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　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　牛の繁殖障害のなかでリビートブリーダーは卵巣疾患，子宮疾患とならぶ主要なものである。リピートブ

リーダーの不受胎の主な原因は胚の早期死滅であると考えられており，その誘因としては遺伝因子，．生殖器

の感染，炎症，ホルモンの分泌異常ならびに受精卵の細胞質的欠陥などが推測されているが，なかでもホル

モンの分泌異常は最：も重視さるべきものである。

　従来，牛体液中の性ステロイドの測定には比較的感度の高い生物学的手法が応用されていた。しかるに，

近年アイソトープおよび各種のクロマト技術が進歩するに至り，化学的測定法ならびにcompetitive　radio・

assay法などの近代的手法が生物学的手法に代って応用されるようになってきた。とりわけradioimmuno・

assay法は，感度，特異性がきわめて高く，かつ操作が簡便で，比較的短時間に大量の検体を処理し得る優

れた方法である。しかし，牛の末梢血中ステロイド濃度は他の哺乳動物のそれに比べて著しく低いために諸

種の繁殖状態におけるこの動態を精細に検討した報告は数少ない。

本研究では牛における受精障害，あるいは胚の早期死滅と性ホルモンの分泌異常との関連性を究明する目

的で，先ず牛の血中estr。genおよびgestagenを測定するたあの化学的測定法ならびにradioi皿mun（ン

assay法について測定条件を吟味して．手法を確立し，これらの方法ならびに従来の生物学的測定法を併せ

用いて，正常性周期および妊娠初期における牛末梢血中estrogenおよびgestage皿の動態を明らかにし

た。ついでリピートブリーダー牛を実験的に授精後15～28日の間に屠殺解剖して，．子宮における胚の存在，．

あるいはその発育状態ならびに生殖器の器質的異常，細菌感染などについて検索するとともに授精前から屠

殺時までの末棺血中estroge寵およびgestagenの動態を追求して，不受胎牛ならびに受胎牛の間にはこ

れら性ステロイドの：分1鯉に穎著な相導潮あることを咀らヵ～匹レ柔魯挿為…』・

　以下に得られた成績の概要を記す。

1．性ステロイドの測定法

　1）化学的測定法1

　牛血中estroge豆の測定に，比色法の高い特異性と螢光法の高い感度をとり入れたIttrich螢光法を応用

するために，その測定条件を吟味して，Xe夏。nランプを使用した日立分光螢光光度計MPF－2Aおよび’

203型によるIttrich　colorの最大波長はestrone，　estτadio1およびestrio1ともに共通で，励起光538nm，
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螢光552，5nmであることを明らかにし，さらに実際の測定においては両波長の接近を避けるために510～

520nmで励起して，螢光を552．5nm前後で読む方法を検討して検出感度1ngの微量測定法を確立した。

　つぎにprogesteroneの化学的測定法としてprogesteroneを20β一hydroxy－steroid－dehydrogenaseに

より20β一hydrρxy－progesteroneに転換して測定するHeapの螢光法において，抽出純化の過程にペーパ

ークロマトグラフィーの代りに操作が簡便で能率的な薄層クロマトグラフィを導入して，n－hexane：ethyl

acetate＝5：2で2回，　benzene：ethyl　acetate＝2：1で1回展開して，好結果が得られることを明らかに

した。さらに発色性は濃硫酸：ethanol＝3：2，10分，60℃で最も強く，かつ安定で日立分光螢光光度計

MPF＿2Aおよび203型による本螢光の最大波長は励起光468　nm，螢光525∬nであることを明らかにし

た。Heapの螢光法を改良した本法の牛血中progesteτoneの最少検出量は2・5ngで精度，特異性ともに

満足し得るものである。

　2）radi。im鶏un。assay法

　牛血中estrogenのradioi：nmunoassayにestrone－17－oxlπ1e－bov1ne　seruπ1　albu皿in・estradio1－17β一

6－oxime－bovine　serum　albuminならびにestrio1－6－oxime－boviロe　serum　albumiロに対する家兎抗血清

を使用して，検出感度がestrQneおよびestradio1では10　P9，　estrio1で｝ま20　P9である高感度のestrogen

測定法を確立した。

また牛血中P・・9・・t・・。・・，20β一hyd・。・y－P・Qg・・t・・・…17α一hyd・。・y－P・。9・・t・・。・・の・・di。i皿m・…

assayにそれぞれprQgesterone－3－ox…me－bovine　seτum　albuπ血，20β一hydroxy－proges七erone－3－ox…me一．

bovine　seruπ1　albu飢inならびに17α一hydroxy－progesteroロe－3－oxime－bovine　seru皿albumiaに対する

