の厚さ)で算出し,

10本の精細管内のセル トリ細胞数にVsげV.oyをか

けて算出した.ライディッヒ細胞の核小体容積は

7T(核小体直径/2)3×(4/3)で,核小体/細胞質比は

方眼接眼ミクロメーターを用いて測定 した.ライ

ディッヒ細胞容麓は,核小体容積を核小体/細胞

質比で割 り算出し,精巣あたりのライディッヒ細

胞数は,VLをライディッヒ細胞容積で割 り算出

した.

統計解析

試験 1の各群内のday間の血中T濃度の違い,

各群間のdayOの血中T濃度はウイルコクソンの

符号順位検定を,試験 2の各群間のdayOの血中

T独度,組織学的に解析 した項目はMann-Whitney

のU検定を用いて解析 した.

結 果

試験 1の結果をFig.2に示 した.dayOの血中T

濃度はBC14群が0.3±0.3ng/mlとrM 14群,HC

14群の6.1±63,ll.4±12.7ng/mは り有意に低

かった (p<0,m).1M14群とHC14群の間に有意

な差はみられなかった (p-0.46).BC28群は0.2

±0.Ing/mlとIM 28群,HC28畔のそれぞれ4.5±

14daysgroup
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3.8,6.4±4.6ng仙は り有意に低かった (P〈O.01).

lM28群とHC28群の問に有意な差はみられなかっ

た (p-0.21).また,LM 14群とIM28群の間 (p-

0.44),HC14群 とHC28群の間に有意な差はみら

れなかった (p-0.90)_BC14群はBC28群より有

意に高かった (p<0.05).

hCG投与前のdayO,hCG投与後のday5,day7

の血中丁濃度は,M 14群ではそれぞれ6.1±6.3,

18A±10.6,7J±4.9ng/mlと,day5で有意に上

昇し (P<0.01),その後有意に下降した (P<0.01).

HC14群ではそれぞれ11.4±12.7,18.3±15.8,

16.3±16.511g/1111と,day5で有意に上昇 した (P <

0.05).BC】AL群ではそれぞれ0.3±0.3,0.4±0.2,

0.3±0.1ng/mlとday5でday了よりも有意に高かっ

た (P<0.05). lM28群ではそれぞれ4.5±3.8,

20.0±8.8,12.4±6.7nghnlとday5で有意に上昇

し (p<0,01),その後有意に下降した (p<0.01).

また,day7はdayOよりも有意に高かった (p<

0.01)_HC28群ではそれぞれ6.4±3.6,14.1±

llA.8.6±7.Ong/nllと有意な差はみられず (day

0vsday5:p-0.07,day5vsday7:p-0.12,

day7vsdayO:P=0.70),BC28群でもそれぞれ

0.2±0.1,0.2±0.1,0.1±0.1-1g/111は 有意な差は

みられなかった (dayOvsday5:P=0.92.day5

vsday7:p-0.ll,day7vsdayO:p-0.08).

試験 2の結果をTablelに示した.dayOの血中

28daysgroLlP
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Figl21plasmaTlevelsinhCGstimu)ationtest

PhsmaTconcentrationswcrcllleaSuTCdbeforeandaRcra一l1lCGinjection(days0,5alld7日llboth
LMl4alldLM28groups,plasmaTconccntT7ItionsillCrCaSCdrrolnday0to5allddccrcascdfromday
5to7.ThesigTliflcanldifrcrcncearcindicalcdbycapiLallctLcrs(be(wecnLllCdifrcrcnlgroups)or
smallletters(betweenLhcdirrercnldays).
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Table_L PlasnlaTconcenrT7LLionsaRerhcmicasrrar血1andhislologlCa]analysisofcxciscd

lcRtestisinExpcrimen【2

LLCITI ConLrO】([1=4) HCL4(n=4) HC28(n=4)

T (ng/ml)

Testis wcighl(g)

volumc(mL,V)

Scmil1iferoLLSLubulc(St) count/sccIion
diamctcr(Hm,D山)

arearatio/section(%)

rcgions(mm',VJ

ScnoIICC日 coUnL/)0St

counL/tcsLis(×10')

LcydigcdL count/scclion

rcgions(mm',VL)

counl/testis(×I01)