家兎抗血清を使用して，検出感度がそれぞれ10～20pgである高感度のgestage箆測定法を確立した。

　さらに，progester。neの抽出過程で摂州出物をクロマトにより精製し紅場合と，この操作を省いた場合

のそれぞれの測定値はほぼ等しいことを明らかにして，radloilnmuhoassay法による牛血中progesterone

の簡易測定法を確立した。

　以上の結果から，牛血中estroge且ならびにgestageロの測定にradio1mmunoassay－法を応用し得ること，

また本法は感度，精度，特異性，測定操作の迅速性においてきわめて優れていること，，さらにprogesterone

についてはクロマトによる精製操作を省いた直接法を応用し得ることなどが明らかに．された。

2．性周期における末櫓血中性ステロイドの動態

　正常性周期を示す牛21頭を用い，頸静脈から経日的に採取した血液材料についてestτogenおよび1

9。，t。g。。の濃蹴生物学的測定法，化学的測定法および・adi・i塒m…aSSay法で測定して・一性周期におけ

るこれら性ステロイドの消長を比較検討した結果，生物学的測定法による測定値は他のふた？の測定法によ・

．．るそれに比べて高い値を示ず斌；▽1ずれの方法によっても性周期の各時期における末梢血中．のestrogenお

よびgestagenあるいはpr。gester。neの測定値はほぼ同様の傾向で増減することを認めた。

　すなわちestrogenは発情期，排卵前に鋭いピークを示し最高値に達し，排卵後に低下した後，．黄体期に

はぶたたび増加する傾向を示した。発情期，排卵後および黄体期における総estτogenのピーク値は生物学

的測定法ではそれぞれ3．34～8．．90μ9／6，0．21～o．84μ9／6および3・34～8・90μ9／6；化学的測定法でば

13．7～99．8。g／4，．3．8～5．3。9／4および10．1～2乞0・9〃，・adl。1…・。assay法では10・6～20・OP9／m6・

5．4～11．OP9／m4および2．4～11二8hg／エn6であった。
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　gestage且は全般に黄体期に最：高値，発情期に最低値を示したが，生物学的測定法では排卵前に一過性に

わずかに増加することを認めた。黄体期におけるgestagenあるいはprogesterQ蹴eのピーク値および発情

期におけるそれらの濃度水準は生物学的測定法では8，00～10．67μ9／m6および2．67～5．33μ9／m6，化学

的測定法では2．6ッ6．2ng／m6および0．2～0．8ng／m6，　radloimmunoassay法でをま1．8～5，8ng／m6お

よび0．2～0．3ng／m6であった。

　しかし各個体間におけるこれら性ステロイドの濃度水準およびピーク形成の時期にはかなり大きい差異が

れることが注目された。

（・・．∵発情期から排卵までの間の末梢血中progesterone，20β一hydroxy－pro9騨erone・ならびに・ユ7α一hydroxy、，

一progesteroneの動態を1頭の牛について2時間間隔で採取した血液材料を用いて詳細に検討したところ，

progesteroneならびに17α一hydroxy－progesteroneの測定値が排卵前に一過性に上昇する傾向が認められ，

排卵にこれらのgestage旦が一役を演じている可能性が示唆された。

3．妊娠初期におけ’る末鼻血中性ステロイドの動態

　正常妊娠牛5頭について発情前期から授精後31～32日までの間に頸静脈から採取した血液材料について，

妊娠初期におけるestrogenおよびgestagenの濃度をradloimmunoassay法により測定した結果，

estrogenは全般に低値（2．3～6．　O　pg／mので経過し，やや高い場合があっても，その期間はきわめて短く

一過性であることモまたprogesteroロeのピーク値は6・0±1・7ρ9／m6で性周期における黄体期のそれに比

べて増加速度が早く，かつ濃度水準が高い傾向があることを認あた。さらに20β一hydroxy－progessterQne

はprogesteroneとほぼ同様に消長するが，17α一hydroxy－progesteroneは排卵後12日まではpr。gesterone

　とほぼ同様に消長し，その後は急減して比較的低値で経過することを認めた。

4．　リピートブリーダーにおける末檜血中性ステロイドの動態

　農家から溝入したりピートブリーダー9頭に母精を行ない，授精前後から授精後15～28日までの問に頸静

脈から採取した血液材料についてestr。gen：およびgestage聡の濃度を生物学的測定法によって測定し，発

情前期から妊娠初期にかけてのこれら性ステロイドの消長を正常妊娠牛におけるそれと比較したところ，』リ

　ピートブリーダーの発情期におけるestrogen値は，最高値に達する時期：および低下を開始する時期が正常

妊娠牛のそれに，くらべて1～2日遅延する傾向があることを認めた。

　　さらに正常妊娠牛における妊娠初期のgestagen値は，黄体の発育に伴って増加し，．　estrogenは低値の

　まま経過するが，リピートブリーダーにおいて妊娠初期に胚死亡が認められた例ではgestagen値がさわめ

　て低ぐ，estτogeロが高値を示したことが注目された。

　　以上の結果から，estr。genおよびgestage旦の分泌異常が排卵前後に生じた場合には受精障害あるいは．

”受繭紬幽幽。れ、糠初期姓。暢合には癬面諭葱錨ヒ讃藻；”　幽寵

　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

雌牛の繁殖障害には種々の原因によるものがあり，その発現機序がほぼ判明しているもの，ある程度の握

測はなされているが確かな実験的裏付を伴なわないものなど，まちまちである。

野外における雌牛の繁殖障害中，厄介視されているものに，いわゆるリピ憎ト・ズりごダr鵡ある。これ

は一見正常様の所見を呈するにもかかわらず数回授精を繰り返しそも受噂しないものであるが，その主なる
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原因は受精卵の子宮粘膜への着床障害によるのではないかと推察されて．いるが，綜合的な実験により着実に

このことを証明した報告はみあたらない。

　周知のとおり，繁殖機能は直接的には性ホルモンの質的，量的パラソスにより統御されており，とくに卵

着床現象に重大な役割りをもつ性ステ・イドホルモソであるestrogenとprogesteroneの動態を知ること

は繁殖分野においては今後益々必要欠くべからざるものと考えられる。

　本論文はこれらの観点から正常牛ならびにリピート・ブリーダーを対象とし，その性周期中及び妊娠初期

（授精後当分の間）の末檎血中estrogen及びprogesteroneを測定し，正常牛とリピート・ブリーダーを

比較し，さらに授精後，適当な時期に解剖して受精卵（胚）の状況を調べ，その結果と両ステロイドホルモ

ンとの関係を考察し，正常なホルモン動態と併せてリピート・ブリーダーの原嗣を探究せんと試みたもので

ある。

　しかしながら，牛は三種動物に比較して血中性ステロイドホルモン量が極めて少なく，その測定には人間

等に応用されている常法にくらべ，かなりの工夫，改善が必要であり，著者はこの点について，生物学的測

定，比色螢光による化学的測定，近年開発されたラジナィムノアッセィ等につき，過去10数年にわたって検

討し，適切な手法を確立し，これを駆使して雌牛のホルモン測定を行なったものである。

　したがって，この論文の主旨である性周期ならびに妊娠初期の血中性ステロイドの動態，これによ’るリピ

ート・ブリーダーの原因究明等に関する成果はもちろんであるが，同時に家畜とくに牛の性ろテロイドホル

モン測定技術面への貢献度も高く評価されるものである。

　以下実験の内容を稀単に示すと

ユ．．性ステロイドホルモンの測定

　（1）化学的測定法

　末梢血中estr。gen測定については従来の比色螢光法における測定条件を吟味した結果，励起光538　nm，．

螢光552．5n皿であることを明らか忙し，更に実際の測定時には両波長の接近をさけるため510～520　nm

で励起して，螢光を552．5n孤前後で読む方法が優れていることを確認している。

　progester6neについては，　これを20β一hydroxysterold－dehydrogenaseにより20β二hydroxy－pr（ン

gesteroneに転換する方法が用いられているが，．このHeapの螢光法における抽出純化時，1薄層ク戸マト

グラフィーを導入したこと，展開剤及び発色操作を改善し血中prOgesteroneの最少検出量を2；5ng確立

し満足すぺぎ結果を得ている。’