8.1士8.3

70.3土15.0

32.8土6.7

9.9土2,5

87,7土16.0

52,2土5,3

16.0士7.5

268,5土44,7

)6,6士3.2

70.2i25.5

13.8j:4.7

26.9土11.8

4.0士3.5 6.6土6.0

57.8土14.5 79.2土23.9

28.7j=9.4 37.3j=日.6

)L4土2,2 7.9土1.2

88.2土IL9 99.2土13.7

56.1土4,0 62,8士4.4書

16.0±6.4 23.7土8.5

7J6,0土20,2 195,5土37.1事

)4,5土6.9 14.5土2.9

60.9土)A.5 58.1土日.0

)2.L土3.0 L3.6士3.3

2).9士82.7 3I.8土0.9

+:P<0･05.significanlLydifFcrcl-lfromControL
HC28groupshowedthehigherarearatioofscminiFTeroustubulcsalldlhclo､代rScrtolicc)lcountin
sem i11iIもrousLubutethanContro一(P<005),

T脱皮は, ControL群, HC 14群, HC28群でそれ

ぞれ8.1±8.3】4.0± 3.5,6.6±6.Ong/mは 各群間

で有意な差はみられなかった (Cont1-Ol群 vs HC

14群 :p-0.49,ContT･01群 vsTJC28群 :P=0.89,

HC14群vsHC28群 :p-0.49).精巣の組織学的解

析では,精細管領域率 (%st)は, HC28群で62.8

± 4.4%とControl群の52.2± 5.3%よりも有意に高

かった (p<0.05).また,精細管10本あたりセル

トリ細胞数は,HC28群で195.5± 37.1個とControl

畔の268.5± 44.7個よりも有意に少なかった (p<

0.05).精巣重虫,V, 1視野中の精細管教 ,Dn

v..,精巣あたりセル トリ細胞数, 1視野中のラ

イディッヒ細胞数,vL,精巣あた りライディッ

ヒ細胞数に有意な差はみられなかった.

考 察

本研究において,正常雄子牛,片側精巣を摘出

した維子牛の血中丁濃度は,去勢牛より有意に高

かった.これは,両側精巣を締出した牛の血中T

膿度が,精巣を摘出していない正常牛より有意に

低かった報告 (Imwal】e& Scllillo 2002) と一致

した.本研究の試験 1の結果から,正常に両側桔

艶がある牛と片側精巣を摘糾した雄子牛の血中丁

濃度に有意な差がみられなかった.しかし,供試

した牛において,正常雌子牛と片側精巣を摘出し

た雄子牛との採血時のロ齢が3週間から5週間離

れていた.25週齢以降の牛は,精巣重並やT分泌

などの精巣機能が著 しく発達する時期 (RawlingS

eta/,2008)にあることから,成長により精巣機

能が発達し有意な差がみられなかった可能性が考

えられた.しかし,試験 2のように同一El齢の牛

においても,正常牛と片側精巣を摘出した牛の血

中T波度に有意な差がみられなかったことから,

片側精巣を摘出した牛において,残存する柑巣が

締出された精巣を代償 したと考えられた.

片側精巣を摘出後 1日では一過性に血中T波度

が正常雄子牛より低下したが,その後10日までに

違いがみ られなくなった報告 (Boockfol･e/a/..

1983)や,片側精巣を摘出後,血中FSfl濃度が上

昇し(nameseta/.1981),FSHの作用でライディッ

ヒ細胞 のLH レセ プ ター数 が増加 した報 告

(sizonenkoeta/.1973)がある.よって,片佃J精

巣を摘出後,一時的に血中丁浪度が下降し下垂体

に対する負のフィー ドバックが解かれ,FSH濃度

が上昇 し,それによってライディッヒ細胞のLH

レセプター数が増加 し,精巣あたりのT産生虫が

増加することで正常雄子牛と同等の血中T過度を

維持する代償性の変化が考えられる.本研究でも.

片側精巣を摘出後】4日と28日で血中T濃度を比較

したが,両群とも正常雄子牛と違いがみられなかっ

た.

hCG投与後の血中T浪度は,正常牛でhCGに反

応 して上昇がみられたが,投与後 7日で有意に減

少 した.馬ではbCG投与後 1日から2ロで血中丁

濃度が最大となり, 7日後には減少するが投与直

前より高い値を示 した (Bollwein e/a/.2008).
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本研究の結果は概ねこれと一致したが,片側精巣

を摘出した牛では摘出後日数により反応性が異なっ

た.これは,片側精巣を摘出することで代償性変

化が生 じた結果,FSHやLHが多く分泌され,FSH

や_LHに対する受容体のダウンレギュレーション

がおこったことが推察される.しかし,本研究で

は,FSHやLHの受容体について調べておらず,

今後,更なる検討が必要である.

hCGの投与並について,投与した牛の月齢は異

なるが,750IUまたは1,5001U (Sundby1981)や

6,000lU (Sundbyela/,L975)を投与 した報告が

ある.投与後の血中丁濃度は,個体により屋があ

るが,投与前に比べ約 3倍から5倍に上昇 した.

本研究では,臨床でよく用いられている3,0001U

を投与したが,これまでの報告と同様の結果が得

られた.

片側精巣を摘出後,残存させていた精巣では,

ウサギにおいてライディッヒ細胞数と精巣容積が

増加 した (Kamyareta/2009)報告や,ラットに

おいて精細管直径,生殖細胞数,精巣容積が増加

した (pLltra良 BlacksllaW 1982)報告がある.本

研究において,セル トリ細胞数は群間で片側精巣

の摘出による影響がみられなかった.セル トリ細

胞の増殖は,牛では30週から40週齢で完了する

(Rawlingse/a/.2008)ことから.本研究におい

て片側精巣を摘出した時期が30週齢前後であった

ことから,片側精巣の摘出による影響は受けなかっ

たと考えられた.このことは,20±0.6週齢時に

楠出した精巣とその後残存させ54週齢で締出した

精巣の間で,精巣あたりのセル トリ細胞数に違い

がみられなかった報告 (Mour且e/oI.2011)と一

致する.豚において,片側精巣を摘出後の代償性

肥大は,セル トリ細胞の肥大とライディッヒ細胞

の肥大お よび増殖 による報告 (LurLStTa ela/.

2003)がある.本研究では,片側精巣を摘出した

後の目数によって組織学的に有意な差はみられな

かったが,雄豚で若齢暗に片側精巣を締出し,棉

出後の目数が長いほど精巣の大きさが有意に増加

した報告 (Lunstl.aeta/.2003)がある_今後,片

側精巣の摘出後14日以前や28日以降の牛など,本

研究で調べなかった片側精巣を摘出した後の日数

についても検討する必要がある.

本研究において,Tを合成,分泌するライディッ

ヒ細胞の増加はみられなかった.しかし片側精巣

を摘出した牛では,両側精巣がある正常牛の血中

で濃度と有意な差がみられなかったことから,精

巣の組織学的な変化よりも視床下部 一下垂体 一性

腺軸に関するホルモンおよびその受容体が変化す

ることで,正常牛の血中丁濃度と有意な差がみら

れなかった可能性が示唆された.

まとめとして,黒毛和種雌子牛において,片側

精巣を摘出した後の内分泌学的および精巣の組織

学的な変化を解析した結果,片側精巣を掃出した

後,残存させていた精巣のみで両側精巣が存在す

る時と同等の血中Tt浪度を維持 し,この変化は精

巣の組織学的変化によらないことがわかった.

要 約

試験的に片側精巣を輸出した子牛を作出し,血

中テス トステロン (T)浪度,人繊毛性性腺刺激

ホルモン (hCG)に対する反応性を正常,片側精

輿,去勢時で比較 し,片側精巣の摘出による残存

させた精巣の組織学的な変化を調べた.

試験 lとして,正常雄子牛 (LM 14群,TM 28群),

右側精巣のみを掃出した後14日 (HC14群)か28

日 (HC28群)の牛,その後残存させていた左側

精巣を摘出した後L4Elの牛 (BC14群,BC28群)

に,hCG負荷試験としてhCG投与直前 (dayO),

hCG3,0001U投与後 5El.7日 (day5,7)に採血

を行い,血中T波度を測定した.試験 2として,

試験 1の供試牛のうち残存させた左側精巣を精出

した日齢が237±7日だった8頭 (HC14群 :4頭,

HC28群 :4頭)を供し,237± 7日齢で両側精巣

を同時に摘出したControl群 (】1-4)と,摘出した

左側精巣の組織学的変化を比較 した.その結果,

試験 1においてdayOの血中T浪度はlN軌 HC群

間で有意な差はみられず,BC群は他の2群と比

べて有意に低かった (p<0.01).lM群はhCG投与

後有意に上昇しその後有意に下降した (P<0.05).

試験 2において,HC28畔はCoJltrOJ畔よりも,精

細管領域率が有意に高く (P<0.05),10本あたり

精細管内セル トリ細胞数が有意に少なかった (p<

0.05)が,ライディッヒ細胞数に有意な差はみら

れなかった.片側精巣を摘出後14日以上経過 した

牛は,残存させた精巣のみで正常雌子牛の血中丁

濃度と同等のレベルを維持 し,この変化は残存さ

せた片側精巣の組織学的な変化によらないことが

わかった.
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