　・（2）’ラジナイムノアッセイ法

　高力価抗血清の使用が要諦歪あ為がゴestrogens．につい：（．㊧抗原iどL，て，・estrone－6－oxime－bovine　seru血

albu：nin，　6stradiol－17β」6－oxime－bovine　serum　alburain　ならびにestriol－6－oxime－bovine　semm

albuminを用い，それに対する抗血清により牛血中．．estrogensについての各分画，すなわち，　estrone，

estτadlol，　estrl。1の存在の確認及びその測定が可能であり，検出感度がestτone，　estradiol｝まともに10　P9，

es憾olでは20　pg・という高感度浪三法を確立したこと・。

　また牛血中gestagenすなわちprogesterone，20β一hydroxy－prbgesterone・17’α一hydroxy－progesterρne

の測定に関し，それぞれのホルモンに一3－oxi皿e－bovine　sefum　albumln結合の抗原：を使用した家兎抗血

清により．，各ホルモン1．0辺泊pgを検出できる手法を確立したとと。
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　また，prOgesterone抽出過程においてクロマト操作を省いても結果には影響のないこをと確かめ簡易法

をも考案し，実用的な術式を樹立したこと等があげられる。

つぎにこれらの手法を用いて牛の性周期中の各ステージにおける末梢血中ステロイドの測定を行なってい

る。

2。性周期における末梢血中ステロイドの動態

正常性周期を示す牛21頭につき，生物学的，化学的及びラジオイムノアッセイ法で経日的にホルモンの消

長を検討しているが，いずれの方法によっても，est＝oge且およびgestagenあるいはprogesteroneは各

検査法にかかわらず同様のパターンで増減している。すなわち，estroge夏は発情期，排卵前に高くなり，

排卵後低下した後，黄体期には再び増加し次第に減少している。

gestagehは黄体期に最高，発情期は二値であった。しかし個体により，その濃度及びピーク形成時期に

は多少個体差も認められている。

　なお，排卵前後のホルモンの詳細な消長を知るために，正常牛1頭を2時間間隔で採血し検査したところ，

progesteroneならびに17α一hydroxy－progesteroneが排卵前に一過性に上昇する成績を得ており，今後排

卵の機序を考察するうえでの一つの示唆ともいえるようである。

3．妊娠初期における末梢血中性ステロイドの動態

　妊娠初期（授精後当分の間）におけるestrogen，　pr。gesteroneの作用は極めて微妙な役割を演ずるもの

と考えられているが，著者は発情前期から授精後約30日まで経時的に採血し，estrogen，　progesteroneを測

定し，e8trogenは全般に低値（2．3～6。　O　pg／mので，やや高い場合があっても一過性で短かく，　pro・

gesteroneは6．0土1・7ng／1n6で発情周期中の黄体期に比べ増加速度が早く，濃度水準も高いことを認めて

いる。

以上のべた正常と思われるもののホルモン消長を基準にして，リピート・・プリーダーとの比較を行なって

いる。

4　リピート・・ブリーダーにおける二部血中ステロイドの動態

　あぎらかにリピート・ブリーダーと診断された9頭に授精し，授精前から経時的にホルモン量を測定して

いるが，リピート・・ブリーダーではestrogenの最高値に達する時期及び二値になる時期が正常牛の発情前

後のパターンに比べ1～2日遅延する結果を得ている。また，gestagen値の上；昂が認められず，反対に

estr。ge豆が高値のものが多く，これらの多ぐは胚の死亡を伴ったことを解剖して確認しており，両ホルモ

ンの関係を強調している。すなちぢ，卵着床時期におけるestτogen優位による着床障害が不妊の原因であ

るとの結論を得ているgご∴：、4　　『　　‘幽　気・・妊擢．「戸覇の‘≒’圏’唖一’

　以上，本論文は従来困難視されていた牛血中性ステロイドホルモン測定法を改善したこと，その手法を用

いて牛におけるestrogen，　pτogesteroneの基本的なパターンを確定したこと，さらにこれらをもとにして

原因がはっきり把握できず，治療の結果から原因を推察する程廉にとどまっていた・リピート●ブリーダー

について，ホルモン支配と卵着床との関係を，’この種の実験の困難な牛について，’はっきり実験的に結論づ

け，予防や治療に対する根拠を与えたこと等，牛の繁殖面に対して禅益するところは大ぎく，高く評価され

るものであり，獣医学博士を授与するに寿さわしい業績と認められる。
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